Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS:
INHALTSVERZEICHNIS: ..ottt e ettt e et e s be e et e e e s teeebe e s steesabeestaesnbeesnteesnreeans A
ABKURZUNGSVERZEICHNIS: ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt n s e e C
O o 1\ I B 1L SRR 1
2. LITERATURUBERSICHT ..ottt etete ettt et et e e as et e s e e et et st et et et et e esese s s e e e eseeenenenanens 3
2.1. UBERSICHT UBER ANATOMIE UND PHYSIOLOGIE: .....vuviiiieseeeeeeesesesss et ee s e e s sttt seses e 3
2.2. TIERARTSPEZIFISCHE UNTERSCHIEDE SCHAF/RIND: ....iiviiitiiieiteeiteestee e eeresee st eveeeveetesaesraesraesbeesreannes 3
2.3. EPITHELIALER TRANSPORT ALLGEMEIN: .. .utitieittiresitieeesssteeeesteeeesssaesessssssessnsnesesseseesnssesessssssessnssneesnnees 4
2.4, TRANSPORTFUNKTIONEN DES OMASUM: ...ecuviiiitieitieestteestteestveesteeessveessseessseesssesssseesnsessssessnsessssessnsessnnes 4
2.5. DIE TRANSPORTVORGANGE IM EINZELNEN: .......utiieiitieeeiiteee e citeeeeeetteeeeeateeessbeeeeeetteeesnreeessrbeeessnseeeesnnees 5
25.1. WASSEITIANSPONT: ..t et r e ane s 6
2.5.2. (110 =1 o TR 6
2.5.3. F N TT0] g1 o L USROS OPRPOURRPPI 9
254, AMIMIONIAK: 1ottt ettt et e et e e be e s be e e beesabeeeabeessbeeaabeseabesanbeessbessabeesabeeanreesnreas 12
2.5.5. = U (= PR RRPPRRR 12
2.6. HCO3 -TRANSPORT DES PANSENS (IM VERGLEICH ZUM PSALTER): ...ecveicieviesie e steeeee et 13
2.1. HCO3; -TRANSPORT IN ANDEREN GEWEBEN DES KORPERS: ....ccciiiiiiiiiiieeeeiiiiitrie e sssinarees e snaraees 13
2.7.1. D=1 (D000 = Uty ) SRS 13
2.7.2. =T T (o0 o = 1) 14
2.7.3. Niere (Proximaler NierentubUIUS): .......coveierie e 14
2.8. MOLEKULARBIOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG VON HCO3™ -TRANSPORTERN: ...ccvvveiieeiieesineeninens 16
2.8.1. AE — (Natrium independent) Anion Exchanger; SLCA: ..o 16
2.8.2. DRA — Down Regulated in ADenoma; SLC2BA3: ......cviieieiiieieni e 19
2.8.3. CFTR - Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator: ...........ccooeoeieniieiiennnnnnns 19
2.8.4. CA 1= 1V — CarbDOANNYAIASE: ......ccueeeiie ettt sttt se e bbb e e e e e b e b saesbesreeneas 20
2.9. ZUSAMMENFASSUNG DER LITERATUR IM HINBLICK AUF DIE EIGENE FRAGESTELLUNG: ........cccvvvennee. 22
3. MATERIAL UND METHODEN: ..ottt ettt ettt ettt sare s stbe s sareesate s saseesaaessaeeesrnes 23
3.1. N ERSUCHSTIERE: .. .ttteiitttteeiitteeessttteesateeeessteeesasteeesateeeeaassaeesssbeeeeanteeeeaasseseessseeeeanteeeesanseeeessseneeansreeennns 23
3.2. GEWINNUNG DER EPITHELIEN: ...eciuttte e ittt e sttt e estieeeesteeeesstteeessaeeseessteeseasseeesanseeesssnseesanseseesnnsesessnenens 24
3.3. MESSMETHODE/ PRINZIP: ...t iutiiieitteitee st ettt st e et ebe e eteebestbesbaesbaesbeesbeabesasesaseabeebeesbeesbesseesbeesbeesbeennes 26
