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Zusammenfassung

Die Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 in Sdugetieren besitzen eine wesentliche Rolle in
der Aufnahme und Konservierung von Aminosduren in verschiedenen Geweben und verfiigen
damit {liber eine nutritive Funktion. Da sie neben ihren physiologischen Substraten, Di- und
Tripeptiden, auch verschiedene pharmakologisch wirksame Peptidmimetika als Substrate
akzeptieren, besitzen sie dariiber hinaus auch eine pharmakologische Bedeutung.

Als Testsystem zur funktionellen und strukturellen Charakterisierung tierischer und menschli-
cher Peptidtransporter konnte in dieser Arbeit die methylotrophe Hefe Pichia pastoris
etabliert werden. Fiir den humanen intestinalen Peptidtransporter (WPEPT1) wurde gezeigt,
dass eine hohe funktionelle Expressionsrate u.a. abhdngig ist vom 5’-nichtranslatierten
Bereich der cDNA, der Anzahl der ins Genom integrierten cDNA-Kopien und der Art des
Promotors. Fiir das heterolog exprimierte hPEPT1-Protein mit einem Anteil von ca. 0,6% der
Membranproteine in P. pastoris waren die entscheidenden funktionellen Eigenschaften wie
die pH-Abhingigkeit des Transportes, die Substratspezifitit und die Substrataffinitit vollstin-
dig erhalten. Mittels einer Zufallsmutagenese mit nachfolgender Phénotypisierung wurden mit
I1e-382 und Gly-476 zwei Aminosdurereste im hPEPT1-Protein identifiziert, deren Austausch
zu einer verdnderten pH-Abhéngigkeit der Transportfunktion fiihrt.

Die heterologe Expression in P. pastoris erlaubte die Etablierung eines Screeningsystems fiir
umfassende Untersuchungen zu Struktur-Affinititsbeziehungen von Substraten fiir ihre
Wechselwirkung mit PEPT1 und PEPT2. In Kombination mit elektrophysiologischen
Untersuchungen an X. laevis Oozyten, die PEPT1 oder PEPT2 exprimieren, wurden dabei
neue Einblicke in die Funktion der Carrierproteine erhalten. Unter Verwendung einer Vielzahl
von Dipeptiden und Derivaten gelang es, wesentliche strukturelle Eigenschaften der Substrate
festzulegen, die ihre Affinitdt zu den Transportern und ihre Transportfahigkeit bestimmen,
wie Hydrophobizitdt, Ladung oder Stereoisomerie von Dipeptiden. Insbesondere konnten
erstmals die minimalen strukturellen Anforderungen fiir die Substraterkennung und den
Transport von Substraten durch PEPT2 identifiziert werden. Mit Lys[Z(NO;)]-enthaltenden
Dipeptidabkommlingen wurden die ersten spezifischen Inhibitoren der Peptidtransporter
erhalten, die mit hoher Affinitdt (10 uM bei PEPT1 bzw. 40 nM bei PEPT2) und reversibel
sowohl mit der duleren als auch der inneren Substratbindungsstelle der Proteine interagieren.
Die Hefe P. pastoris erwies sich somit hervorragend zur Expression und Charakterisierung
der Peptidtransporter aus Sdugern geeignet. Mit diesem System wurden wesentliche neue
Erkenntnisse zur Struktur und Funktionsweise dieser sowohl nutritiv als auch pharmakolo-

gisch relevanten Transportproteine gewonnen.
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Summary

The mammalian peptide transporters PEPT1 and PEPT2 play an important role in the absorp-
tion and conservation of amino acids in different tissues and therefore possess a nutritive role.
As the peptide carriers accept besides di- and tripeptides as their physiological substrates also
a variety of pharmacologically active peptidomimetics as substrates they are relevant for drug
delivery and metabolism.

In this work, the methylotrophic yeast Pichia pastoris was established as a new heterologous
expression system for mammalian peptide transporters and their functional and structural
characterisation. As shown for the human intestinal peptide transporter (hPEPT1), a high
functional expression level depends mainly on the 5’-untranslated region of the cDNA, the
copy number of the integrated cDNA's in the yeast genome and the promoter used. For the
heterologously expressed hPEPT1-protein comprising about 0.6% of the yeast membrane
proteins, all the decisive functional characteristics such as pH-dependency of transport,
substrate affinity and specificity were fully preserved. By a random-mutagenesis approach to
study the structure-function relationships Ile-382 and Gly-476 were identified as two amino
acid residues in the hPEPT1-protein, that, when exchanged for other residues, lead to an
altered pH-dependence of transport function.

Moreover, the yeast system was established as a screening platform allowing extensed studies
on the structure-affinity relationships of substrates binding to the peptide transporters PEPT1
and PEPT2. In combination with electrophysiological measurements in X. laevis oocytes
expressing PEPT1 or PEPT2 new insights into the function and operational mode of the
carriers were obtained. By using a variety of dipeptides and derivatives it was shown that
different factors as hydrophobicity, charge or stereoisomerism of amino acids in dipeptides
affect affinity and transport. In addition, by applying novel amino acid and dipeptide deriva-
tives, important functional groups within the substrates and their spatial position were identi-
fied that represent the minimal structural determinants for substrate binding and transport by
PEPT?2. With the Lys[Z(NO;)]-dipeptide derivatives the first specific inhibitors of the peptide
transporters were obtained, that interact with high affinity (10 uM in case of PEPT1 and 40
nM in case of PEPT2) and reversible mode of action at the external as well as internal
substrate binding domain.

In summary, the yeast P. pastoris was shown to be suitable for expression and characterisa-
tion of mammalian peptide transporters. By using this new yeast system valuable informa-
tions on structure and function of these nutritionally as well as pharmacologically important

transport proteins were obtained.
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1 Einleitung

1.1 Allgemeine Grundlagen des Transportes von Peptiden

Sowohl prokaryotische als auch eukaryotische Zellen sind durch eine biologische Membran
gegeniiber ihrer Umgebung abgegrenzt. Die Plasmamembran iibernimmt dabei eine Barriere-
funktion und gewihrleistet dariiber hinaus durch eine selektive Permeabilitdt die Homoostase
des inneren Milieus der Zellen. Fiir die selektive Aufnahme von hydrophilen Substanzen in
die Zellen, z. B. zur Versorgung mit notwendigen Nahrstoffen, bedarf es daher spezifischer
Membranproteine.

Einer dieser Transportprozesse stellt die Aufnahme von kurzkettigen Peptiden in die Zellen
dar. Als Vermittler dienen Peptidtransportproteine, die mittlerweile fiir eine Vielzahl von
Spezies, u.a. Bakterien (Hagting, A. et al., 1994; Gibson, M. M. et al., 1984), Hefen (Basrai,
M. A. et al., 1995; Perry, J. R. et al., 1994), Pflanzen (Steiner, H. Y. et al., 1994) und Séauger
(Boll, M. et al., 1994; Liang, R. et al., 1995; Liu, W. et al., 1995; Saito, H. et al., 1996; Boll,
M. et al., 1996; Liu, W. et al.,, 1995) nachgewiesen und durch molekularbiologische
Methoden auf genetischer Ebene identifiziert werden konnten.

Aufgrund der Ahnlichkeit in Funktion und Struktur werden die Transporter der Familie der
Protonen gekoppelten Oligopeptid-Transporter (POT-Familie) (Paulsen, I. T. & Skurray, R.
A., 1994) bzw. der Peptidtransporter (PTR-Familie) (Steiner, H. Y. et al., 1995) zugeordnet.

1.2 Die physiologische Rolle der Peptidtransporter an Epithelien des Diinndarms und
der Niere
Dass Dipeptide in groBem Umfang im Diinndarm aktiv resorbiert werden und dieser Trans-
portprozess unabhingig ist von dem des Transportes freier Aminosduren, war lange Zeit
umstritten und konnte erstmals zu Beginn der 70er Jahre eindeutig belegt werden (Leibach, F.
H. & Ganapathy, V., 1996; Adibi, S. A., 1971; Adibi, S. A. et al., 1974; Adibi, S. A. et al.,
1975; Matthews, D. M. et al., 1974). Dazu dienten zum einen Transportuntersuchungen mit
hydrolyseresistenten Dipeptiden (Addison, J. M. et al., 1972; Matthews, D. M. et al., 1972),
zum anderen aber die Befunde von Hartnup- und Cystinurie-Patienten (Matthews, D. M.,
1971; Tarlow, M. J. et al., 1970). Bei diesen Patienten kommt es trotz eines angeborenen
Defektes in der Resorption bestimmter Aminosduren nur selten zu einer Protein-Mangel-
erndhrung, da die entsprechenden Aminosduren auch in Form von Di- und Tripeptiden

resorbiert werden konnen.
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Noch immer kontrovers diskutiert wird die Frage in wieweit die Resorption von kurzkettigen
Peptiden fiir die Versorgung des Organismus mit o-Aminostickstoff quantitativ bedeutender

ist als die der Aufnahme von freien Aminosiuren (Ubersichtsartikel bei Matthews, D. M.,

1975; Matthews, D. M. & Adibi, S. A., 1976; Leibach, F. H. & Ganapathy, V., 1996).

Die aktive Aufnahme von Di- und Tripeptiden gegen einen Konzentrationsgradienten ist nicht
nur auf Epithelzellen des Diinndarms beschrédnkt, sie konnte auch fiir resorptive Zellen des
proximalen Tubulus der Niere gezeigt werden (Ganapathy, V. et al., 1981; Ganapathy, V. et
al., 1980; Ganapathy, V. et al., 1981). Der renalen Reabsorption von kurkettigen Peptiden, die
entweder glomeruldr filtriert wurden oder im Tubuluslumen aus der Hydrolyse von grofleren
Polypeptiden durch Peptidasen entstehen, wird eine bedeutende Rolle in der Konservierung
von Peptid-gebundenem Aminostickstoff zugeschrieben (Ganapathy, V. & Leibach, F. H.,
1986; Daniel, H. & Herget, M., 1997).

Neue Untersuchungen zeigen dariiber hinaus, dass der als renale Isoform beschriebene
Peptidtransporter neben der Niere auch in anderen Geweben und Organen, u.a. in Gehirn,
Lunge und Brustdriise, nachgewiesen werden kann (Doring, F. et al., 1998; Groneberg, D. A.
et al., 2001), was auf noch weitere, bisher unbekannte Aufgaben und Funktionen der Peptid-

transporter schlieBen lasst.

Ausgehend von dieser physiologischen Funktion der Peptidtransporter kommt ihnen auch
unter klinischen Aspekten im Rahmen der kiinstlichen Erndhrung eine wichtige Rolle zu.
Aufgrund der Existenz der Peptidtransporter kann iiber Dipeptid-haltige enterale und parente-
rale Erndhrungsldsungen eine ausreichende Versorgung auch mit Aminosiuren wie Glutamin,
Tyrosin oder Cystein, die in ihrer freien Form entweder instabil oder nur schwer 16slich sind,
erreicht werden. So wurde z.B. fiir die Zufuhr von Glutamin-Dipeptid-haltigen parenteralen
Losungen gezeigt, dass sie dem postoperativen Verlust von Stickstoff und der Reduktion des
Glutamin-Gehaltes im Muskel entgegen wirken, sowie Effekte auf den Immunstatus und die

Darmintegritét besitzen (Stehle, P. et al., 1989; Fiirst, P. et al., 1997; Fiirst, P., 1998).

Die Suche nach der treibenden Kraft des Peptidtransportprozesses in Diinndarm und Niere
fiihrte 1983 zu einem bis dato filir Sduger einmaligen Befund. Im Gegensatz zu dem fiir andere
Transportprozesse in Sédugetieren bedeutenden transmembranidren Na+-Gradienten, wurde
hier neben dem Membranpotential erstmals ein zelleinwérts gerichteter Protonen-Gradient als

treibende Kraft fiir den Transport von Dipeptiden in intestinale und renale Biirstensaum-
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Membranvesikel (BSMV) des Kaninchens gezeigt (Ganapathy, V. & Leibach, F. H., 1983;
Ganapathy, V. et al., 1984; Daniel, H. et al., 1991). Dass die Aufnahme von Di- und Tripepti-
den tatsdchlich im Cotransport mit Protonen erfolgt und zu einer intrazelluldren Ansduerung
fiihrt, wurde fiir den Peptidtransport an der intestinalen Epithelzelllinie Caco-2 gezeigt
(Thwaites, D. T. et al., 1993; Thwaites, D. T. et al., 1993). Der zelleinwérts gerichtete
Protonengradient wird hierbei durch das Zusammenspiel des Na'/H'-Austauschers an der
apikalen Membran von Epithelzellen der Niere und des Darms sowie durch die basolateral
lokalisierte Na'-K -ATPase generiert und aufrechterhalten (Abb. 1-1). Bei dem Transport von
Di- und Tripeptiden handelt es sich daher um einen tertidr aktiven Transportprozess (Leibach,

F. H. & Ganapathy, V., 1996).

A pH
Di-/Tripeptide
H+

H+

Abbildung 1-1. Modell des Peptidtransporters an einer intestinalen oder renalen Epithelzelle
A. Peptidtransporter, B. Na'/H'-Austauscher, C. Na'-K"-ATPase

Durch Expressionsklonierung in Xenopus laevis Oozyten ist es 1994 erstmals gelungen, mit
der cDNA die genetische Information zunéchst fiir den intestinalen Peptidtransporter (als
PEPT1 bezeichnet) (Boll, M. et al., 1994; Fei, Y. J. et al., 1994) und kurz darauf auch fiir das
renale Paralog (PEPT2) (Boll, M. et al., 1996) des Kaninchens zu identifizieren und zu isolie-
ren. Nachfolgend wurden die cDNAs der orthologen Transporter von Mensch (Liang, R. et
al., 1995; Liu, W. et al., 1995), Ratte (Saito, H. et al., 1995; Saito, H. et al., 1996) und Maus
(Fei, Y. et al., 2000; Rubio-Aliaga, I. et al., 2000) kloniert.

Ausgehend von der genetischen Information war es jetzt moglich, mittels molekularbiologi-
scher und biochemischer Techniken die Peptidtransporter sowohl unter strukturellen als auch

funktionellen Aspekten mit neuen methodischen Ansétzen zu charakterisieren.
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1.3 Beziehungen zwischen Struktur und Funktion der Peptidtransporter PEPT1 und
PEPT2
Anhand des offenen Leserahmens der cDNA’s wurden fiir die Peptidtransporter PEPT1 und
PEPT2 aus dem Kaninchen die entsprechenden Proteine mit 707 bzw. 729 Aminosduren
abgeleitet (Boll, M. et al., 1996; Boll, M. et al., 1994). Durch vergleichende Analyse wurde
eine Identitét der beiden Paraloge von etwa 50% zueinander auf Aminosdurenebene ermittelt.
Die entsprechenden humanen Orthologe waren mehr als 80% zu denen aus dem Kaninchen
identisch. Aufgrund von Hydrophobizititsanalysen der Aminosdurenabfolge wird fiir alle
bisher identifizierten Peptidtransporterproteine von Sdugern die Existenz von zwdlf Trans-

membrandominen (TMD) vorhergesagt (Abbildung 1-2).

»  putative
MN-Glykosylierungs-
Lumen ‘ stellen
— : f o]
i
Cytosol
COOH

Abbildung 1-2. Struktur-Modell von PEPT1 und schematischer Homologievergleich mit PEPT2.
PKA, Erkennungsstelle flir cAMP abhéngige Proteinkinase, PKC, fiir Proteinkinase C
M, Transmembrandoméinen

Allen Transportern gemeinsam ist nach diesem Modell die intrazelluldre Position von N- und
C-Terminus des Proteins sowie eine grofle hydrophile, extrazelluldr lokalisierte Schleife
zwischen den TMD 9 und 10 (Daniel, H., 1996; Rubio-Aliaga, 1. et al., 2000). Die Identitét
bzw. Ahnlichkeit ist im Bereich der Transmembrandominen groBer als in den extra- oder
intrazelluldren Schleifen. Weiterhin finden sich konservierte Aminosduren vermehrt in den

ersten 6 TMD und die grofSten Unterschiede am N- und C-Terminus der Proteine (Fei, Y. J. et
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al., 1998). Alle Peptidtransporterproteine weisen mogliche N-Glykosylierungsstellen sowie
Erkennungsstellen fiir Proteinkinasen auf, was auf eine moglich Regulation durch reversible
Phosphorylierung hindeutet (Daniel, H., 1996; Wenzel, U. et al., 1999). Experimentell konnte
durch Epitop-Insertion in unterschiedliche Proteinbereiche bisher die intrazelluldre
Lokalisation des Carboxy-Terminus, sowie die extrazelluldre Lokalisation der Schleifen
zwischen den Transmembrandoménen 9 und 10 sowie zwischen der 3. und 4. TMD gezeigt
werden (Covitz, K. M. Y. et al.,, 1998). Diese Befunde scheinen somit das aus der
Hydrophobizititsanalyse abgeleitete Modell fiir die Topologie des hPEPT1-Proteins in der
Plasmamembran zu bestdtigen.

Fiir PEPT1 wurde nach in vitro-Translation in Anwesenheit von Mikrosomen ein apparentes
Molekulargewicht von 71 kDa (Fei, Y. J. et al., 1994), fiir PEPT2 von 107 kDa bestimmt
(Boll, M. et al., 1996). Die Ergebnisse fiir das PEPT2-Protein bestédtigen Befunde an renalen
BSMV, in denen durch Photoaffinititsmarkierung eine oligomere Anordnung des
Transporters sowie 105 kD fiir die kleinste monomere Masse des renalen Peptidtransporters

ermittelt wurde (Boll, M. & Daniel, H., 1995).

Bisher gibt es sowohl fiir den intestinalen als auch den renalen Peptidtransporter nur sehr
wenige Daten, die eine Auskunft dariiber geben, welche Dominen im Protein fiir die
Substraterkennung oder Protonentranslokation, aber auch fiir die Unterschiede in den Eigen-
schaften zwischen PEPT1 und PEPT2 verantwortlich sind. Als ein erster Ansatz diente die
Konstruktion von chiméren Transportproteinen (Doring, F. et al., 1996). Hierbei konnte
gezeigt werden, dass ein rekombinantes chimédres Protein, das bis zur 9. Transmembran-
domédne PEPT2 entspricht und im weiteren bis zum C-terminalen Ende PEPTI, die
Transporteigenschaften von PEPT2 beibehilt. Daraus wurde abgeleitet, dass die N-terminale
Region im Protein die phinotypischen Charakteristika der Peptidtransporter bestimmt. Der
Ansatz, aus chimédren Transportproteinen Daten zu Struktur und Funktion der
Peptidtransporter zu erlangen, wurde spéter auch von Fei et al. aufgegriffen (Fei, Y. J. et al.,
1998). Sie vermuteten anhand ihrer Befunde und den Ergebnissen von Doring et al., dass die

Substratbindungsstelle innerhalb der TMD 7, 8 und 9 lokalisiert ist.

Aus Studien an BSMV der Niere sowie intestinalen und renalen Zelllinien gab es bereits
Hinweise auf die Bedeutung von Histidinresten fiir die Transportfunktion der Peptidtranspor-
ter, vermutlich bei der Bindung und Translokation von Protonen (Miyamoto, Y. et al., 1986;

Brandsch, M. et al., 1997). Die Vorbehandlung von BSMV mit dem Histidin modifizierenden
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Agens Diethylpyrocarbonat (DEPC) fiihrte zu einer nahezu vollstindigen Inhibition des
Peptidtransportes (Miyamoto, Y. et al.,, 1986). Dieser Effekt konnte spiter auch an den
klonierten Peptidtransportern PEPT1 und PEPT2 nach Expression in Xenopus-Oozyten
gezeigt werden (Terada, T. et al., 1996; Fei, Y. J. et al., 1997). In den intestinalen und renalen
Peptidtransportern PEPT1 und PEPT2 der unterschiedlichen Spezies lassen sich verschiedene
Histidinreste als konserviert identifizieren. Im Falle von PEPT1 finden sich Histidinreste an
den Aminosdurepositionen 57, 121 und 260 im Proteinverband. Fiir PEPT2 konserviert sind
die Histidine His-87, His-142 sowie His-278. Uber gerichtete Mutagenese dieser Histidinreste
konnte gezeigt werden, dass im Fall von PEPT1 His-57 und bei PEPT2 das entsprechende
His-87 essentiell fiir die Transportfunktion sind (Fei, Y. J. et al., 1997). Dieses Histidin ist
sowohl bei PEPT1 als auch bei PEPT2 an nahezu identischer Position im Protein, d.h. in der
2. Transmembrandoméne in der Nédhe der extrazelluldren Oberfliche des Transportproteins
lokalisiert. Eine Mutation von His-260 bei PEPT1 bzw. His-278 bei PEPT2 beeinflusst
dagegen nicht die Transporteigenschaften der Peptidtransporter. Im Gegensatz zu
Ergebnissen, die eine signifikante Rolle des His-142 im PEPT2-Protein aufzeigen, ist die
Rolle des entsprechenden Histidins an Position 121 bei PEPT1 umstritten (Fei, Y. J. et al.,
1997, Terada, T. et al., 1996; Chen XZ et al., 2000).

Neben der Bedeutung von Histidinresten fiir die Transportfunktion konnte {iber Computer-
simulation und gerichtete Mutagenese auch das Tyrosin an Position 167 in TMD 5 des
humanen PEPT1-Proteins nach Expression in HEK-Zellen als essentiell fiir die Transport-
funktion identifiziert werden (Yeung, A. K. et al., 1998). Ebenfalls iiber Computer-gestiitztes
Modeling in Kombination mit gerichteter Mutagenese wurde fiir den humanen PEPT1 ein
moglicher Transportkanal aus den Transmembrandominen 1, 3, 5 sowie 7, 8, 9 und 10 sowie
eine funktionelle Rolle der Aminosduren Tyr-12, Glu-26, Tyr-91, Arg-282, Trp-294, Asp-341
und Glu-595 postuliert (Bolger, M. B. et al., 1998).

Beim Vergleich der Ergebnisse aus dem Computer-Modeling und der gerichteten Mutagenese
mit denen des Chimérenansatzes fallt allerdings auch auf, dass nicht alle als essentiell identi-
fizierten Aminosduren auch in den als entscheidend fiir die Transportfunktion vermuteten
Transmembrandominen lokalisiert sind (Meredith, D. & Boyd, C. A., 2000). Vielmehr ist
davon auszugehen, dass die Erkennungsstelle fiir Peptide aus Bereichen gebildet wird, die
sich iiber das ganze Protein erstrecken. Fiir die Suche nach weiteren Bereichen und einzelnen

Aminoséduren im Protein, die bei der Substratbindung und dem Transport eine Rolle spielen,
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ist daher die Etablierung und der Einsatz von alternativen Methoden zur Strukturaufklérung
von Bedeutung. Eine umfassende und detaillierte Aufkldrung der Struktur-Funktionsbezie-
hungen wird aber letztendlich nur durch die Kristallisation des Transportproteins und der
dreidimensionalen Rontgen-Strukturanalyse, wie z.B. im Fall des periplasmatischen Oligo-
peptid-Bindungsproteins OppA aus gram-negativen Bakterien, moglich sein (Sleigh, S. H. et
al., 1997).

1.4 Die Substratspezifiit der Peptidtransporter

Die Substratspezifitdt der Peptidtransporter ist seit der Entdeckung des Transportes von
Peptiden Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Uberwiegend durch Verdringungsstudien
an BSMV aus dem Diinndarm und der Niere sowie an Zelllinien und Perfusionsstudien an
Darm und Niere wurde die Interaktion von Substraten mit dem intestinalen und renalen
Peptidtransporter untersucht (Daniel, H. et al., 1992; Daniel, H. et al., 1991; Ganapathy, V. et
al., 1981; Brandsch, M. et al., 1995; Thwaites, D. T. et al., 1994; Lister, N. et al., 1995; Sil-
bernagl, S. et al., 1987; Daniel, H., 1996; Leibach, F. H. & Ganapathy, V., 1996).

Hierbei konnte gezeigt werden, dass der intestinale und der renale Peptidtransporter eine &hn-
liche Substratspezifitit aufweisen. Allerdings unterscheiden sich die beiden Peptidtransporter
signifikant in ihrer Substrataffinitit. In kinetischen Untersuchungen mit Di- und Tripeptiden
wurden fiir den renalen, spdter als PEPT2 bezeichneten, hochaffinen Peptidtransporter
apparente Affinititen (K;- bzw. K;-Werte) in der Groenordnung von 10 bis 250 uM
bestimmt. Fiir den intestinalen Peptidtransporter PEPT1 dagegen wurden fiir die gleichen
Substrate Affinitdten >1 mM ermittelt (Daniel, H. et al., 1991; Skopicki, H. A. et al., 1991;
Daniel, H. & Herget, M., 1997).

Als Substrate der Peptidtransporter dienen Di- und Tripeptide. Freie Aminosduren oder
Peptide mit mehr als drei Aminoséuren hingegen interagieren nicht mit den Transportern
(Daniel, H. et al., 1992; Ganapathy, V. et al., 1991). Daher umfasst allein die Zahl ihrer
physiologischen Substrate, also Di- und Tripeptide ausgehend von den 20 proteinogenen
Aminosduren mehr als 8400 mogliche Verbindungen (Meredith, D. & Boyd, C. A., 1995).
Die Grofe der moglichen Substrate variiert dabei von 132 Da fiir das kleinste Dipeptid Gly-
Gly bis hin zu 576 Da fiir das grofte Tripeptid Trp-Trp-Trp.
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Diese breite Substratspezifitit bzw. Multispezifitit der Peptidtransporter ist auch unter
pharmakologischen Aspekten sehr interessant. Denn neben den physiologischen Substraten
werden auch verschiedene pharmakologisch aktive Peptidmimetika, also Verbindungen, die in
threr Struktur Di- und Tripeptiden gleichen, als Substrate erkannt. Dazu gehoren z.B. aus der
Gruppe der B-Lactam-Antibiotika Aminocephalosporine und Aminopenicilline, Peptidase-
Inhibitoren, und, zumindest fiir PEPT1 eindeutig gezeigt, ACE-Inhibitoren (Daniel, H. &
Adibi, S. A., 1993; Dantzig, A. H., 1997; Bretschneider, B. et al., 1999; Inui, K. et al., 1992;
Swaan, P. W. et al., 1995; Kramer, W. et al., 1990).

HO
NH,
H
N
H Tripeptid (Tyr-Gly-Ala)
O N CH;
O/ Y
NH; COOH
H
N S . . .
I( Aminocephalosporin (Cefadroxil)
O N
HO o~ CH;
COOH

Abbildung 1-3. Strukturvergleich zwischen dem Tripeptid Tyr-Gly-Ala und Cefadroxil

Daher stellen die Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 ein interessantes Target flir die
Entwicklung von Pharmaka dar, die aufgrund ihrer Interaktion mit den Peptidtransportern
eine sehr gute Bioverfiigbarkeit besitzen (Tsuji, A., 1999). Dieser Ansatz wurde bereits im
Falle von L-Dopa, einem Therapeutikum fiir die Parkinson-Krankheit, mit der Entwicklung
des Dipeptidmimetikums L-Dopa-L-Phe aufgegriffen (Tamai, L. et al., 1998). Auch die hohe
orale Bioverfiigbarkeit von Valacyclovir, der Prodrug-Form des antiviral wirkenden Acyclo-
vir, ist auf die Resorption iiber PEPT1 zuriickzufiihren (Ganapathy, M. E. et al., 1998; Han,
H. K. et al., 1998).

Das Ziel verschiedener Studien war es daher, die strukturellen Erfordernisse fiir die Erken-
nung von Substraten durch die Peptidtransporter zu identifizieren. So konnte durch Unter-
suchungen am renalen und intestinalen Peptidtransporter ihre Stereoselektivitit gezeigt
werden (Daniel, H. et al., 1992; Lister, N. et al., 1995; Tamali, I. et al., 1988). Die bevorzugte

Bindung der L-Isomere von Aminoséduren in Peptiden gegeniiber D-Isomeren trifft dabei auch
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fir die Stereoselektivitit der Aufnahme von [-Lactam-Antibiotika zu (Wenzel, U. et al.,
1995; Tamai, I. et al., 1988).

Im weiteren konnte fiir den Peptidtransporter der Niere gezeigt werden, dass auch Eigen-
schaften der Seitenketten von Aminosduren wie ihre Hydrophobizitit oder Ladung, die
Affinitdt von Dipeptiden zum Transporter beeinflussen (Daniel, H. et al., 1992). Als weitere
strukturelle Erfordernisse fiir Substrate mit einer hohen Affinitit zum Transporter wurden
auBlerdem a) eine freie terminale a-Aminogruppe und Carboxylgruppe, b) die Position der
Aminogruppe und des Stickstoffs der Peptidbindung in a-Position, sowie ¢) die Trans-Konfi-
guration der Peptidbindung diskutiert (Daniel, H. et al., 1992). Fiir die Peptidbindung als ein
weiteres strukturelles Merkmal, das allen Peptiden gemeinsam ist, wurde von Daniel und
Adibi gezeigt, dass sie auch durch eine Sdure-Amid-Bindung bzw. eine Keto-Methylenbin-
dung ersetzt werden kann, ohne dass es zu einem Verlust der Affinitdt kommt (Daniel, H. et

al., 1992; Daniel, H. & Adibi, S. A., 1994).

Ein weiterer Ansatz, die Erfordernisse von Substraten fiir die Interaktion mit den Peptidtrans-
portern zu beschreiben und damit die Substratvielfalt der Transporter zu erkléren, sind die
Arbeiten von Doring et al. an den isolierten und heterolog exprimierten Peptidtransportern
PEPT1 und PEPT2 (Doéring, F. et al., 1998). Durch systematische Analysen der Interaktion
von ®-Aminofettsduren mit dem intestinalen Carrier PEPT1 konnte erstmals dessen minimale
Anforderung an ein Substrat definiert werden. Danach ist fiir den elektrogenen Transport
durch PEPT1 eine Minimalstruktur des Substrates erforderlich, die einen intramolekularen
Abstand zwischen den geladenen Zentren, also dem Stickstoff der Aminogruppe und dem
Kohlenstoff der Carboxylgruppe, von 500 bis 630 pm aufweist. Entfernt man die Amino- oder
die Carboxylgruppe von ®-Aminofettsduren, fiithrt dies dazu, dass die Substanz nicht mehr
elektrogen transportiert wird (Doring, F. et al., 1998). Diese Ergebnisse erkldren dariiber
hinaus auch den Befund, dass der Prikursor der Porphyrinsynthese, die d-Aminolavulinsaure,
von den Peptidtransportern elektrogen transportiert wird (Doring, F. et al., 1998).

Fir den intestinalen Peptidtransporter PEPT1 konnte weiterhin gezeigt werden, dass
verschiedene Aminosduren-Derivate wie Alanin-Arylamide spezifisch mit dem humanen
PEPT1 nach Expression in Xenopus Oozyten oder in Caco-2 Zellen interagieren (Borner, V.
et al., 1998). Der elektrogene Transport dieser Molekiile durch PEPT1 zeigt, dass weder eine
klassische Peptidbindung noch eine C-terminale Carboxylgruppe ein absolutes Erfordernis fiir
eine Interaktion mit PEPT1 darstellen. Andere Studien zeigten auflerdem, dass auch Verbin-

dungen, die keine Peptidbindung aufweisen, wie 4-Aminophenylessigsidure (4-APAA)
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(Temple, C. S. et al., 1998) und 4-Aminomethylbenzoesdure (4-AMBA) (Meredith, D. et al.,
1998), mit PEPT1 interagieren, wenngleich mit sehr niedrigen Affinitéten.

Entsprechende Untersuchungen zu minimalen Anforderungen von Substraten des renalen
Peptidtransporters PEPT2 wurden allerdings noch nicht durchgefiihrt. Daher kann die Frage
nach der Allgemeingiiltigkeit dieser Befunde fiir alle Transporter der Sduger bisher nicht

beantwortet werden.

Um letztendlich auf molekularer Ebene die Substraterkennung durch die Peptidtransporter
PEPT1 und PEPT2 beschreiben zu konnen, bedarf es weiterer Untersuchungen. Zum einen
miissen auch die minimalen strukturellen Anforderungen an Substrate des hochaffinen
Peptidtransporters PEPT2 entschliisselt werden. Zum anderen gibt es bisher nur wenige
Daten, die einen direkten und umfassenden Vergleich der klonierten Transporter PEPT1 und
PEPT2 hinsichtlich ihrer Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Substraterkennung
ermoglichen. Die vorliegenden Befunde zu PEPT1 und PEPT2 sind bisher {iberwiegend an
unterschiedlichen Zell- und Expressionssystemen erhoben worden, was ihre Vergleichbarkeit
erschwert. Erkenntnisse zu gemeinsamen strukturellen Anforderungen von PEPTI1 und
PEPT2 an ihre Substrate aber auch die Identifizierung ihrer Unterschiede kann dariiber hinaus
auch bei der Entwicklung neuer Pharmaka, ausgehend von spezifischen Leitstrukturen, von
Bedeutung sein. Weiterhin ist es bisher nicht gelungen, spezifische Inhibitoren von PEPT1
und PEPT2 zu identifizieren. Durch derartige Inhibitoren wire es moglich, wie fiir andere
Membranproteine, z.B. den Na'/Glucose-Cotransporter SGLT1, bereits gezeigt, wesentliche
Einblicke in die Struktur und Funktionsweise der Transportproteine zu erhalten (Mackenzie,

B. et al., 1996; Falk, S. et al., 1999).

Aus dieser Zusammenfassung des Kenntnisstandes wird ersichtlich, dass es fiir das Verstdnd-
nis der Struktur und Funktion der Transportproteine auf molekularer Ebene neuer

methodischer Ansétze bedarf.
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1.5 Die methylotrophe Hefe Pichia pastoris als heterologes Expressionssystem

Fiir die Peptidtransporter gilt wie flir Membranproteine generell, dass die Expression und
Uberexpression in homologen und heterologen Expressionssystemen vielfach schwieriger ist,
als die Produktion I6slicher Proteine (Schertler, G. F. X, 1992; Eckart, M. R. & Bussineau, C.
M., 1996). Fiir die Peptidtransporter sind bereits Expressionssysteme wie das Xenopus laevis
Oozyten System oder Zelllinien beschrieben, in denen diese Transporter in funktioneller Form
exprimiert werden konnen (Boll, M. et al., 1996; Boll, M. et al., 1994; Liang, R. et al., 1995;
Ramamoorthy, S. et al., 1995). Fiir bestimmte Fragestellungen scheiden diese Systeme aller-
dings aus, z.B. infolge der geringen Expressionshohe oder der aufwendigen und teuren Hand-
habung. Aufgrund erster Ergebnisse zur funktionellen Expression von Peptidtransportern aus
Sdugern in der Hefe Pichia pastoris (Doring, F. et al., 1997; Doring, F. et al., 1998), schien

das System geeignet fiir neue Anwendungen ausgebaut zu werden.

Pichia pastoris zahlt zu einer Gruppe von Hefespezies vier unterschiedlicher Genera, die die
Féhigkeit besitzen, mit Methanol als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen
(Gellissen, G., 2000; Cereghino, J. L. & Cregg, J. M., 2000; Cereghino, J. L. & Cregg, J. M.,
2000; Cregg, J. M. et al., 1993). Die anderen Genera umfassen Hansenula, Candida und
Torulopsis. Zunichst fiir die Produktion von sogenanntem single-cell-protein eingesetzt, also
primédr zur Erzeugung von Proteinen fiir die Tierernédhrung, erfolgte ab 1980 die Entwicklung
von Pichia pastoris zu einem Expressionssystem fiir die Charakterisierung und Herstellung

heterologer Proteine (Gellissen, G., 2000).

Abbildung 1-4. Mikroskopische Aufnahme
einer knospenden Pichia pastoris Zelle.
(Quelle: www.invitrogen.com)

Die Féhigkeit, Methanol zu verwerten, beruht bei P. pastoris wie auch bei den anderen
fakultativ methylotrophen Hefen auf einem gemeinsamen Abbauweg (Cereghino, J. L. &
Cregg, J. M., 2000; Cregg, J. M. et al., 1989; Ellis, S. B. et al., 1985). Die initiale Reaktion ist
hierbei die Oxidation von Methanol zu Formaldehyd und Wasserstoffperoxid in bestimmten
Zellkompartimenten, den Peroxisomen. Fiir diesen ersten Abbauschritt verantwortlich sind

Alkoholoxidasen (AOX). Die Gene, die fiir die Alkoholoxidasen 1 und 2 codieren (4OX1 und
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AOX?2) konnten identifiziert und isoliert werden (Cregg, J. M. et al., 1989; de Hoop, M. J. et
al., 1991; Ellis, S. B. et al., 1985). Die Expression der Alkoholoxidase 1, die hauptséchlich fiir
den Abbau von Methanol verantwortlich ist, wird auf der Ebene der Transkription sehr genau
reguliert (Cregg, J. M. et al., 1989; Cereghino, J. L. & Cregg, J. M., 2000). Die Regulation
des AOXI1—Gens erfolgt durch zwei Mechanismen: einem Repressions-/Derepressions-Mecha-
nismus und einem Induktions-Mechanismus. Die AOXI-Expression kann durch Methanol im
Medium in hohem MafBe stimuliert werden. Bei Abwesenheit von Methanol im Medium ist
dagegen keine AOXI-mRNA nachweisbar (Cregg, J. M. et al., 1989). Bei Pichia pastoris
Kulturen, die auf Methanol-haltigem Medium aufgezogen werden, kann das AOXI1-Enzym
bis zu 30 % des gesamten 16slichen Proteins der Zelle betragen (Gellissen, G., 2000; Cregg, J.
M. et al., 1993).

Aufgrund der groen Effizienz der Transkription der AOX1 sowie der genauen Kontrolle
threr Expression durch die Induktion mit Methanol wurde daher der Promotor des AOXI-

Gens als erster Promotor zur Expression von Fremdgenen in Pichia pastoris etabliert.

Da molekulargenetische Techniken, die bereits fiir die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
seit langem etabliert waren, sich auch in der Arbeit mit Pichia pastoris einsetzen lieBen,
erfolgte in den letzten Jahren eine Verbreitung und Weiterentwicklung des Pichia-Systems.
Dies findet auch darin Ausdruck, dass seit 1993 die Zahl der Publikationen in der Medline-
Datenbank zu Pichia pastoris von 8 Arbeiten auf {iber 600 angestiegen ist (Stand: Februar
2001). Die Entwicklung des Pichia-Systems betraf vor allem die Genese neuer Expressi-
onsvektoren mit neuen Promotoren und Selektionsmarkern, aber auch die Einfilhrung neuer

Pichia pastoris Stimme.

Tabelle 1-1. Relevante Komponenten der Vektoren zur Protein-Expression in P. pastoris.
(nach Cereghino, J.L. & Cregg, J.M., 2000).

