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Einleitung

1. EINLEITUNG

Der Psalter ist der kleinste Vormagenabschnitt der Wiederkéduer. Er absorbiert Wasser und
Elektrolyte (Na”, K*, Mg*", NH,"). Neue Untersuchungen der Arbeitsgruppe haben gezeigt,
dass der Blattermagen iiber die einzigartige Fahigkeit verfiigt, gleichzeitig HCOs ™ (eine Base)
und protonierte kurzkettige Fettsduren (protonierte short chain fatty acids = HSCFA) zu
transportieren (siche Abb. 2). Dieser parallele Transport einer Base und Sdure erfordert
effektive Mechanismen der Regulation des intrazelluldren pH Wertes, pH;, um den HCOs’
Transport zu ermdglichen. Das heiflt, dass Faktoren, die den pH; beeinflussen, indirekt auch
den Transport von HCO;  verdndern miissten. In der vorliegenden Arbeit wurden
verschiedene potenziell den pH; beeinflussende Faktoren verdndert, um ihre Auswirkung auf
den Bikarbonattransport zu beobachten. Dadurch sollte die vermutete Abhéngigkeit des
Transportes von einem konstanten pH; verifiziert werden.

Durch den Na'/H" Austauscher (NHE) in der luminalen Membran (NHE3) werden Protonen
aus der Zelle in das Lumen transportiert. Dieser Mechanismus des Protonentransportes und
somit der pH; Regulierung ist wohlbekannt und gut dokumentiert (Ali, Shen et al., 2006). In
der Arbeit wurde NHE3 durch den Einsatz eines selektiven Blockers (Amilorid) gechemmt, um
so die vermutete Interaktion mit dem Bikarbonattransport zu tiberpriifen.

Bei der apikalen Aufnahme von HSCFA in die Zelle werden intrazellulér Protonen freigesetzt
(Ali, Shen et al., 2006), die den pH; verdndern koénnen. In entsprechenden Versuchsansétzen
mit unterschiedlichen SCFA Konzentrationen in der luminalen Pufferlésung wurde der Effekt
von SCFA auf den Bikarbonattransport bestimmt. Mit einem entsprechender Versuchsansatz
wurde die mogliche Wirkung eine apikalen Aufnahme von Ammoniak (NH;) auf den
Bikarbonattransport gepriift (Kriitzfeldt, 2002). Hier wurde ein Anstieg des pH; durch
intrazellulire Protonierung von NH; zu NH," vermutet (Martens, Kriitzfeldt et al., 2004).
Chlorid wird als Triebkraft des Bikarbonattransportes am Psalter angesehen (Tiling, 1997;
Niebuhr, 2003; Wegeler, 2008). Es besteht einerseits ein transepithelialer Gradient (m < s).
Andererseits wird ebenfalls ein transmembranérer Gradient (apikal) angenommen, der die
Bikarbonataufnahme durch die apikale Membran energetisiert. Die Bedeutung dieser
Chloridgradienten fiir den Bikarbonattransport sollte im Rahmen der Arbeit genauer
untersucht werden.

Natrium ist an der pH; Regulierung (Na'/H" Austauscher) beteiligt und auch fiir den
vermuteten transmembraniren Chloridgradienten mitverantwortlich (Na'/Cl" Kotransporter)

(Ali, 2005; Wegeler, 2008) und somit indirekt mit dem Transport von Bikarbonat verbunden.
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Da die luminale Na" Konzentration in Abhingigkeit von der Fiitterung jedoch stark schwankt,
konnte eine Beeinflussung des Bikarbonattransportes bei verringerten
Natriumkonzentrationen auftreten. Diese Hypothese und damit der Nachweis einer indirekten
Kopplung des Na“ Transportes (Na'/H' Austauscher und Na'/Cl" Kotransport) an den
Bikarbonattransport wurde durch die schrittweise luminale Verringerung der Na'
Konzentration tiberpriift.

Alle Ansétze der vorliegenden Untersuchung wurden in vitro an isolierten Psalterepithelien,
durchgefiihrt. Dabei wurde eine Kombination aus Ussing Kammer Technik und pH-Stat-
Methode eingesetzt, um im Ergebnis den Einfluss der pH; Regulierung und des Chlorids auf

den Bikarbonattransport genauer zu definieren.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Anatomische und histologische Aspekte des Psalters

Der Blittermagen (Psalter) ist der dritte Abschnitt und die kleinste Magenabteilung des
driisenlosen Vormagensystems der Wiederkduer (Favilli, 1937; Yamamoto, Kitamura et al.,
1991a; Nickel, 1999). Er liegt zwischen Haube (Retikulum) und Labmagen (Driisenmagen)
im mittleren intrathorakalen Abschnitt der Bauchhohle (Nickel, 1999). Seine kutane
Schleimhaut bildet zahlreiche, unterschiedlich gro3e, mondsichelférmige Schleimhautfalten,
die als Psalterblatter (Laminae omasi) in das Innere des kugeligen, seitlich leicht abgeflachten
Organs hervorragen. Die Psalterblétter fithren zu einer erheblichen Oberfldchenvergroferung
(Nickel, Schummer et al., 1999). Die Anzahl wird beim Schaf mit 53 (McSweeney, 1988)
bzw. zwischen 72 und 80 (Towne and Nagaraja, 1990; Nickel, Schummer et al., 1999)
angegeben, wodurch die gesamte Schleimhautoberfliche des im Verhéltnis sehr kleinen
Bléttermagens ca. ¥4 der Gesamtoberflidche der beiden anderen Vormégen betrégt (Engelhardt
and Hauffe, 1975a).

Es werden vier Bléttergroen unterschieden (McSweeney, 1988), welche in der Reihenfolge
1-4-3-4-2-4-2-4-3-4-1 angeordnet sind (Lubis and O'Shea, 1978; Yamamoto, Kitamura et al.,
1994). Thre freien Rander verlaufen parallel zu dem Psalterkanal. Die Blitter sind mit kleinen
Papillen besetzt (Nickel, Schummer et al., 1999), die samt ihrer Hornkappen von oral
(haubenwirts) nach aboral (labmagenwarts) abflachen (Scott, 1971). Die Psalterblétter der
1. 3. Ordnung haben drei diinne Muskelschichten, den kleinsten (4. Ordnung) fehlt die
mittlere Schicht. Die mittlere entstammt dem Stratum circulare der Tunica muscularis der
Psalterwand und erstreckt sich bis zum freien Rand des Blattes. Die ihr anliegenden diinnen
Muskelblitter stellen die Laminae muscularis mucosae der beiden Schleimhautschichten dar
und kreuzen mit ihren Fasern die der mittleren Muskelschicht (Trautmann, 1949; Yamamoto,
Kitamura et al., 1991Db).

Das Psalterepithel hat eine charakteristische Struktur. Es ist ein mehrschichtiges,
verhornendes Plattenepithel. Die Zusammensetzung des Stratum corneum aus den Hornzellen
des Typs A und B, das teilweise Fehlen eines echten Stratum granulosum an den Papillen
(Verringerung der Epitheldicke) und die zur Oberfliche vertikal orientierten Parabasal-
Intermediérzellen (Vergroferung der basolateralen Membran) (Yamamoto, Kitamura et al.,
1991b) weisen auf die regen epithelialen Transportprozesse hin. Das im interpapilldren
Bereich sehr diinne Epithel (50-98 um im nicht verhornten und bis zu 234 pm im verhornten

Bereich), wird von einem engmaschigen, subepithelialen Gefainetz durchzogen, welches die

3
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Aufnahme und Abgabe von Substanzen ermdglicht (Favilli, 1937; Brownlee and Elliot, 1960;
McSweeney, 1988; Yamamoto, Kitamura et al., 1991a; Yamamoto, Kitamura et al., 1994).
Die Mikroflora des Blittermagens entspricht, in reduzierter Anzahl, der des Pansens (Smith,

1984; Towne and Nagaraja, 1990).

2.2, Tierartspezifische Unterschiede zwischen Schaf und Rind

In der Beschreibung des Stofftransportes am Bléttermagen werden iiberwiegend Ergebnisse,
die an Schafen gewonnen wurden, aufgefiihrt, da zwischen Schaf und Rind nicht nur in der
Morphologie Unterschiede bestehen (Tiling, 1997). Der Gewichtsanteil des Psalters am
Magengewicht bzw. Gesamtkorpergewicht betrdgt beim Rind ca. 24 % bzw. 3,3 %, beim
Schaf hingegen nur 9 % bzw. 0,2 % (Holtenius and Bjornhag, 1989; Van Soest, 1994). Die
Blattanzahl ist beim Rind mehr als doppelt so hoch (149 £+ 14) als beim Schaf (Towne and
Nagaraja, 1990). Auch die relative Blattfliche (McSweeney, 1988) und die Resorptions- und
Sekretionskapazitit (Edrise and Smith, 1979) sind beim Rind groBer als beim Schaf. Die
Nettoresorption im Psalter von Wasser und geldsten Stoffen ist beim Rind ebenfalls hoher
(Oyaert and Bouckaert, 1961; Engelhardt and Hauffe, 1975a; Edrise and Smith, 1986a).
AuBerdem konnen die beiden Tierarten in selektive (Schaf) und nicht selektive (Rind) Gras-

und Raufutterfresser unterteilt werden (Hofmann, 1982).

2.3. Allgemeines iiber den transepithelialen Transport

Es gibt zwei transepitheliale Transportarten fiir Substanzen: transzelluldr und/oder
parazelluldr. Auf transzellulirem Weg werden Substanzen aktiv durch Pumpen, passiv mit
Hilfe von Carriern oder Kanilen transportiert, die die Passage durch die apikale und
basolaterale Membran ermoglichen. Ungeladene, fettlosliche Substanzen haben die Fihigkeit,
die Zellmembran passiv aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften zu durchqueren, wie zum
Beispiel protonierte kurzkettige Fettsduren. Thr Transport wird bestimmt durch den
chemischen Gradienten. Die Widerstéinde der apikalen und basolateralen Membranen ergeben
zusammen den zelluldren Widerstand. Der parazellulire Widerstand wird bestimmt durch die
Qualitit der tight junctions. Der Gesamtwiderstand des Epithels (Rt) ergibt sich aus dem
zelluldren und parazelluldren Widerstand.

Abhingig von ihrem Widerstand kann man Epithelien in durchlissige (Rt < 1000Q-cm?) und
undurchldssige (Rp >1000Q-cm?) unterscheiden. Die Leitfahigkeit eines Epithels, Gr in

mS-cm™?, ist 1/R.
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24. Elektrolyttransport im Psalter

2.4.1. Wassertransport

Alle Studien iiber den Wassertransport im Bléttermagen des Schafes zeigen iibereinstimmend,
dass Wasser resorbiert wird (Ekman and Sperber, 1953; Engelhardt and Hauffe, 1975b;
Edrise, Smith et al., 1986b). Die Resorption ist bei kleinen Wiederkéduern jedoch geringer als
bei groBen (Engelhardt and Hauffe, 1975b; Sklan and Hurwitz, 1985). Allerdings
unterscheiden sich bei den Untersuchungen die Groenangaben der Transportraten. In post
mortem Studien ermittelten Yang und Thomas (1965) Transportraten von 66-67 %, und in in
vivo Studien wurde die Resorption bei Kélbern auf 50-60 % des Zuflusses geschétzt (Ekman
and Sperber, 1953; Smith, 1984). Eine weitere Studie an jungen Stieren beschrieb jedoch eine
wesentlich geringere Wasserresorption von ca.15 % (Edrise and Smith, 1979).

Untersuchungen beim Schaf erfolgten vorwiegend in vivo. Hauffe und Engelhardt (1975)
stellten eine positive Korrelation der Wasserresorption mit der Resorption von Natrium,
kurzkettigen Fettsduren und Kalium fest. Oyaert (1961) ergidnzte diese Beobachtung mit der
Erkenntnis, dass die Wasseraufnahme von der luminalen Osmolaritdt abhéngt.

Der prozentuale Resorptionsanteil vom Fliissigkeitszufluss wird mit 13,3 + 6,8 %
beschrieben, ca. 29 + 22,6 ml-h” beim Schaf (Engelhardt and Hauffe, 1975b). Dieser Anteil
bleibt auch bei einem hoheren Zuflussvolumen konstant und wird erst bei stark erhohtem

Zufluss geringer.

2.4.1.1. Ammoniak

Uber den Transport von Ammoniak am Bléttermagen ist relativ wenig bekannt. Oyaert und
Bouckaert (1961) beobachteten im Blittermagenausfluss eine Ammoniakkonzentration
zwischen 4 und 15 mmoll’, die etwa 40 % niedriger war als im Pansen. Eine
Konzentrationsabnahme beschrieb auch McSweeney (1986), die jedoch nicht signifikant war.
Engelhardt und Hauffe (1975b) berechneten eine Absorption von ca. 0,9 mmol1”, unter
Berticksichtigung des in das Blittermagenlumen diffundierenden Harnstoffes, aus dem
mikrobiell Ammoniak gebildet wird. Kriitzfeldt (2002) stellte in einer in vitro Studie fest, dass

Ammoniak vermutlich liberwiegend als NH3 absorbiert wird.
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2.4.2. Kationentransport

2.4.2.1. Natrium

Natrium wird dem Vormagensystem der Wiederkduer in groBen Mengen mit dem Speichel
und in geringem Umfang dazu mit Futter zugefiihrt. Es ist dokumentiert, dass 50 % des
Natriums (Speichel plus Futter) vor dem Duodenum bereits wieder absorbiert werden
(Pfeffer, Thompson et al., 1970; Gébel, Bestmann et al., 1991). Die zum Pansen
vergleichsweise niedrige Natriumkonzentration im Bléttermagen (Sklan and Hurwitz, 1985)
unterstiitzt die Annahme, dass Natrium absorbiert wird. Durch energiereiche Fiitterung kann
der Natriumtransport erhoht werden (Engelhardt and Hauffe, 1975a). Des Weiteren steigern
erhohte Durchflussraten die absolute Natriumabsorption, senken dafiir jedoch die relative
(Pfeffer, Thompson et al., 1970; Edrise and Smith, 1979).

Die GroBe des Na Transportes verglichen mit der Gewebeleitfihigkeit weist auf einen
iberwiegend transzelluliren Passageweg hin (Martens, 1998). Der transepitheliale
elektrochemische Gradient fiir Natrium erfordert einen aktiven Transport, dem zwei
Mechanismen zugrunde liegen: elektrogen und elektroneutral (Martens and Gébel, 1988;
Schultheiss and Martens, 1999).

In vitro Untersuchungen unter Kurzschlussstrombedingungen zeigten hohe unidirektionale
Natriumtransportraten, die fiir einen aktiven Mechanismus sprachen (Harrison, 1971). Unter
natriumfreien Bedingungen ist der Kurzschlussstrom aufgehoben worden, was darauf hinwies,
dass dieser am Bléttermagenepithel vom Natriumtransport abhéngt. Da der Natriumtransport
jedoch deutlich groBer als der Kurzschlussstrom war, verlief ein Grofteil des Transportes
elektroneutral, vermutlich {iber einen Na'/H" Austauscher vermittelt.

Na'/H" Austauscher sind amiloridsensitiv. Die Natriumtransportrate wurde auch durch
1 mM Amilorid um 31 % (Jus), bzw. 41 % (Jsm) gehemmt, was die Annahme eines Na ' /H"
Austauschers bestitigte. Der Natrium-Nettotransport (unter Amiloridhemmung) war jedoch
noch gréfer als der Kurzschlussstrom, und Amilorid hatte keinen Effekt auf den Netto-
Natriumtransport (J,s und Jg, in gleichem MaBle reduziert), was einen weiteren
elektroneutralen Natriumtransporter vermuten liel (Martens and Gébel, 1988; Ali, 2005).

Die Zugabe von Bumetanid (ein Hemmstoff des 2 Na"/K'/Cl" Kotransporters) hatte keine
signifikante Wirkung, womit ein Na'/K'/Cl" Kotransport unwahrscheinlich war.
lonenersatzexperimente unterstiitzten jedoch die Vermutung von Wechselwirkungen
zwischen Natrium und Chlorid (Ali, 2005). Unter chloridfreien Bedingungen war Jpg
signifikant reduziert (58 %). Bei Bikarbonatfreiheit wurde sowohl der Natriumflux als auch

der Chloridflux auf ca. 75 %, bzw. 73 % reduziert. Der Nettoflux und der Kurzschlussstrom
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waren nicht verdndert. Durch Entzug von Bikarbonat und Chlorid kam es zu einer stirkeren
Reduzierung und zum Abfall des Natriumnettotransportes, wobei dieser stets grofler als der
Kurzschlussstrom war (Martens and Gébel, 1988). Die lonenersatzexperimente fiihrten zu der
Vermutung eines Na'/Cl™ Kotransporters in der apikalen Membran, der durch 1 mM
Hydrochlorothiazid (HCTZ) gehemmt wurde (Ali, 2005).

Unabhiingig vom Autor oder der Methode wurde fiir Na® immer eine Nettoabsorption
festgestellt. Die Natriumabsorption wird somit zu einem ermdglicht durch einen elektrogenen
amiloridinsensitiven, Ca" sensitiven Transport (Schultheiss, 1995; Schultheiss and Martens,
1999), der den Kurzschlussstrom bedingt. Zum anderen gibt es elektroneutralen Transport,

der durch einen Na'/H" Austauscher und den Na'/Cl” Kotransporter vermittelt wird.

2.4.2.2. Kalium

Der Kaliumtransport am Bléttermagen wird allgemein als gering beschrieben. In in vivo
Studien wurde {iibereinstimmend eine Absorption festgestellt, die erst bei hdheren
Kaliumkonzentrationen im Futter auftrat (Greene, Webb et al., 1983). Die Absorptionsrate
war jedoch geringer als die von Natrium (Oyaert and Bouckaert, 1961), wie auch von
Engelhardt und Hauffe (1975a) mit 10 % des Zuflusses (0,8 mmol-h™) bestitigt wurde. Post
mortem waren die Ergebnisse kontrovers: Es wurde kein Nettotransport (Pfeffer, Bertzbach et
al., 1966) und keine Nettoabsorption (Sklan and Hurwitz, 1985) gefunden.

Unter in vitro Bedingungen (Kurzschlussstrom) wurde an operativ entnommenen
Blattermagenepithelien eine geringe Nettosekretion gezeigt, allerdings nur im Rahmen einer

kleinen Anzahl von Versuchen (Harrison, Keynes et al., 1970; Harrison, 1971).

2.4.2.3. Magnesium

Die Ergebnisse zum Magnesiumtransport am Blittermagen variieren ebenfalls. Wihrend
Sklan und Hurwitz (1985) eine Nettoabsorption feststellten, fand Pfeffer (1966) eine hohere
Magnesiumkonzentration im Blittermagen als im Pansen.

