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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Beta-Casomorphin 7 (BCM-7) ist ein opioides Peptid, das vorwiegend bei der
enzymatischen Verdauung von Milch mit einem bestimmten Casein-Genotyp
freigesetzt wird (Jinsmaa et al. 1999). Eine Punktmutation im Beta-Casein-Gen
europaischer Rinderrassen fuhrte zum Austausch einer einzelnen Aminosaure im
Beta-Casein, welche zur erleichterten enzymatischen Spaltung des Milchproteins in
der sogenannten A1-Milch fuhrt (Ho et al. 2014). Bei der Verdauung der
ursprunglichen A2-Milch entsteht das Peptid ebenfalls, jedoch in deutlich geringerem
Male (Asledottir et al. 2018). Einige epidemiologische Studien korrelierten den
Konsum von A1-Beta-Casein positiv mit der Inzidenz von Diabetes mellitus Typ 1
und der Mortalitat an ischamischen Herzerkrankungen in verschiedenen Landern
(Elliott et al. 1999; McLachlan 2001; Laugesen et al. 2003). Aus diesen Studien
entstand die Hypothese, dass BCM-7 aus A1-Beta-Casein ein Risiko fur die
Gesundheit des Verbrauchers darstellt (McLachlan 2001). Diese und weitere, in
diesem Zusammenhang veroéffentlichte Publikationen, wurden jedoch von mehreren
Wissenschaftlern bewertet und als bislang nicht aussagekraftig genug befunden
(Truswell 2005; Summer et al. 2020). Ein Bereich, in dem ebenfalls noch viel
Forschungsbedarf besteht, ist der Effekt von Opioiden auf verschiedene
immunologische Funktionen. Fur Morphin wurde bereits in verschiedenen Studien
eine Hemmung der Proliferation von Immunzellen bei Nagern und Menschen
nachgewiesen (Bayer et al. 1990; Govitrapong et al. 1998; Nelson et al. 2000). Auch
BCM-7 verursachte in vitro signifikante Veranderungen der Proliferation
verschiedener Immunzellen des Menschen (Elitsur et al. 1991; Kayser et al. 1996;
Fiedorowicz et al. 2011). Vergleichend zu diesen Ergebnissen beim Menschen
untersuchten wir das Proliferationsverhalten von porcinen Immunzellen unter dem
Einfluss von BCM-7, Morphin und anderen selektiven Opioidliganden. Das Schwein
eignet sich zum einen in vielen Bereichen der Medizin als Tiermodell fir den
Menschen, da es viele Ahnlichkeiten in Physiologie, Anatomie sowie bei
immunologischen Funktionen aufweist (Rothkotter 2009; Huang et al. 2014).
Andererseits interessierte uns die Wirkung von BCM-7 auf das Schwein als Nutztier,
da eine Beeintrachtigung des Immunsystems, vor allem in der Ferkelaufzucht, zu
Wachstumseinbuf3en und hoheren Tierverlusten fuhren kann. Vor diesem
Hintergrund untersuchten wir erstmals die Wirkung von BCM-7 auf die Proliferation

peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMC) des Schweins. Zur Charakterisierung
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EINLEITUNG

des genauen Wirkmechanismus von BCM-7 testeten wir diese Zellen auf mRNA -
und Proteinebene auf die Expression von Opioidrezeptoren. BCM-7 zeigte neben der
Beeinflussung von immunologischen Funktionen auch Effekte auf den
Gastrointestinaltrakt von Mausen und Ratten, wie z.B. eine Hemmung der Motilitat
und eine vermehrte Schleimsekretion (Zoghbi et al. 2006; Dalziel et al. 2014). In
zuklnftigen Versuchen werden wir die Wirkung von BCM-7 auf gastrointestinale
Funktionen des Schweins naher untersuchen. Als vorbereitenden Schritt fuhrten wir
bereits einen Nachweis des u-Opioidrezeptors am Schweinedarm sowie speziell auf
den Lymphozyten aus den Peyer-Platten des porcinen Illeums durch.
Zusammenfassend war das Ziel dieser Arbeit erstmals das Proliferationsverhalten
porciner PBMC unter Einfluss von BCM-7 zu erforschen und festzustellen, ob die
beobachteten Wirkungen uber Opioidrezeptoren vermittelt werden. Dies diente der
Einschatzung ob das Schwein sich auch in diesem immunologischen
Zusammenhang als Tiermodell fur den Menschen eignet. Unsere zukunftigen
Untersuchungen werden weiter zur Aufklarung der spannenden Frage beitragen, ob
das opioide Peptid aus der Milch ein Risiko fur die 6ffentliche Gesundheit darstellt

oder nicht.
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2 LITERATUR

2.1 Unterschied zwischen A1- und A2-Milch

2.1.1 Genetisch bedingte Varianz des Beta-Caseins

Kuhmilch besteht durchschnittlich zu etwa 3,36% aus Proteinen (Castillo-Umania et
al. 2020). Dazu gehdéren die Molkenproteine wie Beta-Laktoglobulin, Alpha-
Laktalbumin, Laktoferrin und verschiedene Immunglobuline (Raimondo et al. 2019).
Den weitaus groReren Anteil, mit rund 80% der Gesamtproteinmenge, machen
jedoch die Caseine aus (Guantario et al. 2020). Man unterscheidet hier vier Arten,
zwei verschiedene Alpha-Caseine (aS1-und aS2), sowie das Kappa- und Beta-
Casein (Farrell et al. 2004). Letzteres macht mit circa 30% einen groRen Anteil des
Gesamtproteins in der Milch aus (Guantario et al. 2020). Das Beta-Casein-Gen tragt
die Bezeichnung CSN2 und beim Hausrind sind bislang 12 verschiedene Varianten
dieses Gens bekannt (A1, A2, A3, B, C, D, E, F, G, H1. H2 und [), wobei A1 und A2
am haufigsten vorkommen (Gallinat et al. 2013). Die unterschiedlichen Varianten
entstanden durch Mutationen im CSN2-Gen, die im Austausch verschiedener
Aminosauren im Beta-Casein resultierten (Kaminski et al. 2007). Sie lassen sich
durch eine dieser Mutationen in zwei Hauptgruppen einteilen: A1- und A2-ahnlich (Ul
Haq et al. 2014b). Die erste Beschreibung dieser Mutation fand bereits 1969 statt, als
noch nicht alle genetischen Varianten des Caseins bekannt waren (Groves 1969).
Entscheidend verandert ist die Aminosaure an Position 67, die bei den A2-ahnlichen
Varianten (A2, A3, D, E, H1, H2 und I) durch Prolin und bei den A1-ahnlichen (A1, B,
C, F und G) durch Histidin gebildet wird (Farrell et al. 2004). Auf DNA-Ebene wird
dies durch die von Cytosin in Adenin veranderte Base im zweiten Nukleotid des
Codons 67 verursacht: CCT im A2-Protein wurde zu CAT im A1-Protein (Farrell et al.
2004). Das Codon CCT codiert fur die Aminosaure Prolin, CAT hingegen fur Histidin
(Miluchova et al. 2014). Die ursprungliche Form ist hierbei die A2-Form mit Prolin, die
Histidin-enthaltenden Varianten entstanden durch die Mutation, die sich bereits vor
5.000-10.000 Jahren in den europaischen Milchviehrassen entwickelte (Ho et al.
2014). Kuhe konnen entweder homozygot (A1/A1 bzw. A2/A2) oder heterozygot
(A1/A2) fur das Merkmal A1- oder A2-Beta-Casein sein, wobei die Heterozygotie

dazu fuhrt das beide Arten des Beta-Caseins in der Milch auftreten (Massella et al.

3



LITERATUR

2017). Es wurden bereits einige Studien zur Verteilung der einzelnen Varianten in
den verschiedenen Rinderrassen publiziert (Gustavsson et al. 2014; Miluchova et al.
2014; Sebastiani et al. 2020). Bei der in Europa dominierenden Milchviehrasse
(Holstein Friesian), lagen die Frequenzen der haufigsten Genotypen von 1629
untersuchten Rindern in ltalien bei ca. 37% fur A2/A2, 10% fur A1/A1 und 36% fur
den heterozygoten Genotyp A1/A2, wobei sich die restlichen Genotypen aus A3, B,
C und | sowie deren Mischtypen zusammensetzten (Sebastiani et al. 2020). Andere
Rassen, wie z.B. das Jersey-Rind wiesen mit rund 42 % A2/A2, 0,7 A1/A1, 9% A1A2
sowie 25% B/A2 eine andere Verteilung der haufigsten Genotypen auf (Gustavsson
et al. 2014). Rinderrassen wie Gir und Guzera, die genetisch noch naher mit dem
Zebu verwandt sind, geben fast ausschlieRlich Milch mit A2-Beta-Casein (Rangel et
al. 2017). Die Milch von Schafen, Ziegen, Buffeln, Schweinen, Pferden und Eseln
sowie die Muttermilch des Menschen besitzt Prolin an Position 67 des Beta-Caseins
und ahnelt demnach der A2-Milch des Rindes (Caroli et al. 2016). Neben der beim
Rind beschriebenen Mutation wurden noch andere Polymorphismen des CSN2-Gens
bei weiteren Tierarten nachgewiesen (Ceriotti et al. 2004; Kusza et al. 2016; Suteu et
al. 2019). Im ovinen Beta-Casein fuhrte eine Mutation beispielsweise dazu, dass die
Aminosaure Methionin an Position 183 durch Valin ersetzt wurde (Ceriotti et al.
2004). Bei Schweinen gibt es eine, bei den verschiedenen Rassen unterschiedlich
haufig auftretende Punktmutation, die zum Austausch der Aminosaure Arginin durch

Glutamin an Position 201 im porcinen Casein fuhrt (Suteu et al. 2019).

2.1.2 Entstehung von Beta-Casomorphin aus Milch

Bereits vor uber vierzig Jahren isolierte eine deutsche Arbeitsgruppe mittels
Chloroform-Methanol-Extraktion aus in vitro verdautem bovinem Beta-Casein Peptide
mit opioider Wirkung, die sie Beta-Casomorphine nannten (Brantl et al. 1979;
Henschen et al. 1979). Sie fanden ein Heptapeptid, das Beta-Casomorphin-7 (BCM-
7) und nach Verdau mit dem Enzym Carboxypeptidase Y auch das um zwei
Aminosauren kurzere Beta-Casomorphin 5 (BCM-5) (Henschen et al. 1979). Die
opioide Aktivitat der Peptide bestatigten die Wissenschaftler an einem Praparat des
longitudinalen Muskels und des myenterischen Plexus aus dem lleum des
Meerschweinchens und zeigten aullerdem, dass die Peptide relativ resistent gegen

den enzymatischen Abbau, unter anderem durch Pronase, waren (Henschen et al.
4
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1979). Die Casomorphine sind bereits in der Aminosauresequenz des Caseins
enthalten, so entspricht bovines BCM-7 beispielsweise den Aminosauren 60-66 (Tyr-
Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle) des Beta-Caseins (Henschen et al. 1979). Es sind
vorwiegend die A1-ahnlichen Varianten des Beta-Caseins, aus denen BCM-7 durch
enzymatische Verdauung entsteht, da die mutationsbedingte Aminosaure Histidin an
Position 67 das Protein sehr viel anfalliger fur die Spaltung durch Elastase macht
(Jinsmaa et al. 1999). Dies bestatigte der Nachweis signifikant unterschiedlicher
Mengen an BCM-7 in roher und in vitro verdauter A1- und A2-Milch in verschiedenen
Publikationen (Cieslinska et al. 2012; Asledottir et al. 2018). In der Studie von
Cieslinska et al. wurde die menschliche Verdauung durch eine Magenphase bei pH
1,8 mit Pepsin und eine Dunndarmphase bei alkalischem pH-Wert mit Trypsin und
Elastase simuliert (Cieslinska et al. 2012). Asledottir et al. verwendeten hingegen
gastrointestinale Verdauungssekrete von Testpersonen, in denen zuvor die
enzymatische Aktivitat fur Pepsin und Trypsin bestimmt wurde (Asledottir et al.
2018). In unverdauter Milch lie3 sich BCM-7 nur in sehr geringen Mengen von 1-2
ng/ml nachweisen, der Gehalt in verdauter Milch war mit rund 600 ng/ml (A1/A1)
bzw. 50 ng/ml (A2/A2) dagegen wesentlich hoher (Cieslinska et al. 2012). Diese
beiden Studien zeigen, dass BCM-7 auch aus dem A2-Casein entstehen kann und
nicht ausschlieRBlich aus dem A1-Casein, wie es zuvor in einigen Publikationen
beschrieben wurde (Jinsmaa et al. 1999; De Noni 2008; Ul Haq et al. 2015).

2.1.3 Beteiligung von Beta-Casomorphin-7 an Erkrankungen

Die positive Korrelation der Inzidenz von Typ 1-Diabetes mellitus (T1D) und der
Mortalitat an ischamischen Herzerkrankungen mit dem Konsum von A1-Beta-Casein,
fuhrte zur Hypothese, dass BCM-7 an der Entstehung dieser Erkrankungen mit
verantwortlich sein konnte (Elliott et al. 1999; McLachlan 2001; Laugesen et al.
2003). Vor allem die potentielle Beteiligung von BCM-7 an der Pathogenese von
Diabetes mellitus wurde eingehend untersucht. Schon bevor die A1-A2-Milch-
Debatte aufkam, wurde in Fall-Kontrollstudien untersucht, ob die frihe Einfuhrung
von Kuhmilch in die Ernahrung von Kleinkindern, das Risiko einer Erkrankung an
T1D erhoht, sofern eine genetische Pradisposition vorlag (Kostraba et al. 1993). Die
Wissenschaftler befragten 164 an T1D erkrankte Menschen zu ihrer Ernahrung im

Kindesalter und fanden heraus, dass die Gabe von Kuhmilch im Alter von unter drei
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Monaten in genetisch stark pradisponierten Personen (bestimmt durch HLA-DQB1-
Marker) zu einer erhdhten Inzidenz von T1D im Vergleich zur Kontrollgruppe flhrte
(Kostraba et al. 1993). Seitdem wurden mehrere Studien mit gréReren
Probandenzahlen zu diesem Zusammenhang durchgefuhrt. Im Rahmen der
,Diabetes Autoimmunity Study in the Young® untersuchten Wissenschaftler Kinder
auf drei Autoantikorper, die im Zusammenhang mit T1D auftreten und befragten
deren Eltern zur Erndhrung im Zeitraum der Geburt bis zum Alter von 15 Monaten
(Lamb et al. 2015). Sie konnten zeigen, dass bei Kindern, die laut HLA-Marker-
Bestimmung ein geringes bis moderates T1D-Risiko aufwiesen, eine vermehrte
Aufnahme von Kuhmilch-Protein zu einer haufigeren Betazell-Autoimmunitat fuhrte
(Lamb et al. 2015). Bei Kindern mit einem HLA-DR-Genotyp, der mit einem hohen
Risiko fur T1D assoziiert ist, konnten sie diesen Zusammenhang nicht nachweisen
(Lamb et al. 2015). Eine aktuellere prospektive Kohortenstudie an 5545 genetisch
pradisponierten Kindern zeigte, dass ein hoherer Konsum von Milchprodukten,
unabhangig von ihrer Prozessierung (Fermentierung, Hitzebehandlung) mit einem
héheren Risiko fur eine Autoimmuniat gegen die Inselzellen des Pankreas assoziiert
war (Koivusaari et al. 2020). Der Zusammenhang der Pathogenese von T1D mit dem
Konsum von Milchprodukten wurde demnach auch in aktuelleren Publikationen
gezeigt (Lamb et al. 2015; Koivusaari et al. 2020). Neben diesen Untersuchungen
zum allgemeinen Risiko von Milchkonsum zeigten einige Studien eine positive
Korrelation speziell zwischen der durchschnittlich konsumierten Menge an A1-Beta-
Casein und der Inzidenz von T1D in verschiedenen Landern auf (Elliott et al. 1999;
Laugesen et al. 2003). Eine Reihe von Publikationen, die den Zusammenhang von
A1-Casein in der Diat mit der Diabetes-Inzidenz an Tieren naher untersuchten,
brachten hingegen Ergebnisse, die diese Hypothese in Frage stellten bzw. positive
Wirkungen von BCM-7 bei Sekundar-Erkrankungen zeigten, die durch Diabetes
verursacht werden (Beales et al. 2002; Han et al. 2013; Zhang et al. 2013).
Futterungsversuche mit Bio-Breeding-Ratten (BB-Ratten) und Non-Obese Diabetic-
Mausen (NOD-Mause), die beide etablierte Tiermodelle fur T1D darstellen zeigten,
dass eine Milch-freie Diat das Auftreten von T1D starker forderte als eine Diat mit A1
und A2-Casein (Beales et al. 2002). Das A1-Beta-Casein wirkte nur bei den BB-
Ratten in Kombination mit einer bestimmten Grunddiat signifikant starker diabetogen
als das A2-Protein, mit anderen Grunddiaten gab es dagegen keinen Unterschied

(Beales et al. 2002). Eine andere Arbeitsgruppe fand heraus, dass in den
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Generationen FO-F2 der verwendeten NOD-Mause kein Unterschied in der Diabetes-
Inzidenz zwischen der Futterung beider Caseintypen auftrat (Chia et al. 2018). In der
F3-Generation jedoch verdoppelte sich die Inzidenz in der Gruppe mit A1-Diat im
Vergleich zur A2-Gruppe, was nach Ansicht der Autoren fur eine epigenetische
Beeinflussung spricht (Chia et al. 2018). Einige Publikationen beschreiben auRerdem
eine antioxidative sowie antihyperglykamische Wirkung von BCM-7 bei Ratten mit
Streptozotocin-induziertem Diabetes und damit einen protektiven Effekt bei
diabetischen Sekundarerkrankungen wie der diabetischen Kardiomyopathie oder der
Nephropathie (Yin et al. 2012; Han et al. 2013; Zhang et al. 2013). BCM-7 erhdhte
die Konzentration von Insulin und senkte gleichzeitig die Konzentration von Glukagon
im Plasma diabetischer Ratten, was letztendlich zur Verringerung der Hyperglykamie
und der daraus resultierenden Schaden fuhrte (Zhang et al. 2013).

Ahnlich widerspriichlich und rar ist die Datenlage zur Hypothese, dass BCM-7
Atherosklerose verursacht und damit in Verbindung mit kardiovaskularen
Erkrankungen stehen kénnte. Zunachst wurde in zwei Korrelationsstudien gezeigt,
dass der durchschnittliche Konsum von A1-Beta-Casein in verschiedenen Landern
positiv mit der Mortalitatsrate an ischamischen Herzkrankheiten korreliert (McLachlan
2001; Laugesen et al. 2003). Der A1-Casein-Konsum pro Kopf wurde anhand
statistischer Daten aus dem durchschnittlichen Konsum von Kuhmilchprotein des
jeweiligen Landes und der Verteilung der einzelnen Rinderrassen sowie deren
geschatzter Allelhaufigkeit fur A1-Casein berechnet (Laugesen et al. 2003) Den A1-
Casein-Konsum pro Kopf korrelierten die Wissenschaftler flir die Jahre 1980-1995
positiv mit Daten der Weltgesundheitsorganisation zur Mortalitatsrate flr ischamische
Herzkrankheiten, jeweils finf Jahre nach dem jeweiligen Zeitpunkt flr den sie den
A1-Konsum pro Kopf berechnet hatten (Laugesen et al. 2003). Ein
Futterungsversuch mit Kaninchen zeigte, dass eine Diat mit A1-Beta-Casein, im
Vergleich zur A2-Beta-Casein-Diat, zu einem signifikant hdheren Serum-Cholesterin
und LDL:HDL-Quotienten (Risikomarker fur Atherosklerose) sowie zur signifikanten
Vermehrung von fettigen Ablagerungen in der Aorta nach einer kunstlichen
Verletzung mittels Ballon-Katheter fuhrte (Tailford et al. 2003). In einer klinischen
Doppelblindstudie mit 15 Teilnehmern, aus der Risikogruppe flir koronare
Herzerkrankungen, zeigte der je 12-wdchige Konsum von einer definierten Menge A1
bzw. A2-Casein keine Unterschiede in Werten wie Serum-Cholesterin, LDL:HDL-

Quotient, Blutdruck oder in Funktionsuntersuchungen an den Gefallen (Chin-Dusting
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et al. 2006). In einer Studie mit 62 gesunden Menschen konnte ebenfalls kein
Unterschied im Plasma-Cholesterin, -HDL, -LDL oder -Triglycerid zwischen A1/A2-
und reinem A2-Casein-Konsum festgestellt werden (Venn et al. 2006). Das brachte
die Wissenschaftler zu der Feststellung, dass der Konsum von A1-Casein keinen
Risikofaktor flr koronare Herzerkrankungen darstellt (Chin-Dusting et al. 2006; Venn
et al. 2006). Die Auswertung groflRerer Kohortenstudien brachte sogar die Erkenntnis,
dass Milchkonsum in diesem Zusammenhang eher eine leicht praventive Wirkung
hat (Elwood et al. 2004a; Elwood et al. 2004b; Elwood et al. 2005).

Eine weitere Erkrankung, die mit BCM-7 in Verbindung gebracht wird, ist Autismus.
Man fand heraus, dass Sauglinge, die ausschlielllich Kuhmilch-basierte
Sauglingsmilchnahrung erhielten, mehr BCM-7 im Plasma aufwiesen und einen
erhohten Muskeltonus sowie eine verzogerte psychomotorische Entwicklung im
Vergleich zur gestillten Kontrollgruppe zeigten (Kost et al. 2009). Eine andere
Arbeitsgruppe stellte fest, dass autistische Kinder signifikant groRere Mengen an
BCM-7 im Urin ausschieden als gesunde Kinder und dass der Schweregrad der
Erkrankung mit der gefundenen Menge an BCM-7 positiv korrelierte (Sokolov et al.
2014). Auch im Serum betroffener Kinder fand man signifikant hohere BCM-7-Werte
als bei gesunden Kindern (Jarmotowska et al. 2019). Hingegen gibt es aber auch
mehrere Publikationen, die BCM-7 im Urin autistischer Kinder, trotz Anwendung
verschiedener Methoden (LC-MS/MS, ELISA, HPLC) nicht nachweisen konnten
(Hunter et al. 2003; Dettmer et al. 2007; Cass et al. 2008). Eine klinische Studie
zeigte, dass eine casein- und glutenfreie Ernahrung bei autistischen Kindern eine
signifikante Verbesserung der Symptome bewirkte (EI-Rashidy et al. 2017).
Allerdings gab es ebenso Studien, die dies nicht bestatigen konnten (Hyman et al.
2016) und die zusatzlich keinen Zusammenhang zwischen BCM-7 im Urin und dem
Schweregrad der Autismus-Symptome finden konnten (Gonzalez-Domenech et al.
2020). Einige Publikationen brachten BCM-7 auch mit der Schlafapnoe als Ursache
fur den plétzlichen Kindstod in Zusammenhang (Sun et al. 2003; Wasilewska et al.
2011). Die Theorie hinter dieser Hypothese lautet, dass BCM-7 aufgrund der noch
recht durchlassigen Darmschranke bei Sauglingen leicht Ubers Blut und die noch
unreife Bluthirnschranke in den Hirnstamm gelangen und eine lebensbedrohliche
Atemdepression verursachen kénnte (Sun et al. 2003). Tatsachlich fand man bei
einigen Kleinkindern nach einem akuten lebensbedrohlichen Ereignis durch Apnoe

einen erhohten Gehalt an BCM-7 im Serum im Vergleich zu gesunden Kindern im

8



LITERATUR

gleichen Alter (Wasilewska et al. 2011). Gleichzeitig fanden die Wissenschaftler eine
verringerte Aktivitat des Enzyms Dipeptidylpeptidase-4 (DPPIV) im Serum aller
betroffenen Kinder, die flr die erhdhten BCM-7-Gehalte durch verringerten Abbau
des Peptids verantwortlich sein konnte (Wasilewska et al. 2011). Weitere Studien zu
diesem Zusammenhang wurden unseres Wissens bislang nicht veroffentlicht (Stand
der Pubmed-Literaturrecherche: 19.01.2021). In einer umfassenden Rezension
bewerteten Summer et al. Studien zu BCM-7 und den assoziierten Erkrankungen und
kamen zu dem Schluss, dass es lediglich Hinweise darauf gibt, dass BCM-7 die
Symptome von Autismus verschlechtert, dass jedoch noch weitere Studien
notwendig sind, um den endgultigen Beweis zu erbringen (Summer et al. 2020).
Aufgrund der begrenzten Anzahl an Studien und der teils gegensatzlichen
Ergebnisse entschieden sie, dass die Datenlage bislang nicht ausreicht, um eine
eindeutige Empfehlung fur bzw. gegen den Konsum von A1-Beta-Casein zu geben

oder sogar die Strategien der Rinderzucht zu andern (Summer et al. 2020).

2.2 Opioidrezeptoren

2.2.1 Aufbau und Funktion

Da BCM vorwiegend an den u-Opioidrezeptoren wirkt (Koch et al. 1985; Zoghbi et al.
2006), beschaftigt sich dieses Kapitel mit Aufbau, Funktion und Vorkommen dieser
Rezeptoren in Geweben und auf Immunzellen, sowie mit der allgemeinen Wirkung
von Opioiden auf immunologische Funktionen. Opioidrezeptoren gehdren zur Familie
der mit Guanosintriphosphat-bindenden Proteine (G-Proteine) gekoppelten
Rezeptoren und werden in die drei Hauptklassen p-, k- und &-Rezeptoren eingeteilt
(Dhawan et al. 1996; Wu et al. 2012). Diese Benennung erfolgte anhand ihrer
typischen Liganden oder ihrer Verteilung im Gewebe: d steht fur Vas deferens, p fur
Morphin und k fir Ketocyclazocine (Granier et al. 2012). Neben diesen existiert noch
der Nociceptin/Orphanin FQ Rezeptor (NOR), der zwar eine ahnliche Sequenz
aufweist, dessen pharmakologische Eigenschaften sich jedoch stark von denen der
klassischen Rezeptoren unterscheiden (Mollereau et al. 1994; Thompson et al.
2012). Die Opioidrezeptoren bestehen aus einem extrazellularen Anteil (N-
Terminus), sieben transmembranaren Domanen und einem intrazellularen C-
Terminus (Listos et al. 2019). An den N-Terminus kdnnen Opioidliganden binden,
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wahrend an die intrazellularen Domanen das G-Protein gekoppelt ist, welches aus
drei Untereinheiten besteht (Koehl et al. 2018). Die grof3ere a-Untereinheit bindet im
inaktivierten  Zustand  Guanosindiphosphat (GDP) sowie die kleinere,
zusammenhangende By-Einheit (Koehl et al. 2018). Bindet nun ein passender Ligand
an den Opioidrezeptor, dissoziiert GDP von der a-Untereinheit und wird durch
Guanosintriphosphat ersetzt (Listos et al. 2019). Daraufhin trennen sich die beiden
Untereinheiten und kdnnen nun unabhangig voneinander verschiedene intrazellulare
Signaltranduktionswege beeinflussen (Listos et al. 2019). Die naturlichen Liganden
der Opioidrezeptoren sind endogene Peptide wie Endorphine (u), Enkephaline (d)
und Dynorphine (k) (Granier et al. 2012). Die meisten medizinisch genutzten Opioide
sind Liganden des p-Rezeptors wie Morphin, Fentanyl oder Oxycodon (Grinnell et al.
2020). Zu den typischen Mechanismen der Opioidrezeptoraktivierung gehort die
Regulation der Synthese von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) durch
Adenylylcyclasen (Sharma et al. 1977; Chakrabarti et al. 2016). Der p-Opioidrezeptor
ist fast ausschlieBlich mit einem inhibitorischen G-Protein gekoppelt, das die Aktivitat
der Adenylylcyclasen hemmt und somit den Gehalt an intrazellularem cAMP senkt
(Koehl et al. 2018). Dieses wichtige Second-Messenger-Molekul aktiviert vorwiegend
Proteinkinasen, die in der Lage sind Proteine zu phosphorylieren (Knape et al. 2020).
Die PBy-Untereinheit des G-Proteins kann aulierdem direkt inhibitorisch auf
spannungsabhdngige Calciumkanale wirken und damit die Ubertragung der
Neurotransmitter an Nervenzellen hemmen (Agler et al. 2005). AuRerdem werden
durch die Aktivierung von Opioidrezeptoren Kaliumkanale aktiviert und durch die
daraus resultierende Hyperpolarisation die Entstehung eines Aktionspotenzials
verhindert (Fox et al. 2017). Die Hauptwirkung der Opioide ist eine potente
Analgesie, aber sie verursachen auch diverse zentrale und gastrointestinale
Nebenwirkungen wie Sedierung, Atemdepression, Ubelkeit und Verstopfung (Spahn
et al. 2018).

