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Einleitung

1 Einleitung

(Mandy Bruch)

Die heutigen Nutz- und Kulturpflanzen sind das Ergebnis einer Jahrhunderte andauernden
Zichtung. Die Ziichtung erfolgte mit der Zielstellung, gewiinschte Eigenschaften, z. B. Resis-
tenzen, Inhaltsstoffe, Wuchshohe usw. zu erhalten, zu verbessern oder in einer Pflanze mehrere
Eigenschaften zu vereinen. Dabei werden die Pflanzen mit den gewliinschten Eigenschaften
gekreuzt. Es kommt zur natiirlichen Rekombination der Gene bei der sexuellen Vermehrung
der Pflanzen, und die Nachkommen vereinen Eigenschaften der beiden Elternpflanzen. Aller-
dings konnen bei der konventionellen Ziichtung nur Pflanzen miteinander gekreuzt werden, die
einen bestimmten Verwandtschaftsgrad besitzen, da nur diese sich natiirlich miteinander fort-
pflanzen konnen. Ein Transfer von Eigenschaften iiber Artgrenzen hinweg war mit konventio-
nellen Methoden nicht machbar.

Durch die moderne Biotechnologie ist es moglich, Gene aus jedem Lebewesen in Pflanzen ein-
zufiigen, welche dann die entsprechenden Fremdproteine exprimieren. Damit konnten iiber
Artgrenzen hinweg Pflanzen mit definierten Eigenschaften erschaffen werden (Keydel ef al.
2005, Schiiler et al. 2004), So wurden z.B. Pflanzen, die mit Hilfe von biotechnologischen
Malinahmen gegen Chemikalien oder natiirliche FraBfeinde resistent sind, erzeugt. Eines der
bekanntesten Beispiele ist die Transformation von Mais mit dem Bt-Toxin (aus Bacillus thu-
ringiensis), welche den Pflanzen eine Resistenz gegen Schidlinge (Maisziinsler, Maiswurzel-
bohrer) verleiht. Durch die Expression biogener FraB3gifte durch die Pflanzen selbst werden
diese in die Lage versetzt, Schddlinge fast ohne Einsatz von chemischen Giften abzuwehren.
Auch beim Anbau von Baumwolle, die das Bt-Toxin enthilt (Bollgard-Baumwolle) konnte der
Einsatz von Schidlingsbekdmpfungsmitteln um 65-70% verringert werden (Monsanto). Eine
weitere Moglichkeit der Gentechnik ist die Einbringung einer Hebizidresistenz, z.B. in
RoundupReady-Sojabohnen (Resistenz gegen Herbizide mit dem Wirkstoff Glyphosat) und
Mais NK603. Bei Herbizideinsatz sind diese Pflanzen gegeniiber den Begleitkulturen im Vor-
teil und ein wesentlich niedrigerer Herbizideinsatz als bei konventionellen Sorten sollte genti-
gen.

Weitere Anwendungen fiir die ,,griine* Gentechnik ist die gezielte Verdnderung von Pflanzen-
inhaltsstoffen, um eine Verbesserung der menschlichen Erndhrung oder der Fiitterungsqualitét
zu erreichen. Dabei kann unter anderem die Lagerfahigkeit z.B. bei Tomaten (Flavr Savr To-
mate) verbessert oder natiirliche Inhaltsstoffe, wie z.B. die Fettsdurezusammensetzung fiir die

menschliche Erndhrung optimiert werden. Ziel ist im Allgemeinen eine bessere Versorgung der
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Menschen mit wichtigen Néhrstoffen. Im Jahr 2000 gelang es, Reis gentechnisch so zu verdn-
dern, dass in seinen Kornern Beta-Karotin (Vorstufe von Vitamin A) produziert wird. Der
,»Golden Rice* wurde von Ingo Potrykus, ETH-Ziirich, zusammen mit Peter Beyer, Albert-
Ludwigs-Universitit Freiburg, entwickelt. Dieser sollte dazu beitragen, die mangelhafte Vita-
min-A Versorgung, die bei Kindern in den Entwicklungslandern oft zur Erblindung fiihrt, zu
verbessern. Ein weiteres Beispiel sind Sojabohnen, die mehr Methionin als die genetisch nicht
verdnderten Pflanzen enthalten. Diese Aminosdure musste bisher bei der Verwendung von Soja
als Futtermittel zugesetzt werden.

Die Nutzung gentechnisch verdnderter Pflanzen zur Herstellung von Impfstoffen (Sala et al.
2003) wurde ebenfalls schon beschrieben. Eine Vielzahl von transgenen Pflanzen ist in der La-
ge Antigene, z.B. gegen Hepatitis B, Tollwut oder Cholera zu produzieren (Walmsley &
Arntzen, 2000). Die Vorteile liegen auf der Hand: giinstige Herstellung von Impfstoffen, keine
pathogenen Erreger und mdgliche orale Verabreichung.

Fiir die Industrie sind gentechnisch modifizierte Pflanzen ebenfalls von Interesse. So konnten
Pflanzen als Produktionssysteme eine wichtige Rolle ibernehmen. Alle biogenen Stoffe lassen
sich grundsitzlich in biologischen Systemen herstellen. Somit sind gentechnisch verénderte
Pflanzen in der Lage, biogene Kunststoffe, Medikamente, und einfache organische Verbindun-
gen (z.B. Aminoséduren, Vitamine) zu synthetisieren. Die Vorteile liegen in einfachen Produkti-
onsverfahren, einer giinstigen Okobilanz, da alle Abfallprodukte, soweit sie anfallen, biologisch
abbaubar sind und geringen Energiekosten (Produktion erfolgt hauptsidchlich durch Sonnen-
energie). Weiterhin kommt es bei chiralen Verbindungen nicht zur Bildung von Racematen, da
in biologischen Systemen immer nur ein Enantiomer (z.B. von Aminosduren) synthetisiert
wird. Daher konnten biogene Kunststoffe eine Alternative zu Kunststoffen auf Erddlbasis wer-
den, wenn die Erdolreserven abnehmen. Es gibt bereits Werkstoffe, die in transgenen Pflanzen
produziert werden, z.B. ein Polyester (Polyhydroxybuttersdure, PHB) als biologisch abbaubarer
Kunststoff (Bioplastik).

Aus diesen Griinden hat der Anbau gentechnisch verdnderter Pflanzen in den letzten Jahren
weltweit stetig zugenommen. 1996 betrug die Anbaufldche 7 Mio. ha. Binnen zehn Jahren stieg
sie bis 2006 auf 102 Mio. ha an (Flachowsky, 2007). Vor allem in den USA und China werden
Bt-Mais (seit 1997), Bt-Baumwolle (Zulassung 2002, Monsanto) und Bt-Soja angebaut. Das
Marktvolumen des Weltmarktes flir gentechnisch verdnderte Pflanzen (GVP’s) betrug 2003
zwischen 4,5 und 4,75 Mrd. US$ (ISAAA). Auch in der europdischen Union werden GVP’s
angebaut. In Abbildung 1 sind der Anbau von Bt-Mais in ha und die Anzahl der gestellten Frei-

setzungsantrdage in Deutschland dargestellt.
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Abb. 1: Anbau von Bt-Mais in Deutschland (Quelle: Standortregister Deutschland)

Aber die Auswirkungen, die gentechnisch verdnderte Pflanzen auf die Umwelt, den Boden und
den Menschen haben, sind noch nicht ausreichend erforscht. Aufgrund der Aktualitét der Tech-
nologie fehlen Langzeitstudien. Wenn gentechnisch verdnderte Pflanzen angebaut und kom-
merziell als Nahrungs- oder Futtermittel verwendet werden sollen, ist eine umfassende Unter-
suchung iiber Gefahren und Risiken, die von diesen Pflanzen beim Anbau und nach Verzehr
bzw. Fiitterung ausgehen, notwendig.

Deshalb muss, bevor eine gentechnisch verdnderte Pflanze zum Anbau zugelassen werden
kann, die Unbedenklichkeit fiir Tier und Umwelt nachgewiesen werden. Es ist eine Risikobe-
wertung in Rahmen einer Zulassung zum Anbau von gentechnisch verdnderten Pflanzen notig.
Diese notwenige systematische Herangehensweise an die Priifung neuer Produkte ist aber fiir
gentechnisch verdnderte Pflanzen noch nicht abschlieend umgesetzt. Um einen Interessenkon-
flikt zu vermeiden, sollte die Risikobewertung nicht von den Herstellern der gentechnisch ver-
anderten Pflanzen durchgefiihrt werden, sondern durch eine unabhéngige Institution.

Zu diesem Zweck wurde in Rostock der innovative, regionale Wachstumskern ,,Entwicklung
von Zulassungs- und Uberwachungsverfahren fiir gentechnisch verinderte Nutzpflanzen ent-
wickelt und vom BMBF gefordert. Darin haben sich regionale Unternehmen und verschiedene
Institute der Universitidt Rostock zusammengeschlossen, um als Biindnis ,,BioOK* die Risiko-
bewertung von gentechnisch verdnderten Pflanzen als unabhédngiger Dienstleister anzubieten.
Unter dem Dach von ,,BioOK* sollen die Kompetenzen von Agrarbiotechnologie, der biologi-

schen Sicherheitsforschung und der Technologien zur Analyse und Bewertung von Lebens-,
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Pflanzenschutz- und Arzneimitteln neue Methoden und Verfahren zur Bewertung von Auswir-
kungen gentechnisch verédnderter Pflanzen entwickeln.

In der hier vorliegenden Arbeit soll ein Verfahren entwickelt werden, das als Bestandteil von
BioOk die in vitro Messung von ansonsten nur im Tierversuch zu erhebenden Daten iiber Ver-
dauungs- und Resorptionsvorginge im Darm gestattet. Die Vorabuntersuchung dieser Vorgén-
ge ermoglicht die kostengiinstige und tierschutzgemiBle Abschitzung der Erfolgsaussichten
bzw. des potentiellen Risikos einer oralen Applikation von, in transgenen Pflanzen erzeugten,
Substanzen.

Denn die gentechnisch verdnderten Pflanzen enthalten hiufig Proteine, die bisher nicht Be-
standteil der Nahrung waren. Thre Wirkung auf den Verbraucher muss deshalb griindlich analy-
siert werden, bevor es zur Zulassung dieser Pflanzen kommt. Bisher wird dies im Wesentli-
chen iiber die Verfiitterung des reinen Proteins oder in begriindeten Fillen durch die Verfiitte-
rung der Trockensubstanz oder der intakten Pflanzen an Versuchstiere (EFSA-Richtlinien,
2004) getestet. Diese Untersuchungen sind zeit- und kostenintensiv und liefern nur beschrénkte
Erkenntnisse, da sie sich nur an der physiologischen Reaktion des Versuchstieres, nicht aber an
dessen Verdauungs- und Resorptionsmechanismen ausrichten. Die Aufnahme der transgenko-
dierten Proteine oder anderer Substanzen, deren Zusammensetzung sich durch die Expression
des Transgens gedndert hat, ist aber Voraussetzung fiir eine Wirkung nach der Verfiitterung.
Das Ziel dieser Arbeit ist deshalb, die Entwicklung eines quantifizierbaren Verfahrens zur De-
tektion von Interaktionen der transgenkodierten Proteine mit dem Darmepithel und der Resorp-
tion aller durch die Expression des Transgens verdnderten Stoffe und deren Auswirkungen auf

den Organismus zu entwickeln.
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2 Vorgehensweise dieser Methodenentwicklung

(Mandy Bruch)

Um ein quantifizierbares Verfahrens zur Detektion von Wechselwirkungen der gentechnisch
verdnderten Proteine mit dem Darmepithel und der Resorption aller durch die Expression des
Fremdgens verdnderten Stoffe und deren Auswirkungen auf den Organismus zu entwickeln,
bedarf es einer strukturierten Vorgehensweise. Es sollte ein Verfahren entwickelt werden, das
die in vitro Messung von ansonsten nur im Tierversuch zu erhebenden Daten iiber Verdauungs-
und Resorptionsvorginge im Darm gestattet. Das Vorschalten einer solchen Untersuchung er-
moglicht die kostengiinstige und tierschutzgemdfie Abschitzung der Erfolgsaussichten bzw. des
potentiellen Risikos einer oralen Applikation von, in transgenen Pflanzen erzeugten, Substan-
zen. Zu Beginn stellte sich die Frage, welcher Organismus bzw. welche Art von Gastrointesti-
nalsystem die Grundlage der zu entwickelnden in vitro Methode sein soll. Da die gentechnisch
veranderten Pflanzen neben ihrem Einsatz als Futtermittel auch in der Humanerndhrung Ver-
wendung finden sollen und der Einsatz von antigenproduzierenden Pflanzen in der Humanpro-
phylaxe angestrebt wird, empfahl sich das Verdauungssystem von Menschen als Grundlage fiir
die Modellentwicklung. Da aber aus ethischen Griinden Versuche nicht am Menschen durchge-
fiihrt werden konnen, bot es sich wegen der groBlen physiologischen Parallelen zwischen
Schwein und Mensch (Gewicht, Verdauungssystem, Herz-Kreislauf-System) an, das Schwein
als Versuchstier zu nutzen. Dazu war es notwendig die natiirlichen Vorginge im Gastrointesti-
naltrakt des Schweines zu analysieren, insbesondere die Zusammensetzung und Wirkung der in
den Magen und Darmtrakt sezernierten Enzyme und Puffersubstanzen. Im folgenden Schritt
galt es, schon beschriebene in vitro Modelle hinsichtlich ihrer Eignung zur Nachempfindung
der Verdauungs- und Resorptionsvorgdnge im Magen und Darm vom Schwein zu iiberpriifen.
Nach einer umfangreichen Literaturrecherche konnte kein Modell gefunden werden, das sich
speziell fiir diese Untersuchungen eignete. Daher wurde ein dem Schwein am néchsten stehen-
des Modell modifiziert und daraus eine neue in vitro Verdauungsmethode entwickelt. Anhand
dieses entwickelten in vitro Modells war zu kléren, was mit den transgenen Proteinen wéhrend
des Verdauungsprozesses geschieht. Werden sie vollstindig oder unvollstindig abgebaut?
Kommt es zur Resorption intakter Proteine oder Fragmente in den Organismus? Zur Untersu-
chung dieser Fragestellungen wurden gentechnisch verdnderte Modellpflanzen der hier entwi-
ckelten in vitro Verdauung unterzogen. An diese Untersuchungen schloss sich die Simulation
der Resorption der Proteine und / oder Proteinfragmente an. Es wurden erste Vorversuche mit

der Ussing-Kammer-Technik am Institut fiir Veterinidr-Physiologie der FU Berlin (Leitung
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Prof. Martens) durchgefiihrt. Sie ergaben, dass Darmepithel von frisch geschlachteten Schwei-
nen fiir die geplanten Resorptionsstudien geeignet ist. Anhand dieser Methode sollte geklart
werden, ob nicht abgebaute Proteine bzw. entstehende Fragmente am nativen Darmepithel re-
sorbiert werden konnen. Im abschlieBenden Schritt wurde ein Fiitterungsversuch durchgefiihrt,
um die Ergebnisse der in vitro Verdauung mit den in vivo Daten zu vergleichen und die neue

Methode zu validieren.
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3 Theoretische Grundlagen und Literatur

3.1 Physiologie der Verdauung

3.1.1 Grundlagen der in vivo Verdauung

(Mandy Bruch)

Eines der Merkmale des Lebens neben Reproduktion, Differenzierung, Evolution und chemi-
scher Signalgebung ist der Stoffwechsel. Darunter versteht man die Aufnahme, den Transport
und die chemische Umwandlung von Nahrung im Organismus und die Abgabe von Stoffwech-
selendprodukten in die Umwelt. Die mit der Nahrung aufgenommenen und fiir den Stoffwech-
sel relevanten Nahrstoffe bestehen zum Grof3teil aus Makromolekiilen (Polysaccharide, Protei-
ne und Fette). Diese liegen nicht frei vor, sondern miissen aus der Nahrung herausgelost und
wihrend des Verdauungsprozesses zu kleineren Molekiilen abgebaut werden.

Unter der Verdauung versteht man die Zerkleinerung der Néhrstoffe in ihre kleinsten Bestand-
teile. Die Zerkleinerung beginnt mit einem mechanischen Aufschluss wéhrend des Kauvorgan-
ges durch die Zéhne im Mund/Maul. Es folgen ein chemischer (durch Chlorwasserstoffsdure)
und ein enzymatischer Aufschluss, beginnend in der Maulhdhle, anschlieBend im Magen.
DemschlieBen sich weitere enzymatische Abbauschritte im Diinndarm an. Nach der enzymati-
schen Aufspaltung konnen die Spaltprodukte von Korper aufgenommen und im Stoffwechsel
verarbeitet werden. Fiir eine gute Nahrstoffversorgung ist eine optimale Futtermittelzusammen-
setzung und Verdauung von entscheidender Bedeutung. Die Nahrung von tierischen Organis-
men besteht aus drei Hauptbestandteilen: Kohlenhydrate, Eiweille und Fette. Diese konnen nur
nach erfolgter enzymatischer Spaltung (Verdauung) vom Korper aufgenommen werden. Eine
Ubersicht der wichtigsten Verdauungsenzyme ist Tabelle 1 dargestellt. Niedermolekulare Be-
standteile der Nahrung wie Wasser, Mineralstoffe und Vitamine miissen, um resorbiert werden
zu konnen, nicht enzymatisch abgebaut werden.

Zur Verbesserung oder Neuentwicklung von Futtermitteln muss der Einfluss der Verdauung
auf die Nihrstofffreisetzung aus den Futtermitteln untersucht werden. Das kann in vivo (Tier-
versuch) oder in vitro (am Modell im Labor) erfolgen. Der Tierversuch ist die genaueste Mog-
lichkeit, da die Untersuchungen unter exakt denselben Bedingungen erfolgen, die spéter bei der
Anwendung vorliegen. Aber Tierversuche sind aufwéndig, und die erzielten Ergebnisse durch
die tierindividuellen Unterschiede sehr inhomogen. Zur Probeentnahme (aus dem Verdauungs-
trakt) ist dariiber hinaus das Toten des Tieres notwendig, so dass nur eine bedingte Aussage
iiber die einzelnen Einwirkungen des Verdauungssystems auf die zu verdauenden Nahrungsbe-

standteile gemacht werden kann.
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Durch Anwendung von vereinfachten in vitro Modellen, kdnnen diese Untersuchungen im La-
bor erfolgen. In vitro Modelle haben unter ethischen und wirtschaftlichen Gesichtspunkten gro-
Be Vorteile gegeniiber Tierversuchen, stellen aber nur bedingt die natiirliche Verdauung dar.
Dafiir liegen alle Abbauprodukte frei vor und kénnen mit den unterschiedlichsten wissenschaft-

lichen Methoden nachgewiesen und untersucht werden.

3.1.1.1 Verdauung in der Maulhohle

Die Verdauung der Nahrung beginnt schon wéhrend der Nahrungsaufnahme im Mund mit der
mechanischen Zerkleinerung der Nahrung. Durch den Kauvorgang wird das Futter zerkleinert,
angefeuchtet und die Strukturen werden aufgebrochen. Besonderes bei Pflanzenfressern ist ein
griindliches Kauen aufgrund der Grobstruktur des Futters erforderlich. Der von den Speichel-
driisen (Glanduale parotis, submaxillaris und sublinguaris) sezernierte Speichel (Volumen
beim Schwein und Mensch ca. 1-1,5 1 /Tag (Breves, 2000)) hat mehrere Funktionen. Zu den
verdauungsphysiologischen Aufgaben zdhlen vor allem der Schutz der Schleimhaut vor dem
Austrocknen und die Durchfeuchtung der Nahrung. Der Speichel ist alkalisch und hat einen
pH-Wert zwischen 7,2 und 8,4. AuBlerdem beginnt bei einigen Spezies in der Mundhdhle die
enzymatische Kohlenhydratverdauung, denn die Speicheldriisen einiger Sadugetiere (Affen,
Schweine, Elefanten) und des Menschen sezernieren das Enzym a-Amylase in den Speichel
(Eigler, 1935). Die Speichelsekretion der grofen Speicheldriisen findet bei Schwein und
Mensch nur wéhrend der Futteraufnahme statt und variiert mit der Futterbeschaffenheit.

An die Durchfeuchtung und Zerkleinerung der Nahrung schlieft sich der Schluckvorgang an,

bei dem der Futterbissen iiber den Rachen und die Speiserdhre in den Magen befordert wird.

3.1.1.2 Verdauung im Magen

Sowohl der Mensch als auch das Schwein gehdren zu den Spezies mit einhohligem Magen.
Hinsichtlich der Schleimhautauskleidung lasst sich dieser unterteilen in einen einfachen Magen
und in einen zusammengesetzten Magen. Der einfache Magen (Mensch, Hund, Katze) ist innen
vollig mit Driisenschleimhaut ausgekleidet, die die Magenmukosa vor dem sauren Mageninhalt
schiitzt und stellt eine sackartige Ausbuchtung des Verdauungstraktes dar (Salomom, 2008).
Bei Tieren mit einem zusammengesetzten Magen (Schwein, Pferd, Rind) ist der Magen nur
teilweise mit Driisenepithel ausgekleidet, die librigen Abschnitte sind mit einer driisenlosen,
kutanen Schleimhaut versehen.

Die Driisenzone ldsst sich in drei Abschnitte unterteilen: die Cardiadriisenzone, die Fundus-
driisenzone und die Pylorusdriisenzone. Die Fundusdriisen lassen sich in zwei Arten untertei-
len, die Hauptzellen und die Belegzellen. Die wichtigsten Enzyme des Magen, Pepsinogen und
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Prorennin (bei Kélbern und Ldmmern) werden von den Hauptzellen sezerniert, wihrend die
Belegzellen Salzséure sezernieren (Gesamtsekretionsvolumen beim Schwein ca. 2-3 I/ Tag,
beim Mensch 1-2 1/Tag). Sowohl Pepsinogen als auch Prorennin werden durch die Salzséure
zum Pepsin bzw. Rennin aktiviert. Die Aktivierung erfolgt autokatalytisch durch Abspaltung
eines Peptides, das aus ca. 45 Aminosiuren besteht (Young et al. 1996). Die Zellen der Cardia-
und Pylorusdriisen sezernieren Puffersubstanzen (HCOs-). Nachdem der Nahrungsbrei in den
Magen transportiert wurde, betrdgt die durchschnittliche Verweildauer beim Menschen eine bis
fiinf Stunden (Young et al. 1996). Diese kann beim Tier, in Abhdngigkeit vom Futtermittel
schwanken, z.B. bei Schweinen: Fleisch 4-8 h, Gemiise 10-24 h und Bohnen 24 h (Fermi,
1901). Durch die Salzsdure werden die mit dem Futter aufgenommenen Mirkoorganismen ab-
getdtet und nach dem Aufschluss durch die Magenséure findet im Magen auch der erste Schritt
der Proteinverdauung statt.

Der niedrige pH-Wert im Magen denaturiert die Proteine, die danach durch Pepsin abgebaut
werden konnen. Hedemann und Jensen (2004) haben die Aktivitit des Pepsins im Magensaft
von 28 Tage alten Ferkeln mit 17,3 U/ml bestimmt. Die Bestimmung der Aktivitit erfolgte
nach Berstad (1970). Beim Pepsin handelt es sich um eine Endopeptidase. Pepsin spaltet Prote-
ine innerhalb einer Aminosiurekette, bevorzugt nach Phenylalanin oder Tyrosinresten. Durch
die Spaltung nach Phenylalanin oder Tyrosin entstehen als Produkte des Pepsinabbaus keine
einzelnen Aminosduren, sondern Polypeptide unterschiedlicher Liange. Die proteolytische Ak-
tivitdt von Rennin kann, aufler beim Kalb, vernachldssigt werden (Kopper et al. 2004). Weiter-
hin wird im Magen monogastrischer Haustiere die gastrale Lipase gebildet, die eine hohe Re-
sistenz gegeniiber Pepsin zeigt. Diese kann Triacylglycerine zu Diacylglycerinen bzw. Mo-
noacylglycerinen und Fettsduren hydrolysieren (Scharrer, 2004). Ein zusétzliches Sekret ist der
Intrinsic Faktor, ein Glykoprotein das fiir die intestinale Absorption von Vitamin B, erforder-
lich ist.

Im Allgemeinen dient der Magen als Speicher fiir den Nahrungsbrei und ermdglicht damit die
Diskontinuitit der Nahrungsaufnahme (Scharrer u. Wolffram, 2004). Um den Magen zu entlee-
ren und die Absorptionsfiahigkeit des Diinndarms nicht zu {iberfordern, wird die Entleerung des
Magens aullerdem iiber die Funktion einer Magenpumpe geregelt. Durch Kontraktionen und
peristaltische Wellen erfolgt eine Durchmischung des Mageninhaltes und dieser wird dann in

Richtung Duodenum transportiert.

3.1.1.3 Verdauung im Diinndarm

Aus dem Magen gelangt der zdh- bis diinnfliissige Chymus in den Diinndarm. Dieser ist in Du-

odenum (Zwolffingerdarm), Jejunum (Leerdarm) und Ileum (Hiiftdarm) gegliedert. Seine Un-
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terteilung ist bei allen Haustierarten gleich, Unterschiede lassen sich hingegen bei der Lénge
der einzelnen Darmabschnitte zwischen den Haustieren feststellen, so ist z.B. der Diinndarm
beim Schwein insgesamt ca. 18 m lang, bei der Katze nur 1,32 m (Salomon, 2008). Die Ver-
weildauer des Chymus betrdgt dort ca. 7-9 h (Young et al. 1996). Dabei werden die aufge-
nommenen Nihrstoffe durch die Einwirkung von Darmsaft, Pankreassaft und Galle weiter ab-
gebaut. Bei der Sekretion im Duodenum wird Schleim und Bicarbonat sezerniert, um das
Epithel vor dem sauren Mageninhalt zu schiitzen. Im Duodenum wird der Chymus weiterhin
mit dem Sekret des Pankreas vermischt, das iiber einen Ausfiihrungsgang in das Duodenum
gelangt. Beim Mensch und beim Schwein werden pro Tag ca. 1-2 1 Bauchspeichel sezerniert.
Neben der Sekretion einer bicarbonatreichen Elektrolytlosung wird eine Vielzahl von Verdau-
ungsenzymen freigesetzt (Tab.1). Das entscheidende Enzym fiir die Kohlenhydratverdauung im
Diinndarm ist die a-Amylase. Der bei Mensch und Schwein in der Mundhdhle begonnene Ab-
bau von Polysacchariden wird im Duodenum fortgesetzt. Polysaccharide sind Makromolekiile,
die aus Zuckern aufgebaut sind. Die wichtigsten sind Zellulose und Starke. Starkemolekiile
bestehen aus D-Glucose-Einheiten, die iiber glykosidische Bindungen miteinander verkniipft
sind. Stirke besteht zu 10-30 % aus Amylose, linearen Ketten mit helikaler (Schrauben-)
Struktur, die nur a-1,4-glykosidisch verkniipft sind und 70-90 % aus Amylopektin, stark ver-
zweigten Strukturen, mit a-1,6-glykosidischen und a-1,4-glykosidischen Verkniipfungen. Zel-
lulose dagegen ist ein unverzweigtes Polysaccharid, das aus mehreren Hundert bis zehntausend
B-D-Glucose-Molekiilen ((1—4) B-glykosidische Bindung) besteht. Zellulose kann von Sduge-
tieren nicht direkt abgebaut werden, da diese nicht {iber eine 3-Amylase verfiigen, um die 3-1,4
glyco-sidischen Bindungen zu spalten. Da Sdugetiere nur Monosaccharide resorbieren (Scheu-
nert und Trautmann, 1987) kdnnen, miissen die Polysaccharide zu Monosacchariden abgebaut
werden. Bei der Spaltung von Stirke durch a-Amylase entstehen niederkettige Oligosacchari-
de. Diese werden durch die im Biirstensaum der Diinndarmepithelzellen lokalisierten Disacha-
ridasen zu den entsprechenden Einfachzuckern abgebaut und konnen iiber entsprechende
Transporter resorbiert werden.

Weiterhin werden aus dem Pankreas Enzyme zu Proteinverdauung sezerniert. Die im Pankreas-
saft enthaltenen Proteasen werden als inaktive Vorstufe gebildet und nach ihrer Freisetzung ins
Darmlumen durch Abspaltung einer spezifischen Peptidkette aktiviert. Die freigesetzten Pep-
tidasen bauen die Polypeptide zu resorbierbaren Aminoséduren, Dipeptiden und Tripeptiden ab.
Die Enzyme Trypsin und Chymotrypsin sind Endopeptidasen. Die bevorzugten Spaltstellen
von Trypsin sind nach Arginin- und Lysinresten. Chymotreypsin spaltet die Peptidketten nach
Phenylalanin-, Tyrosin- und Trypthophanresten. Im Gegensatz dazu sind die Carboxypep-
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tidasen A und B Exopeptidasen. Sie spalten Peptide nicht in der Kette, sondern vom c-
terminalen Ende der Peptidkette her kleinere Peptide ab. Die Carboxypeptidase A spaltet
hauptsdchlich nach Phenylalanin-, Tyrosin- und Tryptophanresten und die Carboxypeptidase B
nach Arginin- und Lysinresten. Weitere Verdauungsenzyme zum Proteinverdau, die Amin-
opeptidasen, werden direkt von den Epithelzellen des Diinndarms bereitgestellt. Sie bauen Pep-
tidketten vom N-Terminus her ab. Die letzte Stufe der Proteinverdauung stellen die Oligopep-
tidasen der Biirstensaummembran dar. Das sind integrale Membranproteine, die die Abspaltung
von Aminosduren, Di- und Tripeptiden katalysieren. Diese kdnnen dann iiber Aminosédure-
oder den im Diinndarm lokalisierten Peptidtransporter PEPT1 (Ramamoorthy et al. 2000) auf-
genommen werden

Auch die Enzyme fiir die Fettverdauung werden in der Bauchspeicheldriise gebildet (Phospoli-
pase und Pankreaslipase). Fette bestehen aus Glycerin, einem dreiwertigen Alkohol, an dessen
Hydroxylgruppen iiber eine Esterbindung Fettsduren gebunden sind. Lipasen spalten die Ester-
bindungen zwischen dem Glycerin und den Fettsduren. Dabei entstehen neben den freien Fett-
sduren und Glycerin (vollstindiger Abbau) auch die entsprechenden Mono- und Diglyceride
(partieller Abbau). Essentiell fiir die Fettverdauung ist die in der Leber gebildete Galle. Die
wichtigsten Bestandteile der Galle sind die Gallensalze. Sie fungieren als Kofaktor (Tab. 1) fiir
Lipase und Cholesterinesterase. AuBlerdem fordern sie die Fettemulgierung und formen aus den
Produkten der Fettverdauung (Glycerin, freie Fettsduren) Mizellen, die auch Cholesterin und
die fettloslichen Vitamine enthalten. Nur die Mizellen konnen den zur Absorption notwendigen
Kontakt der lipophilen Bestandteile des Chymus (Fettsduren, Cholesterin) mit den intestinalen
Epithelzellen herstellen und resorbiert werden.

Die Nukleinsduren werden durch Nucleasen und Phosphodiesterasen aus dem Pankreas und der
intestinalen Mukosa zu Nukleotiden abgebaut und durch Nukleotidasen und Phosphatasen zu
Nukleosiden dephosphoryliert. Nukleoside, im wesentlichen Inosin und Guanosin bzw. d-

Inosin und d-Guanosin, konnen aus dem Darm resorbiert werden (Daunhauer, 2001).

3.1.1.4 Verdauung im Dickdarm

Nach dem Diinndarm gelangt der Chymus in den Dickdarm, welcher sich aus den Abschnitten
Blinddarm (Caecum), Grimmdarm (Colon) und Mastdarm (Rectum) zusammensetzt (Salomon,
2008). Die Verweilzeit ist deutlich ldnger als in den anderen Abschnitten des Verdauungstrak-
tes und die Ausbildung des Dickdarmes variiert in Abhéngigkeit von der aufgenommenen Fut-
terart. Beim Mensch betrdgt das Feuchtgewicht des Dickdarminhaltes nur ca. 1% des Korper-
gewichtes, wihrend es beim Schwein 5% sind. Besonders bei Pferd und Schwein finden in die-

sem Abschnitt umfangreiche fermentative Abbauvorginge statt. Der Dickdarm ist,
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Bildung Enzym Kofaktoren pH-Optimum Substrat Spaltprodukte
Speicheldriise o-Amylase Cr 6,5 Stérke Maltose, Maltotriose, verzweigte Oligosaccharide
Magen Pepsin 2-4 Proteine Peptide
Rennin Ca™ 5 Casein Parakasein-Ca
Pankreas Trypsin 8 Proteine und Oligopeptide
Chymotrypsin 8 Polypeptide
Carboxypeptidase A,B 8 Aminosduren und Peptide
Kollagenase 5,5 Kollagen 16sliche Peptide
Elastase 8 Elastin wasserlosliche Peptide
Lipase Gallensduren Fettsduren, Monoacylglyceride, Glycerin
Cholesterinesterase Gallensduren Cholesterinester Fettsduren, Cholesterin
Phospholipase 7,5 Phospholipide Fettsduren, Lysophophatide
o-Amylase cr 8 Stirke Maltose, Maltotriose, verzweigte Oligosaccharide
(Desoxy)ribonuclease 7 DNA Oligo(desoxy)nukleotide
Darmschleimhaut ~ Amino(di,tri)peptidasen 8 (Di,Tri)Peptide ~ Aminoséuren, Peptide, Dipeptide
Maltase 7 Maltose Glukose
Saccharase 7 Saccharose Glucose, Fructose
Lactase 6 Lactose Glyucose, Galaktose
Isomaltase 7 Isomaltose Glucose
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abgesehen von den Vormégen der Wiederkduer, der Hauptort der mikrobiellen Besiedlung.
Die Bakteriendichte im Dickdarm ist sehr hoch (Schwein: 10''-10'%/ml Stuhl, Diinndarm:
10°/ml Chymus, Mensch: 10'%/ml (Autenrieth, 2003)). Im Dickdarm wird die noch nicht ver-
daute organische Substanz mikrobieller Fermentation ausgesetzt und ist beim Schwein der
Darmabschnitt, in dem Zellulose abgebaut werden kann (Gedek, 1994). Die Darmbakterien
bauen die Ballaststoffe (Zellulose, Hemizellulose, Lignin und Pektin) zu kurzkettigen Fettsdu-
ren ab und dabei entstehen Methan, Wasserstoff, Ammoniak, Schwefelwasserstoff und Me-
thansulfide (Young et al. 1996). Die wichtigste physiologische Funktion des Dickdarms be-
steht bei allen Tieren in der Absorption von Wasser, Elektrolyten, kurzkettigen Fettsduren
(Butter-, Propion- und Essigsdure) und anderen bakteriellen Metaboliten. Weiterhin sind die
Darmbakterien in der Lage Vitamin K und Biotin zu bilden, die vom Darmepithel aufgenom-

men werden konnen.

3.1.2 Grundlagen der in vitro Verdauung

(Andre Kacholdt)

3.1.2.1 In vitro Verdauungsmodelle

,»Ein Modell unternimmt den Versuch, die komplexe Wirklichkeit verstdndlich und anschau-
lich darzustellen, ist also eine Abstraktion und Beschreibung der realen Welt oder eines Teiles
davon (...). Modelle kdnnen daher immer nur einen kleinen zielgerichteten und zweckgebun-
denen Ausschnitt der komplexen Realitdt reprisentieren. Die Funktion eines Modells besteht
darin, aus den vorgegebenen Bedingungen Prognosen ableiten zu kénnen.* (Bill und Zehner,
2001)

Dabei finden bei in vivo Modellen (in vivo: lateinisch fiir im Lebenden) die Untersuchungen
im lebenden Organismus statt (mobile nylon bag technique; Sauer ef al. 1983). Im Gegensatz
dazu simulieren in vitro Modelle (in vitro: lateinisch fiir im Glas) die wesentlichen biologi-
schen Reaktionen auflerhalb des Organismus. Dadurch fallen die durch die tierindividuellen
Unterschiede verursachten Streuungen der Messwerte weg. Durch die Vereinfachungen (u.a.
einfache anorganische Puffer) sind die Bedingungen nicht so komplex wie in der Wirklich-
keit, was zu Abweichungen fiihren kann. Im Gegensatz dazu versuchen in silico Modelle
durch die Simulation der biologischen Vorginge am Computer Ergebnisse zu erhalten. Dabei
werden bereits erfolgte Untersuchungen als Basis fiir ein computergestiitztes Modell verwen-
det, welches dann Vorhersagen trifft. So kdnnen mit z.B. bekannten Bindungsdaten von Mo-

lekiilen und deren chemischer Struktur Computermodelle der Bindungsstelle erstellt und auf-
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grund der chemischen Struktur von Molekiilen Vorhersagen zu deren Bindung an die Bin-
dungsstelle gemacht werden.

Die Aufgabe der hier betrachteten in vitro Modelle ist es, die mechanischen, chemischen und
enzymatischen Abbauprozesse aufgenommener Nahrung so nachzuahmen, dass detaillierte
Aussagen iiber den Abbau von verschiedenen Inhaltsstoffen getroffen werden kdnnen.

Die meisten Enzyme des Verdauungstraktes eignen sich sehr gut fiir in vitro Simulationen, da
sie, im Gegensatz zu anderen enzymatischen Reaktionen, keine oder nur einfache Kofaktoren
bendtigen (Tabelle 1). Wéhrend des natiirlichen Verdauungsprozesses finden bei einigen Tie-
ren (Schwein, Affe) im Maul bzw. beim Menschen im Mund (a-Amylase aus den Speichel-
driisen), im Magen (vorwiegend Pepsinogen aus den Magendriisen) und im Diinndarm (Pan-
kreasenzyme und Gallenfliissigkeit) eine Sekretionen von Verdauungsenzymen statt. Ein in
vitro Modell, welches die natiirliche Verdauung moglichst vollstdndig nachbildet, sollte die
Auswirkungen dieser drei Sekretionen beinhalten. Diesem Ansatz folgt u.a. das Modell von
Weng (Weng et al. 1992).

Abhidngig von der zu untersuchenden Fragestellung sind allerdings Modifizierungen be-
schrieben. Viele in vitro Modelle dienen der Untersuchung der Bioverfiigbarkeit von Substan-
zen aus der aufgenommenen Nahrung (Aminosduren, Ionen) und dem Abbau beziehungswei-
se der Stabilitdt von Proteinen gegen proteolytischen Abbau. Da a-Amylase nicht am Abbau
der Proteine beteiligt ist, wird die Mundverdauung in diesen Methoden nicht simuliert (u.a.
Miller et al. 1981, Sarria et al. 2001, Dupas et al. 2006 und Féssler et al. 2006). In diesen Me-
thoden wird nur der chemische Aufschluss durch die Magensdure und die Verdauung von
Proteinen durch die Proteasen aus Magen und Pankreas simuliert.

Fiir eine den natiirlichen Bedingungen entsprechende Simulation miissen die Verdauungs-
schritte des Magens und des Pankreas beriicksichtigt werden. Der Abbau durch nur jeweils
eine Protease ist nicht vollstindig, wie die Untersuchungen zur allergenen Wirkung von Ha-
selnussproteinen zeigen. Dabei konnte nach Behandlung mit nur einem Enzym (Pepsin, Tryp-
sin, Elastase) noch eine allergene Wirkung nachgewiesen werden, was mit einem unvollstdn-
digem Abbau erkldrt werden kann (Wigotzki et al. 2000).

Erst der vollstindige Verdau mit einer simulierten Magenverdauung (Pepsin) und anschlie-
ender Diinndarmverdauung mittels Schweinepankreasextrakt (Gemisch der Pankreasprotei-
ne) fithrt zu einem starken Verlust der Allergenitit, was einem weitergehenden Abbau der
Proteine entspricht (Vieths ef al. 1999). Erste Hinweise darauf lieferten schon Mauron et al.
(1955), die nachwiesen, dass ein vollstdndiger Abbau bis hin zu einzelnen Aminosduren auch

in vitro erst nach der Zugabe von Pankreatin stattfindet.
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3.1.2.2 Enzymaktivitiiten

Eine definierte Menge eines reinen Enzyms setzt unter gleichen Bedingungen (3, t und Sub-
strat) stets eine konstante Menge an Substrat um (Michaelis und Menten, 1913). Somit ist die
Stoffmenge an Enzym, die ndtig ist, um eine bestimmte Menge an Reaktionsprodukt zu er-
zeugen immer konstant. Das wird genutzt, um einheitliche Enzymmengen (Units) zu definie-
ren. Units definieren die Menge eines Enzyms, welches unter definierten Bedingungen (meist
Standardbedingungen) wéhrend einer Zeitspanne eine bestimmte Menge Reaktionsprodukt
(z.B. 1 mmol) entstehen ldsst. So kann eine Unit a-Amylase als die Menge des Enzyms defi-
niert werden, die 1 mg Maltose bei pH=6,9 und 37°C in drei Minuten aus Stirke freisetzt
(Bernfeld, 1955). Viele kommerzielle Enzyme sind Substanzgemische mit unterschiedlichsten
Enzymgehalten. Dadurch kann nur durch die Angabe der Enzymaktivitit in Units/mg Sub-
stanz eine verldssliche Angabe iiber die Enzymmenge gemacht werden, die in einer Menge
gekauften Enzyms enthalten ist. Nur so konnen auch die in verschiedenen Arbeiten eingesetz-
ten Enzymmengen miteinander verglichen werden.

Durch verschiedene Mdoglichkeiten der Bestimmungen der Aktivitdt gibt es unterschiedliche
Arten von Aktivititen bei einem Enzym. So ist die Somogy-Unit im Gegensatz zur Unit nach
Bernfeld (1955) als die Menge an a-Amylase definiert, welche in 30 Minuten bei 40°C 1 mg
Glucose aus Stirke freisetzt (Somogy, 1938). Auch bei den Aktivititen von Proteasen gibt es
verschiedene Mdoglichkeiten der Aktivititsbestimmung, die sich vor allem in den verwendeten
Substraten unterscheiden (z.B. Himoglobin, His-Arg).

