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Die Entdeckung einiger biologischer Wirkungen von Stickstoffmonoxid und
seiner Rolle fiir die Zellkommunikation (Nobel-Vortrag)**

Ferid Murad*

-

In den letzten 22 Jahren hat sich die
Erforschung der Rolle von Stickstoff-
monoxid bei der Zellkommunikation
zu einem der am schnellsten wachsen-
den Gebiete in der Biologie entwik-
kelt, mit bislang iiber 20000 Publika-
tionen. Stickstoffmonoxid ist ein Gas,
und sein Molekiil ist ein freies Radikal
mit einem ungepaarten Elektron, das
eine Vielzahl von biologischen Pro-
zessen regulieren kann, von denen
standig neue entdeckt werden. In vie-
len Fillen iibt es seine Wirkung tiber
die Aktivierung der Guanylat-Cyclase
und die verstdrkte Synthese von cycli-
schem GMP aus GTP aus. Aber auch
die Zahl der bekannten Wirkungen
von Stickstoffmonoxid, die nicht von
cyclischem GMP abhingig sind, wichst
rapide. So kann Stickstoffmonoxid mit
Ubergangsmetallen wie Eisen, Thiol-

lekiilen wechselwirken. Einige dieser
Reaktionen fiihren zur Oxidation von
Stickstoffmonoxid zu Nitrit und Nitrat,
was seine Wirkung aufhebt, wihrend
andere Reaktionen zu einer Anderung
der Struktur, Funktion und/oder kata-
lytischen Aktivitdt von Proteinen fiih-
ren. Diese unterschiedlichen Wirkun-
gen von Stickstoffmonoxid sind entwe-
der abhingig oder unabhéngig von
cyclischen GMP und konnen wichtige
physiologische und biochemische Vor-
gidnge bei der Zellregulation und
-funktion beeinflussen. Stickstoffmon-
oxid kann als intrazelluldrer Boten-
stoff, Autocoid (autopharmakologi-
sche Substanz), parakrine Substanz,
Neurotransmitter oder als Hormon
fungieren, das erst an entfernte Wirk-
orte transportiert werden muf3. Es ist
also ein einzigartiges, einfaches Mole-

Menge der Substanz zu pathologischen
Reaktionen fiithren. Einige Methoden,
mit denen die Bildung, der Metabolis-
mus oder die Funktion von Stickstoff-
monoxid reguliert werden konnen,
werden in der Medizin schon seit tiber
100 Jahren angewendet, so z.B. die
Verwendung organischer Nitrate und
Nitroglycerin bei Angina pectoris seit
den siebziger Jahren des letzten Jahr-
hunderts. Die gegenwirtige und zu-
kiinftige Forschung tiber Stickstoffmon-
oxid und cyclisches GMP wird das
therapeutische Arsenal der Arzte
zweifellos erweitern. Derartige Ver-
sprechungen und Erwartungen haben
natiirlich das Interesse an diesen Si-
gnalmolekiilen fiir eine wachsende
Zahl therapeutischer Anwendungen
gesteigert.

\_

gruppen, anderen freien Radikalen,  kiil mit einer Vielzahl von Signalfunk-  Stichwérter: Enzyme Nobel-Auf-
Sauerstoff, Superoxid-Anionen, unge- tionen. Aber, wie bei jedem Boten- sétze - Nucleotide - Signaltransduk-
sattigten Fettsduren und anderen Mo-  stoff, kann eine zu gro3e oder zu kleine  tion - Stickstoffmonoxid

/

Einleitung

Als ich kurz nach der Entdeckung von cyclischem AMP
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Rolle der Second messengers im hormonellen Signalsystem
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iiberzeugt. Nach einer zusitzlichen klinischen Ausbildung
ging ich im Jahr 1967 an die National Institutes of Health
(NIH) zu Martha Vaughan; cyclisches GMP (cGMP) wurde
damals gerade als neuer potentieller Second messenger
diskutiert. Die Arbeitsgruppen von Sutherland und Aurbach
charakterisierten unabhingig voneinander das Enzym Gua-
nylat-Cyclase, das die Bildung von cGMP aus GTP kataly-
sierte.l"? AuBerdem wurden eine neue Isoform der fiir
cyclische Nucleotide spezifischen Phosphodiesterase, die be-
vorzugt cGMP hydrolysierte und inaktivierte,®l sowie eine
neue cGMP-abhingige Proteinkinase, die vermutlich das
Zielmolekiil von cGMP war," beschrieben (Schema 1).

Das Gebiet der cAMP-Forschung wurde sehr populér, als
neue und einfachere Testsysteme entwickelt und immer mehr
Hormone gefunden wurden, die ihre Wirkung iiber diesen
intrazelluldren Botenstoff ausiibten. Als ich im Jahr 1970 an
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Schema 1. Enzyme, die an Synthese, Metabolismus und Funktion von
cyclischem GMP beteiligt sind.

die Universitdt von Virginia ging, um meine eigene akade-
mische Laufbahn einzuschlagen, schien mir daher cGMP als
Forschungsobjekt eher geeignet. Bei unseren ersten Unter-
suchungen machten wir viele Experimente, in denen wir die
eine oder andere Substanz zu Gewebsproben oder Zellen
gaben, um die cGMP-Konzentration mit der Funktion der
Priparate zu korrelieren. Auch wenn diese Untersuchungen
damals notwendig zu sein schienen und auch produktiv
waren, so erhielten wir doch wenige Einsichten in die wahre
Regulation der Synthese von ¢cGMP und dessen Funktion.
Wir wollten zwei einfache und offensichtlich naive Fragen
klaren: 1) Wie regulieren Hormone, Neurotransmitter und
verschiedene andere Liganden die Aktivitdt der Guanylat-
Cyclase und die Synthese von ¢cGMP (d.h., wie sind die
Hormonbindung an den entsprechenden Rezeptor und die
Aktivierung der Guanylat-Cyclase auf molekularer Ebene
miteinander verkniipft) ?; 2) welche biologischen Funktionen
ergeben sich aus erhohten Konzentrationen von cGMP?

Mogliche Isoformen der Guanylat-Cyclase

Nach 2-3 Jahren der, wie meine Studenten sagten,
,Dumping-Experimente®, in denen wir verschiedene Hor-
mone und Substanzen an Préparaten testeten und den
Anstieg der cGMP-Konzentration mafien, beschlossen wir,
einen besseren, fundamentaleren Ansatz zur Beantwortung
unserer Fragen zu wihlen. Etwa 1973 beschlossen mein
Mitarbeiter Hiroshi Kimura und ich, die Guanylat-Cyclase in

zellfreien Systemen zu untersuchen. Wir fanden schnell
heraus, daB3 bei den meisten Gewebehomogenaten die
Enzymaktivitit bei der Ultrazentrifugation sowohl im Uber-
stand als auch im Niederschlag zu finden war. Die Enzyme
unterschieden sich jedoch deutlich voneinander (Tabel-
le 1).0-1 Auch wenn beide Enzyme durch ATP gehemmt

Tabelle 1. Die unterschiedlichen Eigenschaften von cytosolischer und
partikelgebundener Guanylat-Cyclase.

16slich partikelgebunden
Ca*t Stimulation Inhibition
ATP, ICy, 0.4 mm >1mMm
GTP, hldl 1.0 1.74
Detergens 50-100% Stimulation >300% Stimulation

[a] & = Hill-Koeffizient.

wurden, so war das 1osliche Enzym jedoch empfindlicher
gegeniiber der Hemmung durch ATP. Calcium-Ionen konnten
in Abhingigkeit von ihrer Konzentration die Enzyme ent-
weder hemmen oder aktivieren, aber die Enzyme im Uber-
stand und im Niederschlag wiesen unterschiedliche Emp-
findlichkeiten hierfiir auf. Der grof3te Unterschied aber war,
daf3 das losliche Enzym ein lineares kinetisches Verhalten
(doppelt reziproke Auftragungen) beziiglich des Substrates
GTP aufwies, wihrend das partikelgebundene Enzym kurvi-
lineare doppelt reziproke Auftragungen ergab, was auf eine
Kooperativitdt beziiglich der Bindung von GTP deutete,
wobei wahrscheinlich mehrere GTP-Bindungsstellen vorhan-
den waren. Der Hill-Koeffizient fiir das losliche Enzym
betrug 1.0, wihrend das partikelgebundene Enzym einen Hill-
Koeffizienten von 1.7 aufwies.5!

