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1. Einleitung

Schweine decken ihren Energiebedarf Gber sehresténkd zuckerreiche Mahlzeiten. Dies
erfordert hocheffiziente Mechanismen der Glukosay®on im Dinndarm. Letztere sind
beim Menschen auch an pathologischen EntgleisunigsnEnergiestoffwechsels wie z.B.
Adipositas und Diabetes mellitus beteiligt (BASU @&t 2000; STOLIC et al. 2002).
Untersuchungen Uber die Glukoseresorption des Sobwesind somit (1) aus

tiererndhrerischer sowie ©6konomischer Sicht und (2)s Modellstudien fir

Zivilisationskrankheiten des Menschen interessant.

Es gibt jedoch beim Schwein bisher kaum Kenntnzssden Mechanismen. Bei Labornagern
sind diese wesentlich besser erforscht, obwohl diehstrittig ist, wie der Hauptanteil der
Glukose aus dem Darm resorbiert wird. Als erwiegdh dass der SGLT1 aktiv und
natriumabh&ngig entgegen eines Konzentrationsgsfdllukose in die Darmepithelzellen
transportiert (THORENS 1996; WRIGHT et al. 2007)leAdings gelangt dieser Transporter
bei htheren Glukosekonzentrationen schnell in s8iémtigung (WRIGHT et al. 2007). Wie
unter diesen Bedingungen der Massenstrom an Glulibse das Epithel erfolgt, ist noch
nicht eindeutig geklart. Die sogenanriellett-Hypothese propagiert einen vorwiegend
transzellularen Flux, bei dem neben deni-jekoppelten Glukosetransport (SGLT-1) auch
passive Glukosetransportproteine (GLUT2) in der daseitigen Zellmembran rekrutiert
werden (LETURQUE et al. 2005; KELLETT et al. 200Bh Gegensatz dazu propagiert die
PappenheimeHypothese einen parazellularen Massenflux der @&akPAPPENHEIMER
1993).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittéfsvitro-Studien am ,vitalen* Darmgewebe die
Mechanismen der Glukoseresorption im proximalennlen des Schweins zu identifizieren
und zu charakterisieren.

Mogliche Wechselwirkungen mit anderen zellulareoff@techselwegen sowie Substraten
von Glukosetransportproteinen sollten Uberpriftdear Neben der transportervermittelten
Resorption sollte auch die Moglichkeit einer palak@&en Resorption sowie die mdgliche
Beteiligung eines weiteren potentiellen Resorptieges, der Endozytose, an der
Glukoseresorption tUberprift werden.

Weiterhin sollte im Rahmen dieser Arbeit der molakbiologische Nachweis verschiedener
Glukosetransportproteine auf mRNA-Ebene im proxenalejunum sowie weiterer fur die
Glukose-Homoostase wichtiger Organe erbracht werden



2. Literatur

2.1 ALLGEMEINE BEDEUTUNG DER GLUKOSERESORPTION BEIM SCHWEIN

Glukose ist eine essentielle Substanz fur den Koymel ein zentrales Substrat fur den
Intermediarstoffwechsel. Sie liefert den Kohlenktiifr zahlreiche Verbindungen die der
Organismus zu synthetisieren imstande ist.

Das Schwein nimmt Glukose vorrangig in Form vorri&éauf (NAFIKOV u. BEITZ 2007).
Bei Starke handelt es sich um glykosidisch gebuad2iGlukose. Sie besteht zum einen aus
Amylose, d.h. linearen Ketten, die durai1,4-glykosidische Bindungen miteinander
verknupft sind, sowie aus Amylopektin, d.h. stagkaweigten Ketten, die durehl,4- undo-
1,6-glykosidische Bindungen miteinander verknUpfttSGALLANT et al. 1992).

Die Mechanismen der Glukoseresorption und derenuRBgn beim Schwein sind aus
mehreren Gesichtspunkten von praktischer Relev@hikose stellt den Hauptenergietrager
fur das Schwein dar. Die Verdauung der verfutteKehlenhydrate und die anschliel3ende
Resorption der Glukosemonomere im Dunndarm sindirdadentscheidende Determinanten
der Energieverwertung (BOUDRY et al. 2003). Diei&énz der Kohlenhydratverdauung
und Glukoseresorption im Schweinediinndarm ist dasgiesamt sehr hoch. Innerhalb von 8
Stunden nach Futterung erscheinen 76 bis 92 % at#itierten Glukose im Portalvenenblut
(BACH KNUDSEN et al. 2000). Diese hohe Effizienz d&ddukoseresorption ist neben dem
Schwein auch fir den Menschen typisch (COGGAN uY(C©1988).

2.2 BEDEUTUNG DER GLUKOSERESORPTION BEI PATHOLOGISC HEN
ZUSTANDEN

2.2.1 Bedeutung bei Durchfallerkrankungen des Schvires

Die pathophysiologische Bedeutung einer insuffimanGlukoseresorption zeigt sich beim
Schwein vor allem im Zusammenhang mit Durchfallarkungen. So fihrt die transmissible
Gastroenteritis (TGE) ausgel6st durch Viren aus @Gemnppe der Coronaviren zu einer
verringerten Netto-Glukoseresorption infolge eiAéophie der Dinndarmzotten (KELJO et
al. 1985). Diese Atrophie der Dunndarmzotten figlazu, dass nach der TGE-Infektion nur
noch ein Glukosetransportsystem aktiv ist, wahresdbei nicht infizierten Tieren zwel
Transportsysteme zu geben scheint (KELJO et ab)198

Weiterhin spielen in der Schweinemast auch 6kondmeisGesichtspunkte eine wichtige
Rolle. So interferieren einige Pflanzeninhaltssaffit der intestinalen Glukoseresorption und
fuhren zu einer Hemmung der Glukoseaufnahme im Bémm des Schweins (KWON et al.
2007; CERMAK et al. 2004; SHIMIZU et al. 1997), wagh wiederum negativ auf die
Mastleistung auswirken kann.

2.2.2 Bedeutung fur Stérungen des Kohlenhydratstoffechsels des Menschen

Bisherige Studien zur Untersuchung jener pathotbgis Entgleisungen des
Energiestoffwechsels, die beim Menschen haufigretgit, wurden vorwiegend an Ratte und
Maus durchgefihrt. Allerdings zeigen diese als Nage in der evolutiondr gepragten
Futterauswahl und im Futteraufnahmeverhalten em®e Divergenz zum Menschen. Im
Gegensatz dazu weist das Schwein als omnivores deeitlich mehr physiologische
Gemeinsamkeiten mit dem Menschen auf und ist sfimitlie Grundlagenforschung besser
geeignet (NAFIKOV u. BEITZ 2007; PUIMAN u. STOLL P8). Um das Schwein als



Modelltier fir den Menschen zu etablieren, ist zUnsd eine umfangreiche Charakterisierung
der Glukoseaufnahmemechanismen nétig.

Stérungen der Glukoseaufnahme im Jejunum sind naterv wichtigen Erkrankungen
vergesellschaftet. So ist bekannt, dass die Meshsn der Glukoseresorption bei Diabetes
mellitus Typ 2 in der apikalen und basolateralen mMdean des Dunndarmepithels
hochreguliert werden (DEBNAM et al. 199@]YAMOTO et al. 1991; BURANT et al.1991,
FUJITA et al. 1998). Im Gegensatz dazu unterscheaida die enterale Glukoseaufnahme bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 nicht von desunder Menschen (GEORG et al.
2002). Weitere Erkrankungen des Menschen wie ddaboksche Syndrom und Adipositas
gehen mit einer erhdhten Glukoseaufnahme im Jejusonvie mit verandertem Uptake in
anderen fur den Glukosestoffwechsel wichtigen Oegarinher (GOGIA u. AGARWAL
2006;MARTYN et al. 2008).

Wichtige angeborene Stérungen im Glukosestoffwdcties Menschen sind das Glukose-
Galaktose-Malabsorptions-Syndrom, hervorgerufercld@ine Mutation des SGLT1, sowie
das Fanconi-Bickel-Syndrom, hervorgerufen durcle éftutation des GLUT2 (PASCUAL et
al. 2004). Auch fur die Erforschung dieser Erkramen konnte das Schwein als Modelltier
dienen.

2.3 FUTTERAUENAHME UND VERDAUUNG

Fur omnivore Tiere wie Schweine stellen Kohlenhyelrden wichtigsten energieliefernden
Nahrungsbestandteil dar. Sie dienen in erster Lokke Deckung des Energiebedarfes,
daneben auch als Ausgangspunkt fur die Biosyntbess grofRen Zahl von Verbindungen
wie Lipiden und nicht essentiellen Aminosauren (ZBPIAU1. KEATING 2007). In der
konventionellen Schweinefiitterung wird der gré3&l Her mit der Nahrung zugeflhrten
Kohlenhydrate in Form von Starke verabreicht (NABNX u. BEITZ 2007). In Getreide,
Kartoffeln und einigen anderen Pflanzenproduktatitsbtarke das Hauptkohlenhydrat dar.
Bei Starke handelt es sich um ein Polysaccharidches aus Amylose und Amylopektin
zusammengesetzt iIBBALLANT et al. 1992). Die Verdauung der Stéarke ioeq bereits in
Maulhohle und Magen, da das Schwein, wenn auchermgerem Mal3e als der Mensch,
schon mit dem Mundspeichel eine Amylase sezerf#EBROWSKA et al. 1983)Diese
Amylase kann v.a. in den oral gelegenen Anteiles Btagens den Abbau der Starke
einleiten. Sie wirkt allerdings nur so lange, bés gH-Wert in den sauren Bereich absinkt. Da
Schweine einen zusammengesetzten Magen aufweisenn idem Bereich der kutanen
drisenlosen Schleimhaut noch in geringem Malie &ktiwitat der Amylase moglichAus
quantitativer Sicht spielt dieser Kohlenhydratabb#ardings nur eine untergeordnete Rolle
(ZEBROWSKA et al. 1983).

Den Hauptort der Kohlenhydratverdauung durch kaigene Enzyme stellt der Dinndarm
dar (NOAH et al. 1999). Hier erfolgt der Abbau detdrke durch diex-Amylase des
Pankreas. Die Spaltung der Moleklle erfolgt Ubesciiedene Dextrine u.a. zu Maltose,
einem Disaccharid aus zwei Glukosemolekulen. Drasht absorbierbare Form wird, wie
auch andere Disaccharide (Saccharose, Laktoseh ditnzyme des Darmsaftes und durch
solche der Darmzotten zu resorptionsfahigen Mordsaaen aufgespalten (ZHAO wu.
KEATING 2007).

2.4 MECHANISMEN DER GLUKOSERESORPTION

2.4.1 Das klassische Modell der Glukoseresorption

Das klassische Modell der Glukoseresorption geht der Dominanz einer (sekundar)
aktiven, transzytosolischen Glukoseresorption inrnbaus. Nach diesem Modell wird

3



Glukose im ersten Schritt tiber einen natriumablgergiKotransporter, den SGLT1, in die
Epithelzellen aufgenommen und dort angereichert. fxediesen ersten Schritt notwendige
Natriumgradient wird durch die basolateral lokalis® N&/K*-ATPase aufrechterhalten
(SCHULTZ u. CURRAN 1970; CRANE 1977; SEMENZA et 4984). Die in der Folge
erhohte intrazellulare Glukosekonzentration beggnsinschlieRend die passive, erleichterte
Diffusion der Glukose in das Blut Uber einen GLU@&r@er in der basolateralen Membran
(WOOD u. TRAYHURN 2003; WRIGHT et al. 2003). Dieofsrm des basolateralen GLUT
ist speziesubergreifend der niederaffine GLUT2 (RENS 1996; WRIGHT et al. 2003).

In der apikalen Membran existieren neben dem SGatidh zwei konstitutiv exprimierte
GLUT-Isoformen. Zum einen handelt es sich dabei den GLUTS5, der vorwiegend im
vorderen Dunndarm vorhanden ist und zum andererdemGLUT7, der vorwiegend im
lleum vorkommt (LI et al. 2004). Beide Isoformenrwdételn beiin vitro-Expressionen in
Xenopus-laevi©ozyten den Transport von Fruktose und Glukose. ®ddT5 nimmt aber
beispielsweisen vivo nur am Fruktose- und nicht am Glukosetranspolt(@DRPE et al.
1996; LI et al. 2004).

2.4.2 Alternative Mechanismen der Glukoseresorption

Im klassischen Modell der Glukoseresorption ist 8&LT1 der einzige apikale Transporter
fur Glukose und bestimmt die Gesamteffizienz desdRation. Es ist jedoch fraglich, ob dies
in allen Situationen zutrifft. Gegen die Allgemeiiigkeit dieses einfachen
Transportmodells sprechen mehrere Grinde. Ein Gistndie Transportkinetik des SGLT1
(AU et al. 2002). Der SGLT1 hat bei den meisten Z&® eine halbmaximale
Sattigungskonstante (Michaelis-Menten-Konstante) gtwa 100-70@M. WOLFFRAM et
al. (1986) geben fir das Schwein eine MichaelisterKonstante von 690M in vitro an.

Er ist dementsprechend ein hochaffiner Transpartiérgeringer Transportkapazitat. Uber
ernahrungsphysiologisch relevante luminale Glukose&ntrationen liegen bislang nur
wenige gesicherte Daten vor. Laut FERRARIS et190) treten bei Ratte, Kaninchen und
Hund maximale Glukosekonzentrationen von 48 mM Ruf.die Ratte werden auch luminale
Glukosekonzentrationen von 100 mM beschrieben (AUale 2002). Dabei ist aber zu
beachten, dass Glukose die Birstensaummembran mefsirm von Dissacchariden wie
Sucrose und Maltose erreicht. Die relevante Glukmseentration fiir die Absorption wird
somit erst nach Spaltung der Disaccharide durch mamstandige hydrolytische Enzyme der
Microvilli erreicht. Diese Ubersteigt somit die Kamantration der freien Glukose im Chymus.
Berechnungen ergaben, dass die effektive lumindilg&kdSekonzentration bis zu 300 mM
betragen kann (PAPPENHEIMER 1993). Fir das Schgtines bisher keine Angaben zu
luminalen Glukosekonzentrationen im Dunndarm. Alilegs sind aufgrund der
hochkonzentrierten und kohlenhydratreichen Futtgnumd der niedrigen Fitterungsfrequenz
kurzzeitig sehr hohe Glukosekonzentrationen im Bhreder Blrstensaummembran zu
erwarten.

Entsprechend der Transportkinetik des SGLT1 gelandteser somit bei
ernahrungsphysiologisch  relevanten Konzentrationechnell in die  Sattigung.
Untersuchungen zeigten jedoch, dass die Michaetintbh-Konstante fir die
Glukoseabsorption im Darm des Menschen bei etwaridOund mehr liegt und bis zu einer
Konzentration von 280 mM ein annahernd linearer tikgs der Absorption erfolgt
(HOLDSWORTH u. DAWSON 1964; PARSONS u. PRICHARD 636

Dariber hinaus ware eine Natrium-Limitierung desanBportes bei maximalen
Transportraten zu erwarten. Geht man z.B. beim Bten®n maximalen Resorptionsraten
von ca. 500 mmol-haus (COGGAN u. COYLE 1988), so wiirde das obiga3partmodell
implizieren, dass gleichzeitig ca. 1 met-Ratrium mit resorbiert wiirde. Letzteres entsprache
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in etwa dem Natriumumsatz beider Nieren (angenonremglomerulére Filtrationsrate:
100 ml-min'; LUIPPOLD et al. 2001) und erscheint physiologisatht realisierbar.

Es muss also mindestens noch eine zweite Kompomgehten, die an der Glukoseaufnahme
in das Darmepithel, vor allem bei hohen luminaleluk@sekonzentrationen, beteiligt ist.
Diese zweite Komponente wird als passiver Mechamssrbeschrieben. Mdglicherweise
handelt es sich um einfache Diffusion, da sie lnezerlauft und auch bei
Glukosekonzentrationen von 100 mM und mehr nochhtnion die Sattigung gelangt
(MANOME u. KURIAKI 1961; DEBNAM u. LEVIN 1975; LOSTAO et al. 1991). Bei
hoheren luminalen Glukosekonzentrationen transgrordiie passive Komponente 3 bis 5 mal
mehr Glukose als der aktive Transportmechanismes dbn SGLT1 und stellt somit den
Hauptweg der Glukoseresorption dar.

Es gibt zurzeit zwei alternative Modelle, den Madleex Uber das Darmepithel bei hohen
Glukosekonzentrationen zu beschreiben: die Pappaeheund die Kellett-Hypothese.

2.4.3 Parazellularer Massenflux (Pappenheimer-Hypbiese)

Entsprechend der Pappenheimer-Hypothese erfolgMasasenflux von Glukose bei hohen
luminalen Konzentrationen als parazellulare Diffus{(PAPPENHEIMER u. REISS 1987).

PAPPENHEIMER (1993) geht davon aus, dass durchge&oppelten Transport aus dem
Lumen in den Interzellularraiumen Glukosekonzerdregn bis 425 mM entstehen, welche
dann osmotisch Wasser nach sich ziehen. Mit dens&Y/agird wiederum eine grof3e Menge
Glukose im sogenannten ,solvent drag” mitresorbient Jahr 1987 konnten MADARA u.

PAPPENHEIMER zeigen, dass der Glukosetransport dbarSGLT1 zu einer Kontraktion

des perijunctionalen Aktomyosinringes fuhrt und godie Erweiterung der interzellularen

tight junctions hervorruft. Allerdings kann die Pa&mheimer-Hypothese nicht erklaren,
warum es bei sinkenden Glukosekonzentrationen immanen nicht zu einem Ruckfluss
von Glukose in das Lumen kommt. Eine quantitativbséhatzung des parazellularen
Glukoseflusses an nicht narkotisierten Hunden ergatbem, dass dieser wahrscheinlich
maximal 2 bis 7 % der Gesamtresorption ausmachNEAt al. 1999).

2.4.4 Transzellularer Massenflux Uber in Reihe gebaltete GLUT2 (Kellett-Hypothese)

Entsprechend der Zweifel an der Pappenheimer-Hggetlerscheint gegenwartig vor allem
die Kellett-Hypothese geeignet, die hocheffiziemtestinale Glukoseresorption bei starker
Glukoseanflutung zu erklaren. Laut der Kellett-Hiypmse wird bei hohen Iluminalen
Glukosekonzentrationen der GLUT2 auch in die apikdkllmembran eingebaut. Dieser
Mechanismus wird durch den SGLT1 induziert und géikoseabhéngig. Bei hohen
Glukosekonzentrationen im Darmlumen kommt es zereBGLT1-abhangigen Aktivierung
der Proteinkinase (@ (PKCBII). Uber einen intrazellularen Signalweg erfolgant die
Verlagerung von GLUT2-haltigen Vesikeln an die a@bék Zellmembran und der schnelle
Einbau von GLUT2 in diese. Die Anzahl an SGLT1-Maiken in der apikalen Membran
bleibt dabei konstant. Der Glukose-Einstrom und @&koseausstrom in Richtung Blut
erfolgen dann passiv Uber in Reihe geschaltete GLWHELLIWELL et al. 2000a,b;
KELLETT u. HELLIWELL 2000; KELLETT 2001; GOUYON etal. 2003). Die
Glukoseresorption ist nun um ein mehrfaches holedia alleinige Resorption durch den
SGLT1. Sinkt die Glukosekonzentration im Darmlumeird der GLUT2 innerhalb kirzester
Zeit aus der apikalen Membran wieder ausgebaut, ainen Glukoseverlust in das
Darmlumen zu vermeiden. Zahlreiche Untersuchungereth darauf hin, dass dieser Weg der
Glukoseaufnahme existiert und auch funktionell vate ist (HELLIWELL et al. 2000a,b;
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KELLETT u. HELLIWELL 2000; KELLETT 2001; KELLETT uBROT-LAROCHE 2005;
SCOW et al. 2011).

AU et al. (2002) sowie AFFLECK et al. (2003) gelagy immunhistochemische Nachweis
des GLUT2 in der intestinalen apikalen MembranRiatte. Lange Zeit war es nicht moglich,
die apikale Translokation des GLUT2 nachzuweisere Drsache fir den schwierigen
Nachweis dieses Effektes bestand darin, dass ded des GLUT2 in der apikalen Membran
in vivo um ein mehrfaches hoher ist atsvitro. Ein Grund dafur sind die auRerhalb des
lebenden Organismus fehlenden notwendigen Hormane,die PK@Il zu aktivieren.
Entfernt man das Jejunum aus dem Tier, wird indenvaniger Minuten ein Teil des GLUT2
aus der apikalen Membran ausgebaut (HELLIWELL u.LKETT 2002). Ein weiterer
Faktor, der den Einbau des GLUT2 in die apikale Mean beeinflusst, ist die mechanische
Dehnung des Gewebes wahrend der Praparation. fhilededazu, dass der GLUT2 gar nicht
oder in deutlich geringerem Umfang in die apikalenvbran rekrutiert wird (HELLIWELL u.
KELLETT 2002).

Auch psychischer Stress der Versuchstiere und dieitdverbundene Ausschittung von
Glukokortikoiden fihrt zu einer Hemmung der GLUT®2+Kponente und somit zu einer
Hemmung der Glukoseresorption. Metyrapon, eine Meing welche die 1g-Hydroxylase
und somit die Kortisol-Synthese hemmt, ist in deagé, diesen Effekt zu vermeiden
(SHEPHERD et al. 2004).

Mehrere Untersuchungen belegen, dass die InsetiserGLUT?2 in die apikale Membran der
Enterozyten durch mehrere Faktoren reguliert undrkdiert wird. Eine wichtige Rolle spielt
die Calciumaufnahme in die Zelle. Diese erfolgtm®epolarisation der Zellmembran durch
den SGLT1 uber den Calciumkanal (A3, welcher eine wichtige Route fur die
Calciumabsorption darstellt (MORGAN et al. 2007in Ealciumanstieg in der Zelle aktiviert
die Kontraktion des perijunctionalen Actomyosin-gs sowieeine Verschiebung des
Cytoskeletts und ermdglicht somit die Rekrutieraleg GLUT2 in die apikale Zellmembran
(MACE et al. 2007b; KELLETT et al. 2008).

Ein weiterer wichtiger Faktor in der RegulierungsdeLUT?2 ist die Phosphorylierung des
Myosin Il, welche durch die Myosin-light-chain-kis&n(MLCK) katalysiert wird. Auch dieser
Vorgang ist Voraussetzung fur die Neuordnung dewskeletts (BERGLUND et al. 2001;
CLAYBURGH et al. 2004; MACE et al. 2007b).

Zusatzlich sind an der Regulation auch darmstan@iggchmacksrezeptoren fur sufd (T1R2 +
T1R3) beteiligt welche durch hohe Zuckerkonzentrationen aktiviestden und Uber einen
komplexen Signalweg die Insertion des GLUT2 akteme(MACE et al. 2007a).

2.4.5 Endo- und Exozytose

Als alternativer Weg fur die Ausschleusung von @k aus der Zelle wurde Exozytose
propagiert (STUMPEL et al. 2001; SANTER et al. 2003ieser Exportweg steht jedoch
prinzipiell nur fir metabolisierbare Zucker zur Yegung. Das heil3t, der Zucker muss nach
6-Phosphorylierung durch die Glukose-6-Phosphatdlokase zunachst in  das
endoplasmatische Retikulum Uberfuhrt werden, uncldieflend via Exozytose die Zelle
verlassen zu kénnen (STUMPEL et al. 2001; WRIGH#Ie2003).

Bisher gibt es allerdings keine Hinweise daraufssd&lukose Uber Endozytose in die
Darmepithelzellen aufgenommen werden kann. Eineigneugeborenen Ferkeln ist in den
ersten Stunden nach der Geburt eine endozytotidthierstoffaufnahme in Form von

Pinozytose mdoglich (BROUGHTON u. LECCE 1970). Glséldsungen und Kolostrum

stimulieren zunachst die Pinozytose. AnschlieBencthrkt es zu einem Verschluss der
Darmbarriere, was dazu fiuhrt, dass keine Makronitéek mehr Uber diesen

Aufnahmemechanismus in die Zelle gelangen konnédROBGHTON u. LECCE 1970).
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Beim adulten Tier ist diese Form der Kohlenhydratabme im Darm bisher nicht
beschrieben worden.

Bei der Exozytose werden die zu sezernierenden iMwhgen am endoplasmatischen
Retikulum synthetisiert, im Golgi-Apparat modifidieind in sekretorische Granula verpackt,
welche spater mit der Plasmamembran fusioniererf-dihder basolateralen Ausschleusung
der Glukose aus dem Enterozyten wird diese nactsgPiooylierung durch die Glukose-6-
Phosphat-Translokase aus dem Cytosol in das ersioptsche Retikulum aufgenommen.
Dort erfolgt im Anschluss an die Dephosphorylierugr Glukose die Verpackung in die
sekretorischen Vesikel. Diese gelangen dann dizaktbasolateralen Membran der Zellen
(STUMPEL et al. 2001).

Der gegensatzliche Prozess, bei dem die Zelle Mat@on Molekilen bis einzelligen
Organismen) aufnimmt, wird Endozytose genannt. Dab#lie3t die Membran das Material
und schlie3t es in Vesikel (Endosomen) ein. Desditxhe endozytotische Weg ist ein relativ
selektiver Transport und verlauft Gber ,Clathrirated“-Vesikel, endosomales Kompartiment
und Lysosomen (MAXFIELD u. McGRAW 2004). Bei diesegezeptorvermittelten
Endozytose wird Clathrin in die intrazellulare Memschicht eingelagert, wobei eine
.coated pit* (ummantelte Vertiefung) entsteht. Aatzterer schnirt sich dann ein ,Clathrin-
coated“-Vesikel ab (SCHMID 1997; MUKHERJEE et é#09Y). Diese Form der Endozytose
ist in der Lage, Molekile bis zu einer Grof3e vo® hgh zu transportieren (CONNER wu.
SCHMID 2003).

Ein Hemmstoff der Clathrin-vermittelten Endozytase Chlorpromazin (BLANCHARD et
al. 2006). Chlorpromazin verhindert die Ansammlwan Clathrin an der endosomalen
Membran und somit gleichzeitig die Bildung der ,mmh pits* an der Plasmamembran
(WANG et al. 1993). In verschiedenen Studien wu@dorpromazin zur Hemmung der
Endozytose in Konzentrationen zwischen 15 ungdM®ingesetzt (NEMEROW u. COOPER
1984; CHATTERJEE et al. 2003; TYTECA et al. 2005).

Eine weitere Art der Endozytose ist die Clathrirabindngige Endozytose durch Caveolen
(lat. Caveolae), welche in der Lage sind, Molekiie60 nm zu transportieren (CONNER u.
SCHMID 2003). Caveolen sind als spezielle Form,tpid rafts definiert und bestehen aus
cholesterol- und glycosphingolipidreichen Membramdoen. Diese Form der Endozytose
spielt v.a. eine Rolle bei der Signalibertragungr d@ranszytose sowie dem Transport
zwischen dem Golgi-Apparat und dem endoplasmatisétetikulum (ANDERSON 1998).
Auch bei der Internalisierung von Membrankomponenextrazellularen Liganden, Toxinen
und Viren ist diese Form der Endozytose beteikdT {IPALDI et al. 2003; HANSEN et al.
2009).

Bei intrazellularen Fusionen von Organellen undikéda sind unter anderem auch Proteine
der Familie der SNARESs (soluble N-ethylmaleimidsiéne factor (NSF) attachment protein
receptor) involviert. Verschiedene Mitglieder dies&NARE-Familie fungieren als
Fusionsproteine bei sekretorischen und endozytwisd-unktionswegen (GUO et al. 2000
PELHAM 2001).

Bei der Analyse verschiedener Fusionsprozesseidtahsrausgestellt, dass diese im Prinzip
sehr ahnlich ablaufen und zwar nicht nur wahrendeshelozytose, sondern auch bei anderen
vesikularen Transportvorgangen. Ein am intra-Golginsport beteiligtes Protein, das NSF
(N-ethylmaleimid sensitiver Faktor) (BALCH et aB84), wurde auch als essentieller Faktor
bei Fusionsvorgangen zwischen endoplasmatischerkuReh und dem Golgi-Apparat, bei
Endosomenfusionen und der Fusion synaptischer ®lesik der prasynaptischen Membran
identifiziert (BECKERS et al. 1989; DIAZ et al. 198

N-Ehylmaleimid (NEM) ist ein Sulfhydryl-Reagenz, sdaaufgrund seiner Eigenschatft,
Cysteinreste chemisch zu modifizieren, in der Lesgeeine Vesikel-Vesikel oder Vesikel-
Plasmamembran-Fusion zu verhindern (VOGEL u. ZIMNBERG 1992; SCHNITZER et
al. 1995). Im Hinblick auf die Fahigkeit mit Thi@ruppen zu reagieren, kann NEM aber
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auch zahlreiche Enzyme inaktivieren und zeigt estarke Inhibition der Endo- und
Exozytose (SINGH u. LIU 2000). Durch dieses zelhgteierende Sulfhydryl-Reagenz wird
die Glykolyse, der Glukose-Transport und der Auflvan Mikrotubuli inhibiert, hingegen
die Zellpermeabilitat erhoht (TSAN et al. 197®LIVER et al. 1976). In Studien zur Endo-
und Exozytosehemmung wird es typischerweise inrdfio@zentration von 1 mM eingesetzt
(BARBIERI et al. 1994; WARD et al. 1997; MARINO at. 2003; VAN DER WIJK et al.
2003).

Auch in die Regulation der bereits bekannten imattn Glukoseaufnahmemechanismen
sind endo- und exozytotische Vorgange involvied.spielen diese Vorgange eine wichtige
Rolle bei der Regulation des M&@lukose Kotransporters SGLT1. WRIGHT et al. (199
KHOURSANDI et al. (2004) konnten zeigen, dass dieachtliche Anzahl des SGLT1 in
intrazellularen Kompartimenten bzw. Vesikeln lokart ist. Unter verschiedenen Stimuli ist
es moglich, den Einbau dieser Transporter in dikaég Zellmembran zu initialisieren oder
auch zu vermeiden und somit die Netto-Glukosealigorpzu steigern oder zu senken
(VEYHL et al. 2006).

Auch der GLUT2 ist in intrazellularen Vesikeln gegmert und wird bei Bedarf in die
apikale Zellmembran rekrutiert (KELLETT u. HELLIWEL 2000; KELLETT 2001;
KELLETT u. BROT-LAROCHE 2005).

2.5 MOLEKULARE AQUIVALENTE DER GLUKOSERESORPTION

2.5.1 Mitglieder der SLC5A-Genfamilie

Trotz ihres Namens (SGLT; sodium-dependent gluctrsmsporter) sind nicht alle
Transporter aus der SLC5A-Genfamilie in der Lagduk@se zu transportieren. Das
bekannteste Mitglied dieser Familie ist &L T1, welcher u.a. fur die aktive Aufnahme von
Glukose und Galaktose Uber die BirstensaummembeanDdinndarms verantwortlich ist
(DIEZ-SAMPEDRO et al. 2001). Eine wichtige Rollel ber Ruckresorption der Glukose im
proximalen Tubulus der Niere spielt d8GLT2 (WRIGHT; 2001). DerSGLTS3 agiert als
glukose-sensitiver lonenkanal, de€8GLT4 transportiert v.a. Mannose und Glukose
(TAZAWA et al. 2005) und derSGLT®6 ist ein Inositol- und Multivitamintransporter
(COADY et al. 2002; BALAMURUGAN et al. 2003), deritmniedriger Affinitat auch
Glukose transportieren kann (WRIGHT et al. 20@)er die Funktion des SGLT4-6 ist nur
wenig bekannt, auRer dass der SGLT4 und SGLT6ner &lielzahl von Geweben exprimiert
werden, wahrend sich die Expression d8&LT5 auf die Niere beschrénkt (WRIGHT u.
TURK 2004).

