1 Literatur

1.1 Epithelialer Transport und Gewebewiderstand

Stofftransport durch ein Epithel ist grundsétzlich auf zwei Wegen mdglich. Einmal auf
transzellularem Weg, der die Passage durch die apikale und basolaterale Membran
einschlielt, sowie auf parazellularem Weg durch die tight-junctions und den
Interzellularraum. Im Hinblick auf den Transport von lonen durch Epithelien werden fur die
Passagewege aus der Elektrizitatslehre bekannte Darstellungen ibernommen, in denen die fir
die Epithelpassage wichtigen ,,Barrieren” als Widerstdnde dargestellt werden. Bei dieser
(Modell)Ubertragung addieren sich der Widerstand der apikalen (R,) und basolateralen
Membran (Rp) zum (gesamt) Zellwiderstand (R.), sowie der Widerstand der tight-junctions
(Ry) und des Interzellularraums (Rics) zum parazellularen Widerstand (Rs), da ihre Anordnung
im Vergleich einer ,,Reihenschaltung” entspricht. Zellwiderstand (R;) und parazellularer
Widerstand (Rs) bilden ,,in Parallelschaltung® den Gewebewiderstand (Ry).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Einzelwiderstande eines Epithels

Die Gewebeleitfahigkeit ist der reziproke Wert des Gewebewiderstandes.
1 :
Gt= Rt also gilt: Gt = Gc +Gs

Jedes Epithel besitzt einen charakteristischen Gewebewiderstand, anhand dessen eine

Einteilung in durchléssige (leaky) bis dichte (tight) Epithelien vorgenommen werden kann.



Als , leaky* gelten Epithelien mit einem Gewebewiderstand (R;) von < 1000 Q - cm . Ihr

zellularer Widerstand (R.) ist groRRer als der parazellulare Widerstand (Rs) [% >1] und die
S

parazelluldre Leitfahigkeit (Gs) betrdgt mehr als 50% der Gesamtleitfahigkeit (G;). Solche
Epithelien sind z.B. im Dinndarm und im proximalen Nierentubulus zu finden. Als moderat
durchlassig, bzw. moderat dicht (,,moderately leaky*“/ ,,moderately tight) werden neben dem
Colon des Kaninchens (POWELL, 1981) auch der Psalter [R=717 Q-cm™ ;% =2.1]
S

(SCHULTHEIR, 1995) und der Pansen [Ri<1000 Q-m'z;% =1.4] des Schafes bezeichnet
S

(LANG, 1997). Epithelien, die als ,,tight* klassifiziert werden, sind z.B. der Magenfundus

oder die Harnblase (POWELL, 1981).

Die Grole des Gewebewiderstandes wird vor allem von der Durchléssigkeit der tight-
junctions bestimmt. In ,leaky* Epithelien findet der grofite Teil des Stofftransportes auf
parazellularem Wege (passiv) statt, wogegen in weniger durchlassigen Epithelien, deren
parazelluldre Passagewege durch dichtere tight-junctions beschrénkt sind, der Gberwiegende

Teil der Transportvorgénge transzellular stattfindet.

1.2 Protonen-gekoppelter Peptidtransport in Darm und Niere

Im Zusammenhang mit diesem Kapitel soll vor allen Dingen auf die Ubersichtsarbeit von H.
DANIEL (1996) hingewiesen werden, in der ein ausgezeichneter Uberblick uber die
Thematik der Protonen-gekoppelten Peptid-Transportmechanismen in Darm und Niere (und
die Forschungsergebnisse jlingerer Zeit) gegeben wird. Fir die ausfihrlichere Darstellung der
frilheren Arbeiten zu diesem Thema sei auf die Ubersichtsarbeiten von D.M. MATTHEWS
(1975, 1980) verwiesen.

