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Jeder mit der Nahrung zugefiihr-
te Stoff, sei er Nahrstoff oder
Fremdstoff, muB bei seiner Auf-
nahme in den Organismus, bei
seiner Verteilung auf verschiede-
ne Gewebe und seiner Ausschei-
dung eine Vielzahl von Komparti-
menten durchqueren, die jeweils
von einer Zellmembran umschlos-
sen werden. Durch spezifische
Membranproteine wird der ge-
richtete Transport von Nahrstof-
fen und Fremdstoffen durch die
Zellmembran ermoglicht. Damit
kommt diesen Proteinen gleicher-
maBen unter nutritiven wie toxi-
kologischen Aspekten eine groBe
Bedeutung zu.

amit einerseits Nahrstoffe
Dgezielt durch die Mem-

bran in die Zelle und ande-
rerseits Fremdstoffe auch aus
der Zelle beférdert werden kon-
nen, sind spezifische Proteine in
die Lipidschicht der Zellmem-
bran eingelagert. Mit der Struk-
tur, Funktion und Regulation die-
ser Membranproteine die den
vektoriellen Nahrstoff und
Fremdstofftransport vermitteln,
beschiftigt sich unsere Arbeits-

gruppe.

Ein vielseitiger Nahrstoff-
transporter

Im Diinndarm werden alle Nah-
rungsproteine durch spezielle
Enzyme des Pankreas, sogenann-
te Proteinasen, in Bruchstiicke

Wider die Barriere: Der
vektorielle Transport von
Nahrstoffen und
Fremdstoffen durch die

(Peptide) gespalten. An der
Oberflache der resorbierenden
Diinndarmepithelzellen erfolgt
dann der weitere Abbau der Pep-
tide durch Peptidasen, die in der
zum Darmlumen gerichteten Biir-
stensaummembran der Darmepi-
thelzellen verankert sind. Diese
Peptidasen setzen kleinere Pepti-
de frei, die nur noch aus zwei
oder drei Aminosauren (Di- und
Tripeptide) bestehen. Solche
Peptide konnen aufgrund ihrer
hydrophilen Eigenschaften nor-
malerweise nicht durch die Li-
pidmembran der Darmepithelzel-
len dringen. Die kurzkettigen
Peptide werden mittels eines ak-
tiven, das heifdt, vom Zellstoff-
wechsel abhédngigen Transport-
vorgangs durch die Biirsten-
saummembran der Diinndarm-
epithelzellen transportiert. Zur
groflen Uberraschung entpuppte
sich dieser Peptidtransporter als
eine Besonderheit unter den
Transportsystemen fiir Nahrstof-
fe in den Zellmembranen von
Saugetieren. Der Transport der
Peptide in die Zelle ist namlich
an die Gegenwart eines zellein-
warts gerichteten Protonengradi-
enten (H'-Gradienten) gekoppelt,
das heifdt, dafd der Transporter
fiir die Ausnutzung seiner maxi-
malen Transportkapazitat unter-
schiedliche H'-lonenkonzentra-
tionen auf beiden Seiten der Zell-
membran benétigt. In diesem
Fall benutzt der Peptidtranspor-
ter die extrazellular hohere Kon-
zentration an H'-lonen, bzw. den
extrazellular vorherrschenden
niedrigen pH-Wert, als treibende

Zellmembran

Kraft. Daf} ein Protonengradient
die treibende Kraft fiir die Auf-
nahme von Nahrstoffen darstel-
len kann, war bisher nur fiir Bak-
terien, Hefen und Pflanzenzellen
beschrieben. Somit wird der Pep-
tidtransporter unter Aspekten
der Evolution der Nahrstoff-
transportsysteme maoglicherwei-
se ein Bindeglied zwischen den
Speziesklassen. Interessant ist
weiterhin, daf ein dhnliches pro-
tonengekoppeltes Transportsy-
stem fiir Peptide bei Saugetieren
und Menschen nicht nur in
Diinndarmepithelzellen, sondern
auch in Tubuluszellen der Niere
nachweisbar ist. Nach der Auf-
nahme von Di- und Tripeptiden
in die Epithelzellen der Diinn-
darmschleimhaut oder der Niere
erfolgt in Abhangigkeit von ihrer
Zusammensetzung die mehr
oder weniger schnelle intrazellu-
lare Aufspaltung in die freien
Aminosauren. Die freien Amino-
sauren konnen schlie3lich tiber
Aminosauretransporter der ba-
solateralen Membran die Epithel-
zellen verlassen und gelangen so
tiber die Darm- bzw. Nierenvenen
und die Pfortader in die Leber
und koénnen dort verstoffwech-

