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1 Zusammenfassung

Prolylcarboxypeptidase (PRCP) ist eine Carboxypeptidase und kann durch Abspaltung der C-
terminalen Aminosaure den Vasopressor Ang Il zu Ang(1-7) metabolisieren. In dieser Arbeit
wird in einem Tiermodell der Einfluss von genetischem PRCP-Mangel (prcpgt’gt) auf den
kardiovaskularen und renalen Phénotyp, die Nierenhistologie und den Ang II-Metabolismus
untersucht. Diese Experimente wurden in zwei unabhangigen prcp®®-Mauslinien
durchgefuhrt, KST302 (genetischer Background C57BL/6) und GST090 (FVB/N).

In der GST090-Linie war der Blutdruck auf 113,7 £ 2,07 vs. WT 105,0 + 1,23 mmHg erhéht
(p < 0,05), begleitend zeigte sich echokardiographisch eine linksventrikuldre Hypertrophie
(LVPWd/LVd 0,239 + 0,0163 vs. WT 0,193 + 0,0049; p < 0,05). In der KST302-Linie
wurden gleichermalien Hypertonie und linksventrikuldre Hypertrophie beobachtet. In dieser
Linie zeigten histologische Analysen der Nieren auRerdem eine VergroRerung der Glomeruli
und glomerulare mesangiale Expansion, allerdings konnten in-vivo keine korrespondierenden
Veranderungen der Inulin-Clearance oder der Albuminurie gefunden werden.

In der GST090-L.inie fuhrt eine chronische Ang Il-Infusion zur Aggravation der Hypertonie
und LV-Hypertrophie, wobei sich die Unterschiede zwischen prcp®®-Tieren und dem
Wildtyp anglichen. Unter Normalbedingungen ohne Ang Il-Infusion gab es keine
signifikanten Unterschiede der plasmatischen, kardialen oder renalen Konzentration von

Ang Il und Ang(1-7) zwischen den Gruppen.

In vitro-Studien zeigten eine starke pH-Abhangigkeit der PRCP-Aktivitat mit Optimum bei
pH 5,0. In einem ex vivo-System aus humanem Poolplasma (pH 7,4) konnte per LC-MS/MS
kein Abbau von Ang Il durch rekombinantes PRCP nachgewiesen werden. In weiteren
Experimenten wurde PRCP innerhalb des Nephrons von Wildtyp-Mé&usen in a-Schaltzellen
lokalisiert. Das saure intraluminale Milieu des Sammelrohrs stellt guinstige Reaktions-
bedingungen fir PRCP dar. Uber enzymatischen Abbau des lokalen Ang 11 im distalen
Nephron kénnte PRCP moglicherweise Einfluss auf die Natrium-Reabsorption und damit auf

den Blutdruck nehmen.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass PRCP-Mangel im Mausmodell zu Hypertonie,
kardialer Dysfunktion und histologischen Nierenschaden bei noch erhaltener Nierenfunktion
in-vivo fuhrt, ohne dass wir diese Effekte auf Alterationen der plasmatischen, kardialen oder

renalen Konzentration von Ang Il oder Ang(1-7) zurickfihren konnten.



2 Abstract

Prolylcarboxypeptidase (PRCP) is a carboxypeptidase capable of degrading the vasopressor
Ang Il by cleaving the C-terminal amino acid, producing Ang(1-7). This dissertation will, in a
murine model, investigate the influence of genetic PRCP deficiency (prcp®®") on the
cardiovascular and renal phenotype as well renal histology and Ang Il metabolism. These
studies were conducted on two independent lines of prcp®® mice, KST302 (genetic
background C57BL/6) and GST090 (FVB/N).

In the GST090 line, an increase in blood pressure (prcp?/®'113.7 + 2.07 vs. WT 105.0 + 1.23
mmHg; p < 0.05) and left ventricular hypertrophy (LVPWd/LVd 0.239 + 0.0163 vs. WT
0.193 = 0.0049; p < 0.05) were observed. Similar changes were found in the KST302 line.
Furthermore kidney function and histology were examined in the KST302 line. While inulin
clearance and albuminuria were not significantly altered in prcp®’® animals, histologic studies
showed an increase in glomerular size and glomerular mesangial expansion.

The chronic infusion of Ang Il in the GST090 line, challenging the renin-angiotensin-system,
resulted in worsening hypertension and LV hypertrophy. However, the differences between
prcp?”® and wild type animals decreased. Moreover, under baseline conditions without Ang I1
challenge, no significant differences were found in the plasmatic, cardiac or renal levels of
Ang Il or Ang(1-7).