2.2.2 Vorkommen von Opioidrezeptoren im Immunsystem

Opioidrezeptoren sind vor allem im zentralen Nervensystem (ZNS) weit verbreitet
(Kantonen et al. 2020) Die hdéchste Dichte an u-Rezeptoren weisen unter anderem
die Amygdala, der Thalamus, der orbitofrontale Cortex und der Nucleus accumbens

auf (Kantonen et al. 2020). Seit den frihen 1980er Jahren wurde die Expression von
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Opioidrezeptoren auch auf Immunzellen mit verschiedenen Methoden
nachgewiesen, allerdings mit unterschiedlichen Ergebnissen (Machelska et al. 2020).
Die Opioidrezeptoren auf Immunzellen haben &ahnliche pharmakologische und
biochemische Eigenschaften und werden von denselben Genen codiert, wie die
neuronalen Rezeptoren (Celik et al. 2016). Mittels Radioliganden-Bindungsassay mit
Dihydromorphin  und mit dem Opioidantagonisten Naloxon wurde der u-
Opioidrezeptor (MOR) auf humanen Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten und
Thrombozyten nachgewiesen (Lopker et al. 1980; Mehrishi et al. 1983). Durch eine
reverse Transkriptions-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) wurde in humanen
peripheren Blutleukozyten zunachst nur die mRNA fir den &-Opioidrezeptor (DOR)
gefunden (Chuang et al. 1994), etwas spater auch die flr den k- und p-Rezeptor
(KOR und MOR) (Chuang et al. 1995a; Chuang et al. 1995b). Gaveriaux et al. fanden
hingegen mit dieser Methode nur die mRNA fur den KOR in PBMC des Menschen
(Gaveriaux et al. 1995). Mittels Northern Blot konnte die Expression geringer Mengen
des DOR und des KOR auf den PBMC nachgewiesen werden, der MOR war
hingegen nicht detektierbar (Wick et al. 1996). Mittels quantitativer RT-PCR konnte
bei Mausen sowohl in peripheren Blutlymphozyten, als auch in Lymphozyten aus
Nervengewebe die mRNA flr alle drei Rezeptortypen nachgewiesen werden (Celik et
al. 2016). Eine aktuelle Studie brachte das Ergebnis, dass der MOR in
verschiedenen T-Zellsubpopulationen (CD4+, CD8+), Monozyten und NK-Zellen des
Menschen exprimiert werden, in B-Zellen jedoch nicht (Karagiannis et al. 2020). Die
beiden anderen klassischen Rezeptortypen DOR und KOR waren in den
untersuchten humanen Zellen schwach ausgepragt oder nicht detektierbar,
wohingegen der Nociceptin/Orphanin FQ-Rezeptor (NOR) in allen Zellen vorhanden
war (Karagiannis et al. 2020). In zwei der bislang veroffentlichten Studien konnte
dagegen keiner der klassischen Rezeptortypen in humanen PBMC nachgewiesen
werden, obwohl verschiedene  Methoden (Radioliganden-Bindungsassay,
Durchflusszytometrie, PCR) eingesetzt wurden (Williams et al. 2007; Al-Hashimi et
al. 2016). Man fand nur die mRNA, die fur den Nociceptin/Orphanin FQ-Rezeptor
codiert, der nicht zu den klassischen Opioidrezeptoren gezahlt wird, aber dennoch
Auswirkungen auf immunologische Funktionen hat (Williams et al. 2007). Auch
klinische Studien lieferten teils kontroverse Ergebnisse zur Auspragung von
Opioidrezeptoren in Immunzellen (Campana et al. 2010; Toskulkao et al. 2010). Eine

Arbeitsgruppe zeigte, dass periphere Lymphozyten des Menschen den MOR nicht
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nur auspragen, sondern dass die chronische Behandlung mit Morphin die Expression
der Rezeptorgene auch signifikant erhdht (Campana et al. 2010). Eine andere
beschrieb wiederum die Verminderung der y- und 8-Rezeptoren auf Lymphozyten
von fruheren Heroin-abhangigen unter chronischer Methadon-Ersatztherapie
(Toskulkao et al. 2010). Auch funktionelle Untersuchungen zeigten Auswirkungen auf
das Vorhandensein von Opioidrezeptoren auf Immunzellen (McCarthy et al. 2001;
Zhang et al. 2012) An Thymozyten der Maus konnte beispielsweise mittels
Chemotaxis-Assay und Durchflusszytometrie gezeigt werden, dass hauptsachlich
unreife T-Zellen den MOR auspragen und positiv chemotaktisch auf p-
Opioidliganden reagieren (McCarthy et al. 2001). Somit ist ein Einfluss von Opioiden,
wie z.B. Endorphinen, auf die T-Zell-Differenzierung denkbar (McCarthy et al. 2001).
Die Expression des MOR wurde durch Zytokine wie Interferon Gamma (IFNy) und
die Interleukine IL-1B und IL-2, die eine Rolle in der T-Zell-Differenzierung spielen,
signifikant gesteigert und durch TNF-a und IL-7 gehemmt (Zhang et al. 2012). In der
Jurkat-Zelllinie (T-Zellen) und der Raiji-Zelllinie (B-Zellen) des Menschen konnte die
MRNA fir den MOR erst nach Stimulation mit IL-4 und TNF-a nachgewiesen werden
(Borner et al. 2007). Zytokine beeinflussen demnach die Auspragung von
Opioidrezeptoren auf Immunzellen (Borner et al. 2007; Zhang et al. 2012). Zur
Expression des MOR in porcinen Immunzellen wurden, nach unserem
Kenntnisstand, bislang nur Publikationen einer Arbeitsgruppe veroéffentlicht. Die
Experimente dieser Arbeitsgruppe zeigten, dass isolierte porcine PBMC, Thymozyten
und auch Lymphozyten aus den Peyer-Platten keine mRNA fur den MOR enthalten,
die fir den KOR und den DOR konnten sie allerdings in den Zellen nachweisen
(Pampusch et al. 1998). Die umliegenden Gewebe wie der Thymus und die Peyer
Platten im lleum wiesen die mRNA fur alle drei Rezeptortypen auf, wohingegen die
peripheren Lymphknoten des Schweins nur den DOR und KOR enthielten
(Pampusch et al. 1998) Im lleum des Schweins fand man den MOR mittels
Radioliganden-Bindungsassay in basalen Zotten-und Kryptenzellen des Epithels
(Quito et al. 1991). Auch der DOR konnte in der ilealen Mukosa mithilfe von PCR und
immunhistochemischen Methoden, vor allem im myenterischen und submukdsen
Plexus des enterischen Nervensystems (ENS), aber auch in den Lymphfollikeln der
Peyer-Platten nachgewiesen werden (Brown et al. 1998). Genauere Untersuchungen
einzelner Neuronen im ENS des Schweins zeigten, dass manche Subtypen den DOR

und den KOR koexprimieren, andere wiesen wiederum nur einen der Typen auf
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(Kulkarni-Narla et al. 2001). Im Schweinedarm sind es demnach hauptsachlich die
neuronalen Strukturen des ENS, die Opioidrezeptoren auspragen, aber auch im
immunologischen Gewebe wie den Peyer Platten konnten diese nachgewiesen

werden (Brown et al. 1998; Pampusch et al. 1998).

2.2.3 Wirkung von Opioiden auf immunologische Funktionen

Es gibt zwei Hauptmechanismen, Uber die Opioide auf die Funktion von Immunzellen
einwirken koénnen: direkt Uber Opioidrezeptoren auf den jeweiligen Zellen oder
indirekt Uber die Aktivierung von Opioidrezeptoren im ZNS (Kosciuczuk et al. 2020).
Der letztgenannte Mechanismus beruht zum einen auf der Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, die Uber eine vermehrte
Freisetzung von Hormonen aus dem Hypothalamus und der Hypophyse letztendlich
zur starkeren Produktion von Glukocorticoiden in der Nebennierenrinde fluhrt
(Kosciuczuk et al. 2020). Des Weiteren bewirken Opioide Uber das sympathische
Nervensystem eine Freisetzung von Katecholaminen wie Adrenalin im ZNS und im
Nebennierenmark, die dann wiederum Einfluss auf immunologische Funktionen
nehmen (Odunayo et al. 2010). Den ersten Hinweis darauf, dass Opioide neben dem
ZNS auch das Immunsystem beeinflussen kdnnen, brachten in vitro Untersuchungen
an humanen T-Lymphozyten, die unter Zugabe von Morphin Naloxon-reversibel
signifikant weniger Rosetten um Schaferythrozyten bildeten (Wybran et al. 1979).
Danach folgten verschiedene Studien an isolierten Zellen nach Verabreichung von
Opioiden in vitro und in vivo zur genaueren Untersuchung dieses Zusammenhangs
(Bryant et al. 1988; Bian et al. 1995; Houghtling et al. 2000). Nach subkutaner
Verabreichung von Morphin-Pellets an Mause konnte nach 48-72 Stunden eine
deutliche Atrophie des Thymus und der Milz, sowie eine gehemmte Proliferation der
zugehdrigen Lymphozyten beobachtet werden (Bryant et al. 1988). Auch die T-Zellen
aus dem Blut von Ratten reagierten auf die intrazerebroventrikulare Verabreichung
von Morphin mit einer verringerten Proliferationsrate nach Concanavalin A (ConA)-
Stimulation (Houghtling et al. 2000). Die in vitro Zugabe von Morphin veranderte die
Proliferation reifer muriner T-Zellen konzentrationsabhangig (Bian et al. 1995).
Niedrige Konzentrationen Morphin bis 1 uM flhrten zu einer signifikanten Steigerung
der Proliferation, eine héhere Konzentration von 1 mM Morphin verursachte hingegen

eine Hemmung (Bian et al. 1995). Andere p-selektive Opioide, die haufig als
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Schmerzmittel eingesetzt werden wie Fentanyl, Methadon oder Buprenorphin haben
unterschiedliche Wirkung auf Immunzellen (Franchi et al. 2019). So bewirkte
Fentanyl nach 24 Stunden bereits eine signifikante Abnahme der Proliferation von
murinen Splenozyten sowie der Aktivitat der natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen),
Buprenorphin hatte hingegen weder akut noch chronisch angewendet einen Effekt,
obwohl beide Stoffe ein ahnliches analgetisches Profil besitzen (Martucci et al. 2004).
Neben den p-selektiven Opioiden, kénnen auch solche, die Uber &- oder k-
Rezeptoren wirken die Funktion von Immunzellen beeinflussen (Taub et al. 1991;
Shahabi et al. 1995; Rahim et al. 2001). So bewirkte das synthetische Opioid
U69,593 an k-Rezeptoren eine dosisabhangige Inhibition der Antikdrper-Produktion
von murinen B-Zellen in vitro (Taub et al. 1991). Der &-selektive Ligand Deltorphin |
zeigte eine antiproliferative Wirkung auf murine T-Zellen (Shahabi et al. 1995).
Nelson et al. konnten nach intrazerebroventrikularer Verabreichung von U69,593
sowie O-selektiven Agonisten an Ratten allerdings keine Wirkung auf die Aktivitat der
NK-Zellen oder die T-Zellproliferation feststellen, D-Ala?-N-MePhe*-Gly-ol-Enkephalin
(DAMGO) als u-selektiver Ligand hemmte beide Parameter jedoch signifikant
(Nelson et al. 2000). In einer weiteren vergleichenden Studie applizierten Forscher
Mausen Uber subkutan platzierte osmotische Minipumpen jeweils Morphin, U50,488H
(k-selektiv) oder Deltorphin Il (d-selektiv) und untersuchten die Wirkung auf die
Antikérperbildung der Splenozyten (Rahim et al. 2001). 48 Stunden nach der
Implantation wurde im Plaque-Assay gezeigt, dass alle drei Substanzen eine
dosisabhangige Inhibition der Antikorperbildung gegen Schaferythrozyten
hervorriefen (Rahim et al. 2001). Auf die Zytotoxizitdat humaner NK-Zellen wirkten
Morphin, Methadon, Buprenorphin (u-Liganden) sowie U-50488 (k-Ligand) signifikant
hemmend, wahrend &-Liganden keine Auswirkung hatten (Maher et al. 2019). Die
verschiedenen opioiden Stoffe zeigen demnach unterschiedliche Wirkungen auf
Immunzellen verschiedener Tierarten und die genauen zugrundeliegenden
Mechanismen bedurfen weiterer Forschung (Franchi et al. 2019). Obgleich viele
Publikationen eine Hemmung der verschiedenen immunologischen Funktionen
beschreiben, kann man nicht generalisieren, dass die Immunsuppression eine
Nebenwirkung aller Opioide ist (Franchi et al. 2019). Um einen Beitrag zur weiteren
Erforschung der Opioidwirkungen auf das Immunsystem zu leisten, untersuchten wir
im Rahmen dieser Arbeit den Effekt von verschiedenen selektiven Opioidliganden auf

die Proliferation porciner PBMC.
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2.3 Beta-Casomorphin

2.3.1 Opioide Eigenschaften von Beta-Casomorphin

Beta-Casomorphine wurden 1979 zum ersten Mal aus bovinem Casein isoliert und
als opioide Peptide beschrieben (Brantl et al. 1979). Man untersuchte die Wirkung
von BCM-7, sowie die der Abkdmmlinge BCM-6, -5, -4 und -3 an isolierten
Organpraparaten (Vas deferens der Maus und lleum des Meerschweinchens) und
mittels Radioliganden-Bindungsassay im Vergleich zu bekannten Opioiden (Brantl et
al. 1981). Es zeigte sich, dass BCM-5 am potentesten hemmend auf die elektrisch
stimulierten Kontraktionen der verschiedenen Organpraparate wirkte und die héchste
Affinitat zu Opioidrezeptoren aufwies (Brantl et al. 1981). Die hemmende Wirkung
von BCM-7 auf die Organpraparate war dagegen am geringsten von allen
untersuchten Casomorphinen (Brantl et al. 1981). An einem vollstandigen isolierten
Rattenkolon konnte die hemmende Wirkung von BCM-5 auch auf spontane
Kontraktionen des Darms nachgewiesen werden (Dalziel et al. 2014). Dass Beta-
Casomorphine vorwiegend an p-Opioidrezeptoren binden, zeigte die starke
Hemmung der Kontraktionen am lleum des Meerschweinchens, das hauptsachlich
diesen Rezeptortyp enthalt, sowie die Ahnlichkeit zum Wirkprofil des typischen p-
Liganden Normorphin (Brantl et al. 1981). Spezifischere Radioliganden-
Bindungsassays bestatigten die hochste Affinitat zu p-, eine weniger starke zu &- und
die schwachste zu k-Opioidrezeptoren (Koch et al. 1985). Die vorrangige Wirkung
von Opioiden ist eine zentrale Analgesie, welche auch fur Beta-Casomorphine in
Tierversuchen nachgewiesen wurde (Brantl et al. 1982; Ruthrich et al. 1992). BCM-5
zeigte bei Ratten im Vokalisationstest (LautaulRerung aufgrund zunehmender
Stromimpulse am Schwanz) die starkste antinozizeptive Wirkung nach 15 min, die
Analgesie hielt fur ca. 60 min an und war durch den Opioidantagonisten Naloxon
komplett aufhebbar (Brantl et al. 1982). Strukturelle Veranderungen im BCM-5-
Molekul wie der Austausch einzelner L-Aminosauren durch ihr D-Analogon und die
Zyklisierung des Peptids verstarkten die analgetische Wirkung im gleichen Test um
das 50-fache im Vergleich zum linearen Molekll (Ruthrich et al. 1992). Eine
problematische Eigenschaft von Opioiden ist ihr Potenzial zur Verursachung einer
Toleranz, die oft zur Abhangigkeit fuhrt (Hsu et al. 2019). Daher wurde das
Abhangigkeitspotenzial von BCM-7 im Vergleich zu Morphin bei Ratten im

15



LITERATUR

konditionierten Platzpraferenztest untersucht (Reid et al. 1994). Es stellte sich
heraus, dass BCM-7 im Gegensatz zu Morphin keine belohnende Wirkung auf das
Gehirn hatte, welche in diesem Test zur Praferenz des Ortes fiihrte, wo der Stoff
wiederholt verabreicht wurde (Reid et al. 1994). Nach unserem Kenntnisstand ist dies
jedoch die einzige Studie, die bisher zum Abhangigkeitspotenzial von BCM-7
durchgefuhrt wurde (Stand der Pubmed-Literaturrecherche: 22.01.2021). Die
opioiden Wirkungen wie Analgesie und Hemmung der Darmmotilitat sind bei Beta-
Casomorphinen demnach durchaus ausgepragt (Brantl et al. 1982; Dalziel et al.
2014), es fuhrt jedoch nicht zur Abhangigkeit (Reid et al. 1994).

2.3.2 Vorkommen in Muttermilch des Menschen

Nachdem in der Kuhmilch Peptide mit opioider Wirkung gefunden wurden, wurde
auch Muttermilch auf das Vorhandensein ahnlicher Peptide untersucht (Brantl 1984).
Humanes Beta-Casein enthalt in seiner Sequenz ein dem bovinen BCM-7 ahnliches
Peptid (Position 51-57), das jedoch zwei abweichende Aminosauren (Tyr-Pro-Phe-
Val-Glu-Pro—lle) im Vergleich zum bovinen Peptid (Aminosauren 60-66 des Caseins,
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle) aufweist (Brantl 1984). Die opioide Wirkung der daraus
entstehenden Varianten BCM-4 und -5 war im isolierten Meerschweinchen-lleum
deutlich schwacher als die der bovinen Varianten (Brantl 1984). Vorstufen zu
humanem BCM-8 wurden im Plasma von Frauen vor und nach der Geburt gefunden,
im Plasma von Mannern und nicht schwangeren Frauen waren sie jedoch nicht
auffindbar (Koch et al. 1988). Mittels HPLC/UV-Untersuchungen fand man heraus,
dass der BCM-Gehalt im Kolostrum von Frauen signifikant héher war als in der
spater folgenden Milch (Jarmotowska et al. 2007). Frauen mit einer
Lebensmittelallergie bzw. Asthma zeigten dagegen gleich bleibende Gehalte an
BCM-5 und-7 in Kolostrum und Folgemilch, die generell sehr viel niedriger waren als
die der Kontrollgruppe (Sidor et al. 2008). Die Muttermilch gehért zum A2-ahnlichen
Typ mit Prolin an Position 67 im Beta-Casein (Caroli et al. 2016), weshalb die
Entstehung von relevanten Mengen BCM-7, im Vergleich zu boviner Milch vom A1-
Typ, eher unwahrscheinlich ist. Analog dazu zeigten aktuellere LC-MS/MS-Analysen,
dass Muttermilch zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Geburt BCM-8, -9, -10
und -11, sowie deren Vorstufen enthielt, jedoch kein BCM-7 (Enjapoori et al. 2019).
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2.3.3 Quantifizierung in Lebensmitteln

Dem Nachweis und der Quantifizierung von BCM-7 in Milch und Milchprodukten wie
Kase und Joghurt wurde in den letzten Jahren viel Bedeutung beigemessen. A1/A1-,
A2/A2- sowie A1/A2-Milch wurden roh, und in verschiedenen Prozessierungsstufen
mittels ELISA untersucht, um den Einfluss der verschiedenen Behandlungsmethoden
und des Beta-Casein-Typs auf den BCM-7-Gehalt zu charakterisieren (Cieslinska et

al. 2012). Das Ergebnis dieser Studie ist in nachfolgender Tabelle zusammenfassend

dargestellt:
Behandlung Verdauung mit Pepsin, BCM-7-Gehalt in ng/ml
der Milch Trypsin und Elastase A1/A1 A1/A2 A2/A2

Keine nein 2,5 1,9 1,35
ja 458,5 257 37,5
Pulverisierung nein 2,7 0,8 0,9
ja 324,8 152,5 86,8
Pasteurisierung nein 3,3 6,1 3,6
ja 346,9 207 1 31,7
Sterilisierung nein 2,9 7.4 5,4
ja 240,7 154,1 31,1

Tabelle 2.1: BCM-7-Gehalte in Milch unterschiedlichen Beta-Casein-Genotyps

Die Tabelle zeigt das zusammengefasste Ergebnis der Studie von Cieslinska et. al (2012) zur
Bestimmung des BCM-7-Gehaltes in Milch mit unterschiedlichem Beta-Casein-Genotyp (A1/A1, A1/A2
und A2/A2). Die Milch wurde jeweils roh und mit folgender Vorbehandlung untersucht: Pulverisierung
durch Trocknung, Pasteurisierung (95°C, 20 min) und Sterilisierung (117°C, 5 min). Zusatzlich wurde

jeder Ansatz mittels Pepsin, Trypsin und Elastase in vitro verdaut.

Unabhangig von der Vorbehandlung, war in verdauter A1/A1-Milch der hdéchste
Gehalt an BCM-7 nachweisbar (Cieslinska et al. 2012). In A1/A2 Milch war er um den
Faktor 1,5 - 2 verringert und in der A2/A2-Milch war der Gehalt am niedrigsten
(Cieslinska et al. 2012). In roher Milch war BCM-7 ebenfalls nachweisbar, der Gehalt
war jedoch deutlich geringer als in verdauter Milch, unabhangig davon, wie sie zuvor
behandelt wurde (Cieslinska et al. 2012). Eine andere Arbeitsgruppe fand mittels LC-
MS/MS-Analysen in unverdauten, rohen Milchproben unbestimmten Casein-
Genotyps BCM-7 Gehalte von 0,76 bis 8,41 ng/g (Nguyen et al. 2019) und in

17




LITERATUR

pasteurisierten Milchproben von 0,13 bis 2,38 ng/g (Nguyen et al. 2015). Der in vitro
Verdau von isoliertem A1- und A2-Beta-Casein mit Magen- und Duodenumsekreten
von Menschen brachte das Ergebnis, dass in A1-Casein 4 mg/g Beta-Casein
enthalten sind, in A2 jedoch nur 1,4 mg/g (Asledottir et al. 2017).

In handelsublichem Joghurt konnte bisher kein BCM-7 nachgewiesen werden (De
Noni et al. 2010; Nguyen et al. 2014). Im Labor hergestellter Joghurt wies eine
geringe Menge an BCM-5 auf (1,1 ng/g), das allerdings durch Fermentation und
Lagerung, vermutlich durch bakterielle Enzyme wie die X-
Prolyldipeptidylaminopeptidase, rasch abgebaut wurde (Nguyen et al. 2014).
Genauere Untersuchungen zeigten, dass die Auswahl der Starterkulturen Einfluss
auf die Fragmente hat, die aus BCM-5 und -7 entstehen (Nguyen et al. 2018).
Streptococcus thermophilus und Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus zersetzten
beide wahrend der Fermentation von Milch zu Joghurt das zuvor zugesetzte BCM-7
vollstandig, jedoch in unterschiedlich lange Bruchsticke aus zwei bis funf
Aminosauren (Nguyen et al. 2018). Das Enzym Dipeptidylpeptidase IV (DPPIV) aus
dem Milchsaurebakterium Lactococcus lactis erwies sich in vitro ebenfalls als
geeignet, um BCM-7 zu zersetzen (Arisoy et al. 2018). Der Gehalt an
Casomorphinen in Kase hangt von der Herstellungsart und den vorherrschenden
Bedingungen wahrend der Reifung (Salzgehalt, pH-Wert, Starterkulturen) ab
(Muehlenkamp et al. 1996). So enthalten z.B. Schimmelkasesorten wie Gorgonzola,
Brie und Rokpol sehr viel mehr BCM-7, als die weniger salzigen Hartkasesorten wie
Grana Padano (Sienkiewicz-Sztapka et al. 2009b; De Noni et al. 2015). Gorgonzola
wies mit 7,63 ug/g den héchsten Gehalt an BCM-7 auf, durch in vitro Verdau wurde
die Menge allerdings stark reduziert auf 0,89 ug/g (De Noni et al. 2015). Da die
Darmbarriere von Sauglingen noch sehr viel durchlassiger ist, als die von
Erwachsenen (Arévalo Sureda et al. 2016) wurde Sauglingsmilchnahrung ebenfalls
eingehend auf das Vorhandensein von BCM-7 untersucht. In sechs verschiedenen
kommerziellen Kuhmilch-basierten Sauglingsmilchpulvern wurden die Varianten A1,
A2 und B des bovinen Beta-Caseins nachgewiesen und durch in vitro Verdau mit
Pepsin und Corolase wurden 0,02-0,37 nmol/ml BCM-7 freigesetzt (De Noni 2008).
Die Ultrahocherhitzung bei 156°C fur 6-9 Sekunden veranderte nichts am BCM-
Gehalt der Milchpulver (De Noni 2008). Nachfolgende Versuche derselben
Arbeitsgruppe brachten mengenmallig ein ahnliches Ergebnis und zeigten

aullerdem, dass die Sterilisation der Milchpulver die Freisetzung von BCM-7, vor
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allem in Zubereitungen mit Zucker, signifikant hemmte (Cattaneo et al. 2017). Eine
andere Arbeitsgruppe stellte selbst ein Milchersatzpulver aus reiner A2-Milch her und
verglich dessen Gehalt an BCM-7 nach in vitro Verdau mit dem Gehalt in drei
kommerziellen Milchersatzpulvern (Duarte-Vazquez et al. 2017). Sie konnten zeigen,
dass das reine A2-Pulver mit rund 8,6 pug/ml signifikant geringere Mengen an BCM-7
aufwiesen als die kommerziellen, die durchschnittlich 20,9 ug/ml enthielten (Duarte-
Vazquez et al. 2017). BCM-7 ist demnach in verschiedenen Lebensmitteln enthalten
und kann durch in vitro Verdau freigesetzt werden (De Noni et al. 2015; Asledottir et
al. 2017; Nguyen et al. 2018).

2.3.4 Nachweis und Absorption im Gastrointestinaltrakt

Der erste in vivo Nachweis einer Substanz, die im Radioimmunoassay mit
Antikdrpern gegen BCM-7 detektierbar war, erfolgte im Dunndarminhalt gesunder
Menschen nach Aufnahme von einem Liter Kuhmilch (Svedberg et al. 1985). Die
Wissenschaftler vermuteten, dass es sich bei der gefundenen Substanz um eine
Vorstufe von BCM-7 handelte (Svedberg et al. 1985). Kurze Zeit spater erfolgte der
tatsachliche Nachweis eines Beta-Casomorphins mittels HPLC aus dem
Duodenalsekret von Minischweinen nach der Futterung von 100 g bovinem Casein
(Meisel 1986). Die Aminosauresequenz des isolierten Peptids entsprach den
Aminosauren 60-70 des bovinen Beta-Caseins und es zeigte opioide Aktivitat in
einem Opioidrezeptor-Bindungsversuch, weswegen es als BCM-11 bezeichnet wurde
(Meisel 1986). In neueren klinischen Studien wurde auch die Entstehung von BCM-7
im Gastrointestinaltrakt (GIT) von Menschen nach Aufnahme von bovinem Beta-
Casein nachgewiesen (Boutrou et al. 2013; Sanchén et al. 2018). Dazu wurde 16
erwachsenen Probanden Uber sechs Stunden nach Aufnahme von 30 g Casein uber
eine Nasensonde jejunales Sekret entnommen und mittels LC-MS/MS-Analyse auf
seinen BCM-Gehalt untersucht (Boutrou et al. 2013). Die Wissenschaftler fanden
BCM-7 in Konzentrationen von ca. 17 umol/ml, die flr eine agonistische Wirkung an
Opioidrezeptoren ausreichen wurde (Boutrou et al. 2013). Eine aktuellere Studie
untersuchte die Peptidzusammensetzung in Jejunuminhalten von Probanden nach
Aufnahme von 30 g bovinem Casein vergleichend mit einem vereinheitlichten in vitro
Verdauprozess nach Vorgaben der europaischen Organisation INFOGEST (Sanchén

et al. 2018). Diesem Protokoll folgend wurde das gefriergetrocknete Casein zunachst
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in einer simulierten Speichelflissigkeit gelést und dann zwei Stunden mit einem
kinstlichen Magensekret mit porcinem Pepsin bei 37°C inkubiert und gemischt
(Sanchén et al. 2018). Danach erfolgte die simulierte Dinndarmverdauung mit
porcinem Pankreatin und Gallensalzen fur weitere zwei Stunden (Sanchoén et al.
2018). Sie fanden BCM-7 sowohl in den Jejunuminhalten der Probanden, als auch in
den kinstlich verdauten Proben und das Peptidprofil beider Verdauarten enthielt eine
grol’e Anzahl gleicher Sequenzen (Sanchén et al. 2018). Somit wurde gezeigt, dass
BCM-7 im Dunndarm nach Caseinaufnahme in ausreichender Menge freigesetzt
wurde, um eine opioide Wirkung zu entfalten (Boutrou et al. 2013) und dass das
INFOGEST-Protokoll sehr gut geeignet ist, um die Verdauung von Casein im
menschlichen GIT zu simulieren (Sanchoén et al. 2018). Um Wirkungen aul3erhalb
des GIT zu entfalten, muss BCM jedoch aus dem Darminhalt ins Blut aufgenommen
werden und sich dort lange genug dem enzymatischen Abbau entziehen, um an
seine Wirkungsorte zu gelangen. Zur Absorption von BCM-7 aus dem GIT wurden
mehrere Studien an Tieren und am Menschen durchgefuihrt (Singh et al. 1989; Read
et al. 1990; Kost et al. 2009). Im Blut neugeborener Kalber und Hundewelpen konnte
nach Milchaufnahme mit einem Radioimmunoassay ein Peptid nachgewiesen
werden, das von den spezifischen Antikorpern fur BCM-7 erkannt wurde (Umbach et
al. 1985; Singh et al. 1989). Allerdings wurde durch chromatographische
Charakterisierung gezeigt, dass dieses Peptid langer ist als BCM-7 und, laut der
Autoren, eine Vorstufe darstellen konnte, aus der BCM-7 freigesetzt werden kann
(Singh et al. 1989). Im Plasma adulter Hunde konnte diese BCM-7-Vorstufe nach
Milchaufnahme jedoch nicht nachgewiesen werden (Singh et al. 1989). Die Autoren
vermuteten, dass durch die geringere Durchlassigkeit der Darmschleimhaut im
Vergleich zu der von neugeborenen Welpen kein BCM-7 aus dem GIT aufgenommen
wurde (Singh et al. 1989). Die tatsachliche Aufnahme von BCM-7 ins Blut konnte
erstmals am intakten Darm von neugeborenen Lammern und Ferkeln direkt
nachgewiesen werden (Read et al. 1990). Dazu wurde ein Darmabschnitt der
anasthesierten Tiere, unter Schonung der arteriellen Blutversorgung, vom restlichen
Darm abgebunden und das vendse Blut aus diesem Abschnitt Uber Katheter
gesammelt (Read et al. 1990). In den 30 min nach Injektion bestimmter Mengen
BCM-7 ins Lumen dieses Darmabschnitts, wurde eine maximale Resorptionsrate von
0,065 pg/g Darmgewebe nach 1-4 min und eine Maximalkonzentration im Blut von
ca. 20 ug/l fur BCM-7 gemessen (Read et al. 1990). Das Peptid hatte allerdings nur
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eine sehr kurze Halbwertszeit (< 5 min) im Blut und der absorbierte Anteil lag bei
0,06 % der injizierten Menge, was laut der Autoren auf einen sehr schnellen
enzymatischen Abbau hinwies (Read et al. 1990). Im Blutplasma von Kleinkindern
konnte bei Ernahrung mit Kuhmilch-basierter Sauglingsnahrung eine Substanz
festgestellt werden, die ahnliche Eigenschaften (Molekulargewicht und Polaritat) wie
bovines BCM-7 aufwies und durch Antikérper gegen BCM-7 detektiert werden konnte
(Kost et al. 2009). Eine aktuelle Studie an Kalbern die 18 Tage lang ausschliellich
mit A1- oder A2- Milch getrankt wurden zeigte, dass der Gehalt an BCM-7 im
Blutplasma der A1-Gruppe an Tag 21 der Studie fast funfmal hoher war (55.82
versus 12.73 ng/ml) als bei der mit A2-Milch getrankten Gruppe (Hohmann et al.
2020) Um den Mechanismus der Aufnahme von BCM aus dem Verdauungstrakt
genauer zu untersuchen, wurden Resorptionsstudien mit Monolayern der
Darmzelllinie Caco-2 durchgefuhrt (lwan et al. 2008; Jarmotowska et al. 2013). Es
wurde bestatigt, dass der Transport von BCM-5 und -7 Uber die Zellmonolayer, als
Modell fur das menschliche Darmepithel, moglich ist, dass die Peptide jedoch
innerhalb von 60 min, vorwiegend durch das Enzym DPPIV aus den Caco-2-Zellen,
abgebaut werden (lwan et al. 2008; Sienkiewicz-Sztapka et al. 2009a). DPPIV ist
eine Serinprotease, die in vielen Geweben und Zellen von Saugetieren exprimiert
wird, z.B. in Enterozyten (Valencia-Sanchez et al. 2019). Das Enzym wird aber u.a.
auch von T-Zellen und Adipozyten gebildet und tritt im Serum geldst auf (Lamers et
al. 2011; Cordero et al. 2015). Auferdem konnte es aus verschiedenen
Schimmelpilzen und Bakterien isoliert werden (Divya et al. 2020). Die DPPIV ist in
der Lage ein Prolin- oder Alanin-enthaltendes Dipeptid vom N-Terminus von
Peptiden abzutrennen (Valencia-Sanchez et al. 2019). Aufgrund der Lokalisation von
Prolinresten in seiner Aminosauresequenz ist BCM-7 ein passendes Substrat fur die
DPPIV (Arisoy et al. 2018). Durch den Einsatz eines spezifischen Inhibitors fur die
DPPIV (Diprotin-A) wurde der Gehalt des durch Caco-2-Monolayer transportierten
BCM-7 signifikant erhoht (Jarmotowska et al. 2013). Dies zeigte, dass die DPPIV aus
den Caco-2-Zellen BCM-7 abbaut und die Hemmung des Enzyms zu einem erhdhten
Gehalt des transportierten Peptids und somit potentiell zu einer hdheren
Bioverfugbarkeit in vivo fuhrt (Jarmotowska et al. 2013). Die isolierte DPPIV aus dem
Bakterium Lactococcus lactis spp. lactis, das u.a. in der Darmflora vorkommt, konnte
BCM-7 ebenfalls abbauen (Arisoy et al. 2018). Auch andere Bakterien der Darmflora,