Die Sekundarstruktur dieser Transporter bestehtldusiembrantberspannendetielices,
wobei sowohl das N-terminale als auch das C-termirtende der extrazellularen Seite
zugewandt sind (TURK u. WRIGHT 1997).

Die Glukoseresorption im Dinndarm und die Rickneson im proximalen Tubulus via
SGLT1 und SGLT2 ist durch Phlorizin (Phloretin{2Glukosid), einem pflanzlichen
Glukosid aus der Rinde des Apfelbaumes, hemmbaR&HDI-LAFFIN et al. 1993).

Im Folgenden soll der SGLT1, der bei der Glukosealune im Dinndarm die wichtigste
Rolle spielt, ndher beleuchtet werden.

SGLT1

Der SGLT1 (sodium-dependent glucose transportexifd im Dinndarm ausschlie3lich in
der apikalen Membran exprimiert. Er realisiert imther Affinitat und niedriger Kapazitat
den aktiven Glukosetransport{k-0,4 mM) (HIRAYAMA et al. 1996). Mit niedrigerer
Affinitat ist er auch am Galaktosetransport bef¢iiSCHEEPERS et al. 2004). Bei diesem
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Transportprozess handelt es sich um einen Kotranspon Glukosemolekilen und
Natriumionen in einem Verhaltnis von 1:2 (WRIGHT0OA(. Die Energie fur diesen sekundar
aktiven Transportmechanismus liefern der Natriunmkentrationsgradient und das
Membranpotential. Das mit der Glukose in die Zditansportierte Natrium wird im
Anschluss durch die basolateral lokalisierte *-N&@-ATPase wieder aus der Zelle
ausgeschleust und somit der'Néonzentrationsgradient aufrecht erhalten. Die Gagkkann
so auch entgegen des eigenen Konzentrationsgradientdie Zelle transportiert werden
(ZHAO u. KEATING 2007).

Erst nach Anlagerung zweier Natriumionen an exthalzee Bindungsstellen des SGLT1,
kommt es zu einer Konformationsdnderung, welcheBirelung von Glukose ermdéglicht
(HIRAYAMA et al. 2007). Das Glukosemolekll und digvei Natriumionen werden dann
durch die Zellmembran auf die intrazellulare Seliks SGLT1 transportiert, wo sie aufgrund
der niedrigen intrazellularen Natriumkonzentratiodissoziieren. Die nun leeren
Bindungsstellen verlagern sich wieder zur extrak@en Membranseite und vervollstandigen
somit den Kreislauf (PARENT et al. 1992ACKENZIE et al. 1998; MEINILD et al. 2002;
LOO et al. 2006). Dieser Vorgang ist in Abhangigken der Hohe und der Richtung des
Natriumgradienten vollstandig reversibel (QUICKaet2003; ESKANDARI et al. 2005).
Phlorizin ist ein kompetitiver Hemmstoff des Walukose-Kotransportes, der an den SGLT1
bindet aber durch diesen nicht transportiert withlorizin ist an der externen Seite der
Zellmembran ein deutlich potenterer Hemmestoff alslar inneren Seite. Exprimiert wird der
SGLT1 vorrangig in Dinndarm, Herz, Gehirn und iroamalen Tubulus der Niere (ZHOU
et al. 2003). ZHAO et al. (2005) konnten die MRN&sd&GLT1 beim Rind in niedrigeren
Konzentrationen auch in der Milchdriise, Leber unohde nachweisen. Aul3erdem ist die
MRNA des SGLT1 in hohen Konzentrationen auch imsBarund Caecum des Rindes zu
finden (ZHAO et al. 1998)Im Jejunum des Schweines wird der SGLT1 zahlreicher
exprimiert als im lleum, wahrend die Glukoseresorpim lleum effizienter als im Jejunum
ist. Es wird vermutet, dass eine direkte oder gide Modulation der SGLT1 Aktivitat
stattfindet (HERRMANN et al. 2012).

Die porzine Sequenz der mRNA des SGLT1 ist bekamat beim ,National Center for
Biotechnology Information® (NCBI) verdéffentlicht (M_001164021).

2.5.2 Mitglieder der SLC2A-Genfamilie

Es existieren 14 verschiedene GlukosetransporipptéGLUT), die alle der SLC2A-
Genfamilie zugerechnet werden. Trotz des Namensldersporter besitzen nicht alle auch
die Fahigkeit, Glukose zu transportieren.

Basierend auf Sequenzvergleichen dieser Protessemasich die Glukosetransporter in 3
Klassen einteilen. Klasse | enthélt die GLUT1 -UJ4 und den GLUT14, Klasse Il enthalt
die Fruktosetransporter GLUT5, 7, 9 und 11 undKlasse Il sind der GLUT6, sowie die
GLUTS, 10, 12 und der GLUT13/HMIT1 zugeteilt (SCHEERS et al. 2004; Augustin
2010). Bis auf den GLUT13, welcher myo-Inositolnsportiert, bewirken alle Mitglieder der
SLC2A-Genfamilie einen erleichterten, nicht-satéighn Transport verschiedener Hexosen
Uber die Zellmembranen in Richtung des chemischeai€nten. Glukosetransporter werden
in jeder Zelle des Organismus exprimiert, was wieaeverdeutlicht, welche wichtige Rolle
Glukose im Metabolismus spielt. Alle GLUT besitzead Transmembrandoméanen mit einem
amino- und einem carboxyterminalen Ende an dersojisthen Seite der Zellmembran
(ULDRY u. THORENS 2004).

Der GLUT1 kommt in fast allen Geweben vor, wobei die Expmassn unterschiedlichen
Zelltypen sehr stark variiert und vom zellularerukéisemetabolismus abhéngt (ULDRY u.
THORENS 2004). Er ist vor allem als erythrozyta@ukosetransporter bekannt, kommt
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aber auch in sdmtlichen Blut-Gewebe-Schranken depdfs vor. So wird der GLUT1 v.a. in
den Endothelzellen, welche die Blut-Hirn-Schrankddm, sehr stark exprimiert (MAHER et
al. 1994). Moderate Level des GLUT1 wurden auctFettgewebe, im Muskel, im Herz und
in der Leber gefunden (GOULD u. HOLMAN 1993; WOODTRAYHURN 2003; AERNI-
FLESSNER et al. 2012). In Ratten konnte der GLU&uth in der basolateralen Membran
des Dunndarmepithels nachgewiesen werden. BOYER. €1996)konnten zeigen, dass in
Ratten, bei denen experimentell Diabetes melliusgalést wurde, der GLUT1 auch in der
Birstensaummembran exprimiert wird. Neben Glukesdche mit einer i von ca. 3 mM
transportiert wird, stellen Galaktose, Mannose @idkosamine weitere Substrate flr den
GLUT1 dar (ULDRY et al. 2002). Hemmbar ist die Ghsktransportaktivitat des GLUT1
durch Cytochalasin B (I ~0,52uM bei 0,1 mM D-Glukose), Forskolin und Phloretin
(IC50~61uM bei 0,1 mM D-Glukose) (BALDWIN u. LIENHARD 1989MORRIS et al.
1991; KASAHARA u. KASAHARA 1996). KASAHARA u. KASAKRA (1996)
beschreiben zwar auch Phlorizin als Hemmstoff de&/T3, allerdings zeigte Phlorizin in
diesen Untersuchungen erst in sehr hohen Konzemtemt eine hemmende Wirkung
(ICs50 ~528uM bei 0,1 mM D-Glukose).

Die mRNA-Sequenz des porzinen GLUTL1 ist bekannt dmeiim NCBI veroffentlicht
(X17058.1). Die veroffentlichte Sequenz wurde ind&thelzellen der Blut-Hirn-Schranke
bestimmit.

DerGLUT2 ist in den Zellen der Leber, dgrzZellen des Pankreas, sowie in der basolateralen
Membran von Epithelzellen des Darmes und der Nakalisiert. Funktionelle Studien haben
gezeigt, dass der GLUTZ2 auch in anderen Zellenorarkt und am Glukose-Sensing beteiligt
ist. So kommt er z.B. in der Portalvene, im Hyptahais und im Hirnstamm vor, wo er u.a.
in die Regulierung der Futteraufnahme involvier{ BURCELIN et al. 2000; BURCELIN u.
THORENS 2001). Auch in den Hoden von Ratten und $daukonnte der GLUT2
nachgewiesen werden (KOKK et al. 2004).

Der GLUT2 transportiert mit niedriger Affinitat ¢<~17 mM) aber hoher Kapazitat Glukose
(JOHNSON et al. 1990). Weitere Substrate stelletakbase, Mannose und Fruktose dar.
AuBBerdem ist der GLUT2 auch in der Lage, 3-OMG wwiDeoxyglukose (2-DOG)
(LIENHARD et al. 1992,GOULD u. HOLMAN 1993; STUMPEL et al. 2001) sowie
Glukosamine zu beférdern (ULDRY et al. 2002).

Nach der Hypothese von KELLETT et al. (2001) wiet LUT2 bei hohen intraluminalen
Glukosekonzentrationen in die apikalen Membranes) Rlattendarmes eingebaut (vgl. Kap.
2.4.4). Auch beim Rind konnte der GLUT2 in der Bé@msaummembran von
Vesikelpraparationen des Darmes nachgewiesen wéRIBDRIGUEZ et al. 2004).

Reguliert wird der GLUT2 v.a. durch die vorhandensubstrate. Im Darm spielt die
Glukosekonzentration im Darmlumen eine entscheiddralle. So fihren die Substrate des
GLUT2 zu einem Anstieg der mRNA-Gehalte in den Bgiellen (CUI et al. 2003).
GOUYON et al. (2003) waren in der Lage, den Nackwdgr Substratinduzierbarkeit des
GLUT2 in BBM-Vesikeln auch auf Proteinebene zu erpen.

Ein Anstieg des Fruktosetransportes tUber den GLWERRiltiert aus der Aktivierung der
PKCBII, welche mit dem Einbau des GLUT2 in die Bursemamembran korreliert. Somit
besteht die Mdglichkeit, dass Uber den PKC-abh&mgigignalweg eine Beeinflussung des
Fruktosetransportes durch Insulin oder Aminosauseolgt (HELLIWELL et al. 2003).
Weitere Signaltransduktionswege, wie der MAP-Kirdéeg und der PI3-Kinase-Signalweg
sind an der Regulation des GLUT2 beteiligt (HELLNALEet al. 2000a,b).

Hemmstoffe des GLUT2 stellen Cytochalasin Bs(l€1,9uM) und Phloretin dar (CORPE et
al. 1996; ULDRY u. THORENS 2004). Phloretin wird i@lukosetransportstudien in
Abhangigkeit von der verwendeten Substratmengeesitgt. Die Ublicherweise verwendete
Konzentration betragt 0,2 mM Phloretin pro 10 mMukaise (KELLETT u. HELLIWELL
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2000; HELLIWELL u. KELLETT 2002). Indirekt ist deapikale GLUT2 auch durch den
SGLT1-Hemmstoff Phlorizin hemmbar, da eine Hemmuwiey SGLT1 den Einbau des
GLUT2 in die apikale Membran des Darmepithels veabit (HELLIWELL et al. 2000a,b;
AFFLECK et al. 2003).

Die vollstdndige Sequenzierung des GLUT2 aus delw8imedarm erfolgte 2006 durch
HUANG et al. (EF140874).

Die mRNA desGLUT3 ist nahezu ubiquitar vorhanden, das Protein llerdings beim
Menschen nur im Gehirn, im Hoden, in Spermien, imbB/o, in der Plazenta und in
zirkulierenden weil3en Blutzellen exprimiert (HABER al. 1993; SIMPSON et al. 2008;
BROWN et al. 2011), wahrend es bei der Maus auatemSkelettmuskulatur nachgewiesen
wurde (STUART et al. 1999). Auch in verschiedeneamodren konnte der GLUT3
nachgewiesen werden (NELSON u. FALK 1993a,b; KOKKale 2004; KRZESLAK et al.
2012). Eine wichtige Funktion hat der GLUT3 fir demergetische Versorgung von
Thrombozyten (HEIJNEN et al. 1997).

Substrate fur den GLUT3 stellen neben Glukosg K,4 mM) auch Galaktose, Mannose,
Maltose, Xylose und Dehydroascorbinsaure dar. Zlisktfungiert er auch als Wasserkanal
(TOMIOKA 2012).

Hemmstoffe sind ebenfalls Cytochalasin B {K,4uM), Phloretin und Phlorizin (NELSON
u. FALK 1993a; ULDRY u. THORENS 2004).

Bisher war nur eine Teilsequenz von 313 bp desipenzGLUT3 bekannt, allerdings wurde
er von zahlreichen anderen Spezies bereits vollggéequenziert. Im Jahr 2011 wurde die
komplette porzine mRNA-Sequenz anhand genomisch&rDvorhergesagt.

Der GLUT4 ist ein insulinabhangiger Glukosetransporter, # mM). Neben Glukose
transportiert er auch Dehydroascorbinsaure und @slakine. Der GLUT4 ist der wichtigste
Glukosetransporter im braunen und weiRen Fettgewstwie in der Skelett- und
Herzmuskulatur (ULDRY u. THORENS 2004). Bindet Ilmsyoder auch andere Hormone;
PERRINI et al. 2004) an seinen Rezeptor auf defoHetflache, so fuhrt das zu einer
schnellen Translokation von GLUT4-haltigen Vesikebn die Zelloberflache. Der
anschlieBende Einbau der Transporter in die Zellonamfiihrt wiederum zu einer erhdhten
zellularen Glukosetransportaktivitat. Die Fahigkdas Insulins die Glukoseaufnahme zu
stimulieren beruht auf einer komplexen Signalkaskaohd ist nicht komplett bekannt
(SALTIEL u. PESSIN 2002). Ein Defekt in der Fahigkaes Insulins diesen metabolischen
Schritt zu regulieren ist ein Grund fur die Entstety eines Typ 2-Diabetes (STRALFORS
2012).

Sowohl Cytochalasin B (g ~0,33uM bei 0,1 mM D-Glukose) als auch Phloretin
(ICs50~9,4uM bei 0,1 mM D-Glukose) hemmen den GLUT4 und audfiofzin zeigt,
allerdings erst in sehr hohen Konzentrationen(#140uM bei 0,1 mM D-Glukose), eine
hemmende Wirkung (KASAHARA u. KASAHARA 1997).

Der GLUTS wurde bisher aus den Darmepithelzellen des Mens@haiANO et al. 1990)
sowie einiger anderer Spezies wie der Ratte und Ki@nmchen isoliert (RAND et al. 1993;
MIYAMOTO et al. 1994). Exprimiert wird der GLUT5 ifejunalen Epithelzellen. Seine
RNA wurde allerdings auch in der Niere, im Skeletskel (STUART et al. 2006) und in
Fettzellen (HAJDUCH et al. 1998) nachgewiesen. Imhi@ war die RNA auch in
Mikroglia-Zellen sowie in der Blut-Hirn-Schranke finden (MANTYCH et al. 1993). Der
GLUT5 spielt eine wichtige Rolle bei der Fruktossmption des Dinndarmes. Er ist
vorrangig in der apikalen Membran der Epithelzellekalisiert. Allerdings wurde auch
beschrieben, dass er in der basolateralen Membeanhdmanen Dinndarmes vorkommt
(BLAKEMORE et al. 1995).
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Eine Glukosetransportaktivitdat des GLUTS konnte imtakten Darmgewebe nicht
nachgewiesen werden. Er transportiert v.a. Frukio#eeiner K, von etwa 6 mM. Die

Fruktosetransportaktivitat ist weder durch Cytoekal B, noch durch Phloretin oder
Phlorizin hemmbar (CORPE et al. 1996; MATE et &l0P). Die Isoform des GLUTS5 der
Ratte ist auch in der Lage, in geringem Umfang G&ek zu transportieren. Diese
Glukosetransportaktivitat ist durch Cytochalasihdnmbar (RAND et al. 1993).

In GLUT2-negativen Mausen wird der GLUTS5 verstaekprimiert (STUMPEL et al. 2001),
ebenso nach der Fitterung fruktosereicher Diat&BON et al. 2003).

Die Transportaktivitat de&LUTG6 in vitro tritt erst ab einer Substratkonzentration von 5 mM
Glukose in Erscheinung. Er besitzt nur eine selinge Cytochalasin B-Bindungsaffinitat
(DOEGE et al. 2000b). Die mRNA kommt im Gehirn,dar Milz und in Leukozyten vor
(ULDRY u. THORENS 2004), das Protein wurde bisher mm Gehirn nachgewiesen
(STUART et al. 2011).

Dem GLUTS sehr ahnlich in seiner Struktur ist GrUT7. Weiterhin zeigt der GLUT7 bei
der Ratte 68 % Ubereinstimmung mit der SequenzG@ledT2 (WADDELL et al. 1992;
MUECKLER 1994). Der GLUT7 wird vorrangig im Dunndarund im Colon exprimiert
(CHEESEMAN 2008). Die mRNA konnte allerdings auntden Hoden und der Prostata des
Menschen nachgewiesen werden (SCHEEPERS et al.).2084Dunndarm scheint das
Protein vorrangig in der BlUrstensaummembran loieatiszu sein. Allerdings wird er im
lleum starker exprimiert als im Jejunum.Xenopus-laevi®©ocyten transportiert der GLUT7
mit hoher Affinitat Glukose und Fruktose {k0,2 mM). Diese beiden Substrate hemmen sich
gegenseitig kompetitiv (LI et al. 2004; MANOLESCUW &. 2005). Andere Substrate des
GLUTY7 sind nicht bekannt (THORENS u. MUECKLER 201Bhloretin und Cytochalasin B
haben keine hemmende Wirkung auf die Glukosetratedgtvitdt des GLUT7 inXenopus-
laevis-Oocyten (LI et al. 2004).

Ein weiterer hormonell regulierbarer, hochaffinedukdsetransporter ist deGLUT8
(Km ~2 mM). Er wird in vielen Geweben exprimiert, z.iB Hoden, Skelettmuskulatur, Herz,
Dunndarm, Gehirn (DOEGE et al. 2000a; IBBERSONIe2@00; IBBERSON et al. 2002;
AERNI-FLESSNER et al. 2012; DeBOSCH et al. 2012jlchtriise und Niere (ZHAO et al.
2004; SCHIFFER et al. 2005; ZHAO u. KEATING 200W). Blastozysten transloziert der
GLUT8 in Abhangigkeit von Insulin an die Zellobé&dhe, was zu einer anschlieRenden
Stimulation der Glukoseaufnahme fihrt (CARAYANNOPOQE et al. 2000). In Neuronen
ist der GLUT8 in zytoplasmatischen Vesikeln entmaltallerdings transloziert er hier nach
einem Insulinstimulus nicht in die auRere ZellmeambfSHIN et al. 2004). Weitere Substrate
fur den GLUTS8 sind Fruktose und Galaktose. Er hindeRerdem Cytochalasin B (K
~56 nM) (DOEGE et al. 2000a).

Uber die Zuckertransportaktivitat d&_UT9 ist bisher wenig bekannt. Der GLUT9 weist
eine groRe Ahnlichkeit mit dem GLUTS5 auf, so dagsAhnahme besteht, dass es sich auch
um einen Fruktosetransporter handelt. Verschiedértersuchungen beweisen, dass es sich
bei dem GLUT9 um einen hochkapazitdren Urattrarispo(K, = 365uM) handelt
(CAULFIELD et al. 2008; ANZAI et al. 2008). Die mFNdes GLUT9 befindet sich
vorrangig in der Leber und in der Niere. Geringbtengen wurden auch im Dunndarm,
Plazenta, Lunge und Leukozyten gefunden (PHAY.€2G00).

CARAYANNOPQULOS et al. (2004) wiesen den GLUT9 imai¥seembryo in einem sehr
fruthem Stadium nach. Dabei identifizierten sie &dsmen, von denen 2 i¥enopus-laevis
Oozyten eine geringe Glukosetransportaktivitéat saegen.
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In polarisierten MDCK-Zellen und in epithelialen|iéa der Nierentubuli ist er basolateral
lokalisiert und niedrigaffin fur 2-DOG. Er wird rhit durch Cytochalasin B gehemmt
(AUGUSTIN et al. 2004).

Der GLUT10 ist ein hochaffiner Transporter fur 2-DOG(K-0,3 mM). D-Glukose und D-
Galaktose konkurrieren mit 2-DOG. Die Hemmung deanEportaktivitat ist durch Phloretin
maoglich. Die mRNA des GLUT10 findet sich in Herajige, Gehirn, Leber, Niere, Pankreas,
Plazenta, Skelettmuskulatur und BlutgefalRen (DAWSIdI. 2001; MCVIE-WYLIE et al.
2001; PYLA et al. 2013).

Aufgrund seiner Chromosomenlokalisation in einemrei®d der mit Typ 2-Diabetes
assoziiert ist, wurde vermutet, dass der Transportdieses Krankheitsgeschehen involviert
ist (ULDRY u. THORENS 2004; JIANG et al. 2010). B& Zusammenhang konnte
allerdings nicht bestétigt werden (BENTO et al. Z0ROSE et al. 2005; LIN et al. 2006).

Der GLUT11 zeigt eine niedrige Affinitat fir Glukose und Cytadasin B (DOEGE et al.
2001). Die Transportaktivitat fur Glukose ist kortipe durch Fruktose hemmbar. Es
existieren 3 Isoformen des Transporters, die gichier funktionellen Charakteristik nicht
unterscheiden (SASAKI et al. 2001). Allerdings wesidsie in einer gewebespezifischen
Verteilung exprimiert. So kommt der GLUT11-A in HeiSkelettmuskulatur und Niere, der
GLUT11-B in Niere, Fettgewebe und Plazenta und @etUT11-C in Fettgewebe, Herz,
Skelettmuskulatur und Pankreas vor (SCHEEPERS 20@b).

Der GLUT12 wird vorrangig im Herz und in der Prostata exprirmiduf3erdem wurde er in
Skelettmuskulatur, braunem Fettgewebe, Milchdriisd auch im Dunndarm gefunden
(ROGERS et al. 2002; WOOD et al. 2003; ZHAO u. KEKNG 2007). Beim Rind konnte die
MRNA des Transporters auf3erdem auch in Milz, Niéteden sowie Leber und Lunge
lokalisiert werden (MILLER et al. 2005).

Er zeigt in Xenopus-laevi©ozyten eine Glukosetransportaktivitat, welchecuGalaktose
und Fruktose kompetitiv hemmbar ist (ROGERS et2803). Im Herzen fungiert er als
Insulin-unabh&angiger Glukose-Transporter (WALLERe®2013).

Ein weiterer Transporter dieser SLC2A-Familie istr dGLUT13. Dieser ist ein B
gekoppelter Myoinositol-Transporter und wird authHMIT bezeichnet. Er wird vorrangig
im Gehirn exprimiert und ist durch Phloretin, Pidor und Cytochalasin B hemmbar
(ULDRY et al. 2001; ULDRY u. THORENS 2004; CURAQARRUTHERS 2012).

Auch einGLUT14 wurde beschrieben, welcher mit seiner Aminosaureserjdem GLUT3
sehr ahnlich ist und im Hoden exprimiert wird (WU BREEZE 2002). Zu seiner
Transportaktivitat und Funktion ist bisher wenigkéent. Allerdings steht der GLUT14 in
Verdacht, an der Entstehung der Alzheimer-Krankbeikiligt zu sein (SHULMAN et al.
2011; WANG et al. 2012).

2.6 GLUKOSESTOFFWECHSEL IN DER DARMEPITHELZELLE

2.6.1 Glykolyse

Sowohl bei neugeborenen als auch bei alteren Sobwesind Enterozyten in der Lage,
Glukose mittels Glykolyse zu verstoffwechseln (VABIGADE et al. 1994; DARCY-
VRILLON et al. 1994). Diese Form der Glukoseverstechslung, bei der Laktat, Pyruvat
und CQ entstehen, stellt den Hauptweg im EnterozytenStgwveins dafWU et al. 1995).
Kurz nach der Geburt vollzieht der Darm des Schaveime kurze Reifung, bei der sich die
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glykolytische Kapazitat noch einmal erhoht (DARCYRN.LON et al. 1994). Allerdings ist
bei der Glykolysekapazitéat ein Gradient von oratihaboral feststellbgifCHERBUY et al.
1997).

Ein Schlisselenzym der Glykolyse stellt die Hexakm dar, welche die Phosphorylierung
der Glukose zu Glukose-6-Phosphat katalySie@SHO et al. 1994). Die Hexokinase ist
experimentell durch N-Acetyl-D-Glukosamin in einéonzentration von 20 mM hemmbar
(SUKALSKI u. NORDLIE 1986).

2.6.2 Glukoneogenese

Lange ging man davon aus, dass die Glukoneogemas®inndarm nur wahrend des
Wachstums stattfindet, da die entsprechenden Enzyersarkt bei Jungtieren exprimiert
werden (GIRARD et al. 1992ASINS et al. 1996;CHATELAIN et al. 1998). Ein
Schlisselenzym der Glukoneogenese, welches die Udiwsy des Oxalazetates zu
Phosphoenolpyruvat katalysiert, ist die PhosphgsmoVvat-Carboxykinase (PEPCK). Dieses
Enzym wird vorwiegend in Leber und Niere exprimiekonnte allerdings auch im
Dunndarmepithel von adulten Ratten und Menschenestaktierenden Kiihen nachgewiesen
werden (ANDERSON 197(HAHN u. SMALE 1982;RAJAS et al. 2000; LOHRENZ et al.
2011). Ein weiteres wichtiges Enzym der Glukoneegen die Glukose-6-Phosphatase,
konnte auch bei erwachsenen Menschen, Ratten ukiterémden Kihen im Darm
nachgewiesen werden (RAJAS et al. 1999; LOHRENZI|.e2011). Beide Enzyme wurden
immunhistochemisch an der Spitze der Darmzottealisilert (RAJAS et al. 2007).

Zahlreiche hormonelle und diatetische Faktoren aimdler Regulation der PEPCK in Leber
und Niere beteiligt. So wirken in der Leber CcAMP, lukbkortikoide und
Schilddrisenhormone als Stimulatoren der PEPCK,rewith Insulin die Genexpression
vermindert (HANSON u. RESHEF 1997). Obwohl die honalle Regulation der PEPCK im
Dunndarm bisher nicht untersucht wurde, gibt esefeten, dass diese ahnlich der in Leber
und Niere ist (SHORT et al. 1992). Zur Verteilungr PEPCK sowie der Glukose-6-
Phosphatase im Jejunum des Schweines liegen keiearinisse vor.

Glutamin stellt das wichtigste Substrat der Glulagenese im Diunndarm dar (MITHIEUX
2001).

2.7 BEDEUTUNG DER LITERATUR FUR DIE EIGENE FRAGESTE LLUNG

2.7.1 Funktionelle Studien

Die Untersuchungen sollten abklaren, welche Medmen am Glukosetransport tUber das
porzine Dunndarmepithel beteiligt sind. Angesichtarkereicher Mahlzeiten und oft nur

zweimal taglicher Futterung war insbesondere vdarésse, wie das Schwein den apikalen
Glukoseimport bei hohen luminalen Konzentratioreadisiert.

Die erste generelle Frage war, ob es uniewvitro-Bedingungen mdoglich ist, die
Glukoseaufnahme in das Dinndarmepithel zu messelgeide Punkte sollten dabei
beleuchtet werden:
* Kann die Glukoseaufnahme in das Epithel durch desdEz spezifischer
Hemmstoffe bestimmten Transportproteinen zugeondeetien?
* Welchen Einfluss hat die Anwesenheit von Glukoser @inen langeren
Zeitraum auf die Glukoseaufnahme?
*  Wie wird die Glukoseaufnahme Uber einen langeretraien realisiert?
e Sind alternative Mechanismen an der Glukoseaufndietegligt und kbnnen diese
nachgewiesen werden?
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Die zweite Frage war, welchen Einfluss eine intlai@@e Glukoseakkumulation auf die
apikale Glukoseaufnahme austibt. Dabei sollten fmlgéPunkte n&her betrachtet werden:
* Welchen Einfluss hat die intrazellulare Glykolysé falgender Laktatbildung auf
die Glukoseaufnahme?
e Spielt der serosale Glukoseefflux eine Rolle?
» Erfolgt in der Epithelzelle eine Glukosebildung clurGlukoneogenese und hat
diese einen Einfluss auf die apikale Glukoseaufrethm

2.7.2 Molekularbiologische Studien

Das vorhandene Wissen uber die Verteilung der iezdenen Glukosetransportsysteme in
verschiedenen Organen wurde bisher vorrangig d@&tcidien an Menschen oder Nagern
gewonnen. Dagegen existieren nur wenige Untersggmnnwvelche eine mogliche Identitat
und potentielle Heterogenitat der Glukosetransport®n  Schlisselorganen der
Glukoseaufnahme beim Schwein aufzeigen, obwohledBgsezies sehr stark an starkereiche
Nahrung adaptiert ist. Da das Schwein als omnivofes sehr viele physiologische
Gemeinsamkeiten mit dem Menschen aufweist, konsiteéee Grundlagenforschung als sehr
natzliches Tiermodell dienen. Ziel der molekular8tudien war es, ein systematisches
Screening auf Glukosetransporter-mRNA in  porzinegjurum, Leber, Niere und
Skelettmuskulatur durchzufihren.
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3. Material und Methoden

Die in vitro Untersuchungen wurden am isolierten proximaleanien des Schweins mittels
der Ussing-Kammer-Technik durchgefuhrt. Die Bestumgnder Transportraten der Glukose
und des als parazellularem Markermolekil eingesetktannits erfolgte mit Hilfe radioaktiv
markierter Substrate.

Die Beschreibung der Durchfihrung der einzelnenetsnichungen beschréankt sich hier
weitgehend auf grundlegende Angaben zur Apparatdrdem Versuchsansatz. Detaillierte
Beschreibungen der Versuche sind den jeweiligerelimgsen im Kapitel 4 vorangestellt.
Eine Auflistung der Pufferrezepturen befindet srahPAnhang.

3.1IN VITRO-UNTERSUCHUNGEN MIT DER USSING-KAMMER-TECHNIK

3.1.1 Versuchstiere

Die verwendeten Schweine stammten aus dem BestasdLdhr- und Versuchsgutes
Oberholz der Universitat Leipzig und der Agrargessmschaft Stérmthal. Dabei handelte es
sich um Masthybriden beiderlei Geschlechts mit mineebendgewicht zwischen 20 und
30 kg. Fur die Versuche wurden insgesamt 47 Scleveemwendet. Die Tiere erhielten die
letzen Tage vor der Schlachtung handelsublichesv&alefutter ad libitum Eine letzte
Futterung erfolgte circa 1 Stunde vor der SchlaoiptuDie Schweine wurden im
Praparationsraum des Veterindr-Anatomischen Institar Universitat Leipzig getotet.