In vivo Untersuchungen zeigten pridduodenale Absorption, die félschlicherweise zuerst dem
Blattermagen zugeordnet wurde (Ben-Ghedalia, Tagari et al., 1975). Nach selektiven
Magnesiuminfusionen an Magen- und Darmabschnitten konnte beim Schaf der Pansen als
Hauptabsorptionsorgan beschrieben werden (Tomas and Potter, 1976; Fitt, Hutton et al.,

1979; Martens and Rayssiguier, 1980; Martens and Kasebieter, 1983). Eine Absorption von
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Magnesium aus dem Psalter bei Kéilbern ist nachgewiesen worden (Edrise and Smith, 1986a).

Die Bedeutung fiir den Magnesiumhaushalt ist jedoch nicht definiert.

2.4.2.4. Calcium

Die Calciumkonzentration im Blittermagen wurde um 50 % hdoher beziffert als im Pansen
(Pfeffer, Bertzbach et al., 1966), was jedoch auf die Phasentrennung zuriickzufithren war.

Bei in vivo Untersuchungen wurden sowohl eine priduodenale Nettoabsorption (Grace, Ulyatt
et al.,, 1974) als auch eine Nettosekretion gefunden (Pfeffer, Thompson et al., 1970; Ben-
Ghedalia, Tagari et al, 1975; Greene, Webb et al, 1983). An isolierten
Blattermagenepithelien konnte eine Permeabilitét fiir Calcium in beide Richtungen und eine
kleine, aber signifikante Nettoabsorption von Calcium festgestellt werden (Dubberke, 1988;
Holler, Breves et al., 1988). Sklan und Hurwitz (1985) stellten jedoch keinen Nettotransport
fest.

Es wird eine Abhidngigkeit der Nettobewegungen von dem Konzentrationsgradienten des
Calciums angenommen. Die Absorption wird als mdglich, aber im Vergleich zum Pansen

vernachléssigbar angesehen (Dubberke, 1988; Schroder, Vossing et al., 1999).

2.4.3. Anionentransport

2.4.3.1. Kurzkettige fliichtige Fettsduren

Das Vormagensystem der Wiederkduer bietet ideale Fermentationsbedingungen. Die
Wiederkduer sind energetisch abhingig von den mikrobiell gebildeten fliichtigen,
kurzkettigen Fettsduren (SCFA). Sie decken ca. 70-80 % ihres Energiebedarfs durch SCFA
(Siciliano-Jones and Murphy, 1989; Bergman, 1990). Der Pansen wird als Fermentationsstétte
und somit als SCFA Produktionsort angesehen. Es wurde aber bei verschiedenen Studien im
Blattermagen eine pansengleiche Protozoen- und Bakterienzusammensetzung festgestellt,
wenn auch in geringerer Anzahl (Engelhardt and Hauffe, 1975b; Smith, 1984; McSweeney,
1986). Es kann also angenommen werden, dass eine geringe Menge SCFA (ca. 2-4 %) im
Blattermagen gebildet wird (Giesecke and Engelhardt, 1975; Smith, 1984), die Holtenius und
Bjornhag (1989) fiir vernachléssigbar halten.

Mehrere in vivo und in vitro Studien wie Spiilungen des Retikulorumens, intraruminale SCFA
Infusionen oder Blutkonzentrationsbestimmung wurden durchgefiihrt (Gébel, Aschenbach et

al., 2002). Badawy (1958) erwihnte bereits eine post mortale SCFA Absorption im
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Blattermagen. Nach Murray (1962) werden 87,5 % der im Pansen gebildeten SCFA auch dort
absorbiert, die Hilfte der restlichen 12,5 % im Blattermagen. Dies wurde von Smith (1984)
und Engelhardt und Hauffe (1975a) bestitigt. Die Zahlen wurden jedoch mit dem Hinweis auf
die blattermageneigene SCFA Produktion auf 85 % Absorption im Pansen und 10 % im
Bléttermagen korrigiert. Es scheint keine klaren tierartlichen Unterschiede in der Absorption
von SCFA zu geben. Bei Jungbullen wird ebenfalls die Hélfte des Zuflusses (SCFA)
absorbiert (Edrise and Smith, 1979).

Aufgrund der in vitro Ergebnisse von Ali (2005) wird angenommen, dass die SCFA per
Diffusion und wahrscheinlich {iberwiegend in der protonierten Form transportiert werden. In
dieser Studie wurde gezeigt, dass dieser SCFA Transport teilweise amiloridsensitiv ist, was
darauf schlieBen lésst, dass es zu Wechselwirkungen zwischen dem Transport von SCFA und

dem des elektroneutralen Na'/H" Austauschers kommt.

2.4.3.2. Phosphat

In vivo Versuche haben zu widerspriichlichen Ergebnissen gefiihrt. Einerseits ergaben sich
Hinweise auf eine Nettosekretion (Grace, Ulyatt et al., 1974; Ben-Ghedalia, Tagari et al.,
1975; Grace, 1981). Andererseits wurde eine Absorption beobachtet, die jedoch stets gering
war (Wright, 1955; Engelhardt and Hauffe, 1975a; Engelhardt and Hauffe, 1975b; Care, 1994).
Post mortem Untersuchungen zeigten keine Verdnderungen des Phosphorgehaltes bezogen
auf die jeweilig genutzten Marker zwischen Pansen und Blattermagen (Pfeffer, Bertzbach et
al., 1966; Sklan and Hurwitz, 1985). In in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass der
Transport von Phosphationen im Bléittermagen in beide Richtungen moglich ist (Dubberke,
1988; Holler, Breves et al., 1988). Der Transport schien sich aus einem potentialabhdngigen
Anteil und einem elektroneutralen, potentialunabhingigen Anteil zusammenzusetzen. Es gab
offenbar eine para- und eine transzelluldre Komponente. Obwohl die Phosphorabsorption der
Wiederkduer hauptséchlich im Diinndarm stattfindet (Breves, 1991) und die Ergebnisse der
Untersuchungen widerspriichlich waren, geht man von einer potenziell passiven Absorption

(Diffusion) im Bléttermagen aus.
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2.4.3.3. Bikarbonat

Ekman und Sperber (1953) untersuchten den Bikarbonat- und Chloridgehalt im Bléttermagen
von frisch geschlachteten Kiihen. Sie stellten fest, dass die Bikarbonatkonzentration
kontinuierlich von oral nach aboral abnahm. Diese Abnahme wurde in verschiedenen in vivo
Studien bestitigt (Oyaert and Bouckaert, 1961; Pfeffer, Bertzbach et al., 1966; Edrise and
Smith, 1979; Edrise and Smith, 1986a (Jungbullen)).

Der CO, und HCO;™ Gehalt am Blittermagenausgang (24 mmol-h™) war durchschnittlich halb
so hoch wie im Pansen und ldsst daher eine Absorption vermuten (Oyaert and Bouckaert,
1961; Engelhardt and Hauffe, 1975b). Bikarbonat wird mit 50 % des Zuflusses (3,9 mmol-h™)
wie auch die SCFA sehr effektiv absorbiert (Engelhardt and Hauffe, 1975b). So wird die
Pufferkapazitit gesenkt und eine Ansduerung im Labmagen erleichtert (Oyaert and
Bouckaert, 1961; Engelhardt and Hauffe, 1975b).

Gleichzeitig mit dem Abfall der Bikarbonatkonzentration wurde proportional ein Anstieg des
Chloridgehaltes beobachtet. Es wurde angenommen, dass diese zwei lonen abhidngig
voneinander transportiert werden, und zwar als Chloridsekretion und Bikarbonatabsorption
(Ekman and Sperber, 1953; Oyaert and Bouckaert, 1961; Engelhardt and Hauffe, 1975b).

In vitro Untersuchungen zum Bikarbonattransport gibt es bisher nur vereinzelt. Bikarbonat ist

ein Ion, das sich in wéssriger Losung in einem Gleichgewicht mit CO; befindet:

CO,+ H,0 < H,CO; <> H™ + HCOy’
Formel 1: Umsetzung von CO;+ H,O mit Hilfe der Karboanhydrase-Reaktion

Der Hauptteil der Erkenntnisse iiber den Bikarbonattransport stammt aus in vitro
Experimenten, in denen durch Ionenersatz der Transportmechanismus von Bikarbonat
indirekt analysiert wurde. Schultheiss (1995; 1999) beschreibt, dass Chlorid und Bikarbonat
sich gegenseitig beeinflussen und von dem elektroneutralen Natriumtransport abhéngig sind.

Tiling (1997) stellte einen erhohten Chloridtransport in Richtung der bikarbonathaltigen Seite
fest, wenn auf dieser Seite Chlorid durch Bikarbonat ersetzt wurde. Diese Beobachtung war
bei einem Ersatz des Chlorids durch SCFA (fliichtige kurzkettige Fettsduren) und Glukonat
nicht wiederholbar, d.h. dass der Ersatz von Chlorid funktionell nur mit Bikarbonat mdglich
war. Aufgrund dieser Befunde wurde ein Anionenaustauscher fiir Chlorid und Bikarbonat in
der apikalen und basolateralen Membran als wahrscheinlich angenommen. Die lonen wurden

entsprechend den transepithelialen Gradienten transportiert. Dieser angenommene
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Mechanismus bietet auch eine Erklarung fiir die Widerspriichlichkeit zwischen in vivo (CI’
Sekretion) und in vitro (C1" Absorption) Versuchen.

Mittels der Kombination von pH-Stat-Methode und Ussing Kammer Technik konnte dann
erstmals die Bikarbonatabsorption indirekt durch die serosale pH Anhebung gemessen und
bestitigt werden (Niebuhr, 2003). Der durch Bikarbonat verursachte serosale pH Anstieg
wurde gemessen und mit Schwefelsdure gegentitriert. Die Sduremenge konnte direkt
proportional in die transportierte Bikarbonatmenge umgerechnet werden. Weiterhin wurde
bestitigt, dass der Bikarbonattransport chloridabhéngig und vermutlich transzellulér ist. Eine
luminale Osmolarititserhohung, die den parazelluliren Passageweg erhoht, hatte keine

Auswirkung (Niebuhr, 2003).

2.4.3.4. Chlorid

Im Blattermagen wurden bei Schafen und Rindern nach der Schlachtung die Ingesta analysiert
und eine signifikante Zunahme von Chlorid im Verhédltnis zum Marker PEG
(Polyethylenglycol) festgestellt. Es findet also eine Nettosekretion von Chlorid statt (Pfeffer,
Bertzbach et al., 1966), durch die die luminale Konzentration steigt. Engelhardt und Hauffe
(1975a) beobachteten diese Nettosekretion dann auch in vivo.

Die Hohe der Konzentrationszunahme variiert beim Schaf zwischen 70 und 78 % (Pfeffer,
Bertzbach et al., 1966). Es wurden aber auch geringere, nicht signifikante Zunahmen (Sklan
and Hurwitz, 1985) beschrieben. Die Chloridkonzentration erreichte allerdings nie die
Plasmachloridkonzentration (Ekman and Sperber, 1953).

Beim Rind wurde von proximal nach distal ein kontinuierlicher Anstieg der
Chloridkonzentration bis auf das Vierfache der Konzentration im Pansen gemessen, wiahrend
gleichzeitig die Bikarbonatkonzentration abnahm (Ekman and Sperber, 1953). Auch in vivo
Untersuchungen am Psalter von Jungbullen zeigten eine betrachtliche Sekretion, in etwa das
Doppelte des Zuflusses (Edrise and Smith, 1979). Im Blittermagenausfluss (im Mittel 47
mmol) des Schafes wurde in vivo ebenfalls ein Anstieg auf das Doppelte bis Vierfache der
Chloridkonzentration der Pansenfliissigkeit (16 mmol) festgestellt (Oyaert and Bouckaert,
1961).

In vitro fanden die Autoren mehrheitlich eine Nettoabsorption, die jedoch
konzentrationsabhingig nur bei unphysiologisch hohen Konzentrationen von Chlorid auftrat
(Harrison, 1971; Martens and Gébel, 1988; Hofelmeier, 1991). Unter physiologischen
Verhiltnissen (Cl” Konzentration serosal > mukosal), wie in den Untersuchungen von Tiling

(1997), wurde auch in vitro eine Chloridsekretion beobachtet.
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Die vorliegenden Ergebnisse tiber die Cl” Sekretion und die Bikarbonatabsorption lassen die
Schlussfolgerung zu, dass der Transport dieser beiden Anionen gekoppelt ist und mit Hilfe
von Anionenaustauschern ermoéglicht wird. Zu den infrage kommenden mdglichen
Transportproteinen dieser Anionen liegen aufgrund von Untersuchungen an Modellepithelien
bzw. Zellkulturen umfangreiche Erkenntnisse vor. Eine kurze Zusammenfassung dieser
Transportproteine erleichtert die mogliche Zuordnung der Transportmechanismen fiir Chlorid

und Bikarbonat des Blattermagens.

2.44. Molekularbiologie der Anionentransporter

Bikarbonattransporter sind funktionell in drei Gruppen zu unterteilen (McMurtrie, Cleary et
al., 2004), gehdren jedoch nur 2 Genfamilien an (Alper, Darman et al., 2002):

1) die Na" getriebenen Anionenaustauscher (NBC, NDCBE), Genfamilie SLC4

2) die Na" unabhingigen HCOs/C1” Austauscher (AE), Genfamilie SLC4

3) Anionaustauscher der Genfamilie SLC26

Die Na' getriebenen Anionenaustauscher gehdren zur Genfamilie SLC4, bestehend aus
dem Na'/HCO;™ Kotransporter und dem Na' getriebenen Cl/Basen Austauscher, zu dem der
Na' getriecbene CI7HCO; Austauscher (NDCBE) zihlt (Romero, Fulton et al., 2004). Die
Na'/HCO; Kotransporter (NBC) transportieren Natrium und Bikarbonat elektroneutral
(NBC3), bzw. elektrogen (NBC1, NBC4) (siche Abb. 1). NBCs sind im Herzen, der
Skelettmuskulatur und Teilen des Intestinaltraktes zu finden. Der Na' getricbene Cl/Base
Austauscher ist elektroneutral. Es werden verschiedene Mechanismen des Austauschers
beschrieben: Natrium und Bikarbonat, Natrium und Carbonat oder Natriumcarbonat werden
gegen Chlorid ausgetauscht. Am Psalter scheint die Richtung des Austausches von Bikarbonat
und Chlorid gradientenabhéngig zu sein und somit das Vorliegen eines Anionenaustauschers
wahrscheinlich. AuBlerdem wurde durch den Einsatz von Hydrochlorothiazid (HCTZ) ein
Na'/ClI" Kotransporter am Psalter nachgewiesen (Ali, 2005). So ist die beobachtete
Abhingigkeit des Bikarbonattransportes vom elektroneutralen Natriumtransport (Schultheiss,
1995; Schultheiss and Martens, 1999) vermutlich durch die Wechselwirkungen des
Bikarbonattransporters mit dem NHE und dem Na'/Cl" Kotransporter zu erkldren. Ein Na"

gekoppelter Bikarbonat ist daher fiir den Psalter als unwahrscheinlich anzusehen.
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Na+ + 2HCO3_ I
Cr
NaC03_
O ¢

Na'+ CO5*
O &

Abb. 1 Mechanismen der NDCBE (Na' gekoppelter Bikarbonattransport; Genfamilie
SLC4)

Zu den Natrium unabhingigen HCO3/Cl" Austauschern (AE), die ebenfalls zur Genfamilie
SLC4 zdhlen, gehoren drei Isoformen (AEl, AE2, AE3). Die AEs tauschen elektroneutral
iiber die Zellmembran Bikarbonat und Chlorid im Verhéltnis 1:1 aus. Der AE1 kommt in
Erythrozyten und der Niere, der AE3 im Gehirn, dem Herzen, der Netzhaut und erregbaren
Geweben vor. Beide Austauscher sind daher mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht am Psalter zu
finden. Der AE2 hingegen ist basolateral in fast allen Epithelien zu finden, und die mRNA
wurde auch im Psalterepithel nachgewiesen (Wegeler, 2008). Der AE4 gehort zwar
phylogenetisch zu den AEs, ist jedoch genetisch den NBCs dhnlicher und wird deshalb zu
dieser Familie gezdhlt (Tsuganezawa, Kobayashi et al., 2001).

Alle drei Isoformen der AEs haben eine dhnliche Struktur mit drei abgrenzbaren Bereichen. 1)
Einen Bereich im Zytosol mit Aminoende, der fiir Protein-Protein Interaktion mit
Zytosolproteinen, metabolischen Enzymen und Zytosolskelettelementen zustidndig ist (Low,
1986). 2) Einem Membranbereich mit Karboxylende (COOH), bestehend aus 12
transmembrandren Segmenten (Popov, Tam et al.,, 1997), der verantwortlich fiir den
Anionenaustausch ist (Grinstein, Ship et al, 1978). 3) Das Karboxylende des
Zytosolschwanzes kann aufgrund seiner unabhingigen Faltung und Funktion als dritter
Bereich angesehen werden. Es hat eine Bindungsstelle fiir die Karboanhydrase IT (CAII)
(Vince and Reithmeier, 1998; Vince and Reithmeier, 2000). Diese stellt die Basis fiir das
Bikarbonattransportmetabolon dar, einen Membranproteinkomplex.

Die dritte Gruppe sind die Anionenaustauscher der Genfamilie SL.C26. Sie besteht aus 11
Genen (Everett and Green, 1999), welche CI, SO,*, OH, HCOj;, Oxalat- und
Formiatanionen mit unterschiedlicher Priferenz transportieren (Soleimani, Greeley et al.,

2001). Nur fiir SLC26A3 (DRA = Down Regulated Adenoma), SLC26A4 (Pendrin),
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SLC26A6 (PAT-1) und SLC26A7 wurde ein Cl/Base (HCO; oder OH’) Austausch
beschrieben. Pendrin kommt in der Schilddriise, dem Innenohr und der Niere vor. PAT-1 ist
weit verbreitet und liegt in einer Vielzahl von Geweben vor. DRA ist im Intestinaltrakt, den
Schweildriisen, dem Pankreas und der Prostata zu finden. Alle HCOs™ Transportproteine,
auller DRA, haben am Karboxylende eine Bindungsstelle fiir die CA. DRA benétigt die CA
jedoch ebenfalls in physischer Ndhe um seine volle Transportkapazitit zu nutzten
(McMurtrie, Cleary et al., 2004). CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) wird als Bindungsglied zwischen DRA und CA vermutet (Sterling, Reithmeier et
al., 2001; Sterling and Casey, 2002). Aufgrund der Lokalisation im Intestinaltrakt (Darm)
wurde das Vorkommen von DRA auch im Psalterepithel angenommen. CFTR und DRA
wurden beide am Psalter des Schafes von Wegeler molekularbiologisch nachgewiesen (2008).
Aufgrund der allgemeinen Transportfunktion konnen diese vier Transporter (DRA, PAT,
Pendrin und SLC26A7) zur Superfamilie der Bikarbonattransporter (Anionenaustauscher)
gezéhlt werden.