Die daraus resultierenden Aktivitdten sind oft schon wegen der nicht iibereinstimmenden
Temperatur nicht vergleichbar. Bei einigen in der Literatur beschriebenen Methoden werden
die Enzymaktivititen nicht angegeben (u.a. Tashiro and Ikegami, 1996). Daher ist in diesen
Féllen ein Vergleich mit anderen Modellen nicht moglich. In vielen Arbeiten werden die ein-
gesetzten Enzymmengen als Massen angegeben, so dass es nicht moglich ist, die verwendeten

Enzymaktivititen zu vergleichen.

3.1.2.3 Simulation des Kauvorganges

Zu Beginn des Abbaus erfolgt eine mechanische Zerkleinerung der Nahrung. Dadurch werden
Zellwiande aufgebrochen und die Inhaltsstoffe fiir Verdauungsenzyme zuginglich gemacht.
Im Labor stehen viele verschiedene Aufschlussverfahren (Mahlen, Hickseln oder Musen) zur
Verfligung, die den Kauvorgang simulieren konnen. Auch Homogenisieren ist eine Moglich-
keit, Proben aufzuschieen (u.a. Mbanya et al. 2003 oder Pynaert et al. 2006). Diese Verfah-

ren schlieBen biologisches Material jedoch in unterschiedlichem Grad auf. Ein MaB fiir den
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erhaltenen Aufschlussgrad kann die Menge an freigesetzten Substanzen aus der aufzuschlie-
Benden Probe sein. So ist z.B. die Freisetzung von Arsen aus Seetang nach verschieden Be-
handlungen (Aufschliissen) unterschiedlich hoch. Die freigesetzte Menge, im Vergleich mit
dem Arsengehalt der unaufgeschlossenen Substanz, wird als Mal} fiir den Aufschlussgrad
verwendet. Es wurden die Freisetzungen durch Einweichen, Kochen, Backen und Toasten
untersucht, und mit dem Gesamtarsengehalt des Feststoffes verglichen.

Dabei zeigte sich bei einer Seetangart eine deutliche Verbesserung der Bioverfiigbarkeit von

Arsen durch das Kochen des Materials (Almela et al. 2005).

3.1.2.4 Simulation der Mundhéhlenverdauung

Nur in wenigen beschrieben Methoden wird die Verdauung durch den Speichel simuliert. Die
Aufgaben des Speichels in vivo sind u.a. der Beginn des Abbaus von Kohlenhydraten und die
Pufferung des pH-Wertes im Mund (Breves, 2000).

Die Simulation in vitro erfolgt bei Engelhard und Breves durch in Phosphatpuffer,pH =6,8,
(PBS (phosphate buffered saline)) geloste a-Amylase unter Zugabe von NaCl, da Chloridio-
nen als Cofaktor bendtigt werden (Tabelle 1). Bei der dort verwendeten a-Amylase handelt es
sich um das Enzym aus dem Pankreas. Es wird aber trotzdem in den hier erwéhnten Untersu-
chungen zur Simulation der Speichelverdauung verwendet, da es sich in seinen physiologi-
schen Eigenschaften nicht von der Speichelamylase unterscheidet (Weng et al. 1992).

Die in der Literatur beschriebenen Einwirkzeiten sind sehr verschieden und liegen zwischen 5

Minuten (Brandon ef al. 2006) und 30 Minuten (Granado-Lorencio ef al. 2007).

3.1.2.5 Simulation der Magenverdauung

Da die Magenverdauung in vivo hauptsichlich durch ein Enzym erfolgt, ist sie einfach zu
simulieren (Kopper et al. 2004). Der pH-Wert im Magen wird in der Literatur in den ver-
schiedenen Abschnitten mit 3,0 bis 3,7 beschrieben. Am Magenausgang liegt er bei 4,1
(Snoeck et al. 2004). Das pH-Optimum von Pepsin liegt bei pH = 1,7 bis 2,0 (Schlamowitz
und Peterson, 1959). Die Magensdure besteht aus Salzsdure (HCI). Von den zwei Proteasen
des Magens, Pepsin und Renin, beruht die gastrische Verdauung zum tiberwiegenden Teil auf
der katalytischen Aktivitit des Pepsins, weswegen fiir die Simulation der Magenverdauung
die Inkubation mit Pepsin, gelost in 0,01 M HCI (pH = 2,0) ausreichend ist (Kopper et al.
2004). Nach Zugabe des Pepsins wird ein pH-Wert von ca. 1,8 bis 2,0 eingestellt (u.a. Terada
et al. 1975), was dem pH-Optimum von Pepsin, aber nicht den bereits erwihnten natiirlichen
Bedingungen entspricht. In anderen Arbeiten wird wéahrend der Inkubation mit Pepsin mit
einem pH-Wert von 0,15 (Waisberg et al. 2004) gearbeitet. Auch die beschriebenen Einwirk-
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zeiten von Pepsin sind sehr verschieden. Die Pepsininkubation erfolgt bis zu 24 h (Stunden)
(Qiao et al. 2004) oder 48 h (Wiesemiiller und Poppe, 1990). Gereinigtes Protein ist unter
Pepsineinwirkung nach 30 Sekunden nicht mehr nachweisbar (Okunuki et al. 2002). Im Mit-
tel liegen die Inkubationszeiten mit Pepsin bei zwei bis drei Stunden. Die eingesetzten En-
zymkonzentrationen in den verschiedenen Arbeiten sind ebenfalls sehr unterschiedlich (Ta-

belle 2).

Tab. 2: verschiedene Parameter der Simulation der Magenverdauung

Autor pH- Aktivitat Temperatur Zeit
Wert U/ ml °C min
Savioe et al. 1989 1,90 197 37 30
Maskell und Smithard 1994 0,18 5000-7000 37 360
Spencer ef al. 2000 0,66 1500 39 75
Waisberg et al. 2004 0,15 25000 39 180
Cone et al. 2005 1,00 10000 37 90

3.1.2.6 Simulation der Diinndarmverdauung

Die bisherigen Verdauungsschritte wurden jeweils durch den Einsatz eines Enzyms simuliert.
Die Sekrete des Pankreas und der Galle enthalten jedoch eine Vielzahl an Enzymen (Tabel-
le 1). Wihrend a-Amylase und Pepsin kommerziell verfiigbar sind, trifft das fiir die einzelnen
Enzyme des Pankreas nicht zu. Von diesen Enzymen sind nur Trypsin, Chymotrypsin, Car-
boxypeptidase A und B kommerziell verfiigbar, allerdings von unterschiedlichen Tierarten. Es
ist jedoch mdglich, zur Simulation Enzyme verschiedener Tierarten zu verwenden
(McDonough et al. 1990, Moreno et al. 2005). Die Alternative, die Enzyme selbst zu isolieren
und zu reinigen, ist aus finanziellen und zeitlichen Griinden meist nicht durchfiihrbar. Eine
Simulation durch alleinige Verwendung dieser vier Enzyme ist allerdings unvollstindig, da
noch weitere Enzyme des Pankreassekrets fehlen. Auch die Gallenfliissigkeit enthélt viele
verschiedene Substanzen (u.a. Gallensduren und Phospolipide), die eine wichtige Rolle bei
der Verdauung und Resorption vor allem von Fetten spielen (Scharrer und Wolfram, 2000).

Da die vollstindige Palette der Enzyme des Pankreas und die einzelnen Inhaltsstoffe der Gal-
lenfliissigkeit nicht einzeln erhéltlich sind, wird in fast allen Modellen ein Gemisch aus Pan-
kreatin und Gallenextrakt zur Simulation der intestinalen Verdauung verwendet (u.a. Rodri-

guez et al. 1999, Jovani et al. 2001, Sartia et al. 2001, Glahn et al. 2002). Bei Pankreatin han-
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delt es sich um natiirliche, lyophilisierte Pankreassuspension. Dadurch ist die Vielzahl von
Enzymen, die die Bauchspeicheldriise in den Chymus abgibt, auch im Pankreatin enthalten
(u.a. a-Amylase, Trypsin, Lipase, Ribonuclease und Elastase). Da Pankreatin viele verschie-
dene Proteasen enthilt, deren Substratspezifititen sich zum Teil iiberlagern, ist es nicht mog-
lich, die Aktivititen der einzelnen Proteasen genau zu ermitteln. Pankreatin wird deshalb
durch die proteolytische Gesamtaktivitdt, Elastaseaktivitidt und die Aktivitidt der a-Amylase
charakterisiert. Die Spezifikation der Enzymaktivitdten erfolgt iiber Vielfache der United Sta-
tes Pharmaceutics specifications (USP) (1 x USP bis 8 x USP). Durch Zugabe von Gallenex-
trakt aus natiirlicher Galle werden die fiir die Lipase und Cholesterinesterase notigen Cofakto-
ren aus der Galle in der natiirlichen Form bereitgestellt (Mauron et al. 1955). Durch die Ver-
wendung von Pankreatin und Gallenextrakt erfolgt die Verdauungssimulation sehr nah am
Tier. Beide Substanzen konnen als Produkte aus den jeweiligen Organen des Schweins bezo-

gen werden.

Tab. 3: verschiedene Parameter der Simulation der Diinndarmverdauung

Autor pH-  Pankreatin Galle Temperatur  Zeit
Wert mg / ml mg / ml °C h
McKay & Memmott 1991 7,5 1,5 1,5 37 10
Garrett ef al. 1999 7,5 0,4 24 37 2
Liu et al. 2004 6,9 10,0 - 37 2
Ferruzzi et al. 2001 7,0 0,4 2,4 37 2

Die Bedingungen der Simulation unterschieden sich, wie schon bei der Magensimulation, in
den verwendeten Konzentrationen (Tabelle 3). Einige Arbeiten verzichten auf Gallenextrakt
(Liu et al. 2004), andere bei der Untersuchung von Cholesterol auf Pankreatin (Tian et al.
2006). Dagegen sind die Einwirkzeiten mit iiberwiegend zwei Stunden und die Temperatur

mit 37°C vielfach ubereinstimmend.

3.1.2.7 Simulation der Dickdarmverdauung

(Mandy Bruch)

Um Aussagen zu fermentativen Stoffwechselvorgingen treffen zu konnen, ist eine Simulation
der Dickdarmverdauung nétig. Zur Simulation der Verdauungsvorginge im Dickdarm bei
Pferden wird der ,,Caesitec” (Caecum simulation technique) eingesetzt. In diesem System
konnen verschiedene Substrate und Dosierungen mit definierter Pufferzufuhr inkubiert wer-
den. Anhand der Parameter Gaszusammensetzung und -menge, pH-Wert, Konzentration der

kurzkettigen Fettsduren und Ammoniak wird die fermentative Leistung der mikrobiellen Flora
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eingeschitzt. Ein System fiir die in vitro Simulation der Verdauungsvorginge im Colon bei
Schweinen beruht auf einem &dhnlichen Verfahren. Der ,,Cositec” (Colon simulation tech-
nique) wird fiir Untersuchungen eingesetzt, bei denen die Auswirkungen von Antibiotika auf
die Darmflora untersucht werden (Stuck ef al. 1995 und Bender et al. 2001). Der Einfluss der
im Dickdarm stattfindenden Vorgidnge auf die Nihrstoffzusammensetzung des Chymus ist
gering, da die wesentlichen Verdauungs- und Resorptionsvorginge von Néahrstoffen abge-
schlossen sind und hauptsiachlich die Riickresorption von Wasser und Mineralstoffen erfolgt
(Breves und Diener, 2000). Deshalb werden die Verdaungsvorgénge im Dickdarm in keiner

publizierten Methode simuliert.

3.2 Physiologie der Resorption

(Andre Kacholdt)

3.2.1 Allgemeines

Nach der mechanisch-chemischen Aufspaltung erfolgt die Resorption (lat. resorbere = auf-
saugen). Resorption ist die Aufnahme der Spaltprodukte aus dem Lumen des Verdauungstrak-
tes in den Korper. Es wird in aktive und passive Resorption (Diffusion) unterschieden. Fiir
passive Stoffaufnahmen ist ein Konzentrationsgradient ndtig. Die Resorption erfolgt dabei
von der hohen zur niedrigeren Konzentration. Die Diffusion héngt von der Struktur und Gro-
e der Molekiile ab. Nur wenige Stoffe sind in der Lage, die Membran in grofleren Mengen
passiv zu durchdringen. Dazu gehdren aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften freie Fettsdu-
ren und Steroide (Testosteron). Die meisten anderen der im Darm vorliegenden Stoffe sind
hydrophil, und konnen nur in sehr geringem Umfang die Membran passiv iiberwinden. Sie
miissen aktiv, unter Verbrauch von Energie in Form von ATP (Adenosintriphosphat), durch

entsprechende Transportproteine in den Korper aufgenommen werden.

3.2.2 Resorption in vivo

An der duleren Zellschicht des Darmepithels (Biirstensaummembran) erfolgt die Resorption
der durch die Verdauung entstandenen Spaltprodukte. Hier sind die Transportproteine und
Kanile lokalisiert, die fiir die Stoffaufnahme zustindig sind. Alle zu resorbierenden Molekiile
miissen in Losung vorliegen. Zucker kénnen nur als Monosaccharide, Proteine {iberwiegend
als freie Aminosédure oder als Di- und Tripeptide resorbiert werden. Freie Fettsduren werden
aufgrund ihrer lipophilen Struktur passiv aufgenommen. Mineralstoffe liegen im Wasser ge-
16st als Ionen vor und werden durch Kanéle oder Transporter aufgenommen. Bei Vitaminen

muss in fettlosliche und wasserlosliche Vitamine unterschieden werden. Fettlosliche Vitamine
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wie die Vitamine A, D, E und K werden passiv, wasserlosliche Vitaminez.B. B, C und Fol-

sdure werden dagegen aktiv resorbiert.

3.2.3 Resorption von intakten Proteinen

Bei ausgewachsenen Sdugetieren wurde die intestinale Mucosa als selektive Barriere gegen
den Transport von Makromolekiilen (Georgopoulou et al. 1988) und Proteinen beschrieben
(Castell et al. 1997). Bei neugeborenen Sdugetieren dagegen konnen die in der Muttermilch
enthaltenen Immunglobuline aufgenommenen werden (Clark jr., 1959, Jones und Waldmann,
1972, Abrahamson und Rodewald, 1982, jeweils IgG (Immunglobulin G) bei Ratten), und
tragen wesentlich zur Immunabwehr des Neugeborenen bei. Dieser Transport wird vermittelt
durch Bindung der Immunglobuline an einen Rezeptor, der an den absorptiven Zellen (m-
cells in den Payerschen Platten; Heyman und Desjeux, 1992) des Diinndarms lokalisiert ist
(rezeptorvermittelte Endocytose; Rodewald, 1973). Die noch nicht voll funktionierende Ver-
dauung des Neugeborenen konnte die Ursache fiir den nicht erfolgten Abbau darstellen, da
der Effekt nur einige Tage nach der Geburt nachweisbar ist.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Aufnahme von Bromealin, einer Cystein-Protease,
aus der Nahrung in das Blut auch beim adulten Menschen in vivo nachgewiesen werden
konnte (Castell et al. 1997). Am kiinstlich durchbluteten Jejunum (everted gut sac) von Ratten
konnte die Aufnahme von Meerettich-peroxidase (eng. horseradish peroxidase (HRP)), einem
40 kDa grof3en Protein, (0,25 % der applizierten Dosis nach 30 min) gezeigt werden (Yama-
guchi et al. 1983). Diese in vitro Untersuchungen konnte an lebenden Ratten (in vivo) besta-
tigt werden (Warshaw ef al. 1971). Hierbei konnten wihrend der ersten 60 Minuten bis zu 1
ug HRP in der Lymphe (verabreichte Dosis: 28 mg/kg Korpergewicht) nachgewiesen werden.
Es konnten Transporte von HRP an der Magenwand von Ratten, sowie an Diinn- und Dick-
darm von Mausen gezeigt werden (Heyman und Desjeux, 1992). Dabei wird am Caecum der
Maus zwar deutlich mehr transportiert (425 ng*h™*cm™) als am Jejunum (4,1 ng*h'*cm?),
aber der Anteil an intaktem Protein ist am Jejunum mit 30 % deutlich héher als am Caecum
mit 2 %. Bei absoluter Betrachtung ist die Aufnahme von funktionellem Protein am Caecum
mit 8,5 ng*h'*cm™ siebenmal hoher als am Jejunum mit 1,2 ng*h™*cm™. Das infektiose Pri-
onprotein (Huang ef al. 2002) und das Interferon-y (Terpent et al. 1998) sind weitere Beispie-
le dafiir, dass Proteine als intakte Molekiile resorbiert werden konnen. Nicht nur hochmoleku-
lare Proteine konnen intakt resorbiert werden, sondern auch die Aufnahme von groBeren Par-
tikeln, u.a. Stiarkekornchen und Asbestfasern in den Organismus konnte von Weiner (1998)

nachgewiesen werden.
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3.2.4 Stabilitit von Proteinen gegen proteolytischen Abbau

Fiir die Resorption von intakten Proteinmolekiilen ist eine zumindest partielle Stabilitit gegen
die gastrointestinalen Verdauungsenzyme notig.

Gereinigtes CrylAb (Bt-Toxin) aus transgenen Mais ist bereits nach ca. 30 Sekunden voll-
stindig abgebaut. Wird das Protein vor der in vitro Verdauung erhitzt, verkiirzt sich die Ab-
bauzeit auf 20 Sekunden (Okunuki et al. 2002). Allerdings konnte im Tierversuch bei der
Verfiitterung von frischen Maisganzpflanzen an Rinder das Bt-Toxin im Pansen, Labmagen
und Jejunum nachgewiesen werden (Einspanier et al. 2004).

Rekombinantes NPTII aus Eschirichia coli wird in vitro durch Pepsin in weniger als zehn
Sekunden vollstindig abgebaut. Beim in vitro Abbau durch Pankreatin (ohne vorherige Pep-
sinbehandlung) entstanden sehr schnell Fragmente verschiedener Groflen. Nach 15 Minuten
war auch durch alleinige Pankreatinwirkung ein vollstdndiger Abbau von NPTII festzustellen
(Fuchs et al. 1993).

Es ist zu sehen, dass Pepsin unter optimalen Bedingungen Proteine sehr schnell vollstindig
abbaut. Durch nicht optimale pH-Werte (pH = 3 bis 4) erfolgt der Abbau verlangsamt. Dabei
zeigen sich zwischen den verschiedenen Proteinen Unterschiede im Abbau durch Pepsin.
Beim Abbau von Albumin, Ferritin und Lactoferrin bei pH=4 wird Albumin vollstindig, Fer-
ritin partiell und Lactoferrin gar nicht abgebaut. Beim partiellen Abbau konnten verschieden
gro3e Fragmente durch WesternBlots nachgewiesen werden. Bei optimalem pH-Wert (pH =
2) kommt es zu einer vollstandigen Verdauung aller drei Proteine, bei der die entstehenden
Fragmente zu klein fiir eine Auftrennung in einem 5% igem Gel sind (Kalgaonkar und Lon-
nerdal, 2008), was andere Autoren fiir andere Proteine bestétigen (Bejjani ef al. 2007).

Somit scheint die Abbaubarkeit von Proteinen durch Pepsin proteinspezifisch verschieden zu
sein. Moreno (2007) fasste die Stabilitdten von verschiedenen Proteinen gegen Pepsin zu-
sammen. Einige Proteine sind nach wenigen Minuten nicht mehr nachweisbar (3-Conglycinin
nach 2 Minuten und ns-LTP nach 0,5 Minuten; beide aus Soja). Andere Proteine kénnen auch
in zwei Stunden nicht vollstandig durch Pepsin abgebaut werden (u.a. 2S Albumin aus Se-

samsamen und ns-LTP aus Weintrauben).

3.2.5 Resorption von Proteinen und Proteinfragmenten aus GVPs

(Mandy Bruch)
Die Resorption von Fremdproteinen aus gentechnisch verdnderten Pflanzen wurde bisher im
Fiitterungsversuch an verschiedenen Tierspezies untersucht. Dabei erhielten die Versuchstiere

Futterrationen, die gentechnisch verdndertes Pflanzenmaterial enthalten (Soja, Kartoffeln,
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Mais). Zum Nachweis eines Ubertrittes der Fremdproteine ins Blut und einer méglichen An-
reicherung in Leber, Milz und anderen Organen wurden nach der Schlachtung der Versuchs-
tiere Organ- und Blutproben entnommen und auf enthaltene Fremdproteine bzw. auf die DNA
der Fremdproteine untersucht. In Kartoffeln exprimiertes CTB zeigt die Fahigkeit am GM1
Rezeptor zu binden (Arakawa, 1997). Méuse, die mit CTB exprimierenden Kartoffeln gefiit-
tert wurden, zeigten eine orale Immunisierung (Arakawa, 1997, Lauterslager ef al. 2001), eine
Detektion der Antikorper IgM, IgG, IgA war ebenfalls moglich. Nach oraler Gabe von Kar-
toffeln mit CTB an Menschen waren spezifische IgG Antikdrper nachweisbar (Tacket, 1998).
Das Viruskapsid 60 (VP60), exprimiert in Kartoffeln, bewirkte bei parenteraler Gabe eine
spezifische Immunantwort gegen des infektiose Rabbit Haemorrhagic Disease Virus (RHDV)
(Castaon, 2002), bei mit isogenen Kartoffeln gefiitterten Tieren konnten keine Antikorper
gemessen werden. Auch Gil et al. (2006) konnten eine erfolgreiche Immunantwort, die durch
orale Gabe von VP60 haltigen Pflanzen hervorrufen wurde, feststellen, was durch die Arbei-
ten von Plana-Duran et al. 1996, Prietro et al. 2000 und Fernandez-Fernandez et al. 2001 be-
statigt wird.

Ma et al. (1997) zeigten an Méusen eine Inhibierung bei der Entwicklung von Diabetes nach
oraler Gabe von Tabak, der das Diabetes Autoantigen Glutaminsdure-Decarboxylase (GAD)
exprimiert.

Bei Fiitterung von Schweinen mit Bt-Mais konnte die DNA des transgenen Maises bis zu 72h
nach der letzten Fiitterung in den Abschnitten des Darmtraktes nachgewiesen werden. Andere
Untersuchungen zeigten, dass das Protein CrylAc an der Oberfliche des Miusediinndarmes
bindet und dort die physiologischen Gegebenheiten beeinflusst (Vazquez-Padron et al. 2000).
Eine weitere Moglichkeit die Resorption bzw. den Transport von Modellproteinen nachzu-
weisen ist die Nutzung von isolierten Geweben oder Zellen. So wurde der Transport von
Omega-3-Fettsduren am isolierten Gewebe von menschlichem Kolon mittels der Ussing-
Kammer untersucht (Helf, 2011). Anhand der Zellkultur kann auflerdem die mogliche Bin-
dung von Substraten (Proteinen, Aminosduren, Arzneistoffen) an der Zelloberfldche getestet
werden (Neumann et al. 2004).

Das Auslosen einer Immunantwort scheint den Transport der Antigene in den Kdorper zu be-
dingen, und deshalb als Nachweis fiir einen erfolgten Transport in Frage zu kommen. Aller-
dings wird auch die Ansicht vertreten, dass ein Kontakt mit den Immunzellen an der
Ephitheloberfliche im Darm oder an der Mundschleimhaut ausreichend ist. In diesem Falle ist

keine Aufnahme der Antigene in die Zellen der Organismen nétig.
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Die Resorption der verwendeten Modellproteine GFP (Griin fluoreszierendes Protein), NPTII
(Neomycin-PhosphoTransferase II) und Cyanophycin ist bisher nicht im Fiitterungsversuch

gezeigt worden.

3.2.6 Beeinflussung des Proteintransportes durch verschiedene Inhibitoren

Proteine konnen aufgrund ihrer Grof3e nicht wie Ionen durch Kanile oder wie viele andere
niedermolekulare Stoffe durch Carrier transportiert werden. Eine Moglichkeit des Protein-
transportes ist die Aufnahme durch rezeptorvermittelte Endozytose und anschlieBenden
Transport der Vesikel mittels des Cytoskellets durch die Zelle. Das Cytoskellet besteht aus
Mikrotubuli, einem Tubulinpolymer. Dessen Polymerisation kann durch Cholcin, das Gift der
Herbstzeitlosen inhibiert werden. Durch das fehlende Cytoskellet wird der Vesikeltransport
durch die Zelle, und somit der Proteintranport durch rezeptorvermittelte Endocytose unter-
bunden. In fritheren Arbeiten (Kacholdt und Bruch unverdffentlicht) konnte eine Hemmung
des Transportes von GFP am frisch isolierten Mausdickdarm durch Cholchicin und Cytocha-

lasin D, einen Inhibitor der Aktinfilamente, nachgewiesen werden.

3.2.7 Simulation der Resorption in vitro
(Andre Kacholdt)

3.2.7.1 Simulation durch Zentrifugation

Fiir die Simulation der Resorption kann argumentiert werden: alles was sich durch die Ein-
wirkung der Verdauungsenzyme in der wéssrigen Phase des ,,Chymus* geldst hat, ist potenti-
ell resorbierbar. Deshalb wird in vielen in vitro Methoden im letzten Schritt der in vitro An-
satz zentrifugiert. Der Uberstand nach der Zentrifugation wird als ,,Chymus“ und das Pellet
als ,,digested matrix* bezeichnet (Brandon et al. 2006). Durch Zentrifugation mit 5000 g fiir
30 min bei 4°C wird die Resorption (Laparra et al. 2003, Bergqvist et al. 2006, Brandon ef al.
2006) simuliert. Die in der fliissigen Phase geldsten Stoffe stellen den resorbierten Anteil dar
(Almela et al. 2005). Die feste Phase ist der ,,unverdauliche* Rest, von dem die resorbierten
Stoffe entfernt worden sind: in vivo durch die Aufnahme in das Darmepithel, in vitro durch

Entfernen des Uberstandes nach erfolgter Zentrifugation.

3.2.7.2 Simulation durch Dialyse

Als zweite Moglichkeit kommt ein in vitro Verdau mit simulierter Resorption in Verdauungs-

beuteln in Frage (Savoie et al. 1989, Shen et al. 1994, Hu et al. 2006), die Dialyseschlauchen

dhneln. Diese befinden sich in einem grofleren Pufferbehélter. Durch Poren definierter Grof3e

konnen alle Verbindungen die kleiner als die Poren sind in den umgebenden Puffer diffundie-
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ren. Die Porengrofe ist dabei recht variabel. Es werden 15 kDa (Maekawa ef al. 2006, Engle-
Stone et al. 2005) aber auch 1 kDa (Peyron et al. 2006) verwendet. Somit wird angenommen,
dass alles was durch die Verdauungsenzyme auf GroB3en kleiner als die Porengréf3e des Dialy-
seschlauches abgebaut bzw. abgespalten worden ist, auch resorbierbar ist. Diese Substanzen
konnen noch wihrend des in vitro Verdauungsvorganges dem Verdauungsansatz entzogen
werde. Somit kommt diese Methode der natiirlichen Resorption nédher als die erst zum Ab-
schluss der in vitro Verdauung durchgefiihrte Zentrifugation. Allerdings ist diese Methode
aufgrund der beschriankten Grofle von Dialyseschldauchen nicht geeignet, um groBere Ver-
suchsansétze durchzufiihren, z.B. um das Restsubstrat genau zu analysieren. Ein weiterer Fak-
tor ist die Zeitspanne, welche bis zur Einstellung eines Diffusionsgleichgewichtes vergeht und
wihrend der die Verdauungsenzyme weiterwirken. Nach der Dialyse ist eine Zentrifugation
trotzdem erforderlich, da eine Abtrennung von Fliissigkeiten durch Dialyse nicht moglich ist.
Der dabei iibrig bleibende Feststoff, mit dem die weiteren Untersuchungen erfolgen, wird

durch die Dialyse nicht beeinflusst, weswegen auf sie verzichtet werden kann.

3.2.7.3 Ussing-Kammer
(Mandy Bruch)

FEine Variante die natiirliche Resorption zu simulieren, bietet der Einsatz einer Ussing-
Kammer. Hiermit ist die Untersuchung der Resorption von Ionen, Monosachariden, Amino-
sduren und Proteinfragmenten am nativen Darmepithel oder an Zellkulturen moglich
(Neumann et al. 2004). Das Darmepithel regelt den Stofftransport vom Darmlumen ins Blut
und ist gleichzeitig die Schutzbarriere nach auen. Es hat die Féhigkeit Reize aufzunehmen
und damit Regulationsmechanimen auszuldsen. Fiir in Wasser geldste Stoffe/wissrige Losun-
gen gibt es zwei Transportwege iiber Darmepithelien: 1. den transzellularen Weg mit zwei
Barrieren, der apikalen und der basolateralen Zellmembran und 2. den parazellularen Weg
(‘shunt path’), der ebenfalls uber zwei transportphysiologische Barrieren, die ‘Tight Junc-
tions’ und den Interzellularspalt fiihrt (Powell, 1981). Der Stofftransport findet selektiv iiber
das Epithel statt und ist die Grundlage fur die Barrierefunktion des Epithels. Die epitheliale
Barrierefunktion wird durch den transepithelialen Gesamtwiderstand (Rt) charakterisiert, der
sich aus den Einzelwiderstanden der Epithelbarrieren auf den beiden oben beschriebenen
Transportwegen zusammensetzt (Lorenz, 2006). Durch die Barrierefunktion des Epithels
werden ein elektrischer und verschiedene chemische Gradienten zwischen Darmlumen (mu-
kosal) und Extrazellularraum (serosal) aufrecht erhalten, die durch transportphysiologische

Vorgange beeinflusst werden (Engelhardt und Breves, 2000). Die Reize aus dem Darmlumen
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sowie aus dem Organismus bewirken als Reaktion des Epithels eine Veranderung der epithe-
lialen Barriereeigenschaften und/oder der Transportfunktionen.

Um die Barriereeigenschaften des Dilinndarmepithels zu beschreiben, ist die Messung des
parazellularen Transportes mit Hilfe von ["H]-Mannitol als Modellsubstanz bei zeitgleicher
Dokumentation des transepithelialen Widerstandes Rt etabliert (Blinkslager et al. 1999b).

Es existiert eine enge Korrelation zwischen unidirektionalen [3H]-Mannitol-Fluxen und Ande-
rung des parazellularen Widerstandes (Madara et al. 1986, Madara und Dharmsathaphorn,
1985, Winckler, 1997). Hierbei wird der Begriff ,,Flux* fur den durch radioaktive Markierung
direkt gemessenen transepithelialen Transportvon Stoffen seit Ussing (1949) verwendet.
Mannitol (Mannit) als inerter, durch seine Molekiilgrosse ausschlieslich parazellular transpor-
tierter Zucker reprasentiert die parazellulare Permeabilitat gegeniiber ungeladenen Teilchen
(Turner et al. 1997). Die Rt-Messung dagegen basiert auf den in durchldssigen Epithelien
zum Grossteil parazellular transportierten geladenen Teilchen (Bakker und Groot, 1984). Der
Rt bietet demnach bei durchlédssigen Epithelien eine gute Néherung fiir den parazelluldren
Widerstand und es kann per Rt der ionale Teil des parazelluldaren Transportes beurteilt werden
(Bakker und Groot, 1984).

Erste Untersuchungen an der Ussing-Kammer zeigten den Transport von Natriumionen durch
isolierte Froschhaut (Ussing und Zerahn 1951). Dabei wurde der Transport der elektrisch ge-
ladenen Natriumionen durch den verursachten elektrischen Strom nachgewiesen. Auch der
Transport von anderen geladenen Molekiilen (Aminosduren, Peptiden) kann bestimmt werden
(Neumann et al. 2004).

Es sind drei verschiedene Methoden zur Beeinflussung bzw. Erfassung der elektrophysiologi-
schen Parameter, die beim Transport geladener Teilchen entstehen, etabliert: ‘Open Circuit’,
‘Short Circuit’ und ‘Voltage Clamp’ (Scheftler, 1984).

Open Circuit’: unter der Bedingung des ‘Open Circuit’, des ‘offenen Stromkreises’, wird die
transmurale Potenzialdifferenz (PDt) direkt gemessen. Daneben wird durch Aussenden defi-
nierter Stromimpulse (XI) mit definierter Amplitude (50 bzw.100 RA, bidirektionale Applika-
tion der Strompulse) und Dauer (200 ms) eine kurzfristige Anderung (Abfall) der Potenzial-
differenz (PDt) bewirkt. Unter Zuhilfenahme des Ohm’schen Gesetzes kann mittels der PDt
der transmurale Widerstand errechnet werden. Es wurde in der Versuchsanordnung unter ‘O-
pen Circuit’-Bedingungen der Transport von Proteinen gemessen, um das Gewebe moglichst
wenig zu belasten. Die Berechnungen des transmuralen Widerstandes sowie der transmuralen

Potenzialdifferenz erfolgte automatisch durch die Clamp-Anlage (Scheffler, 1984). Alle 6 s
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wurden Aufzeichungen von PDt [mV] und Rt [e*cm-2] auf dem angeschlossenen Windows-
PC vorgenommen.

‘Short Circuit’: Bei Anwendung des ‘Short Circuit’ (Kurzschluss) wird die transmurale Po-
tenzialdifferenz durch Einspeisen eines externen Stromes auf 0 mV geregelt (= ‘geklemmt’).
Durch den eingespeisten Strom, Kurzschlussstrom (-Isc), werden die elektrogenen Ionenbe-
wegungen kompensiert. Damit ist der -Isc aquivalent der Summe aller elektrogen transportier-
ten Ionen und diesem Nettoladungstransport (Isc) entgegengerichtet (Scheffler, 1984; Ussing
und Zerahn, 1951). Durch diesen Kurzschluss des Epithels wird der elektrische Gradient aus-
geschaltet, was zum ersten Mal von Ussing und Zerahn (1951) angewendet wurde. Werden
dabei auf beiden Seiten identische Pufferlosungen verwandt, so ist auch der chemische Gradi-
ent ausgeschaltet. Tritt der Fall ein, dass auf beiden Seiten Pufferlosungen mit in einer Sub-
stanz verschiedener chemischer Zusammensetzung, doch mit gleicher Osmolaritat verwendet
werden, so ist zwar ein geringer chemischer Gradient vorhanden, jedoch der fur passive
Transportvorgange sehr wichtige osmotische Gradient ausgeschaltet. Werden auf beiden Sei-
ten gleiche Pufferfullhohe und gleiche Puffertemperatur benutzt, so sind auch der hydrostati-
sche sowie der thermische Gradient ausgeschaltet. Diese Variante wurde fiir Vitalitatstest am
Ende des Versuches genutzt. Dazu wurde der Phosphodiesterase-Inhibitor Theophyllin zuge-
geben, so dass sich eine Konzentration von 8 mM Theophyllin im Puffer befand und die Re-
aktion des Isc auf die Zugabe aufgezeichnet.

Die Methode ,,voltage clamp* wurde in diesen Untersuchungen nicht genutzt.

Bei Untersuchungen von nicht elektrogenen Transporten miissen in definierten Zeitabstdnden
Proben aus dem serosalen Kompartiment entnommen werden, in denen der zu untersuchende
Stoff mittels verschiedenster Nachweismethoden analysiert wird.

Das verwendete native Darmepithel wird Tieren direkt nach der Schlachtung entnommen und
kann in einem Glukose-haltigen Puffer, der mit Carbogen (5% Sauerstoff in Kohlendioxid)
begast wird, einige Stunden am Leben erhalten werden. In dieser Zeit konnen Resorptionsstu-

dien durchgefiihrt werden.

3.2.7.4 In vitro Resorption von radioaktiv markierten Standards

(Mandy Bruch)

Die Bestimmung von Transportraten radioaktiv markierter Substanzen (z.B. [*H]-Mannitol)
an biologischen Membranen hat unterschiedliche Griinde. Eine grofle Bedeutung hat die Ver-
wendung von [*H]-Mannitol als Diffusionsmarker und zur Beurteilung von Gewebe- oder
Zellkulturen hinsichtlich ihrer Barierrefunktion (Blinkslager et al., 1999b). Die Transportraten

von [*H]-Mannitol dienen als Standard und werden international verwendet (Lorenz, 2006).
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Der Transport in der Ussing-Kammer ist stark von der Intaktheit des Gewebes abhingig. Fiir
Mannitol ist im Gewebe kein aktiver Transporter vorhanden. Der Transport erfolgt nur iiber
Diffusion und kann daher als ein MaB fiir die Gewebeintaktheit verwendet werden. Die durch
Diffusion tbertretende Menge eines Stoffes pro Zeiteinheit hingt bei gleichen Membranen
und Fliachen nur von dessen Konzentration ab (erstes Ficksches Gesetz). Deshalb wird der
zeitliche Transport t [mol*s™] auf die Fliche A [cm?] und die Donorkonzentration ¢ [mol*]

"bezogen. Dadurch errechnet sich der Standardpermeabilititskoeffizient P.
P=t*Al*c! [P]=mol * s *m?* mol'* m’ =m * s

Fiir die Bestimmung des Transportes wird radioaktiv (Tritium; *H) markiertes Mannitol ver-
wendet. Dieses kann in geringsten Konzentrationen mittels Szintillationsmessung einfach
nachgewiesen werden.

Mit Hilfe dieses Verfahrens konnte z.B. vier Tage nach Entwohnung am Ferkel 12,05 E -06
cm*s” bestimmt werden (Spreeuwenberg et al. 2001; Verdonk et al. 2002). Dem US-Patent
6647358 sind die Werte (gemessen an Kaninchen, Tabelle 4) entnommen.

Tab. 4: Permeabilititskoeffizienten fiir Mannitol an Kaninchengewebe in 10 cm*s™

Duodenum Jejunum Ileum Colon

1,73 3,54 4,02 5,53

Die Permeabilititskoeffizienten fiir Darmgewebe von adulten Schweinen wurden von den
Autoren dieser Arbeit in unverdffentlichten Arbeiten mit 6,8 E -06 cm*s” bestimmt. Beim
Vergleich der Werte mit denen von Spreeuwenberg (2001), Verdonk (2002)und des US-
Patents kann eine Ubereinstimmung festgestellt werden. Diese Werte kdnnen als Orientierung

fiir spdtere Untersuchungen dienen.

3.3 Analyse der Verdauungssimulation

(Andre Kacholdt)

3.3.1 Klassische Methoden

3.3.1.1 Weender Futtermittelmittelanalyse

Die Analyse der Verdnderung der Zusammensetzung von Futtermitteln unter dem Einfluss

natiirlicher und simulierter Verdauung erfolgt, mit Ausnahme der Rohfettbestimmung, der

Weender Futtermittelanalyse. Henneberg und Stohmann entwickelten 1864 die heute noch

geltenden Weender-Methoden (Methodenemphehlungen des VDLUFA (Naumann und Bass-
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ler, Methodenbuchreihe 1983 bis 1997). Die Weender Futtermittelanalyse ist heute ein Stan-
dardverfahren zur Ermittlung der Inhaltsstoffe von Futtermitteln. Es wird nach Rohasche (CA
oder XA), Rohfaser (CF oder XF), Rohprotein (CP oder XP), Rohfett (CL oder XL) und
stickstofffreien Extraktstoffen (NfE) unterschieden; die Ergebnisse sind meistens auf die Tro-
ckenmasse (TS), seltener auf die Frischmasse bezogen.

Mit der Weender Analyse kann der Einfluss der natilirlichen Verdauung des Tieres (durch
Entnahme von Chymus) als auch der Einfluss der in vitro Verdauung auf zu untersuchende
Futtermittel bestimmt werden. Somit ist auch ein Vergleich der in vitro Verdauung mit der
Verdauung am Tier moglich. Auch die Einfliisse verschiedener in vitro Modelle auf die Fut-

termittel konnen miteinander verglichen werden.

3.3.1.2 Verdaulichkeiten (VK)

Zur Uberpriifung von Modellen miissen Vorhersagen, welche die Modelle liefern mit der
Realitit verglichen werden. Der Grad der Ubereinstimmung beschreibt die Qualitit des Mo-
dells. Bei Modellen der Verdauung kann als Vergleichsmafstab die Verdaulichkeit fiir ver-
schiedene Inhaltsstoffe von Futtermitteln verwendet werden. Die Bestimmung erfolgt mit
identischen Futtermitteln am Tier und am Modell. Verdaulichkeiten beziehen sich auf be-
stimmte Komponenten der Weender-Analysen im Futter (z.B. Rohprotein). Verdaulichkeiten
geben an, wie viel der aufgenommenen Menge des jeweiligen Anteils der Organismus abbau-
en und resorbieren kann. Die prozentuale Differenz zwischen aufgenommener Substanz (wird
im Futter bestimmt) und ausgeschiedener Substanz (wird im Kot oder Chymus bestimmt) ist
die scheinbare Verdaulichkeit, da die endogenen Einfliisse (Sekretion im Darm) nicht beriick-

sichtigt werden.

VK [%] = (aufgenommene Menge - Menge im Kot) / aufgenommene Menge * 100

Bei der Bestimmung der Rohproteinverdauung ist die scheinbare Verdaulichkeit deshalb nied-
riger als die wirkliche, da endogener Stickstoff als Nahrungsstickstoff gewertet wird. Die
Verdaulichkeit der organischen Substanz (y) kann anhand des Rohfaseranteils ndhrungsweise

geschitzt werden (Axelsson, 1997). Fiir Schweine ist die Berechnung wie folgt:

y[%]=92,2 - 1,68 * RF[%TS]

Die Grundlage fiir diese Schitzung beruht auf der Tatsache, dass die Zellinhaltsstoffe erst

nach Aufschluss der Zellwidnde (Rohfaser) der Verdauung zuginglich sind (Kirchgessner,
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1992). Die organische Substanz setzt sich aus Rohprotein, Rohfaser und Rohfett, und den
stickstofffreien Extraktstoffen zusammen, und kann durch Subtraktion der anorganischen An-

teile (Rohasche) von der Gesamtmasse bestimmt werden.
3.3.2 Molekularbiologische Nachweismethoden

3.3.2.1 Elektrophoresen

Zur Untersuchung des Einflusses der Verdauung auf die Proteine eignen sich Methoden, die
die Grofe der Proteine bestimmen, da sich bei der Verdauung die Groflen der Proteine durch
deren Abbau dndern sollten. Hierzu bietet sich die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese,
(SDS-PAGE) an, in welcher die Proteine ihrer GroBe nach getrennt werden konnen. Eine
GroBenbestimmung ist durch die Verwendung von einem geeigneten Grofenstandard mog-
lich. In vielen Arbeiten konnte der Abbau von Proteinen durch Verdauungsenzyme (meistens

Pepsin) gezeigt werden (Simonato et al. 2001, Almaas et al. 2000).

