Kristallstruktur der dimeren Oxygenase-Doméne von
induzierbarer NO-Synthase im Komplex mit
H,Biopterin und L-Arginin

(siehe Science 1998,

279, 2121-2126).
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Stickstoffmonoxid: die ratselhafte Chemie eines biologischen Botenstoffes

Silvia Pfeiffer, Bernd Mayer* und Benjamin Hemmens

Vor ungefdhr zehn Jahren entdeckte
man, daf} das anorganische Gas Stick-
stoffmonoxid (NO) eine biologische
Funktion als Signalmolekiil im kardio-
vaskuldren System hat. Stickstoffmon-
oxid wird von der innersten Zell-
schicht von Blutgefifen, dem Gefif3-
endothel, gebildet und iibt eine rela-
xierende Wirkung auf die darunterlie-
genden GefdaBmuskelzellen aus, wo-
durch der Blutdruck gesenkt wird.
Seither wurden zahlreiche weitere Si-
gnalfunktionen dieses kleinen Mole-

(z.B. BlutgefiBe, Magen, Darm, Harn-
blase, Gallenblase, Uterus, Corpus ca-
vernosum [Schwellkérper]). NO wird
auch im Gehirn produziert, wo es unter
anderem an der synaptischen Plastizi-
tdt und an Lern- und Gedéchtnispro-
zessen beteiligt zu sein scheint. Im
Immunsystem bilden Cytokin-aktivier-
te Makrophagen bei Infektionen und
entziindlichen Erkrankungen iiber
ldngere Zeitrdiume grofle Mengen an
NO, das als Cytotoxin an der nicht-
spezifischen Immunabwehr von Patho-

NO als spezifisches Signalmolekiil wir-
ken? Wie kann es lange genug im
biologischen Milieu iiberleben, um
seine Wirkung auszuiiben? Welche
der vielen Reaktionen von NO sind
fiir den Organismus niitzlich und wel-
che schidlich? Wie wird es syntheti-
siert, und wie wird seine Synthese
reguliert? In diesem Artikel behan-
deln wir einige der zur Zeit am meisten
diskutierten Themen rund um dieses
Signalmolekiil.

kiils entdeckt: Im peripheren Nerven-  genen (Bakterien, Viren, Tumorzellen)  Stichworter:  Signaltransduktion
system regulieren NO-bildende (ni- beteiligt ist. Die Forschung iiber NO  Hiam-Proteine - Peroxynitrit - Radi-
trerge) Neuronen die Funktion hat viele fesselnde chemische Proble-  kale - Stickstoffmonoxid

\nahezu aller glattmuskuldren Organe  me und Fragen aufgeworfen: Wie kann y

1. Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO) ist eines der zur Zeit am inten-
sivsten untersuchten Molekiile in der Biomedizin. Dies beruht
auf den vielseitigen Funktionen von NO bei verschiedenen
chemischen und biochemischen Prozessen, wobei das Ziel im
Vordergrund steht, neue Pharmaka zur Therapie kardiovas-
kuldrer, neuronaler und entziindlich-infektioser Erkrankun-
gen zu entwickeln. Die Substitutionstherapie mit NO-Dono-
ren nimmt bereits eine zentrale Stellung innerhalb der
pharmakotherapeutischen Strategien zur Behandlung von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen ein.! Nitroglycerin und an-
dere organische Nitrate, die im Korper NO freisetzen, sind
unverzichtbare Standardtherapeutika fiir die Langzeitbe-
handlung der Angina pectoris (myokardiale Ischdmie) und
der Herzinsuffizienz, aber auch fiir die oft lebensrettende
Intensivtherapie des akuten Herzinfarktes. NO wirkt aber
auch als peripherer Neurotransmitter, z.B. als Mediator der
Erektion des Penis.”! Diese Wirkung von NO wird von der
Anti-Impotenz-Pille Viagra der Firma Pfizer verstarkt.

[*] Prof. Dr. B. Mayer, Dr. S. Pfeiffer, Dr. B. Hemmens
Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie
Universitiitsplatz 2, A-8010 Graz (Osterreich)

Fax: (+43)316-380-9890
E-mail: mayer@kfunigraz.ac.at
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NO hat aber auch schidliche und sogar letale Wirkungen.
Bei Infektionen und Entziindungen (z.B. septischer Schock,
rheumatoide Arthritis) werden im Organismus durch die
Induktion einer unter physiologischen Bedingungen nicht
exprimierten NO-Synthase grole Mengen an NO gebildet,
das hochst unterschiedliche, zum Teil lebensbedrohliche
Wirkungen auf den Organismus hat. Es ist daher ein wesent-
liches Ziel zahlreicher Pharmafirmen, einen selektiven
Hemmstoff fiir die durch Cytokine induzierbare NO-Synthase
(NOS) zu entwickeln.> 4

Im ersten Teil dieses Aufsatzes zeigen wir, daf die physio-
logischen Wirkungen von NO nur durch die genaue Unter-
suchung der erstaunlicherweise sehr komplexen Chemie dieses
Botenstoffes verstanden werden kann. Das freie Radikal NO
ist ein reaktives Molekiil. Einige Reaktionsprodukte sind
biologisch inaktiv, einige weisen eine NO-dhnliche Aktivitét
auf, und andere sind sogar toxisch. Die Beteiligung von NO
bei zelluldren Reaktionen ist sehr komplex, da die entschei-
denden Schritte auch iiber hochaktive Intermediate ablaufen
konnen, die schwierig zu detektieren sind.

Im zweiten Teil berichten wir iiber NO-Synthasen, die
Enzyme, die fiir die Biosynthese von NO verantwortlich sind.
Die Aufklirung des Mechanismus der NO-Biosynthese, z.B.
die Aufklidrung der katalytischen Funktion der prosthetischen
Hiamgruppe und des Cofaktors H,Biopterin, ist nach wie vor

0044-8249/99/11112-1825 $ 17.50+.50/0 1825
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eine gro3e Herausforderung fiir die biochemische Forschung.
Von der pharmazeutischen Industrie werden grofle Erwar-
tungen in die Entwicklung von Isoform-spezifischen NOS-
Inhibitoren gesetzt. FEinige Substratanaloga weisen eine
gewisse Selektivitit auf, deren grundlegende Wirkungsme-
chanismen aber noch nicht vollstéandig geklart sind.

Obwohl viele der von uns behandelten Themen eine
direkte physiologische Relevanz haben, haben wir versucht,
einen Schwerpunkt auf die chemischen Reaktionen von NO
zu legen. Jene Leser, die sich fiir Details der physiologischen
Aspekte von NO interessieren, werden auf hervorragende
Ubersichtsartikel zur Rolle von NO im peripheren Nerven-
system,”l im GehirnP! und im kardiovaskuliren System(!
verwiesen. Ebenso wird ein Besuch der NO-Homepage im
Internet empfohlen (http://www.apnet.com/no).

2. Biochemie von NO

2.1. Reaktionen von NO

2.1.1. Reaktion mit Sauerstoff

NO reagiert mit O, sowohl in der Gasphase als auch in
wiBrigem Milieu zu NO,. Die Reaktion ist zweiter Ordnung
beziiglich NO und erster Ordnung beziiglich O, [GL. (1)].[

Daher reagiert NO in niedrigen Konzentrationen nur sehr
langsam mit O,; in der Luft hat NO in einer Konzentration
von 10000 ppm eine Halbwertszeit von 24 Sekunden, wohin-
gegen es in einer Konzentration von 10 ppm eine Halbwerts-
zeit von etwa 7 Stunden hat. In wéilrigem Milieu ist die
Stochiometrie der Reaktion von NO und O, verschieden von
der in der Gasphase, das Geschwindigkeitsgesetz ist jedoch
das gleiche.l” 8 Die Geschwindigkeitskonstante betréigt 6.3 x
106M’ZS’1.[8’ 9]

2NO + 0, — 2NO, 1)

In der Gasphase ist das stabile Endprodukt der NO-
Autoxidation NO,, aus dem in wiBrigem Milieu stochiome-
trische Mengen an NO,~ und NO;~ gebildet werden [Gl. (2)
und (3)]. Interessanterweise wird aber aus NO in O,-haltigen
wiBrigen Losungen ausschlieBlich NO,~ gebildet.'”) Dieser
Unterschied weist darauf hin, da NO, nicht in geniigend
grofen Mengen akkumuliert, um zu N,O, zu dimerisieren,
sondern mit einem Molekiil NO zu N,O; weiterreagiert. Aus
N,O; wird in wiBiriger Losung ausschlieSlich NO,~ gebildet
[GL (4)-(6)]. Die Gesamtgleichung der Reaktion [GI. (7)]

2NO, — N,O, ©)
N,O, + H,0 — NO,” + NO,~ + 2H* ?3)
2NO + 0, — 2NO, @)
2NO + 2NO, — 2N,0, ®)

-
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2N,0; + 2H,0 — 4NO, + 4H* (©6)
4NO + O, + 2H,0 — 4H' + 4NO, %)

stimmt gut mit der Gesamtstochiometrie der NO-Autoxida-
tion in wéBrigem Milieu iiberein.[' '] Die Bildung von N,O,
als Intermediat der NO-Autoxidation in wiBrigem Milieu
wurde zwar angezweifelt,['” wiirde aber nicht nur die fehlende
Bildung von NO;~, sondern auch das Potential von NO zur
Nitrosierung erklédren (siche Abschnitt 2.1.3).1113]

2.1.2. Reaktion mit Superoxid

Als Radikal reagiert NO rasch mit anderen Radikalen. In
biologischer Umgebung hat die direkte bimolekulare Reak-
tion von NO mit O,*~ zu Peroxynitrit [Oxoperoxonitrat(1 — )]
besondere Bedeutung.!'Y Peroxynitrit ist kein freies Radikal,
da die ungepaarten Elektronen von NO und O,'~ eine neue
N-O-Bindung eingehen. Die Bildung von Peroxynitrit aus NO
und O, geschieht mit nahezu diffusionskontrollierter Ge-
schwindigkeit (4.3-6.7 x 10°M~'s71).l> 161 Die Geschwindig-
keitskonstante ist ungefdhr dreimal groBer als die Geschwin-
digkeitskonstante fiir die Dismutation von O,"~ durch das
Enzym Superoxid-Dismutase (2.4 x 10°m~'s™!).[”] Daher ist
die Reaktion von NO mit O, wahrscheinlich in vivo auch in
Gegenwart physiologischer Konzentrationen an Superoxid-
Dismutase relevant.['®!

Peroxynitrit ist ein starkes Oxidationsmittel (E°(ONOO™,
2H/NO,, H,0)=1.6 V bei pH 7.0) und reagiert mit nahezu
allen Klassen von Biomolekiilen in vitro.l'] In Tabelle 1 sind
die Geschwindigkeitskonstanten der wichtigsten Reaktionen
von Peroxynitrit mit Enzymen, Antioxidantien und einigen
anderen biologisch relevanten Molekiilen zusammengefaft.

2.1.3. Nitrosierungsreaktionen

Unter physiologischen Bedingungen wird die Reaktion
zwischen NO und O, in Gegenwart anderer potentieller
Reaktanten sehr kompliziert. Insbesondere reduzierte Thiole
kommen nahezu iiberall vor. Bei physiologischem pH-Wert

Tabelle 1. Geschwindigkeitskonstanten fiir die Reaktionen von Peroxyni-
trit mit Enzymen, Biomolekiilen und einigen Antioxidantien.[?

Reaktant k[mts7!] Lit.
Myeloperoxidase 6.2 x 10°[ [229]
Meerrettich-Peroxidase 3.2 x 1000 [229]
Lactoperoxidase 3.3 x 103 [229]
Glutathion-Peroxidase 4.5 x 10*[] [230]
Alkohol-Dehydrogenase 2.6 x 10314 [231]
Aconitase 1.4 x 10°L [232]
OxyHb 2.0 x 1041 [76]
Cytochrom ¢ 1.4 x 1040 [76]
Co, 3.0 x 1040 [74]
Ebselen 2.0 x 1001 [86]
Cystein 5.0 x 1031 [80]
Glutathion 1.5 x 1000 [233]
Methionin 1.8 x 10%[ [234]
Ascorbat 2.3 x 10?1 [235, 236]
NO 9.1 x 10410 (72]

[b] Die Geschwindigkeitskonstanten sind der Literatur entnommen und
geben die apparenten Werte bei pH 7.2-7.6 wieder. [b] T=37°C. [c] T=
25°C. [d] T=23°C. [e] T=12°C.
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werden Thiole in Anwesenheit von O, durch NO zu
S-Nitrosothiolen nitrosiert."?l Fiir diese Reaktion wurden
zwei alternative Reaktionsmechanismen beschrieben.!
Beim ersten Mechanismus handelt es sich um nucleophile,
assoziativ verlaufende Substitutionsprozesse am elektrophi-
len Stickstoffatom (Transfer einer Nitrosoniumgruppe). Be-
sonders wirksame Nitrosierungsmittel sind z. B. die protonier-
te Salpetrige Sdure, Alkylnitrite, Nitrosylhalogenide, N,Os
und N,O,. In Gegenwart von Sauerstoff konnte aus NO in
walriger Losung N,O; gebildet werden, welches dann ent-
sprechend Gleichung (8) reagieren wiirde.? 2 Beim zweiten
postulierten Mechanismus handelt es sich um eine Radikal-
reaktion, welche die Bildung von Thiyl-Radikalen (RS°)
voraussetzt [Gl. (9)]. In vivo werden verschiedene Thiole,

N,O; + 2RSH — 2RS-NO + H,0 8)
RS' + NO — RSNO )

beispielsweise Glutathion, zur Erhaltung des Redoxstatus der
Zelle benotigt. Daher scheint es durchaus moglich, daf3 Thiyl-
Radikale in niedrigen Gleichgewichtskonzentrationen vor-
handen sind und unter physiologischen Bedingungen zur
Bildung von S-Nitrosothiolen fiihren.