Spéter arbeiteten wir an der Charakterisierung und Reini-
gung des Enzyms, klonierten die cDNA fiir die Guanylat-
Cyclase und konnten definitiv nachweisen, dal mehrere
Isoformen als Produkte unterschiedlicher Gene in den
Geweben vorkamen.[*'] Ahnliche Arbeiten wurden von
anderen Labors durchgefiihrt, wobei besonders die Arbeiten
von David Garbers erwihnt werden sollen.['> ¥l Heute wissen
wir, dall es viele 16sliche und partikelgebundene Isoformen
gibt. Aber dieser Punkt geht iiber den Rahmen dieser
Ubersicht hinaus, und der interessierte Leser sei hierfiir auf
andere Ubersichtsartikel verwiesen.!$-'l
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Die Wirkungen von Azid, Hydroxylamin und Nitrit

Aufgrund dieser frithen Daten glaubten wir, es mit zwei
verschiedenen Isoformen der Guanylat-Cyclase zu tun zu
haben, einer im Cytosol und einer zweiten in der Zellmem-
bran oder in einer Zellorganelle. Wir konnten jedoch nicht
ausschliefen, daB3 die Aktivitdtsunterschiede ein Artefakt
waren und auf falschen Ergebnissen mit ungereinigten Uber-
stinden und Niederschldgen beruhten, die bei der Ultrazen-
trifugation erhalten worden waren. Wir dachten, daf3 Kon-
taminationen mit Phosphatasen, Nucleasen und moglicher-
weise Phosphodiesterasen, die fiir cyclische Nucleotide
spezifisch sind, unsere Beobachtungen erkldren konnten. Zu
dieser Zeit war es nicht unsere Absicht, das Protein (oder die
Proteine) zu reinigen. Es war einfacher, Azid, Pyrophosphat,
Hydroxylamin, Phosphodiesterase-Inhibitoren, Fluorid usw.
einzeln oder kombiniert hinzuzufiigen, um das Substrat oder
Produkt vor Abbau bzw. Umsetzung zu schiitzen und die
losliche und partikelgebundene Guanylat-Cyclase erneut zu
charakterisieren. Zu unserer Uberraschung fanden wir, daf3
Azid, Hydroxylamin und Nitrit viele, aber nicht alle Pripa-
rationen der Guanylat-Cyclase aktivierte.l'*] Das war eine
aufregende und gliickliche Entdeckung fiir uns, da alle
Hormone oder Liganden, die einen Anstieg der cGMP-
Konzentration in intakten Zellen verursachten, dies nicht in
zellfreien Systemen taten. Wir dachten daher, daf der
Kopplung von Hormon-Rezeptor-Wechselwirkung und Gua-
nylat-Cyclase-Aktivierung ein komplizierter molekularer
Mechanismus zugrundeliegt, der in zellfreien Pridparationen
zerstort ist.

Um die molekularen Ereignisse zwischen Hormonbindung
und Guanylat-Cyclase-Aktivierung zu untersuchen, benotigte
man ein auf Hormone ansprechendes zellfreies System sowie
die hochreinen und rekonstituierten Komponenten der Si-
gnalkaskade. Wir dachten, daf3 das Verstdndnis der Aktivie-
rung der Guanylat-Cyclase durch Azid, Hydroxylamin und
Nitrit uns bei der Aufkldrung der komplexen Signalkaskade
helfen wiirde, vielleicht analog zur stimulierenden Wirkung
von Fluorid, die zur Charakterisierung des Adenylat-Cyclase-
Systems beitrugen. Diese Intuition war richtig und fiihrte uns
letztlich zum Mechanismus der hormonellen Aktivierung der
Guanylat-Cyclase, wie weiter unten beschrieben wird. So
richteten wir unsere Aufmerksamkeit verstirkt auf das
Verstidndnis der Guanylat-Cyclase-Aktivierung durch diese
Verbindungen.

Die Entdeckung der Proteine, die fiir die
Aktivierung oder Hemmung durch Azid notig sind

Die Aktivierung durch Azid war gewebespezifisch und
nahm erst nach einer kurzen Anlaufphase von wenigen
Minuten einen linearen Verlauf.''7) AuBerdem fand unter
anaeroben Bedingungen keine Aktivierung statt, dazu war
Luft oder Sauerstoff notig. Die Aktivierung konnte durch
Zugabe von Thiolen verstirkt werden.'*71 Wir vermuteten
daher, daB3 Azid zu einer anderen Verbindung umgewandelt
wiirde, die als aktivierende Spezies wirkte. Wir fiihrten dann
ein einfaches und klassisches biochemisches Experiment

Angew. Chem. 1999, 111, 1976-1989

durch, bei dem wir ungereinigte losliche Zellextrakte, die
durch Azid aktiviert wurden, mit ungereinigten loslichen
Extrakten mischten, die nicht aktiviert wurden.

In unserem ersten Experiment (Tabelle 2) mischten wir
ungereinigte Uberstinde aus Rattenleber-Homogenisaten,
die mit Azid aktiviert werden konnten, mit Préparationen
aus Rattenhirn und Rattenherz, in denen die Guanylat-

Tabelle 2. Die Wirkungen von Natriumazid (NaN;) auf die losliche
Guanylat-Cyclase aus Leber, Herz und GroBhirnrinde der Ratte. (Mit
freundlicher Genehmigung iibernommen aus Lit. [14,15]).

c¢GMP-Bildungl?! mit NaNy/
Enzym mit NaN; ohne NaN; ohne NaNj;
Leber 38.8 595.4 15.3
Herz 23.0 232 1.0
GroBhirnrinde 46.0 42.0 0.9
Leber + Herz 27.3 23.1 0.8
Leber + GroBhirnrinde 23.0 899.0 39.1

[a] Angegeben in pmol cGMP pro mg Protein pro min.

Cyclase nicht durch Azid aktiviert werden konnte.''" Eine
Mischung von Extrakten aus Leber und GroBhirnrinde wies
eine verstiarkte Aktivierbarkeit durch Azid auf, wihrend das
Mischen von Leberextrakten und Herzextrakten zum Ver-
schwinden der Aktivierbarkeit durch Azid fiihrte. Wir
glaubten, daf fiir die Aktivierung durch Azid zusitzliche
Faktoren erforderlich waren, die in Leberextrakten vorhan-
den waren, so daB3 beim Zusatz zum Extrakt aus GroBhirn-
rinde eine Arzid-vermittelte Aktivierung des Enzyms in
beiden Extrakten stattfand. AuBerdem enthielten Herzex-
trakte einen Faktor oder mehrere Faktoren, die die Azid-
vermittelte Aktivierung in den Herzextrakten sowie bei den
Mischexperimenten auch in den Leberextrakten blockierten.
Spitere Experimente bewiesen diese Hypothesen. Der
scheinbar aktivierende Faktor (oder die Faktoren) im Le-
berextrakt und der Inhibitor (oder die Inhibitoren) im
Herzextrakt waren hitzelabil und nicht durch Dialyse ab-
zutrennen. Wir begannen damit, diese Aktivatoren und
Inhibitoren zu reinigen und zu charakterisieren.!'*1

Wir dachten, wenn wir nur den Mechanismus der Guanylat-
Cyclase-Aktivierung durch Azid verstehen wiirden, dann
konnten wir eines Tages die richtigen Komponenten und
Faktoren rekonstituieren, um eine hormonelle Aktivierung
der Guanylat-Cyclase in zellfreien Systemen zu beobachten,
was eines der Hauptziele des Labors war. Dieser Forschungs-
ansatz war zwar riskant, stellte sich aber als richtig heraus und
ermoglichte uns die Entdeckung der ersten biologischen
Wirkungen von Stickstoffmonoxid. Unsere Kollegen an der
University of Virginia und andere hielten uns fiir verriickt,
weil wir die Wirkungen von Azid aufkldren wollten, das ein
bekanntes Stoffwechselgift war und hiufig Pufferlosungen
und Chromatographiesdulen vor der Lagerung zugesetzt
wurde, um Bakterienwachstum zu verhindern.

