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Diethylpyrocarbonat
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TBS
™
TRIS
w/v
w/w

v/v

ZNS

Tris Buffered Saline
Transmembran-Doménen
Trishydroxymethylaminomethan
weight/volume

weight/weight

volume/volume

Zentrales Nervensystem

Alle hier nicht aufgefiihrten Einheiten sind SI- bzw. erweiterte SI-Einheiten. Die letzte Stelle
aller angegebenen Werte ist gerundet.

Die Nucleoside werden mit den bekannten 1-Buchstaben-Abkiirzungen abgekiirzt (Tab. 1).
Fiir die Aminoséduren gelten die 3-Buchstaben- und 1-Buchstaben-Abkiirzungen (Tab. 2).

Nucleosid Abkiirzung
Adenosin A
Guanosin G
Cytidin C
Thymidin T
Uridin U

Tabelle 1: Abkiirzungen der Nucleoside

3-Buch- 1-Buch- 3-Buch- 1-Buch-
Aminosdure staben- staben- Aminosdure staben- staben-
Abkiirzung | Abkiirzung Abkiirzung | Abkiirzung
Alanin Ala A Leucin Leu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Asparaginsidure | Asp D Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamin Gln Q Serin Ser S
Glutaminsdure | Glu E Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp W
Histidin His H Tyrosin Tyr Y
Isoleucin Ile I Valin Val \

Tabelle 2: Abkiirzungen der Aminosduren




Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Entwicklung und Aufbau des Atemtrakts

Der Atemtrakt gliedert sich in die luftleitenden Abschnitte Nasenhdhle, Nasopharynx,
Larynx, Trachea, Bronchi, Bronchioli und Bronchioli terminales (Phalen und Oldham,
1983) und in die respiratorischen Abschnitte Bronchioli respiratorii und Alveolarbereich,
in denen der Gasaustausch zwischen Atemluft und Blut stattfindet (Staub und Albertine,
1988). Entwicklungsgeschichtlich beginnt die Anlage des Respirationstrakts mit der
Abschniirung des ventralen Lungendivertikels vom Vorderdarm in der dritten
Embryonalwoche. Das Epithel des Atemtraktes ist somit entodermaler Herkunft.

Die Entwicklung gleicht formal der einer exokrinen Driise: Aus dem Lungendivertikel
wachsen seitlich die beiden Lungenknospen, wobei durch dichotome Teilungen bis zum
Ende des sechsten Monats der Bronchialbaum entsteht, der jedoch erst durch weitere
nachgeburtliche Teilungen seine endgiiltige Form erhdlt. Die Entwicklung des
Alveolarraums an den Endverzweigungen des Bronchialbaums setzt ab dem siebten Monat
ein. Am Ende des siebten Monats differenzieren sich die einzelnen Alveolarzellen aus

(Duncker, 1990).

1.2 Das Bronchialepithel

Das Bronchialepithel kleidet die luftleitenden Abschnitte des Atemtrakts aus. Es wurde
traditionell als physikalische Barriere gegeniiber schddlichen Umweltfaktoren betrachtet.
Als Hauptaufgabe schien in dieser Hinsicht der Schutz vor inhalativen Noxen zu sein.
Durch eine Vielzahl jiingerer Untersuchungen musste diese enge Sichtweise revidiert
werden. Die Funktionen des Bronchialepithels sind tatsdchlich von wesentlich komplexerer
Natur: Elektrolyt- und Fliissigkeitstransporte und die mukozilidre Clearance dienen zur
Aufrechterhaltung der pulmonalen Homoostase. Dariiber hinaus ist das Bronchialepithel
aktiv an der Erregerabwehr und lokalen Regulation der Immunantwort und Entziindungs-
reaktion beteiligt (Rennard et al., 1991).

Morphologisch ist das Bronchialepithel durch ein mehrreihiges, hochprismatisches
Flimmerepithel mit oraler Schlagrichtung der Kinozilien gekennzeichnet. Die basale
Begrenzung wird durch eine Basalmembran aus Kollagen Typ IV, Laminin-Entaktin/
Nidogen-Komplexen und Proteoglykanen gebildet (Paulsson, 1992).

Der haufigste Zelltyp ist die hochprismatische kinozilientragende Zelle mit ca. 300 Zilien
pro Zelle und direktem Anschluss zum Lumen (McDowell und Beals, 1987). Ebenfalls
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hiufig vorkommend sind die Becherzellen mit polysaccharidhaltigen Schleimtropfchen im
apikalen Bereich und die Biirstensaumzellen, die als unreife Ersatzzellen fiir zugrunde
gegangene Flimmer- und Becherzellen gelten. Sie besitzen einen dichten apikalen
Biirstensaum und werden als Zellen mit mechano- oder chemosensitiver Funktion
angesehen. Weitere Zelltypen sind Basalzellen ohne Kontakt zum Lumen, neuroendokrine
Zellen, dendritische Zellen, Clara-Zellen, vereinzelte Lymphozyten und sensorische
Nervenfasern (Soderberg et al., 1988). Die einzelnen Zelltypen sind untereinander iiber
Desmosome und mit der Basalmembran iiber Hemidesmosome verbunden (Rennard et al.,
1994). Die Barrierefunktion der Epithelzellen wird iiber Tight junctions aufrecht erhalten
(Gumbiner, 1987).

1.3 Das Alveolarepithel

Die Alveolen als Endabschnitte des Bronchialbaums sind kleine Aussackungen der
Bronchioli respiratorii. Thr mittlerer Durchmesser betragt 250 bis 290 um. Bei einer Anzahl
von rund 300 Mio Alveolen errechnet sich eine innere Lungenoberfliche von ca. 70 bis
140 m* (Duncker, 1994). Das Alveolarepithel differenziert sich zu 2 Zelltypen, den
Alveolarepithelzellen (Pneumozyten) Typ I und Typ II.

1.3.1 Pneumozyten Typ I

Die Pneumozyten Typ I sind zarte, flach ausgezogene Zellen, die den grofiten Teil der
Alveolenoberfliche bekleiden. Sie stellen die eigentlichen Deckzellen des Alveolarepithels
dar, wobei sie beim Menschen bei einem geringen Anteil von ca. 8 % aller Zellen der
Interalveolarsepten jedoch ca. 95 % der Oberflachenauskleidung ausmachen. Von ihrem
Zellkorper, der vergleichsweise wenige Zellorganellen besitzt und in einer Masche des
Kapillarnetzes liegt, iiberziehen Fortsétze mit einem Durchmesser von teilweise nur 0,1 pm
die umgebenden Kapillaren. Die Funktion der Typ I-Pneumozyten besteht in der
Gewihrleistung einer moglichst diinnen Trennfliche zwischen Gefdflsystem und
Alveolarraum zur Bildung der Blut-Luft-Schranke, die einerseits eine optimale
Gasdiffusion zulédsst und andererseits durch Haftkomplexe parazelluldre Transportwege
und Wasserverlust  verhindert. Als  enddifferenzierte  Zelle mit fehlender
Regenerationstahigkeit besitzt der Pneumozyt Typ I eine hohe Vulnerabilitit (Rennard et
al., 1991).
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1.3.2 Pneumozyten Typ II

Die auch Nischenzellen genannten Pneumozyten Typ II bedecken ca. 7 % der
Alveolaroberfliche. Sie liegen einzeln oder in kleinen Gruppen von 2 bis 3 Zellen
,nischenformig™ zwischen den flachen Pneumozyten Typ I und sind mit ihnen durch
Desmosomen und Tight junctions verbunden. Dieser Zelltyp besitzt eine kubische Zellform
und kann durch seine charakteristische Vorwdlbung in das Alveolarlumen licht-
mikroskopisch identifiziert werden (Martinez et al., 1997). Die Zelloberfldche ist an der
freien apikalen Seite durch kurze Mikrovilli und dem Fehlen von groBBeren Zellausldaufern
gekennzeichnet. Der relativ grofe Zytoplasmakdrper mit vielen Organellen und
Einschlusskorpern gab ihnen urspriinglich die Bezeichnung ,granulierter Alveolar-
epithelzellen (Schiebler und Schneider, 1991).

Funktionell handelt es sich bei den Pneumozyten Typ II um sezernierende Zellen mit der
Féhigkeit zur Proliferation. Die fiir die Integritit des Alveolarraums unentbehrlichen
Funktionen der Pneumozyten Typ II liegen in der Weiterdifferenzierung zu Typ I-
Pneumozyten (Adamson und Bowden, 1974) und in der Synthese und Sekretion von
oberflachenaktivem Surfactant. Dieser Proteinphospholipidfilm, der als monomolekularer
Film das Alveolarlumen auskleidet, setzt die Oberflachenspannung herab und verhindert so
den expiratorischen Kollaps der Alveolen (Pattle, 1955, Johansson und Curstedt, 1997,
Creuwels et al., 1997).

Dartiber hinaus produzieren die Pneumozyten Typ II noch eine Reihe weiterer fiir das
Immunsystem wichtige Proteine und Mediatoren. Hierzu gehdren Komplementfaktoren,
Wachstumsfaktoren wie die Interleukine 1, 6 und 8, TNF-o (Tumor-Nekrose-Faktor),
TGF-B (transforming growth factor), Zytokine wie MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1) und GM-CSF (granulocyte/macrophage-colony stimulating factor [Khalil et al.,
1991, Strunk et al., 1988, Paine et al., 1993, Driscoll et al., 1996]). Durch ihre hohe
Zellstoffwechselaktivitit verfiigen die Typ II-Pneumozyten iiber einen sehr gut
entwickelten Golgi-Apparat, grole Mitochondrien, reichlich rauhes endoplasmatisches
Retikulum, freie Ribosomen und multivesikuldre/multilamelldre Korper. Hierbei handelt es

sich um die Speicherkapazitéten fiir das Surfactantsystem (Mason und Crystal, 1998).

1.3.3 Weitere Zellen des Alveolarraums

Weitere Zellen des Alveolarraums sind Biirstenzellen und Alveolarmakrophagen. Bei den
Alveolarmakrophagen handelt es sich um Knochenmarksmonozyten, die die periphere

Blutbahn und die Kapillaren verlassen haben und aus den Alveolarsepten durch das
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Alveolarepithel in das Lumen gewandert sind. Sie zeichnen sich durch Zytoplasmafortsétze
und zahlreiche Lysosomen aus und tragen durch ihren Phagozytoseapparat wesentlich zur

Selbstreinigung der Lunge bei.

1.4 Transportsysteme des respiratorischen Epithels

Durch die hohe Synthese- und Sekretionsleistung der Typ II-Pneumozyten und ihre
wichtige Rolle in Bezug auf die lokale Homoostase besteht ein groBer Bedarf an
Grundsubstanzen. Um diesem Bedarf nachzukommen, miissen die stoffwechselaktiven
Zellen iiber ausgeprigte Transportkapazitéten verfligen.

Verschiedene Transportsysteme konnten in den letzten Jahren in Typ II-Pneumozyten
funktionell nachgewiesen werden. Neben den fiir den Wasserhaushalt wichtigen
Aquaporin-Transportsystemen (Folkesson et al., 1994, Raina et al., 1995) wurden
Glukosetransporter (Kemp und Boyd, 1992), lonentransporter (Ballard und Gatzky, 1991,
Bland und Boyd, 1986, Kemp et al., 1994), sowie Transporter fiir Gluthation (Bai et al.,
1994), Cystin und Cystein (Bukowski et al., 1995, Knickelbein et al., 1997), Glutamin
(Hautamaki et al., 1992), Cholin (Fisher et al., 1992), Adenosin (Dipak und Steinberg,
1988), Ascorbat (Castranova et al., 1983) und Natrium-Aminosédure-Kotransporter (Brown
et al., 1985) charakterisiert. Weitere Studien befassten sich mit dem Aufnahme-
mechanismus synthetischer Polypeptide (Niven et al., 1990).

Es gibt einige Hinweise fiir das Vorkommen eines geregelten Oligopeptidtransports im
respiratorischen Epithel. In Primédrkulturen von Ratten-Typ II-Pneumozyten wurde eine
Aufnahme des Dipeptids (L)-Trp-(L)-Tyr gemessen, jedoch konnte aufgrund der schnellen
Hydrolyse keine genaue Aussage liber den Transportvorgang gemacht werden (Meredith
und Boyd, 1993). Demgegeniiber konnte ein intakter transepithelialer Transport fiir das
relativ hydrolysestabile Dipeptid (D)-Phe-(L)-Ala in einer luminal-vaskuliren Lungen-
préparation (Boyd et al., 1993) und in einem Type II-Pneumozyten-Isolat (Meredith und
Boyd, 1995) der Rattenlunge nachgewiesen werden. In einer weiteren Studie wurde iiber
die Aufnahme der Dipeptide (L)-Gly-(D)-Phe und (L)-Gly-(L)-Phe in Primérkulturen von
Rattenalveolarepithelzellen berichtet (Morimoto et al., 1993). SchlieBlich konnte auch ein
transepithelialer Transport des hydrolyseresistenten Tripeptids (L)-Ala-(D)-Phe-(L)-Ala in
der Biirstensaummembran von Ratten-Typ II-Pneumozyten nachgewiesen werden
(Helliwell et al., 1994).

Dariiber hinaus wurde die Aufnahme des Dipeptids B-Ala-(L)-His (Carnosin) in isolierten

Trachealepithelzellen nachgewiesen (Yamashita et al., 1998).
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1.5 Oligopeptidtransporter

Epithelzellen aus Niere und Darm besitzen in ihren apikalen und basolateralen Membranen
eine Vielzahl von Transportsystemen, die eine ein- und auswértsgerichtete Substrat-

translokation katalysieren.

1.5.1 Peptidtransportvor ginge auf zellulirer Ebene

Der renale Oligopeptidtransporter PEPT2 und seine intestinale Isoform PEPT1 vermitteln
den protonengekoppelten Transport von Oligopeptiden aus dem glomerulédren Filtrat in die
Nierentubulusepithelzellen bzw. aus dem Darmlumen in die Enterozyten (Daniel, 1996).
Ihre wesentliche physiologische Funktion liegt in der Gewinnung von extrazelluldren
Oligopeptiden aus der Peptidhydrolyse zur intrazelluldren Bereitstellung von Stickstoff fiir
Proteinbiosynthese und Konservierung von Stickstoffgruppen (Daniel, 1997).

Als treibende Kraft des Substrattransports in die Zelle dient ein Protonengradient, der
durch die Aktivitit des Na'-H -Antiporters aufrecht erhalten wird (Temple et al., 1995).
Der apikale Einstrom der Na'-Ionen in die Zelle kann dabei in den Tubulusepithelzellen
und Enterozyten von der ATP-abhingigen Na'/K'-ATPase in der basalen Membran
kompensiert werden. Dadurch sind PEPT2 und PEPT1 als tertidr aktive Transportsysteme
charakterisiert (Daniel und Herget, 1997, Abb. 1).

1.5.2 Einordnung der Transportprozesse

Die Oligopeptidtransporter PEPT2 und PEPT1 werden zusammen mit verschiedenen
strukturell homologen Peptidtransportern aus Hefen (Ptr2, Ptr3, Saccaromyces cerevisiae),
hoheren Pflanzen, Pilzen (CaPtr2p, Canidida albicans) und Bakterien (DtpT, Lactococcus
lachs) zur Familie der protonenabhingigen Peptidtransporter (Ptr) gerechnet (Steiner et al.,
1995). Diese Familie ist eine Untergruppe der Familie der Protonen-Oligopeptid-
Transporter (POT [Paulsen und Skurray, 1994]). Gemeinsam ist diesen Transportern die
Abhéngigkeit von einem Protonengradienten als treibende Kraft der Substrat-
translokalisation.

Da der Transport von organischen Substanzen bei Sdugetieren in eine Zelle in der Regel
Na'-abhingig und bei den Mikroorganismen protonenabhiingig verliuft, kann man die
protonenabhingigen Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 der Siugetiere als
phylogenetische Bindeglieder zwischen beiden Prinzipien sehen (Fei et al., 1994, Leibach
und Ganapathy, 1996).
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basolateral apikal
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Di-/Tripeptide
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Abbildung 1: Peptidtransport auf zelluldrer Ebene. Der renale Oligopeptidtransporter
PEPT2 und seine intestinale Isoform PEPT1 vermitteln den Transport von Oligopeptiden
und Peptidmimetika in Epithelzellen durch Kopplung der Substrattranslokation an einen

Protonengradienten.
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1.5.3 Substrate
1.5.3.1 Oligopeptide

Der Oligopeptidtransport umfasst Di- (Daniel, 1993) und Tripeptide (Tiruppathi et al.,
1990a, 1990b, 1990c, 1991). Singulire Aminosduren und Peptide mit einer Kettenldnge
iiber 3 Aminosduren werden nicht als Substrat akzeptiert. Theoretisch kdnnen alle Di- und
Tripeptide als Substrate von PEPT1 und PEPT2 erkannt werden (Abb. 2). Daher kommen
von den 20 proteinogenen (L)-Aminosduren ausgehend, 400 Di- und 8000 Tripeptide in
Betracht. Beriicksichtigt man dariiber hinaus D-Aminosduren, so steigt die Anzahl auf

57200. Unter Beriicksichtigung von Fremdstoffen steigt die Zahl auf ca. 10° potentielle

Substrate.
R R»
| |
NH, - C-C-N-C - COOH
| ] | |
H O H H
Dipeptide

R Ra Rs

[ [ [
NH, - C-C-N-C-C-N-C - COOH
[ I [ [ I [ [

H O H H O H H

Tripeptide

Abbildung 2: Oligopeptide als Substrate von PEPT2 und PEPT1. R;-R3 = Reste
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1.5.3.2 Betalaktamantibiotika

Zusétzlich zu den kdrpereigenen Di- und Tripeptiden konnte in den letzten Jahren eine
Reihe von Betalaktamantibiotika wie z. B. Cefadroxil als Substrate fiir PEPT2 (Inui et al.,
1984; Daniel und Adibi, 1993; Naasani et al., 1995; Tamai et al., 1997, Takahashi et al.,
1998,) und PEPTI1 (Inui et al., 1988, Wenzel et al., 1995, Bretschneider et al., 1999)
charakterisiert werden (Abb. 3). Bei der Erkennung von Betalaktamantibiotika als
Substrate scheinen Histidinreste von PEPT1 und PEPT2 mit der Aminogruppe dieser

Substanzklasse zu interagieren (Terada et al., 1998).

