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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Die kontroverse Diskussion Uber den Einfluss des Kuhmilchkonsums auf die
menschliche Gesundheit, insbesondere im Hinblick auf die A1-Variante des [3-Kaseins,
bleibt Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Forschung (Gonzales-Malca et al.
2023). Die A1-Variante unterscheidet sich von anderen Varianten in einem Austausch
einer Aminosaure an der Position 67 der Aminosauresequenz des [(3-Kaseins, wobei
Histidin die Stelle von Prolin einnimmt (Dumas et al. 1972). Aufgrund dieser Mutation
ist das A1-B-Kasein anfalliger fur die enzymatische Spaltung durch Proteasen und wird
haufiger zwischen den Aminosauren an Position 66 und 67 wahrend der Verdauung
gespalten (Asledottir et al. 2018). Das daraus resultierende Peptid wird aufgrund
seiner Ahnlichkeit zu Opioiden und seiner Lange als B-Casomorphin-7 (BCM-7)
bezeichnet (Teschemacher 2003). Vor uber vierzig Jahren wurde BCM-7 zum ersten
Mal eine opioide Wirkung nachgesagt (Brantl et al. 1979). Seitdem wurde der Konsum
von A1-Milch aufgrund des entstehenden BCM-7 mit einem vermehrten Auftreten
verschiedener Krankheiten wie Diabetes mellitus Typ 1, Entzindungen, Allergien,
Autismus, plotzlichem Kindstod, koronaren Herzkrankheiten und
Verdauungsstérungen in Verbindung gebracht (de Vasconcelos et al. 2023).
Wissenschaftliche Belege und Beweise flr potenzielle Wirkmechanismen fur diese
teils widerspruchlichen Hypothesen fehlen bis heute und erfordern weitere gezielte
Forschung (Cieslinska et al. 2022). Obwohl bewiesen ist, dass BCM-7 nicht nur aus
der A1-Variante, sondern auch aus der A2-Variante freigesetzt wird, wird flr einen
wohltuenden Effekt der A2-Milch geworben und gleichzeitig der Zusammenhang
zwischen BCM-7 aus A1-Milch und dem Einfluss auf den Verdauungstrakt thematisiert
(Jeong et al. 2023). BCM-7 soll an Opioidrezeptoren in der Darmwand binden und zu
einer Reduzierung der Darmmotilitat flihren, was 2zu Fehlgarungen und
Verdauungsbeschwerden fuhren soll (Kullenberg de Gaudry et al. 2019). Die bisherige
Forschung hat noch keine Bindung von BCM-7 an die Opioidrezeptoren des Magen-
Darm-Trakts nachgewiesen. Zudem wurden die direkten Auswirkungen von BCM-7
auf die Darmmuskulatur bisher nicht untersucht. Ein Teilziel dieser Doktorarbeit war
daher die Etablierung eines Modells zur in-vitro-Untersuchung der potenziellen
direkten Wirkung von BCM-7 auf die Darmmotorik. Das Schwein wurde aufgrund
seiner anatomischen und verdauungsphysiologischen Ahnlichkeiten zum Menschen

als geeignetes Tiermodell ausgewahlt (Zhang et al. 2013; Kaminski et al. 2012; Kural
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et al. 2023). Am Dunndarm des Schweins soll nach der Etablierung die direkte Wirkung
von BCM-7 und von in vitro verdauter A1- und A2-Milch auf die Darmmotorik
untersucht und ein mdglicher Wirkmechanismus definiert werden. Die verfligbare
Datenlage zur Expression von Opioidrezeptoren im Dinndarm des Schweins ist sehr
begrenzt. Daher zielt diese Doktorarbeit auch darauf ab, die Opioidrezeptoren als
potenzielle Bindungsstellen im Schweinedlinndarm zu identifizieren, um eine mogliche

opioide Wirkung von BCM-7 zu Uberprifen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Kuhmilch

211 Milchzusammensetzung

Kuhmilch wurde bereits seit dem siebten Jahrtausend vor Christus vom Menschen als
Nahrungsmittel oder als Werkstoff verwendet (Evershed et al. 2008). Belege fur die
aktive Tierhaltung und Milchgewinnung reichen bis ins funfte Jahrtausend vor Christus
(Bartosiewicz et al. 2005). Seitdem bildet Milch eine wichtige Nahrstoffquelle fur den
Menschen und liefert essenzielle Nahrstoffe bei Mangelernahrung (Givens 2020).
Kuhmilch besteht aus 87% Wasser, 4,6% Kohlenhydraten, 4,3% Fett, 3,7% Protein,
0,7% Mineralstoffen und 0,01% Vitaminen und sonstigen Bestandteilen (Lindmark-
Mansson et al. 2003). Die Milchzusammensetzung und ihre prozentuale Verteilung
unterliegen saisonalen, gesundheitlichen, futterungsbedingten und
rassenspezifischen Schwankungen und konnen daher von den oben angegebenen
Werten abweichen (Graham et al. 1984; Heirbaut et al. 2023). Die grolte
Proteinfraktion in der Milch bilden die Kaseine mit 82% des Gesamteiweil3es, wobei
die Fraktion der Molkeproteine die restlichen 18% abbilden (Cerbulis et al. 1975;
Bochniarz et al. 2023). Die Kaseinfraktion lasst sich weiter unterteilen in ast1-Kasein,
asz-Kasein, B-Kasein und k-Kasein (Farrell et al. 2004), welche jeweils durch die Gene
CSN1S1, CSN1S2, CSN2, und CSN3 auf dem sechsten Chromosom kodiert werden
(Threadgill et al. 1990). Der mittlere Anteil der Kaseine am Gesamt-Protein der
Kuhmilch betragt 28% flr das as1-Kasein, 10% flr das as2-Kasein, 31% fur das B-
Kasein und 17% fur das k-Kasein (Macedo Mota et al. 2023). Die prozentuale
Verteilung der Kaseine variiert ebenfalls nach Rasse, Futterung, Alter und
Laktationsstand der Kuh (Franzoi et al. 2019).

21.2 Genetische Variationen der bovinen Kaseine

Die verschiedenen Subtypen des bovinen Kaseins weisen genetische Variationen auf,
die zu unterschiedlichen Aminosauresequenzen fuhren (Huppertz et al. 2018; Hewa
Nadugala et al. 2022). Diese unterschiedlichen Aminosauresequenzen beeinflussen
die Neigung der Kaseine zur Hydrolyse durch Enzyme (Jensen et al. 2012). Bezlglich

des asi1-Kaseins wurden beispielsweise zehn Varianten identifiziert, wobei funf
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Varianten (A, B, C, D, E) haufig in den weit verbreiteten Rinderrassen wie dem
Holstein-Friesian, Zebu und Jersey vorkommen und die anderen funf Varianten (F, G,
H, I, J) seltener in Rassen wie dem Schwarzbunten Niederungsrind, dem Braunvieh
oder dem Kuhri-Rind nachgewiesen wurden (Gallinat et al. 2013; Hewa Nadugala et
al. 2022). Das as2-Kasein zeigt funf bekannte Varianten (A, B, C, D, E), wobei die Gene
fur die Variante A in allen Rassen verbreitet ist, die Varianten B, C, D vereinzelt im
Pinzgauer, Ungarischen Steppenrind, Angler, Deutschen Gelbvieh, Hinterwalder,
Limpurger, und Vorderwalder nachgewiesen wurde und die Variante E nur im Sarabi-
Rind detektiert wurde (Gallinat et al. 2013). Fur das k-Kasein wurden bisher 14
Varianten festgestellt, wobei 90% aller Rinder weltweit das Gen fur die Variante A
tragen und die restlichen Varianten (A', B, B2, C, D, E, F1, F2, G1, G2, H, I, J) nur
selten nachgewiesen wurden (Farrell et al. 2004; Hewa Nadugala et al. 2022). In
Bezug auf das p-Kasein sind bisher 17 Varianten mit unterschiedlichen
Aminosauresequenzen bekannt (Hewa Nadugala et al. 2022). Zu diesen zahlen die
Varianten A1, A2, A3, A4,B,B2,C,D, E, F, G, H1, H2, |, J, K, L, wobei fur die Variante
A4 noch keine zugehorige Nukleotid-Mutation nachgewiesen werden konnte
(Cieslinska et al. 2022; Kuznetsov et al. 2022). Die Variante A4 wurde lediglich
aufgrund ihres Migrationsverhaltens in der Gelelektrophorese in koreanischen Rindern
entdeckt und ist noch nicht weiter charakterisiert worden (Li et al. 2022; Chung et al.
1995). In mehreren Studien wurde gezeigt, dass in urspringlicheren Rinderrassen, wie
dem Zebu oder dem indischen Rathi, nur die A2-Variante vorkommt (Ayaz et al. 2023;
Mrinalini Saran 2023; Mukesh et al. 2022). Daher wird angenommen, dass die A2-f3-
Kasein-Variante die ,Ur-Variante® ist, aus der die anderen [(-Kasein-Varianten
hervorgingen (Ramakrishnan et al. 2023; Mukesh et al. 2022). Die Mutation des B-
Kasein-Gens soll zum Zeitpunkt der Domestikation vor 5.000 bis 10.000 Jahren in
Europa stattgefunden haben (Martin et al. 1994; Ahmet Fatih 2018). Aus den
domestizierten Rindern gingen unsere heutigen modernen Rinderrassen wie das
Holstein-Friesian-Rind hervor, welche auch das A1-3-Kasein-Allel tragen (Martin et al.
1994; Ahmet Fatih 2018). Die A2-Variante tragt die Aminosaure Prolin an der Position
67, wohingegen sich die A1-Variante durch einen Aminosaureaustausch des Prolins
durch Histidin an Position 67 der Aminosauresequenz auszeichnet (Dumas et al.
1972). Der Aminosaureaustausch der A1-Variante wird vermittelt durch eine
Basenmutation im Nukleotid von Cytosin im Basentriplett CCT (kodierend fur Prolin)
zu Adenosin im Basentriplett CAT (kodierend flr Histidin) (Kumar et al. 2020). Die B-
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Kasein-Varianten B, C, F und G weisen ebenfalls die Mutation an Position 67 von
Prolin zu Histidin auf und sind jeweils noch durch mindestens einen weiteren
Aminosaureaustausch gekennzeichnet (Sebastiani et al. 2020). Aufgrund der Mutation
an Position 67 werden diese Varianten der A1-Gruppe zugeordnet, wobei die
Varianten mit Prolin an der Position 67 der A2-Gruppe zugeordnet werden (Ul Haq et
al. 2014). In den europaischen Milchrindern spielen tGberwiegend nur die Varianten A1
und A2 eine Rolle, wobei die Varianten B und | nur selten und die restlichen Varianten
nur in exotischen Rassen nachgewiesen wurden (Massella et al. 2017).
Dementsprechend sind unsere Nutzrinder in der Regel entweder homozygote oder
heterozygote Trager der Allele, wobei die A2/A2-Rinder mit 37%, A1/A2-Rinder mit
36%, A1/A1-Rinder mit 10%, A2/B-Rinder mit 8%, A2/I-Rinder mit 4%, A1/B-Rinder mit
3% und A1/l-Rinder mit 2% die Allel-Variationen der in Europa dominierenden
Milchviehrasse, dem Holstein-Friesian, abbilden (Sebastiani et al. 2020). Die Allel-
Verteilung des B-Kaseins in den Nutzrindern variiert jedoch zwischen den untersuchten
Herden. So wurde in pakistanischen Rindern ein homozygoter Anteil von A1-Rindern
mit 50% der Holstein-Friesian und mit 68% der Jersey-Kihe beschrieben (Ayaz et al.
2023). Die homozygoten Rinder geben ausschliellich Milch mit dem entsprechenden
B-Kasein-Typ, wobei die heterozygoten Rinder beide B-Kaseine in die Milch abgeben
(Ali et al. 2019). Die p-Kaseine von Menschen, Buffeln, Schweinen, Pferden und Eseln
weisen ebenfalls die Aminosaure Prolin an Position 67 auf, weshalb sie dem A2-Typ

zugeordnet werden (Caroli et al. 2016).

21.3 Verdauung des B-Kaseins und Entstehung von B-Casomorphin-7

Nach oraler Aufnahme von Kuhmilch beginnt beim Monogastrier die Verdauung der
Proteine, unter anderem der Kaseine, bereits im Magen (Horstman et al. 2023). Nach
dem Abschlucken gelangt die Milch in den Magen, welcher im nlchternen Zustand
einen pH-Wert von 1-3 beim erwachsenen Menschen und dem Schwein aufweist (Guo
et al. 2020; Koziolek et al. 2015; Henze et al. 2019). Im Magen wird Pepsinogen
freigesetzt, welches erst durch den sauren pH-Wert zu Pepsin aktiviert wird und
Kaseine bereits im Magen zu Polypeptiden hydrolysiert (Horstman et al. 2023).
Aufgrund der hohen Pufferkapazitat von Milch, lag in einer Verzehrstudie beim
Menschen der Magen-pH kurz nach dem Konsum von Milch bei etwa 6 (Gao et al.
2002). Das Optimum der Pepsinaktivitat liegt bei einem pH-Wert von 3, es konnte

jedoch auch bei einem pH-Wert von 6 eine Hydrolyseaktivitat des porcinen Pepsins in
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vitro nachgewiesen werden (Salelles et al. 2021). Fiur die Resorption im Dunndarm
mussen die hydrolysierten Milchproteine enzymatisch weiter zu kleineren Peptiden
und Aminosauren gespalten werden (Horstman et al. 2023). Im humanen und porcinen
Duodenum werden Galle und Proenzyme aus dem Pankreas, sowie Bikarbonat zum
gastrischen Chymus hinzugefligt, um einen nahezu neutralen pH-Wert zu erreichen
(Loveday 2023). Die Proenzyme (Trypsinogen, Chymotrypsinogen, Proelastase und
Procarboxypeptidase) werden durch mukosale Enterokinasen aktiviert, um die Protein-
oder Kaseinhydrolysate aus dem Magen weiter in Aminosauren, Dipeptide und
Tripeptide zu spalten (Kiela et al. 2016). Es wird angenommen, dass es aufgrund der
Mutation in der Aminosauresequenz des A1-B-Kaseins an Position 67 wahrend der
Verdauung der A1-Variante im Menschen, verglichen zur A2-Variante, vermehrt zur
enzymatischen Spaltung zwischen der Position 66 und 67 der Aminosauresequenz
des A1-B-Kaseins kommt (Cieslinska et al. 2007). Dadurch wird ein Peptid mit sieben
Aminosauren freigesetzt, welches -Casomorphin-7 (BCM-7) genannt wird (Brantl et
al. 1979). Die Aminosauresequenz des BCM-7 lautet: Tyr - Pro - Phe - Pro - Gly - Pro
- lle (Henschen et al. 1979). In einer simulierten in-vitro-Verdauung wurde
nachgewiesen, dass BCM-7 aus dem [(-Kasein in drei Schritten von Pepsin, Trypsin,
Chymotrypsin, Elastase und Leucinaminopeptidase (LAP) gespalten wird (Ul Haq et
al. 2015) (siehe Abbildung 1).
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Aminosauresequenz des bovinen A1--Kaseins

- 58-59-60-61-62-63-64-65-66-67-68-69-70-71-72-73 ---
--L-V-Y-P-F-P-G-P-1-H-N-S-L-P-Q=-N --

Schritt 1 Pepsin l Trypsin/Chymotrypsin

59-60-61-62-63-64-65-66-67-68-69-70-71-72
V-Y-P-F-P-G-P-I-H-N-S-L-P-Q

T

Schritt 2 Elastase

V-Y-P-F-P-G-P-I
Schritt 3 LAP l
60-61-62-63-64-65-66

Abbildung 1: Enzymatische Verdauung von A1-B-Kasein in drei Schritten und die Abspaltung
von BCM-7. Die Grafik zeigt schematisch die enzymatische Abspaltung von BCM-7 aus A1-B-Kasein
in drei Schritten. Die Schnittstellen der Enzyme Pepsin, Trypsin/Chymotrypsin, Elastase und
Leucinaminopeptidase (LAP) sind durch Pfeile markiert. Der Austausch der Aminosaure von Prolin zu
Histidin an Position 67 im A1-B-Kasein wurde rot dargestellt. Die Abkirzungen der Aminosauren
bedeuten: N, Asparagin; Q, Glutamin; G, Glycin; H, Histidin; I, Isoleucin; L, Leucin; F, Phenylalanin; P,
Prolin; S, Serin; Y, Tyrosin; V, Valin. Die Grafik wurde Ubersetzt, modifiziert und nachgedruckt aus Food
Chem., Vol. 168, M. R. Ul Haq, R. Kapila and S. Kapila, Release of beta-casomorphin-7/5 during
simulated gastrointestinal digestion of milk beta-casein variants from Indian crossbred cattle (Karan
Fries), Copyright (2024), mit Erlaubnis von Elsevir und erstellt mit Biorender.com.

Die Aminosauresequenz von BCM-7 ist im B-Kasein der A2-Variante ebenfalls
enthalten, wobei in ex vivo verdauter A2-Milch geringere Mengen BCM-7 gemessen
wurden als in ex vivo verdauter A1-Milch (Asledottir et al. 2017). Neben BCM-7
entstanden bei der Verdauung des [(-Kaseins auch kirzere und langere -
Casomorphine wie BCM-4, BCM-5, BCM-6, BCM-8, BCM-9, jeweils aus sowohl A1-,
als auch A2-Milch (Lambers et al. 2021; Ul Haq et al. 2015). Da das BCM-8 und BCM-9
die Sequenz des B-Kaseins inklusive der Mutationsstelle an Position 67 enthalt, tragen
die B-Casomorphine der A1-Variante die Aminosaure Histidin und die B-Casomorphine
der A2-Variante Prolin an der achten Position der BCM-Sequenz (Lambers et al. 2021).
In der Theorie kann aus einem Molekul B-Kasein ein Molekll BCM-7 abgespalten
werden, was zur Entstehung von 315 ug freiem BCM-7 aus einem Milliliter Kuhmilch

fihren konnte.
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Eine in-vitro-Verdauungsstudie, die die Verdauung beim Menschen mit einer
Magenphase und einer Darmphase simulierte, zeigte jedoch, dass die mittels
Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC/MS) detektierten
BCM-7-Konzentrationen nur bei 8,7 ug/ml in verdauter A1-Milch und bei 5,8 pg/ml in
verdauter A2-Milch lagen (Lambers et al. 2021). Eine andere in-vitro-
Verdauungsstudie mit simulierten Magen- und Darmphasen detektierte eine BCM-7-
Konzentration von 12 pug/ml in A1-Milch und 9 pug/ml in A2-Milch durch die LC/MS
(Cattaneo et al. 2023). Die hochsten jemals mit LC/MS gemessenen BCM-7-
Konzentrationen nach einer in-vitro-Verdauung mit simulierten Magen- und
Darmphasen von A1- und A2-Milch lagen bei 59 ug/ml in der verdauten A1-Milch und
35 pg/ml in der verdauten A2-Milch (Buatig et al. 2023). Eine weitere in-vitro-
Verdauungsstudie mit simulierten Magen- und Darmphasen detektierte mittels LC/MS
BCM-7-Konzentration von 18,6 pg/ml aus A1-Milch und nur 0,1 pyg/ml BCM-7 aus A2-
Milch (Asledottir et al. 2018). Die selbige Arbeitsgruppe verdaute auch nach
demselben Schema keine Milch im Ganzen, sondern aufgereinigtes A1- oder A2-3-
Kasein mit humanen Magen- und Darmsekreten in vitro und detektierte mittels LC/MS,
umgerechnet auf einen Milliliter Milch, 40 uyg/ml BCM-7 aus A1-Milch und 14 ug/ml
BCM-7 aus A2-Milch (Asledottir et al. 2017). Dies war, unseres Wissens nach, die
hdchste Konzentration von BCM-7 aus aufgereinigtem A1-3-Kasein, die nach einer in-
vitro-Verdauung gemessen wurde. Eine weitere Arbeitsgruppe verdaute A1- und A2-
Milch nicht mittels simulierten Magen- und Darmphasen und den entsprechenden
pankreatischen Enzymen, sondern nur mit Pepsin bei pH 1,8, Trypsin bei pH 8 und
Elastase bei pH 9 (Cieslinska et al. 2012). Die BCM-7-Konzentrationen wurden durch
einen ELISA bestimmt und lagen in der verdauten A1-Milch bei 0,6 ug/ml und in der
verdauten A2-Milch bei 0,1 pg/ml (Cieslinska et al. 2012). Diese Verdauungsstudien
zeigten, dass BCM-7 nicht nur wahrend der Verdauung aus A1-Milch, sondern auch
aus A2-Milch entstehen kann (Lambers et al. 2021). Die gemessene BCM-7-
Konzentration aus A1-Milch war jedoch immer hoher als die aus A2-Milch (Cattaneo
et al. 2023). In unverdauter A1- und auch A2-Milch wurde ebenfalls bereits BCM-7
durch einen ELISA detektiert, wenn auch nur in sehr geringen Konzentrationen von 1-
2 ng/ml, wobei die Autoren keine Erklarung zum Entstehungsweg lieferten (Cieslinska
et al. 2012). Die ermittelten BCM-7-Konzentrationen in den Studien weisen erhebliche
Variationen auf, wobei unklar ist, wie es zu diesen grof3en Varianzen kommt. Es wurde

postuliert, dass technische Unterschiede in den Verdauungsverfahren fur die
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beobachteten Varianzen verantwortlich sein konnten (Cattaneo et al. 2023).
Beispielsweise wurde in Studien ausschliefdlich Pepsin, Trypsin und Elastase fur die
in-vitro-Verdauung verwendet, wahrend in anderen Studien eine simulierte Verdauung
mit einer Magenphase unter Einsatz von Pepsin und einer Darmphase mit Pankreatin
durchgefuhrt wurde (Cieslinska et al. 2012; Ul Haq et al. 2015). DarlUber hinaus
variierten die Studien hinsichtlich der Inkubationszeiten. Eine Studie zeigte, dass die
Dauer der simulierten Magen- und Darmphasen einen Einfluss darauf hat, wie viel
BCM-7 gebildet wird, da Enzyme unterschiedlich lange aktiv sind und BCM-7 nach der
Entstehung auch weiter abgebaut werden soll (Asledottir et al. 2017). Des Weiteren
konnte die Verwendung von unterschiedlich verarbeiteten Ausgangsmilchen oder
aufgereinigten Kaseinen zu unterschiedlichen BCM-7-Konzentrationen fihren
(Asledottir et al. 2017; Asledottir et al. 2018). Es wurde festgestellt, dass aus
unbehandelter Milch mehr BCM-7 freigesetzt wird (8,3 pg/ml) als aus pasteurisierter
Milch (5,1 pg/ml), was laut den Autoren an der Proteindenaturierung durch das
Erhitzen und einer dadurch veranderten Verdauungskinetik der Milchproteine liegt
(Lambers et al. 2021). AuRerdem konnten die Unterschiede in den Messmethoden,
wie eigens entwickelte ELISA oder LC/MS, zu Unterschieden bei den gemessenen

BCM-7-Konzentrationen zwischen den Studien fuhren (Lambers et al. 2021).

214 Resorption von Proteinen, Peptiden und Aminosauren

Um die postulierten Wirkungen auf den menschlichen Kérper auszuiiben, muss BCM-7
als intaktes Peptid aus der Ingesta durch das Dunndarmepithel resorbiert werden (de
Vasconcelos et al. 2023). Beim Saugetier und dem Menschen findet die Resorption
von Aminosauren und Peptiden vor allem durch die Mukosa des Duodenums,
Jejunums und lleums statt (Loveday 2023). Bei Ratten wurde in vitro nachgewiesen,
dass neben der Resorption im Dunndarm auch ein geringer Anteil an Aminosauren
Uber Aminosauretransporter im Kolon resorbiert werden kénnen (Chen et al. 2020).
Freie Aminosauren werden grundsatzlich abhangig von ihrer Ladung durch
Aminosauretransporter, die als Uniport, Symport oder Antiport agieren, von der
apikalen Burstensaummembran von Enterozyten aus dem Darmlumen aufgenommen
(Broer et al. 2019). Di- und Tripeptide werden im Vertebraten von dem
Peptidtransporter 1, einem Protonen-Ko-Transporter, von der apikalen Membran in
das Zytoplasma der Enterozyten transportiert (Broer et al. 2022; Wang et al. 2017).

Die vorherrschenden Peptidasen im Zytoplasma der Enterozyten der Saugetiere und
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des Menschen hydrolysieren die resorbierten Peptide, wodurch hauptsachlich
Aminosauren, jedoch auch ein geringer Anteil nicht hydrolysierter Peptide an der
basolateralen Membran durch Transporter (abhangig von ihrer Ladung) ins Blut
abgegeben werden (Broer et al. 2022; Rohm et al. 2019). Doch nicht nur der Transport
von Aminosauren und kurzen Peptiden aus der Ingesta ins Blut wurde beschrieben
(Amigo et al. 2020). Es wurde beispielsweise bei Ratten, aber auch bei Menschen,
beschrieben, dass auch groRere Peptide die Blut-Darm-Schranke durch para- oder
transzellularen Transport Uberwinden konnen (Pappenheimer et al. 1994; Shimizu
1999; Shimizu et al. 2007; Amigo et al. 2020). Der parazellulare Weg wird durch Tight
Junctions zwischen den Epithelzellen begrenzt und ermaoglicht es Molekulen mit einer
Grolde von bis zu 600 Dalton, abhangig von ihrer Ladung, zu passieren (Watson et al.
2001). Der transzellulare Weg bietet auch gro3eren Peptiden und Proteinen die
Moglichkeit, von den Enterozyten aufgenommen und teilweise basolateral abgegeben
zu werden (Ballegaard et al. 2023). An Epithelzellen des menschlichen Dinndarms
wurde in vitro gezeigt, dass Proteine durch Aktin-vermittelte Endozytose von den
Epithelzellen resorbiert werden kdnnen (Blok et al. 1982). Beim Menschen und in
Tiermodellen wurde neben Aktin auch eine Beteiligung von Immunglobulinen, MHCII,
Clathrin, Mikrotubulinen, und SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor
attachment receptors) am transzellularen Transport festgestellt (Garcia-Castillo et al.
2017). In den Endosomen werden die Proteine dann uberwiegend durch
Verschmelzung mit Lysosomen im Zytoplasma hydrolysiert (Cuervo et al. 1998). Am
Jejunum des Kaninchens wurde ein transzellularer Transport von
Meerrettichperoxidase in vitro beschrieben, wobei bis zu drei Prozent des luminalen
Proteins basolateral detektiert wurde (Heyman et al. 1982). Doch auch ein protektiver
Transport ohne Hydrolyse des Proteins Insulin wurde an Enterozyten der Ratte in vitro
beobachtet, was eine schnelle Anflutung von Insulin im Blut nach einer oralen
Aufnahme erklart (Ziv et al. 2000). Physiologischer Weise weist der Darm eine
gesteigerte Permeabilitdt des Darmepithels bei Neugeborenen der Saugetiere und des
Menschen auf, um Immunglobuline aus dem Kolostrum mit der Nahrung aufzunehmen
(Westrom et al. 2020). Dies ist vor allem fur die Spezies mit einer Placenta
epitheliochorialis wie dem Pferd, Wiederkauer und Schwein wichtig, da kein effizienter
Immunglobulinaustausch zwischen maternalem Blut und Fetus stattfinden kann
(Schneider et al. 1938). Die Permeabilitdit des Darms kann aber auch beim

erwachsenen Menschen durch Erkrankungen wie chronisch-entzindlichen
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Darmerkrankungen oder dem erworbenen Immunschwachesyndrom (AIDS) gesteigert
sein (Horowitz et al. 2023). Eine solche erhéhte Permeabilitdt des Darms wird auch
als Leaky-Gut-Syndrom bezeichnet und beschreibt einen multifaktoriell bedingten,
erhohten Permeabilitdtszustand der Darmmukosa, wodurch auch gréfRere Peptide und
Proteine vermehrt resorbiert werden kdnnen (Aleman et al. 2023). Das Leaky-Gut-
Syndrom wird auch als eine Mdglichkeit diskutiert, die eine Aufnahme von BCM-7 ins
Blut fordern soll (Cieslinska et al. 2022). Ob das Leaky-Gut-Syndrome zu erhdhten
BCM-7-Konzentrationen im Plasma fuhren kann, wurde jedoch nach unserem
Kenntnisstand noch nicht untersucht (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024).

215 Studien zur Resorption von BCM-7

Ein potenzieller Transport von BCM-7 durch Epithelzellen wurde an einem in-vitro-
Modell an einer immortalisierten, kolorektalen Adenokarzinomzelllinie (CaCo-2)
Uberpruft (Iwan et al. 2008). BCM-7 wurde durch einen intakten CaCo-2-Zellmonolayer
nur zu 0,6% transportiert (lwan et al. 2008). Signifikant hdhere Mengen von BCM-7
(30%) konnten basolateral detektiert werden, wenn die Hydrolase Dipeptidylpeptidase-
IV (DDPIV) durch den spezifischen Hemmer Diprotin A in den CaCo-2-Zellen blockiert
wurde (lwan et al. 2008). Die Autoren bestatigten damit einen enzymatischen Abbau
von BCM-7 durch DPPIV in den CaCo-2-Zellen und spekulierten Uber einen passiven
Transport des hydrophoben BCM-7 durch die Enterozyten sowie Uber die mdgliche
Beteiligung eines Transporters am Mechanismus (lwan et al. 2008). In einer weiteren
in-vitro-Studie wurde der geringgradige Transport von BCM-7 durch einen intakten
CaCo-2-Zellmonolayer bestatigt (Osborne et al. 2014). Die eingesetzten BCM-7-
Konzentrationen von 500 pM, 1000 pM und 2000 pM sanken apikal des
Zellmonolayers nach 30 Minuten signifikant ab und auf der basolateralen Seite, also
nach dem Transport, konnte bei einer apikal eingesetzten Konzentration von 500 yM
und 1000 pM kein BCM-7 nachgewiesen werden (Osborne et al. 2014). Erst bei einer
apikalen Konzentration von 2000 uM wurde BCM-7 basoloateral in einer Konzentration
von unter 0,5 uM detektiert (Osborne et al. 2014). Die Autoren schlussfolgerten, dass
BCM-7 bis zu einer Konzentration von 1000 puM nach der Resorption in den
Enterozyten vollstandig durch Hydrolasen abgebaut wird, bevor es basolateral
freigesetzt werden kann (Osborne et al. 2014). Der Abbau von BCM-7 durch
Enterozyten wurde aullerdem in einer porcinen in-vitro-Burstensaummembran-

Verdauung nachvollzogen (Asledottir et al. 2019). Nach vier Stunden in-vitro-
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Verdauung wurden nur noch 21% des ursprunglich eingesetzten BCM-7
nachgewiesen, was einen effektiven Abbau von BCM-7 bewies (Asledottir et al. 2019).
Eine potenzielle Resorption von BCM-7 nach dem Konsum von A1- und A2-Milch
wurde ebenfalls in vivo untersucht. Dazu wurden die BCM-7-Konzentrationen im
Serum von Schweinen nach einer sechs-wochigen Futterung mit A1- oder A2-Milch
ermittelt (Kaminski et al. 2012). Im ELISA wurde bereits zu Beginn der Studie (vor der
A1- oder A2-Milch-Fitterung) eine basale BCM-7-Konzentration von 0,1 ng/ml
festgestellt (Kaminski et al. 2012). Die A1- oder A2-Milch-Futterung zeigte keinen
Einfluss auf diese basalen BCM-7-Konzentrationen im Serum (Kaminski et al. 2012).
Die Herkunft der basalen BCM-7-Konzentrationen sowie die Futterzusammensetzung
zu Beginn der Studie und die Eigenschaften des verwendeten ELISA wurden nicht
erlautert (Kaminski et al. 2012). Die Autoren nahmen an, dass BCM-7 nur in geringem
Male aufgenommen und dann effektiv durch DPPIV hydrolysiert wurde (Kaminski et
al. 2012). Beim Menschen wurde im Blut von gesunden Erwachsenen bisher kein
BCM-7 nachgewiesen, jedoch wurde BCM-7 im Plasma von Kindern und Sauglingen
detektiert (Jarmolowska et al. 2019; Sokolov et al. 2014; Kost et al. 2009). Nach der
Futterung von Sauglingen mit einer Rinderkasein-haltigen Sauglingsnahrung wurde
ein Anstieg der BCM-7-Konzentration im Blut von 55 pg/ml auf 119 pg/ml mittels eines
Radioimmunoassays ermittelt (Kost et al. 2009). Die basalen BCM-7-Konzentrationen
der Sauglinge erklarten die Autoren mit einer Aufnahme von BCM-7 durch die
verminderte Blut-Darm-Schranke in den ersten Lebensmonaten und einer Stérung im
Abbau des BCM-7 (Kost et al. 2009). Die Erndhrung der Kinder vor der Studie wurde
nicht erlautert (Kost et al. 2009). Die gleiche Arbeitsgruppe verglich spater den BCM-
7-Gehalt des Urins von gesunden Kindern mit dem von autistischen Kindern (Sokolov
et al. 2014). Beide Gruppen erhielten eine standardisierte Diat, die Kuhmilchprodukte,
unbeachtet der A1- und A2-B-Kasein-Variante, enthielt (Sokolov et al. 2014). Mithilfe
eines ELISA wurde im Urin der gesunden Kinder eine BCM-7-Konzentration von 58
pg/ml und bei den autistischen Kindern eine signifikant hohere BCM-7-Konzentration
von 90 pg/ml nachgewiesen (Sokolov et al. 2014). Die Autoren schlossen auf einen
verminderten Abbau im Blut und in Darmzellen von BCM-7 durch eine reduzierte
Proteaseaktivitat der autistischen Kinder (Sokolov et al. 2014). Ahnliche Ergebnisse
lieferte eine weitere Studie, bei der die BCM-7-Konzentration im Blut von autistischen
Kindern im Alter von drei bis zehn Jahren mit der von gesunden Kindern verglichen

wurde (Jarmolowska et al. 2019). Im Blut der gesunden Kinder wurde mit einem ELISA
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26 ng/ml BCM-7 und im Blut der autistischen Kinder eine signifikant hohere
Konzentration von 43 ng/ml BCM-7 nachgewiesen (Jarmolowska et al. 2019). In dieser
Studie wurde jedoch keine Information zur Ernahrung gegeben (Jarmolowska et al.
2019). Fraglich ist auch die Genauigkeit der hier verwendeten Messsysteme und die
Aussagekraft der ermittelten BCM-7-Konzentrationen, da zwischen den genannten
Studien in gesunden Kindern eine 1000-fache Differenz in der BCM-7-Konzentration
im Blut gemessen wurde (Jarmolowska et al. 2019; Sokolov et al. 2014). Unseres
Wissens nach wurde keine Studie am gesunden Erwachsenen oder am Schwein
durchgefuhrt, in der auf einen unterschiedlichen BCM-7-Gehalt im Blut nach dem

Konsum von entweder A1- oder A2-Milch untersucht wurde.

