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1. Einleitung

1.1 Entwicklung und Aufbau des Atemtrakts

Der Atemtakt diedert sich in die luftleitendemAbschnitte Naenhohle, Nasoplarynx,
Larynx, Trache, Bronchi, Bronchioli und Bronchioli terminale¢Phakn und Oldham,
1983) und in die respiratoosen Abshnitte Bondioli respiratoriiund Alveolarbegeich,
in denen deGasaustawh awischen Atemluft und Bit stattfindet(Staubund Albertine,
1988). Entwicklunggeschichtlich bginnt die Anlae des Resptionstrakts mit der
Abschnirug des ‘entralen Lungendivertikels vom Vordrdam in der dritten
Embiyonalwoche.Das Epithel des Atendktes ist somit entodermaleetiuntt.

Die Entwicklung gleicht formal der einer exokrinen Drise:Aus cem Lungendiertikel
wachsen dgtlich die beidenLungenknosgen, wobei duch dichotomeTeilungenbis zum
Ende des sechsh Monats deBronchialbaum entsteht, dgedoch erst durchweitere
nachgeburtliche Telungen seane endgiltige Form erhdt. Die Entwicklung des
Alveolarraums an den Endraveigungen desBronchialbaums setzab dem siebten Monat
ein. Am Ende des siebten Mais differenzieren sich die einzlnen Alveolarzllen aus
(Duncke, 1990).

1.2 Das Bronchialepithel

Das Brondiaepithel kleidet die luftleitenden Absdnitte des Atemtrakts aus. Es wude
traditionell als physikalische Barriere gegentiber ehadlichenUmweltfaktoen betachtet.
Als Hauptau@iabe schien in diesr Hinsicht der Schutxor inhalativenNoxen zu sein.
Durch eineVielzahl jingerer Untersuchugen musste diesernge Sichtweiserevidiert
werden. Die bBnktionen @s Bronchialepithels sind tatsachlich weasentlich komplearer
Natur: Elektroyt- und HRissgkeitstranspog und die mukoitidgre Clearace dieren zur
Aufrechterhaltug der pulmonalenHomgostase. Darié@ hinaus ist dagronchiakpithel
aktiv an der Eregerabvehr und lokadn Regulation derimmunantwet und Entzindung-
reaktion beteilijt (Rennarcet al., 1991).

Morphologsch ist das Bonchalepithel durch ein mehsihiges, ha&hprismatisches
Flimmerepithd mit order Sdlagichtung da Kinozilien gekennzechnet. Die basde
Begrenaing wird durch eine Basalmembn aus Kollgen Typ 1V, Laminin-Entaktin/
NidogenKomplexen und Protedgkanengebildet (Paulsson, 1992).

Der haudigste Zellyp ist die hochpsmatische kinalientragendeZelle mit ca. 30&ilien
pro Zelle und direktem Ambluss zm Lumen (Mdowell und Beals, 1987). Eenfals
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haufig vorkommend sind dieBecherzdlen mit polysaccharidhdtigen Schleimtropfchen im

apikalenBereich und die Birstensaundlen, die als umife Esatzellen fur augrunde
gegargere Flimmer- und Bechezellen gelten. Sie besiten einen dichten apaken
Burstensaum und evden als Zellen mit mechane oder chemosensitiverFunktion
angesehenWVeitere Zdlty pen sind Basalzllen ohne Kordkt zumLumen, nemwendokrine
Zellen, dendritische Zellen, ClaraZellen, veeinzelte Lymphozten und sens@sche
Nerverfasen (Soderterg et al., 1988). Die eiretnen Zelltypen sind untesinanckr Ube

Desmosome und mit der Basalmembraariidemidesmosome verbued (Rennarckt al.,

1994). Die Barerdunktion der Epitheldlen wird GberTight junctions afrecht erhalten
(Gumbiner, 1987).

1.3 Das Alveolarepithel

Die Alveolen als Enabschnitte desBronchalbaums sind kleineAussackungender
Bronchiolirespiatorii. lhr mittlerer Durchnessembetagt 250bis 290 um. B eine Anzahl
von rund 300 Mio Alveolen eechret sich eine innee Lungenobeflache von ca. 70 bis
140 nf (Duncker, 1994). DasAlveolarepithel diffeenziert sich z1 2 Zelltypen, dn
Alveolarepithelellen (Pneumoyten) Typ | und Typ II.

1.3.1 fheumozyten Typ |

Die Pneumoyten Typ | sind zrte, flach augezogene Zellen, die dengrof3tenTeil der
Alveolenobeflache bekleiden Sie stellen dieeigentlichen Deckzllen des Alveolarepithels
dar, wobei sie beim Menschenbel einem geringen Anteil von ca. 8 %aller Zellen der
Interalveokrseptenjedoch ca. 95 % de Obeflachenauskleidug ausmachenVon ihrem
Zellkorper, da vergleichsweisewenige Zellorganellen lesitzt und in einer Masche des
Kapillarnetzs liegt, tUberzehenFortsatz mit einem Durchmessvon teilweise nu0,1 pum
die umgebenden Kapillaren. Die Funktion de Typ |-Pneumoygten bestehtin der
Gewaélhileistung einer mdoglichst dinnen Trennfliche avischen @falystem und
Alveolarraum zur Bildung der Blut-Luft-Schianke, die einer®its eine optimale
Gasdiffusion mlasst und anderseits durch ldftkomplexe paragllulare Transpotwege
und Wesserverlust verhinde Als enddifferenzerte Zelle mit fehlender
Regenerationsfahigkeit besitzt de Pnaimozyt Typ | eine hohe Vulnerabilitat (Rennad et
al., 1991).
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1.3.2 heumozyten Typ I

Die auch Nischenzllen genannen Pneumogen Ty Il bedeken ca. 7 % de
Alveolarobeflache. Sie ligen einzin oder in kleien Grupgen von 2 bis 3 Zellen
»hischenformig zwischen den flahen Pneumogen Typ | und sind mitihnen durch
Desmosomen und Thjunctions verbaden. DieseZélltyp besitz einekubischeZellform
und kann durch seire chaakteaistische Vorwolbung in das Adelarlumen licht-
mikroskopischidentifiziert werden (Mainez et al., 1997). DieZelloberfleche ist an der
freien apikalerSeitedurch kurze Mikrovilli und dem Fehlen vongrél3een Zellauslaugern
gekennzaechnd. Der rdativ grof3e Zytoplasmakdrper mit vielen Organdlen und
Einschlusskorpern ap ihnen ursprirglich die Bezeichnurg ,granuliater” Alveolar-
epithelzllen (Schiebler und Schneidel991).

Funktiondl handdt es sich ba den Pnemozyten Typ Il um sezernierende Zellen mit der
Fahigkeit zur Proliferation. Diefir die Integritat des Alvechrraums unentbehrlichen
Funktionen der Pneumgten Typ Il liegen in der Vditerdifferenzierung zu Typ I-
Pneumoyten (Adamsonund Bowden, 1974 und in der Snthese und Sektion von
oberfl&chenaktivem Surfetant. Diegr Proteinphospholipidfilm, deals monomolekularer
Film das Alveolarlumenwaskleidet, setizdie Oberfl&hensannurg heb und verhinert so
den expiratorischen Kollaps daeAlveolen (Pattle, 1955, @ghansson und Curstedt, 1997,
Creuwels et al., 1997).

Darlbe hinausproduZeren die Pneumoyten Typ Il noch eire Reihe weiteer flr das
Immungstem wichtige Proteine und Mdiatoren. Herau gehden Komplementfaktan,
Wachstumsfaktoremwie die Interleukine 1 6 und 8, TNF- (Tumor-Nekrose-Fakor),
TGF (transforminggrowth facta), Zytokine wie MCP-1 (monoge chemoatactant
protein-1) und GM-CSKgranulogite/macroplge-cdony stimulatingfactor [Khalil et d.,
1991, Strunk et al., 1988, Paine et al., 1993, Driscoll et al., 19B6ijch ihre hohe
Zellstoffwech®laktivitat verfigen die Typ IlI-Pneumoyten Uker einen ehr gut
entwickelten Golgi-Apparat, groRe Mitochondrien,reichlich muhes endopismatisches
Retikulum,freie Ribosomerund multivesikulare/multilamellare Korpetierbei randelt es
sich um die Speicherkapti#enfir das Surctantgstem (Mason und Grstal, 1999.

1.3.3 Weitere Zellen des Alveolarraums

Weitere Zellen des Aheolarraums sind Brstenzllen undAlveolarmakrophgen.Bei den
Alveolarmakroplagen handelt es sich um Knoehmarksmonoyten, die die periphere
Blutbahn und die Kapillaren verlassen hatn und aus eh Alveolargpten duch das
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Alveolarepithelin das lumen gewanertsind. Sie eichnen sich duwh Zytoplasmafortsae
und zhlreicheLysosomen aus undagen duch ihren Phajozytoseapprat wesentlichzur

Sdbstreinigung dea Lunge be.

1.4 Transportsystene desrespiratorischen Epithels

Durch die hok Synthee- und Seketionsleistungde Typ ll-Pneumoxten und ihre
wichtige Rolle in Bezug auf die lokak Hombostase bestetdin grol3er Bedarf an
Grundsubstaren. Um diesem Bed&rnachaukommen, mussen die stoffweelektiven
Zellen Uberausgepiigte Transporkapaztéaten vefligen.

Verschie@ne Transportsgteme konnten in eh letzen &hren in Typ Il-Pneumoten
funktionell naclgewiesen werden. Neben den fir den Wassehaushalt wichtigen
Aquaporin-Tensportystemen (Folkesson et al., 1994, Raina et al., 199%urden
Glukosetransportg Kemp undBoyd, 1992),lonentranspaer Ballard und Gatzy, 1991,
Bland undBoyd, 1986, Kemp eal., 1994), sowie Bnsporte fur Gluthation Bai etal.,
1994), Cystin und @stein Bukowski etal., 1995, Knickelbeiret al., 1997), Glutamin
(Hautamaki etal., 1992), Cholin (Bheret al., 1992), Adnosin (Dipak und Steinbgr
1988),Ascorlat (Castranod et al., 1983) und &trium-Aminosaue-Kotransporter(Brown
et al., 1985) chaakteaisiert. Weitere Studien bebsten sich mit dem Aufnahme
mechanismusysithetische Polypeptide (Niven et al., 1990).

Es gbt einige Hinweise fur @s Vorkommeneines geregelten Oligopeptidtranspads im
respiratoriscen Epithel. h Primarkulturen von Rattefiyp Il-Pneumoyten wude eire
Aufnahme de®ipeptids {)-Trp-(L)-Tyr gemessen, jedtn konnte aigrund de schnellen
Hydrolyse keine genaue Aissaye Uber den Tansportvogarg gemacht weden (Meredith
und Boyd, 1993). @mgegeniubr konnteein intaktertransepithelialer Transportfur das
relativ hydrolysestabile Dipeptid (D)-Phe(L)-Ala in e@ne lumind-vaskulden Lungen-
prapaation (Boyd et al., 1993) und in einemype II-Pneumogyten-isolat (Meredith und
Boyd, 1995) de Rattenluge nachgewiesen weden.In einerweiteren Studiewurde tber
die Aufnahme @ Dipeptide(L)-Gly-(D)-Phe und I{)-Gly-(L)-Phe in Primarkulturen von
Rattenalveolarepithetiten beaichtet (Morimoto et al., 1993). Schlie3lich koamtuchein
transepithdialer Transpot des hydrolyseresistenten Tripeptids (L)-Ala-(D)-Phe<{L)-Ala in
der Birstensaummemhbn von Ratten-yp II-Pneumoyten raclgewiesen werden
(Helliwell et al., 1994).

Darube hinaus wure die Aufrahme des Digptids -Ala-(L)-His (Carnosn) in isolierten

Trachealepithelgllen naclygewiesa (Yamashita et al., 1998).
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1.5 Oligopeptidtransporter

Epithelzllen aus Niere und ®m besiten in ihren apikalen undabolateelen Membanen
eine Vielahl von Transportgstemen, dé eine ein- und auswaétsgerichtete Substrat-

translokation katgkieren.

1.5.1Peptidtransportvorgange au zeluléarer Ebene

Der renale Olgopeptidtranspaer PEPT2 und seinatestinalelsoform PEPT1vermitteln
den protonegekoppelten Transpd von Oligopeptiden auslemglomeruBrenFiltrat in die
Nierentubulusepithedlen bzw. aus dem Danlumen in die Entergzen (Daniel, 1996.
Ilhre wesentliche plsiologische Funktion lieg in da Gewinnurg von extrazellularen
Oligopeptidenaus der Peptididrolyse aur intrazllularenBereitstellungvon Stickstoff fir
Proteinbiognthese und Koresvierurg von Stickstof§ruppen Daniel, 1997).

Als treibende Kaft des Substratinsports in dieZelle dient ein Protonegradient, der
durch die Aktivitat des Na-H'-Antiporters afrecht ertaten wird (Temple et al.1995).
Der apkale Enstom der Na'-lonen in dieZelle kann daé in den Tubulusepitheden
und Enterozten von der ATP-athargigen Na'/K*-ATPase in da basden Membran
kompensiert wereh. Daduch sind PEPT2 und PEPT1 als tertiar akflvansportgsteme
charakerisiert (Daniel und Heget, 1997, Abb. 1).

1.5.2 Einordnung der Transportprozesse

Die Oligopeptidtransporter PEPT2 und PEPWerden zusammenmit verschiedeen
strukturel honologen Reptidtransporérn aus Hfen (Ptr2, Ptr3, Saccaomyces cerevisiae),
hoherenPflanzn, Pilzen (CaPtr2p, Canidida albicans) uBekterien (DtpT, Lactococus
lachs) zur Familie der protonenabhéngigen Peptidtranspoter (Ptr) gerechnd (Steiner et d.,
1995). Diese Familie ist eine Untemgruppe de Familie der Protonen-Qjopeptid-
Transporter (POTPaulsenund Skurray, 1994). Gemeinsam ist diesen a@irsporterndie
Abhamgigkeit von einem Protongmadienten als treinde Kraft der Substrat-
translokdisation.

Da der Transportvon organischenSubstanen bei Sagetieren in eineZelle in der Rgel
Na'-abhamig und & den Mikrooganismen potonenabkngig verlauft, kann man die
protonenabh&ngen Peptidansporter PEPT1 und PEPT2 der ¢iere als
phylogenetischeBindalieder avischen beiden Pringpien sehenHRei etal., 1994, Leibach
und Ganapat)) 1999.
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basokteral apikal

3Na’ 4715\ ADPP \

+ < ﬂ +
Na'/K*-ATPase ATP Na Na

| Na*/H*-Antiport |
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<@ Pepidtranspater
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Abbildung 1: Peptidtranspot auf zdlularer Ebene. Der rende Oligopeptidtranspoter
PEPT2 und seine intestindleoform PEPT1 vermitteln den Transpan Oligopeptiden

und Peptidmimetika in Epithedllen durch Kopplungder Substrattranslaktion an einen
Protonengadienten.
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1.5.3 Substate
1.5.3.1 Oligopeptide

Der Oligopeptidtransporumfasst Di- (Daniel, 1993) und TripeptidéTiruppathi et al.,
19904a,1990b,1990c,1991). Simgulare Aminosauren und Peptide mit eineettenlarge

Uber3 Aminosauen werdennichtals Substrat aleptiert. Theoetisch kdnneralle Di- und

Tripeptide als Substrate von PEPT1 und PEPT2 erkanuewdgAbb. 3. Daher kommen

von den 20 proteingenen (L)-Aminosaurenaugiehend, 40Mi- und 8000 Tripeptide in
Betracht. Bericksichtig man dribea hinaus D-Aminosaen, so stgt die Anzahl auf

57200. Unter Bertksichtiqung von Fremdstoffen ste die Zahl auf @ 10° potentielle

Substate.

R, R,
| |

NH, —C-C - N - C - COOH
| | | |

H O H H

Dipeptide

Rl R2 R3
| | |

NH, - C-C-N-C-C-N-C - COOH
| ] | | ] | 1

H O H H O H H

Tripeptide

Abbildung 2: Oligopeptide als Substrate von PEPT2 und PEPT-R:R- Reste
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1.5.3.2 Betalaktanantibiotika

Zusatdich zu den koérpergenenDi- und Tripeptiden konnte ined letzen &hren eine
Reihe von Btalaktamantibiotika wie zB. Cefadroxil als Substratdir PEPT2(Inui et al.,
1984; Daniel und Adibi, 1993; Naasaniet al., 1995; Tamai et al., 1997akkhashi etal.,
1998,) und PEPT1 (Inui etal., 1988, Wnzel et al., 1995, Betschneide et al., 1999)
charakerisiert werden (Abb. 3). Bae de Erkennung vonBetalaktamantibiotikaals
Substrate scheinen Histidinreste von PEPT1 und PEPTZeniAminogruppe dieser

Substanklasse m interageren(Teradaet al., 1998).

Betalaktame

Tripeptide

Abbildung 3: Strukturhomologe von Betalaktanen und Tripeptiden.
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1.5.3.3 Water e Substrate

Nebenden Betalaktamenkonntenweitere Peptidmimetika wie Agiotensin-Convertig-
Enzyme-Inhibitoren (Akaawutet al.,1999,Lin et al., 1999), Virustatiké@Gampatly et al.,
1998,Bdimane efal., 1998,Amidonet al., 1999, Guo &tl., 1999) und Antimetabolite wie
Bestatin (nui et al., 1992) als Substrate identiéz weden. Darlibe hinauszahlt die
endogene HBta-Aminolavulinsdue (-ALA [Doéring et al., 1998] Abb. 4) a1 den
SubstratenDas hocheffine Transportgstem PEPT2 bevougt Di- und Tripeptide und
Peptidmimeika mit eéner -Aminogruppe und akzptiert keine Amjiotensin-Conerting-
Enzyme-Inhibitoren(Danielet al., 1992, Temple urBoyd, 1998).