Betalaktame

Tripeptide

Abbildung 3: Strukturhomologie von Betalaktamen und Tripeptiden.
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1.5.3.3 Weitere Substrate

Neben den Betalaktamen konnten weitere Peptidmimetika wie Angiotensin-Converting-
Enzyme-Inhibitoren (Akarawut et al., 1999, Lin et al., 1999), Virustatika (Ganapathy et al.,
1998, Balimane et al., 1998, Amidon et al., 1999, Guo et al., 1999) und Antimetabolite wie
Bestatin (Inui et al., 1992) als Substrate identifiziert werden. Dariliber hinaus zihlt die
endogene Delta-Aminoldvulinsdure (6-ALA [Doring et al., 1998] Abb. 4) zu den
Substraten. Das hochaffine Transportsystem PEPT2 bevorzugt Di- und Tripeptide und
Peptidmimetika mit einer a-Aminogruppe und akzeptiert keine Angiotensin-Converting-

Enzyme-Inhibitoren (Daniel et al., 1992, Temple und Boyd, 1998).

H H H
[ o
NH, - C-C-C- C - COOH
| oo
H O H H

Abbildung 4: Struktur der Delta-Aminoldvulinsédure.

Im Rahmen neuerer Studien zur Substraterkennung der beiden Oligopeptidtransporter
konnte gezeigt werden, dass eine Peptidbindung innerhalb des Substratmolekiils keine
Voraussetzung des Transportes ist (Doring et al., 1998a, 1998b, Ganapathy et al., 1998,
Temple et al., 1998), sondern lediglich als Minimalanforderung eine Kettenlinge von
mindestens 4 C-Atomen zwischen Carboxy- und Aminoterminus gilt (Doring et al., 1998a,
1998b, Abb. 4). Auch konnten durch Transportstudien an Chiméren aus PEPT1 und PEPT2
phenotypische Merkmale (Doring et al., 1996) und mogliche Substratbindungsstellen im

Bereich der Transmembrandoménen 7, 8 und 9 charakterisiert werden (Fei et al., 1998).
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1.5.4 Molekulare Ebene des Peptidtransports
1.5.4.1 Der renale Peptidtransporter PEPT?2

Die Funktion des hochaffinen renalen Peptidtransporters PEPT2 liegt in der
Riickresorption von Di- und Tripeptiden aus dem glomeruldren Filtrat und der damit
verbundenen Riickgewinnung von Stickstoffgruppen aus dem Priméarharn.

PEPT2-cDNA konnte bisher aus der Niere von Mensch (Liu et al., 1995), Kaninchen (Boll
et al.,, 1996) und Ratte (Saito et al., 1996) sowie dem ZNS der Ratte (Wang et al., 1998)
kloniert werden.

Die cDNA des Peptidtransporters PEPT2 der Ratte besitzt einen offenen Leserahmen von
2190 bp und codiert fiir ein Protein aus 729 Aminoséduren, das iiber 12 putative trans-
membrandre Doménen mit einer Molekiilmasse von ungefdhr 81 kDa (Saito et al., 1996)
verfiigt.

Bei einer 48 %igen Homologie in der Aminosduresequenz von PEPT2 der Ratte zu PEPT1
der Ratte liegt die geringste Homologie in der extrazelluldren hydrophilen Schleife
zwischen der neunten und zehnten transmembrandren Doméne (Saito et al., 1996). Die
Homologie zwischen Ratten- und Menschen PEPT2 betréigt 83 %.

Mittels Northern-Blot konnte man bisher PEPT2-mRNA Expression in Organen wie Niere,
Gehirn, Lunge, Leber, Herz, Milz und Niere verschiedener Spezies nachweisen (Liu et al.,
1995, Boll et al., 1996, Saito et al., 1996). Histologisch wurde PEPT2-mRNA mittels
Mikrodissektions-PCR und In-situ-Hybridisierung im proximalen Tubulus in der Ratten-
niere (Smith et al., 1998, Shen et al., 1999), sowie in Gliazellen des Ratten-ZNS (Dringen
et al., 1998, Tom Dieck et al., 1999, Berger und Hediger, 1999) lokalisiert. Zur genaueren
funktionellen Charakterisierung des Transportsystems wurde PEPT2 in Zelllinien aus dem
proximalen Tubulus (Brandsch et al., 1995, Wenzel et al., 1998, 1999) und in
Expressionssystemen wie Xenopus laevis Oozyten (Amasheh et al., 1997) untersucht,
wobei anhand elektrophysiologischer Messungen und Kinetikuntersuchungen einzelne
Substrate sowie deren Aufnahmekinetik charakterisiert wurden. Hierbei konnte bei PEPT2
im Vergleich zu PEPT1 bei einer hoheren Substrataffinitit eine geringere
Transportkapazitit nachgewiesen werden. Der elektrogene Substrattransport durch PEPT2
ist séttigbar und wird von pH-Wert sowie Membranpotential beeinflusst (Daniel et al.,

1991, 1992).
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1.5.4.2 Der intestinale Peptidtransporter PEPT1

Die enterale Funktion des intestinalen Peptidtransporters PEPT1 ist die Resorption von Di-
und Tripeptiden aus der Darmfliissigkeit zur Bereitstellung von Stickstoffgruppen und
Aminosduren fiir den Organismus. Bisher konnte man PEPT1 aus dem Diinndarm von
Kaninchen (Fei et al., 1994, Boll et al., 1995), Mensch (Liang et al., 1995) und Ratte (Saito
et al., 1995, Miyamoto et al., 1996) klonieren. Die PEPT1-cDNA des Kaninchens besitzt
einen offenen Leserahmen von 2124 bp und codiert fiir ein Protein aus 707 Aminosduren
mit 12 putativen transmembrandren Doménen (Boll et al., 1995)

Histologisch konnte PEPT1-mRNA durch In-situ-Hybridisierung im Diinndarm des
Kaninchens lokalisiert werden (Freeman et al., 1995), sowie PEPTI1-Immunreaktivitit
durch Immunhistochemie an der apikalen Membran der Enterozyten (Ogihara et al., 1996,
1999).

Durch Expressionsstudien von PEPT1 in Caco-2 Zellen (Wenzel et al., 1996, Terada et al.,
1999), CHO-Zellen (Han et al., 1999), HeLa-Zellen (MacKenzie et al., 1996), LLC-PK 1-
Zellen (Terada et al., 1997, Wenzel et al., 1998), Xenopus laevis Oozyten (Amasheh et al.,
1997) und Pichia pastoris (Doring et al., 1997, 1998c) konnte die Kinetik des Transports
charakterisiert werden. Im Gegensatz zu PEPT2 hat PEPT1 eine niedrigere
Substrataffinitdt und eine hohere Transportkapazitit, die unter anderem von einem pH-
abhéngigen Regulationsfaktor (hPEPT1-RF) beeinflusst wird (Saito et al., 1997). Es
konnte nachgewiesen werden, dass die vermehrte enterale Zufuhr von Peptiden eine von
hormoneller oder neuronaler Kontrolle unabhéngig gesteigerte Expression von hPEPT1 zur
Folge hat (Walker et al., 1998). Eine Darmmukosaverletzung beeinflusst den intestinalen
Peptidtransport nur gering, was auf eine gesteigerte PEPT1-Expression zuriickgefiihrt wird
(Tanaka et al., 1998). Neben Oligopeptiden werden verschiedene Peptidpharmaka von
PEPT]1 als Substrat erkannt (s. 1.6.3).
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Transporter cDNA Protein Topologie
Human PEPT1 Ca.3.1kb 708 AS, ca. 79 kDA |12 TM
(Human intestinal (2127 bp) pl =ca. 8.58 N-Glykosylierung:
peptide transporter) N50, N404, N408,
N409, N509, N514,
N562
Rat PEPT1 Ca.3.0kb 710 AS, ca. 79 kDA |12 TM
(Rat intestinal peptide | (2133 bp) pl=ca.7.39 N-Glykosylierung:
transporter) N415, N439, NS510,
N532, N539
Rabbit PEPT1 Ca.2.7kb 707 AS, ca. 79 kDA |12 TM
(Rabbit intestinal (2124 bp) pl=ca. 7.47 N-Glykosylierung:
peptide transporter) N50, N439, N513
HPEPT2 Ca.2.7kb 729 AS,ca. 82 kDA |12 TM
(Human kidney (2190 bp) pl =ca. 8.26 N-Glykosylierung:
peptide transporter) N435, N472, N528
Rat PEPT2 Ca.3.9kb 729 AS,ca. 81 kDA |12 TM
(Rat intestinal kidney | (2190 bp) pl =ca. 7.99 N-Glykosylierung:
transporter) N435, N448, N528,
N587
Rabbit PEPT2 Ca. 4.2 kb 729 AS,ca. 82 kDA |12 TM
(Rabbit kidney (2190 bp) pl=ca. 7.39 N-Glykosylierung:

peptide transporter)

N435, N472, NS508,
N528, N587

Tabelle 3: Molekulare Merkmale der Oligopeptidtransporter PEPT1 und PEPT2
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1.6 Mukoviszidose

Die Mukoviszidose (CF, Synonym: zystische Fibrose) ist die hdufigste autosomal-rezessiv
vererbte Erkrankung. Von 2000 bis 3000 Neugeborenen leidet ein Kind an der Erkrankung.
Jahrlich werden in der Bundesrepublik ca. 325 Kinder mit CF geboren. Die Prognose war
noch vor 20 Jahren so ungiinstig, dass 85 bis 90 % der Patienten im Kindesalter verstarben.
Bei einer Lebenserwartung von ca. 20 Jahren (Elborn et al., 1991) liegt die Priavalenz bei
ca. 6500 Patienten in der BRD (Falbel und Smaczny, 1993). Pathogenetisch handelt es sich
um eine Mutation am CF-Locus auf dem Chromosom 7 mit einer Verdnderung des CF-
Transmembran Regulators (CFTR) (McPherson und Goodchild, 1988, Riordan et al., 1989,
Kubesch et al., 1993). Die Erkrankung verlduft unter Beteiligung aller exogenen Driisen in
Lunge und Bronchialbaum, Nasennebenhohlen, Pancreas, Cervix uteri, Nebenhoden und
Gallenwegen und bedingt eine erhdhte Viskositdt der Sekrete. Im Vordergrund der
Erkrankung stehen Lunge und Atemwege, wobei bereits in den ersten Lebenswochen eine
Hyperplasie der Becherzellen und Hypertrophie der mukdsen Driisen zu Retention von
zdhem Schleim, Atelektasen, Bronchiektasen, Obstruktion und chronischer Bronchitis
filhren. Trotz groBer Fortschritte im Bereich der Antibiotikatherapie spielen bakterielle
Infektionen der Lunge und Atemwege eine wesentliche Rolle bei der Progredienz der
Erkrankung und fithren {iiber eine schrittweise Zerstorung des Lungengewebes zu
respiratorischer Insuffizienz. So bilden pulmonale Komplikationen die Hauptmortalitits-

ursache im Kindes- und Erwachsenenalter.
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1.7 Ziel der Arbeit

Insgesamt ist der Wissensstand iiber molekulare und funktionelle Eigenschaften der
Peptidtransporter in den Organen Darm und Niere sehr detailliert. Dariiber hinaus gibt es
profunde Kenntnisse iiber die subzelluldre Lokalisation der Proteine in der Zellmembran.
Demgegeniiber gibt es nur wenige Studien iiber definierte Oligopeptidtransportsysteme in
der Lunge. Man konnte bisher anhand einiger Aufnahmestudien Hinweise filir das
Vorliegen eines Transports von Di- und Tripeptiden in Typ II-Pneumozyten-Kulturen und
Trachealepithelzellkulturen finden. Auch konnte durch Northern-Blot eine Expression von
PEPT2 nicht aber PEPT1 in der Rattenlunge nachgewiesen werden. Hingegen ist iiber die
genaue Lokalisation auf histologischer und zytologischer Ebene nur wenig bekannt und der
Nachweis des Proteins in der Lunge bisher noch nicht gelungen. Fiir ein Verstidndnis der
genauen Transportvorgidnge ist jedoch die Kenntnis iiber die zellulire Lokalisation

unerldsslich. Aus diesen Vorbefunden ergibt sich folgende Zielsetzung (Abb. 6):

Nachweis der Synthese- und Wirkorte des Peptidtransporters PEPT2 innerhalb des
Atemtrakts auf transkriptioneller und translationler Ebene durch physiologische,

histologische und molekularbiologische Methoden.

L.
Nachweis der Expression von PEPT2-mRNA in Lungenextrakten durch verschiedene

Nachweissysteme (RT-PCR und Northern-Blot).

IL.
Lokalisation der PEPT2-mRNA Expression in der Rattenlunge mittels nonradioaktiver

In-situ-Hybridisierung.

III.

Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitat durch Immunhistochemie

¢ in gesunden tierischen

¢ und gesunden humanen Lungengeweben.
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IV.

Neben der Expression in normalen Lungengeweben sollen insbesondere Mukoviszidose-
gewebe untersucht werden, um so eine Aussage beziiglich einer Rolle des antibiotika-
transportierenden Transportsystems bei der Hauptindikation der aerosolischen Antibiotika-

therapie, den rekurrenten Atemwegsinfektionen bei Mukoviszidose zu machen.

V.
SchlieBlich soll mittels Ex-vivo-Aufnahmestudien eine Lokalisation des funktionellen

Transportes von PEPT2-Substraten an verschiedenen Geweben erfolgen.
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Abbildung 6: Nachweismethoden der Lokalisation.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Versuchstiere

Fiir die verschiedenen Versuchsreihen wurden insgesamt 18 adulte Sprague-Dawley Ratten
und 15 Balb/c Maiuse verwendet. Die Tiere wurden unter Standardlaborrichtlinien

gehalten.

2.1.2 RT-PCR und Northern-Blot

Fiir RT-PCR und Northern-Blot wurden Organe von sechs Ratten frisch entnommen und

entweder sofort weiterprozessiert oder in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

2.1.3 Perfusionsfixierung und Gewebeprozessierung fiir Immunhistochemie und

In-situ-Hybridisierung
2.1.3.1 Tierische Gewebe

Vor der transkardialen Perfusion wurden die Tiere mit einer intramuskuldren Injektion von
Ketamin-HCI (50 mg/kg [Parke Davis, Freiburg]) und Xylazin (20 mg/kg [Bayer,
Leverkusen]) vorbehandelt. Der Thorax wurde eréffnet, die A. thoracica interna durch das
transversale Einbringen einer Klemme in den Interkostalraum abgeklemmt und das
Mediastinum freigelegt. Nach Eroffnung des Herzbeutels und Injektion von 0,5 ml Heparin
(Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen) in den linken Ventrikel wurde nachfolgend das
rechte Herzohr zum Druckausgleich gedffnet. Uber einen Einschnitt in den linken
Ventrikel wurde ein mit dem Perfusionssystem verbundener Polyethylenschlauch unter
Sichtkontrolle in den aufsteigenden Teil der Aorta eingebracht und dort fixiert. Bei einem
konstanten Perfusionsdruck von 1,50 m Wassersdule wurden zuerst 200 ml einer
Vorspiillosung (2,5 % Polyvinylpyrrolidon [Roth, Karlsruhe], 0,9 % NaCl, 0,5 % Procain-
hydrochlorid [Merck, Darmstadt], 2 ml Heparin [Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen],
pH 7,4 [Forssmann et al. 1977]) perfundiert. AnschlieBend erfolgte die Fixierung mit 500
ml Paraformaldehyd-Fixierlosung (4 % Paraformaldehyd [T. J. Baker, Deveneter,
Niederlande], 1x Phosphat-puffer (PBS [136 mM NaCl, 3 mM KCI, 9 mM Na,HPOy,, 2
mM KH,PO4 pH 7.,4], pH 7,4) fiir die In-Situ-Hybridisierung oder Zamboni-Fixierlosung
(2% Paraformaldehyd, 15% gesittigte Pikrinséure, 0,1 M PBS, pH 7,4 [Zamboni, 1972])

fiir die Immunhistochemie. Das Paraformaldehyd (T. J. Baker, Deveneter, Niederlande)
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wurde vor jeder Perfusions-reihe als 4 %ige Losung in 1x PBS frisch angesetzt und auf pH
7,4 eingestellt (Kummer et al., 1990). Nach der Fixierung wurde 15 min mit 0,1 M PBS
perfundiert, die Lungen entnommen und zum Schutz vor Gefrierartefakten iiber Nacht bei
4°C in einer Saccharose-PBS Losung (800 mOsm/kg H,O, pH 7,4) immersiert.
Anschliefend wurden die Lungen mit dem Gefrierschutzeinbettungsmedium Tissue Tek
(Vogel, GieBBen) aufgeblaht, auf Filterpapier aufgebracht und in Stickstoff-gekiihltem
Isopentan (Riedel-de Haen, Seelze) schockgefroren und danach bei —80°C aufbewahrt.

2.1.3.2 Humane Gewebe

Von fiinf Patienten, die anamnestisch keine Atemwegserkrankung aufwiesen, wurden
zwischen 24 und 36 Stunden postmortal im Rahmen von Routineautopsien in den
Pathologischen Instituten der Universititen Marburg und GieBBen Gewebeproben (Trachea,
Haupt-/Lappenbronchus, peripheres Lungengewebe) entnommen. Von fiinf Patienten mit
Mukoviszidose, die einer Lungentransplantation unterzogen wurden, wurde Gewebe des
Resektats entnommen (Hauptbronchus, peripheres Lungengewebe), National Heart and
Lung Institute London, Royal Brompton Hospital, Imperial College of Science Technology
and Medicine, London, GroBbritannien (freundlichst iiberlassen von Dr. H. Patel).