2.2 Das enterische Nervensystem

2.21 Aufbau und Funktion

Der gesamte Magen-Darm-Trakt der Bilateralia (bilateralsymmetrisch gebaute
dreikeimblattrige Gewebetiere) wird von intrinsischen neuronalen Schaltkreisen
durchzogen, welche in der Gesamtheit das Enterische Nervensystem (ENS) bilden
(Mueller et al. 2022; Furness et al. 2018). Das ENS ist in der Lage, reflexartig die
Motilitat des Darms, den Austausch von FlUssigkeiten Uber die Schleimhaut, den
Blutfluss und die Sekretion von Darmhormonen zu kontrollieren (Sasselli et al. 2012).
Dies geschieht ohne jeglichen Eingriff des Zentralen Nervensystems (ZNS), was das
ENS von den anderen Komponenten des Autonomen Nervensystems (ANS), dem
Sympathikus und dem Parasympathikus, unterscheidet (Furness 2009). Die Neurone
des ENS bilden eine integrierte Schaltung, die, aufgrund der Ahnlichkeit zu der des
ZNS, auch als ,zweites Hirn“ oder little brain oft the gut® bezeichnet wird (Annahazi et
al. 2020; Avetisyan et al. 2015). Es wurde sogar auch als ,the first brain“ bezeichnet,
um auf die evolutionar primare Entwicklung des ENS verglichen zum ZNS aufmerksam
zu machen (Furness et al. 2018). Neben allen Bilateralia (bilateralsymmetrisch
gebaute dreikeimblattrige Gewebetiere) bilden sogar Nesseltiere ein ENS aus, wobei
ihnen ein ZNS ganzlich fehlt (Furness et al. 2018). Das ENS setzt sich aus einem
Netzwerk von Neuronen und Gliazellen zusammen, die in zwei Hauptplexusgruppen,
dem myenterischen (Auerbach) Plexus zwischen der Longitudinal- und
Zirkularmuskulatur der Tunica muscularis und dem submukdsen (Meissner) Plexus in

der Tela submucosa angeordnet sind (Sasselli et al. 2012). Dieser Grundaufbau ist im
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gesamten Magen-Darm-Trakt und Uber Tierarten hinweg identisch, zeigt jedoch je
nach Lokalisation im Magen-Darm-Trakt Unterschiede in Grofle und
Verteilungsmuster der Ganglien (Furness et al. 1987). Bei gro3eren Tieren, wie dem
Schwein und dem Menschen, wurden, verglichen zum Nager, gro3ere Neurone und
eine grolRere Anzahl von Neuronen gefunden, wobei alle Hauptneurotransmitter-
Untergruppen von Neuronen in allen bisher untersuchten monogastrischen Arten
gefunden wurden (Sharkey et al. 2023). Bei kongenitalem Morbus Hirschsprung, einer
Fehlbildung des ENS des Menschen, werden Teile des Darms wahrend der
embryonalen Entwicklung unzureichend von Zellen der Neuralleiste besiedelt, was
wiederum zu einer unvollstandigen oder ausbleibenden Entwicklung des ENS und
damit zu einer unzureichenden Kontraktionsfahigkeit des Darms fiihrt (Mueller et al.
2022). Die assoziierten Symptome aulRern sich kurz nach der Geburt und ahneln einer
neonatalen distalen Darmobstruktion (Das et al. 2017). Die Behandlung einer
Aganglionose beim Menschen sieht eine chirurgische Resektion des betroffenen
Darmsegments vor (Das et al. 2017). Aganglionosen wurden auch bei Overo-Pferden
beobachtet und als Lethal-White-Foal-Syndrom beschrieben (Vonderfecht et al. 1983).
Das Lethal-White-Foal-Syndrom wird durch eine Dinukleotidmutation im Endothelin-B-
Rezeptor-Gen verursacht und manifestiert sich erst bei Homozygotie des Fohlens flr
dieses Gen (Yan et al. 1998). Klinisch zeigt sich die Symptomatik einer intestinalen
Obstruktion bei fehlendem Absatz des Mekoniums und flhrt in den ersten Tagen nach
der Geburt zum Tode des Fohlens (Finno et al. 2009; McCabe et al. 1990). Neben
dem Menschen und dem Pferd wurde eine Aganglionose im Magen-Darm-Trakt auch
bei Kalb, Schwein, Hund, Katze, Ratte und Maus beschrieben und auf3ert sich auch
bei diesen Tierarten durch das Fehlen einer lebenswichtigen Darmmotilitat in einem
Abschnitt des Magen-Darm-Traktes (Forzan et al. 2005; Bates 2002; Yan et al. 1998).

2.2.2 Entstehung der Kontraktionen der Muskulatur des Darms

Die glatten Muskelzellen im Magen-Darm-Trakt der Saugetiere und des Menschen
sind in Gruppen angeordnet und durch Gap-Junctions verbunden (Furness et al.
2018). Diese Struktur ermdglicht einen synchronisierten elektrischen Signalfluss
zwischen den Zellen, wodurch sie sich koordiniert zusammenziehen kénnen, um eine
funktionelle Aktivitat zu gewahrleisten (Furness et al. 2018). Zwischen den glatten
Muskelzellen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur liegen Interstitielle Zellen nach

Cajal (ICC). Die ICC lassen sich bei den Saugetieren und beim Menschen aufgrund
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ihrer Lokalisation in die ICC des myenterischen Plexus (ICC-MP), ICC des
submukoésen Plexus (ICC-SMP), intramuskulare ICC (ICC-IM) und die subserosalen
ICC (ICC-SS) unterteilen (Huizinga et al. 2021). Die ICC dienen im Magen-Darm-Trakt
als basale Schrittmacher und erzeugen regelmalige Schwankungen des
Membranpotenzials, die sogenannten Slow Waves (Rumessen et al. 1996; Van
Helden et al. 2010). In Anoctamin-1 (Ano1)-knock-out-Mausen wurde festgestellt, dass
Slow Waves durch eine rhythmische Schwankung der intrazellularen
Kalziumkonzentration entstehen, die durch spezialisierte Kalziumkanale und Kalzium-
aktivierte Chloridkanale, wie den Ano1-Kanal, vermittelt werden (Singh et al. 2014). In
vitro wurde am Dunndarm der Maus gezeigt, dass die Slow Waves der ICC das
Membranpotenzial der benachbarten glatten Muskelzellen verandern und
moglicherweise zu einem Aktionspotential und einer resultierenden Muskelkontraktion
fuhren, falls ein Schwellenwert (Spike-Potenzial) erreicht wird (Rumessen et al. 1996).
Die Amplitude, und in gewissem Male auch die Frequenz der Slow Waves, kann durch
erregende und hemmende Neurone und Hormone modifiziert werden, was die
Wahrscheinlichkeit von Aktionspotenzialen erhéht oder verringert (McQuilken 2021;
Xie et al. 2023). Eine grofiere Anzahl von Spike-Potenzialen in einem Hohepunkt einer
Slow Wave fuhrt im Allgemeinen zu einer starkeren Kontraktion (McQuilken 2021). An
Mausen wurde gezeigt, dass die ICC als Relais zwischen terminalen
Nervenendigungen und den glatten Muskelzellen fungieren, indem sie neuronale
Informationen weiterleiten (Klein et al. 2013). Aul3erdem wurde in Mausen gezeigt,
dass nicht nur die ICC, sondern auch eine weitere interstitielle Zellart, die Platelet-
derived growth factor receptor-a-positiven Zellen (PDGFRa+-Zellen), die Darmmotorik
regulieren (Sanders et al. 2014). Die PDGFRa+-Zellen der Maus sind sensitiv gegen
Purine wie Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP) und B-Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid (B-NAD) als inhibitorische Neurotransmitter durch den P2Y1-
Rezeptor und erzeugen eine Hyperpolarisation und dadurch eine Relaxation der
glatten Muskelzellen (Kurahashi et al. 2011). Zusammen mit den ICC und den glatten
Muskelzellen bilden sie im Saugetier und im Menschen eine Vernetzung durch Gap-
Junctions und einen funktionellen Zellverband, der als SIP-Synzytium (S = ,smooth
muscle cells®, | = interstitielle Zellen nach Cajal, P = PDGFRa*-Zellen) bezeichnet wird
(Lin et al. 2019).
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2.2.3 Intrinsisch-vermittelte Kontraktionen

Ob es zu einer Kontraktion der Muskulatur des Magen-Darm-Traktes kommt, wird
durch Neurone des ENS vermittelt (Allescher 2020). Die enterischen Neurone werden
funktionell in die intrinsischen sensorischen Neurone, Interneurone und Motoneurone
unterteilt (Breuer 2021). Am Kolon des Meerschweinchens wurde gezeigt, dass die
intrinsischen sensorischen Neurone mit ihren Zellkorpern im myenterischen oder
submukdsen Plexus liegen, wobei die Axone mancher intrinsischen sensorischen
Neurone bis in das Epithel reichen und dort durch die Ingesta vermittelte chemische
Reize aufnehmen (Neunlist et al. 1999). Aulierdem wurde am Meerschweinchen, der
Maus und der Ratte gezeigt, dass physikalische Dehnungsreize von den intrinsischen
sensorischen Neuronen, aber auch von mechano-sensitiven Inter- und Motoneuronen
des ENS detektiert und exzitatorisch weitergeleitet werden (Mazzuoli-Weber et al.
2015; Furness 2000). Der peristaltische Reflex, der nach den Entdeckern auch als
Luderitz—Bayliss—Starling-Effekt bezeichnet wird, beschreibt die kontraktile Antwort
des Darms des Saugetiers und des Menschen auf Dehnungsreize, die durch die
intrinsischen sensorischen Neurone und mechano-sensitiven Inter- und Motoneuronen
vermittelt werden (Schemann et al. 2021). Untersuchungen am Meerschweinchen
zeigten, dass Interneurone die Signale der intrinsischen sensorischen Neurone und
mechano-sensitiven Inter- und Motoneuronen erhalten und fir eine orale und aborale
Signalvermittlung zustandig sind (Fung et al. 2020; Bornstein et al. 2004). Die
aszendierenden Interneurone leiteten beim Meerschweinchen die Signale oral an
erregende Motoneurone weiter und die deszendierenden Interneurone leiteten Signale
aboral an hemmende Motoneurone weiter, sodass aboral gerichtete
Kontraktionswellen entstehen (Fung et al. 2020; Bornstein et al. 2004). Im ENS des
Meerschweinchens und des Menschen ist Acetylcholin (ACh) der Haupttransmitter der
Interneurone neben den Ko-Transmittern 5-Hydroxytryptamin, ATP, Tachykinin,
Stickstoffmonoxid und Somatostatin (Furness 2000). Die Motilitat des Magen-Darm-
Trakts des Meerschweinchens und des Menschen wird hauptsachlich durch nicht-
adrenerge, nicht-cholinerge inhibitorische Motoneuronen des Plexus myentericus
moduliert, welche die Neurotransmitter a-Purin, ATP, Stickstoffmonoxid und
Kohlenmonoxid ausschitten (Zhao et al. 2024). Diese Neurotransmitter stimulieren
Zyklen von Hyperpolarisation und Relaxation der glatten Muskulatur und gewahrleisten
so die normale Funktion der Bewegung der glatten Muskulatur im Magen-Darm-Trakt

(Gallego et al. 2006). Am Jejunum der Katze wurde in vitro gezeigt, dass der Darm im
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Ruhezustand unter einer nerval-vermittelten Hemmung durch Stickstoffmonoxid oder
dem vasoaktiven intestinalen Peptid steht (Wood 1972). Die Aufhebung dieser
Hemmung ist durch die Hemmung der inhibitorischen Motoneurone oder durch
Erregung erregender Motoneurone maglich (Wood 1972). Erregende Motoneurone
vermitteln eine Kontraktion der glatten Muskulatur in Mausen Uber die

Neurotransmitter ACh und Tachykinine und Substanz P (Delvalle et al. 2018).

224 Extrinsisch-vermittelte Kontraktionen

Neben der autonomen Regulation durch das ENS wird die Motorik des Magen-Darm-
Traktes auch Uber sympathische oder parasympathische Neurone vermittelt (Janig
2022). Die sympathische Innervation des Magen-Darm-Trakts stammt beim Menschen
von den Rickenmarkssegmenten zwischen dem flinften Brustwirbel bis zum zweiten
Lendenwirbel, wobei die meisten Fasern durch das sympathische Nervengeflecht
verlaufen, bevor sie in einem Ganglion wie dem Ganglion celiacum oder einem
Ganglion mesentericum synaptieren (McQuilken 2021). Diese postganglionaren
Fasern verwenden beim Meerschweinchen und Menschen Noradrenalin als primaren
Neurotransmitter (McQuilken 2021). Am Dinndarm des Kaninchens und der Katze
wurde gezeigt, dass diese sympathischen Neurone dafur verantwortlich sind, eine
Vasokonstriktion der BlutgefaRe des Magen-Darm-Trakts zu verursachen und eine
allgemeine Abnahme der gastrointestinalen Aktivitat durch ihren hemmenden Effekt
auf das ENS bewirken (Langley et al. 1905). Die parasympathische Innervation stammt
gréRtenteils vom Vagusnerv, der beim Sauger vom Osophagus bis zum proximalen
Kolon innerviert und von den Nervi splanchnici pelvici, die vom proximalen Kolon bis
zum Anus innervieren (Janig 2022; Johnson et al. 2007). Die Neurone des ENS
werden direkt von parasympathischen Neuronen innerviert, die ACh als primaren
Neurotransmitter nutzen (McQuilken 2021). Die parasympathische Aktivitat ist beim
Saugetier und beim Menschen im Allgemeinen erregend und verstarkt die Aktivitat des
Magen-Darm-Trakts (Jacobj 1891; Browning et al. 2014).

2.25 Motilitatsmuster des Darms

Die Muster zyklischer Motilitat wurden im Magen-Darm-Trakt verschiedener Tiere als
auch des Menschen beschrieben (Rees et al. 1982). Die Motilitatsmuster des Darms

lassen sich beim Saugetier und dem Menschen in die Nichternmotilitat und die
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postprandiale Matilitat einteilen, wobei die Nuchternmotilitat weiter in eine Phase der
motorischen Ruhe (Phase I), eine Phase mit unkoordinierten Aktivitaten (Phase Il) und
eine Phase mit regelmafigen, kraftigen und aboral gerichteten Kontraktionen (Phase
[II) unterteilt wird (Allescher 2020). Ein Kontraktionszyklus des Nuchternzustands
besteht beim Hund und dem Menschen zu 90% aus der Phase | und der
darauffolgenden Phase |l, wobei die Phase | im Schlaf und die Phase Il im
Wachzustand Uberwiegt (Szurszewski 1969; Furukawa et al. 1994). Die von den ICC
gebildeten Slow Waves, fuhren aufgrund fehlender Spike-Potenziale in der Phase |
nicht zu einer Kontraktion (Rumessen et al. 1996). In der nachfolgenden Phase I
konnen etwa die Halfte aller Slow Waves ein Spike-Potenzial auslésen und damit eine
Kontraktion induzieren, die hauptsachlich segmental und nicht voranschreitend
verlauft (Allescher 2020). In der kurzen Phase Il fuhren alle Slow Waves auch zu
voranschreitenden Kontraktionen, welche Uberwiegend vom Magen ausgehend aboral
gerichtet sind und zur Reinigung des Darms dienen (Davenport 1975). Die Frequenzen
der Phase llI-Kontraktionen liegen beim Menschen fur den Magen bei drei pro Minute,
fir den proximalen Dinndarm bei zwdlf pro Minute, fir den distalen Dinndarm bei
neun pro Minute und dem Kolon bei funf pro Minute (Rees et al. 1982). Beim Hund und
beim Schwein wurden im Dinndarm in vitro ebenfalls Kontraktionsfrequenzen von 12-
13 pro Minute gemessen (Nagahawatte et al. 2021; Bogach 1959). Eine
Nahrungsaufnahme fihrt beim Menschen unmittelbar zu einer extrinsischen,
parasympathisch vermittelten Umstellung der Ndchternmotilitat zur postprandialen
Motilitat, welche aus stationaren Kontraktionen zur Durchmischung und kurzen

propulsiven Kontraktionen zum Fortleiten der Ingesta besteht (Stotzer et al. 1996).

2.3 Opioidrezeptoren

2.3.1 Einteilung, Aufbau und Funktion

Die ersten Versuche mit aufgereinigtem BCM-7 befassten sich mit der Wirkung am
Darm des Meerschweinchens und am Vas deferens der Maus (Brantl et al. 1981;
Brantl et al. 1979). In einem Opioidrezeptor-Bindungsversuch verdrangte BCM-7 in
vitro den Opioidantagonisten Naloxon von den Opioidrezeptoren des Rattenhirns,
wodurch eine Bindung an Opioidrezeptoren gefolgert wurde (Brantl et al. 1981). Die
klassischen Opioidrezeptoren des Saugetiers und des Menschen lassen sich in den
M-, ©- und k-Opioidrezeptor (MOR, DOR und KOR) unterteilen (McDonald et al. 2013).
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Die Opioidrezeptoren MOR, DOR und KOR werden jeweils durch die Gene OPRM1,
OPRD1 und OPRK1 codiert (Fernandez Robles et al. 2012). lhre Bezeichnung
erhielten die Opioidrezeptoren anhand ihrer Affinitat zu den Liganden Morphin (u-
Opioidrezeptor), Ketocyclazocine (k-Opioidrezeptor) oder ihrer anatomischen
Lokalisation, am Vas deferens der Maus (8-Opioidrezeptor) (Lord et al. 1977; Martin
et al. 1976; Gilbert et al. 1976). Neben den klassischen Opioidrezeptoren wurde noch
ein weiterer Rezeptor, der Nociceptin/Orphanin FQ (N/OFQ) Peptidrezeptor aufgrund
seines homologen Aufbaus und Wirkmechanismus zu der Gruppe der
Opioidrezeptoren hinzugefligt, obwohl die pharmakologischen Eigenschaften von
denen der klassischen Opioidrezeptoren abweichen (Butour et al. 1997; Thompson et
al. 2012). Die Opioidrezeptoren bestehen aus jeweils sieben transmembrandsen
Proteinen mit einem extrazellularen, glykosylierten N-Terminus und einem
intrazellularen C-Terminus (Al-Hasani et al. 2011). Die sieben transmembrandsen
Domanen sind durch drei intrazellulare und drei extrazellulare Schleifen verbunden
(Sobczak et al. 2014). Fir eine Ligandenbindung am DOR sind die transmembrandsen
Domanen funf bis sieben verantwortlich, wobei fir die Bindung am KOR die
transmembrandse Domane vier und die zweite extrazellulare Schleife verantwortlich
sind (Befort et al. 1996). Die Bindestelle am MOR wird nur durch die erste
extrazellulare Schleife gebildet (Surratt et al. 1994). Die erste und zweite intrazellulare
Schleife, die transmembrandése Domane funf und der C-Terminus sind fur die
Signalubertragung verantwortlich (Chan et al. 2003). Opioidrezeptoren gehoren zu den
G-Protein gekoppelten Rezeptoren, da sie intrazellular an heterotrimere Gio-Proteine
koppeln (Sobczak et al. 2014). Die klassische Wirkung eines Opioidrezeptors lauft
nicht direkt ab, sondern indirekt Gber die Pertussis-toxin-sensitiven, inhibitorischen G-
Proteine, die aus einer a-, B- und y-Untereinheit bestehen (McDonald et al. 2013). Die
Bindung eines Opioidagonisten an einen Opioidrezeptor bewirkt, dass die a-
Untereinheit des G-Proteins ihr gebundenes Guanosindiphosphat (GDP) gegen
intrazellulares Guanosintriphosphat (GTP) austauscht (James et al. 2020). Dies fuhrt
zu einer Dissoziation des a-GTP-Komplex vom By-Komplex und einer folgenden
Interaktion mit Kir3, einem einwarts gleichrichtenden Kaliumkanal und der Hemmung
der Adenylatcyclase, wodurch weniger ATP zu zyklischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) umgesetzt wird (Sobczak et al. 2014). Aufgrund der Verringerung des cAMP-
Spiegels, wird in Nervenzellen die Neurotransmitter-Freigabe reduziert (James et al.

2020). Darlber hinaus interagiert der By-Komplex mit einer Reihe von lonenkanalen,
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wodurch die Kaliumleitfahigkeit erhoht und die Kalziumleitfahigkeit verringert wird
(James et al. 2020). Durch die Aktivierungsvermittiung des a-GTP-Komplex, wird GTP
zu GDP hydrolysiert und der a-GDP-Komplex verliert seine Aktivitat, wodurch er
wieder an den By-Komplex binden kann und zur erneuten Aktivierung bereit steht
(Sobczak et al. 2014). Die Gesamtwirkung einer agonistischen Bindung an einen
Opioidrezeptor, wie Morphin an den MOR, zeigt sich in einer Hyperpolarisation der
betroffenen Zelle und, flir neuronale Zellen, einer verringerten Freisetzung von
Neurotransmittern (James et al. 2020). Unter physiologischen Bedingungen werden
die Opioidrezeptoren durch endogene opioide Peptide wie Endomorphine,
Enkephaline, Metorphamide, Dynorphine, Neoendorphine, N/OFQ und Nocistatin
aktiviert, wobei die Bindungsaffinititen innerhalb der Peptide und den
Opioidrezeptoren variieren (Darcq et al. 2018; McDonald et al. 2013; Johnson et al.
2002). Neben den endogenen opioiden Peptiden existieren auch exogene, naturlich
vorkommende Opioide, wie Morphin, Codeine, Thebaine oder Papaverine (Pathan et
al. 2012). Es existieren auch eine Reihe synthetisierter Opioide, die sich in semi-
synthetisierte Derivate der natlrlichen Opioide wie Hydrocodon, Hydromorphon,
Oxycodon, Buprenorphin oder synthetisierte Opioide wie Anililopiperidin (Fentanyl,
Alfentanil, Sufentanil, Remifentanil), Diphenylpropylamin-Derivate (Propoxyphen,
Dextropropoxyphen, Methadon, Diphenoxylat, Loperamid), Benzamide und andere
(Pentazocin, Butorphanol, Nalbuphin, Levorphanol, Tramadol) unterteilen lassen
(Abbate et al. 2022). Die Opioide konnen auflierdem anhand ihrer Wirkung am
Opioidrezeptor als Agonist, partieller Agonist oder Antagonist eingeteilt werden (James
et al. 2020). In der Human- und Tiermedizin werden Opioide aufgrund ihres potenten
analgetischen Effektes eingesetzt, wobei aufgrund der zentralen und peripheren
Wirkung auch Nebenwirkungen auf den Magen-Darm-Trakt auftreten (Paul et al.
2021). Bei Mensch, Hund, Pferd und Schwein kdnnen Opioide zu einer verminderten
Darmmotilitat fuhren, was zu Verstopfungen und Koliken fihren kann (Capik et al.
2016; Boscan et al. 2006; Farmer et al. 2018; Atmani et al. 2023).

2.3.2 Opioidrezeptoren im Korper

Die hochste Dichte an Opioidrezeptoren des Menschen wurde im ZNS nachgewiesen
(Peng et al. 2012). Doch auch in peripheren neuronalen und nicht-neuronalen
Geweben wurden Opioidrezeptoren gefunden (James et al. 2020). So wurden

Opioidrezeptoren unter anderem auch auf Immunzellen des Menschen, des Schweins,
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der Maus und der Ratte nachgewiesen (Hansen et al. 2021; Cechova et al. 2018; Carr
et al. 1988; Stetter 2021). Da wir die Opioidrezeptoren des Darms untersuchten,
werden die Opioidrezeptoren des Magen-Darm-Trakts im Folgenden genauer

beschrieben.

2.3.21 Opioidrezeptoren des Magen-Darm-Trakts

2.3.2.1.1 Vorkommen im Magen-Darm-Trakt

Opioidrezeptoren konnten bei unterschiedlichen Spezies im Magen-Darm-Trakt, vor
allem auf den Neuronen des ENS, sowie auf glatter Muskulatur und an den
sympathischen und sensorischen peripheren Neuronen nachgewiesen werden, wobei
die genaue Verteilung innerhalb der gastrointestinalen Schichten je nach Region und
Tierart variierte (Mosinska et al. 2016). Der KOR konnte mittels Immunhistochemie vor
allem im submukdsen Plexus des Meerschweinchens und des Schweines gefunden
werden (Sternini et al. 2004). Im Darm der Ratte wurde der KOR ebenfalls in den
submukdsen Neuronen, in den interstitiellen Zellen von Cajal, auf Muskelfasern und
auf BlutgefalRen immunhistochemisch nachgewiesen (Bagnol et al. 1997). Im Darm
vom Menschen wurde der KOR auf dem myenterischen Plexus des Dickdarms
funktionell im Kontraktionsversuch an der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur
nachgewiesen (Chamouard et al. 1993). Der DOR wurde ebenfalls in dem
myenterischen und submukdsen Plexus des ENS des Menschen, des Schweins und
des Meerschweinchens immunhistochemisch oder mit PCR nachgewiesen (Sternini et
al. 2004; Poonyachoti et al. 2002; Brown et al. 1998a). Im Schwein war der DOR
aullerdem auf den Peyer-Platten mittels PCR nachweisbar (Brown et al. 1998b). In
Mausen wurde eine Ko-Expression des MOR und des DOR mittels Immunhistochemie
entlang nahezu der Halfte aller myenterischen Neurone gefunden, wobei die
Expression der Opioidrezeptoren auf den submukdsen Neuronen nur selten
nachgewiesen werden konnte (DiCello et al. 2020).

Der MOR wurde im Magen und Dunndarm auf myenterischen Neuronen des
Meerschweinchens und des Menschen mittels Immunhistochemie nachgewiesen
(Sternini et al. 2004). Beim Menschen exprimierten ebenso mononukleare Zellen in
der Lamina propria den MOR (Sternini et al. 2004). Im distalen Dinndarm des
Schweins wurde der MOR mittels Radioligandenbindung nur auf basalen Zotten- und
Kryptenzellen der Mukosa und nicht auf dem myenterischen oder submukdsen Plexus

nachgewiesen (Quito et al. 1991; Townsend et al. 2004). Im lleum des Schweins
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konnte der MOR mittels Immunhistochemie nicht detektiert werden (Poonyachoti et al.
2001a). Daten zur Verteilung des MOR auf Proteinebene im Dickdarm des Schweins
sind unseres Wissens nach nicht publiziert worden (PubMed-Recherche, Stand:
19.03.2024). Im Dickdarm des Meerschweinchens und des Menschen wurde der MOR
auf den myenterischen Plexus und nur beim Menschen auch auf dem submukdsen

Plexus immunhistochemisch nachgewiesen (Sternini et al. 2004).