Bedeutung der Karboanhydrase (CA): An HEK293 Zellen wurde gezeigt, dass sich die CAII
an das zytoplasmatische Kohlenstoffende des AE1 bindet (Sterling, Reithmeier et al., 2001).
In weiteren Studien wurde beobachtet, dass auch AE2 und AE3 die sdurehaltige Region am
Karboxylende haben, die sie befihigt, sich an CAII zu binden (Vince and Reithmeier, 2000).
Dieses CA Bindungsmotiv wurde bei allen Bikarbonattransportern nachgewiesen, auler bei
SLC26A3 (DRA). Nachdem die sdurehaltige Bindungsstelle der AEs festgestellt worden war,
schien es logisch, dass die CA eine entsprechende basische Region aufweist, die an AE bindet
(Vince, Carlsson et al.,, 2000). Die Verbindungsstelle der AEs scheint von einer
hochkonservativen Region um Leucin abhéngig zu sein. Durch Mutation wurde der Verlust
der Aminoséure herbeigefiihrt, und ohne diese AS war der Transporter unfihig, die CA zu
binden. Bei der Karboanhydrase scheint die entscheidende Region in den ersten 17
Aminosduren (AS) des Stickstoffendes lokalisiert zu sein und durch elektrostatische
Interaktion mit Histidin- oder Lysin-Resten zu funktionieren (Vince, Carlsson et al., 2000;
Reithmeier, 2001). Es entsteht ein so genanntes Transportmetabolon.

Durch die CA wird HCO3;™ zu H,O und CO; umgesetzt und so der transmembrandre Gradient
maximiert, wie z.B. durch die CAII intrazellular (McMurtrie, Cleary et al., 2004), bzw. auf
der extrazelluldren Seite der Membran HCOs produziert und so der Gradient vergroBert, wie
durch die CAIV (Dahl, Jiang et al., 2003). Die CAIV ist extrazelluldr lokalisiert und bindet
am vierten extrazelluldren Looping einer konservierten Region der Bikarbonattransporter

(Alvarez, Loiselle et al., 2003). Experimente identifizierten die CAIV als extrazelluldre
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Komponente des Transportmetabolons. Die CA kann als essentielle Untereinheit fiir SLC4AE
vermittelten HCO;/C1” Austausch gesehen werden (Romero, Fulton et al., 2004).

Die bisher vorliegenden Daten unterstiitzen die Annahme von Anionaustauschern in der
apikalen und basolateralen Membran des Psalterepithels (s. Abb. 2). Der Nachweis von DRA
und AE2 bestitigen diese Annahme ebenfalls, wenn auch die Lokalisation der festgestellten
Anionaustauscher (apikale oder basolaterale Membran) nicht bekannt ist. Ein Na" gekoppelter
Anionentransporter erscheint unwahrscheinlich und die mégliche Koppelung mit der CA ist

nicht definiert.

2.4.5. Passage von Futterpartikeln

In den ersten Studien der Physiologie des Blittermagens wurde vermutet, dass es zur
Zerkleinerung und Retention von Futterpartikeln durch die Reibung zwischen den Bléttern
kommen wiirde (Mangold, 1950). Poppi (1980) stellte jedoch fest, dass die Partikel beim
Verlassen des Blattermagens nur geringfiigig kleiner waren als beim Austritt aus dem Pansen.
Untersuchungen iiber die Verweildauer von Futterpartikeln im Bléttermagen ergaben, dass
Pansen- und Blattermagenfiillung positiv korrelieren (Weston and Cantle, 1984) und kleinere
Partikel den Blattermagen schneller passieren als groBe (Engelhardt and Hauffe, 1975a;
Weston and Cantle, 1984).

2.4.6. Zusammenfassung

Der dritte Abschnitt des Vormagensystems der Wiederkéuer ist der Blédttermagen. Durch die
Auffaltung seiner Schleimhautoberfliche und seinen anatomisch—histologischen Aufbau
bietet er eine groBe Absorptionskapazitit. Eine Absorptionsfunktion wurde iibereinstimmend
fiir Wasser, Fettsduren, Bikarbonat, Ammoniak, Phosphat, Natrium, Kalium, Magnesium und
Calcium festgestellt. Fiir Chlorid ergibt sich eine Nettosekretion.

Die fiir die eigenen Untersuchungen wichtigen Transportmechanismen sind in der Abbildung

2 schematisch zusammengefasst worden.
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Abb. 2  Schematische  Darstellung  bisher  nachgewiesener  bzw.  vermuteter

Transportmechanismen des Psalterepithels sowie deren mdgliche Interaktionen.
Carrierproteine sind kreisformig, Kanile sind zylinderformig und die Na'/K'
ATPase ist als Sechseck dargestellt. Das Oval stellt das Enzym Karboanhydrase
dar.

Die Abb. 2 fasst die bisher charakterisierten Transportmechanismen fiir Na', CI', Bikarbonat,
SCFA und NH; zusammen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden die verschiedenen
Zellschichten in einem Transportkompartment vereinfacht dargestellt. Bikarbonat wird apikal
im Austausch gegen Cl° mit Hilfe eines Anionenaustauschers aufgenommen und bedingt
daher eine Chloridsekretion, wie sie immer in vivo beobachtet wird (sieche Literatur). Chlorid
wird als Triebkraft der Bikarbonataufnahme angesehen. Die Passage von Bikarbonat durch
die basolaterale Membran erfolgt ebenfalls durch einen Anionenaustauscher (ClI" Aufnahme
und HCO;™ Abgabe). Die ungestorte Diffusion von Bikarbonat durch die verschiedenen
Zellschichten des Psalterepithels von apikal nach basolateral setzt voraus, dass der pH; im

Zytosol weitgehend konstant gehalten wird. Eine molekulare Zuordnung der apikalen und
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basolateralen Anionenaustauscher ist trotz des Nachweises der mRNA von DRA und AE2
(Wegeler, 2008) zurzeit nicht mdglich.

Die Transportprozesse von HSCFA und NH; sowie der Na'/H™ Austauscher haben potenziell
Einfluss auf den intrazelluldiren pH (pH;) und damit indirekt wahrscheinlich auch den
Transport von Bikarbonat. Es war daher die Absicht der vorliegenden Untersuchungen diese
moglichen Interaktionen aufzuzeigen.

Die Bedeutung des Chlorids fiir den Bikarbonattransport ergibt sich einerseits aufgrund der
Tatsache, dass die angenommenen Anionenaustauscher dieses Anion transportieren, und
andererseits als mogliche Triebkraft fiir den passiv erfolgenden Anionenaustausch, der
indirekt durch den Na'/Cl" Kotransport bzw. durch die transepithelialen Cl° Gradienten
beeinflusst wird. Der Nachweise dieser moglichen Bedeutung fiir den Bikarbonattransport

war auch Gegenstand dieser Untersuchungen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Versuchstiere

Die verwendeten Gewebe wurden von institutseigenen Tieren (von verschiedenem Gewicht,
Alter und Geschlecht) und Tieren unterschiedlicher Herkunft gewonnen. Diese wurden nach
Aufstallung 4 Wochen unter kontrollierten Bedingungen am Institut fiir Veterinir Physiologie
gehalten und gefiittert.

Die Tiere erhielten Heu ad libitum (1,5 kg/Tier und Tag). Heu wurde zweimal téglich
nachgelegt, so dass eine gleichmifige Futteraufnahme mdglich war. Alle Tiere hatten

permanenten Zugang zu frischem Trinkwasser und Salzlecksteinen.

3.2. Isolation und Praparation der Psalterschleimhaut

Die Préparation und Inkubation der Psalterschleimhaut wurde detailliert beschrieben
(Aalkjaer, Frische et al., 2004). Die Tiere wurden in einem nahe gelegenen Schlachthof
nach Betdubung durch Entbluten getotet. Im direkten Anschluss wurde die Bauchhdhle
eroffnet, die Vorméagen entnommen und der vorverlagerte Bliattermagen mit einer gebogenen
Schere abgetrennt. Entlang der Psalterrinne wurde der Bldttermagen erdffnet und die
groBeren Blitter wandnah abgeschnitten. Die Psalterblétter wurden durch eine Spiilung mit
kalter Transportpufferlosung (s. Anhang, Kapitel 8) von Futterpartikeln grob gereinigt und
anschlieBend mit kdrperwarmer Transportpufferlosung gespiilt, bis die Losung klar blieb.
Die serosale Seite der Blitter wurde freigelegt durch stumpfe Trennung der Doppelschicht,
beginnend am proximalen Teil (zum Ostium reticuloomasicum ausgerichtet).

Das isolierte Epithel wurde in korperwarmer Pufferlosung (s. Transportpuffer im Anhang,
Kapitel 8) inkubiert und mit 90 % O, und 10 % CO; begast. So konnte der physiologische pH
von 7,4 stabil und die Vitalitit des Gewebes erhalten werden.

Von der Schlachtung bis zum Einspannen des Epithels in die Ussing Kammer vergingen

durchschnittlich 40 min.
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3.3. Messmethode/-prinzip

Fir die Untersuchungen wurde die pH-Stat-Methode mit der Ussing Kammer Technik

kombiniert.

3.3.1. Ussing Kammer

Fir die durchgefiihrten Versuche wurde das klassische Prinzip der Ussing Kammer
modifiziert. Dies war notwendig, da das elektroneutral transportierte Molekiil HCO;3™ die
Eigenschaft hat, in einem Gleichgewicht mit dem fliichtigen CO; zu stehen. Dieser Umstand
lie die sonst angewandte Untersuchung von Transportraten mittels Isotopentechnik nicht zu.
Ublicherweise sind in der Ussing Kammer (Ussing and Zerahn, 1951; Stevens, 1964; Ferreira,
Harrison et al., 1966) die lonenzusammensetzungen der Inkubationslésung auf beiden Seiten
des Epithels gleich. Von diesem Prinzip wurde in den durchgefiihrten Versuchen abgewichen.
Das vorrangige Ziel des gewdhlten Versuchsansatzes war, den HCO;™ Transport unter den in
vivo gegebenen Ionengradienten zu bestimmen. Die Ussing Kammer Bedingungen
(Kurzschluss) sind daher nur zur Kontrolle der Vitalitdt durch Bestimmung des elektrischen
Gradienten und der klassischen elektrophysiologischen Parameter wie Kurzschlussstrom (I)
und Gewebeleitfahigkeit (Gr) eingesetzt worden.

Weiterhin wurde auf der serosalen Seite des Epithels eine ungepufferte Losung vorgelegt, um
den Anforderungen der pH-Stat-Methode gerecht zu werden. So ist die mukosale Seite des
Epithels in der Ussing Kammer mit 16 ml HCOj;™ haltiger, gepufferter Losung gefiillt und mit
Carbogen begast (10 % CO, und 90 % O,). Die serosale Seite enthédlt 16 ml einer
ungepufferten, HCOs  freien Losung und wird mit reinem Sauerstoff begast (100 % O,).

19



Material & Methoden

F
&~ a
[ N\ K ( N\
Mukosal v v Serosal
[
( )
4D
A —
K
Al
\ A/ \p—r /
E —» <«—E J

& °J
G ﬂ\ Vi = H
@ mV
L A7
HA y\ /' !
M N
Legende:

A = QGasfritten
B = Plexiglas-Kammer zum Einspannen des Epithels
C = Nadeln zum Halten des Epithels sowie zum Zusammenbauen der Kammern
D = Doppelwandiges Rohrensystem fiir den Puffer; der dulere Mantel dient dem Beheizen

= Gummischlduche

= Offnungen zum Einfiillen von Puffer und Losungen

= Elektrodenbehilter mit KCI

= Vordere Ag/AgCl-Briicke; Potentialelektrode
I= Hintere Ag/AgCl-Briicken; Stromelektrode
J = Bohrung zum Eindrehen der hinteren Briicken; fiir die vorderen Briicken sind kleinere

Bohrldcher vorhanden

= Anschlufl an Wasserbad

= Potentiometer
M = Amperemeter

N = Stromzufuhr
“* pH Messung und Titration

Abb. 3 Ussing Kammer
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3.3.2. Elektrophysiologisches Messprinzip

Zur Messung der elektrischen Parameter dienen zwei gewebenahe Kalium-Chlorid-Briicken
(ca. 3 mm Abstand zum Gewebe). Diese erfassen die transepitheliale Potentialdifferenz. Uber
zweil gewebeferne Agar-Briicken (ca. 2 cm Abstand zum Gewebe) wird externer Strom
eingespeist. Die Briicken sind jeweils iiber Ag-AgCl-Elektroden mit der Microclamp
verbunden. Potentialdifferenz (PDr, mV) und Stromstirke (I, pA-cm™) werden iiber eine
computergesteuerte Strom- und Spannungsklemmeinrichtung koordiniert und aufgezeichnet
(AC Microclamp und PC-Programm WinClamp, Fa. fiir Datensysteme, Aachen und
Messstand CVC6, Datenaufnahmeprogramm Analogon, Dr. Sorgenfrei, Berlin).

Vor dem Einspannen der Epithelien in die Kammern werden bei jedem Versuch das
Elektrodeneigenpotential und der Fliissigkeitswiderstand der Pufferlosungen gemessen und
gespeichert. Spitere Messungen im Laufe des Versuches werden automatisch um diese Werte
korrigiert.

Die Spannungsklemmeinrichtung erlaubt zwei Bedingungen unter denen die
elektrophysiologischen Parameter gemessen werden konnen, open-circuit und short-circuit.

Alle durchgefiihrten Versuche wurden unter short-circuit-Bedingungen durchgefiihrt.

3.3.3. Open-circuit

Die Potentialdifferenz (PDr) wird direkt gemessen und nicht beeinflusst. Die Leitfdhigkeit
(Gr) und der Strom (I;) werden berechnet. Hierzu werden in regelméfigen Abstinden
Stromimpulse (AI) von 100 pA Stirke und 1 sek Dauer mittels der gewebefernen
Agarbriicken iiber das Gewebe geschickt. Aus den resultierenden kurzzeitigen Anderungen
der PD (APDrt) kann dann nach dem Ohmschen Gesetz der transmurale Widerstand (Rt) bzw.
die Gewebeleitfiahigkeit (entspricht dem reziproken Wert des Widerstandes) berechnet

werden.

Rt =APDy/ Al
GT =1/ RT
Formel 2: Transmuraler Widerstand (Rt) und Gewebeleitfahigkeit (Gr)

Der Gewebestrom ergibt sich wiederum aus dem Ohmschen Gesetz, indem PDt (vor dem

Stromimpuls) durch den errechneten Widerstand geteilt wird.
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3.34. Short-circuit

Unter Kurzschlussbedingungen wird das durch elektrogenen lonentransport verursachte
transepitheliale Potential durch Einspeisung eines entsprechend groBlen Stroms auf 0 mV
abgeglichen. Dieser externe Strom ist also ein Mal} fiir die Summe der elektrogenen
Ionentransporte (s, Kurzschlussstrom). Die Gt wird wie unter 3.3.3. berechnet. Durch die
Verwendung gleichartig zusammengesetzter Pufferlosungen auf den beiden Seiten des
Epithels und ,,Kurzschluss“ des Gewebes auf die Potentialdifferenz von 0 mV wird der
elektrochemische Gradient als Triebkraft fiir Ionentransporte durch das Gewebe

ausgeschaltet.

3.3.5. pH-Stat-Methode

Die Kombination dieser Methode mit der Ussing Kammer wird unter 3.5 beschrieben. Durch
sie ist es moglich, den HCO;™ Transport, der nicht durch die klassische Messung radioaktiv
markierter [onen messbar ist, direkt zu bestimmen. Die fiir die Messung radioaktiver Isotope
notwenige feste, definierte Bezugsgrofle ist bei HCO; nicht gegeben. Dieses ist immer im

Gleichgewicht mit CO, zwischen geldster und gasformiger Phase.

HCO3_ + H+ > H2C03 > C02 + Hzo

Formel 3: Karboanhydrase Reaktion im Zytosol des Epithels

Urspriinglich wurde die pH-Stat-Messung zur Bestimmung von Pufferkapazititen von
diversen Proben (Bodenproben, Blut, Abfallproben, 0.4.) eingesetzt.

Das Prinzip des pH-Stat-Methode ist die kontinuierliche Messung des pH Wertes mit
angeschlossener, vollautomatischer Titration. In den durchgefiihrten Untersuchungen wurde
das ungepufferte System (serosale Seite) durch Zugabe von Siure auf dem vorher
eingestellten pH von 7,4 gehalten.

Die Titration wurde mit 0,01 molarer H,SO, durchgefiihrt. Ansonsten entsprach der
Titrationpuffer in seiner Elektrolytzusammensetzung dem Puffer der serosalen Seite (ohne
HCOys"), um die Konzentrationen der lonen oder die Osmolaritdt durch die Zugabe nicht zu

verandern.
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3.3.6. Berechnung der Transportraten

Bei der Berechnung der HCO3™ Transportraten wird vorausgesetzt, dass es im ungepufferten
System durch den Transport von HCO;3™ zu einer Alkalisierung kommt. Dieser pH Anstieg
wird iiber eine iibliche pH Elektrode gemessen und eine entsprechende Menge Séure
zutritiert. Der pH Wert wird dabei wieder als Kontrolle genutzt und so in einem definierten
Bereich gehalten (Titrationsbereich). Grundlage dabei ist die Henderson—Hasselbach—

Gleichung:

pH = pK + log (c[Base] / c[Saure])

Formel 4: Henderson-Hasselbach-Gleichung

c[ ] = Konzentration des in Klammern angegebenen Stoffes
In den durchgefiihrten Versuchen fungiert das HCOs™ als Base und das CO, als Séure. Die
zugegebene Menge Schwefelsdure ist demnach bei einem eingestellten pH Wert von 7,4 zu

der transportierten Menge HCO;™ direkt proportional.

Die pH Wert Messung erfolgt kontinuierlich und wird jede Minute in Kombination mit der
zugegebenen Menge an Sdure automatisch aufgezeichnet. So kann fiir jede Minute eine
Transportrate errechnet werden. Fiir die Ubersichtlichkeit und damit mégliche, vorhergehende
iiberproportional hohe Transportraten oder Fehler nicht die nichsten Messungen verfélschen,
wird die zutitrierte Sduremenge in bestimmten Intervallen auf Null gesetzt. Von den
definierten Zeitrdumen wird ein Mittelwert gebildet und der Standardfehler bestimmt (s. Tab.
1). Diese Mittelwerte von den in Tab. 1 angegeben Zeitrdumen werden im folgenden

Fluxperioden genannt.

3.3.7. Inkubation

Ussing (Ussing, 1949) fiihrte eine Inkubationstechnik ein, die es erlaubte in vitro Messungen
mit isoliertem Epithel durchzufiihren. Diese Technik wurde spiter von Stevens (Stevens,
1964) und Ferreira et. al. (Ferreira, Harrison et al., 1966) modifiziert.

