Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

Untersuchungen, die den morphologischen Adaptationsprozess des Pansenepithels von
Wiederkduern in Abhangigkeit vom Futterungsregime beschreiben, liegen in erheblicher
Anzahl vor. Es ist jedoch bislang unbekannt, ob die funktionelle Adaptation des
Pansenepithels zeitgleich mit der morphologischen Adaptation stattfindet. GemaR einer
Veréffentlichung von DIRKSEN et al. (1984) qilt der Adaptationsprozess bei Kihen auf
morphologischer Ebene nach etwa 6 Wochen als abgeschlossen (Dirksen et al., 1984). Um
funktionelle  Anpassungsprozesse zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Futterumstellung erfassen zu kdénnen, wurde Pansenepithel, unterschiedlich lang mit
konzentratreichem Futtermittel gefutterter Schafe, in Ussing-Kammer-Experimenten
untersucht (siehe 3.1). Hierbei wurde unter anderem festgestellt, dall die
Natriumtransportraten konzentratreich gefutterter Tiere bereits nach Ablauf einer Woche
einen Anstieg um etwa 75% gegenuber den Transportraten heugefutterter Tiere aufweisen.
Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, wie es zur friihen funktionellen Adaptation kommt, bevor
eine OberflachenvergréRerung stattfindet. Da eine funktionelle Veranderung ohne
Proliferation gleichbedeutend mit einer erhéhten Transportrate pro Zelle ist, wurde
untersucht, wie es zu diesem Anstieg kommen kann. Da der Anstieg der Transportkapazitat
auf zelluldrer Ebene eventuell auf genregulative Mechanismen zurtickzuflihren ist, wurde die
Transkriptionsrate verschiedener Transportproteine im Pansenepithel untersucht. Aus
diesem Grund wurde im Anschluss an die Ussing-Kammer-Experimente mittels
konventioneller PCR zunéchst der qualitative Nachweis verschiedener Transportproteine am
Pansenepithel von Schafen erbracht (siehe 3.2) und durch Sequenzanalyse bestétigt.
AnschlieBend wurde die Transkription der Transportproteine unter verschiedenen
Versuchsbedingungen in vitro in Abhangigkeit von der Zeit mit Hilfe der Real-Time PCR
quantifiziert. Dabei wurde festgestellt, dal’ sich die Transkriptionsraten verschiedener
Transportproteine innerhalb weniger Stunden an veranderte Milieubedingungen anpassen
(siehe 3.4).
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3.1 ERGEBNISSE DER USSING-KAMMER-VERSUCHE

3.11 Tiere

Alle Versuchstiere befanden sich tUber die gesamte Dauer des Versuches in einem klinisch
gesunden Zustand. Wahrend der Heufutterungsperiode nahmen die Tiere etwa 1000 g Heu
pro Tier und Tag auf. Fir die Dauer der Konzentratfutterungsperiode (KFP) wurden etwa
800 g Heu und etwa 800 g Kraftfutter pro Tier und Tag aufgenommen. Wahrend der ersten
Wochen der KFP war die Aufnahme von Heu und Kraftfutter etwas vermindert (siehe
Abbildung 9).
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Abbildung 9 Futteraufnahme pro Tier und Tag wahrend der Kraftfutter-Periode

3.1.2 Elektrophysiologische Parameter

3.1.21 Gi-Werte (Gewebeleitfihigkeit)

Die Werte der Gewebeleitfahigkeit (G;) liegen zwischen 2,10 £ 0,10 und 2,94
+ 0,36 mS - cm™? und haben einen Gesamtmittelwert von 2,54 + 0,07 mS - cm™. Die G-Werte
der Gruppen 2 und 5 sind gegenuber den GgWerten der Gruppe 1 (Kontrollgruppe)
signifikant erhéht, wahrend die Gi-Werte der Gruppe 6 keinen signifikanten Unterschied zu
den G-Werten der Kontrollgruppe aufweisen. Ferner kann keine eindeutige Tendenz der G-
Werte wahrend des Verlaufs des Experimentes festgestellt werden (siehe Tabelle 5).
Typische Gi-Verlaufskurven der einzelnen Futterungsgruppen kénnen der Abbildung 10

enthommen werden.
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G,-Verlaufskurven verschiedener Fiitterungsgruppen
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Abbildung 10 Gi-Verlaufskurven verschiedener Futterungsgruppen. Tiere, die 0,1,2,4,6 oder
12 Wochen KonzentratfUtterung erhielten sind mit KFOW, KF1W, KF2W,
KF4W, KF6W beziehungsweise KF12W bezeichnet.

3.1.2.2 lsc (Kurzschlussstrom)

Die Werte des Kurzschlussstromes weisen Abweichungen innerhalb der einzelnen Gruppen
auf (zwischen 0,72 + 0,10 und 1,81 * 0,09 uEq - c¢cm? - h") und haben einen
Gesamtmittelwert von 1,23 + 0,06 uEq - cm™ - h™. Die I.-Werte der Gruppen 2 und 3 waren
gegeniber den Werten der Gruppe 1 (Kontrollgruppe) signifikant erhéht, wahrend die Werte
von Gruppe 5 und 6 gegenuber den Werten der Kontrollgruppe signifikant verringert waren

(siehe Tabelle 5).

3.1.3 Gewebegewicht

Die inkubierten Gewebe (siehe 2.1.3) wurden nach Ablauf des Versuches getrocknet. Die
geringsten Gewichte konnten in Gruppe 4 ermittelt werden, wahrend die héchsten Gewichte
in Gruppe 6 gemessen wurden. Die Werte des Gewebegewichtes differieren nicht signifikant

zwischen den Versuchsgruppen.
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Tabelle 5 Elektrophysiologische Parameter und Trockengewicht der Gewebe der
Kontrollgruppe (Gruppe 1) und der Versuchsgruppen (Gruppe 2-6). Tiere der
Kontrollgruppe wurden ausschlieBlich mit Heu gefittert. Tiere der
Versuchsgruppen erhielten neben Heu 1,246 oder 12 Wochen
Konzentratfuttermittel. Is. und G; zeigen im Gegensatz zum Gewebegewicht in
Abhangigkeit von der Fltterung signifikante Veranderungen (siehe 3.1.2.1,
3.1.2.2, 3.1.3). **P < 0,01, *P < 0,05.