In vitro studies demonstrated a strong pH dependency of PRCP enzymatic activity and a
preference for acidic conditions (pH 5.0). In an ex vivo setup utilizing pooled human plasma
at pH 7.4, recombinant PRCP was not capable of degrading Ang I, as determined by LC-
MS/MS. Further work demonstrated that PRCP is expressed in a-intercalated cells of the
distal nephron. The acidic intraluminal environment of the collecting duct would be favorable
to PRCP’s catalytic activity. PRCP might influence sodium reabsorption and hence blood

pressure by means of regulating local Ang Il levels in the distal nephron.

In summary, we showed that genetic deficiency of PRCP in a murine model leads to
hypertension, cardiac dysfunction and renal damage. These effects were not directly

attributable to changes in plasma, cardiac or renal concentrations of Ang Il or Ang(1-7).



3 Abkiirzungen

Abktirzung Erlauterung

ACE Angiotensin converting enzyme
ACE2 Angiotensin converting enzyme 2
AHT Arterielle Hypertonie

Ang(...) Angiotensin (...)

APA Aminopeptidase A

AT, Angiotensin I1-Rezeptor Typ 1

BCA Bicinchoninsaure

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FITC Fluoresceinisothiocyanat

FS fractional shortening

GFR glomerulére Filtrationsrate

gt gene trap

i.p. intraperitoneal

KG Korpergewicht

KKS Kallikrein-Kinin-System

LV linksventrikul&r

Lvd left ventricular diameter end diastole
LVPWd left ventricular posterior wall end diastole
MAP mean arterial pressure

MR Magnetresonanztomographie

MSH Melanozyten-stimulierendes Hormon
NEP Neprilysin

PRCP Prolylcarboxypeptidase

prcp?’® homozygot PRCP-defizient (genetrap)
RAS Renin-Angiotensin-System

RFU relative fluorescence units

RIA Radioimmunassay

ROS reactive oxygen species

rPRCP rekombinantes PRCP-Protein

WT Wildtyp




4 Manteltext

Kern dieser Dissertationsschrift ist die Publikation (Maier u. a., 2017), die im Original ab
Seite 25 wiedergegeben ist. Ergdnzend werden in diesem Kapitel in kurzer Form der For-
schungsstand, ein Auszug der wichtigsten verwendeten Methoden und die wesentlichen neuen
Ergebnisse skizziert sowie ein klinischer Ausblick gegeben.

4.1 Forschungsstand

4.1.1 Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist unter physiologischen Bedingungen ein zentrales
Regelsystem fur den Blutdruck und den VVolumen- und Elektrolythaushalt. Gleichermal3en
involviert ist das RAS in die Pathophysiologie von Krankheiten wie arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus und Herzinsuffizienz. Die ,klassische® Peptidkaskade aus Angiotensinogen
— Ang | — Ang Il unter Katalyse der Proteasen Renin und ACE und mit Interaktion von
Ang Il am AT;-Rezeptor ist wohlbekannt. Allerdings ist diese Kaskade keineswegs als
Einbahnstralle mit Ang Il als alleinig biologisch aktivem Endpunkt zu verstehen, da fur eine
Reihe von weiteren (kiirzeren) Angiotensin-Peptiden eine biologische Wirksamkeit gezeigt
werden konnte. So entsteht ein komplexeres Bild, in dem das RAS als Netzwerk aus einer
Vielzahl von biologisch aktiven Peptiden und deren Peptidasen verstanden wird:
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Abbildung 1: Das RAS als Peptid-Netzwerk, modifiziert nach (Holappa u. a., 2017).




Eines der am besten erforschten Peptide in diesem Geflige ist Ang(1-7). Bisherige Arbeiten
charakterisierten Ang(1-7) als pleiotropes Peptid mit Einfluss auf eine Vielzahl von Organ-
systemen (Santos u. a., 2018), wobei es sich zusammenfassend als ,,Gegenspieler< von Ang Il
mit u.a. vasodilatatorischer, blutdrucksenkender Wirkung und einem nephroprotektiven Effekt
beschreiben lasst. Die Enzyme, die Ang(1-7) unter Abspaltung der C-terminalen Aminosaure
Phenylalanin aus Ang Il generieren sind ACE2, NEP und PRCP. Im Mittelpunkt diese Arbeit
steht PRCP.