Das Epithel wurde zwischen zwei Hélften einer Plexiglaskammer eingespannt, um es so von
beiden Seiten (luminal = apikal = mukosal = Magenseite und Blutseite = basolateral =
serosal) zu umspiilen. Um an den Réndern der Auflageflachen keine Schiaden (edge damage)
zu verursachen, wurde jeweils ein Silikonring zwischen Plexiglas und Gewebe eingelegt. Die

so entstandene Querschnittsfliche umfasste 3,41 cm”. In einer doppelwandigen Glasséule (Fa.
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Landgraf, Hannover) befanden sich pro Gewebeseite 16 ml Inkubationslosung, die von 38°C
warmem Wasser umspiilt wurden. Die Verbindung zwischen Glasséule und Plexiglaskammer
erfolgte tiber Gummischlduche. Die Pufferzirkulation wurde durch ein Gasliftsystem
aufrechterhalten (s. Abb. 3). Uber die Siulen erfolgte die Zugabe von Pharmaka. Die
Zusammensetzung der verwendeten Inkubationslosungen und Art der Gase sind dem Anhang

zu entnehmen (Kapitel 8).

34. Chemikalien

3.4.1. Inkubationslésungen

Die Inkubationslosungen wurden mit Chemikalien der Firmen Carl Roth® und Merck® 1 - 2
Tage vor Durchfithrung des Versuches hergestellt. Mit einem Osmomaten 030-D® der Firma
Gonotec® (Gefrierpunktserniedrigung) wurde die Osmolaritit iiberpriift und ggf. auf 300
mmol-I" mit Mannit eingestellt. Die Pufferlosungen wurden in Portionen von 250 ml bei -
18°C eingefroren und am Tag des Versuches die bendtigte Menge aufgetaut.

Kurz vor dem Versuch wurde die ungepufferte Losung bei 37°C und Begasung mit reinem
Sauerstoff (O,) auf einen pH Wert von 7,4 mittels 0,1 molarer Natronlauge (NaOH)
eingestellt. Durch die Zusammensetzung der gepufferten, HCO;™ haltigen Ldosung stellt sich
bei Carbogenbegasung ein pH Wert von 7,4 ein, der stichprobenartig {iberpriift wurde. Die
Zusammensetzungen der einzelnen Elektrolytlosungen werden im Anhang (Kapitel 8)

aufgefiihrt.

3.4.2. Pharmaka

Die Substanz HCTZ (Hydrochlorothiazid) der Firma Sigma® wurde direkt in DMSO
(Dimethylsulfoxyd) geldst und der mukosalen Pufferldsung zugesetzt. Um einen Effekt durch
das Losungsmittel oder die Volumenverdnderung ausschlieBen zu konnen, wurde in die
Kontrollgruppe die gleiche Menge reines DMSO zugegeben. Die Zugabe erfolgte am Ende
der ersten Fluxperiode. Die Substanz Amilorid wurde in einer Konzentration von 1 mM

eingesetzt und ebenfalls in DMSO gelost.
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3.5. Allgemeiner Versuchsaufbau

Nach dem FEinspannen werden die Epithelien wunter Standardbedingungen
(Pufferzusammensetzung siehe Kapitel 8) 10-20 min inkubiert. Ziel der anfénglichen
Inkubation war die Aquilibrierung der Ussing Kammer Bedingungen. Nach 10 min wurde das
Epithel kurzgeschlossen (short-circuit) und vor dem Start der Titratoren erneut ein
Aquilibrierungszeitraum von 10 min abgewartet. Die Titratoren wurden 2 - 3 min nach dem
Einbau der pH Meter gestartet und die Messung des HCO;™ Transportes begann.

Nach jeder Verdnderung der Versuchsbedingungen (Hemmstoffzugabe, Pufferwechsel 0.4.)
wurden 30 min Aquilibrierungszeit bei der Berechnung der Transportraten beriicksichtigt. So

ergab sich die zeitliche Einteilung der Versuchszeit und -auswertung.

Versuchszeitraum | Bezeichnung Begriindung

Zeit vom Beginn der Messung bis zum Erreichen
des Steady State, meist liberproportional hohe
Transportraten. Bei der Auswertung nicht
berticksichtigt.

Erste Messperiode, alle Epithelien unter

31. - 90. Minute Flux 1 Standardbedingungen inkubiert. Die Messwerte
(1 Messwert/Minute) werden gemittelt.

0. - 30. Minute Vorlauf' 1

Je nach Versuchsansatz: Zugabe eines Hemmstoffes

90. Minute | Manipulation | "5 s wechsel

Zeit zwischen Manipulation und erneuter
Einstellung des Steady State. Wird nicht
beriicksichtigt in der Auswertung. Meist Abfall der
Transportraten der Versuchsepithelien.

91. - 120. Minute Vorlauf 2

Zweite Messperiode. Die Messwerte

121. - 180. Minute Flux 2 (1 Messwert/Minute) werden gemittelt.

Dritte Messperiode. Die Messwerte

181. - 240. Minute Flux 3 (1 Messwert/Minute) werden gemittelt.

Tab.1  Schematische Darstellung der zeitlichen Einteilung der Versuche. Dieser zeitliche
Ablauf wurde bei allen Versuchsansitzen eingehalten.

Die Abb. 4 zeigt eine Darstellung von Rohdaten (Titrator: Titroline Alpha, Firma Schott®),
graphisch kumulativ dargestellt. Zu erkennen ist der pH Wert (horizontal), der eine gewisse
Streuung aufweist, und die zutitrierte Schwefelsdurezugabe (linear steigend). Diese erfolgte
nahezu gleichméfig und nahm linear zu mit der Zeit. Daraus ldsst sich ein sehr gleichméaBiger
und stabiler Transport von HCOs' iiber einen Zeitraum von bis zu 5 Stunden ableiten.

Pro Versuchstag standen 6 Ussing Kammern mit dazugehorigen Titratoren zur Verfligung, so

dass pro Tier maximal 6 Epithelien untersucht und ausgewertet werden konnten.
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Ein pH Wert von 7,4 wurde serosal vorgegeben. Der HCO; Transport verursacht eine
Alkalisierung der serosalen Inkubationslosung. Durch die Zugabe der Séure wird der Anstieg
des pH-Wertes kompensiert. Die Schwankungen des pH Wertes ergeben sich durch das

ungepufferte System der serosalen Seite, bleiben jedoch in einem Bereich von 7,4 + 0,2.

ml pH

Wl

4 LUkl L Rt L nl-f--“-"!!f! i -
T AV A Y
et |

/ 7.1

min

[

|I'

—H,504 — pH-Wert

Abb. 4  Darstellung einer Titration (ohne Manipulation) iiber einen Zeitraum von 5
Stunden. Die horizontal verlaufende Linie stellt den schwankenden pH-Wert (rechte
Y-Achse) und die linear ansteigende Linie die zutritierte Schwefelsdure (0,0 1molare
H,S0y4, linke Y-Achse) dar.

3.5.1. Hemmstoffzugabe

Bei den Versuchsansitzen mit Zugabe eines Hemmstoffs (HCTZ, o0.4.) wurden
durchschnittlich 4 Tiere mit je 6 Epithelien untersucht. Nach der ersten Fluxperiode wurde in
mindestens 3 Ussing Kammern der Hemmstoff zugesetzt (Versuchsgruppe), wéhrend die
anderen den Kontrollbedingungen (Kontrollgruppe) iiber alle 3 Fluxperioden ohne
Verdnderungen ausgesetzt waren. So lieBen sich die Effekte in der Behandlungsgruppe
(Hemmstoffzugabe), der Faktor Tier und zufillige Effekte voneinander unterscheiden und

bewerten.

3.5.2. Variation der Elektrolytkonzentrationen

Bei diesen Versuchsansitzen wurden die lonengradienten verdndert und deren Auswirkungen

auf den Bikarbonattransport gepriift.
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Jede Verschiebung der Gradienten wurde mit durchschnittlich 4 Tieren und je 6 Epithelien
untersucht. Die Aufteilung in Kontroll- und Versuchsgruppe erfolgte wie unter 3.7..

In den Ussing Kammern der Versuchsgruppe wurde nach der 1. Fluxperiode die Pufferlosung
gewechselt. In denen der Kontrollgruppe wurde zum selben Zeitpunkt ein Wechsel simuliert,
indem nach dem Ablassen die Sdule erneut mit der Standardldsung (Pufferzusammensetzung
s. Kapitel 8) befiillt wurde. So konnte ein Effekt des Wechselvorganges auf den
Bikarbonattransport ausgeschlossen werden. Die statistische Auswertung erfolgte wie bei den

Versuchen mit einer Hemmstoffzugabe.

3.5.3. Gesiittigte Fettsiuren

Bei diesem Versuchsansatz wurde der Einfluss der mukosalen Zugabe von kurzkettigen
Fettsduren (Acetat und Butyrat) in verschiedenen Konzentrationen auf den
Bikarbonattransport im Bléittermagen untersucht. Die Aufteilung in Kontroll- und
Versuchsgruppe erfolgte wie unter 3.7., ebenso wie der standardisierte Ablauf des

Pufferwechsels und die statistische Auswertung.

3.5.4. Ammoniak

Bei diesem  Versuchsansatz  wurden zwei unterschiedliche = Konzentrationen
Ammoniumchlorid den Pufferlésungen der Versuchsgruppe zugegeben und der Effekt auf den
Bikarbonattransport beobachtet. Durch serosale Mannitzugabe wurde die mukosale Erh6hung
der Osmolalitit durch die Zugabe von Ammoniumchlorid in der Versuchsgruppe
ausgeglichen. Durch serosale und mukosale Mannitzugabe in der Kontrollgruppe wurde ein
Einfluss der erhohten Osmolalitit auf den Bikarbonattransport ausgeschlossen. Die
Aufteilung in Kontroll- und Versuchsgruppe erfolgte wie unter 3.7., ebenso die statistische

Auswertung.

3.6. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistik Programms SPSS 12.0. Die
Schafe, deren Epithelien gleichartig behandelt wurden, werden in Versuchsgruppen
zusammengefasst.

Je Tier gibt es Kontrollepithelien (unbehandelt) und Versuchsepithlien (behandelt). Aus den
Transportraten der Epithelien fiir das Zeitintervall b [121-180 min] und c [181-240 min] wird
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der Mittelwert gebildet und die Differenz zu der Transportrate des Zeitintervalls a [31-90min]
berechnet.
Die Differenzen der Kontroll- (Ko), bzw. der Versuchsepithelien (V) werden je Tier gemittelt.
So ergibt sich fiir jedes Tier ein Paar (Ko/V).

Tier A

Kontrollepithelien (KO)/ \

Versuchsepithelien (V)

| | | | | in | | | | | min
3. 9% 121 181 240 390 121 181 240
Intervall a Intervall b Intervall ¢ Intervall a Intervall b Intervall ¢
- -

Intervalla - x = Differenz 1 Intervalla - x = Differenz 1

Differenz 2 Differenz 2

Differenz n Differenz n

Xko \ / Xy
Paar Tier A (KO/ V)

Abb. 5 Die Daten werden paarig dargestellt. Da es sich um zwei verbundene Stichproben
handelt, werden sie unter Verwendung des Wilcoxon Tests ausgewertet.

Bezeichnung Irrtumswahrscheinlichkeit Markierung
nicht signifikant p > 0,05

signifikant p <=10,05 *
hochsignifikant p<=10,01 ok

Tab.2  Definition des Begriffes der Signifikanz
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4. ERGEBNISSE

4.1. Zeitlicher Verlauf der Versuchsparameter

4.1.1. Die elektrophysiologischen Parameter

Zur Veranschaulichung des zeitlichen Verlaufs der elektrophysiologischen Parameter fiir die
eingespannten Psalterepithelien werden die Gewebeleitfahigkeit (Gr), der Kurzschlussstrom

(Isc) und die Potentialdifferenz (P4) dargestellt.

e Die Gewebeleitfidhigkeit (Abb. 6) sank in den ersten 20 min ab, blieb dann
jedoch tiber den restlichen Zeitraum relativ stabil (ca. 1,5 mS-cm™).

e Der Kurzschlussstrom (Abb. 7) stieg liber die Zeit weitgehend konstant (bis
auf ca. 37 pA-cm™) an.

e Die Potentialdifferenz (Abb. 8) stieg in der ersten halben Stunde an (ca. 24
mV) und fiel anschlieBend bis zum Ende der Versuche geringfiigig ab (auf ca.

20 mV).
Gr [mS-cm™]

0 T T T T T T T T T T T

1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201 221
Zeit [min]

Abb. 6  Verlauf der Gewebeleitfahigkeit (Gr) gemessen in [mS/cm?] wéhrend der
Versuchszeit. Gr, in 10 min Abschnitten (N/n = 5/5). Dargestellt wird der
Mittelwert + der Standardabweichung. Die Inkubationslésung enthielt 50 mmol-1”
HCO;5'.
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I [HA-cm?]
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1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201 221
Zeit [min]

Abb. 7  Der Kurzschlussstrom (I;) gemessen in [uA-cm'z]. Isc in 10 min Abschnitten (N /n
= 5/5). Dargestellt ist der Mittelwert + der Standardabweichung. Die
Inkubationslésung enthielt 50 mmol-1" HCO;",
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Pd [mV]
35

30

20 1 T

15 /
10

0 T T T T T T T T T T T
1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201 221
Zeit [min]

Abb. 8 Die Potentialdifferenz (Pd) gemessen in [mV]. Pd in 10 min Abschnitten (N/n =
5/5). Dargestellt ist der Mittelwert =+ der Standardabweichung. Die
Inkubationslésung enthielt 50 mmol-1" HCO5.

Der zeitliche Verlauf der elektrophysiologischen Parameter Kurzschlussstrom,

Gewebeleitfihigkeit und Potentialdifferenz erfolgte unter zehnprozentiger Carbogenbegasung

und bei einer Inkubation mit 50 mmoll" HCO; (mukosal) (N/n = 5/5). Da sich diese

Parameter in allen Versuchsansitzen relativ konstant bzw. den Elektrolytverschiebungen

folgerichtig verhielten, wird im Weiteren auf die gesonderte Darstellung verzichtet.

4.1.2. Der Bikarbonattransport

Die Transportraten der verschiedenen Transportmechanismen im Vormagensystem der
Wiederkéuer unterliegen in vitro — soweit bekannt — alle einem zeitlichen Abfall (Martens and
Gébel, 1988). Diese zeitliche Verdnderung trifft auch fiir den Transport von HCO;3; zu
(Abb. 9). Ferner zeigte die Auswertung der Versuche, dass die Transportraten zwischen den
einzelnen Tieren stark variierten.

In Abb. 9 ist der Bikarbonattransport (J,,s) von mukosal nach serosal dargestellt. Es zeigte
sich, dass am Ende der Aquilibrierungsperiode (30. Minute) der HCO; Transport

5-7 peq-em™h™ betrug und dann wihrend der restlichen Versuchszeit nur geringfiigig abfiel.
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Jins [ueq-cm'z-h'l]

0 T T T T T T T T T T T
1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201 221

Zeit [min]

Abb. 9 Der Bikarbonattransport (J,,s) gemessen in [ueq~cm‘2~h'l]. Der grau eingeférbte
Bereich stellt die Standardabweichung vom Mittelwert der Transportraten iiber
verschiedene Epithelien und Tiere hinweg dar. Die Inkubationslosung enthielt 50
mmol-I" HCO;” (N/n= 7/10).

Die unterschiedlich hohen Transportraten der einzelnen Tiere werden statistisch in der

Auswertung nicht beriicksichtigt, denn es wird fiir die Auswertung nicht der eigentliche

Messwert, sondern die Verdnderung zum Ausgangswert herangezogen, womit das

Basisniveau des einzelnen Tieres eliminiert wird. D.h. fiir jedes Epithel wurde zuerst der

Mittelwert aus Flux 2 (121.-180. min) und Flux 3 (181.-240. min) gebildet und anschlieend

die Differenz zwischen dem gebildeten Mittelwert und Flux 1 (31.-90. min) (s. Kapitel 3.7.)

berechnet. Die Werte der einzelnen Epithelien jedes Tieres werden zusammengefasst. Jede

Gruppe (Kontroll- und Versuchsgruppe) hat einen Differenzwert (Flux 1 — (Flux 2 + Flux

3)/2). So werden die individuellen Schwankungen zwischen den Tieren, der zeitliche Abfall

der Transportraten und die Abhidngigkeit der Epithelien zum Tier in die Auswertung

integriert.

Die so errechneten Differenzen werden im Folgenden tabellarisch dargestellt und verglichen.

Wenn die vorgenommene Behandlung den Bikarbonattransport beeinflusste, verursachte sie

immer einen Abfall der Transportraten. Daraus folgt, dass sich ein groer Effekt in einem
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hohen Wert in dem Tabellenfeld der Versuchsgruppe (gro3e Differenz vor versus nach der

Behandlung) widerspiegelt.

4.2. Epitheliale Transportmechanismen des Psalters: Ableitung der
Versuchskonzepte

Die folgende Abbildung zeigt ein vereinfachtes Bild des Psalterepithels. Die wesentlichen
durch vorhergehende Studien identifizierten oder vermuteten Transportmechanismen (Tiling,
1997; Niebuhr, 2003; Ali, 2005; Wegeler, 2008) und biochemischen Reaktionen werden an
der apikalen und basolateralen Membran sowie im Zytosol dargestellt. Die untersuchten
Arbeitshypothesen basieren auf diesem Zellmodell inklusive der dargestellten Prozesse.
Bikarbonat wird apikal im Austausch gegen CI° mit Hilfe eines Anionenaustauschers
aufgenommen und bedingt daher eine Chloridsekretion (siehe Literaturiibersicht). Die
Passage von Bikarbonat durch die basolaterale Membran erfolgt ebenfalls durch einen
Anionenaustauscher (ClI" Aufnahme und HCO;  Abgabe). Die ungestorte Diffusion von
Bikarbonat durch die verschiedenen Zellschichten des Psalterepithels setzt voraus, dass der
pH; im Zytosol konstant gehalten wird.

Diese Modellvorstellung fiir den Bikarbonattransport, die aufgrund bisheriger Versuche als
gesichert angesehen werden konnen, soll durch weitere experimentelle Ansétze verifiziert
werden. Hierbei handelt es sich um Versuchsansitze, die u.a. eine Verdnderung des pH;
verursachen (Hemmung des Na'/H" Austauschers, Transport von SCFA in der undissoziierten
Form, Transport von Ammoniak als NH3) oder um Manipulationen der Chloridkonzentration

zur Beeinflussung der passiv treibenden Kréfte des apikalen Anionenaustauschers.
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Abb. 10 Schematische = Darstellung  bisher  nachgewiesener  bzw.  vermuteter

Transportmechanismen des Psalterepithels sowie deren mdgliche Interaktionen.
Carrierproteine  sind  kreisformig, Kanédle sind zylinderformig und die
Na'/K'ATPase ist als Sechseck dargestellt. Das Oval stellt das Enzym
Karboanhydrase dar.