Die Charakterisierung von Azid-Aktivatoren und
-Inhibitoren

Hiroshi Kimura, Chandra Mittal und ich reinigten Extrakte
aus Rattenleber und fanden, daf3 der fiir die Azid-vermittelte

1979
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Aktivierung erforderliche makromolekulare Faktor das En-
zym Katalase war.['*?!l Jedoch konnten andere Him-haltige
Proteine wie Meerrettich-Peroxidase und einige Cytochrome
die Katalase ersetzen.'s2!1 Auch die hemmenden Faktoren in
Herzextrakten wurden gereinigt und als Hamoglobin und
Myoglobin identifiziert.'*21 Es wurde sehr schnell deutlich,
daB Him-haltige Proteine die Aktivierung der Guanylat-
Cyclase durch Azid entweder forderten oder blockierten.
Diese stimulierenden und inhibierenden Wirkungen verschie-
dener Ham-haltiger Proteine waren wichtige Ergebnisse, weil
sie uns auf viel éltere Veroffentlichungen aufmerksam
machten, in denen die Wechselwirkung von Azid mit Katalase
unter Bildung von Stickstoffmonoxid beschrieben wurde.

Die Wirkungen von Azid und Nitrovasodilatatoren
auf die Aktivierung der Guanylat-Cyclase, die
Akkumulation von cyclischem GMP in intakten
Zellen und die Relaxation von glatten Muskelzellen

Azid, Hydroxylamin und Nitrit aktivierten nicht nur die
Guanylat-Cyclase in zellfreien Extrakten, sondern erhohten
auch die cGMP-Konzentration in vielen intakten Geweben
und Zelltypen einschlielich Hirn, Leber und einigen Zell-
kulturmodellen.['*?!1 Shoji Katsuki, ein neuer Mitarbeiter in
meinem Labor, arbeitete mit Praparaten glatter Muskulatur
aus der Luftrohre von Rindern, die wir entwickelt hatten, um
die Wirkung von cAMP und cGMP auf die Motilitét glatter
Muskulatur zu untersuchen. Wir entwickelten eine ziemlich
homogene Préparation glatter Muskulatur (etwa 90 % glatte
Muskelzellen) mit geniigend Gewebe, mit der wir in einem
Organbad die Motilitdt nach Zugabe verschiedener Substan-
zen verfolgen konnten. Nach dem schnellen Einfrieren der
Gewebesegmente in fliissigem Stickstoff konnten wir auch
die Konzentration der cyclischen Nucleotide messen und
die Adenylat- oder Guanylat-Cyclase-Aktivititen bestim-
men.>?! Es war uns klar, daB wir die neuen Guanylat-
Cyclase-Aktivatoren auch zu den glatten Muskelzellen der
Rinderluftrohre geben sollten, um die Motilitdt sowie den
Anstieg der cGMP-Konzentration zu messen. Wir fanden
erwartungsgemaf, daf diese Substanzen — dhnlich wie bei den
Gewebeproben — die cGMP-Konzentration erhohten und
gleichzeitig eine Relaxation von zuvor kontrahierten Muskeln
auslosten.?2l Wir erhielten dhnliche Ergebnisse, wenn wir
saubere Segmente aus glatter Muskulatur des Gastrointes-
tinaltraktes untersuchten.’>?! Wir experimentierten absicht-
lich nicht mit BlutgefdBsegmenten, weil diese Préiparate
heterogen waren und Endothelzellen, Blutzellen, Fibrobla-
sten usw. enthielten. Wir glaubten, dal wir wegen der
ausgepragten zelluldren Heterogenitét nicht feststellen konn-
ten, in welchen Zelltypen die cGMP-Konzentration anstieg.
Bei meinen fritheren Untersuchungen mit Ratten-Fettzellen
im Labor von Martha Vaughan hatten wir gro3e Probleme
damit, die Wirkungen einiger lipolytischer Agentien mit
einem Anstieg der cAMP-Konzentration zu korrelieren, da
unsere Préparate sehr heterogen waren. Diese Untersuchun-
gen ergaben nur dann einen Sinn, wenn wir den Anstieg der
cAMP-Konzentration in homogenen isolierten Fettzellen
untersuchten.26-28]

1980

Nachdem wir gefunden hatten, da3 diese Substanzen die
glatte Muskulatur aus Luftréhre und Magen-Darm-Trakt
relaxierten und daf3 der Anstieg der cGMP-Konzentration mit
dieser Relaxation zusammenfiel oder ihr voranging, began-
nen wir, andere Relaxantien glatter Muskulatur wie Nitro-
glycerin, Nitroprussid, Hydrazine usw. zu untersuchen (Sche-
ma 2).1°21 Alle diese Verbindungen erhohten die Konzentra-
tion von cGMP in unterschiedlichen Priparaten glatter

Katalase

Peroxidase 0,

Cytochrome

? andere
NH,OH

» NO » NO,
NaN3 H, 02 oxidierende Agentien
(O,, Methylenblau,

NaNO, H,0,, Ks[Fe(CN)s])
Phenylhydrazin oxidierende oder reduzierende Agentien
Nitroglycerin reduzierende Agentien (Thiole, Ascorbat)

Nitroprussid oder spontan

Nitrosoharnstoffe T Hamoglobin

Nitrosamine Myoglobin
inaktive v aktive
Guanylat- _ > Guanylat-
Cyclase Cyclase

Schema 2. Wirkungen einiger Nitrovasodilatatoren auf die Synthese von
cyclischem GMP. (Mit freundlicher Genehmigung iibernommen aus Lit.
[19-21]).

Muskulatur und auch in anderen Geweben, bewirkten die
Relaxation glatter Muskulatur und aktivierten die Guanylat-
Cyclase in den meisten zellfreien Gewebeextrakten. Wir
begannen damit, diese neuen Guanylat-Cyclase-Aktivatoren
als ,Nitrovasodilatatoren“ zu bezeichnen, ein vereinfachter
»,Labor-Jargon®, durch den wir besser miteinander kommu-
nizieren konnten. Auch wenn diese neuen Nitrovasodilatato-
ren zur Aktivierung der Guanylat-Cyclase keine Katalase
benétigten, so wurden diese Effekte doch von Hamoglobin
und Myoglobin inhibiert. Die Auswirkungen von verdnderten
Redoxbedingungen, Thiolen und Ham-haltigen Proteinen auf
diese Nitrovasodilatatoren sollten spéter fiir uns sehr wichtig
werden, als wir — nach der Entdeckung des relaxierenden
Faktors aus Endothelzellen (endothelial-derived relaxing
factor, EDRF) durch Furchgott im Jahr 1980 — die Auswir-
kungen des EDRF auf den Anstieg der cGMP-Konzentration
in BlutgefiBpriparaten untersuchten.?’]

Die Entdeckung der biologischen Wirkungen von
Stickstoffmonoxid

Die Wirkungen der stdndig zunehmenden Zahl von ,,Ni-
trovasodilatatoren” mit funktionellen Nitro- oder Nitroso-
gruppen und die Wirkungen der Hdm-haltigen Makromole-
kiile entweder als Aktivatoren oder Inhibitoren dieser
Agentien veranlaf3ten uns zu der Vermutung, daf3 das aktive
Intermediat oder der proximale Aktivator der Guanylat-
Cyclase moglicherweise Stickstoffmonoxid war oder eines
seiner Oxidations- oder Reduktionsprodukte. Das war tat-
séchlich der Fall.?>2>3% Die Bildung von Stickstoffmonoxid
aus unterschiedlichen Nitrovasodilatator-Vorstufen oder

Angew. Chem. 1999, 111, 1976-1989
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»prodrugs® konnte durch eine Reihe von Bedingungen, die in
Schema 2 aufgefiihrt sind, beeinflu3t werden. Auch konnte
die Aktivitdit von Stickstoffmonoxid durch verschiedene
Oxidationsmittel wie Methylenblau, K;[Fe(CN),], Sauerstoff
im Uberschuf usw. sowie durch Verbindungen, die Stickstoff-
monoxid abfangen wie Himoglobin und Myoglobin, verrin-
gert werden (Schema 2). Gliicklicherweise funktionierte un-
ser erster chemischer Stickstoffmonoxid-Generator, mit dem
wir das Gas in Losungen mit Guanylat-Cyclase einleiten
konnten (Abbildung 1).?>253% Das Experiment wurde von

14}
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Abbildung 1. Der erste Beweis fiir eine biologische Wirkung von Stick-
stoffmonoxid, die Aktivierung von Guanylat-Cyclase-Préparaten aus
Rattenlunge (A) und aus glatter Luftrohrenmuskulatur von Rindern (B).
(Mit freundlicher Genehmigung iibernommen aus Lit. [22]).