wie z.B. Bifidobakterien sind in der Lage BCM-7 abzubauen und damit unwirksam zu
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machen (Sakurai et al. 2018). Um die Dauer der Zersetzung von BCM-7 durch
Enzyme genauer zu erforschen, wurde es in vitro mit Verdauungssaften des
Menschen und jejunalen Burstensaummembran-Peptidasen des Schweins versetzt
und die Bruchstucke mittels Hochleistungsflussigkeitschromatographie quantifiziert
(Asledottir et al. 2019). Nach vier Stunden waren 79% des Ursprungspeptides in
kleinere Fragmente zerlegt und nach 24 Stunden waren noch 5% davon vorhanden
(Asledottir et al. 2019). Dieser Versuch zeigte, dass Verdauungsenzyme im Darm
den Grofteil des zugesetzten BCM-7 abbauten, dass jedoch nach 24 Stunden immer
noch ein kleiner Anteil davon vorhanden war, der potentiell ins Blut gelangen konnte
(Asledottir et al. 2019). Zusammengefasst konnte BCM-7 nach Caseinaufnahme im
Darm nachgewiesen werden (Boutrou et al. 2013) und zumindest im
Darmepithelmodell mit Caco-2-Zellen war auch die Absorption des Peptids moglich
(Sienkiewicz-Sztapka et al. 2009a). Ob intaktes BCM-7 jedoch wirklich fahig ist Uber
die Darmepithelzellen ins Blut zu gelangen bleibt weiterhin fraglich (Asledottir et al.
2019). Die Aktivitat der DPPIV im Darm und der damit einhergehende Abbau von
BCM-7 ist der ausschlaggebende Faktor, der die Bioverfligbarkeit des Peptids

bestimmt (Jarmotowska et al. 2013).

2.3.5 Effekte von Beta-Casomorphin auf den Gastrointestinaltrakt

Da BCM-7 vorwiegend an p-Opioidrezeptoren wirkt und diese auch im
Gastrointestinaltrakt gehauft vorkommen, wurde die Wirkung von BCM-7 auf die
Verdauung intensiv untersucht (Ho et al. 2014; Pal et al. 2015). Bereits in den 90er
Jahren wurde in vivo an Hunden nachgewiesen, dass die intragastrale
Verabreichung von Casein die Starke und die Haufigkeit von Kontraktionen im
Dunndarm signifikant hemmte (Defilippi et al. 1995). Schon in diesem Versuch wurde
gezeigt, dass dieser Effekt durch eine Substanz mit opioider Wirkung (evtl. BCM)
ausgelost wurde, da der Effekt mit Naloxon aufhebbar war (Defilippi et al. 1995).
Aktuellere Futterungsversuche an Ratten zeigten, dass A1-Beta-Casein in der Diat
die gastrointestinale Passagezeit im Vergleich zum A2-Casein Naloxon-reversibel um
2-3 Stunden verzogerte (Barnett et al. 2014). Analog dazu konnte am isolierten
Colon von Ratten eine signifikante Hemmung der spontanen Motilitat durch BCM-5
ausgelost werden, die sowohl durch Zugabe von Naloxon als auch durch Waschen in

Puffer reversibel war (Dalziel et al. 2014). BCM-7 erhohte auRerdem verschiedene
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Parameter signifikant, die eine vermehrte Entzindungsreaktion im GIT anzeigen, wie
z.B. die Aktivitat des Enzyms Myeloperoxidase (Barnett et al. 2014; Ul Haq et al.
2014b) und die Sekretion der Zytokine MCP-1 und IL-4 (Ul Haq et al. 2014b). All
diese Beobachtungen fuhrten zu der Hypothese, dass BCM-7 fur die Symptome
verantwortlich sein konnte, die haufig einer Laktoseintoleranz zugeschrieben werden
(Ho et al. 2014). Einerseits kdnnten die Symptome direkt durch die Wirkung von
BCM-7 auf den Darm verursacht werden, andererseits sind aber auch Stérungen der
Produktion des Laktose-abbauenden Enzyms (Laktase) durch BCM-7 oder die
starkere Fermentation der Laktose durch eine verlangerte Passagezeit als Ursachen
denkbar (Pal et al. 2015). In verschiedenen klinischen Doppelblindstudien wurde die
Wirkung von A1- und A2-Beta-Casein auf die Verdauung beim Menschen evaluiert
(Ho et al. 2014; Jianqin et al. 2016; He et al. 2017). Der Konsum von A1-Beta-Casein
fuhrte im Vergleich zum A2-Casein sowohl zu signifikant hoheren Werten fur die
Stuhlkonsistenz im Bristol Stool Score (weicherer Stuhl), als auch zu starkeren
Verdauungsbeschwerden wie Meteorismus, abdominalen Schmerzen und
Verstopfung (Ho et al. 2014). Mithilfe von Endoskopie-Kapseln (Smart Pills) wurde
festgestellt, dass die gastrointestinale Passagezeit mit A1-Casein enthaltender Milch
auch beim Menschen signifikant verlangert ist und sie, im Vergleich zur A2-Milch, zu
einer verstarkten Entzliindungsreaktion fuhrt (Jiangin et al. 2016). Die Auswertung der
Videos aus den Kapseln wurde durch einen Gastroenterologen vorgenommen, der
nicht wusste welches Casein die jeweiligen Probanden zu sich genommen hatten
(Jiangin et al. 2016). Zusatzlich zu den gastrointestinalen Befunden fand die
Arbeitsgruppe nach Konsum von konventioneller Milch (A1/A2) auch im Serum der
Testpersonen eine signifikant erhéhte Konzentration an IL-4, IgG und IgE (Jiangin et
al. 2016). Umfassendere klinische Studien mit Teilnehmern deren Fahigkeit Laktose
zu verdauen durch einen Laktose-Toleranz-Test und durch Urin-Galaktose-Messung
vorab getestet wurde, fuhrten zu dem Ergebnis, dass A2-Milch im Vergleich zu
konventioneller Milch die gastrointestinalen Symptome einer Laktoseintoleranz
signifikant verringerte, obwohl der Laktose-Gehalt bei beiden Milchsorten gleich war
(He et al. 2017; Milan et al. 2019). Die Bewertung der gastrointestinalen Symptome
erfolgte anhand visueller Analogskalen durch die Probanden selbst, sowie durch die
Messung von Wasserstoff in der Exspirationsluft, der nach Aufnahme von
konventioneller Milch signifikant hoher war, als nach A2-Milch-Konsum (Milan et al.

2019). Diese Studien bekraftigten die Hypothese, dass die Symptome einer Laktose-
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Intoleranz mit dem Vorkommen von A1-Beta-Casein assoziiert sind und nicht primar
durch Laktose verursacht werden (He et al. 2017).

BCM-7 verursachte allerdings auch eine vermehrte Schleimproduktion der
Becherzellen im Dunndarm, die fur die Darmgesundheit forderlich sein konnte
(Trompette et al. 2003; Zoghbi et al. 2006). Unter Einwirkung von BCM-7 konnte am
isolierten, kunstlich durchbluteten Jejunum von Ratten mittels ELISA eine Zunahme
der Mucin-Glykoproteine beobachtet werden (Trompette et al. 2003). Diese Wirkung
wurde ebenfalls an den Zelllinien HT29-MTX und DHE untersucht, die grolde
Ahnlichkeit mit Becherzellen im Darm des Menschen haben (Zoghbi et al. 2006).
Auch diese Zellen zeigten eine signifikante Steigerung der Schleimproduktion durch
BCM-7, die durch Cyprodime (u-Opioidantagonist) aufhebbar war (Zoghbi et al.
2006). Des Weiteren bewirkte die 30-tagige Verabreichung von BCM-7 in den Magen
von Ratten eine Hemmung der Somatostatin-mRNA und dadurch sekundar eine
signifikante Steigerung der mRNA-Expression fur Gastrin in der Magenschleimhaut
(Zong et al. 2007). BCM-7 hat demnach deutliche Wirkungen auf gastrointestinale
Funktionen und verursacht bei Laktose-intoleranten Personen eine Verschlechterung

der Symptome (Summer et al. 2020).

2.3.6 Auswirkungen von Beta-Casomorphin-7 auf das Immunsystem

Wie bereits fir andere opioide Stoffe beschrieben (siehe Kapitel 2.2.3), zeigte auch
BCM-7 eine immunmodulatorische Wirkung in unterschiedlichen Studien (Elitsur et
al. 1991; Kayser et al. 1996; Fiedorowicz et al. 2011). Bereits 1991 fand man heraus,
dass BCM-7 die Proliferation von ConA-stimulierten Lamina propria Lymphozyten
aus Kolon und lleum des Menschen signifikant hemmte (Elitsur et al. 1991). Es
wurde bestatigt, dass diese Wirkung durch Bindung an p-Opioidrezeptoren vermittelt
wurde, da die Hemmung mit dem Opioidantagonisten Naloxon komplett aufhebbar
war (Elitsur et al. 1991). Casein wurde in vitro mit Verdauungsenzymen von
Saugetieren und bakteriellen Enzymen verdaut, um die Wirkung der dabei
entstehenden Peptide auf die Proliferation von Immunzellen zu untersuchen (Otani et
al. 1995; Sutas et al. 1996). Sowohl mit Trypsin als auch mit Pankreatin in vitro
verdautes Beta-Casein hemmte die Proliferation polyklonal stimulierter muriner
Splenozyten und Peyer-Platten Lymphozyten des Kaninchens signifikant (Otani et al.

1995). Intaktes Beta-Casein sowie mit Pepsin bzw. mit Pepsin und Pankreatin
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verdautes Casein bewirkten keine signifikante Veranderung der Proliferation der
Zellen (Otani et al. 1995). Sitas et al. konnten ebenfalls eine signifikant hemmende
Wirkung mit Pepsin und Trypsin verdauter Milch sowie Casein auf die Proliferation
humaner PBMC feststellen (Sutas et al. 1996). Der zusatzliche Verdau des Caseins
bzw. seiner Einzelkomponenten (aS1 und B) mit Enzymen aus dem Bakterium
Lactobacillus casei verstarkte diese hemmende Wirkung noch (Sutas et al. 1996).
Kayser et al. untersuchten als erste die Wirkung von BCM-7 auf Con-A stimulierte
periphere Blutzellen des Menschen und fanden heraus, dass es in niedrigen
Konzentrationen von 107'2- 107 M eine Hemmung und mit hoheren Konzentrationen
ab 10 M eine Steigerung der Proliferationsrate bewirkte (Kayser et al. 1996). In
einer ahnlichen Studie beobachtete eine andere Arbeitsgruppe eine signifikante
Steigerung der Proliferation mit Phytohamagglutinin (PHA) stimulierter PBMC des
Menschen mit 10> M BCM-7 aus Kuhmilch sowie menschlicher Muttermilch
(Fiedorowicz et al. 2011). Das opioide Peptid hat demnach eindeutig einen Effekt auf
die Proliferation von Immunzellen im Darm und im peripheren Blut, aber es ist noch
nicht endgultig geklart, ob es eine Steigerung oder eine Hemmung bewirkt (Elitsur et
al. 1991; Kayser et al. 1996; Fiedorowicz et al. 2011). Neben der Wirkung auf die
Proliferation, konnten auch noch andere Effekte auf die Funktion von Immunzellen
nachgewiesen werden. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass periphere
Blutleukozyten des Menschen in vitro durch Zugabe von BCM-7 Histamin freisetzten
(Kurek et al. 1992). In klinischen Versuchen wurde BCM-7 Kindern und Erwachsenen
intradermal injiziert und bewirkte eine pseudoallergische Hautreaktion durch
Histaminausschuttung, die sowohl durch die vorherige Verabreichung von
Histaminantagonisten als auch von Naloxon verhindert werden konnte (Kurek et al.
1992; Kurek et al. 1995). Auch auf die Zytokinsekretion von Immunzellen nimmt
BCM-7 Einfluss, z.B. bewirkte es eine signifikante Erhdhung der Interleukin-8 (IL-8)-
Sekretion und zugleich eine signifikante Verringerung der IFN-y-Produktion durch
humane PBMC (Fiedorowicz et al. 2011). IL-8 ist ein wichtiger Entzindungsmediator,
der die Chemotaxis und Degranulation von neutrophilen Granulozyten anregt
(Summer et al. 2020). Die Wirkungen von IFN-y sind u.a. die Aktivierung von
Makrophagen und NK-Zellen (Phagozytose-Steigerung) und die Férderung der MHC-
[-Auspragung auf infizierten Zellen zur Antigenprasentation (Gu et al. 2020). Im GIT
lieRen sich durch BCM-7 Veranderungen in der Immunreaktion hervorrufen (Ul Haq

et al. 2014a). So zeigten Mause nach oraler Gabe des Peptids Uber 15 Tage sowohl
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eine signifikante Erhdhung der IgE und IgG-Molekule im Darmsekret und der Anzahl
an Lymphozyten in den Darmzotten, als auch eine vermehrte mRNA-Expression flr
die Toll-like-Rezeptoren TLR-2 und -4 im Darmepithel (Ul Haq et al. 2014a). Aktuelle
Untersuchungen, in Form eines Futterungsversuch mit Mausen, zeigten erstmals
auch negative Auswirkungen von BCM-7 auf die Funktion der Atemwege (Yadav et
al. 2020). Mause, die eine Diat mit A1-Milch erhielten, zeigten signifikant hdhere
Konzentrationen der Interleukine IL-4 und -5 im Bronchoalveolarlavage-Sekret und
im Serum, im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit A2-Milch geflttert wurde (Yadav
et al. 2020). Die immunhistologische Untersuchung der Lungen zeigte in der A1-
Gruppe eine vermehrte peribronchiale Entzindung mit lymphozytarer und
eosinophilarer Infiltration des Gewebes und damit ahnliche Veranderungen wie sie
bei allergischem Asthma beobachtet werden (Yadav et al. 2020). All diese Studien
zeigen, dass bovines BCM-7 Auswirkungen auf immunologische Funktionen in
verschiedenen Organsystemen und auf Immunzellen in vitro hat, die unserer
Meinung nach weiterer Forschung bedarf. Deswegen untersuchten wir im Rahmen
dieser Arbeit die Wirkung von BCM-7 auf die Proliferation von PBMC des Schweins
und des Rindes. Die PBMC dieser Tierarten wurden in diesem Zusammenhang
bislang noch nicht untersucht (Stand der PubMed-Literaturrecherche 01.02.2021).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probenmaterial

Fur die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden Blutproben von
Schlachtschweinen, Rindern, Pferden und zwei Menschen verwendet. Die Schweine-
Blutproben wurden am Schlachthof Munchen unmittelbar bei der Tétung der Tiere
beim Ausbluten gewonnen. Die Ausnahmegenehmigung fur die Verwendung von
tierischen Nebenprodukten zu Lehr- und Forschungszwecken wurde uns vom
Abfallwirtschaftsbetrieb Minchen erteilt. Die aktuelle Genehmigungsnummer lautet:
DE 09 162 0008-21. Des Weiteren wurden Blutproben von Kuhen des Lehr- und
Versuchsgutes in Oberschleifheim entnommen. Die Blutprobenentnahme der Rinder
ist der Regierung von Oberbayern unter der Genehmigungsnummer 55.2-1-54-
2532.3-22-12 angezeigt. Die Pferdeblutprobe wurde in der Klinik fir Pferde der
Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen im Rahmen der klinischen Diagnostik
entnommen und wird somit nicht als Tierversuch angesehen. Demnach war hierfur
keine behdrdliche Genehmigung notwendig.

Aus dem Blut der aufgeflihrten Tiere wurden unter sterilen Bedingungen PBMC
isoliert. Die Zellen wurden jeweils in verschiedenen Experimenten eingesetzt. Die
humanen Blutproben wurden den jeweiligen Personen im Rahmen von
Routineuntersuchungen beim Hausarzt entnommen und die PBMC wurden ebenfalls
unter sterilen Bedingungen prapariert. FUr die immunhistochemischen
Untersuchungen wurden Schweinen unmittelbar nach der Schlachtung Hirn- und
Darmsticke entnhommen wund daraus histologische Praparate erstellt. Die
Untersuchung an porcinen Peyer-Platten-Lymphozyten erfolgte ebenfalls mit dem auf
diesem Wege erhaltenen Probenmaterial. Hierfur gilt dieselbe
Ausnahmegenehmigung wie fur die Entnahme der Blutproben.

Die Milchproben, die in einem Teil der Experimente verwendet wurden, stammten
von zwei genotypisierten Kilhen am Lehr- und Versuchsgut. Eine Kuh war reinerbig
fur das A1-Beta-Caein (A1/A1), die andere fur A2 (A2/A2).
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3.2 Aufbereitung der Blutproben und Isolierung der PBMC

3.2.1 Puffer und Losungen

Heparinléosung zur Gerinnungshemmung (2.500 I.E./ml)
Heparin-Natrium (25.000 |.E./ml)’ 1,00 ml
RPMI 1640 Medium mit Glutamin? 9,00 mi

Trennlosung zur Isolierung von PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation

Pancoll Trennldsung? (Dichte 1,077 g/ml), gebrauchsfertig.

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,4

NaCl* (136,9 mM) 8,00 g
KCI* (2,6 mM) 0,20 g
KH2PO4#* (1,4 mM) 0,20 g
NazHPO4#* x 2H20 (8,1 mM) 1,45g

In 1000 ml Aqua dest. I16sen und pH auf 7,4 einstellen.

3.2.2 Gewinnung der Blutproben

Nach Desinfektion der Injektionsstelle wurde den Rindern je nach Bedarf zwischen
10 und 100 ml Blut aus der Vena jugularis externa entnommen. Die
Blutprobengewinnung bei den Schweinen erfolgte Uber die eroffnete Vena jugularis
externa bei der Totung am Schlachthof. Zur Gerinnungshemmung wurden pro 50 ml
Blut je 1 ml Heparinlésung (2.500 I.E./ml) zugegeben.

Die humanen Blutproben wurden vom jeweiligen Hausarzt der Personen unserer

Arbeitsgruppe bei Routineuntersuchungen mit abgenommen.

" Ratiopharm, Ulm

2 Anprotec, Bruckberg

3 Pan Biotech, Aidenbach
4 Applichem, Darmstadt
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3.2.3 Isolierung der PBMC

Das Rinderblut wurde 1:2 mit PBS verdunnt, das Schweine- und Menschenblut
wurde unverdinnt verwendet. Das Blut, bzw. die Blutverdinnung, wurde unter
sterilen Bedingungen auf bereits vorbereitete Rohren® mit Pancoll Trennldsung
geschichtet. Hierbei wurden je nach Blutmenge vorsichtig jeweils 25 ml Blut auf 15 ml
Pancoll oder 5 ml Blut auf 3 ml Pancoll pipettiert. Die Réhren wurden dann bei
Raumtemperatur fir 25 min zentrifugiert (500 rcf, Bremse ausgeschaltet). Die
dadurch zwischen Plasma- und Pancollschicht entstandene Interphase wurde mit
einer serologischen Pipette® abgenommen und in Réhren mit 30 ml kaltem PBS
uberfuhrt. Diese Interphase besteht, durch die Auftrennung der einzelnen
Bestandteile nach ihrer Dichte, hauptsachlich aus Lymphozyten und Monozyten.
Zusammengefasst werden diese als periphere mononukleare Blutzellen (PBMC)
bezeichnet. Die weitere Praparation erfolgte bei 4°C, um eine moglichst hohe Vitalitat
der Zellen zu gewabhrleisten. Die isolierten Zellen wurden zunachst gewaschen, also
zentrifugiert (500 rcf, 10 min, 4°C, Bremse angeschaltet) und der Uberstand
verworfen. Das resultierende Zellpellet wurde erneut in kaltem PBS resuspendiert
und gewaschen. Zur Ermittlung der Zellzahl wurde das Zellpellet, je nach Grole, in

einem definierten Volumen PBS resuspendiert.

3.2.4 Manuelle Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension mit Trypanblau®
versetzt (Verdinnung 1:2) und die Mischung in eine Neubauer-improved
Zahlkammer’ (Kammertiefe 0,1 mm) gegeben. Es wurden alle 25 Gruppenquadrate
ausgezahlt (Flache pro Gruppenquadrat 0,04 mm?). Zur Berechnung der Zellzahl

diente folgende Formel:

gezahlte Zellzahl
ausgeziahlte Flache [mm?] - Kammertiefe [mm] - Verdinnung

Zellen pro ul Suspension =

5 Sarstedt, Niimbrecht
6 VWR, Darmstadt
7 NeoLab, Heidelberg
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3.3 Invitro Verdau von Milch

3.3.1 Puffer und Losungen

Simulierter Magensaft, pH 3,0

KCI8 (6,9 mM) 0,259
KH2PO48 (0,9 mM) 0,05g
NaHCO3? (25 mM) 1,05 g
NaCl8 (47,2 mM) 1,38 g
MgCl2(H20)s 80,1 mM) 0,019
NHsHCO38 (0,5 mM) 0,02 g

In 500 ml Aqua bidest I6sen, pH-Wert mit 1 M HCI auf 3,0 einstellen

Simulierter Dunndarmsaft, pH 7,0

KCI8 (6,9 mM) 0,259
KH2PO48 (0,9 mM) 0,059
NaHCO3# (85 mM) 3,57 g
NaCI8 (38,4 mM) 1129
MgCl2(H20)e® (0,33 mM) 3,50 mg

In 500 ml Aqua bidest I6sen, pH-Wert mit 1 M NaOH auf 7,0 einstellen.

Calciumchlorid-Losung
CaCl28 (0,3 M) 4,41 g

In 100 ml Aqua dest. lI6sen.
Diese drei Losungen wurden vor dem Einsatz in der Zellkultur steril filtriert.
Proteaseinhibitor-Losung

Complete EDTA-free® 1 Tablette
In 2 ml sterilem Aqua dest. l16sen.

8 Applichem, Darmstadt
9 Boehringer, Mannheim
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3.3.2 Gewinnung und Vorbereitung der Milchproben

Die Milchproben wurden am Lehr- und Versuchsgut (LVG) der LMU Muinchen in
Oberschleil3heim nach sorgfaltiger Reinigung und Desinfektion der Zitzen gemolken
und gekuhlt transportiert. Die verwendeten Kihe waren jeweils reinerbig flr das
Merkmal A1- oder A2-Casein. Die Milchproben wurden zunachst entfettet. Dazu
wurden sie in 50ml Rohren'® abgefiillt und 20 min bei 4°C mit 2000 rcf zentrifugiert.
Danach wurde das Fett, dass sich oben als feste Phase abgesetzt hatte, mit einem
Loffel abgenommen. Die Milch wurde dann durch einen Papierfilter'! gefiltert, um die
restlichen Fettflocken zu entfernen. AnschlieBend wurde ein Teil der Milch

sterilfiltriert, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.3.3 Magenphase des Verdauprozesses

Der in vitro Verdau der Milch wurde nach einem leicht modifizierten Protokoll
durchgefuhrt, das nach Richtlinien des COST-Infogest Netzwerkes erstellt wurde
(Minekus et al. 2014). Die Milch wurde im Verhaltnis 1:2 mit dem simulierten
Magensaft gemischt und der pH-Wert der Mischung mit HCI (1M) wieder auf 3,0
eingestellt. In einem Uberkopfschiittler'?, der in einem Warmeschrank'® platziert war,
wurde die Milch, bei 37°C, 10 Minuten lang inkubiert und dabei langsam geschwenkt.
Im Anschluss daran wurde Pepsin'™ (3,2 mg/ml) sowie Calciumchloridldsung
(Endkonzentration: 0,075 mM) zugegeben. Das Gemisch wurde zwei Stunden bei

37°C unter regelmaligem Schwenken inkubiert.

3.3.4 Dunndarmphase des Verdauprozesses

Die vorverdaute Mischung wurde 1:2 mit dem simulierten Dinndarmsaft gemischt

und der pH-Wert mit NaOH-L6sung (1M) auf 7,0 eingestellt, um die Wirkung des

10 Sarstedt, Niimbrecht

11 Schleicher und Schuell, Dassel
2 NeoLab, Heidelberg

13 Heraeus, Hanau

4 Applichem, Darmstadt
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Pepsins zu stoppen. Dann wurde Natrium-Taurocholat'® (1,6 mg/ml) zugegeben und
die Mischung abermals fir 10 Minuten unter Schwenken bei 37°C inkubiert. Zuletzt
wurden Pankreatin'® (1,6 mg/ml) und Calciumchloridiésung (Endkonzentration: 0,3
mM) zugegeben. Der pH-Wert wurde nochmals kontrolliert und gegebenenfalls
erneut mit NaOH (1M) auf 7,0 angepasst. Auch in dieser Phase wurde das Gemisch
zwei Stunden lang bei 37°C unter Schwenken inkubiert. Zum Abschluss des Verdaus
wurde die Wirkung der Proteasen aus dem Pankreatin mit der Proteaseinhibitor-
Losung (40 pl/ml) abgestoppt, welche eine Stunde bei Raumtemperatur wirken
konnte. Die unverdauten Milchproben, sowie die verdauten Milchlésungen, wurden

fur den Einsatz in der Zellkultur steril filtriert.

3.4 Lymphozytenproliferation

3.4.1 Puffer und Losungen

RPMI-Gebrauchsmedium

RPMI 1640 Medium mit Glutamin'’ 445,00 ml
Penicillin/Streptomycin'’ (Pen/Strep) 5,00 ml
fetales Kalberserum'® (FCS) 50,00 ml

[*H]-Thymidin-Lésung (0,05 mCi/ml)
[Methyl-3H] Thymidin® (1.0 mCi/ml) 0,50 ml
RPMI 1640 Medium mit Glutamin'” 9,50 ml

3.4.2 Durchfuhrung der Proliferationsassays

Die PBMC wurden unter sterilen Bedingungen in einer Dichte von 1x10° Zellen/Delle
in je 200 pyl RPMI-Gebrauchsmedium in eine sterile 96-Lochplatte (Flachboden)?° fiir

Suspensionszellen ausgesat. Fur jeden Ansatz wurden entweder Triplikate oder

15 Alfa Aesar, Kandel

6 Applichem, Darmstadt
7 Anprotec, Bruckberg

18 Bjochrom, Berlin

9 Perkin Elmer, Hamburg
20 Sarstedt, NUmbrecht
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Duplikate erstellt. Die porcinen Zellen wurden mit 1 ug/ml Concanavalin A (ConA)?",
Bananenlektin  (BanLec)??, Pokeweed Mitogen (PWM)?' sowie 5 ug/mi
Phytohamagglutinin (PHA)? stimuliert. In Vorversuchen haben wir festgestellt, dass
bei ConA, BanLec und PWM eine Konzentration von 1 pg/ml ausreicht, um eine
mitogene Wirkung auf die Zellen auszuldsen, dass bei der Verwendung von PHA
jedoch eine hdhere Konzentration notwendig ist. Zur Proliferationsanregung der
Rinderzellen bendtigt man erfahrungsgemal auch eine héhere Konzentration von
ConA zur Stimulation, sodass hier eine Endkonzentration von 5 ug/ml gewahlt wurde.
Zusatzlich zur ConA-Stimulation wurden die Zellen mit BCM-724, Naloxon?® und
verschiedenen selektiven Opioiden versetzt, um deren Wirkung zu untersuchen
(Konzentrationen siehe nachfolgende Tabelle). Die verwendeten Konzentrationen
haben sich in Versuchen unserer Kooperationspartner am Lehrstuhl fur
Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie der LMU Minchen als pharmakologisch
wirksam erwiesen. Naloxon wurde an die Konzentration des jeweiligen Agonisten
angepasst. Mit BCM-7; DAMGO?*, U69,593%° und Deltorphin [1?* wurde Naloxon in
einer Konzentration von 10 uyM verwendet. Morphin?! musste in einer hoheren
Konzentration eingesetzt werden, als die anderen opioiden Substanzen, um eine
pharmakologisch wirksame Dosis im Well zu erhalten. Demnach musste die
Konzentration von Naloxon auf 100 yM angepasst, um eine ausreichende Inhibition
zu gewahrleisten. In nachfolgender Tabelle sind alle in den Proliferationsversuchen

verwendeten Substanzen aufgelistet.

