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Die Kinetik peroral aufgenommener
Zink-65 markierter Saccharomyces cerevisiae-Keime
im Rattenorganismus
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Einleitung

Auf dem Gebiet der Verdauungsphysiologie wiesen in der Vergangenheit zahlreiche
Versuche darauf hin, daB neben der Aufnahme von Substanzen im molekularen
Bereich durch das Dinndarmepithel auch ein Ubergang von Partikeln im Mikrometer-
GroBenbereich aus dem Darmlumen in das Zottenstroma zu beobachten war.

HERBST (1844) fand in Blut und Chylus von Hunden einzelne Partikel einer drei Stun-
den zuvor verfiitterten Starkesuspension (4). HIRSCH (1906) konnte in vergleichbaren
Untersuchungen eine Ausscheidung dieser ins Blut Ubergegangenen Partikel Uber die
Glomeruli der Niere in den Urin der Versuchstiere feststellen (5).

Diese und andere historischen Beobachtungen, auch am Menschen, zeigen, daB kor-
puskuldre Elemente Uber das Epithel im Intestinaltrakt in angrenzende Blut- und
LymphgefaBe gelangen kénnen. Im Rahmen seiner Untersuchungen gelang es VOLK-
HEIMER (1964), die Herbst-Experimente zu bestatigen (7). Er begriindete den Begriff
der Persorption, um diese besondere Form der Aufnahme durch das Dinndarmepithel
gegentber der Resorption molekularer Substanzen abzugrenzen. Bemerkenswert war
dabei, daB die untersuchten, persorbierenden Partikel (Starke-Kérner, Parasiteneier,
Sporen und Pollen) bereits 10 Minuten nach oraler Applikation in Blut- und Lymphgefé-
f3en aber auch schon in Organen nachzuweisen waren (2, 8).

Eigene Untersuchungen hatten den Schwerpunkt, das Phanomen der Persorption
anhand eines radioaktiv markierten, lebenden Mikroorganismus, der Hefe Saccharo-
myces cerevisiae, darzustellen.

Dabei sollten, neben der Bestimmung der Dauer der Darmpassage der Partikel, die von
VOLKHEIMER beschriebenen Orte der Persorption im Bereich des Diinndarmes nach-
gewiesen und der Verbleib der persorbierten Zellen im Rattenorganismus aufgeklart
werden.

Der Weg der oral verabreichten Hefe im Korper der Versuchstiere wurde mit Hilfe einer
stabilen, eigens entwickelten, radioaktiven Markierung der Zellen mit dem Isotop Zink-
65 verfolgt. Ubertrittsstellen im Diinndarmepithel sollten auroradiographisch erfaBbar
werden. Fur den qualitativen Nachweis der Persorption wurden, exemplarisch flr alle
Organe, Leberproben kulturell auf eine mégliche Deponierung von Hefezellen unter-
sucht.
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Material und Methoden
Radioaktive Markierung

Der hier verwendete Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae Hansen (DG 7014)
wurde auf Kimmig-Agar (Fertignahrboden Merckoplate Nr. 10421) kultiviert. Die Versu-
che zur radioaktiven Markierung und fir den kulturellen Nachweis der Hefe in der Leber
erforderten ein Flissigmedium. Als geeignet erwies sich ein PYG-Medium (Bacto Pep-
ton, Yeast Extract und Glucose) mit einem pH-Wert von 5,0.

In der exponentiellen Wachstumsphase (OD 640 = 0,4) wurden die Hefekulturen
zunéchst Aktivitdten von 1,0; 10,0 und 50,0 uCi/mg) ausgesetzt und die Aufnahme-
raten bestimmt. Hierzu wurden pro Kulturansatz (50 ml) 0,5 ml Suspension entnom-
men, zentrifugiert und das Sediment nach mehrmaligem Waschen im Gamma-Counter
(Fa. Canberra, Typ S-90) gemessen. Wahrend der Inkubation des Zink-65 in den Hefe-
kulturen erfoigte stlindlich eine photometrische Wachstumskontrolle sowie eine Zell-
zahlbestimmung.

