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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Grundlagen

Die Atmungsorgane lassen sich in obere (Nase, Rkapnd untere luftleitende Abschnitte
(Larynx, Trachea, Bronchialbaum) untergliedern, wiobder Gasaustausch in den
respiratorischen Abschnitten, den Bronchioli resfoirii und terminales und dem
Alveolarbereich stattfindet.
Histologisch lassen sich die Atemwege in 3 Schitigieedern:

* Tunica mucosa, bestehend aus Lamina epitheliatid.amina propria,

* Tunica fibromusculocartilaginea,

* Tunica adventitia.
Die Lamina epithelialis der Tunica mucosa wird vemgenannten respiratorischen Epithel
gebildet, das ein mehrreihiges, hochprismatischiesniterepithel mit oraler Schlagrichtung
der Kinozilien ist. In den verschiedenen Abschnitbestehen charakteristische Unterschiede
im Aufbau des Epithels, z.B. nimmt seine Reihiglazitlang des Bronchialbaumes ab und
auch der Anteil der verschiedenen Zelltypen isetsthiedlich. Ab den Bronchioli terminales
kommen anstelle der Becherzellen Clara-Zellen gr,moglicherweise Vorlauferzellen fur
andere Bronchiolarzellen sind.
Den letzten Abschnitt des Bronchialbaumes stellenRuctus alveolaris und der Sacculus
alveolaris dar, die mit ihren Alveolen aus dem Riunlus respiratorii hervorgehen. lhr
mittlerer Durchmesser betragt 250-280 um. Bei efwezahl von rund 300 Mio. Alveolen
errechnet sich eine fir den Gasaustausch zur Martiigtehende Oberflache von ca. 70 bis
140 nf beim erwachsenen Menschen (Duncker, 1994). Dasolvepithel besteht aus zwei
Zelltypen, den Alveolarepithelzellen (Pneumozytéyp | und Typ Il. Die Pneumozyten Typ
I, deren Zytoplasma zu flachig ausgebreiteten, dirPlatten ausgezogen ist, bekleiden den
grofdten Teil der inneren Oberflache der Lunge (-9%6bei sie beim Menschen nur einen
geringen Anteil von ca. 8% aller Zellen der Inteeslarsepten ausmachen. Die Typ |
Pneumozyten werden auch Deckzellen genannt undiefilemg als dinne Trennflache
zwischen GefalRsystem und Alveolarraum, als Teil @wot-Luft-Schranke. Weitere
Bestandteile der Blut-Luft-Schranke sind die Endttéllen der Alveolenkapillaren und die
Basallaminae von Alvolardeckzellen und Endothelien.
Ungefahr 7 % der Alveolaroberflache wird von dertmozyten Typ Il, auch Nischenzellen
genannt, bedeckt. Sie weisen die typischen Kenherigon sezernierenden Zellen auf, denn

sie enthalten dicht gepackte Membranstapel, dieBeaeichnung multilamellare Kérperchen
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Einleitung

gefuhrt haben (Wagner et al., 2003) Fur die Intagrdes Alveolarraums besitzen die
Nischenzellen eine unentbehrliche Funktion, dieder Weiterdifferenzierung zu Typ I-
Pneumozyten (Adamson et al.,, 1974) und in der ®&gsthund Sekretion von ober-
flachenaktivem Surfactant liegt.

Ferner befinden sich im Alveolarraum Buirstenzellend Alveolarmakrophagen. Die
Alveolarmakrophagen gehen aus Blutmonozyten hervword tragen durch ihren
Phagozytoseapparat wesentlich zur Selbstreinigenguhge bei.

1.2 Transportsysteme des Atemwegsepithels

Fur die Aufrechterhaltung der zellularen Homdoostesgedie stadndige Aufnahme kleiner
organischer Molekile aus dem Extrazellularraum UbEransportsysteme in der
Plasmamembran der Zelle notwendig.

Denn neben Transportvorgédngen wie der passiveruddiifi, Endo- sowie Exozytose, bei
denen sich Substrate im Sinne eines Konzentrati&@ugsilibriums verteilen, bedarf es
aulRerdem noch Membrantransportproteine, die im rgeiteed zur passiven Diffusion eine

unterschiedliche Zusammensetzung von Extrazelld@énrund Zytosol erméglichen (Abb. 1).

1. Passive Diffusion

Aerosolische
Pharmaka-

Lumen

%}lgegen Gradie| e»“
Epithelzelle Flissigkeits-
Film

2. Aktiver Transport
gegen Gradienten

Abbildung 1: Transportvorgange im Atemwegsepithel.
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Verschiedene Transportsysteme konnten in den vgegem Jahren in der Lunge funktionell
nachgewiesen werden. Glukosetransporter (Kemp.,el@92), lonentransporter (Ballard et
al.,, 1991), (Bland et al., 1986), (Kemp et al., 4pNatrium-Aminoséure-Kotransporter
(Brown et al., 1985) sowie auch Oligopepid-Tranggo(Groneberg et al., 2001b) konnten
dabei charakterisiert werden. Peptidtransportet sirder Natur ubiquitdr und scheinen eine
frih in der Evolution entstandene Gruppe von Tramabransystemen darzustellen. Schon
Anfang des 20. Jahrhunderts vermutete Emil Abdddml dass die Abbauprodukte der
luminalen Proteinverdauung nicht nur als Aminosaussndern auch als Di- und Tripeptide
am Darmepithel absorbiert werden (Abderhalden, 198® war es auch der Protonen-
gekoppelte Oligopeptidtransporter PEPT1, der ateerdentifizierter Saugetiertransporter im
Dunndarm entdeckt wurde (Boll et al., 1994; Fealet 1994). 1996 konnte erstmals in den
Epithelzellen des proximalen Tubulus der Niere wieiterer Peptidtransporter (PEPT2)
molekular identifiziert werden (Boll et al., 1996)n der Niere dient PEPT2 der
Konservierung von Sticktoffgruppen durch die Ruskmption aus dem Primarharn (Daniel et
al., 1997). Nachdem PEPT1 im Dunndarm und PEPT2lan Nieren entdeckt wurde,
versuchte man Zusammenhénge zwischen bereits tEhges Aufnahmekapazitaten in den
Atemwegen (Yamashita et al., 1997, 1998) und deangporterproteinen zu entschlisseln
(Groneberg, 2003). Daraus resultierte die Ideméifimg von PEPT2 in Lungengewebe von
Ratten, Kaninchen und Mausen sowie auch in der ham&unge (Boll et al., 1996; Liu et
al., 1995; Rubio-Aliaga et al., 2000) (Tab. 1).

Tabelle I Verteilung der H + -abhangigen Peptidtransportédiganen, Zellen und subzel-

lularen Kompartimenten.

Peptidtransporter | Organ Lokalisation Referenz
PEPT1 Dunndarm | Apikale Membran der Enterozyten (Ogileral.,
1996)
Niere Apikale Membran der epithelialen| (Shen et al., 1999),
Zellen des S1-Segements des (Zhou et al., 2000)
proximalen Tubulus; (Groneberg et al.,
Membran von Lysosomen 2002a)
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Pankreas Kernmembran von vaskuléaren, | (Bockman et al.,
glatten Muskelzellen, 1997)
Schwannschen Zellen und
Lysosomen der askinaren Zellen

Gallengang Apikale Membran der (Knutter et al.,
Cholangiozyten 2002)

Pancreas Lysosomen (Bockman et al.,

1997)

PEPT2 Niere Apikale Membran der epithelialen| (Shen et al., 1999)
Zellen des proximalen Tubulus (S2 (Groneberg et al.,
und S3 Segment) 2002a)

ZNS Membran und Zytoplasma von (Groneberg et al.,
Gliazellen; Astrozyten; epitheliale | 2004b) (Dieck et
Zellen des Choroid-Plexus der al., 1999) (Berger
ependymalen Zellen und der et al., 1999)
Astrozyten; Astroglia (Novotny et al.,

2000)
(Dringen et al.,
1998)

PNS Membran und Zytoplasma von (Groneberg et al.,
Gliazellen 2001a)

Lunge Apikale Membran von bronchialen (Groneberg et al.,
und trachealen epithelialen Zellen] 2002c)

Membran und Zytoplasma von
Pneumozyten Typ Il

Brustdriise| Epitheliale Zellen der Drisen und (Groneberg et al.,

Gange 2002b)

Die Organexpression wurde nachgewiesen mittels RR;P Northern Blot, In-situ

Hybridisierung und Immunohistochemie.
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1.3 Der pulmonale Peptidtransporter PEPT2

1.3.1 Transporterstruktur

PEPT2 gehort zur Familie der protonen-abhéngigeigoPéptid-Transporter (POT), die
zurzeit ~70 klonierte Transporter in einer Vielzabh Organismen umfasst. Alle Proteine der
POT- Familie zeichnen sich durch eine grol3e Anzakgntischer und &hnlicher
Sequenzmotive aus (Graul et al., 1997). Peptidd@mesr sind in der Natur ubiquitéar und
scheinen eine frih in der Evolution entstandene pf&uvon Transmembransystemen
darzustellen. Der humane PEPT2 (hPEPT2) Transpetete auf dem Chromosom 3qg13.3.
— g21 (Ramamoorthy et al., 1995) lokalisiert. Dianisporter variieren in ihrer Grof3e von
450 bis Uber 700 Aminosauren und sind in Prokasmntvesentlich kleiner als in
Eukaryonten. Die cDNA besteht aus einem ca. 2,J8&bgen offenen Leserahmen mit
einem Protein aus ~ 729 Aminosauren. Die Analyse Ateinosduresequenz lasst auf 12

transmembranére Domé&nen schlie3en mit &hnlichekt8trwie bei PEPT1 (Abb. 2).

Katalytische Aktivitat- Histidin Reste (60-62)

luminal
Membran- H87 H14
doméne
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
intrazellular
NH2 _ Ersten 6 TMD und Schleifen _J \__Letzten 3TMD / ~COO"
Domaéane, die die Substrataffinitat beeinflu3t (65) Bislang unbekannte Funktion
\ Ersten 6 TMDs und Schleifen / \ TMD & Schleifen 7-Ey

Domane tragt die meisten phanotypischen Charakteristika (63-65)

Ersten 50A4 AA 60-91 Affinitat zu Zwitterionen-Substraten (64)

Substrat Bindung (66) pH- Abhé&ngigkeit (66)

Abbildung 2: Struktur des PEPT2- Proteins.
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Sowohl das N- als auch das C-terminale Ende liageiZytosol. Die Primarstruktur von
PEPT2 weist eine 50% Identitat zum humanen intalsimH/ Peptid-Kotransporter PEPT1
auf (Liu et al., 1995). Die groldten Unterschiedaseiven den beiden Transporterproteinen
wurden in der gro3en extrazellularen Schleife gaémm die die transmembrandren Doméanen
(TMDs) 9 und 10 miteinander verbindet. Um herauszléh welche genaue Rolle die
Proteindoménen fur die funktionellen Eigenschaftem PEPT2 spielen, wurden Mutagenese-
Studien durchgefuhrt und chiméare Peptidtranspobiestehend aus bestimmten PEPT2
Regionen analysiert. Diese Studien zeigten, ddsdtene Histidin-Reste in der zweiten und
vierten TMD von PEPT?2 fir die Transportaktivitatwendig sind (Brandsch et al., 1997; Fei
et al.,, 1997; Terada et al., 1996). Weitere Studnnchimaren Peptidtransportern zeigten
aulRerdem, dass es insgesamt die ersten 6 TMDsalmeif€n des PEPT2 Proteins sind, die
den Phanotyp hauptsachlich determinieren (Dorirg.etl996; Fei et al., 1998) und dass die
TMD 7 bis 9 fur die Affinitat zu Zwitterionen eingolle spielen. Die ersten 6 TMDs stellen
somit insgesamt die Basis fur die Substratbinduetiesdar, (Terada et al., 2000) wahrend
die zwei identifizierten Regionen des Amino-Endés enhtscheidende Rolle beziglich der
Substrataffinitat spielen (Doring et al., 2002).