412 PRCP

PRCP (EC-Nummer: 3.4.16.2, altere Synonyme: lysosomale Pro-X Carboxypeptidase oder
Angiotensinase C) ist ein 1968 entdecktes (Yang u. a., 1968) Enzym aus der S28-Familie, das
eine einzelne Aminoséure vom C-terminalen Ende von Peptiden hydrolysiert (Soisson u. a.,
2010). Die maximale Aktivitat wird im sauren Milieu bei pH ca. 5 erreicht (Odya u. a., 1978).
In-vivo erscheint PRCP als dimerisiertes, glykosyliertes Protein (Abeywickrema u. a., 2010).
Nach klassischer Sicht haben alle PRCP-Substrate gemein, dass Prolin an vorletzter Stelle der
Aminosaurensequenz steht (...-Pro-X). In zwei aktuellen Arbeiten wurde jedoch gezeigt, dass
grundsatzlich auch Peptide mit Alanin und Norleucin an vorletzter Stelle als potentielle

Substrate in Frage kommen (O’Donoghue und Eroy-Reveles, 2012) (Tanco u. a., 2013).

In einer Reihe von Peptidhormonsystemen wurden biologische Substrate von PRCP identifi-
ziert. In erster Linie sind dies Ang Il und Ang 111 aus dem RAS (Odya u. a., 1978),
Prakallikrein (Moreira u. a., 2002) und des-Arg®-Bradykinin (Chajkowski u. a., 2011) aus
dem Kininsystem sowie a-MSH aus dem Melanokortin-System (Wallingford u. a., 2009) und
Apelin (Kehoe u. a., 2016). Des Weiteren wurde berichtet, dass PRCP ein Peptid(fragment)
aus humanem Liquor cerebrospinalis mit der Aminoséuresequenz YPRPIHPA abbaut (Zhao
u. a., 2010).

Das RAS nimmt eine zentrale Stellung in der Kreislaufregulation des menschlichen Organis-
mus ein und auch das KKS und das Melanokortin-System sind hieran beteiligt. Die Liste der
0.9. PRCP-Substrate legt die Vermutung nahe, dass PRCP auf dem Wege der Proteolyse

kreislaufaktiver Peptidhormone einen direkten Einfluss auf die kardiovaskuldre Homdoostase

nehmen kdnnte.



4.1.2.1 Lokalisation

PRCP wurde unter anderem bereits in Endothelzellen und in vaskuléren Gefalimuskelzellen
lokalisiert (Tamaoki u. a., 1994) (Moreira u. a., 2002) (Adams u. a., 2011). In der Niere
konnte PRCP bisher im Glomerulus und im proximalen Tubulus nachgewiesen werden
(Grobe u. a., 2015). Pulmonal wurde es im GeféaRbett und in Alveolarmakrophagen entdeckt
(Jackman u. a., 1995). Weiter wurde tber eine ausgedehnte Expression im Gehirn berichtet
(Jeong und Diano, 2014).

Hinsichtlich der subzellularen Lokalisation konnte PRCP sowohl auf der Plasmamembran als
auch in der lysosomalen Fraktion ausgemacht werden (Kumamoto u. a., 1981) (Jackman u. a.,
1995) (Moreira u. a., 2002) (Shariat-Madar u. a., 2004) (Schroder u. a., 2010).

4.1.2.2 Daten aus Zellkultur-Experimenten

In Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvenen und der bovinen Aorta wurde ein pro-
proliferativer Effekt von PRCP beobachtet, der interessanterweise auch beim Einschleusen
einer Mutation in das aktive katalytische Zentrum erhalten blieb (Adams u. a., 2013). Aul3er-
dem wurde ein angiogenetischer Effekt von PRCP nachgewiesen (Adams u. a., 2013)
(Javerzat u. a., 2009).

Weitere Studien zeigten, dass die Inaktivierung von PRCP die Empfindlichkeit von Pankreas-
karzinom-Zellen gegenliber Rapamycin und von Mammakarzinom-Zellen gegentiber
Tamoxifen steigert; im Falle der Pankreaskarzinom-Zelllinie moglicherweise vermittelt durch

das Regulatorproteins Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (Duan u. a., 2014) (Duan u. a., 2011).

Zur Regulation von PRCP selbst ist bekannt, dass Inaktivierung der Proprotein-Convertase
1/3 eine verstarkte Transkription von PRCP bewirkte (Wang u. a., 2017). AulRerdem konnte in
murinen Koronarendothelzellen gezeigt werden, dass die Uberexpression des AT,-Rezeptors
eine verstarkte PRCP-Expression und Aktivierung des KKS nach sich zieht (Zhu u. a., 2010)
(Zhu u. a., 2012).