H H H
| | |

NH, - C - C - C— C - COOH
| ] | |
H O H H

Abbildung 4: Struktur der Delta-Aminolavulinsaure.

Im Rahmen muerer Studien mr Substraterkennungler beiden Oligopeptidtransporte
konnte geeigt werden, das eine Peptidbindungnerhalb des Substratmolekiilkeine
Voraussetang des Transpotes ist (Dorilg et al., 1998, 1998b, Gaapathy et al., 1998,
Temple et al., 1998), sonde ledglich als Minimalanforérung eine Kettenlame von
mindesteng C-AtomenzwischenCarboy- und Aminoterminugilt (Ddring et al., 1998,
1998b, Abb. 4). Auch konnten diln Transportstudien an ChingirausPEPT1undPEPT2
phenoypische Merkmaé (Ddoring et al., 1996) und ngliche Substratbindungsstellen im
Bereich de Transnembrandomé&en 7, 8 und 9 chiakteisiert weragen (ei etal., 1998).
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1.5.4 Molekulare Ebene des Peptidtransports
1.5.4.1 Der enale Peptidtransporter PEPT2

Die Funktion des hodiffinen rerelen Peptidtransponte PEPT2 lieg in der
Ruckresorption von Di- und Trgptiden aus denglomerul&en Filtrat und derdamit
verbundenen Rikgewinnung von Stickstofgruppen aus dem Primasdmn.
PEPT2-cDNAkonntebisher ausler Niere von Mensch (Liu et al., 1995), Kainchen Boll
et al., 1996) und Ratte (Saito et al., 1996) sodemZNS der Rite (Wang et al., 1998)
kloniert werden.

Die cDNA des Reptidtransportes FEPT2 derRatte besitz einenoffenen Leseahmenvon
2190 bp und codiert fiein Protein aus 729 Aminos&ar das lbe 12 putative trans-
membrand Domaéaren mit einer Molekilmasse von gefahr 81 kDa(Saitoet al., 1996)
verfugt.

Bei eina 48 %gen Homolajie in d& Aminosauesequenz/on PEPT2der Rattezu PEPT1
da Rate liegt die geringste Homolagie in der extrazellularen hydrophilen Sdhleife
zwischender neunten undelanten tansmembragren Domane(Saito et al., 1996). Die
Homologe avischen Ratten- und &hschen PEPT2 béigt 83 %.

Mittels Northern-Bot konntemanbishe PEPT2-mRNA Egression in Organen widiere,
Gehirn, lunge, Leber, Herz Milz und Niere verschiedem®r Spezes nachwisen (iu et al.,
1995, Boll et al., 1996, Saito et al., 1996). Histoleggh wurde PEPT2-mRNA mittels
Mikrodissektions-PCRund Ih-situ-Hybridisierurg im proxmalen Tubulus in der Ratten-
niere (Smith et al., 1998, Shen et al., 1999), sawGliazellen desRatten-A\S (Dringen
etal., 1998, Tom Dieck «dl., 1999, Beger und Hedger, 1999) lokalisiert. Zugenaueen
funktiondlen Chaakterisierung des Transpotsystems wude PEPT2in Zelllinien aus dem
proximalen Tubulus (Bandsch et al., 1995, \Wnzel et al., 1998, 1999) und in
Expressionsgsterren wie Xenopus laevis Oogen (Amaslkeh et al., 1997unteasucht,
wobei anhand elektroplsiologischter Messugen und Kinetikuntersthurgen einzlne
Substrate sowie dem Aufnahmekinetik chisakterisiet wurden.Hierbeikonntebel PEPT2
im Verdeich zu PEPT1 bei einer hdheen Substratdinitat eine geringere
Transporkapaztdt naclgewiesen weden. Der elektrogene Substattransportdurch PEPT2
ist sattigoar und wird von pHWert sowie Memhkanpotential beeiflusst (Daniel et al.,
1991, 1992).
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1.5.4.2 Der intestinalePeptidtransport er PEPT 1

Die enteale Funktion des intestinalen Peptidtrangpos PEPT1 istlie Resorptiorvon Di-
und Tripeptiden aus deDarnflissigkeit zur Bereitstelluig von Stickstofgruppen und
Aminosauren fiur en Organismus. Bsher konnte @n PEPTlausdem Dinndarmvon
Kaninchen Fei et al., 1994, 8l et al., 1995), MenscfLiang et al., 1995 undRatte(Saito
et al., 1995, Myamoto etal., 1996) klonierenDie PEPT1-cDM desKaninchensbesitz
einen ofenenLeserahmen von 2124 bp und codiefir ein Protein aus 70&minoséauen
mit 12 putativen transmembrae@rDomanerBoll etal., 1995)

Histologsch konnte PEPT1-mRNA durchn-situ-Hybridisierurg im Dunndam des
Kaninchenslokalisiert werden (Freeran et al., 1995), sowi PEPT14nmunreaktivitat
durchimmunhistochemie anedapikaen Membran & Entaozyten (Ogiharaet al., 1996,
1999).

Durch Expressionsstudiewon PEPT1in Caco-2 &len (Wenzl et al., 1996, Tedaet al.,
1999),CHO-Z€llen (Han efal., 1999),Hel a-Zellen (MacKenze et al., 1996)LLC-PK 1-
Zéellen (Teradaet al., 1997, Wenzel et al., 1998), Xenopusdais Oo¥ten (Amashehet al.,
1997)und Pichia pastoris (Domnet al., 1997, 1998c) konnte di€inetik des Tansports
charakerisiert werden. Im Gegensatz zu PEPT2 hat PEPTleine niedrigere
Substrataffinitaétund eine hohee Transportkapztéat, die unter andem von einem pH
abhamigen Regulationsfakte (hPEPT1-RF beeinflusst wird (Saito et al., 1997). Es
konntenaclgewiesenwerden, a@ss die verraehrteenteraé Zufuhr von Peptidereine von
hormoneller oder euronakr Kontrolle urabhamig gesteigerte Eyression von hPEPT iz
Folge hat (Walker et al., 1998)Eine Darmmukosagrletaing beeinflusstdenintestinalen
Peptidtranspomur gering,was auf eine gstegerte PEPT1-Egression artickgefuhrt wird
(Tanala et al., 1998). Neben Olgopeptidenwerden vershieder Peptidpharmak von
PEPT1 als Substrat erkannt (s. 1.6.3).
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Transporter cDNA Protein Topologie

Human PEPT1 Ca. 3.1 kb 708 AS, ca. 79 kDA |12 TM

(Human intestind (2127 bp) pl = ca. 858 N-Glykosylierung:

peptide transpoter) N50, N404, N408,
N409, N509, N514,
N562

Ra PEPT1 Ca. 3.0 kb 710 AS, ca. 79 kDA |12 TM

(Rat intestind peptide | (2133 bp) pl = ca. 739 N-Glykosylierung:

transpotter) N415, N439, N510,
N532, N539

Rabbit PEPT1 Ca. 2.7 kb 707 AS, ca. 79 kDA |12 TM

(Rabbit intestind (2124 bp) pl = ca. 747 N-Glykosylierung:

peptide transpoter) N50, N439, N513

HPEPT2 Ca. 2.7 kb 729 AS, ca. 82 kDA |12 TM

(Human kidng (2190 bp) pl = ca. 826 N-Glykosylierung:

peptide transpoter) N435, N472, N528

Ra PEPT2 Ca. 3.9kb 729 AS, ca. 81 kDA |12 TM

(Rat intestind kidney| (2190 bp) pl = ca. 799 N-Glykosylierung:

transpoter) N435, N448, N528,
N587

Rabbit PEPT2 Ca. 4.2 kb 729 AS, ca. 82 kDA |12 TM

(Rabbit kidng (2190 bp) pl = ca. 739 N-Glykosylierung:

peptide transpoter) N435, N472, N508,
N528, N587

Tabelle 3: Molekulare Mekmale de OligopeptidtransportePEPT1 und PEPT2
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1.6 Mukoviszidose

Die Mukovisadose (CE Synonym: zystischeFibrose) ist die h#igste autosomal-rezssiv
vererbe Erkrankurg. Von 2000bis 3000 Negeboremn leidet ein Kind an deerkrankurg.
Jahrlich werden in deBundesepublik ca. 32Kinder mit CFgeboren. Die Prognose war
noch vor 20 ahren so unginstjglass 85 bis 90 % der Patienten im Kinaltss verstarben.
Bel eing Lebenservartung von @ 20 &hren (Elbornet al., 1991) ligt die Praalenzbei
ca. 6500 Patienten in der BRD (Fdlbnd Smacay, 1993).Path@enetischhancelt essich
um eéne Mutation an CFLocus auf dem Chiomosom 7 mit e Veranderung des CF-
Transmembran Relators (CHR) (McPherson und Goathild, 1988, Riordan et al., 1989,
Kubesch et al., 1993Die Erkankurg verlauft unte Beteiligung aller exogenenDriisenin
Lunge und Bronchialbaum, Bsenneknhéhlen, Pameas, Cerix uteri, Nebenhoden und
Gallenweggen und bedigt eine erhdhte Viskositat der Se#te. Im Vordergrund de
Erkrankurg stefen Lunge und Atemwaege, wobei beeits in den erstehebensweahen eie
Hyperplasie dr Beclerzlen und Hypetrophie dermukdsen Drisn a1 Retention von
zéhem Schleim, Atelektasen, Bronchieken, Obstruktion und chronisghBronchitis
fihren. Trotz groRer Fortschritte im Bereich der Antibiotikatherapie spiden bakterielle
Infektionen der Lunge und Aemwege eine wesentliche Rolle bei deProgredienzder
Erkrankurg und flhren Uker eine shrittweise Zerstorug des Lungengewebes z
respiratorischer Insufizienz. So bilde pulmonde Komplikaionen die Hauptmotalitats-

ursache im Kindesund Ernvachseenalter.
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1.7 Ziel der Arbeit

Insgesamt ist der \igsensstand tber molekwdaund funktionelle Ejensdaften der
Peptidtransporter in den @anenDarm und Niee seh detailliert. Daribe hinausgibt es
profundeKenntnisse Uber die subltulare Lokalisation der Proteine inedZellmembran.
Demgeaentler gbt es nur wenige Studien Uberdinierte Oligopeptidtransportgsteme in
der Lunge. Man konnte bisher arhand einger Aufnahnestudien Hinweiseflr das
Vorliegen eines fiansports von Di- undripeptiden inTyp Il-Pneumoxten-Kulturen und
Trachealepithelglkulturen finden. Aeh konnte dwsh Northen-Blot eine Expressionvon
PEPT2 nicht aber PEPT1 in der Rattenlunge gawiesen werden. Hingegenist Uberdie
genaue Lokalisation auf histologgcher und ytologische Ebere nur weng bekannt und de
Nachweis des Proteins in derunge bister noch nichigelungen. Br ein Verstéandnis der
genauen Transportvogarge ist jedoch dieKenntnis Uber die elulare Lokalisation

unerlasslich. Aus diesenovbefunden egibt sich folgend&ielsetzung (Abb. 6):

Nachwels da Synthese und Wirkorte des Peptidtransporters PEPT2 innerhalb des
Atemtrakts auf transkriptioneller und translationler Ebene durch physiologisde,

histologisthe und molekular biologisthe Methoden.

l.
Nachweis der Exyression von PEPT2-mRNA ihungerextrakten durchverschieagne
Nachweissystene (RT-PCR und Northern-Blot).

.
Lokalisation de PEPT2-mRNA Egression in der Rattenluaegnittels nonradiaktiver
In-situ-Hybridisierury.

Lokalisation de PEPT2-inmurreaktivitat durcHmmunhistochemie

in gesuncen tierischen

und gesuncen humanen lingengeweben.



Einleitung 15

V.

Neben de Expression in normalehungengeweben sollen insbesoare Mukovismlose-
gewebe untersuchtwerden, um so em Aussa@e beziglich einer Rolle des antibiotika-
transpotierenden Transpotsystemsbe der Hauptindikaion de agosolisden Antibiotika-

therapie, demekurentenAtemwegsinfektionen bei Mukovislose z1 machen.

V.
SchlieRlich soll mittels Ex-vivo-Aufnahmestudien eihekalisation des funktionellen

Transportes von PEPT2-Substraten ensehiedenenGeweben &folgen.
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Markiertes PEPT 2-Substrat

Mark iertes %
Exvivo Uptake | pepry aipsrat ©
o PEPT2-Protein
o
]
Golgi-Apparat
Modifikation

Im munhistochemie

)

N
PEPT2-Protein & o V.
-
Transation Zellkern
PEPT2-mRNA PEP T2-DNA
ranskrip tion
In Situ Splcing /
Hybr idisierung
PEPT2-mRNA

J‘ 0 =\ == =

Abbildung 6: Nachweismethoden deokalisation.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Versuchstiee

Fur die verschieagnen Vesuchseihen wuden ingesamtl8 adulteSprague-Dawey Ratten
und 15 Bab/c Maue verwendet. De Tiee wurden urdgr Standara@borrichtlinien
gehalten.

2.1.2 RT-PCR und Nothern-Blot

Fur RT-PCR und Northern-Blot wueth Ogane von sehs Ratten friscentnommen und
entveder séort weiterprozesseert ode in flissgem Stickstoff schockgefroren.

2.1.3 Rerfusiondixierung und Gewebeprozessiegung fir Immunhistochemie und

In-situ-Hybr idisierung
2.1.3.1 Tierische Gewbe

Vor de transkadialen Pefusion wuden die Tiere mit einer intramuskul&en Injektion von
Ketamin-HCI (50 mgkg [Parke Davis, Freibwj) und Xylazn (20 mgdkg [Bayer,
Leverkusen) vorbehandelt.Der Thorax wurde erdfnet, dieA. thorecica interra durch ds
transversa Einbringen eirer Klemme in den Interkostalaum abgeklemmt und das
Mediastinum fregelegt. Nach Erdfnung des Herzbeutels undnjektion von 0,5ml Heparin
(HoffmannLa Rocle, Grenzach-Wyhlen) in den linken éntrikel wurce naclfiolgend das
rechte Herzohr zum Druckausgleich gedffnet. Ubea einen Einghnitt in den linken
Ventrikel wurde ein mit dem Perfusiongstem verbundesr Polyethylenschlagh unter
Sichtkontrollein den aufsteigendenell der Aorta eirgelracht und dorfixiert. Bai einem
konstanten Perfusionsdruck von 1,50 maséérgule wureén zerst 200 ml einer
Vorspullosung(2,5% Polvinylpyrrolidon [Roth, Karlsruhe] 0,9 % NaC10,5% Proain-
hydrochlorid [Merck, Darmstadt] 2 ml Heparin Hoffmann-La Roclhe, Grenzach-Wyhlen],
pH 7,4 [Forssmanret al. 1977) perfundert. Anschlie@nd efolgte die Fxierurg mit 500
ml Paraformaldehyd-Fixierlosung (4 % Paraformaldehyd [T. J Bake, Dewenetr,
Niederlan@], 1x Phosphat-puffe(PBS [136 mM NaCl, 3 mM KCI, 9 mM N#lPO,, 2
mM KH,POy pH 7,4] pH 7,4) fur dieln-Situ-Hybridisierung oder Zamboni-Fxierldsung
(2% Pardormaldelyd, 136 gesattgte Pikrinsaure, 0,1 MBS, pH 7,4 Zamboni, 1972)
fur die Immunhistochemie. & Parafomaldelyd (T. J Baker, Devereter, Niederlang)
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wurdevor jeder Perfusions-reile als 4 %ge Losung in 1xPBS frisch agesetzt und auf pH
7,4 eingestellt (Kummer et al., 199Wach derFixierungwurde 15 min mit 0,1 M PB
perfundiert,die Lungenentnommen undum Schutzvor Gefrigartefakten ibeMNacht bei
4°C in einer &cclarose-BS Losurg (800 mOsm/kg H,O, pH 7,4 immesiert.
AnsdlielBend wuiden die Lungen mit dean Gdrierschutzenbetungsmedium TissueTek
(Vogel, Giel3@) augeblaht, a@ Filterpapier augelracht und in Stickstoff-gekiihltem
Isopentan (Riedel-dHaen, Seele) schakgefroren und daneh bei —80°C auféwalrt.

2.1.3.2 Humane Gewebe

Von funf Patienten, dieanamnestisch ketnAtemwegserkrankurg aufwiesen, wurden
zwischen 24 und 36 Stunden postmortal im Rahmen von Routineautopsidenin
Pathologschenlnstituten de Universitaten Mrburg und GelRen @webeproben(Traches,
Haupt-Lappenlonchus,peripheres Lungengewebg entnommenyVon funf Patienten mit
Mukoviszdose, die einer Lungentransplantatiomnteragen wurden, wude Gewebe des
Resektatsenthommen(Hauptbrorhus, peripbres lungengewebe), National Hert and
Lung Institute London,Royal Brompton Hospital,rhperial College of Scence Technolay
and MedicineLondon, Gol3britannienf(eundlichst Ulerlassen von D H. Patel).

Die Gewebe wuden in Zamboni-Losung fur 20 bis 32 Stundenabhamig von der
GewebeprobengroReimmersionsfixiert. Nach der Fixierung wurden die Gewvebe 3x 2 h in
0,1 M BBS, pH 7,4 gewasdan und anehlieRend tUbeNacht in Sacchaose-BS Losurg
(800 mOsm/kgH-0O, pH 7,4) immersit. Danach wurden die Gewvebe mit Tissue Tek
(Vogel, Giel3an) au Filterpapier afigebracht und in Stickstoff-eklhltem Isopentan
(Riedel-de Hen, SeelR) schockgefroren und bei —80°C au#walrt.