Die Gewebe wurden in Zamboni-Losung fiir 20 bis 32 Stunden abhingig von der
Gewebeprobengrole immersionsfixiert. Nach der Fixierung wurden die Gewebe 3x 2 h in
0,1 M PBS, pH 7,4 gewaschen und anschlie8end iiber Nacht in Saccharose-PBS Losung
(800 mOsm/kg H,O, pH 7,4) immersiert. Danach wurden die Gewebe mit Tissue Tek
(Vogel, Gielen) auf Filterpapier aufgebracht und in Stickstoff-gekiihltem Isopentan
(Riedel-de Haen, Seelze) schockgefroren und bei —80°C autbewahrt.

2.1.4 Ex-vivo-Aufnahmestudien

2.1.4.1 Tierische Gewebe

Zehn adulte Balb/c Méuse wurden mit einer intramuskuldren Injektion von Ketamin-HCl
(50 mg/kg [Parke Davis, Freiburg]) und Xylazin (20 mg/kg [Bayer, Leverkusen])
narkotisiert. Nach Eintreten der Narkose wurde der Thorax erdffnet und von der oberen
Thoraxapertur ausgehend das obere Mediastinum freigelegt, mit einem Faden
angeschlungen und vorsichtig durchtrennt. Das Herzlungenpaket wurde nun von kranial
nach kaudal freiprépariert, nach Durchtrennung von Aorta descendens, V. cava inferior
und umliegenden Strukturen entnommen und in sofort eine mit Eagle's minimum essential

medium (MEM-21011, GIBCO, BRL, Paisley, UK) gefiillte Inkubationskammer iiberfiihrt.
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Die Kammer mit einem Volumen von 200 ml wurde bei 37°C mit 95 % O, und 5 % CO,
begast. Nach Losen der Anschlingung wurde eine mit dem Perfusionssystem verbundene

Kantile intratracheal positioniert und die Schlinge wieder angezogen.

2.1.4.2 Humane Gewebe

Fir die Aufnahmestudien wurden Gewebe von fiinf Patienten verwendet, die einer
Pneumonektomie oder Lobektomie in der Klinik fiir Allgemein- und Thoraxchirurgie der
Justus-Liebig-Universitit unterzogen wurden. Die Ursache der chirurgischen Intervention
lag in neoplastischen Erkrankungen der Lunge. Die Patienten litten nicht an einer
Mukoviszidose. Die Gewebe wurden sofort nach der Entnahme in Ringerlosung
aufbewahrt und direkt aus dem Operationssaal in das Pathologische Institut gebracht, dort
von einem Pathologen makroskopisch begutachtet und gesundes, tumorfernes Randgewebe
fiir die Aufnahmestudien freigegeben. Zentrale Abschnitte der Lunge konnten aufgrund der
weiteren pathologischen Untersuchung nicht verwendet werden.

Dartiber hinaus wurden Gewebe aus flnf frischen Resektaten von lungentransplantierten
Patienten mit Mukoviszidose verwendet (Dr. H. Patel, National Heart and Lung Institute
London, Royal Brompton Hospital, Imperial College of Science Technology and
Medicine, London, Grof3britannien).

Die frischen Gewebe wurden nach der Freigabe sofort in MEM-21011 iiberfiihrt und die

Ex-vivo-Aufnahmestudien durchgefiihrt.
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2.2 Methoden

2.2.1 RNA-Isolation

RNA wurde aus frisch entnommenen Rattenlungen und Rattennieren isoliert. Dazu wurden
die gemorserten Gewebe durch Guanidinisothiocyanat- und B-mercaptoethanolhaltigen
Puffer lysiert und homogenisiert. Die gesamte RNA wurde anschlieBend unter einer hohen
Konzentration chaotropher Salze {iiber eine Silicagelmatrix aus den verschiedenen
Zellphasen separiert. Nach Elution der RNA mit autoklaviertem A. bidest., Prizipitation
mit Isopropanol, Waschschritten in 80 %igem Ethanol und Aufnahme in A. bidest. erfolgte
die Kontrolle iiber eine Gelelektrophorese in 1 %igem Agarosegel. Alle Puffer sowie die

Silicagelmatrix entstammten dem Rneasy Kit der Fa. Qiagen, Heiden.

2.2.3 Reverse-Transkription (RT) und Polymerasekettenreaktion (PCR)
2.2.3.1 Reverse-Transkription

Ausgehend von der RNA-Isolation wurde eine Reverse-Transkription zur Umschreibung
der gewonnen RNA in DNA durchgefiihrt. Dabei wird nach Anlagerung spezifischer
Primer mit Hilfe einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase vom 3‘-Ende einer mRNA eine
cDNA synthetisiert (Bleyavsky et al., 1989). Dazu wird die Gesamt-RNA in Gegenwart
von Puffer 1 (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 2,5 mM MgCl,, pH 7,4 [Pharmacia Biotech,
Freiburg]), | mM dNTP Mix (Pharmacia Biotech, Freiburg), RNase Inhibitor (2000 U/ml
[Pharmacia Biotech, Freiburg]) und der Moloney-Maus-Leukidmie-Virus-Reverse-Trans-
kriptase (10 U/ml, M-MLV [GIBCO, BRL, Paisley, UK]) bei 37°C fiir 1 h in einem
Blockthermostaten inkubiert. Als Primer dienten Oligo-dTs (25 pg/ml [MWG Biotech,
Ebersberg]), die komplementér zu den Poly-A Enden der RNA sind.

2.2.3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Ein Aliquot des Transkriptionsansatzes wurde mit Puffer 2 (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI,
1,5 mM MgCl,, pH 7,4 [Pharmacia Biotech, Freiburg]), Primer (50 pmol [MWG Biotech,
Ebersberg]) und Taqg-Polymerase (25 U/ 100 ml [MWG Biotech, Ebersberg]) versetzt und
mit autoklaviertem A. bidest. auf ein Volumen von 100 pul aufgefiillt. Nach einem ersten
Denaturierungsschritt bei 95°C folgten 25 bis 35 Zyklen dreier Reaktionsschritte in einem
Thermocycler (Perkin-Elmer Cetus DNA Thermocycler 2400). Ein Zyklus besteht aus
einem Denaturierungsschritt, einem ,,Annealing* genannten Anlagerungszeitraum fiir die

Primer und einem Amplifikationsschritt, der zur Verldngerung der Primer dient
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(,, Amplification”). Die ,,Annealing“-Temperatur lag jeweils primerspezifisch ca. 10°C
unterhalb der Schmelztemperatur der Primer. Nach den Zyklen wurden die unvollstindig
transkribierten PCR-Produkte bei einer Temperatur von 72 °C vervollstindigt. Die
Lagerung der PCR-Produkte erfolgte in Lsung bei 4 °C. Die Uberpriifung der GroBe und
Menge des PCR-Produkts erfolgte mittels Ethidiumbromidfarbung (1 %) und Agarosegel-
elektrophorese (1 % Agarose).

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

Die Primer der PCR waren gegen die Basen 111 bis 134 und 437 bis 417 der Ratten
PEPT2-cDNA gerichtet (Tab. 4). Nach einer Denaturierungsphase von 95°C iiber 5 min
folgten 35 Zyklen: 1,5 min 94°C, 1,5 min 55°C, 1 min 72°C. AbschlieBend erfolgte die
Auffiillung von PCR-Fragmenten fiir 7 min bei 72°C.

Richtung Sequenz
Vorwirtsprimer 5’-GCT-GCC-TAC-TGA-AGC-CAA-ATG-CTT-G-3’
Riickwartsprimer 5’-AGA-GGC-TGC-TGA-AGG-CAT-GGT-3’

Tabelle 4: PEPT2-Primer (MWG Biotech, Ebersberg)

2.2.3.3.2 PCR zum Nachweis der PEPT1-mRNA

Die Primer der PCR waren gegen die Basen 1105 bis 1125 und 1859 bis 1839 der Ratten
PEPT1-cDNA gerichtet (Tab. 5). Nach der Denaturierungsphase folgten 35 Zyklen mit 1,5
min 94°C, 1,5 min 55°C und 1 min 72°C.
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Richtung Sequenz
Vorwirtsprimer 5’- GGT-TTC-AAC-TTC-ACC-TCC-CTG-3’
Riickwértsprimer 5’- CAC-TGT-CTC-TTC-TGG-TGG-AGC -3’

Tabelle 5: PEPT1-Primer (MWG Biotech, Ebersberg)

2.2.3.3.3 Polymerasekettenreaktion mit Primern zum Nachweis der Glycerinaldehyd-

3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-mRNA

Die Primer waren gegen die Basen 558 bis 579 und 1010 bis 990 der GAPDH-cDNA
gerichtet (Tab. 6). Der 5-miniitigen Denaturierungsphase bei 95 °C folgten 30 Zyklen
bestehend aus 1,5 min bei 95 OC, 1,5 min bei 61 °C und 3 min bei 72 °C. Danach folgte ein
7-miniitiger Schritt bei 72 °C

Richtung Sequenz
Vorwértsprimer 5'-TCC-ACC-ACC-CTG-TTG-CTG-TAG-3'
Riickwirtsprimer 5'-GAC-CAC-AGT-CCA-TGA-CAT-CAC-T-3'

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

2.2.3.4 Kontrollen
Zur Kontrolle wurde die PCR ohne Template oder ohne Polymerase durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle fir PEPT2 wurde die Gesamt-RNA von Nieren der Ratte benutzt, da der

Transporter urspriinglich aus Nierenzellen kloniert wurde (Saito et al., 1996).
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2.2.4 Sondenherstellung fiir In-situ-Hybridisierung und Northern-Blot
2.2.4.1 Pridparation der cDNA-Matrizen

Zur Herstellung der Riboproben wurde ein Plasmid mit einem fiir PEPT2 kodierenden
Fragment von 340 bp aus dem Labor von Frau Prof. Daniel verwendet. Das
rattenspezifische cDNA-Fragment (Nukleotide 51-290) war bereits in die Eco Rl site eines
PCRII vector (Invitrogen, Leck, Niederlande) subkloniert. Diese Klonierungsstelle wird
jeweils von einer Promotorsite fiir die Transkriptionspolymerasen SP6 und T7 flankiert.
Die Linearisierung erfolgte mit den Restriktionsenzymen Xho I und BamH I (Boehringer,
Mannheim, Tab. 7). Durch Extraktion mittels Phenol/Chloroform (T. J. Baker, Deveneter,
Niederlande) und Lithium-Chlorid/Ethanolfiallung (4 M LiCl [Merck, Darmstadt], 100 %
Ethanol [T.J.Baker, Deveneter, Niederlande]) wurde die DNA aufgereinigt. Zur
Qualitdtskontrolle und zur Quantifizierung der DNA wurden Agarosegel-Elektrophoresen
(Seakem-ME Agarose [Biozym, Oldendorf]) und photometrische Bestimmungen
(GeneQuantll [Pharmacia Biotech, Freiburg]) durchgefiihrt.

2.2.4.2 In-vitro-Transkription zur Herstellung Digoxigenin-markierter Riboproben

Die In-vitro-Transkription zur Herstellung markierter RNA-Proben wurde mit Hilfe einer
T7 Polymerase bzw. einer SP6 Polymerase (Boehringer, Mannheim) unter Verwendung
von Digoxigenin-markiertem Substrat durchgefiihrt. Bei der Herstellung der Antisense-
cRNA-Probe wurde der mit Xho I linearisierte Vektor mit einer SP6 RNA-Polymerase in-
vitro transkribiert (Tab. 7). Fiir die Sense-cRNA-Probe wurde der mit Bam HI linearisierte
Vektor mit einer T7 RNA-Polymerase in-vitro transkribiert (Tab. 7). Die Antisense-cRNA-
Probe, die das komplementire Gegenstiick zur zelluliren mRNA bildet, diente als
Nachweis der mRNA-Expression, wihrend die Sense-Probe als Kontrollsonde benutzt
wurde.

Fiir die Transkription wurde jeweils 1 pg des linearisierten Plasmids als Matrize eingesetzt
und zusammen mit 13 pl Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC [Sigma, Deisenhofen])
behandeltem H,O, 2 pl Transkriptionspuffer (Boehringer, Mannheim), 2 pl Nukleotid-
gemisch mit Digoxigenin-markiertem Uridin 5'-Triphosphat (DIG-Labeling Mix
[Boehringer, Mannheim]) und 2 pl der jeweiligen RNA-Polymerase (Boehringer,
Mannheim) fiir 2 h 15 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte der Verdau der DNA-
Matrize durch eine Inkubation mit RNase freier DNase (Boehringer, Mannheim) iiber 15
min. Die RNA wurde mit Lithium-Chlorid und 100 % Ethanol gefdllt, mit 80 % Ethanol

gewaschen und nach anschlieBendem Trocknen in 100 ul DEPC-H,0 aufgenommen.
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Um die RNA zu quantifizieren und die Giite des Transkriptionsproduktes zu beurteilen,

wurden photometrische Bestimmungen und Agarosegel-Elektrophoresen durchgefiihrt.

cRNA-Sonde Vektor Restriktionsenzym RNA-Polymerase
PEPT2-Antisense pCR II Xho I SP6
PEPT2-Sense pCR II Bam HI T7

Tabelle 7: Hybridisierungssonden

2.2.5 Northern-Blot
2.2.5.1 Hybridisierung

Je 10 pg Gesamt-RNA aus Rattenlunge und -Niere wurden durch ein denaturierendes
Agarosegel aufgetrennt und auf Nylonmembranen (Boehringer, Mannheim) iiberfiihrt. Die
Bahnen wurden mittels der Digoxin-markierten PEPT2 cRNA-Sonde hybridisiert. Die
Hybridisierung wurde nach einer Prahybridisierung mit Préhybridmix tiber Nacht bei 65°C
mit einer Konzentration von 50 ng cRNA-Sonde pro ml Hybridisierungslosung (50 %
deionisiertes Formamid [Merck, Darmstadt], 5x SSC, 0,1 % (w/v) N-Lauroylsarcosin, 0,02
% (w/v) SDS, 2 % Blockingmedium [Boehringer, Mannheim]) durchgefiihrt. Nach der
Hybridisierung wurden die Membranen in 1x PBS gewaschen und die unspezifischen
Bindungen durch Waschschritte in 2x Standard Sodium Citrat (SSC = 18 % NaCl, 15 %
Na-Citrat [beides Merck, Darmstadt]), 0,1 % SDS (2x 15 min) bei 65°C und 0,5x SSC, 0,1
% SDS (2x 15 min) bei 65°C entfernt.

2.2.5.2 Detektion der hybridisierten Riboproben

Zur Detektion der DIG-markierten Hybride wurden die Membranen in 1x PBS gewaschen
und mit Blocklosung (Boehringer, Mannheim) 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach folgte eine Inkubation mit Anti-Digoxigenin Antikorper (1:400 in der Blocklosung
bei Raumtemperatur iiber 2 Stunden) und Entfernung des ungebundenen Antikdpers durch
Waschen mit 100 mM Maleat, 150 mM NaCl und 0,3 % Tween (Sigma, Deisenhofen). Die
Detektion erfolgte mittels Chemiluminiszenznachweis durch CDP™-Star (Boehringer,

Mannheim) und Auflage eines Rontgenfilms (Entwicklungszeit 30 bis 60 min).
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2.2.6 In-Situ-Hybridisierung
2.2.6.1 Durchfiihrung

Fir die In-situ-Hybridisierung wurden in horizontaler Schnittfiihrung geschnittene
Gefrierschnitte aus Rattenlungen (n = 5) zwischen 8 und 12 pm Schnittdicke verwendet.
Die bei einer Temperatur von -20°C im Kryostat (Jung Frigocut 2800E der Firma Leica,
Bensheim) angefertigten Gewebeschnitte wurden auf silanisierte (1 % Aminopropyl-
triethoxysilan in H,O [Sigma, Deisenhofen]) Objekttrager aufgebracht und fiir 15 min in
eisgekiihltem 4 9% Paraformaldehyd (in PBS, pH 7,4) nachfixiert. Nach mehreren
Waschschritten (3x 5 min PBS; 2x 5 min H;O; 2x 5 min PBS) und einem
Deproteinierungsschritt (10 min 0,1 M HCI) wurden die Schnitte fiir 20 min in 0,25 %
Essigsdure (T. J.Baker, Deveneter, Niederlande) in 0,1 M Triethanolamin (Sigma,
Deisenhofen) inkubiert. Es folgten zwei weitere 5-miniitige Waschschritte in PBS und die
Entwiésserung der Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (jeweils 5 min in 70 %, 80
% und 96 % Ethanol). Nach der Lufttrocknung der Schnitte bei Raumtemperatur fiir 20
min wurden sie mit einem Prihybridmix (50 % deionisiertes Formamid [Merck,
Darmstadt], 40 mM Tris-HCl [Trometamol, Merck, Darmstadt; HCIl, T. J.Baker,
Deveneter, Niederlande; pH 7,4], 25 mM EDTA [Roth, Karlsruhe], 20 mM NaCl, 0,25
mg/ml tRNA, 2,5x Denhardt-Losung [100 x = 0,05 % Ficoll, 0,05 % Polyvinylpyrolidon,
Roth, Karlsruhe und 0,05 % bovines Serumalbumin], alle Produkte - soweit nicht anders
angegeben - von Boehringer, Mannheim) bedeckt, und fiir 1-2 h bei 40°C in einer feuchten
Kammer inkubiert.