4.1.2.3 Tierexperimentelle Daten

Aus tierexperimentellen Arbeiten ist bekannt, dass Méuse mit genetischem Mangel von PRCP
einen schlanken Phanotyp bei verringerter Nahrungsaufnahme aufweisen, was auf verander-
ten Metabolismus des PRCP-Substrats a-MSH im ZNS zuriickgefiihrt werden konnte



(Wallingford u. a., 2009). Als weitere mogliche Ursache des schlanken Phanotyps wurden
Veranderungen der TRH/TSH-Achse postuliert (Jeong u. a., 2012). AuRerdem fiihrte PRCP-
Mangel in der Maus zu erhohtem Blutdruck, einem prothrombotischem Zustand und
vermehrten ROS im Gewebe (Adams u. a., 2011). PRCP-defiziente Méuse zeigten auRerdem
eine verzogerte Wundheilung und auch eine gestorte Reaktion auf De-Endotheliasierung mit

vermehrter Bildung von Neointima (Adams u. a., 2013).

Umgekehrt sind auch in anderen hypertensiven Tiermodellen Alterationen von PRCP
aufgefallen. Bei SHR-Ratten, einem Modell fur konstitutive Hypertonie, wurde Downregu-
lation von PRCP festgestellt. (Marangoni u. a., 2014) (Liu u. a., 2015). Gleichermafen kam es
in der Maus durch den Two-Kidney/One-Clip-Eingriff, einem Modell fur renovaskulére
Hypertonie nach dem Goldblatt-Prinzip, zu einer erheblichen Abnahme der PRCP-Expression

in der operierten Niere (Grobe u. a., 2015).

Ferner wurde kirzlich berichtet, dass es bei Nahrungsentzug zu einer Ghrelin-vermittelten

Steigerung der PRCP-Expression im Hypothalamus kommt (Bruschetta u. a., 2018).

4.1.3 Ziele dieser Arbeit

Kern dieser Arbeit ist ein Mausmodell mit genetischer PRCP-Defizienz (prcp®®"), das in der
Literatur als hypertensiv beschrieben wurde. Nach Bestétigung dieses Befundes in eigenen
Experimenten per invasiver und nicht-invasiver Blutdruckmessung war die nahere Charakteri-
sierung des kardiovaskularen Phanotyps durch Echokardiographie und Herz-MR in-vivo ein
erstes Ziel dieser Arbeit.

Das RAS ist eng mit der renalen Physiologie verknupft. Daher untersuchten wir zweitens den
Einfluss des PRCP-Mangels auf die Inulin-Clearance und Proteinurie/Albuminurie.
Erganzend wurde getestet, ob bei prcp®®-Tieren im histologischen Préparat eine Nieren-

schédigung vorliegt.

Zur Abklarung eines moglichen Kausalzusammenhangs pruften wir drittens, ob der
beobachtete Phénotyp mit Alterationen der Peptidkonzentrationen im RAS-System einher-
geht. AuRerdem wurde evaluiert, ob der PRCP-Mangel zu (kompensatorischen) Anpassungen
anderer RAS-Enzyme oder RAS-Rezeptoren fihrt.

In der Vergangenheit war beobachtet worden, dass sich ph&notypische Veranderungen von
Knockout-Tiermodellen nur eingeschrénkt zwischen verschiedenen Inzuchtlinien

reproduzieren lassen (Gurley und Coffman, 2008). Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit



zwei unabhangige Linien PRCP-defizienter Mause mit dem genetischen Background
C57BL/6 bzw. FVB/N herangezogen.

Erganzend untersuchten wir die Lokalisation von PRCP in der Niere von WT-M&usen.



4.2 Ausgewdahlte Methoden

421 Tiere

Alle Tierexperimente wurden in mannlichen Mausen in zwei unabhéngigen Linien von
PRCP-defizienten Mausen auf dem Background C57BL/6 bzw. FVB/N durchgefihrt.

Die erste Linie auf dem genetischen Background C57BL/6 (im weiteren Text KST302
genannt) wurde aus der embryonalen Stammzelllinie KST302 abgeleitet wie in der Literatur
vorbeschrieben (Adams u. a., 2011).

Die zweite Linie auf dem Background FVB/N (im weiteren Text GST090 genannt) wurde
wie folgt generiert: Nach Injektion von embryonalen Stammzellen der Linie GST090 in
Blastozysten von 129P2/OlaHsd-Mausen wurden diese in pseudoschwangere C57BL/6 Leih-
mitter (Charles River) implantiert. Deren Nachkommen wurden in den Stamm FVB/N

9"*_Geschwistertieren

(Charles River) ruckgekreuzt. Durch Paarung von heterozygoten prcp
der 8. Generation entstanden homozygote prcp®®-Tiere (PRCP-defizient) und prep**-

Kontrolltiere (PRCP-Wildtyp, im Folgenden als WT bezeichnet).

4.2.2 Blutdruck

Blutdruck wurde im KST302-Modell per nicht-invasiver Plethysmographie und im GST090-

Modell mittels kontinuierlicher invasiver Radiotelemetrie gemessen.