2.3.2.1.2 Wirkung auf die Kontraktionen des Magen-Darm-Traktes

Opioidrezeptoren, die von Neuronen des myenterischen und submukdsen Plexus
exprimiert werden, tragen zur Aufrechterhaltung der Darmhomdostase bei und spielen
eine wichtige Rolle bei der Regulation des Magen-Darm-Transits sowie dem
mukosalen Transport von Flissigkeiten und Elektrolyten (Sobczak et al. 2014). Im
Allgemeinen fuhren Opioide durch die Wirkung an den Opioidrezeptoren des ENS zu
einer Verringerung der propulsiven Kontraktionen, wodurch die Transitzeit der Ingesta
signifikant verlangert wird (Camilleri et al. 1986; Holzer 2004). Bereits 1917 zeigte
Trendelenburg, dass Morphin in vitro eine hemmende Wirkung auf die Kontraktionen
des Meerschweinchendarms zeigte, wobei der Wirkmechanismus noch unerklart blieb
(Trendelenburg 1917). Heute ist bekannt, dass die Opioide Uber Opioidrezeptoren,
sowohl beim Menschen als auch bei den untersuchten Tiermodellen wie
Meerschweinchen, Hund, Ratte oder Maus an prasynaptischen Membranen der
Neuronen wirken und die Neurotransmitterausschittung von ACh an nicotinergen
erregenden Neuronen hemmen, wodurch eine Reizweiterleitung reduziert wird
(Cherubini et al. 1985; Jensen et al. 2018). Durch Bindung an den MOR und DOR
bewirken die Opioide somit eine Hemmung der Freisetzung der Neurotransmitter ACh
und Substanz P und wirken hemmend auf die tonisch-segmentalen Kontraktionen (De
Luca et al. 1996; Barrett 2000). Die Wirkung der Opioide ist neben einer nerval-
vermittelten Motilitdtshemmung auch mit einer Erregung der Kontraktionen
beschrieben, die durch eine prasynaptische Hemmung der inhibitorischen Neurone
vermittelt wird (Allescher 2020). So wurde an in-vitro-Praparaten des Dunn- und
Dickdarms des Menschen, des Meerschweinchens und des Affen gezeigt, dass
Morphin Gber den MOR hemmend auf inhibitorische neuromuskulare Neurone wirkte,
was zu einer Zunahme der Muskelspannung fuhrte, zeitgleich aber auch zu einer
Abnahme der propulsiven Motilitat (Bauer et al. 1991; Yuan et al. 1995). Eine

Aktivierung des KOR vermittelte in vitro am humanen Kolon eine Hemmung der
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erregenden cholinergen und nicht-cholinergen, als auch der inhibitorischen Neurone
(Chamouard et al. 1993). Ahnliches wurde am Diinndarm des Meerschweinchens in
einer in-vitro-Organbadpraparation beobachtet, wobei Opioide wie Morphin die
Glutamat-Sekretion steigerten und demnach erregend auf die Darmmuskulatur wirkten
(Donnerer et al. 2009). Des Weiteren wurde in vitro am lleum der Maus eine Hemmung
der Freisetzung des Transmitters Stickstoffmonoxid durch Morphin beobachtet, was
die hemmende Wirkung auf inhibitorische Neurone und die generell weitreichenden
passiven Wirkmechanismen der Opioide Uber Opioidrezeptoren des ENS auf die
Darmphysiologie unterstreicht (Iwata et al. 2007). An der Ratte wurde gezeigt, dass
die Wirkung der Opioide auf den Magen-Darm-Trakt nicht nur durch Opioidrezeptoren
des ENS, sondern auch von zentralen Opioidrezeptoren vermittelt wird (Herman et al.
2010). Die Aktivierung des MOR durch die Injektion des reinen MOR-Agonisten [D-
AlA2-, N-MePhe4, Gly-ol]-enkephalin (DAMGO) in den medialen Subnukleus des
Tractus solitarius reduzierte den Magentonus der Ratte durch Unterdriickung der y-
Aminobuttersaure-Aktivitat (Herman et al. 2010). Die klinischen Reaktionen auf
Opioide sind innerhalb der Tierarten und des Menschen grundsatzlich ahnlich, zeigen
allerdings auch tierartliche Unterschiede, da die Verteilung der Opioidrezeptoren im
Magen-Darm-Trakt unterschiedlich ist (De Schepper et al. 2004; Trendelenburg 1917;
Sternini et al. 2004). Zu der Wirkung von Opioiden auf die Motilitat des Schweinedarms
existieren nur wenige Studien. Eine direkte Wirkung von Opioiden auf die
Kontraktionen des porcinen Jejunums ist bisher nicht publiziert worden (PubMed-
Recherche, Stand: 19.03.2024). Am lleum des Schweins konnte in vitro eine
Hemmung der elektrisch-induzierten Kontraktionen durch den KOR-Agonisten U-
69,593 beobachtet werden, wobei die MOR-Agonisten Morphin, DAMGO und
Loperamid nur eine geringe hemmende Wirkung zeigten (Poonyachoti et al. 2001b).
Die DOR-Agonisten zeigten in der selben Studie keine Wirkung auf die elektrisch-
induzierten Kontraktionen (Poonyachoti et al. 2001b). Des Weiteren wurde an einem
Schweinemodell in vivo der Effekt von Loperamid auf die Motilitat des Dickdarms
mittels einer Manometrie-Druckmessung untersucht (Atmani et al. 2023). Dabei wurde
eine verstarkte Motilitat im proximalen Bereich des Dickdarms und eine reduzierte

Motilitat im distalen Kolon gemessen (Atmani et al. 2023).
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2.4 BCM-7

241 BCM-7 als opioides Peptid

Die erste Entdeckung von (-Casomorphinen fuhrt in das Jahr 1979. In ersten
Versuchen wurde die Wirkung von Chloroform-Methanol Extrakten aus Milch in vitro
auf die Muskulatur des lleums des Meerschweinchens untersucht (Brantl et al. 1979).
Das Extrakt wies eine hemmende Wirkung auf die elektrisch-induzierte Kontraktion
des lleums auf, die mit Naloxon aufgehoben werden konnte (Brantl et al. 1979). Die
gleiche Arbeitsgruppe wies in einem Chloroform-Methanol-Extrakt aus Kasein das
Heptapeptid BCM-7 erstmalig nach und schrieb die kontraktionshemmende opioide
Wirkung dem BCM-7 zu (Henschen et al. 1979). Die ersten drei Aminosauren des N-
Terminus (Tyr-Pro-Phe) zeigen strukturelle Ahnlichkeiten zu endogenen Peptiden wie
Enkephalinen, Endorphinen oder Dynorphinen, welche Tyr-Gly-Gly-Phe am N-
Terminus tragen (Teschemacher 2003). Teschemacher klassifizierte BCM-7 aufgrund
der Aminosaure Tyrosin am N-Terminus als atypisches opioides Peptid
(Teschemacher 2003). BCM-7 zeigte eine hohe Resistenz gegen die enzymatische
Spaltung durch bakterielle Pronasen, konnte aber durch Carboxypeptidase Y aus
Hefen zuerst in ein weiteres kiirzeres Pentapeptid (BCM-5) mit starkerer Aktivitat und
dann in ein inaktives Tripeptid (BCM-3) gespalten werden (Henschen et al. 1980). Es
wurde eine Bindung von BCM-4, -5, -6 und -7 an Opioidrezeptoren aus Praparaten der
longitudinalen Dunndarmmuskulatur des Meerschweinchens und des Vas deferens
der Maus und der Ratte nachgewiesen, wobei BCM-5 die hochste und BCM-7 die
niedrigste Rezeptoraffinitat aufwies (Brantl et al. 1981). Ebenso zeigten BCM-4, -5, -6
und -7 nach einer intrazerebroventrikularen Injektion in Ratten analgetische Effekte,
wobei BCM-5 die starkste Analgesie vermittelte (Brantl et al. 1981). In einer
Radioligandenbindungsstudie am Gehirn der Ratte wurde die Affinitat zu den
Opioidrezeptorklassen untersucht, wobei die B-Casomorphine -5, -6, -7 und -8 die
hdchste Affinitat zum MOR und nur schwache Affinitaten zum DOR und KOR zeigten
(Koch et al. 1985).

24.2 BCM-7 aus A1-Milch und der Zusammenhang zu Krankheiten

Seit der ersten Entdeckung des BCM-7 als opioides Peptid wurden BCM-7 zahlreiche

gesundheitsbeeinflussende Wirkungen zugeschrieben (de Vasconcelos et al. 2023).
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Der Zusammenhang zu Diabetes mellitus Typ-1, atherosklerotischen Herzkrankheiten,
Autismus, gastrointestinalen Beschwerden, Inflammation und Allergie wird seit
Jahrzehnten diskutiert (Hegde 2019; de Vasconcelos et al. 2023). Diese Hypothesen
konnten bisher nicht bewiesen werden (de Vasconcelos et al. 2023). Die Europaische
Behorde fur Lebensmittelsicherheit Uberprufte 2009 die Studienlage zu A1-Milch und
BCM-7 und kam zu dem Schluss, dass, aufgrund fehlender valider Daten, der Konsum
von A1-Milch und die Aufnahme von BCM-7 nicht mit dem Auftreten der beschriebenen
Krankheiten assoziiert werden kann (Authority 2009). Die A1-Variante des (-Kaseins
und BCM-7 sind weiterhin Teil von Studien und werden mit den folgenden Krankheiten

in Zusammenhang gebracht (Jeong et al. 2023).

24.21 BCM-7 und der Zusammenhang zu Diabetes mellitus Typ 1

Diabetes mellitus Typ 1 (T1D) ist eine metabolische Erkrankung, die durch immun-
mediierte oder idiopathische Zerstorung der (-Zellen des endokrinen Pankreas
gekennzeichnet ist und zu chronischer Hyperglykamie fuhrt (Groele et al. 2023). Schon
bevor eine Debatte Uber den Zusammenhang zwischen den B-Kasein-Varianten und
T1D aufkam, wurde in einer Fall-Kontroll-Studie an 346 diabetischen Kindern ein
Zusammenhang zwischen einem frihen Kuhmilchkonsum im Sauglingsalter und dem
Auftreten von T1D gefunden (Gimeno et al. 1997). Daraufhin wurde in retrospektiven
Studien der epidemiologische Zusammenhang zwischen dem durchschnittlichen
Konsum von Kuhmilchprotein und dem Auftreten von Typ-1 Diabetes bei unter 14-
Jahrigen aus zehn verschiedenen Landern untersucht (Elliott et al. 1999). Anhand
genetischer Daten zur A1-Allel-Verteilung im Rinderbestand des jeweiligen Landes,
wurde der Anteil des A1-B-Kaseins in der pro Kopf konsumierten Milch geschatzt
(Elliott et al. 1999). Es wurde eine positive Korrelation zwischen dem Konsum von
Milchprotein und T1D gefunden, wobei ein hdherer konsumierter Anteil der A1-(3-
Kasein-Variante ebenfalls positiv mit dem Auftreten von T1D korreliert war (Elliott et
al. 1999). Islander zeigten in dieser Studie einen hohen Milchkonsum bei wenigen
Fallen von T1D pro Einwohner im internationalen Vergleich (Elliott et al. 1999). Die
fehlende Korrelation zwischen dem hohen Milchkonsum und T1D wurde mit dem
geringen prozentualen, genetischen Anteil des A1-p-Kasein-Allels in der islandischen
Rinderpopulation begrindet (Elliott et al. 1999). Zum selben Ergebnis kam eine
retrospektive Studie, die keine positive Korrelation zwischen dem Milchkonsum von

165 gesunden islandischen Kindern und 55 an T1D erkrankten Kindern feststellte
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(Thorsdottir et al. 2000). Die fehlende Korrelation zwischen T1D und dem
vergleichsweise hohen Milchkonsum wurde ebenfalls mit dem geringen Anteil des A2-
B-Kasein-Allels in der islandischen Rinderpopulation begriindet (Thorsdottir et al.
2000). Es wurde eine immunsuppressive Wirkung durch BCM-7 aus der A1-B-Kasein-
Variante diskutiert, die zu einer Darm-assoziierten Immuntoleranz und geschwachten
Abwehr gegen Enteroviren fuhren soll (Elliott et al. 1999). Diese Hypothese wurde von
neueren Studien aufgenommen und weiter diskutiert (Chia et al. 2017). Demnach soll
der Konsum von A1-B-Kasein zu einer gesteigerten Darmpermeabilitat flhren, wie sie
aullerdem bei dem Leaky-Gut-Syndrom vorkommt (Chia et al. 2017). Die gesteigerte
Permeabilitdt des Darms beim Leaky-Gut-Syndrom kann zur Aufnahme von
krankheitserregenden Substanzen aus dem Darmlumen fiihren (de Kort et al. 2011;
Horowitz et al. 2023). In-vivo- und ex-vivo-Untersuchungen an Ratten, Mausen und
am Menschen konnten bereits zeigen, dass eine erhdhte parazellulare Permeabilitat
des Dunndarms im Zusammenhang mit T1D steht (Mensted et al. 2021). Ob der A1-
Milchkonsum zu einer erhéhten Permeabilitdt des Darms flhrt, wurde unseres
Wissens nach bisher nicht untersucht (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024). Der
Zusammenhang zwischen der A1-B-Kasein-Variante, BCM-7 und T1D wurde ebenfalls
bisher nicht bestatigt, sondern an Tiermodellen sogar widerlegt (Benslama et al. 2022).
So wurde wahrend einer aktuellen Futterungsstudie an gesunden Ratten mit A1-und
A2-Milch nachgewiesen, dass keine Unterschiede in den Glukosegehalten oder
Veranderungen der Nierenwerte im Serum messbar waren (Chauhan et al. 2023). Ein
potenzieller Effekt von A1- oder A2-3-Kasein wurde ebenfalls an Ratten evaluiert, die
zuerst entweder mit A1 oder A2-B-Kasein-Hydrolysaten geflittert wurden und dann
jeweils bei der Halfte der Ratten Diabetes durch Streptozotocin induziert wurde
(Thakur et al. 2020). Streptozotocin induziert T1D durch eine B-Zell-toxische
Alkylierung, die zu einer verminderten Insulinproduktion flhrt (Lenzen 2008). Die
Futterung von A1- oder A2-3-Kasein zeigte keinen Einfluss auf den
Nuchternblutzucker-Spiegel sowie andere biochemische, Diabetes-spezifische
Parameter und histopathologische Befunde (Thakur et al. 2020). Des Weiteren wurde
am Diabetes-induzierten Mausmodell ebenfalls der Effekt einer Futterung von A1-
Milch und A2-Milch verglichen (Chaudhary et al. 2023). Sowohl die A1-, als auch die
A2-Milch-Futterung fuhrte zu hoheren Blutzucker-Spiegeln verglichen zur Standarddiat
in den Diabetes-induzierten Mausen (Chaudhary et al. 2023). Zwischen der A1- und

A2-Milch-Fltterung wurde kein Unterschied in den Blutzucker- und Insulin-Spiegeln
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festgestellt (Chaudhary et al. 2023). Neben der fehlenden Korrelation der B-Kasein-
Varianten und T1D wurden sogar positive Effekte durch BCM-7 im Tiermodell
beschrieben. Der direkte Effekt von BCM-7 wurde an Ratten mit Streptozotocin-
induziertem T1D untersucht, wobei BCM-7 eine anti-hyperglykdmische Wirkung neben
einem protektiven Effekt auf die diabetische Nephropathie zeigte (Zhang et al. 2012).
Eine 30-tdgige Supplementierung von BCM-7 (7,5 x 107 mol/Tag/kg Korpergewicht)
flhrte zu einer signifikanten Senkung des Serumkreatinins und des Blutharnstoffs,
begleitet von verringerten Harn-Glukosewerten und einem reduzierten
Harnproteingehalt (Zhang et al. 2012). Zudem konnte eine Reduktion des
Verhaltnisses von Niere zu Kérpergewicht sowie eine praventive Wirkung von BCM-7
gegenuber einer Nierenfibrose nachgewiesen werden, die bei den diabetischen Ratten
ohne BCM-7-Behandlung verstarkt auftrat (Zhang et al. 2012). Angenommen, aus
einem Liter A1-Milch entstehen bis zu 15 pmol BCM-7 wahrend des
Verdauungsvorgangs im Darm der Ratten, dann musste eine Ratte pro Kilogramm
Koérpergewicht 500 ml A1-Milch aufnehmen, um die gleiche Menge an BCM-7
freizusetzen, wie sie in dieser Studie verwendet wurde (Zhang et al. 2012). Neueste
Studien am Menschen zeigten, dass eine Kuhmilchaufnahme, unabhangig der (-
Kasein-Variante, von Sauglingen mit genetischer Pradisposition fur T1D
(Risikohaplotyp fir T1D: HLA DR3 und DR4) im Alter von unter neun Monaten mit dem
spateren Auftreten von T1D Kkorreliert ist (Benslama et al. 2022). Dabei wurde nicht
das B-Kasein, sondern das Bovine Serumalbumin und (B-Lactoglobulin aufgrund der
Homologie mit den Selbstantigenen Antigen-2 und der Glutamatdecarbxylase 1 fur die
Aktivierung autoreaktiver T-Zellen verantwortlich gemacht (Benslama et al. 2022).
Diese autoreaktiven T-Zellen zerstoren die (3-Zellen des Pankreas, was wiederum zu
Glukoseintoleranz und T1D fuhrt (Kawasaki 2023).

2422 BCM-7 und der Zusammenhang zu Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Herz-Kreislauf-Erkrankungen, insbesondere die atherosklerotischen Herzkrankheiten
wie ischamische Herzkrankheiten (IHD), Atherosklerose, Koronare Herzkrankheiten
und Koronarsklerose, gehodren weltweit zu den haufigsten Todesursachen beim
Menschen (Surma et al. 2024). Der Konsum von A1-B-Kasein und BCM-7 wurde auch
als moglicher Risikofaktor fur die Entstehung von Herzkrankheiten in Betracht gezogen
(Laugesen et al. 2003; McLachlan 2001; Tailford et al. 2003). In frihen retrospektiven

epidemiologischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen dem Konsum von
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A1-Milch und atherosklerotischen Herzkrankheiten untersucht (Laugesen et al. 2003).
Dabei wurde der Pro-Kopf-Gesamtmilchkonsum sowie der prozentuale Anteil der A1-
B-Kasein-Variante in der konsumierten Milch anhand genetischer Daten des
Rinderbestands des jeweiligen Landes geschatzt und mit dem Auftreten von
Todesfallen durch ischamische Herzkrankheiten national verglichen (Laugesen et al.
2003). Es wurden positive Korrelationen zwischen dem vermehrten Auftreten von
Todesfallen durch ischamische Herzkrankheiten und dem Milchkonsum sowie der A1-
B-Kasein-Variante gefunden (Laugesen et al. 2003). Zu einem ahnlichen Ergebnis kam
eine weitere epidemiologische retrospektive Studie, in der der Zusammenhang
zwischen IHD-Todesraten von Mannern zwischen 30-69 Jahren aus verschiedenen
Landern und der Aufnahme von Milchprotein sowie von A1-B-Kasein untersucht wurde
(McLachlan 2001). Es wurde anhand genetischer Daten zur B-Kasein-Allel-Verteilung
der Rinderpopulation der Anteil des A1-B-Kaseins im durchschnittlichen Pro-Kopf-
Konsum geschatzt (McLachlan 2001). Auch hier wurde eine positive Korrelation
zwischen einem hohen A1-3-Kasein-Konsum und IHD festgestellt (McLachlan 2001).
Allerdings wurde in keiner der genannten Studien eine potenzielle Korrelation
zwischen anderen B-Kasein-Varianten und dem Auftreten von IHD-Todesraten
untersucht (McLachlan 2001; Laugesen et al. 2003). Um die Hypothese zu prifen,
dass A1-B-Kasein zu atherosklerotischen Herzkrankheiten fuhrt, wurde eine in-vivo-
Studie an Kaninchen durchgefihrt (Tailford et al. 2003). Die Kaninchen wurden Uber
einen Zeitraum von sechs Wochen entweder mit einer Standarddiat ohne Zusatz oder
mit einer Standarddiat gefuttert, die mit 10% A1- oder A2-B-Kasein angereichert war
(Tailford et al. 2003). Dabei entsprach die A1-B-Kasein-Dosis einer Aufnahme von 300
ml Milch pro Kaninchen pro Tag (Tailford et al. 2003). Es wurde festgestellt, dass die
Futterung mit A1-B-Kasein, im Vergleich zur Futterung mit A2-B-Kasein, zu signifikant
héheren Cholesterinwerten im Serum fuhrte (Tailford et al. 2003). Zudem traten nach
der Futterung mit beiden p-Kasein-Varianten atherosklerotische Lasionen auf, wobei
diese bei der Futterung mit der A1-Variante signifikant haufiger waren (Tailford et al.
2003). Die Autoren hypothetisierten, dass BCM-7 an der Oxidation von Low Density
Lipoproteinen beteiligt sei, was zur Entstehung von Atherosklerose fuhren koénnte
(Tailford et al. 2003). Einige Autoren fuhrten in diesem Zusammenhang das fehlende
Auftreten von atherosklerotischen Herzkrankheiten bei den Masai an und verwiesen
auf Studien, die signifikant niedrigere Werte an Protein, Fett und Cholesterin im Serum

der Masai im Vergleich zum US-Durchschnitt nachgewiesen haben (McLachlan 2001;
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Bell et al. 2006; Biss et al. 1971). Die Masai konsumieren groRe Mengen Milch von
Zebu-Rindern, die ausschlieRlich das A2-Allel tragen und daher nur Milch mit dem A2-
B-Kasein produzieren (McLachlan 2001). Aus diesem Grund wurde haufig der Schluss
gezogen, dass der Konsum der A2-B-Kasein-Variante nicht zu atherosklerotischen
Herzkrankheiten fihrt, wahrend in westlichen Landern auch A1-Milch konsumiert wird
und dort atherosklerotischen Herzkrankheiten vermehrt auftreten (McLachlan 2001;
Bell et al. 2006). Nachdem die Europaische Behdrde flr Lebensmittelsicherheit im Jahr
2009 BCM-7 und den Konsum von A1-Milch als nicht forderlich fur atherosklerotischen
Herzkrankheiten einstufte, wurden keine weiteren Studien mehr in dieser Richtung
durchgefuhrt (Jeong et al. 2023). Der Zusammenhang zwischen kardiovaskularen
Erkrankungen und dem A1-Milch-Konsum wurde weitestgehend durch Studien
widerlegt, die sogar einen protektiven Effekt von Milchkonsum unabhangig von der 3-

Kasein-Variante gegen IHD aufzeigten (Song et al. 2022; Zhuang et al. 2023).

24.2.3 Wirkung auf das Immunsystem durch BCM-7

Auch eine Wirkung auf das Immunsystem wurde durch BCM-7 {ber opioide
Mechanismen postuliert (Elitsur et al. 1991). In-vitro-Studien an humanen Immunzellen
zeigten sowohl inflammatorische als auch anti-inflammatorische Effekte von BCM-7
(Elitsur et al. 1991; Kayser et al. 1996; Fiedorowicz et al. 2011). Zur Untersuchung der
Wirkung auf die Immunzellen im Darm wurden humane Lamina propria Lymphozyten
aus makroskopisch gesunden Stlcken einer Kolonresektion gewonnen und in vitro
unter Concanavalin A-Stimulation mit und ohne BCM-7 Uber funf Tage inkubiert (Elitsur
et al. 1991). Nach vier Tagen wurde eine Hemmung der Proliferation durch 63 uM
BCM-7 beschrieben, welche durch Naloxon, einem Opioidantagonisten, aufgehoben
wurde und damit nach Ansicht der Autoren die opioiderge Wirkung bestatigte (Elitsur
etal. 1991). In einer anderen Studie zeigte BCM-7 in einem in-vitro-Bromdesoxyuridin-
Proliferationsassay an humanen Concanavalin  A-stimulierten  peripheren
mononukledaren Zellen des Bluts (PBMC) sowohl anti-proliferative Effekte bei
niedrigeren Konzentrationen (1 pM - 100 nM) als auch proliferative Effekte bei hoheren
Konzentrationen (1 yM - 100 pM) (Kayser et al. 1996). Durch die Ergebnisse wurde
auf einen noch unbekannten Wirkmechanismus geschlossen (Kayser et al. 1996), der
aber bis heute nicht gezeigt wurde (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024).
Tatsachlich konnte gegensatzlich dazu in einer anderen in-vitro-Studie eine rein

proliferative  Wirkung von BCM-7 auf die PBMC des Menschen mittels
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Bromdesoxyuridin-Proliferationsassay unter PHA-L-Stimulation in allen getesteten
Konzentration von 1 fM - 10 uyM beobachtet werden (Fiedorowicz et al. 2011).
Aulerdem konnten in der gleichen Studie erhéhte Werte von Interleukin-4 (IL-4) und
Interleukin-8 nach Inkubation mit BCM-7 ermittelt werden (Fiedorowicz et al. 2011).
Die gleiche Arbeitsgruppe verfolgte die Hypothese, dass BCM-7 Uber den MOR wirkt
und untersuchte in vitro den Effekt von BCM-7 auf die Gen-Expression des MOR und
der DPPIV der PBMC gesunder Kinder und von Kindern mit atopischer Dermatitis
(Fiedorowicz et al. 2016). Die Inkubation mit BCM-7 bewirkte eine signifikante
Steigerung der Expression der MOR-Gene und eine Verringerung der DPPIV-
Genexpression in den PBMC von Kindern mit atopischer Dermatitis verglichen zu den
PBMC gesunder Kinder (Fiedorowicz et al. 2014). Die Autoren diskutierten eine
inflammatorische Wirkung von BCM-7 aus A1-Milch, welche zur Entstehung einer
atopischen Dermatitis beitragen soll (Fiedorowicz et al. 2014). Neben dem Effekt von
BCM-7 auf die Proliferation in vitro wurde die Wirkung von A1- und A2-Milch auf das
Immunsystem in vivo untersucht. Eine in-vivo-Studie an BALB/c Mausen zeigte, dass
die Fatterung von A1-Milch, im Vergleich zu A2-Milch, pro-inflammatorische Effekte
auf den Respirationstrakt hatte (Yadav et al. 2020). Die gemessenen Immunglobulin
G (IgG)- und Immunglobulin E (IgE)-Werte aus der bronchoalveolaren Lavage waren
nach einer A1-Milch-Futterung signifikant héher als nach der A2-Milch-Fltterung
(Yadav et al. 2020). Zuséatzlich entwickelten die mit A1-Milch gefutterten Mause eine
bronchiale Hyperreagibilitat und zeigten erhohte Werte von IL-4 und IL-5 in der
bronchoalveolaren Lavage und im Serum, wie sie bei einem durch Th2-vermitteltetem
Asthma auftreten (Baos et al. 2017; Yadav et al. 2020). Dieser pro-inflammatorische
Effekt konnte in einer jingeren Studie nicht bestatigt werden (Liu et al. 2022). Bei 30
Mausen wurden die Konzentrationen der Immunmarker 1gG, IgE, Interferon-y, IL-4,
IL-5 im Blut nach der Fltterung einer Standarddiat ohne und mit A1- oder A2-B-Kasein
gemessen (Liu et al. 2022). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen der
Fiatterung des A1-B-Kaseins zur Kontrollgruppe gefunden (Liu et al. 2022). Die
Futterung des A2-B-Kaseins fuhrte hingegen zu erhdhten IgG- und IgE-Werten im
Serum der Mause (Liu et al. 2022). Die erhdhten IgG- und IgE-Werte nach Fltterung
mit A2-B-Kasein sind direkt gegensatzlich zu den beschriebenen Ergebnissen der
vorherig beschriebenen Studie, in der erhohte IgG- und IgE-Werte in der
bronchoalveolaren Lavage nach der Futterung mit A1-Milch nachweisbar waren (Liu

et al. 2022; Yadav et al. 2020). Die hier erwahnten in-vitro-Proliferationsdaten und in-
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vivo-Untersuchungen zeigen deutlich, wie widerspruchlich die Ergebnisse zu den
Effekten von BCM-7 und A1-Milch sind.

2424  Effekte auf den Verdauungstrakt durch BCM-7

Neben den beschriebenen postulierten Beteiligungen an Erkrankungen, soll A1-B3-
Kasein und BCM-7 auch auf den Magen-Darm-Trakt wirken (Ramakrishnan et al.
2023). In einer frihen in-vitro-Kontraktionsstudie am lleum des Meerschweinchens
zeigten Chloroform-Methanol-Extrakte aus Milch und verdautem Kasein inhibierende
Eigenschaften auf die Darmkontraktionen, die durch Naloxon aufhebbar waren (Brantl
et al. 1979). Die Autoren schlossen deshalb auf eine opioide Wirkung der Bestandteile
des Extraktes (Brantl et al. 1979). In folgenden in-vivo-Studien wurde eine potenzielle
opioide Wirkung von Kaseinen weiter untersucht (Defilippi et al. 1995). Mittels
intraluminaler Manometrie wurden Veranderungen der motorischen Aktivitat des
Dunndarms bei Hunden nach intragastraler Verabreichung von Sojaprotein oder
Kasein, unbeachtet der B-Kasein-Variante, analysiert (Defilippi et al. 1995). Nach der
Verabreichung von Kasein kam es zu einem statistisch signifikanten Abfall der
Amplitude und Frequenz der Kontraktionen im Dinndarm im Vergleich zu Sojaprotein
(Defilippi et al. 1995). Eine Vorbehandlung mit Naloxon unterdrickte den hemmenden
Effekt von Kasein (Defilippi et al. 1995). Die Autoren postulierten den Effekt auf die
opioide Wirkung durch B-Casomorphine, die wahrend der Verdauung des Kaseins
entstehen (Defilippi et al. 1995). In weitern in-vivo-Studien wurde folgend nicht nur der
Effekt von Kasein, sondern der Effekt der einzelnen A1- oder A2-3-Kasein-Varianten
genauer untersucht (Barnett et al. 2014). Ratten erhielten dazu eine Diat mit A1- oder
A2-Milchpulver und bekamen nach zwdolf Stunden einen Titandioxid-Tracer oral
appliziert (Barnett et al. 2014). Die Halfte jeder Fltterungsgruppe erhielt zeitgleich mit
dem Tracer ebenfalls eine intraperitoneale Naloxon-Injektion (Barnett et al. 2014). Eine
positive Tracer-Ausscheidung mit dem Stuhl, wurde nach null, vier, sechs, acht, elf,
14, 21 und 24 Stunden ermittelt (Barnett et al. 2014). Erste Ratten, sowohl aus der A1-
als auch aus der A2-Fltterungsgruppe, begannen mit der Ausscheidung des Tracers
bereits nach vier Stunden und erst nach 21 Stunden schieden alle Ratten den Tracer
aus (Barnett et al. 2014). Zu einzelnen Messzeitpunkten konnte eine signifikant
geringere Ausscheidung des Tracers in der A1-Gruppe verglichen zur A2-Gruppe oder
der Naloxon-behandelten A1-Gruppe detektiert werden (Barnett et al. 2014). Die

Autoren folgerten daraus, dass das A1-B-Kasein fur eine verlangsamte Darmpassage
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verantwortlich sei (Barnett et al. 2014). Da Naloxon die Verlangsamung der Passage
aufhob, soll diese Wirkung Uber Opioidrezeptoren vermittelt worden sein, welche die
Darmmotorik reduziert und zu einer langeren Ingestapassage flihrte (Barnett et al.
2014). In einer weiteren in-vivo-Studie wurde die Auswirkung einer A1- oder A2-Milch-
Tranke auf die Stuhlkonsistenz, Milchaufnahme und das tagliche Wachstum von 47
Kalbern in den ersten drei Lebenswochen untersucht (Hohmann et al. 2020). Die
Ergebnisse zeigten, dass die Kalber mit A1-Milch-Tranke signifikant hohere
Milchaufnahmen und weniger Probleme mit Durchfall aufwiesen als diejenigen, die A2-
Milch erhielten (Hohmann et al. 2020). Die taglichen Gewichtszunahmen der A1-
Gruppe waren nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zur A2-Gruppe (Hohmann
et al. 2020). Daruber hinaus wurde im Blut aller Kalber im ELISA zum Zeitpunkt der
Geburt kein BCM-7 nachgewiesen (Hohmann et al. 2020). Die BCM-7 Konzentrationen
im Blut aller Kélber lag am dritten Tag bei circa 60 ng/ml, wobei kein signifikanter
unterschiedlich zwischen der A1- und A2-Gruppe festgestellt wurde (Hohmann et al.
2020). Am 21. Tag wurden hingegen signifikant héhere BCM-7-Konzentrationen in der
A1-Gruppe (55,82 ng/ml) als in der A2-Gruppe (12,73 ng/ml) gemessen (Hohmann et
al. 2020). Die Autoren diskutierten eine Beteiligung von 3-Casomorphinen, die fur ein
geringeres Auftreten von Durchfall durch eine Reduzierung der Darmmotorik,
verantwortlich sein konnten (Hohmann et al. 2020). Zu gegensatzlichen Ergebnissen
kamen Untersuchungen am Menschen (Ho et al. 2014; Sheng et al. 2019). In einer
doppelt-verblindeten, randomisierten Pilot-Studie wurde die Stuhlkonsistenz und die
Verdauungsbeschwerden von 41 gesunden Mannern und Frauen nach dem Konsum
von A1- oder A2-Milch untersucht (Ho et al. 2014). Dabei fuhrte A1-Milch zu signifikant
héheren Stuhlkonsistenzen (3,87 + 0,11 SEM), verglichen zur A2-Milch (3,56 + 0,15
SEM), wobei Verdauungsbeschwerden nach dem Konsum beider Milchen festgestellt
wurden (Ho et al. 2014). Die Stuhlkonsistenzen beider Gruppen lagen im optimalen
Bereich des Bristol Stoolscores (Ho et al. 2014). In einer weiteren doppelt-verblindeten
Cross-over-Studie wurde die Auswirkung des Konsums von A2-Milch und einer nicht
naher-beschriebenen konventionellen Milch an Milch-intoleranten Kindern untersucht
(Sheng et al. 2019). Laut der Einschatzung der Probanden soll der Konsum der
konventionellen Milch, aber nicht der Konsum von A2-Milch, zu Blahungen,
Bauchschmerzen und einem vollen Gefuhl im Magen gefuhrt haben (Sheng et al.
2019). Die Autoren kamen lediglich zu dem Entschluss, dass A2-Milch zu einem

besseren Verdauungsbefinden fuhre, wobei keine Begrindung angefuhrt wurde
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(Sheng et al. 2019). Ein Einfluss auf das gastrointestinale Wohlbefinden durch A1- und
A2-Milch wurde ebenfalls in einer randomisierten und verblindeten Studie an
chinesischen Kindern im Alter von zwdlf bis 36 Monaten untersucht (Meng et al. 2023).
Die Kinder wurden mit einem A2-Milchprodukt (A2-gum) oder dem konventionellen
Pendant gefuttert (Meng et al. 2023). Weitere Informationen oder eine
Zusammensetzung des konventionellen Produkts wurde nicht gegeben (Meng et al.
2023). Die Haufigkeit gastrointestinaler Beschwerden, wie Stuhlabsatzprobleme,
Verstopfung, abdominale Schmerzen, Durchfall und Blahungen wurden nach sieben
und 14 Tagen durch die Eltern erfasst (Meng et al. 2023). Zu Beginn der Studie wurden
die Kinder in Gruppen mit jeweils mehr oder weniger Verdauungsbeschwerden
eingeteilt (Meng et al. 2023). Bei den Kindern ohne vorherige
Verdauungsbeschwerden zeigte eine Futterung mit dem konventionellen oder A2-
Produkt keinen Unterschied auf das Verdauungsverhalten der Kinder (Meng et al.
2023). Bei den Kindern, die zu Studienbeginn bereits haufiger unter
Verdauungsbeschwerden litten, zeigte sich eine Verbesserung der Symptomatik
wahrend der Studie, wobei der Riickgang der Symptomatik in der Gruppe mit A2-
Produkt-Futterung signifikant starker ausfiel als in der Gruppe, der das konventionelle
Produkt gefuttert wurde (Meng et al. 2023). Trotz der Verbesserung der Symptomatik
durch beide Produkte wurde in dem Artikel nur thematisiert, dass das A2-p-Kasein zu
einem hoheren Wohlbefinden flhre, wobei eine Begrindung nicht angefihrt wurde
(Meng et al. 2023). Die derzeitige Studienlage zu den Auswirkungen von BCM-7 auf
den Magen-Darm-Trakt ist widersprichlich (Hegde 2019). Aulierdem wurde bisher
keine der Hypothesen bewiesen (Hegde 2019). Ob A1-Milch Uber BCM-7 auf
Opioidrezeptoren des Magen-Darm-Traktes des Menschen wirkt, wurde unseren
Wissen nach noch nicht untersucht (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024). Aus
diesem Grund besteht ein dringender Bedarf an weiterer Forschung zur Bewertung der
Wirkung von A1-B-Kasein oder BCM-7 auf den Magen-Darm-Trakt des Menschen
(Gonzales-Malca et al. 2023). Das Schwein bietet sich als geeignetes Modell fur die
Verdauungsphysiologie des Menschen an (Gonzalez et al. 2015; Yuan et al. 2023).
Darlber hinaus liegen unserer Kenntnis nach keine Studien vor, die die Wirkung von
BCM-7 oder A1- und A2-B-Kasein auf den Magen-Darm-Trakt von Schweinen
untersucht haben (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024). Daher war es Ziel dieser
Doktorarbeit, den Einfluss von BCM-7 sowie von A1- und A2-3-Kasein auf die Motorik

der Muskulatur des porcinen Jejunums zu untersuchen. Um herauszufinden, ob eine
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potenzielle Wirkung auf die Motilitat der Longitudinal- und Zirkuldrmuskulatur von
BCM-7 Uber Opioidrezeptoren vermittelt wird, nutzen wir Morphin als MOR-Agonisten
als Positivkontrolle. Ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Expression des
MOR im Dunndarm des Schweins zu lokalisieren, da der MOR den potenziellen
Wirkort des BCM-7 darstellt und dieser bisher nicht auf dem myenterischen und
submukoésen Plexus des porcinen proximalen Jejunums beschrieben wurde (PubMed-
Recherche, Stand: 19.03.2024).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probenmaterial