3.3.2.2 Immunologische Methoden

Proteine sind meist farblos. Nach einer Auftrennung durch SDS-PAGE ist eine Farbung der
Proteine notig. Unspezifische Verfahren (Commasie-Brilliantblau, Silberfarbung) férben alle
Proteine an. Bei Extrakten aus Organismen entsteht ein Muster aus vielen Banden, da in ei-
nem Extrakt viele verschieden gro3e Proteine enthalten sind. Mdchte man ein spezielles Pro-
tein untersuchen, welches oft, im Vergleich zur Gesamtproteinmenge, relativ niedrig kon-
zentriert ist, so ist die schwache Bande innerhalb der vielen anderen Banden nicht zu erken-
nen. Durch den Einsatz immunologischer Methoden kdnnen Proteine spezifisch detektiert
werden. Dabei nutzt man die spezifische Bindung von Antikérpern. Die Proteine werden auf
einer Oberflache fixiert und durch spezifische Antikdrper markiert, welche durch eine Farbre-
aktion nachgewiesen werden. In Proben, die eine Vielzahl von Proteinen enthalten, wie zum
Beispiel Chymusproben, sind immunologische Methoden eine sichere und schnelle Moglich-
keit bestimmte Proteine nachzuweisen. Ein spezifischer, gegen die nachzuweisenden Proteine
gerichteter Antikorper ist Voraussetzung.

Es gibt zwei verschiedene immunologische Methoden. Beim WesternBlot werden die Protei-
ne aus dem Gel der Elektrophorese durch Strom auf eine Membran (meist Nitrozellulose)
geblottet. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Somit kann
beim Western-Blot die GroBle eines Proteins durch den Einsatz geeigneter Marker bestimmt
werden. Auf der Nitrozellulosemembran werden die Proteine durch spezifische Antikdrper

nachgewiesen. Die Nachweisgrenze beim WesternBlot hangt von der Spezifitit der Antikor-
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per ab, ist aber wesentlich niedriger als bei einer Farbung mit Commassie. So wurde der Ab-
bau von PrP* durch verschiedene Mikrobiota aus Rinderpansen und Dickdarm mit diesem
Verfahren untersucht (Scherbel et al. 2007). Der Grad des Abbaus des Proteins wurde durch
Gelelektrophorese und anschlieende Immunodetektion nachgewiesen. Bei Untersuchungen
des in vitro Abbaus von NPTII durch Pepsin und Pankreatin erfolgte der Nachweis mittels
WesternBlot nach elektrophoretischer Auftrennung (Fuchs ef al. 1993).

Beim ELISA (EnzymeLinkedlmmunoSorbentAssay) werden die Proteine an den Boden einer
Mikrotiterplatte gebunden. Dadurch ist es mdglich, die Intensitit der Farbrektion zu vermes-
sen und mittels einer Standardreihe die Konzentration des Proteins zu bestimmen. Aussagen
tiber die GrofBe der Proteine sind hier nicht moglich. So konnte der Abbau von Alpha-1-
Antitrypsin durch Pepsin quantifiziert werden (Chowanadisai ef al. 2003). Auch ist beim
ELISA die Sensitivitidt von der Qualitéit der Antikdrper abhingig.

3.4 Charakterisierung der gentechnisch verinderten Pflanzen

(Mandy Bruch)

Gentechnische verdnderte Pflanzen werden in der Zukunft eine wesentliche Rolle spielen.
Allerdings sind die Auswirkungen, die die Genverdnderung mit sich bringt noch nicht endgiil-
tig gekldrt. Zur Herstellung einer transgenen Pflanze miissen mindesten zwei neue Gene ein-
gebracht werden. Beim Ersten handelt es sich um die Information zur Herstellung des ge-
wiinschten Proteins. Das Zweite verleiht eine Resistenz gegen ein Antibiotikum und dient der
Selektion der positiv verdnderten Pflanzen. Durch rekombinante Proteine werden zwei Kom-
ponenten in der Pflanze verdndert, einmal die DNA, und andererseits das Proteinmuster, wel-
ches um das neue Protein ergénzt wird. Gefdhrdungen konnten sowohl durch die Aufnahme
und anschlieBende Expression von DNA, als auch durch das Protein und dessen Wechselwir-

kungen mit anderen Proteinen auftreten.

3.4.1 Unterschiede zwischen Wildtyp und transgenen Pflanzen

AuBerlich sind transgene Pflanzen nur von Wildtyppflanzen zu unterschieden, wenn das neue
Gen zu dulBlerlichen Veridnderungen an Farbe oder Form fiihrt (Bliitenfarbe, GroBBwuchs). Ist
dies nicht der Fall, so miissen zum Nachweis der Verdnderung die Proteine (ELISA, Wes-
ternBlot) oder die DNA ((Realtime)-PCR) molekularbiologisch nachgewiesen werden.

Sind weitere Unterschiede in den Inhaltsstoffen signifikant, muss das mit der Untersuchung
der substanziellen Aquivalenz geklirt werden. Sie gibt an, ob die Unterschiede zwischen

1sogenen und transgenen Pflanzen grofer sind als zwischen zwei isogenen Pflanzen.
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Am besten ist die Substanziquivalenz beim Bt-Mais untersucht, da er als einzige gentech-
nisch veridnderte Nutzpflanze in der EU zugelassen ist, und deshalb groBflachig angebaut wird
(siche Abbildung 1).

Es konnten keine Unterschiede im Amino- und Fettsduremuster zwischen Wildtypmais und
einer Bt-Maislinie (NX 6262-Bt 176) festgestellt werden. In der Futteraufnahme und Ge-
wichtszunahme von Masthdhnchen traten keine Differenzen auf (Tony et. al, 2003). Im
Rahmen einer Fiitterungsstudie mit Bt-Mais und isogenem Mais ,,Cesar* konnten zwischen
beiden Maissorten gewisse Unterschiede bei einzelnen Inhaltstoffen (z. B. Rohprotein, Phos-
phor und Olsiure) festgestellt werden, die jedoch nicht signifikant waren und im Normalbe-
reich der Schwankungen von Kornermais lagen. Auch beziiglich der Verdaulichkeit und des
Energiegehaltes konnten keine Unterschiede zwischen beiden Maissorten festgestellt werden
(Flachowsky et al. 2000).

Bt-Mais und isogener Mais wurden auf Unterschiede in den erweiterten Weender Parametern,
allen Aminosduren und dem Fettsduremuster untersucht. Es konnten keine Unterschiede fest-
gestellt werden (Reuter et al. 2002). Diese Ergebnisse wurden in anderen Arbeiten (Chren-
kova et al. 2002) bestétigt.

Beim Einsatz von Bt-Mais in der Ldmmermast sind weder im Energiegehalt der Maissilagen
noch bei den Parametern der Mast- und Schlachtleistung signifikante Unterschiede zwischen
Bt-Mais und Wildtypmais aufgetreten. Es kam zu keinen Verdnderungen der Magen- oder
Darmschleimhaut der Limmer. Es konnten keine Fragmente genetisch veridnderter Mais-DNA
aus tierischem Gewebe, Blut und Organen amplifiziert werden (Heckenberger, 2006).

Bei der Verfiitterung von Bt-Mais an Masthdhnchen (Bt-Mais > 60% in der Futterration) zeig-
ten sich keine signifikanten Unterschiede im Fettgehalt und den Tageszunahmen der Héhn-
chen. Die bei diesen Versuchen analysierten Maissorten 5506BTX (transgen) und G4665 (iso-
gen) unterschieden sich nicht in der Zusammensetzung der Aminosduren und den Weender
Parametern (Brake und Vlachos, 1998). Anderungen in der Schlachtkdrperzusammensetzung
durch die Verfiitterung von gentechnisch verdnderten Mais im Futtermittel konnten bei Rin-
dern, Schafen, Schweinen und Legehennen nicht festgestellt werden (Donkin et al. 2000). Es
konnten keine Unterschiede in Energiegehalt, Weender Parametern, Mineralien und Amino-
sauren gefunden werden. Diese Ergebnisse wurden in weiteren Arbeiten verifiziert
(Flachowsky et al. 2007). Einzig ein Nachweis von FremdDNA aus dem BT-Mais im Mus-
kelfleisch von Rindern wurde von Einspanier (2004) gezeigt. Der Gehalt an Methionin und

oxidierten Schwefel erhdhte sich nach erfolgter Transformation eines Sonnenblumenalbumin-
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gens in Lupinen signifikant (Molvig et al. 1997). In den anderen Aminosduren waren keine
Unterschiede zu finden.

Transgene Kartoffeln, die mit Inulin eine zusétzliche Zuckerkomponente produzieren, zeigten
keine signifikanten Verdanderungen im Ertragsniveau gegeniiber der isogenen Ausgangslinie
Désirée. Der Gehalt an Stiarke war jedoch in dem MaBe reduziert, wie der Gehalt an Inulin
anstieg (ca. 2 %). Dariiber hinaus hatten die transgenen Kartoffeln einen kiirzeren Haupttrieb
und bildeten keinen geschlossenen Bestand aus. In der Empfindlichkeit gegeniiber Schador-
ganismen (z. B. Kraut- und Knollenfdule) kam es bei den Inulin-Kartoffeln zu keiner statis-
tisch abgesicherten Verdnderung (Hommel und Roppel, 2004).

In Zuckerriiben (Bartsch und Orf, 1996, Bohme ef al. 2001) und Sojabohnen (Padgette et al.
1995, Taylor et al. 1999) konnten keine signifikanten Unterschieden zwischen den isogenen
und transgenen Pflanzen nachgewiesen werden. Zwar konnen von gentechnisch veridnderten
Pflanzen auch iiber die Wurzeln rekombinante Proteine in den Boden abgegeben werden, die
Anzahl bestimmter Mikroorganismen veréndert sich dadurch aber im Vergleich zu isogenen

Pflanzen nicht (Sabharwal ef al. 2007).

3.4.3. Freisetzung von rekombinanten Proteinen aus genverinderten Pflanzen

(Mandy Bruch)

Damit Proteine aus Pflanzenteilen wie Blittern und Knollen freigesetzt werden konnen, ist es
notwendig diese Pflanzenteile aufzuschlieBen. Dabei werden die Zellen zerstort und die Prote-
ine konnen freigesetzt werden. Dabei werden rekombinante Proteine genauso freigesetzt, wie
die natiirlich in der Pflanze vorkommenden Proteine. Den grofiten Einfluss auf die Menge der
freigesetzten Proteine sollte der Aufschlussgrad haben. Dieser kann auch iiber die Freisetzung
von anderen Substanzen bestimmt werden. Rekombinante Proteine konnen aber auch aus der
lebenden Pflanze freigesetzt werden. So beschreibt Sabharwal et.al. (2007) die Freisetzung
verschiedener rekombinanter Proteine (u.a. GFP) aus Tabakpflanzen in den Boden. Nach 60
Tagen ist eine Konzentration von bis zu 75 pg/ml Bodenextrakt (3-Glucuronidase und Glyco-
protein B) bzw. 200 pg/ml Bodenextrakt bei Human Serum Albumin festgestellt worden. Ein-

fliisse auf die im Boden lebenden Mikroorganismen konnten aber nicht festgestellt werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material
(Mandy Bruch)

4.1.1 Pflanzenmaterial

Als Modellpflanzen kamen Knollen der Kartoffeln (Solanum tuberosum der Sorten Alba und
Desiree) und Blattmaterial von Tabak (Nicotiana tabacum der Sorte Petit Havanna/Linie 14)

zum Einsatz. Die gentechnisch verdanderten Pflanzen expremierten die folgenden Proteine:

GFP Green Fluoreszenz Protein

CTB Cholera Toxin Untereinheit B

VP 60 Virus Protein 60 kDa

NPT 1I Neomycin PhosphoTransferase I1
CY CYanophycin

Tab. 5: Ubersicht der zur Verfiigung stehenden gentechnisch verinderten Pflanzen

Pflanze Expremiertes Protein Linie Kiirzel
Tabak GFP T-GF
Cyanophycin T-CY
VP 60 T-VP
CTB T-CX
Fusionsprotein aus VP60 und CTB T-VC
Neomycinphospotransferase 11 T-N2
T-WT
Kartoffel Cyanophycin 12 A-CY-12
Alba 24 A-CY-24
CTB 204 A-CX-204
218 A-CX-218
Neomycinphospotransferase II A-N2
A-WT
Kartoffel VP 60 6 D-VP-6
Desiree 17 D-VP-17
Neomycinphosphotransferase I1 D-N2
D-WT
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Diese Pflanzen wurden in der Professur Agrobiotechnologie (Leiterung: Frau Professor I.
Broer) des Institutes fiir Landnutzung der Agrar- und Umweltwissenschaftlichen Fakultét der
Universitdt Rostock erzeugt, und fiir diese Arbeit im Rahmen des Wachstumskerns ,,Entwick-
lung von Zulassungs- und Uberwachungsverfahren fiir gentechnisch verinderte Nutzpflan-
zen“ zur Verfiigung gestellt. Die transgenen Pflanzen enthalten neben dem exprimierten Mo-

dellprotein (siche Tab. 5) auch das Protein NPTII als Selektionsmarker.

4.1.2 Modellproteine

4.1.2.1 Viruskapsid 60 (VP60)
VP60 ist das Hiillprotein des RHDV (Rabbit Haemorrhagic Disease Virus), des Erregers der

hidmorrhagischen Kaninchenseuche. Es hat ein Molekulargewicht von 60 kDa. Rekombinant
in Pflanzen exprimiertes VP60 kann bei Verfiitterung als Antigen bei einer Immunisierung
von Kaninchen gegen RHDV dienen (Martin-Alonso et al. 2003).

In die Auswahl geeigneter pflanzlicher Expressionssysteme fiir die Impfstoffproduktion wur-
den neben Kartoffeln (Solanum tuberosum), die zum Verzehr geeignet sind, auch Tabakpflan-
zen (Nicotiana tabacum) aufgenommen. Sie gehoren zwar zu den oral nicht applizierbaren
Rohstoffpflanzen, werden aber auf Grund ihrer Tansformationseffizienz und ihrer guten Ver-

mehrungsfahigkeit in viele Untersuchungen mit einbezogen (Mikschofsky, 2006).

4.1.2.2 Cholertoxin Untereinheit B (CTB)

Beim CTB handelt es sich um die Untereinheit B des Choleratoxins. Das Molekulargewicht
von CTB betriagt ca. 10 kDa. Die pentameren CTB Untereinheiten haben eine Molekiilgrof3e
von 50 kDa (Arakawa et al. 1997). Untersuchungen haben gezeigt, dass durch Ausnutzung
von immunantwortverstirkenden Substanzen wie ADP ribosylierende Enterotoxine (z.B.
CTB; Frytag und Clement 2005) die immunogene Wirkung von pflanzlich erzeugten Antige-
nen, z.B. VP60 erhoht werden kann. Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass durch bloBes
Vermischen von Zielantigen und CTB-Komplex keine immunantwortsteigernde Reaktion
erfolgt (Yu und Langridge, 2001, Blanchard ef al. 1998). Dagegen haben beide festgestellt,
dass durch Fusion des CTB-Komplexes mit dem Zielantigen, die Antikdrperproduktion nach

oraler Immunisierung in den Zielorganismen erhoht war.

4.1.2.3 Griin fluoreszierendes Protein (GFP)

GFP besteht aus 238 Aminosauren mit einer Molekiilmasse von 26,9 kDa. In der Struktur sind
iiberwiegend B-Faltblitter ausgebildet. Die Fluoreszenz basiert nicht auf einem Umbau durch
ein externes Enzym oder nachtriglich integrierte Substanzen. Siekommt vollstindig ohne
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eventuell zellspezifische Prozessierungssysteme aus. In seinem Ursprungsorganismus erhélt
GFP seine Anregungsenergie durch strahlungsfreien Energietransfer vom Photoprotein Aequ-
orin. In Anwendungen wird GFP immer optisch angeregt. Das unmodifizierte, natiirlich vor-
kommende GFP hat zwei Anregungsmaxima. Das erste liegt bei einer Wellenldnge von 395

nm, das zweite bei 475 nm. Die Emissionswellenldnge liegt bei 509 nm (Veith, 2005).

4.1.2.4 Cyanophycin (CY)

Cyanophycin ist ein aus Aspartat und Arginin bestehendes Polypeptid, welches von
Cyanobakterien synthetisiert wird. Es kommt in den Bakterien in form unldslicher Einschliis-
se im Cytoplasma vor und dient als Speichersubstanz fiir Kohlenstoff, Stickstoff und Energie.
Seine Biosynthese erfolgt unabhingig von Ribosomen. Dabei werden in einer ATP-

abhingigen Reaktion Asparaginsdure und Arginin an einen Cyanophycin-Primer angelagert

(Steinbiischel, 2006).

4.1.2.5 Neomycinphosphotransferase 1I (NPT I1)
Das Gen fiir die Neomycinphosphotransferase II (NPTII) vermittelt eine Resistenz gegen das
Antibiotikum Kanamycin und wird in den Modellpflanzen als Marker-Gen fiir die Transfor-

mationen eingesetzt. Jede der Pflanzen, auller der Wildtypvariante, ist somit Triger des NPTII

Gens. Das Protein hat ein Molekulargewicht von 30 kDa (de Vries und Wackernagel, 1998)

4.1.3 Futtermischungen

(Mandy Bruch

4.1.3.1 Jungsauenaufzuchtfutter

Das im Fiitterungsversuch verwendete, pelletierte Jungsauenaufzuchtfutter hatte die folgende
Zusammensetzung: Energiegehalt in MJ/kg:13,4; Rohproteingehalt (%): 17,5; Lysin
(%):1,11; Methionin / Cystin (g): 4,1, Threonin (g): 4,9, Tryptophan (g): 1,4 Calcium (%)
0,80; Phosphor (%) 0,60; Natrium (g) 1,0 (Firma: FUGEMA Malchin). Das pelletierte Futter

wurde als Alleinfuttermittel in zwei Rationen pro Tag verfittert.

4.1.3.2 Mischung mit genetisch verdinderten Pflanzen

Fiir die Mischung mit gentechnisch verdnderten Pflanzen wurde das Jungsauenaufzuchtfutter
(siehe Kapitel 4.1.3.1) mit gentechnisch verdnderten Kartoffeln der Sorte Albatros, die einmal
das Fremdprotein NPT II und einmal des Fremdprotein Cyanophycin, exprimierten, ver-

mischt.
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4.2 Methoden
(Andre Kacholdt)

4.2.1 Charakterisierung von Pflanzenmaterial

4.2.1.1 Bestimmung der Fliissigkeitsaufnahme lyophilisierter Pflanzen

Bei der Freisetzung von rekombinanten Proteinen aus Pflanzenmaterial in eine Fliissigkeit
(meist Puffer) entsteht eine Losung des Proteins. Je mehr Protein aus der Pflanze freigesetzt
wird, desto hoher ist die Konzentration an Protein, die sich in der fliissigen Phase einstellt.
Durch die Bestimmung der Konzentration kann das Losungsvermodgen von verschiedenen
Pflanzenmaterialien bestimmt werden. Dabei ist zu beachten, dass bei der Resuspendierung
von lyophilisiertem Material, ein Teil der Fliissigkeit in das trockene Material aufgenommen
wird und somit nicht mehr bei der Berechnung der Konzentration beriicksichtigt werden darf.
Da die Konzentration das Volumen im Nenner aufweist, kime es bei der Berechnung der
Konzentration mit dem Volumen des zugegebenen Puffers zu einer Verfalschung. Deshalb
muss bei der Berechnung der Konzentration die Menge der Fliissigkeit um die vom getrock-
neten Pflanzenmaterial aufgenommene Menge korrigiert werden.

Pflanzenmaterial wird in ein Zentrifugenrhrchen (V = 50 ml) eingewogen und PBS wird
zugegeben. Die Einwaage (E) und Fliissigkeitsmenge werden notiert. Nach 30 Minuten wird
in einer Heraeus Multifuge 3L-R (Festwinkelrotor Nr: #3334) 30 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wird dekantiert. Die PBS-Aufnahme wird wie folgt berechnet:

WA [ml/g] = (Zugabe PBS [ml] - dekantiertes PBS [ml]) / E [g]

4.2.1.2 Freisetzung von Protein aus Pflanzen

Pflanzenmaterial wird in ein Becherglas eingewogen und PBS zugegeben. Nach 30 Minuten
wird bei 14000 rpm in einer Hettich Tischzentrifuge eine Probe in einem 1,5 ml Reaktionsge-
fiB zentrifugiert und aus dem Uberstand mittels ELISA die Konzentration ¢ bestimmt. Die
Proteinfreisetzung (PF) unter Beriicksichtigung der PBS-Aufnahme der Pflanze kann wie

folgt berechnet werden:

PF [mg/g] = ¢ [mg/ml] * (Zugabe PBS [ml] — (E [g]* WA [ml/g]) / E [g]
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4.2.1.3 Abbau von Proteinen aus Pflanzen

Der Einfluss der Lagerungsdauer auf den Gehalt an Proteinen (Gesamtprotein oder Modell-
protein) wurde iiber einen Zeitraum von 6 Monaten nach der Ernte mittels ELISA bestimmt.
Diese Arbeiten wurden von der Arbeitsgruppe Agrobiotechnologie (Leitung Frau Professor 1.

Broer) durchgefiihrt.

4.2.2 Aufschlussmethoden

4.2.2.1 Lyophilisieren

Die Lyophilisierung von Pflanzenmaterial, Chymusproben und Proben der in vitro Verdau-
ung erfolgte in der Lyophille (Firma: Edwards, Freeze Dryer Modulyo) bei ca. -15 bis -20 °C

und einem angelegten Vakuum (< 6 mbar).

4.2.2.2 Hiickseln

Frische Materialien wurden in einem Kiichenmixer der Firma Vorwerk auf Stufe 9 fiir 18 sec
gehickselt. Es ergaben sich PartikelgroBen von 1 mm - 5 mm bei Tabak und 2 mm - 3 mm bei

Kartoffeln.

Abb. 2: gehdckselte, frische Kartoffelknollen Abb. 3: gehdckselte, frische Tabakblatter

4.2.2.3 Mahlen

Zum Mahlen der Proben auf 1 mm und 0,2 mm Korngré3e wurde eine Miihle der Firma
RENTSCH ZM 1 verwendet. Bei feineren Mahlgraden kam eine Kugelmdiihle, hergestellt von
RENTSCH, Modell MM200 zum Einsatz.
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4.2.3 Bestimmung der Enzymaktivititen im Gastrointestinaltrakt des Schweins

4.2.3.1 Bestimmung der Speichelaktivitit

Die Speichelaktivitit wurde im nativen Speichel von Schweinen und Menschen bestimmt. Zur
Bestimmung der Speichelaktivitit ist unter Verwendung von SALIVETTEN® (SARSTEDT)
den Probanden Speichel entnommen worden. Dabei wird der Speichel von Zellstofftampons
aufgenommen. Ausreichend Speichel war nach 0,5 bis 2 Minuten abgegeben worden. Durch
Zentrifugation bei 4300 rpm (Heraeus Labofuge 200) lieB sich der Speichel aus den Salivetten
gewinnen.

Die Aktivitdt der a-Amylase im Speichel wurde nach Bernfeld (1970) bestimmt. Dabei wird
die Aktivitdt iiber die Menge des entstehenden Reaktionsprodukts (Maltose) beim Abbau von
Stirke bestimmt. Die Quantifizierung der Maltose erfolgte iiber eine Farbreaktion mit 3,5 -
Dinitrosalicylsdure. Das Protokoll wurde von SIGMA-ALDRICH (Enzymatic Assay of o-

Amylase) iibernommen.

4.2.3.2 Bestimmung der Pepsinaktivitdiit

Zur Bestimmung der Pepsinaktivitit im Magen von Schweinen wurde 10 frisch geschlachte-
ten Tieren (kommerzielle Schlachtung von Schweinen im Schlachthaus des FBN in Dum-
merstorf) Mageninhalt entnommen und zentrifugiert. Im Zentrifugat wurde die Pepsinaktivitét
nach Anson et al. (1938) mit leichten Modifizierungen nach Berstad (1970) bestimmt. Das
Protokoll wurde von SIGMA-ALDRICH (Enzymatic Assay of Pepsin) iibernommen.

4.2.4 Weender-Analyse

Die Bestimmung der Rohnéhrstoffe im Rahmen der Weender-Analyse erfolgten nach den
Methodenempfehlungen des VDLUFA (Naumann und Bassler, Methodenbuchreihe 1983 bis
1997) mit lyophylisiertem und auf 1 mm Korngrée gemahlenen Probenmaterial. Alle Werte
sind in % TS angegeben.

4.2.4.1 Trockensubstanz (TS)

Das Leergewicht des Schmelztiegels wird ermittelt und 2 g der Substanz werden eingewogen.
Anschlieend wird dieser fiir 3 h bei 105 °C in einem ,,HERAEUS FunctionLine T20* ge-
trocknet. Das Abkiihlen nach dem Trocken erfolgt im Exikator. Nach der Riickwaage kann

die Trockensubstanz berechnet werden.

TS [%] = (Riickwaage — Leergewicht) * 100 / Einwaage
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4.2.4.2 Rohasche (RA)

Die Tiegel mit der getrockneten Substanz werden im Muffelofen gestellt und deren Inhalt
wird bei 600°C in 8 h verascht. Das Abkiihlen nach dem Veraschen erfolgt im Exikator. Nach

der Riickwaage kann die Rohasche berechnet werden.

RA [%TS] = (Riickwaage — Leergewicht) / Einwaage * TS [%]

4.2.4.3 SalzsdureUnloslicheRohAsche (SURA)

Zur Bestimmung der Verdaulichkeit kann die in 4 M HCI unl6sliche Asche als Marker ver-
wendet werden. Mit Hilfe eines Wégeschiffchens werden 5 g der Substanz in ein 250 ml Be-
cherglas eingewogen. Nach Zugabe von 50 ml 4 M HCI wird die Probe 30 min in der Salzsédu-
re gekocht. Nach 30 min wird das Kochen durch Zugabe von kaltem Wasser beendet, und die
entstandene Suspension durch einen aschefreien Faltenfilter (Munktell Grad 392) filtriert. Das
Becherglas wird mehrmals nachgespiilt. AnschlieBend wird der Riickstand im Filter bis zur
Chloridfreiheit des Filtrats gewaschen (Chloridnachweis mit Silbernitrat). AnschlieBend wird
der Filter in einem Tiegel getrocknet und danach bei 600 °C 8 h verascht. Das Abkiihlen nach
dem Veraschen erfolgt im Exikator. Nach der Riickwaage kann die SURA berechnet werden.

SURA [%TS] = (Riickwaage — Leergewicht) / Einwaage * TS [%]

4.2.4.5 Rohprotein (RP)- bestimmung nach Kjeldahl

Zur Bestimmung des Rohproteins werden mit Hilfe eines Wégeschiffchens 1,0 g einer festen
Probe oder unter Verwendung einer Pipette 5 ml einer fliissigen Probe in ein Kjeldahlauf-
schlussgefdl3 iiberfiihrt. Dazu werden eine Kjeldahltablette (VWR) und 25 ml konz. Schwe-
felsdure gegeben. Der Aufschluss erfolgt bei 360°C in einem ,,GERHARD Kjeldatherm* bis
sich alle Feststoffe gelost haben und die Losung eine hellgriine Farbe angenommen hat.
Dadurch wird der gesamte Stickstoff in Ammoniumsalze tliberfiihrt. Diese werden durch Zu-
gabe Natronlauge als Ammoniak freigesetzt, der mittels Wasserdampfdestillation an einem
»GERHARD Vapodest* in 2 % Borsédure (unter Zusatz von Mischindikator 5 zur Ammoniak-
destillation; VWR) geleitet wird.

Destillationsprogramm: NaOH 8 sek.
Reaktion: 240 sek.

Absaugen: 26 sek.
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Der entstehende Borsdure-Ammoniak-Komplex wird mit 0,05 M (0,1 N) Schwefelsdure zu-

rlicktitriert. Beim Farbumschlag von griin nach violett ist die Titration beendet.

Stickstoff [mg] = Viigierr [ml] * 1,4007

4.2.4.6 Bestimmung der Rohfaser (RF)

Als Rohfaser wird der in verdiinnten Sduren und Laugen nicht 16sliche Teil einer Substanz
bezeichnet. Die Bestimmung der Rohfaser erfolgte in zwei Teilen: einer Heiflextraktion am
,,FOSS FIBERTEC 2010 Hot Extractor® und einer Kaltextraktion mit Aceton am ,,FOSS FI-
BERTEC 1021 Cold Extractor®. Bei der HeiBextraktion wurden 0,5 g der Probensubstanz in
einen FOSS Glasfiltertiegel (Pore 2) eingewogen und mit einem Spatel wurde zusétzlich Celi-
te (Merck) dazugegeben. Anschliefend wurde der Filtertiegel in den FOSS EXTRAKTOR
eingesetzt und der Inhalt fiir 30 Minuten mit 0,13 M Schwefelsidure gekocht. Nach dreimali-
gem Waschen mit H,O erfolgte ein weiterer Kochvorgang mit 0,23 M Kaliumhydroxidlo-
sung. Die Heiflextraktion war nach weiterem dreimaligem Waschen beendet. Zur Kaltextrak-
tion wurde der abgekiihlte Tiegel aus dem FOSS EXTRAKTOR entfernt und drei Mal mit
Aceton gewaschen. Nach der Kaltextraktion wurden die Tiegel bei 105 °C getrocknet und
gewogen. AnschlieBend werden sie bei 500°C verascht. Die Rohfaser ist die Differenz zwi-

schen den beiden Riickwaagen.

RF [% TS] = Riickwaage¢soc - Riickwaagesgo- / Einwaage * TS[%]

4.2.4.7 Bestimmung des Rohfettes (RX)

Als Rohfett wird die in Petrolether 16sliche Fraktion bezeichnet. Zur Rohfettbestimmung nach
Weender werden mit Hilfe eines Wégeschiffchens 3,0g einer festen Probe in ein Kjeldahlauf-
schlussgefal iiberfithrt und 30 min mit 4 M HCI in einer ,,FOSS SOXTEC 1047 Hydrolyzing
Unit“ aufgeschlossen, durch Glasfiltertiegel (G3) filtriert, gewaschen und dann bei 105 °C
getrocknet. Die getrockneten Filtertiegel werden anschlieBend an einer ,,FOSS SOXTEC
AVANTI 2050 Auto Extraction Unit* in ein bei 105°C vorgetrocknetes Gefal3 mit Petrolether
abgesenkt, so dass aus dem Filtrat in den Fritten das Rohfett herausgelost wird. Nach Entfer-
nen des Petrolethers durch Destillation (das Rohfett bleibt zuriick) werden die Gefédlle bei 105
°C getrocknet. Das Abkiihlen nach dem Trocken erfolgt im Exikator. Nach der Riickwaage

kann das Rohfett berechnet werden.

RX [%TS] = (Riickwaage — Leergewicht) / Einwaage * TS [%]
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Modifikation nach Kacholdt:

Beim Aufschluss mit 4 M HCI konnte eine Hydrolyse der Fette zu freien Fettsduren und Gly-
cerin erfolgen. Damit ist es nicht mehr moglich im Rohfett den enzymatischen Abbau nach-
zuweisen. Die Extraktion erfolgt aus diesem Grund kalt. Das Probematerial wird an einer Ku-
gelmiihle (RENTSCH MM 200) sehr fein gemahlen. Anschlieen werden 5 g der feingemah-
lenen Probe in einen Erlenmeyerkolben eingewogen. Nach Zugabe von 50 ml Petrolether er-
folgt eine Kaltextraktion des Rohfettes iiber 48 h. Der Reaktionsansatz wird anschliefend
durch Faltenfilter (Munktell Grade 392) in Kolben gefiltert. Die Masse der Kolben ist vorher
bestimmt worden. Der Petrolether wird aus dem Filtrat durch Destillation entfernt. Das Roh-

fett bleibt im Kolben zuriick und kann quantifiziert werden.

4.2.4.8 Verdaulichkeiten

Bei der Berechnung der scheinbaren Verdaulichkeiten wird durch die Bestimmung eines
Markers (4 M HCI unlosliche Asche) die resorbierte Menge des urspriinglichen Futters be-
stimmt. Aus dem Verhéltnis des Markers im Futter zum Marker im Chymus kann die resor-
bierte Menge des Futters berechnet werden, da der Marker bei der Verdauung nicht verandert
wird. Somit kommt es mit zunehmender Resorption zu einer Anreicherung des Markers im

Chymus.

4.2.5 Methoden zur Analyse der in vitro Verdauung

4.2.5.1 Gravimetrische Bestimmungen der abgebauten Masse

Die Charakterisierung der Wirkung von Verdauungsenzymen auf Schweinefuttermittel wurde
an Jungsauenaufzuchtfutter (FUGEMA Malchin) durchgefiihrt. Dazu wurden G4 Glasfilter-
tiegel bei 105°C getrocknet und gewogen. Dann wurden 2 g Futtermittel in die Tiegel gege-
ben und unten mit einem Stopfen dicht verschlossen. Verschiedene Enzymlosungen wurden
zugegeben. Am Ende des Versuchs wurde der Stopfen entfernt, und die Fliissigkeit abgesaugt.
Danach wurden die Tiegel bei 105°C getrocknet und anschlieBend zuriickgewogen. Die auf-
tretende Massedifferenz wird durch die Wirkung der Fliissigkeit verursacht. Als Kontrolle
diente ein Ansatz mit dem jeweiligen Enzympuffer, aber ohne Enzymzugabe. Die Enzymlo-
sungen wurden vorher ebenfalls durch einen G4 Filtertiegel gefiltert. Die Differenzen zwi-
schen den Kontrollansdtzen und den Ansdtzen mit Enzym sind allein in der Wirkung des En-
zyms begriindet. Mit dieser Methode wurde der Einfluss von Einwirkzeiten und eingesetzter

Enzymkonzentration untersucht.

50



Material und Methoden

4.2.5.2 FACE-PA-Gele (Flurophore-Assisted-Carbohydrate-Elektrophoresis on PA Gels)

Zur genaueren Untersuchung des Abbaus von Stdrke durch a-Amylase wurden die durch die
Spaltung entstehenden reduzierenden Oligosaccharide in einem 40 %igen Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht (Jackson, 1990).

Zum Auftragen der Proben mit der optimalen Menge an Zucker ist eine Gesamtzuckerbe-

stimmung ndtig (Dobois et al. 1951):

200 pl Probe + 200 ul Phenol (5% in H,O) + 1 ml H,SO4 =» vermessen bei

490 nm in einem Spekophotometer

Mit Hilfe einer Standardbezugsreihereihe wird der Gesamtzuckergehalt ermittelt. Zur Deriva-
tisierung werden 10 bis 25 pl/ml Zuckergemisch oder 0,1 bis 0,5 pg/ml eines Zuckers in einer
Speed- Vac getrocknet. Das Pellet wird mit 10 ul ANTS (8-aminonaphthalene-1,3,6-
trisulfonic acid 0,2 M in Aceton : Wasser 3:17) und 10 pl NaCNBH; (1 M in DMSO) aufge-
nommen. Nach erneuter Trocknung in 40 pl Gelladepuffer (0,5 M TRIS pH = 6,8 in 50 %
Glycerin in H,O) aufnehmen und 20 pl auf das Gel auftragen. Fiir 40% ige Gele sind keine
fertigen Losungen erhéltlich. Aus diesem Grund miissen die Losungen direkt aus festem Ac-

rylamid und Bisacrylamid hergestellt werden.

Losungen fiir den Gelansatz:

Acrylamidlosung (50 % 18:1) 47,37 g Acrylamid
2,63 g Bisacrylamid mit H,O auf 100 ml auffiillen
Laufpuffer: 125 mM TRIS

960 mM Glycin pH=283

LowerTRIS: 0,5 M TRIS UpperTRIS: 1,5 M TRIS
pH =16,8 pH = 8,8

Trenngel (40 %): 8,00 ml Acrylaamid Sammelgel: 1,00 ml Acrylamid
1,25 ml LowerTris 2,50 ml UpperTRIS
0,75 ml H,O 6,50 ml H,O
10 ul 10 % APS 50 ul 10 % APS
3 ul TEMED 15 ul TEMED
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4.2.5.3 Diinnschichtchromatographie

Der Nachweis der entstehenden freien Fettsduren, bei gleichzeitiger Abnahme der Triglyceri-
de, erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie. Diese wurde in Zusammenarbeit mit dem
Veterindrphysiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig unter Anleitung von Frau
Dobeleit durchgefiihrt.

Das quantitativ erfasste Rohfett aus der modifizierten Rohfettextraktion wurde in den Kolben
von der Destillation in einem Gemisch aus Chloroform und Methanol (1:1) so geldst, dass
sich eine Konzentration von 2 mg Rohfett /ml Losungsmittelgemisch ergab. In den gleichen
Konzentrationen wurden als Markersubstanzen Olsdure, Stearinsdure, Palmitinsiure, Linol-
sdure, Linolensdure und ein Triglyceridstandard geldst. Von diesen Losungen wurden je 2 pl
oder 5 pl auf eine HPTLC Diinnschichtchromtographieplatte aufgetragen (Merck Kieselgel 60
F1s4). Die Platte wurde vorher in einem Leerlauf mit einem Chloroform/Methanol Gemisch
gewaschen. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus Chloroform und Methanol im Verhéltnis
95:5. Nach erfolgtem Lauf wurde die Platte zur Aktivierung mit einem Fon getrocknet, bis
kein Losungsmittelgeruch mehr wahrzunehmen war. Nach Bespriihen mit Molybdo-
phosphorsdure wurde die Platte bei 180 bis 200 °C entwickelt. Fettsduren werden durch Mo-
lybdophosphorsdure blau angeférbt.

4.2.5.4 Bestimmung von Triglyceriden

Die Bestimmung von Triglyceriden erfolgte enzymatisch mit Hilfe eines Kits der Firma Grei-
ner Diagnostik GmbH (Katalog Nr. 183000). Elastase spaltete die vorhandenen Triglyceride
in freie Fettsduren und Glycerin. Das Glycerin wurde anschliefend durch eine enzymatische
Farbreaktion nachgewiesen. 20 ul der Proben aus der Diinnschichtchromatographie (2 mg/ml)
wurden in ein Glasrohrchen pipettiert. Das Losungsmittel ist durch Inkubation bei 37° in ei-
nem Wirmeschrank entfernt worden. Mit den so getrockneten Proben konnte der Essay nach

beiliegender Anleitung angewendet werden.

4.2.5.5 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Zur denaturierenden Proteingeleletrophorese werden die Proben mit Gelladepuffer bei 95°C
verkocht. AnschlieBend erfolgt eine Elektrophorese mit 150 V im Polyacrylamidgel (PAA-

Gel). Das PAA-Gel besteht aus einem Sammelgel und einem Trenngel.
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Trenngel 12,5 %): - 7,0 ml H,O
- 4,0 ml 4 x LowerTris (0,5 M TRIS pH = 8,8)
- 5,0 ml rotiphorese® Gel 40 von Carl Roth GmbH

Sammelgel: - 3,25 ml H20
- 1,25 ml 4 x UpperTris
- 0,50 ml rotiphorese®™ Gel 40 von Carl Roth GmbH

Elektrophoresepufter: - 25 mM Tris
- 192 mM Glycin
- 0,1 % (w/v) SDS
-pH=28.,8

Die Gelapparatur wird zusammengesetzt. Zur Polymerisation werden jeweils 80 pl 10% (w/v)
APS und jeweils 10 ul TEMED zugegeben. Danach erfolgt das Gielen des Trenngels. Nach
erfolgter Polymerisation des Trenngels wird das Sammelgel gegossen. Der Gelkamm wird

eingesteckt. Nach fertiger Polymerisation konnen die Proben aufgetragen werden.

4.2.5.6 ELISA (Enzyme linked immunoabsorbent Assay)

Der ELISA zum Nachweis von NPT II wurde von der Firma BIOFORDS in Frankreich bezo-
gen. Alle weiteren verwendeten ELISAs sind Entwicklungen der Firma BIOSERV Analytik
und Medizinprodukte GmbH Rostock (incl. Antikorper). Alle ELISAs sind als Sandwich-
ELISA aufgebaut. Die Mikrotiterplatten werden {iber Nacht mit Kaninchenantikérpern be-
schichtet, die dann das Antigen binden. Fiir den Nachweis werden biotinilierte Antikorper
verwendet, die dann mit einem Strepdavidin-Horseraddish-Peroxidase (HRP) Konjugat detek-

tiert werden.
Zu Beginn jedes ELISA wird die Mirkotiterplatte dreimal mit 200 pl PBS gewaschen.
ELISA zum Nachweis von GFP

1 h blocken mit 200 ul 1% Milchpulver in PBS
3 x waschen mit 200 ul PBS

50 ul Antigen auftragen und 60 min bei 37 °C inkubieren
3 x waschen mit 200 pul PBS

50 pl rabbit-Anit-GFP 1:250 in KVP auftragen und 30 min bei 37 °C inkubieren
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3 x waschen mit 200 ul PBS

50 ul HRP - Konjugat auftragen und 30 min bei 37 °C inkubieren

3 x waschen mit 200 ul PBS

100 ul TMB (SERAMUN) auftragen und 20 min bei Raumtemperatur inkubieren

mit 100 pl 0,25 M H,SO4 abstoppen und bei 450 nm vermessen (Microtiter” Plate
Reader; Model Dias Reader; Firma: Dynex Technologies (The Microtiter™ Company))

ELISA zum Nachweis von VP60

50 ul Antigen auftragen und 60 min bei 37 °C inkubieren

3 x waschen mit 200 ul PBS

50 ul rabbit-Anit-VP60 1:4000 in CaBi auftragen und 30 min bei 37 °C inkubieren
3 x waschen mit 200 ul PBS

50 pul HRP - Konjugat auftragen und 30 min bei 37 °C inkubieren

3 x waschen mit PBS

100 pul TMB (SERAMUN) auftragen und 20 min bei Raumtemperatur inkubieren
mit 100 pl 0,25 M H,SO4 abstoppen und bei 450 nm vermessen

ELISA zum Nachweis von CTB

50 pul Antigen auftragen und 60 min bei 37 °C inkubieren
3 x waschen mit 200 ul PBS
50 pl rabbit-Anit-CTB 1:5000 in CaBi auftragen und 30 min bei 37 °C inkubieren
3 x waschen mit 200 pul PBS
50 ul HRP - Konjugat auftragen und 30 min bei 37 °C inkubieren
3 x waschen mit PBS
100 pl TMB (SERAMUN) auftragen und 20 min bei Raumtemperatur inkubieren
mit 100 pl 0,25 M H,SO4 abstoppen und bei 450 nm vermessen
ELISA zum Nachweis von NPT II
Siehe Beschreibung NPT II ELISA Kit Firma Biofords.