2.1.4 Ex-vivo-Aufnahmestudien
2.1.4.1 Tierische Gewbe

Zehn adulte Blb/c Mausewurden mit eine intramuskul&en Injektion von Ketamin-HCI
(50 mgkg [Parke Davis, Feibumg]) und Xylazin (20 mgkg [Bayer, Leverkusen)
narkotisiert. NacltEintreten de Narkose wur@ de Thorax erdffnet und von der obeen
Thoraxapertur ausgehend da olere Mediastinum freigeleg, mit einem Faden
angeschlugen und vorsichtig durchtrennt.Das Herzungenpaket wurde nun von kanial
nach kaudl freiprdpariert, nach Durchtrennug von Aata desendens, V.cawa inferior
und umliegenden Strukturen entnommen und in sofort@mit Eade's minimum essential
medium (MEM-21011, @BCO, BRL, Paislg, UK) gefiillte Inkubationskammetibafihrt.
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Die Kammer mit einem Volumen von 200 ml warbei 37°C mit 95 % @und 5 % CQ
begastNach Lésen de Anschligung wurde eine mit dem Perfusionstem verbundene

Kandile intratachel positioniert und die Schlirwiederangezogen.

2.1.4.2 Humane Gewebe

Fur die Aunahmestudien wadlen Gawebe von funf Patienten erwendet, die eier
Pneumonektomie odérobektomie in dekKlinik fir Allgemein- und Thoaxchirurgie de
Justus-Liebig-Universitatunterogenwurden. Die Usacte derchirurgischen Intervention
lag in neophstischen Erlankurgen der Lunge. Die Patienten litten nicht an einer
Mukoviszdose. Die Gewebe wtden sofot nach de Entnahme in Rigerldsurgy
aufbevahrt und direkt auseth Opeationssaal in das Pathglschelnstitut gebmacht,dort
von einem Patholan m&roskopisch bgutachtet undgesunces,tumorferresRandyewebe
fur die Aufnahmestudieffreigegeben. Zentrale Abschnitte @ Lunge konnen augrund der
weiteren pthologschen Untersohung nicht vewendet verden.

Darlbe hinaus wurén Gevebe aus funf fischen Resktaten von lugentransplantierten
Patientermit Mukoviszidoseverwendet Dr. H. Patel, Ntional Heart and_ung Institute
London, Rgal Brompton Hospital, Imperial College © Sciene Technolgy and
Medicine, London,Grof3lritannien).

Die frischenGewebe wuden nah de Freigabe sobrt in MEM-21011 tGiberfihrt und die
Ex-vivo-Aufnahmestudien durgefuhrt.

19
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2.2Methoden

2.2.1 RNA-Isolation

RNA wurdeaus frischentnommean Rattenlungen und Rattenréer isoliert. Daa wurden
die gemorserterGewebe duch Guanidinisothioganat und -mercaptoethanolhdtigen
Puffer lysiert und homgenisiert. Diegesamte RNAvurdeanschlie3end unteina hohen
Konzentration chaotrophe Salz Uber eine Siliggelmatrix aus den verschieden
Zellphasen segpaiiert. Nach Elution de& RNA mit autoklaviertem A. bidest., Pézipitation
mit Isopropanol, Véschschitten in 80 %igem Ethanol und Audhme inA. bidest.erfolgte
die Kontrolle tberine Gedlektrophores in 1 %gem Agaroseagel. Alle Puffer sowie die

Silicagelmatrix entstanmten dem Rneasy Kit der Fa Qiagen, Heiden.

2.2.3 Reerse-Transkription (RT) und Polymer asekettenreaktion (PCR)
2.2.3.1 Revers-Transkription

Ausgehend von adeRNA-Isolation wurde eia Reverg-Transkriptionzur Umschreibug

der ggwonren RNA in DNA durchgefiihrt. Dalei wird nach Anlagerurg spe#fischer
Primer mit Hilfe einer RNA-Bhargigen DNA-Polymerase vom3‘-Ende eine mRNA eine
cDNA synthetisiert Bleyavsky et al., 1989). Bzu wird die Gesamt-RNA in Gegenwart
von Puffer 1 (50 mM KCJ] 10 mM Tris-HCI, 2,5 mM MCI,, pH 7,4 Pharmacia Botech,

Freibug]), 1 mM dNTP Mix(Pharmacia Btech, Freibug), RNasenhibitor (2000U/ml

[Pharmacia Botech, Freibumg]) und derMoloney-Maus-Leukamie-Virus-Revese-Trans-
kriptase (10 U/ml, M-MLV [GIBCO, BRL, Pdsley, UK]) bd 37°C fiir 1 h in einem
Blockthermostatermnkubiert. Als Primer dienten Qgo-dTs (25 @/ml [MWG Biotech,
Ebersbeg]), die komplemerdr zu den Poy-A Enden deRNA sind.

2.2.3.2 Blymeraseketenreaktion (PCR)

Ein Aliquot desTranskriptionsansatgswurde mit Puffer 250 mM KCl, 10 mM Tris-HCI,
1,5 mM McCl,, pH 7,4 [Pharmacia Botech,Freiburg]), Primer (50 pmoljIWG Biotech,
Ebersbeg]) und Tag-Polymerase (25J/ 100 ml [MWG Biotech, Ebersbeg}) versetz und
mit autoklaviertemA. bidest. auf ein Volumen von 100 pl gefillt. Nach einem esten
Denaurierungssdritt bei 95°C folgten 25 bis 35Zyklen drder Reationssdritte in einem
Thermogcler (PerkinRElmer Cetus DNA Tarmocyler 2400. Ein Zyklus besteht aus
einem Dendurierungssdritt, einem ,,Anneding“ genannten Anlagerungszetraum fur die

Primer und einem Amplifikationsschritt, deruz Verlangerung der Primer dient
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(-Amplification“). Die ,Annealig“-Tempeetur lag jeveils primerspefisch @ 10°C
unterhalbder Schrelztemperatur dePrimer. Nah denZyklen wurden de unvollstandig
transkribierten PCR-Produkte bei aindempeatur von 72°C vervollstandig Die
Lagerurg der PCR-Produkte erfgte in Losurg bei 4 °C. Die Uberprifury der GroRe und
Mengedes PCR-Produkts erfyie mittels Ethidiumbromidfarbun@ %) undAgarosegel-

elektrophores (1 %Agaro®).

2.2.3.3 ER-Bedingungen und Primerdesign
2.2.3.3.1PCR zum Nachweis der PEPT2-mRNA

Die Primer der PCR wanmegegen die Basen 111 bis 134 und 437 Wi$7 der Ratten

PEPT2-cDNA grichtet (Tab. & Nach eine Dereturierurgspha® von 95°C dber 5 min
folgten 35Zyklen: 1,5 min 94°C, 1,5 min 55°C, rhin 72°C. Abschlie3encerfolgte die

Auffillung von PCR-Fragmentefir 7 min bei 72°C.

Richtung Sequenz
Vorwartsprimer 5-GCT-GCC-TAC-TGA-AGC-CAA-ATG-CTT-G-3
Rickwartsprimer 5-AGA-GGGTGC-TGA-AGG-CAT-GGT-3

Tabelle 4: PEPT2-Primer (MW Biotech, Ebesben)

2.2.3.3.2PCR zum Nachweis der PEPT 1-mRNA

Die Primerder PCRwaren gegen die Basen 1105 bis 1125 und 1859 bis 1839 der Ratten
PEPT1-cDNA grichtet(Tab.5). Nach derDenaturerurgspha® folgten 35 Zklen mit 1,5
min 94°C, 1,5 min 55°C undrin 72°C.
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Richtung Sequenz
Vorwartsprime 5- GGT-TTC-AAC-TTC-ACC-TCC-CTG-3
Rudckwartspimer 5- CAC-TGT-CTC-TTC-TGG-TGG-AGC -3

Tabelle 5: PEPT1-Primer (M& Biotech, Ebesben)

2.2.3.3.3 Blymerasekdtenreaktion mit Primern zum Nachweis der Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-mRNA

Die Primerwaren gggendie Basen558 bis 579 und 1010 bis 990 déAPDH-cDNA
gerichtet (Tab. 6). B 5-miniitigen Deegturierurgsphase bei 95°C folgten 30 Zyklen
bestehend aus 1,5 min bei %% 1,5 min bei 6£C und 3 nin bei 72°C. Danach fajte ein
7-miniitiger Schritt bei 72°C

Richtung Sequenz
Vorwéartspimer 5-TCC-ACC-ACCLTGTTG-CTGTAG-3
Rickwartsprimer 5-GAC-CAC-AGT-CCA-TGA-CAT-CAC-T-3

Tabelle 6: GAPDH-Primer (MWG Biotech, Ebesben)

2.2.3.4 Kontrollen
Zur Kontrolle wurde die PCR ohne Template odehne Pofmerase durchgefuhrt. Als
Positivkontrolle fir PEPT2 wurde die Gesamt-RNA vonrbiieder Rattebenutz, da der

Transporter tsprurglich ausNierenzllen kloniert wude (Saito eal., 1996).
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2.2.4Sondenher stellung fur In-situ-Hybr idisierung und Northern-Blot
2.2.4.1 Praparation der cDM\-Matrizen

Zur Herstellury de Riboproben wurd ein Plasmid mit einem fir PEPKddierenden
Fragment von 340 bpaus dem Labor von Frau Prof. Daniel vemwendet. Das

rattenspeische ®NA-Fragment (Nukleotide 5290) wa bereits in die EcoRI site eines
PCRII vecta (Invitrogen, Leck, Niederbnde) subkloniert. @se Klonierugsstellewird

jeweils von einer Promotorsite furediTranskiptionspolymerasen SP@ind T7 flankiert.

Die Linearisieung erfolgte mit den Restriktionseymen Xho | und BamH | (Boehrirger,

Mannheim, Tab. 7). Deh Exraktion mittels Phenol/Gbaroform (T. J Baker, Deeneter,

Niederlan@) und Lithium-Chlorid/Ethanolfallung4 M LiCl [Merck, Darmstadt] 100 %
Ethanol [T.J.Baker, Devereter, Niecerlanck]) wurde die DNA aufgereinigt. Zur

Qualitatskontrolle undur Quantifizerungde DNA wurdenAgarosegel-Elektrophoesen
(Seakem-ME Ayarose Biozym, Oldendorf) und photometrisah Bestimmungn

(Gen&uantl [Pharmaia Biotech, Freibug]) durchgefuhrt.

2.2.4.2 In-vitro-Transkription zur Herstellung Digoxigenin-markier ter Riboproben

Die In-vitro-Transkiption zurHerstellung makierter RNA-Proben wurde mit Hilfe einer
T7 Polymerase bzw. einer SP6 Pgmerase Boelringer, Mannheim) unter ¥wendurg

von Digoxigenin-makiertem Substrat dahgefuhrt. Bei der Herstellurg der Antisense-
cRNA-Probewurde dermit Xho | linearisierte Vektor mit ener SP6 RNAPolymerasein-

vitro transkribiert (Tab. 7). Rir die SeasecRNA-Probe wurde de mit Bam HI linearisierte
Vektor mit einer T7 RNA-Polymerasein-vitro transkrbiert (Tab. 7). Die Antisense cRNA-

Probe, die das komplemergdGegenstick ar zellularen mRNA bildet, diente als
Nachweis der mRNA-Eyression, watend die SensProbe als Kontrollsonde benutz

wurde.

Fur die Transkrption wurde gweils 1 pg des linearsierten Rasmds ak Matrize eingesetzt

und aisammen mit 13 |y Diethyl-Pyrocabonat (DEPC [Sigma, Deisenhéen))

behandeltem kD, 2 pl Transkriptionspufie (Boehrirger, Mannkeim), 2 ul Nukleotid-
gemisch mit Dgoxigenin-markiertem Uridin 5-Triphosphat (DIG-Labeling Mix

[Boehriger, Mannheim) und 2 pl der jeweiligen RNA-Pgimerae (Boelringer,
Mannheim) fir 2 h 15 min bei 37°C inkubiert. Dahaerfolgte der Verdau der DNA-

Matrize durch eine Inkubation mit RNase &er DNase Boehringer, Mannheim) tbe 15
min. Die RNA wurde mitLithium-Chlorid und 100 % Ethangefallt, mit 80 % Ethanol
gewasclen und nah anschlieBhdem Traknen in 100 pl DEPC-ED aufgjenommen.
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Um die RNA a1 quantifizeren und die Gute deBranskriptionsproduktegu beurteilen,

wurden photometrische Bestimngam und Agarosgel-Elektrophoesen durhgefihrt.

cRNA-Sonde Vektor Restriktionsenzym| RNA-Polymerase
PEPT2Antisense pCR I Xho | SP6
PEPT2Sense pCR I Bam HI T7

Tabelle 7: Hybridisierungssonen

2.2.5 Northern-Blot
2.2.5.1 Hybridisierung

Je 10 pg Gesamt-RNA aus Rattenige und -Niere wurden durchein denatuerenaks

Agarosgel aufjetrennt und auNylonmembraren Boehrirger, Mannheim)uberfihrt. Die

Bahnen wurden mittels demDigoxin-markieren PEPT2 cRNA-Sondaybridisiert. Die

Hybridisierurg wurde racheiner Pragbridisierung mit Praybridmix tber Nachbei 65°C

mit einer Konentration von 50 ngRNA-Sondepro ml Hybridisierurgslosung (50 %

deionisiertes-ormamid[Merck, Darmstadf]5x SSC, 0,1 % (w/v) N-lauroylsarcosin, 0,02
% (w/v) SDS, 2 % Bockingmedium [Boehrirger, Mannheim) durctgefihrt. Nach der
Hybridisierurg wurden dé Membraen in 1x PBS gewaschen und die unspfischen

Bindurgen durch Waschschrittein 2x Standard Sodium Citrat (SSC18 % NaCl, 15 %
Na-Citrat[beidesMerck, Darmstadt], 0,1 % SDS (245 min) bei 65°C und 0,58SC, 0,1
% SDS (2x15 min) bei 65°C entfernt.

2.2.5.2 Detektion der hybridisierten Riboproben

Zur Detektionder DG-markieren Hybride wurderdie Membraren in 1x PBS gewaschen
und mit Bocklésung(Boelringer, Manmeim) 1 Stundebei Raumtempaeatur inkubiert.
Danach folge einelnkubation mit Anti-Digoxigenin Antikorpe (1:400 in deBlocklosury
bei Raumtemperatur @b 2 Stunden) und Emtfnurg des ugebundeneintikbpers duch
Waschemmit 100 mM Maleat, 150 mM NacCl und 0,3 % Twg@&igma, Deisenhoén). De
Detektion efolgte mitteds Cheniluminiszenznachweis duch CDP™-Star (Boehringer,
Mannheim) und Auflge eines Romgenfilms (Entwicklurgszeit 30 bis 60 min).
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2.2.6 In-Situ-Hybridisierung
2.2.6.1 Durchfihrung

Fur die In-situ-Hybridisieung wurden in hoizontder Sdnittfilhrung geschnittene
Gefrierschnitte aus Rattenlgan (n =5) awischen 8 und 12im Schnittdickeverwenckt.
Die bei einer Tempeatur von -20°C im Kyostat (ding Frigocut 2800E d FirmaLeica,
Bensheim) agefertigten Gewebeghnitte wurdenauf silanisierte(1 % Aminopropyl-
triethoxysilan in H,O [Sigma, Deisenha@n]) Objekttrger aufgebracht und fir 15 min in
eisgekihltem 4 % Pardormaldelyd (in PBS, pH 7,4) nehfixiert. Nach melaren
Wasdhsdritten 3 5 min PB5; & 5 min HO; 2x 5 min PBS) und einem
Deproteinierugsschritt (10 min 0,1 M HCI) wurden die Schnitte fi20 min in 0,25 %
Essigaure (T. JBaker, Dewenete, Niedelandg in 0,1 M Triethanolamin (Sigma,
Deisenhofehinkubiert. Es folgten zwei weitae 5-minttge Waschschitte in PBS und die
Entwé&seung der Schnitte in ener aufsteigenden Ethanolreihe (jeweils 5 min in 70%, 80
% und 96 % Ethanol). Nd de Lufttrocknurg der Schnitte bei Raumtempaur fir 20
min wurden sie mit @nem Pihybridmix (50 % ddonisietes Formamid [Merck,
Darmstadt], 40 mM Tris-HCI [Tromegamol, Meck, Damstadt; HCI, T. JBaker,
Devenetr, Niederlance; pH 7,4] 25 mM EDTA [Roth, Karlsruhe] 20 mM NacCl, 0,25
mg/ml tRNA, 2,5x Denhardt-Bsurg [100 x = 0,05 %Ficoll, 0,05 % Polyvinylpyrolidon,
Roth, Karlsruhe und 0,05 % bovinesr@aalbumin] alle Produkte - soweit niclanders
angegeben - von Boehringe, Mannheim)bedeckt, und fur 1-2 h & 40°C in einer éuchten
Kammer inkubiert.

Nach Entfernen des Prahybridmixes wurden die Sdnitte mit den Hybridmix (50 %
deionisiertes &mamid, 200 mM Tris-HCI pH 7,4, 1 mM EDTA [pH 8], 0,2 M
Dithiothreitol [Signa, Deisenha@n], 0,33 M NaCl, 5 mgnl tRNA, 1 mgml Heringsperma
[beides Behringer, Mannheim] 10x Denhardt-lBsurg, 10 % Dextransulfat [Sigma,
Deisenhofen] mit 2 bis 8 pgDigoxigenin-makierter Riboprobe flie optimale Sonden-
konzentration wurde fir jede Riboprobeaustitriert) Gberschichtet. Es wden jewvells
Sense- und Antisendeybridisierurgen parallel durchgefiihrt. Um eine Austrcknurg der
Schnitte @ verhindern, wurden sie mit silikonisierten (Rigcote, Sigma, Deisenhoén)
Deckglasclen bea@ckt und fiir 18 bis 20 heb40°C in einer feahten Kammer inkubiert.
Die silikonisiertenDeckglaschen wur@n in eine Losurg aus 2xStandard Sodium Citrate
(SSC= 18 % NaCl /15 % Na-Citrabgides Meck, Darmstadt) abgeltst und die Schnitte
far 30 min in 2x SSC be 40°C gwaschen. Es blgten wdtere Wasdhsdritte in
verschiegnenWaschlosugen bei unterschiedliche Tempeaturen (30 min in 0,38X6SC /
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50 % deionisiertesdfmamid und 1 h in 0,163C / 50 % deionisierted~ormamid, beide
Waschschritte bei 40°C; 2X10 min in 0,% SSC und 10 min in 02 SSC bei

Raumtempeaatur).