Dafur wurden die Tiere zunéchst durch eine intrdwmlise Injektion von Ketamin
(15 mg/kg; Ursotamifi Serumwerk Bernburg, Bernburg) und Xylazin (3 nag/iylazin

2 %°; Serumwerk Bernburg) aus der Mischspritze mégticieessarm anasthesiert. Nach
etwa 10minitiger Wartezeit erfolgte mittels einemn¥nkatheters (Surflew, 20G; Terumo,
Frankfurt am Main) eine intravendse Injektion vohidpental(5 mg/kg; Trapan&t Altana
Pharma, Konstanz) Uber eine Ohrvene. Die TotungTdere wurde anschlielend durch
Blutentzug vorgenommen.

3.1.2 Gewinnung und Praparation des Diinndarmes

Die Exenteration des Jejunums erfolgte innerhalmiger Minuten nach der Totung des
Tieres. Fur die Untersuchungen wurde das Gewebearmygl etwa 60 cm distal dBtexura
duodenojejunalintnommen. Das Jejunum wurde zundchst vom Mesemtgretrennt und
auf der mesenterialen Seite er6ffnet. Dann erfolgisichtig eine mehrmalige Spulung des
Gewebes in 1-2 Liter 38°C warmer und mit Sauerdieffaster glukosehaltiger Pufferlésung,
um grobe Verunreinigungen zu entfernen. Anschlid3emrde dieTunica serosadie Lamina
muscularidongitudinalissowie dieLamina muscularis circularisorsichtig manuell von dem
Darm abgetrennt. Die noch verbleibende Gewebeschiotd im Folgenden al€Epithel
bezeichnet. Der Transport des Epithels in das Labkdolgte zugig in warmer
sauerstoffbegaster Pufferlosung. Die Wasch- undspartpufferldosungen sind in Tab. 1
zusammengefasst und deren Rezepturen im Anhangfabfg Vor dem Einspannen in die
Ussing-Kammern wurde der Darm in entsprechend &l8idicke geschnitten.

3.1.3 Ussing-Kammer-Technik

Die Ussing-Kammer-Technik ist ein@ vitro-Inkubationstechnik zur Untersuchung von
Transportvorgéangen an Epithelgeweben. Die Appaitadsteht aus einer teilbaren Kammer
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(Abb. 1), zwischen die das Epithel eingespannt euttm Quetschungen im Randbereich des
Epithels zu vermeiden, wurde das Gewebe durch geitmggte Silikonringe geschitzt. Beide
Seiten des Epithels hatten auf einer Flache voh &f Kontakt zu separaten Pufferlésungen.
Das Pufferreservoir, mit dem jede Kammerhélfte uaden war, betrug jeweils 15 ml.
Vereinbarungsgemal bezeichnet man die im Tier demmDmen zugewandte Seite als
mukosale Seite und die im Tier dem Blut zugewasdtiée als serosale Epithelseite.

Die das Epithel umspulenden Pufferldésungen warenemier doppelwandigen Glassaule,
einer sogenannten Gasliftapparatur, verbunden.ideedGasliftapparatur wurde uber eine
dinne Glassaule Sauerstoff eingeleitet, welchex 8indomung in der Pufferlésung erzeugte.
Diese wiederum gewadhrleistete eine permanente Unmwgl der epithelnahen
Flissigkeitsschichten. Im &auf3eren Mantel der Agparbefand sich auf 38°C erwarmtes
Wasser, welches eine konstante Temperatur derriisifieg sicherstellte.

Jedes Pufferreservoir war von oben zuganglich, veden der Zugabe von Substanzen auch
die Entnahme von Proben erlaubte. Eine Ablassoffnam der tiefsten Stelle jeder
Kammerhalfte machte ein vollstandiges Ablassen &erfferlosungen waéahrend des
Experimentes moglich.

Mukosale Serosale
Pufferldsung Pufferlésung
| p— | | p—

JJ ﬂuotfﬂ

A

Abb. I Schematische Abbildung einer Ussing-Kamt
Durch eine Gasliftapparatur wurde eine standige UWitaung der Pufferlésungen
zwischen Kammerhalfte und Pufferreservoir gewastd¢i Das sich in der
doppelwandigen Glassaule befindliche, auf 38°C emté& Wasserbad sorgte fir eine
konstante Temperatur der Pufferlésungen in der §flake. Zwei Ablass6ffnungen am
tiefsten Punkt der Kammerhalften ermdglichten ewoilstandiges Ablassen der
Pufferlosungen wahrend des Experimentes. Durch meeiebenahe Agarbriicken
wurde die Potentialdifferenz (Pd) zwischen den deiammerhélften abgegriffen.
Uber zwei gewebeferne Agarbriicken war die Applikation Strom (1) moglich.

In Tab. 1 sind die Vorinkubations- und Inkubatioedingungen aller Ussing-Kammer-
Versuche zusammenfassend dargestellt. Die Zahleengeie Kapitelnummern an, in denen
die Ergebnisse bzw. die Pufferrezepturen dargéesiatl.
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Tab. I Zusammenfassung der Vorinkubations- und Inkuhabedingungen

Wasch- und| Mukosale Serosale Mukosale
Transport- Inkubations- Inkubations- Uptakepuffer-
pufferlosung | pufferlésung pufferldsung I6sung
GLUT-und 9.1.1b 9.1.1a 9.1.1b 9.1.1a
SGLT1-vermit- +10mM
telte Glukose- Glukose
aufnahme
4.1.1
Einfluss der 9.1.2 9.1.2 9.1.2 9.1.2
Endozytose +1mM +20mM Glukose
4.1.2 Glukose
Zeitabhangig- | 9.1.2 9.1.2 9.1.2 9.1.2
keit und Mannit-| +1mM +20mM Glukose
Uptake4.1.3 Glukose
Einfluss von 9.1.3a 9.1.3a 9.1.3a 9.1.3b
Kohlenhydraten| + 1mM
4.1.4 Glukose
Einfluss des 9.1.4a 9.1.4b 9.1.4b 9.1.4b
serosalen +20mM Glukose
Effluxes4.2.1
Einfluss der 9.1.4a 9.1.4c 9.1.4c 9.1.4c
intrazellularen +20mM Glukose
Verstoffwechs-
lung4.2.1
Einfluss von 9.1.5a 9.1.5b + 9.1.5b + 9.1.5b +
Laktat 9.1.5¢c 6mM 9.1.5¢c 6mM | 9.1.5¢c 6mM
4.2.2 9.1.5d | Glukose | 9.1.5d | Mannit | 9.1.5d | Glukose
Einfluss der 9.1.5a 9.1.5b 9.1.5b 9.1.5b
Glukoneo- + 6mM Glukose | + 6mM Mannit | +6mM Glukose
geneset.2.3

3.1.4 Elektrophysiologische Messverfahren

Die Ussing-Kammer war an eine computergesteuertessMand Recheneinheit (Voltage-
clamp-Anlage, Fa. Ingenieurbtro fur Mess- und Datgimik, Mul3ler, Aachen, Deutschland)
angeschlossen, mit der kontinuierlich elektrophygjiische Daten erfasst werden konnten

sowie eine Applikation von Strom erfolgte.

Alle elektrophysiologischen Daten wurden von deit&ge-Clamp-Anlage automatisch um
das Eigenpotential und den Eigenwiderstand deruébssanordnung korrigiert. Beide Werte

wurden vor dem Einspannen der Epithelien in digngsKammern ermittelt.

Folgende elektrophysiologische Daten wurden wahaslVersuchsablaufes kontinuierlich

erfasst:

- Kurzschlussstrom (lsg): als Ausdruck des Nettoladungstransportes durclicdakel;
- Gewebeleitfahigkeit (Q): gibt die passive Durchlassigkeit des Gewebesditier an;

- Transepitheliales Potential (dPO):als Mal} furr die elektrische Triebkraft zwischen

mukosaler und serosaler Epithelseite.
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Kurzschlussstrom und transepitheliales Potential

Die Ussing-Kammer war Uber zwei Paar AgarbriickerdianMessapparatur angeschlossen.
Uber ein gewebenah (Abstand zur Oberfliche des Besve3 mm) angebrachtes KCI-
Agarbriickenpaar (3 M KCI-Lésung) wurde mit ArgerfhElektroden, die vollstandig in
3 M KCI-Lésung getaucht waren, die Potentialdifferezwischen den beiden Epithelseiten
abgegriffen. Unter Kurzschlussstrombedingungshoflt circuit) wurde die gemessene
Potentialdifferenz durch einen extern eingespeissémom (er entsprach im Betrag dem
Kurzschlussstrom) auf 0 mV gegengeregelt. Diesem$Stvurde durch Ag-AgCl-Elektroden,
die mit zwei gewebefernen (Abstand >20 mm vom Gey&aCl-Agarbricken (0,9 % NaCl-
L6sung) verbunden waren, auf das Gewebe Ubertragen.

Somit wird als Kurzschlussstrom der Strom bezeithiher aufgrund des Ladungstransportes
durch das Epithel hindurch entsteht. Er entsprigitSumme aller elektrogen transportierten
lonen. Ist das Epithel kurzgeschlossen, d.h. deyn®tist kompensiert, so bestehen keine
passiven elektrisch treibenden Kréfte GUber dem ®Gew8efinden sich zudem auf beiden
Seiten des Gewebes identische Pufferlésungen, tscaush der chemische Gradient
aufgehoben. Die dann noch auftretenden lonenbewgegusind auf aktive Transportprozesse
zurtckzufihren.

Alle Versuche wurden untehort circuitBedingungen durchgefthrt.

Gewebeleitfahigkeit

Zur Bestimmung der Gewebeleitfahigkeit wurde dasv€é® im Abstand von 60 s flr eine
definierte Dauer (300 ms) einem definierten bipahaStromimpuls (10QA) ausgesetzt. Mit
Hilfe des Ohmschen Gesetzes: R\Bd * Al (Q) wurde aus der gemessenen kurzzeitigen
PotentialanderungAPd) und dem zugefiihrten Strom (I) der Gewebewidedsterechnet.
Der reziproke Wert des Gewebewiderstandes entsgtestiGewebeleitfahigkeit.

3.1.5 Gruppierung der Epithelien

Die Einteilung der Epithelien in die Versuchsgrupp&folgte etwa 30 Minuten nach dem
Einspannen der Epithelien in die Ussing-Kammernaadhder zu diesem Zeitpunkt

bestehenden Gewebeleitfahigkeiten. Um moglichsglemhbare Epithelien in direkt zu

vergleichenden Anséatzen einzusetzen, wurden hidgfiithelien mit &hnlicher Gewebe-

leitfahigkeit eingeteilt. Die Einteilung der gruppien Versuchsansatze erfolgte dann
wiederum derart rotierend so, dass am Ende einesu¢bsserie der Mittelwert der initialen

Gewebeleitfahigkeiten bei allen Versuchsgruppenlitidst gleich war.

3.1.6 Bestimmung des Glukose- und Mannit-Uptakes

Die Bestimmung der unidirektionalen Substrataufr@ahran Glukose bzw. Mannit erfolgte
mit den radioaktiv markierten SubstanzéfC-D-Glukose (Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig) undH-Mannit (PerkinElmer, Boston, USA). Dabei kamender Regel 55
kBq *'C-D-Glukose bzw. 100 kBtH-Mannit pro Kammer zum Einsatz.

Nach dem Einspannen der Gewebe wurde das Epithdleauimukosalen und serosalen Seite
mit den laut Versuchsplan entsprechenden Puffanlfemu (Tab. 1) mindestens eine halbe
Stunde vorinkubiert. Die Zugabe der Hemmstoffe lgtéoje nach Versuchsplan in der Regel
auf der mukosalen Seite. Nach Zugabe der Hemmstaffelgte die Substitution der
radioaktiv markierten Glukose bzw. des radioaktiarkierten Mannits auf der mukosalen
Seite. Etwa 20 Sekunden nach deren Zugabe wurderdew Saule der mukosalen Seite
zweimal 100 pl der sogenannten ,heillen Probe* emtmen. Nach entsprechenden
Aufnahmezeiten, die abhangig vom Versuchsplan 2wisc30 Sekunden und 30 Minuten
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betrugen, wurde die Aufnahme der radioaktiv mat&rerSubstanz durch Entfernen der
Pufferlésung und dreimaligen Spulen mit eisgekiihi¢gukosefreier Pufferlosung beendet.
Anschliel3end wurde das Epithel aus der Ussing-Kamamegespannt. In einem Zylinder
wurde das Epithel auf einer Flache von 0,95 dorch Uberschichtung mit 6 ml 0,2 n NaOH
fur 3 Minuten lysiert. Das gewonnene Lysat wurdscatie3end bei 4°C und 4400 rpm fur 20
Minuten zentrifugiert. 2 mal 600 des Lysats wurden entnommen und mit 4 ml eines
Flussigszintillators (Aquasat800 Plus, Fa. Zinsser, Frankfurt, Deutschland) atets Im
Veterinar-Physiologisch-Chemischen Institut wurder d@sehalt der radioaktiv markierten
Substanzen im Lysat mittels Flussigszintillatiotdaég (Wallac 1409 LSC; Fa. Berthold,
Wildbad, Deutschland) ermittelt. Die Messung erfeldotooptisch in counts per minute
(cpm).

Durch folgende Verhaltnisgleichung konnte die Alfmee der Glukose und des Mannits in
das Epithel errechnet werden:

Uptake (nmol) = [S] * [K] * [H]*

Direkt nach der mukosalen Zugabe von radioaktiv kiegter Glukose bzw. radioaktiv
markiertem Mannit wurden aus der Pufferlésung Bspugpen zur Extrapolation der in der
Inkubationslésung insgesamt befindlichen Radiodtkiti[H]) entnommen. Die Proben zur
Bestimmung der in das Epithel insgesamt aufgenoraméktivitat ([K]) wurden nach der
Lyse des Epithels aus dem Lysat gewonnen. Weiterhirden Leerwerte unmarkierter
Pufferlosung ohne Radioaktivitat zur Korrektur &} und [H] bestimmt. Die Berechnung
der Glukose- bzw. Mannitaufnahme erfolgte anhandndekosal zugegebenen Menge des
Substrates §]) wahrend der Aufnahmeperiode und dem Quotientam K] und [H]. Es
ergab sich vereinfacht (nach Korrektur um die jéigyen Leerwerte) die oben angegebene
Formel.

3.1.7 Ubersicht iiber die Versuchsanordnungen der Wsg-Kammer-Versuche

Die Vorinkubatins- und Inkubationsbedingungen smdlab. 1 dargestellt.
Die Zugabe von Hemmstoffen sowie die chronologiacAdlaufe der Versuche sind in

Tab. 2 zusammengefasst. Die in der Tabelle angegels@pitelnummer entspricht der
zugehdrigen Darstellung im Ergebnisteil.

20



Erlauterungen zu Tabelle 2:

Cel(100) 100 mM Cellobiose mukosal

CytB(0,1) 0,1 mM CytochalasinB mukosal

CP(0,02) 2QuM Chlorpromazin mukosal und serosal

EtOH Ethanol in dquivalenter Menge zur Hemmstalfg (Kontrolle)
G(6) 6 mM Glukose mukosal

G(10) 10 mM Glukose mukosal

G(20) 20 mM Glukose mukosal

M(20) 20 mM Mannit mukosal

Man(100) 100 mM Mannose mukosal

MPA(0,2) 0,2 mM 3-Mercaptopicolinsaure beidseitig
NAc(100) 100 mM N-Acetyl-D-Glukosamin mukosal
NEM(1) 1 mM N-Ethylmaleimid mukosal und serosal
Raf(100) 100 mM Raffinose mukosal

Ret(0,2) 0,2 mM Phloretin mukosal

Ret(0,5) 0,5 mM Phloretin mukosal

Ret(1,0) 1 mM Phloretin mukosal

Rets(0,2) 0,2 mM Phloretin serosal

Riz(0,1) 0,1 mM Phlorizin mukosal

Riz(0,5) 0,5 mM Phlorizin mukosal

Ser(100) 100 mM Serin mukosal

Sor(100) 100 mM Sorbitol mukosal

Us(1) Messung des Glukose-Uptakes Uber 1 Minute
Us(3) Messung des Glukose-Uptakes Uber 3 Minuten
Us(10) Messung des Glukose-Uptakes Uber 10 Minuten
Us(20) Messung des Glukose-Uptakes tber 20 Minuten

Ug(0,5+1+3+5+7+10+15+20)
Messung des Glukose-Uptakes uber %2, 1, 3, 5, 7,1%0und 20

Minuten
Um(10) Messung des Mannit-Uptakes tber 10 Minuten
Um(20) Messung des Mannit-Uptakes Uber 20 Minuten

Um(0,5+1+3+5+7+10+15+20)
Messung des Mannit-Uptakes Uber Y2, 1, 3, 5071% und 20
Minuten
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Tab. 2 Chronologische Darstellung der Ussing-Kammer-Vehsuc

Kap. Zeit -20 -10 -5 -1 0
+ EtOH & G(10) / + Riz(0,1) & G(10) / + Ret(0,2) &(10) / + CytB(0,1) Ug (1)
& G(10)
4.1.1 +G(10) + EtOH / + Riz(0,1) / + Ret(0,2) / + CytB(0,1) Ug (1)
+G(10) + EtOH / + Riz(0,1) / + Ret(0,2) / + CytB(0,1) Us (1)
+G(10) + EtOH / + Riz(0,1) / + Ret(0,2) / + CytB(0,1) Ug (1)
Kap. Zeit -15 -1 0
+ EtOH + EtOH / + Ret(1,0) / + Riz(0,5) & Ret(1,0) |+ G(20) :Ug(10) & Um(10)
4.1.2 + CP(0,02) + EtOH / + Ret(1,0) / + Riz(0,5) & Ret(1,0) |+ G(20) :Ug(10) & Un(10)
+ NEM(1) + EtOH / + Ret(1,0) / + Riz(0,5) & Ret(1,0) |+ G(20) :Ug(10) & Um(10)
Kap. Zeit -1 0
+ EtOH + G(20) :Ug(0,5+1+3+5+7+10+15+2
4.13 + Riz(0,5) & Ret(0,5) | + G(20) :Ug(0,5+1+3+5+7+10+15+2 & Uy (0,5+1+3+5+7+10+15+2|
Kap. Zeit 0
+ Ser(100) & Riz(0,5) & Ret(0,5) & G(20) & M(20) Ug(20) & Un(20)
+ NAc(100) & Riz(0,5) & Ret(0,5) & G(20) & M(20) :Ug(20) & Uy (20)
i1a + Man(100) & Riz(0,5) & Ret(0,5) & G(20) & M(20) :Us(20) & Un(20)

+ Cel(100) & Riz(0,5) & Ret(0,5) & G(20) & M(20) Ug(20) & Uy (20)

+ Sor(100) & Riz(0,5) & Ret(0,5) & G(20) & M(20) Ug(20) & Uy (20)

+ Raf(100) & Riz(0,5) & Ret(0,5) & G(20) & M(20) Us(20) & Uy (20)




€e

Kap. Zeit -1
+ EtOH / + Riz (0,5) + G(20) :Ug(1)
421 + EtOH & Ret(0,2) / + Riz(0,5) & Re{0,2) + G(20) Ug(1)
o + EtOH / + Riz(0,5) + G(20) :Ug(3)
+ EtOH & Ret(0,2) / + Riz(0,5) & Re{0,2) + G(20) Ug(3)
Kap. Zeit -180 -1
4.2.2 + G(6) + EtOH / + Riz(0,1) / + Ret(0,2) UG(1)
Kap. Zeit -180 -1
4.2.3 + MPA(0,2) & G(6) + EtOH / + Riz(0,1) / + Ret(0,2 UG(1)

Alternative Zugaben sind durch ,/* gekennzeichnet




3.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

3.2.1 Probennahme und Probenlagerung

Die Entnahme der molekularbiologischen Proben gidobei 5 Schweinen unmittelbar nach
der Totung der Tiere (siehe Kapitel 3.1.1). Unt@riken Bedingungen wurden dem Tier
folgende Proben entnommen:

e quergestreifte Muskulatur aus dem Bereich desdkerOberschenkels

(Musculus biceps femoris)

e Leber

* Niere (Nierenrinde und Nierenmark)

e proximales Jejunum
Bei der Gewinnung der Proben des proximalen Jejsnwarde nach Eréffnung des Darmes
mittels eines Objekttragers die Mukosa abgetragenauszuschlief3en, dass die Probe andere
Schichten der Darmwand enthalt. Die Konservieruriglgte entweder in Cryo.S-Réhrchen
(Greiner Bio-One, Frickenhausen), welche unmitteliach der Probennahme in flissigem
Stickstoff eingefroren und anschliel3end bei -80&agert wurden oder in 3 ml RNAlater in
Narrow-Mouth-Bottles (Nalgene). Diese Proben wur@énStunden bei 4°C aufbewahrt und
anschlie3end bei -80°C bis zur weiteren Verarbgitingefroren.

3.2.2 Extraktion der Gesamt-RNA

Die Proben wurden unmittelbar vor der Verarbeitungbgewogen, um das exakte
Probengewicht zu ermitteln. Die Gewebe wurden ingekiihlten Porzellanmérsern unter
standiger Kuhlung mittels flissigen Stickstoffs vmrlsiert und die Gesamt-RNA
anschlieBend mittels TriZbReagent (Invitrogen) isoliert.

Die Homogenisierung erfolgte nach der Pulverisigrumd nach Zugabe von 1 ml TriZol
Reagent pro 50 bis 100 mg Gewebe in einem konisGi@shomogenisator. TriZoReagent,
welches eine monophasische Losung aus Phenol urahidborlsothiocyanat darstellt,
gewahrleistet wahrend der Homogenisierung die Wsaletheit der Gesamt-RNA.
AnschlieRend wurde das Homogenisat in 1,5 ml SafekiReaktionsgefal3en (Eppendorf)
uberfiihrt und 10 Minuten bei 4°C und 12a9@entrifugiert. Der Uberstand, welcher RNA
und DNA enthalt, wurde in ein neues Reaktionsgeid@rfihrt und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch die nachfolgendgabe von 0,2 ml Chloroform pro 1 ml
Trizol, grandlicher Durchmischung, 3-minitiger Iddation bei Raumtemperatur und 15
Minuten Zentrifugation bei 4°C und 120Q0Cerfolgte die Auftrennung der LOsung in eine
wassrige Phase und in eine organische Phase. DielieRindet sich dabei ausschliel3lich in
der wassrigen Phase. Die wassrige Phase wurden ineeies Reaktionsgefald tberfthrt und
die sich in der wassrigen Phase befindliche RNAdewurch Zugabe von 0,5 ml 2-Propanol
ausgefallt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei Raumperatur und 10 Minuten Zentrifugation
bei 4°C und 1200 konnte ein gelartiges RNA-Pellet gewonnen werdeieses Pellet
wurde anschlie3end in 70 % Ethanol gewaschen untlifegiert (5 Minuten, 4°C, 7500).
Die Trocknung erfolgte bei Raumtemperatur. Abhangig der Gro3e des Pellets wurde es in
50 bis 25Qul autoklaviertem Aqua bidest. geldst. Die Quani#iung der Gesamt-RNA
erfolgte spektrophotometrisch durch die MessungAteorption bei einer Wellenlange von
260 nm. Die Konzentration der Gesamt-RNA berechkiott nach folgender Formel:

[RNA] in pg/ml = Ao+ Verdinnungsfaktor der Probe« 40
Die noch in der Probe vorhandene DNA wurde durehAbsorption bei 280 nm gemessen.

Durch die Bildung des Verhéltnisses zwischen RNA NA kann die Reinheit der Probe
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bestimmt werden. Proben die eine Reinheit zwischdgh und 2,0 aufwiesen, wurden
verwendet. Zusatzlich wurde der Isolierungserfolgtats einer Agarosegelelektrophorese
(1 % Agarosegel (w/v) mit 0,dg/ml Ethidiumbromid) Gberpruft. Hierzu wurden cir@2 bis
0,4l der isolierten Gesamt-RNA auf ein Agarosegel atriggen und elektrophoretisch bei
130 V aufgetrennt. Waren die 28S und die 18S RN#tlad sichtbar, wurde anschliel3end
mittels des kommerziell erhaltlichen Oligofésits der Firma Qiagen GmbH (Hilden,
Deutschland) einPolyA™-mRNA isoliert.

3.2.3 Isolierung der Poly&-mRNA mittels Oligotex°?mRNA Kit

Der Ansatz der Gesamt-RNA wurde mit 5000BB-Pufferlosung und einer auf 37°C
erwarmten Oligotex-Suspension des OligfteRNA Kits nach Angaben des Herstellers
versetzt. Nach Mischung des Ansatzes erfolgte 8inenutige Inkubation im Thermoblock
(Fa. Eppendorf) bei 70°C, welche zur ZerstérungSiekundarstrukturen der RNA fiihrte.
Die anschlieBende 10-minutige Inkubation bei Raumperatur erlaubte die Hybridisierung
des PolyA-Schwanzes der mRNA an den oligosgKomplex der Oligotex-Partikel. Alle
nicht gebundenen RNA-Anteile wurden durch Verwerfies Uberstandes nach einer 2-
minutigen Zentrifugation bei 9009 entfernt. Das zurlckbleibende Pellet wurde in g4i00
OW2-Pufferldsung unter kraftigem Mischen auf ein&fartexrihrer resuspendiert. Die
Suspension wurde auf eine im Kit enthaltene Sauypetiert, welche auf einem 1,5 ml
Reaktionsgefall aufgesetzt war, und 1 Minute bed @afentrifugiert. Diese Saule filterte die
Oligotex/PolyA-mRNA-Komplexe aus dem Ansatz heraus. Auf einemscheén
Reaktionsgefall wurde die Saule nochmals mit d0OW2-Pufferlésung zentrifugiert und
dann auf ein drittes ReaktionsgefaR verbracht. AHarauslosen der PolyANRNA aus der
S4ule wurden 20l (abhangig von der zu erwartenden POWARNA-Konzentration) der auf
70°C erwarmten OEB-Pufferlosung auf die Sdule duhgen, ohne diesen dabei abzukuhlen.
Mehrmaliges Auf- und Abpipettieren ermdglichte desdsen der Oligotexpartikel von der
Saule. Der Ansatz wurde anschlieRend nochmalsitiér Minute bei 900@ zentrifugiert, so
dass im ReaktionsgefaR nun das pdWMRNA-haltige Eluat enthalten war. Zur Optimierung
der Ausbeute wurde dieser Elutionsschritt noch alnmederholt. Dann erfolgte eine weitere
Konzentrations- und Reinheitsmessung der erhalt®ogyA"-mRNA am Spektrophotometer
nach der oben beschriebenen Methode.

Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -8@f&lagert.

3.2.4 DNA-Verdauung mit RQO1 RNase-Free DNase

Um sicherzustellen, dass die Proben keine DNA-Kwmmtation enthielten, wurde im
Anschluss an die PolyAMRNA-Syntheseeine Verdauung der noch in der Probe enthaltenen
DNA mittels RQ1 RNase-Free DN&séromega, Madison, USA) durchgefiihrt. Zu diesem
Zweck wurden die Proben eines Organes gepoolt. jémer PolyA-mRNA der 5
verschiedenen Schweine wurden 200 ng RNA (bzw.ri2gb@on 4 Schweinen bei den Proben
der quergestreiften Muskulatur) in den Verdauungatm gegeben, so dass sich im
Gesamtansatz 1000 ng PolymRNA befanden. Weiterhin wurden dem Ansatgl 1.0x
Reaktionspufferlosung undul RQ1 DNase zugegeben. Mit RNase-freiem Wasser evded
Ansatz auf 1Qu aufgefullt und im Cycler 30 Minuten bei 37°C irkart. Dieser Schritt
bewirkte, dass eventuell vorhandene einzel- od@pelstrangige DNA von der DNase in
Oligonukleotide abgebaut wurde. Zum Beenden derdeMektivitat wurde dem Ansatz )i
Stop Solution zugegeben und eine 10-mindtige Inkabdoei 65°C angeschlossen.
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3.2.5 Zweischritt-RT-PCR

cDNA-Synthese

Die aufgereinigte und DNAse-behandelte PGWARNA wurde in einem kommerziellen
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roddiagnostics, Mannheim, Deutschland)
eingesetzt, um eine einzelstrangige cDNA zu syrdieeén. Es wurde ein Ansatz von
insgesamt 2@l hergestellt, der aus 100 ng der PolyRNA, 5ul 5x Transcriptor RT
Reaction Buffer (1x), Ll Anchored-oligo(dT)sPrimer (2,5uM), 2 ul Deoxynukleotid-Mix

(e 1mM), 0,5ul Protector RNase Inhibitor (20 U) und @b Transcriptor Reverse
Transcriptase (10 U) bestand und mit sterilem Abjdest. auf den Gesamtansatz aufgefullt
wurde. Die cDNA-Synthese erfolgte nach folgenderotdkoll in einem PeltierThermal
Cycler PTC-20@Biozym Diagnostic GmbH, Hamburg, Deutschland):

30 min bei 55°C; 5 min bei 85°C; 5 min bei 4°C.
Die hergestellte cDNA wurde bis zum weiteren Gebindoei -20°C gelagert.
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zum Nachweis der Glukosetransporter im proximalgurum auf Ebene der mRNA wurde
aus der hergestellten cDNA mit Hilfe genspezifiscHerimer der unten benannten
Datenbanken und dem DyNAzyme™ Il DNA Polymerase(Rihnzymes, Espoo, Finnland)
eine PCR durchgefuhrt. Zusatzlich wurden parallelden Darmproben Kontrollproben aus
Leber, Niere und quergestreifter Muskulatur veraebe Weiterhin  wurden
Negativkontrollproben durchgefiihrt, bei denen almmplate PolyA-mRNA diente. Die
cDNA wurde jeweils in einem 50FAnsatz amplifiziert, wobei jede PCR mit einem DNA
Gemisch aus 5 Schweinen (proximales Jejunum, Lebbere) bzw. 4 Schweinen
(quergestreifte Muskulatur) durchgefuhrt wurder Basatz enthielt: 39,7l Aqua bidest, 5
ul 10xPufferlésung, 2u der cDNA, jeweils 1ul des Vorwarts- und Ruckwartsprimers (je 10
pmol/uI),l 1 ul ANTP-Mix (je 10 uM) und 0,5 ul der DNA-Polymerase (Dynazyme,
21U o ul).

Die verwendeten Primerpaare (hergestellt von MWtdsih, Deutschland) und die
Reaktionsbedingungen der PCR im Peltier Thermale€yTC-200sind der Tabelle 3 zu
entnehmen.

