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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Proteine sind eine sehr gro3e Familie von orgaeisc¥ierbindungen, die an vielen
wichtigen biologischen Prozessen im menschlichega@ismus beteiligt sind.
Anschlie3end an deren enzymatischen Hydrolyse wdierLebensmittelverarbeitung
oder der Lebensmittelverdauung konnen Proteine neate ihrer primaren
Aminosauresequenz freisetzen. Diese Bruchstickdemeals Peptide bezeichnet, und
viele dieser sind physiologisch aktiv.

Innerhalb der letzten 30 Jahre wurden viele dissgenannten bioaktiven Peptide, die
latent in der Primarstruktur verschiedener Nahrprgieine (insbesondere der Milch)
vorhanden sind, in unterschiedlichen Nahrungsmittntifiziert.

Unter diesen wurden u.a. die sogenannf@asomorphine (BCMs) erwdahnt,
Peptidsequenzen im MilchprotgirCasein.

Da diese biologisch aktiven Peptide eine gewisséni&t zu Opioidrezeptoren
aufweisen, stellen sie eine Gruppe von sogenar@permidpeptiden dar.

Zur Entfaltung physiologischer Wirkungem (vivo) ist es notwendig, dass diese oral
aufgenommenen bioaktiven (Vorlaufer-) Peptide daswejlige Zielgewebe
(u.a.Gastrointestinaltrakt, Leber, Gehirn, Bluteys} intakt erreichen. Hierfir missen
BCMs den Verdauungstrakt intakt passieren, sichitsaum Teil als Hydrolyse-
resistent gegeniber Verdauungs-, Plasma- und Lebgren erweisen und
anschlieBend Uber die Pfortader und Leber in destesyschen Blutkreislauf und
schlie3lich zum Wirkungsort gelangen.

Einerseits wurden in den letzten Jahren moglich@sitipen Effekten derp-
Casomorphine vermehrt Beachtung und Interesse gekchDemnach sollen sie
regulatorische Auswirkungen auf gastrointestinalerrhibne, die gastrointestinale
Motilitdt, die gastrointestinale Transitzeit, diechfeimsekretion im Darm, die
Magenentleerung, die Modulation der Magen- und Rzadsekretion, wie auch auf
immunmodulatorische und antioxidative Mechansimasuaen [Daniel et al., 1990;
Hara et al., 1992; Mahe et al., 1995, 1996; Claustral., 2002; Trompette et al., 2003;
Mihatsch et al., 2005].

Andererseits weisen aber auch Untersuchungen damadiss dig-Casomorphine die

menschliche Gesundheit nachteilig beeinflussen &dnn



So werden diese in Zusammenhang mit einem erhORmsiko fur bestimmte
Krankheiten gebracht, wie kardiovaskularen Krantdmgi Diabetes mellitus Typ 1,
psychischen Stérungen wie Autismus oder Schizopdreder auch Atherosklerose
[Elliott et al., 1999; McLachlan, 2001; Barbaretiak, 2006; Cass et al., 2006; Cass et
al.,2008].

Bis heute wurde viel Arbeit daftir investiert, diathir dieser Opioidpeptide sowohl in
tierischen als auch in pflanzlichen Proteinen begse charakterisieren. [Clare and
Swaisgood, 2000; FitzGerald and Meisel, 2003; Me®@04; Korhonen and Pihlanto,
2006; Korhonen and Pihlanto, 2007; Morris and Fera®, 2008].

Nun gilt es zu klaren, welche tatsachlichen Effelktn diesenf-Casomorphinen
ausgehen konnen bzw. zu erwarten sein dirfen, umddiese im Zuge der
Nahrungsaufnahme sogar einen Einfluss auf dasg8agigsempfinden des Menschens
ausuben zu vermoégen.

Im Zuge dessen miussen einige Aspekte betrachteewer

1. Mdogliche Nahrungsmittelquellen vghCasomorphinen

2. Polymorphismen degg-Caseins

3. Die Bildung derp-Casomorphine wahrend der Lebensmittelverdauung-und
verarbeitung

4. Etwaige molekulare Wechselwirkungen, Absorption @pioidpeptiden

5. Mdogliche Transportmechanismen de&iCasomorphine Uber die Darmmucosa,
die Blut-Hirn-Schranke oder tber den Blutweg

6. Spezifische Wirkungen def-Casomorphine auf bestimmte Gewebe bzw.

Organe



2. REGULATION DER NAHRUNGSAUFNAHME

2.1 Hunger und Sattigung

Unter normalen Bedingungen ist die Nahrungsaufnabimes Organismus seinem
Energiebedarf angepasst [EImadfa et al., 1998].

Weil Essen fur den Menschen absolut lebensnotwest]igind wir mit einem sehr
effizienten und komplexen Regulationssystem auagiest das Hunger- und
Sattigungsgefiihle verursacht und so Appetit undrivadsaufnahme reguliert.
Langfristig ist dieses Regulationssystem daraufgemshtet, die Energiebilanz
ausgeglichen und damit das Korpergewicht konstatmatten.

Kurzfristige Signalnetzwerke, die aktuelle Hungeumnd Sattigungszustande
vermitteln, mussen daher mit langfristigen Signewerken, die unsere
Korperenergiereserven und deren Verdnderungen messaschaltet werden
[Ernahrungsinformation der CMA 03/2005].

Tabelle 1: Physiologische Regluation der Nahruafjgdhme [Elmadfa et al., 1998]

Afferente Kontrolle:

Orosensorik Aussehen, Geruch, Geschmack,
Textur, Speichelfluss, Fullung des
Verdauungstraktes

Rezeptoren In Verdauungstrakt, Leber, Fettgewebe

Metaboliten Glucose

Freie Fettsauren . .
Aminosauren

Glycerin Nucleoside
Hormone Insulin-Glucagon

Corticosteron

Ostrogen-Progesteron Gastrin

CCK Neurotensin

Sekretin Substanz P

Somatotropin Prolactin




Zentralnerviése Regulation:

Neurotransmitter und Serotonin Dopamin
Neurohormone Noradrenalin Acetylcholin
Opioide GHRF
CRF Calcitonin
Vasopressin
Neuropeptide Neuropeptid Y Galanin
Rezeptoren Im Hypothalamus
u.a. Gehirnstrukturen

Efferente Kontrolle:

Autonomes Nervensystem  Parasympathikus Nahrungairte

Thermogenese

Die Information Uber die Nahrungszufuhr und die p@speicher der Nahrstoffe
gelangt Uber afferente Signale (Nahrstoffe selbblprmone, etc.) zum
Zentralnervensystem, wobei ihre Verarbeitung véenalim Hypothalamus unter

Beteiligung von Neurohormonen und Aminen vor siehtdElmadfa et al.,1998].
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Abb.1: Produktionsbereiche endogener, das Essverhaltetigemder Faktoren
[Speiser, PBC, Roche, 2011].



2.2 Zentralnervensystem (ZNS)

Als zentrales Steuerungselement dient das Gehwomallg Informationen tber den
Erndhrungszustand integriert werden und eine komde Antwort auf die
eingehenden Signale erfolgt. Die integrierten gesipn Signale werden dann tber
efferente Prozesse (Aktivierung bzw. Hemmung desremwmen Nervensystems,
Beeinflussung peripherer endokriner Systeme) zuripRerie vermittelt. Der
Hypothalamus ist die zentrale Schaltstelle fiur kbenplexen Regulationsvorgange
der Nahrungsaufnahme. Dort werden externe Reizeppitische, olfaktorische und
gustatorische Sinneseindricke mit internen SignalMea dem Blutglucosespiegel
oder Peptiden gastrointestinalen Ursprungs veratbeiangfristiges Ziel ist dabei
die Sicherstellung einer ausreichenden Nahrstaffaufund dartber hinaus das
Anlegen von Energiespeichern, um so stets ein ©Eben des Individuums
gewahrleisten zu kénnen.

Bereits Mitte des vergangenen Jahrhunderts konnteral eines Tiermodells
demonstriert werden, dass bilaterale L&asionen eetromedialen
Hypothalamusregion zu einer verstarkten Nahrungeduhe und schliel3lich zur
Adipositas fuhren [Hetherington et al., 1940], weild mit der Zerstérung der
lateralen Hypothalamusanteile eine entgegenges@lirtaing erzielt werden kann
[Morgane, 1961]. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurdem ventromedialen
Hypothalamus (VMH) ein Sattigungszentrum und denerédden Hypothalamus
(LH) ein Hungerzentrum zugeordnet, die sich gegégséeeinflussen. Einem
weiteren Areal des Hypothalamus, dem Nucleus doesiatis (DMN)

[Wirth, 1961] und dem an der basalen Seitenwandddéen Ventrikels liegenden
Nucleus paraventricularis (PVN) wurden ebenfallsniieende Einflisse auf den
Appetit zugeschrieben [Woods et al., 1998].

Anliegend am dritten Ventrikel, wo die Blut-Hirn48@anke am durchgangigsten ist,
befindet sich der Nucleus arcuatus (ARC). Zirkdrete Sattigungsfaktoren
beeinflussen die Aktivitat der dort befindlichen Udenen, welche mit den
verschiedenen hypothalamischen Nuclei in Verbindsteben.

Diese Kernareale bilden wiederum ein eigenes nalesnNetzwerk und geben

Ruckmeldung an den Nucleus arcuatus.



Abb.2: Hypothalamus, zentrale Schaltstelle fir Ratpnsvorgange der
Nahrungsaufnahme [Rehner und Dani€2R0

Die ARC-Neuronen projizieren in vielerlei ZNS-Regénm, darunter den Nucleus
tractus solitarii (NTS) im Hirnstamm, Amygdala (lisches System), Nucleus
accumbens (Basalganglien) und zerebralen Cortlderbaber auch Verkntpfungen
mit dem Bulbus olfactorius, dem Tractus retino-iyadamis und der Area
postrema [Hendrickson et al., 1972; Norgren etl&7,3; Ricardo et al., 1978].

Der Nucleus arcuatus ist dabei mehr als eine r8ofeltstelle, denn dort werden
ebenfalls zahlreiche Peptide und Neurotransmittebildet. Dieses komplexe
Netzwerk verarbeitet alle externen und korpereigeSeganle, modifiziert unser
Essverhalten und dient dabei der Bildung indivitkreErnédhrungsmuster durch
Entwicklung eines personlichen Erfahrungsschatzed die Entstehung von
Affekten. Somit ist es mdglich, Appetit und Hunger induzieren, Sattigung und
Aversionen hervorzurufen oder Belohnungs- und Gigekiihle zu erzeugen.

Im Zuge der Erforschung dieser Prozesse tauchereimnieder bekannte und neue
Transmittersubstanzen auf, denen man eine auf d&hrudgsaufnahme
stimulierende (= orexigene) oder hemmende (= amgeer) Wirkung nachweisen

konnte.



Orexigene Effektevurden nachgewiesen fiir:

Neuropeptide Y (NPY) [Clark et al., 1984; Edwartisle 1999; Jain et al.,
2000; Stanley et al., 1984]

Melanin concentrating hormone (MCH) [Edwards et H99; Fan et al., 1997,
Lu et al., 1994; QU et al., 1996]

Agouti related peptide (AGRP) [Fan et al., 1997;dtwal., 1994; Olimann et al.,
1997; Rossi et al., 1998]

Galanin [Edwards et al., 1999]

Orexin A und B [Edwards et al., 1999; Jain et2000]

Endogene Opioideff-Endorphin [Appleyard et al., 2003; Brands et H.79;
Grandison et al., 1977; Jackson et al., 1985; Mo#teal., 1981; Stanley et al.,
1989]

Noradrenalin ¢2-Rezeptor) [Ramos et al., 2005]

y-Aminobutyrat (GABA) [Grandison et al., 1977; Keky al., 1977]

Ghrelin [Kalra et al., 1999; Nakazato et al., 200&gn et al., 2000]
Anandamid [Hao et al., 2000; Williams et al., 1999]

Anorexigene Effekteeigten:

a-Melanocyte stimulation hormone-MSH) [Poggioli et al., 1986; Ramos et
al., 2005; Tsuji et al., 1989]

Corticotropin releasing factor (CRF)

Cocaine and amphetamine-regulated transcript (CARIfi3tensen et al., 1998;
Lambert et al., 1997; Lambert et al., 1998]

Glucagon like peptide 1 (GLP-1) [Lambert et al.939Tang-Christensen et al.,
1996; Turton et al., 1996]

Glucagon

Thyrotropin releasing hormone (TRH)

Interleukinp (IL-B)

Cholecystokinin (CCK) [Schick et al., 1990; Schetkal., 1991; Schick et al.,
1986]

Urocortin



* Neurotensin

* Enterostatin

«  Amylin

* Oxytocin

* Bombesin

» Serotonin [Blundell, 1984]

* Dopamin [Leibowitz et al., 1982]

* Histamin

* Noradrenalin ¢1-Rezeptorfl- Rezeptor) [Leibowitz, 1986; Leibowitz et al.,
1983; Ramos et al., 2005]

Energie- Energie-
aufnahme verbrauch
Appetit Appatit o
Gewicht 4 Gewicht J
CYENIanas aVCREanGs
Sysfem @ f:‘ ] Systam

‘“‘ Laptine o)
Ingulin-Rozoptor

I NPY.Rezeptor

Melanocartin
o-MSH

: ol Maolanocoriin-Rezepdor
1 W Ghralin-Rezeptor

4 g MPYIPYY-Rezeptor

Pankreas

Abb.3: Neurohormonale Regulation der Energiebil@mnas and Heitz, 2004].



Aus der Gruppe der orexigen wirksamen Botenstofd an dieser Stelle
exemplarisch das Neuropeptid Y (NPY) genannt séinden zahlreichen bisher
bekannten peripheren Wirkungen wie Modulation varsulinfreisetzung und
Magen-Darm-Motilitdt, konnte eine zentrale Unteakuing der Sattigungssignale
und damit eine umfangreichere Nahrungsaufnahmieesmdere von
Kohlenhydraten, beobachtet werden [Stanley el 885].

Noradrenalin wiederum kann als einziger Transmgtavohl die
Nahrungsaufnahme steigern als auch hemmen, abhémgider Art des Rezeptors,
an den gebunden wird.

Im Nucleus paraventricularis stimuliert echitinur das Fressverhalten, sondern
steigert selektiv die Aufnahme von Kohlentatdn [Meister, 2007].

Bei diesen Botenstoffen muss unterschieden werdéass neben direkt
nachgewiesenen Wirkungen, z.B. durch Instillationdie Liquorrdume, indirekte
Effekte, z.B. durch Blockade spezifischer Rezeptpt@obachtet wurden, die zu
diesen Erkenntnissen gefuhrt haben.

Darlber hinaus arbeitet auch hier der Organismuslamomisch, dass nicht
ausschlieBlich einem Transmitter allein eine beawstien Funktion zugeteilt ist,
sondern dass das konkrete Wirkungsergebnis zuregisResultat agonistischer
und/oder antagonistischer Wirkungsbeziehungen kisdener Teilsysteme ist.
Dabei spielen Signale aus der Peripherie, z.BZdstand der Magendehnung, eine
bedeutende Rolle. Weiters zeigten zahlreiche Véesuam Tiermodell,
insbesondere anhand von Knock-out-Mausen, dassalierte Ausschaltung eines
Regulators zumeist durch andere, weiterhin funkti@mde physiologische
Stellsysteme kompensiert wird, welches einen Tod dedividuums durch
Verhungern in Folge eines fehlenden Fressantrieddsndern soll.

Langst sind noch nicht alle molekularen Einflus€gnd und Regelsysteme
identifiziert.

Sicher ist jedoch, dass die Nahrungsaufnahme uUbannigfaltige Kurz- und
Langzeitsignale aus dem Korper und der Umwelt gestewird und dass der
Hypothalamus als zentrale Schaltstelle dieser kergpl Vorgédnge angesehen

werden kann.
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2.3 Gastrointestinaltrakt (Gl-Trakt)

Unmittelbar im Anschluss an die sogenannte cepPlasse der Nahrungsaufnahme,
in der bereits Geruch und taktile Reize beim Kaugine Erhohung der
Magensaftsekretion bewirken, werden mit dem Vollzadgs Schluckaktes
dehnungssensible Rezeptoren des Pharynx und desh&ges stimuliert. Uber
einen Reflexbogen des Nervus vagus wird der gasitahetonus gesenkt (rezeptive
Relaxation) und der Magen fillt sich sukzessivee @mit einhergehende Dehnung
der Magenwand fihrt zur Aussendung von Sattiguggssen Uber
Vagusafferenzen [Anand and Pillai, 1967].

Versuche am Tiermodell zeigten, dass das Ausmall Meagendehnung
entscheidenden Einfluss auf Dauer und Umfang déefawfnahme hat [Geliebter
et al., 1986; Share et al., 1952; Young et al.,419lm Humanexperiment konnte
mit Hilfe eines beliebig fullbaren Magenballons eimem Volumen von 400 ml
ebenfalls eine deutliche Reduktion der Nahrungsdufre nachgewiesen werden
[Benjamin et al., 1988; Geliebter, 1988; Kramerakt 1989; Meshkinpour et al.,
1988]. Wasser allein kann, unabhangig von zugediihilenge und damit
verbundener gastraler Dehnung, keinen Sattigurejgetérzeugen, da sich der
Magen rasch wieder entleert. Hingegen hat Wasssr \@lumen gebender
Bestandteil von Lebensmitteln im Zusammenhang rinierelangeren gastralen
Verweildauer Einfluss auf das Sattigungsgefuhl [Heh al., 1985; Malagelada,
1977; Rolls et al., 1999; Schick et al., 2003].

Die HOohe der mit der Mahlzeit zugefuihrten Energieesnt nicht von Bedeutung zu
sein, jedoch haben die relative Nahrstoffzusamnteasg und die Konsistenz bzw.
Darreichungsform der Kost Einfluss auf die Zeitdabis zum Erreichen bzw. das
Ausmald des Sattigungsempfindens [Hulshof et al931%orrini et al., 1995;
Tournier and Louis-Sylvestre, 1991].

Die Bedeutung der in einer Mahlzeit anteilig enttraén Nahrstoffkombination aus
Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten fur die Indwkder akuten Sattigung mit
Beenden des Essvorgangs wird bis heute kontrovestart.

Sicher ist, dass je hoher die Nahrstoffdichte umanitd der Energiegehalt im

Chymus ist, desto verzogert erfolgt die Magenenileg in das Duodenum und
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umso langer registrieren gastrale Dehnungsrezeptemen erhohten Fillstand
[Hunt and Stubbs, 1975].

Zusammenfassend scheint beim Menschen der Magenfidemlie periphere
Regulation des  Sattigungsempfindens einflussreaohst Abschnitt  des

Gastrointestinaltraktes darzustellen [GonzalezRewtsch, 1981].

2.4 Verbindungssignale zwischen Verdauungstrakt un&ehirn

Der grol3te Nerv des Parasympathikus, der Nervussyasiellt den bedeutsamsten
Verbindungsweg zwischen Gastrointestinaltrakt uadtzlnervensystem dar.

Die zum Teil gegensatzlichen Wirkungen der den Wewhgstrakt versorgenden
Efferenzen werden in der Medulla oblongata koostini Die zugehoérigen
afferenten Leitungsbahnen leiten fir die Regulatider Nahrungsaufnahme
bedeutsame Informationen, z.B. Uber das Ausmafdgendehnung, zum Gehirn.
Seine Gegenspieler bilden die dem Grenzstrang €U8In sympathicus)
entstammenden Nervi splanchnici mit dem Plexusaoes.