Sekretionssignale ohne, PHO1, a-MF, SUC2, PHA-E
Marker-Gene HIS4, ADE1, ARG4, G418, URA3, Zeo
Promotoren AOX1, GAP, FLD1, PEXS8, YPT1

Sekretionssignale: PHO1, P. pastoris saure Phosphatase; o-MF, S. cerevisiae o~ Mating Faktor;
SUC2, Invertase; PHA-E, Phaseolus vulgaris Agglutinin; Marker-Gene: HIS4, Histidinol-Dehydro-
genase; ADE1, Amidoimidazolsuccinocarboxamid-Synthase; ARG4, Argininosuccinat-Lyase; URA3,
Orotidin-5"-Phosphat-Decarboxylase; Promotoren. AOX1, Alkoholoxidase 1; GAP, Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase; FLD1, Glutathion-abhéngige Formaldehyd-Dehydrogenase; PEX8, Per-
oxisomales Matrixprotein; YPT1, YPT1-GTPase.
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Fiir verschiedene Aspekte dieser Arbeit, wie z.B. der Entwicklung eines Wachstumsassays
war die Expression unter der Kontrolle des durch Methanol induzierbaren AOX1-Promotors
aufgrund des retardierten Wachstums der transgenen Hefezellen auf Methanol-haltigen
Nahrmedien ungeeignet. Daher war vor allem die Entwicklung eines Expressionsvektors ent-
scheidend, mit dem eine kontinuierliche und hohe funktionelle Expression der Peptidtrans-
porter moglich war. Hierfiir wurde der Promotor der Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydroge-
nase (GAP) isoliert und in Expressionsvektoren integriert (Waterham, H. R. et al., 1997). Fiir
den GAP-Promotor konnte gezeigt werden, dass er auf Glucose-haltigen Medien eine konsti-
tutive Expression ermoglicht, die in ihrer Hohe vergleichbar ist mit der des AOX-Promotors.
Die Aktivitdt des GAP-Promotors ist abhéngig von der Kohlenstoffquelle im Medium, wobei
die hochste Aktivitdit auf Glucose-haltigen Medien gemessen wurde. Mit Glycerin oder
Methanol als Kohlenstoffquelle betrug die Aktivitit noch 2/3 bzw. 1/3 der bei Glucoseange-
bot (Waterham, H. R. et al., 1997). Der Vorteil des GAP-Promotors liegt darin begriindet,
dass Methanol nicht zur Induktion der Expression gebraucht wird und die Hefestimme daher

auf einer einzigen Kohlenstoffquelle kultiviert werden kdnnen.

Eine weitere entscheidende Verbesserung war die Entwicklung neuer und weiterer Marker zur
Selektion positiver rekombinanter Pichia pastoris Zellen. Als einziger Selektionsmarker war
zunichst nur der HIS4-Marker erhiltlich, bei dem die Selektion iliber die funktionelle
Komplementierung eines im Wildtyp-Hefestamm defekten Gens in der Biosynthese von
Histidin, der Histidinol-Dehydrogenase erfolgt (Crane, D. 1. & Gould, S. J., 1994). Ein
weiterer Marker, der auch in dieser Arbeit eingesetzt wurde, war der Zeo-Marker. Der Zeo-
Marker besteht aus dem 375 bp langen S/ ble Gen von Streptoalloteichus hindustanus, dessen
Genprodukt eine Resistenz gegeniiber dem Bleomycin-artigen Antibiotikum Zeocin verleiht

(Cereghino, J. L. & Cregg, J. M., 2000).

Wie alle erhéltlichen Pichia pastoris Stimme stammt auch der in dieser Arbeit verwendete
Histidin-auxotrophe Stamm GS115 vom Stamm NRRL-Y 11430 (Northern Regional
Research Laboratories, Peoria, IL, USA) ab. Aufgrund der Mutation in der Synthese von
Histidin kann der Stamm GS115 zwar auf komplexen Medien kultiviert werden, fiir das
Wachstum auf Minimalmedien ist allerdings, bis zu einer eventuellen Komplementierung des
mutierten HIS4-Gens durch Transformation, die Supplementierung des Mediums mit Histidin

erforderlich (Cereghino, J. L. & Cregg, J. M., 2000).
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Ein Vorteil des Pichia pastoris Hefesystems liegt darin, dass es durch homologe Rekombina-
tion zwischen Sequenzen des Expressionsvektors und des P. pastoris Genoms zu einer
Integration des zu exprimierenden Fremdgens in das Genom der Hefe kommt, wodurch die
Stabilitdt des transgenen Hefestammes auch in Abwesenheit eines Selektionsdrucks gewéhr-
leistet bleibt.

Ein weiterer Punkt, der das Hefesystem gegeniiber anderen Systemen — wie z.B. bakteriellen
Expressionssystemen - iiberlegen macht, betrifft die posttranslationale Modifizierung der
Proteine. P. pastoris ist als eukaryotische Zelle in der Lage, viele der posttranslationalen
Modifikationen an Proteinen durchzufiihren, die bei héheren Eukaryoten vorkommen, wie
z.B. die Prozessierung von Signalsequenzen, die Proteinfaltung und Bildung von Disulfid-
briicken oder O- und N-glykosidische Modifizierungen (Busser, K. et al., 1993; Gemmill, T.
R. & Trimble, R. B., 1999; Higgins, D. R. & Cregg, J. M., 1998).

1.6 Ziele der Arbeit

Ausgehend von der entscheidenden Bedeutung der Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 fiir
die Homoostase von Aminosdurenstickstoff sowie ihrer Rolle in pharmakologischen
Prozessen besteht ein grofles Interesse an den molekularen und strukturellen Grundlagen des
Transportprozesses.

Als wesentliche Voraussetzung zu ihrer Analyse bedarf es eines Expressionssystems, das es
ermoglicht, entsprechende Daten in groBem Umfang zu generieren.

Daher sollte in dieser Arbeit zundchst das Pichia pastoris Hefesystem als Expressionssystem
fiir den humanen Peptidtransporter mit hoher Rate funktioneller Expression etabliert werden.
Dartiber hinaus sollte ein neues Verfahren zur ungerichteten Mutagenese entwickelt werden,
mit dessen Hilfe Informationen zur Struktur-Aktivititsbeziehung des Peptidtransporters
erlangt werden konnen.

Im Vorhaben sollte das Hefesystem auch als Screeningplattform etabliert werden, um mit
hohem Durchsatz a) Informationen zu Anforderungen an Substrate von PEPT1 und PEPT2
sowie b) vergleichende Analysen der Transporter-Isoformen vorzunehmen, c) die minimalen
strukturellen Anforderungen von Substraten fiir PEPT2 zu identifizieren, sowie d) spezifische

Inhibitoren fiir PEPT1 und PEPT2 zu identifizieren und zu charakterisieren.
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2  Material und Methoden
2.2 Materialien

2.2.1 Das Oozytensystem

Fiir die Entnahme von Oozyten zur Expression der Peptidtransporter dienten Xenopus laevis

(Stidafrikanische Krallenfrésche) der Fa. Nasco (Fort Atkinson, USA).

2.2.2 Hefe- und Bakterienstimme

Fiir die Transformation und Expression der Peptidtransporter wurde der Histidin-auxotrophe
Pichia pastoris Stamm GS115 verwendet (Invitrogen, San Diego, USA). Fiir die Propagation
und Transformation der verschiedenen Expressionsplasmide wurde der Stamm TOP 10F’
(Invitrogen, San Diego, USA) eingesetzt. Fiir die Zufallsmutagenese kamen Epicurian® Coli

XL1-Red kompetente Zellen (Stratagene, La Jolla, USA) zum Einsatz.

2.2.3 Radioaktiv-markierte Verbindungen
Das radioaktiv-markierte Dipeptid [Alanin-2,3-°’H]D-Phe-L-Ala ([°H]-D-Phe-Ala) mit einer
spezifischen Aktivitdt von 40 Ci/mmol und einer Volumenaktivitidt von 1,1 mCi/ml wurde

von Biotrend (Kdln) bezogen.

2.2.4 Peptide, Peptidmimetika, Peptid- und Aminosiurenderivate

Peptide, Peptidmimetika, Peptid- und Aminosdurenderivate wurden entweder von Sigma,
Deisenhofen oder Bachem, Heidelberg bezogen oder speziell durch Dr. B. Hartrodt aus der
Arbeitsgruppe von Prof. K. Neubert (Institut fiir Biochemie, Fachbereich Bioche-
mie/Biotechnologie der Martin-Luther-Universitdit Halle) nach Standardmethoden der

Peptidchemie (Barth, A. et al., 1980; Wunsch, E, 1974) synthetisiert.

2.2.5 Chemikalien, Reagenzien fiir die Molekularbiologie, Verbrauchsmaterial

Laborchemikalien (pro analysis Qualitdt) sowie die Komponenten fiir Bakterien- und Hefe-
medien wurden iiberwiegend von Roth (Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen) und Merck (Darm-
stadt) bezogen. Weiterhin wurden in dieser Arbeit folgende Materialien verwendet: Enzyme,
dNTP’s und DNA-GroBBenmarker (MBI Fermentas, St. Leon-Rot; New England Biolabs,
Frankfurt; Roche, Mannheim und Life Technologies, Karlsruhe); Oligonukleotide (Eurogen-
tech, Seraing, Belgien sowie MWG, Ebersberg); Clean-a-gene DNA Isolations—Kit, sowie
Petrischalen und Zentrifugationsrohrchen (Renner, Dannstadt); High-Molecular-Weight-
Range Proteinmarker, Protease-Inhibitor-Cocktail, Anti-mouse-IgG (Peroxidase-Konjugat), 3-
Amino-9-Ethyl-Carbazol (Sigma, Deisenhofen); Positope™-Protein, Anti-myc Antikdrper,
TA cloning Kit, Topo™-TA Cloning Kit und Zeocin (Invitrogen, San Diego, USA);
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Zymolyase (Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan). ELONGASE Amplifikations-System
(Life Technologies, Karlsruhe); mMessage-machine™ in-vitro-Transkriptions-Kit (Ambion,
Austin, USA); FlexiPrep Kit zur Isolierung von Plasmid-DNA, Thermo Sequenase Cy5 Dye
Terminator Sequenzierungskit sowie ReproGel (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg);
Hefestickstoff-Basis (DIFCO, Becton-Dickinson, Heidelberg); ME-25 Membranfilter
(Schleicher & Schuell, Dassel); 96-well Filterplatten (MAHA und MHVB) sowie Stanz-
stempel (Millipore, Eschborn). Glasperlen (Sdure-gewaschen, 0,5 mm Durchmesser), Roti-
Quant zur Proteinbestimmung, Szintillationscocktail (Rotiszint Eco), PVDF-Membran (Roth,

Karlsruhe); Szintillationsvials (Zinsser Analytic, Frankfurt).

2.2.6 Geriite

Neben den laboriiblichen Gerdten kamen folgende spezielle Gerdte zum Einsatz:
Thermocycler Personal Cycler (Biometra, Gottingen) sowie PCR-Sprinter und PCR-Express
(Hybaid, Heidelberg); Automatischer Sequenzierer ALFexpress (Amersham Pharmacia Bio-
tech, Freiburg); Mini-Protean II Vertikal-Elektrophorese System; Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer-Zelle, Gene Pulser II Electroporation System (Biorad, Miinchen); Vakuum-Filtrati-
onssystem (Sonderanfertigung A. Kratz, Institut fiir Erndhrungswissenschaft, GieBen); -
Szintillations-Zadhler LS6500 (Beckmann, Fullerton, USA) und MicroBetaTriLux (Wallac,
Turku, Finland); Oozyten Mikroinjektor Nanoject (Drummond, Birmingham, USA);
Membranfilterhalter sowie die Multiscreen-Stanze von Millipore (Eschborn); TEC-05 ampli-
fier (npi electronic, Tamm); Kiihlzentrifuge Sorvall RC2-B und RC5-B (Du Pont Instruments,
Bad Nauheim) sowie BR4i (Jouan, Saint-Herblain, Frankreich).

2.3 Methoden

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation eines ausgewéhlten DNA-
Fragmentes mittels spezifischer Oligonukleotide (Mullis, K. B. & Faloona, F. A., 1987). Die
PCR wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um durch gerichtete Mutagenese neue Schnittstellen
fiir Restriktions-Enzyme in cDNA's einzufiigen. Ausgehend von genomischer DNA der
Hefeklone im Rahmen der Zufallsmutagenese (s. 2.2.9) wurden mittels PCR entsprechende,
in das Hefe-Genom zu integrierende ¢cDNA-Strange der Peptidtransporter amplifiziert und
isoliert. Es wurde hierbei das ELONGASE System eingesetzt, bei dem eine Tag/Pyrococcus
DNA-Polymerase-Mischung Verwendung findet, die eine Korrektur-Lese-Aktivitit besitzt.

Die Reaktion erfolgte ausgehend von 10 ng Plasmid-DNA bzw.1 pg isolierter genomischer

DNA. Der Reaktionsansatz enthielt in einem Volumen von 25 pl 0,5 ul Elongase-Enzym
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(1U/ul), sowie 0,5 pl Sense- und Antisense-Primer (Endkonzentration 200 nM) sowie 1,6 mM
MgCl,. Das Amplifikations-Protokoll bestand, soweit bei den Ergebnissen nicht anders
erwahnt, aus einer initialen Denaturierung bei 94°C (30 s), gefolgt von 35 Zyklen zur Ampli-
fikation der DNA (Denaturierung fiir 30 s bei 94°C, Anlagern der Primer fiir 30 s bei 57°C,
Synthese fiir 120 s bei 68°C). Zur Kontrolle der Amplifikation wurden die PCR-Produkte in
einem 0,8 bis 1%-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Sambrook, J. et al., 1989).
Anschlieend erfolgte die Insertierung der PCR-Produkte mittels TA-Cloning Kit oder
TOPO-TA Cloning Kit in den Vektor pCRII (Invitrogen, San Diego, USA). Hierbei macht
man sich zu Nutze, dass die meisten Taq-Polymerasen an den 3’-Enden der PCR-Produkte
tiberhdngende dATP’s anfiigen. Daher konnen diese Fragmente in Plasmide ligiert werden,

die in der Klonierungsstelle dazu komplementire iiberhdngende dTTP’s aufweisen.

2.3.2 Konstruktion der Expressionsvektoren

Zur Konstruktion der Expressionsvektoren, der Transformation, Propagation und Isolierung
der Plasmide sowie zur Restriktionsanalyse wurden klassische molekularbiologische Labor-
methoden nach Sambrook und Maniatis eingesetzt (Sambrook, J. et al., 1989). Zur Expression
von hPEPT1 in Pichia pastoris wurden 4 Expressionsvektoren erzeugt. Fiir die Konstruktion
des Expressionsvektors pPIC3L-hPEPT1 wurde ein 2,2 kb gro3es cDNA-Fragment, das fiir
hPEPT1 kodiert, durch Sa/l und Notl Verdau aus dem Vektor pBS-SK-PEPT1 (Liang, R. et
al., 1995) geschnitten. Das Plasmid pPIC3L (Déring, F. et al., 1997) wurde mit Xhol/Notl
verdaut. Da Sall und Xhol kompatible kohdsive Enden erzeugen, konnte die hPEPT1-cDNA
in die Xhol/Notl-Stellen von pPIC3L insertiert werden. Das daraus resultierende Plasmid
wurde als pPIC3L-hPEPT1 bezeichnet. Zur Insertion der hPEPT1-cDNA in den Expressions-
vektor pPIC9 (Invitrogen, San Diego, USA) wurden zunéchst iiber PCR (s.2.2.1) am 5-Ende
eine Avrll-Schnittstelle und am 3’-Ende eine Xbal-Schnittstelle in die hPEPT1-cDNA einge-
fiigt. Die hPEPT1-cDNA wurde dabei ausgehend vom Plasmid pBS-SK™-hPEPT1 mit den
Primern hPINTAV: 5'-CGGCAGTCGCAGGACCTAGGGGAGCCGCCGCCATGGGAATG
T CC-3" und hPICTX 5'-CTTGCCTCCTICTAGACACATCTGTTTCTGTGAATTGGCCC-
C-3" mit den gewlinschten Schnittstellen (kursiv hervorgehoben) als 5’-Extensionen
amplifiziert. Das erhaltene 2,2 kb grofle PCR-Fragment mit den Avrll/Xbal-Schnittstellen
wurde mit dem TA-Cloning Kit in das Plasmid pCRII kloniert. AnschlieBend wurde das
Avrll/Xbal-Fragment aus dem Vektor pCRII-hPEPT1 in die Avrll-Schnittstelle (Xbal und
Avrll besitzen kompatible kohdsive Enden) des Plasmids pPIC9 insertiert. Diese

Klonierungsschritte fiihrten zu einer Fusion im korrekten offenen Leserahmen mit der o-
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Faktor Signalsequenz von S. cerevisiae, die auf dem Plasmid pPIC9 integriert ist. Der ent-
standene Vektor wurde pPIC9-hPEPT1 benannt. Zur Generierung der Expressionsvektoren
pPICZB-hPEPT1 und pGAPZB-hPEPT1 ausgehend von den Plasmiden pPICZB und
pGAPZB (Invitrogen, San Diego, USA) wurden ebenfalls zunéchst iiber PCR zwei Schnitt-
stellen am 5und 3’-Bereich der hPEPT1-cDNA eingefiigt. Hierbei wurde das Oligonukleotid
hPINTBSP (5-GTCGCAGGAGCCCITCGAACCGCCGCCAT-3") zur Generierung einer
Bsp1191-Schnittstelle eingesetzt und hPICTX (Sequenz sieche oben) zur Generierung einer
Xbal-Stelle. Das PCR-Produkt wurde mittels TA-Cloning Kit in den pCRII Vektor ligiert und
anschlieBend das Bspl191/Xbal-Fragment in die mit Bspl19l/Xbal geschnittenen Plasmide
pPICZB und pGAPZB insertiert. Durch das Einfligen der Xbal-Schnittstelle wurde das native
Stop-Codon der hPEPT1-cDNA mutagenisiert. Somit kommt es zu einer C-terminalen Fusion
der hPEPT1-cDNA im korrekten offenen Leserahmen mit Sequenzen, die fiir das myc-Epitop
und einen Polyhistidin-Tag kodieren und in den Plasmiden pPICZB und pGAPZB integriert
sind. Zur Kontrolle der Mutation des Stop-Codons und der korrekten Fusion an das myc/His-

Epitop wurden die erhaltenen Konstrukte sequenziert.

2.3.3 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen erfolgten nach der Kettenabbruch-Methode nach Sanger (Sanger,
F. et al.,, 1977) unter der Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes Cy5 (5'-Cyanin) zur
Markierung der DNA und deren anschlieBender Detektion durch den automatischen DNA-
Sequenzierer ALF-Express. Eine Methode, die zur Sequenzierung eingesetzt wurde, war die
T7-Sequenzierung mit dem AutoReadSequencing Kit, bei der ein Cy5-markierter Primer,
nicht-markierte Didesoxynukleotide (ddNTP’s) und Desoxynukleotide (ANTP’s) sowie eine
T7-Polymerase zur Generierung von fluoreszenz-markierten Didesoxynukleotid terminierten
DNA-Stringen verwendet wird. Ein weiteres Verfahren, das zur Sequenzierung angewendet
wurde, war das sogenannte Cycle-Sequencing. Der Ansatz bestand hierbei aus einem DNA-
Template, einem nicht-markierten Primer, einer hitzestabilen Polymerase und Cy5-markierten
ddNTP’s und ANTP’s. Die Zyklen bestehen hierbei aus thermischer Denaturierung und Poly-
merisierung, bei der es zu einem Kettenabbruch nach Einbau von Cy5 markierten ddNTP’s
kommt. Durch die Temperaturzyklen kommt es in jedem Durchlauf zu einer linearen
Zunahme der Menge von terminierten DNA-Strédngen.

Vergleiche der Sequenzen auf DNA- und Protein-Ebene mit den in der Genbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) abgelegten Sequenzen der Peptidtransporter wurde das Programm

DNASIS (Hitachi Software Engineering) verwendet.
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2.3.4 Hefetransformation

Lineare DNA kann in Pichia pastoris stabile Transformanden iiber homologe Rekombination
zwischen Sequenzen der einzubringenden Plasmid-DNA und den dazu homologen Regionen
im Genom erzeugen. Zur Identifikation von positiven rekombinanten P. pastoris-Klonen dient
die Selektion iiber sogenannte Marker-Gene. Diese fiihren entweder wie im Falle von HIS4 zu
einer Komplementierung des Histidin-auxotrophen Phénotyps des Waildtyp-Hefestamms
GS115 oder verleihen wie beim Zeo-Marker eine Resistenz gegeniiber einem Antibiotikum.
Des weiteren kann durch eine Linearisierung an verschiedenen Stellen des zu transformieren-
den Plasmids ein unterschiedlicher Integrationsort bevorzugt werden. Hierbei kommt die
Integration ins Genom entweder iiber ein einzelnes Crossing-Over zu Stande oder es kann bei
Integration im AOX1-Locus zu einem doppelten Crossing-Over und dabei zu einem Verlust
des AOX1-Gens kommen. Durch den Verlust der AOX1 zeigen diese Transformanden daher
ein langsameres Wachstumsverhalten (MutS) auf Methanol-haltigen Medien als der Wildtyp
(Mut+).

Transformation durch die Lithium-Chlorid Methode

Die Vorbehandlung von Hefen mit Alkalimetallkationen erlaubt es die Zellen ohne vorherige
Lyse der Zellwand fiir die Aufnahme von DNA kompetent zu machen. Zur Transformation
wurden jeweils 15-20 pg der Plasmide pPIC3L, pPIC3L-hPEPT1 mit Sall zur Generierung
von Mut+-Transformanden und mit Bgl/ll fiir MutS-Transformanden, pPIC9 und pPIC9-
hPEPT1 mit Sall, pPICZB, pPICZB-hPEPT1, pGAPZB und pGAPZB-hPEPT1 mit Avril
linearisiert. Eine 50 ml Kultur des Stammes GS115 wurde bis zu einer OD von 0,81 in YPD-
Medium (1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Glucose) kultiviert und durch 10 min Zentrifuga-
tion bei 3.000 g und RT geerntet. Nach Waschen der Zellen mit 25 ml H,O wurde das Pellet
in 1 ml 100 mM LiCl resuspendiert und nach erneuter Zentrifugation in 400 pul 100 mM LiCl
aufgenommen. Pro Ansatz wurden 50 pl der Zell-Suspension in ein 2 ml Reaktionsgefdl3
iiberfiihrt und nach Zentrifugation die LiCI-Losung vom Pellet abgenommen. In der angege-
benen Reihenfolge wurden dann zum Pellet jeweils 240 pl 50% PEG, 36 ul 1M LiCl, 25 pl 2
mg/ml einzelstrangige Lachs-Sperma-DNA sowie die linearisierte Plasmid-DNA in 50 pl
H,0 gegeben, fiir 1 min gemischt und fiir 30 min bei 30°C inkubiert. Nach anschlieBendem
Hitzeschock bei 42°C fiir 25 min im Wasserbad wurden die Ansétze bei 3.000 g abzentrifu-
giert (5 min, RT). Zur Selektion {iber den HIS4-Marker wurden die Zellen direkt auf MD-
Agarplatten (1% Glucose, 1,34% Hefestickstoffbasis ohne Aminoséduren, 4x107% Biotin, 2%
Agar) ausplattiert. Zur Selektion auf Zeocin-Resistenz wurden die Zellen zunéchst fiir 1h mit

1 ml YPD-Medium unter Schiitteln bei 30°C inkubiert und anschlieBend auf YPD-Agar-
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platten mit 100 pg/ml Zeocin ausplattiert. Die Agarplatten wurden dann fiir 2-3 Tage bei
30 °C bis zum Erscheinen positiver rekombinanter Hefe-Kolonien inkubiert.

Die Selektion auf Mut+ oder MutS-Phdnotyp erfolgte durch gleichzeitiges Aufbringen von

positiven rekombinanten P. pastoris Klonen der Transformations-Ansdtze pPIC3L und
pPIC3L-hPEPT1 auf Methanol-haltige MM-Agarplatten (0,5% Methanol, 1,34% Hefestick-
stoffbasis ohne Aminosduren, 4x10°% Biotin, 2% Agar) und MD-Agarplatten und Selektion
nach Kolonien, die ein normales Wachstum auf MD-Platten zeigten, aber langsamer auf MM-
Platten wuchsen (MutS-Phénotyp).

Die Selektion auf multiple Integrationsereignisse der positiven rekombinanten Hefekolonien
nach Transformation mit den Plasmiden pPICZB, pPICZB-hPEPTI1, pGAPZB sowie
pGAPZB-hPEPT1 beruht auf der erhéhten Zeocin-Resistenz bei Vorhandensein von mehreren

Kopien der Fremd-DNA im P. pastoris-Genom und erfolgte durch Ausplattieren auf YPD-

Agarplatten mit steigenden Konzentrationen an Zeocin (bis zu 1,2 mg/ml).

Transformation durch Elektroporation

Eine weitere Moglichkeit zur Transformation von Hefezellen mit linearisierter Plasmid-DNA
stellt die Elektroporation dar. Aufgrund der besseren Transformationseffizienz wurde diese
Methode im Rahmen der Zufallsmutagenese eingesetzt, um eine moglichst hohe Ausbeute an
Transformanden mit mutierter hPEPT1-cDNA zu erhalten. Zur Elektroporation wurde eine 50
ml Kultur der P. pastoris GS115 Zellen bis zu einer OD von 1,3 — 1,5 in YPD Medium kulti-
viert. Nach 5 min Zentrifugation (3.000 g, 4°C) wurden die Zellen zweimal mit 50 ml eiskal-
tem H,O und einmal mit eiskaltem 1M Sorbitol gewaschen und anschlieend in 150 pul 1 M
Sorbitol resuspendiert. Pro Ansatz wurden 80 pl Zellsuspension in einem 2ml-Reaktionsgefal3
mit 5 - 10 ug linearisierter Plasmid-DNA gemischt, in eine eiskalte Elektroporations-Kiivette
(0,2 cm) iiberfiihrt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mit 1500 V, 25 puF und
200 € gepulst, so dass eine Pulslinge von etwa 5 ms und eine Feldstdrke von ca. 7500 V/cm
erreicht wurde. Nach der Elektroporation wurde 1 ml 1M Sorbitol zu den Zellen gegeben, die
Zellen in ein 15 ml Roéhrchen iiberfiihrt und fiir 1 h bei 30°C inkubiert. Danach wurde 1 ml
YPD-Medium zugefiihrt, die Zellen fiir 2 h bei 30°C geschiittelt und anschlieBend auf YPD-
Platten mit 100 pg/ml Zeocin ausplattiert.

2.3.5 Transportstudien an Hefezellen

Die Aufnahmeexperimente mit Hefezellen wurden unter Verwendung einer Schnellfiltrations-
technik mit dem radioaktiv markierten Dipeptid ["H]-D-Phe-Ala entweder auf Einzelfiltern
oder auf 96-well Filterplatten durchgefiihrt. Zellen der Klone GAPZB, GAPZB-hPEPT1
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sowie GAP-PEPT2 (Déring, F. et al., 1998) wurden in YPD-Medium bis zu einer OD von 3-6
kultiviert und direkt fiir die Aufnahmemessung eingesetzt. Bei den Stimmen mit AOX1-
Promotor kontrollierter Expression (PIC3L, PIC3L-hPEPT1, PIC9, PIC9-hPEPT1 sowie GS-
PEPTIS (Doring, F. et al., 1997)) wurden die Zellen zunichst in MGY-Medium (1% Glyce-
rin, 1,34% Hefestickstoffbasis ohne Aminosiuren, 4x107% Biotin) bzw. MGY-Medium mit
0,004 % Histidin (MGYH) bis zu einer OD von 3-6 herangezogen und dann zur Induktion der
Expression auf Methanol-haltiges Medium (MM bzw. MMH) fiir weitere 24 h iiberfiihrt.

Einzelfilter-Assay

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (3.000 g, 5 min, RT) geerntet, dreimal mit Kalium-
Phosphat-Puffer (100 mM, pH6,5) (KPP) gewaschen und auf eine Zelldichte von 1 OD in
10 pul KPP resuspendiert. Die Aufnahme wurde durch schnelles Mischen der Hefesuspension
mit 40 ul KPP, 0,1 uCi [*H]-D-Phe-Ala enthaltend sowie mit oder ohne Kompetitoren (0,001
bis 10 mM), gestartet. Nach 30 min Inkubation bei RT wurde die Aufnahme in die Zellen
durch Zugabe von 3 ml eiskaltem KPP gestoppt, der Ansatz iiber einen Filter (ME25, 0,45 um
Porengrofe) abgesaugt und der Filter nach dreimaligem Waschen mit KPP in ein Szintilla-
tionsvial tiberfiihrt. Nach Zugabe von 4 ml Szintillator wurde die mit dem Filter assoziierte

Radioaktivitdt im -Szintillationszahler bestimmt.

96-well Filterplatten-Assay

Die Zellen wurden vorbehandelt wie fiir den Einzelfilter-Assay und auf eine Zelldichte von 1
OD in 20 pl KPP resuspendiert. Die Filterplatten (MAHA bzw. MHVB, 96-well, 0,45 um
Porengrofie) wurden mit 30 pl KPP fiir 5 min pré-dquilibriert und anschlieend abgesaugt. Zu
30 pl Inkubationslésung (0,1 pCi [*H]-D-Phe-Ala mit oder ohne Kompetitoren in den
entsprechenden Endkonzentrationen von 1 nM bis 20 mM in KPP) wurden in jedes Well
20 ul Hefesuspension hinzugegeben und fiir 15 min auf einem Mikrotiterplatten-Vortexer
unter leichtem Riitteln inkubiert. AnschlieBend wurde der Unterboden der Mikrotiterplatte
entfernt, die Inkubation durch Zugabe von 200 pl eiskaltem KPP und Absaugen des Ansatzes
mittels Vakuum-Filtrationssystem gestoppt und die Filter 3x mit 200 ul KPP gewaschen. Zur
Bestimmung der mit den Filtern assoziierten Radioaktivitdit wurden A) die Filter mittels
Stanze von der Platte entfernt und in Szintillationsrohrchen uberfithrt, mit 4 ml Szintillati-
onscocktail versehen und die Radioaktivitit im B-Counter bestimmt oder B) nach dem
Waschen der Filterplatten in jedes Well 35 ul Szintillationscocktail gegeben, die Platte mit

Klebefolie versiegelt und direkt im MicroBetaTriLux gemessen.
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2.3.6 Membranpriparation

Zellen der entsprechenden Hefestimme GAP-hPEPT1 oder GAP-K (Kontrolle) wurden in
YPD-Medium bis zu einer OD von 4-6 kultiviert und durch 10 min Zentrifugation (3.000 g,
4°C) pelletiert. Das Zellpellet wurde einmal mit eiskaltem Breaking-Puffer (50 mM Na-Phos-
phat (pH 7.4), ImM EDTA, 5% Glycerin) gewaschen und anschliefend zu 100 OD/ml
Breaking-Puffer mit ImM PMSF und 2 pl/ml Protease-Inhibitor (PI) Cocktail resuspendiert.
Zur Suspension wurde ein gleiches Volumen Glasperlen (Siure-gewaschen, 0,5 mm Durch-
messer) hinzugegeben und die Zellen durch kréftiges Vortexen (8% fiir 30 s, jeweils unterbro-
chen durch 30 s Inkubation auf Eis) aufgebrochen. Die Zellwand sowie nicht zerstorte Zellen
wurden zunichst durch Zentrifugation abgetrennt (2.000 g, 4°C, 10 min) und die Zellmem-
bran durch Ultrazentrifugation bei 100.000 g (4°C, 30 min) pelletiert. Das Pellet wurde in
500 ul Membran-Suspensions-Puffer (50 mM Tris-HC1 (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA) mit 1mM PMSF und 1pl PI-Cocktail aufgenommen. Aliquote wurden
schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Die Bestimmung der

Proteinkonzentration erfolgte iiber die Roti-Quant Methode mit BSA als Standard.

2.3.7 Western-Blot-Analyse

Membranproteine der entsprechenden Hefestimme oder das positope™-Protein wurden auf
einem 10%-igen SDS-Gel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt (Mini-Protean II,
0,06 A, 200 mV, 45 min). Durch Elektrotransfer wurden die Proteine dann iiber eine Semi-
Dry Transfer-Zelle auf PVDF-Membran transferiert (20 mV, 260 mA, 45 min). Zur Kontrolle
der Transfereffizienz und zur Markierung der Markerproteine wurden die auf der Membran
immobilisierten Proteine zunédchst durch Ponceau S (0,2% w/v Ponceau S in 3% w/v Sulfosa-
licylsdure und 0,1% Essigsdure) reversibel gefarbt. Nach Entfirben durch Waschen mit
Wasser wurde die Membran fiir 1 h bet RT mit 4% Magermilchpulver in PBS (137 mM NaCl,
2,7 mM KCl, 8,1 mM Na,HPO,, pH 7,4) blockiert. Nach 3x 5 min Waschen mit PBS wurde
die Membran zur Immuno-Detektion der myc-getaggten Proteine mit dem monoklonalen
Anti-myc Antikorper (Endkonzentration von 0,9 ug/ml) iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Anschlieend wurde die Membran mit PBS gewaschen (3% 10 min) und 1 h bei RT mit dem
sekundédren Antikdrper Anti-mouse IgG (Peroxidase-Konjugat, 1:2000 Verdiinnung) inku-
biert. Durch 3-maliges Waschen (10 min) mit PBS wurden ungebundene Antikorper entfernt.
Zur Visualisierung der myc-getaggten Proteine wurde der Blot in 10 ml 50 mM Na-Acetat-
Puffer (pH 5,0) mit 4 mg 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol und 5 pl 30% H,0O, entwickelt. Die

Farbentwicklung wurde nach 2-5 min Inkubation im Dunkeln durch Waschen mit Wasser
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gestoppt. Nach Trocknen der Membran wurde der Blot zur Quantifizierung des myc-
getaggten Proteins eingescannt und densitometrisch {iber Sigma-Gel™ Software (SPSS

Science, Chicago, USA) ausgewertet.

2.3.8 Zufallsmutagenese

Die Generierung von Mutationen in die pGAPZB-hPEPT1-cDNA erfolgte unter Verwendung
des E. coli Stammes XL1-red. Diesem Stamm fehlen durch Defekte in den Genen mutS,
mutD und mutT drei Hauptreparatur-Mechanismen zur Beseitigung von spontan auftretenden
Mutationen in der DNA. Durch den Verlust zur Fehlpaarungsreparatur, Fehlen der 3°-5"-Exo-
nuklease-Aktivitit der Polymerase III sowie dem Verlust der Hydrolyse von 8-oxo-dGTP
kommt es zu einem 5000-fach hdufigeren Auftreten von zufilligen Mutationen (Greener, A.
et al., 1997).

Zur Mutagenisierung wurden die XL1-red Zellen mit der pGAPZB-hPEPT1 cDNA sowie
dem pGAPZB-Plasmid als Negativkontrolle transformiert, die erhaltenen Transformanden zu
einem Ansatz vereinigt, iiber Nacht in 50 ml LB-Medium (1% NaCl, 1% Pepton, 0,5% Hefe-
extrakt, pH 7,0) kultiviert und mittels Flexi-Prep Kit die mutagenisierte Plasmid-DNA
prapariert. Zur Amplifikation der mutagenisierten Plasmide wurde die aus XL1-red
praparierte DNA in XLI-blue E. coli transformiert, die Transformanden zu einer 100 ml
Kultur vereinigt und aus dieser Kultur durch Midi-Prép und Flexi-Prep die Plasmid-DNA

isoliert.

2.3.9 Priparation genomischer DNA aus P. pastoris

Die Priparation genomischer DNA aus Pichia pastoris beruht auf der Lyse von Hefe-
Sphéroplasten und der Isolierung der genomischen DNA durch Ethanolprazipitation.

Hierzu wurde eine Hefe-Kultur in 20 ml YPD-Medium bis zu einer OD von 4-6 herangezo-
gen, geerntet (2.500 g, 10 min bei RT), 2x in 20 ml H,O gewaschen und in 2 ml SCED-
Losung (1 M Sorbitol, 10 mM Na-Citrat (pH 7,5), 10 mM EDTA, 10 mM DTT) resuspen-
diert. Zur Lyse der Zellwand wurden 100 pl Zymolyase (3 mg/ml) hinzugegeben, 50 min bei
37°C inkubiert und die zu ca. 80% sphéroplastierten Zellen durch Zugabe von 2 ml 1% SDS
lysiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden 1,5 ml 5M K-Acetat (pH 8,9) zugefiigt, vor-
sichtig gemischt und zentrifugiert (10 min, 4°C, 10.000 g). Der Uberstand wurde iiberfiihrt
und die DNA durch Zugabe von 2 Volumen Ethanol und Inkubation fiir 15 min bei RT prézi-
pitiert. Nach Zentrifugation (10.000 g, 20 min, 4°C) wurde das Pellet in 700 pl TE-Puffer
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,4) gelost. Zur Entfernung von Proteinen wurde die
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Losung mittels Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol prézipitiert. Das Pellet wurde in
TE-Puffer aufgenommen und die Reinheit und Menge der priparierten DNA photometrisch

bestimmt.

2.3.10 Expression der Peptidtransporter in Xenopus laevis Qozyten

Die Peptidtransporter konnen nach Expression in Xenopus laevis Oozyten sowohl durch elek-
trophysiologische Messungen als auch durch Transportuntersuchungen mit radioaktiv mar-
kierten Dipeptiden funktionell untersucht werden (Boll, M. et al., 1996; Boll, M. et al., 1994).
Aus dem Bauchraum eines mit 0,22% Tricain narkotisierten Frosches wurden Oozyten ent-
nommen, nach Waschen mit ORII-Losung (82,5 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCl,, 10 mM
HEPES/Tris, pH 7,4) fiir 90 min mit Kollagenase A (2 mg/ml) behandelt und manuell sortiert
(Bertran, J. et al., 1992). Die vereinzelten Oozyten wurden iiber Nacht in einer modifizierten
Barth-Lésung (88 mM NaCl, 1 mM KCI, 0,82 mM MgSQO,, 0,41 mM CaCl,, 0,33 mM
Ca(NOs),, 2,4 mM NaHCO;3, 220 mg/l Gentamycin, 10 mM HEPES/Tris, pH 7,4) bei 18°C
inkubiert. Am nédchsten Tag wurden in Oozyten der Wachstumsstadien V/VI 32,6 nl H,O
(Kontrolle), oder 32,6 nl der cRNA der Peptidtransporter PEPT1, PEPT2, oder hPEPT1
(1 ng/nl) liber einen Mikroinjektor injiziert. Die cRNA wurde durch in vitro-Transkription mit
T7-RNA-Polymerase (mMessage-machine) synthetisiert. Nach 3-5 Tagen Inkubation in
modifizierter Barth-Losung bei 18°C wurden die Oozyten dann fiir elektrophysiologische

Untersuchungen oder Aufnahmeexperimente verwendet.