4.2.5.7 Western Blot

Die Western-Blots wurden im Semidry-Verfahren (Towbin ef al. 1979) in einer Western-

Blotapperatur der Firma Carl Roth durchgefiihrt.
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Westernblotpuffer: -25 mM Tris TBS: -50 mM Tris
-192 mM Glycin -15 mM NaCl
-20% (w/v) Ethanol -1 mM CaCl,
-pH=17,4

TBST: TBS +0,2% TWEEN

S - 1 Sphit e

Fitterpapier

el
Mitozeluloze

Fiterpapier

————— -+ kit st

Abb. 4: Aufbau eines Semidry-Western-Blots

Nitrozellulose und Filterpapier werden mit Westernblotpuffer gut getrdnkt und entsprechend
der Abb. 5 in der Blotapperatur angeordnet. Luftblasen miissen ausgerollt werden. Es wird bei
12 V geblottet. Nach 60 Minuten sind die Proteine aus dem Gel auf der Nitrozellulose gebun-
den (Twobin et. al. 1979). Es wird zweimal mit TBS und zweimal mit TBST gewaschen und
anschlieend werden mit BSA (0,25 mg/ml in TBS) oder Rotiblock (nach Vorschrift) unspe-
zifische Bindungen geblockt. Die Inkubation der Antikdrper erfolgt jeweils fiir 60 Minuten.
Nach jedem Antikorper wird fiinfmal 15 Minuten mit TBST gewaschen. AnschlieBend wird
der Blot mit ECL (Amersham) inkubiert. Nach der Inkubation werden durch Schrighalten
Reste des ECL-Substrates von der Membran entfernt und die Membran in eine Dokumenten-
hiille tiberfiihrt. In einer Dunkelkammer wurde mit der Membran ein Rontgenfilm (Kodak)
belichtet, der anschlieflend entwickelt wurde. Als GroBenstandard wurde RotiWesternMark

von Carl Roth GmbH verwendet. Die Antikdrper waren folgt (Tabelle 6) konzentriert.

Tab. 6: Konzentrationen der Antikdrper bei Western-Blots

Antikdrper: Konzentration:

rabbit Anti GFP 1:500 bis 1:2000
rabbit Anti CTXB 1:250 bis 1:500
rabbit Anti VP60 1:1000

SIGMA rabbit anti NPT II 1:2500
Strep-HRP-Konjugat 1:50

SIGMA goat anti rabbit 1:10000 oder 1:20000
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Der Primédrantikdrper gegen NPT II und der sekundidre Maus-anti-Rabbit Antikérper wurden
von der Firma SIGMA ALDRICH bezogen. Fiir alle anderen Nachweis wurden die Antikor-
per der Firma BIOSERYV verwendet.

Problematisch war der niedrige pH-Wert der Proben nach der in vitro Verdauung. Die Anti-
korper des ELISA binden bei den sauren pH-Werten nicht und das Pepsin ist bei diesen pH-
Wert aktiv und wiirde aufgrund seiner proteoloytischen Wirkung die Antikorper abbauen.
Deshalb wurde bei den Proben aus der in vitro Verdauung der pH-Wert mit geséttigter TRIS-
Losung auf pH = 8 eingestellt.

4.2.5.8 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte nach Bradford (1976). Die Mes-
sung erfolgte in einer 96er Mikrotiterplatte (Auftrag: jeweils 50 ul Bezugslosung- und Probe-
16sung). Die standardisierte Bezugsreihe wurde mit Rinderserumalbumin (BSA) als Standard-
protein im Konzentrationsbereich von 2,5 - 100 pg/ml erstellt. AnschlieBend wurde zu jeder
Probe 200 pl Bradford-Reagenz zugegeben und die Mikrotiterplatte bei 595 nm mit dem
Farbspektrometer Synergy HT der Firma BIO-TEK vermessen.

4.2.5.9 TNBS-Assay

Pankreatin und Gallenextrakt stéren den ELISA, so dass ein immunologischer Nachweis nicht
mehr moglich ist. Der Proteinabbau durch Pankreatin und Gallenextrakt wurde mit dem
Nachweis der freien Aminosduregruppen durch TNBS (TriNitroBenzenSulfonat) bestimmt
(Mokrasch ef al. 1967). Die Methode wurde leicht modifiziert. Zu 80 pul Probe werden 720 pl
0,105 M Na,;B4O7 gegeben. Danach mischen, 80 pul TNBS (SIGMA ALDRICH P 2297, 1:6
verdiinnt aus 5 % (w/v) =» Konzentration: 0,028 M) zugeben und exakt 10 Minuten bei 37°C
reagieren lassen. Danach die Reaktion mit 400 ul 4 M HCI stoppen und bei 420 nm vermes-
sen. Mittels einer Standardreihe und Kalibrierungsgeraden aus Glycin verschiedener Konzent-

rationen kann dann die Menge an freien Aminogruppen ermittelt werden.

4.2.6 Ussing-Kammer Technik
(Mandy Bruch)

Fir die Resorptionsstudien wurden vier Ussing-Kammer-Module mit je sechs Ussing-
Kammern von ,,Scientific Instruments Aachen verwendet. Die Ussing-Kammer besteht aus
einer serosalen und einer mukosalen Halbzelle. Durch diese Bauweise wird das Innere des
Darms (luminal, mukosal) durch eine Kammerhilfte und die Blutseite des Darms (serosal)

durch die andere Kammerhilfte simuliert. Beide Kammerhilften sind iiber eine Offnung mit-

56



Material und Methoden

einander verbunden sind. In diese Offnung wird das Gewebe oder die Zellkultur eingespannt
und die in den Kammerhalften enthaltenen Pufferlosungen sind nur durch das Gewebe vonei-
nander getrennt. Durch Zugabe von Substanzen auf einer Seite kann der Transport auf die

andere Seite untersucht werden.

Carbogen e
Fixierungsnadeln
\
Carbogen- g
Sammelleitung g A
)

Einlass /”

Carbogen

€00,
Kammer- Auslauf/
Ofinng - stopfen—s

Abb. 5: schematische Darstellung des Ussing-Kammer Systems nach Scientific Instruments (Aachen)

In die Pufferlosungen beider Kammern sind Elektroden eingebracht, welche den Strom und
das Potential iiber dem Gewebe messen. Somit kann der Gewebewiderstand stdndig bestimmt
werden. Dieser kann als MaBstab fiir die Intaktheit des Gewebes dienen. Auch die Quantifi-
zierung des Transportes von geladenen Molekiilen oder Ionen ist iiber die Elementarladung
moglich (I=C /).

Fiir Resorptionsstudien wurde lyophilisiertes Pflanzenmaterial mit USSING-Puffer versetzt.

Ussing-Kammer Puffer: 115 mM NaCl 1,2 mM MgCl,
0,4 mM Na,HPO, 1,2 mM CaCl,
2,4 mM NaH,PO, 5mM Glucose
5,0 mM KCI 25 mM KHCOs3

Die Proteine gehen im Puffer in Losung und nach Filtration durch Faltenfilter wurde das ge-

wonnene Filtrat in der mukosalen Ussing-Kammerhilfte eingesetzt. Wéihrend des Versuches
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waren die Kammern auf den Modus ,,Open circut™ eingestellt. Uber einen Zeitraum von 6 h
wurde im Abstand von jeweils einer Stunde aus jeder serosalen Kammer 250ul Probe ent-
nommen. Dieses Volumen wurde mit Puffer wieder nachgefiillt.

Das Gewebe (terminales Ileum vom Schwein) wurde bei Schlachtungen im Versuchs-
schlachthaus des Forschungsinstitutes fiir die Biologie landwirtschaftlicher Nutztiere (FBN)
entnommen. Die Tiere waren Borgen der deutschen Landrasse, ca. 180 Tage alt und ent-
stammten den Bestinden der Zentralen Eigenleistungspriifanstalt Jiirgenstorf. Das Gewebe
wurde sofort nach der Entnahme in eiskalten Puffer mit Indomethacin zum Versuchsstandort
transportiert. Das Indomethacin diente zur Unterdruckung der endogenen PGE-Synthese
durch das Gewebe (Argenzio und Liacos, 1990; Bliklager et al., 2002).

Dort erntfernte man die Muscularis, d.h. der Darm wurde ,,gestrippt”. Die Priparation, das
‘Strippen’, breitet die grose Darmoberflache, die durch die Plicae circulares und die Villi
dreidimensional verteilt ist, durch Glatten der Plicae circulares auf eine Ebene aus und redu-
ziert damit den luminalen ‘Unstirred layer’ (Lorenz, 2006). Des Weiteren werden serosal die
nichtepithelialen Diffusionsbarrieren durch Entfernung der Tunica muscularis und der Tunica
serosa minimiert. Der serosale ‘Unstirred layer’ besteht, wie oben genannt, somit nur noch
aus Lamina propria, Lamina muscularis mucosae, und der teilweise entfernten Tela submuco-
sa. Die Fehler durch die ‘Unstirred layer’ und die anderen oben beschriebenen Phdnomene
bewegen sich im Rahmen der ohnehin vorhandenen Mess- und Rechenungenauigkeit, so dass
man die Modellvorstellung des Epithels als verniinftige Grundlage fur die Interpretation der
Daten des in-vitro-Versuches ansehen kann (Kellett, 2001).

Um sicherzustellen, dass auch bis zum Versuchsende die Messungen mit voll funktionsfahi-
gem Gewebe durchgefiihrt wurden, wird zum Versuchsabschluss die Spannung zwischen den
Halbkammern konstant eingestellt (,,Short circiut®). Treten nach der Zugabe von Theophylli-
ne, das den intrazelluliren cAMP-Spiegel simuliert, charakteristische Anderungen des Kurz-
schluss-Stromes (I [LA/cm?] auf, kann auf eine noch vorhandene physiologische Aktivitét des
Gewebes geschlossen werden. Es ist anerkannt, dass die Messung des Isc nach Theophyllin-

zugabe als Vitalitatstest verwendbar ist (Holtug und Skadkauke, 1991).

4.2.7 Gewebeschnitte / Immunohistochemie

Fiir die Anfertigung von Gewebeschnitten wurden Stiicke vom terminalen Ileum des Schwei-
nes vor dem Resorptionsversuch und nach dem Versuch aus der Ussing-Kammer entnommen.
Diese wurden sofort im fliissigen Stickstoff schockgefroren und bis zur Verarbeitung bei - 20°
C gelagert. Mit einem Kyrostatmicrotom (Firma: Leica) konnte das gefrorene Gewebe in 6-10

um dicke Stiicke geschnitten werden. Bei einer weiteren Versuchsreihe der Schnitte erfolgte
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eine Hamatoxilin-Eosin (HE)- Farbung, um die Beschaffenheit des Darmepithels nach der
Inkubation in der Ussing-Kammer zu untersuchen.

Dazu wurden diese Gefrierschnitte nach dem Schneiden 5 min zum Antrocknen bei Zimmer-
temperatur gelagert und anschlieend fiir 5 min in 4%-igem Formol-Calcium fixiert. An-
schlieBend folgte das Wissern 5 min in aqua dest. und daran schloss sich die Kernfarbung mit
saurem Chem Mate Himatoxilin (Firma: DAKO) {iber 5 min an. Danach werden die Schnitte
20 min unter flieBendem Wasser gespiilt und nochmal 5 min mit aqua dest. gereinigt. An-
schlieBend wird das Zytoplasma mit 0,1%-igem Eosin angefarbt. Die iiberschiissige Farbe
wird mehrmals mit aqua dest. abgespiilt und danach erfolgt ein Entwéssern der Schnitte mit
aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100% und Xylol). Nach dem Entwissern werden die
Schnitte mit Kanadabalsam oder Histofluid auf Objekttriager gebracht.

Fiir die Klarung der Frage, wie das GFP durch den Darm transportiert wird, wurden die Kryo-
schnitte mit speziellen Antikorpern gegen GFP angefarbt. Die Schnitte wurden durch 15 min
Inkubation mit 4% Paraformaldehydldsung auf einem Objekttriger fixiert und anschliefend
3x fir 5 min mit PBS gewaschen. Beim letzten Waschschritt wird dem PBS 0,1% Triton X
zugefligt und die Schnitte wurden nochmals 15 min mit dieser Losung inkubiert. Um die un-
spezifische Bindung der Antikorper zu verhindern, werden die Bindungsstellen mit einer 10%
Ziegenserumslosung (NSG) iiber 15 min blockiert. Danach wirkt der 1. Antikdrper tiber
Nacht bei 4°C in der ,,feuchten* Kammer auf die Gewebeschnitte ein. Nach anschlielender 3-
maliger Waschung mit PBS werden die Schnitte mit dem 2. Antikdrper fiir 1h in der ,,feuch-
ten* Kammer inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS (3 x 10 min) wurde mit Propidium-
Jodid (Konz. 1pg/ml, in PBS, 10 min) der Zellkern angefiarbt. Die Gewebeschnitte wurden
nochmals 2 x 5 min mit PBS und 1 x 5 min mit aqua dest. gespiilt, danach getrocknet und mit

MOWIOL wurde ein Deckgldschen aufgelegt.

1:500 1:250
Gewebe:

lleum
vom

Schwein

Abb. 6: Belegung des Objekttragers mit 4 Schnitten (2 Schnitte pro Antikérperkonzentration)

4.2.8 Fiitterungsversuch

4.2.8.1 Tiermaterial

Die Tiere fiir den Tierversuch (Verfiitterung von Kartoffeln) stammten aus der Schweine-

zuchtanlage P. Wiechmann und S6hne GbR in Pankelow. Es wurden 18 F1 Hybriden (Deut-
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sche Landrasse x Deutsches Edelschwein) im Alter von 80 Tagen verwendet. Bei der Einstal-

lung wogen sie 30 kg bis 35 kg.

4.2.8.2 Futtermittel

Die Tiere wurden acht Tage zur Adaptation mit Vormastfutter (FUGEMA Malchin, Zusam-
mensetzung: Energiegehalt (ME) 13,0 MJ/kg; Rohprotein 17,4%; Lysin 1,05%; Calcium
0,75% und Phosphor 0,55%) gefiittert. Nach einer Woche wurde mit der Verabreichung von
isogenen Kartoffeln (A-WT) begonnen, um die Tiere an das neue Futter (rohe, gehickselte
Kartoffeln) zu gewdhnen. Eine Ration bestand aus 0,6 kg Vormastfutter vermengt mit 1 kg
rohen gehackten Kartoffeln. Die Tiere sind zweimal am Tag gefiittert worden. Diese Ration
ist von den Schweinen komplett aufgenommen worden. Nach drei Wochen Fiitterung mit

isogenen Kartoffeln wurde mit der Verfiitterung der transgenen Kartoffeln begonnen.

4.2.8.3 Haltung der Tiere

Die Tiere wurden in Einzelboxen mit Doppelspaltenboden in der Versuchsanlage ,,Friedrich
Harms* der Universitit Rostock in Dummerstorf gehalten und hatten freien Zugang zu Was-

ser und Futter.

4.2.8.4 Durchgefiihrte Untersuchungen

Im Hauptversuch bestand die Ration fiir je 6 Tiere aus dem Vormastfutter mit den Kartoffeln
A-WT, A-N2 und A-CY. Die Tiere wurden am Tag 1 des Hauptversuches, direkt vor der ers-
ten Flitterung geblutet, weitere Blutabnahmen erfolgten an jedem Versuchstag zwei Stunden
nach der Morgenfiitterung. Das Blut wurde zur Vollblutgewinnung in heparinisierte R6hrchen
(SARSTEDT) und zur Serumgewinnung in unbehandelte Rohrchen abgefiillt. Die Serum-
gewinnung erfolgte durch Zentrifugation des geronnenen Blutes.

Die Firma LABOKLIN untersuchte das heparinisierte Vollblut (kleines Blutbild) und das Se-
rum (groBes Screening). Das Serum wurde aullerdem auf das Vorhandensein von NPTII
durch Durchfiihrung eines ELISAs getestet. Am achten Tag erfolgte die Totung der Tiere und
Chymusproben aus Magen und allen Abschnitten des Darmes wurden entnommen. Anhand
dieser Proben erfolgte die Uberpriifung der in vitro Verdauung durch die Bestimmung der
Verdaulichkeiten (Weender-Parameter) in vivo und deren anschlieBender Vergleich unterei-

nander.
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4.3 Statistik

Die Bestimmung von Messwerten erfolgte als Doppelbestimmung. Bei Abweichungen aufer-
halb der Fehlergrenzen der Methode wurde ein weiterer Wert bestimmt. Um Parameter aus
einer graphischen Darstellung zu entnehmen, wurden Modelle unter Verwendung von SIG-
MA PLOT erstellt. Aus diesen konnten die Parameter entnommen werden. Zur Priifung auf
Signifikanz wurde beim Vergleich zweier Mengen ein t-Test durchgefiihrt. Zwei Mengen von
Messwerten gelten bei p < 0,05 als signifikant von einander verschieden. Beim Vergleich von
mehreren Datenreihen sind die signifikanten Abweichungen mittels einer einfaktoriellen A-
nova untersucht worden. Der T-Test und die einfaktorielle Anova erfolgte unter Verwendung

von SIGMA STAT.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchung der in vivo Verdauung

(Andre Kacholdt)

5.1.1 Bestimmung der natiirlichen Enzymaktivititen

5.1.1.1 Bestimmung der Speichelamylaseaktivitit

Es wurden die Aktivitidten der a-Amylase aus dem Speichel von Menschen und Schweinen
(Minipigs und Masthybriden) bestimmt. Um eventuell auftretende Unterschiede vor und nach
der Nahrungsaufnahme zu untersuchen, erfolgte die Bestimmung bei den Minipigs sowohl

vor (F-) als auch nach (F+) der Nahrungsaufnahme.

Tab 7: verschiedene Speichelaktivititen

Individuum Mensch Minipig  Minipig MH-Ferkel
(F-) (F+)
1 27,25 6,59 8,57 6,74
2 34,13 5,59 6,74 9,72
3 32,05 6,28 15,07 7,66
4 33,48 9,49 17,75 12,86
5 32,76 5,29 4,98 5,82
6 25,74 2,38 10,10 16,07
7 30,61 3,37 11,56 9,64
8 32,55 7,04 9,18 14,00
MW 31,0 5,75 10,49¢ 10,31>°
S.E. 1,00 0,73 1,4 1,21

Die Messwerte weisen nur geringe Abweichungen auf, wobei die Werte der Schweine grof3e-
ren Schwankungen unterliegen als die humanen Werte.

Es treten signifikante Unterschiede zwischen den humanen Aktivititen und den Aktivititen
im Speichel der Schweine auf (P > 0,001). Dagegen unterscheidt sich die Speichelaktivitét der
Minipigs und die der Masthybriden nicht signifikant. Die Fiitterung hatte ebenfalls keinen
Einfluss auf die Enzymaktivitdt im Speichel.
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5.1.1.2 Bestimmung der Pepsinaktivitit

Direkt nach der Schlachtung von 10 Tieren (Borgen, dt. Landrasse, Alter: 180 Tage, kommer-
zielle Schlachtung) wurden Proben aus deren Magen entnommen und die Pepsinaktivitdt nach
Anson (1983) bestimmt (Tab. 8). Die Werte der Proben stimmen {iberein. Bei Probe 2 war der
Magensaft durch Blut verunreinigt, was zu einem pH-Wert von 6,3 und somit zur Verringe-
rung der Aktivitdt des Pepsins fiihrte (63 U/ml). Deshalb wurde dieser Wert bei der Bestim-

mung nicht berticksichtigt.

Tab. 8: Pesinaktivitdten in Units/ml bestimmt nach Anson (1938)

Tier 1 3 4 5 6 7 8 9 10 MW  S.E.

Units  183,3 1459 197,6 240,5 177,1 144,1 161,7 291,5 184,8 178,7 18,3

pH-Wert 0,17 1,03 3,06 1,10 236 3,07 045 203 3,76 189 04

5.1.2 Bestimmung des in vivo Abbaus von Futtermitteln

5.1.2.1 In vivo Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter

Der Abbau von Futtermitteln wird durch die Menge der resorbierten Anteile der Fraktionen

Rohasche (RA) undRohprotein (RP) mittels scheinbarer Verdaulichkeiten beschrieben.
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Abb. 7: scheinbare Verdaulichkeiten der Fraktionen von Jungsauenaufzuchtfutter,
(RA-Rohasche, RP-Rohprotein, RF-Rohfaser, OS-Organische Substanz)

Mit Jungsauenaufzuchtfutter (pelletiertes Mischfutter) wurden zehn Schweine (Landrasse;
Alter ca. 180 Tage) eine Woche lang gefiittert. Die Tiere wurden ungentichtert geschlachtet

und aus den verschiedenen Teilen des Verdauungstraktes (Magen, Duodenum, Jejunum und
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Ileum) Proben entnommen. Die Proben wurden zentrifugiert. Im Pellet wurden die scheinba-
ren Verdaulichkeiten von Rohasche, Rohprotein und Rohfaser bestimmt und zum Vergleich
von in vitro und in vivo Verdauung herangezogen.

Die Bestimmung erfolgt unter Verwendung eines Markers, der in 4 M HCI unléslichen Roha-
sche. Diese Werte waren bei den in vivo Proben starken tierindividuellen Schwankungen un-
terworfen (0,46 %TS bis 1,45 %TS), wihrend die Wiederholungen innerhalb einer Probe
recht einheitlich waren. Auffillig ist die niedrige scheinbare Verdaulichkeit der Ileumproben
im Vergleich zu den Proben aus dem Mageninhalt. Anhand der SURA konnte ein Massever-

lust durch die Verdauung von 60 % festgestellt werden.

5.1.2.2 In vivo Abbau von frischen Kartoffeln (Sorte Albatros)

60
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50 Blleum

40 -

Verdaulickeit in %
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Abb. 8: scheinbare in vivo Verdaulichkeiten der Fraktionen von Kartoffeln im Magen
und Ileum von Schweinen
(RA-Rohasche, RP-Rohprotein, RF-Rohfaser, OS-organische Substanz)

Im Rahmen eines Fiitterungsversuches (Kapitel 4.2.8) wurden je 18 Schweine mit einem Ge-
misch aus rohen Kartoffeln und Vormastfutter gefiittert. Die Tiere wurden geschlachtet und
aus den verschiedenen Teilen des Verdauungstraktes Proben entnommen. Die Proben wurden
zentrifugiert und im Pellet die scheinbaren Verdaulichkeiten von Rohasche, Rohprotein und
Rohfaser bestimmt und zum Vergleich von in vitro und in vivo Verdauung herangezogen.

Die Verdaulichkeiten im Ileum sind hier, im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der in vivo
Verdauung von Jungsauenaufzuchtfutter hoher als im Magen. Anhand der SURA konnte im

Ileum ein Masseverlust durch die Verdauung von 17 % festgestellt werden.
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5.2 Untersuchungen zur Verdauung in vitro

5.2.1 Untersuchung des in vitro Abbaus durch a-Amylase

Die enzymatische Spaltung der drei Hauptnahrungsbestandteile (Polysaccharide, Proteine und
Fette) durch die Verdauungsenzyme wurde in vitro quantitativ erfasst. Der Einfluss von En-
zymkonzentrationen und Inkubationszeiten auf den Abbau der Futter ist untersucht worden.

Desweiteren wurde die Notwendigkeit der Simulation des Aufschlusses mit o-Amylase be-

trachtet, da in vielen Simulationen dieser Schritt weggelassen wird.

5.2.1.1 Untersuchung der Notwendigkeit der Simulation des Abbaus durch a-Amylase

25% -

20% -

15% -

10% -

Masseverlust in %

5% A

0% -

Abb. 9: Abbau (%) von Jungsauenaufzuchtfutter durch Pepsin mit und ohne
vorherige Amylaseinkubation

1 Masseverlust durch sofortige Einwirkung von Pepsin
2 Masseverlust durch Einwirkung von HCI mit vorheriger a-Amylaseinkubation
3 Masseverlust durch Einwirkung von HCI/Pepsin mit vorheriger o.-Amylaseinkubation

In Abbildung 9 ist zu erkennen, dass die Einwirkung von a-Amylase einen signifikanten Ein-
fluss auf den weiteren Abbau durch HCI bzw. HCI und Pepsin hat. Daher scheint ein Weglas-

sen dieses Schrittes in der Simulation der Verdauung nicht gerechtfertigt zu sein.
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5.2.1.2 Einfluss von Einwirkzeit und Enzymkonzentration
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Abb. 10: Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter durch Amylase und Amylasepuffer

Bei der Inkubation von Jungsauenaufzuchtfutter mit Amylasepuffer mit und ohne a-Amylase
kommt es zu einer signifikanten Masseverringerung durch die Einwirkung von o-Amylase.
Die bei der Inkubation mit Puffer ohne Enzym auftretende Massedifferenz wird durch das
Auswaschen von Salzen und kleinen Partikeln verursacht, welche die Poren des Glasfiltertie-
gels passieren konnen. Anhand dieser einfachen gravimetrischen Methode ldsst sich die Be-
deutung der a-Amylase fiir den Masseverlust verdeutlichen. Daher ist diese gravimetrische
Methode auch fiir die Untersuchung weiterer gravimetrisch bestimmbarer Abbauschritte
nutzbar.

Um den Abbau des Futters auch auf molekularer Ebene nachzuweisen, erfolgte der Nachweis
der entstehenden Oligosaccharide durch Auftrennung nach ihrer GroBe im elektrischen Feld
unter Verwendung eines FACE-PA-Gels. In Abbildung 11 ist in den Spuren 6 bis 10 die Ent-
stehung von Oligosacchariden durch das Einwirken von a-Amylase zu sehen. Mono- und
Disaccharide sind auch ohne die Einwirkung von a-Amylase zu sehen, da diese Zucker im
Futtermittel enthalten sind. Beim Einwirken von enzymhaltigem Puffer sind aber schon nach
einer Minute hoherkettige Oligosaccharide (n > 3) entstanden. Es kann deshalb davon ausge-
gangen werden, dass die Oligosaccharide durch die Aktivitdt der o-Amylase aus dem Substrat
freigesetzt werden. Schon nach einer Minute scheint sich aber die Konzentration der nieder-
kettigeren Oligomere (n = 2 bis 5) nicht mehr zu @ndern, wéhrend sich bis zur Spur acht eine
Zunahme der hochkettigen Oligomere ablesen ldsst. In den Spuren 1 bis 5 sind Reaktionsan-

sdtze ohne Amylase aufgetragen. Es ist keine Verdnderung in der Zusammensetzung der Koh-
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lenhydrate zu erkennen. Deshalb wird angenommen, dass die Ursache der Unterschiede das

Enzym o-Amylase ist.

Spur 1: ohne Amylase nach 1 Minute
Spur 2: ohne Amylase nach 2 Minute
Spur 3: ohne Amylase nach 3 Minuten
Spur 4: ohne Amylase nach 4 Minuten
Spur 5: ohne Amylase nach 5 Minuten
Spur 6: mit Amylase nach 1 Minute
Spur 7: mit Amylase nach 2 Minuten
Spur 8: mit Amylase nach 3 Minuten
Spur 9: mit Amylase nach 4 Minuten

Spur 10: mit Amylase nach 5 Minuten

Abb. 11: Entstehung von Oligosacchariden im Uberstand von Jungsauenaufzuchtfutter
nach der Inkubation mit a-Amylase

5.2.2 Bestimmung des Abbaus durch Pepsin und Salzsaure

5.2.2.1 Zeitliche Stabilitiit von Pepsin
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Abb. 12: zeitliche Stabilitdt von Pepsin gemessen in Units /ml

Die Protease Pepsin ist nicht lange stabil. Schon nach einer Stunde beginnt die Aktivitit signi-
fikant abzufallen und nach 2,5 h ist das Pepsin komplett inaktiv. Die Ursache konnte im
Selbstabbau des Enzymes liegen. Deshalb sind Inkubationszeiten von mehr als zwei Stunden

nicht sinnvoll, wenn nicht alle zwei Stunden das Pepsin erneuert wird.

67



Ergebnisse

5.2.2.2 Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter durch Pepsin/HCI

Der Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter durch HCI und Pepsin-HCI lésst sich ebenfalls durch

das beschriebene gravimetrische Verfahren untersuchen

X
g 25% —o— HCl-Pepsin
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Abb. 13: Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter durch Pepsin-HCl iiber einen Zeitraum
von 240 min

Die Messwerte sind iiber einen Zeitverlauf von 240 min sehr homogen. Auffillig ist, dass die
Anwesenheit von Pepsin keinen Einfluss auf den Masseverlust hat. Er liegt konstant bei ca. 20
% und dndert sich nach dem Ein-Stunden-Wert im weiteren Versuchsverlauf nicht mehr. Der
Masseverlust ist somit als Folge des Aufschlusses der Salzsdure zu verstehen (Abbildung 13).

Um aber den eigentlichen Einluss des Pepsins auf die im Futter enthaltenen Proteine zu ver-
deutlichen, wurde die Freisetzung von Stickstoff in die fliissige Phase des Verdauungsansat-
zes, als Folge der Spaltung von Proteinen durch Pepsin, untersucht. Bei der Bestimmung des
nach den einzelnen Abbauschritten gelosten Stickstoffs ist zu erkennen, dass Wasser auch
einen kleinen Teil des Stickstoffes zu 16sen vermag (Abbildung 14). Dabei handelt es sich um
die in Wasser l0slichen Anteile des Futtermittels (z.B. Salze) und die Partikel, die klein genug
sind, die Poren der Filtertiegel zu passieren. Die Freisetzung von Stickstoff bei a-Amylase

Zugabe ist nicht signifikant verschieden zur alleinigen Zugabe von Wasser (H,O).
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Abb. 14: Freisetzung von Stickstoff in die fliissige Phase

Ergebnisse

Auch die Freisetzung von Stickstoff durch die Zugabe vonWasser und a-Amylaselosung liegt

an der Herauslosung bestimmter Anteile des Futtermittels (z.B. Salze) und es sind ebenfalls

die Partikel, die die Poren der Filtertiegel passieren. Von einer ,,echten* Freisetzung von

Stickstoff durch a-Amylase kann nicht ausgegangen werden.

5.2.2.3 Einfluss der Pepsinkonzentration

Nach 30 Minuten Inkubation mit a-Amylase erfolgte die Inkubation mit Pepsin und HCI. Zur

genaueren Bestimmung des Pepsineinflusses auf den Masseverlust wurde mit verschiedenen

Pepsinkonzentrationen bei gleicher Konzentration an HCI gearbeitet.
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Abb. 15: Masseverlust durch verschiedene Pepsinkonzentrationen (g* 1-1)
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Die hochste Pepsinkonzentration betrug 1 g/l. Es zeigte sich iiberraschenderweise keinerlei
Einfluss der Pepsinkonzentration auf den Masseverlust (Abbildung 15). Dieser beruht nur auf
der Wirkung der HCI, in der das Pepsin geldst ist. Als Kontrolle diente ein 30 Minutenansatz
mit a—Amylase. Die wesentlichen, durch Pepsin verursachten Abbauschritte, erfolgen erst
nach dem Aufschluss durch die HCI. Um diesen Abbau verdeutlich zu kénnen, muss die fliis-

sige Phase untersucht werden.

5.2.2.4 Abbau von BSA durch Pepsin/HCI

Da der Abbau von Proteinen durch Pepsin nicht gravimetrisch erfasst werden kann, mussten
die Reaktionsprodukte direkt in der fliissigen Phase nachgewiesen werden. Bei der Spaltung
von Proteinen durch Pepsin entstehen aus einem Protein mehrere Polypeptide. Eine Mdglich-
keit die Zunahme der Polypeptide nachzuweisen, ist die Detektion der freien endstdndigen
Aminosduren mit TNBS (Trinitrobenzolsulfonsdure). Zur Etablierung des Verfahrens wird
dabei zunéchst reines Protein (BSA, Bovine Serum Albumin) verwendet, da hier die freien
Aminogruppen nur aus dem Protein stammen konnen. So sollen aulerdem andere Verbindun-

gen (Zucker), die den Nachweis storen konnten, ausgeschlossen werden.

0 T T T 1
0 5 10 15 tin min g

Abb.16: Zunahme der freien NH2-Gruppen beim Abbau von BSA durch
Pepsin

Bei Abbau von BSA durch Pepsin ist deutlich zu erkennen, dass die Konzentration der freien
Aminogruppen nur wenige Minuten ansteigt, und danach konstant bleibt. Der Abbau von

BSA durch Pepsin ist nach wenigen Minuten beendet.
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5.2.2.5 Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter durch mehrmalige Pepsinzugabe

Bedingt durch den schnellen Aktivitdtsverlust von Pepsin (sieche Abb. 17) wurde der Versuch
an die natiirlichen Bedingungen im Magen angepasst und eine permanentere Pepsinzugabe

simuliert.

35

Masseverlust in %

0 T T T T
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Anzahl Pepsinzyklen a 30 min

Abb. 17: Masseverlust an Jungsauenaufzuchtfutter durch mehrmalige Zugabe
von Pepsin

Nach jeder Pepsinzugabe wurde 1 h inkubiert. Als Kontrolle diente ein 30 Minutenansatz mit
o—Amylase. Dadurch konnte der Masseverlust immer weiter erhoht werden. Mit steigender
Anzahl an Zugabeintervallen von Pepsin féllt die Zunahme des Masseverlustes aber immer
geringer aus. Es kann iiber ein mathematisches Modell ein maximal erreichbarer Masseverlust

errechnet werden und auch die dafiir notige Anzahl an Pepsinzugaben.

5.2.3 Bestimmung des Abbaus durch Pankreatin und Gallenextrakt

5.2.3.1 Aufschluss durch Pankreatin und Gallenextrakt

Da durch Pankreatin und Gallenextrakt die Poren der Glasfiltertiegel verstopfen, wurde die
Methode zur Bestimmung des Aufschlussgrades modifiziert. Die Versuche wurden in 50 ml
Zentrifugenrohren durchgefiihrt. Nach jedem Abbauschritt wurde die fliissige Phase abzentri-
fugiert und neue Enzymlosung zugegeben. Nach dem letzten Verdauungsschritt (Pankretin

und Galle) wurde der ,,unverdaute Rest™ bei 105 °C getrocknet und zuriickgewogen.

Tab. 9: Masseverlust durch Pankreatin / Gallenextrakt im Vergleich zu den anderen Verdauungsschritten

Verdauungsschritt  Amylase Pepsin Pankreatin/Galle

Masseverlust 10 % 35% 45 %
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Durch die Zugabe von Pankreatin und Gallenextrakt kommt es zu einem weiteren Aufschluss

bzw. Abbaus des Futtermittels. Dies wird am Masseverlust deutlich, der auf 45 % steigt (Ta-
belle 9).

40 ~
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Abb. 18: Masseverlust an Jungsauenaufzuchtfutter durch Einwirkung von
Pankreatin und Galle

Beim zeitlichen Verlauf des Aufschlusses durch Pankreatin und Galle kann nach drei Stunden

kein Anstieg mehr festgestellt werden (Abbildung 18).

5.2.3.2 Qualitativer Nachweis des Fettabbaus

Bei der Spaltung von Triglyceriden durch die pankreatischen Enzyme entstehen freie Fettsau-
ren und Glycerin. Wéhrend sich das Glycerin im wéssrigen Ansatz 10st, trifft das fiir die
freien Fettsduren nicht zu. Deshalb sollten diese in der festen Fraktion der Zentrifugation zu
finden sein. Dort befinden sich auch die unabgebauten Fette. Diese und die freien Fettsduren
konnen durch Extraktion mittels Diinnschichtchromatographie nachgewiesen werden. Aller-
dings handelt es sich hier nur um einen qualititativen Nachweis, da eine genaue Quantifizie-

rung der Abteile freier Fettsduren nicht moglich ist (Abbildung 19).

72



Ergebnisse

53 54 TG SF 181 56 57 58
. = s

Abb. 19: Diinnschichtchromatographie von Rohfett-
extrakten aus Jungsauenaufzuchtfutter

Es wurden Rohfettextrakte aus den oben beschriebenen Versuchsansitzen (in vitro Verdau

mit und ohne Enzyme(5 pl) oder Fettsdurestandards (2 pl; je 2 ng/pl) aufgetragen.

53 und 54: in vitro Verdau 18:1: Olséure als freie C-18 Fettsiurestandard
56, 57, 58: in vitro Verdau ohne Enzyme  TG: Olivendl als Triglyceridstandard
SF: Jungsauenaufzuchtfutter unbehandelt

Deutlich zu sehen ist das Verschwinden (zumindest eine Abnahme) der Triglyceridbande bei
den Proben 53 und 54 (in vitro Verdauung). In diesen Proben sind die freien Fettsduren stér-
ker vertreten als beim unbehandelten Jungsauenaufzuchtfutter und den Ansétzen ohne Enzym.
Es kann davon ausgegangen werden, dass alle frei zugédnglichen Fette des Schweinefutters zu
Glycerin und Fettsduren abgebaut worden sind. Dabei konnen die Fettsduren noch nachgewie-
sen werden, da sie sich nicht im wissrigen Medium 16sen. Das Glycerin 16st sich im Ver-

suchsansatz und wird bei der Zentrifugation entfernt.
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5.2.3.3 Quantitativer Nachweis des Fettabbaus
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Abb. 20: Gehalt an Triglyceriden im Rohfettextrakt

53, 54, 55: in vitro Verdau SF: Schweinefutter unbehandelt

56, 57, 58: in vitro Verdau ohne Enzyme 2 mg/ml: Standard (¢ = 2 mg/ml)

In der Diinnschichtchromatographie konnten erste Tendenzen zum Abbau von Fetten gezeigt
werden. Die nichtabgebauten Triglyceride des Futtermittels und der Proben aus den Ansitzen
ohne Enzyme konnten auch quantifiziert werden. Dabei werden die Triglyceride gespalten
und das Glycerin enzymatisch nachgewiesen. Bei den verdauten Proben hat sich das Glycerin
im wissrigen Medium gelost und ist entfernt worden.

Es ist zu sehen, dass die Rohfettfraktionen der in vitro Verdauung mit Enzymen (ivV) keine
Triglyceride mehr enthalten. Die Rohfettfraktionen der Ansédtze mit Enzymen unterschieden
sich signifikant von den Versuchsansidtzen ohne Enzymzusatz und der Rohfettfraktion aus

dem unbehandelten Futter. Der Standard dient als Kontrolle des Fehlers der Methode.

5.2.3.4 Bestimmung der Einwirkzeit von Pankreatin Galle mit Trinitrobenzoensdiiure

(TNBS)

Der weitere Abbau mit Pankreatin und Gallenextrakt kann nicht durch Masseverlust bestimmt
werden. Deshalb erfolgt der Nachweis wieder iiber die Bestimmung der freien Aminogruppen
in der fliissigen Phase des Pankreatin/Gallenextrakt - Reaktionsansatzes. Im Gegensatz zum
Abbau der Proteine durch Pepsin ist die Reaktion bei Zugabe von Pankreatin / Gallenextzrakt

nicht nach wenigen Minuten beendet, sondern dauert mehrere Stunden an.
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Abb. 21: Zunahme der freien -NH2 Gruppen aus BSA durch Pankreatin

Um nochmal alle Abbauschritte von Proteinen deutlich sichtbar zum machen, wurde Milch-
pulver (BSA) der kompletten in vitro Verdauung, d.h. Inkubation des Milchpulvers nachei-

nander mit a-Amylase, Pepsin und Pankreatin / Gallenextrakt unterzogen.

4

7

Milchpulver

Amylase
MP +Am
MP +Pep + MP +Pep + MP+Pep M Pepsin
—— Pank.
Pan Pan
- e -
- | =
—
: = -
— ‘

Abb. 22: Abbau von Milchpulver durch Amylase, Pepsin-HCI und HCI
MP: Milchpulver; M: Marker; Pep: Pepsin; Pank: Pankreatin

Verdauungsrichtung: siche Pfeil

In Abbildung 22 sind jeweils Proben vom Ende der einzelnen Verdauungsschritte auf einem
Gradientengel (20% - 4% Acrylamid) aufgetragen. Es ist der gesamte Abbau der Proteine, die
im Milchpulver enthalten sind, direkt zu sehen (Spur: MP + Pep + Pan). Es ist deutlich zu
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erkennen, dass es zu einem Abbau der Proteine durch Pepsin kommt. Auch die vielen ver-
schieden groflen Proteine, die in der a-Amylase vorhanden sind, werden durch Pepsin abge-
baut. Dabei entstehen drei grofere Fragmente. Die ebenfalls entstehenden Polypeptide sind
aber zu klein, um in einem 4%igen Gel erfasst zu werden.

Im Pankreatin sind, wie schon bei der a-Amylase noch viele andere Proteine enthalten, die
jedoch durch Pepsin und Pankreatin abgebaut werden. Nach der dreistiindigen Einwirkung
von Pankreatin sind keine Proteine des Substrates (Milchpulver) mehr zu erkennen. Die we-
nigen Banden, die noch zu sehen sind, sind Bestandteile des Pankreatins, da sie in der Grof3e

sehr stark mit dem aufgetragenen Pankreatin {ibereinstimmen.

