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1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind trotz intensiver Forschung und grofler diagnos-
tischer und therapeutischer Fortschritte in den letzten 20 Jahren immer noch die
héufigste Todesursache in Deutschland [79]. Sie stellen damit nicht nur ein gesund-
heitliches, sondern auch ein erhebliches gesundheitsékonomisches Problem dar. Als
ein Risikofaktor fiir die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen gilt ein erhoh-
ter Blutdruck. Der Blutdruck wird iiber den Tonus der Blutgefafie sowie iiber das
Blutvolumen durch verschiedene Hormonsysteme gesteuert. Die wichtigsten sind
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), das Endothelin-System, das
sympathoadrenerge System und das Natriuretische Peptidsystem. Schon die Dysregu-
lation eines dieser Systeme reicht aus, um den Blutdruck zu erhéhen. Meistens sind
jedoch Storungen bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen nicht nur auf ein Hormonsys-
tem beschriankt, wodurch potenzierende Effekte ausgelost werden. Die Aktivierung
neurohumoraler Systeme (RAAS, Endothelin-System, Sympathikus) dient z. B. bei
beginnender Herzinsuffizienz regulatorisch einer besseren Durchblutung peripherer
Organe, tragt aber auf Dauer zu weiteren pathophysiologischen Prozessen am Herzen
bei und verschlechtert damit den kardialen Zustand. Das Natriuretische Peptidsystem,
das im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht, kann hierbei durch die Senkung
von Vor- und Nachlast in Verbindung mit der Inhibition des Sympathikus und des
Renin-Angiotensin-Systems der neurohumoralen Aktivierung bei Herzinsuffizienz
entgegenwirken und ist damit auch fiir pharmakologische Anwendungen interessant

(siche Kapitel 1.3).
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1.1. Natriuretische Peptide

Seit der Entdeckung der Natriuretischen Peptide in den 80er Jahren [9,94,95] ist
bekannt, dass das Herz nicht nur als Pumpe sondern auch als endokrines Organ
wirkt. Durch die Freisetzung Natriuretischer Peptide nimmt es eine Kernfunktion in
der Regulation des Blutdrucks und des Wasser-Salz-Haushalts ein. Die bekanntesten
Natriuretischen Peptide sind ANP (Atriales Natriuretisches Peptid), BNP (B-Typ
Natriuretisches Peptid) und CNP (C-Typ Natriuretisches Peptid). Allen Natriureti-
schen Peptiden gemeinsam ist eine aus 17 Aminosduren bestehende Ringstruktur,
die durch eine Disulfidbriicke zwischen zwei Cystein-Molekiilen verkniipft ist. Diese
Ringstruktur ist essentiell fiir die Bindung an die Rezeptoren und damit fir die
biologische Funktion der Peptide [59]. ANP und vor allem CNP weisen eine hohe
Spezieshomologie auf. CNP gilt allgemein als Ur-Form, aus der sich die anderen
Natriuretischen Peptide phylogenetisch entwickelt haben [44]. Beim BNP gibt es

grofere strukturelle Unterschiede zwischen den Spezies.

1.1.1. Vorkommen und Regulation der Natriuretischen

Peptide

Die kardialen Peptide ANP und BNP werden aus ihren hochmolekularen Vorstufen im
Herzen bei atrialer (ANP, BNP) oder ventrikulérer (BNP) Volumen- bzw. Druckbe-
lastung freigesetzt. ANP wird zunéachst als proANP in sekretorischen Vesikeln atrialer
Myozyten gespeichert und erst wahrend der Freisetzung durch die Serin-Protease
Corin (EC 3.4.21.-) [20,113,116] in das biologisch aktive ANP gespalten. Im distalen
Tubulus der Niere wird aus dem proANP durch Abspalten eines anderen Signal-
peptids in der posttranslationalen Proteinmodifikation das Urodilatin synthetisiert.
Dieses ANP-Analogon ist im Vergleich zum ANP N-terminal verlangert [86].

BNP wird sowohl in atrialen als auch in ventrikularen Myozyten synthetisiert,
wobei die ventrikuldre Produktion erst im pathologischen Zustand einsetzt [10].
Das zunéachst entstehende proBNP wird vor und wéahrend der Freisetzung durch
die Serin-Proteasen Furin (EC 3.4.21.75) [85] oder Corin [116] in BNP und den
N-terminalen Abschnitt von proBNP (NT-proBNP) gespalten. Im Gegensatz zu
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ANP wird nur eine kleine Menge an BNP in den Myozyten gespeichert. Unter
normalen Bedingungen ist deshalb die Plasmakonzentration von BNP (5-50 pg/ml)
verglichen mit ANP (10-80 pg/ml) niedriger [32]. Tritt jedoch unter pathologischen
Bedingungen (Herzinfarkt, Herzinsuffizienz) ein Dehnungsreiz der Myozyten bei einer
Volumenbelastung auf, erfolgt eine schnelle Aktivierung des proBNP-Gens. Dadurch
wird proBNP vermehrt gebildet, prozessiert und freigesetzt [21,62]. Neben den

Abbildung 1.1.: Natriuretische Peptide; Sequenzhomologien innerhalb der Ring-
struktur sind gelb gekennzeichnet

mechanischen Reizen (Dehnung der Herzmuskelzellen) gibt es auch diverse humorale
Stimuli fiir die Freisetzung von ANP und BNP. Angiotensin II und Endothelin-1 sind
hier die starksten Stimulatoren, aber auch Schilddriisenhormone, Glucocorticoide,
Sexualhormone, adrenerge Substanzen, Insulin, Oxytocin, Wachstumsfaktoren und
Zytokine regulieren die Plasmakonzentrationen der kardialen Natriuretischen Peptide
(21, 36].

CNP wird hauptséchlich von Endothelzellen freigesetzt, kommt aber auch im
Gehirn [95] und im Knorpelgewebe vor. Es existieren zwei vom proCNP abstammende
CNP-Molekiile, CNP-22 und CNP-53, wobei im Plasma CNP-22 dominiert. Zunachst
wird proCNP durch Furin zum CNP-53 gespalten, welches anschlieend extrazellular
durch eine bisher nicht bekannte Peptidase zum CNP-22 (kiinftig vereinfachend CNP
genannt) verkiirzt werden kann [112]. CNP fehlt der C-terminale Rest. Aus dieser
strukturellen Besonderheit resultiert eine im Gegensatz zu ANP und BNP andere

Rezeptor-Préferenz und partiell auch andere Funktionen.
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Ein weiteres Natriuretisches Peptid, das DNP (Dendroaspis Natriuretisches Peptid),
wurde im Gift der Gewohnlichen Mamba (Dendroaspis angusticeps) entdeckt [87].

DNP hat mit 15 Aminosduren einen besonders langen C-terminalen Rest.

Erhohtes Blutvolumen
Dehnung der Herzmuskelzellen

. . NEP/andere Enzyme
pro-ANp Corin/Furin_— \np  NpR-C .
P Inaktivierung
.\ pro-BNP BNP
Blutgefil} Niere
NPR-A
cGmpt
Entlastung
Gefiflerweiterung Gesteigerte Nat/H,O -Ausscheidung
Hemmung der Renin- und Aldosteron-
freisetzung
Verminderter Blutdruck

Abbildung 1.2.: Regulation und Funktion von ANP und BNP

Die vorliegende Arbeit thematisiert den Katabolismus der Natriuretischen Peptide.
Die Natriuretischen Peptide werden schnell inaktiviert. Der enzymatische Abbau
erfolgt hauptséchlich in der Biirstensaummembran des proximalen Tubulus der
Niere [2,99]. Der Neutralen Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11) kommt hier die
grofite Bedeutung zu (siehe dazu ausfiithrlicher Kapitel 1.2). Ein weiterer Abbauweg
ist die Bindung an den Natriuretischen-Peptid-Rezeptor Typ C (NPR-C; siehe Kapitel
1.1.2). Nach Bindung an den NPR-C wird der Rezeptor-Peptid-Komplex internalisiert

und das Natriuretische Peptid durch zytosolische Enzyme abgebaut.

1.1.2. Rezeptoren fiir Natriuretische Peptide

Es sind drei Rezeptorproteine fiir Natriuretische Peptide bekannt. Sie alle besitzen

eine relativ grofie (etwa 450 Aminoséuren) extrazellulare Bindungsdoméne und
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jeweils eine transmembranédre Region mit etwa 20 Aminosduren. Die Natriuretischen-
Peptid-Rezeptoren A und B (im Folgenden NPR-~A und NPR-B ) besitzen zudem
einen groflen intrazellulédren Teil mit einer intrinsischen Guanylatcyclase-Aktivitat,
die durch eine Kinase-homologe Doméne reguliert wird [75,89]. ANP, BNP und
DNP binden bevorzugt an den NPR-A, wahrend CNP seine Wirkung iiber den
NPR-B entfaltet. Die Rezeptoren liegen als Dimer und zum Teil als Oligomer
vor. Die Bindung der Natriuretischen Peptide an die extrazellulare Doméne fiihrt
zu einer Konformationsanderung, die die C-terminalen Guanylatcyclasen beider
Rezeptoruntereinheiten dicht aneinander bringt, so dass deren Repression durch die
Kinase-homologe Doméne aufgehoben wird. Dadurch werden die Guanylatcyclasen
aktiviert und zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) gebildet [54,56] (Abb. 1.3).
Eine ATP-Bindungsstelle in der Kinase-homologen Domaéne ist essentiell fiir die
Signaltransduktion. Die Bildung von cGMP aktiviert Proteinkinase G. Dies fiithrt
unter anderem zur Regulation von Ionenkanélen, zu Substrat-Phosphorylierungen
und wachstumsregulatorischen Vorgingen. Uber die Dephosphorylierung der Kinase-
homologen Doméane wird der Rezeptor zudem desensitiviert.

Der NPR-C (siehe auch Kapitel 1.1.1) besitzt nur eine sehr kurze intrazellulare
Doméne ohne Guanylatcyclase-Aktivitat. Er kontrolliert als Clearance-Rezeptor
die lokalen Konzentrationen an Natriuretischen Peptiden. Das geschieht durch eine
Rezeptor-vermittelte Internalisierung der Natriuretischen Peptide. NPR-C kann aber
auch cGMP-unabhéngig eine Signaltransduktionsfunktion ausiiben. Hierbei wird ein
G;-Protein aktiviert, dessen «-Untereinheit Adenylatcyclase inhibiert, und dessen

By-Untereinheit Phospholipase C aktiviert [81].

1.1.3. Funktion der Natriuretischen Peptide

Die wichtigsten Zielorgane fiir ANP und BNP sind die Nieren und Gefaimuskel-
zellen. Die physiologische Funktion liegt dabei hauptsachlich in der Regulation des
Volumen- und Wasserhaushaltes (Abb. 1.2). Das Natriuretische Peptidsystem stellt
hier einen wichtigen funktionellen Gegenspieler zum RAAS dar. Natriuretische Pepti-
de wirken durch die Steigerung der Salz- und Wasserausscheidung blutdrucksenkend.

Dieser natriuretische Effekt ist das Ergebnis einer direkten Hemmung der Natrium-



Einleitung

GC GC

-

ot ™ @D

Abbildung 1.3.: Regulation eines NPR nach Silberbach und Roberts [89] — Im
Ausgangsstadium (1) liegt der NPR als Dimer vor, die Kinase-homologe Domdane
(KHD) unterdrickt die Guanylatcyclase-Aktivitit (GC). Die Phosphorylierung (P)
der KHD hdlt die extrazelluldre Bindungsdomdne (EZD) in einem hochaffinen
Zustand fir das Natriuretische Peptid (NP). Nach Bindung des NP (2) an
das Dimer fihrt eine Konformationsinderung in der KHD zur Bindung von
ATP, wodurch die beiden GCs assoziieren und damit aktiviert werden. Uber die
Dephosphorylierung der KHD wird der Rezeptor desensitiviert und der Ligand
wieder freigegeben (3).
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riickresorption im Sammelrohr der Niere und der Hemmung der Aldosteronsekretion
in der Nebennierenrinde. Auflerdem steigt der glomerulare Filtrationsdruck durch
die Relaxation der afferenten renalen Arteriolen mit gleichzeitiger Vasokonstriktion
der efferenten Arteriolen [58]. Zusatzlich blutdrucksenkend wirken sich die direkte
Vasodilatation der glatten Geféfimuskulatur, die erhohte endotheliale Permeabilitét

und die Hemmung der Reninfreisetzung aus [75].

ANP und BNP regulieren zuséatzlich Wachstum und Proliferation. Vor allem fiir
ANP konnten antiproliferative Effekte auf glatte GefaBmuskelzellen, Endothelzellen
und Herzmuskelzellen nachgewiesen werden. So zeigt der Phanotyp von NPR-A-
Knockout-Méusen neben einer arteriellen Hypertonie eine deutliche kardiale Hyper-
trophie [41,49]. Der wachstumshemmende Effekt ergibt sich durch die ANP-induzierte
Expression der mitogenassoziierten Proteinkinase (MAPK)-Phosphatase-1 (MKP-1)

[37]. Die MKP-1 hemmt den durch z. B. Angiotensin II oder Endothelin-1 vermittel-
ten MAPK-Signalweg und die damit verbundene Steigerung der Proteinexpression.
BNP wirkt eher antifibrotisch, denn es hemmt die Kollagensynthese und erhéht die
Aktivitat von Matrixmetalloproteinasen (MMP) [98,101]. Neueste Untersuchungen
zeigen zudem, dass ANP und BNP auch lipolytische Effekte ausiiben [63-65].

Im Gegensatz zu den mit dem Blutfluss zirkulierenden kardialen Peptiden ANP und
BNP wirkt CNP eher lokal als parakriner Faktor. Es wird vom Endothel freigesetzt
und wirkt direkt relaxierend auf die Gefafimuskelzellen. Da der Rezeptor fiir CNP
(NPR-B) hauptséchlich in Venen exprimiert wird, ergibt sich fir CNP vielmehr eine
venodilatierende Wirkung. Im Gegensatz dazu wird der NPR-A fiir ANP und BNP
sowohl in Arterien und Venen exprimiert. Daher ist die blutdrucksenkende Wirkung
bei ANP und BNP ausgeprégter [55,108]. Der CNP/NPR-B-Signalweg ist aber auch
essentiell fiir die Regulation des Knochenwachstums. CNP- bzw. NPR-B-Knockout-
Mause entwickeln Zwergenwuchs; transgene Méause, die CNP iiberexprimieren, zeigen
ein verstarktes Langenwachstum. CNP wirkt hier direkt auf Chondrozyten an der
Wachstumsfuge. Auch beim Menschen sind Mutationen im CNP- bzw. NPR-B-Gen

beobachtet worden, die zu Zwergenwuchs oder extremen Wachstum fithrten [7,30,72].
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1.2. Neutrale Endopeptidase

Die Neutrale Endopeptidase (NEP; EC 3.4.24.11; auch Neprilysin, Enkephalinase,
M13.001 nach MEROPS-Klassifikation) ist eine membrangebundene Metallopeptida-
se mit Zink im katalytischem Zentrum, die Peptide an der aminoterminalen Seite
hydrophober Aminosauren spaltet (z. B. Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin, Leucin,
Isoleucin, Valin, Alanin, Methionin). NEP ist im Korper von Saugetieren weit verbrei-
tet und wird z. B. in der Niere, in der Lunge, im Gehirn, im Darm, im Endothel und
im Herzen exprimiert. Besonders hohe Aktivitaten sind in der Biirstensaummembran
von Niere (proximaler Tubulus) und Darm nachweisbar. In der Biirstensaummembran
der Niere betragt ihr Anteil an der Gesamtproteinmasse 4 % [1,45]. Das Enzym hat
ein sehr breites Substratspektrum. Zu den NEP-Substraten gehoren z. B. Enkephalin,
Neuropeptid Y, Cholecystokinin und (3-Amyloid-Peptid. Bezogen auf den Blutdruck
kann die NEP sowohl den Abbau von vasodilatorischen Peptiden wie den Natriureti-
schen Peptiden, Bradykinin, Substanz P und Adrenomedullin sowie auch den Abbau
von vasokonstriktorischen Peptiden wie z. B. Endothelin-1 und Angiotensin I und II
katalysieren. Durch die Lokalisation in der Biirstensaummembran des proximalen
Tubulus und durch die breite Substratspezifizitat kommt der NEP eine bedeutende
Rolle bei der Inaktivierung von glomerular filtrierten Peptidhormonen wahrend der

Riickresorption zu [17,47].

1.2.1. NEP und der Abbau Natriuretischer Peptide

Die NEP gilt als das wichtigste Enzym fiir die Inaktivierung der Natriuretischen
Peptide. Olins et al. [71] untersuchten den Abbau von humanem ANP (hANP) durch
Nierenbiirstensaummembran (Kaninchen) und fanden als Hauptabbauprodukt ANP
mit intakter Disulfidbriicke gespalten zwischen Cystein und Phenylalanin innerhalb
der Ringstruktur. Diese Ringaufspaltung fiihrte zum Verlust der biologischen Aktivi-
tat. Durch den Vergleich des Abbaus von hANP durch Nierenmembran (Schwein) und
NEP, aufgereinigt aus Nierenmembran (Schwein), konnten Stephenson und Kenny [92]
beweisen, dass die NEP hauptséachlich fir den Abbau von ANP verantwortlich ist.
Als Spaltstellen wurden Cystein(C7)-Phenylalanin(F8), Arginin(R14)-Isoleucin(I15),
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Glycin(G16)-Alanin(A17) und Serin(S25)-Phenylalanin(F26) identifiziert. Vanneste
et al. [103] wiederholten den Versuch mit humaner Nierenmembran und humaner
NEP und fanden zuséatzlich die Spaltstellen Arginin(R4)-Serin(S5), Arginin(R11)-
Methionin(M12) und Glycin(G20)-Leucin(L21). Das N-terminal verlangerte Urodila-
tin wird im Vergleich zu ANP langsamer abgebaut [34,46].

Der Abbau von CNP durch NEP wurde von Kenny et al. [46] und Watanabe
et al. [107] untersucht. CNP wird schneller abgebaut als ANP. Die initiale Spal-
tung erfolgt auch hier zwischen Cystein und Phenylalanin im Ring. Als weitere
Spaltstellen wurden Glycin(G8)-Leucin(L9), Lysin(K10)-Leucin(L11), Arginin(R13)-
Isoleucin(I114), Serin(S16)-Methionin(M17) und Glycin(G19)-Leucin(L20) gefunden.

Da BNP zuerst aus Schweine-Hirn isoliert wurde [94], erfolgten die ersten Ab-
bauversuche auch mit Schweine-BNP (pBNP, porcine BNP, hier die kurze Form
pBNP26). Vogt-Schaden et al. [105] untersuchten den Abbau von pBNP durch
Nierenmembran (Hund) und identifizierten die Spaltstellen Serin(S14)-Leucin(L15)
und Arginin(R8)-Leucin(L9). Durch Zugabe des NEP-Inhibitors Phosphoramidon
wurde der pBNP-Abbau unterdriickt. Da sich die Priméarstrukturen der BNP-Formen
verschiedener Spezies starker unterscheiden, als es bei ANP und CNP der Fall ist, ist
jedoch beim BNP jedes Peptid einzeln zu betrachten. Norman et al. [67] untersuchten
daher parallel den Abbau von pBNP, BNP der Ratte (rBNP, hier rBNP32) und
humanem BNP (hBNP) durch NEP aus Rattennieren. Fiir pBNP deckten sich die
Ergebnisse mit denen von Vogt-Schaden et al.; fiir rBNP wurden die Spaltstellen
Arginin(R23)-Leucin(L24) innerhalb des Rings und Arginin(R30)-Leucin(L31) im
C-terminalen Rest identifiziert. Das hBNP wurde an den Positionen Prolin(P2)-
Lysin(L3) und Methionin(M4)-Valin(V5) im N-terminalen Rest, sowie im Ring bei
Arginin(R17)-Isoleucin(I18) gespalten.

