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Opiate aus Milch zur Behandlung von Diarrhoen
Natiirliche Heilstoffe in der Milch / Von Hannelore Daniel

Diarrhoen kénnen besonders fiir Siuglinge und Kleinki

den.

Diarrhoen sind fiir Siiuglinge und Kleinkin-
der, insbesondere in Lindern der dritten
Welt, auch heute noch lebensbedrohliche Er-
krankungen. Die Ursachen dieser Durchfille
liegen iiberwiegend in bakteriellen und vira-
len Infektionen des Gastrointestinaltrakts.
Dabei wirken zum Beispiel die Toxine patho-
gener Keime direkt auf den intestinalen lo-
nentransport und damit auf die Wasserre-
sorption.

Unter physiologischen Bedingungen regu-
liert der Diinndarm wechselnd grofie Fliis-
sigkeitsvolumina, die auch hinsichtlich des
osmotischen und des pH-Wertes unter-
schiedlich sein konnen. Neben exogen zuge-
fiihrter Fliissigkeit von tiglich etwa 2-4 Li-
tern sind es ca. 8 Liter Fliissigkeit pro Tag
aus korpereigenen Quellen, die fast voll-
stéindig von der Darmschleimhaut resor-
biert werden. Die Wasserresorption hingt
osmotisch von der Resorption der Elektro-
lyte, insbesondere von Natriumchlorid, ab.
Durch die Aufnahme von Natriumchlorid
erhoht sich der osmotische Wert (Osmolari-
tédt) im Gewebe, wodurch Wasser verstirkt
aufgenommen wird. Das Natriumchlorid
wird an der luminalen Membran der Epi-
thelzellen durch zwei gekoppelte sog. elek-
troneutrale Antiportsysteme (= Gegen-
transport-Systeme) aufgenommen:  den
Na*/H"-Antiporter und den ClI~/HCOj -
Antiporter (Abb.1). Neben Natriumchlo-
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rid sind es auch die Nichtelektrolyte der
Nahrung, wie Glucose und Aminosiuren.,
deren Resorption eine osmotisch bedingte
Aufnahme von Wasser herbeifiihrt.
Sekretions- und Resorptionsprozesse wer-
den u.a. durch die Konzentration zykli-
scher Nucleotide (¢c-AMP, ¢-GMP) in den
Epithelzellen des Darmes reguliert. Bei ei-
ner Vergiftung zum Beispiel mit Cholera-
Toxin oder mit E.coli-Toxinen kommt es
zu einer Verinderung des intrazelluliren
Spiegels dieser zyklischen Nukleotide: c-
AMP bei Cholera-Toxin und c-GMP bei ei-
nem gereinigten Toxin von E. coli, dem sog.
STa-Toxin. Ein erhohter Nucleotidspiegel
fithrt zu einer Sekretion von Chloridionen
in den Darm, wodurch sich die elektroche-
mische Potentialdifferenz (Abb.1) verin-
dert und damit die Aufnahme insbesondere
von Natriumchlorid stark vermindert wird.
Dies bewirkt, dall aus osmotischen Griin-
den Wasser in den Darm abgegeben und der
Darminhalt mehr oder weniger stark ver-
diinnt wird. Als weitere Folge kommt es zu
einer starken Steigerung der Bewegung von
Magen und Darm, der sog. Motilitit, die
ihrerseits das Ausmall der Diarrhoe er-
hoht.

Zur Therapie von Diarrhoen werden hiufig
synthetische opiatihnliche Verbindungen,
wie zum Beispiel das Pharmakon Loper-
amid verwendet. Opiate binden an spezifi-

sche Rezeptoren des Nervengewebes der
Darmschleimhaut. Sie hemmen damit die
Motorik des Darmes und fordern die Elek-
trolyt- und Wasserresorption. Dieses thera-
peutische Prinzip wurde bereits sehr friih,
durch Verabreichung der Tinctura Opii, zur
Behandlung von Diarrhoen ausgenutzt.
Von Victor Brantl und Hansjorg Tesche-
macher, jetzt Rudolf-Buchheim-Institut fiir
Pharmakologie der Universitit Gielen,
wurden 1979 erstmals opioidaktive Peptide
beschrieben, die aus f-Casein, einer Eiweif3-
fraktion der Milch, freigesetzt werden kon-
nen. Sie wurden als f-Casomorphine be-
zeichnet. Noch im selben Jahr wurde die
Struktur dieser Opioide publiziert. Bei-
spielsweise befindet sich das f-Casomor-
phin 8 in der Sequenz des bovinen f-Casein
an den Positionen 61-67.