5.2.4 in vitro Abbau von Futtermitteln

5.2.4.1 in vitro Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter

Neben den Verdaulichkeiten wurde beim in vitro Abbau der freigesetzte Stickstoff bestimmt.
Um den Einfluss der verschiedenen Puffer heraus rechnen zu kénnen, wurde die gleiche Fut-
termenge anstatt mit Enzymlosungen nur mit dem Gemisch der Puffer behandelt. Dabei wur-
den die Puffer zu einer Losung zusammengegeben, die dann als Ganzes zugegeben wurde.
Damit sollte die abbauende Wirkung der Salzsdure ausgeschlossen werden, da diese durch die
Pufferwirkung des Amylasepuffers und vor allem durch das Natriumhydrogencarbonat des

Pankreatinpuffers neutralisiert wurde.
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Abb. 23: in vitro Verdaulichkeiten der Fraktionen von Jungsauenaufzuchtfutter mit
verschiedenen Korngréen (0,2 und 2 mm, n=6)
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Bei der Bestimmung der Verdaulichkeiten in vitro (ivV) wurde auch der Einfluss der Korn-
grofle des eingesetzten Futters untersucht. Bei feiner gemahlenem Futtermittel entstehen gro-
Bere Oberflachen, die mehr Angriffsflache fiir Verdauungsenzyme darstellen. Deshalb konnte
die Korngrofle einen Einfluss auf den Abbaugrad haben. Als Kontrolle dienten wieder Versu-
che unter Zugabe des Gemisches der einzelnen Puffer. Es konnte kein signifikanter Unter-
schied in der Verdaulichkeit festgestellt werden. Auch die Stickstofffreisetzung unterscheidet

sich nicht signifikant (Abb. 24).
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Abb. 24: Stickstofffreisetzung in die fliissige Phase bei der in vitro
Verdauung (ivV) von Jungsauenaufzuchtfutter (n=6)

5.2.4.2 In vitro Abbau von Kartoffeln

Im néchsten Abschnitt wurden die im Fiitterungsversuch verwendeten isogenen Kartoffeln der
Sorte Albatros untersucht. Im ersten Schritt wurden die Verdaulichkeiten von Rohasche,
Rohprotein, Rohfaser und organischer Substanz bestimmt (siche Abbildung 25).

Im zweiten Schritt erfolgte die in vitro Verdauung des im Fiitterungsversuch verwendeten
Futters. Es bestand aus rohen Kartoffeln und Vormastfutter und wurde in der identischen Zu-

sammensetzung verwendet.
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Abb. 25: in vitro Verdaulichkeiten der Fraktionen von Kartoffel Albatros
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Abb. 26: Stickstofffreisetzung in die fliissige Phase bei ivV von Kartoffel Alba (n=3)

Bei der in vitro Verdauung von rohen Kartoffeln konnten die Verdaulichkeiten in gleicher
Weise wie beim Schweinefutter bestimmt werden. Die Fehler waren geringer als bei den in
vivo Werten. Der Abbau des Futters wéhrend der in vitro Verdauung konnte beschrieben
werden. Bei der Stickstofffreisetzung diente der Ansatz ohne Enzyme als Kontrolle. Durch
die Enzyme und die Salzsdure wurde signifikant mehr Stickstoff aus den Kartoffeln herausge-
16st als ohne Enzyme.

Die geringere Verdaulichkeit der rohen Kartoffeln im Vergleich zu Vormastfutter in vivo,

konnte in vitro bestétigt werden.
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5.3. Untersuchungen am gentechnisch verindertem Pflanzenmaterial
(Mandy Bruch)

5.3.1. Bestimmung des Fliissigkeitsaufnahmevermogens lyophilisierter Kartoffelknollen

und Tabakblitter

Um die Gesamtproteinmenge in Kartoffelknollen und Tabakblittern zu bestimmen und den
Einfluss der Aufschlussart zu untersuchen, wurden sowohl die Kartoffelknollen, als auch die
Tabakblitter einmal im frischen Zustand und einmal als lyophilisiertes Material hinsichtlich
ihres Gesamtproteingehaltes charakterisiert. Der erste notwendige Schritt war die Bestim-
mung des Fliissigkeitsaufnahmevermdgens, um die Stoffmengen- und Konzentrationsverhalt-
nisse von lyophilisiertem Material zum entsprechenden Frischmaterial einordnen zu konnen.
Fiir die Berechnung wurden die Unterschiede zwischen den einzelnen Linien der Tabak- und

Kartoffelpflanzen vernachlissigt.

Tab. 10: Bestimmung der Fliissigkeitsaufnahmen von lyophilisierten Pflanzenmaterial (n = 5)

Pflanzenmaterial | Einwaage PBS - Zugabe Uberstand = Aufnahme / g
Kartoffelknolle |1g 5ml 2 ml 3 ml
Tabakblatt lg 20 ml 12 ml 8 ml

Das Aufnahmevermdgen von Fliissigkeit pro g lyophilisiertem Pflanzenmaterial ist bei Ta-
bakblittern um fast 200% hoher als bei Knollenmaterial. Dieser Versuch diente zur Korrektur
von Konzentrationen oder Stoffmengen (diese werden aus den Konzentrationen berechnet) an
Inhaltsstoffen, die um die vom Pflanzenmaterial aufgenommene Fliissigkeitsmenge korrigiert

wurden.

5.3.2. Freisetzung von Proteinen aus gentechnisch verinderten Pflanzen

Die Bestimmung des Gesamtproteins erfolgte nach Bradford (1976). Beim Abbau des Ge-
samtproteins wurde nicht zwischen einzelnen Linien unterschieden, da diese sich im Protein-
gehalt nicht unterschieden, da der Anteil des rekombinanten Proteins am Gesamtprotein sehr
gering ist. Deshalb sollten die rekombinanten Proteine keine Auswirkungen auf die Freiset-

zung und den Abbau von Proteinen aus dem Pflanzenmaterial haben.
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Abb. 27: Modellierung der Freisetzung von Proteinen aus Pflanzen

Die Freisetzung von Proteinen in PBS wurde mittels Bradford bestimmt. Die Konzentration
der Proteine kann als Funktion der Zeit beschrieben werden: c(t) = A + B * . Kenngrofien
fiir die Freisetzung sind die sich einstellende nicht mehr verénderliche Endkonzentration Cpax
und die Einstellzeit t,,x der Endkonzentration. Beide Werte lassen sich aus dem Modell be-
stimmen. Cpax kann in der Gleichung aus A abgelesen werden. ty,x wird aus der Gleichung

berechnet. Dazu wird sie nach t umgestellt.

max c B

, :l]n(o.%-A—Aj

tmax 1St die Zeit, bei der die Konzentration 95% von ¢, erreicht hat (Konfidenzintervall 5%).
Der Aufschlussgrad wird durch die Freisetzung von Proteinen bestimmt. Das Gesamtprotein
wurde mittels BRADFORD bestimmt. Die Auswirkungen des Aufschlusses auf Einstellzeit

und freigesetzte Proteinmenge wurden untersucht.

Tab. 11: Parameter tmax und cmax bei der Proteinfreisetzung verschieden behandelter Pflanzenteile (n=7)

T A
lyo frisch lyo frisch
Crnax 144,29 197,53 757,45 449,97
S.E. 8,40 16,67 28,12 25,85
tmax 37,80 35,18 21,04 15,85
S.E. 7,49 5,94 1,46 1,74
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In der folgenden Tabelle sind die P-Werte der der Daten gegeneinander angegeben.

Tab. 12: P-Werte zu den Daten aus Tab. 11 (T: Tabak, A:
Kartoffel Alba, I: lyophilisiert, f: frisch; SIGMA-Plot)

¢ (max) t(s)

T(H=—>T(1)  0,0180 0,8010
T(H==>A  0,0000 0,0160
T()=>A()  0,0000 0,3260
A =—A®) _ 0,0000 0,0520
T(H) == A(l)  0,0000 0,0480
T()==>A®) _ 0,0000 0,4590

Ergebnisse

Es ist zu sehen, dass die freigesetzte Proteinmenge signifikant von der Art des Aufschlusses

abhingt. Des Weiteren unterscheiden sich die freigesetzten Proteinmengen von Kartoffel und

Tabak signifikant voneinander. Dabei ist zu beachten, dass es sich um unterschiedliche Orga-

ne der beiden Pflanzen handelt. Der Grund konnte in der Art des untersuchten Gewebes lie-

gen. Wihrend beim Tabak die Laubblitter untersucht worden sind, handelte es sich bei den

Kartoffelknollen um die Speicherorgane der Pflanzen.
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Abb. 28: Konzentration der maximalen Proteinfreisetzungskonzentration (MaxF)
in pg/ml bei verschiedenen Pflanzen und Aufschlussarten

(A-CTB = Kartoffel Choleratoxin B), (T-CTB = Tabak Choleratoxin B), (A-WT = Kart-
offel Wildtyp), (T-WT =Tabak Wildtyp) L-lyophilisiert, F-frisch (n > 3, MW = Mittelwert,

+ SD Standardabweichung)
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Zur Charakterisierung des Abbauverhaltens von Inhaltsstoffen gentechnisch verdnderten
Pflanzenmaterials erfolgten im ersten Schritt Untersuchungen zum Proteinabbau. Es sollten
mogliche Unterschiede zwischen frischem und gefriergetrocknetem Pflanzen hinsichtlich der
enthalten Menge an Protein und der Geschwindigkeit des Proteinabbaus untersucht werden.
Dazu wurde ein Proteinfreisetzungsversuch (zu untersuchendes Material wurde in phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS) aufgeschwemmt) durchgefiihrt. Dabei wurde tiber eine Zeitdau-
er von 120 min alle 10 Minuten eine Probe entnommen. Die zu untersuchenden Proben wur-
den im Verhiltnis 1:10 verdiinnt und der Proteingehalt mit der Methode nach Bradford (1976)
bestimmt. Die Proteingehalte wurden sowohl in gehdckseltem Frischmaterial als auch Lyo-
phillisat (jeweils gleiche Charge) von transgenen Kartoffelknollen und Tabakblittern ermit-
telt. Zusédtzlich wurden auch isogene Pflanzen beiden Behandlungsarten unterzogen und ana-
lysiert, um eventuelle Unterschiede im Freisetzungsniveau zwischen transgenen und isogenen
Pflanzen feststellen zu konnen. Um Aussagen iiber den Umfang und den zeitlichen Verlauf
der Proteinfreisetzung machen zu kénnen, wurden fiir alle Messreihen die maximalen Freiset-
zungskonzentrationen (Maxp) und die Zeitpunkte, an denen 95 % der Maxg erreicht werden,
als Kenngroflen berechnet.

Abbildung 28 macht den Unterschied im Gesamtproteinfreisetzungsniveau zwischen Kartof-
fel- und Tabakmaterial bei gleicher Probemenge (6 g) und gleicher PBS-Zugabe (60 ml), je-
doch unterschiedlichen Aufschlussarten deutlich. Die freigesetzte Menge an Protein aus dem
Kartoffelmaterial ist bei der Aufschlussart frisch gehédckselt im Schnitt doppelt, bei zusitzlich

lyophilisierten Material ca. 3 — 4 mal so hoch wie beim Tabakmaterial.

5.3.3. Abbau von Gesamtprotein durch die Enzyme a-Amylase und Pepsin
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Abb. 29: Abbau des Gesamtproteins durch Pepsin (A-CTB lyophilisiert; n=6)
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Um den Verlauf des Proteinabbaus in der Kartoffel nidher zu bestimmen, wurde das lyophili-
sierte Material mit der Pepsin/HCI — Ldsung iiber einen Zeitraum von 60 Minuten inkubiert
(Abbildung 29).

Der Anteil an Gesamtprotein in der Kartoffel verringert sich um ca. 50% wihrend der ersten 5
Minuten Pepsineinwirkung. Danach bleibt der Anteil an Protein iiber den weiteren Verlauf
stabil. Das Problem bei dieser Methode ist die Messung der kleinen Proteinfragmente, da sich
der Nachweis vor allem auf die aromatischen Aminosduren bezieht. Allerdings konnte ein
direkter Nachweis der Peptidbindung, die durch Pepsin gespalten wird, nicht realisiert wer-
den, da die zugegebene Pepsinlosung die Nachweisreaktionen storte. Mit der Bestimmung des
Gesamtproteins konnte vor allem eine Aussage tiber die notwenige Einwirkzeit von Pepsin
auf das Pflanzenmaterial getroffen werden, denn anhand dieser Ergebnisse ist eine Einwirk-
zeit der Pepsinlosung liber 60 Minuten hinaus nicht erforderlich. Die Verdnderung des Ge-
samtproteins zwischen den jeweiligen Sorten der verdnderten Pflanzen unterscheidet sich
nicht. Auch traten keine Unterschiede zwischen den isogenen und transgenen Pflanzen auf.
Das war auch nicht zu erwarten, da die gentechnisch verdnderten Proteine nur einen kleinen
Anteil am Gesamtprotein haben. Deshalb steht die Darstellung aus Abbildung 29 stellvertre-
tend fiir das gesamte untersuchte Pflanzenmaterial.

Die Bestimmung der Konzentration an Gesamtprotein erfolgte mit dem Nachweis nach Brad-
ford. Die Konzentration an Gesamtprotein nimmt nach Zugabe von Pepsin sehr schnell ab. Es
stellt sich anschlieend eine Konzentration ein, die sich wihrend der Pepsininkubation nicht
mehr dndert. Diese restliche Proteinkonzentration entspricht den Polypeptiden, welche beim

Abbau durch Pepsin entstehen.

5.3.4. Abbau der Modellproteine

5.3.4.1. Unterschiede im Abbau von CTB aus frischem oder lyophylisierten Material

Um nicht nur Unterschiede bei der Freisetzung sondern auch eventuelle Unterschiede beim
Abbau der Fremdproteine zwischen frischem und gefriergetrocknetem Material zu untersu-
chen, wurden sowohl Tabakblétter als auch Kartoffelknollen frisch gehickselt und der Be-
handlung mit Pepsin unterzogen. CTB aus frischem Kartoffelmaterial (Ausgangskonzentrati-
on ca. 55 ng/ml) ist nach der Inkubation mit Pepsin iiber einen Zeitraum von 90 min detek-
tierbar und auch danach noch nicht vollig abgebaut (Abbildung 30). Die Gehalte an CTB lie-
gen nach einer Inkubationszeit von 90 Minuten bei ca. 7 ng/ml. Daher muss bei frischem Kar-

toffelmaterial von einer verzogerten Freisetzung der Proteine ausgegangen werden.
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Abb. 30: Zeitlicher Verlauf des CTB-Abbaus (ng/ml) nach Inkubation mit
Pepsin — HCI Losung iiber 90 Minuten

Bei NPT II war dieser Sachverhalt vergleichbar, auch hier wurde das Protein iiber einen Zeit-
raum von 90 min nicht vollstdndig abgebaut. Dagegen konnte das VP 60 bei gleicher Aus-
gangskonzentration nach einer Zugabe von Pepsin-HCI-Losung bereits nach 5 Minuten nicht
mehr detektiert werden. Bei der Inkubation von frischem Tabakmaterial ergibt sich folgender

Sachverhalt (Abbildung 31).
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Abb. 31: Zeitlicher Verlauf des CTB- Abbaus (ng/ml) nach Inkubation mit
Pepsin—HCI- Losung iiber 120 Minuten;n = 6 (T-CTB — Tabak mit
Choleratoxin B Untereinheit)
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Der Fremdproteingehalt beim Tabakfrischmaterial liegt, im Vergleich zur Kartoffel, auf ei-
nem sehr niedrigen Niveau im Bereich von 2,3 bis 2,7 ng/ml. Nach Pepsinzugabe fillt die
CTB-Konzentration bei allen Versuchen auf Werte unterhalb von 0,3 ng/ml ab. Die Messrei-
hen weisen iiber die verbleibende Versuchsdauer, jedoch auf sehr niedrigem Niveau, teilweise
schwankende CTB-Konzentrationen auf und fallen zwischen der 60 und 120 Minute des Ver-
dauungsversuchs in den Bereich der Nachweisgrenze

Als weitere Detektionsmethode fiir die zu untersuchenden Fremdproteine wurde der Western
Blot angewendet. Mit dieser Methode sollten die mdglicherweise nach Zugabe der Pepsin-
HCI — Losung entstandenen Proteinfraktionen nachgewiesen werden. Die Detektion derartiger
Fragmente sowohl von CTB, als auch von VP 60 und NPT II war jedoch durch die im Ver-
gleich zum ELISA geringe Sensitivitit dieser Methode nicht moglich.

5.3.4.2. Abbau von Modellproteinen durch a-Amylase und Pepsin

Um die gezielte Wirkung von a-Amylase und Pepsin auf die transgenkodierten Proteine
nachzuweisen, musste ein Verfahren angewendet werden, das den Abbau der Modellproteine
auch anhand von Proteinfragmenten erlaubt. Deshalb wurde der ELISA gewdhlt, da mittels
Antikorper auch eventuelle Bruchstiicke detektiert werden konnten (siehe Abbildung 32).

Die Versuche wurden mit n = 8 und einer isogenen Pflanze ohne enthaltene Fremdproteine

durchgefiihrt.
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. 32: Bestimmung der Proteine aus lyophilisiertem Pflanzenmaterial nach der
Behandlung mit Verdauungsenzymen n=6

(CTB: Cholera Toxin B Untereinheit, NPT II: Neomycinphosphotransferase II, VP 60: Vi-
ruskapsid 60, 0..60 = Einwirkzeit in min, A = Amylase, P = Pepsin)
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In lyophylisiertem Tabak- und Kartoffelmaterial war nach Zugabe von a-Amylase be-
reits eine Reduzierung der Proteine CTB aus der Kartoffel und VP 60 ebenfalls aus der
Kartoffel zu messen. Nach einer Einwirkzeit des Pepsins von 5 min war kein Neomy-
cinphosphotransferase (NPTII) und kein Virales Viruskapsid 60 (VP 60) mehr detek-
tierbar. Nur GFP (Griin flourenzierendes Protein) und CTB (Choleratoxin B Unterein-
heit) aus Tabak konnten bis zu einer Pepsineinwirkdauer von 60 Minuten nachgewiesen

werden.

5.3.4.3 Abbau der Modellproteine wihrend der Lagerung

Bei der Lagerung von frischem Pflanzenmaterial kann es zum Abbau von Proteinen kommen.
Vor allem bei instabilen Proteinen, wie zum Beispiel VP60, zeigt sich dieser Effekt. Bei stabi-
len Proteinen hingegen kommt es zu einer Zunahme der prozentualen Proteinkonzentration.

Durch die Lagerung erfolgt eine Abnahme der BezugsgroBe (Frischgewicht). Dies liegt an

ablaufenden Stoffwechselprozessen, die auch wihrend der Lagerung stattfinden.

Tab. 13: Verdnderungen des Proteingehaltes wihrend der Lagerung von lyophilisierten Pflanzenmaterial

Pflanzen 0-1 Monat 2 Monate 3 Monate 6 Monate

Proteingehalt pro mg lyo. Material in %
Desiree/VP60-6 100 80 70 55
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5.4 Simulation der Resorption

(Mandy Bruch)
Die Untersuchungen zur Resorption von Proteinen wurden pro Versuchsdurchgang an Darm-
material von einem Tier durchgefiihrt. Um aber die tierindividuellen Unterschiede zu erfas-

sen, wurde jeder Versuch dreimal mit jeweils Darmmaterial von einem anderen Tier wieder-

holt.

5.4.1 Bestimmung des optimalen Darmabschnittes fiir die Resorption von Proteinen

Um den optimalen Darmabschnitt fiir die Resoprtionsuntersuchungen zu bestimmen, wurde
Matrerial von Duodenum, Jejunum und Ileum genommen und der Transport von GFP gemes-

sen.

Tab. 14: Translokation von GFP an unterschiedlichen Darmabschnitten nach 6 Stunden in der Ussing-Kammer

Duodenum Jejunum lleum

Konzentration mukosal (zu Beginn) = 9463.71 ng/5ml, n =12

%/ Original- % Original- % Original-
ng/5ml ng/5ml ng/5ml
substanz substanz substanz
nach 6 h 3.991° 0.045 7.076° 0.073 6.051° 0.075
S.E. 0.573 0.005 1.341 0.007 1.055 0.014

b yerschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den markierten Werten

Dazu wurden der Inhalt (5 ml) der serosalen Kammerhélfte der USSING-Kammer durch voll-
staindige Lyophylisation aufkonzentriert und anschlieBend mittels ELISA vermessen. Dies
war notig, da die Konzentrationen ansonsten unterhalb der Nachweisgrenze gelegen hétten.
Die Darmabschnitte Jejunum und Ileum weisen einen signifikant hoheren Transport von GFP
im Gegensatz zum Duodenum auf. Fiir weitere Untersuchungen an der Ussing-Kammer wur-

de daher immer Material aus dem Ileum verwendet.

5.4.2 Bestimmung des [3H]-Manntioltransp0rtes

Diese Untersuchungen sollten zeigen, inwieweit eine Préperation des entnommen Darmgewe-
bes sinnvoll ist. Je dicker das Gewebe, desto geringer ist die Diffusion von Mannitol. Die Dif-
fusion ist am groBten, wenn Mucosa und Muscularis entfernt werden. Das entspricht einem
Transport vom Darminnenraum in das Blut. Der Transport am ungestrippten Darm wiirde den
Transport vom Darm in die Bauchhdhle simulieren. Deshalb wurden die Versuche mit voll-

standig gestripptem Darm (d.h. Mucosa und Muscularis wurden entfernt) durchgefiihrt.
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Abb. 33: Diffusion von *H-Mannitol an verschieden ,,gestrippten” Schweine-Ileum

Diese Abbildung zeigt eine signifikant hhere Diffusion von [*H]-Mannitol am komplett ,,ge-

strippten® Ileum.

5.4.3 Resorption der Modellproteine
(Mandy Bruch)

Die Resorption der Modellproteine ist an vier Tieren je fiinfmal untersucht worden. Wie in

Tabelle 15 zu sehen ist, konnte dabei bei zwei Proteinen ein Transport festgestellt werden.

Dabei ist zwar der Transport von GFP absolut gesehen grof3er als der von VP60, aber auch die

Donorkonzentration lag 125 fach hoher als beim GFP, prozentual sind bei VP60 0,75 % und

bei GFP 0,16 % transportiert worden.

Tab. 15: Resorption der Modellproteine in der Ussing-Kammer (n = 20)

GFP NPT II VP60 CTB [ng/ml]
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]

mucosal 3073,50 2,67+0,19 23.88+1,77 20,46 + 5,69
t=0h + 707,65

mucosal 3349,15 2,03+ 0,55 17,83 £3,14 17,34 +£ 6,25
t=6h +1109,56

serosal 5,02 n. d. 0,18 n. d.
t=6h +24 +0,1

b yerschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den markieten Werten

88



Ergebnisse

5.4.4. Spezifizierung des GFP Transportes

5.4.4.1. In vitro Transport von GFP mit Cholchicin und Cytochlasin D

Der Einfluss von Cholchicin und Cytochalasin D auf die Diffusionseigenschaften des Epithels
wurde mit Hilfe von [*H]-Mannitol bestimmt. Es sollten Einfliisse der beiden Inhibitoren des
Cytoskeletts auf die Diffusionseigenschaften des Epithels ausgeschlossen werden. Wie in Ta-
belle 16 zu erkennen ist, haben Cholchicin und Cytochalasin D keinen Einfluss auf die Diffu-
sionseigenschaften des Gewebes (keine Beeinflussung des Mannitoltransportes).

Tab. 16: Transport von GFP und [*H]-Mannitol am porcinen Ileum (in % pro cm? und Stunde)

GFP 3SH-Mannitol

Kontrolle Cytochalasin D Colchicin  Kontrolle Cytochalasin D Colchicin

MW  0,133° 0,018 © 0,005¢  0,559° 0,616 ¢ 0,509 °
S.E. 0,020 0,010 0,002 0,190 0,270 0,160
n 18 8 11 18 8 12

® yerschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den markieten Werten

Deshalb kann davon ausgegangen werden, der teilweise gehemmte Transport von GFP durch
Colchicin und Cytochalasin D nicht durch verdnderte Diffusionseigenschaften des Gewebes
zurlickzufiihren ist. Damit konnten die gemessenen Werte auf einen aktiven Transport von
GFP hindeuten.

Bei den Untersuchungen zum GFP-Transport wurde zunéchst nicht auf eine Trennung der
isolierten Epithelstiicken in Payersche Platten und Nicht-Payersche Platten geachtet. Bei den
weiteren Untersuchungen zum GFP-Transport folgte eine Trennung der Epithelstiicke in
Epithel mit payerschen Platten (PP) und Epihel ohne Payersche Platten (ohne PP). In weiteren
Untersuchungen sollte der Einfluss der Temperatur und des Vorhandensein vonPayerschen

Platten bestimmt werden.

Tab. 17: Transport von GFP am porchinen terminalem Ileum unter verschiedenen Bedingungen (n = 12)

24°C 37°C
GFP GFP+COL GFP GFP+COL
ohne PP PP ohne PP PP ohne PP PP ohne PP PP
MW 7,05 38  6,07° 328 521 2,97 4,90 2,70
SE. 1,16 072 1,10 0,71 0,92 0,64 0,90 0,54

b yerschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den markieten Werten
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Es sind signifikante Unterschiede im Transport von GFP an den payerschen Platten im Ge-
gensatz zum Gewebe ohne payersche Platten zu sehen. Des Weiteren scheint eine hohere
Temperatur die Resorption negativ zu beeinflussen. Dagegen scheint die Zugabe von Chol-
chicin keinen Einfluss auf Aufnahme von GFP am Darm zu haben, wenn bei der Untersu-
chung eine Einteilung des Gewebes in Gewebestiicke mit payerschen Platten und Gewebestii-

cke ohne payersche Platten erfolgt.

5.4.4.2 In vitro Transport von GFP mit Hemmung der ABC Transporter

Da die bisherigen Untersuchungen eher Zweifel an einer aktiven, das Cytoskelett involvieren-
den Aufnahme von GFP erbracht haben, sollte nun ein eventueller Transport tiber die ABC-

Transporter untersucht werden.
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Abb.34: Hemmung des Transportes von GFP durch Glibenglamid

(PP: Peyersche Platten, ABC-ABC-Transporter, M-mukosal, S-serosal),

Es ist eine signifikante Hemmung des Transportes in beide Richtungen durch Glibenglamid
zu erkennen. Weiterhin ist der schon aus vorhergehenden Experimenten (Tabelle 17) bekann-

te Unterschied zwischen Epithel mit und ohne Payersche Platten zu erkennen.

5.4.5 Einfluss von CTB auf den VP60 Transport

Der Einfluss des CTBs auf die Resorption von VP60 wurde am Epithel von Schweinen unter-
sucht, da CTB als ,, Tiiroffner fiir VP60 dienen soll. Der Grund sind die Eigenschaften als
Hiillprotein des Choleraviruses, da es das Anheften an das Epithel ermdglich, um das eigent-
liche Choleravirus in den Organismus einzuschleusen. Es konnte kein signifikanter Effekt des
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CTBs auf die Resorption von VP60 festgestellt werden. In Abbildung 35 ist zu sehen, das die
Resorption des Fusionproteins gegeniiber der Aufnahme von VP60 erhdht ist, der Effekt ist
aber nicht signifikant (P=0,629).
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Abb. 35: Transport von VP60 (VP) und VP60-CTB Fusionsprotein (n=15) am
terminalem Ileum

5.5. Histologie / Immunohistochemie
(Mandy Bruch)

5.5.1 Beschaffenheit des Darmes zumVersuchsende (Ussing-Kammer-Versuche)

Um die Auswirkungen der Inkubation mit Puffer / Proteinlosung tiber 6 h bei 37°C auf das
Darmepithel zu untersuchen, wurden die verwendeten Darmstiicke nach dem Versuch fiir
histologische Untersuchungen aufbereitet.

Hierzu wurden die verwendeten Gewebestiicke terminalen Ileums, ohne Muskelschicht, im
zeitlichen Abstand von 20 min, 40 min, 1h, 2h, 3h und 4h aus der Ussing-Kammer entfernt
und histologisch untersucht. Als Kontrolle diente ein frisches, nicht inkubiertes Stiick des

terminalen Ileums ohne Musculasris.

91



Ergebnisse

Abb. 36: Terminales Schweineileum, ohne Muscularis,  Abb. 37: Terminales Schweineileum ohne Mus-
Kontrolle ohne Inkubation in der Ussing-Kammer cularis, nach 40 min in der Ussing-Kammer

Abb. 38: Terminales Ileum vom Schwein ohne
Muscularis nach 6 h in der Ussing-Kammer

Die Abbildung 36 zeigt ein intaktes Epithel und im Vergleich dazu ist in Abbildung 37 die
sich beginnende Ablosung der duleren Epithelschicht zu sehen. Im weiteren Verlauf der In-
kubation wird das Epithel immer 16chriger. Nach 6 h Inkubation in der Ussing-Kammer sind
schlieBlich kaum noch feste Gewebestrukturen erkennbar (Abb. 38).
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5.5.2. Detektion von GFP im Darmepithel

Lol idob

Abb. 40: Terminales Ileum vom Schwein, nach 6 h
Inkubation mit GFP, Durchlichtaufnahme

Abb. 39: Terminales Ileum vom Schwein, nach 6 h
Inkubation mit GFP, Detektion von GFP in griin,
Becherzellen rot

Mit immunohistologischen Verfahren galt es zu untersuchen, ob eine Detektion von GFP
wihrend bzw. nach dem Ubertritt durch das Darmepithel auf die serosale Seite der Ussing-
Kammer moglich ist. Damit sollte vor allem der Transportweg von GFP durch das Darme-
pithel bzw. die am Transport beteiligten Zellstrukturen sichtbar gemacht werden. Die im
Darm enthaltenen M-Zellen wurden mit einem speziellen CK 18 Antikdrper angefarbt und
das GFP mit einem weiteren spezifischen Antikorper. In der Abbildung 39 sind die M-Zellen
rot dargestellt und das GFP griin.

In der Abbildung 39 ist zu sehen, dass sich das GFP gleichméBig im Darmgewebe verteilt und
nicht intrazelluldr von M-Zelle zu M-Zelle transportiert wird. Eher lassen diese Aufnahmen

einen parazelluldren Transport zwischen den Zellen hindurch vermuten.

5.6 Tierversuch
(Andre Kacholdt)

5.6.1 Zootechnische Parameter der Tiere

5.6.1.1 Lebendmassezunahme der Tiere

Die Lebendmassezunahme wurde iiber den Zeitraum des Tierversuches erfasst. Die Tiere
wurden bei der Einstallung niichtern und bei Versuchsende nach der Fiitterung gewogen.
In Tabelle 18 sind die Lebendmassezunahmen der Tiere im Fiitterungsversuch dargestellt. Es

ergeben sich keine signifikanten Unterschiede in den Werten zwischen den beiden Gruppen.
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Tab. 18: Lebendmassezunahmen wihrend der Fiitterung mit isogenen und transgenen

Kartoffeln
absolutin g in %
isogen transgen isogen transgen
MW 556,75 612,10 77,71 76,83
SF RO R1 16 A7 2 Q9 7 KK

5.6.1.2 Blutwerte der Tiere

Die entnommen Blutproben wurden auf, durch die Verfiitterung von gentechnisch verénder-
ten Pflanzen verursachte, Verdnderungen untersucht. Dabei wurde jeden Tag aus Vollblut ein
kleines Blutbild erstellt. Das Serum vom Tag 0 und vom letzten Tag wurde in einem grof3en
Screening nochmals genauer untersucht. Die Verfiitterung von rohen Kartoffeln (isogen) be-
gann schon eine Woche vor der ersten Blutentnahme. Die vollstindigen Werte befinden sich

im Anhang.

Tab. 19: Anderungen des kleinen Blutbildes durch die Verfiitterung von rohen Kartoffeln

Tag0 Tagl Tag2 Tag3 Tag4 TagS Tag9 S.E von  bis

Erythroz. [10"*/1] 74 70 74 69 67 65 62| 02] 58 81
Hamatokrit [1/1] 04 04 04 04 03 03 03] 00| 03 05
Himoglobin [g/1] 126,8 121,1 127,0 1192 116,0 113,3 108,7| 2,7|108,0 148,0
Leukoz. [107/1] 209 256 192 21,8 214 225 164 12] 100 220
-segmentkernige [109/1] 7,5 139 6,9 8,0 8,1 8,7 6,0| 0,6 1,0 8,2
Lympozyten [10°/1] 11,6 10,0 104 11,6 11,3 11,5 93] 06| 60 160
Monozyten [10%/1] 08 1,0 09 1,0 1,1 13 06] 01] 00 10
-basophile [107/1] 06 06 05 06 05 07 03] 00| 00 13
-eosinophile [109/1] 0,3 0,1 0.4 0,2 0,2 0,3 021 0,0 0,0 0,1
stabkernige [107/1] 00 01 01 03 03 00 O01] 00| 00 15
Thrombocyten [10%/1]  167.8 1442 277,7 318,1 371,7 2344 29143211750 580,0

Da sich zwischen den Gruppen (Verfiitterung von isogenen und transgenen Kartoffeln) die
Blutwerte des kleinen Blutbildes nicht signifikant voneinander unterscheiden, werden in Ta-
belle 18 die Mittelwerte von allen 18 Tieren dargestellt. Die sich nicht im Normbereich be-
findlichen Werte sind rot eingefarbt.

Die Blutwerte der Tiere liegen bis auf wenige Ausnahmen, z.B. die eosinophilen Lymphozy-

ten im Normbereich. Der Effekt bei den eosinophilen Lymphozyten ist aber, falls {iberhaupt
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durch den Versuch verursacht, nicht auf die in den Kartoffeln enthaltenen verdnderten Protei-
ne zuriick zufiihren, da die erhhten Werte schon vor Beginn der Fiitterung mit veridnderten
Kartoffeln auftraten. Die Ursache konnte in der Verfiitterung von rohen Kartoffeln liegen.

Im Serum vom Tag 0 und vom Ende des Versuches wurden die Konzentrationen von ver-
schiedenen Ionen und Proteinen gemessen (grofles Screening). Die Signifikanz zwischen den
Gruppen wurde mit einem gepaarten T-Test untersucht, um die tierindividuellen Unterschiede
zu berticksichtigen.

Tab. 20: Verdnderungen im groflen Screening vor und nach dem Versuch:

vor Versuch nach Versuch

A-WT A-N2 A-CY A-WT A-N2 A-CY

a-Amylase 1987,7 2068,0 2160,8 1763,5 1753,8 2083,8
Lipase 10,7 8,8 8,5 6,8 9,7 7,9
AP 85,5 90,2 96,2 68,2 79,3 98,8
Bilirubin 1,2 1,1 1,1 1,0 1,2 1,8
Ca 3,0 2,9 2,9 2,7 2,7 2,8
CK 290,7 402,4 549,3 446,7 733,9 575,4
Cholesterin 2,6 2,6 2,3 2,1 2,3 2,3
Gesamtprotein 67,6 64,6 63,2 55,6 56,7 59,4
Albumin 42,9 41,6 40,2 34,9 35,3 37,3
Mg 1,0 1,0 1,0 0,9 0,9 0,9
Phosphat 3,2 3,1 3,2 2,6 2,6 3,0
Fructosamine 245,0 2274 230,2 210,3 214,2 228,8
GLDH 1,4 1,4 2,1 1,4 2,3 1,9
ALT(GTP) 34,8 32,6 30,7 25,3 27,9 29,1
AST(GOT) 18,6 17,0 15,0 18,3 20,8 18,8
Harnstoff 3,0 3,4 2,7 2,7 3,0 3,0
Kreatinin 91,5 98,3 94,8 97,9 96,6 97,9
K 6,2 6,3 59 10,5 10,4 10,4
Na 146,5 142,5 143,3 133,0 132,7 137,3
Fe 20,6 22,8 16,6 18,3 20,9 26,0

Es gab in vielen Fillen signifikante Unterschiede (P < 0,05). Die meisten Signifikanzen (11
von 20 Werten) traten beim Wildtyp auf. Nur wenn Unterschiede bei der transgenen Verfiitte-
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rung und nicht bei der isogenen Verfiitterung auftreten, kann man von einem Einfluss des
expremierten Antigens sprechen. Das ist nur beim Eisengehalt (Fe) der Fall.

Andererseits gibt es Fille, in denen die Verfiitterung isogener Kartoffeln zu einer signifikan-
ten Veranderung flihrt, welche aber durch die Verfiitterung von transgenen Kartoffeln nicht

hervorgerufen wird (z.B. AP, Ca).

5.6.2. NPTII Vorkommen

5.6.2.1. NPTII im Verdauungstrakt

250,00 -
200,00 -
150,00 -
100,00 - Bisogen

B transgen

50,00 +

0,00 | ‘ —'_- I_T_-

Magen Duodenum Jejunum Ileum Colon

-50,00 -

Abb. 41: Gehalt von NPTII im Zentrifugat von Chymus auf Gesamtprotein bezogen

In den fliissigen Phasen des Chymus aus den verschiedenen Abschnitten des Darmes konnte
NPTII nachgewiesen werden. Dagegen fand sich im Zentrifugat des Magenchymus kein
NPTIL

Im Duodenum der mit transgenen Kartoffeln gefiitterten Tieren kann signifikant (P=0,038)
mehr NPTII nachgewiesen werden als bei den Tieren, deren Futter aus isogenen Kartoffeln
bestand. Mit zunehmendem Abbau werden die Konzentrationen und die Unterschiede gerin-
ger. Im Jejunum ist kein signifikanter Unterschied zwischen isogener und transgener Fiitte-

rung mehr festzustellen.

5.6.4.2. Losen von NPTII aus Magenchymus

Die Ergebnisse der Freisetzung von intakten Proteinen erst im Jejunum sprechen fiir eine

Schutzfunktion der Zellen fiir die Proteine, die dadurch die Magenpassage unbeschadet iiber-
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stehen. Wenn dies der Fall ist, so miisste sich in dem aus dem Magen entnommenen Feststoff
intaktes Protein nachweisen lassen.

In den Experimenten konnte aus allen Pellets der Zentrifugation des Mageninhaltes NPTII
nachgewiesen werden. Der Feststoff wurde hierzu zusitzlich feiner vermahlen, da sich das
noch intakte NPTII innerhalb der Futtermittelpartikel befindet. Alle NPTII Molekiile, die sich
an den Réindern der Futtermittelstiicke befanden wurden bereits durch Pepsin und Salzsdure

abgebaut. Dieser Umstand konnte bei allen Tieren des Tierversuches nachgewiesen werden.

5.6.2.3. Vorkommen von NPTII im Blut
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Abb. 42: Box-Plot der NPTII Konzentration (C NPT II) im Serum wéhrend des
Fiitterungsversuches (n=12)

Die Abbildung zeigt das Vorkommen von NPT II im Blut der insgesamt 18 Tiere. Die Tiere 1
bis 6 wurden mit isogenen Kartoffeln gefiittert, die Individuen 7 bis 12 mit Kartoffeln der
Linie A-N2 und die Schweine 13 bis 18 mit A-CY. Das NPT II war an allen Tagen im Blut
der Tiere nachzuweisen, schwankte aber iliber den gesamten Versuchszeitraum. Die Konzent-
rationen von ca. 0,1 ng/ml Serum weisen auf sehr geringe NPT II Gehalte hin. Dieser untere
Punkt der Werteverteilung dndert sich iiber den Zeitraum von 9 Tagen nicht und begriindet
die isogene Fiitterung der Gruppe 1. Die Streuungen iiber die Fiitterungsperiode hinweg, bzw.
der vergleichsweise geringe Wert fiir die NPT II Konzentration im Serum an Tag 4 lassen
sich nicht gegriinden, denn die Futteraufnahme war nicht geringer als an den anderen Tagen.
Die gemessenen Werte zeigen grofle Schwankungen, die auf tierindividuelle Unterschiede
schlieBen lassen. Ab Tag 5 steigt die NPT II Konzentration im Serum bis Tag 9 kontinuierlich

an und konnte auf eine Anreicherung von NPT II aufgrund der mehere Tage andauerden Fit-
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terung mit gentechnisch verdnderten Kartoffeln beruhen. Das bedeutet, das Protein ist nicht
im Verdauungstrakt gespalten oder wieder ausgeschieden worden, sondern es konnte zumin-
dest teilweise resorbiert werden. Aber aufgrund anderer widersprechender Ergebnisse und der
geringen Wiederholungszahl im Versuch ist hier nur von tendenziellen Ergebnissen auszuge-

hen.
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6 Diskussion

6.1 Untersuchung der Verdauung in vitro
(Andre Kacholdt)

6.1.1 Voruntersuchungen

6.1.1.1 Entwicklung von Messmethoden

Die zu entwickelnde in vitro Verdauungsmethode sollte sich eng an der natiirlichen Verdau-
ung eines Monogasters orientieren. Gleichzeitig sollte ebenfalls gepriift werden bis zu wel-
chem Grad Futtermittel in vitro abgebaut werden kénnen. Aus diesem Grund ist die Auswahl
einer GrofBe notwendig, die es erlaubt, den Abbaugrad der Futtermittel zu messen, indem eine
Moglichkeit gefunden wird, die abgebauten Stoffe von den nicht abgebauten zu trennen. Bei
den Ausgangsstoffen handelt es sich vorwiegend um Biopolymere (Proteine, Stirke, Fette).
Durch die Einwirkung der Enzyme werden diese zu den entsprechenden niedermolekulareren
Verbindungen abgebaut. Die Enzyme konnen nur an den Stellen wirken, die sie auch errei-
chen konnen: die Oberflichen der Futtermittel. Die dort abgebauten Substanzen sind in der
Lage, sich im umgebenden Medium (wéssriger Puffer) zu 16sen.

Der Zweck der Verdauung ist die Umwandlung der Nahrung von groBen Bissen in resorbier-
bare Verbindungen, bzw. das Herauslosen dieser aus der Nahrung. Dafiir miissen diese Ver-
bindungen niedermolekular sein, da hauptsidchlich niedermolekulare Mono-, Di- und Trimere
in die Zellen transportiert werden. Die Monomere von Zuckern und Aminosduren sind in
wiassrigen Medien 16slich. Zur Trennung von unldslichen Substanzen gibt es zwei Methoden:
Dialyse und Zentrifugation. Beide werden in in vitro Modellen eingesetzt (siehe Kapitel
2.2.2). Bei einer Dialyse konnen aber nicht alle in Losung gegangenen Stoffe vollstindig ab-
getrennt werden. Die Dialyse ist auch sehr zeitaufwendig, da ein Durchgang oft nicht ausrei-
chend ist. Deshalb erfolgte im vorgestellten Modell die Abtrennung der abgebauten Stoffe
mittels Zentrifugation. Nachteil ist hierbei, dass auch Stoffe abgetrennt werden, die sich zwar
im wissrigen Medium ldsen, aber in vivo nicht resorbiert werden.