Auffillig ist, dass in allen untersuchten BNPs nicht die Cystein-Phenylalanin-
Bindung angegriffen wird. Das hBNP nimmt zusétzlich eine Sonderstellung ein, da der
Abbau durch die NEP erstens sehr langsam erfolgt und zweitens die initiale Spaltung
auBerhalb der Ringstruktur zwischen Methionin und Valin stattfindet (Kenny et al.
[46], Watanabe et al. [107], Smith et al. [91]). In dem Versuch von Watanabe et

al. [107] wurde der Abbau der drei humanen Natriuretischen Peptide durch humane
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NEP direkt verglichen. Die in dieser Arbeit ermittelten Spaltstellen sind in Abbildung
1.4 dargestellt.

—> initiale NEP-Spaltstelle
— sekunddre NEP-Spaltstellen

Abbildung 1.4.: Spaltstellen der humanen Natriuretischen Peptide nach Inkuba-
tion mit humaner NEP nach Watanabe et al. [107]

Die beobachtete Resistenz von hBNP gegentiber NEP wirkt sich auch in vivo aus.
Im Vergleich zu ANP (Halbwertszeit 3-3,5 min) ist die Abbaurate von hBNP 7-fach
geringer (Halbwertszeit 20-22 min) [40, 91].

1.3. Das Natriuretische Peptidsystem in der
Medizin

Das Natriuretische Peptidsystem dient als wichtiger Kompensationsmechanismus
im Rahmen der neurohumoralen Aktivierung (z. B. durch Angiotensin II und Bra-
dykinin) bei Patienten mit Herzinsuffizienz. Daraus ergeben sich vielversprechende
Ansatzpunkte in Hinblick auf eine zukiinftige pharmakologische Anwendung. Ein
therapeutisches Potential der Natriuretischen Peptide ergibt sich vor allem durch die
Blutdruck senkende Wirkung. Im Folgenden werden verschiedene Ansétze vorgestellt,

die positiven Effekte der Natriuretischen Peptide nutzbar zu machen.
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1.3.1. Intravenose Gabe von Natriuretischen Peptiden
Rekombinante Natriuretische Peptide

Eine Strategie besteht in der intravendsen Gabe von Natriuretischen Peptiden. Bereits
1995 wurde in Japan humanes rekombinantes ANP (Carperitide, HANP®, Daiichi
Pharmaceutical Co., Japan) fiir die Therapie der akuten Herzinsuffizienz zugelassen.
Die Infusion von ANP bewirkt bei gesunden Menschen eine Blutdrucksenkung und
eine erhohte glomerulére Filtrationsrate [23,109]. Bei Herzinsuffizienz-Patienten ist
dieser Effekt deutlich reduziert [22]. Dennoch verbessert sich durch die intravendse
Gabe von ANP laut einer 6-jahrigen Prospektivstudie [97] bei 82 % der Patienten

mit einer akuten Herzinsuflizienz der klinische Zustand.

Humanes rekombinantes BNP ist seit 2001 in den USA als Nesiritide (Natrecor®,
Scios, USA) zur intravenosen Therapie bei Patienten mit akut dekompensierter
Herzinsuffizienz, die bereits im Ruhezustand oder bei minimaler Tatigkeit unter
Atemnot leiden, zugelassen. Therapieziel ist hier eine rasche Linderung der Symptome
und eine Verbesserung und Stabilisierung des hamodynamischen Zustands des Patien-
ten. Nachdem jedoch Sackner-Bernstein et al. in einer Meta-Analyse [83,84] iiber ein
erhohtes Risiko fiir eine verschlechterte Nierenfunktion und tiber eine erhéhte Morta-
litdt bei Nesiritide-Gabe berichteten, kamen Zweifel an der Sicherheit der Substanz
auf. Nesiritide wird daher gegenwéartig kontrovers diskutiert, wobei besonders der
weitldufige Einsatz auch in der ambulanten Therapie und die Verwendung auflerhalb
der zugelassenen Anwendungsgebiete kritisiert werden. Ein Experten-Gremium hat
daher auf Initiative des Herstellers Empfehlungen fiir den Einsatz von Nesiritide
veroffentlicht [15]. Darin heifit es, dass Nesiritide nur im Rahmen der Zulassung
eingesetzt werden sollte und nicht, um die Nierenfunktion zu verbessern oder die
Diurese zu erhohen. Eine ambulante Anwendung sollte nicht erfolgen. Auflerdem
wurden weiterfiithrende Studien empfohlen.

Als drittes Natriuretisches Peptid wird Urodilatin (Ularitide, CardioPep Pharma
GmbH, Deutschland) klinisch getestet. Ularitide soll auch zur Behandlung der
dekompensierten chronischen Herzinsuffizienz eingesetzt werden. In Phase-II-Studien

(SIRIUS I und IT) konnten deutliche himodynamische Effekte nachgewiesen werden,
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die mit einer Verbesserung von Herzleistung und Atemfunktion einhergingen [60,
61]. Gleichzeitig wird Ularitide gut toleriert. Phase-III-Studien sind noch nicht

abgeschlossen.

Pegylierung

Ein limitierender Faktor in der medizinischen Anwendung Natriuretischer Peptide
ist ihre kurze biologische Halbwertszeit. Nesher et al. [66] haben daher ein ,pegy-
liertes“ ANP-Molekiil entwickelt. Eine Polyethylenglycol(PEG)-Kette fungiert hier
als Schutzgruppe gegen den enzymatischen Abbau. Diese PEG-Kette ist iiber einen
Spacer an das ANP gebunden, der bei physiologischem pH-Wert langsam hydrolysiert
wird und dabei das ANP freisetzt. Durch diese Retardierung konnte in Tierversuchen

die ANP-Wirkdauer verfunffacht werden.

Chimare Natriuretische Peptide

Da die Wirkungen der verschiedenen Natriuretischen Peptide unterschiedlich aus-
gepragt sind, besteht dariiber hinaus die Idee, chimare Natriuretische Peptide zu
entwickeln, um die pharmakologischen Eigenschaften ihrer ,Mutter“-Peptide zu kom-
binieren. Eines dieser Chimére ist Vasonatrin, eine Kombination von CNP mit dem
C-terminalen Rest des ANP (siche Abb. 1.5). Im Gegensatz zum CNP vermittelt
Vasonatrin seine Wirkung iiber den NPR-A [111]. Vasonatrin wirkt natriuretisch wie
ANP und zeigt venodilatierende Effekte wie CNP; die Erweiterung arterieller Gefafie
ist sogar ausgepréagter als bei ANP und CNP [108].

Als weiteres chiméres Peptid wurde CD-NP von Lisy et al. [55] synthetisiert und
beschrieben. CD-NP besteht aus CNP und dem C-terminalen Rest des DNP und
aktiviert sowohl den NPR-A als auch den NPR-B. Ahnlich dem Vasonatrin vereint
es venodilatierende und natriuretische Eigenschaften. Verglichen mit BNP senkt
CD-NP den Blutdruck weniger stark, wodurch die negativen Effekte einer geringeren
Nierendurchblutung mit folgender Verschlechterung der Nierenfunktion (wie beim

Nesiritide) ausbleiben sollen.
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Abbildung 1.5.: Chimdre Natriuretische Peptide: Vasonatrin und CD-NP beste-
hen aus CNP (rotes Grundgeriist) mit Erginzung des C-Terminus von ANP (blau)
bei Vasonatrin bzw. von DNP (violett) beim CD-NP. Diese Designer-Peptide
zeigen gegentiber CNP modifizierte Eigenschaften.

1.3.2. NEP- und Vasopeptidase-Inhibitoren

Ein weiterer Ansatz, die biologische Halbwertszeit der Natriuretischen Peptide zu
erh6hen, besteht in der Hemmung ihrer Abbauwege, z. B. durch die Entwicklung
von NEP-Inhibitoren und den sogenannten Vasopeptidase-Inhibitoren. Dies ist auch
deshalb von Vorteil, weil es sich hier nicht um peptidische Wirkstoffe handelt und

dadurch auch eine orale Gabe erfolgen kann.

NEP-Inhibitoren

Der am besten klinisch untersuchte NEP-Hemmer ist Candoxatril (UK-69578, Pfizer,
USA). Die Gabe von Candoxatril fithrt zu einem Anstieg der ANP-Plasmaspiegel
und auch zu einer vermehrten Diurese. Jedoch fithrt das nicht zu einer relevanten
Blutdrucksenkung [5,68]. Diese unzureichende Wirkung kann darauf zurtickgefiihrt
werden, dass durch die NEP-Hemmung das RAAS kompensatorisch hochreguliert
wird. Eine andere Erklarung bietet das breite Substratspektrum der NEP. Zu den
NEP-Substraten gehoéren nicht nur vasodilatorische Peptide wie ANP, CNP, Bra-
dykinin oder auch Adrenomedullin, sondern auch vasokonstriktorische Peptide wie
Angiotensin II und Endothelin-1 (siehe Abb. 1.6). Deren Plasmakonzentration kann
durch eine NEP-Hemmung folglich ansteigen. Der Effekt auf den Blutkreislauf ist
demnach abhéngig vom Verhéltnis der vasoaktiven NEP-Substrate [24, 78].
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Abbildung 1.6.: NEP inaktiviert sowohl vasodilatierende (grin) als auch vaso-
konstriktorische (rot) Peptide. Die resultierende Wirkung eines NEP-Inhibitors
auf den Gefdfitonus hdingt vom Verhdltnis der lokalen Konzentrationen dieser
vasoaktiven NEP-Substrate ab.

Vasopeptidase-Inhibitoren

Durch die strukturelle Ahnlichkeit der katalytischen Zentren von NEP und des
Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) bestand die Moglichkeit, Substanzen zu
entwickeln, die sowohl NEP als auch ACE hemmen. Fiir diese dualen Inhibitoren
wurde der Begriff , Vasopeptidase-Inhibitor® eingefiihrt [80]. Durch den Eingriff in
zwei vasoaktive Systeme (RAAS und Natriuretische Peptide) versprach man sich eine
den ACE-Hemmern iiberlegene Wirkung. Zum einen wird durch die NEP-Hemmung
die Wirkung des vasodilatierenden ANP potenziert, wihrend gleichzeitig durch die
ACE-Hemmung die Produktion des vasokonstriktorischen Angiotensin IT und der
Abbau des vasodilatorischen Bradykinins unterbrochen wird. Zu den Vasopeptidase-
Inhibitoren, die schon in Phase-II-Studien getestet wurden, gehéren Omapatrilat
(Vanlev®, Bristol-Myers Squibb, USA), Fasidotrilat (BP1137, Lilly, UK) und Sam-
patrilat (UK81252, Pfizer und Shire, UK). Zum Omapatrilat gibt es eine Reihe
von klinischen Studien, deren Ergebnisse hinsichtlich einer Behandlung von Hy-
pertonie (Studien OPERA [50] und OCTAVE [51]) und Herzinsuffizienz (Studien
IMPRESS [82] und OVERTURE [73]) vielversprechend waren. In der OCTAVE-
Studie mit 25000 Bluthochdruck-Patienten (Omapatrilat Cardiovascular Treatment
Assessment versus Enalapril) [51] konnte eine dem ACE-Hemmer Enalapril iiberle-
gene Blutdrucksenkung besonders im systolischen Bereich beobachtet werden. Diese
Studie sollte jedoch auch die Vertriglichkeit von Omapatrilat bewerten. Auffallend

war hier eine hohere Inzidenz fir das Auftreten von Angioddemen [16,74]. Dies stellte
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die Sicherheit der Vasopeptidase-Hemmer in Frage, so dass bis heute keine Zulassung
erfolgte. Die Entwicklung von Angioddemen ist als Nebenwirkung einer Therapie mit
ACE-Hemmern bekannt. Es handelt sich hierbei um eine akute 6dematose Schwellung
von Haut oder Schleimhaut. Diese Nebenwirkung tritt selten auf, kann aber durch
eine mogliche Blockierung der Atemwege mitunter lebensbedrohlich sein [12]. Ursache
eines ACE-Hemmer-induzierten Angio6dems ist die Potenzierung von Bradykinin,
welches die GefaBBpermeabilitiat erhoht, so dass Plasmafliissigkeit ins umliegende
Gewebe eintreten kann. Da auch NEP am Katabolismus des Bradykinins beteiligt
ist, steigen bei einer gekoppelten Hemmung von ACE und NEP die Bradykinin-
Spiegel noch mehr an als bei alleiniger ACE-Inhibition. Dadurch steigt auch das
Angioddem-Risiko.

1.3.3. Einsatz in der Diagnostik

Bei einer eingeschrankten linksventrikuldren Pumpfunktion ist besonders BNP kom-
pensatorisch hochreguliert. BNP dient deshalb als wertvoller Marker fiir die Diagnose
einer Herzinsuffizienz. Bereits bei einer Herzinsuffizienz der Stufe I (keine Beschwerden
bei normaler kérperlicher Belastung, Klassifikation der New York Heart Association
— NYHA) ist die BNP-Plasmakonzentration erhoht und steigt mit zunehmendem
Schweregrad progressiv an. Dadurch wird BNP als Marker auch zur Prognose bei be-
reits diagnostizierter Herzinsuffizienz und zur Therapie-Uberwachung eingesetzt [57].
Oft wird aufgrund der langeren Halbwertszeit das NT-proBNP (Halbwertszeit 60-120
min; zum Vergleich BNP: 20 min) gemessen. NT-proBNP ist auch in vitro stabi-
ler. Fiir die Bestimmung der BNP- bzw. NT-proBNP-Konzentrationen im Plasma

befinden sich eine Reihe von Immunoassays auf dem Markt.

1.4. Ziel der Arbeit

Waihrend in der Fachliteratur ein Einfluss der NEP auf den ANP-Abbau als sicher
gilt, sind die Ergebnisse in Hinblick auf das BNP widerspriichlich. Die in der Lite-
ratur aufgefundenen Differenzen beim Katabolismus der Natriuretischen Peptide

verwundern, da eine weitgehende Strukturverwandtschaft zwischen diesen Peptiden
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besteht. Da aber gerade die Steigerung der BNP-Konzentration durch die zusétzliche
antifibrotische Wirkung als vorteilhaft bei Herzinsuffizienz erscheint, lohnt es sich, die
Bedeutung der NEP auf den BNP-Metabolismus naher zu untersuchen und weitere
am Katabolismus des BNP und méglicherweise auch anderer Natriuretischer Peptide
beteiligte Peptidasen nachzuweisen. Die Hemmung dieser Peptidasen kénnte zudem
neue Wege fiir die Therapie der chronischen Herzinsuffizienz eréffnen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Differenzen im Katabolismus der Natriuretischen
Peptide zu erkennen und neben der NEP weitere Enzyme zu beschreiben, die in
der Lage sind, Natriuretische Peptide, insbesondere BNP, abzubauen. Auflerdem
sollte herausgefunden werden, ob und inwieweit BNP beim Abbau durch die NEP
eine Sonderstellung einnimmt und welche molekularen Voraussetzungen fiir den
unterschiedlichen Abbau der Natriuretischen Peptide ursachlich sind. Die vorliegende
Arbeit beschréankt sich dabei auf die Hauptabbauorgane Niere und Lunge. Die
meisten Experimente wurden mit murinen Membranen und Enzymen durchgefiihrt,
da hier verschiedene geeignete Tiermodelle zur Verfiigung standen und dadurch die

Moglichkeit bestand, unter weitgehend standardisierten Bedingungen zu arbeiten.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1. ANP- und BNP-Abbau mit

Maus-Membranpraparationen

Um die Bedeutung der Neutralen Peptidase (NEP) fiir den Abbau Natriuretischer
Peptide zu charakterisieren, bot sich als geeignete Methode der vergleichende Ab-
bau an Membranpraparationen von NEP-defizienten Mausen und Wildtyp-Méusen
an. Entsprechende Tiere mit gleichem genetischen Hintergrund (C57BL/6) standen
dem FMP durch eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe Saria/Zernig (Institut
fiir Experimentelle Psychiatrie, Medizinische Universitit Innsbruck, Osterreich) zur
Verfiigung. Um innerhalb einer Spezies zu bleiben, wurden fiir diese initialen Ver-
suche ANP und BNP der Maus (im Folgenden mANP und mBNP) verwendet. Die
Inkubationen erfolgten in Gegenwart des Aminopeptidase-Inhibitors Bestatin und des
ACE-Inhibitors Lisinopril mit Membranpréparationen von Niere, Lunge, Hirn und
Herz. Die Wiederfindung der Natriuretischen Peptide wurde iiber 60 Minuten mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) verfolgt. Der NEP-unabhéngige
Abbau der Peptide wurde zusétzlich in Gegenwart des selektiven NEP-Inhibitors
Candoxatrilat (UK-73967, Pfizer, USA) untersucht. Das Candoxatrilat ist die aktive
Form des NEP-Hemmers Candoxatril (UK-69578, Pfizer, USA). Die Verbindung
wurde durch Dr. Berghoff (Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) zur Verfiigung gestellt.

Die Versuche mit murinen Wildtyp-Membranen ergaben einen gewebeabhangigen
Abbau von mANP. Nach 60 min wurde mANP von der Nierenmembran vollsténdig

inaktiviert. Auch von der Lungenmembran wurde mANP fast komplett abgebaut. Bei
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mANP-Abbau in Mausorganen
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Abbildung 2.1.: zeitabhdngiger Abbau von 10 pmol/l mANP durch Mausorganpra-
parationen, Mittelwert £ SD, n=3, NEP+ /+: wildtypisch, NEP-/-: NEP-defizient

der Herzmembran war der Abbau deutlich langsamer und in Hirnmembranen kaum
noch messbar (siche Abb. 2.1). Die Hemmung der NEP durch Candoxatrilat konnte
den Abbau in den NEP-reichen (vergleiche Abb. 2.3) Nieren- und Lungenmembranen
verzogern. Erwartungsgemaf sind die Abbau-Kurven der NEP-defizienten Gewebe
von Niere, Herz und Hirn vergleichbar mit den NEP-inhibierten Wildtyp-Membranen.
Von Lungenmembranen der NEP-Knockout-Tiere wurde mANP jedoch unerwar-
tet schneller abgebaut als in den Candoxatrilat-behandelten Wildtyp-Membranen.
Dies ist nur durch eine gegenregulatorische Aktivierung anderer mANP-abbauender

Peptidasen im Lungengewebe der NEP-defizienten Méuse erklarbar.

Die Abbaugeschwindigkeit von mBNP in den verschiedenen Geweben ist mit mANP
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mBNP-Abbau in Mausorganen
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Abbildung 2.2.: zeitabhdngiger Abbau von 12,5 pmol/l mBNP durch Mausorgan-
praparationen, Mittelwert + SD, n=38, NEP+/+: wildtypisch, NEP-/-: NEP-
defizient

vergleichbar, doch weder Candoxatrilat noch die genetische NEP-Defizienz konnten
diesen Katabolismus beeinflussen (siehe Abb. 2.2). Diese Ergebnisse bestétigen die
Ergebnisse von Smith et al. [91], dass BNP primér nicht von der NEP gespalten wird.