Substanz Herkunft Konzentration in Delle
Concanavalin A (ConA) Merck, Darmstadt 1 ug/ml, 5 pg/ml (Rind)

Bananen-Lektin (BanLec) Linaris, Dossenheim 1 pg/ml

Phytohamagglutinin (PHA) Pan Biotech, Aidenbach 5 pg/ml

Pokeweed Mitogen (PWM) Merck, Darmstadt 1 pug/mi
Betacasomorphin-7 (BCM-7) Bachem, Bubendorf 108,106, 10+, 0,01, 1,

(Schweiz) 100 pg/ml
Naloxon Sigma-Aldrich, Taufkirchen 10 und 100 uM
D-Ala?, N-MePhe?, Gly-ol- Bachem, Bubendorf 1 uM

21 Merck, Darmstadt

22 | inaris, Dossenheim

23 Pan Biotech, Aidenbach

24 Bachem, Bubendorf, Schweiz
25 Sigma Aldrich, Taufkirchen
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Enkephalin (DAMGO) (Schweiz)
u69, 593 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 1 uM
Deltorphin |l Bachem, Bubendorf 1 uM
(Schweiz)
Morphin Merck, Darmstadt 10 uM
Milch (A1 und A2), roh LVG Oberschleiftheim 0,5%
Milch (A1 und A2), verdaut LVG Oberschleifsheim 0,5 %

Die Inkubation der Zellen erfolgte fiir 32 Stunden im Brutschrank?® bei 37°C und
einer CO2-Konzentration von 5%. AnschlieRend wurden die Zellen mit 20 pl der
radioaktiven [*H]-Thymidin-Losung pro Delle (1 uCi/Kavitat) versetzt und weitere 16
Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Dauer der Stimulation betrug also insgesamt
48 Stunden. Nach dieser Stimulationsphase wurden die Zellen mit einem Zellernte-
Gerat?” auf spezielle Glasfaserfilter?® geerntet, welche bei 80°C im Trockenschrank??
fur mindestens 30 min getrocknet wurden. Die Glasfaserfilter wurden in Omni
Filterkassetten?® eingespannt, mit 25 pl Szintillationsfliissigkeit?® pro Delle versetzt
und die Kassette dann mit einer selbstklebenden Folie?® versiegelt. AnschlieRend
erfolgte die [PH]-Aktivitats-Messung in einem Beta-Zahler (Microbeta?®). Die Zellen
bauen das radioaktive Nukleotid [*H]-Thymidin?® wahrend der S-Phase des Zellzyklus
in ihre DNA ein. So kann aus der Hohe der counts per minute (cpm-Werte) darauf

geschlossen werden wie stark die Zellen proliferiert haben.

3.4.3 Statistische Auswertung der Zellproliferationsraten

FUr die statistische Auswertung der Zellproliferationsraten wurden aus den cpm-
Werten zunachst Proliferationsindizes berechnet. Hierfur wurden Mittelwerte aus den
cpm-Werten jedes Triplikates/Duplikates gebildet. AnschlieRend wurden die
Mittelwerte der mit den Mitogenen stimulierten und mit BCM-7, Naloxon bzw. den
verschiedenen Opioiden behandelten Zellen eines jeden Tieres durch die Werte der

Kontrolle (nur mit Mitogenen stimuliert) desselben Tieres dividiert. Der

26 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
27 Packard, Dreieich

28 Perkin Elmer, Hamburg

29 Memmert, Schwabach
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Proliferationsfaktor fur die Kontrolle betrug aufgrund dieser Berechnung immer 100%.
Anhand der Proliferationsindizes konnten Unterschiede in den Proliferationsraten der
Lymphozyten zwischen behandelten und unbehandelten Zellen verglichen werden.
Die ermittelten Proliferationsindizes wurden mit der Kontrolle verglichen und mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test (KS) auf ihre Normalverteilung uberpruft. Im Falle einer
Normalverteilung, also bei nicht signifikantem KS-Test (p = 0,05) wurde der Student’s
t-Test zur weiteren Auswertung herangezogen. Bei nicht normalverteilten Werten (p
< 0,05) fand der Mann-Whitney-Test Anwendung. In beiden Tests wurden
Unterschiede zwischen den verschieden behandelten Zellen und der Kontrolle mit p

< 0,05 als statistisch signifikant angesehen.

3.5 Praparation der Lymphozyten aus porcinen Peyer-Platten

3.5.1 Puffer und Losungen

Hank's balanced salt solution (HBSS), pH 7,4

NaCI% (136,9 mM) 8,00 g
KCI® (5,4 mM) 0,40 g
KH2P043 (0,4 mM) 0,06 g
NazHPO4 x 2 H20%° (0,3 mM) 0,06 g
NaHCOs%® (4,1 mM) 0,35¢
D-Glukose?' (5,5 mM) 1,00 g

In 1000 ml Aqua dest. |6sen.

PBS
siehe Kapitel 3.2.1

Trennlosung zur Isolierung von PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation

Pancoll Trennlésung®? (Dichte 1,077 g/ml), gebrauchsfertig.

30 Applichem Darmstadt
31 Merck, Darmstadt
32 Pan Biotech, Aidenbach
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3.5.2 Gewinnung der Darmproben

Frisch geschlachteten Schweinen wurden am Schlachthof mehrere ca. 10 cm lange
Stlcke lleum enthommen, an denen makroskopisch eine Peyer-Platte erkennbar
war. Diese Stiucke wurden in HBSS-L6sung auf Eis transportiert. Die Vitalitat der

Zellen war nach Transport in dieser Losung deutlich besser als in PBS.

3.5.3 Isolierung der Lymphozyten aus den Peyer-Platten

Die Darmsticke wurden zunachst sehr grindlich von Fett und anhangendem
Mesenterium befreit, in kaltem PBS gewaschen und an der mesenterialen Seite mit
einer Schere er6ffnet. Dann wurde auch die Innenseite der Darmstucke gut in PBS
gewaschen bis die Waschflussigkeit klar blieb. Danach wurden die makroskopisch
gut erkennbaren Peyer-Platten mit einer spitzen Schere vom restlichen Darm
abgetrennt. Uber die isolierte Peyer-Platte wurde vorsichtig mit einem Skalpell
geschabt, um die Mukosa und moglichst viel Schleim zu entfernen und anschlie3end
nochmals grundlich in PBS gewaschen. Die saubere Platte wurde an einem Ende mit
einer Pinzette fixiert und die Lymphfollikelschicht mit den darin enthaltenen
Lymphozyten wurde mit der Querseite eines Objekttragers vorsichtig von Serosa und
Tunica muscularis getrennt. Das so gewonnene Gewebe wurde in ein Sieb
(PorengrofRe 60 um) Uberfuhrt, welches in einer Petrischale aus Glas platziert war.
Und nach Zugabe von 10 ml PBS mit dem Stempel einer 20 mlI-Spritze durch das
Sieb gedrlckt. Durch Nachspulen mit PBS wurden die restlichen Zellen in die
Petrischale befordert und die daraus entstandene Zellsuspension wurde mit einer
serologischen Pipette? in eine Rohre®? Gberfiihrt. Nach 10 min Sedimentation auf Eis
wurden je 5 ml des Uberstandes in vorbereitete 15 ml Réhrchen auf je 5 ml Pancoll
Trennlosung3* geschichtet. Direkt im Anschluss wurden die Rohrchen 25 min lang
bei Raumtemperatur mit 500 rcf und ausgeschalteter Bremse zentrifugiert. Die
dadurch entstandene Interphase zwischen Pancoll und Gewebssuspension wurde
vorsichtig abgenommen und in ein neues Réhrchen mit kaltem PBS uUberfuhrt. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Bestimmung der Zellzahl (siehe Kapitel
3.2.4).

33 Sarstedt, NUmbrecht
34 Pan Biotech, Aidenbach
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3.6 Anzucht von Darmzelllinien

3.6.1 Puffer und Losungen

DMEM-Gebrauchsmedium

DMEM Medium mit Glutamin3* 445,00 ml
FCS3 50,00 ml
Pen/Strep3® 5,00 ml
Trypsin-EDTA

Trypsin-EDTAS36, gebrauchsfertig

3.6.2 Kultur der Darmzelllinien

Die verwendeten Darmzelllinien Caco-2%7, HT-29%" und IPEC-J2%7 wurden in sterilen
Zellkulturflaschen3® in DMEM-Gebrauchsmedium bis zur 80%igen Konfluenz kultiviert
(37°C, 5% COz2). Dies wurde durch mikroskopische Kontrolle beurteilt. Nach Ablésen
der adharenten Zellen mit Trypsin-EDTA wurde jeweils die Zellzahl bestimmt (siehe
Kapitel 3.2.4). Je nach Zellzahl wurden die Zellen entweder zur weiteren Vermehrung
auf zwei Flaschen aufgeteilt und bei 37°C und 5% CO2 weiter kultiviert oder direkt fur

die RNA-Extraktion verwendet.

35 Biochrom, Berlin

36 Anprotec, Bruckberg

37 ATCC, Wesel (erhalten von Prof. Dr. Dr. h.c. Erwin Martelbauer)
38 Sarstedt, NUmbrecht
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3.7 Molekularbiologischer Nachweis der Opioidrezeptoren

3.7.1 Puffer und Losungen

DEPC-behandelte Losungen
PBS oder Aqua dest. 500,00 ml
DEPC® 0,50 ml

12 Std. auf einem Magnetrihrer mischen und anschlie3end autoklavieren.

RLT-Lysepuffer
RLT-Puffer aus RNeasy Midi Kit4° 10,00 ml

Mercaptoethanol* 0,10 ml

Ansatz zur Eliminierung genomischer DNA (gDNA)

gDNA Eliminierungspuffer (7x)*? 4,00 pl

RNA, 2 ug Variabel

Mit RNAse freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 28 pl auffullen und far 2min

bei 42°C im Wasserbad inkubieren.

Master Mix fiir die reverse Transkription

Quantiscript RT Puffer (5x)*? 8,00 pl
Quantiscript Reverse Transkriptase*? 2,00 pl
RT Primer Mix*2 2,00 pl

TAE-Laufpuffer fir Gelelektrophorese

Tris*3 (40 mM) 4,859
Eisessig** (20 mM) 1,20 g
NaEDTA% (1 mM) 0,29 g

In 1000 ml Aqua dest. lI6sen.

39 Applichem, Darmstadt

40 Qiagen, Hilden

41 Merck, Darmstadt

42 Qiagen, Hilden

43 Carl Roth, Karlsruhe

44 Sigma Aldrich, Taufkirchen
45 Applichem, Darmstadt
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Agarose-Gel (1,8%)

Agarose® 0,90 g
TAE-Laufpuffer 50,00 ml
Roti-Safe Gelstain* 3,50 pl

In Mikrowelle aufkochen bis Flussigkeit klar bleibt.

3.7.2 RNA-Extraktion

Zur Extraktion der RNA aus den verschiedenen Zellen wurde das RNeasy Midi Kit*®
verwendet. Die verwendete Zellzahl variierte je nach Zellart und Vorbehandlung
(siehe nachfolgende Tabelle). Mit den Saulen des Kits konnen 5x10° bis 1x108 Zellen

verarbeitet werden.

Zellart Behandlung Verwendete Zellzahl
PBMC, Schwein keine 1x108
PBMC, Schwein Stimulation mit ConA 2,5x107
Peyer-Platten-Lymphozyten, Schwein keine 5x107
Peyer-Platten-Lymphozyten, Schwein Stimulation mit ConA 4x107
PBMC, Mensch keine 4x107
HT-29 (Kolonkarzinomzelllinie, Mensch) keine 7x107
Caco-2 (Kolonkarzinomzelllinie, Mensch) keine 4x107
IPEC-J2 (Darmzelllinie, Schwein) keine 1x107

Die Zellen wurden zweimal in DEPC-behandeltem PBS gewaschen und die
gewlnschte Zellzahl durch Zentrifugation pelletiert (500 rcf, 10 min, 4°C). Die
Extraktion der RNA erfolgte nach dem Protokoll aus dem Qiagen Handbuch, welches
dem Kit beilag. Zusammengefasst wurde das Pellet durch Schnippen ans Rdhrchen
aufgelockert und dann je nach Zellzahl 2 bis 4 ml Lysepuffer (RLT) hinzugeflgt.
Zusatzlich wurden die Zellen sofort mit einem elektrischen Homogenisator (Polytron
PT 1200 CL)* mechanisch lysiert. Zum Lysat wurde die gleiche Menge Ethanol
(70%)*® zugegeben wie zuvor RLT-Puffer*s und die Lésung durch kraftiges Schitteln

gemischt. Anschliel3end wurde das Lysat auf die RNeasy-Saulen pipettiert, welche in

46 Qiagen, Hilden
47 Kinematica AG, Littau, Schweiz
48 CLN, Freising

39




MATERIAL UND METHODEN

15mlI-Sammelréhrchen® steckten. Diese wurden mit 5000 rcf in einer Zentrifuge mit
Festwinkelrotor#® fiir 5 min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zur Erhdhung der RNA-
Ausbeute mit dem Durchfluss wiederholt. Dann wurde der Durchfluss verworfen und
die Saule mit 4 ml RW1-Puffer (1.Waschpuffer)*¢ gewaschen (5 min, 5000 rcf).
Dieser Durchfluss wurde ebenfalls verworfen und der Waschschritt mit 2,5 ml des
nachsten Waschpuffers (RPE-Puffer®®) zweimal wiederholt. Beim ersten
Waschschritt mit dem zweiten Puffer wurden die Saulen 2 min zentrifugiert, beim
zweiten Mal 5 min, damit die Saule komplett trocken war. Die gereinigte RNA befand
sich auf der Silikat-Gel-Membran der Saule und wurde nun eluiert. Dazu wurde die
Saule in ein frisches Sammelréhrchen gesteckt und es wurden 150 yl RNAse-freies
Wasser®® zugegeben, 1 min inkubiert und dann 3 min bei 5000 rcf zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde mit dem erhaltenen Eluat wiederholt um die RNA-Konzentration
zu erhdhen. Danach wurde die RNA sofort in einem RNAse-freien 1ml-
ReagiergefaR® auf Eis gelagert und die RNA-Konzentration mit einem
Spektrophotometer®? beurteilt. Die erhaltenen RNA-Konzentrationen aus den
primaren Zellen betrugen flur die einzelnen Extrakte zwischen 314 und 557 ng/ul. Die
Konzentrationen bei den Darmzelllinien lagen zwischen 1308 und 1684 ng/ul. Die
Reinheit der RNA wurde ebenfalls Uberpruft. Dazu wurden die Verhaltnisse der
Absorptionswerte bei 260 und 280 nm (Azeo280) und bei 260 und 230 nm (A260/230)
herangezogen. Folgende Werte, die reine RNA normalerweise aufweist, wurden
angestrebt:

Azes0/280: 2,00

A2601230: 2,20.

Wich einer dieser Werte zu stark vom Zielwert ab, wurde die RNA-Extraktion
wiederholt. 2 ug der RNA wurden jeweils zur Synthese der komplementaren DNA

(cDNA) verwendet, der Rest wurde bei - 80°C asserviert.

49 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
50 Qiagen, Hilden

51 Sarstedt, NUmbrecht

52 Implen, Miinchen
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3.7.3 cDNA-Synthese

Die cDNA aus den jeweiligen RNA-Proben wurde mit dem Quantitect Reverse
Transcription Kit>° nach Anleitung synthetisiert. Die komplette Praparation wurde auf
Eis durchgeflihrt, um das Risiko der RNA-Zersetzung zu minimieren.

Fir die porcinen Zellen wurde eine Mischung zu gleichen Teilen aus dem Primer-Mix
des Kits und folgenden spezifischen Reverse-Primern fur die porcinen

Opioidrezeptoren verwendet:

Target Bezeichnung Sequenz
pOPRD153 sOPRD_kurz_rev AAG TTC TCG TCC AGG AAG GC
pOPRK1%3 sOPRK_kurz_rev ACA GAT GAC GAC AGG ATC CAA
pOPRM153 sOPRM_Kkurz_rev CAG CCC ATAACACACCGT AAT G

Fir die humanen Zellen wurde der im Kit enthaltene Standard-Primermix verwendet.
Die Komponenten des Kits wurden aufgetaut und danach sofort auf Eis gelagert. In
Nuklease-freien 1ml-ReagiergefaRen>* wurden zunachst die Komponenten fir die
Eliminierung der genomischen DNA gemischt und der Master-Mix fur die reverse
Transkription vorbereitet (siehe 3.7.1). Nach Inkubation im Wasserbad (2 min, 42 °C)
wurde der Ansatz zur Eliminierung der genomischen DNA zum vorbereiteten
Mastermix gegeben und diese Mischung nochmals 15 min bei 42°C im Wasserbad
inkubiert. Um das Enzym zu inaktivieren wurde der Ansatz abschlieRend fur 3 min
bei 95°C in einem ThermoMixer®® erhitzt. Konzentration und Reinheit der so
synthetisieten cDNA wurden mit dem Spektrophotometer®® beurteilt. Die
Konzentration der cDNA lag zwischen 944 und 1363 ng/ul. Die Zielwerte der
Absorptionsverhaltnisse lagen bei:

Aze0/280: 1,8

A260/230: 1,5

Bei ausreichender Reinheit und Konzentration der cDNA wurden die Proben

tiefgefroren (-20°C) bis zur weiteren Verwendung.

53 Eurofins Genomics, Ebersberg
54 Sarstedt, Niimbrecht

55 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
56 Implen, Miinchen

41



MATERIAL UND METHODEN

3.7.4 Durchfiuhrung der PCR

Es wurde je ein Ansatz flr jeden Opioidrezeptortyp und die GAPDH pro cDNA-
Template in 0,1 ml Reagiergefallen® angesetzt. Die porcine Hypothalamus-cDNA®’
fur die Positivkontrolle wurde kommerziell erworben, die restlichen verwendeten
cDNA-Templates wurden, wie in Kapitel 3.7.3 beschrieben, selbst hergestellt.

Aus der cDNA, den Primern, dem Mastermix und Wasser wurden nach folgendem

Schema die Ansatze flr die PCR hergestellt:

cDNA Template 2,50 ul
Forward-Primer 2,50 ul
Reverse-Primer 2,50 ul
2x Mastermix Q5 Polymerase®® 25,00 pl
H20 17,50 pl

Folgende Tabellen geben die Sequenzen der verwendeten Primer an:

Primer fiir porcine Zellen:

Target Bezeichnung Sequenz
pOPRD1%° | sOPRD_kurz_fwd GAG CGT CGACCG CTATATT
sOPRD_kurz_rev AAG TTC TCG TCC AGG AAG GC
pOPRK1%° sOPRK_kurz_fwd GTC ATC ATC ACG GCG GTC TA
sOPRK_kurz_rev ACA GAT GAC GAC AGG ATC CAA
pOPRM1%° | sOPRM_kurz_fwd CCA GTACCC TAC CCT TCC AGA
sOPRM_kurz_rev CAG CCC ATAACA CAC CGT AAT G
pGAPDH?% sGAPDH_fwd ATC CCG CCA ACA TCA AAT GGG
sGAPDH_rev CCAGTGAGC TTC CCG TTG AG

57 Thermo Fisher Scientific, Schwerte
58 New England BioLabs, Frankfurt am Main
59 Eurofins Genomics, Ebersberg
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Primer fiir humane Zellen:

Target Bezeichnung Sequenz

MOR®° rhMOR_fwd 5 -ATGAAGACTGCCACCAACATCTAC-3
rhMOR _rev 5GAAGAGAGGATCCAGTTGCAGAC-3

DOR®0 mhDOR_fwd 5-GATGCGCTGGCCACCAGCAC-3'
mhDOR_rev 5'-GAACACGCAGATCTTGGTCAC-3

KOR®? hKOR_fwd 5-ACATTGCCGTGTGCCACCCC-3'

hKOR_rev 5 -TGCCACCACCACCAGGACCA-3
GAPDH®0 GAPDH_ fwd 5'-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3

GAPDH_rev 5-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3

Die PCR mit diesen Anséatzen wurde dann im Thermocycler (T Professional BASIC)®'
durchgefuhrt. Nach einer initialen Denaturierungsphase von 3 min bei 98°C folgten
30 Zyklen der DNA-Vervielfaltigung. Dabei wurde eine Temperatur von 60°C fur die
Primeranlagerung (Annealing) gewahlt. Aufgrund der erwarteten Fragmentlangen

(400-600 Basenpaare) wurde eine Elongationszeit von 60 Sekunden eingestellt.

Phase der Reaktion Dauer Temperatur
Initiale Denaturierung 3 min 98°C
Denaturierung 30 sec 98°C
Annealing 30 sec 60°C
Elongation 60 sec 72°C
Finale Elongation 2 min 72°C

Im Anschluss an die PCR erfolgte eine gelelektrophoretische Auftrennung der

amplifizierten Fragmente anhand ihrer Grofe.

Die Zutaten fur das Agarose-Gel (siehe 3.7.1) wurden in einem Erlenmeyerkolben
gemischt und mehrmals kurz in einer Mikrowelle aufgekocht. Die
Verdampfungsverluste wurden mit Aqua dest. ersetzt. Die Flussigkeit wurde in eine

Gelelektrophoresekammer®? gegossen, ein Kamm diente als Platzhalter fur die

60 Metabion, Martinsried
61 Biometra GmbH, Géttingen
62 Owl Separation Systems, Rochester, USA
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Probentaschen. Nach Aushartung des Gels wurde die Kammer mit TAE-Puffer befullt
und je 20 ul der PCR-Produkte mit 4 ul Loading Dye(6x)% gemischt. Die so gefarbten
Ansatze wurden neben einer DNA-Leiter (Gene Ruler 100 bp Plus DNA-Ladder)® in
die Probentaschen pipettiert. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei 80 Volt fur
ca. 30 min. AnschlieRend wurden die Gele im Fusion Imager® unter UV-Licht

entwickelt.

3.8 Immunzytologie

3.8.1 Puffer und Losungen

Permeabilisierungslosung

BD Cytofix/Cytoperm®®, gebrauchsfertig

Waschpuffer flir permeabilisierte Zellen
BD Perm/Wash®® 5,00 ml
Aqua dest. 45,00 ml

PFA-Fixierlosung 4%

Paraformaldehyd®6(4%) 40,00 g

PBS (siehe 3.2.1) 800,00 mi

Eine Stunde unter Ruhren bei 60°C I6sen und anschliellend im Eisbad abkuhlen
lassen. Dann das Volumen mit PBS auf 1000 ml auffillen und den pH-Wert auf 7,4

einstellen.

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
DAPI®7, gesattigte Losung

63 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

64 Vilber Lourmat, Eberhardzell

65 Becton Dickinson, Heidelberg

66 Merck, Darmstadt

67 Thermo Fisher Scientific, Schwerte
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3.8.2 Immunzytologische Farbung

Fir die immunzytologische Farbung der PBMC wurden je 2x10° Zellen pro Delle in
einer 96-Loch Rundbodenplatte® in 50 yl PBS ausgesat und abzentrifugiert (800 rcf,
1 min, 4°C). Da der verwendete primare Antikorper gegen den C-Terminus des p-
Opioidrezeptors gerichtet ist und sich diese Domane des Rezeptors intrazellular
befindet, mussten die Zellen vor der Farbung permeabilisiert werden. Nach
schwungvollem Dekantieren des PBS-Uberstandes wurden die Zellen mit 100
pI/Delle Permeabilisierungslosung versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit einem Waschpuffer fur permeabilisierte Zellen wurde der
erste Farbeschritt vorgenommen. Der verwendete Antikdrper wurde im Kaninchen
gegen eine Peptidsequenz des intrazellularen C-Terminus des MOR erzeugt®. Die
Sequenz ist identisch bei Mensch, Ratte, Maus, Katze und Schwein. Beim Rind ist
die vierte Position der Aminosauresequenz verandert. Zur Farbung wurden 30 pl des
Antikdrpers gegen den MOR®® (1:100 verdinnt in PBS) zugegeben. Als
entsprechende Isotypkontrolle wurde Kaninchenserum (1:10° verdinnt in PBS)
verwendet. Die Platte wurde 30 min auf Eis inkubiert und danach wieder mit 170 ul
PBS pro Delle gewaschen. Nun erfolgte der zweite Farbeschritt mit je 30 pl des
sekundaren Antikorpers pro Delle, der gegen den Wirt des ersten Antikorpers
(Kaninchen) gerichtet war. Es wurde ein anti-Kaninchen IgG (H+L) -Antikdrper aus
der Ziege verwendet, der mit dem fluoreszierenden Farbstoff Alexa 488 konjugiert
war’® (1:500 verdlnnt in PBS). Auch dieser Antikérper wurde 30 min auf Eis auf den
Zellen belassen. Nach dieser Inkubationszeit erfolgte ein erneuter Waschschritt mit
170 ul PBS. Nun wurden die Zellen in 150 ul PBS resuspendiert und 50 pul einer 4%
PFA-Fixierlosung zugegeben (Endkonzentration PFA 1%). Die Fixierung erfolgte
ebenfalls auf Eis fur 30 min. Zuletzt wurden 2 pl/Delle einer gesattigten DAPI-L6sung
(1:100) zugegeben und jede Delle gut resuspendiert. Nach einer letzten Inkubation
von 20 Minuten wurde die Suspension mit den gefarbten Zellen in einer speziellen
Trocken-Zyto-Zentrifuge’! auf Objekttrager zentrifugiert (5 min, 1000 U/min). Diese
wurden dann mit Fluoromount Medium” mit Objektglasern eingedeckelt und im

Klhlschrank einige Tage trocknen gelassen. Die Auswertung der gefarbten PBMC

68 Sarstedt, Nimbrecht

69 Herr, Prof. Dr. Ammer, Lehrstuhl fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie, LMU Miinchen
70 Thermo Fisher Scientific, Schwerte

71 Hettich, Tuttlingen

72 Serva, Heidelberg
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erfolgte mit einem Leica DMi8 Mikroskop™ und der dazugehorigen LAS-X-

Software’3.

3.9 Durchflusszytometrie und Analyse

3.9.1 Puffer und Losungen

RPMI Gebrauchsmedium
siehe Kapitel 3.4.1

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,4
siehe Kapitel 3.2.1

Vitalitatsmarker
Lyophilisiertes Viobility Fixable Dye’*
In 100 pl Dimethylsulfoxid (DMSO)”® I6sen und bei - 20°C bis zur Verwendung lagern

Permeabilisierungslésung

BD Cytofix/Cytoperm?®, gebrauchsfertig

Waschlosung fiir permeabilisierte Zellen
BD Perm/Wash® 25,00 ml
Ad 250 ml Aqua dest.

PFA-Fixierlosung 4%
siehe Kapitel 3.8.1

73 Leica, Wetzlar

74 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
5 Serva, Heidelberg

76 Becton Dickinson, Heidelberg
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3.9.2 Antikorper

Folgende primare Antikdrper wurden zur Phanotypisierung der porcinen B- und T-

Lymphozyten sowie zur Untersuchung der Expression des p-Opioidrezeptors (MOR)

eingesetzt:
Antikorper Klon Isotyp Herkunft Verdiinnung
eOPRM1 polyklonal | Kaninchen IgG Prof. Dr. H. Ammer, 1:100
LMU Munchen
Anti-human-CD79a HM57 Maus IgG1 Bio-Rad, Feldkirchen 1:100
Anti-human-CD3¢e CD3-12 Ratte 19G1 Dr. E. Kremmer, 1:200
Alexa Fluor 488 Helmholtz Zentrum,
Minchen
Folgende sekundare Antikorper wurden eingesetzt:
Antikorper Wirtsspezies Herkunft Verdiinnung
Anti-Maus IgG (H+L) Ziege Invitrogen, Karlsruhe 1:500
Alexa Fluor 488
Anti-Kaninchen IgG (H+L) Ziege Invitrogen, Karlsruhe 1:500
Alexa Fluor 647

3.9.3 Fluoreszenzfarbung von porcinen PBMC

Mittels Durchflusszytometrie kdnnen einzelne fluoreszenzmarkierte Zellen aufgrund
ihrer lichtstreuenden und fluoreszierenden Eigenschaften analysiert und
phanotypisiert werden. Die gewonnenen PBMC (siehe Kapitel 3.2.3) wurden
zunachst 48 Stunden lang in 12-Well-Platten”” kultiviert. AnschlieBend wurden die
verschieden stimulierten Zellen abzentrifugiert und die Zellpellets fir die
Vitalitatsbestimmung bis zu einer Gesamtzellzahl von 1x107 Zellen in 100 yl PBS
resuspendiert. Nach Zugabe von je 1 pl Viobilty 405/520 Fixable Dye’® wurden die

Zellen fur 15 min bei Raumtemperatur abgedunkelt inkubiert. Anschlieliend wurden

77 Sarstedt, NUmbrecht
8 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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die Zellen mit 1 ml Waschpuffer (BD Perm/Wash)’® versetzt und gewaschen (4°C,
500 rcf, 10 min). Es folgte das Aussaen der Zellen zu je 4x10° Zellen in 50 uyl PBS
pro Delle in 96-Well-Rundbodenplatten’”. Nach Zentrifugation der Zellen (4°C, 800
rcf, 1 min) und Dekantieren der Flussigkeit erfolgte die Fluoreszenzfarbung mit den
Antikorpern (siehe Tabelle in Kapitel 3.9.2). Hier wurde durchgehend auf Eis und im
abgedunkelten Raum gearbeitet. FUr jeden Farbeschritt wurden die Zellen mit dem
jeweiligen Antikérper 30 min bei 4°C inkubiert und anschliefend zweimal in PBS
bzw. nach erfolgter Permeabilisierung der Zellen zur Detektion intrazellularer Epitope
mit BD Perm/Wash gewaschen. Nach Farbung mit unkonjugierten primaren
Antikbrpern wurde ein zusatzlicher Farbeschritt mit dem jeweils passenden
fluorochrommarkierten, sekundaren Antikérper durchgefihrt. AbschlieRend wurden
die Zellen mit PFA-L6sung (1%) fixiert (Inkubation fur 20 min auf Eis) und danach
direkt oder am nachsten Tag durchflusszytometrisch analysiert.