S-Nitrosothiole wurden endogen in verschiedenen Gewe-
ben nachgewiesen, wie im menschlichen Plasma,”! in der
Luftrohre,?¥ in weiBen Blutkdrperchen®! und im Kleinhirn
von Ratten.?! S-Nitrosothiole sind hochwirksame NO-Do-
noren und weisen ein dhnliches Wirkprofil auf wie NO.?"I Die
NO-Freisetzung aus S-Nitrosothiolen ist ein langsamer Pro-
zef3, kann aber in vitro durch die Zugabe von Cu'-Ionen
beschleunigt werden.”®! S-Nitrosothiole haben im Blut eine
grofBere Halbwertszeit als NO, da sie weder durch O, noch
durch O, ~ oder Oxyhdmoglobin (OxyHb) inaktiviert werden.
Im Prinzip konnten solche Verbindungen im Kreislaufsystem
als systemische NO-Signale wirken, besonders wenn in den
Zielzellen wirksame Katalysatoren der NO-Freisetzung vor-
handen sind. Stamler und Mitarbeiter haben ein wichtiges
S-Nitrosothiol-vermitteltes Signal entdeckt.?”! Ein Cystein-
rest (Cys93) der -Untereinheit von Himoglobin wird sehr
schnell nitrosiert, wenn das Protein im R-Zustand (Oxy-
Form), nicht aber wenn es im T-Zustand (Desoxy-Form)
vorliegt. Dementsprechend wurde S-Nitrosohdmoglobin im
O,-reichen arteriellen, nicht aber im vendsen Blut nachge-
wiesen. S-Nitrosohdmoglobin wire somit am Nettotransport
von NO aus der Lunge ins Gewebe beteiligt. Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dal S-Nitrosohdmoglobin in Gegenwart von
Glutathion vasodilatierende Wirkung auf perfundierte Blut-
gefifBe hat.

Im Unterschied zu S-Nitrosierungen, welche hiufig phy-
siologisch positive Auswirkungen haben, fithren N-Nitrosie-
rungen fast immer zu schidlichen Wirkungen. Ein Interme-
diat der NO-Autoxidation, wahrscheinlich N,O;, kann in
einer direkten Reaktion primire Amine in DNA-Basen
nitrosieren. Weiterhin bewirkt NO in Gegenwart von O,
DNA-Schidigungen durch N-Nitrosierung verschiedener se-
kunddrer Amine [GL. (10)]. Die dabei enstehenden N-Nitros-
amine konnen zu stark alkylierenden, elektrophilen Verbin-

N,O, + RNH — R,N-NO + NO,™ + H* (10)
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dungen metabolisiert werden, die ebenfalls mit DNA reagie-
ren konnen.%3U Synthetische Nitrosaminderivate, die als
NONOate bezeichnet werden, sind niitzliche Werkzeuge in
der NO-Forschung, da die Geschwindigkeiten, mit denen
diese Derivate NO freisetzen, mafigeschneidert werden kon-
nen_[SZ, 33]

2.1.4. Reaktionen mit Hamoglobin

NO reagiert mit OxyHb in einer Reaktion zweiter Ordnung
mit einer Geschwindigkeitskonstante von ca. 3 x 10’M~!s~! zu
Methdmoglobin und NO;~ [Gl. (11)].PY Da die NO-Abhin-

Hb-Fe''(0,) + NO — Hb-Fe'' + NO;- 11

gigkeit bei dieser Reaktion strikt erster Ordnung und die
Reaktion auch bei hohen NO-Konzentrationen nicht limitiert
ist, nimmt man an, daB3 NO direkt mit dem Ham-gebundenen
O, reagiert.?! Kiirzlich wurde anhand von spektroskopischen
Untersuchungen mit der Stopped-flow-Technik gezeigt, daf3
diese Reaktion iiber die intermedidre Bildung von Peroxyni-
trit verlduft.®®l NO bindet aber auch an die Desoxy-Form von
Hiamoglobin und an Methdmoglobin. Allerdings wird die
Bindung an Methdmoglobin durch ein Wassermolekiil an der
sechsten Koordinationsstelle des Hédm-Eisens behindert.
Daher ist die Assoziationsgeschwindigkeit ungefdhr hundert-
fach geringer als die Geschwindigkeit der Assoziation an das
Eisen(i)-Hdm der Desoxy-Form.[> 37

Durch die schnelle Reaktion mit OxyHb hat freies NO,
welches endogen produziert oder von Therapeutika freige-
setzt wird, keine systemischen Wirkungen. Die Reaktion mit
OxyHb ist wahrscheinlich ein wesentlicher Weg der NO-
Inaktivierung im Organismus, z.B. bei der Desaktivierung
NO-stimulierter sGC in vaskuldren glatten Muskelzellen
(sieche Abschnitt 2.1.6). Der EinfluB von OxyHb auf die
Diffusion von NO aus vaskuliren Endothelzellen wurde
kiirzlich mit mathematischen Modellen simuliert.*s ¥ Fiir die
neuronale Signalwirkung von NO hat diese Reaktion wahr-
scheinlich keine Bedeutung, da die Entfernungen zu den
néchstgelegenen Blutgefiden um ein Vielfaches groBer sind.

2.1.5. Reaktionen mit anderen Metallzentren

Zellen enthalten mehrere Arten von Metalloproteinen, die
NO binden oder mit NO reagieren, beispielsweise Cytochrom-
P-450-Enzyme oder Cytochrom-c-Oxidase.*”) Die beziiglich O,
kompetitive Bindung von NO an die Cytochrom-c-Oxidase
resultiert in einer Hemmung der mitochondrialen Atmungs-
kette; dies ist eine zentrale toxische Wirkung von NO im Rah-
men inflammatorischer und ischdmischer Prozesse.[*:*? Die
Entdeckung einer mitochondrialen NOSH! weist aber darauf
hin, daf die O,-kompetitive Bindung von NO an die Cyto-
chrom-c-Oxidase auch unter physiologischen Bedingungen
einen Regulationsmechanismus der zelluldaren Atmung dar-
stellen konnte. Dariiber hinaus wurden auch Reaktionen von
NO mit zink- und kupferhaltigen Proteinen beschrieben. !

Die Bindung von NO an Proteine, die Eisen-Schwefel-
Cluster enthalten, fithrt zur Bildung von Eisen-Nitrosylkom-
plexen.[*”. 481 So haben neuere Untersuchungen gezeigt, da3

1828

NO die cytosolische Aconitase durch die Bildung eines
reversiblen Eisen-Nitrosylkomplexes inaktiviert und in ein
RNA-bindendes Eisenregulationsprotein (IRP) iiberfiihrt.

IRP moduliert die Translation von Genprodukten, die an
der Regulation der Speicherung oder Freisetzung von Eisen
beteiligt sind.[*] Somit hat NO wahrscheinlich eine zentrale
Rolle bei der Regulation des zelluldren Eisenstoffwechsels
(Gegenregulation bei Eisendefizienz).

2.1.6. Aktivierung der loslichen Guanylyl-Cyclase

Die meisten physiologischen Wirkungen von NO beruhen
auf einer bis zu 200fachen Aktivierung der sGC.F2 In
Gegenwart von Mg?*- oder Mn?*-Ionen katalysiert die sGC
die Cyclisierung von Guanosin-5-triphosphat (GTP) zu
cyclischem Guanosin-3',5-monophosphat (cGMP), das als
intrazelluldres Signalmolekiil die Aktivitdt verschiedener
Proteinkinasen und Phosphodiesterasen sowie die Offnung
von Ionenkanilen beeinfluf3t und so eine Zellantwort auslost.
Die sGC ist ein Heterodimer aus einer a- und einer (-
Untereinheit. Die N-terminalen Hilften beider Unterein-
heiten sind nicht an der katalytischen Grundaktivitit betei-
ligt, werden aber fiir die NO-Aktivierung benotigt. NO bindet
an die Hamgruppe in der N-terminalen Hilfte der S-Unter-
einheit. Spektralphotometrische Untersuchungen zeigten,
daB in Abwesenheit von exogenen Hamliganden das Ham-
Eisen als fiinffach koordinierter Fe!-High-spin-Komplex
vorliegt. Das Spektrum dieses Komplexes enthélt eine
Soret-Bande bei 431 nm und einen breiten a/f-Peak bei
555 nm,¥ der charakteristisch fiir Histidin als proximalen
Liganden ist. Durch Punktmutation wurde gezeigt, daf} der
Austausch von His 105 in der S-Untereinheit gegen Serin zu
einem vollstandigen Verlust der Aktivierbarkeit des Enzyms
durch NO fiihrt.’* > Durch

die Bindung von NO an das '\fo
Him-Eisen wird die Eisen- FI "
re

Histidin-Bindung gelost, so
daB wiederum ein fiinffach N
koordinierter Komplex ge- \ ZH | N>
bildet ~ wird  (Sche- é NH
ma 1)'[.56. 7 Man .nn.nmt an, Schema 1. Bindung von NO an
daB die Dissoziation des die 16sliche Guanylyl-Cyclase.

proximalen Liganden zur BHis105=His105 der A-Unter-
Aktivierung des Enzyms einheit.

fiihrt. Diese Hypothese

wird durch zahlreiche experimentelle Befunde unterstiitzt.
So kann sGC durch PPIX und durch Fe"PPIX(NO) aktiviert
werden,®! wohingegen das Enzym durch CO nur in einem
sehr geringen Ausmaf aktiviert wird. CO bindet zwar an das
Héam-Eisen, bewirkt aber keine Dissoziation des proximalen
Histidin-Liganden.>! Mn"PPIX-substituierte sGC, in der die
Bindung zum proximalen Liganden intakt bleibt, wird durch
NO nicht aktiviert,[® wihrend Co"PPIX-substituierte sGC, in
der das Metallzentrum fiinffach koordiniert vorliegt, durch
NO stimuliert wird."! Diese Ergebnisse sind in Uberein-
stimmung mit Daten, die mit Metalloporphyrinen erhalten
wurden: Mn"PPIX(NO) ist isoelektronisch mit Fe"PPIX-
(CO) und kann - im Gegensatz zu Co"PPIX(NO) - einen
sechsten Liganden binden.[%%)
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Uberraschenderweise bindet sGC im Unterschied zu Hi-
moglobin O, sehr schlecht; aulerdem erfolgt die Dissoziation
von NO im Vergleich mit Hidmoglobin und Myoglobin
ungewohnlich schnell: NO dissoziiert mit einer Geschwindig-
keitskonstante k,, von 6 -8 x 10~ s7! (Myoglobin: kg, =104
s7!; jeweils bei 20°C).°1 Eine noch héhere Dissoziations-
geschwindigkeit wurde in Gegenwart des Substrates Mg+ GTP
gemessen (k. = 0.04 s71). Dies entspricht einer Halbwertszeit
fir die NO-Dissoziation von ca. 5s bei 37°C.°l An dieser
duBlerst schnellen Dissoziation konnte der negative trans-
Effekt des proximalen Histidins beteiligt sein. In fiinffach
koordinierten Eisen-Nitrosylkomplexen ist das Eisenzentrum
um 0.14 A aus der Porphyrinebene verschoben, wohingegen
in sechsfach koordinierten Komplexen diese Verschiebung
etwa halb so groB und das NO-Molekiil gegeniiber der
Porphyrinebene herausgehoben ist.®). Der Hidm-Ligand
Imidazol erhoht die NO-Dissoziation ungefihr 1000fach,
allerdings ohne Bildung nennenswerter Mengen des sechsfach
koordinierten Komplexes. Moglicherweise bewirken bereits
geringe Gleichgewichtskonzentrationen eines sechsfach ko-
ordinierten Intermediates eine Beschleunigung der NO-
Dissoziation.['l Zusammenfassend weisen diese Daten auf
eine auBergewohnliche Protein-Umgebung der Himgruppe
in der sGC hin, die wahrscheinlich erst nach Aufkldrung der
Kristallstruktur des Proteins genau bestimmt werden kann.

