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1 Einfihrung

Eine Grundvoraussetzung fir die Evolution lebender Systeme ist inre Kompartimentierung, ins-
besondere das Abgrenzen von der AuRenwelt. Metazoen haben in der Phylogenese Epithelge-
webe entwickelt, die als flachenformige Zellverbande zum einen die auf3ere Korperoberflache
bedecken und zum anderen die inneren Hohlraume auskleiden. Urspringlich grenzen (Deck-)
Epithelien Flussigkeiten unterschiedlicher Zusammensetzung voneinander ab. Sie gewahrleisten
eine weitgehende — nicht vollstandige — Konstanz der spezifischen Zusammensetzung der Flis-
sigkeiten, indem sie selektiv die Passage von Substanzen (Solute, Wasser) durch sich hindurch
erlauben bzw. verhindern. Die Zellen der Epithelien verfigen dazu Uber verschéstshe
nismen zur Translokation von Substanzen. Diese Mechanismen weisen eine mehr oder weniger
ausgepragt&pezifitdt gegentiber den zu transportierenden Substanzen auf. Stoffaustausch den
veranderlichen externen und internen Bedingungen entsprechend verandern zu kénnen, setzt
zusétzlich die Fahigkeit ziRegulation von Transportprozessen voraus.
Mit solchen Zell-Leistungen beschaftigt sich die vorliegende Arbeit. Im Mittelpunkt stehen drei
verschiedene Transportprozesse an drei verschiedenen epithelialen Barrieren:
1. der Taurintransport am Epithel des Darmes
2. der Leucintransport am Epithel der Placenta
3. der Peptidtransport an den Epithelien von Darm und Niere
Der epitheliale Transport von Aminosauren und Di- und Tripeptiden erfolgt unter physiologi-
schen Bedingungen hauptséachliciinszellular Die parazellulareDiffusion ist durch Zonulae
occludentes stark eingeschrankt. Der Transport der Substanzen an den Zellmembranen wird
durch spezielle Proteine, diganslokatorerrealisiert. Membranverlagernde Mechanismen wie
rezeptorvermittelte Endocytose, Transcytose, Pinocytose oder Potocytose sind fur den Transport
genannter Substanzen physiologisch von geringer Bedeutung. Dementsprechend bildeten Fragen
zum Translokator-vermittelten Transpoden Schwerpunkt der Untersuchungen. Die Zielstel-
lungen der Arbeiten waren folgende:
» Charakterisierung des Transportes von Aminosauren und Peptiden an kultivierten Epithel-
zellen

« Aufklarung von strukturellen Erfordernissen, die an Substratstellen sind

!Selten wird fiir ,Substrat* auch der Begriff , Transportat* verwendet (Mollgard & Rostgaard 1978). Diese Bezeich-
nung hat sich nicht durchgesetzt, wurde allerdings durch H. Ussing und andere Gruppen kirzlich wieder aufgegrif-
fen (Nedergaard et al. 1999).



* ldentifizierung extra- und intrazellularer Signale fur die Regulation der Transportsysteme

Die in den beigelegten VeroffentlichungéAnlagen 7.1 bis 7.13)behandelten Fragen zu
epithelialen Transportprozessen waren neu. Sie wurden primarhioteemischemund zell-
physiologischerGesichtspunkten gestellt. So gab es vor der Veroffentlichung der Ergebnisse
z.B. keine Befunde zur Regulation des intestinalen Taurintransportes, keine Angaben zum
Transport von Di- und Tripeptiden an kultivierten Darm- oder Nierenzell-Linien, keine Daten
zur Regulation des Peptidtransportes durch spezifische Signale, keine Untersuchungen zur
cis/transKonformations-Spezifitat von Peptid-Transportern und keine systematischen Untersu-
chungen zur Interaktion prolinhaltiger Dipeptide mit Peptid-Transporteraxisrelevante
Aspektesolcher Experimente werden zum einen dann deutlich, wenn man bedenkt, dass eine
ganze Reihe von pathologischen Situationen durch gestorte Transportprozesse an Epithelien ver-
ursacht werden, wie z.B. Glucose-Galactose-Malabsorption, Cystinurie und die Hartnup-Krank-
heit. Zum anderen werden grol3e Bemihungen unternommen, neue Wirkstoffe durch die Aus-

nutzung physiologischer Transportsysteme oral verfiigbar zu machen.

Es sind verschiedene Techniken entwickelt worden, um den Transport von Substanzen an epi-

thelialen Schranken zu messen, z.B.:

+ Perfusionsexperimentia vivo undin situ (loops, Dual-Infusions-Technik; Ubersichten bei
Kararli 1989, Chesney et al. 1993)

* Gewebe- und Zellinkubationen (,everted sacs”, USSING-Technik, Inkubation von Schnit-
ten, isolierten Zellen, Primarkulturen, Carcinomzellen; Ubersichten bei Munck 1981,
Hidalgo et al. 1989, Delie & Rubas 1997, Kimmich 1990, Chesney et al. 1993)

+ Inkubation von Membranvesikeln (luminale oder abluminale Membran; Ubersichten bei
Hopfer 1989, Murer et al. 1989, Berteloot & Semenza 1990, Chesney et al. 1993)

» Expression der Transportproteine in heterologen Systekeropus laevi©ocyten, Insek-
ten-, Hefe- oder Saugerzellen; Ubersichten bei Van Winkle 1993, Hediger & Rhoads 1994,
Romero et al. 1998)

In den frihen 70er Jahren wurden Perfusionsexperimente und Gewebeinkubationen weitgehend

von Studien mit isolierten Membranvesikeln abgelost. Seit Anfang der 90er Jahre werden sehr

viele Transportstudien an Zell-Linien durchgefihrt. Mit der erfolgreichen Expressionsklonierung
des N&/Glucose-Symporters SGLT1 (Hediger et al. 1987) begdianPeriode, in der die



Priméarstrukturen der Translokatorproteine aufgeklart werden. Bei Sdugern kennt man derzeit
bereits die Sequenzen von > 150 verschiedenen Translokatoren (fur eine derzeit weitgehend
akzeptierte Nomenklatur und Einteilung siehe Peng & Hediger 1999).

Die Mehrzahl der in dieser Arbeit zusammengefassten Experimente erfolgte an Zell-Linien, d.h.

an permanent kultivierten Epithelzellen, meist Carcinomzellen. Daflr gab es folgende Grinde:

1. Studien zur Regulation von Transportprozessen lassen sich mit isolierten Membranvesikeln -
von wenigen Ausnahmen abgesehen - nicht durchfiihren. Fir solche Untersuchungen bedarf
es intakter Epithelzellen. Organperfusionen und Gewebeinkubationen wiederum haben den
Nachteil, dass eine gegebene Zell-Leistung nur sehr sememnZelltyp zuzuordnen ist. In
Darmgewebe lassen sich z.B. Giber 20 verschiedene Zellpopulationen nachweisen.

2. An intakten, polarisierten Zellen mit korrekt ausgebildeten Zell-Zell-Kontakten in epithelia-
ler Organisation lassen sich gleichzeitig Influx und para- und transzellularer transepithelialer
Transport einer Substanz messen.

Die Wahl der Zell-Linie(Tab. 1) richtete sich nach dem zu untersuchenden Epithel, nach der

Prasenz von Translokatoren, Rezeptoren, sekundaren Botenstoffen und regulatorischen Protei-

nen, aber auch nach der Spezies und der ,allgemeinen Akzeptanz“ der Linie als Modell fir das

jeweilige Epithel: So boten sich fur die Untersuchung intestinaler Transportprozesse insbeson-
dere die Zell-Linien Caco-2 und, mit Einschrankungen, HT-29 an. Beide Linien sind hinsichtlich
ihrer Proliferation und Differenzierung, ihrer Ultrastruktur, inrer Enzymausstattung, ihrer Trans-

portsysteme und ihrer Tauglichkeit als Modell fir humanes Darmepithel gut charakterisiert.

Tab. 1. Bezeichnung und Herkunft der in dieser Arbeit hauptsachlich genutzten Zell-Linien. Es
handelt sich dabei um permanente Monolayer-Kulturen

Zell-Linie Epithel Spezies Herkunft
HT-29 Darmepithel (Colon, Carcinom) Homo sapiens ATCC HTB-38
Caco-2 Darmepithel (Colon, Carcinom) Homo sapiens ATCC HTB-37
MDCK Nierenepithel (distaler Tubulus) Canis familiaris |ATCC CCL-34

SKPT-0193 Cl.2| Nierenepithel (proximaler Tubulus) | Rattus norvegicug U. Hopfer
(Woost et al. 1996)
JAR Placentaepithel (Trophoblast, Carcinorlvﬁiomo sapiens ATCC HTB-144

“Die Bezeichnung der Zell-Linien und die primare Wahl der Kulturmedien folgt den Angaben der American Type
Culture Collection (ATCC) bzw. den Festlegungen der Depositoren. In der vorliegenden Arbeit wird an einigen
Beispielen gezeigt, welchen Einfluss die Wahl des Mediums auf die Proliferation der Zellen und auf den Transport
von Peptiden und Aminosauren haben kigkmage 7.5)
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2 Transport von Taurin am Epithel des Darmes

2.1 Allgemeine Aspekte

Taurin wurde erstmals 1824 aus der Galle Bos taurussoliert. Die moderne Ara der Taurin-

forschung begann 1968 mit der sich durchsetzenden Erkenntnis, dass die Funktion von Taurin

nicht auf seine Rolle bei der Synthese von Taurocholsdure und die Osmoregulation mariner In-
vertebraten beschrankt ist (Jacobsen & Smith 1968). Taurin wird heute mit auf3ergewohnlich
vielen physiologischen und pathologischen Aspekten in Verbindung gebracht (Ubersichten bei

Huxtable 1992, Sturman 1993, Huxtable 1996, O'Flaherty et al. 1997a, Pasantes-Morales et al.

1998Y. Es gilt als wichtigster organischer Osmolyt und hat als solcher eine gewebe-unabhéngige

Schlisselfunktion (Huxtable 1992).

Zwei Befunde zum Metabolismus von Taurin I0sten starkes Interesse an seinem Transport aus:

1. In tierischen Geweben ist Taurlie Aminosaure, die in freier Form in den hdchsten Kon-
zentrationen vorkommt. In Zellen von Herzmuskel, Gehirn u.a. wurden z.T. 50 mmol/l Tau-
rin gemessen (Huxtable 1992). Extrazellular liegen die Konzentrationen im Bereich von 0,01
bis 0,1 mM. Nur spezifische, aktive Transportprozesse konnen derartige Gradienten
zwischen intra- und extrazellularen Kompartimenten aufbauen.

2. Die Versorgung mit Taurin wird zum einen durch Biosynthese aus Methionin und Cystein
und zum anderen durch die Nahrung sichergestellt. Fir Sauger mit geringer Cysteinsulfinat-
Decarboxylase-Aktivitat, wie z.B. Katzen, stellt Taurin eine essentielle Aminosaure dar; fur
Menschen ist Taurin konditionell-essentiell: Die Versorgung mit Taurin erfolgt bei Foten
aus dem mautterlichen Blut Uber die Placenta und bei Neugeborenen durch die Muttermilch.
Die Fahigkeit, Taurin zu synthetisieren, steigt mit zunehmenden Alter, wahrend die Trans-
portkapazitat am Darmepithel sinkt (Moyer et al. 1988). Im weiteren Sinne ist Taurin nicht
nur fir Neugeborene essentiell; auch bei Adulten reicht die Biosynthese nicht immer aus
(Sturman 1993).

Die Existenz eines aktiven Taurin-Transporters am Darmepithel war lange Zeit umstritten.

Mittels isolierter Blurstensaum-Membranvesikel konnte der Transporter schlie3lich bei vielen

Spezies zweifelsfrei nachgewiesen werden (Ubersichten Gagiapathy et al. 1994a

O’Flaherty et al. 1997a).

®Das landlaufig bekannteste Phanomen ist, dass bei Katzen Taurinmangel in der Nahrung zur Degeneration der
Retina und zur Erblindung fiihren kann (Hayes et@#5, Militante & Lombardini 1998, 1999).

4



2.2 Charakterisierung des Taurin-Transporters an kultivierten Darmzellen
Vgl. Anlagen 7.1 (Brandsch et al. 1993) und 7.2 (Brandsch et al. 1995d)

HT-29- und Caco-2-Zellen konnten durch uns als Zell-Linien identifiziert werden, die Uber ein
Transportsystem fur Taurin verfug€firuppathi et al. 1992, Anlage 7.1)Der Taurintransport

ist in beiden Zell-Linien sattigbar, akkumulativ und von nach innen gerichteteruhi CI-
Gradienten abhangig. Die Stoichiometrie "ITi: Taurin betragt 2:1:1. Das System ist fir
Taurin, Hypotaurin und R-Alanin spezifisch. Seine Aktivitat wird in Anpassung an das extra-
zellulare Substratangebot (adaptiv) reguliert. Die Charakteristika entsprechedetaniktio-

nellen Merkmalen, die fir System 3 der luminalen Membran von Epithelzellen des humanen
Jejunums beschrieben waren. Satsu et al. (1997) wiederholten die Charakterisierung des Taurin-
Transporters in Caco-2-Zellen und kamen zu den gleichen Schlussfolgerungen. Unsere Ergeb-
nisse zeigen weiterhin, dass Caco-2-Zellen, die auf permeablen Filtern kultiviert werden, Taurin
sowohl von der apikalen Seite,(,}) als auch von der basolateralen Seije.J.her aufnehmen,

wobei der Transport von der apikalen Seite Uberwiagiage 7.2)

2.3Regulation des intestinalen Taurintransportes
Vgl. Anlagen 7.1 (Brandsch et al. 1993) und 7.2 (Brandsch et al. 1995d)

HT-29- und Caco-2-Zellen wurden fur Untersuchungen zur Regulation des Taurintransportes
eingesetzt. Uber die Regulatfortes intestinalen Taurin-Transporters war zu Beginn der vorlie-
genden Arbeiten noch nichts bekannt. In der ersten Stdlage 7.1)stand Protein-Kinase C

im Mittelpunkt. Dieses Enzym spielt bei der Transduktion vieler extra- und intrazellularer
Signale eine zentrale Rolle (Nishizuka 1986, Mellor & Parker 1998), so auch bei Signalen, die

Modulationen von Transportprozessen auslosen, z.B. denGKicose- und Glutamattransport

“Fir durch Signale ausgeloste Transportveranderungen haben sich in der Literatur die Bezeichnungen ,Modulation*
und (haufiger) ,Regulation” eingeblirgert. Die Bezeichnungen werden oft gleichsinnig, dabei aber nicht einheitlich
gebraucht. Unter Regulation versteht man die Konstanthaltung (Halteregulation, stationary-state regulation) oder
gezielte Fihrung (Folgeregulation) einer RegelgréRe zur Aushildung oder Aufrechterhaltung eines stabilen inneren
Milleus (Homdostase) (Wolf 1988). Im Zusammenhang mit Transportprozessen an der Blut-Hirn-Schranke
definieren Crone et al. (1988) die Modulation als die ,durch Substanzen (Hormone, TransikitteléreeBoten-

stoffe) ausgeldste rasche Verénderung der Permeabilitdt von Endothelien. In der vorliegenden Arbeit wird eine
kontrollierte Veranderung der kinetischen Parameter eines Transportproteins als Modulation bezeichnet (induzierter
Wechsel von Status A zu B). Fur die Ubergeordneten Systeme Zelle, Gewebe, Organ und Organismus wird dagegen
der Begriff Regulation gebraucht. Ebenso wird der Begriff Regulation bevorzugt, wenn die Veranderung indirekt
erfolgt.



