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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist eines der wichtigsten biologischen
Hormonsysteme zur Regulation des Blutdrucks und des Wasserhaushalts im
Menschen. Es ist an der Modulation des vaskuldren Tonus" ? des sympathischen
Nervensystems® sowie des Natrium- und Kalium-Haushaltes* ° beteiligt, beeinflusst
die Morphogenese des renalen Systems6 und wird mit inflammatorischen Vorgangen
in Verbindung gebracht.” ® Es kann grundsatzlich zwischen dem systemischen RAS
und verschiedenen lokalen RAS unterschieden werden.

Lokale RAS wurden beispielsweise in der Niere® und dem Gehirn'® beschrieben. Die
Besonderheit des lokalen RAS ist, dass die Komponenten dieses Systems nicht in der
Zirkulation gebildet werden, sondern unabhangig vom zirkularen System
gewebespezifisch entstehen. Dies ermdglicht eine gezielte parakrine oder autokrine
Regulation physiologischer Prozesse, weshalb auch die Zusammensetzung der
einzelnen RAS-Komponenten im Vergleich zum systemischen RAS stark abweichen
kann. Uber das lokale RAS wird beispielsweise in der Niere durch Aktivierung des
sympathischen Nervensystems Einfluss auf den Salzappetit und das Durstgefunhl
ausgelibt."! Es kann jedoch auch an der Regulation systemischer Prozesse beteiligt

sein.

Die physiologischen Wirkungen des RAS werden Uber eine Serie von Enzym-
Substrat-Interaktionen vermittelt, infolge derer eine Vielzahl biologisch aktiver
Angiotensin-Peptide generiert werden, welche ihre Wirkung zielgenau Uber die
Aktivierung von gewebsstandigen Angiotensin-Rezeptoren ausiben.

Auf die Wirkungsweise und das Zusammenspiel einzelner RAS-Komponenten soll im
Folgenden kurz am Beispiel der Blutdruckregulation eingegangen werden. Eine

Veranschaulichung der folgenden Erlauterungen ist in Abbildung 1 dargestellt.

Fallt der renale Blutdruck unter einen Wert von ca. 90 mmHg erfolgt eine Aktivierung
der sogenannten Baroflex-Rezeptoren in der Niere, woraufhin die Protease Renin aus
dem juxtaglomeruldren Apparat in die Zirkulation freigesetzt wird (Harrison-Bernard'?).
Auch eine Verringerung der glomerularen Filtrationsrate infolge einer Abnahme des

Plasmavolumens fuhrt zur Freisetzung von Renin in die Zirkulation. Diesen Effekt
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erzielen auch erniedrigte Konzentrationen an Natriumionen in der Niere (Macula
densa)” und die Aktivierung des sympathischen Nervensystems durch korperliche
Aktivitat oder Stress.™ Die Synthese und Sekretion des Renins wird auferdem durch
direkte "> '° als auch indirekte'” "® Stimulation renaler Nerven angeregt.

Die Freisetzung von Renin bildet die Grundlage fur eine proteolytische Renin-
vermittelte Generierung des biologisch inaktiven Prohormons Angiotensin 1-10 (A1-
10; meist als Al bezeichnet) aus dem Preprohormon Angiotensinogen, welches in der
Leber gebildet und von dort aus ins Plasma sezerniert wird.'> A1-10 kann wiederum
proteolytisch durch das Angiotensin converting enzyme-1 (ACE-1), welches
hauptsachlich in der Lunge lokalisiert ist, zum biologisch aktiven Angiotensin 1-8 (A1-
8, meist als All bezeichnet) gespalten werden'®.

In Abhangigkeit des Zell- und Gewebetyps kann A1-8 Uber Bindung des weitlaufig
exprimierten AT -Rezeptors verschiedene Aktivitdten auslosen. Zum einen bewirkt
A1-8 durch Bindung des AT;-Rezeptors?®’, welcher u.a. an BlutgefaRen bzw. den
glatten GefaRmuskelzellen der Arteriolen?’ vorkommt, eine Vasokonstriktion.

Zum anderen aktiviert A1-8 das sympathische Nervensystem durch Bindung von
Rezeptoren im Hypothalamus, wodurch eine vermehrte Sekretion des
Antidiuretischen Hormons (ADH) ausgel6st wird, welche mit einer Erweckung des
Durstgefuhls, des Salzappetits und der Freisetzung von Vasopressin einhergeht
(Fitzsimons'"). In den Nieren bewirkt A1-8 lber den AT;-Rezeptor im proximalen
Tubulus direkt die Retention von Natrium-lonen. Die Sezernierung von Aldosteron
uber Interaktion von A1-8 mit den Nebennieren vermittelt ebenfalls eine verminderte
Salz- und Wasserausscheidung. Zudem flhrt A1-8 auch zur Ausschittung des
Hormons Adrenalin, welches seinerseits das sympathische Nervensystem aktiviert

(Fitzsimons'").
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Abbildung 1. Regulation des systemischen Blutdrucks liber das RAS. Bei Abfall des Blutdrucks erfolgt
die Freisetzung von Renin aus der Niere in die Zirkulation. Renin spaltet das aus der Leber ins Plasma
sezernierte Preprohormon Angiotensinogen in Angiotensin | (A1-10). A1-10 wird anschlieRend proteolytisch,
hauptsachlich aber durch ACE-1, in Angiotensin Il (A1-8) gespalten. Uber Bindung an den ATs-Rezeptor (AT;-
R), welcher u.a. im Gehirn, den BlutgefaBen und den Nebennieren vorkommt, vermittelt A1-8
gegenregulierende Prozesse (z. B. Vasokonstriktion) welche zu einer Normalisierung des Plasmavolumens
bzw. des Blutdrucks fiihren. Infolgedessen wird durch negatives Feedback die Freisetzung von Renin aus der
Niere wieder gedrosselt. Ebenso kann einem erhéhten Blutdruck/Plasmavolumen durch Bindung von A1-8 an
den AT,-Rezeptor (AT2-R) entgegengewirkt werden (Vasodilatation). NS: Nervensystem. Abbildungen mit

Anderungen tibernommen.??

Die von A1-8 Uber den AT:-Rezeptor ausgeldsten physiologischen Veranderungen
tragen letztlich dazu bei, das zirkulierende Plasmavolumen auf ein normales Mal} zu
adaptieren. Gleichzeitig wird durch die Vasokonstriktion der Gefal3e eine Erhdéhung
des Blutdrucks erreicht, und somit dem verringerten Plasmavolumen gegengesteuert.
Dies wird wiederum von den Baroflex-Rezeptoren der Niere registriert. In Form eines
negativen Feedbacks wird nun die Reninfreisetzung aus der Niere und damit auch die

Generierung von biologisch aktiven Angiotensin-Peptiden aus A1-10 gedrosselt.”
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Lange wurde angenommen, das A1-8 das einzige biologisch aktive Angiotensin-
Peptid ist, welches aus A1-10 entsteht und physiologische Wirkungen vermitteln kann.
Das RAS beinhaltet neben A1-8 und Renin jedoch eine grof3e Anzahl weiterer
hormoneller und enzymatischer Komponenten, welche im Folgenden detailliert
beschrieben werden. Eine Ubersicht der im humanen RAS wirkenden Angiotensin-
generierenden Proteasen und der Rezeptoren, Uber welche die proteolytisch
generierten Angiotensin-Peptide ihre biologische Wirkung vermitteln, ist in Abbildung
2 dargestellt.

Ausgangspunkt des RAS ist, wie oben bereits erwahnt, das Protein Angiotensinogen,
welches als Preprohormon fungiert und als solches durch proteolytische Spaltung
entweder direkt in das biologisch aktive Peptidhormon A1-8, oder aber in den
biologisch inaktiven Peptidhormonvorlaufer Angiotensin 1-10 Gberfuhrt werden kann.
Als wichtigste A1-10-generierende Protease gilt Renin.?® A1-10 selbst kann durch
verschiedene Enzyme zu den Angiotensin-Peptiden A1-8, Angiotensin 1-9 (A1-9) und
Angiotensin 1-7 (A1-7) abgebaut werden (Fyhrquist et aI.27), wobei die Generierung
von A1-7 zusatzlich aus dem A1-9 und dem A1-8 erfolgen kann. Auf die
proteolytische Generierung der Angiotensin-Peptide wird in Abschnitt 1.4 naher
eingegangen. Bei A1-8 und A1-7 handelt es sich um biologisch aktive Peptidhormone,
welche ihre Wirkung durch Bindung an unterschiedliche Rezeptoren vermitteln. A1-8
kann sowohl an den AT¢- als auch an den AT,-Rezeptor binden. A1-7 vermittelt
dagegen seine biologische Wirkung Uber den Mas-Rezeptor. Fur die biologische

Aktivitat von A1-9 im Menschen gibt es bisher keine Belege.
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Abbildung 2. Ubersicht der im humanen Renin-Angiotensin-Systems (RAS) wirkenden Angiotensin-
generierenden Proteasen und Rezeptoren. Die Aktivierung des RAS wird durch die proteolytische Spaltung
(Pfeile mit durchgezogener Linie) des Angiotensinogens in Angiotensin 1-10 (A1-10) sowie in das vasoaktive
Angiotensin 1-8 (A1-8) vermittelt. A1-10 kann anschlieRend durch verschiedene Enzyme in die vasoaktiven
Peptide A1-8 und Angiotensin 1-7 (A1-7), sowie Angiotensin 1-9 (A1-9) gespalten werden. Das A1-7 kann
ebenfalls enzymatisch aus dem A1-9 generiert werden. Seine biologische Aktivitat (Pfeile mit unterbrochener
Linie) vermittelt A1-8 lber die Bindung an den AT;- bzw. AT2-Rezeptor, wahrend A1-7 an den Mas-Rezeptor
bindet.

Die erstbeschriebene Komponente des RAS war die Aspartylprotease Renin, welche
1898 von Tigerstedt in Extrakten der Kaninchenniere entdeckte wurde und auch als
Angiotensinogenase bezeichnet wird.”® Spater wurde sie auch im menschlichen
Plasma und der Niere nachgewiesen.” Renin wird aus einem inaktiven
Vorlauferprotein, dem aus 383 Aminosauren bestehenden zirkulierenden Prorenin,
gebildet.

Die proteolytische Spaltung des Prorenins in aktives Renin erfolgt in vivo
hauptsachlich durch Kallikrein®®, aber auch durch andere Proteasen der Serin-Familie,
wie z.B. der Elastase.® Nach seiner Prozessierung in seine biologisch aktive Form

besteht Renin aus 340 Aminosauren. Im Menschen wird diese Protease
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hauptsachlich von den granularen Nierenzellen des juxtaglomerularen Apparates
produziert®®>. Des Weiteren sind mononukleare Zellen wie Mastzellen®® zur Synthese
von Renin fahig. Seine Lokalisation konnte in steroidogenen Zellen und Leydigzellen

3. 35 aber auch in der Hypophyse® und im zentralen Nervensystem

in den Hoden
(ZNS)*, den Nebennieren® und den Speicheldriisen® der Maus sowie im Uterus des
Kaninchens™ nachgewiesen werden. Renin-mRNA wird u.a. in den Nieren und

Nebennieren', der Leber*' und der Plazenta* exprimiert.

Lange wurde angenommen, dass es sich bei Renin nicht um eine Protease, sondern
um ein vasoaktives Protein handelt, da nach intravendser Injektion von Renin in
Hunde ein starker vasokonstriktorischer Effekt messbar war. Diese Annahme konnte
1939 von Kohlstaedt et al.** widerlegt werden, nachdem er beobachtete, dass durch
Zugabe reinen Renins zu einem isolierten perfundierten Hundeschwanz keine
Vasokonstriktion ausgeldst wurde. Die erwartete Vasokonstriktion erfolgte jedoch
nach Zugabe von Plasma. Aus diesen Experimenten leitete sich unter anderem die
Entdeckung des Angiotensinogens als Renin-Substrat ab.**

Angiotensinogen wurde als ein der Familie der Serpine angehorendes, glykosyliertes

a-Globulin®® 4

charakterisiert. Es besteht direkt nach seiner Synthese aus 485
Aminosauren, wobei die 33 N-terminal gelegenen Aminosauren als Signalpeptid
abgespalten werden, wodurch letztlich das reife, 452 Aminosauren lange
Angiotensinogen entsteht.” Das ca. 12kbp umfassende Gen, welches
Angiotensinogen codiert, befindet sich, wie auch das Gen des Renins, im Chromosom
1. Seine mMRNA wurde bisher unter anderem in der Leber*® *°, den Nieren®', dem
Gehirn®®> sowie in der Plazenta®® nachgewiesen. Nach seiner Translation wird
Angiotensinogen ins Plasma sezerniert.

In Ratten konnte gezeigt werden, dass der Angiotensinogen- als auch der Renin-
mRNA-Spiegel durch die Konzentration an zirkulierendem A1-8 reguliert wird.*® Dabei
fuhrt eine steigende A1-8-Konzentration zu einem Anstieg der Angiotensinogen-
MRNA-Konzentration in der Leber, wohingegen die Konzentration an Renin-mRNA in
der Niere abfallt. Die Depletion von Natrium hat ebenfalls eine vermehrte

Angiotensinogen-mRNA Synthese zur Folge.31

14



Einleitung

1.2 Biologische Wirkung der Angiotensin-Peptide
1.2.1 Angiotensin 1-8

Hinsichtlich seiner biologischen Wirkung zahlt A1-8 bisher zu den am besten
charakterisierten Angiotensin-Peptiden.53 Nach Bindung von A1-8 an den AT;-
Rezeptor kann eine Vasokonstriktion®, Durstgefiihl'’, Vasopressin- und
Aldosteronfreisetzung®, Zellwachstum® und Zellmigration®® ausgeldst werden.

Uber Bindung von A1-8 an den AT,-Rezeptor werden viele der oben genannten
Effekte antagonisiert.57 So vermittelt A1-8 beispielsweise Uber den AT,-Rezeptor
Vasodilatation®®, Apoptose59 und antiproliferative Effekte.

Des Weiteren wurde von Jones et al. berichtet, dass A1-8 die Lipogenese in humanen
adiposen Zellen erhoht.®® A1-8 vermittelt durch Stimulation des Norepinephrin-

Transporters und der Tyrosin-Hydroxylase auch neuromodulatorische Wirkungen.61
1.2.2 Angiotensin 1-9

Lange wurde angenommen, dass A1-9 keine autonome biologische Wirkung
vermitteln kann. Karzlich wurde jedoch von Kramkowski et al. beschrieben, dass A1-9
in Ratten prothrombisch wirkt.®? Nach Injektion von A1-9 in Ratten wurden erhéhte
Plasma-Fibrinogen-Level als auch eine erhohte kollageninduzierte
Plattchenaggregation beobachtet. Beide Effekte konnten durch den ATy-
Rezeptorantagonisten Losartan unterbunden werden, weshalb davon auszugehen ist,
dass die durch A1-9 vermittelten Effekte durch Bindung an den AT;-Rezeptor
ausgeldst werden. Es jedoch ist bislang unklar, ob diese Effekte tatsachlich durch
A1-9 selbst hervorgerufen werden, oder aber durch Spaltprodukte nach dessen
enzymatischer Prozessierung. Denkbar ware die proteolytische Prozessierung von
A1-9 in A1-8. Dieser Weg der Prozessierung von A1-9 wurde bisher zwar nicht im
Menschen, jedoch in der Ratte® beschrieben. Zudem ist bekannt, dass auch A1-8 die
von Kramkowski et al. beschriebenen Effekte zu erzielen vermag.

Aufgrund der Ergebnisse von Ocaranza et al. wird vermutet, dass es sich bei A1-9 um
einen Faktor handelt, welcher einer kardialen Hypertrophie entgegenwirkt, da eine
kontinuierliche Infusion von A1-9 in Ratten nach einem Myokardinfarkt sowohl zu
einem erniedrigten A1-8-Plasmalevel, als auch zu in einer erniedrigten ACE-Aktivitat

filhrte und préaventiv gegen kardidre Myozytenhyptertrophie wirkte.**
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Flores-Munoz et al. beschrieben, dass eine dauerhafte Infusion von A1-9 in spontan
hypertensive Ratten Uber eine Modulation der Kollagen I-Expression zu einer
Reduktion der kardialen Fibrose fuhrt. Zudem inhibiert A1-9 die
Fibroblastenproliferation in vitro, wobei diese Inhibition durch Zugabe eines AT,-
Rezeptorantagonisten moduliert werden kann.®® Durch Druck-Myographie an
Rattenaorten wurde gezeigt, dass A1-9 die durch Phenylephrin vermittelte
Vasokonstriktion verstarkte. Dieser Effekt wurde in Gegenwart eines AT,-
Rezeptorantagonisten eliminiert. Des Weiteren zeigten Jackman et al., dass A1-9
durch Stimulation der Arachidonsaure- und Stickstoffmonoxid (Nitrogen monoxide;
NO)-Freisetzung die uUber den Bradykininrezeptor B,-vermittelte Vasodilatation nach
Bindung von ACE-resistentem Bradykinin in humanen pulmonalen Endothelzellen

potenziert.®®

1.2.3 Angiotensin 1-7

A1-7 ist vor allem daflr bekannt, als Gegenspieler von A1-8 zu agieren. Die
Vermittlung der biologischen Wirkung von A1-7 findet dabei durch Bindung an den
Mas-Rezeptor statt.’” Von Roks et al. wurde gezeigt, dass A1-7 die
vasokonstriktorische Wirkung von A1-8 in Menschen aufzuheben vermag.® Eine A1-

9. 70 als auch in anderen

7-abhangige Vasodilatation konnte sowohl im Menschen
Spezies wie z.B. in den Koronararterien von Schweinen’", Kaninchen’® und Ratten”
und den mesenterischen Arterien von Katzen’* beobachtet werden.

A1-7 bewirkt auBerdem eine Inhibition des Zellwachstums®', insbesondere des
Wachstums glatter Gefallmuskelzellen. Dies ist wahrscheinlich durch die Mas-
Rezeptor-abhangige Inhibition der Transaktivierung des EGF-Rezeptors bedingt.” In
humanen Astrozyten76, murinen Gliomazellen”” und der vasa afferentia von
Kaninchen® vermag A1-7 die Prostaglandinsynthese zu stimulieren, wobei die Potenz

der Stimulation mit der von A1-8 vergleichbar ist.
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1.2.4 Angiotensin 2-8

In Bezug auf seine biologische Wirkung ist A2-8 dem A1-8 sehr ahnlich. Kono et al.
berichteten, dass A2-8 im Vergleich zu A1-8 im Menschen eine gleichwertige
Stimulation der  Aldosteronfreisetzung  bewirkt, jedoch nur 20% der
vasokonstriktorischen Aktivitat besitzt.” Eine konzentrationsabhangige
Vasokonstriktion durch A2-8 konnte ebenfalls in der endothelfreien humanen
Saphenusvene beobachtet werden.®® A2-8 wirkt demnach blutdruckregulierend und
vermittelt, wie auch A1-8, eine erhohte Vasopressinfreisetzung. Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass A2-8 im Gehirn als Haupteffektor der Vasopressinfreisetzung
fungiert.®" 82

Auch die proinflammatorischen und chemotaktischen Eigenschaften von A1-8 wurden
fiir A2-8 nachgewiesen®, wobei die proinflammatorischen Eigenschaften u.a. durch
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB induziert werden.3* %

In Nebennieren von Ratten stimuliert A2-8 Uber den AT,-Rezeptor die
Aldosteronfreisetzung.®® Des Weiteren stimuliert A2-8 nach Bindung an den AT;-
Rezeptor in kultivierten murinen Astrozyten die Phosphorylierung der ERK1/2-MAP-
Kinase und die Zellproliferation.” In humanen Prostatakrebszellen konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass A2-8 Uber den ATi-Rezeptor zu einer erhohten
Zellproliferation fihrt.%® Untersuchungen am nucleus tractus solitarii in Ratten zeigten,
dass A2-8 die Barorezeptorreflexe dosisabhangig uber den AT4- als auch den AT,-

Rezeptor supprimieren kann.®

1.2.5 Angiotensin 3-8

In Studien konnte gezeigt werden, dass A3-8 eine wichtige Funktion bei kognitiven
Prozessen ausiibt (Gard et al?®). Nach intrazerebroventrikularer Injektion von
Norleucin1-A3-8 kam es bei Ratten und Mausen zu einer Verbesserung von

Gedachtnis- und  Lernfunktionen.® 2

Es gibt Hinweise darauf, dass diese
beobachteten kognitiven Effekte die Folge einer Uber die Interaktion von A3-8 mit dem
AT,-Rezeptor vermittelten Anderung der Oxytocinregulierung sind.*® ** A3-8 bindet
nachweislich an den ATs-Rezeptor, welcher auch als Insulin-regulierte

Aminopeptidase (IRAP) bekannt ist.** Es wurde auch von einer Interaktion von A3-8
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mit dem Oxytocin-Rezeptor berichtet, wodurch die Ausschuttung von Oxytocin in der
Amygdala vermittelt wurde.*

Des Weiteren fungiert A3-8 als Agonist fur den AT -Rezeptor. In Mausen reguliert A3-
8 nach Bindung and den ATg-Rezeptor den Blutdruck und ist fahig eine
Vasokonstriktion auszuldsen®. Auch in Ratten konnten ahnliche Effekte beobachtet
werden. So |8sten intrazerebroventrikulare Injektionen von A3-8 in Ratten eine uber
den AT -Rezeptor vermittelte Vasokonstriktion aus, wobei der Grad der
Vasokonstriktion im Vergleich zu A1-8 oder A2-8 geringer ausfiel.”’ Dies konnte

1% an Rattenaorten, als auch von van Esch et al®® durch

ebenso von Li et a
Untersuchungen von A3-8 im vaskularen Bett muriner Kononararterien bestatigt
werden. Rezeptorbindungsstudien von Le et al. zeigten jedoch, dass die

Bindungsaffinitat von A3-8 zum AT;-Rezeptor normalerweise gering ausgepragt ist.'®

1.3 Angiotensin-Rezeptoren
1.3.1 Der AT4- und AT,-Rezeptor

Bisher konnten zwei A1-8-bindende Rezeptoren anhand des Vergleiches ihrer Affinitat
zu den Rezeptorantagonisten Losartan, CGP421112 und PD 123319 charakterisiert
werden'’. Diese sich stark in ihrer Bindungscharakteristik unterscheidenden
Rezeptortypen wurden als AT4. und AT,-Rezeptor bezeichnet.

Der humane AT;-Rezeptor wurde 1992 zum ersten Mal kloniert.'® Er besteht aus 359
Aminosauren und hat eine hohe Affinitat zu nicht-peptidischen Antagonisten aus der
Gruppe der Sartane wie z. B. Losartan, jedoch eine schwache Affinitat fir den
peptidischen Antagonisten CGP421112 und den nicht peptidischen Antagonisten
PD 123319."% Der AT,-Rezeptor hingegen hat eine hohe Affinitét fir CGP421112 und
PD 123319, jedoch eine niedrige Affinitdt gegenuber Losartan. Die cDNA des
humanen AT,-Rezeptors wurde erstmals 1994 aus Plazentagewebe isoliert und
codiert fiir insgesamt 363 Aminosauren.'® Die Bindungsaffinitat des AT,-Rezeptors
wird durch Sulfhydrylgruppen tragende und reduzierend wirkende Agenzien wie
Dithiothreitol erhoht. Die Bindungsaffinitat des AT-Rezeptors nimmt hingegen in

Anwesenheit solcher Agenzien ab'®.

Die Expression beider Rezeptoren findet in unterschiedlichen Geweben statt. Der

AT;-Rezeptor wird hauptsachlich in der Leber und der Aorta exprimiert.'® 1%
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Weiterhin wurde seine starke Expression in den die tubulointerstitiellen Regionen

umgebenden Arterien der Niere und in Glomeruli nachgewiesen.

106, 108

Der AT,-Rezeptor wird vorwiegend in fetalem Gewebe exprimiert. Seine

Expression nimmt wahrend der Entwicklung zu adultem Gewebe stark ab. AuRerdem

findet seine Expression im Menschen in den interlobularen Arterien sowie den

194 statt. Bei der Ratte wurde sie

112, 113

Glomeruli der Niere'® % der Lunge109 und im Uterus

110

auch in den Nebennieren'"?, im Gehirn'"", den Ovarien nachgewiesen. Die AT,-

Rezeptorexpression kann durch Diabetes''* und kardiovaskuldre Erkrankungen wie

15 "8 beeinflusst werden.

Hypertonie ™ oder Herzfehler
Uber den AT;-Rezeptor kann nach Bindung von A1-8 eine Vielzahl unterschiedlicher
biologischer Wirkungen hervorgerufen werden. Zu den wichtigsten gehdrt die
Vermittiung der Vasokonstriktion glatter GefaRmuskelzellen.*® AuRerdem nimmt der
AT:-Rezeptor nach seiner Aktivierung unter anderem Einfluss auf die Hypertrophie'"’

die kardiale Kontraktivitat''®

, die Zellproliferation und Fibronektinsynthese®®, die
glomerulare Filtrationsrate, den renalen Blutfluss, die Natriumfreisetzung'™® als auch

auf die Aldosteron-"?° und Vasopressinfreisetzung.'?'

Der AT,-Rezeptor, ebenfalls ein 7-transmembranarer G-Protein-gekoppelter Rezeptor
(GPGR)'?, ist weit weniger gut untersucht als der AT;-Rezeptor. Er weist lediglich
eine strukturelle Homologie von ca. 32% zum AT;-Rezeptor auf.'??

124, 125 und das

Die Stimulation des AT,-Rezeptors inhibiert die Zellproliferation
Zellwachstum, fordert die Apoptose'®® und vermittelt anti-inflammatorische Prozesse.
127, 128 Demzufolge antagonisiert der AT,-Rezeptor viele der durch den AT4-Rezeptor
vermittelten Wirkungen. Uber die Bindung von A1-8 an den AT,-Rezeptor kann die
Aktivierung des Kinin-Systems initialisiert werden', was in einer durch
Stickstoffmonoxid- (NO)13°’ 31 und cGMP-vermittelten Vasodilatation resultiert. In
Neuronen kann der AT,-Rezeptor Uber einen Gi-gekoppelten Signalweg eine
Calciumfreisetzung Uber die Aktivierung der Serin/Threonin-Phosphatase stimulieren,
was anschlieRend zu einer Hyperpolarisation fiihrt."*? Dartiber hinaus wurde berichtet,
dass uUber das Gi-Protein eine Inaktivierung des MAPK-Signalweges ausgelost
werden kann, infolge derer apoptotische Prozesse aktiviert werden.'®

AbdAlla et al. konnten durch Untersuchungen an humanen fetalen Fibroblasten
zeigen, dass dies auf eine Rezeptordimerisierung zwischen AT¢- und AT,-Rezeptor
zurlckzufuhren ist, welche eine Inhibition der AT -Rezeptor-stimulierten

Inositolphosphat-Generierung zur Folge hat."*
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1.3.2 Der Mas-Rezeptor

Der Mas-Rezeptor wurde 1986 von Young et al. entdeckt. Er wird vom Mas-
Protoonkogen codiert und besteht aus 324 Aminosauren, die insgesamt 7
Transmembrandomanen ausbilden.”® Spater wurde von Jackson et al. gezeigt, dass
es sich bei dem Rezeptor um einen Angiotensin-Rezeptor handelt'*® der A1-7 bindet®’
und anschlieBend eine Vasodilatation vermittelt. Des Weiteren vermittelt der Mas-

187138 und vermindert das

Rezeptor antifibrotische und -thrombotische Effekte
Wachstum von vaskularen glatten Gefallmuskelzellen und Kardiomyozyten.

Der Mas-Rezeptor gehort, wie auch der AT4- und der AT,-Rezeptor, ebenfalls zu den
GPCRs. Die Signaltransduktionskaskaden, die an den vom Mas-Rezeptor vermittelten
biologischen Wirkungen beteiligt sind, wurden im Detail bisher nur unzureichend
untersucht. Die Inaktivierung des Mas-Rezeptors nach Bindung von A1-7 erfolgt durch

dessen Internalisierung.'®

1.3.3 Der AT4-Rezeptor (IRAP)

IRAP ist eine membranstandige Zink-abhangige Protease mit zwei Zn*-
Bindungsstellen, wobei sich lediglich eine davon im katalytischen Zentrum befindet.'*
Im Jahre 2001 wurde von Albistion et al. entdeckt, dass es sich bei dieser Protease
um den A3-8-Rezeptor handelt."" Ein GroRteil der Studien zur Bindungsaffinitat von
A3-8 an den AT4-Rezeptor, in denen nachgewiesen wurde, dass A3-8 mit hoher
Affinitdt an den AT,-Rezeptor bindet, fanden in Gegenwart von Chelatoren statt.'*
Demaegdt et al. zeigten jedoch, dass die Bindungsaffinitdt von AS3-8 stark
herabgesetzt ist, wenn sich der Rezeptor im nativen Zustand bzw. in Abwesenheit von
Chelatoren befindet."** Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, das der
AT4-Rezeptor physiologisch keine bedeutende Rolle bei der Bindung von A3-8 spielt.

Die Signaltransduktionswege, welche nach Bindung von A3-8 an der Vermittlung
seiner biologischen Wirkung beteiligt sind, sind momentan noch Gegenstand
wissenschaftlicher Untersuchungen. Der AT4-Rezeptor ist fur den Abbau von Oxytocin
verantwortlich und vermag so den Oxytocinspiegel zu regulieren (Gard et al. ).

144

Dieser Rezeptor ist vor allem im Gehirn™, jedoch auch in der Nebenniere, der Niere,

dem Thymus, der Blase und der Aorta lokalisiert.
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1.4 Generierung von Angiotensin-Peptiden

Im Jahre 1940 gelang es erstmals Braun-Menéndez et al. A1-10 aus dem Blut von
Hunden zu isolieren.® Das biologisch inaktive Dekapeptid A1-10 gilt als Vorldufer
mehrerer biologisch aktiver Angiotensin-Peptide. Die Spaltung des reifen
Angiotensinogens zu A1-10 durch Renin erfolgt N-terminal zwischen den
Aminosauren Lys10 und Val11.®

Neben Renin sind weitere Proteasen bekannt (Abbildung 2), welche Angiotensinogen
zu A1-10 prozessieren konnen, jedoch fur das zirkulare RAS eine untergeordnete
Rolle spielen. Hierzu gehdren Proteasen wie Cathepsin D'¥/, Cathepsin G '
Proteinase-3'° oder die neutrophile Elastase'', welche hauptsachlich im Gehirn
vorkommen'®? und dem lokalen Gehirn-RAS zugeordnet werden.