Zusétzlich zu den Transportmechanismen, die den Transport von Aminosduren ermdglichen,
bietet die Aufnahme kurzkettiger Peptide fiir die Zelle einen effizienten und 6konomischen
Weg der Aminosaureaufnahme. Seit vielen Jahren ist in Bakterien und Hefen ein an Protonen
gekoppelter Peptid-Transporter bekannt, der zu Beginn der achtziger Jahre auch in der
apikalen Membran von Zellen des Dinndarmepithels und im proximalen Tubulus der Niere
nachgewiesen wurde. Bei Wirbeltieren waren bis zu diesem Zeitpunkt vergleichbare aktive
Transportmechanismen fiir Peptide nur als Na’- gekoppelte Cotransportsysteme bekannt.
Deswegen stellte die Tatsache, da der Peptidtransporter einen Protonengradienten zur

Aufnahme in die Zelle nutzt, eine neue Variation gekoppelter Transportsysteme dar
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(GANAPATHY et al., 1981). Vermutet wird dieser Transportmechanismus auch in Epithelien
anderer Organe, wie Plazenta, Lunge, in der Blut-Hirn-Schranke und im distalen Nephron.
Ebenso soll er an Prozessen der Antigen-Présentation beteiligt sein (MEREDITH und BOYD,
1995).

Die zelluladre Basis des Peptidtransports wurde mit Hilfe isolierter Membranvesikel aus
Burstensaumzellen des Dinndarms studiert (siehe Abb.2). Der Transport der Peptide in die
Zelle ist durch den mit H* gekoppelten Cotransport elektrogen und somit abhangig vom
Membranpotential. Es wurde gezeigt, daR als Substrate nicht nur Di- und Tripeptide dienen
kdnnen, sondern auch pharmakologische Substanzen, die ein "Peptid-Rickgrat" besitzen, wie
R-Lactam Antibiotika oder ACE (Angiotensin converting enzyme)-Hemmer (FEI et al.,
1994).

Die weitere Aufklarung der Vorgange auf zellulédrer Ebene war vor allem durch folgende
Unstimmigkeit von groRem Interesse: In Versuchen mit intaktem Gewebe (MATTHEWS und
PAYNE, 1980, RUBINO et al., 1971, CHEESEMAN, 1980, GANAPATHY und
RADHAKRISHNAN, 1980) wies der Transportmechanismus eine Na'-Abhangigkeit auf,
wohingegen er bei der Arbeit mit isolierten Membranvesikeln Na® unabhingig war
(GANAPATHY et al., 1981). Die Erklarung dafir schien ein elektroneutraler
Kationenaustauscher zu sein, der ebenfalls in der Birstensaummembran lokalisiert ist. Dieser
Austauscher erméglicht die Na* Aufnahme in die Zelle und schleust dafiir jeweils ein Proton
heraus (Abb.2). Seine Aktivierung erfolgt durch den fallenden (intrazellularen) pH-Wert bei
der an Protonen-gekoppelten Peptidaufnahme. Durch dieses ,,Protonenrecycling® wird einer
Ubersauerung der Zelle entgegengewirkt (DANIEL und HERGET, 1997).

In der Zelle werden die Peptide zum Teil durch Peptidasen hydrolysiert und als freie
Aminosduren basolateral abgegeben, zum Teil erfolgt der Transport tber die basolaterale
Membran in peptidgebundener Form. Uber die Art des Transportmechanismus existieren
widersprichliche Angaben. Nach MEREDITH und BOYD (1995) erfolgt ein Transport von
Peptiden (ber einen elektroneutralen Anionentransporter in der basolateralen Membran im
Austausch gegen Bicarbonat (Abb.2). Andere Arbeitsgruppen postulieren eine Protonen-
Abhéangigkeit des basolateralen Transportmechanismus, vergleichbar mit dem Transporter der
apikalen Membran (THWAITES et al., 1993, DYER et al., 1990).
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Abb. 2: Modell des Protonen-gekoppelten Peptidtransporters (modifiziert nach H.
Daniel, 1996)

Peptide und peptidadhnliche Substanzen werden im Cotransport mit Protonen aufgenommen.
Triebkrafte sind der nach innen gerichtete Protonengradient, sowie das Potential der apikalen
Zellmembran (Zellinneres negativ). Durch die Protonenaufnahme sinkt der intrazellulare pH-
Wert. Dadurch wird ein Na*/H*-Austauscher aktiviert, der ebenfalls in der apikalen Membran
lokalisiert ist. Dieser schleust Protonen gegen Na'-lonen aus und wirkt so einer Ubersauerung
der Zelle entgegen. Firr je ein Proton, das die Zelle verlaRt, gelangt ein Na'-lon entlang des
Na'-Gradienten ins Zellinnere. Der Na’-Gradient wird durch die Na/K-ATPase aufrecht
erhalten, die auf der basolateralen Seite drei Na'-lonen gegen zwei K*-lonen austauscht.
Intrazellular werden die Peptide zum Teil hydrolisiert und als Aminoséuren ausgeschleust,
zum Teil verlassen sie die Zelle basolateral in negativ geladener Form im Austausch gegen
Bicarbonat.

