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Meinen Eltern und GroReltern

Wo immer ein Tier in dem Dienste des Menschen gezwungen wird,

geht sein Leiden uns alle an.

Albert Schweitzer
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1 Einleitung

Wiederkauer haben zur Verwertung zellulosehaltiger Nahrung ein riesiges Vormagensystem
entwickelt, welches 10 bis 20 % des gesamten Koépervolumens ausmacht. Der grofite
Vormagen, der Pansen, dient als Fermentationskammer fur Bakterien und Mikroorganismen.
Die Mikroorganismen werden dann mit in reichlichen Mengen produziertem Speichel in das
Verdauungssystem gespult und verdaut. Der Speichelfluss des Rindes kann in laktierenden
Kilhen bis zu 310 I'd-' betragen (Cassida und Stokes, 1986; Erdman, 1988; Silanikove,
1994; Bowman et al., 2003). Er spielt eine wichtige Rolle zur Erhaltung eines glinstigen
Milieus flr die Mikroorganismen. Ein relativ konstantes pH-Milieu mit konstanter Osmolaritat

ist dafiir notwendig.

Der mikrobielle Abbau von Kohlenhydraten im Darm des Menschen und monogastrischer
Tiere flhrt zur Entstehung kurzkettiger Fettsauren (short chain fatty acids, SCFA) (Bergman,
1990; Gabel et al., 2002). Beim Wiederkauer ist der Pansen der wichtigste Produktionsort fiir
kurzkettige Fettsduren. Die Aufnahme der kurzkettigen Fettsauren uUber die Pansen-
schleimhaut steigt mit der Menge im Pansen produzierter kurzkettiger Fettsauren an. Eine
schnelle Resorption der kurzkettigen Fettsduren im Pansen ist von Uberragender Bedeutung
fur die Erhaltung der Pansenhomeostase (Kristensen und Harmon, 2004). Somit bleibt nor-

malerweise das ruminale Milieu fur die Mikroorganismen im Pansen relativ konstant.

Bei abrupter Futterumstellung kann es zum Versagen der Osmo- und pH-Regulation des
Pansenepithels kommen. Die Stérungen koénnen von Nahrungsverweigerung bis zur
schwerwiegenden Schadigung der Pansenwand im Rahmen einer akuten Pansenazidose
reichen (Owens et al., 1998). Die verletzte Pansenwand kann ihre Barrierefunktion nicht

mehr gewahrleisten und Bakterien aus dem Pansen kdnnen in den Blutkreislauf gelangen.

Die Produktion kurzkettiger Fettsduren im Pansen von Rindern und Schafen liegt zwischen
60 — 150 mmol-I-’ (Bergman, 1990). Die ruminale Produktion kurzkettiger Fettsauren beim
Rind betragt bis zu 100 mol'd™” (Allen, 1997). Das Rind deckt liber 75 % seines taglichen
Energiebedarfs aus diesen kurzkettigen Fettsauren (Cummings et al., 1987; Siciliano-Jones
und Murphy, 1989; Gabel et al., 2002).



Einleitung

Trotz der groRen ékonomischen Bedeutung des Rindes in Milch- und Fleischwirtschaft ist
das Wissen Uber die Transportphysiologie am Pansen— und Psalterepithel weiterhin
unvollstandig. Der genaue Aufnahmemechanismus der kurzkettigen Fettsduren Uber das

Pansenepithel ist unbekannt.

Als Aufnahmeweg der kurzkettigen Fettsauren in die Pansenepithelzelle hinein wird
klassisch die einfache Lipiddiffusion postuliert. Im Zytosol dissoziiert die kurzkettige
Fettsaure in Fettsaureanion und Proton. Aktuelle Forschungsergebnisse deuten ebenfalls auf
eine Aufnahme Uber einen kurzkettigen Fettsdure/Bikarbonat-Austauscher (SCFA/HCO; -
Austauscher) hin (Kramer et al., 1996; Aschenbach et al., 2009). Beide Aufnahmewege
fihren zu einer Ansauerung des Zytosols der Pansenepithelzellen, die gleichzeitig die
luminale Natriumabsorption fordert (Abdoun et al., 2010). Die Natriumionen werden luminal
im Austausch gegen die H™-lonen Uber den Natrium-Protonen-Austauscher (Na*/H'-
Exchanger, NHE) in die Zelle aufgenommen (Gabel et al., 1991b). Natrium verlasst die Zelle
basolateral Uber die Nat/K+-ATPase. Das aufgenommene Natrium wird flr die Speichel(re)-
sekretion wieder verwendet. Ein zu starkes Absinken des pH-Wertes im Zellinneren wird

somit verhindert. Allerdings akkumulieren im Zytosol die kurzkettigen Fettsaureanionen.

Der Ausschleusungsmechanismus Uber die basolaterale Seite aus der Zelle hinaus bleibt
weiterhin unklar. In friilheren Studien wurde bereits eine basolaterale Leitfahigkeit fur Chlorid
postuliert (Diernaes et al., 1994; Sehested et al., 1999a). Eine entsprechende Leitfahigkeit
konnte an isolierten Zellen nachgewiesen werden (Abdoun et al., 2005). Mikropunktions-
versuche bestatigten die basolaterale Lokalisation (Leonhard-Marek et al., 2006). Der
basolaterale Efflux sowohl von Chlorid als auch von Azetat findet wahrscheinlich Gber den
zugrundeliegenden, vor kurzem in Pansenepitehelzellen charakterisierten grofien Anionen-
kanal statt (Stumpff et al., 2009). Der Efflux wird durch das Potential der basolateralen
Na*/K*-ATPase aufrechterhalten.

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik an isolierten
Pansenepithelzellen herauszufinden, ob dieser Kanal ebenfalls fir Propionat und
moglicherweise auch fur Butyrat permeabel ist. Es sollte versucht werden, die

Regulationsmechanismen besser zu verstehen.

Zusatzlich wurde die in vorangegangen Studien etablierte Methode zur Isolierung von Pan-
senepithelzellen verbessert und eine neue Methode zur Isolierung von Psalterepithelzellen
etabliert.



2 Literaturubersicht

Das Vormagensystem der Wiederkauer besteht aus dem Pansen (lat.: rumen), dem
Netzmagen (lat.: reticulum) und dem Blattermagen (lat.: omasum, psalter). Der Labmagen
(lat.: abomasum) entspricht beim Wiederkduer dem Driisenmagen anderer Sdugetiere. Die
drei Abschnitte des Vormagensystems bei Wiederkduern — Pansen, Netzmagen und
Blattermagen - sind mit einem mehrschichtigen, verhornten und drisenlosen Epithel
ausgekleidet (Schnorr und Vollmerhaus, 1967a). Das Vormagenepithel besteht aus vier

Zellschichten: stratum corneum, stratum granulosum, stratum spinosum und stratum basale.

Das Epithel erfullt zwei wesentliche Aufgaben: ,Barriere” und ,Stofftransport® (Powell, 1981).
Es schitzt den Organismus als eine Barriere zwischen der dufleren Umgebung und dem
inneren Milieu vor einer unkontrollierten Stoffpassage und verhindert somit sowohl die
Aufnahme exogener Schadstoffe als auch den Verlust wertvoller kérpereigener Substanzen.
Gleichzeitig ermdglicht das Vormagenepithel einen spezifischen, teilweise gerichteten und

regulierbaren Transport von lonen und Molekdlen.

2.1 Anatomie des Pansens
Der Pansen (Zottenmagen, lat.: rumen) ist der grofdte Magen der Wiederkauer und fasst

beim Rind 102 — 148 Liter (Nickel et al., 1999). Er liegt mit seiner Wandflache der linken und
ventralen Bauchwand an und berthrt mit seiner Eingeweideflache den Darm, die Leber, den
Blattermagen sowie den Labmagen. Die beiden Seitenflachen des Pansens werden durch je
eine Langsfurche in einen dorsalen Sack und einen ventralen Sack geschieden. Der Pansen
ist mit dem Netzmagen Uber das ostium ruminoreticulare verbunden. Die enge funktionelle
Beziehung hat ihm auch die Bezeichung Reticulorumen eingetragen. An seiner Innenflache
ist der Pansen mit Zotten (lat.: papillae ruminis) besetzt (siehe Abbildung 1). Die Zottenzahl

liegt zwischen 10 und 121 pro cm? (Schnorr und Vollmerhaus, 1967b).
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Abbildung 1

Lamina epithelialis mucosae
Schematische Darstellung des Pansenepithels (Banks, Applied Veterinary Histology 2001)

Tunica serosa

Die lamina propria mucosae befindet sich unter dem Oberflachenepithel. Sie bildet einen
mikroskopisch deutlich sichtbaren Papillarkdrper aus (Banks, 2001) (siehe Abbildung 2).
Eine lamina muscularis mucosae existiert allerdings nicht. Die sich anschlielende tela
submucosa ist nur gering ausgebildet und enthalt daflir ein dichtes Netz an Blut- und
Lymphgefalden, in deren Endothel zahlreiche Poren und Pinozytosevesikel Nerven und
multipolare Ganglienzellen vorhanden sind (Dobson et al., 1956; Hofmann und Schnorr,
1982). Die tunica muscularis umschliet diese Schichten zirkular und longitudinal. Die
hierauf folgende serosa grenzt den Pansen gegen die Bauchhdhle ab. Die
Struktureigenschaften des Pansenepithels - insbesondere die VergroRerung der Oberflache
durch zahlreiche Zotten - deuten auf resorptive und sekretorische Funktionen des Organs hin
(Mosimann und Kohler, 1990), sodass der Pansen nicht nur als Fermentationskammer
gesehen werden kann. So werden insbesondere grole Mengen an kurzkettigen Fettsauren
resorbiert (Phillipson, A. T., 1949; Bergman et al., 1965; Gabel et al., 2002); daneben
Natrium (Stevens, 1964; Ferreira et al., 1966; Harrison, 1971; Martens et al., 1991),
Magnesium (Gabel et al., 1987a; Leonhard et al., 1990; Schweigel et al., 1999) und
Ammoniak (McDonald, 1948; Bodeker et al., 1990; Abdoun et al., 2005), wahrend Harnstoff
sezerniert wird (Decker et al., 1961; Houpt und Houpt, 1968; Harmeyer und Martens, 1980;
Abdoun et al., 2010).
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Abbildung 2

Querschnitt durch eine Pansenzotte (HE-Farbung, VergroRerung x 250, aus Dellmanns
Textbook of Veterinary Histology 2006). A: mehrschichtiges Plattenepithel B: Lamina propia
mit Bindegewebe

2.2 Histologie des Pansenepithels
Die Schleimhaut des Pansens ist drisenlos und tragt ein mehrschichtig, verhornendes

Plattenepithel (Dobson et al., 1956; Graham und Simmons, 2005). In mehrschichtigen
Epithelien liegen mehrere Zellschichten (bereinander. Grundsatzlich Ilasst sich eine
Dreiteilung vornehmen: In der basalen Schicht, die an der Basallamina verankert ist, finden
Zellteilungen statt. Die Zellen steigen auf und differenzieren in einer Mittel- oder
Intermediarschicht auf spezifische Weise; schlieBlich erreichen sie die Oberflachen- oder
Superfizialschicht. Mehrschichtige Plattenepithelien befinden sich in den Bereichen, an
denen die mechanische Belastung grof3 ist. Beim mehrschichtig verhornenden Epithel
kommt es durch das Absterben und Verhornen der auf3eren Zellschichten zu einer weiteren

Schutzfunktion. Beim Menschen ist die Epidermis das einzig verhornende Plattenepithel.

Epithelzellen besitzen einen Haftkomplex (Schlussleistenkomplex) bestehend aus zonula
occludens (Tight Junction), zonula adhaerens (Adhaerens Junction, Gap Junction) und
Desmosom (macula adhaerens). Beim Pansenepithel sind die Interzellularspalten der Zellen
des oberen stratum granulosum und im unteren stratum spinosum enger als in den Ubrigen

Zonen und aufRerdem durch Tight Junctions verschlossen (Graham und Simmons, 2005).
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Sie enthalten die Proteine Claudin 1 und ZO1, die Gap Junction das Protein Connexin-43
(Dobson et al., 1956; Graham und Simmons, 2005). Der Schlussleistenskomplex kann eine
physikochemische Schranke fur groBmolekulare Stoffe darstellen, fir kleinmolekulare Stoffe
ist er jedoch kein Hindernis (Mosimann und Kohler, 1990). Durch den Schlussleistenkomplex
ist das Zytosol der Zellen miteinander verbunden, sodass das Pansenepithel ein

funktionelles Syncytium bildet.

Im Hinblick auf die Resorptionsfunktion ist das Pansenepithel modifiziert und in finf
Schichten untergliedert (Eurell, 2006) (siehe Abbildung 3).

Typ A Hornzelle
Stratum corneum

Typ B Kornerzelle

Stratum granulosum
Typ A Kornerzelle

Stratum spinosum

Stratum basale

Lamina propia mit

Kapillare

Abbildung 3

Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Pansenzotte (aus Dellmanns Textbook of
Veterinary Histology 2006).

Das stratum basale des Epithels liegt der Basalmembran an. Die hochprismatischen
Basalzellen sind Uber Hemidesmosome an der Basalmembran verankert. Die
Zwischenraume zwischen den Basalzellen sind relativ weit, die Verbindung der Zellen

untereinander erfolgt durch Desmosomen, die auf den Zellfortsatzen sitzen.
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Die tiefe Stachelzellschicht (stratum spinosum profundum) des Pansenepithels besteht aus
polygonalen Parabasalzellen. Sie Uberbricken ebenfalls durch Zellfortsatze die
Zellzwischenrdume. Die Zellfortsatze reichen teilweise bis zur Basalmembran. Die
oberflachliche Stachelzellschicht (stratum spinosum superficiale) setzt sich aus den
abgeflachten Intermediarzellen zusammen. lhre Fortsdtze sind besonders reich an

Tonofilamenten und Haftplatten zur Bildung von Desmosomen.

Elektronenmikroskopisch kénnen in der Kornerzellschicht (stratum granulosum) des
Pansenepithels zwei Typen von Koérnerzellen unterschieden werden (Eurell, 2006) (siehe
Abbildung 3). Die tiefer liegenden Typ A-Kérnerzellen sind normal abgeflacht und ahneln den
Intermediarzellen, allerdings haben sie kurze Zellfortsatze. Die hoher liegenden Typ B-
Kornerzellen sind grofler und aufgequollen; sie bilden keine zusammenhangende
Zellschicht. Die Zellmembranen benachtbarter Zellen sind durch eingelagerte Proteine (Tight

Junctions) miteinander verbunden.

Die zum Hohlraum des Pansens liegende Hornschicht (sfratum corneum) besteht aus
Hornzellen. Die Typ A Hornzellen sind abgeplattet und enthalten noch Zellkernreste, sie sind
Uber Tight Junctions miteinander verbunden. Aus ihnen entstehen die Typ B-Hornzellen
(nicht abgebildet). Diese Zellen kénnen sich aus dem Epithelverband I6sen oder zu Typ C-
Hornzellen (Ballon- oder Quellzellen) entwickeln. Die oberflachlich liegenden Zellen (Typ C)

sind sehr stark aufgequollen (nicht abgebildet).

Beim Pansenepithel unterscheidet man nach der Ausrichtung eine apikale Seite, die zum
Lumen hin weist, und eine basale Seite, die zur Basalmembran bzw. zum Blutgefalsystem
zeigt. Diese Polaritat besteht nicht nur am Epithel als Gesamtstruktur, sondern auch auf
Ebene der einzelnen Epithelzellen. Der apikale und der basolaterale Zellpol weisen ebenfalls

unterschiedliche Transportproteine in der Zellmembran auf.

2.3 Anatomie des Blattermagens
Der Blattermagen (Psalter, Buch, Loser, lat.: omasum) ist der dritte Abschnitt und die kleinste

Magenabteilung des drisenlosen Vormagensystems der Wiederkduer (Favilli, 1937;
Yamamoto et al., 1991; Nickel et al., 1999). Er ist von fast kugeliger Gestalt mit leicht
abgeplatteten Seitenflachen und liegt zwischen Netzmagen und Labmagen rechts im
intrathorakalen Teil der Bauchhéhle (Nickel et al., 1999). Hinsichtlich seiner Anatomie zeigt
der Blattermagen die charakteristische Ausbildung von zahlreichen, unterschiedlich grofRen
mondsichelférmigen Schleimhautfalten, die als Psalterblatter (Laminae omasi) in das Innere

des Organs hervorragen und so die Oberflache um ein Vielfaches vergroRern (Nickel et al.,

11
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1999). Je nach Autor wird die Anzahl der Psalterblatter beim Schaf zwischen 33 und 53 (Mc
Sweeney, 1986) bzw. zwischen 72 und 80 (Towne und Nagaraja, 1990; Nickel et al., 1999)
angegeben. Die Blatter sind mit kleinen warzenférmigen Papillen besetzt, die samt ihrer

Hornkappen von oral (haubenwarts) nach aboral (labmagenwarts) abflachen (Scott, 1971;

Nickel et al., 1999).

Primary laminae

7 5 ——Lamina muscularis
mucosae Pt | i

D f " ) =3 \
g ¥ I f e st r]
: ¥ 1l i ) R
- Tunica muscularis e { |
E. /o ' NS
f/ / .-'; ot /| ] I|
/ & f I )
(| i
[

Secondary papillae

Abbildung 4

Schematische Darstellung eines Psalterblattes mit Querschnitt durch das Epithel (aus Banks,
Applied Veterinary Histology 2001).

Anfangs wurde dem Blattermagen als Hauptfunktion die Nahrungszerkleinerung bzw.
Zerreibung zugeschrieben (Favilli, 1937; Ellenberger, 1981). Weitere Untersuchungen lieRen
aber darauf schlielRen, dass die schon friih vermutete resorptive Funktion (Trautmann und
Schmitt, 1935; Ekman und Sperber, 1953; Oyaert und Bouckaert, 1961; Ritzhaupt et al.,
1998) gegenuber der mechanischen Funktion groere Bedeutung hat als vorher
angenommen (Hauffe und Engelhardt, 1975; Edrise et al., 1986). Das teilweise Fehlen eines
echten stratum granulosum an den Papillen (Verringerung der Epitheldicke) und die zur
Oberflache vertikal orientierten Parabasal- und Intermediarzellen (VergroRerung der
basolateralen Membran) (Yamamoto et al., 1991) weisen auf die regen epithelialen
Transportprozesse hin. Das im interpapillaren Bereich sehr diinne Epithel wird von einem
engmaschigen, subepithelialen Gefalinetz durchzogen, welches die Aufnahme und Abgabe
von Substanzen ermdéglicht (Favilli, 1937; Brownlee und Elliot, 1960; McSweeney, 1988;

Yamamoto et al., 1991; Yamamoto et al., 1994). Eine der wichtigsten Funktionen des
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Blattermagens der Wiederkauer ist die Absorption von Puffern. Hierzu zéhlen insbesondere
grolien Mengen von HCOj; (Hydrogencarbonat, Bikarbonat) und kurzkettigen Fettsduren
(Phillipson, AT und McAnnally, 1942; Ekman und Sperber, 1953; Oyaert und Bouckaert,
1961; Tilling, 1997; Ali € al., 2006), um eine ausreichende Ansauerung der Ingesta im
Labmagen gewahrleisten zu kdnnen und um eine Ubermaflige Gasbildung in Form von CO,

zu verhindern.

2.4 Produktion kurzkettiger Fettsauren im Pansen
Da Wiederkauer Pflanzenfresser sind, besteht ihre Nahrung hauptsachlich aus

Pflanzenzellen. Bei der Futterverdauung durch im Pansen lebende Mikroorganismen werden
komplexe Kohlenhydrate wie Zellulose, Hemizellulose, Pektine, Starke, Dextrane und
I6sliche Kohlenhydrate fermentiert. Durch den mikrobiellen Fermentationsprozess dieser
Polysaccharide entstehen die kurzkettigen Fettsduren (SCFA, short chain fatty acids) als
Hauptprodukt (Counotte und Prins, 1981; Bugaut, 1987; Bergman, 1990). Pro Kilogramm

aufgenommene Trockenmasse werden im Vormagen 4 —6 Mol kurzkettige Fettsduren

gebildet (Allen, 1997), wobei die Mengen bei laktierenden Kithen bis zu 100 Mold-" betragen
kénnen. Es kommt zu einem starken Anstieg der Konzentration kurzkettiger Fettsduren im
Pansen; bei Rindern und Schafen wurden Werte von 60 —150 mmol-I"' gemessen (Bergman
et al., 1965). Bei mikrobieller Entgleisung konnen sogar Maximalwerte von bis zu

200 mmolI"" kurzkettige Fettsauren erreicht werden (Gabel, 1988; Bergman, 1990).

Die Gesamtproduktion kurzkettiger Fettsauren teilt sich auf in Azetat (Essigsaure-Anion,
(CoH302)) 40-75 %, Propionat (Propionsaure-Anion, (C3Hs03)) 15-47 %, Butyrat
(Buttersaure-Anion, (C4H;0,)) 7 — 20 % und ca. 5 % langerkettige Fettsduren (Annison et al.,
1957; Bugaut, 1987; Bergman, 1990). Das Verhaltnis der drei kurzkettigen Fettsduren
Azetat, Propionat und Butyrat zueinander ist abhangig von der Art der Fitterung. Dabei
unterliegt die Konzentration kurzkettiger Fettsduren im Vormagen tagesrhythmischen
Schwankungen. Die hochsten Konzentrationen werden zwei bis vier Stunden nach der

Futterung gemessen (Remond et al., 1993).

2.5 Resorption kurzkettiger Fettsauren am Pansenepithel
Die im Pansen gebildeten kurzkettigen Fettsduren werden zur Synthese bakterieller Lipide

verwandt, vom Pansenepithel resorbiert oder in den Psalter weitergeleitet und dort resorbiert
(Allen, 1997).
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Durch verschiedene in vivo Versuchsmethoden wie z. B der Untersuchung am gewa-
schenem Pansen durch intraruminale Infusion von kurzkettigen Fettsauren und Bestimmung
der Netto-Resorptionsrate, konnte gezeigt werden, dass 75 - 88 % der intraruminal produ-
zierten kurzkettigen Fettsauren direkt vom Pansenepithel resorbiert werden (Phillipson, AT
und McAnnally, 1942; Phillipson, A. T., 1949; Thorlacius und Lodge, 1973; Hauffe und Engel-
hardt, 1975; Peters et al., 1992; Lopez et al., 1994; Gabel et al., 2002).

70 — 80 % des taglichen Energiebedarfes des Wiederkduers werden aus den resorbierten
kurzkettigen Fettsauren gedeckt. Somit sind die kurzkettigen Fettsduren die Hauptener-
giequelle fir den Wiederkauer (Carroll und Hungate, 1954; Bergman et al., 1965; Bugaut,
1987; Fahey und Berger, 1988; Bergman, 1990; Gabel et al., 2002)

Dirksen 1984 und Gabel 1988 fanden bei langerfristig erhdhtem Kraftfutterangebot eine
deutliche Steigerung der Resorptionskapazitdt des Pansens flr kurzkettige Fettsduren
(Dirksen et al., 1984; Gabel, 1988). Somit ist die Resorptionskapazitat der Vormagen fur
kurzkettige Fettsduren fltterungsabhangig; der Energiegehalt der Ration spielt dabei eine

entscheidende Rolle.

Die Resorptionsmechanismen missen dabei gleichzeitig verschiedene Funktionen erfiillen:
erstens muss der Energiebedarf des Wiederkauers gedeckt werden, zweitens missen die
Nebenwirkungen einer zu hohen Konzentration kurzkettiger Fettsduren im Pansen verhindert
werden, drittens muss der intraruminale pH-Wert in bestimmten Grenzen konstant gehalten
werden und viertens darf die Homeostase der Zellen des Epithels nicht beeintrachtigt

werden.

2.5.1 Anstieg der Resorption der kurzkettigen Fettsauren mit steigender
Konzentration

Die Resorption der kurzkettigen Fettsauren aus dem Pansen und dem Psalter steigt mit
zunehmender Konzentration an (Weigand et al., 1972a; Weigand et al., 1972b; Dijkstra et al.,
1993; Ali et al., 2006). Eine ahnliche Beziehung konnte an zahlreichen anderen Epithelien
beobachtet werden; so fur Propionat am distalen Colon des Kaninchens (Sellin et al., 1993)

und fur Butyrat am distalen Colon der Ratte (Charney et al., 1998).
Im portalen Blut des Wiederkauers betragt die Konzentration der kurzkettigen Fettsduren

normalerweise 1 — 5 % der Konzentration im Pansen (Masson und Phillipson, 1951; Annison

et al., 1957; Reynolds, C. K. et al., 1988). Es besteht also normalerweise ein enormes
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Konzentrationsgefalle zwischen Pansenlumen und Blut, das die Resorption der kurzkettigen

Fettsauren antreibt.

2.5.2 Anstieg der Resorption der kurzkettigen Fettsauren mit steigender
Kettenlange

Klassisch wird davon ausgegangen, dass die kurzkettigen Fettsauren in der protonierten,
undissoziierten Form (HSCFA) durch die Lipidmembran der Zelle ins Zytosol strémen
kénnen. Da die kurzkettigen Fettsduren unterschiedlich lange Molekilketten besitzen, ist ihre
Lipophilitdt unterschiedlich stark. Am Pansen konnte durch vielfaltige Untersuchungen
gezeigt werden, dass die Clearance bzw. die Resorptionsrate der kurzkettigen Fettsduren in
der Reihenfolge Butyrat > Propionat > Azetat abnimmt (Weigand et al., 1972a; Thorlacius
und Lodge, 1973; Dirksen et al., 1984; Gabel et al., 1991a; Dijkstra et al., 1993; Sehested et
al., 1999b), und somit grob der Lipophilitdtssequenz folgt. Allerdings ist der Anstieg der
Resorption der kurzkettigen Fettsduren mit zunehmender Kettenlange wesentlich geringer
als aufgrund der unterschiedlichen Lipophilitdt zu erwarten ware. So wurde in vivo eine nur
um 1,6 — 1,9 mal gréRere fraktionelle Resorption von Propionat gemessen als von Acetat;
ebenfalls bezogen auf die Konzentration, wurde Butyrat nur 1,2 mal so schnell resorbiert wie
Propionat (Dijkstra et al., 1993). Nach Messungen von Walter und Gutknecht an
synthetischen Lipidmembranen ist die Permeabilitdt von Butyrat hingegen etwa zweimal so
hoch wie die Permeabilitdit von Propionat, welche wiederum 5-mal so hoch wie die
Permeabilitat von Azetat ist (Walter und Gutknecht, 1986). Es muss allerdings gesagt
werden, dass auch an synthetischen Membranen je nach Zusammensetzung erhebliche
Verschiebungen in diesen Relationen beobachtet werden kénnen, so dass hieraus keine

Verwerfung der Hypothese einer Aufnahme durch lipophile Diffusion erfolgen kann.

2.5.3 Anstieg der Resorption der kurzkettigen Fettsauren bei pH-Wert-
Erniedrigung

Problematischer ist es hingegen, zu erklaren, warum Verschiebungen des pH-Wertes nicht
die erwarteten Effekte auf die Resorptionsrate aufweisen. Wie bereits erwahnt, besteht ein
Gleichgewicht zwischen der protonierten Form der kurzkettigen Fettsauren (HSCFA) und der
dissoziierten Form (SCFA"). Dieses Gleichgewicht hangt einerseits von dem pK-Wert der
kurzkettigen Fettsdure und zweitens von dem pH-Wert der Lésung ab. Diese leitet sich aus

der Henderson-Hasselbalch-Gleichung ab:

pH = pK + log (SCFA"/ HSCFA)
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Bei wiederkauergerechter Futterung liegt der pH-Wert bei 5,8 — 6,8. (Dijkstra et al., 1993).
Die pK-Werte der kurzkettigen Fettsauren Essigsaure, Propionsaure und Buttersaure liegen
dicht beieinander um ~ 4,8. Nach der Henderson-Hasselbalch-Gleichung liegen bei einem
pH-Wert von 6,8 nur 1 % der kurzkettigen Fettsduren in der protonierten, undissoziierten
Form vor. Bei einem pH-Wert von 5,8 sind es hingegen 10 %. In Ubereinstimmung mit dem
Diffusionsmodell konnte sowohl in vivo in Untersuchungen am gewaschenen Pansen als
auch in Ussing-Kammer-Untersuchungen an isolierten Epithelien des Pansens von Schaf
und Rind ein Anstieg der Resorption der kurzkettigen Fettsauren nach Absenken des
mukosalen pH-Wertes beobachtet werden (Danielli et al.,, 1945; Pfander und Phillipson,
1953; Stevens und Stettler, 1966a; Weigand et al., 1972a; Weigand et al., 1972b; Dijkstra et
al., 1993; Kramer et al., 1996; Sehested et al., 1999a).

Allerdings beobachteten bereits Danielli 1945, sowie Stevens und Stettler 1966, dass bei pH-
Wert-Erniedrigung trotz zehnfacher Erhéhung der Konzentration der undissoziierten
kurzkettigen Fettsdure die Resorptionsrate von Azetat weitaus geringer anstieg, als zu
erwarten gewesen ware (Danielli et al., 1945; Stevens und Stettler, 1966b). Somit
vermuteten bereits diese Autoren, dass ein weiterer Mechanismus an der Resorption der

kurzkettigen Fettsauren beteiligt sein musste.