Durch zahlreiche Verbindungen mit dem benachbafamglion mesentericum
superius werden beide als Plexus solaris zusamrfassge in den auch
parasympathische Fasern des Nervus vagus einstraklen dort ziehen die
Nervenfasern mit den Blutgefal3en zu den lokalerneGleten der Oberbauchorgane.
Die erste zentrale Signalverarbeitungsstelle awBertles ZNS stellt das Ganglion
coeliacum dar. Zugehorige afferente Fasern leiterevosensible Informationen der
Bauchorgane an das Ganglion, dort erfolgt eine Nadaun durch Verstarkung oder
Hemmung dieser Impulse. Mittels Verbindungen zwerefiten Neuronen kdénnen
wiederum entsprechende Impulse ausgelost werdetassou.a. gastrointestinale
Motorik und Durchblutung koordiniert werden kénnen.

Bei afferent vagotomierten Ratten war die durchejemitungsbahnen neuronal
vermittelte Induktion von Sattigung bei volumethec Dehnung der Magenwand
aufgehoben, die nahrstoffabhéngigen Effekte bligedach erhalten [Gonzalez and
Deutsch, 1981]. Im Rahmen einer weiteren Versudhsngurde Ratten operativ ein

Zweitmagen angelegt.
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Obwonhl dieser keine Verbindung zum NervensystemTdess hatte, konnte durch
Instillation einer Nahrlésung in das Magentransfadaeine vergleichbare Hemmung
der Nahrungsaufnahme erreicht werden, wie nachikgtpn der gleichen Menge
in den nattrlichen Magen [Koopmans, 1983].

Weiters fielen bei diesen Tieren nach bilateraléfieranter Vagotomie kaum
Anderungen im Fressverhalten auf, sogar das Koepécht blieb mittelfristig
beinahe konstant [Schick and Schusdziarra, 199¢kseDBeobachtungen deuten auf
hormonelle Regulationsmechanismen hin, die moghebse den Ausfall
neuronaler Signale kompensieren kénnen.

Bereits Ende der 60er Jahre des vergangenen Jalertsinfanden sich im
Tierversuch erste konkrete Anhaltspunkte fiir horbealingte Einflisse auf das
Sattigungsempfinden, als man Blut satt gefressemmer nichterne Ratten
transfundierte, welches daraufhin bei diesen Tieren einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme gefuhrt hatte [Davis et al., 19689].
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3. PEPTIDE, DIE MEHR KONNEN ALS GEAHNT

3.1. Bioaktive Peptide

Proteine stellen eine grofe Gruppe an organischembintlungen dar, die eine
Hauptrolle in der Struktur und Funktionalitat allebenden Organsimen spielen.
Sie sind ein grundséatzlicher Bestandteil der todres und menschlichen Ernéhrung
als Quelle fur Energie, Stickstoff, essentielled unicht-essentieller Aminosauren.
AuBBerdem kénnen Nahrungsmittelproteine auch eingl®@sogenannter biologisch
aktiver Peptide (BAPSs) zur Verfiigung stellen, weldire Wirkungin vivo nur dann
entfalten, wenn sie ihren Zielort intakt erreich®azu ist es zumeist notwendig,
dass diese bzw. Vorlauferpeptide nach der oraleimakume den Verdauungstrakt
intakt passieren und Uber die Blutbahn zum Wirkongsransportiert werden.
Freigesetzt werden kdénnen diese bioaktiven Pephlisteh die Hydrolyse wahrend
der Lebensmittelverarbeitung oder durch die Lebésiverdauung.

Solche BAPs sind imstande, aul3er der normalen Ermgh regulatorische
Funktionen im menschlichen System zu beeinfluseas,u.a. die Modulation der
Eingeweidesekretion und die Motilitat, die Abstimmguvon Verzehr, Appetit und
des endokrinen Metabolismus, wie auch immunmodutaioe und antioxidative
Mechanismen.

Allgemein werden sich Fachleute, Lebensmittelhéesteind Verbraucher immer
mehr bewul3t, dass das schnell zunehmende Vorhemrsan Erkrankungen wie
kardiovaskuléare Krankheiten, Adipositas, Hypertorildabetes oder sogar Krebs
mit ernahrungsbedingten Faktoren in Zusammenhaxing [Elliot et al., 1999].

Diese Tatsache hat zu einem vermehrten Interessedam potenziellen
Gesundheitseffekten von bioaktiven BestandteilesieinNahrung gefthrt.
Nahrungsmittelproteine enthalten in ihren Priméidtiren verschiedene
verschliisselte Peptidsequenzen, die potenziellediszche Aktivitat besitzen.

Diese sogenannten bioaktiven Peptide entsteheneemes Reihe verschiedener
Quellen inklusive Tieren, Fischen, Pflanzen undtBakn

[Mine and Shahidi, 2006] wund werden entweder wathrender
Lebensmittelverarbeitung und/oder wahrend der gaséstinalen Verdauung
freigesetzt.
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Zur Entfaltung der erwinschten physiologischen \Whiden (n vivo) ist es notig,
dass diese Peptidsequenzen das jeweilige Zielgeehe Darm, Gehirn) intakt
erreichen, sich somit zum Teil als Hydrolyse-resisigegeniber Verdauungs- und
Plasmaenzymen erweisen und durch die intestinaieeBatransportiert werden.
Erreichen Vorlauferpeptide ihren Zielort,mmass dort ihre Aktivierung durch
gezielte Hydrolyse stattfinden [Rubio anddgber, 2002].

Bioaktive Peptide von einer Grol3e von 2 bis 50 Ame#urerickstanden scheinen
mehrere physiologische Funktionen auszulben.

Umfassend beschrieben wurden die von der Milch laligeen bioaktiven Peptide
[Clare and Swaisgood, 2000; FitzGerald and Me@03; Korhonen and Pihlanto,
2003; Meisel, 2004; Walsh and FitzGerald, 2004; Hooken and Pihlanto, 2006;
Gobbetti et al., 2007; Morris and FitzGerald, 2008]

Diese Informationen deuten daraufhin, dass diegtidgemogliche Auswirkungen
auf das kardiovaskuldre System, das nervale Syst#ams, Verdauungs- und
Immunsystem haben.

Aus verschiedenen Milchproteinen wurden Peptide raittihypertensiver,
antithrombotischer, opioider, zyto- bzw. immunmaeignder oder antibakterieller
Aktivitdt sowie mineralbindende Peptide identifizigsiehe Abb.3), die durch
enzymatische Hydrolyse freigesetzt wurden.

Abb.4: Mégliche physiologische Funktionen bioaktiver Péptaus Milchproteinen
[Korhonen and Pihlanto, 2007]
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Einige dieser Effekte werden durch die Wechselwigkunit dem Opioidsystem
vermittelt [Mine und Shahidi, 2006].

3.2. Opioid-Rezeptor-System

Dieses Opioid-Rezeptor-System ist von besonderderdsse, seit es als eine von
mehreren mdglichen Verbindungen zwischen den plogischen Effekten und der
Aufnahme von BAPs angesehen wird.

Die Opioidrezeptoren leiten ihren Namen von dersditchen Effekten der aktiven
Bestandteile von Opium, insbesondere Morphium, ab.

Nach der Entdeckung des ersten Opioidrezeptore [R&ck and Snyder, 1973]
wurden die ersten zwei endogenen Liganden im Getes Rindes identifiziert
[Hughes et al., 1975].

Opioidrezeptoren gehéren der grofien Familie der rdiem-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRS), den sogenannten 7-Transmenoionanén-Rezeptoren an.
Verschiedene Zellprozesse wie solche unter Beteiigder Adenylcyclase, der Ca-
oder K- Kanale oder der Phospholipase C kdnnen izer éAktivierung dieser
Rezeptoren beitragen [Waldhoer et al., 2004].

Es werden mehrere unterschiedliche Typen und Seabtywmn Opioidrezeptoren

unterschieden:

Typ Lokalisation Wirkungen

pnlund p2 Gehirn Analgesie, Atemdepression nur pu2,
Herz-Kreislauf-Wirkunge

pn2 spinal, sigmiaal Analgesie, Magen-Darm-Wirkung,
Euphorie, Sucht

M peripher Analgesie, Magen-Darm-Wirkung

K Gehirn, spina Analgesie, Sedierung, Dysphorie

Gehirn, spjna Magen-Darm-Wirkung,

peripher modulierende Wirkung
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Es wurde auch ein vierter opioidartiger Rezeptaodeckt, der Orphan Rezeptor benannt
wurde, jedoch im Gegensatz zu herkbmmlichen Opeaeiptoren eine andere
Pharmakologie aufweist [Alexander et al., 2008].

Im Zentralnervensystem sind die Rezeptoren vomneil@ limbischen System, in der
Medulla oblongata und im Hinterhorn des Ruckenmddkslisiert [Abbadie et al.,
2002].

In der Peripherie finden sich Rezeptoren u.a. igetetiven Nerven, im Plexus
myentericus und im Plexus submucosus der glatten skMatur des
Gastrointestinaltrakts [Fickel et al., 1997].

3.2.1 Endogene Opioide

Die endogenen Opioide sind kérpereigene Peptider@peptide), die bei Sdugetieren
in Hypothalamus und Hypophyse produziert und im rRa der Stressantwort durch
emotionale Stimuli oder durch UV-Licht ausgeschitterden.

Sie dienen zur akuten Schmerz — und Hungeruntekdndg aber interagieren auch mit
den Sexualhormonen und sind an der Entstehung uphdfie sowie der Regulation
von gastrointestinalen Funktionen, Atmung, Therrgaolation und Immunreaktionen
(als hemmende Neurotransmitter und Neurohormorte)lige.

Angeblich ist die Sekretion endogener Opioide abehpsychischen Stérungen, wie
Schizophrenie und Autismus verandert, jedoch fehlgm diese komplexen

Regulationsvorgénge bisher eindeutige Beweise.

Diese endogenen Liganden lassen sich in drei Gruppterteilen:

1. Endorphine: das Vorlauferpeptid dieser Gruppdas Proopio-melanocortin, aus
dem die Endorphime undy hervorgehen.

2. Enkephaline: bei diesen sind die Varianten Megy- und Met-Arg-Phe-Enkephalin
bekannt, die sich durahM-terminalen Aminosauren unterscheiden
und die eine besonderinA#t zu 5-Opioidrezeptoren vorweisen.

3. Dynorphine: diese unterteilen sich in DynorpAinond B sowien- und

B-Neoendorphin und tendieren gtOpioidrezeptoren
[Rowbotham, 2001].
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3.2.2 Exogene Opioide

Es ist bereits seit beinahe dreil3ig Jahren bekaiass mehrere Proteine, die in unserer
Nahrung vorhanden sind, Sequenzen enthalten, die deren Freisetzung zumindest
theoretisch mit Opioidrezeptoren interagieren kénne

Uber die Entdeckung solcher exogenen Opioidliganslerde erstmals 1979 berichtet
[Zioudrou et al., 1979]. Auch die ersten pharmal@ohen Beschreibungen von den
mit der Milch abgeleiteten Peptide, die spaterpfaGasomorphine (BCMs) bezeichnet
wurden, gehen auf das Ende der 1970er Jahre z{Biktl et al., 1979; Zioudrou et
al., 1979; Brantl et al., 1982; Koch et al., 1985].

Von Lebensmittel abgeleitete Peptide, die an Opézieptoren binden und somit in
einer direkten Wechselwirkung mit diesen stehamj sis exogene Opioidpeptide bzw.
Exo(mo)rphine bekannt [Teschemacher, 2003].

Milch- und Molkeproteine stellen eine Quelle vieleeptide mit opioiden Aktivitaten
dar, inklusive der Casomorphine.

Unter  Verwendung pharmakologischer  Standardanalysdtonnte  beim
Meerschweinchen herausgefunden werden, dass s®@@Wk des Rindes als auch die
des Menschens vorwiegend an den p-Opioidrezeptbityfen [Koch et al., 1985].
Verglichen mit den Opioidpeptiden, die sich von delilch ableiten, ist die
Pharmakologie von diatetischen Exorphinen aus amd&ahrungsmittelquellen nur
sehr wenig untersucht worden, und die physiologisckffekte dieser Peptide missen
vor allem inin vivo-Untersuchungen noch vollstandig aufgeklart werden.

Es liegen auch Berichte Uber potenziell ungtinséigeswirkungen fiir die Gesundheit
von Opioidpeptiden aus Nahrungsmitteln vor.

Einige ©kologische Studien weisen daraufhin, dassven der Milch abgeleiteten
BCM-7 (Beta-Casomorphine-7) und verwandte Zusameteoegen an der
Entwicklung verschiedener menschlicher Erkrankunggs Diabetes mellitus Typ |,
ischamichen Herzkrankheiten, Autismus oder Schimmgh beteiligt sein kénnen
[Elliott et al., 1999; Mc Lachlan, 2001]. Die mdgte Freisetzung der BCM-7 wahrend
der Proteinverdauung scheint prinzipiell von dem#@senheit spezifischer genetischer
Varianten des Rinddg¥-Caseins abzuhangen, namlich der spezifischen marid und

B [Hartwig, 1997; Jinsmaa and Yoshikawa, 1999].
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3.3 Nahrungsmittelquellen von Opioidpeptiden

Viele verschiedene Nahrungsmittelproteine enthalaptidsequenzen, die sich als
Liganden von Opioidrezeptoren verhalten [Zioudrowale 1979; Brantl et al., 1986a;
Teschemacher, 2003; Guesdon et al., 2006].

Es ist bekannt, dass Opioidpeptide aus einer ReadmeLebensmittelquellen gebildet
werden kdnnen.

Tabelle 2: Nahrungsmittelproteinquellen von Opiemptor-Liganden/Peptiden
[Teschemacher, 2003]

Nahrungsmittel Vorlauferprotein Referenz
Milch und Milchprodukte a-Casein (Zioudrou et al. 1979)
B-Casein (Brantl et al., 1979)
k-Casein (Chiba et al., 1989)
a-Lactalbumin (Yoshikawa et al., 1986)
B-Lactoglobulin (Yoshikawa et al., 1986)
Lactoferrin (Tani et al., 1990)

Weizen Gluten (Fukudome and Yoshikawa, 1992)
Reis Albumin (Takahashi and Yoshikawa, 1994)
Soja a-Protein (Agui et al., 2006)

Ei Ovalbumin (Zioudrou et al.1979)

Von der Nahrung abgeleitete Opioidpeptide werdsreabgene Opioide klassifiziert.
Sie besitzen gewohnlich einen Tyrosinrest am N-Truslihrer Aminosaurensequenz.
Endogene Peptide hingegen weisen meist die Amimestailge Tyr-Gly-Gly-Phe an
deren N-Terminus auf [Teschemacher, 2003].

In den meisten Féllen sind exogene Opioide isolierd anschlielend anhand der

enzymatischen Verdauung ihres urspriinglichen Rreidentifiziert worden.
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3.3.1. Opioidpeptide in der Milch

Milchproteine wurden am haufigsten in Bezug auf Alievesenheit von Opioidpeptid-
Sequenzen untersucht, und sind in der Literatuagsgind nachgepriift worden [Meisel,
1997; Teschemacher et al., 1997; Meisel and Fia@e2000; Guesdon et al., 2006].
Die meisten Studien sind mit Kuhmilchproteinen thgefiihrt worden; es gibt nur eine
begrenzte Anzahl von Untersuchungen mit humanechMBrantl, 1984; Ferranti et al.,
2004].

Wie Tabelle 3 veranschaulicht, enthalten die Haulphmproteine
Opioidrezeptorliganden.

Daraus ergeben sich abhangig von deren Ableitulgghole Benennungen:

Bezeichnung Ableitung von
Exorphine, Casoxin D a-Casein
B-Casomorphine}-Casorphine B-Casein
Casoxine (A, B, C) k-Casein
a-Lactorphine a-Lactalbumin
B-Lactorphine B-Lactoglobulin
Lactoferroxine Lactoferrin

Die Mehrheit der Milchpeptide wurde bis dato alsidgpAgonisten identifiziert,

wahrend sich Casoxine und Lactoferroxine hinged¢e®aioid-Antagonisten verhalten.



20

Tabelle 4: Opioidpeptid-Sequenzen verschiedenechyioteinquellen, speziell der

B-Casomorphine

[Meisel and FitzGerald, 2000; Temmacher, 2003; Chessa et al., 2008]

Kuhmilch

BCM-4, B-cn f(60-63)
BCM-5, B-cn f(60-64)
BCM-7, B-cn f(60-66)
BCM-8, B-cn f(60-67)

Humane Milch

BCM (1-4), p-cn f(51-54)
BCM (1-5), B-cn f(51-55)
BCM (1-7),B-cn f(51-57)
BCM (1-8), p-cn f(51-58)

Schafmilch

BCM-8, p-cn f(60-67)

Biffelmilch

BCM-7, -cn f(60-66)

_Struktur
Tyr-Pro-Phe-Pro
Tyr-pro-Phe-Pro-Gly
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle-
Pro/His
_Struktur
Tyr-Pro-Phe-Val
Tyr-Pro-Phe-Val-Glu
Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-lle
Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-lle-Pro

_Struktur

Tyr-Pro-Phe-Thr-Gly-Pro-lle-Pro

_Struktur

Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle

[cn = casein; f = fragment]
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3.3.1.1 Kuhmilch
3.3.1.1.1 Genetische Polymorphismen d@sCaseins

Die Primarsequenz aller Nahrungsmittelproteine eéster genetischen Schwankung
unterworfen. Dies gilt auch im Falle der Kuhmilcbg@ine.

Uberdies koénnen genetische Polymorphismen den Tigpktiver Peptide, die von
Milchproteinen freigesetzt werden, diktieren.

Z.B. kommt im p-Casein eine Aminosauresubstitution an der Positéh in

verschiedenen Varianten vor:

.- TyP%-Pro*-Phé?Prd™-Gly**-Prd™-1le®®-(His®))-.. p-Casein A und B
Varia
.- TyP%-Pro-Phé&?Prd>-Gly**-Prd™-1le®®-(Prd®)-...p-Casein A? Variante

Bei der A - und B- Variante imB-Casein kommt Histidin in der Position 67 vor,
wohingegen bei der A% Variante de€aseins Prolin in derselben Position prasent ist.
Diese genetische Substitution scheint die enzyotaidydrolyse der Peptidbindung
zwischen den Aminoséuren 66 und 67 in der A%-Vaeiatesp-Caseins zu verhindern
und somit auch die Freisetzung von BCMB7Qasein f(60-66)) aus der A2-Variante des
B-Caseins [Jinsmaa et al., 1999].

Da ein genetischer Polymorphismus mit der Art/Gagtausammenhéangt, hat sich viel
Interesse auf die Charakterisierung deCasein-Variabilitdt bei Rindergattungen
focusiert, speziell in Hinblick auf mdgliche Gesthedseffekte vorp-Casomorphinen.
Die ersten Beweise von genetischem Polymorphisntasirsen von Aschaffenburg
(1961), der unter Verwendung einer Papierelektrogge in Gegenwart von 6,0 Mol
Harnstoff bei einem Citrat-Phosphat-Puffer mit pB féststellte, dagsCasein aus drei
Polymorphen besteht, in der Gro3enordnung von laeelamenden Beweglichkeit fis
Casein A, B und C benannt.

1966 entdeckten Peterson und Kopfler unter Anwegde@mer Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, dagsCasein A in drei zusatzliche Varianten unterterden

kann, die al$-Casein A, A2 und A3 nun bezeichnet werden.
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Diese Varianten unterscheiden sich voneinanderhdualie Zahl positiv beladener
Histidinriickstande in der Priméarsequenz, d.h. éné 4.

In jingster Zeit wurden durch die Anwendung u.a.Abasierender Techniken eine
Reihe anderep-Casein-Varianten entdeckt, die spezifische Aminossubstitutionen

aufweisen.

Tabelle 5: Aminoséauresubstitutionen im Rin@leGasein
[Ng-Kwai-Hang and Grosclaude, 2003

Variante Aminosaureposition bzw.-substitution
Al A2 *"His—Pro

AZ—-A3 19%His—GIn

Al B 1225er-Arg

Al -C ¥Glu—Lys **SerP-Ser

A2—D ¥serpsLys

A2—E ®Glu—Lys

Jedoch ist die Variante der Proteinzusammensetzungzon Milch und
Milchbestandteilen ebenso wie die tatsachliche Abnfme spezifischer Milchprotein-
Varianten durch verschiedene Bevdlkerungsgruppeze#unicht bekannt.