Widersprichlich hierzu sind die Ergebnisse von TERADA et al. (1999), die den
Peptidtransport tber die basolaterale Membran als wenig abh&ngig vom Umgebungs pH und
nur entlang eines Konzentrationsgefélles charakterisieren. Hieraus wird in dieser Arbeit auf

einen passiven Mechanismus in Form von erleichterter Diffusion geschlossen.

In Versuchen an menschlichen Darmzellen konnte gezeigt werden, dall sich die
Peptidaufnahme in die Zelle durch Insulin stimulieren und durch Genistein, einen
Tyrosinkinase-Hemmer, blockieren lakt (THAMOTHARAN, et al.,1999). Die Steigerung der
Peptidaufnahme erfolgt durch eine Erhdhung der Anzahl an Transportmolekilen in der
apikalen Zellmembran. Es wurde angenommen, dal} die Transportmolekile in einem

cytoplasmatischen Pool vorhanden sind und in die apikale Membran verlagert werden.

Andere Versuche an menschlichen Enterocyten (WALKER et al., 1998) ergaben, dal eine
gesteigerte Peptidaufnahme Uber eine Vermehrung der apikalen Transportmolekile bei

Zunahme der Peptidkonzentration im umgebenden Medium stattfindet. Die Vermehrung der



Transportmolekule erfolgt durch eine direkte Reaktion der Zelle, unabhéngig von hormonaler

und neuronaler Kontrolle.

Bis jetzt liegen zwar geniigend Beweise flr das geschilderte Prinzip des Peptidtranportes vor,
doch erscheint es unwahrscheinlich, dafl nur ein Mechanismus (Molekil) fiir diese
Transportvorgénge verantwortlich ist, wenn man die Menge und Verschiedenartigkeit der
maoglichen Substrate betrachtet: Aus 20 proteinogenen Aminoséuren, die im Nahrungsprotein
enthalten sind, kénnen nach hydrolytischer Spaltung 400 verschiedene Dipeptide und 8000
verschiedene Tripeptide gebildet werden, die in Ladung, Loslichkeit und molekularem
Gewicht stark variieren (DANIEL, 1996).

1994 gelang es zum erstenmal, den Peptidtransporter aus Zellen eines Sdugetieres zu klonen.
Aus der Darmmukosa von Kaninchen wurde m-RNA isoliert und in Oocyten von Xenopus
laevis injiziert. Die Oocyten wurden mittels radioaktiv markierter Peptide auf
Transportaktivitdt untersucht, wobei sich zeigte, dalR sie das Transportprotein auf ihrer
Oberflache exprimiert hatten (FEI et al., 1994; BOLL et al., 1994). 1995 gelang dies auch fir
das Transportprotein im proximalen Tubulus der Niere (BOLL et al., 1996). Die
Peptidtransporter, pepT1, im Dinndarm und pepT2 in der Niere arbeiten nach dem gleichen
Prinzip, unterscheiden sich aber in ihrer molekularen Struktur, sowie hinsichtlich ihrer
Substratspezifitat und Substrataffinitat (DANIEL, 1996).

Da der Peptidtransport als Folge des gleichzeitigen Protonentransportes durch die Membran
elektrogen ist, erzeugt die Protonen-gekoppelte Substrat(Peptid)aufnahme einen nach innen
gerichteten Stromflu3, der mittels Voltage-Clamp-Technik mefbar ist. Durch die Kopplung
des Transports an Protonen fallt bei der Substrataufnahme der intrazelluldre pH ab. Simultane
Messungen des Membranpotentials und des intrazellularen pH-Wertes an Oocyten mit
exprimiertem pepT2-Transportprotein zeigten, dal? nach Zugabe von Cefadroxil (-Lactam
Antibiotikum) zuerst eine Depolarisation der Zellmembran und danach ein Abfall des
intrazellularen pH-Wertes erfolgten (BOLL et al.1994, FEI et al., 1994).