Fur die Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Organproben von der
ehemaligen Schweineschlachtung Minchen GmbH in Minchen und vom Schlachthof
Hasenheide in Furstenfeldbruck bezogen. Die Ausnahmegenehmigung fur die
Verwendung von tierischen Nebenprodukten zu Diagnose- und Forschungszwecken
nach Artikel 17 Absatz 1 in Verbindung mit Artikel 23 der Verordnung (EG) Nr.
1069/2009 wurde uns vom Landratsamt Minchen erteilt. Die aktuelle
Genehmigungsnummer lautet: DE 09 184 0063 21 (Stand: 13.03.2024). Die
Organproben stammten von deutschen Mastschweinen im Alter von sechs Monaten,
die regular zur Lebensmittelgewinnung geschlachtet wurden. Die Schweine wurden
mit einer Elektrozange betaubt und anschlielfiend durch Blutentzug getotet. Die toten
Schweine wurden nach dem Bruhen eviszeriert. Von der Toétung bis zur Eviszeration
vergingen maximal 15 Minuten. Vom Magen-Darm-Trakt der Schweine wurde nach
der Eviszeration ein zehn Zentimeter langes Stiick des proximalen Jejunums entfernt
und direkt drei Mal mit 4°C kaltem Krebs-Puffer Iuminal gewaschen
(Zusammensetzung: NaCl 113 mM, KCI 4,7 mM, CaClz2 2,5 mM, MgSO4 1,2 mM,
KH2PO4 1,8 mM, NaHCO3 20 mM, Glucose 5,6 mM; pH-Wert 7,4). Der Krebs-Puffer
wurde am Tag vor jedem Versuch frisch hergestellt und mit Carbogen, einem
Gasgemisch aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid, fir 15 Minuten stark
begast und luftdicht-verschlossen transportiert. Das Jejunum wurde in 4°C kaltem
Krebs-Puffer (pH-Wert 7,4) zum Lehrstuhl fur Physiologie der Tierarztlichen Fakultat
der LMU Muinchen, Lena-Christ-Stralle 48, 52152 Planegg/Martinsried transportiert.
Der Transport dauerte circa 30 Minuten. Die immunhistologischen Untersuchungen
erfolgten ebenfalls mit dem auf diesem Wege erhaltenen Probenmaterial. Die
Kuhmilchproben stammten von Kihen des Lehr- und Versuchsguts der LMU Minchen
und des Lehr- und Forschungsguts Ruthe der Stiftung Tierarztliche Hochschule
Hannover. Die Milchproben wurden frisch im Rahmen der regularen Milchgewinnung
von gesunden, genotypisierten A1- oder A2-Kihen ermolken und gekuhlt bei 4°C zum
Lehrstuhl fir Physiologie der Tierarztlichen Fakultat der LMU Mudnchen, Lena-Christ-
Strale 48, 52152 Planegg/Martinsried transportiert. Die Milch wurde bei 4°C flr

maximal 24 Stunden bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.
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3.2 In-vitro-Verdauung der Milch

3.21 Puffer und Losungen

Simulierter Magensaft, pH 3,0

KCI' (6,9 mM) 0,259
KH2PO42 (0,9 mM) 0,05g
NaHCOs? (25 mM) 1,05 g
NaCl* (47,2 mM) 1,38 g
MgCl2x6(H20)* (0,1 mM) 0,019
(NH4)2CO35 (0,5 mM) 0,02 g

In 500 ml destilliertem Wasser 16sen und pH-Wert mit 6 M HCI* auf 3,0 einstellen.

Simulierter Diunndarmsaft, pH 7,0

KCI' (6,9 mM) 0,25¢
KH2PO4? (0,9 mM) 0,05¢
NaHCO3? (85 mM) 3,57 g
NaCl* (38,4 mM) 112g
MgCl2x6(H20)* (0,33 mM) 3,50 mg

In 500 ml destilliertem Wasser I6sen und pH-Wert mit 1 M NaOH? oder 1 M HCI* auf

7,0 einstellen.

Kalziumchlorid-Lésung, 0,3 M
CaCl2x2H202 (0,3 M) 441¢g

In 100 ml destilliertem Wasser l0sen.

' Carl Roth, Karlsruhe

2 Merck, Darmstadt

3 neolLab, Heidelberg

4 Applichem, Darmstadt

5 Sigma-Aldrich, Steinheim
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Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,4

NaCl® (137 mM) 8,00 g
NazHPO4 x 2H207 (8 mM) 1,54 g
KH2PO4 (1,5 mM) 0,20 g
KCI8 (2,7 mM) 0,20 g

In 1000 ml destilliertem Wasser losen.

Proteaseinhibitor-Losung
Complete EDTA-free? 1 Tablette

In 400 pl simuliertem DUnndarmsaft I6sen.

3.2.2 Vorbereitung der Milchproben

Die verwendeten Milchproben stammten ausschlieBlich von Holstein-Friesian-
Rindern. Es wurden insgesamt 18 Proben von homozygoten A1-Kuhen sowie 23
Proben von homozygoten A2-Kuhen gewonnen. Zur Vorbereitung der Proben wurden
sie einem Entfettungsverfahren unterzogen. Hierbei wurden die Milchproben drei Mal
fur jeweils funf Minuten bei einer Temperatur von 4°C und einer Zentrifugalkraft von
2000 x g zentrifugiert. Zwischen jedem Zentrifugationsschritt wurde das obenauf
abgesetzte Fett, welches sich als feste Phase zeigte, mit einem Loffel abgeschopft.
Sollte nach dem dritten Zentrifugationsschritt noch eine dinnere Fettschicht sichtbar
gewesen sein, erfolgten weitere Zentrifugationen fur funf Minuten bei 2000 x g, bis kein
Fettfilm mehr erkennbar war. AnschlieRend wurden die entfetteten Milchproben

aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.23 Magenphase der in-vitro-Verdauung

Die in-vitro-Verdauung der Milch wurde gemal einem modifizierten Protokoll
durchgefuhrt, das nach den Richtlinien des COST-Infogest-Netzwerks entwickelt
wurde (Minekus et al. 2014). Neben den Milchproben wurde auch PBS (pH 7,4) dem
Protokoll unterzogen, um folglich als Negativkontrolle zu dienen. Die Milch und das

PBS wurden im Verhaltnis 1:2 mit simuliertem Magensaft gemischt und der pH-Wert

8 Applichem, Darmstadt
7 Merck, Darmstadt

8 Carl Roth, Karlsruhe

9 Roche, Mannheim
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der Mischung mit 1 M HCL' auf 3,0 eingestellt. Die Mischung wurde dann in einem
Wasserbad'! 10 Minuten lang bei 37°C inkubiert und dabei regelmaRig geschwenkt.
Anschlieend wurden Pepsin'? (3,2 mg/ml) und die Kalziumchlorid-Lésung
(Endkonzentration: 0,075 mM) hinzugefugt. Das Gemisch wurde fur weitere zwei

Stunden bei 37°C unter regelmalligem Schwenken inkubiert.

3.24 Dinndarmphase der in-vitro-Verdauung

Die Milch-Magensaft-Mischung wurde im Verhaltnis 1:2 mit dem simulierten
Dinndarmsaft gemischt, und der pH-Wert mit 1 M NaOH"3 auf 7,0 eingestellt, um die
Wirkung des Pepsins zu stoppen. AnschlieRend wurde Natrium-Taurocholat’® (5
mg/ml Dinndarmsaft) zugegeben und die Mischung erneut fir 10 Minuten bei 37°C
unter regelmaBigem Schwenken inkubiert. Danach wurden Pankreatin'? (1,6 mg/ml)
und die Kalziumchlorid-Losung (Endkonzentration: 0,3 mM) hinzugeflugt. Der pH-Wert
wurde erneut kontrolliert und gegebenenfalls mit 1 M NaOH'2 auf 7,0 korrigiert. Auch
in dieser Phase wurde das Gemisch zwei Stunden lang bei 37°C unter Schwenken
inkubiert. Um den Verdauungsprozess abzuschliefen, wurde die Wirkung der
Proteasen aus dem Pankreatin durch Zugabe der Proteaseinhibitor-Losung (0,8 pl/ml
Verdauungsmischung) gestoppt, die eine Stunde lang bei Raumtemperatur einwirkte.
AnschlielRend wurden alle verdauten Proben drei Mal bei -20°C eingefroren und wieder
aufgetaut, um alle noch aktiven Enzyme zu inaktivieren. Die verdauten Proben wurden
einzeln fir die Analyse im ELISA eingefroren. Aullerdem wurden die 18 A1-
Milchproben zu einem A1-Pool und die 23 A2-Milchproben zu einem A2-Pool
zusammengefasst und bis zur Verwendung im Kontraktionsversuch eingefroren. Das
PBS, dass das in-vitro-Verdauungsprotokoll durchlief, wird im Folgenden als PBS-V

bezeichnet und wurde ebenfalls bis zur weiteren Nutzung eingefroren.

0 Applichem, Darmstadt
" VWR, Belgien

2 Applichem, Darmstadt
3 Merck, Darmstadt
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3.3 Kompetitiver ELISA zur Detektion von BCM-7

3.3.1 Puffer und Losungen

Beschichtungspuffer (Carbonatpuffer), pH 9,6
Na2CO03' (29 mM) 3,119
NaHCO3" (71 mM) 6,00 g

In 1000 ml destilliertem Wasser losen.

PBS, pH 7,4
Siehe Kapitel 2.1

PBS-T,pH 7,4
Tween-20"6 (0,05%) 0,5 ml
In 1000 ml PBS losen.

BSA-Block, pH 7,4
BSA (Serva, Heidelberg) 0,25¢
In 25 ml PBS-T l6sen.

Tetrametylbenzidin (TMB)-Stammldsung
Tetramethylbenzidin'’ 6,0 mg
In 1 ml DMSQO" (25mM) lésen.

TMB-Puffer, pH 5,0
CH3COONa'® (100 mM) 8,29
CeHsO7%° (16,4 mM) 3,159

In 1000 ml destilliertem Wasser losen.

4 Applichem, Darmstadt
5 neolLab, Heidelberg

6 Th. Geyer, Renningen
7 Applichem, Darmstadt
'8 Serva. Heidelberg

9 Merck, Darmstadt

20 Carl Roth, Karlsruhe
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TMB-Substratlosung

TMB-Puffer 10 ml
TMB-Stammldsung 332 ul
H202 30%?2" 3,3 pl

Gut mischen, erst kurz vor Gebrauch ansetzen.

H2S04%2, 1 M

PBS-V
siehe 3.2.4

Folgende Antikorper wurden verwendet:

Antikorper Wirtsspezies Typ Verdiinnung | Firma/Herkunft
Tragerantikorper Jackson
AffiniPure Goat . 1:600 ImmunoResearch

Ziege polyklonal ]
Anti-Mouse IgG in PBS-T Europe Ltd.,
(H+L) Grol3britannien

Anti-BCM-7 y o 195 Dr. Elisabeth

aus monoklona

Antikérper in PBS-T Kremmer,

LMU Minchen

2" Merck, Darmstadt
22 Morphisto, Offenbach
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Folgende Reagenzien wurden verwendet:

Readenz Ausgangs- Verdiinnun Arbeits- Firma
g konzentration 9 | konzentration Herkunft
Standard: 1:195 Peps4LS,
1 mg/mi 5120 ng/ml _
BCM-7 in PBS-V Heidelberg
Tracer: 1:250.000 Peps4LsS,
1 mg/mi 4 ng/ml _
eBio-BCM-7 in PBS-T Heidelberg
Jackson
Streptavidin 1:10.000 ImmunoResearch
1mg/ml 100 ng/ml
-POD in PBS-T Europe Ltd.,
Grol3britannien

3.3.2 Vorbereitung der ELISA-Platten und Durchfiihrung

Es wurden alle 96 Kavitaten einer 96-Well-Maxisorb-Platte?® mit jeweils 100 pl des
Goat-Anti-Mouse 1gG (H+L) Antikdrpers?* beschichtet und Gber Nacht im Kiihlschrank
gelagert. Am nachsten Tag wurde die Platte drei Mal mit PBS-T gewaschen und
abgeklopft. Zum Blockieren der freien Bindungsstellen wurden in jede Kavitat 250 pl
des BSA-Blocks gegeben und flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurde die Platte drei Mal mit PBS-T gewaschen und abgeklopft.
Daraufhin wurden 100 pl des Anti-BCM-7 Antikorpers?® in jede Kavitat gegeben. Die
Platte wurde wiederum fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, damit der
Tragerantikorper an den Anti-BCM-7 Antikorper binden kann. Anschlieltend wurde die
Platte drei Mal mit PBS-T gewaschen und abgeklopft. In einer Vorbereitungsplatte
(ELISA-Platte, Medium Bind. F?%) wurde wahrend dieser Inkubationszeit eine
Standardkurve des BCM-7 in Duplikaten vorbereitet. Als Verdinnungsmedium wurde
dazu PBS-V 1:10 mit PBS verdunnt. Jeweils 60 ul davon wurden in die Kavitaten der
Standardkurve vorgelegt, die ersten zwei Kavitaten dabei ausgelassen. Fur diese
wurde die BCM-7-Startkonzentration von 5120 ng/ml im Verdinnungsmedium

hergestellt und die Kavitaten mit jeweils 120 pl beflllt. Von diesen Kavitaten

28 Thermo Fisher Scienific, Bremen

24 Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., GroRbritannien
25 Dr. Elisabeth Kremmer, LMU Minchen

26 Sarstedt, Nimbrecht
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ausgehend wurde absteigend eine BCM-7 log2-Verdunnungsreihe erstellt. Dazu
wurden jeweils 60 pl in die darauffolgenden zwei Kavitaten gegeben, resuspendiert
und wiederum 60 pl daraus in die nachsten zwei Kavitaten gegeben und wieder
resuspendiert. Dieses Vorgehen wurde bis zu einer Konzentration von 10 ng/ml BCM-
7 fortgefuhrt. FUr die Negativkontrolle und den Blank, jeweils Duplikate, wurde das
Verdlinnungsmedium ohne Zugabe von BCM-7 verwendet (je 60 pl pro Delle). Die
verdauten Milchen wurden zunachst 1:10 mit PBS verdiinnt und jeweils 60 ul davon in
die Vorbereitungsplatte pipettiert. Auch dabei wurde immer mit Duplikaten gearbeitet.
Nach der Inkubationszeit (und anschlieBendem Waschen) der ELISA-Platte wurden
50 pl aus allen Kavitaten der Vorbereitungsplatte in die ELISA-Platte Gberfuhrt. Nach
einer zehn-mindtigen Inkubation wurden 50 ul des Tracers?’ in alle Kavitaten gegeben.
Die Kavitaten des Blanks wurden ausgelassen und stattdessen mit 50 yl PBS-T befullt.
Die ELISA-Platte wurde anschlie3end fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
und daraufhin drei Mal mit PBS-T gewaschen und abgeklopft. Wahrend der
Inkubationszeit konnte das BCM-7 des Standards und das BCM-7 aus den verdauten
Milchproben an den Anti-BCM-7-Anitkérper binden. Um diese Bindung konkurrierte der
Tracer. Nach dem Waschen wurden 100 ul Streptavidin-POD in alle Kavitaten
pipettiert. Das Streptavidin-POD bindet an das Biotin des Tracers. Nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur wurde die ELISA-Platte drei Mal
gewaschen und abgeklopft. Im nachsten Schritt wurden 100 ul TMB-Substratlésung in
jede Delle gegeben und bei Raumtemperatur inkubiert. Die POD katalysierte die
Oxidation von TMB, wodurch ein Farbumschlag nach blau sichtbar wurde. Die
Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 50 pl H2S0428 pro Delle gestoppt, wodurch ein
Farbumschlag nach gelb stattfand. Die optische Dichte wurde folgend bei 450 nm flr
jede Delle in einem ELISA Reader® mit einer Referenzwellenldnge von 620 nm

bestimmt.

3.3.21 Ermittlung der BCM-7 Konzentrationen

Anhand der OD-Werte wurde eine Standardkurve mit einer Auswertesoftware30

erstellt. Mittels der Standardkurve wurden durch eine lineare Regression die BCM-7-

27 Peps4Life, Heidelberg

28 Morphisto, Offenbach

2% Tecan, Crailsheim

30 AAT Bioquest, Pleasanton, USA



Material und Methoden 43

Konzentrationen in den verdauten Milchproben ermittelt.

3.33 Statistische Auswertung

Die ermittelten BCM-7-Konzentrationen der 18 in vitro verdauten A1-Milchen und 23
in vitro verdauten A2-Milchen wurden innerhalb der A1- und A2-Gruppe auf ihre
Normalverteilung mit einem angepassten Jarque-Bera-Test Uberpruft, der sich auch
fur kleine Stichproben eignet (Ukponmwan et al. 2017). Die Daten erwiesen sich als
normalverteilt, was ebenfalls durch die grafische Darstellung mittels Boxplots bestatigt
wurde (siehe Punkt 4.2). Um die Homogenitat der Varianzen zwischen den Gruppen
zu untersuchen, wurde ein Levene-Test durchgefuhrt. Dieser zeigte, dass die
Varianzen nicht homogen zwischen den untersuchten Gruppen waren. Daraufhin
wurde ein Welch-Test verwendet, um signifikante Unterschiede zu untersuchen, da
dieser fur normalverteilte Gruppen mit unterschiedlichen Varianzen geeignet ist (Reed
2005).



Material und Methoden

44

3.4 Immunhistochemie

3.41 Puffer und Losungen

4%ige Formalin-Fixierlosung
Formalin3! 37%

In 825 ml PBS I6sen.

EDTA-Puffer
EDTA3" (100 mM)

In 1000 ml destilliertem Wasser I6sen und pH auf 8,0 einstellen.

Citratpuffer (DAKO)
Dako REAL Target Retrieval Solution (10x)32

Vor Gebrauch 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnen.

PBS-T, pH 7,4
Tween-2023 (0,05%)
In 1000 ml PBS (Kap. 2.1) I6sen

Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS), pH 7,4
Tris®* (100 mM)
NaClI®* (150 mM)

In 1000 ml destilliertem Wasser |6sen und pH auf 7,4 einstellen.

TBS-T,pH 7,4
Tween-2033 (0,05%)
In 1000 ml TBS l6sen.

31 Sigma-Aldrich, Steinheim
32 DAKO, Hamburg

33 Th. Geyer, Renningen

34 Carl Roth, Karlsruhe

35 Applichem, Darmstadt

100 ml

29,22 g

0,50 ml

1,21 g
8,80 g

0,50 ml
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Losung zur Antikorperverdiinnung

BSA36 (1%) 1,00 g
In 100 ml TBS-T lésen.

Blockadelosung 1

Eselserum (5%) 0,05 ml
BSA36 (1%) 0,01 mi
In 100 ml TBS-T lésen.

Blockadelosung 2

Eselserum (20%) 0,20 ml
BSA36 (1%) 0,01 mi
In 100 ml TBS-T lésen.

Blockadelosung 3

Eselserum (10%) 0,10 ml
BSA% (1%) 0,01 mi

In 100 ml TBS-T losen.

3 Serva, Heidelberg
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Folgende Antikorper wurden verwendet:
Antikorper Wirtsspezies Typ Firma/Herkunft | Verdiinnung
Prof. Dr. Ammer,
eOPRM1 Kaninchen | polyklonal 1:200
LMU Munchen
Anti-
Sigma-Aldrich,
Neurofilament Kaninchen | polyklonal 1:1000
Steinheim
200
Prof. Dr. Ammer,
Kaninchen I1gG Kaninchen | polyklonal 1:1600
LMU Munchen
Cy3 AffiniPure Jackson
Fab Fragment ImmunoResearch
. Esel polyklonal 1:500
Donkey Anti- Europe Ltd.,
Rabbit IgG (H+L) Grol3britannien
AffiniPure Fab Jackson
Fragment ImmunoResearch
Esel polyklonal 20%
Donkey Anti- Europe Ltd.,
Rabbit IgG (H+L) Grol3britannien
Alexa Fluor 488
Jackson
AffiniPure Fab
ImmunoResearch
Fragment Esel polyklonal 1:300
Europe Ltd.,
Donkey Anti-

Rabbit IgG (H+L)

Grof3britannien

3.4.2

Vom Jejunum wurde ein intaktes 1 cm langes Segment in 4%iger Formalin-
Fixierlésung in PBS fur 72 Stunden fixiert und anschlief3end in einer aufsteigenden
Alkoholreine entwassert. Dies erfolgte jeweils fir 24 Stunden in Ethanol®” mit
Konzentrationen von 70%, 96% und 99%, sowie in Isopropanol®” (85%) und Xylol®’.

Vor der Einbettung wurden die Schnitte jeweils fiir 24 Stunden in flissigem Paraffin38

37 CLN, Freising

38 Thermo Fisher Scienific, Bremen

Herstellung der Paraffinschnitte
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1, 3, 6 und 9 gelagert. AnschlieRend wurden sie in Paraffin 9 eingebettet und
ausgehartet. Mit einem Rotationsmikrotom (Pfm Rotary 3006 EM3°) wurden dann aus
den paraffinierten Organproben Schnitte mit einer Dicke von 8 um angefertigt und auf
Objekttrager gezogen. Um ein Abldsen der histologischen Praparate wahrend der
immunhistochemischen Farbung zu verhindern, wurden die Objekttrager 72 Stunden
lang bei 39°C getrocknet. Danach wurden sie in Sammelboxen bis zur Verwendung

gelagert.

3.43 Entparaffinieren der Paraffinschnitte

Die Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert.
Dies erfolgte zweimal fur je 5 Minuten in Xylol, anschlie®end jeweils 5 Minuten in
Isopropanol*?, 99% Ethanol*?, 96% Ethanol*® und 70% Ethanol*?, und schlieRlich fiir
10 Minuten in destilliertem Wasser. Nach diesem Schritt wurden durch eine 15-
minutige Kochung in EDTA-Puffer die maskierten Proteinepitope grofdtenteils
freigelegt. Die Schnitte wurden dann fur 10 Minuten im Eisbad abgekuhlt und zweimal
mit destilliertem Wasser gewaschen. Anschlieliend wurden die Proteinepitope durch
eine weitere 15-minltige Kochung in Citratpuffer vollstandig freigelegt. Diese beiden
Demaskierungsschritte waren notwendig, um die Epitope an den Strukturen wieder
zuganglich fur die Antikdrper zu machen. Die histologischen Praparate auf den
Objekttragern wurden mit einem PAP Pen*' umrandet, um ein Verlaufen der
Antikorperlosung wahrend der spateren Farbung zu verhindern. Nach kurzem

Antrocknen wurden die Schnitte fur 15 Minuten in PBS-T umgepuffert.

3.4.4 Immunhistochemische Farbung

Zu Beginn wurden die Schnitte bei Raumtemperatur fir 40 min mit einer
Blockadelosung 1 aus TBS-T mit 1% BSA und 5% Eselserum bedeckt. Dieser Schritt
diente der Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen im Gewebe. Nach
Abklopfen der Blockadelosung erfolgte die Inkubation mit dem ersten primaren
Antikorper (anti-eOPRM1 Antikérper#? in TBS-T + 1% BSA verdiinnt) Gber Nacht bei
4°C in einer Feuchtekammer. Der verwendete primare Antikorper richtet sich gegen

39 pfm medical, KoIn

40 CLN, Freising

41 Sigma-Aldrich, Steinheim

42 Prof. Dr. Ammer, LMU Miinchen
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den intrazellularen C-Terminus des MOR. Er wurde im Kaninchen hergestellt und ist
reaktiv gegen den MOR von Mensch, Maus, Pferd, Ratte und Schwein, da die Sequenz
der antikérperbindenden Doméane bei diesen Spezies identisch ist. Jeweils ein Schnitt
von jedem untersuchten Organ wurde als Isotypkontrolle mit Kaninchen 1gG*3 (1:1600
verdunntin TBS-T mit 1% BSA) inkubiert. Am nachsten Tag wurden drei Waschschritte
in TBS-T zu je zehn Minuten durchgeflihrt. Dann erfolgte die Inkubation mit dem ersten
sekundaren Antikorper (Cy3 AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)*
in TBS-T mit 1% BSA) fur eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.
Der Antikdrper wurde im Esel hergestellt und ist mit dem Farbstoff Cyanine Cy3
konjungiert. Daraufhin wurden wieder drei Waschschritte in TBS-T zu je funf Minuten
durchgefihrt. Nun erfolgte eine 30-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur mit der
Blockadelosung 2 aus TBS-T mit 1% BSA und 20% Eselserum. Die Blockadel6sung 2
wurde daraufhin abgeklopft und es folgte die Inkubation mit dem zweiten sekundaren
Antikorper (20% AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)* in TBS-T
mit 1% BSA) Uber Nacht. Am nachsten Tag folgten drei Waschschritte in TBS-T zu je
zehn Minuten. Anschlie®end erfolgte die Inkubation mit der Blockadeldsung 3 aus
TBS-T und 10% Eselserum fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach Abklopfen der
Blockadelosung 3 erfolgte die Inkubation mit dem zweiten primaren Antikorper (IgG
Rabbit Anti-Neurofilament 2004%, in TBS-T mit 1% BSA) tber Nacht bei 4°C. Am
nachsten Tag erfolgten 3 Waschschritte mit TBS-T zu je zehn Minuten. Darauf folgte
die Inkubation mit dem dritten sekundaren Antikorper (Alexa Fluor 488 AffiniPure Fab
Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)** in TBS-T mit 1% BSA) und gleichzeitig mit
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)*¢ (verdinnt 1:1000 in TBS-T und BSA 1%) zur
Kernfarbung flr 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden dann dreimal
in TBS-T fur jeweils zehn Minuten gewaschen und abschliefiend mit Fluoromount
Medium*” und 22 x 40 mm Deckglasern*® eingedeckelt. Nach dem Trocknen erfolgte
die Beurteilung und Dokumentation der Farbungen mit einem Leica DMi8 Mikroskop*®

und der dazugehdrigen LAS-X-Software*.

43 Prof. Dr. Ammer, LMU Miinchen

44 Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., GroRbritannien
45 Sigma-Aldrich, Steinheim

46 Carl Roth, Karlsruhe

47 Serva, Heidelberg

48 VWR, Belgien

49 | eica, Wetzlar
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3.5 Kontraktionsversuch

3.5.1 Losungen und Puffer

Krebs-Puffer, pH 7,4

NaClI% (113 mM) 6,60 g
KCI5' (4,7 mM) 0,35g
CaClax2(H20)%2 (2,5 mM) 0,37 g
MgS0ax7(H20)52 (1,2 mM) 0,29 g
Glucose®? (5,6 mM) 2,22 g
KH2PO452 (1,18 mM) 0,16 g
NaHCO3% (20 mM) 1,68 g

In 1000 ml Aqua dest. I6sen.
Aqua ad injectabilia® (Aqua inj.)

Morphin-Sulfat-Verdiinnungen

Morphin-Sulfat-Pentahydrat®® (100 mM) 75,88 mg

In 1 ml Aqua inj. I6sen.

Die folgenden Verdinnungen wurden aus der 100 mM-Verdinnung durch Verdlinnung
in Aqua inj. hergestellt:

Morphin-Sulfat-Pentahydrat®® (50 mM)

Morphin-Sulfat-Pentahydrat®® (10 mM)

Morphin-Sulfat-Pentahydrat®® (1 mM)

Morphin-Sulfat-Pentahydrat®® (0,1 mM)

50 Applichem, Darmstadt

51 Carl Roth, Karlsruhe

52 Merck, Darmstadt

53 Sigma Aldrich, Steinheim
54 neoLab, Heidelberg

5% Braun, Melsungen
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Naloxon-Hydrochlorid-Verdiinnungen
Naloxon-Hydrochlorid-Dihydrat®® (50 mM) 20,00 mg
Naloxon-Hydrochlorid-Dihydrat® (10 mM) 4,00 mg

Jeweils in 1 ml Aqua inj. I6sen.

BCM-7-Verdiinnungen

BCM-757 (200 mM) 148 mg

BCM-7°7 (100 mM) 79,00 mg

Die folgenden Verdunnungen wurden aus der 100 mM-Verdinnung durch Verdinnung
in Aqua inj. hergestellt:

BCM-757 (50 mM)

BCM-7°" (10 mM)

BCM-7°7 (1 mM)

Tetrodotoxin-Losung (TTX)
Tetrodotoxin-citrat®® (1 mM) 1,00 mg

In 3,13 ml Aqua inj. |6sen.

3.5.2 Aufbau des Muskelkontraktionsmessplatzes

Der Muskelkontraktionsmessplatz wurde von der Stiftung Tierarztliche Hochschule
Hannover entwickelt und gebaut. Der Muskelkontraktionsmessplatz zur Untersuchung
der Kontraktionen bestand aus acht separaten Organbadern®® aus Plexiglas. Die
Organbader waren nach oben hin offen und verfigten am tiefsten Punkt Uber einen
verschlieBbaren Ablauf zum Wechsel der Pufferlosung. Sie verfugten uber ein totales
Volumen von jeweils 100 ml. Im Versuch wurde nur ein Volumen von 30 ml verwendet.
Der Krebs-Puffer in den Organbadern wurde kontinuierlich mit Carbogen feinperlig
Uber eine Mikrokapillare®® begast, um einen konstanten pH-Wert sicherzustellen.
Jedes Organbad war so aufgebaut, dass es von einer integrierten, sie seitlich komplett
umschlielienden Heizkammer umgeben wurde. Die integrierte Heizkammer wurde mit
Wasser durchsplilt und temperierte das Organbad auf die gewiinschte Temperatur von

38,5°C, wie sie physiologisch beim Schwein vorkommt (Koch et al. 2023). Jede

56 Sigma Aldrich, Steinheim

57 Peps 4LS, Heidelberg

58 Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt
59 MEKU Erich Polldhne, Wennigsen
60 Brand, Wertheim
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Heizkammer kommunizierte Uber einen Zu- und Ablauf mit einem Umwalz- und
Warmebad®!, das das Heizwasser zu den Organbadern pumpte und auf die
voreingestellte Temperatur aufheizte. Der zu untersuchende Muskelstreifen wurde mit
einem Ende an die Ose einer Blasenwand® geknotet und mit dieser Blasenwand im
Organbad fixiert. Alle Organbader waren an einer Haltevorrichtung statisch fixiert. An
dieser Haltevorrichtung war jeweils pro Organbad ein Kraftsensor, in Form einer
Plattform-Wagezelle®® angebracht, an den das andere Ende eines zu untersuchenden
Muskelstreifen Uber einen langen Faden fixiert wurde. Jeder Kraftsensor war in der
Hohe Uber eine Einbaumessschraube® justierbar, um die Muskelstreifen auf die
gewulnschte Vorspannung von 10 mN zu spannen. Ein Kraftsensor konnte Krafte
zwischen 0,5 mN bis 3 N detektieren. Das Messsignal der Kraftsensoren wurde tUber
einen 8-Kanal-Messverstarker®® verarbeitet und an die Mess- und Analysesoftware
(catman®®) auf einen Computer ibertragen und gespeichert. Pro Sekunde wurden

zehn Werte gespeichert (Messfrequenz: 10 Hz).