1.3.2 Funktionelle Eigenschaften von PEPT?2

Auf molekularer Ebene geschieht der Oligopeptidipamt durch Kopplung an einen
zelleinwarts gerichteten elektrochemischen Protgreghienten (Daniel & Herget, 1997).
Dieser Protonengradient wird durch die Aktivitasded / H* -Antiporters aufrechterhalten
(Temple et al., 1995) (Abb. 3), wobei der 'NaH" - Antiporter mit Hilfe eines Na-

Gradienten einen H-Gradienten aufbaut. Der N&radient wiederum wird primar aktiv
durch die sich an der basolateralen Membran béfinelINd / K™ - ATPase erzeugt. PEPT2

ist also ein tertiar aktiver Transporter.

12



Einleitung

Interstitium Bronchialepithelzelle Bronchiallumen

Aerosol
= \
i)

Peptidomimetika
Prodrugs

Basolaterale Zytoplasma Apikale
Membran Membran

Abbildung 3: Funktion des Peptidtransporters als tertiar akfivansporter.

Die Mechanismen der Substraterkennung, AufnahmeTuadsfer durch PEPT2 sind stark
abhangig vom Membranpotential und dem extrazebulgyH. Das pH — Optimum fur den
PEPT2- abhangigen Transport liegt bei pH 4.5-6.Bbhangigkeit von der Nettoladung des
jeweiligen Substrats (Daniel et al., 2003). Da dimgebung des respiratorischen Epithels
unter normalen Bedingungen einen relativ stabileicht sauren pH von ~ 6.5 besitzt, findet
physiologisch ein optimaler Transport von Peptideit, die bei einem pH von 6.5 ungeladen
vorliegen.

Die Transportrate kann erhéht werden, wenn das Manpotential hyperpolarisiert ist und
ein niedrigerer pH mit einem extrazellularem Ubkuss an Protonen vorliegt, wie es
beispielsweise der Fall bei Asthma bronchiale ist.

Durch die Kopplung des Substrattransports an eatektrochemischen Gradienten kann das
PEPT2-System ebenfalls als ein zellularer Sauréetaat im Lungenepithel angesehen
werden. Aufgrund der Abh&ngigkeit von einem'WN&" -Antiport wird auf der anderen Seite
die Na - Aufnahme in die Zelle erhéht, um die intrazeihdd Homoostase zu gewahrleisten.
Im Verdauungstrakt konnte nachgewiesen werden, diass®\d/H"* -Austauscher NHE3 als
sekundar aktiver Transport in die Prozesse eingguist (Thwaites et al., 2002). Da NHE3
in der Lunge nicht nachgewiesen wurde, konntemegra Transporter wie z.B. NHE1 (Al-
Bazzaz et al., 2001) sein, die die Aufgabe des-NAustausches in den Atemwegs-epithel-
zellen tbernehmen.

Nach Aufnahme von Di- und Tripeptiden in die Epifelen der Atemwege werden diese
schnell durch zellulare zytosolische Peptidasen rdiigiert. Die so entstehenden

Aminosauren konnen dann von den Zellen fur die I83s#¢ spezifischer Mediatoren oder

13
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auch fur den zellularen Stoffwechsel genutzt werdgne weitere Mdglichkeit besteht im

Abtransport durch basolaterale Aminosauretransporte

1.3.3 Substrate

1.3.3.1 Endogene Substrate

Die beiden Peptidtransporter zahlen zu den multiipehen Transportern, da sie ein sehr
breites Substratspektrum aufweisen. Sie transpenti®i- (Daniel, 1993) und Tripeptide
(Tiruppathi et al., 1990a, 1990b, 1991; Tiruppathal., 1990c), aber keine Aminosauren oder
Tetrapeptide. Theoretisch kdnnen alle Di- und Tpipke als Substrate von PEPT1 und
PEPT2 erkannt werden (Abb. 4). Daher kommen von2feproteinogenen (L)-Aminosauren
ausgehend 400 Di- und 8000 Tripeptide in BetraBRtlicksichtigt man dariber hinaus D-
Aminosauren, so steigt die Anzahl auf 57200. UrBerticksichtigung von Fremdstoffen
steigt die Zahl auf ca. 2@otentielle Substrate. Ein weiteres endogenest@ulstellt die

Delta-Aminolavulinsaure dar (Abb. 4).

Dipeptide
R; R,
| |
NH, - C-C-N-C - COOH
| ] | |
H @) H H
Tripeptide
R R, R;

NH, - C-C-N-C-C-N-C - COOH
| [ | | [ | |

H O H H O H H

Delta-Aminolavulinsaure

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

Abbildung _4: Oligopeptide und Delta-Aminolavulinsaure als Sdist des
Peptidtransporters. R=Reste
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1.3.3.2 Exogene Substrate

Neben dem Transport von Oligopeptiden kénnen PERBMA PEPT2 auch zahlreiche
pharmakologisch aktive Substrate transportieren @t dadurch in das Blickfeld

therapeutischer Uberlegungen geriickt (Abb. 5).rimale der groBen Gruppe der Antibiotika
gehdren vor allem die Betalaktame mit Penicillingrd Cephalosporinen zu den von PEPT2
transportierten Substraten, da sie eine tripeptiliéte Struktur besitzen (Quay, 1972)
Ebenso zéhlen Zytostatika (Nakanishi et al., 20Q@&Isen et al., 2003) und antivirale

Verbindungen wie Valacyclovir zu Substraten destidepnsporters.

Mukoviszidose:
Reguléare Expression & Funktion
Bronchialkarzinome ? jedoch quantitativer Kapazitatsverlust

Asthma bronchiale? Pneumonien ?
COPD ? \ /

Expression und
? Regulation ?

Transport

von \

Antiviralen Substanzen/ ’ D-Aminolavulinsaure

Antibiotika Chemotherapeutika
?

Neuen Pharmaka

1

Rationale Drug Design

Abbildung 5: Transport von exogenen Substraten durch PEPT2.
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1.4 Ziele der Arbeit

Der Wissensstand Uber die Expression, Lokalisatiah Funktion von Peptidtransportern in
zahlreichen Organen wie z.B. Darm, Niere und ZNS& nsttlerweile sehr detalilliert.
Demgegeniber ist es erst in der jungeren Vergamifegblungen das Transportersystem,
PEPT2 in der Lunge zu identifizieren (Groneberd)10

Fur ein Verstdndnis der genauen Transportvorgange die Kenntnis Uber die
Histomorphologie unerldsslich. Ein zentrales Andiegdieser Arbeit ist es daher, einen
Beitrag zur Aufschlisselung der Transportvorgamgdear Lunge zu leisten. Es erdffnen sich
damit nicht nur Einblicke in die Steuerungsvorgéuge Zellen, es kdnnen hierdurch auch
Anst6Re bei der Entwicklung neuer therapeutischeséfze gegeben werden.

Aus den oben genannten Gruinden ergibt sich folggrelsetzung:

Morphologische Charakterisierung des pulmonalen Phdotyps Peptidtransportergen-

depletierter Mause.

Dabei sollte insbesondere folgenden Fragen nachgegaverden:

1. Fuhrt die gezielte Ausschaltung eines elektrogeNa@hrstofftransportproteins der
Zellmembran zu einer morphologischen Veranderusg .d@gengewebes?

2. Kann es sich bei Veranderungen wie Entzindung,06éyrEpithelhyperplasie bzw
bislang unbekannten Erscheinungen, um Befunde handie mit der Funktion des

Peptidtransporters in Verbindung stehen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Fur die verschiedenen Versuchsreihen wurden insge$8 Balb/c Mause verwendet (vom
Land Berlin genehmigter Tierversuch). Die Tiere eam unter Standardlaborrichtlinien
gehalten. Die zu untersuchenden und bezlglich eeMadréanderungen bereits beschriebenen
PEPT2-/- Mause stammen von dem Lehrstuhl fir Emédsphysiologie der TU Minchen
(Leiterin: Fr. Prof. Dr. H. Daniel) (Rubio-Aliagat eal., 2003). Sie basieren auf einem
C57BL/6- und 129/Sv-Hintergrund und sind auf 7-18n€rationen ruckgekreuzt (Abb.6).
Die 6 Monate alten Tiere wurden in einer temper&tamntrollierten Umgebung und einem 12

Stunden Tages- und 12 Stunden Nachtzyklus gehalten.

2.1.2 Gewebe fir Genotypisierung und Polymeraseketireaktion (PCR)

Fur die Genotypisierung und die PCR wurden Orgasre sechs Mausen frisch enthommen
und entweder sofort weiterprozessiert oder in ftjesa Stickstoff schockgefroren.

2.1.3 Perfusionsfixierung und GewebeprozessierungifMorphologie

2.1.3.1 Fixierung fir lichtmikroskopische Morphoieg

Vor der transkardialen Perfusion wurden die Tieiie e@mer intramuskularen Injektion von
Ketamin-HCL (50mg/kg (Parke Davis, Freiburg)) undylagin (20 mg/kg (Bayer,

Leverkusen)) vorbehandelt. Der Thorax wurde erdffdéee A. thoracica interna durch das
transversale Einbringen einer Klemme in den Intst&doaum abgeklemmt und das
Mediastinum freigelegt. Nach Er6ffnung des Herzblsutind Injektion von 0,3 ml Heparin
(Hoffmann-La Roche, Grenach-Wyhlen) in den linkeentfikel wurde nachfolgend das
rechte Herzohr zum Druckausgleich geoffnet. UbeemiEinschnitt in den linken Ventrikel

wurde ein mit dem Perfusionssystem verbundenereftofienschlauch unter Sichtkontrolle in
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den aufsteigenden Teil der Aorta eingebracht und diert. Bei einem konstanten
Perfusionsdruck von 1,50 m Wassersdule wurde zuensé Vorspullosung (2,5%
Polyvinylpyrrolidon (Roth, Karlsruhe), 0,9% NacCl,,5% Procainhydrochlorid (Merck,
Darmstadt), 1ml Heparin (Hoffmann-La Roche, Greh2atyhlen), pH 7,4 (Forssmann et al.
1977)) perfundiert. Anschlie3end erfolgte die Finieg mit Paraformaldehyd-Fixierlésung
(4% Paraformaldehyd (T.J. Baker, Deveneter, Niesei®), 1x Phosphat-puffer (PBS (136
mM NaCl, 3 mM KCI, 9 mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4, pH ¥,Das Paraformaldehyd
(T.J.Baker, Deveneter, Niederlande) wurde vor j@&Enfusionsreihe als 4%ige Losung in 1x
PBS frisch angesetzt und auf pH 7,4 eingestellinfer et al., 1990) Nach der Fixierung
wurde 1mal t = 15 min mit 0,1 M PBS perfundierg diungen entnommen und zum Schutz
vor Gefrierartefakten tGber Nacht bei 4°C in einac&arose-PBS Losung (800 mOsm/kg
H20, pH 7,4) immersiert. AnschlieBend wurden die ngen mit dem
Gefrierschutzeinbettungsmedium Tissue Tek (LeiceetAldr) aufgeblaht, auf Rundfilter
(Schleicher und Schnell) aufgebracht und in Stafkgjekihltem Isopentan (Rieder-de haen,
Seelze) schockgefroren und danach bei -80°C aufimewa

2.1.3.2 Fixierung fur ultrastrukturelle Morphologie

Die Fixierung erfolgte wie bereits unter 2.1.3..dl@ieben. Anstelle von Paraformaldehyd
wurde gepuffertes Glutaraldehyd (2,5% Glutaraldelyal 0.1 molarem Phosphatpuffer)

verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Genotypisierung der Pept-2-Knockout Mause

2.2.1.1 Methode nach Chikara Kokubu, GSF

Mit 500u Tail buffer und 0,5 mg/ml Proteinase Kngdan 5 mm Méauseschwanz (frisch oder
bei -20°C aufbewahrt) Gber Nacht bei 65°C untertikaerlichem Schitteln verdaut. Zur
Inaktivierung der Proteinase K muss das Gemisclchdie8end fir t = 10 min bei 95°C
erhitzt werden. Die Haare wurden abzentrifugiertl yaweils 1 pl Uberstand fiir die
Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet. Der edswurde bei -20°C gelagert. Fur
den_Tail bufferwurden verwendet:

* 50 mM KCL

e 10 mM Tris-HCL (pH 8.3)

* 0,1 mg/ml Gelatine
0,45% Nonidet NP-40
0,45% Tween 20

2.2.1.2 PCR zur Amplifizierung eines Fragmentslder -Kassette

Zur Amplifizierung der lacZ-Kassette wurden mauszfische Primerpaare eingesetzt
(Tab.2). Mit diesen Primern erhielt man ein Fragtmesn 400 bp, falls das lacZ-Gen auf

mindestens einem Allel enthalten war.