(Busch et al. 1992, Longo et al. 1992, Casado et al. 1993). Von Protein-Kinase C existieren
mindestens 11 Isoformen — eingeteilt in klassische, neue und atypische (Mellor & Parker 1998);
Enterocyten verflgen Uber die Isoformeere und{ (Hyun et al. 1994). Unter experimentellen
Bedingungen lasst sich Protein-Kinasén@ivo undin vitro mit Phorbol-12-myristat-13-acetat
(PMA) als einem funktionellen Analogen des physiologischen Protein-Kinase-C-Aktivators
Diacylglycerol in nanomolarer Konzentration aktivieren (Kontny et al. 1992). Dieser Effekt
wurde in der vorliegenden Arbeit genu&inlage 7.1) Die Inkubation von HT-29-Zellen mit

PMA senkt den Taurintransport um 65-70%. Eine signifikante Hemmung setzt bereits nach 5

min ein. PMA-Behandlung senkt sowohl die Affinitat als auch die Maximalgeschwindigkeit des

Taurin-Transporters.

Die Frage, ob die durch PMA ausgeldsten Veranderungen spezifisch sind, betrifft funf verschie-

dene Aspekte:

1. Das Substrat: PMA hemmt auch den Transport von 3-Alanin um > 50 %. Sein Effekt ist
daher nicht auf Taurin beschrankt.

2. Den Transporter: Unter identischen Bedingungen wird der Transport von Leucin und Lysin
durch PMA nicht beeinflusst, der Transport von Aspartat stimuliert und der Transport von
Prolin gehemmt. Bei den untersuchten Verbindungen handelt es sich um Substrate fur ver-
schiedene Transportsysteme (B, B!, B", IMINO, X as, Ubersichten beBanapathy et al.

19943 Tsuji & Tamai 1996, Palacin et al. 1998). Damit ist der Effekt von PMA zwar nicht
auf System 3 beschrénkt, er ist aber auch nicht unspezifisch.

3. Die Zelle: Der Effekt von PMA lasst sich nicht nur an HT-29-Zellen nachweisen. In Caco-2-
Zellen verringert PMA-Vorbehandlung den Transport von Taurin gleichermal3en.

4. Das Signal: Der Phorbolester e#Phorbol-12,13-didecanoat (PDD), der die Protein-
Kinase Cnichtzu aktivieren vermag, l6st keine Veranderungen des Taurintransportes aus.

5. Die Kinase: Inhibitoren der Protein-Kinase C stimulieren den Taurintransport und heben
den PMA-Effekt vollstandig aufAnlage 7.1)

Um von einer spezifischen Regulation des Taurintransportes sprechen zu kdnnen, musste zu-
nachst ein unspezifischer Effekt von PMA auf die Zellmembran ausgeschlossen werden. Dies
erfolgte durch den Nachweis, dass die nichtsattigbare Komponente des Taurintransportes durch

PMA nicht verandert wird und dass PMA den Transport von Lysin und Leucin nicht beeinflusst.



Zur Regulation von Transportprozessen an Zellmembranen gibt es grundséatzlich verschiedene

Mdglichkeiten, u.a.:

1. Veranderung der lonengradienten (indirekte Regulation, nur bei Symportern und
Antiportern): In Anlage 7.1dokumentieren wir, dass auch der Transport von Aspartat strikt
von Na- und Cl-lonengradienten abhangt. Er wird jedoch durch Péiduliert und nicht,
wie der des Tauringnhibiert. Ergebnisse aus Studien zum Taurintransport an Ehrlich-
Ascites-Tumorzellen durch Mollerup & Lambert (1996) belegen analog, dass die dort ge-
messenen Effekte von PMA auf den Taurintransport nicht durch Anderungen der lonengra-
dienten oder des Membranpotentials verursacht werden.

2. Veranderung der Zahl der Translokatoren pro Zelle auf den Stufen der Transkription
oder der Translation: Wir fuhrten Experimente mit Actinomycin D als Hemmer der
Transkription und mit Cycloheximid als Hemmer der Translation durch. Keine der beiden
Substanzen kann den Effekt von PMA auf den Taurintransport aufheben.

3. Uberfiihrung von Transportproteinen aus intrazellularen Vesikeln in die Zellmembran
und umgekehrt (,Trafficking“, posttranslationale Rekrutierung): Experimente mit
Colchicin als Hemmer der Mikrotubulifunktion und mit Cytochalasin D als Hemmer der
Mikrofilamente ergaben, dass beide Substanzen keine hemmende Wirkung auf den PMA-
Effekt haben.

4. Aus diesen Ergebnissen wird geschlussfolgert, dass der Taurin-Transportgyastireims-
lationale Modifizierung in der Zellmembran reguliert wird, z.B. durch einen Mecha-
nismus, bei dem Protein-Kinase C das System (3 selbst oder ein regulatorisches Protein
phosphoryliert.

Nach der Klonierung eines Taurin-Transporters und der Herstellung spezifischer Antikorper ist

der Nachweis, dass der Transporter direkt durch Phosphorylierung moduliert wird, technisch

moglich gewordeh Han et al. (1996b) exprimierten den renalen Taurin-TranspoiXaniopus

Oocyten und inhibierten den Taurintransport durch PMA-Injektion. Prainjizierte Antikérper

*Die erste Klonierung eines Taurin-Transporters (aus MDCK-Zellen) gelang der Arbeitsgruppe Handler (Uchida et
al. 1992). Es folgten die Taurin-Transporter aus dem Gehirn von Ratte und Maus, humanen Thyroidzellen, der
humanen Placenta, dem Pigmentepithel der Retina von Mensch und Maus und der,#2&ll-Pikie (Han et al.

1998, Ubersicht bei Palacin et al. 1998). Die Transporter (TAUT, pNCT, etc.) gehéren neben den GABA-
Transportern GAT-1-3, den Glycin-Transportern GLYT1 und GLYT2, dem Prolin-Transporter PROT und dem
Betain-Transporter BGT-1 zu der Superfamilie def-Siabhangigen Neurotransmitter-Transporter. Taurin-
Transporter sind Proteine aus 590-655 (meist 620) Aminosaureresten, kodiert auf Chromosom und weisen 12
Membrandurchgange auf (Ubersicht bei Palacin et al. 1998). Der intestinale Taurin-Transporter wurde bis heute
noch nicht kloniert. Die erste Herstellung von Antikérpern gegen einen Taurin-Transporterl@8ar(glan et al.

1996b).



gegen das vierte intrazellulare Segment des Transportproteins blockierten den PMA-Effekt zu
100 %. In einer zweiten Arbeit konnten die Autoren kirzlich zeigen (Han et al. 1999), dass die
PMA-Behandlung zu einer Phosphorylierung des Serin-322daddrch zur Hemmung des
Taurintransportes fuhrt. Ser-322 befindet sich im vierten intrazellularen Segment.

Mit Guanylin und dem hitze-stabildf col-Enterotoxin (STa) konnten, gemalf} der Zielstellung

der vorgelegten Arbeiten, die ersten extrazellularen Signale fir die Regulation des intestinalen
Taurintransportes identifiziert werd¢Anlage 7.2) Von STa war bekannt, dass es von patho-
generk. coliStammen produziert wird und dass seine Interaktion mit einem intestinalen Rezep-
tor, der luminalen, membranstandigen Guanylat-Cyclase C, eine starke Diarrhde auslésen kann
(Ubersichten zum Mechanismus bei Farthing 1994, Giannella 1995, Ericsson 1998). Das 1992
entdeckte Peptid Guanylin ist ein endogener, physiologischer Ligand dieses Rezeptors (Uber-
sichten bei Forte & Currie 1995, Krause et al. 1997). Im Zusammenhang mit unseren Studien
waren diese Peptide von Interesse, weil ihre Bindung an die Rezeptoren einen starken Anstieg
der intrazellularen cGMP-Konzentration auslost.

Nach unseren Untersuchung@mlage 7.2)hemmt eine Vorbehandlung von Caco-2-Zellen mit

STa oder Guanylin den Taurintransport. An Zellen, die in Transwells kultiviert werden, wirkt
STa nur von der apikalen Seite her und beeinflusst nur den Transport in apikal-zu-basolateraler
Richtung. Der 1Gsc-Wert von STa betragt bei 30-miniitiger Vorbehandlung 21 nM. STa hemmt
auch den Transport von 3-Alanin und Prolin, nicht aber den von Leucin, Phenylalanin, Glycyl-
sarcosin (Gly-Sar) und Glucose. Die Messung der kinetischen Parameter ergab, dass STa sowohl
die Maximalgeschwindigkeit des Transporters als auch seine Affinitdt zu Taurin verringert. Das
Signal hat keinen Einfluss auf die Menge an spezifischer Taurin-Transporter-mRNA. STa stimu-
liert die Bildung von cGMP, nicht aber die von cAMExperimente mit spezifischen Inhibi-

toren der Protein-Kinasen A, C und G ergaben, dass nur Protein-Kinase A in die Regulation des
Taurintransportes durch STa involviert ist. Behandlung der Zellen mit Cholera-Toxin, das den
CAMP-Gehalt 118fach erhoht (nicht jedoch den cGMP-Gehalt), inhibiert den Taurintransport

®Bei Zellen des Nierenepithels gibt es Hinweise auf die Existenz molekular und funktionell verschiedener Taurin-
Transporter an luminalen und basolateralen Membranen (Jones et al. 1993). Am Darmepithel ist diese Frage noch
ungeklart.

"Diese Messungen filhrten wir auch an HT-29-Zellen durch: Weder die cAMP- noch die cGMP-Konzentration war
in diesen Zellen durch STa zu beeinflussen. Auch der Effekt von STa und Guanylin auf den Taurintransport tritt nur
bei Caco-2-Zellen und nicht bei HT-29-Zellen auf. Wahrscheinlich besitzen HT-29-Zellen unter den gewahlten
Bedingungen keine membranstandige Guanylat-Cyclase C. Fir Caco-2-Zellen war die Existenz dieses membran-
standigen Rezeptors/Enzyms und der Anstieg von cGMP nach Inkubation der Zellen mit STa bereits beschrieben
worden (Cohen et al. 1993).



um 50%. Als Mechanismus, durch den STa und Guanylin den Taurintransport regulieren,

postulieren wir eine schnelle, posttranskriptionale Modulation des Taurin-Transporters durch

cGMP-aktivierte Protein-Kinase A.

O’Flaherty et al. (1997a) fassen unsere Ergebnisse zu Mechanismus und Regulation des intesti-

nalen Taurintransportg&nlagen 7.1 und 7.2)n einer Ubersichtsarbeit zusammen. Die Auto-

ren empfehlen, dieser Strategie folgend, an Caco-2-Zdlketdormone und intrazellularen

Botenstoffe zu identifizieren, die den intestinalen Taurintransport unter physiologischen Bedin-

gungen reguliererab. 2 zeigt eine Ubersicht Uber disheridentifizierten Signale zur Regu-

lation des Taurintransportes aerschiedenerzZelltypen. Dabei blieben adaptive Regulation

(Anpassung an extrazellulare Taurinkonzentration) und Volumenregulation unbertcksichtigt
(Huxtable 1992, Satsu et al. 1997, Han et al. 1998).

