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Zusammenfassung: Erstmalig wurde die in vivo-Verwertung von zwei sehr gut
1oslichen und thermisch stabilen cystinhaltigen synthetischen Peptiden, N,N’-Bis-
L-Alanyl L, L-cystin und N,N’-Bis-Glycyl-L,L-cystin, bei Ratten untersucht. Nach
Verabreichung eines intravendsen Peptidbolus wurden innerhalb von 5 Minuten
mehrmals Blutproben aus der Vena cava inferior enthommen und die Plasmakon-
zentrationen der Aminoséduren/Peptide mittels RP-HPLC nach Vorsdulenderivati-
sierung mit Dansyl-Chlorid bestimmt. Das injizierte Peptid wurde jeweils rasch aus
dem Plasma eliminiert (geschitzte Eliminationshalbwertszeit: 4 min fir das Glycyl-
peptid und weniger als 2 min fiir das Alanylpeptid). Die hohen Anfangskonzentra-
tionen an den unsymmetrischen Disulfiden N-L-Alanyl-L,L-cystin bzw. N-Glycyl-
L,L-cystin sowie der sofortige Anstieg der freien Aminosauren Alanin, Glycin und
Cystin weisen auf eine sehr schnelle, in zwei Stufen ablaufende Hydrolyse der
Peptide im Extrazellularraum hin, vermutlich katalysiert durch geldste und/oder
plasmamembrangebundene Peptidasen. Die beobachtete rasche Hydrolyse kann
als erster Beweis daftir dienen, dafl kurzkettige Peptide mit C-terminalem Cystin-
rest als Quellen fir freies Cystin im Rahmen einer parenteralen Erndhrung einge-
setzt werden kénnen.

Summary: For the first time, in vivo utilization of two highly soluble and stable
cystine containing synthetic short chain peptides, N,N’-bis-L-alanyl-L,L-cystine
and N,N’-bis-glycyl-L,L-cystine, was investigated in adult rats. Within 5 min after an
intravenous bolus, blood samples were drawn (inferior vena cava) and plasma
amino acid and peptide levels were determined using RP-HPLC (precolumn deriva-
tization with 1.dimethylaminonaphthalene-5-sulfonylchloride). Both peptides were
rapidly cleared from plasma (estimated elimination time: 4 min for the glycyl
peptide and less than 2 min for the alanyl peptide). The initial high amounts of N-L.-
alanyl-L,L-cystine and N-glycyl-L,L-cystine as well as the prompt increase of the
constituent free amino acids alanine, glycine and cystine strongly suggest that the
peptide disappearance is mainly due to a very fast two-step hydrolysis in the
extracellular compartment, presumably catalyzed by soluble and/or plasma mem-
brane bound peptidases. The observed rapid hydrolysis may serve as first evidence
that short chain peptides with C-terminal cystine residue may represent efficient
sources of free cystine in parenteral nutrition.
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Key words: cystine; peptides; in vivo utilization; parenteral nutrition

*) Herrn Prof. Dr. med. Karl Heinz Bassler zum 65. Geburtstag gewidmet

944



192 Zeitschrift fiir Erndhrungswissenschaft, Band 28, Heft 3 (1989)

Einleitung

Cyst(e)in zihlt zu den nichtessentiellen Aminosiuren, da bei gesunden
Erwachsenen eine ausreichende korpereigene Synthese aus Methionin via
Transsulfurierung gewéhrleistet ist (19). Neuere Untersuchungen weisen
darauf hin, dafl dieser Stoffwechselweg bei Frih- und Neugeborenen
noch nicht voll ausgebildet (14, 23, 26, 35) und bei Patienten mit Leber-
erkrankungen (9, 25) beeintriachtigt ist. Aufgrund der dadurch bedingten
ungeniigenden endogenen Cystinbiosynthese sollte in diesen Fillen
Cyst(e)in exogen zugefiihrt werden. Aufgrund der sehr schlechten Los-
lichkeit von Cystin (0,1 g/l HyO bei 20 °C) und der Instabilitit von Cystein in
wilrigen Losungen (25) ist es jedoch nicht moglich, diese Aminosiuren in
ausreichenden Mengen parenteralen Nahrlosungen zuzufliigen. Folglich
wurde wiederholt berichtet, daB eine parenterale Erndhrungstherapie bei
Neugeborenen (23, 27, 28, 37) sowie bei Kranken mit Leberzirrhose (9, 24,
25) und bei mangelernidhrten Patienten (8) zu einem erniedrigten Cystin-
spiegel im Plasma flihrt.