Elektrophysiologische Untersuchungen

Die Zwei-Elektroden-Spannungs-Klemm-Technik (TEVC, Two-electrode-voltage-clamp)
wurde angewendet, um an Oozyten, die die Peptidtransporter exprimieren, die Ladungsver-
schiebung durch den Cotransport von Substraten mit Protonen zu charakterisieren. Gemessen
wurde die Verdnderung des Stroms (I) bei unterschiedlichen Transmembran-Potentialen (V),
der durch die Substratzugabe zu Oozyten induziert wurde. Hierzu wurde die Oozyte in eine
offene Kammer in einem Volumen von etwa 0,5 ml plaziert und kontinuierlich mit modifi-
zierter Barth-Losung (pH 6,5) oder mit den entsprechenden Substratldsungen (in der Regel
5 mM Substrat in modifizierter Barth-Losung, pH 6,5) perfundiert. Das Membranpotential der
Oozyten wurde auf -60 mV kurzgeschlossen. Strom-Spannungs-Beziehungen (current-
voltage-relationship, I-V) wurden im Potential-Bereich von -160 bis +80 mV durch 100 ms
kurze Pulse an den entsprechenden Membranpotentialen gefolgt von 200 ms langen Pausen
gemessen. Die [-V Messungen wurden dabei unmittelbar vor und 30 s nach Substrat-Zugabe

gemessen, nachdem ein konstanter Haltestrom erreicht wurde. Der Strom, der durch die
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Peptidtransporter bei einem gegebenen Membranpotential erzeugt wurde, wurde als Differenz

der Haltestrome in An- und Abwesenheit des Substrates bestimmt.

Aufnahmeexperimente

Zur Bestimmung der Aufnahme des radioaktiv markierten Dipeptids [°H]-D-Phe-Ala in
Oozyten, die die Peptidtransporter exprimieren, wurden pro Ansatz 8-10 Oozyten zunéchst in
Aufnahmepuffer (100 mM NaCl, 2 mM KCIl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM Hepes/Tris
bei Ansdtzen mit pH 26,5 bzw. 5 mM Mes/Tris bei Ansdtzen mit pH <6,5 vorinkubiert.
AnschlieBend wurden die Oozyten in 100 pl Aufnahmepuffer mit 1 uCi [’H]-D-Phe-Ala fiir
30 min bei RT inkubiert. Die Aufnahme wurde durch Zugabe von 3 ml eiskaltem Aufnahme-
puffer gestoppt. Nach 3x Waschen mit jeweils 3 ml Puffer wurden die Oozyten in ein Szin-
tillationsrohrchen iiberfiihrt und nach Zugabe von 100 pul 10% SDS etwa 1-2 h solubilisiert.
Anschliefend wurden 3 ml Szintillationscocktail zugegeben und die mit den Oozyten

assoziierte Radioaktivitdt in einem [-Szintillationszéhler bestimmt.

2.3.11 Analyse der Transportparameter

Alle Berechnungen, sowohl lineare wie nicht-lineare Regressionsanalyse, die Kalkulation der
Inhibitionskonstanten (K;) aus den ICso-Werten und die statistische Analyse, wurden mit dem
Programm GraphPad Prism (GraphPad, Los Angeles, USA, Version 3.01) durchgefiihrt. Die
ICso-Werte als die Konzentration eines nicht-markierten Kompetitors, die bendtigt wird, um
die Transporter vermittelte Aufnahme des radioaktiv markierten Dipeptids [*H]-D-Phe-Ala zu
50% zu inhibieren, wurden iiber nicht-lineare Regression mit einer Bindungsstelle ermittelt.
Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM (standard error of the mean) von mindestens 2 unab-
hiangigen Experimenten angegeben. Im Falle der Aufnahmemessungen im Hefesystem
wurden fiir jeden Messpunkt in der Regel drei Parallelbestimmungen durchgefiihrt, bei
Aufnahmemessungen im Oozyten-System wurden 8-10 Oozyten pro Messpunkt eingesetzt.
Die Daten aus den elektrophysiologischen Untersuchungen sind reprisentativ fiir mindestens

zwei unabhingige Experimente an unterschiedlichen Oozyten-Prédparationen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Fiir die Charakterisierung von Membranproteinen wie Peptidtransportern ist der Einsatz von
Zellsystemen, in denen die Proteine in funktioneller Form exprimiert werden koénnen, eine
wesentliche Voraussetzung. Fiir Fragestellungen, die sich mit molekularen und strukturellen
Aspekten der Transportproteine befassen, bedarf es Systemen, die zum einen das
Transportprotein in groen Quantititen in funktioneller Form zur Verfligung stellen und zum
anderen eine einfache Handhabung und umfassende genetische Manipulierbarkeit
gewihrleisten. Durch eigene Vorarbeiten sowie weitere Arbeiten in der Arbeitsgruppe von
Prof. Daniel konnte bereits gezeigt werden, dass die Hefe Pichia pastoris ein
vielversprechendes System fiir die Untersuchung der Peptidtransporter darstellt. Diese
Studien dienten daher als Ausgangspunkt fiir die Weiterentwicklung des P. pastoris-Systems
als Expressionssystem.

Fiir das vorliegende Vorhaben ergaben sich zwei thematische Schwerpunkte, die zunéchst
getrennt voneinander dargestellt und im Anschluss an die jeweiligen Ergebnisse in ihrer
Bedeutung diskutiert werden.

Das Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war die Etablierung der Hefe Pichia pastoris als
generelles Expressionssystem fiir die Peptidtransporter und die Optimierung der Produktion
der rekombinanten Proteine. Zu diesem Zweck wurde der humane intestinale
Peptidtransporter hPEPT1 — der bisher nicht in Hefen exprimiert wurde — in P. pastoris
eingebracht und die Bedingungen und Voraussetzungen fiir eine hohe funktionelle
Expressionsrate des Proteins erarbeitet. Dariiber hinaus wurden neue Methoden entwickelt,
mit denen eine funktionelle Charakterisierung der Transporter, ihrer Struktur und bedeutenden
Proteinregionen unternommen werden kann.

Auf der Grundlage dieser Techniken wurden im zweiten Teil dieser Arbeit umfassende
Untersuchungen zu Struktur-Affinitdts-Beziehungen der Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2

vorgenommen.
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3.1 Etablierung der Hefe Pichia pastoris als Expressionssystem fiir
Peptidtransportproteine der Sduger
Der generelle Vorteil einer Expression von Sdugerproteinen in Hefe beruht auf der schnellen
Generationszeit sowie der einfachen und kostengiinstigen Handhabung. Am Beispiel des
humanen intestinalen Peptidtransporters hPEPT1 wurden daher zunéchst die experimentellen
Voraussetzungen und Kulturbedingungen fiir eine hohe funktionelle Expressionsrate der
Peptidtransporter in Pichia pastoris erarbeitet (3.1.1). Daran anschlieBend wurde ein
Screeningsystem entwickelt, mit dem in groBem Umfang Substanzen hinsichtlich ihrer
Interaktion mit den Peptidtransportern untersucht werden konnten (3.1.2). Ausgehend von
einem Wachstumsassay, der zur Charakterisierung der funktionellen Eigenschaften der
Peptidtransporter entwickelt wurde, konnte dann — wie unter 3.1.3 beschrieben — die Methode
der Zufallsmutagenese eingesetzt werden, um Informationen zur Struktur-Funktionsbeziehung

der Transporter zu erhalten.

3.1.1 Expression des humanen Peptidtransporters PEPT1 in P. pastoris

Konstruktion der hPEPTI-Expressionsvektoren und P. pastoris-Stdmme

Zur Expression des humanen Peptidtransporters PEPT1 in P. pastoris wurden
unterschiedliche Expressionsvektoren konstruiert (Abbildung 3-1).

Diese Vektoren unterscheiden sich im verwendeten Promotor, der Lidnge des 5’-nicht-
translatierten Bereiches der hPEPT1-cDNA oder dem Einsatz von Signalsequenzen. Diese
Konstrukte wurden dann eingesetzt, um durch homologe Rekombination die hPEPT1-cDNA
so in das Hefegenom stabil zu integrieren, dass deren Expression unter der Kontrolle des
durch Methanol induzierbaren AOXI1-Promotors oder des Promotors der GAP-DH stand.
Dariiber hinaus wurden unterschiedliche Hefestimme erzeugt, um den Einfluss weiterer
Faktoren wie den Integrationsort der hPEPT1-cDNA im Hefegenom, die Anzahl der Kopien
der Fremd-cDNA sowie der Kulturbedingungen auf die Expressionshohe zu untersuchen. Als
MaB fiir die Expressionshohe diente dabei stets die Aufnahme des radioaktiv-markierten

Dipeptids [*H]-D-Phe-Ala in die transgenen Hefezellen.
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Abbildung 3-1. Expression von hPEPT1 in P. pastoris nach Transformation unterschiedlicher Konstrukte
A) Darstellung der Plasmide, die zur Expression in P. pastoris konstruiert wurden. Pox;, Promotor des P. pasto-
ris AOX1-Gens; Pgap, Promotor des P. pastoris GAP-DH-Gens; S, Signalsequenz des a-Faktors (0-MF) von S.
cerevisiae; bp, Basenpaare zwischen Transkriptionsstart und des Translationsinititiations-Codons von hPEPT1;
TT, AOX1-Transkriptions-Terminations-Region; E, Epitop-Tag (myc-Epitop und His6-Tag); HIS4, Histidinol-
Dehydrogenasegen; Zeo, Zeocin-Resistenzgen; Bglll, Avrll, Pmel, Sall, Positionen der relevanten Restriktions-
enzyme;

B) Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in P. pastoris-Zellen, die mit den unterschiedlichen Konstrukten transformiert
wurden. Die Aufnahme von [H]-D-Phe-Ala (2 pCi/ml; 20 min, pH 6,5) wurde unter Verwendung eines
Einzelfilterassays bestimmt. Die Symbole reprisentieren die Transportrate von jedem getesteten Transfor-
manden. Transformanden mit mehreren Integrationen des Konstruktes in das Genom sind durch einen Stern (*)
gekennzeichnet. (S) langsamer Methanol-Verwertungs-Phianotyp (MutS); (+) gleicher Phénotyp der Methanol-
Verwertung wie der Wildtypstamm. Die Daten stellen den Mittelwert von drei Wiederholungsmessungen dar.

Wie Abbildung 3-1 zeigt, besitzt der 5'-nicht-translatierte Bereich der Fremd-cDNA und
damit der Bereich zwischen den Promotorsequenzen und dem ATG des Fremdgens einen
Einfluss auf die Expressionshohe. Die Verkiirzung des 5'-nicht-translatierten Bereichs der
hPEPTI1-cDNA von 91 bp im pPIC3L-hPEPT1 Konstrukt auf 4 bp im pPICZB-hPEPTI
Konstrukt fiihrt hierbei zu einer 4-fachen Steigerung der Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala .

Weiterhin wurde untersucht, ob das Anfiigen einer Signalsequenz an den Aminoterminus des
hPEPT1-Proteins seine Expression erhoht. Im Gegensatz zu der fiir einen Serotoninrezeptor
beschriebenen Steigerung der Expression (Weiss, H. M. et al., 1995), vermutlich {iber eine
verbesserte Insertion des Rezeptorproteins in die Membran, flihrt das Anfiigen der

Signalsequenz des a-Faktors (a-MF) zu einer Reduktion der Expressionshohe von hPEPT1.

Zur Untersuchung der Bedeutung des Integrationsortes der hPEPT1-cDNA auf die
Expressionshohe wurde zum einen das pPIC3L-hPEPT1 Konstrukt vor der Transformation in
P. pastoris entweder im HIS4-Gen linearisiert, wodurch eine Integration durch homologe
Rekombination im mutierten HIS4-Locus des Pichia-Genoms favorisiert wird. Zum anderen
wurde der Vektor durch Bglll-Verdau so prépariert, dass am 5’-flankierenden Bereich der
einzubringenden cDNA Sequenzen des AOXI1-Promoters und am 3’-Ende Sequenzen der
Alkoholoxidase vorlagen, wodurch es zur Insertion der hPEPT1-cDNA durch homologe
Rekombination in den AOXI1-Locus und der Zerstorung des AOX1-Gens kommt. Wie in
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Abbildung 3-1 gezeigt, wurde eine 3- bis 5-fach hohere Expression erhalten, wenn die
hPEPT1-cDNA so in den AOX1-Locus integriert wurde, dass es zu einem Verlust des AOX1-
Gens kam. Das Fehlen der Alkoholoxidase 1 und das daraus resultierende verlangsamte
Wachstum der rekombinanten Hefestimme auf Methanol-haltigen Medien (MutS-Phanotyp)

fiihrte somit zu einer hoheren Expressionsrate des Peptidtransporters.

Als Alternative zur Expression unter der Kontrolle des Methanol-induzierbaren AOXI-
Promotors wurde die Expression des humanen Peptidtransporters unter der Kontrolle des
Promotors der Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAP) gepriift. Wie in Abbildung
3-1 demonstriert, kann mittels GAP-Promotor eine bis zu 5-fach hohere Expressionsrate von

hPEPT1 im Vergleich zu derjenigen mit AOX1-Promotor erzielt werden.

Ob auch die Anzahl der Kopien der hPEPT1-cDNA im P. pastoris-Genom einen Einfluss auf
die Hohe der Expression besitzt, wurde durch Selektion von Transformanden ermittelt, die
eine vermehrte Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Zeocin aufwiesen. Eine Integration
mehrerer Kopien des Zeo-Resistenzgens fiihrt zu einer erhohten Resistenz gegeniiber Zeocin.
Da bei der Integration der hPEPT1-cDNA immer auch eine Kopie des auf dem Expressions-
vektor codierten Zeo-Resistenzgens mit in das Hefegenom integriert wird, weist eine erhohte
Resistenz auch auf eine erhohte Zahl an Kopien der hPEPT1-cDNA im Genom hin. Die
mehrfache Integration der hPEPT1-cDNA in das Hefegenom fiihrte zu einer bis zu 5-fach
hoheren Expression des Peptidtransporters im  Vergleich zu nicht-selektierten

Transformanden.

Ein Stamm, der das pGAPZB-hPEPT1 Konstrukt enthielt, zeigte mit 202 =+ 11
pmol/OD/20min eine bis zu 25-fach héhere Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala als der isogene
Kontrollstamm, der mit dem Plasmid pGABZB transformiert wurde. Aufgrund dieser hohen
funktionellen Expression wurde dieser Stamm daher fiir die weitere Charakterisierung
eingesetzt. Die scheinbare Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in den Kontrollstamm von 8 + 0,4
pmol resultierte dabei, wie in Voruntersuchungen ermittelt wurde, vor allem aus einer
unspezifischen Bindung des Peptides an die Zellen und das Filtermaterial und war daher fiir

die weiteren Untersuchungen vernachldssigbar.
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3.1.2 Funktionelle Charakterisierung

Transportcharakteristika von hPEPTI nach konstitutiver Expression in P. pastoris

Wie Abbildung 3-2 zeigt, war die Hohe der funktionellen Expression von hPEPT1 unter der
Kontrolle des GAP-Promotors im Stamm GAP-hPEPT]1 {iber eine Inkubationsdauer von 30
min weitgehend linear und abhingig von der optischen Dichte der Hefekultur. Die hochsten
Aufnahmeraten wurden bei Zelldichten von 4-6 OD erzielt, weshalb fiir alle weiteren

Experimente die Kultivierungs- und Erntebedingungen entsprechend standardisiert wurden.
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Abbildung 3-2. Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in hPEPT1 exprimierende P. pastoris-Zellen als Funktion
der Inkubationszeit, der optischen Dichte, des pH-Wertes im Medium und der Substratkonzentration.

Die Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in hPEPT1 exprimierende oder Kontrollzellen in Abhingigkeit von der (A)
Inkubationsdauer (2 pCi/ml; pH 6,5), (B) Zelldichte der Hefekultur (2 pCi/ml; pH 6,5, 20 min), (C) des
extrazelluliren pH-Wertes im Medium (Kaliumphosphatpuffer pH 5-8; 2 pCi/ml; 20 min) sowie (D) der
Substratkonzentration (0,0001-25 mM, 2 uCi/ml; pH 6,5, 20 min; Inset: Eadie-Hofstee-Plot) wurde unter
Verwendung eines Einzelfilterassays bestimmt.

Als charakteristisch fiir den Peptidtransporter hPEPT1 gilt die Abhéngigkeit des
Peptidtransportes vom extrazelluliren pH. Aus diesem Grund wurde die Aufnahme von [*H]-
D-Phe-Ala in hPEPT1 exprimierende Hefezellen iiber einen pH-Bereich von pH 5 bis 8

bestimmt. Abbildung 3-2C zeigt, dass die Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in den Stamm
GAP-hPEPT1 ausgeprégt pH-abhangig ist mit einem Optimum bei pH 6,5. Eine vergleichbare
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pH-Abhidngigkeit wurde auch nach Expression von hPEPT1 in Oozyten oder HeLa-Zellen
erhalten (Liang, R. et al., 1995). Studien zur Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in transgene
Hefezellen als Funktion steigender D-Phe-Ala Konzentrationen ergaben dariiber hinaus eine
Michaelis-Menten-Kinetik mit einem apparenten K,,-Wert von 1,26 + 0,16 mM (Abbildung
3-2D), was in Ubereinstimmung mitWerten aus anderen Expressionssystemen steht. Daher
sind alle wesentlichen Eigenschaften des Peptidtransporters nach Expression in Pichia

pastoris konserviert.

Hohe der funktionellen Expression von hPEPT1

Im weiteren wurde gepriift, ob die maximale Transportrate (Viax) von hPEPT1 im Stamm
GAP-hPEPT1 abhingig ist von der Kohlenstoffquelle des Mediums, das zur Hefekultivierung

verwendet wurde.

Kinetische komplexes Medium Minimal-Medium
Konstanten YPD (Glucose) Glucose Glycerin Methanol
Ky (mM) 1,26 £ 0,16 1,49 £0,18 1,12+0,25 1,41+0,45
Vinax (nmol/OD/20min) 5,65 £ 0,19 3,16+£0,18 2,56+0,16 0,21 £0,02

Tabelle 3-1. Kinetische Charakteristika von hPEPT1 nach Expression in verschiedenen Medien.
Zellen des Stammes GAP-hPEPT1 wurden entweder in komplexem Glucose-haltigem Medium (YPD)
oder in Minimal-Medien, die Glucose, Glycerin oder Methanol als Kohlenstoffquelle enthielten. Die
Aufnahme von [’H]-D-Phe-Ala in hPEPT1 exprimierende Hefezellen (2 pCi/ml, pH 6,5, 20 min) in
Abhéngigkeit von der Substratkonzentration (0,0001-25 mM) wurde unter Verwendung -eines
Einzelfilterassays bestimmt.
Wie Tabelle 3-1 in der Zusammenfassung zeigt, verdndert sich im Gegensatz zur maximalen
Transportaktivitit die Affinitdt bei der Verwendung unterschiedlicher Kohlenstoffquellen
nicht signifikant. Bei GAP-hPEPT1 Hefezellen in komplexen Medien mit Glucose (YPD)
wurde eine V. von 5,65 £ 0,19 nmolxOD 'x30min! bestimmt. Wenn Minimalmedien mit
Glucose als Kohlenstoffquelle zur Kultivierung verwendet wurden, lag die Vy,.x bei 3,16
0,18 nmolxOD'x30min™', und war daher um 23% groBer als bei Medien mit Glycerin und
etwa 15-fach hoher als in Medien mit Methanol als C-Quelle. Daher ist die Hohe der
funktionellen Expression unter der Kontrolle des GAP-Promotors stark durch die eingesetzte

Kohlenstoffquelle reguliert. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde daher stets Glucose als

Kohlenstoffquelle im Medium eingesetzt.
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Immunologischer Nachweis des hPEPTI-Proteins

Zur Detektion und Quantifizierung des im GAP-hPEPT1 Stamm exprimierten humanen
Peptidtransporters wurde der immunologische Nachweis des hPEPT1-Proteins {iber Western-
Blot eingesetzt. Fiir den Nachweis und die Bestimmung der Menge des produzierten Proteins
bedarf es allerdings eines spezifischen Antikorpers, der das hPEPT1-Protein immunologisch
erkennt. Da bisher kein Antikdrper mit hinreichender Spezifitit fiir hPEPT1 vorliegt, wurde
das sogenannte Epitop-Tagging eingesetzt. Hierfiir wurde die ¢cDNA des hPEPTI1 so
modifiziert, dass das entsprechende hPEPT1-Protein am Carboxy-Terminus ein Myc-Epitop
und einen aus 6 Histidinresten bestehenden His6-Tag enthielt. Fiir das Myc-Epitop sind
monoklonale Antikorper kommerziell erhdltlich. Dadurch wurde erstmals eine Detektion und
Quantifizierung der Menge des heterolog exprimierten Peptidtransporters in P. pastoris

moglich.
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Abbildung 3-3. Immunoblot-Analyse des in Pichia pastoris exprimierten hPEPT1-Proteins.
Hefemembranproteine und Positope-Protein wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert und mit monoklonalem Anti-myc Antikdrper inkubiert. Der Antikorper erkennt das myc-
Epitop, das C-terminal an das hPEPT 1-Protein fusioniert wurde oder im Positope-Protein enthalten war.

A. Spur 1-4: Membranprotein von hPEPT1 exprimierenden Hefezellen; 1: 25 pg, 2: 50 pg, 3: 75 pg, 4: 100 pg.
Spur 5: 100 pg Membranprotein des Kontrollstammes (Kon).

B. Lineare Regressionsanalyse der optischen Dichte fiir die durch Immunoblotting erhaltenen Signale von
steigenden Mengen des Positope-Proteins.

Zum immunologischen Nachweis wurden die Membranproteine des transgenen Hefestamms,
der den ‘getaggten” Peptidtransporter exprimiert (GAP-hPEPTI1), isoliert und
elektrophoretisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Im anschlieBenden Western-Blot konnte
tiber den monoklonalen Anti-myc Antikorper eine intensive Bande detektiert werden
(Abbildung 3-3A).

Demgegeniiber wurde mit den Membranproteinen des isogenen Kontrollstammes GAPZB

kein Signal erhalten (Spur 5). Das apparente Molekulargewicht, das durch Vergleich mit den

entsprechenden Markerproteinen ermittelt wurde, lag bei 66 kDa. Wenn man die molekulare
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Masse des C-terminalen Tag’s mit 2,5 kDa abzieht, besitzt hPEPT1 eine Masse von etwa
62,5 kDa. Daher wandert das in P. pastoris exprimierte hPEPT1-Protein etwas schneller als
anhand des aus der Aminosdurensequenz abgeleiteten Molekulargewichts von 78,8 kDa
erwartet wurde. Allerdings wurde auch durch in vitro-Translation der PEPT1-cRNA des
Kaninchens bei einem nahezu identischen vorhergesagten Molekulargewicht ein 60 kDa-

Signal im SDS-PAGE fiir die unglykosylierte Form erhalten (Liang, R. et al., 1995).

Quantifizierung des in Hefe produzierten hPEPTI-Proteins

Um die Menge an produziertem hPEPT1-Protein in den transgenen Hefen zu bestimmen,
wurde das rekombinante Positope-Protein als Standard eingesetzt. Dieses 53 kDa grofie
Protein enthélt neben mehreren anderen Tag's auch das Myc-Epitop. Dazu wurden
unterschiedliche Mengen des Positope-Proteins iiber SDS-PAGE aufgetrennt und das Protein
durch Anti-myc Antikdrper detektiert. Uber eine lineare Regressionsanalyse der
Signalstdrken, die densitometrisch fiir die unterschiedlichen Mengen des Kontrollproteins
ermittelt wurden, konnte die in Abbildung 3-3B gezeigte Standardkurve erhalten werden.
Durch Vergleich mit Signalstdrken fiir gleichzeitig aufgetragene Membranpraparationen des
GAP-hPEPT1 Stammes konnte daher die Menge des heterolog exprimierten Proteins
bestimmt werden (Abbildung 3-3). Die optischen Dichten, die fiir die resultierenden Signale
ermittelt wurden, entsprachen 142, 403, 599 und 705 ng des "getaggten” hPEPT1-Proteins.
Das entspricht umgerechnet 6 + 1 ng hPEPT1-Protein pro pg Gesamtmembranprotein und
somit einem Anteil von ca. 0,6% der gesamten isolierten Membranproteinfraktion. Ausgehend
von dem aus der Aminosdurensequenz berechneten Molekulargewicht von 78,8 kDa wurden
insgesamt 64 pmol hPEPT1-Protein pro mg Membranprotein gefunden. D.h. 1 OD Hefezellen
liefert etwa 10 pg Membranprotein und ein Liter Hefekultur, die zu einer Dichte von 4 OD/ml
herangezogen wird, ergibt etwa 0,2 mg hPEPTI-Protein. Diese Menge an Protein konnte

ausreichend fiir weitere Schritte zur Proteinreinigung sein.
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Substratspezifitit des humanen PEPTI nach Expression in P. pastoris

Zur weiteren phinotypischen Charakterisierung des heterolog exprimierten Peptidtransporters
hPEPT1 wurde seine Substratspezifitit bestimmt. Die selektive Interaktion von Peptiden mit
der Substratbindungsstelle von hPEPT1 wurde durch Verdriangungsexperimente mit dem
radioaktiv markierten Dipeptid [*H]-D-Phe-Ala und steigenden Konzentrationen der
Testsubstanzen  bestimmt.  Fiir  diese = Untersuchungen @ wurde  eine  neue
Schnellfiltrationstechnik entwickelt, bei der hPEPT1 exprimierende Hefezellen, im Gegensatz
zu der bislang eingesetzten Technik mit Einzelfiltern, auf 96-well Filterplatten mit den zu
untersuchenden Substanzen inkubiert werden konnen. Durch diesen neuen Transportassay ist
es moglich, Substanzen in groBem Umfang und schnell hinsichtlich ihrer Interaktion mit dem

Peptidtransporter zu untersuchen.

Wie Abbildung 3-4 und Tabelle 3-2 zeigen, konnte die Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala
sowohl durch neutrale als auch durch geladene Di- und Tripeptide konzentrationsabhidngig
gehemmt werden. Dagegen waren weder Peptide mit mehr als 3 Aminosiuren noch freie

Aminosduren in der Lage, mit hPEPT1 zu interagieren.
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Abbildung 3-4. Hemmung der Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala durch unterschiedliche Testverbindungen
in hPEPT1 exprimierenden P. pastoris-Zellen.

Die Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala (2 pCi/ml, pH6,5, 20 min) in hPEPT1 exprimierende P. pastoris-Zellen
wurde auf 96-well-Filterplatten in Anwesenheit steigender Konzentrationen der Kompetitoren (0,001-10 mM)
bestimmt. Die Befunde sind als Mittelwerte + SEM fiir die verbleibende Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in
Gegenwart von Kompetitoren (%) dargestellt.
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Die Inkorporierung eines D-Isomers in N- und/oder C-terminaler Position des Dipeptids Ala-
Ala reduziert dabei seine Affinitdt gegeniiber hPEPT1 in folgender Reihenfolge: L-Ala-L-Ala
> D-Ala-L-Ala > L-Ala-D-Ala > D-Ala-D-Ala, was die ausgeprigte Enantioselektivitdt der
Substraterkennung von hPEPT1 erkennen ldsst. Auch Substanzen ohne Peptidbindung wie
z.B. das Ausgangssubstrat der Synthese von Porphyrinen, &-Aminoldvulinsdure, sowie
ausgewdéhlte Aminocephalosporine interagieren mit dem humanen PEPT1. Dies wurde bereits
fiir den Peptidtransporter aus dem Kaninchen gezeigt (Doring, F. et al., 1998).

Insgesamt dokumentieren die in Tabelle 3-2 zusammengefassten app. K;-Werte fiir die unter-
schiedlichen Substrate, dass die charakteristische Substratspezifitdt von hPEPT1 nach Expres-
sion im Hefesystem erhalten geblieben ist. Somit ist dieses System auch als Screeningsystem

zur Untersuchung der Interaktion neuer Substanzen mit den Peptidtransportern geeignet.

Testverbindung K;-Werte (mM) Testverbindung K;-Werte (mM)
L-Ala > 25 Cephalosporine
L-Ala-L-Ala 0,1 +£0,01 Cefadroxil 1,4£0,1
L-Ala-L-Ala-L-Ala 0,2 +0,03 Cephaloglycin 1,5+0,3
L-Ala-L-Ala-L-Ala-L-Ala > 10 Cefaclor 1,6 £0,2
Cephradin 6,0+14
D-Ala-L-Ala 0,8+0,1 Cefixim 6,3+1,2
L-Ala-D-Ala 6,1 £0,2 Cefamandol 8,0£2,6
D-Ala-D-Ala > 10 Cephalexin 8,2+1,8
Cephalothin 11,2+34
Gly-Lys 0,3+0,03 Cefuroxim 11,2+0,2
Gly-Asp 1,0£0,3 Ceftriaxon 25,3+2,0
Ala-His 0,3+£0,04 Penicilline
Cyclacillin 0,6 £0,1
O-Aminolivulinsiure 0,5+0,1 Benzylpenicillin 21,2+34
Ampicillin 25,6 £1,3

Tabelle 3-2. App. Affinititen ausgewéhlter Verbindungen fiir die Hemmung der Aufnahme von [*H]-D-
Phe-Ala in hPEPT1 exprimierende Hefezellen.

K-Werte wurden aus den ICso-Werten fiir die verbleibende Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala (2 puCi/ml, pH6,5, 20
min) in hPEPT1 exprimierende P. pastoris-Zellen in Anwesenheit steigender Konzentrationen der Kompetitoren
(0,001-10 mM) (vgl. Abbildung 3-4) errechnet.

Interaktion von 3-Lactam-Antibiotika mit hPEPTI

Da der intestinale Peptidtransporter PEPT1 die Hauptroute darstellt, {iber die oral verfiigbare

und daher oral aktive B-Lactam-Antibiotika in die intestinalen Epithelzellen aufgenommen
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werden, kann dieser Hefeassay als niitzliches Werkzeug dienen, um Pharmaka zu identifizie-
ren, die mit dem Peptidtransporter interagieren. Daher wurden 13 verschiedene B-Lactam-
Antibiotika mit unterschiedlichen Strukturelementen ausgewihlt, die sich hinsichtlich ihrer
Resorptionsrate beim Menschen sehr unterscheiden. Abbildung 3-4C und D zeigt die entspre-
chenden Verdrangungskurven fiir diese Pharmaka und Tabelle 3-2 fasst die resultierenden Kj-
Werte zusammen. Substanzen wie Cefadroxil, Cefaclor, Cephradin, Cephalexin, Cefixim oder
Cyclacillin, die alle eine gute bis sehr gute Verfligbarkeit aufweisen, zeigen Inhibi-
tionskonstanten, die vergleichbar sind zu denen von Di- und Tripeptiden und im Bereich von
0,6 bis 8 mM liegen. Im Gegensatz dazu wiesen die Cephalosporine Ceftriaxon, Cephalothin,
Cefuroxim, sowie Benzylpenicillin, die aufgrund ihrer schlechten intestinalen Resorption
gewoOhnlich parenteral verabreicht werden, Inhibitionskonstanten auf, die iiber 10 mM lagen.
Ein Vergleich mit den kiirzlich publizierten Affinititen flir die gleichen Substrate an Caco-2
Zellen, die ebenfalls den intestinalen Peptidtransporter PEPT1 exprimieren (Bretschneider, B.
et al.,, 1999), zeigt, dass hPEPT1 exprimierende Hefezellen dafiir geeignet sind, um die
Interaktion von solchen Substanzen mit dem intestinalen Carrier zu erfassen und eine Vorher-

sage ihrer oralen Verfiligbarkeit beim Menschen erlaubt.

Entwicklung eines Hefe-Wachstums-Assays zur funktionellen Charakterisierung der

Peptidtransporter hPEPT1 und PEPT?

Die Charakterisierung der Peptidtransporter nach Expression in Pichia pastoris durch Trans-
portuntersuchungen mit dem radioaktiv markierten Dipeptid [’H]-D-Phe-Ala zeigte, dass
deren wesentlichen Eigenschaften wie ihre pH-Abhéngigkeit und die Substratspezifitit auch
im Hefesystem konserviert sind. Als eine neue Methode, die Transportereigenschaften zu
charakterisieren, wurde ein neuartiger Wachstumstest entwickelt. Hierbei wurde das verin-
derte Wachstumsverhalten der transgenen Hefestimme aufgrund der von ihnen exprimierten

Peptidtransporter auf Dipeptid-haltigen Ndhrmedien verglichen zum Ausgangsstamm genutzt.

Zur Ermittlung der Substrataffinitidten der Peptidtransporter wurde dazu ein Test entwickelt,
bei dem Nidhrmedien zusdtzlich die Dipeptide Alanin-Ethionin (Ala-Eth) oder Leucin-
Ethionin (Leu-Eth) (Synthese durch Dr. B. Hartrodt, Institut fiir Biochemie, Universitit Halle)
in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt wurden. Ethionin ist als ein fiir die Zelle
toxisches Analog des Methionins beschrieben (Alix, J. H., 1982; Island, M. D. et al., 1987),
das anstelle der terminalen S-stdndigen Methylgruppe einen Ethylrest triagt (Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5. Strukturformeln der
Dipeptide Alanin-Ethionin (Ala-Eth)
und Leucin-Ethionin (Leu-Eth).

In Form des Dipeptids kann Ethionin nur von solchen Hefezellen aktiv aufgenommen werden,

die einen Peptidtransporter exprimieren. Nach Aufnahme der Ethionin-Peptide in die

Hefezellen kommt es durch deren intrazelluldre Hydrolyse zur Freisetzung des Ethionins, das

dann eine Storung des Wachstums und der Zellteilung bedingt.

Durch Verdrangungsexperimente mit Leu-Eth und Ala-Eth konnte gezeigt werden, dass beide

Peptide spezifisch mit der Aufnahme des radioaktiv-markierten Dipeptids [’H]-D-Phe-Ala in
hPEPT1 und PEPT2 exprimierende Hefezellen konkurrieren (Abbildung 3-6). Sowohl fiir

diese Wachstumstests als auch fiir die weiteren Untersuchungen zu PEPT2 wurde der Hefe-

stamm GAP-PEPT2 eingesetzt (Doring, F. et al., 1998).
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Abbildung 3-6. Hemmung der
Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala
durch Ala-Eth und Leu-Eth in
hPEPT1 und PEPT2 exprimie-
renden P. pastoris-Zellen.

Die Aufnahme von [’H]-D-Phe-Ala
(2 pCi/ml, 20 min, pH 6,5) in
hPEPT1 und PEPT2 exprimierende
P. pastoris-Zellen wurde auf 96-
well-Filterplatten in Anwesenheit
steigender Konzentrationen der
Ethionin-Peptide (0,001-10 mM)
bestimmt. Die Daten sind als Mit-
telwerte = SEM flir die verblei-
bende Aufnahme von [*H]-D-Phe-
Ala in Gegenwart von Kompetito-
ren (%) dargestellt.

Fiir die Interaktion mit dem humanen PEPT1 wurde fiir Leu-Eth ein K;-Wert von 70 £ 16 uM

und fiir Ala-Eth von 126 *+ 23 uM erhalten. Fiir PEPT2 wurden die K;-Werte von 54 + 2 und

84 + 4 uM ermittelt.
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Abbildung 3-7. Wachstumstest auf Leu-Eth und Ala-Eth-haltigen Nihrboden.

Jeweils 5 pl Zellsuspension mit 10°, 10*, 10’ und 10° Hefezellen der Stimme GAP-K (Kon.), GAP-hPEPT]
(hPEPT1) sowie GAP-PEPT2 (PEPT2) wurden auf MDH-Agarplatten (1% Glucose, 1,34% Hefestickstoftbasis
ohne Aminoséuren, 4x10°% Biotin, 2% Agar, 100 uM Histidin, 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,5)) mit
den angegebenen Konzentrationen Leu-Eth oder Ala-Eth aufgetropft und fiir 3-4 Tage bei 28°C inkubiert.

Im Wachstumstest spiegelten sich die unterschiedlichen Affinitdten von Leu-Eth und Ala-Eth
zu den Transportern hPEPT1 und PEPT2 wider. Wie Abbildung 3-7 zeigt, waren Hefezellen
des Kontrollstammes GAP-K (Kon), die keine Peptidtransporter exprimieren und daher diese
toxischen Peptide nicht aktiv in die Zelle aufnehmen konnen, in der Lage, unabhéngig von der
Konzentration von Leu-Eth und Ala-Eth in den Ndhrmedien zu wachsen und sich zu vermeh-
ren. Der Stamm GAP-hPEPT1 war ebenfalls noch bei sehr niedrigen Konzentrationen des
toxischen Dipeptids befahigt zu wachsen. Wurde jedoch die Konzentration auf iiber 3 uM
Ala-Eth oder 5 uM Leu-Eth erhoht, kam es zu einer Beeintrachtigung der Teilungsfahigkeit
und daher zu weniger dichten Plaques. Bei Konzentrationen iiber 22,5 uM Ala-Eth und Leu-
Eth war eine vollstdndige Wachstumsunterdriickung zu beobachten. Im Falle von PEPT2 kam
es bereits bei Konzentrationen von 2 uM Ala-Eth und 1,5 uM Leu-Eth zu vermindertem
Wachstum der Hefezellen und ab 20 uM Leu-Eth und Ala-Eth war das Wachstum vollstindig
unterdriickt. Fiir den oben gezeigten Wachstumstest wurden jeweils 5 pl Zell-Suspension pro
Plaque in absteigenden Zelldichten (10°, 10%, 10° und 10° Zellen pro 5 ul) auf die Platten auf-
getropft. Da die Wachstumsretardierung bei allen Plaques der entsprechenden, fiir hPEPT1-
bzw. PEPT2-spezifischen Konzentration erhalten wurde, zeigt dieser Test offenbar spezifisch

die Affinitdt an und ist unabhdngig von der eingesetzten Hefezellzahl.

So wie die Affinitit der Peptidtransporter durch einen Wachstumstest erfasst werden kann,
lasst sich auch die Abhéngigkeit des Transportes vom extrazelluldren pH-Wert iiber das Zell-
wachstum darstellen. Voraussetzung fiir die Etablierung dieses Tests war ein Pichia pastoris-
Stamm, der aufgrund des Defektes im HIS4-Gen, und somit der Histidin-Synthese, eine Histi-

din-Auxotrophie aufweist und deshalb auf eine ausreichende Zufuhr von Histidin {iber das
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Medium angewiesen ist. Nach der Expression der Peptidtransporter hPEPT1 und PEPT2
konnen diesen transgenen Hefestimme nicht nur mit freiem Histidin sondern auch mit

Histidin-haltigen Peptiden wachsen.