2, el " Trockengewicht

lsc (MEq -cm™-h™) G;(mS -cm™) (mg - 3,14 cm -z)
Gruppe 1 1,22 £ 0,07 2,1+0,10 39,70 £ 1,99
Gruppe 2 1,68** £ 0,07 2,5**+ 0,09 39,28+2,13
Gruppe 3 1,81** £ 0,09 2,94** + 0,36 36,70 £ 2,39
Gruppe 4 1,24 £ 0,08 2,86+ 0,15 35,26 + 1,59
Gruppe 5 0,72**+ 0,10 2,78*+ 0,28 39,52+ 1,80
Gruppe 6 0,72**+ 0,16 2,3+0,12 4520 + 2,32

3.14 Natriumtransportraten

Die Natriumfluxraten von mukosal nach serosal (Jns Na’) steigen von
357 + 0,12 uEq - cm? - h" bei den heugefutterten Tieren auf ein Maximum von
6,62 + 0,31 yEq - cm? - h™' bei den konzentratreich gefiitterten Tieren (4-Wochen-Gruppe)
an, wahrend der Gesamtmittelwert bei 5,43 + 0,16 uEq - cm™ - h™' liegt (siehe Tabelle 6). In
allen Versuchsgruppen, in denen die Tiere mit KF gefittert wurden, lagen die Werte der
Natriumresorption signifikant Uber den Werten der Natriumresorption der Kontrollgruppe
(heugefutterte Tiere). Fur den Natriumtransport von serosal nach mukosal (Jsm Na*) lagen die
Werte zwischen 1,41 £ 0,13 und 2,01 £ 0,17 pEq - cm? - h™", mit einem Minimalwert bei den
heugefutterten Tieren, einem Maximalwert bei den Tieren, die 4 Wochen KF erhielten und
einem Gesamtmittelwert von 1,69 + 0,06 uEq - cm™ - h™'. Die Werte des Jo, Na* der Gruppen
3 und 4 waren gegeniiber den Werten der Gruppe 1 (Kontrollgruppe) signifikant erhéht.
Dennoch konnte nur ein geringer Anstieg der Jsn-Werte zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen festgestellt werden (siehe Tabelle 6) .

Der Natriumnettoflux (J,et Na*) berechnet sich aus der Differenz der unidirektionalen
Fluxraten. Die J,eNa'-Werte liegen zwischen 2,15 + 0,16 und 4,55 + 0,18 uEq - cm? - h‘1, mit
einem Minimalwert bei der Kontrollgruppe (Gruppe 1) und einem Maximalwert bei der
Versuchsgruppe, bei der die Tiere 4 Wochen KF erhielten. Der Gesamtmittelwert betragt
3,72+ 0,13 uEq - cm? - h™'. Die Natrium-Nettoresorption zeigt innerhalb der Gruppen, die KF
erhielten, einen signifikanten Anstieg. Etwa 75 % des Anstiegs tritt wahrend der ersten

Woche nach der Futterumstellung auf (siehe Tabelle 6).
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Tabelle 6 Natriumfluxraten des Pansenepithels heugefutterter (Gruppe 1) und
konzentratgefutterter (Gruppe 2-6) Schafe. Tiere der Gruppe 1 wurden
ausschlieB3lich mit Heu gefittert, wahrend Tiere der Gruppe 2-6 neben Heu 1,
2, 4, 6 oder 12 Wochen Konzentratfuttermittel erhielten. ). **P < 0,01, *P <
0,05.

Jms Na* Jem Na* Jnet Na*
(MEq - cm?- h") (MEq - cm”? - h™) (uEq - cm?- h")
Gruppe 1 3,57+0,12 1,41+0,13 2,15+0,16
Gruppe 2 5,37**+ 0,22 1,656+0,13 3,73**+ 0,26
Gruppe 3 5,88** + 0,30 1,98*+0,13 3,90** + 0,34
Gruppe 4 6,62** + 0,31 2,01*+0,17 4.55**+0,18
Gruppe 5 6,27** + 0,29 1,71 £ 0,15 4.50** + 0,26
Gruppe 6 5,32**+ 0,20 1,48+ 0,11 3,92**+ 0,17
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3.2 QUALITATIVER NACHWEIS DER TRANSPORTPROTEINE

Nach der Aufarbeitung von Gewebeproben aus der Pansenwand von Schafen und
anschlieRender Isolierung der Gesamt-RNA (siehe 2.4) wurden anhand veréffentlichter
homologer Sequenzen spezifische Primerpaare fir die Amplifikation der mMRNA-Sequenzen
der Transportproteine NHE1 und 3 (Natrium-Protonen-Austauscher 1 und 3), AE2 (Anionen-
Austauscher 2), NBC (Natrium-Bikarbonat-Kotransporter), vHATPase B und E (vakuolare
Protonen-ATPase B und E) ausgewahlt (siehe 2.5.2) und in RT-PCR-Experimenten (siehe
2.5.3) eingesetzt. Die Sequenzen der hierfur verwendeten Primerpaare sind der Tabelle 24
zu entnehmen.

Fur samtliche Targets (NHE3, NHE1, AE2, NBC, vHB, vHE, R-Aktin) konnte der qualitative
Nachweis der Transportproteine im Pansen mittels konventioneller PCR erbracht werden.