In Tabelle 3 sind nur die Glukosetransporter auifgdf deren mRNA im Jejunum
nachgewiesen werden konnte. Das Screening erfalgtie fir den GLUT6 und den GLUT12
mit mindestens 3 Primerpaaren. Die mRNA dieser Jparter konnte im proximalen
Jejunum jedoch nicht nachgewiesen werden.
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Tab. 3: Zusammenfassung der verwendeten Primerpaare udégnditionen

Transporter | Primerpaar Primersequenz Referenz- Cyclerkonditione Zu erwartende Grol3e
Name Sequenz des Amplifikates

GLUT1 pF 506-524 5-GCC CCC GCT TCCTGC TCAT-3 X17058.1 95°C 1'; 35x(95°C 20'60°C 30"; 72°C 1')| 524 bp
pR 1029-1011 | 5-GCC AGG GCC CAC TTC AAA G-3' 728C4°C

GLUT2 ovF 544-562 5-GCA CATCCTGCTTGG TTT G-3' AJ3189p 95°C 1'; 35x(95°C 2050°C 30"; 72°C 1")| 530 bp
oVvR 1071-1054| 5'-GGC AAT TTATTC AGG AGC-3' 729G 4°C
pF GLUT2 5-GAG AGG GAA GAA GCA TCA AGT-3 eigenee§uenz* | 95°C 1'; 35x(95°C 2(B4°C 30"; 72°C 1")| 475 bp
pR 1310-1290 | 5-CTA AAG CAG CAG GGC GTG GTC-3' AHEE35.1 72°C 4'; 4°C

GLUT3 bovF 392-412 | 5-GCG GCT GCC TTATGG GAT TCT-3' AEE38.1 95°C 1'; 35x(95°C 2088°C 30"; 72°C 1")| 501 bp
bovR 892-872 | 5-TGATGG GTT GCC GGT AGT TGG-3' C2A'; 4°C

GLUT4 hF 205-225 5-CGT CGG GCT TCC AAC AGA TAG-3' NM_ape.2 95°C 1'; 35x(95°C 2088°C 30"; 72°C 1')| 442 bp
hR 646-626 5'-GAG TAG GCG CCA ATG AGG AAT-3' 7247, 4°C

GLUTS ovF 4-20 5-GCATTT GGT ATT TTG GC-3' NM_001009451). 95°C 1'; 35x(95°C 2048°C 30"; 72°C 1')[ 450 bp
OVR 453-438 5-GGC CAC AAT GAT CAT C-3' 72°C 4°C
pF GLUT5 5-GCC GCT ATT AAC TCG CCT TCT G-3' eigeSequenz* | 95°C 1'; 35x(95°C 2@6°C 30"; 72°C 1')| 256 bp
pR GLUT5 5-CGA CTT TGC TGC ATC CCA TCA-3' 72°C 4°C

GLUT7 hF 947-965 5-AGG CCG CTC ACT CCC AAT A-3' NM_20142 95°C 1'; 35x(95°C 2054°C30"; 72°C 1')| 413 bp
hR 1359-1339 | 5-TCC GGC AAA GAT GAT GAA ACT-3' R4 4°C
pF GLUT7 5'-CAA TAC ATA ACG GTG GGG GT-3' eigened@enz* | 95°C 1'; 35x(95°C 2062°C 30"; 72°C 1)| 378 bp
pR GLUT7 5'-GTA GGC GCC AAT GAC CTC C-3' 72°C 4°C

GLUTS ovF 201-221 5-GGA GGC CAA GTT CAA GGA CAG-3 AF4B30.1 95°C 1 35x(95°C 2088°C 30"; 72°C 1) 419 bp
OoVR 619-599 5'-CCA GAA AGG CCA TGA ACC AGT-3' R4, 4°C

GLUT10 hF 446-466 5-GGC TTC CTC ATT GAC TGC TAT-3' ARF2431 95°C 1'; 35x(95°C 2056°C 30"; 72°C 1')| 357 bp
hR 802-782 5-GAA GAG GAG GCT GAG GGA TTG-3' 724G 4°C

GLUT11 bovF 54-75 5-TGC GGC TGG TAT TGG TGG AAC T-3' XM6B361.3 95°C 1'; 35x(95°C 2@®B6°C 30"; 72°C 1')| 451 bp
bovR 504-483 | 5-CAG GGC GGT GAA GAT GGC AGA G-§ 72°C 4'; 4°C

SGLT1 pF 1401-1424 | 5-CCA CCC ATC GCA GCT GTC TTC CTA-BIM_001164021 | 95°C 1'; 35x(95°C 2B9°C 30"; 72°C 1')| 461 bp

PR 1861-1839

5-ATT TTG GGG CCC TTC TGC TGG TC-3

72°C 4", 4°C

*Die Primersequenzen wurden von der Sequenz deseb@nden Amplifikates abgeleitet




In einem Agarosegel (1 % w/v mityg/ml Ethidiumbromid) wurden pl des PCR-Ansatzes
nach der Amplifikation elektrophoretisch aufgetrernthielt das PCR-Produkt eine einzelne
Bande in der zu erwartenden Grol3e, wurden nachhaltmeng des cDNA-Gehaltes durch
Vergleich mit einem Markerstandard direkt 45ng deBCR-Produktes der
Sequenzierungsreaktion zugefihrt.

Enthielten die Amplifikate mehrere Banden, von deméne der zu erwartenden Groéf3en
entsprach, wurden die PCR-Reaktionen Uber NachillgeNach der elektrophoretischen
Auftrennung in einem praparativen Gel wurde dielerschte Bande ausgeschnitten und nach
Angaben des Herstellers mit dem Agarose-Gel DNArdetions Kit (Roche, Mannheim,
Deutschland) aufgearbeitet. In einem analytischehv@rde 1ul der cDNA eingesetzt, um
die vorhandene cDNA-Konzentration durch Vergleiclt ginem Markerstandard (DNA
Molecular Weight Marker XIV, 100bpl, Fa. Roche) eumitteln. Dann wurden 45 ng der
cDNA in einer Sequenzierreaktion eingesetzt.

3.2.6 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierung erfolgte mit dem ABI Prism BigDyerminator Kit (Fa. Applied
Biosystems, Foster City, USA). Fur die Sequenzaition wurden folgende Komponenten
verwendet:

e 45 ng PCR-Produkt

e 100 ng des gewinschten Primers

e 4ul BigDye 3.1
Der Ansatz wurde mit autoklaviertem Aqua bidest 20ful aufgefullt. Der Big Dye Mix
(gestellt vom Interdisziplindren Zentrum fur Kkliolee Forschung der Universitat Leipzig;
IZKF) enthélt alle fiir die Sequenzierung notwendigufferlosungen, floureszensmarkierten
dNTP’s sowie die Polymerase.
Im oben genannten Cycler (PTC-200) erfolgte die uSagierreaktion nach folgendem
Protokoll:

96°C 2 min; 25x (96°C 15 s; 50°C 15 s; 60°C 4 mdf\C 5 min

Der Ansatz wurde nach Beendigung des Programmg pdit3M Natriumazetat und 50
absolutem Ethanol in einem Eppendorf Cup auf demmtéxaihrer gemischt und unter
lichtgeschitzten Verhaltnissen 15 Minuten bei 4 &i€ gefallt. AnschlieRend wurde der
Ansatz 30 Minuten bei 9009 und 15°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vefemrund
zum Waschen des zuriickgebliebenen Pellets vorgi@@Dul 70 %-iges Ethanol (4°C)
zupipettiert, ohne dabei das Pellet vom Bodenréymlilasen. Es erfolgte eine einminutige
Inkubation auf Eis. Dann wurde das Ethanol abpgrttund das Pellet bei 37°C im
Thermoblock getrocknet.

Die so aufgereinigten DNA-Fragmente wurden im ldigiplinaren Zentrum fur klinische
Forschung der Universitat Leipzig auf ein Acrylagetiaufgetragen und im ABI PRISM 377
DNA Sequenzer (Applied Biosystems) analysiert.

Die Sequenzen der PCR-Produkte wurden mit bekannBdHA-Sequenzen der
entsprechenden Transportproteine verglichen, urendédentitat nachzuweisen. Die zum
Vergleich genutzten Sequenzen entstammten entwedeinen Sequenzen oder denen
anderer Spezies, wenn keine porzinen Sequenzeizigublvaren.
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3.3 STATISTIK UND DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

Die statistische Auswertung der Ergebnisse derrngsKkammer-Versuche erfolgte mit der
Computer-Software Jandel Sigma8t&t0 (Fa. Jandel Corporation) bzw. Microsoft EXcel
2000 (Fa. Microsoft Corporation).

Der statistische Vergleich der Ergebnisse beganallém Versuchsgruppen mit einem Test
auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test)nd auf Gleichverteilung(Levene’s
Median-Test)Da alle Daten beide Kriterien erfillten, wurden gWersuchsgruppen jeweils
mittels gepaarten t-Test nach Student vergliclizar. Vergleich mehrerer Gruppen erfolgte
durch eine Varianzanalyse mittels One-Way RepeMedsurement of Variance Analysis
(One-Way RM ANOVA) verwendet. Im Anschluss an diardnzanalyse schloss sich ein
Student-Newman-Keuls-Test an.

Die Mittelwerte sind arithmetische Mittel und wendait dem Standardfehler (standard error
of mean; SEM) dargestellt. Die Stichprobenzahhkistn angegeben, wahrend N der Anzahl
der fur diese Beobachtungen verwendeten Versuchsigspricht.

Alle Ergebnisabbildungen wurden mit der Computeft@are Jandel SigmaP®7.0 (SPSS
inc., Chicago, IL, USA) erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1 GLUKOSEAUENAHME IN DAS DARMEPITHEL

4.1.1 Der Einfluss der Verfugbarkeit von Glukose afi die GLUT- und SGLT1-
vermittelte Glukoseaufnahme

Zunachst wurde die Glukoseaufnahme in das Darnmapithne vorherige mukosale
Vorinkubation mit Glukose ermittelt (Pufferlosungl9a). Dem Gewebe wurde schon
wahrend der Vorinkubation auf der serosalen SemrelVb Glukose zur Verfliigung gestellt
(Pufferlosung 9.1.1b), um einen ausreichende Naffwstsorgung des Epithels
sicherzustellen. Mit Beginn der Glukose-Uptake-Megs wurden dem Epithel auf der
mukosalen Seite 10 mM Glukose zur Verfligung gestell
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Kontrolle Phlorizin Phloretin ~ Cytochalasin B

Abb. 2Vergleichende Glukoseaufnahme unter Kontrollbeduggm und in
Anwesenheit der Hemmstoffe Phlorizin, Phloretin @yilochalasin B nhach mukosal
glukosefreier Vorinkubation
Mittelwerte mit SEM; n = 8, N = 8; mukosale Glukksezentration: 10 mM; serosale
Glukosekonzentration: 6 mM; mukosale Phlorizinkotrzgion: 0,1 mM; mukosale
Phloretinkonzentration: 0,2 mM; mukosale CytB-Kaneion: 0,1 mM;
4By < 0,05 (Saulen ohne gemeinsamen Buchstaben sgnifilant voneinander
verschieden)

Die Zugabe der Hemmstoffe erfolgte 1 Minute vor lBagder Glukoseaufnahmemessung.
Die Glukoseaufnahme in das Epithel wurde Uber eibeitraum von einer Minute erfasst
(Abb. 2).

Durch den SGLT1-Hemmstoff Phlorizin erfolgte einegndikante Hemmung der
Glukoseaufnahme um 35,7 %. Die GLUT-Hemmstoffe FRdtio und Cytochalasin B
bewirkten signifikante Hemmungen der Glukoseaufralim 29,6 % sowie 31,7 %.
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In weiteren Versuchsansétzen wurden die Epithel@rBeginn der Uptakemessungen fur 5,
10 oder 20 Minuten mit 10 mM Glukose in der Pufiedng vorinkubiert (Abb. 3).
Abgesehen davon blieben die Versuchseinstellurdgmtisch.
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Abb. 3Glukoseaufnahme nach 5, 10 und 20 Minuten muko¥alenkubation der
Epithelien mit 10 mM Glukose unter Kontrollbedingan und in Anwesenheit
von Hemmstoffen
Mittelwerte mit SEM; n = 8, N = 8; mukosale Glukksezentration: 10 mM; serosale
Glukosekonzentration: 6 mM; mukosale Phlorizinkotragion: 0,1 mM; mukosale
Phloretinkonzentration: 0,2 mM; mukosale CytB-Kaneion: 0,1 mM;
aPh < 0,05 (Saulen innerhalb einer Vorinkubationsgsap sind voneinander
verschieden, wenn sie keinen gemeinsamen Buchdtaben.)

Wurden den Epithelien bereits 5 Minuten vor Begier Glukoseaufnahme-Messungen
10 mM Glukose zur Verfiigung gestellt, so reduziesteh die Glukoseaufnahme unter
Kontrollbedingungen um 28,7 % (vgl. Kontrolle in &R und Abb. 3). Wahrend ohne
Vorinkubation durch Glukose noch alle 3 Hemmstdafteeiner signifikanten Hemmung der
Glukoseaufnahme fuhrten (Abb. 2), erfolgte nachibitiger Glukosevorinkubation nur noch
durch Cytochalasin B eine signifikante Hemmung. IN&@- und 20-minutiger Vorinkubation

mit Glukose konnte keiner der Hemmstoffe eine Hemgnder Glukoseaufnahme erzielen
(Abb. 3).
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Abb. 4Verlauf des Kurzschlussstromes und der Gewebdig#éit vor und nach
mukosaler Glukosezugabe
Mittelwerte mit SEM; n =27, N=8
mukosale Zugabe von 10mM Glukose zum ZeitpunktO;t =mukosale
Hemmstoffzugabe (Kontrolle/Ethanol, Phlorizin, Reton oder Cytochalasin B) zum
Zeitpunktt =19

Die Verlaufe des Kurzschlussstrorhesid der Gewebeleitfahigkeit vor und nach mukosaler
Glukosezugabe sind in Abb.4 dargestellt. In diesé&bbildung sind die
elektrophysiologischen Daten aller Epithelien, @@ Minuten mit Glukose vorinkubiert
worden waren, zusammengefasst, unabhangig daviéchevddemmstoff verwendet wurde.

Bis zur Zugabe der Glukose auf der mukosalen $&#ben sowohl der Kurzschlussstrom als
auch die Gewebeleitfahigkeit konstant. Wahrend @evebeleitfahigkeit nach Zugabe der
Glukose keine Veranderungen aufwies, erfuhr dezgaihlussstrom einen hochsignifikanten
Anstieg und erreichte seinen hdochsten Wert 5 Mimutach der Glukosezugabe. Insgesamt
kam es zu einem Anstieg des Kurzschlussstromes4@t12,4 nEq- ci- min™.

Mit diesen Untersuchungen konnte zunachst gezedgtien, dass an der Glukoseresorption
im proximalen Jejunum des Schweins der SGLT1 begteivar. Daflr sprachen die
Hemmbarkeit der Glukoseaufnahme durch den kompetitiSGLT1-Hemmstoff Phlorizin
um 35,7 % und der Kurzschlussstromanstieg nach saléo Glukosezugabe. Auch die
GLUT-Hemmstoffe Phloretin und Cytochalasin B flhrtezu einer Hemmung der
Glukoseaufnahme in das Epithel. Somit schien nedem SGLT1 auch ein apikal
lokalisierter GLUT an der Glukoseaufnahme in dagHepbeteiligt zu sein. Nach bisherigem

! Der Kurzschlussstrom wird in dieser Arbeit in nEgecm™?smin™ und nicht wie tblich in pEgecm?eh™
angegeben, um eine bessere Vergleichbarkeit mit den ebenfalls je Minute gemessenen Uptakes zu
ermoglichen.
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Kenntnisstand handelt es sich dabei um den GLU&ZXeaihe andere Hypothese, bis auf die
von Kellett, von einem apikal gelegenen GLUT ausg&he Tatsache, dass die GLUT-
Hemmstoffe Phloretin und Cytochalasin B in diesersdichseinstellung zu einer deutlichen
Hemmung der Glukoseaufnahme fuhrten, bestatigediesmutung.

Zwischen der Hemmwirkung des Phlorizin und den Hevitkungen der GLUT-Hemmstoffe
Phloretin und Cytochalasin B waren keine signifteanUnterschiede vorhandelusgehend
von der Annahme, dass beide Transportsysteme d@aldikoseaufnahme beteiligt sind, stellte
sich die Frage, ob Phlorizin allein durch die verdarte Glukosetransportrate des SGLT1
eine Hemmung bewirkt oder ob es durch den inakti8&1T1 sekundar auch zu einer
Hemmung des apikalen GLUT2 kommt. Die elektrophygjischen Daten ergaben Hinweise
zu dieser Fragestellung. Zunachst bewiesen diesenne Beteiligung des SGLT1 an der
Glukoseaufnahme. Der im direkten Anschluss an dikasale Glukosezugabe stattfindende,
hochsignifikante Anstieg des Kurzschlussstromeslltieste aus dem zeitgleich mit der
Glukoseaufnahme stattfindenden*N&instrom in die Epithelzelle. Dieser Ladungstramsp
fuhrte in dieser Versuchseinstellung zu einem Amgstdes Kurzschlussstromes um etwa
15 nEq-crif-min® und erméglichte somit eine Schatzung der in dadth&paufgenommenen
Glukosemenge. Da 1 nEqg-émmin® einem Nanomol Natriumionen entspricht und der
SGLT1 zwei Natriumionen mit einem Glukosemolekuidodert, ergab sich rein rechnerisch,
dass der SGLT1 nach Zugabe von 10 mM Glukose aufndéosalen Seite etwa 7,5 nmol
Glukose pro chund Minute transportierte. Da die Hemmwirkung d&¥sorizins deutlich
groRRer ausfiel (Abb. 2), konnte davon ausgegangendem, dass diese Wirkung nicht allein
auf einer Inaktivierung des SGLT1 beruhte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit diessndhsserie sowohl die Beteiligung des
SGLT1 als auch eines apikalen GLUT an der Glukdseadéune in das proximale Jejunum des
Schweins nachgewiesen werden konnte.

Allerdings stellte sich ein Grol3teil der Glukosewmifme in das Epithel phlorizin- und
phloretininsensitiv dar. Aus diesem Grund solltel@én folgenden Versuchsserie die mogliche
Beteiligung der Endozytose bzw. Endozytose-assaei Vorgange an der Glukoseaufnahme
untersucht werden.

4.1.2 Die Bedeutung der Endozytose bei der Glukos&zw. Mannitaufnahme in das
Epithel

Um die Beteiligung Endozytose-assoziierter Vorgadnge untersuchen, kamen zwel
verschiedene Hemmstoffe der Endozytose zum Eindadés waren Chlorpromazin, ein
Hemmstoff der Clathrin-vermittelten Endozytose, mowW-Ethylmaleimid. Es wurden die
Glukose- und die Mannitaufnahmen parallel Uberreideitraum von 10 Minuten gemessen.
Abbildung 5 zeigt die Aufnahmeraten von Glukose Widnnit unter den verschiedenen
Versuchseinstellungen.

Wurde den Epithelien kein Endozytose-Hemmstoff (Alboberstes Diagramm) zugegeben,
konnte sowohl durch Phloretin allein als auch duptioretin und Phlorizin eine Hemmung
der Glukoseaufnahme erreicht werden. Die paralltudgemessenen Mannitaufnahmen
waren in der Kontrollgruppe und in der Phloretimgpa signifikant niedriger als die

entsprechenden Glukoseaufnahmen und unterschieddn récht in den einzelnen

Behandlungsgruppen. Die Hemmstoffe Phloretin undori2in hatten unter diesen

Versuchseinstellungen entsprechend keinen Einfugdie Mannitaufnahme.
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Abb. 5Glukose- und Mannitaufnahmen in das Epithel UbeeriZeitraum von 10
Minuten in Anwesenheit von Phloretin und Phlorizeowie 2 verschiedenen
Endozytose-Hemmstoffen
Mukosale Glukosekonzentration 20 mM; Mannitkonzgiain 20 mM; Phloretin auf
der mukosalen Seite: 1,0 mM; Phlorizin auf der nsaken Seite: 0,5 mM; N-
Ethylmaleimidkonzentration auf beiden Epithelseiten 1 mM;
Chlorpromazinkonzentration auf beiden Epithelseit@0 «M; Mittelwerte £ SEM;
n =8, N = 4; Werte mit unterschiedlichen Buchstalsend im RM ANOVA signifikant
voneinander verschieden (p <0,05); Balken mit *&ind signifikant verschieden
(p < 0,05/0,01) zu den entsprechenden Balken imstdre Diagramm.
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Wurden den Epithelien bereits 15 Minuten vor Begoler Uptake-Messung auf beiden
Epithelseiten Chlorpromazin zugesetzt, waren ksigeifikanten Unterschiede zwischen den
Glukoseaufnahmeraten zu messen. Auch die dazugehdrMannitaufnahmen zeigten
keinerlei Veranderungen in Anwesenheit der GLUTd UBGLT1-Hemmstoffe (Abb. 5).

Chlorpromazin schien somit die GLUT-abhéngige Ghkdaufnahme zu hemmen. Ob
Chlorpromazin auch die SGLT1-abhéngige Glukosedunea beeinflusste, ist aus Abb. 5
zundchst nicht ersichtlich. Hierzu soll an spater&telle die Analyse der

elektrophysiologischen Daten (Abb. 7) Erkenntnigsfern.

Wurden die Epithelien vor der Uptake-Messung béids&5 Minuten mit N-Ethylmaleimid
(NEM) inkubiert, erfolgte sowohl unter Phloretinesh als auch unter Phloretin und Phlorizin
eine signifikante Hemmung der Glukoseaufnahme.rditgys war auch die Mannitaufnahme
durch Phloretin und Phlorizin hemmbar (Abb. 5).
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Die elektrophysiologischen Daten der Epithelien alexr Gruppe ohne Endozytose-
Hemmstoffe sind in Abb. 6 dargestellt. Nach derdbeitigen Zugabe des Ethanols zur
Pufferlosung zum Zeitpunkt t = -15 erfolgte in kaimer 3 Versuchsgruppen eine signifikante
Anderung des Kurzschlussstroms oder der Gewelia#eit. Die Glukosezugabe zu
Beginn der Uptake-Messung (t = 0) fuhrte in deroR#tingruppe zu einem signifikanten, in
den anderen beiden Gruppen zu tendenziellen Amstiedps Kurzschlussstromes. Die
Gewebeleitfahigkeit schien nach der Glukosezugatbisl in der Kontrollgruppe als auch in
der Phloretin/Phlorizin-Gruppe abzufallen. Dieséfie& war allerdings in keiner der beiden
Gruppen statistisch abzusichern.
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Die Epithelien der Chlorpromazin-Gruppe erfuhrenmder Zugabe des Chlorpromazins zum
Zeitpunkt t=-15 zunachst keine Anderung der Kcinhsssstrome und der
Gewebeleitfahigkeiten (Abb. 7). Nach Zugabe denoadiv markierten Glukose auf der
mukosalen Seite zum Zeitpunkt t = 0 erfolgte sowiahiler Kontrollgruppe als auch in der
Phloretin- und Phloretin/Phlorizin-Gruppe ein sfd@nter Anstieg des Kurzschlussstromes.
Die Gewebeleitfahigkeiten wiesen keine Veranderarayd.
Nach mukosaler und serosaler Zugabe des NEM karm edlen 3 Gruppen zu einem
signifikanten Anstieg des Kurzschlussstromes, agahnetwa 5 Minuten seinen Hohepunkt
erreichte und anschliel3end unter das Ausgangsnaleei (Abb. 8).
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Nach der anschlieBenden mukosalen Glukosezugablgterin keiner der drei Gruppen ein
Anstieg des d. Die Gewebeleitfahigkeiten wurden weder durch Lligabe von NEM noch
von Glukose beeinflusst. Zwar schien nach ZugalseNteM die G tendenziell anzusteigen,
allerdings war dieser Anstieg statistisch nichthweeisbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der niadit Baloretin und Phlorizin hemmbare
Anteil der Glukoseaufnahme (rechte Saulen in AbBbdbrch Chlorpromazin und N-
Ethylmaleimid nicht beeinflusst werden konnte. Folgkonnte mit dieser Versuchsserie eine
Endozytose als Ursache des phloretin- und phlongensitiven Uptakes nicht nachgewiesen
werden.

Der Endozytose-Hemmstoff Chlorpromazin senkte jadaen Glukose-Uptake in der
Abwesenheit von Phloretin und Phlorizin auf ein &, das nicht verschieden war von dem
in Anwesenheit von Phloretin und Phlorizin. Demsportvermittelte Uptake schien somit
weitgehend zum Erliegen zu kommen. Anhand der Kimpssstromanstiege nach
Glukosezusatz lasst sich allerdings vermuten, dasSGLT1 zumindest teilweise noch aktiv
war. Ein Absinken des Glukose-Uptakes kénnte sa@ulft eine verminderte Aktivitat des
GLUT2 zurtickzufiihren sein.

N-Ethylmaleimid fiuhrte ungewohnlicherweise zum Aeféen eines phloretin- und
phlorizinsensitiven Mannit-Uptake. Der glukoseindute Kurzschlussstrom war dabei
jedoch vollig ausgeléscht, was darauf hindeutessdier den SGLT1 kein Ngekoppelter
Glukosetransport mehr realisiert wurde.
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4.1.3 Zeitabhangigkeit der Glukoseaufnahme und dere Vergleich mit der
Mannitaufnahme

Ziel dieser Versuchsserie war es, die Zeitabhamgigler Glukoseaufnahme in das Epithel zu
untersuchenDafur wurde die Glukoseaufnahme in das Epithel (daen Zeitraum von
20 Minuten untersucht. Bei einer Glukosekonzerdgrativon 20 mM wurde die
Glukoseaufnahme zum einen unter Kontrollbedingungemd zum anderen unter
Ausschaltung der bekannten Transportmechanismeat dRhilorizin und Phloretin bestimmt.
Zusatzlich wurden kurz vor Beendigung der Uptakesttlmgen aus der serosalen Saule der
Ussing-Kammer-Apparatur Pufferproben entnommen. hAudiese wurden auf die
Anwesenheit radioaktiver Glukose untersucht. Sokaibnte der Glukose-Flux Uber das
Epithel bestimmt werden. Unter Ausschaltung derabeken Transportmechanismen durch
Phloretin und Phlorizin wurde zusatzlich auch digahme von Mannit mitH-markiertem
Mannit bestimmt. Da Mannit der Literatur entspretheiicht in die Zellen aufgenommen
werden soll, gilt es als Marker fir den parazeheéTransport (HAYDEN u. CAREY 2000;
KIERBEL et al. 2000).Auch fur Mannit wurde der Flux Uber das Epithel teig einer
Probennahme aus der serosalen Pufferlosung bestimmt

Abb. 9 zeigt die Glukose- und Mannitaufnahme kuertiliiber einen Zeitraum von
20 Minuten. Die oberste Kurve stellt die Glukoseahime unter Kontrollbedingungen dar.
Ein signifikanter Anstieg der Glukoseaufnahme zwrhergehenden Messwert erfolgte nach
3, 5 und 20 Minuten. Die zweite Kurve zeigt die kidseaufnahme in Anwesenheit des
SGLT1-Hemmstoffes  Phlorizin  und des GLUT-Hemmst®ffe Phloretin.  Die
Glukoseaufnahme war unter Ausschaltung der phterizund phloretinhemmbaren
Transportmechanismen Uber den gesamten Zeitraumifilsignt niedriger als unter
Kontrollbedingungen (p < 0,05), mit Ausnahme degtégenach 15 Minute(p = 0,197).Ein
signifikanter Anstieg des Uptakes zum vorhergeherdesswert war nach 1, 3, 5, 7, 15 und
20 Minuten feststellbar.
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Abb. 9Glukoseaufnahme uber 20 Minuten unter Kontrollbgdimgen sowie
Glukose- und Mannitaufnahme in Anwesenheit vonrRimound Phloretin:
Mittelwerte mit SEM; n=8, N =8; mukosale Glukksazentration: 20 mM;
mukosale Mannitkonzentration: 20 mM; mukosale Rhiokonzentration: 0,5 mM;
mukosale Phloretinkonzentration: 0,5 mff% < 0,05 zu anderen Messwerten des
gleichen Zeitpunktes

Die dritte bzw. unterste Kurve in Abb. 9 zeigt didannitaufnahme in das Epithel in
Anwesenheit der beiden Hemmstoffe Phloretin undifsih. Die Mannitaufnahme war zu
allen Zeitpunkten signifikant niedriger als die &geaufnahme unter Kontrollbedingungen
(p <0,05) und nach 1, 3, 10, 15 und 20 Minuten siarauch signifikant niedriger als die
Glukoseaufnahme unter identischen BedingungenQj0s).

In Abb. 10 ist dargestellt, wann und in welchem dng sowohl die radioaktiv markierte
Glukose als auch das radioaktiv markierte Mannden Pufferlésung auf der serosalen Seite
des Epithels erschienen. Dieses Erscheinen (Appe@yareprasentiert den Flux der
Substanzen uber das Epithel.
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Abb. 10Das Erscheinen von Glukose und Mannit auf der sdeosSeite:
Mittelwerte mit SEM; n=8, N =8; mukosale Glukkeazentration: 20 mM;
mukosale Mannitkonzentration: 20 mM; mukosale Rhilokonzentration: 0,5 mM;
mukosale Phloretinkonzentration: 0,5 mM; die Dalising der Statistik erfolgt im
Text

Serosale Appearance in nmol * cm

Nach Zugabe der Glukose auf der mukosalen Seiteuwsar Kontrollbedingungen ab der
7. Minute Glukose auf der serosalen Seite nachweigb< 0,05 vs. 0). In Anwesenheit der
Hemmstoffe Phloretin und Phlorizin war das ab derMinute der Fall. Der Mannit-Flux
stellte sich ab der 10. Minute signifikant versclaie von null dar (p < 0,05). Bis zur Minute
15 nach Zugabe der radioaktiv markierten Glukogedaumukosalen Seite lie3en sich keine
Unterschiede in den Mannit- und Glukose-Fluxen zhén den Gruppen erkenndfrst 20
Minuten nach Zugabe der radioaktiven Substanzegteesich der Glukose-Flux unter
Kontrollbedingungen signifikant hoher als die Glake und Mannit-Fluxe in Anwesenheit
von Phlorizin und Phloretin.

Die elektrophysiologischen Daten sind in Abb. 1Xgéatellt. Sowohl in Anwesenheit der
Hemmstoffe Phloretin und Phlorizin als auch ohnenkistoffe kam es nach Glukosezugabe
zu einem signifikanten Anstieg der Kurzschlussseorillerdings war der Kurzschluss-
stromanstieg in Abwesenheit der Hemmstoffe etwadBfhoher als in Anwesenheit der
Hemmstoffe. Somit konnte die Hemmung des SGLT1 ldudhlorizin als ausreichend
gewertet werden. Die Gewebeleitfahigkeit veréndesieh nur in Anwesenheit der
Hemmstoffe nach Zugabe der Glukose signifikantt(8ti ist in Abb. 11 nicht dargestellt).
So kam es zu einem leichten Abfall der Gewebeldgieit. Unter Kontrollbedingungen
konnte keine signifikante Anderung der Gewebelkitfieit festgestellt werden, obwohl der
Gi-Verlauf prinzipiell ahnlich dem Verlauf in Anwedasgit der Hemmstoffe war.
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Abb. 11Kurzschlussstrom und Gewebeleitféahigkeiten
Mittelwerte mit SEM; n = 8, N = 8; mukosale Zugatlm 0,5 mM Phlorizin & 0,5 mM
Phloretin bzw. Ethanol (Kontrolle) zum Zeitpunkt 11, mukosale Zugabe von
20 mM Glukose zum Zeitpunkt t=0; *p < 0,05 vs.@, *p <0,01 vs. t=0; die
Darstellung der Statistik der Gewebeleitfahigkeiokgt im Text

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie zeigen, dass Glukoseaufnahme und die
Mannitaufnahme unter Ausschaltung der bisher bedkan&Glukosetransportproteine nicht
identisch waren. Die Glukose- und Mannitaufnahmeanden Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 20 Minuten konstant inerainVerhaltnis von etwa 1:0,65
zueinander. Dieses Verhaltnis spiegelte sich atigedim Flux der beiden Substanzen nicht
wieder. Hier betrug das Verhaltnis anndhernd 1:h, ds erschien in Anwesenheit von
Phloretin und Phlorizin genauso viel Glukose wienkiaauf der serosalen Seite des Epithels.
Geht man davon aus, dass das 1:1-Erscheinen vd&og&lwnd Mannit auf der serosalen Seite
einen parazellularen Transport reprasentiert, l®rté 1:0,65-gekoppelte Aufnahme von
Glukose und Mannit fir eine von der parazellulaRermeation weitgehend unabhangige
epitheliale Aufnahme von Glukose und Mannit sprectfus der Annahme heraus, dass der
Mechanismus, mit dem Glukose und Mannit, wenn amdhunterschiedlicher Affinitat, in
das Epithel transportiert werden, identisch ist,rden in der folgenden Versuchsserie
verschiedene Substanzen in hohen Konzentratiomgesetzt, um zu eruieren, ob diese einen
Einfluss auf diesen Mechanismus besitzen.