Kon.
hPEPT1

PEPT2

Kon.
hPEPT1

PEPT2

Abbildung 3-8. Wachstumstest auf Ala-His-haltigen Ndhrboden mit unterschiedlichen pH-Werten

Jeweils 5 pul Zellsuspension mit 10°, 10*, 10° und 10? Hefezellen der Stimme GAP-K (Kontrolle, Kon.), GAP-
hPEPT1 (hPEPT1) sowie GAP-PEPT2 (PEPT2) wurden auf MDAH-Agarplatten (1% Glucose, 1,34% Hefe-
stickstoffbasis ohne Aminoséuren, 4x10°% Biotin, 2% Agar, 100 uM Alanin-Histidin), die mit 100 mM Kali-
umphosphatpuffer auf die angezeigten pH-Werte von 4,2 bis 9,2 eingestellt waren, aufgetropft und fiir 3-4 Tage

bei 28°C inkubiert.

Wie Abbildung 3-8 zeigt, waren hPEPT1 und PEPT2 exprimierende Zellen, nicht aber der
isogene Kontrollstamm, befdhigt auf Ndhrmedien zu wachsen, die als Histidinquelle 100 uM
Ala-His-Peptid enthielten. Die Abhingigkeit der Dipeptidaufnahme vom extrazelluldren pH-
Wert blieb auch in diesem Wachstumstest fiir hPEPT1 und PEPT2 spezifisch erhalten.
Sowohl hPEPT1- als auch PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen waren in der Lage, auf
Ala-His-haltigen Agarplatten in einem pH-Bereich von pH 5,5 bis 7,0 zu wachsen. Entspre-
chend dem etwas niedrigeren pH-Optimum von PEPT2 konnen PEPT2-exprimierende Hefe-
zellen allerdings noch bei pH 5,0 wachsen und hPEPT1-Zellen aufgrund des Transportopti-
mums bei einem etwas hoheren pH-Wert noch bei pH 7,5. Sowohl hPEPT1 als auch PEPT2-
Zellen zeigten dagegen kein Wachstum mehr auf Ala-His-Medien, die auf einen pH-Werte
<5,0 oder >8,0 gepuffert waren. Dies ist vermutlich in der begrenzten Fahigkeit zur Ala-His-
Aufnahme bei den hohen oder niedrigen pH-Werten begriindet und nicht in ihrer generellen
Unfahigkeit auf diesen extremen pH-Werten zu wachsen. Sowohl hPEPT1 als auch PEPT2-
transfizierte Zellen und der Kontrollstamm waren in der Lage, bei diesen pH-Werten zu
wachsen, wenn anstelle von 100 uM Ala-His je 100 uM freies Histidin angeboten wurde

(Befunde sind nicht dargestellt).

Durch die beschriebenen Wachstumstests erschien es daher mdoglich, die Peptidtransporter
hPEPT1 und PEPT2 hinsichtlich ihrer funktionellen Transportcharakteristika wie Substrat-
affinitidt und pH-Abhéngigkeit des Peptidtransportes durch Zufallsmutagenese zu untersuchen.



3 Ergebnisse und Diskussion 45

3.1.3 Zufallsmutagenese zur Charakterisierung der Beziehung zwischen Struktur und

Funktion

Um neue Informationen iiber die Beziehungen zwischen Struktur und Funktion der Peptid-
transporter zu erhalten, wurde die Zufalls- oder ungerichtete Mutagenese eingesetzt. Einen

schematischen Uberblick zur Vorgehensweise zeigt Abbildung 3-9.

Abbildung 3-9. Vorgehensweise bei der Erzeu-
hPEPT1-Plasmid pGAPZB-hPEPT1 gung und Selektion von Mutanten des
‘ Peptidtransporters hPEPT1.

Zufallsmutation in E.coli XL1-red
Transformation in P.pastoris

|

Screening mittels Wachstumstest
auf mogliche Peptidtransporter-Mutanten
(Medium mit pH 8,5 bzw. 30 uM Leu-Eth)

2. Wachstumstest der moglichen
positiven Kolonien

Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala
in Abhéngigkeit von pH bzw.
Substratkonzentration

Die angewandte Methode beruht darauf, dass es durch Transformation und Propagation des
Plasmids pGAPZB-hPEPT1 im E. coli-Stamm XL1-red aufgrund von Defekten in drei
wesentlichen DNA-Reparaturmechanismen der Bakterien zu ungerichteten Mutationen in der
fiir hPEPT1 codierenden cDNA kommt. Werden diese Plasmide in Pichia pastoris transfor-
miert, kann die Expression von mutierten Peptidtransporterproteinen erreicht werden. Wenn
die Mutationen z.B. zu einer Substitution einer Aminosdure im hPEPT1-Protein fiihrt, die
entscheidend fiir dessen Eigenschaften ist, sollte es zu entsprechend phénotypisch auffilligen
Verianderungen im Wachstumstest kommen.

Durch Isolation der cDNA einer solchen Peptidtransportmutante und deren Sequenzierung
kann dann auf die Bedeutung bestimmter Aminosdurereste im Peptidtransporterprotein

geschlossen werden, die entscheidend fiir die entsprechende Transporteigenschatft ist.

Zur Generierung von Hefeklonen, die mutierte hPEPT1-Proteine exprimieren, wurde die
durch Propagation im XL1-red-Stamm mutagenisierte pPGAPZB-hPEPT1 Plasmid-DNA (vgl.
2.2.8) in Pichia pastoris transformiert (vgl. 2.2.4). Die erhaltenen ca. 1000 Transformanden
wurden dann zur Selektion von Peptidtransportermutanten mit einer erniedrigten Substratafti-
nitdt auf Platten mit 25 pM Ala-Eth (AE25) und 30 uM Leu-Eth (LE30) sowie zur Selektion
nach einer verdnderten pH-Abhidngigkeit, auf Ala-His enthaltende Néhrmedien, die auf pH
8,5 (MDAH, pHS,5) gepuffert waren, aufgebracht (vgl. Tabelle 3-3). Als Positivkontrolle
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dienten Agarplatten, die 100 pM und 500 pM Ala-His (AH100 bzw. AH500) enthielten und
auf pH 6,5 gepuffert waren oder 100 uM Histidin enthielten (MDH-Platten (pH8,5)). Nach
3-5 Tagen Inkubation erfolgte die Auswertung des Wachstumsverhaltens der aufgebrachten

Kolonien.

Platten hPEPT1 zu selektierende
Wildtyp (WT) Mutante

Mutante mit
verminderter Affinitdt

Ala-His 100 pM + +
Ala-His 500 pM + +
Ala-Eth 35 pM - +
Ala-Eth 3 pM + +
Leu-Eth 30 pM - +
Leu-Eth 5 pM + +

Mutante mit verdnderter
H-Abhdngigkeit

Ala-His (pH 6,5) + +
Ala-His (pH 8,5) - +
His (pH 8,5) + +

Tabelle 3-3. Schema zur Identifikation von hPEPT1-Mutanten durch selektive Wachstumstests.

Verwendet wurden folgende Agarplatten: MD, Minimal-Dextrose-Agarplatten (1% Glucose, 1,34% Hefestick-
stoffbasis ohne Aminosiuren, 4x107°% Biotin, 2% Agar) entweder mit 100 uM Histidin, 100 pM Ala-His oder
500 uM Ala-His; MDH-Platten mit 35 uM bzw. 3 uM Ala-Eth oder 30 bzw. 3 uM Leu-Eth; MDAH (pH 6,5)
oder (pH 8,5), mit 100 mM Kaliumphosphatpuffer des angegebenen pH-Wertes gepufferte MDAH-Platten. +,
Wachstum der Hefekolonien auf den entsprechenden Néhrboden; -, kein Wachstum.

In dieser ersten Selektionsrunde wurden insgesamt 62 Kolonien identifiziert, die entweder im
sog. pH-Screen oder im sog. Affinitdts-Screen positiv waren. Um das Ergebnis des ersten
Wachstumstests zu tiberpriifen, wurde ein 2. Screening mit diesen Kolonien durchgefiihrt.

Es wurden fiir 31 der 62 Kolonien die verdnderten Wachstumseigenschaften bestitigt. Hierbei
wiesen 5 Kolonien auf einen Affinitits-Phanotyp hin, da diese Kolonien auf AE25- und
LE30-Ndhrmedien wuchsen und 26 Kolonien zeigten einen pH-Phdnotyp mit Wachstum auf
Ala-His-Platten bei pH 8,5 an.

Um den verdnderten Phianotyp der selektierten hPEPT1-Transportmutanten weiter zu {iberprii-
fen und zu verifizieren, wurden Aufnahmestudien mit dem radioaktiv markierten Dipeptid
[*H]-D-Phe-Ala durchgefiihrt (vgl 2.2.5). Fiir die im Wachstumstest selektierten pH-Mutanten
wurde eine Bestimmung der Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in Abhingigkeit vom pH-Wert
des Inkubationsmediums und fiir die selektierten Affinitdtsmutanten in Abhadngigkeit von der

Substratkonzentration durchgefiihrt.
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Bei allen getesteten Affinitdtsmutanten wurde eine nur sehr geringe Aufnahme an [*H]-D-
Phe-Ala gemessen, weshalb die erhaltenenen Kinetiken nicht auswertbar waren (Befunde sind
nicht dargestellt). Daher muss bei den Affinititsmutanten darauf geschlossen werden, dass das
erhohte Wachstum auf Ndahrmedien mit den toxischen Dipeptiden Leu-Eth und Ala-Eth in
erster Linie auf eine verminderte Expression der Peptidtransporter und einer damit verbunde-
nen niedrigen V.« zuriickzufiihren ist und nicht auf eine verdnderte Affinitit der Peptidtrans-

porter dieser Kolonien.

[*H]-D-Phe-Ala-Aufnahme
pH 4,5 pH 5,5 pH 6,5 pH 8,0

(= 100%)
Wildtyp-hPEPT1 215 53+1 100 44+ 11
Mutante R3 335 66+ 10 100 86+3
Mutante R14 20+5 52+ 10 100 86+8
Mutante Q34 14+2 61 £10 100 77+6

Tabelle 3-4. pH-Abhéingigkeit der [*H]-D-Phe-Ala-Aufnahme in Wildtyp- oder mutierte hPEPT1-Protein
exprimierende Hefezellen.

Die Aufnahme von [’H]-D-Phe-Ala (2 pCi/ml, 20 min) in Wildtyp- oder mutierte-hPEPT1-Protein exprimie-
rende P. pastoris-Zellen wurde bei unterschiedlichen pH-Werten des Inkubationspuffers (pH 4,5-8,0) auf 96-
well-Filterplatten bestimmt. Die Daten sind als Mittelwerte = SEM aus zwei unabhéngigen Experimenten fiir die
Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala bei den entsprechenden pH-Werten im Vergleich zur Aufnahme bei pH 6,5
dargestellt.

Von den gepriiften pH-Mutanten zeigten 3 der 22 Kolonien auch im Aufnahmeexperiment mit
[*H]-D-Phe-Ala einen verdnderten Phinotyp. Wie Tabelle 3-4 dokumentiert, sind die
selektierten Klone R3, R14 und Q34 im Gegensatz zum Wildtyp-hPEPT1 auch bei einem pH-
Wert von 8,0 zur Aufnahme von ["H]-D-Phe-Ala befahigt, die 77 bis 86 % der Aufnahmerate

bei pH 6,5 betrug.

Alle anderen Kolonien zeigten sowohl im ersten als auch im zweiten Transportexperiment
Aufnahmeraten, die entweder vergleichbar zu denen von Wildtyp-hPEPT1 waren, d.h. mit
einer deutlich niedrigeren [’H]-D-Phe-Ala-Aufnahme bei pH 8,5 oder sie hatten so geringe
Aufnahmeraten, dass eine Auswertung der Kinetik nicht mdglich war.

Die drei selektierten Kolonien R3, R14 und Q34, die einen verdnderten Phénotyp fiir die pH-
Abhingigkeit der Dipeptidaufnahme zeigten, wurden daher fiir die weiteren Untersuchungen
verwendet.

Zur Identifikation der mutierten Sequenz der hPEPT1-cDNA wurde die in Abbildung 3-10

dargestellte Vorgehensweise gewihlt.
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Isolierung der genomischen DNA aus den im Wachstumstest
identifizierten hPEPT1-Transportmutanten

Isolierung und Amplifikation der mutierten hPEPT1-cDNA
iiber PCR ausgehend von der genomischen DNA

Insertierung der PCR-Produkte in die Vektoren pCRII
Transformation in E.coli und Isolierung von pCRII-mut-
hPEPT1-Plasmiden aus jeweils zwei E. coli-Kolonien

Insertierung der mut-hPEPT1-cDNA aus den pCRII-Vektoren
in den Pichia-Expressionsvektor pGAPZB (Bsp1191/Xbal)

Retransformation der Expressionskonstrukte pGAPZB-mut-
hPEPT! in den Pichia-Stamm GS115

U

3.Wachstumstest
[*H]-D-Phe-Ala-Aufnahmeversuch
Sequenzierung der mut-hPEPT1-cDNA

Abbildung 3-10. Vorgehensweise zur Identifizierung und Charakterisierung von Mutationen in der cDNA
von hPEPT1-Transportmutanten

Aus diesen 3 Klonen wurde die genomische DNA isoliert (vgl. 2.2.9). Ausgehend davon
wurde mittels PCR die fiir die mutierten hPEPT1-Proteine codierende cDNA (mut-hPEPT1-
cDNA) amplifiziert (vgl. 2.2.1). Hierfiir wurden die Primer pGAPfw und 3A0X1 (Sequenzen
siche Anhang) eingesetzt, da sie spezifisch fiir 5'- und 3’-flankierende Sequenzen des im
Genom integrierten Expressionsvektors waren, aber nicht Teil der hPEPT1-cDNA. Wie in

Abbildung 3-11 dargestellt, wurde in der PCR ein deutliches Signal in der erwarteten Hohe

von 2,2 kb fiir alle Ansétze erhalten.

—
=
-
[
Sa|
A
=

Abbildung 3-11. PCR zur Isolierung der mut-
hPEPT1-cDNA’s ausgehend von genomischer DNA
der hPEPT1-Mutanten.

Die PCR wurde durchgefiihrt mit 1 pg genomischer
DNA der identifizierten hPEPT1-Mutanten bzw. des
hPEPT1-Wildtyp (WT) oder mit H,O als Negativkon-
trolle. Zur Amplifikation verwendet wurden die Primer
pGAPfw und 3AOX1 und das Elongase-system. Bedin-
gungen: 94°C 30s; 35 Zyklen (94°C 30s, 57°C 30s,
68°C 120s). Jeweils 10 pl Reaktionsansatz wurden in
einem 1%-igen Agarosegel bei 90mV aufgetrennt.

Q34
R3
R14
H,O
Marker
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden dann in das Plasmid pCRII ligiert und in E. coli trans-
formiert. Von den Transformanden wurden jeweils 2 Kolonien ausgewihlt und deren Plas-
mid-DNA prépariert. Hierdurch und durch das weitere Arbeiten mit zwei parallelen Ansédtzen
sollten mogliche Verdnderungen bei der PCR-Amplifizierung oder der E. coli-
Transformanden erkannt bzw. ausgeschlossen werden. Aus den pCRII-Plasmiden wurde nun
tiber Bspl19l/Xbal-Verdau die mut-hPEPT1-cDNA isoliert und in den Expressionsvektor
pGAPZB ligiert. Nach Transformation dieser Konstrukte in E. coli wurde aus jeweils einer
Kolonie die Plasmid-DNA isoliert, mit Avrll linearisiert und dann in den Pichia pastoris-
Hefestamm GS115 transformiert (vgl. 2.2.4).

Von den erhaltenen Hefetransformanden wurden je Ansatz 8 Kolonien ausgewéhlt und einem
weiteren Wachstumstest unterzogen. Durch diesen dritten Test sollte gezeigt werden, dass der
verdnderte Phanotyp fiir die pH-Abhéngigkeit des Peptidtransporters hPEPT1 auch tatsidchlich
durch Mutationen in der hPEPT1-cDNA hervorgerufen wird. Die jeweils 8 untersuchten
Transformanden der beiden Ansétze der R2-Mutante sowie fiir einen Ansatz der Q34-Mutante
und der R14-Mutante zeigten dabei auf Dipeptid-haltigen Nédhrmedien kein oder ein zum
Wildtyp-hPEPT1-Stamm vergleichbares Wachstum. Dieses legte den Schluss nahe, dass die
nach Retransformation erhaltenen Kolonien entweder keine Peptidtransporter mehr
exprimierten oder der in der ersten Selektion erhaltene verdnderte Phidnotyp nicht auf eine
Mutation in der hPEPT1-cDNA, sondern vermutlich auf andere Spontanmutationen des
Hefestammes zuriickzufiihren war.

Fiir einen Ansatz der Q34- und der R14-Mutante wurde auch im 3. Test bei 5 bzw. 6 der 8
untersuchten Kolonien ein Wachstum auf Ala-His-haltigen Medien bei pH 8,5 erhalten. Von
diesen positiven Kolonien wurden je zwei ausgewihlt und im Aufnahmeversuch mit [*H]-D-

Phe-Ala ebenfalls die pH-Abhéngigkeit des Peptidtransportes gepriift (Abbildung 3-12).

Abbildung 3-12. pH-Abhiingigkeit der

150 Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in den
1—¢— hPEPTI WT hPEPT1-Wildtypstamm und in die
1 Q34 mutierten Q34- und R14-Stimme.
1—V¥—R14

i Die Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala (2 puCi/ml,
100- 20 min) in den hPEPT1-Wildtyp (WT)-Stamm

1 oder die mutierten Q34 und R14-Stdmme
wurde bei unterschiedlichen pH-Werten des
Inkubationspuffers (pH 4,5-8,0) auf 96-well-
Filterplatten bestimmt. Die Daten sind als
Mittelwerte £ SEM fiir die Aufnahme von
[’H]-D-Phe-Ala bei den entsprechenden pH-
Werten im Vergleich zur Aufnahme bei pH 6,5
0 | . dargestellt.
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Da der pH-Phénotyp auch hier bestétigt werden konnte, wurde zur Identifizierung der Muta-
tion die entsprechende Q34 bzw. R14-hPEPT1-cDNA, die zur Retransformation in Pichia
pastoris eingesetzt wurde, sequenziert (vgl. 2.2.3). Wie in Abbildung 3-13 dargestellt, wurden
die Primer so gewéhlt, dass das gesamte Konstrukt in beide Richtungen vollstindig sequen-

ziert werden konnte.

Abbildung 3-13. Darstellung der zur Sequen-
zierung verwendeten Primer.

hPEPTI Aufgelistet sind die Primer, die zur Sequenzie-

rung der hPEPT1-cDNA aus den Transport-

0 1000 2000 2200 bp mutanten eingesetzt wurden, sowie der jeweilige

' ' L Startpunkt der Sequenzierung. Die Pfeile geben

pGAPfw —» die Leserichtung in der Sequenzierungsreaktion

1H4938f —> an. (s. Anhang fiir Primersequenzen)
1H1049f —>

1H1591f —>

3’A0X <+
1H1815b <+

1H1231b <+—

1H699b <+

Durch Vergleich der mutierten Q34 bzw. R14-hPEPT1-Sequenz mit der Sequenz des Wild-
typ-hPEPT1 wurde jeweils eine Punktmutation identifiziert (Tabelle 3-5). Diese Mutation war
im Falle der Q34-Mutante ein Nukleotidaustausch GGT — GAT, was zu einem Austausch
auf Aminosdurenebene in Position 476 im hPEPT1-Protein von Glycin zu Aspartat fiihrte
(G476D). Aus den Daten der Hydrophobizititsanalyse ist diese Aminosdure 476 in der extra-
zelluldren Schleife des Proteins zwischen Transmembrandoméne 9 und 10 lokalisiert. Fiir die
R14-Mutante wurde ebenfalls ein Nukleotidaustausch (ATC — CTC) identifiziert, der auf
Aminosdurenebene zu einem Austausch eines Isoleucin-Restes gegen einen Leucin-Rest in
Aminosdurenposition 382 im hPEPT1-Protein fiihrte (I382L). Diese Aminoséure ist nach dem
hPEPT1-Proteinmodell die letzte Aminosdure in der 9. TMD und damit in benachbarter

Region zu der mutierten Aminosiure der Q34-Transportmutante.

hPEPT 1-Mutation

Selektierte Nukleotid- Aminosdure- Position

Transportmutanten Austausch Austausch im Protein

Q34 GGT — GAT G476D in Schleife zwischen
TMD 9 und 10

R14 ATC — CTC 1382L letzte AS TMD9

Tabelle 3-5. Identifikation der Mutationen auf der cDNA der hPEPT1-Transportmutanten Q34 und R14.
AS, Aminosidure; TMD, Transmembrandoméne.
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Der gemeinsame Bereich in dem sich die beiden Mutationen der Q34 und der R14-Mutante
befinden, weist auf eine mogliche spezifische Bedeutung dieser Region fiir die Bindung und

Translokation von Protonen im Prozess des Cotransportes mit Peptiden hin.

Um dariiber hinaus zu zeigen, dass der verdnderte Phianotyp der Transportmutanten Q34 und
R14 auch in anderen Expressionssystemen erhalten bleibt, sollten die Transportermutanten in
Xenopus laevis Oozyten exprimiert werden. Ausgehend von den pCRII-mut-hPEPT1-Kon-
strukten wurde {iber in-vitro-Transkription die cRNA der beiden Mutanten erzeugt und in X.
laevis Oozyten injiziert (vgl. 2.2.10). Zur Charakterisierung der Transporter wurden dann
sowohl Fluxstudien mit markierten Dipeptiden als auch elektrophysiologische Techniken ein-
gesetzt. Als nachteilig erwies sich in diesen Untersuchungen — vergleichbar zu Ergebnissen
fiir die Expression anderer Transportproteine bzw. fiir chimére Transportproteine — die nied-
rige Expressionsrate der mutanten hPEPT1-Proteine im Oozyten-System. Die erhaltenen
Daten waren aufgrund der niedrigen Expressionsrate nicht auswertbar. Der Phdnotyp der
Transportmutanten Q34 und R14 konnte daher im Oozyten-System nicht charakterisiert wer-
den und wurde funktionell nur durch Transportuntersuchungen am P. pastoris-System

bestétigt.

Insgesamt konnte jedoch gezeigt werden, dass die Methode der Zufallsmutagenese in Kombi-
nation mit der heterologen Expression in Pichia pastoris und dem Hefe-Wachstums-Assay
dazu geeignet ist, um Informationen zu Struktur-Aktivitdts-Beziehungen der Peptidtransporter
zu erhalten. Fiir den humanen PEPT1 konnten bisher unbekannte Aminosdurenpositionen im
Protein identifiziert werden, die offenbar eine Rolle bei der pH-Abhéngigkeit des Dipep-
tidtransportes spielen. Durch weitere Zyklen einer ungerichteten Mutagenese oder durch
gerichtete Mutagenese in dem Proteinbereich, in dem sich die beiden hier identifizierten
Mutationen befinden, lassen sich die Aminosdurenreste identifizieren, die fiir die Transport-

funktion entscheidend sind.
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3.1.4 Diskussion der Befunde zur Nutzung von Pichia pastoris als Expressionssystem

der Peptidtransporter aus Sidugern (3.1)

Peptidtransporter konnten in einer Vielzahl verschiedener Sdugetierspezies identifiziert und
aus ihnen isoliert werden, u.a. aus Kaninchen, Ratte, Maus und Mensch. Aufgrund der
Verfligbarkeit der genetischen Information durch die Klonierung der cDNA’s war es moglich,
diese polytopischen Membranproteine isoliert zu untersuchen. Gerade fiir Fragestellungen, die
sich mit strukturellen und molekularen Aspekten der Peptidtransporter befassen, war dies ein
entscheidender Vorteil. Eine wesentliche Voraussetzung zu einer umfassenden Charakteri-
sierung ist allerdings die Verfiigbarkeit eines geeigneten Zellsystems zur Expression der

Transporter.

Fiir die Produktion von Membranproteinen sowohl in homologen als auch in heterologen
Expressionssystemen gilt, dass sie sehr viel schwieriger zu erreichen ist, als die Produktion
l6slicher Proteine (Schertler, G. F. X, 1992). Fiir die Peptidtransporter konnte bisher eine
funktionelle Expression in verschiedenen Zellsystemen wie z.B. X. laevis-Oozyten oder Sdu-
gerzelllinien wie HelLa-Zellen demonstriert werden (Liang, R. et al., 1995; Fei, Y. J. et al.,
1994; Boll, M. et al., 1994), die allerdings fiir bestimmte Fragestellungen nur eingeschriankt

verwendbar sind.

Als alternatives System fiir die Expression der Peptidtransporter aus Sdugern konnte in dieser
Arbeit die methylotrophe Hefe Pichia pastoris etabliert werden. Weiterhin wurden neue Me-

thoden zur strukturellen und funktionellen Charakterisierung der Peptidtransporter entwickelt.

Das P. pastoris-Hefesystem vereint sowohl die Vorteile bakterieller Systeme wie z.B. einfa-
che Kultivierungsbedingungen und schneller Zellvermehrung als auch die Féahigkeit eukaryo-
ter Zellen zu komplexen posttranslationalen Modifizierungen der Proteine (Eckart, M. R. &
Bussineau, C. M., 1996; Cereghino, J. L. & Cregg, J. M., 2000). Bis zum Beginn dieser
Arbeit gab es noch keine Befunde zur Expression eines humanen Transportproteins in P.
pastoris. Des weiteren gab es erst zwei Beispiele der erfolgreichen Expression humaner
Membranproteine. In beiden Fillen handelte es sich um G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(Weiss, H. M. et al., 1998; Talmont, F. et al., 1996). Auch fiir besser charakterisierte Hefen
wie z.B. Saccharomyces cerevisiae gibt es nur wenige Beispiele einer erfolgreichen Expres-
sion eines Transportproteins aus Sdugern (Groves, J. D. et al., 1996; Ruetz, S. et al., 1993;
Horowitz, B. et al., 1990). Erste Ergebnisse fiir die Expression von Peptidtransportern aus

dem Kaninchen lieBen jedoch vermuten, dass sich das Pichia pastoris-System auch fiir den
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humanen PEPT1 und dariiber hinaus generell fiir die Expression von Peptidtransportern

eignet.

Die Expression in P. pastoris bringt entscheidende Vorteile fiir die Charakterisierung der

Peptidtransporter:

* Die heterolog exprimierten Peptidtransporter werden in funktioneller Form exprimiert.

* Die Expression ist hoher als in anderen Expressionssystemen wie z.B. dem fiir die Peptid-

transporter bereits etablierten Xenopus laevis Oozyten-System.
So wurde fiir hPEPT1 exprimierende Oozyten lediglich eine ca. 8-fache Stimulation der
Dipeptidaufnahme im Vergleich zu Kontroll-Oozyten gemessen. In P. pastoris war die
Dipeptidaufnahme in hPEPT1 exprimierenden P. pastoris-Zellen bis zu 25-fach gegen-
iiber Kontrollzellen erhoht.

= Die genetische Information fiir die Peptidtransporter wird stabil in das Genom integriert.
Dadurch ist die Stabilitdt des Hefestammes und damit der Expressionshohe des Carrier-
proteins gewdhrleistet.

» Die Hefe Pichia pastoris stellt einen einzelligen Organismus dar, der unter einfachen
Bedingungen zu kultivieren ist und dariiber hinaus auch die Moglichkeit bietet, aufgrund
der schnellen Zellvermehrung gro3e Mengen an Peptidtransporterprotein zu produzieren.

» Fiir die genetische Manipulation von Hefen sind eine Vielzahl von Methoden verfligbar
bzw. konnen entwickelt werden, die sich zur Charakterisierung der Peptidtransporter

einsetzen lassen.

Am Beispiel des intestinalen Peptidtransporters aus dem Menschen konnte gezeigt werden,
dass die Carrier in dieser Hefe funktionell exprimierbar sind und die Expressionshohe

optimiert werden kann.

Fiir die Expressionsqualitét in Pichia pastoris sind zahlreiche Faktoren bekannt geworden, die
die Proteinproduktion in diesem System beeinflussen konnen. Dazu zéhlen u.a. die Anzahl
der Kopien der Expressionskassette, die Stelle und Art der chromosomalen Integration der
Expressionskassette, die 5'- und 3 -nichttranslatierten Bereiche der mRNA, die Anwesenheit
eines Sekretionssignals sowie die Medien und Wachstumsbedingungen (Sreekrishna, K. et al.,
1997).

Diese Faktoren wurden daher zur Optimierung des Produktionssystems fiir die Peptidtrans-
porter herangezogen. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Expressionskonstrukte sowie

unterschiedliche transgene Pichia pastoris-Staimme erzeugt, in denen die flir den humanen
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PEPT1 codierende ¢cDNA iiber homologe Rekombination stabil in das Genom integriert

wurde.

Als entscheidend fiir eine hohe funktionelle Expressionsrate der Peptidtransporter konnten

verschiedene Faktoren identifiziert werden:

Die Verkiirzung des 5’-nichttranslatierten Bereiches der hPEPT1-cDNA und damit der
Bereich zwischen Promotor-Sequenzen und dem ATG von hPEPTI1 von 91 bp auf 4 bp
fiilhrte zu einer 4-fachen Steigerung der Expressionsrate. Auch in Studien zur Expression
eines 16slichen Proteins in Pichia pastoris konnte dies als Einflussfaktor der Expressions-
hohe identifiziert werden (Sreekrishna, K. et al., 1997).

Das Anfiigen einer Signalsequenz fiir sekretorische Proteine an den Aminoterminus des
hPEPT1-Proteins zeigte dagegen keinen Effekt auf die Expressionshohe. Dieser Befund
unterscheidet sich damit von Ergebnissen zur Expression eines Serotoninrezeptors in P.
pastoris und der Steigerung der Expression durch die N-terminale Fusion eines
Sekretionssignals (Weiss, H. M. et al., 1995). Eine Erkldrung hierfiir konnte die
unterschiedliche Membrantopologie der beiden Proteine sein. Wéhrend der Aminotermi-
nus des G-Protein gekoppelten Rezeptors extrazellulédr lokalisiert ist, liegt der Aminoter-
minus im hPEPTI-Protein nach dem Proteinmodell intrazellular (Mackenzie, B. et al.,
1996).

Die Art und Position der Integration der hPEPT1-cDNA ins Hefegenom beeinflusst
dagegen stark die Expressionshohe. Eine Zerstérung des Gens fiir die AOX1 bei der
Integration der hPEPT1-cDNA und das damit verbundene langsamere Wachstum auf
Methanol-haltigen Medien ist offenbar vorteilhaft fiir eine hohe funktionelle Expression
des hPEPT1-Proteins. Auch fiir die Expression von intrazelluldren Proteinen, nicht aber
fiir die Produktion von sekretorischen Proteinen konnte dieser Zusammenhang gezeigt
werden (Sreekrishna, K. et al., 1997). Da bei P. pastoris-Zellen, die auf Methanol
wachsen, die Alkoholoxidase 1 bis zu 35 % des Gesamtproteins betragen kann, liegt der
Grund vermutlich in der fehlenden Konkurrenz um die Synthesekapazitit des ‘Fremdpro-
teins hPEPT1 und dem AOXI-Protein unter der Kontrolle des Methanol-induzierbaren
Promotors der AOXI.

In Analogie zu anderen P. pastoris exprimierten Proteinen (Clare, J. J. et al., 1991; Clare,
J. J. et al., 1991; Cereghino, J. L. & Cregg, J. M., 2000), fithrte auch bei der Expression
von hPEPT1 eine mehrfache Integration der cDNA in das Hefegenom zu einer Erh6hung

der funktionellen Expression. Die Expression, der auf Mehrfachintegration des Expressi-
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onskonstruktes selektierten Transformanden, lag dabei 5- bis 20-fach iiber der nicht-

selektierter Klone.

Die Expression des Peptidtransporters hPEPT1 unter der Kontrolle des GAP-Promotors zeigte
erstmals fiir Membranproteine, dass dies eine vielversprechende Alternative zu der bisher als
Standard geltenden Methanol-induzierbaren Expression darstellt. Unter Beriicksichtigung der
ermittelten Einflussgrofen fiir die Erzeugung der Expressionskonstrukte und rekombinanten
Hefestimme wurde fiir den hPEPT1, vergleichbar zur Expression des Enzyms [-Lactamase
(Waterham, H. R. et al., 1997), eine bis zu 5-fach hohere funktionelle Expression erzielt als
unter dem induzierbaren AOXI1-Promotor. Auch fiir die hPEPTI1-Expression wurde ein
wesentlicher Einfluss der Art der Kohlenstoffquelle auf die hPEPTI-Produktion unter
Kontrolle des GAP-Promotors mit einem Maximum bei Verwendung Glucose-haltiger

Nihrmedien beobachtet.

Aufgrund nicht verfiigbarer Antikorper sowie geeigneter Analyseverfahren zur Quantifizie-
rung der heterolog exprimierten Peptidtransporterproteine war bislang ein Nachweis des
hPEPT1-Proteins sowie der Vergleich der Effizienz verschiedener Expressionssysteme nur
durch funktionelle Daten, also die Bestimmung der Aufnahme von Dipeptiden mdglich.

In dieser Arbeit wurde daher das sogenannte Epitop-Tagging genutzt, bei dem die hPEPT1-
cDNA so verdndert wurde, dass das exprimierte Protein an seinem Carboxyterminus ein myc-
Epitop und einen 6His-Tag besitzt.

Das Anfiigen solcher Proteindoménen an den C-Terminus des hPEPT1-Proteins fiihrte zu
keinem Funktionsverlust des Carriers, da alle charakteristischen Parameter, wie seine pH-
Abhingigkeit sowie Substratspezifitdt vollstdndig konserviert blieben.

Da fiir das myc-Epitop monoklonale Antikérper erhiltlich sind, war es nun mdoglich, das
hPEPT1-Protein immunologisch nachzuweisen und dariiber hinaus durch vergleichende
Analysen mit einem kommerziell erhéltlichen rekombinanten Protein erstmals eine Quantifi-
zierung der heterolog exprimierten Transportproteine vorzunehmen.

Hierbei konnten in 1 pg Membranprotein des hPEPT1-Hefestammes 6 = 1 ng des "getaggten’
hPEPT1-Proteins nachgewiesen werden. Das entspricht einem Anteil von ca. 0,6% der
gesamten isolierten Membranproteinfraktion. Ausgehend vom Molekulargewicht von 78,8
kDa fiir hPEPTI1 ergab dies ca. 64 pmol hPEPT1-Protein pro mg Membranprotein. Damit
liegt die Menge, die an hPEPT1-Protein nachgewiesen wurde, in einem Bereich, der auch fiir

andere in P. pastoris exprimierte Membranproteine, wie das Opsin (Abdulaev, N. G. et al.,
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1997), das 0,6 - 0,75% des Membranproteins ausmachte, oder die G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (40 pmol/mg bzw. 25 pmol/mg) (Weiss, H. M. et al., 1998) erreicht wurde.

Dies ldsst vermuten, dass durch die gezielte Optimierung des hPEPT 1-exprimierenden Hefe-
stammes anscheinend die maximal mogliche Menge an heterolog exprimierbarem hPEPT1-

Protein erreicht wurde.

Aus einer OD-Einheit rekombinanter Pichia pastoris-Zellen konnen etwa 10 ng Membran-
protein prapariert werden. Daher kann aus einem Liter einer Kultur, die bis zu einer Dichte
von 40D/ml herangezogen wird, etwa 0,2 mg rekombinantes hPEPT1-Protein erhalten
werden. Aufgrund der bereits fiir P. pastoris-Hefezellen etablierten Fermentationstechnolo-
gien (Cereghino, J. L. & Cregg, J. M., 2000) und der damit verbundenen Moglichkeit, grofie
Zellmengen zu erhalten, besteht somit ein vielversprechender Ausgangspunkt fiir eine erfolg-

reiche Reinigung des hPEPT1-Proteins.

Vorteilhaft hierfiir ist dariiber hinaus der am hPEPT1-Protein angefiigte C-terminale Bereich,
der neben dem Myc-Epitop auch einen His6-Tag enthilt. Eine Sequenz aus 6 Histidinen, wie
im His6-Tag, ist in der Lage, eine Interaktion mit Metallionen wie Ni*" oder Zn>" einzugehen
und stellt damit die Voraussetzung fiir die Aufreinigung von Proteinen {liber eine Metall-Affi-
nitits-Chromatographie dar. Diese Technik wurde bereits fiir die Reinigung verschiedener
Membranproteine nach Expression in Hefen oder anderen Expressionssystemen erfolgreich

eingesetzt (Urbatsch, 1. L. et al., 1998; Fucentese, M. et al., 1997; Sauer, N. & Stolz, J., 1994).

Anhand der maximalen Transportrate in Kombination und der Quantifizierung des exprimier-
ten hPEPTI1-Proteins lassen sich erste Anhaltspunkte fiir die Transportkapazitit und die
Turnover-Rate der Peptidtransporter in Hefen erhalten. Aus der Vy.x von 5,65 + 0,19
nmol/OD/30min, die fiir die D-Phe-Ala-Aufnahme in hPEPT1 exprimierende P. pastoris-
Zellen ermittelt wurde, ergibt sich eine Rate von 183 pmol D-Phe-Ala pro OD und min. Unter
Beriicksichtigung der Avogadroschen Konstante von 6,022x10% entspricht dies 1,11x10'
Molekiile D-Phe-Ala, die von einer OD Zellen, also von 5%107 Hefezellen, pro Minute aufge-
nommen werden. Eine einzelne Hefezelle nimmt somit 37794 Molekiile D-Phe-Ala pro
Sekunde auf. Uber die Quantifizierung des exprimierten hPEPT1-Proteins konnte gezeigt
werden, dass 64 pmol hPEPTI-Protein pro mg Membranprotein nachgewiesen werden
konnen. Da aus einer OD Hefezellen ca. 10 pg Membranprotein isoliert werden konnen,
ergeben sich somit ca. 7648 hPEPT1-Molekiile pro Zelle. Wenn eine Hefezelle mit 7648
hPEPT1-Transportern 37794 Molekiile D-Phe-Ala pro Sekunde transportiert, dann entspricht
dies einer Transportrate von 5 Molekiilen D-Phe-Ala pro Sekunde und hPEPT1-Molekiil.
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Diese Zahl bietet jedoch nur einen Anhaltspunkt, da ein vollstindiger Aufschluss der Zellen
und vollstindige Extraktion des Membranproteins angenommen wurde. Da dies sicherlich
nicht in vollem Umfang erreicht wurde, bleibt zu vermuten, dass die tatsdchliche Transport-

rate deutlich hoher ist als der hier ermittelte Wert.