3.9.4 Detektion gefarbter Zellen mit dem Durchflusszytometer

Fir die durchflusszytometrische Untersuchung wurde ein MACSQuant Analyzer 1080
verwendet. Mithilfe der Durchflusszytometrie kann die Proteinexpression einzelner
Zellen und Zellpopulationen, die zuvor mit einem Antigen-spezifischen, fluorochrom-
markierten Antikorper gefarbt wurden, quantitativ bestimmt werden. Der Prozentsatz
der Zellen, die dieses Antigen exprimieren, kann somit ermittelt werden. Durch
Doppelfarbungen mit dem MOR-Antikorper (eOPRM1) und den Leukozyten-
Differenzierungsmarkern fur T- (CD3) und B-Zellen (CD79a) untersuchten wir,

welche Subpopulationen der PBMC den MOR exprimieren.

3.9.5 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse erfolgte mithilfe der Flowlogic
Software®®. Die angewendete Gating-Strategie ist in Abbildung 3.1 exemplarisch
dargestellt. Zunachst wurden alle gemessenen Zellen durch Auftragen der Forward-
Scatter-Flache (FSC-A, Grolke der Zellen) gegen die Forward-Scatter-Hohe (FSC-H,

79 Becton Dickinson, Heidelberg
80 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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Hohe der Zellen) angezeigt. Es wurden lediglich Zellen ausgewahlt, die fur beide
Parameter den gleichen Wert aufwiesen, um zu gewahrleisten, dass nur einzeln
detektierte Zellen (Singlets) in die Auswertung einbezogen werden. Aus diesen
Zellen wurden danach mithilfe des Vitalitatsmarkers Viobility 405/520%°, mit dem die
Zellen zuvor gefarbt wurden, die vitalen Zellen ausgewahlt. Nur die Zellen, die den
Farbstoff nicht aufgenommen hatten und demnach noch eine intakte Zellmembran
aufwiesen, wurden weiter beurteilt. Im néachsten Schritt wurde anhand der fir
Lymphozyten typischen Grolde (FSC-A) und Granularitat (SSC-A) die Population
dieser Zellen bestimmt. Nur fir diese Zellen wurden die Einzelfarbungen mithilfe
eines Histogramms und die Doppelfarbungen mithilfe eines Dotplots ausgewertet.
Anhand der Histogramme konnte eine positive Fluorochrom-markierte Population auf
der rechten Seite der Trennlinie von einer negativen Population auf der linken Seite
unterschieden werden. Im Dotplot wurden vier Quadranten ausgewertet, wobei
doppelt positive Zellen, die mit dem eOPRM1-Antikdrper und mit dem jeweiligen
Subpopulationsmarker angefarbt wurden, im rechten oberen Quadranten lagen. Fur
die positive Population wurden die Werte des prozentualen Anteils aller Zellen, bei
denen eine Antikorper-Bindung detektiert wurde, im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl

ermittelt.

T
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Abb. 3.1 Gating-Strategie der durchflusszytometrischen Analyse porciner PBMC

Die Grafik zeigt exemplarisch die Gating-Strategie mit der die PBMC analysiert wurden. In der linken
Abbildung sind alle Zellen im FSC-A/FSC-H Dotplot dargestellt. Einzelne Zellen (Singlets) zeichnen
sich durch einen linearen Zusammenhang zwischen FSC-A und —H aus und wurden anhand dessen
ausgewahlt. Die rot gefarbten Zellen wurden im nachsten Plot aufgetragen und danach bewertet, ob
sie den Vitalitatsmarker Viobilty 405/520 Fixable Dye aufgenommen haben. Nur die vitalen Zellen, die
nicht mit dem Farbstoff angefarbt wurden (Zellmembran noch intakt), wurden fiir die weitere Analyse
herangezogen (mittlere Abbildung). Aus den vitalen Zellen wurde im rechten Dotplot anhand der flr
sie typischen GroRe (FSC-A) und Granularitat (SSC-A) die Lymphozytenpopulation eingegrenzt. Diese

Zellen wurden letztendlich beurteilt.
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3.10 Immunhistochemie

3.10.1 Puffer und Losungen

Bouin’sche Losung

Bouin’s Solution®', gebrauchsfertig

EDTA-Puffer
EDTA® (100 mM) 29,22 g
In 1000 ml Aqua dest. I16sen und pH auf 8,0 einstellen

PBS-Tween-Losung (PBS-T)
Tween-20%2 (0,05%) 0,50 ml
In 1000 ml PBS (Kap. 3.2.1) Idsen

Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS), pH 7,4
Tris® (30 mM) 3,609
NaCl® (150 mM) 8,80 g

In 1000 ml Aqua dest. I6sen und pH auf 7,4 einstellen.

TBS-Tween-Losung (TBS-T)
Tween-2082 (0,05%) 0,50 ml
In 1000 ml TBS losen.

Losung zur Antikorperverdiinnung
BSA82 (1%) 0,01 mi
In 100 ml TBS-T I6sen.

Blockadelosung

Ziegenserum (5%) 0,05 ml
BSA82 (1%) 0,01 mi
In 100 ml TBS-T lésen.

81 Sigma Aldrich, Taufkirchen
82 Applichem, Darmstadt
83 Carl Roth, Karlsruhe
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3.10.2 Herstellung der Paraffinschnitte

Die entnommenen Organproben wurden mit Bouin’scher Losung®* fir 72 Stunden
fixiert und anschlielRend in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert. Dies erfolgte
flr je 24 h in Ethanol® mit 70, 96 und 99%, Isopropanol® und Xylol®. Vor der
Einbettung wurden die Schnitte fir jeweils 24 h in flissigem Paraffin 1,3,6 und 9%
gelagert. Dann wurden sie in Paraffin 9 eingebettet und ausgehartet. Mit einem
Rotationsmikrotom (HM360)8” wurden aus den paraffinierten Organproben Schnitte
mit einer Dicke von 8 um angefertigt und auf Objekttrager gezogen. Um ein Ablésen
der histologischen Praparate wahrend der immunhistochemischen Farbung zu
verhindern, wurden die Objekttrager 72 h lang bei 39°C getrocknet. Danach wurden

sie in Sammelboxen bis zur Verwendung gelagert.

3.10.3 Entparaffinieren der Paraffinschnitte

Die Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert.
Dies erfolgte zweimal fur 5 min in Xylol, jeweils 5 min in Isopropanol, 99% Ethanol,
96% Ethanol und 70% Ethanol und schlie8lich 10 min in Aqua dest. Anschlieend
wurden durch die Paraffinierung maskierte Proteinepitope durch 15-minutiges
Kochen in EDTA-Puffer wieder freigelegt (Demaskierung). Dieser Schritt ist wichtig,
damit die Bindungsstellen fur Antikorper an den Strukturen wieder frei werden. Die
Schnitte wurden dann 10 min im Eisbad abgekihlt und zweimal mit Aqua dest.
gewaschen. Nun wurden die histologischen Praparate auf den Objekttragern mit
einem Fettstift (Delimiting Pen)® umrandet, um ein spateres Verlaufen der
Antikorperlésung zu verhindern. Nach kurzem Antrocknen wurden die Schnitte 15

min in PBS-T umgepuffert.

84 Sigma Aldrich, Taufkirchen

85 CLN, Freising

86 Thermo Fisher Scientific, Schwerte
87 Microm, Walldorf

88 DAKO, Hamburg
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3.10.4 Immunhistochemische Farbung

Zu Beginn wurden die Schnitte bei Raumtemperatur fur 40 min mit einer
Blockadeléosung aus TBS-T mit 1% bovinem Serumalbumin (BSA) und 5%
Ziegenserum bedeckt. Dieser Schritt diente der Blockierung von unspezifischen
Bindungsstellen im Gewebe. Nach Abklopfen der Blockadelosung erfolgte die
Inkubation mit dem primaren Antikrper (OPRM1-Antikorper®® in PBS-T + 1% BSA
verdunnt) Uber Nacht bei 4°C in einer Feuchtekammer. Der verwendete primare
Antikérper richtet sich gegen den C-Terminus des MOR. Er wurde im Kaninchen
hergestellt und ist reaktiv gegen den MOR von Mensch, Ratte, Maus, Katze und
Schwein, da die Sequenz der antikorperbindenden Domane bei diesen Spezies
identisch ist. Jeweils ein Schnitt von jedem untersuchten Organ wurde als
Isotypkontrolle mit Kaninchenserum (1:100.000 verdinnt in PBS-T mit 1% BSA)
inkubiert. Am nachsten Tag wurden drei Waschschritte in PBS-T zu je 5 min
durchgefiihrt. Dann erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper® (gelost
in TBS-T mit 1% BSA) fur 30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.

Folgende Antikorper kamen zum Einsatz:

Antikorper Wirt Typ Firma/Herkunft | Verdiinnung
eOPRM1 Kaninchen | polyklonal | Prof. Dr. Ammer, 1:100
LMU Muinchen
Anti-Kaninchen 1gG Ziege polyklonal ThermoFisher 1:500
(H+L), Alexa Fluor 488 Scientific,
Schwerte

Die Kernfarbung wurde mit DAPI®® durchgeflhrt. Die Schnitte wurden dreimal fiir je 5
min in PBS-T gewaschen und abschlieRend mit Fluoromount Medium®'und 22 x 22
mm Deckglasern eingedeckelt.

Nach dem Trocknen erfolgte die Beurteilung und Dokumentation der Farbungen
erfolgte mit einem Leica DMi8 Mikroskop® und der dazugehoérigen LAS-X-

Software®2.

89 Herr Prof. Dr. Ammer, Lehrstuhl fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie, LMU Miinchen
% Thermo Fisher Scientific, Schwerte

91 Serva, Heidelberg

92 | eica, Wetzlar
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4 ERGEBNISSE

4.1 Veranderungen der Proliferationsrate porciner PBMC durch
BCM-7

4.1.1 Vergleich der Wirkung von A1- und A2-Milch

Um die Auswirkungen von BCM-7 auf die Immunreaktion des Schweins naher zu
charakterisieren, untersuchten wir welchen Einfluss es auf die Proliferation von
porcinen Immunzellen hat. Dazu verglichen wir zunachst die Wirkung roher und
verdauter A1- und A2-Milch auf die Proliferationsrate porciner PBMC. Der einzige
Unterschied zwischen den beiden Milchsorten ist die Menge an BCM-7, die aus dem
Beta-Casein wahrend der enzymatischen Verdauung entsteht (Jinsmaa et al. 1999;
Asledottir et al. 2018). Also stellten wir die Hypothese auf, dass man einen
Unterschied zwischen der Zugabe verdauter A1- und A2-Milch sehen musste, wenn
BCM-7 Auswirkungen auf die Proliferationsrate hat. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese wurden Milchproben von zwei Kihen, die jeweils reinerbig fir das
Merkmal A1- oder A2-Casein waren, in vitro verdaut. Dann wurden sie im
Proliferationsassay vergleichend mit den unverdauten Milchproben angewendet.

Die Zugabe der rohen Milch flihrte, im Vergleich zur Kontrolle, zu einer
hochsignifikanten Hemmung der Proliferation ConA-stimulierter porciner PBMC (****
p < 0,0001). Ein Unterschied zwischen A1- und A2-Milch war jedoch dabei nicht
vorhanden. Die verdaute Milch hatte ebenfalls eine signifikant hemmende Wirkung
auf die Proliferation. Diese war signifikant schwacher ausgepragt als die durch rohe
Milch verursachte Hemmung. Allerdings konnten wir auch nach Zugabe der
verdauten Milch keinen Unterschied zwischen der Wirkung von A1- und A2-Milch

feststellen.
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Abb. 4.1: Hemmung der Proliferation porciner PBMC durch A1- und A2-Milch

Dargestellt ist die mittlere Proliferationsrate ConA-stimulierter porciner PBMC, die mit 0,5% A1- (blaue
Saulen) bzw. A2-Milch (orangene Saulen) behandelt wurden (n=6). Die planen Saulen zeigen die
Proliferationsrate der Zellen nach Zugabe roher Milch, die gepunkteten Saulen die nach Zugabe von
in vitro verdauter Milch. Die Proliferationsrate entspricht dem Quotienten aus den cpm-Werten der
stimulierten, mit Milch behandelten Zellen und den cpm-Werten der Kontrolle (graue Saule, nur mit
ConA (1 pg/ml) stimulierte Zellen; entspricht durch diese Berechnung immer 100%). Die rohen
Milchproben hemmten die Proliferation der Zellen im Vergleich zur Kontrolle gleichermafen und
signifikant (A; **** p < 0,0001). Die verdauten Milchproben hemmten die Proliferation der Zellen
ebenfalls signifikant (A; A1-Milch: ** p < 0,01; A2-Milch: * p < 0,05), aber deutlich schwéacher als die
rohe Milch. Die Proliferationsraten mit roher und verdauter A1- bzw. A2-Milch unterschieden sich
signifikant (B; **** p < 0,0001). Ein signifikanter Unterschied in der Proliferationsrate zwischen der

Zugabe von A1-und A2-Milch konnte weder im rohen, noch im verdauten Zustand festgestellt werden

(B).

4.1.2 Wirkung von isoliertem BCM-7

Im ersten Versuch konnten wir keinen Unterschied zwischen der Wirkung roher A1-
und A2-Milch feststellen. Beide wirkten signifikant hemmend auf die Proliferation
porciner PBMC. Auch nach in vitro Verdauung der Milch zeigte sich kein Unterschied
zwischen den Proliferationsraten der Zellen unter Einfluss der beiden Milchproben.
Da Milch auRfer BCM-7 noch andere Bestandteile enthalt, die Einfluss auf die
Proliferation nehmen kdnnten, benutzten wir im folgenden Versuch reines BCM-7,
um dessen Wirkung isoliert zu untersuchen. Die Zellen wurden wieder 48 Stunden
lang mit dem Mitogen ConA stimuliert. Gleichzeitig wurde BCM-7 in verschiedenen

Konzentrationen zugegeben.
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BCM-7 bewirkte ab einer Konzentration von 0,01 pg/ml eine signifikante Hemmung
der Proliferation porciner PBMC (* p < 0,05). In niedrigeren Konzentrationen hatte es
keine signifikante Wirkung. Um zu untersuchen ob diese Wirkung Uber
Opioidrezeptoren vermittelt wird, wurde im nachsten Versuch zusatzlich Naloxon als

Opioid-Antagonist eingesetzt.
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Abb. 4.2: Hemmung der Proliferationsrate porciner PBMC durch BCM-7

Dargestellt ist die mittlere Proliferationsrate der ConA-stimulierten und mit BCM-7 behandelten Zellen
(grine Saulen) im Vergleich zur Kontrolle (graue Saule), die nur mit ConA (1 pug/ml) stimuliert wurde
(n=8). Die Proliferationsrate entspricht dem Quotienten aus den cpm-Werten der mit ConA
stimulierten, mit BCM-7 behandelten Zellen und den Werten der Kontrolle (nur mit ConA stimulierte
Zellen). Der Faktor der Kontrolle entspricht durch diese Berechnung immer 100%. Die niedrigen
Konzentrationen BCM-7 von 1078 bis 10™ ug/ml hatten keine Wirkung auf die Proliferation der
porcinen PBMC. Die hdheren Konzentrationen an BCM (0,01 pg/ml bis 100 pg/ml) hemmten die

Proliferationsrate signifikant (* p < 0,05).

4.1.3 Einfluss von Naloxon als Antagonist zu BCM-7

Das Ziel des folgenden Versuches war es zu prufen, ob die beobachtete Wirkung von
BCM-7 auf die Proliferation der PBMC an Opioidrezeptoren vermittelt wird.
Da Beta-Casomorphine vorwiegend an p-Opioidrezeptoren wirken (Koch et al. 1985;

Zoghbi et al. 2006), setzten wir Naloxon als spezifischen Inhibitor ein. Naloxon wirkt
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an allen Opioidrezeptortypen (J, Kk und &) antagonistisch, die hochste Affinitat besitzt
es jedoch zu p-Opioidrezeptoren (Singh et al. 2020). Es inhibiert somit die Wirkung
von opioiden Substanzen, sofern diese Wirkung direkt Uber die entsprechenden
Opioidrezeptoren vermittelt wird (Singh et al. 2020). Die Zellen wurden im
Proliferationsassay erneut mit ConA stimuliert und mit BCM-7 und Naloxon
behandelt. BCM-7 verwendeten wir hierbei in der Konzentration 1 ug/ml, da es in
dieser Konzentration eine signifikante Wirkung auf die Proliferation der Zellen hatte.
Naloxon wurde eine Zehnerpotenz hoher konzentriert zugegeben, um eine sichere
Inhibition zu gewahrleisten. Die alleinige Zugabe von Naloxon in einer Konzentration
von 10 uM hemmte die Proliferation der Zellen bereits signifikant im Vergleich zur
Kontrolle (*** p < 0,001). Die erwartete Aufhebung der durch BCM-7 (1 ug/ml)
bewirkten Hemmung der Proliferation durch Naloxon, konnte dagegen nicht
beobachtet werden. Im Gegenteil zeigte sich durch die gleichzeitige Zugabe von
BCM-7 und Naloxon eine signifikant starkere Hemmung der Proliferationsrate als nur
mit BCM-7 alleine (* p < 0,05). Diese Hemmung durch Naloxon wollten wir naher
charakterisieren. Dazu stimulierten wir die Zellen mit verschiedenen anderen
Mitogenen und untersuchten im weiteren Verlauf auch die Wirkung von Naloxon in

Verbindung mit anderen Opioidliganden.
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Abb. 4.3: Beeinflussung der Proliferation porciner PBMC durch BCM-7 und Naloxon

Dargestellt ist die mittlere Proliferationsrate der ConA-stimulierten und zusatzlich mit BCM-7 (griine
Saulen; 1 pg/ml) und/oder Naloxon (gestreifte Saulen; 10 uM) behandelten Zellen im Vergleich zur
Kontrolle (graue Saule), die nur mit ConA (1 pg/ml) stimuliert wurde (n=8). Die Proliferationsrate
entspricht dem Quotienten aus den cpm-Werten der stimulierten, behandelten Zellen und denen der
Kontrolle (nur mit ConA stimulierte Zellen). Naloxon bewirkte eine signifikante Hemmung der
Proliferationsrate (*** p < 0,001), die starker als die Hemmung durch BCM-7 (1 pg/ml) war. Die
gleichzeitige Zugabe von BCM-7 und Naloxon (griine, gestreifte Saule) wirkte signifikant starker

hemmend auf die Proliferation als die alleinige Verwendung von BCM-7 (* p < 0,05).

4.1.4 Wirkung von BCM-7 und Naloxon mit verschiedenen Lektinen

Nach der Stimulation mit ConA zeigten die porcinen PBMC eine signifikant
verringerte Proliferationsrate unter Einfluss von BCM-7 und Naloxon (siehe Kapitel
4.1.3). Um zu untersuchen, ob die beobachtete Wirkung nur bei Stimulation der
Zellen mit ConA auftritt, wendeten wir weitere mitogen wirkende Lektine im
Proliferationsassay an. Tatsachlich konnten wir feststellen, dass BCM-7 (1ug/ml) und
Naloxon (10 uM) nur in Verbindung mit ConA eine signifikante Wirkung auf die
Proliferation der Zellen hatten (siehe Kapitel 4.1.3). Mit den Mitogenen Bananen-
Lektin (BanLec), Phytohamagglutinin (PHA) und Pokeweed-Mitogen (PWM) hatte
weder BCM-7 noch Naloxon in der verwendeten Konzentration einen signifikanten

Effekt auf die porcinen Zellen.

S7



ERGEBNISSE

BanLec-Stimulation PHA-Stimulation PWM-Stimulation

ns.

:‘WT%T ,..T%T

n.s.
BCM-7 BCM-7 + Naloxon Kontrolle Naloxon BCM-7 BCM-7 + Naloxon Kontrolle Naloxon BCM-7 BCM-7 + Naloxon

A ’ B C

te in % der Kontroll
Fl
‘? 2
Pl
te in % der Kontroll

ionsrate in % der Kontrolle

Proliferationsrate in % der Kontrolle
Proliferationsrate it ler Kontrolle
Proliferati

Abb. 4.4: Beeinflussung der Proliferation porciner PBMC durch BCM-7 und Naloxon in
Verbindung mit verschiedenen Lektinen

Dargestellt ist jeweils die mittlere Proliferationsrate der Banlec- (A), PHA- (B) und PWM-stimulierten
(C) und zusatzlich mit BCM-7 (plane, farbige Saulen; 1 ug/ml) und/oder Naloxon (gestreifte Saulen; 10
UM) behandelten porcinen PBMC im Vergleich zur Kontrolle (plane, graue Saulen), die nur mit dem
jeweiligen Lektin (BanLec und PWM 1 pg/ml; PHA 5 pg/ml) stimuliert wurde (n=8). Die
Proliferationsrate entspricht dem Quotienten aus den cpm-Werten der stimulierten, behandelten Zellen
und denen der Kontrolle (nur mit ConA stimulierte Zellen). Weder BCM-7 noch Naloxon zeigten eine

signifikante Wirkung in Verbindung mit den verschiedenen Lektinen.

4.2 Effekt von selektiven Opioiden auf die Proliferation porciner
PBMC

4.2.1 Vergleich der Wirkung selektiver Opioidliganden

Im folgenden Versuch wurde der Einfluss von vier verschiedenen selektiven Opioiden
auf die Proliferation der porcinen PBMC untersucht. Dies diente einerseits dazu, die
hemmende Wirkung von Naloxon naher zu untersuchen und andererseits wollten wir
die Wirkung der Liganden mit der von BCM-7 vergleichen. Als u-selektive Liganden
wurden Morphin und DAMGO verwendet sowie jeweils ein k-selektiver (U69,593) und
ein &-selektiver Ligand (Deltorphin Il). Die Zellen wurden mit ConA (1 pg/ml) fur 48
Stunden stimuliert und zusatzlich mit den verschiedenen Opioidliganden behandelt.
Keiner der verwendeten Opioidliganden hatte eine signifikante Wirkung auf die

Proliferation der porcinen PBMC.
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Abb. 4.5: Proliferation porciner PBMC beeinflusst durch verschiedene selektive Opioidliganden
Dargestellt ist jeweils die mittlere Proliferationsrate der ConA-stimulierten und zusatzlich mit den
Opioidliganden Morphin (10 pM), DAMGO (1 uM), U69,593 (1 pM) und Deltorphin 1l (1 uM)
behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle, die nur mit ConA (1 pg/ml) stimuliert wurde (n=5). Die
Proliferationsrate entspricht dem Quotienten aus den cpm-Werten der ConA-stimulierten, mit den
Opioiden behandelten Zellen und denen der Kontrolle (nur mit ConA stimulierte Zellen, graue Saule).

Keiner der vier selektiven Liganden hatte signifikante Auswirkungen auf die Proliferation der PBMC.

4.2.2 Kombination von Naloxon mit Opioiden

Morphin ist ein Alkaloid aus dem Saft des Schlafmohns (Papaver somniferum), das
fast ausschlieRlich an p-Opioidrezeptoren bindet (Krishnamurti et al. 2016).

DAMGO ist ein weiterer Opioidligand, der stark selektiv fir u-Opioidrezeptoren ist
(Koehl et al. 2018). Diese beiden Liganden wurden vergleichend mit BCM-7
verwendet, da dieses ebenfalls vorwiegend an p-Opioidrezeptoren bindet. Die
Wirkung der Opioide wurde auch in Verbindung mit Naloxon untersucht. Weder
Morphin noch DAMGO bewirkten eine signifikante Veranderung der
Proliferationsrate. Auch die zusatzliche Zugabe von Naloxon veranderte die
Proliferationsrate der Zellen nicht.

U69,593 ist ein Ligand, der sehr selektiv an k-Opioidrezeptoren bindet (Zhou et al.
2015). Er veranderte die Proliferation der Zellen ebenfalls nicht signifikant, weder
alleine noch in Verbindung mit Naloxon. Deltorphin Il ist ein stark selektiver Ligand

des 0-Opioidrezeptors (Cassell et al. 2019). Er bewirkte ebenso wie DAMGO,
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Morphin und U69,593 keine signifikante Veranderung der Proliferationsrate der

porcinen PBMC.
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Abb. 4.6: Wirkung von Naloxon in Verbindung mit verschiedenen Opioidliganden auf die
Proliferation porciner PBMC

Dargestellt ist die mittlere Proliferationsrate der ConA-stimulierten und mit verschiedenen
Opioidliganden (Morphin (10 uM), DAMGO, U69,593 und Deltorphin Il (1 uM)) sowie Naloxon (100 uM
mit Morphin/ 1 yM mit anderen Liganden) behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle, die nur mit
ConA (1 pg/ml) stimuliert wurde. Die Proliferationsrate entspricht dem Quotienten aus den cpm-
Werten der stimulierten, behandelten Zellen und denen der Kontrolle (graue Saulen). Keiner der
verwendeten Opioidliganden hatte einen signifikanten Effekt auf die Proliferation der Zellen. Die
Zugabe von Naloxon (gestreifte Saulen) hatte weder zusammen mit Morphin (A) noch mit DAMGO
(B), U69,593 (C) oder Deltorphin Il (D) einen signifikanten Effekt auf die Proliferationsrate der porcinen
PBMC.

Zusammenfassend konnten wir mit keinem der selektiven Opioidliganden eine
signifikante Veranderung der Proliferation ConA-stimulierter porciner PBMC

feststellen.

4.3 Wirkung von BCM-7 auf die Proliferation boviner PBMC

Um herauszufinden, ob die beobachteten Effekte durch BCM-7 tierartspezifisch fur
das Schwein sind, fuhrten wir einen weiteren Proliferationsversuch mit bovinen

PBMC durch. Die Zellen wurden ebenfalls 48 Stunden lang mit ConA (5 pg/ml)
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stimuliert und zusatzlich wurden BCM-7 und Naloxon zugegeben. Die bovinen Zellen
bendtigen, unserer Erfahrung nach, eine hdhere Konzentration an ConA zur
Anregung der Proliferation als die porcinen Zellen. Deswegen wurde es hier mit 5
pg/ml eingesetzt. Wir verwendeten BCM-7 in der Konzentration 1 ug/ml, da diese bei
den porcinen Zellen eine signifikante Hemmung der Proliferation hervorgerufen hatte
(siehe Kapitel 4.1.2) und wir die Wirkung auf die Zellen der verschiedenen Spezies
vergleichen wollten. Im Gegensatz zu den porcinen Zellen wurde die
Proliferationsrate der bovinen PBMC durch BCM-7 in dieser Konzentration signifikant
gesteigert (* p < 0,05). Naloxon (10 uM) hemmte die Proliferation der bovinen PBMC
dagegen ebenfalls signifikant im Vergleich zur Kontrolle (** p < 0,01). Bei den
bovinen Zellen konnte man bei der gemeinsamen Zugabe von BCM-7 und Naloxon

keinen Unterschied zur Kontrolle mehr feststellen.

n.s.

% % n.s.
150+ * %k %

100 | -1

504

Proliferationsrate in % der Kontrolle

Kontrolle Naloxon BCM-7 BCM-7 + Naloxon

Abb. 4.7: Beeinflussung der Proliferation boviner PBMC durch BCM-7 und Naloxon

Dargestellt ist die mittlere Proliferationsrate der ConA-stimulierten und mit BCM-7 (1 pg/ml; griine
Saulen) und Naloxon (10 uM; gestreifte Saulen) behandelten bovinen PBMC im Vergleich zur
Kontrolle (graue Saule), die nur mit ConA (5 pg/ml) stimuliert wurde (n=8). Die Proliferationsrate
entspricht dem Quotienten aus den cpm-Werten der stimulierten, mit BCM-7 und/oder Naloxon
behandelten Zellen und denen der Kontrolle. BCM-7 steigerte die Proliferation der Zellen im Vergleich
zur Kontrolle signifikant (griine Saule; * p < 0,05). Naloxon dagegen verursachte eine signifikante
Hemmung (graue, gestreifte Saule; *** p < 0,001). Die gleichzeitige Zugabe von BCM-7 und Naloxon

(grine, gestreifte Saule) hatte im Vergleich zur Kontrolle keinen signifikanten Effekt auf die Zellen.
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4.4 Molekularbiologischer Nachweis von Opioidrezeptoren

4.4.1 Opioidrezeptoren auf PBMC des Schweins

Da Beta-Casomorphine ihre Wirkung vorwiegend Uber den p-Opioidrezeptor (MOR)
entfalten und bisher noch kein Nachweis dieses Rezeptors auf porcinen PBMC
erfolgt ist, war dies unser nachster Schritt.