Tabelle 2: Primer zur Amplifikation einer lacZ-Kassette.

Name Sequenz
lacZ 1 F 5’-cag gat atg tgg cgg at gag-3’
lacZ 1 R 5’-gtt caa cca ccg cac gat ag-3’
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2.2.1.3 PCR zur Amplifizierung eines FragmentsPest2-Gens, das deletiert sein sollte

Zur Amplifizierung eines Fragmentes des PEPT2-Gensden maus-PEPT2-spezifische
Primerpaare eingesetzt (Tab.3). Mit diesen Primaurde bei intaktem PEPT2-Gen ein 600

bp Fragment amplifiziert.

Tabelle 3: Primer zur Amplifikation eines Fragments des PESERS.

Name Sequenz
m2F — 147 5’-cca ctg aaa ctg aca ccc ac-3’
M2g1llB383 5’-gct ctg cac aca agg gaa ac-3’

Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

e 1ul DNA (100 — 200 ng/pul)
e 2,5 ul buffer (Red Taq)

e 0,5uldNTp (Red Taq)

e 1 ul forward primer

o 1 ulreverse primer

1,25 ul Red Taqg (Sigma)
 Hy0ad 25ul = 17,75 pl.

Folgende Temperaturprofile wurden je Zyklus (insges35 Zyklen) verwendet:

1. 94° Cfurt=4min
2. 94° Cfurt=1min
55° C furt=1 min
72° Cfurt=1min
3. 72° Cflrt=10min

Ein Aliquot des Transkriptionsansatzes wurde miffé?y Primer, und Tag-Polymerase
versetzt und mit autoklaviertem Aqua bidest auf ¥olumen von 100ul aufgeftllt. Nach
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einem ersten Denaturierungsschritt bei 95° C fol@88 Zyklen dreier Reaktionsschritte in
einem Thermocycler (Perkin Elmer). Ein Zyklus bbstaus einem Denaturierungsschritt,
einem ,annealing® genannten Anlagerungszeitraum fdire Primer und einem
Amplifikationsschritt, der zur Verlangerung der rRer dient (,amplification®). Nach den
Zyklen wurden die unvollstandig transkribierten RERdukte bei einer Temperatur von
72°C vervollstandigt. Die Lagerung der PCR-Produéttlgte in Losung bei 4° C. Die
Uberprifung der GroRe und Menge des PCR-Produktdolger mittels
Ethidiumbromidfarbung (1%) und Agarosegelelektragise (1%).

2.2.2 Kryostattechnik

Fur die verschiedenen Farbungen wurden in horifemt&chnittfihrung geschnittene
Gefrierschnitte aus Mauselungen (n = 6) zwischet? §m Schnittdicke verwendet. Die
Gewebe wurden vor dem Schneiden ca. 10 min auf ibireen Fettgehalt entsprechende
Temperatur aquilibriert, mit Tissue Tek (Leica) algm Gefrierblock fixiert und dann mit
einem Kryostat (Leica Cm 1900) geschnitten. Die rdtd wurden auf beschichteten
Objekttragern (Super Frost Plus Langenbrinck, Endimgen) aufgenommen. Nach den
verschiedenen histologischen Farbungen wurden iifié eines Fluoreszenzmikroskopes und
einer Imaging Einheit (Leica, Wetzlar) Fotos angajée

2.2.3 [R-Galaktosidase-Expression

Der 3-Galaktosidase-Nachweis wurde auf Gefriersmi(s. Kap. 2.2.2) angewendet. Die
Kryotomschnitte wurden in 0,2% Glutaraldehyd fér 10 min auf Eis postfixiert, dreimal mit
PBS/2mM MgC} behandelt und dann in Detergenzlésung (0,1M Phadpinder pH 7,3,
2mM MgCh, 0,01% Natriumdesoxycholat, 0,02% Nonidet P-40)tfé&c¢ 10 min inkubiert.
Danach schloss sich die Farbung fur 2-3 Stundern3BeiC an (Detergenz-Losung mit 1
mg/ml X-Gal, 5mM Kaliumferricyanid, 5mM Kaliumferoyanid). Anschliel3end wurden die

Schnitte in PBS gewaschen, kurz in,@iespult und eingedeckelt.
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2.2.4 Immunhistochemie

Zur in-situ Lokalisation des Oligopeptidtransporterproteins radeu die Methode der
Immunhistochemie verwendet (Coons, 1958; Coons.,e1265). Es wurden die pulmonalen
Gewebeschnitte der Wildtypmause und Gen-depletidvi@@use (n = 6 Mause) untersucht.
Der in der vorliegenden Arbeit verwendete polyklenAntikbrper gegen PEPT2 aus dem
Labor von Frau Prof. Dr. H. Daniel ist bereits iniHeren Studien eingesetzt und
charakterisiert worden (Doring et al., 1998). Dettikorper wurde gegen das C-terminale
Ende des PEPT2-Transporters generiert. Das sysittéti Polypeptid (Sequenz: W+
CQGNMIKLETKKTKL-COOH) wurde in Kombination mit Freds Adjuvant Kaninchen
subkutan injiziert. Nach Verdinnungsreihen mit dantiseren konnte eine optimale
Verdinnung des PEPT2-Antikorpers von 1:1000 festjeserden.

Als Sekundarantikérper dienten wahlweise Indocayhom (Cy3)-konjugiertes Ziege Anti-
Kaninchen IgG Serum oder Fluoreszein-Isothiocyaffdl C)-konjugiertes Ziege Anti-
Kaninchen IgG Serum (Tab. 4)

Tabelle 4: Sekundéarantikorper.

Antigen Konjugat Wirtsspezies Verdinnung Hersteller
Kaninchen-IgG  Indocarbocyanin Ziege 1:250 Dianova
Hamburg
Kaninchen-IgG  Fluoreszein-  Ziege 1:250 Organon
Isothiocyanat Teknika
Corporation,
Eppelheim

Antikdrperinkubation und Antikérperdetektion:

Die Gefrierschnitte wurden t = 1-2 Stunden bei Rtmmperatur luftgetrocknet und
anschlieBend zum Blocken unspezifischer Proteinimgdstellen mit Blockingmedium fur t =
30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Inkobakammer inkubiert. Als Blocking-

medium diente entweder 5 % Milchpulver (Magermiltlelzena, Uelzen) verdinnt in PBS
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oder 2 % Bovines Serum-Albumin (Roth, Karlsruhe) BBS. Nach Entfernen des
Blockingmediums wurden die Schnitte mit den Prim#kérpern gegen PEPT2, in

ausgetesteter Verdinnung von 1: 1000 in PBS/NaBE&(mit doppelter Salzkonzentration
zur Verringerung der Hintergrundreaktion) (Grub@3Q) verdinnt, Uberschichtet und fur t =
1 - 2 Stunden bei Raumtemperatur in einer feucKmmmer auf einem Schuttler inkubiert.
Anschlieend wurden die Schnitte Uber Nacht bei @° gelagert. Nach der

Primarantikdrperinkubation wurden die Schnitte &t gespilt (3mal t = 8min in PBS)

und mit den Sekundarantikdrpern beschichtet. AlkuBeaarantikbrper dienten wahlweise
Cy3-konjugiertes Ziege Anti-Kaninchen 1gG Serum gva, Hamburg) und FITC-

konjugiertes Ziege Anti-Kaninchen IgG Serum (Diaaptamburg) (Tab 4) Nachdem die
ungebundenen Antikdrper nach t = 1 Stunde Inkubatiorch 3mal t = 5min Waschen in PBS
entfernt worden waren, wurden die Schnitte mit FBerin (pH 8,6) eingedeckelt und
fluoreszenzmikroskopisch analysiert und fotografier

Kontrollen:

Kontrollen auf unspezifischen Bindungen wurden Hueme Praabsorption des polyklonalen
PEPT2-Antiserums (ber Nacht bei 4°C mit korrespertiden PEPT2-Protein

(Konzentration: 20ug Antigen/ml Antiserum) durchgef. Danach erfolgte die weitere
immunhistochemische Bearbeitung wie oben beschrieli&ine Positivkontrolle ohne

Antigenzugabe wurde mitgefiihrt. Als weitere Konolvurde der Primarantikérper unter
Beibehaltung aller anderen Schritte ausgelassersamit unspezifische Bindungen durch die

Sekundarantikdrper nachzuweisen.

2.2.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Gefrierschnitte wurden kurze Zeit in 70% EthHageschwenkt und danach mit Aqua
bidest abgespult. T = 10min wurden sie in Hamalgetaucht, anschlieRend kurz in Aqua
bidest gewaschen und in HCI-Ethanol differenzideich t = 5min in Aqua bidest wurden die
Schnitte t = 3min mit Eosin gefarbt und danach wredit Aqua bidest gewaschen. Nach der
Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreil#4;26%,100%) und in Xylol wurden die

Schnitte mit Eukitt konserviert.

2.2.4 Masson-Goldner-Farbung

Die Gefrierschnitte wurden nach kurzem Eintauchen70% Ethanol eine Minute in

Hamatoxylin getaucht, danach t = 5min inQHgewaschen. T = 15min wurden sie mit
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Ponceau-Fuchsin gefarbt und vor der t = 8min Fagbuit Molybdatoposphorsaure kurz mit
1% Essigsaure abgespult. Fur t = 3min wurden slhacimgrin getaucht, darauf wieder in 1%
Essigsaure und nach der Entwasserung in einereggdaten Alkoholreihe und in Xylol

wurden die Schnitte mit Eukitt konserviert.

2.2.5 PAS-Farbung

Nach kurzem Schwenken in 70% Ethanol wurden dieniB8eht = 20min in Perjodsaure

getaucht und danach mit Aqua dest abgespult. T mirl@vurden sie sowohl in Schiffs-

Reagenz sowie, nach kurzer Spulung mit Wasser, mueldmalaun getaucht. Danach folgte
die Anwendung einer aufsteigenden Alkoholreihe, ¥gfol und Eukitt zur Konservierung.

2.2.6 Ultrastrukturelle Techniken

2.2.6.1 Fixierung und Einbettung

Organstickchen wurden sofort nach Entnahme des dngeyvebes in gepuffertem

Glutaraldehyd (2,5% Glutaraldehyd und 0.1 molardrogphatpuffer) tberfuhrt. Sie wurden

nach der Fixierung fir 3mal t = 10min mit Phosphégr gespult. Die Blockkontrastierung

(Postfixierung) erfolgte in 2 % Osmiumtetroxid Ulher 2 Stunden bei Raumtemperatur und
wenig Licht. Anschliel3end folgte nochmals eine 8pglin Phosphatpuffer und zwar 3mal
t = 10min.