AbschlieBend muf3 aber auch erwidhnt werden, daB die
Dissoziationsgeschwindigkeiten in Gegenwart von hohen
Konzentrationen an NO-Radikalfingern (OxyHb oder Di-
thionit) gemessen wurden und somit die maximal erreichba-
ren Geschwindigkeiten darstellen.[*" %2 Die Geschwindigkeit
der Abnahme der Konzentration an freiem NO ist daher fiir
die Beendigung des NO-Signals unter physiologischen Be-
dingungen von entscheidender Bedeutung. Eine schnelle
Dissoziation von NO konnte aber auch die Folge einer
Oxidation des Ham-Eisens sein.®l Auf diesem Mechanismus
beruht die Wirkung des selektiven sGC-Inhibitors 1H-
[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]chinoxalin-1-on  (ODQ).[*l  Bisher
gibt es aber noch keinen Hinweis darauf, da} die Ham-
Oxidation als gezielter Mechanismus der sGC-Desaktivie-
rung unter physiologischen Bedingungen genutzt wird.

2.2. Peroxynitrit, Nitrierung und Krankheiten

Unter pathophysiologischen Bedingungen findet man oft
nitrierte Tyrosinreste in den betroffenen Geweben. Durch In-
vitro-Studien zur Tyrosin-Nitrierung verschiedener Proteine
wurde gezeigt, daB die Nitrierung einen betrédchtlichen Ein-
fluB auf die Funktion von Enzymen und anderen Proteinen
haben kann. Es wird daher angenommen, da$ die Nitrierung
eine kausale Rolle bei pathophysiologischen Gewebe-Dys-
funktionen spielt. Die Nitrierung wird der Reaktion von
freiem oder proteingebundenem Tyrosin mit Peroxynitrit
zugeschrieben. Die folgenden Abschnitte werden aber zeigen,
daf} die Chemie von Peroxynitrit auergewohnlich komplex
ist und dementsprechend die kausalen Verkniipfungen von
Peroxynitrit mit pathophysiologischen Prozessen Gegenstand
zahlloser lebhafter Diskussionen sind. Es sei nochmals auf
Tabelle 1 (Abschnitt 2.1.2) verwiesen, in der die Reaktions-
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konstanten ausgewéhlter Reaktionen von Peroxynitrit auf-
gelistet sind.

2.2.1. Zerfall von Peroxynitrit in wifirigem Milieu

In alkalischem Milieu ist Peroxynitrit stabil; bei pH 13 und
4°C kann es wochenlang gelagert werden. Diese Stabilitét
wird der cis-Konfiguration zugeschrieben.[s! Basierend auf
Ab-initio-Rechnungen wurde postuliert, dal eine Energie-
barriere von 21-24 kcalmol~! die Isomerisierung vom cis-
Anion zum frans-Anion verhindert.) Wegen einer viel
niedrigeren Energiebarriere von 10-12 kcalmol~" ist hinge-
gen die Isomerisierung der protonierten Form (Peroxosalpe-
trige Sdure) in die frans-Konfiguration sehr wohl moglich.[]

Spektroskopische Untersuchungen mit der Stopped-flow-
Technik und Pulsradiolyse-Studien haben gezeigt, dall der
Zerfall von Peroxynitrit erster (oder niedrigerer) Ordnung ist
(pH 1-11) und daB Peroxynitrit bei 37 °C einen pK,-Wert von
6.8 hat."l Der Zerfall wurde auch in Gegenwart des “OH-
Radikalfdngers  2,2'-Azinobis-(3-ethyl-1,2-dihydroxybenzo-
thiazolin-6-sulfonat) (ABTS) untersucht. Aus der durch
Peroxynitrit vermittelten pH-abhéngigen Bildung von
ABTS*-Radikalen wurde ein pK,-Wert von 8.0 errechnet.[*”]
Die beiden unterschiedlichen pK,-Werte wurden den beiden
Konfigurationsisomeren, der cis- und der trans-Form von
Peroxynitrit, zugeschrieben.

Der genaue Zerfallsmechanismus von Peroxynitrit ist aber
noch immer unklar.’®! In saurem Milieu isomerisiert die
Peroxosalpetrige Sdure zu NO;.['%l Der Mechanismus
dieser Isomerisierung war und ist Gegenstand vieler Unter-
suchungen. Es wurden unterschiedliche Intermediate postu-
liert, zum Beispiel ein energetisch angeregter Ubergangszu-
stand der Peroxosalpetrigen Sdure (ONOOH*) oder ein
Biradikal, das aus ‘NO,- und °‘OH-Radikalen in einem
Losungsmittelkdfig besteht. Es ist aber vollig unklar, ob
tatséchlich ein aktiviertes Intermediat gebildet wird oder die
Isomerisierung auf der homolytischen Spaltung Peroxosalpe-
triger Saure zu ‘NO,- und ‘OH-Radikalen und der Rekom-
bination dieser Radikale beruht.[ 71

AuBler NO;~ werden aber bei neutralem oder alkalischem
pH-Wert auch O, und NO,™ im Verhéltnis von 2:1 gebildet.[?]
Die beiden Reaktionswege, die zur Bildung von NO,™ und
NO;~ fiihren, weisen unterschiedliche Temperaturabhéngig-
keiten auf, wobei die Differenz der freien Aktivierungs-
energien ca. 26 kJmol™! betrdgt. Der Mechanismus der
Bildung von O, und NO, ist unklar. Eine direkte bimoleku-
lare Reaktion zwischen dem Peroxynitrit-Anion und der
Peroxosalpetrigen Sdure kann aber als geschwindigkeitsbe-
stimmender Schritt ausgeschlossen werden, da die Zerfalls-
kinetik nicht zweiter Ordnung in bezug auf Peroxynitrit ist("!
und das Verhiltnis an gebildetem NO, ™ und NO;™ unabhéngig
von der initialen Peroxynitrit-Konzentration ist.’?l Schema 2
zeigt hypothetische Reaktionen, die zur Bildung von NO,~
und NOj;~ aus Peroxynitrit fithren konnten. Diesem Schema
entsprechend rekombinieren in einem Losungsmittelkéfig
festgehaltene "NO,- und "OH-Radikale zu NO;~. Bei alkali-
schem pH-Wert wiirden ‘OH-Radikale aber bevorzugt mit
Peroxynitrit-Anionen reagieren, wobei O,, NO und OH~
entstehen. In weiterer Folge konnte NO mit "NO,-Radikalen
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Schema 2. Zerfall von Peroxynitrit.

zu N,0O; und letztendlich zu NO,~ reagieren. Die dabei
gebildeten Intermediate konnten ebenso wie Peroxynitrit
selbst wichtige biologische Wirkungen haben.

2.2.2. Reaktion mit CO,

Das Peroxynitrit-Anion reagiert mit CO, zum Addukt
Nitrosoperoxycarbonat (ONO,CO,™; k=3 x 10*M~'s™! bei
pH 7.4 und 37°C), das in Abwesenheit anderer Reaktanten zu
NO;~ und CO, zerfillt [GI. (12) und (13)].7+7 Wegen der

ONOO™ + CO, — ONO,CO, (12)
ONO,CO,” — NO; + CO, (13)

relativ hohen Reaktionsgeschwindigkeit und der hohen CO,-
Konzentration in biologischen Systemen (1-25 mwm) konnte
diese Reaktion der wesentliche Zerfallsweg von Peroxynitrit
in vivo sein. Peroxynitrit und ONO,CO,~ haben unterschied-
liche chemische Eigenschaften.™ So sind zum Beispiel in
Anwesenheit von CO, die Ausbeuten an 3-Nitrotyrosin zwei-
bis vierfach hoher,”*7! wohingegen die Thiol-Oxidation sehr
stark vermindert ist.’"!

Der Mechanismus des Zerfalls von ONO,CO,~ wurde
bisher noch nicht ausfiihrlich untersucht. Es wird aber
angenommen, da3 die Homolyse der schwachen O-O-Bin-
dung eine zentrale Rolle spielt und zur Bildung von "CO;™-
und ‘NO,-Radikalen fiihrt. Die Rekombination dieser beiden
Radikale wiirde dann zur Bildung der stabilen Endprodukte
NO;~ und CO, fiithren [Gl. (14) und (15)].7°] Dieser Reak-

ONO,CO, — ‘NO, + *CO, (14)
‘NO, + ‘COy — NO,~ + CO, (15)

tionsmechanismus wiirde auch die katalytische Wirkung von
CO, auf die Peroxynitrit-vermittelte Tyrosin-Nitrierung ge-
méal folgender hypothetischer Reaktionsschritte erkldren:
Das "CO;~-Radikal konnte durch eine Einelektronen-Oxida-
tion des Phenolrings Phenylradikale liefern, die in einer
Radikal-Radikal-Reaktion mit den intermedidr gebildeten
‘NO,-Radikalen zu stabilen Nitrophenolen reagieren konnten
(Schema 3).[1
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Schema 3. Tyrosin-Nitrierung durch Peroxynitrit/CO,.

2.2.3. Reaktion mit Thiolen

Eine physiologisch sehr wichtige Reaktion von Peroxynitrit
ist sicherlich die Oxidation von proteingebundenen und freien
niedermolekularen Thiolen, vor allem Glutathion und Cy-
stein.®) Obwohl diese Reaktion bei 37°C und physiologi-
schem pH-Wert nicht besonders schnell verléuft, ist sie wegen
der hohen intrazelluldiren Konzentrationen an Thiolen (1-
10 mMm) von groBer Bedeutung. Peroxynitrit kann in Ein- oder
Zweielektronen-Oxidationen mit Thiolen reagieren, wobei
als stabile Endprodukte hauptséchlich die entsprechenden
Disulfide gebildet werden (>90%).%1 Zu einem sehr
geringen Anteil (1%) entstehen auch S-Nitrosothiole, 8
vermutlich iiber einen direkten nucleophilen Angriff.®l Da
S-Nitrosothiole in einer Cut-katalysierten Reaktion NO
freisetzen,! ist die S-Nitrosierung von Thiolen fiir die NO-
dhnlichen Wirkungen von Peroxynitrit verantwortlich, zum
Beispiel fiir die Aktivierung der sGC,®!l die vasorelaxierende
Wirkung!® sowie die Inhibition der Plittchenaggregation und
der Leukocytenadhision.®

Eine dhnliche Reaktion ist die Oxidation selenhaltiger
Verbindungen wie die Oxidation der Glutathion-Peroxidase
und der synthetischen Selenoverbindung Ebselen.® %1 Es
wurde gezeigt, da3 sowohl die Glutathion-Peroxidase als auch
Ebselen Peroxynitrit zu NO,~ reduzieren, wobei Selenoxid
entsteht, das durch Thiole wieder reduziert werden kann.
Daher wird selenhaltigen Verbindungen eine wichtige Rolle
bei der zelluldren Detoxikation von Peroxynitrit zugeschrie-
ben.

2.2.4. Tyrosin-Nitrierung und Krankheiten

Bei zahlreichen Erkrankungen wie neurodegenerativen
Erkrankungen,®” % akutem Lungenversagen,® Atheroskle-
rose, % bakteriellen und viralen Infektionen!>%! sowie
chronischen Entziindungen® wurden stark erhohte Gewe-
bespiegel an 3-Nitrotyrosin nachgewiesen. Die Nitrierung von
Tyrosinresten scheint demnach eine wesentliche pathophy-
siologische Proteinmodifikation bei inflammatorischen Pro-
zessen mit erhohter Expression und/oder Aktivitdt von NOS
zu sein.[ %1 Bei diesen Krankheiten ist oft der Plasmaspiegel
an Cytokinen und Endotoxin erhéht, wodurch in zahlreichen
Geweben die Expression induzierbarer NOS ausgelost wird.
Somit ist die Zelle iiber einen relativ langen Zeitraum
erhohten NO-Konzentrationen ausgesetzt.[!
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Da die Funktion verschiedener Proteine durch die Tyrosin-
Nitrierung verdndert wird, konnte diese Modifikation eine
wichtige Rolle bei der Pathogenese von bestimmten Krank-
heiten spielen.” 1 Die Nitrierung von kardialem Aktin fiihrt
zu einer Verdnderung der Kontraktilitdt des Herzens bei der
Myokarditis,” die Nitrierung des Neurofilamentes L interfe-
riert mit dessen Polymerisierung bei der amyotrophischen
Lateralsklerose,[®! und nitriertes Oberfldchenprotein A kann
weder Lipide aggregieren noch Mannose binden, zwei Funk-
tionen, die fiir die Bildung einer intakten Monoschicht der
Luft-Wasser-Grenzfliche in der Lunge unerléBlich sind.[
Durch die Nitrierung von Tyrosinresten kann aber auch die
Funktion von Enzymen beeintrichtigt werden, z.B. die der
Mn-haltigen Superoxid-Dismutase!'® 1 oder der Glutamin-
Synthetase.192 131 Signaltransduktionswege, die auf einer
reversiblen Tyrosin-Phosphorylierung beruhen, werden eben-
falls gestort.l'%1%] In SHugetieren sind etwa 140 Proteine
bekannt, deren Aktivitidt von Tyrosinresten abhingig ist.['"7)
Man nimmt an, daf3 Peroxynitrit, das Produkt der Reaktion
von NO mit Superoxid, fiir diese Phdnomene ursichlich ist.
Um fiir die Diskussion dieser Annahme eine Grundlage zu
haben, miissen zunichst die chemischen Reaktionen von
Peroxynitrit betrachtet werden.