Lediglich Dev et al. (1994) und auch Steinerovaalket(2004) konnten zeigen, dass

humane Milch keirg-Casein A enthélt.
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3.3.1.1.2 Die Bildung der BCMs wahrend der Lebensrielverdauung in vitro

Viele wissenschaftliche Berichte befassen sichdaimh Vorkdmmnis der Opioidpeptide
in Milchprodukten vor oder nach sogenannter sinmdregastrointestinaler Digestion
(SGID).

Zur ldentifizierung und Quantifizierung vof-Casomorphinen wurden analytische
Techniken wie die Flussigkeitschromatographie  mit V-Detektion oder
Massenspektroskopie angewandt, flur die mdgliche is€étming der BCMs
unterschiedliche Digestionsprotokolle herangezo@enlierung durch enzymatische
Verdauung), bei denen eine oder mehrere Magen- Danproteasen verwendet
wurden.

Es scheint offensichtlich, dass die Art der Her&regsweise, die fur die Isolation, die
Identifizierung und die Quantifizierung d¢rCasomorphine gewahlt wird, auf die
Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit von Reseitainwirkt.

Aus den verdffentlichten Daten ergeben sich jedddhklarheiten, ob reale
Molkereinahrungsmittelsysteme oder Modelle diesgwendet wurden.

Der theoretische Ertrag verschiedener Opioidpeptieke entsprechenden Proteins wird

in der Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Theoretischer Ertrag einiger Opioidagtam und — antogonisten aus
Kuhmilchproteinen [Meisel and B&rald, 2000].

Bioaktive Peptide Urspringliches Protein Maximalertheoretischer
Ertrag (mg/g Protein)

Opioidagonisten

BCM-7 B-Casein 33,0
BCM-5 B-Casein 24,2
a-Lactorphin a-Lactalbumin 35,2
B-Lactorphin B-Lactoglobulin 30,2
Opioidantagonisten

Casoxin A k-Casein 51,4
Casoxin B k-Casein 31,8

Casoxin C k-Casein 65,8
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Die potenzielle Freisetzung vorp-Casomorphinene wahrend der SGID von
Milchproduktenin vitro ist in mehreren Studien untersucht worden.

Die Brauchbarkeit und Zuverlassigkeit dieser Untelnsingen hangen sowohl vom
enzymatischen System als auch von physiologischktofen ab.

Besonders relevant erscheinen hier , insbesondgr&duglingen, die Parameter des
Verdauungsprozesses, einschlieBlich der Rate dgeiMeerung sowie Anderungen des
pH-Wertes im Magen.

Um zu veranschaulichen, was wahrend des gastroimdks) Transportweges
geschehen kann, so sollte im Allgemeinen die Vedweg von hydrolytischen
Enzympraparaten, die mehrere Amino- und CarboxpkiBase-Formulierungen
enthalten, zu zuverlassigeren und vergleichbargelirissen fuhren.

Wenn man die unterschiedlichen Studien miteinanéegleicht, scheint es, dass eine
anfangliche Hydrolyse durch das Enzym Pepsin ecigiSselrolle wahrend der SGID
desp-Caseins spielt.

Jinsmaa et al. (1999) konnten zeigen, dass BCM-3,und -21 oder (Va})-BCMs
nach der anfanglichen Spaltung durch das Pepsihalé?-Val*®-Bindung imp-Casein
freigesetzt wurden und darauf der weitere Abbagllarmproteinasen erfolgte.

Wenn die einleitende Behandlung mit Pepsin beimeipél-Wert von 2,0 weggelassen
wurde, fand man nur sehr niedrige Gehalte von BCfI7mmol BCM-7/moB-Casein)
im Elastase-Leucin-Aminopeptidase-Digest flé3aseins.

Auch die Rolle der Pankreasenzyme wurde untersughbei wurde kein BCM-7
freigesetzt, wenn Chymotrypsin oder Trypsin anstad Pankreatins fur dgCasein-
Verdauung nach einer Pepsin-Behandlung verwendetem.

Macaud et al. (1999) entdeckten zwar unter Anwegdumn Ableitungsspektren der
zweiten Ordnung und UV-Spektren BCM-3 aber kein BZMin einem
Pepsinhydrolysat von Casein.

Laut Schmelzer et al. (2007) ist die Freisetzunkghater bioaktiver Peptide aus den
Al - oder den A%-Varianten dgsCaseins im Anschluss an eine peptische Digestion
unter SGID unwahrscheinlich.

Es konnte keine Bildung voffi-Casomorphin-7 im Anschluss an eine 10-60minitige

Digestion mit Pepsin bei einem pH-Wert von 2,0 &gt werden.
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Der Abbau deg-Caseins wurde mittels LC-MS kontrolliert, und ehien, dass die
Eiwei3spaltung hauptséchlich durch die Aminosaupesez deg3-Caseins bestimmt
wird.

Im selben Jahr gelang es Cieslinska et al. (200&) die Freisetzung von BCM-7 aus
einer homozygoten A2-Milch im Anschluss an die Bigen (24 Stunden bei einem pH-
Wert von 2,0) mit Pepsin zu berichten. Die Quanifiung von BCM-7 erfolgte mittels
HPLC/UV and wie sich zeigte, war die Freisetzung BCM-7 aus homozygoter A2-
Milch viermal niedriger als aus homozygotéer-Milch.

Jedoch muss erwdhnt werden, dass die genauen Memgef-Casomorphin- 7 in
diesen Milchproben unbekannt sind, da sich diech&gten Daten nur auf Milchextrakte
bezogen haben.

Auch De Noni (2008) untersuchte unter Verwendung k€-MS/MS die Freisetzung
von BCM-5 und BCM-7 wéahrend der SGID von Rinderimdarianten de$-Caseins
(A, A2 und B). Dabei wurde eine Pepsin-Digestion dieem pH-Wert von 2,0; 3,0
und 4,0 angewandt, gefolgt von einer Hydrolysedain Enzym Corolase PP™,

Die Varianten deg-Caseins wurden aus unverarbeiteter Milch extralied nach der
Auflosung in ultrafiltrierter Rindermilch verdautBCM-7 wurde wéahrend der
anfanglichen peptischen Digestion von keiner deéensnchten Varianten d@sCaseins
gebildet. Jedoch setzten die B-Varianten gi€saseins wahrend SGID unabhéngig vom
pH-Wert die hochste Menge an BCM-7 (5-176mmol BCMhal p-Casein) frei, gefolgt
von der A -Variante.

Aus den verschiedenen A2-Varianten wurde wahrenshekeSchritte des SGID-
Prozesses BCM-7 freigesetzt.

AulRerdem konnte auch gezeigt werden, dga€asomorphin-5 in Hydrolysaten ohne
Rucksicht auf die genetische Variante des ursprctmgh f-Caseins oder des wéahrend
SGID verwendeten pH-Wertes nicht gebildet wurde.

Des weiteren konnte De Noni (2008) auch keine BCder BCM-7 in peptischen
Digests (pH-Wert 2,0 oder 3,5) von auf Milch basmeten Sauglingsanfangsnahrungen
Im Anschluss an SGID entdecken. Diese Produkteigdteh zwar sowohl A- als auch
A2-Varianten desp-Caseins, aber nur wegen der weiteren Verdauunghddie
Corolase PP™ waren Mengen von BCM-7 in einem Bereon 0,02 bis 0,37mmol/ml

feststellbar.
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Eine Reihe von Studien berichtet tber die Bildumgl ulas weitere Schicksal dp¥
Casomorphine-7 in fermentierten Milchprodukten,sehliel3lich Kase, fermentierter
Milch und Joghurt.

Jedoch ergibt sich dabei eine Liicke quantifiziegb&raten bezlglich des tatsachlichen
Gehalts an BCM-7 in diesen Produkten durch die $aingkeit der Identifizierung und
Quantifizierung in derartig komplexen Nahrungsnhitt&trizes, die aus vielen Peptiden
als Resultat der Milchproteinhydrolyse bestehen.

Die Bildung und der Abbau vof--Casomorphin-7 wurden hauptsachlich anhand von
gereinigten Caseinen oder synthetischen BCMs alsbst&te, einzelner
Bakterienstimme oder deren assoziierten Proteifizzegn Peptidasensysteme

untersucht.

3.3.1.1.3 Die Bildung der BCMs wahrend der Lebensittelverarbeitung

Keine Studie kann eine Wirkung von Milchverarbegsbedingungen wahrend
nachfolgender Fermentation auf die Freisetzungp+s@asomorphinen bestatigen.

Es ist sehr wohl bekannt, dass intensive Warmelanagen (90-95°C fur 5-20min),
die bei der Joghurtherstellung angewandt werdere #hermische Modifizierung des
Proteins verursachen, welche zu gewlnschten Eigafisa wie z.B. der Viskositat im
Endprodukt beitragen kann.

Eine Erwarmung fuhrt zu einer Entfaltung von Proteolekilen und modifiziert
folglich deren sekundare und tertidre Strukturdigser Beziehung gelten Caseine nicht
als empfindlicher gegenuber der Hitzedenaturierung.

B-Casein scheint nur kurze Langen vaeiSpiralen zu bilden, und hat eine weniger
ausgepragte tertidre Struktur. Deshalb kfr®@asein nicht oder nur kaum denaturiert
werden, und wie erwartet, andert sich dessen Gestigrund thermischer Behandlung
nicht.

Schmelzer et al. (2007) untersuchten die Eiweifspglvon p-Casein wahrend der
peptischen Digestion unter simulierter gastroimeder Digestion.

Dabei wurden keine bevorzugten Pepsin-Zellteiluskmisationen auf der Grundlage

von der vorausgesagten sekundéaren Struktur gefunden
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Diese Entdeckung unterstitzt die Hypothese, dass H#&ayzm Pepsin am
wahrscheinlichsten auf eine ahnliche Weise entwederdas native oder die erhitzten
Formen vor-Casein agiert.

Eine starke Warmebehandlung von Milch erhéht didduBig von stabilenf-
Lactoglobulin — Komplexen auf der Oberflache vors€amicellen€-Casein) deutlich.
Wie angenommen wird, reduzieren diese KomplexeCaiseinproteolyse, da diese den
Zugang von Proteinasen erschweren [Enright e1889].

Almaas et al. (2006) zeigten zwar anhand der Digreston Kuh- und Ziegenmilch auf,
dass erhitzte Milch im Allgemeinen reistenter gdgdesr der Hydrolse ist als
unverarbeitete Milch, aber dennoch konnte bis haoth nicht bestéatigt werden, dass
thermische Behandlungen eine entscheidende Rale Yerhindern oder Férdern der
Freisetzung von BCMs spielen.

Ebenso wurde bis dato keine Studie bezlglich dekWig von UHT-behandelte Milch
auf die Freisetzung vditCasomorphinen wéhrend der Verdauung veroéffentlicht

In der jungsten Studie von De Noni (2008) konntendestriert werden, dass UHT-
behandelte Milch die Freisetzung von BCM-7 auch Hmtzebehandelten

Sauglingsanfangsnahrungen nicht beeinflussen kann.

3.3.1.2 Humane Milch

Es gibt nur wenige Berichte Uber Opioidpeptide, diehumaner Milch identifiziert
wurden. Diese wurden anfanglich 1984 durch Brandleund 1985 durch Koch et al.
untersucht, aktueller 2004 durch Ferranti et al.

Ferranti et al. (2004) verwendeten fir seine Untgrang MALDI/TOF/MS und
ESI/MS und berichteten, dass das Casein der Huntamniiir die Proteolyse
empfanglicher agiere als das Casein der Rindermilch

Die meisten Peptide mit niedrigerem und mittlereroldkulargewicht der humanen
Milch sammeln sich wahrend der ersten Woche detdtimk an und entstehen durch
endogene Hydrolyse deg&Caseins. Zwei korrespondierende Opioidpeptide emrd
hierbei identifiziertp-Casomorphin (1-8) ung-Casorphin (1-4).

Angeblich nimmt die GrolRe dieser Peptide als eimmkBon der Zunahme der

Gestation- und Laktation-Periode ab.
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Tatsachlich sind groRere Vorlauferfragmente der BC(d1-73, 48-73 und 35-73)
sowohl in der,Frih Milch* als auch in der ,Normaldfilch“ vorhanden, wohingegen
kirzere Sequenzen (einschlieRligqCasomorphin 1-8) nur nach der normalen
Gestationsperiode gefunden wurden.

Jarmolowska et al. (2007a) bestimmten unter Verwegdvon HPLC/UV-Methoden
den Gehalt an endogenen BCM-5 und BCM-7 in Humaimiivdhrend der
unterschiedlichen Stufen der Laktation. Dabei wued#gestellt, dass der BCM-Gehalt
wahrend der Laktationsfolge abnimmt.

Weiters konnte aufgezeigt werden, dass der Gelait BCMs der Kolostralmilch
finfmal hoher an BCM-5 und achtmal hoher an BCMa#,werglichen mit dem Gehalt
dieser Peptide in der reifen Milch..

Es wird vermutet, dass diese Peptidfragmente, aile 8&ugling Uber die Humanmilch
aufgenommen werden, intakt resorbiert werden und tamunsystem positiv
beeinflussen.

AulRerdem gelangen dig-Casomorphine aus den Milchdriisen, in denen diege u
gebildet werden, in die maternale Blutbahn und emeigositive Effekte auf das
Kardiovaskularsystem.

Allerdings ist die physiologische Signifikanz diegdfekte noch unklar.

3.3.1.3 Ein Beispiel fur die Freisetzung von Opiden wahrend SGID, die sich
nicht von Milch ableiten

Diatetische Opioidpeptide sind in einer Reihe vootéinquellen (siehe Tabelle 2) wie
Weizen, Gerste, Sojabohne, Spinat oder auch imvBltutanden.

Fukudome und Yoshikawa (1992) entdeckten die Giabeorphine A4, A5, B4 und B5
in einemin vitro - Digest mit Pepsin und Thermolysin des Weizeryiat

Dieselben Peptide wurden jedoch nach einer allemigepsin-Digestion oder auch in
einem Pepsin/Trypsin/Chymotrypsin — Digest nicHiilgket.

Sehr wohl konnten aber Gluten-Exorphine nach einiteren Hydrolyse der
peptischen Auswahl mit mikrobiellen neutralen Pireen auf Aspergillus oryzae oder

Bacillus subtilis nachgewiesen werden.
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Diese Ergebnisse wiesen daraufhin, dassndig@vo Freisetzung der Glutenexorphine A
und B des Weizenglutens durch das ZusammenspidPelesins und enterobakterieller
Proteinasen erfolgen kénnte.

Fukudome und Yoshikawa (1993) gelang es dann sdgarQpioidpeptid Exorphin C
aus einer Pepsin/Trypsin/Chymotrypsin — Digest\Weszenglutens zu isolieren.

In einer nachfolgenden Studie 1997 konnten Fukudemal. schliel3lich tber eine
Freisetzung der Glutenexorphine A und B aufgrurgl Zissammenwirkens des Pepsins
und der Pankreaselastase berichten. Diese Exorfibimeten deswegen potenziéil
vivo freigesetzt werden und zwar durch die Aktivitattgaiatestinaler Proteinasen nach

der Nahrungsaufnahme des Weizenglutens.
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3.4 Molekulare Wechselwirkungen, Absorption und Traasportsysteme von
Nahrungsmittelpeptiden

3.4.1 Molekulare Wechselwirkungen

Aus den vorherigen Aufzeichnungen geht klar hervatass Proteine in
Nahrungsmittelprodukten Peptide enthalten, die Beadn hervorrufen konnen, die
typische metabolische Funktionen oder Ernahrungsiumen tbertreffen.

In einigen dieser Falle kann die direkte Wechséwig mit einem Enzym, wie z.B. die
Hemmung des ACE (Angiotensin-Converting-Enzym) regeén, weshalb bioaktive
Peptide wu.a. auch als ACE-inhtmische Peptide bezeichnet werden.
Dieses Enzym ist aufgrund seiner breiten Subseaibfit das Schlisselenzym der
Blutdruckregulierung. Zu den endogenen Substrateimdiggn Angiotensin | und Il
(Vasokonstriktoren), Bradykinin  (Vasodilator), veingedene Neurotransmitter
(Substanz P: stimuliert Kontraktion glatter Musledlen im Darm oder
immunstimulierende, schmerzhemmende Enkephalineymbne (Neurotensin oder
Insulin) sowie chemotaktische Peptide [Foltz et2008].

Es kann aber ebenfalls eine direkte Wechselwirkumgy einem oder mehreren
Rezeptoren vorliegen, wie z.B. die Bindung zu Opieioder anderen Rezeptoren.

Auf der anderen Seite kdnnen Peptide auch aufintieekte Weise agieren, wie z.B.
Uber das Immunsystem oder durch eine Bindung resaktZzwischenprodukte aus
biologischen Prozessen.

Wie bereits im Kapitel 3.2.2 der Exogenen Peptideibnt wurde, stehen diese in einer
direkten Wechselwirkung vor allem mit p-Opioidretmapypen. Diesbezuglich ist es
wichtig zu bemerken, dass die von exogenen Peptigevorgerufenen Effekte nicht
immer Uber diese Wechselwirkung erklart werden lednn

Es ist allgemein von groRer Bedeutung, dass bes®npgharmakologische und
toxikologische Mechanismen gut fundierte experirab@at Beweisuntersuchungen
erfordern, wobei Daten, die voim vitro-Studien oder Studien, die in spezifischen

Tiermodellen durchgefuhrt wurden, nicht auf den Bten Gbertragbar sein konnen.
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3.4.2 Grundlagen des Peptidtransports
3.4.2.1 Epithelialer Membrantransport

Epithelien gestatten oder verhindern selektiv déssage von Substanzen, d.h. ihre
Hauptaufgaben sind die Barrierefunktion und den3part.

Die Zellen von Trennepithelien besitzen eine pofatrektur und sind miteinander tber
Schlussleisten (tight junctions) verbunden. Diesleli&sleisten sind frei durchlassig fur
Substanzen bis zu einem Durchmesser von 0,8 nioghedeniger- oder undurchlassig
fur hochmolekulare Stoffe wie Peptide.

Das Epithel besitzt demnach fir solche Substanzen Eigenschaften einer
semipermeablen Membran. Die apikale Zellmembran dsfinitionsgemal® der
funktionellen AuR3enseite zugewandt und bildet fragigge Ausstilpungen (Mikrovilli).
Sie wird daher als Burstensaummembran bezeichnet.

Die basolaterale Membran besteht aus der basalenefebran, die direkt der Blutseite
zugewandt ist, und den lateralen Zellmembranendd&llembranen sind strukturell
und funktionell identisch.

Die Resorption von Substanzen Uber epithelialei@&am erfolgt in Abhangigkeit von
ihren physikochemischen Eigenschaften entwederzpludér (eingeschrankt durch die
tight junctions) oder transzellular [Shimizu et 4997].

Grundlage des transzellularen Transports ist dezhaéd der Peptide aus der wassrigen,
luminalen in die lipophile, membranale Phase. Diegargang ist Energieaufwendig
(Desolvationsenergie) und wird durch ein niedrigéssserstoffbricken-
Bindungspotenzial begtinstigt. Eine Senkung diess#sniflals wird durch Interaktion
zwischen Peptiden und der Burstensaummembran keddly aufgrund einer
resultierenden intramolekularen KonformationsandgiiPauletti, 1997].

Beim transzelluaren Transport wird zwischen aktivad passiven
Transportmechanismen unterschieden. Antriebskv@iteaktiven Transportern kénnen
zum einen die ATP-Hydrolyse und zum anderen elekgmische Gradienten sein.
Beim passiven transzellularen Transport diffundieBubstanzen immer in Richtung
des Konzentrationsgradienten entweder direkt dudib Phospholipidmembran
(hydrophobe Substanzen, wie u.a. Opioidpeptidefaeime Diffusion) oder bei
hydrophileren Substanzen mit Hilfe von Kanalen oti@nsportproteinen
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(erleichterte Diffusion). Dagegen kann ein aktiveransport auch gegen einen
Konzentrationsgradienten verlaufen, d.h. es kommt ener Anreicherung der

transportierten Substanzen in der Zelle.