Tab. 2: Regulation des Taurintransportes durch extra- und intrazellulare Signale

Signal Parameter Gewebe/Zelltyp Referenz
PMA OInflux® Darmepithel Anlage 7.1
STa, Guanylin, O Influx® Anlage 7.2
Dexamethason O Influx* O Flaherty et al. 1997b
PMA, Caliculin A | OInflux® Ehrlich Ascites Tumorzellen Mollerup & Lambert 1996, 19
dbcAMP O Influx®
Erythropoietin OInflux® Erythrocyten Musch et al. 1996
PMA, dbcAMP O Influx Glia Philibert & Dutton 1988
PMA, Substanz P | [0 Efflux Lee et al. 1992
PMA, Okadasaure |[Jnflux® Tchoumkeu-Nzouessa & Rebel

1996a,b

Vasopressin O Influx Hippocampus (Glia?) Brust et al. 1992
Cyclosporin A O Influx Makrophagen Kim et al. 1996
Dexamethason O Influx
PMA O Influx Nierenepithel Jessen & Jacobsen 1997
A23187 O Influx®
PMA, R59022 O Influx Jones et al. 1991
PMA O Influx® Han et al. 1996a,b, 1998, 1999
PMA OInflux® Placentaepithel Kulanthaivel et al. 1991
Cyclosporin A OInflux® Ramamoorthy et al. 1992b
Trifluoperazin, W-7 | O Influx Plexus chorioideus Keep & Xiang 1996
Chelerythrin O Influx Retina Militante & Lombardini 1999
PMA, 8-Br-cCAMP | [ Ipa” Loo et al. 1996
Caliculin A, PMA | OInflux Vinnakota et al. 1997
Cholera-Toxin OInflux* Pigmentepithel der Retina| Ganapathy et al. 1995b
CGS 9343B, W7 | OInflux® Ramamoorthy et al. 1994
Insulin O Influx Salceda 1999

Postulierte Stufe der ReguIatic}ﬁranskription/TransIatioﬁRekrutierung, ,,Trafficking“,3direkte Phos-

phorylierung/Dephosphorylierung



3 Transport von Leucin am Epithel der Placenta

3.1 Allgemeine Aspekte

Wachstum und Entwicklung des Foten hangen bei Placentaliern strikt von der Versorgung mit
Nahrstoffen und Signalen aus dem mautterlichen Blut ab. Dabei fungiert die Placenta als Exkreti-
ons-, Resorptions- und Respirationsorgan. Der Transfer essentieller Substanzen aus dem Blut
der Mutter in den Kreislauf des Foten erfolgt Gber mehrere Membransysteme - im Fall der
Placenta haemo-chorialides Menschen Uber die Membranen des Syncytiotrophoblasten und
des Cytotrophoblasten, die Basalmembran, das fétale Bindegewebe und das fenestrierte fotale
Kapillarendothel. Sowohl in der luminalen als auch in der abluminalen Membran des Syncytio-
trophoblasten existieren spezifische Transportsysteme fir Aminosauren, nach Moe (1995) 9-12
verschiedene. Von besonderem Interesse in unseren Arbeiten ist System L-@iateingi-

ges Transportsystem fur neutrale Aminoséauren (Christensen et al. 1974, Christensen 1990,
Smith et al. 1992, Moe 1995, Palacin et al. 1998). Spezielle Merkmale dieses Systems sind
trans-Stimulation und Frabhangige Modulation; das System arbeitet bgipR.5 mit erhdhter
Aktivitat (Christensen et al. 1974, Mitsumoto et al. 1986).

1998/99 isolierten verschiedene Arbeitsgruppen mittels Expressionsklonierung zwei cDNA, die
System L kodieren (LAT1: Mastroberardino et al. 1998, Kanai et al. 1998, Prasad et al. 1999,
Pfeiffer et al. 1999; LAT2: Segawa et al. 1999, Pineda et al. 1999). Fir eine funktionelle Expres-
sion erfordern beide die Coexpression der schweren Kette des Typ Il Glycoproteins 4F2 in der
Membraf.

3.2 Regulation des placentalen Leucintransportes
Vgl. Anlage 7.3 (Brandsch et al. 1994a)

Seit 1991 werden JAR-Zellen als Zellkultur-Modell fur Transportstudien am humanen Placen-
taepithel genutzt (Kulanthaivel et al. 1991). System L wurde in diesen Zellen durch
Ramamoorthy et al. (1992a) funktionell charakterisiert. Dabei fuhrten die Autoren auch erste

Untersuchungen zur Regulation des Systems durch. Ein Anliegen der vorliegenden Arbeit

®Bertran et al. (1992a,b) konnten zeigen, dass die Membranproteine rBAT (,relaftdamibo acid transport
activity”) und 4F2hc in den Transport von Aminosauren (Sysfeibbw. y'L) als Komponenten oder als Aktivato-

ren involviert sind (Ubersicht bei Palacin et al. 1998). Inzwischen ist bekannt, dass dies nicht nur fir Aminoséaure-
Transporter gilt (Yao et al. 1999).
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(Anlage 7.3)war es, den Zusammenhang zwischen der Wirkung von Calmodulin-Antagonisten
und Protonen auf den placentalen Leucintransport aufzuzeigen. Dazu wurden CGS 9343B, W-7
und Calmidazolium eingesetzt. CGS 9343B ist ein sehr spezifischer und potenter Calmodulin-
Antagonist, der sich gegenwartig in der klinischen Testung befindet (Norman et al. 1987,
Ericsson 1998). Behandelt man JAR-Zellen mit dieser Substanz, wird der Leucintransport um 75
— 100% stimuliert. Hinsichtlich der kinetischen Parameter war festzustellen, dass die Behand-
lung mit CGS 9343B fast nur die Maximalgeschwindigkeit des Transportprozesses verandert.
Eine Erklarung ware in einer erhdhten Zahl von Transportproteinen in der Zellmembran zu
sehen. Jedoch konnte auch hier- analog zu unseren Experimenten zur Regulation des Taurin-
transportes durch Protein-Kinase C - ein Effekt von CGS 9343B adkdievoSynthese von
System L ausgeschlossen werden. Eine Blockierung der Funktion von Mikrotubuli und
Mikrofilamenten war ebenfalls nicht in der Lage, die von CGS 9343B ausgeltdste Transport-
stimulation zu beeinflussen. Interessanterweise ahneln die durch diese Substanzen erzielten
Ergebnisse denen, die durch eine erhohte extrazellulaikohzentration erreicht werden. Ein
nach innen gerichteter “KGradient stimuliert den Transport von Leucin in JAR-Zellen
(Anlage 7.3) Eine Beziehung zwischen der-Bbhangigen und der Calmodulin-abhangigen
Modulation des Transportsystems ist wahrscheinlich:
1. Die Stimulation des Leucintransportes durch Protonen erfolgt in ahnlicher Starke wie die
durch CGS 9343B ausgeldste.
2. Die Stimulation des Leucintransportes durch Protonen beruht ebenfalls auf einer Erhéhung
des \lhaxWertes.
3. Beide Signale heben sich gegenseitig in ihrer Wirkung fast vollstandig auf.
Wir postulieren, dass Calmodulin-abhangige posttranslationale Prozesse die Sensitivitat des
Transportsystems gegenuber einem extrazellular niedrigeren pH-Wert modiflieliseye 7.3)
Dies konnte durch Phosphorylierungen des Transportproteins selbst oder regulativer Proteine,
z.B. durch die C&d/Calmodulin-abhéngigen Protein-Kinasen erfolgen.
Es kann inzwischen kein Zweifel mehr daran bestehen, dass das System L der Placenta durch
verschiedene Hormone in seiner Aktivitat reguliert wird (Shotwell et al. 1983, Moe 1995). Da
die Burstensaummembran das mutterliche und die basolaterale Membran das fotale Blut kontak-
tieren, und da beide Membranen unterschiedlich mit Enzymen, Translokatoren und Rezeptoren
ausgestattet sind, konnen der Hormonstatus des Foten und der der Mutter unterschiedliche

Effekte auf Transportprozesse am Syncytiotrophoblasten haben.
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4 Transport von Peptiden und Peptidomimetika an den Epithelien von Darm und Niere

4.1 Allgemeine Aspekte

Experimentelle Hinweise auf einen spezifischen Transport von Dipeptiden aus dem Darmlumen
in die intestinalen Epithelzellen wurden bereits vor 40 Jahren publiziert (Newey & Smyth 1960,
1962; Addison et al. 1972). Schon in friihen Arbeiten insbesondere der Arbeitsgruppen um D.M.
Matthews (Matthews & Laster 1965), S.A. Adibi (Adibi 1971), A.M. Ugolev (Ugolev 1971) und
A.N. Radhakrishnan (Das & Radhakrishnan 1974) wurde die damals vorherrschende These vom
ausschlie3lichen Transport von Aminosauren als den alleinigen Endprodukten der luminalen
Proteinverdauung widerlegt (Ubersichten bei Matthews 1975, Matthews & Adibi 1976, Hoshi
1985, Ganapathy & Leibach 1986a,b, Matthews 1991). Fortschritte bei praparativen und analyti-
schen Methoden erlaubten sukzessive die Aufklarung von Mechanismus, Spezifitat und Lokali-
sation spezifischer Peptid-Transporter in Darm und Niere. Die Fragen, ob kleinere Peptide Uber-
haupt intakt in Epithelzellen aufgenommen werden und wo die hydrolytische Spaltung stattfin-
det, waren erst mit abbaustabilen Peptiden, wie Glycylsarcosin (Gly-Sar, Addison et al. 1972)
und sensitiven analytischen Methoden (HPLC, Einsatz radioaktiv-markierter Peptide) zu beant-
worten. Die lange und sehr kontrovers diskutierte Frage nach der treibenden Kraft des Peptid-
Transporters konnte erst zu Beginn der 80er Jahre in Transportstudien mit isolierten Vesikeln
der luminalen Membran von Darm- und Nieren-Epithelzellen geklart werden (Ganapathy et al.
1984, Ubersichten bei Hoshi 1985, Ganapathy & Leibach 1986a,b). 1994 wurde der erste
Peptid-Transporter auf molekularer Ebene (Priméarstruktur) aufgeklart (Fei et al. 1994, Boll et al.
1994).

Heute besteht kein Zweifel mehr an der Existenz spezifischer Transportmechanismen fiur Di-
und Tripeptide an den Epithelien von Darm, Niere u.a. Geweben. Die wesentlichen Informatio-
nen der jungeren Vergangenheit zu Mechanismus, Struktur, Topologie, Energetik und Lokalisa-
tion von Peptid-Transportern stammen dabei aus Untersuchungen der Gruppen um F.H.
Leibach, H. Daniel, M.A. Hediger, A. Tsuji und K.-1. Inui.

Im Darmlumenentstehen Di- und Tripeptide durch enzymatischen Abbau von Nahrungsprotei-
nen unter Einwirkung der im Pankreassekret enthaltenen Endo- und Exopeptidasen und der
Amino- und Oligopeptidasen der Birstensaummembran. In das Lumen des proinaden

tubulus gelangen Di- und Tripeptide Uber die glomerulare Filtration aus dem Blut und durch

katalytische Spaltung grofRerer Oligopeptide unter Einwirkung der Peptidasemrenddésn
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Burstensaummembran. Man geht inzwischen sogar davon aus, dass Aminoséuren an beiden
Epithelien weniger in freier Form, sonddiberwiegendn Form von Di- und Tripeptiden auf-
genommen werden (Steinhardt & Adibi 1986, Ubersichten bei Matthews 1991, Leibach &
Ganapathy 1996, Adibi 1997a,b). Der apikale Influx der Di- und Tripeptide an Darm- und
Nieren-Epithelzellen wird vontertiar aktiv arbeitendenH*/Peptid-Symporternvermittelt
(Ganapathy et al. 198Apbb. 1). Die Symporter sind sattigbar, multi-spezifisch, elektrogen und
werden durch einen nach innen gerichteté&iGiradienten und das Membranpotential stimuliert.

Der extrazellulare pkWert dicht an der apikalen Zellmembran (Mikroklima) betragt im
Jejunum der Ratte etwa 6,1 bis 6,8 (Lucas 1983, McEwan et al. 1988, Daniel et al. 1989).
Thwaites et al. (1993a,b) bestétigten die Hypothese, dass die extrazellularen Protonen den
intestinalen Peptid-Transporter nicht nur stimulieren, sondern tatsachlich mit dem Sulgtrat
Zellen hineincotransportiert werden. Der"¥Bradient entsteht durch die Aktivitéat der ebenfalls
apikal lokalisiertersekundéar aktiveiNa'/H*-Antiporter, die dafiir den von basolaterafgimar

aktivenNa'/K*-ATPasen aufgebauten N&radienten als treibende Kraft benétigen.

basolaterale apikale Abb. 1: Peptidtransport an
Membran Membran einer intestinalen bzw. renalen
p Epithelzelle
+ -
+ |- Na" 1: Na/K*-ATPase
+ | - H* 2: Na'/H™-Antiporter
+ |- + :
+ | - 3: H'/Peptid-Symporter
ATP
1 2 K++
EPas ¥
ADP+P
H+
Substrat:
Di- und Tripeptide,
\ Petidomimetika
Epithelzelle

Nach dem Transport der Di- und Tripeptide in die Zellen erfolgt in den meisten Féllen ihre
enzymatische Hydrolyse durch cytoplasmatische Aminopeptidasen zu Aminosauren, die von

basolateralen Aminosaure-Transportern aus den Zellen transportiert werden. Von der extra-
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zellularen Oberflache der basolateralen Membranen aus erfolgt die Bewegung der Aminosauren

durch die Basalmembranen und das Endothel hindurch in die ableitenden Blutgefal3e durch

einfache Diffusion ohne Uberwindung weiterer zellularer Schranken.

Seit zehn Jahren konzentrieren sich die Arbeiten zum Peptidtransport auf:

Aufklarung der Primarstruktur der Transportproteine (Boll et al. 1994, Fei et al. 1994,
Liang et al. 1995, Liu et al. 1995, Saito et al. 1995, Boll et al. 1996, Saito et al. 1996,
Yamashita et al. 1997, Fei et al. 1998a, Wang et al. 1998)

Expression in heterologen Zellsysteme(Doring et al. 1997, 1998a,b, Terada et al. 1998)
Aufklarung von Funktion und Topologie der Transportproteine (Boll & Daniel 1995,
Temple et al. 1995, Doring et al. 1996, Mackenzie et al. 1996, Amasheh et alAGR@Z

7.7, Nussberger et al. 1997b, Steel et al. 1997, Bolger et al. 1998, Covitz et al. 1998, Fei et
al. 1998c, Kramer et al. 1998, Chen et al. 1999, Fei et al. 1999)

Lokalisierung von Peptid-Transportern in Organismen und GewebenFreeman et al.
1995, Fei et al. 1998a, Smith et al. 1998, Wang et al. 1998, Shen et al. 1999)

Interaktion von Substrat und Transportprotein (Minami et al. 1992, Daniel et al. 1992,
Daniel & Adibi 1993, Thwaites et al. 1994, Li & Hidalgo 1996, Taub et al. 199&alage

7.9, Anlage 7.12D0oring et al. 1998c,dAnlage 7.11,Taub et al. 1997a,b, Schoenmakers et
al. 1999 Anlage 7.13,

Identifizierung bzw. Synthese neuer Substrate und Prodrugs fir therapeutische
Anwendungen (Ddring et al. 1998c, Ganapathy et al. 1998, Merlin et al. 1998, Sinko &
Balimane 1998, Tamai et al. 1998)

Neue analytische Verfahren(Fei et al. 1994, Nussberger et al. 1996, Dieck et al. 1998,
Doring et al. 1998bAnlage 7.12 Abe et al. 1999)

Regulation der TransportprozessqAnlage 7.4, Anlage 7.5, Anlage 7.8 hamotharan et

al. 1998, Walker et al. 1998, Thamotharan et al. 1999a,b, Wenzel et al. 1999)

Sicher beschrieben wurden #dmo sapiendisher nur PEPT1 und PEPT2. hPEPT1 besteht

aus 708 Aminosaureresten (codiert auf Chromosom 13) und hPEPT2 aus 729 Aminosaureresten

(kodiert auf Chromosom 3). Beide Proteine weisen hypothetisch 12 Membrandurchgange auf.