Genauso wie beim mANP wurde mBNP in der NEP-defizienten Lungenmembran
schneller abgebaut als in der Wildtyp-Membran. An der Inaktivierung dieser beiden
Natriuretischen Peptide miissen also neben der NEP noch ein oder mehrere bisher
unbekannte Enzyme beteiligt sein, die im Lungengewebe der NEP-defizienten Tiere
kompensatorisch hochreguliert sind und so zu Abbaugeschwindigkeiten fithren, die
sogar iiber denen der wildtypischen Membranen liegen. Bei diesen Enzymen handelt

es sich nicht um ACE und nicht um Aminopeptidasen, da Hemmversuche mit
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Lisinopril und/oder Bestatin den Abbau beider Natriuretischen Peptide nicht merklich
veranderten.

Eine zusatzliche Bestatigung fiir die Beteiligung weiterer Peptidasen am Abbau
Natriuretischer Peptide ergab sich aus der Messung der NEP-Aktivitdt in den ver-
schiedenen Membranpraparationen (Methode nach Winkler et al. [110] mit DALEK
als Substrat, siehe Kapitel 3.5). Die Abbauraten der Natriuretischen Peptide und die
NEP-Aktivitdt in den Membranpréaparationen korrelieren nicht miteinander. Wie
Abbildung 2.3 zeigt, war die NEP-Aktivitdt in der Lunge mehr als doppelt so hoch
wie die der Niere; im Herz- und Hirngewebe war die Aktivitat vergleichbar niedrig.
Der schnellste Abbau erfolgte jedoch nicht in den Lungen- sondern in den Nieren-
membranen, und der Abbau in Hirn- und Herzmembranen unterscheidet sich trotz
vergleichbarer NEP-Aktivitat. Die unterschiedlichen Abbauraten in den verschiede-
nen Geweben lassen sich also nicht allein auf die den Geweben zugrundeliegende

NEP-Aktivitat zuriuckfithren.
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Abbildung 2.3.: NEP-Aktivitit der fir die Abbaustudien mit mANP und mBNP
verwendeten Membranpraparationen (nur Wildtyp), Mittelwert + SD, n=3
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Aus diesem initialen Abbau-Experiment ergaben sich zwei Fragestellungen:

1. Warum wird BNP nicht von der NEP abgebaut bzw. welche strukturellen
Voraussetzungen bestimmen die Geschwindigkeit des Natriuretischen-Peptid-

Abbaus durch die NEP?

2. Welche Peptidase(n) sind noch am Katabolismus Natriuretischer Peptide betei-
ligt?

2.2. Natriuretische Peptide und NEP

2.2.1. Abbau Natriuretischer Peptide durch rekombinante
Maus-NEP

Um die Ursachen fiir den unterschiedlichen Abbau von mANP und mBNP durch die
NEP zu finden, wurde zunéchst eine grofere Anzahl Natriuretischer Peptide struktu-
rell und hinsichtlich ihres Abbaus durch rekombinante NEP der Maus verglichen. Wie
in Abbildung 2.4 zu sehen ist, sind diese Natriuretischen Peptide innerhalb der durch
die Disulfidbriicke geformten Ringstruktur sehr &hnlich. Dennoch gibt es in allen
Teilen der Peptide Modifizierungen, wodurch es moglich schien, die strukturellen
Voraussetzungen fiir einen schnellen bzw. langsamen Abbau einzugrenzen.

Die auffalligste Beobachtung beim Abbau dieser Peptide durch die NEP war, dass
die Abbaugeschwindigkeit deutlich von der Lénge der N- und C-terminalen Ketten
auBerhalb des Peptidrings abhéngt (vergleiche Abb. 2.4 und Abb. 2.5). CNP ist das
kiirzeste endogene Natriuretische Peptid; es besitzt keinen C-terminalen Rest und
ist mit nur 5 Aminosduren im N-terminalen Rest das beste Substrat fiir die NEP.
DNP mit einem kurzen N-Terminus aber sehr langen C-Terminus wurde unter den
gewéhlten Bedingungen nicht abgebaut. Beim Vergleich von humanem ANP (hANP)
mit seinem um 4 Aminoséduren am N-Terminus verlangerten Analogon Urodilatin
wird die Bedeutung der Kettenldngen ebenfalls ersichtlich, denn das kiirzere hANP
wird deutlich schneller abgebaut als Urodilatin. Dieses Ergebnis stimmt mit den
Beobachtungen von Gagelmann et al. [34] und Kenny et al. [46] iiberein, die auch

iiber einen verzogerten Abbau von Urodilatin berichteten.
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CNP . ... .GLSKGERGLKLpESNER|MEIGRGS . . . . . . ... ...... 22
hANP BRSIRRIMSRICEG - [WIDR I GEYAS GL G CN SR ) 4 28
mANP ESIRRIMSRICEG - pIDR I GEXAIS GL G CN SR ) 4, 28
eANP ... .SLSSHPOACEK LDERNEN YRIGNEGIWSIRK . . . . . ... ... 27

chANP ....MMEDSG ......... 29
pBNP . SPKTMDEIG[eaNCIN [ DIMNEN]] SlGRe@NVIRY . . . ... ... 32
mBNP .NSKVTHIBIS[@REHK TaNes]VERNSOIATLKLL . . . ... ... 32
hBNP . SPKMVQGE|G[@FERK MDaBISKISEIGNSOK VLIMRH . . . . ... .. 32
Urodilatin TAPRSLERESHACERVINANEAONEGTEFEY . . ... ... .. 32
DNP ....EVKYDP HK IRINHVEINIHE@PRILIIDPRPNAPSTSA 38

N-Terminus Disulfid-Ring C-Terminus

nicht konserviert

B &hnlich

>50% konserviert

alle identisch

Abbildung 2.4.: Ubersicht iiber die primdre Struktur der verwendeten Natriure-
tischen Peptide, h - human, m - Maus, e - Aal (eel), ch - Huhn (chicken), p -
Schwein (pig)
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Abbildung 2.5.: Vergleichender Abbau Natriuretischer Peptide durch die NEP;
verbleibende Peptidkonzentration nach 20 min Inkubation von 10 pmol/l Peptid
mit NEP (n=3, Mittelwert + SD)
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Bemerkenswert ist, dass hBNP genauso wie DNP resistent gegeniiber der NEP ist.
Zwar hat hBNP verglichen mit hANP einen verlangerten N-Terminus, jedoch werden
BNP anderer Spezies wie mBNP und pBNP bei gleicher Lange von der NEP abgebaut,
wenn auch mit sehr geringer Geschwindigkeit. Die Lange der Peptidkette kann also
nicht das einzige Kriterium fiir die Abbaubarkeit der Natriuretischen Peptide durch
die NEP sein. Auch mANP wird langsamer als hANP abgebaut, obwohl beide Peptide
die gleiche Kettenlange haben und sich nur in einer Aminosédure an Position 6’ im

Ring unterscheiden.

2.2.2. Modell fiir die Interaktion von NEP und den

Natriuretischen Peptiden

Basierend auf der bekannten dreidimensionalen Rontgen-Struktur des Enzyms NEP
[69,70] und der ebenfalls bekannten 3D-Ringstruktur der Natriuretischen Peptide
[18,31,38] sind in Kooperation mit Dr. Gerd Krause (Abt. Structural Bioinformatics,
FMP, Berlin) Docking-Studien fiir diverse Natriuretische Peptide am katalytischen
Zentrum des Enzyms NEP durchgefiihrt worden. Auf der Basis dieser Studien konnte
schlieBlich ein Modell fir die Peptid-Enzym-Interaktion erstellt werden (Abb. 2.7).

Nach diesem Modell windet sich das Natriuretische Peptid durch eine schmale
Offnung zwischen der katalytische Doméne und der kleineren N-terminalen Doméne
in die katalytische Tasche von NEP (violett) (Abb. 2.7, Insert I). Komplementére
Erkennungsmotive (NEP: griin; Natriuretisches Peptid: orange) unterstiitzen die
Orientierung der Ringstruktur innerhalb der NEP-Tasche. Beim NEP sind das die
Aminoséuren Arginin an Position 222 (R222) und/oder Asparaginsaure an Position
372 (D372), die sich gegentiber des katalytischen Zentrums befinden (Abb. 2.6). Die
komplementédren Bindungspartner beim Natriuretischen Peptid sind die Aminosduren
Asparaginséure an Position 7 im Ring (D7’) und Arginin an Position 8 im Ring (R8’),
ein Motiv, das in allen Natriuretischen Peptiden konserviert ist (sieche Abb. 2.4).
Da sich die Hauptspaltstelle im Natriuretischen Peptid zwischen Cystein C1” und
Phenylalanin F2’ (rote Linie) direkt neben der Disulfidbriicke befindet, muss sich
das Peptid folglich innerhalb der NEP-Tasche drehen, um das aktive Zentrum der
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NEP (hellblaue, gestrichelte Linie) zu erreichen (Abb. 2.7, Insert II). Ein fehlender
C-terminaler Rest wie beim CNP und/oder ein kurzer N-terminaler Rest (ANP,
CNP) hinter bzw. vor der Ringstruktur begiinstigen die Ausrichtung innerhalb der
NEP-Tasche. Langere N- und/oder C-terminale Reste wie bei allen BNPs sowie beim
DNP behindern die Drehung zum katalytischen Zentrum; es kommt zu sterischen Kol-
lisionen an der Offnung der katalytischen Tasche. Zudem kénnen Sequenzunterschiede
in kritischen Regionen innerhalb der Ringstruktur des Natriuretischen Peptids die
Orientierung behindern und damit die Affinitat des Peptids zu den komplementéren

Erkennungsmotiven verringern.

Die homologen Regionen innerhalb der Ringstruktur der Natriuretischen Peptide
beeinflussen demnach sowohl die biologische Funktion als auch den enzymatischen
Abbau der Peptide. Die wichtigste Region fiir die optimale Ausrichtung des Natriureti-
schen Peptids in der katalytischen Tasche der NEP ist nach unserem Modell das hoch
konservierte Asparaginsiaure-Arginin-Motiv an den Position 7" und 8’ (D7'R8’). Als
potentielle Interaktionspartner im NEP-Molekiil kommen z. B. Arginin an Position
222 (R222) und Asparaginsiure an Position 372 (D372) in Frage. Diese Vermu-
tung liegt nahe, da auch die konformative Bindung der Natriuretischen Peptide an
die Natriuretischen-Peptid-Rezeptoren [Protein Data Bank (PDB): 1YKO, 1ANP,
1YK1, 1JDP]| Arginin-Positionen am Rezeptor voraussetzt, welche mit dem gleichen
D7'R8-Motiv wechselwirken. Es ist also gut vorstellbar, dass Aminosauren in Nach-
barpositionen zum D7'R8-Motiv diese Wechselwirkungen durch sterische Effekte

beeinflussen.

Zwei Beispiele aus dem im Kapitel 2.2.1 beschriebenen Abbau-Experiment konnen
das verdeutlichen: So unterscheiden sich z. B. hANP und mANP nur in einer Amino-
sdure, hANP wird jedoch deutlich schneller durch die NEP abgebaut. Anstelle des
Methionins (M6’) im hANP, ist beim mANP Isoleucin (I6”) an Position 6’ im Ring.
Die Seitenkette an Position 6’ orientiert sich zum hoch konservierten Isoleucin an
Position 9’ (I197) und bildet einen hydrophoben Kern im Zentrum der Ringstruktur.
Die verzweigtkettige Seitenkette im Isoleucin an Position 6’ beim mANP ist weniger

flexibel und noch hydrophober als beim Methionin und scheint die Ring-Konformation
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Abbildung 2.6.: Modell fir die Interaktion zwischen Natriuretischem Peptid und
der NEP: Vergréfierung der katalytischen Tasche; CNP (orange), NEP (weiff),
Oberfliche des aktiven Zentrums (gelb); vermutete Bindungsstellen R222 und
D372 bei der NEP als komplementdre Interaktionspartner fir die Positionen D7’
und RS’ im Natriuretischen Peptid

Abbildung 2.7.: Modell fir die Interaktion zwischen Natriuretischem Peptid (NP,
hier exemplarisch die Ringstruktur des CNP) und der NEP: Das NP (orange)
gelangt durch eine schmale Offnung in die katalytische Tasche der NEP (violett)
und richtet die initiale Spaltstelle (rot) anhand komplementdrer Erkennungsmo-
tive (NEP — griin, NP — orange) zum aktiven Zentrum (hellblau) aus. Lange
N- oder C-terminale Reste fiihren zu sterischen Kollisionen an der Offnung.
Sequenzinderungen am Erkennungsmotiv kénnen die Ausrichtung des Peptids
storen.
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zu verdndern und die Abbaubarkeit durch die NEP zu verringern.

Die Position 12" im Ring weist die hochste Variabilitat unter allen untersuchten
Peptiden auf. Die Seitenkette dieser Aminosdure orientiert sich in Richtung der
katalytischen Tasche. Obwohl Aal-ANP (eANP) sogar kiirzer ist als mANP und
hANP, wird es vergleichsweise langsam durch die NEP abgebaut. Dies kann durch
das Tyrosin an Position 12" (Y12’) erklart werden, welches nur beim eANP an dieser
Stelle vorkommt. Die aromatische Seitenkette des Tyrosins nimmt im Vergleich zu
Glutamin (Q) bei mANP und hANP mehr Raum ein und hindert eANP vermutlich

an der korrekten Orientierung.

2.2.3. Uberpriifung des Modells mit trunkierten

Natriuretischen Peptiden

Zur experimentellen Uberpriifung des Modells wurde NEP mit weiteren nach eigenen
Vorgaben synthetisierten Natriuretischen Peptiden inkubiert, die anhand des Modells
ausgehend von hBNP entwickelt wurden (Abb. 2.8).

Zunéachst wurde tiberpriift, ob kiirzere N- oder C-terminalen Reste den Abbau des
hBNP durch die NEP verdndern. Dazu wurden gezielt hBNP-Varianten synthetisiert,
bei denen entweder der N-Terminus (hBNP9-32), der C-Terminus (hBNP1-26) oder
beide Enden (hBNP9-26) verkiirzt sind (Peptidsynthese durch Dr. Rudolf Délling,
Biosyntan, Berlin). Untersucht wurde auch der Abbau von hBNP3-32, einem hBNP-
Spaltprodukt, das durch Einwirkung der Dipeptidylpeptidase IV (DPP4) entsteht
und im menschlichen Plasma nachgewiesen wurde [14,88]. Wie in Abbildung 2.8 A
zu sehen ist, wurden alle verkiirzten hBNPs durch die NEP abgebaut. Je kiirzer der
N-terminale Rest war, desto besser wurde das Peptid abgebaut, wie im Vergleich von
hBNP3-32 und hBNP9-32 deutlich wird. Jedoch verdnderte die Verkiirzung des N-
terminalen Endes den Abbau nur geringfiigig, wéhrend das Fehlen des C-terminalen
Endes (hBNP1-26) die Abbaugeschwindigkeit verdoppelte. Das beste Substrat in
diesem Experiment war hBNP9-26, bei dem beide Enden fehlten. Dieses Ergebnis

korrespondiert mit den Voraussagen des in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Modells.
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Uberpriifung des Modells mit modifizierten Peptiden
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hBNPO9-26 ........ GCFGRKMDRISSSSGLGC. ... .. 18

hBNP1-26 SPKMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGC. ... .. 26

hBNPO9-32 ........ GCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH 24

NPchimdr SPKMVQGSGCFGEEIMDRIEJNNSGLGCKVLRRH 32
hBNP3-32 . .KMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH 30

hBNP SPKMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH 32
CNP ....GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC. ... .. 22
CNP10°’8 ....GLSKGCFGLKLDRIFSMSGLGC. .. ... 22
hBNP SPKMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH 32

hBNP10°G SPKMVQGSGCFGRKMDRI[{SSSGLGCKVLRRH 32

N-Terminus Disulfid-Ring — C-Terminus

Abbildung 2.8.: (A) Vergleichender Abbau trunkierter/modifizierter hBNPs (wei-
Be Sdulen) mit hBNP (schraffierte Siule) durch die NEP; verbleibende Peptid-
konzentration nach 20 min Inkubation von 10 umol/l Peptid mit NEP (n=3,
Mittelwert £ SD). Die Verkiirzung der Peptidketten aufSerhalb der Ringstruktur
sowie eine Sequenzdanderung innerhalb der Ringstruktur verbessern den Abbau
durch die NEP. (B) Verinderte 10°-Position; verbleibende Peptidkonzentration
nach 20 min (CNP) bzw. 60 min (hBNP) Inkubation von 10 umol/l Peptid
mit NEP (n=3, Mittelwert = SD). Der Austausch von Glycin gegen Serin im
CNP wverschlechtert den Abbau (p<0,001), der Austausch von Serin gegen Glycin
im hBNP wverbessert den Abbau durch die NEP (p<0,02)(n=3, Mittelwert +
SD). (C) Sequenzen der untersuchten Peptide; Sequenzmodifizierungen sind
unterlegt.
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2.2.4. Uberpriifung des Modells mit in der Ringstruktur

modifizierten Natriuretischen Peptiden

Um auch den Einfluss der Ringstruktur zu ermitteln, wurde zudem ein chimares
Peptid (NPchimér) synthetisiert und getestet, welches die Ringstruktur des guten
NEP-Substrats hANP hat, jedoch in den N- und C-terminalen Resten auflerhalb des
Rings die Sequenz von hBNP aufweist. Obwohl NPchimér in den N- und C-terminalen
Enden mit dem NEP-resistenten hBNP identisch ist, konnte dieses Peptid von der
NEP, wenn auch langsam, abgebaut werden. Das beweist, dass neben der Lange der
Peptidketten auflerhalb der Ringstruktur auch die Sequenz innerhalb des Rings fiir
die Zugénglichkeit des Peptids zum katalytischen Zentrum der NEP und damit fiir
die Abbaubarkeit durch die NEP entscheidend ist.

Die Ringstruktur von hANP und hBNP unterscheidet sich in 5 Aminoséuren. Serin
an Position 10" im hBNP-Ring scheint dabei eine besondere Bedeutung zu haben,
denn es kommt nur im hBNP an dieser Stelle vor. Alle untersuchten Natriuretische
Peptide, die nicht NEP-resistent sind, haben an dieser Position das kleinere Glycin.
Dieser Sequenzunterschied konnte eine Rolle fiir die konformative Orientierung
spielen und damit eine Ursache fiir die NEP-Resistenz des hBNP sein. Um dies zu
untersuchen, wurden daher fiir ein weiteres Experiment zwei Peptide synthetisiert
(Biosyntan, Berlin), bei denen diese Position jeweils vertauscht wurde: zum einen
ein CNP, bei dem das Glycin an 10’-Position durch Serin ersetzt wurde (CNP10’S)
und zum anderen ein hBNP, das statt Serin an der 10’-Position Glycin aufweist.

Diese Modifizierung an 10’-Position sollte den CNP-Abbau verlangsamen, aber den

hBNP-Abbau beschleunigen.

Beim CNP bewirkte die Sequenzédnderung eine deutliche Verschlechterung der
Abbaubarkeit durch NEP (siehe Abb. 2.8 B). Jedoch ist auch das modifizierte CNP
immer noch ein sehr gutes Substrat fiir die NEP. Zwischen hBNP und hBNP10’G
fiel der Unterschied nicht ganz so deutlich aus. Das hBNP war wie erwartet NEP-
resistent, doch auch das hBNP10’G wurde nur sehr langsam abgebaut. Auch nach
60 min Inkubation sind noch 90 % des Peptids hBNP10’G erhalten. Dennoch ist der

Unterschied signifikant. Bemerkenswert ist, dass sich durch diese kleine Sequenzéande-
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rung die NEP-Resistenz des hBNPs aufheben lieff. Serin an Position 10" im Ring ist
demnach ein wichtiges Merkmal im hBNP-Molekiil, aber nicht allein urséchlich fiir

die schlechte Abbaubarkeit durch NEP.