Abb.5: Diffusion durch Membranen [Patlak, 1999].
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Man unterscheidet zwischen priméar, sekundar uridtexktivem Transport.

Primar aktiver Transport erfolgt immer unter dieskt Verbrauch von ATP. Ein
Beispiel hierfir ist die NdK*-ATPase, die bei Epithelien in der basolateralemidiean
lokalisiert ist und pro ATP-Molekiil drei Nanach auRen und zwei*Kn die Zelle
transportiert. Auf diese Weise wird ein N@radient erzeugt, der z.B. vom Wd'-
Austauscher oder vom Na+-abhangigen Glucose-Tratess treibende Kraft genutzt
wird. Diese Transporter arbeiten daher sekundév,afta sie vom aufgebauten Na
Gradienten der N&K*-ATPase abhangig sind.

Der Na/H*-Austauscher baut mit Hilfe des N&radienten einen HGradienten auf,
der z.B. vom F/Peptidsymporter oder vom "Habhangigen Aminoséaure-Transporter
genutzt wird. Diese Transporter sind also tertkiiva
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Die Bedeutung aktiver Transportvorgange steigt mié.abnehmender intraluminaler
N&ahrstoffkonzentration an [Madara and Pappenheit@87].

Des weiteren kann der Transport von Substanzen é&tiessigkeiten auch Uber
rezeptorvermittelte Endozytose, Transzytose, Pito@azy oder Potozytose erfolgen
[Rehner and Daniel, 2002].

3.4.2.2 Das Epithel des Darms

Der Gastrointestinaltrakt dient der Verdauung undn&hme von Nahrstoffen.

Die Resorption im Dunndarm wird insbesondere dusg®zielle morphologische
Strukturen (zirkulare Kerckringfalten, DarmzottemduMikrovilli des Darmepithels) zur
Vergrolierung der Oberflache (Faktor 600) erhohtleJ®armzotte ist mit einer
einfachen Schicht von zylindrischem Epithelgewebddgkt, das mit schleimbildenden
Becherzellen durchsetzt ist. Ab der Mitte der Zois¢ die Diffundierung der
Epithelzellen abgeschlossen, d.h. die Mikrovillndsiausgebildet und alle fur die
Resorption spezifischen Enzyme und Transportsyssanageexprimiert.

Die Epithelschicht ist auRerdem von einer Schlelmtét (Mucus) bedeckt, in der ein
Mikroklima mit einem pH-Wert von 6,1 bis 6,8 heflntcSie kann von Substanzen
mittels einfacher Diffusion Uberwunden werden.

Die luminale Proteinverdauung beginnt im Magen Hu¥ermischen mit gastralem
Sekret. Das Pepsinogen wird durch Saurehydrolyse Aatokatalyse aktiviert.

Pepsin weist ein Aktivitats-Optimum im niedrigen-@reich auf. Allerdings unterliegt
der pH des Magens starken Schwankungen (pH 1,%); @éie u.a. durch Proteine
verursacht werden. Der Grol3teil der hydrolytiscB@altungen erfolgt im Jejunum und
Doudenum durch Pankreaspeptidasen (Endo- und Etdasen) zu Oligopeptiden und
Aminosauren. Die Oligopeptide werden durch memblémige Peptidasen weiter zu
Tri- und Dipeptiden und Aminosauren abgebaut.

Diese werden in die Epithelzellen mittels epitHelid ransporter aufgenommen, wo die
meisten Tri- und Dipeptide weiter zu Aminosaurespgdten werden.

Die Aminosauren und die restlichen Dipeptide werdettels anderer Transporter Gber
die basolaterale Membran in den extrazellularen nRaund letztlich ins Blut
transportiert [Van Dyke, 1989].



34

3.4.2.3 Absorption von Peptiden im Allgemeinen

Damit Peptide systemisch agieren kénnen, solltesedvom GI-Trakt in einer aktiven
Form absorbiert werden.

Die Peptidasen in der Membran des Birstensaums ainder Einschrankung der
Absorption von kleinen Peptiden Uber die Darmmucalgas beteiligt, denn sie sind
hauptsachlich gegeniber tri-, tetra- und hohere tidRep (bis zu 10
Aminosaurerickstande) aktiv, wohingegen intrazétkil Peptidasen vorwiegend
Dipeptide spalten [Pauletti et al., 1996].

Die Magenentleerung und der intestinale Transponnkn die Zeit, die ein Peptid im
GI-Trakt verweilt, wesentlich modifizieren und sareine Absorption beeintrachtigen.
AuBBerdem konnte, unabhé&ngig vom pKa des Peptids, Megen-pH den
Peptidtransport hemmen oder forcieren.

Der weitere Abbau kann dann durch Peptidasen dagr,-én Blutstrom und in anderen
Geweben stattfinden.

Eine Voraussetzung fur Peptide, um im ZNS eine &Repielen zu kdnnen, ist ihre
Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren, aubrim Kapitel 3.4.2.6 naher
eingangen wird.

Wie bereits erwéhnt, exisitieren ein parazelluldreziehungsweise ein transzellularer
Transportweg fir Substanzen, um das Darmepithduechqueren.

Einen anderen Mechansimus der Ubertragung konnteh aie Peyer-Plaques im
Magen-Darm-Trakt, ein eigenes immunkompetentes lhgewebe im Dinndarm,
darstellen [Des Rieux et al., 2006; Foltz et 2008.

Bei gesunden Erwachsenen ist die Absorption vonidReap die grol3er sind als Di- oder
Tripeptide, fur gewohnlich sehr eingeschrankt.

In speziellen Situationen, die beispielsweise duttless oder bestimmte Krankheiten
bedingt sein kdnnen [Kuge et al., 2006], vergroBar jedoch sowohl beim Tier als
auch beim Menschen die Darmpermeabilitat.

Beim menschlichen Neugeborenen ist die Frage, mlPeptid absorbiert werden kann,
weitaus komplizierter [Vaarala et al., 1998, 2008].

Wie bekannt ist, sind die Eingeweide von Neugebemerir Proteine relativ
durchlassig, aber mit zunehmendem Alter nimmt dieeemeabilitat fir Proteine und

Makromolekdile ab.
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Bei einer Untersuchung mit Ferkeln, die physiologisnenschlichen Neugeborenen
nahe liegen, hat sich gezeigt, dass die Transpak@t von Makromolekilen

innerhalb der ersten Tage nach der Geburt rapidemait. Somit scheint eine enge
Beziehung zwischen dem Reifegrad und den Absorgiimktionen des Darms zu

bestehen [Pacha, 2000].

Der Transport von Proteinen spielt eine wichtigeld®Rewahrend des frihen postnatalen
Lebens, da dieser die Absorption von Wachstumsfaitand Immunglobulinen, die in

der Muttermilch vorhanden sind, erleichtert.

Dies ist z.B. fur Ferkel oder Kélber, die beinahen® Gammaglobuline geboren
werden, ausschlaggebend. Dennoch erhalten andeget&ie, die mehr oder weniger
mit niedrigen Globulingehalten geboren werden, avi2 Ratten oder Mause, auch 1gG
und zwar passiv von der Muttermilch durch die Alpsion im proximalen Dinndarm
[Kuge et al., 2006].

3.4.2.4 Absorption von Opioidpeptiden

Die physikochemischen Eigenschaften von Peptidene wWolekulargréfiie,
Wasserstoffbindungsvermégen, Konformation, Hydrt@hLipophilie oder auch das
elektrostatische Potential konnen die Permeation #eptiden beeinflussen bzw.
modifizieren.

Unabhangig von den beschriebenen Barrieren und dpotenziellen
Transportmechanismen ist mittlerweile die Tatsaemerkannt worden, dass die
Darmmucosa keine absolute Barriere darstellt, sieDeirchdringen von Peptiden total
verhindern wirde.

Es konnte anhand verschiedener Beispiele biologadiver Peptide, wie z.B. dem
Hexarelin [Roumi et al., 2001], einem Pentapeptd fiCaseins [Quiros et al., 2008]
oder dem Octreotid (ein synthetisches Octapepfid,Amalogon des Somatostatins;
Dorkoosh et al., 2004) gezeigt werden, dass diesptid® imstande sind, das
Darmepithel zu durchqueren (unter Verwendung imoritro- bzw.in vivo-Modellen).
Dennoch scheinen in allen Untersuchungen bis dafid® normalerweise eine eher

schlechte und variable Bioverfiigbarkeit aufzuweisen
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Opioidpeptide gelten generell als sehr hydrophadwich inre Ubertragung durch das
Darmepithel erschwert wird, die abhangig von defigdrophilie eher Uber Diffusion
oder den parazellularen Transportweg ablauft [letal., 2008].

Es konnte namlich demonstriert werden, dass Opéptige nicht durch Translokation
Uber Zellmembrane transportiert werden, ein Medmuos, der von den sogenannten
Zellpenetrierenden Peptiden genutzt wird [Patel.e2007].

Ebenfalls berichteten Ganapathy und Miyauchi (20@&ss der PEPT 1, der erste
identifizierte humane intestinale Wasserstoff-ggdalfe Protonen-Oligopeptid-
Transporter, der im Darmepithel vorhanden ist,Didiund Tripeptide beférdern kann.
Neben diesem wurde auch noch der renale Peptigwetes (PEPT 2) identifiziert, der
sowohl im GI-Trakt als auch in verschiedenen and&eweben exprimiert wird.

Die Oligopeptidtransporter weisen eine breite soulerlappende Substratspezifitat
auf, wodurch die Aufklarung der Transportmechanisrneeschwert ist [Yang et al.,
1999].

Die PEPT 1-Expression wird u.a. durch Insulin regul[Urtti, 2001] und durch
verschiedene Faktoren moduliert. Eine Protein-eeiblahrung bzw. eine parenterale
Ernéhrung erhoht die Expression, durch Fasten wiedgesenkt [Katsura and Inui,
2003].

Der H'/Oligopeptid Transporter PEPT 1 wird im DunndarmssahlieBlich in
differenzierten Enterozyten, in der apikalen Membexprimiert [Walker et al., 1997].
Dieser Transporter ist ein tertiar-aktives Systemlches einen zelleinwarts gerichteten
Protonengradienten fur einen elektrogenen und gegen Konzentrationsgradienten
erfolgenden Peptidtransport nutzt, unter Einbezighder N&/K*-ATPase und dem
Na'/H*-Austauscher. Dieser Transport ist nicht primarf-bllahangig, bendétigt jedoch
das saure Mikroklima (pH 6,1 bis 6,8) der Bulrstens@embran, dass durch den
Na'/H*-Austauscher aufrechterhalten wird [Ganapathy aeitbdch, 1983; Daniel and
Herget, 1997; Kennedy et al., 2002].

Als Transportmechanismus postulierten Mackenziealgtl996), dass zunéchst ein
Proton und anschlie3end das Peptid an den Traesgmnden und beide die Membran
danach passieren, aber dennoch liegen noch wengetKisse beziglich eines

Oligopeptid-Transports durch die basolaterale Memtwor.
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Es ist zwar ein neuer Natrium-abhangiger aktiveansport (ARPE-19) in einer

Zelllinie des Retinalen Pigmentepithels (RPE) ecittievorden, der Opioidpeptide, die
4 bis 13 Aminosauren enthalten, akzeptiert, abes Warteilungsmuster dieses
Transportsystems ist in anderen Geweben als dembeP&augetieren noch unbekannt
[Hu et al., 2003].

D.h. mogliche Mechanismen der aktiven Ubertragung ®pioidpeptiden tber das

Darmepithel konnten nicht eindeutig festgestelltdea.

Die Bewertung der Bioverfiugbarkeit von PeptidenBazug auf spezielléen vivo
Fragestellungen beruht prinzipiell auf biologischedestsystemen (Zell-,

Gewebekulturen, Tierversuche oder Humanstudien).
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3.4.2.4.1 Methoden, die laut Literatur fur diein vitro- Bestimmung angewandt
wurden

3.4.2.4.1.1. Caco-2 Zelllinie — ein Modellsystemrfdas Dunndarmepithel

Caco-2

cell monolayer,~"™,
Apical
compa FII‘I‘I{:M

Secretive

T

- Filter
' s | 8

Basolaterah TR

compartment Abzorptive

Abb.6: Schematische Darstellung einer Caco-2-Pduitigis-
Prufung [Modern drug digeny, 2000]

Abb.7: Darstellung eines Caco-2 Monolayers im psiartem Transwell-System
[Advancell, 2011]

Humane Enterozyten uberlebem vitro nur kurzzeitig und verlieren ihre
Differenzierungsmerkmale wahrend der Kultivierulgrgleichbare Nachteile wurden
auch nach Einsatz von intestinalen Gewebekultuestdchtet.

Charakteristische Enterozytenmerkmale wurden hiagegiach Isolierung und
Etablierung verschiedener Dickdarm-Tumorzellen laebket [Hidalgo et al., 1989].
Caco-2 Zellen weisen im Vergleich zu allen andelemanen Tumorzellen den
hochsten Grad der Differenzierung auf [Wilson et 4090], wobei charakteristische
Merkmale unterschiedlicher Entwicklungsstadienaffet adulte Enterozyten) bzw. von
Tumoren ausgebildet werden [Pinto et al., 1983].
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Im Jahr 1974 isolierte der danische Arzt J.Foghhdiemane Kolonkarzinomzelllinie
Caco-2, die sich zu einem weit verbreitetervitro-Modell im Bereich der intestinalen
Zellbiologie entwickelt hat [Zweibaum et al., 1991]

Caco-2 Zellen stammen urspringlich von einem prmdwolorektalen Adenokarzinom
eines 72-jahrigen, mannlichen Kaukasiers ab [Fdghl.e 1977], und gelten als das
aussichtsreichste Modell, um das humane Dunndathetpdie intestinale Barriere, zu
simulieren, und die Erforschung modulierender BEfekioaktiver Substanzen (z.B.
Nahrungspeptide) auf die Aktivitat reifer und etgtgr Enterozyten (differenzierte und
proliferierende Caco-2 Zellen) zu erméglichen [Biet al., 1983; Hidalgo et al., 1989;
Rubio and Seiquer, 2002].

Hidalgo et al. (1989) und Boulenc et al. (1992)gimmi, dass Caco-2 Zellen fur das
Darmepithel typische Eigenschaften wie polare Défifzierung, eine Ausbildung
hochprismatischer Zellgestalt, eine Abgrenzung aeikalen von der basolateralen
Membrandomane durch die Ausbildung von tight juntdi, sowie Desmosomen und
Mkrovillistrukturen aufweisen.

Postkonfluente Caco-2 Monolayer (konfluente, eirddige, dichte Epithelien)
zeichnen sich durch polarisierte Zellen aus, digvadh morphologisch als auch
biochemisch Eigenschaften ausgereifter EnteroaygsrDinndarmepithels zeigen.
Ebenso konnte die Expression unterschiedlicheelr@und Enzyme (u.a.
Bilrstensaumhydrolasen, AS-Transporter) nachgewigseten.

Fur Permeationsversuche hat sich ein Modell etdbbeif dem die Zellmonolayer auf
kunstlichen Tragermembranen aus Polycarbonat wacbed somit die biologische
Barriere simuliert und versuchstechnisch sowohl den apikalen als auch von der
basalen Seite zugéanglich ist [Artusson, 1990].

Shimizu et al. (1997) demonstrierten einen Trarnbkepal-Transport von Rinder-BCM-
5 anhand humaner Caco-2 Darmzellen und konnteemzettass der Verhaltnisfluss von
BCM-5 zunahm.

Ahnliche Ergebnisse erhielten auch Ilwan et al. §0die eine deutlich erkennbare
Ubertragung von BCM-7 durch die Caco-2 Zellen besiblen konnten.

Unter der Annahme des passiven Transports Ube€Cdm-2 Monolayer, wiesen die
Permeabilitdtskoeffizienten von der apikalen zursdbateralen und von der

basolateralen zur apikalen Membrandoméne keindfikagmen Unterschiede auf.
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Jedoch ist hier eines der Hauptprobleme aller alied basierendeim vitro-Modelle
der Mangel an Muzinen (Schleim), die beim Menschen den Becherzellen u.a. im
Zottenepithel des Dinn- und Dickdarms gebildet werdind das Epithel wie eine
Schutzschicht (zusammenhéngender Schleimfilm) eatec

AulBerdem besteht ein praktisches Problem darin,s ddi® in verschiedenen
Laboratorien erhaltenen Daten der Permeabilitégitimlich der Schwankungen bei der
Zellliniendifferenzierung und der Auswahl von Supptationen schwierig zu

vergleichen sind [Hayeshi et al., 2008].

3.4.2.4.1.2 Ussing chambers (Ussingkammer)

Die Ussingkammer wurde in den 1940er Jahren vomsdéden Physiologen Hans
Ussing (1911-2000) erfunden. Mit diesem wissendlibelien Instrument ist es
maoglich, auf relativ einfachem Wege den aktivenelamansport und den Widerstand
von Epithelien in Bezug auf Konzentration und losmezies zu bestimmen bzw.
Barriere- und Transportfunktionen des lebenden Gewau messen.

Die Ussing —Kammer besteht prinzipiell aus zweilddallen, zwischen denen ein
Epithel @ nach Praparation dicht eingespannt wird. Die Egllen werden mit einer
Ringerlésung If), die auf das untersuchte Epithel abgestimmt gsfiillt, um eine
physiologische Umgebung fir das Gewebe zu schaffarleitungen von oben
ermoglichen  beispielsweise eine Anderung der looen&ntraion in der
entsprechenden Halbzelle.

Eine dinne Agar-Ringerbricke) (stellt auf jeder Seite elektrischen Kontakt z\uist
der Ringerldsung in unmittelbarer Nahe zum Epitbhed einer gesattigten KCI-
Kalomel-Elektrode If) her. Zwischen diesen Elektroden wird mittels Yfadter () die
Potentialdifferenz gemessen.

Ein anderes Elektrodenpaar, bestehend aus Sithahtin zwei Gefal3e mit gesattigter
KCI-AgCI-Losung €). Jeder dieser Becher ist elektrisch Gber einer/A&yager-Bricke
(d) mit der Ringerlésung verbunden, wobei diese Beiickin groRtmoglicher
Entfernung zum Epithel eintauchen.

Diese Elektroden sind an eine variable Gleichstnoetlg ) angeschlossen, auf3erdem

ist ein Amperemeteig] in Reihe geschaltet.
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Modernere Ussing chambers kénnen z.B. Uber Zulggnrnverfiigen, mit denen die
Ringerldsung begast werden kann. Gelaufig ist aléberdie regelbare Beheizung der

Halbzellen.

A N
®g f

Abb.8: Schemazeichnung der Ussing-Kammer [Hemlal.etL988].

Das Epithel kann als elektrische Schaltung aufgefasrden. Erstens weist ein Epithel
Eigenschaften eines Stromgenerators auf: durchnpmapen werden elektrische
Ladungstrager aktiv von einer Epithelseite auf ainelere transportiert (=Stromfluss;
Gleichstromquelle).

Zweitens ist das Epithel nicht absolut dicht fie tiansportierten lonen, es existieren
Lecks, die den Stromfluss Uber das Epithel verhimdeWiderstandseigenschaft des
Epithels; Widerstanda). Drittens stellt das Epithal einen dinnen Isolatuit

angrenzendem leitfahigen Material dar (=Kondens&genschaft; Kondensatby.

d

@

Abb.9: Schaltzeichnung einer Ussingkammer inklu&péhel (grin) [Ussing, 1950].
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Findet nun ein lonentransport tber dem untersucBGt@nebe statt, so wird durch das
Voltmeter eine Spannung Uber dem Gewebe abgegrifidher das andere
Elektrodenpaar lasst man einen Strom flieBen, der gsol3 ist, dass die
Potentialdifferenz Uber dem Gewebe gleich nul(tstaler Kurzschluss des Potentials).
Dieser eingestellte, sogenannte Kurzschlussstromn kéber das Amperemeter
abgelesen werden.