A1-10 kann weiterhin direkt proteolytisch zu A1-9' A1-8"* und A1-7"*° umgesetzt

2% sowie

werden. Die direkte Generierung von A1-9 aus A1-10 wird durch das ACE-
Cathepsin A™® auch lysosomales protektives Protein genannt, katalysiert. Dabei
erfolgt der proteolytische Schnitt am A1-10 zwischen dem Phe9 und dem His10.

Des Weiteren kann A1-9 als Substrat von Neprilysin'>’ oder dem ACE-1"* fiir die

Generierung von A1-7 genutzt werden.

Das Oktapeptid A1-8 entstent durch Abspaltung der beiden C-terminalen
Aminosauren His9-Leu10 von A1-10. Die Generierung von A1-8 aus A1-10 kann von
einer Vielzahl an Proteasen katalysiert werden. Hierzu zahlt das ACE-1'°, welches
neben Cathepsin G '*° die Hauptrolle fir die Generierung des A1-8 im Menschen
spielt. Weiterhin sind die Proteasen Kallikrein-1'®°, Chymase''? "®' Proteinase-3
sowie die murinen Enzyme Elastase-2'®? und Tonin'®®, zur A1-8-Generierung fahig.
Fur Tonin konnte gezeigt werden, dass es A1-8 auch direkt aus Angiotensinogen

spalten kann.'®*

Eine direkte Generierung von A1-7 aus A1-10 wurde im Menschen bisher nicht
nachgewiesen. Es ist jedoch bekannt, das die Prolyl Endopeptidase (PEP) des
Hundes'®® und des Schweines'®® A1-7 direkt aus A1-10 durch Abspaltung der
Aminosauren lle8-His9-Leu10 generieren kann. Die Generierung von A1-7 aus A1-8
kann durch ACE-2'" und PEP'® sowie durch die vorwiegend im humanen
Lungengewebe vorkommende Prolyl Carboxypeptidase (PCP)'®® stattfinden. Dabei

kommt es lediglich zur Abspaltung des C-terminalen Phe8. Die PCP besitzt auRerdem
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die Fahigkeit, A1-8 durch weitere Degradation zu inaktivieren'®®, weshalb sie auch als

Angiotensinase C bezeichnet wird.

......................... DRVYIHPF (A1-8)

l APA

-» AT,-Rezeptor +-+-—- RVYIHPF (A2-8)

' APN

-> AT,-Rezeptor <--
A
T VYIHPF (A3-8) ------- > AT,-Rezeptor

l

YIHPF (A4-8)

Abbildung 3. Alternative Abbauwege von Angiotensin 1-8. Angiotensin 1-8 kann gewebespezifisch
proteolytisch durch die Aminopeptidase A zu Angiotensin 2-8 umgesetzt werden. Sowohl A1-8 als auch A2-8
vermitteln ihre biologische Wirkung nach Bindung an den AT;- bzw. AT2-Rezeptor. Aus dem Angiotensin 2-8
kann durch die Aminopeptidase N anschlieRend das Angiotensin 3-8 generiert werden, welches an den ATs-

Rezeptor als auch den ATs-Rezeptor binden kann. APA: Aminopeptidase A, APN: Aminopeptidase N.

Neben der proteolytischen Prozessierung von A1-8 zu A1-7 sind alternative Wege der
A1-8-Prozessierung beschrieben worden. Diese sind in Abbildung 3 dargestellt.
Semple und Nussberger et al. wiesen die A1-8-Metaboliten Angiotensin 2-8 (A2-8,
meist als Angiotensin Il bezeichnet), Angiotensin 3-8 (A3-8, meist als AlV bezeichnet)
und Angiotensin 4-8 (A4-8) in humanem Blut nach.”® "' Die genauen Mechanismen
der Generierung dieser Peptide sowie ihre Interaktion mit Angiotensin-Rezeptoren
wurden im Menschen bisher nur teilweise beschrieben. Speziell Uber die Generierung
von A4-8 ist nichts bekannt. A2-8 entsteht durch Abspaltung des N-terminalen Asp1
von A1-8 durch die Aminopeptidase A% 172 ynd vermittelt seine biologische Wirkung
sowohl Uber den AT;- und den AT,-Rezeptor. A3-8 wird durch Abspaltung des N-

73 sowie durch die

terminalen Arg1 vom A2-8 durch die Aminopeptidase N (APN)
Aminopeptidase O generiert."”* Eine direkten Konvertierung von A1-8 in A3-8 wurde
bisher nicht beschrieben. A3-8 vermag sowohl an den AT;-Rezeptor'® als auch an

den AT4-Rezeptor141 zu binden.
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A2-8 und A3-8 entstehen hauptsachlich gewebsspezifisch. |hre Generierung wurde

unter anderem im Gehirn'+'7®

in glatten GefaBmuskelzellen'”’, in den Nieren'”®, in
Nebennieren'”® und in den Ovarien'® beschrieben.

Da die Angiotensin-Peptide A2-8 und A3-8 aus A1-8 hervorgehen, verlangt die
Generierung dieser Peptide aus A1-10 eine initiale Spaltung durch
Carboxypeptidasen zu A1-8, bevor A1-8 anschliel3iend durch Aminopeptidasen zu A2-
8 und A3-8 gespalten werden kann. Im Menschen sind bisher keine Angiotensin-
Peptide bekannt, welche durch ausschliel3liche N-terminale Prozessierung von A1-10
durch Aminopeptidaseaktivitdt generiert werden. Von der Generierung solcher
Angiotensin-Peptiden wurde jedoch in anderen Saugetieren berichtet.

Chapell et al. wies Uber einen Radioimmunoassay die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-
10 und A4-10 im Gehirn von Ratten nach.”®' Neves et al. zeigten, dass A1-10 durch
Inkubation mit Herzgewebe der Ratte in die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10
gespalten wird."® Weiterhin wurde von der Generierung des Angiotensin-Peptides
A5-10 aus A1-10 in murinen vaskuldren Extrakten berichtet.'® Es wurde ebenfalls
festgestellt, dass die Generierung von A5-10 durch Anwesenheit des Serinprotease-

Inhibitors Chymostatin nahezu vollstandig inhibiert werden kann.

1.5 Problemstellung

Bisher wird davon ausgegangen, dass A1-10 im Menschen lediglich in Angiotensin-
Peptide prozessiert wird, welche durch Mitwirkung von Carboxypeptidasen entstehen.
In anderen Spezies wurde jedoch von der Generierung von Angiotensin-Peptiden wie
z.B. A3-10, A4-10 und A5-10 berichtet'®? 183, welche durch Aminopeptidaseaktivitat
aus A1-10 generiert werden konnen.

Ziel dieser Arbeit war daher zu prufen, ob A1-10 durch humane Plasmaproteasen in
Angiotensin-Peptide prozessiert werden kann, welche ausschlieRlich durch
Aminopeptidaseaktivitat hervorgehen. Des Weiteren sollten die Peptide hinsichtlich
ihrer biologischen Wirkung untersucht und ihre Generierung naher charakterisiert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Entwicklung eines Massenspektrometrie-basierten Enzym-

Assays zur Detektion Angiotensin-generierender Aktivitat

Zum Nachweis der Angiotensin-generierenden Proteaseaktivititen wurde ein
Massenspektrometrie-basierter Enzym-Assay (Mass spectrometry assisted enzyme

screening system, MES)'®

etabliert. Er beinhaltet die Immobilisierung von Proteinen
an aktivierte Chromatographiepartikel, die Inkubation der immobilisierten Proteine mit
einem definierten Peptidsubstrat (A1-10, A3-10, A4-10 oder A5-10) sowie die
anschlieende massenspektrometrische Analyse der zu definierten Zeitpunkten
abgenommenen Aliquots. Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte dabei entweder
durch Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie
(Matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry; MALDI-
TOF-MS) oder durch selected-reaction-monitoring (SRM) an einem Elektrospray-
lonisations-Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (ESI-QQQ-MS) mit vorgeschalteter
Flussigkeitschromatographie (Liquid chromatography; LC).

Mithilfe der MALDI-TOF-Analyse lasst sich die Gesamtheit der wahrend der
Inkubation entstandenen Reaktionsprodukte analysieren, die SRM-Methode dient
dagegen der relativen Quantifizierung der Reaktionsprodukte. Im Verlauf dieser
Messung wird ein Elternion im Massenspektrometer isoliert, fragmentiert und die
Signalintensitat eines definierten Fragmentions gemessen. Das Paar des Elternions
und seines zugehorigen Fragmentions wird auch als SRM-Ubergang bezeichnet.
Durch eine Anreicherung des Elternions im Quadrupol des Massenspektrometers wird
eine hohe Sensitivitat und Selektivitat gewahrleistet.

Die Signalintensitaten richten sich nach der Anzahl der Molekile, die den Detektor
erreichen. Die in Abhangigkeit der Zeit erfassten Messpunkte der Signalintensitaten
werden zu einem Chromatogramm extrapoliert. Die relative Quantifizierung der
Angiotensin-Peptide erfolgt durch die Integration der Flachen der im Chromatogramm
dargestellten Signale.

Fur den Nachweis der enzymatischen Angiotensin-metabolisierenden Aktivitat in
humanem Plasma wurde ein MES-Assay entwickelt. Innerhalb dieses MES-Assays
wurden Plasmaproteine mit synthetisch hergestellten Angiotensin-Peptiden inkubiert
und die Bildung der Reaktionsprodukte massenspektrometrisch verfolgt. In

Gegenwart humaner Plasmaproteasen wurde das Peptidsubstrat A1-10 zu den

24



Material und Methoden

Reaktionsprodukten A1-9, A1-8, A1-7, A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10

umgesetzt.

2.2 Quantifizierung von Angiotensin-Peptiden mit LC-MS-SRM
2.2.1 Bestimmung der massenspektrometrischen Parameter zur SRM-

basierten relativen Quantifizierung von Angiotensin-Peptiden

Zum Nachweis und zur relativen Quantifizierung der Angiotensin-Peptide A1-10, A1-8,
A1-7, A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 mit LC-MS-SRM wurde jedes Peptid in
0,2% (v/v) Ameisensaure (formic acid, FA) gelost. Die molaren Massen und

Aminosauresequenzen der Angiotensin-Peptide sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1. Ubersicht der fiir die SRM-Etablierung verwendeten Angiotensin-Peptide.

Angiotensin- Aminosdure- Theoretische Masse
Peptid sequenz [M+H]*
A1-10 DRVYIHPFHL  1296,7
A1-9 DRVYIHPFH 1183,6
A1-8 DRVYIHPF 1046,5
A1-7 DRVYIHP 899,5
A2-10 RVYIHPFHL 1181,7
A3-10 VYIHPFHL 1025,1
A4-10 YIHPFHL 925,8
A5-10 IHPFHL 763,3
A6-10 HPFHL 650,1

Die Optimierung wurde fir jedes Angiotensin-Peptid separat durchgefiihrt. Eine

10°molare Lésung des jeweiligen Angiotensin-Peptids wurde mithilfe einer
Spritzenpumpe mit einer Flussrate von 5 pl/min Uber einen Infusions-HPLC-Chip in
Verbindung mit einem sogenannten Chip Cube-System in die Elektrospraykammer
des Massenspektrometers injiziert. Mithilfe der Software Mass Hunter Workstation
Qualitative Analysis (Version B.03.01) wurden wahrend der ESI-QQQ-MS-Messung

im Fullscan-Modus (MS2Scan) Spektren der Angiotensin-Losung aufgenommen. Die
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allgemeinen technischen Einstellungen des LC-ESI-QQQ-MS sind in Tabelle 2
aufgefuhrt. Die anschlielende Optimierung der massenspektrometrischen Parameter
erfolgte auf das Signal des Angiotensin-lons mit der hochsten Signalintensitat,
welches das Elternion reprasentiert. Im Falle von A3-10 wurde beispielsweise das
dreifach geladene Angiotensin-lon mit einem m/z-Wert von 342,6 als Signal mit der
hochsten Signalintensitat identifiziert und als Elternion ausgewahit.

Das Elternion wurde anschlieBend im ersten Quadrupol isoliert und im zweiten
Quadrupol unter zufuhr individueller Kollisionsenergie und Fragmentorspannung
durch kollisionsinduzierte Dissoziation (Collision induced dissociation, CID)
fragmentiert. FUr die relative Quantifizierung wurden Fragmentionen mit der hdchsten
Intensitat fur die relative Quantifizierung der jeweiligen Angiotensin-Peptide
herangezogen. Im Falle von A3-10 wurden hier die beiden einfach geladenen
Fragmentionen mit einem m/z-Wert von 364 sowie 268 als Fragmentionen fir den
Ubergang ausgewahlt. Die Isolierung und Fragmentierung der Elternionen erfolgte
unter Verwendung der hochstmdglichen Auflésung (Unit). Die Akquirierung der
Massenspektren erfolgte im 10s-Intervall im positiven lonenmodus.

Fur die SRM-Methode wurden auf die soeben beschriebene Art und Weise pro
Angiotensin-Peptid jeweils zwei SRM-Ubergange optimiert. Die optimierten Parameter
der SRM-Methode fur die relative Quantifizierung der Angiotensin-Peptide uber ESI-
QQQ-MS sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 2. Technische Parameter des ESI-QQQ-MS fiir die relative Quantifizierung

Parameter Einstellung
Stickstofffluss 3 I/min
Temperatur an der Transferkapillare- 300 °C
Kapillarspannung 1800 V
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Tabelle 3. Optimierte Parameter des ESI-QQQ-MS fiir die relative Quantifizierung von Angiotensin-

Peptiden.
m/z-Wert

Elternion m/z-Wert Fragmentor- Kollisions-

Peptid (Ladung) Fragmention spannung [V] energie [eV]
A1-10 433,0 (3+) 647,0 200 13
A1-10 433,0 (3+) 269,0 170 15
A1-8 524,0 (2+) 263,2 170 17
A1-8 392,0 (3+) 135,1 170 15
A2-10 394,6 (3+) 532,5 135 15
A2-10 394,6 (3+) 269,3 135 15
A3-10 342,6 (3+) 364,0 180 18
A3-10 342,6 (3+) 268,0 170 20
A4-10 309,5 (3+) 251,0 220 10
A4-10 309,5 (3+) 234,0 200 12
A5-10 382,2 (2+) 251.2 135 10
A5-10 382,2 (2+) 234,0 170 13
A6G-10 325,6 (2+) 382,1 165 7
AG-10 325,6 (2+) 235,0 155 8
A1-7 450,3 (2+) 647,3 135 15
A1-7 450,3 (2+) 619,3 135 20
A1-9 395,4 (2+) 619,2 135 15
A1-9 395,4 (2+) 156,0 135 15
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2.2.2 Bestimmung der Chromatographieparameter fir die relative

Quantifizierung von Angiotensin-Peptiden

Eine Trennung und Entsalzung der Aliquots aus den nach Abschnitt 2.6, 2.7 und 2.8
durchgefuhrten Inkubationen fand Uber das Chip Cube-Interface der Firma Agilent
statt. Dieses war mit einem HPLC-Chip welcher mit einer reversed phase (RP) PRLP-
Anreicherungssaule (4mm, 40 nl Innenvolumen) und einer PRLP-Trennsaule (75mm x
43mm) sowie einem Nanospray-Emitter ausgestattet. Um eine Optimierung der
Chromatographieparameter fur die Angiotensin-Peptide zu erzielen, wurde eine
Lésung eines Angiotensin-Peptidgemisches, welches A1-10, A1-9, A1-7, A1-8, A2-10,
A3-10, A4-10, A5-10 und A 6-10 in einer jeweiligen Konzentration von 10° M enthielt,
in 0,2 % FA hergestellt. Uber einen Autosampler wurden 2 ul dieser Angiotensin-
Losung in das HPLC-System injiziert.

Fur den Probenauftrag auf die Anreicherungssaule des Chips wurde eine Kapillar-LC-
Pumpe (Serie 1100, Agilent) verwendet. Diese pumpte eine Mischung des
Losungsmittels A (0,2% FA) und Lésungsmittel B (Acetonitril, ACN) in einem
prozentualen Verhaltnis von 97:3 mit einer konstanten Flussrate von 6 ul/min. Fur die
Gradiententrennung wurde eine nano-LC-Pumpe verwendet, welche eine Mischung
des Losungsmittels A und Losungsmittel B in einem prozentualen Verhaltnis von 97:3
mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,6 pl/min forderte. Der Chromatographielauf
wurde unter Verwendung der in Abschnitt 2.2.1 aufgefihrten Parameter
massenspektrometrisch analysiert. Der optimierte Gradient fur die Elution der

Angiotensin-Peptide von der Saule hatte folgende Parameter:
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Tabelle 4. Gradient zur Elution von

Angiotensin-Peptiden 45 -
Zeit [min] FA[%] ACN [%]
0 97 3 .
=
11 70 30 3 25 1
11,5 70 30 <
15 1
12 97
14 97 3 5 |
2 6 10 14
Zeit [min]

Abbildung 4. ACN-Gradient zur Elution von Angiotensin
Peptiden

2.3 Massenspektrometrische Identifizierung von Angiotensin-
Peptiden
2.3.1 Identifizierung von Angiotensin-Peptiden Giber MALDI-TOF-MS

Um verschiedene Reaktionsprodukte der Hydrolyse des Substrates A1-10 zu
detektieren und zu identifizieren, erfolgten die Analysen der nach Abschnitt 2.6 und
2.8 gewonnenen Reaktionslésungen an einem MALDI-TOF-MS der Firma Bruker
(Reflex IV, Bruker, Bremen, Deutschland). Fur die Messungen wurde die Matrix 2,5-
Dihydroxybenzoesaure (DHB) verwendet, welche in ACN / 0,1% (v/v)
Trifluoressigsaure (TFA) in HPLC-Wasser (Verhaltnis 1:1) in einer Konzentration von
30 mg/ml geldst war. Der Probenauftrag erfolgte jeweils durch Vorlegen von 0,5 ul der
Matrix und dazupipettieren von 0,5 pul der Analytenlosung auf den MALDI-
Probenteller.

Fur Analyse von Reaktionslosungen mit dem MALDI-TOF-MS erfolgte unter

Verwendung der in Tabelle 5 angegebenen Parameter.

29



Material und Methoden

Tabelle 5. Optimierte Parameter des MALDI-TOF-MS fiir die Detektion
von Angiotensin-Peptiden

Parameter Einstellung
Laserschusse pro Einzelspektrum 20

Anzahl aufsummierter Spektren 100
Laserintensitat 40-50 %
Laserfrequenz 9,0 Hz
Glattungsbereich m/z 0,2
Basisliniensubtraktion an
Reflektion an
Matrix-Suppressionsmodus Deflektion bis 500 Da
Polaritat Positiv
Gepulste lonenextraktion 400 ns
Spannung lonenquelle 1 20 kV
Spannung lonenquelle 2 16,35 kV
Linsenspannung 8,9 kV
Reflektorspannung 23 kV
Massenbereich 600-1400 Da
Detektorverstarkung (Reflektor) 6,9fach
Elektronische Verstarkung 100 mV

2.3.2 Identifizierung von Angiotensin-Peptiden mit LC-ESI-IT-MS

Eine Validierung der Identifizierung der mit MALDI-TOF-MS identifizierten
Angiotensin-Peptide der Reaktionsldsung der Inkubation von A1-10 mit humanen
Plasmaproteinen wurde mittels Flissigkeitschromatographie-gekoppelter
Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS) durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurde ein
Elektrospray-lonisations-lonenfallenmassenspektrometer (Electrospray ionisation jion-
trap mass spectrometer; ESI-IT-MS) (XCT, Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany) verwendet, welches mit dem bereits in Abschnitt 2.2.2 beschriebenen Chip
Cube-Interface ausgestattet ist. Die Probe wurde Uber einen Autosampler in das
HPLC-System injiziert. Das Injektionsvolumen betrug 25 pl der Reaktionslosung,
welche nach 24stiindiger Inkubation analysiert wurde. Eine Kapillar-LC-Pumpe (Serie

1100, Agilent) pumpte mit einer Flussrate von 3 pl/min eine Mischung des
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Lésungsmittels A (0,2% FA) und Losungsmittel B (ACN) in einem prozentualen
Verhaltnis von 98:2 fuir den Probenauftrag auf die Anreicherungssaule des HPLC
Chips (PRLP, 4mm, 40 nl Innenvolumen). Fur die Gradiententrennung wurde eine
nano-LC-Pumpe verwendet, welche durch Flusssplittung eine Mischung des
Lésungsmittels A und Lésungsmittel B in einem prozentualen Verhaltnis von 98:2 mit
einer Flussrate von 0,4 pl/min férderte. Der fUr die Elution der Angiotensin-Peptide
von der RP-Trennsaule (PRLP, 75mm x 43mm) verwendete Gradient ist in Tabelle 6

dargestellt.

Tabelle 6. Gradient zur Elution der Peptide vom

RP-HPLC-Chip
Zeit[min]  0,2% FA[%] ACN [%] 0
0 98 2 <
40 70 30 540
42 30 70 <
43 30 70 o
44 98 . R
5 o N

Abbildung 5. ACN-Gradient zur Elution von

Angiotensin Peptiden

Das ESI-IT-MS scannte in einem Massenbereich von 300-2000 m/z. Als
Trocknungsgas fur die Desolvatisierung des Sprays wurde Stickstoff, welcher auf eine
Temperatur von 325°C geheizt und mit einer Flussrate von 4 I/min infundiert wurde,
verwendet.

MS-Spektren zur Detektion der Elternionen wurden in 0,5 s Intervallen im positiven
lonenmodus akquiriert. Anhand automatischer datenabhangiger Auswahl wurden drei
der intensivsten Elternionen vom MS-Scan selektiert und isoliert. Hierbei bestand eine
Praferenz fur die Isolierung und Fragmentierung von zweifach geladenen Elternionen,
wobei die Detektion einfach geladener lonen vollstandig ausgeschlossen wurde.

Die MS/MS-Experimente wurden dber einen automatischen MS/MS-Modus
ausgefuhrt, in dem die Selektion der Elternionen innerhalb eines Massenfensters von
4 Da stattfand. Nach 3 MS/MS-Spektren wurde die erneute Isolierung und
Fragmentierung bereits fragmentierter Elternionen fur einen Zeitraum von 1 min aktiv

ausgeschlossen. Die MS- und MS/MS-Daten der Messung wurden Uber die Software
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Data Analysis (Version 4.0) aus dem erhaltenen total-ion-chromatogramm (TIC)

extrahiert und dekonvolutiert.

2.4 Gewinnung von Blutplasma

2.4.1 Gewinnung von humanem Blutplasma

Von einem gesunden weiblichen Probanden wurden mithilfe einer mit 9 ml 3,13%igem
Natriumcitratpuffer geflllten Perfusionsspritze Uber eine 21G-Schmetterlingskanule
50 ml Blut aus der Cubitalvene entnommen. Das Blut welches fur die Quantifizierung
der Angiotensin-Peptide aus dem Plasma verwendet werden sollte wurde sofort mit
1 ml Proteaseinhibitorcocktail (AEBSF (4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid) 2 mM,
Aprotinin 0,3 uM, Bestatin 130 uyM, EDTA,1 mM, E-64 14 uM, Leupeptin 1 yM)
vermischt. Das Blut wurde anschlieend sofort in ein 50 ml Falcongefaly uberfuhrt und
bei 4000 x g flr 15 min zentrifugiert (Kuhlzentrifuge 4-16K, Sigma, Osterode). Das
abgetrennte Plasma wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.

2.4.2 Gewinnung von murinem Blutplasma

Das murine Plasma von Ratten und Mausen wurde freundlicherweise von Herrn Prof.

Dr. Horst Pagel (Universitat zu Lubeck, Institut fir Physiologie) zur Verfigung gestellt.

2.5 Immobilisierung von Proteinen

Die Proteine wurden an aktivierte Chromatographiepartikel (Bromcyan-aktivierte
Sepharosebeads® 6MB) immobilisiert. Diese wurden 30 min in 0,1 mM Salzsaure
(HCI) auf dem Uberschlagsrotor gequollen und anschlieRend mit destilliertem Wasser
sowie Kopplungspuffer (100 mM NaHCO3;, 500 mM NaCl, pH 8,3) gewaschen. Die
Immobilisierung der Proteine an die aktivierten Chromatographiepartikel erfolgte

wahrend einer zweistlindigen Inkubation bei Raumtemperatur (RT) in Kopplungspuffer
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auf dem Uberschlagsrotor. Das Volumen der aktivierten Chromatographiepartikel
betrug 40 pl pro Probe.

Nach der Immobilisierung der Proteine wurden die Chromatographiepartikel mit
destilliertem Wasser und anschlieBend mit Blockierungspuffer (100 mM NaHCO;,
500 mM NaCl, pH 8,3, 1 M Glycin, pH 8,3) gewaschen. Freie Bindungsstellen an den
aktivierten Chromatographiepartikeln wurden durch zweistiindige Inkubation mit
200 pl Blockierungspuffer bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C auf dem Uberschlagsrotor
blockiert. Der Blockierungspuffer wurde durch Waschen mit HPLC-Wasser entfernt.

Danach wurden die aktivierten Chromatographiepartikel mit HPLC-Wasser equilibriert.

2.5.1 Immobilisierung von Proteinen aus humanem und murinem

Plasma

Aufgrund der Lagerung der nach Abschnitt 2.4 erhaltenen humanen und murinen
Plasmaproben bei -80 °C, wurden nach dem Auftauen des Plasmas zunachst
Kryoproteine durch Zentrifugation (14000 x g flr 2 Minuten) aus der Losung entfernt.
AnschlieRend wurden die Plasmaproben gemafl Abschnitt 2.5.1 immobilisiert.

Fur die Kopplung der Plasmaproteine wurden pro Ansatz 50 uyl des Plasmas in 200 pl
Kopplungspuffer mit den aktivierten Chromatographiepartikeln inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden die Chromatographiepartikel mit 50 yl HPLC-Wasser und
200 pl Kopplungspuffer inkubiert.

2.6 Bestimmung von Enzymaktivitaten immobilisierter Proteine
2.6.1 Bestimmung der Enzymaktivitaten immobilisierter Proteine mit
ESI-QQQ-SRM und MALDI-TOF-MS

Um die Enzymaktivitaten immobilisierter Plasmaproteine Uber SRM-gekoppelte ESI-
QQQ-MS zu bestimmen, wurden diese jeweils mit einer 10 molaren Lésung eines
Peptidsubstrates (A1-10, A2-10, A3-10, A4-10, A5-10) in HPLC-Wasser in einem
Reaktionsvolumen von 30 ul auf einem Uberschlagsrotor inkubiert. Zu definierten
Zeitpunkten erfolgte die Abnahme von Aliquots a 3 pl, welche sofort mit 27 yl 0,2 %

FA verdinnt wurden. Bis zu ihrer Analyse wurden die Proben bei -20°C gelagert. Fur
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die ESI-QQQ-SRM-Analyse wurden von dieser Lésung 6 ul Uber die LC-Anlage ins

Massenspektrometer injiziert.

Fir die Messung von Peptiden mit MALDI-TOF-MS wurden jeweils 0,5 uyl der Matrix
DHB sowie 0,5 pyl der abgenommenen Aliquots direkt auf den MALDI-Probenteller
pipettiert (siehe Abschnitt 2.3.1).

2.7 Bestimmung von Enzymaktivitiaten nicht immobilisierter
Proteine

2.7.1 Bestimmung der Enzymaktivitaten nicht immobilisierter Proteine
mit ESI-QQQ-SRM

Um die Enzymaktivitaten nicht immobilisierter Plasmaproteine Uber SRM-gekoppelte
ESI-QQQ-MS zu bestimmen, wurde jeweils 100 yl unbehandeltes Plasma sowie mit
HPLC-Wasser 1000fach verdunntes Plasma mit einer A1-10-LOosung in einer
Endkonzentration von 10° M auf einem Uberschlagsrotor inkubiert. Zu definierten
Zeitpunkten erfolgte die Abnahme von Aliquots a 20 pl. AnschlieBend erfolgte eine
Fallung der in der Reaktionslosung enthaltenen Proteine durch sofortige Zugabe von
40 pl einer ACN/0.1% TFA (v/v)-Mischung in HPLC-Wasser. Dieses Gemisch wurde
fur 30 min auf Eis inkubiert. Die gefallten Proteine wurden durch anschlieRende
10minltige Zentrifugation mit 4000 xg abgetrennt. Der Uberstand, welcher die Peptide
enthielt, wurde abgenommen und mit einer Vakuumzentrifuge bis zur Trockne
eingedampft.

Anschlieend wurden die Peptidfraktionen in 100 ul 0,2 % FA aufgenommen und tber
eine Festphasenextraktion auf Basis eines hydrophil-lipophilen-balance (HLB)-
Sorbens (Divinylbenzol und N-Vinylpyrrolidol, Oasis HLB 30 ym pElution plate,
Waters) entsalzt (Ausfuhrliche Beschreibung erfolgt in Abschnitt 2.9.2). Die Eluate
wurden bis zur Trockne eingedampft und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

Fur die ESI-QQQ-SRM-Analyse wurden die Peptidfraktionen in 20 ul 0,2 % FA geldst
und von dieser Losung 6 pl Uber die LC-Anlage ins Massenspektrometer injiziert.

FiUr die Messung von Peptiden mit MALDI-TOF-MS wurden jeweils 0,5 pyl der Matrix
DHB sowie 0,5 yl der abgenommenen Aliquots direkt auf den MALDI-Probenteller
pipettiert (siehe Abschnitt 2.3.1).
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2.8 Versuche zur Charakterisierung der Angiotensin-
generierenden Proteasen
2.8.1 Inkubation immobilisierter Plasmaproteine mit unterschiedlichen

Angiotensin-Substraten

Die Inkubation der nach Abschnitt 2.5 immobilisierten Plasmaproteine fand
grundsatzlich in HPLC-Wasser statt und wurde durch Zugabe des individuellen
Angiotensin-Peptides (A1-10, A1-8, A2-10, A3-10, A4-10 oder A5-10) zu den
immobilisierten Proteinen in einer Endkonzentraton von 10°M in einem
Reaktionsvolumen von 30 pl gestartet. Die Inkubation fand im Uberschlagsrotor bei
37°C statt. Zu definierten Zeitpunkten wurden Aliquots aus der Reaktionslosung
enthommen und vor weiteren massenspektrometrischen Analysen in 0,2% FA in

einem Verhaltnis von 1:10 verdinnt.

FUr die Messung von Peptiden mit MALDI-TOF-MS wurden jeweils 0,5 pyl der Matrix
DHB sowie 0,5 yl der abgenommenen Aliquots direkt auf den MALDI-Probenteller
pipettiert (siehe Abschnitt 2.3.1).