4.3. Bestimmung der Transportraten von HCO;

Der Aufbau und die Durchfiihrung der Ussing Kammer Versuche waren bei allen
Versuchsansdtzen gleich. Die Elektrolytkonzentration bzw. zugesetzte Hemmstoffe waren die
einzigen Verdnderlichen. So konnte der Einfluss anderer Faktoren auf die Transportraten des
Bikarbonats ausgeschlossen werden. Bestimmt wurden die Transportraten (Fluxe) iiber drei
Perioden, und zwar von der 31. bis 90. min (Flux 1; dieser Vorlauf war fiir alle Epithelien

gleich), der 121. bis 180. min (Flux 2) und von der 181. bis 240. min (Flux 3; s. Kapitel 3.7.).
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4.4. Triebkrifte: Bedeutung von Chlorid

Apikal wird Bikarbonat im Austausch gegen Chlorid durch einen Anionenaustauschers
aufgenommen. Dieser Austausch erfolgt passiv und basiert auf den chemischen Gradienten
als Triebkraft fiir beide Anionen. Durch die Erhéhung der mukosalen CI" Konzentration (=
Aufhebung des transepithelialen Chloridgradienten) und die Hemmung des Na'/Cl
Kotransporters (HCTZ), der apikal Chlorid aufnimmt, wird die Bedeutung der mukosalen CI’
Konzentration und die intrazelluldre Verfiigbarkeit von CI* fiir den zu untersuchenden

Anionenaustausch gepriift.

4.4.1. Hydrochlorothiazid

Hydrochlorothiazid (HCTZ) ist ein spezifischer Hemmstoff fiir den Na'/Cl" Kotransporter.
Durch diesen Mechanismus kann die Zelle elektroneutral Natrium und Chlorid aufnehmen.
Ali (2005) wies diesen Kotransporter durch lonenersatzexperimente und den Einsatz von
HCTZ in der apikalen Membran des Psalterepithels nach. Offen blieb jedoch, welchen
Einfluss dieser Kotransporter auf den Bikarbonattransport hat. Mit diesem Versuchsansatz
sollte die Vermutung bestitigt werden, dass durch den Na'/ClI" Kotransporter im
mehrschichtigen Epithel subluminal die Chloridkonzentration erhht und damit der Austausch
von Bikarbonat (Influx) und von CI (Efflux; s. Abb. 11) erleichtert wird. Durch die
Hemmung des Kotransporters mit HCTZ miisste — bei Verifizierung der Hypothese — der
Bikarbonattransport reduziert werden.

Es wurden 3 Fluxperioden gemessen. Am Ende der ersten Fluxperiode wurde der
Versuchsgruppe 1 mM HCTZ zugesetzt. Dem mukosalen Puffer der Epithelien der
Kontrollgruppe wurde nur das Losungsmittel DMSO zugegeben. Nach der Zugabe reduzierte
sich der Bikarbonattransport in der Versuchsgruppe signifikant (p = 0,018) gegeniiber dem

der Kontrollgruppe.
Flux Kontrolle Versuch (HCTZ) Sc}g?ez e/thIS\;cvrebe
(Differenz) Jms HCOs Jms HCO5 Kontrolle | Versuch
peqem k! 1,85 4,94%% 777 79

Tab.3  Einfluss von 1 mM HCTZ in der mukosalen Inkubationslosung auf (J.,s HCO3
[ueq-cm™h™']). Differenzen der Kontroll- und Versuchsgruppe zwischen Flux 1 und
dem Mittelwert aus Flux 2 und 3, sowie die Anzahl der Epithelien und Schafe je
Gruppe. (** hoch signifikant, p = 0,018)
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Nach Zugabe von HCTZ sank der Transport von 6,45 + 1,50 peq-em™h™ auf 1,52 + 1,07
peqrem™>h” (Differenz = 4,94). In der Kontrollgruppe reduzierte er sich dagegen nur
geringfiigig von 6,51 + 1,46 peqem™h™ auf 4,66 + 1,41 peq-em™h™ (Differenz = 1,85)

infolge der zeitabhdngigen Abnahme der Transportraten.

Jms [Heq'cm'z-h'l]

40

35 A

30

25 .

20 \
\‘\

15 \

10 :

Zeit [min]

Abb. 11 Der Bikarbonattransport dargestellt iiber 240 min im Versuchsansatz mit HCTZ.
Die gestrichelte Linie stellt die Kontroll-, die durchgingige Linie die
Versuchsgruppe dar und der Pfeil den Zeitpunkt der Zugabe des HCTZ. Nach der
90. Minute wurde 1 mM HCTZ bei der Versuchsgruppe mukosal zugegeben. (N =
7/7, n=7/9 Kontrolle/Versuch, X)

Der Abb. 11 kann entnommen werden, dass nach Zugabe des Hemmstoffes (91. min) der

Transport dramatisch sank. Nach der 120. Minute lag der Bikarbonattransport nur noch bei

durchschnittlich 2,03 £ 0,93 peq-em™h™. Der Transport fiel dann bis zur 240. Minute weiter

auf 1,52 + 1,07 peq-em™h™ ab (durchschnittliche Differenz zu Flux 1 = 4,94). Hingegen kam

es in der Kontrollgruppe nur zu dem normalen zeitlichen Abfall (s. Kapitel 4.1.2., Abb. 9).

Nach den ersten 30 min sank der Transport langsam und kontinuierlich von 6,51 + 1,47

peq-em™h™ auf 4,66 £ 1,41 peq-cm™h (Differenz = 1,85).
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4.4.2. Aufhebung des Chloridgradienten

Aufgrund fritherer Versuche wurde vermutet, dass der transepitheliale Chloridgradient von
serosal nach mukosal als Triebkraft fiir den Bikarbonattransport (Absorption) und die
Chloridsekretion dient (Tiling, 1997; Niebuhr, 2003). Bei einem passiven Anionenaustauscher
(HCO5/CI') miissten die transepithelialen chemischen Gradienten die Transportraten
beeinflussen. Aus diesem Grunde wurde der CI° Gradient (100 mmol-I" serosal und
25 mmol-” mukosal), der etwa den Gradienten in vivo entspricht, nach der Vorperiode
aufgehoben und auf beiden Seiten des Epithels die gleiche CI° Konzentration von

100 mmol‘I"" vorgegeben.

Flux Kontrolle Ver.such . Anzahl der
(Differenz) (ohne Chloridgradienten) Schafe / Gewebe
Jms HCO3 Jms HCO3 Kontrolle | Versuch
peq-cm ~h’ 2,09 3,05 6/7 6/8

Tab. 4  Einfluss auf Jms HCOj5 [ueq-cm’2 -h'l] durch den Ausgleich des Chloridgradienten
(mukosal = serosal). Differenzen der Kontroll- und Versuchsgruppe zwischen Flux
1 und dem Mittelwert aus Flux 2 und 3, sowie die Anzahl der Epithelien und Schafe
je Gruppe.

Nach Ausgleich des Chloridgradienten zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe (von 6,71
+ 2,74 peq-em™h” auf 4,61 + 1,49 peq-em™h” (Differenz = 2,1) vermindert) nur eine
geringe und nicht signifikante Reduzierung (p = 0,6) der Bikarbonattransportrate von 6,70 +
4,06 peq-em™h™ auf 3,65 + 1,77 peq-em™h™ (Differenz = 3,05) in der Versuchsgruppe. Das
impliziert, dass die transepithelialen Cl" Gradienten fiir den HCOj;™ Transport offensichtlich

nicht von grofler Bedeutung sind.

4.43. Intrazellulire pH Regulierung

Die Diffusion von Bikarbonat von der mukosalen zur serosalen Seite des Psalterepithels ist
abhéngig von einer engen Regulierung des pH;. Der Effekt einer pH; Verschiebung auf den
Bikarbonattransport soll durch Anderung der Versuchsbedingungen niher untersucht werden.
Durch die Hemmung des Na'/H" Austauschers (Amilorid) und die Aufnahme von HSCFA
(protonierte Form kurzkettiger, fliichtiger Fettsiuren) steigt die H' Konzentration intrazellulir
und der pH; sinkt. NH; (Ammoniak) dagegen bindet intrazelluldr Protonen und der pH; steigt.
Dieser mdgliche Einfluss von Anstieg oder Abfall des pH; auf den HCO3™ wurde untersucht.
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4.4.3.1. Amilorid

Amilorid ist ein spezifischer Hemmstoff des Na'/H™ Austauschers. Hinweise auf dessen
Existenz in der apikalen Membran und somit den Natriumtransport ergaben bereits Versuche
von Martens (1991). Durch die Hemmung des Austauschers fehlt der Zelle ein moglicher
Mechanismus, um mukosal Protonen abzugeben und so zur Regulation des intrazelluldren pH
Wertes (pH;) beizutragen.

Der Effekt des Hemmstoffes Amilorid wurde an Epithelien von vier Tieren gepriift. Die
Epithelien sind unter Standardbedingungen inkubiert worden (bei 37°C, begast mit 10 %
Carbogen und 50 mmolI" HCO;™ mukosal). Es wurden drei Fluxperioden bestimmt. Am
Ende des ersten Fluxes wurde Amilorid in der Konzentration von 1 mmol-I" dem Puffer auf

der mukosalen Seite zugesetzt.

Flux Kontrolle Versuch (Amilorid) Anzahl der
(Differenz) Jms HCO5” Jms HCO5” Schafe / Gewebe
Kontrolle | Versuch
peq-cm-h’ 2,03 1,90 4/6 4/9

Tab.5  Einfluss von 1 mM Amilorid in der mukosalen Inkubationslésung auf Jms HCO5’
[neq-em™h™], Differenzen der Kontroll- und Versuchsgruppe zwischen Flux 1 und
dem Mittelwert aus Flux 2 und 3 sowie die Anzahl der Epithelien und Schafe je
Gruppe.

Der Bikarbonattransport der Versuchsgruppe (Differenz = 1,90 peq-em™h™) wurde durch die
Zugabe von 1 mM Amilorid mukosal im Vergleich zur Kontrollgruppe (Differenz = 2,03
peqem>h™) nicht signifikant reduziert (p = 0,715). Im Gegenteil, der Abfall der

Transportrate war in der Kontrollgruppe sogar etwas grofier.

4.43.2. Kurzkettige fliichtige Fettsduren (SCFA)

Acetat

SCFA werden im Psalter absorbiert. Da die SCFA in der undissoziierten Form (HSFA)
aufgenommen werden und den Na'/H"™ Austauscher stimulieren (Ali, Shen et al., 2006), ist
anzunchmen, dass sie den pH; beeinflussen konnen und damit u.U. auch den Transport von
HCOs™ verdndern. Aufgrund dieser Hypothese wurde der Einfluss von Acetat (mukosal)

untersucht.
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Die Epithelien wurden unter Standardbedingungen inkubiert. Nach der ersten Fluxperiode
wurde der Puffer aller mukosalen Kammern gewechselt. Jedoch wurde nur der Puffer der
Versuchsgruppen gegen den fettsdurehaltigen Puffer ausgetauscht. Die Kammern der
Kontrollgruppen wurden erneut mit dem Standardpuffer befiillt, um einen Effekt auf den
Bikarbonattransport durch den Pufferwechsel ausschlieBen zu kdnnen.

Bei einer Konzentration von 25 mmolI" Acetat mukosal zeigte sich eine geringe Abnahme
der Transportrate der Versuchsgruppe um 2,88 ueq-cm’z-h'1 (Kontrollgruppe um 2,03 peq-cm’
*h™"). Diese Verringerung war allerdings nicht signifikant (p = 0,593).

Durch die hohe Konzentration von 100 mmoll! Acetat verringerte sich die
Bikarbonattransportrate signifikant (p = 0,043). Der Transport fiel in der Versuchsgruppe von
8,43 + 2,349 ueq-cm'z-h'l auf 3,42 £ 1,77 ueq-cm'z-h“1 ab, d.h. um 5,01ueq~cm'2-h'l. Bei der
Kontrollgruppe sank dieser hingegen nur von 10,03 + 1,79 peqem™h” auf 8,19 + 3,08
peq-cm™>h™. Dies entspricht einer Abnahme um 1,83 peq-em™h™, die in der GrofBenordnung

wiederum der {iblichen zeitabhéngigen Verringerung entspricht.

Flux Kontrolle Versuch (Acetatzugabe) Sc}ﬁ ?:E;lzl}g\?vi:be
(Differenzen) Jns HCO; Jms HCO3 Kontrolle | Versuch
peq-cm-h” 2,03 25 mmol‘l” 2,88 3/4 3/4
peq-cm™-h” 1,84 100 mmol-1” 5,01% 3/5 3/4

Tab. 1: Einfluss von Fettsduren (Acetat) in unterschiedlichen (mukosalen) Konzentrationen
auf den Bikarbonattransport J,, HCO;™ [peq-em™h™], Differenzen der Kontroll- und
Versuchsgruppe zwischen Flux 1 und dem Mittelwert aus Flux 2 und 3, sowie die
Anzahl der Epithelien und Schafe je Gruppe. * markiert signifikante Ergebnisse
(p = 0,043).

Die signifikante Reduzierung der Transportrate der Versuchsgruppe (durchgéngige Linie) in
Vergleich zur Kontrollgruppe (gestrichelte Linie) ist der Abb. 12 zu entnehmen. Die
Kontrollgruppe zeigt den {iblichen Verlauf mit einem zeitlich bedingten Abfall des
Transportes. Dagegen sank die Rate in der Versuchsgruppe erheblich und signifikant ab der
92. Minute auf 3,42 + 1,77 peq-em™h™" ab (p = 0,043).
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Abb. 12 Der Bikarbonattransport dargestellt iiber 240 min. Die gestrichelte Linie stellt die
Kontroll-, die durchgéingige Linie die Versuchsgruppe und der Pfeil den Zeitpunkt
des Pufferwechsels (mukosale Erhohung auf 100 mmol'l' Acetat) dar. In der
Versuchsgruppe wurde nach der 90. Minute der mukosale Puffer (keine SCFA)
durch eine Pufferldsung mit 100 mmol-I" Acetat ersetzt. (N = 3/3, n= 5/4
Kontrolle/Versuch, X)

Butyrat

Der mogliche Effekt einer weiteren SCFA, Butyrat, wurde ebenfalls gepriift. Der
Versuchsansatz wurde an 2 Tieren unter Standardbedingungen durchgefiihrt.

Nach Flux 1 wurde der Puffer der Kontrollgruppe emeuert und zeitgleich der Puffer der
Versuchsgruppe gegen den Versuchspuffer (25 mmoll' Butyrat) ausgetauscht. Die
Konzentration von 25 mmol-l" Butyrat in der Versuchsgruppe zeigte im Vergleich zur
Kontrollgruppe keinen signifikanten Effekt auf den Bikarbonattransport (p = 0,655). Die
Werte der Kontrollgruppe fielen mit einer Reduktion um 2,75 peq-em™h™ sogar stirker als

die der Versuchsgruppe (1,59 peq-em™h™).
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Flux Kontrolle Versuch (Butyratzugabe) Sclil ??;hcl};l\?vrebe
(Differenzen) Jms HCO; Jims HCO3 Kontrolle | Versuch
peq-cm-h’ 2,75 25 mmol-1” 1,59 2/3 2/4

Tab.6 Einfluss von Butyrat (25 mmoll") in der Inkubationslosung auf den
Bikarbonattransport Jns HCO; [peq:em™h™], Differenzen der Kontroll- und
Versuchsgruppe zwischen Flux 1 und dem Mittelwert aus Flux 2 und 3, sowie die
Anzahl der Epithelien und Schafe je Gruppe.

4.4.3.3. Ammoniak

Vorhergehende Versuche fithrten zu der Schlussfolgerung, dass Ammoniak (NH;) durch
Diffusion in die Zelle gelangt, dort ein Proton aufnimmt und folglich den pH; verdndert. Diese
Verdnderung konnte wiederum den Bikarbonattransport beeinflussen.

Es wurde Ammoniumchlorid in zwei Konzentrationen (5 mmol-I"! und 15 mmol-I" mukosal)
eingesetzt. Alle Epithelien sind bis zum Ende der ersten Fluxperiode (90. min) unter
Standardbedingungen inkubiert worden. Nach Abschluss von Flux 1 wurde der mukosalen
Seite des Systems Ammoniumchlorid zugesetzt. Um die verdnderte Osmolaritdt der
mukosalen Seite auszugleichen, wurde die gleiche Konzentration Mannitol der serosalen Seite
hinzugefiigt. Der Kontrollgruppe wurde Mannitol in entsprechender Konzentration auf beiden
Seiten zugegeben. Um einen Einfluss der Osmolaritit ginzlich ausschlieBen zu koénnen,
wurde in dem Versuchsansatz mit 5 mmol-l" Ammoniumchlorid dem mukosalen Puffer
zusitzlich 10 mmol-1" Mannitol hinzugefiigt. Auf diese Weise wurde am Ende des Flux 1 in

allen Kammern auf beiden Seiten die Osmolaritit um 15 mmoll" heraufgesetzt.

Flux Kontrolle Versuch Anzahl der
(Differenzen) Jo HCO5 (Ammoniumchloridzugabe) Schafe / Gewebe
ms Jns HCO5' Kontrolle | Versuch
peq-cm™h” 1,41 5 mmol‘1” 2,85 2/4 2/4
peq-cm™h’ 1,87 15 mmol-I” 2,88 3/6 3/6

Tab.7 Einfluss von Ammoniak auf den Bikarbonattransport. Die Differenzen der
Transportraten (Jns HCOs;™ [peqrem™h™]) der Kontroll- und Versuchsgruppe
zwischen Flux 1 und dem Mittelwert aus Flux 2 und 3, sowie die Anzahl der
Epithelien und Schafe je Gruppe.

Es konnte weder bei einer Konzentration von 5 mmol-l" (p = 0,18) noch von 15 mmol-1”

(p = 0,109) Ammoniumchlorid ein signifikanter Einfluss auf die transportierte
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Bikarbonatmenge festgestellt werden. Nach dem Zusatz von 5 mmoll’ wurde die
Transportrate um 2,85 ueq-cm’z-h'1 gesenkt. Die Werte der Kontrollgruppe hingegen fielen
ohne Ammoniumeinfluss in der gleichen Zeit um 1,41 peq-cm™h™. Eine Konzentration von
15 mmolI"" Ammoniumchlorid fithrte zu einem groBeren Unterschied zwischen der Abnahme
von Versuchs- (Differenz = 2,88 peq-cm™h™) und Kontrollgruppe (Differenz = 1,87 peq-cm™
%h™), aber wiederum nicht zu einem signifikanten Unterschied.

In Tab. 6 sind die Differenzen von Flux 1 und (nur) Flux 3 fiir die
Ammoniumchloridkonzentrationen 5 und 15 mmol-I" aufgefiihrt. Die Differenzen von Flux 1
und Flux 3 der Versuchs- und Kontrollgruppe fiir 5 mmol-l" so wie bei 15 mmol-I"! weichen
stirker voneinander ab. Die Werte lassen einen Trend erkennen, der aber aufgrund der

Stichprobenanzahl statistisch nicht objektiviert werden kann.