2.2.6.2 Detektion der hybridisierten Riboproben

Zur Detektionder hybridisierten Riboproben wden die Schnitte rh einer halbstiindigen
Inkubation mit Blockingnedium (1 % Boehringer Blocking Reagenz [Boehrirger,
Mannheim] 0,5 % bovines Serum AlbuminRoth, Karlsruhe]in 100 mM Tris-HCI[pH
7,5] / 150 mM NaCl @ost), mit einem Alkalische Phosphatasiappelten Anti-
Digoxigenin-Antikdrper (Kessler etal.,, 1990 [Boehrirger, Mannleim]) in einer
Verdinnurg von 1:500 in Bockingmedium beshichtet. Nah eine 1 bis 2 stindign
Inkubation bei Raumtemperatuauf einem Schittelgerat wden die Schnitte UlbeNacht
bei 4°C glagert.

Die enzmatiscle Farbentwdklung der Schnitte wuré unter \é&rwendurmg eines
Entwicklungspuffers nach Boehringer (enthalt Nitroblue Tetzolium und 5-Bomo-4-
Chloro-34ndolyl-Phosphat als Egmsubstrate eides Boehringer, Mannkeim], sowie
Levamisol [Sigma, Deisenhofenkur Hemmumg endaener Phosphatas; pH 9,5) unter
Lichtabghlussbei 4°C oder bei Raumtempaur duchgefihrt und in Abhagigkeit von
der Zelintensitat der Hchweisreaktion nah 4 bis 48 h. ajestoppt. Nah Waschschitten
in Abstoppuffer (100 mM Tris-HCI, 1mM EDA, pH 8,0) Ube 2x 15 min, folgten zwei
weitere Waschschritte fir jeweils 15 min in PES. Absdlief3end wurden die Schnitte mit 50
% Glycerin (Merdk, Darmstadt)/BS eingedeckt und mit eine@lympus Mikroskop mit

InterferenZontrastlicht augewertet.
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2.2.7Immunhistochemie

Zur in-situ Lokalisation des Oligopeptidtranspderproteins wurde dieMethode de
Immunhistochemie erwendet (Coons et al., 1955, 1958). Es ngen Ratten- und
Mauseogare sowie @webeschnitte humarre normale und Mukoviszidoselungn
untasudit. Fir jedes betrachtete Organ (bd n =5 Individuen) wurden jewells drel zatlich
voneinander uabhamige Inkubationen duhgefiihrt.

2.2.7.1 Prméarantikdrper

Derin der valiegenden Abeit vewendete polyklonale Antikbrpe gegen PEPT2 aus dem
Labor von Frau Prof. Dr. H. Daniel ist bereits in friren Studien eigestz und
charakerisiert worcen (Dé&ing et al., 1998k Der Antikorper wude gegen dasC-teminale
Endedes humanen PEPT2dnsportes generiert. Das gnthetisierte Poypeptid (Seqgenz
HN-CQGNMIKLETKKTKL-COOH) wurde in Kombination mit Feuds Adjuvat
Kaninchensubkutan injizert. Fir den Nachweis von PEPT1 wurdein gegen die C-
terminale Sequendes Trasportersgerichtete polyklonaler Antikbpe benutz (Sequenz
HoN-FRHRSKAYPKREHWC-COOH), derebenfdls im Kaninchen hegestellt wurde.
NachVerdinnurgsrethenmit denAntiseren konnteine optimale ¥dinnurg des PEPT2-
Antikorpers von 1:1000 und des PEPT1-Antikorpers von 1:88ektellt weraen.

extrazellular
Membran

SR O

intrazellular

\?’ potentielle QGNMIKLETKKTK L-COOH
Glykosylierungsstellen

Abbildung 6: Struktur des PEPT2-Proteins uBdquenales Antikdrpers
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Zum Neachweiseiner moglichen Epression von PEPT1-Protein iAtemtraktwurde ein
polyklonaler Antikdrpergegendas carboyterminaleEnde von PEPT1 aus deinabor von
Frau Prd. Daniel verwendet. Eine Austestug im Rattenjejunum ggb eine idele
Konzentration von 1: 800. Mit dem Antikdrper wurden sowohl meitimngenschnitteals
auch @unalschnitte inkubiert, die als Positivhachweis dienten.

2.2.7.2 Skundarantikorper

Als Sekundérantikdrpedienten vehlweise Indocarbayanin (Cy3)-konjugertes Ziege
Anti-KaninchenlgG Serum,Fluoresain-Isothiocyarat (FITC)-konjugiertes 4ege Anti-
KaninchenlgG Serum odebiotinyliertes Anti-Kaninchen IgG Serum Tab. 8).

Antigen Konjugat Wirtsspezieg Verdiinnung Hersteller
Kaninchen-1gG Biotin Schaf 1:100 AmershamBuchler,
Braunghepg
Kaninchen-IgG | Indacarbayanin Ziege 1:250 Dianova, Hambrg
Kaninchen-IgG Fluores=zin- Ziege 1:250 Organon Teknila
Isothiocyanat Corporation, Eppelheinj

Tabelle 8: Sekundarantikérpe
2.2.7.3 Tertidrreagenz

Bel der Verwendury des biotinylierten Anti-Kaninchen IgG Serums wrde die Biotin-
Streptavidin-Buckentehnik (Bonnard etal. 1984) vewendet. Dese fulnt durch die
Bindurg von vier Streptavidinmolekilen apinen biotitylierten Sekundéantikdrper

(Streptavidin-Teasrot) a1 einer \erstarkurg des Huoresznzsignals (Tab. 9)

Reagenz Verdinnung Hersteller

Streptavidin-Teas-Rot 1:200 AmershamBuchler, Braunsclveig

Tabelle 9: Tertér-Reagenz
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2.2.7.4 Antikodrperinkubation und Antikor perdetektion

Fur die Immunhistochemie wden Gfrierschnitte vevendet. Bei einer Bmpematur von
-20°C wuden im Kryosta horizontde Lungensdhnitte bzw. &undschnitte mit ener
Dicke von 8 bis 12 pm angefdigt. Die Gefrierschnitte wuden auf Chrongelatine-
beschichtete (Kaiumchromsuli&t-12-Hydrat [Riedd-de Haen, Selze) Objekttrager
aufgebracht, 1 bis 2 h bei Raumtempaur luftgetrocknet undanshlie3endzum Blocken
unspefischer Proteinbindurssgtellen(Hauri und Buckr, 1986) mit Bockingmedium ftr
30 min bei Raumtemperatur in eineieuchten Inkubationskamnte inkubiert. Als
Blockingmedium diente enteder 5 % Milchpulver (Magermilch, Welzena, Uelzen)
verdinnt in PB oder 2 %Bovines Serum-Albumin (Roth, Karuhe) in PBS. Nach
Entfernen des Blockingmediums wuden die Schnitte mit den Priméarantikbrpem gegen
PEPT2 oder PEPTL, in awtgstete Verdinnurg von 1: 1000 fur PEPT2 und 1: 800 fur
PEPT1in PBS/NaCl(PBS mit doppelter Sakonzentration air Verringerung derHinter-
grundreaktion[Grube etal., 1980) verdiinnt, Ubeghichtet und fir 1 bis 2 hebRaum-
temperatuin eina feuchten Kammer at einem Schiittler inkubiert. Aoklie3end wuoden
die Schnitte Uber Ndt bei 4°C gelgert. Nach dr Prim&eantikérperinkubation wrdendie
Schnitte sorgdtig gespult (3x 8 min in PBB) und mit den Sekundarantikérpern
beschichtet. Als Sekunditikbper dienen wahlweig Cy3-konjugertes Ziege Anti-
Kaninchen §G Serum (Danova, Hamburg), FITC-konjugiertesZiege Anti-KannchenlgG
Serum (Dianova, Bmbum), und biotiryliertes Anti-KaninchenlgG Serum (&b. 8 und 9).
Nachdem die ugebundean Antikoérper rach 1 hinkubation durch3x 5 min Waschenin
PBS entfernt wordn waen, wuden die Schnitte miPBS/Glycerin (pH 8,6) eingedeckelt

und fluoresenzmikroskopisch angkiert und fotogréiert.

2.2.7.5 Kontrollen
2.2.7.5.1 Praabsorption

Kontrollen auf unspe#fischen Bndurmgen wuwden duch eine Paabsorption des
polyklonalen PEPT2-Antiserums (ib&lacht bei 4°C mit korrespondierenden PEPT2-
Protan (Konzentration: 20 pg Antigen/ml Antiseum) durchgefiihit. Danadh erfolgte die
weitere immunhistochemisch®&earbeitury wie oben beschieben. Eim Positivkontrolle

ohne Antigenagabe wurde mitgeflhrt.
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2.2.7.5.2 Weitee Kontrollen

Als weitere Kontolle wurde @ Primaantikoper unteBeibehaltug aller andeen Schritte
ausgelassenym somit unspefische Bndurgen duch die Sekundrantikorpe nach-

zuweisen.

2.2.8Ex-vivo-Aufnahmestudien

Zum funktionellen Nchweis des Olgopeptidtransports in normalenhumaren und
murinen lungen sowiein Mukoviszadoseprapaten wude eineTechnik etwickelt, durch
welche die Aufnahme und Akkumulation eines markieen PEPT2-Substrats
fluoresznzmikroskopisch nadaewiesen weden kannHierbeiwurde als Reportermolekdil
das Dipeptidderivat  (PAla-(L)-Lys-N-epsilon-7-amino-4-Mihyl-Kumarin-3-Azetat
((D)-Ala-(L)-LyssAMCA) gewahlt. Die Synthese des Substratsfelgte duch dasLabor
von Fau Prd. Dr. H. Daniel n@h der Methode vonAnderson (Andersonet al., 1964).
Bisher wude diegs Naclwveisg/stem nur atider Eenevon Zellkulturenverwendet(Otto
und Bauer, 1996, Otto et al., 1996).

2.2.8.1 Inkubation

Direkt nach @r Pramration des murien Herdungenpalets (Kap. 2.1.4.) wurden die
Aufnahmestudien deh largsame intatracheale Infusion von 25 pM (D)-Ala(L)-Lys-
AMCA in 1,0ml Ead€e’s Minimum Essential Medium 21011 (MEM; 37°GIBCO, BRL,
Paisle/, UK]) begonren. Die Inkubation wurde ach 20 min bendet: Nach basale
Anschlitaung beider Llungenhalften zum Druckausgleich wude die Lésurg mit dem
Reportermolekil durch Spulurg mit frischen MEM (4°C) tber 20 min etfernt.

Bel der Inkubationder menschlichen Gegbe (normaleLunge n= 5, Mukoviszdose n = 5)
wurde die Inkubationslosung25 pM (D)-Ala-(L)-LyssAMCA in MEM 21011) diekt in
die Lungenproben infundirt. Nach der Inkubationsgit von 20 bis 40 min wurde die
Inkubationslésunglurch kr&tiges Spulen Gber 40 min in eiskaltem MEM entte

2.2.8.2 Verdrangungsstudien

Fur kompetitive Vedrangumsstudien weden MEM-Losungen vewendet, die den 25
UM - (D)-Ala-(L)-LyssAMCA zusdzlich andee nichtmaikierte PEPT2speifische
Substrate in einer westlich héheen Konzentration (1 mM) enthielten. Neben dem
Dipeptid Glcilglutamin (je n = 3 wurde dasBetalakam Cefadroi (je n = 3) und der
ACE-Inhibitor Captopril (n = 3, nur bei humam Geveber) verwendet(Abb. 8). Auch
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dieselnkubationen wrden jevells nach 20 bis 40 min durch Sputumit eiskaltemMEM

beendet.

(D)-Ala-(L)-Lys-N,-AMCA

0 OOH
HzN\_/”\ f NH
v NH \/j( 2

e}

Glycyl-(L)-Glutamin

OOH
HO\© o N \/CHg
; NH H <
NH»

Cefadrox

Abbildung 7: Substrate der Exivo-Aufnahmestudien

2.2.8.3 Kontrollen

Um die unspedfische Akkumulation des Reportermolekuiislzstimmen, wurdenamllel
murine und humane @&bepéparationenauf 4°C algekihlt und die Inkubationenbei
diesen Tempeaturen duchgefihrt.

Als weitere Kontolle wurde @ unspe#ische Inhibitor DEPC (Krame 1988, Meredith
und Laynes, 1996, Teada et al., 1998) in eime Konzentration von 1 mMder
Inkubationslésungugefigt.
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Zusatdich wurde eine hkubation mit einer MEM-I6sung ohneZusatz von (D)-Ala(L)-
Lys-AMCA bei 37°C durchefuhrt.

2.2.8.4 Gdwebeprozessierung

Zur Auswerting der Aufnahmestudien wuraéen sowohldie nurinen als auch huraren
Gewele nochmals in 0,1 M PBS gespult, nicht fixert und zm Schut vor
Gefrierartefakten tler Nacht bei 4°C in einer ®aharosePBS Losurg (800 mOsm/kg
H,O, pH 7,4) immersiertAm folgenden Tag wurden die Lungen mit Tissue Tek
aufgeblaht, auf Filterpapier aufgelracht, in Stickstoff-gkiihltem Isopentan (Riedel-de
Haen,Seelz) schockgefroren und bei—80°C auflewaht bzw. direkt mit dem Kyostat zu
8 bis 10 pm dicken Schnitten weitervebeitet und unter @ Huoresznzmikroskop

ausgewset.

2.2.9 Kombinierte Ex-vivo- und Histochemiestudien

Um einen PEPT2vermittelten Transpat in Typ I-Pnaimozyten auszustlie3en, wurden
die Aufnahmestudien mit histochemischen Metmoklembiniert.Zuerstwurden wie oben
beschriebn die Aufnahmestudien an murindrungenpéapaationen durcefihrt. Danach
wurdendie Gewebe jedoch mrfusionsfixert: Bei einem konstanten Perfusionsatuvon
1,50 m Wassersaule wueeh die murinen Prégpationen mit 50 ml einer \Yspullésung2,5
% Polyvinylpyrolidon [Roth, Karlsruhe]0,9 % NaC1, 0,5 % Procaintirochlorid [Merck,

Darmstadt] 2 ml Heparin[Hoffmann-LaRoche, Scheiz], pH 7,4; lerssmann et al. 1977)

und anschlieBend mit 250 ml 4 %igen Pamaaldetyd (0,1 M PBS pH 7,4) pdundiert.

Zur Lokalisation der p I-Pneumoyten diente biotigliertes Lycopersiconesculentum
Lektin (LEA [Vecbr Laborabries, Bulinghame, USA]). Diesed_ektin ist ein spexfischer
Typ I-Zellmarker (Fehrenbah et al., 1999, Esperet al., 1993). Neh derFixierurg und
Weiterverarbeitung zu 8 bis 10 um diken Kryostasdnitten wurden die Schnitte in PBS
gewasclen, prainkubiet in 2% Milchpulver in 1xPBS (Magermilch,Uelzena, Uelzen)
sowie vorbehandelt mit Methyl- -D-Mannogranosid. AnschlieBenderfolgte eine
Ubernahtinkubation mit LEA (1:160 verdiinnt in der Prainkudtionsldsuny) Nach
Entfernurg dea Inkubationslosug mittels zveimaligen Waschens inPBS fur 10 min,

folgte dieDetektion mit Tews Rot (Dianova, Hambgj.
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2.2.10 Huoreszenzamikroskopie

Die Untersuchug der immunhistochemisch und AMCA-Anahme mekierten Gewebe-
schnitte erfajte mittels Fuoresenzmikroskopie. Diese Meth@&lderMikroskopie beruht
auf der Eigensdaft verschiedener Fluorochromedurch Bestrahlung mit kurzwdligem ode
ultraviolettem Licht argeregt zu werden undLicht eirer langeren Wélenlange zu
emittieren. Zur Kontrolle autofluoreszierender Strukturen wurden Sperfilter und
Anregungsfilter mit unteschiedlichen Wdlenlangen verwende (Tab. 10).

Je nach Filterkombindion passiat emittiertes Licht eines bestimmten Wellenlangen-
bereichs dn Sperfilter und kann ehrgenommen verden.

Als Lichtquelle dente die Queksilberdamgkurzbogenlampe ess BX 60 F Foto-

Fluoresenzmikroskops der ifma Olympus, Hambug.

Filter- Fluorochrom Erregefilter Sperfilter
kombination
U-MWI1Y Texas-Rot band pass 545-580 nm longpass 610 nm
U-MNIB FITC band pass 470-490 nm band pass 515-550 nm
U-M41007A Cy-3 band pass 525-560 nm band pass 570-650 nm
U-MNUA AMCA band pass 360-370 nm band pass 420-460 nmM

Tabelle 10: Huoreszenzfilter

2.2.11 Dokunentation

Zur Dokumentation und Ausweingder Untersuchumgsreihe wurden Schwez-Weil3-Fotos
und Dias in Brbbelichtung mittels eines an das MikroskopgaschlosseneRotoaparates
angdertigt.

33
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3 Ergebnisse
3.1 RT-PCR

Die RT-PCR fuhrte bei n = 5 Rattenlyem zu einem identischenrgebnis, welchessichin
der Geleéktrophoreg alsBande drstellte.Im Vergleich 21 dem Kontrolgewebe Niere(n
= 5) zeigte sich ene denische Lange der Amplifikate. Die Intensitét desLungensgnals
war deutlich sctvacher (Abb. 8). Die imVergleich mit einemL&ngenmarler festgestellte
Lange der Amplifikate aus Lunge und Niere lag bei de& erechnetenZiellange von 341 bp.
Die Expressionvon PEPT1 wurde ebedfs durch eine RIPCR untersucht, wobei im
KontrollgewebeDunndarm, nicht jedch in denLungerextrakten ein Sigal fur PEPT1 mit
derLange von 754 bmgefunden wurde.