Zur nicht-invasiven Plethysmographie wurden die Tiere nach Einleitung einer flachen
Ketamin-Narkose (200 ug/g KG i.p.) in Restrainern auf einer Heizplatte gelagert und zum
Erreichen stabiler Kreislaufverhéltnisse wurde ihnen eine Ruhezeit von 10 Minuten gewahrt.
Daraufhin wurde der Blutdruck der Schwanzgefal3e in 20 Messzyklen (30 sec Intervall) per
Manschette plethysmographisch erfasst und mit einem Computersystem aufgezeichnet (Coda
High-Throughput System, Kent Scientific). Zur Datenanalyse wurde der gemessene systoli-
sche Blutdruck herangezogen.

Die invasive Blutdruckmessung wurde kontinuierlich tiber ein Telemetrie-Sytem mit implan-
tierbaren Drucksensoren vorgenommen (Dataquest ART 4.0, Data Sciences International).
Hierzu wurde in Isofluran-Anésthesie der Messkatheter tiber Punktion der A. femoralis retro-
grad in die Aorta eingebracht und der Transducer (TA11PA-C20) wurde subkutan implantiert.
Nach einer Rekonvaleszenzperiode von 10 Tagen hatte sich bei den Tieren wieder ein
zirkadianer Rhythmus der Kreislaufparameter Blutdruck und Herzfrequenz eingestellt, so dass

die Baseline-Werte aufgezeichnet werden konnten. Fir weitere Experimente mit chronischer
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Infusion von Ang Il wurden osmotische Minipumen implantiert (Modell 1004, Alzet. Dosis
1,4 mg/kg KG/Tag, 0,12 pl/h, Fillvolumen 98 pl).

4.2.3 Nierenfunktion

Die glomerulére Filtrationsrate (GFR) wurde als die Plasma-Clearance von Inulin definiert
und durch serielle Messungen der FITC-Plasmakonzentration nach Bolusinjektion von FITC-
Inulin in narkotisierten Méusen ermittelt. Nach Einleitung der Anésthesie (100 pg/g KG
Ketamin und 8.3 pug/g KG Xylazin i.p.) wurde FITC-Inulin retroorbital injiziert. Zu vorbe-
stimmten Zeitpunkten wurde Blut aus der Schwanzvene gewonnen (3, 7, 10, 15, 35, 55 und
75 min post injectionem). Durch Zentrifugation der Blutproben (10 min, 1800 g) wurde das
Plasma gewonnen. Die FITC-Inulin-Konzentration wurde durch Bestimmung der FITC-
abhangigen Fluoreszenz auf einer schwarzen Mikrotiter-Platte ermittelt (Anregung: A = 485
nm; Emission: A = 528 nm). Auf Grundlage dieser Messwerte wurde die Inulin-Plasma-
clearance mittels eines pharmakokinetischen Zwei-Kompartiment-Modell ermittelt. Hierzu
wurde fir jedes Tier die FITC-Zeitkurve mit der Methode der kleinsten Quadrate auf ein
Modell des zweiphasigen exponentiellen Abbaus gefitted (Software: GraphPad Prism,
Version 5). Mit den best fit-Parametern wurde dann die GFR berechnet (Qi u. a., 2004).

Die Konzentration des Gesamt-Proteins und Albumin im Urin wurden mit dem BCA-Test
bzw. mittels ELISA (Albuwell M, Exocell) gemessen. Beide Parameter wurden auf die
Kreatinin-Konzentration im Urin bezogen, die mit der Jaffe-Methode kolorimetrisch ermittelt

wurde (Creatinine Companion, Exocell).

4.2.4 Weitere Methoden

Aus Platzgriinden wird fir die Schilderung der weiteren in vivo-, ex vivo- und in vitro-Metho-

den auf die Originalpublikation verwiesen.

4.2.5 Statistische Auswertung

Sofern nicht anders gekennzeichnet sind die Daten als Mittelwert + Standardfehler angege-
ben. Als Signifikanztest wurde der Zweistichproben-t-test fur unabhéngige Gruppen mit
Signifikanzniveau 0,05 verwendet. Fur die statistischen Berechnungen wurden GraphPad
Prism, Version 6, und IBM SPSS, Version 22, verwendet.
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4.3 Wesentliche neue Ergebnisse

4.3.1 Kardiovaskularer Phanotyp

In beiden Mauslinien flihrte die PRCP-Defizienz zu einer Erh6hung des arteriellen Blut-
drucks: Bei KST302 prcp?’®-Mausen im Alter von 14 Wochen wurde mittels nicht-invasiver
Plethysmographie unter flacher Narkose ein Blutdruck (systolisch) von 146 + 6,3 vs. WT 124
+ 3,1 mmHg ermittelt (p < 0,05).