Wahrend das Darmepithel nur tGber den niedrig-affinen Peptid-Transporter PEPT1 verfugt,

existieren in den Epithelzellen des Nierentubulus sowohl der hoch-affine, nierenspezifische
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Peptid-Transporter PEPT2 als auch der ,intestinale Typ“ PEPT1. Es gibt dartber hinaus Hin-
weise flr die Expression dieser Transportsysteme bei Saugern in Zellen des Gehirns (Neuronen,
Glia, Plexus choroideus, Adenohypophyse), der Lunge (Pneumozyten Typ Il), der Bindehaut des
Auges, der Milchdrise, des Pankreas, in Makrophagen von Hoden und Eierstock und in Lyso-
somen des Pankreas und der Leber. Als phylogenetische Vorlaufer bzw. Verwandte dieser
Transporter werden die Mitglieder der POT-(proton-coupled oligopeptide transporter)-Super-
familie bei Bakterien (z.BLactococcus lact)s Hefen (z.B.Saccharomyces cerevis)aéflan-

zen (z.B.Arabidopsis thalianaHordeum vulgarg Wirbellosen (z.BCaenorhabditis elegans,
Homarus americangs Fischen, Amphibien und Vogeln angesehen. Insgesamt umfasst die
POT-Superfamilie derzeit 40 Mitglieder (Ubersicht bei Fei et al. 1998b).

Das Interesse an HPeptid-Symportern rihrt nicht nur von ihren physiologischen Funktionen
oder ihren faszinierenden biochemischen und molekularen Eigenschaften her, sondern auch von
ihrem pharmakologisch-klinischen Potential als ,Wirkstoff“-Transporter. Der Transport vieler
3-Lactam-Antibiotika ist dabei das bekannteste Beispiel. Peptid-Transporter erkennen viele 13-
Lactam-Antibiotika aufgrund ihrer tripeptid-ahnlichen Struktur als Substrate und transportieren
sie gegen einen Konzentrationsgradienten in die Epithelzellen von Darm und Niere. Das ermog-
licht die orale Applikation von Antibiotika dieser Gruppe bei der Therapie bakterieller Infek-
tionen. Basierend auf der breiten Substratspezifitat, wird sich der Transport Gber PEPT1 sehr
wahrscheinlich als praktikabler Weg zur oralen Applikation neuer pharmakologisch-aktiver Ver-
bindungen erweisen.

Umfassende Ubersichtsartikel zu diesen und weiteren Themen finden sich bei Smith 1990,
Ganapathy & Leibach 199Ganapathy et al. 1994a,pBrandsch et al. 1995¢cHediger et al.

1995, Meredith & Boyd 1995, Steiner et al. 1995, Taylor & Amidon 1995, Daniel 1996,
Ganapathy & Leibach 1996, Leibach & Ganapathy 1996, Tsuji & Tamai 1996, Walter et al.
1996, Adibi 1997a,b, Daniel 1997, Daniel & Herget 1997, Nussberger et al. 1997a, Fei et al.
1998b, Lee et al. 1999, Tsuji 1999 und Yang et al. 1999. In den folgenden Abschnitten

beschrankt sich die Diskussion auf die fur die eigenen Arbeiten relevanten Befunde.
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4.2 Charakterisierung der Peptid-Transporter an kultivierten Epithelzellen
Vgl. Anlagen 7.4 (Brandsch et al. 1994b), 7.5 (Brandsch et al. 1995b), 7.6 (Brandsch
et al. 1995a), 7.7 (Brandsch et al. 1997) und 7.10 (Ganapathy et al. 1995a)

Es gab in der Literatur Hinweise auf einen spezifischéralthangigen Transport verschiedener
Cephalosporine in Caco-2-Zellen (Dantzig & Bergin 1990, Dantzig et al. 1992, Inui et al. 1992).
Diese Befunde waren Anlass, den Transport von Dipeptiden in Caco-2-Zellen mit der Ziel-
stellung zu untersucheAnlage 7.4) an diesem Zellmodell Beitrdge zu Mechanismus,
Spezifitdt und Regulation des Peptid-Transporters zu leisten.

Caco-2-Zellen akkumuliere®C]Gly-Sar gegen einen Konzentrationsgradienten. Der Gly-Sar-
Transport wird durch einen nach innen gerichtetérGFkadienten stimuliert und durch einen
nach auf3en gerichteten Gradienten gehemmt. Neben verschiedenen Di- und Tripeptiden akzep-
tiert der Transporter z.B. Cephalexin, nicht aber freie Aminoséauren. Kinetisch kann er als Trans-
porter vom ,low-affinity, high-capacity“-Typ eingeordnet werden Ykn Gly-Sar = 1,1 mM).

Die wesentlichen Charakteristika entsprechen denen, die von dem intestitvieptid-Sym-

porter beschrieben worden waren. Inzwischen wurde das System auch molekularbiologisch (RT-
PCR, Northern-Blotting) zweifelsfrei als hPEPT1 identifiziert (Liang et al. 188&ge 7.10,

Merlin et al. 1998). Derzeit stellt die Caco-2-Zell-Linie das Standardmodell fir Untersuchungen
von PEPT1 an intakten intestinalen Epithelzeller.dar

Fur Experimente hinsichtlich des renalen Peptidtransportes war zu Beginn unserer Arbeiten
noch kein Zellkultur-Modell verfuigbar. Wir begannen die Suche danach zunachst mit den in
vielen Labors etablierten Nierenzell-Linien OK, LLC-P#hd MDCK (Anlage 7.5) Im Gegen-

satz zu OK- und LLC-PK, erfolgt in MDCK-Zellen ein akkumulativer, ‘Habhangiger Trans-

port von Di- und Tripeptidefl. Die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanteyh Gly-

Sar = 1,3 mM) ergab, dass es sich sehr wahrscheinlich nicht um PEPT2, sondern um PEPT1

°Ebenso sind diese Zellen, auf permeablen Filtern kultiviert, auch fiir Experimente bezuglich des basolateralen
Peptidtransportes geeignet, zu dessen Mechanismus relativ wenig bekannt war (Dyer et al. 1990). Thwaites et
al. (1993a,b) fuhrten solche Studien durch und kamen zu dem Ergebnis, dass auch die basolaterale Membran einen
H*-abhangigen Transporter fiir Gly-Sar und Val-Val besitzt. Der basolaterale Influx von Gly-Sar ist von &inem H
Influx begleitet. Die Ergebnisse stehen zum Teil in Widerspruch zu Studien, nach denen der Transport an der baso-
lateralen Membran von Caco-2-Zellen nicht durch einen aktiven Transportmechanismus, sondern dukch ein H
unabhangiges System vermittelt wird, welches die Diffusion beschleunigt (facilitatives System: Saito & Inui 1993,
Terada et al. 1999).

9Venzel et al. (1998, 1999) gelang es inzwischen, Kultungedigen zu finden, bei denen die Zell-Linie LLC{PK
PEPT2 exprimiert.
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handelt. Ein weiteres System fur den Transport von Gly-Sar, insbesondere PEPT2, konnte in
diesen Zellen nicht nachgewiesen werfemage 7.5)

Im Weiteren wurde der Gly-Sar-Transport in der Linie SKPT-0193 CI.2 unter§iolage

7.6). Diese Zell-Linie war aus Epithelzellen des proximalen Nierentubulus spontan-hypertensi-
ver Ratten etabliert worden (Woost et al. 1996). Histochemisch und elektronenmikroskopisch
sowie hinsichtlich ausgewahlter biochemischer Parameter handelt es sich bei diesen Zellen um
typische Epithelzellen des proximalen Tubulus der Niere. Die Zellen bilden auf Plastikflachen
wie auch auf permeablen Filtern konfluente, differenzierte und polarisierte Epithelien. SKPT-
Zellen exprimieren den nierenspezifischen, hoch-affinefyPéptid-Symporter PEPT2
(Anlage 7.6) Damit konnte in unseren Untersuchungen das erste permanente Zellkultur-Modell
fur Untersuchungen dieses Transportsystems beschrieben wintkege 7.6dokumentiert am
Beispiel des Gly-Sar-Transportes die zur funktionellen Charakterisierung eines Transport-
systems in Zellen notwendigen Experimente. Es gibt in SKPT-Zellen keinen Hinweis auf eine
zweite sattigbare Transportkomponente. Sowohl die kinetischen Daten (Regressionsmodelle der
Michaelis-Menten-Auftragung) als auch die molekularbiologischen Analysen (RT-PCR,
Northern-Blotting, Anlage 7.1Q zeigen, dass die Zellen nur PEPT2 und nicht PEPT1
exprimieren. Die an SKPT-Zellen ermittelten Affinitatskonstanten verschiedener Di- und
Tripeptide bestatigen den vielfach beschriebenen Befund, dass PEPT2 zu vergleichbaren
Dipeptiden haufig eine 10-20fach hohere Affinitat als PEPT1 aufweist. Die Michaelis-Menten-
Konstante (K des Gly-Sar-Transportes betragt 67 uM.

PEPT2 in SKPT-Zellen erkennt auch das Dipeptid Tyr-Arg (Kyotorphin) mit hoher Affinitat (K
=18 uM). Nachdem PEPT2 in Zellen des Hirngewebes identifiziert werden konnte (Dieck et al.
1998, Doring et al. 1998c, Wang et al. 1998), griffen andere Autoren dieses Ergebnis auf. Fujita
et al. (1999a) charakterisierten den Transport von Tyr-Arg durch PEPT2 an Synaptosomen des
Cerebellums der Ratte. Da Kyotorphin ein Dipeptid mit Signalfunktion ist, das auch als
.Kleinstes opioides Peptid“ bezeichnet wird (Ueda 1999), kbnnte man dem Transporter PEPT2
als weitere Funktion die eines Signaltransporters zuordnen. Fur diese ,Funktion“ gibt es noch
ein zweites Beispiel: Das endogene Peptidderivat N-Acetyl-L-aspartyl-L-glutamat, ein Neuro-
transmitter, der mit hoher Spezifitat und Affinitat den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor besetzt,
wird von PEPT2 transportiert (Wang et al. 1999).

In Anlage 7.6wurde eine Hypothese zur differenzierten Verteilung von PEPT1 und PEPT2 in

der Niere diskutiert, die sich spater als nicht zutreffend erwiesen hat. Die Spekulation bestand
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darin, dass entlang des Nephrons zuerst PEPT2 in proximalen, gefolgt von PEPT1 in distalen
Teilen lokalisiert sein konnte. Inzwischen zeigten Smith et al. (1998) und Shen et al. (1999)
eindeutig, dass PEPT1 im S1-Segment (Pars convoluta) und PEPT2 im S3-Segment (Pars recta)
des proximalen Tubulus exprimiert wird.

An Caco-2-, MDCK- und SKPT-Zellen wurde der jeweiligé/Peptid-Symporter soweit
charakterisiert, dass die Modelle fur weitere Untersuchungen, insbesondere zu Regulation und
Spezifitdt der Systeme, hinreichend definiert waren. Caco-2-Zellen wurden als Modell fir
hPEPT1 und SKPT-Zellen als solches fur rPEPT2 gewahlt. Es kann nicht vollig ausgeschlossen
werden, dass sich bei vergleichenden Untersuchungen die Speziesunterschiede als nachteilig
erweisen (Mensch bzw. Ratt@nlage 7.10) die Suche naclhumanenNierenepithel-Zell-

Linien, die PEPT2 exprimieren, blieb jedoch bislang erfolglos.

Hinsichtlich des Mechanismus dieser Transporter war eine Frage von Interesse, die aus sich
widersprechenden Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen resultierte: Welche kinetischen Parame-
ter werden durch die Bindung von' Hin das Transportprotein moduliedhaloge Fragen

stehen hinsichtlich der bei Saugern haufiger vorkommendéralgingigen Symportern zur
Diskussion. In den meisten Féllen erhoht die Bindung déddieen an das Transportprotein die
Affinitat des Transporters zu seinem Substrat, z.B. bei défGNaose-Symportern, dem
Na'/Prolin-Symporter, dem N£Carnitin-Symporter und dem NE&I/Serotonin-Symporter
(Literatur inAnlage 7.7). Die Frage, ob Protonen die Affinitat JKoder die Maximalgeschwin-

digkeit (Vmay der H/Peptid-Symporter PEPT1 und PEPT2 erhohen, war umstritten. Da mit
Caco-2- und SKPT-Zellen zwei geeignete Modelle zur Verfugung standen, um diese Fragen fur
PEPT1 und PEPT2 an intakten Zellen unter nahezu identischen Bedingungen zu untersuchen,
erfolgte die inAnlage 7.7beigefligte Studie. Fir ausgewahlte Substrate (Gly-Sar, Ala-Lys, Ala-
Asp) wurden in beiden Zelltypen bei einem extrazellularen pH Wert von 6,0 verglichen zu pH
7,0 die kinetischen Konstanten bestimmt; im Fall der unmarkierten Substanzen der Parameter K
als MaR fiir die Affinitat; im Fall des'{C]Gly-Sar die Parameter), und K. AufRer firr Ala-

Asp verandern Protonen weder bei PEPT1 noch bei PEPT2 die Affinitatskonstanten der
Substrate. An beiden Transportern erhéhen extrazellulare Protonen die Maximalgeschwindigkeit
des Gly-Sar-Transportes. Die Ergebnisse werden durch Experimente gestiutzt, bei denen die
Zellen mit Diethylpyrocarbonat (DEP) vorbehandelt wurdémnlage 7.7) DEP blockiert
Histidylreste, die bei Habhangigen Symportern als Bindungsstellen fiir Protonen gelten.