Ein Charakteristikum der ff-Casomorphine
ist die wechselnde Anordnung der Prolinre-
ste im Molekiil, die dem Peptid eine hohe
Resistenz  gegeniiber eiweiBabbauenden
Enzymen verleiht. Die Aufspaltung der
Prolin enthaltenden Dipeptidbindungen
wird durch spezifische Enzyme, wie das sog.
post-prolin-cleaving enzyme™ oder die Di-
peptidyl-Peptidase 4, katalysiert. Die Ab-
spaltung einzelner Aminosiduren vom C-
terminalen Ende der Sequenz fiihrt zu Pep-
tiden mit unterschiedlicher Opiatwirksam-
keit.

Die f-Casomorphine binden iiberwiegend
an die p-Opiatreceptoren verschiedener
Zelltypen und rufen charakteristische Wir-
kungen hervor. Zu den klassischen Opiat-
wirkungen, u.a. auch des Morphins, zihlen
neben der Analgesie (Schmerzstillung) ins-
besondere auch die bereits erwihnten Ef-
fekte auf die gastrointestinale Motilitidt und
den Elektrolyttransport der Diinndarm-
schleimhaut.

Wir priiften in tierexperimentellen Untersu-
chungen inwieweit oral aufgenommenes
Casein bzw. synthetische f-Casomorphine
in der Lage sind, klassische Opiatwirkun-
gen im Gastrointestinaltrakt zu entfalten.
Dazu wurde an Sduglingsratten zum einen
die Wirkung dieser Substanzen auf die ga-
strointestinale Motilitdt und zum anderen
auf die intestinale Wasserresorption unter-
sucht.
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Wirkung von p-Casein und f-Casomorphi-
nen auf die Darmmotorik

Als Testnahrungen verwendeten wir entwe-
der isoliertes Kuhmilch-f-Casein (CasN)
oder Molkenprotein (MpN) in Form von
Suspensionen mit jeweils 20 mg Protein pro
Milliliter. Diesen Suspensionen wurde ra-
dioaktives Cerium (**! Ce) zugesetzt, das im
Gastrointestinaltrakt nicht resorbiert wird.
Durch Messen der vom '*!Ce ausgesandten
Gammastrahlung 146t sich auf diese Weise
der Weg des Speisebreis leicht verfolgen
und damit die Kinetik der Magenentlee-
rung und die Dauer der Darmpassage be-
stimmen. Wurde die Wirkung der syntheti-
schen f-Casomorphine untersucht, so wur-
den sie stets dem Molkenprotein zugesetzt
und die Kontrolltiere erhielten die entspre-
chende Menge an Molkenprotein.

Die Nahrungssuspensionen wurden noch

Die intestinale Elektrolyt—

nicht entwohnten Ratten mit einem Kor-
pergewicht von 25-30 g mittels einer
Schlundsonde verabreicht. Danach wurde
die Entleerung des '*'Ce aus dem Magen zu
verschiedenen Zeiten durch eine fiir das
Versuchstier schmerzfreie Methode be-
stimmt. Dariiber hinaus wurde auch die
zeitabhingige Ausscheidung des Tracers
(**'Ce) mit dem Stuhl registriert. Abbil-
dung 2 zeigt die Kinetik der Entleerung des
Tracers nach Verabreichung der beiden
Testnahrungen, jeweils mit und ohne Gabe
von Naloxon. Naloxon ist ein spezifischer
Opiatrezeptor-Antagonist und hebt die
Opiatwirksamkeit auf. Die Abbildung laf3t
eine signifikant langsamere Entleerung der
Caseinsuspension im Vergleich zur Mol-
kenproteinsuspension erkennen. Weiterhin
zeigt sie, daB} die Verabreichung von Nal-
oxon die Entleerungskinetik beim Molken-
protein nicht verinderte. Beim Casein dage-

gen flihrte es ab

etwa der 40. Minute

zu einer signifikant

leerung. Aufgrund dieses Befundes kann
angenommen werden, daf3 aus dem Casein —
nicht aber dem Molkenprotein — nach der
Entleerung aus dem Magen opiataktive
Substanzen freigesetzt wurden. Diese durch
die Proteinverdauung im Darm entstande-
nen Peptide wirkten riickkoppelnd hem-
mend auf die weitere Entleerung des Speise-
breis aus dem Magen.