2.2.6.2 Entwasserung und Einbettung

In einer aufsteigenden Alkoholreihe wurde das Genattwassert (50% t = 10min, 2x70% t
= 10min, 2x90% t = 12min, 3x100% t = 10min Ethandljn die Praparate in einen Kunst-
stoff einbetten zu kdnnen, der nicht mit Alkoholsehbar ist, wurde ein Zwischenmedium
(Propylenoxid) gewabhlt, in dem die Praparate fuaRm= 15min verblieben sind. Danach
wurden die Praparate in Gemische aus 2:1, 1:1yat@menanteilen Propylenoxid und Epon
(Epoxyharz) je t = 1 Stunde und zuletzt in rein@®rE (Uber Nacht) gebracht. In speziellen
Kapseln, die mit Epon gefillt sind, wurde das Gesviebi 60° C 48 Stunden polymerisiert.
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2.2.6.3 Herstellung von Semi-und Ultradiinnschnitten

Die in Epon eingebetteten Blécke wurden zunachstngeat, um dann an einem Mikrotom
(RM 2065 Leica, Bensheim) mit Hilfe eines Glassifhls 0,5um dicke Semidinnschnitte
anfertigen zu koénnen. Diese wurden im Wasserbadrepés und auf Objekttrager
aufgetragen. Auf einer Heizplatte wurden die Préjgagestreckt und getrocknet, bevor sie
mit RICHARDSON-Farbe gefarbt wurden. Die Semidummsite geben eine
lichtmikroskopische Vororientierung, um geeignetere#le fur die ultrastrukturelle
Untersuchung im Transmissionselektronenmikroskawéhlen zu konnen. Die 50 bis 80 nm
dicken Ultradinnschnitte wurden mit einem Diamargsee am Ultramikrotom Ultracut S
(Leica, Bensheim) angefertigt und anschlieRendGrids aufgezogen, die mit einer dinnen
Kunststoffmembren (Pioloform) beschichtet sind. Bighnittkontrastierung erfolgte mit 5%
Uranylacetat t = 12min und Bleicitrat nach Rayndlés5min. Die Ultradiinnschnitte wurden
an einem Transmissionselektronenmikroskop vom Tyd HO06 (Zeiss, Oberkochen)

untersucht und die Befunde fotografisch dokumentier
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3 Ergebnisse

3.1 Genotypisierung

Die Genotypisierung fuhrte zu reproduzierbaren Bnigsen, welche sich in der
Gelelektrophorese als Banden darstellte. Sie ebbgalm = 3 Tieren den Genotyp PEPT2 -/-
und bei n = 3 Tieren den Genotyp PEPT2 +/+ (Abb. 6)

e < 400 bp

-/- homozygot: LacZ

WT homozygot

Abbildung 6: Exemplarische Gelelektrophorese zu PEPT2 -/- (TR +/+.

3.2 [3-Galaktosidase-Expression

Mit Hilfe des Genproduktes R-Galaktosidase des Remgens (LacZ) konnte die farblose
Substanz X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-inolyl-3-D-Galade) hydrolysiert werden, was zu
einem Dblauen Indigofarbstoff Produkt (5-bromo-4echt3-hydoxyindole) fiihrte. Die

phanotypische Veranderung (blaue Farbung) beleagesdolgreiche Einschleusen des lacZ-
Gens anstelle des PEPT2-Gens und damit die Gehesteleei allen untersuchten Tieren mit
dem Genotyp PEPT2 -/- (Abb. 7). Bei den Wildtypiemmit dem Genotyp PEPT2 +/+ war

keine Farbereaktion zu erkennen.
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Abbildung 7: - Galaktosidaseexpression bei den Gen-depletiditeren im Bronchial-
epithel.

3.3 Immunhistochemie

3.3.1 Wildtyp-Tiere

Die Anwendung der Immunhistochemie in Tracheal- Bnanchialschnitten fuhrte zu einer
gleichmafigen Anfarbung des respiratorischen Elgithes konnte ein deutliches PEPT2-
Immunsignal in den hochprismatischen, kinoziliegénaden Epithelzellen der grof3en und
kleinen Bronchien sowie Bronchiolen gefunden werd&ich in Typ ll-Pneumozyten zeigte
sich eine PEPT2-Immunreaktivitat. Bei den Mausemh REPT2- Gen-deletion zeigte sich

kein Signal.
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3.4 Histomorphologische Untersuchungen

3.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

3.4.1.1 Wildtyp-Mause

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung wurdea dinzelnen Lungenabschnitte einer
jeden Wildtyp- und Gen-depletierten Maus getrenath spezifischen Kriterien in den
verschiedenen morphologischen Einheiten der Lumgersucht. Dabei wurden Aufnahmen

mit 10facher und 40facher Objektiv-VergroRerungedadgigt.

Im Bereich der Atemwege der Kontrolltiere zeigtehsieine fortlaufende dichotome
Aufzweigung der Bronchien in Bronchioli. In einigeAufnahmen zeigten sich noch
Anschnitte von hyalinem Knorpel, die im Verlauf déerzweigung der Bronchiolen zu
Bronchioli terminalis und Bronchioli respiratoriiiamt mehr darstellbar waren. Aus den
Bronchioli respiratorii gingen die aus Alveolen tadgenden Ductus alveolares hervor. Die
Wand der Bronchioli zeichnete sich durch ein reggites hochprismatisches Epithel aus, in
denen keine Drusen mehr erkennbar waren. Nebenitiemragenden Flimmerepithelzellen
lieRen sich zilienfreie Zellen, die so genanntear&l Zellen erkennen. Sie konnten dariber
hinaus aufgrund ihrer sich apikal befindlichen sélischen Granula identifiziert werden.
Bei den Kontrolltieren liel3en sich keine Unregelig&8iten im Aufbau des Bronchialbaumes

erkennen.

Bei den Ductuli alveolares und den Alveolen konnwnige Auffalligkeiten gefunden

werden. Bei den Alveolarepithelzellen Typ 1 (AZwaren die abgeflachten Zellkerne und
Zellleiber, mit denen sie die Luftraume in den Adlen vom kapillarhaltigen Bindegewebe
abtrennen, regelrecht erkennbar. Die Alveolareptiien Typ 2 (AZ 1), auch Nischenzellen
genannt, lieBen eine typische kubische Gestaltnede Distal der terminalen Bronchiolen
zeigte sich eine Zerstorung der Alveolarsepten \Veitlust der Alveolenstruktur. Es lie3en

sich Emphysemblasen mit kleinen bis mittelgroReregelmafig verteilten Bullae darstellen.
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Abbildungen 8a + b: Bronchioli der Kontrolltiere (HE-Farbung). a) a@he VergréRerung,
b) 40fache Vergrol3erung. Regelrechter Aufbau desnd@nalbaums, Anzeichen von
Emphysembildung.
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Abbildungen 9a + Db: Alveolarepithel der Kontrolltiere (HE-Féarbung). a)Ofache
VergroRerung, b) 40fache VergroRerung. Regelrechmthel, zum Teil mit mittelgradig
grof3en Bullae.
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3.4.1.2 Gen-depletierte Mause

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der HE gefarbténngenpraparate der Gen-
depletierten Mause zeigten keine grundsatzlicheierdohiede zu denen der Kontrolltiere.
Eine regelrechte Gliederung der Atemwege war efi@nnin Abbildung 10a ist ein
guergeschnittener Bronchiolus mit mehrreihigenmentiagendem Zylinderepithel dargestellt.
Die Zellkerne farbten sich stark blauviolett, dagaplasma rosa bis rot und die elastischen
Fasern zart rosa bis gar nicht. Eine Schicht zitkahgeordneter glatter Muskulatur wurde
deutlich sichtbar. Insgesamt erschien die Broncisk@chleimhaut der Knock-out Mause in
den HE-Farbungen etwas verdickt und nicht so gextrdine bei den Kontrolltieren (Abb. 8-
10b).

Die Morphologie der Alveolen liel3 ebenfalls Emphyséasen erkennen. Sie erschienen noch
prominenter in ihrer Auspragung im Vergleich zu ¢@mtrolltieren. Ablagerungen, wie
unter 3.5.1. beschrieben, konnten in den Routibaefégen aufgrund der Prozessierung und

Gewebeherstellung nicht dargestellt werden (Abb. 11
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Abbildungen 10a +b: HE-Farbung von Gen-depletierten murinen Lungergméten. a) und
b) Bronchioli im Querschnitt in 40facher Vergroegu
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T R R

Abbildungen 1la+ b _: HE-Farbung des Alveolarepithels muriner Gen-deégiietr
Lungenpraparate. a) 10fache Vergrol3erung b) 40fdehgrof3erung.
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3.4.2 Masson-Goldner-Farbung

3.4.2.1 Wildtyp-Mause

Mit Hilfe der Masson-Goldner Trichrom-Farbung wurdepriift, ob sich Auffalligkeiten in
der Gruppe der Kollagen- bzw. retikularen Fasenstdden lassen. Bei den Kontrolltieren
konnte eine braunschwarze Farbung der Zellkerne, Rotfarbung des Zytoplasmas und eine
Grunfarbung von Kollagenfasern und Retikularfaseeobachtet werden. Kollagen war
hauptsachlich in den Alveolarsepten und im peribhiglen Bindegewebe erkennbar.
Insgesamt erschien der Anteil nicht mehr als diel3% des Interstitiums, die es

Ublicherweise ausmacht, zu sein (Abb. 12).
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Abbildungen 12 a + b: Masson-Goldner-Farbung der Kontrolltier-Lungenprrape. a)
Bronchiolus 10fache VergroR3erung b) Alveolen 4B&ad/ergréRerung. Es konnten keine
weiteren Besonderheiten dargestellt werden.
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3.4.2.2 Gen-depletierte Mause

Eine interstitielle Faservermehrung, wie sie ziB.Rahmen einer chronischen interstitiellen
Pneumonie vorkommt, konnte mit Hilfe der Massondaer-Farbung nicht nachgewiesen
werden. Ebenso wie bei den Kontrolltieren zeigtd gine Grunfarbung im peribronchialen
Bindegewebe. GrolRenteils war originares alveol&agnchym erkennbar. Im Vergleich zu

den Kontrolltieren lieBen sich keine besonderen falligkeiten erkennen (Abb. 13).
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Abbildungen 13 a + b: Masson-Goldner-Farbung der Gen-depletierten Thgen a)
Bronchiolus 10fache VergroRerung b) Alveolen 40&acWergroRerung. Es zeigte sich
origniares alveolares Parenchym. Zwischen den Advesieht man ein diinnes Bindegewebs-

septum, mit einem Netzwerk aus kollagenen und istdedn Fasern, die sich leicht grin
darstellen.
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3.4.3 PAS-Farbung

3.4.3.1 Wildtyp-Mause

Um einen Einblick in das dynamische Zellgeschehegrethalten, wurde die Perjodsaure-
Schiff-Reaktion durchgefiihrt. Mit Hilfe der histaaischen Farbung kénnen kohlen-
hydrathaltige Komponente wie etwa neutrale Glyktgine, Schleim und Glykogen rot-

violett dargestellt und sichtbar gemacht werdenerdirch hétten sich auch hyaline
Membranen erkennbar machen lassen, die als VorldefeLungenfibrose gelten, da sich die
feinen Proteinmantel PAS-positiv zeigen. DiesedieBich jedoch nicht erkennen (Abb. 14 a
und b). Ebenso wenig konnte eine Vermehrung derh®&eellen, die in den ersten

Abschnitten der Bronchioli noch vereinzelt auftratbeobachtet werden. Distal fehlten sie
vollstéandig, was einem regelrechten Aufbau des &n@ibaumes entspricht. Eine vermehrte
Schleimproduktion war somit nicht erkennbar. Dievegdlarwande und die verschiedenen

Abschnitte der Bronchiolen stellten sich unauftadar.
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Abbildungen 14 a + b:PAS-Farbung der Lungenpraparate der KontrolltiajeBronchiolus
in 10facher VergroRerung b) Alveolen in 40facherrgréf3erung. Es zeigte sich keine
vermehrte Schleim- bzw. Glykoprotein-Vermehrung.
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3.4.3.2 Gen-depletierte- Mause

Die Aufnahmen der murinen Lungenpréparate der (Gmbetierten Mause liel3en keine
Unterschiede zu denen der Kontrolltiere erkennerAbbildung 16 a und b zeigte sich ein
Bronchiolus mit einem hochprismatischen Flimmeltegitohne besondere Auffalligkeiten.
Die Abbildung der Endabschnitte des Bronchialbaudis, Auskunft Gber den Aufbau der
Alveolarwande geben sollte, stellte sich ebenfalbguffallig dar. Im Vergleich zu den
Aufnahmen der Kontrolltiere zeigen sich somit inr dAS-Farbung keine Unterschiede.
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Abbildungen 15 a + b: PAS-Farbung der Gen-depletierten murinen Lunggrgpeie, a)
Bronchiolus in 10facher Vergrol3erung und b) pesiph Lungenabschnitt mit Darstellung
der Alveolen einer Gen-depletierten Maus in 40facWergroRerung. Es konnten keine
Unterschiede zwischen den Kontroll- und Gen-degisn Tieren dargestellt werden.
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3.5 Ultrastrukturelle Untersuchungen

3.5.1 Semidunnschnitte

Die Auswertung der Semidinnschnitte ergab einen rilisk Uber feinstrukturelle
Veranderungen. Auf der Grundlage der begutacht8emidinnschnitte wurden in einem
nachfolgenden Schritt Ultradinnschnitte fir die k&mmenmikroskopische Analyse

angefertigt.