Eine Rolle bei diesen Abweichungen koénnte theoretisch jedoch auch ein mukosales
Mikroklima spielen, wodurch es an der Grenzschicht zwischen Organlumen und Epithel zu
einem unter Umstanden erheblich abweichenden pH-Wert kommt. Bei Pufferung dieses
Mikroklimas — z.B. durch die Sekretion von Bikarbonat — werden die Resorptionsraten fir
kurzkettige Fettsduren unter Umstanden nur begrenzt oder gar nicht durch Veranderungen
des luminalen pH-Wertes beeinflusst werden. Ein solches Mikroklima wurde nicht nur am
Pansen, sondern auch an anderen Epithelien des Gastrointestinaltraktes beobachtet (Lucas
et al., 1975; Genz et al., 1999; Leonhard-Marek et al., 2006; Abdoun et al., 2010).

Einen noch gravierenderen Einwand gegen die reine Diffusionshypothese stellt die
Beobachtung dar, das mit zunehmender Alkalinisierung der Effekt der Kettenlange auf die
Resorptionsgeschwindigkeit abnimmt (Danielli et al., 1945; Masson und Phillipson, 1951;
Thorlacius und Lodge, 1973; Bugaut, 1987). Diese Beobachtung ist nicht mit dem Efflux
durch Lipiddiffusion zu erklaren und weist auf eine Beteiligung spezifischer Transportproteine
fur den Efflux der kurzkettigen Fettsduren aus dem Pansen hin. Diese Vermutung wurde am
Pansen von verschiedenen Autoren bestatigt (Gabel und Sehested, 1997; Gabel et al., 2002;
Aschenbach et al., 2009).
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Der grote Teil der im Pansen produzierten kurzkettigen Fettsduren wird bereits vom
Pansenepithel selbst resorbiert; es gelangen aber bis zu 40% der im Pansen produzierten
kurzkettigen Fettsauren in den Psalter (Phillipson, AT und McAnnally, 1942; Barcroft et al.,
1944; Yang und Thomas, 1965; Edrise et al., 1977; Edrise und Smith, 1979; Edrise et al.,
1986; Ali et al., 2006). Bei Ankunft der Ingesta im Labmagen sind die kurzkettigen Fettsauren
fast vollstéandig resorbiert (Yang und Thomas, 1965; Edrise et al., 1986). Die Kapazitat des
Blattermagens, ebenfalls kurzkettige Fettsauren zu resorbierten, ist besonders bei mit
kraftfutterreichen Rationen gefitterten Tieren von Bedeutung. Die erhéhte Trockensubstanz-
aufnahme (Tamminga und Van Vuuren, 1988) und die gréRere Menge an leichtfermentier-
baren Kohlenhydraten (Penner et al., 2009) fihren zur einer groReren Menge kurzkettiger
Fettsduren, die vom Pansen in den Blattermagen abflieRen. In in vivo Versuchen zeigte
Barcroft 1944 durch Blutentnahmen aus der Psaltervene, dass der Gehalt kurzkettiger
Fettsduren dort zwei bis zehnfach hoher war als im enthommenen Blut aus der Labmagen-
vene (Barcroft et al., 1944). Gray zeigte 1954 in post mortem Studie, dass 40 - 69 % der in
den Blattermagen gelangten kurzkettigen Fettsduren dort resorbiert wurden (Gray et al.,
1954). Niedrigere Werte fand von Engelhardt 1975, der zeigte, dass der Anteil der im Blatter-
magen resorbierten kurzkettigen Fettsduren bei 10 % der Gesamtresorption Uber das Vor-

magenepithel liegt (Hauffe und Engelhardt, 1975).

Da die Zusammensetzung der Mikroflora des Blattermagens der des Pansens entspricht
(Smith, 1984), kénnen auch hier noch zusatzlich kurzkettige Fettsduren produziert werden.
Bei Schafen wurde die Produktion kurzkettiger Fettsauren im Blattermagen auf ca. 15 % der
Gesamtproduktion kurzkettiger Fettsduren geschatzt (Giesecke und Engelhardt, 1975;
Smith, 1984), so dass die gesamte Resorptionsleistung des Psalters hoher sein diirfte als die
sich aus dem ruminalen Efflux ergebende. Insgesamt gibt es jedoch erstaunlich wenige
Untersuchungen zu diesem Thema, was sicherlich mit den Schwierigkeiten zusammenhangt,

die sich bei einer operativen Fistulierung des Psalters in vivo ergeben.

2.7 Einfluss auf den intraruminalen pH-Wert
Die Produktion kurzkettiger Fettsauren ist zwar wichtig fur den Wiederkauer, jedoch geht sie

mit einer gleichzeitigen Erhéhung der intraruminalen Protonenkonzentration (= Senkung des
intraruminalen pH-Wertes) einher. Dieser Ansduerung wirken basische Substanzen wie
HCO5 und HPO,* (Hydrogenphosphat), die mit dem Speichel produziert werden, entgegen.
Dabei gelangen mit dem Speichel ~ 40 Mol-d" NaHCO; in den Pansen, das bei niedrigem
pH-Wert eine fast aquimolare Menge an Protonen puffern kann (Kohn und Dunlap, 1998).

Ungefahr ~ 7 Mol-d”' Protonen werden durch das im Speichel enthaltene Na,HPO, gepuffert
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(Allen, 1997). Das Futter enthalt nur wenig puffernde Substanzen (~ 9 Mol-d”") (Ash und
Dobson, 1963; Erdman, 1988; Gabel et al., 1991b; Martens et al., 1991; Allen, 1997;
Sehested et al.,, 1999a; Gabel et al.,, 2002). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass
zusatzliche Mechanismen notwendig sind, um den pH-Wert des Pansens zu stabilisieren
(Gabel et al., 2002; Aschenbach et al., 2009).

Durch die Senkung des pH-Wertes im Panseninhalt nahert sich der pH-Wert dem pK-Wert
der kurzkettigen Fettsauren (~ 4,8). Es steigt der Anteil der protonierten, undissoziierten
kurzkettigen Fettsauren (HSCFA) und ebenfalls deren Resorption (Stevens und Stettler,
1966a; Thorlacius und Lodge, 1973). Durch die Aufnahme der protonierten, undissoziierten
Form der kurzkettigen Fettsauren (HSCFA) in das Pansenepithel werden die Protonen zwar
aus dem Pansenlumen entfernt (Rechkemmer et al., 1995), jedoch kann das Epithel selbst
durch die Aufnahme der kurzkettigen Fettsauren mitsamt Protonen gefahrdet werden. Beim
Zusammenbruch einer effektiven pH-Wert-Regulation kommt es zur Beeintrachtigung der

Enzymfunktionen mit nachfolgendem Zelltod (Boron und Boulpaep, 2003).

2.8 Gestorte Resorption kurzkettiger Fettsauren: Pansenazidose
Die Pansenazidose stellt die haufigste fltterungsbedingte Problematik bei Produktions-

Wiederkauern dar und fihrt zu enormen wirtschaftlichen Verlusten (Enemark, 2008). Eine
ruminale Azidose entsteht nach der Aufnahme gro3er Mengen leicht fermentierbarer
Kohlenhydrate, z. B. durch einen hohen Anteil Kraftfutter in der Futterration. Besonders leicht
entsteht eine Pansenazidose bei Tieren, denen keine ausreichende Gewdhnungszeit an
dieses Futter gegeben wurde (Owens et al., 1998). Bei einer akuten Azidose zeigen die
Tiere ein klinisch manifestes Krankheitsbild. Typische Symptome sind Anorexie, abdominale
Schmerzen, Tachykardie, Tachypnoe, Diarrhoe, Lethargie, schwankender Gang, Festliegen.
Ohne Therapie kénnen die Tiere schnell verenden (Krause und Oetzel, 2005).

Bei der subakuten ruminalen Azidose (SARA, subacute ruminal acidosis) ist der pH-Wert im
Pansenlumen nur geringradig herabgesetzt bzw. sogar noch im unteren Normalbereich. Hier
ist die Rumenitis (Entzindung des Pansenepithels) die typische L&sion. Sobald das
Pansenepithel starker entziindet ist, werden die Pansenzotten von Bakterien besiedelt. Die
Bakterien konnen nach Durchwanderung der Pansenwand in den portalen Kreislauf
Ubertreten und Leberabszesse oder eine Peritonitis verursachen (Kleen et al., 2003; Plaizier
et al., 2008). Ebenfalls kommt es zu immunologischen Stérungen, die sich z. B. auch in Form

einer Laminits dussern kénnen (Nocek, 1997).

Beide Erkrankungen, die akute Pansenazidose und die subakute Ruminale Azidose,

entstehen als Folge derselben Ursache: einer unzureichenden Pufferung anfallender
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Protonen im Pansen. In der Regel kommt es neben einer Zunahme der
Protonenkonzentration (= Senkung des intraruminalen pH-Wertes) auch zu einer
Akkumulation anderer Fermentationsprodukte, z. B den kurzkettigen Fettsduren, die den
hdchsten Anteil der ruminalen Anionen darstellen (Bramley et al., 2008). Zugleich wird immer

auch eine entsprechende Erhdhung der Kationenkonzentration im Pansen vorliegen.

Bei der Rationsgestaltung ist zur Vermeidung der Pansenazidose zum einen besonders auf
den Anteil leicht fermentierbarer Kohlenhydrate zu achten und zum anderen auf einen
ausreichenden Rohfaseranteil (Owens et al., 1998). Die Raufasern im Futter fihren zu
vermehrten Kaubewegungen wahrend des Fressens und die Speichelproduktion wird dabei
angeregt. Somit wird mehr Speichel, also mehr Bikarbonat und Phosphat in den Pansen
befordert. Wie bereits erwahnt, haben diese Substanzen besonders wichtige puffernde
Eigenschaften. Neben einer ausreichenden Anreicherung des Futters mit Rohfasern muss
ebenfalls eine ausreichend lange Adaptationsphase eingehalten werden, wenn Tiere auf ein
energiereicheres Futter umgestellt werden. Bei Betrachtung des Pansenepithels nach
erfolgter Adaptation zeigen sich dabei rein morphologisch Veranderungen (Gabel et al.,
1987a). Auch die Transporteigenschaften des Epithels verandern sich (Gabel et al., 1991a).
Diese Veranderungen bewirken, dass entsprechend hdhere Mengen an kurzkettigen
Fettsduren durch das Epithel hindurch ins Blut transportiert werden kdénnen, ohne dass es
zur Schadigung des Epithels kommt. Gleichzeitig missen auch grolRe Mengen an Kationen
resorbiert werden, um das osmotische Gleichgewicht wiederherzustellen. Eine einfache
Entfernung der Osmolyte Uber passive Diffusionsprozesse erscheint nicht wahrscheinlich;

erforderlich sind vielmehr engmaschig kontrollierte, hocheffiziente Transportmechanismen.
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2.9 Transepithelialer Transport
Epithelgewebe schitzen einerseits den Organismus vor &uferlichen schadlichen

Umwelteinflissen und ermdglichen andererseits den Stoffaustausch mit der Umwelt. Durch
das Epithel hindurch konnen verschiedene Stoffe wie Wasser, CO, und lonen transportiert
werden. Der Stofftransport durch Epithelien kann grundsatzlich in beiden Richtungen
erfolgen. Da Epithelgewebe geschlossene Zellverbande sind, gibt es fir ein lon zwei
verschiedene Wege, um durch ein Epithel zu gelangen: transzellulér durch die Epithelzellen

und/oder parazellular durch die Schlussleisten (Tight Junctions) zwischen den Zellen.

2.9.1 Parazellular
Dieser passive Transport Uber den Interzellularraum wird durch spezielle Tight Junctions der

zonula occludens ermdglicht. Das lon muss hier den Widerstand der Tight Junction
Uberwinden. Somit erfolgt die Passage von Wasser und Elektrolyten durch diesen Weg
mittels einfacher Diffusion. Sowohl der osmotische Gradient, als auch das transepitheliale
Potential dienen dabei als Triebkrafte (elektrochemischer Gradient; s. u.). Dieser
Passageweg wird auch als ,shunt® bezeichnet und Uberwiegt in durchlassigen (leaky)
Epithelien (Powell, 1981).

2.9.2 Transzellular
Der transzelluldre Passageweg besitzt Barrieren, die apikale und die basolaterale

Zellmembran. Bei mehrschichtigen Epithelien wie dem des Pansens kdnnen zwischen
diesen beiden funktionellen Barrieren mehrere Schichten von miteinander durch gap
junctions verbundener Zellen liegen, die insgesamt ein funktionelles Syncytium bilden. Der
transzellulare Transportweg hat vor allem in maRig dichten (moderate tight) oder dichten
(tight) Epithelien Bedeutung. Dabei muss das lon zunachst die aullere (apikale, mukosale,
luminale) Seite des Epithels passieren, um dann anschlieRend Uber die innere (basolaterale,
serosale, interstitielle) Seite wieder hinausgeschleust zu werden. Hier missen zwei
Widerstande passiert werden. Fir die Uberwindung dieser Widersténde gibt es wiederum

verschiedene Mdglichkeiten:

2.9.2.1 Diffusion

Die Diffusion ist ein spontaner und passiver Vorgang, bei dem eine Substanz aus einem
Bereich hoher Konzentration in einen Bereich mit niedriger Konzentration gelangt. Hierdurch
wird letztendlich der Konzentrationsunterschied zwischen beiden Regionen aufgehoben.

Damit eine bestimmte Substanz eine Membran passieren kann, muss die Membran fir
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diesen bestimmten Stoff permeabel sein. CO, zum Beispiel ist ein ungeladenes Molekil und
kann daher nach klassischen Modellvorstellungen durch einfache Lipiddiffusion ohne die

Hilfe eines Transportproteins durch die Zellmembran permeieren.

2.9.2.2 Elektrochemischer Gradient

Durch einen Konzentrations- und/oder Ladungsunterschied, dem sogenannten elektro-
chemischen Gradienten, kommt es durch die ungeordnete Bewegung der Einzelteilchen zum
Ladungs- bzw. Konzentrationsausgleich auf beiden Seiten der Zellmembran. Da lonen
geladene Teilchen sind, und nicht einfach durch die Lipiddoppelschicht der Zellmembran
diffundieren kénnen, gibt es spezielle Proteine, die als lonenkanale bezeichnet werden und
die eine Pore in der Zellmembran bilden, durch die die lonen permeieren kénnen. Die

lonenkanale ermdglichen den gerichteten lonentransport von z. B. extra- nach intrazellular.

2.9.2.3 Aktiver Transport

Spezifische ATP-getriebene Transporter wie z. B. die Na'/K'-ATPase in der Zellmembran
dienen der Zelle dazu, lonen aktiv entgegen eines Gradienten in die Zelle hinein oder aus

der Zelle heraus zu schleusen.

2.9.2.4 Sekundar aktiver Transport

Beim sekundar aktiven Transport stammt die Energie flr den Transport der Substanz aus
einem elektrochemischen Konzentrationsgradienten, der von einem primar-aktiven
Transportvorgang aufgebaut wird. Der sekundar-aktive Transport wird durch aktive Carrier
wie z. B dem Na*/H"-Austauscher (NHE, Na*/H*-Exchanger) und dem CI/HCOj3 Austauscher
vermittelt (Karp, 1996).

2.10Resorption von Natrium und Chlorid: Modell des
resorbierenden Epithels
Wahrend der Transport von kurzkettigen Fettsduren Uber Epithelien noch zahlreiche Fragen

aufwirft, die kontrovers diskutiert werden, konnten die Grundzige fur die Resorption von
Natrium und Chlorid mittlerweile in zufriedenstellender Weise geklart werden. Das in
Abbildung 5 aufgefuhrte Modell kann als klassisch bezeichnet werden. Es ist geeignet, die
Resorption beider lonen Uber zahlreiche resorbierende Epithelien wie z. B den Epithelien des

Dickdarms, der Gallenblase und des Pansens zu erklaren.
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Postuliert wird zunachst der diffusive Influx von CO,, angetrieben durch den erheblichen
Konzentrationsgradienten zwischen Pansenlumen (pCO, ~ 0,7 atm) und Zytosol. Nur ein Teil
des aufgenommenen CO, passiert die basolaterale Membran, da bei neutralem pH-Wert des
Zytosols die Halfte des aufgenommen CO, zu HCO5 und H” dissoziiert (Berechnung: siehe
Kohn 1998). Das Zytosol wird durch die freigesetzten Protonen angesauert. Zur Entfernung
dieser Protonen dient der Na'/H*-Austauscher, der gleichzeitig den Gradienten hinein-
stromenden Natriums ausnutzt, um Protonen nach apikal hin zu entfernen. Dadurch kommt
es zunachst zu einer Ansauerung der luminalen Seite des Epithels. Eine zu starke An-
sauerung wird durch Sekretion von Bikarbonat verhindert. Unter Aufnahme von Chlorid ins
Epithel wird Bikarbonat durch einen apikalen Anionenaustauscher (CI/HCOj’) sezerniert.
SchlieRlich kommt es im Lumen erneut zur Bildung von CO, aus den sezernierten H* und
HCOj; lonen; ein Prozess, der durch die Einwirkung der Carboanhydrase beschleunigt

werden kann.

Basolateral erfolgt die Natriumausschleusung aktiv entgegen dem Konzentrationsgradienten
Uber die Na'/K*-ATPase. An klassischen absorbierenden Epithelien wird Kalium dabei
basolateral resorbiert. Es findet also ein Nettotransport von Natrium Uber die basolaterale
Membran statt, mit entsprechendem Stromfluss vom Zytosol nach basolateral. Um einen
kontinuierlichen Transport zu gewahrleisten, muss ein Ladungsausgleich stattfinden. Chlorid
kann basolateral also nicht elektroneutral herausgeschleust werden (z.B. Uber einen zweiten
Anionenaustauscher). Der Efflux muss elektrogen erfolgen. Im klassischen Transportmodell
des absorbierenden Epithels - wie es z.B. am Colon ganz zweifelsfrei etabliert ist - erfolgt
dies Uber einen basolateralen Chloridkanal. Durch den elektrogenen Efflux wird

gewabhrleistet, dass die Ladungsparitat beim Influx und Efflux erhalten bleibt.
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apikal basolateral
Ccr 4‘ ---------- i g sg g
AE2 cl
———— HCO,; =
HEO'
i
Co,
Abbildung 5

Schematische Darstellung des klassichen Modells der elektroneutralen NaCl Resorption bei
absorbierenden Epithelien. AE: Anion-Exchanger, NHE: Na+/H+ Exchanger, CA:
Carboanhydrase

Auch fur das Pansenepithel gilt fur den Transport von Natrium und Chlorid dieses klassische
Transportmodell. Chien und Stevens konnten 1972 durch Substitutionsversuche zeigen,
dass ein indirekt gekoppelter Transport zwischen dem Natrium- und dem Chloridtransport
besteht (Chien und Stevens, 1972). Bei einer Reduktion von Natrium in der Inkubations-
I6sung verminderte sich die Chloridaufnahme und umgekehrt. Die Transportraten beider
lonen stiegen bei Begasung mit CO,. Eine Hemmung der epithelialen Carboanhydrase am
isolierten Pansenepithel des Schafes durch Zugabe von Azetazolamid fuhrte ebenfalls zur
Hemmung des Chloridtransportes (Emanovic et al., 1976). Die Gabe von Amilorid zur
Hemmung des NHE reduzierte den Natriumtransport tber das Pansenepithel deutlich
(Martens und Gabel, 1988; Martens et al., 1991).

Der Efflux von Natrium erfolgt in klassischer Weise wie bei allen vertebraten Epithelien durch
die Na'/K*-ATPase (Harrison, 1971). Durch in vitro und in vivo Versuche konnte dabei
gezeigt werden, dass das Kaliumion auf der basolateralen Seite wieder recyclt wird (Ferreira
et al., 1972; Harrison et al., 1975; Leonhard-Marek und Martens, 1996). Die Kaliumsekretion

des Epithels ist hingegen minimal.
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Ein elektrogener Efflux von Chlorid durch einen basolateralen Chloridkanal wurde schon vor
Jahren postuliert (Sehested et al., 1999b), und ist, wie bereits oben erldutert, wichtig fir den
Ausgleich der mit Natrium austretenden Ladungsmenge. Entsprechende Kanale konnten
zunachst in Patch-Clamp Messungen an isolierten Zellen nachgewiesen werden, wobei
gleichzeitig ablaufende transportphysiologische Untersuchungen mit Messung von Natrium
und Chloridfluxen eine basolaterale Lokalisation vermuten lieken (Abdoun et al., 2005).
Untersuchungen mit Mikroelektroden am Pansenepithel von Schafen folgten; es konnte eine
Depolarisation der Membran nach Erhéhung der luminalen Chloridkonzentration gezeigt
werden. Diese Messungen erharteten die Hypothese einer basolateralen Lokalisation des
Chloridkanals (Leonhard-Marek et al., 2006).

Insgesamt kann kaum bezweifelt werden, dass die elekironeutrale Resorption von
Natriumchlorid am Pansen dem klassischen Modell des resorbierenden Epithels folgt. Dieses
bedeutet, dass Natrium apikal elektroneutral Uber den Na'/H'-Austauscher (NHE)
aufgenommen wird. Basolateral wird es Uber die Ladung gekoppelt mittels der Na'/K'-

ATPase und eines Chloridkanals ausgeschleust.

2.11Transportmechanismen fiir die Aufnahme kurzkettiger
Fettsauren am Vormagenepithel
Das Pansenepithel war das erste Gewebe, an dem der transepitheliale Transport der

kurzkettigen Fettsauren nachgewiesen wurde (Phillipson, AT und McAnnally, 1942;
Phillipson, A. T., 1949; Masson und Phillipson, 1951; Sellin, 1999). Trotz der enormen
Bedeutung eines effektiven Absorptionsmechanismus fir die Resorption kurzkettiger
Fettsduren aus dem Pansen und dem Colon ist das Wissen uber die zugrundeliegenden
Transportmechanismen erstaunlicherweise unvollstdndig. Insbesondere die basolaterale
Ausschleusung wurde bislang wenig untersucht (Sellin, 1999; Binder, 2010) und es besteht

bisher weder am Colon noch am Pansen ein wirklich etabliertes Modell.

2.11.1 Parazellulare Resorption
Die parazellulare Resorption spielt fir den Transport der kurzkettigen Fettsduren nur eine

untergeordnete Rolle. Durch Veranderung des elektrischen Gradienten misste eine
Veranderung beim Transport kurzkettiger Fettsduren erkennbar sein; dieses war jedoch nicht
der Fall (Stevens und Stettler, 1966a; Sehested et al., 1999a).

Auch der solvent drag (mitreilen geldster Stoffe beim Wassertransport) spielt beim

Pansenepithel keine grolRe Rolle (Gabel et al., 1987b). Am Colonepithel verschiedener
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Spezies konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Erhéhung des elektrischen Gradienten
die Resorption der kurzkettigen Fettsauren nicht beeinflusst (Jackson, 1974; von Engelhardt
und Rechkemmer, 1992). Diese Ergebnisse sprechen gegen einen parazelluldren Re-

sorptionsweg.

Hingegen gibt es Hinweise auf eine gewisse aktive transzellulare Transportkomponente. So
konnten Stevens und Stettler (Stevens und Stettler, 1966a) sowie Sehested (Sehested et al.,
199a) ftrotz Ausschaltung des ftransepithelialen elektrochemischen Gradienten einen
Transport kurzkettiger Fettsauren am Pansenepithel von Kiihen beobachten. Am Psalter des
Schafes fand man bisher keine aktive Transportkomponente flir die Aufnahme von Azetat
(Ali et al., 2006).

2.11.2 Transzellulare Resorption

211.21 Apikale Aufnahme der protonierten, undissoziierten Form der
kurzkettigen Fettsauren (HSCFA)

Die protonierte, undissoziierte Form der kurzkettigen Fettsduren (HSCFA) ist stark lipophil
und kann deshalb einfach durch die Lipiddoppelschicht der Zellmembran diffundieren (Leo et
al.,, 1971; Walter et al., 1982; Walter und Gutknecht, 1986). Als Triebkraft fungiert der
chemische Gradient. Die Konzentration der kurzkettigen Fettsduren im Pansen liegt
normalerweise zwischen 60 - 150 mmol - I'' (Gabel, 1988; Bergman, 1990). Im portalen Blut
werden Konzentrationen von ca. einem 1/20 — 1/100 der luminalen Konzentrationen
gemessen (Masson und Phillipson, 1951; Annison et al.,, 1957; Reynolds, P. J. und

Huntington, 1988). Somit richtet sich der chemische Gradient in vivo in Richtung Blutseite.

Die Permeabilitat flir kurzkettige Fettsauren Uber Lipiddoppelschichten ist grol
(> 10°cm - s™). Als limitierender Faktor fiir den Diffusionsprozess durch die Zellmembran gilt
die anliegende, unverrihrte Wasserschicht (Walter et al, 1982). Da die fur
Transportprozesse zur Verfligung stehende Epitheloberflache sehr grol} ist, sind nur kleinste
Mengen protonierter, undissoziierter kurzkettiger Fettsauren (HSCFA) noétig um den
Transport aufrechtzuerhalten. Fir einen unspezifischen Aufnahmemechanismus flr
kurzkettige Fettsduren durch Lipiddiffusion spricht nicht nur die hohe Permeabilitat
synthetischer Lipidmembranen, sondern auch die Tatsache, dass verschiedenste Zellspezies
Uber eine ausgepragte Fahigkeit verfigen, kurzkettige Fettsduren zu resorbieren. So werden
neben Zellen des Gastrointestinaltraktes wie z.B. isolierten Pansenepithelzellen (Bilk, 2008)
auch Schneckenneurone (Szatkowski und Thomas, 1989), ziliare Epithelzellen des Auges
(Helbig et al., 1989) und Zellen des proximalen Tubulus der Niere (Nakhoul et al., 1988)
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bereits durch geringste Mengen kurzkettiger Fettsduren angesauert, obschon eine

spezifische Expression fettsauretransportierender Proteine hier nicht zu erwarten ware.

Klassisch wurde die lipophile Diffusion nach dem Ausschluss des parazellularen Weges als
einziger Aufnahmemechanismus flir die kurzkettigen Fettsduren gesehen (Masson und
Phillipson, 1951; Annison et al., 1957; Stevens und Stettler, 1966a; Stevens und Stettler,
1966b; Bugaut, 1987; Reynolds, P. J. und Huntington, 1988; Kolb, 1989; Bergman, 1990).
Wie weiter oben diskutiert, gibt es jedoch deutliche Hinweise daflir, dass insbesondere fir
Azetat weitere Aufnahmemechanismen vorliegen missen. Generell kommen verschiedene

Transportproteine in Frage, die im Folgenden besprochen werden.

211.2.2 Apikale Aufnahme der kurzkettigen Fettsaureanionen (SCFA")
2.11.2.2.1 Monocarboxylat-Transporter (MCT)

Monocarboxylat-Transporter haben eine grole Transportkapazitat flr grof3e Anionen, und
gelten allgemein als verantwortlich fiir den Transport von Laktat am Myokard. Ein Vertreter
der Gruppe, MCT4, scheint von Zellen des stratum corneum und des stratum granulosum
der Ziege exprimiert zu werden (Kirat et al., 2007). Allerdings gibt es keine funktionellen
Daten, die diese These beim Schaf unterstiitzen (Aschenbach et al., 2009). Gegen eine
funktionelle Expression am Pansen in vivo spricht auch die Tatsache, dass in vivo und in
vitro am Vormagenepithel nur sehr geringe Laktattransportraten gemessen werden, wodurch
es klinisch zur Laktatakkumulation bei der Laktatazidose des Pansens kommen kann. Somit
dirfte ein apikaler MCT nur eine sehr untergeordnete Rolle beim Transport kurzkettiger
Fettsduren spielen. Die MCT-Inhibitoren pCMB (Parachloromercuribenzoat), pHMB
(Parahydroxymercuribenzoat) und Phloretin hatten keinen Effekt auf den apikalen
Azetattransport am Pansenepithel von Schafen (Aschenbach et al., 2009). Insgesamt
erscheint es wenig wahrscheinlich, dass Transporter dieser Gruppe eine Rolle bei der

Resorption von Fettsduren aus den Vormagen spielen.

2.11.2.2.2 Der Chlorid-Bikarbonat Austauscher (CI/HCOj3 -Anionexchanger)

Der apikale Anionenaustauscher wurde bereits im Rahmen der elektroneutralen Resorption
von Natrium und Chlorid weiter oben besprochen. In vitro belegen zahlreiche Daten die
Aufnahme von Chlorid im Austausch fir Bikarbonat durch diesen Transporter und
entsprechende Proteine wurden molekularbiologisch nachgewiesen (Aschenbach et al.,
2009). Allerdings ist die apikale Konzentration von Chlorid in vivo gering und die Resorption
von Chlorid dirfte funktionell keine wesentliche Rolle an den Epithelien der Vormagen
spielen; ahnliches gilt fur das Colon. Es stellt sich die Frage nach der physiologischen

Bedeutung dieses Transporters am Pansen.
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Es gibt zahlreiche Hinweise daflir, dass der apikale Anionenaustauscher — so wie
Anionentransportproteine im allgemein (Wright und Diamond, 1977) — recht wenig selektiv
ist. So kann bei Vorliegen eines geeigneten Gradienten die Transportrichtung umgekehrt
werden, wobei Chlorid aus dem Epithel herausgepumpt und Bikarbonat aufgenommen wird.
Die apikale Bindungsstelle akzeptiert als Substrat offenbar auch HCOj3™ anstelle von CI', trotz
des sehr unterschiedlichen lonenradius der beiden Anionenspezies (Ali et al., 2006;
Aschenbach et al., 2009). Es erscheint daher plausibel, dass insbesondere die kurzkettige
Fettsaure Azetat und in geringerem Umfang auch Propionat als Substrat fir den

Anionenaustauscher in Frage kommen.