Nach Entfernen des Pridhybridmixes wurden die Schnitte mit dem Hybridmix (50 %
deionisiertes Formamid, 200 mM Tris-HCIl [pH 7,4], 1 mM EDTA [pH §], 0,2 M
Dithiothreitol [Sigma, Deisenhofen], 0,33 M NaCl, 5 mg/ml tRNA, 1 mg/ml Heringsperma
[beides Boehringer, Mannheim], 10x Denhardt-Losung, 10 % Dextransulfat [Sigma,
Deisenhofen], mit 2 bis 8 pg Digoxigenin-markierter Riboprobe [die optimale Sonden-
konzentration wurde fiir jede Riboprobe austitriert]) liberschichtet. Es wurden jeweils
Sense- und Antisense-Hybridisierungen parallel durchgefiihrt. Um eine Austrocknung der
Schnitte zu verhindern, wurden sie mit silikonisierten (Sigmacote, Sigma, Deisenhofen)
Deckgliaschen bedeckt und fiir 18 bis 20 h bei 40°C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Die silikonisierten Deckgldschen wurden in einer Losung aus 2x Standard Sodium Citrate
(SSC = 18 % NaCl /15 % Na-Citrat [beides Merck, Darmstadt]) abgelost und die Schnitte
fir 30 min in 2x SSC bei 40°C gewaschen. Es folgten weitere Waschschritte in

verschiedenen Waschlosungen bei unterschiedlichen Temperaturen (30 min in 0,38x SSC /
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50 % deionisiertes Formamid und 1 h in 0,1x SSC / 50 % deionisiertes Formamid, beide
Waschschritte bei 40°C; 2x 10 min in 0,5x SSC und 10 min in 0,2x SSC bei

Raumtemperatur).

2.2.6.2 Detektion der hybridisierten Riboproben

Zur Detektion der hybridisierten Riboproben wurden die Schnitte nach einer halbstiindigen
Inkubation mit Blockingmedium (1 % Boehringer Blocking Reagenz [Boehringer,
Mannheim], 0,5 % bovines Serum Albumin [Roth, Karlsruhe] in 100 mM Tris-HCI [pH
7,51 / 150 mM NaCl gelost), mit einem Alkalische Phosphatase-gekoppelten Anti-
Digoxigenin-Antikorper (Kessler et al., 1990 [Boehringer, Mannheim]) in einer
Verdiinnung von 1:500 in Blockingmedium beschichtet. Nach einer 1 bis 2 stiindigen
Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Schiittelgerdt wurden die Schnitte iiber Nacht
bei 4°C gelagert.

Die enzymatische Farbentwicklung der Schnitte wurde unter Verwendung eines
Entwicklungspuffers nach Boehringer (enthilt Nitroblue Tetrazolium und 5-Bromo-4-
Chloro-3-Indolyl-Phosphat als Enzymsubstrate [beides Boehringer, Mannheim], sowie
Levamisol [Sigma, Deisenhofen] zur Hemmung endogener Phosphatasen; pH 9,5) unter
Lichtabschluss bei 4°C oder bei Raumtemperatur durchgefiihrt und in Abhdngigkeit von
der Zielintensitdt der Nachweisreaktion nach 4 bis 48 h. abgestoppt. Nach Waschschritten
in Abstoppuffer (100 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8,0) liber 2x 15 min, folgten zwei
weitere Waschschritte fiir jeweils 15 min in PBS. Abschlieend wurden die Schnitte mit 50
% Glycerin (Merck, Darmstadt)/PBS eingedeckt und mit einem Olympus Mikroskop mit

Interferenzkontrastlicht ausgewertet.
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2.2.7 Immunhistochemie

Zur in-situ Lokalisation des Oligopeptidtransporterproteins wurde die Methode der
Immunhistochemie verwendet (Coons et al., 1955, 1958). Es wurden Ratten- und
Maiuseorgane sowie Gewebeschnitte humaner normaler und Mukoviszidoselungen
untersucht. Fiir jedes betrachtete Organ ( bei n = 5 Individuen) wurden jeweils drei zeitlich

voneinander unabhéngige Inkubationen durchgefiihrt.

2.2.7.1 Primérantikorper

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete polyklonale Antikorper gegen PEPT2 aus dem
Labor von Frau Prof. Dr. H. Daniel ist bereits in frilheren Studien eingesetzt und
charakterisiert worden (Ddring et al., 1998c). Der Antikorper wurde gegen das C-terminale
Ende des humanen PEPT2-Transporters generiert. Das synthetisierte Polypeptid (Sequenz:
H,N-CQGNMIKLETKKTKL-COOH) wurde in Kombination mit Freuds Adjuvant
Kaninchen subkutan injiziert. Fiir den Nachweis von PEPT1 wurde ein gegen die C-
terminale Sequenz des Transporters gerichteter polyklonaler Antikdper benutzt (Sequenz:
H,N-FRHRSKAYPKREHWC-COOH), der ebenfalls im Kaninchen hergestellt wurde.

Nach Verdiinnungsreihen mit den Antiseren konnte eine optimale Verdiinnung des PEPT2-

Antikdrpers von 1:1000 und des PEPT1-Antikorpers von 1:800 festgestellt werden.

extrazellular

Membran

intrazellular

\? potentielle QGNMIKLETKKTKL-COOH
Glykosylierungsstellen

Abbildung 6: Struktur des PEPT2-Proteins und Sequenz des Antikorpers.
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Zum Nachweis einer moglichen Expression von PEPT1-Protein im Atemtrakt wurde ein

polyklonaler Antikoérper gegen das carboxyterminale Ende von PEPT1 aus dem Labor von

Frau Prof. Daniel verwendet. Eine Austestung im Rattenjejunum ergab eine ideale

Konzentration von 1: 800. Mit dem Antikdrper wurden sowohl murine Lungenschnitte als

auch Jejunalschnitte inkubiert, die als Positivnachweis dienten.

2.2.7.2 Sekundirantikorper

Als Sekundérantikorper dienten wahlweise Indocarbocyanin (Cy3)-konjugiertes Ziege

Anti-Kaninchen IgG Serum, Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)-konjugiertes Ziege Anti-

Kaninchen IgG Serum oder biotinyliertes Anti-Kaninchen IgG Serum (Tab. 8).

Antigen Konjugat Wirtsspezies | Verdiinnung Hersteller
Kaninchen-IgG Biotin Schaf 1:100 Amersham-Buchler,
Braunscheig
Kaninchen-IgG | Indocarbocyanin Ziege 1:250 Dianova, Hamburg
Kaninchen-IgG Fluoreszein- Ziege 1:250 Organon Teknika
Isothiocyanat Corporation, Eppelheim

Tabelle 8: Sekundirantikorper

2.2.7.3 Tertidrreagenz

Bei der Verwendung des biotinylierten Anti-Kaninchen IgG Serums wurde die Biotin-

Streptavidin-Briickentechnik (Bonnard et al. 1984) verwendet. Diese fiihrt durch die

Bindung von vier Streptavidinmolekiilen an einen biotinylierten Sekundirantikérper

(Streptavidin-Texasrot) zu einer Verstirkung des Fluoreszenzsignals (Tab. 9).

Reagenz

Verdiinnung

Hersteller

Streptavidin-Texas-Rot

1:200

Amersham-Buchler, Braunschweig

Tabelle 9: Tertidr-Reagenz
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2.2.7.4 Antikorperinkubation und Antikorperdetektion

Fiir die Immunhistochemie wurden Gefrierschnitte verwendet. Bei einer Temperatur von
-20°C wurden im Kryostat horizontale Lungenschnitte bzw. Jejunalschnitte mit einer
Dicke von 8 bis 12 pum angefertigt. Die Gefrierschnitte wurden auf Chromgelatine-
beschichtete (Kaliumchromsulfat-12-Hydrat [Riedel-de Haen, Seelze]) Objekttrager
aufgebracht, 1 bis 2 h bei Raumtemperatur luftgetrocknet und anschlieBend zum Blocken
unspezifischer Proteinbindungsstellen (Hauri und Bucher, 1986) mit Blockingmedium fiir
30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Inkubationskammer inkubiert. Als
Blockingmedium diente entweder 5 % Milchpulver (Magermilch, Uelzena, Uelzen)
verdiinnt in PBS oder 2 % Bovines Serum-Albumin (Roth, Karlsruhe) in PBS. Nach
Entfernen des Blockingmediums wurden die Schnitte mit den Primérantikorpern gegen
PEPT2 oder PEPTI, in ausgetesteter Verdiinnung von 1: 1000 fiir PEPT2 und 1: 800 fiir
PEPT1 in PBS/NaCl (PBS mit doppelter Salzkonzentration zur Verringerung der Hinter-
grundreaktion [Grube et al., 1980]) verdiinnt, iiberschichtet und fiir 1 bis 2 h bei Raum-
temperatur in einer feuchten Kammer auf einem Schiittler inkubiert. Anschlieend wurden
die Schnitte tiber Nacht bei 4°C gelagert. Nach der Primédrantikorperinkubation wurden die
Schnitte sorgfiltig gespiilt (3x 8 min in PBS) und mit den Sekundirantikérpern
beschichtet. Als Sekundirantikoper dienten wahlweise Cy3-konjugiertes Ziege Anti-
Kaninchen IgG Serum (Dianova, Hamburg), FITC-konjugiertes Ziege Anti-Kaninchen IgG
Serum (Dianova, Hamburg), und biotinyliertes Anti-Kaninchen IgG Serum (Tab. 8 und 9).
Nachdem die ungebundenen Antikérper nach 1 h Inkubation durch 3x 5 min Waschen in
PBS entfernt worden waren, wurden die Schnitte mit PBS/Glycerin (pH 8,6) eingedeckelt

und fluoreszenzmikroskopisch analysiert und fotografiert.

2.2.7.5 Kontrollen
2.2.7.5.1 Praabsorption

Kontrollen auf unspezifischen Bindungen wurden durch eine Prdabsorption des
polyklonalen PEPT2-Antiserums iiber Nacht bei 4°C mit korrespondierenden PEPT2-
Protein (Konzentration: 20 pg Antigen/ml Antiserum) durchgefiihrt. Danach erfolgte die
weitere immunhistochemische Bearbeitung wie oben beschrieben. Eine Positivkontrolle

ohne Antigenzugabe wurde mitgefiihrt.
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2.2.7.5.2 Weitere Kontrollen

Als weitere Kontrolle wurde der Primérantikdper unter Beibehaltung aller anderen Schritte
ausgelassen, um somit unspezifische Bindungen durch die Sekunddrantikérper nach-

zuweisen.

2.2.8 Ex-vivo-Aufnahmestudien

Zum funktionellen Nachweis des Oligopeptidtransporters in normalen humanen und
murinen Lungen sowie in Mukoviszidoseprdparaten wurde eine Technik entwickelt, durch
welche die Aufnahme und Akkumulation eines markierten PEPT2-Substrats
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden kann. Hierbei wurde als Reportermolekiil
das  Dipeptidderivat  (D)-Ala-(L)-Lys-N-epsilon-7-amino-4-Methyl-Kumarin-3-Azetat
((D)-Ala-(L)-Lys-AMCA) gewahlt. Die Synthese des Substrats erfolgte durch das Labor
von Frau Prof. Dr. H. Daniel nach der Methode von Anderson (Anderson et al., 1964).
Bisher wurde dieses Nachweissystem nur auf der Ebene von Zellkulturen verwendet (Otto

und Bauer, 1996, Otto et al., 1996).

2.2.8.1 Inkubation

Direkt nach der Prdparation des murinen Herzlungenpakets (Kap. 2.1.4.1) wurden die
Aufnahmestudien durch langsame intratracheale Infusion von 25 uM (D)-Ala-(L)-Lys-
AMCA in 1,0 ml Eagle’s Minimum Essential Medium 21011 (MEM; 37°C [GIBCO, BRL,
Paisley, UK]) begonnen. Die Inkubation wurde nach 20 min beendet: Nach basaler
Anschlitzung beider Lungenhélften zum Druckausgleich wurde die Losung mit dem
Reportermolekiil durch Spiilung mit frischen MEM (4°C) tiber 20 min entfernt.

Bei der Inkubation der menschlichen Gewebe (normale Lunge n = 5, Mukoviszidose n = 5)
wurde die Inkubationslosung (25 uM (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA in MEM 21011) direkt in
die Lungenproben infundiert. Nach der Inkubationszeit von 20 bis 40 min wurde die

Inkubationslosung durch kriftiges Spiilen tiber 40 min in eiskaltem MEM entfernt.

2.2.8.2 Verdréangungsstudien

Fiir kompetitive Verdringungsstudien wurden MEM-Losungen verwendet, die neben 25
uM  (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA zusitzlich andere nichtmarkierte PEPT2-spezifische
Substrate in einer wesentlich hoheren Konzentration (1 mM) enthielten. Neben dem
Dipeptid Glycilglutamin (je n = 3) wurde das Betalaktam Cefadroxil (je n = 3) und der
ACE-Inhibitor Captopril (n = 3, nur bei humanen Geweben) verwendet (Abb. 8). Auch
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diese Inkubationen wurden jeweils nach 20 bis 40 min durch Spiilung mit eiskaltem MEM

beendet.

?OOH

H3C\)N
NN Ng-AMCA

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

O OOH
HoN \/”\ j NH
H NH \/Y 2

(6]

Glycyl-(L)-Glutamin
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HO\© Io) N \/CH3
\)l\ -
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NH,
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Abbildung 7: Substrate der Ex-vivo-Aufnahmestudien

2.2.8.3 Kontrollen

Um die unspezifische Akkumulation des Reportermolekiils zu bestimmen, wurden parallel
murine und humane Gewebeprdparationen auf 4°C abgekiihlt und die Inkubationen bei
diesen Temperaturen durchgefiihrt.

Als weitere Kontrolle wurde der unspezifische Inhibitor DEPC (Kramer, 1988, Meredith
und Laynes, 1996, Terada et al., 1998) in einer Konzentration von 1 mM der

Inkubationslosung zugefiigt.
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Zusitzlich wurde eine Inkubation mit einer MEM-Losung ohne Zusatz von (D)-Ala-(L)-
Lys-AMCA bei 37°C durchgefiihrt.

2.2.8.4 Gewebeprozessierung

Zur Auswertung der Aufnahmestudien wurden sowohl die murinen als auch humanen
Gewebe nochmals in 0,1 M PBS gespiilt, nicht fixiert und zum Schutz vor
Gefrierartefakten iiber Nacht bei 4°C in einer Saccharose-PBS Ldsung (800 mOsm/kg
H,O, pH 7,4) immersiert. Am folgenden Tag wurden die Lungen mit Tissue Tek
aufgebldht, auf Filterpapier aufgebracht, in Stickstoff-gekiihltem Isopentan (Riedel-de
Haen, Seelze) schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt bzw. direkt mit dem Kryostat zu
8 bis 10 um dicken Schnitten weiterverarbeitet und unter dem Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet.

2.2.9 Kombinierte Ex-vivo- und Histochemiestudien

Um einen PEPT2-vermittelten Transport in Typ I-Pneumozyten auszuschlieBen, wurden
die Aufnahmestudien mit histochemischen Methoden kombiniert. Zuerst wurden wie oben
beschrieben die Aufnahmestudien an murinen Lungenpréparationen durchgefiihrt. Danach
wurden die Gewebe jedoch perfusionsfixiert: Bei einem konstanten Perfusionsdruck von
1,50 m Wassersdule wurden die murinen Préparationen mit 50 ml einer Vorspiillosung (2,5
% Polyvinylpyrolidon [Roth, Karlsruhe], 0,9 % NaCl, 0,5 % Procainhydrochlorid [Merck,
Darmstadt], 2 ml Heparin [Hoffmann-La Roche, Schweiz], pH 7,4; Forssmann et al. 1977)
und anschliefend mit 250 ml 4 %igen Paraformaldehyd (0,1 M PBS pH 7,4) perfundiert.

Zur Lokalisation der Typ I-Pneumozyten diente biotinyliertes Lycopersicon esculentum
Lektin (LEA [Vector Laboratories, Burlinghame, USA]). Dieses Lektin ist ein spezifischer
Typ I-Zellmarker (Fehrenbach et al., 1999, Kasper et al., 1993). Nach der Fixierung und
Weiterverarbeitung zu 8 bis 10 um dicken Kryostatschnitten wurden die Schnitte in PBS
gewaschen, priinkubiert in 2% Milchpulver in 1x PBS (Magermilch, Uelzena, Uelzen)
sowie vorbehandelt mit Methyl-o-D-Mannopyranosid. AnschlieBend erfolgte eine
Ubernachtinkubation mit LEA (1:160 verdiinnt in der Priinkubationsldsung). Nach
Entfernung der Inkubationslosung mittels zweimaligen Waschens in PBS fiir 10 min,

folgte die Detektion mit Texas Rot (Dianova, Hamburg).
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2.2.10 Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung der immunhistochemisch und AMCA-Aufnahme markierten Gewebe-
schnitte erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie. Diese Methode der Mikroskopie beruht
auf der Eigenschaft verschiedener Fluorochrome durch Bestrahlung mit kurzwelligem oder
ultraviolettem Licht angeregt zu werden und Licht einer ldngeren Wellenlinge zu
emittieren. Zur Kontrolle autofluoreszierender Strukturen wurden Sperrfilter und
Anregungsfilter mit unterschiedlichen Wellenldngen verwendet (Tab. 10).

Je nach Filterkombination passiert emittiertes Licht eines bestimmten Wellenldngen-
bereichs den Sperrfilter und kann wahrgenommen werden.

Als Lichtquelle diente die Quecksilberdamptkurzbogenlampe eines BX 60 F Foto-

Fluoreszenzmikroskops der Firma Olympus, Hamburg.

Filter- Fluorochrom Erregerfilter Sperrfilter
kombination
U-MWIY Texas-Rot band pass 545-580 nm long pass 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 nm

Tabelle 10: Fluoreszenzfilter

2.2.11 Dokumentation

Zur Dokumentation und Auswertung der Untersuchungsreihe wurden Schwarz-Weil3-Fotos
und Dias in Farbbelichtung mittels eines an das Mikroskop angeschlossenen Fotoapparates

angefertigt.
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3 Ergebnisse
3.1 RT-PCR

Die RT-PCR fiihrte bei n = 5 Rattenlungen zu einem identischen Ergebnis, welches sich in
der Gelelektrophorese als Bande darstellte. Im Vergleich zu dem Kontrollgewebe Niere (n
= 5) zeigte sich eine identische Linge der Amplifikate. Die Intensitit des Lungensignals
war deutlich schwicher (Abb. 8). Die im Vergleich mit einem Lingenmarker festgestellte
Liange der Amplifikate aus Lunge und Niere lag bei der errechneten Ziellange von 341 bp.
Die Expression von PEPT1 wurde ebenfalls durch eine RT-PCR untersucht, wobei im
Kontrollgewebe Diinndarm, nicht jedoch in den Lungenextrakten ein Signal fiir PEPT1 mit
der Lange von 754 bp gefunden wurde.