2.3. Experimente zur Ermittlung von weiteren
BNP-abbauenden Peptidasen in muriner
Nierenmembran

Wie in Kap. 2.1 gezeigt wurde, wird in Membranpraparationen das mBNP rasch ab-
gebaut. Dieser Abbau konnte jedoch nicht auf NEP zuriickgefiihrt werden, da es keine
Differenzen beim mBNP-Abbau in Membranen von Wildtyp- und NEP-Knockout-
Mausen gab. Und auch Candoxatrilat als NEP-Inhibitor konnte den mBNP-Abbau
nicht hemmen. Folglich muss es weitere Peptidasen geben, die den Katabolismus von
mBNP initiieren.

Da in den Nierenmembranen die hochste mBNP-degradierende Aktivitat festgestellt
wurde, wurden auch die folgenden Experimente zur Bestimmung mBNP-abbauender
Peptidasen mit Nierenmembran durchgefiihrt. Es wurden Nierenmembranen von NEP-
Knockout-Tieren verwendet, um etwaige minimale NEP-Einfliisse sicher ausschlieflen

zu konnen.

2.3.1. Bestimmung der initialen Spaltstelle

Fiir eine erste Eingrenzung der in Frage kommenden Peptidase(n), die fir den initialen
Abbau von mBNP verantwortlich sind, wurde zunéchst die Spaltstelle im mBNP
untersucht, um aus der katalytischen Aktivitat Riickschliisse auf das spaltende Enzym
zu ziehen. Das initiale Abbauprodukt wird im HPLC-Chromatogramm nach 28,3
min eluiert. Es wurde manuell aufgefangen, iiber MALDI-TOF-Massenspektrometrie
analysiert und konnte so als mBNP7-32 (Masse 2785,37 mit intakter Disulfidbriicke)
identifiziert werden (Abb. 2.9).

Die initiale Spaltung von mBNP erfolgt also zwischen Isoleucin an Position 6 und

Histidin an Position 7 in der N-terminalen Peptidkette. Die Ringstruktur bleibt
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intakt. Bei dem gesuchten Enzym handelt es sich demnach um eine Endopeptidase

(EC 3.4.21. - EC 3.4.24.).

Spaltstelle Disulfid-Ring

i O—1ANNITOONOODOO
HANTOOMNOOA—A—A—A—A—A—A—A =N

mBNP NSKVTHISSCFGHKIDRIGSVSRLGCN
L, >

Spaltprodukt mBNP7-32

—
[*p]
=
—
~
-
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Abbildung 2.9.: initiale Spaltstelle des mBNP nach Inkubation mit Nieren-
membran

Vorstellbar wére auch ein sukzessiver Abbau durch Aminopeptidasen. Dieser konnte
ausgeschlossen werden, da der Aminopeptidase-Inhibitor Bestatin, der dem Inkuba-
tionsansatz beigefiigt wurde, keinen hemmenden Einfluss auf den mBNP-Abbau
hatte. Auch konnten die moglichen Zwischenprodukte einer stufenweise Abspaltung,
wie mBNP2-32 bis zu mBNP6-32 nicht detektiert werden.

Ein Abbau durch Carboxypeptidasen war auch auszuschlieen, da die primére
Spaltung endopeptidolytisch in der N-terminalen Peptidkette der zyklischen mBNP-
Struktur erfolgte.

2.3.2. Einsatz von gruppenspezifischen Enzym-Inhibitoren

Nach Einordnung der entscheidenden Peptidase-Aktivitat beim Abbau des mBNP
wurden verschiedene gruppenspezifische Enzyminhibitoren getestet, um die in Frage
kommende(n) Peptidase(n) mehr eingrenzen zu koénnen.

Diese Inhibitoren stammen aus einem Protease-Inhibitor-Set von Genotech, das 11
einzelne Inhibitorlésungen in hundertfacher Wirkkonzentration enthélt (aus schriftli-

cher Kommunikation mit Genotech):

Antipain- Inhibitor fiir Ca?*-abhingige Endopeptidasen, z.B.
Dihydrochlorid Trypsin-dhnliche Proteasen (Trypsin, Papain, Cathep-
(=~ 8-10 mmol/1) sin B), aber auch Cystinproteasen und die Carboxy-

peptidase Cathepsin A
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Aprotinin
(~ 25-30 pmol/1)

Bestatin
(~ 12-15 mmol/1)

Chymostatin
(~ 8-10 mmol/1)

E-64
(~ 3-5 mmol/])

EDTA-Najy
(=~ 0,5 mol/1)

Leupeptin
(=~ 0,8-1 mmol/1)

Pepstatin
(~ 0,1-0,15 mmol/1)

AEBSF
(~ 100 mmol/1)

Phosphoramidon
(~ 0,8-1 mg/ml)

PMSF
(~ 100-150 mmol/1)

kompetitiver, reversibler Serinproteasen-Inhibitor mit
breitem Spektrum, z. B. fiir Chymotrypsin, Plasmin,
Trypsin und Kallikrein

kompetitiver Aminopeptidase-Inhibitor

Inhibitor fiir Chymotrypsin-artige Serinproteasen und
fiir die meisten Cysteinproteasen

irreversibler Cysteinproteasen-Inhibitor

Chelatbildner, Metalloproteasen-Inhibitor

kompetitiver Inhibitor von Serin- (Trypsin, Plasmin),
Cystein- (Papain, Cathepsin B) und Threoninproteasen

reversibler Aspartatproteasen-Inhibitor, z. B. fiir Ca-
thepsin D, Renin und Pepsin

spezifischer irreversibler Serinproteasen-Inhibitor, z. B.
flir Chymotrypsin, Kallikrein, Trypsin.

spezifischer, kompetitiver Metalloproteasen-Inhibitor,
z.B. fiir ECE, NEP und Thermolysin

irreversibler Inhibitor der Serinproteasen Trypsin
und Chymotrypsin, reversibler Inhibitor der Cystein-
protease Papain

Die mBNP-abbauende Aktivitdt in der Nierenmembran wurde komplett gehemmt

erzielte.

durch den Metallopeptidase-Inhibitor EDTA. Die anderen Inhibitoren tiibten gering-
figige unspezifische Effekte aus. Hervorzuheben ist Chymostatin, das unter diesen
iibrigen Inhibitoren noch den deutlichsten Effekt erzielte. Auf diese Weise konnte die
in Frage kommende Peptidase weiter in die Gruppe der Metalloendopeptidasen (E.C.
3.4.24.) eingegrenzt werden. Beachtenswert hierbei war, dass Phosphoramidon, ein
wichtiger Metalloendopeptidase-Inhibitor, z. B. fiir NEP, das NEP-homologe NEP2
und auch fir das Endothelin-Converting Enzyme (ECE), keine deutliche Hemmung
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Test von Protease-Inhibitoren
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Abbildung 2.10.: Abbau von mBNP durch Nierenmembran von NEP-Knockout-
Mausen in Gegenwart von Peptidase-Inhibitoren; 30 min Inkubation (Mittelwert
+ SD, n=5)

2.3.3. Einsatz von spezifischen Enzym-Inhibitoren und
Identifizierung von Meprin als mBNP-spaltende

Peptidase

Im néchsten Schritt wurden nun spezifische Metallopeptidase-Inhibitoren tiberprift.
Ein Teil der metallopeptidolytischen Aktivitat in der Niere ist auf Amino- und
Carboxypeptidasen zurtickzufiihren. Ein sukzessiver Abbau durch Amino- oder
Carboxypeptidasen konnte jedoch ausgeschlossen werden, da die initiale Spaltung
zwischen Isoleucin(I16) und Histidin(H7) endopeptidolytisch erfolgt (siehe Kapitel
2.3.1). Aufgrund der Phosphoramidon-Insensitivitit des mBNP-Abbaus konnten
auch die Metallopeptidasen NEP, NEP2 und ECE ausgeschlossen werden. Weitere in
der Nierenmembran lokalisierte Metallopeptidasen sind das ACE, eine Dipeptidyl-
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carboxypeptidase, die unter bestimmten Bedingungen auch als Endopeptidase wirkt
(z.B. bei Substanz P [90] und Amyloid  [42]) und die Enzyme der Meprin-Gruppe.
Der hoch spezifische ACE-Inhibitor Lisinopril hatte keinen Effekt auf den mBNP-
Abbau (Abb. 2.10). Der Meprin-Inhibitor Actinonin [52] konnte jedoch den Abbau
komplett hemmen (Abb. 2.10). So konnte das fiir den mBNP-Abbau in der Niere
verantwortliche Enzym schrittweise als 1. Endopeptidase, 2. eine Phosphoramidon-
insensitive Metalloendopeptidase und schliefflich 3. als Meprin beschrieben werden.
Hinzu kommt, dass das in Abbildung 2.10 gezeigte Hemmprofil Meprin-Eigenschaften
widerspiegelt: Kenny et al. [48] berichteten in ihrer Beschreibung der Endopepidase-2,
ein alterer Name fiir Meprin, dass das Enzym von Phosphoramidon nicht gehemmt
wird. Diese Eigenschaft fiihrte prinzipiell zur Entdeckung dieser Peptidase durch
Kenny et al., da diese Rest-Aktivitdt nach Phosphoramidon-Hemmung ein Artefakt
bei der NEP-Aktivitatsbestimmung war. Yamaguchi et al. [114] beschrieben, dass die
Meprin-Aktivitdt durch EDTA hemmbar ist, aber auch Chymostatin einen gewissen
Hemmeffekt ausiibt. Beide Entdeckungen korrespondieren mit den Resultaten aus

den mBNP-Abbaustudien mit den gruppenspezifischen Inhibitoren (Kap. 2.3.2).

Meprin-Proteasen

Die Meprin-Proteasen bestehen aus den evolutiondr verwandten Untereinheiten
Meprin o und Meprin 3 [3] (Abb. 2.11). Jeweils zwei Untereinheiten sind durch
eine Disulfidbriicke kovalent verbunden. Meprin-o-Untereinheiten konnen unterein-
ander auch nicht-kovalente Bindungen eingehen und dadurch grofie Komplexe bilden.
Meprine, die Meprin-a-Untereinheiten enthalten, werden Meprin A (EC 3.4.24.18)
genannt. Meprin A kann entweder als Homooligomer (nur a-Untereinheiten) oder
als Heterooligomer (bestehend aus o- und f-Untereinheiten) vorliegen [3]. Da die
Meprin-o-Untereinheit wahrend der Reifung von der Membran gespalten wird, muss
membrangebundenes Meprin A auch die Meprin-f3-Untereinheit enthalten. Meprine,
die nur aus Meprin-B-Untereinheiten bestehen, werden als Meprin B (EC 3.4.24.63)
bezeichnet. Meprine haben ein breites Substratspektrum, das u. a. Peptide des Gas-
trointestinaltrakts (Cholecystokinin, Gastrin Releasing Peptide), der extrazellularen

Matrix (Gelatin, Fibronektin, Kollagen Typ IV) und des Immunsystems (Zytokine)
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umfasst. Meprin A und Meprin B unterscheiden sich aber in Hinblick auf ihre be-
vorzugten Substrateigenschaften. Meprin A spaltet an der C-terminalen Seite von
kleinen, ungeladenen oder hydrophoben Aminosauren. Meprin B bevorzugt saure

Aminoséuren an der C-terminalen Seite der Spaltstelle [4, 104].

> Meprin o -Untereinheit
<= Meprin [} -Untereinheit

o \
T
homooligomeres heterooligomeres homooligomeres
Meprin A Meprin A Meprin B

Abbildung 2.11.: Unterteilung der Meprin-Proteasen nach Bertenshaw et al. [3]:
Je zwei Meprin-Untereinheiten bilden tiber eine Disulfidbriicke ein Dimer. Meprin-
a-Dimere konnen untereinander auch nicht-kovalente Bindungen eingehen und
dadurch groffe Komplexe in Form von Ketten, Ringen, Spiralen oder Roéhren
bilden (homooligomeres Meprin A). Heterooligomeres Meprin A kann als Dimer
oder Tetramer vorliegen und ist durch die Meprin-3-Untereinheit membranstdin-
dig. Die nicht-kovalente Bindung im Tetramer erfolgt auch tiber die Meprin-
a-Untereinheit. Meprin B liegt membranstindig als Dimer zweier Meprin-{3-
Untereinheiten vor.

2.3.4. Verminderter mBNP-Abbau in Nieren von

Mausstammen mit fehlender Meprin-o-Expression

Beynon und Bond [6] und Bond et al. [11] berichteten, dass die Mausstdmme
C3H/HeN und CBA/J nicht in der Lage sind, Meprin « zu exprimieren und deshalb
keine Meprin-A-Aktivitat besitzen. Die Stdmme Balb/c und C57BL/6 sind hingegen
durch eine normale Meprin-a-Expression charakterisiert [100].

In einem Kontrollexperiment wurde daher der mBNP-Abbau durch Nierenmembra-
nen der Meprin-A-defizienten Mausstdmme (C3H/HeN und CBA/J) mit dem Abbau
durch Nierenmembranen von Balb/c-Méausen und C57BL/6 Wildtyp- und NEP-
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Knockout-Méusen verglichen (Abb. 2.12). Der Abbau in den Stdmmen C3H/HeN
und CBA/J war signifikant verzogert verglichen mit Balb/c and C57BL/6 (p<0,001).
Dieses Experiment beweist direkt, dass Meprin A die Peptidase ist, die mBNP in

den Nierenmembranen initial abbaut.

Abbau in verschiedenen Mausstimmen

Meprin a - defiziente Stimme

10
— ¥ CBA/J
= 8 4 C3H/HeN
e
% Meprin a - reiche Stimme:
4-
% < C57BL/6
24 ©- C57BL/6 NEP -/-
0 A~ Balb/c
J
0 20 40 60 80

Inkubationszeit [min]

Abbildung 2.12.: Vergleich des mBNP-Abbaus durch Nierenmembranen wvon
Mausstimmen mit hoher (C57BL/6, Balb/c) und defizienter Meprin-a-Ezpression
(C3H/HeN, CBA/J)

2.3.5. Abbau von humanen BNP durch

Maus-Nierenmembran

Wegen der Bedeutung des humanen BNP (hBNP) insbesondere fiir spétere klinische
Anwendungen wurde auch der Abbau von hBNP durch Nierenmembranen von
NEP-defizienten Mausen untersucht.

Dazu wurde hBNP fiir 20 min mit den Nierenmembranpréparationen inkubiert.
Wie in Abbildung 2.13 (U) zuschen ist, wird hBNP innerhalb der 20 min fast
vollstandig abgebaut. Im HPLC-Chromatogramm erscheinen parallel zwei Abbaupro-
dukte, die nach manuellem Auffangen und anschlieender Massenspektrometrie als
hBNP8-32 und hBNP8-30 identifiziert wurden. Das initiale Abbauprodukt ist dabei
das hBNP8-32, das aber unmittelbar zu hBNP8-30 umgesetzt wird. Die Spaltung
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erfolgt demnach wie beim mBNP im N-terminalen Rest des Peptids (Abb. 2.14).

In Gegenwart des Meprin-Inhibitors Actinonin wurde der hBNP-Abbau unerwartet
nicht gehemmt, jedoch erscheint als neues Abbauprodukt hBNP3-32 (Abb. 2.14).
Dieses hBNP3-32 wurde bereits von Brandt et al. [14] als ein hBNP-Metabolit im
Blutplasma beschrieben und ist auf die enzymatische Einwirkung der Dipeptidylpep-
tidase IV (DPP4) zuriickzuftihren.

Abbau von hBNP durch
Maus-Nierenmembran (NEP-Knockout)
75+ |
: EE hBNP
= | E hBNPS-32
= 504 i [ hBNP8-30
2 : B hBNP3-32
B :
=
< 25- |
L |
A |
|
|
|
0= T I JI J_I
0 U D A AD

Abbildung 2.13.: Edukte (hBNP) und Spaltprodukte (hBNP3-32, hBNP8-32,
hBNP8-30) beim Abbau von hBNP durch Nierenmembran von NEP-Knockout-
Miausen: (0) Startwert R BNP bei 0 min, (U) ,ungehemmter® Abbau (nur Bestatin),
Abbau in Gegenwart von Actinonin (A), Diprotin A (D) oder beiden Inhibitoren
(AD), Inkubationszeit 20 min (Mittelwert = SD, n=3)

Meprin ist also in muriner Nierenmembran das vorrangig wirkende Enzym fir
den hBNP-Abbau, jedoch reicht die Meprin-Hemmung fiir eine Potenzierung des
hBNP nicht aus, weil auch DPP4 hBNP abbauen kann. Erst die Hemmung beider
Enzyme durch Actinonin und zusétzlich Diprotin A (als DPP4-Inhibitor) konnte den
hBNP-Abbau verzogern. Eine vollstdndige Hemmung des hBNP-Abbaus ist nicht
gelungen, da das als DPP4-Inhibitor eingesetzte Peptid Diprotin A eigentlich auch
ein Substrat der DPP4 ist. Es bindet mit hoher Affinitdt an DPP4, wird aber nur
sehr langsam umgesetzt, so dass es eine inhibitorische Wirkung hat [77]. Bei langerer
Inkubationszeit verliert es jedoch seine Wirkung, da es selbst abgebaut wird. Diesen

Diprotin-A-Abbau konnte man parallel auch via HPLC verfolgen.
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Meprin A Meprin A
OHNM#LO@NOO@OF!NM?LO\DI\COC\OL—!N
—HANNMTOOMNOO A" AA A A A A ANNANANNANNANANANMNM ™M

hBNP SPKMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH

DPID4 Disulfid-Ring
Retentionszeit | Gefundene Masse | Berechnete Masse | A Peptid
14,9 min 3462,142 3461,743 0,399 | hBNP1-32
13,9 min 3277,716 3277,658 0,058 | hBNP3-32
13,3 min 2734,789 2734,374 0,415 | hBNP8-32
15,4 min 2441,566 2441,214 0,352 | hBNP8-30

Abbildung 2.14.: hBNP-Spaltstellen durch Meprin A und DPPJ, ermittelte Mas-
sen der Abbauprodukte nach HPLC-Auftrennung (Cysteine in ozidierter Form;
[M+H]")

2.4. Abbau Natriuretischer Peptide durch Meprin

Ein direkter Beweis fiir die Beteiligung von Meprinen am Abbau Natriuretischer
Peptide erfolgte durch den Einsatz aufgereinigter Enzyme. Dazu stand zunéchst eine
Préaparation von Meprin A aus Rattennieren zur Verfiigung (Calbiochem, Darm-
stadt, Deutschland). Spatere Experimente wurden mit rekombinanten humanen und
murinen Meprin-Untereinheiten o und 3 (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)
durchgefiihrt.

2.4.1. Abbau Natriuretischer Peptide durch Meprin A aus

Rattenniere

Fiir die ersten Versuche zum Abbau Natriuretischer Peptide durch reines Meprin
wurde eine Praparation von Meprin A, aufgereinigt aus Rattennieren, verwendet
(Calbiochem, Darmstadt, Deutschland). Das Meprin A in dieser Préaparation ist
heterooligomer. Das heifit, es besteht sowohl aus &~ und (-Untereinheiten (siehe dazu
Abb. 2.11). Neben mBNP wurden auch humanes ANP (hANP) und BNP (hBNP)
sowie CNP mit Meprin A inkubiert und der Abbau tiber 60 min verfolgt (Abb. 2.15
A). Das beste Substrat in diesem Versuch war hBNP, gefolgt von mBNP. Auch hANP
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wird von Meprin A abgebaut. CNP hingegen, welches unter den drei Natriuretischen
Peptiden das beste Substrat fiir die NEP ist (siehe Abb. 2.5), ist Meprin-resistent.

In Gegenwart des Meprin-Inhibitors Actinonin wurden die Peptide nicht abgebaut.