1000 bp
500 bp
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Abbildung 11 mRNA-Nachweis  der  Transportproteine  nach  elektrophoretischer
Auftrennung. Durch den Vergleich mit dem GréRenstandard (DNA-Ladder)
konnte das Vorhandensein von NHE1 (543bp), NHE3 (539bp), vHB (808bp),
AE2 (758bp) und NBC (674bp) nachgewiesen werden.
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3.3 KLONIERUNGS- UND SEQUENZIERUNGSERGEBNISSE

Die PCR-Produkte, an welche zunachst ein A-Uberhang gekoppelt wurde (siehe 2.6.2),
wurden jeweils in den Vektor pDrive ligiert (siehe 2.6.3). Nach der Transformation in
kompetente Bakterien (siehe 2.6.4) und anschlieBender Vermehrung plasmidtragender
Bakterien wurde der Klonierungserfolg in 24 monoklonalen Kolonien durch Préparation der
Plasmid-DNA (siehe 2.6.5) bestatigt. AnschlieBend wurden die Plasmide auf das
Vorhandensein des Inserts durch einen Restriktionsverdau untersucht (siehe 2.6.7). Die
Klonierung der PCR-Produkte aus den konventionellen PCR-Experimenten (siehe 3.2) in
Vektoren ergab folgende Plasmide:

Kpnl - 270 - G_GTAC'C
Sphl - 278 - G_CATG'C
Pst1 - 283 - C_TGCA'G
BamHI - 299 - G'GATC_C
EcoRI - 306 - G'AATT_C
Sacl -372 - G_AGCT'C
Stul - 546 - AGG'CCT
Pvul - 563 - CG_AT'CG
BamHI - 694 - G'GATC_C
Xhol -703 - C'TCGA_G
EcoRI - 852 - G'AATT_C
HindIlI - 864 - A'AGCT_T
Xhol -870- C'TCGA_G
Nhel - 881 - G'CTAG_C
Xbal - 887 - T'CTAG_A
Sacl - 915 - G_AGCT'C
NotI -918 - GC'GGCC_GC
Pvul -1079 - CG_AT'CG
Sspl - 1135 - AAT'ATT

Pyul - 3143 - CG_AT'CG
Sspl - 3068 - AAT'ATT
Smal - 3017 - CCC'GGG

Pyul - 2124 - CG_AT'CG

Abbildung 12 Restriktionskarte der Klonierung von NHE3. Ein Abschnitt der NHE3 mRNA
wurde durch RT-PCR amplifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. So
entstand das Plasmid pASNHE3DrvInv.
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Kpnl -270 - G_GTAC'C
Sphl -278 - G_CATG'C
Psl-283 - C_TGCA'G
BamHI -299 - G'GATC_C
EcoRI - 306 - G'AATT_C
Sacl - 448 - G_AGCT'C

EcoRI - 844 - G'AATT_C
HindIlI - 856 - A'AGCT_T
Xhol - 862 - C'TCGA_G
Nhel - 873 - G'CTAG_C
Xbal - 879 - T'CTAG_A
Sacl - 907 - G_AGCT'C
NotI - 910 - GC'GGCC_GC
Pvul - 1071 - CG_AT'CG
Sspl - 1127 - AAT'ATT

Pyul - 3135 - CG_AT'CG
Sspl - 3060 - AAT'ATT
Smal - 3009 - CCC'GGG

Pyul - 2116 - CG_AT'CG

Abbildung 13 Restriktionskarte der Klonierung von NHE1. Ein Abschnitt der NHE1 mRNA
wurde durch RT-PCR amplifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. So

entstand das Plasmid pBENHE1Drvinv.

Kpnl -270 - G_GTAC'C
Sphl - 278 - G_CATG'C
Psfl - 283 - C_TGCA'G
BamHI - 299 - G'GATC_C
EcoRI - 306 - G'AATT_C
Bglll - 348 - A'GATC_T
BgllI - 408 - A'GATC_T
Smal - 557 - CCC'GGG
BamHI - 663 - G'GATC_C
Sphl - 949 - G_CATG'C
Psfl - 954 - C_TGCA'G
EcoRI-1079 - G'AATT_C
HindIII - 1091 - A'AGCT_T
Xhol -1097 - C'TCGA_G
Nhel - 1108 - G'CTAG_C
Xbal - 1114 - T'CTAG_A
Sacl - 1142 - G_AGCT'C
Nofl - 1145 - GC'GGCC_GC
Pvul - 1306 - CG_AT'CG
Sspl - 1362 - AAT'ATT

Pvul - 3370 - CG_AT'CG
Sspl - 3295 - AAT'ATT
Smal - 3244 - CCC'GGG

Sspl- 1915 - AAT'ATT

Pyul - 2351 - CG_AT'CG

Abbildung 14 Restriktionskarte der Klonierung von AE2. Ein Abschnitt der AE2 mRNA
wurde durch RT-PCR amplifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. So

entstand das Plasmid pASAE2Drvinv.
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Kpnl -270 - G_GTAC'C
Sphl - 278 - G_CATG'C

Pst1 - 283 - C_TGCA'G
BamHI - 299 - G'GATC_C

EcoRI - 306 - G'AATT_C
HindIII - 531 - A'AGCT _T
S Pst1 - 600 - C_TGCA'G
(& BamHI - 838 - G'GATC_C
6'% Neol - 955 - C'CATG_G
‘> EcoRI - 1020 - G'AATT_C
HindIII - 1032 - A'AGCT_T

(*)

4 Xhol - 1038 - C'TCGA_G
pASNBCDrv Nhel - 1049 - G'CTAG_C
4550 bp

Xbal - 1055 - T'CTAG_A
Sacl-1083 - G_AGCT'C
Nofl - 1086 - GC'GGCC_GC
Pvul - 1247 - CG_AT'CG
Sspl - 1303 - AAT'ATT

Pyvul - 3311 - CG_AT'CG
Sspl - 3236 - AAT'ATT
Smal - 3185 - CCC'GGG

Pvul - 2292 - CG_AT'CG

Abbildung 15 Restriktionskarte der Klonierng von NBC. Ein Abschnitt der NBC mRNA wurde
durch RT-PCR ampilifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. So entstand das
Plasmid pASNBCDrvinv.