61 B. Braun, Melsungen

62 TiHo, Hannover

63 HBM, Darmstadt

64 Hoffmann Group, Bremen



Material und Methoden 52

Begasung

Zulauf Heizkammer

Blasenwand
Elektrodenaufnahme Blasenwand
Heizkammer
Organbad
Elektroden Ose zur
Ablass Organbefestigung

Hodhenverstellung

Kraftsensor

Abbildung 2: Aufbau des Muskelkontraktionsmessplatzes. A: Ein Organbad ohne Puffer und
Muskelstreifen ist dargestellt. B: Die Blasenwand zur Aufnahme des Muskelstreifens und Fixation im
Organbad. C: Der zugehorige hohenverstellbare Kraftsensor. D: Uberblick tber ein Organbad mit
zugehorigem Kraftsensor.

3.5.3 Vorbereitung des Probenmaterials

Die Praparation der Darmmuskulatur wurde maximal sechs Stunden nach Entnahme
des Gewebes durchgefihrt. Direkt nach Ankunft im Labor wurde ein drei Zentimeter
langes Segment des Jejunums abgeschnitten, entlang des Mesenteriums
aufgeschnitten und erneut in frischem Krebs-Puffer (21°C) gewaschen. Das
Darmstlick wurde dann in eine mit einem Silikonelastomer (Sylgard-1845%)
beschichtete Petrischale (Durchmesser 15 cm) Uberfiihrt, sodass die Tunica mucosa
nach oben zeigte. Die Petrischale wurde mit frischem Krebs-Puffer (21°C) befullt. Der
Krebs-Puffer in der Petrischale wurde alle 10 Minuten erneuert. Das Jejunum wurde
mit feinen Minutiennadeln® auf dem Silikonelastomer befestigt und zart iber 360°
gespannt, bis das Gewebe keine Falten mehr aufwies (siehe Abbildung 3, A). Dabei

wurde darauf geachtet, dass der Darm longitudinal entlang des Hilfsrasters der

65 MAVOM, Steinfurt
66 Bioform, Niirnberg
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Petrischale aufgespannt wurde. Anschliel3end wurden die Tunica mucosa und die Tela
submucosa vorsichtig von der Tunica muscularis mit einer Mikroschere®” abprapariert
(siehe Abbildung 3, A). Der Verlauf des obenliegenden Stratum circulare (im
Folgenden Zirkularmuskulatur genannt) war aufgrund des Faserverlaufs gut erkennbar
(siehe Abbildung 3, B). Der Verlauf des Stratum longitudinale (im Folgenden
Longitudinalmuskulatur genannt) wurde im rechten Winkel dazu angenommen.
Entlang des Faserverlaufs der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur wurden jeweils 3
cm x 1 cm grolRe Areale abgesteckt (siehe Abbildung 3, C). Diese wurden entlang der
langen Seite eingeschnitten, um drei Zentimeter lange Muskelstreifen zu erhalten, die
jedoch noch an den Enden mit der restlichen Muskelschicht verbunden waren (siehe
Abbildung 3, C). An beiden Enden wurden diese Muskelstreifen so verknotet, dass sie
eine Lange von zwei Zentimetern aufwiesen (siehe Abbildung 3, D). Dazu wurde ein
langer Faden® an einem Ende und ein kurzer Faden® am anderen Ende verwendet
(siehe Abbildung 3, D). Nachdem der kurze Faden festgeknotet wurde, wurde ein

chirurgischer Knoten vorgelegt, aber nicht festgezogen (siehe Abbildung 3, D).

87 Bioform, Niirnberg
68 Prym, Stolberg
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Vy/ AR . . Petrischale mit Silikonelastomer
Minutiennadeln

Tunica muscularis

Tela submucosa

Tunica mucosa

Tunica mucosa

Tela submucosa

Tunica muscularis

Faserverlauf der Longitudinalmuskulatur

Faserverlauf der Zirkularmuskulatur

Inzisionen entlang des Faserverlaufs der
Zirkularmuskulatur

Langer Faden

Kurzer Faden mit vorgelegtem chirurgischem Knoten

Abbildung 3: Prapariervorgang am Jejunum des Schweins. A: Das Darmstiick wird aufgespannt
und die Tunica mucosa mit der Tela submucosa abprapariert. B, C: Anhand des Faserverlaufs wurden
die Muskelstreifen abgesteckt und entlang der Muskelfasern seitlich eingeschnitten. D: Jeweils ein
kurzer Faden wurde an ein Ende des Muskelstreifens und ein langer Faden an das andere Ende des
Muskelstreifens geknotet.
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Die Muskelstreifen wurden dann von der restlichen Muskulatur eng an den Knoten
abgetrennt und mit dem kurzen Faden an die Ose einer Blasenwand®® geknotet (siehe
Abbildung 4). Die Blasenwand diente als Trager des Muskelstreifens und wurde
folgend im Organbad festgeschraubt (siehe Abbildung 4). Nach der Kalibrierung der
Kraftsensoren wurde der lange Faden am freien Ende des Muskelstreifens an den
Kraftsensor geknotet. Die Muskelstreifen wurden auf eine Vorspannung mit einer Kraft
von 10 mN gebracht. Es konnten bis zu acht Muskelstreifen simultan untersucht
werden. Die Longitudinal- und Zirkularmuskulatur jedes Schweins wurde jeweils in
technischen Duplikaten untersucht. Durch den Krebs-Puffer wurden die Muskelstreifen
vital gehalten und mit Mineralien und Glukose versorgt. Nach 30 Minuten erfolgte

standardmafig ein Pufferwechsel in jedem Organbad.

Langer Faden zum Kraftsensor
Muskelstreifen
Elektrode

Knoten des kurzen Fadens an Ose der Blasenwand

Abbildung 4: Eingehangter Muskelstreifen im Organbad. Das Organbad wurde mit 30 ml Krebs-
Puffer befiillt. Der Muskelstreifen ist mit einem Ende (kurzer Faden) an die Ose der Blasenwand
geknotet. Das zweite Ende des Muskelstreifens ist Gber einen langen Faden mit dem Kraftsensor
verbunden (nicht dargestellt). Hinter der blass-gelben Blasenwand liegt die Kapillare zur Begasung des
Krebs-Puffers mit Carbogen.

69 HBM, Darmstadt
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3.54 Durchfiihren des Kontraktionsversuchs

3.5.4.1 Untersuchung der spontanen Kontraktionen

Die Kontraktionsmessung begann mit dem Einhangen der Muskelstreifen in ein
Organbad. Nach 30 Minuten wurde ein Pufferwechsel in jedem Organbad
durchgefiihrt. Die Motilitdt des Darms in den ersten 10 Minuten nach der Aquilibrierung
diente als Ausgangsmotilitat. Dann wurden die zu untersuchenden Stoffe (30 ul von
Aqua inj., BCM-7, Morphin-Sulfat, Naloxon-Hydrochlorid oder TTX) zu den 30 ml eines
Organbads pipettiert und dadurch 1:1000 verdinnt. Pro Applikation wurden 10 Minuten
fur eine potenzielle Wirkung abgewartet, bevor ein weiterer Stoff appliziert oder ein

Versuch beendet wurde.

3.5.4.2 Untersuchungen der EFS-induzierten Kontraktionen

Die elektrische Feldstimulation (EFS) wurde pro Organbad Uber zwei monopolare
Platinelektroden’® vermittelt. Die Elektroden wurden seitlich eines Muskelstreifens im
Abstand von einem Millimeter zum Gewebe platziert (siehe Abbildung 11). Die
elektrischen Reize wurden mit einem Reizgenerator (Grass S88X"") erzeugt. Dabei
handelte es sich um Rechteckimpulse mit einer Spannung von 30 Volt und einer
Impulsdauer von 0,9 Millisekunden in einer Frequenz von 20 Hertz flr eine Dauer von
300 Millisekunden. Jedes Organbad wurde separat von den anderen stimuliert. Es
erfolgte pro Minute eine EFS pro Organbad. Zur Untersuchung der Wirkung der Stoffe
auf die EFS-induzierten Kontraktionen wurden die Stoffe nach dem gleichen Ablauf
wie in der Untersuchung auf die spontanen Kontraktionen in die Organbader pipettiert.
Bevor der erste Stoff appliziert wurde, wurde flir mindestens zehn Minuten elektrisch
stimuliert. Die Kontraktionsantworten auf die EFS der ersten zehn Minuten dienten als

Ausgangskontraktionen fur die spatere Auswertung.
3.5.4.3 Auswertung der Kontraktionsdaten

3.5.4.3.1 Auswertung der spontanen Kontraktionen

Es kam gelegentlich vor, dass ein Muskelstreifen keine Kontraktionen zeigte, weshalb

dieser ausgeschlossen wurde. Die Kontraktionen der Muskelstreifen wurden als Kraft

0 TiHo, Hannover
" GRASS Technologies, Warwick, USA
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in Newton [N] pro Zeiteinheit [s] gemessen. Um eine Aussage Uber die spontane
Motilitdt der Muskelstreifen zu treffen, wurde die Flache unter der Messkurve
berechnet. Dazu wurde aus den Messwerten Uber einen definierten Zeitraum von flnf
Minuten das Integral der Messkurven ermittelt. Jede 100 Millisekunden wurde eine
Kraftmessung durchgefuhrt (Messfrequenz 10 Hz). Mit jedem dieser Messwerte wurde
die Flache eines Rechtecks berechnet. Die HOhe des Rechtecks bildete die Kraft eines
Messpunktes in Newton und die Breite das Messintervall von 100 Millisekunden. Die
Summe aller Rechtecke fur den zu betrachtenden Zeitraum ergab annaherungsweise
das Integral der Messkurven. Um die Grundspannung eines Muskelstreifens nicht in
das Integral einzubeziehen, wurde die Flache aus der Grundspannung und dem

Zeitintervall von dem ermittelten Integral subtrahiert (siehe Abbildung 5).
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MINUTEN NACH DEM EINHANGEN IN DAS ORGANBAD

Abbildung 5: Berechnung des Integrals. Die Messkurve (lila) reprasentiert die Kontraktionskraft eines
Muskelstreifens im Zeitverlauf. Das Integral Uber einen Zeitraum wurde blau dargestellt. Das Integral
der Grundspannung ist grau dargestellt.

Die Formel zur Berechnung des Integrals lautet wie folgt:

n
A= Z 1(Fi X t) - (FGrundspannung X tGesamt)
=

Hierbei ist:

A die bereinigte Flache unter der Kurve,

n die Anzahl der Messungen Uber den betrachteten Zeitraum,

F; die Kraft des i -ten Messpunktes in Newton,

t das Zeitintervall zwischen den Messungen in Sekunden,
Fgrunaspannung die Grundspannung des Muskelstreifens in Newton und

teesame die Gesamtdauer des betrachteten Zeitraums in Sekunden.
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Die Muskelstreifen zeigten teils grof3e Varianzen in den Kontraktionsstarken. Auch
zwischen zwei technischen Replikaten wurden gro3e Unterschiede in der
Kontraktionskraft festgestellt (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Varianzen in der Kontraktionskraft technischer Replikate. Dargestellt sind zwei
Messkurven technischer Replikate. Die Amplituden der Messkurve eines Replikats (lila) sind héher als
die Amplituden der Messkurve des anderen Replikats (blau).

Um die Wirkung der applizierten Stoffe zwischen mehreren Muskelstreifen vergleichen
zu konnen, wurde fur jeden Muskelstreifen ein Index gebildet, der das Ausmal} der

Motilitatsanderung unabhangig der absoluten Werte angibt.

: : e A kati
Die dazu verwendete Formel lautet wie folgt: Motilitatsindex = —La<tSto/fapplikation

AAusgangsmotilitit
Der Motilitatsindex vergleicht die Motilitat des Muskelstreifens nach der
Stoffapplikation mit seiner Ausgangsmotilitat. Ein Motilitatsindex von 1 bedeutet keine
Veranderung der Motilitat. Ein Index kleiner als 1 deutet auf eine Hemmung der

Motilitat hin, wahrend ein Index groRRer als 1 auf eine Steigerung der Motilitat hinweist.

3.5.4.3.2 Auswertung der EFS-induzierten Kontraktionen

Da im Gegensatz zur spontanen Motilitat kein Zeitintervall, sondern jeweils nur die
einzelnen EFS-induzierten Kontraktionen untersucht wurden, wurden zur Bewertung
der Kontraktionsantwort auf die EFS nach einer Stoffapplikation nur die Amplituden als
Starke einer EFS-induzierten Kontraktion betrachtet. Pro Stoffapplikation wurden in
einem Zeitraum von zehn Minuten auch zehn EFS-induzierte Kontraktionen
gemessen. Von den letzten funf Kontraktionen wurde die durchschnittliche
Amplitudenhdhe ermittelt. Die letzten funf Amplituden der EFS-induzierten
Kontraktionen vor der ersten Stoffapplikation dienten als Ausgangsamplituden. Da die

Kraft der EFS-induzierten Kontraktionen auch bei technischen Replikaten
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unterschiedlich stark ausfiel, wurde ein Quotient aus den ermittelten Amplituden nach
der Stoffapplikation und den Ausgangsamplituden eines jeden Darmsticks gebildet,
um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Dadurch ergab sich der

Amplitudenindex.

Amplitude nach Stof fapplikation

Die Formel lautet wie folgt: Amplitudenindex = :
Amplitude yor Stof fapplikation

Ein Amplitudenindex grofler als 1 deutet auf eine Steigerung der EFS-induzierten
Kontraktionen hin, wahrend ein Index kleiner als 1 auf eine Hemmung der

Kontraktionen hinweist.

3.5.5 Statistik

3.5.5.1 Datenauswertung und grafische Darstellung

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mithilfe der Software catman’? zur
initialen Datenvorbereitung, sowie Excel 201672 fir die Datenaufbereitung
und -analyse. Die Daten wurden mit Microsoft Excel 201673 und GraphPad Prism57

visualisiert und mithilfe von RStudio” wurde die statistische Analyse durchgefiihrt.

3.56.5.2 Statistische Analyse

Die ermittelten Indizes wurden mithilfe eines angepassten Jarque-Bera-Tests auf ihre
Normalverteilung Uberprtft, der auch fir kleine Stichproben geeignet ist (Ukponmwan
et al. 2017). Die Daten bestatigten ihre Normalverteilung, was zusatzlich durch die
grafische Darstellung mittels Boxplots verdeutlicht wurde (siehe Abschnitt 4.3). Zur
Beurteilung der Homogenitat der Varianzen zwischen den Gruppen wurde ein Levene-
Test durchgeflhrt, der zeigte, dass die Varianzen zwischen den untersuchten Gruppen
nicht homogen waren. Daraufhin wurde eine Welch-Anova angewendet, um mogliche
signifikante Unterschiede zu ermitteln, da diese Methode fir normalverteilte Gruppen
mit unterschiedlichen Varianzen geeignet ist (Reed 2005). Im Falle signifikanter
Unterschiede wurde der Games-Howell-Test durchgefuhrt. Die statistische Signifikanz

wurde mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt.

2 HBM, Darmstadt

3 Microsoft Corporation, Redmond, USA
74 GraphPad Software, Boston, USA

> Posit Software, Boston, USA
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4 ERGEBNISSE

4.1 Immunhistochemischer Nachweis des MOR im porcinen

Jejunum

Nach dem Konsum von A1-Milch, soll das entstehende BCM-7 die Motilitat des Darms
reduzieren, indem es agonistisch an den MOR der enterischen Neurone bindet und
die Signaltransduktion verhindert (North et al. 1983; Daniel et al. 1990). Da in der
Literatur keine Auskunft Gber die Expression des MOR im proximalen Jejunum des
Schweins gegeben wird (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024), wurde der MOR im
Rahmen dieser Doktorarbeit vorab im proximalen Jejunum von funf Schweinen als
potenzielle Bindungsstelle fur BCM-7 lokalisiert. Mittels immunhistochemischer
Farbung wurden neurogene, in Ganglien organisierte Strukturen des myenterischen
Plexus in der Tunica muscularis zwischen dem Stratum circulare und dem Stratum
longitudinale des submukdsen Plexus in der Tela submucosa im proximalen Jejunum
aller Schweine nachgewiesen (siehe Abbildung 7 und Abbildung 8). Auf den
neuronalen Zellkérpern der Ganglien des myenterischen Plexus des proximalen
Jejunums aller Schweine (n=5) wurde der MOR ebenfalls immunhistochemisch
lokalisiert (siehe Abbildung 7).

Overlay

Abbildung 7: Nachweis des MOR auf Neuronen des myenterischen Plexus. A: Die Hamatoxilin-
Eosin-Farbung dient als Uberblick und zur Orientierung im Querschnitt des porcinen Jejunums. Die
Darmwand setzt sich von innen nach aufien aus der Tunica mucosa (TM), der Tela submucosa (TSM),
der Tunica muscularis mit der Zirkularmuskulatur (ZM) und der Longitudinalmuskulatur (LM) und der
Tunica serosa (TS) zusammen. Das schwarze Rechteck reprasentiert den Bild-Ausschnitt der folgenden
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Darstellungen. B: Der Differenzial-Interferenz-Kontrast (DIC) zeigt die Oberflachenstruktur der Tunica
muscularis im Querschnitt. C: Das Neurofilament 200 (griin) wurde von neuronalen Strukturen des
myenterischen Plexus gebildet. D: Der MOR (rot) war auf Nervenzellkdrpern der myenterischen
Ganglien nachweisbar. Eine schwache Immunoreaktivitdt des MOR ist um das myenterische Ganglion
und in der Longitudinalmuskulatur erkennbar. E: Ein Overlay (gelb) zeigt die Ko-Expression von MOR
(rot) auf den Nervenzellen (gruin). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Die Pfeile markieren
die Nervenzellkérper eines Ganglions des myenterischen Plexus.

Neben den Neuronen des myenterischen Plexus wurde der MOR auch auf den
neuronalen Zellkérpern der Ganglien des submukdsen Plexus und auf Krypten-nahen
Zellen der Lamina propria mucosae des proximalen Jejunums aller Schweine

nachgewiesen (n=5) (siehe Abbildung 8).

Overlay

Abbildung 8: Nachweis des MOR auf Neuronen des submukodsen Plexus und Krypten-nahen
Zellen. A: Die Hamatoxilin-Eosin-Farbung dient als Uberblick und zur Orientierung im Querschnitt des
porcinen Jejunums. Die Darmwand setzt sich von innen nach auf3en aus der Tunica mucosa (TM), der
Tela submucosa (TSM), der Tunica muscularis mit der Zirkuldarmuskulatur (ZM) und der
Longitudinalmuskulatur (LM) und der Tunica serosa (TS) zusammen. Das schwarze Rechteck
reprasentiert den Bild-Ausschnitt der folgenden Darstellungen. B: Die DIC-Aufnahme zeigt die
Oberflachenstruktur der Tunica mucosa und Tela submucosa. C: Das Neurofilament 200 (griin) wurde
von neuronalen Strukturen des submukdsen Plexus gebildet. D: Der MOR (rot) war auf
Nervenzellkérpern der submukésen Ganglien nachweisbar. In der Tunica mucosa exprimierten Krypten-
Nahe Zellen ebenfalls den MOR (rot). E: Ein Overlay (gelb) zeigt die Expression von MOR (rot) auf den
Nervenzellen (grin). Die MOR-exprimierenden Zellen (rot) in der Tunica mucosa wiesen keine
neurogenen Strukturen auf. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Die Pfeile markieren die
Nervenzellkérper eines Ganglions des submukésen Plexus.
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4.2 BCM-7-Konzentration in in vitro verdauter A1- und A2-Milch

Da der Konsum von A1-Milch, aber nicht der Konsum von A2-Milch, mit opioiden
Wirkungen auf die Darmmotilitat durch BCM-7 auf den Magen-Darm-Trakt assoziiert
wurde (Jeong et al. 2023), war es vorab interessant zu untersuchen, wie viel BCM-7
wahrend des Verdauungsprozesses in den A1- und A2-Milchen entsteht, um diese
dann folgend im Kontraktionsversuch an der Muskulatur des porcinen Jejunums
einzusetzen. Um die Theorie der vermehrten BCM-7-Entstehung wahrend des
Verdauungsprozesses aus A1-Milch zu Uberprifen, wurden folgend 18 A1-Milchen
und 23 A2-Milchen von jeweils homozygoten A1- oder A2-Rindern einer in-vitro-
Verdauung mit simulierten Magen- und Darmphasen unterzogen und anschlielend auf
die BCM-7-Konzentrationen hin untersucht. In den in vitro verdauten A2-Milchen wurde
durchschnittlich 4,4 + 1,2 pg/ml BCM-7 nachgewiesen, wahrend in den A1-Milchen
signifikant hohere BCM-7-Konzentrationen von durchschnittlich 52,4 + 15,2 pg/mi
ermittelt wurden (siehe Abbildung 9).

100 - = *kkk I

S —T

© 80—

S € )

S0l U

g 204

O

m 0 , é
A1 Milch A2 Milch
verdaut verdaut

Abbildung 9: BCM-7 Konzentrationen in in vitro verdauten A1- und A2-Milchen. Nach der in-vitro-
Verdauung wurde in den A1-Milchen (gelb, schrag-gestreift, n=18) eine signifikant héhere BCM-7-
Konzentration als in den A2-Milchen (orange, quer-gestreift, n=23) nachgewiesen. Die A1-Milchen
enthielten durchschnittlich 52,4 + 15,2 ug/ml BCM-7 und die A2-Milchen 4,4 + 1,2 uyg/ml BCM-7. Es
wurde ein Welch-Test durchgefiihrt, um auf statistische Signifikanz zu prifen; ****, p < 0,0001.
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4.3 Wirkung von Morphin, BCM-7 und in vitro verdauter A1- und A2-

Milch auf die Darmkontraktion

Nachdem der MOR als potenzielle Bindungsstelle auf den Neuronen des
myenterischen und submukdsen Plexus im porcinen proximalen Jejunum lokalisiert
wurde, wurde die Wirkung von BCM-7 auf die Motilitat des Jejunums am
Muskelkontraktionsmessplatz untersucht. Dazu betrachteten wir die
Longitudinalmuskulatur getrennt von der Zirkularmuskulatur. Als Kontrollsubstanz

einer agonistischen MOR-spezifischen Wirkung wurde Morphin-Sulfat eingesetzt.

431 Physiologische Spontanmotilitat

In der Literatur wurden Opioide neben einer nerval-vermittelten, motilitatshemmenden
Wirkung auch mit einer erregenden Wirkung beschrieben, die durch eine
prasynaptische Hemmung der inhibitorischen Neurone vermittelt wird (Allescher
2020). Daher wurde zuerst eine mdgliche Wirkung von BCM-7 auf die myogen-
induzierten spontanen Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur
untersucht. Vorerst wurde ein geeigneter Versuchsablauf und die Aquilibrierungsdauer
ermittelt, die die Muskelstreifen bendtigten, um sich gleichbleibend spontan zu
kontrahieren. Die Muskelstreifen der Longitudinalmuskulatur zeigten nach dem
Einhangen am Muskelkontraktionsmessplatz eine Zunahme der Motilitat bis Minute
60,4 + 5,3 min (n=5). Nach der Aquilibrierung blieben die Kontraktionen (iberwiegend
konstant und nutzbar flr die folgenden Versuche, bis sie ab der 135. Minute langsam

schwacher wurden (siehe Abbildung 10).
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lpw
Aquilibrierung gleichbleibende Motilitat

KONTRAKTIONSKRAFT
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MINUTEN NACH DEM EINHANGEN IN DAS ORGANBAD

Abbildung 10: Spontane Motilitdt der Longitudinalmuskulatur. Die Messkurve zeigt die
Kontraktionskraft der Longitudinalmuskulatur (lila) im Zeitverlauf. In der 30. Minute erfolgte ein
Pufferwechsel (grauer Pfeil, PW). Die Motilitat der Longitudinalmuskulatur steigerte sich bis zur 60.
Minute (Aquilibrierung, blauer Pfeil). Ab der 60. bis zur 135. Minute blieb die Motilitét (iberwiegend
einheitlich (roter Doppelpfeil).

Die Muskelstreifen der Zirkularmuskulatur zeigten nach dem Einhangen in das
Organbad eine Zunahme der Motilitdt bis Minute 71,4 + 5,7 (n=5). Nach der
Aquilibrierung blieben die Kontraktionen Uberwiegend konstant und nutzbar fiir die
folgenden Versuche, bis sie ab der 135. Minute langsam schwacher wurden (siehe
Abbildung 11).
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Abbildung 11: Spontane Motilitat der Zirkularmuskulatur. Die Messkurve zeigt die Kontraktionskraft
der Zirkularmuskulatur (griin) im Zeitverlauf. In der 30. Minute erfolgte ein Pufferwechsel (grauer Pfeil,
PW). Die Motilitat der Zirkularmuskulatur steigerte sich bis zur 75. Minute (Aquilibrierung, blauer Pfeil).
Ab der 75. bis zur 135. Minute blieb die Motilitat Gberwiegend einheitlich (roter Doppelpfeil).

Um sicherzustellen, dass alle zu untersuchenden Muskelstreifen ihre gleichbleibende,
maximale Motilitat vor dem Versuchsbeginn erreicht hatten, wurde folgend Morphin-
Sulfat oder BCM-7 erst ab der 80. Minute appliziert. Die Zeitspanne zwischen der 75.
und 80. Minute diente als Ausgangsmotilitat, welche auf Abweichungen durch Morphin

und BCM-7 untersucht wurde. In dieser Zeitspanne kontrahierte die
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Longitudinalmuskulatur (n=5) durchschnittlich mit einer Frequenz von 12,8 + 1,7 (SD)
Mal pro Minute bei einer Amplitude von 9,3 + 2,2 (SD) mN. Die Zirkularmuskulatur
(n=5) zeigte eine Frequenz von 12,5 £ 1,4 (SD) pro Minute mit einer niedrigeren
Amplitude von 0,5 £ 0,5 (SD) mN.

4311 Die Motilitat der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur wurde nicht

neuronal vermittelt

Um zu Beginn zu Uberprifen, ob die Motilitdt der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur
einer neuronalen Modulation unterliegt, wurde Tetrodotoxin (TTX) in einer
Konzentration von 1 yM zur Longitudinal- und Zirkularmuskulatur von drei Schweinen
appliziert. TTX hemmt die spanungsabhangigen Natriumkanale der Neurone und
verhindert dadurch eine neuronale Reizweiterleitung (Kotipoyina et al. 2024). Wenn
Kontraktionen neuronal vermittelt sind, werden sie demnach durch TTX gehemmt (Cai
et al. 2022). TTX bewirkte keine Anderung der Motilitdt der Longitudinal- und
Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung 12). Dies zeigte, dass die spontanen
Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur unabhangig neuronal-

vermittelter Signale entstanden.

1 TTX l TTX
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Abbildung 12: Tetrodotoxin wirkte nicht auf die spontane Motilitdt. Die Messkurven zeigen die
Wirkung von TTX auf die Motilitéat der Longitudinal- (lila) und Zirkularmuskulatur (griin) im Zeitverlauf.
Die Motilitat der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur blieb nach einer 1 yM TTX-Applikation in der 90.
Minute (roter Pfeil) unverandert.

4.3.1.2 Morphin steigerte die Motilitat der Longitudinal- und

Zirkularmuskulatur

Um die angenommene opioide Wirkung von BCM-7 auf die Matilitat des Jejunums zu
untersuchen, wurde zunachst die Wirkung von Morphin-Sulfat als Kontrollsubstanz fur
eine opioide Wirkung am MOR betrachtet. Dazu wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung

von Morphin-Sulfat in einem Vorversuch an der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur
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eines Schweins in einer Verduinnungsreihe von 1 pyM bis 100 uM ermittelt. Eine
Applikation von Morphin-Sulfat in einer Konzentration von 1 uM zeigte keine Wirkung
auf die spontane Motilitdt der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung
13). Eine Applikation von Morphin-Sulfat in einer Konzentration von 10 uM zeigte eine
geringflugige Steigerung der Motilitat, die sich in einer Zunahme der Kontraktionskraft
aullerte (siehe Abbildung 13). Eine Zunahme der Kontraktionskraft zeigt sich in der
grafischen Darstellung als eine Steigerung der Amplitude der Messkurve (siehe
Abbildung 13). Morphin-Sulfat in den Konzentrationen von 50 yM oder 100 pM
bewirkten eine deutliche Zunahme der Motilitdt durch eine Steigerung der

Kontraktionskraft der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Morphin steigerte die spontane Motilitat. Die Messkurven zeigen die Wirkung von
Morphin-Sulfat in unterschiedlichen Konzentrationen auf die Motilitdt der Longitudinal- und
Zirkularmuskulatur im Zeitverlauf. Die jeweiligen Morphin-Sulfat-Applikationen (1 yM — 100 uM) in der
80. Minute werden durch die blauen Pfeile mit unterschiedlichen Dicken dargestellt. Morphin-Sulfat
steigerte die Kontraktionskraft ab einer Konzentration von 10 pM. Eine deutliche Steigerung der
Kontraktionskraft war ab 50 uM erkennbar.

Da bereits ab einer Konzentration von 50 yM eine deutliche Steigerung der Motilitat
durch die Steigerung der Kontraktionskraft der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur
durch Morphin-Sulfat zu erkennen war, nutzten wir folgend 50 pM als Konzentration
fur weitere Versuche mit Morphin-Sulfat. Auf die Longitudinalmuskulatur (n=6)
bewirkten 50 yM Morphin-Sulfat eine Zunahme der durchschnittlichen Amplitude von
43% * 15% (SD) bei einer gleichbleibenden Frequenz (-2 + 2% (SD)). Der
resultierende Motilitatsindex der Longitudinalmuskulatur nach 50 yM Morphin-Sulfat-
Applikation betrug 1,4 + 0,1 (SD) (siehe Abbildung 15). Die Steigerung der Motilitat der
Zirkularmuskulatur (n=6) nach einer 50 uM Morphin-Sulfat-Applikation zeigte sich in
einer Zunahme der durchschnittlichen Amplitude um 375% + 137% (SD) bei einer

gleichbleibenden Frequenz (+1 £ 1% (SD)). Der Motilitatsindex der Zirkularmuskulatur
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nach 50 pM Morphin-Sulfat-Applikation lag hoher als der Motilitatsindex der
Longitudinalmuskulatur und betrug 4,7 + 1,4 (SD) (siehe Abbildung 16).

4.3.1.3 Die Morphin-induzierte Steigerung der Motilitat der Longitudinal- und

Zirkularmuskulatur wurde nicht neuronal vermittelt

Um herauszufinden, ob die Wirkung von Morphin-Sulfat auf die Longitudinal- und
Zirkularmuskulatur neuronal vermittelt wurde, wurde TTX in einer Konzentration von 1
MM nach einer 50 uM Morphin-Sulfat-Applikation appliziert. TTX wirkte nicht auf die
Steigerung der Motilitdt der Longitudinal- (n=3) und Zirkuldrmuskulatur (n=3) durch
Morphin-Sulfat. Die Motilitatssteigerung wurde demnach nicht neuronal vermittelt
(siehe Abbildung 14).

150 uM Morphin lTTx 150 M Morphin lTTX
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Abbildung 14: Tetrodotoxin hob die Morphin-induzierte Steigerung der Motilitédt nicht auf. Die
Messkurven zeigen die Wirkung von Morphin-Sulfat und folgend TTX auf die Motilitdt der Longitudinal-
(lila) und Zirkularmuskulatur (griin) im Zeitverlauf. Die jeweiligen Morphin-Sulfat-Applikationen (50 uM)
in der 80. Minute werden durch den blauen Pfeil und eine TTX-Applikation durch den roten Pfeil
reprasentiert. Eine TTX-Applikation (1uM, roter Pfeil) wirkte nicht auf die Morphin-induzierte Steigerung
der Motilitat.