Da die Ablésung von den Nahrungspartikeln und der Ubergang in das wissrige Milieu die
Grundvoraussetzung fiir potentielle Resorption ist, wurde als MalB} fiir den Grad der Verdau-
ung der Masseverlust eingefiihrt. Dabei handelt es sich um die Masse, die beim Verdauungs-
prozess abgebaut wird und in Lésung geht, und dem {ibrig bleibenden, festen Rest. Die Mes-
sung erfolgt gravimetrisch. Um die Ergebnisse nicht durch Restfeuchte zu verféalschen, ist es

notig die Ausgangssubstrate (Futtermittel, Lyophilisate von gentechnisch verdnderten Pflan-
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zen) und die Reststoffe bei jeweils 105°C zu trocknen, und anschlieBend im Exsikkator ab-
kiihlen zu lassen.. Dabei orientierte man sichan der Bestimmung der Rohfaser im FOSS-

FIBERTEC Heiss-Extraktor, die in Fritten mit genormter Porengrof3e (G 3) erfolgt.

6.1.1.2 Bestimmung der Enzymaktivititen in vivo

Die in der Literatur beschriebenen Enzymaktivitidten weichen sehr stark voneinander ab (siche
Tab. 2) und sind deshalb als Quelle nicht brauchbar. Deshalb sollte sich die in dieser Arbeit
zu entwickelnde Methode an dem Vorbild, dem Verdauungstrakt des Monogasters (Schwein)
orientieren. Da keine ausreichenden in vivo Daten zu den Enzymaktivitdten gefunden wurden,
mussten die Aktivititen der Verdauungsenzyme bestimmt werden.

Aus den Werten in Tabelle 8 ist zu erkennen, dass sich die Aktivitdt der Speichelamylase pro

Milliliter Speichel zwischen Mensch und Schwein signifikant unterscheiden.

6.1.1.3 Bestimmung eines geeigneten internen Markers

Der Abbau im Tier kann aufgrund der Sekretion endogener Substanzen nicht durch die Be-
stimmung einer Masseabnahme oder den Nachweis der Abbauprodukte erfasst werden, da
nicht unterschieden werden kann, ob die Abbauprodukte endogenen oder exogenen Ursprungs
sind. Durch die endogene Sekretion und die schon beginnende Resorption ist es unmoglich,
den Abbaugrad durch eine direkte Messung der Massedifferenz von entnommenen Proben zu
ermitteln. Es gibt keine direkte Beziehung zwischen einer Ausgangsfuttermittelmenge und der
daraus resultierenden Menge an Chymus. Durch die Verwendung eines Markers kann ein Zu-
sammenhang zwischen dem Ausgangsfutter und dem Chymus hergestellt werden. Dieser
Marker muss verschiedene Voraussetzungen erfiillen. Er muss inert gegen die Reaktionen des
Verdauungstraktes als auch gegen die Reaktionen der Analytik sein. Ist dies der Fall, so kann
aus dem prozentualen Anteil des Markers im Chymus der Abbaugrad bestimmt werden. Dazu
ist die Bestimmung des prozentualen Anteils des Markers im Ausgangsfutter notwendig. Be-
dingt durch die Inertheit des Markers bleibt dessen absolute Masse konstant, wéihrend es zum
Abbau und zur Resorption der Gesamtmasse kommt. Durch die Verringerung der Bezugsmas-
se steigt die masseprozentuale Konzentration des unverdnderbaren Markers im Chymus mit
zunehmenden Abbau und zunehmender Resorption an.

Es gibt verschiedene Marker - interne und externe. Externe Marker miissen vor Beginn der
Fiitterung ins Futter gemischt werden. Beispiele fiir externe Marker sind TiO, oder verschie-
dene Chromate (Jagger et al. 1992). Die Wiederfindungsrate der Chromate ist bei Cr,O3 am
schlechtesten. Fiir spatere Analysen ist eine sehr gleichméBige Durchmischung zu gewéhrleis-

ten. Dem Problem der moglichst homogenen Verteilung kann durch die Verwendung eines
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internen Markers, wie zum Beispiel die in 4 M HCI unldsliche Asche, begegnet werden. Ein
weiterer Grund, einen internen Marker zu verwenden, dessen Eignung beim Schwein von
Jagger (1992) bestitigt wird, ist die einfache Anwendung (kein Einmischen eines externen
Markers notig). Die Eignung wurde in eigenen Untersuchungen nochmals bestdtigt (Tabelle
20). Die Bestandteile der endogenen Sekretion werden nicht beriicksichtigt. Da es sich hierbei
hauptsdchlich um Enzyme und leichtldsliche Salze handelt, kann deren Anteil an in HCI un-

l6slicher Asche als vernachléssigbar gering angesehen werden.

Tab. 20: Berechnungen zur SURA-Bestimmung in vitro

SURA Riickwaage Myor/Mpach SURAFMm SURAFMm
(theoretisch) (experimentell)
0,6215 45,33 1,65 0,37 0,40
0,6975 45,09 1,66 0,42 0,40
0,6842 4433 1,68 0,40 0,40

Bei in vitro Versuchen kann die Genauigkeit der Methode durch die Bestimmung der Masse
des Riickstandes ermittelt werden. Aus der Riickwaage wird der prozentuale Abbaugrad be-
stimmt. Die unlosliche Asche muss dann in dem Verhiltnis ansteigen, in dem sich die Ge-
samtmasse verringert. In Tabelle ist das fiir drei Proben eines Versuches dargestellt. Die Aus-
gangsmasse betrug 75 g. Aus dem Quotienten der Massen vor und nach dem Versuch und der
in den Proben bestimmten Werte fiir die unldslichen Aschen kann der SURA-Wert fiir das
Ausgangsfuttermittel theoretisch errechnet werden. Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung
der aus den Proben berechneten SURA-Werte des eingesetzten Futtermittels mit den experi-

mentell bestimmten Werten.

6.1.1.4 Ziele von in vitro Methoden

In vitro Versuche sollen mit wenig materiellem, finanziellem und versuchstechnischem Auf-
wand die natiirlichen Bedingungen nachstellen. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten,
sollten die natiirlichen Bedingungen mdglichst genau simuliert werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde als MaB fiir die Vergleichbarkeit der verschiedenen Methoden der iiber den in-
ternen Marker bestimmte Masseverlust verwendet. Ziel der in vitro Methode sollte es sein,
sich dem Masseverlust aus der in vivo Verdauung (Jungsauenaufzuchtfutter: 60%; rohe Kar-
toffeln 17%) anzundhern.

Generell muss unterschieden werden zwischen Abbau des Futtermittels, worunter die Uber-

fiihrung von Masse aus der festen in die fliissige Phase zu verstehen ist, und der aus diesem
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Grund gravimetrisch bestimmt werden kann, und dem Abbau schon geldster hochmolekularen
Stoffe zu niedermolekularen Verbindungen. Dieser Abbau kann, da sowohl Produkte als auch
Ausgangsstoffe in Losung vorliegen, nicht gravimetrisch erfasst werden. Deshalb kann zwar
der gravimetrisch messbare Aufschluss beendet sein, aber nicht der weitere Abbau von gelos-

ten Stoffen.

6.2.2 Aufschluss und Abbau von Futtermitteln in vitro

6.2.2.1 Abbau von Stirke

Mit der entwickelten gravimetrischen Methode konnte der Abbau von Stirke (Abbau mit
Amylase: 5.2.1.2) aus den Futtermitteln sehr genau verfolgt werden. Dadurch konnten Er-
kenntnisse gewonnen werden, welche Einwirkzeiten z.B. fiir Enzyme im Rahmen einer Ver-
dauungssimulation nétig und sinnvoll sind.

In den ersten 60 Minuten tritt beim Einwirken von a-Amylase ein signifikanter Masseverlust
von ca. 8% auf, der durch die stirkeabbauende Wirkung der a-Amylase verursacht wird. Bei
Inkubation mit dem entsprechenden Puffer ohne Enzym konnte ein signifikant niedrigerer
Masseverlust von 5% festgestellt werden. Dieser beruht auf dem Herauslosen von in Wasser
16slichen Stoffen, die in den Futtermitteln enthalten sind (z.B. Salze, Zucker). Durch den
Nachweis von Polysacchariden kann der erfolgte Abbau nidher charakterisiert werden. Erwar-
tungsgemil konnten in mit o-Amylase inkubierten Futtermittelproben wesentlich mehr
Disaccharide nachgewiesen werden. Hoherkettige Oligosaccharide waren nur in den mit o-
Amylase versetzten Proben zu finden. Die Ein und Zweifachzucker in den Proben ohne En-
zym sind in den Futtermitteln schon von Anfang an enthalten. Es konnte sich um Saccharose
(Disaccharid) und Fruktose oder Glucose (Monosaccharide) handeln.

Untersuchungen haben ergeben, dass Einwirkzeiten von a-Amylase, die 60 Minuten {iber-
schreiten, wenig sinnvoll sind, da nach dieser Zeit keine signifikanten Anderungen des Mas-
severlustes mehr festzustellen sind. Unter Beriicksichtigung der natiirlichen Vorgaben (der
Verbleib der Nahrung im Maul von Schweinen ist sehr kurz) erscheint diese Beobachtung
plausibel. Allerdings kann die a-Amylase auch nach dem Abschlucken noch wirken. Im Ma-
gen wird der Nahrungsbrei erst allméhlich von der Magensédure durchdrungen, was zur Inak-
tivierung der a-Amylase fiihrt. Zu kurze Einwirkzeiten wirken sich aber nicht im Sinne eines
eventuell unvollstdndigen Abbaus aus, da auch beim spéter erfolgenden Abbau im Diinndarm

o-Amylase beteiligt.
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Deshalb wird in vielen Verdauungssimulationen auf die Inkubation mit a-Amylase verzichtet
(Almaas et al. 2006, Simonato et al. 2001, Pasini ef al. 2001). Die im Kapitel 5.2.1.1 erfolg-
ten Untersuchungen zeigen jedoch einen wesentlichen Einfluss der Inkubation mit a-Amylase
auf die nachfolgenden Verdauungsschritte. Durch Weglassen der Simulation der Mundh6h-
lenverdauung sinkt der Masseverlust deutlich. Damit entfernt sich die Simulation von dem

natiirlichen Vorbild und es ist demzufolge nicht sinnvoll, diesen Schritt wegzulassen.

6.2.2.2 Aufschluss und Abbau von Proteinen

Der grofite Masseverlust tritt bei der Inkubation mit Salzsdure und Pepsin auf. Es kann davon
ausgegangen werden, dass der grofte Anteil der Losung aus der festen Phase wihrend der
Verdauung im Magen geschieht. Die ersten Versuche zum Abbau von Futtermitteln mit HCI
bzw. Pepsin-HCl zeigten keinen Unterschied im Masseverlust bei Inkubation mit Salzséure
mit und ohne Pepsin (siche Kapitel 5.2.2.2). Die Messungen erfolgten im Intervall von einer 1
h iiber 4 h (siehe Abb. 13). Ursache hierfiir kann der Verlust der Aktivitédts des Pepsins sein.
Wie in Kapitel 5.2.2.1 gezeigt werden konnte, sinkt die Pepsinakititit nach 1 h auf die Hélfte
und nach 2 h ist keine Aktivitit mehr nachweisbar. Griinde konnen der Anstieg des pH-
Wertes und der Selbstabbau des Pepsins sein. Deshalb scheint vorwiegend die aufschlie3ende
Wirkung der Salzsdure fiir den Masseverlust verantwortlich zu sein.

Erfolgt die Zugabe von Pepsin mehrmals (inklusive pH-Neueinstellung), so kann ein signifi-
kant hoherer Masseverlust erreicht werden, als bei einmaliger Pepsinzugabe ohne pH-
Regulierung. Pepsin wurde alle 30 Minuten erneut zugegeben (10 Mal) und der pH-Wert neu
eingestellt. Die Kontrolle wurde nur mit Salzsdure inkubiert und ebenfalls alle 30 Minuten der
pH-Wert neu eingestellt. Es kommt zu einem signifikanten Unterschied des Masseverlustes
im Vergleich zum Abbau durch einmalige Zugabe der physiologischen Pepsinaktivitit. Dieser
Masseverlust kann auch durch eine einmalige Zugabe der {iber das Intervall zugegebenen Ge-
samtpepsinmenge (10 fache physiologische Pepsinkonzentration) und einer alle 30 Minuten
erfolgenden pH-Wert Neueinstellung erreicht werden.

Die mehrmalige Zugabe mit pH-Neueinstellung kommt dem natiirlichen Vorbild am néchs-
ten, da auch hier eine stindige Sezernation von HCI und Pepsin erfolgt. Da hier der Maf3stab
fiir die in vitroVerdauung der Abbaugrad ist, sind beide Mdglichkeiten gleichberechtigt. Auf-
grund des geringeren experimentellen Aufwandes wird die einmalige Zugabe der 10fachen
physiologischen Pepsinkonzentration favorisiert.

Der Anstieg des pH-Wertes wihrend der Inkubation mit HCI oder Pepsin/HCI ist eine Folge

der Aufschlussreaktionen. Der Anstieg betrdgt bis zu eine pH-Einheit, und kann somit bei
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einmaliger Zugabe von Pepsin/HCl ohne pH-Regulierung durchaus zur Inaktivierung des
Pepsins flihren. Nach der dritten Inkubation bleibt der pH-Wert bei mehrmaliger Zugabe kon-
stant.

Zusammenfassend ist bei kurzer Inkubationszeit kein Unterschied zwischen Pepsin und Pe-
spin- HCI Inkubation festzustellen, wihrend sich bei ldngeren Inkubationszeiten der Abbau
durch Zugabe von aktivem Pepsin erhoht. Somit scheint die Wirkung der Salzsdure in der
ersten Phase der Verdauung von entscheidender Bedeutung zu sein, wihrend der Abbau durch
Pepsin noch keine groBBere Rolle spielt. Es erfolgen erst der Aufschluss durch HCI und dann
der Abbau der aufgeschlossenen und somit frei zugidnglichen Proteine. Bei der in Abbildung
15 dargestellten Inkubation iiber 4 h erfolgte die Pepsinzugabe nur einmal, und der pH-Wert
wurde wihrend der Inkubation nicht mehr nachgestellt. Da Pepsin aber erst nach erfolgtem
Aufschluss durch die Salzsdure zu Wirken beginnt, war die Aktivitit des Pepsins schon zu
niedrig, um noch einen Einfluss auf den Abbau haben zu kdnnen. Dass dieser existiert zeigen
die Untersuchungen mit mehrmaligen Zugaben oder die Zugabe einer sehr viel hoheren Pep-
sinmenge. In diesen Féllen scheint zuerst der Aufschluss durch HCI zu erfolgen. Wenn dieser
erfolgt ist, ist aber immer noch (wegen der sehr hohen zugegebenen Aktivitit) oder wieder
(wegen der mehrmaligen Zugabe) Pepsinaktivitdt im Ansatz vorhanden. Dadurch kommt es
jetzt zum erhohten Abbau von Substrat durch Pepsin.

Der Abbau der mittels Salzséure freigesetzten Proteine durch Pepsin geschieht sehr schnell.
Dieser Abbau kann nicht mehr durch gravimetrische Methoden sichtbar gemacht werden, da
es sich um den weiteren Abbau von bereits gelosten und sich somit in der fliissigen Phase
befindlichen Substraten handelt.

Die eingesetzte Aktivitdt hat keinen groflen Einfluss auf die Geschwindigkeit des Abbaus, da
bereits geringe Mengen an Pepsin zu einem vollstindigen Abbau der Proteine fithren, der
schon nach wenigen Minuten beendet ist. Durch Zugabe der entnommenen Probe zu vorge-
legter gesattigter TRIS-Losung und sofortiger Inaktivierung des Pepsins konnte die Dauer des
Abbaus von BSA mit zwei Minuten bestimmt werden. Danach bleibt die Anzahl der freien
Gruppen konstant, was auf ein Ende des Abbaus schlieen ldsst.

Aus diesen Griinden sind nach 15 Minuten auch keine rekombinanten Proteine mehr nach-
weisbar. Dieser schnelle Abbau durch Pepsin wird auch durch die Untersuchungen mit TNBS
bestétigt. Dabei wurden die freien Aminogruppen mit TNBS bestimmt, die beim Abbau der
Proteine entstehen (Abb. 16). Der schnelle Abbau von u.a. rekombinant exprimierten Protei-
nen durch Pepsin wird durch die Untersuchungen von anderen Arbeitsgruppen bestitigt. So

konnte gezeigt werden, dass gereinigtes Cryl Ab (Bt-Toxin) aus transgenem Mais bereits nach
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ca. 30 Sekunden vollstindig abgebaut ist. Wird das Protein vor der in vitro Verdauung erhitzt,
verkiirzt sich die Abbauzeit auf 20 Sekunden (Okunuki ef al. 2002). Auch bei anderen Protei-
nen kommt es zu einem vollstindigen Abbau (Kalgaonkar und Lonnerdal 2008; Bejjani et al.
2007). dagegen gibt es einige wenige Proteine, die eine Resistenz gegen den Abbau durch
Pepsin zeigen, zum Beispiel die infektidse Form des Prionproteins (Madec et al. 1997), 2S
Albumin aus Sesamsamen und ns-LTP aus Weintrauben (Moreno 2007).

Im PAA-Gel kann der Abbau auch optisch verifiziert werden. Als Proteingemisch wurde
Milchpulver verwendet, welches aus vier unterschiedlich groBen Hauptbestandteilen (ca. 20
bis 25 kDa) besteht, die im Gradienten-PAA-Gel (4%-20%) sichtbar werden. Diese sind nach
dem Abbau durch Pepsin nicht mehr vorhanden. Dagegen ist im Groflenbereich von ca. 17
kDa ein Peptid zu erkennen und im Bereich von 5 bis 10 kDa ebenfalls. Diese sind aber sehr
gering konzentriert, und konnen nur einem geringen Anteil der Ausgangsmenge des Milch-
pulvers entsprechen. Auch die Bestimmungen mit BRADFORD aus den Versuchen mit
Pflanzenmaterial zeigen eine starke Abnahme der Proteinmenge in den ersten Minuten. Eben-
falls zu erkennen ist der Abbau des Pepsins durch sich selbst, was auch den Aktivitdtsverlust

des Pepsins erklart.

6.2.2.3 Aufschluss und Abbau durch Pankreatin und Gallenextrakt

Im dritten Teil der Verdauung werden Enzyme aus dem Pankreas und der Galle in den Diinn-
darm sezerniert. Die bei der Magenverdauung entstehenden Polypeptide werden im Diinn-
darm durch die Enzyme des Pankreas in Tri- und Dipeptide sowie Aminosduren gespalten.
Viele Verdauungssimulationen enthalten diesen Schritt (Glahn et al. 2002), einige wenige
lassen ihn weg (Liu et a/. 2004). Dabei ist dieser Schritt nicht nur wichtig fiir den weiteren
Abbau der Spaltprodukte des Pepsins, sondern auch der Abbau von Fetten geschieht durch die
Elastase des Pankreas. Wichtig fiir die enzymatischen Reaktionen ist die Neutralisation der
Salzsdure aus der Pepsininkubation. Die Enzyme des Pankreas bendtigen einen pH-Wert von
6,8. Mit der Konzentration an Hydrogenkarbonat der in der Literatur beschriebenen Modelle
(z.B. 0,1 M Oomen et al.) konnte die Neutralisation der Salzsdure nicht in ausreichendem
Malle erfolgen, da das Gesamtvolumen eine noch handhabbare Menge nicht {iberschreiten
sollte. Deswegen wurde die Salzsdure durch Zugabe von festen Natriumhydrogenkarbonat
neutralisiert und erst dann die Pankreatin/Gallenextrakt-Losung zugegeben.

Der Abbau von Futtermitteln durch Pankreatin und Gallenextrakt 14sst sich nicht mit der bis-
her verwendeten gravimetrischen Methode untersuchen, da es durch das Pankreatin-Gallen-

Gemisch zum Verstopfen der Glasfiltertiegel kommt. Dadurch kann die fliissige Phase nicht
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durch Absaugen entfernt werden, sondern es muss eine Trennung durch Zentrifugation erfol-
gen. Die anschlieBenden Anlysen erfogen dann wieder gravimetrisch. Die gravimetrischen
Ergebnisse, die mit diesen unterschiedlichen Trennmethoden gewonnen werden, sind jedoch
nicht vergleichbar. Dies konnte an erhohten Fehlern liegen, da es nicht immer gelang, die
Fliissigkeit vollstindig und ohne die Mitnahme von festen Partikeln zu dekantieren. Deswe-
gen mussten alle Verdauungsschritte nochmals mit einer Trennung durch Zentrifugation un-
tersucht werden, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Dabei ist eine signifikante Erho-
hung des Masseverlustes durch die pankreatischen Enzyme zu erkennen. Nach dem Abbau
durch Amylase (ca. 10%) bzw. Pepsin (33 %) steigt der Abbau durch Pankreatin und Gallen-
extrakt auf 47 % an, und kommt damit den Werten aus der in vivo Verdauung recht nahe (Di-
amond et al. 1997). Die Wirkung konnte auf dem Abbau der Lipide durch die Enzyme beru-
hen. Dadurch kann es zum Aufbrechen von Lipidmembranen und daraus bestehenden Vesi-
keln kommen. Die zuvor dem Wasser nicht zugénglichen, da von den lipophilen Lipiden um-
gebenen, Futtermittelbestandteile sind jetzt fiir den Abbau durch die in wéssriger Losung vor-
liegenden Enzyme verfiigbar. Auch die emulgierende Wirkung der Gallensduren kann fiir den
Masseverlust mitverantwortlich sein, da dadurch wasserunlosliche Stoffe in Micellen geldst
werden konnen, und somit in die wissrige, dann entfernte Phase gelangen.

Dass der Abbau auch auf die Wirkung der Enzyme zuriickzufiihren ist, kann durch den
Nachweis der Enzymreaktionen ermittelt werden. Dabei miissen die durch die Enzyme kata-
lysierten Reaktionen getrennt untersucht werden.

Der Abbau der bei der Spaltung durch Pepsin entstehenden Polypeptide durch Pankreatin-
16sung wird durch ein Gradienten-PAA-Gel sichtbar gemacht. Sowohl die durch Pepsin ent-
standenen Polypeptide, als auch die mit Pankreatin eingebrachten Proteine werden vollstin-
dig abgebaut. Auch durch die Zunahme der freien Aminogruppen konnte im zeitlichen Ver-
lauf der Abbau der Proteine nachgewiesen werden.

Zum Nachweis des Abbaus der Fette zu Fettsduren und Glycerin wurde zuerst das Rohfett
nach Weender gravimetrisch bestimmt. Es ergaben sich aber mit dieser Methode keine Unter-
schiede in der Masse des Rohfetts vor und nach der in vitro Verdauung. Ursache ist die Was-
serunloslichkeit der bei der Spaltung der Fette entstehenden Fettsduren. Auch im abgebauten
Zustand 16sen sie sich nicht in der wéssrigen, dann entfernten Phase, und werden genauso wie
die unabgebauten Fettsduren bei der Extraktion des Rohfettes mit Petrolether in die Rohfett-
fraktion iiberfiihrt. Der Nachweis des Fettabbaus erfolgte deshalb per Diinnschichtchromato-
graphie. Hier zeigte sich aber auch in den Proben, die nicht mit Enzymen behandelt worden

waren ein Abbau der Fette zu Fettsduren und Glycerin. Die Ursache hierfiir lag wahrschein-
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lich an der Aufschlussmethode der Weender Futtermittelanalyse (30 min in 4 M HCI kochen).
Dabei wurden die Fettsduren durch die HCI hydrolysiert. Um dies zu verhindern wurde der
Aufschlussprozess gedndert. An die Stelle des thermischen, sauren Aufschlusses kam ein me-
chanischer Aufschluss mit einer Kugelmiihle. Hierbei entsteht ein sehr feines (staubdhnliches)
Mahlgut, aus welchem sich anschlieBend mittels einer 24 h Kaltextraktion, wie bei der Ween-
der-Analyse mit Petrolether, in einem Rundkolben die Rohfette isolieren lieBen. Nach Filtra-
tion wird vom Filtrat der Petrolether abdestilliert, und das Rohfett kann als Massedifferenz
zum Leergewicht der Kolben ermittelt werden. Es konnten zwar keine Unterschiede in den
Massen der Rohfettfraktion festgestellt werden. Bei der anschlieBenden chemischen Untersu-
chung der Zusammensetzung des Rohfetts konnte allerdings der alleinige Abbau durch die
Enzyme der in vitro Verdauung nachgewiesen werden.

Die Banden der freien Fettsduren und Triglyceride konnten anhand von Standards identifiziert
werden. An Proben wurden sowohl das Ausgangsfutter als auch zwei Proben der in vitro Ver-
dauung (einmal aus einem Ansatz mit Enzymen und einmal aus der Kontrolle ohne Enzym-
zugabe) untersucht. Es wurden jeweils Proben aus mehreren Wiederholungen aufgetragen.

Es zeigen sich in den wichtigen Banden Ubereinstimmungen der Muster der unbehandelten
Probe und der Proben der in vitro Verdauung ohne Enzyme. In beiden Féllen waren unabge-
baute Triglyceride zu erkennen. Die Bande der freien Fettsduren hatte in beiden Féllen anné-
hernd die gleiche Intensitét (es wurden gleiche Mengen aufgetragen). Nur bei den Proben, die
dem Einfluss von Enzymen ausgesetzt waren, trat keine Bande im Bereich der Triglyceride
auf. Dafiir konnte eine deutliche Zunahme der Intensitét der freien Fettsduren festgestellt wer-
den. Durch einen enzymatischen Nachweis von Triglyceriden wurden diese visuellen Be-
obachtungen verifiziert. Dabei wurden mittels eines Kits eventuell vorliegende Triglyceride
abgebaut, und das Glycerin in einer Enzymreaktion sowie anschlieBend spektroskopisch
nachgewiesen. Einzig in den mit Enzymen behandelten Proben konnte kein Glycerin mehr
nachgewiesen werden. Ursache hierfiir ist die Wasserloslichkeit von Glycerin, welches sich
dadurch wihrend der in vitro Verdauung, wenn es nach der Spaltung der Fette frei vorliegt, in
der wissrigen Phase 10st, und bei der Phasentrennung aus dem Ansatz entfernt wird. Ohne
Enzymeinwirkung liegt das Glycerin in den in wasserunldslichen Fetten vor, und bleibt in der

festen Phase enthalten.
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6.2 In vivo Verdauung

(Andre Kacholdt)

Der Abbau von Futtermitteln in vivo kann nur indirekt iiber sich unterschiedlich verdndernde
Bestandteile der Weender Analyse erfolgen. Ein Nachweis der Abbauprodukte oder des voll-
staindigen Abbaus von einzelnen Nahrungsbestandteilen ist wegen der endogenen Sekretion
nicht moglich. Durch die endogene Sekretion ist es nicht moglich den Ursprung von nachge-
wiesenen Verbindungen eindeutig dem Abbau aus der Nahrung zuzuordnen. Freie Fettsduren
konnen sich auch bilden, wenn Zellen der Darminnenwand abgerieben werden und anschlie-
end abgebaut werden. Ebenso kann auch bei Peptiden und Aminosduren nicht entschieden
werden, ob es sich um Abbauprodukte handelt oder um endogene Sekretion, zum Beispiel aus
abgeschliffenen Zellen freigesetzte Peptide oder Aminosduren oder Proteine aus dem Pan-
kreas. Somit kann das Vorhandensein der Abbauprodukte nicht als Beweis fiir den Abbau von
Futtermitteln gewertet werden. Nur der Abbau der gentechnisch eingebrachten Proteine wére
mittels ELISA direkt messbar, wenn die entsprechenden Antikdrper verfiigbar sind. In diesem
Fall kann auch nur der nichterfolgte Abbau nachgewiesen werden, da in diesem Fall das noch
vorhandene Protein detektiert werden kann. Ob die Abbauprodukte nachweisbar sind, hingt

von der Erhaltung der Epitope ab.
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Abb. 43: scheinbare in vitro Verdaulichkeiten von Jungsauenaufzuchtfutter (JSAF)
und Kartoffeln (A-CY)
Anhand des internen Markers kann der Abbau des Futters in der Gesamtheit sehr gut nach-
vollzogen werden. Da der Marker absolut betrachtet konstant bleibt, die Bezugsgrofie sich
aber durch die Resorption verringert, ist die prozentuale Zunahme des internen Standards ein

Mal fiir die Resorption des Futtermittels. Aus dem Ansteigen des internen Markers auf ca.
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200 % des Ausgangswertes im Futtermittel kann auf einen Abbau von 50% des Futtermittels
geschlossen werden. Bei dem, die rohen Kartoffeln enthaltenen, Futtermittelgemisch A-CY
kann ein Abbau von 26 % errechnet werden.

Angaben iiber die Anderung der Gehalte an den Fraktionen der Weender-Analyse (im Futter-
mittel und dem Inhalt des Verdauungstraktes) konnen mit der scheinbaren Verdaulichkeit (Sy)
angegeben werden. Dabei wird der Abbau der jeweiligen Anteile prozentual angegeben. Die
Einfliisse der endogenen Sekretion bleiben unberiicksichtigt. Deshalb handelt es sich um die
scheinbare Verdaulichkeit. Fiir die Bestimmung der wahren Verdaulichkeit (W) miisste vor-
her jeweils der endogene Anteil durch eine Fiitterung mit einem jeweiligen parameterfreien
Futtermittel ermittelt werden, und von der scheinbaren Verdaulichkeit subtrahiert werden. In
den Abbildung 46 sind die scheinbaren Verdaulichkeiten fiir zwei verschiedene Futtermittel
dargestellt. Bei A-CY handelt es sich um ein Futtermittelgemisch (1000g rohe Kartoffeln und
600 g Jungsauenaufzuchtfutter). Uber die scheinbaren, ilealen in vivo Rohproteinverdau-
lichkeiten der einzelnen Komponenten und deren Mischungsverhiltnis ist es moglich die
Verdaulichkeit des Gemisches zu berechnen. Drochner et al. hat 1988 die ileale (18,7 %),
colonale (25,1 %) und die scheinbare Gesamtverdaulichkeit (42,4 %) von Rohprotein bei der

Verfiitterung von rohen Kartoffeln an Schweinen bestimmt.

Tab. 21: scheinbare, ileale in vivo Verdaulichkeiten des Rohproteins verschiedener Futtermittel in %

Pell. Futter rohe Kart. (Drochner et al.) A-CY (Gemisch) A-CY (Gemisch)

Bestimmt berechnet

S, (RP) in vivo 64,88 18,7 41,93 35

Der berechnete Wert fiir die Rohproteinverdaulichkeit des Futtermittelgemisches betragt 35
%, und liegt niedriger als das bestimmte Ergebnis von 42 %(Tab. 21). Dabei sind die prozen-
tualen Anteile der rohen Kartoffeln und des pelletierten Futters im A-CY Gemisch zu bertick-
sichtigen, welches sich nicht zu gleichen Teilen aus den beiden Komponenten zusammensetz-
te. Auch die bei Drochner ef al. 1988 ermittelten Rohproteinverdaulichkeiten von Futtermit-

telgemischen liegen zwischen den Rohproteinverdaulichkeiten der einzelnen Komponenten.
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6.3 Entwicklung einer in vitro Methode

(Andre Kacholdt)

Aus den Untersuchungen zu den Wirkungen der Enzyme, den ermittelten natiirlichen Werten
und Angaben aus verschiedenen Literaturquellen ist die Methode zum in vitro Abbau von
Futtermitteln entwickelt worden.

Wie schon in verschiedenen anderen Arbeiten gezeigt wurde, sind alle drei Verdauungsschrit-
te in vitro simulierbar. Der Grad des Abbaus der einzelnen Substrate durch die Verdauungs-
enzyme ldsst sich in vitro gut simulieren und auch quantitativ bestimmen. Der Abbau aller
drei Hauptbestandteile der Nahrung (Polysaccharide, Proteine und Fette) konnten sowohl
durch den Nachweis der Reaktionsprodukte als auch durch den Abbau der Ausgangsstoffe
eindeutig nachgewiesen und quantifiziert werden.

Viele in vitro Methoden verzichten auf die Simulation des Abbaus der Polysaccharide durch
a-Amylase im Mund. Die entwickelte in vitro Verdauung soll jedoch die Verdauung des Mo-
nogasters simulieren. Der Speichel von Menschen und die Schweine, als wichtigste Vertreter
der Monogaster) enthilt Speichelamylase. Deshalb wurde die Inkubation mit a-Amylase als
essentieller Schritt der Simulation der Verdauung bei Monogastriern erachtet, so dass nur eine
dreistufige Simulation in Betracht kommt. Diese Ansicht wird von den Ergebnissen unter-
stiitzt, die zeigen, dass sich die Abbaugrade zweier konstanter Versuchsfuttermittel signifikant
voneinander unterschieden, wenn der eine vorher mit a-Amylase inkubiert wird. Da als Mal3-
stab der Qualitdt der in vitro Verdauung die maximale Anndhrung des Masseverlustes an den
der in vivo Verdauung angesehen wird, sollte eine, sich an der Natur orientierende in vitro
Methode den Schritt der Verdauung in der Mundhohle ebenfalls abbilden.

Bei allen drei Verdauungsstufen konnten anhand der zeitlichen Verldufe des Masseverlustes

Mindestbehandlungszeiten in einer in vitro Methode ermittelt werden (Tab. 22).

Tab. 22: Mindestinkubationszeiten bei den einzelnen Verdauungsschritten

Verdauungsschritt Mund Magen Diinndarm

Mindestinkubationszeit 30 min 3h 3h

6.3.1 Simulation der Mundhéhlenverdauung

Die gewdhlte Inkubationsdauer bei a-Amylase orientiert zum einen an in der Literatur ver-
fiigbaren Methoden, in welchen eine 30 miniitige Inkubation mit Amylase enthaltenden Puffer
zur Simulation der Mundhdhlenverdauung verwendet wird. Dies stimmt der natiirlichen Ein-
wirkzeit iiberein, wenn man die spétere Inaktivierung im Magen beriicksichtigt. Bei der Be-

stimmung der Einwirkdauer muss die erst allméhlich erfolgende Durchmischung des Nah-
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rungsbreis im Magen berlicksichtigt werden. Somit in die erforderliche Inkubationszeit nicht
gleichzusetzen mit der Zeit, die beim Schwein von der Nahrungsaufnahme bis zum Abschlu-
cken vergeht. Bei in vitro Verfahren wird jedoch aufgrund der besseren Durchmischung mit
erhohtem Fliissigkeitseinsatz gearbeitet. Deshalb kommt es in vitro, im Gegensatz zu in vivo,
aufgrund der besseren Durchmischung zu einer sofortigen Inaktivierung der a-Amylase. Die
Zeitspanne, die diese in vivo noch im Magen aktiv ist, muss in vitro beim ersten Schritt mit
simuliert werden.

Da auf der anderen Seite Inkubationszeiten von mehr als einer Stunde keinen Einfluss auf den
Abbau haben, und anhand der molekularbiologischen Untersuchungen zum Abbau der Poly-
saccharide gezeigt werden konnte, dass die vorhanden Mehrfachzucker innerhalb von weni-
gen Minuten abgebaut sind, ist eine Reaktionsdauer von 30 Minuten festgelegt worden. Dies
ist auch eine gute Anndhrung an die natiirlichen Bedingungen, da im Magen eine Zeitdauer
von ca. 30 Minuten bis zur vollstindigen Durchmischung des Futters mit Magensdure ange-
nommen werden kann. Erst diese ist es schlieBlich, die durch die Verringerung des pH-Wertes
auf ca. zwei bis drei zur Inaktivierung der a-Amylase fiihrt, und somit den Abschluss fiir die-

se Reaktion bildet.

6.3.2 Simulation der Magenverdauung

Im Anschluss wird der Abbau der Proteine durch Pepsin simuliert. Dieser Schritt fiel in der
Literatur durch die Vielzahl an beschriebenen methodischen Parametern auf. Durch Orientie-
rung am Vorbild Schwein und den Untersuchungsergebnissen konnte ein sich an den notwen-
digen und natiirlichen Bedingungen orientierender Simulationsschritt entwickelt werden. Der
diesem zugrunde liegende pH-Wert ist durch Untersuchungen am Tier bestimmt worden.

Da Pepsin bei pH-Werten liber 4 irreversibel deaktiviert wird, ist es zwingend notwendig,
schnellstmdglich nach Zugabe von Pepsin/HCI-Losung den pH-Wert von ca. 6,0 - 6,5 auf ca.
1,5 - 2,0 abzusenken. Um die mit der Amylase zugesetzte Pufferkapazitit zu verringern, wur-
de die Amylasekonzentration erh6ht, und somit das Puffervolumen und auch die Pufferkapa-
zitdt verringert. Falls dies nicht ausreichen sollte, um den notwendigen niedrigen pH-Wert zu
erreichen, wurde dieser mit konzentrierter Salzsdure eingestellt.

Da es wihrend der Verdauung im Magen stindig zur Freisetzung von Pepsin kommt, wurde
der Einfluss eines Verdauungsmodells untersucht, in dem mehrmals Pepsin zugegeben wird.
Dabei konnte ein mit zunehmender Anzahl an Pepsinzugaben steigender Abbaugrad festge-
stellt werden, der wesentlich liber dem der einmaligen Pepsinzugabe lag. Die Unterschiede im

Abbaugrad wurden aber mit weiteren Zugaben immer geringer, und nach neun Zugaben
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konnte kein weiterer Masseverlust mehr festgestellt werden, so dass davon ausgegangen wird,
mit neun nacheinander erfolgenden Pepsinzugaben ist der maximal mdgliche in vitro Abbau
erreicht. Nach sechs Zugaben lag der Abbaugrad bei iiber 95 % des maximal erreichbaren
Abbaus, weswegen dies als ausreichend angesehen wurde. Dieser Abbaugrad reicht néher an
die natiirlichen Bedingungen heran, als bei der einmaligen Zugabe einer physiologischen Pep-
sinkonzentration.Spétere Versuche zeigten aber, dass es auch mit einmaligen Zugaben von
Pepsin moglich war, einen so hohen Abbaugrad zu erreichen. Dazu musste allerdings wesent-
lich mehr als die physiologische Pepsinaktivitit zugegeben werden. Da sich durch eine ein-
malige Zugabe der Versuchsablauf wesentlich vereinfacht, wird die Magenverdauung mit
einer einmaligen Zugabe einer unphysiologischen Aktivitdt simuliert, deren Ergebnis aber mit

einem, die in vivo Verdauung nachahmenden Versuchsdesign sehr gut iibereinstimmt.

6.3.3 Simulation der Diinndarmverdauung

Die Einbeziehung der Enzyme, die in der Bauchspeicheldriise gebildet werden (z.B. Amin-
opeptidasen; Qiao 2004) in die in vitro Systeme ist schwierig, da sie in der Vielzahl nicht ein-
zeln kommerziell verfiigbar sind. Deshalb werden, in Ubereinstimmung mit verschiedenen,
bereits publizierten Quellen, nicht die reinen Enzyme, sondern ein

natiirliches Enzymgemisch, das Pankreatin verwendet. Dazu wird die Verwendung von Gal-
lenextrakt , gebildet in der Leber und fiir die Emulgierung der Fette verantwortlich, empfoh-
len.Die Inkubation mit Pankreatin und Gallenextrakt musstete wie schon beschrieben anders
untersucht werden. Es konnten weder in vivo Daten ermittelt werden, noch gelang es die Re-
aktion gezielt zu beenden und somit Zeitverldufe des Abbaus zu bestimmen. Da aber die in
vivo Verweildauern zu den der vorliegenden in vitro Methoden passten, wurde dieser Schritt
aus der Literatur iibernommen. Es konnte nachgewiesen werden, dass zur optimalen Simula-

tion (maximaler Masseverlust) die Zugabe beider Substanzen notig ist.

in vitro Verdauungssimulation nach Bruch und Kacholdt:

Simulation der Mundverdauung: 10 U/ml a-Amylase 30 Minuten bei 37°C
Simulation der Magenverdauung: 200 U/ml Pepsin 3 h in 0,01 M HCI (pH=2,0)
Simulation der Diinndarmverdauung: 2 h je 4 g/l Pankreatin und Gallenextrakt in

0,2 M NaHCOs3 3 h bei 37°C

ADbD. 44: Schema der entwickelten in vitro Simulation
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Durch diese Versuche konnte die Simulation von Oomen et al. 2002 iibernommen werden, da
gezeigt worden ist, das diese den natiirlichen Bedingungen sehr nahe kommt. Danach erfolgt
durch Zentrifugation die Trennung der Feststoffe von der fliissigen Phase. Dies entspricht der
Resorption, da alles in Fliissigkeiten Geldstes resorbierbar ist. Die fliissige Phase kann nun

auf Abbauprodukte untersucht werden.

6.3.4 Vergleich des in vivo und in vitro Abbaus

Ein Tierversuch stellte die Basis fiir den Vergleich von in vivo und in vitro Abbau der Fut-
termittel dar. Die Tiere wurden mit Jungsauenaufzuchtfutter sowie transgenen Kartoffeln ge-
fiittert. Der Transport der rekombinanten Proteine in den Organismus, der in vivo Abbau des
Futtermittelgemischs und der Vergleich mit dem in vitro Abbau sowie der Abbau der rekom-
binanten Proteine in Verlauf der Verdauung sollte untersucht werden. Dazu wurden die Tiere
getotet und Proben aus den verschiedenen Abschnitten des Verdauungssystems entnommen.
Der Abbau von Futtermitteln wurde mittels der Weender Analyse untersucht. Zwar ist ein in
vitro Ansatz frei von endogenen Substanzen, die die Analyse verfélschen, aber der Aufwand
einer Quantifizierung iiber die Abbauprodukte ist deutlich hoher anzusehen als iiber die We-
ender Analyse. Des Weiteren sind beide Verdauungsvarianten besser miteinander vergleich-
bar, wenn sie mit denselben Methoden untersucht werden.