Ein direkter Zusammenhang zwischen ruminaler Bikarbonatsekretion und Absorption
kurzkettiger Fettsduren wurde schon lange vermutet (Ash und Dobson, 1963), konnte aber
erstmals von Gabel 1991 in vivo am gewaschenen Pansen von Schafen nachgewiesen
werden (Gabel et al, 1991a). Mittlerweile qilt eine Beteiligung des apikalen
Anionenaustauschers an der Aufnahme von Fettsduren sowohl am Colon (Binder, 2010) als
auch am Pansen (Gabel et al., 1991a; Kramer et al., 1996; Gabel et al., 2002; Aschenbach
et al., 2009) als etabliert.

Dementsprechend scheint die Resorption kurzkettiger Fettsduren durch Variation der
Chloridkonzentration beeinflusst zu werden (Kramer et al, 1996). In Ussingkammer-
Versuchen kam es bei steigender mukosaler Chloridkonzentration zu einem signifikanten
Abfall des ms-Flux (muko-serosaler Flux) von Propionat. Dies deutete darauf hin, dass
kurzkettige Fettsaureanionen und Chloridionen entweder um Bindungsstellen an einem
Anionenaustauscher oder um das intrazellular vorhandene Bikarbonat konkurrieren.
Ebenfalls nachweisbar ist die Hemmung der Resorption kurzkettiger Fettsauren durch Nitrat
und in geringem Umfang durch DIDS am Pansen (Wurmli et al., 1987; Kramer et al., 1996).
Nitrat erzeugte auch an anderen Epithelien eine kompetitive Hemmung von
CI/HCO; "-Austauschern (Seifter und Aronson, 1984; Meier et al., 1985). Gleichfalls konnte
gezeigt werden, dass die steigernde Wirkung einer pH-Wert-Senkung auf den
Azetattransport nur teilweise direkt auf den pH-Wert zurlckzufihren ist, sondern auch
wesentlich von der damit zusammenhdngenden Senkung der luminalen Bikarbonat-
konzentration herrtihrt (Aschenbach et al., 2009). Diese Ergebnisse erharten die mogliche
Existenz eines SCFA/HCO; -Austauschers.

Insgesamt zeigt sich, dass fur die apikale Aufnahme der kurzkettigen Fettsduren am Pansen

zwar die Diffusion der undissoziierten Saure eine groRe Rolle spielt, dass aber auch der
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apikale Anionenaustauscher kurzkettige Fettsdureanionen akzeptiert. Dabei kommt es in
beiden Fallen zu einer Ansduerung des Epithels. Bei Aufnahme durch Diffusion der
protonierten kurzkettigen Fettsdure ins Epithel kommt es zur sofortigen Dissoziation in
Fettsdureanion und H*, da der pK-Wert der kurzkettigen Fettsduren nur bei ~ 4,8 und somit
weit niedriger als der neutrale zytosolische pH-Wert liegt. Der Anionenaustauscher entzieht
dem Zytosol HCO3, welches durch Zerfall von CO, nachgebildet wird, wobei ebenfalls ein

Proton freigesetzt wird.

2.11.2.2.3 Der Natrium-Protonen-Austauscher (Na*/H*-Exchanger, NHE)

Wie nach der bereits besprochenen zytosolischen Ansauerung durch CO, verlassen die
durch die Aufnahme von Fettsauren freigesetzten Protonen die Zelle wieder Uber den
apikalen Natrium-Protonen-Austauscher (Na‘/H*-Exchanger, NHE) (Gabel et al., 1991a;
Martens et al., 1991; Sehested et al., 1996). So konnte in zahlreichen Versuchen eine starke
Zunahme des Natriumtransportes nach Fettsaureexposition beobachtet werden. Weniger gut
belegt ist hingegen die Beteiligung von vH'-ATPasen zur Protonenausschleusung
(Schweigel und Martens, 2003; Etschmann et al., 2006), die jedoch beim Zusammenbruch
des NHE als regulatorische Mechanismen des pH-Wertes eine Rolle spielen dirften. Es
kommt zu einem solchen Zusammenbruch, wenn der Pansen Ubersauert wird oder wenn

zuwenig Natrium im Pansenlumen vorhanden ist.

Die funktionelle, Uber den zytosolischen pH-Wert vermittelte Kopplung von Natrium und
Fettsauretransport konnte an zahlreichen Epithelien nachgewiesen werden, so z.B. am
Pansenepithel von Rindern, Schafen und Rentieren (Danielli et al., 1945; Gabel et al., 1991b;
Sehested et al., 1993; Storeheier et al., 2003). Bei einer Netto-Betrachtung kommt es zum
Einstrom von kurzkettigen Fettsaureanionen und Natrium ins Epithel; die Protonen werden
dabei apikal rezirkuliert (Gabel et al., 1991a; Martens et al., 1991; Sehested et al., 1996) und
mussen durch die im Speichel enthaltenen Anionen abgepuffert werden. Das elektroneutral
Uber den NHE in die Pansenepithelzelle aufgenommene Natrium verlasst diese basolateral
(blutwarts/in den Blutkreislauf) elektrogen Uber die Na*/K*-ATPase unter Rezirkulation von
Kalium (Harrison et al., 1975; Leonhard-Marek et al., 2006).

2.12Zusammenfassung der apikalen Aufnahmemechanismen fiir
kurzkettige Fettsauren
Die apikale Aufnahme von kurzkettigen Fettsauren erfolgt sowohl in undissoziiertem Zustand

durch Diffusion, oder im Austausch mit Bikarbonat. Beide erlauterten Aufnahmemecha-
nismen werden durch einen niedrigen pH-Wert im Pansenlumen stimuliert und fuhren zu

einer intrazellularen Ansduerung. Dies konnte sowohl an isolierten Pansenepithelzellen
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(Bilk, 2008) als auch am intakten Epithel mittels pH-sensitiver Mikroelektroden gezeigt
werden (Abdoun et al., 2009). Die intrazelluldre Ansduerung wird hauptsachlich durch die
Ausschleusung von Protonen durch den NHE limitiert. Vorraussetzung hierfur ist die
reichliche Bereitstellung von Natrium und puffernden Anionen (HCO5 und HPO,?) durch den
Speichel. Andernfalls missen die Protonen das Epithel Uberqueren und basolateral
ausgeschleust werden. Die schweren Epithelschaden, die bei der Pansenazidose zu sehen

sind, zeigen, dass die Aufnahmekapazitat der Pansenepithelzellen fir Protonen limitiert ist.

2.13Intrazellularer Metabolismus der kurzkettigen Fettsauren in den
Vormagenepithelzellen
Nach der Resorption der kurzkettigen Fettsauren wird ein Teil von ihnen von den

Pansenepithelzellen selbst metabolisiert und sie versorgen so das Epithel mit Energie
(Masson und Phillipson, 1951; Weigand et al., 1975; Goosen, 1976; Kristensen et al., 1998).
Dieses qilt insbesondere fur Butyrat. Der grofte Teil der apikal aufgenommenen kurzkettigen
Fettsduren Azetat und Propionat passiert jedoch das Pansenepithel, ohne dabei
metabolisiert zu werden (Kiddle et al., 1951; Gabel et al., 2002; Kristensen und Harmon,
2004), und wird auf der basolateralen Seite des Epithels wieder ausgeschleust. Von dort
gelangen die kurzkettigen Fettsguren Uber die V. portae in die Leber bzw. in periphere
Gewebe und werden dort zur Energiegewinnung fir den Gesamtorganismus verwandt
(Britton und Krehbiel, 1993; Seal und Parker, 1994; Remond et al., 1995; Kristensen et al.,
1998; Kristensen et al., 2000b; Kristensen et al., 2000c). Die Pansenepithelzellen selbst
bevorzugen Butyrat als Energielieferant, selbst in Anwesenheit von Glukose (Baldwin und
Jesse, 1992; Britton und Krehbiel, 1993; Remond et al., 1995; Kristensen et al., 2000b).

Der Umfang der Metabolisierung in den Pansenzellen ist je nach Autor unterschiedlich.
Bergman und Wolf 1971 zeigten in ihren Versuchen, dass 30 % des resorbierten Azetats,
50 % des Propionats und 90 % des Butyrats in den Pansenepithelzellen verstoffwechselt
werden. Hiermit lagen diese Autoren weit unterhalb der Werte von utber 90 %, die zum
damaligen Zeitpunkt fir die Epithelien des Colons angegeben wurden. Peters gibt 1990 flr
Propionat eine Resorptionsrate von ca. 70 % an (Peters et al., 1990). Bei visceral-portal-
Versuchen gab Kristensen 2000 sogar eine Resorptionsrate von 85 — 90 % fur Propionat an,
wahrend Azetat vollstadndig resorbiert wurde (Kristensen et al., 2000b; Kristensen et al.,
2000c). In vitro Versuche hingegen ergaben eine Metabolisierungsrate von Buttersdure zu
Ketonkorpern und Laktat von uber 96 % (Weigand et al., 1975); wiederum werden in
neueren Arbeiten weit niedrigere Metabolisierungsraten angegeben (Sehested et al., 1999a;
Kristensen und Harmon, 2004). Alle Autoren konnten zeigen, dass Propionat und Butyrat in

viel héherem Umfang metabolisiert werden als Azetat; obwohl dies die mengenmalig
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bedeutendere Fettsaure ist. (Masson und Phillipson, 1951; Weigand et al., 1975; Goosen,
1976; Britton und Krehbiel, 1993; Remond et al., 1995; Kristensen et al., 1998; Sehested et
al.,, 1999a). Butyrat wird also hauptsachlich in den Pansenepithelzellen selbst verstoff-
wechselt und kénnte somit den aktiven Transport anderer Elektrolyte unterstutzen (Weigand
et al., 1975; Sehested et al., 1999b; Kristensen et al., 2000a; Gabel und Aschenbach, 2006).

Kurzkettige Fettsduren werden entweder durch oxidative oder anaerobe Wege abgebaut
(Lehninger et al., 2001), wobei zu betonen ist, dass es hierdurch offenbar nicht zu einer
Reduktion der zusammen mit den Fettsduren aufgenommenen Protonen kommt. Diese
missen vielmehr apikal Uber den NHE ausgeschleust werden. Zwar profitiert der gesamte
Organismus von der intrazelluldaren Metabolisierung der kurzkettigen Fettsauren, jedoch
muss die Pansenepithelzelle mit den produzierten Metaboliten, hauptsachlich Azetat,
Ketonkorpern (Acetoazetat und D-3-hydroxbutyrat), CO, und Laktat fertig werden. Die
Ketonkdrper mussen wieder aus der Zelle ausgeschleust werden, um die intrazellulare
Homeostase nicht zu gefahrden. Dieses dirfte im Allgemeinen schwieriger sein, als der
Export der kleineren Primarsubstrate. Die Ketonkdrper kdénnen von Gehirnzellen,
Kardiomyozyten, Nierenzellen und mukosalen Darmzellen als Energielieferanten genutzt
werden (Robinson und Williamson, 1980; Heitmann et al., 1987; Lehninger et al., 2001;
Morris, 2005).

Daten neuester Untersuchungen bestatigen die urspriinglich aufgestellte Hypothese, wonach
die Metabolisierungsrate mit zunehmender Kettenlange der kurzkettigen Fettsduren zunimmt
(Kiddle et al., 1951; Kristensen und Harmon, 2004) und vom Umfang her gering gegeniber
der ins Portalblut Ubertretenden Menge ist. Diese Erkenntnis durfte auch nicht verwundern,
da die Fettsauren die Hauptenergiequelle des Wiederkauers darstellen und somit nicht
Uberwiegend vom Epithel selbst verstoffwechselt werden kénnen. Aber auch am Colon des
Monogastriers werden heute wesentlich héhere Passageraten fur kurzkettige Fettsauren
postuliert (Neves Jde et al., 2006; Uchida et al., 2007).

Historisch betrachtet dlrfte die sich zeitweise zeigende Praferenz fir sehr hohe
Metabolisierungsraten darin begriindet sein, dass es an passenden Modellen fir den
basolateralen Transport dieser Substrate aus den Epithelien fehlte. Vermutlich war schon
frih klar, dass ein simples Zellmodel, bei dem der Transport kurzkettiger Fettsduren allein
durch Lipiddiffusion vonstatten geht, zu einer sehr hohen Akkumulation gréRerer Mengen
von kurzkettigen Fettsdureanionen im Zytosol der Epithelzellen fiihren dirfte (Roos, 1975;
Stumpff et al., 2009). Ein basolateraler Efflux der kurzkettigen Fettsdureanionen durch

entsprechende Transportproteine wird hingegen erst seit wenigen Jahren diskutiert (Muller et
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al., 2002; Stumpff et al., 2009).

2.14Mechanismen fir die basolaterale Ausschleusung der
kurzkettigen Fettsauren
Da nur ein Teil der kurzkettigen Fettsduren durch die Pansenepithelzellen selbst

metabolisiert wird, muss der grofite Teil auf der basolateralen Seite wieder ausgeschleust
werden. Er wird zur Deckung des Energiebedarfs des Wiederkauers bendétigt. Die Frage, wie
die kurzkettigen Fettsdureanionen basolateral das Zytosol verlassen, ist noch nicht
abschlieliend geklart. Fir den Pansen gibt es bisher wenige Untersuchungen, die sich auf
die basolaterale Seite des Pansenepithels konzentrieren; auch hier wird mittlerweile ein

proteinvermittelter Transport vermutet.

2.14.1 Basolaterale Ausschleusung der protonierten, undissoziierten
kurzkettigen Fettsdauren (HSCFA)

In einem klassischen Zellmodel ware es denkbar, dass die kurzkettigen Fettsduren in der
protonierten, undissoziierten Form (HSCFA) zusammen mit einem Proton Uber einfache
Lipiddiffusion die basolaterale Membran des Pansenepithels verlassen. Die Zellhomeostase
kann jedoch nur dann aufrecht erhalten werden, wenn bei dem transzellularen Transport der
kurzkettigen Fettsauren der intrazellulare pH-Wert und das Zellvolumen konstant bleiben.
Nur so kann eine Zerstérung des Pansenepithels verhindert werden. Ein simples Zellmodel,
bei dem der Transport kurzkettiger Fettsduren allein durch Lipiddiffusion vonstatten geht,
wirde zu einer Akkumulation gréRerer Mengen Protonen und kurzkettiger Fettsdureanionen
im Zytosol der Pansenepithelzellen und somit zu deren Zerstérung fihren (Roos, 1975;
Stumpff et al., 2009).
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2.14.2 Basolaterale Ausschleusung der kurzkettigen Fettsaureanionen

2.14.21 Basolateraler Anionenaustausch

Denkbar ware, dass die kurzkettigen Fettsdureanionen auch basolateral wie in der apikalen
Membran Uber einen SCFA/HCO; -Anionaustauscher ausgeschleust werden. Dieses wird
fur das Colon postuliert; die Datenlage darf jedoch als eher duirftig bezeichnet werden (Sellin,
1999; Binder, 2010). Die hohe intrazellulare Konzentration kurzkettiger Fettsduren halt
hierbei den Konzentrationsgradienten zur serosalen Seite aufrecht. Allerdings durften auch
die intrazellulare Bikarbonatkonzentration wegen der hohen mukosalen CO, -Konzentration
hoher als die des Plasmas von 25 mmol-I" sein. Eine sehr hohe Akkumulation kurzkettiger
Fettsduren ware also ndtig, um deren Efflux durch diesen Mechanismus zu ermdglichen.
Auch fehlt bei Annahme dieses Modells ein Konteranion fiir den basolateralen Efflux von

dem mit den kurzkettigen Fettsduren aufgenommenen Natrium.

2.14.2.2 Der Monocarboxylat-Transporter 1

Ein Protein welches den basolateralen Efflux groRer Anionen und deren Abbauprodukte
ermoglichen konnte, ist der Monocarboxylat-Transporter 1 (MCT1). Immunhistochemische
Farbungen der Plasmamembran von Zellen des stratum basale des intakten Epithels sind
positiv fur den MCT 1 (Muller et al., 2002; Kirat et al., 2006; Graham et al., 2007).

Der MCT1 ist zwar in der Lage, Ketonkérper und Protonen basolateral auszuschleusen,
allerdings handelt es sich beim Efflux durch den MCT um einen passiven Transportweg. Die
Energie fur den Efflux muss also aus der Anreicherung von Fettsdureanionen und Protonen
im Epithel stammen; beides durfte fur die Zellen des Epithels schadlich sein. Zudem ist der
Mechanismus sattigbar. Weiterhin und wie bereits weiter oben dargestellt, belegen
zahlreiche Untersuchungen, dass die mit den kurzkettigen Fettsauren aufgenommenen
Protonen apikal unter Aufnahme von Natrium durch den NHE ausgeschleust werden (Gabel
et al., 1991a; Martens et al., 1991; Sehested et al., 1996). Somit fehlen im Zytosol Protonen
fir den Efflux Gber den MCT; und es steht stattdessen Natrium bereit, welches fiir den Efflux

ein begleitendes Anion bendtigt.

2.14.2.3 Der basolaterale Anionenkanal

In zahlreichen in vitro Versuchen zur Untersuchung des Natrium- und Chloridtransports
durch das Pansenepithel wurden parallel die Fluxe fir Natrium und Chlorid gemessen (Gabel
et al., 1991b; Diernaes et al., 1994; Sehested et al., 1996; Abdoun et al., 2005). Es zeigte
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sich, dass es beim Anstieg der mukosalen Konzentration kurzkettiger Fettsduren zum
Anstieg der Fluxraten beider lonensorten kam. Allerdings war der Anstieg der Natriumre-
sorptionsraten stets deutlich héher als der Anstieg der Chloridresorptionsrate; auch durch
eine Berlcksichtigung des Anteils von Natrium, das Uber elektrogene Mechanismen
aufgenommen wird und somit einen Strom Uber das Epithel erzeugt, kann dieser
Unterschied nicht erklart werden (Diernaes et al., 1994). Eine mdgliche Erklarung fir diesen
.Residualflux“ (Diernaes et al., 1994) ware, dass die kurzkettigen Fettsaureanionen als
Coanionen den basolateralen Natriumefflux ermdglichen, indem sie durch einen

basolateralen Anionenkanal das Epithel elektrogen verlassen (Stumpff et al., 2009).

Wie bereits diskutiert, ist der an isolierten Pansenepithelzellen identifizierte Anionenkanal
basolateral lokalisiert und notwendig, um die elektroneutrale Resorption von Natrium und
Chlorid zu ermoglichen. Da beide lonen durch entsprechende elektroneutrale Mechanismen
aufgenommen werden (NHE und Anionenaustauscher), Natrium das Epithel jedoch
elektrogen verlasst (durch die Na”K*-ATPase unter Rezirkulation von Kalium), erfordert der
Ladungsausgleich einen ebenfalls elektrogenen Efflux von Chlorid durch einen
entsprechenden Anionenkanal (Sehested et al., 1996; Abdoun et al., 2005; Leonhard-Marek
et al., 2006). Dieses Model ist an samtlichen absorbierenden Epithelien des Gastrointesti-
naltraktes gut etabliert und kann kaum bezweifelt werden (Schmidt et al., 2004). Ebenfalls
unumstritten ist die Tatsache, dass kurzkettige Fettsduren die apikale elektroneutrale
Aufnahme von Natrium durch den NHE der Vormagen fordern. Der basolaterale Efflux der
kurzkettigen Fettsduren muss also in Analogie zur elektroneutralen Resorption von Chlorid

zwingend in einem elektrogenen Prozess erfolgen.

Am einfachsten ist die Hypothese, dass die kurzkettigen Fettsauren den gleichen
basolateralen, hochleitenden Anionenkanal permeieren, wie Chlorid. Die Permeabilitat
dieses Kanals flr Azetat konnte bereits gezeigt werden (Stumpff et al., 2009). Da dieser
Kanal auch gut durch pCMB blockiert werden kann, das bei basolateraler Gabe die
Fettsaureresorption durch den Pansen in vivo blockieren soll (Kirat et al., 2006), spricht
insgesamt einiges fur den basolateralen Efflux von Azetat durch diesen Kanal. Insgesamt
gleicht das vorgeschlagene Transportmodel fir Azetat (Aschenbach et al., 2009; Stumpff et
al., 2009) eng dem bereits fur die Resorption von Natriumchlorid etablierten Modell am
Pansen (siehe Abbildung 6). Allerdings treten die Anionen der kurzkettigen Fettsdure an die
Stelle des im Pansen nur in geringen Mengen vorhandenen Chlorids. Apikal werden Natrium
und kurzkettige Fettsdureanionen Uber elektroneutrale Mechanismen funktionell Gber den pH;

gekoppelt aufgenommen.
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Abbildung 6

Modell des Transportmechanismus der kurzkettigen Fettsduren (HSCFA) und deren Anionen
(SCFA) am Pansenepithel. AE: Anion-Exchanger, NHE: Na+/H+ -Exchanger,
CA: Carboanhydrase

Der basolaterale positive elektrische Gradient von ca. +70 mV, aufrechterhalten durch den
Efflux von Natrium durch die Na*'/K*-ATPase, wird genutzt, um die kurzkettigen Fettsdurean-
ionen aus der Pansenepithelzelle herauszuschleusen. Der Transport kurzkettiger Fettsauren
durch die Pansenepithelzelle hindurch wiirde so deutlich vereinfacht werden ohne dabei den
intrazellularen pH-Wert und die Zellvolumenregulation zu gefahrden. Sekundar aktiv an den
aktiven Efflux von Natrium durch die basolaterale Pumpe gekoppelt, erklart das Modell die
parallele Aufnahme von Natrium und Fettsdureanionen; die Protonen verbleiben (ber-
wiegend im Lumen und missen dort durch die im Speichel enthaltenen Puffer neutralisiert
werden. Bei unzureichendem Influx von Speichel kommt jedoch auch eine Kopplung des
Anionenkanals an basolaterale pH-Wert regulierende Transporter wie den NHE1 oder den

NaHCOj; -Cotransporter in Frage.

Vor Kurzem konnte an isolierten Zellen des Pansenepithels die Expression von Kanalen, die
fur das Anion des Azetats permeabel sind, nhachgewiesen werden (Stumpff et al., 2009). Da
neben Azetat auch Propionat in grollen Mengen die basolaterale Membran des Pansens

permeiert und ins Blut aufgenommen wird, stellte sich zu Beginn dieser Untersuchung die
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Frage nach der Permeabilitdt des Anionenkanals fir die Anionen des Propionats. Der

Klarung dieser Fragestellung galt diese Untersuchung.

2.15Zusammenfassung fur die eigene Fragestellung
Die mikrobielle Zersetzung von mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydraten fihrt zur

Ansammlung kurzkettiger Fettsguren im Pansen der Wiederkduer. Der ungestorte
Stoffwechsel kurzkettiger Fettsauren ist fur die Gesundheit der Wiederkauer und Leistungen
wie der Milchproduktion von erheblicher Bedeutung. Die kurzkettigen Fettsduren werden
hauptsachlich im Pansen gebildet und vom Pansenepithel direkt resorbiert (Thorlacius und
Lodge, 1973; Hauffe und Engelhardt, 1975; Peters et al., 1992). Zur Versorgung des
Wiederkduers mit Energie besitzt das Pansenepithel eine aulierordentlich hohe
Aufnahmekapazitat fur kurzkettige Fettsduren (Siciliano-Jones und Murphy, 1989; Bergman,
1990; Gabel et al., 2002).

Neben der klassischen Lipiddiffusion der protonierten, undissoziierten Form der kurzkettigen
Fettsauren, gibt es auch den proteinvermittelten Transport. Sowohl in vivo als auch in vitro
Studien zeigen, dass der CI/HCOj-Austauscher, der in vitro die Aufnahme von Chlorid
vermittelt, in vivo vor Allem an der Aufnahme von kurzkettigen Fettsaureanionen beteiligt
sein dirfte. Beide Aufnahmemechanismen finden elektroneutral statt und fihren zur
Protonenaufnahme in die Pansenepithelzelle. Diese Protonen werden lGber den NHE apikal

im Austausch mit Na® wieder in das Pansenlumen ausgeschleust.

Grolie kurzkettige Fettsdureanionen wie z. B. Butyrat werden intrazellular zu Ketonkorpern
metabolisiert. Diese verlassen die Zelle basolateral vermutlich Uber den MCT1. Kurzkettige
Fettsdureanionen kurzerer Kettenlange werden hingegen kaum metabolisiert (Masson und
Phillipson, 1951; Kristensen und Harmon, 2004) und verlassen das Epithel zusammen mit
dem apikal aufgenommen Natrium (Gabel et al., 1991a; Sehested et al., 1996). Es spricht
einiges daflr, dass dieser Efflux Uber den gleichen Anionenkanal erfolgt, der flr den Efflux
von Chlorid in vivo verantwortlich ist (Sehested et al., 1996; Abdoun et al., 2005; Leonhard-
Marek et al., 2006; Stumpff et al., 2009).

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik an isolierten
Pansen- und Psalterepithelzellen zu untersuchen, ob dieser Kanal ebenfalls fiir Propionat
und mdglicherweise auch flir Butyrat permeabel ist. Da die Isolierung und Kultivierung von
Psalterepithelzellen noch nicht etabliert war, wurde eine neue Methode zur Isolierung von
Psalterepithelzellen entwickelt. Die in vorangegangen Studien bereits gut etablierte Methode
zur Isolierung von Pansenepithelzellen wurde verbessert. Die epitheliale Herkunft der aus

beiden Geweben kultivierten Zellen wurde durch molekularbiologische Methoden gesichert
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und es konnten dadurch gleichzeitig neue Erkenntnisse Uber die Expression von Tight

Junction Proteinen an Pansen und Psalter gewonnen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Uberblick

Fir die Charakterisierung des nicht selektiven Anionkanals wurden in vitro Versuche an
Pansen- und Psalterepithelzellen durchgefiihrt. Hierfir wurden Epithelzellen aus dem
Pansen und Psalter von frisch geschlachteten Schafen gewonnen und in Zellkulturen
vermehrt. Um den epithelialen Ursprung der kultivierten Zellen nachzuweisen, wurden diese
immunhistochemisch charakterisiert. Mit der Patch-Clamp-Technik wurden die Membran-

potentiale und lonenstréme der Zellmembran und einzelner Kanalproteine gemessen.

3.2 Material

3.2.1 Verwendete Gewebe
Das Epithelgewebe flir die Kultivierung von Pansen- und Psalterepithelzellen stammte von

institutseigenen Schafen. Diese wurden fiir Versuchszwecke der Arbeitsgruppe Transport-
physiologie erworben, wobei lediglich Versuche an nach dem Tode enthommenen Organen
erfolgten. Die Tiere waren im Institutsstall untergebracht. Rasse, Geschlecht, Alter, Gewicht

und FUtterung waren unterschiedlich.

3.3 Methoden

3.3.1 Gewinnung und Kultivierung der Pansenepithelzellen
Die primaren Pansenepithelzellkulturen wurden modifiziert nach der Methode von Galfi (Galfi

et al.) angelegt. (Fur eine detaillierte Beschreibung siehe Anhang). Die Gewebestiicke

wurden von frisch geschlachteten Schafen gewonnen und gekihlt in das Labor transportiert.

Durch warme, fraktionierte Trypsinierung wurden die Primarzellen zur Kultivierung ge-
wonnen. Die gewonnenen Zellen wurden mit dem Zellkulturmedium M1 (genaue Zu-
sammensetzung siehe Anhang Tabelle 15) suspendiert und in kollagenisierte Zellkultur-
schalen ausgesat. AnschlieRend wurden die Zellen fur 24 Stunden im Brutschrank bei 100 %
Wasserdampfsattigung in einem Luft-CO, (5 %)-Gemisch bei 38 °C inkubiert. Nach 24
Stunden hatten sich bereits Pansenepithelzellen am Boden der Zellkulturschalen angeheftet,
wobei zu bemerken ist, dass nur Zellen aus dem stratum basale proliferieren. Das Zell-
kulturmedium M1 wurde nach 24 Stunden gegen das Zellkulturmedium M2 ausgetauscht.
Die Zellen wurden alle 48 Stunden mit frischem Medium (M2) versorgt. Nach ca. 6 Tagen
hatte sich ein Zellrasen ausgebildet und die Zellen wurden trypsiniert und auf Deckglaser

ausgesat.
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Die Deckglaser mit den darauf angewachsenen Zellen wurden ca. 20 Stunden nach dem
Ausséahen fir die Patch-Clamp-Experimente entnommen. Nur Zellen ohne Verbindung zu

anderen Zellen wurden im Patch-Clamp Experiment benutzt.