Unseren Daten zufolge senkt DEP bei beiden Peptid-Transportern,gi®Verte (Gly-Sar-
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Transport), hat aber keinen Einfluss auf diebdgw. K-Werte der Substrate. Arbeiten von Fei et

al. (1997), Steel et al. (1997), Terada et al. (1996, 1998) u.a. trugen zur Aufklarung der Funktion
von Histidylresten bei PEPT1 und PEPT2 bei. Die Ergebnisse sind nicht widerspruchsfrei: His-
57 bei PEPT1 und His-87 bei PEPT2 scheinen obligatorisch zu sein, nach manchen Autoren fir
die Bindung des Protons, nach anderen fur die Interaktion mit-Aeninogruppe der Substrate.

Die Relevanz von His-121 bei PEPT1 und His-142 bei PEPT2 ist noch in Diskussion:
Moglicherweise sind zwei Histidylreste notwendig, eines fur die Bindung des Protons und eines

fur die des Substrates.

4.3 Regulation des intestinalen und renalen Peptidtransportes
Vgl. Anlagen 7.4 (Brandsch et al. 1994b), 7.5 (Brandsch et al. 1995b) und 7.8
(Muller et al. 1996)

Eine der Zielstellungen der vorgelegten Arbeiten bestand darin, erste MechanisiRegudar

tion von H7/Peptid-Symportern zu untersucherBegonnen wurde mit der Frage, ob Protein-
Kinase C solche Regulationsprozesse vermittelt. Die Inkubation von Caco-2-Zellen mit dem
Phorbolester PMA fiihrt zur Hemmung des Gly-Sar-Transp@fege 7.4) Eine maximale
Hemmung wird nach zweistiindiger Vorbehandlung mit 50 nM PMA erreicht. Der Transport
von Leucin bleibt unbeeinflusst. Die Hemmung ist spezifisch auch in dem Sinn, dass sie nur
durch aktive Phorbolester wie PMA, PDBu und Mezerein, nicht aber durch den inaktiven
Phorbolester PDD oder durclm4Phorbol erreicht wird. Parallelbehandlung mit Staurosporin
kann die Effekte aufheben. Kinetische Analysen zeigen, dass die Modulation Gber eine Ver-
anderung der Maximalgeschwindigkeit des Transportes erfolgt. Die Michaelis-Menten-
Konstante bleibt unverandert. Die Hemmung wird nicht indirekt durch eine Senkung des
intrazellularen pH-Wertes verursacht (untersucht mit 5,5-Dimethyloxazolidin-2,4-dion). Sie ist
von der Proteinbiosynthese unabhangig (untersucht mit Cycloheximid). Protein-Kinase C
reguliert die Aktivitat von PEPTL1 folglich posttranslational.

Analog stellte sich die Frage nach einer mdglichen Modulation von PEPT1 durch die cAMP-

aktivierte Protein-Kinase fAnlage 7.8) Einer der effektivsten Stimulatoren der intrazellularen

Yyjelfalt und Zahl der Befunde zur Regulation des Transportes von Soluten an Epithelien ist kaum mehr iiberschau-
bar (fir Ubersichten siehe Cheeseman 1991, Clark & Amara 1993, Ermisch et al. 1993, Kilberg et al. 1993,
Merrall et al. 1993Ganapathy et al. 1994aKanner 1994, Mailliard et al. 1995, Levi et al. 1996, Wright et al.
1997, Palacin et al. 1998, McKay et al. 1999). Zur Regulation von Peptid-Transportern durch spezifische Signale
war vor Beginn der vorgelegten Arbeiten noch nichts bekannt.
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CAMP-Produktion ist das Cholera-Toxin vafibrio cholerae Vorbehandlung mit Cholera-
Toxin'? hemmt die Aufnahme von Gly-Sar in Caco-2-Zellen um 40-50% @@,3 ng/ml). Der
Transport von Leucin und Glucose bleibt unbeeinflusst. Unter den gewéhlten Bedingungen
steigt die CAMP-Konzentration in Caco-2-Zellen 118fach an. Andere Substanzen, die ebenfalls
die Bildung von cAMP stimulieren bzw. dessen Abbau hemmen, sollten gleichsinnige Trans-
portveranderungen auslosen. Tatséchlich konnte gezeigt werden, dass das hitze-labile Entero-
toxin von E. coli, IBMX und Forskolin den Gly-Sar-Transport um bis zu 50 % hemmen. Der
Effekt von Cholera-Toxin auf die Gly-Sar-Aufnahme kann durch Behandlung mit Staurosporin,
H-89 (selektiver Inhibitor von Protein-Kinase A) und Chelerythrin (selektiver Inhibitor von
Protein-Kinase C) gehemmt werden. Kinetische Analysen zeigten auch in diesem Fall, dass die
Modulation Uber die Veranderung der Maximalgeschwindigkeit des Transportes erfolgt. Mittels
Northern-Blotting wurde ermittelt, dass sich die Menge an spezifischer PEPT1-mRNA bei
Behandlung der Zellen mit Cholera-Toxin nicht verandert.

Auch PEPT1 des Nierenepithels unterliegt regulatorischen Mechan{gmiage 7.5) Calmo-
dulin-Antagonisten wie W7, CGS-9343B oder Calmidazolium hemmen die Gly-Sar-Aufnahme
in MDCK-Zellen um bis zu 63%. Gleichzeitig stimuliert W7 den Transport von Alanin, Leucin,
Glucose und Taurin um 40 bis 141%. W7 verringert nur degrWert des Gly-Sar-Transpor-

tes. AulRer dem Nachweis, dass (a) W7 bei den gewahlten Konzentrationen keine unspezifischen
Zellschaden verursacht und (b) sein Effekt nicht auf der bekannten Wirkung auf Protein-Kinase
C beruht, wurden in dieser Studie keine weiteren Experimente zur Aufklarung des Mechanismus
unternommen. Es ist moglich, dass die Inkubation der Zellen mit W7 posttranslational zu einer
Verringerung der PEPT1-Zahl in der Membran oder zu Modifikationen der Transportproteine
selbst fuhrt.

Die Ergebnisse der aldnlagen 7.4, 7.5 und 7.&eigelegten Studien lassen schlieRen, dass
Protein-Kinase A und/oder C sowie Calmodulin direkt oder indirekt in die Regulation von
PEPTL1 involviert sind. Es konnte bisher noatht gezeigt werden, dass PEPT1 dudatekte
Phosphorylierung moduliert wird. Eine direkte Phosphorylierung von hPEPT1 durch Protein-
Kinase A ist unwahrscheinlich: Nach Fei et al. (1994) verfugt rPEPT1 sowohl tber eine poten-
tielle Phosphorylierungsstelle fur Protein-Kinase A (Thr-362) als auch fiir Protein-Kinase C
(Ser-357). Bei hPEPT1 (humaner Dunndarm, Caco-2-Zdétt)die potentielle Phosphorylie-

?Dje Vorbehandlung ist notwendig, um das Einschleusen der katalytischen A-Untereinheit in die Zellen zu ermégli-
chen.
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rungsstelle fur Protein-Kinase A (Liang et al. 199%lage 7.§. Andererseits ist die
Abwesenheit potentieller Phosporylierungssteéiain kein Beweis gegen eine direkte Phos-
phorylierung: Der neuronale Glutamat-Transporter GLAST-1 verfligt z.B. Uber drei potentielle
Protein-Kinase-C-Phosphorylierungsstellen. Werden diese ortsspezifisch mutiert, fihrt PMA-
Behandlung unverandert zur Phosphorylierung von GLAST-1 und unverandert zur Hemmung
des Glutamattransportes (Conradt & Stoffel 1997). Die Autoren postulieren eine Regulation von
GLAST-1 durch direkte Phosphorylierung des Transportproteins an den Seitenketten anderer
Aminosaurereste (,non-PKC consensus sites").

Analysiert man kritisch die gro3e Zahl an Befunden zur Regulation von Translokatoren bei
Vertebraten, so findet man nur wenige Arbeiten, bei denen ein schlissiger Beweis fir eine
Regulation durch direkte Phosphorylierung gefuhrt werden konnte. Solche Nachweise erfolgten
durch Immunprazipitatiod’P-markierter Transportproteine oder, mit der oben genannten Ein-

schrénkung, durch ortsspezifische Mutagenese. Beispiele Shiadb.ir3 aufgefihrt.

Tab. 3: Modulation von Translokatoren durdirekte Phosphorylierung der Transportproteine

(nur Vertebraten)
Translokator Zelltyp Protein- Referenz
Kinase
Cd"-Pumpe Endothel C Kuo et al. 1991
Dopamin-Transporter Neuronen C Huff et al. 1997
Glucose-Transporter Erythrocyten C Witters et al. 1985
Glutamat-Transporter (GLAST1) Neuronen C Conradt & Stoffel 1997
Glutamat-Transporter (GLT-1) Glia, Neuronen C Casado et al. 1993
K*-Kanal Epithelzellen der Niere C Busch et al. 1992
Na'/Cl/Prolin-Symporter Epithelzellen der Niere C, CaMZelikovic & Przekwas
Kinase Il | 1993
Na'/Glucose-Symporter Epithelzellen des Darmes A Ishikawa et al. 1997
Na'/K*/CI'-Cotransporter Epithelzellen der A Lytle & Forbush & 1992
Rektaldrise des Haies
Na'/K*-ATPase Epithelzellen der Niere C Middleton et al. 1993
System L B-Lymphocyten C Woodlock et al. 1993
Taurin-Transporter Epithelzellen der Niere C Han et al. 1996a,b, 1999

Zur Regulation von PEPT2 war keine Information verfligbar, bis Wenzel et al. (1999) an LLC-
PK;-Zellen entsprechende Studien durchfihrten. In diesen Zellen wird der D-Phe-L-Ala-
Transport durch Veranderungen der intrazellulared*-Ranzentration reguliert. Protein-
Kinase C vermittelt dabei das Signal. PMA-Behandlung hemmt den Peptidtransport. Ein fur die

eigenen Ergebnisg@nlagen 7.4, 7.5, 7.8)elevanter Befund der Autoren ist, dass Staurosporin
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zwar den plj senkt, den Peptidtransport jedoch stimuliert. Die Regulation d&2eptid-
Symportes ist dahemabhangigvon Anderungen des durch die N4 -Antiporter aufgebauten
H*-Gradienten als der treibenden Kraft der Translokation. Im Gegensatz zu der Protein-Kinase-
C-vermittelten Modulation von PEPT1, wird PEPT2 durch Veranderung der Affinitat und nicht
der Maximalgeschwindigkeit moduliert.

Es gibt unter physiologischen Bedingungen sehr wahrscheinlich viele Signale, die schnell und
relativ spezifisch den Transport von Di- und Tripeptiden an Darm und Niere regulieren. Alle
extrazellularen Peptidsignale, fur die die Epithelzellen an der den Signalen zuganglichen
Membranseite Rezeptoren besitzen, kommen dafir theoretisch in Frage. Kirzlich hat die
Arbeitsgruppe von S.A. Adibi zeigen kénnen, dass Insulin den intestinalen Peptidtransport in
Caco-2-Zellen stimuliert. Der Mechanismus besteht in der erhohten Rekrutierung von PEPT1-
Transportproteinen aus cytoplasmatischen Vesikeln in die apikale Zellmembran (Thamotharan
et al. 1999b).

Ein interessantes Ergebnis zur Regulation von PEPT1 stellte die Arbeitsgruppe Leibach kuirzlich
vor (Fujita et al. 1999b): Danach st die Besetzungor&ezeptoren eine erhohte Biosynthese
von PEPT1 aus. Behandlung von Caco-2-Zellen mit Haloperidol oder Pentazocin fur 24 h
stimuliert den Gly-Sar-Transport um den Faktor 2-3. Da sich die Menge an PEPT1-mRNA bei
Inkubation der Zellen mit Pentazocin dosisabhangig erhoht, wird eine Regulation auf der Stufe
der Transkription postuliert. Ein physiologisches Signal fur diese Regulation kdnnte Progesteron
darstellen, das als endogener Ligand ¥gRRezeptoren diskutiert wird.