In den untersuchten Geweben zeigte sich in den parallelen Kontrollen eine Bande fiir das
Amplikfikat des ,,house keeping genes GAPDH, welche mit der Ziellidnge des errechneten
Produktes iibereinstimmte (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-markierten PEPT2-cRNA-Sonde durchgefiihrte Northern Blot
zeigte in der Geldetektion Banden bei n = 5 untersuchten Rattenlungen. Das Signal lag in
einer Hohe von ca. 4,2 kbp. Der Vergleich mit dem Kontrollgewebe Niere (n = 5) zeigte

ebenfalls Produkte im gleichen Bereich. Das Signal fiir Lunge war schwicher ausgeprigt
(Abb. 9).

R arker
Miere R Mo
Lunge RhA

PEP T2 mRMA M |
(4.2 kh) 1

Abbildung 9: Detektion von PEPT2-mRNA durch Northern-Blot.
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3.3 Nachweis von PEPT2-mRNA durch In-situ-Hybridisierung

Die zur histologischen Lokalisation von PEPT2-mRNA durchgefiihrte nicht-radioaktive
In-situ-Hybridisierung fiihrte in drei unabhingigen Versuchsreihen bei jeweils n = 5
untersuchten Rattenlungen zu identischen Ergebnissen. Die mit der Antisense-Sonde
durchgefiihrten Inkubationen resultierten in einer gleichmifBigen Anfiarbung der unter 3.3.1
und 3.3.2 beschriebenen Strukturen. Die zur Kontrolle in Parallelschnitten ausgefiihrten
Sense-Hybridisierungen (n = 5) bzw. mit RNase behandelten Antisense-Hybridisierungen

(n =5) fithrten zu einem kompletten Ausbleiben der Farbreaktionen.

3.3.1 Atemwege

In den groBeren Atemwegen wie Trachea und und Hauptbronchien war das PEPT2-
mRNA-Hybridisierungssignal im Zytoplasma des respiratorischen Epithels lokalisiert.
Ebenfalls zeigte das respiratorische Epithel subsegmentaler Bronchien und Bronchiolen ein
zytoplasmatisches Signal (Abb. 10 a). Dariiber hinaus konnte man an einigen Gefédllen
positive Endothelzellen erkennen. Es wurden keine Signale im Bindegewebe, der Glatten
Muskulatur, intrinsischen Ganglien oder Nervenfasern gefunden. Die Hybridisierung mit
der korrespondierenden Sense-cRNA-Sonde zeigte keine spezifische Anfiarbung zellulérer

Strukturen (Abb. 10 b).

3.3.2 Alveolarbereich

In peripheren Lungenschnitten wurde das Hybridisierungs-spezifische Signal im
Zytoplasma von Typ II-Pneumozyten gefunden, die morphologisch anhand des in die
Alveolarlichtung ragenden Zellkorpers charakterisiert wurden (Abb. 11 a). Die Sense-

Hybridisierung zeigte keine spezifischen Signale (Abb. 11 b).
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Abbildung 10: Lokalisation der PEPT2-mRNA im Rattenbronchiolus durch nonradio-
aktive In-situ-Hybridisierung. Hybridisierungssignale der Antisense-Sonde finden sich in
den Zellen des respiratorisches Epithels (Pfeile in A). Keine spezifischen Signale bei der
Inkubation mit der Sense-Sonde (B). Balken = 30 um (A, B).
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Abbildung 11: Lokalisation der PEPT2-mRNA in der peripheren Rattenlunge durch
nonradioaktive In-situ-Hybridisierung. Hybridisierungssignale der Antisense-Sonde finden
sich in den Typ II-Pneumozyten (Pfeile in A). Keine spezifischen Hybridisierungssignale
bei der Inkubation mit der Sense-Sonde (B). Balken = 16 um (A, B).
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3.4 Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitit

Die zu Beginn durchgefiihrten Verdiinnungsreihen zeigten eine optimale Antikorper-
konzentration fiir das PEPT2-Antiserum von 1: 1000 in Rattenlungenschnitten. Auch in
humanen und Miusegeweben fiihrte diese Konzentration zu einem optimalen Verhiltnis
zwischen Signal und Hintergrund. Fiir das PEPT1-Antiserum wurde eine Konzentration

von 1: 800 ermittelt.

3.4.1 Ratte
3.4.1.1 Atemwege

In Rattenlungengeweben fiihrte die Applikation von PEPT2-Antiserum in der Trachea und
den Bronchien zu einer Markierung des respiratorischen Epithels (Abb. 12 a, b).

Die Zellen waren in ihrer Gestalt hochprismatisch und durch Kinozilien gekennzeichnet.
Die Immunreaktivitit war sehr intensiv und von einem nicht-granuldren Typ mit einer
apikalen Mehranreicherung. Es konnte kein spezifisches intrazelluldres Verteilungsmuster
erkannt werden.

Dariiber hinaus zeigte das Endothel einzelner Gefde PEPT2-Immunoreaktivitit vom
nicht-granulédren Typ.

Es stellte sich keine Reaktion in Glatter Muskulatur, subepithelialem Bindegewebe oder
hyalinem Knorpel dar.

Bei der Praabsorption des PEPT2-Antiserums mit korrespondierendem Antigen blieb eine

Reaktion aus (Abb. 12 ¢).

3.6.1.2 Alveolarbereich

In der peripheren Rattenlunge fiihrte die Inkubation mit PEPT2-Antiserum zu einer
Fluoreszenz von nischenformig zwischen den flachen Typ I-Pneumozyten gelegenen
Zellen ohne Ausldufer. Durch ihre charakteristische Morphologie mit kubischer Gestalt
und der Vorwdlbung in das Alveolarlumen konnten sie als Typ II-Pneumozyten
charakterisiert werden (Abb. 13 a, b). Es wurde keine Immunreaktion in intraalveolaren
Rundzellen festgestellt.

Die Préabsorption des Primérantikorpers mit korrespondierendem Peptid fiihrte zu einem
Verlust der spezifischen Markierung (Abb. 13 c¢). Auch durch die Anwendung
verschiedener Sekundirantikorper konnten unspezifische Kreuzreaktionen ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 12: Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitit im Rattenbronchus. Signale
finden sich in den hochprismatischen Zellen des respiratorschen Epithels (Pfeile in A, B).
Die Priaabsorption zeigt keine spezifischen Signale (C). Balken = 40 um (B), = 80 um (A,
O).
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Abbildung 13: Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitit in der peripheren Rattenlunge.
PEPT2-Signale sind in Typ II-Pneumozyten lokalisiert (A, Pfeile in B). Die Praabsorption
zeigt keine spezifischen Signale (C). Balken = 40 pm (A), = 80 um (B, C).
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3.4.2 Maus
3.4.2.1 Atemwege

Die Anwendung der Immunhistochemie bei murinen Tacheal- und Bronchialschnitten
fiihrte zu einer gleichméBigen Anfidrbung des respiratorischen Epithels. Es konnte ein
deutliches PEPT2-Immunsignal in den hochprismatischen, kinozilientragenden Epithel-
zellen von Trachea, groflen und kleinen Bronchien sowie Bronchiolen gefunden werden
(Abb. 14 a, b).

Das Fluoreszenzmuster in diesen Zellen war nicht-granulir und ohne erkennbare
subzelluldre Verteilung. Auch konnte vereinzelt in den submukésen Endothelzellen
kleinerer Geféalle ein Signal beobachtet werden.

Nach Praabsorption mit dem korrespondierenden Antigen kam es zu einer vollstindigen

Abschwichung des Fluoreszenzsignals (Abb. 14 c).

3.6.4.2 Alveolarbereich

In peripheren Lungenabschnitten zeigten nischenféormig zwischen den flachen Typ I-
Pneumozytenzellausldufern gelegene Zellen PEPT2-Immunreaktivitit (Abb. 15 a, b).
Durch ihre charakteristische kubische Gestalt ohne Ausldufer wurden sie als Typ II-
Pneumozyten identifiziert.

Auch in peripheren Lungenschnitten fiihrte die Prdabsorption zu einer Authebung des

Signals (Abb. 15 c).
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Abbildung 14: Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitit im M&usebronchiolus. Signale
in Bronchialepithelzellen (Pfeile in A, B). Die Prdabsorption zeigt keine spezifischen
Signale (C). Balken = 10 um (B), = 60 (C), = 80 um (A).
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Abbildung 15: Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitdt in der peripheren Méuselunge.
PEPT?2-Signale im Bronchiolusepithel (Pfeil in A) und Typ II-Pneumozyten (A, Pfeile in
B). Praabsorption (C). Balken = 20 um (B, C), = 100 um (A).
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3.4.3 PEPT1-Immunhistochemie in Mdusegeweben

3.4.3.1 Lungengewebe

Die Inkubation zentraler Tacheal- und Bronchialbezirke sowie peripherer Lungenbereiche

mit PEPT1-Antiserum fiihrte zu keiner spezifischen Antikorperreaktion (Abb. 16 a).

3.4.3.2 Jejunum

Immunhistochemie mit PEPT1-Antiserum im jejunalen Diinndarmabschnitt der Maus als
Positivkontrolle fiihrte zu einer intensiven Reaktion im Bereich des Darmepithels. Das
nicht-granulédre Fluoreszenzsignal war in den absorptiven Enterozyten lokalisiert (Abb. 16
b). Schleimsezernierende Zellen des Epithels blieben ausgespart. Genauso zeigten Tela
submucosa, Lamina muscularis propria sowie Subserosa und Serosa keine Strukturen mit
spezifischer PEPT1-Immunreaktivitit.

Die Priabsorption mit dem korrespondierenden Antigen und die Kontrollinkubationen

ohne Primirantikorper fiihrten zu einer vollstindigen Minderung des Fluoreszenzsignals.
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Abbildung 16: PEPTI1-Immunhistochemie in Maiusegeweben. Es finden sich keine
PEPT1-Signale in der Lunge (A). Die Inkubation des Jejunums fiihrt zu einem intensiven
Signal in den absorptiven Enterozyten (B). Balken = 20 pm (A), =42 um (B).
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3.4.4 Humanes Gewebe

3.4.4.1 Normale Lunge
3.44.1.1 Atemwege

In Gewebeschnitten von normalen humanen Atemwegen zeigte das respiratorische Epithel
der Trachea, groBer und kleiner Bronchien sowie Bronchioli eine Immunreaktivitidt fiir
PEPT?2. Es farbten sich die hochprismatischen Epithelzellen mit erkennbaren Kinozilien an
(Abb. 17 a). Die Immunreaktivitéit zeichnete sich durch einen intensiven nicht-granulédren
Typ aus. In kleineren venosen Gefden der Submukosa zeigte sich ein PEPT2-
Immunsignal in den Endothelzellen (Abb. 17 b).

Keine Reaktion zeigte der M. trachealis, die glatte Muskulatur der groBen und kleinen
Bronchien, sowie das Bindegewebe, Driisen und Knorpelgewebe.

Das Fluoreszenzsignal wurde durch Pridabsorption mit der immunogenen Peptidsequenz

komplett aufgehoben (Abb. 17 c).

3.6.4.1.2 Alveolarbereich

Im Alveolarbereich waren immunreaktive Typ II-Pneumozyten erkennbar, die durch ihren
prominenten Zellkdrper im Alveolarlumen identifiziert wurden (Abb. 18 a). Keine
Reaktion zeigten intraalveolér gelegene Rundzellen und flache Typ I-Pneumozyten.

Das Fluoreszenzsignal wurde durch Pridabsorption mit dem korrespondierenden Antigen

komplett aufgehoben (Abb. 18 b).
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Abbildung 17: Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitit in der humanen Trachea.
PEPT?2-Signale im Trachealepithel (Pfeile in A) und Endothelzellen submukdser Venolen
(Pfeile in B). Die Priaabsorption zeigt keine spezifischen Signale (C). Balken = 40 um (A),
=80 um (B, C).
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Abbildung 18: Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitit in der peripheren humanen
Lunge. PEPT2-Signale in den Typ II-Pneumozyten (Pfeile in A). Die Pridabsorption zeigt
keine spezifischen Signale (B). Balken = 80 um (A, B).
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3.6.3.2 Mukoviszidose

In Gewebeschnitten aus Empfingerlungen, die bei Lungentransplantationen von
Mukoviszidosepatienten entnommen wurden, zeigte die immunhistochemische Darstellung
PEPT2s im Vergleich zu Geweben normaler humaner Lungen keine qualitativen

Veridnderungen des Verteilungsmusters.

3.6.3.2.1 Atemwege

In den Atemwegen wurde das gleiche Immunreaktivititsmuster wie unter normalen
Bedingungen festgestellt: Es fanden sich Signale fiir PEPT2-Immunreaktivitidt in den
hochprismatischen Zellen des respiratorischen Epithels von Trachea, Bronchien und
Bronchiolen (Abb. 19 a). Auch das Gefillendothel zeigte PEPT2-Immunreaktivitit (Abb.
19 b). Bei der Praabsorption kam es zu einer Aufhebung des Fluoreszenzsignals (Abb. 19

C).

3.6.3.2.1 Alveolarbereich

Im Alveolarbereich zeigten die als Typ II-Zellen identifizierten kubischen Nischenzellen
eine nicht-granuldire PEPT2-Immunreaktivitit (Abb. 20 a). Diese Reaktion wurde durch

eine Pridabsorption aufgehoben (Abb. 20 b).
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Abbildung 19: Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitit in den Atemwegen von
Mukoviszidosepatienten. PEPT2-Signale im Bronchiolusepithel (Pfeil in A) und
Endothelzellen submuko6ser bronchialer Venolen der Bronchi (Pfeile in B). Die
Préaabsorption zeigt keine spezifischen Signale (C). Balken = 60 pm (B, C), = 80 um (A).
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Abbildung 20: Lokalisation der PEPT2-Immunreaktivitit in der peripheren Lunge von
Mukoviszidosepatienten. PEPT2-Signale in den Typ II-Pneumozyten (Pfeile in A). Die
Préaabsorption zeigt keine spezifischen Signale (B). Balken = 80 um (A, B).
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3.5 Ex-vivo-Aufnahmestudien an murinen Pridparationen

3.5.1 Atemwege

Die Inkubation von murinen Lungenpriparationen mit 25 uM (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA
resultierte in der Aufnahme des Farbstoff-Dipeptidkonjugats in hochprismatischen Zellen
des respiratorischen Epithels von Trachea, Bronchien und Bronchiolen (Abb. 21 a, b).

Es liel sich keine Fluoreszenzakkumulation in Endothelien, glatter Muskulatur,
Knorpelgewebe und Bindegewebe erkennen.

Im Verdringungsexperiment mit dem Zusatz von 1 mM Cefadroxil zeigte sich eine starke
Reduzierung des Fluoreszenzsignals im Bereich des respiratorischen Epithels (Abb. 21 c).
Bei der Verdriangung durch 1 mM Glycilglutamin zeigte sich ebenfalls eine Aufhebung des
Signals im Epithel (Abb. 21 d).

Kontrollexperimente mit Auslassen des Reportermolekiils sowie Inkubationen bei einer
Temperatur von 4°C zeigten eine vollige Aufhebung des Fluoreszenzsignals.

Als weitere Kontrolle wurde DEPC in einer Konzentration von 1mM der Inkubations-
l6sung zugefiigt. Auch hierbei kam es zu keiner Aufnahme des fluoreszierenden

Substrates.

3.5.2 Alveolarbereich

In peripheren Abschnitten konnte eine Akkumulation des markierten Dipeptids in
kubischen Nischenzellen festgestellt werden, die durch ihre charakteristische Morphologie
als Typ II-Pneumozyten identifiziert wurden (Abb. 22 a, b). Das Fluoreszenzsignal lag
intrazelluldr ohne Akzentuierung einzelner subzelluldrer Strukturen. Die Verdriangungs-
studien mit 25 uM (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA plus 1 mM unmarkiertem Cefadroxil zeigten
eine komplette Verdringung des Signals (Abb. 22 ¢). Bei der Verdringung von 25 uM mit
I mM unmarkiertem Glycil-glutamin waren die Signale ebenfalls auf ein Minimum
reduziert (Abb. 22 d).

Kontrollinkubationen bei abgestuften Temperaturen zeigten quantitativ eine Minder-
aufnahme des Reportermolekiils. Bei einer Temperatur von 4°C sowie bei Auslassen des
markierten Dipeptids zeigte sich keine intrazelluldre Akkumulation von Fluoreszenz.