Shoji Katsuki und William Arnold, zwei Postdoktoranden in
meinem Labor Ende 1976 durchgefiihrt, eine Nacht bevor
Katsuki seine Arbeit beenden und mit seiner Familie nach
Japan zuriickkehren sollte. Ich habe oft gedacht, daf3 unsere
Entdeckung der ersten biologischen Wirkungen von Stick-
stoffmonoxid stark verzogert worden wire, wenn Katsuki
seine Arbeit frither beendet hétte. Im Unterschied zu anderen
Aktivatoren und Nitrovasodilatatoren erhohte Stickstoffmo-
noxid die Aktivitdt der meisten Guanylat-Cyclase-Praparate
und verursachte einen Anstieg der cGMP-Konzentration in
nahezu allen untersuchten Geweben bis auf wenige Ausnah-
men (Tabelle 3). AuBerdem war die stimulierende Wirkung,
die Stickstoffmonoxid und unterschiedliche Nitrovasodilata-
toren auf die Synthese von cyclischem GMP ausiibten, nicht
additiv. Wir vermuteten daher, daB3 sie alle iiber einen
dhnlichen Mechanismus die Aktivierung der Guanylat-Cy-
clase auslosten.[*!

Dies war das erste und einzige Beispiel fiir ein freies
Radikal, das ein Enzym aktiviert. Daher begannen wir damit,
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Tabelle 3. Die Wirkungen von Stickstoffmonoxid (NO) auf die Aktivitdt der
Guanylat-Cyclase aus verschiedenen Geweben.

Gewebe Frak- c¢GMP-Bildung!®! mit NO/
tionf!  ohne NO mit NO ohne NO
Leber (Ratte) S 22.1 6742 30.5
P 12.4 37.3 39
Lunge (Rind) S 111.7 3625.5 325
glatte Luftrohren-
muskulatur (Rind) S 8.9 297.1 334
P 27.0 353 1.3
Herz (Ratte) S 10.5 242.8 23.1
Niere (Ratte) S 51.6 975.9 18.9
GroBhirnrinde (Ratte) S 55.7 1122.6 20.2
P 142 209.1 14.7
Kleinhirn (Ratte) S 23.7 784.4 33.1
P 20.6 201.2 9.8
Skelettmuskel (Ratte) S 6.1 84.0 13.8
Milz (Ratte) S 73.5 381.7 52
Diinndarmmuskel (Ratte) S 429 250.6 5.8
Nebeniere (Ratte) S 37.5 394.2 10.5
Nebenhodenfettgewebe (Ratte) S 9.4 108.5 11.5
Leber (Ratte) D 296.2 1406.3 4.7
GroBhirnrinde (Ratte) D 572 1743 3.0
Lunge (Rind) G 61.4 1672.1 272
Herz (Ratte) G 30.2 171.9 5.7

[a] S=106sliche Fraktion; P = partikelgebundene Fraktion; D =nach Chroma-
tographie an DEAE-Cellulose; G =nach Chromatographie an Sephadex G-
100. [b] Angegeben in pmol cGMP pro mg Protein pro min.

die Isoformen der Guanylat-Cyclase bis zur Homogenitét zu
reinigen, um die Wirkungen von Stickstoffmonoxid erneut zu
untersuchen. Wir konnten die Moglichkeit nicht ausschlief3en,
daB Stickstoffmonoxid zu einer anderen, aktivierenden Spe-
zies umgewandelt wurde oder daf3 es einen Inhibitor des
Enzyms in unseren ungereinigten Prdparaten hemmte. Die
Hemmung eines Guanylat-Cyclase-Inhibitors konnte in un-
seren Versuchen wie eine mogliche Aktivierung erscheinen.

Nach der Reinigung der 16slichen Guanylat-Cyclase bis zur
Homogenitdt wurde immer noch eine Aktivierung durch
Stickstoffmonoxid festgestellt.?:3!1  Tatsichlich sank der
scheinbare Wert von K, fiir Stickstoffmonoxid mit dem
Fortschreiten der Reinigung des Enzyms. Gereinigte 16sliche
Guanylat-Cyclase hat K, - oder ECs-Werte fiir Stickstoff-
monoxid im Bereich von 1 bis 10 nm, in Abhédngigkeit von den
Versuchsbedingungen und der Anwesenheit von Thiolen,
Proteinen, Zuckern, Lipiden usw. Diese Verbindungen kon-
nen Komplexe mit Stickstoffmonoxid bilden und seine
effektive Konzentration fiir die Aktivierung der Guanylat-
Cyclase #ndern.P! Sie wirken wie Fallen oder Abfinger
(,,scavenger®), so daB Nitro- oder Nitroso-Addukte und
-Komplexe gebildet werden und die Werte von K, oder
EC;, steigen. In einigen Féllen konnen diese Komplexe selbst
Nitrovasodilatatoren oder Stickstoffmonoxid-, Prodrugs®
werden, die unter giinstigen Bedingungen wieder Stickstoff-
monoxid freisetzen.

Ist Stickstoffmonoxid ein natiirlich vorkommender,
endogener Aktivator der Guanylat-Cyclase?

Im Jahr 1978 schlugen wir vor, da3 die Wirkungen von
Hormonen, Autocoiden und Neurotransmittern auf die Syn-

1981



AUFSATZE

F. Murad

these von cyclischem GMP in intakten Zellen und Geweben
moglicherweise mit der Bildung von Stickstoffmonoxid aus
einem endogenen Vorldufermolekiil erkldrt werden konn-
te.'> 200 Wir dachten, daB eine geeignete Hormonbehandlung
den Redoxzustand der Zellen, die Bildung von Stickstoff-
monoxid aus einer endogenen Vorstufe oder den Metabolis-
mus von Stickstoffmonoxid beeinflussen konnte. AuBBerdem
glaubten wir, daf} Stickstoffmonoxid ein intrazelluldrer Se-
cond messenger sein konnte, der die Hormonwirkung ver-
mittelt. Es wire dann in die kurze, aber schnell wachsende
Liste der Second-messenger-Molekiile eingereiht worden, zu
denen cyclisches AMP, cyclisches GMP, Ca?*, Eicosanoide,
Lipide, Proteine usw. gehorten. Wiederum hielten unsere
Kollegen uns fiir verriickt, weil wir glaubten, dal3 ein freies
Radikal ein Enzym aktivieren und als Second messenger
fungieren konnte. Zudem war Stickstoffmonoxid als Neben-
produkt der Verbrennung zahlreicher Substanzen bekannt,
das unterschiedliche Makromolekiile inaktivierte oder zer-
storte und die Ozonschicht abbaute. Es konne sicherlich kein
Second-messenger-Signalmolekiil sein, so sagten

Konzentrationen von cyclischem GMP seine Ergebnisse bei
der lichtinduzierten und der Endothel-induzierten Relaxation
erklaren konnten. Wir planten sogar eine Zusammenarbeit
zur Uberpriifung dieser Hypothese, die nie zustande kam,
weil wir 1981 mit unserer Arbeitsgruppe an die Stanford
University umzogen.

Zu dieser Zeit war Robert Rapoport, einer der neuen
Mitarbeiter in meinem Labor, mit Prdparationen glatter
Muskulatur aus Luftrohre und Blutgefédf3en beschéftigt und
wartete ungeduldig auf den Beginn der Zusammenarbeit.
Nach einem kurzen Besuch von Michael Peach in unserem
Labor im Jahr 1982, der sich nach unserem Interesse fiir den
EDREF erkundigte, wiesen wir unabhingig nach, dal EDRF
tatsdchlich die Synthese von cyclischem GMP im glatten
Muskel aus Rattenaorta-Segmenten erhohte (Abbil-
dung 2).52381 Wir stellten dhnliche Wirkungen des EDRF
auf die Bildung von cGMP mit einer Reihe Endothel-
abhédngiger Vasodilatatoren wie Acetylcholin, A23187,
Thrombin, ATP, Bradykinin usw. fest.?> Wir zeigten weiter-

uns die Skeptiker. 3

Um unsere Hypothese zu beweisen, war ein ZM\-—’,H
groBer technischer Fortschritt notig. Wenn Stick- pmol pf: r'\rlilgP/Protein B P A—— O .
stoffmonoxid wirklich ein endogener Second mes- 1
senger und ein Regulator der Guanylat-Cyclase | * 18°
war, konnte man mit physiologisch relevanten . 17°
Gewebekonzentrationen von etwa 1 bis 10 nMm 20k 160
rechnen (also Konzentrationen nahe den K,.- oder ¥ 150
ECs;-Werten), die Schwankungen der Stickstoff- cGMP/ 140 Relaxation /%
monoxid-Konzentrationen zur Kontrolle der En- pmol pro mg Protein 10l 130
zymaktivitit zulieBen. Wenn die Gewebekonzen- {20
trationen viel hoher ldgen, wiirde man erwarten, 110
dal das Enzym immer aktiviert wére, und die 0 -0'*7--»--.----{ -------------- PSRN "
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physiologische Bedeutung von Stickstoffmonoxid
als Regulator wire weniger iiberzeugend und
bedeutungsvoll. Ungliicklicherweise waren die Me-
thoden zur Bestimmung von Stickstoffmonoxid und
seinen Oxidationsprodukten (Nitrit und Nitrat)
sehr unempfindliche kolorimetrische und spektro-
photometrische Assays, deren Empfindlichkeit um mehrere
Grofenordnungen zu gering war (sie lag etwa im millimola-
ren bis mikromolaren Bereich). So blieb unsere Hypothese
iiber mehrere Jahre hinweg nicht iiberpriifbar, bis wir und
andere spezifischere und empfindlichere Assays fiir das freie
Radikal entwickelt hatten.