2.8.2 Inkubation rekombinanter Aminopeptidase N mit

unterschiedlichen Angiotensin-Substraten

Fur die Inkubation mit rekombinanter APN wurden die jeweiligen Angiotensin-Peptide
(ANG-1-10, ANG-1-8, ANG-2-10, ANG-3-10, ANG-4-10 or ANG-5-10) zu einer
Endkonzentration von 10° M in HPLC-Wasser geldst. Das Reaktionsvolumen betrug
100 pl pro Ansatz. Die Inkubation wurde durch Zugabe von 0,25 ug der APN zur
jeweiligen Angiotensinlosung gestartet. AnschlieRend wurden die Proben bei 37°C
inkubiert.

Zu definierten Zeitpunkten wurden Aliquots aus der Reaktionslosung enthommen und
durch Zugabe von Ameisensaure auf eine Endkonzentration von 0,2% FA eingestellt.
FiUr die Messung von Peptiden mit MALDI-TOF-MS wurden jeweils 0,5 pyl der Matrix
DHB sowie 0,5 yl der abgenommenen Aliquots direkt auf den MALDI-Probenteller
pipettiert (siehe Abschnitt 2.3.1).

35



Material und Methoden

2.8.3 Inkubation rekombinanter humaner Chymase mit A1-10

Die Inkubation von A1-10 (finale Konzentration: 10°M) mit 0,5ug rekombinanter
Chymase also auch die nachfolgende Analyse der Rekationslosung uber MALDI-MS
erfolgte wie bereits unter Abschnitt 2.8.2 fur die Inkubation rekombinanter APN

beschrieben.

2.8.4 Inkubation immobilisierter Plasmaproteine mit A1-10 in

Anwesenheit und Abwesenheit verschiedener Inhibitoren

Die nach Abschnitt 2.5 immobilisierten humanen Plasmaproteine wurden vor dem
Start der eigentlichen Inkubation jeweils fur 5 min mit folgenden Proteaseinhibitoren
inkubiert: 100 yM  Chymostatin, 150 uM Bestatin, 50 uM Antipain, 0,2 mM,
Aprotinin 0,03 uM, AEBSF, 10 uM Captopril und 0,1 mM EDTA. Als Kontrolle diente
eine Probe, welche keinen Inhibitor enthielt. Die Inkubation wurde anschliel3end durch
Zugabe von 10 M A1-10 gestartet.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Graph Pad Prism
(Version 4.00). Zur Bestimmung der p-Werte wurde ein Einstichproben-t-Test

angewandt, wobei das Signifikanzniveau auf 5% festgelegt war.

2.9 Fraktionierung von humanem Blutplasma

2.9.1 Abreicherung von Plasmaproteinen aus Blutplasma

Um Plasmapeptide von Plasmaproteinen zu trennen, erfolgte eine Proteinfallung
durch Zugabe von 30 ml ACN/0,1% TFA (v/v) in Wasser zu 15 ml des nach Abschnitt
2.4.1 gewonnenen humanen Plasmas und anschlielender 30minutiger Inkubation.
Die geféllten Proteine wurden durch anschlieende 10minutige Zentrifugation mit
4000 xg abgetrennt. Der Uberstand, welcher die Plasmapeptide enthielt, wurde

abgenommen und lyophilisiert (Lyophilisator alpha 1-2, Christ).
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2.9.2 Fraktionierung einer Plasmapeptidfraktion durch Festphasen-

extraktion

Die Plasmapeptide wurden in 15ml 0,2% FA gelést und Uber eine
Festphasenextraktion auf Basis eines hydrophil-lipophilen-balance (HLB)-Sorbens
(Divinylbenzol und N-Vinylpyrrolidol, Oasis HLB cartridge 35cc/ 6g 60 um,Waters)
aufgereinigt und angereichert.

Das HLB-Sorbens wurde mit 15 ml Methanol konditioniert und anschlieffend durch
mehrfaches Waschen mit 0,2% FA equilibriert. Um den Durchfluss der Lésungsmittel
durch die Saule zu beschleunigen, wurde die HLB-Kartusche zwischen allen
Waschschritten mit 500 x g fur eine Dauer von 1 min zentrifugiert.

Die Plasmaproteinfraktion wurde auf die equilibrierte HLB-Kartusche aufgetragen und
der Durchfluss wurde in einem separaten Gefald aufgefangen. Ungebundene
Molekule wurden durch wiederholtes Waschen des Chromatographiematerials mit
0,2% FA entfernt. Die gebundenen Peptide wurden mit 15 ml 60 % Methanol eluiert
und das Ldsungsmittel in einer Vakuumzentrifuge (RC 10, Thermo Fisher Scientific)

bis zur Trockne eingedampft.

2.9.3 Fraktionierung einer Plasmapeptidfraktion tiber reversed phase-

Chromatographie

Die Peptide wurden dann in 500 ul 0,1 % (v/v) TFA in Wasser gelost und Uber eine
silicabasierte  monolithische = RP-HPLC-Saule (RP18e, 100 mm x 4 mm,
Chromolith®performance, Merck KgaA) getrennt. Wahrend der Trennung wurde
mithilfe eines UV-Detektors die Absorption bei 220 nm sowie 280 nm verfolgt.

Die Probe wurde durch einen Autosampler injiziert. Die Probenzufuhrung und die
Saulenbeladung erfolgten bei einem Fluss von 500 pl/min des Lésungsmittels A (0.1%
TFA (v/v) in HPLC-Wasser) durch einer Kapillarpumpe (Agilent Technologies,
Waldbronn). Die Elution der gebundenen Peptide vom RP-Sorbens erfolgte durch
einen Losungsmittelgradienten aus 0,1 % TFA (L6sungsmittel A) und 100 % ACN

(Lésungsmittel B), dessen Parameter in Tabelle 7 dargestellt sind.
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Tabelle 7. Gradient zur Elution der Peptide von

der RP-HPLC
Zeit
0,1% TFA[%] ACN [%] 60
[min]
0 97
5 97 S
5
10 79 21 S
50 75 25 201
51 40 60
53 40 60 L
0 . . .
0 20 40 60
54 97 3 Zeit [min]
60 97

Abbildung 6. ACN-Gradient zur Elution von
Angiotensin Peptiden

Die eluierten Fraktionen wurden mit einem Fraktionssammler (AKTA prime, GE
Healthcare, Germany) gesammelt. Unter gleichen chromatographischen Bedingungen
wurden 600 pl einer 10 molaren, &quimolaren Mischung der synthetischen
Angiotensin-Peptide A1-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 aufgetrennt. Alle
Fraktionen beider Chromatographien wurden anschlieBend mit MALDI-TOF-MS

analysiert.

Die Retentionszeiten der synthetischen Angiotensin-Peptide wurden mithilfe einer
MALDI-TOF-Analyse bestimmt. Die nach chromatographischer Trennung erhaltenen
Fraktionen der Plasmapeptidfraktionen, welche sich mit den Retentionszeiten der
synthetischen Angiotensine deckten, wurden gepoolt, bis zur Trockne eingedampft
und anschlieBend fir den Fluoreszenz-Immunoassay (siehe Abschnitt 2.10)

verwendet.
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2.10 Nachweis von Angiotensin-Peptiden in humanem Plasma
2.10.1 Bestimmung der Konzentration von Angiotensin-Peptiden in

humanem Plasma durch einen Fluoreszenz-lmmunoassay

Fur die Bestimmung der Konzentration der Angiotensin-Peptide A1-10, A4-10, A5-10
und A6-10 wurde ein Fluoreszenz-Immunoassay von Phoenix Pharmaceuticals
verwendet. Die Durchfihrung des Assays erfolgte nach dem Arbeitsprotokoll des
Herstellers. Zur Herstellung der Standardkurven der synthetischen Peptide A1-10, A4-
10, A5-10, A6-10 wurden folgende Konzentrationen verwendet (pg/ml): 1, 10, 100,
1000, 10000.

2.10.2 Bestimmung der Fluoreszenzintensitat

Die Bestimmung der relativen Fluoreszenzintensitat erfolgte mit einem
Plattenlesegerat (Infinite m200) der Firma Tecan, mit einer Anregungswellenlange
von 325 nm und einer Emissionswellenlange von 420 nm bei einer Bandweite von
9 nm bzw. 20 nm. Jede Probe wurde dreifach gemessen und die Integrationszeit
betrug 20 ps. Die Daten wurden mit der Tecan i-Control Software (Version 1.5.14.0)
prozessiert und mit Graph Pad Prism Software (Version 4.00) graphisch und

statistisch ausgewertet.

2.11 Versuche zur physiologischen Wirkung von Angiotensin-
Peptiden
2.11.1 In vitro-Untersuchung der physiologischen Wirkung von
Angiotensin-Peptiden auf murine Blutgefae mittels Druck-

Myographie

Die folgend beschriebenen Experimente wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
Martin Tepel (Universitatsklinikum Odense, Institut fir Nephrologie, Danemark)
durchgefuhrt.

39



Material und Methoden

Die physiologischen Effekte der Angiotensin-Peptide wurden mithilfe der Druck-
Myographie untersucht. Mithilfe dieser Methode kann der Querschnitt des
untersuchten Gefalles wahrend des Versuches durch ein Mikroskop betrachtet und
durch eine Kamera verfolgt und aufgezeichnet werden. Anhand der Videoaufnahmen
kann anschlieBend bestimmt werden, inwiefern sich der Innen- oder
Aufiendurchmesser des Gefalles verandert.

Bei den hier untersuchten Gefallen handelte es sich um frisch praparierte
Halsschlagaderschnitte von Wildtyp-Mausen. Das Experiment wurde mit einem
Druck-Myographen der Firma Danish Myo Technology (Modell 110P, durchgeflhrt,
Aarhus, Danemark). Die Schnitte wurden wahrend des Experiments in einem Bad mit
einer 37°C warmen Perfusionslosung perfundiert (145 mM NaCl, 1,2 mM NaH2PO4,
4,7 mM KCI, 1.2 mM Mg SO4, 2 mM CaCl2, 5 mM Glukose, 2 mM Pyruvat, 3 mM 3-
(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS), pH 7,4). Die Halsschlagadern wurden zu
80mmHg vorkontrahiert und kontinuierlich mit einer Flussrate von 0,2 ml/min

perfundiert.

Die Angiotensin-Peptide A1-8, A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 wurden im
Perfusionspuffer gelost und jeweils gewunschte Volumina von 1 mM Stockldésungen
zur Perfusionslosung hinzugegeben, um die gewlnschte Endkonzentration der
Angiotensin-Peptide zu erhalten (200 nM fur A1-8, 1 uM fur alle weiteren Angiotensin-
Peptide). Nach einer Equilibrierungszeit von 30 min wurde der Perfusionspuffer gegen
den entsprechenden Angiotensin-Peptid-haltigen Perfusionspuffer getauscht.

Die Kontrollexperimente wurden in Abwesenheit der Angiotensin-Peptide
durchgefuhrt. Am Ende des Experimentes wurde die maximale Vasokonstriktion durch
Austausch der Perfusionslosung gegen eine Perfusionslésung, welche 60 mM Kalium
enthielt, bestimmt. Die Bestimmung der maximalen Vasodilatation erfolgte im
Anschluss durch Austausch der Perfusionslosung gegen eine Perfusionslosung
welche 10 uM Natrium-Nitroprussid (NNP) enthielt.

Die Daten wurden dargestellt als prozentuale Anteile der maximalen Vasodilatation
durch  NNP bzw. maximaler Vasokonstriktion zu 200nM A1-8. Die

Kontrollexperimente wurden 10fach, alle weiteren Experimente 4fach wiederholt.
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2.11.2 In vivo-Untersuchung der physiologischen Wirkung von

Angiotensin-Peptiden in Mausen

Die physiologische Wirkung der Angiotensin-Peptide auf den Blutdruck sollte
weiterhin in vivo in Mausen untersucht werden. Dies wurde in Zusammenarbeit mit Dr.
Florian Weinberger und Frau Birgit Geertz mithilfe einer Doppler-Sonographie am

Aortenbogen der Maus durchgefinhrt.

Die Doppler-Sonographie ist ein bildgebendes Verfahren, welches auf dem
sogenannten Dopplereffekt beruht. Dieser beschreibt eine Frequenzverschiebung von
Wellen, welche bei relativen Bewegungen zwischen einer Schallquelle und einem
Reflektor auftritt. Bei der Doppler-Sonographie dient ein Schallkopf als Schallquelle,
welcher Uber piezoelektrische Kristalle Schwingungen im Frequenzbereich von
Ultraschallwellen (20 kHz-1Ghz) aussendet. Da Luft die Ausbreitung von Schallwellen
stark dampft, funktioniert die Ubertragung der Schallwellen am besten, wenn
umliegendes Gewebe ohne Luftzwischenraume vorhanden ist. Um den Kontrakt
zwischen Schallkopf und Gewebe zu verbessern, wird daher mit Ultraschallgel
gearbeitet.

Treffen die vom Schallkopf ausgesendeten Schwingungen auf umliegendes Gewebe,
kommt es dort zur Ausbreitung von Ultraschallwellen. Dabei ist zu beachten, dass
nicht der gesamte Anteil der vom Schallkopf erzeugten Ultraschallwellen wieder vom
Gewebe reflektiert wird, da die diese anteilig sowohl absorbiert und gestreut als auch
transmittiert werden. Diese Effekte stellen sich in verschiedenen Geweben
unterschiedlich dar und werden von der Impedanz der betrachteten Gewebeart
beeinflusst, welche sowohl von der Gewebsdichte als auch von der
Schallgeschwindigkeit abhangt.

Die Fahigkeit Ultraschallwellen zu reflektieren wird als Echogenitat bezeichnet. Der
Anteil der reflektierten Ultraschallwellen (,Echo“) werden von den im Schallkopf
enthaltenen piezoelektrischen Kristallen detektiert, wobei das piezoelektrische Prinzip

dabei invers genutzt wird.

Das Prinzip des Dopplereffektes kann zur Bestimmung der Blutflussgeschwindigkeit
verwendet werden.'® % Dabei treffen die vom Schallkopf generierten
Ultraschallwellen auf die im Blut vorhandenen Erythrozyten, welche eine gute

Echogenitat besitzen. Flie3t das Blut dem Schallkopf entgegen wird die
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Wellenfrequenz der reflektieren Ultraschallwellen hoher, als die der gesendeten
Wellen. Entfernen sich die im Blut enthaltenen Erythrozyten vom Schallkopf, so

verlangsamt sich entsprechend die reflektierte Wellenfrequenz.

Truncus
brachiocephalicus

Abbildung 7. Farb-Doppler-Sonographie des Maus-Aortenbogens. Rot: Blutfluss entgegen dem
Schallkopf (links: Aorta ascendens; rechts abgehend: Truncus brachiocephalicus). Blau: Blutfluss vom

Schallkopf weg (Aorta descendens).

Bei der Farb-Doppler-Sonographie kann die Fliefrichtung des Blutes der
untersuchten Blutgefalle anhand einer Farbcodierung dargestellt werden. Das
Ergebnis einer solchen Farb-Doppler-Sonographie des Aortenbogens der Maus,
welcher in diesem Experiment betrachtet wurde, ist in Abbildung 7 dargestellt. Der
Schallkopf wurde dabei so positioniert, dass der Blutfluss der ansteigenden Aorta
(Aorta ascendens) dem Schallkopf entgegenlauft. In diesem Fall wird der Blutfluss rot
dargestellt. In der Darstellung ist neben der Aorta ascendens noch der erste
Aortenabgang (Truncus brachiocephalicus) zu sehen.

Flie3t das Blut vom Schallkopf weg, wird dies durch blaue Farbung angezeigt. Somit
kann eindeutig zwischen der rot gefarbten ansteigenden Aorta (Aorta ascendens) und

der blau gefarbten absteigenden Aorta (Aorta descendens) unterschieden werden.
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Um zu Untersuchen, inwiefern die Applikation von A3-10 zu einer Modulation des
Blutdruckes fuhrt, wurde die Pulswellengeschwindigkeit (PWG) ermittelt. Als Pulswelle
(PW) bezeichnet man im Allgemeinen die durch die Kontraktion des Herzens
entstehende Druckwelle'®. Die PWG ist demnach die Geschwindigkeit, mit der eine
Druckwelle Arterien, z. B. die Aorta, durchlauft. Diese kann zur indirekten Bestimmung
der  arteriellen Steifigkeit ~ genutzt  werden. Zur Bestimmung der
Pulswellengeschwindigkeit wird die Eintreffzeit der Pulswelle an zwei
unterschiedlichen Orten einer definierten und durchgehenden Gefalstrecke bestimmt.
Als Gefalistrecke wurde in diesem Experiment der Aortenbogen gewahlt, da er
aufgrund seines groRen Gefalldurchmessers gut Uber Doppler-Sonographie

identifiziert werden kann.

Die PWG ist durch den Gefaldtonus bzw. der Steifigkeit der Arterienwand sowie durch
den GefalRdurchmesser beeinflussbar. Kommt es z. B. zu einer Vasokonstriktion so
versteift sich die Arterienwand, woraus im Vergleich zum basalen Gefal3tonus ein
erhohter Gefaldtonus resultiert. Dies hat zur Folge, dass sich die PW schneller durch
die Arterie fortpflanzt, da der Druck schlechter von der GefalBwand kompensiert wird
und daher nur in Blutflussrichtung ausweichen kann. Mit Erhdhung des systolischen
Blutdrucks geht demnach eine Erhohung der PWG einher. Im Falle einer
Vasodilatation erhoht sich die Elastizitat der GefalRe (niedriger Gefalltonus) und die

PW setzt sich entsprechend langsamer fort.

Besitzt A3-10 einen Blutdruckmodulierenden Effekt, sollte sich dies in einer Anderung
der PWG im Vergleich zur basalen PWG auf3ern.

Bei der Doppler-Sonographie wird jedoch nicht der Druck-, sondern der
Stromungspuls des Blutes gemessen. Der Stromungspuls gibt den zeitlichen Verlauf
der Blutstromungsgeschwindigkeit wieder.'”®” Da der Strémungspuls aus einem
Druckgefalle resultiert, pflanzt er sich mit der Geschwindigkeit der Druckwelle fort.
Deshalb kann die Pulswellengeschwindigkeit auch Uber den Stromungspuls unter
Zuhilfenahme der Doppler-Sonographie bestimmt werden."®

Zur Durchfuhrung der Sonographie wurde die Maus mit Isofluran narkotisiert (1,5%
Isofluran, 98,5% Sauerstoff) und in Rickenlage mit Klebeband an den Extremitaten
auf einer Warmeplatte (37°C) fixiert. Uber in der Warmeplatte integrierte
Elektrodenplattchen  wurde  kontinuierlich  ein  Elektrokardiogramm  (EKG)

aufgenommen. Die Sedierung des Tieres erfolgte Uber den gesamten Zeitraum des
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Experimentes Uber eine Atemmaske. Mithilfe einer Enthaarungscreme wurde dann im
Bereich des Herzens das Haarkleid entfernt.

Anschlieend wurde ein Schwanzvenenkatheter gelegt. Der Katheter bestand dabei
aus einer abgetrennten 21G-Spritzenkanule, welche in einem Katheterschlauch
platziert war. Vor den Injektionen der Angiotensin-Losungen wurde das EKG- als auch
das Doppler-Signal zum Ruhezeitpunkt der Maus aufgenommen. Fur die Sonographie
wurde etwas Ultraschallgel im Herzbereich aufgetragen. Die Messung erfolgte Uber
einen MS 400 Schallkopf, dessen technische Parameter in Tabelle 8 aufgefihrt sind.

Die technischen Parameter des Doppler-Sonographen sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 8. Technische Parameter des MS 400 Schallkopfes fiir die Doppler-Sonographie.

Technische Parameter

Einstellungen

Frequenz

Bandweite

Geometrischer Fokus
Bildbreite (max)

Bildtiefe (max)
Bildwechselfrequenz (Einzelzone)
SOV (Width)

Axiale Bildauflésung

Laterale Bildauflésung
Basiskontrast

Nichtlinearer Kontrast
Maximaler Lenkung (Doppler)

Aufstandsflache

30 Mhz

18-38 Mhz

9 mm

15,4 mm

20 mm

449 (5,36 mm)

50 ym
110 ym
Ja

Nein
15°

20mm x5 mm
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Tabelle 9. Einstellungen der technischen Parameter zur Doppler Sonographie. Messungen erfolgten im
gepulsten Wellen-Modus (Pulswelle, PW). Einstellungen sind exemplarisch flir das obere Gate (Anfangspunkt

der Gefallstrecke) dargestellt.

Einstellungen
Technische Parameter
(oberes Gate)

Transmission:

Frequenz 24 MHz
Power 100 %
PRF 50 kHz
Akquisitionseinstellungen:
Doppler-Verstarkung 30 dB
Strahlwinkel 0°
Wandfilter 1250 Hz
Simultanitat Aus

Displayeinstellung:

Dynamischer Bereich 35 db
Doppler-Schlagvolumen (SV):

Tiefe 6,61 mm
GroRe 0,27 mm
Winkel 10°

Um die Auswirkung des Injektionsvolumens auf die PWG zu bestimmen, wurden
100 ul einer sterilen 0,9 % Natriumchloridldsung Uber den Schwanzvenenkatheter
injiziert. Alle zu untersuchenden Substanzen lagen in dieser Losung vor. Im
Anschluss erfolgten die Injektionen von jeweils 100 pl A3-10 in aufsteigenden
Konzentrationen (107 M, 10° M, 10°M, 10* M, 10° M), gefolgt von einer Injektion
von 100 pl einer 10™* molaren A3-8-Lésung.

Nach jeder Injektion fand eine 5minltige Injektionspause statt. Um die
Funktionsfahigkeit des Versuchsaufbaus zu Uberprufen, wurde als Kontrolle nach
Injektion aller zu untersuchenden Substanzen 100 pl einer 10°M A1-8-Lésung
injiziert.

Die Aufnahme der Signale des Doppler-Sonographen sowie des EKGs erfolgte
30 Sekunden nach jeder durchgefuhrten Injektion. Pro Zeitpunkt wurde das

Dopplersignal jeweils an 2 unterschiedlichen Orten in der Aorta aufgenommen.
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Anfangspunkt der
GefaBstrecke
(Oberes Gate)

Dopplersignal
(Stromungspuls) : ;
—_ - 13

Blaue Linie: Zeitintervall'_i%-Zacke bis Vmax (n=3)

2
L +—+ I

s /ww Ajojaa

R-Zacke

Abbildung 8. Doppler-Sonographie des Maus-Aortenbogens: Darstellung des Aortenbogens mit
markiertem Streckenanfangspunkt der Messung (Oben, Brightness (B)-Modus). Blutflussgeschwindigkeit in
mm/s (Mitte, Doppler-Signal im Pulswellen (PW)-Dopplermodus). Elektrokardiogramm (EKG, unten). Die
blaue Linie markiert die Zeitspanne der groRten Herzmuskelerregung (R-Zacke) bis zur maximalen

Blutflussgeschwindigkeit (Vmax, Mitte des Dopplersignals) (n=3).

Dabei wurden die Daten der Sonographie unter Verwendung unterschiedlicher
Messmodi erhoben. Die Messung des Stromungspulses fand im pulsed wave (PW)-
Dopplermodus statt. Hierbei wird der zeitliche Verlauf der
Blutstromungsgeschwindigkeit nur an einem bestimmten Ort, welcher als Gate
bezeichnet wird, aufgezeichnet. Als Gate wurde ein Punkt an der Aorta ascendens
(oberes Gate) sowie an der Aorta descendens (unters Gate) definiert (siehe

Abbildung 8 und Abbildung 9). Um die Lage der Gates im Aortenbogen bestimmen zu
kénnen, wurde im Helligkeits-modulations-(brightness modulation, B)-Modus
gemessen, welcher die zuruckreflektierten Ultraschallwellen in helligkeitsabgestuften
Bildpunkten darstellt, wobei die Helligkeit mit der Amplitude der Ultraschallwellen

korreliert.
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Endpunkt der
Gefalstrecke
(Unteres Gate)

Dopplersignal
Stromungspuls

Blaue Linie: Zeitintervall R-Zacke bis Vmax 1r31=3)

o
o
o
s/ww Ayipojapn

R-Zacke

Abbildung 9. Doppler-Sonographie des Maus-Aortenbogens: Darstellung des Aortenbogens mit
markiertem Streckenendpunkt der Messung (Oben, B-Modus). Strdmungspulsgeschwindigkeit in mm/s (Mitte,
Doppler-Signal im Pulswellen (PW)-Dopplermodus). Elektrokardiogramm (EKG, unten). Die blaue Linie
markiert die Zeitspanne der groBten Herzmuskelerregung (R-Zacke) bis zur maximalen

Blutflussgeschwindigkeit (Vmax, Mitte des Dopplersignals) (n=3).

Die Bestimmung der PWG erfolgte dann anhand der gewonnenen Daten. Die
Auswertung der Bilddaten erfolgte mit der Vevo2100 Software (Version 1.0.0).
Zunachst wurde eine definierte Strecke (s) des Aortenbogens bestimmt (siehe
Abbildung 10). Der Anfangs- und Endpunkt dieser Strecke war dabei die Position der
fur den PW-Dopplermodus bestimmten Gates.

Anschliel3end wurde sowohl fur am Anfangs- als auch am Endpunkt der Strecke das
Zeitintervall zwischen dem Zeitpunkt der héchsten Erregung der Herzmuskelzellen (R-

Zacke) und der maximalen Blutflussgeschwindigkeit (Vmax) bestimmt (n=3).

Um die eigentliche Pulswellentransitzeit (t) zu berechnen, die die PW bendtigt, um die

Strecke (s) zurlckzulegen, wurde die Differenz der Zeitintervalle die das Maximum
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der Stromungspulswelle jeweils von der R-Zacke bis zum Streckenendpunkt bzw. bis
zum Streckenanfang bendtigt, gebildet.

Die PWG (v) wurde dann aus dem Quotienten der Strecke (s) und der

Pulswellentransitzeit (t) berechnet.

Abbildung 10. Darstellung des Maus-Aortenbogens liber Doppler-Sonographie (B-Modus). Die blaue

Linie kennzeichnet die Strecke (s), welche zur Bestimmung der Blutflussgeschwindigkeit herangezogen wird.
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2.12 Material
2.12.1 Gerate

Gerat

Hersteller

1100 LC/MSD trap XCT Ultra

6430 Triple-Quadrupol-Massenspektrometer

Analysenwaage ALS 120-4

Chip Cube-System

nanoHPLC-Anlage 1100 Series bzw.

1200 Series

MALDI Elektronikeinheit und Pumpen
Balzers TPG300
MALDI-TOF-Massenspektrometer Reflex 1V
Vakuumpumpen TPG300

Hamilton-Spritze 250 pl

InLab®422 Combination Semi-mirco
pH-Elektrode
pH-Meter pHM 210

Kuhl-Zentrifuge 4-16 K
Vakuumzentrifuge RCF10 mit Kuhlfalle

Lyophilisator alpha 1-2
UV-Photometer infinite m200
Ultraschallgerat Vevo 2100
Druck Myograph Modell 110P
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Bruker Daltonics (Bremen,
Deutschland) / Agilent (Santa
Clara, USA)

Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

Kern & Sohn GmbH (Balingen-
Frommern, Deutschland)
Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

Pfeiffer Vacuum GmbH (Assalar,
Deutschland)

Bruker Daltonics (Billerica, USA)
Balzers AG (Balzers,
Lichtenstein)

GE Healthcare (Fairfield,
Deutschland)

METTLER TOLEDO (Columbus,
USA)

MeterLab (Villeurbanne Cedex,
Frankreich)

Christ (Osterode, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Christ (Osterode, Deutschland)
Tecan (Mannedorf, Schweiz)
Visualsonics (Toronto, Kanada)
Danish Myo Technology (Aarhus,

Denmark)
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2.12.2 Chemikalien

Chemikalie

Firma

2,5-Dihydroxybenzoesaure
Acetonitril

Ameisensaure

CNBr-activated Sepharose Beads TM 6MB

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Glycin
Natriumchlorid
Natriumchloridldsung steril 0,9 %

Natriumcitratidsung 3.13 %
Natriumhydrogenkarbonat
Proteaseinhibitorcocktail
Salzsaure konz.

Trifluoressigsaure

Wasser HPLC grade Lichrosolv
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Bruker Daltonics (Billerica, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Fluka/Sigma (Steinheim,
Deutschland)

GE Healthcare (Minchen,
Deutschland)

Bio-Rad (Hercules, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Braun (Melsungen, Deutschland)
Eifelfango (Bad Neuenahr-
Ahrweiler, Deutschland)
Applichem (Darmstadt,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Fluka/Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
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2.12.3 Verbrauchsmaterialien

Material Firma
Reaktionsgefalie safe lock 1,5 ml, 2 ml Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Gefalte 15 ml und 50 ml
Insulinspritzen 1 mi

Oasis HLB pElution plate 30 yM
Oasis HLB Kartuschen 6 g
Perfusionsspritzen 50 ml
Pipettenspitzen 10 pl, 100 ul, 1000 pl
Reaktionsgefalie 0,5 ml

Katheterschlauch Fine Bore Polythene Tubing
0.28mm ID, 0.61 mm OD
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Greiner Bio One (Kremsmunster,
Osterreich)

B.Braun (Melsungen,
Deutschland)

Waters (Eschborn, Deutschland)
Waters (Eschborn, Deutschland)
B.Braun (Melsungen,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Sarstedt (Hamburg,Deutschland)
Smiths Medical

International (Kent,

GroRbritannien)
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2.12.4 Biomaterialien

Material

Firma

Aminopeptidase N
4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid
(AEBSF)
Angiotensin-Peptide:
A1-10 DRVYIHPFHL
A1-9 DRVYIHPFH
A1-8 DRVYIHPF
A1-7 DRVYIHP
A2-10 RVYIHPFHL
A3-10 VYIHPFHL
A4-10 YIHPFHL
A5-10 IHPFHL
A6-10 HPFHL

A3-8 IHPFH

Antipain
Aprotinin
Bestatin
Captopril
Chymostatin

Fluoreszenzbasiertes Al-Immuno-Assay-Kit

Humanes Plasma
Mause (C57BL/6)

Murines Blutplasma
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R&D-Systems (Minneapolis,USA)
Applichem (Darmstadt, Germany)

Projektgruppe Peptidsynthese
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Peter-Michael Klotzel, Leitung Dr.
Petra Henklein (Charité Berlin,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Applichem (Darmstadt, Germany)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Phoenix Pharmaceuticals
(Burlingame, USA)

Freiwillige Probanden

Dr. Florian Weinberger (UKE,
Institut fir experimentelle
Pharmakologie und Toxikologie)
Prof Dr. Horst Pagel (Universitat
zu Lubeck, Institut fur

Physiologie)
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2.12.5 Software

Software

Hersteller

Chemestation
GraphPad Prism 4

HPLC: ChemStation (Rev. B.01.03)

Mass Hunter Workstation Version

Microsoft Office Professional Edition 2003
Peptide Digester Software

QQQ und nanoHPLC: MassHunter Aquisition
(Version B.02.01) und Qualitative Analysis
(Version B.02.00)

Reflex IV: flexControl und flexAnalysis

Sonographie: Vevo2100
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Agilent Technologies

GraphPad Software Inc. (La Jolla,
USA)

Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

Microsoft (USA)

AG Prof. Dr. Knut Reinert (Freie
Universitat Berlin)

Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

Bruker Daltonics (Bremen,
Deutschland)

Visualsonics (Toronto, Kanada)
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Angiotensin 1-10-metabolisierenden
Aktivitaten in humanem Plasma

3.1.1 Massenspektrometrischer Nachweis der Angiotensin 1-10-

metabolisierenden Aktivitaten in humanem Plasma

Die Angiotensin 1-10 (A1-10)-metabolisierende Aktivitat in humanem Plasma wurde
mithilfe eines Massenspektrometrie-basierten Enzymassays (MES-Assay)'®
untersucht.  Hierfir ~wurden humane Plasmaproteine an CNBr-aktivierte
Sepharosebeads immobilisiert und anschlieRend mit A1-10 (Aminosauresequenz:
DRVYIHPFHL) inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden zu definierten Zeitpunkten
Aliquots aus der Reaktionslosung entnommen. Die Analyse der Reaktionsprodukte
erfolgte  mit einem Matrix-unterstitzen Laser-Desorptions/lonisations-Flugzeit-
Massenspektrometer (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometer; MALDI-TOF-MS). Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 11 zu

sehen.