40 Jahre Institut fiir Ernahrungswissenschaft ¢ 3



{erget, Der vektorielle Transpo

selt oder aber in den systemi-
schen Kreislauf abgegeben wer-
den. Neben den Peptiden aus
dem Abbau der Nahrungsprotei-
ne vermag der intestinale Peptid-
transporter auch Pharmaka mit
Peptidstruktur zu transportie-
ren. Der Peptid/H'-Symporter
wird damit zum Ziel fiir das De-
sign sogenannter Peptidmimeti-
ka, also biologisch wirksamer
Substanzen, welche die Struktur
von Peptiden simulieren und da-
mit zu maskierten Substraten

transporters resorbiert wer-
den. Neben den f3-Lactamanti-
biotika werden auch Hemm-
stoffe fiir das Angiotensin-Con-
verting-Enzym, die sog. ACE-
Hemmer, vom Peptidtranspor-
ter in den Korper transpor-
tiert. ACE-Hemmer finden als
Blutdrucksenker breite thera-
peutische Anwendung.
Kiirzlich gelang es unserer
Arbeitsgruppe die Peptidtrans-
porter aus der Diinndarm-
schleimhaut und dem Nierentu-
bulus zu klonieren.

Das heifdt, wir konn-

Nachweis der Pepti 1
| HeLa-Zellen mittels eines fluoreszierenden D

. {Im Durchlicht

ipeptids

im Fluoreszenzlicht

ten die fiir die Trans-
portproteine codie-
renden Nukleotidse-
quenzen der Desoxy-
ribonucleinsaure
(DNA) identifizieren
und entschliisseln.
Damit sind wir nicht
nur in der Lage, die
Struktur der Trans-
portproteine aufzu-

dieses Nahrstofftransportsy-
stems werden. Welche Bedeu-
tung der Peptidtransporter fiir
die intestinale Resorption von
Peptidpharmaka hat, wird am
Beispiel von f3-Lactamantibiotika
- dazu gehoren die Penicilline
und Cephalosporine — deutlich.
Fast alle oral wirksamen f3-Lac-
tamantibiotika die in Form von
Tabletten zur Behandlung von
bakteriellen Infektionen einge-
nommen werden, kénnen im
Darm nur aufgrund des Peptid-
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klaren, sondern kon-
nen auch ihre Funkti-
on genau studieren. Als Werkzeu-
ge hierzu dienen uns verschiede-
ne Zellen, die selbst keine Pep-
tidtransporter besitzen. Durch
Transfektion mit der cDNA der
Peptidtransporter oder durch In-
jektion ihrer cRNA werden die
Zellen veranlaf3t, die Peptid-
transporter zu bilden, die wir da-
nach mit biophysikalischen Me-
thoden untersuchen kénnen. Ne-
benstehende Abbildung zeigt
HelLa-Zellen, in denen nach
Transfektion mit der DNA des in-
testinalen Peptidtransporters
PepT]1 die Peptidaufnahme
durch ein fluoreszierendes Pepti-
danalog sichtbar gemacht wer-
den kann.

Mittels Gensonden gelang es
uns nachzuweisen, daf die Pep-
tidtransporter auch in Gehirn,
Leber, Lunge und eine Reihe an-
derer Organe sowie in Tumoren
vorkommen, wobei {iber ihre
Rolle in diesen Geweben noch
keine Erkenntnisse vorliegen.
Zur genauen Lokalisierung der
Transporter in diesen Geweben
werden wir die in situ-PCR und

verschiedene immunologische
Techniken unter Verwendung
von spezifischen Antikorpern
einsetzen.

... und ein multispezifischer
Fremdstofftransporter

Bestimmte Molekiile, darunter
auch Substanzen, die den Zelltod
herbeifiihren, konnen aufgrund
ihrer hydrophoben Eigenschaf-
ten ungehindert durch die Lipid-
phase einer Zellmembran drin-
gen. Gezielt werden solche Cyto-