Die Entdeckung des EDRF

Im Jahr 1980, als ich an der University of Virginia war, hielt
Furchgott ein Seminar in unserer Abteilung fiir Pharmako-
logie. Er berichtete begeistert iiber seine kurz zuvor gemachte
Entdeckung des EDRF und die Fihigkeit von Endothelzel-
len, eine labile Substanz zu synthetisieren und freizusetzen,
die zur Relaxation von glatter Muskulatur in BlutgefaBseg-
menten fiihrte.?) Die Wirkungen des EDRF waren den
Eigenschaften der Vasodilatatoren in vieler Hinsicht dhnlich,
und so schlug ich ihm vor, daB3 moglicherweise erhohte

1982

t/sec —»

Abbildung 2. Wirkungen von Acetylcholin auf die Akkumulation von ¢cGMP und
cAMP (@) und auf die Relaxation von Rattenaorta-Segmenten (o) mit (—) und ohne
Endothel (----). (Mit freundlicher Genehmigung iibernommen aus Lit. [32,33]).

hin, daf3 sowohl die EDRF-Bildung als auch Nitrovasodila-
tatoren die Aktivitit der cGMP-abhéngigen Proteinkinase
erhohte und das Phosphorylierungsmuster vieler endogener
Proteine aus glatter Muskulatur &nderte, wozu auch die
Dephosphorylierung der leichten Kette von Myosin gehor-
te.[32—38]

Nitrovasodilatatoren oder Endothel-abhingige Vasodilata-
toren hatten &dhnliche Wirkungen auf die Erhohung der
cGMP-Konzentration, die Aktivierung der cGMP-abhingi-
gen Proteinkinase und den Einbau von PO, in dieselbe
Proteinfamilie, was mit zweidimensionaler Polyacrylamidgel-
Elektrophorese nachgewiesen wurde.’238 Danach fanden wir
und andere Arbeitsgruppen, daf3 cyclisches GMP den Phos-
phoinosid-Metabolismus und die Bildung von Inositphospha-
ten, einschlielich von Inosittriphosphat, verlangsamte, in-
dem die Aktivitit der Phospholipase C verringert wurde.l
Man konnte erwarten, dafl diese und andere Wirkungen von
cGMP die Konzentration von freiem Calcium im Cytosol und
die Aktivitdt der Myosin-light-chain-Kinase, eines Calcium/
Calmodulin-abhéngigen Enyzms, verringern wiirde. Spéter
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Schema 3. Wirkungen von Endothel-abhingigen Vasodilatatoren, Nitrovasodilatatoren und Atriopeptinen in

gig voneinander vor, dafl der
EDREF Stickstoffmonoxid ist. Ich
meinte damals und auch heute
noch, da3 EDRF wahrscheinlich
eine Familie aus Stickstoffmonoxid-Addukten oder -Kom-
plexen und eben auch Stickstoffmonoxid ist. Diese Kontro-
verse ist auch heute noch nicht beendet, da viele Nitro- und
Nitrosokomplexe unter die uspriingliche Definition des
EDRF durch Furchgott fallen.”! Diese Komplexe werden
sehr leicht durch Reaktion von freiem Stickstoffmonoxid in
den Zellen und im interstitiellen Raum mit unterschiedlichen
zelluldren Bestandteilen wie Thiolen, Lipiden, Proteinen usw.
gebildet. Vermutlich konnen viele dieser Substanzen in der
passenden Umgebung leicht Stickstoffmonoxid abgeben, was
das Vorhandensein von freiem Stickstoffmonoxid in einigen
GefédBpriaparationen erkldren wiirde. Leider wird dieses Pro-
blem wegen der zu erwartenden niedrigen Konzentrationen
des EDREF in naher Zukunft nicht gelost werden. Wie bereits
erwiahnt kann Stickstoffmonoxid schon in Konzentrationen
zwischen 1 und 10 mMm die Guanylat-Cyclase aktivieren und
ein Signal auslosen. Die verbleibende Frage ist: Wie sehen die
intermediir auftretenden Molekiile aus, die vermutlich mit
Stickstoffmonoxid komplexiert sind und die Furchgott als
EDREF bezeichnete ?

Wir und einige andere Laboratorien wiesen nach, daf die
Wirkungen des EDRF mit Methylenblau, Héamoglobin und
anderen Inhibitoren der Nitrovasodilatator-vermittelten Ak-
tivierung der Guanylat-Cyclase gehemmt werden konnen
(Schema 2). Die Wirkungen von Stickstoffmonoxid oder des
EDREF konnen auch von Atriopeptinen nachgeahmt werden,
die selektiv die partikelgebundene Guanylat-Cyclase aktivie-
ren (Schema 3).* 41 Wir konnten zeigen, daB die Atriopep-
tin-Rezeptoren eine heterogene Gruppe sind, die sich in zwei
Rezeptor-Subklassen (ANF-R1 und ANF-R2) einteilen las-
sen.” #1 Einer der Atriopeptin-Rezeptoren (ANF-R1) ist die
extrazellulire Domine der partikelgebundenen, membran-
stindigen Guanylat-Cyclase.”] Diese Befunde wurden in
eleganter Weise durch die cDNA-Klonierungen in Garbers
Labor bestitigt.[*]

Angew. Chem. 1999, 111, 1976-1989

Rattenaorta-Segmenten. PLC =Phospholipase C; PI =Phosphoinositide; DG = Diacylglycerin; IPs = Inosit-
phosphate; partik. = partikelgebunden. (Mit freundlicher Genehmigung iibernommen aus Lit. [40,50]).

Die Wirkungen von L-Arginin auf die Aktivierung
der Guanylat-Cyclase und die Bildung von Nitrit und
Nitrat

Das Labor von Degucci war eines der wenigen, die schon
frith an der Guanylat-Cyclase interessiert waren. 1982 be-
richtete diese Arbeitsgruppe, dal Hirn- und/oder Neurobla-
stom-Extrakte eine endogene Substanz enthielten, die unge-
reinigte oder teilweise gereinigte Prdparate der l0slichen
Guanylat-Cyclase aktivierte.#”] Diese Verbindung wurde als
L-Arginin identifiziert. Die Aktivierung durch L-Arginin
wurde durch Hémoglobin und Methylhydroxylamin ge-
hemmt, die die Wirkung der Nitrovasodilatatoren blok-
kierten. Wir bestétigten ihre Befunde mit ungereinigten oder
teilweise gereinigten Prdparaten der Guanylat-Cyclase, stell-
ten aber fest, daBl L-Arginin unsere hochreinen Guanylat-
Cyclase-Priparate nicht blockierte.[] Dieses waren die ersten
Nachweise einer Aktivierung der Guanylat-Cyclase durch
Arginin, wobei dhnliche Wirkungen wie bei der Aktivierung
durch Stickstoffmonoxid und Nitrovasodilatatoren auftraten.
Leider verfolgten damals weder Deguccis Arbeitsgruppe
noch unsere diese Wirkungen von Arginin weiter, was
moglicherweise zu einer fritheren Entdeckung der Stickstoff-
monoxid-Synthase gefiihrt hitte.

Im Jahr 1987 berichtete das Labor von Hibbs, daf} die
cytotoxischen Wirkungen von Makrophagen auf Tumorzellen
in Kultur mit der Akkumulation von Nitrit und Nitrat im
umgebenden Medium korrelierte.¥! Die cytotoxischen Wir-
kungen und die Anhdufung von Nitrit und Nitrat wurden
durch L-Arginin verstdarkt und durch Analoga von L-Arginin
wie N-Methyl-L-arginin blockiert, das sich spiter als effekti-
ver kompetitiver Inhibitor der Stickstoffmonoxid-Synthase
erwies.