Die {ibrigen Zellkulturschalen wurden regelméaRig alle zwei bis drei Tage mit Ca?*- und Mg**-
freier DPBS-L6sung gewaschen und trypsiniert, um eine wachsende Konzentration an
ausgeschiedenen Stoffwechselprodukten und einem Mangel an Nahrstoffen zu vermeiden.
AuRerdem wurden die Zellen so vom Untergrund geldst und eine Uberwucherung verhindert.

Nach maximal drei Wochen in Kultur wurde die Isolierung verworfen.

3.4 Etablierung einer neuen Methode zur Isolierung von
Psalterepithelzellen
Bisher gab es keine etablierte Methode fur die Gewinnung von isolierten Psalterepithelzellen.

Dies ist einer der Grinde, warum bislang wenig Uber die Transportproteine am Psalter
bekannt ist. Anatomisch bedingt, sind die Psalterblatter nur mit winzigen Zotten bedeckt.
Diese sind nicht mit einer Schere abpraparierbar. Um ebenfalls Patch-Clamp-Experimente
an isolierten Psalterepithelzellen durchzuflihren zu kénnen, musste eine neue Methode
etabliert werden, um Psalterepithelzellen zu kultivieren. In dieser Studie wurde eine neue
Isolierungsmethode fiir Psalterepithelzellen etabliert. Hierflir wurde eine Zellisolations-

kammer entwickelt (sh. Abbildung 7).

Der Psalter wurde ebenfalls nach der Schlachtung der 0. a. Schafe entnommen und entlang
der kleinen Kurvatur aufgeschnitten. Die Ingesta wurde grob entfernt. Ein gro3es Psalterblatt
wurde entlang der Basis abgeschnitten und mehrmals mit kalter Ca®*- und Mg*'- freier DPBS
- Lésung (mit 4 % Penicillin/Streptomycin) abgespult. In dieser LOsung wurde es gekuhlt zum

Labor transportiert.

Anschlielend wurde das Psalterblatt vorsichtig manuell von serosal beginnend, aufgespalten

und in die Zellisolationskammer eingespannt (sh. Abbildung 7).
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Trypsinlosung
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Abbildung 7

Schematische Darstellung der Zellisolationskammer. Modell der Zellisolationskammer fiir die
Isolierung von Psalterepithelzellen. Die Zellisolationskammer ahnelt einer Ussingkammer.
Das Epithel wird stramm mit Hilfe von vier Schrauben zwischen die untere und obere
Plexiglasplatte eingespannt. Die apikale Seite des Epithels wird mit Trypsin-EDTA-LAsung
bedeckt. Die serosale Seite wird mit Ca®*- und Mg*-freien DPBS mit 4 % Penicillin-
Streptomycin umsplilt.

Die Zellisolationskammer bestand aus zwei 10 cm x 10 cm x 0,5 cm grof3en Plexiglasplatten.
In beiden Plexiglasplatten befand sich ein Loch mit einem Durchmesser von ca. 2,5 cm. Das
Psalterepithel wurde zwischen beide Platten gelegt (sh. Abbildung 7). Anschliel3end wurden
die Plexiglasplatten zusammengeschraubt. Auf die luminale Seite des Psalterepithels wurde
ein Plexiglasrohr von ca. 8 cm H6he und 5 cm Durchmesser geschraubt. Das Rohr wurde
mit ca. 30 ml 0,25 %iger-Trypsin-EDTA-L6sung beflllt. Die Zellisolationskammer wurde in
ein groRes Becherglas gestellt. Das Becherglas wurde mit ca. 200 ml Ca®*-und Mg*-freier
DPBS-Lésung (mit 4 % Penicillin/Streptomycin) gefiillt, sodass die serosale Seite des
Psalterepithels komplett in Lésung getaucht war. Das Becherglas wurde fur 30 Minuten in ein

37 °C warmes Warmebad mit Ruttelfunktion gestellt.

Anschliellend wurde das Trypsin-Zellgemisch (erste Fraktion) abgesaugt und mikroskopisch

kontrolliert. Da sich nach 30 Minuten Inkubation hauptsachlich Hornzellen aus dem stratum
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corneum im Trypsin-Zellgemisch befanden, scheiterten anfangs durchgefihrte Versuche,
diese Zellen zu kultivieren und so wurde diese 1. Fraktion nachfolgend routinemaRig
verworfen. Die apikale Seite des Epithels wurde erneut fur 30 Minuten im Wa&rmebad
trypsiniert. Bei mikroskopischer Untersuchung der zweiten Fraktion befanden sich
hauptsachlich Zellen aus dem stratum basale im Trypsin-Zellgemsich. Das nun gewonnene
Trypsin-Zellgemisch wurde bei 1000 RpM fir 10 Minuten bei 4 °C kuhlzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit ca. 5 ml M1-Medium geldst. Die weitere

Kultivierung verlief wie bereits bei der Isolierung der Pansenzellen beschrieben.

Da das Psalterblatt im Vergleich zum Pansenepithel sehr dinn ist, betragt die maximale
Trypsineinwirkzeit zwischen 90 und 120 Minuten. Mit dieser Methode kénnen ca. zwei bis

drei kultivierbare Zellfraktionen aus einem Psalterblatt gewonnen werden.

Es ist ebenfalls mdglich, mit dem Isolierungstopf Pansenepithelzellen zu isolieren. Bei der
klassischen Methode, werden die Pansenzotten abgeschnitten. Das Trypsin wirkt auch am
bindegewebigen basolateralen Teil der Pansenzotte. Es besteht die Gefahr, eine
inhomogene Zellkultur zu erhalten. Der wesentliche Vorteil der neuen Isolierungsmethode ist,
dass das Trypsin nur von apikal wirkt. Es befinden sich hauptsachlich Zellen aus dem

stratum basale im Trypsin-Zellgemisch.

3.5 Immunhistochemie
Um den epithelialen Ursprung der gewonnen Zellen nachzuweisen, wurden diese

immunhistochemisch gefarbt. Es wurde eine Zytokeratinfarbung und eine Vimentinfarbung
durchgefiihrt. Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einem Olympus Bx41 -

Mikroskop bei einer Wellenlange von 495 nm (genaues Protokoll siehe Anhang).

Es wurden ebenfalls fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit einem Konfokalen Mikro-
skop durchgefiihrt. Zunachst wurden die Zellen auf Mikrofilter (Porengréf’e 0,4 um, Flache
0,6 cm?, Millicell-PCF, Millipore) ausgesat. Anschliefliend wurden sie mit DPBS gewaschen,
mit Methanol fixiert und mit 0,5 %iger Trition X-100 Lésung permeabilisiert. Als primare Anti-
korper wurde mouse-anti-occludin, rabbit-anti-occludin, mouse-anti-claudin-4 sowie rabbit
anti-claudin-1, -2, -5, -7 und -8 (Zymed Laboratories, Invitrogen Immuno-detection, South
San Francisco, CA, USA) verwendet. Die primare Antikorperkonzentration lag bei 10 mg/ml.
Als sekundare Antikérper wurden Alexa Fluor 488 goat anti-mouse and Alexa Fluor 594 goat
anti-rabbit (beide mit 2 mg/ml, Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA) verwendet.
Fur die Zellkernfarbung wurde DAPI (4*,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride,

1 mmolI”", Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Die Fluoreszenzmikroskopischen
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Aufnahmen erfolgten mit einem Konfokalen Mikroskop (Zeiss LSM510, Carl Zeiss, Jena,

Germany) bei den Wellenlangen 594 nm, 488 nm und 405 nm.

3.6 Elektrophysiologische Messungen: Patch-Clamp-Technik

3.6.1 Uberblick
Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik wurden an isolierten Pansen- und Psalterepithelzellen

Membranpotentiale und lonenstréme gemessen. Die Patch-Clamp-Technik ist eine etablierte
Messmethode in der Elektrophysiologie, mit der sich der Strom sowohl durch die
Zellmembran insgesamt, als auch durch einzelne lonenkandle in der Zellmembran einer

Zelle darstellen lasst.

3.6.2 Prinzip der Patch-Clamp-Technik
Eine mit Elektrolytldsung geflllte Mikropipette, in der sich eine Messelektrode befindet, wird

mit Hilfe eines Mikromanipulators auf die Zellmembran einer isolierten Zelle gedriickt. Als
Patch (Engl.: Flicken) wird der Bereich der Zellmembran unter der Patch-Pipette
(Durchmesser an der Spitze ca. 1 ym) bezeichnet. Die Befestigung der Zelle an der Patch-

Pipette wird als Clamp (Engl.: festklemmen) bezeichnet (siehe Abbildung 8).

Messelektrode
Referenz-
elektrode
Pipette
Badlésung Pipettenldsung
Zellmembran lonenkanal
Cell-attached Konfiguration
Abbildung 8

Schematische Darstellung der Patch-Clamp-Technik

Die Elektrode in der Patch-Pipette und die Referenzelektrode im Bad sind an einen Patch-
Clamp-Verstarker angeschlossen. Mit Hilfe des Patch-Clamp Verstarkers kann ein Potential
zwischen diesen beiden Elektroden angelegt werden und die dazugehdrige Stromantwort
gemessen werden.
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Als Elektrode dient eine dinn ausgezogene und mit einer leitfadhigen Ldsung (hier
Natriumgluconat) geflllte Glaskapillare. In diese taucht ein mit Kaliumchlorid beschichteter
Silberdraht ein und wird zusammen mit einer weiteren, in der Badl6ésung liegenden,
Silberdrahtelektrode an den empfindlichen Patch-Clamp-Verstarker angeschlossen. Dadurch
ist es moglich, selbst die Aktivitat eines einzelnen lonenkanals in der Membran des Patches
nachzuweisen. Sowohl die Zellmembran, deren Bestandteil der Patch ist, als auch das

Innere der Zelle bleiben in dieser Konfiguration intakt.

Neher entdeckte 1980, dass sich die Verbindung zwischen Pipette und Zellmembran deutlich
besser abdichten lasst, wenn man an der Patch-Pipette einen leichten Unterdruck anlegt
(Hamill et al., 1981). Diese Malnahme fiihrte zu einer sehr engen Anheftung der
Zellmembran an der Glasoberflache (Zwischenraum < 1nm) und damit zu einem starken
Anstieg des Abdichtungswiderstandes in den Gigaohm-Bereich. Man spricht von einem
,Gigaseal“ (Engl.: Versiegelung). Die bessere Isolierung des Membranflecks von der
Badlésung flhrt zu einer deutlichen Abnahme des Hintergrundrauschens und erlaubt so die
Messung von Einzelkanalstromen in hoher zeitlicher Auflosung. Im Vergleich zu anderen
Voltage-Clamp-Verfahren zeichnet sich die Patch-Clamp-Methode durch die hohe Auflésung

der gemessenen Stromstarken, die im Pico-Ampere (1072 Ampere) Bereich liegen, aus.

3.6.3 Patch-Clamp Konfigurationen
Abhangig davon, ob nach dem Aufsetzen der Patch-Pipette auf die Zelle der entsprechende

Membranbereich aus der Zelle herausgeldst wird, oder ob an der intakten Zelle gemessen
wird, lassen sich verschiedene Patch-Clamp-Konfigurationen definieren. Mit dem Erreichen

des Gigaseals spricht man von der Cell-Attached-Konfiguration (sh. Abbildung 8).

Nach weiterem Anlegen von Unterdruck (entweder an der Pipette durch Saugen oder durch
kurze Pulse elektrischer Spannung an der Elektrode) wird eine Offnung der Zellmembran
erzeugt, wahrend der Gigaseal intakt bleibt. Zwischen dem Inneren der Patch-Pipette und
dem Inneren der Zelle besteht nun eine Kontinuitat, wahrend beide gegen die Aul3enlésung
durch den hohen Widerstand des Gigaseals isoliert sind. Dieser Zustand wird als Whole-
Cell-Konfiguration (Ganzzellableitung) definiert (sh. Abbildung 9). In dieser Konfiguration wird
von der gesamten Zellmembran abgeleitet. Da die Pipettenldsung das Innere der Zelle fillt,
muss sie in ihrer Zusammensetzung dem Cytosol ahnlich sein. Gleichzeitig bietet diese
Konfiguration die Mdoglichkeit, Uber die Pipettenlosung die Zelle von innen her zu

manipulieren.
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Messelektrode

Badlésung

Pipetten-
Iésung

Abbildung 9

Schematische Darstellung der Ganzzellkonfiguration

Wenn man ausgehend von der Cell-Attached-Konfiguration keine Offnung der Zellmembran
herbeifihrt, sondern die Pipette vorsichtig von der Zelle abzieht, I6st sich der unter der
Pipettenspitze befindliche Teil der Zellmembran von der Zelle ab und haftet an der Patch-
Pipette (sh. Abbildung 10). Somit ist die ursprunglich innere Seite dieses Membranstlcks
nunmehr nach auf’en der Badlésung ausgesetzt. Die urspringlich duRere Seite des
Membranstiicks ist der Pipettenldsung ausgesetzt. Dies ist als Inside-Out-Konfiguration
definiert. Diese Konfiguration ermdglicht die Messung einzelner lonenkanale im

Membranstiick an der Pipettenspitze (Engl.: Single channel configuration).

NMDG-

Solution jg{

Cytoplasm

Abbildung 10

Schematische Darstellung der Inside-out Konfiguration.

Bei der Einzelkanalmessung wird nur der Strom auf dem herausgelosten Membranpatch
gemessen. Da die Zusammensetzung der Lésungen auf beiden Seiten der Zellmembran

genau definiert ist, kann man die Stromantwort einzelner Kanalproteine messen.
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3.6.4 Detaillierter Versuchsaufbau
Es werden bei der Patch-Clamp-Technik sehr kleine elektrische Strome im pA-Bereich

(10"A) gemessen. Dies ist nur mit aufwendigen MaRBnahmen zum Ausschluss von
Storstromen maoglich. Der Versuchsaufbau erfolgte deshalb in einem Faradayschen Kafig.
Samtliche leitende Teile wurden gemeinsam geerdet. Um den Einfluss mechanischer
Umgebungsstérungen zu minimieren, wurde auf einem schwingungsgedampften Tisch
gearbeitet. Eine ca. 20 cm dicke Basisplatte aus Stein war auf einem luftgefederten
vierbeinigen Gestell (Luigs & Neumann, Ratingen) montiert. Auf dem Tisch befand sich ein
inverses Mikroskop (Axiowert 25, Carl Zeiss AG, Oberkochen). Das Objektiv befindet sich
bei einem inversen Mikroskop unter dem Objekttisch — man sieht also von unten auf das
Zellpraparat. So gewinnt man oberhalb des Praparates den Arbeitsbereich fir die
Patchpipette, Badperfusion und Beleuchtung. Aulierhalb des Faradayschen Kafigs befanden
sich die Steuereinheit fir den Mikromanipulator (Eppendorf PatchMan, Brinkmann
Instruments, Inc., New York, USA), der Messverstarker mit integriertem Analog-Digital-
Wandler (EPC9, HEKA Elektronik, Lamprecht) und der Computer.

3.6.5 Arbeitskammer und Badperfusion
Die Badperfusion bestand aus einer runden Acrylglasscheibe von 35 mm Durchmesser und

5mm Starke. Mittig war eine achtférmige Vertiefung mit einer Bohrung von 5 mm
eingearbeitet. Unter diese Bohrung wurde mit Hilfe einer Silikonpaste ein Deckglas
(Durchmesser 13 mm, Menzel, Braunschweig) geklebt. Auf diesem befanden sich oberseitig

die zu untersuchenden Zellen.

3.6.6 Zulauf und Ablauf
In die Arbeitskammer mindete ein Zulauf fur die verschiedenen Untersuchungslésungen.

Die bis zu acht verschiedenen Untersuchungslésungen wurden in 50 ml Einmalspritzen
(HEILAND Vet GmbH, Hamburg) bereitgestellt. Von den Spritzen fuhrten Polyamidschlduche
(Tygon Standardschlduche, ISMATEC, Wertheim-Mondfeld) Uber zwei Schlauchpumpen
(ISMATEC, Wertheim-Mondfeld) zum Manifold (8-channel Millimanifold, ALA Scientific
Instruments, Westbury, NY, USA). Am spritzenseitigen Ende waren die Schlauche Uber
Dreiwegehdhne an die Spritzen angeschlossen, um eine Entleerung und Spulung der
Spritzen nach jedem Versuchstag zu ermdéglichen. Je vier Schlauche wurden gemeinsam
durch eine Pumpe betrieben. Zwischen der Pumpe und dem Manifold hatte jeder Schlauch
einen Dreiwegehahn um jede Versuchsflissigkeit einzeln in die Arbeitskammer einleiten zu
kénnen. Von der Funktion her blindelt das Manifold die acht Zuleitungsschlauche in einen
Schlauch. Der Gesamtzuleitungsschlauch miindete in die Vertiefung der Arbeitskammer. Auf

der gegeniiberliegenden Seite befand sich die Absaugkaniile. Uber einen Schlauchan-
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schluss und eine Pumpe erfolgte die Absaugung der Flussigkeit in der Arbeitkammer. So

konnte der Flussigkeitspegel in der Arbeitskammer konstant bei 0,2 ml gehalten werden.

3.6.7 Patchpipette
Die Patchpipette wurde aus einer Borosilikatglaskapillare (Durchmesser auflen = 1,5 mm,

Durchmesser innen = 1,17 mm; Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) hergestellt. Diese
wurde in dem Puller (automatisches Pipettenziehgerat — DMZ-Universal, Zeitz, Augsburg)
vor jeder Messung frisch ausgezogen. Um ein Durchstechen der Zellmembran mit der
Pipette zu vermeiden, muss die Spitze der Pipette stumpf zulaufen. Die Kapillaren wurden in
drei Erhitzungs- und Zugintervallen gezogen. Unmittelbar danach wurden die Pipetten in
einem vierten Erhitzungsintervall poliert. Der optimale Pipettenwiderstand lag im Bereich von
3 -4 MQ.

Die Patchpipette wurde zur Erzielung eines mdglichst kurzen Signalweges an der
Pipettenhalterung des Vorverstarkers befestigt. Dieser war Uber einen Mikromanipulator
(Eppendorf PatchMan, Brinkmann Instruments, Inc., New York, USA) steuerbar. Ein luftdicht
mit der Pipette verbundener Silikonschlauch ermdglichte die Erzeugung eines leichten

Unterdrucks Uber eine am anderen Ende befestigte Einmalspritze.

3.6.8 Messelektroden
Fir den Ubergang zwischen metallischen Leitern und Elektrolytldsungen wurden in der

Patchpipette und im Bad 0,4 mm starke Silberdrahte verwendet, die in einer 1molaren KCI-
Lésung eletrolytisch chloriert wurden. Die Badelektrode war uUber eine Agarbricke mit der

Perfusionsldsung verbunden.

3.7 Ablauf der Patch-Clamp-Experimente

An jedem Versuchstag wurden die auf Deckglasern ausgesaten Zellen mit Silikonkleber
unter die Arbeitskammer geklebt. Eine neue Pipette wurde gezogen, mit entsprechender
Pipettenlésung geflllt und in den Pipettenhalter eingespannt. Nun wurde mit Hilfe des
Mikroskops eine geeignete Zelle ausgewahlt. Langsam wurde die Pipette in Richtung Zelle
gefahren. Beim Eintritt der Pipette in die Badlésung entsteht ein Messartefakt, der als
Offsetpotential bezeichnet wird. Die Korrektur der Spannung erfolgte durch die Software
TIDA in Form einer Einstellung des Membranpotentials (VMem) auf ,Null®. Die eingestellte

Sollspannung lag dadurch wahrend der Messung auch tatsachlich an.
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Nun wurde zur Berechnung des Pipettenwiderstandes eine definierte Spannung in Form
eines 10 mV- Rechteckimpulses appliziert. Aus dem daraus resultierenden Strom wurde
nach dem Ohmschen Gesetz (R = U / |) automatisch durch die Software der Widerstand
berechnet. Entsprach der Pipettenwiderstand Werten von 3 — 4 MOhm, wurde die Pipette
unter optischer Kontrolle mit Hilfe des Mikromanipulators an die Zelloberflache herangefihrt.

Bei Berlhren der Zellmembran stieg der Widerstand auf ca. 9 MOhm an.

Nach Erzeugung eines geringen Unterdrucks an der Pipette wurde die haltbare Verbindung
zwischen Zellmembran und Pipette hergestellt. Dabei erhéhte sich der Widerstand in den
Gigaohm-Bereich und die Stromantwort auf den Sollspannungsimpuls war nur noch gering.
Die Isolierung des Membranbereiches in der Pipettenéffnung war nun fast vollstandig und

somit der Gigaseal hergestellt.

Die angezeigten Strome stellten eine fast durchgehend flache Linie dar mit zwei
kapazitativen Artefakten am Anfang und am Ende des Spannungspulses. Diese entstehen
durch Umladeprozesse an der Pipette und der Zellmembran und wurden vor Beginn der

Messung mit Hilfe der Software kompensiert.

Durch ruckartiges Anlegen eines Unterdrucks wurde die Membran durchbrochen und ein

elektrischer Zugang (Whole-Cell-Configuration) durch die Pipettenéffnung hergestellt.

3.8 Vorzeichenkonvention
Die Stromrichtung wird definitionsgemal? aus Perspektive der Zelle bezeichnet.

Einwartsstrom ist das Einstrdomen positiv geladener lonen in die Zelle hinein. Er wird als
negativer Strom dargestellt. Auswartsstrom ist ein Ausstromen positiv geladener lonen aus
der Zelle hinaus. Er wird als positiver Strom dargestellt. Fir negativ geladene lonen gilt das
Umgekehrte.

Fur die einzelnen Messkonfigurationen bedeutet das:

Ganzzellableitung (Whole-Cell-Configuration)

Da die Pipettenlésung ein Kontinuum mit dem Zytosol bildet bzw. die Innenseite der
Membran Uberspililt, bedeutet ein positiver Strom, dass Kationen aus der Pipette Uber die
Zellmembran in das Bad oder Anionen aus dem Bad in die Pipette flieRen. Die Potential-
differenz Uber der Membran entspricht der an der Pipette anliegenden Kommandospannung.

Somit bedeutet ein positiveres Kommandopotential eine Depolarisation der Zelle.
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Inside-Out-Konfiguration

Wenn die Pipette mit der AuRenseite der Membran verbunden ist, bedeutet ein positiver
Strom, dass Anionen aus der Zelle bzw. aus dem Bad Uber die Membran in die Pipette
flieRen. Der Membranfleck ist mit seiner Innenseite dem Bad zugewandt. Deshalb entspricht
das Membranpotential dem negativen Kommandopotential. Bei der Ableitung an der intakten
Zelle (Cell-attached) wird das Potential UGber der Membran nicht nur von der
Klemmspannung, sondern auch durch das Ruhemembranpotential bestimmt. Ein positiveres

Kommandopotential bewirkt eine Hyperpolarisation der Zelle.

3.9 Ruhemembranpotential

3.9.1 Nernst-Gleichung in der Biologie
In biologischen Systemen trennen Zellmembranen Bereiche unterschiedlicher lonen-

konzentrationen ab. Ist die Membran fir ein bestimmtes lon selektiv permeabel, wird es ent-
lang des Konzentrationsgradienten diffundieren, gleichzeitig entsteht aber, da das lon ge-
laden ist, eine Spannung (Ruhemembranpotential). Mit der Nernst-Gleichung Iasst sich die

Gleichgewichtslage dieses Vorgangs beschreiben.

Die Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung ist eine Méoglichkeit fiir die Berechnung des
Membranpotentials unter Berucksichtigung mehrerer permeierender lonen. Sie erlaubt die
Berechnung eines Membranpotentials fur eine Membran, die fur verschiedene lonen, wie

z.B. Natrium-, Kalium- und Chlorid-lonen durchlassig ist.

Unter Gleichgewichtsbedingungen, wenn die elektrochemische Triebkraft null ist, wird die
zufallige lonenbewegung (Brownsche Molekularbewegung), die zur Angleichung der lonen-
konzentrationen auf beiden Seiten der Zellmembran fUhren wirde, durch eine elektrische
Potentialdifferenz ausgeglichen: die Summe aller lonenstrome ist null. Damit hangt die
Gleichgewichts-Potentialdifferenz (Ruhemembranpotential) tber einer Zellmembran von den

lonenstromen aller permeierender lonen ab.

lonenstromamplituden hangen in komplizierter Weise von der Membranspannung und der
lonenkonzentration ab und sind daher nur annaherungsweise zu berechnen. In der
Goldmann-Gleichung wird der lonenstrom als Funktion der lonenkonzentration und eines
Koeffizienten, der sogenannten Permeabilitat P angenahert. Die Permeabilitat leitet sich vom
Fickschen Diffusionsgesetz ab: sie ist der Quotient aus Diffusionskonstante und Membran-
dicke.
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E _ RT ln[K]e .PK +[Na]e .PNa +[Cl]z .PCZ
zF [K]i'PK+[Na]i'PNa+[Cl]e'PCl

Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung

E = Potentialdifferenz, R = Gaskonstante, T = absolute Temperatur, z = Wertigkeit des
betrachteten lons, F = Faraday-Konstante, In = natirlicher Logarithmus, e = extrazellular,
i = intrazellular, P = Permeabilitat.

3.10 Pulsprotokolle

Zur Charakterisierung des Membranstroms wurden drei Pulsprotokolle erstellt.

Pulsprotokoll 1 (kontinuierliches Pulsprotokoll, sh. Abbildung 11):

Ausgehend von einem Haltepotential von -40 mV wurde die Spannung stufenweise in 20mV-
Schritten von +100 mV auf -120 mV gesenkt. Jeder Spannungspuls dauerte 20 ms und war
gefolgt von einer Rlckkehr zum Haltepotential fur jeweils 200 ms. Dieses Pulsprotokoll
wurde kontinuierlich wahrend der Messung fortgefuhrt und mit einer Frequenz von 100 Hz
aufgezeichnet. Diese Art der Aufzeichnung hat den Vorteil, dass man prompte Anderungen

der Stromantworten bei Losungswechseln registrieren kann.

100 mV 7]

N [ — -0 my

120 m¥

6 sec

Abbildung 11

Schematische Darstellung von Pulsprotokoll 1 zur Charakterisierung des Membranstroms.
Dieses Pulsprotokoll wurde in der Ganzzellableitung (whole-cell-configuration) verwendet.
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Pulsprotokoll 2 (konventionelles Pulsprotokoll, sh. Abbildung 12)

Zusatzlich zu dem o.a. kontinuierlichen Protokoll wurden konventionelle Pulsprotokolle mit
10 mV-Abstanden erzeugt. Auch hier jeweils ausgehend von einem Ruhemembranpotential

von -40 mV. Aufgezeichnet wurde dieses Protokoll mit einer Frequenz von 5 kHz.

100 m¥

-40 m¥

-120 my

100 msec

Abbildung 12

Schematische Darstellung von Pulsprotokoll 2.

Zur besseren Ubersicht wurden zu unterschiedlichen Zeiten erhaltene Stromantworten auf
Spannungen zwischen -120 mV und 100 mV (bereinander dargestellt. Dieses Protokoll
wurde ebenfalls in der Ganzzellableitung (whole-cell-configuration) verwendet.

Pulsprotokoll 3 (sh. Abbildung 13)
Fir die Einzelkanalableitungen wurde ebenfalls ein konventionelles Pulsprotokoll mit 10 mV-

Abstanden von -60 mV bis +60 mV erzeugt. Hier wurde von einem Ruhemembranpotential
von 0 mV ausgegangen. Dieses Protokoll wurde mit einer Frequenz von 10 kHz

aufgezeichnet.

A[mV]

50 -

S50 -

sec

0 15 30 45 6.0

Abbildung 12

Schematische Darstellung des konventionellen Pulsprotokolls 3.
Es wurde fur die Einzelkanalmessungen in der Inside-out-Konfiguration verwendet.
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3.11 Analyse der Patch-Clamp Daten

3.11.1 Liquid Junction Potentials (LJP)
Wenn Flussigkeiten unterschiedlicher Zusammensetzung aufeinandertreffen, entstehen an

den Grenzen Potentialdifferenzen, sogenannte Liquid Junction Potentials (LJP). Sie
entstehen durch Ladungstrennung, wenn Anionen und Kationen unterschiedlicher Mobilitat
an FlUssigkeitsgrenzen aufeinander treffen oder wenn sie durch Membranen diffundieren.
Beim Einsatz eines groRen Anions in der Pipettenldsung (z. B. Gluconat) und eines kleineren
Anions in der Perfusionsldosung (z.B. Chlorid) kdnnen Potentialdifferenzen von tber 10 mV
entstehen. Aus diesem Grund wurden flr alle verwendeten Versuchslésungen entsprechend
ihrer lonenzusammensetzung, die Liquid Junction Potentials mit Hilfe der Henderson-
Gleichung vor der Datenanalyse berechnet (Barry und Lynch, 1991) und in die Auswertung

einbezogen.

3.11.2 Auswartsstrom in Prozent
Zur statistischen Bewertung der Membranstrome wurden die Stromwerte bei einem

Pipettenpotential von -120 mV (= Einwartsstrom) und +100 mV (= Auswartsstrom) benutzt.
Da die untersuchten Pansenepithelzellen unterschiedlich grol3 waren, schwankten die
absoluten Stromwerte von Zelle zu Zelle trotz gleicher Bedingungen sehr. Um die Strome der
verschiedenen Zellen miteinander vergleichen zu kénnen, wurde zu Beginn jeder Messung
der Strom in NaCl-Lésung bei einem Pipettenpotential von +100 mV (bzw. -120 mV) mit
100 % gleichgesetzt. Die Strdme der weiteren Badlésungen wurden prozentual zum Strom

zu Beginn der Messung angegeben.