Genauere Untersuchungen tber den intrazellularen pH-Abfall wurden an M&useenterocyten
durchgefuhrt (STEWART et al., 1999). Nach Zugabe von Phenylalanyl-Alanin in ein
umgebendes Medium wurde die Ausbreitung des fallenden pH-Wertes in der Zelle mit Hilfe
eines konfuskalen Mikroskops beobachtet. Das Peptid wurde in verschiedenen
Konzentrationen (0,1-20 mmol/l) zugegeben, die ein unterschiedlich starkes Absinken des pH;
zur Folge hatten. Die Zugabe von 1mmol/l Peptid fihrte zu einem Abfall des intrazelluléren



pH von 7,36 auf 7,25 (Mittelwerte). 0,5 mmol/l lieBen den pH; von 7,37 auf 7,32 sinken. Nach
Zugabe von 10 mmol/I fiel der pH; um 0,16 £ 0,09 pH Einheiten.

Die Untersuchungen des Peptidtransportes an BCEFC gefarbten Monolayern der humanen
Darmzelllinie Caco-2 ergaben einen Abfall des intrazellularen pH von 7,4 auf 7,1 nach
Zugabe von 20 mmol/l Gly-Sar auf der apikalen Seite der Zellen (THWAITES et al., 1993).

Da der Protonen-gekoppelte Peptidtransporter bislang vor allem in monogastrischen Spezies
untersucht wurde, fuhrten WOLFFRAM et al. (1998) Untersuchungen am Darm von
Wiederkauern durch. Mit Hilfe von isolierten Membranvesikeln aus dem Birstensaum gelang

der Nachweis des Transporters in Zellen des proximalen Jejunums und lleums von Rindern.

1.3 Proteinspaltung und Resorption im VVormagen

Das Nahrungsprotein wird im Pansen der Wiederk&uer zum grof3ten Teil mikrobiell abgebaut,
ein anderer Teil (ca. 20-40 %) passiert den Vormagen unverandert als sogenanntes
DurchfluBprotein (UDP = undegradable dietary protein). Fir den Proteinmetabolismus im
Vormagen sind vor allem die Bakterien verantwortlich. Protozoen und zu noch geringerem
Anteil Pilze spielen eine untergeordnete Rolle, obwohl auch ihr Fehlen negative
Auswirkungen auf die proteolytischen Vorgange haben kann (BRODERICK et al., 1991).

Der mikrobielle Abbau ist abhangig von der Wasserldslichkeit und Struktur der Proteine.
Bestimmte Bindungen, chemische oder physikalische Behandlung verlangsamen, andere
strukturelle Eigenheiten beschleunigen den Abbau (BRODERICK und WALLACE, 1988)
Bsp.: Casein besitzt eine lineare Struktur und wird deswegen schnell abgebaut, Ovalbumin
dagegen besitzt viele Disulfidbriicken und wird deshalb langsam hydrolisiert. VVon den
Mikroorganismen abgegebene Proteasen und Peptidasen hydrolisieren die Nahrungsproteine
zu Peptiden und freien Aminosduren, die in nachfolgende Bereiche des Magen-Darm-Traktes
weiterwandern oder von den Mikroorganismen selbst als Energiequelle und zur Synthese
mikrobeneigener Proteine verwandt werden. Bei der zur Energiegewinnung erfolgenden
Fermentation von freien Aminosduren durch die Mikroorganismen entstehen fllichtige
Fettsduren (SCFA: short chain fatty acids ) und Ammoniak (NH3). Beide Substanzen kénnen
durch die Pansenwand resorbiert werden, wobei Ammoniak (ber den ruminohepatischen
Kreislauf (in Form von in der Leber gebildetem Harnstoff) wieder in den Pansen rezirkulieren
kann (Abb.3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der mikrobiellen Umsetzungen von Futterproteinen

Bei ausreichenden Mengen an Kohlenhydraten und Energie kann Ammoniak wieder fir die
mikrobielle Proteinsynthese verwendet werden, das im Labmagen und vor allem im

Dinndarm ebenfalls verdaut wird.