Bei der Bestimmung der scheinbaren Verdaulichkeiten in vivo kommt es zu sehr starken tier-
individuellen Unterschieden bei der Bestimmung der Markerkonzentration (SURA von 0,46
% TS bis 1,45 %TS) im Chymus der Tiere. Da diese sich sehr stark auf die scheinbaren Ver-

daulichkeiten auswirkt, unterliegen auch diese Werte sehr starken Schwankungen.

Tab. 23: S.E. in % des Mittelwertes bei verschiedenen in vivo und vitro Bestimmungen

verschiedene in vitro Verdauungsprofile A-CY A-CY JSAF JSAF

(JSAF) in vitro in vivo Magen Tleum

3,19 % 3,01% 1,77 % 254%  2,16%  538%  31,62% 6,3 %

Das betrifft vor allem die SURA-Werte der Magenproben, bei denen der kleinste Wert 0,46
und der grofite Wert 1,45 betrdgt. Beim Ileum sind die Werte homogener, allerdings betragt
der Stichprobenumfang auch nur fiinf, im Vergleich zu den Magenproben, bei denen ein n =
10 erreicht werden konnte (bei der Halfte der Tiere kam es zu Defekten des Darmes und daher

konnten keine Proben entnommen werden). Da diese SURA Werte aber einen entscheidenden
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Einfluss auf die scheinbaren Verdaulichkeiten haben, kommt es auch hier zu entsprechenden
Abweichungen.

Bei der Verdauung in vitro wurden jeweils drei parallele voneinander unabhéngige Versuche
durchgefiihrt. Die Abweichungen sind hier wesentlich geringer. Somit ist die in vitro Methode
unter dem Gesichtspunkt der Homogenitét der Ergebnisse wesentlich besser geeignet. Der
tierindividuelle Einfluss ist hier nicht gegeben. Das ist ein groer Vorteil einer in vitro Me-
thode, neben der bereits in der Einfiihrung genannten guten Reproduzierbarkeit der Ergebnis-
se. Diese Ergebnisse konnten fiir die in vitro Versuche durch die Erh6hung der Wiederholun-
gen eventuell noch verbessert werden. Da die Werte aber so schon sehr homogen sind, ist die
Notwendigkeit fraglich.

Beim in vitro Abbau kann der Anteil des Futtermittels, welches durch die Enzyme und Lo6-
sungen abgebaut wird, nicht nur indirekt {iber den internen Marker, sondern auch direkt durch
die Differenz der Masse vor und nach dem in vitro Verfahren bestimmt werden. Die Methode
des internen Markers kann dadurch verifiziert werden (siche Tab.19). Aus den Daten der Ta-
belle 23 kann errechnet werden, dass bei der in vitro Verdauung von JSAF 40 % des Futters
abgebaut werden. Bei der Futtermischung mit den rohen Kartoffeln ldsst sich in vitro iiber den
internen Marker ein Abbau von nur 13 % errechnen.

In vitro konnten verschiedene Einflussfaktoren untersucht werden, wie zum Beispiel der Ein-
fluss der KorngrdfBe. Fiir derartige in vivo Untersuchung wire das Toten mehrerer Tiere notig.
Es zeigte sich, dass die Korngrofe des Futtermittels bei dem verwendeten Jungsauenaufzucht-

futter keinerlei Einfluss hat.

Tab. 24: scheinbare in vitro und in vivo Verdaulichkeiten Sv von A-CY und JSAF

Weender in vitro in vivo

Parameter A-CY JSAF A-CY Drochner  JSAF
RA 29,41 5,51 31,14 68,35
S.E. 0,95 0,45 5,39 5,05
RP 22,33 61,54 51,39 42,4 64,87
S.E. 1,95 2,30 4,18 7,13 6,52
RF 27,30 4,92 25,88 34,69
S.E. 1,14 3,00 5,44 5,62

Beim Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter sind die groBten Ubereinstimmungen zwischen in

vivo und in vitro festzustellen. Stirke wird durch die Weender Analyse nicht erfasst. Der
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Rohfettabbau kann ebenfalls nicht durch die Weender Analyse nachgewiesen werden (Kapitel
3.2.4.6.). Somit ist das Rohprotein der Parameter, der am meisten von der Verdauung beein-
flusst wird, da hier der Grofteil der Fraktion abgebaut wird und der groffte Masseverlust auf-
tritt. Da die in vitro Verdauung mit dem Hintergrund des Abbaus von gentechnisch verdander-
ten Proteinen entwickelt wurde, ist das Rohprotein der bedeutendste der Weender-Parameter.

In Tab. 25 sind die scheinbaren in vitro und in vivo Verdaulichkeiten dargestellt. Die Werte
sind je nach Futtermittel verschieden und liegen in der Zusammensetzung der Futtermittel
begriindet. Dieser Unterschied tritt sowohl in vivo als auch in vitro auf, was wiederum als
Indiz fiir eine Ubereinstimmung der Ergebnisse der in vitro Verdauung mit dem natiirlichen
Verdauungsvorgingen aufgefasst werden kann. So sind die Verdaulichkeiten von Futtermit-
telmischungen, die einen hohen Anteil an rohen Kartoffeln enthalten, signifikant niedriger als
die des Jungsauenaufzuchtfutters. Dies ist wahrscheinlich in der Struktur des Futters begriin-
det. So handelt es sich beim Jungsauenaufzuchtfutter um ein gemahlenes und anschlieBend
pelletiertes Trockenfutter, welche keinerlei zelluldre Struktur mehr aufweist. Deshalb liegen
alle Stoffe fiir den Abbau durch Enzyme frei vor. Bei den rohen Kartoffeln dagegen sind die
Inhaltsstoffe durch Zellwidnde gut gegen den Abbau geschiitzt. Da die Kartoffeln roh verfiit-

tert wurden, sind die Bestandteile auch nicht durch Kochen aufgeschlossen worden.

6.4 Abbau von Proteinen

(Mandy Bruch)

Risiken fiir die Gesundheit konnen nur dann von gentechnisch verénderten Proteinen verur-
sacht werden, wenn diese in den Organismus gelangen. Wie bereits erldutert, ist dazu das
Herauslosen aus der festen Nahrung notig. Nur geldste Bestandteile sind potentiell resorbier-
bar. Deshalb sind die Betrachtungen der Weender Daten eigentlich nur fiir die Beurteilung der
in vitro Verdauung im Vergleich mit der natiirlichen Verdauung wichtig, und nicht fiir Aussa-
gen liber mogliche Gefahren, die durch die Nahrungsaufnahme entstehen konnen. Zur Ein-
schitzung dieser Gefahren ist ausschlieBlich eine Betrachtung der fliissigen Phase ausschlag-
gebend. Die wihrend der Verdauung in den festen Bestandteilen verbleibenden Proteine wer-
den mit ebendiesen am Ende des Verdauungsprozesses wieder ausgeschieden, und kénnen
somit keine Gefahr fiir die Gesundheit des verdauenden Organismuses darstellen.

Unter diesen Voraussetzungen finden die fiir die Allergenitit und Toxikologie entscheidenden
Prozesse in der fliissigen Phase statt. Die Fragen konnen aber nicht mehr im Rahmen dieser in
vitro Verdauung untersucht werden. Dieses Verfahren kann allerdings ein Substrat zur Verfii-

gung stellen, welches in Ubereinstimmung mit den Abbauprodukten im natiirlichen Umfeld
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steht, zumindest bei den Abbauprodukten der jeweiligen Futtermittel. Somit sollte die fliissige
Phase der in vitro Verdauung recht gut mit denen iibereinstimmen, was man auch im Ileum
finden wiirde.

Der Abbau der Proteine in vitro scheint sich bei den untersuchten Proteinen, so zeigen die
Untersuchungsergebnisse, nicht vom in vivo Abbau zu unterscheiden. Allerdings wurde im
Rahmen dieser Arbeit nur ein Protein in vivo untersucht (NPTII). Hier ergaben sich allerdings
sehr gute Ubereinstimmungen zwischen den beiden Methoden. Uberall konnte ein schneller
bzw. sofortiger Abbau von NPTII festgestellt werden. Dies deckt sich auch mit den aus der
Literatur bekannten Untersuchungsergebnissen (Fuchs ef al. 2001). Dabei ist allerdings zu
beriicksichtigen, dass aus der Simulation der Diinndarmverdauung keine Proben analysiert
werden konnten, da die zugegebenen Verdauungsenzyme die immunologischen Nachweisre-
aktionen negativ beeinflussten. Alle Versuche (Hitzeinaktivierung, Dialyse) dieses Problem
zu l6sen, scheiterten. Allerdings bestitigt das Auftreten von NPTII im Duodenum die Ergeb-
nisse aus den Arbeiten von Fuchs ef al. 2001. Denn nur ein, im Vergleich zum Pepsinabbau,
verlangsamter Abbau durch Pankreatin und Gallenextrakt kann das Vorhandensein von intak-
tem Protein in den ersten Darmabschnitten erklaren.

Uberhaupt ist der Einfluss der in vitro Verdauung auf den Abbau der Proteine recht gering.
Dafiir sprechen die vielen unterschiedlichen Methoden, die in der Literatur beschrieben sind,
und die alle die erfolgreiche Simulation der Verdauung beschreiben. Die Ergebnisse, vor al-
lem unter Betrachtung der Literaturdaten, zeigen ein Bild, bei der die genauen Bedingungen
der in vitro Verdauung nur eine geringe Rolle spielen. Vielmehr ist die Resistenz gegen den
Abbau durch die Verdauungsenzyme eine Eigenschaft der jeweiligen Proteine selbst. Die
Aufgabe einer Verdauungssimulation ist es nur, den Verdauungsenzymen einen Zugang zu
den Proteinen zu verschaffen, indem sie durch die Wirkung der Salzsdure die Strukturen auf-
brechen und fiir einen Aufschluss der Proben sorgen. Aus diesem Grund kommt auch keine
einzige der in der Literatur beschriebenen Methoden ohne diesen Schritt aus. Anhand der Er-
gebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dieser Schritt der entscheidende fiir den
Aufschluss ist. Der Masseverlust bei der Inkubation mit HCI-Pepsin ist von der Konzentration
des Pepsins vollig unabhingig. Des Weiteren ist der Masseverlust (der eine Folge der auf-
schlieBenden Wirkung ist) auch ohne Pepsin genauso gro3 wie bei Anwesenheit von Pepsin.
Das Enzym hat somit keinen Einfluss auf den Aufschluss. Aus diesem Grund kann auch die
Konzentration bzw. Aktivitéit des Pepsins keinen Einfluss auf den Aufschluss der Futtermittel
haben. Da die Stabilitdt gegen den proteolytischen Abbau eine Eigenschaft der Proteine ist,

kann der genaue Ablauf der in vitro Verdauung den Abbau nicht beeinflussen. Allerdings
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konnen die Proteasen nur Proteine abbauen, die in wassriger Losung vorliegen. Hier kommt
nun die Hauptaufgabe der simulierten Verdauung. Sie muss einen, mdglichst naturnahen Auf-
schluss der Substrate ermoglichen. Denn nur dadurch kénnen die Proteine in die wassrige
Phase libergehen. Aus diesem Grund erfolgte auch die Entwicklung der meisten in vitro Me-
thoden. Sie untersuchen die Bioverfiigbarkeit von Substanzen, z.B. Schwermetalle aus belas-
teten Boden (Oomen et al. 2002). Fiir die Simulation der Bioverfligbarkeit, noch dazu aus
derartig strukturlosen, leicht aufschlieBbaren Erden geniigt die einfache Simulation. Da es
sich hierbei nicht um organisches Material handelt, spielt auch die Konzentration an Enzymen
keine Rolle. Das scheint auch der Grund zu sein, dass in allen Modellen nie nach der Uberein-
stimmung mit den natilirlichen Begebenheiten geschaut wurde. Es ist ausreichend, in diesen
Fillen eine einfache Simulation ohne grofle Verifizierung einzusetzen. Mochte man aber die
Verdauung von organischem Material untersuchen, und die Auswirkungen der Abbauproduk-
te auf die Prozesse im Organismus, so kommt den Enzymen eine entscheidende Rolle zu.
Zum einen sind sie es, die zu den Abbauprodukten fiihren, andererseits beeinflussen sie den
Aufschluss betrichtlich, wie zum Beispiel Gallenextrakt. Deshalb ist fiir die Fragestellung:
werden (gentechnisch) verdnderte Proteine abgebaut, die wichtigste Erkenntnis, ob sie im
Verdauungssystem des entsprechenden Organismus iiberhaupt freigesetzt werden konnen,
und ob es Faktoren gibt, die diese Freisetzung beeinflussen. Der Abbau selbst sollte, moglich
mit gereinigten Proteinen in vitro untersucht werden, da eine in vitro Verdauung mit komplet-
tem Pflanzenmaterial hier zu komplex ist. Die in den Pflanzen enthaltenen Stoffe konnten die
immunologischen Nachweise storen. Sollte allerdings ein gereinigtes Protein nicht verfiigbar
sein, so kann als Ersatz dieses Protein enthaltende Pflanzenmaterial zum Einsatz kommen.

Dagegen kann nur eine solche, wie die hier entwickelte in vitro Verdauung das komplexe
Gemisch der verschiedensten Oligopeptide und Oligosaccharide anndhernd entstehen lassen,
das bei der natiirlichen Verdauung entsteht. Mit diesem kann anschlieBend die allergene oder

toxische Wirkung der simuliert verdauten Nahrungs- und Futtermittel untersucht werden.

6.4.1 Abhiingigkeit der Proteinfreisetzung und des Proteinabbau vom Pflanzenmaterial

(Mandy Bruch)

Um die Abhéngigkeit der Proteinfreisetzung sowie des Proteinabbaus von eingesetzten Pflan-
zenmaterial und der Art des Ausschlusses zu untersuchen, wurde sowohl frisches als auch
gefriergetrocknetes Material eingesetzt. Meist werden in Forschungsprojekten, die sich mit
den Auswirkungen von gentechnisch modifizierten Pflanzen auf tierische Organismen und der

eventuellen Aufnahme von Fremdproteinen iiber den Verdauungstrakt beschiftigen, mit ge-
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friergetrockneten Materialien gearbeitet. Bedeutung hat die Gefriertrocknung insbesondere
bei der Konservierung von wasserhaltigen Probematerialien tierischer oder pflanzlicher Her-
kunft. Durch den Wasserentzug kann das Ablaufen chemischer Reaktionen, z. B. der Abbau
von Proteinen, fast vollstindig unterbunden werden. Die Pharmaindustrie setzt Lyophilisat
(z.B. bei Antibiotika) darliber hinaus wegen seiner guten Losungseigenschaften ein (Maier,
2003).

Bei Fiitterungs- bzw. Immunisierungsversuchen wird neben Lyophilisat auch Frischmaterial
eingesetzt. Auch bei unabsichtlichem Verzehr von transgenen Pflanzen werden diese als
Frischmaterial aufgenommen. Aus diesem Grund wurde zundchst die Gesamtproteinfreiset-
zung aus Kartoffel- und Tabakmaterial, ohne den Einfluss von Abbauprozessen durch Enzy-
me und HCI, bestimmt. Voruntersuchungen zum Losungsverhalten haben gezeigt, dass a-
Amylase keinen Einfluss auf die Freisetzung des Gesamtproteins hat (Bruch und Kacholdt
unverdffentlicht). Deshalb wurde auf den Einsatz von a-Amylase verzichtet. Die Versuche
zur Gesamtproteinfreisetzung wurden in PBS (phosphatgepufferte Salzlosung) durchgefiihrt
und auf Unterschiede im Freisetzungsverhalten von Proteinen zwischen gehéickseltem
Frischmaterial und Lyophilisat untersucht. Es wurde angenommen, dass der Freisetzungsver-
lauf des Fremdproteins mit dem des Gesamtproteins korreliert und dass der Hickselvorgang
den Kauprozess im Mund beziiglich der entstehenden PartikelgroBen relativ gut nachempfin-
det. Die Versuche zeigen, dass das verwendete Kartoffelmaterial bei gleicher Einwaage so-
wohl im frischen als auch im lyophilisierten Zustand circa 2 — 4 mal so viel Protein freisetzt
wie die Tabakproben. Dieses Ergebnis deutet auf einen allgemein héheren Proteingehalt in
den Kartoffelknollen hin und wird durch Angaben in der Literatur bestétigt. Danach enthalten
frisch geerntete Kartoffelknollen etwa 76 % Wasser, ca. 2,2 % Eiweil und ca. 12 — 18 %
Stirke. Die Blitter des Tabaks bestehen dagegen zu 85 % aus Wasser und zu ca. 1,5 % aus
Eiweil} (Geisler, 1991). Substanzverluste bei den Kartoffelknollen, die wihrend der Lagerung
auftreten, werden vorwiegend durch Wasserverdunstung verursacht. Im Durchschnitt wird mit
Verdunstungsverlusten von 0,8 — 1,0 % pro Monat gerechnet (Entrup und Oehmichen, 2000).
Die in den Freisetzungsversuchen als Frischmaterial verwendeten Kartoffelknollen waren
zum Versuchszeitpunkt bereits 9 Monate gelagert, so dass von einem lagerungsbedingten
Wasserverlust von etwa 10 % ausgegangen werden kann. Neben dem Wasserverlust traten in
den Knollen durch Atmungsprozesse stoffliche Umwandlungsprozesse auf. Hierbei wird
Stiarke zu Zucker abgebaut und der Proteinanteil nimmt ab.

Eine weitere Begriindung der unterschiedlichen Proteingehalte liegt in den unterschiedlichen

Gewebestrukturen von Knollen und Bléttern. Das Tabakblattgewebe besitzt einen schichten-
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formigen Aufbau und bildet an den Blattunter- und Oberseiten eine schiitzende Epidermis
mit Kutikula aus. Diese Barriere verzogert die Wassereinlagerung und erschwert deshalb das
Herauslosen von Makromolekiilen (z.B. Proteinen) aus dem Zellverbund. Dariiber hinaus
werden durch das Feinhdckseln nicht alle faserhaltigen Gewebeschichten mitsamt ihren Zel-
len beschédigt und es entstehen nur verhéltnisméBig kleine Schnittflichen an den Blattstii-
cken, d. h. die Blattstruktur bleibt im Groflen und Ganzen erhalten. Hierdurch verbleibt ein
gewisser Anteil an Eiweillmolekiilen in den Zellen, insbesondere in den Vakuolen, ohne das
ein Ubertritt ins PBS stattfindet. Kartoffelknollen hingegen besitzen einen schwammartigen
Gewebeautbau ohne Faserstrukturen, aber mit vielen eingelagerten Stirkegranula. Aus diesem
Grund wird das Gewebe der Kartoffelknolle beim Feinhdckseln stérker beschédigt und kann
demnach auch mehr zelluldres Protein freisetzen. Dies wiirde, unabhingig von der Auf-
schlussart, den relativ groen Unterschied im erzielten Proteinfreisetzungsniveau zwischen
Tabak und Kartoffeln erklaren.

Die Zeit, die bis zum Eintreten des Séttigungszeitpunktes (d.h. bis zur maximalen Proteinfrei-
setzung) verstreicht, ist sowohl innerhalb der einzelnen Pflanzenarten, als auch innerhalb der
untersuchten Sorten nicht signifikant von der Aufschlussart abhéngig. Es kann davon ausge-
gangen werden, dass alle EiweiBmolekiile, die innerhalb der 120- mintitigen Zeitspanne nicht
in Losung gegangen sind, in den Zellen eingeschlossen sind. Im Gegensatz zum Tabak ist die
Freisetzung beim Kartoffelmaterial nach kiirzerer Zeit abgeschlossen, da Proteine aus einer
granulaartigen Gewebestruktur mit grofer innerer Oberfléche schneller in Losung tlibertreten.
Der Vergleich der beiden Aufschlussarten innerhalb einer Pflanzenart (transgene und na-
hisogene Pflanzen zusammengefasst) zeigt hinsichtlich der Gesamtproteinfreisetzung signifi-
kante Unterschiede im Niveau der erzielten Sattigungskonzentrationen. Danach setzt Kartof-
fellyophilisat im Durchschnitt 40 % mehr Protein frei als Kartoffelfrischmaterial. Das Ergeb-
nis deutet darauf hin, dass gehdckseltes Kartoffelmaterial mit seiner granuldren Gewebestruk-
tur im Gefriertrocknungsprozess eine zusitzliche Gewebezersetzung erfahrt. Obwohl das
Lyophilisieren eine relativ schonende Konservierungsform ist, kann die rasche Abkiihlung bei
—80 °C und die groBBe Anzahl an Stirkepartikeln unterschiedlicher GroBe (Durchmesser ca. 10
bis 100 um) zur Ausbildung einer sehr heterogenen Eiskristallstruktur fiihren (Maier, 2003).
Das in diesem Fall entstehende Produkt ist ein sehr feinporiges Lyophilisat mit grofer, innerer
Oberfldche, das die Wassereinlagerung und das Herauslosen der Proteine erleichtert (List und
Schmidt, 1984). Beim Tabak ist der gegenteilige Fall eingetreten. Das Frischmaterial setzt ca.
25 % mehr Protein als das Lyophilisat frei. Der signifikante Unterschied, der nicht der Erwar-

tungshaltung entspricht, kann eventuell auf eine starke Gewebeschrumpfung infolge des Was-

119



Diskussion

serentzuges durch Sublimation zuriickgefiihrt werden. Die gehickselten Tabakblétter bestehen
zu ca. 85 % aus Wasser und enthalten damit mehr Wasser als Kartoffelknollen (ca. 76 %). Sie
konnten durch den Wasserentzug stiarker geschrumpft sein als das Knollenmaterial und
dadurch einen Teil ihrer Quellfdhigkeit bei spiterer Rehydratation verloren haben. Ein be-
stimmter Anteil an Protein ist dann in den zelluldren Strukturen festgelegt und kann in einer
wassrigen Fliissigkeit (z. B. PBS) nicht herausgeldst werden. Diese Fraktion kann wahr-
scheinlich nur durch den Einsatz saurer oder alkalischer Losungen aufgeschlossen werden.

Bei der Untersuchung des in vitro Abbaus von Proteinen aus intaktem Pflanzenmaterial wur-
den Proteine aus unterschiedlichen Pflanzen getestet. Der erste Schritt bestand in den Unter-
suchungen zur Proteinfreisetzung aus Kartoffelknollen und Tabakbléttern. Diese weisen einen
sehr unterschiedlichen Gehalt an Gesamtprotein auf. Die Freisetzung der Proteine aus gehéck-
selten Kartoffelknollen erfolgte deutlich schneller, als aus ebenfalls gehdckselten Tabakblit-
tern. Ausgehend von der Annahme, dass nur die Proteine die in Losung gehen auch durch
Pepsin und Pankreatin gespalten werden konnen, wurde die Losung zentrifugiert und der
Uberstand weiter getestet. Die Untersuchungen zum Abbau des enthaltenen Gesamtproteins
zeigten eine Spaltung der Proteine innerhalb kurzer Zeit, wobei auch hier die Proteine aus der
Kartoffel schneller gespalten wurden. Anschlieend wurde die Verdauung der gentechnisch
fremden Proteine CTB, VP 60 und GFP untersucht. Bereits nach wenigen Sekunden waren
diese Proteine nicht mehr nachweisbar, was auf eine sofortige Spaltung der Fremdproteine
durch Pepsin hinweist. Keines der untersuchten Proteine war nach einer Pepsineinwirkzeit
von 30 min mehr nachweisbar. Anhand dieser Ergebnisse kann ein Ubertritt dieser Substan-

zen durch die Magenwand ins Blut ausgeschlossen werden.

6.4.2 Proteinabbau in Pflanzenmaterial

Beim Einsatz von Pflanzenmaterial ist die Freisetzung der Proteine aus der Pflanzen in die
wissrige Phase zu beachten. Die Versuche haben allerdings gezeigt, dass beim Kartoffelmate-
rial die Proteine innerhalb der jeweiligen Inkubationszeiten in Losung gegangen sind. Beim
Tabak-CTB erfolgte dieser Prozess zwar zeitlich verzogert, aber auch hier liegt der grofite
Teil des Proteins bereits nach einer halben Stunde in gel6ster Form vor. Die angesetzte Zeit
miisste demnach zum Herauslosen der Proteine, einschlielich des Fremdproteins, ausgereicht
haben. Nur der nahisogene Tabak benétigt bis zu 50 Minuten, um seine maximale Proteinfrei-
setzung zu erreichen. Doch auch bei dieser recht stabilen zelluldren Struktur reichen die in der

in vitro Verdauung verwendeten Zeiten aus.
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Um Abbauprozesse, wie sie nach Zugabe des Pepsins erfolgen, im ELISA erkennen zu kon-
nen, muss zum Zeitpunkt der Pepsinzugabe schon ein gewisser Anteil an Fremdprotein in der
Losung vorliegen. Dies geschieht wiahrend der Inkubation mit Amylase. Die dadurch nétige
a-Amylase Einwirkdauer von 30 Minuten kann weiterhin dadurch begriindet werden, dass
beim Schwein der pH-Wert im Magen nach Aufnahme einer vollen Mahlzeit zundchst im
schwach saurem Bereich (pH 3 - 5) liegt. Erst nach einer ca. 30 miniitigen Durchmischungs-
phase stellt sich im Chymus ein saures Milieu ein (pH 1 - 3). In der Gegend der Kardia kann
a-Amylase Kohlenhydrate aufspalten, bis der pH-Wert in den sauren Bereich absinkt (Jeroch
et al. 1999, Kolb 1989).

Die meisten Experimente zum Abbau von rekombinaten Proteinen beschrankten sich auf die
Modellabschnitte Mund und Magen. Dagegen wurde auf die Simulation der Diinndarmver-
dauung verzichtet. Dieser Versuchsplanung lag die Annahme zu Grunde, dass der CTB-
ELISA nur strukturell intakte CTB-Proteinuntereinheiten detektieren kann. Die verwendeten
Antikdrper lagern sich dabei an spezifische Antikorperbindungsstellen (Epitope) an, die in der
Oberflachenstruktur der Proteine vorliegen. Im sauren Milieu des Magens (pH-Optimum: 1 -
3) verlieren Proteine dagegen ihre Tertidr- und Sekundérstruktur (Jeroch ef al. 1999, Engel-
hardt und Breves, 2005). Dartiber hinaus fordert die vorangehende Denaturierung die proteo-
lytische Wirkung des Pepsins, das als Endopeptidase bevorzugt Bindungen innerhalb der Pro-
teinmolekiile spaltet. Im Verdauungsversuch wurde dieser Zustand durch den Einsatz von
Pepsin und Salzsdure, die mindestens 60 Minuten auf das Probenmaterial einwirkten, nach-
empfunden. In Abhéngigkeit von der Versuchsdauer entstehen durch die Pepsineinwirkung
Peptidfragmente unterschiedlicher Langen. Daher besteht die Moglichkeit, dass die eingesetz-
ten Antikorper keine intakten Bindungsstellen finden und das Fremdprotein bzw. dessen
Fragmente nicht mehr tiber ELISA-Technik detektiert werden kann. Mit hoher Wahrschein-
lichkeit wurde das Fremdprotein so weit abgebaut, dass es seine strukturellen und damit auch
funktionellen Eigenschaften verloren hat. Demzufolge ist eine Simulation der Diinndarmver-
dauung nicht mehr notwendig.

Dies gilt allerdings nicht, wenn die Wirkung des entstehenden Peptidgemisches auf den Or-
ganismus untersucht werden soll. Denn durch die verschiedenen Proteasen in Diinndarm, die
die entstehenden Oligopeptide nach der Pepsinspaltung weiter abbauen, entstehen neue, klei-

nere Peptide, die andere Wirkungen haben konnen.

121



Diskussion

6.4.3 Unterschiede im Proteinabbau von Fremdprotein und Gesamtprotein

HCI fiihrt im Magen zu einer Quellung bzw. Denaturierung der Proteine, die dann durch Pep-
sineinwirkung abgebaut werden (Kolb, 1989). Im Ergebnis dieser Pepsineinwirkung entstehen
Gemische von Polypeptiden unterschiedlicher Fragmentldngen, die iiber den Bradford-
Nachweis quantitativ untersucht werden konnen. Auch nach Flachowsky (2007) sind Proteine
auf Grund ihrer Struktur sehr labil gegeniiber physikalischen und chemischen Behandlungen.
So reicht beispielsweise schon die Erhitzung bei 60 C° aus, um die meisten Proteine irreversi-
bel zu zerstoren. Bei Wiederkduern werden die Futterproteine zudem im Pansen weitgehend
mikrobiell abgebaut. Die verbleibenden Proteine werden, wie bei Nichtwiederkduern, en-
zymatisch im Diinndarm verdaut. Dariiber hinaus fanden sich nach Flachowsky (2007) auch
in der Literatur keine Hinweise, nach denen sich Fremdproteine anders verhalten als her-
kémmliche Futterproteine. Okunuki et al. (2001) haben den Einfluss von kiinstlichem Magen-
saft (SGF = simulated gastric fluid) mit 0,3 % Pepsin und HCI-Losung (pH = 1,2) auf zwei
unter-schiedliche Fremdproteine, sowohl in auf gereinigter Form als auch geldst im Pflanzen-
extrakt vorliegend, untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass CP4-EPSPS (47 kDa)
und CrylAb (130 kDa) bei beiden Aufschlussarten nach hochstens 120 sec SGF-Einwirkung
komplett verdaut waren, d. h. im Western-Blot nicht mehr nachgewiesen werden konnten. In
der vorliegenden Arbeit erfolgte der Nachweis des CTB-Fremdproteins mit dem ELISA, da
dieser im Gegensatz zum Western-Blot sensitiver ist. Die eigenen Untersuchungen zeigen
beziiglich des CTB-Abbauverhaltens zwar eine dhnliche Tendenz, die Verdauungszeiten sind
aber zum Teil wesentlich langer. Dies kann auf die anderen Materialeigenschaften der ver-
wendeten Pflanzen und die hoheren Konzentration an Protein (CTB) zuriickgefiihrt werden.
Bei den eigenen Untersuchungen wurde im Gegensatz zu Okunuki et al. (2001) kein Extrakt,
sondern direkt Pflanzenmaterial eingesetzt. Andererseits war in den eigenen Versuchen die
Pepsinkonzentration (0,1 %) geringer und der pH-Wert mit ca. 2 hoher. So zeigten die Ver-
dauungsversuche mit Kartoffellyophilisat, bei dem die Proteine schneller freigesetzt werden,
dass schon nach einer Einwirkdauer von 30 Minuten kein Fremdprotein mehr detektiert wer-
den kann. Dagegen kann CTB bei Verdau von Frischmaterial iiber die gesamte Versuchsdauer
(90 min) in den Proben nachgewiesen werden. Der Nachweis dieser geringen CTB-Mengen
kann eventuell darauf zuriickgefiihrt werden, das Protein und damit auch Fremdprotein, dass
zu Versuchsbeginn noch in intakten Zellen eingeschlossen war, sich erst mit einer gewissen
zeitlichen Verzogerung, nach Auflosung der Mittellamelle und Plasmamembranen (Champ-
bell, 2000), aus dem Zellverbund herausgeldst hat. Das konnte zu einer geringen Freisetzung

an neuem Fremdprotein im Verlauf der Verdauungssimulation gefiihrt haben. Wobei hier, mit
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Blick auf den Fremdproteinabbau bei Lyophilisat, davon ausgegangen werden kann, das ge-
16stes CTB durch Pepsin relativ schnell (innerhalb von 30 min) abgebaut wird. Hagemann et
al. (2006) konnte eine erhdhte Antikdrperstabilitit bei Verfiitterung von grob anstelle von fein
gemahlenem Erbsenmaterial feststellen. Der CTB- Abbau zeigte beim Tabaklyophilisat eine
dhnliche Tendenz wie beim Kartoffellyophilisat, mit dem Unterschied, dass die Nachweis-
grenze beim Tabaklyophilisat erst spiter erreicht wurde (60 min). Der insgesamt ziigige CTB-
Abbau bei Einsatz von lyophilisiertem Material kann auf die guten Losungseigenschaften
(Maier, 2003), verbunden mit einer ziigigen Proteinfreisetzung, zuriickgefiihrt werden.
Lyophilisierte Kartoffelproben setzen im Vergleich zum Frischmaterial signifikant hohere
Mengen an Gesamtprotein frei. Dieses Ergebnis wird auch durch die Anfangswerte (P0), die
zu Beginn der in vitro Verdauungssimulation ermittelt wurden, bestitigt (Abb. 14 und 16).
Entgegen der Annahme, dass das Fremdprotein die gleiche Freisetzungstendenz wie das Ge-
samtprotein aufweist und auch unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Verdiinnungsef-
fekte durch Zugabe von Pepsin/HCI-Losung, zeigen die PO-Werte beim Lyophilisat geringere
CTB-Konzentrationen als beim Frischmaterial. Eine mogliche Erklarung kann die Schidigung
des CTB durch den Gefriertrocknungsprozess oder insgesamt niedrigere CTB-Gehalte im
Pflanzenmaterial sein. Wobei nach Pikal (1992) Proteine im lyophilisiertem Zustand wesent-
lich langer stabil bleiben als bei Aufbewahrung in Losungen oder im frischen Zustand (bei
pflanzlichen bzw. tierischen Proben).

Durch die Verwendung eines spezifisch gegen die CTB-Proteinuntereinheit gerichteten Be-
schichtungsantikdrpers ist der qualitative und quantitative Nachweis des zu untersuchenden
Fremdproteins mit dem ELISA sicher. Probleme, die bei der Beschichtung der Mikrotestplat-
ten auftreten konnen, fiihren zu ungenauen Extinktionswerten und Konzentrationsangaben. In
der Regel sind fehlerhafte Beschichtungen an der Eichreihe durch den ausbleibenden Farbum-
schlag zu erkennen. Die Verdiinnung der Proben wurde, ermittelt in Voruntersuchungen, so
gewihlt, dass die CTB-Konzentrationen im linearen Bereich der berechneten Regressionsge-
raden lagen. Die Anlagerung der Antikorper erfordert einen neutralen pH-Wert in den aufzu-
tragenden Verdauungsproben. Zur Einhaltung dieses optimalen Bereiches wurde die Zugabe
von alkalisch wirkender TRIS-Losung zur Probe von zundchst 100 pl auf 20 pl herunterge-
setzt.

Der zur Gesamtproteinbestimmung nach Bradford (1976) verwendete Nachweis gilt als Stan-
dardmethode. Es muss jedoch beachtet werden, dass der Coomassie-Brilliant G-250 Farbstoff

hauptsédchlich an aromatische Aminoséduren bindet. Aus diesem Grund konnen Losungen trotz
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gleicher Proteinkonzentration, aber differenzierter Proteinzusammensetzung, unterschiedliche

Extinktionen verursachen.

6.4.4 Proteinabbau (NPTII) im Tierversuch

(Andre Kacholdt)

Im Tierversuch wurden die Tiere mit NPTII enthaltenden Kartoffeln gefiittert. Dabei ge-
schieht der Abbau von NPT II durch Pepsin im Magen vollstindig, weshalb NPTII im Ma-
gensaft von Schweinen nach erfolgter Fiitterung nicht nachgewiesen werden kann. Diese Er-
gebnisse stimmen mit sowohl mit den eigenen und den in vitro Untersuchungen von Fuchs et
al. (1993) tiberein. Wihrend der in vitro Verdauung von NPTII ist dieses wenige Sekunden
nach Pepsinzugabe nicht mehr nachweisbar. Fuchs arbeitete nicht mit Pflanzenmaterial, son-
dern mit dem reinen Protein. Er konnte zeigen, das reines NPT II 10 Sek. nach Pepsinzugabe
nicht mehr detektierbar ist. Nach dem Magen steigt der pH-Wert von 2,0 auf 6,8 im Diinn-
darm an. Das pH-Optimum fiir Pepsin liegt aber bei 2,0 (Schlamowitz und Peterson, 1959).
Aus diesem Grund wird es durch den héheren pH-Wert im Zwolffingerdarm irreversibel inak-
tiviert.

Bei der Analyse der Inhalte der verschiedenen Abschnitte des Diinndarms konnte iiberra-
schenderweise rekombinantes NPT II nachgewiesen werden. Die hochsten Konzentrationen
waren im Duodenum messbar. Hier wire theoretisch auch eine Aufnahme von intakten Prote-
inen in den Organismus denkbar. Im weiteren Verlauf des Diinndarms nahm die Konzentrati-
on ab. Im Magen war kein Nachweis mdglich. Somit ergeben sich Unterschiede zwischen in
vitro und in vivo Verdauung. Grund hierfiir ist die Deaktivierung des Pepsins durch den pH-
Anstieg, verursacht durch die Abgabe von carbonathaltigen Puffern aus dem Pankreas. Die
pflanzlichen Zellen haben die Proteine in ihrem Inneren vor Angriffen von Proteasen ge-
schiitzt.

Dieses geschiitzte NPTII kann durch einen feineren Aufschluss gelost und nachgewiesen
werden. Dazu wurde der Mageninhalt nach der Schlachtung entnommen, getrocknet und mit
der Kugelmiihle sehr fein gemahlen. AnschlieBend konnte intaktes NPTII aus dem Magen-
riickstand nachgewiesen werden. Wie gezeigt, ist das Futter durch die Wirkung der Salzsdure
stark aufgeschlossen, wodurch es zur Freisetzung von Inhaltsstoffen kommt. Die Proteasen
des Pankreas brauchen (Nachweis in vitro Fuchs ef al. 1993) zum Abbau von Proteinen we-
sentlich ldnger als Pepsin. Dadurch liegen fiir einen gewissen Zeitraum (ca. 0,5 — 1h) intakte
Proteine im Duodenum vor und kénnen immunologisch nachgewiesen werden und auch in

den Organismus aufgenommen werden. Die Proteine werden im Verlaufe der Passage des
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Diinndarmes abgebaut und im Ileum ist dieser Abbau bereits vollstindig erfolgt. Im Ileum
und Kot ist somit beim Schwein kein Nachweis von rekombinaten NPTII aus Kartoffeln mehr
moglich. Auch in anderen Arbeiten konnte ein volliger Abbau der rekombinanten Proteine
(Bt-Toxin) nachgewiesen werden (Einspanier et al. 2004).

Dem Vorliegen von intakten Proteinen im Duodenum der Versuchstiere des Tierversuchs als
Folge der unterschiedlichen Abbaugeschwindigkeiten von Pepsin und den pankreatischen
Proteasen muss durch ein spezielles Versuchsdesign Rechnung getragen werden.

Da beim Abbau der Proteine durch die Bauchspeicheldriisenenzyme andere Fragmente ent-
stehen konnen als wenn die Polypeptide des Pepsinabbaus weiter abgebaut werden, ist eine in
vitro Verdauung der Ausgangsstoffe durch Pankreatin notig, ohne dabei vorher mit Pepsin zu
inkubieren. Nur so kann der Abbau von den Proteinen simuliert werden, die in vivo intakt im
Duodenum vorliegen. Eventuell auftretende Peptide mit allergenen Eigenschaften, die durch
den Abbau der Proteine durch die Pankreasproteasen entstehen, konnen so auch in vitro ent-
stehen und in geeigneten Tests auf ihre Wirkungen untersucht werden.

Es sind zwei Versuchsprofile notwendig, um die beiden verschiedenen Abbauprozesse zu
simulieren. Im ersten sollte der Abbau komplett simuliert werden, von der Amylase bis hin
zum Pankreatin. Dieser Ansatz simuliert die ganz normale Verdauung. Des Weiteren muss
aber aufgrund der Untersuchungsergebnisse aus dem Tierversuch der Abbau von intakten
Proteinen nur durch die Proteasen des Pankreas untersucht werden. Das ist nur durch einen
Ansatz moglich, auf den vorher noch kein Pepsin eingewirkt hat. Die dabei entstehenden Ab-
bauprodukte kénnen sich durchaus von denen aus dem Abbau mit Pepsin und anschlieBender
Einwirkung von pankreatischen Enzymen unterscheiden. Deshalb miissen sie in einem zwei-
ten Ansatz extra hergestellt werden. Nur so konnen die verschiedenen Peptide entstehen, die
auch bei der in vivo Verdauung entstehen und in den entsprechenden Verfahren auf ihre aller-
genen und toxischen Wirkungen untersucht werden.

Ein weiterer unerwarteter Effekt ist der erfolgte Nachweis von NPT II im Verdauungstrakt
von Schweinen, die mit nahisogenen Kartoffeln gefiittert wurden, auch hier konnte im Magen
kein Fremdprotein nachgewiesen werden, erst im Zwolffingerdarm zeigten sich detektierbare
Mengen von NPT II. Der vermutet Grund fiir dieses Ergebnis liegt im ubiquitdren Vorkom-
men von NPT II in der Umwelt.

Wihrend des Tierversuches wurde die Gewichtsentwicklung der Schweine beobachtet und es
zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsvarianten 1.
transgene und 2. isogene Kartoffelfiitterung. Diese Ergebnisse zeigten sich auch in Untersu-

chungen von Chesson und Flachowsky (2002), die nachgewiesen haben, dass eine Fiitterung
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mit transgenem Pflanzenmaterial keinen signifikanten Einfluss auf das Gewicht der Tiere hat-
te. Ein zusétzlicher Untersuchungsparameter war das Blutbild der Tiere. Die Daten zeigen
einen signifikanten Unterschied bei fiinf Blutparametern zwischen den Tieren, die die isoge-

nen Kartoffeln erhielten, und denen die die transgenen Kartoffellinien mit NPT II erhielten.