Kpnl -270 - G_GTAC'C
Sphl - 278 - G_CATG'C

Psfl - 283 - C_TGCA'G

BamMHI - 299 - G'GATC_C
EcoRI - 306 - G'AATT_C
Bglll - 492 - A'GATC_T
EcoRV - 543 - GAT'ATC

EcoRI -1130 - G'AATT_C
HindIII - 1142 - A'AGCT_T
Xhol -1148 - C'TCGA_G
Nhel - 1159 - G'CTAG_C
Xbal - 1165 - T'"CTAG_A
Sacl-1193 - G_AGCT'C
Notl - 1196 - GC'GGCC_GC
Pvul - 1357 - CG_AT'CG
Sspl - 1413 - AAT'ATT

pASVHBDrvinv
4660 bp

Pvul - 3421 - CG_AT'CG
Sspl - 3346 - AAT'ATT
Smal - 3295 - CCC'GGG

Sspl - 1966 - AAT'ATT
Pyul - 2402 - CG_AT'CG

Abbildung 16 Restriktionskarte der Klonierung von vHB. Ein Abschnitt der vHB mRNA
wurde durch RT-PCR amplifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. So
entstand das Plasmid pASvHBDrvinv.
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Kpnl -270 - G_GTAC'C
Sphl - 278 - G_CATG'C

Pstl-283 - C_TGCA'G

BamHI - 299 - G'GATC_C
EcoRI - 306 - G'AATT_C
Sspl - 465 - AAT'ATT
Kpnl - 635 - G_GTAC'C
Pstl - 708 - C_TGCA'G
Pstl - 740 - C_TGCA'G
Stul - 810 - AGG'CCT
Bglll - 844 - A'GATC_T
EcoRI - 928 - G'AATT_C
HindlII - 940 - A'AGCT_T
Xhol - 946 - C'TCGA_G
Nhel - 957 - G'CTAG_C
Xbal - 963 - T'CTAG_A
Sacl - 991 - G_AGCT'C
Nofl - 994 - GC'GGCC_GC
Pyul - 1155 - CG_AT'CG
Sspl - 1211 - AAT'ATT

pBEVHEDTrvinv
4458 bp

Pyul - 3219 - CG_AT'CG
Sspl - 3144 - AAT'ATT
Smal - 3093 - CCC'GGG

Sspl - 1764 - AAT'ATT

Pvul - 2200 - CG_AT'CG

Abbildung 17 Restriktionkarte der Klonierung von vHE. Ein Abschnitt der vHE mRNA wurde
durch RT-PCR ampilifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. So entstand das
Plasmid pBEVHEDrvinv.

Kpnl -270 - G_GTAC'C
Sphl -278 ~G_CATG'C

Pstl - 283 - C_TGCA'G
BamHI - 299 - G'GATC_C
EcoRI - 306 - G'AATT _C

EcoRI -991 - G'AATT_C
HindIII - 1003 - A'AGCT_T
Xhol - 1009 - C'TCGA_G
Nhel - 1020 - G'CTAG_C
Xbal - 1026 - T'CTAG_A
Sacl - 1054 - G_AGCT'C
Nofl - 1057 - GC'GGCC_GC
Pyul - 1218 - CG_AT'CG
Sspl - 1274 - AAT'ATT

pBEbActinDrv
4521 bp

Pvul - 3282 - CG_AT'CG
Sspl - 3207 - AAT'ATT
Smal - 3156 - CCC'GGG

Sspl - 1827 - AAT'ATT

Pvul - 2263 - CG_AT'CG

Abbildung 18 Resitrionskarte der Klonierung von 3-Aktin. Ein Abschnitt der B-Aktin mRNA
wurde durch RT-PCR amplifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. So
entstand das Plasmid pBEbAktinDrvinv.

Positive (inserttragende) Klone wurden nach Prdparation im kleinen MaRstab durch
Praparation der Plasmid-DNA aus  mittelgrolen  Bakterienpraparationen  fir

Folgeuntersuchungen und die Sequenzierung vorbereitet. Es folgte die Sequenzierung des
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Inserts im Kontext des Vektors (siehe:2.6.8). Die ermittelten Sequenzen wurden mit
homologen Sequenzen des Rindes verglichen. Hierbei ergab sich fir alle untersuchten
Sequenzen eine Homologie von mehr als 90 %. Mit Hilfe der RT-PCR sowie der
anschlielRenden Klonierung und Sequenzierung konnte der qualitative Nachweis fir das
Vorhandensein der mRNA der Transportproteine NHE3, NHE1, AE2, NBC, vHB und vHE im
Pansen von Schafen erbracht werden. Die klonierten und sequenzierten PCR-Produkte
wurden in Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi) veréffentlicht (siehe
Tabelle 7).

Tabelle 7 Veroéffentlichung ermittelter oviner cDONA-Sequenzen

Transportprotein Genebank Accession Number
NHE3 AJ812230
NHE1 AJ812229
NBC AJ829759
v H-ATPase B AJ829758
v H-ATPase E AJ829476
HSP 70.1 AJ812230
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3.4 ERGEBNISSE DER RELATIVEN QUANTIFIZIERUNG

3.41 Etablierung der Assays mittels Regressionsanalyse

Bevor mittels ,Real-Time-PCR* die relative Quantifizierung vorgenommen werden kann,
muss fur jedes Target (NHE1, NHE3, AE2, NBC, vHATPase B und E, B-Aktin) die
Etablierung des entsprechenden Assays vorgenommen werden (siehe 2.7.4).

Carelation Coefficient: 1,000 Hope: 3,331 [rkercept: 15,229 ¥ = -3331 ¥ 4+ 15,229 o Lirknouns
PCR Efficiency: 99,6 % v Standands

|
A
Thl\efhold Cycle

-3 -2 -1 0 2
Log Starting Quantity, copy number

Abbildung 19 Graphische Darstellung der Regressionsanalyse von R-Aktin. Zur Bestimmung
der PCR-Effizienz wird mittels Regressionsanalyse die Ausgangsmenge an
Target-DNA gegen die Zykluszahl (Ct) in einer logarithmischen Funktion
dargestellt. Bei einer Steigung (Slope) der Regressionsgeraden von -3,333
(absteigende Verdinnungsreihe) liegt die PCR-Effizienz bei 100%.

Mittels Regressionsanalyse kann die Effizienz der PCR-Reaktion Uberprift werden. Hierbei
wird die Ausgangsmenge an Target-DNA gegen die Zykluszahl in einer logarithmischen
Funktion dargestellt. Die Steigung (Slope) der Regressionsgeraden gilt als Mal der realen
Amplifikation und sollte zwischen 95-100% liegen (siehe 2.7.4.3).