4.1.4 Einfluss verschiedener Substanzen in hohen Krentrationen auf die nicht SGLT1-
und GLUT-vermittelte Glukose- und Mannitaufnahme

Ziel dieser Versuchsserie war es zunéchst zu Ulerpr ob der nicht durch Phloretin und
Phlorizin hemmbare Anteil der Glukose- und Manrfitahme durch andere Kohlenhydrate
und Kohlenhydratderivate prinzipiell modulierbat. iglintergrund dieses Versuchsansatzes
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war die Theorie, dass bisher nicht bekannte Tratsmbeine oder Kanale an der Aufnahme
der Glukose und des Mannits beteiligt sein konndfiirden nun diese Proteine neben
Glukose und Mannit mit hohen Konzentrationen andé&tehlenhydrate konfrontiert, so
kénnte es unter Umstanden zu einer VerdrangungidiEsden Substrate und somit zu einer
Verschiebung des Aufnahmeverhéltnisses zwischerkdS& und Mannit oder zu einer
Veréanderung der Aufnahmeraten kommen.

Dafur wurden zunéachst alle Epithelien in einer aékaltigen aber glukosefreien Pufferlosung
in der Ussing-Kammer vorinkubiert. Zu Beginn dertédke-Messung wurde die Pufferlosung
auf der mukosalen Seite durch eine andere Pufterffydie sogenannte Uptake-Pufferldsung,
ersetzt. Diese enthielt 20 mM Mannit und 20 mM G@lsd mit den entsprechenden radioaktiv
markierten Substraten, sowie Phloretin und Phlerizur Hemmung der transporter-
vermittelten Glukoseaufnahme. AulRerdem enthieltRliéferlosung eine Aminosaure, einen
Zucker oder ein Zuckerderivat in einer sehr hoh@mzéntration (100 mM). Zum Einsatz
kamen DL-Serin, N-Acetyl-D-Glukosamin als ein Zudkerivat, D-Mannose als ein
Monosaccharid, D-Cellobiose als ein Disaccharid, S@bitol als Alkohol eines
Monosaccharids und D-Raffinose als ein Trisacchafah diesen Substraten ist lediglich D-
Mannose ein bekanntes Substrat fur Glukosetranspbeine und wird Gber den GLUT2 in
die jejunale Zelle aufgenommen (HALAIHEL et al. 299Bei der Auswahl dieser Substrate
wurde auch darauf geachtet, dass diese nach lgsherKenntnisstand nicht mit dem
Zellstoffwechsel interferieren, also entweder nichdie Zellen aufgenommen werden kdbnnen
oder nach Aufnahme nicht oder nur in geringem Mal&tabolisiert werden. Damit sollten
sekundare metabolische Effekte moglichst ausgessfobzw. minimiert werden.

Um osmotische Effekte auszuschlielen, wies die RépRufferlosung (9.1.3b) auf der
mukosalen Seite dieselbe Osmolaritdt auf wie diéfeR@sung auf der serosalen Seite
(9.1.3a). Mit dem Austausch der Pufferlosung aufrdakosalen Seite begann die Messung
der Glukose- und Mannitaufnahme in das Epithel.sBidMessung erfolgte Uber einen
Zeitraum von 20 Minuten. Auch in dieser Versuchssemurde 20 Sekunden vor Beendigung
der Substrataufnahmemessung der serosalen Sest@wgifferprobe entnommen, um den Flux
von Glukose und Mannit Uber das Epithel zu ernmittel

Abb. 12 zeigt die Glukose- bzw. Mannitaufnahme as &pithel in Anwesenheit der 6 oben
genannten Substanzen.
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Abb. 12Glukose- und Mannitaufnahme in das Epithel Ubeeifeitraum von 20
Minuten in Anwesenheit von DL-Serin, N-Acetyl-D¥®Gkamin(NAc), D-
Mannose, D-Cellobiose, D-Sorbitol oder D-Raffingssveils 100 mM)
Glukosekonzentration 20 mM; Mannitkonzentratiom®@; Phloretin und Phlorizin
auf der mukosalen Seite: jeweils 0,5 mM; MitteleetGEM; n = 16, N =8; Werte
mit unterschiedlichen Buchstaben sind im RM ANOWifskant voneinander
verschieden (p < 0,05). Im Mannit-Uptake bestankieine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.

Ein signifikanter Unterschied in der Glukoseaufnehrestand zwischen der Serin- und
Sorbitolgruppe sowie der Cellobiose- und Sorbitgigre. Zwischen den einzelnen
Mannitaufnahmen konnten keine signifikanten Unteieste festgestellt werden. Beim
Vergleich der Glukose- mit den Mannitaufnahmen dief, dass in dieser Versuchseinstellung
das Verhaltnis zwischen Glukose- und Mannitaufnalwrederum ca. 1:0,65 betrug (vgl.
Kap. 4.1.3). Dieses Verhéltnis blieb auch in Anwdmsat der verschiedenen Substrate
annahernd konstant.
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Die Glukose- und Mannit-Fluxe Uber das Epithel simd Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13Glukose- und Mannit-Flux durch das Epithel UbergiZeitraum von 20
Minuten in Anwesenheit von DL-Serin, N-Acetyl-DK&kamin(NAc), D-
Mannose, D-Cellobiose, D-Sorbitol oder D-Raffin¢iseveils 100 mM) auf der
mukosalen Seite
Glukosekonzentration 20 mM; Mannitkonzentrationn®@; Phloretin und Phlorizin
auf der mukosalen Seite: jeweils 0,5 mM; Mittel@etSEM; n =16, N=8; Es
bestanden keine signifikanten Unterschiede zwisdearGruppen.

Weder bei den Glukose-Fluxen noch bei den Mannik€h stellten sich zwischen den
einzelnen Gruppen signifikante Unterschiede Bae. jeweiligen Mannit- und Glukose-Fluxe
unterschieden sich kaum voneinander. Stellte manMinnit-Fluxe den Glukose-Fluxen
gegenuber, entstand ein Verhaltnis von anndhem{vgl. Kap. 4.1.3).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohllgk®sé als auch das Mannit nur zu
einem geringen Teil das Epithel durchtraten unddmufserosalen Seite erschienen. Im Fall
der Glukose betrug der Anteil der auf der seros8leite erschienenen Glukose 4 bis 5 % der
aufgenommenen Glukose. Beim Mannit betrug diesaeiP8 bis 8 %. Daraus lasst sich
schlieBen, dass ein groRBer Anteil der aufgenommeidrstrate im Epithel angereichert
wurde.

Nun stellte sich die Frage, ob es sich bei der Alldation der Substrate im Epithel um eine
intrazellulare Aufnahme handelte oder eine reinapalulare Anreicherung erfolgte.
AulRerdem war zu hinterfragen ob der Flux Uber daghBl auf transzellularen oder
parazellularen Weg erfolgte. Um dies zu ergrindemden die Gewebeleitfahigkeiten den
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einzelnen Werten des Uptakes und des Fluxes in @nafiken gegenlbergestellt und deren
Korrelation gepruft.
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Abb. 14Fehlende Korrelation zwischen Glukoseaufnahme uaddbeleitfahigkeit
Die Abbildung zeigt die einzelnen Glukoseaufnahteeraaufgetragen gegen die
dazugehdrigen Gewebeleitfahigkeiten. Anhand descheedenen Werte einer Gruppe

wurden Regressionsgeraden erstellt. Die Anstiege Regressionsgeraden waren
nicht signifikant von Null verschieden.

Zunachst sind in Abb. 14 die Beziehungen zwischem Werten des Glukose-Uptakes und
den dazugehorigen Gewebeleitfahigkeiten dargesttihand der Regressionsgeraden war
erkennbar, dass keine Korrelation zwischen der &deufnahme und der
Gewebeleitfahigkeit bestandirug man in einer Grafik die Mannit-Uptakes gegee d
Gewebeleitfahigkeit auf, so stellte sich die Kaaten &hnlich dar wie bei den
Glukoseaufnahmen (Daten nicht gezeigt). Zwischem déannitaufnahmen und der
Gewebeleitfahigkeit bestanden keine Korrelationen.

Setzte man die Fluxe der Glukose durch das Epithielden entsprechenden Gewebe-
leitfahigkeiten in Beziehung, wurde deutlich, dasgschen den Glukose-Fluxen und der
Gewebeleitfahigkeit bei allen Versuchseinstellung&rrelationen vorhanden waren (die
Korrelationskoeffizienten lagen zwischen 0,53 und5) d.h. mit zunehmender Gewebe-
leitfahigkeit stieg auch der Glukose-Flux durch dgsithel. Zwischen Mannit-Flux und
Gewebeleitfahigkeit stellten sich die Beziehungdentisch dar (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 15Korrelation zwischen Glukose-Flux und Gewebeleitfiébit
Die Abbildung zeigt die einzelnen Glukose-Fluxratanofgetragen gegen die
dazugehdrigen Gewebeleitfahigkeiten vor dem Uptakehand der verschiedenen
Werte einer Gruppe wurden Regressionsgeraden krsédle Regressionsgeraden
hatten einen signifikant von Null verschiedenentidggp < 0,001).

Die dazugehorigen elektrophysiologischen Daten simd\nhang (Kap. 9.3.1, Abb. Al und
A2) aufgefuhrt.Der Abfall des Kurzschlussstromes sowie der Gevesthéhigkeit nach dem
Wechsel der mukosalen Pufferlésung ist v.a. aufudgerschiedlichen Natriumgehalt in den
mukosalen Vorinkubations- und Inkubationspuffertigen zurtckzufiihren. So enthalt die
mukosale Inkubationspufferlésung mit 52 mM nur hatb viel Natrium wie die mukosale
Vorinkubationspufferlosung mit 122 mM. Dieser ggene Natriumgehalt auf der mukosalen
Epithelseite fuhrt zu einem geringeren Transport Matrium durch das Epithel und somit zu
einem geringeren Kurzschlussstrom und einer gememg@ewebeleitfahigkeit.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Fliohkder Glukose als auch des Mannits
bei gehemmtem SGLT1 und GLUT vorwiegend parazellaetéolgte. Dies lasst sich aus der
bestehenden Korrelation zwischen der Gewebelegka@t und den Fluxraten schlussfolgern.
Die Aufnahme der Glukose und des Mannits in daghEpischien allerdings auf anderen
Wegen zu erfolgen und auch eine parazellulare Ahesung der Substrate im Epithel konnte
nicht nachgewiesen werden. Somit ist davon ausamgetiass es auch bei gehemmtem
SGLT1 und GLUT zu einer deutlichen intrazellular&nreicherung von Glukose und, in
geringerem Male, von Mannit kam. Diese Anreicherwrag durch Serin und Cellobiose
hemmbar.

46



4.2 EINFLUSS DER ZELLULAREN GLUKOSEKONZENTRATION AU F DIE
INTRAEPITHELIALE GLUKOSEAUENAHME

In vorangegangenen Versuchsserien (vgl. Kap. 4Kointe festgestellt werden, dass die
Glukoseaufnahme Uber den apikalen GLUIR2vitro in Anwesenheit hoherer Glukose-
Konzentrationen schon nach wenigen Minuten sistiestist naheliegend zu vermuten, dass
dies auf einer intrazellularen Glukoseanreicherleguht. Entsprechend sollte in den
folgenden Versuchseinstellungen untersucht werdlergine Modifikation der intrazellularen
Glukosekonzentration durch Hemmung des serosalifuxBfon Glukose, der intrazellularen
Glykolyse mit folgender Laktatbildung oder der Gdukeogenese einen Einfluss auf den
Zeitverlauf der apikalen Glukoseaufnahme haben.

4.2.1 Der Einfluss des serosalen Effluxes und damtrazellularen Verstoffwechslung auf
die Glukoseaufnahme

Um die Rolle des Glukoseeffluxes Uber die basaégeMembran zu eruieren, wurden alle
Epithelien sowohl mukosal als auch serosal glukesebrinkubiert. Als Energiesubstrat flr
die Epithelien stand in der Pufferldsung Laktat Yerfigung.Die Glukoseaufnahme wurde
jeweils vergleichend in An- und Abwesenheit von d?izin auf der mukosalen Seite
gemessen, da in den vergangenen Untersuchungeigtgemede, dass Phlorizin sowohl die
SGLT1- als auch die GLUT2-vermittelte Aufnahme kffie hemmt. Phloretin konnte als
Hemmstoff des GLUT2 somit exklusiv auf der serosddeite eingesetzt werden ohne eine
Interferenz von apikal eingesetztem Phloretin anldesolateralen Membran beflirchten zu
mussen. Die Glukoseaufnahme wurde Uber einen deitrson 1 oder 3 Minuten gemessen.
Die Glukosekonzentration betrug 20 mibbildung 16 zeigt die Glukoseaufnahmeraten in
der ersten sowie in der zweiten und dritten Minutgch Zugabe der Glukose. Die
Bestimmung der Glukoseaufnahmeraten in der 2. uridiute erfolgte durch die Bildung
der Differenz aus der Glukoseaufnahme nach 3 uvdhite.

Die elektrophysiologischen Daten sind im Datenaghdélap. 9.3.2; Abb. A3 und A4)
dargestellt.
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Abb. 16Glukoseaufnahme 1 bis 3 Minuten nach Glukosezuigafe- und
Abwesenheit von Phloretin auf der serosalen Seite
Messung der Glukoseaufnahme fir 1 und 3 MinutencibBildung der Differenz
wurden die Aufnahmeraten in der zweiten und drikémute bestimmt.
Mittelwerte mit SEM; n =12, N = 12*% < 0,05; mukosale Glukosekonzentration:
20 mM; mukosale Phlorizinkonzentration: 0,5 mM;asale Phloretinkonzentration:
0,2 mM

Bei fehlender Blockierung des basolateralen GLUTgc Phloretin konnte sowohl in der
ersten als auch in der zweiten und dritten Minute @hlorizinsensitive Glukoseaufnahme
nachgewiesen werden. Auch zwischen den Glukosdamf@@ten der unterschiedlichen
Zeitabschnitte waren keine Unterschiede mesdbdwolgte eine Hemmung des basolateralen
GLUT2 durch Phloretin serosal, so konnte zunachsger ersten Minute nach Glukosezugabe
kein Unterschied in der Glukoseaufnahme im Verglemir Phloretin-freien Inkubation
festgestellt werden. Allerdings kam es in der zereitind dritten Minute zu einer signifikant
reduzierten Glukoseaufnahme im Vergleich zur Aumahn der ersten Minute. Weiterhin
war keine phlorizinsensitive Glukoseaufnahme meéssbhar. Es ist somit davon auszugehen,
dass der basolaterale Efflux der Glukose bereith ca. 1 Minute limitierend fir die apikale
Glukoseaufnahme wurde.

Um den Einfluss der intrazellularen Verstoffwecingjuauf die Glukoseaufnahme und deren
phlorizinsensitiven Anteil zu untersuchen, kam NeAt-D-Glukosamin, ein Hemmstoff der
Hexokinase (SUKALSKI u. NORDLIE 1986), in einer Kaantration von 20 mM zum
Einsatz. Dieser Hemmstoff verhindert die Phosphemnyhg der Glukose in der Zelle, was
Voraussetzung fur eine weitere Verstoffwechslumg is
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Abb. 17Einfluss von N-Acetyl-D-Glukosamin in der An- urmv&senheit von
serosalem Phloretin auf die Glukoseaufnahme 1 bikBiten nach Glukosezugabe
Mittelwerte mit SEM; n =12, N = 12*° < 0,05; mukosale Glukosekonzentration:
20 mM; mukosale Phlorizinkonzentration: 0,5 mM;asale Phloretinkonzentration:
0,2 mM;
Messung der Glukoseaufnahme fir 1 und 3 MinutencibBildung der Differenz
wurden die Aufnahmeraten in der zweiten und drikfiemute bestimmt.

Das Versuchsdesign entsprach dem zuvor beschriebBesign zur Untersuchung des
serosalen Effluxes. Die Inkubationspufferlésungden Ussing-Kammern unterschied sich
allerdings in der Zusammensetzung. Sie enthielétzlish beidseitig 20 mM N-Acetyl-D-
Glukosamin. Um eine physiologische Osmolaritat dRrfferlosung aufrechtzuerhalten,
wurden ihr statt 100 mM Mannit nur 80 mM Mannit esgtzt (vgl. 9.1.4c).

In Abb. 17 sind zunachst die Glukoseaufnahmerat&knivesenheit von 20 mM N-Acetyl-D-
Glukosamin in den ersten 3 Minuten nach Glukosdzeigiargestellt. Wahrend in der ersten
Minute durch Phlorizin noch eine signifikante Hermguwler Glukoseaufnahme erfolgte, so
verschwand dieser Hemmeffekt bereits in der 2.3iridinute.

Wurde der serosalen Seite zusatzlich 0,2 mM Phiozeilgegeben, so erfolgte bereits in der 1.
Minute nach der Zugabe der Glukose auf der mukos&eite durch Phlorizin keine
signifikante Hemmung der Glukoseaufnahme mehr.

Die entsprechenden elektrophysiologischen Dateth ismAnhang (Kap. 9.3.2; Abb. A5 und
A6) dargestellt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohlalesrd3hloretin als auch beidseitig
appliziertes N-Acetyl-D-Glukosamin innerhalb von Minuten zu einer verminderten
phlorizin-sensitiven Glukoseaufnahme in das Epitfigirten. Wirkten Phloretin und N-
Acetyl-D-Glukosamin gleichzeitig auf das Epitheheivurde dieser Effekt noch beschleunigt
und fuhrte bereits in der 1. Minute zu einer vemhairten phlorizin-sensitiven Glukose-
aufnahme.
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4.2.2 Der Einfluss der Anwesenheit von Laktat und e Laktatbildung auf die
Glukoseaufnahme

Nachdem in Kap. 4.2.1 untersucht wurde, ob einek@eanh&ufung in der Zelle einen
Einfluss auf die Glukoseaufnahme tber den SGLT 1dudite nun untersucht werden, ob eine
Anhaufung des Glukosemetaboliten Laktat eine Wigkaaf die Glukoseaufnahme hat. Dazu
wurden die Epithelien entweder in laktathaltigernm(® Na-D/L-Laktat) oder laktatfreier
Pufferlosung vorinkubiert. Als Energiesubstrat diam den Epithelien auf der mukosalen
Seite 6 mM Glukose zur Verfigung. Die serosale éliffung enthielt keine Glukose. In der
laktatfreien Pufferlosung kénnte sich aber durchk@severstoffwechslung trotzdem Laktat
in den Zellen bilden und anhaufen. Um auch dieazglulédre Laktatanh&aufung infolge der
Glykolyse zu unterbinden, erhielten die Epithelierinigen Versuchsansatzen zusatzlich zur
laktatfreien  Pufferlosung  Na-Oxamat, einen  kompetit Hemmstoff  der
Laktatdehydrogenase, in einer Konzentration vom®0 (CHRETIEN et al. 1995; BROOKS
et al. 1999; CORTES et al. 2001; DUAN u. GOLDBER@®2; SCHURR u. PAYNE 2007).
Dieser Hemmstoff sollte vermeiden, dass die in Bppthelzelle aufgenommene Glukose
intrazellular durch die anaerobe Glykolyse zu Laktagebaut wird.

Alle Epithelien wurden Uber einen Zeitraum von nasigns 3 Stunden mit 6 mM Glukose
auf der mukosalen Seite vorinkubiert, bevor diek@&eaufnahmemessungen durchgefihrt
wurden. Die Aufnahmemessung der Glukose Uber 1 tdimmudas Epithel erfolgte mit Beginn
der Zugabe von radioaktiv markierter Glukose.
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Abb. 18Laktatabhangigkeit der Glukoseaufnahme
Mittelwerte mit SEM; n=7, N =7%% < 0,05 innerhalb einer Inkubationsgruppe;
mukosale Glukosekonzentration: 6 mM; mukosale khidkonzentration: 0,1 mM;
mukosale Phloretinkonzentration: 0,2 mM
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In der laktathaltigen Pufferlosung fuhrte weder &3LT1-Hemmstoff Phlorizin noch der
GLUT-Hemmstoff Phloretin in dieser Versuchseinstel zu einer signifikanten Hemmung
der Glukoseaufnahme. In der laktatfreien Puffem@sgestalteten sich die Glukoseaufnahme
und die Hemmstoffsensitivitat ahnlich. Inkubiertenmdie Epithelien mit einer laktatfreien
Pufferlésung, die den Laktatdehydrogenase-HemmsdtaeHOxamat enthielt, flhrte allein
Phlorizin zu einer signifikanten Abnahme der Gludastnahme in das Epithel.

Insgesamt bestatigen die Ergebnisse dieser Versertbsdass nach langerer Vorinkubation
mit mukosaler Glukose eine transportervermitteltafrahme von Glukose nicht mehr
nachweisbar ist (vgl. Abb.3 und Abb. 18). Die Maderung einer intrazellularen
Laktatanreicherung durch Verwendung einer laktetifrePufferlésung und gleichzeitiger
Hemmung der Laktatdehydrogenase war jedoch in dgelLdie SGLT1-Aktivitdt soweit zu
stimulieren, dass sie messbar wurde. Eine apikdl®TGAktivitdt war aber auch bei
verhinderter intrazellularer Laktatanhaufung nictgssbar.

4.2.3 Der Einfluss der Glukoneogenese auf die Glukeaufnahme

In dieser Versuchsserie sollte der Einfluss dek@heogenese aus Laktat untersucht werden.
Dazu wurde die Versuchseinstellung mit laktathatidg?ufferlosung wie in Kap. 4.2.2
gewahlt. Zu Beginn der etwa dreistiindigen Vorinkidreszeit wurde der Pufferlosung auf
der mukosalen und serosalen Seite 3-MPA (3-Mergagbnséure-Hydrochlorid), ein
Hemmestoff der PEPCK (MAKINEN u. NOWAK 1983; URBIN#&t al. 1990; FOSTER et al.
1994; FOLEY et al. 2003), in einer Konzentrationnvd,2 mM zugesetzt. Die PEPCK
(Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase) stellt ein Ssddlenzym der Glukoneogenese dar. In
Abb. 19 sind vergleichend die Glukoseaufnahmeratiémnd ohne 3-MPA dargestellt.
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Abb. 19Einfluss von 3-MPA auf die Glukoseaufnahme
Mittelwerte mit SEM; n=7, N =72% <0,05; mukosale Glukosekonzentration:
6 mM; mukosale Phlorizinkonzentration: 0,1 mM; ma&le Phloretinkonzentration:
0,2 mM; beidseitige 3-MPA-konzentration: 0,2 mM

In Anwesenheit des PEPCK-Hemmstoffes 3-MPA erfolijiech Phlorizin eine signifikante

Hemmung der Glukoseaufnahme um 17,5 + 4,7 nméf-orm™. Im Vergleich dazu erfolgte

in der laktathaltigen Pufferlosung ohne 3-MPA nunee scheinbare Hemmung der
Glukoseaufnahme durch Phlorizin um 10,1 + 12,8 nomf-min®. Phloretin hatte keinen

Effekt auf die Glukoseaufnahme.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Vemmgdeer Glukosebildung aus Laktat
durch Hemmung des Glukoneogenese-Schlisselenzyn®CHREeinen Einfluss auf die
SGLT1-vermittelte Glukoseaufnahme hat. So ist audcth dreistindiger mukosaler
Vorinkubation mit Glukose eine phlorizinabhangigeilkeseaufnahme nachweisbar.
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4.3 MOLEKULARBIOLOGISCHER NACHWEIS DER mRNA DES SGL T1 UND
VERSCHIEDENER PASSIVER GLUKOSETRANSPORTER (GLUT)

Die Daten der vorliegenden Arbeit zur Expressiom @déukosetransportproteine wurden
bereits im Journal of Physiology and Biochemistd)2 Sep;65(3):251-66 (ASCHENBACH
et al. 2009) veroffentlicht.

4.3.1 SGLT1

Der Nachweis der mRNA des Natrium/Glukose-Kotramsgye (Abb. 20) erfolgte mittels

eines porzinen Primerpaares.

Alle nun folgenden Gelelektrophorese-Bilder sindlar gleichen Anordnung aufgebaut. Auf
der linken Seite des Bildes sind die PCR-Amplifikaton 4 verschiedenen Organen
dargestellt. Neben dem proximalen Jejunum (J) wurde Vergleichs- bzw. Kontrollorgane
Gewebeproben der Leber (L), der Niere (N) und dezlé&tmuskulatur (S) verwendet. Auf
der rechten Seite des Bildes sind &quivalent daeWNdgativproben dargestellt. Bei diesen
Negativproben wurde im Verlauf der PCR auf den Bclier Reversen Transkription

verzichtet, um eine madgliche Verunreinigung der RRMdben mit genomischer DNA

erkennen zu konnen.

MJLNSMJ LNS Abb. 20Nachweis der mMRNA des SGLT1:
J...proximales Jejunum
L..Leber
N..Niere
S. .Skelettmuskulatur
M..GrolRenmarker (100 bp-Leiter)
Erwartete Grol3e des Amplifikates: 461 bp

Die RT-PCR mit einem porzinen Primerpaar ergab R@R-Produkt mit einer Grofl3e von
461 bp. Die mRNA des SGLT1 konnte sowohl im proxenalejunum als auch in der Leber
und in der Niere nachgewiesen werden, wobei imniejudas starkste Signal detektiert
werden konnte.
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4.3.2 Passive Glukosetransporter (GLUT)

MJLNSMJLNSM MJLNSMJLNSM

GLUT1 GLUT5

(erwartete (erwartete

Grole: Grolie:

524 bp) 256 bp)
GLUT7
(erwartete

GLUT2 GrolRe:

(erwartete 378 bp)

Grole:

475 bp)
GLUTS
(erwartete
Grolie:
419 bp)

GLUT3

(erwartete

Grolie: GLUT10

501 bp) (erwartete
Grole:
357 bp)

GLUT‘t‘ t GLUT11

gr_\{v[?r.e € (erwartete

428 be. Grolie:

P) 451 bp)

LI
L

M JLNSMJLNSM MJLNSMJILNSM

Abb. 21Nachweis der mRNA passiver Glukosetransporter
proximales Jejunum (J); Leber (L); Niere (N); Skiereiskulatur (S); molekularer
GroRenmarker (100 bp-Leiter; M)

In Abb. 21 sind die Gelelektrophoresebilder alleacigewiesenen Glukosetransporter
zusammengefasst.

Die Anordnung der PCR-Amplifikate sowie der Gré3anker erfolgte wie in Kap. 4.3.1
beschrieben. In den Versuchen wurde nicht auf GLWNE GLUT13 getestet, da diese
Transporter primar keine Glukose transportieren.plikate fur GLUT6 und GLUT12
konnten in keiner der Organproben detektiert werdBaide Transporter wurden mit
mindestens 3 Primerpaaren getestet (Daten sindl cécgestellt).
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Vorkommen der mRNA passiver GlukosetransporteBH4€r2A-Familie im Jejunum

Mittels der Two-step RT-PCR fir Mitglieder der SLA&A&FEamilie konnten im Jejunum
Amplifikate mit Primerpaaren des GLUT1, GLUT2, GLETGLUT7 und GLUTS8 gefunden
werden. Schwache Signale konnten auch nach der iBkapbn mit Primerpaaren flr
GLUT3, GLUT4, GLUT10 und GLUT11 nachgewiesen werdéile Amplifikate wiesen die
erwartete Grof3e auf.

Da ein Vorkommen des GLUT4 im proximalen Jejunurr senwahrscheinlich ist, bzw. in
der Literatur bisher nichts von einem Vorkommen @UT4 im Jejunum bekannt ist,
wurden die cDNA aller zuvor gepoolten 5 Schweinechceinmal einzeln auf das
Vorhandensein von mRNA des GLUT4 getestet. Abb.zZ2igt die PCR-Produkte im
proximalen Jejunum der 5 Schweine mit den dazuggdd®Negativkontrollen.

M 12 345 M123 45Naph 22Nachweis der mRNA des GLUT4 im
proximalen Jejunum von 5 Schweinen:
molekularer GrolRenmarker (100 bp-Leiter; M);
erwartete Grolle des Amplifikates: 442 bp;
Nr. 1 bis 5 stellen die einzelnen Schweine dar

Proximales Jejunum

Die mRNA des GLUT4 konnte bei allen 5 Schweinenpimximalen Jejunum nachgewiesen
werden, allerdings stellte sich bei allen Tierem @me aul3erst schwache Bande nahe an der
Detektionsgrenze dar.

Vorkommen der mRNA passiver Glukosetransporte64€2A-Familie in der Leber

Mittels der Two-step RT-PCR fur Mitglieder der SL&A&FEamilie konnten in der Leber starke
Signale fur die Amplifikate des GLUT1, GLUT2 und QI8 nachgewiesen werden.
Zusatzlich konnten mit schwacheren Signalen auehAdnplifikate fir GLUT3, GLUTA4,
GLUTS5, GLUT10 und GLUT11 nachgewiesen werden. Alenplifikate wiesen die
erwartete Grof3e auf.

Da ein Vorkommen des GLUT4 auch in der Leber bishent publiziert ist, wurde die DNA
aller zuvor gepoolten 5 Schweine noch einmal emaelf das Vorhandensein von mRNA des
GLUT4 getestet. Abb. 23 zeigt wiederum die PCR-Bkbel der Leber der 5 Schweine mit
den dazugehdorigen Negativkontrollen.

M 1 2 3 45 M12 3 4 B Abb. 23Nachweis der mRNA des GLUT4 in der

* : Leber von 5 Schweinen:
molekularer Grofienmarker (100 bp-Leiter; M);
erwartete Grol3e des Amplifikates: 442 bp; Nr. 1
el bis 5 stellen die einzelnen Schweine dar

Leber
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In der Leber konnte die mMRNA des GLUT4 nur bei 4 \® Tieren mit unterschiedlicher
Intensitat der Banden nachgewiesen werden.

Vorkommen der mRNA passiver Glukosetransporte64€2A-Familie in der Niere

Beim Screening auf die mRNA der SLC2A-Genfamilienkten in der Niere Signale fur
GLUT1, GLUT2, GLUT5, GLUT8 und GLUT11 entdeckt werd Schwéchere Signale
konnten auch mit den Primerpaaren fur GLUT3, GLWIM GLUT10 produziert werden.
Alle Amplifikate wiesen die erwartete Grof3e auf.

Vorkommen der mRNA passiver Glukosetransporter &trC2A-Familie in  der
Skelettmuskulatur

In der Skelettmuskulatur konnten beim Screening diaf MRNA der SLC2A-Genfamilie
verschieden stark ausgepragte Signale fur GLUTIYTA, GLUT5, GLUTS, GLUT10 und

GLUT11 detektiert werden. Fur den GLUT4 zeigte sichder Skelettmuskulatur die mit
Abstand starkste Bande. Alle Amplifikate wiesen elieartete Grol3e auf.