Versuche zur Persorption

Die mit Zink-65 inkubierten Kulturansatze von je 50 ml wurden zentrifugiert, die Zell-
masse isoliert und nach mehrmaligem Waschen in je 1 ml Nahrmedium resuspendiert.
Den Versuchstieren, weiblichen Wistar-Ratten im Alter von 4 Monaten und einem
Gewicht von 250 g, wurde die vorbereitete Hefesuspension (5,0 X 107 Zellen) mittels
Schlundsonde appliziert. Nach Ablauf verschiedener Inkubationszeiten wurden die
Organe Leber, Milz, Nieren, Thymus, Herz und Pankreas sowie der gesamte Dinn-
darm entnommen. Die gefriergetrockneten Proben wurden im Gamma-Counter
gezahlt.

In einem Parallelversuch wurde nach 10’, 30°, 1 h, 2 h, 4 h und 8 h Inkubationszeit der
Zink-65 markierten Hefesuspension die Leber der Versuchstiere keimfrei enthommen,
homogenisiert und in PYG-Medium bei 30° C fur vier Tage inkubiert. Proben der Kultur-
ansatze wurden auf Kimmig-Agar ausplattiert und gewachsene Hefekulturen auf Reis-
Agar und durch Radioaktivititsmessung differenziert. '

Autoradiographie

Fir die autoradiographische Untersuchung des Dinndarmepithels wurde Versuchstie-
ren, 2 h und 4 h nach einer oralen Applikation einer Zink-65 markierten Hefezell-
Suspension, der Dunndarm entnommen und in Zentimeter-Abschnitten zunachst vor-
sichtig gespllt und dann in 70% Ethanol fixiert. Nach Paraffineinbettung und Anferti-
gung von Serienschnitten (5 um), erfolgte die Beschichtung mit Photoemulsion (Kodak
NTB 2) in der Dipping-Technik. Die Schnittpraparate wurden anch einer Expositionszeit
von 14 Tagen entwickelt, fixiert und mit einer PAS-Farbung nach Hotchkiss gegen-
gefarbt.

Ergebnisse
Radioaktive Markierung

Bei Verwendung verschiedener Aktivititen an Zink-65 im Hefekulturansatz konnte,
nach Ablauf der MeBreihen mit Hilfe der Daten Gber aufgenommene Radioaktivitat und
Parallel ermittelter Zellzahl, der Zink-65-Transport in die Zellen berechnet werden.

Bei Einsatz von 1 pCi, 10 pCl und 50 uCi erreichte die Aktivitat von 10 pCi auf 50 ml
Kulturansatz mit 0,48 umol/g/h die héchste Aufnahmerate. Sie wurde daher im Per-
sorptionsversuch eingesetzt. Nach Inkubatiosnzeiten von 30’ bis 8 h waren in der Regel
ansteigende Zink-65-Aktivitaten in den gefriergetrockneten Organen der Versuchstiere
festzustellen (Abb. 1 und 2).
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TABELLE 1
Verteilung der Radioaktivitat in den Rattenorganen nach unterschiedlicher Inkubationszeit
der gefiitterten Zn®5-markierten Hefezellen.
(Angaben in cpm; MeBzeit 1 min)

Organ Inkubationszeit

% h 1h 2h 4h 6h 8h
Thymus 0 88 289 148 3916* 279
Lc.sm. " 0 16 70 45 194 507
Ly.l.? 0 11 23 28 7 27
Herz 0 102 806 488 981 1316
Pankreas 129 136 1184 570 2057 1108
Nieren 31/ 242/ 3361/ 1929/ 4345/ 4122/

65 231 3354 1757 4399 4304
Milz 0 96 1588 788 567 1879
Leber 283 8699 55949 24260 85086 64675

" Lymphocentrum submandibulare
2 Lymphonodi lumbales
*  pathologisch vergréBerter Tymus

In der Leber, dem gréBten Stoffwechselorgan, wurden auch die héchsten Werte an
Radioaktivitat nach 6 h und 8 h gemessen. Die Ergebnisse der Organmessung gibt die
Tabelle 1 wieder.