3.3.1. O LT [0 T N U 1T S 26
3.3.2. 0] 0 £ TS 27
3.3.3. Berechnung der TranSPOITIateN: ........couiiiiiieiecsee bbb 28
3.4. INKUBATIONSTECHNIK: 1.eeiitviteiitteeeeitteeeeeitreeesetseeeaetteeesaseeessbseeeaassesesassesessbeeesaasresesassesesssseeeeaseesessres 28
3.5. GRUNDLAGEN DER BERECHNUNG DER TRANSPORTRATEN: ....ccittteteiitieeeeitreeeeetteeesserreeessreeesssseeessnneeens 29
3.6. CHEMIKALIEN/TRANSPORTPUFFER: ..vtiitttiiiteeiteeiiteestteesisessresssessssesssessssesssessssessssessssessssessssessnsessnens 29
3.7. ST AT ST . it e ettt et ettt e ettt e e e ettt e e e eat e e e e sbe e e e e tbeeeeaareeeesabeeeeabbaeeaaasaseesabeeeeatbeeeaanteeeeaabseeeatbeeeeanreeaeanrreeas 30
3.8. ALLGEMEINER VERSUCHSAUFBAU UND AUSWERTUNG DER USSING-KAMMER - VERSUCHE.: .............. 31
3.8.1. HeMMSIOTZUGADE: ....eeei e e st besresbe s re e 31
3.8.2. Variationen in der Konzentration verschiedener Elektrolyte: .........cccoovvviiiiircceieccce e, 32
3.8.3. Umkehrung der GradientenrichtUNGgeN:........c.voviieieieeces s 33
3.8.4. Zusammenfassende Auswertung der unterschiedlichen Gradienten- und Fitterungsgruppen:.. 34
3.9. MOLEKULARBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN: ....ccvviiitteeitieesiteesteeestaeesuseessnessssesssessssessssnsssssssssnssnseeans 35
3.9.1. UIDBESICRL. .ottt ettt et ettt et et et et et et e s et et eee e e et et et es et esesereneeee et et rt et et eeeneneeneneeaes 35
3.9.2. RNA-Isolierung und RNA-QUAlItAISKONIIOIE ..o 35
3.9.3. Reverse Transkription (CDNA-SYNTNESE) ....c.ccereiiiieiiereese e 38
3.9.4. Qualitativer Nachweis der ,,Genes of interest® (GOIS): ....coovieiiriie i 38
3.9.5. QUANLITALIVE PCR ... .ottt et te s te e s te e s be e sbeeabesatesaeenbeebeenbeeneesreeas 41
3.9.6. Weitere molekularbiologische Verfahren ... 50



Inhaltsverzeichnis

4.

© ® N o

ERGEBNISSE : ... .ottt ettt ettt e s bt e et e e s bt e st e e sat e e s abeesatessateesabessateesabessaeeesabeesabeesabaesareesabas 52
4.1. ERGEBNISSE DER USSING-KAMMER-VERSUCHE: .....cciiiiiiiiitiiiiieeeesiiiitiieesesssssibssiessessssssssssssessssssssssness 52
41.1. A= | 1400 (=] 1 LSRR 52
4.1.2. Vorversuche: Zeitliche Stabilitat der Parameter: ...t 52
4.1.3. Variation der Elektrolytkonzentrationen: ..........ccceoiiieiiiire et 53
4.1.4. [ LA T (0] 1 (=TRSO 58
4.1.5. Umkehr der Gradienten flir CI'und HCO 3™ ©uiiiiii ittt 67
4.2. ZUSAMMENFASSENDER VERGLEICH: 1..iiiiiiiiitttiiiie e i ieiititei e e s e s s siitbaeeeesesssabbaassesssssaabbassessessssabbasseesesssnanes 12
4.2.1. VeErgleich der FUtBIUNGEN: . ....cciiecce ettt b st e e e re e e et e seesrenre e 72
42.2. Vergleich der HCO3™ Gradienten bei HeU-TIEreN: ......cccccviiceiecie e 73