Bei der Kontrollinkubation mit dem Zusatz von DEPC in einer Konzentration von 1 mM

kam es ebenfalls zu keiner feststellbaren Aufnahme des Fluoreszenzsubstrates.
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Abbildung 21: Funktionelle Ex-vivo-Aufnahmestudien in murinen Lungenpriparationen:
Bronchiolus. Bei der Inkubation mit 25 uM (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA findet sich
intrazelluldre Fluoreszenz im respiratorischen Epithel (A, B). Deutlich reduzierte
Aufnahme des fluoreszierenden Molekiils in das Epithel bei Verdringung mit 1mM
Cefadroxil (C) und Glycilglutamin (D). Balken = 12 uym (B), = 22 um (C), = 80 um (A, D).
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Abbildung 22: Funktionelle Ex-vivo-Aufnahmestudien in murinen Lungenpréparationen:
Periphere Lunge. Bei der Inkubation mit 25 uM (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA findet sich
intrazelluldre Fluoreszenz in den Typ II-Pneumozyten (A, Pfeile in B). Deutliche
Verminderung der Fluoreszenz bei Verdringungsstudien mit 1mM Cefadroxil (C) und
Glycilglutamin (D). Balken = 20 um (B), =40 um (C, D), = 100 um (A).
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3.6 Kombinierte Ex-vivo-Aufnahmestudien und Histochemie

Die Kombination aus Aufnahmestudien fiir (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA und Lektin-
Histochemie in murinen Lungengeweben fiihrte wie bei den isolierten Aufnahmestudien zu
einer primiren Akkumulation des markierten Reportermolekiils (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA
in Typ II-Pneumozyten (Abb. 23 b). Die im Anschluss sekundir durchgefiihrte Lektin-
Histochemie resultierte in einer Anfiarbung von Typ I-Pneumozytenmembranen (Abb. 23
a). Durch die Wahl verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe konnte eine unterschiedliche
Verteilung von PEPT2-Immunreaktivitit und LEA in den gleichen Schnitten aufgezeigt
werden. Typ I-Pneumozyten wurden nicht durch die Inkubation mit dem PEPT2-

Antiserum angefirbt (Pfeilkopfe in a).

Abbildung 23: Kombinierte Ex-vivo-Aufnahmestudien und Histochemie in murinen
Lungenpréparationen. Typ II-Pneumozyten zeigen ein intensives AMCA-Fluoreszenzsignal
(Pfeil in A). Daneben finden sich LEA markierte Typ I-Pneumozytenmembranen
(Pfeilkopfe in B), die sich in der Inkubation mit PEPT2-Antiserum nicht anfidrben
(Pfeilkopfe in A). Balken = 18 um.
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3.7 Ex-vivo-Aufnahmestudien in humanen Lungengeweben
3.7.1 Normale Lunge

Die Inkubation von normalen humanen Lungen mit 25 uM (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA in
MEM 21011 fiihrte zu einer Akkumulation des Reportermolekiils in Zellen des
respiratorischen Epithels subsegmentaler Bronchien und Bronchiolen (Abb. 24 a).

Im Alveolarbereich wurde eine Akkumulation von (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA in den
kubischen Typ II-Pneumozyten gefunden (Abb. 24 b).

Die Verdringungsexperimente mit 1 mM Glycilglutamin (Abb. 24 c¢) und 1 mM
Cefadroxil (Abb. 24 d) zeigten eine kompetitive Verdrangung des (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA
Transports im Flimmerepithel und den Typ II-Pneumozyten. Inkubationen mit einem
Zusatz von DEPC (Abb. 24 e) sowie bei einer Temperatur von 4 °C (Abb. 24 f) zeigten

ebenfalls keine Aufnahme des Reportermolekiils.

3.7.2 Mukoviszidose

In den Resektaten von Mukoviszidosepatienten wurde ein qualitativ gleiches Auf-
nahmemuster wie in normalen Lungengeweben vorgefunden: (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA
akkumulierte in den Flimmerepithelzellen (Abb. 24 g) und Typ II-Pneumozyten (Abb. 24
h, 1).

Quantitativ stellte sich jedoch aufgrund der schlechten Zugénglichkeit in den Bereichen
des Resektats, die durch Schleimretention verlegt waren, eine Minderaufnahme des
Dipeptidkonjugats dar.

Die Aufnahme konnte in den Verdriangungsexperimenten durch Cefadroxil (Abb. 24 k)
und Glycilglutamin (Abb. 24 j) gehemmt werden.

Die Kontrollexperimente die entweder unter Auslassen des Reportermolekiils, einer
Temperatur von 4°C (Abb. 24 1) oder Zusatz des Inhibitors DEPC (Abb. 24 m)

durchgefiihrt wurden, zeigten keine intrazellulire Fluoreszenzakkumulation.
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F

Normal Cystic fibrosis

Abbildung 24: Funktionelle Ex-vivo-Aufnahmestudien in der humanen normalen und CF-
Lunge. Fluoreszenzsignale im respiratorischen Epithel der Bronchi und Bronchiolen
(normal A, Mukoviszidose G), sowie in Typ II-Pneumozyten (normal B, Mukoviszidose H,
I). Reduktion des Signals bei Inkubation mit Glycilglutamin (normal C, Mukoviszidose J)
und Cefadroxil (normal E, Mukoviszidose L). Keine Aufnahme bei DEPC- (normal D,
Mukoviszidose K) und 4 °C - Inkubationen (normal F, Mukoviszidose M) Balken = 22 um
(A, D), =42 um (B-G, I-M), = 300 um (H).
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4 Diskussion
4.1 Methoden

In dieser Arbeit wurde die Expression des Oligopeptidtransporters PEPT2 auf trans-
kriptioneller, translationaler und funktioneller Ebene in Lungengeweben von Maus, Ratte
und Mensch untersucht.

Die Existenz eines spezifischen Transportsystems fiir Oligopeptide in der Lunge wurde
bisher aufgrund einer Reihe funktioneller Studien vermutet.

So konnte in Typ II-Pneumozyten-Primérkulturen der Ratten die Aufnahme des Dipeptids
(L)-Trp-(L)-Tyr beobachtet werden, jedoch ohne Charakterisierung des molekularen
Transportvorgangs, da das Dipeptid sehr schnell hydrolysiert wurde (Meredith und Boyd,
1993).

Durch den Nachweis des intakten Transports des hydrolysestabileren Dipeptids (D)-Phe-
(L)-Ala in einer luminal-vaskuldren Rattenlungenpriparation konnten erstmals Hinweise
auf einen spezifischen Dipeptidtransport gesammelt werden (Boyd et al., 1993). Auch
boten Studien iiber die Aufnahme der Dipeptide (L)-Gly-(D)-Phe und (L)-Gly-(L)-Phe in
Ratten-Alveolarepithelzell-Primirkulturen (Morimoto et al., 1993) Hinweise fiir einen
geregelten Oligopeptidtransport in der Lunge.

Der einzige Hinweis auf einen Transport von Tripeptiden im Lungengewebe war bis jetzt
der Nachweis der Aufnahme des hydrolyseresistenten Tripeptids (L)-Ala-(D)-Phe-(L)-Ala

in Biirstensaummembranen von Typ II-Pneumozyten der Ratte (Helliwell et al., 1994).

4.1.1 Nachweis der Transporter-mRNA-Expression

Auf molekularer Ebene konnten bisher in den Publikationen iiber die Klonierung der
PEPT2-cDNA Hinweise fiir die Expression von PEPT2-mRNA in Lungenextrakten
gesammelt werden. So wurde erstmals durch eine Northern Blot Analyse ein
Hybridisierungssignal fiir PEPT2-mRNA in der Kaninchenlunge gefunden (Boll et al.,
1996). Eine spiter durchgefiihrte RT-PCR-Studie mit Kaninchengeweben bestitigte diesen
Befund (Doring et al., 1998a). In der Rattenlunge wurde ebenfalls durch eine Northern
Blot Analyse ein Hybridisierungssignal fiir PEPT2-mRNA nachgewiesen (Saito et al.,
1996).

Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurde in dieser Arbeit eine Northern Blot Analyse an
der Rattenlunge durchgefiihrt. Mit dieser Methode konnte gleichfalls eine Uberpriifung der

Spezifitit der zur In-situ-Hybridisierung benutzten Sonden durchgefiihrt werden. Dabei
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wurde ein fiir PEPT2 spezifisches Hybridisierungssignal bei 4,2 kb festgestellt und somit
die Spezifitit der Sonde nachgewiesen und das Ergebnis von Saito (1996) bestitigt
werden.

Zusitzlich zu dieser Technik wurde die Expression PEPT2s in Rattenlungen auf trans-
kriptioneller Ebene durch die Technik der RT-PCR (Saiki et al., 1985) iiberpriift. Sie ist
um den Faktor 1000 bis 10000 (Mullis et al., 1986) sensitiver als die Northern Blot
Analyse, so dass auch geringe Mengen an mRNA nachgewiesen werden konnen. Auch bei
dieser Methode wurden fiir PEPT2-mRNA spezifische Amplifikate mit einer Linge von
341 bp gefunden. Der Nachweis der Spezifitit der Methoden erfolgte durch
Negativkontrollen.

Friihere Klonierungsstudien zeigten bereits die Abwesenheit der mRNA des Oligopeptid-
transporters PEPT1 in Lungengeweben der Ratte (Saito et al., 1995) und des Kaninchens
(Fei et al., 1994), so dass auf einen nochmaligen Nachweis der Abwesenheit PEPT1 auf

transkriptioneller Ebene verzichtet werden konnte.

4.1.2 Lokalisation der Transporter-mRNA

Es gibt ein begriindetes Interesse an einer Aufschliisselung der Transportvorgidnge nach
Gewebe- und Zelltypen im Organverband. Zum einen erdffnen sich damit neue Einblicke
in Steuerungsvorginge der Zellen und zum anderen konnen sich hierdurch Anstofe bei der
Entwicklung neuer therapeutischer Ansitze ergeben.

Die Lokalisation von mRNA auf zelluldrer Ebene durch die In-Situ-Hybridisierung ist erst
seit Mitte der 80er Jahre moglich (Coghlan et al., 1985). Zwar wurde diese Technik schon
zu Beginn der siebziger Jahre entwickelt (Pardue und Gall, 1969, John et al., 1969), jedoch
konnte erst durch die Einfiihrung von Klonierungstechniken die urspiinglich
autoradiographische Technik zur Detektion von Satelliten-DNA auf den Nachweis von
mRNA ausgeweitet werden (Harper et al., 1986). So z. B. war die Bildung von
Erythropoietin in der Niere schon seit langem bekannt; erst durch die Entwicklung der
mRNA-In-situ-Hybridisierung konnte schlieBlich eine genaue Lokalisierung der
Erythropoietinproduktion in peritubuldren Fibroblasten erfolgen (Lacombe et al., 1988,
Bachmann et al., 1993).

Durch die Anwendung der mRNA-In-situ-Hybridisierung am Tiermodell der Ratte sollte
eine exakte zelluldare Lokalisation der PEPT2-mRNA in der Lunge erfolgen. Im Vergleich
zu anderen Geweben wie dem ZNS mit einer groleren Homogenitdt des Gewebes und

niedrigeren RNase-Aktivitdten konnten fiir die Atemwege bis jetzt erst relativ wenige In-
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situ-Hybridisierungen erfolgreich durchgefiihrt und publiziert werden (Baraniuk et al.,
1993, Saldise et al., 1996, Martinez et al., 1997). Durch die Lokalisation der PEPT2-
mRNA in Typ II-Pneumozyten und in Zellen des Tracheal- und Bronchialepithels wurde
erstmals ein Peptidtransporter in der Lunge auf zelluldrer Ebene exakt nachgewiesen.
Dieser Befund identifiziert das bisher in Typ II-Pneumozyten und Trachealepithelzellen

vermutete Oligopeptidtransportsystem als PEPT2.

4.1.3 Nachweis des Transporterproteins

Um neben der Lokalisation der mRNA auch eine Aussage beziiglich der Expression des
Proteins zu machen, wurde die Methode der Immunhistochemie verwendet. Diese
Methode gestattet die Detektion der Immunreaktivitit auf zellulirer Ebene durch
spezifische Antikorper. Der verwendete PEPT2-Antikorper wurde bereits charakterisiert
(Doring et al.,, 1998c) und richtet sich gegen den carboxyterminalen Terminus des
Transporterproteins. Die Ergebnisse der Immunhistochemie mit einer Lokalisation der
PEPT2-Immunreaktivitdit in Typ II-Pneumozyten sowie Bronchial- und Tracheal-
epithelzellen stimmen mit den Ergebnissen der In-situ-Hybridisierung iiberein und lassen
darauf schlieBen, dass die in den Zellen gebildete mRNA auch zum Protein translatiert
wird. Neben der Lokalisation im Rattengewebe konnte durch die Lokalisation der
Immunreaktivitdt in Maus- und Menschengeweben diese Aussage zusitzlich auf weitere
Spezies erweitert werden. Im Vordergrund des Nachweises beim menschlichen Gewebe
stand der Vergleich der Expression PEPT2s in normalen und Mukoviszidoselungen. Es
wurden keine qualitativen Unterschiede in der Expression der Immunreaktivitit PEPT2s
festgestellt.

Um einen Transport von Oligopeptiden durch den Oligopeptidtransporter PEPT1
auszuschlieBen, wurden Inkubationen mit einem Antikérper gegen PEPT1 durchgefiihrt.
Es konnte keine Immunreaktivitit fiir PEPT1 in der Lunge nachgewiesen werden. Dieser
Befund wird durch die schon frither gezeigte Abwesenheit der PEPT1-mRNA in der
Lunge gestiitzt (Fei et al., 1994, Saito et al., 1995).

4.1.4 Nachweis des Oligopeptidtransports auf funktioneller Ebene

Die bis jetzt erhobenen funktionellen Daten zum Oligopeptidtransport basieren auf
Befunden an Zellkulturen und Homogenisaten. Eine prizise Aussage beziiglich des

Oligopeptidtransports im intakten Lungengewebe war daher nicht moglich.
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Aus diesem Grund wurde eine Technik entwickelt, die es erlaubt, den Transport eines
spezifischen Reportermolekiils in-situ zu bestimmen. Uber die Akkumulation der
Fluoreszenz in einzelnen Zellen ldsst sich eine genaue =zellulire Lokalisation der
Transportvorginge im intakten Gewebsverband durchfiihren.

Bei der Wahl des Reportermolekiils stand an vorderster Stelle die Spezifitit des Substrats.
In dieser Hinsicht wurden bis jetzt zwei mogliche fluoreszenzgekoppelte Dipeptidderivate
in der Literatur veroffentlicht (Otto und Bauer, 1996, Abe et al., 1999). Dabei konnte das
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Molekiil (D)-Ala-(L)-Lys-N-epsilon-7-amino-4-Methyl-
Kumarin-3-Azetat (AMCA) als Oligopeptidtransport-spezifisches Dipeptidderivat in
Primérkulturen von follikulostellatalen Zellen (Otto et al., 1996), Testikularmakrophagen
(Otto und Bauer, 1996), PEPT2 exprimierenden Hefezellen (Doring et al., 1998), Astroglia
(Tom Dieck et al., 1999) und LLC-PK1 Zellen (Wenzel et al., 1999) charakterisiert
werden. Aufgrund dieser Nachweise in verschiedenen Zellkulturen erschien (D)-Ala-(L)-
Lys-AMCA als giinstigste Ausgangsbasis fiir eine Ex-vivo-Studie im Lungenpréparat.
Insbesondere spielt die Frage nach der Hydrolysestabilitit bei der Interpretation der
Befunde eine wesentliche Rolle. Die Aufnahme groerer Mengen hydrolysierter
Peptidfragmente iiber singulire Aminosduretransporter konnte einen Oligopeptidtransport
simulieren. Um die Hydrolysestabilitit zu erhohen, wurde (D)-Ala benutzt (Tom Dieck et
al., 1999). Dariiber hinaus wurde als Inkubationsmedium Minimum Essential Medium
(MEM-21011 [Eagle und Levine, 1967]) mit einem Zusatz verschiedener Aminoséduren
gewihlt. Neben Lysin in einer Konzentration von 72,5 mg/l enthilt dieses Medium die
Aminosduren Arginin, Cystin, Glutamin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Methionin,
Phenylalanin, Threonin, Tryptophan, Tyrosin und Valin, jedoch keine Di- oder Tripeptide.
Diese singuldren Aminosduren erschweren durch ihre Eigenschaft als kompetitive
Substrate eine ungezielte Aufnahme von Hydrolysefragmenten des Reportermolekiils
durch Aminoséuretransporter.

Auch die Temperatur der Organpridparationen spielt eine wesentliche Rolle bei den
Transportvorgidngen. Die Spezifitit des Dipeptidtransports wurde in Temperaturstufen
untersucht, wobei bei einer Temperatur von 4°C kein Transport mehr festgestellt werden
konnte. Dadurch wurde gezeigt, dass die passive Diffusion keine erhebliche Rolle bei der
Aufnahme des Reportermolekiils spielen konnte.

Als Kontrolle der Spezifitiat der Aufnahmereaktion erfolgte eine Blockade des Transport-
vorgangs mit DEPC. Dieser Stoff reagiert mit den Histidin-Resten und fiihrt somit tiber

eine Modifikation der Peptidstruktur zu einer Veridnderung der Transportereigenschaften.
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Schon in fritheren Studien wurde eine Inhibition der Oligopeptidtransporter durch DEPC
demonstriert (Kramer, 1988, Meredith und Laynes, 1996, Terada et al., 1998). DEPC kann
aufgrund der Tatsache, dass es alle Histidin-Reste modifiziert, nur als unspezifischer
Hemmstoff gelten. Ein spezifischer Inhibitor der Oligopeptidtransporter PEPT2 und
PEPT1 wurde bis jetzt noch nicht beschrieben.

Da Typ I-Pneumozyten gegeniiber histochemischen Methoden sehr vulnerabel sind und
dadurch dieser Zelltyp artefaktspezifisch im histologischen Befund unterreprésentiert sein
kann, wurden lektinhistochemische Studien mit Lycopersicon esculentum Lektin (LEA)
zum Nachweis der Integritit der Typ I-Zellen durchgefiihrt.

Die Kombination mit den Ex-vivo-Aufnahmestudien an murinen Lungenpriparationen
ermoglichte eine parallele Darstellung der PEPT2-Aktivitdat und der Typ I-Pneumozyten.
Das Typ I-Pneumozyten-spezifische LEA (Fehrenbach et al., 1999, Kasper et al., 1993)
filhrte zu einer Anfirbung von Typ I-Zellmembranen ohne Markierung der (D)-Ala-(L)-
Lys-AMCA markierten Typ II-Pneumozyten. Damit konnte sowohl die Intaktheit der Typ
I-Zellen nachgewiesen, als auch ein Transport von Oligopeptiden in diese Zellen

ausgeschlossen werden.
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4.2 Biologische Bedeutung der Befunde

Der Nachweis des Oligopeptidtransporters PEPT2 auf molekularer und funktioneller
Ebene in Zellen des respiratorischen Epithels ist sowohl fiir den pulmonalen als auch

systemischen Peptidmetabolismus von Bedeutung.