Die Befunde der Arbeitsgruppen von Degucci und Hibbs
waren wichtige, zeitgeméfBe und kritische Beobachtungen, mit
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deren Hilfe unsere Arbeitsgruppe und andere Laboratorien
die Bedeutung von Stickstoffmonoxid fiir die Zellkommuni-
kation schneller aufkldren konnten.*-% Leider haben diese
beiden Arbeitsgruppen nicht geniigend Anerkennung fiir
diese wichtigen Beobachtungen erfahren.

Die Charakterisierung der Stickstoffmonoxid-
Synthase und ihrer Isoformen

Innerhalb von wenigen Jahren begannen viele Laborato-
rien, darunter auch unser eigenes, diesen neuen Biosynthese-
weg, bei dem L-Arginin zu Stickstoffmonoxid und Citrullin
umgewandelt wird, zu charakterisieren, die beteiligten Enzy-
me zu reinigen und die entsprechenden Gene zu klonieren.
Am Anfang gehorten zu den aktivsten und produktivsten
Arbeitsgruppen die von Marletta und Stuehr, Palmer und
Moncada, Bredt und Snyder, Stuehr und Nathans und unsere
eigene (siehe Lit. [9-11] und dort zitierte Literatur).

Die erste Isoform der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS),
die gereinigt wurde, war die neuronale oder Hirn-NOS oder
NOS-1, auch als Typ-1-NOS oder konstitutive NOS bezeich-
net. Die ersten Forscher, die NOS-1 reinigten und charakte-
risierten, waren Bredt und Snyder®¥ sowie Mitarbeiter aus
unserem eigenen Labor.’*57] Kurz darauf folgte die Charak-
terisierung der NOS-2 oder induzierbaren NOS, auch als Typ-
II-NOS bezeichnet, durch Stuehr und Nathans;P® dann kam
die von NOS-3 oder endothelialer NOS, auch als Typ-III-NOS
bezeichnet, durch unser Labor.’-%2l Es wurden monoklonale
und polyklonale Antikorper gegen die gereinigten Isoformen
und synthetische Peptidfragmente hergestellt sowie cDNA-
Klone dieser drei Genprodukte (siehe Lit. [9-11] und dort
zitierte Literatur). Die chromosomale Lage des Gens jeder
Isoform wurde identifiziert und die zahlreichen Cosubstrate,
Cofaktoren und prosthetischen Gruppen (O,, NADPH,
Flavinmononucleotid  (FMN),  Flavinadenindinucleotid
(FAD), Tetrahydrobiopterin und Hadm; siehe Lit.[11] und
dort zitierte Literatur). Alle drei Isoformen werden durch
Calmodulin reguliert, aber nur NOS-1 und NOS-3 werden
offensichtlich durch Anderungen der Konzentration von
freiem cytosolischen Calcium reguliert. NOS-2 enthilt nach
der Translation und Zusammenlagerung Calmodulin als fest
gebundene Komponente oder Untereinheit, so daBl keine
Abhingigkeit von der Konzentration an freiem Calcium im
Cytosol festgestellt werden kann. Die katalytisch aktiven
Isoformen liegen als Homodimere mit Ham als prosthetischer
Gruppe vor, die die Bildung von Dimeren erleichtert. Die
carboxyterminale Doméne weist eine betrédchtliche Homo-
logie zwischen den einzelnen Isoformen auf und ist auch zu
Cytochrom P450 homolog. Die aminoterminale Doméne hat
eine geringere Homologie und konnte der Bindung an
regulatorische Proteine und/oder Chaperone dienen, um die
subzellulire Lokalisation des Enzyms zu bewirken. Die
Homologie der drei Isoformen betrédgt nur 50-60 %, wihrend
die Homologie einer Isoform zwischen verschiedenen Orga-
nismen 85-92% betragen kann. Einige Eigenschaften der
NOS-Isoformen sind in Tabelle 4 zusammengefaf3t.

In Schema 4 ist zusammenfassend dargestellt, wie L-Argi-
nin von NOS iiber L-Hydroxyarginin zu Stickstoffmonoxid
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Tabelle 4. Isoformen der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS).
NOS-1 (155 kDa)

neuronal, Hirn, Typ-I-NOS; zentrale und periphere
Neuronen, NANC-Neuronen, Inselzellen, Endo-
metrium, Skelettmuskel, usw.

induzierbar, Typ-II-NOS; Makrophagen, Leber,
glatte Muskulatur, Endothel, Herz, usw; LPS, Cyto-
kine und Glucocorticoide sind Effektoren
endothelial, Typ-III-NOS; Endothel, Hirn, Herz,
usw.; Acylierung, Phosphorylierung

NOS-2 (125 kDa)

NOS-3 (135 kDa)

[a] LPS = Lipopolysaccharide; NANC = nichtadrenerg-nichtcholinerg.

OH
NH2
Y Ca/CaM \( Ca/CaM Y
NADPH 1/2 NADPH
a i i )
HiN CO0™ H;N COO™ H;N COO~
L-Arginin N-Hydroxy-L-arginin L-Citrullin

Schema 4. Der Syntheseweg fiir Stickstoffmonoxid. BH,= Tetrahydro-
biopterin, Ca/CaM = Calcium/Calmodulin.

und Citrullin umgewandelt wird. Der Elektronentransfer fiir
die Oxidation des Guanidino-Stickstoffatoms von L-Arginin
und die genaue Bedeutung jedes Cofaktors ist ein Rétsel und
wird derzeit von vielen Arbeitsgruppen intensiv untersucht.
Auch werden gegenwirtig in einigen Laboratorien Rontgen-
strukturanalysen mit Kristallen von NOS-Isoform-Fragmen-
ten durchgefiihrt. Diese Arbeiten sollten die genaue Rolle der
Cofaktoren und der prosthetischen Gruppen erhellen und die
Entwicklung hochselektiver und effektiver Inhibitoren fiir
jede NOS-Isoform ermoglichen, um andere wichtige bio-
logische Rollen von Stickstoffmonoxid aufzukldren und neue
und wichtige Therapeutika entwickeln zu konnen (siche
unten).

Wahrscheinlich kann die In-situ-Aktivitdt der NOS iiber
die Verfuigbarkeit von Substraten, Cosubstraten und pro-
sthetischen Gruppen reguliert werden. Bis heute hat man sich
jedoch nur auf die Regulation von NOS-1 und NOS-3 durch
Anderungen der Konzentration an freiem cytosolischem
Calcium konzentriert, die von unzidhligen Hormonen, Auto-
coiden, Neurotransmittern usw. verursacht werden (Sche-
ma 5).

Unter normalen Bedingungen scheint NOS-2 in den
meisten Zellen nicht vorzukommen. Nach der Einwirkung
von Endotoxin (LPS), Interferony, Interleukin-1 (IL-1),
Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF a) oder anderen proinflam-
matorischen Cytokinen steigen die Konzentration der mRNA
und des Proteins sowie die katalytische Aktivitdt innerhalb
einer Stunde an und erreichen ihr Maximum in 6 bis 18
Stunden. Verschiedene antiinflammatorische Cytokine und
Glucocorticoide kénnen die Induktion von NOS-2 abschwi-
chen. Man glaubt, daf} einige der pharmakologischen und
biologischen Wirkungen dieser Faktoren mit einer erhohten
oder erniedrigten Stickstoffmonoxid-Synthese erkliart werden
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Schema 5. Hormonelle Regulation der Bildung von Stickstoffmonoxid
und cGMP. NMA = N-Methyl-L-arginin; NNA = N-Nitro-L-arginin.

konnen. So konnte z.B. der Blutdruckabfall beim septischen
Schock und auch das nachfolgende Multiorganversagen
(multiple organ failure syndrom, MOF) auf einer exzessiven
Synthese von Stickstoffmonoxid durch NOS-2 beruhen.