3.11.3 Umkehrpotential
Bei den Patch-Clamp Experimenten wurde das Potential Uber der Zellmembran auf ein

definiertes Potential geklemmt und die entsprechende Stromantwort gemessen. Die Stréme
zu jedem beliebigen Potentialwert kdnnen so ermittelt werden. In der Auswertung wurde
auch die Spannung betrachtet, bei welcher der gemessene Strom gleich null ist. Dieses
Potential, bei dem kein Nettostrom fliel3t, wird als Umkehrpotential der Zelle bezeichnet. Die
Umkehrpotentiale wurden ermittelt, mittels einer linearen Regression zwischen den
Stromwerten im Bereich um Null. Das Umkehrpotential ist abhangig von den verschiedenen
lonen, deren Konzentration, und der Permeabilitit der Membran fiir die verschiedenen
lonen. Durch die unterschiedliche Mobilitat von lonen ergibt sich bei der Berechnung der
Umkehrpotentiale (Erev) ein Spannungsfehler. Dieser wurde nach Barry und Lynch (Barry

und Lynch) korrigiert.
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3.11.4 Relative Permeabilitat
Mit Hilfe des Umkehrpotentials und der Nernstgleichung (siehe Kap. Nernst-Gleichung in der

Biologie) kann die relative Permeabilitdt der Zellmembran fur verschiedene lonen berechnet
werden (Hille, 2001).

Erev.8 = Erev,a = RT/ZF - In (P[Bo])/(Pa [Ao])

Ea: Umkehrpotential von a (z.B. NaCl)

Eb: Umkehrpotential von b (z. B. Naglu, NaPro, etc.)

PA: Permeabilitatskonstante fur lon A

PB: Permeabilitatskonstante fur lon B

PB/PA = Relative Permeabilitat = Permeabilitatsverhaltnis

3.11.5 Identifizierung der lonenstrome uber die Membran
In der Ganzzellkonfiguration wurden die Umkehrpotentiale wahrend der Messung kontinuier-

lich und bei jedem Lésungswechsel bestimmt. Dies erfolgte automatisch mit der Tida Soft-
ware. In den Strom-Spannungs-Kurven (sh. Abbildung 14) konnte das Umkehrpotential

ebenfalls manuell verifiziert werden.

Leckstrome lassen sich von spezifischen lonenstromen durch die Analyse der Umkehr-
potentiale unterscheiden. Bei Verlust des Seals geht das Umkehrpotential gegen Null — der
Strom flief3t nicht mehr Uber die Zellmembran und die Spannung wird nicht mehr durch
selektive oder spannungsabhangige lonenkanale beeinflusst. Gegen Leckstrome sprachen
zum Beispiel die negativen Umkehrpotentiale der Zellen in NaCl-Lésung. Nur solche Zellen,
die einen ,stabilen® Seal wahrend der Messung aufwiesen wurden in die Auswertung

einbezogen.

3.11.6 Strom-Spannungs-Kurven
Die Strdme wurden bei verschiedenen Spannungen gemessen und gegen das angelegte

Potential aufgetragen. So erhielt man eine Strom-Spannungs-Kurve (sh. Abbildung 14) aus

der das Umkehrpotential direkt abgelesen werden konnte.
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Abbildung 14

Oben: Konventionelles Pulsprotokoll fur Natriumchlorid- und Natriumgluconat in der
Perfusionslosung. Unten: Strom-Spannungs-Kurve fir NaCl-Lésung mit einem
Unkehrpotential von ca. -20 mV und fir Natriumgluconatlésung mit einem Umkehrpotential
von ca. +12 mV. Die o. a. Werte missen fir die Auswertung noch um den Wert der Liquid
Junction Potentials korrigiert werden.

3.11.6.1 Rektifizierend

Ein Kanal wird als rektifizierend bezeichnet wenn er in einem bestimmten Potentialbereich
besser leitet als in einem anderen. lonen kénnen in beide Richtungen durch den jeweiligen
Kanal stromen, wobei die Richtung vom angelegten Potential abhangt. Eine gekrimmte
Strom-Spannugs-Kennlinie kann auf die Tatsache hinweisen, dass der Kanal einen
Spannungssensor hat (z.B. voltage dependent potassium channels, Kv), dass zytosolische
lonen spannungsabhangig blockieren (z.B. inward rectifying K+ channel, Kir) oder dass sich
nach der Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung aufgrund einer Ungleichverteilung der lonen

bei spannungsunabhangiger Leitfahigkeit eine gekrimmte Kennlinie ergibt.
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3.11.6.2 Einwartsrektifizierend

Ein einwartsrektifizierender Kanal ist ein Kanal welcher sich nach Hyperpolarisation 6ffnet.
Bei negativen Potentialen strdmen positive lonen in die Zelle hinein, oder negative lonen

hinaus. Die Zelle wird also automatisch wieder zum Ausgangspotential zuriickgefihrt.

3.11.6.3 Auswartsrektifizierend

Auswartsrektifizierend bedeutet, dass sich der Kanal bei Depolarisation 6ffnet. Hierbei kann
es sich wieder um ein Ausstromen von Kationen aus der Zelle bzw. die Pipette in das Bad,
oder um einen Einstrom von Anionen aus dem Bad in die Zelle bzw. Pipette. In der
vorliegenden Arbeit konnte so gezeigt werden, dass der Einstrom von Anionen mit

zunehmender Depolarisation zunahm.

3.11.6.4 Einzelkanalleitfahigkeit

Die Bestimmung der Einzelkanalleitfahigkeit errechnete sich aus der Steigung der

Regressionsgraden der Strom-Spannungs-Kennlininen aus den Einzelkanalmessungen.

3.12 Statistische Analyse

Fir die Auswertung wurden Daten aus 186 Einzelexperimenten herangezogen und im Text
mit ,n“ angegeben. Die quantitativen Angaben erfolgten als Mittelwerte mit Standardfehler

(SEM, standard error of the mean).

Die graphische Darstellung und die Prifung auf signifikante Unterschiede erfolgten mit dem
Programm SigmaPlot 2002 for Windows Version 8.0 (SPSS Inc.). In den Abbildungen
wurden bei unterschiedlichen GruppengroRen der Mittelwert und der Standardfehler
abgebildet.

Die Statistische Auswertung erfolgt mit dem Programm SigmaStat for Windows Version 3.0.
Stammten die Daten aus einer normalverteilten Datenmenge, wurde der beim Vergleich
zweier unabhangiger Stichproben der ungepaarte t-Test nach Student verwendet, zum
Vergleich zweier abhangiger Stichproben der gepaarte t-Test nach Student. Lag keine
Normalverteilung vor, wurde der Friedmann Test eingesetzt und anschlielend durch den
Holm-Sidak Test (normalverteilte Daten) oder dem Dunn’s Test (nicht normalverteilte Daten)
paarweise auf signifikante Unterschiede getestet. Das gewahlte Signifikanzniveau betrug 5%
(p <0,05).
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung einer neuen Methode zur Isolierung von Pansen-
und Psalterepithelzellen
Die Zotten des Psalters sind im Vergleich zu denen des Pansens sehr klein und daher

aufgrund ihrer GroRRe nicht mit einer Schere abpraparierbar. Die Methode nach Galfi kann
am Psalter also nicht angewendet werden und bisher existierte keine etablierte Methode flr
die Gewinnung von Psalterepithelzellen. Dies mag einer der Grunde fur die bislang noch
unzureichende Aufklarung der Transportprozesse am Psalterepithel sein. Um ebenfalls
Patch-Clamp-Experimente an isolierten Psalterepithelzellen durchzufihren zu kénnen,
musste in dieser Studie eine neue Methode etabliert werden, um Psalterepithelzellen zu

kultivieren.

Zu diesem Zweck wurde eine Zellisolationskammer entwickelt, die es in Anlehnung an die
Ussingkammer ermoglichte, das Epithel einzuspannen (Sh. Abbildung 15). Wie im Material
und Methodenteil detailliert beschrieben, konnte in dieser Kammer die apikale Seite des
Epithels gezielt mit Trypsin behandelt werden, wahrend an der basolateralen Seite ein
trypsin-freier Puffer zum Einsatz kam. Durch diese Anordnung wird die Ablésung von Zellen
der basolateralen Seite verhindert. Dies ist winschenswert, um die Gefahr einer

Kontamination durch Zellen nicht-epithelialen Ursprungs zu verhindern.
Die Methode ist auch am Pansen einsetzbar und dirfte insbesondere an Organen mit

geringem Zottenbesatz (z.B. nach Heufltterung) eine Erleichterung und Verbesserung des

bisherigen Verfahrens darstellen.
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Trypsinlosung

Eingespanntes
Epithel

Abbildung 15

In dieser Studie neu entwickelte Zellisolationskammer mit eingespanntem Psalterepithel,
wahrend Trypsinbehandlung

4.2 Fraktionierte Trypsinierung zur Bestimmung der optimalen
Trypsineinwirkzeit

Bei der Etablierung der neuen Isolierungsmethode fir Psalterepithelzellen mit der
Zellisolationskammer (sh. Abbildung 15) lagen keine Angaben fur die optimale Einwirkzeit
von Trypsin vor. Bei zu langer Einwirkzeit I16st Trypsin das komplette Epithel auf. Da das
Psalterepithel viel dunner ist als das Pansenepithel, konnten nicht die gleichen
Trypsineinwirkzeiten wie bei der Isolierungsmethode flr Pansenepithelzellen verwendet
werden. Um die Effekte des Trypsins auf das Epithel und die Zellen zu Uberprifen wurde das
Psalterepithel nach verschiedenen Einwirkzeiten Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt (sh.
Abbildung 16).
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In Zusammenarbeit mit Dr. L. Mundhenk, Institut fiir Tierpathologie, FU Berlin
Abbildung 16

HE-Farbung des Psalterepithels nach verschiedenen Inkubationszeiten mit warmer
Trypsinldsung in der Zellisolationskammer. Vor Trypsinbehandlung ist das stratum corneum
(1) noch vorhangen. Nach ca. 45 Minuten Inkubation in warmer Trypsinlésung befinden sich
Zellen aus dem stratum granulosum (2) und stratum basale (3) im Trypsin-Zellgemisch. Bei
langerer Inkubation in Trypsinlésung befinden sich viele Zellen aus dem stratum basale (3) in
der Suspension, die lamina propria (4) wurde in diesem Praparat noch nicht angedaut,
jedoch hing dies mit der Dicke des Psalterblattes zusammen.

Bei diesen Versuchen zeigte sich eine hohe Variabilitdt der Praparate, wobei die Zeit bis zur
Ablésung des stratum corneum mit der Dicke des Psalterblattes zunahm. In der Praxis wurde
die Zellsuspension von der apikalen Seite alle 30 Minuten abgesaugt, wobei durch
mehrfaches hin- und her pipettieren eine mechanische Lésung der Zellen vom Epithel und
von einander herbeigefiihrt wurde. Die Suspension wurde anschliefend im Mikroskop
betrachtet; Zellen des stratum basale sind durch ihre homogene, kugelférmige Gestalt
deutlich von den eher amorph imponierenden Zellen der oberen Schichten abgrenzbar. In
der Regel waren nach 45 Minuten Inkubation des Psalterepithels mit 0,25 %iger Trypsin-
EDTA-LOsung die Zellen des stratum corneum abgelost. Nach 90 Minuten Inkubation

befanden sich grolien Mengen von Zellen des stratum basale in der Trypsinsuspension.

Wichtig war es, das Trypsin lange genug einwirken zu lassen, bis sich Zellen aus dem
stratum basale ablosten, da nur diese Zellen in der Zellkultur proliferieren und Proteine der
apikalen und basolateralen Zellmembran exprimieren, wahrend Zellen der hdheren
Schichten in Kultur absterben. Somit ahnelt das Verhalten der Zellen in Kultur durchaus dem
des intakten Epithels. Bekanntlich wird Plattenepithel durch Teilung der Zellen des stratum
basale regeneriert, die nach Abldsung von der Basalmembran im Epithel aufwarts wandern
und dabei zu den Zellen der verschiedenen Epithelschichten ausdifferezieren (Langbein et

al., 2002; Radoja et al., 2006). Dabei verlieren diese die Fahigkeit, sich zu teilen.
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4.3 Immunhistochemische Charakterisierung der isolierten Pansen
und Psalterepithelzellen
Um den epithelialen Ursprung der Primarkulturzellen zu Gberprifen, wurden Zytokeratine

und Tight Junction Proteine immunhistochemisch nachgewiesen. Der Nachweis von
Zytokeratinen darf als gut etablierte Methode zum Nachweis eines epithelialen Ursprungs

von Zellen betrachtet werden.

Ebenfalls flr Epithelzellen hochcharakteristisch sind Tight Junction Proteine. Diese
membranstandigen Proteine verbinden benachbarte Zellen von Epithelien und Endothelien
miteinander und verschlielien somit den Zellzwischenraum gegen den unkontrollierten Fluss
von lonen und Molekilen Uber das Epithel. Andere Gewebsformen wie z.B. die Zellen des

Bindegewebes exprimieren hingegen keine Epithelschlussleisten.

Die Tight Junctions haben somit eine aul3erordentliche Bedeutung fir die Barrierefunktion
der Vormagen, deren Aufhebung eine Rolle bei den systemischen Manifestationen der
Pansenazidose spielen durfte (Plaizier et al., 2008). Die Charakterisierung der Tight Junction
Proteinen der Vormagen dirfte daher nicht nur zum Nachweis eines epithelialen Ursprungs

der von uns verwandten Zellen tauglich, sondern auch von allgemeinem Interesse sein.

4.3.1 Farbung der Zytokeratine
Zunachst wurden die aus dem Psalter isolierten und kultivierten Zellen durch

Zytokeratinfarbung auf ihren epithelialen Ursprung hin Uberprift. Zytokeratine sind
spezifische Intermediarfilamente der Epithelzellen und werden fur die Zellcharakterisierung

als Markerproteine verwandt.

Die kultivierten Primarkulturzellen wurden mit Hilfe von spezifischen Antikérpern gegen diese
epithelialen Marker immunhistochemisch gefarbt. Abbildung 17 zeigt verschiedene
Zytokeratinfarbungen des Psalterepithelgewebes (sh. Abbildung 17a) und der kultivierten
Psalterepithelzellen (sh. Abbildungen 17b — e). Die Primarkulturzellen wurden nach
frihestens sieben Tagen in Kultur und nach Erreichen der Konfluenz gefarbt. Die
Zytokeratine stellen sich als fadenartige Filamente im Zytosol dar. Die Intensitat der Farbung
stieg mit zunehmender Zelldichte im Rasen an, aber auch in vereinzelten Zellen lie3en sich

Zytokeratin Filamente nachweisen.
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d) Zytokeratin AE-1

a) Zytokeratin c) Pan-Zytokeratin e) Zytokeratin-AE-1
In Zusammenarbeit mit Dr. L. Mundhenk, Institut for Tierpathologie, FU Berlin

Abbildung 17

Farbung des Zytokeratins des Psalterepithels nach 70 Minuten Inkubation mit Trypsinldsung
in der Zellisolationskammer. Die oberen Schichten des Epithels wurden in diesem Praparat
fast vollstandig abgeldst. (2 Stratum basale, 3 Lamina propria).

b + ¢) Nach einer Woche wurden die Primarkulturzellen mit Pan-Zytokeratin gefarbt. Die
Zytokeratine stellen sich als fadenartige Filamente im Zytosol dar. Sowohl einzelne Zellen als
auch proliferierende Zellgruppen exprimieren dieses Zytokeratin.

d + e) Auch das Zytokeratin-AE-1 wurde sowohl von einzelnen Zellen als auch von in
Gruppen wachsenden Zellen nach einer Woche in Kultur exprimiert. Die feinen
intrazellularen Filamente sind deutlich zu sehen.

4.3.2 Immunhistochemische Farbung der Tight Junction Proteine
Um eine Kontamination der Kulturen mit Zellen nicht-epithelialen Ursprungs auszuschlief3en,

wurden nachfolgend die Kulturen auf Expression von Tight Junction Proteinen untersucht.
Sowohl im intakten Gewebe des Pansens und des Psalters, als auch in den daraus isolierten
Kulturen lieRen sich die Tight Junction Proteine Occludin, Claudin 1, 4 und 7 durch
entsprechende mit immunfluoreszentem Farbstoff markierte Antikdrper in einem konfokalem

Laserscanning Fuoreszenzmikroskop (CLSM, Zeiss) nachweisen (sh. Abbildungen 18 - 23).

58



Ergebnisse

Abbildung 18

Konfokale Laserscanning-Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des mehrschichtigen
Plattenepithels des Pansens im Querschnitt. Immunhistochemische Farbung der Tight
Junction Proteine Occludin (grin) und Claudin 1 (rot); die Coexpression beider Proteine
durch die Epithelzellen des stratum granulosum und stratum basale sind gelb gefarbt; die
Zellkerne sind blau (DAPI). Wahrend Occludin auch in den subepithelialen Endothelien der
GefalRe nachweisbar ist, erscheint Claudin 1 auf die epitheliale Schicht begrenzt zu sein. Die
immunhistochemischen Farbungen und Lasermikroskopischen Aufnahmen wurden in
Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Dorothee Gunzel (Institut fur klinische Physiologie, Charité
Campus Benjamin Franklin, FU und HU Berlin) angefertigt.
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Abbildung 19

Darstellung des epithelialen und subepithelialen Gewebes des Pansens mit Nachweis von
Occludin (grtin) und Claudin 5 (rot). Darstellung der Zellkerne erfolgte in blau. Claudin 5 wird
nur von den Endothelzellen der Gefalte exprimiert.

Nachdem die mit der Zellisolationskammer gewonnen Pansenzellen nach ca. einer Woche in
Kultur einen konfluenten Zellkulturrasen ausgebildet hatten, wurden diese ebenfalls
immunhistochemisch gefarbt. In den Abbildungen 20 und 21 sind die Tight Junction Proteine
Occludin und die Mitglieder der Claudinfamilie: Claudin 1, 4 und 7 und die Zellkerne (blau)
dargestellt. Hingegen konnte Claudin 5 lediglich im subepithelialen Gewebe langs der
Gefalle nachgewiesen werden. Bei Farbungen mit gegen Claudin 2 gerichteten Antikbrpern
konnte vereinzelt auch eine Colokalisation mit Occludin in der Zellmembran beobachtet
werden; allerdings dominierte die teilweise starke Farbung des Zytosols. Dieses konnte auf
eine intrazellulare Bildung des Proteins hinweisen mit nur unvollstdndigem , Trafficking“ in die
Membran; insgesamt konnte eine unspezifische Farbung jedoch nicht ausgeschlossen

werden (keine Abbildung).
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Abbildung 20

Dargestellt ist jeweils ein Schnitt durch die Kultur von Pansenepithelzellen.

a) Tight Junction Proteine: Claudin 1 rot, Occludin griin, Zellkerne blau

b) Tight Junction Proteine: Claudin 4 griin, Occludin rot, Zellkerne blau

Die Uberlagerung aller drei Farbungen ist in der rechten unteren Ecke beider Abbildungen
(a und b) dargestellt. Colokalisation von Claudinen und Occludin imponiert gelb.

Abbildung 21

Hier wurden mehrschichtige Aufnahmen (stack) durch die Pansen-Primarkulturzellen
angefertigt, um Tight Junction Proteine immunhistochemisch nachzuweisen. Dargestellt ist
neben der Draufsicht (grofes Quadrat) auch der Schnitt durch das Praparat in x Richtung
(grine Linie, Streifen oben) und y Richtung (rote Linie, rechter Streifen). Dargestellt sind die
Tight Junction Proteine Occludin (grin, beide Abbildungen), Claudin 4 (links, rot) und
Claudin 7 (rechts, rot); Colokalisation von Occludin und Claudin (gelb), Zellkerne (blau).
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Zeitgleich wurden immunhistochemische Farbungen der Tight Junction Proteine Occludin
und den Mitgliedern der Familie der Claudine: Claudin 1, 4 und 7 am intakten Psalterepithel
vor Trypsinbehandlung (sh. Abbildung 22) und an den aus dem Psalter gewonnenen
konfluenten, einschichtigen Primarkulturzellen durchgefiihrt (sh. Abbildung 23). Dabei war
die Homogenitat der Expression insbesondere von Occludin beeindruckend; eine Co-Kultur

mit Fibroblasten erscheint nach diesen Ergebnissen wenig wahrscheinlich.

Abbildung 22

Querschnitt durch das Psalterepithelgewebe vor Trypsinbehandlung. Occludin griin, Claudin
1 (a) und Claudin 4 (b) rot, Coxpression beider Proteine gelb, Zellkerne blau.
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Abbildung 23

Immunhistochemische Farbung der Tight Junction Proteine Occludin, Claudin 1, 4, 5 und 7
der Psalter-Primarzellen.

a) Claudin 1 rot, Occludin grin

b) Claudin 4 grin, Occludin rot

c¢) Claudin 5 rot. Occludin grin

d) Claudin 7 rot, Occludin grin

Die Coexpression von Occludin und Claudin ist gelb dargestellt, die Zellkerne sind blau
gefarbt. Claudin 1 (a), Claudin 4 (b), und Claudin 7 (d) sind deutlich nachweisbar. Eine
spezifische, mit der Zellmembran colokalisierte Darstellung von Claudin 5 kann trotz
Ubersteuerung nicht dargestellt werden.
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4.4 Ergebnisse der Patch-Clamp-Experimente
Ziel dieser Studie war es, die Anionenleitfahigkeit an isolierten Pansen- und

Psalterepithelzellen zu untersuchen. Die Patch-Clamp-Technik ist das einzige Verfahren, mit
dem Strome, die durch Kanale in der Zellmembran flieRen, direkt gemessen werden kénnen.
Hierbei ist es sogar mdglich, die Strome von wenigen Piko-Ampere, die durch einzelne
Kanalproteine geleitet werden, direkt nachzuweisen. Im Material und Methodenteil findet sich
eine detaillierte Beschreibung des Versuchsaufbaus, des MelRverfahrens und der

Identifizierung der gemessenen Stréme.

441 Ganzzellmessungen an isolierten Pansenepithelzellen

4.4.1.1 Chloridleitfahigkeit

Zur Bestimmung der Chloridleitfahigkeit wurden die Zellen mit Hilfe der Pipette mit einer
Natriumgluconat Lésung gefillt und mit einer physiologischen NaCl-Ringer Losung tberspiilt
(genaue Zusammensetzung der Loésungen sh. Anhang). Mit Ausnahme der
Calciumkonzentration und der Chloridkonzentration entsprach die Zusammensetzung der
Pipettenlésung der Badlésung; insbesondere waren die Konzentrationen von Natrium

(138 mmol-I"") und Kalium (5 mmol-I"") in Bad und Pipette identisch.

Nach einer Aquilibrierungsphase mit Einstrom der Pipettenldsung in die Zelle wurde diese
mit Hilfe eines automatisierten Protokolls auf verschiedene Potentiale geklemmt; die
induzierten Strome wurden gemessen (sh. Material und Methoden). Hierbei konnte
beobachtet werden, dass die Strdme bei positivem Potential deutlich héher waren als bei
negativem Potential. Theoretisch kann dieser Strom bei Depolarisation der Zelle auf einem
Ausstrom von Kationen aus der Pipette durch die Zellemembran ins Bad beruhen, oder aber

auf einem Einstrom von Chlorid aus dem Bad in die Zelle.

Um zwischen diesen Méglichkeiten zu differenzieren, wurden 128 mmol:I" Chlorid (von
insgesamt 147,2 mmoI-I'1) im Bad durch 128 mmol-I"" Gluconat ersetzt, bei sonst identischer
Zusammensetzung der Lésungen. Beim Gluconat handelt es sich um ein Anion, welches
aufgrund seines groRen Durchmessers schlecht von Anionenkanalen geleitet wird. Der
Ersatz von Chlorid durch Gluconat im Bad verringerte deutlich die Stromantwort auf einen
positiven Spannungspuls (sh. Abbildung 24), der im Mittel nur noch 32,04 + 1,36 % des
Stroms zu Beginn der Messung betrug (n = 142, p < 0,001, sh. Abbildung 28 und Tabelle 2).

Nach erneuter Zugabe von Chlorid in die Perfusionslésung stiegen die Strome wieder an.
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Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Chlorid, und nicht Natrium oder ein anderes Kation
fur den Strom bei Depolarisation verantwortlich ist. Bei positivem Pipettenpotential werden
negativ geladene lonen aus der Badlésung durch die Zellmembran hindurch zur
Pipettenelektrode hingezogen. Somit stellen die bei Depolarisation gemessenen Stréme den

Chloridioneneinstrom von der Badlésung durch die Zellmembran zur Pipettenelektrode dar.

Die Strome im negativen Bereich, die einem Natriumeinstrom in die Zelle hinein entsprechen
dirften, anderten sich bei den Losungswechseln nicht signifikant, wie zu erwarten, da die
Natriumionenkonzentration in den Perfusions- und Pipettenlésungen immer konstant blieb.
Die Ursache fiir die leichten Schwankungen konnte unter Umstanden auf Aktivierung von

lonenkanalen durch Schwellungseffekte beruhen (sh. Abschnitt Hypoosmolare Lésungen).

A | Nac NaCl

5.00

DIDS

250 - NaGluconat

0.00

250
| | T

0.0 100.0 200.0
Abbildung 24

Darstellung einer Original-Ganzzellmessung einer Pansenepithelzelle, welche mit einer
Natriumgluconatlésung geflillt war. Zu Beginn der Messung befand sich eine NaCl-Losung
im Bad. AnschlieRend wurden 128 mM:I”" Chlorid im Bad durch 128 mM:I" Gluconat ersetzt,
wobei sich die sonstigen lonenkonzentrationen nicht anderten.

Zeitgleich mit dem Lésungswechsel sanken die bei positivem Potential gemessenen Strome.
Bei erneutem Wechsel zur NaCl-Lésung stiegen die Strome wieder an. Diese Ergebnisse
lassen sich dadurch deuten, dass Chlorid anders als Gluconat durch eine selektive
Leitfahigkeit die Zellmembran passieren kann. Bei Zugabe des selektiven
Anionenkanalblockers DIDS, der die Leitfahigkeit von Anionen, besonders von Chlorid
blockiert (Hille, 2001; Jentsch et al., 2002), wurde der Chlorideinstrom ebenfalls signifikant
gehemmt. Nach Auswaschen von DIDS aus der Perfusionslésung wurde der Effekt auf den
Chloridstrom aufgehoben, der DIDS-Effekt war demnach reversibel. Die hier untersuchte
Pansenepithelzelle zeigt also eindeutig eine durch DIDS reversibel blockierbare
Chloridleitfahigkeit.

secC
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Das Umkehrpotential anderte sich nach dem Wechsel zur Natriumgluconatlésung im Mittel
von -28,76 + 0,71 mV in NaCl-Lésung (n = 186) auf 9,57 £ 0,84 mV (n = 142, p < 0,001, sh.
Tabelle 1). Die Zellen werden somit durch den Ersatz von Chlorid durch Gluconat signifikant
depolarisiert. Bei der gewahlten Zusammensetzung der Lésungen mit &quimolaren Mengen
an Natrium intra- und extrazellular kommt fir das negative Membranpotential in Gegenwart
von Chlorid nur das Anion als ursachlich in Frage; dieses Ergebnis ist also beweisend flir

eine Anionenleitfahigkeit.
Zusatzlich zu dem kontinuierlichen Pulsprotokoll wurde ebenfalls ein konventionelles
Pulsprotokoll in der Ganzzellkonfiguration durchgefiihrt. Durch diese Art der Darstellung wird

der zeitliche Verlauf der gemessenen Strome nach dem depolarisierenden Puls erkennbar
(sh. Abbildung 25).

MacCl NaGluconat MaCl NaChHDIDS

1.00 4

I

D00 s

-1.00-
20 msec

Abbildung 25

Konventionelles Pulsprotokoll einer Pansenepithelzelle in der Ganzzellkonfiguration, die
nacheinander mit verschiedenen Badlésungen Uberspult wurde. Nachdem Chlorid aus der
Badlosung durch Gluconat ersetzt wurde, sank der Chlorideinstrom, da Gluconat ein grof3es
Molekll ist und nicht die lonenkanadle der Zellmembran permeieren kann. Bei erneuter
Zugabe von Chlorid in die Perfusionslésung stieg der Chlorideinstrom wieder an.

Bei Zugabe des Anionenkanalblockers DIDS in die NaCl-Perfusionslésung ist in dieser Form

der Aufzeichnung der zeit- und spannungsabhangige Block besonders gut dargestellt. Mit
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zunehmender Depolarisationsdauer nimmt die Blockade der Stréme durch DIDS zu (sh.

Diskussion).