4314 BCM-7 zeigte keine Wirkung auf die Motilitdit der

Longitudinalmuskulatur

Um herauszufinden, ob BCM-7 wie die Positivkontrolle Morphin-Sulfat fur eine Wirkung
am MOR zu einer Steigerung der Kontraktionskraft der Longitudinalmuskulatur flhrt,
wurde eine mdgliche Wirkung von BCM-7 in den Konzentrationen von 1 uM (n=5), 10
MM (n=6) und 50 uM (n=5) auf die Motilitat der Longitudinalmuskulatur untersucht. Im
Gegensatz zu Morphin-Sulfat, zeigte keine der Applikationen von BCM-7 eine Wirkung
auf die Motilitat der Longitudinalmuskulatur (siehe Abbildung 15). Aus diesem Grund
wurde auch die Wirkung von 100 yM BCM-7 (n=10) auf die spontanen Kontraktionen
der Longitudinalmuskulatur untersucht, wobei ebenfalls keine Wirkung festgestellt
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wurde (siehe Abbildung 15). Aufgrund der hohen Mengen pro Organbad im
Kontraktionsversuch wurde die oberste einsetzbare Stoffmenge primar auf 100 yM
festgelegt, was auch eine Ublich verwendete Maximalkonzentration zur in-vitro-
Untersuchung pharmakologischer Wirkungen an Muskelstreifen ist (Jespersen et al.
2015). Um eine madgliche Wirkung auch in hoheren Konzentrationen nicht zu
Ubersehen, wurde trotzdem auf eine potenzielle Wirkung von BCM-7 in der
Konzentration von 200 yM auf die Longitudinalmuskulatur finf weiterer Schweine
untersucht. Auch in der Konzentration von 200 uM zeigte BCM-7 keine Wirkung auf
die Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur (siehe Abbildung 15). Der Motilitatsindex
der Longitudinalmuskulatur betrug nach einer BCM-7-Applikation von 1 yM 1,0 £ 0,0
(SD), von 10 uM 1,0 £ 0,0 (SD), von 50 pM 1,0 £ 0,1 (SD), von 100 uM 1,0 £ 0,1 (SD)
und von 200 uM 1,1 £ 0,2 (SD) (siehe Abbildung 15). Da BCM-7 und Morphin-Sulfat in
Aqua inj. gelost wurden und jeweils 30 yl Substanz-LAosung in das Organbad pipettiert
wurde, nutzten wir 30 uyl Aqua inj. als Negativkontrolle. Der Motilitatsindex der
Longitudinalmuskulatur nach Aqua inj.-Applikation (n=9) lag bei 1,1 + 0,1 (SD) (siehe
Abbildung 15). Wie bereits in Punkt 4.3.1.2 beschrieben, betrug der Motilitatsindex der
Longitudinalmuskulatur nach 50 uM Morphin-Sulfat-Applikation 1,4 £ 0,1 (SD) (siehe
Abbildung 15).
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Abbildung 15: Motilitatsindizes der Longitudinalmuskulatur nach Applikation von Aqua inj.,
Morphin und BCM-7. Dargestellt sind die Motilitatsindizes der Longitudinalmuskulatur nach Applikation
von 30 pl Aqua inj. (grau, n=9), 50 yM Morphin-Sulfat (blau, n=6) und 1 yM BCM-7 (n=5), 10 yM BCM-
7 (n=5), 50 yM BCM-7 (n=5), 100 uM BCM-7 (n=10), 200 uM BCM-7 (n=5) (von hell-rosa bis dunkel-
rosa), + SD. Aqua inj. diente als Negativkontrolle. Morphin-Sulfat steigerte die Motilitat signifikant und
diente als Positivkontrolle. BCM-7 wirkte in keiner Konzentration auf die Motilitat. Alle BCM-7-
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Konzentrationen und Aqua inj. zeigten untereinander keine signifikanten Unterschiede. Es wurde eine
Welch-ANOVA mit Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefuhrt, um auf statistische Signifikanz zu
prifen. Es wurden alle im Games-Howell-Post-hoc-Test ermittelten signifikanten Unterschiede
dargestellt; *, p < 0,05.

4.3.1.5 BCM-7 zeigte keine Wirkung auf die Motilitat der Zirkularmuskulatur

Auch auf die spontane Motilitat der Zirkularmuskulatur wurde eine potenzielle Wirkung
durch BCM-7 untersucht. BCM-7 zeigte in den Konzentrationen von 1 yM (n=5), 10
MM (n=5), 50 yM (n=5), 100 uM (n=10) und 200 uM (n=5) ebenfalls keine Wirkung auf
die Motilitdt der Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung 16). Der Motilitatsindex der
Zirkularmuskulatur betrug nach einer BCM-7-Applikation von 1 yM 1,0 £ 0,0 (SD), von
10 uM 1,0 £ 0,1 (SD), von 50 uM 1,0 £ 0,2 (SD), von 100 uM 1,0 £ 0,1 (SD) und von
200 uM 0,9 £ 0,1 (SD) (siehe Abbildung 16). Der Motilitatsindex der Zirkularmuskulatur
nach Aqua inj.-Applikation (n=8) lag bei 1,1 = 0,1 (SD) (siehe Abbildung 16). Wie
bereits in Punkt 4.3.1.2 beschrieben, betrug der Motilitatsindex der Zirkularmuskulatur
nach 50 yM Morphin-Sulfat-Applikation 4,7 + 1,4 (SD) (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Motilitatsindizes der Zirkularmuskulatur nach Applikation von Aqua inj., Morphin
und BCM-7. Dargestellt sind die Motilitatsindizes der Zirkularmuskulatur nach Applikation von 30 pl
Aqua inj. (grau, n=8), 1 yM BCM-7 (n=5), 10 yM BCM-7 (n=5), 50 yM BCM-7 (n=5), 100 uM BCM-7
(n=10) und 200 pM BCM-7 (n=5) (von hell-rosa bis dunkel-rosa), £+ SD. Aqua inj. diente als
Negativkontrolle. Morphin-Sulfat bewirkte eine signifikante Motilitatssteigerung und diente als
Positivkontrolle. BCM-7 wirkte in keiner Konzentration auf die Motilitat. Alle BCM-7-Konzentrationen und
Aqua inj. zeigten untereinander keine signifikanten Unterschiede. Es wurde eine Welch-ANOVA mit
Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefuhrt, um auf statistische Signifikanz zu prifen. Es wurden alle
im Games-Howell-Post-hoc-Test ermittelten signifikanten Unterschiede dargestellt; *, p < 0,05.
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43.1.6 Naloxon steigerte die Motilitit der Longitudinal- und

Zirkularmuskulatur

Um zu Uberprifen, ob die Motilitatssteigerung auf die spontanen Kontraktionen durch
Morphin-Sulfat Uber Opioidrezeptoren vermittelt wurde, welche durch Naloxon, einem
Opioidrezeptor-Antagonisten, blockiert werden, wurde zehn Minuten vor der Morphin-
Sulfat-Applikation Naloxon-Hydrochlorid in einer Konzentration von 50 uM zur
Longitudinal- (n=5) und Zirkularmuskulatur (n=5) appliziert. Eine vorherige Naloxon-
Hydrochlorid-Applikation konnte die Wirkung von Morphin-Sulfat nicht blockieren
(siehe Abbildung 17).

150 HM Naloxon 150 MM Morphin

KONTRAKTIONSKRAFT
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MINUTEN NACH DEM EINHANGEN IN DAS ORGANBAD

Abbildung 17: Steigerung der Motilitit durch Naloxon und Morphin. Die Messkurve zeigt
reprasentativ die motilitdtssteigernde Wirkung von Naloxon-Hydrochlorid und Morphin-Sulfat auf die
Motilitdt der Longitudinal- und Zirkuldrmuskulatur im Zeitverlauf. Der Zeitpunkt der Naloxon-
Hydrochlorid-Applikation (50 uM) wird durch den braunen Pfeil und der Zeitpunkt der Morphin-Sulfat-
Applikation (50 uM) wird durch den blauen Pfeil gekennzeichnet. Naloxon-Hydrochlorid steigerte die
Motilitat geringfiigig, welche wiederum durch Morphin-Sulfat weiter gesteigert wurde.

Eine alleinige Naloxon-Hydrochlorid-Applikation (n=5) fihrte zu einer geringflgigen,
aber nicht signifikanten Steigerung der Kontraktionskraft der Longitudinalmuskulatur.
Der resultierende Motilitdtsindex der Longitudinalmuskulatur nach Naloxon-
Hydrochlorid-Applikation (50 uM) lag bei 1,2 + 0,1 (SD). Eine Naloxon-Hydrochlorid-
Applikation (50 uM) mit einer folgenden Morphin-Sulfat-Applikation (50 uM) (n=5)
flhrte gemeinsam zu einer signifikanten Steigerung des Motilitatsindex der
Longitudinalmuskulatur (1,7 £ 0,1 (SD)) (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18: Motilititsindizes der Longitudinalmuskulatur nach Applikation von Aqua inj.,
Morphin und Naloxon. Dargestellt sind die Motilitdtsindizes der Longitudinalmuskulatur nach
Applikation von 30 pl Aqua inj. (grau, n=9), 50 yM Morphin-Sulfat (blau, n=6), alleinig Naloxon-
Hydrochlorid (braun, n=5) und 50 yM Naloxon-Hydrochlorid mit nachfolgend 50 yM Morphin-Sulfat
(blau, braun-gestreift, n=5), £ SD. Aqua inj. diente als Negativkontrolle. Morphin steigerte signifikant die
Motilitat der Longitudinalmuskulatur und diente als Positivkontrolle. Eine vorherige Naloxon-
Hydrochlorid-Applikation verstarkte diesen Effekt. Naloxon-Hydrochlorid alleinig flihrte zu einer nicht-
signifikanten Steigerung der Moatilitat. Es wurde eine Welch-ANOVA mit Games-Howell-Post-hoc-Test
durchgefiihrt, um auf statistische Signifikanz zu priifen. Es wurden alle im Games-Howell-Post-hoc-Test
ermittelten signifikanten Unterschiede dargestellt; *, p < 0,05; **, p < 0,01.

An der Zirkularmuskulatur fihrte Naloxon-Hydrochlorid (n=5) alleinig ebenfalls zu einer
signifikanten Motilitatssteigerung. Naloxon-Hydrochlorid mit einer folgenden Morphin-
Sulfat-Applikation (n=5) fuhrte zu einer weiteren Steigerung der Motilitat (siehe
Abbildung 19). Der Motilitatsindex der Zirkularmuskulatur nach einer alleinigen
Naloxon-Hydrochlorid-Applikation lag bei 1,9 + 0,3 (SD). Der Motilitdtsindex nach
Applikation von Naloxon-Hydrochlorid und einer folgenden Morphin-Sulfat-Applikation
lag bei 4,4 + 1,8 (SD) (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Motilitatsindizes der Zirkularmuskulatur nach Applikation von Aqua inj., Morphin
und Naloxon. Dargestellt sind die Motilitdtsindizes der spontanen Kontraktionen der Zirkularmuskulatur
nach Applikation von 30 pl Aqua inj. (grau, n=8), 50 yM Morphin-Sulfat (blau, n=6), alleinig 50 yM
Naloxon-Hydrochlorid (braun, n=5) und 50 uM Naloxon-Hydrochlorid mit nachfolgend 50 uM Morphin-
Sulfat (blau, braun-gestreift, n=5) und, £ SD. Aqua inj. diente als Negativkontrolle. Morphin-Sulfat (blau)
steigerte die Motilitat signifikant und diente als Positivkontrolle. Eine vorherige Applikation von Naloxon-
Hydrochlorid konnte diesen Effekt nicht blockieren aber reduzieren. Eine alleinige Naloxon-
Hydrochlorid-Applikation fiihrte zu einer nicht-signifikanten Steigerung der Motilitat. Es wurde eine
Welch-ANOVA mit Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefiihrt, um auf statistische Signifikanz zu
prifen. Es wurden alle im Games-Howell-Post-hoc-Test ermittelten signifikanten Unterschiede
dargestellt; *, p < 0,05.

4.3.2 Elektrisch induzierte Kontraktionen

Nachdem keine Wirkung von BCM-7 auf die myogen-vermittelten spontanen
Kontraktionen ermittelt werden konnte, wurde eine potenzielle Wirkung von BCM-7 auf
die neuronal-vermittelten Kontraktionen untersucht. Dazu war es notwendig, die
Muskelstreifen extrinsisch mittels EFS zu stimulieren, um eine Nerv-Muskel-Antwort
der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur durch das enterische Nervensystem zu
simulieren. Die von uns verwendeten EFS-Einstellungen lauten wie folgt: Spannung
30 Volt, Impulsdauer 0,9 Millisekunden, 20 Impulse pro Sekunde fur 300
Millisekunden. Nach der 60-minitigen Aquilibrierung lieRen sich gleichbleibende
Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur mittels EFS auslésen, weshalb die zu
untersuchenden Stoffe ab Minute 70 in das jeweilige Organbad appliziert werden
konnten (siehe Abbildung 20). Die EFS-induzierten Kontraktionen traten einmalig nach

der EFS auf und erzeugten, aufgrund der hoheren Kontraktionskraft, hdhere
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Amplituden als die spontanen Kontraktionen (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: EFS-induzierte Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur. Die Messkurve zeigt die
Wirkung der EFS auf die Longitudinalmuskulatur (lila) im Zeitverlauf. Der Zeitpunkt jeder EFS ist mit
einem goldenen Pfeil markiert. Jede EFS erzeugte eine einmalige Kontraktion mit h6heren Amplituden
als die spontanen Kontraktionen.

Auch die Zirkularmuskulatur zeigte gleichbleibende einmalige EFS-induzierte
Kontraktionen nach 60-minltiger Aquilibrierung (siehe Abbildung 21). Die zu
untersuchenden Stoffe konnten daher ab der 70. Minute in das jeweilige Organbad

appliziert werden.
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Abbildung 21: EFS-induzierte Kontraktionen der Zirkuldrmuskulatur. Die Messkurve zeigt die
Wirkung der EFS auf die Zirkularmuskulatur (grin) im Zeitverlauf. Der Zeitpunkt jeder EFS ist mit einem
goldenen Pfeil markiert. Jede EFS erzeugte eine einmalige Kontraktion mit h6heren Amplituden als die
spontanen Kontraktionen.

4.3.21 Die EFS wurde neuronal vermittelt

Um nachzuweisen, dass die EFS-induzierten Stimuli Uber Neurone an die
Muskelzellen weitergeleitet werden und nicht direkt an der Muskelzelle wirken, wurde
das EFS-induzierte Kontraktionsverhalten nach 1 uM TTX-Applikation untersucht. TTX
hemmt die Reizweiterleitung der Neurone und dient als Beweis, dass die EFS-

induzierten Stimuli nicht direkt an den Muskelzellen wirken (Lefebvre et al. 2017). Die
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TTX-Applikation hemmte dauerhaft und vollstandig die EFS-vermittelten Kontraktionen
der Longitudinal- (n=3) und Zirkularmuskulatur (n=3) innerhalb von zwei Minuten
(siehe Abbildung 22). Damit wurde bewiesen, dass die Impulse der EFS Gber Neurone

an den Muskel geleitet werden und die EFS nicht direkt am Muskel wirkt.

lTTX lTTX

ol

85 86 87 88 89 20 91 92 93 85 86 87 88 89 20 91 92 93

MINUTEN NACH DEM EINHANGEN IN DAS ORGANBAD

KONTRAKTIONSKRAFT

Abbildung 22: Hemmung der EFS-induzierten Kontraktionen der Longitudinal- und
Zirkularmuskulatur durch Tetrodotoxin. Die Messkurven zeigen die Wirkung einer TTX-Applikation
auf die EFS-induzierten Kontraktionen der Longitudinal- (lila) und Zirkularmuskulatur (griin) im
Zeitverlauf. Der Zeitpunkt jeder EFS ist mit einem goldenen Pfeil markiert. Eine TTX-Applikation (roter
Pfeil) hemmte die EFS-induzierte Kontraktion der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur vollstéandig.

4.3.2.2 Morphin hemmte die EFS-induzierten Kontraktionen

Bevor die Auswirkungen von BCM-7 auf EFS-induzierte Kontraktionen untersucht
wurden, wurde der Effekt von Morphin-Sulfat als Positivkontrolle fir eine opioide
Wirkung am MOR auf die EFS-induzierten Kontraktionen getestet. Dazu wurde
Morphin-Sulfat in aufsteigenden Konzentrationen von 0,1 uM, 1 yM und 10 uyM zur
Longitudinal- und Zirkularmuskulatur eines Schweines appliziert und die Wirkung auf
die EFS-induzierten Kontraktionen untersucht. In einer Morphin-Sulfat-Konzentration
von 0,1 uM zeigte sich keine Wirkung auf die EFS-induzierten Kontraktionen, wobei 1
MM bereits die Amplitude der EFS-induzierten Kontraktionen geringgradig reduzierte
(siehe Abbildung 23). In einer Konzentration von 10 uM zeigte eine Morphin-Sulfat-
Applikation eine deutliche Hemmung der Amplituden der EFS-induzierten

Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Morphin hemmte die EFS-induzierten Kontraktionen. Die Messkurve zeigt
reprasentativ die Wirkung von Morphin-Sulfat in verschiedenen Konzentrationen auf die EFS-
induzierten Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur im Zeitverlauf. Der Zeitpunkt des
ersten EFS-Impulses ist mit dem goldenen Pfeil markiert. Pro Minute wurde einmal elektrisch stimuliert.
Die jeweiligen Morphin-Sulfat-Applikationen werden durch die blauen Pfeile in unterschiedlichen Dicken
dargestellt. Eine Morphin-Sulfat-Applikation von 0,1 uM zeigte keine, 1 uM eine geringgradige und 10
UM eine deutliche Hemmung der Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen.

Dass die Hemmung der Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen durch Morphin-
Sulfat Gber den MOR vermittelt wurde, bewies dann eine vorhergehende Naloxon-
Hydrochlorid-Applikation (n=1). Naloxon-Hydrochlorid blockierte in einer Konzentration
von 10 yM die hemmende Wirkung von Morphin-Sulfat auf die Amplituden der EFS-
induzierten Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkuldarmuskulatur, sodass die
Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen einer folgenden 10 uM Morphin-Sulfat-
Applikation auf dem Ausgangsniveau blieben (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Naloxon blockierte eine Hemmung der EFS-induzierten Kontraktionen durch
Morphin. Die Messkurve zeigt reprasentativ die Wirkung der Applikation von 10 uM Naloxon-
Hydrochlorid und folgend 10 uM Morphin-Sulfat auf die EFS-induzierten Kontraktionen der Longitudinal-
und Zirkularmuskulatur im Zeitverlauf. Der Zeitpunkt des ersten EFS-Impulses ist mit dem goldenen
Pfeil markiert. Pro Minute wurde einmal elektrisch stimuliert. Die Naloxon-Hydrochlorid-Applikation wird
durch den braunen Pfeil und die Morphin-Sulfat-Applikation durch den blauen Pfeil dargestellt. Naloxon-
Hydrochlorid zeigte keine direkte Wirkung auf die EFS-induzierten Kontraktionen, blockierte jedoch eine
Hemmung durch Morphin.

Ebenso konnte eine Applikation von Naloxon-Hydrochlorid nach einer Morphin-Sulfat-
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Applikation die Hemmung der Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen durch
Morphin-Sulfat aufheben. (siehe Abbildung 25)

lEFS 110 M Morphin 110 pM Naloxon
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Abbildung 25: Naloxon hob die Hemmung der EFS-induzierten Kontraktionen durch Morphin auf.
Die Messkurve zeigt reprasentativ die Wirkung von 10 yM Morphin-Sulfat und folgend 10 yM Naloxon-
Hydrochlorid auf die EFS-induzierten Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkuldarmuskulatur im
Zeitverlauf. Der Zeitpunkt des ersten EFS-Impulses ist mit dem goldenen Pfeil markiert. Pro Minute
wurde einmal elektrisch stimuliert. Die Morphin-Sulfat-Applikation wird durch den blauen Pfeil und die
Naloxon-Hydrochlorid-Applikation durch den braunen Pfeil dargestellt. Morphin-Sulfat reduzierte die
Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen. Diese Hemmung wurde durch Naloxon-Hydrochlorid
aufgehoben.

Die Morphin-Sulfat-Applikation hemmte signifikant die Amplituden der EFS-induzierten
Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur (n=7) um 23 + 13% (SD) (Amplitudenindex
0,8 £ 0,1 (SD)) (siehe Abbildung 26). Eine Naloxon-Hydrochlorid-Applikation (n=7)
nach einer Morphin-Sulfat-Applikation 16ste diese Hemmung der Amplituden der EFS-
induzierten Kontraktionen vollstandig auf (Amplitudenindex 1,0 + 0,1 SD) (siehe
Abbildung 26). Die alleinige Naloxon-Hydrochlorid-Applikation (n=5) zeigte eine nicht-
signifikante Reduktion der Amplituden (Amplitudenindex 0,9 £ 0,1 (SD)) (siehe
Abbildung 26). Als Negativkontrolle nutzten wir, wie bereits bei den spontanen
Kontraktionen, 30 ul Aqua inj. (n=8), was keine Wirkung auf die EFS-induzierten
Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur zeigte (Amplitudenindex 1,0 £ 0,0 (SD))
(siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Amplitudenindizes der Longitudinalmuskulatur nach Applikation von Aqua inj.,
Morphin und Naloxon. Dargestellt sind die errechneten Amplitudenindizes der EFS-induzierten
Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur nach Applikation von 30 pl Aqua inj. (grau, n=8), 10 uM
Morphin-Sulfat (blau, n=7), 10 yM Morphin-Sulfat mit folgender 10 uM Naloxon-Hydrochlorid-Applikation
(blau, braun-schrag-gestreift, n=7) und alleinig 10 yM Naloxon-Hydrochlorid (braun, n=5), + SD. Aqua
inj. diente als Negativkontrolle. Morphin-Sulfat hemmte signifikant die Amplituden der EFS-induzierten
Kontraktionen. Naloxon-Hydrochlorid hob diese Wirkung auf. Es wurde eine Welch-ANOVA mit Games-
Howell-Post-hoc-Test durchgefihrt, um auf statistische Signifikanz zu prifen. Es wurden alle im Games-
Howell-Post-hoc-Test ermittelten signifikanten Unterschiede dargestellt; *, p < 0,05.

An der Zirkularmuskulatur hemmte die Morphin-Sulfat-Applikation (n=7) die
Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen signifikant um 48% *= 13% (SD)
(Amplitudenindex 0,5 + 0,1 (SD)) (siehe Abbildung 27). Eine Naloxon-Hydrochlorid-
Applikation (n=7) nach einer Morphin-Sulfat-Applikation reduzierte die Hemmung der
Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen nicht signifikant (Amplitudenindex 0,7
1 0,2 (SD)) (siehe Abbildung 27). Die alleinige Naloxon-Hydrochlorid-Applikation (n=5)
zeigte eine nicht-signifikante Reduktion der Amplituden (Amplitudenindex 0,9 £ 0,1
(SD)) (siehe Abbildung 27). Die 30 ul Aqua inj.-Applikation (n=7) wirkte nicht auf die
EFS-induzierten Kontraktionen der Zirkularmuskulatur (Amplitudenindex 1,0 £ 0,1
(SD)) (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Amplitudenindizes der Zirkularmuskulatur nach Applikation von Aqua inj.,
Morphin und Naloxon. Dargestellt sind die errechneten Amplitudenindizes der EFS-induzierten
Kontraktionen der Zirkularmuskulatur nach Applikation von 30 ul Aqua inj. (grau, n=7), 10 uM Morphin-
Sulfat (blau, n=7), 10 yM Morphin-Sulfat mit folgender 10 uM Naloxon-Hydrochlorid-Applikation (blau,
braun-schrag-gestreift, n=7) und alleinig 10 yM Naloxon-Hydrochlorid (braun, n=5), + SD. Aqua inj.
diente als Negativkontrolle. Morphin-Sulfat hemmte stark signifikant die Amplituden der EFS-induzierten
Kontraktionen. Es wurde eine Welch-ANOVA mit Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefiihrt, um auf
statistische Signifikanz zu prifen. Es wurden alle im Games-Howell-Post-hoc-Test ermittelten
signifikanten Unterschiede dargestellt; *, p < 0,05; ***, p < 0,001.

Die Aufhebung der hemmenden Wirkung auf die EFS-induzierten Kontraktions-
Amplituden von Morphin-Sulfat durch Naloxon-Hydrochlorid bestatigte, dass die
Wirkung von Morphin-Sulfat Uber Opioidrezeptoren vermittelt wurde und unser

Versuchsaufbau geeignet ist, um opioiderge Wirkungen zu untersuchen.

4.3.2.3 BCM-7 zeigte keine Wirkung auf die EFS-induzierten Kontraktionen

Um eine mogliche, opioide Wirkung durch BCM-7 auf die EFS-induzierten
Kontraktionen zu prifen, wurde BCM-7 in Konzentrationen von 1 uM (n=5), 10 uM
(n=7), 100 yM (n=7) und 200 pM (n=5) zur Longitudinal- und Zirkularmuskulatur
appliziert. BCM-7 zeigte in keiner Konzentration eine signifikante Wirkung auf die EFS-
induzierten Kontraktionen (siehe Abbildung 28). Die Amplitudenindizes der EFS-
induzierten Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur nach BCM-7-Applikation lagen
bei 1,0 £ 0,1 (SD) fur 1 uM, bei 1,0 £ 0,1 (SD) fur 10 uM, bei 1,0 £ 0,2 (SD) fur 100 pM
und bei 1,0 £ 0,1 (SD) fur 200 uM (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Amplitudenindizes der Longitudinalmuskulatur nach Applikation von Aqua inj.,
Morphin und BCM-7. Dargestellt sind die errechneten Amplitudenindizes der EFS-induzierten
Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur nach Applikation von 30 pl Aqua inj. (grau, n=8), 10 uM
Morphin-Sulfat (blau, n=7), 1 yM BCM-7 (n=5), 10 yM BCM-7 (rosa, n=7), 100 yM BCM-7 (n=7) und
200 yM BCM-7 (n=5) (von hell-rosa bis dunkel-rosa), + SD. Aqua inj. diente als Negativkontrolle.
Morphin-Sulfat diente als Positivkontrolle fiir eine Opioid-vermittelte signifikante Hemmung der
Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen. BCM-7 zeigte in keiner Konzentration eine Wirkung. Es
wurde eine Welch-ANOVA mit Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefihrt, um auf statistische
Signifikanz zu prifen. Es wurden alle im Games-Howell-Post-hoc-Test ermittelten signifikanten
Unterschiede dargestellt; *, p < 0,05.

Die Amplitudenindizes der EFS-induzierten Kontraktionen der Zirkularmuskulatur nach
BCM-7-Applikation lagen bei 1,0 £ 0,1 (SD) fur 1 uM, bei 1,1 £ 0,2 (SD) fur 10 uM, bei
1,1+ 0,1 (SD) fir 100 uM und bei 1,0 + 0,2 (SD) flr 200 uM (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Amplitudenindizes der Zirkularmuskulatur nach Applikation von Aqua inj.,
Morphin und BCM-7. Dargestellt sind die errechneten Amplitudenindizes der EFS-induzierten
Kontraktionen der Zirkularmuskulatur nach Applikation von 30 ul Aqua inj. (grau, n=7), 10 uM Morphin-
Sulfat (blau, n=7), 1 yM BCM-7 (n=5), 10 yM BCM-7 (rosa, n=7), 100 yM BCM-7 (n=7) und 200 pM
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BCM-7 (n=5) (von hell-rosa bis dunkel-rosa), + SD. Aqua inj. diente als Negativkontrolle. Morphin-Sulfat
diente als Positivkontrolle fiir eine Opioid-vermittelte signifikante Hemmung der Amplituden der EFS-
induzierten Kontraktionen. BCM-7 zeigte in keiner Konzentration eine Wirkung. Es wurde eine Welch-
ANOVA mit Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefiihrt, um auf statistische Signifikanz zu prifen. Es
wurden alle im Games-Howell-Post-hoc-Test ermittelten signifikanten Unterschiede dargestellt; *, p <
0,05; ***, p < 0,001.

43.24 Wirkung von in vitro verdauter A1- und A2-Milch auf die EFS-

induzierten Kontraktionen

A1-Milch steht in der Diskussion, Verdauungsbeschwerden im Darm zu verursachen
(de Vasconcelos et al. 2023). Diese Wirkung wird auf das beim Verdauungsprozess
entstehende BCM-7 zurlickgeflhrt, das Uber Opioidrezeptoren wirken soll (Giribaldi et
al. 2022). Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde nachgewiesen, dass BCM-7 in den
verwendeten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Kontraktionen der Muskulatur
des porcinen Jejunums hatte. Um eine potenzielle Wirkung von verdauter A1-Milch im
Gesamten zu erkennen, wurde folgend die Wirkung der in vitro verdauten A1- und A2-
Milch auf die EFS-induzierten Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur
untersucht. Die 18 verdauten A1-Milchen und die 23 verdauten A2-Milchen wurden
jeweils zu einem A1- und einem A2- Pool zusammengefasst und in einer
Endkonzentration von 1% im Kontraktionsversuch eingesetzt. Wahrend des
Verdauungsprozesses der Milchen werden Enzyme, Salze, Gallensauren und
Enzymhemmer zur Milch hinzugefugt (siehe Abschnitt 3.2). Um eine Wirkung durch
diese auszuschlie®en, wurde PBS der gleichen in-vitro-Verdauung unterzogen. Das
daraus resultierende PBS-V enthielt alle Enzyme, Salze, Gallensauren und
Enzymhemmer und diente als Negativkontrolle im Kontraktionsversuch in einer
Endkonzentration von ebenfalls 1%. Das PBS-V (n=5) hemmte die Amplituden der
EFS-induzierten Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur (siehe Abbildung 30). Der
resultierende Amplitudenindex lag bei 0,8 + 0,1 (SD) (siehe Abbildung 30). Verglichen
zum PBS-V zeigten weder die A1- (n=5) noch die A2-Milch (n=5) eine Wirkung auf die
EFS-induzierten Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur (siehe Abbildung 30). Der
Amplitudenindex der verdauten A1-Milch lag bei 0,8 + 0,1 (SD) und der verdauten A2-
Milch bei 0,8 + 0,2 (SD) (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Amplitudenindizes der Longitudinalmuskulatur nach Applikation von PBS-V,
verdauter A1-Milch und verdauter A2-Milch. Dargestellt sind die errechneten Amplitudenindizes der
EFS-induzierten Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur nach Applikation von 1% PBS-V (grau,
schrag-gestreift, n=5), 1% in vitro verdauter A1-Milch (gelb, schrag-gestreift, n=5), 1% in vitro verdauter
A2-Milch (orange, schrag-gestreift, n=5), + SD. PBS-V diente als Negativkontrolle. Die verdauten
Milchen zeigten keine Wirkung auf die Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen. Es wurde eine
Welch-ANOVA mit Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefuhrt, um auf statistische Signifikanz zu
prufen. Es lagen keine signifikanten Unterschiede vor; p > 0,05.

Auch die EFS-induzierten Kontraktionen der Zirkularmuskulatur wurden durch das
PBS-V (n=5) gehemmt. Der resultierende Amplitudenindex lag bei 0,7 £ 0,2 (SD)
(siehe Abbildung 31). Verglichen zum verdauten PBS zeigten weder die A1- (n=5)
noch die A2-Milch (n=5) eine Wirkung auf die EFS-induzierten Kontraktionen der
Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung 31). Der Amplitudenindex der verdauten A1-Milch
lag bei 0,7 £ 0,1 (SD) und der verdauten A2-Milch bei 0,7 + 0,2 (SD) (siehe Abbildung
31).
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Abbildung 31: Amplitudenindizes der Zirkularmuskulatur nach Applikation von PBS-V, verdauter
A1-Milch und verdauter A2-Milch. Dargestellt sind die errechneten Amplitudenindizes der EFS-
induzierten Kontraktionen der Zirkuldrmuskulatur nach Applikation von 1% PBS-V (grau, schrag-
gestreift, n=5), 1% in vitro verdauter A1-Milch (gelb, schrag-gestreift, n=5), 1% in vitro verdauter A2-
Milch (orange, schrag-gestreift, n=5), + SD. PBS-V diente als Negativkontrolle. Die verdauten Milchen
zeigten keine Wirkung auf die Amplituden der EFS-induzierten Kontraktionen. Es wurde eine Welch-
ANOVA mit Games-Howell-Post-hoc-Test durchgefiihrt, um auf statistische Signifikanz zu prifen. Es

lagen keine signifikanten Unterschiede vor; p > 0,05.
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5 DISKUSSION

Der Konsum von boviner A1-Milch, verglichen zum Konsum von boviner A2-Milch, wird
mit Verdauungsbeschwerden beim Menschen assoziiert (Jeong et al. 2023). Die
Verdauungsbeschwerden sollen durch das bei der Verdauung von A1-Milch
entstehende BCM-7 hervorgerufen werden (de Vasconcelos et al. 2023). A1-Milch
unterscheidet sich von A2-Milch durch einen Aminosaureaustausch an Position 67 des
B-Kaseins von Prolin (A2) zu Histidin (A1) (Truswell 2005). Dieser
Aminosaureaustausch von Prolin (A2-Variante) zu Histidin (A1-Variante) soll zu einer
hoheren enzymatischen Spaltungs-Affinitat im Dinndarm fuhren und damit fur die
vermehrte Entstehung von BCM-7 (Aminosauresequenz 60 bis 66 des bovinen -
Kaseins) aus A1-Milch verantwortlich sein (Ul Haq et al. 2015). BCM-7 soll laut der
Literatur nicht nur nach dem Konsum von A1-, sondern auch nach dem Konsum von
A2-Milch entstehen (Cattaneo et al. 2023). Nach der ersten Entdeckung des BCM-7
wurde es mit einer Affinitat zum MOR des myenterischen Plexus des
Meerschweinchens beschrieben (Brantl et al. 1981). In in-vivo-Studien wurde immer
wieder eine vermeintliche opioide Wirkung auf den Verdauungstrakt nach dem
Konsum von A1-Milch diskutiert (Daniloski et al. 2021). Demnach soll der A1-
Milchkonsum zu Blahungen, Bauchschmerzen und einer verlangsamten
Ingestapassage beim Menschen fuhren (Meng et al. 2023). Ein Beleg fur die Opioid-
ahnliche Wirkung wurde in diesem Zusammenhang jedoch nie gegeben (Meng et al.
2023). Aus diesem Grund war es Ziel dieser Doktorarbeit, ein Verstandnis fur die
Wirkung von BCM-7 auf die Motorik des Darms zu schaffen und eine potenzielle
Wirkung von BCM-7 vergleichend mit Opioiden zu untersuchen. Das Schwein bietet
sich aufgrund verdauungsphysiologischer Ahnlichkeiten zum Menschen als
geeignetes translationales Modell fur diese Untersuchungen an (Gonzalez et al. 2015;
Atmani et al. 2023). Daher wurde das Schwein als Modelltier gewahlt und die Wirkung
von BCM-7, verglichen zu Opioiden, auf die Motorik der Muskulatur des porcinen
Jejunums untersucht, da dort das meiste BCM-7 bei der Verdauung von Milch
entstehen soll (Parashar et al. 2015).