Neue Kenntnisse liber die Verwertbarkeit intravends verabreichter Di-
und Tripeptide (1, 11) eréffnen die Moéglichkeit, gegenwirtig erhaltliche
Aminosiurelésungen mit geeigneten kurzkettigen Peptiden zu substitu-
ieren. Unter Verwendung chemischer und/oder biotechnologischer
Methoden gelang uns die Synthese von mehreren stabilen und sehr gut
loslichen cystinhaltigen Peptiden (30-32), die somit als potentielle Sub-
strate fiir die parenterale Erndhrung angesehen werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die invivo-Verwertung von
zwei cystinhaltigen Peptiden, N,N’-Bis-L-Alanyl-L,L-cystin ([Ala-Cys],)
und N,N’-Bis-Glycyl-L,L-cystin ({(Gly-Cysl;) nach Bolusinjektion bei der
Ratte untersucht.

Material und Methoden
Peptide

Die cystinhaltigen Peptide (Ala-Cys), und (Gly-Cys); wurden nach der N-Carb-
oxy-Anhydrid-(NCA-)Methode synthetisiert und wie friher beschrieben in unse-
rem Labor gereinigt (16, 30, 32, 33). Die wichtigsten physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Peptide sind in Tabelle 1 zusammengefalit. Die Reinheit der
isolierten Produkte betrug anndhernd 100 %. Beide Peptide erwiesen sich wahrend
15minitiger Vakuumsterilisation bei 121 °C als stabil. Die Léslichkeit der Peptide
liegt ca. 5000fach hoher als diejenige fur freies Cystin.,

Tab. 1. Physikalische und chemische Eigenschaften der synthetischen Peptide
(Gly-Cys), und (Ala-Cys),.

(Gly-Cys), (Ala-Cys),
Optisch-chemische Reinheit >99% >98%
Loslichkeit 541 g/l >500g/1
Stabilitit wahrend der Hitzesterilisation 100 % 100 %

(121 °C, 15 min) Wiederfindung Wiederfindung
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Versuchsaufbau

Die Untersuchungen zur invivo-Verwertung von (Ala-Cys), bzw. (Gly-Cys),
wurde an 300400 g schweren méinnlichen Wistar-Ratten (Stiddeutsche Versuchs-
tierfarm, Tuttlingen, BRD) durchgefiihrt.

Zur Einleitung der Narkose wurde den Tieren intramuskulidr 0,1 ml Valium®
(Diazepam, Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) und 0,1 ml Megaphen® (Chlorpro-
mazin, Bayer AG, Leverkusen, BRD; 1:2 verdinnt mit physiologischer NaCl-
Losung) injiziert. Nach der Sedierung wurden die Ratten mit Ketanest® (Ketamin,
Park-Davis, Munchen, BRD; 0,2 ml intramuskulér) narkotisiert. Ein Silikonkathe-

RELATIVE FLUORESCENCE

.89
.69 2.78
3.32 : 3 Poug ey
L_> 48 GLU
r’ ) porvi RdA
I - vv(;";,m
— 9.82 ASN S
& 9.83 12.44 GLN
__ 11.56 5§
.55 SER
T _12.22
=L 12.34 THR
13.63 GLY
; 14.n2 ALA
15.92 ARG
(Lnade TAU
PRO
+9-r57 VAL
: 2864 MET
P ILE
. ==—}} LEU
~x g TRP
. 25497 PHE
a— 15,25 (CYS),
= E -
- <o 1 (GLY-CYS),
9____ 26.93(ALA-CYS),
28.13 NH,