Flux Kontrolle .Versuch. Anzahl der
(Differenzen) J.. HCOs (Ammomumchlorl_dzugabe) Schafe / Gewebe
s Jms HCO; Kontrolle | Versuch
peq-cmh” 1,918 5 mmol-l” 3,597 2/4 2/4
peq-cmh’ 1,475 15 mmol-1” 4,701 3/6 3/6

Tab. 8  Einfluss von Ammoniumchlorid auf den Bikarbonattransport. Die Differenzen der
Transportraten (Jms HCOs;™ [peqrem™h™]) der Kontroll- und Versuchsgruppe
zwischen Flux 1 und Flux 3, sowie die Anzahl der Epithelien und Schafe je Gruppe.

4.5. Die Rolle des Natriums

Es ist anzunehmen, dass der Natriumtransport indirekt mit dem Transport von HCOj
gekoppelt ist, wie die Versuche mit Amilorid (nicht signifikant) und HCTZ (hoch signifikant)
gezeigt haben. Aus diesem Wissen ergab sich die Frage, welche Natriumkonzentration
mukosal vorhanden sein muss, um die Funktion der beiden Transporter (Na"/H" und Na'/CI
Kotransport), die beide nur durch die Ionengradienten (primir mukosales Na"), energetisiert
werden, aufrecht zu erhalten und somit den Bikarbonattransport zu gewéhrleisten. Wie grof3
kann die Abweichung (Abnahme) der Natriumkonzentration luminal sein, die zu einer
Reduktion des Bikarbonattransportes fiihrt? Um diesen Fragestellungen nachzugehen, wurde
die mukosale Natriumkonzentration reduziert. Das Natrium wurde durch Kalium ersetzt, um
die Osmolaritit konstant auf 300 mmol-I" zu halten und um die physiologisch reziproke
Veridnderung dieser Kationen in vivo zu simulieren. Die Natrium- und Kaliumkonzentration

auf der mukosalen Seite ergaben in der Summe stets 150 mmol-1".
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Alle Epithelien wurden unter Standardbedingungen mit mukosal 50 mmol-1" HCO;™ und
145 mmol-I" Na" inkubiert. Nach der ersten Fluxperiode (31.-90. min) wurde bei allen
Kammern der Puffer mukosal gewechselt. Die Sdulen der Epithelien der Versuchsgruppen
wurden mit dem entsprechenden Versuchspuffer (100, 80, 65, 50, 30, 20 und 5,7 mmol-1"!
Na") aufgefiillt. Bei der Kontrollgruppe wurde lediglich der Standardpuffer gewechselt, um
einen Einfluss des Ablassens und Neubefiillens auf den Bikarbonattransport ausschlieBen zu
konnen.

Im ersten Schritt wurde Natrium mukosal von 145 mmol-1" auf 50 mmol-I" reduziert. Bei
dieser Konzentration wurde eine signifikante Verringerung (p = 0,043) des
Bikarbonattransportes der Versuchsgruppe (Differenz = 3,52 peq-em>h™) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Differenz = 1,78 peq-em>h™) gemessen. Der Bikarbonattransport sank von
5,03 + 1,72 peqrem™h™ auf 1,51 + 1,57 peqem™h™. Die Kontrollgruppe transportierte im
Flux 1 (31.-90. min) 5,93 + 2,18 ueq-cm'z-h'1 und in der zweiten Versuchshélfte 4,15 + 1,89
peq-em™>h™' (iibliche zeitabhingige Abnahme).

s [eqrem™h™]
25

20 \

15

10

0 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201 221
Zeit [min]

Abb. 13 Der Bikarbonattransport dargestellt {iber 240 min. Nach der 90. Minute wurde in
der Versuchsgruppe die Natriumkonzentration von 145 mmoll" auf 50 mmoll”
gesenkt. Die gestrichelte Linie stellt die Kontroll-, die durchgidngige Linie die
Versuchsgruppe und der Pfeil den Zeitpunkt des Pufferwechsels (mukosale
Reduktion auf 50 mmol-1" Na") dar. (N = 6/6, n=7/8, Kontrolle/Versuch, X)
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In Abb. 13 wird deutlich, dass der Bikarbonattransport der Versuchsgruppe (durchgingige
Linie) ab der 90. Minute einbricht. Zwar sinkt dieser schon vorher ab, jedoch nicht
vergleichbar stark. Wiahrend die Kontrollgruppe (gestrichelt) langsam und kontinuierlich
absinkt, féllt die Kurve der Versuchsgruppe gegeniiber dem anfanglichen Transportniveau
(31.-90. min) signifikant.

In weiteren Versuchen wurde gepriift, welche Verringerung der mukosalen
Natriumkonzentration zu einer Abnahme des Bikarbonattransportes fiihrt. Die
Natriumkonzentration wurde in kleinen Schritten 50 mmol-1”! angenéhert (100, 80, 65, 57
mmol-I"). Bei 100 mmol 1" Natrium war der Bikarbonattransport unbeeinflusst. Er sank von
6,48 £ 1,82 peqrem™h' auf 4,36 + 1,41 peqem™h' (Differenz = 2,12 peq-em™h™),
vergleichbar mit der zeitlich bedingten Abnahme der Transportrate der Kontrollgruppe
(Differenz = 2,49 peq-em™>h™).

Flux Kontrolle . Vgrsuch Anzahl der
(Differenz) ] (Na Konzentrat1onsve_réinderungen) Schafe / Gewebe
Jms HCOs Jms HCOs Kontrolle | Versuch
peq-cmh” 2,49 100 mmol-1" Na 2,12 2/3 2/4
peq-cm™h” 1,55 80 mmol-I" Na 1,67 22 2/2
peq-cm-h’ 1,32 65 mmol-1" Na 2,57 2/4 2/3
peq-cm ™ -h’ 2,60 57 mmol-1" Na 3,92 2/4 2/5
peq-cm™-h’ 1,78 50 mmol-l" Na 3,52% 4/9 4/9

Tab.9 Einfluss der mukosalen Natriumkonzentration in der Inkubationslosung auf
Jms HCO3™ [peq-em™h™'], Differenzen der Kontroll- und Versuchsgruppe zwischen
Flux 1 und dem Mittelwert aus Flux 2 und 3, sowie die Anzahl der Epithelien und
Schafe je Gruppe (* signifikant, p < 0,05). Jeder Versuchsansatz (jede
Natriumkonzentration) wurde an einem anderen Tier durchgefiihrt.

Auch die weitere Reduzierung der Natriumkonzentration (80 mmol-1”" Na* und 70 mmol-1"
K") verursachte keinen Unterschied zwischen der Kontroll- und Versuchsgruppe. Im
Vergleich zu Flux 1 sank der Transport in der Kontrollgruppe um 1,55 ueq~cm’2'h'l. Bei der
Versuchsgruppe sah man entsprechend eine Abnahme von 1,67 peqem™h”. Auch die
weitere Verringerung der Natriumkonzentration (65 und 57 mmol1") beeinflusste den
Bikarbonattransport nicht signifikant. Es kam zu einer Reduktion um 2,57, bzw. 3,92
peq-em™h”, wohingegen der Transport in den Kontrollgruppen um 1,32 und 2,60
peq-em™h™ abnahm.

Zu bestitigen blieb der beobachtete Abfall des Bikarbonattransportes (50 mmol-1" Na™) fiir

niedrigere Natriumkonzentrationen. Die weitere Verringerung der Natriumkonzentration auf
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30 mmol-l" zeigte eine grofere Abnahme des Bikarbonattransportes in der Versuchsgruppe.
Der in der Versuchsgruppe gemessene Transport reduzierte sich um 3,02 peq-em™h™ und
nahm in der Kontrollgruppe nur um 1,01 peq-em™h™ ab. Diese Abnahme war jedoch nicht
signifikant (p = 0,109).

Ebenso hat sich nach der Reduktion auf 20 mmol-1" (p = 0,109) und 5,7 mmol-I"" (p= 1,38)
der Transport nicht signifikant verringert. Mit 2,42 peq-em™h™ in der Versuchs- und 1,44
peq-em™h™ in der Kontrollgruppe war die Reduktion insgesamt gering. Auch ein Riickgang
der Transportrate um 3,26 peq-cm>h" nach dem Wechsel der Natriumkonzentration auf 5,7
mmol-I" war im Gegensatz zu 2,25 peq-em™h™ in der Kontrollgruppe nicht signifikant (s.
Tab. 10). Das insignifikante Ergebnis der Reduzierung der mukosalen Natriumkonzentration
(<50 mmol-l'l) war unerwartet. Eine detaillierte Betrachtung dieses Ergebnisses findet sich

im Diskussionsteil dieser Arbeit.

Kontrolle Versuch Anzahl der
Versuchsansatz (Na" Konzentrationsverinderungen) Schafe / Gewebe
Jms HCO5” Jms HCO3” Kontrolle | Versuch
peq-cm™h” 1,01 30 mmoll'Na 3,02 3/6 3/5
peq-cmh” 1,44 20mmol'l'Na 2,42 3/7 3/7
peq-cm ™ -h’ 2,25 57mmoll"Na 326 5/9 5/12

Tab. 10 Einfluss der Natriumkonzentration (< 50 mmol-I"' Na) in der Inkubationsldsung auf
Jms HCO3' [ueq~cm'2~h'l], Differenzen der Kontroll- und Versuchsgruppe zwischen
Flux 1 und dem Mittelwert aus Flux 2 und 3, sowie die Anzahl der Epithelien und
Schafe je Gruppe.

In der Abb. 14 ist die Hohe der Transportraten mit verschiedenen Natriumkonzentrationen
dargestellt. Bei der Betrachtung muss beachtet werden, dass die Werte aus Untersuchungen
mit verschieden Tieren entstanden sind, deren Transportraten individuell hoch waren. Das
Diagramm ldsst deshalb keinen direkten Vergleich der Transportraten untereinander zu. Es
wird gezeigt, dass der Transport bei einer Reduktion der Natriumkonzentration auf
50 mmol‘l" iibermiBig abfiel. Auch wenn die Kontrollepithelien durchschnittlich weniger

transportierten als bei anderer Konzentrationen, so war dieser Abfall deutlich.
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Abb. 14 Bikarbonattransport Jis [ueq-cm'z-h‘l] bei unterschiedlichen Konzentrationen von
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Natrium. Die Werte der Versuchsgruppen sind als schwarze Kreise, die der
Kontrollgruppen als Rauten dargestellt. Der graue Kreis repréasentiert die Werte von
lediglich zwei Epithelien und ist als Ausreiler zu vernachldssigen.



Diskussion

S. DISKUSSION

5.1. Der Bikarbonattransport am Psalter unter Standardbedingungen

Die Absorption von Bikarbonat im Psalter kann aufgrund von frithen in vivo (in der Regel
post mortem Untersuchungen) und einigen in vitro Versuchen als gesichert angesehen werden
(Ekman and Sperber, 1953; Tiling, 1997; Schultheiss and Martens, 1999; Ali, 2005; Wegeler,
2008). Die vorliegenden Untersuchungen verfolgten daher die Absicht, den Transport von
Bikarbonat unter Standardbedingungen (pH-Stat-Methode in Kombination mit der Ussing

Kammer Technik) in vitro weiter zu charakterisieren (Niebuhr, 2003; Wegeler, 2008).

5.2. Die Hemmung des Bikarbonattransportes

5.2.1. Die Hemmung durch Amilorid

Amilorid ist ein Hemmstoff fiir den Na'/H" Austauscher (NHE), der apikal im Psalterepithel
lokalisiert ist (Martens and Gébel, 1988). Es handelt sich um den Subtypen NHE3, wie neuere
Untersuchungen gezeigt haben (Ddlle, 2008). Die Zugabe von Amilorid in den vorliegenden
Untersuchungen erfolgte mit der Absicht, eine mdgliche gegenseitige Beeinflussung bzw.
Abhingigkeit des Na'/H" und HCO;/Cl” Austauschers aufzuzeigen.

Im Pansen- oder Netzmagenepithel werden Natrium und Chlorid absorbiert. Im Psalter
hingegen wurde eine Natrium-Absorption, in vivo eine Chlorid-Sekretion (Pfeffer, Bertzbach
et al., 1966; Engelhardt und Hauffe, 1975b) und in vitro eine Absorption beobachtet (Martens
and Gibel, 1988; Tiling, 1997). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde angenommen, dass
der Transport von Natrium und Chlorid nicht wie in anderen Epithelien eng gekoppelt ist.
Diese Annahme beruhte u.a. auch auf der Feststellung, dass der Chloridtransport in vitro nicht
durch Amilorid beeinflusst wurde (Tiling, 1997).

Hypothese des Versuchsansatzes mit Amilorid war die bekannte Tatsache, dass dieses
Diuretikum den Na'/H' Austauscher hemmt und damit subapikal einen Abfall des pH;
verursacht. Das mit Hilfe des Anionenaustauschers durch die Iuminale Membran
aufgenommene HCO; dirfte somit teilweise mit dem nicht {iber den NHE rezirkulierten
Protonen reagieren und somit die Karboanhydrasereaktion vermehrt in die Richtung der
Kohlensdure ablaufen (Zerfall von Bikarbonat) (Knickelbein, Aronson et al., 1985; Martens,
Giébel et al., 1991). Nach der Zugabe von Amilorid sank der Bikarbonattransport ab, jedoch

nicht signifikant. Es muss jedoch betont werden, dass die Aktivitit des NHE in einer
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Pufferlosung ohne SCFA gering ist und somit auch die Effekte der Hemmung des NHE auf
den pH; und damit auf den HCO;  Transport moderat ausfallen. Die Bedeutung dieser
Arbeitshypothese — pHi und HCOj;™ Transport — wird ersichtlich, wenn der Transport von
SCFA gro8 ist (siche unten).

Ferner ist in Betracht zu ziehen, dass das Psalterepithel sicherlich iiber weitere Mechanismen
der Regulation des pH; verfiigt, die jedoch nicht bekannt sind. In Analogie zu Befunden am
Pansenepithel ist anzunehmen, dass ein Na'/H' Austauscher basolateral vorhanden sein
konnte (Miiller, Aschenbach et al., 2000). Ferner kann ein MCT 1 (Monokarboxylat
Transporter) vorliegen (Miiller, Aschenbach et al., 2000; Kirat, Masuoka et al., 2006). Die
vH'-ATPase (vakuolire Protonen ATPase) wurde im Pansenepithel nachgewiesen
(Etschmann, Heipertz et al., 2006; Heipertz, 2007), so dass ein weiterer und nahe liegender
Mechanismus zur Abgabe der Protonen am Psalter vorhanden sein konnte. Da bisher keiner
dieser Mechanismen fiir das Psalterepithel objektiviert werden konnte, kann nur auf eine
mogliche Beteiligung dieser Transporter ohne verbindliche Schlussfolgerungen verwiesen

werden.

5.2.2. Die Hemmung durch HCTZ

Der Na'/Cl” Kotransporter wurde von Ali im Psalterepithel nachgewiesen (2005). Wegeler
vermutete, dass durch diesen Transporter die luminale Chloridkonzentration geregelt wird,
indem bei zu hohen luminalen Chloridkonzentrationen Chlorid aus dem Lumen aufgenommen
werden kann (2008). Die Bedeutung dieses Kotransporters fiir den HCO;™ Transport blieb
offen. Durch die Zugabe von HCTZ sollte der Kotransporter gehemmt (Mertz and Schettler,
1959; Stokes, 1988) und somit getestet werden, ob ein Einfluss auf den Bikarbonattransport
besteht.

Nach der Zugabe des Hemmstoffes sank der Transport von HCO;™ erheblich und signifikant
ab. Mit diesem Ergebnis wurde eine Wechselwirkung zwischen dem Kotransporter und dem
HCO5/Cl” Austauscher nachgewiesen. Der positive Effekt des Na'/Cl” Kotranportes auf den
HCOsTransport ist sehr wahrscheinlich auf 2 Wirkungen zuriickzufithren. A) Die luminale
Aufnahme von CI" mit dem Na'/Cl" Kotransporter stellt sicher, dass subluminal fiir den
HCO37/CI” Transport (CI” Sekretion in das Lumen und HCO3™ Aufnahme) immer geniigend CI°
Ionen zur Verfiigung stehen und der Gradient von Cl fiir den passiven Anionenaustausch
giinstiger ausfillt. Die intrazelluldre Cl° Konzentration im Psalterepithel ist nicht bekannt. Es
ist aber anzunehmen, dass sie wahrscheinlich geringer als im Lumen ist. Der CI" Transport

(Sekretion) aus der Zelle muss dann ,bergauf erfolgen. Dieser Transport wird natiirlich

48



Diskussion

erleichtert, wenn dieser Gradient durch den Na'/Cl" Kotransport und die luminale CI
Aufnahme in gewissen Grenzen gehalten wird. B) Fiir die NHE 1-3 ist nachgewiesen worden,
dass sie fiir die iibliche physiologische Aktivitdt intrazellulir CI" bendtigen (Aharonovitz,
Kapus et al, 2001). Durch den Einsatz von HCTZ und der Hemmung des Na'/CI
Kotransportes wird somit nicht nur der CI" Gradient iiber der apikalen Membran geringer
ausfallen — mit den erlduterten negativen Auswirkungen auf den passiven und von
Ionengradienten getriebenen Anionenaustauscher — sondern es wird auch die Aktivitdt des
NHE negativ beeinflusst. Es tiberrascht daher nicht, dass der negative Effekt von HCTZ so
grof} ausfallt.

Diese Beobachtung erfordert eine Korrektur der fritheren Annahme, dass der transepitheliale
Gradient der beteiligten Anionen entscheidend fiir diesen Transportvorgang sei (Tiling, 1997;
Niebuhr, 2003).

Der Transport von HCOs;  wird durch HCTZ zwar signifikant und erheblich reduziert,
allerdings nie ganz eingestellt. Der verbleibende Transport von durchschnittlich
1,5 peqrem™h™ war konstant in allen Versuchen zu beobachten. Durch die Zugabe des
Hemmstoffes wird die endogene Bikarbonatproduktion nicht beeinflusst. Es ist vorstellbar,
dass es sich bei dem nach der HCTZ Zugabe gemessenen Transport um endogen produziertes
Bikarbonat handelt, welches basolateral abgegeben wird.

Diese Annahme trifft in der Tat zu. Wegeler (2008) hat nach der Zugabe von 0.1 mmol-1”
Ethoxyzolamid beobachtet, dass sich der HCO; Transport des Psalterepithels in der
GroBenordnung von etwa 2 peq-em>h™ verringert. Es ist daher anzunehmen, dass der mit der
pH-Stat-Methode gemessene Ji,s HCO;™ Transport auch den Anteil HCO;™ erfasst, der durch
die intrazelluldre Bildung von HCOj; aus H,O und CO, mit Hilfe der Karboanhydrase
entsteht. Daher beinhalten unter den gegebenen Versuchsbedingungen die iiblichen Fluxraten

von HCOj5 in der GroBenordnung von 6 peq-em™h™ etwa 25 % endogene Bildung.