Die Passagezeit des Tracers bis zur Aus-
scheidung mit den Faeces, die wir als Ma-
gen-Rektum-Transitzeit bezeichnen, war
ebenfalls signifikant ldnger bei Verabrei-
chung der Caseinnahrung (Abb.3). Auch
hier fiihrte Naloxon nur beim Casein zu ei-
ner Beschleunigung der Passage. Die Halb-
wertszeit der Entleerung wurde durch Nal-
oxon von 10,8+ 1.8 Stunden auf 5,94 1.0
Stunden verkiirzt und entsprach damit dem
Wert nach Molkenproteinverabreichung
(Tabelle 1).

Der Zusatz verschiedener synthetischer f-
Casomorphine deren Struktur in Tabelle 2
dargestellt ist, flihrte bei f-Casomorphin-4-
Amid zu einer leichten Beschleunigung der
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Abb.4: Stoffwechsel der zyklischen Nucleotide unter der Wirkung
positiver Effektoren ( Forskolin, E. coli-Sta-Toxin) und negativer Ef-
fektoren ( Theophyllin).

Abb. 1: Die Resorption von NaCl erfolgt an der luminalen Membran
der Epithelzellen durch zwei Antiportsysteme. Nach der Abgabe des
NaCl in den Interzelluldrraum bewirkt der angestiegene osmotische
Wert die Aufnahme von Wasser. Zyklische Nucleotide (z.B. c-
AMP) fordern die Chloridsekretion und verdndern dadurch die elek-
trochemische Potentialdifferenz. Es kommt zu einer Hemmung der
NaCl-Resorption, wodurch kein Wasser mehr resorbiert wird und ei-
ne Diarrhoe entsteht.
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Abb. 5: Wirkung von f-Casomorphin 4027 auf eine c-GM P vermittel-
te Sekretion im Ileum x + sem, 20-24 Loops. |
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Tabelle 1: Halbwertszeiten der gastrointesti-
nalen Passage bei der Ratte

Molkenprotein 65+1,1h
Molkenprotein+ Naloxon 72+16h
Casein 108+18h
Casein+ Naloxon 59+1,0h
MP + f-CM-4-Amid 47+0,8h
MP + -CM-(D-Ala?)-4-Amid 79+15h
MP + -CM-(p-Ala?*)-5-Amid 11,8+2,0h

Passage, bei f-Casomorphin (D-Ala®)-4-
Amid und (p-Ala**)-5-Amid (Derivat
4027) zu einer dosisabhingigen Hemmung
der Passage (siche Tabelle 1). Diese synthe-
tischen, mit p-Alanin substituierten f-Ca-
somorphine, zeichnen sich durch eine noch
hohere Proteasenstabilitit aus, als die na-
tiirlichen -Casomorphine, die aus dem Ab-
bau des Caseins stammen. Durch Zusatz
von Smg f-Casomorphin (p-Ala®*)-5-
Amid zur Molkenproteinsuspension wurde
deren Passagezeit der einer Caseinnahrung
angeglichen. Die Tabelle 1 zeigt die Halb-
wertszeiten der Entleerung des Tracers nach
Verabreichung der verschiedenen Testsus-
pensionen. Es wird deutlich, dall das Nal-
oxon die Entleerung des Caseins der des
Molkenproteins angleicht. Umgekehrt da-
zu vermogen verschiedene synthetische f-
Casomorphine, die Passage des Molken-
proteins der des Caseins anzupassen. Die f-
Casomorphine erwiesen damit die erwarte-
te, fiir Opiate charakteristische motilitits-
hemmende Wirkung. Genauso vermochte
auch oral verabreichtes Casein offenbar die
Motilitiit des Gastrointestinaltraktes zu re-
duzieren. Dies konnte auf die Freisetzung
von opioidaktiven Peptiden aus dem Ca-
sein, eben den f-Casomorphinen, zuriick-
gefiihrt werden. Diese Annahme wird durch
Giellener Untersuchungen von J. Svedberg
bestitigt, mit denen diese Peptide im Diinn-
darminhalt von Menschen nach Caseinauf-
nahme nachgewiesen werden konnten.
Voraussetzung fiir die Wirksamkeit dieser
opiataktiven Peptide ist ihre Aufnahme als
intaktes Peptid oder aktives Fragment
durch die Diinndarmschleimhaut. Hinweise
auf die Resorption intakter Casomorphine,
insbesondere beim jugendlichen Organis-
mus, zeigen die Arbeiten einer franzosi-
schen und australischen Arbeitsgruppe.
Nach ihrer Resorption kénnen die opioid-
aktiven Peptide mit den p-Rezeptoren des
subepithelialen Nervengewebes wechselwir-
ken und damit ihre motilititshemmende
Wirkung entfalten.