Dieser Befund konnte in weiteren Experimenten per kontinuierlicher invasiver Blutdruckmes-
sung bestatigt werden. Hier war bei GST090 prcp®“®-Mausen im Alter von 13 Wochen der
Blutdruck (MAP) auf 113,7 + 2,07 vs. WT 105,0 £+ 1,23 mmHg erhoht (p < 0,05). Zudem
beobachteten wir eine Steigerung der Herzfrequenz auf 667,2 + 9,58 min™ vs. WT 631,3 +
5,32 min™; p < 0,05 (Abbildung 6a/b der Originalpublikation).

Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich in GST090 prcp®®-Mausen echokardiographisch zudem eine
linksventrikulare Hypertrophie (LVPWd/LVd 0,239 + 0,0163 vs. WT 0,193 + 0,0049; p <
0,05; Abbildung 7a der Originalpublikation). Auch im KST302-Modell zeigte sich
echokardiographisch ein auffalliger Befund. So waren etwa der myokardiale Performance
Index erhoht und die fraktionelle Verkirzung (FS) verringert (MP1 0,53 vs. WT 0,4; p < 0,05
bzw. FS 0,38 vs. WT 0,50; p < 0,05; Tabelle S1 der Originalpublikation). Diese kardiale
Dysfunktion konnte in der KST302-Linie auRerdem im Herz-MR und auch post mortem im
Sinne eines gesteigerten Herzgewichts (0,45 = 0,011 vs. WT 0,42 £ 0,0067 % in Relation zum
KG, p < 0,05) verifiziert werden.

Zur Abklarung der Frage, ob die Hypertonie der prcp®®-Tiere auf einen eingeschrankten
Abbau von Ang Il zurtickzufiihren ist, wurde in der GST090-Linie mit osmotischen Mini-
pumpen eine kontinuierliche Ang I1-Infusion (1,4 mg/kg KG/Tag) vorgenommen. Unter
dieser Ang I1-Challenge stieg der Blutdruck im Vergleich zur Baseline sowohl bei prcp?/o-
als auch bei WT-Madusen an, wobei sich der Unterschiede zwischen den Gruppen abdampfte
(prep®® 144,7 + 6,56 vs. WT 131,9 + 4,14 mmHg; Abbildung 6c/e der Originalpublikation).
Parallel kam es zu einem Abfall der Herzfrequenz (prcp®’® 603,4 + 11,37 vs. WT 586,2 +
8,30 min™ Abbildung 6d/f der Originalpublikation).
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4.3.2 Renaler Phanotyp
Nierenfunktion und Nierenhistologie wurde in KST302 prcp®/®-Mausen untersucht.

Zu keinem Zeitpunkt zwischen 18 und 30 Wochen Alter zeigten sich hierbei signifikante
Unterschiede der Albuminurie zum WT. Ebenfalls beobachteten wir keine signifikanten
Unterschiede des Gesamt-Proteins im Urin bei 8-10 Wochen (Abbildung S6 der Original-
publikation. Als Goldstandard der Nierenfunktion bestimmten wir aulerdem die Plasma-
Inulinclearance im Alter von 16 Wochen, auch hier zeigten sich keine signifikanten
Differenzen (5,0 £ 0,51 vs. WT 4,8 + 0,31 pl/min/g KG; Abbildung 5e der Originalpublika-

tion).

Histologisch zeigten sich demgegentiber bei prcp®®-Tieren im Alter von 31-34 Wochen eine
VergroRerung der glomeruléren Flache und eine Expansion der mesangialen Matrix als
Zeichen einer glomeruldren Schadigung (Abbildung 5a-d der Originalpublikation). Die

glomerulére Zellularitat und tubulointerstitielle Fibrose hingegen blieben unberihrt.

4.3.3 RAS-Peptide

In keinem der Modelle traten signifikante Verdnderungen der gemessenen Konzentrationen
von Ang Il und Ang(1-7) auf:

Die per RIA gemessene Ang I1-Konzentration der GST090 prcp®“®-Tiere betrug im Plasma
93,5+ 23,8 vs. WT 82,8 £+ 28,8 pg/ml; in der Niere 3,9 £ 0,6 vs. WT 5,8 = 1,1 pg/mg Protein
und im Herz 7,1 £ 1,3 vs. WT 7,2 £ 1,5 pg/mg Protein (Abbildung 3a-c der Originalpublika-
tion).