4.4.1.2 Kanalblocker
44121 DIDS

Bei Applikation des spezifischen Anionenkanalblockers DIDS (4,4’-Diisothiocyanostilben-
2,2-Disulfonsdure) bei einer Konzentration von 200 umol’ wurde der Strom bei
Depolarisation signifikant gehemmt (sh. Abbildungen 24, 25 und 28). Dieser Strom betrug im
Mittel 33 + 4 % des Stromes ohne DIDS (p < 0,001, n = 13, sh. Abbildungen 24, 25, 28 und
Tabelle 2); somit wurde durch DIDS der Chlorideinstrom in die Zellen signifikant gehemmt.
Dieser Effekt war reversibel und auch mehrmals hintereinander an derselben Zelle
wiederholbar. Bei Zugabe von DIDS war die Anderung des Umkehrpotentials von im Mittel
-28,76 £ 0,71 mV in NaCl-Lésung auf -34,33+ 2,99 mV allerdings nicht signifikant

(p =0,715, n = 13, sh. Tabelle 1); dieser Befund wird im Diskussionsteil erlautert werden.

441.2.2 NPPB

Bei Applikation von 200 uymol-I’ des Chloridkanalblockers NPPB (5-nitro-2-3-phenyl-
propylamino-benzoat geldst in DMSO) wurde der Chlorideinstrom signifikant gehemmt,
wobei der Strom im Mittel auf 34 £5 % des Ausganswertes abfiel (p <0,001, n=7 sh.
Abbildung 28 und Tabelle 2). Dieser Effekt war ebenfalls reversibel und auch mehrmals
hintereinander an derselben Zelle wiederholbar. Der Chlorideinstrom war somit reversibel
NPPB-sensitiv. Bei Zugabe von NPPB war die Anderung des Umkehrpotentials von im Mittel
-28,76 + 0,71 mV in NaCl-Lésung auf -22,56 £ 3,92 mV wiederum nicht signifikant (p = 0,080
n =7, sh. Tabelle 1).

4.4.1.2.3 Gadolinium

Bei Applikation von 50 pymoll" des Blockers Gadolinium nahm der Auswértsstrom
kontinuierlich ab (n = 3). Dieser Effekt war nicht reversibel. Im Mittel betrug der Auswarts-
strom unter Zugabe von Gadolinium 32,61 + 23,17 % des Auswartsstroms zu Beginn der
Messung (p = 0,101, sh. Abbildung 28 und Tabelle 2). Das Umkehrpotential anderte sich im
Mittel von -28,76 = 0,71 mV in NaCl-Lésung auf -22,83 + 3,92 mV (p = 0,125, sh. Tabelle 1).

4.4.1.2.4 Arachidonsaure
Arachidonsdure wird in der Literatur als sogenannter ,Enhancer” (Aktivator) von
Chloridkanalen beschrieben (Sabirov et al., 2006). Um den Effekt von Arachidonsaure auf

Pansenepithelzellen zu untersuchen, wurden 20 pmollI" Arachidonsdure in die NaCl-
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Perfusionsldsung appliziert. Dies flhrte zu einer stetigen Abnahme der durch Depolarisation
aktivierten Strome (n = 3). Nach Auswaschen des Blockers aus der Badldsung stieg der
Strom nicht wieder an (sh. Abbildung 26), und betrug im Mittel nur 76,45 + 25,11 % des
Ausgangswertes (p = 0,447, sh. Abbildung 28 und Tabelle 2). Das Umkehrpotential &nderte
sich im Mittel von -28,76 + 0,71 mV in NaCl-Lésung auf-17,74 + 4,59 mV (p = 0,125, sh.
Tabelle 1). Vermutlich handelt es sich um eine irreversible Bindung an den Kanal.

Unspezifische Effekte kdnnen nicht ausgeschlossen werden.

nA
MaCl MaCl
400
AA,
NaGluconat
2.00 _| —_—

- W

-2.00 7

00 100.0 2000 SEC

Abbildung 26

Ganzzellmessung einer mit Natriumgluconat gefiillten Pansenepithelzelle. Bei Zugabe von
Arachidonsdure (AA) in die NaCl-Perfusionslosung kommt es zu einem deutlichen
Stromabfall. Nach dem Auswaschen der Arachidonsdaure aus der Perfusionslésung stiegen
die Stréme nicht wieder an.

4.4.1.2.5 lonomycin

lonomycin ist ein Calciumionophor, das Poren in der Zellmembran bildet, durch die Calcium
hineinstrdomen kann. Hierdurch kdénnen calciumaktivierte Chloridkanale aktiviert und
nachgewiesen werden (Gandhi et al., 1998; Gruber et al., 1998). Bei Applikation von
200 pmol-I"" lonomycin auf Pansenepithelzellen in NaCl-Perfusionslésung wurde hingegen
kein Anstieg der Stromantwort beobachtet, der unter Zugabe von lonomycin im Mittel
80,83 £ 11,33 % des Wertes zu Beginn der Messung betrug (n = 3, p = 0,233, sh. Abbildung

28 und Tabelle 2). Das Umkehrpotential anderte sich bei Zugabe von lonomycin in die
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Badlésung nicht signifikant (von im Mittel -28,76 £+ 0,71 mV in NaCl-Losung auf -
23,19 £4,10 mV (p = 0,25, sh. Tabelle 1)).

4.4.1.2.6 Glibenclamid

Glibenclamid ist ein Kaliumkanalblocker; es blockt aber auch spezifisch den CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), wahrend andere Anionenkanale nicht
beeinflusst werden (Vandorpe et al., 1995; Zhang et al., 2004). Glibenclamid zeigte bei einer
Konzentration von 200 pmol-I" keine signifikanten Effekte auf den Chlorideinstrom. Im Mittel
betrug der Strom bei Zugabe von Glibenclamid 95 + 2,39 % des Stroms bei +100 mV zu
Beginn der Messung (n =13, p =0,424, sh. Abbildungen 27, 28 und Tabelle 2). Das
Umkehrpotential anderte sich nicht (sh. Tabelle 1). Dies spricht gegen die Beteiligung eines
CFTR an der Chloridleitfahigkeit des Pansenepithels.

ha
NaCl NaCl GLIB
— -
3.00
NaGluconat

1.50

0.00 *
-1.50—

[ | |
0.0 1000 200.0 3000 sSecC

Abbildung 27

Ganzzellableitung einer mit Natriumgluconat gefiillten Pansenepithelzelle. Die Chloridldsung
im Bad wurde zunachst durch Gluconat ersetzt. Zu sehen ist eine sofortige Abnahme des
Stroms bei depolarisiertem Pipettenpotential; bei erneuter Zugabe von Chlorid in die
Perfusionslosung steigt der Chlorideinstrom sofort wieder an. Somit ist an dieser
Pansenepithelzelle die Chloridleitfahigkeit eindeutig vorhanden. Bei Zugabe des Blockers
des CFTR Glibenclamid (GLIB) in die NaCl-Perfusionslésung ist kein Effekt auf den
Chlorideinstrom zu sehen. Daher ist eine Beteiligung des CFTR an der beobachteten
Chloridleitfahigkeit unwahrscheinlich.
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Tabelle 1
Umkehrpotential (ImV) | n | Mittel | Std. Fehler | Median| 25 % | 75 % | p vs NaCl0
NaCl 0 186| -28.76 0.71] -29.54| -35.02 -23.89
NaGlu 142 9.57 0.84 8.34| 4.06| 15.19 <0,001
NaCl + DIDS 13| -34.33 2.99| -37.65 -42.33| -23.66 0,715
NaCl + NPPB 7| -22.56 3.92| -20.58 -30.83 -14.04 0,080
NaCl + Gd 3| -22.83 4.47| -25.03| -29.07| -16.58 0,125
NaCl + AA 3| -17.74 4.59| -17.28 -23.57| -11.90 0,125
NaCl + IONO 3| -23.19 4.13| -23.69 -28.49 -17.89 0,250
NaCl + GLIB 9| -33.50 2.56| -32.47| -40.53 -25.09 0,542
NaCl 1 181| -26.72 0.79| -28.88 -33.52 -19.29 0,076
Auswartsstrom
(%)
100 -
80
60 -
= = ik
40 T
20 -
[] T T T
1 2 4 5 6 7 8 9
1) NaCl 0 = 100% 4) NaCl+ NPPB 7Y NaCl + IONO
2) NaGluconat 5) NaCl + Gd 8) NaCl + GLIB
3} NaCl + DIDS 6) NaCl+ AA 9) NaCl1
Abbildung 28

Effekte verschiedener Blocker auf den Strom bei +100 mV (Mittelwert + SEM angegeben in
Prozent vom Strom zu Beginn der Messung in NaCl-Losung, * =p < 0.05; **=p < 0.01;

*** = < 0.001).
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Tabelle 2
Strom bei n | Mittel | Std. Fehler | Median | 25% | 75% | p vs.NaCl0

NaCl 0 186 100 0 100 100 100

NaGlu 142| 32.04 1.36 26.83| 22.19] 38.84 <0,001
NaCl + DIDS 13| 32.79 3.95 26.98/ 24.01| 43.54 <0,001
NaCl + NPPB 71 3413 4.56 39.15| 23.85 40.36 <0.001
NaCl + Gd 3| 32.61 23.17 9.82] 9.24| 61.67 0,101
NaCl + AA 3| 76.45 2511 97.60| 44.21| 103.41 0,447
NaCl + IONO 4/ 80.83 11.33 80.55| 66.14| 95.58 0.233
NaCl + GLIB 9| 95.76 2.39 98.96| 86.08| 102.26 0,424
NaCl 1 178 111.61 5.58 97.59| 87.85 116.27 0,906

4.4.2 Propionatleitfahigkeit
Im Pansen der Wiederkauer ist Chlorid nur in geringen Mengen vorhanden. In Abhangigkeit

von der Speichelproduktion liegt die Chloridkonzentration im Pansenlumen zwischen 10 —
40 mmolI". Durch die im Pansen lebenden Mikroorganismen werden die mit dem Futter
aufgenommenen Kohlenhydrate zu groRen Mengen kurzkettige Fettsduren (55 — 100 mol-d™")
fermentiert, die quantitativ die bedeutsamsten Anionen im Pansensaft darstellen. Propionat
(C3sHOy) ist im Pansen der Wiederkduer nach Azetat (C,H;O,) mengenmafllig das

zweitwichtigste kurzkettige Fettsdureanion (Strukturformel sh. Abbildung 29).

Gangigen Modellen zufolge werden Fettsauren apikal sowohl durch Diffusionsprozesse als
auch durch spezifische Proteine (Aschenbach et al., 2009) aufgenommen, jedoch ist der
basolaterale Effluxweg unklar. In Patch-Clamp-Studien an isolierten Pansenepithelzellen
(Stumpff et al., 2009) konnte gezeigt werden, dass die basolaterale Chloridleitfahigkeit des
Pansens (Diernaes et al., 1994; Leonhard-Marek et al., 2006) einem groRen Kanal
entspricht, der auch flir das Anion des Azetats permeabel ist. Es stellt sich die Frage, in
wieweit der Kanal auch flir das Anion Propionat durchlassig ist und somit als Effluxweg aus

dem Epithel in Frage kommt.
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Propionat Azetat
0 0
CH3
Py iy
CH2 O CH3 o
Abbildung 29

Strukturformel von Propionat und Azetat

Die Messungen zur Untersuchung der Propionatleitfahigkeit wurden in Analogie zu denen fur
den Nachweis der Leitfahigkeit fur Chlorid und Azetat durchgefuhrt (Stumpff et al., 2009). In
der Pipettenlosung befand sich eine Natriumgluconatlésung und im Bad eine NaCl-Losung.
Wieder wurden die durch das Pulsprotokoll induzierten Strome zunachst in der NaCl Lésung
gemessen. Anschlieend wurde Chlorid durch Gluconat in der Perfusionslosung ersetzt (sh.
Abbildung 30). Wie bereits bei den Versuchen zur Untersuchung der Chloridleitfahigkeit sank
die gemessene Stromantwort bei Depolarisation (Erlduterung sh. Kap. Chloridleitfahigkeit).
Beim Austausch von Gluconat durch Propionat in der Perfusionsldsung kam es zu einem
signifikanten Anstieg der Stromantwort bei Depolarisation. Im Mittel betrugen die Stréme in
Natriumgluconatlésung 32,04 + 1,36 % im Vergleich zu den Werten in NaCl-Lésung
(=100 %) und stiegen beim Wechsel zur Propionatlésung im Mittel auf 55,77 £ 9,57 %
(n =89, p<0,001). Bei erneuter Gabe von Gluconat in die Badlésung sanken die Stréme
wieder. Dieses Phanomen wurde von einer signifikanten Anderung des Umkehrpotentials
begleitet (Details sh. Kap. Effekte auf das Umkehrpotential).
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Abbildung 30

Ganzzellmessung einer mit Natriumgluconatlésung gefiiliten Pansenepithelzelle. Beim
Ersatz von Chlorid durch Gluconat in der Perfusionsldsung kommt es zu einem signifikanten
Stromabfall. AnschlieRend wurde Gluconat durch Propionat in der Perfusionslosung ersetzt.
Die gemessene Stromantwort ist signifikant gréfer als in Gluconatlésung und wurde von
einer signifikanten Anderung des Umkehrpotentials begleitet (sh. Abbildungen 38, 39 und
Tabellen 3 und 4). Nach Auswaschen von Propionat auf der Badlésung durch Gluconat war
wieder ein Absinken des Stromes zu sehen. Bei erneuter Gabe von NaCl in die Badlésung
stiegen die Strome wieder an.

Die NaCl-Lésung im Bad wurde dann durch eine Natriumpropionatldsung ersetzt (sh.
Abbildung 31, genaue Zusammensetzung der Versuchsldsungen sh. Anhang). Anschliel3end
wurde der Anionenkanalblocker DIDS in die Natriumpropionatldsung hinzugegeben. Die
gemessenen Strome wurden fast vollstdndig blockiert. Die bei Hyperpolarisation

gemessenen Natriumstrdme anderten sich nicht signifikant.
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Abbildung 31

Ganzzellmessung einer mit Natriumgluconatlésung gefullten Pansenepithelzelle. Die NaCl-
Losung im Bad wurde durch eine Natriumpropionatlésung ersetzt. Fast zeitgleich mit dem
Lésungswechsel, war ein Absinken des Stromes bei +100 mV zu sehen. Bei Zugabe des
Anionenkanalblockers DIDS erfolgte ein weiterer Abfall. Der DIDS-Effekt war reversibel,
beim Auswaschen von DIDS mit Natriumpropionatlésung stieg der Strom wieder an. Bei
erneuter Zugabe von NaCl-Losung stieg der Strom wieder auf das Niveau zu Beginn der

Messung. Pansenepithelzellen exprimieren also eine DIDS-sensitive Leitfahigkeit fir
Propionat.

Neben dem kontinuierlichen Pulsprotokoll wurde ebenfalls ein konventionelles Pulsprotokoll
aufgezeichnet (sh. Abbildung 32).
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Abbildung 32

Konventionelles Pulsprotokoll: Ganzzellableitung einer mit Natriumgluconatlésung geftllten
Pansenepithelzelle. Es wurde zunachst eine Natriumpropionatldsung appliziert,
anschlieRend wurde der Anionenkanalblocker DIDS (200 ymol-I™") appliziert. Die hemmende
Wirkung von DIDS auf die Strdme bei positivem Pipettenpotential ist deutlich zu sehen,
hingegen fehlte ein signifikanter Effekt auf die Strdme bei hyperpolarisiertem Potential.
Dieses Ergebnis lasst sich als Hemmung des Einstroms des Propionat-Anions in die Zelle
deuten. Wieder fallt die bereits vom Chloridstrom bekannte zeitliche Kinetik des DIDS-Blocks
auf, mit Zunahme der blockierenden Wirkung mit der Dauer der Depolarisation.

4.4.2.1 Statistische Datenauswertung

Da die Pansenepithelzellen in der GroRe recht stark variierten, schwankten die gemessenen
Strome von Zelle zu Zelle trotz gleicher Bedingungen stark. Hintergrund hierfir ist die
unterschiedliche Anzahl vorhandener und offener Kanale auf der Zellmembran. Um die
Auswartsstrome der verschiedenen Zellen besser miteinander Vergleichen zu kénnen,
kommen verschiedene Normierungsverfahren in Frage. Zunachst konnen natirlich die
Absolutwerte der Strome miteinander verglichen werden; hierbei besteht jedoch die Gefahr,
dass wegen der gro3en Varianz der Einzelwerte Effekte nicht erkannt werden. Weiterhin
kénnen die gemessenen Auswartstrome (pA) durch die Kapazitat der Zelle (pF) geteilt und
somit auf die individuelle ZellgréRe normiert werden (sh. Abbildungen 33 und 34). Wegen der
Notwendigkeit, zusatzlich zum Strom auch die Kapazitat zu ermitteln, besteht die Moéglichkeit

eines zusatzlichen, u. U. systematischen Fehlers. Schliellich kdnnen die Strome auf den in
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NaCl gemessenen Anfangswert normiert und in % dieses Wertes dargestellt werden (vgl.
Stumpff, 2009); hierbei geht Information verloren (absolute Grélke des Stromes in pA), aber
die Antworten der Zellen auf verschiedene Lésungen / Blocker kdnnen sehr gut miteinander
verglichen werden (sh. Abbildung 36). Um Normierungsfehler auszuschliel3en, sollen in
exemplarischer Form die fiir die Propionatleitfahigkeit gewonnenen Daten im Folgenden mit

allen drei Normierungsmethoden analysiert und statistisch verglichen werden.

4.4.2.2 Absolutwerte der bei Depolarisation gemessenen Strome (pA)

Da die gemessene Stromantwort von der Groe der untersuchten Zelle abhangt, ist vor
allem beim Ausgangswert des Stromes in NaCl-Lésung (NaCl 0) die Streuung grof3. Das
Absinken des Stromes bei Zugabe von Gluconat in die Perfusionsldésung ist bei allen
gemessenen Zellen zu erkennen. Bei Zugabe von Propionat in die Badlosung steigen die
Stromwerte bei allen Zellen wieder an. Nach dem Auswaschen von Propionat mit NaCl wird

der Ausgangswert zu Beginn der Messung annahernd erreicht.

nA

12 ;

10 /

NaCl 0 NaPro 0 NaPro MNaPro 1 NaCl 1

+

DIDS

Abbildung 33

Liniendiagramm der absoluten Werte des Stroms in nA bei Depolarisation (+100 mV). Eine
Linie im Diagramm entspricht einer Zelle. Die in der Reihenfolge der applizierten
Perfusionsldsungen war: NaCl (NaCl0), Natriumpropionat (NaPro), Natriumpropionat + DIDS,
(NaPro 1 und NaCl 1 zum Auswaschen).
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4.4.2.3 Normierung des Auswartsstroms auf die Kapazitat (oc)

Die elektrische Kapazitat ist eine physikalische GréRe (Formelzeichen c, von lateinisch
capacitas = Fassungsvermogen, Sl-Einheit: Farad (F)), die die Fahigkeit, elektrische Ladung
zu speichern definiert. Die Kapazitdt ist somit ein indirektes Mal3 fur die GrélRe der
Zelloberflache. Die elektrische Kapazitat wird als Verhaltnis der Ladungsmenge Q zur
angelegten Spannung U bestimmt:

C(F)=Q (As)/ U (V).

Die Kapazitat wird automatisch von der Software des Patch-Clamp-Verstarkers aus der

Abklingkurve berechnet und ausgegeben.
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Abbildung 34

Liniendiagramm der auf die Kapazitat der Zelle normierten Stréme bei Depolarisation.
Abgebildet sind die auf die Kapazitat normierten Stromantworten aller untersuchten Zellen
auf einen Spannungspuls von +100 mV, wobei jede Linie einer Zelle entspricht (n = 13). Mit
dem Bad wurden nacheinander folgende Loésungen zugefiihrt: NaCl-Lésung (NaCl0) —
Natriumpropionatlésung (NaPro) — Natriumpropionatlésung + DIDS (NaPro + DIDS) — NaCl-
Lésung (NaCl1). Wahrend sich groRe Unterschiede in der absoluten Héhe der Strome
zeigten, war der Verlauf der Stromantwort bei allen Zellen gleich.
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Oc
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DIDS
Abbildung 35
Vergleich der normierten Auswartsstrome (Mittelwert und SEM) auf die Kapazitat (oc),
(**=p<0.01).
Tabelle 3
Oc (pA/pF) n =13 Mittel Std. Fehler Median 25 % 75 %
NaCl 0 193.33 10.16 169.96 71.32 291.21
NaGlu 57.68 3.93 46.37 20.36 79.75
NaPro 105.77 10.50 90.30 53.39 141.36
NaPro + DIDS 43.05 10.23 35.76 21.01 64.52
NaCl 1 197.02 11.55 158.78 71.24 297.97
p1 0,002
p2 0,002
p3 0,465

p1: Vergleich von NaClO und NaPro
p2: Vergleich von NaPro und NaPro + DIDS
p3: Vergleich von NaCl0 und NaCl1
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4.4.2.4 Normierung auf den Ausgangswert: Auswartsstrome (in %)

Bei mit Natriumgluconatlésung geflllten Pansenepithelzellen wurde zu Beginn jeder
Messung der in NaCl Lésung gemessenen Strom (bei +100 mV) mit 100 % gleichgesetzt.
Die Strome in Natriumpropionatlésung (NaPro), Natriumpropionat + DIDS (NaPro + DIDS)
und NaCl-Lésung zum Auswaschen (NaCl1) wurden prozentual zum Chlorideinstrom
(NaCl0) zu Beginn der Messung angegeben (sh. Abbildung 36). Im Mittel betrug der Strom
bei +100 mV in propionathaltiger Lésung 55,77 + 9,57 % des Stroms in chloridhaltiger
Lésung zu Beginn der Messung. Der in Propionatldsung gemessene Reststrom lie} sich

durch den Anionenkanalblocker DIDS signifikant hemmen (Kap. Eingesetze Kanalblocker).

Auswartsstrom
(%)

140 A

120 A

100 -

80 -

60 -

40 -

NaCclo NaPro NaPro NaCl 1

Abbildung 36

Liniendiagramm der Strome in %. Abgebildet sind hier die Verlaufe der Strome der
untersuchten Zellen (n=13). Man sieht, dass bei allen Zellen der Wechsel von der
Natriumchlorid- zur Natriumpropionatlésung eine Verringerung des Stromes verursachte. Die
Zugabe des Anionenkanalblockers DIDS hemmte bei allen Zellen den Reststrom in
Propionatlésung fast vollstandig. Bei erneuter Zugabe von Natriumchlorid in die Badlosung
stieg der Strom aller Zellen wieder an.
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4.4.2.5 Effekte der eingesetzten Kanalblocker
44251 DIDS

Der Anionenkanalblocker DIDS blockierte bei einer Konzentration von 200 pmolI"* deutlich
den Propionateinstrom (n = 13, p < 0,001, Abbildungen 31 — 35). Der blockierende Effekt von
DIDS auf den Propionatstrom war reversibel und ebenfalls mehrmals hintereinander an
derselben Zelle wiederholbar. Im Mittel betrug der Strom unter Zugabe von DIDS
22,90 = 7,41 % (siehe Abbildung 38 und Tabelle 3). Der Strom bei Hyperpolarisation dnderte
sich nicht signifikant bei Zugabe von DIDS. Die Anderung des Umkehrpotentials unter
Zugabe von DIDS war ebenfalls nicht signifikant (n =13, p = 0,107, sh. Abbildung 39 und
Tabelle 4).

44252 pCMBs

Die organische Quecksilberverbindung p-Chloromercuribenzoesaure (pCMBs) zeigte bei
einer Konzentration von 200 pmol-I"" ebenfalls eine Hemmung des auf den Einstrom von
Propionat zuriickzufiihrenden Strom (n =8, p = 0,021, Abbildungen 37, 38 und Tabelle 3).
Der pCMBs-Effekt war ebenfalls reversibel. Der Strom bei Hyperpolarisation anderte sich
nicht signifikant bei Zugabe von pCMBs. Unter Zugabe von pCMBs gab es keine signifikante
Anderung des Umkehrpotentials (n = 8, p = 0,021, sh. Abbildung 39 und Tabelle 4).
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2 O00- MNacCl NacCl
NaPropionat NaPropionat
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| I
0.0 150.0 300.0 Sec

Abbildung 37

Ganzzellmessung einer mit Natriumgluconat gefiillten Pansenepithelzelle. Zu sehen ist die
Erniedrigung des Stroms bei Depolarisation bei Zugabe von Propionat und pCMBs in die
Perfusionslosung.
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NPPB

Bei Applikation von 200 umolI" des Chloridkanalblockers NPPB  (5-nitro-2-(3-
phenylpropylamino)-benzoat) wurde der Auswartsstrom signifikant gehemmt (n=7,
p < 0,001, Abbildung 38 und Tabelle 3). Dieser Effekt war ebenfalls reversibel und auch
mehrmals hintereinander an derselben Zelle wiederholbar. Der Propionatstrom war somit
reversibel NPPB-sensitiv. Die Anderung des Umkehrpotentials unter Zugabe von NPPB war
nicht signifikant (n = 8, p = 0,809, sh. Abbildung 39 und Tabelle 4).
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1) NaCl 0 = 100% ) NaPropionat + NPPB
23 NaGluconat 63 NaPropionat + pCMBs
3) NaPropionat 0 7)Y NaPropionat 1
4) NaPropionat + DIDS 8) NaCl 1
Abbildung 38

Effekte der eingesetzten Kanalblocker auf den Auswartsstrom (Mittelwert + SEM). Vergleich
der Auswartsstrome (in %) zum Natriumchloridauswartsstrom zu Beginn der Messung
(= 100 %). Der Strom in Propionatlésung ist zwar geringer als der in Chloridlésung, aber
signifikant hoher als der in Gluconatlésung (sh. Tabelle 3), (* =p <0.05; **=p <0.01;
*** =p < 0.001, rot * im Vergleich zu NaPro 0, schwarz * im Vergleich zu NaCl 0).

Tabelle 3

Strom bei +100mV (%)| n | Mittel |Std. Fehler|Median|25 %|75 % |p vs NaCl O|p vs NaPro
NaCl 0 186 100 0 100, 100 100 <0,001
NaGlu 142 32.04 1.36| 26.8322.19/38,84 <0,001 <0,001
NaPro 0 53| 55.77 9.57| 40.21|33.57|56.38 <0,001

NaPro + DIDS 13| 22.90 7.41) 14.92 6.57|37.84 <0,001 <0,001
NaPro + NPPB 7| 29.55 5.90| 26.56/19.62/32.15 <0,001 0,005
NaPro + pCMBs 8| 28.99 6.50, 24.5220.28/38.16 <0,001 0,021
NaPro 1 20| 36,93 3,96| 34,3323,61/48,86 <0,001 0,026
NaCl 1 181|111.21 5.56| 97.2887,09 38,84 0,905 <0,001
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4.4.2.5.3 Effekte der eingesetzten Kanalblocker auf das Umkehrpotential

Um die Propionatleitfahigkeit naher zu untersuchen, wurden die Umkehrpotentiale der
verschiedenen Badlésungen bestimmt. Beim Wechsel von NaCl-Lésung auf
Natriumpropionatlésung anderte sich das Umkehrpotential im Mittel von -28,76 + 0,71 mV in
NaCl-Lésung auf -6,06+ 0,85 mV in Natriumpropionatiésung (n=53, p<0,001, sh.
Abbildung 39 und Tabelle 4). Das Umkehrpotential blieb jedoch im negativen Bereich; eine
weitere Depolarisation auf im Mittel 9,57 + 0,84 mV (n = 53, p < 0,001) konnte beim Wechsel
zu einer Natriumgluconatlésung beobachtet werden, entsprechend einer Leitfahigkeit der

Zelle fur Propionat, die zwischen der fir Chlorid und Gluconat liegt.

Umkehrpotential
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2) NaGlucona 9) NaPropionat + NPPB
3) NaPropionat 6) NaPropionat + pCMBs
7) NaCl1
Abbildung 39

Umkehrpotentiale verschiedener Badlosungen (Mittelwert + SEM). Das Umkehrpotential in
Natriumpropionatldsung war signifikant negativer als das in Natriumgluconatldsung,
entsprechend einem Einstrom des Propionatanions in die Zellen. Bei Zugabe der
verschiedenen Kanalblocker in die Natriumpropionatldsung gab es im Gegensatz zu den
signifikanten Effekten beim Strom nur geringe Effekte auf das Umkehrpotential (sh.
Diskussion). (* = p <0.05; **=p <0.01; *** =p < 0.001, rot * im Vergleich zu NaPropionat,
schwarz * im Vergleich zu NaCl0).
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Tabelle 4

Umkehrpotential (mV)| n |Mittel Std.FehlerMedian| 25 % |75 % |p vs NaClOp vs NaPro0
NaCl 0 186|-28.76 0.71| -29.60[-35.04}-23.80 <0,001
NaGluconat 142 9.57 0.84 8.31] 4.03/15.22 <0,001 <0,001
NaPropionat 53| -6.06 0.85| -6.78]-10.55| -1.58 <0,001

NaPro + DIDS 13| -5.48 1.53] -5.26| -7.55| -3.29 <0,001 0,107
NaPro + NPPB 7/ -5.13 1.45 -6.01| -8.03| -3.73 <0,001 0,809
NaPro + pCMBs 8| -3.49 2.00 -2.49| -8.08| -0.33 <0,001 0,031
NaCl 1 179|-26.72 0.79| -28.97|-33.541-19.23 0,076 <0,001

Zusammenfassend konnte durch den Wechsel zwischen Propionat und Gluconatlésung die
relative Leitfahigkeit der Zellen in beiden Losungen miteinander verglichen werden. Da die
Stréme in Propionatlésung signifikant hoher und die Umkehrpotentiale signifikant niedriger
sind als in Gluconatlésung, kann man auf eine Leitfahigkeit fur Propionat schlieRen. Dieses

stutzt die Ergebnisse, die mit Gabe des Blockers DIDS gewonnen wurden.