Durch die Synthese von mikrobiellen Proteinen sind Wiederkduer in gewissem Grad
unabhéngig von der duBeren Zufuhr essentieller Aminosduren, da auch diese bei den
Synthesevorgangen gebildet werden kdénnen. Die Nettoresorption von freien Aminosauren

durch die Pansenwand ist gering und somit zu vernachlassigen (MARTENS et al., 1974).

Neuere Studien zeigten, dafl in der Pansenflissigkeit vor allem Peptide als
Proteinspaltprodukte vorhanden sind, wohingegen freie Aminoséuren hauptsachlich
intrazellular in den Mikroorganismen zu finden sind (WALLACE et al.,1993). Dariiberhinaus
wurde gezeigt, dal3 die Hydrolyse bestimmter, schnell hydrolysierbarer Proteine, wie z. B.
Casein, eine betrachtliche Akkumulation von Peptiden in der Pansenflussigkeit zur Folge hat,
da die Proteinspaltung wesentlich schneller erfolgt als die weitere Nutzung durch die
Mikroorganismen. Dagegen bewirken Proteine, die einem langsameren Abbau unterliegen,

keinen signifikanten Anstieg des Peptidspiegels (Siehe Tab. 1).



Tab. 1: Konzentration von Peptiden in der Pansenflissigkeit in Abhangigkeit vom
Futterprotein und der Zeit nach der Futterung. Bestimmte Proteine bewirken nach
Hydrolyse durch die Mikroorganismen im Pansen einen Anstieg der Konzentration
extrazellularer peptidgebundener Aminosauren. Diese Konzentration ist abhdngig von

der Art des gefltterten Proteins, der Futterungsfrequenz etc.

Max.
. Konzentration Dauer der
Basiskonz. der . Ny
Art des _ peptid- der peptid- grhohten
Futterprotein gebundenen AS | Peptidkonz. nach Autor
Versuchs gebundenen ) )
AS nach Futterung | Futterung, bzw
bzw. Peptidzugabe
Peptidzugabe
SOJa_proteln 412 mg/l 1559mg/I CHEN.
Sojaprot SNIFFEN
In vivo autoklaviert 460 mg/I 1139mg/I 1-16h '
) RUSSEL,
Sojaextrakt 1987
und Fischmehl 404 mg/I 1011 mg/I
CHEN,
Heu und RUSSEL,
Kraftfutter 400mg/l 1200mg/l 1-8h SNIFFEN
1987
Heu und Casein:
Kraftfutter 0 2mmoi/l Casein: 3.8 BRODERICK
+Harnstoff, ' - " 1-3h WALLACE,
. Ovalbumin: mmol/I
Casein oder 1988
. 0,2-0,3mmol/I
Ovalbumin
. 1.02pmol/ml WALLACE,
gemischt (=140pg/ml) et al.
—*PHd 1993
RUSSEL,
. . SNIFFEN,
in vitro Casein 400mg/I 2h-7h VAN SOEST,
1983
. . . BRODERICK
Casein 800umol/g 30min-120min CRAIG 1989
Casein 400-500 mg N/I CHEN,
Losl.Soja- (=2500 mg -96h RUSSEL
protein Peptide/l)] 1991

Cerrechnet mit einem Ausgangswert von 16% N-Gehalt im Protein.




Zusammenfassend laRt sich feststellen:

Der mikrobielle Abbau der Proteine verursacht in Abhéngigkeit von der Menge und Qualitét
der verfitterten Proteine sowie von der Wiederverwendung der Abbauprodukte eine
Freisetzung von Peptiden. Insbesondere nach der Hydrolyse schnell abbaubarer Proteine
kommt es zu einer voriibergehenden Erhohung der Peptidkonzentration. Somit ware also

Substrat fiir eine Peptidresorption aus dem VVormagenbereich vorhanden.

Die Resorption von freien Aminosauren durch das Pansenepithel ist sehr gering (MARTENS
et al., 1974), so dal} fur eine mogliche Aminosaure-Resorption aus dem VVormagenbereich nur

die peptidgebundene Form von Bedeutung sein konnte.