2.2.5. Wie entsteht Nitrotyrosin?

In vitro entsteht 3-Nitrotyrosin bei der Reaktion von
Tyrosin mit verschiedenen hoheren Stickstoffoxiden (NO,)
wie Peroxynitrit, NO,, Salpetriger Sdure (HNO,), Nitronium-
Ionen (NO,*) und Nitrylchlorid (NO,CI).’”" NO selbst kann
Tyrosin nicht direktl® 7 sondern nur in Gegenwart von
Oxidantien nitrieren, die Tyrosyl-Radikale bilden. NO rea-
giert mit Tyrosyl-Radikalen (Tyr) in einer Reaktion zweiter
Ordnung (k > 10°m~'s7!),[1% wobei C-Nitroso- und/oder O-Ni-
trosotyrosin-Additionsprodukte gebildet werden, die durch
Zweielektronen-Oxidationen zu Nitrotyrosin umgewandelt
werden konnen.'® 119 Das Autoxidationsprodukt von NO,
NO,, kann in vitro ebenfalls Tyrosin nitrieren.''! Da die
Autoxidation aber eine Reaktion dritter Ordnung ist,[”) wird
bei mikromolaren Konzentrationen von NO wahrscheinlich
nicht geniigend NO, gebildet, um die beobachtete Tyrosin-
Nitrierung in Zellen erkldren zu konnen. Die NO,-vermittelte
Nitrierung wird auBerdem durch zelluldre Bestandteile wie
Ascorbat oder Glutathion gehemmt.[''!] Kiirzlich wurde aber
gezeigt, da} die Reaktion zwischen NO und O, in der hydro-
phoben Umgebung biologischer Membranen ca. 300fach
schneller ist als in wiBrigem Milieu, so daB Membranen
wichtige zellulire Kompartimente fiir die Bildung hoherer
Stickoxide sein konnten.'?l Im sauren pH-Bereich (pH < 2)
entsteht durch Protonierung des stabilen Endproduktes der
NO-Autoxidation (NO,™) Salpetrige Sédure, die im sauren
Milieu des Magens an der Tyrosin-Nitrierung beteiligt sein
konnte.'™! In allen anderen Geweben sinkt der pH-Wert
allerdings nicht stark genug ab, so dafl dort die NO, -
vermittelte Nitrierung wahrscheinlich vernachlissigbar ist.

Peroxynitrit wird weitgehend als das reaktivste hohere
Stickoxid angesehen, das bei inflammatorischen und infek-
tiosen Prozessen eine wichtige pathophysiologische Rolle
spielt.”] Die durch synthetisches Peroxynitrit ausgeldste
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Tyrosin-Nitrierung wurde in den letzten Jahren in vitro
ausfiihrlich untersucht.[”” 14 5] Die physiologische Relevanz
dieser Versuche wurde allerdings immer wieder in Frage
gestellt."® 117 Kiirzlich wurden Systeme entwickelt, die eine
kontinuierliche Bildung von Peroxynitrit aus NO und O,
und damit eine bessere Anndherung an die physiologischen
Bedingungen erméglichen. Uberraschenderweise stellte sich
heraus, daB NO/O," -bildende Systeme im Gegensatz zu
authentischem Peroxynitrit keine nennenswerte Nitrierung
von Tyrosin bewirken.[''”! Diese Ergebnisse werfen natiirlich
die Frage nach dem tatsédchlichen Mechanismus der Tyrosin-
Nitrierung in vivo auf.

Als alternative Mechanismen wurden von Myeloperoxida-
se katalysierte Nitrierungsreaktionen beschrieben. Myeloper-
oxidase, die von Monocyten und neutrophilen Granulocyten
im Rahmen inflammatorischer Prozesse sezerniert wird, kann
Tyrosyl-Radikale generieren,['®! die mit NO reagieren und in
Gegenwart von Oxidantien (z.B. H,0,) Nitrotyrosin bil-
den.''l Dieser Mechanismus konnte fiir die Tyrosin-Nitrie-
rung in atherosklerotischen Blutgefden verantwortlich
sein.’L 191 Tn Gegenwart von H,0O, kann Myeloperoxidase
die Nitrierung auch iiber einen alternativen Reaktionsweg
katalysieren. So wurde gezeigt, da3 NO,™ auch als Substrat
der Myeloperoxidase fungieren kann, wobei intermedidr NO,
als nitrierende Spezies gebildet wird.[""! SchlieBlich kann das
Reaktionsprodukt der Myeloperoxidase, Hypochlorige Sdure
(HOC(l), auch direkt mit NO,™ reagieren, wobei ebenfalls eine
stark nitrierende Verbindung, wahrscheinlich Nitrylchlorid
entsteht.['?: 1221 Diese Befunde weisen darauf hin, daB Mye-
loperoxidase in vivo eine wesentliche Rolle bei der Tyrosin-
Nitrierung spielt, schlieBen aber zusitzliche Reaktionswege
der Nitrierung bei inflammatorischen Prozessen mit erhohter
NO-Produktion nicht aus. Auf jeden Fall wird die Aufkldarung
des Mechanismus und der pathophysiologischen Bedeutung
der Tyrosin-Nitrierung die Wissenschaftler noch einige Zeit
beschiftigen.

2.2.6. Andere schéidliche Wirkungen von Peroxynitrit

Neben der Tyrosin-Nitrierung werden Peroxynitrit noch
andere schidliche Wirkungen zugeschrieben. Wegen seines
hohen Oxidationspotentials kann Peroxynitrit Strangbriiche
in DNA-Molekiilen verursachen, wodurch das im Zellkern
befindliche Enzym Poly(ADP-Ribose)-Synthetase (PARS)
(EC 2.4.2.30) aktiviert werden kann.['”l Dadurch kommt es
zur Depletion des intrazelluliren Pools an reduziertem
Nicotinamidadenindinucleotid (NADH) und in weiterer
Folge zur Depletion von ATP und damit zu einem Zusam-
menbruch des Energiehaushaltes, der letztendlich zum Zell-
tod fiithrt. Kiirzlich wurde postuliert, daf die durch Peroxyni-
trit vermittelte Aktivierung von PARS bei der Pathogenese
des septischen Schocks, bei der Zerstérung der Insel-
zellen des Pankreas durch Infektionen sowie bei ischdmischen
Prozessen im zentralen Nervensystem eine wichtige Rolle
spielt. Ein weiterer moglicher Mechanismus der Cytotoxizitét
von Peroxynitrit beruht auf der Oxidation von Himo-
proteinen. 8l
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3. Enzymologie von NO-Synthasen

Die Reaktion, die zur Biosynthese von NO in Sédugetieren
fihrt, ist in Schema 4 dargestellt. Diese Reaktion wird von
drei NOS-Isoformen katalysiert, die in Tabelle 2 aufgefiihrt

+§ £00 +H CcOoo +H coo
HgNow Op  HgNed Op  HgNu
1.0 NADPH 0.5 NADPH + NO
H-0 HoO
HN + 2 HN.  + 2 HN
>=NH >=N-OH =0
HN 7 HN™ HoN
L-Arginin NG-Hydroxy-L-arginin L-Citrullin

Schema 4. Die NO-Synthase-Reaktion.

sind. Die drei Isoenzyme haben &hnliche Strukturen und
Funktionen, unterscheiden sich aber in ihren Regulations-
mechanismen.

Neuronale NOS wird in postsynaptischen Endigungen
zentraler Neuronen exprimiert und durch einstromendes
Ca?" aktiviert. Die Erhoéhung der intraneuronalen Ca%*-
Konzentration wird durch die Bindung des Neurotransmitters
Glutamat an spezifische Membranrezeptoren ausgelost. Das
so gebildete NO ist wahrscheinlich mafB3geblich an der Lang-
zeitpotenzierung (LTP) synaptischer Verbindungen beteiligt,
einem Phinomen, das eine wesentliche Rolle bei Gedicht-
nisleistung und Lernprozessen spielt. In peripheren Nerven-
endigungen wird nNOS présynaptisch exprimiert und wie im
Gehirn durch in die Zelle einstromendes Ca?* aktiviert. Der
Ca?*-Einstrom beruht hier aber auf der Aktivierung span-
nungsabhéngiger Ca?"-Kanile durch Depolarisation der Ner-
venzelle. Das in solchen nitrergen Neuronen gebildete NO
diffundiert als Neurotransmitter in postsynaptische Zielzellen
des angrenzenden Erfolgsorgans (z.B. BlutgefiBe, Magen-
Darm-Trakt, Corpus cavernosum des Penis) und bewirkt dort
iiber die Aktivierung der sGC eine cGMP-vermittelte Rela-
xation der glatten Muskulatur.

Die endotheliale NOS wird vor allem in Endothelzellen
exprimiert. Das dort gebildete NO diffundiert in die angren-
zende GefidBBmuskulatur und bewirkt als ,,endothelium-
derived relaxing factor“ (EDRF) eine cGMP-vermittelte
Relaxation. Dies war iibrigens die erste Signalfunktion von
NO, die entdeckt wurde.[124-126]

Tabelle 2. Die Isoenzyme von NO-Synthase.

Die induzierbare NOS wird von Makrophagen exprimiert,
die durch inflammatorische Cytokine oder andere Stimuli
aktiviert wurden. Hier leistet das gebildete NO einen
wesentlichen Beitrag zur Inaktivierung von Pathogenen.

Diese kurze Zusammenfassung des Vorkommens und der
Funktionen der verschiedenen NO-Synthasen soll nur eine
grobe Orientierungshilfe sein. AbschlieBend wird aber auch
noch darauf hingewiesen, dafl eNOS auch in Endothelzellen
cerebraler Blutgefidf3e exprimiert wird und angrenzende Neu-
ronen beeinflussen kann. eNOS wurde auch innerhalb von
Neuronen!'”! und in Kardiomyocyten!'?®! nachgewiesen. Die
Expression von iNOS kann auch in glatten Muskeln,? 3% im
Herzmuskel,'3 1321 in der Leberl!®, in Gliazellen!'*! und
wahrscheinlich auch in allen anderen kernhaltigen Sduge-
tierzellen induziert werden.

3.1. Domiénenstruktur

Katalytisch aktive NO-Synthasen liegen als homodimere
Proteine vor. Jede Untereinheit besteht aus einer C-termina-
len Reduktase-Domine und einer N-terminalen Oxygenase-
Domine (Abbildung 1). Diese Dominen sind auch unabhin-
gig voneinander richtig gefaltet. Es wurde gezeigt, daf} die

Reduktase-Doméne Oxygenase-Doméne

L-Arg
Oy

— —

—ooc_(NADfH FAD _EM.I\';‘_Y_;HM oy |
{Ca k

L-Citrullin
NO

Abbildung 1. Doménen und Cofaktoren der NO-Synthase. Die gestrichel-
ten Pfeile kennzeichnen die Richtung des Elektronenflusses. BH,=
H,Biopterin.

isolierte Oxygenase-Doméne in einer homodimeren Form,
die isolierte Reduktase-Domine aber in einer monomeren
Form vorliegt. Dieser Befund 148t darauf schliefen, da$ die
Kontaktfldche fiir die Dimerisierung des Gesamtproteins von

NOS- alternative M, Eigenschaften

subzelluldre Lokalisation

Gewebe-spezifische

Isoenzyme  Bezeichnung [kDa] Expression
neuronale Typ-1, 160  Ca’*-abhingig, bindet iiber eine N-terminale PDZ-Doméne "l an neuronale Zellen,
nNOS, konstitutiv spezifische Membranproteine Skelettmuskel,
ncNOS, exprimiert Niere (Macula densa)
bNOS
endotheliale Typ-III, 134 Ca’*-abhingig, bindet iiber N-terminale Myristoyl- und Palmitoyl- Endothelzellen,
eNOS, konstitutiv gruppen an den Golgi-Apparat und an Caveoli Epithelzellen,
ecNOS exprimiert Kardiomyocyten,
einige Neuronen
induzierbare Typ-II, 130 Ca**-unabhingig, 16slich ? Makrophagen,
iNOS, induziert durch Hepatocyten, Astrocyten,
macNOS inflammatorische Stimuli glatte Muskelzellen

(Cytokine, LPS)

(u.v.a.)

LPS = Lipopolysaccharide.
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der Oxygenase-Domiine gebildet wird.!'3> 136 Die Reduktase-
Domaine enthilt je ein Molekiill FAD und FMN sowie eine
Bindungsstelle fiir NADPH.I®l Die Oxygenase-Doméne
enthilt eine Himgruppe und je eine Bindungsstelle fiir den
Pteridin-Cofaktor H,Biopterin und das Substrat L-Arginin.
Zwischen der Reduktase- und der Oxygenase-Domine liegt
die Bindungsstelle fiir Calmodulin.['3 1381 Am N-Terminus der
Oxygenase-Doméne findet man in allen Isoformen ein aus
mehreren Aminosduren bestehendes Segment, das fiir die
katalytische Aktivitdt der Enzyme nicht erforderlich ist, aber
deren zelluldre Lokalisation bestimmt.