4.2.1 Pulmonaler Peptidmetabolismus

Traditionell werden die Lungen in erster Linie als gasaustauschendes Organ betrachtet.
Zur Gewihrleistung einer regelrechten Gasaustauschoberfldche bedarf es eines wirkungs-
vollen Syntheseapparates, insbesondere in den Surfactant-produzierenden Zellen (Mason
und Crystall, 1998). Dariiber hinaus wurde in jiingerer Zeit auch eine wichtige Rolle der
pulmonaler Zellen beziiglich des Immunsystems postuliert (Barnes, 1994, Barnes et al.,
1998).

Der hohe Bedarf an Grundsubstanzen wird iiber ein ausgeprigtes Netz an Transport-
systemen gedeckt. Betrachtet man hierbei die Systeme fiir den Transport von
Stickstoffgruppen wie singulidre Aminosduren, Oligopeptide und Proteine, so ist der
Nachweis PEPT2s in den extrem stoffwechselaktiven Typ II-Pneumozyten ein neuer
Anhalt fiir die Diversifizierung der Stickstoffversorgungswege dieser Zellen.

Neben den Systemen fiir Cystein (Knickelbein et al., 1997), Glutamin (Hautamaki et al.,
1992) und dem Natrium-Aminosdure-Kotransporter (Brown et al., 1985), deren Transport-
kinetiken in Lungenzelllinien und Membranpriparationen charakterisiert wurden, konnte
die Expression mehrerer anderer Aminosduretransporter cDNAs in der Lunge gezeigt
werden. Hierzu gehoren der Taurin Transporter TAUT (Liu et al., 1992), ein Glyzin
Transporter (Borowsky et al., 1993), sowie mehrere unspezifische kationische
Aminosduretransporter (CAT-4 [Palacin et al., 1998]), anionische Aminoséduretransporter
(EAAT1 [Arriza et al., 1994], EAAT3 [Kanai und Hediger, 1992]) neutrale
Aminosduretransporter (rBAT, D2 [Bertran et al., 1992]) und zwitterionische Aminoséure-
transporter (ASCT1 [Arriza et al., 1993], ATB° [Kekuda et al., 1996]).

Bei der Hydrolyse von Proteinen im Alveolarraum entstehen nicht nur singuldre Amino-
sauren, sondern auch Oligo- und Polypeptide. Eine Vielzahl von Peptidasen wurde in der
Lunge bereits charakterisiert (Juillerat-Jeanneret et al., 1997, Abb. 25). Obwohl die
Tendenz bestand, diese Enzyme nach einzelnen Substraten zu benennen, z. B. Angiotensin
Converting Enzyme (ACE, EC 3.4.15.1) oder Enkephalinase (Neutrale Endopeptidase
24.11 [NEP], EC 3.4.24.1), sind sie nicht spezifisch fiir ein einzelnes Substrat, sondern

erkennen die Aminosduren in der Umgebung der potentiellen Hydrolysestelle. Die
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Peptidasen konnen generell in zwei Gruppen getrennt werden: Endopeptidasen und
Ektopeptidasen. Endopeptidasen hydrolysieren eine innerhalb eines Peptids liegende
Peptidbindung, wihrend Ektopeptidasen Fragmente von ein bis zwei Aminosduren vom N-
oder C-Terminus des Peptids entfernen (Funkhouser et al., 1991). Als Resultat dieser

Reaktionen entstehen freie Polypeptide, Oligopeptide und singulire Aminosduren.

Bronchiolus CPM

- NEP

Alveolus

Zellulare Matrix
Mikrobielle Bestandteile
Surfactantproteine
Mukus

Tryptase
Chymase

Mastzelle CPM

I I
ACE ACE
CPN

Blutbahn

Abbildung 25: Pulmonale Lokalisation von Peptidasen, deren Hydrolyseprodukte
potentielle PEPT2-Substrate sind. Abk.: ACE, Angiotensin Converting Enzym; CPM,
Carboxypeptidase M; CPN, Carboxypeptidase N; NEP, Neutrale Endopeptidase.

Zu den wichtigsten in der Lunge vorkommenden Peptidasen gehoren die Neutrale
Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11 [Goetzl et al., 1989, Baraniuk et al., 1995]), Mastzellen
Tryptase (Caughey et al., 1988, Tam und Caughey, 1990), Mastzellen Chymase (Franconi
et al., 1989), Aminopeptidase P (EC 3.4.11.9 [Sidorowicz et al., 1984]), Aminopeptidase
N (Funkhouser et al., 1991), Carboxypeptidase N (CPN, EC 3.4.17.3 [Erdos, 1979]) und
Dipeptidylpeptidase II (EC 3.4.15.1 [Erdds, 1979]). Die Bedeutung dieser Peptidasen liegt
unter anderem in der Hydrolyse und Deaktivierung von biologisch aktiven Neuropeptiden
wie Tachykininen (Martins et al., 1990, Dragovic et al., 1993) oder Vasoaktivem
Intestinalen Polypeptid (VIP [Thompson et al., 1990, Hachisu et al., 1991, Lilly et al.,
1993, 1994]). Die aus der Hydrolyse entstehenden Fragmente sind teilweise Di- und
Tripeptide und somit potentielle PEPT2-Substrate.
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Als Beispiel fiir die Fragmentierung eines Polypeptids in mehrere Dipeptidfragmente kann
die Hydrolyse des Neurotransmitters Substanz P genommen werden (Abb. 26). Hierbei
entstehen sechs mogliche Dipeptide und drei mogliche Tripeptide, die durch einen PEPT2

vermittelten Transport in die Zelle zuriickgefiihrt werden konnen.

Prolylendopeptidase

DPP IV NEP AC Deamidase

Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn?g-Phe-Gly-Leu-Met-NHg

!

Endopeptidase Chymase Calpain

Cathepsin G

Hydrolyse

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 moglichen Oligopeptidfragmenten durch Lungenpeptidasen
am Beispiel von Substanz P. NEP, Neutrale Endopeptidase; ACE, Angiotensin Converting
Enzyme; DPP IV, Dipeptidyl Peptidase IV.

In gleicher Weise wie Substanz P werden die verschiedensten Proteine, z. B. Bestandteile
der zelluldren Matrix, Surfactantproteine, Mukusproteine oder mikrobielle Proteine im
Alveolarraum gespalten. Dadurch ist anzunehmen, dass eine grole Anzahl an
Oligopeptiden entsteht, welche durch PEPT2-vermittelten Transport in das respiratorische
Epithel aufgenommen und in den intrazelluldren Stickstoffpool zuriickgefiithrt werden
konnen. Eine genaue Quantifizierung des Anteils von Oligopeptiden und des Anteils von
singuldaren Aminosduren und Polypeptiden als Produkte des pulmonalen Stickstoff-
metabolismus konnte zu einer besseren Einschidtzung des Anteils des Oligopeptid-

transports am Gesamttransport von Stickstoffgruppen im Lungenepithel fiihren. Bis jetzt
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wurden derartige Studien noch nicht durchgefiihrt. Ein erster Anhalt fiir die Dimension des
Oligopeptidanteils kann ein Vergleich mit der Situation im Systemkreislauf bieten:
Versuche an verschiedenen Tiermodellen zeigten, dass ca. 50 % der zirkulierenden
Plasmaaminoséduren als Peptide vorliegen, die Mehrzahl davon als Di- und Tripeptide
(Schlagheck und Webb, 1984, Seal und Parker, 1991, Rérat et al., 1992).

Ein weiterer Aspekt des Abtransports von Oligopeptiden in der Lunge ist die Bedeutung
hinsichtlich der alveoldren Fliissigkeitsbilanz. Eine Erhohung des alveoldren Proteingehalts
aufgrund einer Akkumulation von Peptiden kann den osmotischen Gradienten erhdhen und
somit liber eine Verdickung des alveoldren Fliissigkeitsfilms zu einer erschwerten Gas-
diffusion fiihren.

Die genaue Rolle des Peptidtransporters PEPT2 muss diesbeziiglich noch untersucht

werden. Ansitze hierfiir wéiren die Entwicklung eines Knockout-Modells.

4.2.2 Endogene Substrate fiir PEPT2 mit Bedeutung fiir die lungeneigene Homdoostase

Mit Bezug auf die Barrierewirkung gegen schidliche Umwelteinfliisse und den erhohten
Sauerstoffkontakt des respiratorischen Epithels ist eine Bedeutung PEPT2s beim Transport
membranstabilisierender Substanzen méglich. Der Nachweis des Dipeptid-Transports von
B-Ala-(L)-His (Synonym: Carnosin) im Trachealepithel durch Yamashita et al. (1998)
stiitzt diese Hypothese. In der peripheren Lunge beeinflusst Carnosin den intrazelluldren
pH (Tikhomirova et al., 1993) und iibt regenerative Effekte bei Verletzungen der
Lungenintegritdt aus (Perel ' man et al., 1989a, b). Dies konnte unter anderem an seiner
membranstabilisierenden und antioxidativen Wirkung liegen (Boldyrev et al., 1993). Auch
wurde beschrieben, dass Carnosin den Alterungsprozess von fetalen Lungenzellen
verzdgert (McFarland und Holliday, 1994). Die Expression des Carnosin-transportierenden
Proteins PEPT2 in Typ II-Pneumozyten und Bronchialepithelzellen gibt diesen Zellen die
Fahigkeit, Carnosin nicht nur durch Synthese herstellen zu konnen, sondern auch direkt aus
dem extrazelluldren Raum aufnehmen zu konnen. Dieser zusitzliche Versorgungsweg fiir
das membranstabilisierende und antioxidative Carnosin konnte einen weiteren Faktor der
guten Regenerations- und Proliferationsfihigkeit der Typ II-Pneumozyten darstellen.

Weitere PEPT2-Substrate mit Bedeutung fiir die Lungenhomdostase sind Di- und
Tripeptide, die Cystein oder Cystin enthalten. Cystein ist ein limitierender Faktor fiir die
Synthese von Glutathion, das als wichtiges Antioxidans in der Lunge gilt (Brown et al.,
1992, Deneke et al., 1989). Neben der Aufnahme durch Cystin und Cystein Transport-

systeme (Knickelbein et al., 1997) kann eine Aufnahme dieser wichtigen Aminosédure auch
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als oligopeptidgebundene Form iiber PEPT?2 erfolgen.

4.2.3 Systemischer Peptidmetabolismus

Neben der hohen Wertigkeit von Oligopeptiden und singuldren Aminosduren fiir die
lungeneigene Proteinsynthese (Frissell, 1982), wurde in jiingerer Zeit auch eine wichtige
Rolle der Lungen im Aminosidurehaushalt des Gesamtorganismus postuliert (Plumley et
al., 1990a).

Es werden beispielsweise grole Mengen an Stickstoffdonatoren in die systemische
Zirkulation wihrend Systemerkrankungen wie dem septischen Schock freigesetzt (Plumley
et al., 1990b, Austgen et al., 1991).

Die genaue Ursache hierfiir ist noch nicht bekannt, jedoch scheint insbesondere
pulmonales Glutamin eine wichtige Rolle im Zustand der Sepsis zu spielen (Souba et al.,
1990). Glutamin als nichtessentielle Aminosdure ist die am hédufigsten vorkommende
Aminosdure im Blutkreislauf und im freien Aminosdurepool des Korpers (Bergstrom et
al., 1974). Der Nachweis der Inhibition des Transports von (D)-Ala-(L)-Lys-AMCA durch
Glycilglutamin in Zellen des respiratorischen Epithels und die Identifikation von PEPT2 in
diesen Zellen sind Hinweis dafiir, dass innerhalb des Lungen-Glutamin-Metabolismus
neben dem Transport durch ein Glutamin-spezifisches Transportsystem (Hautamaki et al.,

1992) auch noch ein Transport durch den Oligopeptidtransporter PEPT2 erfolgen kann.

4.2.4 Die Expression des Transporters in normalen und pathologischen humanen

Geweben

Als Antibiotika-transportierendes Protein spielt PEPT2 eine wesentliche Rolle bei der
renalen Reabsorption verschiedener Betalaktame (Daniel und Adibi, 1993). Dariiber
hinaus wird die intestinale Isoform PEPTI fiir die gute Aufnahme von Betalaktam-
antibiotika im Magen-Darm-Trakt verantwortlich gemacht (Wenzel et al., 1995). Die
Expression von PEPT?2 in der Lunge riickt den Transporter in das Blickfeld therapeutischer
Uberlegungen beziiglich bakterieller Infektionen der Lunge, die als weit verbreitete
Erkrankungen schwerwiegende soziookonomische Folgen haben. Insbesondere bei
Patienten mit zugrunde liegenden chronischen Lungen- und Systemerkrankungen konnen
diese Infektionen schwere Destruktionen der Lunge bzw. eine respiratorische Insuffizienz
bewirken und somit wesentlich zur Progression der Erkrankung beitragen. Pneumonien
sind eine unausweichbare Komplikation der Systemerkrankung Mukoviszidose bei

Patienten, die die Neugeborenenperiode iiberleben (Falbel und Smaczny, 1993). Die
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Lungen der Mukoviszidosepatienten sind nach der Geburt histologisch noch vollkommen
unauffillig (MacLusky und Levison, 1990). Schon bald jedoch erfolgt eine Verlegung der
Luftwege durch Mukus aufgrund der gestorten mukozilidren Clearance, mit der Folge
einer bakteriellen Besiedlung (Armstrong et al., 1995, Kahn et al., 1995, Smith et al.,
1996). Pneumonien gelten als Hauptmortalitatitsursache der Erkrankung - ca. 95 % aller
Mukoviszidosepatienten sterben an einer pulmonalen Komplikation (Elborn et al., 1991).
Mit Hinsicht auf diese zentrale Rolle der bakteriellen Infektionen bei der Progression der
Erkrankung steht die Antibiotikatherapie an vorderster Stelle. Seit der Einfiihrung der
gezielten Antibiotikatherapie konnte dementsprechend auch eine wesentliche Ver-
besserung der Uberlebenszeit erreicht werden (FitzSimmons, 1994, Rosenstein und Zeitlin,
1994).

Traditionell wird die Serumkonzentration eines Antibiotikums mit der minimalen in-
hibitorischen Konzentration (minimal inhibitory concentration, MIC) verglichen, derer es
bedarf, um 90 % der Bakterienstimme zu inhibieren (MIC 90). Obwohl die MIC ein
wichtiges Kriterium im Falle einer Bakteridmie darstellt, spielt die Konzentration des
antimikrobiellen Agens am Ort der Infektion in der Lunge die wesentliche Rolle bei der
Eradikation der Erreger.

Mehrere Faktoren, welche sich auf die Eigenschaften systemisch applizierter Antibiotika
griinden, limitieren ihre klinische Effektivitit in der Therapie von Atemwegsinfektionen
bei Mukoviszidose. Die schlechte Anreicherung der systemischen Préiparate in Bronchial-
sekreten aufgrund des pathologisch verdnderten Lungenepithels und der hohen Viskositit
des Schleims resultiert in minimalen Sputumkonzentrationen. Aus diesem Grund bedarf es
hoher Dosen systemisch applizierter Priparate um addquate Dosen zu erhalten, mit der
Folge, dass die Rate an unerwiinschten Wirkungen zunimmt. Dariiber hinaus erfordern
akute Exazerbationen oft eine Kombination verschiedener intravendser Antibiotika,
wodurch eine Hospitalisierung notwendig wird (Honeybourne, 1997).

Demgegeniiber stellt die aerosolische Antibiotikatherapie mit Vernebelung des Agens eine
attraktive Alternative dar, die wesentliche theoretische Vorteile beherbergt (Niven et al.,
1990, Hoover et al., 1992, Patton und Platz, 1992). Durch aerosolische Administration
kann das Agens in hohen Konzentrationen direkt an den Ort seiner Wirkung gelangen.
Dadurch werden ,,First-pass®“- Metabolismus in der Leber und schnelle Inaktivierung durch
renale Elimination ausgeschaltet und systemische unerwiinschte Wirkungen reduziert
(Eisenberg, 1996). Trotzdem ist die Effektivitit der aerosolischen Antibiotikatherapie sehr

kontrovers (Itokazu und Weinstein, 1998).
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Eine Reihe an Publikationen berichtete iiber aerosolische Behandlungen von Lungen-
infektionen hauptsdchlich mit Aminoglykosiden (Kun et al., 1984, Steinkamp et al., 1989,
Ramsey et al., 1993) aber auch Betalaktamen (Hodson et al., 1981, Nolan et al., 1982,
Stead et al., 1987, Bressolle et al., 1992, Sustronck et al., 1995). Trotz der Vielzahl an
Therapiestudien ist bis jetzt nur relativ wenig iiber den Metabolismus der Aerosole
bekannt. Einige Studien konnten Ergebnisse iiber die quantitative Verteilung (Mukho-
padhyay et al., 1994), Bioverfiigbarkeit (Cooney et al., 1994) und zelluldren Effekte
(Palmer et al., 1998) erzielen. Uber die genauen Transportvorginge wurden bis jetzt noch
keine Daten veroffentlicht.

Der Nachweis des Peptidtransporters PEPT2 im respiratorischen Epithel ist ein erster
Hinweis auf den pulmonalen Transportmetabolismus einiger Betalaktame nach einer
aerosolischer Applikation.