1.4 Untersuchungen zur Peptidresorption aus den Vormagen

1.4.1 Durchblutungsmessungen

In mehreren Versuchen, in denen Durchblutungsmessungen verschiedener Abschnitte des
Magen-Darm-Kanals vorgenommen wurden, wurden sehr hohe Konzentrationen an
peptidgebundenen Aminosduren im Vergleich zu freien Aminoséuren im Plasma des portalen
und mesenterialen Blutes festgestellt, deren Herkunft jedoch zunéchst unklar war (MC
CORMICK und WEBB, 1982, DANILSON et al., 1987). Eine logische Erklarung schien die
Resorption von Peptiden aus dem Gastrointestinaltrakt zu sein, allerdings wurde auch in
Betracht gezogen, dal? sie durch den Proteinturnover oder durch synthetische Aktivitat der

portal versorgten Organe entstanden sein konnten (KOELN et al., 1993).

In weiterflhrenden Untersuchungen (WEBB et al., 1993) tiber den in vivo Flux von Peptiden
und von freien Aminosduren Uber die portal versorgten Organe von Kélbern und Schafen
wurde versucht, die Mengen der Peptide erneut zu quantifizieren und deren Herkunft genauer
zu Kklaren. Zu diesem Zwecke wurden Blutproben aus Bauchaorta, Pfortader und
Mesenterialvene analysiert. Der mesenteriale (MDV) und portale (PDV) Blutflu® wurden
bestimmt und der nichtmesenteriale Blutflu (nonMDV) als deren Differenz errechnet (siehe
Abb. 4: ventse Blutversorgung des Magen-Darm-Trakts). Die Ergebnisse zeigten, dal}
resorbierte Peptide, wie schon in frilheren Experimenten ermittelt, einen wesentlichen Anteil
an der Aminosaureversorgung des Tieres besitzen. Ferner wurde rechnerisch ermittelt, dal
das venose Blut der nicht-mesenterial versorgten Gewebe (Mé&gen, Duodenum und Milz)
erstaunlich hohe Mengen an Peptiden enthalt:



Kélber: Peptidmenge im mesenterialen Blut: 49,48 g/d
Peptidgehalt im nicht mesenterialen Blut: 427,74 g/d
Schafe: Peptidgehalt im mesenterialen Blut: 52,01 g/d
Peptidgehalt im nicht mesenterialen Blut:  308,4 g/d
(WEBB et al., 1993)

In Anbetracht der Hohe des Peptidgehaltes im nicht mesenteriellen Blut verglichen mit freien
Aminosdauren und Peptiden im mesenteriellen Blut wurde unter anderem daher auch eine

Resorption aus den Vormégen in Betracht gezogen.

Blutentnahme
PDV

Blutenthahme

MDV

V.gastroduodenalis

V lienalis ' V. mesenterica cran.

V. mesenterica caud

Milz Rectum
Pansen Colon
Reticulum Caecum
Psalter V. pancreatico-duodenalis caud lleum
Labmagen Jejunum
Pankreas
Duodenum

Abb. 4: Vendse Blutversorgung des Magen-Darm-Traktes. Schematische Darstellung
der Hauptéste der V. Portae.

Der (errechnete) nicht-mesenteriale BlutfluR ist schraffiert dargestellt. Er ergibt sich aus dem
portalen (gesamt) BlutfluBR, abziglich des mesenterialen Blutflusses (nicht schraffiert). Milz,
Pansen, Reticulum und Labmagen sind nicht-mesenterial, Jejunum, lleum, Caecum, Colon
und Rectum sind mesenterial und Pankreas und Duodenum sowohl mesenterial, als auch
nicht-mesenterial versorgt.
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Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch SEAL und PARKER 1996, die einen ahnlichen
Versuch durchfuhrten. lhre Blutproben stammten aus Carotis, Mesenterialvene und Pfortader
von jungen Rindern. Im portalen Blut wurde verglichen mit mesenterialem Blut ein ungeféhr

doppelt so hoher Anteil peptidgebundener AS festgestellt:

Peptidgehalt im mesenterialen Blut: 2,07 mol/d,
Peptidgehalt im portalen Blut: 5,04 mol/d
Errechneter Peptidgehalt des nicht mesenterialen Blutes: 2,97mol/d