2.4.2. Abbau von mBNP und verwandten Peptiden durch

humanes rekombinantes Meprin « und 3

Die - und die B-Untereinheiten des Meprins weisen trotz der strukturellen Ahnlich-
keiten ein unterschiedliches Substratspektrum auf [4]. Um zu ermitteln, auf welche
der beiden Meprin-Untereinheiten die BNP-spaltende Aktivitat zurtickzufiihren ist,
standen rekombinant hergestellte Untereinheiten von humanen Meprinen zur Verfii-
gung und der Abbau Natriuretischer Peptide konnte fiir jede Untereinheit getrennt
untersucht werden.

Die humane Meprin-o-Untereinheit zeigte d&hnliche Eigenschaften wie das Meprin
A aus Rattenniere (Kap. 2.4.1). Sowohl mBNP als auch die zusétzlich untersuchten
BNPs von Ratte (rBNP) und Schwein (pBNP) wurden durch Meprin o mit derselben
Rate abgebaut (Abb. 2.15 B). Interessant ist, dass auch die beiden héhermolekularen
murinen BNP-Formen mBNP45 und rBNP45, die einen um 13 Aminosauren langeren
N-Terminus aufweisen, genauso schnell abgebaut wurden wie die kiirzeren Varianten
mBNP und rBNP. Anders als bei NEP ist demnach fiir Meprin « die Peptidlange
fiir die Abbaugeschwindigkeit nicht entscheidend. CNP wurde von Meprin « nicht
abgebaut.

Neu ist jedoch, dass das hBNP nur sehr langsam abgebaut wird. Dieses Ergebnis
unterscheidet sich deutlich von den vorherigen Ergebnissen. So wurde hBNP von
Meprin A der Ratte sehr schnell abgebaut (Kap. 2.4.1) und auch der Abbau von
hBNP in den Maus-Nierenmembranpréaparationen konnte auf Meprin zuriickgefiihrt
werden (Kap. 2.3.5).

Die humane Meprin-3-Untereinheit zeigte wenig bis keine Aktivitit gegentiber
mBNP und hBNP. Nach 2 h Inkubation war fiir beide BNPs kein merklicher Abbau
nachweisbar (Abb. 2.15 C). Die Meprin-Aktivitét gegentiber Natriuretischen Peptiden

stammt also ausschlieBlich von der Meprin-a-Untereinheit. Da in den Versuchen zur
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Abbildung 2.15.: Abbau Natriuretischer Peptide (10 umol/l) durch (A) Meprin
A aus Rattenniere und durch (B) rekombinantes humanes Meprin «; (C) Wie-
derfindung von 10 pmol/l mBNP und hBNP nach 120 min Inkubation mit
rekombinanten humanen Meprin 3 (Mittelwert + SD, n=3)
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Ermittlung weiterer BNP-abbauender Peptidasen (Kap. 2.3) mit Membranpréapara-
tionen gearbeitet wurde, muss es sich um heterooligomeres Meprin A handeln, da
die o-Untereinheit fiir die peptidolytische Aktivitat und die 3-Untereinheit fiir die
Lokalisation in der Membran erforderlich ist (siche Abb. 2.11).

Dass Meprin A bzw. die a-Untereinheit am mBNP-Abbau beteiligt ist, wird
auch deutlich, wenn man die HPLC-Chromatogramme der mBNP-Metaboliten nach
Behandlung mit entweder Meprin « oder Nierenmembran vergleicht (Abb. 2.16).
In beiden Experimenten erscheint ein Hauptabbauprodukt (Peak 2 bei 28,3 min) —
das mBNP7-32. Der Meprin-Inhibitor Actinonin hemmte in beiden Versuchen die
Bildung dieses Produktes.

In den Versuchen mit pBNP wurde auch ein N-terminal trunkiertes Produkt —
pBNP7-32 — als Metabolit entdeckt. Das wurde durch ein Kontrollpeptid mit Hilfe
der HPLC bestatigt. Dieses pBNP7-32 ist identisch mit dem sogenannten pBNP26,
das von Sudoh et al. im Gehirn vom Schwein entdeckt wurde [94]. Die Hauptab-
bauprodukte von rBNP und rBNP45 durch Meprin «, die massenspektrometrisch
ermittelt wurden, sind rBNP8-32 (Masse 2783 mit intakter Disulfidbriicke) und
rBNP7-32 (Masse 2696 mit intakter Disulfidbriicke). Alle BNP-Spaltstellen sind in
Abbildung 2.17 zusammengefasst.

2.4.3. Vergleich des hBNP-Abbaus durch humanes und

murines Meprin «

Da der in den Kapiteln 2.4.1 und 2.4.2 beschriebene Abbau von hBNP durch Meprin
A der Ratte und Meprin &« vom Menschen grofie Unterschiede aufzeigte, wurde in
einem separaten Versuch der hBNP-Abbau durch die o-Untereinheiten von sowohl
humanen als auch murinem Meprin verglichen. Das Maus-Meprin « war genauso wie
das Ratten-Meprin A aus Kapitel 2.4.1 in der Lage, hBNP schnell umzusetzen (Abb.
2.18). Das entstehende Produkt hBNP8-32 reicherte sich ebenso schnell an, wurde
aber im weiteren Verlauf weiter umgesetzt. Die finalen Abbauprodukte konnten nicht

ermittelt werden.
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Abbildung 2.16.: Vergleich des mBNP-Abbaus durch eine Nierenmembranpripa-
ration wildtypischer Mduse (A) bzw. durch Meprin o (B): mBNP (Peak 1) wird
2u mBNP7-832 (Peak 2) abgebaut; der Meprin-Inhibitor Actinonin hemmt diesen
Abbau.

Das humane Meprin o baut hBNP hingegen nur sehr langsam ab. Auch hier entsteht
hBNP8-32 (Abb. 2.18). Eine Rolle in vivo erscheint durch diese langsame Umsetzung
fraglich. Das Uberraschende an diesem Ergebnis ist, dass sich hier das gleiche Enzym

von zwei unterschiedlichen Spezies funktionell unterscheidet. Sequenzmodifikationen
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Meprin A - Spaltstellen

!
mBNP32 ............. NSKVTHISSCFGHKIDRIGSVSRLGCNALKLL
mBNP45 SQGSTLRVQQRPQNSKVTHISSCFGHKIDRIGSVSRLGCNALKLL

1l
rBNP32 ... NSKMAHSSSCFGQKIDRIGAVSRLGCDGLRLF
rBNP45 SQDSAFRIQERLRNSKMAHSSSCFGQKIDRIGAVSRLGCDGLRLF
[
!
pBNP32 ... SPKTMRDSGCFGRRLDRIGSLSGLGCNVLRRY
! !
hBNP32 ............. SPKMVQGSGCFGRKMDRISSSSGLGCKVLRRH

Abbildung 2.17.: Die roten Pfeile kennzeichnen die durch Massenspektrometrie
oder HPLC-FElution von Vergleichspeptiden ermittelten Spaltstellen bei BNPs
verschiedener Spezies durch Meprin A (m - Maus, v - Ratte, p - Schwein, h -
human, 32 bzw. 45 - Anzahl der Aminosduren im Peptid). Die hohermolekularen
murinen BNPs mit 45 Aminosduren werden an den gleichen Stellen gespalten
wie die kiirzeren 32-Varianten. Zwischen den grin gekennzeichneten Cysteinen
besteht jeweils eine intramolekulare Disulfidbricke.

in kleineren Peptiden kénnen bekanntlich Peptideigenschaften deutlich verandern.
Deshalb gab es erwartungsgemafl auch Unterschiede in der Abbaugeschwindigkeit
zwischen den verschiedenen BNP-Sorten von Maus, Ratte, Schwein und Mensch. In
grofleren Proteinen wie Enzymen wirken sich solche Sequenzéanderungen normaler-
weise weniger stark aus. Gerade Modifizierungen am katalytischen Zentrum sollten
nur moglich sein, wenn die eigentliche Enzymfunktion erhalten bleibt. Dass dies hier
trotzdem der Fall ist, kann damit erklart werden, dass die Natriuretischen Peptide
nicht zu den Hauptsubstraten fiir Meprine zu zéhlen sind und ein Verlust der BNP-
degradierenden Funktion im humanen Meprin « physiologisch von untergeordneter

Bedeutung zu sein scheint.

Die hier beschriebene Substrat- und Speziesselektivitét ist in der Natur kein Sonder-
fall. Eine ahnlich ausgepragte Selektivitdat der Enzymfunktionen wurde beispielsweise

fur verschiedene Peptidasen des Renin-Angiotensin-Systems beschrieben [35,39].
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Vergleich des hBNP-Abbaus durch murines bzw. humanes Meprina o
hBNP-Abbau hBNP8-32 Bildung
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Abbildung 2.18.: Abbau von 10 umol/l hBNP (A) und parallel die Bildung von
hBNP8-32 (B) durch humanes bzw. murines Meprin «; (Mittelwert + SD, n=3)

So gibt es bei der Chymase betrachtliche Spezies-Differenzen. Das Enzym bewirkt
beim Menschen, dhnlich wie das ACE, die rasche Umsetzung von Angiotensin I zu
Angiotensin II. Bei Ratten ist die Chymase dagegen nicht an der Bildung sondern
am Abbau von Angiotensin II beteiligt [39].

Auch die Umsetzung von Angiotensinogen durch Renin ist ausgesprochen spezies-
selektiv. Wahrend die Spaltstelle im Angiotensinogen hoch konserviert ist, unterschei-
den sich die Renine verschiedener Spezies im katalytischen Zentrum, so dass sehr
selektiv immer nur das spezieseigene Substrat bzw. das Angiotensinogen sehr eng
verwandter Tierarten umgesetzt wird. So kann beispielsweise humanes Renin Ratten-
Angiotensinogen nicht umsetzen und umgekehrt [76]. Fiir experimentelle Studien
zum humanen Renin-Angiotensin-System musste daher frither immer mit Primaten
gearbeitet werden. In neueren Studien werden transgene Tiermodelle genutzt, die

humanes Renin bzw. Angiotensinogen bilden kénnen [33, 35].
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2.5. Biologische Aktivitat von mBNP und
mBNP7-32 im Vergleich mit anderen

Natriuretischen Peptiden

In Zusammenhang mit diesem Projekt wurde eng mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Thomas Walther am Klinikum Benjamin Franklin der Charité (spéater Erasmus
Universitat Rotterdam, NL und University Hull, UK) zusammengearbeitet. Aus
dieser Kooperation stammen die folgenden Versuche zur biologischen Aktivitét
von mBNP und seinem Meprin-Metaboliten mBNP7-32. Die Experimente wurden
hauptsachlich von Dr. Wang Yong aus der Arbeitsgruppe um Thomas Walther
durchgefiihrt.

2.5.1. Glatte Muskelzellen

Das initiale Abbauprodukt von mBNP in muriner Nierenmembran, das mBNP7—
32, ist am N-Terminus verkiirzt, besitzt aber noch die intakte Ringstruktur und
kann damit noch biologisch aktiv sein. Um das zu testen, wurden murine glatte
Muskelzellen der Aorta kultiviert, welche sowohl den NPR-A als auch den NPR-B [96]
endogen exprimieren. An diesen Zellen wurde die Aktivitdat gleicher Konzentrationen
mANP, mBNP, mBNP7-32 und CNP verglichen, indem die Bildung des sekundéaren
Botenstoffs cGMP gemessen wurde (siche Abbildung 2.19 A).

Wie schon bei Suga et al. [96] gezeigt, war mANP potenter als mBNP bei der
cGMP-Produktion, weil mANP eine hohere Affinitat zum NPR-A hat. Weiterhin
fithrte CNP zum hochsten Anstieg der cGMP-Konzentration aufgrund der hoheren
NPR-B-Rezeptordichte in glatten Muskelzellen der Aorta. Auch mBNP7-32 konnte
die cGMP-Produktion in den Zellen stimulieren; mBNP7-32 als Intermediérprodukt
ist demnach noch biologisch aktiv. Die Aktivitat von mBNP7-32 war nur unwesentlich

(nicht signifikant) geringer als die von mBNP.
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Abbildung 2.19.: Biologische Aktivitat von mBNP7-32. Messung der ¢GMP-
Produktion durch Natriuretische Peptide in aortalen glatten Muskelzellen (A)
und in HEK293-Zellen transfiziert mit NPR-A (B) oder NPR-B (C); *p<0,05,
**p<0,005, ***p<0,0005 vs Vehikel; #p<0,05 vs mBNP; Mittelwert £ SD, n=8
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2.5.2. NPR-A- bzw. NPR-B-transfizierte HEK-Zellen

In einem weiteren Experiment wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK293-
Zellen) selektiv mit NPR-A oder NPR-B transfiziert und die cGMP-Produktion nach
Zugabe gleicher Konzentrationen mBNP oder mBNP7-32 gemessen (siehe Abb. 2.19
B und C).

Beide Peptide konnten die cGMP-Bildung in den NPR-A-transfizierten Zellen
anregen; mBNP war dabei potenter als mBNP7-32. Die N-terminale Verkiirzung
durch Meprin A fiihrte hier also dhnlich wie in den glatten Muskelzellen zu einer
Reduktion, aber nicht zum Verlust der biologischen Aktivitit. Der NPR-B-Ligand
CNP diente hier als Negativkontrolle und hatte wie erwartet keinen Einfluss auf die
cGMP-Bildung in den NPR-A-transfizierten Zellen.

In den NPR-B-transfizierten Zellen konnten weder mBNP noch mBNP7-32 die
cGMP-Produktion stimulieren. Die Verkiirzung des N-Terminus verédndert demnach
nicht die in Kapitel 1.1.2 beschriebene Rezeptorselektivitat von BNP, so dass das
kiirzere mBNP7-32 &hnlich wie CNP nun auch an den NPR-B binden konnte. Da
CNP der C-terminale Rest fehlt, mBNP7-32 jedoch am N-terminalen Rest verkiirzt
ist, scheint eher ein kurzer bzw. fehlender C-Terminus entscheidend fiir die Bindung
an den NPR-B zu sein. Neuere Untersuchungen von Lisy et al. [55] und Dickey
et al. [25] mit einem chimiren CNP/DNP-Peptid (CD-NP) gehen in eine ahnliche
Richtung: Hier wurde durch die Verbindung von CNP mit dem C-Terminus von
DNP ein bifunktionales Peptid geschaffen, dass nicht nur an den NPR-B, sondern
durch den verlangerten C-Terminus auch an den NPR-A bindet (siehe dazu auch

Kap. 1.3.1).

2.6. Weiterer Abbau von mBNP7-32 durch NEP

Das mBNP7-32 ist biologisch aktiv, aber durch den kiirzeren N-Terminus wird
es strukturell dem ANP &hnlicher. Deshalb wurde untersucht, ob mBNP7-32 ein
besseres Substrat fiir NEP ist als das originale (full-length) mBNP. Dafiir wurde
der Abbau von mANP, mBNP und mBNP7-32 durch rekombinante murine NEP
verglichen (Abb. 2.20). Wahrend mBNP sehr langsam abgebaut wurde, war der
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Abbau von mBNP7-32 vergleichbar mit dem schnellen Abbau von mANP. Daraus
lésst sich ableiten, dass NEP mBNP zwar nicht initial spaltet, aber fir die finale

Inaktivierung von Bedeutung sein konnte.

NEP
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S 2 44
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Abbildung 2.20.: Abbau von 10 pmol/l mBNP7-32 durch NEP im Vergleich zu
mBNP und mANP; 20 min Inkubation (n=3; SD innerhalb der Punkte)

Um das weiter zu verdeutlichen, wurden Abbaustudien mit muriner Wildtyp-
Nierenmembran in Gegenwart des NEP-Inhibitors Candoxatrilat oder des Meprin-
Inhibitors Actinonin oder beider Inhibitoren zusammen durchgefithrt. Dabei wurde
tiber HPLC parallel der mBNP-Abbau und die mBNP7-32-Bildung beobachtet (Abb.
2.21).

Actinonin war der effizienteste Inhibitor fiir den mBNP-Abbau. Candoxatrilat
hingegen erzielte keinen signifikanten Hemmeffekt verglichen mit den ungehemmten
Proben. Das bestatigt Meprin A als die initial katabolisierende Peptidase. Beachtens-
wert war, dass in den Actinonin-behandelten Membranen die mBNP7-32-Bildung
fast vollstandig verhindert wurde. Es ist daher anzunehmen, dass Meprin A die
einzige Peptidase ist, die in Nierenmembranen mBNP zu mBNP7-32 umwandelt. An-
dererseits war mBNP7-32 signifikant angereichert in den Candoxatrilat-behandelten
Membranen (p<0,01), was wiederum demonstriert, dass NEP am nachfolgenden

Abbau beteiligt ist und letztendlich den Metaboliten mBNP7-32 inaktiviert.
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Abbildung 2.21.: Vergleich von mBNP-Abbau und mBNP7-32-Bildung unge-
hemmt (U) und in Gegenwart von Candozatrilat (C), Actinonin (A) oder beiden
Inhibitoren (AC) nach 20 min; Kontrolle ist Startwert bei 0 min (K) (Mittelwert
+ SD, n=3, ns - nicht signifikant, # P<0,01)

Daraus wird deutlich, dass in der Niere ein schrittweiser Abbau des mBNP durch
zwei kolokalisierte membranstiandige Peptidasen erfolgt: Meprin A verkiirzt den
N-Terminus von mBNP unter Bildung von mBNP7-32. Dieser Metabolit ist immer
noch biologisch aktiv, kann also die Bildung von ¢cGMP in Zellen anregen, ist aber
gleichzeitig auch zugénglich fiir eine finale Inaktivierung durch die NEP. Die Spaltung
durch Meprin A ist folglich die Voraussetzung fiir eine schnelle mBNP-Inaktivierung
(sieche Abb. 2.22).

2.7. Wirkung des Meprin-Inhibitors Actinonin in
(Xle]

Wenn der initiale BNP-Abbau in der Maus durch Meprin A erfolgt, sollte eine
Hemmung von Meprin A zur Anreicherung von BNP im Organismus fiihren. Und
da die Verkiirzung des N-Terminus durch Meprin A die Bindung des BNP an das
Enzym NEP verbessert, verzogert eine Meprin-Hemmung gleichzeitig die schnelle
Inaktivierung durch die NEP.

In einem In-vivo-Experiment wurde Ratten der Meprin-Inhibitor Actinonin
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Abbildung 2.22.: Schema fiir den Abbau des mBNP in der Mausniere: die schnelle
Inaktivierung wird ermdéglicht durch die kooperative Wirkung von Meprin A und
NEP. Das Meprin-Produkt mBNP7-32 ist noch biologisch aktiv.

(100 mg/kg Korpergewicht) oder das entsprechende Volumen an Loésungsmittel
(Kontrolle) intraperitoneal appliziert. Nach 24 und 36 Stunden wurde die BNP-
Konzentration im Serum bestimmt. Dieser Versuch wurde zusammen mit Florian
Gembardt (AG Prof. Thomas Walther, Abt. Kardiologie und Pulmologie) am Campus
Benjamin Franklin, Charité (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt.

In der Actinonin-Gruppe waren die Serum-BNP-Werte signifikant hoher als in der
entsprechenden Kontrollgruppe (Losungsmittel) (sieche Abbildung 2.23).

Die Meprin-Hemmung mit Actinonin fithrt demnach auch in vivo zu einer Anrei-

cherung von BNP im murinen Organismus.