3.1.1. Die Reduktase-Domidine

Ebenso wie ein homologes Protein, die Cytochrom-P-450-
Reduktase, hat die Reduktase-Doméne der NOS je eine
Bindungsstelle fiir NADPH, FAD und FMN.['*% 139 Tm Unter-
schied zur Cytochrom-P-450-Reduktase enthalten nNOS und
eNOS, nicht aber iNOS eine Insertion von ca. 45 Aminosiu-
ren in der FMN-Bindungsregion.'*] Die Reduktase-Doméne
ist fiir den Transport von Elektronen von NADPH zum Ham-
Eisen in der Oxygenase-Domine verantwortlich. Dieser
Elektronentransport erfordert die Bindung von Calmodulin
an einer zwischen der Reduktase- und der Oxygenase-
Domiéne gelegenen Bindungsstelle.

3.1.2. Die Reduktase-Oxygenase-Kontaktfliche

NO-Synthasen sind die einzigen eukaryotischen Cyto-
chrom-P-450-Enzyme, die eine Reduktase-Doméne als inte-
gralen Bestandteil des Gesamtproteins enthalten (ein NOS-
dhnliches Cytochrom P-450 (BM-3) kommt allerdings in
Bakterien vor).l'!: 2] Versuche, katalytisch aktive NOS aus
isolierten Reduktase- und Oxygenase-Doménen zu rekon-
stituieren, lieferten nur unbefriedigende Ergebnisse.l'*}] Un-
tersuchungen mit EPR-'* und zeitaufgeloster Fluoreszenz-
Spektroskopie weisen auf eine strukturelle Wechselwirkung
der Ham-Gruppe mit den Flavinen der Reduktase-Doméne
hin.'1 Es liegt aber noch keine Kristallstruktur eines
homodimeren NOS-Gesamtproteins vor, so daB3 die drei-
dimensionale Orientierung der beiden Doménen noch unklar
ist. Viele Arbeiten zeigen aber, daf} die dimere Proteinstruk-
tur fiir die Reduktase-Oxygenase-Wechselwirkung entschei-
dend ist.l'% 147 Interessanterweise betrug die Enzymaktivitit
von iNOS-Heterodimeren, in denen eine Untereinheit beide
Dominen, die andere aber nur eine Oxygenase-Domine
enthielt, genau die Hilfte der Aktivitdt des nativen, homo-
dimeren Enzyms.['*] Diese Ergebnisse zeigen, daB die Re-
duktase-Doméne nur eine der beiden Hémgruppen des
Heterodimers reduzieren konnte. Um herauszufinden, welche
der beiden Hamgruppen reduziert wird, wurden zwei Kon-
struktel¥”] mit jeweils einer nativen und einer mutierten
(Glu371 —Ala),*l inaktiven Oxygenase-Domiine hergestellt
(Abbildung 2). Es zeigte sich, daB nur jenes Konstrukt
enzymatische Aktivitit aufwies, in dem die Reduktase-
Domiéne an die mutierte, d.h. inaktive Oxygenase-Doméne
gekoppelt war. Diese Ergebnisse legen die interessante
SchluBfolgerung nahe, dafl die beiden Reduktase-Doménen
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O,
L-Arg SE L-CItLUHIn
NO
A aktiv B inaktiv

Abbildung 2. Doménenaustausch (,,domain swapping“) in der NO-Syn-
thase. Die heterodimere NO-Synthase ist nur dann katalytisch aktiv, wenn
die aktive L-Arginin-bindende Oxygenase-Domine und die Reduktase-
Domine auf verschiedenen Untereinheiten lokalisiert sind (A). Wenn L-
Arginin nur an die Untereinheit binden kann, die die Reduktase-Doméne
enthilt, wird keine NOS-AKktivitit festgestellt (B).

dimerer NOS jeweils das Ham der anderen Untereinheit
reduzieren.

3.1.3. Die Oxygenase-Domdine

Das UV/Vis-Spektrum des CO-Komplexes von reduzierter
NOS weist eine Absorptionsbande bei 446 nm auf, die
charakteristisch fiir Cytochrom-P-450-Enzyme mit einem
Thiolat-Liganden ist.'4>151 Ahnlich wie in der Chlorperoxi-
dase findet man auch bei der NOS noch zusitzliche Wasser-
stoffbriickenbindungen zum proximalen Liganden. Das ist
sowohl aus Resonanz-Raman-spektroskopischen Untersu-
chungen' als auch aus der kiirzlich publizierten Kristall-
struktur ersichtlich.['3 34 Eine gute Darstellung der Kristall-
struktur des iNOS-Oxygenase-Dimers zeigt das Vortitelbild
auf Seite 1824 (weitere Bilder findet man auf folgender
Internet-Seite: http://www.scripps.edu/ ~ jat/nos.html). Die
prosthetische Hamgruppe sitzt in einer Tasche, die dhnlich
wie ein linkshéndiger Baseball-Handschuh geformt ist. Eine
a-Helix und die Schleife, die den proximalen Cystein-
Liganden enthilt, bilden dabei den Daumen (gelb-griin).
Die distale Seite des Hams wird von einem [-Faltblatt
abgeschirmt, das die Handfldche und die Finger des Hand-
schuhs darstellt (in den Farben Cyan in der unteren Unter-
einheit und in Orange in der oberen Untereinheit gezeichnet).

Der gro3e Anteil an S-Faltblittern ist fiir ein Himoprotein
sehr ungewoOhnlich und zeigt, daBl die Moglichkeiten fiir
Bewegungen durch das Gleiten von Sekundirstrukturele-
menten, das von a-helicalen Proteinen zur Substratbindung
genutzt wird (z.B. bei P-450-Enzymen), stark eingeschrénkt
sind.['*l Wihrend der Arbeit an diesem Manuskript wurde die
Kristallstruktur der eNOS-Oxygenase-Domine veroffent-
licht.'’6! Die Ahnlichkeiten der iNOS- und eNOS-Strukturen
weisen darauf hin, daf alle drei NOS-Isoenzyme &hnlich
gefaltet sind.

3.1.4. Die Rolle der Himgruppe bei der Dimerisierung

Native NOS liegt als Homodimer vor, unter Him-defizien-
ten Bedingungen findet man jedoch vorwiegend NOS-Mono-
mere.['"” 1381 Die Monomere enthalten kein Ham und kénnen
weder H,Biopterin (siehe Abschnitt 3.2.3) noch L-Arginin
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binden.*8! Der Flavingehalt und die Cytochrom-c-Redukta-
se-Aktivitit sind aber normal (siehe Abschnitt3.1.1). Die
Inkubation von iNOS mit Him, H,Biopterin und L-Arginin
fithrt zur Dimerisierung der Monomere,['"”l wohingegen fiir
die Dimerisierung von nNOS eine Inkubation mit Him
ausreichend ist.'*®! In beiden Fillen konnte auch die Enzym-
aktivitdt wiederhergestellt werden.'”'] Durch die Bin-
dung von Ham wird das CD-Spektrum des Proteins (zur
Bestimmung des Gehalts an Sekundérstrukturelementen)['*!
nur minimal veridndert, die intrinsische Tryptophan-Fluores-
zenz aber stark verringert.'*] Ein dhnliches Phinomen wurde
auch bei der Inkubation Him-defizienter nNOS mit PPIX,
Mn-PPIX und Co-PPIX beobachtet. Eine Dimerisierung
wurde aber nur nach Inkubation mit Mn-PPIX festgestellt.
Die Veridnderung des Absorptionsspektrums nach Rekon-
stitution mit Mn-PPIX weist auf die essentielle Bedeutung der
Bildung eines intakten Thiolat-Liganden bei der Dimerisie-
rung hin.['>]

3.2. Ligandenbindung und allosterische Effekte

3.2.1. Calcium und Calmodulin

nNOS und eNOS werden nur durch Ca’*-gebundenes
Calmodulin aktiviert.' 1] Tm Unterschied dazu bindet iNOS
auch Ca’*-freies Calmodulin und ist dementsprechend auch
unter Ca®*-freien Bedingungen vollstidndig aktiv. Die intrazel-
luldre Ca**-Konzentration ist daher kein limitierender Faktor
fiir die iNOS-Aktivierung in vivo.'®”l Dieser Unterschied
zwischen iNOS und den konstitutiv exprimierten Isoformen
ist auf eine Insertion von 40 Aminosduren, die in den FMN-
Bindungsdoménen von eNOS und nNOS lokalisiert ist, und
auf unterschiedliche Strukturen der Calmodulin-Bindungs-
stellen zuriickzufiihren. Synthetische Peptide, die der Inser-
tion in der FMN-Doméne entsprechen, inhibieren NOS und
verdriangen Calmodulin aus seiner Bindungsstelle.'*] Einige
andere Calmodulin-abhingige Enzyme enthalten eine flexib-
le Schleife, die die Calmodulin-Bindungsstelle in Abwesen-
heit von Ca?*/Calmodulin besetzt und durch Calmodulin
verdriangt wird. Man nimmt an, dafl die Insertion in den
konstitutiven NOS-Isoformen eine &hnliche Funktion hat.

Allerdings wurde in einer anderen Studie gezeigt, daf3 die
Ca?*-unabhingige Bindung von Calmodulin nicht durch das
Fehlen dieser Schleife allein erklirt werden kann.!'] Die
Calmodulinbindung wurde dabei mit einer Serie von chimé-
ren Enzymen untersucht, in denen die Calmodulin-Bindungs-
stellen der verschiedenen Isoformen untereinander ausge-
tauscht wurden. Im Falle einer eNOS-Mutante, die die
Calmodulin-Bindungsstelle der iNOS enthielt, war Ca’* zwar
nicht fiir die Calmodulinbindung, aber fiir die Aktivierung des
Enzyms erforderlich. Diese Ergebnisse zeigen, dafl die Se-
quenz der Calmodulin-Bindungsstelle die Ca?*-Abhéngigkeit
der Calmodulinbindung reguliert, wohingegen die inhibito-
risch wirkende Insertion die Ca?*-abhiingige Aktivierung
reguliert.

Durch die Bindung von Calmodulin wird nicht nur der
Transport von Elektronen von NADPH zu den Flavinen
ermoglicht,'! sondern auch der weitere Transport der
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Elektronen von den Flavinen zum Him erleichtert,['®! ob-
wohl dieser Schritt im nativen Enzym nicht limitierend zu sein
scheint.l'! Die Reduktase-Domiine kann aber auch die
Reduktion von externen Elektronenacceptoren katalysieren,
z.B. von oxidiertem Cytochrom c.'”] Auch fiir diese Reduk-
tionen ist gebundenes Calmodulin erforderlich. Der genaue
Mechanismus des Calmodulin-induzierten Elektronentrans-
fers ist aber noch unbekannt.

3.2.2. Caveolin

In den letzten Jahren wurde ein weiterer wichtiger Mecha-
nismus der NOS-Regulation entdeckt. Caveoli sind spezielle
Einstiilpungen der Plasmamembran, die in zahlreichen Zell-
typen vorkommen.['®®! Diese Membrankompartimente wer-
den vom Protein Caveolin organisiert, das in drei Isoformen
vorkommt (Caveolin 1-3).l' Man nimmt an, daB Caveolin
generell ein negativer Regulator der Signaltransduktion ist.
Signalproteine werden in den Caveoli der Zellmembran in
einer inaktiven Form gespeichert und konnen durch ein
externes Signal aktiviert werden. In Endothelzellen ist ein Teil
der eNOS in solchen Caveoli lokalisiert.'’™ Wenn man diese
Zellen mit Pharmaka behandelt, die einen Ca?*-Einstrom
bewirken, kommt es zu einer Freisetzung von eNOS aus den
Caveoli ins Cytosol und gleichzeitig zu einer Aktivierung des
Enzyms (Schema 5). Fiir die Assoziation von eNOS an die

2+
Cd 2+ . 2+
2+ Ca” Ca

Y
2
ca + CaZ+
2
catclt cat
auBen cat
Zellmembran —> a
innen
Ca?*-Kanal

Caveolin 1
Calmodulin
cat cat
Caz+
Ca2+

Ca '¢C L-Arg +O,
(: NOS X
L-Citrullin + NO
Schema 5. Regulation von NO-Synthase durch Caveolin und Calmodulin.
1) Offnung von Ca?*-Kanilen in der Membran. 2) Durch Erhchung der
Anfangskonzentration von Ca?* verdringt der Ca?*-Calmodulin-Komplex
Caveolin aus der Bindungsstelle in NOS; eNOS dissoziiert von den Caveoli
ab und wird aktiviert. 3) Nach Abklingen des Ca?*-Signals bindet der
inaktive eNOS-Caveolin-Komplex wieder an die Caveoli.

Caveoli ist eine kovalente Modifikation mit Fettsduren am
N-Terminus des Enzyms entscheidend.!'7!