Daraus schlossen Sie ebenfalls, dal}, wenn diese Peptide im Magen-Darm-Trakt resorbiert
wurden, der Magenbereich als méglicher, nicht mesenterialversorgter Resorptionsort in Frage

kame.
1.4.2 Peptidtransport isolierter Epithelien

Zur Klarung der oben erwéhnten Phdnomene fiihrten MATTHEWS und WEBB, (1995) in
vitro Experimente mit isolierten Pansen- und Blattermagen-Epithelien durch, in denen die
Passage verschiedener Peptide gepruft wurde. Hierzu wurden steigende Konzentrationen von
L-Carnosin [0, 6, 12, 24 oder 96 mmol/l], L-35S-Methionin (Anm.: ,,aktives Methionin“ =
Adenin-Methionin-Thetin) und L-35-S-Methionylglycine [0.375, 0.75, 1.5, 3,6 oder 12
mmol/l] verwendet und ein pH-Gradient von pH 6.0 mucosal und pH 7.4 serosal erstellt, wie
er in friheren Experimenten zur Darstellung carriervermittelter Prozesse verwendet wurde
(GANAPATHY und LEIBACH, 1981). Die Transportfunktion des isolierten Psalterepithels
wurde in einem vorhergehenden Experiment durch die Bestimmung der Transportrate fur

Butyrat nach mucosaler Zugabe Uberpruft.

Carnosin, Methionin und Methionylglycine wurden von der mucosalen zur serosalen Seite
transportiert, ohne hydrolysiert zu werden. Der lineare Zusammenhang zwischen
Transportrate und Zeit weist darauf hin, daB sich der Transport bei den im Experiment
verwendeten Konzentrationen nicht séttigen lieR. Dies spricht fir eine Transportform, die
nicht durch Carrier vermittelt wird. Die Absorptionsrate war fir Methionin zu jeder Zeit
groler als fir Methionylglycin. Das Blattermagenepithel wies gegentber dem Pansenepithel

fiir alle Substanzen erhohte Transportraten auf.

In einer weiteren Reihe von Experimenten zur Peptidresorption an isolierten
Vormagenepithelien wurde der EinfluB verschiedener Peptide aufeinander und die
Beeinflussung durch Zugabe fllichtiger Fettsduren untersucht (MC COLLUM und WEBB,
1998). Blattermagenepithelien wurden mit **C markiertem Glycyl-Sarkosin (0,1 mmol/l)
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allein und in Kombination mit verschiedenen Peptiden (jedes 5 mmol/l) inkubiert. Dabei
zeigte sich, dal die Gly-Sar Aufnahme ins Gewebe durch die anderen Substanzen gehemmt
wurde. Daraus wurde geschlossen, daf3 ein aktiver Transportmechanismus vorhanden ist, um
den die Peptide konkurrieren. Das Auftreten von Gly-Sar in der Pufferlésung der serosalen
Seite wurde durch Zugabe der anderen Peptiden nicht gehemmt, obwohl sie in 50-facher
Konzentration zugegeben wurden. Die Transportrate von Gly-Sar durch das Gewebe auf die
serosale Seite stieg (quadratisch mit der Zeit ) an. Dies spricht im Gegenteil zu obigen
Erkenntnissen nicht flr Transporter vermittelte Prozesse. Es wurde die Mdoglichkeit
angenommen, daf initial ein aktiver Mechanismus die Permeabilitit des Epithels erhéht, so
dal? dann vermehrt Peptide auf passivem (parazellularem) Weg durch das Epithel gelangen

kdnnen.

Ein weiterer Versuchsansatz zeigte, dal die Aufnahme von Gly-Sar (0,1 mmol/l) in das
Epithel durch flichtige Fettsduren (Acetat 50 mmol/l, Propionat 40 mmol/l, Butyrat 10
mmol/l) gehemmt wird. Die SCFA beeintréchtigen aber nicht das Auftreten von Gly-Sar im
serosalen Puffer. Die Ergebnisse stlitzen die Hypothese der Peptidresorption Uber die
VVormagenepithelien unter der Beteiligung von aktiven, transportervermittelten und passiven

Prozessen, wie z.B. parazellularem Transport.