Sequenzierung und Homologie-Screening

Die ldentitat der amplifizierten cDNA wurde mitteSequenzierung und anschlieRendem
Vergleich auf Homologie mit bereits veréffentlicht&equenzen verifiziert. Neu entdeckte
oder auch von bereits veroffentlichten Sequenzemembhende Sequenzen wurden in die
GenBank eingestellt (siehe Tah). Komplett neue Sequenzinformationen konnten fir
pGLUTS5, pGLUT7 und pGLUT10 gewonnen werden. Diesgugnzen wurden in die
GenBank eingestellt und zeigten hohe Ubereinstingann mit den entsprechenden
Sequenzen anderer Spezies. Auch die Sequenzieam@@LUT11 lieferte zum Zeitpunkt
der Analyse neue Sequenzinformationen. Diese Seqistnzu 100 % identisch mit der
mittlerweile verotffentlichten kompletten Sequenz sdeGLUT11 (XM_003132985.1,
XM_001929403.2).

Die ermittelte Teilsequenz des pSGLT1 stimmt kortpteit der publizierten porzinen
Sequenz des Transporters (NM_001164021) Ubereim diasem Grund wurde diese Sequenz
nicht in die GenBank eingestellt.

Das ermittelte Amplifikat des pGLUT1 zeigte 3 Eilmekleotid-Polymorphismen (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) (G783C, T915C und @@Qp zu der bereits bekannten
porzinen Sequenz des GLUT1 (X17058.1). AufgrundselieSNP wurde die ermittelte und
primer-bereinigte Sequenz mit einer Lange von 459 ib die GenBank eingestellt
(EU012358.1). Die SNP fiihren allerdings zu keinedérung der Sequenz des kodierenden
Proteins (G261, G305, L320; sp|P20303|GTR1_PIG).

Die ermittelte Sequenz des pGLUT2 (FJ209732) wiles 8NP (G1153A) zu der mittlerweile
in voller LAnge veroffentlichten cDNA Sequenz (NM1097417.1) auf. Auch diese SNP
andert nichts an der Aminosauresequenz des Prq&3&l; NP_001090886.1).

Das amplifizierte und sequenzierte cDNA-Teilstues ¢pGLUT3 (FJ209733) verlangerte die
zum Zeitpunkt der Veroffentlichung verfigbare pGL3JTeilsequenz jeweils an beiden
Enden. Vier SNP (A8G, A294G, T295A und Deletion wd12) konnten im Vergleich zu
dieser bekannten Teilsequenz (AF054836.1) iderditizwerden. Zwei Sequenzen von
Klonierungsprodukten, welche im Jahr 2012 vertffeint wurden, wiesen zur eigenen
Sequenz jeweils eine SNP auf (T874C im VergleichK399451.1, A629G im Vergleich zu
AK389853.1).

Die entdeckte Sequenz fur den pGLUT4 enthielt zsakion bekannte SNP. Aus diesem
Grund wurde diese Sequenz nicht in der GenBankffeatticht. Zum einen war das G338A
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im Vergleich zu NM_001128433.1 und zum anderen @2@0 Vergleich zu AF141956.1.
Die zuerst erwéhnte SNP hat auch einen EinflussdeufAminosauresequenz des Proteins
(V1021 im Vergleich zu NP_001121905.1).

Die ermittelte Teilsequenz des pGLUT8 wies zu dem zZeitpunkt der Verodffentlichung
bekannten Sequenz des pGLUT8 eines KlonierungspresiAK235332) vier SNP auf
(T933C, G969A, T984G, Al1164G). Aus diesem Grund deudie Teilsequenz in der
GenBank verdffentlicht (EU012361.2). Diese Sequshmit der inzwischen veroéffentlichten
Sequenz des pGLUT8 (XM_003480608.2, XM_005660448Nl, 005660439.1) zu 100%
identisch.

Alle sequenzierten Teilsticke der Glukosetranspomgesen zu den entsprechenden
Teilstiicken anderer Spezies eine Homologie von @B&Y auf. Die Ubereinstimmung mit

den humanen Sequenzen betrug meistens 87 bis Biaigtler pGLUTS wies eine niedrigere

Homologie zu der humanen Isoform auf (81 %; vgh.T4).
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Tab. 4: Zugangsnummern der in GenBank verdffentlichten Semmformationen und Homologien der ermitteltenugegen zu denen anderer
domestizierter Tierarten

Transporter  GenBank-Nummer Homologie % (Abdeckung der gesamteBequenz %)

Mensch Ratte Maus Kaninchen  Schaf Rind Pferd Hund Katze
SGLT1 87 (99) 79 (100) 81(100) 88(100) 89 (100) (200) 89 (100) 90 (100) 90 (100)
GLUT1 EU012358 93 (99) 92 (99) 90 (99) 93 (99) 95(99) (= 95(99) 95(99) 95 (100)
GLUT2 FJ209732 93 (99) 82 (99) 84 (99) 88 (99) 93 (100)3 (®™0) 92 (99) 92 (98) 92 (98)
GLUT3 FJ209733 87 (96) 81 (95) 81 (96) 89 (98) 86(98) (4 91 (96) 89 (99) 88 (100)
GLUT4 88 (100) 85(100) 86(100) 88(100) 91 (100)2 (200) 89 (100) 89 (100) 89 (100)
GLUTS EU012359 81 (100) 81 (92) 79 (94) 79 (94) 87 (107 (100) 84 (95) 82(100) 83(100)
GLUT7 EU012360 87 (100) 86 (100) 84 (92) 84 (100) - -
GLUTS EU012361 88 (100) 84 (100) 84 (100) 89(100) 9mJ1090(100) 90 (100) 88(99) 90 (99)
GLUT10 EU012357 89 (97) 84 (93) 84 (98) 89 (99) 88)(9 90 (98) 90 (98) 87 (97)
GLUT11 EU012362 89 (99) 88 (100) 900@) 89 (100) 88 (100)

Die Werte in Klammern stellen die Abdeckung dergtetten verdffentlichten porzinen Sequenz mit déspeechenden heterologen Sequenzen dar
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5. Diskussion

5.1 GLUKOSETRANSPORT UBER SGLT1 UND GLUT

5.1.1 Apikale Glukoseaufnahme tiber SGLT1 und GLUT

Entsprechend dem momentan favorisierten Modell@ekoseresorption, welches von der
Dominanz einer (sekundar) aktiven, transzytosoiac&lukoseresorption im Darm ausgeht,
wird Glukose im ersten Schritt GUber einen Natriuphéngigen Kotransporter, den SGLT1, in
die Epithelzellen aufgenommen und dort angereiclieet in der Folge erhdhte intrazellulare
Glukosekonzentration beglnstigt anschlieBend disipa erleichterte Diffusion der Glukose
in das Blut tber den GLUT2 in der basolateralen Mem (WOOD u. TRAYHURN 2003;
WRIGHT et al. 2003; THORENS 1996). Laut der KeHditpothese kann die hocheffiziente
intestinale Glukoseresorption bei starker lumin&dukoseanflutung mit einem Einbau des
GLUT2 in die apikale Zellmembran erkléart werdene&dr Mechanismus wird durch den
SGLT1 induziert und ist glukoseabhangig (HELLIWELdt al. 2000a,b; KELLETT u.
HELLIWELL 2000; KELLETT 2001; GOUYON et al. 2003; ELLETT u. BROT-
LAROCHE 2005).

Die eigenen Untersuchungen konnten zunachst dieiligeing des SGLT1 an der apikalen
Glukoseaufnahme in das Duinndarmepithel des Schweidcisweisen. Zum einen konnte dies
durch die Hemmbarkeit der apikalen Glukoseaufnakioneh Phlorizin (Abb. 2) und zum
anderen durch einendAnstieg nach mukosaler Glukosezugabe (Abb. 4)abgstwerden.
Anhand des ¢-Anstieges errechnete sich in den Untersuchungen Khkp. 4.1.1 eine
Transportkapazitat des SGLT1 von etwa 7,5 nmof-eniri*. Phlorizin filhrte allerdings ohne
vorangehende Glukoseinkubation zu einer HemmungGlekoseaufnahme um etwa 50,5
nmol-cm?-min® (Abb. 2). Dies legt nahe, dass ein deutlich groRefeteil der
Glukoseresorption durch Phlorizin hemmbar isttalsachlich ber den SGLT1 transportiert
wird. Schliel3t man die Induktion anderer elektragefransporte durch die Glukosezugabe
weitgehend aus, so ist anzunehmen, dass der Trardgm restlichen Anteils von etwa 43
nmol- cm?-min, der auch durch Phlorizin hemmbar war, nicht ideer SGLT1 sondern uiber
einen apikalen GLUT, vermutlich den GLUT2, erfolgieser GLUT-vermittelte Transport
wurde anscheinend durch den SGLT1 induziert, daueh gehemmt wurde, wenn nur der
SGLT1-Hemmstoff Phlorizin zugegeben worden war (Abb In den ersten Minuten nach
Applikation einer entsprechend hohen Konzentrafiominaler Glukose X 10 mM) folgt
somit der Glukosetransport am proximalen JejunusnStnweins dem von KELLETT (2001)
aufgestellten Modell (siehe Kap. 2.4.4). Nur sostasich erklaren, dass die GLUT-
Hemmstoffe Phloretin und Cytochalasin B zu einemiAring der Glukoseaufnahme fuhrten,
die vergleichbar der Hemmung durch Phlorizin wall§A2).

Dass der Einsatz des SGLT1- Hemmstoffes Phlorizinemer anndhernd kompletten
Hemmung des g+Anstieges und somit der SGLT1-Funktion fuhrt, kiennin der
Versuchseinstellung des Kap. 4.1.1 zunachst nidthgewiesen werden, da die kurze
Messperiode von nur 1 Minute nach Glukosezugabes digcht erlaubte. Der
elektrophysiologische Nachweis, dass 0,5mM Phlorizogar bei einer hoheren
Glukosekonzentration (20 mM) zu einer fast vollsigen Hemmung der SGLT1- Funktion
fuhrt, konnte aber in den Untersuchungen des Kdp34Abb. 11) erbracht werden.

Mit steigender Glukose-Vorinkubationszeit, sank dslukose-Uptake unter Kontroll-
bedingungen zunehmend. Das fiihrte dazu, dass nathiiger Inkubationszeit nur noch
Cytochalasin B eine signifikante hemmende Wirkuanfidke apikale Glukoseaufnahme besal3
und nach 10- bzw. 20-minttiger Inkubationszeit keiei Hemmeffekt aller 3 Hemmestoffe
detektierbar war (Abb. 3). Es war somit zu diesertptinkten mit der verwendeten Methode
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weder ein SGLT1-abhangiger noch ein GLUT-abhangigjekose-Uptake messbar. Folglich
stellt sich die Frage, ob der SGLT1 und der GLUMtz iAktivitat bereits wenige Minuten
nach luminaler Glukoseanflutung einstellen. Dies&gE lasst sich fur den SGLT1 eindeutig
mit nein beantworten. Die Kurve des Kurzschlussse® (Abb. 4) lasst deutlich erkennen,
dass der glukoseinduzierte Strom des SGLT1 aud® 2ynd 20 Minuten nach Zugabe von
10 mM Glukose auf der apikalen Epithelseite nocliast unveranderter Hohe nachweisbar
ist.

Das Absinken der Glukoseaufnahme unter Kontrollguaingen konnte sich demzufolge
durch einen Ausfall der Glukoseaufnahme durch gekaéen GLUT erklaren lassen. Dieser
scheint, wenn die Zelle mit Glukose ,vollgelauferst, entweder keinen ausreichenden
Gradienten fur die Aufnahme zu haben oder aus piwalen Zellmembran ausgebaut zu
werden, um einen Rickfluss der Glukose in das Damah zu verhindern (HELLIWELL et
al. 2000a,b; KELLETT u. HELLIWELL 2000; KELLETT 200 KELLETT u. BROT-
LAROCHE 2005). Der apikale GLUT ist also nur Ubenem kurzen Zeitraum aktiv,
transportiert aber mit hoher Kapazitat Glukose ie Hpithelzelle und ist somit bestens
geeignet, in Zeiten hoher luminaler Glukosekonzagittnen den Massenflux der Glukose
Uber das Epithel zu unterstitzen (CHAUDHRY et &12). Im Gegensatz dazu ist der
SGLT1 zwar uber einen langeren Zeitraum aktiv, dpamtierte aber unter den
Versuchsbedingungen der vorliegenden Studie nurhgézte 7,5 nmol-ciimin® Glukose.
Durch diese geringe Transportkapazitat ist auckidsér, warum die nach dem Ausfall der
GLUT-Aktivitat weiter bestehende Funktion des SGLTiittels Hemmung durch den
SGLT1- Hemmstoff Phlorizin nicht mehr nachweisbairw

Unter den hier angewandtem vitro Bedingungen kam es bereits nach etwa 5 Minuten zu
einem Aktivitatsverlust des apikalen GLUT. Mdglichweise findet dieser Vorgang vivo
erst zu einem spéateren Zeitpunkt statt,imavivo die in die Epithelzellen aufgenommene
Glukose Uber den basolateralen GLUT in die Blutbabgegeben und anschlie3end Uber den
Blutkreislauf abtransportiert werden kann. Da desddaterale Abtransport der Glukose unter
den hier angewandten Bedingungen erschwert istntktdies zu einer Ansammlung der
aufgenommenen Glukose in subepithelialen Schichied somit zu einer vorzeitigen
Deaktivierung des apikalen GLUT2 fihren. In Kad.5. wird auf die Bedeutung des
basolateralen Glukoseeffluxes fur die apikale Gagdemfnahme noch einmal detaillierter
eingegangen.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, @asSG@LT1 in der 1. Minute nach luminaler
Exposition mit hoheren Glukosekonzentrationen waheslich nur einen sehr geringen Teil
der Glukoseaufnahme abdeckt, wahrend der weitdif¥ege Teil durch einen apikalen GLUT
realisiert wird.

Wahrend der SGLT1 nur eine geringe Transportakiiviesitzt, ist der apikale GLUT zwar in
der Lage Glukose mit hoher Kapazitat zu transp@mieallerdings ist seine Funktion zeitlich
begrenzt. Die Glukoseaufnahme Uber den apikalen TGlddnn auch durch Phlorizin

gehemmt werden, was entsprechend der Kellett-Hgseth(KELLETT 2001) auf die

Induktion eines GLUT2 durch den SGLT1 hindeutet.

5.1.2 Hinweise auf eine clathrinabh&ngige Insertiodes apikalen GLUT

Es ist bekannt, dass der apikale GLUTZ2 in intrad@len Vesikeln gespeichert und erst bei
Bedarf in die apikale Zellmembran der Enterozytenegriert wird (KELLETT u.
HELLIWELL 2000; KELLETT 2001; KELLETT u. BROT-LAROGEE 2005). Details zur
Speicherung in den Vesikeln und zur Insertion en£llmembran sind bisher kaum bekannt.
Die Untersuchungen in Kap. 4.1.2 lieferten Hinwgekess in die Insertion des GLUT2 in die
apikale Zellmembran clathrinabhangige Mechanismemlviert sind. Chlorpromazin, ein
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Hemmstoff der Clathrin-abhangigen Endozytose, #@iihrtden eigenen Untersuchungen dazu,
dass die vorher mit diesem Hemmstoff behandelteth&n weder mit Phloretin allein
noch mit Phloretin und Phlorizin eine Hemmung déuk@seaufnahme zeigten. Grund fur
den Verlust der Hemmwirkung dieser beiden Substaszhien der bereits in Abwesenheit
von Phloretin und Phlorizin erniedrigte Glukoselptau sein. Daraus lasst sich ableiten,
dass der transportvermittelte Uptake, vor allenr e apikalen GLUT2, nach Applikation
von Chlorpromazin zum Erliegen kommt. Aus dem Aagstiles 4. nach Glukosezugabe lasst
sich schlief3en, dass der SGLT1 auch nach der Itiknb@it Chlorpromazin uneingeschrankt
aktiv ist. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, fifisdie apikale Insertion des GLUT2 ein
intakter Clathrin-abhangiger Vesikeleinbau notwenit.

Es gibt Hinweise darauf, dass auch der SGLT1 inoEyise-Vesikeln gespeichert wird
(KHOURSANDI et al. 2004)allerdings scheint Chlorpromazin als Hemmstoff dethrin-
abhangigen Endozytose keinen Einfluss auf die Atktivdes apikalen SGLT1 zu haben. Ob
es sich bei den Vesikeln, in welchen der GLUT2 gedert wird, um endozytotische
clathrin-gebundene Vesikel handelt, ist bisher nbdkannt. CHAKRABARTI et al. konnten
1994 nachweisen, dass der in Muskelzellen und Axiem vorkommende GLUT4 in solchen
intrazellularen ,clathrin-coated vesicles* gesperthwird und insulinsensitiv an die
Zellmembran transportiert wird (WATSON u. PESSINO2Q Da Chlorpromazin einen
hemmenden Effekt auf den Einbau des GLUT2 in dikadg Zellmembran ausubt, liegt die
Vermutung nahe, dass der GLUT2 in Clathrin-geburdéeviesikeln gespeichert wird bzw.
die Insertion des GLUT2 in die apikale Membran inusZmmenhang mit Clathrin-
gebundenen Vesikeln steht. Auf die Mannitaufnahie (IChlorpromazin hingegen keinen
Einfluss aus, was die spezifische Wirkung von QiMomazin auf den Membraneinbau des
GLUT2 weiter untermauert.

5.1.3 Bedeutung der intrazellularen Glukoseverstoffechslung und Laktatakkumulation
fur die SGLT1- und GLUT-abhangige Glukoseaufnahme

In den Enterozyten des Schweins stellt die Glykolyslen Hauptweg der
Glukoseverstoffwechslung dar (VAUGELADE et al. 19®DARCY-VRILLON et al. 1994;
WU et al. 1995). Bei dieser Form der Verstoffweahgl entstehen Laktat, Pyruvat und £O
Ein Schlisselenzym der Glykolyse stellt die Hexaki dar, welche die Phosphorylierung
der Glukose zu Glukose-6-Phosphat kataly$@QSHO et al. 1994). Diese Phosphorylierung
l&auft nach folgender Reaktionsgleichung ab:

D-Glukose + ATP— Glukose-6-Phosphat + ADP + 21 kJ

Die intrazellulare Phosphorylierung der resorbrer@ukose ist Grundvoraussetzung fir die
anschlieBende Verstoffwechslung in der Glykolysée Bhosphorylierung ist auch notig,
wenn Glukose Uber die Exozytose aus der Zelle asabipust werden soll, da nur im
Anschluss an diese Phosphorylierung eine Uberfighinrdas endoplasmatische Retikulum
durch die Glukose-6-Phosphat-Translokase moglich (8TUMPEL et al. 2001). Die
Hemmung der Hexokinase mit N-Acetyl-D-Glukosaminttédsomit zur Folge, dass
theoretisch keine Glykolyse der Glukose mehr mégiére und auch eine Ausschleusung
der Glukose aus der Zelle mittels Vesikelexozytasht mehr stattfinden kdnnte.

In Kap. 4.2.1 konnte nachgewiesen werden, dassAdigesenheit des Hemmstoffes N-
Acetyl-D-Glukosamin zu einer schnelleren Reduzigruder Glukoseaufnahme Uber den
apikalen GLUT in die Zelle fuhrt (Abb. 17, linke Bellung). Ist der Hemmestoff nicht
vorhanden, so ist der apikale GLUT Uber einen lésgeZeitraum aktiv (Abb. 16, linke
Darstellung).
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Durch die Hemmung des Schlisselenzyms Hexokinasesdsohl eine intrazellulare
Verstoffwechslung der Glukose als auch eine Aussching der Glukose Uber
Vesikelexozytose nicht mehr méglich. Folglich komest wahrscheinlich zu einem Anstieg
der intrazellularen Glukose und einer anschliefendReduzierung der apikalen
Glukoseaufnahme in die Zelle. Bei diesem hier naalgsenen Phanomen kdnnte es sich um
einen Schutzmechanismus der Zelle handeln. Um eme starke intrazellulare
Glukoseansammlung und daraus resultierende Schadervermeiden, konnte dieser
Schutzmechanismus in Kraft treten. Die in der eg#inden Studie beobachtete kurzfristige
Verminderung der Glukoseaufnahme konnte sich in emin abnehmenden
Konzentrationsgradienten fur Glukose begriindentdifliistig konnte es aber auch zu einer
Herabregulation von Glukosetransportproteinen komn$® konnten ALPERT et al. (2002)
zeigen, dass bovine Endothelzellen der Aorta sovgkatte Muskelzellen ihre
Glukosetransportrate reduzieren, wenn man sie giype&mischen Bedingungen aussetzt.
Dies geschieht durch eine Reduktion der mRNA sod@s Proteingehaltes des fur diese
Zellen typischen Glukosetransporters GLUT1. COHEMle (2007) konnten diesen Effekt
auch in den Endothelzellen der Blutgefal3e bei disdigen Patienten nachweisen.

Es kann davon ausgegangen werden, magi/o dieser Mechanismus erst zu einem spateren
Zeitpunkt aktiviert werden wirde, da trotz Hemmudtey intrazellularen Verstoffwechslung
und der Vesikelexozytosan vivo eine effiziente Ausschleusung der Glukose Uber den
basolateralen GLUT mit anschlieBendem AbtranspertGlukose tUber das Blutgefa3system
maoglich ware. Bei der Ussing-Kammer-Technik ist desolaterale Glukoseausschleusung
aufgrund der fehlenden Durchblutung wahrscheinligh weniger effizient (siehe aber Kap.
5.1.5).

Der Einfluss der Anwesenheit des Glykolyseprodultektat in der Zelle auf die apikale
Glukoseaufnahme wurde im Kapitel 4.2.2 untersuEltkann davon ausgegangen werden,
dass auch in der Versuchsanordnung mit laktatfieidferlosung eine hohe Laktatbildung
stattfand. HANSON u. PARSONS konnten 1976 nachweidass im Jejunum von Rattien
vitro unter aeroben Bedingungen in den ersten 15 Minb®ehis 70 % der aufgenommenen
Glukose zu Laktat metabolisiert wurden. In den dtéiodgenden 30 Minuten stieg dieser
Wert auf 80 bis 90 %. In Abbildung 18 ist kein Usighied in der Glukoseaufnahme
zwischen laktathaltiger und laktatfreier Pufferlbguerkennbar. Wurde die intrazellulare
Laktatanreicherung durch die Verwendung einer thidi@n Pufferldosung und der
gleichzeitigen Hemmung der Laktatdehydrogenase iméent, so war es maoglich, die
SGLT1-Aktivitdt soweit zu stimulieren, dass sie stem wurde. Eine GLUT-Aktivitat war
allerdings nicht nachweisbar. Laktat schien sonmé egeringe hemmende Wirkung auf den
SGLT1 zu besitzen, allerdings war diese aufgrund rdedrigen Transportkapazitat des
SGLT1 sehr schwer nachweisbar und hatte keinemstsgah signifikanten Effekt auf die
gesamte apikale Glukoseaufnahme. Der apikale GL&¢R#n nach dreistiindiger Inkubation
mit Glukose nicht mehr oder nur noch in sehr gemgMale an der Glukoseaufnahme
beteiligt zu sein. Folgende Ursachen fur die fetie@LUT-Aktivitat sind moglich:
1. Es kam nicht zu einem Einbau des GLUT2 in die dpikéellmembran, da die
Glukosekonzentration in der apikalen Pufferlosuagering war (6 mM);
2. Es erfolgte ein Ausbau des GLUT aus der apikalembtan aufgrund der langen
Vorinkubationszeit mit Glukose (etwa 3 Stunden);
3. Aufgrund der intrazellularen Glukoseanreicherungstéerte kein Konzentrations-
gradient fur den GLUT.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Aemaichvon Glukose im Enterozyten des
Schweines zu einer verminderten apikalen Glukosedwme fihrt. Die intrazellulare
Verstoffwechslung von Glukose wirkt dem effektivigegen. Das bei der intrazellularen
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Verstoffwechslung anfallende Laktat hat eine eheringe Ruckwirkung auf die apikale
Glukoseaufnahme.

5.1.4 Glukoneogenetische Aktivitat im Darmepithel nd deren Einfluss auf die apikale
Glukoseaufnahme

Umgekehrt zur Glykolyse ist es auch méglich, dassid der Zelle vorhandene Laktat mittels
der Glukoneogenese zur Glukosesynthese genutzt (RRJAS et al. 2007) und die dabei
entstehende Glukose die Glukoseaufnahme in die Bekinflusst. Aus diesem Grund wurde
in der vorliegenden Studie ein Schlisselenzym deik@heogenese, die PEPCK, mit 3-
Mercaptopicolinsdure gehemmt. Die Hemmung der Giekgenese fihrte zu einer
numerischen Verdopplung der SGLT1-Aktivitdt. So water diesen Versuchsbedingungen
ein signifikanter phlorizinsensitiver Effekt nachelear. Daraus lasst sich schlieen, dass
Laktat im Jejunum offensichtlich in die Glukoneogse eingebracht werden kann und unter
den angewendeten vitro-Bedingungen eine Auswirkung auf die apikale SGIFhktion
hatte. Wie fur die Ratte und den Menschen besobmgANDERSON 1970; HAHN u.
SMALE 1982; RAJAS et al. 1999 und RAJAS et al. 20@@heint offensichtlich auch beim
Schwein nach dem Absetzen vom Muttertier noch Ggkeogenese im Jejunum
stattzufinden. Allerdings handelte es sich bei gerwendeten Schweinen nicht um adulte
Tiere, sodass sich keine Ruckschlisse auf eindfimignde Glukoseneogenese beim
ausgewachsenen Tier ziehen lassen. Die Glukoselildao der Zelle und die daraus
resultierende erhdhte Glukosekonzentration in @dleZchien jedoch zu einer Hemmung der
SGLT1-Aktivitat zu fuhren. Dieser Mechanismus kdanntiederum auf die schon in Kap.
5.1.3 erwahnte Schutzfunktion der Zellen zurlickatga sein, welche eine Ubermalige
Ansammlung von Glukose in der Epithelzelle verhmdsoll.

5.1.5 Bedeutung des basolateralen Glukoseeffluxedr fdie apikale Glukoseaufnahme
uber SGLT1 und GLUT

Als Hauptweg des basolateralen Glukoseeffluxes wiedpassive erleichterte Diffusion der
Glukose in das Blut tUber einen GLUT-Carrier in desolateralen Membran propagiert
(WOOD u. TRAYHURN 2003; WRIGHT et al. 2003). Dieofsrm des basolateralen GLUT
ist speziesubergreifend der niederaffine GLUT2 (RENS 1996; WRIGHT et al. 2003).
Einen alternativen Weg flr die Ausschleusung vonk@se aus der Zelle stellt die Exozytose
dar (STUMPEL et al. 2001; SANTER et al. 2003). Bre€xportweg steht jedoch nur
metabolisierbaren Zuckern zur Verflgung. Das bedeutlass der Zucker nach 6-
Phosphorylierung durch die Hexokinase zunachst emittder Glukose-6-Phosphat-
Translokase in das endoplasmatische Retikulum iilvgrfverden muss, um anschlie3end via
Exozytose die Zelle verlassen zu konnen (STUMPEAL&001; WRIGHT et al. 2003).

In Kap. 4.2.1 (Abb. 16, rechte Darstellung) erfelgie Blockade des basolateral lokalisierten
GLUT2 durch Phloretin. Dies fuhrte zu einer zeitgge Reduzierung der Glukoseaufnahme
Uber den apikalen GLUT.Allerdings muss bedacht werden, dass unter diesen
Versuchseinstellungen der Abtransport der Glukaseder Zelle nicht komplett unterbunden
wurde, da auch eine Ausschleusung der Glukose Vibgikelexozytose prinzipiell méglich
gewesen ware (STUMPEL et al. 2001). Jedoch entfielder Hemmung des basolateralen
GLUT offensichtlich der potenteste Exportwe@/urde zusatzlich zur Hemmung des
Glukoseeffluxes tber den basolateralen GLUT diedKerase mit N-Acetyl-D-Glukosamin
gehemmt, so kam die Glukoseaufnahme Uber denlapikzLUT noch friiher zum Erliegen
und war bereits in der 1. Minute nach Applikatioithh mehr messbar (Abb. 17, rechte
Darstellung). Dies deutet darauf hin, dass baswel@eGlukoseausschleusung tber einen
GLUT und die metabolische Aktivierung der Glukose Glukose-6-Phosphat synergistisch
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die intrazellulare Konzentration nicht aktiviert&ukose senken und dadurch die apikale
Glukoseaufnahme beginstigen konnen. Ob und in welctumfang die metabolische
Aktivierung der Glukose letztendlich der Energiegewang (Glykolyse) oder dem
vesikularen Export Gber Exozytose diente, wurd@i@ser Arbeit nicht naher untersucht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der beslelaBukoseefflux einen bedeutenden
Einfluss auf die apikale Glukoseaufnahme hat. Savapeeistet der basolaterale
Glukoseefflux die Aufrechterhaltung der apikaleruk&glseresorption bei anhaltend hoheren
Glukosekonzentrationen im Darmlumen, da jeglichesséanmlung von Glukose in den
Epithelzellen zu einer Verminderung der Glukosealifine in die Zellen fihren wiirde.

Neben dem basolateralen GLUT2 kdnnte prinzipiethagie Vesikelexozytose nach erfolgter
intrazellularer Phosphorylierung an der basolagerablukoseausschleusung beteiligt sein.
Sind einer oder beide Mechanismen nicht aktiv, smrkt es zu einer Verminderung der
Glukoseaufnahme in die Zellen. Diese ReduzierunmgGlekoseaufnahme erfolgt dann aber
nicht durch einen verminderten Glukosetransport aj@kalen SGLT1 sondern durch eine
verminderte Aktivitat des apikal lokalisierten GLPTDa es sich bei dem apikalen GLUT2
um einen passiven Transporter handelt, konnte elimwmderte Aktivitat allein durch einen
Wegfall des Glukosekonzentrationsgradienten erkitden. Alternativ kbnnte auch ein
Ausbau des Transporters aus der apikalen Membfalyen. Ein Entfernen des GLUT2 aus
der apikalen Zellmembran hétte den Vorteil, dasshaein passiver Rickfluss der
aufgenommenen Glukose in das Darmlumen verhindedt Wie Funktion des SGLT1 blieb
nahezu unberthrt, wobei seine Transportkapazitdinggewar und zu Beginn der
Inkubationszeiten in den durchgefihrten Versuchear reinen kleinen Teil der
Glukoseresorption ausmachte. Nach der Inaktivierdeg apikalen GLUT2 konnte der
SGLT1 durchaus 100 % der apikalen Glukoseaufnahesdisieren, auch wenn dies
messtechnisch nicht erfasst werden konnte.

5.2 GLUKOSEAUFNAHME UBER ENDOZYTOSE

In Kap. 4.1.1 stellte sich ein Grolteil der Glulas|mahme in das Epithel nicht sensitiv fur
Phlorizin und Phloretin dar. Aus diesem Grund eaiit Kap. 4.1.2 die mdgliche Beteiligung
der Endozytose bzw. Endozytose-assoziierter Vorgamgder Glukoseaufnahme untersucht
werden.

In Kap. 4.1.2 (Abb. 5) konnte gezeigt werden, dasdnwesenheit von N-Ethylmaleimid ein
phloretin- und phlorizinabhangiger Glukose-Uptakésterte. Nicht zu erwarten war, dass
NEM zu einem phloretin- und phlorizinabhéngigen Migtuptake fuhrt. Gleichzeitig kam es
allerdings zu einer vollstandigen Ausloschung ddakageinduzierten und SGLT1-
abhangigen Kurzschlussstromes (Abb. 8). Folglictd sowohl Glukose- als auch Mannit-
Uptake zwar phloretin- und phlorizinsensitiv, diaifAahme erfolgt jedoch nicht mittels
Natrium-Cotransport tber den SGLT1.