Um zu Uberprifen, ob die zur Immobilisierung verwendeten Chromatographiepartikel
oder Bestandteile des Substratpuffers zu einer Spaltung des Peptidsubstrates A1-10
fuhren, wurde A1-10 mit Glycin-derivatisierten Chromatographiepartikeln ohne
Proteine inkubiert (Kontrolle). In dieser Kontrolle wurden nach 24stindiger Inkubation
lediglich 4 Peaks detektiert, welche anhand ihrer m/z-Werte keinem Angiotensin-
Metaboliten zugeordnet werden konnten. Da diese Peaks nicht auf die proteolytische
A1-10-prozessierende Aktivitat der Plasmaproteine zurickzufihren sind, wurden
diese nicht in die Auswertung der Spektren der Inkubation von Plasmaproteinen mit

A1-10 einbezogen.
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Abbildung 11. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10° M A1-10 mit humanen
Plasmaproteinen. Aliquots der Reaktionsldsungen wurden nach Oh, 7h und 24h analysiert. MALDI-Signale,
die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil markiert. Kontrolle: Glycin-

derivatisierte Sepharosebeads ohne Protein.

In Reaktionslésungen der Inkubation von A1-10 mit immobilisierten humanen
Plasmaproteinen wurden mehrere Peaks nach 7stundiger Inkubation detektiert, deren
Signalintensitat sich mit fortschreitender Inkubationszeit weiter erhohte. Durch
Vergleich der gemessenen m/z-Werte der Peaks mit den theoretischen m/z-Werten
moglicher Angiotensin-Reaktionsprodukte wurden mehrere Angiotensin-Peptide
identifiziert, die in Tabelle 10 aufgelistet sind.

Da die m/z-Werte von A1-9 sowie A2-10 nah beieinander liegen, Uberlappen sich die
MALDI-Signale beider Peptide im MALDI-Spektrum (vgl. Abbildung 41). Die Prasenz
von A2-10 wurde daher erst kurz vor Beendigung des experimentellen Teils dieser
Arbeit entdeckt. Aus diesem Grund sind in einigen der nachfolgend gezeigten

Ergebnisse keine Daten zu A2-10 vorhanden.
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Tabelle 10. Proteolyseprodukte der Inkubation von A1-10 mit immobilisierten humanen
Plasmaproteinen. Gezeigt sind die m/z-Werte der einfach protonierten Peptidionen der MALDI-
Massenspekiren aus Abbildung 11 mit den zugeordneten Peptidsequenzen und ihren theoretischen m/z-
Werten.

Angiotensin-Peptid Aminosduresequenz Gemessener Theoretischer
m/z-Wert [M+H]® m/z Wert
[M+H]*

A1-10 DRVYIHPFHL 1297,2 1296,7
A1-9 DRVYIHPFH 1183,5 1183,6
A1-8 DRVYIHPF 1046,9 1046,5
A1-7 DRVYIHP 899,9 899,5
A2-10 RVYIHPFHL 1181,6 1181,7
A3-10 VYIHPFHL 1025,5 1025,1
A4-10 YIHPFHL 926,4 925,8
A5-10 IHPFHL 763,4 763,3
A6-10 HPFHL 650,3 650,1

Abbildung 12 und Abbildung 13 zeigen MALDI-Spektren der bei der Inkubation von
Maus- bzw. Ratten-Plasmaproteinen mit A1-10 entstandenen Reaktionsprodukte. In
beiden Kontrollansatzen traten nach 6stundiger Inkubation der Glycin-derivatisierten
Chromatographiepartikel mit A1-10 neben dem Substratpeak keine zusatzlichen
Signale auf.

Nach 3stundiger Inkubation von A1-10 mit Plasmaproteinen der Maus wurden die
Signale der Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10, A1-9, A1-8 sowie A1-7
gemessen. Zu einem Inkubationszeitpunkt von acht Stunden waren lediglich noch das

Signal des Peptidsubstrates A1-10 sowie des Reaktionsproduktes A1-8 vorhanden.

Nach Inkubation von Plasmaproteinen der Ratte mit A1-10 wurden nach einer Stunde
mehrere Peaks detektiert, bei denen es sich um A2-10, A3-10, A4-10, A5-10, A1-9,
A1-8 und A1-7 handelte. Nach 8stundiger Inkubation waren ausschlie3lich Signale
von A5-10, A1-8 und A1-7 vorhanden, wobei die Signalintensitat der beiden

Letztgenannten hier im Vergleich zu Spektren fruherer Inkubationszeitpunkte zunahm.

Bis auf A6-10, dessen Signal in den Spektren der Inkubation muriner Plasmaproteine

mit A1-10 nicht detektiert werden konnte, lieRen sich alle Reaktionsprodukte den
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bereits in Tabelle 10 aufgelisteten Angiotensin-Peptiden zuordnen. Dies zeigt, dass
die proteolytischen Aktivitaten in murinem Plasma zwar Ahnlichkeiten mit denen von
humanem Plasma aufweisen, jedoch keine vollstandige Kongruenz zwischen den

Spezies besteht.
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Abbildung 12. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10°M A1-10 mit
immobilisierten Maus-Plasmaproteinen. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach Oh, 3h, 4h, und 8h
analysiert. MALDI-Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, wurden mit einem Pfeil

markiert. Kontrolle: Glycin-derivatisierte Sepharosebeads ohne Protein.
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Abbildung 13. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10°M A1-10 mit
immobilisierten Plasmaproteinen der Ratte. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach Oh, 1h, 3h und
8h analysiert. MALDI-Signale, welche Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil

markiert. Kontrolle: Glycin-derivatisierte Sepharosebeads ohne Protein.

In der Literatur wurde beschrieben, dass A1-8 als Substrat flr die proteolytische
Bildung der Angiotensin-Peptide A1-7'%, A2-8'® und A3-8'""' dienen kann. Die
Angiotensin-Peptide A2-8 und A3-8 wurden bereits endogen im Plasma
nachgewiesen. Daher kann vermutet werden, dass diese Peptide auch aus A1-8 in
Gegenwart von Plasmaproteinen entstehen. Es wurden jedoch nach Inkubation von
A1-10 mit humanen oder murinen Plasmaproteinen keine MALDI-Signale fur A2-8 und
A3-8 detektiert (vgl. Abschnitt 3.1.1)

In diesen Inkubationsexperimenten wurde A1-10 in einer Konzentration von 10° M mit
humanen Plasmaproteinen inkubiert. Da wahrend der Inkubation eine Vielzahl von
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Angiotensin-Peptiden generiert wird (siehe Tabelle 10), ist die entstehende
Konzentration an A1-8, dem Vorlauferpeptid der Angiotensin-Peptide A2-8 und A3-8,
moglicherweise nicht hoch genug, um A2-8 und A3-8 in detektierbaren Mengen zu
generieren, die noch Uber der Nachweisgrenze des MALDI-MS liegen.

Aufgrund dessen wurde die Angiotensin1-8-metabolisierenden Aktivitat in humanem
Plasma mit dem MES-Assay bestimmt. Dafur wurden immobilisierte Plasmaproteine
mit 10°M A1-8 inkubiert und die zu definierten Zeitpunkten abgenommenen
Reaktionslosungen mit MALDI-MS analysiert. Die MALDI-Spektren nach der Analyse
sind in Abbildung 14 dargestellt.

Mit zunehmender Inkubationszeit konnte die Bildung von A1-7 beobachtet werden. Es
traten mehrere Peaks im Massenbereich von 400-600 Da auf, welche sowohl bereits
direkt nach dem Start der Inkubation, als auch im Kontrollansatz zu beobachten
waren. Diese Peaks konnten keinen Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden.
Vermutlich handelt es sich dabei um Peaks von Photoreaktionsprodukten der MALDI-
Matrix DHB.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Signale der A1-8-derivate A2-8 und A3-8 selbst in
Anwesenheit hoher Konzentrationen von A1-8 nicht in den MALDI-Spektren detektiert
werden konnen. Daher kann die Aussage getroffen werden, dass diese Peptide nicht
durch humane Plasmaproteasen aus A1-8 generiert werden. A1-7 stellt das einzige
Reaktionsprodukt dar, welches in Gegenwart immobilisierter Plasmaproteine aus dem
Substrat A1-8 entsteht.
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Abbildung 14. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10°M A1-8 mit

immobilisierten humanen Plasmaproteinen. Aliquots der Reaktionslésung wurden nach Oh, 3h und 8h

analysiert. MALDI-Signale, welche Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit Pfeilen

markiert. Kontrolle: Glycin-derivatisierte Sepharosebeads ohne Protein.
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3.1.2 Untersuchung des Desorptions- und lonisationsverhaltens von
Angiotensin-Peptiden mittels MALDI-MS

Um die Nachweisgrenze der Angiotensin-Peptide zu bestimmen sowie um zu prufen,
ob die in Abschnitt 3.1 gemessenen Angiotensin-Peptide die Signale der A1-8-
Metabolite supprimieren, wurde eine Verdunnungsreihe eines &aquimolaren
Gemisches aus den Angiotensin Peptiden A3-10, A4-10, A5-10, A6-10, A2-8, A3-8,
A4-8, A5-8 und A6-8 auf einen MALDI-Probenteller aufgetragen, mit der MALDI-
Matrix DHB vermischt und nach Trocknung der Proben mit MALDI-MS analysiert. Die
Ergebnisse dieser MALDI-Messung sind in Abbildung 15 dargestellt.

Lagen die Angiotensin-Peptide in 10°M oder 10° M Konzentration vor, konnten alle
im Gemisch enthaltenen Angiotensin-Peptide anhand ihrer m/z-Werte identifiziert
werden. In einer Konzentration von 107 M gelang dies ebenfalls, ausgenommen fir
A6-8, dessen Nachweisgrenze hier erreicht war. Die Signalintensitaten der von A1-8-
abgeleiteten Angiotensin-Peptide waren jedoch insgesamt etwas niedriger als die der
von A1-10 abstammenden Angiotensin-Peptide. Dieser Effekt ist vermutlich durch
den hoéheren Gehalt basischer Aminosauren in den A1-10 abstammenden Peptiden
im Vergleich zu den A1-8-abstammeden Peptiden begrindet. Die Aminosauren
Arginin, Histidin und Lysin besitzen nachweislich eine hohe Basizitat und damit eine
hohe Protonenaffinitat.'"?'** Dies begiinstigt die lonisierbarkeit und hat deshalb hohe
Signalintensitaten der Peptidionen zur Folge. Die Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10,
A5-10, A6-10 enthalten jeweils 2 Histidine sowie ein C-Terminales Lysin, wohingegen
die Angiotensin-Peptide A3-8, A4-8, A5-8 und A6-8 lediglich ein Histidin enthalten.
A2-8 besitzt zusatzlich ein C-terminales Arginin.

Zusammenfassend zeigen die in Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse, dass alle
untersuchen Angiotensin-Peptide selbst in gering konzentrierter Losung ein gutes
Desorptions- und lonisationsverhalten aufweisen. Zudem kann darauf geschlossen
werden, dass das Vorliegen der Angiotensin-Peptide in einer aquimolaren Mischung

nicht zur ibermafligen Supprimierung einzelner Angiotensin-Peptid-Signale fuhrt.
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Abbildung 15. MALDI-Spektren verschiedener Angiotensin-Peptide unterschiedlicher
Konzentrationen. Dargestellt sind die MALDI-Spektren der Verdiinnungsreihe einer aquimolaren Ldsung,
welche A3-10, A4-10, A5-10, A6-10, A2-8, A3-8, A4-8, A5-8 und AB-8 enthalt. Die Signale sind den

entsprechenden Angiotensin-Peptiden zugeordnet und durch Pfeile markiert.

3.1.3 Validierung der Angiotensin1-10-metabolisierenden Aktivitaten in
humanem Plasma mit LC-ESI-IT-MS

Obwohl bei der Inkubation eines einzelnen Substrates wie A1-10 mit einem
komplexen Proteingemisch nur eine absehbare Anzahl an madglichen
Reaktionsprodukten generiert werden kann, ist die ldentifizierung anhand von MS-
Daten problematisch, wenn Reaktionsprodukte gleicher m/z Werte, jedoch mit
unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung generiert werden. Eine eindeutige
Identifizierung der Peptid-Signale anhand ihres Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses ist

in solchen Fallen nicht mdglich.
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Aufgrund dessen wurden die Reaktionslosungen des MALDI-MS basierten MES-
Assay aus Abschnitt 3.1.1 nochmals mithilfe eines Tandem-fahigen
Massenspektrometers untersucht. Far diese Analysen wurde ein
Flassigkeitschromatographie gekoppeltes (Liquid chromatography, LC) Elektrospray-

ionisations-lonenfallen-Massenspektrometer (ESI-IT-MS) verwendet.

Die Bestimmung einer Aminosauresequenz eines Peptids mittels Tandem-MS wird im
Folgenden erlautert. Zunachst wird der zu untersuchende Analyt, in diesem Falle ein
Angiotensin-Peptid, in der ESI-lonenquelle desolvatisiert und ionisiert. Detektiert man
die Gesamtheit der Molekul-lonen, welche die lonenfalle passiert haben, erhalt man
ein MS-Spektrum. Anhand des MS-Spektrums wird im Anschluss ein definiertes
Peptidion (Elternion) selektiert, welches dann im Massenspektrometer isoliert und
nach Zufuhren eines Kollisionsgases durch Kollisions-induzierte Dissoziation (CID)
fragmentiert wird. Dieser Fragmentierungsmechanismus flhrt nachweislich
vorwiegend zur Generierung sogenannter y- und b-Fragmentionenserien.195’ 196
Beiden Fragmentierungsarten gemeinsam ist der Bruch zwischen dem Kohlenstoff-
und dem Stickstoffatom innerhalb des Peptidrickgrats. Dabei tragen alle
Fragmentionen einer y-Fragmentionenserie die Ladung am ursprunglichen C-
Terminus, die einer b-lonenserie am ursprunglichen N-Terminus. Durch Detektion der
Fragmentionen erhalt man ein MS/MS-Spektrum, auch Fragmentspektrum genannt.
Anhand des MS/MS-Spektrums lasst sich die Aminosduresequenz und somit die
Identitat eines Peptids anhand der Massendifferenzen zweier benachbarter Signale

aus den y- bzw. b-lonenserien bestimmen.
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Abbildung 16. Chromatogramm nach Trennung von Angiotensin-Peptiden mittels RP-HPLC. Gezeigt ist
das Base-Peak-Chromatogramm der Reaktionsldsung nach 24stiindiger Inkubation von A1-10 mit humanen
Plasmaproteinen nach Analyse mit LC-ESI-IT-MS. Die Retentionszeiten der jeweiligen Angiotensin-Peptide

sind mit Pfeilen markiert.

Vor der massenspektrometrischen Analyse der Angiotensin-Peptide aus der
Reaktionslésung nach 24stindiger Inkubation humaner Plasmaproteine mit A1-10
erfolgte zunachst die Trennung der in der Reaktionslosung enthaltenen Peptide
entsprechend ihrer Hydrophobizitat Uber eine  Reversed-Phase (RP)-
Chromatographie-Saule, welche mit dem ESI-IT-MS gekoppelt war. Die Peptide
wurden Uber einen Losungsmittelgradienten von der Saule eluiert und anschliel3end in
der ESl-lonenquelle ionisiert und desolvatisiert. Die Selektion und die Fragmentierung

der ionisierten Analyten fanden im lonenfallen-Massenanalysator statt.

Das resultierende Base-Peak-Chromatogramm ist in Abbildung 16 dargestellt: Im
Base-Peak-Chromatogramm werden die Intensitaten der Peaks mit der hdchsten
Signalintensitat zum Zeitpunkt ihrer Detektion dargestellt. Die Retentionszeiten der
jeweiligen in der Reaktionslosung identifizierten Angiotensin-Peptide sind mit Pfeilen
markiert. Aus dem Base-Peak-Chromatogramm wurden anschlieend die MS- und
MS/MS-Daten extrahiert.

In Abbildung 17 sind die MS/MS-Spektren der Angiotensin-Peptide dargestellt und die
y-und b-lonenserien den Signalen im Spektrum zugeordnet. Somit wurde durch die
ESI-IT-MS-Analyse validiert, dass in der Reaktionslosung nach 24stundiger
Inkubation humaner Plasmaproteine mit A1-10 alle in Tabelle 10 angegeben

Angiotensin-Peptide vorliegen.

64



Ergebnisse

DRV Y < ] <« H < P . E &
HE P, LHIYV | : ., RD |
(A =% i 8! 8 515 8!
S s s | n l
.':un.l ll.'.tll.... sl k";.Lh‘. VN CE VY A | L N N " L al
300 500 700 900
DRV Y : 1 : H «PF
. FPHIYV ; : .. RD
e i) MLL . X ng L
DRV Y ) | B H « P
—|(C) 8 2 ";,iﬁi 28
=. _L_;_u._lJLL_Juﬂl LJJLJJ ol n A 1 : “.1 - : i.
S, 400 500 600 700 m/z
= RVWYY . I, H « PF < HL
- LHF . P . | i __HIYVR ;
(72) Eim <3 8! N~
S (D) 9i® 7 s <
9 ¥ ; 5
: AIILIlhAA L 'Illl ll lll. n l N L
— 300 400 500 600 700 800 900 m/z
> VYIHPF . H L
o LH N P R R I : Y R
> g g " r T
- — ' ' ' ' N
+ ((E) j‘i B 2. g2 5>
0 T THIN A L_l_J_LAL“A L-l. : L A l i N Il‘ M l N i
(14 400 500 600 700 800 900 m/z
HPE <Hl
H .. I .
[ToX coi coi
> > e
' i
600 700 800 mM/z
H « L
LHF P, H . I .
(G) 2 vl* o 'S <
| < < |
l h | PO 'L : |
400 500 600 700 miz
HPF < H L
LHF P H

3.y
. Yoy

L

300 400 500 600 m/z
Abbildung 17. LC-ESI-IT-MS/MS-Spektren der Reaktionsprodukte A1-9 (A), A1-8 (B), A1-7 (C), A2-10

(D), A3-10 (E), A4-10 (F), A5-10 (G), A6-10 (H) nach Inkubation von A1-10 mit humanen
Plasmaproteinen. Die Analyse der Reaktionslésung erfolgte nach 24h. Die Fragmentierung erfolgte mit CID.

b
—

Identifizierte b- and y-Fragmentionen wurden mit unterbrochenen Linien, die dazugehérigen

Aminosauresequenzen der Angiotensin-Peptide mit durchgangigen Pfeilen markiert.
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3.1.4 Untersuchung des Einflusses der Immobilisierung humaner
Plasmaproteine auf die Angiotensin-generierenden Aktivitaten in

humanem Plasma

Die oben beschriebenen Experimente zur Untersuchung der Metabolisierung von A1-
10 (vgl. Abschnitt 3.1.1) durch Plasmaproteine wurden mit immobilisierten
Plasmaproteinen durchgeflhrt.

Die Immobilisierung der Proteine an Chromatographiepartikel erlaubt es Substanzen
durch Waschen Zu entfernen, welche mit der nachfolgenden
massenspektrometrischen Analyse interferieren konnten. Ein weiterer Vorteil liegt
darin, die Inkubation in einer Reaktionslésung der Wahl durchfuhren zu kénnen. Die
Immobilisierung der Proteine minimiert zudem deren proteolytischen Abbau durch die
anwesenden Proteasen, welcher im ungunstigsten Fall den Verlust der betrachteten

proteolytischen Aktivitat zur Konsequenz haben kann.

Eine Vielzahl proteolytischer Aktivitdten humaner Plasmaproteasen werden durch
abundante, zirkulierende Proteaseinhibitoren wie z. B. dem Plasmin-, Kallikrein- und
Thrombin-Inhibitor Alpha-2-macroglobulin®™’ reguliert. Lew et al. fanden heraus, dass
die katalytische A1-7-generierende Aktivitat des ACE-2, einer im zirkulierenden RAS
wirkenden Protease, im Plasma durch einen endogenen Inhibitor maskiert ist, welcher

sich chromatographisch abtrennen lieR.1%®

Eine Verdunnung des Plasmas kann mit dem Abdissoziieren von Inhibitoren oder von
Kofaktoren einhergehen, wie beispielsweise flr Cathepsin B gezeigt wurde."® Das
Waschen der immobilisierten Proteine kdnnte also zu einer Abreicherung endogener
Protease-Cofaktoren oder —Inhibitoren fuhren und somit die proteolytischen
Aktivitadten im Plasma auf unerwlnschte Art und Weise modulieren. Daher muss
ausgeschlossen werden, dass der Prozess der Immobilisierung zu einem Verlust der
Proteaseinhibitoren oder zur Abdissoziation von Cofaktoren von den an der
Generierung der Angiotensin-Peptide beteiligten Proteasen fuhrt.

Um zu prufen, ob die A2-10, A3-10-, A4-10-, A5-10-und A6-10-generierende Aktivitat
in humanem Plasma das Ergebnis einer durch die Immobilisierung demaskierten
proteolytischen Aktivitat ist, oder ob eine Dissoziation bzw. Abtrennung von

essenziellen Kofaktoren eine Rolle spielt, wurde humanes unbehandeltes Plasma
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sowie mit HPLC-Wasser um den Faktor 1000 verdunntes Plasma mit A1-10 inkubiert
und die Menge der entstandenen Angiotensin-Peptide in den erhaltenen
Reaktionsldésungen mittels SRM-gekoppelter LC-ESI-QQQ-MS relativ quantifiziert

Das Resultat der SRM-Analysen ist in Abbildung 18 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass alle bei der Inkubation immobilisierter humaner
Plasmaproteine entstandenen Angiotensin-Peptide (vgl. Abbildung 11), auch in
unverdunntem sowie in verdunntem Plasma generiert wurden.

In unverdinntem Plasma wurde A1-10 bereits innerhalb 0,5h in die Angiotensin-
Peptide A1-8, A1-7, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 konvertiert. Die maximale Menge
an A1-9 und A2-10 lag bereits bei Oh vor. Dies ist vermutlich darauf zurlckzufuhren,
dass diese Peptide bereits einige Sekunden nach der Zugabe des Substrates A1-10
von Plasmaproteasen generiert wurde, was auf eine hohe A1-9- und A2-10
generierende Aktivitat im Plasma schlielen lasst. Nach 1stundiger Inkubation waren
die meisten Angiotensin-Peptide, ausgenommen A1-8 und A1-9, nicht mehr

nachweisbar.

Wurde 1:1000 verdiunntes Plasma mit A1-10 inkubiert, stieg die Menge der
Angiotensin-Peptide in Abhangigkeit der Inkubationszeit an, wobei die maximal
gebildete Menge dabei generierten Angiotensin-Peptide,A5-10 und A3-10 nach 8h,
die Menge aller weiteren Angiotensin-Peptide nach 24h gemessen wurde. Eine
Ausnahme bildete hierbei A2-10, dessen maximale Menge nach 0,5h gemessen
wurde. Nach 24h wurde kaum noch A2-10 in der Reaktionslosung detektiert.

Anhand dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass die
Immobilisierung bis auf eine Verlangsamung der Angiotensin-Generierung keine
signifikanten Anderungen der Angiotensin-generierenden Aktivitaten bewirkt. Infolge

dessen wurden alle Inkubationen mit immobilisierten Proteinen durchgefuhrt.
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Abbildung 18. Zeitabhangiger Verlauf der relativen Mengen der nach Inkubation von 10-5 M A1-10 mit

T

0

unbehandeltem und verdiinntem humanem Plasma entstandenen Reaktions-produkte. Abgebildet sind
die Flachen unter den Kurven (AUC) von A1-10, A1-9, A1-8, A1-7, A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 des
SRM-MES. Verdiinnungen: pures Plasma (schwarze Quadrate) 1:1000 (weilRe Dreiecke). Die rechte Y-Achse
bezieht sich auf die AUCs des puren Plasmas, die linke auf die AUCs des verdlinnten Plasmas. Aliquots der
Reaktionslésungen wurden mit SRM-gekoppelter LC-ESI-QQQ-MS nach 0Oh, 0,25h, 0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h
und 24h analysiert.
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3.2 Untersuchungen der Generierung humaner Angiotensin-

Peptide

3.2.1 Untersuchung der zeitabhangigen Generierung der Angiotensin-
Peptide

Zur Untersuchung der zeitabhangigen Generierung der Angiotensin-Peptide wurde
die A1-10-metabolisierende Aktivitat Gber den MES-Assay bestimmt. Wahrend der
Inkubation immobilisierter humaner Plasmaproteine mit A1-10 wurden zu definierten
Zeitpunkten Aliquots aus der Reaktionslosung enthommen und die Reaktionsprodukte
mit einem Flussigkeitschromatographie-gekoppelten Elektrospray-lonisations-Triple-
Quadrupol-Massenspektrometer (LC-ESI-QQQ-MS) analysiert und die
Reaktionsprodukte mithilfe einer Selected-Reaction-Monitoring (SRM)-basierten
Methode relativ quantifiziert. Bei einer SRM-Messung wird ein definiertes Elternion im
Massenspektrometer selektiert, isoliert und anschlielend fragmentiert. Durch die
Messung der Signalintensitat eines definierten Fragmentions wird sowohl eine hohe
Selektivitat als auch eine hohe Sensitivitat gewahrleistet.

Durch die vorgeschaltete RP-Chromatographiesaule werden die in der
Reaktionsloésung enthaltenen Angiotensin-Peptide zunachst ihrer Hydrophobizitat
nach getrennt und durch einen Ldsungsmittelgradienten eluiert. Tragt man die
Intensitat des gemessenen Angiotensin-Fragmentions gegen die Retentionszeit der
Chromatographie auf, erhalt man ein SRM-Chromatogramm. Die relative
Quantifizierung der Angiotensin-Peptide gelingt durch Integration der Peakflache
(area under the curve, AUC) des SRM-Signals. Stellt man die AUCs der jeweiligen
Angiotensin-Peptide in Abhangigkeit ihrer Inkubationszeit dar, erhalt man schlieRlich
indirekt die Information Uber die zum betrachteten Zeitpunkt in der Reaktionslosung

vorliegende Menge des jeweiligen Peptids.
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Abbildung 19. Zeitabhangiger Verlauf der relativen Mengen der nach Inkubation von 10° M A1-10 mit
humanen Plasmaproteinen entstandenen Reaktionsprodukte. Abgebildet sind die Flachen unter den
Kurven (AUC) von A3-10 (weil3e Rauten), A4-10 (weil3e Quadrate), A5-10 (weil3e Dreiecke), A6-10 (schwarze
Kreise) der SRM-Analyse nach Inkubation humaner Plasmaproteine mit 10°M A1-10. Die gemessenen
Maxima der Kurven der Generierung der Angiotensin-Peptide wurden mit unterbrochenen Linien

gekennzeichnet. Die rechte Y-Achse bezieht sich auf die AUCs von A6-10. Aliquots der Reaktionslésungen
wurden mit LC-ESI-QQQ-SRM nach Oh, 3h, 5h, 7h und 24h analysiert.

Abbildung 19 zeigt die Mengen der Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-
10 in Abhangigkeit der Inkubationszeit nach Inkubation von A1-10 mit humanen
Plasmaproteinen. Es fallt auf, dass die Generierung dieser Peptide zeitlich versetzt
stattfand. Die maximal gebildete Menge an A3-10 wurde bereits nach 3h erreicht. Die
Maxima der Generierung von A4-10 lagen dagegen bei 5h, fur A5-10 und A6-10 bei
7h. Nach 24stindiger Inkubation konnte keines der Angiotensin-Peptide mehr
nachgewiesen werden.

Obwohl es sich hierbei um eine einzelne Analyse handelt, lassen die zeitlich
versetzten maximalen gemessenen Mengen dieser Angiotensin-Peptide die
Vermutung zu, dass die Peptide A4-10, A5-10 und A6-10 nicht einzeln durch
Endoproteasen aus A1-10 generiert werden, sondern das Produkt sukzessiver

Aminopeptidaseaktivitat sind. Obwohl die generierte Menge an A2-10 in diesem
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Experiment nicht gemessen wurde, kann davon ausgegangen werden, dass nicht A3-
10, sondern A2-10 den Startpunkt der proteolytischen Aminopeptidasekaskade im

Plasma darstellt.