Translationale und posttranslationale
Modifikationen der NOS

Alle Isoformen konnen wahrscheinlich von mehreren Pro-
teinkinasen einschlieBlich der cAMP-abhéngigen Proteinki-
nase, der cGMP-abhingigen Proteinkinase, der Proteinkina-
se C und der Ca’"/Calmodulin-abhingigen Proteinkinase
phosphoryliert werden.[®l Durch die Phosphorylierung kann
die Enzymaktivitdt erhoht oder erniedrigt werden. Die
physiologische Relevanz der Phosphorylierung zur Regula-
tion der Aktivitdt des Enzyms oder seiner Translokation von
einem zelluliren Kompartiment in ein anderes ist jedoch
unbekannt (siehe Lit. [9-11] und dort zitierte Literatur). In
einigen zellfreien Systemen, die gereinigte NOS-1 enthalten,
konnen 6—7 mol Phosphat in ein Mol des Proteinmonomers
eingebaut werden.[”] Um die physiologische Bedeutung der
NOS-Phosphorylierung im Hinblick auf die katalytische
Aktivitit, die zelluldre Lokalisation, die Regulation und die
Beteiligung des Enzyms an verschiedenen biologischen Vor-
gidngen aufzukldren, miissen Untersuchungen mit intakten
Zellen und Geweben und mit membrangéngigen und spezi-
fischen Proteinkinase-Inhibitoren durchgefiihrt werden. Lei-
der sind selektive und membrangéngige Kinase-Inhibitoren
nicht leicht verfiigbar.

NOS-3 wird auch myristoyliert und palmitoyliert, und die
Acylierung ist wahrscheinlich an der Lokalisation dieser
Isoform in der Plasmamembran und/oder anderen Organellen
beteiligt.l’L ¢+-%1 Vor kurzem hat die Arbeitsgruppe von
Michel die Assoziation von NOS-3 mit den Caveolae der
Plasmamembran beschrieben.[> %l Diese Strukturen enthal-
ten zusitzlich viele andere Proteine, die an der Zellkommu-
nikation beteiligt sind. Die Mechanismen fiir die Regulation
und den Transport von NOS-3 vom Golgi-Apparat zu den
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Caveolae und die Riickfithrung von NOS-3 ins Cytosol und
moglicherweise zur Plasmamembran werden derzeit aktiv
untersucht. Diese Vorgénge sind vielleicht wichtige Angriffs-
punkte fiir eine Regulation und den gezielten Einsatz von
Wirkstoffen.

Die drei bis heute beschriebenen NOS-Genprodukte, die
Moglichkeit des alternativen Spleiens der mRNA aufgrund
von multiplen Promotoren (z.B. bei NOS-1)!1 und unter-
schiedliche posttranslationale Modifikationen fiithren zu einer
Vielzahl von NOS-Isoformen und -Aktivitdten. Im Hinblick
auf die Funktion, die Regulation und die selektive Hemmung
von NOS wird dies ein komplexes Problem darstellen (siche
unten). Einige Zelle haben nur eine Isoform, wéhrend andere
Zellen iiber mehrere Isoformen mit unterschiedlichen sub-
zelluldren Lokalisationen und vielleicht unterschiedlichen
Funktionen verfiigen. Die genaue Lokalisation von Stick-
stoffmonoxid-Pools in Zellen und ihre Néhe zu Guanylat-
Cyclase, Thiolen, Fettsdauren, Ham-haltigen Scavenger-Mole-
kiilen, anderen freien Radikalen wie Superoxid-Anionen usw.
sollten bedeutende Auswirkungen auf die biologischen und/
oder cytotoxischen Eigenschaften von Stickstoffmonoxid
haben. Es miissen also noch viele Fragen nach der Bildung,
Lokalisation und Funktion von Stickstoffmonoxid beantwor-
tet werden.

NOS-Inhibitoren

Verschiedene Inhibitoren der NOS sind bereits beschrieben
worden. Neuartige Antagonisten auf Arginin- und Guanidin-
Basis werden derzeit sowohl in Universitéits- als auch in
Industrielaboratorien entwickelt (siehe Lit. [9—11] und dort
zitierte Literatur). Die meisten der heute bekannten Inhibi-
toren sind kompetitive Antagonisten und teilweise fiir die
eine oder andere Isoform selektiv. Kdufliche Verbindungen
konnen eine 100-200fache Selektivitdt fiir die eine oder
andere Isoform aufweisen. Leider gibt es bislang keine
hochspezifischen Inhibitoren fiir eine Isoform. Solche Ver-
bindungen konnten sich als duflerst wertvoll erweisen, um die
NOS-Isoformen in verschiedenen Zelltypen zu bestimmen
und die biologischen Vorgénge, die sie regulieren, zu unter-
suchen. Weitere Forschungen auf diesem Gebiet konnten
hochselektive, vielleicht spezifische und effiziente Therapeu-
tika ohne viele Nebenwirkungen hervorbringen, da eine oder
mehrere Isoformen der NOS in fast allen Zellen mit nur
wenigen Ausnahmen gefunden werden. Derzeit befinden sich
einige NOS-Inhibitoren in der klinischen Priifung an Patien-
ten mit septischem Schock. Weitere klinische Studien sind
geplant.

Leider waren die ersten klinischen Studien mit NOS-
Inhibitoren nicht so selektiv, wie aus vorhergegangenen In-
vitro-Untersuchungen der Inhibition von NOS-Isoformen zu
erwarten war. Der anfidngliche Enthusiasmus {iiber den
klinischen Nutzen von NOS-Inhibitoren weicht jetzt einer
gewissen Skepsis, da unerwiinschte Nebenwirkungen offen-
sichtlich werden, von denen einige aus fritheren, grundlegen-
den biologischen Untersuchungen vorhersagbar waren. Viel-
leicht ist dies eine Lektion im Hinblick auf die vorschnelle
Auswahl unspezifischer Verbindungen fiir die klinische Ent-
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wicklung. Trotzdem glauben viele, dafl diese Zielmolekiile
wertvoll fiir den Kampf gegen einige Krankheiten sein
werden, bei denen zu viel Stickstoffmonoxid produziert wird.
Wir brauchen aber selektivere Substanzen wegen der weiten
Verbreitung vieler NOS-Isoformen und ihrer wichtigen und
diversen Bedeutung fiir die biologische Regulation.

Stickstoffmonoxid-Donoren oder -Prodrugs in der
klinischen Medizin

Fiir die Behandlung von Angina pectoris wurden schon
einige NO-Prodrugs eingesetzt, nachdem Nitroglycerin und
andere organische Nitrate seit iiber einem Jahrhundert als
Therapeutika verwendet werden. Nitroglycerin wurde 1847
entdeckt und zusammen mit anderen organischen Nitraten in
den siebziger Jahren des 19. Jahrhunderts erstmals klinisch
eingesetzt. Ironischerweise bekam Alfred Nobel, der ent-
deckte, wie man auf sichere Weise Dynamit aus Nitroglycerin
herstellen kann, im Alter Nitroglycerin gegen Angina pectoris
verschrieben, aber er lehnte die Einnahme ab, weil er von den
Kopfschmerzen seiner Fabrikarbeiter gehort hatte. Zu den
Therapeutika der ,Nitrovasodilatator-Klasse“ gehoren auch
Nitroprussid, organische und anorganische Nitrite und Ni-
trate, Nitrosamine, Hydrazine, Nitrosoharnstoffe usw. Viele
akademische und industrielle Laboratorien synthetisieren
zusitzliche ,,NO-Donoren“, die NO mit vorhersagbarer
Geschwindigkeit in bestimmten Geweben oder Umgebungen
abgeben oder die an verschiedene Transplantate und Implan-
tate bei gefdBichirurgischen Eingriffen befestigt werden kon-
nen (siehe Lit. [11] und dort zitierte Literatur). Die kontrol-
lierte Freisetzung von Stickstoffmonoxid durch ein Prodrug
oder ein Hilfsmittel an einem spezifischen Zielort oder in
einem Gefidf3bett ohne das Auftreten einer Toleranz, wie sie
sich gegen Nitroglycerin entwickelt, wire ein duflerst wich-
tiger Beitrag zur Therapie vieler Durchblutungsstorungen
und anderer Krankheiten. Man hat die berechtigte Hoffnung,
daf} solche Substanzen und Freisetzungsmethoden entwickelt
werden, so da3 man definierte Zielstrukturen hat und die
verbleibenden Aufgaben mit den Methoden der medizini-
schen Chemie angegangen werden konnen. Eine wichtige
klinische Indikation ist ein Reperfusionsschaden nach einer
Operation oder einem gefaBchirurgischen Eingriff. Es gibt
offensichtlich noch viele andere Indikationen wie Geféfneu-
aufbau, Gewebetransplantation, Vaskularisation von Tumor-
gewebe usw., bei denen die bekannten Wirkungen von
Stickstoffmonoxid auf Thrombocytenaggregation, Prolifera-
tion der glatten GefidBBmuskulatur, Atherogenese, Angio-
genese, Cytotoxizitdt usw. nutzbringend eingesetzt werden
konnen.