Der Korrelationskoeffizient ist dabei ein Mall fur die Linearitdt der PCR-Effizienz in
variierenden Mengenbereichen der eingesetzten Kopienzahl. Die Etablierung wurde
erfolgreich  fur alle oben genannten  Transportproteine  durchgefuhrt.  Die

transporterspezifischen Effizienzdaten kénnen der Tabelle 8 entnommen werden.

Tabelle 8 Effizienzdaten der gPCR-assays

Transportprotein  Korrelationskoeffizienten Slope Effizienz
NHE1 0,999 -3,480 93,80%
NHE3 0,998 -3,337 99,40%

VHATPase B 0,999 -3,363 98,30%
vHATPase E 0,999 -3,353 98,70%
AE2 0,998 -3,342 99,20%
NBC 0,998 -3,369 98,10%
HSP 0,999 -3,359 98,50%
R-Aktin 1 -3,331 99,60%
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3.4.2 Beurteilung und Berechnung der Ergebnisse

Die aus der ,Real-Time-PCR* gewonnenen Fluoreszenzdaten werden zunachst beurteilt
(siehe 2.7.7). Die sich hieraus ergebenden Fluoreszenzmittelwerte werden zur relativen
Quantifizierung verwendet (siehe 2.7.8). Die so berechneten FC-Werte geben Auskunft Uber
die relative Expressionsrate des entsprechenden Targets unter definierten Bedingungen.

3.43 Relative Expressionsraten an Pansenepithelgeweben

Die relative Expression von NHE3 steigt mit zunehmender Dauer der
Konzentratfutterungsperiode deutlich an und erreicht bei Tieren, die 4 Wochen
konzentratreiches Futtermittel (KF4) erhielten, ein Maximum beim 12 64-fachen der
Expressionsrate  heugefitterter Tiere. Bei einer weiteren Verldngerung der
Kraftfutterfitterungsperiode auf 6 beziehungsweise 12 Wochen fallt der Wert wieder auf das
3,26-fache beziehungsweise 1,64-fache des Ausgangswertes ab. Eine Verdnderung der
relativen Expression von NHE1, vHATPase B, vHATPase E und AE2 in Abhangigkeit von
der Diat konnte nicht beobachtet werden (Rohdaten siehe 8.18).

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse kann der Abbildung 20 enthommen werden.
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Abbildung 20 Relative Expressionsraten verschiedener Transportproteine (NHE1, NHES3,
AE2, vHATPase B, vHATPase E) in Abhangigkeit von der Diat. Verdnderung
der mRNA-Menge verschiedener Transportproteine in Pansenepithelproben
frisch geschlachteter Schafe nach Konzentratfutterung Uber eine variable
Anzahl von Wochen. Mit zunehmender Dauer der KraftfutterfUtterungsperiode
steigen die relativen Expressionsraten von NHE3 leicht an und erreichen bei
einer Kraftfutterfitterungsdauer von 4 Wochen ihr Maximum. Nach 6
beziehungsweise 12 Wochen Kraftfutterdiat sinkt die Expression deutlich ab.
Die Darstellungen haben unterschiedliche MaRstabe.
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3.44 Relative Expressionsraten nach Stimulationsversuchen an PEZ

3.4.41 Relative Expressionsraten nach Stimulation durch Butyrat

Die Expression von AE2, der vakuoldaren HATPase B und E und des HSP 70.1 steigt in
Gegenwart von Butyrat in Konzentrationen zwischen 0,1 mM und 1,0 mM auf Werte bis zum
30,06-fachen der Ausgangsexpression an. Nach Entzug des Butyratzusatzes sinkt die
Expression nahezu wieder auf die Ausgangswerte zurlick. Allerdings ist bei keinem der
untersuchten Transportproteine ein Zusammenhang zwischen der applizierten Butyratdosis
und dem beobachteten Effekt (Dosis-Wirkungs-Beziehung) nachweisbar. Eine Stimulation
der relativen Expression von NHE1 durch Butyrat an REC konnte nicht beobachtet werden
(Rohdaten siehe 8.16).

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse kann der Abbildung 21 entnommen werden.
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Abbildung 21 Relative Expressionsraten verschiedener Transportproteine (NHE1, AEZ2,

vHATPase B, vHATPase E, HSP) nach Stimulation durch Butyrat.
Veranderung der mRNA-Menge verschiedener Transportproteine in RNA-
Praparationen von Pansenepithelzellen, die vorher mit Butyrat inkubiert
wurden. Die relative Expression der untersuchten Transportproteine zeigt
teilweise eine Aufregulation durch Zugabe von Butyrat. Die Darstellungen
haben unterschiedliche Maf3stabe.
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3.44.2 Relative Expressionsraten nach Stimulation durch Laktat

Die Expression von AE2, der vakuoldren HATPase B und des HSP 70.1 steigt bei Zugabe
von Laktat in Konzentrationen zwischen 0,1 mM und 1,0 mM auf Werte bis etwa zum 7,84-
fachen der Expression ohne Zusatz an. Nach Entzug des Zusatzes sinkt die Expression
wieder und sinkt dabei teilweise deutlich unter die Ausgangswerte. Auch die relative
Expression der vakuoldren HATPase E zeigt in diesem Versuch eine
konzentrationsabhangige Veranderung. Bei einer Konzentration von 0,1 mM Laktat steigt die
Expression auf das 5,24-fache des Ausgangswertes an. Bei 0,3 mM Laktat steigert sich
dieser Wert weiter auf das 9,92-fache und erreicht bei einer Laktatkonzentration von 0,5 mM
ein  Maximum beim 11,39-fachen der Expressionsrate ohne Laktat. Bei einer
Laktatkonzentration von 1,0 fallt der Wert wieder auf das 5,58-fache des Ausgangswertes
ab. Nach Entzug des Laktats zeigen Zellen, die vorher lber 24 Stunden mit 1,0 mM Laktat
inkubiert wurden, einen Rickgang der Expression auf das 2,31-fache des Kontrollswertes.
Eine Stimulation der relativen Expression von NHE1 durch Laktat konnte auch hier nicht
beobachtet werden (Rohdaten siehe 8.17).