3.2.2 Nachweis der Angiotensin-metabolisierenden Aktivitaten von
Angiotensin 2-10, Angiotensin 3-10, Angiotensin 4-10 und

Angiotensin 5-10 in humanem Plasma

Die zeitlich versetzte Bildung der Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10
deutet darauf hin, dass diese Peptide sukzessiv durch Aminopeptidaseaktivitat aus
A1-10 entstehen. Eine sukzessive Generierung setzt jedoch voraus, dass Proteasen
im Plasma vorhanden sind, welche die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, und
A5-10 als Substrat erkennen und katalysieren konnen. Um dies zu prufen, wurde die
Angiotensin-generierende Aktivitdt in  humanem Plasma unter Verwendung
unterschiedlicher Angiotensin-Substrate mit dem SRM-gekoppelten MES-Assay
untersucht. Es erfolgten jeweils Inkubationen von immobilisierten humanen
Plasmaproteinen mit den Substraten A2-10, A3-10, A4-10 und A5-10. Die Mengen an
A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 in den zu definierten Inkubationszeitpunkten
abgenommenen Reaktionslosungen wurden anschlieBend uber SRM-gekoppelte
Analyse mit dem LC-ESI-QQQ-MS bestimmt. Das Ergebnis dieser SRM-Messung ist
in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20. Zeitabhdngiger Verlauf der relativen Mengen der nach Inkubation von 10° M A2-10, A3-

10, A4-10 oder A5-10 mit humanen Plasmaproteinen entstandenen Reaktionsprodukte. Die Flachen
unter den Kurven (area under the curve, AUC) der SRM- Signale der generierten Angiotensin-Peptide sind
dargestellt. A4-10 (schwarze Quadrate), A5-10 (schwarze Dreiecke), A6-10 (weile Dreiecke). Aliquots
wurden mit LC-ESI-QQQ-SRM nach 0Oh, 3h, 5h, 7h und 24h analysiert. Die SRM-Daten sind, bis auf A2-10

(n=1). als Mittelwerte der Dreifachmessung + Standardabweichung dargestellt.
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Es wurde Dbeobachtet, dass alle Angiotensin-Substrate von humanen
Plasmaproteasen proteolytisch prozessiert wurden. In der Reaktionslosung in der A2-
10 als Substrat vorlag, entstanden in Abhangigkeit der Inkubationszeit A3-10, A4-10,
A5-10 und A6-10. Die hochste gemessene Menge an A3-10 wurde dabei nach 3h
detektiert, die der Angiotensin-Peptide A4-10, A5-10 sowie A6-10 nach 6h. Bei der
Inkubation von A3-10 mit humanen Plasmaproteinen entstanden die
Reaktionsprodukte A4-10, A5-10 und A6-10. Die grofdte Menge an A4-10 und A5-10
entstand nach dreistundiger, an A6-10 erst nach sechsstundiger Inkubation. Nach
Erreichen der maximal gebildeten Angiotensin-Mengen sank die Konzentration aller
Angiotensin-Peptide bis zum Endzeitpunkt der Inkubation nach 8h.

In Gegenwart des Substrates A4-10 entstand sowohl A5-10 als auch A6-10, wobei die
Verlaufe ihre Generierung in Abhéangigkeit Inkubationszeit starke Ahnlichkeiten
aufweisen und die hochsten Mengen beider Angiotensin-Peptide nach anderthalb
Stunden detektiert wurden.

In Gegenwart des Substrates A5-10 konnte die Generierung von A6-10 beobachtet
werden. Wie auch bei der Inkubation mit A4-10 wurde die groldte Menge an A6-10-
hier ebenfalls in dem Ansatz nach anderthalbstindiger Inkubation von A5-10 mit
humanen Plasmaproteasen gemessen.

Anhand dieser Ergebnisse wird sichtbar, dass die im humanen Plasma vorhandenen
Proteasen nicht nur A1-10 sondern auch die Reaktionsprodukte A3-10, A4-10 und A5-
10 als Substrat erkennen und diese zu den jeweils kleineren Angiotensin-Peptiden
umsetzen konnen. Somit ist die Grundvoraussetzung zur Beteiligung von
Exoproteasen an der Generierung der Angiotensin-Peptide erflllt, was die Vermutung

der sukzessiven Generierung der Angiotensin-Peptide unterstutzt.
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Abbildung 21. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von A2-10 mit humanen
Plasmaproteinen. A2-10-Konzentration: 10° M. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach 8h analysiert.

MALDI-Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil markiert.

Erganzend wurden die Reaktionslosung nach 8h einer Analyse mit dem MALDI-MS
unterzogen (Abbildung 21). Hierbei zeigte sich, dass in der Reaktionslésung der
Inkubation von A2-10 mit humanen Plasmaproteinen neben den Signalen der
Angiotensin-Peptiden A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 auch die Signale der Peptide
A2-8 (m/z=931,5), A3-8 (m/z=775,4) und A4-8 (m/z=676,3) detektiert wurden. Die
Signalintensitat von A2-8 war jedoch sehr gering. Dies deutet an, dass A2-8 in
Gegenwart humaner Plasmaproteasen zugig proteolytisch in die Angiotensin-Peptide
A3-8 und A4-8 umgesetzt wird. In den Inkubationsansatzen bei denen A3-10, A4-10
oder A5-10 als Substrat vorlag, wurde die Generierung dieser Peptide nicht
beobachtet (nicht gezeigt). Dies kann als Indiz dafiir gesehen werden, dass A2-8 das
Ausgangssubstrat fur eine sukzessive proteolytische Generierung von A-3-8 und A4-8

darstellt.
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Dies wurde ebenfalls erklaren, weshalb die Generierung dieser Peptide bei der
Inkubation von A1-10 mit humanen Plasmaproteinen nicht beobachtet wurde. Sofern
A2-10 zugig in die Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10
weiterprozessiert wird und steht es nicht oder nur geringfugig fur die Generierung von
A2-8 in der Reaktionslosung zur Verfugung.

Es kann hier jedoch nicht vollig ausgeschlossen werden, dass die Angiotensin-
Peptide A2-8, A3-8 oder A4-8 auch in den Inkubationsansatzen mit A3-10, A4-10
entstehen. Die Generierung dieser Reaktionsprodukte konnte aufgrund einer
schnellen proteolytischen Hydrolyse in geringer Konzentration vorliegen, welche

moglicherweise unter dem Detektionslimit des MALDI-MS liegt.

3.2.3 Untersuchungen der Angiotensin-generierenden Aktivitat in
humanem Plasma in An- und Abwesenheit von Protease-

Inhibitoren

Um zu untersuchen, welche Proteaseklassen an der Generierung der Angiotensin-
Peptide beteiligt sind, wurde die Angiotensin-generierende Aktivitdt in humanem
Plasma in An- und Abwesenheit verschiedener Proteaseinhibitoren mithilfe des SRM-
basierten MES-Assays bestimmt. Zu diesem Zweck wurden immobilisierte humane
Plasmaproteine in Gegenwart der Proteaseinhibitoren Bestatin (kompetitiver
Aminopeptidaseinhibitor), Antipain (inhibiert Proteasen der Trypsin-Familie),
Chymostatin (Serin- und Cysteinproteaseinhibitor), Aprotinin (Serinproteaseinhibitor),
EDTA (Metalloproteaseinhibitor), AEBSF (4-(2-aminoethyl)-benzensulfonylfluorid,
Serinproteaseinhibitor), und Captopril (ACE-1-Inhibitor) mit A1-10 inkubiert. Als
Referenz diente ein Inkubationsansatz in dem immobilisierte humane Plasmaproteine
in Abwesenheit von Inhibitoren mit A1-10 inkubiert wurden. Nach 6h wurden Aliquots
aus der Reaktionslosung entnommen und die enthaltenen Reaktionsprodukte Uber die
SRM-Methode mit einem LC-ESI-QQQ-MS relativ quantifiziert. Das Experiment wurde
drei Mal wiederholt. Die Ergebnisse der SRM-Messung sind in Abbildung 22
dargestellt. Um den Effekt der Inhibitoren direkt auf den Ansatz ohne Inhibitoren
beziehen zu konnen, wurde der Quotient der AUCs der Ansatze mit Inhibitoren und

dem Ansatz ohne Inhibitoren dargestellt.
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Abbildung 22. Relativen Mengen der nach 6stiindiger Inkubation von A1-10 mit humanen
Plasmaproteinen in an An- und Abwesenheit unterschiedlicher Protease-Inhibitoren entstandenen
Reaktionsprodukte. Die Fldchen unter den Kurven (AUC) der Angiotensin-Peptide der SRM-Messung nach
einem MES-Assay mit verschiedenen Inhibitoren sind gezeigt. Eine 10° molare A1-10-Lésung wurde
inkubiert mit immobilisierten humanen Plasmaproteinen in Gegenwart von 30 nM Aprotinin, 200 uM AEBSF,
50 uM Antipain, 150 uM Bestatin, 10 uM Captopril, 100 yM Chymostatin, 100 uM EDTA und ohne Inhibitor.
Die SRM-Daten wurden als Mittelwert der Dreifachmessung + Standardabweichung dargestellt. Die rechte y-
Achse der Profile von A2-10 und A3-10 beziehen sich auf die AUCs der Ansatze mit EDTA. Signifikante
Anderungen (P<0.05) der Mittelwerte im Vergleich zum Ansatz ohne Inhibitor wurden mit einem Stern

gekennzeichnet.
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Im Folgenden werden alle Ergebnisse in Gegenwart von Inhibitoren im Vergleich zum
Inkubationsansatz ohne Inhibitoren dargestellt.

In Gegenwart von Antipain und Bestatin wurden verminderte Mengen an A1-9 im
vergleich zum Ansatz ohne Inhibitor detektiert. Die Verwendung von AEBSF und
EDTA jedoch fuhrten zu erhdhten Mengen an A1-9. In Gegenwart von Captopril,
Chymostatin war die gebildete Menge an A1-9 signifikant erhdht.

EDTA und Captopril zeigten einen signifikanten inhibitorischen Effekt auf die A1-8-
Generierung, wobei in Gegenwart von Aprotinin lediglich ein geringer Effekt
beobachtet wurde. Signifikant hohere Mengen von A1-8 wurden in den Ansatzen mit
Antipain gemessen. In den Ansatzen mit AEBSF und Bestatin wurde ebenfalls eine

tendenziell erhdhte A1-8 Menge detektiert.

Die generierte Menge an A1-7 wurde durch keinen der verwendeten Inhibitoren
vermindert. In Gegenwart von Antipain und EDTA konnte keine signifikante Anderung
der A1-7-Menge im Vergleich zum Ansatz ohne Inhibitor beobachtet werden. Erhohte
Mengen von A1-7 wurden dagegen in den Ansatzen mit AEBSF, Bestatin, Captopril
und Chymostatin beobachtet, wobei die Erhdhung lediglich in Gegenwart der drei

letztgenannten Inhibitoren signifikant war.

Das Inhibitionsprofil von A2-10 zeigt eine verringerte Menge in Anwesenheit von
AEBSF. Erhohte Mengen an A2-10 wurden dagegen in Anwesenheit von EDTA,
Antipain beobachtet. Alle weiteren Inhibitoren hatten keinen nennenswerten Effekt auf

die Generierung von A2-10.

Eine Verminderung der Menge an A3-10 war bei der Verwendung von Aprotinin,
AEBSF, Antipain und Chymostatin zu beobachten. Die Anwesenheit von Captopril im
Inkubationsansatz fuhrte zu keiner Veranderung der A3-10-generierenden Aktivitat.
Signifikant erhohte Mengen an A3-10 wurden jedoch in Gegenwart von EDTA

beobachtet. Bestatin fuhrte ebenfalls zu einer erhdhten A3-10-Menge.

Im Inhibitionsprofil von A4-10 konnten ahnliche Effekte auf die generierten Mengen,
wie sie auch fur A3-10 beschrieben wurden, beobachtet werden. In Gegenwart von

Antipain wurde eine signifikante Verringerung der gebildeten Menge an A4-10
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detektiert. Insgesamt lassen die Inhibitionsprofile von A2-10, A3-10, A4-10 vermuten,

dass diese Peptide durch eine Protease der Cystein/Serine-Familie handelt.

Die Generierung von A5-10 wurde durch AEBSF und Antipain sowie EDTA inhibiert.
Letzteres lasst auf die Gegenwart einer Metalloprotease im Plasma mit A6-10-
generierender Aktivitat schlieRen. Im Gegensatz zur A3-10- und A4-10-Generierung
fuhrte die Gegenwart von Aprotinin hier zu erhdhten Mengen an A5-10.

Es wurde beobachtet, dass das Inhibitionsprofil der A6-10-Generierung deutliche
Unterschiede im Vergleich zu denen der A3-10, A4-10 und A5-10-Generierung
aufzeigt. EDTA fuhrte hier zu einer signifikanten und nahezu vollstandigen Inhibition
der A6-10-generierenden Aktivitat. Antipain fuhrte dagegen zu einer geringen
Inhibition. Signifikant erhdhte Mengen an A6-10 wurden in Anwesenheit von AEBSF,
Bestatin, Captopril und Chymostatin detektiert.

Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.2 einbeziehend musste bei einer sukzessiven
Generierung der Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 der
proteolytische Schnitt des A1-10 zwischen dem Asp1 und Arg2 zum A2-10 den
terminierende Faktor flUr die Generierung der weiteren Angiotensin-Peptide A3-10,
A4-10, A5-10 und A6-10 darstellen.

Demnach musste eine Inhibition der A2-10-generierenden Aktivitat zu einer signifikant
verringerten Menge an A4-10, A5-10 und A6-10 fuhren. Das die A2-10-generierende
Aktivitat in  humanem Plasma durch Anwesenheit des Cystein/Serine-
Proteaseinhibitors AEBSF signifikant gehemmt wurde und dies ebenso fir A3-10 und
A4-10 beobachtet wurde bestatigt diese Theorie. Hinzu kommt, dass die Angiotensin-
Generierenden Proteasen von A5-10 und vor allem AG-10 sich deutlich von den A2-
10, A3-10 A4-10-generierenden Proteasen unterscheidet. Da die Generierung von
A2-10 durch AEBSF jedoch nicht komplett inhibiert wurde und die Inhibitionsprofile
von A5-10 und A6-10 sich deutlich von denen von A2-10, A3-10 und A4-10

unterscheiden, kann diese Frage hier nicht eindeutig beantwortet werden.
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3.3 Untersuchung der Angiotensin-prozessierenden Aktivitat der

Aminopeptidase N

Die APN ist eine Aminopeptidase welche A2-8 zwischen dem Arg2 und dem Val3

sowohl in vitro®®

als auch in vivo spalten kann.?" % Daher kénnte es sich bei der APN
um eine potentielle A3-10-generierende Protease handeln. Um die Angiotensin-
prozessierende Aktivitdt zu untersuchen, wurde humane rekombinante APN mit
verschiedenen Angiotensin-Substraten inkubiert. Das Ergebnis der Reaktionsprodukte
dieser Inkubationen nach Analyse der Reaktionslosungen mit MALDI-MS sind in den

Abbildungen Abbildung 23 bis Abbildung 28 abgebildet.
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Abbildung 23. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10° M A1-10 mit humaner

rekombinanter Aminopeptidase N. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach Oh, 1h, 4h und 8h
analysiert. MALDI-Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil

markiert.
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Abbildung 24. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10° M A1-8 mit humaner
rekombinanter Aminopeptidase N. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach Oh, 1h, 4h und 8h
analysiert. MALDI-Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil

markiert.
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Abbildung 25. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10° M A2-10 mit humaner
rekombinanter Aminopeptidase N. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach Oh, 1h, 4h und 8h
analysiert. MALDI-Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil

markiert.
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Abbildung 26. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10° M A3-10 mit humaner

rekombinanter Aminopeptidase N. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach Oh, 1h, 4h und 8h

analysiert. MALDI-Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil

markiert.
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Abbildung 27. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10° M A4-10 mit humaner
rekombinanter Aminopeptidase N. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach Oh, 1h, 4h und 8h
analysiert. MALDI-Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil

markiert.
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Abbildung 28. MALDI-Spektren der Reaktionsprodukte nach Inkubation von 10° M A5-10 mit humaner
rekombinanter Aminopeptidase N. Aliquots der Reaktionslésungen wurden nach Oh, 1h, 4h und 8h
analysiert. MALDI-Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, sind mit einem Pfeil

markiert.

Abbildung 23 zeigt das Ergebnis der Inkubation von A1-10 mit APN. Nach einer
Inkubationszeit von 8h wurde das Signal von A6-10 im Spektrum detektiert.

In den Spektren der Inkubation von A1-8 mit APN wurden in Abhangigkeit der
Inkubationszeit bis auf das Signal des Substrates A1-8 keine weiteren Signale
detektiert. Dies zeigt, dass die APN A3-8 lediglich aus A2-8 und nicht direkt aus A1-8
generieren kann.

Wenn A2-10 als Substrat verwendet wurde, konnten mit fortschreitender
Inkubationszeit Signale in den MALDI-Spektren detektiert werden, welche den
Angiotensin-Peptiden A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 entsprechen. Dies impliziert,
dass die APN eine hohere Affinitat zu Angiotensin-Peptiden hat, welchen das N-

terminale Asp1 fehlt.

In den Inkubationslosungen der Inkubation von A3-10 mit APN wurde das Signal von

A4-10 als auch A6-10 nach 1h detektiert. Zu diesem Zeitpunkt war bereits kein Signal
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des Substrates A3-10 detektierbar. Das Signal von A6-10 stellte das einzige Signal
dar, welches nach 4h und 8h gemessen werden konnte. Im Vergleich zur
Prozessierung von A3-10 durch APN wiesen die MALDI-Profile der Inkubation von
A4-10 und A5-10 mit APN starke Ahnlichkeiten in Bezug auf ihre Angiotnesin-
prozessierenden Aktivitat auf. Die Substratsignale waren bereits nach 1h nicht (A5-10;
vgl. Abbildung 28), oder kaum (A4-10; vgl. Abbildung 27) vorhanden. Statt dessen
wurde bereits nach 1h ein deutliches Signal fur A6-10 detektiert. Bei der Inkubation
von A4-10 mit APN wurde neben A6-10 auch A5-10 detektiert, wobei dessen
Signalintensitat von 1h bis zum ende der Inkubationszeit von 8h abnahm.
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass A6-10 das Endprodukt der

proteolytischen Prozessierung von A3-10 durch die APN ist.

3.4 Nachweis von Angiotensin-Peptiden in humanem Plasma
3.4.1 Chromatographische Trennung von Angiotensin-Peptiden in

humanem Plasma

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10
und A6-10 durch humane Plasmaproteine generiert werden, sollte Gberprift werden,
ob und in welcher Konzentration die Angiotensin-Peptide in humanem Plasma
nachweisbar sind. Um die Angiotensin-Peptide spezifisch in humanem Plasma Uber
eine immuno-analytische Methode nachweisen zu kdnnen, mussten die Peptide
zunachst in voneinander getrennten Fraktionen vorliegen.

Zu diesem Zweck wurden die Peptide durch eine Fallungsreaktion von humanen
Plasmaproteinen abgetrennt und eine Peptidfraktion aus dem Uberstand Uber eine
Festphasenextraktion ankonzentriert. Die eigentliche Trennung der Peptide erfolgte
uber einen zweiten Aufreinigungsschritt Uber eine RP-Chromatographie. Die Peptide
wurden dabei Uber einen Losungsmittelgradienten ihrer Hydrophobizitat entsprechend
getrennt eluiert. Um die Retentionszeiten der jeweiligen Angiotensin-Peptide zu
bestimmen, wurde ein Gemisch der synthetischen Angiotensin-Peptide (A1-10, A3-10,
A4-10, A5-10, A6-10) unter gleichen chromatographischen Bedingungen getrennt und
die Fraktionen mittels MALDI-MS analysiert.

Das Chromatogramm der RP-Chromatographie der Plasmapeptidfraktion und der
synthetischen Peptide ist in Abbildung 29 abgebildet. Die Uber die MALDI-Messung
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bestimmten Retentionszeiten der jeweiligen synthetischen Angiotensin-Peptide

(Abbildung 30) wurden durch Pfeile im Chromatogramm gekennzeichnet.
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Abbildung 29. Nachweis von Angiotensin-Peptiden in humanem Plasma. Trennung von Angiotensin-
Peptiden mittels RP-Chromatographie. Dargestellt ist die Absorption bei 220 nm in Abhangigkeit der Zeit.
Oberes Chromatogramm: RP-HPLC der synthetischen Angiotensin-Peptid-Mischung aus A3-10, A4-10, A5-10
und A6-10 in jeweils einer Konzentration von 10° M. Retentionszeiten der jeweiligen Angiotensin-Peptide sind
durch Pfeile markiert. Unteres Chromatogramm: RP-HPLC der Plasmapeptid-Fraktion. Plasmapeptid-
Fraktionen, welche mit den Retentionszeiten der synthetischen Angiotensin-Peptide (ibereinstimmen, sind mit

Pfeilen markiert.
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Abbildung 30. MALDI-Spektren der Eluatfraktionen nach chromatographischer Trennung von
Angiotensin-Peptiden mit RP-HPLC. Die Retentionszeiten (t) der Angiotensin-Peptide nach
chromatographischer Trennung einer synthetischen aquimolaren Angiotensin-Peptid-Mischung (10'5 M) aus
A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 sind angegeben. MALDI-Signale, welche Angiotensin-Peptiden zugeordnet

wurden, sind mit Pfeilen markiert.

Das Chromatogramm sowie die MALDI-Analyse der Eluate der RP-HPLC zeigte, dass
alle synthetischen Angiotensin-Peptide A4-10, A5-10 sowie A6-10 vollstandig
voneinander getrennt werden konnten, da in einzelnen Eluatfraktionen neben den
Peaks einzelner Angiotensin-Peptide keine weiteren Signale im MALDI-Spektrum
detektiert wurden. Die Angiotensin-Peptide A3-10 und A1-10 konnten vermutlich
aufgrund ahnlicher Hydrophobizitat nicht vollstandig voneinander getrennt werden.

Wahrend der Chromatographie eluierte A6-10 nach 22 Minuten, A5-10 nach
28 Minuten, A4-10 nach 32 Minuten. A1-10 und A3-10 coeluierten nach einer

Retentionszeit von 35 Minuten.
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Anschliellend wurden die Plasmapeptid-Fraktionen der RP-Chomatographie, welche
den Retentionszeiten der jeweiligen Angiotensin-Peptide (A1-10/A3-10, A4-10, A5-10,

A6-10, A1-10) entsprachen, fur den fluoreszenzbasierten Immuno-Assay verwendet.

3.4.2 Nachweis von Angiotensin-Peptiden in humanen Plasmapeptid-

fraktionen mit Hilfe eines fluoreszenzbasierten Inmuno-Assays

Der Nachweis der Angiotensin-Peptide in den gewonnenen Plasmapeptidfraktionen
erfolgte mithilfe eines fluoreszenzbasierten Immuno-Assays (Enzym-Immunoassay,
EIA). Hierzu wurde das EIA-Kit der Firma Phoenix Pharmaceuticals verwendet.
Dieses Kit wurde ursprunglich fur den Nachweis von A1-10 hergestellt. Das Prinzip
dieses Assays wird daher am Beispiel von A1-10 erlautert.

Zunachst wird eine mit einem Sekundarantikdrper vorbeschichtete 96-Well-Platte mit
dem entsprechenden Primarantikdrper inkubiert. Die Fragment-Antigen-Bindungs
(Fab)-Region des Sekundarantikorpers erkennt und bindet dabei die Fragment-
kristallisierbare (Fragment crystallizable; Fc)-Region des Anti-A1-10-
Primarantikorpers. Die Fc-Region des Primarantikorpers hingegen ist gegen das
Antigen A1-10 gerichtet und kann sowohl mit N-Terminal biotinylierten A1-10-

Standardpeptiden als auch mit den A1-10-Peptiden der Probe interagieren.

Erfolgt die Zugabe von biotinylierten A1-10-Peptiden oder A1-10-Peptiden aus Proben
oder Standardlosungen zu dem Anti-A1-10-Primarantikorper, kommt es zur
kompetitiven Bindungsreaktion der A1-10-Peptide mit den biotinylierten A1-10-
Peptiden um freie Bindungsplatze am Primarantikorper.

Die Menge der Primarantikorper-gebundenen biotinylierten A1-10-Peptide kann dann
uber eine Interaktion mit Streptavidin-gekoppelter Horse-Raddish-Peroxidase (SA-
HRP) an die biotinylierten A1-10-Peptide und die anschlielende Zugabe eines
Fluoreszenzsubstrates quantifiziert werden. Dabei kommt es in Anwesenheit der SA-
HRP zur Umsetzung des Fluoreszenzsubstrates in eine fluoreszierende Substanz.
Die Quantifizierung der gebundenen Angiotensin-Peptide in der zu untersuchenden
Probe erfolgt Uber die Messung der Fluoreszenzintensitat, wobei die Menge an

biotinylierten A1-10-Peptiden in direkter Proportionalitdt zur Fluoreszenzintensitat

88



Ergebnisse

steht. Folglich ist die Menge an A1-10-Peptiden in der Probe umgekehrt proportional

zur gemessenen Fluoreszenzintensitat.

Da der Anti-A1-10-Antikorper gegen den C-Terminus von A1-10 gerichtet ist, sollte
der Anti-A1-10-Primarantikorper ebenfalls die Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-
10 und A6-10 erkennen koénnen, da diese die gleiche C-terminale

Aminosauresequenz besitzen.

Wie in Abschnitt 3.3.1 erwahnt, konnten die Angiotensin-Peptide A3-10 und A1-10
nicht optimal voneinander getrennt werden. Aufgrund ihrer Coelution wurde im
Folgenden auf eine direkte Konzentrationsbestimmung von A3-10 in humanem
Plasma verzichtet. Obwohl daher ebenso die Mdglichkeit besteht, dass auch die
Quantifizierung von A1-10 in humanem Plasma verfalscht sein kann, wurde zur
prinzipiellen Uberpriifung der Messmethode trotzdem eine Quantifizierung von A1-10
vorgenommen, da das gewahlte EIA-Kit den Herstellerangaben nach speziell fur
dessen Quantifizierung ausgelegt ist.

Um die Konzentrationen der Angiotensin-Peptide im humanen Plasma bestimmen zu
kénnen, wurden in Doppelbestimmung fur die Angiotensin-Peptide A1-10, A4-10, A5-
10 und A6-10 Verdlinnungsreihen der synthetischen Standardpeptide in folgenden
Konzentrationen angefertigt: 1, 10, 100, 1000, 10000 (Angaben in pg/ml) und die
relative Fluoreszenzintensitat durch photometrische Messung bestimmt. Die
Berechnung der Konzentration der Angiotensin-Peptide im Plasma erfolgte anhand
der Geradengleichung der sigmoidalen Standardkurven der jeweiligen Angiotensin-
Peptide, welche in Abbildung 31 dargestellt sind.

Die mit einer logistischen nicht linearen Regression erstellten Standardkurve von A4-
10 zeigt einen optimalen sigmoidalen Kurvenverlauf. Die Standardkurven von A5-10
und A6-10 weisen dagegen keinen optimalen sigmoidalen Verlauf auf.
Moglicherweise spielt hierbei die lange der Peptide sowie die unterschiedliche
Aminosaurezusammensetzung eine Rolle. Diese Abweichungen konnten eventuell zu
einer hoheren Fehlertoleranz und somit zu einer weniger exakten Quantifizierung von
A6-10 oder A5-10 fuhren.

Folgende Angiotensin-Plasmakonzentrationen wurden in  humanem Plasma
nachgewiesen: A1-10=15pg/ml (12 nmol/L), A4-10=8 pg/ml (9 nmol/L), A5-
10 = 53 pg/ml (70 nmol/L), A6-10 = 6607 pg/ml (10 ymol/L).
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Abbildung 31. Kalibrierkurven der Angiotensin-Peptide A1-10, A4-10 A5-10 und A6-10. Methode:
Fluoreszenzbasierter Inmunoassay. Peptide: A1-10 (schwarze Quadrate), A4-10 (weilRe Dreiecke), A5-10
(schwarze Kreise), A6-10 (schwarze Dreiecke). Aufgetragen sind die Werte der relativen
Fluoreszenzeinheiten (relative fluorescence units, RFU) gegen die logarithmisierten
Angiotensinkonzentrationen. Konzentrationen (log): 1(0), 10 (1), 100 (2), 1000 (3), 10000 (4) pg/ml. Die
Daten, welche den Standardkurven zugrunde liegen, sind als MittelwertexStandardabweichung (SEM; n=2)
dargestellt. Die bestimmten logarithmischen Angiotensin-Konzentrationen in den chromatographisch
aufgereinigten Plasmapeptid-Fraktionen sind durch eine unterbrochene Linie gekennzeichnet. Errechnete
Angiotensin-Plasmakonzentrationen: A1-10 = 15 pg/ml, A4-10 = 8 pg/ml, A5-10 = 53 pg/ml, A6-10 =
6607 pg/ml.

Das von den Angiotensin-Peptiden A1-10, A4-10, A5-10 und A6-10 Standardkurven
produziert werden konnten zeigt, dass nicht nur A1-10, sondern auch die Peptide A4-
10, A5-10 und AG6-10 konzentrationsabhangig und kompetitiv. an den
Sekundarantikérper binden koénnen. Dies weist darauf hin, dass der Antikorper
tatsachlich mit Angiotensin-Peptiden welche den gleichen C-Terminus wie A1-10

besitzen kreuzreagiert.
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Es kann angenommen werden, dass der Antikdrper keine nennenswerte
Bindungsaffinitat zu Angiotensin-Peptiden aufweist, deren C-terminale Sequenz von
der des A1-10 abweicht. Den Angaben des Herstellers (Phoenix Pharmaceuticals)
nach zeigt der verwendete Antikorper keine Kreuzreaktivitdt zu den Angiotensin-
Peptiden A1-8 oder A2-8 welche nachweislich in humanem Plasma vorkommen.'”! Da
die Retentionszeiten dieser Peptide nicht Uber die RP-Chromatographie bestimmt
wurden, kann hier keine Aussage daruber getroffen werden, ob diese Peptide sich
ebenfalls in den chromatographisch gewonnenen Plasmapeptidfraktionen befinden.
Aufgrund der Herstellerangaben zur Kreuzreaktivitdt des Angiotensinbindenden
Antikorpers kann jedoch ausgeschlossen werden, dass eine Anwesenheit dieser

Angiotensin-Peptide zu einer Beeinflussung der Messergebnisse flhrt.