ORN
HIS LYS
35.78 .
a_. 36.35 TYR

Abb. 1. Chromatogramm eines Standardgemisches mit 22 Aminosiuren (inklusive
Cystin) und den Peptiden (Gly-Cys), und (Ala-Cys), nach Vorséulenderivatisierung
mit Dansyl-Cl. Injektionsmenge 20 pl, entsprechend 40 pmol Aminosidure bzw.
Peptid mit Ausnahme von Cystin (20 pmol). Analytische Bedingungen: Die Tren-
nung erfolgte auf einer Spherisorb ODS II, 3 um Siule (125 x 4,6 mm) mittels
Gradientenelution (Eluent A: 3 % Tetrahydrofuran in 15 mM Na-phosphat-puffer,
pH 6,3; Eluent B: 60 % Acetonitril in 15 mM Na-phosphat-puffer, pH 6,3). Die
Fluoreszenz wurde bei einer Anregung von 330 nm und einer Emission von 550 nm
gemessen.
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Abb. 2. Elutionsprofil von Plasmaproben direkt vor (A) und 30 Sekunden nach

Bolus-Injektion von (Gly-Cys), (B) und (Ala-Cys), (C). Analytische Bedingungen
siehe Abb. 1.

ter wurde in die rechte Vena subclavia eingefihrt und in der Vena cava superior
fixiert (10). Die Blutentnahme erfolgte mittels einer Kaniile in der Vena cava
inferior.

Nach der Katheterisierung wurde sechs Ratten ein Bolus von 200 ymol/kg KG
(Ala-Cys), oder (Gly-Cys); (100 mM in physiologischer Kochsalzlosung) jeweils
innerhalb von finf Sekunden injiziert. Die Blutentnahme (ca. 1 mi) erfolgte mit
heparinisierten Spritzen vor sowie 30, 60, 120, 180 und 300 Sekunden nach der
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Bolusinjektion. Nach der letzten Probenentnahme wurden die Ratten mit einer
Uberdosis Ketanest getotet. Bei einigen Tieren wurden Gewebeproben (Muskel,
Niere) entnommen und entsprechend fritheren Arbeiten fir die Bestimmung der
intrazelluldren Aminosiure/Peptid-Konzentrationen aufgearbeitet (17). Die Blut-
proben wurden sofort zentrifugiert (2800 x g, 5 min), das so erhaltene Plasma mit
Sulphosalicylsiaure (30 mg/ml Plasma) enteiweilit und 60 min bei 4 °C aufbewahrt.
Das proteinfreie Filtrat wurde bis zur Analyse bei —70 °C gelagert (7).