5.3. Der Einfluss von Elektrolytkonzentrationen

5.3.1.  Der Einfluss der mukosalen Erh6hung der Chloridkonzentration

In vivo Versuche zeigten stets eine Bikarbonataufnahme und Chloridsekretion (Ekman and
Sperber, 1953; Pfeffer, Bertzbach et al., 1966; Harrison, Keynes et al., 1970; Harrison, 1971;
Engelhardt and Hauffe, 1975a; Sklan and Hurwitz, 1985). In vitro ergab sich dagegen eine
Resorption von CI” (Harrison, 1971; Martens and Gébel, 1988). Tiling (1997) erbrachte den

Nachweis, dass der CI° Transport von den vorliegenden Gradienten abhdngt. Unter
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unphysiologisch hohen Chloridkonzentrationen (mukosal) beobachtete sie eine CI" Resorption
am Psalter. Die Anhebung der mukosalen Chloridkonzentration auf 100 mmol-l'l, eine
unphysiologisch hohe Konzentration, verursachte in vitro keine signifikanten Verdnderungen
des HCO3;™ Transportes (Wegeler, 2008). Dieses Versuchsergebnis, das mit dem zunichst
angenommen Modell der transepithelialen Anionengradienten als Triebkraft fiir den
Anionentransport nicht zu vereinbaren war, wurde in den vorliegenden Untersuchungen
bestitigt und wird jetzt aufgrund der Versuche mit dem Hemmstoff des Na'/Cl
Kotransportes, HCTZ, verstindlich. Die apikale Aufnahme von CI tridgt offensichtlich ganz
malgeblich dazu bei, dass der CI" Gradient iiber der apikalen Membran nicht wesentlich
durch die luminale CI' Konzentration verdndert wird. Diese Ergebnisse bestitigen die
aufgestellte Vermutung iiber die Funktion des Na'/Cl" Kotransporters. Der Kotransporter
dient dem Aufbau bzw. zur Aufrechterhaltung eines transmembranéren Chloridgradienten.
Die physiologische Bedeutung ergibt sich durch die erlduterte giinstige Wirkung auf den CI’
Gradienten. Generell ist die CI" Konzentration in der Vormagenfliissigkeit gering (15-20
mmol-1"). Die in vivo stattfindende CI” Sekretion im Austausch fiir die HCO;™ Aufnahme
wiirde diesen Mechanismus des Anionenaustauschs durch die Erhdhung der luminalen CI
Konzentration in der Effektivitit herabsetzen. Das sezernierte C1” wird mit Hilfe des Na'/CI
Kotransportes ,recycelt, so dass dem Kotransport eine weitere Funktion neben der
Sicherstellung des Cl” Gradienten zukommt. Durch die Wiederaufnahme des CI” via Na'/CI’
Kotransport wird eine Erhohung der luminalen CI° Konzentration in Grenzen gehalten. Es
muss jedoch betont werden, dass die Stochiometrie der beiden Transportsysteme
(Anionenaustausch einerseits und Na'/C1” Kotransport andererseits) nicht bekannt ist. Da in
vivo eine Nettosekretion von Cl erfolgt, ist die Transportrate des Anionenaustauschers grofier
als die Kapazitit des Na'/Cl” Kotransporters.

Die relative Unabhingigkeit des HCOs™ Transportes von der luminalen CI° Konzentration
konnte auch noch in einem anderen Zusammenhang von physiologischer Bedeutung sein. Da
ein SchlieBmuskel zwischen Labmagen und Bléttermagen nicht vorhanden ist, konnte ein
Reflux von Labmageninhalt zu einer Erhhung der ClI" Konzentration im Blattermageninhalt
fiihren. Dieser Konzentrationsanstieg von CI, sollte er vorkommen, kann als bedeutungslos

fiir die HCO3™ Resorption angesehen werden.
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5.3.2. Die Bedeutung der mukosalen Natriumkonzentration

Durch den Konzentrationsunterschied von Na' zwischen Lumen und Epithel (Lumen > Zelle)
besteht ein Gradient fiir die Natriumaufnahme. Gleichzeitig ist das Zellinnere negativ geladen
(Martens, Gébel et al., 1990), was einen Kationeneinstrom zusétzlich begiinstigt.

Das Blutplasma enthilt Natrium in einer Konzentration von 139-145 mmol-I" (Martens,
Gibel et al.,, 1990). AuBerdem ist die Blutseite sowohl gegeniiber dem Lumen als auch
gegeniiber dem Zellinneren positiv geladen, ebenso wie im Rumen (Dobson, 1959; Martens
and Blume, 1987). Aus der Zelle (basolateral) muss Natrium also gegen einen chemischen
und einen elektrischen Gradienten mit Hilfe der Na'/K™ ATPase heraustransportiert werden.
Die luminale Na" Konzentration ist relevant fiir den Bikarbonattransport durch die indirekte
Koppelung mit zwei Na“ Transportsystemen (Na'/H" Austauscher, Na'/Cl" Kotransporter).
Durch die Reduzierung der mukosalen Natriumkonzentration sollte einerseits die Bedeutung
von Natrium fiir das Transportsystem erneut bestitigt werden (Amilorid, HCTZ).
Andererseits sollte die niedrigste Konzentration festgestellt werden, bei der das Epithel die
Transportprozesse — hier besonders die von Bikarbonat — aufrechterhalten kann.

Der Bikarbonattransport des Psalters zeigte sich sehr stabil gegeniiber Schwankungen der
Natriumkonzentration. Die Absenkungen von 145 mmol-I"" auf 100 und 80 mmol-1”, bis hin
zu 65 mmol-l", verursachten keinen signifikanten Unterschied des Bikarbonattransportes.
Umso deutlicher war der Abfall des Bikarbonattransportes bei 50 mmol-I" Natrium in der
Pufferlosung. Die Konzentration, bei der das System den Bikarbonattransport nicht mehr
aufrecht zu halten vermag (50 mmoll' Na®), scheint damit gefunden. Der
Bikarbonattransport ist von der Na" Konzentration abhéingig. Wahrscheinlich ergibt sich diese
Beeintrachtigung des Bikarbonattransportes durch die indirekte Wechselwirkung dieses
Transportsystems mit dem NHE und Na'/Cl” Kotransport.

Durch die niedrige Konzentration an Natrium fehlte der Austauschpartner der intrazelluldren
Protonen, wodurch ein Abfall des pH; mit mdglichen Konsequenzen fiir den HCO5™ Transport
verursacht werden kann, da die Protonen mit dem Bikarbonat reagieren konnen. Ferner ist es
moglich, dass der Na'/Cl” Transport reduziert wird und somit subluminal CI" weder fiir den
Anionenaustausch noch fiir die Aktivierung des NHE zur Verfiigung steht (Aharonovitz,
Kapus et al., 2001).

Die Ergebnisse der nachfolgenden weiteren Herabsetzung der Natriumkonzentration waren
jedoch tiiberraschend. Es erfolgte keine weitere Reduzierung, sondern es wurde im Gegenteil

ein Transport in der urspriinglichen Hohe gemessen.
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Fiir diese Beobachtung gibt es bislang keine befriedigende Erkldrung. Eine Hypothese ist,
dass Natrium im Kotransport mit Chlorid bzw. an dem NHE durch ein anderes Ion ersetzt
wurde. Da Natrium gegen Kalium ausgetauscht wurde, konnte Kalium seinen Platz
eingenommen haben (K'/CI" Kotransport, bzw. K'/H" Austauscher). Kalium hat die gleiche
Ladung wie Natrium und konnte Na" bei den infrage kommenden Transportmechanismen
zumindest theoretisch ersetzen. Der augenblickliche Wissensstand ldsst jedoch diese
Erkliarung nur als mogliche (spekulative) Hypothese zu und ist nicht sehr wahrscheinlich, weil
fiir K" bei der Nutzung der angenommenen Transporter (NHE oder Na'/Cl" Kotransport) die
passiv treibenden Ionengradienten nicht oder unzureichend vorhanden sind.

Aufgrund dieser Unsicherheiten lassen sich im Hinblick auf mogliche Wechselwirkungen
zwischen dem Na' Transportsystemen und dem HCO; Transport nur folgende und vorldufige
Aussagen treffen:

Es gibt diese Wechselwirkungen. Die Befunde mit den Blockern der Na’
Transportmechanismen und der Herabsetzung der luminalen Na® Konzentration
(50 mmol‘1™") unterstiitzen diese Annahme.

Die mogliche Ersatzfunktion von Kalium ist sehr spekulativ. Sie konnte gepriift werden,
indem der Ersatz von Natrium nicht durch Kalium sondern z.B. durch das organische Kation
NMDG (N-Methyl-D-Glucamin) erfolgt.

Es ist ferner moglich und wahrscheinlich, dass unter diesen Versuchsbedingungen weitere
intrazelluldre Mechanismen der pH; Regulation aktiviert werden, so dass der Ausfall des NHE

kompensiert wird.

5.3.3. Kurzkettige fliichtige Fettsiuren (SCFA)

Kurzkettige Fettsduren (SCFA) diffundieren undissoziiert (fettldslich und so membrangéngig)
durch die luminale Membran in die Epithelzelle (Ali, 2005; Ali, Shen et al., 2006). Durch die
Aufnahme von protonierten SCFA wird der pH; gesenkt. Die Aktivitit des Na'/H'
Austauscher durch HSCFA Transport (protonierte short chain fatty acids — FS) wird gesteigert
(Gébel, Bestmann et al., 1991; Diernaes, Sehested et al., 1994; Ali, Shen et al., 2006) und die
Protonen werden zuriick ins Lumen transportiert.

Ziel dieses Versuchsansatzes war es daher, den Einfluss von SCFA und daher einer
vermehrten Protonenaufnahme auf den Bikarbonattransport zu untersuchen. Hierzu wurden

luminal unterschiedliche Konzentrationen von Acetat eingesetzt.
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5.3.3.1. Acetat

Nach der Zugabe von 25 mmol-l" Acetat wurde der Bikarbonattransport nicht signifikant
reduziert. Die Differenz zwischen Flux 1 (Standardbedingungen) und Flux 2 und 3 war in der
Versuchsgruppe etwas grofer als in der Kontrollgruppe. Das Epithel war offensichtlich in der
Lage, die gestiegene Protonenlast zu kompensieren.

Bei der Verwendung einer hohen Konzentration von 100 mmolI" Acetat fiel der
Bikarbonattransport um ca. 5 peq-em™>h™ (Differenz zwischen Flux 1 und dem Mittel aus
Flux 2 und 3). Diese Verringerung war signifikant (s. Abb. 12).

Das Ergebnis unterstiitzt die vorgeschlagene Arbeitshypothese. Durch die hohe Acetat-
konzentration gelangten in groBem Umfang Protonen in das Epithel. Es ist anzunehmen, dass
der pH; stark gesunken ist, Bikarbonat intrazelluldr als Puffer genutzt wurde und deshalb
serosal nicht messbar war. Eine weitere mdgliche Annahme ist, dass die These eines serosal
vorhandenen Protonentransporters (NHE, vH'-ATPase (Heipertz, 2007), MCT1 (Kirat,
Masuoka et al., 2006)) zutrifft (s. Kapitel 4.4.3.1.). Bikarbonat kénnte weiterhin transportiert
worden sein, wiirde jedoch durch serosal abgegebene Protonen maskiert (s. Kapitel 4.4.3.1.)
(Miiller, Aschenbach et al., 2000). Diese Erklarung erscheint jedoch unwahrscheinlich, weil
sie bedeuten wiirde, dass die luminal mit dem Acetat aufgenommenen Protonen durch das
gesamte mehrschichtige Epithel diffundieren konnen, ohne durch weitere Puffersysteme
eliminiert zu werden.

100 mmol-I"" Acetat sind unphysiologisch hoch. Da die Summe der SCFA jedoch in der Regel
hoher ist und da sehr wahrscheinlich alle SCFA iiberwiegend in der protonierten Form
resorbiert werden, ist der Versuchsansatz als ,,physiologisch® anzusehen. Acetat wurde
gewihlt, weil es im Pansenepithel kaum metabolisiert wird (Gébel and Sehested, 1997) und
angenommen wurde, dass dies auch fiir den Psalter zutrifft. Eine Verstoffwechselung konnte
infolge der CO, Bildung und der Umsetzung durch die Karboanhydrase den
Bikarbonattransport beeinflussen.

Eine Hemmung des HCO;3;™ Transportes durch Acetat konnte auch durch den Transport von
Acetat liber den angenommenen Anionenaustauscher infolge der Verdringung von HCOj
erfolgen, wie sie am Pansenepithel (Gébel and Sehested, 1997) oder am Colonepithel (Binder,
Rajendran et al., 2005) nachgewiesen wurde. Dieser kompetitive Mechanismus wurde von
Tiling gepriift und nicht bestétigt. SCFA sind offensichtlich nicht am Anionenaustausch
beteiligt (1997).
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5.3.3.2. Butyrat

Butyrat ist eine weitere SCFA, die bei der Umsetzung von Kohlenhydraten im Rumen
entsteht. Da es in der protonierten Form (HSCFA) in das Epithel gelangt und dort ein Proton
freisetzt, sduert es das intrazellulire Milieu an (Etschmann, Heipertz et al., 2006). Es wird
hochgradig metabolisiert, wihrend es durch das Pansenepithel transportiert wird. Durch diese
Reaktion entstehen Ketonkorper (Acetoacetat, 3-Hydroxybutyrat) und Kohlensdure (Weekes,
1974; Weigand, Young et al., 1975; Sehested, Diernaes et al., 1999). Entsprechende
Untersuchungen sind fiir das Psalterepithel nicht bekannt. Es wird jedoch angenommen, dass
sich entsprechende Umsetzungen ergeben.

Butyrat wurde in einer Konzentration von 25 mmol-1” eingesetzt. Es zeigte sich nach Zusatz
von Butyrat kein signifikanter Einfluss auf den Bikarbonattransport, so dass die
Schlussfolgerung zuléssig ist, dass Butyrat in den {iblichen physiologischen Konzentrationen
keinen Einfluss auf den Bikarbonattransport hat. Ob die Metabolisierung von Butyrat (CO,
Bildung) u.U. zur Stabilisierung des pH; und damit auch des Bikarbonattransportes beitrigt,

muss weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben.

5.3.4. Der Einfluss von Ammoniak

Ammoniak' entsteht in den Vormigen durch den mikrobiellen Abbau stickstoffhaltiger
Verbindungen. Hierbei handelt es sich primdr um die Hydrolyse von Proteinen zu
Aminosduren und die Freisetzung von Ammoniak aus den Aminosiuren. Ferner wird
Harnstoff (Urea) durch Urease zu Ammoniak abgebaut. Ammoniak liegt in der
Vormagenfliissigkeit bei einem pH Wert von 7,0 nur zu etwa 0,1 Prozent als NHj vor.
Aufgrund seines pK-Wertes von 9,25 ist der groite Teil des Ammoniaks bei physiologischen
pH Werten der Vormagenfliissigkeit (6,0 — 7,0) protoniert (Ammonium = NHy").
Angenommen wird, dass NHj per Diffusion in das Epithel gelangt, sich dort mit einem Proton
verbindet und somit zu einem Anstieg des pH; fiihrt, der wiederum eine Abnahme des Na"
Transportes via NHE verursacht (Martens, Kriitzfeldt et al., 2004). Dieser Effekt luminalen
Ammoniaks auf den pH; war Grundlage entsprechender Versuche {iber den
Bikarbonattransport.

Eine luminale Ammoniakkonzentration von 5 bzw. 15 mmoll' beeinflusste den
Bikarbonattransport nicht, so dass aufgrund des nachgewiesenen Effektes auf den Na'

Transport via NHE und damit auf den pH; (Anstieg) angenommen werden kann, dass ein

" Ammoniak liegt in wissrigen Losungen als NH; oder NH," vor. Die Verwendung des Begriffes Ammoniak
beinhaltet immer beide Formen. Wenn erforderlich, wird die jeweilige Form spezifiziert.
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Anstieg des pH Wertes den Bikarbonattransport nicht beeintrichtigt. Da das Ausmal} der
Verdnderung des pH; unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht bekannt ist, ist eine
Generalisierung (Anstieg des pH Wertes = keine Effekte auf den Bikarbonattransport) dieser
Aussage nicht moglich. Zuldssig ist sicherlich die Bemerkung, dass die gewéhlten
Ammoniakkonzentrationen von 5 bzw. 15 mmol-l”, die physiologische Konzentrationen
reprasentieren, den Bikarbonattransport nicht beeintrichtigen. Diese Schlussfolgerung ldsst
sich auch deswegen vertreten, weil der eingesetzte mukosale pH Wert von 7,4 und damit auch
der NH; Anteil relativ hoch ist im Vergleich zu einem iiblichen physiologischen pH Wert von
6,4. Da keine Hinweise vorliegen, dass NH," luminal in das Psalterepithel aufgenommen wird
(Martens, Kriitzfeldt et al., 2004) und somit nicht wie in Pansenepithelzellen intrazellular
Protonen mit entsprechenden Wirkungen auf den Bikarbonattransport (siehe Diskussion
SCFA und Amilorid) freigesetzt werden kdnnen, ist es als unwahrscheinlich anzusehen, dass
Ammoniak (weder NH; noch NH,") den Bikarbonattransport beeinflusst.

Ein moglicher methodischer Fehler konnte sich aufgrund der Tatsache ergeben, dass NHj
durch das Epithel diffundiert und serosal protoniert wird. Der Protonenverbrauch in der
serosalen Losung wiirde einen Anstieg des pH Wertes verursachen und damit einen
verfalschten Bikarbonattransport ergeben. Zum Ausschluss der Moglichkeit, dass Ammoniak
den serosalen Puffer alkalisiert hat, wurde ein entsprechender Versuchsansatz bikarbonatfrei
durchgefiihrt, aber mit 10 % Carbogen mukosal begast und zur Hemmung der
Karboanhydrase Ethoxyzolamid zugesetzt. Es wurde ein minimaler pH Anstieg iiber die Zeit
(240 min) beobachtet, der etwa 0,1 peq-em™h” Bikarbonattransport entsprach. Dies kann
einerseits durch weiterhin endogen produziertes Bikarbonat verursacht sein (nicht gechemmte
CA) oder andererseits durch den moglichen Transport von NHs. Aufgrund der sehr geringen

Transportrate ist jedoch dieser Fehler zu vernachléssigen.

5.4. Anmerkungen zur Methode

Die Priparation der Epithelien erfolgte moglichst schnell nach dem Betduben und Entbluten
der Schafe. Die stumpfe Pridparation der Blitter wurde moglichst schonend durchgefiihrt,
damit das Epithel bzw. der Epithelverband nicht geschéddigt wird. Trotzdem ergaben sich hin
und wieder aullerordentlich hohe Transportraten bei geringem Widerstand und makroskopisch
unversehrtem Epithel. Ferner kann es durch die mechanische Beanspruchung des Epithels
beim Einbau in die Ussing Kammern zur vermehrten Ausschiittung von Prostaglandinen

kommen. Als Konsequenz dieser mechanischen Beanspruchung der Epithelien und der
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vermuteten Freisetzung von Mediatoren (wie z.B. von Prostaglandinen) wurde unmittelbar
nach dem Einspannen der Epithelien relativ hohe Gewebeleitfdhigkeitswerte und
Transportraten beobachtet, die sich jedoch im Verlauf von 30 min stark verringerten. Daher
wurden diese ersten 30 min jeden Versuches zur Aquilibrierung genutzt und die Daten bei der
Auswertung nicht beriicksichtigt.