Die hier bestimmte Plasmakonzentration von A5-10 betrug 53 pg/ml, die
Konzentration von A4-10 lag bei 8 pg/ml. Im Vergleich liegen die uber den
Immunofluoreszenzbasierten Assay nachgewiesenen Plasma Konzentrationen dieser
Angiotensin-Peptide in einem ahnlichen Bereich wie A1-8, welches im Plasma in einer
Konzentration von ca. 41pg/ml nachgewiesen wurde.?®" %2 Reyes Engel et al.
berichteten in einer Studie, dass A1-10 in humanem Plasma in einer
durchschnittlichen Konzentration von 92 pg/ml vorkommt.”® Zudem wurde A1-8 mit
einer Konzentration von A1-8 mit ca. 22 pg/ml, A1-7 mit ca. 32 pg/ml in humanem
Plasma nachgewiesen. Die Autoren zeigten des weiteren, dass die Konzentration
dieser Angiotensin-Peptide im Plasma stark abhangig vom Geschlecht und vom
Genotyp ist. Lag bei den an dieser Studie teilnehmenden Probanden einer
Doppeldeletion des ACE-1-Gens vor, wurden die hdochsten A1-10-Konzentrationen im
Plasma gemessen.

Die gemessene Plasmakonzentration von A6-10 ist im Vergleich zu den gemessenen
Plasmakonzentrationen von A3-10 und A4-10 deutlich hoher. Dies kann als Hinweis
gesehen werden, dass A6-10 das Endprodukt der proteolytischen Kaskade im Plasma
ist.

Velloso et al. berichtete bereits Uber eine Kreuzreaktion eines A1-10-Antikdrpers mit
A3-10 und A4-10.*** Da der fiir den Fluoreszenzassay verwendete gegen A1-10
gerichtete Antikorper sowohl A4-10, als auch A5-10 und A6-10 bindet, besteht auch in
diesem Fall die Moglichkeit, dass auch A3-10 mit dem verwendeten Antikorper

interagiert. Chapell et al. wiesen A3-10 im Plasma der Ratte mit einer Konzentration
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von 30pg/ml nach.”®" Da die Angiotensin-Peptide A4-10, A5-10 und A6-10 in
humanem Plasma nachgewiesen werden konnten, wird davon ausgegangen, dass
auch A3-10 in humanem Plasma zirkuliert. Wie bereits erwahnt, lies sich jedoch A3-
10 durch eine RP-Chromatographie nicht von A1-10 trennen. Somit konnte mithilfe
des Fluoreszenzassays weder die exakte physiologische Menge an A1-10, noch an
A3-10 im Plasma bestimmt werden. Als Naherung kann angenommen werden, dass
es sich bei der Uber den Fluoreszenzassay bestimmten Plasmakonzentration von A1-
10 von 15 pg/ml um einen Wert handelt, der sich sowohl aus der Plasmakonzentration
von A1-10 als auch A3-10 zusammensetzt. Demnach wirde die Plasmakonzentration

von A3-10 ungefahr im Picogrammbereich pro Milliliter Plasma liegen.

3.5 Nachweis physiologischer Effekte von Angiotensin-Peptiden
3.5.1 Untersuchung der physiologischen Effekte von Angiotensin-
Peptiden auf die Blutdruckmodulation an isolierten

Mausaortenringen

Ein weiterer Aspekt, welcher im Hinblick auf die physiologische Relevanz der
Angiotensin-Peptide neben ihrer Prasenz im Blut gegeben sein muss ist ihre
biologische Aktivitat. Ausgehend von der blutdruckregulierenden Funktion des RAS,
welche von A1-8 oder A1-7 vermittelt werden, wurde untersucht, ob die Angiotensin-
Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und AG6-10 ebenfalls vasoaktiv wirken. Um diese
Fragestellung zu bearbeiten, wurden diese Peptide mithilfe eines Druck-Myographen
an isolierten Maushalsschlagadern auf ihre vasomodulierende Wirkung untersucht.
Dieser Versuch wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Martin Tepel am
Universitatsklinikum Odense durchgefuhrt.

Das verwendete Blutgefal® wird im Druck-Myographen in einem Perfusionsbad fixiert
und anschlieBend vorkontrahiert. Wahrend des gesamten Experimentes wird das
Gefall Uber eine mit einem Mikroskop verbundene Kamera beobachtet. Die
vasomodulierenden  Effekte werden dann anhand des aufgenommenen
Videomaterials durch Messung der Anderung des GefaRdurchmessers bestimmt. Die

Ergebnisse der Druck-Myographie sind in Abbildung 32 und Abbildung 33 dargestellt.
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Die in Abbildung 32 dargesteliten Ergebnisse nach Perfusion der
Maushalsschlagadern mit Angiotensin-Peptid-haltiger Perfusionslésung wurden auf
die maximale Vasodilatation des Vasodilators Natrium-Nitroprussid (NNP) normiert.
NNP gehort zur Klasse der Cyanide und gilt als starkster bekannter Vasodilator,
welcher die Vasodilatation Uber die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO)
vermittelt.?®® Die isolierten Halsschlagadern wurden nach Untersuchung der
Angiotensin-Peptide (n=4) mit NNP-haltiger Perfusionslésung perfundiert (n=10).

Alle Angiotensin-Peptide ausser A2-10 Iosten nach Applikation auf die isolierten
Maus-Halsschlagadern eine Vasodilatation aus. Am starksten stellte sich dieser Effekt
mit einer Vasodilatation von 15 % + 8% bei A5-10 dar. Somit besitzt A 5-10 ca. 1/6
der Vasodilatationsstarke von NNP. Da in der Literatur kein direkter Vergleich der
vasodilatationseffizient von Angiotensin-Peptiden in Bezug auf die vasodilatierende
Wirkung von NNP beschrieben wurde, kann an dieser Stelle jedoch nicht bewertet
werden in welchem Verhaltnis die die vasodilatierende Aktivitat von A5-10 im
Vergleich mit bereits bekannten vasodilatierenden Angiotensin-Peptiden wie A1-7"
steht.

Um zu bewerten, ob die beobachtete vasodilatatorische Aktivitat der Angiotensin-
Peptide A3-10, A4-10, A5-10 oder A6-10 physiologisch relevant sind, kann die
physiologische  Plasmakonzentration des Preprohormons  Angiotensinogen
herangezogen werden. Kobori et al. wiesen in mannlichen BALBc Mausen eine
Plasma Angiotensinogenkonzentration von ca. 1,3*10° M nach.?® Dies stellt die
maximale theoretische Konzentration der Angiotensin-Peptide dar, welche in der
Zirkulation aus Angiotensinogen generiert werden konnte, sofern es zu einer
kompletten Proteolyse des Angiotensinogens kommt. Eine physiologische Relevanz
konnte demnach vorliegen, wenn die gleiche, oder eine geringere molare
Konzentration der Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 oder A6-10 zu einer
physiologischen Wirkung flhrt. Die den Maushalsschlagadern zugefuhrte
Perfusionsldsung enthielt die entsprechenden Angiotensin-Peptide in 10°® molarer
Konzentration. Da dies die murine Angiotensinogenkonzentration im Plasma
uberschreitet deutet darauf hin, dass die getesteten Angiotensin-Peptide keine
physiologische Relevanz in der Maus besitzen. Moglicherweise konnte jedoch eine
Konzentration an Angiotensinogen von 10° M lokal bzw. Gewebsspezifisch erreicht

werden.
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Abbildung 32. Effekte von Angiotensin-Peptiden auf den GefaBtonus isolierter Maus-Halsschlagadern.
Apparatur: Druck-Myographie. Relative Verdnderung der Dilatation im Vergleich Natrium-Nitroprussid
(NNP, weiRe Saule) nach Applikation of A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 (schwarze Saulen). Die
dargestellten Daten sind als MittelwertetStandardabweichung (SEM; Angiotensin-Peptide n=4,

Kontrollsubstanzen NNP n=10) dargestellt.

Da im ersten Experiment (vgl. Abbildung 32) bereits gezeigt werden konnte, dass die
Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 eine Vasodilatation vermitteln
kénnen, muss dieser Effekt durch Bindung der Angiotensin-Peptide an einen
Rezeptor stattfinden. Daher sollte untersucht werden inwiefern die Angiotensin-
Peptide den Effekt einer Perfusion mit A1-8 modulieren kdnnen. Zu diesem Zweck
wurde zuerst eine Perfusion der Gefalle mit den Angiotensin-Peptiden A2-10, A3-10,
A4-10, A5-10 und A6-10 (n=4) durchgefuhrt und im Anschluss eine weitere Perfusion
mit A1-8-haltiger Perfusionslésung vorgenommen. Zwischen beiden Perfusionen lag
eine 30minltige Pause in der die vasodilativen Effekte durch die erstapplizierten
Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 bzw. A6-10 (vgl. Abbildung 32) nicht

mehr zu beobachten waren.
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A1-8 qilt als starker Vasokonstriktor und diente in diesem Experiment auch als
Referenz fur die maximale Vasokonstriktion. Die maximale Vasokonstriktion nach
Perfusion von 200 nM A1-8 wurde zehnfach bestimmt. Alle gewonnenen Messwerte
in diesem Experiment wurden auf den Mittelwert der Vasokonstriktion durch A-1-8

normiert. In Abbildung 33 sind die Ergebnisse des Experimentes gezeigt.
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Abbildung 33. Effekte von Angiotensin-Peptiden auf den GefaBtonus isolierter Maus-Halsschlagadern.
Apparatur: Druck-Myographie. Relative Veranderung der Kontraktion im Vergleich zum Effekt von A1-8
(weille Saule) nach Applikation von A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 (finale Konzentration von 1 yM) und
nachfolgender Applikation von A1-8 (finale Konzentration von 200 nM, schwarze Saulen). Die dargestellten
Daten sind als MittelwertexStandardabweichung (SEM; Angiotensin-Peptide n=4, Kontrollsubstanzen A1-8

n=10) dargestellt.

Bei ausschlieRlicher Perfusion der Maus-Halsschlagadern mit A1-8, kommt es
erwartungsgemald zu einer starken Vasokonstriktion. Fuhrt man jedoch vor der
Perfusion mit A1-8 eine Perfusion mit den jeweiligen Angiotensin-Peptiden A3-10, A4-
10, A5-10 oder A6-10 durch, wird zunachst wie im vorhergehenden Experiment
bereits gezeigt, eine Vasodilatation ausgeldst. Sollten die Peptide (A3-10, A4-10, A5-
10 oder A6-10) 30 Minuten nach dem Auslésen der Vasodilatation noch an einen
Rezeptor, welcher auch an der Vermittlung der durch A1-8-abhangigen
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Vasokonstriktion beteiligt ist, gebunden sein, ware zu erwarten, dass nach
anschliefender Perfusion mit A1-8 eine Modulation des vasokonstriktiven Effektes
von A1-8 stattfindet. Dies war, wie in Abbildung 33 dargestellt, tatsachlich zu
beobachten. Wurde nach Perfusion mit den jeweiligen Angiotensin-Peptiden (A3-10,
A4-10, A5-10 oder A6-10) mit A1-8-haltiger Perfusionsldsung perfundiert, kam es in
allen Fallen zu einer starken Modulation der A1-8-vermittelten Vasoaktivitat. Eine
vorhergehende Perfusion mit A3-10 fuhrte zu einer Reduktion der durch A1-8
vermittelten Vasokonstriktion um 52 % + 32%.

Enthielt die erste Perfusionslosung die Angiotensin-Peptide A4-10, A5-10 oder A6-10
fand nach einer anschlieRenden Perfusion mit A1-8 sogar eine Vasodilatation statt,
wobei der modulatorische Effekt hier am starksten bei A4-10 zu beobachten war
(Vasokonstriktion: A4-10=-43 % £ 16%, A5-10= -8 %z* 7%, A6-10= -22 %+ 16%).

3.5.2 In vivo-Untersuchung der physiologischen Effekte von

Angiotensin-Peptiden auf die Blutdruckmodulation bei Mausen

Da die Applikation der Angiotensin-Peptide auf isolierte Mausaortenringe
vasomodulierende Effekte ausloste, wurde anschliellend untersucht, ob diese Effekte
auch in vivo auftreten. Fur die Bestimmung der Vasomodulation sollte die
Veranderung der Pulswellengeschwindigkeit (PWG) nach Injektion der Angiotensin-

Peptide in Mause mithilfe einer Farb-Doppler-Sonographie untersucht werden.

Die PWG beschreibt die Geschwindigkeit, mit der eine Blutdruckwelle Arterien
durchlauft. Die PWG ist durch den Gefaldtonus bzw. der Steifigkeit der Arterienwand
sowie durch den Gefalddurchmesser beeinflussbar und kann daher zur indirekten
Bestimmung der arteriellen Steifigkeit genutzt werden. Kommt es z. B. zu einer
Vasokonstriktion so versteift sich die Arterienwand, woraus im Vergleich zum basalen
Gefaltonus ein erhohter Gefaltonus resultiert. Dies hat zur Folge, dass sich die
Pulswelle (PW) schneller durch die Arterie fortpflanzt, da der Druck schlechter von der
Gefallwand kompensiert wird und daher nur in Blutflussrichtung ausweichen kann. Mit
Erhéhung des systolischen Blutdrucks geht demnach eine Erhéhung der PWG einher.
Im Falle einer Vasodilatation erhéht sich die Elastizitdt der Gefalke (niedriger

Gefaldtonus) und die PW setzt sich entsprechend langsamer fort.
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Besitzen die Angiotensin-Peptide einen Blutdruckmodulierenden Effekt, sollte sich

dies in einer Anderung der PWG im Vergleich zur basalen PWG &uRern.

In einem Vorversuch wurde bestimmt, welche Angiotensin-Peptide den Blutfluss am
starksten modulieren. Zu diesem Zweck wurden alle Angiotensin-Peptide in 10-
3 molarer Konzentration Uber die Schwanzvene injiziert und die Veranderung des
Stromungspulses  (zeitlicher  Verlauf der Blutstromungsgeschwindigkeit) im
Aortenbogen der Maus mithilfe eines Farb-Doppler-Sonographen der Firma Visual
Sonics beobachtet. Dabei zeigte sich, dass A3-10 die starksten Anderungen des
Strémungspulses bewirkte. Aufgrund dessen sollte die Anderung der PWG durch A3-
10 untersucht werden. Zudem sollte gepruft werden, ob der beobachtete Effekt
Dosisabhangig ist. Hierzu wurde zunachst die basale PWG im Aortenbogen der Maus
bestimmt. Um zu untersuchen, inwiefern das Injektionsvolumen selbst eine
Vasomodulation auslost, wurden 100 pl einer Natriumchloridldsung injiziert, welche
auch fur die Herstellung der unterschiedlichen Verdunnungsstufen der Angiotensin-
Peptide verwendet wurde. AnschlieRend wurden jeweils Einzeldosen von A3-10 in
ansteigenden Konzentrationen von 10> M bis 10 M (iber die Schwanzvene injiziert
und die PWG im Aortenbogen nach 30 Sekunden bestimmt.

Zwischen allen Einzeldosen erfolgte eine Injektionspause, bis der Stromungspuls
wieder den basalen Wert erreicht hatte. Anschlie3iend wurden auf die gleiche Art und
Weise jeweils A3-8 in 10 molarer Konzentraton und A1-8 in 10 molarer
Konzentration injiziert. Die anhand dieser Experimente bestimmten PWGs sind in

Abbildung 34 zusammengefasst.
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NaCl 107 10 105 10% 103 10% 10%
A3-10 A3-8 A1-8

Pulswellengeschwindigkeit ABasal [m/s]

Konzentration [M]

Abbildung 34. Effekte von Angiotensin-Peptiden auf den GefaBtonus der Maus. Apparatur: Doppler-
Sonographie. Dargestellt ist die Differenz zur basalen Pulswellengeschwindigkeit im Aortenbogen der Maus
30 s nach Schwanzveneninjektion von jeweils 100 pl folgender Substanzen: Natriumchlorid (0,9 % v/v), A3-10
(10°M, 10™*M, 10°M, 10°M, 107M), A IV (10™*M) und A1-8 (10°M).

Eine Injektion von NaCl fuhrte im Vergleich zur basalen PWG zu einem geringfugigen
Anstieg der PWG. Ahnlich flihrte eine Injektion von A3-10 in einer Konzentration von
107 M sowie 10* M zu einer sehr schwachen Erhdhung der PWG, die selbst noch
unter dem Level der Erhéhung der PGW nach Injektion von NaCl lag. In 10 molarer
Konzentration fuhrte A3-10 zu einer Verlangsamung der PWG. Erst ab einer
Konzentration von 10° M konnte eine deutliche Erhdhung der PWG beobachtet
werden. Nach Injektion einer 10 molaren A3-10-Lésung war die PGW im Vergleich
zu 10° M um das ca. 4fache erhoht.

Nach Injektion von A3-8 in 10™ molarer Konzentration trat ebenfalls eine Erhéhung
der PWG auf, die markanter ausfiel als nach Injektion von A3-10 bei gleicher
Konzentration, jedoch geringer als nach Injektion von 10 molarem A3-10. A1-8 (10°
®M) I6ste die starkste Erhohung der PWG im Vergleich mit allen anderen Angiotensin-
Peptiden aus. Sie war ca. 3fach so hoch wie die PWG nach Injektion von A3-10 in

10° molarer Konzentration.
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Abbildung 35. Effekte von Angiotensin-Peptiden auf den GefdBtonus isolierter Halschlagadern der
Maus. Dargestellt ist die Blutflussgeschwindigkeit in Abhangigkeit der Zeit im Ruhezustand der Maus (basal),
sowie 30 Sekunden nach der Injektion von: A3-10 (10™*M ), A3-10 (10°M), A3-8 (10*M), A1-8 (10°M),

gemessen mit Doppler Sonographie.
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Abbildung 36. Effekte von Angiotensin-Peptiden auf das Elektrokardiogramm (EKG) der Maus.
Dargestellt ist die Herzspannungskurve in Abhangigkeit der Zeit im Ruhezustand der Maus (basal), sowie 30
Sekunden nach der Injektion von: A3-10 (10'4M ), A3-10 (10'3M), A3-8 (10'4M), A1-8 (10'6M). Die Senkung der

ST-Strecke wurde durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Neben der Betrachtung der PWG konnten optisch auch anhand der Veranderungen
der Stromungspulsprofile (Abbildung 35) und des EKGs (Abbildung 36) deutliche
Effekte von A3-10 beobachtet werden. So wurde im Vergleich zum basalen
Stromungspuls die Amplitude des Strdmungspulses nach Injektion mit 10 molarem
A3-10 kleiner. Dies zeigt an, dass im Vergleich zum basalen Zustand weniger Blut die
Aorta passiert, was wahrscheinlich auf die durch eine Vasokonstriktion verursachte
Verminderung des Gefallidurchmessers zurtckzufuhren ist. Zudem war ein Ruckfluss

des Blutes zu beobachten, der sich in einer negativen Blutflussgeschwindigkeit d. h. in
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einer Bewegung der Blutkorperchen vom Schallkopf weg, aullert. Ein Ruckfluss des
Blutes kann aufgrund zu starker Vasokonstriktion durch Aufbau eines hohen
GefalRgegendruckes auftreten. Dieser Effekt war in abgemilderter Form bereits nach
Injektion von A3-10 in 10™ molarer Konzentration zu beobachten. Fiir A3-8 ergab sich
nach Injektion in einer Konzentraton von 10*M im Vergleich zum basalen
Strémungspuls nur eine geringe Anderung des Blutflussprofils. Zudem war ebenfalls
das EKG nach Injektion von A3-8 dem EKG im basalen Zustand sehr ahnlich.
Insgesamt dhnelt sich der durch A3-10 vermittelte Effekt in 10" molarer Konzentration
im Vergleich mit A1-8 sowohl im Hinblick auf das Stromungspulsprofil als auch auf
den Verlauf des EKGs stark, weshalb davon ausgegangen werden muss, dass eine
Injektion von A3-10 in 10 molarer Konzentration in Méusen in vivo eine eindeutige

Vasokonstriktion bewirkt.
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4 Diskussion

Das Prohormon Angiotensin1-10 wird in murinen Spezies proteolytisch zu einer
Vielzahl an unterschiedlichen Angiotensin-Peptiden gespalten. Einige dieser Peptide,
welche ausschliel3lich durch Aminopeptidaseaktivitat aus A1-10 hervorgehen, sind
bisher im Menschen nicht beschrieben worden. So berichteten Neves und Cole et al.
uber die Prozessierung von A1-10 in die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10 und A4-10
sowie A5-10 in verschiedenen Geweben der Ratte.'® 2%

Ziel dieser Arbeit war es, die proteolytische Prozessierung von Angiotensin 1-10 (A1-
10) in humanem Plasma zu untersuchen und zu Uberprifen, ob aus A1-10
Angiotensin-Peptide generiert werden, welche &hnlich den murinen Angiotensin-

Peptiden exklusiv durch Aminopeptidasen generiert werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass A1-10 in humanem Plasma nicht nur in
die bereits bekannten und gut charakterisierten Angiotensin-Peptide A1-9, A1-8 und
A1-7, sondern auch in die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10, A6-10
prozessiert wird (vgl. Abbildung 11 und Tabelle 10). Die Aminosauresequenz des
humanen A1-10 ist der von Mausen und Ratten zu 100% homolog.?**?'° Die MALDI-
Profile der Reaktionsprodukte der Inkubation von A1-10 mit Plasmaproteinen von
Mensch, Maus und Ratte sind sehr ahnlich (vgl. Abbildung 11 bis Abbildung 13) Diese
Beobachtung legt die Schlussfolgerung nahe, dass das System der A1-10-
prozessierenden Proteasen in diesen drei Spezies konserviert ist. Die Generierung
von A1-9 und A6-10 bildete dabei eine Ausnahme, da beide Peptide ausschlief3lich im
Inkubationsansatz mit humanen Plasmaproteinen entstanden. Ein Groldteil der im
zirkulierenden RAS involvierten Proteasen kommt sowohl im Menschen als auch in
murinen Spezies vor. Hierzu gehdren unter anderem das ACE-1?"", ACE-2?"? oder

Neprilysin®™

, wobei die Sequenzhomologie dieser Proteasen im Vergleich der
Spezies oftmals im Bereich von 80% und mehr liegt.

Dass die Generierung von A1-9 und A6-10 aus A1-10 lediglich nach Inkubation mit
humanen Plasmaproteinen und nicht in Gegenwart von Ratten- oder
Mausplasmaproteinen nachgewiesen werden konnte, weist darauf hin, dass die A2-
10- bzw. A6-10-generierende Aktivitat in humanem Plasma wahrscheinlich auf eine
Protease zuruckzufuhren ist, welche im Plasma der Maus und der Ratte nicht

vorhanden ist. Moéglich ist auch, dass die A1-9-generierende Proteaseaktivitat im
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murinen Plasma durch einen endogenen Inhibitor maskiert wird. Dies wurde fur die
humane A1-9-generierende Protease ACE-2 bereits berichtet.'®®

Mastui et al. wiesen die Angiotensin-Peptide A3-8, A4-8, A5-8 und A3-4 Uber
fluoreszenzbasierte chromatographische Methoden?'* in humanem Plasma nach. Die
Konzentration dieser Peptide im Plasma lag bei Uber 37 fmol/ml, wobei der Gehalt
dieser Peptide stark durch die Koérperhaltung der Versuchpersonen abhing. Wurde
das Blut der Probanden in aufrechter Haltung abgenommen und anschliel3end die
Menge der Angiotensin-Peptide quantifiziert, ergaben sich im Vergleich zur
Ruckenlage hdohere Plasmalevel flr A3-8, A4-8, A5-8 und A3-4.

Darlber hinaus untersuchten Matsui et al. die Prozessierung der Angiotensin-Peptide
A1-10, A1-8, A3-8 und A4-8 in humanem Plasma®'. Die Autoren wiesen nach
Inkubation von A1-10 mit humanem Plasma die Angiotensin-Peptide A2-8, A3-8 in der
h214

Reaktionslésung nac
Angiotensin-Peptide A2-8, A3-8 und A4-8 prozessiert wird.

. Weiterhin zeigten Sie, dass A1-8 in humanem Plasma in die

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Matsui et al. konnte die in vitro Generierung
der Angiotensin-Peptide A2-8, A3-8 und A4-8 in humanem Plasma in dieser Arbeit
nicht bestatigt werden. Diese Angiotensin-Peptide konnten weder nach Inkubation
humaner Plasmaproteine mit A1-10 noch mit A1-8 mithilfe massenspektrometrischer
Methoden in den resultierenden Reaktionslésungen nachgewiesen werden (vgl.
Abbildung 11 bis Abbildung 14). Daher wurde Uberprift, ob sich diese Angiotensin-
Peptide Uberhaupt mit MALDI-MS detektieren lassen. Zudem wurde die
Nachweisgrenze fir diese Peptide bestimmt. Durch MALDI-MS-Messungen von
Verdlinnungsreihen einer aquimolaren Angiotensin-Peptidmischung, welche die
Angiotensin-Peptide A2-8, A3-8, A4-8, A5-8 und A6-8 enthielt, konnte gezeigt werden,
dass diese Peptide durch die MALDI gut ionisierbar und desorbierbar sind (vgl.
Abbildung 15). Lagen die Peptide in einem aquimolaren Gemisch mit den
Angiotensin-Peptiden A3-10, A4-10, A5-10, A6-10 vor, waren die erstgenannten
Angiotensin-Peptide selbst noch in einer Konzentration von 107 M in der Lésung
mittels MALDI-MS detektierbar.

Wie in Abbildung 21 gezeigt konnten die Angiotensin-Peptide A2-8, A3-8 und A4-8
ebenso in der Reaktionslosung nach Inkubation von A2-10 mit humanen
Plasmaproteinen detektiert werden. Falls die Peptide A2-8, A3-8 und A4-8 auch
wahrend der Inkubation von A1-10 oder A1-8 mit humanen Plasmaproteinen generiert

werden, mussten sich diese demnach ebenso in der Reaktionslésung mittels MALDI-
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MS detektieren lassen. Da dies nicht der Fall war, muss davon ausgegangen werden,
dass die Peptide A2-8, A3-8 und A4-8 in humanem Plasma nicht oder nur in sehr
geringer Menge aus A1-10 oder A1-8 generiert werden. Weshalb die Diskrepanz zu
den Ergebnissen zu Matsui et al. besteht, kann an daher dieser Stelle nicht eindeutig

aufgeklart werden.

Um zu Uberprufen, ob die Angiotensin-Peptiden A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und AG6-
10 physiologisch relevant sind, muss zunachst die Frage geklart werden, ob es sich
bei diesen Peptiden um Artefakte handeln kdnnte. Eine Verdinnung des Plasmas,
wie sie beispielsweise bei der Immobilisierung der Plasmaproteine geschieht, kann
mit dem Abdissoziieren von Inhibitoren oder von Kofaktoren einhergehen, wie
beispielsweise fir Cathepsin B gezeigt wurde.'® Die Immobilisierung der
Plasmaproteine kdnnte daher Quelle einer artifiziellen Generierung der Angiotensin-
Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 sein. Die in Abbildung 18 in Abschnitt
3.1.4 dargestellten Ergebnisse zeigten jedoch, dass A1-10 sowohl in Anwesenheit
von verdunntem als auch von unverdinntem Plasma in die Angiotensin-Peptide A1-9,
A1-8, A1-7, A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 umgesetzt wird. Dies lasst den
Schluss zu, dass Kofaktoren oder Inhibitoren fur die Generierung dieser Peptide keine
primare Rolle spielen. Es kann also angenommen werden, dass die nach Inkubation
von A1-10 mit immobilisierten Plasmaproteinen beobachtete Generierung von A2-10,
A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 nicht das Produkt demaskierter Proteaseaktivitaten

ist.

Eine Grundvoraussetzung fur eine signifikante physiologische Relevanz der
Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 ist ihre Prasenz im Blut.
Durch Verwendung eines Immunofluoreszenz-Assays gelang in dieser Arbeit der
Nachweis der Angiotensin-Peptide A4-10, A5-10 und A6-10 im Plasma (vgl.
Abbildung 31). Die in dieser Arbeit bestimmte Plasmakonzentration von A4-10 lag bei
8 pg/ml, die Konzentration an A5-10 betrug 53 pg/ml. Verglichen mit den von Reyes-
Engel et al. beschriebenen Plasmaleveln der Angiotensin-Peptide A1-8 (ca. 22pg/ml)
oder A1-7 (ca. 32pg/m|)203 liegen die hier bestimmten Plasmalevel von A4-10 und A5-
10 in einem &ahnlichen Bereich. Die in dieser Arbeit bestimmte Plasmakonzentration
von A6-10 betrug 7 ng/ml. Verglichen mit den gemessenen Konzentrationen an A3-
10, A4-10 und A5-10 stellt dies eine ca. um den Faktor 1000 hohere Konzentration

dar. Diese Uberraschend hohe Plasmakonzentration an A6-10 konnte darauf
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hinweisen, dass A6-10 das Endprodukt der proteolytischen Kaskade darstellt. Die
Tatsache, dass Uber MALDI-MS keine kleineren peptidischen Reaktionsprodukte in
den Reaktionslésungen nach Inkubation von humanem Plasma mit A1-10 detektiert

werden konnten, unterstutzt diese Hypothese.

Um die Generierung der Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10
naher zu charakterisieren, sollte zunachst die Frage geklart werden, ob diese Peptide
sukzesssiv durch Aminopeptidasen aus A1-10 generiert werden oder das Produkt
endoproteolytischer Proteaseaktivitaten sind. Wie die Ergebnisse aus Abbildung 11
zeigen, sind die in humanem Plasma vorhandenen Aminopeptidasen fahig, sowonhl
A2-10, A3-10, A4-10 als auch A5-10 als Substrate zu erkennen und diese in die N-
terminalen Proteolyseprodukte zu spalten. Damit ist eine Grundvoraussetzung fur die
sukzessive proteolytische Generierung der Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10
gegeben. Die Prozessierung von A1-10 durch Aminopeptidasen in humanem Plasma
wird in Abbildung 37 veranschaulicht. Folglich musste der proteolytische Schnitt des
A1-10 zwischen dem Asp1 und Arg2 zum A2-10 den terminierenden Schritt fur die
Generierung der weiteren Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10

darstellen.

DRVYIHPFHL (A1-10)

U

RVYIHPFHL (A2-10)

!’

VIYIHPFHL (A3-10)

U

YIHPFHL (A4-10)

!’

IHPFHL (A5-10)

U

HPFHL (A6-10)

Abbildung 37. Prozessierung von Angiotensin A1-10 durch Aminopeptidasen in humanem Plasma. Die
Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 werden sukzessiv durch Abspaltung der N-

terminal gelegenen Aminosauren durch Aminopeptidasen (unterbrochene Linien) generiert.
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Des Weiteren galt es zu untersuchen, welche Proteasen im Plasma an der
Generierung der Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 aus A1-
10 beteiligt sind. Durch die Datenbank MEROPS (Version 9.7)?'* wurden anhand ihrer
Schnittspezifitaten mehrere Proteasen vorgeschlagen, welche A1-10 theoretisch zu
den Angiotensin-Peptiden A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 spalten kdnnten.