Wir untersuchten die mRNA der porcinen PBMC auf die spezifischen
Basensequenzen fur die drei verschiedenen Opioidrezeptortypen (6, k und p). Mittels
PCR konnten wir nachweisen, dass die PBMC des Schweins die mRNA fur den &-
Opioidrezeptor (DOR) enthalten, die Bande war jedoch sehr schwach ausgepragt.
Demnach ist das Ergebnis nicht ganz eindeutig. Die mRNA fir den MOR und den k-
Rezeptor (KOR) konnten wir nicht nachweisen. Als Positivkontrolle wurde eine cDNA
aus porcinem Hypothalamus untersucht, da dieses Gewebe alle Opioidrezeptortypen
exprimiert. Das Ergebnis zeigte die drei typischen Banden fir die verschiedenen
Rezeptortypen in der cDNA des Hypothalamus. Die verwendeten Primer waren
demnach geeignet, um das Vorhandensein der jeweiligen Nukleotidsequenz in den
Zellen zu detektieren. Weiter interessierte uns, ob die polyklonale Stimulation mit
ConA die Expression der Rezeptoren verandert. Das Ergebnis zeigte, dass nach 48-
stiindiger Stimulation mit ConA die spezifische mRNA fir den DOR nicht mehr
nachweisbar war. Die mRNA fur die anderen Rezeptortypen (MOR und KOR)

konnten wir nach der Stimulation weiterhin nicht in den Zellen finden.
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Porcine PBMC
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Abb. 4.8: Nachweis von spezifischer mRNA fiir Opioidrezeptoren in porcinen PBMC

Dargestellt ist das Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte aus der cDNA
porciner PBMC, hergestellt mit spezifischen Primern fiir die verschiedenen Opioidrezeptortypen (9, K
und p). Die Untersuchung der cDNA aus porcinem Hypothalamus (A), die hier als Kontrolle fir die
Primer verwendet wurde, zeigte die spezifischen Banden fir den &- (DOR), den k- (KOR) und den p-
Opioidrezeptor (MOR). Die erwarteten Bandenlangen lagen bei: DOR 510 Basenpaare (bp), KOR 348
bp und MOR 366 bp. Die cDNA aus den unstimulierten porcinen PBMC enthielt nur die Sequenz fiir
den DOR (B). Die Bande war relativ schwach ausgepragt. Nachdem die Zellen 48 Stunden mit ConA
(1 pg/ml) stimuliert wurden, lieR® sich in der mRNA der Zellen keiner der Opioidrezeptortypen mehr

nachweisen.
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Abb. 4.9: Schema zur Darstellung der erwarteten Bandenlangen der Amplifikate fiur die
verschiedenen Opioidrezeptortypen DOR, KOR und MOR aus der mRNA porciner Zellen

Das Schema zeigt den Zusammenhang zwischen Gen, Genprodukt und der mit den spezifischen
Primern in der PCR amplifizierten Sequenz der jeweiligen porcinen Opioidrezeptortypen. Diese
Analyse diente der Uberpriifung der Spezifitdt der Banden aus porcinen Zellen (Abbildungen 4.8, 4.12
und 4.13A). Erstellt wurden die Grafiken mit dem Snap Gene Viewer (Version 4.3.5) anhand der
bekannten Basensequenz fir die jeweiligen porcinen Opioidrezeptortypen und mit den Sequenzen der
verwendeten Primer. Fir die Lange der Amplifikate wurden folgende Werte erwartet: DOR 510
Basenpaare (bp), KOR 348 bp und MOR 366 bp.

4.4.2 Opioidrezeptoren auf PBMC des Menschen

Zum Vergleich mit den porcinen PBMC untersuchten wir ebenfalls die cDNA aus
humanen PBMC auf die spezifischen Nukleotidsequenzen fur die verschiedenen
Opioidrezeptortypen. Die Ergebnisse in der Literatur zum Vorhandensein der
Sequenzen in PBMC sind kontrovers. So publizierte eine Arbeitsgruppe, dass
humane CD4-positive T-Zellen sowie Monozyten und Makrophagen die mRNA fur
den MOR enthalten (Chuang et al. 1995b). Auch die Sequenzen fur den KOR und
den DOR konnten in humanen T-Zellen aus peripherem Blut nachgewiesen werden
(Wick et al. 1996) Aktuellere Untersuchungen brachten jedoch das gegenteilige
Ergebnis, das humane PBMC keine mRNA flr die drei Opioidrezeptortypen enthalten
(Williams et al. 2007; Al-Hashimi et al. 2016). Aufgrund dieser kontroversen Sachlage

fuhrten wir den Nachweis erneut durch. Im Gegensatz zum Ergebnis bei den
64



ERGEBNISSE

porcinen PBMC konnten wir in den humanen PBMC nicht nur die mRNA fur den
DOR, sondern auch die fur den MOR nachweisen. Die Bande fur diesen Rezeptortyp
war sehr deutlich ausgepragt, sie war allerdings etwas langer als die, mit 246
Basenpaaren (bp) erwartete, spezifische Bande fur den MOR. Die Doppelbande, die
sich fir den DOR im Gel zeigte, weil der verwendete Primer zwei Bindungsstellen auf
der Sequenz besitzt, war in der erwarteten Lange von 331 bp nur schwach
ausgepragt. Die obere Bande bei ca. 700 bp war hingegen deutlicher ausgepragt.
Diese stellt jedoch nicht die erwartete spezifische Bande dar. Somit ist bei beiden
Banden nicht ganz klar, ob es sich um die spezifischen Banden fur die
Opioidrezeptortypen DOR und MOR handelt. Die Sequenz fur den KOR war auch in
der cDNA dieser Zellen nicht auffindbar.

1000
900
800
700
600

500

400

300
200

100

DNA-Leiter GAPDH DOR KOR MOR
(100 bp)

Abb. 4.10: Nachweis von spezifischer mRNA fiir Opioidrezeptoren in humanen PBMC
Dargestellt ist das Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte aus der cDNA
humaner PBMC. Durchgefiihrt wurde die PCR mit spezifischen Primern fiir die verschiedenen
Opioidrezeptortypen des Menschen. Die erwarteten Bandenlangen lagen bei: DOR 331
Basenpaaren(bp) (DOR), 334 bp (KOR) und 246 bp (MOR). Die cDNA enthalt die Sequenz fiur den
DOR und den MOR, wobei die Bande fir den MOR deutlicher ausgepragt ist. Die Bande ist etwas
langer als die erwartete Bande bei 246 bp. Die doppelte Bande beim DOR ist fur die verwendeten
Primer spezifisch, da der forward-Primer zwei spezifische Bindungsstellen auf der mRNA besitzt
(siehe Abbildung 4.11). Die Sequenz fiir den KOR war in der mRNA der Zellen nicht nachweisbar.
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Abb. 4.11: Schema zur Darstellung der erwarteten Bandenlidngen der Amplifikate fur die
verschiedenen Opioidrezeptortypen DOR, KOR und MOR aus der mRNA humaner Zellen

Das Schema zeigt den Zusammenhang zwischen Gen, Genprodukt und der mit den spezifischen
Primern in der PCR amplifizierten Sequenz der jeweiligen Opioidrezeptortypen des Menschen. Diese
Analyse diente der Uberpriifung der Spezifitdt der Banden in den Abbildungen 4.10 und 4.13 B und C.
Erstellt wurden die Grafiken mit dem Snap Gene Viewer (Version 4.3.5) anhand der bekannten
Basensequenz fiir die jeweiligen Opioidrezeptortypen des Menschen und mit den Sequenzen der
verwendeten Primer. Fir die Lange der Amplifikate wurden folgende Werte erwartet: DOR 331
Basenpaare (bp), KOR 334 bp und MOR 246 bp.

4.4.3 Opioidrezeptoren auf Lymphozyten aus porcinen Peyer-Platten

Da wir im weiteren Verlauf dieses Projektes die Wirkung von BCM-7 auf porcine
Peyer-Platten-Lymphozyten (PP-Lymphozyten) naher untersuchen wollen, flhrten
wir den Opioidrezeptornachweis auch mit diesen Zellen durch. Diese Immunzellen
befinden sich in der Darmwand an einer geeigneten Position, um schon sehr frih
wahrend des Verdauungsprozesses mit BCM-7 in Berihrung zu kommen. Wenn
BCM-7 die Funktion dieser Zellen beeintrachtigt, konnte dies bedeutsam fur die
Integritat der lokalen Immunitat im Gastrointestinaltrakt sein. Der porcine
Verdauungsapparat stellt, aufgrund einiger Ahnlichkeiten, ein sehr gutes Modell fiir
den des Menschen dar (Brown et al. 2004). Die unstimulierten Lymphozyten aus

ilealen Peyer-Platten enthielten in ihrer mMRNA ebenso wie die porcinen PBMC nur
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die genetische Information fur den DOR. Die Bande war jedoch auch hier sehr
schwach ausgepragt und das Ergebnis demnach nicht ganz eindeutig.

Weder die Sequenz fur den MOR noch fiur den KOR konnten wir mittels PCR
nachweisen. In den Zellen, die 48 Stunden mit ConA stimuliert wurden, konnte keiner

der Rezeptortypen mehr nachgewiesen werden.

unstimuliert 48 h stimuliert mit ConA
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Abb. 4.12: Nachweis der spezifischen mRNA fiir Opioidrezeptoren in porcinen Peyer-Platten-
Lymphozyten

Dargestellt ist das Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte der cDNA aus
porcinen ilealen Peyer-Platten-Lymphozyten. Die cDNA wurde mit spezifischen Primern flr die
verschiedenen porcinen Opioidrezeptortypen hergestellt. Die erwarteten Bandenlangen betrugen: 510
Basenpaare (bp) (DOR), 348 bp (KOR), 366 bp (MOR). Die unstimulierten Lymphozyten enthielten nur
die Nukleotidsequenz flir den DOR. Die Bande war allerdings relativ schwach ausgepragt. Nach 48
stliindiger Stimulation mit ConA, konnte die Sequenz nicht mehr nachgewiesen werden. Die anderen
Rezeptortypen waren gar nicht nachweisbar, weder in den unstimulierten noch in den stimulierten

Peyer-Platten-Lymphozyten.

4.4.4 Opioidrezeptoren auf verschiedenen Darmzelllinien

Es wurden bereits verschiedene Wirkungen von Beta-Casomorphin auf die Funktion
des Gastrointestinaltraktes der Ratte publiziert, wie z.B. eine Hemmung der
Peristaltik im Dickdarm (Dalziel et al. 2014), eine Steigerung der Mucinproduktion im
Jejunum (Trompette et al. 2003) und eine Verlangerung der gastrointestinalen

Passagezeit (Barnett et al. 2014). Da der Verdauungsapparat des Schweins dem des
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Menschen funktional sehr viel dhnlicher ist, als der der Ratte, interessieren uns die
Wirkungen von BCM auf die Funktion des Schweinedarms. Als Vorbereitung auf
zukulnftige Versuche hierzu untersuchten wir eine porcine Darmzelllinie (IPEC-J2) im
Vergleich mit zwei haufig verwendeten humanen Kolonkarzinomzelllinien (Caco-2
und HT-29) auf das Vorhandensein von Opioidrezeptoren als potentielle
Angriffsstelle fur BCM. Die Untersuchung der mRNA der porcinen Darmzelllinie
IPEC-J2 mittels PCR zeigte eine deutliche Bande mit der flir den DOR erwarteten
Bandenlange von 510 bp. Die mRNA der Zelllinie IPEC-J2 enthalt demnach den
DOR. Im Gel mit den humanen Darmzelllinien zeigten sich Banden im Ansatz fur den
DOR und den MOR, die allerdings eine sehr ahnliche Lange hatten. Die erwarteten
Bandenlangen sollten flr den DOR bei 331 bp und fir den MOR bei 246 bp liegen.
Demnach sollten sich deutlicher unterscheiden, da auch der Langenstandard einen
deutlichen Unterschied zwischen 200 und 300 bp aufweist. Deswegen ist nicht ganz
klar, ob es sich um die spezifischen Banden flur den DOR und den MOR handelt. Der

KOR war in keiner der untersuchten Darmzelllinien nachweisbar.

IPEC-J2 (Schwein) HT-29 (Mensch) Caco-2 (Mensch)

DNA- GAPDH DOR KOR MOR DNA-  GAPDH DOR KOR MOR GAPDH DOR KOR MOR
Leiter Leiter
(100 bp) (100 bp)

Abb. 4.13: Nachweis der spezifischen mRNA fiir Opioidrezeptoren in verschiedenen
Darmzelllinien

Dargestellt ist das Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte der cDNA aus
der porcinen Darmzelllinie IPEC-J2 (A) sowie aus zwei humanen Darmzelllinien, Caco-2 (B) und HT-
29 (C). Die erwarteten Bandenlangen fir porcine Zellen betrugen: 510 Basenpaare (bp) (DOR), 348
bp (KOR), 366 bp (MOR) (siehe Abb. 4.9). Fir humane Zellen wurden folgende Bandenlangen
erwartet: 331 bp (DOR), 334 bp (KOR), 246 bp (MOR) (siehe Abb. 4.11). In der cDNA der porcinen
Darmzelllinie konnten wir nur die spezifische Sequenz fir den DOR nachweisen. Bei den beiden
humanen Darmzelllinien erhielten wir deutliche Banden, sowohl fir den DOR, als auch fir den MOR.
Die doppelte Bande beim DOR st fur die verwendeten Primer spezifisch, da der forward-Primer zwei
spezifische Bindungsstellen auf der mRNA besitzt (siehe Abbildung 4.11). Die Banden fur DOR und
MOR wiesen jedoch eine dhnliche Lange auf, sie sollten sich deutlicher unterscheiden. Der KOR war

weder in der porcinen, noch in den humanen Darmzelllinien nachweisbar.
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4.5 Immunzytologischer Nachweis des p-Opioidrezeptors

4.5.1 Nachweis auf porcinen PBMC

RNA ist recht anfallig fiur den Abbau durch ubiquitar vorhandene Enzyme und es ist
maglich, dass wir in den porcinen PBMC den MOR nicht nachweisen konnten, weil
die Menge an spezifischer mRNA sehr gering war oder sie wahrend der Praparation
abgebaut wurde. Aus diesem Grund fuhrten wir zur Bestatigung des Ergebnisses
eine immunzytologische Farbung der Zellen mit einem spezifischen Antikorper durch,
der an eine Doméane des MOR bindet.

Die Farbung zeigte eindeutig, dass einige Zellen aus der Population der porcinen
PBMC den MOR auspragen.

20 pm

Abb. 4.14: Immunzytologischer Nachweis des p-Opioidrezeptors auf porcinen PBMC

Die differentielle Interferenzkontrastmikroskopie (DIC) zeigt jeweils die PBMC der Isotypkontrolle (A)
bzw. die mit dem MOR-Antikérper gefarbten porcinen PBMC (C). Die Zellen der Isotypkontrolle waren
negativ (B). Ein Teil der porcinen PBMC zeigte eine Expression des p-Opioidrezeptors (grin) (D). Die

Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt.

4.5.2 Nachweis auf bovinen PBMC

Da wir bei den bovinen PBMC, gegenteilig zur signifikant hemmenden Wirkung auf
porcine PBMC, eine signifikante Steigerung in der Proliferationsrate durch die
Zugabe von BCM-7 beobachtet haben (siehe Kapitel 4.3), wollten wir herausfinden,
ob dieser Effekt auch Uber den MOR vermittelt werden kann. Deshalb untersuchten
wir die PBMC des Rindes ebenfalls mittels Immunzytologie auf dessen Expression.
Genau wie bei den porcinen PBMC, konnten wir auch hier auf einer Teilpopulation
der PBMC die Auspragung des MOR nachweisen. Die Intensitat des Signals variierte

zwischen den Zellen.
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Abb. 4.15: Immunzytologischer Nachweis des p-Opioidrezeptors auf bovinen PBMC

Die DIC-Aufnahme zeigt jeweils die PBMC der Isotypkontrolle (A) bzw. die mit dem MOR-Antikérper
gefarbten bovinen PBMC (C). Die Zellen der Isotypkontrolle waren negativ (B). Ein Teil der bovinen
PBMC zeigt eine Expression des p-Opioidrezeptors (grin) (D). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau)

angefarbt.

4.5.3 Nachweis auf equinen PBMC

Zum weiteren Vergleich zwischen den Tierarten fuhrten wir auch mit equinen PBMC
eine immunzytologische Farbung zum Nachweis des MOR durch. In der Population
der equinen PBMC exprimieren ebenfalls einige Zellen diesen Rezeptor auf ihrer
Oberflache.
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Abb. 4.16: Immunzytologischer Nachweis des p-Opioidrezeptors auf equinen PBMC

Die DIC-Aufnahme zeigt jeweils die PBMC der Isotypkontrolle (A) und die mit dem MOR-Antikérper
gefarbten equinen PBMC (C). Die Zellen der Isotypkontrolle waren negativ (B). Eine Subpopulation
der equinen PBMC zeigte eine Expression des p-Opioidrezeptors (griin) (D). Die Zellkerne wurden mit
DAPI (blau) angefarbt.

Zusammenfassend konnten wir die Auspragung des MOR auf einer Teilpopulation
der PBMC aller untersuchten Spezies (Schwein, Rind und Pferd) nachweisen. Es
besteht demnach die Mdglichkeit, dass BCM-7 Uber diesen Rezeptor an die Zellen

bindet und ihre Funktionen beeinflusst.

70



ERGEBNISSE

4.6 Durchflusszytometrischer Nachweis des p-Opioidrezeptors

Um die Population der porcinen PBMC, die den MOR exprimiert, genauer zu
phanotypisieren, untersuchten wir sie mithilfe einer durchflusszytometrischen
Analyse. Wir fuhrten eine Doppelfarbung mit dem Antikorper fir den MOR und
verschiedenen Subpopulationsmarkern fur Lymphozyten (CD3 fur T-Zellen und
CD79a fur B-Zellen) durch. Dadurch konnten wir feststellen, dass sowohl die T- als

auch B-Lymphozyten den MOR auspragen.
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Abb. 4.17: Durchflusszytometrischer Nachweis des MOR auf porcinen T-und B-Lymphozyten
Exemplarisch sind porcine PBMC dargestellt, die doppelt positiv fiir den MOR und CD3 (linker Dotplot)
sowie fuir MOR und CD79a (rechter Dotplot). Sowohl T- (CD3+) als auch B-Lymphozyten (CD79a+)
pragen den MOR zu annahrend 100% aus (n=4).

4.7 Immunhistologischer Nachweis des p-Opioidrezeptors

Im weiteren Verlauf dieses Forschungsprojektes werden wir die Wirkung von BCM-7
auf immunologische und gastrointestinale Funktionen des Schweins genauer
untersuchen. Deshalb interessierte uns, ob der MOR im Darm und in
immunologischen Organen des Schweins vorhanden ist. Um dies zu untersuchen,
farbten wir Paraffinschnitte aus lleum und Lymphknoten des Schweins mit dem
gleichen Antikorper gegen den MOR, der bereits bei der Immunzytologie eingesetzt
wurde. Ein Schnitt durch den porcinen Hippocampus wurde als Positivkontrolle fur

den verwendeten Antikoérper benutzt, da zumindest flr Ratten und Mause bekannt
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ist, dass der MOR in diesem Gewebe auspragt wird (Blackwood et al. 2019; Shi et al.
2020).

4.7.1 Positivkontrolle am porcinen Hippocampus

Die Gliazellen im Hippocampus des Schweins wiesen den MOR in ihrem kompletten
Soma auf. Dieses Ergebnis zeigt, dass der verwendete primare Antikdrper geeignet

ist an seine Zieldomane am MOR des Schweins zu binden.

72



ERGEBNISSE

Abb. 4.18: Immunhistologischer Nachweis von p-Opioidrezeptoren auf Zellen des porcinen
Hippocampus

Auf der Abbildung sieht man die DIC-Aufnahme (A und C) von Gliazellen im porcinen Hippocampus.
Die Isotypkontrolle war negativ (B). In Bildteil D sieht man deutlich, dass die Gliazellen den p-

Opioidrezeptor in ihrem Soma exprimieren (griin). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt.

4.7.2 Nachweis des p-Opioidrezeptors im lleum des Schweins

Als nachstes fuhrten wir den Nachweis des Rezeptors an porcinem lleum durch, da

BCM-7 als opioides Peptid auch Auswirkungen auf die Funktionen des

Gastrointestinaltraktes hat und wir diese zukulnftig genauer untersuchen wollen.

Wir konnten die Expression des MOR in einigen Zellen der ilealen Submukosa des

Schweins nachweisen. Die positiven Zellen liegen hauptsachlich in der Kryptenregion
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des lleums. Die im Schnitt ebenfalls erkennbaren Lymphfollikel einer Peyer-Platte
zeigten keinerlei Expression des MOR. Um die Zellen, die den MOR auspragen,
genauer zu charakterisieren, werden wir zukinftig weitere Farbungen mit

verschiedenen Markern fur die einzelnen Zelltypen vornehmen.

Abb. 4.19: Immunhistochemischer Nachweis des p-Opioidrezeptors in porcinem lleum

Die DIC-Aufnahme (A und C) zeigt exemplarisch einen Querschnitt durch einen distalen Teil des
porcinen lleums. In den Bildteilen B und D sieht man vereinzelt Zellen, die den MOR auspragen
(griin). Diese Zellen liegen vermehrt in der Kryptenregion des Darmepithels. Der Lymphfollikel der
Peyer-Platte im Bildteil D (mit * markiert) weist keinerlei Expression des MOR auf. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) gefarbt.
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4.7.3 Nachweis des p-Opioidrezeptors im Lymphknoten des Schweins

Lymphknoten sind fur die ordnungsgemaflle Funktion des Immunsystems
unerlasslich, da dort T- und B-Lymphozyten mit Antigenen in Kontakt kommen,
daraufhin aktiviert werden und sich differenzieren (ltano et al. 2003; Moran et al.
2018). Uns interessierte, ob die Zellen im Lymphknoten des Schweins den MOR
auspragen und damit eine potentielle Bindungsstelle fur BCM-7 und andere opioide
Stoffe besitzen, die Einfluss auf die immunologische Funktion nehmen kdnnten.

Wir konnten mittels immunhistochemischer Farbung nachweisen, dass einige Zellen
im parafollikularen Bereich des Leistenlymphknotens beim Schwein den MOR
exprimieren. Im Bereich des Lymphfollikels konnte der Rezeptor nicht nachgewiesen

werden.

Abb. 4.20: Immunhistochemischer Nachweis des p-Opioidrezeptors im porcinen
Leistenlymphknoten

Die DIC-Aufnahme (A) =zeigt einen Querschnitt durch einen Teilbereich des porcinen
Leistenlymphknotens (Lnn. inguinalis). Im Bildteil B sieht man vereinzelt Zellen, die den MOR
auspragen (grun). Diese Zellen liegen im parafollikularen Bereich des Lymphknotens. Im linken
unteren Bildbereich ist ein Lymphfollikel zu sehen. Hier befinden sich keine Zellen, die den MOR

exprimieren.
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5 DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von bovinem Beta-Casomorphin-7
(BCM-7) auf die Proliferation von porcinen PBMC untersucht. Das Schwein dient
einerseits in vielen Bereichen der Medizin als gut geeignetes Tiermodell fir den
Menschen, da es viele Ahnlichkeiten in Physiologie, Anatomie sowie bei der
immunologischen Funktion aufweist (Rothkétter 2009; Huang et al. 2014).
Andererseits interessierte uns die Wirkung von BCM-7 auf das Schwein als Nutztier,
da in der Schweinefutterung haufig Milchprodukte eingesetzt werden
(Milchaustauscher, Magermilchpulver) und BCM-7 somit auch einen Einfluss auf die
Immunfunktion der Tiere haben konnte. Wenn dies der Fall ware, kdnnte dies grol3e
wirtschaftliche Bedeutung fur die Schweineaufzucht und -mast haben, da
insbesondere bei der Ferkelaufzucht die Krankheitsanfalligkeit eine bedeutende
Rolle im Hinblick auf Wachstumseinbuf3en und Tierverluste spielt. Bislang wurden
zur Wirkung von BCM-7 auf die Proliferation von Immunzellen des Schweins, nach
unserem Kenntnisstand, noch keine Studien durchgefiihrt (Stand der Pubmed-
Literaturrecherche: 15.02.2021). Deshalb war es Ziel dieser Arbeit, diesen
Zusammenhang naher zu charakterisieren.

Da BCM-7 durch eine Punktmutation im Beta-Casein-Gen hauptsachlich bei der
Verdauung aus den A1-Varianten der Milch entsteht (Asledottir et al. 2018),
untersuchten wir zunachst die Wirkung von A1- und A2-Milch vergleichend auf die
Proliferation der Zellen. Die Zugabe von roher Milch (0,5%) hemmte die Proliferation
ConA-stimulierter porciner PBMC hochsignifikant (**** p < 0,0001), ein Unterschied
zwischen A1- und A2-Milch war jedoch nicht erkennbar (siehe Kapitel 4.1.1). Da
BCM-7 sowohl in unverdauter A1- als auch in A2-Milch in ahnlich niedrigen
Konzentrationen auftritt (Nguyen et al. 2019), war zu erwarten, dass man ohne
enzymatischen Verdau keinen Unterschied in der Wirkung feststellen kann. Die
starke Hemmung der Proliferationsrate um 95 % durch Zugabe beider Milcharten,
wurde demnach sehr wahrscheinlich durch andere Bestandteile der Milch verursacht.
Bovines Laktoferrin hatte beispielsweise sowohl nach Verdau mit Pepsin, als auch
unverdaut eine inhibitorische Wirkung auf ConA-stimulierte murine Splenozyten
sowie Lymphozyten aus Peyer-Platten in vitro (Miyauchi et al. 1997). Aulierdem ist
bekannt, dass Laktoferrin an T-Zellen des Menschen bindet und dadurch die

Expression von Oberflachenmolekilen wie CD4 verandert, das mit der Reifung der
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Zellen assoziiert ist (Siqueiros-Cendodn et al. 2014). Laktoferrin kdnnte also neben
anderen Stoffen in der Milch zur Hemmung der Proliferation beigetragen haben. Eine
bakterielle Kontamination als Ursache fur die Hemmung wurde durch die
Sterilfiltration und die starke Verdlinnung der Milch vor Verwendung im Assay sowie
durch mehrmalige mikroskopische Uberpriifung der Kulturen auf Kontaminationen
weitgehend ausgeschlossen. Nach in vitro Verdau bewirkte die Zugabe beider
Milcharten weiterhin eine signifikante Hemmung der Proliferation (A1-Milch: ** p <
0,01; A2-Milch: * p < 0,05), die jedoch signifikant schwacher ausfiel als mit roher
Milch (**** p < 0,0001). Man konnte jedoch auch nach der Verdauung keinen
Unterschied zwischen der Wirkung von A1- und A2-Milch feststellen. Die
Abschwachung der Hemmung nach der Verdauung konnte ihre Ursache darin
haben, dass andere hemmende Stoffe in der Milch durch den Verdau unwirksam
gemacht wurden. Dass wir keinen Unterschied zwischen A1-und A2-Milch in diesem
Assay feststellen konnten, konnte verschiedene Ursachen haben. Zum einen ist es
madglich, dass die gewahlte Verdaumethode nicht geeignet war um BCM-7 aus der
Milch freizusetzen. Allerdings flihrten wir die in vitro Verdauung anhand des
Protokolls durch, das vom internationalen Netzwerk fur Verdauung von Lebensmitteln
(INFOGEST) ausgearbeitet wurde. Dieses Protokoll wurde speziell entwickelt um die
physiologischen Bedingungen bei der in vitro Verdauung moglichst realitatsnah zu
simulieren (Minekus et al. 2014). In einer aktuellen Studie bestatigte sich aulterdem
die Anwendbarkeit des Protokolls auf die Verdauung des Schweins, indem die
Peptidsequenzen von Milch nach Anwendung dieser in vitro Verdaumethode mit
denen nach in vivo Verdauung bei Schweinen verglichen wurden (Egger et al. 2019).
Wir konnten also weitgehend ausschlie3en, dass die Verdaumethode ungeeignet
war, um BCM-7 aus der Milch freizusetzen. Es konnte aber sein, dass der Gehalt an
BCM-7 generell zu niedrig war, um eine Wirkung auf die Proliferation der Zellen zu
haben. Eine weitere Mdglichkeit ware, dass die Wirkung von BCM-7 von anderen
starker hemmend wirkenden Stoffen in der Milch Uberdeckt wurde oder dass BCM-7
schlichtweg keine Wirkung auf die Proliferation der porcinen PBMC hatte. Es gibt
zwei Publikationen, die eine ahnliche Fragestellung bearbeitet haben, wie sie diesem
Versuch zugrunde lag. Eine Arbeitsgruppe untersuchte die Wirkung von in vitro
verdauten Caseinkomponenten auf die Proliferation polyklonal stimulierter muriner
Splenozyten sowie auf Lymphozyten aus den Peyer Platten des Kaninchens (Otani

et al. 1995). Sie fanden heraus, dass sowohl mit Trypsin als auch mit Pankreatin
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verdautes Beta-Casein eine signifikant hemmende Wirkung auf die Proliferation
beider Zellarten hatte, intaktes Beta-Casein hingegen zeigte keinen Effekt (Otani et
al. 1995). In einer anderen Studie beobachteten Wissenschaftler bei PHA-
stimulieten PBMC des Menschen ebenfalls eine signifikant niedrigere
Proliferationsrate durch Zugabe von verdauter Milch bzw. Beta-Casein (Sutas et al.
1996). Die Hemmung wurde nach Verdau mit Pepsin und Trypsin beobachtet und
wurde nach zusatzlicher Zugabe von Enzymen aus dem Bakterium Lactobacillus
casei noch starker (Sutas et al. 1996). Der genaue Beta-Casein-Typ (A1 oder A2)
wurde in diesen beiden Studien jedoch nicht bestimmt. Dies war ein wichtiger
Unterschied zu unserem Versuch, in dem wir die hemmende Wirkung von A1- und
A2-Milch, sowohl unverdaut als auch verdaut, bestatigen konnten. Bei allen bisher
beschriebenen Versuchen inklusive dem unsrigen, konnten aber durchaus auch
andere biologisch aktive Peptide als BCM-7 aus der Milch fur die Hemmung
verantwortlich sein, da die entstandenen Peptide bzw. deren genauer
Wirkungsmechanismus nicht naher charakterisiert wurden. Aus diesem Grund
versuchten wir BCM-7 mittels ELISA in der kinstlich verdauten Milch nachzuweisen
und vergleichend zum Gehalt in der rohen Milch zu quantifizieren. Bislang kamen wir
hierbei allerdings zu keinem reproduzierbaren Ergebnis. Dies konnte an
methodischen Problemen im Assay gelegen haben, z.B. hatten wir in mehreren
Versuchen einen sehr hohen Hintergrundwert, der auf eine ungeniigende Blockade
der Platte oder auf unspezifische Bindungen des verwendeten Antikdrpers hinweisen
kann. Wir werden weiter an der Etablierung des ELISA-Tests in diesem
Zusammenhang arbeiten, um in zukinftigen Versuchen die genaue Quantifizierung
von BCM-7 in der kinstlich verdauten Milch vornehmen zu kénnen.