4.4.3 Moglicher Kationenkanal
Bei einigen Versuchen ergaben sich Hinweise flir die Aktivierung des nicht selektiven

Kationenkanals des Pansenepithels. Bei sieben Zellen (von insgesamt 53 Zellen) kam es bei
Zugabe von Natriumpropionat in die Badlésung zu einer deutlichen Anderung des Stromes
bei Hyperpolarisation (sh. Abbildung 40). Theoretisch denkbar ist zwar ein Efflux von
Gluconat aus der Pipette ins Bad, die jedoch wegen der Grélke des Gluconations und der
ansonsten nachweisbar geringen Leitfahigkeit der Zellen fiir dieses lon wenig wahrscheinlich
erscheint. Eine Stimulation des Natriumeinstroms durch den nicht-selektiven Kationenkanal
durch Propionat erscheint hingegen wesentlich plausibler. Die Stimulation von Kationen-
kanalen durch Exposition mit kurzkettigen Fettsauren ist aus Untersuchungen anderer

Praparationen gut bekannt (Diener et al., 1994).
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Abbildung 40

Ganzzellmessung einer Pansenepithelzelle, bei der unter Zugabe von Natriumpropionat in
die Badlésung eine deutliche Anderung des Einwartsstroms zu sehen war.

Diese Erklarung wird auch dadurch gestiitzt, dass der Anionenkanalblocker DIDS keinerlei
Wirkungen auf diesen Einwartsstrom zeigte, wahrend die Wirkung des Blockers auf den
durch Einstrom von Anionen bei positivem Potential bewirkten Stroms auch in diesen Zellen
signifikant darstellbar war (sh. Abbildung 41). Bereits bei Exposition von Pansenepithelzellen
mit Azetatldbsungen konnte an einzelnen Zellen eine Aktivierung des nicht-selektiven
Kationenkanals beobachtet werden, ohne dass die daflr verantwortlichen Grinde

abschlieltend geklart werden konnten (Stumpff et al., 2009).
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Abbildung 41

Bei dieser mit Natriumgluconatlésung gefillten Pansenepithelzelle ist in der
Ganzzellableitung bei negativen Potentialen der Natriumeinstrom deutlich zu sehen. Dieser
war allerdings nicht DIDS-sensitiv.

Der nicht-selektive Kationenkanal ist sowohl am intakten Epithel des Pansens und des
Psalters nachgewiesen worden und ist fir den Natriumstrom Uber das Epithel hinweg
verantwortlich (Brinkmann, 2006). Dieser Strom wurde auch an isolierten Zellen
charakterisiert. Er leitet Kationen wie Natrium und Kalium, wobei divalente Kationen wie
Calcium und Magnesium eine blockierende Wirkung haben; bei Entfernung derselben aus
der Badl6sung wird eine deutliche Steigerung der Natriumleitfahigkeit sichtbar (Leonhard-
Marek et al., 2005), die eine ahnliche Rektifizierung des Stromes mit Steigerung bei
Hyperpolarisation aufweist. Gut denkbar erscheint, dass diese divalenten Kationen durch mit
Propionat anflutenden H*-lonen aus ihrer blockierenden Bindung verdréangt werden, wodurch
die Leitfahigkeit fir monovalente Kationen wie Natrium ansteigt. Interessanterweise ist seit
langem bekannt, dass Epithelien in der Ussingkammer in der Gegenwart von Fettsduren
haufig starkere Strome aufweisen als ohne dieselben (Gabel et al., 1991a; Abdoun et al.,
2005). Alternativ erscheint es auch mdglich, dass der Einstrom von Propionat eine

Zellschwellung Uber ,stretch® Effekte bewirkt, die eine Aktivierung des Kanals zur Folge hat.
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4.4.4 Hypoosmolare Natriumchloridlésung 50 %

Um das Verhalten der Zellen bei osmotischem Stress zu untersuchen, wurde eine hypotone
NaCl-Lésung mit 170 mosmol-I"" (genaue Zusammensetzung sh. Anhang) in die Badlésung
appliziert. Hingegen betrug die Osmolaritat der Pipettenldsung ca. 280 mosmol-I”. Bei dieser
Konfiguration ist ein Einstrom von Wasser in die Zelle zu erwarten. Im Versuch kommt es zu
einer Anderung des Stroms. Es konnte eine deutliche Zunahme des Stroms sowohl bei

Depolarisation als auch bei negativem Potential beobachtet werden (sh. Abbildung 42).
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Abbildung 42

Ganzzellableitung einer Pansenepithelzelle bei Applikation von hypoosmolarer NaCl-Ldsung.
Durch den osmotischen Gradienten zwischen der Pipettenldsung und der Lésung im Bad
kommt es zu volumenregulatorischen Prozessen der Zelle. Die deutliche Zunahme der
Stromantwort bei positiven und negativen Potentialen konnte fur die Aktivierung
volumenregulierter Kanale sprechen.

Bei Zugabe von DIDS in die hypoosmolare NaCl-Lésung kommt es nur zu geringen Effekten
auf den Strom bei Depolarisation. Es scheint bei dieser Zelle durch Schwellung
hauptsachlich zu einer Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals gekommen zu sein;
der Anionenkanal spielt bei der Leitfahigkeit offenbar hier eine untergeordnete Rolle. Weitere

Messungen sind erforderlich, um Schwellungseffekte abschlie®end zu charakterisieren.
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4.4.5 Butyratleitfahigkeit

Butyrat ist im Pansen der Wiederkduer nach Propionat mengenmafig die drittwichtigste
kurzkettige Fettsdure. Nachdem die Leitfahigkeit fir Azetat (Stumpff et al., 2009) und auch
fur Propionat an isolierten Pansenepithelzellen mit Hilfe der Ganzzellmessungen in dieser
Studie nachgewiesen worden war, sollte auch die Leitfahigkeit fur Butyrat (sh. Strukturformel
Abbildung 43) ermittelt werden.

Butyrat

CHz2

CH3 CHz2 O

Abbildung 43

Strukturformel von Butyrat

In der Ganzzellkonfiguration waren die Pansenepithelzellen wieder mit Natriumgluconat
geflllt. Bei Ersatz von Natriumchlorid durch Natriumgluconat in der Badldsung sanken die
gemessenen Strome deutlich (sh. Abbildung 44). Im Mittel betrugen die Natriumgluco-
natstrome 32,04 + 1,36 % des Chloridstroms zu Beginn der Messung. Bei Zugabe von
Natriumbutyrat in die Perfusionsldsung stiegen die Stréme bei Depolarisation wieder an. Im
Mittel betrug der Natriumbutyrateinstrom 53,55 + 16,20 % des NaCl-Einstroms zu Beginn der
Messung (n =31, p<0,001, sh. Tabelle 5). Bei Zugabe von Butyrat anderte sich das
Umkehrpotential signifikant von im Mittel -9,58 + 0,85 mV in Natriumgluconatlésung auf
-2,36£1,28mV (n=31, p<0,001, sh. Tabelle 6). Zusammenfassend wurde hiermit
festgestellt, dass der Strom zwar deutlich geringer als der Chloridstrom war, aber doch

signifikant hoher als der in Gluconatlésung zu messende Strom.

Wie bereits bei den Untersuchungen zur Chlorid- und Propionatleitfahigkeit, sanken bei
Zugabe von 200 pymol-I"" des Anionenkanalblockers DIDS in die Natriumbutyratperfusions-
I6sung die Strome deutlich und betrugen im Mittel 22,97 + 3,57 % des NaCl-Einstroms zu
Beginn der Messung (n = 13, p < 0,001, sh. Tabelle 5). Der DIDS-Effekt auf die Strome war
reversibel (sh. Abbildung 44). Bei Zugabe von DIDS betrug das Umkehrpotential im Mittel
1,65+ 1,74 mV (n =13, p = 0,084, sh. Tabelle 6).
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Abbildung 44

Ganzzellmessung einer mit Natriumgluconat geflillten Pansenepithelzelle. Deutlich sichtbar
ist der Stromabfall nach Ersatz von Chlorid durch Gluconat. Beim Ersatz von Gluconat durch
Butyrat kam es zu einem leichten Anstieg. Bei Zugabe von DIDS sanken die Strome auf
Werte, die in etwa dem Strom in Gluconatlésung entsprachen. Die Messung deutet auf eine
reversible DIDS-sensitive Butyratleitfahigkeit hin. Wirkungen auf den nicht-selektiven
Kationenkanal waren in dieser Zelle nicht zu beobachten.

Tabelle 5

Strom bei + 100 mV (%) | n |Mittel| Std. Fehler | Median |75 % | 25 % | p vs. NaCIl 0
NaCl 0 186/ 100 0 100, 100 100
NaGluconat 142| 32,04 1,36| 26,83|38,84| 22,19 <0,001
NaButyrat 0 31| 53.55 16.20| 33.87|48.41| 26.84 <0,001
NaButyrat 1 12| 39.95 6.43| 33.81|54.13 21.06 <0,001
NaButyrat + DIDS 13| 22.97 3.57] 20.75| 36.17| 10.45 <0,001
p1 <0,001
p2 0,002
p3 0,840

p1: Vergleich von NaButyrat 0 und NaButyrat + DIDS
p2: Vergleich von NaButyrat 0 und NaGluconat
p3: Vergleich von NaButyrat 0 und NaButyrat 1
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Tabelle 6

Umkehrpotential (mV) | n | Mittel | Std. Fehler | Median |75 %| 25 % | p vs. NaCl 0
NaCl 0 186| -28.76 0.71 -29.6| -23.8| -35.04
NaGluconat 142| 9,58 0,85 8,32 4,04 15,22
NaButyrat 0 31| -2.36 1.28 -2.15| 0.75 -6.46 <0,001
NaButyrat 1 12| -4.06 3.38 -2.11| 0.64 -6.35 <0,001
NaButyrat + DIDS 13| 1.65 1.74 1.35| 4.95 -2.89 <0,001
p1 0,084
p2 <0,001
p3 0,026

p1: Vergleich von NaButyrat 0 und NaButyrat + DIDS
p2: Vergleich von NaButyrat 0 und NaGluconat
P3: Vergleich von NaButyrat 0 und NaButyrat 1

4.4.6 Laktatleitfahigkeit
Far die Untersuchung der Laktatleitfahigkeit an isolierten Pansenepithelzellen (Strukturformel

sh. Abbildung 45) wurde in Anlehnung an die vorherigen Ganzzellversuche die NaCl-
Perfusionsléosung zunachst durch Gluconat ersetzt (sh. Abbildung 46). Strom und
Umkehrpotential anderten sich wie bei den vorangegangenen Messungen zur
Chloridleitfahigkeit.

D-Laktat |-l aktat

Abbildung 45
Strukturformel von D- und L- Laktat

AnschlieBend wurde Gluconat durch Laktat im Bad ersetzt (sh. Abbildung 46). Der
Lésungswechsel war von einem signifikanten Anstieg des Stroms begleitet. Der Strom
betrug nach dem Wechsel auf die Natriumgluconatlésung nur noch 9,57 £ 0,84 % des in
NaCl-Lésung zu Beginn der Messung gemessenen Wertes. Nach Wechsel zur

Natriumlaktatlosungstieg stieg der Strom wieder an, auf 47,48 + 2,87% des Anfangswertes
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(n =25, p<0,001, sh. Abbildung 46 und Tabelle 7). Das Umkehrpotential &nderte sich
ebenfalls signifikant von im Mittel 9,58 £+ 0,85 mV in Natriumgluconatldsung auf
-2,94 + 1,01 mV in Natriumlaktatiésung mV (n = 21, p < 0,001, sh. Tabelle 8).

Bei Zugabe des Blockers DIDS wurde der gemessene Laktateinstrom signifikant gehemmt.
Unter Zugabe von DIDS betrug der Laktateinstrom nur noch 20,11 £ 4,9 % des in NaCl-
Lésung gemessenen Wertes (n=21, p<0,001, sh. Tabelle 7). Im Vergleich zum
Laktateinstrom ohne DIDS (= 47,48 £ 2,87%) war der Strom somit in Gegenwart von DIDS
signifikant niedriger (n = 21, p < 0,001, sh. Tabelle 7). Der DIDS-Effekt war reversibel. Nach
dem Auswaschen des Laktats aus der Badlésung mit NaCl stieg der Strom wieder auf das

Niveau zu Beginn der Messung an.
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Abbildung 46

Ganzzellableitung einer Pansenepithelzelle. Deutlich sichtbar ist, dass die Leitfahigkeit der
Zelle in laktathaltiger Losung eindeutig hoher ist als in gluconathaltiger Losung. Die Daten
lassen sich als eine durch DIDS reversibel hemmbare Laktatleitfahigkeit deuten.
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Tabelle 7

Strom bei + 100 mV (%) | n | Mittel | Std. Fehler [ Median| 25% | 75% |p vs NaLaktat 0
NaCl 0 186 100 0 100, 100, 100 <0,001
NaGluconat 142, 9.57 0.84 8.34| 4.06 15.19 <0,001
NaLaktat 0 25| 47.48 2.87| 45.43|35.85 54.88

NaLaktat + DIDS 21| 20.11 498/ 11.49| 8.05 23.17| <0,001
NaLaktat 1 20| 42.51 461 40.42/28.42 53.31 0,045
NaCl 1 179/ 111.21 5.56| 97.28|87.28 115.81 <0,001
Tabelle 8

Umkehrpotential (mV) | n | Mittel | Std. Fehler |Median| 25% | 75% | p vs NaLaktat 0
NaCl 0 186/ -28.77 0.72| -29.60|-35.05(-23.80 <0,001
NaGluconat 142 9.58 0.85 8.32| 4.03| 15.22 <0,001
NaLaktat 0 26| -2.94 1.02| -2.15| -6.29| -0.25

NaLaktat + DIDS 21| 4.96 2.48 5.29| -0.46| 12.79 <0,001
NaLaktat 1 20[ -1.12 1.09] -1.00] -4.34| 1.61 0,020
NaCl 1 179(-26.72 0.80] -28.97|-33.54(-19.23 <0,001

Durch den signifikanten Unterschied der gemessenen Strome bei Depolarisation in
Natriumlaktatlésung im Vergleich zur Natriumgluconatlésung und der signifikanten Anderung
des Umkehrpotentials konnte gezeigt werden, dass isolierte Pansenepithelzellen eine
Laktatleitfahigkeit besitzen. Mit Hilfe des Umkehrpotentials konnte die relative Leitfahigkeit
fur Laktat im Vergleich zu Chlorid berechnet werden: P(Laktat)/P(Cl) = 0.35 £ 0.33; (n = 25).

Die Laktatleitfahigkeit war ebenfalls reversibel DIDS-sensitiv.

4.4.7 Vergleich der Leitfahigkeit der Fettsaureanionen Azetat, Propionat und
Butyrat

In diesem Versuch sollten die Effekte der Fettsdureanionen Azetat (C,H;0,), Propionat
(C3Hs502) und Butyrat (C4H;0;) auf den Auswartsstrom untersucht werden. Um die Effekte
der Fettsdureanionen direkt miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde teilweise an
derselben Zelle im Wechsel die Natriumgluconatlésung im Bad durch Natriumazetat,
Natriumpropionat und Natriumbutyrat ersetzt. Bereits wahrend der Messungen konnte
beobachtet werden, dass die Auswartsstrome mit zunehmender Kettenlange abnahmen (sh.
Abbildung 47).

Beim direkten Vergleich der Auswartsstrome der Fettsdureanionen wurde der Wert flir den

Natriumgluconatstrom (bei +100 mV) subtrahiert. Somit entfallt der Beitrag des nicht-
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selektiven Kationkanals zum Gesamtstrom und es konnten die Unterschiede zwischen den

einzelnen Fettsdureanionen besser dargestellt werden (sh. Abbildung 48)
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Abbildung 47

Ganzzellmessung an einer mit Natriumgluconatlésung geflillien Pansenepithelzelle. Effekte
der verschiedenen Fettsdureanionen auf den Strom. Hier wurde im Wechsel die
Natriumgluconatlésung (NaGlu) im Bad durch Natriumazetat, Natriumpropionat und
Natriumbutyrat ersetzt. Bei Depolarisation des Pipettenpotentials verringerte sich der Strom
mit zunehmender Kettenlange des eingesetzten Fettsdureanions, entsprechend einer mit der
lonengréle abnehmenden Leitfahigkeit.
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Abbildung 48

Durch subtrahieren des Gluconatauswartsstroms kénnen die Auswartsstrome (Mittelwert +
SEM) der verschiedenen Fettsaureanionen besser miteinander verglichen werden. Die
Leitfahigkeit der Zellmembran der Pansenepithelzellen fur die Fettsdureanionen Azetat,
Propionat und Butyrat nahm mit zunehmender Grof3e des Fettsdureanions ab, (* = p < 0.05;
**=p<0.01; ** =p<0.001, rot * im Vergleich zu NaPropionat, schwarz * im Vergleich zu
NaCl).
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Abbildung 49

Vergleich der Umkehrpotentiale der verschiedenen Fettsdureanionen (Mittelwert + SEM):
Natriumbutyrat (NaBu), Natriumpropionat (NaPro), Natriumazetat (NaAz) (*=p <0.05;
**=p<0.01; ™ =p<0.001, rot * im Vergleich zu NaPropionat, schwarz * im Vergleich zu
NaCl).

Es bestehen unterschiedliche Permeabilitaten flir die verschiedenen kurzkettigen Fettsauren.
Mit Hilfe der Umkehrpotentiale und der Nernstgleichung kann die relative Leitfahigkeit der
Zellmembran fiir verschiedene lonen berechnet werden. Die relative Leitfahigkeit fiir Azetat
im Verhaltnis zu Chlorid betrug P(Azetat)/P(Cl): 0.42 £ 0.01 (n = 16). Die relative Leitfahigkeit
fur Propionat im Verhaltnis zu Chlorid betrug P(Propionat)/P(CI): 0.39 £ 0.01 (n = 47). Die
relative Leitfahigkeit von Butyrat im Verhaltnis zu Chlorid betrug P(Butyrat)/P(Cl): 0.36 + 0.02
(n=32). Die relative Leitfahigkeit von Gluconat im Verhaltnis zu Chlorid betrug
P(Gluconat)/P(CIl): 0.26 £ 0.01 (n=39). Mit zunehmender Kettenldnge der kurzkettigen

Fettsdureanionen nahm deren relative Leitfahigkeit im Vergleich zu Chlorid also ab.

4.4.8 Leitfahigkeit fur die Halide lodid, Bromid und Fluorid
Eine Methode zur Charakterisierung von Anionenkanalen ist die Applikation der Halide lodid

(I"), Bromid (Br) und Fluorid (F) zur Bestimmung der Eisenmann-Sequenz. Mit dieser
Sequenzanalyse lassen sich Grofle und Eigenschaften der Kanalpore bestimmen. Hierflr
wurde an derselben Zelle im Wechsel die Natriumgluconatldsung im Bad durch Natriumiodid,

Natriumbromid und Natriumfluorid ersetzt (sh. Abbildung 50).
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Abbildung 50

Ganzzellableitung einer Pansenepithelzelle bei Applikation der Halidldsungen Natriumiodid,
Natriumbromid und Natriumfluorid in die Perfusionslosung. Die Leitfahigkeiten von Chlorid,
Bromid und lodid lagen recht dicht beieinander; lediglich die Leitfahigkeit fir Fluorid zeigte
eine signifikante Abweichung nach unten (sh. Diskussion). An dieser Zelle konnten auch
Effekte auf den Einwartsstrom gesehen werden, deren Ursache jedoch nicht wirklich geklart
werden konnte.

Auch die Zugabe des Anionenkanalblockers DIDS in die Badlésung (200 umol-I") hemmte
bei allen drei Halidldsungen deutlich die Strome (sh. Abbildung 51).

95



Ergebnisse

Auswartsstrom
(%)

120

100

80 A

60 -

TEE

40

TEE

TTT

0 .
1 2

1) NaCl 0 = 100 %

2) NaGluconat
3) Nalodid

4) Nalodid + DIDS

Abbildung 51

4 a

6

5) NaBromid
6) NaBromid + DIDS
7) NaFluorid
8) NaFluorid + DIDS

Vergleich der Strdme der verschiedenen Halidldsungen und unter DIDS-Zugabe in % zum
Natriumchloridauswartsstrom zu Beginn der Messung (= 100%), (* = p < 0.05; ** =p < 0.01;

*** = p < 0.001).

Tabelle 9

Strom bei + 100 mV (%) | n | Mittel | Std. Fehler | Median 25% 75%
NaClo 71100.000 0.000 100.000 100.000 100.000
NaGlu 7| 22.705 1.716 21.491 20.442 23.406
NaBro 71106.205 13.843 100.614 94.450 118.240
NaBro + DIDS 7| 53.881 15.384 44.423 31.777 53.795
NaCl1/Naglu 7| 97.063 8.533 92.711 89.751 99.153
p1 0,006

p1 <0,001

p1: Vergleich von NaBro und NaBro + DIDS
p2: Vergleich von NaGlu und NaBro + DIDS
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Tabelle 10

Strom bei+100 mV (%) |n | Mittel Std. Fehler | Median 25% 75%
NaClo 6| 100.000 0.000| 100.000| 100.000| 100.000
NaGlu 6 27.142 4134 23.406 20.981 35.598
NaFlu 6 66.082 3.284 64.403 61.847 72.161
NaFlu + DIDS 6 23.950 5.796 27.363 11.654 31.144
NaCl1 6 89.023 5.277 92.966 84.447 95.714
p1 <0,001
p2 <0,001
p1: Vergleich von NaFlu und NaFlu + DIDS
p2: Vergleich von NaGlu und NaFlu + DIDS
Tabelle 11

Strom bei +100 mV (%) n Mittel Std. Fehler | Median 25% 75%
NaClo 10| 100.000 0.000| 100.000| 100.000| 100.000
NaGlu 10| 24.653 2199 23.187| 21.039| 25.581
Nalod 10| 85.353 4.043| 86.987| 78.538| 95.324
Nalod + DIDS 10| 44.613 4557 | 44.613| 38.145| 47.568
NaCl1 10| 92.871 2759 92966| 89.635| 97.998
p1 <0,001
p2 <0,001

p1: Vergleich von Nalod und Nalod + DIDS
p2: Vergleich von NaGlu und Nalod + DIDS

4.4.9 Ganzzellmessungen an isolierten Psalterepithelzellen
Nachdem es gelungen war mit der Zellisolationskammer Psalterepithelzellen zu isolieren und

zu kultivieren, konnten auch Patch-Clamp-Experimente an diesen Zellen durchgeflihrt
werden. Fir die Ganzzellmessungen wurden die Psalterepithelzellen ebenfalls mit einer

Natriumgluconatlésung gefillt (Zusammensetzung sh. Anhang).

4.4.9.1 Leitfahigkeit fiir Chlorid und fur Azetat
Es wurde zunachst die Leitfahigkeit fur Chlorid Gberpruft (sh. Abbildungen 52 und 53). Bei

Zugabe von Natriumgluconatlésung wurde der Strom bei +100 mV deutlich gehemmt. Im
Mittel betrug der Strom in Natriumgluconatlésung nur 33,17 + 2,31 % des Stroms in NaCl-
Lésung (n =46, p< 0,001, sh. Abbildungen 52 - 54 und Tabelle 12); in NaCl-Lésung

entsprechen also fast zwei Drittel des Stromes bei depolarisiertem Potential einem Einstrom
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von Chlorid aus dem Bad in die Zelle. Bei Zugabe von Natriumazetat in die Perfusionslésung
sank der bei Depolarisation gemessene Strom ebenfalls erheblich (sh. Abbildungen 52 und
53); er lag jedoch signifikant Gber dem in Natriumgluconatlésung gemessenen Niveau. Im
Mittel betrug er 78,75+ 9,68 % des NaCl-Einstroms zu Beginn der Messung (n = 33,
p < 0,001, sh. Abbildung 54 und Tabelle 12). Die Anderung der Stréme bei Hyperpolarisation

war nicht signifikant.

nA NaCl NaCl NaCl

2.00 MNaAzetat
MaGlu

2 50 - DIDS

0.00

-2.30

[ [
0 1000 200.0 Sek

Abbildung 52

Ganzzellableitung einer mit Natriumgluconatlésung gefillten Psalterepithelzelle. Hier sind
eine Chloridleitfahigkeit und eine reversible DIDS-sensitive Azetatleitfahigkeit zu sehen.

Wie bereits bei den Pansenepithelzellen wurde bei Applikation von 200 pmolI" des Blockers
DIDS der Chloridauswartsstrom (n =23, p <0,001) sowie auch der Azetatauswartsstrom
(n =25, p <0,001) signifikant gehemmt (sh. Abbildungen 52 - 54 und Tabelle 12). Im Mittel
betrug der Natriumchloridauswartsstrom unter DIDS-Zugabe 57,86 +6,00% des
Natriumchloridauswartsstroms zu Beginn der Messung. Der Natriumazetatauswartsstrom
betrug im Mittel unter DIDS-Zugabe 34,69 + 5,89 % des Natriumchloridauswartsstroms zu
Beginn der Messung. Zusatzlich zu dem kontinuierlichen Pulsprotokoll wurde ebenfalls ein

konventionelles Pulsprotokoll durchgefihrt (sh. Abbildung 53).
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Abbildung 53

Konventionelles Pulsprotokoll bei verschiedenen Badldsungen bei einer Psalterepithelzelle in
der Ganzzellkonfiguration. Die Strome sind wie bei den Pansenepithelzellen deutlich
auswartsrektifizierend. Der zeitliche spannungsabhangige Effekt des Blockers DIDS auf den
Auswartsstrom ist bei Chlorid sehr gut und bei Azetat angedeutet zu sehen.
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Abbildung 54

Vergleich der Strome bei Depolarisation in Prozent (NaCl-Lésung zu Beginn der Messung
= 100 %, Mittelwert + SEM, *** = p < 0.001, rot * im Vergleich zu NaAzetat, schwarz * im
Vergleich zu NaClO0).

Tabelle 12

Strom bei + 100 mV (%) | n | Mittel | Std. Fehler | Median| 25% | 75% |p vs NaCl 0
NaCl 0 46 100 0 100 100 100
NaGlu 46| 33.17 2.31| 27.09| 22.34| 41.35 <0,001
NaCl 1 46| 157.15 11.39| 129.17| 107.82| 175.78
NaCl + DIDS 23| 57.86 6.00f 51.22| 35.00, 72.64 <0,001
NaAz 0 33| 78.75 9.68| 56.95| 38.35/ 111.61 <0,001
NaAz + DIDS 25| 34.69 5.89| 18.51| 13.90| 51.77 <0,001
NaAz 1 23| 72.77 13.85| 58.25| 32.72| 91.14 <0,001
p1 <0,001
p2 <0,001
p3 0,902

p1: Vergleich von NaAzetat 0 und NaGluconat
p2: Vergleich von NaAzetat 0 und NaAzetat + DIDS
p3: Vergleich von NaAzetat 0 und NaAzetat 1
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4.4.9.2 Vergleich der Auswartsstrome der Fettsaureanionen am Psalter

An den isolierten Psalterepithelzellen wurden ebenfalls Ganzzellmessungen mit
Natriumpropionatldsung (n = 6) und Natriumbutyratldsung durchgefuhrt (n = 6). Eine erste
Auswertung der gemessenen Auswartsstrome und Umkehrpotentiale zeigt einen ahnlichen
Verlauf wie bei den Pansenepithelzellen (sh. Abbildung 55 und Tabellen 13 und 14). Die
gemessenen Auswartsstrome sanken mit zunehmender MolekulgrofRe des kurzkettigen

Fettsaureanions.

Auswartsstrom
(%)
100 n. s
Ahk *;rk
80 - T T
60 -
40 b
20
0 -
NaCl 0 NaGlu NaAz 0 NaAz NaAz 1
+=
DIDS
Abbildung 55

Vergleich der Auswartsstrome in Prozent zur NaCl-Losung = 100 % (Mittelwert + SEM,
***=p<0.001).

Tabelle 13

Auswartsstrom (%) | n | Mittel | Std. Fehler | Median | 25% | 75% | p vs NaCl 0
NaCl 0 46/ 100 0 100 100 100
‘NaGIu 46| 33.17 2.31 27.09| 22.34| 41.35 <0,001
‘NaAz 33| 78.75 9.68 56.95 38.35 111.61 <0,001
‘NaPro 6 62.00 11.50 66.00| 33.03 90.10 <0,001
‘NaBu 6 41.00 7.99 33.26| 27.20 63.75 <0,001
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Tabelle 14

Umkehrpotential (mV) | n | Mittel | Std.Fehler | Median | 25% | 75% |p vs NaCl 0
NaCl 0 46| -30.71 1.31| -29.49| -33.14| -26.40 <0.001
NaCI+DIDS 23| -31.24 206| -29.96| -34.78| -23.11 0.68
NaGlu 46| 10.39 1.41 10.75| 6.84| 14.40 <0.001
NaAz 33| -6.29 1.49 -6.40| -10.80| -0.55 <0.001
NaAz+DIDS 25| -545 1.74 -6.00| -10.44| 249 <0.001

4.4.9.3 Gegeniuberstellung der Leitfahigkeit an Pansen- und
Psalterepithelzellen

Bei der Gegenltberstellung der Leitfahigkeiten der Fettsaureanionen im Vergleich zu Chlorid

an Pansenepithelzellen und Psalterepithelzellen konnte kein signifikanter Unterschied

festgestellt werden (sh. Abbildung 56 und Tabelle 15).