Das Problem im Grundaufbau der Kammer besteht datass zuséatzlich zum
epithelialen  Widerstand verschiedene weitere Widade die Messung
beeintrachtigen: Ubergangswiderstainde an den Bldty, Widerstiande der
Ringerldsung und der Agar-Ringer-Brucken. Zwar lémrdiese Widerstande durch
Leerlaufmessungen ohne Gewebe ermittelt und kongrémgerden, man erhélt jedoch
gro3e relative Messfehler, da der epitheliale Watderd im Vergleich zu den
gemessenen Gesamtwiderstanden (mit und ohne Gesattrelilein ist.

Aullerdem ist eine exakte Wiederherstellung idenésdammerbedingungen nach
Einsetzen des Gewebes und Wiederbeflllen der Karkawen mdglich.

Der Widerstand ist ein wichtiges Charakteristikuin Epithelien. Der Stromfluss, der
durch lonenpumpen erzeugt wird, ist ein Mal3 fur dth@enpumpenaktivitdt im
untersuchten Epithel.

Es konnen somit mit diesem Instrument verschiedé&mpithelien verschiedener
Organismen miteinander verglichen werden.

Auch kann der Einfluss unterschiedlicher Substarmérverschiedene Epitheltypen in
Abhangigkeit von der Applikationsseite (serosal/madd) im Hinblick auf die
Beeinflussung bestimmter lonenpumpen untersuchtevefUssing, 1950; Hemlin et
al., 1983].
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Abb.10: Messkammmer, mit mukosaler und serosaléiteH&itter et al., 1997].

Foger et al. (2008) zeigten, dass der GebrauchUdsing chambers-Technik bii
vitro/in vivo- Korrelationen zu bevorzugen ist, um die Biovelékeit von Peptiden
vorauszusagen.

Die Mdoglichkeit in  einer kontrollierten Umgebung bendiges Darmgewebe
aufrechtzuerhalten und somit auch verschiedene kKampente des GI-Trakts, vom
Magen bis zum Mastdarm, zur gleichen Zeit zu untdren, hat Wissenschaftler dazu
veranlasst, diese Ussingkammer-Technik zu verwendem die Permeabilitat des
Darmgewebes verschiedener Molekile wie wu.a. lonBi@hrstoffe, Pharmaka,
Rauschgifte oder Makromolekiile zu studieren [BoudB05].

Tome et al. (1987) veranschaulichten, dass BCM-GMB! und das Analogoff-
[DAla2, 4, Tyr5]-CM5-NH2 eine Naloxon-reversible dRétion im Kurzschlussstrom

nach dem Hinzufligen auf die serosale Seite der Dagusa verursachten.

Nur das Analogon hatte eine Wirkung nach dem Hiingeih auf die mucosale Seite.

Im Gegensatz zu dem Analogon wurde kein intaktecBgang von BCM-5 und BCM-
4 beobachtet.

Unter Verwendung eines Kaninchens-lleum anhand Wksing chambers-Methodik
zeigten Mahe et al. (1989a), dass Morphiced@hCi14-NH2) durch die Darmmucosa
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abgebaut werden konnte, wohingegen gdBAla2, 4, Tyr5]-CM5-NH2-Peptid der

Hydrolyse widerstand und das Epithel intakt dur@rga konnte.

Die Birstensaum-Peptidasen schienen der Begrersthngs fur den Morphiceptin-

Transfer zu sein, wobei das Enzym Dipeptidyl-Pesel IV (DPP V) die Hauptrolle

spielte.

Durch die Vorbehandlung des lleums mit einem Intbibdieses Enzyms konnte die

Ubertragung von Morphiceptin tiber dieses Epithefjx@Rert werden.

Die DPP 1V ist ein multifunktionales, ubiquitar Wammendes Zelloberflachenenzym,
welches u.a. in Endothel-, Nieren-, Leber- und Imesllen exprimiert wird.

Aufgrund der breiten Substratspezifitat (u.a. gédpen Neuro-, Immuno-,
Hormonpeptide) ist die DPP IV an der Regulation dermunantwort, von
Entzindungsreaktionen, des Peptid-Hormon-Metabaksmund der Entstehung
verschiedener Autoimmun- und psychiatrischen Edwagen beteiligt. Die DPP IV
hat aul3erdem einen Einfluss auf die Ernédhrung,hd@maltung des Neuropeptids Y
(DPP IV spaltet N-terminale Dipeptide von Oligopdph ab), einem Hormon, welches
u.a. die Sattigung, den Appetit und die Magenpatikt reguliert, und verschiedene
Serumpeptide, die den Glucosestoffwechsel reguligiddebrandt et al., 2000].
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3.4.2.4.21In vivo-Bestimmungen

Umbach et al. (1985) demonstrierten die Anwesenmait BCM - immunreaktivem
Materials (BCMIR) im Plasma von neugeborenen Kébech deren Milchaufnahme.
Dieses BCMIR war dem BCM-7 nicht ident, denn dessefdsungsprofil wahrend der
Chromatographie wies daraufhin, dass es sich umbetréchtlich groReres Peptid
handeln musste, das zwar die Aminosauren-SequenzZB@M-7 enthielt, aber eher
einen Vorganger dgsCasomorphin-7 darstellte.

In der Studie von Singh et al. (1989) wurde der &teton BCM-7- immunreaktivem
Materials im Plasma von zwei- und vier-Wochen altétundewelpen und
ausgewachsenen Hunden verglichen und zwar nacAueahme von Rindercasein-
und Sojaprotein-basierenden Formulas und der vardéiuilch.

Bei der Fiatterung mit der auf Rindercasein-bas@eanFormula erhthte sich das
BCMIR im Plasma der zwei- und vier-Wochen alten #iemmelpen aber nicht in dem
der ausgewachsenen Hunde.

Nach der Futterung der Sojaprotein-basierenden HHarwurde bei keinen Hunden
BCMIR gefunden, doch bei der Verabreichung der Huwmitch stieg das BCMIR im
Plasma der Hundewelpen an.

Die Autoren stellten nun die Vermutung an, dass@iemmucosa von Neugeborenen
fur relativ grof3e Peptide durchlassiger ist, auigrderen noch unreifen tight junctions,
welche die Peptide durchqueren und dadurch derdtyslr entgehen.

Laut Singh et al. (1989) ist das BCMIR langer as tHeptapeptid (BCM-7)-Molekl
und besteht wahrscheinlich aus 12 bis 13 Aminosacdkstanden.

AulRerdem konnte gezeigt werden, dass zu Plasmaudefimgtes BCM-7 schnell

abgebaut wurde, wohingegen das BCMIR im Plasmal &tigdd.
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Tabelle 7: Zusammenfassung der Studien hinsichdehAbsorption von

Opioidpeptiden
Peptide/Molekule Modell Transfer Referenzen
BCM-5, BCM-7 Caco-2 ja lwan et, 2008;
(transzellular) Shimizu et al.,
1997
B-CM-4-NH2 Ussing nein
(Morphiceptin) chambers (ja mit Inhibitor Mahe et al.,
der DPP V) 1989a

Tyr-D-Ala-Phe-DAla-Tyr-NH2 ja
Casein-basierende In vivo ja Singh et al.
Formula (Plasmavo (BCM 7 immun= 1989

mtlewelpen) reaktives Material)
Unmodifizertep-CMs Ussing nein

ahigers Tome et al.,
B-[D-Ala2,2, Tyr5]CM-5-NH2 ja 1987

(transepithelial)

Aufnahme von In vivo ja
Milch (neugebne (Vorganger Umbachlet
alker) von BCM-7) 1985

3.4.2.5 Peptidtransport tiber den Blutweg

Die Angelegenheit des Peptidtransports in der Bkuiation erweist sich als komplex.

Blut enthalt wesentliche Aktivitaten von Peptidasggnen, wobei die Halbwertszeit
bestimmter Peptide im Plasma bei der Grol3enordmongeiner Minute sehr kurz ist
[Gardner et al.,1998]. Der Abbau des Angiotensinetfolgt sogar innerhalb von
Sekunden [Moskowitz, 2002, 2003].
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Dennoch kdnnen Peptide, da sie an Transportproteveéche Peptide zu schitzen
vermogen, schwach gebunden werden kdnnen, aucm gdigeHydrolyse im Blut
widerstandsfahiger sein.

Wie gezeigt werden konnte, hat eine nicht-kovaleBtedung mit Albumin die
Halbwertszeit von kurzlebigen Proteinen verlan§@ennis et al., 2002].

Transferrin, ein eisentransportierendes Glykopmtescheint auch ein passender
Kandidat als ein Peptidtransporter zu sein und zZweam transzellularen Transport,
aufgrund der hohen Expression des Transferrinrergegbwohl im Gehirnendothel als
auch im gastrointestinalen Epithel [Tuma and Hubpb2003].

In Bezug auf digg-Casomorphine konnten bei den bisherigen Unterswgdmu keinan

vivo Halbwertszeiten gemessen werden.

3.4.2.6 Ubertragung von Peptiden tber die Blut-HirrSchranke

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) ist eine physische unetabolische Barriere, welche die
Mikroumgebung des ZNS von der peripheren Zirkulati@nnt.

Die Kapillaren des Gehirns sind anders gebaunalghrigen Korper.

Die Endothelzellen der Hirnkapillaren, auch endb#thee Mikrogefal3zellen genannt,
bilden unter dem Einfluss von Astrozyten dichtel8s$leisten (tight junctions), die den
Durchtritt von im Blut gelosten Substanzen (Elektten, Proteinen) oder Zellen
prinzipiell unterbinden, wodurch eine parazellul®dfusion verhindert wird. Dies
bewirkt, dass die BHS gegentber dem peripherenavélskularen System 50-100 mal
weniger permeabel ist [Abbott, 2002].

Die Funktion der Blut-Hirn-Schranke als eine meteathe Barriere zeigt sich
insofern, da sie mit mehreren proteolytischen Ereaynwie der Aminopeptidase A und
M oder dem ACE ausgestattet ist, die, wie bekasintPeptide abbauen [Egleton and
Davis, 2005].

Die Menge eines Peptids, die verfugbar ist, umatdtch ins Gehirn zu gelangen,
hangt u.a. von dessen jeweiliger Eliminierungshealitszeit ab.

Somit zeigt sich, dass die Anwesenheit von Peptidashd Proteinasen im Blut die

Bioverfugbarkeit vieler Peptide wesentlich beeiafiu
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Dazu zéhlen u.a. Enzyme wie die Dipeptidyl (Amif®ptidase IV, die
Aminopeptidase A und M, das ACE und die Carboxyjpege [Egleton and Davis,
1997].

Die BHS verfugt allerdings tber spezielle Transp@thanismen.

Vier verschiedene Peptid-Transportsysteme (PTShteonfiir die Ubertragung von
Peptiden Utber die BHS beschrieben werden. Dieseenals PTS-1, PTS-2, PTS-3 und
PTS-4 bezeichnet [Ganapathy and Miyauchi, 2005].

Unter diesen vermag lediglich PTS-1 Opioidpeptideezkennen. Die Substrate des
PTS-1 schlieRen Tyr-MIF-1, Met-enkephalin, Leu-grtkain, BCM-7 und Dynorphin
1-8 ein [Ganapathy and Miyauchi, 2005].

Turner et al. (1998) hatten gezeigt, dass Dynorphll3 die BHS einer Katze passieren
konnte.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Hypothasaler ein Opioidpeptid,
welches im Blut vorkommt und verfugbar ist, die BHirn-Schranke durchqueren

kann, moglich erscheint.

Abb.11: Die Blut-Hirn-Schranke [Lynch, 2006]
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3.5 Spezifische Wirkungen dep-Casomorphine auf bestimmte Gewebe bzw.
Organe

3.5.1 Auswirkungen auf den Gastrointestinaltrakt

Bioaktiven Peptiden wie auch ddiiCasomorphinen wird nachgesagt, u.a. an der
Regulation digestiver und metabolischer Prozessalige zu sein.

Diesbeziglich wurden mehrere Vermutungen und Hygs#th aufgestellt, wobei einige
dieser anhand von Untersuchungen, die vorwiegen&atten durchgefuhrt wurden,
bestatigt und nachgewiesen werden konnten. Denm@rhden noch weitere Studien
erforderlich sein, um einerseits mehr Beweise fiermutliche physiologische
Wirkungen erbringen zu kénnen, und um anderersghsltene Ergebnisse aus den
vorliegenden bzw. kinftigen Studien auch auf demd$dben beziehen zu kdnnen,
damit geklart werden kann, in wieweit diese Datén den Menschen tatsachlich

relevant erscheinen.

Demzufolge sollen diep-Casomorphine die Freisetzung von gastrointestinale
Hormonen, wie z.B. von Gastrin, Cholecystokininki@én oder auch die des GIP
(gastric inhibitory peptide) abstimmen, die Schiedkretion im Darm stimulieren
[Daniel et al., 1990; Mahe et al., 1995, 1996], d@rmtransport von Aminosauren
[Claustre et al., 2002; Zoghbi et al., 2006], wiaicta die Wasser- und
Elektrolytabsoprtion modulieren und somit reguletcne Wirkungen auf die
gastrointestinale Motilitat, die gastrointestindleansitzeit, die Magenentleerung, auf
die Modulation der Magen- und Pankreassekretiomgt¢a al., 1992] austiben und auch
den postprandialen Metabolismus [Takahashi eL887] beeinflussen kdnnen.

Diese Effekte werden zum Teil aufgrund der Anwes@#nkon Aminosauren im
Darmlumen und in der Darmmucosa nach deren Absorptermittelt, sie kdnnen aber
auch mit der Freisetzung spezifischer Nahrungsipéptide wahrend der
Lebensmittelverdauung in Verbindung gebracht werfi2aniel et al., 1990], wobei
speziell die BCMs aufgrund ihrer direkten Wechsgtwng mit dem Opioid-Rezeptor-
System im GI-Trakt sowohl bei Neugeborenen als abeh Erwachsenen noch

spezifischer agieren kdnnen sollen [Baldi et 103].
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Abb.12: Der Magen-Darm-Trakt [Stefanovic, 2008].

Bezuglich der Wasser- und Elektrolytabsorption kenbewiesen werden, dass eine
Erhohung des Nettowassergehaltes und eine Erhothenglektrolytabsorption durch
die BCMs im Dunndarm der Hauptgrund fir deren vegateuantidiarrhoische Wirkung
ist, welche entweder Uber subepithelische Opiogptmren oder Uber spezifische
luminale Bindungsstellen an der Burstensaummemianittelt werden kann

[Tome et al., 1987, 1988; Mahe et al., 1989b].

Weiters konnte bereits in mehreren Studien demienstverden, dass das Casein die
Darmsekretion effizient stimuliert und deswegennwatet werden kann, dass sowohl
bei Tieren als auch bei Menschen spezifische Pepti@ sich vom Casein ableiten, in
gastrointestinale Prozesse als bioaktive Peptinigreifen [Daniel et al., 1990; Mahe et
al., 1995, 1996].

Anhand von 3 Studien, die sich als aussagekraftigesen haben, soll nun genauer auf

die angesprochenen Effekte eingegangen werden.
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3.5.1.1 Gastrointestinale Matilitat und Magenentlerung

Das Ziel der_Studie von Daniel et al., 199%®i der Futterungsversuche an Ratten

durchgefuhrt worden sind, war es zu klaren, ob Ricaksein im Vergleich zu
Molkeprotein als ein Vorlaufer fig-Casomorphine angesehen werden kann, und ob,
wenn dies der Fall ist, diese Opioidpeptide eingulaorische Wirkung auf die
gastrointestinale Motilitat austiben vermaogen.

Unter Verwendung von 141 Cerium, einem nicht-absegp Marker (Tracer), wurde
bei dieser Untersuchung die gastrointestinale Matilanhand der Kinetik der
Magenentleerung sowie durch die Einschatzung der@atestinalen Transitzeit (GIT)
charakterisiert.

Weiters wurde fur die Identifizierung der potenlgel Opioidaktivitaten der
Testsubstanzen, Rindercasein und Molkeprotein, @gioidrezeptor-Antagonist
Naloxon eingesetzt.

Das Gewicht der Ratten betrug pro Tier 28 + 3gegedier erhielt 0,5 ml der CAS bzw.
der WPS. Die Menge an Naloxon, welches 15min var jdeeiligen Susupension
intraperitoneal (i.p.) appliziert wurde, betrug fj/kg Kérpergewicht.

Wie sich zeigte, fuhrte die Futterung der Ratten emer Caseinsuspension (CAS) zu
einer deutlich reduzierten Magenentleerung des Bfarkverglichen mit einer

Suspension des Molkeproteins (WPS):

Zeit WP&tRN CAS-Ratten
T50% 21 +3 min 78 £ 9 min
T25% 12,5+ 4 min 21 +4 min
T75% 51 + 6 min 114 + 7min

(T50% = mittlere Halbwertszeit, davon abgeleiteb¥2und T75%)

Wegen der hemmenden Wirkung von Morphium auf detrgantestinale Motilitat, die
schon in friheren Studien bestatigt werden konmterde vermutet, dass dieser
beobachtete Effekt der Reduzierung auch durch #ievigét von Opioidpeptiden, wie
sie bei der Verdauung von Rindercasein entsteheiickzuflhren ist.

Die Injektion von Naloxon vor dem Experiment fihre einer signifikanten Erhéhung
der Magenentleerung des Tracers aus CAS-Ratten @iaeh Zeitspanne von 60min,
mit einer anschlieenden Reduzierung: T50% betang5i + 5 min, T75% 86 £ 5 min.
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Hinsichtlich der Magenentleerung des Markers ausSYR@Atten zeigte Naloxon keinen
Effekt.

Aufgrund dieses Ergebnisses konnte man annehmess f&asomorphine oder
ahnliche Peptide mit Opioidaktivitat im Darm fresggzt wurden.

Bezuglich der GIT wurde Cerium bei CAS-Ratten lamger ausgeschieden (T50% =
10,8 + 1,8 Stunden) als bei WPS-Ratten (T50% =@,3 Stunden).

Naloxon fuhrte zu einer deutlichen Reduktion deil @es Tracers bei CAS-Ratten,
T50% = 5,9 £ 1,0 Stunden, aber nicht bei WPS-Ratten

Um nun die Wirkung dieser Opioidpeptide auf dietgastestinale Motilitat durch die
Wechselwirkung mit gastrischen Opioidrezeptoren ezklaren, ist die wesentliche
Voraussetzung, dass die Peptide, wenn sie einneaeBetzt wurden, als intakte
Verbindungen oder aktive Fragmente Uber die Darnosaiabsorbiert werden mussen.
Da im Zuge dieser Studie keine Opioidrezeptoren def mucosalen Seite des
Darmepithels identifiziert werden konnten, schiemeeseits ein transepithelialer
Transport notwendig zu sein und andererseits, dfsSasomorphine mit
Opioidrezeptoren im DUnndarn interagieren kénnen.

Dennoch konnte sehr wohl anhand von Tiermodelleh Kéaizchen, La&mmern und
Ferkeln demonstriert werden, dass das naturlichaliertre BCM-4, das D-Alg-
casomorphin-4-amid und das D-Ala-Tgseasomorphin-5-amid als intakte
Verbindungen ins Blut junger Tiere absorbiert werdedoch der Hauptanteil dieser
Peptide im luminalen Bereich und im Blut, hier \adlem durch die Exopeptidase DPP
IV, einem schnellen Abbau unterliegt und inaktivieird.

Da bei der Futterung der Ratten mit der Caseinsisspe eine deutliche Reduzierung
der Magenentleerung gezeigt werden konnte, wurdezdmlge ebenfalls die GIT
signifikant herabgesetzt.