3.5.1.1 Wildtyp-Tiere

Die Bronchioli der Kontrolltiere lieRen in der Régan mehrreihiges, hochprismatisches
Epithel mit zilientragenden und zilienfreien Epittedlen erkennen. Die Bronchioli terminales
wiesen ein einschichtiges iso- bis hochprismatisdf@thel auf. Dagegen zeichneten sich die
Bronchioli respiratorii durch ein einschichtigeskaches Epithel aus (Abb. 16 a und b).

Die zilientragenden Zellen enthielten einen basglenden runden bis kuboiden Zellkern mit
dunkelblau gefarbtem Rand und hellblauem NukleoptasDie Clara-Zellen, die nicht mit
Zilien besetzt waren, zeigten eine mehr langlichglf@m mit luminal keulenférmig
aufgetriebenem Ende. Zahlreiche Granula lieRen sithapikalen Drittel erkennen. Die

Epithelhohe sowie die Dicke der Tunica muscularssi&enen regelrecht.

Das Alveolarepithel lie3 zwei Zelltypen mit regelnger Morphologie erkennen:
Alveolarzellen Typ | (AZ 1) und Alveolarzellen Tyip (AZ 11), die untereinander mit Zonulae
occludentes verbunden waren und einer Basallamifiilagen (Abb. 17 a und b). Eine

genauere Darstellung erfolgte mit Hilfe der Trarssianselektronenmikroskopie.

Die Gefallwande wiesen ebenfalls keine pathologiteichenden Befunde auf. Zwischen
dem GefalRendothel und dem Bronchialepithel lieR d&s bindegewebige Interstitium als ein
schmaler Saum darstellen. Es konnte keine Vermghoder Veranderung des Interstitiums
beobachtet werden.
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Abbildungen 16 a + b: Semidiinn-Schnitte der Lungenpraparate der Kotigml a) und b)
40fache Vergrol3erung: Bronchioli mit regelrechtpitielstruktur.
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Abbildungen 17 a + b:Semidinn- Schnitte der murinen Lungenpraparatedatrolltiere.
a) und b) 40fache VergroRerung: Darstellung vorelreghtem Alveolarepithel.
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3.5.1.2 Gen-depletierte- Mause

Wesentliche morphologische Veranderungen des Lypagenchyms konnten in den

Semidinn-Schnitten der Gen-depletierten Mause lmbbddawerden.

In den Atemwegen fielen dabei extrem grof3e Plaguéfs die im periarteriellen und
peribronchialen Raum lokalisiert waren.

Zunachst wurde Uberprtft, ob sich histomorpholdyikléren lasst, woher die fettdhnlichen
Strukturen kommen. Deswegen wurden Ubersichtsanfeahund dann kleinere Abschnitte
in hdherer VergroRerung fotografiert (Abb. 19a+kd @0a+b).

Zum Teil konnte eine Verteilung der Ablagerunges bin zu den Bronchiolen festgestellt
werden, dabei kam es aber nicht zu einem Durchenirtigs Bronchialepithels. Des Weiteren
war auch keine Beschadigung der Basalmembran di&f3&erkennbar. Es konnten diinne
Membranen beobachtet werden, die die Plaques uassehnl. Dies vermittelte den Eindruck,
dass es sich um gut abgrenzbare, vakuolenahnlich&t@&en handelte. In den Aufnahmen
der Kontrolltiere wurde sichtbar, dass der Raum sethén Gefald und Bronchiolus
normalerweise aus einem schmalen bindegewebigem ®msteht (Abb.16b). Betrachtete
man den Aufbau des Lungengewebes von den GefaBemulden Atemwegen schichtweise,
beginnend auf der luminalen Seite des GefaRRestefalgraufhin regular die Tunica intima,
dann die Tunica media und darauf die Tunica adirantietztere bestand tUberwiegend aus
langs verlaufenden Kollagenfibrillen, zahlreichdaséschen Fasern sowie Fibroblasten und
ging ohne scharfe Grenze in das benachbarte lo&adegewebe tGber. Dem Bindegewebe
folgte weiterhin die Tunica muscularis und dann dignica mucosa des Bronchiolus.
Folgerichtig zeigte sich also eine Verdrangung olgEmannter Strukturen durch das
fettdhnliche Material, da es sich zwischen dem (Eefaen und dem Bronchialepithel
erstreckte (Abb.18 und 19). Ebenso lie3 sich egiehte Komprimierung der Alveolen
erkennen. Die Gefél3e erschienen dilatiert (Abb.ur&8h19a).

An manchen Stellen erschien das Epithel hyperglastiund weiterhin konnte eine
peribronchiolare Bindegewebsvermehrung beobachwtdem (Abb. 20). Es bestand der
Verdacht auf eine Fibrosierung, die ursachlich dig Verbreiterung des peribronchiolaren
Bereichs gewesen sein durfte. Um dies genauer fiderp zu kdnnen, wurden weitere

transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmerefantgt.
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Das Alveolarepithel zeigte wie schon in den liclkrmoskopischen Aufnahmen
Emphysemblasen bei einem ansonsten regelrechtdraduf
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Abbildungen 18 a + b: Semidinn-Schnitte der Gen-depletierten- Mauselungg 10fache
VergroRerung: Bronchiolus mit peribronchialen Aldaghgen, b) 40fache Vergré3erung:
Ablagerungen in starkerer Vergrof3erung mit Ans¢aniton peripheren Nerven.
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Abbildungen 19 a + b:Semidinn-Schnitte der Gen-depletierten- MauselunggriOfache
Vergrol3erung: perivaskulare Ablagerungen b) 40fadegrolRerung: Ablagerungen in
starkerer Vergro3erung.
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Abbildungen 20 a + b: Semidinn-Schnitte der Gen-depletierten- Mauselungg 40fache
VergroRerung: hyperplastisches Epithel mit periblealen Ablagerungen, b) 40fache
VergréRerung: peribronchiolare Bindegewebsvermeiirun
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3.6 Elektronenmikroskopische Morphologie

3.6.1 Wildtyp-Méause

Das Lungenparenchym der Kontrolltiere wies transmarsselekronenmikroskopisch keine
Besonderheiten auf. Im Bereich der Bronchioli wakeme pathologischen Verdnderungen
erkennbar (Abb. 21).

Das in der Regel sehr dinne Interstitium als Gragellder Alveolarsepten wies nur wenige
elastische und retikulare Fasern sowie schmale &@urah Kollagenfibrillen auf. Vereinzelt
waren Fibroblasten anzutreffen, daneben kamen Ndalagen, Fibrozyten, Granulozyten,
Lymphozyten und Mastzellen im Interstitium vor.

In Abb. 22 b konnte ein Querschnitt einer mafigtkamerten Arteriole dargestellt werden.
Der Aufbau des GefalR3es liel3 keine Unregelmalligkegekennen. Es waren ebenso
unauffallige pulmonale Nerven sichtbar (Abb. 235 Eel3 sich dabei erkennen, dass die
Nervenfasern infolge ihres gewellten Verlaufs irrsebiedenen Richtungen angeschnitten
wurden. Ein schmaler Schrumpfraum war erkennbar,sddh zwischen dem faserreichen

Bindegewebe und der Perineuralscheide der Nerviamdbe
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Abbildungen 21 a + b: Elektronenmikroskopische Abbildung der Lungenprage der
Kontrolltiere. a) 1413fache VergroRerung und b)&abhe VergréRerung: Bronchioli.

51



Ergebnisse

Abbildungen 22 a + b : Elektronenmikroskopische Abbildung der Lungenprafea der
Kontrolltiere. a) 2784fache und b) 1293fache Veffgniing: regelrechtes Alveolarepithel.
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Abbildungen 23: Elektronenmikroskopische Abbildung eines Kontretliraparates.
Darstellung eines pulmonalen peripheren Nerver@4fache Vergrof3erung.
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3.6.2 Gen-depletierte-Mause

Bei der transmissionselektronenmikroskopischen tdotdung bestétigten sich die aus den
Semidinn-Schnitten gewonnen Ergebnisse bezuglish.degenparenchyms. Die Bronchioli
zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren einectde Hyperplasie mit einem unruhigen
Zellbild (Abb. 24a und b). Noch deutlicher wurdehdbar, dass die Ablagerungen von einer
zellmembranahnlichen Struktur umschlossen wurdehdamit an die Bronchialschleimhaut
angrenzten, nicht jedoch infiltrativ-tumorés in @mdrangen (Abb. 25a und 26). Einzelne
Gefalde stellten sich dilatiert dar.

Eine eindeutige Schichtung der Flimmer- und Cldleme liel3 sich nicht erkennen.
Insbesondere die Muskulatur erschien hypertrophiert

Im Bereich der Alveolen zeigten sich neben den Kaen, Typ | und Typ Il Pneumozyten
auch Leukozyten. Es gab jedoch keine eindeutigengkrung.

Im Alveolarlumen konnten ultrastrukturell Makroplemg verifiziert werden, deren
Zytoplasma zahlreiche Sekundarlysosomen und Vakuelghielt und deren Oberflache
durch Pseudopodien unruhig gestaltet war (Abb.)25 b

Um die Morphologie der vegetativen Nerven verglerttzu kénnen, wurde auch bei den
Gen-depletierten Mausen Nervenfasern analysiegt,siih in direkter Nachbarschaft eines
Bronchiolus befanden. Es konnten keine Unterschimadeden Kontrolltieren festgestellt

werden.

Bei den Gen-depletierten Mausen gelang es ebemfa8innenstruktur einiger Kinozilien

im Querschnitt darzustellen. Es lieRen sich zweregete, zentrale Mikrotubuli und neun
periphere Mikrotubuluspaare (=Doubletten), die ongtantem Abstand voneinander kreis-
formig angeordnet waren, erkennen. Diese ,9+2" gate Strukturanordnung stellte sich

somit ordnungsgemars dar.
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Abbildungen 24 a+tb: Elektronenmikroskopische Abbildungen von Gen-digten
Lungenpraparaten. a) und b) 2156fache VergroRer@ngnchialepithel mit unruhigem
Zellbild.
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Abbildungen 25a + b Elektronenmikroskopische Abbildungen von Gen-diéeiten
Lungenpraparaten. a) 1000fache VergréRerung: Allagen mit zellmembranéhnlicher

Struktur an Bronchialepithel anlagernd und b) 136B& Vergrol3erung: Ablagerungen mit
zellmembranéhnlicher Struktur.
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Abbildung  26:  Elektronenmikroskopische  Abbildungen von  Gen-db@giten
Lungenpraparaten. 4646fache VergroRerung: Makraphagt Vakuolen und Pseudopodien.

Abbildung  27:  Elektronenmikroskopische  Abbildungen von  Gen-depitn
Lungenpraparaten. 77500fache VergroRBerung: Kireziliim Querschnitt. ,9+2“
Strukturanordnung der Mikrotubuli.
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

In der Mortalitatsstatistik stehen Lungenerkraniemgnit 10% an dritter Stelle. Sie machen
ebenfalls 15% aller berufsbedingten Erkrankunges. ddariiber hinaus sind 40% aller
Todesfélle auf Intensivstationen pulmonaler Genasgl als Todesursache infektibser
Krankheiten fihren weltweit Pneumonien (Seeger9).99

DarUber hinaus werden nach Angaben der Deutschesell€shaft fir Pneumologie und
Beatmungsmedizin e.V. pneumologische Volkskrankineitvie Asthma bronchiale und
chronisch obstruktive Bronchitis in den nachstenJairen um etwa 25% zunehmen, die
bdsartigen Erkrankungen der Lunge um etwa 30% (Rokgie, 2000). Internationalen
Berechnungen zufolge wird die chronische obstrekfBronchitis bis zum Jahr 2020 vom
momentan vierten auf den dritten Rang der Todesheswstatistik vorriicken, der
Lungenkrebs vom zehnten auf den flinften.

In Deutschland wird die Zahl der Krankenhaustagdégrand von pneumologischen
Krankheiten ebenfalls bis zum Jahr 2010 um ca. 2A%ehmen, bei den bdsartigen
Neubildungen der Atmungsorgane um Uber 30% (Pneagregl2000).

Diese Tatsachen unterstreichen die soziobkonomiBgueutung von Lungenerkrankungen
und erklaren das Interesse an neuen Optionen belzi@jhgnostik und Therapie.