Aminosduren- und Peptidanalytik

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen an freiem Cystin, Alanin und Gly-
cin sowie an (Ala-Cys),, (Gly-Cys), und ihren Hydrolyseprodukten N-L-Alanyl-L,L-
cystin (Ala-[Cys),) bzw. N-Glycyl-L,L-cystin (Gly-[Cys],) erfolgte mittels RP-HPLC
unter Verwendung einer bereits friiher beschriebenen Gradienten-HPLC-Anlage
(15, 17). Die Proben wurden mit einem Spark Autosampler SP 125 (Emmen,
Niederlande), ausgestattet mit einem Rheodyne-7010-Injektionsventil (Cotati, Ca,
USA) und einer 20-ul-Probenschleife, injiziert. Manuelle Vorsiulenderivatisierung
mit 1-Dimethylaminonaphthalin-5-sulphonylchlorid (Dansyl-Cl) (36) ermdglichte
die gleichzeitige fluorimetrische Detektion (Modell F 1000, Merck-Hitachi, Darm-
stadt, BRD) von cystinhaltigen Peptiden und freien Aminosiuren (Abb. 1). Unter
den angewandten analytischen Bedingungen und einem Signal/Rausch-Verhiltnis
von 2,5 betrug das Detektionslimit fur die freien Aminoséduren und die Glycylpep-
tide 1,0 pmol und fur die Alanylpeptide 2,0 pmol pro Injektion.
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Abb. 3. Verlauf der Plasmakonzentrationen des injizierten Peptids (Gly-Cys),, des
freigesetzten monosubstituierten Produktes Gly-(Cys), sowie der freien Aminoséu-
ren Glycin und Cystin bei 6 Ratten (Mittelwert + SEM).
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Abb. 4. Verlauf der Plasmakonzentrationen des injizierten Peptids (Ala-Cys),, des
freigesetzten monosubstituierten Produktes Ala-(Cys), sowie der freien Aminoséu-
ren Alanin und Cystin bei 6 Ratten (Mittelwert £ SEM).

Ergebnisse

Abbildung 2 zeigt typische HPLC-Chromatogramme von Plasmapro-
ben, die direkt vor (A) und 30 Sekunden nach Peptidinjektion (B, C)
entnommen worden waren. Neben den injizierten Peptiden sind die ent-
sprechenden freien Aminosiuren sowie die monosubstituierten Peptide
in hohen Konzentrationen nachweisbar.

Die nach Bolusinjektion von (Gly-Cys), bzw. (Ala-Cys), gemessene Pep-
tidkonzentrationen im Plasma sind in Abbildung 3 bzw. Abbildung 4
graphisch dargestellt. Die Konzentration von (Gly-Cys), nimmt kontinu-
ierlich ab und betrdgt am Ende nur noch 10% des nach 30 Sekunden
gemessenen Wertes. Interessanterweise verlief die Elimination des mono-
substituierten Peptids Gly-(Cys), parallel zu der von (Gly-Cys),. Aus Abbil-
dung 4 wird deutlich, daf3 (Ala-Cys), rasch aus dem Plasma verschwindet
und 3 Minuten nach der Bolusinjektion nicht mehr detektierbar war. Es ist
beachtenswert, dal das monosubstituierte Hydrolyseprodukt Ala-(Cys),
bereits nach 30 Sekunden eine 5fach héhere Konzentration als (Ala-Cys),
aufwies.

Der Konzentrationsverlauf der freien Aminosiuren im Plasma ist eben-
falls in Abbildung 3 bzw. Abbildung 4 wiedergegeben. Nach Bolusinjek-
tion von (Gly-Cys); erfolgte eine sofortige Freisetzung von Cystin und
Glycin. Der gegenuber dem Anfangswert ca.-bfach erhdohte Glycinspiegel
verringerte sich im Untersuchungszeitraum nur geringfigig, wahrend die
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Konzentration an freiem Cystin langsam, aber stetig bis zum 10fachen
Ausgangswert anstieg. Innerhalb 30 Sekunden nach Injektion von (Ala-
Cys), erreichten freies Alanin und Cystin ihre maximalen Konzentratio-
nen, 7- bzw. 23fach hoher als die entsprechenden Ausgangswerte. Wah-
rend der Studie nahm die Konzentration an freiem Alanin deutlich ab, der
Gehalt an freiem Cystin ging hingegen nur leicht zurtick. In den bei
einigen Tieren entnommenen Gewebeproben konnten weder cystinhal-
tige Peptide noch freies Cystin nachgewiesen werden.