Eine Ubersicht der humanen Proteasen ist in Tabelle 11 zusammengefasst.

FUr die Generierung von A2-10 muss die N-terminale Aminosaure Asp1 von A1-10
(DRVYIHPFHL) abgespalten werden. Die Aminopeptidase X, die Aspartyl-
Aminopeptidase als auch die Endoplasmatische Retikulum Aminopeptidase 1 wurden
als mogliche Proteasen flr diese Hydrolyse vorgeschlagen. Bei der Aminopeptidase X
handelt es sich um eine Metalloprotease, welche bisher lediglich von Sim et al. in der
Ratte beschrieben wurde.?"® Dort ist sie nachweislich firr die Generierung von A2-10
aus A1-10 zustandig. Die Prasenz dieser Protease wurde einer Vielzahl von Geweben
und im Plasma der Ratte nachgewiesen.?'® Bei der Aspartyl-Aminopeptidase handelt
es sich um eine cytosolische zinkabhangige Protease®'’, welche bevorzugt am N-

Terminus gelegenes Asp aber auch Glu absp:.-xltet.218

Die Aspartyl-Aminopeptidase kommt in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe im
Menschen und anderen Saugetieren vor. Aufgrund ihrer cytosolischen Lokalisation

wirkt diese Protease wahrscheinlich nicht als A2-10-generierende Protease.

Die Endoplasmatische Retikulum Aminopeptidase 1 (ERAP-1) spaltet praferenziell 9-
16 Aminosauren lange Peptide.?” Die Spaltung des Substrates erfolgt praferenziell
nach Leu.?®® Dabei werden Peptide mit hydrophobem C-Terminus werden bevorzugt
durch ERAP-1 hydrolysiert. Weiterhin wurde beschrieben, dass die proteolytische
Prozessierung von langeren Peptidsubstraten durch ERAP-1 nur in Kombination mit
ERAP-2 stattfindet.??' Da es sich bei der ERAP-1 um eine membranstandige Protease
handelt, welche in der Membran des endoplasmatischen Retikulums vorkommt, kann
angenommen werden, dass diese Protease keine Anteil an der Generierung von A2-
10 aus A1-10 hat.
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Tabelle 11. Vergleich der Eigenschaften potentieller A2-10-, A3-10-, A4-10-, A5-10- und A6-10-
generierender Proteasen mit den in dieser Arbeit beobachteten Eigenschaften der A2-10-, A3-10-, A4-
10-, A5-10- und A6-10-generierenden Plasmaproteasen. Die in dieser Tabelle aufgelisteten Proteasen
wurden aus der Proteasedatenbank MEROPS (Version 9.7). nach folgenden Kriterien aufgelistet: Proteasen,
welche entsprechend ihrer bereits bekannten Schnittspezifitdt die mit jeweils einem Stern gekennzeichnete
Peptidbindung der vorgegebene Peptidsequenz von A1-10 spalten kdénnten. Zusatzlich wurden die Uber die
A1-10  mit

Plasmaproteaseinhibitoren der Angiotensin-Generierenden Plasmaproteasen dargestellt (vgl. Abbildung 22).

Inkubationsversuche  von Plasmaproteinen = gewonnenen  Ergebnisse Uber die

ER: Endoplasmatisches Retikulum. Xaa: Beliebige Aminosaure.

Accession
Sequenz- no.
vorgabe (Swiss Inhibierbar
fiir MEROPS Protease Prot) Schnittspezifitat Lokalisation durch:
Aspartyl- Nach N-terminalem EDTA, o-
Aminopeptidase Ot Asp STl Phenantrolin
. Nach Leu sowie
Endoplasmatische Peptide mit
D*RVYIHPFHL Ret_lkulum _ QINZ08 hydrophobem C- ER Membran EDTA, Bestatin
(A2-10) Aminopeptidase 1 Terminusz22o
Plasmaprotease Zwischen Asp-Arg Blutplasma AEBSF
Thermolysin-ahnlich, .
Neprilysin P08473 vor Leu oder Phe, 'I\Bﬂlirtng:;’a EEJ:’%?;%?Q::’
hydrophoben AS P P
DR*VYIHPFHL
(A3-10) Plasmaprotease Zwischen Arg2-Val3 Blutplasma Aprotinin, AEBSF
Endothelin converting Pro7-Phe8, auch EDTA,
enzvme 1222 P42892 Val3-Tyr4 und Tyr4- Membran Captopril,
Y lle5, Trp-Valz23 Phosphoramidon
Tripeptidyl- o Lysosom, Chymostatin,
Peptidase | o Ui e Melanosom Aprotinin
Nebrilvsin P08473 Thermolysin-ahnlich, Membran, EDTA, Thiorphan,
DRV*YIHPFHL prily hydrophobe AS Blutplasma Phosphoramidon
(A4-10) Chymotrypsin-ahnlich
UylmGal, Tromin, Neutrophile
Neutrophile Elastase P08246 Phe-Xaa, Leu-Xaa Blut Iasma, Alpha 1-antitrypsin
sowie nach Val und P
Ala
Plasmaprotease Zwischen Val3-Tyr4 Blutplasma AEBSF
Zwischen
. hydrophoben AA an Cytoplasma, .
ol ase P52888 P1,P2undP3und  Zellkern, g-Pnenanthrolin,
gopep einem kleinen Rest an  Blutplasma
P1'
- Thermolysi-ahnlich, Membran, EDTA, Thiorphan,
Neprilysin P08473 hydrophobe AS Blutplasma Phosphoramidon
- Membran, EDTA, Thiorphan,
Neprilysin 2 Q495T6 hydrophobe AS Blutplasma Phosphoramidon
Endothelin convertin Zwischen Pro7-Phe8, EDTA
DRVY*IHPFHL enzvme 1 9 p42892 Val3-Tyr4, Tyr4-lle5 Membran Captopril,
(A5-10) 4 und Trp-Val223 Phosphoramidon
Chymotrypsin-ahnlich:
. Leu-Xaa, Tyr-Xaa, Neutrohoile
Cathepsin G P08311 Phe-Xaa, Met-Xaa, pre, Chymostatin
Blutplasma
Trp-Xaa, GIn-Xaa,
Asn-Xaa.
Chymase P23946 Nach Phe> Tyr >Trp Mastzellen, i:zrr:;ci)rs]tatm,
> Leu Blutplasma Aorofini
protinin,
Plasmaprotease Zwischen Tyr4-lle5 Blutplasma Bestatin, EDTA
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Die Protease Neprilysin (NEP) koénnte ihrer Schnittspezifititen zufolge A1-10
zwischen den Aminosauren Arg2-Val3 spalten.®® Somit kommt sie als potenzielle A3-
10-generierende Proteasen infrage.

NEP ist eine zinkabhangige Metalloprotease mit relativ breiter, Thermolysin-ahnlicher
Schnittspezifitat.?* Bevorzugt spaltet sie vor hydrophoben Aminosduren. NEP
existiert sowohl in membranstandiger, als auch in zirkulierender Form.??® Die I6sliche
Form des NEP kann aus neutrophilen oder alveolaren Epithelzellen ins Plasma
sekretiert werden, wobei der genaue Mechanismus der Sekretion noch nicht bekannt
ist. Die katalytische Aktivitdt des NEP lasst sich effizient durch den bivalenten
Metallionenchelator EDTA hemmen.?”® Bei EDTA handelt es sich um einen Chelator,
welcher stabile Chelatkomplexe mit mindestens zweiwertigen Metallkationen bilden
kann. Da die im katalytischen Zentrum der Metalloproteasen befindenden Metallionen
fur die Hydrolyse des Substrates essenziell sind, wie es beispielsweise fur ACE-1
beschrieben wurde®?’
nicht mehr moglich. Weder die A3-10- noch die A4-10- oder die A5-10-generierende

Aktivitat wurde in Gegenwart von EDTA im Vergleich zum Ansatz ohne Inhibitor

, ist eine proteolytische Aktivitat nach Entzug des Metallions

verringert (vgl. Abbildung 22). Daher kann die Beteiligung von NEP an der

Generierung dieser Peptide mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Fur die Generierung von A4-10 (YIHPFHL), das heif3t fur die Spaltung der A1-10-
Peptidbindung zwischen dem Val3-Tyr4, kommen anhand ihrer bisher bekannten
Schnittspezifitaten folgende Proteasen infrage: NEP, ECE-1, neutrophile Elastase
(NE) sowie die Tripeptidyl-Peptidase 1 (TP1). Da die A4-10-generierende Aktivitat in
Gegenwart von EDTA nicht inhibiert wurde, ist NEP als A4-10-generierende Protease
mit hohem Wahrscheinlichkeitsgrad auszuschliel3en.

ECE-1 gilt als membrangebundenes Enzym. Korth et al. gelang es eine katalytisch
aktive losliche Form des ECE-1 zu exprimieren. Diese weist im Vergleich zur
membrandsen Form gleiche Substratspezifititen auf.??® Johnson et al. fanden durch
Inkubation der rekombinant exprimierten I6slichen Form des ECE-1 und
anschlielende Analyse der Reaktionslésung mit MALDI-MS heraus, dass die I6sliche
Form des ECE-1 A1-10 zwischen Val3-Tyr4, dem Tyr4-lle5 sowie zwischen den
Aminosauren Pro7-Phe8 spalten kann, wobei Letzteres die bevorzugte Schnittstelle
darstellt.*® Als Metalloprotease ist die ECE-1-Aktivitat durch EDTA inhibierbar, wobei
nach Matsuura et al. der inhibitorische Effekt durch Zugabe von 10 mM Zn**

aufgehoben werden kann.”® Sollte eine Iésliche Form des ECE-1 in humanem
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Plasma existieren, ware dessen Beteiligung an der Hydrolyse von A1-10 zu A4-10
unwahrscheinlich, da die A4-10-generierende Aktivitat in Gegenwart von EDTA nicht
inhibiert wurde.

Die NE ist eine ca. 30 kDa groRe glykosylierte Serin-Protease mit Chymotrypsin-
ahnlicher, breiter Schnittspezifitat. Sie wird von Neutrophilen gespeichert und spielt
eine wichtige Rolle bei der Immunantwort und steht in Verbindung mit
inflammatorischen Prozessen.?*® Weiterhin ist sie an der Blutgerinnungskaskade
beteiligt, da sie mitunter an der Spaltung von Koagulationsfaktoren wie Fibrinogen231,

22 hder Fibronektin?®

Plasminogen mitwirkt. Wahrend der Blutkoagulation wird die NE
hauptsachlich durch Kallikrein aus Neutrophilen freigesetzt. Im gesunden Organismus
werden nur sehr geringe Mengen der NE ins Plasma sezerniert. Diese werden zlgig
durch endogene Proteaseinhibitoren wie a1-Antitrypsin oder a2-Macroglobulin
komplexiert und die Aktivitit der NE somit inhibiert.>** Eine Beteiligung der NE an der
Generierung von A4-10 ist demnach relativ unwahrscheinlich, jedoch nicht
ausgeschlossen. Die beteiligung der TP1 an der Generierung von A4-10 ist ebenfalls
nicht wahrscheinlich,da diese Calcium-abhangige Serinprotease im Lysosom als auch
in Melanosomen lokalisiert ist.>*® Zudem liegt der optimale pH-Wert fir die
katalytische Aktivitat der TP1 bei 5.%°°

Die im Vergleich zur Abwesenheit von Inhibitoren reduzierte Generierung von A4-10
nach Inkubation humaner Plasmaproteine mit A1-10 in Gegenwart der
Serinproteaseinhibitoren Chymostatin, Aprotinin und Antipain deutet auf eine
mogliche Beteiligung der NE an der Generierung von A4-10 hin. Es kann jedoch keine
eindeutige Aussage daruber getroffen werden, ob die beobachtete verminderte A4-
10-generierende Aktivitat in Gegenwart dieser Inhibitoren auf eine direkte Inhibition
der A4-10 generierenden Protease zuruckzufuhren ist. Die Generierung von A3-10

war in Anwesenheit von Aprotinin, Antipain und Chymostatin ebenfalls reduziert.

Ausgehend von der Annahme, dass die Angiotensin-Peptide sukzessiv durch
Aminopeptidaseaktivitat aus A1-10 generiert werden, kdnnte die Generierung von A4-
10 demnach auch durch eine verringerte A3-10-generierende Aktivitat beeinflusst
worden sein. Trotz groRer Ahnlichkeit der Inhibitionsprofile fir A3-10, A4-10 und A5-
10 kann hier nicht geklart werden, ob es sich um ein und dieselbe Protease handelt,
welche die genanten Angiotensin-Peptide generiert. Es muss sich jedoch um ahnliche

Proteasen der Serin- oder Cysteinfamilie handeln.
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Im Hinblick auf die bisher bekannten Schnittspezifitdten konnte die Thimet
Oligopeptidase (TOP), ECE-1, NEP, NEP-2, Cathepsin G oder die Chymase A1-10
zwischen dem Tyr4 und dem lle5 spalten und somit A5-10 (IHPFHL) generieren.

Die TOP, friher als Pz-Peptidase oder Oligopeptidase A bekannt, ist eine
Zinkabhangige Endopeptidase237, welche an der proteolytischen Prozessierung vieler
Peptidsubstrate wie Neurotensin, Enkephalin-Precursor und Bradykinin beteiligt
ist.”**Sie wird hauptsachlich in Geweben wie dem Gehirn, der Hirnanhangdriise und
den Hoden exprimiert und es wurden hohe Konzentrationen der TOP in T- und B-
Lymphozyten nachgewiesen.?®® Es ist bekannt, dass TOP sowohl in cytosolischer
bzw. zirkulierender Form sowie als membranassoziierte Form vorkommt und im
Nukleus lokalisiert ist.?*° TOP ist auch in den Hinterextremititen von Ratten
vorhanden und fahig A1-7 aus A1-10 zu generieren.'®! Knight et al. berichteten, dass
TOP ihre Peptidsubstrate praferiert in der Nahe des C-Terminus spaltet, wobei die
Lange der abgespaltenen Peptide bis zu 6 Aminosauren betragen kann.?*’

Bei TOP handelt es sich um eine Metalloprotease. Die A5-10-generierende Aktivitat
war in Gegenwart von EDTA im Vergleich zum Ansatz ohne Inhibitor leicht erniedrigt.
Demnach kdnnte TOP teilweise an der Generierung von A5-10 beteiligt sein. Der
Hauptanteil der Generierung von A5-10 wird wahrscheinlich durch andere Proteasen
katalysiert.

Die Serinprotease Chymase kommt potenziell auch als A5-10-generierende Protease
infrage. Der starkste inhibitorische Effekt auf die Generierung von A5-10 wurde in
Gegenwart von Antipain, einem reversiblen Serin- und Cysteinprotease-Inhibitor von
Trypsin-ahnlichen Proteasen, festgestellt.

Chymase wird in humanen Mastzellen gespeichert und sezerniert. lhre Aktivitat im
Plasma wird durch den endogenen Plasmaproteaseinhibitor alpha2-Macroglobulin
gehemmt, wodurch ihre Fahigkeit zur Spaltung grolRer Substrate z. B. Serpinen
inhibiert wird, die Fahigkeit zur Spaltung kleinerer Peptidsubstrate wie A1-10 jedoch
erhalten bleibt.?*? In pathophysiologischem Geschehen wie der Praeklampsie lieken
sich zudem erhdohte Chymaseaktivitaten im Plasma nachweisen.?*®> Mit hoher
Wahrscheinlichkeit kann jedoch die Chymase als A5-10-generierende Protease
ausgeschlossen werden, da in dieser Arbeit in vitro gezeigt werden konnte, dass nach
Inkubation rekombinanter Chymase mit A1-10 als einziges Reaktionsprodukt A1-8
entsteht (vgl. Abbildung 40). In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis wurden in der
Literatur neben der Generierung von A1-8 keine weiteren A1-10 abstammenden

Reaktionsprodukte durch Chymaseaktivitat beschrieben.
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Cathepsin G ist fahig A1-10 katalytisch in A1-8 zu spalten. Es ist ebenfalls Mitglied
der Serinproteasefamilie mit chymotrypsin-ahnlicher Schnittspezifitat, wird von
Neutrophilen exprimiert und kommt hauptsachlich in membrangebundener Form auf
deren Zelloberflache vor®**, wird aber auch ins Blutplasma sezerniert. Cathepsin G ist
eine Protease mit Trypsin- bzw. Chymotrypsin-ahnlicher Schnittspezifitadt. Daher
kommt Cathepsin G als A5-10 generierende Protease infrage. Chymotrypsin ist ein
potenter Cathepsin G Inhibitor. Die A5-10-generierende Aktivitat wurde jedoch in
Anwesenheit von Chymostatin nicht signifikant inhibiert.

NEP2 kommt in zwei unterschiedlichen membrangebundenen Proteinspezies vor,
NEP2 und NEP2*, welche durch alternatives SpleiRen hervorgehen.?*> NEP2 existiert
im Menschen sowohl als membrangebundenes als auch als |&sliches Protein. NEP2*
selbst kommt in zwei membrangebundenen hochglykosylierten Proteinspezies vor.
Thomas et al. identifizierten auch in der Fruchtfliege eine I&sliche Form von NEP2.24°
Zwischen NEP und NEP2 besteht eine Sequenzhomologie von 54%, wobei sich
NEP2 sowohl die Substratspezifitdten betreffend, als auch bezuglich
Inhibitorsensitivitaten deutlich von NEP unterscheidet.?** Nach Whyteside et al.
hydrolysiert NEP effektiv die Peptide Bradykinin, Substanz P und Neurotensin sowie
A1-10 und A1-8. NEP2 prozessierte Substanz P und A1-10 mit hoher Aktivitat. Die
Bradykinin-prozessierende Aktivitdt von NEP2 betrug jedoch lediglich 57% im
Vergleich mit NEP. A1-8 wurde wahrend der Inkubation mit NEP2 lediglich zu 2%
abgebaut.

Da die in Gegenwart von EDTA generierte Menge an A5-10 etwas geringer ausfiel als
in Abwesenheit von EDTA, ist es denkbar, das die 10sliche Form von NEP2 oder NEP
als A5-10-generierende Protease im Plasma beteiligt ist. Da der inhibitorische Effekt
von EDTA jedoch gering ausgepragt war, sind neben NEP2 oder NEP vermutlich
auch andere Proteasen der Generierung von A5-10 verantwortlich. Da bisher keine im
Plasma zirkulierende Form des ECE-1 beschrieben wurde, spielt diese Protease
aufgrund ihrer Membranstandigkeit bei der Generierung von A5-10 im Plasma keine
Rolle

Fir die Generierung von A6-10 (HPFHL) muss die proteolytische Hydrolyse von A1-
10 bzw. A5-10 zwischen den Aminosauren lle5 und His6 stattfinden. In MEROPS?"
wurden hierzu keine humanen Proteasen gefunden, die A1-10 zwischen diesen
Aminosauren spalten. Demzufolge muss die A6-10-generierende Protease eine noch
nicht beschriebene substratspezifische Schnittspezifitat besitzen. Tatsachlich konnte

in dieser Arbeit die APN als A6-10 generierende Protease charakterisiert werden
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(Abbildung 23 bis Abbildung 28). Dieses Ergebnis wird in einem spateren Abschnitt

naher diskutiert.

Eine weitere Frage war, ob die Generierung der Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10,
A4-10, A5-10 und A6-10 auch von ein und derselben Aminopeptidase bewerkstelligt
wird. Die in Abbildung 22 gezeigten Inhibitionsprofile zeigen, dass die gleiche
Protease welche A2-10 generiert auch fur die Generierung von A3-10 und A4-10
zustandig sein konnte. Da die Generierung dieser Peptide durch Antipain (Cystein-

und Serinproteaseinhibitor)**’

inhibiert wurde, muss diese Protease der Cystein- oder
Serin-Proteasefamilie angehoren. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der A6-10-
generierenden Protease hdchstwahrscheinlich um eine Metalloprotease, da die
Anwesenheit von EDTA die Bildung von A6-10 aus A1-10 vollstandig inhibiert.

Der spezifische ACE-1-Hemmer Captopril fluhrte wie erwartet zu einer deutlich
verringerten Bildung an A1-8, jedoch nicht zu einer verminderten Generierung von A2-
10, A3-10, A4-10, A5-10 oder A6-10, weshalb das ACE-1 fur die Generierung dieser
Peptide ausgeschlossen werden kann.

Takai et al. berichteten in der Ratte von der Chymostatin-sensitiven Generierung von
A5-10."®% In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die in Gegenwart des Inhibitors
Chymostatin wahrend der Inkubation humaner Plasmaproteine mit A1-10 generierte
Menge an A5-10 im Vergleich zum Ansatz ohne Inhibitor erhdht war. Dies zeigt, dass
sich die murine A5-10-generierende Protease von der A5-10-generierenden Protease

im Menschen unterscheidet.

Die Aminopeptidase A (APA) ist eine Metalloprotease, welche in einer Vielzahl

248,249 ynd in Serum'”® nachgewiesen wurde. Theoretisch

verschiedener Gewebe
konnte die APA eine A2-10-generierende Aktivitat besitzen, da sie A1-8 zwischen den
N-terminal gelegenen Aminosauren Asp-Arg hydrolysiert und damit A2-8 generiert.?*
Diese Vermutung wird durch die kurzlich veroffentlichte Arbeit von Velez et al.
unterstitzt. Dort wurde gezeigt, dass A1-10 in humanen Podozyten zu A2-10
gespalten wird und dass die APA in diesen Zellen exprimiert wird.>>' Da die A2-10-
generierende Aktivitat in humanem Plasma jedoch in Gegenwart von EDTA erhdht
war, spielt die APA im Plasma bei der Generierung von A2-10, wenn Uberhaupt, eine

eher untergeordnete Rolle.
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Palmieri et al. berichteten, das A2-8 durch die Aminopeptidase N (APN) zwischen den
N-terminalen Aminosauren Arg2-Val3 weiter zu A3-8 gespalten werden kann."® Da es
sich dabei um die gleiche Schnittstelle handelt, die zur Generierung von A3-10 aus
A1-10 gespalten werden musste, kommt die APN als A3-10 generierende Protease in
Betracht. Velez et al. postulierten, dass A2-10 durch APN in humanen Podozyten
weiter zu A3-10 gespalten wird.?®" Durch Palmieri et al. wurde gezeigt, dass die APN
kultivierter porciner Endothelzellen und Glatter GefalBmuskelzellen fahig ist A2-10
abzubauen."® Es handelt es sich bei der APN um eine zinkabhangige
Metalloprotease, welche sowohl als membrangebundene Form als auch als |6sliche

253

Form vorkommt.?*? Die l6sliche Form der APN wurde sowohl aus humanem Urin?> als

auch aus Plasma®®? isoliert. Favoloro et al. fanden heraus, dass die l0sliche Form der

APN die dominierende funktionelle Aktivitdt im Vergleich zur membrangebundenen

Form im Plasma ausiibt.?*?

Das Ergebnis der in dieser Arbeit untersuchten Prozessierung der Angiotensin-
Peptide A1-10, A1-8, A2-10, A3-10, A4-10 und A5-10 durch die APN ist schematisch
in Abbildung 38 dargestellt.

—A1-10 DRVYIHPFHL

A2-10 RVYIHPFHL
APNl

A3-10 VYIHPFHL
APNl

A4-10 YIHPFHL
APNl

A5-10 IHPFHL

APN ‘

> A6-10 HPFHL

APN

Abbildung 38. Prozessierung von unterschiedlichen Angiotensin-Peptiden durch rekombinante
Aminopeptidase N (APN) in vitro. Die diesem Schema zugrunde liegenden Ergebnisse wurden nach
Inkubation von APN mit den Angiotensin-Peptiden A1-10, A2-10, A3-10, A4-10 und A5-10 und anschlie3ender
Analyse der Reaktionsprodukte mittels MALDI-MS gewonnen (vgl. Abschnitt 3.2, Abbildung 23 bis Abbildung
28).
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Hier wurde gezeigt, dass nach Inkubation von A1-10 mit rekombinanter APN
entgegen der Erwartung nicht A3-10, sondern A6-10 entsteht (Abbildung 23). A1-8
wurde in vitro nicht von der APN prozessiert, was zeigt, dass diese Protease
substratspezifisch agiert. Die Generierung von A3-8 durch APN verlangt demnach
zunachst eine initiale Spaltung von A1-8 zu A2-8. Insgesamt entsteht der Eindruck,
dass die APN bevorzugt kurzere Peptidsubstrate umsetzt (vgl. Abbildung 23 bis
Abbildung 28). Vor allem scheint das Vorhandensein des N-terminalen Asp1 des A1-
10 dessen Prozessierung durch APN stark zu hemmen. Scheinbar hydrolysiert die
APN bevorzugt Peptidsubstrate mit basischen oder neutralen Aminosaureresten am
N-Terminus.

Lag A2-10 als Substrat vor, generierte die APN nicht nur A6-10, sondern auch die
Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10. Dies bestatigt die Hypothese
von Velez et al., erweitert jedoch auch das bisher bekannte Substratspektrum der
APN. Da auch im Plasma die Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 aus A2-10
generiert werden (vgl. Abbildung 21) liegt die Vermutung nahe, dass die APN auch im
Plasma fur die Generierung der Angiotensin-Peptide katalysiert. Da die A2-10-, A3-
10-, A4-10-generierende Aktivitat jedoch weder durch den APN-Inhibitor Bestatin
noch in Gegenwart von EDTA inhibiert wurde, spielt die APN im Vergleich zu
Proteasen der Cystein/Serin-Familie wahrscheinlich eine Nebenrolle bei der

Generierung dieser Angiotensin-Peptide im Plasma.

In vitro zeigte sich, dass die APN die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10 und
A5-10 effizient in A6-10 prozessiert. Da A6-10 auch nach langeren Inkubationszeiten
nicht weiter abgebaut wurde (vgl. Abbildung 25 bis Abbildung 28)kann vermutet
werden, dass dieses Peptid das Endprodukt der APN-Kaskade darstellt. Als
zinkabhangige Metalloprotease kame die APN tatsachlich als A6-10 generierende
Protease im Plasma infrage. Aufgrund der in dieser Arbeit gemessenen hohen A6-10-
Plasmakonzentrationen wurde bereits die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei A6-
10 moglicherweise um das Endprodukt der Aminopeptidasekaskade im Plasma
handelt. Die effiziente Generierung von A6-10 durch rekombinante APN untermauert
diese Vermutung. Da die A6-10-generierende Aktivitat zwar in Gegenwart von EDTA

254 inhibiert wurde weist

jedoch nicht von Bestatin, einem potenten APN-Inhibitor
darauf hin, dass eine weitere Metalloprotease mit A6-10-generierender Aktivitat im

Plasma existieren muss.
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Garcia et al. schlugen vor, dass die Generierung von A2-10 aus A1-10 im Blut von
Ratten als zusatzlicher Weg fur die proteolytische Prozessierung von A1-10
existiert.”*® Die Autoren vermuteten, das ACE-1 in vivo fiir die Degradation von A2-10
in A2-8 verantwortlich ist, da nach intravendser Injektion von A2-10 in Ratten die
Generierung von A2-8 vollstandig durch den ACE-1-Inhibitor Captopril inhibiert wurde.
Es erscheint naheliegend, dass auch im Menschen durch ACE-1 welches
hauptsachlich auf Endothelzellen und im Plasma vorkommt, die letzen zwei C-
terminalen Aminosauren His-Leu von A-1-10 abgespalten werden. Somit konnte ACE-
1 theoretisch zur in vivo-Prozessierung von A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 im
Plasma beitragen. Wie das Ergebnis in Abbildung 11 zeigt, scheint auch eine
Plasmaprotease zu existieren, welche A2-10 in die Angiotensin-Peptide A2-8, A3-8
und A4-8 prozessiert. Moglicherweise wird dies durch die 16sliche Form des ACE-1-
katalysiert.

Eine Zusammenfassung der Prozessierung von A1-10 in humanem Plasma unter

Einbezug der in dieser Arbeit dazugewonnenen Ergebnisse ist in Abbildung 39

dargestellt.
Aminoterminale Prozessierung | __Carboxyterminale Prozessierung |
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DRVYIHPFHL NeP !

S - 1

C/S-protease N S N . S~ ~ ACE:2 :

ACE-1 N DT |

Chymase S e :

A2-10 RVYIHPFHL .. . A1-9DRVYIHPFH - -

C/S-Proteasel \;‘\\ N S, 1 :

7 A 1
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Metalloprotease l
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Abbildung 39. Prozessierung von A-1-10 in humanem Plasma. Aminoterminale Prozessierung der
Angiotensin-Peptide wird durch durchgezogene Linien, carboxyterminale Prozessierung durch unterbrochene
Linien angezeigt. C/S: Cystein/Serin-Protease. APA: Aminopeptidase A, APN: Aminopeptidase N, NEP:
Neprilysin.
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Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse lassen vermuten, dass die Angiotensin-
Peptide A2-8, A3-8 und A4-8 in humanem Plasma bevorzugt aus A2-10 und eher zu
einem geringen Anteil aus A1-8 generiert werden. Dafir spricht, dass die Generierung
der Peptide A2-8, A3-8 oder A4-8 nicht in den Reaktionslésungen nach Inkubation
von A1-10 mit Plasmaproteinen detektiert wurden, obwohl A1-8 generiert wurde. Es
wurde gezeigt, dass A2-10 in humanem Plasma offensichtlich zlgig aus A1-10
generiert und in die Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10
weiterprozessiert wird (vgl. Abbildung 11, Abbildung 18, Abbildung 20). Scheinbar
erfolgt die N-terminale Hydrolyse von A2-10 im Plasma, im Vergleich zur C-terminalen
Prozessierung, welche zur Generierung von A2-8 fuhren wuirde, bevorzugt. Sind
jedoch hohe Konzentrationen an A2-10 vorhanden, lasst sich in vitro auch die
Generierung der Angiotensin-Peptide A2-8, A3-8 und A4-8 in Gegenwart humaner

Plasmaproteine nachweisen (vgl. Abbildung 21).

In dieser Arbeit sollte zudem untersucht werden, ob die Angiotensin-Peptide A2-10,
A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 physiologisch aktiv sind. Da die hier untersuchten
Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 im Blut nachgewiesen wurden,
sind sie Teil des zirkularen Systems. Demnach bieten sich Experimente mit isolierten
Blutgefallen an, da die Angiotensin-Peptide nach ihrer Generierung im Plasma die
Moglichkeit haben mit Endothel-standigen Rezeptoren zu interagieren.