43. ERGEBNISSE DER MOLEKULARBIOLOGISCHEN VERSUCHE  ...1uuiiiiiiiiiiiriieeeeessiitrrneeseeessssnsreeseesssssnsssness 75
4.3.1. RNA-Isolierung und RNA-Qualitatskontrolle: ..........ccoovvvivcieiecc e 75
43.2. Qualitativer NaChWeis der GOIS .......ocviiiiiieieie et 75
43.3. QUANTITALIVE PCR ...ttt sttt et st e te st e beereene e s e seenbeseesnennes 76
4.34. REIALIVE EXPIESSION: ....iiviiiieieite ettt bbbttt 78
4.4, ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE: ......uuttiiiiiiiiiiitiiiiiieesssiiitbtii s e s s s s sabbastsesssssabbasssssssssssbbasssssesssssnes 83
(D] IS] S0 S35] 10\ 84
5.1. DISKUSSION DER TRANSPORTPHYSIOLOGISCHEN VERSUCHE: .....coiiittiiiieie ettt eiabee s saaavaaes 84
5.1.1. Allgemeine MethOenKIITIK: .......coveiviiiiiiiiie e re st ne e 84
5.1.2. Variation der Elektrolytkonzentrationen: .........ccccvcveieieiecie i 85
5.1.3. [ LA T (0] 1 (=R 88
5.1.4. Umkehr der Gradienten fir CIund HCO 3™ fuuiiviiieii et 92
5.1.5. a1 LTSS (Tl 10 (=T U o 93
5.2. DISKUSSION DER MOLEKULARBIOLOGISCHEN VERSUCHE: ...vvvviiiiiiiiiiiiieeeeessiirrreeseeesssinnreeseesssesnsssenss 94
521 MethodenKritik allGEMEIN: .......oviiii e 94
5.2.2. RNA-Isolierung und RNA-QUAlItAISKONIIOIE ..o 95
5.2.3. Reverse Transkription (CDNA-SYNTNESE) ......ccerriiiieiiereese e 95
5.2.4. Qualitativer Nachweis der Transporter mittels RT-KPCR: ...t 96
5.2.5. QUANLITALIVE PCR ... .ottt ettt e s te e s be e beeabeeasesaeesbeebeenbeeneesreens 96
5.3. SCHLUSSFOLGERUNGEN: 1.ttttiiiiiittttietieessestbbbettsesssesabbbsssasssssabbabaeasesssasbbbbaeeseessessbbbasssasesessbbasaeesessssases 98
5.3.1. TransportphysiologisChe ErgehNiSSE: .....cciii ittt 98
5.3.2. MolekularbiologiSChe ErgebniSSe: ......ccoiiiiiiieiicie ettt 98
ZUSAMMENRFASSUNG : ...ttt ettt ettt e e st e e st e e st e e sab e s saaessabeesateesabessatessabessaeassabesssbaesrenans 99
S U1 AV TN = 2RSSR TR 100
LITERATURVERZEICHNIS ... ..ottt sttt sttt e st e e st e e st e s sate e srae e saeeesres 102
AINHANG ...ttt e bt st e e e bt e e sb e s e be s e sbeeebe s s sbeesbe s s be e e bt e e sbbesbasssbaeesbeeesbaeesbeseres 119
9.1. [ 1N =] = g = U= = = ST 119
9.2. ERGEBNISSE — MITTELWERTE UND ELEKTROPHYSIOLOGIE: ...cciciiiicitiiiiiieesseiitieee e e e s s esitveeesesssesssvannns 121
9.3. EINZELERGEBNISSE DER MOLEKULARBIOLOGISCHEN VERSUCHE: ...uvviiiiiiiiiiiriiii e siirriiee e s seivsvaneas 127
9.3.1. [ e =T (N 1O ] TSR 127
9.3.2. BINZEIEIgEINISSE: .. e bbbt e b 128
9.4. VERWENDETE INTERNETSEITEN: 11iiiiiitttttittteeiiiitttteteeesssiisssastesssssiisssssessesssssssssssssesssssssssssssessssssssresees 132
9.5. VERWENDETE FORMELN UND BERECHNUNGEN: .11viiiiiiiiiiitiieiie e e e siiibreies s e e s seibareessesssssassrsesseesssssnssenens 132