Fiir zukiinftige Fragestellungen zu Struktur-Funktionsbeziehungen der Peptidtransporter
wire der Einsatz von Techniken von Vorteil, mit denen in atomarer Auflosung Strukturen des
Proteins bestimmt werden konnen. Solche Techniken wie z.B. massenspektrometrische Ana-
lysen (le Coutre, J. et al., 2000; Whitelegge, J. P. et al., 1999) oder Positions-spezifisches
Spin-Labeling (Sun, J. et al., 1999), die bereits initial fiir verschiedene membranstindige
Transportproteine eingesetzt wurden, benotigen groBe Mengen an gereinigtem, homogenem
Protein. Aus diesem Grund stellt das Pichia pastoris-Hefesystem zur Zeit das vielverspre-
chendste System dar, das die bendtigten Mengen an rekombinantem Peptidtransporterprotein

in funktioneller Form zur Verfiigung stellen kann.

Die Funktionalitdt der Peptidtransporter nach ihrer Expression in P. pastoris stellt aulerdem
eine wesentliche Voraussetzung dar, um in diesem System umfassende und vergleichende
Struktur-Affinitits-Untersuchungen durchzufiihren.

Fiir diese Untersuchungen wurde ein Transportassay entwickelt, iiber den fiir eine Vielzahl
von Liganden die Interaktion mit dem Transporter bestimmt werden kann. Dieser Transport-
assay beruht auf einer Schnellfiltrationstechnik mit 96-well Filterplatten und der konzentra-
tionsabhingigen Verdrangung des radioaktiv markierten Dipeptids D-Phe-Ala von der
Substratbindungsstelle der Peptidtransporter. Aus diesen Verdrangungsexperimenten lassen
sich als Konstanten die 1Cso- oder K;-Werte ermitteln, die einen Aufschluss iiber die Affinitét
der Liganden zum Transporter geben. Dieser Assay ermdglicht sowohl eine schnellere als
auch kostengilinstigere Untersuchung der Substratspezifitit der Transporter im Vergleich zum
bislang verwendeten Einzelfilter-Assay. Dariiber hinaus ist aufgrund der Robustheit und
Stabilitit des Hefeexpressionssystems, sowie der nahezu unbegrenzt zur Verfiigung stehenden
Zellmenge, eine teilweise Automatisierung dieses Systems zum Hochdurchsatz-Screening-
system (High-throughput-screening, HTS) denkbar, wie es bereits fiir Bindungsstudien an
Rezeptoren eingesetzt wird (Landro, J. A. et al., 2001; Hawthorne, S. J. et al., 2001).

Ein solches Screeningsystem ist gerade auch aufgrund der pharmakologischen Bedeutung der
Peptidtransporter besonders dazu geeignet, bei der Entwicklung neuer Pharmaka eingesetzt zu

werden. Fiir verschiedene B-Lactamantibiotika wurde gezeigt, dass ihre exzellente orale Bio-
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verfiigbarkeit vor allem durch ihre Affinitdt zum intestinalen Peptidtransporter PEPTI
bestimmt wird (Bretschneider, B. et al., 1999).

Ein Ansatz fiir die Entwicklung neuer oral verfiigbarer Pharmaka ist die Identifikation von
Leitstrukturen in Verbindungen, die diese zu Substraten der Peptidtransporter machen (Yang,
C. Y. et al, 1999). Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Daten, die aus den
Verdringungsexperimenten mit unterschiedlichen Peptidmimetika in sehr guter Ubereinstim-
mung zu Daten aus anderen Zellsystemen stehen (Bretschneider, B. et al., 1999; Han, H. K. et
al., 1999), erscheint das Hefesystem in Verbindung mit dem Assay auf Mikrofilterplatten
sowohl fiir ein Screening von Substanzbibliotheken nach mdglichen Substraten der Peptid-
transporter als auch fiir eine rationale Entwicklung neuer Pharmaka besonders geeignet.

Das hPEPTI1-Hefesystem kann somit dazu eingesetzt werden, Pharmaka hinsichtlich ihrer
oralen Bioverfligbarkeit einzuschdtzen und um sie hinsichtlich ihrer PEPT1 vermittelten

Resorption strukturell zu optimieren.

Ausgehend von der funktionellen Expression der Peptidtransporter wurde mit der Zufalls-
mutagenese cine neue Methode zur Untersuchung und Analyse der Struktur-Funktionsbezie-
hungen der Peptidtransporter entwickelt.

Sowohl innerhalb der Substratbindungsstelle als auch dem Translokationsweg des Substrates
kommt es zu direkten Wechselwirkungen bestimmter Aminosdurenreste des Peptidtranspor-
terproteins mit dem Substrat. Diese Reste konnen in der Regel nicht durch andere Aminosau-
renreste ersetzt werden, ohne dass es zu einer Veranderung der Funktion kommt. So wird z.B.
fiir verschiedene Histidinreste des PEPT1-Proteins eine Beteiligung an der Bindung und
Translokation von Protonen wéhrend des Cotransportes mit Peptiden diskutiert (Fei, Y. J. et
al., 1997). Ebenso vermutet man auch fiir einen Tyrosin-Rest des Peptidtransporterproteins
eine Bedeutung in der Substraterkennung (Yeung, A. K. et al., 1998). Fiir die Identifikation
dieser fiir die Transportfunktion essentiellen Aminosdurenreste wurde bisher der Ansatz der
gerichteten Mutagenese gewihlt. Durch einen solchen Ansatz konnen allerdings nur wenige
ausgesuchte Aminosduren, fiir die bereits Hinweise auf ihre Funktion im Protein vorliegen,
untersucht werden. Da sich aus dem Sequenzvergleich der Peptidtransporter jedoch nur
begrenzt weitere Hinweise auf essentielle Aminosduren finden lassen, wurde hier der Ansatz

der Zufallsmutagenese gewdhlt.

Grundlage fiir die Identifizierung von Peptidtransportermutanten, die durch ungerichtete

Mutagenese der cDNA in dem E. coli-Mutatorstamm XLI-red erzeugt wurden, war ein
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Wachstumstest. Uber diesen Wachstumstest konnten die funktionellen Charakteristika der
Peptidtransporter wie die pH-Abhdngigkeit und Substrataffinitit durch spezifisches Wachs-
tum PEPT1- oder PEPT2-exprimierender Hefezellen auf dipeptidhaltigen Nahrmedien gemes-
sen werden.

Zur Identifizierung von Mutanten mit verdnderter Substrataffinitdt wurde dabei eine Selektion
iber toxische Dipeptide gewéhlt, wobei der Verlust der Sensitivitit gegeniiber hohen Kon-
zentrationen der Ethionindipeptide in den Nédhrmedien als MaB fiir eine Verschlechterung der
Substrataffinitdt diente. Vergleichbar zu diesem Wachstumsassay konnte auch fiir einen
Hexosetransporter aus Pflanzen nach Expression in der Hefe Schizosaccharomyces pombe
gezeigt werden, dass iiber das toxische Glucose-Analog 2-Desoxyglucose Transportmutanten
mit einer verdnderten Substrataffinitit selektiert werden konnen (Will, A. et al., 1994; Will,
A. et al., 1998).

Die Grundlage zur Selektion von Mutanten mit verdnderter pH-Abhdngigkeit der Dipeptid-
aufnahme liegt in der Histidin-Auxotrophie des verwendeten P. pastoris-Stammes und der
Moglichkeit aufgrund der Expression der Peptidtransporter die essentielle Aminosdure
Histidin in Form des Dipeptids Ala-His anbieten zu konnen. Entsprechend der pH-Abhéngig-
keit der Dipeptidaufnahme wird auf Ndhrmedien mit Ala-His bei pH-Werten >8,0 kein
Wachstum der Hefezellen, die hPEPT1 exprimieren, erhalten.

Fiir die Identifizierung von Aminosduren im Protein, die fiir die Funktionalitdt des Peptid-

transporters hPEPT1 essentiell sind, besitzt dieser Ansatz aus Zufallsmutagenese, Expression

in Hefezellen, Selektion der Peptidtransportmutanten und Identifizierung der Mutation
entscheidende Vorteile:

e Alle Nukleotide der hPEPT1-cDNA werden mit gleicher Wahrscheinlichkeit mutiert.
Durch eine ungerichtete Mutagenese konnen somit auch Aminoséurenreste im hPEPT1-
Protein als funktionell wichtig identifiziert werden, die sich nicht aus einer Sequenz-
analyse ableiten lassen.

e QGenerell fiihrt die Mehrzahl der Mutationen zu einem nicht-funktionellen Transportpro-
tein. Durch den Wachstumstest auf Dipeptid-haltigen Nédhrmedien werden nur solche
Mutanten selektiert, die ein funktionsfahiges Transportprotein exprimieren. Somit lassen
sich Mutationen identifizieren, die spezifisch Transporteigenschaften wie die pH-Abhédn-

gigkeit oder Substrataffinitit betreffen.

Ausgehend von ca. 1000 Hefeklonen, die aus der Transformation mit mutierter hPEPT1-
cDNA erhalten wurden, konnten in mehreren Selektionszyklen drei Transportmutanten identi-

fiziert werden. Aus diesen drei Mutanten wurde die mutierte ¢cDNA isoliert und dann zur
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Bestitigung des Phénotyps wieder in den Wildtyp-Hefestamm retransformiert. Fiir eine
Mutante konnte der Phénotyp der verdnderten pH-Abhéngigkeit nicht bestétigt werden. Es
muss daher vermutet werden, dass der verdnderte Phinotyp nicht auf einer Mutation der
hPEPT1-cDNA beruht, sondern eventuell auf spontan auftretenden Mutationen im verwen-
deten Hefestamm zuriickzufiihren ist. Weiterhin wére als Ursache denkbar, dass es bei der
Retransformation nicht zu einer Integration des kompletten Expressionskonstruktes in das
Hefegenom kam und daher auch nur ein funktionell eingeschrinkt oder komplett inaktives

hPEPT1-Protein exprimiert wurde.

Die aus dem ersten Screening auf verdnderte Substrataffinitit als mogliche Mutanten identifi-
zierten hPEPT1-Klone zeigten in weiteren Versuchen eine zu geringe Aufnahme von Dipep-
tiden, um sie einer eingehenden Analyse unterziehen zu konnen. Die Selektion dieser falsch-
positiven Kolonien erfolgte daher nicht aufgrund ihrer verdnderten Affinitdt sondern wahr-
scheinlich aufgrund einer zu geringen Expressionsrate und der damit verbundenen vermin-
derten Transportrate. Ob {iber den Wachstumstest auf Ndhrmedien mit toxischen Dipeptiden
neben diesen falsch-positiven Kolonien auch ‘echte” Affinititsmutanten erhalten werden
konnen, bleibt daher unklar. Auch fiir eine Mutationsanalyse mit einem Monosaccharid-
Transporter wurde gezeigt, dass die Selektion mittels eines toxischen Substrats immer auch

zur Isolierung von Klonen mit geringer Expressionsrate fiihrt (Will, A. et al., 1994).

Als limitierend fiir die Identifikation von Affinititsmutanten und die geringe Anzahl identifi-
zierter pH-Mutanten muss allerdings auch die zu geringe Anzahl anfianglich selektierter
Mutanten gelten. Der wesentliche Unterschied zur Mutationsanalyse mit einem Monosaccha-
rid-Transporter, bei der aus lediglich 800 untersuchten Transformanden mehr als 30 Affini-
tdtsmutanten isoliert werden konnten, besteht in der Generierung der mutierten cDNA's.
Somit scheint die Mutation der hPEPT1-cDNA durch Propagation in dem XL1-red Muta-
torstamm und damit die im Vergleich zu einer PCR-vermittelten Zufallsmutagenese zu

geringe Mutationsrate, der limitierende Schritt gewesen zu sein.

Die nach Retransformation und erneuter funktioneller Charakterisierung erhaltenen zwei
hPEPT1-Mutanten Q34 und R14 zeigten eine verdnderte pH-Abhingigkeit. Aus der Sequen-
zierung der mutierten cDNA’s und Sequenzvergleich mit dem Wildtyp-hPEPT1 wurden die
mutierten Nukleotide identifiziert. Im Fall der Q34-Mutante wurde ein Basenaustausch identi-
fiziert, der auf Aminosdurenebene zu einem Austausch des Glycins an Position 476 des
hPEPT1-Proteins gegen einen Aspartat-Rest fiihrte. Bei der R14-Mutante kommt es in Folge

eines einzelnen Basenaustausches an Position 382 anstelle eines Isoleucins zum Einbau eines
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Leucins. Die beiden Mutationen betreffen benachbarte Bereiche des hPEPT1-Proteins, da
G476D nach dem hPEPT1-Membranmodell in der grofen extrazelluldren Schleife zwischen
den Transmembrandoménen 9 und 10 lokalisiert ist und der Aminosaurenaustausch 1382L die

letzte Aminoséure der putativen 9. Transmembrandoméne betrifft.

Wie aus dem Homologievergleich der bisher aus Sdugern identifizierten Peptidtransporter
ermittelt werden konnte, ist Ile-382 sowohl bei allen bisher identifizierten PEPT1-Proteinen
als auch bei allen PEPT2-Proteinen hoch konserviert. Weiterhin ist allen PEPT1-Proteinen
gemeinsam, dass jeweils vor und hinter diesem Isoleucin-Rest Aminosduren mit geladenen
Seitenketten liegen, wobei an Position 381 ein Glutamat voran gestellt ist und direkt nach
dem Ile-382 mit Aspartat und Lysin weitere Aminosduren mit geladenen Seitenketten folgen.
Fiir ein mutiertes Hexose-Transportprotein konnte bereits gezeigt werden, dass, vergleichbar
zu der verdnderten pH-Abhidngigkeit der identifizierten hPEPT1-Mutanten, die Verdnderung
der hydrophoben Umgebung von geladenen Gruppen im Protein durch einen Aminosiuren-
austausch zu einer Verschiebung des pH-Optimum fiihrt (Will, A. et al., 1998). Auch in der
R14-Mutante kommt es durch den 1382L Austausch zu einer Verdnderung in einer hydropho-
ben Aminosdure. Obwohl die Verdnderung der Hydrophobizitit aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit der beiden Aminosiuren vermutlich nur sehr gering ist, scheint sie ausreichend
dafiir zu sein, dass die Umgebung der geladenen Aminosduren-Seitenketten verdndert wird.
Da der Leucin- bzw. Isoleucin-Rest nicht direkt mit Protonen interagieren kann, kommt
vermutlich den umgebenden geladenen Gruppen eine Bedeutung fiir die Bindung, Dissozia-

tion und Translokation der Protonen zu.

Auch die in der Q34-Mutante identifizierte Position Gly-476 ist bei allen PEPT1 konserviert
und ebenso wie Ile-382 von geladenen Aminosduren umgeben, mit einem vorangestellten
Aspartat-Rest sowie einem Lysin und Glutamat danach. Im Unterschied zum [382L Amino-
sdurenaustausch kommt es hier beim Austausch eines Glycins gegen einen Glutamat-Rest zu
einer deutlichen Verdnderung der Seitenketten-Eigenschaften der substituierten Aminosaure.
Durch die Carboxylgruppe der Glutamat-Seitenkette wird eine zusétzliche Ladung in der
Umgebung konservierter geladener Aminosduren-Seitenketten in das hPEPT1-Protein einge-
bracht. Da es bei der selektierten Transportmutante Q34 auch bei hoheren pH-Werten nicht zu
einem Abfall des Transportes von Dipeptiden kommt, wire ein indirekter Einfluss des Glu-
Restes auf die Protonenbindung und Dissoziation denkbar. Fiir andere Transportproteine wie
einen Myo-Inositol/H -Symporter (Seyfang, A. et al., 1997) oder die Lactose-Permease
(Frillingos, S. et al., 1997) konnte gezeigt werden, dass die Carboxylgruppe eines Aspartats

oder eines Glutamats an der Translokation von Protonen beteiligt ist.
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Um die Funktion dieser im Rahmen der Zufallsmutagenese identifizierten Aminosduren im
hPEPT1-Protein weiter zu kléren, wére nun iiber eine gerichtete Mutagenese ein gezielter
Austausch dieser Aminosduren durch andere Aminosduren denkbar. Auch konnte durch den
Austausch zusétzlicher Aminosduren in diesem Proteinbereich gezielt deren Bedeutung fiir
die Transportfunktion untersucht werden. Andererseits konnten durch weitere Zyklen einer
ungerichteten Mutagenese auch in anderen Bereichen des hPEPT1-Proteins Aminosiuren
gefunden werden, die in rdumlicher Ndhe zu den hier identifizierten Resten stehen und daher
zusammen mit diesen Doménen den Translokationsweg fiir Substrat und/oder Protonen

bilden.

Durch die Zufallsmutagenese konnte gezeigt werden, dass neben den fiir die Transportfunk-
tion vermutlich essentiellen Aminosduren His-57, His-121, Tyr-167, Trp-294 oder Glu-595
(Fei, Y. J. et al., 1997; Bolger, M. B. et al., 1998; Yeung, A. K. et al., 1998) und neben den
bisher liberwiegend untersuchten ersten 6 Transmembrandoménen auch weiteren bisher unbe-
kannten Positionen im Protein eine wesentliche Bedeutung fiir den Cotransport von Peptiden
und Protonen zukommt. Da die Bestimmung der 3D-Struktur der Peptidtransporter iiber
Rontgen-Struktur-Analysen eines Proteinkristalls oder weiterer biophysikalischer Methoden
in naher Zukunft nicht moglich sein wird, kann somit die Zufallsmutagenese als wichtige
Alternative fiir die Identifikation von Bereichen im Transporterprotein angesehen werden, die

entscheidend fiir die Erkennung und Translokation von Substraten sind.

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass sich die Hefe Pichia pastoris als System zur
Expression der Peptidtransporter aufgrund der Hohe der Expression und der erhaltenen
Funktion der Transporterproteine sehr gut eignet. Durch den Einsatz der entwickelten Metho-
den und Techniken koénnen diese sowohl nutritiv wie auch pharmakologisch bedeutenden
Transportsysteme funktionell und strukturell auf molekularer Ebene charakterisiert werden.
Eine der Anwendungen der transgenen Hefen stellt die als Screeningsystem zur Bestimmung

von Struktur-Affinitdts-Beziechungen der Peptidtransporter eingesetzte Technik dar.
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3.2 Struktur-Affinitits-Beziehungen der Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2

Das Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit war, umfassende vergleichende Daten zu Struktur-
Affinitats-Beziehungen der beiden Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 zu erhalten.

Eine wesentliche Voraussetzung fiir diese Untersuchungen war der Einsatz des Pichia-
Systems als Expressionssystem fiir die beiden Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 sowie das
in 3.1 entwickelte Screeningsystem. Uber dieses Screeningsystem war es mdglich, in grofem
Umfang und sehr effizient die Interaktion von unterschiedlichen Verbindungen mit den Pep-
tidtransportern zu bestimmen. Um dariiber hinaus differenzieren zu konnen, ob die unter-
suchten Substanzen mit den Peptidtransportern PEPT1 und PEPT2 lediglich interagieren oder
auch transportiert werden, wurden ergénzende elektrophysiologische Untersuchungen durch-
gefiihrt. Das Xenopus laevis Oozyten-System war zur Untersuchung der Peptidtransporter
PEPT1 und PEPT2 bereits etabliert (Boll, M. et al., 1996; Boll, M. et al., 1994). Die
elektrophysiologischen Untersuchungen an PEPT1 und PEPT2 exprimierenden Oozyten
dienten iiber die Messung des substratinduzierten Einwértsstroms einer Substanz, sie als
transportierbares Substrat oder als Inhibitor zu identifizieren. Um eine moglichst grof3e
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen den beiden Peptidtransporter-Paralogen PEPT1 und
PEPT?2 zu erhalten, wurden sowohl fiir die Untersuchungen in Hefen als auch fiir die Untersu-
chungen in Oozyten die Peptidtransporter der selben Spezies eingesetzt. Da die cDNA der
humanen Peptidtransporterisoform PEPT2 bisher nicht verfligbar ist, wurden die in der
Arbeitsgruppe von Prof. Daniel isolierten cDNA’s der Transporter PEPT1 und PEPT2 aus
dem Kaninchen zur Expression in Oozyten und Hefen eingesetzt (Boll, M. et al., 1996; Boll,
M. et al., 1994). Als PEPT1 exprimierender Hefestamm diente der Stamm GS-PEPTls
(Doring, F. et al.,, 1997) sowie der Stamm GAP-PEPT2 (Doéring, F. et al., 1998) zur
Charakterisierung des Peptidtransporters PEPT2.

Durch die Kombination dieser beiden Expressionssysteme war es daher moglich, zum einen
erstmals an den klonierten Transportern PEPT1 und PEPT2 einen umfassenden Vergleich der
strukturellen Anforderungen der Substrate fiir ihre Interaktion mit den Transportern zu erlan-
gen (3.2.1), Determinanten fiir die stereospezifische Erkennung und den Transport von Pepti-
den aufzuzeigen (3.2.2), die minimalen strukturellen Merkmale von Substraten des PEPT2 zu
bestimmen (3.2.3) sowie erstmals hochaffine kompetitive Inhibitoren der Transporter PEPT1

und PEPT2 zu identifizieren und zu charakterisieren (3.2.4 und 3.2.5).
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3.2.1 Vergleich der strukturellen Anforderungen von Substraten fiir ihre Interaktion

mit dem intestinalen und dem renalen Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2

Bisher gab es nur wenige Informationen zu Ahnlichkeiten und Unterschieden der Peptidtrans-
porter PEPT1 und PEPT2 beziiglich der strukturellen Anforderungen in der Substraterken-
nung. Weiterhin wurden bislang noch keine umfassenden Studien durchgefiihrt, die die zwei
Peptidtransporter-Isoformen direkt unter identischen Versuchsbedingungen charakterisierten.
Daher wurden mehr als 60 Dipeptide ausgewdhlt, die einen moglichst weiten Bereich an
strukturellen Unterschieden der Aminosduren in den Seitenketten der Dipeptide wie

Hydrophobizitit, Groe oder geladene Gruppen abdeckten.

Interaktion von Ala-Xaa und Xaa-Ala Dipeptiden mit PEPT1 und PEPT2

In einer ersten Serie von Experimenten wurden Dipeptide untersucht, die aus einem Alanin-
rest in N- oder C-terminaler Position und unterschiedlichen Aminoséuren an der jeweils ent-
gegengesetzten Position im Dipeptid bestanden, so dass hierdurch der Einfluss der Seitenkette
in der jeweils variablen Position untersucht werden konnte. Zur Bestimmung der Affinitdten
wurden Verdringungsexperimente mit PEPT1 und PEPT2 exprimierenden Hefezellen und
dem radioaktiv markierten Dipeptid ['H]-D-Phe-Ala angewandt, die in Abbildung 3-14
exemplarisch flir das Dipeptid Ala-Ala dargestellt sind. Aus den erhaltenen ICso-Werten
wurden dann als Mal fiir die Affinitdt zum Transporter die entsprechenden K;-Werte

ermittelt, die in den Tabellen zusammengefasst sind.

Abbildung 3-14. Hemmung der [‘H]-D-

s 120_ Phe-Ala-Aufnahme in PEPT1 und PEPT2
5 1007— exprimierende Hefezellen dur3ch Ala-Ala.

Iy T Die  Aufnahme von  ['H]-D-Phe-Ala
‘fr 30 (2 uCi/ml, 20 min, pH 6,5) in PEPT1 oder
A ] PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen
,E 60- wurde auf 96-well-Filterplatten in Anwesen-
S ] heit steigender Konzentrationen von Ala-Ala
% 404 (0,001-10 mM) bestimmt. Die Daten sind
% ] dargestellt als Mittelwerte = SEM fiir die
£ 209 | W PEPTI A verbleibende Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala
< | A PEPT2 (%).

0 0.01

0.1
Ala-Ala [mM]

Generell wiesen die verschiedenen Xaa-Ala- und Ala-Xaa-Dipeptide einen sehr engen
Bereich ihrer Affinitdten mit etwa 0,1 bis 0,3 mM fiir PEPT1 und 0,03 bis 0,18 mM fiir
PEPT?2 auf (Tabelle 3-6).

Zunichst wurde der Einfluss der Lénge oder der Hydrophobizitit der unterschiedlichen

Seitenkettenstrukturen auf die Affinitdt zu beiden Transportern untersucht. Daher wurden
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Ala-Xaa- und Xaa-Ala-Dipeptide eingesetzt, bei denen die Xaa-Seitenketten aus —H oder
Alkylresten von steigender Kettenldnge bestanden, woraus die Dipeptide Ala-Gly, Ala-Ala,
Ala-o-Abu und Ala-Nle sowie Gly-Ala, Nle-Ala und Leu-Ala resultierten. Die Anwesenheit
einer Methyl-, Propyl- oder Butylgruppe als Seitenkettenrest beeinflusste nur in geringem
Male die Affinitidten verglichen mit denen von Ala-Gly oder Gly-Ala (Abbildung 3-15 und
Tabelle 3-6).

K; (mM) K; (mM)

PEPT1 PEPT2 PEPT1 PEPT2
Ala-Gly 0,21+0,01 0,07+0,01 Gly-Ala  024+0,05 0,11+0,01
Ala-Ala 0,16+0,01 0,10+0,01 Ala-Ala  0,16+0,01 0,10+ 0,01
Ala-gAbu  0,11+0,02 0,05+ 0,01 Leu-Ala  020+0,01 0,09+ 0,02
Ala-Nle 0,170,001 0,09 +0,02 Nle-Ala 0,170,001  0,12+0,01
Ala-Aib 0,33+0,03 0,18+0,04
Ala-Pro 0,16+0,01  0,06+0,01 Pro-Ala  429+001 0,46 0,03
Ala-Sar 0,20+0,03 0,04 +0,001 Phe-Ala  0,19+0,01 0,03 £ 0,001
Ala-Pip 0,11+£0,02 0,15+0,09 Trp-Ala  0,16+0,07 0,03 0,01
Ala-Tyr 0,21+0,01 0,07+0,01 Tyr-Ala 0224002 0,16+ 0,01
Ala-Ser 0,32+0,12 0,09+ 0,001 Ser-Ala  032+0,02 0,10 +0,002
Ala-Orn 037+0,17 0,16+ 0,06 Orn-Ala  032+0,15  0,15+0,02
Ala-Lys 0,22+0,01 0,06+ 0,001 Lys-Ala 0,21 £0,001 0,06+ 0,01
Ala-His 0,16+0,02 0,07+ 0,02 His-Ala  021+0,06 0,06+ 0,02

Arg-Ala  0,24+0,04 0,18 +0,06

Ala-Asp 0,21 +0,01 0,20+ 0,07 Asp-Ala  0,35+0,01 0,37 £ 0,09

Ala-Glu 0,20+ 0,01 0,20+ 0,02 Glu-Ala  0,62+0,01 0,52+0,15

Tabelle 3-6. Inhibitionskonstanten von Ala-Xaa- und Xaa-Ala-Dipeptiden fiir die [*H]|-D-Phe-Ala-
Aufnahme in PEPT1 und PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen.
Die K;-Werte + SEM wurden aus den durch nicht-lineare Regressionsanalyse ermittelten ICso-Werten berechnet.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Zunahme der Lange und Hydrophobizitit der
Seitenkette an der C- und der N-terminalen Aminosdure nur einen geringen Einfluss besitzt.
Die Alkylierung eines Glycin-Restes in Dipeptiden fiihrt generell zu einem Anstieg der Affi-

nitét, allerdings unabhingig von der Grofle der Alkylgruppe. Andererseits fiihrte eine zusétz-
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liche CH3-Gruppe am Cy-Atom der C-terminalen Aminosdure wie in Ala-Aib zu einem deut-

lichen Verlust in der Affinitdt zu beiden Transportern (Abbildung 3-15A und Tabelle 3-6).

Der Einfluss der Hydrophobizitit und der GroBe der Seitenkette von Aminosduren in Dipepti-
den wurde weiterhin anhand von Dipeptiden untersucht, die als aminoterminale Aminosdure
einen Phe, Trp, His oder Tyr-Rest besalen. Wie aus Abbildung 3-15B ersichtlich, fiihrt eine
aromatische Seitenkette zu einem Anstieg der Affinitdt bei PEPT1 und PEPT2 im Vergleich zu
Gly-Ala, wobei der Effekt bei PEPT2 mit einem bis zu 4-fach niedrigeren K;-Wert stirker
ausgeprigt war als bei PEPT1 (Tabelle 3-6). Andererseits zeigen die Daten von Dipeptiden, die
an ihrem C-Terminus entweder aromatische (Tyr, His), ungeladene (Ser, Pro) oder modifizierte
Aminosduren wie Sarkosin (Sar) oder das Prolinanalog Pipecolinsdure (Pip) enthielten, dass die
GroBle oder die Hydrophobizitit der C-terminalen Aminoséure von geringerer Bedeutung fiir

die Affinitit zu den Peptidtransportern ist.
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Abbildung 3-15. Vergleich der K;-Werte fiir die Interaktion verschiedener Ala-Xaa (A) und Xaa-Ala (B)
Dipeptide mit PEPT1 und PEPT2.

Die K;-Werte wurden aus den ICsp-Werten der Verdrangungsanalysen mit den korrespondierenden Dipeptide fiir
ihre Interaktion mit PEPT1 und PEPT2 ermittelt. Die K;-Werte sind als Mittelwerte dargestellt. Die gestrichelte
Linie zeigt gleiche K;-Werte fiir PEPT1 und PEPT2 an. o-Abu, o-Aminobuttersidure; Aib, Aminoisobuttersiure;
Nle, Norleucin; Orn, Ornithin; Pip, Pipecolinsédure.

Fiir Dipeptide mit geladenen Aminosdurenresten an C-terminaler Position zeigte nur Ala-Orn
mit K;-Werten von 0,37 = 0,17 mM fiir PEPT1 und 0,16 £ 0,06 mM fiir PEPT2 einen gerin-
gen Affinitdtsverlust zu den Transportern. Interessanterweise wiesen die beiden Dipeptide mit
negativ geladenen Aminosduren am C-Terminus (Ala-Asp und Ala-Glu) mit 0,20 und 0,21
mM anndhernd die gleichen Affinititen zu PEPT1 und PEPT2 auf. Vergleichbar zu diesen

Daten waren auch die Ergebnisse fiir die Xaa-Ala Dipeptide, bei denen ebenfalls, im



3 Ergebnisse und Diskussion 67

Unterschied zu einer gut tolerierten positiv geladenen Aminoséure im N-Terminus (Orn, Lys,
Arg), ein negativ geladener Aminosdurenrest wie bei Glu-Ala und Asp-Ala zu einem Affini-

titsverlust und nahezu gleichen K;-Werten bei PEPT1 und PEPT?2 fiihrt.

Interaktion von Prolin-enthaltenden Dipeptiden mit PEPTI und PEPT2

In Peptiden und Proteinen lassen sich aufgrund des partiellen Doppelbindungscharakters der
Peptidbindung sowohl cis- als auch frans-Konformere finden. Innerhalb der proteinogenen
Aminosduren liefen sich die energetisch unvorteilhaften cis-Konformere in nennenswertem
Umfang bisher jedoch nur bei Xaa-Pro-Peptidbindungen nachweisen. Fiir Xaa-Pro-Peptide
konnte gezeigt werden konnte, dass nur der Anteil der Peptide, deren Peptidbindung in
Transkonfiguration vorliegt, mit der Substratbindungsstelle des Peptidtransporters in Caco2-
Zellen interagiert (Brandsch, M. et al., 1999).

Um einen direkten Vergleich ihrer Interaktion mit PEPT1 und PEPT2 zu erhalten, wurden
hier 23 unterschiedliche Pro-Xaa und Xaa-Pro Dipeptide eingesetzt. Da nur der Trans-Anteil
der Peptide mit der Substratbindungsstelle der Transporter interagiert, werden hier auch die
um den Trans-Anteil korrigierten Affinitdten dargestellt.

Die Affinititen der Pro-Xaa-Dipeptide variierten fiir PEPT1 zwischen 0,26 £ 0,03 mM fiir
Pro-Leu bis zu 8,36 £ 0,32 mM fiir Pro-Glu (Tabelle 3-7). Die um die Trans-Anteile
korrigierten Affinititen (Kjcom) filir die Xaa-Pro Dipeptide lagen dagegen in einem engen
Bereich von 0,07 bis 0,29 mM (Tabelle 3-7). Obwohl die Affinititen zu PEPT2 generell
hoher waren als die fiir PEPT1, lagen auch hier die Affinitdtskonstanten fiir die Pro-Xaa
Dipeptide in einem groferen Bereich (0,08 bis 4,2 mM) als die fiir die Xaa-Pro-Peptide
(Kicom von 0,04 bis 0,18 mM).

Die Unterschiede der Affinititen der Pro-Xaa-Peptide zu PEPT1 und PEPT2 kénnen vorwie-
gend auf die Unterschiede in ihren physikochemischen Eigenschaften zuriickgefiihrt werden.
Eine VergroBerung der Seitenkette und damit der Hydrophobizitit der C-terminalen Amino-
sdure wie in der Serie Pro-Gly, Pro-Ala und Pro-Leu fiihrte zu einem 25-fachen Anstieg der
Affinitdt zu PEPT1 (6,38 auf 0,26 mM) und bis zu 40-fach zu PEPT2 (von 3,50 mM auf 0,08
mM).
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K; (mM) K; (mM)
PEPT1 PEPT2 PEPT1 PEPT2
Pro-Gly 6,38+ 1,04 3,50+ 0,20 Gly-Pro 0,37 £ 0,06 0,35+0,03
(0,19 £0,03) (0,18 £0,02)
Pro-Ala 429+0,10 0,46 = 0,03 Ala-Pro 0,16 £0,01 0,06 £0,01
(0,10 £0,01) (0,04 £0,01)
Pro-Leu 0,26 £ 0,03 0,08 £0,01 Leu-Pro 0,34 £0,01 0,13+£0,01
(0,20 £0,01) (0,08 £0,01)
Nle-Pro 0,29 £ 0,03 0,07 £0,01
(0,19 £0,02) (0,04 £0,01)
Pro-Pro 0,33 +£0,01 0,18 £0,07 Pro-Pro 0,33 £0,01 0,18 £0,07
(0,17 £0,01) (0,09 £ 0,04) (0,17 £0,01) (0,09 £0,04)
Pro-Hpr 2,63 10,02 1,72 £ 0,65 Sar-Pro 0,47+ 0,03 0,26 £0,01
(0,29 £0,02) (0,16 £0,01)
Pro-Phe 0,51+0,01 0,11£0,01 Phe-Pro 0,70 £ 0,06 0,29 £ 0,02
(0,24 £0,02) (0,10 £0,01)
Trp-Pro 0,28 £0,01 0,16 £ 0,05
(0,07 £0,002) (0,04 £0,01)
Pro-Tyr 0,25+ 0,03 0,23 £ 0,06 Tyr-Pro 0,51+0,16 0,42 £ 0,07
(0,15 £0,05) (0,13 £0,02)
Pro-Ser 3,21+£0,21 0,74 £ 0,07 Ser-Pro 0,16 £ 0,07 0,07 £0,01
(0,11 £0,05) (0,05 £0,01)
Pro-Lys 3,62 £ 0,54 0,25 +£0,01 Lys-Pro 0,28 £ 0,07 0,13+£0,02
(0,18 £0,05) (0,08 £0,01)
Pro-Arg 1,96 + 0,37 0,63+0,14 Arg-Pro 0,20 £ 0,06 0,16+ 0,03
(0,14 £ 0,04) 0,11 £0,11)
Pro-Asp 6,18 £0,64 4,12 +£0,32
Pro-Glu 8,36+ 0,32 4,20+ 0,45

Tabelle 3-7. Inhibitionskonstanten von Pro-Xaa- und Xaa-Pro-Dipeptiden fiir die ['H]-D-Phe-Ala-Auf-
nahme in PEPT1 und PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen.

Die K;-Werte + SEM wurden aus den durch nicht-lineare Regressionsanalyse ermittelten 1Cs5,-Werten berechnet.
Kiom-Werte der Xaa-Pro-Peptide sind in Klammern dargestellt und wurden errechnet durch Multiplikation der

ermittelten K;-Werte mit (Trans-Anteil/100) (Brandsch, M. et al., 1999).

Diese Abhingigkeit findet ihr Bestdtigung durch Daten der Peptide Pro-Phe und Pro-Tyr, die
einen aromatischen Aminosédurenrest enthielten und ebenfalls einen 25-fach niedrigeren Kj-
Wert als Pro-Gly zeigten. Vergleichbar zu den Werten der Ala-Xaa-Dipeptide zeigten auch
hier die Peptide mit negativ geladenen Seitenketten eine niedrigere Affinitdt, die im Falle von

Pro-Asp und Pro-Glu mit einem K; von 6,18 + 0,64 und 8,36 = 0,32 mM fiir PEPT1 und mit

4,12 £ 0,32 und 4,20 = 0,45 mM fiir PEPT2 ermittelt wurde.
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Im Gegensatz dazu konnte im Falle der Xaa-Pro-Dipeptide nur begrenzt ein Zusammenhang
zwischen ihren physikochemischen Eigenschaften und ihrer Affinitdt beobachtet werden
(Abbildung 3-16 und Tabelle 3-7). Wie fiir Xaa-Ala-Peptide fiihrt auch hier die Einfiihrung
eines Alkylrestes in der Seitenkette von Gly-Pro zu einem Anstieg der Affinitit. Allerdings
konnte im Gegensatz zu den Xaa-Ala-Peptiden kein eindeutiger Effekt auf die Verdnderung

der Affinitdt erhalten werden, wenn eine aromatische Aminosdure im Peptid enthalten war.
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Abbildung 3-16. Vergleich der K;- bzw. der K,r-Werte fiir die Interaktion verschiedener Pro-Xaa (A)
und Xaa-Pro (B) Dipeptide mit PEPT1 und PEPT2.

Die K;-Werte wurden aus den Daten der Verdrangungsanalysen der korrespondierenden Dipeptide fiir ihre Inter-
aktion mit PEPT1 und PEPT2 ermittelt. Kj.om-Werte der Xaa-Pro-Peptide wurden errechnet durch Multiplika-
tion der ermittelten K;-Werte mit (Trans-Gehalt/100). Die K;-Werte sind als Mittelwerte dargestellt. Die gestri-
chelte Linie zeigt gleiche K;-Werte fiir PEPT1 und PEPT2 an.

Interaktion von Glycin-Dipeptiden und Dipeptiden mit zwei geladenen Resten mit PEPTI und
PEPT?2

Im Unterschied zu den K;-Werten, die fiir Ala-Dipeptide erhalten wurden, wiesen die entspre-

chenden Glycin-Dipeptide eine tendenziell niedrigere Affinitdt zu den Transportern PEPT1
und PEPT2 auf (Tabelle 3-8 und Tabelle 3-6).