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse kann der Abbildung 22 entnommen werden.
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Abbildung 22 Relative Expressionsraten verschiedener Transportproteine (NHE1, AE2,
vHATPase B, vHATPase E, HSP) nach Stimulation durch Laktat.
Veranderung der mRNA-Menge verschiedener Transportproteine in RNA-
Praparationen von Pansenepithelzellen, die vorher mit Laktat inkubiert
wurden. Nach Stimulation durch Laktat kann bis zu einer Konzentration von
0,3 mM ein deutlicher Anstieg der Expressionsraten der vakuoldren HATPase
B sowie des AE2 festgestellt werden. Bei Konzentrationen von 0,5 mM und
mehr sinkt die Expression wieder deutlich ab. Die Expressionsraten der
vakuolaren HATPase E zeigen einen ahnlichen Verlauf. Sie erreichen jedoch
ihren Maximalwert erst bei einer Konzentration von 0,5 mM Laktat. Die
Darstellungen haben unterschiedliche MaRstabe.
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3.44.3 Relative Expressionsraten nach Stimulation durch CO,

Die FC-Werte von AE2 und der vakuoldren HATPase B und E steigen mit zunehmender
Inkubationsdauer kontinuierlich an. Nach einer Inkubationsdauer von 6 h CO, steigen die
FC-Werte auf Werte von maximal 3,75 an. Nach einer Verlangerung der Inkubationsdauer
auf 12 h beziehungsweise 24 h steigen die FC-Werte auf Werte bis 6,87 und 17,88 weiter
an. Zellen, welche 24 h bei 7,5% CO, inkubiert wurden, zeigen nach Reduktion des CO,-
Gehaltes auf 5% Expressionsraten von bis zum 41,93-fachen der Kontrollwerte fir AE2 und
die vakuolaren HATPasen. Eine Stimulation der relativen Expression von NHE1 und HSP
durch CO, wurde an REC nicht beobachtet (Rohdaten siehe 8.11).

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse kann der Abbildung 23 entnommen werden.
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Abbildung 23 Relative Expressionsraten verschiedener Transportproteine (NHE1, AEZ2,

vHATPase B, vHATPase E, HSP) nach Stimulation durch CO..
Pansenepithelzellen werden in der Regel unter definierten physiologischen
Verhéltnissen gehalten. Hierzu zahlt unter anderem, da® dem Inkubator ein
Gasgemisch zugefuhrt wird, dal 5,0 % CO, enthalt. In den durchgefihrten
Stimulationsversuchen konnte durch die Zufuhr von 7,5 % CO, ein deutlicher
Anstieg der relativen Expression der vakuolaren HATPase B und E sowie des
AE2 festgestellt werden, der auch nachdem der CO,-Gehalt anschlielend
ermneut auf 5 % reduziert wurde, anhielt. Die Darstellungen haben
unterschiedliche Malstabe.
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3.444 Relative Expressionsraten nach Stimulation durch IGF1

Nach einer Inkubationsdauer von 6 h mit 2 ng / ml IGF1 steigen die FC-Werte von vHE auf
einen Maximalwert von 5,24 an, wahrend flr die anderen Transporter hier keine deutliche
Aufregulation zu beobachten ist. Nach einer Verlangerung der Inkubationsdauer auf 12 h
beziehungsweise 24 h steigen die FC-Werte von AE2 weiter bis auf Werte von 11,55
beziehungsweise 17,27 an. Zellen, denen nach einer Inkubationsdauer von 24 h der IGF1-
Zusatz entzogen wurde, zeigen einen Ruckgang der Expressionsraten bis auf das 5,03-
fache fur AE2; fur die vakuolare HATPase E auf das 2,03-fache des Kontrollwertes. Eine
Stimulation der relativen Expression von NHE1, HSP sowie der vakuolaren HATPase B
wurde an REC nicht beobachtet (Rohdaten siehe 8.12).

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse kann der Abbildung 24 entnommen werden.
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Abbildung 24 Relative Expressionsraten verschiedener Transportproteine (NHE1, AEZ2,
vHATPase B, vHATPase E, HSP) nach Stimulation durch 2 ng / ml IGF1.
Veranderung der mRNA-Menge verschiedener Transportproteine in RNA-
Praparationen von Pansenepithelzellen nach Inkubation mit IGF1. Durch die
Zugabe von IGF1 konnte ein kontinuierlicher Anstieg der relativen Expression
von AE2 und der vakuolaren HATPase E mit zunehmender Inkubationsdauer
beobachtet werden. Nach Entzug des Zusatzes sinkt die Expression zum Tell
unter die Ausgangswerte. Die Darstellungen haben unterschiedliche
Malstébe.
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3.445 Relative Expressionsraten nach Stimulation durch EGF

Die Expression der vakuolaren HATPase E steigt bei Zugabe von 2 ng / ml EGF fur6 h, 12 h
beziehungsweise 24 h deutlich bis etwa zum 36,5-fachen der Expression ohne Zusatz an.
Nach Entzug des Zusatzes sinkt die Expression deutlich unter die Ausgangswerte. Einen
nahezu identischen Verlauf der Expressionsraten kann bei der vakuoldren HATPase B
beobachtet werden, wobei hier die inkubationsdauerabhangigen Schwankungen quantitativ
deutlich schwéacher ausgebildet sind. Die relative Expression von AE2 zeigt in diesem
Versuch eine schwache, konzentrationsabhangige Veranderung. Bei einer Inkubationsdauer
von 12 h erreicht die Expression mit einem Anstieg auf das 3,73-fache des Ausgangswertes
ihren Maximalwert. Nach Entzug des Zusatzes sinkt die Expression unter den Ausgangswert.
Eine Veradnderung der Expressionsraten von NHE1 sowie von HSP durch EGF konnte
hingegen nicht beobachtet werden (Rohdaten siehe 8.13).