Aus bereits publizierten Studien geht hervor, dass der definierende Unterschied
zwischen A1- und A2-Milch in der Aminosaure an Position 67 im Beta-Casein liegt
und dadurch die Menge an BCM-7 bestimmt wird, die bei der Verdauung aus dem
jeweiligen Protein entsteht (Jinsmaa et al. 1999; Asledottir et al. 2018). Da wir
zwischen der Wirkung von verdauter A1- und A2-Milch keinen Unterschied in der
Proliferation von porcinen PBMC feststellen konnten, wendeten wir im nachsten
Schritt kommerziell erworbenes, reines BCM-7 in verschiedenen Konzentrationen im
Proliferationsassay an. Zur Proliferation von Immunzellen des Schweins wurden mit
BCM-7 bislang noch keine Studien durchgefuhrt (Stand der Pubmed-

Literaturrecherche: 15.02.2021). Wir konnten somit erstmals zeigen, dass BCM-7 in
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Konzentrationen von 0,01 bis 100 pg/ml eine signifikant hemmende Wirkung auf die
Proliferation porciner PBMC hat (siehe Kapitel 4.1.2). Niedriger konzentriert hatte
BCM-7 keinen signifikanten Effekt auf die Zellen. Des Weiteren fanden wir heraus,
dass Naloxon (Opioidantagonist), anstatt wie erwartet die Hemmung durch BCM-7
aufzuheben, die Proliferation der Zellen selbst signifikant starker hemmt als BCM-7
alleine (siehe Kapitel 4.1.3). Naloxon wirkte demnach synergistisch zu BCM-7 und
nicht, wie wir erwartet hatten, antagonistisch. Mit porcinen Zellen wurden bislang
keine vergleichbaren Versuche vorgenommen, weswegen wir unsere Ergebnisse mit
Untersuchungen an Immunzellen des Menschen verglichen. Die publizierten
Ergebnisse zur Wirkung von BCM-7 auf die Proliferation von Immunzellen des
Menschen waren allerdings unterschiedlich (Elitsur et al. 1991; Kayser et al. 1996;
Fiedorowicz et al. 2011). Die Proliferation von ConA-stimulierten Lamina propria
Lymphozyten aus Kolon und lleum des Menschen wurde beispielsweise durch BCM-
7 in Konzentrationen zwischen 10 und 250 ug/ml signifikant gehemmt (Elitsur et al.
1991). Die Hemmung war mit dem kompetitiven Opioidantagonisten Naloxon
aufhebbar, was laut der Autoren zeigte, dass die beobachtete hemmende Wirkung
von BCM-7 direkt Uber Opioidrezeptoren auf diesen Zellen vermittelt wird (Elitsur et
al. 1991). Die von uns beobachtete Hemmung auf die Proliferation porciner PBMC
war nicht durch Naloxon antagonisierbar, weshalb wir annehmen, dass die Wirkung
von BCM-7 an den porcinen Zellen nicht durch Bindung an Opioidrezeptoren
verursacht wird. Naloxon verursacht selbst eine signifikant hemmende Wirkung auf
die porcinen Zellen, weswegen sich kein Antagonismus zu BCM-7 an besagten
Rezeptoren zeigen konnte. Auch mit ConA stimulierte humane PBMC zeigten bei
Behandlung mit niedrigen Konzentrationen an BCM-7 (10" bis 107 M) eine
gehemmte, mit hoheren Konzentrationen ab 10® M dagegen eine gesteigerte
Proliferation (Kayser et al. 1996). BCM-7 hat ein Molekulargewicht von 789,93 g/mol,
so entsprechen 10® M ca. 0,78 ug/ml. Demnach zeigten die PBMC des Menschen
hier im Gegensatz zu denen des Schweins in unserem Versuch eine gesteigerte
Proliferationsrate nach Zugabe vergleichbarer Konzentrationen an BCM-7 (Kayser et
al. 1996). Eine andere Arbeitsgruppe stellte durch die Zugabe von BCM-7 ebenfalls
eine Steigerung der Proliferation mit PHA stimulierter humaner PBMC fest
(Fiedorowicz et al. 2011). Signifikant war die Steigerung allerdings nur durch BCM-7
in einer Konzentration von 10> M (Fiedorowicz et al. 2011). In dieser niedrigen

Konzentration hatte BCM-7 auf die porcinen PBMC in unseren Versuchen keinen
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signifikanten Effekt mehr. Naloxon hatte jedoch auch auf die PBMC des Menschen
eine signifikant hemmende Wirkung (Fiedorowicz et al. 2011). Die unterschiedliche
Wirkung von BCM-7 auf die humanen und die porcinen PBMC kénnte speziesbedingt
sein oder durch methodische Ursachen wie z.B. die unterschiedlich lange
Stimulationsdauer oder die Verwendung verschiedener Mitogene (ConA und PHA)
hervorgerufen worden sein. Zusatzlich trennten Kayser und Meisel nach 24 Stunden
die Lymphozyten von den Monozyten (Kayser et al. 1996). Dies kénnte zu einer
veranderten Proliferationsrate gefuhrt haben, da Monozyten Vorstufen von
endogenen Opioiden wie Met-Enkephalin sezernieren und damit Einfluss auf die
Proliferation von Lymphozyten nehmen kénnen (Kamphuis et al. 1998). Auch Beta-
Endorphin wird von Monozyten produziert (Azma et al. 2018) und veranderte in vitro
die Proliferation von PHA-stimulierten humanen Lymphozyten abhangig vom Alter
der Probanden (Gein et al. 2012). Das Entfernen der Monozyten im Versuch von
Kayser und Meisel konnte also die Proliferation der PBMC beeinflusst haben. Der
Unterschied zu den Ergebnissen von Fiedorowicz et al. kdnnte darin begriindet sein,
dass sie PHA zur Stimulation verwendeten, anstatt ConA. Um dies zu Uberprifen
fuhrten wir mit den porcinen Zellen ebenfalls Proliferationsassays mit BCM-7 und
Naloxon unter Verwendung von weiteren Lektinen (PHA, BanLec, PWM) durch. Es
stellte sich heraus, dass mit diesen Lektinen weder BCM-7 noch Naloxon die
Proliferation porciner PBMC signifikant veranderten (siehe Kapitel 4.1.4). Dieses
Ergebnis war sehr interessant. Es zeigte dass die Reaktion von porcinen PBMC auf
BCM-7 und Naloxon nur in Verbindung mit ConA auftritt. Trotz der weit verbreiteten
Nutzung von Pflanzenlektinen zur Anregung der T- und B-Zellproliferation durch
immunstimulierende Eigenschaften (Carvalho et al. 2018) sind die genauen
zugrundeliegenden Mechnismen und Signalwege weder bei der Maus noch beim
Menschen hinreichend bekannt (Pubmed-Literaturrecherche am 23.02.2021). Es ist
bereits beschrieben, dass ConA die Proliferation von porcinen PBMC ebenfalls
stimuliert, aber der genaue Mechanismus ist auch hier noch unklar (Novak et al.
2018; Vatzia et al. 2019). Im Hinblick auf unser Ergebnis ware es interessant den
Funktionsmechanismus von ConA im Vergleich zu den anderen Lektinen zu
untersuchen, um herauszufinden, weshalb die Zellen in Verbindung mit ConA anders
auf BCM-7 und Naloxon reagieren.

Nachdem wir gezeigt haben, dass BCM-7 eine signifikant hemmende Wirkung auf

die Proliferation porciner PBMC hat, stellten wir uns die Frage, wie diese Hemmung
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zustande kommt. Eine MOoglichkeit ware, dass BCM-7 die Sekretion bestimmter
Zytokine beeinflusst, die proliferationsanregend wirken, wie z.B. Interleukin-2 oder -4
(IL-2, IL-4). Es wurde bereits gezeigt, dass bovines BCM-7 und Morphin die
Sekretion von IL-8 durch humane PBMC signifikant steigern (Fiedorowicz et al.
2011). Die Sekretion von IL-4 wurde nur durch Morphin signifikant gesteigert, nicht
aber durch BCM-7 (Fiedorowicz et al. 2011). Eine genauere Untersuchung an
primaren T-Zellen und der Jurkat-T-Zelllinie des Menschen zeigte, dass Opioide wie
Morphin in der Lage sind Transkriptionsfaktoren wie NFAT und NF-kB zu modulieren,
die die Genexpression von Interleukinen regulieren (Borner et al. 2013). Allerdings
bewirkte eine Inkubation der T-Zellen mit Morphin fur drei und funf Stunden eine
Hemmung von NF-kB durch die verstarkte Bildung einer deubiquitinierenden
Protease, die dafur sorgt, dass der Transkriptionsfaktor seine Wirkung nicht entfalten
kann (Borner et al. 2013). Demnach musste die Sekretion von Interleukinen wie IL-8
nach Opioidzugabe verringert sein, wenn diese die Funktion von NF-kB hemmen.
Dies widerspricht dem Ergebnis von Fiedorowicz et al, die eine Steigerung der IL-8-
Sekretion nach Zugabe von Morphin und BCM-7 nachgewiesen haben (Fiedorowicz
et al. 2011). Allerdings wurden die Zellen in dieser Studie auch 12 Stunden lang mit
BCM-7 und Morphin inkubiert, was einen Unterschied in der Wirkung der Opioide
erklaren kdonnte. Zu unserem Ergebnis, dass BCM-7 die Proliferation der porcinen
PBMC hemmt, wirde der Mechanismus, den Borner et al. beschrieben haben,
passen weil die Hemmung von NF-kB zur verminderten Expression einiger
proliferatiosanregender Interleukine fuhrt und die Proliferation somit gehemmt wird.
Es konnte jedoch auch ein vdllig anderer Mechanismus der Hemmung durch BCM-7
zugrunde liegen der bei den Immunzellen des Schweins noch genauerer
Untersuchung bedarf.

Interessant war in einer der Publikationen mit PBMC des Menschen auch der
Vergleich der Wirkung von bovinem mit humanem BCM-7, welches mit 102 M
ebenso wie bovines BCM-7 eine signifikante Steigerung der Proliferation bewirkte
(Fiedorowicz et al. 2011). Wenn BCM-7 aus Muttermilch eine vergleichbare Wirkung
auf Immunzellen ausubt, wie bovines BCM-7, konnte die Diskussion um die
Auswirkungen von BCM-7 aus Kuhmilch auf Sauglinge, z.B. im Zusammenhang mit
plétzlichem Kindstod, entscharft werden. Allerdings muissten genauere
Untersuchungen erfolgen, ob und in welchen Konzentrationen BCM-7 tatsachlich aus

Muttermilch entsteht und ob dessen Wirkung vergleichbar mit der von BCM-7 aus
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Kuhmilch ist. Bisher sind nur langere Beta-Casomorphine (BCM-8, -9, -10 und -11) in
Muttermilch nachgewiesen worden, BCM-7 jedoch nicht (Enjapoori et al. 2019). Es
ware interessant in zukunftigen Versuchen humanes BCM-7 im Vergleich zu bovinem
auf den PBMC des Schweins zu testen, um etwaige Unterschiede in deren Wirkprofil
feststellen zu kdnnen.

Um zu untersuchen, ob die Wirkungen von BCM-7 und Naloxon auf die porcinen
PBMC speziesspezifisch ist, testeten wir die Substanzen als nachstes im
Proliferationsassay mit bovinen PBMC. Unseres Wissens gibt es noch keine
publizierten Studien zur Proliferation von bovinen Immunzellen unter dem Einfluss
von BCM-7 (Stand der Pubmed-Literaturrecherche: 01.03.2021). Unser Ergebnis
stellt demnach einen weiteren wichtigen Beitrag zur Erforschung der Wirkung von
BCM-7 auf die Immunzellen verschiedener Spezies dar. Es zeigte sich, dass BCM-7
(1 pg/ml) auf die Proliferation der Rinderzellen eine signifikant steigernde Wirkung
ausubte (siehe Kapitel 4.3). Die porcinen Zellen zeigten dagegen mit BCM-7 in dieser
Konzentration eine signifikant gehemmte Proliferationsrate (siehe Kapitel 4.1.3).
Demnach wirkt BCM-7 gegensatzlich auf die PBMC der beiden Spezies. Naloxon
bewirkte dagegen interessanterweise eine signifikante Hemmung der Proliferation
beider Spezies (siehe Kapitel 4.1.3 und 4.3). Fiedorowicz et al. stellten ebenfalls eine
signifikant hemmende Wirkung von Naloxon auf die Proliferation von PHA-
stimulierten PBMC des Menschen fest (Fiedorowicz et al. 2011). Nach Stimulation
mit PHA konnten wir bei den porcinen PBMC keine signifikante Veranderung der
Proliferation durch Naloxon feststellen, mit ConA jedoch zeigte sich eine signifikante
Hemmung der Proliferation. Damit reagierten die porcinen und bovinen Zellen
zumindest im Hinblick auf Naloxon &hnlich wie die humanen Zellen in den Versuchen
dieser Arbeitsgruppe.

Im weiteren Verlauf unserer Versuche verglichen wir die Wirkung von BCM-7 auf die
Proliferation der porcinen PBMC mit vier verschiedenen selektiven Opioidliganden.
Zwei der selektiven Liganden, Morphin und DAMGO, wirken wie BCM-7 ebenfalls p-
selektiv, Deltorphin Il hingegen wirkt an &- und U69,593 an k-Rezeptoren. Wir
konnten mit keinem der Opioidliganden einen signifikanten Effekt auf die porcinen
PBMC feststellen (siehe Kapitel 4.2.1). Mit Morphin wurde bislang fast ausschlieflich
eine hemmende Wirkung auf die Proliferation von Immunzellen bei verschiedenen
Tierarten und beim Menschen beschrieben (Bryant et al. 1988; Sergeeva et al. 1993;

Fiedorowicz et al. 2011). Die subkutane Verabreichung von Morphin-Pellets an

82



DISKUSSION

Mause loste beispielsweise nach 48-72 Stunden eine signifikante Hemmung der
Proliferation der Splenozyten und Thymozyten aus (Bryant et al. 1988). Die ConA-
stimulierten PBMC der Ratte proliferierten nach zentraler Verabreichung von Morphin
ebenfalls signifikant weniger (Houghtling et al. 2000) und auch bei PHA-stimulierten
PBMC des Menschen wurde eine signifikante Hemmung der Proliferation durch die in
vitro Zugabe von Morphin festgestellt (Govitrapong et al. 1998; Fiedorowicz et al.
2011). Die fehlende Reaktion der PBMC des Schweins auf Morphin, koénnte
verschiedene Ursachen haben. Bislang wurde an PBMC des Schweins nur gezeigt,
dass nach Morphin-Behandlung (0,5 mg/kg Koérpergewicht) in vivo dosisabhangig
eine signifikant verstarkte Aktivitat der Killerzellen festzustellen war, mit 5 mg/kg war
die Aktivitat hingegen vermindert (Borman et al. 2009). Morphin hat demnach einen
Einfluss auf die Funktionen von PBMC, aber die Wirkung auf die Proliferation dieser
Zellen wurde beim Schwein noch nicht untersucht. Das Immunsystem des Schweins
funktioniert grundsatzlich ahnlich wie das des Menschen (Dawson et al. 2013),
weshalb die ausbleibende Reaktion der porcinen PBMC auf Morphin Uberraschend
war. Die wichtigsten methodischen Unterschiede zwischen unserem Versuch und
den Studien mit humanen PBMC waren die Verwendung verschiedener Mitogene
und eine unterschiedlich lange Stimulationsdauer. Wir stimulierten die PBMC mit
ConA Uber 48 Stunden und lieRen Morphin die komplette Stimulationszeit GUber auf
die Zellen einwirken. Die humanen PBMC wurden in beiden Studien 60-66 Stunden
mit PHA stimuliert. Fiedorowicz et al. gaben das Morphin erst nach 48 Stunden PHA-
Stimulation dazu, Govitrapong et al. lielen das Morphin ebenso wie wir den ganzen
Stimulationszeitraum Uber einwirken. Diese methodischen Unterschiede kdnnten
dazu geflhrt haben, dass unsere porcinen PBMC nicht auf Morphin reagierten. Es
konnten aber auch durchaus speziesspezifische Unterschiede zwischen Mensch und
Schwein dafur verantwortlich sein. Zusatzlich zur Wirkung von Morphin untersuchten
wir drei weitere selektive Opioidliganden im Proliferationsassay mit porcinen PBMC.
DAMGO ist ein p-selektives synthetisches Analogon des endogenen Opioids
Enkephalin (Koehl et al. 2018). Zu seiner Wirkung auf die Proliferation von
Immunzellen wurden bislang nur wenige Studien durchgefuhrt, fur die ausschlieRlich
Ratten und Mause verwendet wurden (Kowalski 1998; Nelson et al. 2000). Sowohl
nach intraperitonealer Verabreichung an Mause als auch bei in vitro Anwendung in
Konzentrationen von 1072 bis 106 M fiir 72 Std, bewirkte DAMGO eine signifikante
Steigerung der Proliferation mit ConA und Lipopolysaccharid (LPS) stimulierter
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Splenozyten, die mit dem p-Rezeptorantagonisten B-Funaltrexamin aufhebbar war
(Kowalski  1998). Dagegen  bewirkte DAMGO eine Stunde nach
intrazerebroventrikularer Verabreichung an Ratten eine signifikante, Naloxon-
reversible, Hemmung der Proliferation ConA-stimulierter Splenozyten (Nelson et al.
2000). Vergleicht man diese beiden Versuche, hat DAMGO eine gegensatzliche
Wirkung auf die Splenozyten der beiden Tierarten. Da Ratten und Mause sich in ihrer
Physiologie recht ahnlich sind, liegt die Ursache hierfir vermutlich eher in der
unterschiedlichen Verabreichungsform bzw. in der gewahlten Dosierung des
Opioidliganden. Die porcinen PBMC in unserem Versuch zeigten wiederum gar keine
Reaktion auf die in vitro Zugabe von DAMGO (siehe Kapitel 4.2.1). Die von uns
angewendete Konzentration von 10¢ M entspricht der von Kowalski verwendeten
Konzentration, mit der eine Steigerung der Proliferation von murinen Splenozyten
beobachtet werden konnte (Kowalski 1998). Allerdings kultivierten wir die Zellen nur
fur 48 statt 72 Stunden, was durchaus einen Unterschied verursacht haben konnte.
Vergleichend mit den u-selektiven Liganden untersuchten wir ebenfalls die Wirkung
von U69,593 (k-selektiv) und Deltorphin Il (8-selektiv) im Proliferationsassay. Nach
Zugabe von U69,593 konnten wir keine Veranderung im Proliferationsverhalten mit
ConA stimulierter porciner PBMC feststellen (siehe Kapitel 4.2.1). Unser Ergebnis
passt demnach zu dem von Nelson et al, da sie ebenfalls keinen Effekt nach
zerebroventrikularer Verabreichung von U69,593 an Ratten beobachten konnten
(Nelson et al. 2000). Die Proliferation ConA-stimulierter Splenozyten der behandelten
Ratten blieb unverandert, weshalb die Autoren annahmen, dass der KOR keine
wichtige Rolle in der Opioid-induzierten Immunmodulation spielt (Nelson et al. 2000).
Diese Hypothese konnten wir nun auch am Schwein bestatigen. Deltorphin Il wurde
hingegen, nach unserem Kenntnisstand, noch nicht in Proliferationsassays mit
Immunzellen getestet (Stand der Pubmed-Literaturrecherche 01.03.2021). Auf die
Proliferation der porcinen PBMC hatte dieser 6-selektive Ligand ebenso wie U69,593
keinerlei Auswirkungen (siehe Kapitel 4.2.1). Das strukturell und funktional ahnliche
Deltorphin | hemmte die Proliferation von CD4" und CD8" T-Zellen der Maus, die mit
anti-CD3-¢ stimuliert wurden, signifikant (Shahabi et al. 1995). Dieser Versuch mit
Deltorphin | ist kaum mit unseren Untersuchungen vergleichbar, da Zellen einer
anderen Tierart und mit anti-CD3-¢ auch eine vdllig andere Art der Stimulation
verwendet wurden. Der Anti-CD3-¢-Antikorper vernetzt CD3-Heterodimere der T-Zell-

Rezeptoren und imitiert so die physiologische Bindung an Antigene auf Antigen-
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prasentierenden Zellen (Shahabi et al. 1995; Calise et al. 2018). Auf die Proliferation
mit PHA stimulierter humaner PBMC hatte Deltorphin | eine dosisabhangige
signifikant steigernde Wirkung (Noviello et al. 1997). Eine solche Steigerung konnten
wir allerdings mit Deltorphin Il bei den porcinen PBMC nicht hervorrufen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Gegensatz zu BCM-7 keiner der
selektiven Opioidliganden eine signifikante Veranderung der Proliferation porciner
PBMC bewirkte.

Deswegen konzentrierte sich der zweite Teil dieser Arbeit auf den Nachweis von
Opioidrezeptoren auf porcinen Zellen, um herauszufinden, ob das daran liegt, dass
sie die erforderlichen Rezeptoren nicht exprimieren. Die Auspragung von
Opioidrezeptor-Subtypen auf porcinen Zellen wurde bisher nur sporadisch
untersucht. Lediglich die Arbeitsgruppe, die die porcinen Opioidrezeptoren als erste
erfolgreich klonierte, zeigte, dass porcine PBMC die mRNA fur den DOR und den
KOR besitzen, die fur den MOR jedoch nicht (Pampusch et al. 1998). Da wir jedoch
eine Wirkung durch BCM-7 feststellen konnten, welches vorwiegend u-selektiv wirkt,
entschieden wir, dass der erneute Rezeptornachweis auf diesen Zellen ein sinnvoller
Schritt ist. Zunachst untersuchten wir die porcinen PBMC mittels PCR auf die
spezifische mRNA fur die verschiedenen Rezeptortypen. Unsere Untersuchung
zeigte interessanterweise, dass die Zellen nur die mRNA fir den DOR enthalten. Die
spezifische Bande war jedoch recht schwach ausgepragt. Die Sequenz fir den MOR
und den KOR war dagegen nicht nachweisbar. Aullerdem fanden wir heraus, dass
die 48-stindige Stimulation mit ConA die Expression der spezifischen mRNA
verhinderte, da auch die mRNA fiur den DOR in stimulierten Zellen nicht mehr
nachweisbar war (siehe Kapitel 4.4.1). Das gleiche Ergebnis erhielten wir auch bei
der Untersuchung von Lymphozyten aus den Peyer Platten des lleums beim Schwein
(siehe Kapitel 4.4.3). Diese Erkenntnisse unterschieden sich von denen von
Pampusch et al., da wir nur den DOR nachweisen konnten, den KOR jedoch nicht.
Des Weiteren war es Uberraschend, dass die mRNA fir den MOR nicht nachweisbar
war, da BCM-7 in unseren vorherigen Versuchen eine deutliche Wirkung auf die
Proliferation der Zellen zeigten und wir demnach erwarteten, dass die Zellen den
MOR exprimieren. Da die anderen Opioide, die selektiv fir den KOR und den DOR
sind, keine Wirkung im Proliferationsassay zeigten, vermuteten wir diese
Rezeptortypen hingegen nicht auf den Zellen. Neben der direkten Wirkung Uber

Opioidrezeptoren sind jedoch auch andere Mechanismen beschrieben, Uber die
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Opioide auf Immunzellen einwirken kdnnen. Es wurde beispielsweise nachgewiesen,
dass Morphin neben den klassischen Opioidrezeptoren auch an den Toll-like-
Rezeptor (TLR), speziell den TLR-4, binden und so eine Wirkung auf
immunologische Funktionen ausuben kann (Maher et al. 2020). So zeigten naturliche
Killerzellen des Menschen unter Einfluss von Morphin eine verringerte Fahigkeit zur
Induktion der Apoptose von Tumorzellen und dieser Effekt konnte sowohl mit
Naloxon als auch mit TAK-242 (selektiver Inhibitor am TLR-4) inhibiert werden
(Maher et al. 2020). Auch die hemmende Wirkung von Morphin auf die Peristaltik des
Kolons von Mausen in vivo wurde durch den TAK-242-Inhibitor abgeschwacht, was
eine Beteiligung des TLR-4 an diesem Effekt bewies (Farzi et al. 2015). Porcine
PBMC exprimieren die mRNA fir den TLR-4 (Uddin et al. 2012). AuRerdem zeigten
funktionelle Untersuchungen, dass der TLR-4-Agonist Inulin-Acetat die Produktion
proliferativer Zytokine durch porcine PBMC aktivierte (Kumar et al. 2016). Eine
Prainkubation der Zellen mit einem TLR-4-spezifischen Antagonisten verhinderte die
Aktivierung der Zytokinproduktion (Kumar et al. 2016). Die Wirkung von BCM-7 auf
die porcinen PBMC konnte demnach ebenfalls Uber den TLR-4, anstatt tGber den
MOR vermittelt werden. Des Weiteren kdnnen manche Opioide auch rezeptor-
unvermittelt Einfluss auf Zellen nehmen (Maximyuk et al. 2015). Das endogene
Opioid Dynorphin reicherte sich beispielsweise in der Plasmamembran einer murinen
Zelllinie (PC12) an und verursachte eine erhdhte Permeabilitdt durch Porenbildung
(Maximyuk et al. 2015). Es ist also potentiell moglich, dass BCM-7 Uber andere
Mechanismen als Uber u-Opioidrezeptoren auf die porcinen PBMC einwirkt. Wir
evaluierten dennoch die mdglichen Fehlerquellen, die dazu gefuhrt haben kénnten,
dass wir die mRNA fur den MOR in den PBMC nicht nachweisen konnten. Die
verwendeten Primer waren geeignet, um die jeweiligen Sequenzen der Rezeptoren
zu detektieren. Dies zeigte die durchgefuhrte Positivkontrolle mit einer kommerziell
erworbenen cDNA aus porcinem Hypothalamus, die alle drei Subtypen enthalt.
Aulerdem wurde die Integritat der untersuchten cDNA-Proben durch den Nachweis
der mRNA fur die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) uberpruft.
Die cDNA-Synthese aus der isolieten RNA war demnach erfolgreich. Es kodnnte
jedoch sein, dass die Mengen an spezifischer mRNA fur den MOR und den KOR in
den Zellen zu gering waren um sie mit dieser Methode nachzuweisen. Aus diesem
Grund entschieden wir uns, zur Bestatigung eine immunzytologische Untersuchung

als zweite Nachweismethode anzuwenden. Dazu farbten wir porcine PBMC zunachst
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mit einem primaren Antikorper gegen den intrazellularen C-Terminus des MOR und
nachfolgend mit einem zweiten, fluoreszenzmarkierten Antikdrper, der gegen den
ersten gerichtet war. Die Beurteilung im Fluoreszenzmikroskop zeigte deutlich, dass
einige Zellen der PBMC-Population den MOR auspragen, wenn auch nicht alle (siehe
Kapitel 4.5.1). Dieser immunzytologische Nachweis des MOR ist, unseres Wissens,
der erste auf porcinen PBMC. Zur genaueren Charakterisierung der Zellen, die den
MOR auspragen fuhrten wir eine durchflusszytometrische Analyse der Zellen durch.
Die Doppelfarbung mit dem MOR-Antikorper und den beiden Subpopulationsmarkern
fur Lymphozyten (CD3 fur T-Zellen und CD79a fur B-Zellen) brachte das Ergebnis,
dass sowohl die T- als auch die B-Zellen des Schweins den MOR exprimieren (siehe
Kapitel 4.6). Zum Vergleich zwischen den verschiedenen Tierarten untersuchten wir
bovine und equine PBMC ebenfalls und konnten die Expression des MOR auch auf
diesen Zellen nachweisen (siehe Kapitel 4.5.2 und 4.5.3). Zum Nachweis von
Opioidrezeptoren auf PBMC beim Menschen gibt es bereits einige publizierte
Studien, die Ergebnisse differieren jedoch. Manche Arbeitsgruppen konnten in den
PBMC nur die mRNA fir den KOR und den DOR finden (Gaveriaux et al. 1995; Wick
et al. 1996), was sich mit den Ergebnissen von Pampusch et al. beim Schwein deckt
(Pampusch et al. 1998). In einer Publikation wurde gezeigt, dass primare T-Zellen
sowie die humane T-Zelllinie Jurkat den MOR erst durch Induktion mit IL-4 und TNF-
a auspragten (Boérner et al. 2007). Eine Studie mit ehemaligen heroinabhangigen
Probanden zeigte, dass deren periphere Blutlymphozyten unter Methadon-Therapie
signifikant weniger mRNA fur den DOR und den MOR enthielten, als die Zellen
gesunder Menschen (Toskulkao et al. 2010). Andere Wissenschaftler fanden
wiederum gar keinen der drei Subtypen, aber stattdessen den Nociceptin/Orphanin
FQ-Rezeptor (NOR) auf humanen PBMC (Williams et al. 2007; Al-Hashimi et al.
2016). In diesen beiden Publikationen wurde der Nachweis, im Gegensatz zu den
anderen, nicht nur durch eine PCR, sondern auch mittels Radioliganden-
Bindungsassay und Durchflusszytometrie mit fluoreszenzmarkiertem Naloxon geftihrt
und dennoch konnte keiner der klassischen Opioidrezeptoren nachgewiesen werden
(Williams et al. 2007; Al-Hashimi et al. 2016). Eine aktuellere Studie brachte
wiederum das Ergebnis, dass der MOR in verschiedenen T-Zellsubpopulationen
(CD4+, CD8+), Monozyten und in natlrlichen Killerzellen exprimiert wird, in B-Zellen
jedoch nicht (Karagiannis et al. 2020). Die beiden anderen klassischen

Rezeptortypen DOR und KOR waren in den untersuchten Zellen schwach
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ausgepragt oder nicht detektierbar, wohingegen der NOR in allen Zellen vorhanden
war (Karagiannis et al. 2020). Aufgrund dieser Diskrepanz in den publizierten
Ergebnissen entschieden wir uns die PBMC des Menschen ebenfalls erneut auf die
Auspragung von Opioidrezeptoren zu untersuchen. Wir fanden eine deutliche
Expression der mRNA fur den DOR und den MOR, die mRNA fir den KOR war nicht
nachweisbar (siehe Kapitel 4.4.2). Allerdings war dieses Ergebnis nicht ganz
eindeutig, da die erwarteten Bandenlangen fir den MOR (246 bp) und den DOR (331
bp) sich deutlicher unterscheiden sollten. Auch der Langenmarker zeigt einen
deutlichen Unterschied zwischen 200 und 300 bp, aber die erhaltenen Banden waren
ahnlich lang. Demnach ist nicht ganz klar, ob es sich hierbei um die spezifischen
Banden fur den MOR und den DOR handelt. Es stellte sich weiterhin die Frage,
weshalb die Ergebnisse des Nachweises in den Publikationen derart unterschiedlich
ausfallen. Einerseits ist es moglich, dass die Menge an spezifischer mRNA fur die
Opioidrezeptoren in manchen Fallen nicht ausreichte, um sie mittels PCR zu
detektieren. Auch in Radioliganden-Bindungsassays konnte eine geringe Dichte oder
das beschrankte Auftreten der Rezeptoren in nur einer bestimmten Subpopulation
der Lymphozyten zu einem falsch negativen Ergebnis gefuhrt haben. Weitere
methodische Probleme, die das Ergebnis der PCR verfalschen kdnnten, wie defekte
oder unpassende Primer oder Kontaminationen der cDNA mit genomischer DNA sind
ebenfalls denkbar. Andererseits gibt es aber auch einige Publikationen, die
beschreiben, dass bestimmte pathologische Zustande die Auspragung von
Opioidrezeptoren auf Immunzellen verandern konnen. Die PBMC chronischer
Schmerzpatienten (rheumatoide Arthritis) wiesen beispielsweise eine signifikant
niedrigere mMRNA-Expression fir den KOR auf als die Zellen gesunder Menschen
(Guniji et al. 2000). Bei Patienten mit Sepsis war die Expression des NOR ebenfalls
signifikant verringert (Thompson et al. 2013). Es ist nicht davon auszugehen, dass in
den oben genannten Publikationen solche gravierenden Erkrankungen bei den
Probanden, deren Zellen untersucht wurden, vorhanden waren. Allerdings zeigen die
beispielhaft genannten Studien, dass verschiedene Entzindungsvorgange im Korper
zur veranderten Expression der Rezeptoren fuhren koénnen (Gunji et al. 2000;
Thompson et al. 2013). Es ist durchaus denkbar, dass es weitere, bisher noch
unbekannte, pathologische Mechanismen oder genetische Besonderheiten gibt, die

die Auspragung der Rezeptoren beeinflussen und somit einen Nachweis erschweren
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bzw. verfalschen konnen. Dies konnte das Auftreten der unterschiedlichen
Ergebnisse bei der Untersuchung der Rezeptorexpression erklaren.