In den unterskhtenGewebenzeigte sich in den prallelen Kontrollen eine Bade fir das
Amplikfikat des, housekeepinggene$ GAPDH, welche mit derZiellange deserrechneen
Produktes tUbereinstimmte (Abb.8).

A FEPTI: 754 bp
PEPTZ 341 bp B

FEPTZ2 FEPT1

Abbildung 8: Detektion von PEPT2-mRNA durch RT-PCR.
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3.2 Northern-Blot

Der mit der Digoxigenin-makierten PEPT2-cRNASonde durhgefiihrte NorthernBlot
zeigte in der Gldetektion Bandend n = 5 untersahten Rattenlugen. Das Signal lag in
einerHOhevon ca. 4,2 kbp. Der \ergleich mit dem KontrollgwebeNiere (n = 5) zeigte
ebenfallsProdukteim gleichenBereich.Das Sigal fur Lunge wa schw&her augepragt
(Abb. 9).

R arker
Miere R Mo
Lunge RhA

Abbildung 9: Detektion von PEPT2-mRNA durch NorthertheB
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3.3 Nachweis von FEPT2-mRNA durch In-situ-Hybridisierung

Die zur histologschen lokalisation von PEPT2-mRNA durgifihrte ncht-radicktive
In-situ-Hybridisierurg fihrte in drei unab@ingigen Versuchseihen bei jeweils n = 5
untersuchtenRattenlugen zu identischen Ejyebnissen. Die mit deAntisense-Sonde
durchgefihrten inkubationenresultierten ireinergleichmé3igen Anfrbung der unter 3.3.1
und 3.3.2 beschriednen Strukturen. & zaur Kontrolle in Parallelschnitten agefiihrten
SenseHybridisierungen (n = 5) bzw. mit RN&e behanddten Antisense Hybridisieungen
(n = 5) fuhten 21 einem kompletten Ausbleibenrdearbeaktionen.

3.3.1 Atanwege

In den groReen Atemwegenwie Trachea und und Hauptbrahmien war das PEPT2-
MRNA-Hybridisierungssignal im Zytoplasma des respiraorischen Epithds lokdisiert.
Ebenfalls eigte dbs respiatorische Epithel subgmentalerBronchienund Bronchiolenein
zytoplasmatisces Sigal (Abb. 10 a).Daribker hinaus konnte an an eingen Gefal3en
positive Endothekllen erkennen. Es waden keine Sjnale im Bindegewebe, @ Glatten
Muskulatur, intrinsischen Gatien oderNervenfagrn gefunden.Die Hybridisierurg mit
der korespondieenden SenseRNA-Sonde eigte keine spedische Arfarburg zellularer
Strukturen (Abb. 10 b).

3.3.2 Alveolarbereich

In periphaen Lungenschnitten wurde das Hybridisierungsspezifische Signa im
Zytoplasma von ¥p II-Pneumoyten gefunden, die morpholgisch anland desin die
Alveolarlichturg ragendenZellkdrpers clrakterisiert wuden (Abb. 11a). De Sense-

Hybridisierurg zeigte keine spedischen Sgnale (Abb. 11 b).
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Abbildung 10: Lokalisation der PEPT2-mRNA im Rattenbronchiolus durch adio-
aktive In-situ-Hybridisierung. Hybridisierurgssighale de Antisense-Sondénden sich in

den Zellen des respiratorisches Epithds (Pfeille in A). Keine spezifischen Signale bel der
Inkubation mit der Sense-Sondg)( Balken =30 um (A,B).
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Abbildung 11: Lokalisation der PEPT2-mRNA in der pegheren Rattenlunge deh
nonradioaktive n-situ-Hybridisierurg. Hybridisierurgssgnale d&r AntisenseSonde finden
sich in den Typ II-Pneumozsten (Pfeile in A). Keine spezifischen Hybridisierungssignale
bei derinkubation mit der Sense-SondB)(Baken= 16 um (A,B).
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3.4 Lokalisationder PEPT2-Immunreaktivita t

Die zu Beginn duchgefiihten Verdimungsreihen zegten dne optimde Antikorper-
konzentration flr das PEPT2-Antiserum von 1: 100(RattenlungenschnitterAuch in
humanen und Maugewelen fihrte dese Konentration & einem optimalen Verhaltnis
zwischen Sigal und Hintegrund. Rir das PEPT1-Antiserum wusd eineKonzentration
von 1: 800 ermittelt.

3.4.1 Ratte
3.4.1.1 Ateanwege

In Rattenlugergeweben filte die Applikation vorPEPT2-Antiserunin der Tracheaund
den Bonchien 21 einer Markierung des respiatorischen EpithelsAbb. 12 a, b).

Die Zellenwarenin ihrer Gestalt hochpsmatisch und durch Kinozilien gekemizhnet.
Die Immurreaktivitat war sehrintensiv und von einem niclgranul&en Typ mit einer
apikalen Mehanrecherurg. Es konné keinspezfischesintrazellularesVerteilungsmuster
erkannt weden.

Darlbe hinaus zeigte das Endothel einzlner Gefd3e PEPT2fhmunoresktivitat vom
nicht-granulaen Typ.

Es stdlte sich keine Reaktion in Glater Muskuldur, subgithdialem Bindegwebe ode
hyalinem Knorpd dar.

Bel der Praabsmption des PEPT2-Antiserums mit korrespondiemndAntigen blieb eine
Reaktion aus (Abb. 12 ¢

3.6.1.2 Alveolarlereich

In der peripheren Rattenlunge fuhet die Inkubation mit PEPT2-Antiserum zu einer
Fluoresenz von nischenférmg zwischen denflachen Typ I-Pneumoyten gelegenen
Zellen ohre Auslauér. Durch ihre chaakteistische Morpholgie mit kubischer Geatt
und der Vorwolbung in das Alveolarlumen konnten ei als Typ Il-Pneumogten
charakerisiert werden (Abb. 13 a, b)Es wurde kine Immuneaktion in intraalveolan
Rundzllen festgstellt.

Die Praabsorption des Prinaétikbrpers mit korespondierendm Peptidflihrte zu einem
Verlust der spezfischen Markierung (Abb. 13 9. Auch duch die Amwendurg
verschie@ner Sekundirantikorgr konnten unspefische Kreuzreaktionen augeschlossen

werden.
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Abbildung 12: Lokalisation de PEPT2immurresktivitat im Ratenbrondus. Signale
findensichin denhochprismatischn Zllen desrespirateschen Epithels (Pfelin A, B).

Die Praabsorpgbn zeigt keine spezfischenSignale (C). Balken = 40 pm (B), = 80 um (A,
C).
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Abbildung 13: Lokalisation der PEPT2+#murreaktivitat in der peripheen Rattenluge.
PEPT2-Sigalesind in Typ Il-Pneumoyten lokalisiert (A, Pfeile irB). Die Praabsorption
zeigt keine speifischen Sgnale (C).Balken = 40 um (A)= 80 um (B C).



gdBnisse 42

3.4.2 Maus
3.4.2.1 Atanwege

Die Anwendug der Immunhistochemie bei murineTacleal- und Bronchialschnitten
fuhrte zu einer gleichmé3igen Anfrbung des respirateischen Epithels. Es konnte ein
deutliches PEPT2-immunsgnd in den hachprismaischen, kinozilientragenden Epithé-
zellen von Trache, groRen und ldinen Bronchiersowie Bronchiolengefundenwerden
(Abb. 14 a, b).

Das HRuoresznzmuster in diesen Zellen wanicht-ganuldr und ohneerkennbae
subzllulare Verteilug. Auch konné veeinzelt in den submukésen Endothellen
kleinererGefa3e ein Synal beolachtet verden.

Nach Prabsorption mit dem korresponderden Antgen kam es zu einer vollstdndgen

Abschwahung des Fuoresznzignals (Abb. 14).

3.6.4.2 Alveolartereich

In periphaen Lungenabsdnitten zeagten nisdhenformig zwischen den flachen Typ I-
Pneumogytenzllausladiern geleger Zellen PEPT24nmunrektivitat (Abb. 15 a, b).
Durch ihre chamkteristische kubise&h Gesalt ohne Auslawr wurden sie als ¥p II-
Pnaumozyten identifiziert.

Auch in peipheen Lungenschnitten fihrte die Préabsomption zu eéner Aufhebung des
Signals (Abb. 15 &
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Abbildung 14: Lokalisation der PEPT2rmurreaktivitat im Mausebronchiolus. Sigle
in Brondiaepithelzdlen (Pfelle in A, B). Die Praasoption zegt keine spezifischen
Signale (Q. Balken = 10 pm (B), = 60 (Q, = 80 pm (A).
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Abbildung 15: Lokalisation der PEPT2rmurreaktivitat in der peripheen Mauglunge.
PEPT2-Sigale im Bonchiolusepithel (Pfeil in A) und yip Il-Pneumozten A, Pfeilein
B). Prébsorption (C)Baken= 20 um (B C), = 100 pm (A.
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3.4.3 EEPT1-Immunhistochemie in M ausegeweben
3.4.3.1 Lungengewsbe

Die Inkubation entraler Tacheal- undBronchialbearke sowieperipherer Lungentereiche
mit PEPT1-Antiserum fuhrteuzkeiner spetischen Antikdrpereaktion (Abb. 16 a).

3.4.3.2 Jejunum

Immunhistochemienit PEPT1-Antiserum im jejunalen Dinndabschnitt der Mauals
Positivkontrollefihrte a1 einer intensiven Reaktion ime&ich des Rrmepithels. Das
nicht-granulée Fluoresznzignal war in den absptiven Enteroyten lokalisiert (Abb. 16
b). Schleimseernieren@ Zellen des Epithels blieben agespart. Gerauso =zigten Tela
submucosa, &mina muscularispropria sowie Subgesa und Serosaeke Strukturen mit
speifischer PEPT1-mmunrektivitat.

Die Praabsorption mit dem korrespoadinegn Antigen und die Kontrollinkubationen

ohne Primarantikérgdthrten 21 eine vollstandiggn Minderurg desFluoresenzsignals.
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Abbildung 16: PEPT1-mmunhistochemie in Maugewelen. Es finden sich &ne
PEPT1-Sigale in derLunge (A). Die Inkubation des gunums flihrt m einemintensiven
Signal in den absorptiven Esrbzyten (B). Baken =20 um (A), = 42 umB).
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3.4.4 Humanes Gevebe

3.4.4.1 Nomale Lunge
3.4.4.1.1 Atenwege

In Gewebeschnitten von normail humanen Admwegen zeigte das respimatorischeEpithel
der Trahea, gro3e und kleinerBronchien sowie Broachioli eine Immunrektivitat fir
PEPT2. Es farbten sich die hocigpatischerEpithelzllen mit erkennbaen Kinozilien an
(Abb. 17 a). Die Immunresktivitat zeichnete sich durcleinen intensiven nichtrgnularen
Typ aus. In kleineren vendsen Gefien dr Submukosa egte sich ein PEPT2-
Immunsgnal in den Endotheédlen (Abb. 17 b

Keine Reaktion @gte der M. tachealis, die glatte Muskulatur degrof3enund kleinen
Bronchien, sowie daBindegewele, Drisen un&norpelgewebe.

Das Ruoresznzsignal wurde durch Paéabsorptionmit der immunogenernPeptidsequenz
komplett aufgehobempb. 17 c).

3.6.4.1.2 Alveolarlereich

Im Alveolarbeeich waren immunreaktive yp II-Pneumoyten erkennlar, die duch ihren

prominenten Alkorper im Alveolarlumen identifieert wurden (Abb. 18 3. Keine
Reaktion eigten intraalvelar gelegene Rundellen und flahe Typ I-Pneumoyten.

Das Fluoresznzsignal wurde durch Praabsorption mit dem korrespondiaden Antigen
komplett aufgehobermApb. 18 b).
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Abbildung 17: Lokalisation dg PEPT2mmurredtivitdt in der humanen Trachea
PEPT2-Sigale im Trachelepithel (P&ile in A) und Endothelellen submukdser &olen
(Pfeile in B). Die Praabsarption zagt keine spezifischen Signale (C). Baken = 40 um @),
=80 um (B C).
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Abbildung 18: Lokalisation der PEPT2rimurreaktivitat in der peripheen humaren
Lunge. PEPT2-Sgnale in denTyp Il-Pneumoyten (Pfeile in A). Die Prabsorption &gt
keine spedischen $gnale B). Balken= 80 ym (A, B).
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3.6.3.2 Mukoviszidose

In Gewebeschnitten aus Empfangerlungen, die bei Uungentransplantationen von
Mukoviszdosepatienteentnommerwurden, eigte die immunhistochemische Darstellung
PEPT2s im Vmleich zu Geveben normaer humaner Lungen keine quditativen
Veréancerurgen des Veateilungsmusters.

3.6.3.2.1 Atenwege

In den Atemwegen wurde das gleiche Immunrektivitdtsmuster wie unter noraten
Bedingungen festgestdlt: Es fanden sich Signale fur PEPT2kmmunre&ktivitat in den
hochprismatischen élen des respiatorischen Epithels von &chea, Bronchien und
Bronchiolen(Abb. 19 3. Auch dis Gef3endothel @gte PEPT24nmunreaktivitat (Abb.
19 b). Bai der Préabsorption kam esweiner Adheburg des Fluoresznzsignals (Abb. 19

C).

3.6.3.2.1 Alveolarltereich

Im Alveolarbeaeich zigten dieals Typ II-Zellen identifizerten kubischenNischenzellen
eine nicht-granularePEPT2-mmunreaktivitat (Abb. 20 g. Diese Raktion wurde dtch
eine Praabseption aufgeholen (Abb. 20 b).
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Abbildung 19: Lokalisation deg PEPT2Emmurredktivitat in den Atemwegen von
Mukoviszdosepatienten. PEPT2-Sigale im Bronchiolusepithel (Rfl in A) und
Endothelellen submukdser bronchialeVenolen de Bronchi (Ptile in B). Die
Praabsorptionegt keine sgzfischen Signale (C).Balken =60 um (B C), =80 um (A).
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Abbildung 20: Lokalisation der PEPT2rhmurreaktivitat in der peripheen Lunge von
MukoviszdosepatientenPEPT2-Sigiale in den Tp II-Pneumoyten (Pfeile in A). Die
Praabsorpbn zigt keine szafischen $gnale B). Baken= 80 ym (A, B).
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3.5 Ex-vivo-Aufnahmestudien an nurinen Praparationen

3.5.1 Atanwege

Die Inkubationvon murinen lungenpgéparationen mit 25 pM (D)-Ad(L)-LyssAMCA
resultiertein der Aufnahme @s FarbstoffDipeptidkonjugats in hochprismatisch&ellen
des respiratorghen Epithels von Bche, Bronchien undronchiolen (Abb. 21a, b).

Es lie3 sich keine |bdoresznzakkumulation in Endothelienglatter Muskulatur,
Knorpelgewebeund Bndegewebe erkenen.

Im Verdrangungsexperiment mit dem dsatzvon 1 mM Cefadroik zeigte sich eine starke
ReduzerungdesFluoresenzsignals im Bereich des espiratorisclen Epithels (Abb. 2t).
Bel derVerdrangung durch 1 mM Glycil glutamin zegte sich ebenfalls eine Aufhebung des
Signals im Epithel (Abb. 21 d).

Kontrollexperimentemit Auslassendes Reportermolekils sowiekubationen bei esn
Temperatur von 4°Cetgten eine volige Aufheburg des Huoresznzsignals.

Als weitere Kontolle wurde DEPC in einerKonzentrationvon 1mM der Inkubations-
l6sung zugefigt. Auch hiebei kam eszu keing Aufnahme des fluoreszerenden
Substates.

3.5.2 Alveolarbereich

In peripheren Abschnitten konnte eine Akkumulation des mkéerten Dipeptids in
kubischenNischenellenfestgestellt werdn, die durch ite charakeristische Morpholgie

als Typ ll-Pneumogyten icentifiziert wurden (Abb. 22a, b). Das Huoresznzsignal lag

intrazellular ohne Akentuierurg einzlner subellularer Strukturen. Die ¥rdrangungs-

studien mit 25 pM (D)-Ala-(L)-LyssAMCA plus 1 mM unmekiertem Cdadroxil zeigten

einekompletteVerdrangung des Signals (Abb. 22 c¢). Bel der Verdramgung von 25 pM mit
1 mM unmarkiertemGlycil-glutamin waen die Sigale elenfalls ad ein Minimum

reduzert (Abb. 22 d).

Kontrollinkubationen bei abgestuften Tempeiaturen egten quantitativ eine Minder
aufnahme ds ReportermolekilBei einer Temperatur von 4°C sowied Auslassendes

markierten Digptids &igte sich keine inazellulare Akkumulation von leioresznz.