Der intestinale Peptidtransport unterliegt moglicherweise auch der Regulation durch ein
komplexes neuronales Netzwerk, in das noradrenerge sympathische Fasern, sensorische
Neuronen und Synapsen mit nicotinergen Rezeptoren involviert sind (Berlioz et al. 1999).
Weitere Befunde zur Regulation von Peptid-Transportern betreffen zwadejgiveRegulatio-

nen, also Anpassungen der Transportaktivitat an die Substratkonzentration (Leibach &
Ganapathy 1996, Miyamoto et al. 1996, Thamotharan et al. 1998, Walker et al. 1998, Shiraga et
al. 1999, Thamotharan et al. 1999a).
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4.4 Spezifitat des Peptidtransportes
4.4.1 Allgemeine Aspekte

An der Aufklarung der Substratspezifitdt von Peptid-Transportern wird seit ihrer Entdeckung
gearbeitet. Die Befunde zeigten frihzeitig, dass die Spezifitat der Systeme nicht stark ausge-
pragt ist. Die ZahlphysiologischerSubstrate betragt mehr als 8.400. Die Zatdiglicher
Substrate liegt, da die Transporter zusétzlich zu den aus Proteinen freigesetzten Di- und Tri-
peptiden viele Aminosaure- und Peptidderivate, 3-Lactam-Antibiotika und zahlreiche weitere
Peptidomimetika als Substrate erkennen, selbst bei konservativer Schatzung weit tiber 50.000.
Man kann PEPT1 und PEPT2 mit einigem Recht zu den multi-spezifischen Membran-
transportern zahlen. Als strukturelle Erfordernisse fir die Substraterkennung wurden bis Mitte
der 90er Jahre oft die Existenz (a) eiReptidbindung(b) einer freiera-Aminogruppeund (c)

einer freienCarboxylgruppeangesehen. Daneben betrachtete man eine Reihe von strukturellen
Parametern als relevant fur die Starke der Substrat-Transporter-Interaktion wie MolekilgroRde,
Stereoisomerie, Ladung, Polaritat und Hydrophobizitat (Ubersichten bei Meredith & Boyd 1995,
Steiner et al. 1995, Tsuji 1995, Daniel 1996, Leibach & Ganapathy 1996, Tsuji & Tamai 1996,
Walter et al. 1996, Adibi 1997a,b, Daniel & Herget 1997, Nussberger et al. 1997a, Lee et al.
1999, Tsuji 1999, Yang et al. 1999).

In den letzten Jahren gab es jedoch eine Reihe von Resultaten, die zum Teil Anlal3 waren,
frihere Postulate zu revidieren. Daniel & Adibi (1994) berichteten z.B., dass PEPT2 bestimmte
Verbindungen mit einer Sdureamid- oder Ketomethylenbindung erkennt. Die Autoren zeigten
dartber hinaus, dass die Carboxylgruppe ohne Verlust an Affinitat zum Transportprotein durch
eine NQ-Gruppe ersetzt werden kann. Nach Temple et al. (1998) wird 4-Aminophenylessig-
saure von PEPT1 als Substrat erkannt, allerdings ist die Wechselwirkung nur sehr schwach. Die
Gruppe von H. Daniel charakterisierte kurzlich detailliert defminolavulinsaure-Transport

durch PEPT1 und PEPT2 (Doéring et al. 1998c). AulRerdem erweiterten die Autoren durch
systematische Analysen des Transportes einer Reihe¥aninofettsduren unser Wissen ber

die minimalen strukturellen Anforderungen von Peptid-Transportern betréachtlich (Déring et al.
1998d). Danach ist fur den Transport eines PEPT1-Substrates eine Minimalstruktur erforderlich,
bei der der Abstand zwischen zwei polaren Zentren wie dem Stickstoff der Aminogruppe und
dem Kohlenstoff der Carboxylgruppe 500 bis 630 pm betragt. Fehlt eine der Gruppen, so wird

das Molekul von PEPT1 zwar noch erkannt, aber nicht mehr elektrogen transportiert. Dieser
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Befund erklart einerseits die Substratvielfalt und weist andererseits den Weg fur die strukturelle

Modifizierung bisher nicht oral verfigbarer pharmakologisch-aktiver Verbindungen. 1998

wurde z.B. mehrfach publiziert, dass die Ursache fur die relativ hohe orale Bioverfligbarkeit von

Valacyclovir darin begriindet liegt, dass es, im Gegensatz zu Acyclovir, von PEPT1 als Prodrug

transportiert wird (Ganapathy et al. 1998, Sinko & Balimane 1998 u.a.).

Neben dem erkenntnistheoretischen Aspekt, die Substraterkennung auf molekularer Ebene

verstehen zu wollen, gibt es folglich fur die intensive Untersuchung der Spezifitdt von Peptid-

Transportern drei weitere wesentliche Motive:

1. die Suche nach hoch-affinen, markierten PEPT1(2)-Inhibitoren fur biochemische und mole-
kularbiologische Analysen der Struktur der Transportproieider Zellmembran

2. die Suche nach hoch-affinen, markierten PEPT1(2)-Substraten fur mikroskopische Analysen
vonintrazelluldren Ereignissenach der Translokation (,intracellular fate)

3. die Suche nach Leitstrukturen fur d#mtwicklungvon oral verfugbaren Peptidpharmaka/

Peptidomimetika (,drug design®)

In den folgenden Abschnitten werden die eigenen Beitrage zur Aufklarung der Substratspezifitat

von H'/Peptid-Symportern zusammengefasst. Diese bestehen in:

» der Beschreibung neuer Aminosaurederivate als Substrate fir PEPT1

» dem Nachweis einer unterschiedlichen Substraterkennung durch PEPT1 und PEPT2

» der systematischen Untersuchung des intestinalen transepithelialen Transportes von [3-
Lactam-Antibiotika im Vergleich mit ihrer Affinitat zu PEPT1

» dem Nachweis dais/transKonformations-Spezifitat von PEPT1

» der systematischen Untersuchung der Interaktion von Prolinderivaten mit PEPT1
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4.4.2 Intestinaler Transport von Aminosaurederivaten
Vgl. Anlage 7.9 (Bérner et al. 1998)

In dieser Arbeit wurden verschiedene neue Aminosaure- und Dipeptidderivate hinsichtlich ihrer
Interaktion mit PEPT1 untersucht. Wahrend freie Aminoséuren von PEPT1 wie erwartet nicht
als Substrate erkannt werden, ergibt sich fur strukturmodifizierte Aminosaureamide eine breite
Differenzierung des intestinalen Transportes in Abhangigkeit sterischer, elektronischer und
hydrophober Parameter der Amidstruktur.

Im ersten Teil erfolgten Kompetitionsexperimente, in denen wir ¢hé/étte der potentiellen
Substrate bei der Hemmung défq]Gly-Sar-Aufnahme in Caco-2-Zellen ermittelten. Die
Derivate Ala-NH, Phe-NH, Ala-methylester, Ala-4-nitrobenzylester und Ala-methylamid sind
selbst in hohen Konzentrationen nicht in der Lage, den Transport*@6lly-Sar in die Zellen

zu hemmen (K> 20 mM). Die inpara-Stellung substituierten Arylamide Ala-4-nitroanilid, Phe-
4-nitroanilid, Ala-4-phenylanilid, Ala-4-chloranilid und Ala-4-methylanilid kbnnen dagegen als
potentielle Substrate betrachtet werden, dereWéite denen naturlicher Dipeptide vergleich-

bar sind (0,03 — 0,3 mM). Durch die Einfuhrung einer,@tuppe zwischen Amidstickstoff

und Arylsystem (H-Ala-4-nitrobenzylamid u.a.) geht die hohe Affinitat der Aminosaurearyl-
amide verloren. Da Daniel & Adibi (1994) in einer Studie zu Substrattransport und -hydrolyse
bereits erkannt hatten, dass verschiedene Xaa-4-nitroanilide den TranspdH]@w-Gin am
Nierenepithel kompetitiv mit hoher Affinitdt hemmen, kann davon ausgegangen werden, dass
diese Verbindungen sehr gute SubstratédéinePeptidtransporter darstellen.

Der Einsatz neuer, bildgebender Verfahren in der Zellbiologie, wie der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie, l|0ste die Suche nach Transportsubstraten fur PEPT1 aus, die sich
mikroskopisch nachweisen und quantifizieren lassen. Mit solchen Substraten ist es z.B. mdglich,
intrazellulare Ereignisse nach der Translokation zu analysieren (Hydrolyse, intrazellularer Trans-
port u.a.). Unseren bisherigen Ergebnissen zufolge kdnnte Ala-7-amido-4-methyl-coumarin ein
Substrat fur solche Messungen sein, zumindest wird es von PEPT1 mit hoher Affinitdt erkannt
(Ki = 0,2 mM). Verschiedene Gruppen haben mit Erfolg das Dipeptidderivat 3-Ala-E)s-N(
amido-4-methyl-coumarin als Substrat zum Nachweis von Peptid-Transportern an verschie-
denen Zelltypen eingesetzt (Dieck et al. 1998, Doring et al. 1998b, Abe et al. 1999).

Im zweiten Teil der Experimente fuhrte Y.-J. Fei (Arbeitsgruppe F.H. Leibach) elektrophysio-

logische Messungen aXenopus laevi©ocyten, in denen hPEPT1 exprimiert worden war
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durch. Sie sind fur unsere Schlussfolgerungen von hoher Relevanz: Die Verdrangung eines mar-
kierten Substrates (C]Gly-Sar) vom Transportprotein (PEPT1) durch unmarkierte Derivate
(Xaa-4-nitroanilde etc.) kann als Beweis fur dimeraktionder Derivate mit PEPT1 betrachtet
werden, aber nicht als Beweis flr einen tatsachlidmansportder Verbindungeim die Zelle

Da im Xenopus laevi©ocyten-Modell der Transport von Ala-4-nitroanilid, Ala-7-amido-4-
methyl-coumarin, Ala-4-methylanilid und Ala-anilid mit dem Transfer von positiven Ladungen
(H") assoziiert is{Anlage 7.9) kann von einer tatsachlichen Translokation zumindest dieser

Derivate durch den intestinaleri/Reptid-Symporter ausgegangen werden.

4.4.3 Intestinaler und renaler Transport von 3-Lactam-Antibiotika
Vgl. Anlagen 7.10 (Ganapathy et al. 1995a) und 7.11 (Bretschneider et
al. 1999)

Mit der Etablierung von Caco-2- und SKPT-Zellen als Modelle fir PEPT1- bzw. PEPT2-
vermittelten Transpor{siehe Abschnitt 4.2)war die Moglichkeit gegeben, die Affinitats-
konstanten von Cephalosporinen und Penicillinen an PEPT1 und PEPT2 unter sehr vergleich-
baren Bedingungen zu bestimn{@&mlage 7.10)

Eine Zielstellung dabei war es, Unterschiede bei der Substraterkennung durch PEPT1 und
PEPT2 aufzufinden. PEPT1 und PEPT2 unterscheiden sich zwar in ihrer Primarstruktur, ihrem
Vorkommen, ihren kinetischen Konstanten und einigen funktionellen Parametern, signifikante
qualitative Unterschiede bei der Substraterkennung waren bislang nicht bekannt. PEPT2 weist
zu vielen Di- und Tripeptiden und R-Lactam-Antibiotika meist eine etwa 10-20fach hdhere
Affinitat auf als PEPT1,; innerhalb der untersuchten Reihen von Substraten wurde jedoch
uberwiegend die gleiche Rangordnung an Affinitatskonstanten festgestellt (Ubersichten bei
Meredith & Boyd 1995, Tsuji & Tamai 1996, Walter et al. 1996, Adibi 1997a,b, Daniel &
Herget 1997, Nussberger et al. 1997a, Lee et al. 1999, Tsuiji 1999, Yang et &f. 1999)

In der vorgelegten Arbe{fAnlage 7.10)wurden an SKPT-Zellen zunachst diggd@erte der
Cephalosporine Cephalexin, Cefadroxil und Cephalotin sowie der Penicilline Cyclacillin,
Ampicillin und Benzylpenicillin an PEPT2 bestimmt, bei denen sie die Transporter-vermittelte

Aufnahme von T'C]Gly-Sar in die Zellen um 50% hemmen. Fiir Cephalexin erfolgte dariiber

13Dje Unterscheidung in ,hoch-* und ,niedrig“-affinen Transport galt urspriinglich fiir ,Standardsubstrate“®j@Nj-Sar,
[*H]Gly-GIn, natiirlich vorkommende Di- und Tripeptide und Cephalosporine. Sie muss nicht automatéietSiiibstrate der
Symporter gelten.

26



hinaus die Bestimmung desy¥ und K-Wertes. Der Einsatz verschiedener markierter und
unmarkierter Substrate (A-B-C-Test) ermdglichte den in SKPT-Zellen bis dahin noch nicht ge-
fuhrten Beweis, dass Gly-Sar und die eingesetzten [3-Lactam-Antibiotika durch ein und dasselbe
System, d.h. PEPT2 transportiert werden. Cefadroxil, Cyclacillin und Cephalexin interagieren
mit PEPT2 mit sehr hoher Affinitat ({¢= 3 — 73 uM). Ampicillin, Cephalotin und Benzyl-
penicillin weisen nur eine sehr schwache Wechselwirkung mit PEPT2 ay=(IC3 - >10

mM). Im Weiteren verglichen wir die Affinitat von Cefadroxil und Cyclacillin an PEPT1 (Caco-
2-Zellen) und PEPT2 (SKPT-Zellen). In diesen Experimenten zeigte sich ein Unterschied
zwischen beiden Transportern hinsichtlich der Substraterkennung: An PEPTL1 liegggfer IC
Wert von Cyclacillin 9fachunter dem von Cefadroxil. An PEPT2 liegt ders§Vert von
Cyclacillin 14fachuberdem von Cefadroxil. Folglich interagiert PEPT1 mit Cyclacillin starker

als mit Cefadroxil und PEPT2, genau umgekehrt, starker mit Cefadroxil als mit Cyclacillin. Ein
Faktor 9 bzw. 14 ist dabei als signifikant einzuschatzen. Es muss betont werden, dass die Zell-
Linien von unterschiedlichen Spezies - Mensch bzw. Ratte — stammen; fir unterschiedliche
Substraterkennung konnten also Speziesdifferenzen geltend gemacht werden. Um dies
auszuschliel3en, wurde die hPEPT1- bzw. hPEPT2-cDNA in Hela-Zellen exprimiert. Der
Unterschied zwischen PEPT1 und PEPT2 hinsichtlich der Erkennung von Cyclacillin und
Cefadroxil konnte auch in diesem System bestatigt weiidage 7.10) Dieser Befund andert

nichts an der Tatsache, dass beide Substanzen zu PEPT2 eine sehr viel hOhere Affinitat als zu
PEPT1 aufweisen.