Die mefBtechnische Auswertung des gesamten Dinndarms ermdglichte es, die Dinn-
darmpassage der Zink-65 markierten Hefezellen (iber einen Zeitraum von 8 Stunden
zu verfolgen (Abb. 3). Aufgrund der durch Leckratenbestimmung festgestellten stabilen
Bindung des Zink-65 an die Hefezellen konnten die gemessenen Aktivitaten in den ein-
zelnen Dunndarmsegmenten mit einer entsprechenden Menge an Hefesupsension
korelliert werden.
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Die Abbildung 3 zeigt, daB bereits 30’ nach Applikation die Masse der markierten
Suspension ein Drittel des Dlnndarmes passiert hat. Nach 8 h ist die Diinndarmpas-
sage beendet, und die hdchste Radioaktivitat findet sich im Enddarm im bereits
geformten Kot.

Versuche zur Persorption

Die hohen Aktivitaten in der Leber lieBen auf eine gleichfalls hohe Aufnahme an Hefe-
zellen schlieen. Bereits 10’ nach Verfltterung der Hefesuspension waren Hefezellen
der Gattung Saccharomyces cerevisiae aus dem Leberhomogenat kultivierbar. Die
anzahiméBig gréBten Kulturen wurden 1 h und 2 h nach oraler Applikation festgestelit
und noch nach 8 h Inkubationszeit konnten Hefezellen erfolgreich aus der Leber kulti-
viert werden. Eine eindeutige Differenzierung der Hefe war durch Anzlchtung auf
Selektiv-Agar und radioaktiver Messung gewahrleistet.

Die nach 2 h bzw. 4 h Inkubationszeit praparierten Dinndarmsegmente lieBen, nach
autoradiographischer Behandlung und PAS-Farbung, im Duodenumbereich in mehre-
ren Féllen persorbierende Hefezellen erkennen. Markierte Zellen fanden sich zwischen
den Enterozyten, im Zottenstroma, in der Tela submucosa in Blut- und LymphgefaBen
und in der Tela muscularis.

Diskussion

Untersuchungen von FUHRMANN (1968) Uber den Transport von Zink-lonen in Hefe-
zellen und deren Aufnahme in einen ,nicht-austauschbaren® Pool, flihrten zur Auswahl
dieses Isotopes als Marker der Hefezellen (3).

Der Zink-Transport in die Zellen erfolgte in einer fir die Persorptionsversuche ausrei-
chenden Menge, um die Zellen im Rattenorganismus lokalisieren zu kénnen. Die
schnelle Aufnahme und der stabile Einbau des Zink-Isotopes favorisierten es gegen-
Uber den Ublicherweise zur Markierung eingesetzten Nukliden.

Die Daten aus der Darmpassage der Zn-65 markierten, oral applizierten Hefesuspen-
sion belegen einen schubweisen Transport der Zellmasse durch den Diinndarm (Abb.
3). Die bisher angenommene gleichméaBige Verteilung einer oral verabreichten Zeli-
suspension Uber den Dinndarmbereich mit einer abschirmenden Wirkung gegentber,
bei Diarrhéen auftretenden Enterobakterien-Infektionen konnte nicht beobachtet wer-
den (1).

Aufgrund der morphologischen Gegebenheiten erscheint zunachst ein Durchtritt von
Hefe-Zellen durch das Diinndarmepithel weder auf extrazelluldrem noch auf transzellu-
larem Wege moglich.

TEM-Untersuchungen von MERKER (1969) weisen die “tight junctions” als stabile Per-
meationsbarrieren zwischen den Enterozyten aus (6). In den vorliegenden Untersu-
chungen hat es den Anschein, daB sich die Partikel zwischen die Saumzellen schieben
und die “tight junctions” aufbrechen. Die Mechanik des Darmtraktes konnte ein Eindrin-
gen von Partikeln an ladierten Epithelstellen, sogenannter Desquamationszonen, die
durch Mikrotraumen oder Epithelmauserung entstanden sind, beglnstigen. Die Hefe-
partikel gelangen so in die subepitheliale Region der Zotte und von dort mit dem Biut-
und Lymphstrom in ableitende GefaBe und Organe.