Vermutlich durch das unterschiedliche Alter und/oder die Individualitét der Tiere bedingt kam
es zu einer Inhomogenitdt der Messwerte der einzelnen Tiere. Dies war deutlich sowohl den
Transportraten als auch der Elektrophysiologie zu entnehmen. Dieser (bekannte) Tatbestand
wurde bei der Versuchsdurchfilhrung und -auswertung bedacht. Kontroll- und
Versuchsepithelien wurden vom gleichen Tier zeitgleich eingesetzt. Durch die statistische
Auswertung abhéngiger Stichproben mit Hilfe des Wilcoxon Tests wurde diese Abhéngigkeit
der Epithelien zu dem zugehorigen Tier beriicksichtigt. Schwankungen der Transportraten
zwischen einzelnen Tieren wurde ebenfalls Rechnung getragen, indem die Differenz der
Fluxe gebildet wurde. Diese Differenzen wurden zur statistischen Auswertung genutzt.

Das zur Diskussion gestellte Transportmodell (Abb. 15) wird vereinfacht als eine Zelle des
Psalters dargestellt. Tatsdchlich handelt es sich aber um ein mehrschichtiges Epithel. Die
verschiedenen Zellschichten diirften analog zu den Befunden am Pansen mit Gap junctions
verbunden sein (Henrikson, 1971; Graham and Simmons, 2005) und so einen Transport von
der luminalen zur basolateralen Seite per Diffusion erlauben. Im Hinblick auf den
transepithelialen Ionentransport kann daher das mehrschichtige Psalterepithel als ein
Transportkompartment angesehen werden.

Die verwendete in vitro Methode kann die in vivo Verhiltnisse nur bedingt simulieren, weil
serosal eine ungepufferte Losung eingesetzt werden musste, um mit Hilfe des pH
Wertanstieges den Bikarbonattransport zu erfassen. Damit ergeben sich automatisch
Verdnderungen im Hinblick auf die fiir den Anionenaustauscher der basolateralen Membran
wirksamen lonengradienten und sicherlich auch beziiglich der Hohe der Transportraten. Diese
mogliche Verfialschung ist jedoch nur quantitativer Natur und von untergeordneter Bedeutung,
weil fiir die Kontrollepithelien und die Behandlungsgruppe gleiche Bedingungen gegeben
waren. Entscheidend fiir die Interpretation waren die relativen Anderungen und nicht die
GroBenordnung der Transportraten.

Die indirekte Bestimmung der Bikarbonattransportraten durch die pH-Stat-Methode ist
fehleranfillig, wenn weitere Transportsysteme existieren, die zu einem Transport einer Base
oder eines Protons in das serosale Kompartment beitragen konnen. An erster Stelle wire der

NHEI zu nennen, der basolateral Protonen ausschleusen konnte. Entsprechende Versuche mit
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Blockern (Amilorid als unspezifischer NHE Blocker und Cariporid spezifischer Blocker fiir
den NHE1) unterstiitzen nicht die Annahme eines NHE1 in der basolateralen Membran.

Alle Versuche waren in vitro. Teilweise lagen die Elektrolytkonzentrationen weit iiber
(100 mmol-I" Acetat) oder unter den physiologischen Konzentrationen (niedrige
Natriumkonzentrationen). Die Erkenntnisse dieser Versuche geben einen besseren Einblick in
die Transportprozesse des Psalters. Sie sind jedoch quantitativ nur bedingt auf das Tier
iibertragbar.

Die Ussing Kammer Methode ist die Standardmethode fiir die Untersuchung von
Transportprozessen in Epithelien in vitro und entsprechend verbreitet wird sie weltweit
eingesetzt (Winterhager, Stewart et al., 1986; Sellin and Desoignie, 1989; Vidyasagar,
Barmeyer et al., 2005). In unserer Kombination aus Ussing Kammer und pH-Stat-Methode
(Niebuhr, 2003; Wegeler, 2008) wurde mit einem serosal bikarbonatfreien und ungepufferten
System gearbeitet. Es war nicht moglich, gleichzeitig mit dem Bikarbonattransport einen
moglichen Sduretransport nach serosal zu messen. Diese mogliche Komplikation wurde durch
entsprechende Versuchsansitze gepriift (Blockade von NHE1 serosal) und kann praktisch
ausgeschlossen werden. Eine Alkalisierung des pH Wertes durch andere Ionen (z.B.
Ammoniak) fiel gering aus und war nur flir diesen Versuchsansatz von Bedeutung.
Bemerkenswert ist der schon in der Untersuchung von Wegeler (2008) hohe Anteil des
Bikarbonattransportes, der durch die Aktivitit der Karboanhydrase bedingt ist. Trotz
moglicher Grenzen der verwendeten Methode und der durchgefiihrten Versuchansétzen,
konnen aufgrund der Ergebnisse Riickschliisse auf die Rolle und den Transport des
Bikarbonats, sowie auf einflussnehmende Faktoren gezogen werden. Die Transportraten
waren konstant, wenn auch unterschiedlich hoch. Durch die Durchfiihrung jeden
Versuchsansatz an mehreren Tieren wurde gezeigt, dass die beobachteten Effekte (reduzierter

Bikarbonattransport) reproduzierbar waren.

5.5. Schlussfolgerungen fiir ein Modell des omasalen HCOj
Transportes

Alle Uberlegungen zu der kombinierten Zusammenstellung der bisher bekannten
Transportmechanismen am Psalterepithel miissen sich zundchst an der etablierten Tatsache
orientieren, dass SCFA und HCOj5; absorbiert werden und CI sezerniert wird. Die
Charakterisierung dieser Transportmechanismen hat zu der Schlussfolgerung gefiihrt, dass die

SCFA primér in der undissoziierten Form (HSCFA) luminal aufgenommen werden und fiir

57



Diskussion

die Anionen ein Austausch (ClI" Sekretion und HCO; ™ Aufnahme) erfolgt. Die parallele
Absorption von HSCFA (Séure) und HCO;™ (Base), die aus physiologischen Griinden
notwendig ist (Ansduerung des Labmageninhalts, Vermeidung der Freisetzung von CO, im
Labmagen) erfordert eine effektive Regulation des pH; und Mechanismen der Verfiigbarkeit
von CI fiir den Anionenaustausch zur Sicherstellung der HCO;™ Aufnahme (CI” Gradienten)
und des HCOj; Transportes durch das Epithel (pH; Regulation). Die im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse bestdtigen diese Arbeitshypothese. Die
Belastung des pH; durch hohe luminale Acetataufnahme verringert den HCO;  Transport.
Zukiinftig wire zu priifen, welche Bedeutung der NHE unter diesen Versuchsbedingungen
hat. Die Wechselwirkungen zwischen dem Na'/Cl" Kotransport und dem HCO;  Transport
waren iiberraschend und sind nach bisheriger Kenntnis in der aufgezeigten Kombination nicht
beschrieben worden.

Im Hinblick auf die Molekularbiologie der vorgeschlagenen Transportmechanismen ist
zurzeit nur die Schlussfolgerung zulédssig, dass es sich bei dem NHE in der luminalen
Membran um den NHE3 handelt. Die mRNA der Anionenaustauscher ist fiir DRA und AE2
(Wegeler, 2008) nachgewiesen worden. Die Lokalisation dieser Transportproteine (apikal
oder basolateral) ist jedoch nicht bekannt. Wenn man die in anderen Epithelien
nachgewiesene Lokalisation fiir diese Transportproteine iibernimmt (Antalis, Reeder et al.,
1998; Rajendran, Black et al., 2000; Jacob, Rossmann et al., 2002), kénnte DRA apikal und

AE?2 basolateral positioniert sein.
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Abb. 15 Schematische Darstellung der bisher nachgewiesenen Transportmechanismen fiir
Na', SCFA, CI und Bikarbonat. Fett schwarz sind die Ionen aufgenommen, deren
Transportmechanismen und Interaktionen aufgezeigt bzw. bestitigt wurden.

dargestellte Prozesse sind aufgrund der vorliegenden Beobachtungen
weiterhin unsicher und bediirfen weiterer Studien. Fein schwarz sind vermutete und
nachgewiesene Transporter, enzymatische Abldaufe und Carrier, die in dieser Studie
nicht speziell untersucht wurden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY

6.1. Zusammenfassung

Charakterisierung des HCO; ™ Transportes des isolierten Psalterepithels des Schafes

Die transportphysiologischen Funktionen des Psalters sind bis heute vergleichsweise wenig
bekannt. Ein GroBteil der Erkenntnisse iliber Transportprozesse des Vormagensystems der
Wiederkduer wurde am Rumen gewonnen. Es war Absicht der vorliegenden Arbeit, Effekte
verschiedener Transportmechanismen und somit mdgliche Interaktionen mit dem
Bikarbonattransport ndher zu untersuchen. Hierzu wurden mit einer Kombination aus pH-
Stat-Methode und Ussing Kammer Technik in vitro Versuche an isolierten Epithelien des

Psalters von Schafen iiber den Transport von HCOs” durchgefiihrt.

Folgende Ergebnisse wurden gewonnen:

e Der Transport von HCOs3™ (Absorption) betridgt unter Kontrollbedingungen (mukosal
50 mmol-1" HCO5 /10 % CO,) 4,79 bis 9,13 peq-em™h™.

e Die Hemmung des Na'/H" Austauschers durch Amilorid (I mmoll" mukosal)
verringert den HCOj™ nicht signifikant.

e Die Annahme, dass Fettsduren undissoziiert in das Epithel diffundieren und so ein
Proton in das Epithel transportiert wird, das den Bikarbonattransport beeintrachtigt,
ist bestdtigt. Hohe Konzentrationen (100 mmol'l!  Acetat) reduzierten den
Bikarbonattransport signifikant.

e Ammoniak wird zum Grofiteil als NH; aufgenommen. Der Transport von HCOj5
wird nicht beeinflusst.

e Die Hemmung des Na’/Cl" Kotransportes durch HCTZ (1 mmoll" mukosal)
verursacht eine erhebliche und signifikante Reduzierung der HCOj;™ Transportes. Es
wird angenommen, dass die luminale CI" Aufnahme iiber den Na'/Cl" Kotransport der
Energetisierung des CI/HCO5™ Austauschers dient (CI” Sekretion/HCOs™ Aufnahme).

e Die luminale Bikarbonataufnahme wird nicht durch eine hohe (100 mmol-1™)

mukosale Chloridkonzentration beeinflusst.

Die Ergebnisse lassen in Verbindung mit Erkenntnissen der Literatur zu, dass die Absorption
von Bikarbonat im Psalter von Schafen durch zwei in Serie geschaltete Anionenaustauscher

vermittelt wird. Die Aktivitit des apikalen Anionenaustauschers und damit die
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Bikarbonatabsorption wird beeinflusst durch den pH; und durch die intrazelluldre

Verfiigbarkeit von CI’, die durch den Na'/Cl" Kotransport sichergestellt wird. Somit ergibt

sich eine indirekte Interaktion zwischen den Na" Transport via NHE und Na'/CI” Kotransport

und dem HCOs™ Transport.

6.2.

Summary

Characterization of HCO3- transport in isolated omasum epithelium of sheep

The transport-physiological functions of the omasum are relatively unknown to date. The

majority of knowledge about transport mechanisms in the forestomach system of ruminants is

originated from research related to the rumen. The purpose of this thesis was to better

characterize effects of different transport mechanisms and hence interactions with the

bicarbonate transport in the omasum. To this end, we combined the pH-Stat-method and the

Ussing Chamber method to study bicarbonate transport in hay-fed sheep omasum via in vitro

experiments.

We obtained the following results:

The range of bicarbonate transport (absorption) of the control group (mucosal 50
mmol-I" HCO5™ /10 % CO,) was 4,79 - 9,13 peq-ecm™h™.

Inhibiting the Na'/H" exchanger by amiloride (1 mmol-1" mucosal) does not reduce
HCOs  significantly.

The assumption, that SCFA diffuse undissociated into the epithel while carrying a
proton with them which inhibits bicarbonate transport, is confirmed. High
concentrations (100 mmol-1”" acetate) reduce transport rates significantly.

The majority of ammonia is absorbed as NH;. HCOj;™ transport is not affected.
Inhibiting Na*/CI" Cotransport by HCTZ (1 mmol1”" mucosal) causes a significant
reduction of HCOs transport. We suspect that luminal CI” absorption via the Na'/CI
Cotransport serves the purpose of energizing the CI/HCO; exchanger (CI
secretion/HCO;” absorption).

Luminal bicarbonate absorption is not impacted by high (100 mmol-l") mucosal

chloride concentration.
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Combined with results from literature, these results allow that bicarbonate absorption in
sheep omasum is mediated by two in serial placed anion exchangers in the apical and
basolateral membrane. The activity of the apical anion exchanger — and therefore bicarbonate
absorption — is impacted by pH; and the intracellular availability of CI’, which is secured by
the Na'/Cl" Kotransport. Therefore, we conclude an indirect interaction between Na'

transport via NHE and Na'/Cl” Kotransport and the HCO;" transport.
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Anhang

8. ANHANG

Gase

10 % CO,
90 % O,

Standard-Pufferlosungen

Substanzen mukosaler Kontrollpuffer in
mmol-1”
Natriumchlorid (NaCl) 15,2
Na-Glukonat (C¢H;107;Na) 74,6
Natrium Bikarbonat (NaHCOs3) 50
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, -H,0) 0,4
di-Natriumhydrogenphosphat 24
(NazHPO4 2 Hzo) ’
Kaliumchlorid (KCI) 5
Glucose (C6H1206‘H20) 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,0) 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,O) 1,2

serosaler Kontrollpuffer

Substanzen . 1
in mmol-1
Natriumchlorid (NaCl) 90,2
Natriumsulfat (Na,SOy) 27,4
Kaliumchlorid (KCl) 5
Glucose (C6H1206'H20) 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,0) 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,0) 1,2
Natriumreduktion
Puffer (A) Puffer (B)
Substanz Na = Na =
100 mmol-1™! 80 mmol-1"!
Natriumchlorid (NaCl) 15,2 15,2
Na-Glukonat (C¢H;,07Na) 29,6 9,6
Natrium Bikarbonat (NaHCO3) 50 50
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, -H,0) 0,4 0,4
di-Natriumhydrogenphosphat 24 24
(NazHPO4 2 HzO) > >
Kaliumchlorid (KCI) 5 5
Glucose (C6H120(,'H20) 5 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,0) 1,2 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,O) 1,2 1,2
Kaliumbikarbonat (KHCOs) 0 0
Kaliumgluconat (C¢H;;KO-) 45 65
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76

Puffer (C) Puffer (D)
Substanzen Na = Na =
65 mmoll" | 57 mmol-l"
Natriumchlorid (NaCl) 15,2 15,2
Na-Glukonat (C¢H;107Na) 0 0
Natrium Bikarbonat (NaHCO5) 44,6 36,6
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, -H,0) 0,4 0,4
di-Natriumhydrogenphosphat 24 24
(NazHPO4 2 HZO) ’ ’
Kaliumchlorid (KCI) 5 5
Glucose (C6H1206'H20) 5 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,0) 1,2 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,O) 1,2 1,2
Kaliumbikarbonat (KHCO;) 5,4 13,4
Kaliumgluconat (C¢H;,;KO7) 74,6 74,6
Puffer (E) Puffer (F)
Substanzen Na = Na =
50 mmol-I" | 30 mmol 1"
Natriumchlorid (NaCl) 15,2 15,2
Na-Glukonat (C¢H;;07Na) 0 0
Natrium Bikarbonat (NaHCO3) 29,6 9,6
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, -H,0) 0,4 0,4
di-Natriumhydrogenphosphat 24 24
(NazHPO4 2 HQO) ’ ’
Kaliumchlorid (KCI) 5 5
Glucose (C6H1206'H20) 5 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,O) 1,2 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,0) 1,2 1,2
Kaliumbikarbonat (KHCO;) 20,4 40,4
Kaliumgluconat (C¢H;,KO) 74,6 74,6
Puffer (G) Puffer (H)
Substanzen Na= Na =
20 mmol‘I”! 5,2 mmol-I”!
Natriumchlorid (NaCl) 14,8 0
Na-Glukonat (C¢H;107Na) 0 0
Natrium Bikarbonat (NaHCO3) 0 0
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, -H,0) 0,4 0,4
di-Natriumhydrogenphosphat 24 )4
(Na,HPO42 H,0) ’ ’
Kaliumchlorid (KCI) 5,4 20,2
Glucose (C6H1206‘H20) 5 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,0) 1,2 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,O) 1,2 1,2
Kaliumbikarbonat (KHCOs3) 50 50
Kaliumgluconat (C¢H;,KO7) 74,6 74,6




Anhang

Fettsduren

Puffer Puffer

Substanz Acetat = Butyrat =

25 mmol-I"! 25 mmol-1l"
Natriumchlorid (NaCl) 15,2 15,2
Na-Glukonat (C¢H;;07Na) 49,5 49,5
Natrium Bikarbonat (NaHCOj3) 50 50
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, -H,0) 0,4 0,4
di-Natriumhydrogenphosphat 24 24
(NazHPO4 2 HzO) ’ ’
Kaliumchlorid (KCI) 5 5
Glucose (C6H1206'H20) 5 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,0) 1,2 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,O) 1,2 1,2
Na-Acetat (C;H3NaO; -3 H,O) 25,00 0
Na-Butyrat (C4H;NaO, 3H,0) 0 25

b

Substanzen Puifer B
Acetat = 100mmol-l
Natriumchlorid (NaCl) 15,2
Na-Glukonat (C¢H;;0O;Na) 0
Natrium Bikarbonat (NaHCO3) 50
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, -H,0) 0,4
di-Natriumhydrogenphosphat 24
(NazHPO4 2 HQO) ’
Kaliumchlorid (KCI) 5
Glucose (C6H1206'H20) 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,O) 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,0O) 1,2
Natriumbutyrat (C4H7NaO2 -3 H20) 0
Essigsdure 100% (C,H40,) 100
N Methyl di Glucamine (C7H;7NOs) 500
Ausgleich des Chloridgradienten
Substanz Mukosaler Puffe_r1
Cl =100 mmol-1
Natriumchlorid (NaCl) 90,2
Na-Glukonat (C¢H;107Na) 0
Natrium Bikarbonat (NaHCO3) 50
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, -H,0) 0,4
di-Natriumhydrogenphosphat 24
(NazHPO4 2 HzO) ’
Kaliumchlorid (KCI) 5
Glucose (C6H1206‘H20) 5
Calciumchlorid (CaCl, -2 H,0) 1,2
Magnesiumchlorid (MgCl, -6 H,O) 1,2
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