Um eine opioide Wirkung beweisen zu kdnnen, war es primar wichtig, den MOR als
potenzielle Bindestelle im Jejunum des Schweins zu lokalisieren. Da der MOR Uber
die Neurone des ENS auf die Motorik des Darms wirkt, wurde das neuronale

Zytoskelett im Jejunum des Schweins immunhistochemisch dargestellt. Damit waren
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die Ganglien des myenterischen und submukdsen Plexus lokalisierbar. In der
immunhistochemischen Untersuchung wurden Ansammlungen von Neuronen
zwischen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur der Tunica muscularis und in der
Tela submucosa nachgewiesen (siehe Abbildung 7 und Abbildung 8). Dies entspricht
der Lokalisation der Ganglien des myenterischen und submukdsen Plexus im
Saugetier und wurde so bereits in vorherigen Studien beschrieben (Furness et al.
2018). Zwischen den Ganglien waren vereinzelte neurogene Fortsatze nachweisbar.
Diese neurogenen Fortsatze spiegeln die komplexe Verschaltung der Neurone des
ENS Uber Axone in der Darmwand wider (Chen et al. 2023). Auf den neuronalen
Zellkérpern der Ganglien, sowohl des myenterischen als auch des submukdsen
Plexus, konnte der MOR immunhistochemisch nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 7 und Abbildung 8). Dies war der erste Nachweis des MOR auf
Proteinebene im Jejunum des Schweins auf dem myenterischen und submukdsen
Plexus (Pubmed-Recherche, Stand: 19.03.2024). Eine altere Studie wies lediglich die
MRNA des MOR im Magen-Darm-Trakt des Schweins nach (Pampusch et al. 1998).
Auf ein Vorhandensein der MOR-mRNA wurden dabei die Lysate der gesamten
Darmwand aus allen Darmabschnitten des Schweins untersucht und auch das Epithel,
die Tunica mucosa und die Tunica muscularis mit dem myenterischen Plexus des
lleums (Pampusch et al. 1998). Die MOR-mRNA wurde im gesamten Darmtrakt
nachgewiesen und auch in der Tunica mucosa und Tunica muscularis mit dem
myenterischen Plexus des lleums (Pampusch et al. 1998). Von welchen Zellen die
MRNA des MOR gebildet wurde, konnte nicht nachvollzogen werden (Pampusch et al.
1998). AuRerdem konnte nicht bestatigt werden, ob die mMRNA des MOR zu einer
Ausbildung des MOR in der Zellmembran flhrte (Pampusch et al. 1998). Die im
Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefuhrte immunhistochemische Untersuchung
bestatigte das Vorhandensein des MOR und lokalisierte den MOR auf Zellebene im
myenterischen und submukésen Plexus des porcinen Jejunums. Weitere Studien zur
Untersuchung des Vorkommens des MOR im Magen-Darm-Trakt des Schweins
wurden lediglich am lleum und dem Kolon durchgefuhrt (Townsend et al. 2002;
Poonyachoti et al. 2001a). Gegensatzlich zu den Ergebnissen dieser Doktorarbeit, in
der der MOR auf dem submukésen und myenterischen Plexus des porcinen Jejunum
lokalisiert wurde, konnte der MOR in einer alteren Studie auf dem submukosen Plexus
des porcinen lleums immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden (Poonyachoti

et al. 2001a). Dabei wurde ein polyklonaler Antikdrper aus der Ziege verwendet, der
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gegen den extrazellularen N-Terminus des MOR gerichtet war (Poonyachoti et al.
2001a). Mit diesem Antikdrper wurde in der gleichen Studie als Positivkontrolle der
MOR im porcinen Hypothalamus nachgewiesen, womit bewiesen wurde, dass der
Antikdrper auch an den MOR des Schweins bindet (Poonyachoti et al. 2001a).
Moglicherweise war die Affinitat des verwendeten Antikdpers zu schwach, um auch
eine vergleichsweise schwache Expression des MOR im lleum, verglichen zum
Hypothalamus, nachzuweisen (Poonyachoti et al. 2001a). Ob der MOR auf dem
submukosen Plexus ebenfalls im lleum des Schweins vorkommt oder nicht, wurde im
Rahmen dieser Doktorarbeit nicht untersucht. Die Annahme eines Fehlens des MOR
auf dem submukdsen Plexus im porcinen lleum wurde aber durch eine
Radioligandenbindungsstudie widerlegt (Townsend et al. 2002). Dabei wurde der MOR
durch eine Bindung eines Tritium-gelabelten, selektiven MOR-Agonisten [*HIDAMGO
auf dem submukdsen und myenterischen Plexus des porcinen lleums und Kolons
nachgewiesen (Townsend et al. 2002). Die Bindung des MOR-Agonisten war dabei in
beiden Plexis sehr schwach, aber vorhanden (Townsend et al. 2002). Die Ergebnisse
dieser Doktorarbeit reihen sich in die Ergebnisse dieser Radioligandenbindungsstudie
ein und zeigen, dass der MOR auch von den Neuronen des submukoésen und
myenterischen Plexus des porcinen Jejunums gebildet wurde. Ein Vorhandensein des
MOR im Jejunum des Schweins wurde des Weiteren auch funktionell mit Morphin-
Sulfat bestatigt, welches, antagonisierbar mit Naloxon, die EFS-induzierten
Kontraktionen im Kontraktionsversuch im Rahmen dieser Doktorarbeit hemmte. Auch
am Dickdarm wurde in einer Studie funktionell bewiesen, dass der MOR auf den
Neuronen des myenterischen Plexus vorkommt (Yuan et al. 2023). So wurde mittels
Manometrie in Schweinen die Dickdarmmotorik, nicht aber die Motorik des
Dunndarms, nach oraler Loperamid-Administration, einem MOR-Agonisten,
untersucht (Yuan et al. 2023). Die Schweine zeigten nach der Gabe von Loperamid
eine verringerte Motilitat im distalen und eine erhdhte Motilitat im proximalen Kolon
(Yuan et al. 2023). Dies bestatigte funktionell das Vorhandensein des MOR auf den
Neuronen des myenterischen Plexus im Kolon des Schweins (Yuan et al. 2023). Die
unterschiedliche Wirkung von Loperamid auf den proximalen Abschnitt, verglichen
zum distalen Abschnitt des Kolons, wurde dabei nicht diskutiert (Yuan et al. 2023). Es
konnte sein, dass eine unterschiedliche Verteilung des MOR auf hemmenden oder
erregenden Neuronen des myenterischen Plexus flr eine abschnittsweise

motilitatssteigernde oder motilitatshemmende Wirkung verantwortlich war (Yuan et al.
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2023).

Es ist bekannt, dass die Expression der Opioidrezeptoren je nach Region im
Verdauungstrakt von Saugetieren variiert, was die unterschiedlichen Reaktionen der
Darmmuskulatur in den verschiedenen Darmabschnitten auf Opioide erklart.
(Mosinska et al. 2016). Eine vergleichende Betrachtung des MOR, DOR und KOR auf
dem myenterischen und submukoésen Plexus wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit
nicht durchgefiihrt, da primar der MOR als potenzielle Bindestelle fiir BCM-7 von
Bedeutung war. Eine quantitative Beurteilung der Expression des MOR im Vergleich
zu DOR und KOR soll deshalb in weiteren Untersuchungen durchgefuhrt werden und
liefert bei Betrachtung des gesamten Magen-Darm-Trakts wertvolle Ergebnisse Uber
die Expression der Opioidrezeptoren. Dies wirde weiter zum Verstandnis der Wirkung
von Opioiden auf unterschiedliche Abschnitte im Verdauungstrakt des Schweines
beitragen. Die in dieser Dissertation gewonnene Erkenntnis, dass der MOR von
Neuronen des ENS des Jejunums exprimiert wurde, stellt eine wesentliche Basis fur
nachfolgende Forschungsarbeiten dar. Diese Befunde belegen die Eignung des
Jejunums als Untersuchungsobjekt fur die Erforschung der Effekte von MOR-
Agonisten.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde der MOR neben den Neuronen des
myenterischen und submukoésen Plexus auRerdem auf Krypten-nahen Zellen in der
Lamina propria mucosae des Jejunums des Schweins nachgewiesen (siehe Abbildung
8). Die MOR-immunoreaktive Zellpopulation wurde nicht bestimmt. Diese MOR-
exprimierenden, Krypten-nahen Zellen der porcinen Lamina propria mucosae wurden
bereits im distalen porcinen Jejunum in einem Radioligandenbindungsassay mit dem
radioaktiv-gelabelten, selektiven MOR-Agonisten [PH]IDAMGO beschrieben (Quito et
al. 1991). Beim Meerschweinchen konnte ebenfalls in der jejunalen Tunica mucosa
eine MOR-exprimierende Zellpopulation mittels FITC-gelabelten Opioiden in der
Durchflusszytometrie nachgewiesen werden (Lang et al. 1996). Auch in der humanen
Tunica mucosa wurde der MOR auf Zellen immunhistochemisch nachgewiesen, die
histologisch den mononukledren Immunzellen zugeordnet wurden (Sternini et al.
2004). Mdoglicherweise geht die MOR-Immunoreaktivitat der Krypten-nahen Zellen in
der Lamina propria mucosae des Jejunums des Schweins von Immunzellen aus. Dass
der MOR auf den Immunzellen des Blutes des Menschen, der Maus und der Ratte
vorkommt, bestatigte eine Vielzahl an Studien (Raffaeli et al. 2020; Carr et al. 1988;

Hansen et al. 2021; Cechova et al. 2018). Auf Immunzellen des Schweins, war unseres
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Wissens nach, das Vorkommen des MOR auf Proteinebene nicht untersucht worden
(PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024). Es wurde lediglich die mMRNA des MOR auf
den Immunzellen der Peyer-Platten im lleum des Schweins nachgewiesen (Pampusch
et al. 1998). In den porcinen Blutlymphozyten konnte die mMRNA des MOR aber nicht
nachgewiesen werden (Pampusch et al. 1998). Die Identitat der MOR-exprimierenden,
Krypten-nahen Zellen soll in folgenden Studien mit Leukozyten-Markern bestimmt
werden. Aullerdem sollen weitere Immunzellen, wie die Lymphozyten der Peyer-
Platten und die Blutlymphozyten des Schweins, auf das Vorhandensein des MOR
immunhistochemisch untersucht werden, um herauszufinden, ob die MOR-Expression
des Schweins mit der des Menschen Ubereinstimmt.

Bevor BCM-7, die in vitro verdauten Milchen und die Opioide in einem
Kontraktionsversuch zur Untersuchung der Auswirkung auf die Motilitdt des porcinen
Jejunums eingesetzt wurden, etablierten wir das Modell zur Messung der jejunalen
Motilitat des Schweins. Dazu wurde zu Beginn die spontane Motilitat der Longitudinal-
und Zirkularmuskulatur erfasst. Die Longitudinal- und Zirkularmuskulatur zeigten
nahezu identische und dauerhafte spontane Kontraktionsfrequenzen von jeweils 12,8
+ 1,7 (SD) und 12,5 + 1,7 (SD) pro Minute. Altere in-vitro-Untersuchungen am
Duodenum des Schweins konnten ebenfalls Kontraktionsfrequenzen zwischen zehn
und 16 pro Minute feststellen, wobei diese mit der Zeit abnahmen (Gregersen et al.
1992). Auch am caninen lleum wurden in-vitro selbige gleichbleibende Frequenzen
von 12,5 bis 13 Kontraktionen pro Minute ermittelt (Bogach 1959). Dass ein in-vitro-
Modell mit isolierten Muskelstreifen nicht ganzlich die Motilitdtsablaufe einer in-vivo-
Situation reprasentiert, zeigten in-vivo-Studien zur Kontraktion des humanen
Dinndarms (Seidl et al. 2012; Sarna et al. 1989). Mittels eines Manometriekatheters
wurden im Danndarm gesunder Probanden regelmafige, wiederkehrende Phase I-,
Phase II- und Phase llI-Kontraktionsmuster detektiert, die die physiologische
interdigestive Motilitdt mit ihren Ruhephasen, gefolgt von Phasen mit Kontraktionen,
reprasentieren (Seidl et al. 2012; Sarna et al. 1989). Wahrend der Phase | traten keine
Kontraktionen auf, in der Phase Il lag die Frequenz der Kontraktionen zwischen zwei
und drei pro Minute und in der Phase Il zwischen zehn und zwdlf pro Minute (Seidl et
al. 2012; Sarna et al. 1989; Kerlin et al. 1982). Unser in-vitro-Modell der jejunalen
Muskulatur des Schweins zeigte keine Anderung der Kontraktionsmuster, sondern
gleichbleibende, wiederkehrende Kontraktionen mit einheitlicher Frequenz und

Amplitude. Dieses Kontraktionsmuster entsprach der Phase Ill der interdigestiven
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Motilitat.

Fur das Ablaufen der Phasen | bis Il der interdigestiven Motilitat des Saugers ist ein
intaktes ENS notwendig, das intrinsische chemische und motorische Reize in
Kontraktionen umsetzt und extrinsisch moduliert wird (Kunze et al. 1999; Boesmans et
al. 2008). Der Darm steht unter einer neuronal-vermittelten tonischen Hemmung, die
die Spike-Potenziale der Slow Waves hemmen und somit eine Kontraktion der glatten
Muskulatur verhindern (Allescher 2020). Die in dieser Doktorarbeit verwendeten
Muskelstreifen (2x1 cm) beinhalten nur einen kleinen Ausschnitt des komplexen
Netzwerks des ENS. Durch die Praparation werden Axone durchtrennt, womit keine
nervale Signalverschaltung mehr stattfinden konnte. Das Fehlen einer neuronalen
Modulation der spontanen Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur des
porcinen Jejunums wurde mit einer TTX-Applikation bestatigt. Nach der TTX-
Applikation (1 pM) trat keine Anderung der spontanen Motilitat ein (siehe Abbildung
12). Dies bewies, dass die ICC nicht nerval moduliert wurden und demnach die
Frequenz der Kontraktionen auch mit der Frequenz der Slow Waves der ICC identisch
sein musste.

Die Slow-Wave-Frequenz der ICC wurde beim Schwein bereits in vivo und in vitro
ermittelt. Mittels intra-operativ angebrachten Elektroden wurde beim Schwein die
Slow-Wave-Frequenz bestimmt, wobei die Frequenz bei zwolf pro Minute lag (Egbuiji
et al. 2010; Angeli et al. 2017). Auch in ex-vivo-Praparaten des Diunndarms des
Schweins konnte mit Elektroden eine Slow-Wave-Frequenz von zwolf pro Minute
ermittelt werden (Nagahawatte et al. 2021). Die am Schwein gemessenen
Kontraktionen, und demnach auch die Slow-Wave-Frequenzen, sind gleich zu der des
Menschen (Christensen et al. 1966; Egbuiji et al. 2010; Angeli et al. 2017). Das humane
Duodenum zeigte in vitro eine mit Elektroden ermittelte Frequenz der Slow Waves von
zwolf pro Minute (Bauer et al. 1991). Die Frequenz der Slow Waves des menschlichen
Darms wurde auch in vivo mittels intraluminaler Elektroden als ,basic electric rhythm*
an der Mukosa erfasst (Christensen et al. 1966). Dabei lag die Frequenz am
proximalen Dunndarm ebenfalls bei zwdlf pro Minute und nahm aboral langsam ab
(Christensen et al. 1966). Am humanen Kolon wurde nach einem ahnlichen Verfahren
mit intraluminalen Elektroden eine Frequenz von elf pro Minute ermittelt (Sarna et al.
1980). Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde demnach ein Modell am Schwein
entwickelt mit dem, unabhangig des ENS, die spontane Motilitdt durch die

Schrittmacherfunktion der ICC untersucht werden konnte und die Frequenz der
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Kontraktionen der jejunalen Muskulatur identisch zu der Slow Wave Frequenz der ICC
bei 12,5 pro Minute war. Dies zeigt, dass sich das Modell des Schweins als
physiologisch-ahnliches Modell zur Untersuchung der humanen Darmmotorik der
Phase Il der interdigestiven Darmmotorik fur den Menschen eignet.

Im Gegensatz dazu sind die Slow-Wave-Frequenzen bei anderen klassischen
Modelltieren anders als beim Menschen (Hou et al. 2005). Bei Mausen wurde in vivo
eine hohere Frequenz der Slow Waves ermittelt (Hou et al. 2005). Dazu wurden
operativ bipolare Elektroden serosal zwei Zentimeter distal des Pylorus platziert, um
folgend im Wachzustand die Slow Waves der ICC zu detektierten (Hou et al. 2005).
Die Slow-Wave-Frequenz lag bei 19 pro Minute und war damit héher als beim Schwein
oder Menschen (Hou et al. 2005). Auch am Dinndarm des Meerschweinchens wurden
hohere Slow-Wave-Frequenzen detektiert (Gwynne et al. 2007). Diese lagen in vitro
bei 20 pro Minute im Duodenum, bei 17 pro Minute im Jejunum und bei 16 pro Minute
im lleum (Gwynne et al. 2007). Es zeigt sich damit deutlich, dass im Gegensatz zum
Schwein, die Maus und das Meerschweinchen als Modelltiere nicht die
physiologischen Kontraktionsablaufe des Menschen abbilden und weniger als Modelle
zur Untersuchung der Darmmotilitat des Menschen geeignet sind.

Neben den spontanen Kontraktionen konnten am porcinen Jejunum aufderdem ENS-
vermittelte Kontraktionen untersucht werden. Diese wurden am
Muskelkontraktionsmessplatz durch die EFS (30 V, 20 Hz mit 0,9 ms Impulsen fur 300
ms, jede Minute) induziert. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde demnach erfolgreich
ein Modell etabliert, welches die Wirkung von u-Opioidanaloga auf die EFS-induzierten
Kontraktionen des porcinen Jejunums als Modell fir den Menschen abbildete. Dies
wurde durch die reversibel hemmende Wirkung von Morphin-Sulfat auf die EFS-
induzierten Kontraktionen nachgewiesen. Naloxon-Hydrochlorid hob die Wirkung von
Morphin-Sulfat auf und blockierte diese, was darauf hindeutete, dass die hemmende
Wirkung von Morphin-Sulfat auf die EFS-induzierten Kontraktionen Uber
Opioidrezeptoren vermittelt wurde (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25). Die EFS-
induzierten Kontraktionen wurden durch TTX ganzlich gehemmt, wodurch bestatigt
wurde, dass die EFS nicht direkt an der Muskulatur wirkte, sondern der Impuls der EFS
nerval vermittelt wurde (siehe Abbildung 22). TTX hemmte die spannungsabhangigen
Natriumkanale der Neurone, die an der Reizweiterleitung zu den ICC und den
Muskelzellen beteiligt waren, wodurch keine Depolarisation stattfinden konnte und kein

Aktionspotenzial entstehen konnte.
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Anhand dieses Modells wurde keine Wirkung von BCM-7 in allen untersuchten
Konzentrationen von 1 uM bis 200 yuM sowohl auf die EFS-induzierten Kontraktionen
der Longitudinal- als auch der Zirkularmuskulatur detektiert (siehe Abbildung 28 und
Abbildung 29). Demnach konnte an der glatten Muskulatur des Schweins und auf das
ENS keine Opioid-ahnliche Wirkung nachvollzogen werden. Ahnliche Untersuchungen
am Schwein sind uns nicht bekannt (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024). Nur
beim Meerschweinchen wurde zuvor die Wirkung von BCM-7 in vitro am lleum an
einem Muskelkontraktionsmessplatz untersucht (Koch et al. 1985). Dabei bewirkte
BCM-7 eine Reduzierung der EFS-induzierten Kontraktionen, welche durch Naloxon
aufhebbar war (Koch et al. 1985). Die mittlere inhibitorische Konzentration von BCM-7
am lleum des Meerschweinchens lag dabei bei 5 uM, wobei die Anzahl der in dieser
Studie untersuchten Meerschweinchen nicht angegeben wurde (Koch et al. 1985). Die
EFS wurde alle 10 Sekunden bei 60 Volt fur 0,5 ms angewendet und fuhrte zu einer
supramaximalen Kontraktion der glatten Darmmuskulatur (Koch et al. 1985). Beim
Schwein wird, wie in dieser Doktorarbeit verwendet, bereits eine supramaximale
Kontraktion ab einer Spannung von 30 Volt erreicht (Koch et al. 1985). Es wurde eine
Opioid-ahnliche Wirkung durch BCM-7 am MOR des Meerschweinchens
angenommen (Koch et al. 1985). Mdglicherweise besitzt BCM-7 eine Affinitat zum
MOR des Meerschweinchens und nicht zum MOR des Schweins. Eine
Radioligandenbindungsstudie, die eine Bindung des BCM-7 am MOR des
Meerschweinchens untersucht, wurde bisher nicht durchgefuhrt (Pub-Med-Recherche,
Stand: 19.03.2024). Nur am MOR der Ratte  wurden bisher
Radioligandenbindungsstudien mit BCM-7 durchgeflihrt und eine Affinitat, wenn auch
500-fach schwacher verglichen zu Normophin, festgestellt (Koch et al. 1985; Brantl et
al. 1981). Weitere Radioligandenbindungsstudien an anderen Spezies mit BCM-7 sind
nicht publiziert worden (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024).

Die Opioidrezeptoren bei Saugetieren sind sehr ahnlich, weisen jedoch Spezies-
spezifische Unterschiede in den jeweiligen Proteinsequenzen auf (Stevens 2009).
Dadurch entstehen unterschiedliche Affinitaten zu Opioidliganden innerhalb der
Sauger (Stevens 2009). Dies konnte erklaren, warum BCM-7 nicht auf die EFS-
induzierten Kontraktionen des porcinen Jejunums wirkte, jedoch die EFS-induzierten
Kontraktionen des lleums des Meerschweinchens hemmte. Um die fehlende Affinitat
von BCM-7 am porcinen MOR zu bestatigen und am humanen MOR zu untersuchen,

sollte eine Radioligandenbindungsstudie am humanen und porcinen MOR
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durchgefuhrt werden. Aullerdem ware eine vergleichende Untersuchung der
Wirkungen von Opioiden und Neurotransmittern auf die humane und porcine
Dinndarmmuskulatur sinnvoll, um das Schwein als Modell fir den Menschen weiter
zu charakterisieren. Neben der Wirkung auf den Magen-Darm-Trakt des Menschen
und des Schweins, ware eine Untersuchung der Wirkung von BCM-7 und A1- und A2-
Milch auf den Magen-Darm-Trakt des Kalbes interessant. Ob BCM-7 an
Opioidrezeptoren des Kalbs wirkt, wurde bisher nicht untersucht (PubMed-Recherche,
Stand: 19.03.2024). Das Kalb reprasentiert den naturlichen Konsumenten der bovinen
A1-Milch, wodurch interessant ware, ob das entstehende BCM-7 einen evolutionar
forderlichen Effekt hatte, wodurch die A1-Varinate weitervererbt wurde. Eine Futterung
von Kalbern mit A1-Milch verglichen zur A2-Milch zeigte jedenfalls keine Unterschiede
in Bezug auf Wachstum, Stuhlkonsistenz und taglicher Milchaufnahme bei Kalbern
(Kappes et al. 2024). Demnach ist eine Wirkung auf den Magen-Darm-Trakt beim Kalb
durch BCM-7 aus A1-Milch eher unwahrscheinlich.

Da der gesundheitsbeeinflussende Effekt von A1-Milch auf das entstehende BCM-7
postuliert wurde (Thiruvengadam et al. 2021), jedoch keine Wirkung von BCM-7 auf
die Darmmotorik des Schweins festgestellt wurde, war es ein weiteres Ziel dieser
Doktorarbeit, die direkte Wirkung der A1- und A2-Milch auf die Kontraktionen des
porcinen Jejunums zu untersuchen, um den madglichen Einfluss anderer Faktoren aus
den Verdauungsprodukten zu erfassen. Um dies moglichst physiologisch-nah
abzubilden, wurde die A1- und A2-Milch zuvor einer in-vitro-Verdauung unterzogen.
Dazu wurde A1-Milch von 18 homozygoten A1-Rindern und A2-Milch von 23
homozygoten A2-Rindern in vitro verdaut und folgend auf die entstandenen BCM-7-
Konzentrationen mit einem ELISA zur Detektion von BCM-7 untersucht. Wir
entschieden uns fur einen reproduzierbaren, nicht-invasiven  in-vitro-
Verdauungsprozess mit simulierten Magen- und Darmphasen, wie er standardisiert
eingesetzt wird, um die Verdauung des Menschen zu simulieren (Brodkorb et al. 2019;
Minekus et al. 2014). In vorherigen in-vitro-Untersuchungen zur Entstehung von
BCM-7 wurde Milch teils nur mit Trypsin und Pepsin verdaut (Cieslinska et al. 2007).
Dies reprasentiert jedoch unzureichend die physiologisch komplexe Verdauung unter
Einwirkung von Enzymen aus dem Magen und dem Pankreas des Monogastriers
(Sanchén et al. 2018). Dass eine vermehrte BCM-7-Freisetzung von mehreren
Enzymen als nur Pepsin und Trypsin abhangig ist, zeigte eine in-vitro-

Verdauungsstudie, in der das entstandene BCM-7 nach unterschiedlichen
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Enzymzusammensetzungen mittels eines kompetitiven ELISA quantifiziert wurde (Ul
Haq et al. 2015). Die maximale BCM-7-Entstehung erforderte die Enzyme Pepsin,
Chymotrypsin, Elastase und LAP (Ul Haqg et al. 2015). Daher wurde der
Verdauungsprozess im Rahmen dieser Doktorarbeit mit Pepsin in der Magenphase
und mit Pankreatin in der Dunndarmphase durchgefuhrt und imitierte dadurch die
physiologische Verdauung des Monogastriers in vitro. Anschlielend wurde die BCM-
7-Konzentration in den verdauten A1- und A2-Milchen einzeln mit einem kompetitiven
ELISA zur Detektion von BCM-7 ermittelt. In den verdauten A1-Milchen wurden
signifikant (****, p < 0,0001) héhere BCM-7-Konzentrationen von 52,4 + 15,2 ug/ml (+
SD) als in den verdauten A2-Milchen gemessen. Die BCM-7-Konzentrationen in den
A2-Milchen lagen bei 4,4 £ 1,2 uyg/ml (x SD). Mit dem Vorhandensein von BCM-7
wurde ein erfolgreicher Verdauungsvorgang bewiesen. Die ermittelten BCM-7-
Konzentrationen in A1- und A2-Milch sind ahnlich zu ermittelten BCM-7-
Konzentrationen in einer in-vitro-Verdauungsstudie von aufgereinigtem A1- und A2-§3-
Kasein (Asledottir et al. 2017). In dieser Studie wurde aufgereinigtes A1- und A2-3-
Kasein einer in-vitro-Verdauung mit humanen Magen- und Dinndarmsaften von
gesunden Spendern unterzogen und anschlieend die BCM-7-Konzentration mittels
LC/MS und Isotopen-gelabeltem BCM-7-Standards ermittelt (Asledottir et al. 2017). Es
wurden, umgerechnet auf einen Milliliter Milch, 40 ug/ml BCM-7 aus A1-Milch und 14
pg/ml BCM-7 aus A2-Milch nachgewiesen (Asledottir et al. 2017). Die selbige
Arbeitsgruppe verdaute neben A1- und A2-B-Kasein auch entfettete Kuhmilch von
genotypisierten homozygoten A1- und A2-Rindern im selben in-vitro-Verdauungs-
Verfahren mit humanen Magen- und Dinndarmsaften und konnte dabei nur 18,6 pg/ml
BCM-7 in verdauter A1-Milch und 0,1 pg/ml BCM-7 in verdauter A2-Milch nachweisen
(Asledottir et al. 2018). Wie es zu diesen unterschiedlichen Konzentrationen zwischen
den beiden Studien mit den gleichen Verdauungsverfahren kam, wurde nicht diskutiert
(Asledottir et al. 2018). Weitere Verdauungsstudien mit A1- und A2-Milch zeigten
ebenfalls, wie variabel die BCM-7-Konzentrationen nach der in-vitro-Verdauung mit
simulierten Magen- und Darmphasen sein kdnnen und wiesen jeweils 59 ug/ml, 12
pg/ml oder 8,7 ug/ml BCM-7 in A1-Milch und jeweils 35 pg/ml, 9 ug/ml oder 5,8 ug/ml
BCM-7 in A2-Milch nach (Cattaneo et al. 2023; Lambers et al. 2021; Buatig et al. 2023).
Grundsatzlich reiht sich das Ergebnis dieser Doktorarbeit in diese Studien ein und
beweist, dass BCM-7 wahrend der in-vitro-Verdauung vermehrt aus der A1-Milch, aber

auch aus A2-Milch in niedrigeren Konzentrationen entsteht. Warum es zu
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unterschiedlichen Konzentrationen von BCM-7 zwischen den Studien innerhalb der
A1- und A2-Milchen kam, lag moglicherweise an mehreren Faktoren. Beispielsweise
wurde in manchen Studien ausschlieRlich Pepsin, Trypsin oder Elastase flr die in-
vitro-Verdauung verwendet, wahrend in anderen Studien eine simulierte Verdauung
mit einer Magenphase unter Einsatz von Pepsin und einer Darmphase mit Pankreatin
durchgefuihrt wurde (Cieslinska et al. 2012; Ul Hag et al. 2015). Dass die
Enzymzusammensetzung zu einem Unterschied in der zu entstehenden BMC-7-
Menge beitragt, wurde in einer bereits zitierten Studie nachgewiesen (Ul Haq et al.
2015). Diese zeigte, dass die hochste Menge an BMC-7 freigesetzt wird, wenn Pepsin,
Chymotrypsin, Elastase und LAP an der Verdauung beteiligt waren (Ul Haq et al.
2015). Daruber hinaus variierten die Studien hinsichtlich der Inkubationszeiten,
wodurch mehr oder weniger BCM-7 entstehen konnte. In einer Studie wurde gezeigt,
dass die Dauer der simulierten Magen- und Darmphase einen Einfluss darauf hat, wie
viel BCM-7 gebildet wird, da die Enzyme unterschiedlich lange aktiv sind und BCM-7
nach der Entstehung auch weiter abgebaut werden soll (Asledottir et al. 2017). Des
Weiteren konnte die Verwendung von unterschiedlich verarbeiteten Milchen oder
aufgereinigten Kaseinen zwischen den Studien zu unterschiedlichen BCM-7-
Konzentrationen fuhren (Asledottir et al. 2017; Asledottir et al. 2018). Es wurde
festgestellt, dass aus unbehandelter Milch mehr BCM-7 freigesetzt wird (8,3 pg/ml) als
aus pasteurisierter Milch (5,1 ug/ml), was laut der Autoren an der Proteindenaturierung
durch das Erhitzen und einer dadurch veranderten Verdauungskinetik der
Milchproteine lag (Lambers et al. 2021). Auflerdem konnten die verschiedenen
Messmethoden, wie eigens entwickelte ELISA oder LC/MS, zu Unterschieden in den
gemessenen BCM-7-Konzentrationen zwischen den Studien fuhren (Lambers et al.
2021). In einer ersten Verdauungsstudie aus dem Jahr 1997 wurde BCM-7 in einer in-
vitro-Verdauung mit LAP nur in verdauter A1-Milch aber nicht in verdauter A2-Milch
detektiert (Hartwig 1997). Eine folgende in-vitro-Verdauungsstudie verdaute A1- und
A2-Milch mit Pepsin und mikrobieller Corolase und detektierte BCM-7 ebenfalls nur in
der verdauten A1-Milch mittels LC/MS (Noni 2008). Daraus wurde gefolgert, dass der
Aminosaureaustausch von Prolin zu Histidin im A1-B-Kasein zu der Entstehung von
BCM-7 fihre und BCM-7 nur aus der A1-Variante entstehen soll (Hartwig 1997; Noni
2008). Die verwendete in-vitro-Verdauung in diesen Studien reprasentierte dabei nicht
die physiologische Verdauung des Menschen, wie sie im Rahmen dieser Doktorarbeit

und in den jungere Verdauungsstudien in vitro imitiert wurde (Cattaneo et al. 2023;
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Buatig et al. 2023). Die urspringliche Annahme, dass aus A2-B-Kasein kein BCM-7
entsteht, wurde durch diese Doktorarbeit und die jingeren in-vitro-Verdauungsstudien
somit entkraftet. Dementsprechend sollte auch A2-Milch potenziell durch das
entstehende BCM-7 wie A1-Milch wirken.