Wirkung auf die intestinale
Elektrolyt- und Wasserresorption

Die Untersuchungen iiber die antisekretori-
sche Wirkung von f-Casomorphinen wur-
den an narkotisierten Ratten durchgefiihrt.
Der Umfang der Wasserresorption bzw.
-sekretion wurde gravimetrisch bestimmt.
Zunichst wurde experimentell eine Diar-
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Abb. 2: Kinetik der Magenentleerung einer
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rhoe erzeugt. Wie bereits einleitend ausge-
fithrt wurde, fiihrt eine Erhohung sowohl
des c-AMP, als auch des c-GMP-Spiegels in
den Schleimhautzellen zu einer Sekretion
von Wasser in das Darmlumen. Eine c-
AMP abhiingige Sekretion 16sten wir durch
Injektion von Theophyllin (10 mM) — in
Verbindung mit Forskolin (20 pM) —in das
Lumen eines terminalen Ileumsegmentes
(Diinndarmende) aus. Forskolin wirkt als
Aktivator der Adenylat-Zyklase, des En-
zyms, das aus ATP c-AMP bildet (Abb. 4).
Theophyllin hemmt die Phosphodiesterase,
die den Abbau des c-AMP katalysiert. In
der Folge stieg der c-AMP Spiegel der
Schleimhaut auf etwa das Vierfache an. Ei-
ne ¢-GMP abhingige Sekretion wurde
durch die intraluminale Gabe des E.coli-
STa-Toxins (16 pg/ml), in Verbindung mit
Theophyllin hervorgerufen.

AnschlieBend priiften wir die Wirksamkeit
der f-Casomorphine auf diese beiden Arten
von intestinalen Sekretionsprozessen. Die
getesteten f-Casomorphine wurden entwe-
der direkt in das Darmlumen injiziert oder
intravenos verabreicht.

Durch die sekretionsauslosenden Substan-
zen wurde die normale Resorption von
Wasser, die etwa 3 ml/g Darmtrockensub-

X + sem, n= 5
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Tabelle 2: Struk tur der verwendeten -Caso-
morphine

1. p-Casomorphin-4-Amid
Tyr-Pro-Phe-Pro-NH,

2. (p-Ala?)-f-Casomorphin-4-Amid
Tyr-(p-Ala)-Phe-Pro-NH,

3. (p-Ala**)-B-Casomorphin-5-Amid (4027)
Tyr-(p-Ala)-Phe-(p-Ala)-Tyr-NH,

stanz betrug, zu einer Sekretion in das
Darmlumen von etwa 2 ml/g umgekehrt.
Die Abb. 5 vermittelt hierzu am Beispiel der
¢-GMP vermittelten Sekretion, daf3 das ein-
gesetzte f-Casomorphin (p-Ala**)-5-Amid
bei Verabreichung in das Darmlumen nur
eine geringe, nach intravendser Injektion ei-
ne signifikante Hemmung der Sekretion
herbeifiihrte. Das ebenfalls untersuchte f-
Casomorphin-4-Amid verursachte keine
Hemmung der Wassersekretion. Der sekre-
tionshemmende Effekt des proteasenstabi-
leren p-Casomorphin (p-Ala*#)-5-Amid
wurde durch Naloxon wieder aufgehoben
und mufBl damit als spezifische Opiatwir-
kung angesehen werden.