Die per RIA gemessene Ang(1-7)-Konzentration der GST090 prcp®®-Tiere betrug im Plasma
27,3 9,2 vs. WT 37,3 £ 6,3 pg/ml; in der Niere 135,9 + 17,5 vs. WT 95,4 + 19,1 pg/mg
Protein; und im Herz 140,0 + 24,4 vs. WT 74.6 £+ 32,0 pg/mg Protein (Abbildung 3d-f der
Originalpublikation).

Auch im KST302 prcp®@-Modell konnten per ELISA keine statistisch signifikanten Ande-
rungen der Ang IlI-Konzentration nachgewiesen werden, im Plasma beobachteten wir 4,8 +
1,6 vs. WT 3,4 + 1,2 pg/ml und in der Niere 0,18 + 0,061 vs. WT 0,15 £ 0,039 pg/mg Protein
(Abbildung S4a/b der Originalpublikation).
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4.3.4 RAS-Enzyme und -Rezeptoren

Der genetische Mangel von PRCP kénnte kompensatorische Anderungen der alternativen
Pathways des Ang I1-Abbaus nach sich ziehen. Daher untersuchten wir die enzymatische
Aktivitat von APA, ACE2 und NEP in KST302-Linie durch fluorometrische Assays
(Abbildung S4c-f der Originalpublikation):

KST302 prcp®®-Mause zeigten keine signifikant veranderte Serum-Aktivitat von APA (38 +
3,2vs. WT 48 £ 5,1 RFU/h/ul) oder ACE2 (0,96 + 0,074 vs. WT 0,79 + 0,036 RFU/h/ul).

Im Nierenkortex zeigte sich ein statistisch signifikanter, wenn auch moderater Abfall der
ACE2-Aktivitat (prcp®® 28 + 1,1 vs. WT 33 + 2,1 RFU/h/ug Protein). Dieser Befund war
Uberraschend, da zumindest aus der Perspektive des Ang II-Metabolismus eher eine Zunahme
der ACE2-Aktivitat zu erwarten gewesen waére.

Bezuglich der Aktivitat von APA und NEP im Nierenkortex hingegen fanden wir keine
signifikanten Unterschiede (APA: 565 + 28 vs. WT 646 + 45 RFU/h/pg; NEP: 0,24 £ 0,014
vs. WT 0,27 £ 0,035 RFU/h/ug Protein).

Ergénzend wurde die im GST090-Modell per mRNA-Analyse die Expression der wichtigsten
Rezeptoren fur Ang Il und Ang(1-7) untersucht, hier zeigten sich weder renal noch kardial
signifikante Veranderungen der Genexpression des AT;- oder Mas-Rezeptors (Abbildung S5

der Originalpublikation).

4.35 Renale Lokalisation von PRCP im WT

Hinsichtlich der Organverteilung von PRCP beobachteten wir sowohl auf mRNA-Ebene (RT-
PCR) als auch auf Protein-Ebene (enzymatische Aktivitat) in WT-Mausen vom C57BL/6
bzw. FVB-Stamm eine starke Expression in der Niere. Die genauere Lokalisation innerhalb
der Niere wurde weiter mit Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht (in C57BL/6). Es
zeigte sich eine starke Expression im kortikalen Sammelrohr unter Ko-Lokalisation mit der
a4-Einheit der H*-ATPase, einem Marker fiir a-Schaltzellen (Abbildung 4 der
Originalpublikation).
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4.4 Diskussion und Ausblick

Die vorliegende Dissertation beschéaftigt sich mit der (Patho-)Physiologie von PRCP und ist in
erster Linie als grundlagenwissenschaftliche Arbeit einzuordnen. Fir die eingehende Bewer-
tung und Diskussion der Ergebnisse wird auf die Originalpublikation in Kapitel 7 verwiesen.
Erganzend gibt dieser Abschnitt einen orientierenden Ausblick auf mdgliche klinische

Anwendungen von PRCP.