Die zahlreichen Verdffentlichungen zum intestinalen Transport von [3-Lactam-Antibiotika sind
nur sehr begrenzt miteinander vergleichbar (Ubersichten bei Tsuji 1995, Walter et al. 1996,
Yang et al. 1999). Der Grund ist hauptséchlich darin zu sehen, dass die Daten mit sehr
verschiedenen Methoden erzielt wurden. Daher sind Versuche fraglich, die Daten methodisch
verschieden arbeitender Gruppen zu kombinieren und nachfolgend mittels computergestitztem
Modelling die Minimal- bzw. Optimalstruktur von Substraten und Inhibitoren zu berechnen. Zur
weiteren systematischen Aufklarung der strukturellen Erfordernisse, die hinsichtlich ihres
aktiven Transportes an neue R-Lactam-Antibiotika zu stellen sind, wurden in der vorliegenden
Arbeit (Anlage 7.11) verschiedene Transportparameter von 23 Cephalosporinen und
Penicillinen an Caco-2-Zellen bestimmt. In den ersten Versuchsserien ermittelten wir die Inhi-

bierungskonstanten (Kder Antibiotika, mit denen sie deH']Gly-Sar-Transport hemmen. Die
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Ki-Werte differieren bis um den Faktor >400. Die 3-Lactam-Antibiotika lassen sich wie folgt

gruppieren:

1. Ceftibuten und Cyclacillin weisen eine sehr hohe Affinitat zu PEPT1 auf.

2. Cefadroxil, Cefamandol, Cephradin, Cefaclor, Cefuroxim-Axetil, Cefixim, Cephalothin,
Cephalexin und Ampicillin sind Substrate mit niedriger Affinitat.

3. Ceftriaxon, Cefotaxim, Cefepim, Cefsulodin u.\{ssehe Anlage 7.11, Tab.)lwerden von
PEPT1 nicht als Substrat erkannt.

Struktur-Affinitats-Vergleiche ergeben in groRBer Ubereinstimmung mit den Befunden anderer

Autoren (Ubersichten bei Tsuji 1995, Walter et al. 1996), dass fiur die Erkennung als Substrat

folgende strukturellen Merkmale relevant sind:

1. Sterische Ahnlichkeit zum Tripeptid-Riickgrat

2. die N-terminale Peptidbindung und eineAminogruppe, die durch eine Hydroxylgruppe
ersetzt sein kann

3. die C-terminale Peptidbindung im Lactamring, wobei es unerheblich ist, ob es sich um einen
Cephem- oder Penam-Grundkdrper handelt

4. eine Carboxylgruppe am Dihydrothiazinring der Cephalosporine bzw. am Thiazolidinring
der Penicilline, die nicht mit einer quarterndren Ammoniumgruppe in einer C3-Seitenkette
eine zwitterionische Struktur ausbilden darf

5. die Substituenten und der Sattigungsgrad des N-terminalen Ringsystems

In der vorgelegten ArbeffAnlage 7.11)konnte mit einer relativ groBen Datenmenge gezeigt
werden, dass die Affinitat der Cephalosporine und Penicilline an PEPT1 sehr gut mit ihrer
derzeit praktizierten Applikation (oral bzw. parenteral) korreliert. Mit Ausnahme von
Cefamandol und Cephalotin sind gemtgjenigenoral applizierbar, deren;¥Verte an PEPT1

in Caco-2-Zellen unter den gewéhlten Bedingungger 14 mM liegen.

In den nachsten Versuchsserien wurden (a) die Akkumulationen der 23 3-Lactam-Antibiotika in
Caco-2-Zellen und (b) ihre transepithelialen Fluxe bestimmt. Die Akkumulationen variieren bis
um den Faktor 176 und die Fluxe bis um den Faktor 70. Beide Werte sind fur das oral applizier-
bare Cefadroxil am hdchsten. Dieses Cephalosporin wird in den Zellen 9fach angereichert.
Akkumulationen und Fluxe sind positiv korreliert (p<0,0001). Das wichtigste Ergebnis war, dass

die totalen transepithelialen Fluxe und die Affinitdtskonstanten an PEPTL1 signifikant korreliert
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sind (p<0,0001). Die Variation der Fluxe wird also hauptsachlich von der Variation der Affinitat
an PEPT1 bestimmt. Dabei gibt es Substanzen, fur die dies aus bekannten (Cefuroxim-Axetil:
Lipophilie) oder noch unbekannten Griinden (Cephalotin) nicht zutrifft.

Unzweifelhaft ist die Korrelation zwischen dem transepithelialen Transport an Caco-2-Zell-
Monolayern und der derzeit praktizierten Applikation: Cefamandol ist die einzige Ausnahme
von der Regel, dass an dem verwendeten Modell ein Flux > 2 nnfoligrbei einer luminalen
Substratkonzentration von 1 mM, also eine scheinbare Permeabjjitéo®> 5[110° m/s, eine

orale Verfugbarkeit von > 50% bedeutet. Mit anderen Woiém:Substanzen, deren Flux an
kultivierten Caco-2-Zellen unter unseren Bedingungbar diesem Schwellenwert liegt, sind

die oral applizierbaren. Alle Substanzen mit Fluxerer diesem Wert erfordern eine i.v.-
Applikation. Innerhalb bestimmter Grenzen kann also durch Messung von Affinitat, Aufnahme
und Flux die Bioverfugbarkeit neu entwickelter Substanzen prognostiziert werden. Zu erwar-
tende Unterschiede in den verschiedenen Testsystemen, Kulturbedingungen, etc. sind durch
vergleichende Messung der Transportparameter von ,Standard“-Substanzen wie Mannitol, Gly-
Sar, Salicylsdure, Testosteron u.a. zu erfassen.

In diesen Studien blieben andere, zusatzliche Transport-Komponenten wie z.B. weitere
Mechanismen fur den Influx oder fur den luminalen Efflux von 3-Lactam-Antibiotika (Saitoh et
al. 1997, Tsuji 1999) weitgehend unbericksichtigt. Unseren Ergebnissen und denen anderer
Autoren zufolge stellt der PEPT1-vermittelte Transport jedochvdehtigstenMechanismus

zur Resorption oral verfugbarer 3-Lactam-Antibiotika — auch ungeachtet ihrer Ladung — dar
(Wenzel et al. 1995, 1996, Tamai et al. 1997).

4.4.4 Cis/transKonformations-Spezifitat des intestinalen H/Peptid-Symporters
Vgl. Anlagen 7.12 (Brandsch et al. 1998) und 7.13 (Brandsch et al. 1999)

Eine Frage, die experimentell noch nicht untersucht worden war, ist die Frage nach der Konfor-
mationsspezifitat von Peptid-Transportern. Peptide und Proteine koénnen auf Grund des
partiellen Doppelbindungscharakters der Peptidbindtisfjransisomerie aufweisen. Da die
Energiedifferenz zwischermis- und transKonformation bei der Imidbindung bedeutend
niedriger ist als bei der Amidbindung, findet man unter genkodierten Di- und Tripeptiden

signifikante Anteile dercis-Konformation nur beiXaa-Pro-Peptidbindungen (Ubersicht bei
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Fischer 1994). Zwischen den Konformeren besteht dabei ein Gleichgewicht, das von der
Struktur und von den experimentellen Bedingungen abhangt.

FUr Peptidasen und Proteasen ist beschrieben worden, dass s@nslkonformation der
Substrate bevorzugen (Lin & Brandts 1979, Fischer et al. 1984, Yaron & Naider 1993, Merker et
al. 1996, Vance et al. 1997). Fur Peptid-Rezeptoren wird in manchen Fallen eine Erkennung der
trans, in anderen Fallen eine solche dexKonformere der Liganden diskutiert (Yamazaki et

al. 1993, Ottleben et al. 1997).

Daniel et al. (1992) hatten fur ihr Ergebnis, dass am Nierenepithel Gly-Pro- und Gly-Sar eine 4—
12fach niedrigere Affinitat als Gly-Gly und Gly-Ala aufwiesen, eine Isomerisierung der
Peptidbindung als Ursache bereits diskutiert. In der vorliegenden A#pd#ige 7.12.)war es
erstmals maoglich, den Transport von Konformezgnund desselbeBubstrates messen.

Es musste dafir ein Peptid gefunden werden, das

a) cis/transisomerie aufweist,

b) von PEPT1 erkannt wird,

c) eine hinreichend niedrigas/transinterkonversionsrate aufweist und

d) dessertis/transVerhaltnis sich experimentell verandern lasst.

Als Modellsubstrat fir die Transportstudien wéhlten wir das ThioxodipeptidPpC5-N]-Pro
(Anlage 7.12) Von Thioxopeptiden war bekannt, dass der Austausch der Peptidbindung durch
die Thioxopeptidbindung in einer bis zu 100fach langsamei®transinterkonversionsrate
resultiert, die durch die hohere Rotationsbarriere an der C-N-Bindung bedingt ist (Schutkowski
et al. 1995, 1997). Die Derivate sind dariber hinaus oft isosterisch zu den entsprechenden nicht-

thioxylierten Peptiden.

/ N - NN
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o= —
OH © “on

Trans Cis

Abb. 2: Die cis/translsomerisierung der Thioxopeptidbindung in ABCS-N]-Pro
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Ala-W[CS-N]-Pro liegt in wassriger Losung Bis- und transKonformation vor; die Konfor-

mere konnen mittels Kapillarelektrophorese getrennt werden. Sofort nach dem Lésen des Pepti-
des in Puffer liegt das Gleichgewicht deutlich auf Seitertrdaes-Konformation {rans-Gehalt

96%). Die Interkonversion in Richtung dess/transGleichgewichtes(Abb. 2) verlauft
langsam. Ein Einfrieren der Losung verzogert die Interkonversion drastischradsiGehalt

von 96% buchstablich arretierend. Bei Raumtemperatur wird das Gleichgewicht nach zwei
Tagen mit 62%trans und 38%cis-Anteilen erreicht’. Somit war es mdglich, Transport-
experimente mit Peptidlésungen durchzufihren, die unterschietthetssAnteile aufwiesen.

Der Austausch dex-Peptidbindung durch die Thioxopeptidbindung in AMEES-N]-Pro wird

von PEPT1 tolerierfAnlage 7.12) Im Fall derad hoeLdsung {rans-Gehalt 96%) betragt ik

0,3 mM. Dieser Wert ist dem natirlicher Dipeptide vergleichbar. D&Vétt liegt im Fall der
equilibrierten Alag[CS-N]-Pro-Losung ttansGehalt 62%) um 70% hdher. Die-Werte
unterscheiden sich damit uden Anteil, der dencis-Gehalt entspricht. PEPT1 erkennt offen-
sichtlich nur dasrans-Konformer.

Mit Hilfe der Kapillarelektrophorese konnte direkt gezeigt werden, dass das Thioxopeptid auch
nur in seinertransKonformation aktiv in die Zellgransportiert wird. Obwohl bei diesen
Messungen ddrans-Gehalt im Inkubationspuffer 62% betrugs{transGleichgewicht), wurde
Ala-P[CS-N]-Pro in den Zellen zu 92% imansKonformation nachgewiesen. Wahrend der
Inkubation der Caco-2-Zellen nimmt nur der Anteil @mansKonformeren im Medium
signifikant ab. Das extrazellulareis/transVerhaltnis verschiebt sich in Richtung deis-
Konformere.

Die Begruindung fur die Praferenz deans-Konformere durch PEPT1 sollte in der rdumlichen
Anordnung der Ng und COOH-Gruppen zueinander - eben in dererodertrans-Stellung —

bzw. in dem davon abhéangigen Abstand der beiden Gruppen voneinander zu suchen sein. Nach
Doring et al. (1998d) muss dieser Abstand (N-C) bei einem PEPT1-Substrat fir elektrogenen
Transport 500 bis 630 pm betragen. Bans Ala-P[CS-N]-Pro betragt der Abstand vom N-

zum C-Terminus 525 ph In cis-Stellung ist der Abstand auf 402 pm verkiirzt. Wenn an der

Zellmembran die Absténde tatsachlich diese Werte betragen, ware es denkbar, dass es dieser zu

1Solche Unterschiede itis/trans Verhaltnissen zwischemd hoe und equilibrierten Lésungen, die die folgenden
Experimente erst moglich machten, sind auch fiir natiirliche Xaa-Pro-Konformere beschrieben (Thunecke et al.
1997).

*Dje Berechnung der Abstande erfolgte mit dem Programm Hyperchem nach Optimierung der iStuaduo
durch den AMBER-Algorithmus. Fir dass-Konformer betrug der geometrie-optimierte Torsionswinkel 8
und fur dagransKonformer 178.
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geringe Abstand ist, der eine Erkennung dsiKonformere nicht erlaubt. Andererseits ist es
leichter vorstellbar, dass die diametral verschiedene Anordnung demuNeéH COOH-Gruppen

bei Interaktionen der Konformere mit geladenen Seitenketten der Substrat-Bindungsstelle des
Transportproteins ausschlaggebend ist.

Aus den bisherigen Daten kammcht geschlossen werden, dass PEPT1 auch physiologisch
vorkommende Dipeptide itransKonformation bevorzugt. Daher wurden Untersuchungen zur
Interaktion von PEPT1 mit Xaa-Pro-Dipeptiden durchgef(Amtage 7.13) Xaa-Pro-Dipeptide

liegen bei physiologischem pH in sehr unterschiedlidi®iransVerhaltnissen vor; im Gleich-
gewicht sindrans-Gehalte von 24 - 70% messbar. Es gibt eine signifikante negative Korrelation
(p<0,001) zwischen detransGehalten und den jKNerten. Eine hohe Affinitat zeigedie
Substrate, die eindmhentrans-Gehalt aufweisen und umgekehrt. Die scheinbare Affinitat von
Xaa-Pro-Dipeptiden zu PEPT1 wird daher hauptséchlich von ihceftransVerhaltnis
bestimmt. Auch diese Resultate sprechen furtdieg) Konformations-Spezifitdt von PEPT1.
Analoge Ergebnisse wurden fir einige Xaa-Sar-Dipeptide, die ebenfsfteansisomerie
aufweisen, erzie'ft.