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse kann der Abbildung 25 entnommen werden.
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Abbildung 25 Relative Expressionsraten verschiedener Transportproteine (NHE1, AE2,
vHATPase B, vHATPase E, HSP) nach Stimulation durch 2 ng / ml EGF.
Veranderung der mRNA-Menge verschiedener Transportproteine in RNA-
Praparationen von Pansenepithelzellen nach Inkubation mit EGF. Durch die
Zugabe von EGF konnte ein deutlicher Anstieg der relativen Expression der
vakuolaren HATPase B und E bei einer Inkubationsdauer von 24 h beobachtet
werden. Nach Entzug des Zusatzes sinkt die Expression teilweise bis unter
die Ausgangswerte. Die Expressionsrate von AE2 steigt bereits nach einer
Inkubationsdauer von 6 h an und bleibt bei einer Verlangerung der
Inkubationsdauer nahezu konstant. Erst nachdem dem Medium der EGF-
Zusatz entzogen wurde, sinkt die Expressionsrate geringfigig ab. Die
Darstellungen haben unterschiedliche MaRstabe.
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3.44.6 Relative Expressionsraten nach Stimulation durch cAMP

Die Expression des Anionenaustauschers 2 sowie der vakuoldren HATPase B steigt
zunachst bei einer Konzentration von 25 pM auf Werte bis zum 9,19-fachen der
Ausgangsexpression an. Bei einer Konzentrationserhéhung auf 50 yM féllt die relative
Expression bis zum 1,83-fachen des Ausgangswertes ab, steigt jedoch bei weiterer
Erhéhung der Konzentration auf 75 yM und 100 uM auf FC-Werte bis zum 11-fachen des
Ausgangswertes an. Nach Entzug des cAMP-Zusatzes sinkt die Expression deutlich unter
die Ausgangswerte zuriick. Auch die relative Expression der vakuoldren HATPase E zeigt
konzentrationsabhéngige Verédnderungen. Nachdem die Expression bei einer Konzentration
von 25 uM auf das 16,45-fache des Ausgangswertes ansteigt, fallen anschlieRend mit
steigender Konzentration die FC-Werte kontinuierlich ab. Nach Entzug des cAMP-Zusatzes
sinkt die Expression wieder deutlich ab. Eine Stimulation der relativen Expression von NHE1
und HSP durch cAMP konnte an REC nicht beobachtet werden (Rohdaten siehe 8.14).

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse kann der Abbildung 26 entnommen werden.

- 106 -



Ergebnisse

NHE1 AE2
4,00
10,00
3,00 p— 8,00 |
o & | _
22,00 — 56,00 —
] 4,00
0,00 ‘ 0,00 ‘
’ 25uM  50uM  75uM  100uM 100pM+24h 25uM  50uM  75uM  100pM 100pM+24h
vHB VvHE
6,00 == 16,00f7]
5,007 — —
4,007 ] &2
83001 | 3800 ]
33, - ©8,00 |
2,007 —
4,00
1,007 —r» L
0,00 ‘ ‘ ‘ 0,00 ‘
25uM 50uM 75uM 100uM 100uM+24h 25uM 50uM 75uM 100pM 100uM+24h
HSP
4,00
3,007 — —
g L
82001 —
1,007
0,00 - ‘ ‘ ]
25uM  50uM  75uM  100pM 100uM+24h

Abbildung 26 Relative Expressionsraten verschiedener Transportproteine (NHE1, AEZ2,

vHATPase B, vHATPase E, HSP) nach Stimulation durch cAMP. Veranderung
der mRNA-Menge verschiedener Transportproteine in RNA-Praparationen
von Pansenepithelzellen, nach Inkubation mit cAMP. Die relativen
Expressionsraten von vHB und AE2 zeigen bei einer Konzentration von 25 uM
cAMP einen deutlichen Anstieg der Expressionsraten, die nach weiterer
Erhéhung der Konzentration auf 50 pM cAMP zunachst abfallen,
anschlieRend jedoch kontinuierlich bis zu einer Konzentration von 100 yM
cAMP ansteigen. Nachdem der cAMP-Zusatz entzogen wurde, sinken die
relativen Expressionsraten deutlich unter die Ausgangswerte. Die relative
Expression der VHE steigt ebenfalls bereits bei einer Konzentration von 25 uyM
cAMP deutlich an, fallt jedoch mit steigender cAMP-Konzentration
kontinuierlich ab. Nachdem der Zusatz entzogen wurde, erreicht die
Expressionsrate ihren Minimalwert. Die Darstellungen haben unterschiedliche
Malstabe.
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3.44.7 Relative Expressionsraten nach Stimulation durch PGE2

Die relative Expression der vakuoldren HATPAse E sowie des AE2 steigt nach einer
Inkubationsdauer von 6 h mit 100 mM PGE2 auf Werte bis zum 21,26-fachen der
Ausgangsexpression an. Anschlielend sinkt die Expression mit steigender Inkubationsdauer
kontinuierlich ab und erreicht nach Entzug des PGE2-Zusatzes ein Minimum beim 6,32-
fachen der Expressionsrate ohne PGE2. Die FC-Werte von NHE1 steigen mit zunehmender
Inkubationsdauer kontinuierlich an. Nach einer Inkubationsdauer von 6 h steigt der FC-Wert
auf einen Wert von 2,97 an. Nach einer Verlangerung der Inkubationsdauer auf 12 h
beziehungsweise 24 h steigen die FC-Werte weiter auf Werte bis 4,08 und 4,35 an. Zellen,
welchen nach einer 24-stiindigen Inkubationsdauer der PGE2-Zusatz entzogen wurde,
zeigen eine auf das 2,33 des Kontrollwerts verminderte Expressionsrate. Die Expression der
vakuolaren HATPase B steigt in Gegenwart von PGE2 bei einer Inkubationsdauer von 6 h
bis auf das 4,23-fache der Ausgangsexpression an und bleibt bei Verldngerung der
Inkubationsdauer nahezu konstant. Nach Entzug des PGE2-Zusatzes sinkt die Expression
auf etwa das 2,3-fache des Kontrollwerts. Die Expression des HSP 70.1 steigt in Gegenwart
von PGE2 wahrend einer Inkubationsdauer zwischen 6 h und 24 h auf Werte bis zum 5,31-
fachen der Ausgangsexpression an. Nach Entzug des PGE2-Zusatzes sinkt die Expression
fast auf den Ausgangswert ab (Rohdaten siehe 8.14).