Der hypertensive Phanotyp der prcp®“®'-Mause wirft die Frage auf, ob PRCP auch im mensch-
lichen Organismus an der Kreislauf-Homdoostase bzw. an der Dysregulation bei kardiovasku-
laren Erkrankungen beteiligt ist. In der Tat wurden genetische PRCP- Polymorphismen
sowohl mit der Inzidenz der essentiellen Hypertonie als auch mit dem Therapieansprechen auf
den ACE-Inhibitor Benazepril in Verbindung gebracht (Wu u. a., 2013) (Zhang u. a., 2009).
Arterielle Hypertonie ist mit einer Préavalenz von ca. 1/3 in der erwachsenen
Allgemeinbevolkerung eine der haufigsten Volkskrankheiten und als Risikofaktor fir einen
erheblichen Teil der kardiovaskularen Mortalitdt und Morbiditat mitverantwortlich
(Lewington u. a., 2002). Nur bei einem relativ kleinen Prozentsatz der Patienten mit AHT
liegt ein sekundarer Hypertonus mit klinisch eruierbarer und kausal behandelbarer Ursache
vor (z.B. Nierenarterienstenose oder Hyperaldosteronismus). Bei der Giberwiegenden Mehrheit
der Falle hingegen besteht eine sogenannte essentielle, multifaktoriell bedingte Hypertonie,
die eine medikamenttse Dauertherapie notwendig macht. Trotz der anerkannten
pathophysiologischen Bedeutung der arteriellen Hypertonie bleibt der Therapieerfolg in der
klinischen Praxis oftmals unzureichend (Neuhauser u. a., 2017). Dies ist nur teilweise auf
eingeschrankte Therapieadh&renz zuriickzufthren. Denn es gibt Patienten, die trotz guter
Therapieadharenz mit den etablierten Erstlinientherapeutika (Ca®*-Antagonisten, ACE-
Inhibitoren, AT;-Rezeptorblocker, Diuretika und B-Blocker) keine ausreichende
Blutdrucksenkung erreichen. In diesen Féllen verbleibt der Riickgriff auf Medikamente der

2. Wahl mit ungunstigerem Vertraglichkeits-/Sicherheitsprofil. Daher erscheint die Entwick-

lung neuer Therapeutika gegen AHT klinisch geboten.

Im Vergleich der verschiedenen antihypertensiv wirksamen Substanzklassen haben ACE-
Inhibitoren und spater auch AT;-Rezeptorblocker seit der Markteinfiihrung von Captopril
1981 stetig an Bedeutung gewonnen, da sie sich neben einem exzellenten Sicherheitsprofil
auch durch den Nebeneffekt der Nephroprotektion auszeichnen. Somit erscheint es opportun,
nach weiteren Therapeutika im RAS zu suchen.
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Um PRCP in diesem Kontext unmittelbar therapeutisch auszunutzen, ware aufgrund seiner
Funktion im RAS-Peptidnetzwerk (Abbau der VVasopressoren Ang I1/111) und angesichts der
Erkenntnisse im prcp®®-Mausmodell eine Steigerung der PRCP-Aktivitat erforderlich.
Aktuell ist keine Substanz bekannt, die die katalytische Aktivitat von PRCP steigert. Dank der
Fortschritte auf dem Gebiet der Biotechnologie ist heute neben den althergebrachten small
molecules zur Modulierung endogener Stoffe auch die Zufuhr von exogenen Proteinen als
weitere Form der Pharmakotherapie moglich. So wurde im RAS-Umfeld vor kurzem eine
Phase I1-Studie zur Anwendung von rekombinantem humanen ACE2 bei Patienten im akuten
Lungenversagen veroffentlicht (Khan u. a., 2017). Angesichts der ausgepragten Praferenz von
PRCP fir das saure Milieu mit pH-Optimum bei 5,0 erscheint es allerdings fraglich, ob durch
Zufuhr von exogenem PRCP der Ang Il1-Metabolismus im Plasma (pH 7,4) entscheidend

gesteigert werden kann.

Neben der arteriellen Hypertonie und der damit eng verwobenen Praeklampsie, wo ebenfalls
PRCP-Veréanderungen beobachtet wurden (Wang u. a., 2006), ergeben sich aus aktuellen
klinischen Arbeiten weitere Anknupfungspunkte fur die Aufklarung der Rolle von PRCP
unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen. Bei Patienten mit glomeru-
laren Erkrankungen wurde eine Hochregulation von PRCP in der Niere beobachtet (Krochmal
u. a., 2017), angesichts der hier vorgestellten Ergebnisse im prcp®’® -Modell méglicherweise
eine kompensatorische Reaktion auf einen renalen Insult. In einer weiteren Arbeit wird die
Rolle von PRCP-Polymorphismen als kardiovaskularer Risikofaktor beleuchtet (Gittleman

u. a., 2016). Auf Protein-Ebene berichteten zwei Gruppen tber erhdhte PRCP-Plasmalevel bei
Patienten mit metabolischem Syndrom (Xu u. a., 2012) (Kehoe u. a., 2018). Ob es sich dabei
um einen primér-pathophysiologischen oder um einen sekundéar-reparativen Effekt handelt ist
noch offen, wobei letzteres zumindest angesichts der Daten aus dem Mausmodell
wahrscheinlicher erscheint. Schlie3lich wurde bei Patienten mit ischdmischem Schlaganfall
eine verringerte PRCP-Serumaktivitat mit schlechtem klinischen Outcome und grofRem
Infarktvolumen in Verbindung gebracht (Kehoe u. a., 2015).
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