Um die Wirkung der Verdauungsprodukte aus der A1-Milch und der A2-Milch auf die
Muskulatur des Jejunums zu untersuchen, wurden diese Verdauungsprodukte folgend
im Kontraktionsversuch am porcinen Jejunum eingesetzt. Dabei zeigten weder die
Verdauungsprodukte der A1- noch der A2-Milch eine Wirkung auf die EFS-induzierten
Kontraktionen der porcinen Longitudinal- und Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung 30
und Abbildung 31). Dies zeigte, dass die Verdauungsprodukte, inklusive des
entstandenen BCM-7, der A1-Milch und der A2-Milch nicht auf den MOR des porcinen
Jejunums in den eingesetzten Konzentration wirkten. Neben BCM-7 sollen bei der
Verdauung von A1- und A2-B-Kasein auch weitere B-Casomorphine wie BCM-5, -6, -
8, -9 entstehen (Lambers et al. 2021; Ul Haq et al. 2015; Edwards et al. 2021). Diese
sollen, wie das BCM-7 am MOR, mit unterschiedlichen Affinitaten wirken, wodurch
verdaute Milch eine hohe Konzentration potenzieller MOR-Agonisten beinhalten wirde
(Brantl et al. 1981; Koch et al. 1985). Es konnte somit bewiesen werden, dass der
Konsum von A1- und A2-Milch mit den, aus der Verdauung resultierenden, potenziell
opioiden Peptiden, zu keiner Wirkung auf die Kontraktionen des porcinen Jejunums
fuhrt. Es liegen keine weiteren Studien vor, die vergleichend die Wirkungen von A1-
und A2-Milch auf die Darmmuskulatur in vitro analysierten (Pubmed-Recherche,
Stand: 19.03.2024). Lediglich in-vivo-Studien untersuchten die postulierten Wirkungen
der A1-Milch, die zu Verdauungsbeschwerden fuhren soll. Erste Futterungsversuche
wurden an Hunden und Ratten durchgefuhrt (Daniel et al. 1990; Defilippi et al. 1995).
Bei Hunden wurde nach intragastraler Verabreichung von Sojaprotein oder Kasein,
ungeachtet der p-Kasein-Variante, mittels Manometrie die Magenentleerung in vivo
untersucht (Defilippi et al. 1995). Dabei fluhrte Kasein im Vergleich zu Sojaprotein zu
einer verlangsamten Magenentleerung (Defilippi et al. 1995). Durch eine vorherige
Applikation von Naloxon soll diese Wirkung aufgehoben worden sein, was auf eine
Opioid-artige Wirkung des Kaseins hindeutete (Defilippi et al. 1995). Dieses in-vivo-
Modell spiegelte eine in-vivo-Verdauungssituation wider, die am Modell in dieser
Doktorarbeit durch die EFS in vitro simuliert wurde. Ein Opioid-ahnlicher Effekt der
Verdauungsprodukte der A1- und A2-Milchen wurde dabei, wie bereits beschrieben,

nicht beobachtet. Ob die Wirkung am Magen der Hunde durch B-Casomorphine
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vermittelt wurde, ist fraglich, da diese vor allem erst ab dem Duodenum durch die
enzymatische Aktivitat der Pankreasenzyme entstehen sollen, und weniger bereits im
Magen durch Pepsin (Daniloski et al. 2021). An Ratten wurde ein ahnliches Experiment
in vivo durchgefuhrt (Daniel et al. 1990). Die Ratten wurden oral mit einem radioaktiven
Tracer substituiert, wahrend sie eine Diat mit hydrolysiertem Kasein- oder
Molkenprotein erhielten (Daniel et al. 1990). Dabei flhrte die Kasein-haltige Diat zu
einer verlangsamten Magenentleerung, was teilweise durch eine intraperitoneale
Naloxon-Injektion aufgehoben wurde (Daniel et al. 1990). Auch in dieser Studie wurde
eine Opioid-ahnliche Wirkung durch Kaseine angenommen, die aber nicht weiter
untersucht wurde (Daniel et al. 1990). Diese Hypothesen Uber die Wirkung von Kasein
wurden in weiteren in-vivo-Studien aufgenommen, auf welchen die postulierten Effekte
von A1-Milch auf den Darm wie Verstopfung, Durchfall, Blahungen und
Bauchschmerzen beruhen (Barnett et al. 2014). In der ersten Studie wurden Ratten
entweder mit A1- oder A2-Milchpulver gefuttert und die Passagezeit der Ingesta
analysiert (Barnett et al. 2014). Hierfir wurde den Ratten nach einer zwdlf-stiindigen
Nahrungskarenz ein Tracer in Form von Titandioxid oral verabreicht (Barnett et al.
2014). Zusatzlich erhielt die Halfte der Tiere aus jeder Gruppe gleichzeitig mit dem
Tracer eine intraperitoneale Injektion des Opioid-Antagonisten Naloxon (Barnett et al.
2014). Die Ausscheidung des Tracers im Stuhl wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
(null, vier, sechs, acht, elf, 14, 21 und 24 Stunden nach der Applikation) gemessen
(Barnett et al. 2014). Die ersten Ratten aus beiden Diatgruppen begannen nach vier
Stunden mit der Ausscheidung, wahrend erst 17 Stunden spater alle Ratten sowohl
der A1-, als auch der A2-Gruppe den Tracer ausschieden (Barnett et al. 2014). Zu
bestimmten Messzeitpunkten schieden weniger Tiere der A1-Gruppe im Vergleich zur
A2-Gruppe und zur Naloxon behandelten A1-Gruppe den Tracer aus (Barnett et al.
2014). Aus diesem Grund wurde die Futterung der A1-Milch mit einer opioiden Wirkung
assoziiert, die zu einer Verlangsamung der Darmpassage fiuhren solle (Barnett et al.
2014). Dabei gilt zu beachten, dass nach 24 Stunden, also am Ende der Studie, nur
circa 60% des oral applizierten Tracers in der A1- Gruppe und 57% in der A2-Gruppe
zurickgewonnen wurden (Barnett et al. 2014). Die Autoren begriindeten dies mit einer
moglichen Retention des Tracers im Magen-Darm-Trakt oder eines nicht vollstandigen
oralen Applizierens des Tracers (Barnett et al. 2014). Ob unter diesen
Rahmenbedingungen eine korrekte Aussage Uber eine Wirkung der A1- oder A2-

Milchdiat getroffen werden kann, ist fraglich. Des Weiteren wurde die Studie durch ein
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Unternehmen gesponsort, das sich auf die Vermarktung von A2-Milch spezialisiert
hatte (Barnett et al. 2014). Ein Teil der Autoren war zu dem Zeitpunkt der Studie in
selbigem Unternehmen angestellt, wodurch Interessenskonflikte zu einem Ergebnis
beigetragen haben konnten, die gegen einen Konsum von A1-Milch werben sollten
(Barnett et al. 2014). Die teils widerspruchlichen Ergebnisse im Zusammenhang mit
BCM-7 unterstrich eine in-vivo-Studie am Menschen (He et al. 2017). In dieser
multizentrisch randomisiert kontrollierten Studie wurden 600 Teilnehmer mit
selbstberichteter, also nicht arztlich diagnostizierter, Laktoseintoleranz einbezogen
(He et al. 2017). Die Probanden konsumierten entweder 300 ml Milch mit 58% A1- und
42 % A2-B-Kasein oder 100% A2-p-Kasein, gefolgt von einer 7-tagigen
Auswaschphase, nach der sie die jeweils andere Milch konsumierten (He et al. 2017).
Uber eine Verblindung der Studie wurde nicht berichtet (He et al. 2017). Die Probanden
berichteten, dass nur der Konsum der Milch mit der A1-B-Kasein-Variante zu
haufigerem Stuhlabsatz, weicherem Stuhl und mehr Verdauungsbeschwerden wie
Blahungen und Bauchschmerzen in den ersten 12 Stunden nach dem Konsum geflhrt
haben soll (He et al. 2017). Die Autoren diskutierten in diesem Zusammenhang eine
Inflammation, welche maoglicherweise durch oxidativen Stress durch das entstehende
BCM-7 aus 300 ml Milch hervorgerufen wurde (He et al. 2017). Diese Studie wurde
ebenfalls von dem Unternehmen gesponsort, welches sich auf die Vermarktung von
A2-Milch spezialisiert hatte (He et al. 2017). In dieser Studie wurde BCM-7,
unabhangig der postulierten Opioid-ahnlichen Wirkung, die zu festerem Stuhl und
verlangsamter Ingestapassage fuhrt, eine pro-inflammatorische Wirkung im Magen-
Darm-Trakt zugesprochen, was zu einer schnelleren Ingestapassage fuhren soll (He
et al. 2017; Barnett et al. 2014). Die Annahme Uber eine entzundliche Wirkung ist
komplett gegensatzlich zu anderen Studien, die die Proliferation von Darm-
Immunzellen des Menschen in vitro untersuchten und nach vier Tagen eine Hemmung
der Concanavalin A-induzierten Proliferation durch BCM-7 zeigten (Elitsur et al. 1991).
Dieser Effekt wurde auf eine immunsuppressive opioide Wirkung von BCM-7
zuruckgefuhrt (Elitsur et al. 1991). Ob die A1- bzw. A2-Variante oder BCM-7 eine
Entzindung im Magen-Darm-Trakt bewirken kann, wurde im Rahmen dieser
Doktorarbeit nicht untersucht. Die beschriebene widerspruchliche
entzindungsfordernde oder entzindungshemmende Wirkung von BCM-7 auf den
Darm soll deshalb zuklnftig weiter untersucht werden, um auch Klarheit Gber die
Wirkung durch BCM-7 zu schaffen.
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Eine weitere Studie am Menschen unterstrich die Variabilitdt und die freie
Interpretation der erhobenen Daten bezlglich einer postulierten Wirkung durch A1-
Milch. In einer doppelt-verblindeten randomisierten Pilot-Studie = wurden
Stuhlkonsistenz und Verdauungsbeschwerden von 41 gesunden Mannern und Frauen
nach dem Konsum von A1- oder A2-Milch untersucht (Ho et al. 2014). Dabei soll der
Konsum von 750 ml A1-Milch pro Tag zu signifikant hoheren Stuhlkonsistenzen (3,87
1+ 0,11 SEM), verglichen zur A2-Milch (3,56 £ 0,15 SEM), gefuhrt haben (Ho et al.
2014). Die Stuhlkonsistenzen beider Gruppen lagen demnach im optimalen Bereich
des Bristol Stoolscores (Ho et al. 2014). Es wurde thematisiert, dass der A1-
Milchkonsum zu vermehrten Verdauungsbeschwerden flihre, wobei die Ergebnisse
zeigten, dass Verdauungsbeschwerden nach dem Konsum beider Milchen festgestellt
wurden (Ho et al. 2014). Dennoch folgerten die Autoren, dass die
Verdauungsbeschwerden durch die entzindliche Wirkung von A1-B-Kasein
hervorgerufen wurden (Ho et al. 2014). Aulderdem soll eine langere Passagezeit zu
einer verstarkten mikrobiellen Fermentation der Ingesta fihren und dadurch
Bauchschmerzen entstehen (Ho et al. 2014). Wie die A1-Variante ihre postulierte
Wirkung vermittelt haben soll, wurde in dieser Studie nicht diskutiert (Ho et al. 2014).
Diese Studie wurde ebenfalls von einem Unternehmen gesponsort, welches sich auf
die Vermarktung von A2-Milch spezialisierte (Ho et al. 2014). Eine Autorin war zu dem
Zeitpunkt Angestellte in diesem Unternehmen (Ho et al. 2014). Von dieser Art Studien
gibt es zahlreiche weitere, in denen Uber Probandenaussagen Daten erhoben wurden,
die auf einen wohltuenden Effekt der A2-Milch hindeuten sollen. All diese Studien sind
von demselben Unternehmen gesponsort, welches A2-Milch vermarktet. In keiner
Studie wurden wissenschaftlich-fundierte Daten erhoben, die auf eine
nachvollziehbare Wirkung durch A1-Milch und BCM-7 schlielen lassen (Ho et al.
2014; Sheng et al. 2019; He et al. 2017; Meng et al. 2023; Jianqgin et al. 2016). In dieser
Doktorarbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass BCM-7 und auch die
Verdauungsprodukte von A1- und A2-Milch keine Auswirkungen auf die Kontraktionen
der Muskultur des porcinen Jejunums zeigten (siehe Abbildung 28, Abbildung 29,
Abbildung 30 und Abbildung 31). Die hochste im Kontraktionsversuch eingesetzte
Konzentration von 200 uyM BCM-7 entspricht bereits einer nicht physiologisch
erzeugbaren BCM-7-Konzentration nach oraler Aufnahme von Milch. Im Rahmen
dieser Doktorarbeit wurde gezeigt, dass aus A1-Milch 52,4 ug/ml BCM-7 freigesetzt

werden. Selbst bei einer optimistischen Absorptionsrate von 1% intaktem BCM-7
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(Mgcpy—7 = 790 %) durch das Darmepithel und ohne Abbau durch Peptidasen wie

DPPIV, musste ein Mastschwein 1206 Liter A1-Milch auf einmal aufnehmen, um eine
BCM-7-Konzentration von 200 uM in vier Liter Blut zu erreichen. Fir eine Diffusion in
das Gewebe, wie der Darmmuskulatur, ware eine noch grélkere Menge Milch
erforderlich, um diese Konzentration aufrechtzuerhalten. Aus diesem Grund kann
davon ausgegangen werden, dass, selbst wenn BCM-7 in hoheren Konzentrationen
auf die Opioidrezeptoren des Magen-Darm-Trakts des Schweins oder Menschen
wirken sollte, es nicht mdglich ist, solche Milchmengen aufzunehmen.

Neben den EFS-induzierten Kontraktionen wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit auch
die Wirkung von Morphin-Sulfat, Naloxon-Hydrochlorid und BCM-7 auf die spontanen
Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur des porcinen Jejunums
untersucht. BCM-7 zeigte dabei in allen untersuchten Konzentrationen von 1 uM bis
200 pM keine Wirkung auf die Longitudinal- und Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung
15 und Abbildung 16). Dies zeigte, wie schon bei den EFS-induzierten Kontraktionen,
dass BCM-7 die Matilitat des porcinen Jejunums nicht beeinflusst oder eine weitaus
héhere Konzentration notwendig ware, um eine Wirkung festzustellen.

Morphin-Sulfat bewirkte dabei in der Konzentration von 50 uM eine Steigerung der
Kontraktionsstarke der spontanen Kontraktionen der Longitudinal- und
Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung 18 und Abbildung 19). Wie bereits diskutiert,
wirkte TTX nicht auf die spontanen Kontraktionen (siehe Abbildung 12). Auch die
Steigerung der spontanen Kontraktionen durch Morphin-Sulfat wurden durch eine
TTX-Applikation nicht beeinflusst (siehe Abbildung 14). Demnach wurden auch die
gesteigerten spontanen Kontraktionen durch Morphin-Sulfat nicht nerval vermittelt. Es
ist davon auszugehen, dass die Kontraktionssteigerung durch Morphin-Sulfat Gber die
ICC oder die Muskelzellen direkt und nicht nerval Uber das ENS vermittelt wurde. An
welchen Zellen Morphin-sulfat wirkte, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht
untersucht.

Dass Morphin-Sulfat die Kraft der spontanen Kontraktionen der Dinndarmmuskulatur
in vitro steigern kann, wurde bereits beim Kaninchen, der Maus und der Ratte
beobachtet (Bian et al. 2015; lwata et al. 2007; Sienkiewicz-Sztapka et al. 2009). Am
Kaninchen steigerte Morphin-Sulfat in vitro die Amplituden der spontanen
Kontraktionen des lleums in Konzentrationen von 126 uM bis 12,6 mM (Sienkiewicz-
Sztapka et al. 2009). Auch am lleum der Maus wurde in vitro eine Zunahme der

Kontraktion der Zirkularmuskulatur durch Morphin-Hydrochlorid ab einer Konzentration
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von 1 yM gemessen (lwata et al. 2007). Eine in-vitro-Studie am lleum der Ratte kam
zu den gleichen Ergebnissen (Bian et al. 2015). Dabei wirkte Morphin-Hydrochlorid ab
einer Konzentration von 13 uM kontraktionssteigernd auf die spontanen Kontraktionen
(Bian et al. 2015). Ob Morphin diese kontraktionssteigernde Wirkung in den drei
zitierten Studien Uber Opioidrezeptoren der Neurone, der ICC oder der Muskelzellen
vermittelte, wurde in keiner der Studie untersucht (Bian et al. 2015; Iwata et al. 2007;
Sienkiewicz-Sztapka et al. 2009). Die ICC waren eine mogliche Bindestelle fir MOR-
Agonisten wie Morphin. Auf den ICC der Ratte wurde der MOR bereits von Magen bis
zum Kolon immunhistochemisch nachgewiesen (Bagnol et al. 1997; Gray et al. 2006).
Auch in der immunhistochemischen Untersuchung im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurde am proximalen Jejunum des Schweins eine schwache Immunreaktivitat des
MOR auf Zellen um den myenterischen Plexus und auch in der Longitudinalmuskulatur
festgestellt (siehe Abbildung 7). Das Vorkommen des MOR konnte auf die ICC
zuruckzufihren sein, die sich als ICC-MP um den myenterischen Plexus oder als ICC-
LM in der Longitudinalmuskulatur des Menschen anordnen (Radu et al. 2023;
Vanderwinden et al. 1999). Demnach ist es moglich, dass die Kontraktionssteigerung
der spontanen Kontraktionen am porcinen Jejunum tber die Opioidrezeptoren der ICC
vermittelt wurde, was zu einer gesteigerten Kalziumleitfahigkeit und zu mehr Spike-
Potenzialen der Slow Waves fuhren konnte. Die isolierte und direkte Wirkung von
Opioiden auf die ICC wurde unseren Wissens nach noch bei keiner Tierart untersucht
(PubMed-Recherche, Stand: 05.03.2024). Ob Morphin-Sulfat die Opioidrezeptoren der
ICC des Schweins aktiviert, soll zukunftig mit Antikérpern gegen einen aktivierten, also
phosphorylierten MOR am porcinen Jejunum immunhistochemisch untersucht werden.
Eine weitere Moglichkeit, wie Morphin-Sulfat die spontanen Kontraktionen des
porcinen Jejumums verstarkt haben konnte, ist die Wirkung Uber Opioidrezeptoren der
glatten Muskelzellen. Es wurde festgestellt, dass der MOR, DOR und der KOR auf der
glatten Muskulatur des Darms des Meerschweinchens exprimiert wird (Murthy et al.
1996). Die Opioidrezeptoren sind selektiv an G-Proteine gekoppelt und fihren bei
einer Aktivierung durch Morphin-Sulfat zu einer Aktivierung der Phospholipase C-f8
durch die By-Untereinheiten der G-Proteine (Murthy et al. 1996). Dadurch soll die
Inositol-3-Phosphat-abhangige Kalzium-Freisetzung stimuliert werden, wodurch
Kontraktionen der glatten Muskulatur ausgelost werden (Murthy et al. 1996). Dieser
Mechanismus, der im Meerschweinchendarm nachgewiesen wurde, kdnnte auch am

Jejunum des Schweins fur eine Steigerung der Kontraktionen durch Wirkung an den
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Opioidrezeptoren der Muskelzellen gesorgt haben. Neben der Wirkung von Opioiden
auf die ICC soll auch die Wirkung von Opioiden auf die glatten Muskelzellen des
porcinen Jejunums mit Antikérpern gegen den phosphorylierten MOR am porcinen
Jejunum immunhistochemisch Uberpraft werden.

Die beobachtete Kontraktionssteigerung der spontanen Kontraktionen des porcinen
Jejunums durch Morphin-Sulfat wurde, entgegen der Erwartung, durch den Opioid-
Antagonisten Naloxon-Hydrochlorid nicht aufgehoben. Interessanterweise fihrte
Naloxon-Hydrochlorid selbst zu einer Steigerung der Kontraktionsstarke der
spontanen Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur (siehe Abbildung
17). Eine agonistische Wirkung durch Naloxon-Hydrochlorid am Opioidrezeptor ist flr
das Schwein bisher nicht beschrieben (PubMed-Recherche, Stand: 19.03.2024). Am
Jejunum des Kaninchens wurde in vitro eine agonistische Wirkung von Naloxon-
Hydrochlorid in hohen Konzentrationen zwischen 10 yM und 1 mM auf die spontanen
Kontraktionen der Longitudinalmuskulatur nachgewiesen (Cosola et al. 2006). Dabei
wirkte Naloxon-Hydrochlorid wie der MOR-Agonist B-Endorphin (1 pM), wobei beide
zu einer Reduktion der Amplituden der Kontraktionen fuhrten (Cosola et al. 2006). In
niedrigeren Konzentrationen von 10 nM bis 1 yM fuhrte Naloxon-Hydrochlorid zu einer
erwarteten Steigerung der Kontraktionen nach vorheriger, hemmender 3-Endorphin-
Applikation, was an einer Blockade der Wirkung von B-Endorphin am MOR lag (Cosola
et al. 2006). Die Autoren folgerten, dass auch Naloxon in héheren Konzentrationen
den Opioidrezeptor nicht blo3 blockiert, sondern auch an diesem agonistisch wirkt
(Cosola et al. 2006). Dies konnte die beobachtete kontraktionssteigernde Wirkung auf
die spontanen Kontraktionen des porcinen Jejunums durch Naloxon-Hydrochlorid
erklaren. Ob neben Morphin-Sulfat auch Naloxon-Hydrochlorid direkt an den ICC und
den glatten Muskelzellen des Schweins im Kontraktionsmodell wirkte, wurde im
Rahmen dieser Doktorarbeit nicht naher untersucht und soll Gegenstand weiterer
Forschung sein. AuRBerdem ist ein immunhistochemischer Nachweis der
Opioidrezeptoren auf den ICC mit einem ICC-spezifischen Marker (cKit) beim Schwein
notwendig, um auch Auskunft Uber die Expression des MOR auf den ICC des
Schweins zu erhalten.

Durch die Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde ein Modell am
porcinen Jejunum fur die pharmakologische Wirkung von Opioiden auf die
Darmmuskulatur etabliert. Erstmals wurde der MOR im Jejunum des Schweins im

myenterischen und submukdsen Plexus nachgewiesen. An dem erfolgreich etablierten



Diskussion 103

Modell wurde gezeigt, dass BCM-7 und die Verdauungsprodukte von A1- und A2-Milch
keine Wirkung auf die Kontraktionen des Jejunums hatten, womit die postulierten

Wirkungen des A1-Milchkonsums widerlegt wurden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Eine genetische Mutation im bovinen B-Kasein-Gen fuhrte zu einem Austausch einer
Aminosaure in der Aminosauresequenz des B-Kaseins, wodurch eine neue Variante,
das A1-B-Kasein, entstanden ist. Das A1-B-Kasein tragt die Aminosaure Histidin an
Position 67, wobei in der ursprunglichen Variante, dem A2-B-Kasein die Aminosaure
Prolin diese Position einnimmt. Durch diesen Aminosaureaustausch soll A1-B-Kasein
anfalliger flr eine enzymatische Spaltung wahrend der Verdauung im Darm zwischen
den Aminosauren an Position 66 und 67 des (-Kaseins sein. Dadurch soll vermehrt
ein sieben Aminosaure langes Peptid, das BCM-7 freigesetzt werden. Aus A2-Milch,
die das A2-B-Kasein ohne die entsprechende Mutation enthalt, entstehen geringere
Mengen von BCM-7. Es wird angenommen, dass BCM-7 als MOR-Agonist wirken soll
und potenziell an den MOR in der Darmwand bindet. So soll die Darmmaotilitat
gehemmt werden, was potenziell zu Verdauungsbeschwerden nach dem Verzehr von
A1-Milch fuhren konnte. Studien, die diese Hypothese untersuchten, kamen zu
widerspruchlichen Ergebnissen. Ein Nachweis, dass BCM-7 auf den humanen Darm
wirkt, wurde bisher nicht gegeben. Trotz dem Fehlen wissenschaftlich-fundierter Daten
steht Milch mit dem A1-B-Kasein weltweit in der Kritik fir Verdauungsbeschwerden
verantwortlich zu sein, wobei der Konsum von A2-Milch mit wohltuenden
Eigenschaften auf die Verdauung assoziiert wird.

Ziel dieser Doktorarbeit war es daher, eine potenzielle Wirkung von BCM-7 und den
Verdauungsprodukten von A1- und A2- Milch auf die Darmmotilitat zu untersuchen und
mit der Wirkung von Opioiden zu vergleichen. Aufgrund verdauungsphysiologischer
Ahnlichkeiten mit dem Menschen bietet sich das Schwein als geeignetes
translationales Modell fir diese Untersuchungen an. Wegen fehlender Daten zum
Vorkommen der Opioidrezeptoren im DiUnndarm des Schweins wurde zuerst ein
Vorhandensein des MOR auf den Neuronen des ENS des porcinen proximalen
Jejunums  immunhistochemisch  analysiert.  Folglich  wurde an einem
Muskelkontraktionsmessplatz mit Organbadern in vitro ein potenzieller Opioid-
ahnlicher Effekt von BCM-7 und in vitro verdauter A1- und A2- Milch auf die
Longitudinal- und Zirkularmuskulatur des porcinen proximalen Jejunums untersucht,
da im proximalen Dudnndarm die grofdte Menge an BCM-7 wahrend des

Verdauungsprozesses von Milch entstehen soll.
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Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde der MOR auf den Neuronen des myenterischen
und submukoésen Plexus des ENS nachgewiesen, wodurch gezeigt wurde, dass die
Bindestellen fir MOR-Agonisten im porcinen Jejunum vorhanden sind und sich das
Jejunum des Schweins die potenziellen Rezeptoren fur weitere Untersuchungen mit
BCM-7 und den Opioiden vorweist. Folgend wurde erfolgreich ein Modell zur in-vitro-
Untersuchung der Wirkung von Opioiden an der glatten Muskulatur des porcinen
Dinndarms an einem Muskelkontraktionsmessplatz etabliert. Die EFS-induzierten,
nerval-vermittelten Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur wurden
von Morphin gehemmt, womit gezeigt wurde, dass das Schwein als Modell fur eine
Opioid-induzierte Inhibition der Motilitat des Jejunums geeignet ist. Interessanterweise
induzierten die Opioide eine Steigerung der spontanen Kontraktionen, welche
vermutlich direkt Uber die ICC oder die glatten Muskelzellen vermittelt wurde. Die
hypothetisierte Wirkung der Opioide auf die ICC und die Muskelzellen und damit auf
die spontanen Kontraktionen soll in weiteren Studien bestatigt werden. Anhand dieses
Modells wurde gezeigt, dass BCM-7 in den Konzentrationen von 1 yM bis 200 pM
keine Wirkung auf die spontanen, als auch die EFS-induzierten, nerval-vermittelten
Kontraktionen des porcinen Jejunums hatte. Diese Stoffkonzentrationen sind in vivo
selbst mit Ubermaligem Milchkonsum nicht erreichbar, wodurch davon auszugehen
ist, dass BCM-7 auch bei iUbermafiigem Milchkonsum nicht auf die Motorik des Darms
des Menschen einwirkt. Die Kontraktionen der Longitudinal- und Zirkularmuskulatur
wurden, neben BCM-7, auch durch die Verdauungsprodukte der A1- und A2-Milch
nicht gehemmt. Insgesamt zeigte diese Doktorarbeit, dass auch die
Verdauungsprodukte der A1- aber auch der A2-Milch die Motorik des Darms nicht
modulieren. Dies liegt héchstwahrscheinlich an einer fehlenden Wirkung am MOR oder
einer zu geringen Wirkstarke am Rezeptor. Ob BCM-7 uberhaupt an humanen und
porcinen und humanen Opioidrezeptoren bindet, soll Gegenstand weiterer Forschung
sein. Durch diese Doktorarbeit wurden die notwendigen Grundlagen zur Bestatigung

einer fehlenden Wirkung von BCM-7 an Opioidrezeptoren des Schweins gegeben.
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7 SUMMARY

A genetic mutation in the bovine $-casein gene led to the substitution of an amino acid
in the amino acid sequence of 3-casein, resulting in a new variant, the A1-B-casein.
A1-B-casein carries the amino acid histidine at position 67, whereas in the original
variant, A2-3-casein, the amino acid proline occupies this position. This amino acid
exchange is believed to render A1-B-casein more susceptible to enzymatic cleavage
during digestion in the intestine between the amino acids at position 66 and 67 of 3-
casein. This is thought to increase the release of a seven-amino-acid-long peptide,
BCM-7. From A2 milk, which contains A2-3-casein without the corresponding mutation,
lesser amounts of BCM-7 are produced during intestinal digestion. It is assumed that
BCM-7 acts as a MOR agonist and potentially binds to the MOR in the intestinal wall.
This is believed to inhibit intestinal motility, potentially leading to digestive discomfort
after consuming A1 milk. Studies investigating this hypothesis have yielded conflicting
results. Evidence that BCM-7 affects the human intestine has not been provided so
far. Despite the lack of scientifically sound data, milk containing A1-3-casein is globally
criticized for being responsible for digestive discomfort, while the consumption of A2
milk is associated with beneficial digestive properties.

The aim of this doctoral thesis was therefore to investigate the potential effect of BCM-
7 and the digestion products of A1 and A2 milk on gut motility and to compare it with
the effect of opioids. Due to its physiological similarities with humans concerning the
digestive system, the pig serves as a suitable translational model for these
investigations. Since data on the presence of opioid receptors in the small intestine of
pigs did not exist to date, the presence of MOR on neurons of the ENS of the porcine
proximal jejunum was first analyzed via immunohistochemistry. Subsequently, a
potential opioid-like effect of BCM-7 and in vitro digested A1 and A2 milk on the
longitudinal and circular musculature of the porcine proximal jejunum was investigated
using an organ bath muscle contraction measurement setup in vitro, as the proximal
small intestine is believed to produce the highest amount of BCM-7 during the milk
digestion process.

Within this doctoral thesis, the presence of MOR on the neurons of the myenteric and
submucosal plexus of the ENS was demonstrated, indicating that binding sites for
MOR agonists are present in the porcine jejunum. This confirmed that the jejunum of

the pig possesses the potential receptors for further investigations involving BCM-7
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and opioids. In consequence, a model for in vitro examination of the effect of opioids
on the smooth muscle of the porcine small intestine was successfully established using
a muscle contraction measurement setup. EFS-induced, neurally mediated
contractions of the longitudinal and circular musculature were inhibited by morphine,
demonstrating that the pig serves as a model for opioid-induced inhibition of jejunal
motility. Interestingly, opioids induced an increase in spontaneous contractions, likely
mediated directly via the ICC or smooth muscle cells. The hypothesized effect of
opioids on the ICC and muscle cells, and thus on spontaneous contractions, will be
confirmed in further studies. Using this model, it was demonstrated that BCM-7 at
concentrations ranging from 1 uM to 200 uM had no effect on spontaneous or EFS-
induced neurally mediated contractions of the porcine jejunum. These substance
concentrations are not achievable in vivo even with excessive milk consumption,
suggesting that BCM-7 does not affect intestinal motility even with high milk intake.
Contractions of the longitudinal and circular musculature were further not inhibited by
the digestion products of A1 and A2 milk. Overall, this doctoral thesis showed that
neither the digestion products of A1 nor A2 milk modulate intestinal motility. This is
most likely due to a lack of effect on the MOR or insufficient potency at the receptor.
Whether BCM-7 binds to human and porcine opioid receptors at all should be the
subject of further research. This doctoral thesis laid the necessary groundwork to

confirm the lack of BCM-7 effect on porcine opioid receptors.
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