Bei der Behandlung von Pneumonien, die beispielssvauch bei der Mukoviszidose eine der
Hauptursachen von Mortalitéat und Morbiditat daidste(Rosenstein et al., 1995), konnte eine
hohere lokale Konzentration von Antibiotika durcér@solische Gabe eine entscheidende
Verbesserung der Eradikation von Erregern bewirken.

Aufnahmestudien konnten bereits zeigen, dass damikatransporter PEPT2 verschiedene
endogene sowie auch exogene Substrate transpodaétinter auch Peptidomimetika wie
z.B. R-Lactam-Antibiotika (Ganapathy et al., 199&us Sicht von Pharmakologen sowie
Pharmazeuten konnte die Entwicklung von neuen &nobeh, die spezifisch von PEPT2
transportiert werden, Hoffnung fur effizientere umdht- invasive Therapien wecken.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die pulnlenaRolle des hochaffinen
Peptidtransporters PEPT2 auf tierexperimentellerengb durch PEPT2-Gen-depletierte
Mausstamme untersucht werden. Dadurch sollte efnadkage zum Verstandnis molekularer

Peptid- und Pharmakatransportvorgdnge unter ploggidhen Bedingungen geschaffen
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werden, die fur die Entwicklung neuer Peptidomikeetim Rational Drug Design von

entscheidender Bedeutung sein kdnnte.

4.1.1 Pulmonaler Peptidmetabolismus

Der hohe Bedarf an Nahrsubstanzen in der Lunge wirer ein ausgepragtes Netz an
Transportsytemen gedeckt. Bereits seit Uber 20edakwird die Existenz verschiedener
Aminosaure-Transporter postuliert. Neben der BExpoes des Natrium-Aminosaure-
Kotransporter (Brown et al., 1985), des Taurin Sporter TAUT (Liu et al., 1992) und des
Glyzin-Transporters (Borowsky et al., 1993) konntamer anderem Systeme fiir Cystein
(Knickelbein et al., 1997) und Glutamin (Hautamakial., 1992) in der Lunge gefunden
werden. Allerdings entstehen bei dem Abbau vonilk&dnt der zellularen Matrix oder von
Surfactant-, Mukus- oder mikrobiellen Proteinenhhiour singulare Aminosauren, sondern
auch Oligo- und Polypeptide. Dies ist auf die usthredlichen Peptidbindungs-Schnittstellen
der Endo- und Ektopeptidasen zuriickzufuhren.

Vergegenwartigt man sich den Transport von Stidiggtoppen wie singuldre Aminoséauren,
Oligopeptide und Proteine, so wurde erst 1968 btric dass Aminoséuren schneller
absorbiert werden, wenn sie statt in Form freieridosauren als Peptide vorliegen (Craft et
al., 1968). Dies machte man sich unter anderenktieankungen wie der Hartnup-Krankheit
zu Nutze, bei der ein Defekt des Aminosauretranispstems vorliegt und die Patienten eine
normale Absorption nur dann erreichen, wenn sieAdignosauren in Form von Dipeptiden
verabreicht bekommen (Tarlow et al., 1970).

1972 konnten Addison et al (Addison et al., 19#8jmeals die Anreicherung eines Dipeptids
in den Epithelzellen des Darmes nachweisen. Im Rahder Entdeckung des intestinalen
Peptidtransporters PEPT1 (Fei et al., 1994) undaetaalen Isoform PEPT2 (Boll et al., 1996)
gelang im Jahre 1999 erstmals der Nachweis de®@@gidtransporters (Maier et al., 2002)
auf molekularer und funktioneller Ebene auch in denge, in Pneumozyten Typ I,
Endothelzellen kleiner GefalRe sowie in Bronchidlegrzellen (Groneberg et al., 1999).
Generell wird eine Bedeutung von PEPT2 in der Aalfterhaltung der Lungenhoméostase
vermutet (Groneberg et al., 2004a; Meredith etl&95). So ist bekannt, dass Aminosauren
und Peptide aus dem standigen Abbau von Oberflgcbeinen in signifikanten Mengen in
der Alveolarflissigkeit vorkommen und abtranspottigerden missen. Die Aufnahme von
Aminosauren und Peptiden aus dem Alveolarraum dergé ist u. a. wichtig fur die
Aufrechterhaltung eines osmotischen Gradienten,beéeriner Akkumulation von Peptiden

erhoht werden und zu einem erschwerten Gasaustdiibcbn kann. Ebenso wird die
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Viskositat der Flussigkeit des Alveolarraumes dulels Gleichgewicht der Peptide reguliert
und auch das Wachstum von Mikroorganismen ist tacireidendem Mal3e von dem Angebot
an Peptiden abhéngig und wirde daher bei fehlenddtnansport beginstigt werden
(Helliwell et al 1994). Mit Hilfe von PEPT2-vermgtitem Transport kann aul3erdem eine
Vielzahl von Stickstoffgruppen in den intrazelldérStickstoffpool gelangen.

Allerdings ist die Funktion von PEPT2 in der Lungsher noch nicht ausreichend erforscht,
wobei zuerst seine Rolle bei der Erhaltung der puiaten Homoéostase geklart werden sollte.
Zur Charakterisierung dieser Rolle wurden in diesdeit PEPT2-Gen-depletierte Mause auf
Veranderungen im Atemtrakt unter physiologischemiBgungen untersucht. Dazu wurden
lichtmikroskopische  strukturelle und  elektronenrodgdopische  ultrastrukturelle
Untersuchungen durchgefuhrt, die deutliche Veranagen bei den Gen-depletierten Mausen

im Vergleich zu den Wildtyptieren zeigten.

4.2 Diskussion der Methodik

Zur Klarung der offenen Fragen hinsichtlich der fiblpogischen, aber auch klinisch-
therapeutischen Bedeutung des PeptidtransportpsotePEPT2 wurde durch die
Kooperationspartnerin Frau Professor Dr. Danie¢ éifauslinie generiert, in der das PEPT2-
Gen gezielt inaktiviert wurde (Rubio-Aliaga et 2003).

R-Galaktosidase-Nachweis

Die Gendeletion wurde Uber die Reverse Transkmptidolymerase- Kettenreaktion (RT-
PCR) uUberprift, und es konnte keine mRNA von PERTallen -/- Tieren nachgewiesen
werden. Dies bestatigte die Validitat der Gen-diqhe

Es war damit gelungen, ein elektrogenes Nahrsawf$portprotein der Zellmembran gezielt
auszuschalten. PEPT2-Gen-depletierte Mause wurdesberiiglich 2003 erstmals
beschrieben (Rubio-Aliaga et al., 2003; Shen ¢t24l03), aber bislang noch nicht auf die
Atemwegsmorphologie und Histopathologie untersusiat, dass die in der vorliegenden
Arbeit durchgefuhrte Charakterisierung des pulmemaPhanotyps Peptidtransportergen-

depletierter Mause die erste Analyse dieser Art is

Mittels einer lacZ-Darstellung konnte ebenfalls tachweis erbracht werden, dass die -/-
Mause kein PEPT2 Gen mehr enthalten.
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Das lacZ-Gen ist urspringlich ein Gen des BaktesiuB coli, welches fir eine
funktionsfahige R-Glaktosidase exprimiert kodiddieses Enzym spaltet natirlicherweise
Laktose, aber auch das synthetische Substrat 5-Brohor-4-indolyl-3-D-galktosid (X-
Gal), was zur Entstehung eines blauen Indigofaftssttithrt. Durch Einfliigen des R3-
Galaktosidase-Gens in die kodierende Region degnrefsxons wurde das PEPT2 Gen
markiert. In der vorliegenden Arbeit konnte somitrch die Hydrolyse von X-Gal bestatigt
werden, an welchen Stellen PEPT2 in Wildtyp-Tieexprimiert wird. Die Validitat der
Methode und damit die erfolgreiche Gen-depletiorrden durch die Korrelation mit den

Immunhistochemie-Ergebnissen und der R-GalaktosiGas-Aktivitat demonstriert.

Immunhistochemie

Seit den 1980er Jahren wird die klassische Hisieldgrch die Immunhistochemie erganzt.
Durch die Sichtbarmachung einer Antigen-AntikorBaaktion mittels einer

Chromogenentwicklung am Ort des Antigens konnteisem Verfahren etabliert werden,
dass das Vorhandensein von spezifischen Proteiaeweist. Dieses Verfahren konnte in
der vorliegenden Arbeit das Fehlen von PeptidtrarispAntigen in Gen-depletierten
Mausen dokumentieren. Der dabei verwendete Anté&ompurde 1998 von Doring et al.
beschrieben und in verschiedenen Arbeiten verweiteing et al., 1998; Groneberg, 2003).
Er richtet sich gegen das carboxyterminale Ende Tessporterproteins und lokalisiert
PEPT2 in Typ Il Pneumozyten, Bronchial- und Tradbgishelzellen der Wildtyp-Tiere. Die

fehlende Immunreaktion bei den Gen-depletiertenehidbestétigte die molekularbiologisch

durch Genotypisierung und lacZ- Farbung gewonndénessagen.

Lichtmikroskopische und elektronenmikroskopischerpdhmlogie

Da es in dieser Arbeit um die CharakterisierungMerphologie des Lungengewebes ging,
wurden histomorphologische Untersuchungen durclngefi

Schon um 1600 wurde von Hans und Zacharias Jarmseidolland das erste Mikroskop
entwickelt. Um Zellen genauer erfassen zu kénnelang erstmals Anton van Leeuwenhoek
die Entwicklung einer Linse mit bis zu 270fachenr®éRerung. Ebenso die Einflihrung von
Fixierungs- und Farbemethoden in die MikrobioloBmede des 19. Jahrhunderts verhalfen zu
weiteren Einblicken in die Gewebshistologie.

Aus einer grof3en Anzahl an verschiedenen histatbgis Farbemethoden, die im Laufe der

letzten 120 Jahre entwickelt wurden, wurden in \emtiegenden Arbeit die Hamatoxylin-
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Eosin (HE)-, die Perjod-Schiff-Saure (PAS) - unde dlasson-Goldner-Farbung (MG)
ausgewahlt.

Mit Hilfe der HE-Farbung, einer routinemaRig durefighrten Ubersichtsfarbung konnten in
den Gen-depletierten Tieren Anzeichen von Bronblgadrtrophie, hypertrophierter
Muskulatur, Emphysemblasen und Gefal3dilatationesfdedjt werden.

Eine Masson-Goldner-Farbung der Mauselungen wurgehdefuhrt, um eine eventuelle
Fibrose besser sichtbar machen zu kénnen. Es kkaime Fibrose nachgewiesen werden.
Die PAS-Farbung sollte weitere Hinweise geben, slsieh bei Ablagerungen um Mukus-
oder glykogenhaltige Substanzen handelt. Hyalinenbtanen als Vorlaufer von Fibrose
hatten ebenfalls dargestellt werden kbnnen. Dafjateen sich keine Anzeichen.

Jedoch wird auch in der vorliegenden Arbeit dehtlicdass ein noch hoherer
VergroRerungsbereich von bis zu 0,3nm Veranderuzgeagen kann, die im Lichtmikroskop
unentdeckt bleiben. Dies wurde zum ersten Mal 2@81M. Knoll und E. Ruska erreicht, die
Elektronenstrahlen zur Auflosung von Strukturen wesrdeten. Mit Hilfe des
Transmissionselektronenmikroskops (TEM) kann eind@sung von 0,1nm erreicht werden
und auch die plastische Auflosung ist der des bmntkrioskops tberlegen. Die Kontrastierung
der biologischen Proben wurde in der vorliegendebeA mit Osmiumsaure durchgefuhrt.
Eine Methode, die 1934 von Ladislaus Marton zurntearMal publiziert wurde.

Die Elektronenmikroskopie verhalf in der Vergangeihlzu weitreichenden Erkenntnissen,
unter anderem konnte die bereits 1911 postulieheoiie des Atommodells durch Ernest
Rutherford durch die Betrachtung von atomaren @trek mit Hilfe des TEM anerkannt
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Semidinnschrsttgvie Ultradlinnschnitte ausgewertet,
die sich als besonders aussagekraftig erwiesernn danen zum ersten Mal peribronchial
abgelagertes fettédhnliches Material identifiziegrden konnte. Diese oder ahnliche Arten von
Ablagerungen in der Lunge wurden bislang noch nichler Literatur beschrieben.