Auch hier zeigten Dipeptide mit geladenen Aminosdurenresten, dass eine Ladung am NH,-
Terminus mit Kj-Werten von 0,18 fiir Lys-Gly an PEPT1 und 0,01 mM an PEPT2, sowie 0,26
und 0,04 mM fiir Asp-Gly an PEPT1 und PEPT2 gut toleriert wird. Dagegen wurde auch bei
Glycin-Dipeptiden eine negativ-geladene Seitenkette schlechter toleriert, was im Falle von

Gly-Asp zu einem deutlichen Abfall der Affinitdt im Vergleich zu Gly-Gly fiihrte.
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Fiir die Interaktion von Dipeptiden, die aus zwei geladenen Aminosduren bestehen, scheint
fiir die Affinitdt zu PEPT1 und PEPT2 die Ladung der zweiten Aminosdurenseitenkette aus-
schlaggebend zu sein (Abbildung 3-17 und Tabelle 3-8). Einzige Ausnahme ist die Interaktion
von Lys-Lys mit PEPT1, da hier mit einem K;-Wert von 0,47 + 0,12 mM eine schlechtere
Affinitdt gemessen wurde als fiir die Dipeptide Ala-Lys oder Gly-Lys, bei denen Lysin eben-

falls die C-terminale Aminosdure bildet.

Dipeptide K; (mM)

PEPT1 PEPT2
Gly-Gly 0,20 £ 0,02 0,16 £ 0,05
Gly-GIn 0,17 £0,02 0,07 £ 0,01
Gly-Sar 0,35+ 0,04 0,32+0,13
Gly-Lys 0,24 £ 0,02 0,09 £ 0,01
Gly-His 0,20 £ 0,02 0,04 £ 0,003
Gly-Asp 0,61 £ 0,04 0,34 £0,02
Lys-Gly 0,18 £ 0,05 0,01 £0,003
Asp-Gly 0,26 = 0,03 0,04 £ 0,01
Glu-Lys 0,31£0,01 0,07 £0,01
Lys-Glu 0,51 £0,09 0,30+ 0,12
Lys-Asp 0,40+ 0,14 0,12 £0,05
Lys-Lys 0,47 +£0,12 0,04 £0,01
Asp-Asp 0,62+0,11 0,51 £0,07
Phe-Phe 0,08 +0,01 0,06 £ 0,01

Tabelle 3-8. Inhibitionskonstanten von verschiedenen Dipeptiden fiir die ['H]-D-Phe-Ala-Aufnahme in
PEPT1 und PEPT?2 exprimierende P. pastoris-Zellen.
Die K;-Werte + SEM wurden aus den durch nicht-lineare Regressionsanalyse ermittelten ICso-Werten errechnet.

Ebenso wie die Dipeptide mit zwei geladenen Seitenketten interagiert auch das Dipeptid Phe-
Phe mit zwei aromatischen Seitenketten mit den Peptidtransportern, wobei Affinitdten von
0,08 £ 0,01 mM zu PEPTI1 und 0,06 = 0,01 mM zu PEPT2 erhalten wurden. Im Falle von
PEPT]1 ist dieses Dipeptid damit das Substrat, das von den mehr als 60 untersuchten Dipepti-
den die hochste Affinitdt zu PEPT1 aufweist.
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Abbildung 3-17. Vergleich der K;-Werte fiir
die Interaktion verschiedener Dipeptide mit
PEPT1 und PEPT2.

Die K;-Werte wurden aus den Daten der Ver-
drangungsanalysen der korrespondierenden Di-
peptide fiir ihre Interaktion mit PEPTI und
PEPT2 ermittelt. Die K;-Werte sind als Mittel-
werte dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt
gleiche K;-Werte fiir PEPT1 und PEPT?2 an.

Elektrophysiologische Messung des Transportes der eingesetzten Dipeptide

Alle in den Verdringungsexperimenten verwendeten Dipeptide wurden dariiber hinaus auf

ithren elektrogenen Transport durch die Peptidtransporter untersucht. Hierbei wurde fiir alle

untersuchten Peptide in elektrophysiologischen Untersuchungen iiber die TEVC-Technik

Substrat-induzierte Einwirtsstrome und die fiir PEPT1 oder PEPT2 nach Expression in

X. laevis Oozyten typischen I-V Kurven gemessen, wie sie am Beispiel von Gly-Gln und Ala-

Ala in Abbildung 3-18 dargestellt sind. Wenngleich nicht fiir alle Peptide explizit gezeigt,

kann doch davon ausgegangen werden, dass alle untersuchten Dipeptide von den Carriern

nicht nur als Substrat erkannt sondern auch elektrogen transportiert werden.
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Abbildung 3-18. Strom-Spannungs-Beziehungen bei Perfusion von Ala-Ala und Gly-GIln an PEPT1 und
PEPT?2 exprimierenden X. laevis-Oozyten
[-V-Beziehungen an PEPT1 (A) und PEPT2 (B) exprimierenden Oozyten wurden durch die TEVC-Technik
erhalten. Oozyten wurden mit Barth-Losung (pH 6,5) mit oder ohne 5 mM Gly-GIn oder Ala-Ala perfundiert.
Das Membranpotential wurde schrittweise auf die gezeigten Testpotentiale kurzgeschlossen und der Substrat-
induzierte Einwértsstrom als Differenz bei An- und Abwesenheit des Substrates bestimmt.
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Insgesamt konnte hier gezeigt werden, dass alle gepriiften Dipeptide unabhédngig von den
physikochemischen Eigenschaften ihrer Seitenketten mit den Peptidtransportern PEPT1 und
PEPT?2 interagieren und elektrogen transportiert werden. Durch den Einsatz von mehr als 60
unterschiedlichen Dipeptiden konnte jedoch der spezifische Einfluss der Seitenketten in
Dipeptiden auf deren Affinitdt zu PEPT1 und PEPT2 ermittelt werden. Mit Ausnahme der
Dipeptide mit sauren Aminoséureresten, bei denen PEPT2 und PEPT1 anndhernd die gleichen
Affinititen aufwiesen, ist PEPT2 der Transporter mit hoherer Affinitit. Die K;-Werte
umfassten fiir PEPT1 einen Bereich von 0,08 bis 8,4 mM und variierten fiir PEPT2 zwischen
0,01 bis 4,2 mM. Aufgrund des sehr engen Bereiches der Affinititen besitzen andere struktu-
relle Elemente vermutlich einen stirkeren Einfluss auf die Erkennung von Substraten durch

die Peptidtransporter als die Seitenketten in den Substraten.
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3.2.2 Determinanten fiir die stereospezifische Erkennung und den Transport von

Peptiden durch die Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2

Die bisher durchgefiihrten Studien zur Stereoselektivitit der Peptidtransporter wurden vor-
wiegend durch Aufnahmeexperimente an Membranvesikeln oder Caco-2-Zellen mit ausge-
suchten Dipeptiden durchgefiihrt (Daniel, H. et al., 1992; Ganapathy, V. et al., 1985; Li, J. et
al., 1998; Lister, N. et al., 1995). Daher sollte hier gepriift werden, ob die bisher allgemein
akzeptierten Annahmen auch fiir die klonierten Peptidtransporter giiltig sind. Des weiteren
wurde untersucht, inwieweit diese Ergebnisse auch auf Dipeptidderivate iibertragbar sind und
ob PEPT1 und PEPT2 hinsichtlich der stereoselektiven Substraterkennung Unterschiede auf-

weisen.

Zu diesem Zweck wurde eine Reihe von LL-, DL-, LD- und DD-Stereoisomere verschiedener
Dipeptide und Dipeptidderivate synthetisiert und in Verdriangungsexperimenten an PEPTI
und PEPT2 exprimierenden Hefezellen und in elektrophysiologischen Untersuchungen an

Oozyten eingesetzt.

A ~ 120 Abbildung 3-19. Hemmung der
S [*H]-D-Phe-Ala-Aufnahme  in
< PEPT1 und PEPT2 exprimie-
f) 100 rende Hefezellen durch Stereo-
= T isomere von Alanylpeptiden
Q: 80 Die Aufnahme von [*H]-D-Phe-
= 7 Ala (2 pCi/ml, 20 min, pH 6,5) in
., 60 PEPT1 (A) oder PEPT?2 (B) expri-
§ 1 W L-Ala-L-Ala mierende  P.  pastoris-Zellen
g 401 @ D-Ala-L-Ala wurde auf 96-well-Filterplatten in

1 Anwesenheit steigender Konzen-
< - -1)-
cg 204 A L-Ala-D-Ala trationen von Ala-Ala-Peptiden
< {1 ¥ D-Ala-D-Ala (0,001-25 mM) bestimmt. Die
0/ H——r Daten sind als Mittelwerte =+
0 0.01 0.1 1 10 SEM fiir die verbleibende Auf-
3
Ala-Ala-Dipeptide [mM] nahme von ["H]-D-Phe-Ala (%)
B dargestellt.
120+
1008 v
80+
60

40_- B [-Ala-L-Ala

{ @ D-Ala-L-Ala

201 A L-Ala-D-Ala

1 v D-Ala-D-Ala

— t UL | AL | ULELELLRL|

0 0.01 0.1 1 10
Ala-Ala-Dipeptide [mM]

Aufnahme von [ H]-D-Phe-Ala (%)




3 Ergebnisse und Diskussion 74

Wie Abbildung 3-19 zeigt, interagieren unterschiedliche Stereoisomere des Dipeptids Ala-Ala
selektiv mit der Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in PEPTI und PEPT2 exprimierende
P. pastoris-Zellen. Die hochste Affinitdt zu den beiden Transportern zeigt das aus zwei L-
Alanin-Isomeren bestehende Dipeptid L-Ala-L-Ala mit einem K;-Wert von 0,16 £ 0,03 mM
fir PEPTI und 0,10 £ 0,01 mM fiir PEPT2. Die Einfiihrung einer D-Aminosédure in das
Dipeptid fiihrt zu einem Affinitdtsverlust, der groBer ausfillt, wenn das D-Isomer in C-
terminaler Position steht. Wenn beide Aminosduren des Dipeptids aus D-Isomeren bestehen,

zeigt sich ein vollstidndiger Affinitétsverlust zu beiden Peptidtransportern (Tabelle 3-9).

Dipeptide K; (mM) Dipeptidderivate K;(mM)
PEPT1 PEPT2 PEPT1 PEPT2
Ala-Ala LL 0,16+0,03 0,10+0,01 Tyr(Bzl)-Ala LL 0,10£0,01 0,004 £0,001
DL 0,78 £0,06 0,24 +0,01 DL 1,59%0,34 0,21 0,04
ILD 6,12+0,18 2,26+ 0,23
DD >20 >20 (~22,8) DD >1(~4,13) >1(1,07)
Ala-Pro LL 0,16+0,01 0,06 £0,01 Lys(Z)-Ala LL 0,09+0,004 0,02+0,01
DL 1,54+0,19 0,69 + 0,20 DL 2,68+0,33 0,12+0,02
LD >20(~31,4) >20 (~44.,4) LD 17,9+43 1,14+ 0,30
DD >20(~34,4) >20 DD 4,96 +1,08 0,52 +0,03
Ala-Lys LL 0,22+0,01 0,06 £ 0,001 Ala-Lys(Z) LL 0,1940,01 0,01 +0,002
DL 0,88 £0,06 0,34 £ 0,002 DL 0,50%0,01 0,16 0,01
LD >20(42,7) 16,1 +4,4 LD 1,66%0,12 2,05%+0,10
DD 104+1,0 4,48 0,80 DD 3,28%0,02 3,43+ 1,04
Ala-Orn(Z) LL 0,10x0,04 0,02+0,01
DL 0,270,002 0,09+0,01
LD 0,78%0,23 0,70+ 0,24
DD 1,56%0,38 2,43+0,21
Asp(OBzl)-Ala LL 0,07 £0,01 0,04 + 0,03
DL 0,42+0,09 0,13 +0,02
Ala-Asp(OBzl) LL 0,18£0,02 0,05+ 0,01
DD 1,32+0,57 0,69+0,14
Ala-Lys(Ac) LL 0,21%0,02 0,04 +0,01
DD 24,062 15,4+3,7

Tabelle 3-9. Affinititen verschiedener Stereoisomere von Dipeptiden und Dipeptidderivaten fiir ihre
Interaktion mit PEPT1 und PEPT2.

Ki-Werte wurden ermittelt aus den Verdringungsanalysen der korrespondierenden Dipeptide fiir die Aufhahme
von [*H]-D-Phe-Ala in PEPT1 und PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen.
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Diese Stereoselektivitit der Peptidtransporter war auch bei den Ala-Pro und Ala-Lys
Dipeptiden zu sehen. Allerdings mit dem Unterschied, dass bei Ala-Pro bereits das LD-
Isomer keine Interaktion mehr mit den Transportern zeigte und das DD-Isomer von Ala-Lys

eine hohere Affinitdt zu PEPT1 und PEPT?2 aufwies als das LD-Isomer.

Im Falle der getesteten Dipeptidderivate, bei denen die Original-Dipeptidstruktur durch Sei-
tenketten-Modifizierungen verdndert wurde, blieb die Stereoselektivitét der Transporter eben-
falls erhalten. Wie aus Tabelle 3-9 hervorgeht, erscheint es allerdings noch schwieriger, den
Einfluss der Konfiguration der Substrate auf die Interaktion mit den Transportern vorherzu-
sagen. Sowohl PEPT1 als auch PEPT2 behielten ihre hohe Stereoselektivitit gegeniiber den
LL-Formen der Dipeptidderivate mit geschiitzten Seitenketten. Allerdings zeigten auch die
anderen Stereoisomere von Dipeptidderivaten mit groBen hydrophoben Schutzgruppen in den
Seitenketten wie bei der Ala-Lys(Z)- oder der Ala-Orn(Z)-Reihe weiterhin eine hohe Affinitét
zu PEPT1 und PEPT2 (Tabelle 3-9). Die LD-Isomere zeigten mit Ausnahme von L-Lys(Z)-
D-Ala, Affinititen, die bei PEPT1 ca. 3-fach und bei PEPT2 bis zu 12-fach niedriger waren
als die der DL-Isomere. Auch die DD-Isomere zeigten mit K;-Werten von 1,3 bis 5,0 fiir
PEPT1 und 0,5 bis 3,4 fiir PEPT2 noch eine nennenswerte Affinitdt zu den Peptidtranspor-
tern. Dies gilt sowohl fiir die untersuchten Dipeptide mit geschiitzten sauren Aminosduren-

seitenketten, wie Ala-Asp(OBzl), als auch fiir die basischen, wie Ala-Orn(Z).

D-Lys(Z)-D-Ala, D-Ala-D-Lys(Z), D-Ala-D-Orn(Z), D-Asp(OBzl)-D-Ala und D-Ala-D-
Asp(OBzl) stellen somit die ersten DD-konfigurierten Dipeptid-Strukturen dar, die gute
Affinititen zu PEPT1 und PEPT2 aufweisen.

Fiir die Beibehaltung einer guten Affinitit scheint weiterhin die Hydrophobizitit und Grof3e
der Schutzgruppe eine Rolle zu spielen, da das DD-Dipeptidderivat D-Ala-D-Lys(Ac), das
eine kleine hydrophile Schutzgruppe in der Seitenkette enthélt, Affinitdten vergleichbar zu
ungeschiitzten Dipeptiden aufwies. D-Ala-D-Lys(Ac) zeigte nur eine geringe Affinitét zu den
Transportern mit einem K;-Wert von 24,0 £ 6,2 mM fiir PEPT1 und 15,4 = 3,7 mM fiir
PEPT?2 (Tabelle 3-9).

Zum Nachweis, dass die unterschiedlichen Stereoisomere auch elektrogen transportiert wer-
den und nicht nur mit der Substratbindungsstelle der Transporter PEPT1 und PEPT2 intera-
gieren, wurden weitere elektrophysiologische Untersuchungen an PEPT1 und PEPT2 expri-
mierenden Oozyten durchgefiihrt. Als Referenzsubstrat, um die Unterschiede in der Expres-
sionshohe der Peptidtransporter bei verschiedenen Oozyten auszugleichen, wurde das Dipep-

tid Gly-Gln eingesetzt. Die Ergebnisse aus den elektrophysiologischen Untersuchungen sind
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als Einwértsstrome, die durch das Dipeptid oder —derivat an PEPT1 oder PEPT2 exprimieren-
den Oozyten im Vergleich zu Gly-Gln erhalten wurden, dargestellt.

Wie Abbildung 3-20 zeigt, wurde auch elektrophysiologisch ein charakteristisches Muster fiir
die Interaktion der vier moglichen Stereoisomere von Ala-Ala mit den Peptidtransportern
erhalten. Dabei zeigte das LL-Isomer von Ala-Ala in einer Konzentration von 10 mM mit
106 %lGiy-gin fir PEPT1 und 100 %lgiy-gin fiir PEPT2 einen identischen Einwértsstrom wie
10 mM des Standardpeptids Gly-Gln (Abbildung 3-20A und C). Bei PEPT1 zeigten das DL-
und das LD-Isomer noch messbare Einwirtsstrome, die allerdings mit 64 und 33 %lgiy-Gin
geringer waren als die des LL-Isomers. Das DD-Isomer induzierte keinen Einwértsstrom, so
dass davon auszugehen ist, dass es nicht in die Oozyten aufgenommen wird.
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Abbildung 3-20. Strom-Spannungs-Beziehungen von Ala-Ala und seiner Stereoisomeren an PEPT1 und
PEPT?2 exprimierenden X. laevis-Oozyten.

[-V-Beziehungen an PEPT1 (A, B) und PEPT2 (C, D) exprimierenden Oozyten wurden durch die TEVC-Tech-
nik erhalten. Oozyten wurden mit Barth-Losung (pH 6,5) und 10 mM (A, C) oder 100 mM (B, D) Gly-GIn oder
den angegebenen Isomeren von Ala-Ala perfundiert. Das Membranpotential wurde schrittweise auf die gezeigten
Testpotentiale gebracht und der Substrat-induzierte Einwértsstrom als Differenz bei An- und Abwesenheit des
Substrates bestimmt.

Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir die Interaktion von 10 mM der Ala-Ala-Peptide mit
PEPT2 erreicht, allerdings zeigten hier das DL-Isomer mit 102 %lgiy-gin und das LD-Isomer

mit 92 %lgry-gin €inen vergleichsweise hoheren Strom. Wiahrend bei PEPT1 durch 100 mM

der Dipeptide noch Unterschiede in der Hohe der Substrat-induzierten Einwértsstrome zu
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finden waren, wurden fiir PEPT2 auch fiir das DL- und LD-Isomer etwa 100 %lgiy-Gin
erhalten. Auch fiir 100 mM D-Ala-D-Ala war ein Einwértsstrom (57 %lgiy-Gin) messbar, was

trotz sehr niedriger Affinitdt von tiber 20 mM auf eine Interaktion mit PEPT2 hinweist.

Auch fiir weitere Dipeptide wie Ala-Pro, Ala-Lys und das Derivat Ala-Lys(Z) konnte gezeigt
werden, dass sie enantioselektiv interagieren und die Hohe des Substrat-induzierten
Einwértsstroms dadurch unterschiedlich ist (Abbildung 3-21). Es zeigte sich hierbei jedoch
ein wesentlicher Unterschied zwischen PEPT1 und PEPT2, da bei PEPT2 auch fiir das DL-
Isomer von Ala-Ala und Ala-Lys (10 und 5 mM) sowie das LD-Isomer von Ala-Ala (10 mM)

ein mit den LL-Isomeren vergleichbarer sehr hoher Einwirtsstrom erhalten wurde.

L-L

————

Abbildung 3-21. Elektrophy-
siologische Untersuchungen
von Isomeren verschiedener

Alwala DF 5 Dipeptide an PEPT1 und
(10mmM) LD ] PEPT2.
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D-D 100 mM Gly-Gln oder den
angegebenen Dipeptid-Isome-
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Ala-Lys ' men der I-V Beziehungen, wie
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D-D (PEPT1) wund -100 mV
(PEPT2) dar.
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Insgesamt konnte hier gezeigt werden, dass die Stereoselektivitit unabhéngig von der Seiten-
kette der Dipeptide ist und die Unterschiede der Transportcharakteristika von DL-, LD und
DD- zu LL-Isomeren hauptsichlich auf ihrer Bindungsfahigkeit an die Transporter und damit
threr Affinitdt beruhen. Allerdings scheint die Stereoselektivitdt auch fiir den Transportpro-

zess determinierend zu sein, da bei PEPT1 selbst bei 100 mM des LD-Isomers, also einer
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Konzentration, die mehr als 16-mal {iber dem ermittelten K;-Wert liegt, nicht die Strome

erreicht wurden, die fiir das LL-Isomer gemessen wurden.

Generell zeigten sowohl PEPT1 als auch PEPT2 eine ausgeprigte Enantioselektivitit in der
Substraterkennung, mit einer Bevorzugung der LL-Isomere. Fiir die weitere Reihenfolge der
Affinitdten scheint es sowohl bei den Dipeptidderivaten, als auch im Falle von Ala-Lys

weitere Faktoren zu geben, die die Affinitét zu den Transportern bestimmen.
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3.2.3 Bestimmung der minimalen strukturellen Merkmale in Substraten von PEPT?2

Um systematisch die minimalen strukturellen Merkmale von Substraten des Peptidtranspor-
ters PEPT2 zu erarbeiten, wurden neuartige Aminosduren- und Peptidderivate (Synthese
durch Dr. B. Hartrodt, Institut fiir Biochemie, Halle) synthetisiert und durch Verdringungs-
studien an PEPT2 exprimierenden P. pastoris-Zellen und elektrophysiologische Messungen
an PEPT2 exprimierenden X. laevis-Oozyten auf ihre Interaktion mit dem Transporter unter-
sucht. Durch diesen Ansatz mit zwei unabhidngigen Transport-Assays war es moglich,
Substanzen zu unterscheiden, die lediglich mit der Substratbindungsstelle des Transporters

interagieren und solchen, die nach Bindung auch transportiert werden.

Rolle der Carbonylgruppe fiir die Substrataffinitit von PEPT2

Wie kiirzlich gezeigt (Doring, F. et al., 1998), werden @-Aminofettsduren vom intestinalen
Peptidtransporter PEPT1 transportiert. Der elektrogene Transport der ®-Aminofettsduren
bendtigt lediglich zwei Kopfgruppen (Amino- und Carboxy-Terminus), die durch mindestens

4 CH,-Gruppen als intramolekularen “Spacer” voneinander getrennt sein miissen.
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Aus diesem Grund wurde 5-Aminopentansdure (5-APA) als kleinste Aminofettsdure, die von
PEPT1 erkannt und transportiert wird, eingesetzt, um zu bestimmen, ob die gleichen mini-
malen Anforderungen fiir die Substrate von PEPT2 zutreffen. Im Gegensatz zur Affinitit von
5-APA zu PEPTI, die mit 1,14 mM (Doéring, F. et al., 1998) im Bereich normaler Peptid-Sub-
strate lag, war die Affinitidt zu PEPT2 mit 7,28 + 1,32 mM weit {iber den Werten, die charak-
teristisch fiir PEPT2-Substrate sind (Abbildung 3-22, Tabelle 3-10).

Substanz Struktur K; (mM) %Ilgiy-Gin
5-Aminopentansiure H3N+\/O\/\coo' 7,28 +1,32 34
5-Amino-4-oxopentansiure HaNWCOO- 0,22+0,01 103
N-B-Aminoethyl-Gly HNS N ™ coo >10 0
Carbamoyl-B-Ala HaNWN He™coo >10 0
(0]
(o]
Gly-Ala . 0,11+0,01 136
Y HC‘N\)LNJ\COO'
(0]
-Ala-Al 0,93 £ 0,01 50
P-Ala-Ala HsNy\)L NI—#\COO’
(0]
- - hy +
4-ABA-Ala int~ Ll 5,6140,22 0
O
- - +
5-APA-Ala gy HLCOO_ 3604029 12
(0]
6-AHA-Ala ot~ 654022 24
1L
7-AHA-Ala HgNy\/\/\)LNH oo 25,1+ 64 21
(0]
Ala-Gly HSNH)NH«COO. 0,07 +0,01 95
(o]
Ala-B-Ala HgNng\/COO' 0,39 + 0,09 26
(0]
Ala-4-ABA H3NH)LNI-T\/\COO' 0,12+ 0,03 50
(0]
Ala-5-APA HSNK%NH’\/VCOO' 0,06 + 0,02 91
(0]
Ala-6-AHA HSNH)LNI-T\/\/\COO' 0,76+0,07 21
O
Ala-8-AOA H3N%NI—T\/\/\/\COO' 0,37 +0,03 62

Tabelle 3-10. @-Aminofettsduren und W-Aminoacyl-Alanin Derivate und ihre Interaktion mit PEPT2.
Apparente Ki-Werte wurden aus den ICs,-Werten der Daten errechnet, die in den Abb. 3-22A, 3-23A und 3-24A
dargestellt sind. %lgjy.gin Wurde entnommen aus den Messungen der I-V Beziehungen, abgebildet in den Abb. 3-
22B, 3-23B und 3-24B und stellt den durch 5 mM der Testsubstanz im Verhéltnis zu dem durch 5 mM Gly-GIn
induzierten Strom bei einem Membranpotential von —100 mV dar. 4-ABA, 4-Aminobuttersiure, 5-APA, 5-Ami-
nopentansdure, 6-AHA, 6-Aminohexansédure, 7-AHA, 7-Aminoheptansiure, 8-AOA, 8-Aminooctansiure.

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch fiir verschiedene andere ®-Aminofettsduren erhalten

(Daten nicht dargestellt). Durch die Einfiihrung einer Carbonylgruppe in das Riickgrat der 5-
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APA zur 5-Amino-4-oxopentanséure erhdhte sich die Affinitdt um mehr als das 30-fache auf
0,22 +£ 0,01 mM (Abbildung 3-22, Tabelle 3-10). Diese ist somit vergleichbar mit der {iblicher
PEPT2-Substrate und auch die elektrogenen Transportcharakteristika sind typisch fiir PEPT2
(Abbildung 3-22B). 5-Amino-4-oxopentansdure ist wahrscheinlich deshalb ein Substrat, da es
dem Dipeptid Gly-Gly strukturell gleicht, wobei jedoch die Peptidbindung durch eine Keto-
methylenfunktion ersetzt ist. Andererseits zeigt das Gly-Gly Derivat N-B-Aminoethyl-Gly mit
einer reduzierten Peptidbindung ohne Carbonyl-Funktion mit einem K;-Wert von >10 mM
keine Interaktion mit PEPT2. Es ist daher offensichtlich, dass die Carbonylgruppe das ent-

scheidende strukturgebende Element fiir die hohe Bindungsaffinitét ist.

Bedeutung der Stellung der Carbonylgruppe innerhalb des Riickgrats

Da ®-Aminofettsduren sehr flexibel sind, ist es schwierig, Informationen {iber die genaue
raumliche Anordnung der funktionell wichtigen Gruppen zu erlangen. Um die Bedeutung des
molekularen Abstandes zwischen der terminalen Aminogruppe und der Carbonylgruppe im
Riickgrat zu bestimmen, wurden eine Reihe modifizierter Dipeptide eingesetzt, die aus einer
®-Aminosdure mit unterschiedlicher Kettenldinge am N-Terminus und einem Alaninrest an C-

terminaler Position bestanden (Abbildung 3-23 und Tabelle 3-10).

Abbildung 3-23. Charakteristika

>

120 der Interaktion von ®-Amino-
siduren-Alanyl-Dipeptiden mit
100 PEPT2.

A. Die Aufnahme von [*H]-D-Phe-
Ala (2 pCi/ml) in PEPT2 exprimie-
rende P. pastoris-Zellen wurde in
Anwesenheit steigender Konzen-
trationen (0,001-20 mM) von ®-

o]
S
L 1

Aufnahme von [3 H]-D-Phe-Ala (%)
N
<

40 : [CS}-IXIAaA-lzla Aminoséiuren—Alanin . Dip§ptiden
1 A 4-ABA-Ala (pH 6,53 15 min) bestlmmy. Die Auf-
204 A 5-APA-Ala nahme in Abwesenheit eines Kom-
| v 6-AHA-Ala petitors wurde auf 100 % gesetzt.
® 7-AHA-Ala [ | A B. Strom-Spannungs-Beziehungen
0 A (I-V) wurden durch die TEVC-
0 0.001 0.01 0.1 1 10 Technik an PEPT2 exprimierenden
®-Aminoséuren-Alanin Dipeptide (mM) Oozyten bestimmt, die mit Barth-
Loésung (pH 6,5) mit oder ohne
B V,, (mV) 100 5 mM Gly-Gln oder entsprechenden

®-Aminosiuren - Alanin -Dipeptide
perfundiert wurden.

—&— B-Ala-Ala

—@— 5-APA-Ala

—&— 6-AHA-AL | 3007
—W— 7-AHA-Ala

—{1 Gly-Gln 400




3 Ergebnisse und Diskussion 82

Die kleinste dieser Substanzen, Glycyl-Alanin (Gly-Ala), zeigte eine Affinitdt von
0,11 £0,01 mM, wie fiir ein Standard-Dipeptid erwartet werden kann. Bereits eine Verlange-
rung durch eine weitere CH,-Gruppe, die zwischen der Aminogruppe und der Amid-Bindung
eingefiigt wurde (B-Ala-Ala), reduzierte die Affinitdt 8-fach auf 0,93 £ 0,01 mM. Parallel zum
Abfall der Affinitdt betrug auch der Substrat induzierte Einwértsstrom nur noch ca.
50 %lgiy-gin. Eine schrittweise Verlingerung der ®-Aminosiduren-Kette um weitere Methylen-
einheiten fithrte zu einem weiteren Abfall der Affinitit auf 5,61 =+ 0,22 mM fiir 4-ABA-Ala
und 25,1 £ 6,4 mM fir 7-AHA-Ala. Carbamoyl-f-Ala, ein Gly-Gly-Derivat, in dem die
Amidbindung zum Aminoterminus hin verschoben ist, so dass eine Methyleneinheit zwischen
der N-terminalen Aminogruppe und der Amidbindung fehlt, zeigte keine Interaktion mit
PEPT2.

Dadurch wurde gezeigt, dass sowohl die terminale Aminogruppe als auch die als essentiell
identifizierte Carbonylgruppe durch nicht mehr als eine oder maximal zwei Methylengruppen
voneinander getrennt sein diirfen, um eine hochaffine Interaktion und den Transport des Sub-

strates zu gewihrleisten.

Einfluss der Lokalisierung der C-terminalen Carboxylgruppe

Um Informationen iiber die Bedeutung der terminalen Carboxylgruppe von Substraten auf die
Affinitdt zu PEPT2 zu erlangen, wurde eine Reihe von Dipeptiden untersucht, die N-terminal
ein Alanin besaBlen und ®-Aminosduren unterschiedlicher Kettenldnge als C-Terminus
aufwiesen (Abbildung 3-24 und Tabelle 3-10).

Bei Alanyl-Glycin (Ala-Gly) ist die Distanz von der Amid-Bindung zur terminalen Carbo-
xylgruppe prototypisch fiir Dipeptide. Daher zeigte Ala-Gly mit einem K; von 0,07 £ 0,01
mM auch eine hohe Affinitit und einen erwartet hohen Substrat-induzierten Einwirtsstrom
von 95 %lGiy-Gin.

Eine Verlangerung der ®-Aminosiuren-Kette um eine Methylengruppe (Ala-f-Ala) redu-
zierte die Affinitét ca. 5-fach auf 0,39 + 0,09 mM und den Einwirtsstrom auf 26 %Igiy-gin. Die
Einfiihrung einer weiteren CH»-Einheit (Ala-4-ABA) erhohte jedoch sowohl die Affinitét als
auch den Strom auf 0,12 £ 0,03 mM bzw. 50 % Igiy-gin. Durch die Einfiihrung einer weiteren
CH,-Einheit im Falle von Ala-5-APA konnte die Affinitdt und der Einwértsstrom noch weiter
auf 0,06 £ 0,02 mM und 91 %lgiy-Gin erhoht werden.
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Obwohl letztere Verbindung in ihrer Gesamtldnge nahezu vergleichbar zu einem Tripeptid ist,
fehlt ihr die zweite Peptidbindung, was zu einer hoheren Flexibilitdt in der Konformation
fiihrt. Tripeptide werden von PEPT2 wie Dipeptide als Substrate erkannt. Hier konnte gezeigt
werden, dass die zweite Peptidbindung nicht fiir eine hohe Affinitdt und elektrogenen
Transport von Tripeptiden benétigt wird. Eine weitere Kettenverlangerung wie bei Ala-6-
AHA und Ala-8-AOA, Substanzen, deren Kettenlédnge die eines Tripeptids iiberschreiten,
resultierte wiederum in einer Abnahme der Affinitét (0,76 £ 0,07 mM bzw. 0,37 £+ 0,03 mM)

und in verminderten Einwartsstromen.

Interaktion von Aminosdure-Arylamiden mit PEPT2

Bisher wurde noch nicht geklart, inwieweit eine C-terminale Carboxylgruppe zur Substrater-
kennung bendtigt wird. Fiir PEPT1 wurde gezeigt (Borner, V. et al., 1998), dass auch Amino-
sdure-Arylamide, denen eine terminale Carboxylgruppe fehlt, als Substrat von PEPT1 erkannt
werden. Daher wurden verschiedene para-substituierte Alanin-Anilide zur Untersuchung an

PEPT?2 eingesetzt (Abbildung 3-25A). Wie in Abbildung 3-25B gezeigt, waren Alanin-Aryla-
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mide in der Lage, die [*H]-D-Phe-Ala Aufnahme in PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen
spezifisch zu inhibieren. Ala-anilid (X=H) zeigte einen K;-Wert von 0,13 £+ 0,04 mM (Tabelle
3-11), was vergleichbar zu Affinitdten von Standard-Dipeptiden ist. Die Affinititen fiir die
Interaktion von Alanin-Arylamiden mit PEPT2 konnten stufenweise durch Einfiihrung einer
Carboxymethylester-, Chloro- oder Nitro-Gruppe an para-Position des Phenylrings erhoht
werden (Abbildung 3-25B). Ala-4-nitroanilid zeigte mit 0,008 + 0,001 eine 16-fach hohere
Affinitdt gegenliber PEPT2 im Vergleich zu Ala-anilid. Demgegeniiber fiihrte die Einfiihrung
einer Carboxylgruppe zu einem drastischen Abfall der Affinitdt auf 2,93 + 0,87 mM.
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Abbildung 3-25. Interaktion von Alanin-Arylamiden mit PEPT2

A. Strukturen der Alanin-Arylamide

B. Die Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala (2 uCi/ml) in PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen wurde bestimmt in
Anwesenheit steigender Konzentrationen (0,001-25 mM) von Alanin-Aniliden (pH 6,5, 15 min Inkubation). Die
Aufnahme in Abwesenheit von Ala-aniliden wurde auf 100 % gesetzt.

C. Strom-Spannungs-Beziehungen (I-V) wurden durch die TEVC-Technik an PEPT2 exprimierenden Oozyten
bestimmt, die mit Barth-Losung (pH 6,5) und 5 mM Gly-GlIn oder der entsprechenden Alanin-Arylamiden per-
fundiert wurden.

D. Beziehung zwischen der Affinititskonstanten (K;) der Alanin-Arylamide fiir die Interaktion mit PEPT2 und
den F-Werten als aromatische Substituenten-Konstanten. Die gestrichelte Linie zeigt das 95% Konfidenz-Inter-
vall der linearen Regressionsgeraden an.

Da die para-Substituenten am Phenylring der Ala-anilid-Derivate sich in ihren physikoche-

mischen Eigenschaften wie der Hydrophobizitéit, der Masse oder den elektronischen (induk-
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tiven und mesomeren) Parametern unterscheiden (Tabelle 3-11), konnten diese Eigenschaften
dazu dienen, die enormen Unterschiede in den Affinititen zu erkldren. Keine signifikante
Korrelation konnte zwischen den Affinitdten und den aromatischen Konstanten, die sterische
(MR) oder hydrophobe () Parameter beschreiben, gefunden werden. Es gab aber eine deutli-
che Beziehung zwischen den Affinititen der unterschiedlichen Alanin-Arylamide mit dem
Swain-Lupton-Parameter F, als einem beschreibenden Parameter fiir das elektronische Feld

von Substituenten am Phenylring (Abbildung 3-25D).

Substanz -X F T Mg Ki(mM) % Igiy-gin
Ala-anilid -H 0 0 1,03 0,13 £0,04 114
Ala-4-nitroanilid -NO; 0,67 -0,28 7,36 0,008=+0,001 0
Ala-4-chloroanilid -Cl 0,41 0,71 6,03 0,02+£0,002 58
Ala-4-aminobenzoesédure -CO,CH; 0,33 -0,01 12,87 0,03 £0,01 0
-methylester
Ala-4-phenylanilid -C¢Hs 0,08 1,96 25,36 0,14 £0,03 0
Ala-4-aminobenzoesiure -COO’ -0,15 -4,36 6,05 2,93 +£0,87 0

Tabelle 3-11. Interaktion der Alanin-Arylamide mit PEPT2 und die Rolle der Konstanten der aromati-
schen Substituenten.

Apparente Ki-Werte (= SEM) wurden aus den ICso-Werten errechnet, die liber nicht-lineare Regressionsanalyse
der Daten in Abbildung 3-25B ermittelt wurden. Die Strdme wurden aus den in Abbildung 3-25C dargestellten
I-V Beziehungen entnommen und reprasentieren den durch 5 mM der Substanz im Verhéltnis zu dem durch
5 mM Gly-Gln induzierten Strom bei einem Membranpotential von —100 mV. Die aromatischen Substituenten-
Konstanten F' (elektronisch),  (lipophil), und My (sterisch, molare Refraktion) wurden entnommen aus (Hansch,
C.etal., 1973).

Da hohere F-Werte mit niedrigeren K;-Werten und daher hoheren Affinititen fiir die Bindung
an PEPT?2 korrelieren, sind, zumindest zum Teil, die unterschiedlichen induktiven und meso-
meren Eigenschaften der para-Substituenten, und damit die Elektronendichte am aromati-
schen Ringsystem, verantwortlich fiir die groBen Unterschiede in den Affinititen der ver-

schiedenen Ala-anilide.