Fremdstotfo

toxika in der Behandlung von Tu-
moren eingesetzt. Dabei entwik-
keln die Tumorzellen oft im Lau-
fe der Behandlung eine Resistenz
gegeniiber dem Zellgift und
gleichzeitig gegeniiber einer gan-
zen Reihe anderer Cytostatika.
Bei der Suche nach der Ursache
dieses als Vielfachresistenz oder
,multidrug resistance” genann-
ten Phanomens stiefd man auf
ein Membranprotein (MDRI1-Gen-
produkt), das die Fremdstoffe
unter Energieverbrauch wieder
aus der Zelle ausschleuste und
daher als multispezifische Trans-
port ATPase bezeichnet wird.
Wir beschéftigen uns mit dem
MDR-Genprodukt (dem p-GP
170), da es aufder in Tumorzellen
auch in normalen Epithelzellen
von Darm und Niere vorkommt.
Uns interessiert besonders wie
und in welchem Umfang p-GP
170 am Export von toxischen
Nahrungsinhaltsstoffen beteiligt
ist. Bietet man menschlichen
Epithelzellen aus Darm und Nie-
re in der Zellkultur das in der Tu-
morbehandlung eingesetzte
Daunomycin auf beiden Zellsei-
ten an, wird ein gerichteter
Transport von der Blutseite zur




Lumenseite beobachtet, der den
Transport in umgekehrter Rich-
tung um ein mehrfaches iiber-
steigt. Diese Nettosekretion wird
spezifisch von p-GP 170 vermit-
telt, da seine Hemmung die Net-
tosekretion des Fremdstoffs voll-
standig blockiert. Damit kommt
dem MDR1-Genprodukt wahr-
scheinlich eine wichtige Rolle im
Schutz des Korpers zu, da es im
Darm bereits die Aufnahme von
hydrophoben toxischen Stoffen
reduziert und gleichzeitig in der
Niere zu einer schnellen Elimina-
tion dieser Fremdstoffe beitragt.
In unseren Untersuchungen
konnten wir tatsachlich zeigen,
daf p-GP 170 eine ganze Reihe
toxischer Nahrungsinhaltstoffe
aus den Epithelzellen heraus-
transportiert, unabhéangig davon
wie sie in die Zellen aufgenom-
men wurden.

Kommen wir zuriick zur ,mul-
ti-drug-resistance”. Hierbei ver-
mag ein toxischer Fremdstoff
(Cytostatikum) in Tumorzellen
nach einer bestimmten Zeit
durch eine erhohte Expression
des MDR1 Gens, das heif3t, ver-
mehrte Bildung des p-GP 170
Proteins, zu einer verstarkten
Elimination des Fremdstoffs zu
fithren. In der Folge sinkt der zel-
luldre Spiegel des Cytostatikums
unter seine kritische Wirkstoff-
konzentration, so daf3 die Tu-
morzelle wieder wachsen kann.
Aufgrund der erhohten p-GP170
Transportleistung ist sie nun ge-
gen eine erneute Wirkstoffgabe
des selben oder auch eines ande-
ren Fremdstoffs unempfindlich.
Aufgrund dieses Phianomens ha-
ben wir uns mit der Frage be-
schaftigt, ob die Expression des
MDRI1 Gens in Darmepithelzellen
auch durch eine alimentare Zu-
fuhr toxischer Nahrungsinhalts-
stoffe erhoht werden kann und
dadurch p-GP 170 in den Epithel-
zellen als Eintrittsbarriere fiir
solche Stoffe fungiert. Durch den
Nachweis der Boten-RNA in den
Zellen kann gepriift werden, ob
nach einer Fremdstoffgabe das
MDRI1 Gen vermehrt transkri-
biert (abgeschrieben) wird und
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danach mehr seiner spezifischen
RNA in der Zelle vorliegt.

Mittels der sog. RT-PCR (re-
verse Transkriptase-Polymerase-
kettenreaktion) und Northern-
Blot Analyse konnten wir eine
vermehrte Bildung der spezifi-
schen mRNA des MDR1 Gens in
Epithelzellen des Darmes nach
Fremdstoffexposition nachwei-
sen (siehe Abbildung). Unter-
suchten wir danach die Trans-
portleistung des MDR1-Genpro-
dukts in den exponierten Zellen,
so war auch dessen Kapazitat
zur Elimination des Fremdstoffs
um ein mehrfaches erhoht. Unse-
re Hypothese, wonach die Ex-
pression des MDR1 Gens in Zel-
len von Darm und Niere von der
Zufuhr toxischer Stoffe abhéangt,
scheint damit belegt. Dies eroff-
net jedoch auch die Perspektive,
daR das MDR1 Gen bzw. das
p-GP 170 beim Schutz vor Tumo-
ren, vor allem dem sehr haufigen
Dickdarmkarzinom, eine wichti-
ge Rolle spielt. Die Beteiligung
von p-GP 170 an der durch
Fremdstoffzufuhr ausgelésten
oder beschleunigten Entstehung

von Dickdarmkarzinomen ist ge-
genwartig ein wichtiger For-
schungsaspekt in unserer Ar-
beitsgruppe. .
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