Die Nachteile der Elektronenmikroskopie liegen @&n dufwéndigen Vorbereitung der Proben,
welche zu Artefakten fiihren kdnnen. Das Probennahtetird von Elektronen durchstrahlt
und muss daher eine Dicke von ca. 50-80nm haberaflilinnschnitt). Der Elektronenstrahl
kann zu einer Schadigung des zu untersuchendenridatéiihren, beispielsweise durch
Erwarmung oder Wegstol3en ganzer Atome nach Kallisiag den schnellen Elektronen, aber
auch durch Einschuss von Fremdatomen aus dem Vakudm Probe. In der vorliegenden
Arbeit wurden keine wesentlichen Artefakte beobeiigo dass die Auswertung der Befunde

nicht beeintrachtig war.

62



Diskussion

4.3 Biologische Bedeutung der Befunde

Der entscheidende Befund dieser Arbeit liegt in denittels Semi- und
Ultraduinnschnitttechnik sichtbar gemachten peribintaden Ablagerungen. Bislang wurden
ahnlich gefarbte Substanzen bei Krankheiten wieidmggalie (D'Andrea et al., 1997) oder
Neuroblastom (Vuia et al., 1975) beschrieben usdoamiophil benannt, jedoch noch nie in
groBem Umfang im Lungengewebe von Tieren oder Muerscvorgefunden. Die
Ablagerungen, die in den Gen-depletierten Mausdangen wurden, haben eine &ahnliche
Morphologie, koénnen jedoch nicht als osmiophil Imesben werden, da ihre
Elektronendichte nicht hoch genug ist. Dies sprigbht gegen die Hypothese, dass es sich
um fettdhnliches Material handelt, da die Osmiunad®ien von der Menge an
Doppelbindungen, welche die Fettsaure enthalt, ragibast. Es wirde sich in diesem Fall
also eher um eine Fettverbindung mit mehr geséttigtettsduren oder eine Mischung mit
Proteinen handeln. Weitere massenspektrometristheéie® mussen hier folgen, um die
Komposition der Ablagerungen genauer biochemisehadtterisieren zu kénnen. Denn auch
bei enzymopathischen Lungenspeicherkrankheiten, didurch intermediare
Zellstoffwechselstorungen und konsekutiver Anhégfwon Metaboliten entstanden sind,
finden sich Retentionen im Interstitium (Langerakf 2004; Letterer, 1956). Beispiele hierfur
waren Erkrankungen wie die Glykogenosen oder Splipgydosen. Interessanterweise bleibt
die Lungenspeicherung in diesen Fallen oft Kliniscibemerkt oder tritt zumindest in der
gesamten Symptomatik nicht in den Vordergrund, iwag&inklang steht, mit den bisherigen
Charakterisierungen von PEPT2 -/- Mausen, bei dememindest phanotypisch keine
offensichtlich makroskopisch oder histologisch #einen Pathologien nachgewiesen werden
konnten (Shen et al., 2003). Differenzieren kanm mig#se Gruppe der Enzymopathien nur
durch die Bestimmung der gespeicherten Metaboliten.

Aber auch die Art u. Weise der Ablagerungen kon@eentierung fir die Einordnung der
Krankheit geben. Z.B. lagern sich Cerebroside dttarstischerweise tubular ab, bei der
Tay-Sachs-Erkrankung sind es leere Vacuolen, digeim Speicherzellen gefunden werden.
Ahnlich der Tay-Sachs-Erkrankung erscheinen dieagétungen auch bei den -/- Mausen in
der vorliegenden Arbeit tropfen- oder vacuolenartig

AulRerdem muss die Lokalisation im Detail begutachterden, da hieraus pathogenetische
Schliisse gezogen werden kdnnen.

In einer Arbeit von W. Giese wurde die pathologeschAnatomie von Thesauropathien
diskutiert. Dabei handelt es sich um Speicherkraitgh infolge von Retention und

Deposition verschiedener Substanzen, infolge d&eméden an Zellen oder Geweben
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eintreten. Seiner Aussage nach gibt es kein andergan, in dem eine ,zeitweilige oder
dauernde Deposition von Substanzen verschiedefstend Herkunft so regelméRig und in
so grofder Menge nachgewiesen werden kann“ wie diegé. Allgemein kann man die
Speicherstoffe einteilen in ihre Deposition a) invéolarraum, b) im Interstitium und c) in
den Lymphknoten. Die Ablagerungen kénnen frei invedllarraum vorliegen (zum Beispiel
bei der Alveolarproteinose), in zellulare Form dursufnahme von Alveolarmakrophagen
bzw. Speicherzellen (z.B. bei Lipoidpneumonien) rodebunden an Faserstrukturen im
Interstitium (z.B. bei der Calcinose). Die Infiltian in das Interstitium durch zellulare
Depositionen ist typisch fur generalisierte Speiahgskrankheiten, wie der Gangliosidose.
Hingegen kommt die lymphonoduldre Speicherung fastr bei Staubkrankheiten,
insbesondere der Anthrakose vor.

In der vorliegenden Arbeit konnten die Ablagerungeeribronchial und perivaskular
gefunden werden. Dies entspricht dem Verlauf vomplggefalR3en, so dass die Lokalisation
fur eine Aufnahme des Retentionsmaterials in dimplgbahnen sprechen wirde. Die stark
entwickelten Lymphbahnen sorgen fur die Drainage ldéerstitiums und des besonders fur
Odeme anfalligen Alveolarraumes, zudem haben sie wichtige Reinigungsfunktion von
partikularen und l6slichen Schadstoffen. In entzichén Atemwegen kommt es zudem zu
einer Proliferation von Lymphgefal3en und zu eingatBtion von Blutgefal3en (Baluk et al.,
2005). Die deutlich sichtbaren Membranen und Zefike die durch das Material als flache
Scheibe an den Rand gedriickt wurden, lassen annehiss es sich um ein
intrazytoplasmatisches Geschehen handelt. Dabeint&éres sich zum Beispiel um
Makrophagen handeln, die auch im Interstitium algind und hier fur die Phagozytose
organischer und anorganischer Partikel zustandu si

Obwohl die Blut- und LymphgefaRe in den Aufnahmear dorliegenden Arbeit dilatiert
erschienen und eine Bronchialmuskelhypertrophi¢agomwelches fir eine Entziindung der
Atemwege sprechen wuirde, konnten keine Entzindefigazin den lichtmikroskopischen
Aufnahmen gefunden werden. In diesem Zusammenh@mgté der Transport von n-Formyl-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanine (fMLP) durch den Mdpansporter eine Rolle spielen.
fMLP ist ein von Bakterien gebildetes Peptid, wekhauf neutrophile Granulozyten
chemotaktisch wirkt und zur Bildung von Arachidomsginetaboliten sowie zu
Sauerstoffradikalen fuhrt. Merlin et al. konnteges, dass PEPT1 fMLP aktiv transportiert
und bei Inhibition zu einer 50% Reduktion von tegmthelialer Migration neutrophiler
Granulozyten fuhrt (Buyse et al., 2002; Merlin &t 4998). Es konnte also sein, dass die
aufgrund PEPT2-Gen-depletion geringere chemotdidistirkung und die damit verbundene
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geringere Einwanderung von Granulozyten zu eineringerten entzindlichen Reaktion
gefuhrt hat.

Eine Theorie, dass PEPT2 moglicherweise Schutz- Sngberungsfunktion besitzt, wurde
von Shen et al. postuliert (Shen et al., 2003; dleers 2004). Im zentralen Nervensystem
wird PEPT2 in Astrozyten, subependymalen und epmadgn sowie epithelialen Zellen des
Choroidplexus exprimiert (Groneberg et al., 200M#glicherweise tragt PEPT2 hier zur
Reabsorption von Peptiden aus dem Liquor bei. Bimaliche Hypothese wurde Uber die
Funktion von PEPT2 in der laktierenden Mama auggkgiGroneberg et al., 2002b). PEPT2
soll dabei zur Wiederaufnahme von kleinen Peptid#a, sich durch die Hydrolyse von
Milchproteinen angesammelt haben, beitragen. Gteitly konnte dies bedeuten, dass eine
spezifische Blockade von PEPT2, eine verbesseraigpion von Arzneimitteln in das
Zentrale Nervensystem zur Folge héatte (Shen et28l03). Ebenso kann es aber auch
bedeuten, dass eine Anreicherung von Abbauproduklienmdglicherweise bei den Gen-
depletierten Tieren durch Makrophagen abtransportieurden, zu den fulminanten
Ablagerungen gefuhrt hat, die in der vorliegendebeft beobachtet wurde.

4.3.1 Endogene Substrate fur PEPT2

PEPT2 wurde urspriinglich als Transportsystem fligdpeptide (Di- und Tripeptide)
identifiziert. In Anbetracht der Tatsache, das@%proteinogene L-alpha-Aminosauren gibt,
ergeben sich 400 verschiedene Di- und bis zu 808Gchiedene Tripeptide, die ein
Molekulargewicht zwischen 96.2 D (Di-Glycine) bia 522.6 D (Tri-Tryptophan) besitzen
und die durch PEPT2 transportiert werden kénnemar(@sch et al., 2004). Da aul3erdem
Oligopeptide mit einer D-enantiomeren Aminosdure Nrterminalen Ende eine hohe
Affinitat und Transportrate aufweisen kdnnen, igt dnzahl moéglicher PEPT2-Substrate
sogar noch erheblich grél3er. Es ist also naheragdass ein fehlender Transport dieser
endogenen Substrate zur Akkumulation fihren karthkamsekutiv zu Ablagerungen, wie in
der vorliegenden Arbeit beobachtet. Allerdings misatzlich von Interesse, welche
Auswirkungen die Inaktivierung von PEPT2 auf diégnponale Homdostase hat in Bezug auf
die intrinsischen Funktionen der zu transportieegnBeptide.

Denn PEPT2 spielt diesbeztglich auch eine RollenbBiansport membranstabilisierender
Substanzen. Der Nachweis des Carnosin-TransporfBrachealepithel durch Yamashita et
al. 1998 unterstitzt diese Hypothese (Yamashita.efl998). Carnosin ist ein Antioxidanz,

wirkt proliferationsférdernd auf Lungenfibroblastand nach Beobachtungen von McFarland
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et al. (McFarland et al., 1994) verzdgert es deterdhgsprozess von fetalen Lungenzellen.
Durch die hohe Sauerstoffexposition des respistben Epithels tradgt Carnosin somit zur
Regeneration und Stabilisation des Epithels mit(Berel'man et al., 1989b; Perel'man et al.,
1989a). Bislang konnte die Aufnahme von Carnosier REPT2 im Choroidplexus des ZNS
nachgewiesen werden. Diese Studie zeigte, dassPtiPta. 90% des Carnosin-Transportes
zustandig ist (Teuscher, 2004). Dadurch dass Tmdumozyten und Bronchialepithelzellen
PEPT2 exprimieren, kann Carnosin auf diesem Weggktdaus dem extrazellularen Raum
aufgenommen werden und bei der Zellregenerationd ®@moliferation dieser Zellen
mitwirken. Die hier beobachtete Gewebspathologianké diesbeziglich auch mit einer
fehlenden Regenerationsfahigkeit im Zusammenhaatgest

Cystein wird ebenfalls von PEPT2 transportiert usidein wesentlicher Bestandteil und
limitierender Faktor des Glutathionstoffwechsela Blutathion ein hoher Stellenwert im
pulmonalen Antioxidationssystem beigemessen wiethnkCystein als PEPT2-Substrat mit
Bedeutung fir die Lungenhomoostaste gesehen wéRlemvn et al., 1992; Deneke et al.,
1989).

Die Inaktivierung dieses Transportes und der dararbundene Eingriff in das zellulare
antioxidative Abwehrsystem koénnte zu den emphyséseat Verdnderungen in den
vorliegenden Abbildungen geftihrt haben. Ein ahrlididechanismus wie bei der Erkrankung
des Alpha 1-Proteaseinhibitor-Mangels kénnte degrunde liegen.