Untersuchungen mit gereinigter eNOS zeigten, da3 Caveo-
lin bereits im geringen mikromolaren Konzentrationen ein
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starker Inhibitor des Enzyms ist, wobei der Effekt von
Caveolin durch Zugabe von Ca’**/Calmodulin wieder auf-
gehoben werden kann.'” In einer weiteren Studie wurde
gezeigt, dall ein synthetisches Peptid, das den Aminosdure-
resten 82-101 von Caveolin 1 entspricht, eNOS genauso
stark hemmte wie das gesamte Protein. Das Peptid inhibierte
die Cytochrom-c-Reduktase-Aktivitdt mit der gleichen ICs,
(3 M) wie die Citrullin-Bildung.'’”! Die H,0O,-abhingige
Konversion von NOHLA zu L-Citrullin, eine Reaktion, die
durch die Oxygenase-Domaéne allein katalysiert werden kann,
wurde aber nicht gehemmt.['”] Dariiber hinaus wurde gezeigt,
daB3 sowohl die Reduktase- als auch die Oxygenase-Doméne
an immobilisiertes Caveolin 1 binden, wobei aber die Bin-
dung der Oxygenase-Doméne etwas schwicher ausgeprigt
war. Man vermutet daher, daf3 die Caveolin-induzierte Hem-
mung der NOS auf einer Beeintrachtigung des Elektronen-
transfers in der Reduktase-Doméne beruht. Es ist allerdings
noch unklar, ob die Bindung an die Oxygenase-Doméne, bei
der anscheinend keine Inhibition eintritt, ebenfalls von
funktioneller Bedeutung ist.

3.2.3. Negative Kooperativitit der H ,Biopterin-Bindung

Gereinigte NOS enthélt gewohnlich ein fest gebundenes
Molekiil H,Biopterin pro Dimer. In Gegenwart von exoge-
nem H,Biopterin kommt es zu einer weiteren, ungefihr
zweifachen Aktivierung des Enzyms, was darauf hinweist, daf3

es eine zweite H,Biopterin-
Bindungsstelle gibt.['”] Diese
y N Annahme wurde durch Unter-

HNT 4 4 CH, suchungen mit H,Biopterin-
)2\, | , 2] OHOH freier nNOS bestiitigt, die un-
BN N7 H H ter Pterin-defizienten Bedin-
H4Biopterin gungen exprimiert wurde.['7]

Bindungsstudien mit radioak-
tiv markiertem H,Biopterin und L-NNA (einem L-Arginin-
Analogon) zeigten deutlich, daf die H,Biopterin-Bindung in
zwei Stufen erfolgt, die einen ungefidhr tausendfachen Affini-
tiatsunterschied aufweisen. Das erste Pteridinmolekiil bindet
mit einer Affinitdt im subnanomolaren Bereich, wohingegen
die Bindung des zweiten Molekiils mit einer Affinitit von ca.
1 um erfolgt.

Diese negative Kooperativitdt der Bindung von H,Bio-
pterin ist anscheinend das Resultat einer strukturellen
Wechselwirkung der beiden Bindungsstellen. Dies wurde
auch in Studien mit dem Him-bindenden Thiol 1,4-Dithio-
threitol (DTT) bestitigt.'””l Die DT T-vermittelte Inhibierung
von nNOS, die ein Aquivalent H,Biopterin pro Dimer
enthielt, war monophasisch und beziiglich L-Arginin kom-
petitiv; der K-Wert betrug ca. 10 mm. Im Unterschied dazu
hatte die DTT-Bindung (gemessen iiber die Absorption des
Bisthiolat-Komplexes bei 456 nm) an H,Biopterin-freie
nNOS eine zusitzliche Komponente mit wesentlich hoherer
Affinitit, die beziiglich L-Arginin nicht kompetitiv war. In
Ubereinstimmung mit spektroskopischen Daten wurde die
NO-Bildung aus nNOS durch die H,Biopterin-enthaltende
Untereinheit durch die Bindung von DTT an die zweite
Untereinheit nicht beeinflufit. Demnach scheinen die beiden
Hiamgruppen unabhingig voneinander zu funktionieren.
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3.2.4. H Biopterin, L-Arginin und der Spinzustand der
Hdmgruppe

Wie in anderen P-450-Enzymen kann auch das Ham-
Eisenzentrum von NOS entweder in einem High-spin-Zu-
stand (pentakoordiniert) oder in einem Low-spin-Zustand
(hexakoordiniert) vorliegen.!'> 1761781 Im Unterschied zu den
meisten anderen P-450-Enzymen, bei denen der High-spin-
Zustand erst nach der Substratbindung eintritt,['> liegt das
Hiam der NOS gewohnlich immer im High-spin-Zustand vor.
Dieser Unterschied beruht vermutlich darauf, dal im Falle
von NOS nicht nur das Substrat L-Arginin, sondern auch der
Cofaktor H,Biopterin, der fest gebunden vorliegt, an der
Bildung des High-spin-Zustandes beteiligt ist.'’*) In Versu-
chen mit Pteridin-freier nNOS wurde gezeigt, dafl der H,Bio-
pterin-abhingige Ubergang vom Low-spin- zum High-spin-
Zustand nur sehr langsam erfolgt (ca. 0.1 min~! bei 25°C) und
mit einer Aktivierung des Enzyms korreliert. Interessanter-
weise wurde auch beobachtet, daB die Ubergangsgeschwin-
digkeit vom Low-spin- in den High-spin-Zustand unabhéngig
von der exogenen Konzentration an L-Arginin und H,Bio-
pterin ist. Man nimmt daher an, daf} das Spin-Gleichgewicht
nur sehr langsam erreicht wird und Voraussetzung fiir die
Substrat- und Cofaktorbindung ist. Wahrscheinlich ist die
Dissoziation des distalen Him-Liganden (in Analogie zu den
P-450-Enzymen vermutlich ein Wassermolekiil)['”! Voraus-
setzung fiir die Bindung von L-Arginin und H,Biopterin.
Ahnliche Ergebnisse erhielt man auch mit H,Biopterin-freier
eNOSI' und iNOS.[181

Unerwarteterweise bleibt aber das Ham-Eisenzentrum mit
gebundenem Imidazol auch in Gegenwart von H,Biopterin im
Low-spin-Zustand, obwohl die Bindung des Ham-Liganden
kompetitiv beziiglich L-Arginin ist.'*2 Dieses auBergewdhn-
liche Verhalten kann aber anhand der Kristallstruktur der
Oxygenase-Domiéne erkldart werden, die zeigt, dal H,Bio-
pterin an der proximalen Seite der Porphyrinebene und L-
Arginin an der distalen Seite bindet (siehe Vortitelbild auf
Seite 1824).154 Daher scheint der Verlust des distalen Ligan-
den die L-Arginin-Bindung stidrker zu beeinflussen als die
H Biopterin-Bindung. In diesem Zusammenhang sei zu
erwdhnen, dafl auch in der Kristallstruktur der eNOS-
Oxygenase-Domine keine durch Bindung von H,Biopterin
ausgelosten Konformationsunterschiede zu erkennen sind.[']
Man nimmt daher an, dafl der Einflu3 von H,Biopterin auf
den Spinzustand des Ham-Eisenzentrums eher auf elektro-
statische als auf sterische Wechselwirkungen zuriickzufiihren
ist.

Beide Kristallstrukturen zeigen auch, dal Wasserstoffbriik-
kenbindungen von H,Biopterin (vom Atom N3 direkt, von
O4 iiber ein Wassermolekiil) zur Propionatgruppe am Pyr-
rolring A der prosthetischen Hamgruppe existieren. Die
Propionatgruppe ist auch durch eine H-Briicke mit der a-
Aminogruppe des Substrates L-Arginin verbunden.['3* 1]
H,Biopterin ist durch H-Briicken von O4 und NS5 mit der a-
Helix verbunden, die den Substratbindungskanal formt.['>4
Man nimmt daher an, da3 H,Biopterin sowohl am Koordina-
tionsverhalten der prosthetischen Hamgruppe als auch an der
Bindung von L-Arginin beteiligt ist, ohne aber dabei die
Konformation des Proteins entscheidend zu verdndern.
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3.2.5. Stabilisierung der dimeren NOS-Struktur

Eine weitere wichtige Strukturdnderung, die durch die
Bindung von H,Biopterin und L-Arginin ausgelost wird, ist
die Stabilisierung der dimeren Proteinstruktur. Auf Natrium-
dodecylsulfat(SDS)-Polyacrylamidgelen wandert unbehan-
delte nNOS entsprechend der Masse eines Monomers, wih-
rend eine vorherige Inkubation mit L-Arginin und/oder
H,Biopterin zu einer Dimerisierung fiihrt, die gegen eine
Dissoziation durch SDS weitgehend bestéindig ist.'*1% Diese
ungewohnlich stark ausgeprdgte Stabilisierung der Dimer-
konformation beruht moglicherweise auf der grofen Kon-
taktfliche zwischen den beiden Untereinheiten (2800 A2)[154
sowie auf der Wechselwirkung der H,Biopterin-Molekiile mit
der jeweils gegeniiberliegenden Untereinheit. Ein weiterer
Faktor, der die Stabilitdt des Dimers beeinflussen konnte,
wurde in der eNOS-Oxygenase-Struktur entdeckt: ein Zn?*-
Ton, das von zwei Cystein-Resten der beiden Untereinheiten
koordiniert wird.['>]

3.3. NOS-Katalyse

NO-Synthasen sind die einzigen bisher bekannten H,Bio-
pterin-abhéngigen Hém-Eisen-Enzyme; es sind nur vier
weitere Enzyme bekannt, die H,Biopterin als Cofaktor
benotigen: Phenylalanin-Monooxygenase, Tyrosin-3-Mono-
oxygenase, Tryptophan-5-Monooxygenase und Glycerylether-
Monooxygenase. H Biopterin ist bei diesen Enzymen an der
Hydroxylierung des Substrates beteiligt und wird wihrend der
Reaktion durch die Dihydropteridin-Reduktase in die Tetra-
hydro-Form tiberfiihrt.['® %] Im Zuge der NO-Bildung findet
aber keine Netto-Oxidation des Pteridin-Cofaktors statt.['%
AufBlerdem bindet H,Biopterin an der proximalen Seite des
Porphyrinrings und kann daher nicht als hydroxylierender
Cofaktor an der distalen Seite mitwirken.['*l

Vielfach dienen die bekannten Reaktionsmechanismen der
P-450-Enzyme als Orientierungshilfe,'$-1 da auch bei der
NOS-Reaktion die Thiolat-gebundene Hidmgruppe beide
Reaktionsschritte katalysiert!" 1% und bei analogen Reak-
tionen der klassischen P-450-Enzyme mit Guanidinen und
N-Hydroxyguanidinen dhnliche Ergebnisse erhalten wurden.
Die in Schema 6 und 7 dargestellten Reaktionsmechanismen
sollten aber dennoch mit Vorbehalt betrachtet werden, da
auch nach jahrelangem, sorgfiltigem Studium P-450-kataly-
sierter Reaktionen entscheidende Schritte noch immer unklar
sind.'31 Obwohl bei der Untersuchung der NOS-Reaktion in
den letzten Jahren grof3e Fortschritte gemacht wurden, sind
noch viele Details des Reaktionsmechanismus unklar. Dabei
sollte besonders die offensichtlich einzigartige Rolle des
Pteridin-Cofaktors nidher betrachtet werden.

3.3.1. Welche Rolle spielt H Biopterin?

H,Biopterin fungiert mit hoher Wahrscheinlichkeit als
allosterischer Aktivator, der an allen drei NOS-Isoformen
die Bindung von L-Arginin, die Umwandlung des Spinzu-
stands der Himgruppe und eine Stabilisierung der dimeren
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Schema 6. Hydroxylierung von L-Arginin. Einzelheiten sind im Text
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Schema 7. Oxidation von NOHLA zu r-Citrullin und NO. Einzelheiten
sind im Text erldutert.

Struktur bewirkt (siche Abschnitte 3.2.3 und 3.2.4). Funk-
tionell betrachtet koppelt H,Biopterin die NADPH-Oxida-
tion mit der NO-Synthese: H,Biopterin-freie nNOS kataly-
siert auch in Anwesenheit des Substrates L-Arginin die
Oxidation von NADPH und damit einhergehend die Bildung
von O, und H,0,. Wird das Enzym mit H,Biopterin titriert,
kommt es zu einer Abnahme der H,0,-Bildung, die mit einer
Zunahme der Bildung von L-Citrullin einhergeht (Abbil-
dung 3).76 911 Diese Daten zeigen deutlich, daB fiir den
korrekten Ablauf der Reaktion die Anwesenheit von H,Bio-
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Abbildung 3. Einfluf der H,Biopterin-Konzentration auf gekoppelte und
entkoppelte Reaktionen neuronaler NO-Synthase (mit Verédnderungen aus
Lit. [176] iibernommen). Pteridin-freie Ratten-nNOS wurde mit H,Bio-
pterin in Gegenwart von 100 um L-Arginin, Ca>*, CaM und NADPH
titriert. Die H,O,-Bildung wurde photometrisch gemessen und beziiglich
der CaM-unabhingigen Bildung korrigiert. Die gekoppelte NOS-Reaktion
wurde anhand der Umwandlung von [*H]L-Arginin zu [*H]L-Citrullin
bestimmt. Die Geschwindigkeit v der Bildung von H,O, oder L-Citrullin ist
in der Einheit pmolmin~—'mg~! angegeben.

pterin erforderlich ist. Entsprechend dem in Schema 6
dargestellten hypothetischen Mechanismus wird H,Biopterin
fiir den vierten Schritt benotigt und verhindert damit die
Reaktion 3a. Das derzeit vielleicht wichtigste ungeklérte
Problem der NOS-Reaktion ist, ob an diesem Effekt von
H,Biopterin eine chemische Funktion des Pteridins, z.B. als
transienter Elektronendonor, oder ein zusitzlicher, noch
unbekannter allosterischer Effekt beteiligt ist. So konnte
H,Biopterin die entscheidende Feinjustierung der raumlichen
Positionen von L-Arginin, Him und der Proteinkette be-
wirken.