Bis zu einem gewissen Grad liel3 sich dieses Reésultzh durch die unterschiedlichen
Ausfallungseigenschaften von Caseinen und Molkepreh interpretieren.

Casein wurde im Magen als eine Art ,harter Topfeggfunden und deswegen
vermutlich @hnlich wie eine feste Mahlzeit verdamghingegen eine quasi ,flaumige
Konsistenz* der Molkeproteine eher als fliissigenMait den Verdauungstrakt passiert
und sich aufgrund dessen die GIT der beiden Testanben unterscheidet.



53

3.5.1.2 Schleimsekretion im Darm

In der Studie von Trompette et al., 2088llten anhand von Fitterungsversuchen an

Ratten die regulatorischen Wirkungen von bioaktiveeptiden der Milch, dep-
Casomorphine, auf die Schleimsekretion des Darrtesrsucht werden.

Die Darmschleimhaut verdankt ihre Eigenschaften eabgderten Muzinen,
Glykoproteine mit einem hohen Molekulargewicht, dierch die Becherzellen des
Darmepithels erzeugt werden.

Die Schutzrolle des Darmschleims verlangt die Reguhg der Muzinabsonderung,
und jede quantitative Anderung in der Schleimsékmekann diese Schutzbarriere
modifizieren.

Insbesondere Wechselwirkungen von Ernahrungsfaktaret der sekretorischen
Tatigkeit von Schleimzellen kdnnen neue, interegsaNdglichkeiten fur eine
Manipulation dieser wichtigen Schutzfunktion prassen.

Im Hinblick auf diese Tatsache konnte bereits ineeifriiheren Studie demonstriert
werden, dass eine luminale Verabreichung einesiitaglolysats bzw. die vofi-
Casomorphin-7 eine deutliche jejunale Schleimseakraeteranlasste.

Caseinproteine an sich verfuigen tber keine bioal®wlle, denn die bioaktiven Peptide
werden erst wahrend der Caseinverdauung erzeugbeveits erwahnt wurde.

Wie sich gezeigt hat, sind im Dinndarm von erwasBeeMenschen und im Plasma
von neugeborenen Kélbern nach der Aufnahme von érRmidth p-Casomorphine
entdeckt worden, die anscheinend gegen den Angnffproteolytischen Enzymen des
Gl-Trakts resistent sind, da diese Peptide eingmeihdGehalt an Prolinriickstdnden
aufweisen.

Die BCM -4, -5, -6 und -7 besitzen bevorzugt einedan p-Opioidrezeptor gekoppelte
agonistische Aktivitat und kénnen so physiologisEfffiekte hervorrufen.

Da diese Rezeptoren hauptséachlich im nervalen PBlexan Ratteneingeweiden
gefunden worden sind, scheint es erforderlich zuo, stass die-Casomorphine als
aktive Sequenzen Uber die Darmmucosa absorbiedememtssen, worauf im Laufe
dieser Studie noch n&her eingegangen werden wird.

Bei dieser Untersuchung wurden nun die Effekte v@&CMs auf die
Darmschleimabsonderung nach luminaler bzw. arteridlerabreichung von Rinder-

BCM-7, -6, -4, amidiertes-4 und -3 an mannlichenstafi-Ratten (Gewicht pro Tier
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betrug 250-350 g) beobachtet und zur gleichen diege Effekte mit denjenigen von
Opioid-Neuropeptiden verglichen.

Dabei handelte es sich um jeweils einen Vertretr drei bekannten endogenen
Opioidpeptidfamilien: dasp-Endorphin (Proopio-melanocortin-Familie), das Met-
enkephalin (Proenkephalin-Familie) und das Dynarphi(Prodynorphin-Familie).
Weiters wurde fur die Identifizierung moéglicher Odaktivitaten das Naloxon

(10° mol/L) eingesetzt.

Fur die Untersuchung wurde ein Praparat einesigeh Rattenjejunums verwendet.

Die Bewertung der Schleimsekretion erfolgte mittel$SA.

Bei luminaler Verabreichung dg-Casomorphine ergab sich, dass das BCM-7 eine
starke Muzinsekretion veranlasste (555 + 54% degeReeise).

Eine Vorbehandlung mit arteriellem Naloxon wirkteeser BCM-7 bedingten
Muzinfreisetzung entgegen, woraus sich schlussfolt¢jel3, dass die Aktivitat vofi-
Casomorphin-7 anscheinend durch Opioidrezeptoremittelt wird und BCMs als
Agonisten der p-Rezeptoren anzusehen sind, da dlasdh ja als ein Opioidrezeptor-
Antagonist bekannt ist.

Aullerdem ist anzumerken, dass in Experimenten &Q@I-7 sich Naloxon allein
nicht auf die Schleimsekretion auswirkte.

Das BCM-4, amidiertes -4 und -6 fuhrten zu keinelnl&mabsonderung.

Bei arterieller Verabreichung hatteCasomorphin-7 eine grofR3e stimulierende Wirkung

auf die Muzinsekretion:

Menge an BCM-7 Muzinsekretion (% der Régeise)
1,2 x 10°mol/L 134 + 17
1,2 x 10'mol/L 291 + 60
1,2 x 10°mol/L 420 £ 72

Dasselbe galt auch fur BCM-4 und amidiertes -4 (#45% der Regelkreise), wobei
beim letzteren auch eine Hemmung der Kontraktilitét glatten Muskulatur des GlI-
Trakts im Plexus myentericus beobachtet werden tieonn

Das BCM-3, das im Allgemeinen nicht als ein Opigoiaist angesehen wird, zeigte
keinen Effekt.
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Der Vergleich mit den verwendeten Opioid-Neuropdgi flhrte nach deren
intraarteriellen Perfusion zu den Ergebnissen, d@s$-Endorphin einen deutlichen
Anstieg der Muzinsekretion veranlasste (509 + 1HE¥oRegelkreise), wohingegen das
Met-enkephalin wie auch das Dynorphin-A keinerleh®imfreisetzung bewirkten.
Zusatzlich lieRen diese Resultate daraufhin schtiefflass diese endogenen Opioid-
Neuropeptide aufgrund der Aktivierung ihrer u-Rdoegn bei Abwehrmechanismen
des GI-Trakts beteiligt sein konnten.

Somit konnte anhand dieser Studie demonstriert everddass eine luminale
Verabreichung eines enzymatischen CaseinhydrolysetRindermilch signifikant die
intestinale Schleimsekretion bei Ratten stimuliestche durch die Aktivierung des -
Rezeptors vermittelt wurde.

Als sogenannter Stimulant fur die Muzinfreisetzukgnnte letztlich nur da$-
Casomorphin-7 eindeutig bestatigt werden.

Aufgrund dieses Resultats scheint das BCM-7 danmigartig zu sein, einerseits die
minimale Sequenz, welche fir die luminale Stimolatider Schleimfreisetzung
erforderlich ist, zu enthalten und andererseitshaam inhibitorisches Peptid des
Enzyms Cathepsin B, das dem 61-66 Fragment deeRimskins entspricht.

Das Cathepsin B ist allgemein eine lysosomale Haopase, die in gastrointestinalen
Epithelzellen weit verbreitet ist. Dieses Enzym stvedowohl die Eigenschaften einer
Endo- als auch einer Exopeptidase mit einer stapketeolytischen Aktivitat auf, und
ist somit an der intrazellularen Proteolyse begeili

Man vermutet, dass das Cathepsin B eine Rolle é&reVdrdauung von Milchproteinen
spielt und dass Milchpeptide, die gegen eine entigote Hydrolyse resistent sind,
mittels Transzytose der Enterozyten transportierden und einem lysosomalen Abbau
unterworfen sind.

Aufgrund dessen sehen die Wissenschaftler dieseliesauch speziell die Wirkung von
BCM-7 auf die Schleimsekretion erklaren zu kdnnda, dieses Opioidpeptid eine
hemmende Sequenz zu seiner intrazellularen Hydrayéweist.

Wie bereits in der Studie von Daniel et al. (19%@llten die Beteiligten dieser
Untersuchung wiederum fest, dass eine physiologigektivitat derf-Casomorphine

nur aufgrund deren Passierens als aktive SequarmanDarmlumen zur basolateren
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Seite des Epithels erfolgen kann, da p-Opioidrexept hauptsachlich im
myenterischen und submucosalen Plexus des Rattesdgrtdeckt worden sind.

Dies erklarte wiederum die eingeschrankte Wirkuog luminal verabreichten BCMs
und die eindeutige Aktiviat dgsCasomorphins-7 auf die Schleimsekretion, denn der
Zugang der BCMs befindet sich in der submucosafath&lschicht.

Somit konnten mit dieser Studie Beweise dafir etidraverden, dass Opioidpeptide aus
Nahrungsmitteln und auch endogene Opioid-Neurogeptin der Regulierung der
Darmschleimabsonderung teilnehmen kénnen, aber awaiters wird anhand der
erhaltenen Daten auf die Wichtigkeit des BCM-7afs sogenanntes Nahrungshormon
fur Darmfunktionen verwiesen.

Weil die Darmmucosa die erste Barriere fir enteRdéhogene darstellt, konnen diese
Ergebnisse Uber bioaktive Peptide aus Milchprodukieue diatetische Aussichten und

Mdglichkeiten zur Verfiigung stellen, um den gastiestinalen Schutz zu verbessern.
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3.5.1.3 Gastrointestinale Transitzeit

In der_Studie von Mihatsch et al., 2088llte die Annahme, dass ein Proteinhydrolysat

die gastrointestinale Transitzeit (GIT) beschletmg@chgewiesen werden.

Man wusste u.a. aus der Studie von Daniel et 80 bereits, dass in jungen Ratten
Opioidrezeptor-Agonisten, wie dig&Casomorphine, die wahrend der Verdauung des
Caseins freigesetzt werden, die GIT verlangsamen. stellten die Wissenschatftler die
Hypothese auf, dass eine Hydrolyse des Caseing dpsoidaktivitdt reduziert und
dadurch die GIT verglichen zu nativem Casein bessht werden wirde.

Das Ziel dieser Studie war somit nachzuforschen Bemeise dafiir zu finden, ob ein
Caseinhydrolysat im Vergleich zu nativem CaseinGli€ tatsachlich beschleunigt, und
ob eine Vorbehandlung mit Naloxon diesem Effekuimgen Ratten entgegenwirkt.

In einer randomisierten, kontrollierten Studie wand216 weibliche junge Wistar-
Ratten mit Pellets geflttert, die auf hydrolysiertezw. nativem Casein basierten.

Nach einer Vorbehandlung mit Naloxon wurde dann Earbstoff Kaminrot als ein
Marker (Tracer) fur das Geschwindigkeitsmal? der Giiittels einer ,orogastric
Magensonde® den jungen Ratten verabreicht.

Vier Stunden danach wurden die Tiere getotet, Hingeweide entfernt und die Lange
des Kolons (von der ,cecocolonic Kreuzung"“ bis zAfter) gemessen.

Die gastrointestinale Transitzeit wurde als Progatatder totalen Lange des Kolons (als
Prozentsatz des Kolonstransits), der von Kaminustlistromt wurde, angesehen und
zur Messung herangezogen.

Die Resultate zeigten, dass die GIT bei verabremhtydrolysierten Casein signifikant
hoher war als bei nativem Casein.

Nach der Vorbehandlung mit Naloxon war jedoch kémterschied zu erkennen.

Diese Daten weisen somit daraufhin, dass eine Hyskodes Caseins Uber eine
Reduktion der Opioidaktivitat, die durch die BCMsilwend der Caseinverdauung

freigesetzt wird, die gastrointestinale Transitbeischleunigt, d.h. verkirzt.

Um diese erhaltenen Ergebnisse der Studien auctiMaunkchen, besser gesagt auf
Frihgeborene, da deren Darmpermeabilitdt wie seeswahnt noch grofier ist als bei
Erwachsenen, beziehen zu kdénnen, um zu klaren,ieweit diese Daten fur diese

relevant zu sein scheinen, sind auf jeden FalleseiStudien erforderlich.
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3.5.1.4 Einfluss auf das Sattigungsempfinden

Anhand dieser Futterungsversuche an TiermodellemiD et al., 1990; Trompette et
al., 2003; Mihatsch et al., 2005] konnte nun zwaekseits bewiesen werden, dfiss
Casomorphine aufgrund ihrer direkten Wechselwirkomigu -Opioidrezeptoren des Gl-
Trakts imstande sind, die gastrointestinale Métileu hemmen, die Magenentleerung
zu reduzieren und somit in weiterer Folge die gastiestinale Transitzeit zu verlangern
und auch andererseits, dass das Casein selbstiadifgessen Konsistenz langer im Gl-
Trakt verweilt, aber dennoch existieren fir eingighthen Einfluss der BCMs auf das
Sattigungsempfinden des Menschens keine wissertschdfindierten Beweise.

Man kann in Beug auf diese Ergebnisse héchstensMangen aufstellen.
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3.5.2 Effekte auf das Zentralnervensystem
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Abb. 13: Verteilung von Opioidrezeptoren im GeHf@ynder, 1988].

Wie bereits im Kapitel 3.2. erwahnt wurde, sind @giezeptoren im Gehirn weit
verbreitet, sie sind aber auch im Rickenmark ungenpheren sensorischen und
autonomen Nerven zu finden [Wittert et al., 1998?HAR, 2008].

Innerhalb des ZNS sind Opioidrezeptoren an mehrentarschiedlichen Effekten und
Aktionen beteiligt: dazu zahlen Analgesie, SedigruBuphorie, Dysphorie, Appetit-
und Essverhalten, Atemnot, Hustenreflexe, Emeses Bdpillenverengung.

Der u-Rezeptor, an den dCasomorphine bevorzugt binden [Brantl et al., 1981
Brantl et al., 1982; Koch et al., 1985), zeigt eimehe Expression im Thalamus,
Nucleus caudatus, Neokortex, Nucleus accumbens, gdalg, Nucleus
interpenduncularis und in inferior und superiorl@ali [[UPHAR, 2008].
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Hn-Rezeptoren sind aber auch in den oberflachlicheimchten des Rickenhorns im
Ruckenmark (im periaguaduktalem Grau und in Rapeex&h) gefunden worden.
Diese Gehirnregionen spielen eine Hauptrolle bbn&rz und Analgesie.

Morphium und andere Opiat-Analgetika, wie z.B. Bayt, zahlen zu den meist
bekannten Agonisten der p-Rezeptoren.

Andere physiologische Funktionen, die durch diesedptoren geregelt werden, sind
weiters kardiovaskulare und Atmungsfunktionen, Daamsit, Nahrungsaufnahme,
Stimmungslage, Thermoregulation, Hormonsekretiah lanmunfunktionen.

Es gibt durchaus ein paar Studien an Versuchsti@oen Effekte des ZNS, die sich auf
-Casomorphine beziehen bzw. in Verbindung mit diegebracht werden.

Mit Ausnahme der Studie Uber die Sojamorphine [@fairet al., 2007] wurden die
Kombinationspréaparate in allen Uberliefernden Sindider Literatur parenteral
verabreicht.

Brantl et al. (1981) und Grecksch et al. (1981)emadie ersten, die Uber analgetische
Aktivitaten der BCMs nach einer intracerebroventiden (i.c.v.) Injektion bei Ratten
berichteten.

Sie fanden heraus, dass alle vier BCMs (BCM-4,-6nd -8) eine Analgesie ausldsten,
der Naloxon, als Opioidantagonist, vollig entgegeken konnte.

Im Vergleich zu den anderen BCMs zeiggeCasomorphin-7 den langsamsten
Wirkungseintritt, aber seine Wirkungsdauer war @@itMinuten am langsten, sogar viel
langer als die der endogenen Peptide (u.a. derpbakee), welche die Autoren im
Zuge ihrer Untersuchung getestet hatten.

Nach diesen ersten Aufzeichnungen konnten mehreidie® bestatigen, dass Effekte
des ZNS mif3-Casomorphinen in Verbindung gebracht werden kénnachdem diese
Tieren parenteral verabreicht worden sind, wie Tabe8 zusammenfassend

veranschaulicht.



Tabelle 8: Effekte des ZNS, die mit BCMs in Verhingd gebracht werden

Verbindungen

Tiermodell

Verabreichsart

Effekte
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Literatur

BCM-4,-5,-7,-8

Ratte

i.Cc.v.

Analgetische Wirkung, der
Naloxon entgegenwirkte

Brantl et al.,
1981

BCM-5

Ratte

i.C.V.

Dosisabhangige analgetisch
Wirkung in 2 verschiedenen
Tests, der Naltrexon*
entgegenwirkte

eGrecksch et
al., 1981

BCM-4,-5,-7

Junge Hihner

i.C.V.

BMCs reduzierten den
Abstand von
Distressauferungen; BCM-5
war starker als BCM-4 oder
BCM-7, wobei BCM-7 eine
langere Wirkung aufwies;
Effekte wurden teilweise
durch Naloxon antagonisiert

Panksepp et
al., 1984

BCM-5 und
halbsynthetischg
Derivate

)%

Ratte

i.c.v. und i.v.

Analgesie, BCM-5 > 20-mal
weniger wirksam als Morphif
nach i.c.v. Verabreichung

Matthies et al.,
1984

n

BCM-7

Junge Ratten

L.p.
(1-
100mg/kg)

BCM-7 hatte keinen Effekt
auf das Gehen; Bei 100mg/K
Anzeichen von
Schlafanderungen; Keine
Anzeichen fir eine Atemnot;
Eine Vorbehandlung mit
Naloxon (1mg/kg i.p.) kehrte
die Effekte von BMC-7 auf
den Schlaf um

Taira et al.,
1990

«

BCM-7

Ratte

I.p.
(2 und
5mg/kg)

Beschleunigung des Lernen
bei der
Lebensmittelbeschaffung in
einem T-Labyrinth;
Verzégertes Lernen bei
aktiver Vermeidung der
Antwort, verstarkt unter
Verwendung eines
schmerzhaften Reizes

5 Maklakova et
al., 1995

BCM-4,-5,-7

Ratte

i.C.v.

Nur BCM-7 stimulierte die
Nahrungsaufnahme einer se
fetten Mabhlzeit;
Antagonisiert durch

Lin et al., 1998
hr

Enterostatin und Naloxon.
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BCM-5

Maus und
Neuroblastom

- Zellen

i.c.v. und i.p.

BCM-5 (i.c.v.) induzierte
dosisbahéngig eine Amnesie
bei Mausen; i.p.
Verabreichung von BCM-5
(0,1-20mg/kg) hatte weder
einen Effekt auf spontanes
Verhalten noch auf passive
Antwortvermeidung.
Allerdings ergab eine Reihe
von Kombinationsstudien,
dass eine niedrige Dosis vor
BMC-5 i.p. eine Stérung des
Lernens und Gedachtnises
verbessert, resultierend aus
einer cholinergen
Dysfunktion durch zentrale
Vermittlung von p1-
Rezeptoren.

BCMs, einschlieRRlich BCM-
7, zeigten eine Stimulierung
auf das Neuritenwachstum
von Neuroblastom-Zellen.

Sakaguchi et
al., 2003a;
Sakaguchi et
al., 2003b;
Sakaguchi et
al., 2006

BCM-7,
Rubiscolin-5

und Exorphin C

Junge Ratten

Postnatales Lernen. Die dre
Exorphine verbesserten die
Entwicklung des
konditionierten Reflexes der
Futtersuche in einem
komplexen Labyrinth. Nur
BCM-7 wirkte (negativ) auf
passive

Vermeidungskonditionierung.

Fazit: Exorphine,

insbesondere BCMs, kdnnen

erhebliche und langfristige
Auswirkungen auf die
Umweltadaption junger
Saugetiere ausuben.

Dubynin et al.,
2008

BCM-7

Neugeborene
Ratten

Ex-vivoAktivierung (DNA-
Synthese) proliferativer
Prozesse im Myocard und in
ektodermalen und
endodermalen Epithel

Maslennikova
1 et al., 2008

neugeborener Ratten.