Diskussion

Bereits im Jahre 1970 wurde erstmals dariiber berichtet, daf3 das fetale
Lebergewebe nur eine sehr geringe bzw. keine Cystathionase-Aktivitat
aufweist (35). Seit dieser Studie wird Cystin als unentbehrliche (,,semi-
essentielle”) Aminosaure fir Frith- und Neugeborene angesehen und
sollte daher exogen zugefihrt werden. Auch bei Patienten mit Leberzir-
rhose (9, 24, 25) sowie bei mangelernidhrten (8) und gesunden (29) Erwach-
senen, die total parenteral ernidhrt werden, gilt Cystin mittlerweile als
essentiell. Cystin ist jedoch in Wasser nahezu unléslich und kann deshalb
parenteralen Nihrlosungen nicht in ausreichenden Mengen zugefuhrt
werden. In einer fruheren Veréffentlichung haben wir erstmals die Syn-
these zweier cystinhaltiger Tripeptide mit C-terminalem Cystinrest und
zwei Molekiilen Alanin bzw. Glycin in den N-terminalen Positionen
beschrieben (32). Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, erfiillen diese beiden
Peptide alle chemischen/physikalischen Voraussetzungen fiir den Einsatz
in parenteralen Nahrlésungen.

In einer vor kurzem verédffentlichten Humanstudie konnten wir zeigen,
daf3 die Dipeptide Alanylglutamin und Glycyltyrosin bei Gesunden nach
intravenoser Bolusinjektion sehr schnell hydrolysiert werden (5). Weder
bei den Probanden noch bei Patienten mit Katabolie flihrte die Verabrei-
chung dieser synthetischen Peptide zu irgendwelchen Nebenwirkungen
oder Beschwerden (6, 12). Daher konnen beide Dipeptide als sichere und
wirksame Substrate fir die parenterale Erndhrung betrachtet werden. In
der vorliegenden Arbeit wurde die in vivo-Verwertung von (Gly-Cys), und
(Ala-Cys), nach Bolusinjektion bei der Ratte untersucht. Beide Peptide
wurden schnell aus dem Plasma eliminiert, unmittelbar begleitet von
einem Konzentrationsanstieg der freien Aminosauren Glycin, Alanin und
Cystin (Abb. 3 und 4). Zusitzlich zu den Aminosiuren konnte jeweils ein
weiteres Abbauprodukt nachgewiesen werden, das einen dhnlichen Kon-
zentrationsverlauf zeigte wie das injizierte (Gly-Cys); bzw. (Ala-Cys), (Abb.
3 und 4). Mit Hilfe von in unserem Labor synthetisierten Referenzsubstan-
zen konnten diese Produkte als die unsymmetrischen Disulfide Gly-(Cys),
bzw. Ala-(Cys), identifiziert werden. Das Auftreten dieser Substanzen
weist darauf hin, dafl die Peptidelimination hauptsichlich auf eine sehr
schnelle, in zwei Stufen ablaufende Hydrolyse zurtickzufihren ist. Die
Tatsache, daB3 nach der Injektion der Tripeptide innerhalb von 30 Sekun-
den grofle Mengen an monosubstituiertem Produkt gemessen werden
konnten, deutet klar auf eine extrazellulire Hydrolyse hin, vermutlich
katalysiert durch l6sliche und/oder Plasmamembran gebundene Peptida-
sen. Diese Annahme wird durch aktuelle Untersuchungen unterstiitzt, die
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eine betrichtliche Hydrolaseaktivitit im Plasma (3, 4, 21) sowie eine
hepatische Dipeptidassimilation durch in den Plasmamembranen der
Leber lokalisierte Enzyme (22) beschreiben. Auch die von Rennie et al.
beschriebene Isolierung einer Dipeptidhydrolase aus der Plasmamem-
bran des Skelettmuskels, die eine sehr hohe Affinitat gegentber Alanyl-
glutamin aufweist (18), bestiitigt die Hypothese einer extrazelluldren Pep-
tidspaltung. Unabhingig von der Diskussion, ob die Peptidhydrolyse
hauptsichlich extra- oder intrazellular stattfindet, beweisen laufende Stu-
dien eindeutig, dafl menschliches Plasma eine betrichtliche Peptidhydro-
lase-Aktivitit gegeniiber cystinhaltigen Peptiden aufweist (34).