Die Organmessungen in den Abbildungen 1 und 2 lassen eine mit zunehmender Inku-
bationszeit ansteigende Deponierung von markierten Hefezellen vermuten.

Ungeklart ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, daB die applizierten Partikel
bereits nch 10’ aus der Leber der Versuchstiere isoliert und kultiviert werden konnten.
Die schnelle Deponierung laBt auf einen priméar portalen Abtransport der Hefen aus
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dem Diinndarm-Bereich schlieBen. Andererseits muf3 auch die Moglichkeit einer Per-
sorption bereits im Magen in Betracht gezogen werden.

Wahrend nach einer Inkubationszeit von 8 Stunden im Dinndarm keine Hefezellen
mehr nachzuweisen waren und aufgrund der Verdauung der Masse der Zellen freies
Zink-65 in gleichmaBiger Verteilung im gesamten Dinndarmbereich in der Autoradio-
graphie sichtbar gemacht werden konnte, waren persorbierte Hefezellen meist noch
intakt und kultivierbar.

Eine Vermehrung der Hefen in den Organen konnte nicht festgestellt werden, doch
bleibt zu untersuchen, ob pathogene Organismen gleicher GroBe, bei einer vorliegen-
den Immunsuppression und einer analogen Deponierung in Organen nicht zur Vermeh-
rung kommen und zu Organschadigungen fUhren kdnnen. Festzustellen bleibt, daf3 die
Persorption korpuskularer Elemente ein in zahlreichen Tierversuchen bestatigbares
Phanomen darstellt, welches mit konstanter RegelmaBigkeit auftritt. Es beschreibt
dabei weder einen physiologischen noch einen pathologischen Vorgang im engeren
Sinne.

Zusammenfassung

In Anlehnung an die Versuche von HERBST (1844) und VOLKHEIMER (1964 ff) zur
Aufnahme korpuskularer Elemente aus dem Dunndarmepithel von S&ugern in das
Blut- und LymphgefaBsystem wurde die Persorption von lebenden Hefezellen der Gat-
tung Saccharomyces cerevisiae im Intestinaltrakt der Ratte untersucht.

Die zum Nachweis der Hefe in den Versuchstieren entwickelte radicaktive Markierung
mit Zink-65 war Uber die Dauer der Versuche stabil und ausreichend, um die Hefezel-
len meBtechnisch und autoradiographisch im Rattenorganismus zu erfassen. Bereits
10’ nach oraler Applikation konnten markierte Hefezellen in der Leber der Versuchs-
tiere lebend und vermehrungsfahig nachgewiesen werden.

In autoradiographisch untersuchten Dinndarmquerschnitten der Ratte konnten Uber-
trittsstellen der Hefe-Partikel aus dem Darmlumen in das Zottenstroma lokalisiert wer-
den. Hefezellen fanden sich zwischen den Epithelzellen, in der subepithelialen Region
und im Lumen von angrenzenden Blut- und LymphgeféBen.

Schliisselworter
Saccharomyces cerevisiae, Zink-65, Persorption.

Summary
The kinetics of persorbed Zn®-labelled Saccharomyces cerevisiae
in the rat

Following the experiments of HERBST and VOLKHEIMER on the uptake of corpuscular
particles from the intestinal epithelium of mammals into the blood and lymphatic sys-
tem, the persorption of viable Saccharomyces cerevisiae was studied.

The radioactive labeliing of the yeast cells with zinc-65, was stable for the investigation
period and sufficient to recognice single cells by counting and autoradiographic meth-
ods in the animals. Ten minutes after oral application, marked yeast cells were demon-
strated in the liver by culture.

Autoradiographically studied cross-sections of the small intestine show the passage of
yeast cells from the intestinal lumen into the stroma of the villi.

Particles were found between the enterocytes, in the subepithelial region and in the
lumen of adjoining blood- and lymphatic vessels.

Key words
Saccharomyces cerevisiae, zinc-65, persorption.
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