Aus den elektrophysiologischen Ergebnissen wird deutlich, dass die Substrataffinitit und der
Transport offenbar zwei unabhingige Groflen fiir die Peptidtransporter darstellen. Unter den
getesteten Alanin-Arylamiden waren somit nur Ala-anilid und Ala-4-chloroanilid in der Lage
einen Einwértsstrom an PEPT2 exprimierenden Oozyten zu induzieren (Abbildung 3-25C). In
einer Konzentration von 5 mM generierte Ala-anilid Strome, die 114% der Strdme von 5 mM

des Dipeptids Gly-GlIn (%lgiy-gin) betrugen und in der Aufzeichnung der Strom-Spannungs-
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Beziehungen (I-V) keine Unterschiede zu normalen PEPT2-Substraten erkennen liefl. Obwohl
das para-nitro-Derivat von Ala-anilid die hochsten Affinititen (0,008 £ 0,001 mM) zeigte,
wurde es nicht elektrogen liber PEPT2 transportiert (Abbildung 3-25). Dariiber hinaus war
Ala-4-nitroanilid in der Lage in einer Konzentration von 100 uM den durch 5 mM Gly-GIn
induzierten Strom vollstdndig zu inhibieren (Abbildung 3-26). Daher stellt Ala-4-nitroanilid
einen hochaffinen Inhibitor von PEPT2 dar.

Abbildung 3-26. Hemmung des Gly-

V,,, (mV) 1004 Gln-induzierten Einwiirtsstroms durch
] Ala-4-nitroanilid.
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100 uM  Ala-4-nitroanilid  perfundiert
wurden.
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Interaktion von Alanin-Aminobenzoesdure mit PEPT2

Im Gegensatz zu Ala-4-aminobenzoesdure wurden Alanin-®-Aminosduren-Dipeptide, die
ebenfalls am N-Terminus einen Alaninrest besitzen und eine terminale Carboxylgruppe, von
PEPT2 mit hohen Affinitdten transportiert. Der Unterschied zwischen diesen beiden Substan-
zen liegt dabei in der Flexibilitdt der Seitenkette der @-Aminosduren und damit der Moglich-
keit, die COO-Gruppe in der Substratbindungsdoméne richtig positionieren zu koénnen. Im
Falle von Ala-4-aminobenzoeséure dagegen ist die Struktur sehr rigide und verhindert somit
eine mogliche Substratbindung in einer definierten Doméne des Transportproteins. Um diesen
Aspekt genauer zu untersuchen, wurden daher zwei weitere Alanin-Aminobenzoesédure-Deri-
vate hinsichtlich ihrer Affinitdt und Transporteigenschaften untersucht, bei denen die Carbo-

xylgruppe an ortho- und meta-Position des Phenylrings eingefiigt ist (Abbildung 3-27).

Wenn sich die COO’-Gruppe anstelle der para- an meta-Position befand, stieg die
Substrataffinitit um das 50-fache auf 0,056 = 0,003 mM und die Transportstrome ergaben
54 %lgiy-in mit vergleichbaren Charakteristika zu denen von Di- und Tripeptiden (Abbildung
3-27). Befand sich die Carboxylgruppe am Phenylring in ortho-Position, stieg die Affinitét
nur um das 5-fache verglichen mit Ala-4-aminobenzoeséure, jedoch wurden keine Transport-

strome erhalten.
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Abbildung 3-27. Charakterisierung der Interaktion von Ala-2- und Ala-3-aminobenzoesiure mit PEPT2.
A. Strukturen von Ala-2- und Ala-3-aminobenzoeséure im Vergleich zu Strukturen von Di- und Tripeptiden

B. Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala (2 pCi/ml) in PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen in Anwesenheit stei-
gender Konzentrationen (0,001-10 mM) von Ala-3- und Ala-2-aminobenzoesédure (pH 6,5). Die Aufnahme in
Abwesenheit eines Kompetitors wurde auf 100 % gesetzt.

C. Strom-Spannungs-Beziehungen (I-V) wurden durch die TEVC-Technik an PEPT2 exprimierenden Oozyten
bestimmt, die mit Barth-Losung (pH 6,5) mit oder ohne 5 mM Gly-Gln bzw. Ala-3- und Ala-2-aminobenzoe-
sdure perfundiert wurden.

Vergleicht man die Struktur von Ala-3-aminobenzoesdure mit der von Tripeptiden, so wird
deutlich, dass nur hier die essentielle Aminogruppe und die bendtigte Carbonylfunktion der
Amid-Bindung in vergleichbarer rdumlicher Anordnung und mit einem entsprechenden
Abstand zur Carboxylgruppe lokalisiert ist, wie dies bei der terminalen Carboxylgruppe von
Tripeptiden der Fall ist. Daher kann die Ala-3-aminobenzoesdure aufgrund ihrer Struktur als
perfektes Tripeptidmimetikum gelten, das eine vergleichbare Affinitét und Transportrate wie
z.B. Tri-Alanin (K; = 0,23 = 0,06 mM, 76 %]lgiy-cin, Daten sind nicht dargestellt) besitzt. Die
Blockierung der COO™-Gruppe in meta-Position durch eine Veresterung (Ala-3-aminobenzoe-
sduremethylester) fiihrte zu einer Beibehaltung der hohen Affinitét, verhinderte jedoch den

elektrogenen Transport (K; = 0,19 + 0,06 mM, 5 %lgiy-gim, Daten sind nicht dargestellt). Dies
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zeigt die Bedeutung der Carboxylgruppe und ihrer Position in Substraten fiir Bindung und

Transport liber PEPT2.

Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die wesentlichen Unterschiede
zwischen PEPT2 und dem intestinalen Peptidtransporter PEPT1 nicht nur die Substrataffinitit
betreffen, sondern auch die Anforderungen fiir einen elektrogenen Transport. Uber neuartige
Aminosdure-Anilide sowie modifizierte Dipeptide, die aus einer N- oder C-terminalen o-
Aminosdure und einer @-Aminosdure an der gegeniiberliegenden Position bestehen, konnten
erstmals die minimalen strukturellen und chemischen Anforderungen fiir die Substraterken-
nung und den Transport durch PEPT2 aufgezeigt werden. Diese minimalen Anforderungen
sind die essentielle Linge des Riickgrates, die terminalen geladenen Gruppen, die Carbo-
nylgruppe im Riickgrat sowie ihre relative Position in der Substratbindungsdomine von

PEPT2.
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3.2.4 Identifizierung eines neuartigen Inhibitors fiir den intestinalen Peptidtransporter

PEPT1

Da bis zum Beginn dieser Arbeit noch kein hochaffiner Inhibitor fiir die Peptidtransporter
PEPT1 und PEPT?2 identifiziert werden konnte, war die Entwicklung eines solchen, spezifisch
mit den Peptidtransportern interagierenden Inhibitors, das Ziel der folgenden Untersuchung.

Dazu wurde zunichst die Interaktion des Dipeptids Lys-Pro und verschiedener, von Lys-Pro
abgeleiteter Peptidderivate mit dem intestinalen Peptidtransporter PEPT1 nach Expression in

P. pastoris bestimmt (Abbildung 3-28).

O
HoN |\ / Lys-Pro R=-

N 0
NH Lys[Z(NO2)]-Pro R/ﬁ\o

I
: L
NO,

Abbildung 3-28. Strukturformel von Lys-Pro und der Derivate Lys(Z)-Pro und Lys[Z(NO,)]-Pro

Wie in Abbildung 3-29 dargestellt, sind Lys-Pro und die Derivate Lys(Z)-Pro sowie
Lys[Z(NO,)]-Pro in der Lage, die Aufnahme von [*H]-D-Phe-Ala in PEPT1 exprimierende
Hefezellen konzentrationsabhédngig zu inhibieren. Beide Lys-Pro Derivate werden von PEPT1

mit apparenten K;-Werten von 78 £ 18 uM bzw. 5,1 £ 0,4 uM erkannt.

Abbildung 3-29. Inhibition der Auf-
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Die Werte fiir die Derivate sind damit erheblich niedriger als der Wert, der mit 263 + 60 uM
fiir das Dipeptid Lys-Pro erhalten wurde. Diese spezifischen Modifizierungen der Seitenket-

ten erhohen die Affinitdt um einen Faktor von 4 im Fall von Lys(Z)-Pro und 52 im Fall von
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Lys[Z(NO;)]-Pro. Aufgrund seiner hohen Affinitdt wurde daher Lys[Z(NO;)]-Pro fiir weitere

Experimente eingesetzt.

Zur Untersuchung der Interaktion von Lys-Pro und den Derivaten in PEPT1 exprimierenden
Xenopus laevis-Oozyten wurde die Zwei-Elektroden-Spannungs-Klemm-Technik (TEVC)
angewendet. Dadurch war es moglich, den elektrogenen Transport von Lys-Pro sowie die
Inhibition des Transportes durch die Derivate mit den geschiitzten Seitenketten Lys(Z)-Pro
und Lys[Z(NO;,)]-Pro zu erfassen.

R R Abbildung 3-30. Registrierung
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Wie Abbildung 3-30 (a) zeigt, induziert Lys-Pro durch elektrogenen Transport {iber PEPT1
Einwirtsstrome, die vergleichbar sind zu denen des Referenz-Dipeptids Gly-GIln mit 215 nA
bei einem Haltepotential von —60 mV. Demgegeniiber ruft Lys(Z)-Pro keinen Einwértsstrom
hervor, wenn es in einer Konzentration von 1 mM appliziert wird, ist aber in der Lage, den
durch Gly-GIn hervorgerufenen Strom um 50% zu inhibieren. Auch im Falle von
Lys[Z(NO,)]-Pro wurde kein Einwirtsstrom gemessen. Die Perfusion der gleichen Oozyte mit
steigenden Konzentrationen (0,01 bis 2,5 mM) von Lys[Z(NO,)]-Pro reduzierte jedoch den
Gly-GIn-Strom bis auf 10% des initialen Wertes (Abbildung 3-30, b).
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Lys[Z(NO;,)]-Pro konkurriert daher effizient mit Dipeptiden an der Substratbindungsstelle von
PEPT1, wird allerdings selbst nicht elektrogen transportiert. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Hemmung des Transportes von Peptiden durch Lys[Z(NO,)]-Pro komplett
reversibel ist, da die Gly-Gln induzierten Einwértsstrome zu ihrem Ausgangswert zuriick-

kehrten, wenn Lys[Z(NO,)]-Pro ausgewaschen wurde.

Durch Untersuchungen an Caco-2-Zellen, die ebenfalls den intestinalen Peptidtransporter
PEPT1 exprimieren, konnte dariiber hinaus in Fluxexperimenten mit anschlieBender HPLC-
Analyse keine Aufnahme von Lys[Z(NO,)]-Pro in die Zellen gemessen wurden, wenn es in
einer Konzentration von 5 mM auf der apikalen Seite angeboten wurde. (Die Studien an
Caco-2-Zellen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. K. Neubert, In-

stitut fiir Biochemie, Martin-Luther-Universitdt Halle, durchgefiihrt.)

Der Dixon-Plot unter Auftragung der erhaltenen Einwirtsstrome (%olgiy-gin) von 0,05, 0,1, 0,5
und 2,5 mM Gly-Gln als Funktion steigender Konzentrationen Lys[Z(NO,)]-Pro (Abbildung
3-31) Dbestitigt, dass Lys[Z(NO;)]-Pro ein kompetitiver Inhibitor des elektrogenen
Peptidtransportes ist. Der daraus abgeleitete apparente K;-Wert fiir die Inhibition des Gly-GlIn-
Stroms durch Lys[Z(NO,)]-Pro war 29 + 4 uM.

Abbildung 3-31. Dixon-Plot der Gly-GIn indu-
zierten Strome in An- und Abwesenheit von
Lys[Z(NO,)]-Pro an PEPT1 exprimierenden
X. laevis-Oozyten.

Mit PEPT1-cRNA injizierte Oozyten wurden mit
0,05 (W), 0,1 (), 0,5 (¥) oder 2,5 (¢) mM Gly-
Gln und steigenden Konzentrationen von
Lys[Z(NO,)]-Pro perfundiert (pH 6,5) und die
korrespondierenden Einwértsstrome bei —60 mV
Membranpotential durch TEVC-Messungen
ermittelt.
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Weiterhin wurde untersucht, ob Lys[Z(NO;)]-Pro auch in der Lage ist, PEPT1 zu inhibieren,
wenn es von cytosolischer Seite (trans-Seite) appliziert wird. Dazu wurden zundchst PEPT1
exprimierende Oozyten mit 10 mM Gly-Gln perfundiert und die maximalen Einwirtsstrome
aufgezeichnet. Dann wurden die Oozyten entweder mit 25 nl H,O, 100 mM D-Phe-Ala oder
100 mM Lys[Z(NO;)]-Pro injiziert und nach einer 30-miniitigen Inkubation wurde eine

zweite Messung des durch Gly-Gln induzierten Stromes durchgefiihrt (Abbildung 3-32).
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Die Injektion von Lys[Z(NO;)]-Pro verminderte dabei signifikant den Gly-Gln-Strom auf
56 £ 5 %. Dieses Ergebnis legt daher den Schluss nahe, dass Lys[Z(NO,)]-Pro auch an der

inneren Substratbindungsdoméne von PEPT1 effizient binden kann.
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Abbildung 3-32. Elektrophysiologische Analyse der Dipeptid-Strome nach Injektion von Lys[Z(NO;)]-Pro
in Oozyten.

Pro Ansatz wurde an 5-6 PEPT1-Oozyten die durch Perfusion mit 10 mM Gly-Gln induzierten Einwértsstrome
bei einem Haltepotential von —60 mV bestimmt. AnschlieBend wurden die Oozyten aus der Perfusionskammer
entfernt und entweder mit 25 nl H,O, 100 mM D-Phe-Ala oder 100 mM Lys[Z(NO,)]-Pro injiziert. Nach 30 min
Inkubation in modifizierter Barth-Losung (pH 6,5) wurden erneut die Einwértsstrome wihrend der Perfusion mit
10 mM Gly-GlIn bestimmt. Die durch Gly-Gln an jeder Oozyte induzierten Stréme wurden zu den entsprechen-
den Einwirtsstromen vor Injektion mit Lys[Z(NO,)]-Pro, D-Phe-Ala oder H,O in Beziehung gesetzt (Iiy.gin (%
der Kontrolle)). Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM von 5-6 Oozyten. ***_ signifikanter Unter-
schied (p £ 0,001) zum Kontrollwert (ungepaarter t-Test).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das Anfiigen einer Z-Gruppe an die e-Aminogruppe
des Lysin-Restes das Dipeptid Lys-Pro von einem transportierten Substrat in ein nicht-trans-
portiertes Derivat mit einer bedeutend héheren Affinitdt zu PEPT1 verwandelt. Das Anfiligen
einer NO,-Funktion an den hydrophoben Ring der Z-Gruppe erhoht die Affinitdt der Bindung
an PEPTI1 weiter. Lys[Z(NO,)]-Pro stellt damit den ersten Inhibitor von PEPTI1 mit einer
hohen Affinitdit zum Transporter und einer reversiblen Art der Interaktion sowohl mit der

duBeren als auch der inneren Substratbindungsstelle dar.
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3.2.5 Charakterisierung hochaffiner Inhibitoren fiir PEPT2

Die zuvor dargestellten Untersuchungen identifizierten Lys[Z(NO;)]-Pro als hochaffinen
kompetitiven Inhibitor des intestinalen Peptidtransporters PEPT1. Es sollte daher untersucht
werden, ob diese Substanz auch als hochaffiner Inhibitor mit dem renalen Peptidtransporter
PEPT?2 interagiert. Dariiber hinaus sollte geklart werden, welche strukturellen Voraussetzun-
gen notwendig sind, die diese Klasse von Verbindungen von transportierten Substraten in

nicht-transportierte Inhibitoren verwandelt.

Interaktion von verschiedenen Lys/Z(NO>)]-Derivaten mit PEPT2

Zunichst wurden daher die apparenten Substrat-Affinititen des identifizierten PEPT1-Inhibi-
tors Lys[Z(NO;)]-Pro und drei verwandter Dipeptidderivate, die ebenfalls einen Lys[Z(NO,)]-
Rest aber unterschiedliche C-terminale Aminosduren (Ala, Val, Sar) besallen, in Verdrin-

gungsstudien an PEPT2 exprimierenden Pichia pastoris-Zellen bestimmt.
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Abbildung 3-33. Charakteristika der Interaktion von Lys[Z(NO,)]-Derivaten mit PEPT2.

A. Hemmung der [*H]-D-Phe-Ala-Aufnahme in PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen (2 pCi/ml; pH 6,5,
15 min) durch Lys[Z(NO;)]-Derivate (0-0,2 mM). Die Aufnahme in Abwesenheit von Inhibitoren wurde auf
100% gesetzt.

B. Strom-Spannungs-Beziehungen wurden iiber TEVC-Technik an PEPT2 exprimierenden Oozyten bestimmt.
Die Oozyten wurden mit Barth-Losung (pH 6,5) mit oder ohne 0,2 mM Gly-Gln und/oder steigenden Konzen-
trationen von Lys[Z(NO,)]-Val (0-200 uM) perfundiert.

Wie in Abbildung 3-33A gezeigt, konkurrieren die vier Dipeptidderivate konzentrations-
abhingig mit dem radioaktiv markierten Dipeptid ["H]-D-Phe-Ala um die Substratbindung an
PEPT2 exprimierenden P. pastoris-Zellen. Die erhaltenen Ki-Werte betrugen 2,3 + 0,6 uM
fiir Lys[Z(NO,)]-Pro (LZNP), 1,7 £ 0,6 uM fiir Lys[Z(NO;)]-Val (LZNV), 0,7 = 0,1 uM fiir
Lys[Z(NO;)]-Ala und 3,5 £ 0,3 uM fiir Lys[Z(NO,)]-Sar, womit alle vier Lys[Z(NO,)]-Deri-

vate sehr hohe Affinitéten fiir die Interaktion mit PEPT2 zeigten.
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Um zu priifen, dass diese Substanzen auch wirklich Inhibitoren von PEPT2 darstellen, wurden
elektrophysiologische Untersuchungen mittels TEVC-Technik an PEPT2 exprimierenden
Oozyten durchgefiihrt. Wie fiir LZNV in Abbildung 3-33B gezeigt, konnte kein Substrat-
induzierter Einwértsstrom gemessen werden. Dariiber hinaus war Lys[Z(NO,)]-Val in der
Lage, die durch Gly-Gln an PEPT2-Oozyten induzierten Strdme zu inhibieren. Gleiche
Ergebnisse wurden auch fiir die anderen Lys[Z(NO;)]-Derivate erhalten (Daten sind nicht
dargestellt). Die Hemmung des Gly-GIn-Stroms durch Lys[Z(NO,)]-Val war dosisabhédngig
und reversibel, was eine kompetitive Interaktion an der Substratbindungsstelle von PEPT2

vermuten lasst.

Um weiterhin den Einfluss der Position der Lys[Z(NO,)]-Gruppe im Dipeptid fiir die
Wirkung als Inhibitor zu untersuchen, wurden die Derivate Ala-Lys[Z(NO;)] (ALZN) und
Val-Lys[Z(NO;)] (VLZN) eingesetzt.
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Abbildung 3-34. Interaktion von ALZN und VLZN mit PEPT?2.

A. Hemmung der [’H]-D-Phe-Ala-Aufnahme in PEPT2 exprimierende P. pastoris-Zellen (2 pCi/ml; pH 6,5,
15 min) durch Lys[Z(NO,)]-Derivate (0-1 mM). Die Aufnahme in Abwesenheit von Inhibitoren wurde auf
100 % gesetzt.

B. Strom-Spannungs-Beziehungen wurden iiber TEVC-Technik an PEPT2 exprimierenden Oozyten bestimmt.
Die Oozyten wurden perfundiert mit Barth-Losung (pH 6,5) und 0,2 mM Gly-Gln und/oder Ala-Lys[Z(NO,)].

Wie in Abbildung 3-34 dargestellt, interagierten auch Ala-Lys[Z(NO,)] und Val-Lys[Z(NO»)]
mit hohen Affinitdten mit PEPT2 (K;-Werte von 10 + 4 und 13 = 1 uM). Im Gegensatz zu den
Derivaten mit der Lys[Z(NO;)]-Gruppe im Aminoterminus induzierten diese Verbindungen,
wie fiir ALZN gezeigt, noch einen Einwértsstrom in PEPT2 exprimierende Oozyten, der fiir
ALZN in einer Konzentration von 1 mM noch 67 % des von 1 mM Gly-GlIn hervorgerufenen
Stroms bei einem Haltepotential von —100 mV betrug. Der Einwértsstrom war reversibel,

wenn die Perfusion mit ALZN gestoppt wurde. Auch bei gleichzeitiger Perfusion mit Gly-Gln
und ALZN konnte ein Einwértsstrom gemessen werden (Abbildung 3-34B).
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Daraus lasst sich erkennen, dass die Position der Z(NO,)-Gruppe im Dipeptid entscheidend
fiir die Transportcharakteristika dieser Substanzklasse ist. Die Fahigkeit zur Inhibition blieb
nur dann erhalten, wenn sich die Z(NO,)-Gruppe in der Seitenkette der N-terminalen Amino-

sdure befindet.

Einfluss von chemischen Eigenschaften und Position der Schutzgruppe

Um weiter zu charakterisieren, was die Hemmwirkung von Lys[Z(NO,)]-Dipeptiden bedingt,
wurden verschiedene Dipeptidderivate untersucht, die sich in der Art und Position der
Schutzgruppe unterschieden. Vergleichbar zu Daten von Lys[Z(NO;)]-Val und Val-
Lys[Z(NO,)], zeigten auch die Dipeptidderivate Lys(Z)-Ala und Ala-Lys(Z) mit einem Ben-
zyloxycarbonyl-Rest an der e-Aminogruppe von Lysin (Abbildung 3-35) eine spezifische
Interaktion mit PEPT2 mit K;-Werten von 23 + 6 und 9 + 2 uM (Tabelle 3-12).

0
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NO; CHr—O—C—NH—R HiC—E—0—C—NH—R
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Abbildung 3-35. Strukturen der Schutzgruppen Z, Z(NO,), Ac und Boc.
Strukturen der Schutzgruppen a) Z, b) Z(NO,), ¢) Ac und d) Boc an der e-Aminogruppe eines Lysins (-NH-R).

Auch hier zeigten lediglich die Dipeptide mit der Schutzgruppe an C-terminaler Position
einen Einwirtsstrom an PEPT2 exprimierenden Oozyten, wohingegen Lys(Z)-Ala in einer
Konzentration von 5 mM keinen Einwirtsstrom induzierte, aber in der Lage war, den durch

5 mM Gly-Gln-induzierten Strom bis auf 2% zu inhibieren (Tabelle 3-12).

Substanz K; (uM) % IGiy-Gin Inhibition von Igy_Gin
Lys(Z)-Ala 23+6 0 +
Ala-Lys(Z) 9+2 82 -
Om(Z)-Ala 26+ 10 65 -
Lys(Ac)-Ala 64 %7 102 -
Lys(Boc)-Ala 26 8 0 +

Tabelle 3-12. Interaktion von Dipeptidderivaten mit PEPT2.

Apparente K;-Werte + SEM wurden aus den ICso-Werten errechnet. Der prozentuale Igyy.gin wurde aus den I-V-
Beziehungen entnommen und représentiert den durch 5 mM der Testsubstanz im Verhéltnis zu 5 mM Gly-Gln
bei einem Membranpotential von —100 mV hervorgerufenen Strom. +/- zeigt an, ob die Testsubstanz in der Lage
war, den durch 5 mM Gly-Gln hervorgerufenen Einwértsstrom signifikant zu inhibieren.
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Beim Vergleich der Z- mit den Z(NO,)-substituierten Derivaten wird deutlich, dass bereits die
Benzyloxycarbonyl-Gruppe ausreichte, um ein Dipeptid wie Lys-Ala in ein nicht-transpor-
tierbares Derivat zu iiberfilhren. Eine zusitzliche NO,-Gruppe im Benzylring der Z(NO,)-
Gruppe fiihrte zu einer weiteren, hier 10-fachen Affinitdtserh6hung.

Um zu untersuchen, ob die Z-Gruppe fiir die inhibitorische Wirkung dieser Substanzgruppe
an der e-Aminogruppe lokalisiert sein muss, wurde das Dipeptidderivat Orn(Z)-Ala unter-
sucht. Im Vergleich zu Lysin ist die Seitenkette des Ornithins um eine CH,-Einheit kiirzer,
weshalb die Z-Gruppe hier am §-C-Atom lokalisiert ist. Der K;-Wert fiir Orn(Z)-Ala ist mit
26 + 10 uM vergleichbar mit dem fiir Lys(Z)-Ala (Tabelle 3-12). Trotz ihrer Ahnlichkeiten in
den Affinititen unterscheiden sich Lys(Z)-Ala und Orn(Z)-Ala jedoch in ihren elektrophy-
siologischen Charakteristika. Die Perfusion von PEPT2-Oozyten mit 5 mM Orn(Z)-Ala indu-
zierte 65% der Gly-Gln-Strome, was einen elektrogenen Transport tiber PEPT2 anzeigt.
Damit ist die Linge der Aminosdure-Seitenkette des Lysins vermutlich entscheidend fiir die
Konvertierung eines Dipeptides in einen Inhibitor.

Neben der Position der Z oder Z(NO,)-Gruppe im Dipeptid und der Linge der Aminosduren-
seitenkette wurde der Einfluss der physikochemischen Eigenschaften der Schutzgruppen un-
tersucht, die fiir ein inhibitorisches Dipeptid notwendig sind. Dazu wurden mit Lys(Ac)-Ala
und Lys(Boc)-Ala zwei weitere Lys-Ala Derivate eingesetzt, die sich in ihrer e-Amino-
Schutzgruppe unterschieden (Abbildung 3-35). Der fiir Lys(Ac)-Ala an PEPT2 ermittelte K;-
Wert lag bei 64 = 7 uM und der fiir Lys(Boc)-Ala bei 26 = 8 uM (Tabelle 3-12). Die aus der
Elektrophysiologie erhaltenen Daten zeigten jedoch, dass Lys(Ac)-Ala von PEPT2 elektrogen
transportiert wird (102 %lgiy-gin), im Gegensatz zu Lys(Boc)-Ala, das selbst keinen Strom
hervor rief, jedoch den durch 5 mM Gly-Gln induzierten Strom vollstindig hemmte. Hiermit
konnte gezeigt werden, dass auch die GréBe und der hydrophobe Charakter der Schutzgruppe

das Inhibitionspotential der Lys-Ala-Derivate beeinflusst.

Optimierung der Lysin-Dipeptidderivate fiir die Inhibition von PEPT2

Ausgehend von den bisher erhaltenen Daten zu den Effekten unterschiedlicher Schutzgruppen
und ihrer Position in der Aminosédurenseitenkette von Peptiden wurden eine Reihe weiterer
neuartiger Derivate untersucht, die sich von Lys-Lys ableiten. Diese Derivate besal3en entwe-
der eine Z- oder eine Z(NO,)-Funktion an der e-NH,-Gruppe, woraus die Derivate Lys(Z)-
Lys, Lys(Z)-Lys(Z) und Lys(Z)-Lys[Z(NO,)] (LZLZN) resultierten. Tabelle 3-13 und
Abbildung 3-36 fassen die Daten zu ihren Transportcharakteristika an PEPT2 exprimierenden

Hefen und Oozyten zusammen.
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Substanz K; (uM)
Lys-Lys 43+9
Lys(Z)-Lys 0.8£0.1
Lys(Z)-Lys(Z) 0.2+0.1
Lys(Z)-Lys[Z(NO,)] 0.04 +£0.02

Tabelle 3-13. Ki-Werte fiir die Interaktion von Derivaten des Dipeptids Lys-Lys mit PEPT2.
Apparente K;-Werte + SEM wurden aus den ICsp-Werten fiir die konzentrations-abhdngige Hemmung der [*H]-
D-Phe-Ala Aufnahme in PEPT2 exprimierende P. pastoris Hefen errechnet.

Wie bereits aus den bisherigen Untersuchungen erwartet werden konnte, erhohte eine Z- oder
Z(NO,)-Gruppe die Affinitdt zu PEPT2 dramatisch. Die Affinitdt des Dipeptids Lys-Lys von
43 + 9 uM konnte schrittweise mehr als 1000-fach auf einen K;-Wert von 0,04 + 0,02 uM fiir
LZLZN und damit in den nanomolaren Bereich gesteigert werden. Dieser K;-Wert stellt die

hochste Affinitit dar, die bisher fiir einen Liganden von PEPT2 gemessen werden konnte.

Abbildung 3-36. Elektrophysiologische
Charakterisierung von Lys(Z)-Lys[Z(NO,)] an
PEPT?2 exprimierenden Oozyten.
A. Eine typische Aufnahme (n=2-3) von Substrat-
induzierten Einwértsstromen in PEPT2 exprimie-
renden Oozyten in Gegenwart von 200 uM Gly-
Gln allein und/oder 100 uM Lys(Z)-Lys[Z(NO,)].
Oozyten waren auf —60 mV Membranpotential
I_ geklemmt und in Barth-Lésung (pH 6,5) perfun-
diert.
2 min B. Strom-Spannungs-Beziehungen wurden {iber
TEVC-Technik an PEPT2 exprimierenden Oozy-
B V (mv) ten bestimmt. Die Oozyten wurden mit Barth-
175 125 75 25 0 25 Losung (pH 6,5) mit oder ohne 0,2 mM Gly-Gln
+10.0 WM LZLZN — und/oder steigenden Konzentrationen von Lys(Z)-
Lys[Z(NO»)] (0,1-10 uM) perfundiert.
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Lys(Z)-Lys[Z(NO,)] zeigte an PEPT2-Oozyten keinen Einwértsstrom, hemmte jedoch kon-
zentrations-abhéngig und reversibel den Gly-Gln induzierten Strom (Abbildung 3-36).

Insgesamt konnte hiermit gezeigt werden, dass Dipeptide, die einen Lysin-Rest enthalten,
durch das Anfiigen einer Schutzgruppe mit einer bestimmten Grofle und Hydrophobizitéit an
der e-Position der Seitenkette in einen hochaffinen, nicht-transportierbaren, kompetitiven und

reversibel interagierenden Inhibitor des Peptidtransporters PEPT2 verwandelt werden kdnnen.
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3.2.6 Diskussion der Befunde zu den Struktur-Affinitits-Beziehungen (3.2)

Studien zur Substratspezifitdt der Peptidtransporter wurden bislang iiberwiegend durch
Verdriangungsstudien an Biirstensaummembran-Vesikeln aus dem Diinndarm und der
Niere bzw. mit Zelllinien und in Perfusionsstudien an Darm und Niere durchgefiihrt
(Daniel, H. et al., 1992; Ganapathy, V. et al., 1981; Lister, N. et al., 1995; Thwaites, D. T.
et al., 1994). Detaillierte und umfassende Untersuchungen zu Substrat-Affinitdtsbeziehun-
gen, wie es sie z.B. flir den renalen Peptidtransporter mit Vesikeln bereits gab (Daniel, H.
& Adibi, S. A., 1994; Daniel, H. et al., 1992), waren fiir die klonierten Transporter PEPT1
und PEPT2 bis zum Beginn dieser Arbeit noch nicht durchgefiihrt worden. Die Annahmen
zur Substratspezifitit von PEPT1 und PEPT2 basierten daher entweder auf der Ubertrag-
barkeit der Ergebnisse auf die klonierten Transporter oder auf Ergebnissen aus methodisch
sehr unterschiedlichen Ansdtzen an den klonierten Transportern. Fiir verschiedene Peptide
konnte aber bereits gezeigt werden, dass bestimmte Parameter, die charakteristisch filir ein
bestimmtes Zellsystem sind, wie das Membranpotential, einen Einfluss auf die Affinititen
von Dipeptiden zu den Peptidtransportern besitzen und daher allgemeingiiltige Aussagen

nicht zuldssig sind (Amasheh, S. et al., 1997a; Amasheh, S. et al., 1997b).

Aufgrund der Bedeutung von PEPT1 fiir die intestinale Resorption verschiedener Peptid-
mimetika und damit deren oraler Bioverfiigbarkeit gab es bereits Untersuchungen, in denen
durch Computer gestiitztes Modeling die strukturellen Anforderungen und molekularen
Determinanten von Substraten fiir eine Interaktion mit dem Peptidtransporter erklért wer-
den sollten (Li, J. & Hidalgo, . J., 1996; Swaan, P. W. & Tukker, J. J., 1997). Als limitie-
rend fiir die Aussagekraft dieser Studien ist allerdings anzusehen, dass zum einen die
Anzahl der verwendeten Modellverbindungen sehr gering war und des weiteren die Affi-
nitdten, die in die Berechnungen eingingen, in methodisch sehr unterschiedlichen Studien
und unter verschiedenen experimentellen Bedingungen erhoben wurden.

Entsprechendes gilt auch fiir die kiirzlich publizierten Befunde, in denen unter dem Aspekt
der Bedeutung des intestinalen Peptidtransporters PEPT1 fiir die orale Bioverfligbarkeit
von Pharmaka durch vergleichende Konformationsanalyse von Substraten ein “Template”
fiir die Substraterkennung durch PEPT1 postuliert wurde. Dieses  Template” basiert auf den
Affinititswerten aus mehr als 10 methodisch unterschiedlichen Untersuchungen und
nimmt, trotz des Anspruchs ein "Template” fiir PEPT1 darzustellen, keine Differenzierung

der Daten nach PEPT1 oder PEPT2 vor (Bailey, et al., 2000).
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Daher wurden hier Untersuchungen zu Struktur-Affinititsbeziehungen der beiden
Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 durchgefiihrt, um einen umfassenden und direkten
Vergleich der beiden Transporter unter standardisierten Bedingungen zu ermoéglichen. Das
in 3.1 entwickelte Screeningsystem, das auf der Expression der Peptidtransporter PEPT1
und PEPT?2 in Pichia pastoris basiert, wurde dazu genutzt, um in groem Umfang Verbin-
dungen auf ihre Interaktion mit den Carriern zu untersuchen. Durch elektrophysiologische
Untersuchungen an PEPT1 und PEPT2 exprimierenden X. laevis-Oozyten war es dariiber
hinaus moglich, zwischen der reinen Interaktion der Verbindungen mit der Substratbin-
dungsstelle der Peptidtransporter und dem tatséchlichen elektrogenen Transport zu diffe-
renzieren. Die so generierten Daten konnen als Grundlage und Datenpool dienen, um iiber
Computer-gestiitztes molekulares Modeling, z.B. durch 3D-QSAR (dreidimensionale
quantitative Struktur-Aktivitdts-Beziehungen) die strukturellen Eigenschaften der Substrat-

Transporter-Interaktion zu ermitteln.

Neben der Anzahl der eingesetzten Substanzen unterschieden sich diese vergleichenden

Untersuchungen von einer kiirzlich erschienen Arbeit (Terada, T. et al., 2000) vor allem

durch drei wesentliche Aspekte:

¢ Fiir alle gepriiften Verbindungen wurde nicht nur die Bindung an die Transporter und
die Verdringung eines radioaktiv markierten Dipeptids von der Substratbindungsstelle
von PEPT1 und PEPT2 bestimmt, sondern es wurden auch alle Substanzen durch elek-
trophysiologische Messungen auf ihren elektrogenen Transport hin untersucht.

¢ Durch die gleichen Expressionssysteme fiir PEPT1 und PEPT2 war es moglich, die
Transporter unter identischen experimentellen Bedingungen zu charakterisieren.

¢ Durch das breite Spektrum an untersuchten Dipeptiden konnten entscheidende
Einflussfaktoren wie Hydrophobizitit, Ladung oder Grofle der Aminosduren-Seiten-

ketten auf die Transportcharakteristika analysiert werden.

Anhand von mehr als 100 Dipeptiden und Dipeptidderivaten wurden verschiedene Fakto-

ren untersucht, die die Transportcharakteristika von PEPT1 und PEPT2 bestimmen:

o Linfluss einer geladenen Aminosdurenseitenkette. Dipeptide mit sauren Aminosduren

fiihrten zu einem grofBeren Abfall der Affinitdt bei PEPT2 als bei PEPT1 im Vergleich zu

ungeladenen Peptiden und damit zu einem Ausgleich der Affinitdtsunterschiede zwischen
den beiden Carriern. Hierbei wurden jedoch negativ geladene Seitenketten generell weni-

ger gut toleriert, wenn sie an carboxyterminaler Position im Dipeptid standen.
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o Linfluss der Hydrophobizitdit der Aminosdurenseitenkette. Im Gegensatz zu Untersu-

chungen am renalen Peptidtransporter (Daniel, H. et al., 1992), die durch Verwendung von
Glycin-Dipeptiden zeigten, dass die Affinitdt eines Substrates im wesentlichen von der
Hydrophobizitit der Aminoséuren-Seitenketten im Peptid bestimmt wird, konnte in diesen
Untersuchungen mit Alanin-Dipeptiden kein eindeutiger Zusammenhang festgestellt wer-
den. Eine gewisse Hydrophobizitit der Seitenketten scheint zwar eine essentielle Voraus-
setzung fiir eine hochaffine Interaktion, allerdings steigt mit zunehmender Hydrophobizitét
die Affinitdt nicht in gleichem MaB. Eine Alkylgruppe in der Seitenkette fiihrt, unabhéngig
von der Lange und GroBe der Gruppe, zu einer Zunahme der Affinitét verglichen zu einem
nicht-alkylierten Glycin-Rest im Peptid. Eine aromatische Seitenkette besitzt vor allem am
Aminoterminus einen Affinitits-erhdhenden Einfluss. Im Unterschied dazu bestitigen die
Daten flir Pro-Xaa-Dipeptide frithere Annahmen, dass mit steigender Seitenkettenldnge
oder durch einen aromatischen Aminosdurenrest und damit zunehmender Hydrophobizitét
sowohl bei PEPT]1 als auch bei PEPT2 ein Anstieg der Affinitdt dieser Verbindungen zum

Transporter erhalten werden kann.

o Finfluss der Stereoisomerie von Aminosduren in Dipeptiden. Eine Reihe von LL-, DL-

LD- und DD-Isomeren von Dipeptiden und Dipeptidderivaten wurde eingesetzt, um zum
einen die fiir die Peptidtransporter bereits gezeigte Enantioselektivitit weiter zu untersu-
chen und zum anderen mogliche Unterschiede zwischen PEPT1 und PEPT2 aufzuzeigen.

Generell zeigten die Ergebnisse, dass die friiheren Annahmen zur Stereoselektivitdt der
Peptidtransporter bei natiirlichen Dipeptiden und ihren Stereoisomeren auch fiir PEPTI
und PEPT2 gelten (Daniel, H. et al., 1992; Li, J. et al., 1998; Lister, N. et al., 1995). Die
Interaktion von einzelnen Stereoisomeren mit den Carriern hdngt jedoch stark von der
jeweiligen Aminosdurensequenz des Dipeptids ab, was vor allem im Fall der LD-konfigu-

rierten Isomere deutlich wird.