Die deutliche Praferenz varansKonformeren durch PEPT1 bedeutet, dass bei Untersuchun-
gen zum Einfluss der N-terminalen Aminoséure auf den Transport von Xaa-Pro- und Xaa-Sar-
Dipeptiden diecis/transVerhéltnisse nicht unbertcksichtigt bleiben dirfen. Eine Vernachlassi-
gung de<is-Gehaltes fuhrt zu GberschatzterdCK;- oder K-Werten. Solche Parameter sollten

um genauden Anteil vom ,wahren* Wert abweichen, der dem Anteil ais-Konformeren
entspricht. Abweichungen um (maximal) Faktor 2-3 sind daher leicht moglich und wirden das
Aufklaren von weiteren strukturellen Erfordernissen fir die Interaktion von Substraten mit
PEPT1 erschweren. In der vorgelegten Arbeit wurde daher eine Korrektur\dkarte€ bezogen

auf dentransGehalt durchgefiihfAnlage 7.13) Die K;xor-Werte der Dipeptide (aul3er bei Pro-

Pro und den kationischen Dipeptiden Lys-Pro und Arg-Pro) liegen in dem engen Bereich von 0,1
bis 0,15 mM, d.h. PEPT1 erkennt dransKonformere von Xaa-Pro-Dipeptiden ungeachtet

ihrer Grol3e oder Hydrophobizitat gleichermal3en.

8Gly-Sar wird sehr haufig als stabiles Substrat fiir Peptid-Transporter eingesetzt. Man hat die Inkompetenz seiner
cisKonformere bisher nie bericksichtigt. Der unkorrigierteWert von Gly-Sar betragt in Caco-2-Zellen
0,83 mMAnNlage 7.13) Gly-Sar weist in wassriger Lésung im Gleichgewicht jedoch eir@rsGehalt von nur
61% auf. Die Korrektur ergibt #,,=0,51 mM. Die Affinitatskonstanten potentieller Substrate werden oft in
Kompetitionsassays mit‘C]Gly-Sar indirekt ermittelt. Praktisch hat die Vernachlassigung der Korrektur um den
cis-GehaltkeineKonsequenzen bei der Berechnung deWerte aus Igy-Werten,solangedie Konzentration des
radioaktiven Substrates sehr viel niedriger ist als sgilétt.
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Diese Schlussfolgerung ist neu. Sie konnte durch Bestimmung der Affinitatskonstanten der
korrespondierenden Xaa-Ala-Dipeptide, die unter den gegebenen Bedingungentrans-in
Konformation vorliegen, vollauf bestatigt werd@mlage 7.13) Die Ki-Werte der Xaa-Ala-Di-
peptide entsprechen sowohl relativ (hinsichtlich der Rangfolge) als auch absolut (hinsichtlich der
Konzentrationen) weitgehend denyt-Werten der tfans-) Xaa-Pro-Dipeptide. Proliper se
erniedrigt die Affinitat daher nicht. Auch bei Xaa-Ala-Dipeptiden sind Grof3e und Hydro-
phobizitat der N-terminalen Aminoséurereste fiir die Interaktion mit PEPT1 irréievdan
Bedeutung scheint dagegen die Ladung zu sein; Lys-Ala und Arg-Ala weisen wiederum eine
signifikant niedrigere Affinitat auf. Dieses Phanomen war bekannt (Ubersicht bei Daniel 1997).
Welche Konsequenzen hat die Konformationsspezifitdt von PEPT1 unter physiologischen Be-
dingungen fur den Transport von Xaa-Pro-Dipeptiden am Darmepithel? Auch wenn (a) die
hydrolytische Spaltung von Oligopeptiden im Lumen, (b) die Translokation der resultierenden
Xaa-Pro-Dipeptide und (c) die hydrolytische Spaltung der Dipeptide im Cytoplksniar-
mationsspezifisclerfolgen, wird sich in den verschiedenen Kompartimenten, sowohl extra-
zellular als auch intrazelluldr, permanent das spezifische Gleichgewichtas (Xaa-Pro-
Dipeptidesind keine Substrate fur bisher bekannte Peptidyl-Peitkansisomerasen, Fischer
1994, Fischer et al. 1998) und sehr schnell wieder einstellen. Vergleicht man die Zeitraume, in
denen Verdauungs- und Resorptionsprozesse am Jejunum stattfinden, oid/tcemsinter-
konversionsraten von Xaa-Pro-Dipeptiden ist zu erwarten, dass diese Substrate trotz ihrer
Besonderheit vollstandig resorbiert werden. Bei der Entwicklung neuer, pharmakologisch-
aktiver Peptidomimetika sollten sich jedoch auf Grund der Konformationsspezifitat von PEPT1
stabile ,Backbone“-Modifikationen als relevant fiir die Bioverfugbarkeit der Substrate erweisen.
In der vorgelegten Arbei{Anlage 7.13) wurde eine Reihe von Xaa-Pro-Derivaten wie
Aminosaure-pyrrolidide und —thiazolidide hinsichtlich ihrer Interaktion mit PEPT1 untersucht.
Xaa-pyrrolidide weisen keine Affinitat zu PEPT1 auf. Fur die ebenfalls decarboxylierten
Derivate Ala- und lle-thiazolidid, Peptidaseinhibitoren mit mdglicher klinischer Anwendbarkeit
(Schon et al. 1991, Reinhold et al. 1998), wurden dageg&vieke gemessen, die fur eine
mafig starke Interaktion mit PEPT1 sprechen. Noch ist unbekannt, ob sie tatsachlich in die

Zellen transportiert werden.

Eine weitere Versuchsserf@nlage 7.13)beschéftigte sich mit Pro-Xaa-Dipeptiden. Pro-Xaa-Dipeptide weisen
keinecis/transisomerie auf. Fir Pro-Ser, Pro-Glu und Pro-Gly ist keine Interaktion mit PEPT1 nachweisbar. Pro-
Leu, Pro-Tyr und Pro-Pro stellen mitWerten < 1,2 mM zumindest hinsichtlich ihrer Affinitat gute Substrate fur
PEPT1 dar. Die Interaktion von Pro-Xaa-Dipeptiden scheint positiv mit der Hydrophobizitat der C-terminalen
Aminosaure und der Rigiditat der Struktur korreliert zu sein.
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4.5 Ausblick

Zusatzlich zu den aktuellen, unter 4.1 genannten Schwerpunkten zeichnen sich folgende neue

Forschungsrichtungen und Methoden ab:

1. Derzeit wird an der Generierung von PEPT1-Knock-out-Mausen gearbeitet (Leibach 1999).
Es ist zu erwarten, dass sich dieses Modell fur die Aufklarung der verschiedenen physiolo-
gischen Funktionen des intestinalen/Péptid-Symportes als von besonderem Wert
erweisen wird. Dazu gehéren ernahrungsphysiologische Experimente, bei denen man z.B.
definierte dipeptid-reiche Diaten futtert, wie auch Studien, die sich mit der Resorption von
pharmakologisch-aktiven PEPT1-Substraten beschaftigen. Analog liegen zu einigen Amino-
saure-Transportern sehr interessante, an Knock-out-Méausen erzielte Ergebnisse bereits vor,
z.B. zu dem Transporter fur kationische Aminosauren mCAT-1 (Perkins et al. 1997) sowie
den Glutamat-Transportern EAAT2 (Phegini et al. 1997) und EAAT3 (Tanaka et al. 1997).

2. Ein weiterer, derzeit noch nicht absehbarer Schritt wird die Roéntgenstrukturanalyse sein.
Dazu muss PEPT1 bzw. PEPT2 mit amphiphilen Molekilen als Micelle kristallisiert
werden. Eine Auflésung von 0,3 nm wirde Aussagen Uber die Lage von Seitengruppen und
intramolekularen Wechselwirkungen ermoglichen. Beispiele fiir erfolgreich durchgefiihrte
Kristallstrukturanalysen von Translokatoren sind der Kalium-Kanal 8tmeptomyces
lividans (Doyle et al. 1998) und die bakteriellen Eisen-Transporter FhuA und FepA
(Buchanan et al. 1999, Sansom 1999).

3. Zur Aufklarung der strukturellen Erfordernisse, die an PEPT1(2)-Substrate zu stellen sind,
empfiehlt sich die Verbindung der kombinatorischen Chemie mit schnellen Transporttests.
Das Ziel ist die systematische Selektion von Substraten aus der Vielfalt moglicher Struktur-
variationen. Auf diese Weise konnte z.B. das wesentliche Erkennungsprinzip des TAP-
Transporters aufgeklart werden (Uebel et al. 1997). Im Fall von PEPT1(2) kann man die
Produkte der kombinatorischen chemischen Synthese z.B. mit dem von der Arbeitsgruppe
H. Daniel entwickelten PEPT1(2)/Pichia-Assay (Doring et al. 1997) hinsichtlich ihrer
Interaktion mit den Systemen schnell und effizient untersuchen.

4. Polymorphismen von Transportproteinen sind eine der vielen moglichen Erklarungen fur die
interindividuelle Variabilitdt bei der Wirkung von Pharmaka (Sadee 1999). Bei hoher inter-
individueller Variabilitat defResorptionoral applizierter 3-Lactam-Antibiotika wiirde man

nicht nur Kérpermasse, Geschlecht, Alter etc., sondern auch genetische Polymorphismen
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von PEPT1 zu bericksichtigen haben. Damit im Zusammenhang steht die Suche nach
etwaigen pathologischen Situationen, die auf Defekten von Peptid-Transportern und Defizi-
ten bei der Di- und Tripeptid-Resorption beruhen. Derzeit ist dartiber nichts veroffentlicht.
Fir andere Solute sind Krankheiten, die auf Mutationen der Translokatoren beruhen,
bekannt, z.B. die Mucoviscidose, die Glucose-Galactose-Malabsorption, die Cystinurie und
die Hartnup-Krankheit.
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Zusammenfassung

. TRANSPORT VON TAURIN AM EPITHEL DES DARMES

Die Darmzellen HT-29 und Caco-2 exprimieren d&kundar aktiverNa'/Cl/Taurin-
Symporter.

Der Taurintransport wird durch die Protein-Kinasen A und C reguliert. Die Daten lassen auf
posttranslationale Modifikationen des Transportproteins schlie3en.

Guanylin, das hitze-stabile. col-Enterotoxin und Cholera-Toxin sind physiologische bzw.

pathophysiologische Signale fur die Regulation des intestinalen Taurintransportes.

. TRANSPORT VON LEUCIN AM EPITHEL DER PLACENTA

Die Placentazellen JAR exprimieren gessiver_eucin-Transporter (System L).

Die pH-Sensitivitat des Systems wird durch Calmodulin-abhangige Prozesse moduliert.

. TRANSPORT VON PEPTIDEN UND PEPTIDOMIMETIKA AN DEN EPITHELIEN VON DARM UND

NIERE

Charakterisierung

Die Darmzellen Caco-2 und die Nierenzellen MDCK exprimierentelgidr aktiven,low-

affinity, high-capacity* H/Peptid-Symporter PEPTL.

Die Nierenzellen SKPT-0193 exprimieren dertiar aktiven high-affinity, low-capacity*
H*/Peptid-Symporter PEPT2.

Protonen stimulieren beide Symporter durch Erhéhung der Maximalgeschwindigkeit. Eine

Blockierung von Histidylresten senkt die Maximalgeschwindigkeit.

Regulation

Der intestinale Peptidtransport wird durch die Protein-Kinasen A und C posttranslational
reguliert.

Cholera-Toxin und das hitze-labie coli Enterotoxin sind pathophysiologische Signale fur
die Regulation des intestinalen Peptidtransportes.

PEPTL1 des Nierenepithels unterliegt einer Calmodulin-abhangigen Regulation.
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Spezifitat

» PEPT1 transportiert Aminosaureamide in Abhangigkeit sterischer, elektronischer und hydro-
phober Parameter der Amidstruktur.

* Die Substraterkennung kann bei PEPT1 und PEPT2 qualitativ verschieden sein.

» Die transepithelialen Fluxe von 3-Lactam-Antibiotika an Caco-2-Zell-Monolayern und ihre
Affinitatskonstanten an PEPT1 sind signifikant korreliert. Beide Parameter sind signifikant
mit den derzeit praktizierten therapeutischen Applikationswegen (oral bzw. parenteral)
korreliert. Der Transport durch PEPT1 stellt den wichtigsten Mechanismus zur Resorption
oral verfugbarer 3-Lactam-Antibiotika dar.

» Isostere ,Backbone“-Modifizierungen wie der Austauschad@®eptidbindung bei Ala-Pro
durch die isostere Thioxopeptidbindung (AES-N]-Pro) werden von PEPT1 toleriert.

« PEPT1 weist Konformations-Spezifitat auf. Das System erkennt und transportigfiCSa-
N]J-Pro nur in dessertransKonformation. PEPT1 erkennt Xaa-Pro- sowie Xaa-Sar-
Dipeptide bevorzugt in ihrérans-Konformation.

» GroRRe und Hydrophobizitat der N-terminalen Aminosaure sind bei Xaa-Pro- und Xaa-Ala-
Dipeptiden fir ihre Interaktion mit PEPT1 nicht relevant.

* Die Affinitat von Pro-Xaa-Dipeptiden zu PEPT1 ist positiv mit der Hydrophobizitat der C-

terminalen Aminosaure und der Rigiditat der Struktur korreliert.

Die in der vorgelegten Arbeit an Zellen charakterisierten Transportsysteme arbeiten mit sehr
verschiedenen Mechanismen. Die Transporter sind substratspezifisch, oft Epithelgewebe-
spezifisch, und sie sind in den Zellmembranen asymmetrisch verteilt. Durch ein solches
Arrangement sind Epithelien in der Lage, Stoffaustaugeitativ, quantitativ und ortsge-

richtet zu kontrollieren. Ihre Zellen verfiigen auf3erdem tber komplexe Mechanismiegirzur
regulation der Transportprozesse entsprechend den externen und internen Bedingungen. Die

Epithelzellen empfangen, transduzieren und amplifizieren daftr extrazellulare Signale.
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