Bei fritheren Tierversuchen wurde die Wirksamkeit intravends zuge-
fiihrter Dipeptide ublicherweise anhand ihrer Eliminationshalbwertszeit
aus dem Plasma beurteilt (1, 2, 4, 20, 22, 34). Aufgrund des sehr schnellen
Verschwindens von (Gly-Cys), und (Ala-Cys), ist die Anwendung der
dabei verwendeten kinetischen Modelle nicht sehr zweckmaéfig. Obwohl 5
Proben innerhalb von 5 Minuten entnommen und nachfolgend mit einer
hochempfindlichen HPLC-Methode analysiert wurden (Abb. 1 und 2), war
es nicht mdoglich, eine fir kinetische Auswertungen gentigende Zahl an
Proben mit detektierbaren Peptidkonzentrationen zu erhalten. Da die
Elimination offensichtlich schneller verlauft als die Peptidverteilung im
extrazelluliren Kompartiment, sind exakte kinetische Berechnungen aus-
geschlossen. Dennoch 143t sich aus den vorliegenden Daten schliefen,
daB das Glycylpeptid eine betriachtlich langere Eliminationshalbwertszeit
aufweist (ca. 4 Minuten) als das Alanylpeptid (<2 Minuten). Die sehr
schnelle Elimination von (Ala-Cys), konnte den Vorteil haben, daf3
betrachtliche Mengen dieses Peptids zugefiihrt werden kénnten, ohne daf3
es zu einer Akkumulation im Kérper kommt. Das Risiko unerwiinschter,
bisher jedoch noch nicht beobachteter pharmakologischer und/oder phy-
siologischer Nebenwirkungen kann somit auf ein Minimum reduziert
werden. Interessanterweise zeigen (Ala-Cys); und (Gly-Cys), sowohl hin-
sichtlich der Art als auch des Ortes der Hydrolyse ein ahnliches Verhalten.
Man kann daraus folgern, daB3 kurzkettige Peptide mit C-terminalem
Cystinrest Substrate flir extrazellulare Peptidasen darstellen, unabhangig
davon, ob Glycin oder Alanin die N-terminale Position einnehmen.

Interessanterweise lagen in allen Proben, die nach der Peptidinjektion
entnommen wurden, die Plasmakonzentrationen von Cystin ca. 2fach
tiber der Léslichkeit dieser Aminosédure in Wasser (0,1 g/). Da es keine
Anhaltspunkte dafir gab, die eine Bindung der cystinhaltigen Peptide
oder von freiem Cystin an Plasmaproteine unterstitzten, kénnte diese
unerwartete Beobachtung teilweise durch die erhéhte XKoérpertemperatur
(37 °C) und durch die komplexe Zusammensetzung des Blutes (verbesserte
Loslichkeit durch Salze) erklart werden.

Die vorliegende tierexperimentelle Studie liefert den ersten Beweis, daf
die Peptide (Gly-Cys), und (Ala-Cys), nach intravenoser Verabreichung im
Organismus sehr schnell hydrolysiert werden, wobei die Spaltung ver-
mutlich dureh in Plasma losliche und/oder an die Plasmamembran gebun-
dene Peptidasen katalysiert wird. Aus diesen Ergebnissen 1463t sich schlie-
Ben, daf diese Peptide als potentielle Cystinquellen in der parenteralen
Ernahrung eingesetzt werden kénnen. Unter Einbeziehung der bereits in
Humanstudien eingesetzten Dipeptide Alanylglutamin und Glycyltyrosin
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(5, 6) und eines der hier untersuchten cystinhaltigen Peptide scheint es
somit erstmals méglich, ein ,,komplettes und ausgewogenes“ Aminosiure/
Peptid-Praparat fur die parenterale Erndhrung bereitzustellen.
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