2.8. Erste Versuche zur Auffindung der
BNP-abbauenden Peptidase in muriner

Lungenmembran

Analog zu den Experimenten mit Nierenmembran sollte(n) auch fir Lungenmem-
bran die BNP-katabolisierende(n) Peptidase(n) bestimmt werden, da auch in den
Lungenmembranen, wie in Kapitel 2.1 beschrieben, ein deutlicher NEP-unabhéngiger

Abbau von mBNP zu beobachten war.
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Abbildung 2.23.: Serum rBNP-Konzentrationen 24 h und 36 h nach intraperito-
nealer Injektion von Actinonin (100 mg/kg Korpergewicht) oder Lisungsmittel
(LM) in Ratten; Mittelwert £ SD (n=4). *p<0,05 vs LM

2.8.1. Einsatz verschiedener Metallopeptidase-Inhibitoren

In einem orientierenden Versuch wurde zunéchst iiberpriift, ob auch hier Meprin A von
Bedeutung ist. Dazu wurden sowohl mBNP als auch hBNP mit Lungenmembran von
NEP-defizienten Mausen inkubiert und der Einfluss des Metallopeptidase-Inhibitors
EDTA und des Meprin-Inhibitors Actinonin untersucht.

Wie in Abbildung 2.24 zu sehen ist, wurden beide BNPs schnell durch die Lun-
genmembran abgebaut (U). Der Meprin-Inhibitor Actinonin hatte jedoch in beiden
Fallen keinen hemmenden Effekt. EDTA hingegen verlangsamt den Abbau deutlich.
Nach 30 min Inkubation sind immer noch 85 % des mBNPs bzw. 60 % des hBNPs
erhalten. Es handelt sich demnach wiederum um eine Metallopeptidase, aber anders
als bei Nierenmembran nicht um Meprin A.

Fir mBNP konnte ein initiales Abbauprodukt ermittelt werden, dass in der HPLC
nach 17,5 min eluiert wird. Die massenspektrometrische Analyse identifizierte dieses
Spaltprodukts als mBNP1-30 (Masse 3225,78 mit intakter Disulfidbriicke). Die
Spaltung erfolgt demzufolge im C-terminalen Rest auflerhalb des Disulfid-Rings
(Abb. 2.25).
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Abbau von mBNP und hBNP durch Lungenmembran
Hemmung mit EDTA und Actinonin

EEJ mBNP
EZ3 hBNP
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Abbildung 2.24.: mBNP- und hBNP-Abbau durch Lungenmembran von NEP-
defizienten Mdusen: Kontrolle 10 umol/l BNP, (U) ,ungehemmter® Abbau, Abbau
in Gegenwart von Actinonin (Act) bzw. EDTA (EDTA) , Inkubationszeit 30 min
(Mittelwert + SD, n=3)

Disulfid-Ring Spaltstelle
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Abbildung 2.25.: initiale Spaltstelle des mBNP nach Inkubation mit Lungen-
membran

Die aufgefundene BNP-Spaltung durch murine Lungenmembranen kann zweifelsfrei
nicht auf NEP zuriickgefiihrt werden, da Membranen von NEP-Knockout-Tieren
verwendet wurden. Aufgrund der Spaltstelle wére ein Einfluss von ACE als Dipeptidyl-
Carboxypeptidase denkbar. Allerdings wurde der ACE-Hemmer Lisinopril (in Kom-
bination mit Bestatin) allen Proben standardméBig zugefiigt, so dass auch ACE als
wirksame Peptidase hier ausgeschlossen werden konnte. Auch ein schrittweiser Abbau
durch andere Carboxypeptidasen wére moglich; das bei einer solchen Spaltung entste-
hende Intermedidrprodukt mBNP1-31 konnte jedoch bei sorgfaltiger Analytik auch

nicht in Spuren nachgewiesen werden. Mit hohen Aktivitéten in der Lunge vorkom-
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mende Peptidasen sind die Isoformen des Endothelin-Converting Enzyme (ECE) [53].
In einem weiteren Experiment wurde daher der Einfluss von ECE ermittelt. Hierfiir
wurde der Abbau von mBNP durch Lungenmembran von NEP-Knockout-Méusen
mit und ohne den selektiven ECE-Hemmer SM-19712 [102] untersucht. Wie in Abbil-
dung 2.26 zu sehen ist, wurde mBNP nach 30 min Inkubation zu ~ 50 % abgebaut
(ungehemmter Abbau). In Gegenwart des ECE-Inhibitors SM-19712 war der Abbau
deutlich verlangsamt. Es waren bei ECE-Hemmung noch = 80 % des Peptids nach-
weisbar. Demzufolge bewirkte der ECE-Inhibitor keine vollstdndige Hemmung. Es
konnen demnach noch andere Peptidasen am Abbau beteiligt sein. Jedoch wurde
das Produkt mBNP1-30 in diesem Versuch fast vollstdndig unterdriickt. Folglich
katalysiert ECE diesen Abbau. Das Produkt 3, das nicht eindeutig charakterisiert
werden konnte, wird in Gegenwart von SM-19712 auch unterdriickt, so dass es nahe
liegt, dass es sich um ein sekundares Abbauprodukt durch ECE-Einwirkung handelt.
Das Produkt 2 hingegen entsteht auch bei ECE-Hemmung, so dass es sich hier um

ein Produkt handelt, dass nach Einwirkung anderer Peptidasen entsteht.

2.8.2. Abbau Natriuretischer Peptide durch rekombinantes
ECE

Um direkt zu untersuchen, ob ECE (EC 3.4.24.71) BNP abbauen kann, wurden die
verfiigharen rekombinanten humanen Enzyme ECE-1 und ECE-2 sowohl mit mBNP
als auch mit hBNP inkubiert (Abb. 2.27). Auch hier gibt es eine Substratspezifitit.
ECE-1 baut mBNP ab, hBNP jedoch nicht. Zuséatzlich wurden hANP und CNP
untersucht, die beide nicht durch ECE-1 abgebaut werden. Auch ECE-2 zeigte
Aktivitiat gegentiber mBNP, der Abbau erfolgt jedoch langsamer als bei ECE-1.
Allerdings liegt das pH-Optimum des Isoenzyms ECE-2 im sauren Bereich [29],
so dass nicht auszuschlieBen ist, das unter sauren Bedingungen der Abbau von
mBNP schneller erfolgt. Solche sauren Bedingungen konnen z. B. innerhalb des Golgi-
Apparats auftreten, spielen aber beim Katabolismus durch Lungenmembran keine

Rolle. Das hBNP wird wiederum nicht durch ECE-2 abgebaut.
Uber MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde das Spaltprodukt vom mBNP
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Abbau von mBNP durch Lungenmembran
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Abbildung 2.26.: mBNP-Abbau und durch Lungenmembran ungehemmt und in
Gegenwart von SM-19712 (ECE-Inhibitor) nach 30 min (Mittelwert £ SD, n=3,
¥ p<0,001), RT - Retentionszeit in der HPLC

durch ECE-1 bestimmt. Wie bei Inkubation mit Lungenmembran erscheint auch hier
als initiales Abbauprodukt mBNP1-30 (Masse 3225,46 mit intakter Disulfidbriicke).
Als weiteres Abbauprodukt konnte mBNP7-30 (Masse 2559,41 mit intakter Disul-
fidbriicke) detektiert werden.

Durch den Einsatz des spezifischen ECE-Inhibitors SM-19712 sowie durch Inkuba-
tion mit rekombinantem ECE-1 konnte somit eindeutig nachgewiesen werden, dass
beim initialen Abbau von mBNP in der Lunge ECE-1 eine Rolle spielt.

Ahnlich wie in der Nierenmembran gibt es jedoch auch hier eine deutliche Spezies-
Selektivitdt der Substrate. So werden alle drei humanen Natriuretischen Peptide
hANP, hBNP und CNP nicht durch humanes ECE-1 abgebaut. Sofern nicht auch
hier wiederum murines und humanes ECE unterschiedlich katalysieren, sollte der
in Abbildung 2.24 beobachtete Abbau des hBNP durch murine Lungenmembran

demnach auf weitere Metallopeptidasen zuriickzufiihren sein, die noch nicht charak-
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Abbildung 2.27.: Abbau von mBNP und hBNP (10 umol/l) durch (A) ECE-1
und (B) ECE-2 (Mittelwert + SD, n=3)
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terisiert werden konnten. Hierfiir sind weitere Experimente notwendig, die jedoch mit
humaner Lungenmembran durchgefiithrt werden sollten, um spezieseigene Effekte,
wie sie in muriner Nierenmembran zu beobachten waren, zu vermeiden. Entspre-
chende Experimente wurden inzwischen in der Arbeitsgruppe von Thomas Walther
(Hull/GieBen) begonnen, die eng mit der AG Biochemische Neurobiologie am FMP

zusammenarbeitet.

2.9. Schlussbetrachtung

Zum Zeitpunkt der Aufgabenstellung und dem Beginn der Experimente war gesichert,
dass die Neutrale Endopeptidase (NEP) eine wesentliche Rolle beim Katabolismus
Natriuretischer Peptide spielt. Besonders der ANP-Katabolismus war umfangreich
untersucht. BNP stand weniger im Fokus der Untersuchungen, jedoch gab es in der
Literatur einige Hinweise, dass der Abbau von BNP durch die NEP im Gegensatz
zum ANP und CNP deutlich langsamer erfolgt [46,91,107].

Die Ergebnisse aus dem Initialexperiment dieser Arbeit mit Mausorganpréapara-
tionen (siehe Kap. 2.1) zeigten hingegen, dass auch BNP schnell umgesetzt wird,
dieser Abbau jedoch nicht auf die NEP, sondern auf ein anderes bisher in diesem
Zusammenhang nicht beschriebenes Enzym zurtickzufiihren ist.

Der Wissensstand zum Katabolismus der Natriuretischen Peptide war jedoch
insgesamt unbefriedigend und eine rationale Erklarung fiir die beobachteten Dif-
ferenzen beim Katabolismus der eng verwandten Peptide gab es nicht. Dies ist
umso erstaunlicher, als die Natriuretischen Peptide eine zentrale Rolle bei der Herz-
Kreislauf-Regulation spielen und die Natriuretischen Peptide wichtige therapeutische
Targets sind.

Damit ergaben sich die Aufgaben, herauszufinden, 1) welche strukturellen Voraus-
setzungen den Katabolismus Natriuretischer Peptide durch die NEP begilinstigen
und 2) welche weiteren Enzyme BNP abbauen konnen.

Fiir die Beantwortung der ersten Frage wurde im Rahmen dieser Arbeit der Abbau
diverser Natriuretischer Peptide durch die NEP verglichen und ein Modell fiir die
Bindung Natriuretischer Peptide an das katalytische Zentrum der NEP entwickelt,
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das von den bekannten 3D-Strukturen des katalytischen Zentrums der NEP und
der Natriuretischen Peptide, sowie den typischen katalytischen Mechanismen der

Metalloendopeptidasen ausging (Kap. 2.2.1).

Als das Hauptkriterium fiir die Abbaubarkeit wurde dabei die Léange der N- und
C-terminalen Reste auflerhalb der typischen Ringstruktur der Natriuretischen Peptide
erkannt. Lange Aminosadure-Ketten auflerhalb des Rings behindern die Drehung des
Natriuretischen Peptids im katalytischen Zentrum der NEP. Daraus resultiert eine
Verlangsamung des Abbaus der Peptide durch die NEP oder im Falle von DNP und
humanem BNP (hBNP) sogar eine NEP-Resistenz.

Wiéhrend der Projektbearbeitung wurde auch von anderen Gruppen beobachtet,
dass eine Peptid-Verldngerung zu einem verzogerten Abbau der Natriuretischen
Peptide fithrt. So berichteten Dickey et al. [28] z. B. tiber eine familidre Frameshift-
Mutation im kodierenden Abschnitt des hANP-Gens, die zu einer Erweiterung
von ANP um 12 Aminosduren am C-Terminus fiihrt. Diese ANP-Verlangerung
verandert kaum die biologische Aktivitat des Peptids, fiihrt jedoch zur Resistenz
des Peptids gegeniiber NEP und damit zu einer langeren biologischen Verfiigbharkeit.
AuBlerdem untersuchten Dickey et al. [27] den proteolytischen Abbau von DNP
und CD-NP, einem Designer-Peptid bestehend aus CNP mit dem C-terminalen
Rest von DNP (siehe Kap. 1.3.1, chiméire NP). Dabei stellten sie fest, dass die
langen C-terminalen Reste beider Peptide den Abbau durch die NEP verhindern. Die
Entwicklung solcher Designer-Peptide wie CD-NP verfolgt zwar vor allem das Ziel,
bifunktionale Natriuretische Peptide zu entwickeln, die sowohl an den NPR-A als
auch an den NPR-B binden konnen. Durch die Erweiterung des C-Terminus erreicht
man jedoch auflerdem eine NEP-Resistenz, welche von zusatzlichem Nutzen ist. Die
Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit zur Interaktion von NEP mit Natriuretischen
Peptiden ermoglichen demnach die Entwicklung von langerkettigen synthetischen
Natriuretischen Peptiden, die durch eine grofiere Stabilitat gegeniiber der NEP langer

pharmakologisch verfiighar sind.

Auch ein einfacher Aminoséure-Austausch an 10’-Position im Ring vom Glycin zum
Serin, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, stellt eine Moglichkeit dar, langer verfiigbare

Peptide zu entwickeln. Jedoch kénnte dieser Aminoséure-Austausch in einer hoch
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konservierten Region im Ring auch die Bindung zum Rezeptor beeinflussen und
zum volligen Funktionsverlust fithren. Daher ist die Modifizierung der Ringstruktur
eher kritisch zu betrachten. Die einfache Verldngerung der Peptide ist aber eine
geeignete Methode, langer verfiighare Peptide zu entwickeln. Zusétzlich kann iiber
die Lange des C-terminalen Restes die Rezeptorpréiferenz zum NPR-A bzw. NPR-B
beeinflusst werden. Andererseits wére genauso zu iiberlegen, ob in bestimmten Fallen
der Einsatz kiirzerer Natriuretischer Peptide therapeutisch von Vorteil sein konnte.
Eine schnellere Eliminierung kénnte die Nebenwirkungen einer Therapie mit Natriu-
retischen Peptiden gerade im Hinblick auf die Nephrotoxizitat reduzieren und die

Anwendung eventuell sicherer machen.

Neben dem direkten intravenosen Einsatz der Natriuretischen Peptide lasst sich die
Wirkung dieser Peptide auch durch die Hemmung ihrer Abbauwege potenzieren. Die
Hemmung von Peptidasen mit dem Ziel, die biologische Verfiigharkeit ihrer Substrate
zu erhohen, ist aufgrund des zumeist breiten Substratspektrums bzw. der geringen
Selektivitit vieler Peptidasen allerdings immer mit dem Risiko verbunden, neben
dem gewiinschten Substrat (in diesem Fall dem Natriuretischen Peptid) auch andere
Peptide hochzuregulieren. Dies kann einerseits erwiinscht sein und die Wirkung
unterstiitzen, aber auch zu Nebenwirkungen fithren, die einen breiten klinischen
Einsatz erschweren. Im Falle der NEP sollte hier vor allem die Fahigkeit der NEP,
Amyloid f zu spalten, beachtet werden [106]. Eine NEP-Hemmung kénnte die
Konzentration an Amyloid 3 im Gehirn erhéhen, was mit einem hoheren Risiko, an
Morbus Alzheimer zu erkranken, verbunden sein kénnte. Fiir eine pharmakologische
Intervention muss daher sichergestellt werden, dass die NEP-Inhibitoren nicht die

Blut-Hirn-Schranke tiberwinden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte deshalb geklart werden, welche weiteren Enzyme
am Abbau der Natriuretischen Peptide in der Niere beteiligt sind. Dabei lag der Fokus
besonders auf dem Katabolismus des schwachen NEP-Substrats BNP (hier mBNP).
Der initiale Abbau von mBNP durch murine Nierenmembranen konnte durch den
systematischen Einsatz von Peptidase-Inhibitoren, die das wirksame Spektrum der

Peptidasen schrittweise einengten, letztendlich auf Meprin A eingegrenzt werden (Kap.
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2.3). Dieses Ergebnis wurde durch den Einsatz rekombinanter Enzyme bestétigt. Die
initiale Spaltung durch Meprin A fithrt zu dem N-terminal verkiirzten mBNP7-32,
dessen biologische Aktivitat schwécher ist als von mBNP. Diese Verkiirzung reicht
jedoch aus, um das resultierende Peptid in einem anschlieBenden Schritt durch die auf
der Membran kolokalisierte NEP vollstandig zu inaktivieren. Die rasche Inaktivierung
des BNP im Organ bzw. im Homogenat ist somit das Ergebnis einer kooperativen

Interaktion von Peptidasen (siche dazu Abb. 2.22).

Schon Stephenson und Kenny [93] und auch Yamaguchi et al. [115] entdeckten, dass
Meprin A ANP abbauen kann, jedoch war Meprin A (damals Endopeptidase 2 ge-
nannt) hier verglichen mit der dominierenden NEP-Wirkung beim ANP-Katabolismus

von untergeordneter Bedeutung.

Dass BNP durch Meprin A abgebaut wird, ist ein neues Ergebnis dieser Ar-
beit. Verglichen mit ANP spielt Meprin A beim BNP-Katabolismus der Maus eine
wichtigere Rolle, denn erst durch die Meprin-Einwirkung wird die schnelle finale
Inaktivierung durch die NEP moglich. Das Gleiche gilt fiir pBNP, das durch Meprin
A zu pBNP7-32 verkiirzt wird. Und auch rBNP wird durch Meprin A zu rBNP7-32
und rBNP8-32 gespalten, was auch von Dickey et al. [26] spéter bestétigt wurde.
Meprin A schien durch diese Resultate ein vielversprechendes Target fiir eine phar-
makologische Intervention. So fiithrte der Einsatz des Meprin-Hemmers Actinonin in
einem In-vivo-Versuch in Ratten (siehe Kap. 2.7) zu einer signifikanten Erhohung

der Plasma-BNP-Konzentrationen.

Diese Ergebnisse sind jedoch auf hBNP nicht iibertragbar. Zwar wird hBNP durch
Meprin A von Ratte und Maus schnell zu hBNP8-32 umgesetzt. Jedoch erfolgte der
Abbau durch humanes Meprin nur sehr langsam, so dass es fraglich ist, ob diese
langsame Spaltung biologisch eine Rolle spielt. Bezugnehmend auf unsere Ergebnisse
untersuchten Boerrigter et al. [8] dennoch das Produkt hBNP8-32 auf biologische
Aktivitat. Im In-vitro-Zellversuch an humanen aortalen Endothelzellen gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen hBNP und hBNP8-32 bei der cGMP-Bildung.
Genauso wie beim mBNP und seinem Metaboliten mBNP7-32 (Kap. 2.5) gibt es
demnach keinen Funktionsverlust durch die Verkiirzung des N-Terminus. Auch die

intraventse Gabe von hBNP8-32 bei Hunden zeigte verglichen mit hBNP &hnliche
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Wirkungen auf den Blutdruck, jedoch war die natriuretische Wirkung vermindert. Das
konnte an der hohen NEP-Konzentration in der Niere liegen, so dass das verkiirzte

hBNP8&8-32 schneller inaktiviert wird als das originale hBNP.

Das Prinzip der kooperativen Aktivitat von Meprin A und NEP beim BNP-Abbau,
das in der vorliegenden Arbeit (bzw. unseren bereits erschienenen Publikationen)
erstmals beschrieben wurde, wurde inzwischen von Dickey et al. [26] aufgegriffen,
die diesen Ansatz fiir andere Spezies (Mensch und Ratte) weiter untersuchten. In
ihrem Versuch mit humaner Nierenmembran konnte die Zugabe des Meprin-Hemmers

Actinonin und des NEP-Hemmers Phosphoramidon den hBNP-Abbau nicht hemmen.