Als niitzliche Werkzeuge fiir das Studium der Funktion von
H,Biopterin erwiesen sich synthetische Pteridine. Das oxi-
dierte Derivat H,Biopterin bindet beispielsweise mit viel
niedrigerer Affinitdt und fithrt auch unter Sattigungsbedin-
gungen nicht zu einer Enzymaktivierung.'> 1 Daher scheint
das Vorliegen der Tetrahydro-Form fiir die Cofaktor-Rolle

des Pteridins entscheidend

zu sein. Ein anderes Analo-
TRy GHy gon, das 4-Amino-H,Biopte-
rin (fiir die Numerierung der
Atome in H,Biopterin sieche
Abschnitt 3.2.3), bindet so-
gar mit hoherer Affinitdt als
H,Biopterin und induziert
die gleichen allosterischen Anderungen,!8- 194191 fungiert
aber auch in der Tetrahydro-Form nicht als aktiver NOS-
Cofaktor, sondern inhibiert sowohl die Hydroxylierung von L-
Arginin als auch den zweiten Reaktionsschritt, die Umwand-
lung von NOHLA zu L-Citrullin und NO. Als Erklarung fiir
diese Befunde sind folgende Moglichkeiten in Betracht zu
ziehen: 1) geringfiigige Strukturdnderungen; 2) die Redoxei-
genschaften von 4-Amino-H,Biopterin sind mit der NOS-
Reaktion inkompatibel; 3) die Bildung von H-Briicken
zwischen dem Atom O4 des H,Biopterins und dem Him-
Propionat oder dem Substrat sind fiir die Katalyse entschei-
dend; 4) unterschiedliche Ladungsverteilungen am Pteridin-
ring sind an der Feinregulation des Redoxpotentials des Ham-
Eisenzentrums beteiligt.!'>4]

4-Amino-HyBiopterin
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3.3.2. Regulation der Him-Reduktion

Die Reduktion des Him-Eisenzentrums (der zweite Schritt
in Schema 6) wird durch die Bereitstellung von Elektronen
durch die Flavine (siehe Aschnitt 3.2.1) und iiber die Feinab-
stimmung des Reduktionspotentials des Ham-Eisenzentrums
reguliert. Bei P-450-Enzymen ist die Bindung des Substrates
der Ausloser fiir die Anhebung des Mittelpunktspotentials in
jenen Bereich, in dem eine Reduktion moglich wird.l'%!
Dadurch wird verhindert, daB3 zelluldre Vorriate von Reduk-
tionsdquivalenten fiir die Produktion toxischer reduzierter
Sauerstoff-Spezies vergeudet werden. In &dhnlicher Weise
erfolgt auch die Ham-Reduktion bei iNOS nach Bindung
von L-Arginin und H,Biopterin,["”! wohingegen das Mittel-
punktspotential von nNOS auch ohne L-Arginin oder H,Bio-
pterin fiir die Reduktion des Ham-Eisenzentrums ausrei-
chend hoch ist und nicht mehr verdndert wird.'” Diese
Befunde konnten erkldren, warum nNOS im Unterschied zu
den beiden anderen Isoformen auch in Abwesenheit von L-
Arginin und H,Biopterin eine hohe NADPH-Oxidase-Ak-
tivitdt hat.

3.3.3. Sauerstoffaktivierung und Hydroxylierung von
L-Arginin

Zwei Arbeitsgruppen haben unabhingig voneinander fest-
gestellt, daf3 sich durch die Zugabe von Sauerstoff spektral
erfaBBbare Intermediate der nNOS bilden, in denen das Him-
Eisenzentrum im zweiwertigen Zustand vorliegt (Schritte 3 —
5 in Schema 6). Abu-Soud et al.l'®8! beobachteten im Rahmen
von spektroskopischen Untersuchungen mit der Stopped-
flow-Technik bei 10°C die Bildung eines Komplexes mit
einem Absorptionsmaximum bei 427 nm, wohingegen Bec
et al.®! bei —30°C ein Intermediat mit einem Soret-Maxi-
mum bei 416 nm beschrieben haben. Der Grund fiir diese
unterschiedlichen Ergebnisse ist unklar. Die meisten Eisen-
(1)-Sauerstoffkomplexe von P-450-Enzymen absorbieren mit
einem Maximum bei 418 -420 nm. In Stopped-flow-Experi-
menten wurde auch gezeigt, dal der Zerfall des 427-nm-
Komplexes durch L-Arginin inhibiert, durch H,Biopterin aber
etwa 70fach beschleunigt wird. In der Tieftemperatur-Studie
wurde ein weiterer Komplex nachgewiesen, der bei 405 nm
absorbierte und nur mit Dithionit-reduziertem Ham in An-
wesenheit von L-Arginin und H,Biopterin auftrat. Nur unter
genau diesen Bedingungen wurde auch eine Hydroxylierung
von L-Arginin festgestellt, was die Schluf3folgerung nahelegte,
daB dieser Komplex ein Intermediat des NOS-Reaktions-
cyclus sein konnte. Bei diesem Intermediat konnte es sich um
einen Oxo-Ferrylkomplex handeln (das Produkt von Schritt 5
in Schema 6), aber es sind sicherlich noch weitere biophysi-
kalische Untersuchungen erforderlich, um diese Hypothese
zu bestétigen. Die Zufuhr von Protonen ins aktive Zentrum
konnte auch fiir die Spaltung der Bindung zwischen den
beiden Sauerstoffatomen des Oxo-Ferrylkomplexes entschei-
dend sein (Schritt 5 in Schema 6): Die Kristallstruktur mit
gebundenem L-Arginin zeigt deutlich, da die Guanidino-
gruppe vom umgebenden Losungsmittel stark abgeschirmt
ist. Daher konnte eines der benétigten Protonen auch aus
dem Substrat selbst stammen.["> Obwohl die Hydroxylierung
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von L-Arginin dhnlich wie P-450-katalysierte Hydroxylie-
rungsreaktionen abliuft (es wird ein Aquivalent NADPH
benétigt, um ein Sauerstoffatom von molekularem Sauerstoff
in das Produkt einzubauen), konnte nie gezeigt werden, daf}
diese Reaktion auch von klassischen P-450-Enzymen kataly-
siert wird.?%- 21 Tnteressanterweise wurde aber die Hydroxy-
lierung einer synthetischen Guanidinoverbindung durch
P-450-Enzyme nachgewiesen (allerdings war die Reaktions-
geschwindigkeit niedrig).??! Zusammenfassend 14Bt sich
sagen, dal H,Biopterin wahrscheinlich an der Erhaltung
eines fir die L-Arginin-Oxidation optimalen Redoxpo-
tentials des Ham-Sauerstoff-Intermediates beteiligt ist, wobei
allerdings eine weitgehende Abweichung vom klassischen
P-450-Reaktionsmechanismus nicht ausgeschlossen werden
kann.

3.3.4. Von NC-Hydroxy-L-arginin zu L-Citrullin und NO

Es sei hier nochmals darauf hingewiesen, da3 auch der
zweite Reaktionsschritt der NOS-Reaktion, von NOHLA zu
L-Citrullin und NO (siehe Schema 7), nur in Gegenwart des
Cofaktors H,Biopterin abliuft.'* Die Tatsache, daB3 dhnliche
Reaktionen aber auch nichtenzymatisch?>2%l oder von
H,Biopterin-unabhéngigen Enzymen (jedoch nur sehr ineffi-
zient) katalysiert werden konnen,?? 20U sollte von der Be-
deutung der H,Biopterin-katalysierten NOS-Reaktion aber
nicht ablenken.

Fiir diesen zweiten Schritt der NOS-Reaktion werden
0.5 Reduktionsidquivalente benotigt, die wiederum von
NADPH bereitgestellt werden.['®2%] Dies steht im Gegen-
satz zur Hydroxylierung von L-Arginin und P-450-katalysier-
ten Hydroxylierungen, bei denen das Ham-Eisenzentrum mit
insgesamt zwei Elektronen reduziert werden muf3, damit O,
gespalten werden kann (Schritte 4 und 5 in Schema 6). Es
wurde aber auch gezeigt, daB O, einige N-Hydroxyguani-
din-Modellverbindungen zu Harnstoff und NO oxidieren
kann und daB die Bildung des Fe-O-O*-Komplexes durch
Einelektronen-Reduktion des Ham-Eisenzentrums dem Re-
doxgleichgewicht zwischen O, und O,"~ entsprechen wiirde.

NOHLA selbst kann das dreiwertige Eisenzentrum der
NOS nicht reduzieren,?®! so daBl diese Reaktion durch eine
NADPH-abhingige Reduktion des Eisens ausgelost wird
(Schritt 1 in Schema 7), gefolgt von der O,-Bindung (Schritt 2
in Schema 7). So wurde unter anderem vorgeschlagen, daB3 ein
Elektronentransfer von NOHLA zum FeO-O*-Komplex
stattfindet, der zur Bildung von Fe-O-O~ und dem Radi-
kalkation NOHLA"* fiihrt.['¥” 271 Elektrochemische Experi-
mente mit NOHLA, die eher auf die Abstraktion eines
Wasserstoffatoms hindeuten (Schritt 3 in Schema 7), zeigen,
daB die Bildung eines solchen Radikalkations aber sehr
unwahrscheinlich ist.[!88]

3.3.5. Erkennung von L-Arginin-Analoga

Anhand der Kiristallstruktur von iNOS kann man gut
erkennen, daf} durch die Bindung von L-Arginin spezifische
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen diesem und der Car-
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boxygruppe von Glu371 gebildet werden.'>¥ Diese Befunde
erklaren Ergebnisse einer fritheren Studie, die zeigte, daf3 eine
Mutation der Glutaminsdure 371 zu Alanin zum Verlust der
L-Argininbindung fithrt. Modifikationen an der Guanidino-
gruppe von L-Arginin werden von der Substratbindungsstelle
des Enzyms weitgehend toleriert. Fiir manche Derivate wurde
sogar eine erhohte Bindungsaffinitdt gemessen, und somit
steht auch eine Reihe von inhibitorischen L-Arginin-Analoga
zur Verfiigung (Abbildung 4).

H, L coo~
H3Nn32
HN_ + HN_ +H
N HN>=NH2 HN>=N\
+
D=NH, ° 2 CHs
H,N
L-Arginin Homo-L-arginin  Agmatin ~ NG-Methyl-L-arginin
L-Arg L-NMA
+
HgN

HN  °NO,

NG-Nitro-L-arginin  NG-Amino-L-arginin  Thio-L-citrullin

L-NNA L-NAA L-TC

+
coo~  HN, [

HN
H2N>_CH3 HN)—CHs
H,N
S-Methyithio- N -Iminoethyl-  NS-Imincethyl-
L-citrullin L-ornithin L-lysin
SMTC L-NIO L-NIL

Abbildung 4. L-Arginin und einige Analoga, die beziiglich der Bindung an
NOS kompetitiv zu L-Arginin sind.