Bei der Kontrollinkubation mit dem dsatzvon DEPC ineiner Konzentrationvon 1 mM

kam es ebefalls zu keiner fesstellbaren Aufrahne desFluoresenzsubstates.
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Abbildung 21: Funktionelle Ex-vivo-Aufnahmestudien in murinebungenp@paationen:
Bronchiolus. Bei der Inkubation mit 25 puM (D)-AlalL)-LyssAMCA findet sich
intrazellulare Huoreszenz im respiratorischen Epithd (A, B). Deutlich reduziate
Aufnahme des fluoreszierenden Molekiils in das Epithé ba Verdrangung mit 1mM
Cefadroxi (C) und Glycilglutamin (D).Baken = 12 ym (B), = 22 um (C), = 80 um (A,)D
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Abbildung 22: Funktionelle Ex-vivo-Aufnahmestudien in murinebungenp@paationen:
PeriphereLunge. Bei derinkubation mit 25 pM(D)-Ala-(L)-Lyss-AMCA findet sich
intrazellulare Huoreszenz in den Typ I[I-Pnaumoziten (A, Pfeile in B). Deutliche
Vermindaung der Fluoreszenz be Verdrangungsstudie mit 1mM Cdadroxil (C) und
Glycilglutamin (D).Baken = 20 pm (B), = 40 um (C, D) 100 pm (A).
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3.6 Kombinierte Ex-vivo-Aufnahmestudien und Histochemie

Die Kombination aus Aufnahestudien fir D)-Ala-(L)-LyssAMCA und Lektin-
Histochemian murinenLungengewebenfihrte wiebei den isolierteufnahmestudientz
einer primaden Akkumulation des martten Repomrrmolekils (D}Ala-(L)-Lyss-AMCA
in Typ lI-Preumozten (Abb. 23 b). Die im Anchluss sekundar dahgefihrte Lektin-
Histochemieresultiertein einer Anfarbung von Typ I-Pneumoygtenmemibanen(Abb. 23
a). Duch die Wahl verschedene Huoresznzfarbstofe konnte eineunteschiedlicle
Verteilung von PEPT2immunreaktivitdtund LEA in den gleichen Schnitten dgezeid
werden. Typ [-Pnaimozyten wurden nicht durch die Inkubaion mit dem PEPT2-
Antiserum agefarbt (Pfeilkbpk in a).

Abbildung 23: Kombinierte Ex-vivo-Aufnahmestudien und Histochemiae muiinen
Lungenpaparationen. Yp lI-Pneumoyten zigen ein intensiveAMCA-Fluoreszenzsignal
(Pfeil in A). Dareben finden sichLEA markierte Typ [-Pneumogtenmembraen
(Pfeilkopfe in B), die sich in der Inkubation mit PEPT2-Antiserum nicht anférb
(Pfeilkdpfe in A).Baken= 18 pm.



gdBnisse 57

3.7 Ex-vivo-Aufnahmestudien in humanen Lungengeveben
3.7.1 Nomale Lunge

Die Inkubation von normalen huanenLungen mit 25 puM (D)-Ala(L)-Lyss-AMCA in
MEM 21011 fihrte zu einer Akkumulation des Repermoleklls in Zelen des
respiratoriscbn Epithels subgenentale Bronchien undronchiolen (Abb. 24 a

Im Alveolarbeeich wude eine Akkumulation von (DAla-(L)-LyssAMCA in den
kubischen Vp Il-Prneumoztengefunden Abb. 24 b).

Die Verdangungsexperimente mit 1 mM Gkilglutamin (Abb. 24c) und 1 mM
Cefadroxl (Abb. 24 d) =igteneine kompetitive Vendingung des (D)-Ala-(L)-Lyss-AMCA
Transports im kmmerepithel und denTyp II-Pneumogten. Inkubationenmit einem
Zusatzvon DEPC (Abb. 24 e) sde bei eirer Tempeatur von 4 °C (Abb. 24 f) zeigten

ebenfalls keie Aufnahmedes Repodrmolekiils.

3.7.2 Mukoviszidose

In den Resektaten von Mukoviglosepatienten wde ein galitativ geiches Auf-
nahmemustemwie in normaén Lungengewelen vomefunden: (D-Ala-(L)-LyssAMCA
akkumulierte in den limmerepithelzellen (Abb. 249) und Typ II-Pneumoten (Abb. 24
h, i).

Quantitativ stellte sich jedoch améind der schechtenZugarglichkeit in den Bereichen
des Resektats, die durch Sahiretention vedgt waren, eine Minderaufrehme des
Dipeptidkonjugats da.

Die Aufnahre konnte in den Vi@rargungsexperimenten durch Gadroxl (Abb. 24 k)
und Glycilglutamin (Abb. 24 jgehemmt weren.

Die Kontrollexperimente die entweér unte Auslassen e Reportermolekils, e
Temperatur von 4°C Abb. 24 ) oderZusatz des Inhibitors DEPC (Abb. 24m)
durchgefiihrt wurden, eigten keine intrazllulare Fluoresenzakkumulation.



gdBnisse 58

Abbildung 24: FunktionelleEx-vivo-Aufnahmestudiein der humanen mmalen und CF-
Lunge. Huoresznzsignale im respiatorischen Epithel deBronchi und Bronchiolen
(normal A, Mukovisidose G), sowie in Jip lI-Pneumoyten (namal B, Mukovisadose H,
). Reduktion des Simls kei Inkubation mit Gycilglutamin (normal C, Mukovisdose J

und Cefadroxl (normal E, Mukoviszdose L). Keine Aufrahme bei DEPC- (mmal D,

MukoviszadoseK) und4 °C - Inkubationen (normal,AViukoviszdose M) Blken = 22 pm

(A, D), =42 pm B-G, I-M), = 300 um (H).
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4 Diskussim
4.1 Methoden

In dieser Arbeit wurce die Exyressiondes OligopeptidtransportersPEPT2 auf trans-
kriptioneller, translationaler unfiinktioneller Ebeer in Lungengeweben von Mus, Ratte
und Mensch untersucht.

Die Existenz anes speifischen Transpotsystems fur Oligopeptide in deg Lunge wurde

bisher aufrundeiner Reile funktioneller Studien vermutet.

Sokonntein Typ IlI-Preumozten-Primarkultuen der Ritten die Aufrahme des Digptids

(L)-Trp-(L)-Tyr beolachtet werden, jedoch oha Charaktasierurgy des molekuleen

Transportvogargs, da das Digptid sehr schnell tdrolysiert wurde (Meredith und Byd,

1993).

Durch denNachweis des intakten ansportsdeshydrolysestabilererDipeptids(D)-Phe

(L)-Ala in einerluminal-vaskul&en Rattenlumenprapaation konnten estmals Hinweise
auf einen sezfischen Dipeptidtransporgesammelt wereéén Boyd et al.,1993). Auch

boten Studien Uber die Audhme demDipeptide [)-Gly-(D)-Phe und(L)-Gly-(L)-Phein

Ratten-Alveolaepithelzll-Primarkulturen (Morimoto et al., 1993) Hinwise flr einen
geregelten Oligopeptidtranspot in da Lunge.

Der einzge Hinweis atieinen Transport von Tripptiden imLungengewebe war bis jetzt

derNachwes der Aufnahne des lydrolyseresstenten Tripepids (L)-Ala(D)-Phe-(L)-Ala

in BUrstensaummembnen von p [I-Pneumoyten der Ratte(Helliwell et al., 1994).

4.1.1 Nachveis der Transporter-mRNA-Expression

Auf molekulare Ebere konnten bisher in den Publikationen filike Klonierury der
PEPT2-cDNA Hinweise fir die Exression von PEPT2-mRNA ihungenexrakten
gesammelt wercen. ® wurde estmals durch ene Northen Blot Analyse ein
Hybridisierurgssignal fir PEPT2-mRNA in der Kanchenluge gefunden (Boll et al.,
1996). Eine spater dehgdihrte RT-PCR-Studienit Kaninchemgewebenbestétige diesen
Befund (Doring et al., 1998a). h der Rattenluge wurde ebentlls durch eineNorthen
Blot Analyse en Hybridiserungssgnal fur PEPT2-mRNA nachgewiesen (Sito et al.,
1996).

Zur Verifizierurg dieser Egebnsse wureé in dieser Abeit eine NathernBlot Analyse an
der Rattenluge durchgefiihrt. Mit dieser Methode konnfgieichfalls eire Uberpriifung der
Spezfitat der ar In-situ-Hybridisierurg benutzen Sonden durgefiihrt werden. [Dabei
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wurdeein fur PEPT2 spdfisches Hbridisierurgssigial bei 4,2 kb fegtestellt und somit
die Spefitat der Sonde nag®wiesen und das rgebnis von Saito (1996) besttigt
werden.

Zusatdich zu dieserTechnik wurde dieExpression PEPT2s in Rattenlwrg auf trans
kriptioneller Ebene dwch die Technik der RTPCR (Saiki et al., 1985) Uberpruft. Sie ist
um den Faktor 1000 bis 10000 (Mullis et al., 1986) ensitiver als die Norther Blot
Analyse, so dass ah geringe Mergenan mRNA nachewieserwerden kénnenAuch bei
dieserMethode wurden fUPEPT2-mRNA spafische Amplifikate mit einerLange von
341 bp cfunden. DB Nachweis der Speifititt der Methoden erfolgte duch
Negativkontrollen.

Frihee Klonierungsstudien eigten beeits die Abvesenheit de mRNA des Olgopeptid-
transporters PEPT1 inungengeweben dr Ratte (Saito et al., 199%nd desKaninchens
(Fei et al.,1994),so dassau einen nehmaligen Nahweis de Abwesenheit PEPT1 auf

transkriptioneller Ebemverichtet weden konnte.

4.1.2 Lokalisationder Transporter-mRNA

Es gibt ein begriindetesInteressean eine Aufschliisselug der Transportvorgége nah
Gewele- und Zlitypenim Organverland.Zum einenerdffnen sich damit neaEinblicke
in Steuerungvargange de Zellen und zim andeen konren sich hierduwh AnstoRe & der
Entwicklung neler therapeuischer Angitze egeben.

Die Lokalisation von mRNA auf dlularer Ebene dtch dieln-Situ-Hybridisierurg ist erst
seitMitte der80erJahre maglich (Coghlan et al., 198b Zwar wurde diese Tehnik schon
zu Beginnder siebzger Ahre entwekelt (Parde und Gall, 1969,ahn et al., 1969), jedoch
konnte erst durch dieEinfihrurg von Klonierungstechniken die urspirglich
autoradigraphiscte Technik aur Detektion von Satelliten-DNAauf denNachweis von
MRNA ausgeweitet erden (Harper et al., 1986). So .zB. war die Bildung von
Erythropoietin in der Niee schon seit lagem bekannt;erst durch die Entwicklung der
MRNA-In-situ-Hybridisierurg konnte shliel3lich eine genaue Lokalisierung der
Erythropoietinproduktion in peritubularefibroblasten dolgen (Lacomie etal., 1988,
Bachnann et al., 1993).

Durch die Anwendurg der mRNA-In-situ-Hybridisierurg am Tiegmodell der Ratte sollte
eine exakte zdlulare Lokdisation de& PEPT2mRNA in derLunge erfolgen. Im Vergleich
zu andaen Gewdben wie dem ZNS mit einer groeen Homayenitdt des Gewebes und

niedrigerenRNaseAktivitaten konntenfir die Atemwege bis jetz erst reétiv wenigeIn-
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situ-Hybridisierurgen erfolgreich durchgefiihrt und publiert werden(Baraniuk et al.,
1993, Saldise et al., 1996, Martinet al., 1997). Dwh die Lokalisation der PEPT2-
MRNA in Typ II-Preumoz/ten und inZellen des Tracheal- und Bronchialepithelsvurde
erstmals ein Peptidtransporér in de Lunge auf zllulérer Ebene exakt naclgewiesen.
Dieser Bfund identifiziert das bisher in yip 1I-Pneumoyten und Tachelepithelzllen
vermutete Ojopeptidtransporistem als PEPT2.

4.1.3 Nachwveis des Transporterproteins

Um neben deiLokalisation der mRNA ah eine Aissae bezlglich da Expression des
Proteins m machen, wurde die &thode der Immunhistochemievermwendet. Diese
Methode g@stattet die Detektion der Immuneaktivitat auf melularer Ebene dtch
spezfische Antkorper. Der verwencdete PEPT2-Antikorper wurde bereits chaakterisiert
(Doring et al.,, 1998r und richtet sichgegen den caboxyterminalen Brminus des
Transporterpoteins. Die Egebnisse delmmunhistochemie mitiner Lokalisation der
PEPT2immunrektivitat in Typ Il-Pneumoyten sowe Bronchial- und Tacheal-
epithelZllen stimmen mit den Espnissen deln-situ-Hybridisierung Ubeein und lassen
daraufschlieen,dass die in eh Zellen gebildete mRNA auch um Protein translatiert
wird. Neben ér Lokalisation im Rattengwebe konntedurch die Lokalisation der
Immuneeaktivitat in Maus- und Mensehgeweben dies Aussge zusatzich auf weitere
Speies erweitertwerden. m Vordemgrund des ldchweises beim menschlieh Gewebe
stand der Vegleich de& Expression PEPT2s in normalen und Mukomsselungn. Es
wurden keine quditativen Unterschiede in der Expression de Immunedgktivitat PEPT2s
festgestdlt.

Um einen Transpd von Oligopeptiden durch eh Oligopeptidtransporte PEPT1
ausaischlieRen, wurdeinkubationen mit einem Antikorpeyegen PEPT1durchgefiuhrt.
Es konnte keinémmunrektivitat fir PEPT1 inder Lunge nachgewiesenwerden. Dieser
Befund wird durch die schonfriiher gezigte Abwe®nheit der PEPT1-mRNA in der
Lunge gestutz (Fei et al., 1994, Saito et al., 1995).

4.1.4 Nachveis des Oligpeptidtransports auf funktioneller Ebene

Die bis jetzt erhobenen funktionellen den aim Oligopeptidtransport dsieren auf
Befunden an Zellkulturen und Homogenisaten. Eine mg@ase Aussge beixiglich des
Oligopeptidtranspots im inté&ten Lungengewebe war daher nicht maglich.
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Aus diesem Grund wurdeine Technik entwickelt, die eserlaubt, den fansporteines
speifischen Reportermolekiils in-situuzbestimmen. Uber dieAkkumulation der
Fluoresenz in einzlnen Zellen lasst sich eingenaue =llulare Lokalisation der
Transportvogarge im intakten Gewbsvertand duchfihren.

Bel der Wahl des Reportermolekiils staad vorderstr Stelle die Spefitat des Substrats.
In dieser Hinsicht wuden bis jetz zwei modiche fluoresenzgekoppelteDipeptidderivate
in der Literatur \veroffentlicht (Otto und Bauer, 1998be etal., 1999). Dabei konntdas
Fluoresenzfarbstof-gekoppelte Molekul (D)-Ala-(L)-Lys-N-epsilon-7-anmo-4-Methyl-
Kumarin-3-Aztat AMCA) als Oligopeptidtransport-sgmfisches Dipeptidderivatin
Primarkulturen von follikulostellatalen Zellen (Otto et al., 199Bestikularmakophagen
(Otto undBauer, 1996),PEPT2 eprimierenden Hiezellen (Doéring et al., 1998 Astraglia
(Tom Dieck et al., 1999) und LLC-PK1 Zllen (Wenzl et al., 1999)chaakterisiet
werden. Aufrund diegr Nachweise in verschadenenZellkulturen ershien (D-Ala-(L)-
Lys-AMCA als ginstigste Auggangsbasis fureine Exvivo-Studie im lungenpipaat.
Insbesondee spielt die Fage rach de Hydrolysestabilitdt bei de Interpretation der
Befunde ene wesentliche Rolle Die Aufnahme gréReer Mengen hydrolysierter
Peptidfrgmente Ube singulare Aminosaretransporterkdnnte einenOligopeptidtransport
simulieren. Um die Mdrolysestabilitdt z erhéhen, wurd (D)-Ala benutz (Tom Dieck et
al., 1999). Daruber hinaus wude als Inkubationsmedium Minimum Essential Medium
(MEM-21011 Eade und Levine, 1967] mit einem Zusatz verschiegner Aminosauren
gewahlt. Nelen Lysin in eirer Konzentration von 72,5 miy enthaltdiesesMedium die
Aminosauren Arginin, Cystin, Glutamin, Histidin, doleucin, Leucin, Methionin,
Pherylalanin, Threonin, Tryptophan, rosin und Valin, jedoch dine Di- ocer Tripeptide.
Diese singuldren Aminosaren ewschweren durch ihre Eigensdaft as kompditive
Substrateeine ungezielte Aufrahme von Hdrolysefragmenten des Reptermolekiils
durch Aminosaietransporte

Auch die Tempemrtur der Organpréparationen spidt eine wesentliche Rolle ba den
Transportvogérgen. Die Spefifitdt des Dipeptidtranspts wurde in Temeraturstuén
untasudt, wobe be eing Tempeaatur von 4°C ken Transpot mehr festgestellt werden
konnte. Dadwh wurdegezeigt, dass die passive Oifision keine erébliche Rolle beider
Aufnahme des Bportermolekils spielen konnte.

Als Kontrolle der Spefitat der Aufrahmeeaktion efolgte eine Blockade des Tansport-
vorgargs mit DEPC. Dieser Stoff regiert mit den Histidin-Resten und fuhrt somit tber

eine Modifikation der Peptidstruktuuziner erancerurg dea Transporteeigenschéten.
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Schon in frihean Studien wurdesine Inhibition der Oligopeptidtransportedurch DEPC
demonstrier{Kramer, 1988,Meredithund Laynes, 1996, Tedaet al., 1998). DEPC kann
aufgrund de Tatszhe, dasses alle Histidin-Restanodifiziert, nur als unspe#ischer
Hemmestoff gelten. Ein spettischer Inhibitor der Olgopeptidtranspoet PEPT2 und
PEPT1 wurde bis jetnoch nicht beschrieben.

Da Typ I-Pneumoyten gegentber histochemisan Methoden ehr vulnerbel sindund
dadurchdieser Zdltyp artefaktspefisch im histologschenBefund untereprasentiert sein
kann, wurden dktinhistochemische Studien miitycopesicon esulentumLektin (LEA)
zum Nahweis de Integitat der Typ I-Zell en durchgefthrt.