Die Anwendung aerosolischer Betalaktame konnte sich bis jetzt nicht durchsetzen. In einer
Plazebo-kontrollierten Studie konnte die Effektivitit von aerosolischem Carbenicillin und
Gentamicin nachgewiesen werden (Hodson et al., 1981). Auch Stead et al. konnten in einer
randomisierten Plazebo-kontrollierten Studie eine Verbesserung der Lungenfunktion durch
Therapie mit aerosolischen Ceftazidime bzw. Carbenicillin in Kombination mit Genta-
micin nachweisen (Stead et al., 1987). Demgegeniiber wurde in einer Studie von Nolan et
al. keine Effektivitit von Cephaloridin nachgewiesen, was jedoch wahrscheinlich auf einer
primidren Resistenz der Bakterien beruhte (Nolan et al., 1982). In einer unkontrollierten
Studie wurde aerosolisches Ticarcillin in Kombination mit Gentamicin getestet und ein
Riickgang von Krankenhaustagen aufgrund akuter Exazerbationen festgestellt (Wall et al.,
1983).

Mit der in den Ex-vivo-Studien nachgewiesenen Verdringung (D)-Ala-(L)-Lys-AMCAs
durch Cefadroxil in normalen humanen Lungengeweben sowie Mukoviszidoseresektaten
wurde indirekt der Transport des Betalaktams durch einen Oligopeptidtransporter nach-
gewiesen. Cefadroxil, ein semi-synthetisches Cephalosporin, das effektiv gegen Gram-
positive und -negative Infektionen der Lunge eingesetzt werden kann (Chisholm et al.,
1986), wurde bereits in fritheren Arbeiten als ein durch PEPT?2-transportiertes Substrat in
renalen Biirstensaummembranen (Ries et al., 1994) und Xenopus laevis Oozyten (Boll et
al., 1996) charakterisiert. Neben der antibiotischen Potenz Cefadroxils in der Lunge ist ein
zusitzlicher Aspekt seine Wirksamkeit in der Reduzierung Antigen-induzierter bronchialer
Hyperreaktivitidt (Boichot et al., 1993). Dieser Effekt ist nicht mit der Reduktion von

Eosinophilen verbunden.
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Der Nachweis der Expression PEPT2s in Typ II-Pneumozyten ist Hinweis auf eine
Akkumulation pulmonal applizierter Betalaktame in diesem Zelltyp.

Demgegeniiber wurde beziiglich einer erfolgreichen Eradikation von Bakterien
insbesondere eine hohe Konzentration des antimikrobiotischen Agens im epithelialen
Fliissigkeitsfilm und in Alveolarmakrophagen fiir wichtig erachtet (Retsema et al., 1990),
wobei der Ort der Infektion in erster Linie neben dem infektiosen Sputum in der Mukosa
gesehen wurde.

Anhand von Pneumokokken-Pneumonie-Tiermodellen konnte eine positive Relation
zwischen Gewebekonzentration und therapeutischem Erfolg gezeigt werden (Vallee et al.,
1991, Azoulay-Depuis, et al., 1991). Die Konzentration des Antibiotikums innerhalb der
Makrophagen und Neutrophilen spielt vor allem im Rahmen von Infektionen durch
intrazelluldre Erreger eine Rolle (Edelstein et al., 1996). Gegeniiber Makroliden und
Quinolonen, die sehr gute Eigenschaften beziiglich der Anreicherung in diesen Zellen
aufweisen, werden Betalaktame nur als weniger gut anreichernd eingestuft (Honeybourne,
1994, Cook et al., 1996). Diese Beobachtungen werden jetzt durch den Befund unterstiitzt,
dass im Gegensatz zu Bronchialepithelzellen und Typ II-Pneumozyten in Makrophagen
und Neutrophilen keine Expression PEPT2s oder ein funktioneller Oligopeptidtransport
nachgewiesen werden konnte.

Bis jetzt liegen noch keine Daten beziiglich der Wirksamkeit PEPT2-transportierter
Betalaktame gegeniiber nicht-PEPT2-transportierter Betalaktame vor. Ein Vergleich der
Wirksamkeit beider Gruppen in Pneumonie-Tiermodellen konnte die Frage kldren, in
wieweit die Deposition und Akkumulation PEPT2-transportierter Betalaktame in Typ II-
Pneumozyten und Bronchialepithel beziiglich der Effektivitit eines pulmonal applizierten
Betalaktams eine Rolle spielt.

Eine weitere Frage hinsichtlich der biologischen Bedeutung der pulmonalen Deposition
PEPT2-transportierter Substrate besteht im Rahmen der Beobachtungen iiber selektive
Hemmstoffe der pulmonalen Humanen Leukozyten Elastase (HLE, EC 3.4.21.37). Die
hohe Aktivitit dieser Serin-Protease wird kausal mit Erkrankungen wie der Mukoviszidose
(Jackson et al.,, 1984), der chronischen Bronchitis (Stockley et al., 1991), dem
Lungenemphysem (Janoff, 1985) und dem Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS
[Merritt et al., 1983]) in Verbindung gebracht. Die Priasenz HLEs im interzelluldren Raum
resultiert in einer unkontrollierten Proteolyse und Zerstorung von zelluldren Strukturen

(Snider, 1987).
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Bei der Entwicklung von HLE-Inhibitoren (Trainor, 1987, Travis und Fritz, 1991) wurde
auch die inhibitorische Wirkung von Cephalosporinen auf HLE erkannt (Doherty et al.,
1986, Hagman et al., 1989, Doherty et al., 1990, Shah et al., 1990). In der Folgezeit konnte
festgestellt werden, dass unter HLE-inhibierenden Cephalosporinen, insbesondere
nonpolare, hydrophobe Formen (Finke et al. 1990) geeignet sind, HLE zu blockieren.
Finke et al. konnten 1992 die Synthese eines aerosolischen Cephalosporins mit HLE-
inhibitorischer Wirkung berichten. Hier stellt sich die Frage, ob der Wirkungsgrad
einzelner HLE-inhibierender Cephalosporine nicht nur von deren Affinitit zur HLE
abhingig ist, sondern auch durch den PEPT2-vermittelten Abtransport aus dem
interzelluldren Raum gemindert wird.

In Bezug auf die Expression PEPT2s in pathologischen Geweben wurde durch die
Lokalisation des Transporters in Mukoviszidosegeweben auf immunhistologischer Ebene
kein Unterschied zu normalen Geweben gefunden. Das Verteilungsmuster des
Transporters ist also in Mukoviszidosegeweben, die als Substrat der Hauptindikation fiir
aerosolische Antibiotikatherapie gelten, qualitativ identisch mit der normalen Gewebs-
verteilung. Die Untersuchung der Effektivitit von PEPT2-transportierten gegeniiber nicht-
transportierten Antibiotika wiirde somit nicht durch eine erkennbare Storung der
Verteilung des Transportsystem im pathologisch verdnderten Lungengewebe in Frage
gestellt. Die limitierte Aussagekraft immunhistochemischer Befunde in Bezug auf
quantitative Verdnderungen der Expression PEPT2s in pathologischen Geweben konnte
durch kiinftige Studien mit quantifizierenden Methoden (Fink et al., 1998) erweitert
werden.

In den Ex-vivo-Aufnahmestudien wurde parallel zu den Ergebnissen der Immun-
histochemie kein Unterschied im Aufnahmemuster zwischen den Resektaten der
Mukoviszidosepatienten und den normalen Lungengeweben gefunden. (D)-Ala-(L)-Lys-
AMCA akkumulierte in den Flimmerepithelzellen und Typ II-Pneumozyten.

Quantitativ stellte sich jedoch aufgrund der schlechten Zuginglichkeit in den Bereichen
des Resektats, die durch Schleimretention verlegt waren, eine Minderaufnahme des

Dipeptidkonjugats dar.

4.2.5 Delta-Aminoldvulinsdure als PEPT2-Substrat in der Lunge

Der kiirzlich erfolgte Nachweis des Transports von Delta-Aminoldvulinsdure (5-ALA)
durch PEPT2 (Doring et al., 1998a, Novotny et al., 2000) ist ein Befund mit mehreren

physiologischen und pharmakologischen Bedeutungen im Atemtrakt.
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Auf der Basis eines Substrats fiir die Himsynthese besitzt 3-ALA eine Rolle bei der
pulmonalen Produktion von Kohlenmonoxid (CO). Neben Stickstoffmonoxid (Hamid et
al., 1993) wird CO eine mogliche Bedeutung bei der Reaktion auf oxidativen Stress
eingeraumt (Zayasu et al., 1997, Horvath et al., 1998). CO wird durch das Stress-
induzierbare Hitzeschockprotein Himoxygenase I (Lee et al., 1996) und seine konstitutive
Isoform Hdmoxygenase II generiert (Maines, 1988). In der humanen Lunge wurde eine
Expression dieser Proteine unter anderem in Bronchialepithelzellen gefunden (Lim et al.,
im Druck), in denen jetzt ebenfalls PEPT2 nachgewiesen werden konnte.

Neben der Bedeutung von CO als Marker von oxidativem Stress liegt die therapeutische
Relevanz der pulmonalen Aufnahme von 8-ALA in der Photodynamischen Therapie (PDT,
Rowe, 1998, Dougherty et al. 1998).

Es besteht ein wachsendes Interesse beziiglich der Biokinetik und des Metabolismus von
d-ALA seit der erstmaligen Anwendung in der PDT (Peng et al., 1992, 1997, Fromm et al.,
1996, Bown und Rogowska, 1999). Bei systemischer, topischer oder oraler Gabe (Loh et
al., 1993, Webber et al., 1997) 8-ALAs kommt es zu einer intrazelluliren Akkumulation
dieser Substanz und zur Bildung von Porphyrinen. Uber eine Photoaktivierung der
Porphyrine wird die Zellapoptose eingeleitet (Steinbach et al., 1995, Gibson et al., 1997).
Es konnte gezeigt werden, dass innerhalb kurzer Zeit nach oraler Gabe von 3-ALA ein
relativ hoher Plasmaspiegel erreicht wird (Fromm et al., 1996). Auch erfolgte der
Nachweis einer Akkumulation und Wirkung 8-ALAs in verschiedenen Epithelzellen (Loh
et al., 1992, Bedwell et al., 1992, Goff et al., 1992, Wyss-Desserich et al., 1996). Der
Transport im Gastrointestinaltrakt wurde auf den intestinalen Oligopeptidtransporter
PEPT1 zuriickgefiihrt (Doring et al., 1998a).

Dariiber hinaus wird die Plasmakonzentration 8-ALAs durch die Riickresorption aus dem
proximalen Tubulus (O“Flaherty et al., 1981, Cheeks und Weden, 1986) sowohl durch
PEPT?2 als auch PEPT1 beeinflusst (Doring et al., 1998a).

Auch in der Lunge wird 8-ALA sowohl in der Diagnose (Baumgartner et al., 1996) als
auch in der Therapie (Sutedja und Postmus, 1996) von Neoplasien eingesetzt. Der
Nachweis von PEPT2 im respiratorischen Epithel ist der erste Hinweis beziiglich des
Aufnahmemechanismus 3-ALAs in der Lunge. Weitere Studien miissen die Expression
von PEPT2 in Tumorzelllinien untersuchen, um eine mogliche Rolle des Transporters in

Lungenkarzinomen zu definieren.
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5 Zusammenfassung

Fragestellung und Methodik

Peptide sind wichtige Mediatoren physiologischer und pathophysiologischer Prozesse in
der Lunge. Ihre biologische Aktivitit wird durch pulmonale Peptidasen terminiert. Da der
enzymatische Abbau von Proteinen und mikrobiellen Bestandteilen iiber einen Anstieg des
osmotischen Gradienten zu einem erschwerten Gasaustausch fithren kann, besitzt der
Abtransport von Peptidfragmenten fiir die Aminosdurebilanz der Lunge eine zentrale
Bedeutung. Neben der Bedeutung als gasaustauschendes Organ spielt das respiratorischen
Epithel eine wichtige Rolle als Grenzbarriere zwischen dem Organismus und seiner
Umwelt. Die groBe Oberfliche von 70 bis 140 m” kann dabei effizient zur Administration
verschiedener Pharmaka benutzt werden. In dieser Hinsicht konnte bereits eine Vielzahl
von Transporterproteinen im respiratorischen Epithel funktionell charakterisiert werden.
Die cDNAs zweier Familien Protonen-gekoppelter Oligopeptidtransporter wurden in den
vergangenen Jahren aus Epithelzellen von Darm (PEPT1) und Niere (PEPT2) kloniert.
Wihrend die Expression von PEPT1-mRNA ausschlieBlich in Darm und Niere festgestellt
wurde, konnte man PEPT2-mRNA in der Niere sowie in einer Reihe weiterer Organen wie
dem ZNS und der Lunge nachweisen.

Beide Isoformen besitzen 12 transmembrandre Dominen und teilen eine ca. 47 %ige
Identitdt auf der Proteinebene. Die Transporter katalysieren eine zelleinwérts gerichtete
Substrattranslokation, die an einen elektrochemischen Protongradienten gekoppelt ist.
Neben des Transports endo- und exogener Di- und Tripeptide transportieren PEPT1 und
PEPT2 Peptidpharmaka wie z. B. Cephalosporine, Aminopenizilline, Angiotensin-
Converting-Enzyme-Inhibitoren sowie Antimetabolite wie Valaciclovir und das
Zytostatikum Bestatin.

Die Fahigkeit PEPT2s zum Transport von Antibiotika riickt den Transporters in das Blick-
feld therapeutischer Uberlegungen bei der aerosolischen Antibiotikatherapie rekurrenter
Atemwegsinfektionen.

In dieser Arbeit wurde die Expression von PEPT2 in Lungengeweben von Ratte, Maus und
Mensch untersucht. Auf transkriptioneller Ebene wurden RT-PCR und Northern-Blotting
an Rattengeweben zum Nachweis der PEPT2-mRNA durchgefiihrt. Zur exakten
Lokalisation der Ratten PEPT2-mRNA auf zellulirer Ebene diente die Methode der
nonradioaktiven In-situ-Hybridisierung. Immunhistochemische Studien ermoglichten eine

Darstellung PEPT?2s in Lungengeweben von Ratte und Maus auf der translationalen Ebene.
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Es wurde zusitzlich ein Modell zur Ex-vivo-Aufnahme von Oligopeptiden in murinen
Lungenpriparaten entwickelt, um den Peptidtransport auch funktionell nachzuweisen. Eine
Kombination der Aufnahmestudien mit der Lektinhistochemie diente zum Ausschluss
eines Transportvorganges in Typ I-Pneumozyten.

Dariiber hinaus wurden immunhistochemische und funktionelle Ex-vivo-Studien an
Geweben von normalen humanen Lungen sowie Mukoviszidose-Lungenresektaten

vorgenomimen.

Ergebnisse

Durch RT-PCR konnte PEPT2-mRNA in Lungen- und Nierenextrakten der Ratte nach-
gewiesen werden. Dieser Befund korreliert mit Daten der Kaninchenlunge. PEPT2-mRNA
wurde in der Rattenlunge zusitzlich durch das Northern-Blot Verfahren nachgewiesen.

Um die exakte mRNA-Lokalisation auf zelluldrer Ebene zu bestimmen, wurden non-
radioaktive In-situ-Hybridisierungen durchgefiihrt und eine Expression von PEPT2-mRNA
in Typ II-Pneumozyten, Bronchialepithelzellen und Endothelzellen kleinerer Bronchus-
venolen der Rattenlunge nachgewiesen.

Immunhistochemische Studien konnten PEPT2-Immunreaktiviit in Bronchialepithelzellen,
Typ II-Pneumozyten und Endothelzellen von Ratten- und Mauselungen identifizieren.
Funktionelle Ex-vivo-Aufnahmestudien mit dem fluoreszierenden Dipeptidderivat (D)-
Alanin-(L)-Lysin-AMCA an isolierten Méusethoraces fiihrten zu einer Aufnahme in das
Bronchialepithel und Typ II-Pneumozyten. Die zytoplasmatische Akkumulation des
fluoreszierenden Substrats wurde im Verdringungsexperiment durch das Dipeptid Glycil-
glutamin und das Cephalosporin Cefadroxil fast vollstindig inhibiert. Uber kombinierte
Ex-vivo-Aufnahme- und histochemische Studien mit LEA konnte ein Transport des
Dipeptid-konjugats in Typ I-Pneumozyten ausgeschlossen werden.

Immunhistochemische Versuche an Geweben von normalen humanen Lungen konnten
eine PEPT2-spezifische Immunreaktivitidt ebenfalls in Bronchialepithelzellen, Typ II-
Pneumozyten und Endothelzellen von Bronchialvenolen nachweisen. Studien an Lungen-
resektaten von lungentransplantierten Mukoviszidosepatienten fiihrten zu dem gleichen
Immunreaktivititsmuster, so dass eine qualitative Differenz im Muster der PEPT2
Immunreaktivitit zwischen normaler Lunge sowie pathologisch veridndertem Muko-
viszidosegewebe ausgeschlossen werden konnte.

Zusitzlich wurden die Ex-vivo-Aufnahmestudien vom Tiermodell auf humane Gewebe

tibertragen. Mit dem Transport von (D)-Alanin-(L)-Lysin-AMCA in das respiratorische
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Flimmerepithel und in Typ II-Pneumozyten stellte sich im normalen und im
Mukoviszidosegewebe ein identisches Aufnahmemuster dar. Quantitativ wurde die
Aufnahme des Dipeptidderivats in Mukosviszidosegeweben jedoch durch den starken

Sekretverhalt gemindert.

Schlussfolgerung

Es konnten erstmals die Expression, Lokalisation und funktionelle Aspekte eines
definierten Oligopeptidtransportsystems im Atemtrakt nachgewiesen werden und somit
eine molekularbiologische und morphologische Grundlage zu fritheren Hypothesen iiber
einen Oligopeptidtransport in der Lunge geschaffen werden.

Die Expression des Transporters in Tracheal- sowie Bronchialepithelzellen, Typ II-
Pneumozyten und Endothelzellen submukoser Venen, sowie die Fihigkeit PEPT2s,
Betalaktamantibiotika wie beispielsweise Cefadroxil, ein gegen Gram-negative und Gram-
positive Erreger wirksames Cephalosporin zu transportieren, riickt den Transporter in das
Blickfeld therapeutischer Uberlegungen beziiglich der aerosolischen Antibiotikatherapie

rekurrenter Atemwegsinfektionen.
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