1.5 Exprimiertes Transportprotein in Xenopus leavis Oocyten

1996 gelang es MATTHEWS et al., ein Peptid-Transportsystem in Oocyten von Xenopus
laevis zu exprimieren. Dazu wurde in defollikulierte Oocyten von X. I. aus dem
Blattermagenepithel von Schafen isolierte poly(A)"RNA injiziert. Dann wurde die Fahigkeit
zur Aufnahme von Glycin-Sarkosin aus einem umgebenden Medium bei verschiedenen pH-
Werten beobachtet. Die Aufnahme von Glycin-Sarkosin stieg mit steigender
Protonenkonzentration der Umgebung, wobei die Steigungskurve zum Teil lineare, zum Teil
quadratische Anteile besall. Bei einem pH-Wert von 5,5 lieR sich die Glycin-Sarkosin
Aufnahme séttigen.

Daraus wurde geschlossen, dal} die Zellen des Blattermagens mRNA produzieren, die
Proteine codiert, die protonenabangige Dipeptid-Transportaktivitat zeigen. Gly-Sar diente als
Substrat fir den geklonten H*-Peptid-Cotransporter (FEI et al., 1994) und wurde deswegen
ausgewahlt. Da der Transport vom pH-Wert abhé&ngt, wurde auch hier angenommen, dal} die
Transportvorgénge durch eine geladene Form des Peptids stimuliert werden oder Protonen als

treibende Kraft benutzen.
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In einem weiteren Experiment wurden ahnlich behandelte Oocyten mit der Technik der
Mikroelektrode auf Transportfahigkeit untersucht (PAN et al., 1997). Di- bis Tetrapeptide
riefen eine Depolarisation der Membran hervor, wodurch Transportaktivitat angezeigt wird.
Peptide, die groler als Tetrapeptide waren, wurden nicht transportiert. AuBerdem erfolgte die
Aufnahme von Peptiden in die Oocyten nur bei einem externen (Pufferlésung) pH-Wert von
5,5. Betrug der pH des umgebenden Mediums 7,5, fand kein Transport statt, so dal} von einer

Protonenabhangigkeit des Transportprozesses ausgegangen werden kann.

Aufgrund dieser Versuche scheint es also naheliegend, fur das Vormagenepithel die Existenz

eines dhnlichen Transportsystems wie fur Darm oder Niere anzunehmen.

1.6 Zusammenfassung und eigene Fragestellung

In Epithelien von Diunndarm und proximalem Nierentubulus existiert ein
Transportmechanismus, der von einem Protonengradienten getrieben, Peptide durch die
apikale Zellmembran befdrdert. Dieser Mechanismus wird auch in anderen Geweben des

Korpers vermutet.

In den Vormdagen der Wiederkduer werden Nahrungsproteine mikrobiell gespalten. Die
Geschwindigkeit dieses Prozesses hangt unter anderem von der Molekdlstruktur des Proteins
ab, so dal} einige Proteine langsam, andere schnell gespalten werden. Bei den Proteinen, die
der schnellen Spaltung unterliegen, kommt es zu einer voriibergehenden Akkumulation und

damit zu einer betrachtlichen Erhéhung der Peptidkonzentration.

In Durchblutungsmessungen wurden im vendsen Blut des Magen- und Dunndarmbereichs
erhebliche Peptidkonzentrationen festgestellt, die auf eine mdgliche Resorption aus den
Vormagen zuruckzufiihren sind. In Versuchen mit isolierten Psalterepithelien wurde eine
Passage von Peptiden von der mukosalen zur serosalen Seite nachgewiesen. Es wurde
angenommen, dal3 sowohl aktive als auch passive Mechanismen beteiligt sind. Ferner gelang
es mit isolierter mRNA einen Transportmechanismus in X. I. Oocyten zu exprimieren, der

Peptide transportierte.

Mit Hilfe der Ussingkammer-Technik und intrazellularen pH-Messungen kann eine Aussage
Uber die Qualitat des Transportmechanismus getroffen werden (aktiv oder passiv). Daruber
hinaus konnen quantitative Feststellungen tber die Menge des transportierten Peptids und
damit Uber die physiologische Relevanz des Transportmechanismus vorgenommen werden.
Absicht dieser Arbeit war es, diesen Transportmechanismus mit Hilfe dieser Techniken

genauer zu charakterisieren, da seine Existenz, wenn mit Niere und Darm vergleichbare
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Peptidmengen transportiert wirden, erhebliche Auswirkungen auf die momentan giiltigen

Grundsatze der Proteinbewertung bei Wiederkduern hatte.
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