Die Kombindgion mit den Ex-vivo-Aufnahmestudien an murinen Lungenprdparationen
ermddichte eine rallele Darstellury der PEPT2-Aktivitat und der yip I-Pneumogyten.
Das Typ I-Pneumoyten-speffische LEA (Fehrenbach etal., 1999, Kaser etal., 1993)
fuhrte a1 einer Arfarbung von Vp I-Zellmembenen ohe Markieung der (D)-Ala-(L)-
LyssAMCA markierten Typ Il-Pneumoxten. Damit konnte sowohl diéntaktheit derTyp
I-Zellen nazhgewiesen, als ah ein Tansport von Obopeptidenin diese Zellen

ausgesclussen verden.
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4.2 Biologische Bedeutunger Befunde

Der Nachweis des Oligpeptidtransportess PEPT2 auf molekulareund funktioneller
Ebene in Zellen des respiraorischen Epithds ist sowohl d@ir den pulmonéen as auch

systemischen Peptidmetabolismus von Bedegitun

4.2.1 Rilmonaler Peptid metabolisnmus

Traditionell werdendie Lungen in ester Linie als gaasustauscbndes Ogan betachtet.
Zur Gewdhrleisturg einerregelrechen Gaswustauschob#lache bedrf es eines wirkugs-
vollen Syntheseapg@rates, insbesonderin den Surdctant-poduzerendenZellen (Mason
und Cuystall, 1998). Caribe hinaus wurd in jungrer Zeit aucheine wichtige Rolle der
pulmonalerZelen beiiglich desImmungstems postuliert (Barnes, 199Barneset al.,
1998).

Der hohe Bedarf an Grundsubstaren wird tber ein augieprégtes Netzan Trasport-
systemen gedeckt. Betrachtet man hibei die $§steme fii den Transport von
Stickstoffguppen wie singulare Aminosauren,Oligopeptide und Proteine, so ist der
Nachweis PEPT2s in den érem stoffwechselaktiven yp II-Pneumoyten ein newer
Anhalt fur die Divesifizierungder Stickstoffvesomgungswege dieseZellen.

Nebenden Systemen firCystein (Knickelbeinet al., 1997), GlutaminHautamaki etal.,
1992)unddem Natrium-Aminosae-Kotransporter(Brown et al., 1985), den Transport-
kinetikenin Lungenzlllinien und Membrangpaationen clrakterisiert wuden, konnte
die Expression mehrererndeer AminosavetransportercDNAs in der Lunge gezigt
werden. Hierzu gehoér@ der Taurin Transporter TAIT (Liu et al., 1992),ein Glyzin
Transporter (Borowsky et al., 1993), sowie mehre unspedische kationische
Aminosauretranspter (CAT-4 [Palacin et al., 1998] anionischeAminosauetransporér
(EAAT1 [Arriza et al.,, 1994] EAAT3 [Kanai und Hdiger, 1992] neutee
Aminosauretranspter ((BAT, D2 [Bertran etal., 1992) und zwitterionischeAminosaure-
transporter ASCT1 Arrizaet al., 1993]ATB° [Kekuda et al., 1995]

Bei der Hydrolyse von Proteien im Alveolaraum entstehen nicht nur galére Amino-
sauren, sondaa auchOligo- und Poypeptide. Eie Vielzahl von Peptidasemwurde in der
Lunge lkereits chamkterisiert (dillerat-Jeanneet et al., 1997, Abb.25). Obwohl die
Tendenzbestand, diese Eyme n&zh einzlnen Substrateruzenenen, z B. Angiotensin
Converting Enzyme (ACE, EC 3.4.15.1)dea Enkeplalinase (Neutrab Endopeptidase
24.11[NEP], EC 3.4.24.1), sind sie nicht spézch fur ein einelnes Substrat, sondern

erkennen d& Aminosauren in @ Umgebung der potentiellen Hydrolysestelle. Die
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Peptidasenkdnnen generell in zwei Gruppengetrennt verden: Endopptidasen und
Ektopeptidasen Endopeptidasen yarolysieren eine innerlalb eines Peptids liegende
PeptidbindungwéahrendEktopeptidasenagmentevon ein bis wei Aminosauren vom N

oder C-Terminusdes Peptidsentfernen (kinkhouse et al., 1991). Als Resultat dieser

Reaktionen entsteherefe Poypeptide, Olgopeptide und sgulare Aminosauen.

Bronchiolus CPM

- NEP

Alveolus

Zellulare Matrix
Mikrobielle Bestandteile
Surfactantproteine
Mukus

Tryptase
Chymase

Mastzelle CPM

[
ACE ACE
CPN

Blutbahn

Abbildung 25: Puimonale Lokalisation von Peptidasenderen Hydrolyseprodukte
potentielle PEPT2-Substratsind. Abk.: ACE, Angotensin Convertig Enzym; CPM,
Carboypeptidase M; CPN, CarbggeptidaseN; NEP, Neutrad Endopeptidase.

Zu den wichtigten in der Lunge vorkommenden Peptidas gehdéren die Neutale
Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24. Goptd et al., 1989, Braniuk etal., 1995)), Mastzllen
Tryptase (Caghey et al., 1988, @m und Caubey, 1990), Mastzllen Chymase (Franconi
etal., 1989), Aminopeptidase P (EC 3.4.11Sdprowicz et al., 1984), Aminopeptidase
N (Funkhouse et al., 1991), @boxypeptidag N (CPN,EC 3.4.17.3[Erdds, 1979) und
Dipeptidylpeptidasdl (EC 3.4.15.1Frdds, 1979). Die Bedeuturg dieser Peptidasetiegt
unter andeem in der Hdrolyse und Ceaktivierurg von biologisch aktiven Neuropeptiden
wie Tachykininen (Martinset al., 1990, [Bagovic et al., 1993) ode Vasoaktivem
Intestinaén Polypeptid (VIP [Thompsonet al., 1990, Hehisu et al., 1991L.illy et al.,
1993, 1994). Die aus der Kdrolyse entstehereh Frgmente sind teilwees Di- und
Tripeptide und somit potentielle PEPT2-Substrate.
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Als Beispid fur die Fragmentierung eines Pol/peptids in mérere Dipeptidfragmente kann
die Hydrolyse des Nurotransmitters SubstanP genommenwerden (Abb. 26). Hierbel
entstehersechamdgliche Dipeptideund drei mddiche Tripeptide, die dah einen PEPT2
vermittelten Transport in dielle zurtckgefuht werden kdnnen.

Prol ylendo peptidase

DPP IV NEP AC Deamidase

a4

Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln-Phe-Phe-Gl y-Leu-Met-NH,

!

Endopeptidase Chymase Calpain

Cathepsin G

Hydrol yse

Dipeptide  Tripeptide
Arg-Pro GIn-GIn-Phe
Lys-Pro Phe-Phe-Gly
GIn-GIn Gly-Leu-Met
Phe-Phe

Phe-Gly

Leu-Met

Abbildung 26: Hydrolyse zu médichen Oligopeptidfragmenien durchLungenpeptidasen
am Beispiel von SubstanP. NEP, Neutrale Endopeptida#&\CE, AngiotensinConverting
Enzyme; DPP V, Dipeptidyl Peptidase IV.

In gleicherWeise wie SubstanZ’ werden die wschiedengn Proteine, zB. Bestandteile
der #lularen Matrix Surfactantpr@ne, Mukusproteine ag mikrobielle Proteineim
Alveolarraum gespalten. &lurch ist ananehmen, ds eine groRe Anzahl an
Oligopeptiden entsteht, welche durch PEPT2vemittelten Transpot in das respiratorische
Epithel aufgenommenund in den intraellularen Stickstoffpool mriickgefiihrt verden
kénnen.Eine gnawe Quantifizerung des Anteilsvon Oligopeptiden und e Anteils von
singularen Aminosauren und Pygpeptiden als Produkte des pulmonalen Stickstoff-
metabolismus kodnnte uz einer besseren Eidsataing des Anteils des Oligopeptid-

transports am Gesittransport von Stickstaffuppen imLungenepithel fihrenBis jetzt
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wurden deartige Studien noch nicht dchgefihrt. Ein ersteAnhalt fir die Dimension des
Oligopeptidanteils kann a@n Vergleich mit de Situdion im Systankreislauf bieten:
Versucle an veschieegnen Tigmodellen eigten, dss ca. 50% der zirkulierenden
Plasmaaminosaureals Peptide vorligen, die Mehrahl davonals Di- und Tripeptide
(Schladneck und Wbb, 1984, Sal und Parker, 1991, Ra et al., 199p

Ein weiterer Aspektdes Abtansports von Ogopeptiden in det.unge ist die Bedeutun
hinsichtlich der alveol&n Hussgkeitsbilanz EineErh6hurg desalveolarenProkingehalts
aufgrundeiner Akkumulation von Peptiden kann den osmotisc@eadenten erhében und
somit Ube ene Verdickung des dveoléren Fussikeltsfiims zu einer erschwerten Gas-
diffusion fuhren.

Die genae Rolle des Peptidtransporters PEPT2 mdgssberiglich noch untersucht

werden Ansatz hierfir waren die Entwicklumg eines Knockout-Moells.

4.2.2 Endogene Swostrate fur PEPT2 mit Bedeutung fir die lungeneigene Horfiostase

Mit Bezug au die Barrierewirkung gegen schadlice Umwelteinflisse und eh erhéhén
Sauerstoffkontakties respirator@henEpithelsist eine Bedeuturg PEPT2s beim Transport
membranstailisierender Substazen modich. Der Nacdhwels des Dipeptid-Transpats von
-Ala-(L)-His (Synonym: Carnosin)im Tradealepithel dich Yamashita et al. (1998
stitz dieseHypothese. h der peripherenLunge beénflusst Carnosin den intraltularen
pH (Tikhomirova et al., 1993) und Ubtegenerative Hfekte bei Veletzungen der
Lungenintagritdt aus (Peféman etal., 1989a, b). Qs kénnte unteandeem an seine
membranstabilisierendamd antioxdativen Wrkung liegen (Boldyrev et al., 1993)Auch
wurde beshrieben, dass Carnosin den Aftengsprozss von fetalen Lungenzllen
verzogert (McFarland und Holliday, 1994). Die Epression des Carnosin-transportierenden
Proteins PEPT2 inyp Il-Pneumoxten undBronchialepithelzllen gibt diesenZellen die
Fahigkeit, Carnosin nicht nur doh Synthese hestellen a1 kdnnen, sonderruah direktaus
dem exrazellularen Raum aufnehmem k6nnen. Deser msatdiche Versagungsweg fur
das membranstabilisieremdind antioidative Carnosin kdnnte eineveiterenFaktor der
guten Rgenesrtions- und Proliferationghigkeit der Typ II-Pneumoyten dastellen.
Weitere PEPT2-Substrate mit eBeutury flir die Lungenhomoéostase sindi- und
Tripeptide, die Cystein ode Cystin enthdten. Cystan ist en limitierender Faktor fur die
Synthese von Glutathion, dads wichtiges Antioidans inder Lunge gilt (Brown et al.,
1992, Deneke etal., 1989). Neben de Aufnahme duch Cystin und §stein Transport

systeme(Knickelbeinet al., 1997) kaneine Aufndame diese wichtigen Aminosaue awch
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als oligopepticgebundend-orm tiber PEPT2 eofgen.

4.2.3 Systenischer Peptidmetabolisrmus

Neben der hohen Wertigkeit von Oligopeptiden und sguldren Aminosaurerfur die

lungereigene Proteingithese(Frissell, 1982), wurd in jlingrer Zeit aucheine wichtige

Rolle der Lungen im Aminosdrrehaushdt des Gesamtorgnismus postulig (Plumley et

al., 1990a).

Es werden #&spielsweisegrol’e Mergen an Stickstoffdonat@n in die systemische
Zirkulation wahrend §stemerkankurgen wie denseptisclen Schockfreigesetzt (Plumley

et al., 1990b, Austgen et al., 1991).

Die genae Ursahe hiefur ist noch nicht bkannt, jedoch scheint insbesondexr

pulmonales Glutamin eine wichtige Rolle insfand @ Sepsis a spielen(Soubaet al.,

1990). Glutamin als nichtessentielle Aminosaure ist dim haufgsten vorkommensl
Aminosaureim Blutkreislad und im freienAminoséurepool des Kpers (Bergstrom et
al., 1974). DeNachweis derinhibition des Transportgon (D)-Ala-(L)-Lyss-AMCA durch

Glycilglutamin in Zellen desespiratorisclen Epithels und di&dentifikation von PEPT2 in
diesen Zllen sind Hinweis ddur, dass inndhalb desLungen-Glutamin-Metholismus
nebendemTransportdurchein Glutamin-spéafisches Tansportgstem (Hauémaki et al.,
1992) auch nch ein Transpa durch an OligopeptidtransportePEPT2 erfajen kann.

4.2.4 DieExpression de Transportersin normalen und pathologisdien humanen
Geweben

Als Antibiotika-transpotierendes Proten spidt PEPT2 éne wesantliche Rolle ba der
renalen Rabsorption vershiedemr Betalaktane (Daniel und Adibi, 1993). Dariiber
hinaus wird die intestinalelsoform PEPT1 fir die get Aufrahme von Betalaktam-
antibiotika im Magen-Darm-Trakt verantwortlich gemacht (Wenzel et al., 1995). ®i
Expression von PEPT2 in deuhge rickt den Tansportein dasBlickfeld theragutischer
Uberlegungen beziidich bekterieller Infektionen de Lunge, die ds weit verbreitete
Erkrankurgen schwewiegende sozodkonomische &lgen haben. Insbesondes bei
Patientermit zugrundeliegenden chronisoén Lungen- und $stemekrankurgen kénnen
diese hfektionenschwere Destruktionender Lunge bzw. eine espiratorischdnsuffizienz
bewirken und somit wesentlich mr Pragression derErkrankurg beitragen. Pneumonien
sind eine unausweichre Komplikation der ystenerkrankurg Mukovisadose bei

Patienten, die die Neeboremnperiode Berleten (Falbel und Smacany, 1993). Die
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Lungen d& Mukovisadosepatienten sind naclerdGeburt histologsch nach vollkommen
unauffallig (MacLusky und Levison,1990). Schon &d jedoch efolgt eine \erlegung der
Luftwege durch Mukus aufrund dergestdrten mukaliéren Cleaance, mit der~olge
einer bakteaellen Besiedlurg (Armstrorg et al., 1995, Kian et al., 1995Smith et al.,
1996). Pneumoniergeltenals Hauptmortalitatatsumshe @& Erkrankurg - ca. 95% aller
Mukoviszdosepatienten sterben an eipalmonalen Komplikation (Elborn etf., 1991).
Mit Hinsichtauf diese entrale Rolle der &kteriellen Infektionen & der Praression der
Erkrankurg steht die Antibiotikathepie an vordrsta Stelle. Seitder Einfihrurg der
gezielten Antibiotikatherape konnte dementspchend auch eine wesntliche Ver-
besserug de Uberlebenseit erreicht werden EitzSimmons, 1994Rosensteirund Zeitlin,
1994).

Traditionell wird die Serumkormntration eines Antibiotikums mitler minimalen in-
hibitorischenKonzentration(minimal inhibitory conentration, MC) verglichen, deer es
bedarf, um 90% der Bakterienstdmme a inhibieren (MC 90). Obwohl die MC ein
wichtiges Kriterium im Fle eine Bakteriamie dastellt, spidt die Konzentration des
antimikrobidlen Agens am Ort der Infektion in de Lunge die wesentliche Rolle ba der
Eradikation der Eeger.

Mehree Faktoren, wlche sichauf die Egenschiéten gstemisch applierter Antibiotika
grinden, limitieren ihre Kklinische HEéktivitat in der Therapie von Atemwegsinfektionen
bei Mukoviszdose. Die schlechte Aacherung der systemisclen Prapaatein Bronchal-
sekretenaufgrund des pathologsch veé@nderen Lungenepithels und @ hohenViskositét
des Schleims resultiert in minimalen Sputumlantzationen. Aus diesef@rundbedaf es
hoher Dosensystemischapplizierter Prapaate um adiquate Doan zu erhalten, mit der
Folge, dass dieRae an unemwinsdten Wirkungen zunimmt. Dalbe hinaus erfordern
akute BExazerbationen oft eine Kombination naehieckner intravendser Antibiotika,
wodurch eineHospitalisieruig notwendg wird (Honeybourre, 1997).

Demgegnuber stdlt die aerosolische Antibiotikatherapie mit Vernebelung des Agens eine
attraktive Alternative dar, die wesentliche theoretische Vorteile beherbergt (Niven et d.,
1990, Hoover et al., 1992, Patton und PIgtd4992). Durch aerosolisch&dministration
kann das Aens in hoherKonzentrationen direkan den @ seinerWirkung gelargen.
Dadurch werdn,, First-pass”- Metabolismuis der Leber und schelle Inaktivierurg durc
renale Elimination awesclaltet und gstemische unewinschte Wirkungen reduzert
(Eisenbeg, 1996. Trotzdem ist die Effektivitat derexosolischerAntibiotikatherapie seh
kontrovers [tokazu und Weinstein, 1998).
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Eine Reihe an Publikationen berielet UberaeosolischeBehandlugen von Lungen-
infektionenhauptséachlichmit Aminogykosiden (Kuret al., 1984, Steinkamp at., 1989,
Ramsg et al., 1993) atr awch Betalaktaran (Hodson eal., 1981, Nolan et al., 1982,
Stead et al., 1987, Bressolle et al., 1992, SustrencK., 1995).Trotz der Vielzahl an
Therapiestudien ist bis jézt nur relativ wenig Ube den Metabolismus de Aerosole
bekannt.Einige Studienkonnten Ergebnisse Ubr die gantitative Verteilug (Mukho-
padlyay et al., 1994), Boverfigbarkeit (Coong et al., 1994) und dlularen Efekte
(Palmeretal., 1998) erielen.Uber die genauen Traasportvogéange wurcen bis jetz noch
keine Daten verdffentlicht.

Der Nachweis des Petidtranspoters PEPT2 im espiratorischen Epithd ist ein erster
Hinweis auf den pulmonah Transpametabolismus eingy Betalaktame ach einer
aerosolischeApplikation.