Damit bestéatigen sie die Ergebnisse aus dieser Arbeit, dass humanes Meprin A
beim hBNP-Abbau nur eine untergeordnete Rolle spielt und auch die angedachte
kombinierte Inaktivierung durch Meprin A und anschlieBend NEP, wie sie bei Maus-
Nierenmembranen zu beobachten war, auf das menschliche System nicht zutriftt.
Meprin A féllt dadurch bezogen auf eine BNP-Potenzierung beim Menschen als
Arzneimittel-Target aus. Interessanterweise wurde in der gleichen Arbeit auch der
Abbau von rBNP durch Ratten-Nierenmembran untersucht. Hier konnte durch die
duale Hemmung von Meprin A und NEP der rBNP-Abbau blockiert werden. Ob aus
diesen Ergebnissen bereits auf eine Sonderstellung des hBNP-Abbaus geschlossen

werden kann, muss in weiteren Studien untersucht werden.

Auch fiir die murine Lungenmembran konnte eine initial spaltende Peptidase
ermittelt werden. Hier setzt das Endothelin-Converting Enzyme (ECE) mBNP zu
mBNP1-30 um (Kap. 2.8.1). Da jedoch in den Experimenten mit humanem rekombi-
nanten ECE-1 (Kap. 2.8.2) deutlich wurde, das alle drei humanen Natriuretischen
Peptide (hANP, hBNP, CNP) keine ECE-Substrate sind, stand fest, dass auch der in
murinen Lungenmembranen beobachtete BNP-Abbau speziesspezifisch ist. Die hier
vorgestellten noch preliminéren Ergebnisse zum mBNP-Katabolismus an Lungen-
membranen weisen aber wie bei den Nierenmembranen auf eine enge kooperative
Interaktion von NEP mit anderen kolokalisierten Peptidasen hin. Neben ECE-1
konnen offensichtlich noch weitere bisher nicht bekannte Peptidasen eine der In-
aktivierung vorangehende trunkierende Funktion iibernehmen. Die hohe Spezies-

und Substratspezifitit des BNP-Katabolismus erfordert zukiinftig gezielt speziesbe-
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zogene Untersuchungen. Die Sequenz-Variabilitat der BNPs verschiedener Spezies
beeinflusst ihre Abbaubarkeit durch Proteasen. Doch auch dem unterschiedlichen
Verhalten der Proteasen verschiedener Spezies kommt eine entscheidende Bedeutung
zu. Fir therapeutische Zielstellungen ist letztendlich nur der Katabolismus des hBNP
interessant. Entsprechende Studien erfordern zunéachst die Nutzung voll intakter
Membranen von menschlichen Lungen und Nieren. Pathologisches Material sollte
dabei weitgehend gemieden werden. Die in den bisherigen Untersuchungen zum
BNP-Abbau aufgefundenen Ergebnisse zur hohen Substrat- und Speziesspezifitét
erschweren spéatere In-vivo-Studien/Tierexperimente. Vermutlich werden derartige
Studien nicht ohne den gezielten Einsatz aufwendiger transgener Tiere moglich sein.
Als ersten Anhaltspunkt fiir den hBNP-Abbau durch humane Nierenmembran haben
Dickey et al. [26] in vorldufigen Studien eine Leupeptin-empfindliche Cysteinprotease

ausgemacht. Die genaue Identitat der Protease ist noch nicht geklart.
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3.1. Materialien

Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle Chemikalien von der Firma Sigma-

Aldrich GmbH (Taufenkirchen, Deutschland) bezogen.

Puffer, Losungsmittel:

Wasser: 3-fach destilliert

o Tris/HCl-Puffer: 50 mmol/l Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in Wasser,
eingestellt auf pH 7,4 mit 2 N HCI.

o Tris/RSA-Puffer: Tris/HCl-Puffer mit 0,1 % Rinder-Serum-Albumin (RSA)

o TCNB-Puffer: wassrige Losung von 50 mmol/l Tris, 10 mmol/1 CaCly, 0,15
mol/1 NaCl, 0,05 % Brij 35, pH 7,5

« saurer Phosphat-/Perchloratpuffer fiir HPLC: 0,15 mol/l Natriumperchlorat
und 0,01 mol/l Natriumdihydrogenphosphat werden in Wasser gelost, mit
2 mol/l Phosphorsaure auf pH 2,2 eingestellt und tiber einen Membran-Filter
(0,2 pm PorengroBe) filtriert. Vor Verwendung wird der Puffer 1:2 mit Wasser

verdiinnt.
Peptidaseinhibitoren:
o Lisinopril: ACE-Inhibitor

o Candoxatrilat: NEP-Inhibitor, Schenkung von Pfizer (Dr. Berghoff, Karlsruhe,
Deutschland)
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Bestatin: Aminopeptidase-Inhibitor

Actinonin: Meprin-Inhibitor

Diprotin A: DPP4-Inhibitor, Phoenix Peptides (Karlsruhe, Deutschland)
SM-19712: ECE-Inhibitor

Protease-Inhibitor-Set, Geno Technology, Inc. (Genotech, St. Louis, USA),
enthalt AEBSF, Antipain-Dihydrochlorid, Aprotinin, Bestatin, Chymostatin,
E-64, EDTA-Nao, Leupeptin, Pepstatin, Phosphoramidon, PMSF

Peptidasen:

NEP (rekombinant, Maus): R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland), Lot Nr.
GPEO01, 0,081 mg/ml in 12,5 mmol/l Tris, 75 mmol/l NaCl, 50 % Glycerol, pH
7,5

Meprin A aus Rattenniere: Calbiochem (Darmstadt, Deutschland), Lot Nr.
B54215, 5 ng, 0,06 mg/ml

Meprin-a-Untereinheit (rekombinant, Maus): R&D Systems (Wiesbaden,
Deutschland), Lot Nr. PVX0207011, 0,567 mg/ml in 12,5 mmol/l Tris, 75
mmol /1 NaCl, 50 % Glycerol, pH 7,5

Meprin-a-Untereinheit (rekombinant, human): R&D Systems (Wiesbaden,
Deutschland), Lot Nr. OQG02, 0,2 mg/ml in 12,5 mmol/l Tris, 75 mmol/l
NaCl, 50 % Glycerol, pH 7,5

Meprin-B-Untereinheit (rekombinant, human): R&D Systems (Wiesbaden,
Deutschland), Lot Nr. OEZ02, 0,941 mg/ml in 25 mmol/1 Tris, 0,15 mol/l
NaCl, 50 % Glycerol, pH 7.5

DPP4 (rekombinant, Maus): R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland), Lot Nr.
FCA024011, 0,771 mg/ml in 25 mmol/1 Tris, 100 mmol/1 NaCl, pH 8

ECE-1 (rekombinant, human): R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland), Lot
Nr. MLDO1, 0,1 mg/ml in 12,5 mmol/1 Tris, 75 mmol/1 NaCl, 50 % Glycerol,
pH 7.5
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ECE-2 (rekombinant, human): R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland), Lot
Nr. IXE014021, IXE014111, 0,173 mg/ml in 25 mmol/l Tris, 0,1 mol/1 NaCl,
10 pmol/1 ZnCly, pH 7.5

Natriuretische Peptide:

human BNP (hBNP), mouse/rat ANP (mANP), Urodilatin, rat BNP45
(rBNP45): Bachem (Weil am Rhein, Deutschland)

CNP, porcine BNP (pBNP), pBNP7-32, chicken ANP (chANP), eel ANP
(eANP), mouse BNP45 (mBNP45), DNP: Phoenix Peptides (Karlsruhe,
Deutschland)

mouse BNP (mBNP), mBNP7-32, hBNP1-26, hBNP9-26, hBNP9 32,
CNP10’S, hBNP10’G, NPchimér: Synthese nach Vorgaben der AG Biochemi-
sche Neurobiologie (FMP) durch Biosyntan (Berlin, Deutschland)

rat BNP (rBNP), human ANP (hANP): AnaSpec, Inc., Vertrieb tber MoBiTec
GmbH (Géttingen, Deutschland)

Tiere

Wildtyp-Kontrollen und NEP-Knockout-Méuse (Background: C57BL/6): Ur-
sprung A. Saria und G. Zernig (Universitit Innsbruck, Osterreich), geziichtet

am FMP in der AG Biochemische Neurobiologie (Berlin, Deutschland)

Balb/c, C3H/HeJ, CBA/J, CD-Ratten: aus Kooperation mit der AG Thomas
Walther, Abt. Kardiologie und Pulmologie am Campus Benjamin Franklin,
Charité (Berlin, Deutschland)

Alle Tierversuche und Organentnahmen wurden vom Berliner Landesamt fiir

Gesundheit und technische Sicherheit (LaGetSi) genehmigt.

Zellkultur

« Hanks’ balancierte Salzlosung, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),

fetales Kélberserum (FKS): Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
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o cGMP-Assay-Kit: R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland)

PolyFect® Transfektionsreagenz: Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)

o NPR-A-Plasmid: Origene Technologies (Rockville, USA)

o NPR-B-Plasmid: Schenkung von Michael Bader (MDC, Berlin, Deutschland)

3.2. Membrangewinnung

Die Hirn-, Herz-, Lungen- und Nierenmembranen von NEP-defizienten bzw. Wild-
typ-Méusen (C57BL/6) sowie die Nierenmembranen anderer Mausstdmme (Balb/c,
C3H/HelJ, CBA/J) wurden nach einer Methode von Hulme und Buckley [43] préapa-
riert. Dazu wurden die Organe bei 4 °C in vorgekiihltem 50 mmol/] Tris/HCI-Puffer
(pH 7,4) mit einem Potter-S-Homogenisator (B.Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland) homogenisiert, durch Nylon-Gaze filtriert und in einer
Sorvall®-Ultrazentrifuge (Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland) mit dem
Rotor SS34 bei 18000 Umdrehungen pro Minute (40000-g) 22 min zentrifugiert. Der
Uberstand (Zytosol) wurde verworfen. Das entstandene Pellet wurde gewaschen, noch-
mals zentrifugiert und letztendlich im 5-fachen Pelletvolumen 50 mmol/1 Tris/HCI-
Puffer (pH 7,4) resuspendiert. Fir die Experimente mit solubilisierter Membran wurde
dem Tris/HCl-Puffer zusétzlich 8 mmol/1 3-[3-(Cholamidopropyl)dimethylammonio]-
1-propansulfonat (CHAPS) zugesetzt. Die Membranpraparationen wurden portioniert

bei -80 °C gelagert.

3.3. Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der Praparationen wurde mit Hilfe einer modifizierten Methode
nach Bradford [13] bestimmt. Dazu wurden die Proben 1:20 mit Tris/HCIl-Puffer
verdiinnt und 20 pl der Verdiinnung mit 1 ml einer 1:5 mit Wasser verdiinnten
Rotiquant®Losung (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in Halbmikrokiivetten (Brand
GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland) vermischt. Nach 5 min wurde die Ab-
sorption der Losung bei 595 nm in einem UV-Vis-Spektrophotometer UV mini 1240
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(Shimadzu, Duisburg, Deutschland) vermessen. Zu jeder Messreihe wurde paral-
lel eine Kalibriergerade von 0,1 bis 0,8 mg/ml Rinder-Serum-Albumin gelést in
Tris/HCl-Puffer (pH 7,4) erstellt, um den gemessenen Absorptionswerten Proteinkon-
zentrationen zuordnen zu konnen. Enthielten die Proben CHAPS (zur Solubilisierung)
so wurde auch bei der Kalibrierung entsprechend CHAPS zugesetzt, da CHAPS
bei 595 nm ebenfalls absorbiert. Fiir die Experimente wurde der Proteingehalt der

Proben einheitlich eingestellt.

3.4. Inkubationen

Alle Inkubationen wurden in einem Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land) bei 37 °C unter sténdigem Schiitteln wie in den Unterkapiteln beschrieben
durchgefiihrt. Um eine Peptidbindung an das Plastikmaterial der Reaktionsgefafie zu
minimieren, wurde RSA-haltiger Trispuffer zur Abséattigung eingesetzt. Der Einsatz
von Bestatin bzw. Bestatin und Lisinopril in Kombination diente dem Ausschluss
aminopeptidolytischer Aktivitdt und moglicher ACE-Einfliisse. Gestoppt wurden
die Reaktionen durch Zusatz des halben Inkubationsvolumens an 0,35 mol/1 HCIOy,
was zur sofortigen Denaturierung der Peptidasen fiihrt. Danach wurden die Proben
bei 12000-g zentrifugiert (Sigma 2K15, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode,
Deutschland) und die tiberstehende Losung der HPLC (Kap. 3.8) zur Analyse zuge-
fithrt.

Abbau von murinem ANP bzw. BNP durch
Maus-Membranpriparationen (Kap. 2.1)

Je 2 Proben 10 pmol/l mANP bzw. 12,5 pmol/l mBNP wurden mit 100 il Membran
(Herz, Lunge, Hirn, Niere; eingestellt auf 0,4 mg/ml Protein) von Wildtyp- bzw. NEP-
defizienten C57BL/6-Mausen bei 37 °C in Gegenwart von 100 pmol/l Bestatin und
1 pmol/1 Lisinopril in Tris/RSA-Puffer (Endvolumen 400 pl) inkubiert. Nach jeweils
0, 10, 20, 30, 40 und 60 min wurden 60 pl aus dem Inkubationsansatz entnommen
und in vorbereitete Tubes mit 30 pl 0,35 mol/1 HC1O, tiberfithrt (Reaktionsstopp).

Fiir die Erfassung des NEP-unabhéngigen Abbaus wurde dem Inkubationsansatz
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zusatzlich 10 pmol/l Candoxatrilat zugefiigt. Zusétzlich wurden Kontrollexperimente
mit Hitze-inaktivierter Membran (5 min bei 95 °C) durchgefiihrt, bei denen kein
Abbau von mANP bzw. mBNP auftrat. Die Gegenwart des NPR-C-Antagonisten
H-3048 (Bachem, Weil am Rhein, Deutschland) verringerte den Abbau nicht (weiteres

Kontrollexperiment).

Abbau Natriuretischer Peptide durch rekombinante Maus-NEP (Kap.
2.2.1, 2.2.3, 2.2.4 und 2.6)

10 pmol/1 eines Natriuretischen Peptids wurden mit 0,24 pg rekombinanter Maus-NEP
(0,27 ng/ul Endkonzentration) bei 37 °C in 900 pl Tris/HCl-Puffer inkubiert. Nach
0, 10 und 20 min wurden je 3 Proben (100 pl) dem Inkubationsansatz entnommen
und in 50 pl 0,35 mol/l HCIO, uberfithrt (Reaktionsstopp). In der Grafik sind nur
die Werte fiir 20 min ausgewertet. In Gegenwart des NEP-Inhibitors Candoxatrilat
(0,1 mmol/l) wurden die Peptide nicht abgebaut.

Inkubation von mBNP mit Nierenmembran in Gegenwart von

Peptidase-Inhibitoren (Kap. 2.3.2 und 2.3.3)

Je 5 Proben 10 pmol/l mBNP wurden mit 5 pl solubilisierter Nierenmembran von
NEP-defizienten Mausen (5,3 mg/ml Protein) in Gegenwart von effektiven Konzentra-
tionen verschiedener Peptidase-Inhibitoren in Tris/RSA-Puffer (Endvolumen 100 pl)
bei 37 °C inkubiert. Nach 30 min wurden die Reaktionen mit 50 ul 0,35 mol/1 HC1O,4
gestoppt. Die meisten Peptidase-Inhibitoren waren Teil eines Protease-Inhibitor-
Sets der Firma Geno Technology Inc. (St. Louis, USA), das bereits fertig geloste
Protease-Inhibitoren in hundertfacher Wirkkonzentration enthielt. Die dort enthalte-
nen Inhibitoren und ihre Konzentration sind in Kapitel 2.3.2 aufgefiihrt. Fir den
Test spezifischer Peptidase-Inhibitoren wurden Lisinopril in der Endkonzentration
20 pmol/1 oder Actinonin in der Endkonzentration 1 pmol/l der Inkubationslésung

zugesetzt.
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mBNP-Abbau in Nierenmembranen verschiedener Mausstamme (Kap.

2.3.4)

10 pmol/l mBNP wurden mit 12 pl Nierenmembran (eingestellt auf 0,4 mg/ml Protein)
in Gegenwart von 100 pmol/l Bestatin, 0,01 mmol/l Candoxatrilat und 1 pmol/1
Lisinopril in Tris/RSA-Puffer bei 37 °C inkubiert (Endvolumen 90 ul). Nach 30 bzw.
60 min wurde die Reaktion durch den Zusatz von 45 pnl 0,35 mol/l HCIO, gestoppt.
Die Nierenmembranen stammten von je 2 Tieren der Meprin-reichen Mausstamme
C57BL/6 (wildtypisch und NEP-defizient) und Balb/c, sowie der Meprin-defizienten
Mausstdmme CBA/J und C3H/HeJ. Pro Tier wurden je 3 Proben fir jede Zeit

untersucht.

hBNP-Abbau in Nierenmembranen (Kap. 2.3.5)

Je 3 Proben 10 pmol/l hBNP wurden mit 5 pl solubilisierter Nierenmembran von
Wildtyp-Mausen (4,8 mg/ml Protein) in Tris/RSA-Puffer in Gegenwart von 100
nmol/1 Bestatin (diese Proben gelten als ungehemmt) oder zusétzlich mit 1 mmol/1
Diprotin A und/oder 10 pmol/l Actinonin bei 37 °C inkubiert (Endvolumen 100 pl).
Nach 20 min wurde die Reaktion im Inkubationsansatz mit 50 nl 0,35 mol/l1 HC1O,4
gestoppt. Der Abbau von hBNP sowie die Bildung von hBNP8-32, hBNP&8-30 und
hBNP3-32 wurden durch HPLC analysiert.

Abbau Natriuretischer Peptide durch Meprin A aus Rattenniere (Kap.
2.4.1)

10 pmol/1 eines Natriuretischen Peptids wurden mit 2 ul Meprin A aus Rattenniere
(Proteingehalt der Praparation 45 pg/ml) bei 37 °C in 600 pl Tris/RSA-Puffer
inkubiert. Je 100 pl wurden dem Inkubationsansatz zu bestimmten Zeiten entnommen
und in 50 pl 0,35 mol/1 HCIO, iberfihrt (Reaktionsstopp). Der Abbau wurde durch
HPLC analysiert.
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Abbau Natriuretischer Peptide durch rekombinantes Meprin « bzw. 3
von Mensch und Maus (Kap. 2.4.2 und 2.4.3)

Die Meprin-Untereinheiten & und 3 wurden nach Herstellerangaben aktiviert. Dazu
wurden fiir 100 pg/ml Meprin in TCNB-Puffer 0,1 pg/ml Trypsin zugesetzt und
bei 37 °C fiur 45 min (&, Maus; (3, human) oder 3 h (&, human) inkubiert. Die
Aktivierung wurde mit 2 mmol/l des Trypsin-Inhibitors AEBSF gestoppt.

Je 3 Proben eines Natriuretischen Peptids (10 pmol/l) wurden mit 0,01 pg der
aktivierten Meprin-Untereinheiten bei 37 °C in 300 pl Tris/RSA-Puffer inkubiert.
Nach 0, 15 und 30 min wurden je 80 nl dem Inkubationsansatz entnommen und in
40 pl 0,35 mol/l1 HC1O, uberfithrt (Reaktionsstopp). Der Abbau der Natriuretischen
Peptide sowie die Bildung der Spaltprodukte wurden durch HPLC analysiert. Fiir
CNP und hBNP wurden 0,1 ng Meprin « auf 300 pl Tris/HCI-Puffer eingesetzt.