Maéglicherweise werden die f-Casomorphi-
ne durch die Peptidhydrolasen der Biirsten-
saummembran doch relativ schnell abge-
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baut, wodurch ihre Wirksamkeit auf den
Elektrolyt- und Wassertransport begrenzt
ist. Einen Hinweis in diese Richtung bieten
unsere elektrophysiologischen Messungen,
bei denen wir die Potentialdifferenz zwi-
schen Darmlumen und Blut bestimmt ha-
ben. Die Potentialdifferenz ist ein indirektes
Mal fiir den lonentransport. Wie bereits
erwihnt wurde, veriindern sekretionsauslo-
sende Substanzen die Potentialdifferenz da-
durch, daB sie eine Chloridsekretion in das
Darmlumen bewirken, wodurch das Lumen
elektrochemisch negativ geladen wird. Ab-
bildung 6 zeigt, dall die Injektion beider
Casomorphine in das Darmlumen zu einer
sofortigen Anderung der Potentialdifferenz
fithrte. Dies bedeutet, daB3 wieder vermehrt
lonen resorbiert werden. Diese Wirkung
hilt jedoch beim f-Casomorphin-4-Amid
nur kurz an. Beim f-Casomorphin-(D-
Ala?#)-5-Amid war diese Periode mit etwa
25 Minuten deutlich linger. Diesen Effekt
kdénnte man einem fortschreitenden Abbau
der Peptide zuschreiben, wodurch die Wir-
kung der sekretionsauslésenden Substan-
zen wieder dominierend wird. Wie bereits
erwihnt, wird das f-Casomorphin-4-Amid
schneller abgebaut, als das fi~-Casomorphin
Derivat 4027 (Tabelle 2, Punkt 3).

Die mogliche Wirkung von f-Casomorphinen auf die intestinale Elek-
trolyt- und Wasserresorption und die intestinale Motilitéit
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Abb. 6: Einfluf$ von f-Casomorphinen und Naloxonen auf die trans-
murale Potentialdifferenz bei einer c-GM P vermittelten Sekretion im
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Abb. 7: Voraussetzung fiir die Wirkung ist die Aufnahme als intakies
Peptid oder biologisch aktives Fragment. Nach der Resorption kon-
nen sie moglicherweise direkt auf den Elektrolyttransport der Epithel-
zellen einwirken. Uber das subepitheliale Nervengewebe hemmen sie
die Motilitdt und durch eine Blockade der Neurotransmitterfreiset-
zung die Sekretion.
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Der beobachtete Effekt der Peptide auf die
Potentialdifferenz kann als eine Opiatwir-
kung angesehen werden, da das Naloxon
ihn aufheben konnte. Unsere Ergebnisse
werden auch durch franzosische Befunde
untermauert, die zeigten, dall die f-Caso-
morphine den lonentransport, insbesonde-
re die Cloridsekretion beeinflussen.

Unsere in vivo Untersuchungen zeigen, dal3
die f-Casomorphine prinzipiell, dihnlich wie
das synthetische Opiat Loperamid, hem-
mend auf den Umfang einer Sekretion wir-
ken kénnen. Ihr Wirkungsgrad wird jedoch
durch den hydrolytischen Abbau an der
Darmschleimhaut begrenzt. Unter physio-
logischen Bedingungen diirfte dieser Abbau
allerdings wesentlich langsamer erfolgen als
unter unseren experimentellen Bedingun-
gen, da dabei die f-Casomorphine bei der
Proteolyse mit anderen Nahrungsproteinen
in Konkurrenz treten. Es wiire daher anzu-
nehmen, daB sie unter natiirlichen Bedin-
gungen noch wirksamer sind als im Experi-
ment.

Ebenso wie fiir die motilititshemmende
Wirkung der fi-Casomorphine ist auch fiir
ihre antisekretorische Wirkung bei einer
Diarrhoe die Resorption als intaktes Peptid
eine conditio sine qua non. Die Opiatrezep-
toren, die fiir diese Peptide als Signalemp-
finger dienen, sind nicht in der luminalen
Membran lokalisiert, sondern subepithelial
(Abb.7). Die beobachteten Wirkungen
wurden daher vermutlich iiber einen neura-
len Mechanismus vermittelt.
Zusammenfassend lilt sich feststellen, daf3
synthetische fi-Casomorphine, mdéglicher-
weise aber auch die fi-Casomorphine aus
oral aufgenommenem fi-Casein. sowohl die
Motilitit des Gastrointestinaltraktes, als
auch den intestinalen Elektrolyt- und Was-
sertransport modulieren. Maoglicherweise
erklirt sich die aullerordentliche Wirksam-
keit spezieller caseinreicher sogenannter
Heilnahrungen in der Behandlung von
Diarrhoen durch die Existenz der opioidak-
tiven fi-Casomorphine. Dieses aus der Em-
pirie abgeleitete therapeutische Prinzip
diirfte durch unsere Untersuchungen expe-
rimentell begriindet worden sein. Tatsich-
lich werden f-Casomorphine bereits erfolg-
reich bei der Behandlung von Diarrhoen
von Nutztieren (Kilbern) angewendet.
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