Folgende Erklarungen konnten hierfir in Betractz#ogen werden:

1. Der SGLTL1 ist inaktiv und der apikale GLUT wird SGl-unabhdngig in die
Membran integriert. Der apikale GLUT musste in diasFall in der Lage sein, auch
Mannit zu transportieren.

2. Der SGLT1 fungiert als passiver und somit natriuahhéingiger Glukose- und
Mannitcarrier.

3. Eine Kombination aus 1. und 2.

Die Wirkung des NEM besteht aus einer Blockieruiog W hiol-Gruppen durch Anhangen
eines CH-Restes an die SH-Gruppe (ROGERS et al6)208ollten sich in den
Substratbindungstaschen sowohl des SGLT1 als awsh GLUT2 Aminosauren mit
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Thiolgruppen befinden, ware eine Beeinflussung3drstratspezifitéat der Transporter durch
NEM mdglich.

Aminosauren, die fur die Glukoseerkennung und 4mgd eine Rolle spielen sind beim
SGLT1 Arginin (R499), Glutamin (Q457) und Threor{ifrd60). Weitere Aminosauren sind
indirekt in den Glukosetransport involviert. Beiedsen handelt es sich um Tyrosin (Y462,
Y506 und Y526), Tryptophan (W440), Serin (S458) thstidin (H525) (HIRAYAMA et al.
2007). Beim GLUT2 sind das QLS-Motiv in Schleif¢Glutamin, Leucin, Serin), das STSIF-
Motiv in Schleife 7 (Serin, Threonin, Serin, Isatéy Phenylalanin) sowie Tryptophan 388
und Glutamin 161 in Schleife 5 wichtig fur die Strbtspezifitdt des Transporters (Joost u.
Thorens 2001). Keiner der beiden Transporter kesitder substratbindenden Region eine
thiolgruppenhaltige Aminoséaure, welche durch NEMib#usst werden kdnnte. Allerdings
gibt es auch Hinweise darauf, dass NEM an Hydraxylgen eine Stdrung der
Phosphorylierung verursacht, was wiederum zu dimaktivierung entsprechender Proteine
fahrt (LAXMINARAYANA et al. 2002, HUMPHRIES et al2005). Auch der SGLT1 und der
GLUT2 weisen in ihren Substratbindungstaschen As@ncen mit OH-Gruppen auf (v.a.
Serin und Threonin), welche einen Ansatzpunkt flzMNdarstellen konnten. Durch eine
Stérung der Phosphorylierung dieser Aminosauremidas zu einer Inaktivierung oder auch
zu einer Anderung der Substratspezifitat der Trartppoteine kommen. Dieser Mechanismus
konnte eine Erklarung sowohl fir den festgestellmioretin- und phlorizinabhéngigen
Mannit-Uptake als auch fur die Ausloschung des gd@induzierten Natrium-Cotransportes
sein. Es waren weiterfUhrende Untersuchungen naligerum diese Hypothese weiter
einzugrenzen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass auf demetphlound phlorizininsensitiven
Glukose-Uptake weder Chlorpromazin noch N-Ethylnmai@ einen Einfluss ausubten.
Folglich konnte eine Endozytose als Ursache desrgtih- und phlorizininsensitiven Uptakes
mit dieser Versuchseinstellung nicht gezeigt werdddemgegeniber lieferten die
Untersuchungen Hinweise darauf, dass der EinbauGd&$T2 in die apikale Zellmembran
durch einen Clathrin-abhangigen Vesikeltransporliseert wird (vgl. Kap.5.1.2).N-

Ethylmaleimid, ein Hemmstoff der Endo- und Exozgioswar in der Lage, die
Transportaktivitat und die Substratspezifitat afgk&lukosetransportproteine zu modulieren.

5.3 PARAZELLULARER GLUKOSETRANSPORT

Nachdem die Endozytose nicht als Transportweg éiar ghloretin- und phlorizininsensitiven
Glukose-Uptake bestétigt werden konnte, sollte rsatht werden, welche Rolle der
parazellulare Glukosetransport spielt. EntsprechiardPappenheimer-Hypothese erfolgt der
Massenflux von Glukose bei hohen luminalen Konzgimnen als parazellulare Diffusion
(PAPPENHEIMER u. REISS 1987). Mannit gilt als Markér den parazellularen Transport,
da nach bisheriger Auffassung Mannit am Darmepiftgt ausschliel3lich auf parazellularem
Weg transportiert wird (HAYDEN u. CAREY 2000; KIERR et al. 2000). In Abb. 5 (Kap
4.2.1) ist in der obersten Darstellung zu sehes,velzder Phloretin allein noch Phloretin und
Phlorizin in Kombination einen Einfluss auf die Mataufnahme hatten. Dies deutet darauf
hin, dass Mannit weder durch den SGLT1 noch dueshapikalen GLUT2 transportiert wird.
Allerdings lasst sich daraus noch nicht schlieffass Mannit ausschliel3lich parazellular
transportiert wird.

Hinweise zum parazellularen Transport von Glukoseeteb der Vergleich der
Glukoseaufnahme mit der parallel dazu gemessenennitdafnahme. Da Glukose und
Mannit anndhernd die gleiche Molekilgrof3e und -mdssitzen, ware fir beide Substanzen
bei parazellularem Transport ein &hnliches Verhatie erwarten.
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In Kap. 4.1.3 (Abb. 9) wurden die Mannit- und Glgkaufnahme in Anwesenheit der
Hemmstoffe Phloretin und Phlorizin miteinander VWiefgen. Dabei war die Mannitaufnahme
in das Epithel fast Uber den kompletten Zeitraum 20 Minuten signifikant niedriger als die
Glukoseaufnahme (Abb. 9). Auffallig stellte sichsd¥erhaltnis zwischen Glukose- und
Mannit-Uptake dar, welches wahrend der gesamteMiBOten konstant 1:0,65 betrug. Dies
deutet darauf hin, dass Glukose und Mannit moghebese Uber einen identischen
Mechanismus transportiert werden. Allerdings sdheidieser Mechanismus eine
unterschiedliche Spezifitat fir Mannit und Glukasebesitzen.

Auffallig war auch, dass zwischen den Glukose- iahnitaufnahmen (Abb. 9) und den
dazugehorigen Glukose- und Mannit-Fluxen (Abb. he betrachtliche numerische
Diskrepanz bestand. Auch erschienen Mannit und &lelerst nach ca. 10 Minuten auf der
serosalen Epithelseit&omit scheint das Epithel Uber eine betrachtlicpeicherfahigkeit
sowohl fur Glukose als auch fir Mannit zu verfigeédlerdings lasst sich aus diesen
Befunden noch nicht ableiten, ob es sich bei dek@e- und Mannitanreicherung im Epithel
wirklich um eine intrazellulare Akkumulation handelder ob die Glukose sich nur in den
parazellularen und subepithelialen Bereichen ansgtnm

Auffallig war, dass Glukose- und Mannit-Flux beihgenmten SGLT1 und GLUT nicht wie
bei der Aufnahme in das Epithel in einem Verhéliroa 1:0,65 zueinander standen, sondern
nahezu 1:1 durch das Epithel transportiert wurdgh @Abb. 10). Daraus lasst sich schliel3en,
dass der Weg, auf dem der Ubertritt der beiden tBatbsvon mukosal nach serosal erfolgte,
verschieden war von dem Weg, lUber den die gro3teg¥len Glukose und Mannit in das
Epithel aufgenommen wurde. Eine Charakterisieriegy@lukose- und Mannit-Fluxes konnte
in der vorliegenden Studie durchgefuhrt werden. Deatlich bestehenden Korrelationen
zwischen phloretin- und phlorizin-insensitivem Gigk-Flux und Gewebeleitfahigkeit (Kap.
4.1.4, Abb. 15) sprechen eindeutig fur eine palalZee Permeation der Glukose durch das
Epithel. Auch die Gegenuberstellung des Mannit-Btuxind der Gewebeleitfahigkeit ergab
vergleichbare Ergebnisse wie in Abb. 15 (ohne AbBg handelt sich somit sowohl beim
Glukose- als auch beim Mannit-Flux um einen vorigmagrazellular stattfindenden Ubertritt,
wenn apikaler SGLT1 und GLUT gehemmt sind.

Die Kapazitat des parazellularen Fluxes sowohl @kikose als auch des Mannits ist als
gering anzusehen, verglichen mit den Aufnahmek&ten in das Epithel. Wahrend der Flux
der beiden Substrate vorwiegend parazellular atattifwurde die Aufnahme der Glukose und
des Mannits nicht auf parazellularem Wege reatisMfie in Abb. 14 erkennbar, bestand
zwischen der Glukoseaufnahme in das Epithel unds@svebeleitfahigkeit keine Korrelation.
Da die Gewebeleitfahigkeit als Mal3 fur den parag@en Transport anzusehen ist, konnte in
der vorliegenden Studie eine parazellulare Ansamgiluals Grund fir die
Glukoseakkumulation im Epithelgewebe weitgehendyesshlossen werden. Setzte man die
Gewebeleitfahigkeiten zu den Mannitaufnahmen ini&amg (ohne Abbildung), so waren
auch keine Korrelationen feststellbar. Dies fuhutder Annahme, dass auch Mannit in die
Zellen aufgenommen wurde. Bisher wurde Mannit alarkdr fur den parazellularen
Transport propagiert (HAYDEN u. CAREY 2000; KIERBHit al. 2000), jedoch konnten
schon MA et al. (1993) sowie ASCHENBACH et al. (3DHinweise darauf finden, dass
Mannit nicht ausschlie3lich parazellular sondernemem gewissen Teil auch transzellular
durch das Epithel transportiert wird. Auch die egkende Studie lieferte Hinweise, dass
Mannit nicht ausschlie3lich parazellular transmottiwird. Genauere Mechanismen des
transzellularen Mannittransportes sind bisher nichekannt, allerdings kodnnten
endozytotische oder vesikulare TransportmechanisimnRolle spielen (MA et al. 1993).
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5.4 GLUKOSEAUFNAHME UBER ,ALTERNATIVE* MECHANISMEN

Nachdem sowohl die Endozytose (Kap. 5.2) als awhpdrazellulare Transport (Kap. 5.3)
nicht als Hauptweg fir den phloretin- und phlonzsensitiven Glukose-Uptake bestatigt
werden konnten, wurde die Beteiligung weiterer galativer® Mechanismen an der
Glukoseaufnahme untersucht.
Trotz Hemmung des apikalen SGLT1 und GLUT kam edeim Untersuchungen des Kapitels
4.1.3 zu einer Aufnahme und anschlielBenden Akkutonlaszon Glukose und Mannit im
Epithelgewebe (Abb. 9). Dies ist ein Hinweis daralafss neben der zellularen Aufnahme von
Glukose Uber den SGLT1 und den apikalen GLUT nachweiterer Mechanismus existiert,
der in der Lage ist, zuséatzlich zu Glukose auchitan die Zellen zu transportieren.
Folgende nicht durch Phlorizin und Phloretin hemrabislechanismen kénnten hierflr in
Betracht gezogen werden:
1. Kanédle in der apikalen Membran transportieren miterschiedlicher Spezifitat
Glukose und Mannit in die Zellen;
2. Glukose und Mannit werden mit unterschiedlicheriifét mittels Endozytose in die
Epithelzellen aufgenommen,;
3. Ein weiterer durch Phloretin nicht hemmbarer amkabLUT transportiert Glukose
und Mannit.

Kanale, die in der Lage sind, Monosaccharide zosfartieren, sind bei Sdugetieren bisher
nicht beschrieben worden. Allerdings existiererimgen Bakterien wie z. B. iBscherichia
coli transmembranale Kanale, die einen recht grol3erchingsser besitzen und geloste
Mono- und teilweise auch Disaccharide in die Zetensportieren kénnen (LUCKEY u.
NIKAIDO 1980; MARTIN-VERSTRAETE et al. 1996).

Auch bei Vertebraten existieren Proteine, sogemadunnexine, welche in Gap junctions
Kanale formen, die einen Transfer von kleinen Melisgn zwischen Zellen erméglichen
(ELFGANG et al. 1995). Einige dieser Connexine wiB. Connexin 43 sind auch in der
Lage, Glukose zu transferieren (GOLDBERG et al.91990LDBERG et al. 2004). MINEO
et al. konnten 2004 nachweisen, dass vor allemrdauéche Saccharide die Permeabilitat
von Connexinen modifizieren kénnen. Um zu untersactob moglicherweise Connexine
oder andere Kanale an der Aufnahme von GlukoseMenthit in das Dinndarmepithel von
Schweinen beteiligt sein konnten, wurden weitere sitgsKammer-Versuche mit
unterschiedlichen Kohlenhydraten und Kohlenhydnmatdéen durchgefiihrt (vgl. Kap. 4.1.4).
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werdassdler phloretin- und phlorizininsensitive
Anteil der Glukoseaufnahme, wenn auch nur im gerniglaRe, prinzipiell modulierbar war.
So fuhrte z.B. die Anwesenheit hoher Konzentratiomen Cellobiose oder Serin zu einer
signifikant niedrigeren Glukose-Aufnahme als diem®senheit von Sorbitol (Abb. 12). Auf
das Verhaltnis von Glukose- zu Mannitaufnahme bawf. den Glukose- und Mannit-Flux
hatten die verschiedenen Kohlenhydrate und Kohlératglerivate keinen Einfluss. Somit
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werdeassdnicht metabolisierbare Saccharide
oder auch die OH-Gruppen-haltige Aminosaure Seiirere gewissen Einfluss auf die
phloretin- und phlorizininsensitive Glukose- und mvigaufnahme haben. An welchen
molekularen Strukturen dieser Einfluss realisigrdykonnte jedoch nicht weiter eingegrenzt
werden. Kanalstrukturen kommen aber angesichts lmeits analysierten fehlenden
Korrelation von Glukose- und Mannituptake unge@@er nicht in Betracht. Alternativ wurde
die mdgliche Beteiligung endozytotischer Vorgadngedar Glukoseaufnahme bereits in Kap.
5.1.2 diskutiert. Prinzipiell kénnte der hemmendeflass anderer Kohlenhydrate auch auf
eine Interferenz bei der Bindung an endozytotisStreikturen beruhen. Die diesbezlglich
durchgefuhrten Untersuchungen ergaben jedoch noweise, dass bei der Insertion des
GLUT2 in die apikale Zellmembran Clathrin-gebundé&melozytosevorgange involviert sind.
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Eine direkte Beteiligung der Endozytose an der Gégk und Mannitaufnahme konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden (Mghp. 5.2). Allerdings scheint

N-Ethylmaleimid, ein Hemmstoff der Endo- und Examd, in der Lage zu sein, die
Transportaktivitat und die Substratspezifitat afgk&lukosetransportproteine zu modulieren.

Eine Aufnahme der Glukose und des Mannits Uberneimeiteren, nicht durch Phloretin
hemmbaren GLUT, wére durchaus moglich, auch weshebiin der Literatur kein mit der
Michaelis-Menten-Kinetik kompatibler Transport fivlannit beschrieben wurde. Als
wahrscheinlichster Kandidat fir den Glukose- unedngéwell auch den Mannittransport kdme
der GLUTS8 in Frage, welcher eine sehr breite Sabspezifitdt hat. Glukose, Fruktose und
Galaktose stellen Substrate fir den GLUT8 dar, assder durchaus auch noch andere
Hexosen transportieren konnte (IBBERSON et al. 2000wohl der GLUT8 scheinbar nicht
notwendig fur die Regulation der Glukose-Homoosiaseso gibt es doch Hinweise darauf,
dass er an deren Regulation beteiligt ist. ADASTRAal. (2012) vermuten, dass die
Expression des GLUTS8 die Expression anderer GLUDarm beeinflussen kdnnte. Weitere
Studien sind nétig, um die Funktion des GLUT8 ndleschreiben zu kénnen.

5.5 MOGLICHE BEDEUTUNG DER mMRNA-VORKOMMEN VERSCHIED ENER
PASSIVER GLUKOSETRANSPORTER SOWIE DES SGLT1 IM PROXIMALEN
JEJUNUM UND  ANDEREN FUR DEN GLUKOSEMETABOLISMUS
BEDEUTENDEN ORGANEN

In Kapitel 4.3 konnte eine Vielzahl an Glukosetorsern auf mMRNA-Ebene im proximalen
Jejunum nachgewiesen werden. Zusétzlich wurden a@ilgane, die fur die
Glukosehomoostase im Organismus von Bedeutung (tielder, Niere, Skelettmuskulatur)
mit in das Screening einbezogen. In den folgendbschnitten werden zunachst vorrangig
die mRNA-Vorkommen im proximalen Jejunum diskutiela die entsprechenden
Glukosetransporter mafigeblich an der Glukoseraearpim Dinndarm beteiligt sein
konnten. Die mRNA-Vorkommen in Leber, Niere und ISkenuskulatur werden
anschlieBend nur kurz diskutiert. Allerdings setrhnoch einmal erwahnt, dass von dem
Vorhandensein der mRNA nicht automatisch auf eirpré&ssion und Membranintegration
des Proteins in dem entsprechenden Organ geschlagsden kann, so dass die funktionelle
Relevanz der identifizierten Transporter hier ngpdthetisch diskutiert werden kann.

5.5.1 mRNA-Vorkommen verschiedener Glukosetranspodr im proximalen Jejunum

SGLT1

Es ist bekannt und ausreichend belegt, dass deT $@Lvielen Spezies das wichtigste 'Na
gekoppelte Importprotein flur Glukose (und Galakioge der apikalen Membran der
Enterozyten darstellt (MARTIN et al. 1996; THORENS96; GARRIGA et al. 1999;
WRIGHT et al. 2007; MORAN et al. 2010; HERRMANN at. 2012). Auch in den
durchgefuhrten Versuchen konnte die mRNA des SGeihtleutig detektiert werden und
zeigte im proximalen Jejunum im Vergleich zu dexdern 3 Organen das starkste Signal
(ASCHENBACH et al. 2009).

GLUT1

Der Nachweis des GLUT1 im proximalen Jejunum deodth mit der Tatsache, dass fur die
Versuche junge Schweine genutzt wurden (ASCHENBAEHal. 2009). Der GLUT1
reprasentiert den typischen basolateralen Glukosecan der Colonkarzinom-Zelllinie
Caco-2 (HARRIS et al. 1992) und ist ein Indikatér £inen noch nicht voll ausgereiften
Darm (DAVIDSON et al. 1992; ANDERLE et al. 2003).
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GLUT2

Erwartungsgemald konnte die mRNA im proximalen Jejurdes Schweins nachgewiesen
werden (ASCHENBACH et al. 2009). Der passive Gl@tamnsporter GLUT2 wird bei
hoheren luminalen Glukosekonzentrationen in dikapi Enterozytenmembran eingebaut.
Dort transportiert er mit niedriger Affinitat ableoher Kapazitat Glukose und andere Hexosen
in die Zelle (LETURQUE et al. 2005; KELLETT et &008; MACE et al. 2009). Dieser
Vorgang wird durch den apikalen SGLT1 induziert. it&fhin verlassen intrazellular
akkumulierte Hexosen wie Glukose, Galaktose, Fa&iond Mannose die Zellen tber einen
basolateral lokalisierten GLUT2 (PINCHES et al. 399HORENS 1996; LETURQUE et al.
2005).

GLUT3

Laut Literatur kommt die mMRNA des GLUT3 nahezu ulti@ vor. Bisher wurde beim
Schwein weder die mRNA des GLUT3 noch das Protes dransporters im Darm
nachgewiesen. Im Jahr 2012 wurden zwei Klonieruraghikte des pGLUT3 verdoffentlicht
(AK399451.1, AK389853.1), welche bis auf jeweilsx@iSNP mit der eigenen Sequenz
(FJ209733.1) identisch sind. Das Protein des GLWdnte im Jejunum bisher weder beim
Schwein noch bei anderen Spezies nachgewiesen nwveBIESSONNETTE et al. (1996)
wiesen zwar das Protein in der BirstensaummemiwarZellen der Caco-2-Zelllinie nach,
allerdings kann man diese Zellen nicht als Aquintdezu normalen Enterozyten betrachten.
Wie schon der GLUT1 ist auch der GLUT3 ein Indikafior einen nicht voll ausgereiften
Darm (DAVIDSON et al. 1992; ANDERLE et al. 2003)isBer gibt es demnach weder
Hinweise auf eine Expression des GLUT3-Proteinshnaaf eine moégliche Funktion des
GLUT3 im Jejunum.

GLUT4

Der im Jejunum nur schwer detektierbare GLUT4 sthkaut Literatur keine funktionelle
Rolle im porzinen Darm zu spielen (ASCHENBACH et 2009). Eine mdgliche Erklarung
fur den sehr schwachen Nachweis von mRNA des GLUNM4 Jejunum konnte das
Vorhandensein von Adipozyten in subepithelialen i§den des Jejunums sein. In
Adipozyten wird der GLUT4 regelmaf3ig exprimiert (DRY u. THORENS 2004).

GLUTS

Erwartungsgemald konnte die mRNA des GLUTS5 im prakm Jejunum mit einem
intensiven Signal nachgewiesen werden (ASCHENBAGHIe2009). Der GLUTS spielt

eine essentielle Rolle bei der Resorption lumindfeuktose in die Enterozyten des
proximalen Jejunums (THORENS 1996; DOUARD u. FERR&R008; BARONE et al.

2009).

GLUT7

Die mRNA des GLUT7 konnte in den vorliegenden Usiehungen nur im Jejunum
nachgewiesen werden (ASCHENBACH et al. 2009). D&UJT/ ist sehr nah mit dem
GLUT5 verwandt und weist eine hohe Affinitat fur ukbse und Fruktose auf. Er wird
vorrangig in der Blrstensaummembran des Dinndandsdas Colons exprimiert (LI et al.
2004). Allerdings scheint sich die Verteilung ded«U37 auf die distale Region des
Dinndarms, das lleum, zu Dbeschranken, wo keine rhoh&lukose- und
Fruktosekonzentrationen mehr vorkommen. Diese Bgubag spricht daftir, dass der
GLUTY nur eine untergeordnete Rolle bei der quaimien Glukose- und Fruktoseresorption
spielt, allerdings gegen Ende der Mahlzeit, werm I[dminale Konzentration der Hexosen
sinkt, an Bedeutung gewinnt (SCHURMANN 2008). Dihfgkeit des GLUT7, Glukose zu
transportieren, ist bisher nur iXenopus-laevi©ocyten, jedoch noch nichin vivo
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nachgewiesen worden (LI et al. 2004). Somit iska@svierig, vom Vorhandensein der mRNA
im proximalen Jejunum auf eine Beteiligung des GIZUan der Glukoseresorption zu
schlie3en.

GLUTS8

Die mRNA des GLUTS8 konnte im proximalen Jejunumhgesviesen werden. Im Dinndarm
konnte die mMRNA des GLUTS8 bisher sowohl beim Mersc{DOEGE et al. 2000a) als auch
beim Rind (ZHAO et al. 2004) und der Maus (ROMERQle 2009) nachgewiesen werden.
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte nun auch der mRWeehweis im Dinndarm des
Schweines. ROMERO et al. konnten 2009 auch da®iRrdes GLUT8 im Darm der Maus
nachweisen. Der GLUTS8 befindet sich intrazelluldrden Enterozyten und konnte mittels
Immunhistochemie nahe der apikalen Membran lolatisverden. Die spezifische Funktion
des GLUTS ist bisher unklar, so dass der Transpéitedie zukiinftige Forschung sehr von
Interesse sein konnte (ASCHENBACH et al. 2009).

GLUT10 und GLUT11

Die mRNA des GLUT10 und des GLUT11 konnten in die&geit erstmalig im Jejunum
nachgewiesen werden. Das Signal fur die beiden spater lag nahe an der
Nachweisgrenze. In der Literatur existieren bidtene Hinweise darauf, dass der GLUT10
und der GLUT11 im Jejunum von Bedeutung sein kédmrs®mit ist davon auszugehen, dass
diese beiden Transporter im porzinen Dinndarm Keiwe eine untergeordnete Rolle spielen
(ASCHENBACH et al. 2009).

5.5.2 mRNA-Vorkommen verschiedener Glukosetranspoer in der Leber

Der wichtigste fur die Leberfunktion relevante Hegtransporter ist der GLUT2. Er realisiert
den Ein- und Ausfluss der Glukose Uber die bas@ktdembran (LETURQUE et al. 2005).
Die Expression des GLUT2 in der Leber wird wahrerdkr postprandialen
hyperglykdmischen Phase oder beim Typ 2-Diabetebrbguliert. Der GLUT2 ist in diese
Regulation als Glukosesensor involviert (IM et a005; LETURQUE et al. 2005). In
Ubereinstimmung mit der Wichtigkeit des Transparteurde in dieser Arbeit das intensivste
Signal mit GLUT2-spezifischen Primern in den Lelvel@en detektiert.

Trotz der wichtigen Rolle des GLUT2 in der Lebemhkén knock-outMause, denen der
Transporter fehlt, Uberleben. Verschiedene Studiermuten, dass der Glukoseexport in
diesem Fall durch Exozytose realisiert wird (STUNIP& al. 2001). Trotz allem ist nicht
geklart, wie in der Abwesenheit des GLUT2 die Gki&an die Leber gelangt. In der
vorliegenden Arbeit konnten der GLUT1 und der GLU®& potentielle Kandidaten
identifiziert werden (ASCHENBACH et al. 2009). Sawader GLUT1 (HACKER et al.
1991; THORENS 1996) als auch der GLUT8 (GOROVIT&le2003) konnten in der Leber
in der perivenésen Region nachgewiesen werden uiwht&n somit durchaus an der
Glukosehomoostase beteiligt sein. Von den nur achvdetektierbaren GLUT in der Leber
des Schweins ist der GLUT10 derjenige, dem bishemneisten Aufmerksamkeit geschenkt
wurde, da sein Gen vermutlich in Zusammenhang eritAhfalligkeit fur Diabetes mellitus
steht (DAWSON et al. 2001). Verschiedene epidengisithe Studien konnten allerdings
keine Beziehung zwischen dem Genotyp des GLUT10demdH&aufigkeit fur Diabetes vom
Typ 2 nachweisen (BENTO et al. 2005; LIN et al. @)0Die Expression des GLUTS3,
GLUT4 und GLUTS in der Leber wurde in friheren S&udnur selten nachgewiesen. So
konnte das Protein des GLUT3 in der humanen Lebehgewiesen werden (SHEPHERD et
al. 1992). Die Hochregulation der mRNA des GLUT4atiuein Extrakt aus grinem Tee
konnte in der Leber der Ratte demonstriert werdeAd et al. 2007), und die mRNA des
GLUTS5 konnte in groR3erer Menge in der Leber desdBsnnachgewiesen werden (ZHAO et
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al. 1993). Der Nachweis der mMRNA des GLUT11 inldeber ist in dieser Arbeit bisher beim
Schwein das erste Mal erfolgt (ASCHENBACH et al02p

Das Vorkommen des SGLT1 in der Leber wurde schdameir bei Mensch und Ratte
beschrieben (LAZARIDIS et al. 1997; BALEN et al.0&), wobei sich sein Vorkommen auf
die Cholangiozyten zu beschranken scheint (BALEK €008).

5.5.3 mRNA-Vorkommen verschiedener Glukosetranspodr in der Niere

Die Rickresorption der Glukose aus dem renalemaFikrfolgt zu 100 % im proximalen
Tubulus durch einen Nagekoppelten Import iber die apikale Membran unch de
basolateralen Export tGber einen GLUT. Allerdingdein sich die Isoformen der Transporter
im Verlauf der Tubuli. Wahrend im Tubulus contortysroximalis niedrigaffine,
hochkapazitare Transporter (apikal SGLT2 und bésah GLUT2) den Grof3teil der
Absorption realisieren, tUbernehmen im Tubulus cproximalis hochaffine, niedrig
kapazitare Transporter (apikal SGLT1 und basolbtBtaJT1) deren Funktion (THORENS
1996). Der SGLT1 dient auch zur Reabsorption vornakiase. Der wichtigste apikale
Transporter fur Fruktose ist der passive GLUT5 (DXRD u. FERRARIS 2008). In der
vorliegenden Arbeit konnten alle erwarteten Tramsgyoin der Niere des Schweins
nachgewiesen werden, was dafur spricht, dass digenainglltige Konzept der
Hexosereabsorption auch beim Schwein zutrifft (A&SIBACH et al. 2009).

Weiterhin konnte in dieser Arbeit auch die mRNA v@iLUT3, GLUT4 und GLUTS8
nachgewiesen werden. Diese Transporter spielerekiewile bei der Absorption von D-
Glukose, allerdings sichern sie mit dem GLUT1 dasdle Glukoseversorgung der Zellen des
Glomerulums sowie der Henle-Schleife, des distalarbulus und des Sammelrohres
(HEILIG et al. 1995; SCHIFFER et al. 2005). Dasalenvorkommen des GLUT10 und des
GLUT11 in der Niere des Schwein deckt sich mit d®workommen beim Menschen
(DAWSON et al. 2001; SHEEPERS et al. 2005; SUGANUBtAal. 2007), allerdings ist eine
funktionelle Bedeutung in der Niere bisher nichitdoant.

5.5.4 mRNA-Vorkommen verschiedener Glukosetranspoer in der Skelettmuskulatur

Die Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur etfetyrangig tber den GLUT1 und den
GLUT4. Der insulin-unabhangige Uptake Uber den GLU3cheint bei ruminierenden
Tierarten wie Schaf, Ziege und Kamel zu dominiergéihrend bei monogastrischen Spezies
wie dem Schwein und dem Menschen die insulin-abg@ngufnahme Uber den GLUT4
vorherrschend ist (GASTER et al. 2000; DUEHLMEIER @&. 2007). Speziell bei
monogastrischen Spezies kann die Skelettmuskuwdéwgin Insulin-reguliertes Speicherorgan
agieren, wenn ein UbermaR an Glukose verfligb&Ti$ONG et al. 2005). Die dominierende
und wichtige Rolle des GLUT4 spiegelt sich in derlegenden Arbeit in einem sehr
intensiven Signal fir die cDNA des GLUT4 in der Bkenuskulatur des Schweins wieder
(ASCHENBACH et al. 2009).

Beim Menschen und wahrscheinlich auch bei anderenogastrischen Spezies wie dem
Schwein scheint die wichtigste Rolle der insulirebndngigen Transporter GLUT1 und
GLUT3 eine Reservefunktion zu sein, welche in Zeitker Muskelregeneration reaktiviert
werden kann (GASTER et al. 2000; GASTER et al. 20B2ide Transporter konnten in der
vorliegenden Arbeit nur mit einem schwachen Sigraahgewiesen werden (ASCHENBACH
et al. 2009). Der GLUTS5, der in der Muskulatur &&hweins nur sehr schwer nachzuweisen
war, wurde als passiver D-Fruktose-Transporter én 8kelettmuskulatur des Menschen
bereits beschrieben (KRISTIANSEN et al. 1997). 8dimpression erhoht sich beim Diabetes
mellitus (DOUARD u. FERRARIS 2008). Der GLUT11 wintbrrangig in Typ-ll-Fasern
(slow twitch) des Menschen exprimiert (GASTER et28l04). Im Gegensatz dazu scheint die
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in den eigenen Untersuchungen detektierte mMRNA dén GLUT8 und den GLUT10
redundant zu sein, da die mRNA des GLUT10 haufaptndetektierbar ist (STUART et al.
2006) und der GLUT8 im menschlichen Muskel nictd flnktionelles Protein vorkommt
(GASTER et al. 2004).