Weiterer Abbau des mBNP7-32 (Kap. 2.6)

Je 3 Proben 10 pmol/1 mBNP wurden mit 5 pl solubilisierter Nierenmembran von
Wildtyp-Méusen (eingestellt auf 5,3 mg/ml Protein) in Tris/RSA-Puffer in Gegenwart
von 100 pmol/l Bestatin oder zusétzlich mit 100 pmol/l Candoxatrilat und/oder
1 pmol/1 Actinonin bei 37 °C inkubiert (Endvolumen 100 pl). Nach 20 min wurde
die Reaktion im Inkubationsansatz mit 50 ul 0,35 mol/1 HClIO4 gestoppt. Der Abbau
von mBNP sowie die Bildung von mBNP7-32 wurden durch HPLC analysiert.

BNP-Abbau in Lungenmembranen (Kap. 2.8.1)

Je 3 Proben 10 pmol/l mBNP bzw. hBNP wurden mit 5 pl Lungenmembran von
NEP-defizienten Méausen (6,3 mg/ml Protein) in Tris/RSA-Puffer in Gegenwart von
100 pmol/1 Bestatin und 1 pmol/1 Lisinopril (diese Proben gelten als ungehemmt)
oder zusétzlich mit 1 pmol/1 Actinonin oder 0,05 mol/l EDTA bei 37 °C inkubiert
(Endvolumen 100 pl). Nach 30 min wurde die Reaktion im Inkubationsansatz mit
50 nl 0,35 mol/1 HC1O4 gestoppt. Der Abbau von mBNP bzw. hBNP wurde durch
HPLC analysiert.

Fir den Test des ECE-Inhibitors SM-19712 wurden je 3 Proben 10 pmol/l mBNP
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mit 5 pl solubilisierter Lungenmembran von NEP-defizienten Mausen (5,4 mg/ml
Protein) in Tris/RSA-Puffer mit und ohne 1 mmol/1 SM-19712 (Endvolumen 100
nl) bei 37 °C inkubiert. Nach 30 min wurde die Reaktion im Inkubationsansatz mit
50 pl 0,35 mol/l HCIO, gestoppt. Der Abbau von mBNP sowie die Bildung der
Spaltprodukte wurde durch HPLC analysiert.

Abbau Natriuretischer Peptide durch rekombinantes humanes ECE-1
und ECE-2 (Kap. 2.8.2)

Je 3 Proben eines Natriuretischen Peptids (10 pmol/l) wurden mit 0,5 ng ECE-1 oder
ECE-2 (rekombinant, human) bei 37 °C in 1000 pl Tris/RSA-Puffer inkubiert. Nach 0,
30 oder 60 min wurden je 3 Proben (100 pl) dem Inkubationsansatz entnommen und
in 50 pl 0,35 mol/1 HC1Oy tiberfiithrt (Reaktionsstopp). Der Abbau der Natriuretischen
Peptide wurde durch HPLC analysiert.

3.5. Messung der NEP-Aktivitat

Die NEP-Aktivitat wurde mit einer von Winkler et al. [110] entwickelten Methode
gemessen: 5-50 pl der Probe (z. B. fir Nierenmembran 5 ul, fiir Herzmembran 20 pl,
entsprechend der zu erwartenden Aktivitat) wurden in 50 pmol/1 Tris/HCl-Puffer (pH
7,4) in Gegenwart von 0,1 mmol/l Bestatin und 1 pmol/1 Lisinopril mit 100 ul einer
200 pmol/1 [D-Ala2]-Leucin-Enkephalinamid-Losung (DALEK) als Substrat in einem
Endvolumen von 200 pl bei 37 °C inkubiert. Nach 30 bis 60 min wurde die Reaktion
durch Denaturierung mit 100 ul 0,35 mol/l1 HClO, gestoppt. Die Proben wurden
zentrifugiert. Im Uberstand wurde das resultierende Abbauprodukt Tyr-D-Ala-Gly
(TAG) mittels HPLC (siehe Kapitel 3.8) isokratisch mit 6 % Acetonitril in saurem
Phosphat-/Perchloratpuffer innerhalb von 20 min eluiert und bei 216 nm detektiert.
Ein TAG-Standard mit einer Konzentration von 100 pmol/l; dem entsprechend der
zu vermessenden Proben auch 100 pl HCIO4 zugesetzt wurden, wurde bei jeder
Messreihe mit analysiert.

Die Sperzifitat der Reaktion wurde durch den NEP-Inhibitor Candoxatrilat in der

Endkonzentration 10 pmol/l bestatigt.
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Die NEP-Aktivitdt wurde wie folgt berechnet:

A . : V esam
N EPpivisac[pMol TAG - mg™ - min™"] Cst " VGesamt

B ASt : VProbe -1 P

A Peakfliche TAG der Probe
Agy Peakflache TAG des Standards
Cst Konzentration des Standards (100 000 pmol TAG/ml)

V Gesamt Volumen des Inkubationsansatzes (z. B. 200 pul)
Vprobe  Proben-Volumen ( z. B. 10-50 pl)
t Inkubationszeit in min

D Proteinkonzentration in mg/ml

3.6. Zellkultur und cGMP-Messungen zur
biologischen Aktivitat der Natriuretischen
Peptide (Kap. 2.5)

Humane embryonale Nierenzellen (HEK293) wurden in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) mit 10 % fetalem Kélberserum (FKS), 100 IU/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin bei 37 °C in einem COj-Inkubator kultiviert. Die Zellen
wurden in 24-Well-Zellkulturplatten tibertragen und am folgenden Tag bei 80 %
Konfluenz mit 500 ng DNA (NPR-A oder NPR-B) pro Well mit Hilfe von PolyFect®
transient transfiziert. Die Transfektion wurde in DMEM mit 0,5 % FKS ohne anti-
biotische Zuséatze durchgefiihrt. Nicht-transfizierte Zellen dienten als Kontrolle. Nach
24 h wurden die Zellen fiir 5 min mit Vehikel, 1 pmol/l mBNP, CNP oder mBNP7-32
behandelt. Nach dreimaligem Waschen mit kalter Hanks” balancierter Salzlosung,
wurden die Zellen in 150 pnl Zell-Lysepuffer aus einem ¢cGMP-Kit (R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland) resuspendiert. Die cGMP-Konzentrationen wurden anhand
der Hersteller-Anweisung des cGMP-Kits ermittelt.

Das gleiche Protokoll mit Ausnahme der Transfektion wurde fiir die murinen

glatten Muskelzellen der Aorta angewendet, die von 4- bis 6-Wochen-alten ménnlichen
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C57BL/6-Méausen gewonnen wurden. Fir den Versuch wurden Zellen aus der 4.-5.
Passage genutzt.
Diese Versuche wurden von Wang Yong (Abt. Kardiologie und Pulmologie) am

Campus Benjamin Franklin, Charité (Berlin, Deutschland), durchgefiihrt.

3.7. Meprin-Inhibition in vivo durch Actinonin

(Kap. 2.7)

Ménnliche CD-Ratten mit 200-250 g Korpergewicht erhielten durch intraperitoneale
Applikation entweder Actinonin (100 mg/kg Kérpergewicht) oder das entsprechende
Volumen Losungsmittel als Kontrolle zweimal innerhalb von 24 h. Unmittelbar vor
der zweiten Injektion und 12 h spater wurde den Tieren Blut aus dem retrobulbaren
Venengeflecht entnommen (entsprechend 24 und 36 h nach der ersten Actinonin-
Injektion). Die Proben wurden zur Blutgerinnung 30 min auf Eis gelagert und
dann 10 min bei 4 °C zentrifugiert (3000 U/min). Der Uberstand (Serum) wurde
in fliisssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C
gelagert. Die rBNP-Konzentration im Serum wurde mittels eines enzymgekoppelten
Immunadsorptionstests (EIA) von Bachem (Weil am Rhein, Deutschland) gemes-
sen. Dieses Experiment wurde zusammen mit Florian Gembardt (Abt. Kardiologie
und Pulmologie) am Campus Benjamin Franklin, Charité (Berlin, Deutschland),

durchgefiihrt.

3.8. HPLC-Analytik

Die Hochleistungsflussigkeitschromatographie (high performance liquid chromatogra-
phy, HPLC) gekoppelt mit UV-Detektion eignet sich hervorragend fiir die Analyse
von Peptid-Abbau-Reaktionen, weil vor der eigentlichen Detektion die Probenbe-
standteile voneinander getrennt werden. Dies vermindert nicht nur UV-Absorption
durch fremde Proteine, sondern ermoglicht zudem, parallel Edukte und Produkte
getrennt zu erfassen. Fiir die HPLC wurde ein LC10-System der Firma Shimadzu

GmbH (Duisburg, Deutschland) verwendet mit dem UV-Vis-Detektor UV-2075 von
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Jasco (Jasco Germany, Gross-Umstadt, Deutschland) und dem Waters-Autosampler
717plus (Waters GmbH, Eschborn, Deutschland). Die UV-Absorption wurde bei der
Wellenldnge 216 nm (Absorption der Peptidbindung 190-230 nm) gemessen. Die
Trennung erfolgte iiber die Reversed-Phase-Saule Nucleosil 100 C18, Lange x Innen-
durchmesser 250x4,6 mm, PartikelgroBe 5 pm, PorengroBe 100 A der Firma VDS
Optilab Chromatographie Technik GmbH (Berlin, Deutschland). Die Séule wurde
auf 25 °C temperiert. Das Injektionsvolumen betrug 50 pl. Als mobile Phase diente
soweit nicht anders beschrieben ein Gemisch aus 0,1%iger Trifluoressigsiaure-Losung
als Laufmittel A (LM A) und Acetonitril als Laufmittel B (LM B). Zur Auswertung
der Peakflachen oder -hohen und der Retentionszeiten wurde die Shimadzu-Software

CLASS-LC 10 verwendet.

Die folgende Tabelle gibt die Chromatographie-Bedingungen fiir die einzelnen
Natriuretischen Peptide an. Falls nicht anders angegeben, wurden die Spaltprodukte

der Peptide mit der gleichen Methode eluiert wie die Ausgangspeptide.

Peptid Anteil Laufmittel B am Gesamtgemisch

hANP Gradient 20-27 % Acetonitril in 15 min + 10 min 20 % Acetonitril
mANP Gradient 21-28 % Acetonitril in 15 min + 10 min 21 % Acetonitril
eANP Gradient 20-27 % Acetonitril in 15 min + 10 min 20 % Acetonitril

chANP Gradient 20-27 % Acetonitril in 15 min + 10 min 20 % Acetonitril
Urodilatin | Gradient 20-32 % Acetonitril in 25 min + 10 min 20 % Acetonitril
hBNP Gradient 2027 % Acetonitril in 15 min + 10 min 20 % Acetonitril
hBNP10’'G | Gradient 20-35 % Acetonitril in 25 min + 10 min 20 % Acetonitril
hBNP1-26 | Gradient 18-25 % Acetonitril in 15 min + 10 min 18 % Acetonitril
hBNP9-26 | Gradient 18-25 % Acetonitril in 15 min + 10 min 18 % Acetonitril
hBNP9-32 | Gradient 18-25 % Acetonitril in 15 min + 10 min 18 % Acetonitril

mBNP Gradient 20-35 % Acetonitril in 25 min + 10 min 20 % Acetonitril
rBNP Gradient 25-40 % Acetonitril in 15 min + 10 min 25 % Acetonitril
pBNP Gradient 25-32 % Acetonitril in 25 min + 10 min 25 % Acetonitril
CNP Gradient 25-32 % Acetonitril in 25 min + 10 min 25 % Acetonitril
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CNP10’S Gradient 20-35 % Acetonitril in 25 min + 10 min 20 % Acetonitril
DNP Gradient 20-27 % Acetonitril in 15 min + 10 min 20 % Acetonitril
NPchimar | Gradient 20-27 % Acetonitril in 15 min + 10 min 20 % Acetonitril

3.9. Massenspektrometrie

Nach der HPLC-Trennung mit UV-Detektion wurden die Abbauprodukte manuell
in Glas-Rohrchen aufgefangen und anschlieffend mittels MALDI-TOF-MS (Matrix-
assistierte Laser-Desorption /Tonisation—Flugzeit (time of flight)-Analysator-Massen-
spektrometrie) analysiert. Die Messungen wurden freundlicherweise von Heidi Lerch
und Heike Stephanowitz (Arbeitsgruppe Massenspektrometrie, FMP) an einem
Voyager-DE STR Massenspektrometer (Applied Biosystems, USA) durchgefiihrt.
Als Matrix wurde eine Losung von 10 mg o-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in 1 ml
0,3 % Trifluoressigsaure in Acetonitril/Wasser (1:1; Vol/Vol) benutzt. 1 pl Matrix
und 1 pul Probe wurden auf der Probenplatte kokristallisiert und durch Laserpulse
angeregt. Dabei gehen die Peptide als Tonen zusammen mit der Matrixsubstanz in
die Gasphase iiber, werden dann unter Vakuum im elektrischen Feld beschleunigt
und nach dem Verhaltnis Masse/Ladung (m/z) getrennt. Mit einem Time-of-flight-
Analysator wurde die Flugzeit der Ionen gemessen. Die Zuordnung der Spaltprodukte
zu den ermittelten Massen erfolgte iiber das FindPept-Tool des ExPASy-Portals
(http://web.expasy.org/findpept/) oder tiber den Peptide Mass Calculator von Pep-
tide Synthetics (http://www.peptidesynthetics.co.uk/tools/). Die gefundenen Massen

wurden als monoisotopisch und einfach protoniert ([M+H]") interpretiert.

3.10. Modelling

Grundlage fiir die molekulardynamischen Simulationen waren die bekannten Rontgen-
Strukturen von NEP komplexiert mit Phosphoramidon und weiteren Inhibitoren

(PDB-Eintrag: 1DTM, 1R11I, 2QPJ) [69,70] und fiir die Natriuretischen Peptide ANP
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(1YKO, 1ANP), BNP (1YK1) und CNP (1JDP) [18,31,38] gebunden an den NPR-C.
Diese Strukturen erméglichten das initiale manuelle Docking der Konformation des
Natriuretischen Peptids im Zentrum der NEP. Die Ringstruktur des CNP (ohne
den N-terminalen Rest) diente als Modell-Sequenz. Die hydrophobe Spaltstelle
zwischen Cystein (C1’) und Phenylalanin (F2’) im Ring wurde an die hydrophobe
Tasche der bekannten katalytischen Doméane von NEP analog zum NEP-Inhibitor
Phosphoramidon gedockt. Mit den so ermittelten Bindungsstellen als Randbedingung
wurden weitere homologe Modelle von Natriuretischen Peptiden mit unterschiedlich
langen C- und N-terminalen Enden wéhrend molekulardynamischer Simulationen
(Kraftfeld Amber 7 [19]) analog ans aktive Zentrum gedockt. Diese Untersuchungen
wurden in Kooperation von Dr. Gerd Krause (Abt. Structural Bioinformatics, FMP,

Berlin) durchgefiihrt.

3.11. Statistik

Statistische Auswertungen erfolgten mittels t-Test mit der Software Graphpad Prism
(Version 4.03 fur Windows, Graphpad Software, San Diego, Kalifornien, USA). Bei
einem p-Wert p<0,05 wurden Unterschiede als signifikant angesehen. Falls nicht
anders angegeben, wurden die Abweichungen vom Mittelwert als Standardabweichung

(SD) angegeben.
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4. Zusammenfassung

Die Natriuretischen Peptide sind wichtige Regulatoren des Herz-Kreislauf-Systems;
ihre Erforschung dient somit auch kiinftigen therapeutischen Anwendungen. Ein mog-
licher pharmakologischer Ansatzpunkt, die Wirkung der Natriuretischen Peptide zu
potenzieren, stellt die Hemmung ihrer Abbauwege dar. Die Neutrale Endopeptidase
(NEP) gilt dabei als das wichtigste katabolisierende Enzym, jedoch ist die NEP-
Wirkung bezogen auf das B-Typ Natriuretische Peptid (BNP) nur schwach ausgeprégt.

Das erste Ziel dieser Arbeit war eine Beschreibung der molekularen Voraussetzungen
fiir den Abbau Natriuretischer Peptide durch die NEP. Im Ergebnis von Abbaustudien
wurde ein Modell entwickelt, dass die Bindung der Natriuretischen Peptide an die NEP
und die Peptid-Enzym-Interaktion im katalytischen Zentrum verifizierbar erklart.
Entscheidendes Kriterium fiir den unterschiedlichen Abbau der Peptide ist danach die
Lange der N- und C-terminalen Aminosaureketten aulerhalb der Disulfid-verkniipften
Ringstruktur. Lange Ketten erschweren die Bindung des Natriuretischen Peptids
an die NEP und kénnen so den Abbau verzogern bzw. verhindern. Modifizierungen
innerhalb der Ringstruktur haben dagegen marginale Auswirkungen auf den Abbau.

Die Aufklarung des raschen NEP-unabhéngigen Abbaus des BNP in Membranpra-
parationen von Niere und Lunge war ein weiteres Ziel dieser Arbeit. Die Untersu-
chungen wurden am murinen System durchgefithrt, da hier alle Voraussetzungen fiir
zielfithrende Studien gegeben waren. Als entscheidendes Prinzip fiir diesen Abbau
erwies sich eine neuartige kooperative Interaktion von zwei auf der Membran ko-
lokalisierten Peptidasen. So erfolgt in der Nierenmembran zunéachst eine Trunkierung
des murinen BNP durch Meprin A, welche eine schnelle nachfolgende Inaktivierung
durch die NEP ermoglicht. In der Lungenmembran ist das Endothelin-Converting
Enzyme 1 am initialen Abbau beteiligt.

1)



Zusammenfassung

Das neue Modell fiir die Interaktion der Natriuretischen Peptide mit der NEP und
die zusatzlich aufgefundenen essentiellen Peptidasen fiir den BNP-Katabolismus stér-
ken die wissenschaftliche Basis bei der Suche nach neuen Interventionsmoéglichkeiten

bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen.
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5. Summary

Natriuretic peptides are important regulators of the circulatory system. Consequently,
the investigation of these peptides is important for future therapeutic applications.
One pharmacological approach for the potentiation of natriuretic peptide activity
is the inhibition of enzymatic natriuretic peptide degradation. The Neutral Endo-
peptidase (NEP) has been generally regarded as the main catabolic enzyme for
natriuretic peptides, however, the NEP effect on B-type natriuretic peptide (BNP)
is less pronounced.

The first aim of this work was a description of the molecular background for the
degradation of natriuretic peptides by NEP. As a result of degradation experiments,
a verifiable model for the binding of natriuretic peptides to NEP and for the peptide-
enzyme interaction within the catalytic centre was established. According to this
model, the most critical criterion for degradation is the length of the N- and C-
terminal peptide tails outside the disulfid-linked ring structure. Long tails hinder
the orientation of the peptide inside the catalytic cage and lead to slow degradation
or even NEP resistance. Modifications within the ring structure only marginally
influence the natriuretic peptide catabolism by NEP.

The unexpected rapid degradation of BNP in membrane preparations of kidney
and lung was a further subject of this study. The experiments have been performed
in the murine system, as this offered all experimental requirements for the intended
in-vitro and in-vivo studies. As decisive criterion for BNP degradation a novel
cooperative interaction of two membrane-bound co-localised peptidases has been
found. In kidney membrane murine BNP is initially truncated by meprin A; this
truncation enables in a second step NEP to finally inactivate the peptide. In lung

membrane endothelin-converting enzyme 1 is involved in the initial degradation.

7



Summary

The new model describing the interaction between NEP and natriuretic peptides
as well as the additional enzymes which are essentially involved in BNP degradation

improve the scientific basis for new tools in circulatory diseases.
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