(Naltrexon* wie Naloxon ein Opioidantagonist)
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3.5.2.1 Funktionsstérungen und Krankheitsbildr
3.5.2.1.1 Plétzlicher Kindstod (SIDS)

In der Studie von Sun et al. (2003) sollte der atigee Zusammenhang zwischen
B-Casomorphinen und dem SIDS (sudden infant deaitireyne) nachgepruft werden.
Diese Untersuchung beruht auf der Annahme, dass 8@ivh Gl-Trakt des Sauglings
intakt absorbiert werden, und diese Peptide autdes noch unreifen ZNS auch leicht
die Blut-Hirn-Schranke passieren kénnen.

Bekannt war bereits die Tatsache, dass OpioideAthieung durch eine Reihe von
Mechanismen und neuronalen Wirkorten zu unterdmickermoégen, und eine
Atemdepression durch den Gebrauch von Opioid-Anikg®egrenzt werden kann.
Laut dieser Studie kdnnten nun bei Sauglingen migreanormalen Atmungskontrolle
die Opioidpeptide der Milch eine Depression der mdentren des Hirnstamms
veranlassen, die zu Atemstillstand und letztlichmzdod fihren konnte, da die
entsprechenden Opioidrezeptoren in denselben Niaalisiert sind, die auch bei der
Atemregulierung eine Rolle spielen.

Da Rinder —-BCMs im Allgemeinen als potenter eingészt werden als deren Analoge
in der Humanmilch, kénnte dies die Gefahr fur SNaE8groRern. Dennoch aber kam
man bei dieser Untersuchung zu dem Schluss, dasglii®fe, die entweder mit
Sauglingsanfangsnahrung oder mit Humanmilch getitterden, ein &hnliches Risiko

haben, an dem plétzlichen Kindstod zu sterben.

3.5.2.1.2 Autismus

Die sogenannte Autismusspektrums-Storung umfasgblydich Autismus, atypischen
Autismus, das Asperger-Syndrom und einige anderevarelte Stérungen mit
unterschiedlichen Schweregraden.

Autismus wird von der Weltgesundheitsorganisatit?HQ) als eine tiefgreifende

Entwicklungsstorung klassifiziert.
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Sie wird als eine angeborene, unheilbare  Wahrnegsiun und
Informationsverarbeitungsstorung des Gehirns beswtm, die sich bereits im frihen
Kindesalter bemerkbar macht [Cass et al., 2006].

Die Symptome und die individuellen AuspragungenAlassmus sind vielfaltig.

Allen autistischen Behinderungen sind Beeintracimgen des Sozialverhaltens, die
Schwierigkeit, mit anderen Menschen zu kommuningmer auch stereotype oder
ritualisierende Verhaltensweisen gemeinsam [Badbateal., 2006].

Dieser Autismusspektrums-Stérung wurde in  den detztJahren vermehrt
Aufmerksamkeit und Interesse zuteil, da auch olitdve Sorgen Uber die offenbare
Zunahme bei der Zahl der Kinder mit diesen Entwinglsstorungen anstiegen.

Die Atiologie dieser Erkrankungen ist noch unklandu medizinische oder
physiologische Behandlungsoptionen stellen haufig enttauschende Ergebnisse zur
Verfiigung.

Wahrscheinlich wird auch infolge dessen Erndhrungs-anderen Umweltfaktoren und
Erganzungstherapien betrachtliche Aufmerksamkeitigenkt [Barbaresi et al., 2006].
In diesem Zusammenhang wird der Begriff des Leaky-&/ndroms, des sogenannten
durchlassigen (undichten) Darms, immer wieder envéind in die Untersuchungen im
Bezug auf Autismus miteinbezogen.

Das Konzept des Leaky-Gut wurde insbesondere diieckerdffentlichung von

Cade et al. (2000) angetrieben, die auf der Zuneakon Peptiden in Peaks der
Urinproben, die jedoch nur teilweise charakterisieerden konnten, von autistischen
und schizophrenen Patienten beruht.

Demzufolge ist die Integritat der Darmschleimhaalclser Patienten beeintrachtigt,
diese Schutzbarriere nicht mehr intakt, und ernctglisomit, dass u.a. viele
unvollstandig abgebaute Proteine (Peptide) aus Méch (Caseine) oder aus
Getreideprodukten (Gluten) in die Blutbahn gelangen Autoimmunerkrankungen
sowie Allergien aber auch neurologische Erkrankanggursachen kénnen.

Das diatetische Eingreifen bei diesen Patienten eimier Casein- und glutenfreien
Ernahrung fiihrte augenscheinlich zu VerbesserurggnMagen-Darm-Problematik,
und wurde vorerst die Basis von Diaten fur PatientBe an der Autismusspektrums-
Stoérung leiden.



65

Reichelt und Knivsberg (2003) prasentierten ebénfaln sogenanntes Autismus-
Modell, bei dem angenommen wurde, dass die Aufnatodelatoren der Exorphine
und des Serotonins die Schliisselvermittler in degwieklung des Autismus darstellen.
Sie vermuteten, dass dies auf einen genetisch rbadien Peptidasemangel von
mindestens zwei oder mehreren Peptidasen und/@gi¢idpseregulierenden Proteinen
zuruckzufihren ist.

Seitdem ist diese Modell jedoch von vielen andaMiesenschaftlern infrage gestellt
worden.

In nachfolgenden Studien, bei denen empfindlicharal spezifischere LC/MS-
Analysemethoden angewandt wurden, konnten die dRepicht entdeckt werden.

Bei der Untersuchung von Hunter et al. (2003) wwvdéers versucht, die Anwesenheit
von Opioidpeptiden im Urin von autistischen Kindewnbestétigen und zu bestimmen,
ob bei diesen Kindern eine Fehlfunktion der DPPvbrliegen und diese womdglich
ursachlich sein kénnte.

Auch in dieser Studie konnten weder Opioidpepticedeckt noch irgendwelche
Beweise fur einen tatsadchlichen DPP IV-Mangel hdtistischen Kindern gefunden
werden.

Christison und Ivany (2006) prtften die von Cadale{2000) propagierte Casein- und
glutenfreie Diat nach, und kamen jedoch zu dem lirge dass die bislang verfiigbaren
Daten sich als unzureichend erweisen, um etwaigdam#ungsempfehlungen
aussprechen zu kénnen.

Auch in einer weiteren Studie von Cass et al. (2008i der unter Verwendung von
MALDI/TOF-MS Opioidpeptide im Urin von autistischeKindern analysiert und

bestétigt werden sollten, ergaben sich keinerl@vdge fur deren Anwesenheit.

Angesichts des Mangels an Beweisen konnen somibidp@ptide wie diep-

Casomorphine weder als ein biomedizinischer Marker Autismus dienen noch
verwendet werden, um eine Antwort auf eine mogligfiekung von Casein- und/oder
glutenfreien AusschluR3diaten bei Patienten mit reideitismusspektrums-Stérung

vorhersagen oder diese kontrollieren zu kbnnend@aal., 2008].



66

3.5.3 Kardiovaskulare Krankheiten

Die Prozesse, die zu den sogenannten kardiovaskul&tauptkrankheiten, wie
ischAmische Herzerkrankungen und Schlaganfall fyhiend multifaktoriell und
entwickeln sich gewohnlich im Laufe mehrerer Jallweyor diese, meist nach einem
Alter von 50 bis 60 Lebensjahren, diagnostizierntdee.

Die kardiovaskulare Erkrankung wird als ein Lebd&h&sankheitskomplex bezeichnet,
der insbesondere in Landern mit hohen Lebensstds@ds eine der Hauptursachen der
Mortalitatsrate angesehen wird [WHO, 2003].

Zu den Risikofaktoren zéhlen Hypertonie, hohes LCholesterin, niedriges HDL-
Cholesterin, Entzindungsmarker, Homocysteine, MkoBewegungsmangel oder
Adipositas, wobei in den letzten Jahren die zunetdeePravalenz fur Adipositas in
jungen Bevolkerungsgruppen mit dem vergréertemh®wschen des Diabetes Typ Il
unter jungen Leuten in Verbindung gebracht word¢nund somit Diabetes Typ Il eine
zunehmende Gefahr fur kardiovaskulare Krankheitestdllt.

Gegenwartige wissenschaftliche Forschungen sehenZdsammenhange zwischen
kardiovaskularen Erkrankungen und Diabetes Typ ml metabolischen und
immunologischen  Entzindungsstoérungen verschieder@mganfunktionen. Die
potenzielle Rolle der Nahrung bei der Regulieruagkntstehung und Entwicklung von
Entziindungsprozessen im Organismus konnte begatsyeprift werden

[Nicklas et al., 2005].

In Bezug darauf wurde in einigen 0kologischen Sindilie Hypothese aufgestellt, dass
es eine Verbindung zwischen dem geschatzten Pré-¥egrauch anp-Casein A
und der kardiovaskularen Krankheitssterblichke#iz@igen auf Daten der 1970er Jahre)
gabe [Seely, 1981; McLachlan, 2001].

Die zusammengestellten Daten beeinhalteten u.a. Besteingehalt und die
Allelfrequenzverteilung de-Caseins aus Milch verschiedener Kuhrassen ausdfewah
Lander. Der berechnete Verbrauch R#Casein A wurde anschlieBend auf die
Pravalenz der kardiovaskularen Krankheiten in deeselLandern bezogen.

Generell gilt, dass die Hypothese, die einen mbglc Gesundheitseinfluss vdh
Casomorphinen, insbesondere BCM-7, und verwandégtiden andeutet, grof3tenteils
auf okologischen Studien beruht, die einige Umwagltiren und die Pravalenz/Inzidenz

von einigen nicht-tbertragbaren Krankheiten aufsiiea beziehen.
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Eine allgemeine Ricksichtsnahme auf humane Koiwekdtudien und zusatzliche
Rucksicht auf deren Unklarheiten scheinen somithraght und auch notwendig zu
sein, denn die Beziehung zwischen einer Krankhedt genetischen Verhaltens- oder
Umweltfaktoren ist kompliziert [Morgenstern and Tinas, 1993].

Die Errichtung einer monokausalen Theorie, die &giwz/Inzidenz einer Krankheit zu
erklaren, erscheint deshalb als problematisch.

Der passendste Weg, eine Hypothese zu bestatigite das Studiendesign einer
Kohortenstudie sein. Bei dieser werden definientepen von Menschen mit und ohne
Exposition gegentber einem Risikofaktor Uber eild@geren Zeitraum untersucht, und
gleichzeitig sollten dabei individuelle Daten ulsgenetik, Ernédhrung, Lebensstil und
Umgebung gesammelt und diese Daten auf die Kratggrévalenz/-inzidenz analysiert
werden, indem sich die Studie auch an alle and@@glichen Einflussfaktoren anpasst
[Grimes and Schulz, 2002].

Aufgrund der groRen Datenmenge, die gesammelt wemdess und auch der Zeit, die
solch eine Studie in Anspruch nehmen wiirde, werldegige Anndherungen an andere
Studientypen bezlglich Humanstudien in Erwagunggea.

Ein Beispiel dafiir ware eine Fall-Kontroll-Studiegi der mindestens zwei Gruppen
gebildet werden: die Gruppe der beobachteten ,F@ilersonen mit gesundheitlicher
Einschrankung bzw. mit diagnostizierter Krankheit[d die Gruppe der ,Kontrollen®
(Personen ohne gesundheitliche Einschrankung brzankkeit).

Andere Einflussfaktoren wie Geschlecht, Alter, geitkt, Lebensregion oder sozialer
Status sollten so ahnlich wie mdglich zwischen Béiten und Kontrollen sein.

Zur gleichen Zeit sollte die Schwankung des vertgtdn Einflussfaktors grol3 genug
sein, um eine Wirkung zu beobachten, die von emlligen Schwankung stammen
konnte.

Fall-Kontroll-Studien dienen dem retrospektiven Naeis von mdglichen pathogenen
Faktoren fur gesundheitliche Stérungen, die sich ger pranatalen Periode und dem
Kleinkindesalter bis hin zum Erwachsenensein and&mnen, weshalb bei solchen
Studien einiges an wichtiger Information nicht vigthar sein kann und diese deswegen

in der Evidenz-Hierarchie nicht sehr hoch rangid&sherfer, 2003].
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Dasselbe Problem entsteht, wenn andere Einflusstaktangenommen, aber nicht
bewertet werden konnen. Diese Faktoren, die unbeksind, aber sehr wohl einen
Einfluss auf die Krankheit austiben kénnen, werdénf&ktoren genannt.

Diese Schwache rechtfertigt die Tatsache, dassKealiroll-Studien weniger kreditiert
werden, um Beweise fur eine angenommene Beziehuagigen.

Ein anderer Weg, eine Hypothese zu priifen, warerbéieits erwahnten dkologischen
Studien. Bei diesen werden zusammengefasste Datédrappenniveau verwendet und
verglichen, welche zwar leichter zuganglich sinberadie implizierte Annahme der
Gleichartigkeit am individuellem Niveau in den nters Fallen nicht mit dem Gebrauch
der Studienergebnisse vereinbar ist, um die AsBomiaUrsache-Wirkung zu
demonstrieren.

So gesehen, kann dies nur ein erster Schritt daiir;, Beweise fir eine Hypothese zu

gewinnen.

Neben der aufgestellten Hypothese, dass es eir@ndeng zwischen dem geschatzten
Pro-Kopf-Verbrauch af-Casein A un der kardiovaskularen Krankheitssterblichkeit
gabe, vermutete McLachlan (2001) weiters sogars @s Zusammenhang zwischen
dem Nikotinkonsum und der Aufnahme vpi€Casein A zu Todesféllen bedingt durch
kardiovaskuléare Erkrankungen und Lungenkrebs besteh

Diese Annahme wurde aber durch Laugesen und ER@@3a, b) widerlegt. Dennoch
konnte in diesen Studien ebenfalls eine Korrelaianschen dem berechneten Pro-
Kopf-Verbrauch des p-Casein A un der Pravalenz fir ischamische
Herzkrankheitssterblichkeit in mehreren Landerrtddeg werden.

Dies verdeutlicht die Tatsache, dass sich okolbgisstudien an etwaige Storfaktoren
anpassen konnen.

Auch in der Studie von Hill et al. (2002) konntes dierbindung des Verbauchs pn
Casein A mit der Pravalenz fur kardiovaskulare Krankheigezeigt werden, aber, da
fur diese Untersuchung gesammelte Daten aus dePefl3hren verwendet wurden,
bei denen im Gegensatz zu den bisher angewandtesn Digr 1970er Jahre dieser
eindeutige angesprochene Zusammenhang sich nicht soe deutlich sondern eher
schwach erwies, beschlossen bei der Studie vonetil. (2002) die Autoren, dass

seitdem der relative Anteil der Aufnahme @e€aseins A aus der Milch anscheinend
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Uber diesen Zeitabschnitt zwar in den relevanterdken zunahm, der Verbrauch dieses
Proteins jedoch keine Wirkung auf ischdmische H&raekungen in Bezug auf die
Mortalitat hatte.

Im Gegensatz zu den vorhergenannten Studien haleeerey grol3er angelegte
Kohortenstudien eine vorteilhafte Rolle fur den dikonsum in der Préavention von
Herzkrankheiten und Schlaganféallen gezeigt [Elwebdl., 2004a, b; 2005a, b].

Zwei Interventionsstudien am Menschen sind Uberndigliche Beziehung zwischen
der Aufnahme anp-Casein A bzw. A2 und Kkardiovaskularen Krankheiten
veroffentlicht worden.

Chin-Dusting et al. (2006) fuhrten an 15 Probaneiee doppelblind Crossover-Studie
durch, bei der 25¢@-Casein Al/Tag und dieselbe Dosis guCasein A2 fur einen
Zeitraum von 12 Wochen verabreicht wurden.

Im Zuge dessen ergaben sich aber weder Unterschied&ndothel- noch in
Funktionstests.

Venn et al. (2006) pruften nach, ob sipfCasein A- und A2-Varianten auf die
Plasmacholesterinkonzentrationen des Menschenssahtedlich auswirken.

In einer randomisierten Crossover-Studie mit 62oBnalen, die fir 9 Wochen angesetzt
wurde, konnten keinerlei Beweise dafir gefundenderr dass Milchprodukte, de
Casein A- oder A2zVarianten enthalten, Differenzialeffekt¢P>0,05) auf
Plasmacholesterinkonzentrationen ausiuben.

Gemal} diesen Ergebnissen scheiffgbasein A und A2 nicht in Verbindung mit
kardiovaskularen Krankheiten gebracht werden zun&in

Auch wenn randomisierte Interventionsstudien ppieti aussagekréftiges
Beweismaterial zur Verfigung stellen kénnen, erubie vorhergenannten Studien
aufgrund der begrenzten Probandenanzahl und kuztemventionsperioden keine
wissenschaftlich fundierten Schlussfolgerungen.

Da bis heute keine endgiltigen wissenschaftlicheate® existieren, kann ein
Zusammenhang zwischen dem Verbrauch bzw. der Aafealonp-Casein-Varianten
aus Milchprodukten und einer dadurch vergroRertesfal® fur kardiovaskulare

Erkrankungen beim Menschen nicht bestatigt werden.
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3.5.3.1 Kardiovaskulare Gesundheit

Diesbeziglich hat sich der gro3te Teil der Aufmarkkeit auf die bereits erwdhnten
antihypertensiven Eigenschaften der Nahrungsmépgige konzentriert.

In Tiermodellen und humanen Interventionsstudidrsith gezeigt, dass mehrere dieser
bioaktiven Peptide, inklusive dei-Casomorphine, eine Reduktion des Blutdrucks
bewirken kdnnen.

Die Eigenschaften und klinischen Effekte von sogeten antihypertensiven
Milchpeptiden wurden in einigen Studien nachgepuiifi bestatigt

[FitzGerald and Meisel, 2000; Korhonen and Pihla2@06; Hong et al., 2008; Mdller
et al., 2008; Saito, 2008].

Der wichtigste Mechanismus, zumindéstvitro, scheint die Hemmung des ACE zu
sein (siehe Kapitel 3.4.1).

Obwonhl die Diskussion tber die Relevanz und digfiastigen Effekte in Bezug auf
klinische Endpunkte andauert, wird die Reduktions d@lutdrucks durch

Nahrungsmittelpeptide allgemein durchaus als Vibdéibetrachtet.

3.5.4 Diabetes mellitus Typ |

Der Typ-I-Diabetes dngl: insulin dependent diabetes mellitus, IDDM) ishee
Autoimmunerkrankung, die bei genetisch pradispdamrerPersonen einerseits durch
Umweltfaktoren verursacht wird und andererseits dersprogressiven Zerstdérung der
insulinproduzierendefi-Zellen des Pankreas durch autoreaktive T-Lympleszyind
Makrophagen resultiert [Atkinson and Maclaren, 1994

Da die korpereigene Insulinprouktion dadurch véltslig eingestellt ist, kdnnen die
Korperzellen keine Glucose mehr aufnehmen.

Mindestens die Halfte der Patienten werden vor oden die Pubertatszeit
diagnostiziert, weshalb Diabetes m. Typ | auchjwaleniler Diabetes bezeichnet wird.
Typ-I-Diabetes ist nach der Allergie weltweit deaithdufigste chronische Erkrankung
im Kindesalter, und die Inzidenz ist weltweit angé®d, wobei grol3e geographische
Unterschiede vorliegen [Atkinson and Eisenbartl12@eter, 2007].
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Dieser Anstieg in den letzten Jahren war vor alleen sehr jungen Kindern zu
beobachten [Pozzilli et al., 2007].

Die genetische Atiologie des Diabetes m. Typ | kér, aber eine genetische
Pradisposition allein reicht nicht aus, um diesearikheit zu verursachen. Die
pathologische Entwicklung ist viel mehr das Ergebminer Kombination von
genetischen und umweltbedingten Risikofaktoren i#g&n and Maclaren, 1994;
Schrezenmeir and Jagla, 2000].