Eines der am schnellsten wachsenden Gebiete der klini-
schen Applikation ist die Inhalation von NO-Gas in niedriger
Konzentration (siehe Lit. [11] und dort zitierte Literatur).
Interessanterweise ist Stickstoffmonoxid in niedrigen Kon-
zentrationen ziemlich stabil und nur geringfiigig reaktiv. Seine
Reaktivitdt und Toxizitdt folgt einem ProzeB zweiter Ord-
nung, der von der Konzentration von Stickstoffmonoxid und
dessen Wechselwirkung mit anderen freien Radikalen und
reaktiven Sauerstoffspezies wie Superoxid abhéngt. In hohe-
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ren Konzentrationen kann NO mit vielen Ubergangsmetallen,
Héam-haltigen Proteinen und Thiolgruppen reagieren und
funktionelle Gruppen von Polynucleotiden (RNA und DNA)
und Proteinen oxidieren und auch Strangbriiche in Poly-
nucleotiden verursachen (Schema 6). Stickstoffmonoxid rea-
giert mit Superoxid sehr schnell und nur diffusionslimitiert
unter Bildung von sehr reaktivem Peroxynitrit. Dies weitet
sich zweifellos zu einem sehr interessanten Forschungsgebiet
aus, das sich mit den toxischen Eigenschaften dieser freien
Radikale befaf3t.

Nitrit, Nitrat

Ca®* Nitrosylkomplexe mit
NOS > NO > Ubergangsmetallen

Hormone,
Neurotoxine

etc. S
Nitrosierung von

Thiolen
0,

Guanylat-Cyclase

ONOO___——> Nitrierung von Proteinen
Peroxynitrit

cGMP
Schema 6. Bildung und Reaktionen von Stickstoffmonoxid.

Wenn Stickstoffmonoxid in niedriger Konzentration iiber
einen Nasenkatheter an frithgeborene Babys mit niedrigem
Geburtsgewicht verabreicht wird, dann hat Stickstoffmonoxid
einen positiven Effekt auf die Séduglingssterblichkeit. Die
pulmonale Hypertension verbessert sich genauso wie die
pulmonale und systemische Sauerstoffaufnahme und die
systemische Hypertension, die von einem Rechts-links-Shunt
durch den offenen Ductus arteriosus Botalli verursacht wird.
Auch auf Kinder, die einen angeborenen Herzfehler mit
Rechts-links-Shunt und Hypoxie haben, sind die Auswirkun-
gen moglicherweise giinstig. Die Erfolge bei Erwachsenen mit
verschiedenen Lungenerkrankungen einschlielich der pul-
monaren Hypertension und/oder akutem Lungenversagen
(acute respiratory distress syndrome, ARDS) sind nicht so
iiberzeugend und umstrittener. Die unterschiedlichen Wir-
kungen nach der Inhalation von Stickstoffmonoxid bei
Erwachsenen stehen in einem engen Zusammenhang mit
der Atiologie ihrer Erkrankung und der An- oder Abwesen-
heit pathologischer ,,reversibler Komponenten“. Einige der
von NO und/oder cGMP regulierten Zielmolekiile und Pro-
zesse sind in den Tabellen 5 und 6 zusammengefafit. Diese
Wirkorte lassen weitere therapeutische Anwendungen von
NOS-Inhibitoren und NO-Prodrugs erwarten.

Tabelle 5. Wirkorte und Zielmolekiile von Stickstoffmonoxid und/oder
cGMP.

Guanylat-Cyclase

durch cyclische Nucleotide regulierte Proteinkinasen

durch cyclische Nucleotide regulierte Phosphodiesterasen

Cyclooxygenase (COX II)

Hiam-Proteine, Eisenzentren und Thiolgruppen

DNA-Modifikationen

Regulation der von N-Methyl-p-aspartat (NMDA) abhédngigen
Glutamatrezeptoren

Phospholipase C
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Tabelle 6. Einige der durch Stickstoffmonoxid und/oder cGMP regulierten
Prozesse.

Relaxation von glatter, Herz- und Skelettmuskulatur
Phototransduktion iiber Retinal

intestinale Sekretion und Ionentransport
renale tubuldr-glomerulidre Riickkopplung
endotheliale Permeabilitét

Proliferation glatter Muskulatur

Adhision und Aggregation von Thrombocyten
Insulinsekretion

Hormonproduktion und -sekretion
Neurotransmission

Langzeitpotenzierung und -gedéchtnis
Regulation der Transkription
Gewebeverletzung und Entziindung
Pathogen-Cytotoxizitét

Tumor-Cytotoxizitét

Calciumtransport und -redistribution

Zusammenfassung

Seit wir vor mehr als zwei Jahrzehnten die ersten bio-
logischen Wirkungen von Stickstoffmonoxid entdeckten, sind
iiber 20000 Publikationen auf diesem Gebiet erschienen. In
den letzten Jahren gab es hierzu jeweils ca. 4500 bis 5000
Veroffentlichungen, und ihre Zahl wichst exponentiell wei-
ter. Die Forscher konnen unmoglich alle Zusammenfassun-
gen dieser Publikationen lesen, ganz zu schweigen von den
Artikeln selbst. Manchmal kann es sogar schwierig sein, nur
bei den Uberschriften, Autoren und Laboratorien auf dem
Laufenden zu bleiben. Diese Situation wird zweifellos ein
Priifstein fiir uns als Mentoren sein, die wir Studenten und
Doktoranden ausbilden, die aufregende neue Publikationen
brauchen, um in unserer kompetitiven Forschergemeinde
eine Anstellung zu finden und Fordermittel zu erhalten.
Trotzdem scheint keine Sattigung mit talentierten Forschern
in diesem aufregenden und wachsenden Forschungsgebiet
erreicht zu sein. Viele wichtige Fragen miissen gestellt und
beantwortet werden. Ich habe versucht, einige davon hier
anzusprechen. Fiir diejenigen von uns, die frith auf diesem
Gebiet forschten und die groSen Fortschritte in den letzten
Jahren beobachten konnten, war die Arbeit sehr aufregend.
Es gibt noch viele Goldklumpen in der riesigen Goldmine der
Stickstoffmonoxid-Biologie zu finden; das Feld ist noch lange
nicht ausgebeutet worden.

In den letzten Jahren haben einige Laboratorien bedeu-
tende Fortschritte in der Stickstoffmonoxid-Forschung ge-
macht. Eine Aufstellung aktiver Forschungsgebiete ist in
Tabelle 7 wiedergegeben. Zweifellos werden sich weitere

Tabelle 7. Einige aktuelle Gebiete der Stickstoffmonoxid-Forschung.

Regulation der Transkription

Uberexpression und Gentherapie

gezieltes Ausschalten von Genen (,,knockouts*)

Histochemie, Hybridisierung

Acylierung, Phosphorylierung usw.

Vorkommen und Funktion von NOS-Isoformen in verschiedenen
Zelltypen

cGMP-vermittelte Wirkungen

Wirkungen, die nicht von cGMP vermittelt werden

selektive/spezifische NOS-Inhibitoren

neue NO-Donoren
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interessante Gebiete ergeben, die dann intensiver Aufmerk-
samkeit und Erforschung bediirfen.

Ich mochte den 82 Mitarbeitern danken, die mit mir
zusammengearbeitet haben. Die wichigsten Beitrdige, in chro-
nologischer Reihenfolge aufgezihlt, kamen von Hiroshi Ki-
mura, Shoji Katsuki, William Arnold, Mark Braughler, John
Lewicki, Scott Waldman, Robert Rapoport, Yoshinari Kami-
saki, Takayasi Kuno, Masaki Nakane, Kunio Ishii, Dale
Leitman, Ulrich Forstermann, Harold Schmidt, Jennifer Pol-
lock und vielen anderen, die an verschiedensten Aspekten
dieser Arbeit beteiligt waren. IThre Zusammenarbeit, Neugierde,
harte Arbeit, Humor und Erfolge haben meine akademische
Karriere noch aufregender gemacht. Ich mdochte auch der
John S. Dunn Foundation, der University of Texas und
verschiedenen anderen Institutionen, vor allem den National
Institutes of Health, fiir ihre finanzielle Unterstiitzung danken.
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