Da PEPT2 auch glutamin- und alaninhaltige Di- umighdptide aufnimmt, kénnte ihm auch
eine Rolle in der Aufrechterhaltung der Homéostdss Blutglutamins und Blutalanins
zugewiesen werden. Plumely et al. postulierte, ddes Lungen-Glutamin-Metabolismus
einen ebenso groRen Beitrag zum Glutaminhaushadfertj wie die gesamte
Skelettmuskelmasse (Plumley et al., 1990a; Pluiey., 1990b).
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4.3.2 Exogene Substrate

Die breite Substratspezifitat riickt den Transpoateer auch in das Blickfeld therapeutischer
Uberlegungen, denn neben den physiologischen Smdstrwerden auch verschiedene
pharmakologisch aktive Peptidomimetika aufgrundedeyeptidahnlicher Struktur erkannt.
Bereits vor 4000 Jahren wurden inhalative Pharmaka Behandlung respiratorischer
Erkrankungen verwendet, z.B. in Form von Atropddaleinna Blattern, die geraucht wurden,
um Husten zu unterdriicken. Auch heil3e Dampfe unedrivi@sser-Inhalationen waren blich,
um Atemwegsobstruktionen zu erleichtern. Wahrendimigustriellen Revolution gab es so
genannte Asthma-Zigaretten, die Stramoniumextrakie der Pflanze Datura stramonium
(Weilter Stechapfel) enthielten. Bis zur ersten tdaldes letzten Jahrhunderts kann die
Geschichte der modernen aerosolischen Pharmakakxeriolgt werden (Cushing et al.,
1965). Durch Miller und Bates (Bates et al., 196jler, 1973) wurden verschiedene
topische und systemische Aerosole propagiert, reanhsich eine sehr gute Perspektive fur
die aerosolische Administration abzeichnete.

Obwohl die orale und intraventse Verabreichung Wedikamenten derzeit in der
Behandlung von systemischen Erkrankungen den nmestthien Alltag beherrschen, wachst
doch das Interesse an neueren inhalativen Anwemdurigabei kann der in dieser Arbeit
untersuchte Pharmakatransporter PEPT2 eine Bedgutspielen, wenn man die
Substratspezifitat berticksichtigt. Bereits eine Ix88l von Substanzklassen wie Steroide
(Cole, 2000; Kelly, 1999) (O'Riordan, 2002), 32-$@athomimetika (Fink et al., 2000) und
Anticholinergika (Fink & Dhand, 2000; Rau, 1998) nden Klinisch erprobt und sind
mittlerweile als Aerosole verfuigbar. Diese werd#éardings nicht durch PEPT2 transportiert
(Substratspezifitat PEPT2s siehe Einleitung) undreder vorliegenden Arbeit beschriebener
Funktionsverlust des Transporters kann keine direkEinflisse auf den pulmonalen
Transport dieser Pharmakagruppen haben. Auf deerandSeite ist jedoch aufgrund der
beobachteten Ablagerungen evtl. ein indirekter Iegsf auf Aufnahmevorgange maoglich.

Als aktuellstes innovatives aerosolisches Arznaehiwurde im Mai 2006 Exube®aauf dem
deutschen Markt zugelassen. Dies ist ein inhalatiresulin, welches in Zukunft die
notwendigen haufigen subkutanen Injektionen verereitonnte (Cernea et al.,, 2006).
Aufgrund der Eigenschaft als Peptid mit mehr aklsi diminosauren wird es allerdings nicht
durch PEPT2 transportiert. Auf der anderen Seiteankd Antibiotika bei rekurrenten
Atemwegsinfektionen zum Beispiel bei der Mukovisd eingesetzt werden (Newhouse et
al., 2001; O'Riordan et al., 1999; Smaldone et281Q0). Dabei gibt es Substanzklassen wie
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Cephalosporine, die durch PEPT2 transportiert werdiéer kann ein wie in der vorliegenden
Arbeit beschriebener Transporterfunktionsverlust einer reduzierten Aufnahme im
Atemwegsepithel fuhren.

Inhalative Prostaglandinanaloga wie lloprost hakieh bei der Behandlung der pulmonalen
Hypertension ebenfalls als effektiv erwiesen (Laregeal., 2004), werden allerdings aufgrund
eines fehlendes Di-/Tripeptidrickgrats ebenfallschhi durch die Peptidtransporter
transportiert.

Insbesondere im Rahmen der Tumortherapie kommtPagridtransportern eine Bedeutung
zu: Erste experimentelle Studien lassen vermutass tier zytostatisch wirkende Substanzen
wie Bestatin (Ubimex) Uber die Peptidtransporterigle in Zellen eingebracht werden
konnen. Entscheidend hierfur ist der durch Studereits erbrachte Nachweis, dass die
Expression von Peptidtransportern in epithelialemd wunicht epithelialen Tumorzellen
aulRerhalb der Lunge hochreguliert sein kann (Geazzat al., 1998; Knutter et al., 2002;
Nakanishi et al., 1997). Bei der Charakterisierunder Bedeutung von
Peptidtransportsystemen fur den tumor-selektiveariabkatransport stellte sich heraus, dass
die Administration von Bestatin Uber einen Monag¢ diebensfahigkeit der implantierten
Tumorzellen signifikant verringern konnte (Nakamigh al., 2000). Diesbezlglich misste
eine Therapie bei Transportergen-depletierten Mauze keiner Verringerung der
Lebensfahigkeit der Tumorzellen fihren.

In der Photodynamischen Therapie (PDT) spielt dan3port von Delta-Aminolavulinséaure
(d-ALA) durch PEPT2 ebenfalls eine Rolle. Die PDSI €ine relativ neue Technik in der
diagnostischen und therapeutischen Onkologie, theAdkkumulation von verschiedenen
Photosensibilisatoren durch Tumorzellen nutzt (Ro®@98). Durch Lichtexposition einer
bestimmten Wellenlange aktiviert, generiert dasstxlisierende Agens reaktive Sauerstoff-
Radikale, die Apoptose und Nekrose in neoplastisa®tlen verursachen (Dougherty et al.,
1998). In diesem Zusammenhang wirde der Peptigtoates einen optimalen molekularen
therapeutischen Angriffspunkt darstellen, um d-Aldder andere Photosensitizer zu
transportieren. In den hier untersuchten Gen-depleh Mausen durfte sich d-ALA aufgrund

mangelnder Transporteraktivitaten nicht in Tumarareichern.
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4.4 Ausblick

Nachdem in dieser Arbeit mittels struktureller wdttastruktureller Techniken weitgehende
Veranderungen des pulmonalen Phanotyps bei PERTZiefen nachgewiesen werden
konnte, sollten nun weitere Studien folgen.

Dabei sollte die Analyse von pathophysiologischeediBgungen erfolgen z.B. an einem
Asthma-Tiermodell. Hier kénnte mit Ovalbumin eindemische Atemwegsentziindung
induziert werden und auf Veranderungen analysiertien.

In beiden Fallen sollten biochemische/molekuladmgche Untersuchungen beziiglich der
Expression von Mukusproteinen folgen. Zellulare fllround Zytokinprofile missten im
Rahmen von bronchoalveoléaren Lavagen erfasst werden

Nachdem die Bedeutung des Transporters unter ghgsohen und pathophysiologischen
Bedingungen untersucht worden ist, sollten zur &ktarisierung eines potentiellen Einsatzes
PEPT2s im Rational Drug Design neuer aerosoliscpliaprter Pharmaka die genaue
Genregulation und Expression des Transporter wdbtsverden.

Bislang wurde ebenfalls auch erst eine Studie zdmmia der genetischen Vielfalt der
Peptidtransporter- Expression in der humanen Rgipul veréffentlicht (Pinsonneault et al.,
2004). Eine Haplotypenanalyse des hPEPT2 kodierer@ens SLC15A2 erbrachte die
Prasenz von zwei verschiedenen haufigen Variamlienin allen ethnischen Gruppierungen
vorhanden waren.

Zum Nachweis der therapeutischen Relevanz von dReguisporter-vermitteltem Zytostatika-
Transport in Tumoren missen weitere Studien Uber Elpression von Transportern in
pulmonalen Neoplasien, gefolgt von funktionellenfdahmestudien, durchgefiihrt werden.
Diesbezlglich  konnte Dbereits fur epitheliale Gdllesen-tumorzelllinien eine
Peptidtransporter-Expression beschrieben werdenut{(&n et al., 2002), ebenso fir
Pankreaskarzinomzelllinien (Gonzalez et al., 1998) Fibrosarkomzelllinien (Nakanishi et
al., 1997).
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5. Zusammenfassung

Nach der erfolgreichen Herstellung einer Mauslimegder das PEPT2-Gen gezielt inaktiviert
wurde, konnte in dieser Arbeit ein Beitrag geldisterden zur pulmonalen Phanotypisierung.
Im Vordergrund stand dabei die morphologische Asalger Rolle des Transporters.

Mit Hilfe von lichtmikroskopischen Aufnahmen, sowi@nhand von elektronen-
mikroskopischen Darstellungen wurden Knock-out MAuwsd Wildtyptiere auf morpho-
logische Auffalligkeiten hin untersucht und mitendar verglichen.

Die Ergebnisse ergaben in den lichtmikroskopiscHgbersichtsaufnahmen deutliche
emphysematdse Veranderungen in allen Mauselungeloch starker ausgepragt bei den
PEPT2 -/- Tieren. Bei den Gen-depletierten Tiefed kich des Weiteren eine Hypertrophie
der Bronchialschleimhaut darstellen. Die Massond@ef-Farbung und die PAS-Farbung
ergaben bei keinem Tier morphologisch erkennbaeghdfogien.

In den Semidunnschnitten und den elektronenmiknqaiskben Aufnahmen wurden in den
Gen-depletierten Tieren vacuolenartige Ablagerurgieintbar, die sich im periarteriellen und
peribronchialen Raum verteilten. Weitere Aufféaligien wurden im Bereich der Epithel- und
Gefalstruktur erkennbar. Hier wiesen die Gen-digpteh Mause eine Dilatation der Gefal3e
und eine Hypertrophie des Bronchialepithels - sosde Muskulatur auf. Die Morphologie
der Wildtyptiere war unauffallig.

Die im Vergleich mit den Kontrollen festgestelltewesentlichen morphologischen
Verénderungen von der Lunge legen nah, dass esusictBefunde handelt, die mit der
Funktion des Peptidtransporters in Verbindung stela@ch wenn die rein morphologische

Betrachtung funktionelle Stérungen nur unvollstgnelifassen kann.

Diese neuen Ergebnisse sollten in weiteren Stugkenitzt werden, um die Rolle von PEPT2
bei der Erhaltung der pulmonalen Homdoostase im iDeta klaren. Zudem besitzt der

Peptidtransporter pharmakologische Relevanz duentesFahigkeit aerosolisch-applizierte
Pharmaka zu transportieren, so dass weitere Stuligegenauen strukturellen Erfordernisse

fur PEPT2-Substrate zur Entwicklung aerosolischeherd@peutika klaren sollten.
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6. Summary

After the successful genetic engineering of PERR@ckout mice to assess the role of the
PEPT-2 transporter in mammalians, the present dilysed on the characterization of the

pulmonary phenotype of the PEPT-2 knockout mice.

By using light and electro-microscopy morphologicabnges were screened and compared
between wildtype (WT) and PEPT-2-knockout (KO) mi¢éth light-microscopy significant
emphysematous changes in the KO group were detentaddition to a hypertrophy of the
bronchial mucosa. Masson-Goldner-staining and PtaBiag detected no differences in both

groups.

In KO-mice the semi-thin-sections and electro-nscapy pictures revealed vacuola-like
deposits, which were mostly found in areas arounrias and bronchi. Additional

morphological changes were detected in vesseldantthial system of the lungs. KO-mice
showed a dilatation of the studied vessels, hypeiny of the bronchial epithelium and
smooth muscle layer. WT mice showed no changesd@&eghe fact, that the histological
description of the lungs may not explain any fuorcél features, most likely the documented
morphological changes in KO-mice are based on #y@etion of the peptide-transporter
PEPT-2. Because of its physiological importancenotein absorption, maintenances of the
lung homeostasis and possible role as vehicledrigy delivery (aerosolic pharmacotherapy)

furtherin vivo andin vitro studies need to be performed.
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