Eine intakte a-Aminopentansidureeinheit scheint aber fiir
die Bindung und Substratfunktion von L-Arginin-Analoga
entscheidend zu sein. So sind neben L-Arginin auch Homo-L-
arginin und Agmatin aktive NOS-Substrate, wohingegen
weder Guanidin noch Hydroxyguanidin zu den entsprechen-
den Harnstoffderivaten umgesetzt werden.?%21% In dhnlicher
Weise fiihrte die Entfernung des a-Aminopentansiureteils
der inhibitorischen Analoga L-NMA, L-NAA oder L-NNA zu
einem vollstindigen Verlust der NOS-Bindungskapazitét der
entsprechenden Guanidinverbindungen.?® 2% Im Gegensatz
dazu fiihrte die Umwandlung von Analoga von inhibitori-
schem L-Thiocitrullin (L-TC) in die entsprechenden Isothio-
harnstoffderivate nicht nur zu keinem Verlust, sondern sogar
zu einer Erhohung der Bindungsaffinititen.?' 22 Obwohl
bereits eine iNOS-Kristallstruktur mit gebundenem L-TC
bestimmt wurde,'! wire die Kenntnis von Strukturen im
Komplex mit den entsprechenden Isothioharnstoffen erfor-
derlich, um diese Befunde zu erkliren.
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Die Wirkung vieler der bisher beschriebenen NOS-Inhibi-
toren beruht nicht ausschlieBlich auf deren Konkurrenz mit
dem Substrat L-Arginin. So werden zum Beispiel L-
NMA 213214 [ _NIL2S! ynd L-NIOR' in Anwesenheit von
NADPH und O, durch NOS langsam zu toxischen Metabo-
liten (z.B. Formaldehyd) umgesetzt und bewirken so, als
sogenannte Suizidsubstrate, eine irreversible Enzymhem-
mung.?!'% Dariiber hinaus gibt es Hemmstoffe, deren beziig-
lich L-Arginin kompetitive Bindung zwar die NO-Bildung,
nicht aber die NADPH-abhéngige reduktive O,-Aktivierung
blockiert. Zu dieser Klasse von Inhibitoren gehoren L-
NMA,,[213.214.217] 1 _NTL,?13 L-NIOP'"*l und Guanidin-Analoga,
denen die a-Aminopentansiureeinheit fehlt.2® 211 Die Hem-
mung der NADPH-Oxidation ist wahrscheinlich in den
meisten Féllen auf eine Erniedrigung des Reduktionspoten-
tials des Him-Eisenzentrums durch elektrostatische Effekte
der elektronenreichen N°-Substituenten dieser Verbindungen
zuriickzufiihren. Da aber die Bindung von L-Arginin zu einer
verlangsamten Assoziation von CO an das Ham-Eisenzen-
trum fiihrt,?'®! konnten die Effekte inhibitorischer L-Arginin-
derivate in analoger Weise auch auf einer Behinderung der
O,-Bindung beruhen.

3.3.6. Isoenzym-spezifische Inhibitoren

Ein grofles Problem bei der Entwicklung von NOS-
Inhibitoren als Arzneimittel sind die vielseitigen physiologi-
schen Funktionen von NO. Man hofft, dieses Problem durch
Entwicklung von Isoform-spezifischen Inhibitoren weitge-
hend 16sen zu konnen. Selektive nNOS-Inhibitoren konnten
zur Begrenzung ischdmischer Schiden im Gehirn eingesetzt
werden: Transgene Miuse, die keine nNOS exprimieren, sind
resistenter gegeniiber experimentell induzierten Schlagan-
fallen.!) Selektive iNOS-Inhibitoren wiirden ein sehr breites
Anwendungsspektrum haben: zur Anhebung des oft letalen
Blutdruckabfalls beim septischen Schock, zur Unterdriickung
chronischer Entziindungskrankheiten, z. B. bei rheumatoider
Arthritis, aber auch zur Unterdriickung unerwiinschter Im-
munreaktionen nach Organtransplantationen. Im allgemei-
nen sollte die entsprechende Verbindung eine ca. hundertfa-
che Isoform-Selektivitidt und einen ICs-Wert im submikro-
molaren Bereich aufweisen.

Die meisten bisher erwdhnten L-Arginin-Analoga (siche
Abschnitt 2.3.5) haben nur eine relativ geringe Isoform-
Selektivitat. Eine Ausnahme ist L-NIL, das eine ungeféhr
30fache Selektivitit fiir iINOS aufweist?™ und bei Méusen
bereits erfolgreich zur Behandlung von Adjuvans-induzierter
Arthritis und Leishmania-Infektionen eingesetzt wur-
de.?20.221 Die substituierten Isothioharnstoffderivate sind
ebenfalls groBtenteils nichtselektiv,?'Y) mit Ausnahme von S-
Methylisothioharnstoff, der ca. 20fach selektiv fiir iNOS
ist,?? und 1-Amino-S-methylisothioharnstoff, der in vitro
nNOS-selektiv wirkt (8fach und 34fach im Vergleich zu iNOS
bzw. eNOS).%!

7-Nitroindazol ist in vivo selektiv fiir nNOS, wirkt protektiv
beim experimentell induzierten Schlaganfall und hat anti-
nozizeptive Aktivitdt (Unterdriickung der Schmerzwahrneh-
mung).??l Trotzdem inhibiert 7-Nitroindazol die gereinigten
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NOS-Isoenzyme mit dhnlicher Wirksamkeit. Die beobachtete
In-vivo-Selektivitdt scheint daher eher auf unterschiedlichen
Aufnahmegeschwindigkeiten und/oder einer unterschiedli-
chen Metabolisierung des Inhibitors in verschiedenen Gewe-
ben zu beruhen,?”! konnte aber auch eine Folge des
ungewohnlichen Wirkungsmechanismus dieser Verbindung
sein: Da die Bindung von 7-Nitroindazol an NOS sowohl
beziiglich L-Arginin als auch beziiglich H,Biopterin kompeti-
tiv ist, konnte die ausgeprédgte neuronale Wirkung des
Inhibitors auf relativ niedrigen L-Arginin- und H,Biopterin-
Konzentrationen in Nervenzellen beruhen.

4-Amino-H, Biopterin wirkt nicht Isoform-spezifisch (siehe
Abschnitt 3.3.1),[181 194191 weist aber in einigen kultivierten
Zellinien eine Selektivitit fiir INOS auf.??l Es wurde gezeigt,
daBl exogen zugesetztes 4-Amino-H,Biopterin endogen ge-
bundenes H Biopterin nicht verdridngen kann.['l Demnach
konnte 4-Amino-H Biopterin wihrend der Neusynthese des
iNOS-Proteins besonders wirksam sein. 1%

Der bisher selektivste nNOS-Inhibitor (ca. 100fach) ist die
Verbindung ARL 17477 der Firma Astra Arcus, mit der in
einem Rattenmodell der cerebralen Ischdmie (Schlaganfall)

)

CHj

HN)\m/\Q/\NHZ

1400W

ARL 17477

eine ausgeprigte Verringerung des Infarktvolumens erzielt
wurde.?”l Die verwendete Dosis bewirkte eine nahezu voll-
stindige Hemmung der kortikalen NOS-Aktivitidt, ohne
dabei den arteriellen Blutdruck zu beeinflussen.

Der bisher selektivste iNOS-Inhibitor ist die Verbindung
1400W  (N-(3-Aminomethyl)benzylacetamidin) der Firma
Glaxo Wellcome.?! Diese Verbindung bewirkt eine schnelle,
reversible Inhibierung aller drei Isoformen (K;~2-50 um),
weist aber eine zusétzliche, langsame Phase der Bindung an
iNOS auf, die mit einer Bindungskonstante von nur 7 nm
erfolgt. Diese langsame Phase der iNOS-Hemmung ist
NADPH-abhingig und beruht daher wahrscheinlich auf einer
enzymatischen Umsetzung. 1400W hat eine ca. 1000fache
Selektivitdt fiir iNOS und verhindert die Endotoxin-vermit-
telte Erhohung der Kapillarpermeabilitdt in Ratten. Eine
kontinuierliche Infusion von 120 mgkg~! pro Tag wurde von
den Versuchstieren zwar toleriert, eine intravenodse Bolus-
injektion von 50 mgkg~' war aber letal. Wegen dieser hohen
Toxizitdt von 1400W wurde von einer Weiterentwick-
lung dieser und strukturell verwandter Verbindungen ab-
gesehen. 1400W ist jedoch ein niitzliches experimentelles
Werkzeug, mit dem das therapeutische Potential von iNOS-
Inhibitoren in tierexperimentellen Studien besser erfaB3t
werden kann.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Die wichtigsten Signalfunktionen von NO werden sicher-
lich durch Aktivierung der sGC und die damit einhergehende
zelluldire Akkumulation von cGMP vermittelt. Die reversible
Bindung von NO an die prosthetische Hamgruppe von sGC
unterscheidet sich grundlegend von der irreversiblen Reak-
tion mit OxyHb, die zur Bildung von Methdmoglobin und
dem biologisch inaktiven NO-Metaboliten NO;~ fithrt und
somit als wesentlicher physiologischer Mechanismus der NO-
Inaktivierung zu werten ist. Die diesen Unterschieden zu-
grundeliegenden molekularen Mechanismen scheinen auf
Strukturunterschieden in der Umgebung der Hamgruppe zu
beruhen, die aber erst nach Aufkldrung der Kristallstruktur
von sGC prizise erfalit werden konnen.

In biologischer Umgebung wird die Reaktivitit von NO
durch Reaktionen mit O,, O,"~ und Thiolen entscheidend
verdndert. Die Reaktion mit O, fiihrt zur Bildung reaktiver
Intermediate, die im Unterschied zu freiem NO die Nitrosie-
rung von Aminen und Thiolen auslésen konnen. Manche der
entstehenden Nitrosoverbindungen, besonders S-Nitrosothio-
le, haben wahrscheinlich wichtige biologische Funktionen als
relativ stabile Transport- oder Speicherformen von NO.
Durch Reaktion von NO mit O, entsteht Peroxynitrit,
dessen oxidative Eigenschaften wesentlich zu pathologischen
Gewebeschidigungen beitragen, wie sie im Rahmen von
entziindlichen und infektiosen Erkrankungen gehéuft auf-
treten. Die Aufklidrung der pathophysiologisch relevanten
Reaktionen von Peroxynitrit wird sicherlich mafgeblich zu
einem besseren Verstdndnis der pathobiochemischen Mecha-
nismen beitragen, die diesen Erkrankungen zugrundeliegen.

Die Biosynthese von NO wird von NO-Synthasen kataly-
siert, sehr komplexen, homodimeren Proteinen, die pro
Untereinheit eine Thiolat-gebundene, eisenhaltige Himgrup-
pe als prosthetische Gruppe enthalten und nach Bindung von
molekularem O, unter Mitwirkung des Cofaktors H,Bio-
pterin die Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin und NO
katalysieren. Die benétigten Reduktionsdquivalente werden
vom Cofaktor NADPH bereitgestellt und durch die FAD-
und FMN-haltige Reduktase-Doméne zur prosthetischen
Héamgruppe transportiert. Dieser Elektronentransport wird
durch die Bindung von Calmodulin ausgelost. Die beiden
konstitutiv exprimierten neuronalen und endothelialen Iso-
formen binden Calmodulin nur in Gegenwart von 0.1-1 pm
Ca?*, wohingegen die induzierbare NOS weitgehend Ca?*-
unabhingig ist. Entscheidend fiir die Aufkldarung des Reak-
tionsmechanismus der NO-Bildung scheint die Aufkldrung
der Funktion des Pteridin-Cofaktors H Biopterin zu sein, der
wahrscheinlich — abgesehen von gut untersuchten allosteri-
schen Effekten — auch eine bisher noch unbekannte Redox-
funktion hat. Es ist zu erwarten, dal diese zusitzliche
Funktion von H,Biopterin durch weitere biophysikalische
und funktionelle Untersuchungen, vor allem aber auch durch
Kristallstrukturanalysen spezifischer NOS-Mutanten und ver-
schiedener NOS-Pteridin-Komplexe in naher Zukunft auf-
geklart werden wird. SchlieBlich sollte die Entwicklung
Isoform-selektiver NOS-Inhibitoren neue Strategien in der
Therapie entziindlicher und infektioser Erkrankungen und
ischdmischer Prozesse ermoglichen.
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5. Abkiirzungen

4-Amino- 2,4-Diamino-5,6,7,8-tetrahydro-6-(L-erythro-

H,Biopterin 1,2-dihydroxypropyl)pteridin

H,Biopterin (6R)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin = (6R)-
5,6,7,8-Tetrahydro-6-(L-erythro-1,2-dihydroxy-

propyl)pteridin
H,Biopterin (6R)-7,8-Dihydro-L-biopterin
CaM Calmodulin
CD Circulardichroismus
EPR Elektronenspinresonanz
FAD Flavinadenindinucleotid
FMN Flavinmononucleotid
Hb Hémoglobin
1Cs Konzentration, die eine 50%ige Hemmung
bewirkt
IRP Eisenregulationsprotein
L-NAA NS-Amino-L-arginin
L-NNA NOS-Nitro-L-arginin
L-NMA NS-Methyl-L-arginin
L-NIL Ne-Iminoethyl-L-lysin
L-NIO N?-Iminoethyl-L-ornithin
L-TC Thio-L-citrullin
SMTC S-Methylthio-L-citrullin
NADPH Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (redu-
zierte Form)
NMDA N-Methyl-D-aspartat
NOHLA NS-Hydroxy-L-arginin

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase (EC 1.14.13.39)

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
iNOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
nNOS neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
OxyHb Oxyhédmoglobin

PARS Poly(ADP-Ribose)-Synthetase (EC 2.4.2.30)
PPIX Protoporphyrin IX

sGC 16sliche Guanylyl-Cyclase (GTP-Pyrophos-

phat-Lyase (cyclisierend), EC 4.6.1.2)

Die Arbeiten in unserem Labor wurden vom Fonds zur
Férderung der Wissenschafilichen Forschung in Osterreich
unterstiitzt. Wir bedanken uns bei Dr. Elizabeth D. Getzoff,
Prof. John A. Tainer und Michael E. Pique fiir die Erlaubnis,
die Kristallstruktur der iNOS-Oxygenase-Domdne als Vortitel-
bild zu verwenden.
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