Die Anwendurg aerosoliscar Betalaktane konnte sich bis jetaicht durchsen.In einer
Plazbo-kontrollierten Studie konnte die Effektivitat von aefischemCarbencillin und
Gentamicin naapewieserwerden (Hodsoret al., 1981). AuclbStead et al. konnten &iner
randomisierteriPlazbo-kontrollierterStudie eine ¥besserug der Lungenfunktion durch
Therapie mit aerosolishen Cdtazidime bzw. Cabenicillin in Kombination mit Genta
micin nachweiseriStead et al., 1987Pemgegeniberwurde in eirr Studie von Nolan et
al. keine Eféktivitat von Cephaloridin nagewiesen, \as jedochwahrgheinlich aufeiner
primaren Resistender Bakterien beruhé (Nolanet al., 1982). In einer unkontrollierten
Studie wurde aesolisches Tiaaillin in Kombination mit Gentamicingetestetund ein
Ruckgng von Kranlenhaustgen augrund akute Exazerbationerfesigestellt (Wall et al.,
1983).

Mit der in den Exvivo-Studien nachgewiesen Veadrargung (D)-Ala-(L)-Lys-AMCAs
durch Cefadoxil in normalen humanehungengeweben sowe Mukoviszdoseresektaten
wurde indirekt de Transpot desBetalaktams dwh einenOligopeptidtransportenach-
gewiesen. Ceddroxil, ein semi-gnthetiscles Cephalosporindas effektiv gegen Gram-
positive und -negativénfektionen derLunge eirgesetz werden kannChisholmet al.,
1986),wurde bereitsin friheren Arbeiten alin durch PEPT2-transpgeertes Substrat in
renalen Birstenaummembraen (Rieset al., 1994) undXenopus laevis Ogzen (Boll et
al., 1996)chaakterisiet. Neben @r antibiotischen PotenZefadroxs in derLunge ist ein
zusatzicher Aspekt seine Wksamkeit in der Redugrung Antigen-induzerter bronchialer
Hyperreaktivitat (Boichot et al., 1993). Diesr Effekt ist nicht mit der Reduktion von

Eosinophilen verbunden.
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Der Nachweis der Eyression PEPT2s inyp II-Preumozten ist Hinweis auf eine
Akkumulation pulmonal applierter Betalaktane in diesenZelltyp.

Demgeaeniter wurce beZiglich einer erfolgreichen Eradikation von Bakterien
insbesondere einbohe Konzentration des antimikrobiotischen g&ns im epithelialen
Flussideitsfilm und in Alveolarmatophayen fir wchtig erachtet (Retsemet al., 1990),
wobei der @t derInfektion in erste Linie neben da infektiosen Sputum in der Mukosa
gesehen wude.

Anhand von Pneumokokken-Pneumoniefimodellen konnteeine positive Relation
zwischen Gewegkonzentration und therautischem Holg gezigt werden {Vallee etal.,
1991, Aoulay-Depuis, et al., 1991). BiKonzntration des Antibiotikumsnerhalbder
Makrophayen und Neutrophilen spielt vor allem im Rahmen vdnfektionen duch
intrazellulare Erreger eine Rolle (Edelstein eal., 1996). Ggenuber Mkroliden und
Quinolonen, die sehgute Eigenschafen beiiglich der Anreicherung in diesenZellen
aufweisenwerden Betalaktam nur als weniger gut arreichend eingestuft(Honeybourre,
1994, Cook et al., 1996). DieBeobachturgen werden jetzt durchdenBefunduntestitZ,
dass im Gegensaitz Bronchialepithelgllen und Typ II-Pneumoxten in Makrophagen
und Neutrophilenkeine Expression PEPT2s oder ein funktionelt@ligopeptidtransport
nactgewiesen weden konnte.

Bis jetzt liegen noch keine Daten bezlidich der Wirksanket PEPT2transpotierter
Betalaktame gegentiber nichPEPT2-transportierteBetalaktane vor. Ein Vegleich de
Wirksamkeit beider Gruppen in Pneumoniefimodellen kénnte diFrage kléaren, in
wieweit die Deposition und Akkumulation PEPT2-transportreBetalaktame in ¥p I1-
Pneumoyten undBronchialepithel beiglich der Hfektivitat eines pulmonadpplizerten
Betalaktams @ne Rolle spidt.

Eine wetere Frage hinsichtlich der biologschen Bedeutung der pulmonden Deposition
PEPT2-transporierter Substate besteht im Rahmen der Beolachungen Uler sekktive
Hemmstoffe de pulmonalen Humaan Leukozyten Elastas€HLE, EC 3.4.21.37)Die
hoheAktivitat dieser Serin-Prosse wird kausal mit Erkrankugen wie de Mukovisadose
(Jackson et al., 1984), dechronischen Bronchitis (Stocklg et al., 1991), dn
Lungeremplysem (&noff, 1985) und emn Acute Respiatoly DistressSyndrome(ARDS
[Merritt et al., 1983]in Verbindunggebracht. Die PrasenBlLEsim interzellularenRaum
resultiert in einer unkontrollierten Pemlyse und Zerstérug von zelluldren Strukturen
(Snider, 1987).
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Bel der Entwicklurg von HLE-Inhibitoren (Tainor, 1987, Tavis und Fritz, 1991)wurde
auch die inhibitorische Wkung von Gephalosporinerauf HLE erkannt Doherty et al.,
1986,Hagmanet al., 1989, Doérty et al., 1990, Shaét al., 1990)In der Folgezeit konnte
festgestellt werden, dass unter HE-inhibierenén Cephalosporen, insbesonder
nonpolare, fidrophole Formen Finke et al. 199D geegnet sind, HLE zu blockieren.
Finke et al. konnten 1992 di S/nthe® einesaerosolischen €halosporins mit HE-
inhibitorischer Wirkung berichten. Hie stellt sich die Fage, ob der Wirkungprad
einzelner H_E-inhibierender Cepalosporine nicht nur vorderen Affinitdt zur HLE
abhamig ist, sondern auch dcth den PEPT2-vermittelten Abtransport aus dem
interzellularen Raum gemindert wird.

In Bezug auf die Expression PEPT2s in patholeghen Gweben wurde duch die
Lokalisation des mansportes in Mukoviszdosegwebenau immunhistologscherEbene
kein Unterschied zu normalen Gewben gfunden. s Veteilungsmuster dg
Transportersst alsoin Mukovisadosegweben, dieals Substrat der adiptindikation fur
aerosoliste Antibiotikatherapie gelten, qualitativ identisch mit deg nomden Gewes-
verteilung Die Untesuchumg der Effektivitat von PEPT2-transportiertegegentbernicht-
transpotierten Antibiotika wirde somit ni¢tit durch ene erkennbare Stémung der
Verteilung des Tansportgstem im pathologgch veranderten Lungengewebe in Frage
gestellt. Die limitierte Aussgekrdt immunhistochemischer Befunde iBezug auf
guantitative Veranerurgen der Exression PEPT2s in patholeghen @&weben kdnnte
durch kinftige Studien mit quantifierenden MethodenFnk et al., 1998 erweitert
werden.

In den Exvivo-Aufnahmestudien wude parallel zu den Egebnissen derlmmun-
histochemie kein Untersad im Aufnahmemuster wischen den Reselten der
Mukoviszdosepatienten und den normaleangengewelen gefunden. (D)-Ala-(L)-Lys-
AMCA akkumulierte in derFlimmerepithel#llen und Typ II-Pneumoyten.

Quantitativ stellte sich jedoch améind d&r schiechtenZugarglichkeit in den Bereichen
des Resektats, die durch Sahiretention vedgt waren, eine Minderaufrehme des

Dipeptidkonjugts da.

4.2.5Ddta-Aminolavulinsaure als FEPT 2-Substrat in der Lunge

Der kurzich erfolgte Nadhweis des Tansports von Bta-Aminolavulinsdure( -ALA)
durch PEPT2 (Dorig et al., 1998, Novotry et al., 2000) ist eilBefund mit meheren

physiologischen und phamakolagischenBedeutungen im Atemtrakt.
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Auf dea Basis eines Substats fir die Hamsynthese besitzt -ALA ene Rolle be der
pulmonalen Produktion von KohlenmondxCO). Neben Stickstoffmonax (Hamid et
al., 1993) wird CO eine ngtiche Bedeutuy bei de& Reaktionauf oxidativen Stress
eingerdumt(Zayasu et al., 1997, Horvath eal.,, 1998). CO wird dwh das Stress-
induzerbareHitzeschockpratin Himoxygenag | (Leeet al., 1996) und seine konstitutive
Isoform Hamoxygerese | gereriert (Maines, 1988)In der humaren Lunge wude eine
ExpressiondieserProteineunter andrem in Bronchialepithelzllen gefundenLim et al.,
im Druck), in denenetzt ebenfalls PEPT2 nagbwiesen weden konnte.

Neben de Bedeutug von CO als Meker von oxdativem Stress lidgdie theapeutiscle
Relevanzder pulmonalen Aufahme von -ALA in da Photognamischen Thepie(PDT,
Rowe, 1998, Dogherty etal. 1998).

Es besteht ein waclsdeslnteresse bziiglich der Biokinetik und des Metabolismugon
-ALA seit der estmaligen Anwendurg in de PDT (Peg etal., 1992,1997,Frommetal.,
1996, Bwn und Rgowska, 1999. Bei g/stemische topische oder galer Gabe (Loh et
al., 1993,Webber et al., 1997)-ALAs kommt es a einer intraellularen Akkumulation
dieser Substanzind ar Bildung von Porplyrinen. Uber eine Photoaktivierum der
Porptyrine wird die Zellapoptoseeingeleitet (Steinbeh et al., 1995, Gibson at., 1997).
Es konnte geaigt werden, @ss innerhalb kuer Zeit nachoraler Galke von -ALA en
relativ hoher Plasmaspieg@rreicht wird (Fromm et al., 1996).Auch erfolgte der
Nachweis einer Akkumulatiorund Wirkung -ALAs in verschedenenEpithelzllen (Loh
et al.,, 1992, Bdwell et al., 1992, Gib et al., 1992 Wyss-Dessrich et al., 1996). Der
Transpot im Gastrointestindtrakt wurde auf den intestinden Oligopeptidtranspoter

PEPT1 mruckgefuhrt (Doring etal., 1998a).

DarUbe hinaus wird die Plasmakoeatration -ALA s durch die Riuckesorption ausiem
proximalen Tubulus (CFlaheaty et al., 1981, Cheeks und eden, 1986 sowohl durch
PEPT2 als auch PEPT1 beeinflusst (D al., 1998p

Auch in der Lunge wird -ALA sowohl in de Diagnose(Baunpartne et al., 1996) als
auch in der Threrape (Sutedja und Postmus, 1996) von Neoplassamgesetz Der
Nachweis von PEPT2 im respiratorischen Epithel ist deste Hinweis bzlglich des
Aufnahmemedanismus -ALAs in der Lunge. Weitere Studien mussen die jpession
von PEPT2 in Tumosdllinien untersuchen, um eine giéhe Rolle desTransportes in

Lungenkarzinomen z1 definieren.
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5 Zusammenfassung

Fragestellung und Methodik

Peptide sind wichtig Medatoren plysiologischer undpathophysiologischer Prozssein
der Lunge. Ihre biologische Aktivitat wird durch pulmonde Petidasen teminiert. Da der
enzymatische Abbu von Proteinen und mikrobiellddestandeilen GibereinenAnstieg des
osmotischen Gradienteru zzinem eschwerten Gasaustauschihren kann, besitz der
Abtransportvon Peptidfrgmenten fir dieAminosaurebilanzder Lunge eine entrale
Bedeutury. Nebender Bedeuturg als gasaustauschdesOrgan spielt dasespiratorisclen
Epithel eine wichtige Rolle als Grdrariere awischen demOrganismus und seiner
Umwelt. DiegroReOberflache von @ bis 140 m kann dde effizient zur Administration
verschieéner Phamakabenutz werden. h dieser Hinsicht konnte beits eine Velzahl
von Transportgroteinen im respatorischerkpithel funktionell chaakterisiert verden.
Die cDNAs zveier Familien Protonen-gekoelper Oligopeptidtranspoe wurden in den
vergangenen Jahren aus Epithellen von Dam (PEPT1) undNiere (PEPT2)kloniert.
Wahrend die Egression von PEPT1-mRNA ausschlie3liciDarm und Niere festgestellt
wurde,konnteman PEPT2-mRNA in dd¥iere sowie in eineReihe weiteer Organen wie
dem NS und @ Lunge nachweisen.

Beide Isoformen [esitzen 12 transmembrarél Dondnen und teilen em ca. 47 %ige
Identitét auf der Protenebene. Die Transpoter katalysieren eine zdleinwars gerichtete
Substrattranslokation, die an einefektroclemischen Protogradienen gekoppelt ist.
Neben des mansports endound exgener Di und Tripeptide @nsportieren PEPT1 und
PEPT2 Peptidpharmakawie z. B. Cephalosporine, Amin@mizlline, Angiotensin-
ConvertingeEnzymednhibitoren sowie Antimetabolite wie aaciclovir und das
Zytostdikum Bestatin.

Die Fahigkeit PEPT2s mm Transport von Antibiotika riickt den Transporters aa Blick-
feld therapeutischer Ubealegungen bd der aerosolisden Antibiotikatherapie rekurrenter
Atemwagsinfektionen.

In dieser Arbeit wurce die Exression von PEPT2 inungengeweben von Ratte, ldus und
Menschuntersucht. AtitranskriptionellerEbene wrden RT-PCR und NortherBlotting
an Rattengewetn zum Nachweis der PEPT2-mRNA durgefuhrt. Zur exakten
Lokalisation de Ratten PEPT2-mRNA aufeltularer Ebene dente die Methode der
nonradioaktiven ri-situ-Hybridisierurg. Immunhistochemisch8tudien emddichten eine

Darstellurg PEPT2s iLungengewelen von Ratte und Maus ader tanslationalen Emne.
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Es wurde mséatdich ein Modell air Ex-vivo-Aufnahme vonOligopeptidenin murinen
Lungenpaparaten entwickeltym den Peptidtranspoduch funktionell nehzuweisen. Eine
Kombindion de Aufnahmestudien mit da Lektinhistodhemie diente zum Ausshluss
eines Transpivorganges in Typ [-Pneumogyten.

Darlibe hinaus wurdn immunhistochemische und funktionelle -#xo-Studien an
Gewelen von normalen humaen Lungen savie Mukovisidose-lungenregktaten

vorgenommen.

Ergebnisse

Durch RT-PCR konnte PEPT2-mRNA Lungen- wnd Nieenexrakten derRatte nach-
gewiesenwerden. Dieser BefunBorreliert mit Daten de Kaninchenlurge. PEPT2-mRNA
wurde in der Rttenlunge msétdich durch das Northe-Blot Verfahren mchgewiesen.
Um die exakte mRNALokalisation auf =®lularer Ebene m bestimmen, wuren non-
radioaktiveln-situ-Hybridisierurgen durchgefiihrt und eine Egressionvon PEPT2-mRNA
in Typ lI-Preumozten, Bronchialepithelellen und Endothekdllen kleinere Bronchus-
venolen der Rattenlge naclgewiesen.

Immunhistochemische Studien konnten PERM&xunreaktiviatin Bronchialepithelzlen,
Typ lI-Pneumozten und Endthelzllen von Ratten- und Mauselgen identifizieren.
Funktiondle Ex-vivo-Aufnahmestudien mit dan fluoreszierenden Dipeptiddeivat (D)-
Alanin-(L)-Lysin-AMCA an isolierten Mausehoraes fuhten zu einer Aunahne in das
Bronchalepithel und Vp Il-Preumozten. Die ztoplasmatischeAkkumulation des
fluoreszerenderSubstratsvurde im Vedrargungsexperiment durch das Dipeptid ¥&il-
glutamin und das Cephalosporin @elroxl fast vollstandiginhibiert. Uber kombinige
Ex-vivo-Aufnahme- und histochemischeStudien mit LEA konnte ein Tansport des
Dipeptid-konjugts in Typ I-Pneumoyten augeschlossen wden.
Immunhistochemisch&'erswche an Geweben von norrelen humanen_ungen konnten
eine PEPT2speaifische Immunedktivitat ebenfalls in Brondiaepithelzdlen, Typ II-
Pneumoyten und Endotdzellen von Bonchialvenolennachweisen. Studienan Lungen-
resektatenvon lungentransplantieen Mukoviszdosepatienten fiihrtenuzdem gleichen
Immunrektivitditsmuste, so das ene qualitative Differenz im Muste der PEPT2
Immuneeaktivitat avischen normalerLunge sowie pthologsch verdndertem Muko-
viszidose@wele augeschlossen welen konnte.

Zuséatdich wurden de Exvivo-Aufnahmestudien vom Tieodell auf humaa Gewebe

Ubertraggen. Mit dem Transport von)-Alanin-(L)-Lysin-AMCA in das espiratoriscle
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Flimmerepithel und in Typ IlI-Pneumoygten stellte sich im normalen und im
Mukoviszdose@wele ein identisches Afnahmemuster a. Quantitativ wurde die
Aufnahme desDipeptidderivats in Mukosvisdoseg@weben jedoh durch den starlen

Sekretverhlt gemindert.

Schlusdolgerung

Es konnten erstmals die Expression, bkalisation und funktionelle Aspekte as
definierten Olgopeptidtranspadsystems im Atemtrakt aclgewiesen werden und somit
eine molekularbiolgische und morphologisch@rundlaye ai friihelen Hypotheseniiber
einen Oligpeptidtransport in ddrunge geschaffen werden.

Die Expression des Transporse in Traheal- sovie Bronchialepithelglen, Typ II-
Pneumoyten und Endotdzellen submukéser Vene sowie die Fahigkeit PEPT2s,
Betalakiamantibiotika wie beispielsweise fadroxl, ein gegen Gram-ne@ative und Gram-
positive Erreger wirksanes Cephalospoin zu transpotieren, rickt den Transpoter in das
Blickfeld thempeutischer Uberlegungen bezlidich der aeosolisden Antibiotikatherapie

rekurenter Aemwaegsinfektionen.
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