6.5 Resorption

(Mandy Bruch)

Als Untersuchungsmethode zur Simulation der Resorption wurde das Ussing-Kammersystem
gewihlt Die Ussing-Kammer ist eine elektrophysiologische Apparatur, in der Epithelien {iber
einige Stunden kultiviert werden, um Barriere- und Transportfunktionen des lebenden Gewe-
bes studieren zu konnen. Sie geht auf die Arbeiten von Ussing und Zehran zuriick, die 1951
die Erstbeschreibung von Na+-Fluxmessungen parallel zu Na+-basierten Strommessungen
verdffentlichten. Spéter folgte in anderen Arbeiten das Konzept des Short Circuit sowie Feh-
lerabschidtzungen zu den Versuchsergebnissen (Scheffler, 1984). Einen Einfluss auf die Mes-
sungen und die Messgenauigkeit haben die elektrischen Eigenschaften der Kammern, die
elektrophysiologischen Parameter und die Kennlinieneigenschaften der Gewebe und der Po-
tenzialverlauf entlang der Messstrecke. Bei jeder Messung werden neben dem durch das Pra-
parat verursachten Spannungsabfall auch der langs der verbleibenden Fliissigkeit, sowie das
Eigenpotenzial der Elektroden mit erfasst (Scheffler, 1984). Daraus folgt die Notwendigkeit
von Leermessungen vor dem Einbau des Epithels, deren Werte bei den spiteren Messungen
durch die Messanlage automatisch abgezogen werden. Diese Methode erlaubt, Transportvor-
ginge am isolierten Gewebe durchzufiihren. Das Epithel kann in der Ussing-Kammer als
»Blackbox‘ betrachtet werden (Civan, 1983). Aber in den letzen Jahrzehnten wurden viele
Erkenntnisse uber die Transportmechanismen von Epithelien gewonnen weshalb die ‘Black-
box’ ‘Epithel’ keine echte Blackbox mehr ist und die Messergebnisse aus der Ussing-Kammer
sicher als einzeln angesprochene Mechanismen interpretierbar sind. Diese Messungen in der
Ussing-Kammer, also unter kiinstlichen Bedingungen, lassen in vielen Féllen qualitative
Riickschliisse auf die Verhaltnisse am Epithel in vivo zu (Schultheis, 1995). Auch der Trans-
port von anderen geladenen Molekiilen (Aminosduren, Peptiden) kann bestimmt werden
(Neumann et al. 2004). Bei Untersuchungen von nichtelektrogenen Transporten, dazu zéhlen
Transporte von Proteinen, wird die Protein-Puffer-Losung auf der simulierten mukosalen Sei-
te des Gewebes zugegeben. In definierten Zeitabstdinden werden Proben aus dem serosalen
Kompartiment entnommen, in denen der zu untersuchende Stoff nachgewiesen wird. Bei Pro-

teinen bieten sich immunologische Bestimmungsmethoden an, da diese einen spezifischen
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Nachweis erlauben. Die in vitro Resorptionsuntersuchungen wurden am nativen Darmepithel
von Schweinen durchgefiihrt. Das Schwein als Modelltier wurde bevorzugt, da der Aufbau
des Verdauungstraktes dem des Menschen sehr dhnlich ist und sowohl Mensch als auch
Schwein zu den Monogastriern gehoren. Die Ussing-Kammer als Untersuchungsmethode
wurde bisher fiir die Charakterisierung von elektrogenen Transporten durch verschiedene
Gewebe genutzt (Lodemann et al. 2006). In dieser Arbeit sollte der nichtelektrogene Trans-
port von Proteinen durch das Diinndarmepithel simuliert werden. Dazu wurde das frische
Epithel mit Carbogen begast und bei 37°C am Leben gehalten. Erste Untersuchungen mit *H-
Mannitol zeigen eine deutliche Abhingigkeit der Diffusion von Mannitol von der Beschaf-
fenheit des Gewebes. Je diinnere Schichten das Gewebe aufweist, desto hoher ist die gemes-
sene Diffusion. Anhand der Ergebnisse zum Transport von [*H]-Mannitol ist es wichtig, die
Muskelschicht vom Epithel zu entfernen. Obwohl das Handling, bestehend aus Entnahme,
Praparation, Probentransport und Einbau der Epithelien in die Ussing-Kammer mit grostmog-
licher Sorgfalt erfolgte, war eine geringfiigige Schédigung des Epithels in Ausnahmefallen
mit moglichen Auswirkungen auf die Transport- oder Barriereeigenschaften durch die Mani-
pulationen nicht unbedingt auszuschliesen. Anhand der Ausschlusskriterien, denen Erfah-
rungswerte zugrunde lagen, wurden geschidigte Epithelien jedoch nicht in die Versuchsaus-
wertung einbezogen und die Versuche auf diese Weise standardisiert. Aber mit noch vorhan-
dener Muskelschicht am Gewebe wiirde der Transport in den Bauchraum und nicht in die
Blutbahn gezeigt werden. Weiterer Vorteil ist ein hoherer Transport, weshalb auch Transporte
nachgewiesen werden konnen, die ohne die Entfernung der Muskelschicht nicht erfassbar
wiren. Allerdings ist zu beobachten, dass durch die mechanische Beanspruchung beim Ent-
fernen der Muscularis das Gewebe empfindlicher wird. Die Anfangswiderstinde sind niedri-
ger und im Verlaufe des Versuches sinken die Widerstdnde schneller. Eine wichtige Voraus-
setzung fiir derartige Untersuchungen ist die gewihrleistete Funktionalitit des verwendeten
Gewebes. Als ein erster Hinweis auf die Intaktheit des Gewebes, vor allem schon wahrend
des Versuches, kann der Widerstand des Gewebes stindig verfolgt werden. Ein alleiniger
Riickschluss vom Widerstandswert auf den Zustand des Gewebes ist aber zu unsicher. Des-
halb wird nach Versuchende der Strom zwischen den Halbkammern konstant eingestellt.
Werden durch Ionenkanalblocker (Theophylin) physiologische, elektrogene Transporte inhi-
biert, so kommt es dadurch zu einer charakteristischen Anderung des Stromes. Theophyllin
erhoht die Ionensekretion, dabei hauptsachlich die Cl" Sekretion (Bakker und Groot, 1984),
stark, wodurch der Kurzschlussstrom Isc rapide ansteigt. Dies geschieht nur bei lebendem,

funktionstuchtigen Epithel, weshalb ein Ansteigen des Isc in den ersten 10 min als Beweis der
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Vitalitat des Epithels zum Zeitpunkt der Messung angesehen wurde (Argenzio et al. 1984, Mc
Ewan et al. 1990; Schroeder et al. 2004). Daraus kann auf eine noch vorhandene physiologi-
sche Intaktheit des Gewebes geschlossen werden.

Die lange Versuchsdauer von 6 h wurde gewéhlt, da der Transport von Proteinen langsam
erfolgt und es sichergestellt sein sollte, dass auf der serosalen Seite auch Proteine in nach-
weisbarer Menge vorliegen. 6 h ist die maximale Zeitspanne, bis zu der mit verwertbarer
Wiederholungszahl eine Gewebefunktionalitit gewihrleistet werden konnte. Allerdings er-
lauben weder der Widerstandswert noch die Stromédnderung einen Riickschluss auf den tat-
sdchlichen Zustand des Darmepithels. Deshalb war es notwendig histologische Untersuchun-
gen durchzufiihren. Die Schnitte wurden sowohl mit Himatoxilin / Eosin und mit Antikdrpern
behandelt und die Ergebnisse zeigen eine starke Verdnderung des Gewebes bereits nach 3h
Versuchsdauer in der Ussing-Kammer. Die Gewebestrukturen 16sen sich auf, es ist keine ge-
nau umrissene Struktur mehr zu erkennen und einzelne Partikel 16sen sich vom Zellverband
ab. Daher ist eine Versuchsdauer tiber 3 h hinaus duferst fraglich, da nicht gewahrleistet wer-
den kann, dass die fiir Transportprozesse notwendigen Zellstrukturen noch funktionsfahig
erhalten sind. Dagegen spricht die Tatsache, dass das Gewebe auch noch nach 6 h Versdauer
eine eindeutige Stromantwort lieferte, die allgemein iiblich (Wolffram et al. 2010) auf noch
lebendes Gewebe hindeutet. Genauere Untersuchungen zu diesen Fragestellungen sind emp-

fehlenswert.

6.5.1 Resorption von GFP

Da das Protein GFP mittels Antikorper einfach nachzuweisen ist, und der Transport aus friihe-
ren Arbeiten bekannt war (Kacholdt und Bruch unverdffentlicht), wurde es als Modellprotein
ausgewdhlt. GFP konnte nach 6 h Versuchsdauer auf der serosalen Seite des Gewebes nach-
gewiesen werden und der Transport zeigte eine deutliche Konzentrations- und Zeitabhingig-
keit. Die Transportrate von GFP ist aber abhéngig vom verwendeten Segment des Diinndar-
mes. Der Transport / 6 h*cm? ist am Jejunum und Ileum signifikant hoher im Vergleich zum
Duodenum. Aufgrund dieser Ergebnisse und der genaueren Moglichkeit der anatomischen
Abgrenzung des Ileums im Vergleich zum Jejunum, wurden die anschlieBenden Ussing-
Kammerversuche zum Transport der transgencodierten Proteine am Ileum durchgefiihrt.

Ein weiterer Aspekt der mit dem Protein GFP untersucht wurde, ist der Transportmechanis-
mus am Darm. Proteine konnen iiber zwei grundlegende Vorgédnge erfolgen: Diffusion oder
aktiver Transport. Um die Transportvorgidnge ndher charakterisieren zu konnen, wurde das

GFP aus Tabak in Verbindung mit Cholchicin und Cytochalasin D (Inhibitoren des Cytoske-

128



Diskussion

letts) in die Ussing-Kammer gegeben. Im Vergleich zur Kontrolle wurde der Transport von
GFP durch den Einsatz von Cholchicin und Cytochalasin D partiell gechemmt (Tab.3) Die
Diffusionseigenschaften des Epithels wurden durch diese Substanzen nicht beeinflusst, wie
die Untersuchungen mit [°’H]-Mannitol zeigen. Daher sind aktive Transportmechanismen un-
ter Beteiligung des Zytoskelettes anzunehmen.

Es folgten weitere Arbeiten zur Kldrung der Transportmechanismen fiir GFP. So wurde so-
wohl die reine Temperaturabhéngigkeit als auch die Wirkung von Temperatur und Cholchicin
untersucht. Ein weiterer Aspekt ist die Annahme, dass aktiver Transport vor allem an den M-
Zellen der Payerschen Platten am terminalen Ileum vorkommen soll. Daher wurde gleichzei-
tig der Transport an Epithelstiicken mit Payerschen Platten (PP) und ohne (ohne PP) unter-
sucht.

Im Gegensatz zu den in der Literatur getroffenen Angaben weisen die Ergebnisse darauf hin,
dass der Transport insbesondere in den Ileumregionen ohne Payersche Platten stattzufinden
scheint. Die Hemmwirkung niedrigerer Temperatur auf einen aktiven Transportprozess konn-
te nicht gezeigt werden. Fiir eine Kldrung der Lokalisation von GFP sind auch hier erginzen-
de Untersuchungen z. B. mit immunohistologischen Methoden, notwendig.

Aufgrund der Annahme, das GFP mdglicherweise iiber ABC-Transporter durch das Diinn-
darmepithel transportiert wird, schlossen sich weitere Untersuchungen an. Der Transport von
GFP unter dem Einfluss von Glibenglamid, einem Hemmer des ABC-Transportsystems wur-
de untersucht. Nach Literaturangaben sind die ABC-Transporter zwar auf der basolateralen
Seite des Epithels lokalisiert, allerdings zeigte sich bei den eigenen Versuche auch einen
Transport in umgekehrter Richtung.

GFP wurde in beide Richtungen bei héheren serosal nach mucosal (S=»M) Fluxen, durch das
intestinale Epithel transportiert. Dieser (S=»M) Transport von GFP wurde von Glibenglamid
tiber 50 % inhibiert. Der Effekt war abhingig vom verwendeten Gewebe, mit oder ohne
Payersche Platten. Eine mucosale Zugabe von Glibenglamid fiihrte zu einem steigenden Flux
von GFP am Gewebe ohne PP, aber es gab keinen Effekt an den Payerschen Platten. Der stir-
kere Effekt bei Zugabe zur serosalen Seite weist auf das Vorhandensein von ABC-
Transporten in der basolateralen Membran hin.

Allerdings fiihrt Glibenglamid auch zu einem hdéheren mucosal nach serosalen Transport,
wenn es zur mucosalen Seite zugegeben wird. Eine mogliche Erklarung liegt in der Annahme
das Glibenglamid erst auf die serosale Seite transportiert wird und dort den serosal nach mu-
cosal Transport reduziert. Das bedingt mdglicherweise einen scheinbar hoheren mucosal nach

serosal Transport. Diese Aussage wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass dieser Effekt nur
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an Geweben ohne Payersche Platten nachweisbar ist. Diese Ergebnisse in Verbindung mit der
unvollstindigen Hemmung des GFP Transportes durch Glibenglamid weisen auf die Existenz

von weiteren Mechanismen flir den GFP Transport hin.

6.5.2 Resorption der Modellproteine CTB, VP 60 und NPT II

Zum Transport der weiterhin eingesetzten Modellproteine sind folgende Aussagen zu treffen:
Die Ergebnisse weisen auf einen sehr geringen, jedoch detektierbaren Transport der transgen-
kodierten Proteine GFP und VP 60 durch das Diinndarmepithel hin. In den ersten Untersu-
chungen zeigte sich jedoch zusétzlich, dass das zum Vergleich verwendete isogene Pflanzen-
material in den Proteinanalysen fiir NPTII, VP60 und CTB zu Hintergrundsignalen mit einem
sehr hohen Schwankungsbereich fiihrte. Aus diesem Grund wurden die ermittelten Transport-
raten mit einer erhdhten Anzahl an Kontrollproben (Wildtyppflanze), die den Proben des
transgenkodierten Pflanzenmaterials entsprechen, durchgefiihrt. Anhand dieser Kontrollpro-
ben sollte der Schwankungsbereich fiir das Signal im ELISA bestimmt werden, den das
isogene Pflanzenmaterial verursacht. Dieser Wert wurde als Blindwert mit den ELISA-
Werten des transgenen Materials verrechnet.

Bei NPT II und CTB sinkt die Konzentration in der mucosalen Seite nach 6 Stunden Versuch,
es ist jedoch kein Transport zu serosalen Seite detektierbar. Einerseits konnen die Proteine
durch Proteasen der Darmzellen wihrend des Versuches abgebaut werden oder sie binden an
der Darmoberfldche bzw. werden in die Darmzellen transportiert. Damit kann von keinem
Transport ins Blut ausgegangen werden und das Risiko diese Fremdproteine im Blut zu fin-

den ist verschwindend gering.
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7. Zusammenfassung

Um ein quantifizierbares Verfahrens zur Detektion von Wechselwirkungen der gentechnisch
verdnderten Proteine mit dem Darmepithel und der Resorption aller durch die Expression des
Fremdgens verdnderten Stoffe und deren Auswirkungen auf den Organismus zu entwickeln,
bedarf es einer strukturierten Vorgehensweise. Es sollte ein Verfahren entwickelt werden, das
die in vitro Messung von ansonsten nur im Tierversuch zu erhebenden Daten iiber Verdau-
ungs- und Resorptionsvorgidnge im Darm gestattet.

Aus den bereits im Kapitel 2 beschriebenen Griinden wurde als Versuchstier das Schwein
genutzt. Alle notwendigen Verdauungsvorginge, die im Gastrointestinaltrakt des Schweines
ablaufen, wurden analysiert und an Jungsauenaufzuchtfutter in vitro nachempfunden. Die
Einfliisse der einzelnen Pufferléosungen, Enzyme und die fiir deren Wirkungsweise notigen
Bedingungen (pH-Wert, Temperatur, Einwirkdauer) wurden entsprechend angepasst. Die
Wirkungsweise der Hauptverdauungsenzyme (a-Amylase, Pepsin und Pankrea-
tin/Gallenextrakt) konnte sowohl einzeln, als auch im Gesamtvorgang der in vitro Verdauung
untersucht werden. Jedes der zugefiigten Enzyme wirkt in seiner spezifischen Weise auf das
Futtermittel ein und baut die jeweiligen Bestandteile ab. Diese spezifischen Wirkungsweisen
wurden sowohl mit gravimetrische Methoden, als auch immunologischen Methoden nachge-
wiesen.

Anhand der dabei gewonnen Daten zu den Verdauungsenzymen und dem Abbaugrad des Fut-
termittels wurde eine in vitro Verdauungsmethode entwickelt. Diese Methode besteht aus drei
aufeinanderfolgenden Verdauungsschritten, beginnend bei der Simulation der Stirkeverdau-
ung in der Maulhdhle durch Inkubation des Futtermittels mit a—Amylase, gelost in Puffer.
Der folgende Schritt ist die Inkubation mit Pepsin, geldst in HC1 (pH-Wert 2,0) fiir einen Zeit-
raum von 3 h. Als letzter Schritt folgt die Zugabe von Pankreatin / Gallenextrakt — Losung
(pH-Wert 6,8) fiir einen Zeitraum von 2 h. Danach wird der Verdauungsansatz zentrifugiert
und sowohl der Feststoff, als auch der fliissige Uberstand analysiert.

Der Abbaugrad der natiirlichen Verdauung kann unter in vitro Bedingungen nicht erreicht
werden, z.B. erfolgt der Abbau von Proteinen wéhrend der Verdauung erst, nachdem das Pro-
tein durch die Magensédure und die Verdauungsenzyme aus den es umgebenden Pflanzenteilen
freigesetzt wurde. Dieser Vorgang kann in vitro nicht in gleichem Mafle erfolgen, aber es ist
moglich, genligend Protein auch wihrend einer in vitro Verdauung freizusetzen, um einen
Abbaus zu gewihrleisten und diesen auch nachzuweisen. Daher kann davon ausgegangen

werden, dass mittels in vitro Verfahren aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten sind.
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Die gentechnisch verdnderten Modellpflanzen wurden anhand der entwickelten in vitro Me-
thode verdaut und es zeigte sich ein fast vollstindiger Abbau dieser Proteine. Allerdings ist
der Abbau der Proteine durch die Verdauungsenzyme vom jeweiligen Protein abhéngig. Der
Grofteil der Proteine wird binnen weniger Minuten abgebaut, und ist schon nach einigen Se-
kunden nicht mehr immunologisch nachweisebar. Allerdings gibt es auch Proteine, die dem
Abbau lidnger widerstehen, und bei denen es Sequenzen gibt, die gar nicht abgebaut werden
konnen. In diesem Fall ist das eine spezielle Eigenschaft des Proteins, und es wire dabei egal,
ob es natiirlich oder rekombinant in einer Pflanze vorkommt. Der Abbau rekombinanter Pro-
teine unterscheidet sich nicht von dem Abbau der natiirlichen Pflanzenproteine. Wesentlich
mehr Einfluss auf den Abbau hat die Freisetzung der Proteine aus dem Pflanzenmaterial, da
nur freigesetzte Proteine dem Zugriff der Verdauungsenzyme unterliegen. Die Freisetzung
wird durch den Abbaugrad der Pflanze bzw. des Futtermittels bestimmt. Er ist in vitro ausrei-
chend, um fiir die Analysen geniigend Protein freisetzen zu kdnnen.

Bei der Verifizierung der in vitro Ergebnisse im Tierversuch, bei dem gentechnisch verénder-
te Kartoffeln als Futtermittel dienten, ergaben sich iiberraschend hohe Konzentrationen an
rekombinantem Protein in Duodenum. Grund hierfiir ist die Erh6hung des pH-Wertes durch
die Sekretion von Hydrogencarbonat durch die Bauchspeicheldriise. Dadurch kommt es zu
einer Inaktivierung von Pepsin, so dass die freigesetzten Proteine nicht abgebaut werden kon-
nen. Der Abbau durch die ebenfalls sezernierten pankreatischen Verdauungsenzyme verlauft
wesentlich langsamer als der durch Pepsin, so dass es zur Anreicherung von intaktem Protein
kommt. Das sollte auch fiir nicht rekombinante Proteine zutreffend sein.

Durch das Vorkommen von intakten Proteinen im Duodenum muss fiir eine Risikobewertung,
die fiir alle beim Proteinabbau entstehenden Peptide auch deren Allergenitit bertiicksichtigen
soll, ein entsprechendes Versuchsdesign entwickelt werden. Um alle moglichen Peptidbruch-
stiicke abzubilden ist ein kompletter Verdau mit den Verdauungsenzymen des Magen und des
Pankreases zu simulieren. Im in vitro System muss deshalb neben einer Verdauung mit o-
Amylase, Pepsin und Pankraetin/ Gallenextrakt ein zweiter Versuchsansatz durchgefiihrt wer-
den. In diesem befinden sich nur die Verdauungsenzyme aus dem Pankreas. Dieser Schritt
entspricht der Freisetzung im Duodenum, wo intakte Proteine vorliegen und durch die Pan-
kreasenzyme abgebaut werden. Dabei konnen durch unterschiedliche Schnittsequenzen der
Proteasen andere Peptide mit anderem allergenem Potential entstehen, als durch die Spaltung
mit Pepsin. Auch ein Prozess komplett ohne Verdauungsproteine wird benétigt, um das aller-
gene Potential der im Duodenum vorliegenden Proteine darzustellen. Die aus jedem Ansatz

gewonnenen Uberstinde miissen anschlieBend auf Allergenitiit untersucht werden. Dort even-
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tuell nachgewiesene allergene Wirkungen wiirden auf ein potentielles Risiko der Pflanze hin-
weisen, welches aber, wie die Freisetzung der Proteine im Duodenum, nicht zu verhindern ist.
Anhand dieser Ergebnisse konnen aus dieser Arbeit wichtige Riickschliisse fiir den Abbau
von Ganzpflanzen bei der Verdauung im Tier als auch in vitro gezogen werden.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit sollte die Resorption von intakten Proteinen und Protein-
fragmenten charakterisiert werden. Die Methode der Wahl war die Ussing-Kammer-Technik,
mit der die Resorption am nativen Darmepithel vom Schwein untersucht wurde.

Diese Technik eignet sich prinzipiell fiir Resorptionsstudien am nativen Epithel, aber ein
Problem ist die Lebensfdhigkeit des Gewebes bzw. deren Nachweisbarkeit. Ein eindeutiger
Nachweis mit Theophyllin, ohne eine sich anschlieBende histologische Untersuchung des
Gewebes ist nicht ausreichend, um die Vitalitdt zu gewihrleisten.

Fiir die untersuchten gentechnisch verdndeten Modellproteine konnten folgende Ergbenisse
gewonnen werden. Ein Transport der intakten Proteine GFP und VP 60 von der mukosalen
zur serosalen Seite durch das native Darmepithel wurde nachgewiesen. Die Transportraten
sind sehr gering, aber prinzipiell ist ein Ubertritt dieser Proteine ins Blut mdglich. Die Unter-
suchungen zur Resorption von bereits verdauten Modellpflanzen zeigten keinen Ubertritt von
Fremdproteinfragmenten auf die serosale Seite des Gewebes. Wobei hier auch beriicksichtigt
werden muss, das die Konzentration eventuell unter der Nachweisgrenze lagen, oder aufgrund
nicht geeigneter Antikdrper nicht detektierbar waren. Abschlie8end ist hinsichtlich des Risi-
kos der hier untersuchten Modellproteine von einem nur geringen Gefahrenpotential auszuge-
hen. Die Fremdproteine wurden durch die in vitro Verdauung ebenso schnell abgebaut wie
jedes andere Protein auch und selbst wenn das nicht der Fall ist, ist die Resorption ist ver-
schwindend gering. Um aber das Allergenitéts- bzw. Toxizitdtsrisiko der gentechnisch verédn-

derten Pflanzen abschlieBend beurteilen zu konnen, sind weitergehende Untersuchungen no-

tig.
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Thesen zur Dissertation:

,Entwicklung einer in vitro Methode zur Simulation von Verdauung und
Resorption gentechnisch verinderter Pflanzen*

vorgelegt von Dipl. Biochem. Andre Kacholdt und Dipl.- Ing. agr. Mandy Bruch

Zur Zulassung von gentechnisch veridnderten Pflanzen ist eine Risikoabschédtzung, gerade
unter dem Gesichtspunkt der Verbesserung der Akzeptanz in weiten Teilen der Bevolkerung,
sehr wichtig. Um ein quantifizierbares Verfahrens zur Detektion von Wechselwirkungen der
gentechnisch verdnderten Proteine mit dem Darmepithel und der Resorption aller durch die
Expression des Fremdgens verénderten Stoffe und deren Auswirkungen auf den Organismus
zu entwickeln, bedarf es einer strukturierten Vorgehensweise. Es sollte ein Verfahren entwi-
ckelt werden, das die in vitro Messung von ansonsten nur im Tierversuch zu erhebenden Da-
ten liber Verdauungs- und Resorptionsvorgdnge im Darm gestattet. Die Risikoabschidtzung
muss umfassend sein und auch die Frage klédren, ob es Gefahren bei beabsichtigter oder auch
unbeabsichtigter Aufnahme von gentechnisch verédnderten Pflanzen in den Verdauungstrakt
von Organismen gibt. Zur Verringerung von Tierversuchen soll ein in dieser Arbeit entwi-
ckeltes quantifizierbares in vitro Verfahren angewendet werden.

Bei der Entwicklung der hiervorliegenden in vitro Verdauungsmethode und bei der Untersu-
chung des Abbaus von Proteinen und Pflanzen, sowie dem Vergleich der Ergebnisse mit Er-

gebnissen anderer Untersuchungen konnten die folgenden Thesen erarbeitet werden:

1. Die zu entwickelte in vitro Verdauungsmethode soll sich aufgrund des Einsatzes von
gentechnisch verdnderten Pflanzen als Futtermittel und in der Humanerndhrung am
Verdauungssystem des Monogasters orientieren. Das Schwein wurde aufgrund seiner
groBBen physiologischen Parallelen zum Menschen als Modelltier genutzt. Die natiirli-
chen Vorginge im Gastrointenstinaltrakt wurden analysiert, insbesondere die Zu-
sammensetzung der sezernierten Enzyme und Pufferl6sungen wurde genauestens un-
tersucht.

2. Die stattfindenden Verdauungsschritte in der Maulhdhle (30 min Inkubation mit o-
Amylase, geldst in PBS und einem pH-Wert von 6,8) im Magen (3 h Inkubation mit
Pepsin, geldst in HCI, pH-Wert 2,0) und im Duodenum (2 h Inkubation mit Pankrea-
tin/Gallenextrakt, gelost in Hydrogencarbonatpuffer mit pH-Wert 6,8) sind mit relativ

M



geringem Aufwand in vitro zu simulieren. Durch die Verdauungsenzyme werden die
drei Hauptndhrstoffe Kohlenhydrate, Proteine und Fette, soweit sie durch den Auf-
schluss in die wissrige Phase iiberfithrt werden, abgebaut. Die Reaktionsprodukte
konnten zu allen erfolgten Abbaurektionen nachgewiesen werden. Dabei sind die in
vitro Vorginge auf molekularer Ebene durchaus mit denen in vivo vergleichbar.

3. Bei der Simulation der Verdauung, wie sie im Diinndarm stattfindet, tritt folgendes
Problem auf. Die Bauchspeicheldriise sezerniert eine Vielzahl von Enzymen, die nicht
alle kduflich zu erwerben waren. Ein Kompromiss ist die Verwendung von Pankreatin,
einem Enzymgemisch, gewonnen aus dem Pankreas. Ein kompletter Abbau von Prote-
inen kann mit Verwendung dieses Enzymgemisches erreicht werden, da es alle Ver-
dauungsenzyme des Pankreas enthilt, aber eine Zuordnung der proteolytischen Ge-
samtaktivitdt auf die einzelnen Enzyme ist nicht mdglicht

4. Soll bei der Verdauungssimulation der Abbaugrad des Futtermittels maximiert wer-
den, und moglichst nahe am natiirlichen Vorbild gearbeitet werden, so muss die ver-
wendete Methode den Abbau durch a-Amylase beinhalten. Durch diesen vorgeschal-
teten Verdauungsschritt kann der Abbaugrad bei den darauffolgenden Verdauungs-
schritten signifikant erh6ht werden, und somit niher an die Vorgaben der natiirlichen
Verdauung angendhert werden, der allerdings nicht erreicht wird.

5. Die Freisetzung von intakten Proteinen in den Verdauungstrakt, und eine damit ver-
bundene eventuelle Resorption ist nicht zu verhindern. Der Aufschluss erfolgt im
Magen, freiwerdendes Protein wird sofort von Pepsin abgebaut. Dieses wird durch
die Erhohung des pH-Wertes (Hydrogencarbonat aus der Pankreas) inaktiviert. Aus
dem aufgeschlossenen Substrat aus dem Magen wird weiterhin intaktes Protein frei-
gesetzt, welches aber nur langsam durch die pankreatischen Enzyme abgebaut wird.
Freies, intaktes Fremdprotein ist daher immer im Diinndarm vorhanden. Deshalb soll-
te die mogliche Resorption ebenfalls untersucht werden, wenn fremde Proteine in ei-
ne Pflanze eingebracht werden.

6. Gentechnisch in Pflanzen eingebrachte Proteine unterschieden sich, im Bezug auf den
Abbau durch die Verdauungsenzyme und die Freisetzung in das umgebende wissrige
Medium nicht von den natiirlich enthaltenen Proteinen einer Pflanze. Es konnten kei-
ne Unterschiede im Abbauverhalten zwischen dem Gesamtprotein, welches den na-
tiirlichen Proteinen entspricht, und dem Fremdprotein aus gentechnisch verdanderten

Pflanzen festgestellt werden.



7.

10.

11.

12.

Der mogliche Abbau der Proteine durch die Verdauungsenzyme ist eine Eigenschaft
der jeweiligen Proteine selbst. Sie wird weitestgehend durch die Aminoséuresequenz
und die sich daraus ergebende Tertidrstrukur der Proteine bestimmt. Aus diesem
Grund wird sich diese Eigenschaft beim Transfer in einen anderen Organismus nicht
grundlegend dndern.
Zur Feststellung der Resorptionseigenschaften konnen Bestandteile der jeweiligen
gentechnisch verdnderten Pflanze verwendet werden. Da die Pflanzenteile aufge-
schlossen werden, ist spitestens beim Ubertritt der Proteine ins wissrige Medium
kein Unterschied mehr zum Einsatz von vorab aufgereinigten Proteinen zu erkennen.
Nur die Konzentration der Proteine in der wéssrigen Losung unterscheidet sich.
Da im Duodenum intaktes Protein freigesetzt wird, ist es zur Bestimmung der Aller-
genitdt notwendig, drei verschiedene Verdauungsprofile zu untersuchen.

e komplette in vitro Verdauung von Maulhdhle bis Diinndarm

e nur mit den Pankreasenzymen, dabei wird der Pankreasverdau der im Duo-

denum freigesetzten intakten Proteine simuliert
e ohne Verdauungsenzyme, um den Einfluss der intakten Proteine, die im Duo-
denum vorliegen, auf die Allergenitit zu untersuchen

Die Resorption kann unter Verwendung von Ussing-Kammern simuliert werden. Es
wurden keine den in vivo Daten wiedersprechende Ergebnisse gefunden. Die in vitro
stattfindenden Transporte konnten aus versuchstechnischen Griinden, u.a. zu geringe
Konzentration der Fremdproteine, in vivo nicht verifiziert werden.
Am isolierten Darmgewebe sind die Transporte der rekombinanten Proteine unter-
sucht worden. Dabei konnten geringe Transport von GFP und VP 60 detektiert wer-
den. Um den Transport weiter zu charakterisieren, wurde das Versuchsdesign abge-
andert, aber keine es wurden Unterschiede in den Transportraten zwischen den Ge-
weben mit und ohne Payersche Plaques festgestellt. Aufgrund der in den Plaques ent-
haltenen M-Zellen war hier ein hoherer Proteintransport erwartet worden.
Die Eignung der Ussing-Kammer als Untersuchungsmethode ist prinzipiell gegeben,
aber die Vitalitdt des untersuchten Epithels bedarf genauster Untersuchungen, da der
bisher verwendete Marker (Anstieg des Kurzschlussstromes I nach Zugabe von The-
ophyllin) nicht zur alleinigen Beurteilung des Gewebezustandes ausreicht. Die histo-
logischen Untersuchungen zeigen trotz positiver Reaktion auf die Theophyllin-

Zugabe ein anderes Bild.






	1 Einleitung
	2 Vorgehensweise dieser Methodenentwicklung
	3 Theoretische Grundlagen und Literatur
	3.1 Physiologie der Verdauung
	3.1.1 Grundlagen der in vivo Verdauung
	3.1.1.1 Verdauung in der Maulhöhle
	3.1.1.2 Verdauung im Magen
	3.1.1.3 Verdauung im Dünndarm
	3.1.1.4 Verdauung im Dickdarm

	3.1.2 Grundlagen der in vitro Verdauung
	3.1.2.1 In vitro Verdauungsmodelle
	3.1.2.2 Enzymaktivitäten
	3.1.2.3 Simulation des Kauvorganges
	3.1.2.4 Simulation der Mundhöhlenverdauung
	3.1.2.5 Simulation der Magenverdauung
	3.1.2.6 Simulation der Dünndarmverdauung
	3.1.2.7 Simulation der Dickdarmverdauung


	3.2 Physiologie der Resorption
	3.2.1 Allgemeines
	3.2.2 Resorption in vivo
	3.2.3 Resorption von intakten Proteinen
	3.2.4 Stabilität von Proteinen gegen proteolytischen Abbau
	3.2.5 Resorption von Proteinen und Proteinfragmenten aus GVPs
	3.2.6 Beeinflussung des Proteintransportes durch verschiedene Inhibitoren
	3.2.7 Simulation der Resorption in vitro
	3.2.7.1 Simulation durch Zentrifugation
	3.2.7.2 Simulation durch Dialyse
	3.2.7.3 Ussing-Kammer
	3.2.7.4 In vitro Resorption von radioaktiv markierten Standards


	3.3 Analyse der Verdauungssimulation
	3.3.1 Klassische Methoden
	3.3.1.1 Weender Futtermittelmittelanalyse
	3.3.1.2 Verdaulichkeiten (VK)

	3.3.2 Molekularbiologische Nachweismethoden
	3.3.2.1 Elektrophoresen
	3.3.2.2 Immunologische Methoden


	3.4 Charakterisierung der gentechnisch veränderten Pflanzen
	3.4.1 Unterschiede zwischen Wildtyp und transgenen Pflanzen
	3.4.3. Freisetzung von rekombinanten Proteinen aus genveränderten Pflanzen


	4 Material und Methoden
	4.1 Material
	4.1.1 Pflanzenmaterial
	4.1.2 Modellproteine
	4.1.2.1 Viruskapsid 60 (VP60)
	4.1.2.2 Cholertoxin Untereinheit B (CTB)
	4.1.2.3 Grün fluoreszierendes Protein (GFP)
	4.1.2.4 Cyanophycin (CY)
	4.1.2.5 Neomycinphosphotransferase II (NPT II)

	4.1.3 Futtermischungen
	4.1.3.1 Jungsauenaufzuchtfutter
	4.1.3.2 Mischung mit genetisch veränderten Pflanzen


	4.2 Methoden
	4.2.1 Charakterisierung von Pflanzenmaterial
	4.2.1.1 Bestimmung der Flüssigkeitsaufnahme lyophilisierter  Pflanzen
	4.2.1.2 Freisetzung von Protein aus Pflanzen
	4.2.1.3 Abbau von Proteinen aus Pflanzen

	4.2.2 Aufschlussmethoden
	4.2.2.1 Lyophilisieren
	4.2.2.2 Häckseln
	4.2.2.3 Mahlen

	4.2.3 Bestimmung der Enzymaktivitäten im Gastrointestinaltrakt des Schweins
	4.2.3.1 Bestimmung der Speichelaktivität
	4.2.3.2 Bestimmung der Pepsinaktivität

	4.2.4 Weender-Analyse
	4.2.4.1 Trockensubstanz (TS)
	4.2.4.2 Rohasche (RA)
	4.2.4.3 SalzsäureUnlöslicheRohAsche (SURA)
	4.2.4.5 Rohprotein (RP)- bestimmung nach Kjeldahl
	4.2.4.6 Bestimmung der Rohfaser (RF)
	4.2.4.7 Bestimmung des Rohfettes (RX)
	4.2.4.8 Verdaulichkeiten

	4.2.5 Methoden zur Analyse der in vitro Verdauung
	4.2.5.1 Gravimetrische Bestimmungen der abgebauten Masse
	4.2.5.2 FACE-PA-Gele (Flurophore-Assisted-Carbohydrate-Elektrophoresis on PA Gels)
	4.2.5.3 Dünnschichtchromatographie
	4.2.5.4 Bestimmung von Triglyceriden
	4.2.5.5 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
	4.2.5.6 ELISA (Enzyme linked immunoabsorbent Assay)
	4.2.5.7 Western Blot
	4.2.5.8 Proteinbestimmung nach Bradford
	4.2.5.9 TNBS-Assay

	4.2.6 Ussing-Kammer Technik
	4.2.7 Gewebeschnitte / Immunohistochemie
	4.2.8 Fütterungsversuch
	4.2.8.1 Tiermaterial
	4.2.8.2 Futtermittel
	4.2.8.3 Haltung der Tiere
	4.2.8.4 Durchgeführte Untersuchungen


	4.3 Statistik

	5 Ergebnisse
	5.1 Untersuchung der in vivo Verdauung
	5.1.1 Bestimmung der natürlichen Enzymaktivitäten
	5.1.1.1 Bestimmung der Speichelamylaseaktivität
	5.1.1.2 Bestimmung der Pepsinaktivität

	5.1.2 Bestimmung des in vivo Abbaus von Futtermitteln
	5.1.2.1 In vivo Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter
	5.1.2.2 In vivo Abbau von frischen Kartoffeln (Sorte Albatros)


	5.2 Untersuchungen zur Verdauung in vitro
	5.2.1 Untersuchung des in vitro Abbaus durch -Amylase
	5.2.1.1 Untersuchung der Notwendigkeit der Simulation des Abbaus durch -Amylase
	5.2.1.2 Einfluss von Einwirkzeit und Enzymkonzentration

	5.2.2 Bestimmung des Abbaus durch Pepsin und Salzsäure
	5.2.2.1 Zeitliche Stabilität von Pepsin
	5.2.2.2 Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter durch Pepsin/HCl
	5.2.2.3 Einfluss der Pepsinkonzentration
	5.2.2.4 Abbau von BSA durch Pepsin/HCl
	5.2.2.5 Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter durch mehrmalige Pepsinzugabe

	5.2.3 Bestimmung des Abbaus durch Pankreatin und Gallenextrakt
	5.2.3.1 Aufschluss durch Pankreatin und Gallenextrakt
	5.2.3.2 Qualitativer Nachweis des Fettabbaus
	5.2.3.3 Quantitativer Nachweis des Fettabbaus
	5.2.3.4 Bestimmung der Einwirkzeit von Pankreatin Galle mit Trinitrobenzoensäure (TNBS)

	5.2.4 in vitro Abbau von Futtermitteln
	5.2.4.1 in vitro Abbau von Jungsauenaufzuchtfutter
	5.2.4.2 In vitro Abbau von Kartoffeln


	5.3. Untersuchungen am gentechnisch verändertem Pflanzenmaterial
	5.3.1. Bestimmung des Flüssigkeitsaufnahmevermögens lyophilisierter Kartoffelknollen und Tabakblätter
	5.3.2. Freisetzung von Proteinen aus gentechnisch veränderten Pflanzen
	5.3.3. Abbau von Gesamtprotein durch die Enzyme -Amylase und Pepsin
	5.3.4. Abbau der Modellproteine
	5.3.4.1. Unterschiede im Abbau von CTB aus frischem oder lyophylisierten Material
	5.3.4.2. Abbau von Modellproteinen durch -Amylase und Pepsin
	5.3.4.3 Abbau der Modellproteine während der Lagerung


	5.4 Simulation der Resorption
	5.4.1 Bestimmung des optimalen Darmabschnittes für die Resorption von Proteinen
	5.4.2 Bestimmung des [3H]-Manntioltransportes
	5.4.3 Resorption der Modellproteine
	5.4.4. Spezifizierung des GFP Transportes
	5.4.4.1. In vitro Transport von GFP mit Cholchicin und Cytochlasin D
	5.4.4.2 In vitro Transport von GFP mit Hemmung der ABC Transporter

	5.4.5 Einfluss von CTB auf den VP60 Transport

	5.5. Histologie / Immunohistochemie
	5.5.1 Beschaffenheit des Darmes zumVersuchsende (Ussing-Kammer-Versuche)
	5.5.2. Detektion von GFP im Darmepithel

	5.6 Tierversuch
	5.6.1 Zootechnische Parameter der Tiere
	5.6.1.1 Lebendmassezunahme der Tiere
	5.6.1.2 Blutwerte der Tiere

	5.6.2. NPTII Vorkommen
	5.6.2.1. NPTII im Verdauungstrakt
	5.6.4.2. Lösen von NPTII aus Magenchymus
	5.6.2.3. Vorkommen von NPTII im Blut



	6 Diskussion
	6.1 Untersuchung der Verdauung in vitro
	6.1.1 Voruntersuchungen
	6.1.1.1 Entwicklung von Messmethoden
	6.1.1.2 Bestimmung der Enzymaktivitäten in vivo
	6.1.1.3 Bestimmung eines geeigneten internen Markers
	6.1.1.4 Ziele von in vitro Methoden

	6.2.2 Aufschluss und Abbau von Futtermitteln in vitro
	6.2.2.1 Abbau von Stärke
	6.2.2.2 Aufschluss und Abbau von Proteinen
	6.2.2.3 Aufschluss und Abbau durch Pankreatin und Gallenextrakt


	6.2 In vivo Verdauung
	6.3 Entwicklung einer in vitro Methode
	6.3.1 Simulation der Mundhöhlenverdauung
	6.3.2 Simulation der Magenverdauung
	6.3.3 Simulation der Dünndarmverdauung
	6.3.4 Vergleich des in vivo und in vitro Abbaus

	6.4 Abbau von Proteinen
	6.4.1 Abhängigkeit der Proteinfreisetzung und des Proteinabbau vom Pflanzenmaterial
	6.4.2 Proteinabbau in Pflanzenmaterial
	6.4.3 Unterschiede im Proteinabbau von Fremdprotein und Gesamtprotein
	6.4.4 Proteinabbau (NPTII) im Tierversuch

	6.5 Resorption
	6.5.1 Resorption von GFP
	6.5.2 Resorption der Modellproteine CTB, VP 60 und NPT II


	7. Zusammenfassung
	8. Literaturverzeichnis
	9 Abbildungsverzeichnis
	10 Tabellenverzeichnis
	11 Anhang