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse kann der Abbildung 27 enthommen werden.
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Abbildung 27 Relative Expressionsraten verschiedener Transportproteine (NHE1, AEZ2,

vHATPase B, vHATPase E, HSP) nach Stimulation durch 100 mM PGEZ2.
Veranderung der mRNA-Menge verschiedener Transportproteine in RNA-
Praparationen von Pansenepithelzellen, nach Inkubation mit PGE2. Eine
Veranderung der Expressionsraten von NHE1 in REC kann ausschliellich
nach Stimulation durch PGE2 beobachtet werden. Durch die Zugabe von
PGE2 kann ein kontinuierlicher Anstieg der relativen Expression von NHE1
mit zunehmender Inkubationsdauer beobachtet werden. Nach Entzug des
Zusatzes sinkt die Expression wieder. Die Expression von AE2 sowie der
vakuolaren HATPase E steigt nach Stimulation durch PGE2 bei einer
Inkubationsdauer von 6 h deutlich an. Es zeigt sich jedoch bei weiterer
Verldngerung der Inkubationsdauer ein kontinuierlicher Ruckgang der
Expressionsraten. Nach Entzug des PGE2-Zusatzes sinkt die Expression
wieder ab, bleibt aber deutlich Uber dem Ausgangswert. Bei den relativen
Expressionsraten der vakuoldren HATPase B ist kein Zusammenhang
zwischen der applizierten PGE2-Dosis und dem beobachteten Effekt (Dosis-
Wirkungs-Beziehung) nachweisbar. PGE2 induziert in REC eine reversible
Steigerung der HSP-Transkription bis auf das finffache des
Kontrollwertes.Die Darstellungen haben unterschiedliche MalRstabe.
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3.4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der relativen Quantifizierung

3.4.51 Zusammenfassung Geneexpressionsprofile von Pansenepithelproben

Eine Abhangigkeit der relativen Expression von der Diat wurde ausschlieBlich fur NHE3
beobachtet. Mit zunehmender Dauer der Konzentratfitterungsperiode steigen die relativen
Expressionsraten von NHE3 leicht an und erreichen bei einer Konzentratfutterungsdauer von
4 Wochen ihr Maximum. Nach 6 beziehungsweise 12 Wochen Kraftfutterdiat sinkt die

Expression wieder deutlich ab.

3.45.2 Zusammenfassung der Genexpressionsprofile nach Stimulations-
versuchen an REC
Nach Stimulation der Pansenpithelzellen (PEZ) durch Butyrat kann eine Aufregulation
verschiedener Transportproteine beobachtet werden. Dabei besteht keine deutliche Dosis-
Wirkungs-Beziehung. Es kann jedoch in einer gewissen RegelmaRigkeit eine Aufregulation
auf den zehnfachen Wert des Ausgangswertes bei einer Konzentration von 0,3 mM
beobachtet werden.
Nach Stimulation von PEZ durch Laktat wurde bei einer Konzentration von 0,3 mM eine
Aufregulation der relativen Expression von AE2 sowie der vakuoldren HATPase B auf den
zehnfachen Wert des Ausgangswertes festgestellt. Bei Konzentrationen von 0,5 mM Laktat
und mehr sinkt die Expression deutlich unter die Ausgangswerte. Die Expressionsraten der
vakuolaren HATPase E zeigen einen nahezu identischen Verlauf. Sie erreichen jedoch ihren
Maximalwert erst bei einer Konzentration von 0,5 mM Laktat.
Unter erhdhter Zufuhr von CO, (7,5 %) wurde ein variabel ausgepragter Anstieg der relativen
Expression der vakuoldren HATPase B und E sowie von AE2 festgestellt. Nachdem der CO,-
Gehalt anschlieBend erneut auf 5 % reduziert wurde, steigt die relative Expression der
genannten Transportproteine weiterhin auf Werte bis zum 40-fachen der Ausgangswerte an.
Die Aufregulation von AE2 und der vakuoldren HATPase E nach Stimulation durch IGF1
zeigt eine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung. Mit zunehmender Versuchsdauer lasst sich
ein kontinuierlicher Anstieg der relativen Expression beobachten. Nach Entzug des Zusatzes
sinkt die Expression wieder deutlich ab.
Durch die Zugabe von EGF konnte bei einer Inkubationsdauer von 24 h ein Anstieg der
relativen Expression der vakuolaren HATPase B und E auf Werte bis zum 35-fachen des
Ausgangswertes beobachtet werden. Nach Entzug des Zusatzes sinkt die Expression wieder
ab. Die Expressionsrate von AE2 steigt bereits nach einer Inkubationsdauer von 6 h deutlich
an und bleibt anschlieRend inkubationsdauerunabhangig nahezu konstant. Erst nachdem
dem Medium der EGF-Zusatz entzogen wurde, sinkt die Expressionsrate geringfugig ab.
Die relativen Expressionsraten von vHB und AE2 zeigen nach Stimulation durch cAMP eine
Aufregulation ohne deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung. Weiterhin konnte durch die Zugabe
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von 25 yM cAMP eine Aufregulation der Expressionsrate von vHE beobachtet werden. Die
relative Expression féllt anschlieRend mit steigender cAMP-Konzentration in geringem Male,
jedoch kontinuierlich ab. Nachdem der Zusatz entzogen wurde, erreicht die Expressionsrate
der vakuoldren HATPase E ihren Minimalwert.

Eine Stimulation der relativen Expression von NHE1 kann ausschlieBlich nach Inkubation mit
PGE2 beobachtet werden. Mit zunehmender Inkubationsdauer steigen die relativen
Expressionsraten kontinuierlich an. Erst nach Entzug des Zusatzes sinkt die Expression
wieder ab. Die Expression von AE2 sowie der vakuoldren HATPase E steigt bereits nach
einer Inkubationsdauer von 6 h auf Werte bis zum 20-fachen der Ausgangswerte an; bei
weiterer Verlangerung der Inkubationsdauer zeigt sich jedoch ein kontinuierlicher Riickgang
der Expressionsraten. Nach Entzug des PGE2-Zusatzes sinkt die Expression wieder ab. Bei
den relativen Expressionsraten der vakuolaren HATPase B sowie des HSP ist kein
Zusammenhang zwischen der applizierten PGE2-Dosis und dem beobachteten Effekt

(Dosis-Wirkungs-Beziehung) nachweisbar.
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