A1-8 beispielsweise kann seine Vasoaktivitat im Menschen entweder Uber den AT;-
Rezeptor oder Uber den AT.-Rezeptor vermitteln, wobei der AT:-Rezeptor eine
Vasokonstriktion auslést und der AT,-Rezeptor eine Vasodilatation vermittelt.”® 2° In
Mausen®® und Ratten®’ wird der der AT;-Rezeptor in zwei Subtypen, AT, und ATy,
unterschieden.

Mithilfe einer Druck-Myographie an der Halsschlagader der Maus wurde in dieser
Arbeit untersucht, ob die Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 ebenfalls
vasoaktiv sind. Wie in Abbildung 32 dargestellt, wurde ein vasodilatorischer Effekt der
Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 auf die Maus-Halsschlagadern
gemessen. Die untersuchten Peptide besitzen demnach eine, wenn auch im Vergleich

zum potenten Vasodilator NNP geringe, vasodilatorische Aktivitat.

Fur die Vermittlung dieser beobachteten vasodilatorischen Effekte kommt der AT,-
Rezeptor als auch der Mas-Rezeptor infrage, da beide Rezeptoren bereits im

Zusammenhang mit der Vermittlung vasodilatatorischer Effekte beschrieben wurden.
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Der AT,-Rezeptor ist im Menschen als auch in murinen Spezies hauptsachlich in

fotalem Gewebe prasent®®

, wurde jedoch von Utsunomiya et al. ebenfalls in
kardiovaskularem Gewebe nachgewiesen.?*®

Yamaka et al. zeigten, dass uUber die Bindung von A1-8 an den AT,-Rezeptor eine
Aktivierung des Kinin-Systems initialisiert werden kann'®®, was in einer durch NO™"

31hzw. cGMP-vermittelten Vasodilatation resultiert.

Der Mas-Rezeptor wird hauptsachlich im Hippocampus und dem zerebralen Cortex
der Ratte®®® und in den Hoden®' exprimiert. Seine Expression wurde auch in der
Niere und im Herzen nachgewiesen.

Uber den Mas-Rezeptor ist bekannt, dass er an der Vermittlung einer durch Bindung
von A1-7 ausgeldsten Vasodilatation beteiligt ist. Diese Vasodilatation kann sowohl

%2 als auch iiber NO?* erfolgen.

uber Stimulation der Prostaglandinsynthese
Sampaio et al. zeigten, dass die Ausschittung von NO dabei Uber einen Akt-
abhangigen Signalweg erfolgt, welcher zur Aktivierung der NO-Synthase fiihrt.?*
Nach Heitsch et al. ist die Bildung von NO als Folge eines intrazellularen Anstiegs an
Ca**-lonen maoglich, scheint jedoch nicht direkt Uber den Mas-Rezeptor vermittelt zu
werden.®® Den Ergebnissen von Ueda et al. zufolge konnte dieser Anstieg der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration indirekte tiber Bradykinin bzw. tber die Stimulation

des endothelialen B,-Rezeptors, einem Bradykinin-Rezeptor, stattfinden.”

In einem weiteren Experiment wurde gezeigt, dass diese Peptide auch die
vasokonstriktorische Antwort auf A1-8 modulieren kénnen (vgl. Abbildung 33).

Eine alleinige Applikation von A1-8 auf die Maushalsschlagader fuhrte
erwartungsgemal zu einer deutlichen Vasokonstriktion. Wie oben erwahnt findet dies
uber den AT -Rezeptor statt. In der Maus muss jedoch unterschieden werden, Uber
welchen Rezeptorsubtyp des ATi-Rezeptors diese Vasokonstriktion vermittelt wird.
Der AT ,-Rezeptor kommt im Vergleich zum ATq,-Rezeptor dominierend in einer
Vielzahl von Organen wie dem Herzen, dem Gehirn, der Leber und den Nieren vor.
Der AT,-Rezeptor wird jedoch vorwiegend in den Hoden, im Gehirn und in den
Nebennieren exprimiert.?®®> Zhou et al. fanden heraus, dass der AT,-Rezeptor stark in
der abdominalen Aorta der Maus exprimiert wird und dort vorwiegend an der

Vermittlung vasokonstriktiver Effekte beteiligt ist.?®°
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Generell scheinen beide Rezeptorsubtypen an der Vermittlung vasokonstriktiver
Effekte beteiligt zu sein, da sowohl die Deletion des AT, als auch des AT,,-Rezeptors
in Mausen zu deren Hypotonie filhrte, wie von van Esch et al. gezeigt wurde.”®’ Die
Autoren berichteten aul3erdem, dass die kardialen durch A1-8 vermittelten Effekte von
A1-8 auf das Herz von Mausen ausschlieBlich durch den AT,,-Rezeptor vermittelt
werden, da Bolusinjektionen von A1-8 in ATq,-defiziente Mause keinerlei Effekt auf
das murine Herz auslosten. Diese Beobachtungen stehen in Kontrast zu den

Ergebnissen von Zhou et al..

Da es bei vorausgehender Applikation der Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10,
A5-10 und A6-10 zu einer Verminderung der A1-8-vermittelten Vasokonstriktion oder
gar zur einer A1-8-vermittelten Vasodilatation kommt (Abbildung 32), muss die
Bindung dieser Peptide an den AT,- oder Mas-Rezeptor einen Einfluss auf den ATy,
oder ATq,-Rezeptor ausiuben. Denkbar ware jedoch auch eine irreversible Bindung
der Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 an den AT4-Rezeptor
und eine damit einhergehende Blockierung dieses Rezeptors. Die Blockierung des
AT -Rezeptors kdnnte eine AT,-vermittelte Vasodilatation demaskieren.

Es ist bekannt, dass der AT,-Rezeptor den AT4-Rezeptor vermittelten physiologischen
Wirkungen entgegenwirken kann.?*® Tatsachlich scheint eine durch A1-8 vermittelte
Vasodilatation scheint in murinen Spezies jedoch nicht allein durch den AT,-Rezeptor,
sondern als viel mehr Uber eine komplexe Interaktion des AT4- mit dem AT,- Rezeptor
stattzufinden.?®®

Gohlke und Li et al. zeigten beispielsweise, dass eine durch A1-8 induzierte
Vasodilatation in spontan hypertensiven Ratten nach Blockierung des ATq-Rezeptors
ausgelost werden konnte. Sie postulierten, dass der fur die Vasodilatation
verantwortliche Signalweg Uber eine AT,-abhanige Stimulation des Bradykinin- und
Stickstoffmonoxidsystems funktioniert.?’% "' Ahnliche Mechanismen scheinen auch in
Mausen zu existieren. Von van Esch et al. wurden gezeigt, das A1-8
vasomodulierende Effekte Uber den AT ,- und den AT,-Rezeptor vermittelt, wobei der
AT,-Signalweg eine NO-abhangige Vasodilatation vermittelte, welche lediglich in
Verbindung mit einer Aktivierung des AT,,-Rezeptors stattfand.”*® Diese Ergebnisse
stutzen die Hypothese der AT -Blockierung durch die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-
10, A4-10, A5-10 und A6-10.

Eine Uber den ATi-Rezeptor vermittelte Vasodilatation wurde jedoch bisher nicht

berichtet. Jedoch ist eine AT-abhangige und durch A1-8 initialisierte Freisetzung von
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NO Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen.?’* ?’® |nteressanterweise berichtete
Kostenis et al., dass der antagonistische Effekt von A1-7 zur vasokonstriktorischen
Wirkung von A1-8 auf die Bildung eines hetero-oligomeren Komplexes des Mas-
Rezeptors mit dem AT -Rezeptor zurtickzuflihren ist.2’* Giani et al. zeigten zudem in
Ratten, dass die nach Aktivierung des Mas-Rezeptors vermittelten antiproliferativen
und A1-8-antagonisierenden Effekte unter anderem auf eine Inhibition der
Phosphorylierung der an der AT;-Signalkaskade beteiligten ERK1/2 und Rho-Kinase
zurlickzufiihren sind.?”

Aufgrund dieser Sachverhalte kann die Hypothese aufgestellt werden, dass eine
Bindung der Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 oder A6-10 an den
Mas-Rezeptor stattfindet, was nachfolgend eine Dimerisierung mit dem AT4-Rezeptor
sowie eine Inhibition der Phosphorylierung der an der AT4-Signalkaskade beteiligten
ERK1/2 und Rho-Kinase bewirkt.

Eine Dimerisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kann sowohl einen
Einfluss auf deren Desensitivierung, als auch auf ihre Internalisierung ausuben
(Bai’®). Wirde der Mas-AT-Rezeptor-Komplex nach Bindung der Angiotensin-
Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 rascher internalisiert werden, kdnnte
dies zu einer verminderten Menge an ATq-Rezeptoren an der Endothelzelloberflache
fuhren und dadurch das Verhaltnis der AT4- zu AT,-Rezeptoren auf der Zelloberflache
zugunsten der AT,-Rezeptoren verschieben.

Eine durch A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 oder A6-10 induzierte Dimerisierung des AT1-
und des Mas-Rezeptors konnte ebenso zu einer Desensitivierung des AT -Rezeptors
fuhren. Dies hatte zur Folge, dass der ATi-Rezeptor eine stark verminderte
Ligandenaffinitat fur A1-8 aufweist.

In beiden Fallen kdnnte die erwartete durch A1-8 vermittelte Vasokonstriktion
moduliert werden, da A1-8 in héherem Malke fur die Bindung an den AT,-Rezeptor zur
Verfugung stehen wirde und folglich eine AT,-abhangige Vasodilatation auslosen
kann. In ihrer vasoaktiven Wirkung wirden die Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10
und A6-10 demnach A1-7 ahneln.

Um diese Hypothesen zu uberprifen und nahere Informationen Gber die an der A3-
10-, A4-10, A5-10 oder A6-10-vermittelten Vasodilatation beteiligten Rezeptoren zu
gewinnen, konnten Rezeptorbindungsstudien unter  Verwendung von

Rezeptorantagonisten dienen.
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Nachdem eine physiologische @ Wirkung der  Angiotensin-Peptide  auf
Maushalsschlagadern in vitro beobachtet werden konnte, galt es zu prifen, ob die
Peptide auch in vivo eine biologische Aktivitat vermitteln konnen. Daher wurde eine
Infusion der Angiotensin-Peptide in anasthesierte Mause vorgenommen und die
Pulswellengeschwindigkeit (PWG) welche als indirekter Messwert fiir die Anderung
der Blutflussgeschwindigkeit herangezogen werden kann, durchgefuhrt. Da es sich
bei diesem Versuch jedoch um ein einmalig durchgefuhrtes Experiment handelt, sind
die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse lediglich richtungsweisend. Da am Ende
des Experimentes zur Kontrolle eine Infusion mit 10"® molarem A1-8 stattfand, was zu
einer deutlichen Erhdhung der PWG und damit einer zuverlassigen Vasokonstriktion
fuhrte, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass sich diese Methode zur
Bestimmung der Vasoaktivitat der Angiotensin-Peptide eignet (Abbildung 34).

Erst nach Injekton von A3-10 in 10° molarer Konzentration wurde eine
Vasokonstriktion beobachtet. Deshalb muss davon ausgegangen werden, dass
zumindest A3-10 in der Maus in vivo keine physiologische Relevanz in Bezug auf die
Modulation des Blutdruckes besitzt, da eine Konzentration von 10°M wie sie in
diesem Experiment zur Vasokonstriktion flhrte, selbst bei einem vollstandigen
Umsatz von Angiotensinogen mit einer Plasmakonzentration von ca. 1,3*10° M in A3-
10 nicht in vivo erreicht werden kann.?® In einer 10 molaren Konzentration wurde
eine leichte Vasodilatation beobachtet. In Bezug auf die hier eingesetzte
Konzentration konnte dieser Effekt von A3-10 eher physiologische Relevanz besitzen.
Zudem deckt sich dieses Ergebnis mit der uber Druckmyographie beobachtete
Vasodilatation durch A3-10 (vgl. Abbildung 32).

Da A3-10 proteolytisch in vivo zu A3-8 umgesetzt werden konnte, wurde die
Vasoaktivitat von A 3-8 ebenfalls durch Injektion getestet. Im Vergleich bewirkte A3-8
in 10 molarer Konzentration eine deutliche Vasokonstriktion, wohingegen A3-10 in
10*M Konzentration fast keine Vasokonstriktion ausloste. Jedoch zeigten die
Blutstromungsprofile nach Injektion beider Peptide unterschiede im EKG als auch im
Blutstromungsprofil (Abbildung 35 und Abbildung 36). Die im EKG beobachtete ST-
Streckensenkung deutet darauf hin, das A3-10 zu einer Koronarinsuffizienz
(Sauerstoffunterversorgung) des Herzens fiihrt.?’” Dieser Effekt war bei A3-8 in
gleicher Konzentration schwacher ausgepragt.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die nach Injektion von A-3-10
beobachtete vasokonstriktive Wirkung wahrscheinlich kein autonom vermittelter Effekt

ist, sondern das Produkt einer proteolytischen Umsetzung von A3-10 in A3-8. Jedoch
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lasst das unterschiedliche Profil im EKG und Blutstromungsprofil auch die
Interpretation zu, dass A3-10 trotzdem eigenstandige Wirkung auf das
kardiovaskulare System besitzen kdnnte.

Des Weiteren bleibt die Frage der Autonomie der durch die Angiotensin-vermittelten
Wirkung offen. Da die Angiotensin-Peptide im Perfusionsbad mit einem intakten
Blutgefal® in Kontakt kommen, muss auch eine mdgliche proteolytische Prozessierung
durch membranstandige, im Endothel des Gefalles lokalisierte Proteasen in Betracht
gezogen werden. Somit kann hier nicht differenziert werden, ob der physiologische
beobachtete Effekt dieser Angiotensin-Peptide autonom ist.

Denkbar ware eine proteolytische Prozessierung der Angiotensin-Peptide durch Ecto-
Carboxypeptidasen. Dies liegt nahe, da bereits Angiotensin-Peptide wie A3-8 und A4-
8 in humanem Plasma nachgewiesen wurden. Bisher galt jedoch A1-8 als Vorlaufer
fur die proteolytische Generierung dieser Peptide. Die in dieser Arbeit beschriebene
Generierung der Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10, A5-10 oder A6-10 zeigt, dass
diese Peptide neben A1-8 als Vorstufen fur die Generierung der Angiotensin-Peptide
A3-8, A4-8, A5-8 oder A6-8 dienen konnten.

A3-8 |6ste in Arteriolen des Kaninchens A3-8 eine Vasodilatation aus, die vermutlich
uber die Freisetzung von NO vermittelt wird, da die Vasodilatation nur auftrat, wenn
kurz vorher L-Arginin, der Vorstufe des NO, verabreicht wurde.>® Weiterhin vermittelt
A3-8 in porcinen pulmonalen Endothelzellen eine endothelabhangige Relaxation,
welche in Kombination mit erhohter endothelialer NO-Syntaseaktivitat und cGMP
Menge beobachtet wurde.?”® Mehrere Autoren zeigten dagegen, dass A3-8 hdheren
Konzentrationen zur Vasokonstriktion fiihrte.? 9% 29281 7,dem wurde in einigen
dieser Studien beobachtet, dass die die Vasopressoraktivitat von A3-8 im Vergleich
zu A1-8 ca. 100fach schwacher ausfiel.

In der Ratte wurde beschrieben, dass A3-8 durch Aminopeptidaseaktivitat in die
Peptide A4-8, A5-8 und A6-8 prozessiert wird.?® Interessant dabei erscheint, dass
A5-8 das Hauptprodukt dieser proteolytischen Kaskade ist. Weiterhin wurde durch
Inhibitorversuche gezeigt, dass es sich bei der A5-8-generierenden Protease neben
APN um die Dipeptidylaminopeptidase (DAP) handeln kénnte. Sie zeigten zudem,
dass die APN und DAP vor allem in den Glomeruli der Niere eine hohe Aktivitat
haben. Dies impliziert, dass diese Protease moglicherweise eine wichtige Rolle bei
der Generierung der Angiotensin-Peptide A3-10, A4-10 A5-10 und A6-10 spielen. Den
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in dieser Arbeit beschriebenen Inhibitorergebnissen nach sind im Plasma jedoch
andere Proteasen fur den Hauptanteil inrer Generierung zustandig.

Diese Ergebnisse Uberblickend kann gesagt werden, dass zwischen den Angiotensin-
Peptiden, welche ausschlieBlich durch eine C-terminale proteolytische Kaskade aus
A1-10 generiert werden und dem Angiotensin-Peptid A3-8 Ahnlichkeiten hinsichtlich
der hier beobachteten physiologischen Wirkung bestehen. Obwohl bisher noch keine
Studien fur A4-8 und A5-8 vorliegen, welche von einer vasomodulierenden Aktivitat
dieser Peptide berichten, liegt es nahe, dass es sich bei den Angiotensin-Peptiden
A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 in der Maus vermutlich nicht um die vasoaktiven
Haupteffektorpeptide handelt.

Eher kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei diesen Angiotensin-Peptiden
um durch im Plasma vorhandene Aminopeptidaseaktivitat aus A1-10 hervorgehende
Vorstufen der vasoaktiven Angiotensin-Peptide handelt, welche jedoch nicht durch
Plasmaproteasen, sondern erst durch Kontakt mit gewebestandigen
Carboxypeptidasen generiert werden.

Jedoch konnten die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10 A5-10 und vor allem
A6-10 autonom an anderen physiologischen Prozessen beteiligt sein. Diese Effekte
liegen vermutlich nicht im Bereich der Blutdruckregulation, sondern in anderen
physiologischen Prozessen, bei denen das RAS nachweislich eine Rolle spielt. Hierzu
gehort beispielsweise die Wundheilung, bei der sowohl die Zellproliferation als auch

das Immunsystem aktiv durch das RAS reguliert wird.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass A1-10 in humanem
Plasma neben der bisher bekannten Carboxypeptidasen-Kaskade zusatzlich auch
uber eine Aminopeptidasen-Kaskade metabolisiert wird, die die Angiotensin-Peptide
A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 entstehen lasst. Zudem wurde hier die
Existenz der Peptide A4-10, A5-10 und A6-10 im Plasma erstmals nachgewiesen und
deren Konzentrationen bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene
Proteasen an der Generierung dieser Angiotensin-Peptide beteiligt sind. Mit hoher
Wahrscheinlichkeit ist die APN an der Generierung der Peptide A3-10, A4-10 und A5-
10, hauptsachlich jedoch an der Generierung von AG6-10 im Plasma beteiligt.
Zusatzlich zur APN muss eine weitere Bestatin-insensitive Metalloprotease mit A6-10-
generierender Aktivitat existieren. Bei der an der Generierung der Angiotensin-
Peptide A2-10, A3-10 und A4-10 beteiligten Protease handelt es sich dagegen um

eine oder mehrere Proteasen der Cystein/Serin-Familie.
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Die Generierung der Peptide A2-8, A3-8, A4-8 aus A2-10 durch humane
Plasmaproteasen zeigt, dass A2-10 und mdoglicherweise ebenso A3-10, A4-10 als
weitere Vorlaufer-Peptide neben A1-8 fur die Generierung der Angiotensin-Peptide
A2-8, A3-8, A4-8 zur Verfugung stehen.

In dieser Arbeit wurden Hinweise gesammelt, dass diese Peptide mit gleicher C-
terminaler Sequenz wie A1-10 neben ihrer Vorlauferfunktion auch autonome
physiologische Funktionen haben. In Bezug auf die Wirkung der Angiotensin-Peptide
A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und A6-10 auf das vaskulare System lasst sich sagen,
dass die durch Aminopeptidaseaktivitdt entstandenen Angiotensin-Peptide in
isolierten BlutgefalRen der Maus eine A1-7-ahnliche vasoprotektive Wirkung zeigen.
Neben vasomodulatorischen Wirkungen dieser Peptide sind weitere physiologische
Wirkungen denkbar, wobei hier A6-10 als Endprodukt der proteolytischen APN-
Kaskade und aufgrund der hohen A6-10-Plasmakonzentrationen im Fokus steht.
Somit erweitern die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse das klassische
zirkulare RAS. Der Peptidhormonvorlaufer A1-10 wird demnach effizient genutzt, um
proteolytisch eine groRRe Vielfalt an A1-10-abstammenden Peptidhormonen zu
generieren. Schlussendlich konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass ein von
einem Gen abstammenden Peptidhormonvorlaufer nicht nur in eines, sondern in
mehrere biologisch aktive Peptidhormone mit unterschiedlichen oder sogar

antagonisierenden Wirkungen hervorgehen konnen.
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6 Anhang
6.1 Ergdanzende Abbildungen
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Abbildung 40. MALDI-MS-Spektren der Reaktionslosungen nach Inkubation 0,5 ug rekombinanter
Chymase mit A1-10 (10'5M). Die Reaktionsldsungen wurden nach Oh, 1h, 2h, 4h und 6h analysiert. MALDI-

Signale, die Angiotensin-Peptiden zugeordnet werden konnten, wurden mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 41. MALDI-MS-Spektren der Reaktionslosungen nach Inkubation von A1-10 (10'5M) mit

humanen Plasmaproteinen. Die Reaktionsldsungen wurden nach 8h analysiert. a) Das Spektrum wurde in

einem Bereich von 600-1400 Da aufgenommen. Das zweite Spektrum b) zeigt einen vergréferten Ausschnitt
des Originalspektrums (a)) bei dem das mit einem Pfeil markierte Signal bei einem m/z Wert von ca. 1183 im
Massenbereich von ca. 1172-1195 Da dargestellt ist. Die monoisotopischen Signale von [A2-10+H]" mit einem

m/z-Wert von 1181,6 sowie [A1-9+H]" mit einem m/z-Wert von 1183,5 wurden jeweils mit einem Pfeil markiert.
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6.2 Gefahrenstoffinformationen

Gefahrenstoffsymbole

Bedeutung

F

Leichtentzindlich

T Giftig
C Atzend
Xn Gesundheitsschadlich
T Giftig
Xi Reizend

Gefahrstoff-
Chemikalie symbol R-Satze S-Satze
Acetonitril C R 35 S (1/2)-23-26-45
4-(2-Aminoethyl)-
benzensulfonylfluorid Xn R 11-20/21/22-36 S (1/2)-16-36/37
Ameisensaure Xi R 36 S (2)-26
2,5-Dihydroxybenzoesaure Xi S 24/25
Ethylendiamintetraessigsaure R 11-23/24/25-
(EDTA) T,F 39/23/24/25 S (1/2)-7-16-36/37-45
Methanol C R 20-35-52/53 S (1/2)-9-26-27-28-45-61
Salzsaure Xn R 20/21/22 S 24/25-37/39
Trifluoressigsaure C R 34-37 S (1/2)-26-45
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6.3 Abkiirzungsverzeichnis

A
AEBSF
a.u.
ACN
APA
APN
AS
ACE
AUC
Arg
B-Modus
CNBr
CID
C/S
DHB
DAP
EKG
ESI
ERAP
ECE
EIA
EDTA
FA

Fc
Fab
GPCR

HPLC
His
HLB
IRAP

Angiotensin

4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid

Absorption units (Absorptionseinheiten)

Acetonitril

Aminopeptidase A

Aminopeptidase N

Aminosauren

Angiotensin converting enzyme (Angiotensin generierendes Enzym)
Area under the curve (Flache unterhalb der Kurve)

Arginin

Brightness modulation (Helligkeits-modulations)-Modus
Bromcyan

Collision induced dissociation (Kollisionsinduzierte Dissoziation)
Cystein/Serin

Dihydroxybenzoesaure

Dipeptidylaminopeptidase

Elektrokardiogramm

Elektrosprayionisation

Endoplasmatische Retikulum Aminopeptidase

Endothelin converting enzyme (Endothelin generierendes Enzym)
Enzym-Immunoassay

Ethylendiamintetraacetat

Formic acid (Ameisensaure)

Fragment crystallizable (kristallisierbares Fragment)
Fragment-Antigen-Bindung

G protein coupled receptors (G-Protein gekoppelte Rezeptoren)
High performance liquid chromatography
(Hochleistungsflissigchromatographie)

Histidin

Hydrophilic lipophilic balance (hydrophile lipophile Balance)
Insulin-regulierte Aminopeptidase

lon trap (lonenfalle)
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lle Isoleucin

LC Liquid chromatography (Flussigkeitschromatographie)
Lys Lysin

MES Mass spectrometry assisted enzyme screening system

(Massenspektrometrie-basierter Enzym-Assay)

m/z Masse zu Ladungsverhaltnis
MS Massenspektrometer/Massenspektrometrie
MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization

(Matrix-unterstutze Laser-Desorption/lonisation)

mMRNA messenger RNA (Boten-Ribonukleinsaure)
NEP Neprilysin

NE Neutrophile Elastase

NNP Natriumnitroprussid

NO Nitrogen monoxide (Stickstoffmonoxid)
PCP Prolyl Carboxypeptidase

PEP Prolyl Endopeptidase

PW Pulswelle

PWG Pulswellengeschwindigkeit

RFU Relative fluorescence units (relative Fluoreszenzeinheiten)
RAS Renin-Angiotensin-System

RP Reversed phase (Umkehrphase)

SRM Selected reaction monitoring

SEM Standard error of mean (Standardabweichung)
MS/MS Tandemmassenspektrometrie

TP1 Tripeptidyl-Peptidase 1

TOP Thimet oligopeptidase

TOF Time of flight (Flugzeit)

TIC Total ion current (Totalionenstrom)

TFA Trifluoroacetic acid (Trifluorsaure)

QQQ Triple quadrupole

Trp Tryptophan

et al. und andere

Val Valin

vgl. Vergleiche
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7 Zusammenfassung

Es war Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob Angiotensin 1-10 (A1-10) im Plasma
durch humane Aminopeptidasen prozessiert wird und ob die hierdurch entstehenden
Peptide biologische Wirkungen haben. Es gelang Uber einen Massenspektrometrie-
basierten Enzym-Assay (MES-Assay) die Angiotensin-generierende Aktivitaten von
Aminopeptidasen im Plasma nachzuweisen, die die sukzessive Generierung der
Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 und AG6-10 katalysieren. Der
Nachweis der Generierung und der Existenz von A6-10 im Plasma gelang in dieser
Arbeit das erste Mal. Eine A2-10- bzw. A3-10-generierende Aktivitat wurde bisher
lediglich in Saugetieren und in humanen kultivierten Zellen beschrieben. Die Prasenz
einer A4-10- und A5-10-generierenden Aktivitat war bisher im humanen Organismus
nicht bekannt. Durch den Einsatz unterschiedlicher Proteaseinhibitoren konnte die
Beteiligung verschiedener Plasmaproteasen an der Generierung dieser Angiotensin-
Peptide gezeigt werden. Im Plasma existiert mindestens eine bestatin-insensitive
Metalloprotease mit A6-10-generierender Aktivitat sowie eine oder mehrere Proteasen
der Cystein/Serin-Familie, welche die Angiotensin-Peptide A2-10, A3-10 und A4-10
generieren. Uber Inkubationsexperimente mit einer rekombinanten Aminopeptidase N
(APN) wurde beobachtet, dass die Peptide A3-10-, A4-10-, A5-10- und A6-10 aus A2-
10 entstehen konnen, mit A6-10 als Endprodukt der proteolytischen Kaskade der
APN. Deshalb ist wahrscheinlich die APN auch im Plasma an der Generierung dieser
Peptide beteiligt. Eine Kombination chromatographischer und Immunofluoreszenz-
basierter Methoden ermdglichte den Nachweis der Angiotensin-Peptide A4-10, A5-10
und A6-10 in humanem Plasma. A2-10 und maglicherweise auch A3-10 und A4-10
fungieren neben A1-8 als weitere Vorlaufer-Peptide fur die Generierung von A2-8, A3-
8, A4-8, da diese letztgenannten Peptide nachweislich in humanem Plasma aus A2-
10 generiert wurden. Es wurden Hinweise gesammelt, dass A2-10, A3-10, A4-10, A5-
10 und A6-10 auch physiologische Funktionen haben. Hier konnte gezeigt werden,
dass diese durch Aminopeptidaseaktivitat entstandenen Angiotensin-Peptide in
isolierten Blutgefalen der Maus eine vasodilatierende als auch vasoprotektive
Wirkung zeigen. Weitere physiologische Wirkungen dieser Peptide sind denkbar,
wobei hier A6-10 als Endprodukt der proteolytischen APN-Kaskade und aufgrund
dessen hoher Plasmakonzentrationen im Fokus steht. Die in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse erweitern deutlich die Erkenntnis der vielfaltigen Nutzung
des Peptidhormonvorlaufers A1-10 als Substrat fur eine Reihe von physiologisch

relevanten Peptidhormonen.
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8 Summary

The aim of this work was to investigate if angiotensin (A1-10) is processed by
aminopeptidases in human plasma and if these peptides are biologically active. Here,
angiotensin-generating aminopeptidase activities which catalyzed the successive
proteolytic generation of A2-10, A3-10, A4-10, A5-10 and A6-10 where determined
successfully by a mass spectrometry assisted enzyme screening system assay (MES-
assay). This work provides the first evidence of the generation and existence of A6-10
in plasma. Until now A2-10 and A3-10-generating activity was solely reported in
mammals and in human cultured cells. Presence of A4-10 and A5-10-generating
activity in human organism was not known before. By using different protease
inhibitors participation of various plasma proteases was shown. At least one bestatin
insensitive metalloprotease with A6-10-generating activity as well as one or more
cysteine/serine proteases which are responsible for the generation of A2-10, A3-10
and A4-10 must exist. By incubation experiments with recombinant Aminopeptidase N
(APN) it was shown that A6-10 appears as the final product of the proteolytic cascade
of APN. Hence the participation of APN on the generation of these angiotensin-
peptides in plasma is likely. A combination of chromatographic and
immunofluorescence based methods enabled the detection of the angiotensin-
peptides A4-10, A5-10 and A6-10 in human plasma. A2-10 and possibly also A3-10
and A4-10 serve as additional precursor peptides beside A1-8 for the generation of
the peptides A2-8, A3-8 and A4-8 as the latter where found to be generated in human
plasma from A2-10. The results in this work also suggested that A2-10, A3-10, A4-10,
A5-10 and A6-10 also bear physiological functions. Here it could be shown that these
aminopeptidase derived angiotensin-peptides exert vasodilating as well as
vasoprotective actions on isolated mouse blood vessels. Further biological functions
are conceivable. Here the focus concentrates on A6-10 as it was shown to be the
endproduct of the proteolytic APN-cascade and is present in high plasma
concentration. The results gained in this work clearly broaden the knowledge about
the varied utilization of the peptide hormone precursor A1-10 as a substrate for a

multitude of physiologically relevant peptide hormones.
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