Der Einfluss der chemischen Struktur der untersuchten Substrate war dabei noch groBer fiir
Dipeptidderivate, bei denen die urspriingliche Dipeptidstruktur z.B. durch Seitenkettenmo-
difikationen verdndert wurde. Fiir diese Verbindungen erscheint es daher noch schwieriger
zu sein, den Einfluss der Konfiguration der Stereoisomere auf die Interaktion mit dem

Peptidtransporter vorherzusagen.

Obwohl PEPTI1 und PEPT2 eine hohe Spezifitit gegeniiber der LL-Form von Substraten
besitzen, zeigen alle Stereoisomere von Dipeptidderivaten mit einer groBen hydrophoben

Seitenkette in ihrer Sequenz eine erstaunlich gute Affinitdt zu den Carriern. Sowohl LD-



3 Ergebnisse und Diskussion 101

und was noch bemerkenswerter ist, sogar DD-konfigurierte Isomere konnen noch beachtli-
che Affinititen zu den Carriern aufweisen. Die K; —-Werte z.B. von D-Ala-D-Asp(OBzl)
mit 1,32 fiir PEPT1 und 0,69 fiir PEPT2 sind nur unwesentlich niedriger als die der DL-

Isomere.

Die Unterschiede der Transportcharakteristika der einzelnen Stereoisomere beruhen dabei
zundchst auf uterschiedlichen Affinitdtenegeniiber den Transportern, was durch
Dipeptidderivate wie den verschiedenen Isomeren von Lys(Z)-Ala deutlich wird. Diese
induzieren sowohl bei PEPT1- als auch bei PEPT2-exprimierenden Oozyten keinen Ein-
wirtsstrom, werden also nicht elektrogen transportiert. Sie zeigen aber in der Verdringung
von [*H]-D-Phe-Ala von der Substratbindungsstelle eine stereospezifische Interaktion mit

den Carriern.

Allerdings ldsst sich auch ein Einfluss der Stereoisomere von Aminosduren direkt auf den
Transport nachweisen. Dabei scheint vor allem die carboxyterminale Aminosdure im
Dipeptid eine Rolle zu spielen. Fiir das LD-Isomer von Ala-Ala wurde bei PEPT1 selbst
mit 100 mM Substrat, also einer Konzentration, bei der nach dem K;-Wert von 6,12 mM
die maximale Transportgeschwindigkeit erreicht sein sollte, nur etwa 75% Einwértsstrom

im Vergleich zum LL-Isomer oder Gly-Gln erhalten.

Ein D-Isomer einer Aminosdure im Peptid besitzt damit nicht nur einen Einfluss auf die
Substraterkennung durch die Transporter, sondern behindert vermutlich dariiber hinaus
auch die Konformationsédnderungen der Carrier, die wéhrend eines Transportzyklus fiir die
Translokation eine Substrates notwendig sind. Das fiihrt vermutlich zu einem niedrigeren
Turnover der Transporter und einer verlangsamten Reorientierung der Substratbindungs-

stelle zur AuBenseite der Zellmembran.

e FEinfluss der Aminosdurenseitenketten auf den elektrogenen Transport. Unabhéngig

von der Variabilitdt der Aminosduren-Seitenkette werden alle untersuchten Dipeptide, die
in LL-Konfiguration vorliegen, von beiden Carriern als Substrate erkannt und elektrogen
tiber PEPT1 und PEPT2 in die Zellen aufgenommen. Das gilt hierbei auch fiir solche
Dipeptide, die nicht-proteinogene Aminoséuren besitzen, wie z.B. Pipecolinsdure oder

Norleucin.

Die K;-Werte fiir die untersuchten Dipeptide umfassten im Falle von PEPT1 einen Bereich
von 0,08 bis 8,4 mM und variierten fiir PEPT2 von 0,01 bis 4,2 mM. Die apparenten Affi-
nitdten im Falle von PEPT2 waren dabei bis zu 11-fach hoher als die, die fiir PEPTI

erhalten wurden.
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Die Ergebnisse fiir verschiedene der untersuchten Dipeptide an PEPTI1 zeigen eine gute
Ubereinstimmung zu kiirzlich publizierten Daten fiir die Interaktion dieser Peptide mit dem
Peptidtransporter aus Caco2-Zellen (Brandsch, M. et al., 1999). Das unterstreicht wie-
derum die Eignung der transgenen Hefe als Screeningsystem zur Untersuchung der

Peptidtransporter.

Fiir den Vergleich der Transportcharakteristika von Peptiden und Peptidderivaten zwischen
PEPT1 und PEPT2 konnte somit gezeigt werden, dass die beiden Transporter zwar
dhnliche aber nicht identische Anforderungen an ihre Substrate besitzen.

Um diese Unterschiede herauszuarbeiten, wurde ein Ansatz gewdhlt, bei dem sogenannte

Minimalsubstrate zum Einsatz kamen.

Im Gegensatz zum intestinalen Peptidtransporter PEPT1 gab es fiir den klonierten PEPT2
bisher noch keine systematischen Studien, die die minimalen strukturellen Anforderun-
gen fiir die Erkennung und den Transport von Substraten ermittelten. Fiir PEPT1 liegen
Studien zu seiner Substratspezifitdt vor, und deren Daten erlaubten erste Modelle zur Er-
kennung von Substraten zu postulieren (Doring, F. et al., 1998; Doring, F. et al., 1998;
Borner, V. et al., 1998; Brandsch, M. et al., 1999; Temple, C. S. et al., 1998; Meredith, D.
et al., 1998). Da gezeigt werden konnte, dass PEPT2 zwar dhnliche aber nicht identische
Anforderungen an Substrate wie PEPT1 besitzt und PEPT2 durch das Vorhandensein in
zahlreichen weiteren Geweben neben der Niere auch pharmakologisch ein interessantes
Target darstellt, wurden hier systematisch die minimalen strukturellen Merkmale von Sub-
straten erarbeitet. Dazu diente zum einen die Synthese neuartiger Aminosauren- und Pep-
tidderivate (Synthese durch Dr. B. Hartrodt, Martin-Luther-Universitidt Halle) und deren
Untersuchung in Verdriangungsstudien an PEPT2 exprimierenden P. pastoris Zellen
andererseits elektrophysiologische Untersuchungen an PEPT2 exprimierenden X. laevis

Oozyten.

Im Gegensatz zu PEPT1 ist PEPT2 nicht in der Lage, ®-Aminofettsduren wie die 5-Ami-
nopentansédure (5-APA) zu transportieren. Durch die Einflihrung einer Carbonylgruppe in
das Riickgrat von 5-APA, was zur 5-Amino-4-oxopentansédure fiihrt, erhdlt man jedoch ein
Substrat, das eine Affinitdt und elektrogenen Transport zeigt, wie Dipeptide. Somit konnte

hier erstmals gezeigt werden, dass diese Carbonylfunktion eine essentielle Rolle in der

Substraterkennung durch PEPT2 spielt.
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Die Ergebnisse fiir die ®-Aminosduren-Alanin-Dipeptide zeigen dariiber hinaus, dass
PEPT2 auch spezifische Anforderungen an die Positionierung der freien Aminogruppe im
intramolekularen Abstand zur Carbonylgruppe besitzt. Fiir eine hochaffine Interaktion und
den Transport eines Substrates diirfen die Aminogruppe und die Carbonylgruppe des

Riickgrates nicht mehr als eine oder zwei Methylengruppen voneinander entfernt sein.

Durch den Einsatz von Alanin-@-Aminosauren wurden auflerdem detaillierte Informatio-

nen zum Einfluss der Position der terminalen Carboxylgruppe fur eine Interaktion mit

PEPT?2 erhalten. Ala-5-APA, das in seiner Gesamtldnge vergleichbar zu einem Tripeptid
ist, bei dem allerdings eine zweite Peptidbindung fehlt, wird von PEPT2 mit hoher
Affinitdt elektrogen transportiert. Da Tripeptide von PEPT2 ebenso wie Dipeptide als
Substrat erkannt werden, konnte damit gezeigt werden, dass die zweite Peptidbindung

nicht flir eine hohe Affinitit und elektrogenen Transport benétigt wird.

Ala-anilide mit verschiedenen Substituenten an para-Position des Phenylrings weisen sehr
unterschiedliche Affinitdten und Transportcharakteristika auf. Die Analyse der Bedeutung
der unterschiedlichen Substituenten am Phenylring zeigte, dass die als Swain-Lupton-Kon-
stanten bezeichneten und zur Beschreibung des elektrischen Feldes eingesetzten F-Werte
fiir diese Substituenten mit den Affinititen der entsprechenden Verbindungen fiir die
Interaktion mit PEPT2 korrelieren. Die Elektronendichte am aromatischen Ringsystem, die
durch die unterschiedlichen mesomeren und induktiven Eigenschaften der para-Substitu-
enten hervorgerufen wird, stellt damit eine kritische Determinante fiir die Affinititen der
Alanin-Anilide dar.

Fiir diese Gruppe von Verbindungen kann daraus geschlossen werden, dass fiir einen
Transport der para-Substituent relativ klein und ungeladen sein muss und eine negativ
geladene Gruppe an dieser fixierten Position im Phenylring eine Interaktion mit der
Substratbindungsdoméne von PEPT2 verhindert. Da die Carboxylgruppe elektrostatisch
mit Aminosduren-Seitenketten des Transporterproteins an dieser Position interagieren
konnte, deutet dies auf eine mdglicherweise kritische funktionelle Proteindoméne von

PEPT?2 hin, die nur hydrophobe Interaktionen toleriert.

Der wesentliche Unterschied zwischen den Alanin-®-Aminosduren, die mit hoher Affinitit
elektrogen transportiert werden und der Ala-4-aminobenzoesdure liegt in der Alkylkette
der ®-Aminosduren. Diese ermdglicht aufgrund ihrer Flexibilitit in der Konformation die
erforderliche Positionierung der Carboxylgruppe in der Substratbindungsdoméne. In der

eher starren Konformation der Ala-4-aminobenzoesdure ist die COO™-Gruppe sterisch so
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fixiert, dass eine Interaktion mit einer entscheidenden Doméine im PEPT2-Protein verhin-

dert wird.

Die spezifischen Anforderungen dieser putativen Proteindoméane wurden mit der Ala-3 und
der Ala-2-aminobenzoesdure untersucht. Da aufgrund der Verdnderung der Position der
COO’-Gruppe im Ring deutliche Effekte auf die Affinitit erhalten wurden, kann das als ein
Hinweis auf eine wichtige Region in der Substratbindungsdoméne von PEPT2 gelten. Der
Befund, dass nur die meta-substituierte Form elektrogen transportiert wird, kann durch die
dhnliche sterische Position der Carboxylgruppe verglichen mit Tripeptiden erklart werden.
Die Translokation von Substraten, die neben der freien Aminogruppe und der Carbonyl-
gruppe des Riickgrates eine terminale Carboxylgruppe besitzen, ist damit nur mdglich,
wenn die COO™-Gruppe in eine bestimmte Position in der Substratbindungstasche gelangt,
unabhingig von der Affinitét des Substrates.

Uber einen Mutageneseansatz zur Untersuchung von PEPT2 kénnten diese Substanzen
gezielt dazu eingesetzt werden, um diesen entscheidenden Aminosdurenrest in der

Substratbindungsdoméne von PEPT2 zu identifizieren.

Ein iiberraschender Befund war, dass Ala-4-nitroanilid zwar mit hoher Affinitdt mit PEPT2
interagiert, allerdings nicht liber PEPT2 in die Zellen transportiert wird. Andererseits
konnte fiir Ala-4-nitroanild an Caco2-Zellen und PEPT1 exprimierenden X. laevis Oozyten
eine hochaffine Interaktion und elektrogener Transport gezeigt werden (Borner, V. et al.,
1998). Dieses unterstreicht die markanten Unterschiede zwischen PEPT2 und PEPT1 in
der Fihigkeit zum elektrogenen Transport dieser Substanzklasse trotz ihrer Ahnlichkeiten
in der Substraterkennung. Mit Ala-4-nitroanilid wurde ein fir PEPT2 -nicht aber fiir
PEPT1- spezifischer Inhibitor erhalten, der, zusammen mit den unabhingig davon identifi-
zierten und charakterisierten Lys[Z(NO,)]-Derivaten als Blocker der Peptidtransporter,

eine differenzierte Analyse ihrer Funktion und physiologischer Bedeutung erlaubt.

Durch neuartige Aminosiure-Anilide und modifizierte Dipeptide aus einer N- oder C-ter-
minalen oi-Aminosédure und einer ®-Aminosdure an gegeniiberliegender Position konnten
hier die minimalen strukturellen und chemischen Anforderungen fiir die Substraterkennung
und den Transport durch PEPT2 definiert werden. Diese Anforderungen an Substrate sind
die essentielle Liange des Riickgrates, die wichtigen funktionellen Gruppen sowie ihre

rdumliche Anordnung innerhalb der Substratbindungsdoméne von PEPT2.
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Die Verfiigbarkeit eines spezifischen, hochaffinen Inhibitors gilt als wesentliche Voraus-
setzung, die bisher experimentell noch unzureichend geklérte quantitative Bedeutung der
Peptidtransporter am Aminosdurentransport in Dipeptidform im Diinndarm und der Kon-
servierung von o-Aminostickstoff durch den renalen Peptidtransporter zu untersuchen.
Weiterhin kann ein solcher Inhibitor auch als essentielle Voraussetzung angesehen werden,
mit dem es mdglich wire, erstmals genaue Informationen iiber die Lokalisierung und die

Struktur der Substratbindungsdoméne der Transporter zu erhalten.

Fiir verschiedene andere Transportsysteme wie z.B. den Natrium/Glucose-Cotransporter
SGLT]1 ist ein solcher Inhibitor seit langem bekannt und wurde fiir verschiedenste Frage-
stellungen zur Untersuchung des Transporters erfolgreich eingesetzt (Wielert-Badt, S. et

al., 2000).

Ausgehend von der Interaktion von Dipeptiden, die in ihren Seitenketten unterschiedliche
Modifikationen enthielten, wurden systematisch verschiedene Lysyl-Abkdmmlinge
synthetisiert und transportphysiologisch charakterisiert. Hierdurch konnten fiir die
Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 erstmals spezifische, hochaffine und kompetitive
Inhibitoren identifiziert und ihre Interaktion mit den Transportproteinen studiert werden.
Die Charakterisierung der Inhibitoren erfolgte dabei an 3 unterschiedlichen
Expressionssystemen (PEPT1 und PEPT2 exprimierende Pichia pastoris Hefezellen und X.
laevis Oozyten sowie Caco2-Zellen) sowohl {iber Verdringungsexperimente zur
Bestimmung der Affinititen als auch durch elektrophysiologische Untersuchungen sowie

durch HPLC-Messungen zum quantitativen Nachweis der Inhibitoren.

Ausgehend von dem zunichst fiir PEPT1 identifizierten Lys[Z(NO;)]-Pro, als erstem
hochaffinen und kompetitiven Inhibitor, wurden fiir den Peptidtransporter PEPT2 weitere
strukturelle und funktionelle Studien zur Optimierung der Inhibitoren durchgefiihrt.

Aufgrund der vorausgegangenen Studien war bekannt, dass die physikochemischen Eigen-
schaften von Aminosdurenseitenketten in Dipeptiden wie Hydrophobizitit und Ladung die
Substrataffinitdt beeinflussen konnen. Daher wurden verschiedene Verbindungen mit
unterschiedlichen Seitengruppen eingesetzt, fiir die eine hohere Affinitit und damit der

Erhalt noch besserer Inhibitoren erwartet wurde.

Generell konnte gezeigt werden, dass Dipeptide, die ein Lysin enthalten, durch die
Blockierung der e-Aminogruppe eines N-terminalen Lysin-Restes entweder durch eine
Boc-, Z-, oder fiir eine noch héhere Affinitit durch eine Z(NO;)-Schutzgruppe von einem

transportierbaren Substrat in einen effektiven Inhibitor der Peptidtransporter verwandelt
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werden konnen. Wenn sich ein solcher modifizierter Lysin-Rest jedoch in C-terminaler
Position eines Dipeptids befindet, bleibt die Fahigkeit dieses Substrats zu einem elektroge-
nen Transport erhalten. Das deutet darauf hin, dass zwei unterschiedliche Doménen inner-
halb der Substratbindungstasche der Peptidtransporter mit den Seitenketten von Dipeptiden

und Derivaten interagieren.

Die aminoterminale Seitenkette, die die Z- oder Z(NO,)-Gruppe trigt, muss vermutlich
eine ausreichende Lange besitzen, da durch eine Verkiirzung der Seitenkette des Lysins um
eine CH,-Einheit zu Ornithin die inhibitorische Wirkung dieser Dipeptidderivate verloren
geht. Vermutlich interagiert eine spezifische Aminosduren-Seitenkette im PEPT1- oder
PEPT2-Protein mit der aminoterminalen Z(NO,)-Gruppe in diesen Dipeptidderivaten und
verhindert somit die Konformationsdnderung des Peptidtransporterproteins. Entscheidend
dafiir scheint die Gréfe der Schutzgruppe oder eine hydrophobe Interaktion des Ring-
systems mit Aminosdurenseitenketten in der Substratbindungstasche der Peptidtransporter-

proteine zu sein.

Im Gegensatz zur Substratbindungstasche fiir die aminoterminale Aminosdure in Dipepti-
den, scheint die Bindungstasche fiir die carboxyterminale Aminosdure weniger restriktiv
fiir Seitenkettenmodifikationen von Substraten und ihren Transport zu sein. Allerdings
beeinflusst eine Modifizierung der carboxyterminalen Seitenkette entscheidend die Affini-
tét. So wurde mit Lys(Z)-Lys[Z(NO;)] ein Substrat erhalten, das mit einem K;-Wert von 40
nM die hochste bisher fiir einen Liganden von PEPT2 bestimmte Affinitét zeigt.

Dass die Modifizierung der e-Aminogruppe eines Lysin-Restes ein vielversprechender
Ansatz fiir die Generierung von Inhibitoren des Peptidtransporters war, wurde auch durch
eine kiirzlich erschienene Studie (Abe, H. et al., 1999) belegt. Hier iiberfiihrte die Kopp-
lung des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein-Isothiocyanat an die e-Aminogruppe eines C-
terminalen Lysin-Restes (Val-Lys(Flu)) dieses Dipeptid in einen Inhibitor der Aufnahme
von Gly-Sar mit hohen Affinitidten zu PEPT1 in Caco-2-Zellen. Diese Studien waren aller-
dings sehr widerspriichlich in Bezug auf die Spezifitit der Interaktion mit PEPT1. Zum
einen war der Influx des Derivates nicht durch 10 mM des Dipeptides Gly-Sar hemmbar
und zum anderen kam es auch zu einer unspezifischen intrazelluldren Akkumulation dieses
Derivates. Darliber hinaus war die Aufnahme auch dann gesteigert, wenn es durch das
Protonophor Carbonylcyanid-m-Chlorophenylhydrazon (CCCP) zu einer Zerstorung des
Protonengradienten als treibende Kraft des Peptidtransportes kam. Gly-Sar dagegen wurde

in Gegenwart von CCCP, wie erwartet, nicht mehr transportiert.
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Eine weitere Studie zeigt, dass die Substanz 4-Aminomethylbenzoesdure (Meredith, D. et
al., 1998) ein nicht translozierter kompetitiver Inhibitor von PEPT1 darstellt. Allerdings
besitzt diese Substanz eine Affinitdt, die um mehr als das 10-fache geringer als die von
normalen Dipeptiden ist, weshalb es fiir den Einsatz als Inhibitor und weitergehende

Untersuchungen als ungeeignet erscheint.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das Anfiigen einer Z-Gruppe an die e-Aminogruppe
des Lysin-Restes in Lys-Xaa-Dipeptide a) eine Umwandlung von normal transportierten
Substraten in nicht-transportierte Derivate bewirkt und b) diese Derivate eine bedeutend
hohere Affinitdt zu den Peptidtransportern PEPT1 und PEPT2 aufweisen. Das Anfiligen
einer NO,-Funktion an den hydrophoben Ring der Z-Gruppe erhoht lediglich die Affinitét
zu den Transportern, unter Beibehaltung ihrer Unfdhigkeit transportiert zu werden. Die
hier vorgestellten Lys[Z(NO,)]-Derivate stellen damit die ersten spezifischen Inhibitoren
der Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 dar, die mit hoher Affinitit und reversibel an die
Transporter sowohl mit der duBeren als auch der inneren Substrat-Bindungsstelle

interagieren konnen.

Fiir die Peptidtransporter ergeben sich verschiedene Mdglichkeiten, um mit einem solchen

Inhibitor neue Einblicke in Funktionsweise und Struktur dieser Proteine zu erhalten:

o  Konformations- und Pharmakophoranalyse der Peptidtransporter: Durch den Einsatz

eines radioaktiv markierten Inhibitors lassen sich Bindungsstudien an unterschiedlichen
Zellsystemen vornehmen. Dadurch wére es dann moglich, z.B. die Transporterzahl pro
Zelle und weiterhin Substrattransport pro Transportermolekiil zu bestimmen, wodurch
weitere umfassende kinetische Untersuchungen ermoglicht werden.

Zum anderen konnten durch die Einfiihrung einer aktivierbaren Gruppe in das Inhibitor-
molekiil iiber Cross-Linking-Experimente und Photoaffinititsmarkierung eine kovalente
Bindung von Substrat an den Transporter erzielt werden. Durch anschlieBenden proteolyti-
schen Verdau und massenspektrometrische Analyse der hierbei entstandenen Peptidfrag-
mente lieBen sich Aussagen zu den Bereichen im Carrierprotein treffen, die die Substrat-

bindungsdomaine bilden.

Gerade hierfiir erscheint auch das P. pastoris-System sehr gut geeignet, da zum einen
grole Mengen an Transporterprotein fiir diese Studien erzeugt werden und zum anderen
ist, wie fiir den humanen PEPTI hier gezeigt werden konnte, durch die Einfiihrung eines
myc-Epitops ein einfacher Nachweis des Proteins mdglich und dariiber hinaus mit dem

6His-Tag eine Mdglichkeit zur Reinigung des Proteins gegeben.
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o Elektrophysiologische Analysen der Transporter: Fiir Transportuntersuchungen, um

z.B. den genauen Mechanismus und die einzelnen Schritte der Substrattranslokation zu
ermitteln, ist die elektrophysiologische Patch-clamp-Technik mit PEPT1 oder PEPT2
exprimierenden Oozyten hervorragend geeignet. Fiir diese Untersuchungen ist ein geeig-

neter Inhibitor des Peptidtransporters jedoch eine wesentliche Voraussetzung.

Insgesamt konnten durch den Einsatz von PEPT1 und PEPT2 exprimierenden Pichia
pastoris-Hefezellen als Screeningsystem in Kombination mit elektrophysiologischen
Messungen an X. laevis Oozyten neue Einblicke in Funktion und Arbeitsweise der Carrier
erhalten werden. Im direkten Vergleich der beiden Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2
war es moglich, erstmals die unterschiedlichen minimalen Anforderungen der Carrier an
ihre Substrate aufzuzeigen sowie durch eine Vielzahl von Dipeptiden und Derivaten
weitere Determinanten flir die Substraterkennung und den Transport zu identifizieren.
Durch die Isolierung und Charakterisierung von hochaffinen Inhibitoren von PEPT1 und
PEPT2 wurden dariiber hinaus neue Methoden und Ansétze zur funktionellen und struktu-

rellen Charakterisierung dieser Proteine auf molekularer und zelluldrer Ebene mdoglich.
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4 Synopse und Entwicklungsperspektiven

Das wissenschaftliche Interesse an den Peptidtransportern beruht nicht nur auf ihrer nutri-
tiven Bedeutung im Rahmen der Resorption und Konservierung von o-Aminostickstoff
durch den Transport von Di- und Tripeptiden. Vielmehr stellen die Peptidtransporter auch
unter pharmakologischen Aspekten fiir die Entwicklung intestinal resorbierbarer und
gewebespezifisch einsetzbarer Pharmaka ein interessantes Untersuchungsobjekt dar.

Verschiedene Forschungsschwerpunkte liegen daher zum einen in der Aufkldrung ihrer
Substratspezifitit und der Entwicklung von sogenannten Leitstrukturen, iiber die sich die
Multispezifitit der Peptidtransporter, ausgehend von den 8400 physiologischen und
vermutlich mehr als 50000 weiteren peptidmimetischen Substraten, erkldren lieBe. Andere
Schwerpunkte sind die Aufkldrung der Funktion der Peptidtransporterproteine und die
Identifizierung von funktionellen Bereichen wie der Substratbindungsdoméne oder Berei-
chen, die weitere funktionelle Transportcharakteristika wie pH-Abhdngigkeit oder Affinitét

determinieren.

Als System zur funktionellen und strukturellen Charakterisierung der Peptidtransporter
konnte in dieser Arbeit die methylotrophe Hefe Pichia pastoris etabliert werden. Durch die
Optimierung der Expressionsvektoren, der transgenen Hefestimme und der Kulturbedin-
gungen konnte hierbei eine hohe funktionelle Expressionsrate der Transporter erreicht

werden.

Ausgehend von der funktionellen Expression der Peptidtransporter und der Entwicklung
neuer Methoden zu ihrer Untersuchung wurden verschiedene Ansitze zur Kldrung von

Fragen zur Struktur und Funktion der Peptidtransporter ermdéglicht:

o Proteinchemische und biophysikalische Ansdtze zur Untersuchung der zwei- und drei-

dimensionalen Struktur der Peptidtransporterproteine: Wie am Beispiel des humanen
Peptidtransporters PEPT1 gezeigt wurde, lassen sich grole Mengen an rekombinantem
Transportprotein in Pichia pastoris herstellen. Die Hohe der Expression mit einem
Anteil des hPEPT1-Proteins an der gesamten Membranproteinfraktion von 0,6 % ist
vergleichbar zur Produktion anderer Membranproteine in P. pastoris. Daher erscheint
das Hefesystem zur Zeit das vielversprechendste System zur Reinigung der Peptid-
transporterproteine zu sein. Moglich wére hierflir die Reinigung des Peptidtransporter-
proteins iiber Metall-Affinitdtschromatographie und den C-terminal an das hPEPT1-
Protein fusionierten His6-Tag. Nur durch Reindarstellung des Proteins sind letztlich

Aussagen zu seiner Struktur zu treffen.
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Zufallsmutagenese zur Analyse von Struktur-Funktionsbeziehungen: Durch die Kombi-

nation von hefegenetischen und molekularbiologischen Methoden war es durch den
Ansatz der Zufallsmutagenese mdglich, neue Bereiche im hPEPT1-Protein zu identifi-
zieren, die einen Einfluss auf funktionelle Eigenschaften des Carriers besitzen. Hierbei
konnten mit dem Glycin an Position 476 und dem Isoleucin an Position 382 im
hPEPT1-Protein Aminosduren identifiziert werden, deren Mutation die pH-Abhéngig-
keit der Dipeptidaufnahme beeinflusst. Durch diesen Ansatz wird es somit mdglich
sein, verschiedene weitere Aminosauren bzw. Bereiche im Protein zu identifizieren, die
fiir funktionelle Charakteristika der Transporter verantwortlich sind oder als Teil der

Substratbindungsdoméne fungieren.

Einsatz als Screeningsystem fiir Struktur-Affinititsbeziehungen: Aufgrund des nahezu

unbegrenzt zur Verfligung stehenden Zellmaterials und der Hohe der funktionellen
Expression sowie der Robustheit des Hefesystems eignen sich Pichia pastoris Hefe-
zellen fiir die Untersuchung der Interaktion von Verbindungen mit den Peptidtranspor-
tern in groBem Umfang. Hierzu wurde ein Schnelltest entwickelt, mit dem es iiber ein
Verdrangungsexperiment moglich ist, umfassend und genau die Affinititen von
Verbindungen fiir ihre Interaktion mit den Peptidtransportern zu bestimmen. Dieser
Assay kann folglich dazu dienen, die strukturellen Erfordernisse an PEPT1 und
PEPT2-Substrate aufzukldren, weshalb er im weiteren bereits zu umfassenden funktio-
nellen Analysen der Peptidtransporter eingesetzt wurde. Da mit diesem System dariiber
hinaus wesentliche Voraussetzungen zu einer moglichen vollstdndigen oder teilweisen
Automatisierung erfiillt sind, wére mit diesem schnellen Transporttest in groBem
Durchsatz auch ein Screening von Substanzbibliotheken auf Verbindungen moglich,

die mit den Peptidtransportern interagieren.

Ausgehend von Pichia pastoris als Screeningsystem in Kombination mit Transportunter-

suchungen durch elektrophysiologische Messungen an Xenopus laevis Oozyten wurden

vergleichende Studien zu Struktur-Affinitétsbeziehungen der Peptidtransporter PEPT1 und
PEPT?2 durchgefiihrt.

Mit den in dieser Arbeit erhobenen Befunden ist es gelungen, sowohl fiir den intestinalen

Peptidtransporter PEPT1 als auch den renalen Peptidtransporter PEPT2 die wesentlichen

Aspekte ihrer Substraterkennung auf molekularer Ebene zu determinieren. Aus der

Kombination von neuen Befunden in dieser Arbeit und der Bestitigung fritherer Hypothe-

sen lassen sich daher die folgenden obligat erforderlichen und fakultativen, lediglich die
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Affinitit betreffenden, Eigenschaften von Substraten fiir ihre Erkennung durch PEPT1 und
PEPT?2 aufzeigen:

(1) Eine freie endstdndige Aminogruppe ist eine wesentliche Voraussetzung fiir Substrater-
kennung und Transport.

(2) Die terminale Carboxylgruppe ist nicht obligat fiir ein Substrat der Peptidtransporter,
wenn die zweite Aminosdure im Dipeptid durch ein hydrophobes Ringsystem wie z.B.
den aromatischen Phenylring von Aniliden, ersetzt wird.

(3) Ist jedoch eine terminale Carboxylgruppe in einem Substrat vorhanden, so gilt, dass
ihre sterische Anordnung im Substrat entscheidend fiir die Interaktion mit den Trans-
portern ist und vergleichbar zur rdumlichen Positionierung der COO -Funktion in Di-
und Tripeptiden sein sollte.

(4) Der Abstand zwischen der freien Aminogruppe und der Carboxylgruppe muss minde-
stens der Lénge einer Alkylkette aus 4 CH,-Gruppen, also ca. 500 pm, entsprechen
und darf, wenn keine erste Peptidbindung im Substrat vorhanden ist, maximal 630 pm
betragen.

(5) Zumindest fiir PEPT2 essentiell, fiir PEPT1 dagegen fakultativ ist die Carbonylgruppe
der ersten Peptidbindung und nicht die Peptidbindung selbst. Die Peptidbindung kann
dabei durch eine Ketomethylenfunktion ohne Affinititsverlust ersetzt werden, jedoch
nicht durch den Stickstoff der Peptidbindung.

(6) Die endstéindige Aminogruppe und die Carbonylgruppe miissen mindestens durch eine
und diirfen maximal durch zwei Methylengruppen voneinander entfernt sein.

(7) Die zweite Peptidbindung von Tripeptiden ist nicht essentiell fiir eine hohe Affinitit.

(8) Von den zwei moglichen Konformeren, die aufgrund der cis/trans-Konformation der
Peptidbindung von Dipeptiden bestehen, wird nur das trans-Konformer als Substrat
erkannt.

(9) Die Seitenketten von Aminoséuren in Peptiden sind nicht entscheidend fiir die Bindung
und Erkennung von Substraten durch die Transporter, beeinflussen jedoch ihre
Affinitat.

(10)Negativ geladene Seitenketten filhren zu einem Affinititsverlust, hydrophobe und
ungeladene Seitenketten erhohen die Affinitét zu den Transportern.

(11)Die Peptidtransporter sind stereoselektiv. LL-Isomere werden bevorzugt transportiert.
Jedoch konnen durch das Einfligen von groBen hydrophoben Resten in Seitenketten
von Aminosduren auch DD-Isomere in Substrate mit guten Affinititen iiberfiihrt

werden.
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(12)Die Modifikation eines N-terminalen Lysins in Dipeptiden durch das Einfiigen einer
hydrophoben Gruppe an der e-Aminogruppe iiberfiihrt ein transportierbares Dipeptid

in einen hochaffinen und spezifischen Inhibitor der Peptidtransporter.
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Abbildung 4-1 Anforderungen an Substrate der Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2

Diese Befunde beschreiben die wesentlichen Strukturmerkmale zur Substraterkennung der
Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2. Insgesamt wird deutlich, dass die beiden Transpor-
terisoformen zwar {iber viele Gemeinsamkeiten verfiigen, aber auch abweichende Anfor-
derungen an ihre Substrate besitzen. Dieses macht die Transporter damit unterscheidbar
und konnte unter Umstidnden auch die Grundlage fiir die Entwicklung von neuartigen
Verbindungen sein, die selektiv nur mit der jeweiligen Transporterisoform interagieren,
wodurch eine gewebespezifische Verabreichung von Pharmaka moglich wiirde. Diese
Daten konnen weiterhin die Grundlage bilden, um {iber ein Computer-gestiitztes Modeling

bessere "Templates” fiir die Substraterkennung durch PEPT1 und PEPT2 zu erstellen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch die erfolgreiche Expression der Peptidtrans-
porter in Pichia pastoris neue methodische Ansitze geschaffen wurden, die auf molekula-
rer Ebene zum Verstandnis dieser Transportproteine unter strukturellen und funktionellen
Gesichtspunkten beitragen konnen. In dieser Arbeit wurde das Pichia pastoris-System
dazu eingesetzt, um zum einen die strukturellen Anforderungen von Substraten fiir ihre
Interaktion mit PEPT1 und PEPT2 aufzuzeigen, die minimalen strukturellen Merkmale
von Substraten der Peptidtransporter zu bestimmen sowie erstmals hochaffine kompetitive

Inhibitoren der Transporter zu isolieren und zu charakterisieren.
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III.  Abkiirzungsverzeichnis

oAbu o-Aminobuttersdure G Guanin
4-ABA  4-Aminobuttersdure T Thymin
4-AMBA 4-Aminomethylbenzoesiure U Uracil
4-APAA 4-Aminophenylessigséure Boc tert-Butyloxycarbonyl
5-APA  5-Aminopentansiure bp Basenpaare
6-AHA  6-Aminohexansdure BSA  Bovines Serumalbumin
7-AHA  7-Aminoheptanséure BSMV Biirstensaummembranvesikel
8-AOA  8-Aminooctansdure Caco-2 humane Kolonkarzinom-Zelllinie
Ac Acetyl cDNA komplementire DNA
ACE Angiotensin-Converting-Enzym Ci Curie
AE Ala-Eth cRNA komplementire RNA
AH Ala-His Da Dalton
Aib Aminoisobuttersdure ddNTP Didesoxynukleotid
Aminosduren: DEPC Diethylpyrocarbonat
A Ala Alanin DNA  Desoxyribonukleinsiure
C Cys Cystein dNTP  Desoxynukleotid
D Asp Aspartat DTT  Dithiothreitol
E Glu Glutamat E. coli Escherichia coli
F Phe Phenylalanin Einheiten:
G Gly Glycin M mega
H His Histidin k kilo
I Ile Isoleucin m milli
K Lys Lysin i mikro
L Leu Leucin n nano
M Met Methionin p piko
N Asn Asparagin f femto
P Pro Prolin Eth Ethionin
Q Gln Glutamin g Gravitationskonstante
R Arg Arginin g Gramm
S Ser Ser GAP  Glycerinaldehyddehydrogenase
T Thr Threonin GS115 P. pastoris Wildtypstamm
v Val Valin h Stunde
w Trp Tryptophan HIS4  Histidindehydrogenase-Marker
Y Tyr Tyrosin I Strom
AOX Alkoholoxidase I-v Strom-Spannung
Basen der Nukleinsduren: K; Inhibitorkonstante
A Adenin Kn Michaelis-Menten-Konstante

C Cytosin Kon.  Kontrolle
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KPP Kaliumphosphatpuffer Notl Nocardia otitidis

LE Leu-Eth Pmel Pseudomonas mendocina

LZN Lys[Z(NO,)] Sall Streptomyces albus

M Molaritat Xbal Xanthomonas badrii

m Meter Xhol Xanthomonas holcicola

MD Minimal Dextrose Medium

MGY Minimal Glycerin Medium RNA Ribonukleinséure

min Minuten RT Raumtemperatur

MM Minimal Methanol Medium Sar Sarkosin

Mg molare Refraktion SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat

Mut Phénotyp Methanolverwertung sec Sekunden

Nle Norleucin SEM standard error of the mean

OBzl Benzylester Standardabweichung des Mittelwertes

OD Optische Dichte bei 600 nm SGLT1 Na'/Glucose-Cotransporter
(10D~ 5x107 P.pastoris-Zellen) Taq Thermus aquaticus

Orn Ornithin TEVC  Two-electrode-voltage-clamp

P. pastoris Pichia pastoris TMD Transmembrandoméne

PCR Polymerasekettenreaktion Vi Membranpotential

PEG Polyethylenglykol Vimax Maximalgeschwindigkeit

PEPTI intestinaler Peptidtransporter X laevis Xenopus laevis

PEPT2 renaler Peptidtransporter Xaa beliebige Aminosaure

Pip Pipecolinsdure YPD Yeast-Extract-Peptone-Glucose

z Benzyloxycarbonyl

Restriktionsenzyme: Bakterienstimme
Z(NO 4-Nitrob 1 bonyl
Avrll Anabaena variabilis (NO>) frobenzyloxycarbony
Bglll Bacillus globigii

Bsp1191  Bacillus Species (1191)

Zeo Zeocin
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VI.  Plasmide und Oligonukleotide
A) Plasmide

Bgl Il
pPIC3L (hergestellt im Labor von pPIC9 (Invitrggen, Sandiego, USA) pPICZB (Invitrogen, Sandiego, USA)
Prof. Dr. H. Daniel, Insitut fir
Erndhrungswissenschaft, Gieen)

Bglll
nents for pGAPZ A:
 nucleotides

pGAPZB(Invitrogen, Sandiego, USA)  pCRII (Invitrogen, Sandiego, USA) pCRII-TOPO (Invitrogen, Sandiego, USA)

B) Oligonukleotide zur Sequenzierung

Name Sequenz

pGAPfw 5-GTCCCTATTTCAATCAATTGA-3’
3A0X1 5'-GCAAATGGCATTCTGACATCCTC-3’
1H498f 5'-GGAGATCAGTTTGAAGAGGGC-3’
1H1049f 5-CCTGATCGTGATCATGGTCCC-3’
1H1591f 5-GCTACAATGCCAGCACATACC-3’
1H1815b 5'-GCGGGATTTGCAGAGCCATG-3’
1H1231b 5'-CCTTTGGGGAAGACTGGAAG-3’

1H699b 5-CAATCAGGGCTACAGCCATG-3’
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