5.5.5 Zusammenfassende Wertung der mRNA-Vorkommen

In Ubereinstimmung mit der Adaptation an starked anckerreiche Nahrung exprimiert das
Schwein eine groRe Bandbreite an Hexosetransporiterrden Schllisselorganen der
Glukosehomoostase. Die systematische Abarbeitungrd@sporterexpression sollte mit den
zahlreichen, in dieser Studie neugewonnenen Sempfermationen eine Grundlage fur
zukinftige Untersuchungen zur Komplexitdt und molaken Basis des porzinen
Hexosetransports geben. Die ermittelten porzinequ&ezen von Glukosetransportproteinen
zeigten zusatzlich eine hohe Ubereinstimmung zu dmem Sequenzen. Dies spricht fiir
ahnliche Transportcharakteristiken der entspreole®toteine und macht so das Schwein zu
einem idealen Modelltier zur Erforschung der Glidtoemdostase des Menschen. Ein
Beispiel dafur ist der GLUT11, welcher sowohl beMenschen als auch beim Schwein
vorkommt, allerdings beim Nager nicht vorhander{S$§EEPERS et al. 2005).
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6. Zusammenfassung

Kristina Schenke

Funktionelle und molekularbiologische Untersuchunggum Glukosetransport am
proximalen Jejunum des Schweins

Institut fur Veterinar-Physiologie, Fachbereich &@armedizin, Freie Universitat Berlin
Eingereicht im September 2013

110 Seiten, 23 Abbildungen, 4 Tabellen, 275 Litarstellen, 3 Anhange

Schweine decken ihren Energiebedarf Uber kohlematngiche Mahlzeiten. Dies
erfordert hocheffiziente Mechanismen der Glukosemon im Dianndarm. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die Glukoseaufnahmeda proximale Jejunum des Schweins
bei hoheren luminalen Konzentrationen (6 bis 20 miMktionell zu charakterisieren und ein
systematisches Screening auf GlukosetransporterAniRih porzinen Jejunum sowie in
weiteren fur die Glukose-Homoostase wichtigen Oegatiurchzufiihren.

Fur die Glukoseaufnahmestudien wurde der apik@i@ake von radioaktiv markierter
Glukose in das Dunndarmepithel gemessen. Zusatziichen der Kurzschlussstrom und die
Leitfahigkeit mit Hilfe der Ussing-Kammer-Technikf@sst. Mdgliche Wechselwirkungen der
Glukoseresorption mit anderen zellularen Stoffwetlisgen (Glykolyse und
Glukoneogenese) und eine mogliche Glukoseresorjitimar Endozytose wurden tberprift.
Durch vergleichende Analysen der Aufnahme bzw. [dleses von radioaktiv markiertem
Mannit wurde auch die Mdglichkeit einer parazeltatéa Resorption tberpriuft. Au3erdem
wurde mittels Zweischritt-RT-PCR die mRNA verscleadr Glukosetransportproteine im
proximalen Jejunum Leber, Niere und Skelettmuskulaachgewiesen.

Bei einer Konzentration von 10 mM Glukose hemmsawohl der kompetitive
SGLT1-Hemmstoff Phlorizin (0,1 mM) als auch die GLHlemmstoffe Phloretin (0,2 mM)
und Cytochalasin B (0,2 mM) die Glukoseaufnahme des Epithel. Nach 10- oder
20-minutiger Vorinkubation mit 10 mM Glukose konrddlerdings keiner der Hemmstoffe
eine signifikante Hemmung der Glukoseaufnahme lerzie Mit Hilfe des nach
Glukosezugabe (10 mM) stattfindenden Kurzschlussst#\nstieges liel3 sich eine
Transportrate des SGLT1 von etwa 7,5 nmol Glukose qnf und min errechnen. Die
Hemmwirkung des Phlorizins auf die Glukoseaufnaliiiperstieg diesen Wert jedoch um ein
Vielfaches. Chlorpromazin (20 uM), ein Hemmstofir d&dathrin-vermittelten Endozytose,
fuhrte zu einem Verschwinden der Phlorizin- undorétin-hemmbaren Glukoseaufnahme,
wahrend ein Kurzschlussstrom-Anstieg nach Glukog&ze noch vorhanden war. Sowohl
serosal appliziertes Phloretin (0,2 mM) als auchddmtig angewendetes N-Acetyl-D-
Glukosamin (20 mM), ein Hemmstoff der Hexokinaséjrfen bei einer Konzentration von
20 mM Glukose zu einer verminderten Glukoseaufnaimdas Epithel. Nach Verhinderung
einer intrazellularen Laktatanreicherung durch \@awdung laktatfreier Pufferldosung und
gleichzeitiger Hemmung der LaktatdehydrogenaseNa#Oxamat (20 mM), war auch nach
mehr als dreistindiger Vorinkubation mit Glukoser(l) eine Hemmwirkung von Phlorizin
(0,2 mM) auf die Glukoseaufnahme nachweisbar, wihnmukosal appliziertes Phloretin
(0,2 mM) keinen Effekt hatteBei Verhinderung der Glukosebildung aus Laktat durc
Hemmung des Glukoneogenese-Schlisselenzyms PEPQGK 3+Mercaptopicolinsaure
(0,2 mM) war ebenfalls nach mehr als dreistindierinkubation ein Effekt von Phlorizin
(0,1 mM) jedoch nicht von Phloretin (0,2 mM) aufediGlukoseaufnahme (6 mM)
nachweisbar. Uber einen Zeitraum von 20 min erésigh Anwesenheit von Phlorizin (0,5
mM) und Phloretin (0,5 mM) die Glukose- und Manafteehmen bei gleicher Konzentration
(20 mM) in einem Verhaltnis von etwa 1:0,65 zuentam wéahrend deren Fluxe annahernd im
Verhéltnis 1:1 standen. Die Fluxe (jedoch nicht Aig#nahmen) von Glukose und Mannit
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korrelierten mit der Gewebeleitfahigkeit. Im Jejumukonnte die mRNA von SGLT1,

GLUT], GLUT2, GLUTS5, GLUT7 und GLUT8 nachgewiesernden; GLUT3, 4, 10 und 11
waren schwach detektierbar. Die Leber enthielinoi®&NA von SGLT1, GLUT1, GLUT2 und

GLUTS; GLUTS3, 4, 5, 10 und 11 waren schwach de&zkfair. Die Niere war positiv fur
SGLT1, GLUT1, GLUT2, GLUTS5, GLUT8 und GLUT11; GLUTZ& und 10 waren schwach
detektierbar. Die Skelettmuskulatur war positiv fign GLUT4; GLUTL, 3, 5, 8, 10 und 11
zeigten schwache Signale. Drei neue Gensequenzeing@oGLUT wurden identifiziert.

Der SGLT1 und ein apikaler GLUT, wahrscheinlichh @.UT2 (Kellett-Hypothese),
sind an der Glukoseaufnahme in das porzine Dunrejathel beteiligt. Der apikale GLUT
wird durch den SGLT1 induziert und Clathrin-abh@ngingebaut. Er erméglicht in den
ersten Minuten nach Glukosezugabe eine AnreichemamgGlukose in der Zelle und wird
danach inaktiv. Wird die Anreicherung von Glukose Enterozyten durch intrazellulare
Glukoneogenese und verminderten basolateralen xEfflarciert, sinkt die apikale
Glukoseaufnahme. Eine endozytotische Aufnahme viokdSe (oder Mannit) konnte nicht
nachgewiesen werden. Es gibt jedoch Hinweise augf geringe parazellulare Resorption und
auf einen weiteren Aufnahmemechanismus fir Glukosed Mannit. In den fir die
Glukosehomoostase wichtigen Organen Darm, LebesreNind Skelettmuskulatur werden
MRNA fir verschiedene Transportproteine mit eir@rigsen Redundanz exprimiert.
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Pigs cover their energy demand with meals riclstarch and carbohydrates. That
requires highly efficient mechanism of glucose apsgon in the small intestine. The aim of
the present studies was to characterize glucoskei@tt higher luminal concentrations (6-20
mM) in proximal jejunum of pig and to undertakeystematic screening for the presence of
MRNA of glucose transport proteins in main orgahglacose absorption, production and
conservation.

In the glucose uptake studies, apical uptake dibeatively labeled glucose into the
epithelial layer of the porcine small intestine wagasured. Furthermore, transepithelial
short-circuit current and transepithelial conducearwere measured by using the Ussing
chamber technique. Possible interactions betweaoogé absorption and other metabolic
activities like glycolysis or gluconeogenesis weneestigated, as well as the possible
involvement of endocytosis in glucose absorptionthvéomparative studies on uptake und
flux of radioactively labeled mannitol, the involment of paracellular permeation was
examined.Finally, the presence of mMRNA of glucose transgodteins in main organs of
glucose homeostasis like proximal jejunum, liveigdney and skeletal muscle were
investigated viawo-stepRT-PCR.

The competitive SGLT1 inhibitor phlorizin (0.1 mMas well as GLUT inhibitors
phloretin (0.2 mM) and cytochalasin B (0.2 mM), sed significant inhibition of glucose
absorption into the epithelium (at 10 mM glucosaaamtration). 10 or 20 minutes after pre-
incubation with glucose (10 mM), none of these liitors achieved a significant inhibition of
glucose absorption. The increase of short-circuitent after mucosal glucose addition (10
mM) allowed to calculate the transport capacityS@&LT1 (approx. 7.5 nmol-cfamin?).
The inhibiting effect of phlorizin on glucose uptakwas multiple times greater.
Chlorpromazin (20 pM), an inhibitor of clathrin-matkd endocytosis, caused disappearance
of phlorizin and phloretin inhibited glucose uptaldile the increase of short-circuit current
after glucose addition was still evident. Serosatiyninistered phloretin (0.2 mM), as well as
bilaterally administered N-acetyl-D-glucosamine (M), a hexokinase inhibitor, led at high
glucose concentrations (20 mM) to reduced glucggeake into the epithelium. After more
than 3 hours pre-incubation time with glucose (6 navid prevention of intracellular lactate
accumulation by using a lactate-free buffer and uftmmeos inhibition of lactate
dehydrogenase by Na-oxamate (20 mM), phlorizin (dM) still inhibitied glucose uptake,
but phloretin (0.2 mM) did not. After more than 8uns pre-incubation time with glucose
(6 mM), avoiding gluconeogenesis from lactate blyibition of the gluconeogenesis key-
enzyme PEPCK via 3-mercaptopicolinic acid (0.2 mphlorizin (0.1 mM) but not phloretin
(0.2 mM) inhibited glucose uptake, to@ver a period of 20 minutes and in presence of
phlorizin (0.5 mM) and phloretin (0.5 mM) glucosadamannitol were taken up into the
epithelium at the ratio of 1:0.65 at identical cenzations (20 mM), while the fluxes showed
a ratio of 1:1. Fluxes of glucose and mannitol, hott uptakes correlated with transepithelial
conductance. The jejunum contained mRNA for SGLGLUT1, GLUT2, GLUT5, GLUT7
and GLUTS, while GLUT3, 4, 10 und 11 were also ditkle. The liver contained SGLT1,
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GLUT1, GLUT2 und GLUT8 mRNA, while GLUT3, 4, 5, Hhd 11 were poorly detectable.
The kidney was positive for mRNA of SGLT1, GLUT1LGT2, GLUT5, GLUT8 and
GLUT11, but traces of GLUT3, 4 and 10 mRNA couldoabe detected. Skeletal muscle had
the strongest signal for GLUT4 mRNA, while GLUTL, 3 8, 10 and 11 showed weak
signals. Altogether, new porcine gene sequence$ aflucose transport proteins were
identified.

The SGLT1 and an apical GLUT, probably GLUTKe(lett hypothesis) are involved
in glucose uptake in porcine jejunal epithelium. L& induces the apical GLUT.
Furthermore intact assembly of clathrin-coated clesi seems to be necessary for apical
insertion of GLUT2GLUT2 facilitates intracellular glucose accumulate few minutes after
glucose addition and then becomes inactivetracellular glucose accumulation by
gluconeogenesis or reduced basolateral glucose dedteases apical glucose uptake
Endocytotic apical glucose and mannitol uptake m@sapproved and parazellular absorption
played a minor role. There are hints for an addéldransport mechanism, which is able to
transport mannitol in addition to glucose. In margans of glucose homeostasis like
proximal jejunum, liver, kidney and skeletal musaleRNA of different glucose transport
proteins are expressed with redundancy.
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9. Anlagen

9.1 ZUSAMMENSETZUNG DER PUFFERLOSUNGEN

9.1.1 Pufferldsungen der Versuchsserie ,4.1.1 Einfés der Glukoseverfiigbarkeit auf die
SGLT1- und GLUT-vermittelte Glukoseaufnahme*

9.1.1a 9.1.1b
NacCl 72 mM 72 mM
KCI 54 mM 54 mM
CaCb * 2H,0O 1,5 mM 1,5 mM
MgCl,* 6H,0 1,2 mM 1,2 mM
NaH,PO, * H,O 0,6 mM 0,6 mM
NaHPO, * 2 H,O 1,2 mM 1,2 mM
L-Glutamin 1mM 1mM
Na-D/L-Laktat 5mM 5mM
HEPES 10 mM 10 mM
NaOH 10 mM 10 mM
Enrofloxacin 0,0278 mM 0,0278 mM
Mannit 100 mM 94 mM
Glukose - 6 mM
pH-Wert: 7,4 7,4
Osmolalitat: 285 mosmol-kg 285 mosmol- kg

9.1.2 Pufferlosung der Versuchsserien ,4.1.2 Die Beutung der Endozytose bei der
Glukose- bzw. Mannitaufnahme in das Epithel* und ,41.3 Zeitabhangigkeit der
Glukoseaufnahme und deren Vergleich mit der Mannitafnahme*

9.1.2
NacCl 112 mM
KCI 54 mM
CaCb * 2H,0 1,5 mM
MgCl,* 6H,0O 1,2 mM
NaH,PO, * H,0O 0,6 mM
NaHPO, * 2 H,O 1,2 mM
L-Glutamin 1 mM
Na-D/L-Laktat 5mM
HEPES 10 mM
NaOH 10 mM
Enrofloxacin 0,0278 mM
Mannit 20 mM
pH-Wert: 7,4
Osmolalitat: 285 mosmol-kg
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9.1.3 Pufferlésungen der Versuchsserie ,4.1.4 Einfds verschiedener Substanzen in
hohen Konzentrationen auf die nicht SGLT1- und GLUTvermittelte Glukose- und
Mannitaufnahme"

9.1.3a 9.1.3b
NaCl 122 mM 52 mM
KCI 5,4 mM 5,4 mM
CaCb * 2H,0 1,5 mM 1,5mM
MgCl,* 6H,0 1,2 mM 1,2 mM
NaH,PQ, * H,O 0,6 mM 0,6 mM
NaoHPO, * 2 H,O 1,2 mM 1,2 mM
L-Glutamin 1 mM 1mM
Na-D/L-Laktat 5mM 5mM
HEPES 10 mM 10 mM
NaOH 10 mM 10 mM
Enrofloxacin 0,0278 mM 0,0278 mM
Mannit - 20 mM
Glukose - 20 mM
pH-Wert: 7,4 7,4
Osmolalitét: 285 mosmol- kg 185 mosmol- kg

Zur Pufferlésung 9.1.3b erfolgte die Zugabe von eem der sechs folgenden Zucker bzw.
Zuckerderivate:

DL-Serin 100 mM
D-Sorbitol 100 mM
D-Mannose 100 mM
N-Acetyl-D-Glukosamin 100 mM
Cellobiose 100 mM
Raffinose 100 mM
pH-Wert: 7,4

Osmolalitat: 285 mosmol-Kg
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9.1.4 Pufferlosungen der Versuchsserie ,4.2.1 Deriffluss des serosalen Effluxes und

der intrazellularen Verstoffwechslung auf die Glukseaufnahme*

9.1.4a 9.1.4b 9.1.4c
NacCl 72 mM 72 mM 72 mM
KCI 54 mM 54 mM 5,4 mM
CaCh * 2H,0 1,5mM 1,5mM 1,5mM
MgCl,* 6H,0 1,2 mM 1,2 mM 1,2 mM
NaH,PO, * H,0O 0,6 mM 0,6 mM 0,6 mM
NaHPO, * 2 H,O 1,2 mM 1,2 mM 1,2 mM
L-Glutamin 1mM 1mM 1 mM
Na-D/L-Laktat 5mM 5mM 5mM
HEPES 10 mM 10 mM 10 mM
NaOH 10 mM 10 mM 10 mM
Enrofloxacin 0,0278 mM 0,0278 mM 0,0278 mM
Mannit 100 mM 100 mM 80 mM
Glukose 1mM - -
N-Acetyl-D-Glukosamin | - - 20 mM
pH-Wert: 7,4 7,4 7,4
Osmolalitét: 285 mosmol-kg | 285 mosmol-Kg | 285 mosmol- kg

9.1.5 Pufferlosungen der Versuchsserie ,4.2.2 Deriffluss der Anwesenheit von Laktat
und der Laktatbildung auf die Glukoseaufnahme” und ,4.2.3 Der Einfluss der

Glukoneogenese auf die Glukoseaufnahme*”

9.1.5a 9.1.5b 9.1.5¢c 9.1.5d
NacCl 52 mM 52 mM 52 mM 52 mM
Na-glukonat 20 mM 20 mM 25 mM 5 mM
KCI 5,4 mM 5,4 mM 5,4 mM 5,4 mM
CaCbh * 2H,0 1,5mM 1,5mM 1,5 mM 1,5mM
MgCl,* 6H,0 1,2 mM 1,2 mM 1,2 mM 1,2 mM
NaH,PQ, * H,O 0,6 mM 0,6 mM 0,6 mM 0,6 mM
NaoHPO, * 2 H,O 1,2 mM 1,2 mM 1,2 mM 1,2 mM
L-Glutamin 1 mM 1mM 1mM 1mM
Na-D/L-Laktat 5mM 5mM - -
HEPES 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
NaOH 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
Enrofloxacin 0,0278 mM 0,0278 mM 0,0278 mM 0,0278Im
Mannit 94 mM 100 mM 100 mM 100 mM
Glukose 6 mM - - -
Na-Oxamat - - - 20 mM
pH-Wert: 7,4 7,4 7,4 7,4
Osmolalitat: 285 285 285 285

mosmol- kg mosmol- kg mosmol-kg | mosmol-kg'
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9.2 VERWENDETE CHEMIKALIEN

Agarose Life Technologies
CaCh* 2 H,O Merck
D-(+)-Cellobiose Sigma
Chloroform Merck
Chlorpromazin-Hydrochlorid Sigma
Cytochalasin B from Helminthosporium dematioideum ign&a-Aldrich
Enrofloxacin Fluka
Ethanol Roth
Ethidiumbromid Sigma
N-Ethylmaleimid Sigma
D(+)-Glukose-Monohydrat Merck

YC-Glukose

HEPES Pufferan

KCI

L-Glutamin

Glycerol

D(-)-Mannit

3H-Mannit

D(+)-Mannose

3-M ercaptopicolinsaure-Hydrochlorid
MgCl * 6 H,O
N-Acetyl-D-Glukosamin
Na-DL-L aktat (60 %)
Na-Gluconat

NaH,PO, * H,0O

NaHPO, * 2 H,0O

NacCl

Natriumazetat

NaOH

Oxamidsaure Natriumsalz
Phloretin

Phlorrhizin Dihydrat
2-Propanol
D-(+)-Raffinose-Pentahydrat
RNA later

DL-Serin

D-Sorbitol

Trizol Reagent

Hartmann Analytic
GmbH, Braunschweig
Roth
Merck
Merck
Sigma
Roth
PerkinElmer, Boston, USA
Fluka
AppliChem
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Fluka
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
invitrogen
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9.3 DATENANHANG

9.3.1 Elektrophysiologische Daten zu Kapitel 4.1.4

30 -

—&— Serin (n=14)

—v— NAc (n=15)

— -10 1 —3— Mannose (n=14)

—A— Cellobiose (n=15)

—&— Sorbitol (n=14)

—@— Raffinose (n=14)

'20 T T T T T T T

.. (NEq* cm ?*min™)

-10 -5 0 5 10 15 20
Zeit (min)

Abb. AlVerlauf der Kurzschlussstrome Uber die Zeit
Zum Zeitpunkt t=0 Austausch der Pufferlosung aufr deukosalen Seite;
MittelwertetSEM; gepaarter t-Test; alle MittelwerrsSEM von t=3 bis t=20
wurden gegen t = 0 getestet; bei allen Gruppen &g die Seringruppe kam es zu
einem signifikanten Abfall des Kurzschlussstrormes @,05).
Die Unterbrechungen der Aufzeichnungen degsih der Abbildung sind durch den
Pufferwechsel auf der mukosalen Seite bedingt Mssapparatur unterbrach durch
das kurzzeitige Fehlen der Pufferlésung auf der omalen Seite die Messung und
musste manuell neu gestartet werden.
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—&— Serin (n=14)
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Abb. A2Verlauf der Gewebeleitféahigkeiten Uber die Zeit
Zum Zeitpunkt t=0 Austausch der Pufferlosung aufr deukosalen Seite;
MittelwertetSEM; gepaarter t-Test; alle MittelwersSEM von t=3 bis t=20
wurden gegen t = 0 getestet; bei allen Gruppen kanzu einem signifikanten Abfall
der Gewebeleitfahigkeit um etwa die gleichen Betrgg< 0,05).
Die Unterbrechungen der Aufzeichnungen derirGder Abbildung sind durch den
Pufferwechsel auf der mukosalen Seite bedingt M&Essapparatur unterbrach durch
das kurzzeitige Fehlen der Pufferlésung auf der oralen Seite die Messung und
musste manuell neu gestartet werden.
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9.3.2 Elektrophysiologische Daten zu Kapitel 4.2.1
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Abb. A3Kurzschlussstrom und Gewebeleitfahigkeit zu Ablliitke Darstellung)
Zugabe von 0,5mM Phlorizin bzw. Ethanol (Kontrolte)m Zeitpunkt t=-1; Zugabe
von 20mM Glukose zum Zeitpunkt t=0; Kontrolle: n¥I¥=12; Phlorizin: n=12,
N=12; *p<0,05 vs. t=0; **p<0,01 vs. t=0
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Abb. A4Kurzschlussstrom und Gewebeleitfahigkeit zu ABrdchte Darstellung):
Zugabe von 0,5mM Phlorizin bzw. Ethanol (Kontrolte)m Zeitpunkt t=-1; Zugabe
von Phloretin serosal zum Zeitpunkt t=-1; Zugaba 2OdmM Glukose zum Zeitpunkt
t=0; Kontrolle: n=11, N=11; Phlorizin: n=9, N=9; *x0,05 vs. t=0; **p<0,01 vs.
t=0
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Abb. A5Kurzschlussstrom und Gewebeleitfahigkeit zu Ablglidke Darstellung):

Zugabe von 0,5mM Phlorizin bzw. Ethanol (Kontrolte)m Zeitpunkt t=-1; Zugabe
von 20mM Glukose zum Zeitpunkt t=0; Kontrolle: nzI¥2=12; Phlorizin: n=12,
N=12; *p<0,05 vs. t=0; **p<0,01 vs. t=0
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Abb. AGKurzschlussstrom und Gewebeleitfdhigkeit zu ABHrdchte Darstellung):
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von Phloretin serosal zum Zeitpunkt t=-1; Zugaba 2OdmM Glukose zum Zeitpunkt
t=0; Kontrolle: n=11, N=11; Phlorizin: n=12, N=12*p<0,05 vs. t=0; **p<0,01 vs.

t=0
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9.3.3 Primerbereinigte veroffentlichte Gensequenzen

pGLUT1

EU012358.1 (459bp):

1 AGCGTGCTGA AGAAGCTGCG CGGAACGGCA GACGTGACCC GAGATI GCA GGAGATGAAG
61 GAGGAGAGCC GGCAGATGAT GCGGGAGAAG AAGGTCACCA TCKGAGCT GTTCCGCTCG
121 GCCGCCTACC GCCAGCCCAT CCTCATCGCC GTGGTGCTGCRIETCCCA GCAGCTGTCG
181 GGCATCAACG CGGTTTTCTATTACTCCACA AGCATCTTCG AGAGGCGGG CGTGCAGCAG
241 CCTGTGTATG CCACCATCGG CTCCGGCATC GTCAACACGG TTCACTGT CGTGTCGCTG
301 TTCGTGGTGG AACGAGCCGG CCGGCGGACC CTGCACCTCAGBCCTGGL TGGCATGGCG
361 GGCTGCGCGG TGCTCATGAC CATCGCCTTG GCACTGCTGGBAGCTGCC CTGGATGTCC
421 TACCTGAGCA TCGTGGCCAT CTTTGGCTTC GTGGCCTTC

pGLUT?2:

FJ209732 (433bp):

1 GAAAAGAAAG TCTCCATAAT TCAGCTCTTC ACCAATTCCA GCTACCGACA GCCTATTCTA
61 GTAGCACTGA TGCTGCATAT GGCTCAGCAA TTTTCTGGAATAATGGGAT CTTTTACTAC
121 TCAACCAGCA TTTTTCAGAC AGCTGGAATC AGCCAACCTG TTACGCAAC CATTGGAGTT
181 GGCGCTATCA ACACGATTTT CACTGCTCTC TCTGTTTTCC TTAGAGAA GGCAGGGCGA
241 CGCTCTCTGT TTCTAATTGG AATGAGTGGG ATGTTTGTTT GICCATCTT CATGTCAGTG
301 GGACTTGTGC TACTGGATAA ATTGCCTTGG ATGAGTTATG TBGTATGAC AGCCATATTC
361 CTCTTTGTCA GTTTCTTTGA AATTGGGCCA GGCCCCATCC OGGTTCAT GGTGGCCGAG
421 TTTTTCAGTC AAG

pGLUTS3:

FJ209733 (459bp):

1 GCAAAATATC ACGGTCGGTT GAAATGTTGA TCCTGGGCCG ATTGTTATT GGCCTCTTCT
61 GCGGACTCTG CACAGGATTT GTGCCCATGT ACATTGGAGA GAOTCGCCC ACGGCCcCTGC
121 GGGGGGCCTT TGGCACTCTC AACCAGCTGG GCATCGTCAT GGATTCTG GTGGCCCAGA
181 TCTTTGGTCT GAAACTCATC TTGGGCACTG AATTGCTCTG GZCCTGCTC TTGGGCTTCA
241 CCATCATTCC AGCTGTCCTG CAGTGTGCCG CCCTTCCCTTGTCCTGAA AGTCCTCGGT
301 TCCTGCTCAT TAACAGAAAG GAAGAGGAGA GAGCTAAGGA GACCTCCAG CGATTGTGGG
361 GCACACAGGA TGTGGCTCAG GACATCCAGG AGATGAAGGA TERGAGCCTT AGGATGGCCC
421 AGGAAAAGAA AGTCACAGTG CTGGAGCTCT TCAGAGCAC

pGLUTS:

EU012359 (377bp):

1 ATGGAGCCCC AGGAGCCGGT CAAGATGGAA GGGAGGCTGA CAGIGTGCT TGCTTTGGCG
61 ACGCTGATAG CTGCCTTCGG CTCCTCCTTC CAGTATGGGT ABEGTGGC CGCTATTAAC
121 TCGCCTTCTG GGTTCATGAA AGACTTTTAC AATGAGACCT ATATGACAG AATCGGGGAA
181 TACATGAGCG AATTTTCCCT GACCTTGCTG TGGTCTGTGT @GITGTCCAT GTTCCCCTTC
241 GGAGGCTTCA TCGGCTCCCT CATGGTCGGC CCTTTGGTGABGACTTAGG CAGAAAAGGA
301 ACCTTGCTCT TCAACAACAT CTTCTCCATC GTGCCTGCCA TUGATGGG ATGCAGCAAA
361 GTCGCCCAGT CCTTTGA

pGLUT?:

EU012360 (336bp):

1 ACCGTCATCT CGGCGAGTAC TGTGGAGCGG CTGGGGCGGC GAUGICCT GCTGGTCGGC
61 TATGGCATCT GCGGCTCCGC CTGCCTGGTG CTGACACTGG Cr&aCTCTT CCAGAGCGCG
121 GTGGCTGAGC TGTCATACCT GAGTGTCATC TGTGTCTTCG CEBCATCGC CGGACATTCC
181 ATAGGGCCCA GTCCTGTCCC CTCCGTGGTG AGGACAGAGA TCCCTGCA GTCCTCGCGG
241 CCGGCCGCCT TCTTGGTGGA CGGGGCTGTG CACTGGCTCAAZCTTCAT CGTGGGCTTC
301 GTGTTCCCAT CCATCCAGGA GGTCATTGGC GCCTAC
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pGLUTS:
EU012361 (377bp):

61

121
181
241
301
361

CAGCCTGGCC TCGGTCATCG TGGGTGTCAT CCAGGTGCTA TTCBEBGCCG TGGCGGCCCT
CGTCATGGAC AGAGCTGGGC GGAGGGTGCT CCTGACCCTG TGETGTGG TCATGGTGTT
CAGTACCAGC GCCTTTGGCA CCTACTTCAA GCTGACCCAG G/&GCCCCA GCAACTCCTC
GCACGTGCAC CTCTTGGCAC CCGTCTCCGT GGAGCCCACCTICCAGCG TGGGGCTGGC
CTGGCTGGCG GTGGGCAGCG TGTGCCTCTT CATCGCTGGCCIECCCTGG GCTGGGGGCC
CATCCCCTGG CTCCTCATGT CTGAGATCTT CCCTCTGCAC GAAGGGCG TGGCCACCGG
CGTCTGTGTC CTCACCA

pGLUT10:
EU012357 (249bp):

61

121
181
241

GGCAGCTCCC TGACCTGGCT GGTCCTGGGC CGCTCAATGG CTGIITGC CATCTCCCTC
TCCTCCATGG CCTGCTGTAT CTACGTGTCA GAGCTGGTGG GGCCGGCA GCGAGGAGTG
CTGGTGTCCC TCTATGAGGC AGGCATCACC GTGGGCATCC TECTCCTA CGCACTCAAC
TACGTGCTGG CCCGTGCCCC CTGGGAATGG AGGCATATGTGBGCTGGGC AGCTGCCCTT
GCGCTCCTG

pGLUT11:
EU012362 (407bp):

61

121
181
241
301
361

TTTCAATTTG GCTACAACCT CTCTATCATC AATGCCCCAA CCTTGACAT TCAGGAATTC
ACCAATGAGA CGTGGCAGAT GCGAACTGGC CGGCCACTGC CAECACCT GGTGCTGCTG
GTGTGGTCCC TCATCATATC TCTGTATCCC CTGGGGGGCCCOTTGGAGC GTTGCTTGCT
GGGCCCCTGG CCATCAAGCT GGGAAGGAAG AAGTCCCTGC BEGAATAA CATCTTTGTG
GTGGCCGCAG CGACCCTGTT TGGCTTCAGC CGCAGAGCAG BICTTTGA GATGATCATG
CTGGGAAGGT TGCTTGTGGG GGTCAGCGCA GGGGTGAGCAABSTGTCCA GCCTATGTAC
CTGGGGGAGA GCGCCCCCAA GGAGCTCCGT GGGGCCGTGGATGAC
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