Zum Vergleich mit den PBMC untersuchten wir mehrere Darmzelllinien von Schwein
und Mensch und konnten Gemeinsamkeiten in der mRNA-Expression fur die
verschiedenen Opioidrezeptoren innerhalb der jeweiligen Spezies feststellen. So
fanden wir in der Zelllinie IPEC-J2 aus porcinen Jejunum, wie zuvor in den PBMC
des Schweins, nur die mRNA fir den DOR (siehe Kapitel 4.4.4). In den humanen
Darmzelllinien HT-29 und Caco-2 war hingegen zusatzlich zur mRNA des DOR auch
die fir den MOR nachweisbar (siehe Kapitel 4.4.4), wie wir es bereits fur die PBMC
des Menschen beschrieben haben (siehe Kapitel 4.4.2). Auch hier waren die Banden
fur den DOR und den MOR in etwa gleich lang, die erwarteten Banden
unterscheiden sich jedoch deutlich in ihrer Lange. Auch hier ist demnach fraglich, ob
die erhaltenen Banden spezifisch fur den DOR und den MOR sind. Bei dieser
Untersuchung unterschieden sich unsere Ergebnisse ebenfalls von denen in bereits
publizierten Studien. So wurden in IPEC-J2-Zellen geringe Mengen an mRNA fur
MOR und DOR nachgewiesen (Brosnahan et al. 2014), wir fanden hingegen nur den
DOR. In Caco-2 Zellen fand man mittels immunzytologischer und
molekularbiologischer Analyse den MOR und den KOR ausgepragt (Neudeck et al.
2002; Neudeck et al. 2003). Wir konnten den KOR nicht nachweisen, stattdessen
fanden wir die mRNA fir den DOR, die Neudeck et al. nicht nachweisen konnten. Flr
die Darmzelllinie HT-29 wurde immunhistochemisch nachgewiesen, dass diese
Zellen zumindest den MOR exprimieren (Nylund et al. 2008).

Die untersuchte Zelllinie Caco-2 diente bereits in einigen Resorptionsstudien mit
BCM als Modell flir das Darmepithel des Menschen (lwan et al. 2008; Sienkiewicz-
Sztapka et al. 2009a). Diese Studien zeigten, dass die Aufnahme von BCM-5 und -7
Uber den Monolayer der Zellen mdglich ist, dass die Peptide jedoch innerhalb von 60
min, vorwiegend durch das Enzym DPPIV aus den Caco-2-Zellen, abgebaut werden
(lwan et al. 2008; Sienkiewicz-Sztapka et al. 2009a). Die Caco-2-Zelllinie wurde
ursprunglich aus dem Kolonadenokarzinom eines Menschen isoliert und besitzt viele
typische Eigenschaften normaler Enterozyten der Dunndarmschleimhaut des
Menschen (Lacroix et al. 2017). Die IPEC-J2 Zelllinie wurde urspruinglich aus dem
jejunalen Epithel eines neugeborenen Ferkels gewonnen (Berschneider 1989). Ihre
Besonderheit ist demnach, dass sie ihren Ursprung nicht in einer tumordsen

Veranderung hat und auch nicht transformiert wurde (Zakrzewski et al. 2013). Sie
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bildet einen Monolayer, der viele Eigenschaften von humanem Darmepithel aufweist
und kommt diesem in ihrer Physiologie naher als jede andere Zelllinie nicht-humanen
Ursprungs (Vergauwen 2015). Die Zellen tragen beispielsweise Mikrovilli auf ihrer
apikalen Seite und bilden untereinander Tight Junctions aus (Nossol et al. 2015).
IPEC-J2-Zellen imitieren die Bedingungen in vivo besser als die Caco-2-Zellen, da
sie weder tumorésen Ursprungs noch transformiert und damit primaren
Darmepithelzellen ahnlicher sind (Schierack et al. 2006; Geens et al. 2011). Diese
Eigenschaften zeichnen die IPEC-J2-Zelllinie, unserer Meinung nach, als gutes
Modell aus, um den Mechanismus und die Effizienz des Transportes von BCM-7 aus
dem Darminhalt in vitro zu untersuchen. Unseres Wissens wurden noch keine
Versuche zur Absorption von Beta-Casomorphinen mit der IPEC-J2 Zelllinie
durchgefuhrt, weshalb wir dies fur zukuUnftige Versuche planen. BCM-5 wird
hauptsachlich Uber intrazellulare Transzytose transportiert, wie in Versuchen mit
Caco-2-Zellen gezeigt werden konnte (Vij et al. 2016). Der genaue
Transportmechanismus fur BCM-7 wurde hingegen noch nicht beschrieben (Summer
et al. 2020) und ist demnach ein spannendes Forschungsobjekt im Hinblick auf die
A1-A2-Milch-Thematik. Die Aufnahme des opioiden Peptids aus dem Darminhalt ist
essentiell fur die Entfaltung von Wirkungen im Korper und damit fur die Gesundheit
des Verbrauchers.

Ein weiteres interessantes Modell, um die Auswirkungen auf das Darmepithel, bzw.
den Transport von Beta-Casomorphinen Uber die Darmbarriere noch naher am
lebenden Organ =zu untersuchen, stellen intestinale Organoide dar. Diese
dreidimensionalen Strukturen lassen sich in vitro aus Stammzellen des intestinalen
Kryptenepithels auf einer speziellen extrazellularen Matrix anziichten (Sato et al.
2009). Die Stammzellen differenzieren zu einem Verbund verschiedener Zellen, wie
z.B. Becherzellen, Paneth-Zellen und Epithelzellen und dieser funktioniert
vergleichbar mit dem Darmepithel in vivo (Treveil et al. 2020). Wir versuchten im
Verlauf der praktischen Phase dieser Arbeit Organoide aus isolierten
Dunndarmkrypten des Schweins zu erzeugen. Dem leicht modifizierten Protokoll
einer Arbeitsgruppe folgend, die bereits erfolgreich Organoide aus den Krypten des
Darms von Schlachtrindern und -schweinen gezichtet hatte (Derricott et al. 2018),
funktionierte die Isolation der Krypten zunachst sehr gut. Allerdings entwickelten sich
diese Krypten in unseren Kulturen trotz Kombination verschiedener Nahrmedien und

spezifischer Wachstumsfaktoren (u.a. Noggin, R-Spondin-1 und Wnt-3a) bislang
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nicht weiter. Als extrazellulare Matrix verwendeten wir Kollagen, anstelle des in den
meisten Publikationen verwendeten Matrigels. Kollagen wurde allerdings fir die
Anzucht von intestinalen Organoiden humanen Ursprungs als ebenso geeignet
beschrieben (Jabaji et al. 2014). Wir werden weiter an der Etablierung dieses
spannenden Modells arbeiten, da es eine einzigartige Moglichkeit darstellt, die
Wirkung von BCM-7 auf die Darmphysiologie realitatsnah in vitro zu erforschen. So
konnte man neben der Resorption von BCM-7 z.B. auch den Einfluss auf die Bildung
von Mucinen an porcinen Becherzellen im Epithelverbund der Organoide genauer
untersuchen. BCM-7 verursachte in Versuchen mit Zelllinien wie HT-29 und am
isolierten Rattendarm eine signifikante Steigerung der Mucinproduktion (Trompette et
al. 2003; Zoghbi et al. 2006). Eine weitere Wirkung von BCM auf den
Gastrointestinaltrakt ist die signifikante Verringerung der Darmmotilitat, die u.a. durch
Versuche am isolierten Ratten-Kolon festgestellt wurde (Dalziel et al. 2014). In
diesem Zusammenhang ware es interessant zu untersuchen, ob die Wirkung auf den
Schweinedarm, als sinnvolleres Modell fur den Menschen, vergleichbar ist. Da die
hemmende Wirkung von BCM-5, zumindest im Rattendarm uber Opioidrezeptoren
vermittelt wurde, wie die komplette Aufhebung des Effektes durch Naloxon im oben
genannten Versuch zeigte (Dalziel et al. 2014), untersuchten wir das lleum des
Schweins zunachst auf die Expression des MOR. Eine amerikanische Arbeitsgruppe
untersuchte den Dinndarm des Schweins bereits in diesem Zusammenhang und
fand mittels Radioliganden-Bindungsassay heraus, dass der MOR vor allem in den
basalen Anteilen der Zotten und Krypten des ilealen Epithels auspragt wird (Quito et
al. 1991). Spater fanden sie auch den DOR in der Wand des porcinen lleums, sowohl
in den myenterischen Neuronen, als auch in den Muskelschichten (Brown et al.
1998). Vor allem die Auspragung der Rezeptoren im enterischen Nervensystem
(ENS) des Schweins wurde daraufhin genauer untersucht und es stellte sich heraus,
dass der DOR in allen Nervengeflechten des ENS, der KOR nur im myenterischen
Plexus und der MOR gar nicht im ENS vorkommt (Poonyachoti et al. 2001;
Poonyachoti et al. 2002). Das Vorhandensein der mRNA fir alle drei Rezeptortypen
im Gewebe der Peyer-Platten des lleums wurde ebenfalls von dieser Arbeitsgruppe
gezeigt (Pampusch et al. 1998). Da fir die Wirkung von BCM hauptsachlich der MOR
relevant ist, untersuchten wir speziell die Auspragung dieses Rezeptortyps im lleum
des Schweins. Wir konnten mittels immunhistochemischer Analyse die Existenz des

MOR ebenfalls vorwiegend in den basalen Anteilen der Zotten und Krypten des
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lleums nachweisen (siehe Kapitel 4.7.2). Spezielles Augenmerk legten wir hierbei auf
die Peyer-Platten des lleums als immunologisches Organ, hier konnten wir allerdings
keine Expression des MOR finden. Mittels PCR hatten wir in vorherigen Versuchen
bereits isolierte Lymphozyten aus den Peyer-Platten untersucht und lediglich die
MRNA fur den DOR nachgewiesen (siehe Kapitel 4.4.3). Das Fehlen des MOR auf
den gastrointestinalen Lymphozyten muss jedoch nicht bedeuten, dass BCM keinen
Effekt auf die Funktion dieser Zellen austiben kann. BCM kdnnte auch sekundar auf
die Zellen wirken, indem es beispielsweise an Opioidrezeptoren auf den Zellen des
ENS bindet und diese dadurch einen Effekt auf die Immunzellen ausiben. Dies
konnte Uber die veranderte Sekretion von Zytokinen reguliert werden, wie sie schon
fur andere Zellen unter Einfluss von Opioiden nachgewiesen wurde. Man fand
beispielsweise heraus, dass Monozyten unter Einfluss von endogenen Opioiden wie
Enkephalin mehr IL-6 produzieren (Kamphuis et al. 1998). Andere Opioide wie
Methadon, Oxycodon und Diamorphin hemmten wiederum die IL-6-Produktion
humaner IL-2-stimulierter PBMC (Boland et al. 2014). Die Produktion von TNF-a
durch LPS-stimulierte canine PBMC wurde durch Morphin, Buprenorphin und
Fentanyl signifikant gesteigert (Declue et al. 2014). Aullerdem konnte die Wirkung
von BCM-7, wie bereits fur die porcinen PBMC beschrieben, auch auf den Peyer-
Platten-Lymphozyten Uber andere Rezeptoren wie z.B. den TLR-4 vermittelt werden.
Zukunftig werden wir die Wirkung von BCM-7 auf die Lymphozyten aus den Peyer-
Platten genauer untersuchen, da sie bei der Absorption von Stoffen aus dem
Darminhalt potentiell als erste Zellen des Immunsystems mit dem Peptid in Kontakt
kommen. Wenn BCM-7 die immunologische Funktion dieser Zellen beeinflusst,
konnte dies Auswirkungen auf die lokale Immunfunktion im Darm haben. Diese
schitzt den Korper als erste Instanz vor Pathogenen aus Lebensmitteln und ist daher
sehr bedeutsam (Jing et al. 2019).

Eine weitere wichtige immunologische Einrichtung sind die Lymphknoten, die beim
Schwein im Vergleich zum Menschen eine inverse anatomische Struktur aufweisen
(Bordet et al. 2019). Hier treten die afferenten Lymphgefalde am Hilus ein und ziehen
ins Zentrum des Lymphknotens, wahrend die efferenten Gefalle sich subkapsular
vereinigen und Uber die gesamte Flache der Kapsel verteilt austreten (Bordet et al.
2019). Bei den meisten anderen Saugetieren, wie auch beim Menschen, treten die
afferenten Gefalle Uber die Kapsel ein und das efferente Gefal} zieht durch den Hilus

nach auflen (Bordet et al. 2019). Trotz dieser anatomischen Besonderheit stellt das
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Schwein bei der Untersuchung von immunologischen Funktionen ein besseres
Modell fur den Menschen dar, als z.B. die Maus, wie vergleichende
Genomuntersuchungen speziell im Hinblick auf Gene flr Proteine der angeborenen
und erworbenen Immunantwort zeigten (Dawson et al. 2013). In den Lymphknoten
findet bei Saugetieren die Vermehrung und Differenzierung von T- und B-
Lymphozyten nach Antigenkontakt statt (Itano et al. 2003; Moran et al. 2018). BCM-7
konnte auf diesen Differenzierungsprozess Einfluss nehmen, indem es Uber das Blut
in die Lymphknoten transportiert wird und direkt an Opioidrezeptoren auf den
Lymphozyten bindet. Es kdnnte seine Wirkung jedoch auch an Rezeptoren auf den
umliegenden Zellen im Lymphknoten entfalten, die dann sekundar, z.B. Uber
Sekretion verschiedener Zytokine, Einfluss auf die Differenzierung der Lymphozyten
nehmen konnten. Aus diesem Grund interessierte uns, ob die Lymphknoten des
Schweins Opioidrezeptoren auspragen. Die Arbeitsgruppe, die den porcinen MOR
als erste klonierte, untersuchte jeweils den inguinalen und den mesenterialen
Lymphknoten von mehreren Schweinen (Pampusch et al. 1998). Sie fanden jedoch
keinen Hinweis auf die Expression der mRNA des MOR (Pampusch et al. 1998).
Allerdings konnten sie die mRNA fur den KOR in beiden Lymphknoten aller
untersuchten Tiere und die fur den DOR in einigen der untersuchten Lymphknoten
nachweisen (Pampusch et al. 1998). Weitere Studien zur Auspragung der
Rezeptoren im Lymphknoten des Schweins wurden laut aktueller Pubmed-
Literaturrecherche (Stand: 22.01.2021) bislang nicht durchgefuhrt. Deswegen
untersuchten wir den Leistenlymphknoten des Schweins immunhistochemisch auf die
Expression des MOR. Wir konnten nachweisen, dass einige Zellen im
parafollikularen Bereich den MOR exprimieren. Im Bereich des Lymphfollikels konnte
der Rezeptor nicht nachgewiesen werden (siehe Kapitel 4.7.3). Unser Ergebnis
unterscheidet sich demnach von dem von Pampusch et al., die nur die mRNA fur den
DOR und den KOR nachweisen konnten, die fur den MOR jedoch nicht (Pampusch
et al. 1998). Das Ziel zukunftiger Versuche wird sein, die Zellen, die den MOR
auspragen genauer zu charakterisieren und zu erforschen welche Auswirkungen
BCM-7 auf die Differenzierung der Lymphozyten des Schweins hat. Es wurde bereits
gezeigt, dass Morphin die Differenzierung humaner T-Helferzellen (TH-Zellen)
Naloxon-reversibel verandert (Mao et al. 2016). CD4-positive T-Zellen wurden mit
PMA stimuliert und fur vier Stunden zusatzlich mit verschiedenen Konzentrationen

Morphin behandelt (Mao et al. 2016). Nachfolgende durchflusszytometrische
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Messungen zeigten eine prozentuale Verminderung der TH1-Zellen im Vergleich zur
Kontrolle ohne Morphinzugabe sowie eine verringerte Konzentration der Zytokine,
die diese Zellen produzieren (Mao et al. 2016). Diese Studie zeigte, dass Morphin die
Differenzierung von  T-Lymphozyten zu TH1-Zellen Uber Bindung an
Opioidrezeptoren hemmt (Mao et al. 2016). BCM-7 konnte eine vergleichbare
Wirkung auf die Differenzierung von T- oder auch von B-Lymphozyten haben, die es

naher zu untersuchen gilt.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit neue Erkenntnisse Uber das, bislang
nicht untersuchte, Proliferationsverhalten porciner PBMC unter Einfluss von BCM-7
und verschiedenen selektiven Opioiden gewonnen. Es konnte gezeigt werden, dass
die PBMC des Schweins, ahnlich wie die des Menschen in bereits publizierten
Studien, auf die Zugabe von BCM-7 reagierten. Dies zeigte, dass das Schwein in
diesem Zusammenhang ein gutes immunologisches Modell fur den Menschen
darstellt und fir weitere Untersuchungen zur Wirkung von BCM-7 auf andere
Funktionen des Immunsystems geeignet ist. Durch diese Untersuchungen konnten
demnach wichtige Erkenntnisse daruber gewonnen werden, wie sich das opioide
Peptid auf den Verbraucher auswirken konnte. Des Weiteren sind unsere Ergebnisse
relevant im Hinblick auf das Schwein als Nutztier und dessen Gesundheit, sowohl
aus wirtschaftlichen als auch aus Verbraucherschutzgrinden. Wenn BCM-7
immunologische Funktionen des Schweins beeintrachtigt und so zu vermehrten
Erkrankungen, v.a. im Ferkelalter, fuhrt, kdonnte eine Diat ohne BCM-7 zu
verringerten  Tierverlusten und besserem Wachstum fuhren, was die
Wirtschaftlichkeit der Schweinemast verbessern wuirde. Auferdem sind viele
Pathogene des Schweins Zoonose-Erreger und so eine potentielle Gefahrdung fur
den Verbraucher. Eine verbesserte Immunabwehr des Schweins wahrend der Mast
ist deswegen auch aus Grinden des Verbraucherschutzes von grof3er Bedeutung.
Fur zuklnftige Untersuchungen war der Nachweis der Opioidrezeptoren auf den
verwendeten Immunzellen eine wichtige Vorarbeit. Wir konnten zeigen, dass die
porcinen PBMC die mRNA fur den DOR exprimieren (siehe Kapitel 4.4.1) und
immunzytologisch sowie mithilfe der durchflusszytometrischen Analyse konnten wir
auch den MOR nachweisen (siehe Kapitel 4.5.1 und 4.6). Die PBMC des Menschen
wiesen ebenfalls die mRNA fur den DOR und den MOR auf (siehe Kapitel 4.4.2).

Damit ist eine wichtige Voraussetzung erfullt, dass opioide Stoffe auf die PBMC des
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Schweins eine ahnliche Wirkung entfalten kdnnen, wie auf die humanen Zellen. Die
meisten Studien werden, aufgrund der einfacheren Handhabung, immer noch an
Nagetieren wie Mausen und Ratten durchgefiihrt, obwohl die Physiologie, sowie
auch die Immunologie dieser Tiere sich deutlich von der des Menschen
unterscheiden und das Schwein fur viele Fragestellungen ein sinnvolleres Modell
darstellt (Walters et al. 2012). Das konnten wir mit dieser Arbeit verdeutlichen und so
den Weg fur die zuklnftige Forschung zur Wirkung von BCM-7 auf immunologische
und gastrointestinale Funktionen des Schweins als Modell fir den Menschen ebnen.
Die interessante Frage, ob das opioide Peptid aus der Milch ein Risiko fur die

offentliche Gesundheit darstellt, bleibt bestehen und bedarf weiterer Erforschung.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Beta-Casomorphin-7 ist ein opioides Peptid, das bei der enzymatischen Verdauung
aus Milch freigesetzt wird. Durch einen mutationsbedingt veranderten Beta-Casein-
Genotyp, wird es aus der sogenannten A1-Milch vermehrt freigesetzt. Aus der
ursprunglichen A2-Milch entsteht dieses Peptid, aufgrund der stabileren
Aminosauresequenz des Beta-Caseins, nur in sehr geringem Male. Die Frage, ob
BCM-7 aus Kuhmilch negative Auswirkungen auf die Gesundheit des Verbrauchers
hat, ist von gro3em Interesse fur die Wissenschaft und die o6ffentliche Gesundheit.
Vor dem Hintergrund der bereits bekannten immunsuppressiven Wirkung von
Opioiden wie z.B. Morphin, wurde auch die Wirkung von BCM-7 auf Immunzellen
naher untersucht. Es bewirkte Veranderungen im Proliferationsverhalten
verschiedener Immunzellen des Menschen.

Wir untersuchten in dieser Studie erstmals die Wirkung von BCM-7 auf die
Proliferation von porcinen peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC), da das
Schwein aufgrund der ahnlichen Physiologie, Anatomie und Immunologie in vielen
Bereichen der Medizin als gut geeignetes Tiermodell fur den Menschen gilt.
Aulerdem interessierte uns die Wirkung von BCM-7 auf das Schwein als Nutztier, da
eine Immunsupprimierung, vor allem in der Ferkelaufzucht, zu Wachstumseinbuf3en
und hoheren Tierverlusten flihren kann. Zunachst untersuchten wir die Wirkung von
A1- und A2-Milch vor und nach in vitro Verdau mit Pepsin, Pankreatin und
Gallensauren. Wir stellten fest, dass beide Milcharten unverdaut die Proliferation
porciner PBMC hochsignifikant hemmten. Es gab jedoch keinen Unterschied
zwischen der Wirkung von A1-und A2-Milch. Nach dem Verdau hemmten beide
Milchsorten die Proliferation weiterhin signifikant, wenn auch weniger stark. Einen
signifikanten Unterschied zwischen der Wirkung A1-und A2-Milch konnten wir jedoch
auch nach der Verdauung nicht feststellen. Zur genaueren Untersuchung flhrten wir
den Versuch mit reinem BCM-7 durch und konnten eine signifikante Hemmung
feststellen, die sich durch den Opioidantagonisten Naloxon jedoch nicht
antagonisieren lie. Um naher zu charakterisieren, Uber welchen Mechanismus
BCM-7 auf die porcinen Zellen wirkt, untersuchten wir diese im Rahmen dieser Arbeit
auf die Auspragung von Opioidrezeptoren. Wir fanden zunachst mittels
molekularbiologischer Untersuchung nur die mRNA fur den 6-Opioidrezeptor (DOR).

Durch die Anwendung einer immunhistochemischen Farbung konnten wir auch den
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p-Opioidrezeptor (MOR) auf einer Subpopulation der PBMC darstellen. Eine
genauere durchflusszytometrische Analyse brachte das Ergebnis, dass sowohl
porcine T- als auch B-Zellen den MOR exprimieren. Beta-Casomorphine zeigten, in
verschiedenen Studien, Wirkungen auf gastrointestinale Funktionen bei Nagetieren,
z.B. auf die Darmmotorik und die Produktion von Mucinen. Es ware interessant diese
Wirkungen, speziell von BCM-7, zuklnftig auch am Gastrointestinaltrakt des
Schweins zu untersuchen. Als Vorarbeit flr diese geplanten Versuche zur Wirkung
von BCM-7 auf gastrointestinale und weitere immunologische Funktionen
untersuchten wir das lleum und die Lymphknoten des Schweins ebenfalls auf die
Expression des MOR. Im lleum fanden wir den Rezeptor mittels
immunhistochemischer Analyse vermehrt in den basalen Anteilen der Zotten und
Krypten, im Bereich der Peyer-Platten konnten wir hingegen keine Expression
feststellen. Im Lymphknoten des Schweins fanden wir vor allem in den
parafollikularen Bereichen eine Expression des MOR. Unsere Ergebnisse bilden in
ihrer Gesamtheit eine gute Grundlage fur die weitere Erforschung der Wirkung von
BCM-7 auf gastrointestinale und immunologische Funktionen beim Schwein, sowohl
als Nutztier, als auch als Modell fur den Menschen. Diese Arbeit leistet somit einen
ersten grundlegenden Beitrag zur Fragestellung, ob BCM-7 negative Auswirkungen
auf das Immunsystem des Verbrauchers hat. Zuklnftige Studien am Schwein im
Rahmen dieses Projektes werden zur genaueren Aufklarung dieses interessanten

Zusammenhangs fuhren.
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7 SUMMARY

Beta-casomorphin 7 (BCM-7) is an opioid peptide that is released from milk during
enzymatic digestion. Due to a mutation in the gene for beta-casein, it is formed from
so-called A1-milk in higher amounts. During digestion of the primordial A2-milk-type
this peptide is formed less frequently, because the amino acid sequence of A2-beta-
casein is more stable against enzymatic digestion. The question if BCM-7 from cow’s
milk has adverse health effects on consumers is of great interest for scientists and a
concern for public health. In light of the already known immunosuppressive effects of
opioids such as morphine, the effect of BCM-7 on immune cells was studied. Results
of these investigations showed, that BCM-7 altered the proliferation rate of various
immune cells in humans.

In this study, we investigated for the first time the effect of BCM-7 on the proliferation
of porcine peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). The pig is considered a well-
suited animal model for humans in many fields of medicine due to its similar
physiology, anatomy and immunologic function. We were also interested in the effect
of BCM-7 on pigs as livestock, since immunosuppression, especially in piglet rearing,
can lead to a reduced growth and higher animal losses.

First, we investigated the effect of A1 and A2 milk before and after in vitro digestion
with pepsin, pancreatin and bile acids on the proliferation of porcine PBMC. We
observed a highly significant inhibition of proliferation after addition of undigested
milk from both types. There was no significant difference between inhibition with raw
A1 and A2 milk. After in vitro digestion both milk types still significantly inhibited the
proliferation compared to control, but to a lesser extent. There was still no difference
between the effects of digested A1- and A2-milk. For further assessment we used
pure, commercially available BCM-7 in the same assay and found a significantly
inhibiting effect on the proliferation of porcine cells. This inhibition was not abolished
with the opioid antagonist naloxone. To further characterize the mechanism by which
BCM-7 acts on porcine cells, we examined them for opioid receptor expression.
Initially, we only found the mRNA for the delta opioid receptor (DOR) using PCR
analysis. By subsequent use of immunohistochemical staining, we were also able to
visualize the y-opioid receptor (MOR) on a subpopulation of porcine PBMC. Further
analysis with flow cytometry yielded the result that both porcine T and B cells express
the MOR.
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In various studies, beta-casomorphines exhibited effects on gastrointestinal functions
of rodents, such as reduced intestinal motility and increased production of mucins. It
would be very interesting to study these effects on the gastrointestinal tract of pigs in
the future. As preliminary work for these planned experiments, we examined the
porcine ileum and lymph nodes for expression of MOR as well. In the ileum, we found
increased expression of this receptor in the basal portions of villi and crypts by
immunohistochemical analysis, whereas no expression was detected in the Peyer's
patches. In the porcine lymph node we found expression of MOR mainly in the
parafollicular areas. Taken together, our results build a good basis for further
research on the effect of BCM-7 on gastrointestinal and immunological functions in
pigs as livestock and as suitable model for humans. Thus, this thesis provides a first
fundamental contribution to the question of whether BCM-7 has negative effects on
the immune system of the consumer. Future studies in pigs within this project will

lead to a more detailed elucidation of this interesting relationship.
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