Umweltfaktoren haben einen grol3en Einfluss auf Kliankheitsentstehung, und die
zunehmende Inzidenz und Pravalenz von Diabetesweieltsind nur durch
Veranderungen der Umwelt zu erklaren [King et998].

Die moglichen Mechanismen, die durch umweltbedingisikofaktoren den IDDM
auslosen konnen, sind in 3 Hauptkategorien (nixkiusive) eingeteilt worden.

Dazu zahlt erstens eine direkte Entstehung der tedliizhen Stbérung der
Langerhansschen Inseln durch sogenannte toxischenzéan. Zweitens eine
immunologische Wirkung, die teilweise den strukliere Ahnlichkeiten zwischen
Fremdproteinen und Inselzellantigenen zugeschrielvard und drittens eine
Beeintrachtigung der Differenzierung koérperfremadés auch korpereigener Haptene.
Man darf aber auch nicht vergessen, dass das mitEm assoziierte Immunsystem
dabei eine ebenfalls eine Rolle spielt [Vaaral®&0

3.5.4.1 Einfluss def}-Casein-Varianten

Auch erndhrungsbedingte Risikofaktoren haben gréeftuss auf die Entstehung und
Entwicklung von Typ-I-Diabetes.

Einige Studien haben eine verstarkte humorale Inamtwort auf verschiedene
Proteine der Kuhmilch bei Kleinkindern gezeigt, dmit nicht-hydrolysierter
Sauglingsnahrung gefittert wurden und in weiterelg& an IDDM erkrankt sind.
Dennoch kann bis heute kein eindeutiger Zusammenharschen Milchproteinen und
Diabetes m. Typ | bestatigt werden [Luopajarvilet2008].

Wie bereits erwahnt wurde (siehe Kapitel 3.3.1,1hajp-Casomorphin-7 nach eingr
vitro-Digestion mit Darmenzymen gezeigt, dass es augdeamsein-Varianten A und

B vermehrt freigesetzt wird als aus der A%-Variante
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Die Vermutung wurde aufgestellt, dass das BCM-7emer Beeintrachtigung der
Entwicklung der Darm-assoziierten Immuntoleranz Iggnetisch pradisponierten
Personen mit Typ-I-Diabetes beitragen kann.

Es konnte somit als Adjuvans an der Autoimmunreakibeteiligt sein, die zu der
Zerstorung def-Zellen des Pankreas bei pradiabetischen Persaen[Elliott et al.,
1997, 1999].

Obwohl das BCMIR (siehe Kapitel 3.4.2.4.2) in Dammken vorhanden sein kann,
konnte die spezifische Freisetzung von BCM-7 AuSasein A- und B- Varianten
jedochin vivo beim Menschen noch nicht nachgewiesen werden [f&rgcet al., 1985].
Sehr wohl konnte aber gezeigt werden, dass PatienieIDDM erhéhte Mengen an
Anti-Casein-A Antikdrper im Serum enthielten, wahrend Kontrofgmnen erhohte
Mengen an Anti-Casein-A2 Antikorper vorwiesen [Padjet al., 1999].

Die sogenannte Diabetogenicity v@rCasein A -, A2- und B- Varianten wurde in
Tierversuchen und 6kologischen Studien an Mensbberertet.

Zwei Tierversuche haben die Unterschiede in ddsed@enen Wirkung zwischent A
und A2-Varianten dep-Caseins untersucht [Elliott et al., 1997; Bealesl.¢ 2002].

Beide Futterungsstudien kombinierten Casein memisojaproteinpraparat.

Die erste Studie, die in einem von Experten bednueaen (peer-reviewed) Journal nicht
veroffentlicht wurde, zeigte eine hohere Inziders diabetes nach Zufitterung mit
At -B-Casein im Vergleich zu AB-Casein an Mausen [Elliott et al., 1997].

Die zweite Studie, die im Gegensatz zur ersten imerne peer-reviewed Journal
veroffentlicht wurde, bestétigte die Ergebnisseéiesrsten Studie nicht.

Die Autoren von Beales et al. (2002) kamen zu adtuSsfolgerung, dasstAB-Casein
eine groRere diabetogene Wirkung als pAZ2asein besitzt und dass, obwohl
Milchcaseine kaum Promotoren fir Typ-I-Diabetesstilen, diese doch in einigen
Fallen imstande sein kdnnen, die Induktion des &i@bzu erhdhen.

Eine Reihe von 6kologischen Studien an Menscheftepdie Korrelation zwischen
dem geschatzten Pro-Kopf-Verbrauch @e€asein A und A2 und der Inzidenz fur
IDDM nach.

In der Studie von Elliott et al. (1999), die beindern bis zum 14. Lebensjahr in 10
Landern, einschlie3lich der nordischen Landerncgluigefihrt wurde, verglich man den

nationalen Kuhmilchverbrauch zusammen mit den Pohpimismen der Milchproteine.
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Dabei wurde festgestellt, dass der Gesamtprotegwnnicht mit der Inzidenz fir
Diabetes korreliert, aber der Konsumpagasein-A allein oder in Kombination mp-
Casein-B sehr wohl mit der Anzahl der Neuerkranlamgn Typ-I-Diabetes in
Verbindung steht.

In der Studie von McLachlan (2001) wurde gezeigssdder berechnete VebrauchBan
Casein-A in 16 Landern stark mit der Inzidenz von IDDM bmannlichen

Jugendlichen unter 15 Jahren in Beziehung gebreetden kann.

Eine groRere dkologische Studie, die 19 Landeralas Welt einbezog, berichtete tber
ahnliche Assoziationen [Laugesen and Elliott, 2003]

Auch die Studie von Birgisdottir et al. (2006) kommeine positive Korrelation zwischen
der geschatzten Aufnahme vghCasein-A bei Kindern unter 2 Jahren und der

Inzidenz fur Typ-I-Diabetes zeigen.

Jedoch darf nicht aul3erachtgelassen werden, daddnderschied in der Anzahl der
Neuerkrankungen von IDDM auch anhand nicht erwah8térfaktoren erklart werden
kann, die in o©kologischen Studien nicht miteinbexogwurden bzw. nicht
miteinbezogen werden konnten, wie bereits bei dardi&vaskularen Krankheiten
(siehe Kapitel 3.5.3) angefuhrt wurde, seitdem uh&erschiedlichen Autoren dieselbe
geschatzte Aufnahme vom-Casein-Varianten fir deren statistischen Analysen
verwendet haben.

AulRerdem, wie in Kapitel 3.3.1.1.1 angesprochendeuischeint die Relevanz von
Daten der Allelfrequenzverteilung dep-Caseins und der tatsachlichen Ho6he
spezifischer Proteinvarianten in Milch und Milchguiten schwierig zu interpretieren.
Deshalb ist eine umfassende Evaluierung mdglichér- Sind Unsicherheitsfaktoren
erfoderlich, um die Aussagekraft der vorhergenamhterrelationen zu beurteilen.
Angesichts der allgemeinen Grenzen 6kologischedi&ukann die Moglichkeit nicht
ausgeschlossen werden, dass Kinder mit Typ-I-Dégbatich nur eine geringe Zufuhr
an p-Casein-A im Vergleich zu anderen Kindern im gleichen Lamdiegten, da die
Nahrungsaufnahme bei Sauglingen und in der Kindhei@irlich gro3en individuellen

und altersbedingten Schwankungen unterliegt.
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Zusammenfassend konnte in der bisher veroffendichtiteratur kein vermeintlich
spezifischer Faktor identifiziert werden, der dies&athe-Wirkungsbeziehung zwischen
der Aufnahme vorB-Casein-A oder —B mit der Inzidenz fir Diabetes m. Typ |
beweisen konnte.
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4. SCHLUSSBETRACHTUNG

Ziel dieser Diplomarbeit ist es, die Natur und Wingsweise def-Casomorphine

(BCMs), Peptidsequenzen im MilchprotefiCasein, zu erlautern, um anhand der
erhaltenen Ergebnisse der verwendeten Literatand@atsachlichen Auswirkungen auf
die Gesundheit des Menschens bestatigen zu koénmeh,0b diese im Zuge der
Nahrungsaufnahme imstande sind, einen Einflussdagf Sattigungsempfinden des

Menschens auszutiiben.

BMCs zéahlen zu den sogenannten bioaktiven Peptiieriatent in der Primarstruktur
verschiedener Nahrungsproteine (insbesondere delchMivorhanden wund in

unterschiedlichen Nahrungsmittelquellen identifizieorden sind. Freigesetzt werden
kénnen diese Peptide durch die Hydrolyse wéahremd_eleensmittelverarbeitung oder

durch die Lebensmittelverdauung.

Da die p-Casomorphine in direkter Wechselwirkung vorzugseeimit -
Opioidrezeptoren im Plexus myentericus und im &esubmucosus der glatten
Muskulatur des Gastrointestinaltrakts stehen, ume iphysiologischen Wirkungen
entfalten zu kdnnen, stellen sie eine Gruppe voioi@peptiden dar.

Die Primarsequenz aller Nahrungsmittelproteine eéster genetischen Schwankung
unterworfen. Bei den genetischen Polymorphismen BResdlerf-Caseins konnte
festgestellt werden, dass BMCs, insbesonderg3daasomorphin-7, vermehrt aus den
At - und B-Varianten deB-Caseins im Vergleich zur A2-Variante freigesetaraen,
da bei der A- und B-Variante eine Substitution von Histidin der Position 67 der
Aminosaurensequenz vorliegt und hingegen bei de¥afante Prolin an derselben
Position zu finden ist.

Jedoch erscheint diesbezlglich die Relevanz voerDaer Allelfrequenzverteilung des
B-Caseins schwierig zu interpretieren, und die tiséhe Aufnahme spezifischer
Proteinvarianten in Milch und Milchprodukten  durch verschiedene

Bevolkerungsgruppen ist nicht bekannt.
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Bei der Bildung der BCMs wéahrend der Lebensmittelaeungin vitro konnte eine
Freisetzung bioaktiver Peptide aus deh-Aoder A2-Varinaten de$-Caseins im
Anschluss an eine peptische Digestion unter sogeeasimulierter gastrointestinaler
Digestion nicht nachgewiesen werden.

Bezlglich der Bildung dep-Casomorphine wahrend der Lebensmittelverarbeitung
existieren zwar Beweise daflr, dass verschiedestegytische Systeme an der Garung
von Milch- oder Kéasefertigung beteiligt sind, dieCasein zu BCM-7 oder anderen
BMCs hydrolysieren konnen, aber Uber die tatsdocbhc Mengen dieser in
fermentierten, enzymatisch- oder UHT-behandelten Icigrodukte, inklusive
Sauglingsanfangsnahrungen, stehen keine Inforneatiaar Verfigung.

Es konnte bis heute nicht bestétigt werden, dassnische Behandlungen im Zuge der
Lebensmittelverarbeitung eine entscheidende Rdlm b/erhindern oder Fordern der

Freisetzung vof3-Casomorphinen spielen.

Zur Entfaltung physiologischer Wirkungeim (vivo) ist es notwendig, dass die BCMs
das jeweilige Zielgewebe intakt erreichen. Hienfilissen diese den Verdauungstrakt
intakt passieren, sich somit zum Teil als Hydrolyssistent gegentiber Verdauungs-,
Plasma- und Leberenzymen erweisen und anschligBserddie Pfortader und Leber in
den systemischen Blutkreislauf und schlief3lich 2\Mirkungsort gelangen.

Unabhangig von potenziellen Transportmechanisménmigtlerweile die Tatsache
anerkannt worden, dass die Darmmucosa keine abs8atriere darstellt, die ein
Durchdringen von Peptiden total verhindern wiirde.

Opioidpeptide gelten generell als sehr hydrophatijwich ihre Ubertragung durch das
Darmepithel erschwert wird, die abhangig von dessmrophilie eher tUber einfache
Diffusion oder parazellularen Transportweg verlauft

Anhand der Caco-2 Zelllinie konnte vitro der passive Transport von BCM-7 durch
das Darmepithel eindeutig bestatigt werden.

Jedoch ist hier eines der Hauptprobleme aller alied basierendeim vitro-Modelle
der Mangel an Muzinen, die beim Menschen von deshBeellen u.a. im Zottenepithel
des Dunn- und Dickdarms gebildet werden und dashE&pivie eine Schutzschicht

bedecken.
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AulBerdem besteht ein praktisches Problem darin,s ddi® in verschiedenen
Laboratorien erhaltenen Daten der Permeabilitéitimlich der Schwankungen bei der
Zellliniendifferenzierung und der Auswahl von Supptationen schwierig zu
vergleichen sind.

Es hat sich gezeigt, dass der Gebrauch der Uskiaglwers-Technik ben vitro / in
vivo-Korrelationen zu bevorzugen ist, um die Bioverféiddeit von Peptiden
vorauszusagen.

Im Zuge diesem vitro-Bestimmung konnte das intakte Durchqueren des Baithels

einigerp-Casomorphine bestatigt werden.

Bei gesunden Erwachsenen ist die Absorption vonidReap die grol3er sind als Di- oder
Tripeptide, fur gewdhnlich sehr eingeschrankt, sachit konnte bei diesen eine intakte
Absorption der BMCs nicht nachgewiesen werden.

Bei Sauglingen konnten Beweise daflr erbracht werdass deren Darmmucosa auch
fur hohere Peptide aufgrund der noch unreifen Sshdisten (tight junctions) relativ
durchlassig ist, die BCMs dadurch der Hydrolysegehén und intakt absorbiert werden
und weiters, dass diese Peptide aufgrund des nohfen ZNS ebenfalls leicht die
Blut-Hirn-Schranke passieren kbnnen.

Diesbezuglich darf jedoch nicht auf3erachtgelassemden, dass die Transportkapazitat

von Makromolekilen mit zunehmendem Alter rapideileiont.

Anhand von Futterungsversuchen an Tiermodellen teobewiesen werden, dapgs
Casomorphine aufgrund ihrer direkten Wechselwirkomigu -Opioidrezeptoren des Gl-
Trakts imstande sind, die gastrointestinale Métileu hemmen, die Magenentleerung
zu reduzieren und somit in weiterer Folge die @astestinale Transitzeit
herabzusetzen, d.h. zu verlangern.

Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass einige delsB@akt absorbiert werden, da sie
nur auf diese Weise Uber ihre Opioidaktivitat regoitische Wirkungen auf den Gl-
Trakt austben konnen, und weil diese Peptide anfgrinres hohen Gehalts an
Prolinrickstanden gegen den Angriff einiger proggsther Enzyme des GI-Trakts

resistent sind.
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Weiters konnte in Tierversuchen bestéatigt werdeagssddas BCM-7 als sogenannter
Stimulant fur die Muzinfreisetzung im Darm angesetverden kann.

Es konnte zwar einerseits bewiesen werden, fl&ssomorphine die gastrointestinale
Transitzeit aufgrund ihrer Opioidaktivitat, die tergurch die Caseinverdauung
freigesetzt wird, verlangern konnen und auch amdeits, dass das Casein selbst
aufgrund dessen Konsistenz langer im GI-Trakt vétwaber dennoch existieren fur
einen moglichen Einfluss der BCMs auf das Sattigentpfinden des Menschens keine

endgultigen Beweise.

In Bezug auf den moglichen Zusammenhangfd€asomorphine mit einem erhdhten
Risiko fur bestimmte Krankheiten wie dem plotzlioheKindstod, Autismus,
kardiovaskularen Erkrankungen und Diabetes mellifyp 1, wofur okologische
Studien an Menschen durchgefihrt wurden, konnteémek&issenschaftlich fundierten
Beweise erbracht werden.

Um einen potenziellen Gesundheitseinfluss flgtasomorphine auf den Menschen
bestétigen zu konnen, erfordert es vor allem weitenfassende Untersuchungen an

in vivo - bzw. Humanstudien, um die Aussagekraft der ezhal Daten auim vitro-

Experimenten und Futterungsversuchen an Tiermodbberteilen zu kbnnen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, das¥etigendungsmaglichkeiten von
B-Casomorphinen als bioaktive Peptide, die u.a. hgpértensive, zyto- und
immunmodulierende oder antioxidative Wirkungseigémadten besitzen, im
Ernahrungs- wie im Arzneimittelbereich als durchem$versprechend anzusehen sind.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand dieser Diplomarbeit ist es, die Wirkumgse der -Casomorphine,
Peptidsequenzen im Milchproteifi-Casein, anhand erhaltener Ergebnisse aus
vorhandener Literatur zu erlautern, um deren tatgden Auswirkungen auf die

Gesundheit und das Sattigungsempfinden des Menschenestétigen.

In Fatterungsversuchen an Tiermodellen und in westeFolge ausin vitro-
Bestimmungen (Caco-2 Zelllinie und Ussing chambkosinte bewiesen werden, dass
B-Casomorphine aufgrund ihrer direkten Wechselwigkamt p-Opioidrezeptoren des
Gastrointestinaltrakts imstande sind, die Schlekret®n des Darms zu stimulieren, die
gastrointestinale Motilitat zu hemmen, die Mageleanting zu reduzieren und somit
folglich die gastrointestinale Transitzeit zu vegdarn.

Eindeutige Beweise fur einen moglichen Einfluss dag Sattigungsempfinden des
Menschens konnten nicht erbracht werden.

In Bezug auf die Annahme, daBCasomorphine mit einer erhéhten Pravalenz bzw.
Inzidenz fur bestimmte Krankheiten wie dem plétzdén Kindstod, Autismus,
kardiovaskuléaren Erkrankungen und Diabetes mellitys | in Verbindung gebracht
werden, konnte diese Vermutung in 0©kologischen iStudan Menschen nicht
wissenschaftlich bestatigt werden.

Um einen potenziellen Gesundheitseinfluss flgtasomorphine auf den Menschen
beweisen zu kdnnen, erfordert es vor allem weitenéassende Untersuchungen an

in vivo- bzw. Humanstudien, um die Aussagekraft der ezhalt Daten aus vitro—
Experimenten und Futterungsversuchen an Tiermaodbberteilen zu kbénnen.

Da dieB-Casomorphine zu den sogenannten bioaktiven Peptdelen, die in vielen
unterschiedlichen Nahrungsmitteln enthalten sindl durchaus positive physiologische
Eigenschaften besitzen, wie u.a. eine antihypaktengyto- oder immunmodulierende
Wirkungsweise, sind deren Verwendungsmaoglichkeki@mitig im Erné&hrungs- wie im

Arzneimittelbereich als vielversprechend anzusehen.
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6. SUMMARY

The aim of this diploma thesis is to explain thepaot of p-casomorphins, peptide
sequences present in the milk protioasein, with the help of results obtained from

available literature to confirm their actual efeoin health and satiety of human beings.

In feeding experiments on animal models and, sules#ty, fromin vitro assays (Caco-

2 cell line and Ussing chambers) could be estaddighatp-casomorphins because of
their direct interaction with p-opioid receptorstive gastrointestinal tract are capable to
stimulate the mucin secretion, to inhibit gastrestinal motility, to reduce gastric
emptying and thus to increase the gastrointestiaastit time.

Evidence for a possible effect on the satiety pgaroa of the human being could not be
provided.

With regard to the assumption thgtcasomorphins are associated with increased
prevalence or incidence of certain diseases suckudden infant death syndrome,
autism, cardiovascular disease and diabetes ngetipe 1, this suggestion could not be

confirmed in ecological studies in humans.

In order to prove a potential health impact fatasomorphins on humans, further
comprehensive investigations iof vivo and human studies are required the validity of
the data obtained from vitro experiments and feeding experiments on animal feode
Becausd-casomorphins count to the so-called bioactiveigeptwhich are included in
many different foods, and clearly show positive gblpgical qualities such as
antihypertensive, cyto- or immunemodulating imp#ogir ranges of application are to

be considered to be promising both in nutrition angharmaceutical applications.
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