Relative Leitfahigkeit
(PLXVP(CI) ns.
08 — s =
<0.001
P ns
<0.001
0.6 R
0.4- . P(AzetatyP(Cl)
[ pepropionatypc
» D P(Butyrat)/P(CI)
i T
0.27 T D P{GluconatyP(Cl)
1
Pansen Psalter
0.0
Abbildung 56

Vergleich der Leitfahigkeiten an isolierten Pansen- und Psalterepithelzellen
(n = Zahlen in den Balken, p = Zahlen tber den Klammern)
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Tabelle 15
Pansen o (pA) n | Mittel |Std. Fehler|Median| 25% | 75% |p vs Psalter
NacCl 186| 2.00 0.10 1.72| 0.73| 2.95 0.749
NaGlu 142| 0.60 0.04/ 0.50| 0.22] 0.82 0.660
NaAz 31| 147 0.15] 1.49| 1.01| 1.66 0.405
NaPro 51| 1.05 0.10, 0.90| 0.56| 1.43 0.023
NaBu 31| 0.91 0.10, 0.96| 0.48| 1.09 0.002
Pansen oc (pA/pF)| n | Mittel Std. Fehler|Median| 25% | 75% |p vs Psalter
NaCl 186(193.33 10.17| 169.96|71.33|291.22 0.933
NaGlu 142| 57.69 3.93| 46.38|20.36| 79.76 0.954
NaAz 31|145.84 14.33| 141.66|97.36({185.75 0.232
NaPro 51|105.77 10.51| 90.31|53.39(141.37 0.012
NaBu 31| 86.47 8.69| 96.30|/50.59(110.53 0.002
Pansen oo (%) | n | Mittel Std. Fehler|Median| 25% | 75% |p vs Psalter
NaGlu 142| 32.05 1.37| 26.83|22.19| 38.84 0.615
NaAz 31| 64.91 8.34| 47.58|44.66| 68.27 0.735
NaPro 51| 52.18 9.51| 39.94|33.46| 55.80 0.189
NaBu 31| 53.55 16.21| 33.87|26.84| 48.41 0.918
Psalter o (pA) | n | Mittel | Std. Fehler |Median| 25% | 75%
NaCl 46| 2.50 0.35| 1.58| 0.66| 3.64
NaGlu 46| 0.78 0.12] 0.37| 0.19] 1.20
NaAz 33| 1.55 0.24| 0.79| 0.47| 2.55
NaPro 6| 044 0.10f 0.42| 0.23| 0.59
NaBu 6/ 0.28 0.05| 0.27| 0.19] 0.35
Psalter oc (pA/pF)| n | Mittel | Std. Fehler |Median| 25% | 75%
NaCl 46| 223.67 31.70| 125.08(63.42|315.51
NaGlu 46| 70.18 11.16| 29.40(18.75[110.35
NaAz 33| 138.20 21.43| 84.55|35.61(220.70
NaPro 6| 39.03 9.39| 30.70|22.25| 60.60
NaBu 6| 24.15 3.87| 22.26|18.32| 28.95
Psalter oo (%) | n | Mittel | Std. Fehler |Median| 25% | 75%
NaGlu 46| 33.18 2.31| 27.09|22.34| 41.35
NaAz 33| 66.57 7.23| 52.16|38.26| 75.44
NaPro 6| 62.01 11.50, 66.00|{33.03| 90.11
NaBu 6| 41.00 8.00| 33.26|27.20| 63.75
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4.4.10 Einzelkanalmessungen
Zur Untersuchung einzelner lonenkanadle wurden Einzelkanalmessungen in der Inside-Out-

Konfiguration an Pansen und an Psalterepithelzellen durchgefuhrt (sh. Abbildung 57).

NMDG-
Solution

=z

Cytoplasm

Abbildung 57

Schematische Darstellung der Inside-Out-Konfiguration

44101 Einzelkanalmessungen an isolierten Pansenepithelzellen

In der Pipettenlosung befand sich eine NMDG-(N-Methyl-D-glucamin)-Propionatlésung, im
Bad befanden sich abwechselnd eine NMDG-Chlorid-, eine NMDG-Propionat und eine
NMDG-Gluconatlésung (genaue Zusammensetzung der Losungen sh. Anhang).

Pipettenlosung: Badlosung: Badldsung: Badldsung: P:Jlt]eel?fnl
a
NMD G-Propionat NMDG-Propionat NMDG-Chlorid MNMDG-Gluconat e
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Abbildung 58

Einzelkanalstrdome die durch ein herausgeléstes Stlick der Zellmembran einer Pansen-
epithelzelle gemessen wurden.
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In der Mehrzahl der herausgelésten Membranstiicke konnten keine Kanale beobachtet
werden. Von diesen ,stummen“ Membranen eindeutig abgrenzbar war die Minderheit an
Membranstiickchen, die Kanale enthielten (sh. Abbildung 58). Es waren grolke
Kanalereignisse zu sehen, deren GroRe bei positivem Pipettenpotential von dem Anion in
der Badlésung abhing. Sie wurden durch das Einstrémen der Anionen im Bad durch den
Kanal hindurch in die Pipette verursacht, wobei das positive Pipettenpotential als Triebkraft

fungierte.

Bei NMDG-Chlorid in der Badlosung sind die bei positivem Potential gemessenen Stréme
besonders grof3, und fallen bei NMDG-Propionatlésung im Bad deutlich ab. Bei NMDG-
Gluconat in der Perfusionslosung sind bei positivem Potential kaum Kanalereignisse zu
sehen, da das Gluconatmolekll zu grof3 ist, um durch den Kanal zu permeieren. Die
Kanalereignisse bei negativen Potentialen werden durch das Ausstromen von
Propionationen aus der Pipette durch den Kanal hindurch ins Bad verursacht. Da sich die
Zusammensetzung der Pipettenldsung nicht anderte, sind diese unabhéngig von der

Zusammensetzung der Badlésung zu beobachten.
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4.4.10.2 Zusammenfassung der Einzelkanalmessungen im Strom-

Spannungs Diagramm

Im Strom-Spannungsdiagramm (sh. Abbildung 59) sind alle Daten der Einzelkanal-

messungen an isolierten Pansenepithelzellen zusammengefasst.

Strom
(nA)
20
10 1
I] 4
_1[' .
20
ePipette: NMDG-Chiorid 7 Bad: NMDG-Chiorid
vPipette: NMDG-Propionat / Bad: NMDG-Chlorid
B Pipette: NMDG-Propionat / Bad: NMDG-Propionat
-30 . : . : . : : )
60 -40  -20 0 o0 40  gp Potental
(mv)
Abbildung 58

Strom-Spannungsdiagramm der Einzelkanalmessungen

Zunachst wurden die Messpunkte flir die Einzelkanalleitfahigkeit der Kanale in
symmetrischer NMDG-Chloridlésung (schwarze Kreise), symmetrischer NMDG-
Propionatlésung (grine Vierecke) und asymmetrischer NMDG-Propionatldsung in der
Pipette und NMDG-Chloridldsung im Bad (rote Dreiecke) eingetragen. Fur die
symmetrischen Messlosungen (Pipette = Bad) ergeben sich Regressionsgerade, aus deren
Steigungen die Einzelkanalleitfahigkeiten des Kanals fur Chlorid (schwarze Linie) und far
Propionat (grune Linie) berechnet werden konnen. Die Einzelkanalleitfahigkeit isolierter

Pansenepithelzellen betragt fur Chlorid ca. 350 pS und 100 pS flr Propionat

Mit Hilfe der Goldman-Hodgkin-Katz Gleichung fir den Strom (Hille, 2001; Stumpff et al.,
2009) und dem Programm Sigma Plot konnte ebenfalls die Kurve flr die asymmetrischen
Lésungen (Propionatlésung in der Pipette und Chloridldsung im Bad) ermittelt werden (rote

Linie). Bei Hyperpolarisation (-60 mV) liegen die Werte der asymmetrischen Ldsung (rote
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Dreiecke) zusammen mit denen der symmetrischen Propionatlésung (griine Vierecke),
entsprechend dem Ausstrom von Propionat aus der Pipette durch den Kanal ins Bad. Bei
Depolarisation (+60 mV) liegen die Werte der asymmetrischen Ldésung (rote Dreiecke)
zusammen mit denen der symmetrischen Chloridlésung (schwarze Kreise), entsprechend
dem Einstrom von Chlorid aus dem Bad durch den Kanal in die Pipette. Mit zunehmendem
Potential nimmt der Einfluss des Konzentrationsgradienten ab und die Kurve nahert sich

asymptotisch den flir die symmetrischen Konzentrationen bestimmten Geraden.

44103 Einzelkanalmessungen an isolierten Psalterepithelzellen

Ebenfalls wurden auch an isolierten Psalterepithelzellen in der Inside-out-Konfiguration
Einzelkanalmessungen durchgefiihrt (sh. Abbildung 60). Die Kanalereignisse sind wie bei
den Pansenepithelzellen besonders bei Depolarisation ab +30 mV gut zu sehen. Hier wurde
mit einer NMDG-Propionatlésung als Pipettenlésung gearbeitet. Bei NMDG-Chlorid in der
Perfusionslosung sind die Kanalereignisse am starksten zu sehen, entsprechend der
hoheren Leitfahigkeit des Kanals fiir das Anion Chlorid. Doch auch bei NMDG-Propionat in
der Perfusionsloésung sind die Kanalereignisse noch deutlich zu erkennen. Bei NMDG-
Gluconat in der Perfusionslosung fiihrte die Depolarisation zu keinen deutlichen
Kanalereignissen. Eine Mischung der Lésungen NMDG-Propionat und NMDG-Chlorid zu
gleichen Teilen in der Perfusionslésung flihrte ebenfalls bei Depolarisation zu sichtbaren

Ereignissen. Dies spricht gegen eine negative Interaktion beider Anionen miteinander.
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Pipettenldsung: NMDG-Propionat
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Abbildung 60

Einzelkanalmessungen in der Inside-out-Konfiguration an einer Psalterepithelzelle. In der
Pipette befand sich eine NMDG-Propionatldsung. Deutlich sind die Kanalereignisse bei
Depolarisation (+50 mV) zu erkennen. Die Anionen aus der Badlésung werden durch das
positive Potential durch den Anionenkanal zur Pipettenelektrode hin getrieben. Bei NMDG-
Gluconat in der Badlésung sind allenfalls winzigste Kanalereignisse zu sehen, da das
Gluconation zu groR ist. Die Leitfahigkeit des Kanals nimmt somit mit der Gré3e des Anions
ab.

4.4.10.4 Vergleich der Einzelkanalmessungen an Pansen- und
Psalterepithelzellen

Im folgenden Diagramm (sh. Abbildung 61) wurden die Einzelkanalmessungen der Pansen-

und Psalterepithelzellen miteinander verglichen. Fir beide Zelltypen konnten die

Messergebnisse mit einer Einzelkanalleitfahigkeit fur Chlorid von 350 pS und 100 pS fir

Propionat in befriedigenderweise angepasst werden.
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Strom-Spannungsdiagramm der Einzelkanalmessungen an Pansen- und Psalterepithel-
zellen. Die Regressionsgerade der Einzelkanalleitfahigkeit fur Propionat ist flir Pansen-
(grin) und Psalterepithelzellen (blau) fast gleich.

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse
Durch die in dieser Studie neu konzipierte Zellisolationskammer ist es nun auch mdglich,

Psalterepithelzellen zu isolieren und zu kultivieren. Mit Hilfe der Immunhistochemischen
Farbungen konnte gezeigt werden, dass das native Pansen- und Psaltergewebe und
ebenfalls isolierte Pansen- und Psalterepithelzellen die Tight Junction Proteine Occludin,
Claudin 1, 4 und 7 exprimieren. Die Claudine 1 und 4 sind charakteristisch fir besonders
dichte Epithelien und stellen eine Barriere flir den Stofftransport dar. Diese Daten
unterstitzen die Auffassung, dass der Anionentransport, besondern von grof3eren Molekilen

wie kurzkettigen Fettsdureanionen, transzellular erfolgt.

Die Ergebnisse der Ganzzellmessungen der Patch-Clamp-Experimente bestatigen eine
reversible, DIDS-sensitive Chloridleitfahigkeit (Stumpff et al., 2009). Der Blocker NPPB flihrte
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ebenfalls zu einer reversiblen Hemmung der Chloridleitfahigkeit. Gadolinium und
Arachidonsaure flhrten zu einer nicht reversiblen Hemmung des Chloridauswartsstroms. Der

Blocker Glibenclamid zeigte keine signifikanten Effekte.

An isolierten Pansenepithelzellen konnte eine Leitfahigkeit fir Propionat nachgewiesen
werden. Diese ist reversibel DIDS, pCMBs und NPPB sensitiv. Ebenfalls konnte an diesen
Zellen eine reversible DIDS-sensitive Butyratleitfahigkeit nachgewiesen werden. Die relativen
Leitfahigkeiten im Vergleich zu Chlorid waren 0,26 fir Gluconat, 0,36 fir Butyrat, 0,39 fir
Propionat und 0,42 fir Azetat. Die Sequenz der Anionen-Leitfahigkeiten ist somit:
Chlorid > Acetat > Propionat > Butyrat > Gluconat. Zusatzlich wurde an den isolierten

Pansenepithelzellen eine reversible DIDS-sensitive Laktatleitfahigkeit nachgewiesen.

Fur die eingesetzten Halide ergab sich die Sequenz: F ~ CI" = Br > I".

Ebenfalls konnte mit Hilfe der Ganzzellmessungen an isolierten Psalterepithelzellen eine

reversible DIDS-sensitive Chlorid- und Azetatleitfahigkeit nachgewiesen werden.

Ein Vergleich der Auswartsstrome und Leitfahigkeiten von Pansen- und Psalterepithelzellen
in identischen Lésungen (Natriumchlorid, Natriumgluconat und Natriumazetat) zeigte keinen

signifikanten gewebespezifischen Unterschied.

Dank der Einzelkanalmessungen konnte gezeigt werden, dass Pansen- und
Psalterepithelzellen einen Anionkanal aufweisen, der fir die Anionen der kurzkettigen
Fettsauren durchlassig ist. Die Einzelkanalleitfahigkeit betragt ca. 350 pS fir Chlorid und
100 pS fir Propionat.
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5 Diskussion

5.1 Einfluihrung

Da Wiederkauer ihren Energiebedarf zu 80 % aus kurzkettigen Fettsduren decken, ist die
ungestorte Produktion und Resorption kurzkettiger Fettsduren im Pansen von herausra-
gender Bedeutung (Bergman, 1990; Gabel et al., 2002). Im Pansen der Wiederkauer werden
bis zu 100 mol-d™" kurzkettige Fettsiuren produziert, die {iberwiegend von den Vormégen

resorbiert werden. Die mengenmaflig wichtigsten sind Azetat, Propionat und Butyrat.

Sehr haufig kommt es bei rohfaserarmer und kohlenhydratreicher Fitterung von Produktions-
Wiederkduern zur akuten Pansenazidose bzw. zur subakuten ruminalen Azidose (Krause
und Oetzel, 2005; Morgante et al., 2007). Diese Erkrankungen treten in engem
Zusammenhang mit dem Absinken des intraruminalen pH-Wertes und der Anhaufung
kurzkettiger Fettsauren im Pansen auf. Das Pansenepithel selbst kann so stark beschadigt
werden, dass es zu Nekrosen kommt und Bakterien und Toxine aus dem Pansen in den
Blutkreislauf des Tieres Ubertreten. Systemische Erkrankungen sind die Folge. Die
betroffenen Tiere zeigen erhebliche Leistungseinbulen, welche zu groflen wirtschaftlichen

Verlusten fuhren: im schlimmsten Fall verenden die Tiere.

Zwar gibt es unzahlige Studien mit verschiedenen Futterungsmodellen, doch es besteht noch
erheblicher  Klarungsbedarf  bezlglich des genauen Pathomechanismus der
Erkrankungsgruppe. So ist das Verstdndnis der genauen Transportmechanismen fur
kurzkettige Fettsdauren am Vormagenepithel der Wiederkduer noch unvollstandig, obschon
dieses als eine Vorraussetzung fur das Verstandnis der pathophysiologischen Mechanismen
gesehen werden muss, die zu den systemischen Manifestationen der Pansenazidose fiihren
(Owens et al., 1998; Kleen et al., 2003; Nagaraja und Titgemeyer, 2007; Vasconcelos und
Galyean, 2008). So vermag das einfache Diffusionsmodell nicht zu erklaren, warum ein
Absinken des ruminalen pH-Wertes nicht eine rasche Ruckregulation durch vermehrten
Efflux der protonierten Saure bewirkt, sondern im Gegenteil einen Teufelskreis mit
Anreicherung beider. Auch bei physiologischem Pansen pH steht eine viel groere Menge
kurzkettiger Fettsdureanionen als Protonen im Pansenlumen zur Verfigung; nach dem

einfachen Diffusionsmodell misste hier bereits eine gestérten Resorption vorliegen.
Dabei sind die Erkenntnisse aus den Studien zum Transportmechanismus von Fettsduren

am Pansen nicht nur fur den Wiederkduer von Bedeutung; auch im Colon werden Fettsguren

produziert und von dort Uber das Epithel ins Blut transportiert. Historisch konnte der
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transepitheliale Transport von Fettsauren jedoch zunachst am Pansenepithel nachgewiesen
werden (McAnally, 1942). Der Pansen gilt seither als ein wichtiges Modell flir allgemeine
Untersuchungen zum epithelialen Stofftransport (Bergman, 1990; Sehested et al., 1999a;
Gabel et al., 2002; Aschenbach et al., 2009; Stumpff et al., 2009).

Wie bereits in der Einleitung erlautert, ist aus friheren Studien bekannt, dass Chlorid vom
Pansenepithel resorbiert wird. Inzwischen kann es als gesichert gelten, dass Chlorid apikal
durch einen Anionenaustauscher aufgenommen, und basolateral Uber einen Kanal ins Blut
gelangt (Sehested et al., 1999a; Abdoun et al., 2005; Leonhard-Marek et al., 2006;
Aschenbach et al., 2009; Stumpff et al., 2009). Hierin gleicht der Pansen anderen
resorbierenden Epithelien wie dem Colon (Schmidt et al., 2004). Am Pansen konnte der fir
die basolaterale Ausschleusung von Chlorid verantwortliche Kanal inzwischen naher
charakterisiert werden; dabei zeigte sich, dass der Kanal neben Chlorid auch weitere
Anionen wie Bikarbonat und Azetat leitet. (Stumpff et al., 2009). Der Kanal wird somit als
Effluxweg fir Azetatanionen aus dem Pansenepithel ins Blut diskutiert (Leonhard-Marek et
al., 2009; Aschenbach et al., 2010 (submitted)).

Neben Azetat werden Propionat und Butyrat bei den Fermentationsprozessen im Pansen
gebildet (Bergman, 1990). Ausgehend von den Erkenntnissen vorangegangener
Untersuchungen, sollte in dieser Studie untersucht werden, ob isolierte Pansenepithelzellen
neben Azetat auch eine Leitfahigkeit fir das kurzkettige Fettsaureanion Propionat besitzen.
In der vorliegenden Arbeit wurde dies mit der Patch-Clamp-Technik untersucht. Mit Hilfe

dieser Technik kann die Leitfahigkeit von Zellmembranen fur lonen direkt gemessen werden.

Uber den Anionentransport am Psalter gibt es bisher nur recht wenige Untersuchungen
(Harrison, 1971; Martens und Gabel, 1988). So waren Messungen an kultivierten Zellen des
Psalters nicht moéglich, weil es bislang keine Methode zur Isolierung von Psalterepithelzellen
gab. Um ebenfalls Patch-Clamp-Experimente an isolierten Psalterepithelzellen durchfihren
zu koénnen, wurde im Rahmen dieser Studie zunachst eine Isolationsmethode fur
Psalterepithelzellen etabliert. Durch immunhistochemische Methoden wurden diese Zellen
und die aus dem Pansen isolierten Zellen anschlieRend charakterisiert; ein epithelialer

Ursprung kann aufgrund dieser Untersuchungen als gesichert gelten.

In den Patch-Clamp-Experimenten an isolierten Pansen- und Psalterepithelzellen in der
Ganzzellableitung wurde der Einfluss verschiedener kurzkettiger Fettsdureanionen und
lonenkanalblocker auf die Leitfahigkeit der Zellmembran untersucht. Zur weiteren

Charakterisierung wurde auch die Leitfahigkeit fir verschiedene Halide gemessen. In
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Einzelkanalmessungen in der Inside-out Konfiguration an beiden Zelltypen wurde die

Einzelkanalleitfahigkeit fir Propionat ermittelt.

5.2 Zellisolierung

5.2.1 Verbesserung der bisherigen Isolierungsmethode fiir
Pansenepithelzellen

Die Zellen fir die Patch-Clamp-Experimente wurden aus dem Pansenepithel von frisch
geschlachteten Schafen gewonnen. In den meisten Studien, die mit Pansenepithel-
zellkulturen durchgefiihrt wurden, wurde die klassische Isolierungsmethode nach Galfi
verwendet (Galfi et al, 1981). Die Pansenzotten werden mit einer Schere manuell
abgeschnitten und anschlieRend in einer Trypsinldsung inkubiert. Das Trypsin wirkt an der
gesamten Oberflache der abgeschnittenen Pansenzotten; also auch am bindegewebigen Teil
der Pansenzotte, der Schnittstelle. Es besteht die Gefahr, eine inhomogene Zellkultur zu
erhalten, da auch Fibroblasten und andere Zellen des subepithelialen Raums aus der

Schnittstelle ins Trypsin-Zellgemisch gelangen kénnen.

Der wesentliche Vorteil der in dieser Studie neu etablierten Isolierungsmethode mit Hilfe der
Zellisolationskammer ist, dass die Trypsinldsung nur von apikal auf das eingespannte Epithel
wirkt. Das Abschneiden der Zotten entfallt und die Struktur des Epithels bleib intakt. Die

Gefahr einer Kontamination mit Zellen des subepithelialen Raums wird so minimiert.

5.2.2 Isolierung der Psalterepithelzellen
In dieser Studie wurde in Anlehnung an die neue Isolierungsmethode fiir Pansenepithelzellen

mit Hilfe der Zellisolationskammer ebenfalls die Isolierung von Psalterepithelzellen
durchgefihrt. Die Psalterepithelzellen wurden nach dem in Kapitel Material und Methoden

beschriebenen Verfahren kultiviert.

5.3 Charakterisierung der Pansen- und Psalterepithelzellen

5.3.1 HE-Farbung
Da es bei der Etablierung der neuen Isolierungsmethode mithilfe der Zellisolationskammer

noch keine Angaben zur optimalen Dauer der Trypsinbehandlung gab, wurde das Epithel
nach verschiedenen Inkubationszeiten in Trypsin-EDTA-I6sung in der Zellisolationskammer
HE-gefarbt. Somit konnte die Eindringtiefe des Trypsins in die Epithelschichten kontrolliert
werden. Die bendétigte Einwirkzeit des Trypsins bis zum Ablésen der oberen Zellschichten

hing von der Qualitat des Epithels ab, z. B. ob dieses von einem &lteren Schaf stammte und
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eine dickere Hornschicht aufwies. Wichtig war es, das Trypsin lange genug einwirken zu
lassen, da nur Zellen aus dem Stratum basale in Kultur wachsen und proliferieren (Graham
und Simmons, 2005). Andererseits sollte vermieden werden, bei der Trypsinierung ins

subepitheliale Gewebe vorzudringen.

5.3.2 Farbung der Zytokeratine
Um die kultivierten Zellen zu charakterisieren, wurden immunhistochemische Farbungen der

Zytokeratine der Pansen- und Psalterepithelzellen durchgefihrt. Zytokeratine sind
filamentartige Strukturen im Zytosol von Epithelzellen (Franke et al., 1981; Moll et al., 1982).
Durch den Nachweis der Expression von Zytokeratin lasst sich der epitheliale Ursprung der

Zellkultur nachweisen.

Am in der Zellisolationskammer eingespannten und mit Trypsin behandelten Epithel konnte
bestatigt werden, dass bereits die Zellschicht des stratum basale Zytokeratin exprimiert.
Nach ca. einer Woche in Kultur wurden die zugehdrigen Primarkulturzellen ebenfalls
immunhistochemisch untersucht. Die Expression der fiir Epithelzellen charakteristischen
Zytokeratine Pan-Zytokeratin und Zytokeratin AE1 bestatigt, dass es sich um Zellen

epithelialen Ursprungs handelt.

Bei diesen Untersuchungen fiel auf, dass nicht alle kultivierten Pansen und
Psalterepithelzellen die Zytokeratine Pan-Zytokeratin und Zytokeratin AE1 in gleichem Male
exprimierten. Um diese Variabilitat weiter zu untersuchen, wurden zusatzliche Vimentin-
Farbungen durchgefiihrt (keine Abbildung). Vimentin wird haufig als Marker flr Fibroblasten
verwendet; jedoch zeigen zahlreiche Untersuchungen, dass die Expression von Vimentin
unspezifisch ist und nicht nur von einem bestimmten Zelltyp wie z. B. Fibroblasten produziert
wird. Vielmehr muss Vimentin als Marker fur proliferierende Zellen betrachtet werden und
wird so auch von proliferierenden Keratinozyten, insbesondere unter Kulturbedingungen,
exprimiert (Raymond und Leong, 1989; Richard et al., 1990; Tomakidi et al., 1997; van der
Velden et al., 1999; Hansson et al.,, 2003). Der Nachweis von Vimentin gelingt auch in
Zelllinien epithelialen Ursprungs, so z.B. MDBK-Zellen (Madin-Darby Bovine Kidney) (Ben-
Ze'ev, 1984) oder MDCK-Zellen (Madin-Darby Canine Kidney) (eigene Untersuchungen

zusammen mit Dorothee Glinzel).

5.3.3 Farbungen der Tight Junction Proteine
Epithelien besitzen ein dichtes Netz an Tight Junctions. Diese Strukturen dienen zum einen

als parazellulare Barriere fur niedermolekulare Stoffe; aber auch der selektive Transport
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bestimmter lonen kann durch spezielle Tight Junction Proteine hindurch erfolgen. Aktuell
sind 24 verschiedene Claudine beim Menschen bekannt, es stehen jedoch nicht fir alle
Claudine Antikorper zur Verfigung. Bei den immunhistochemischen Farbungen am nativen
Pansen- und Psalterepithel konnte eine membranstandige Expression der Proteine der Tight
Junction: Occludin, Claudin 1, 4 und 7 nachgewiesen werden. Die Claudine 1 und 4 sind
typischerweise in ,dichten Epithelien mit fast undurchlassigen Tight Junctions lokalisiert
(z. B. Dickdarm, distaler Nierentubulus und Epidermis) (Amasheh et al., 2005). Claudin 7 gilt
als ein fur Anionen impermeables Tight Junction Protein (Alexandre et al., 2005); allerdings

mit einer gewissen Durchlassigkeit fur Kationen.

Hierdurch konnten Beobachtungen an der Ussingkammer bestatigt werden, wonach es sich
beim Pansen- und Psalterepithel um ein besonders dichtes Epithel handelt; insbesondere
der Transport von Anionen dirfte primar transzellular erfolgen. Die kultivierten Pansen- und
Psalterepithelzellen exprimierten ebenfalls die Proteine: Occludin, Claudin 1, 4 und 7. Dies

belegt, dass die kultivierten Pansen- und Psalterzellen epithelialen Ursprungs sind.

5.4 Patch-Clamp-Technik

5.4.1 Methode zur Untersuchung einzelner lonenkanale
Mit Hilfe der erstmals 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann beschrieben Patch-Clamp-

Technik wurde es mdoglich, lonenstrdbme von wenigen Picoampere Uber einzelne
Kanalproteine zu messen; fir diese Entdeckung wurde 1991 der Nobelpreis flr Medizin und
Physiologie verliehen (Neher und Sakmann, 1976). Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
konnten daraufhin eine Vielzahl von lonenkanalen untersucht werden; nur so ist es mdglich,
direkt die biophysikalischen Eigenschaften von Kanalen wie die Leitfahigkeit flir einzelne
lonen, relative Permeabilitdt, Eisenmannsequenz, Blockersensitivitdt und Spannungs-
abhangigkeit zu untersuchen. Im Kapitel Material und Methoden wird die Patch-Clamp-

Technik im Detail erklart.

5.4.2 Verwendete Losungen in den Patch-Clamp-Experimenten
Bei den mit der Patch-Clamp-Technik durchgefiihrten Experimenten gilt besondere Sorgfalt

bei der exakten Planung der Zusammensetzung der extra- und intrazellularen Lésungen und
beim Ansetzen dieser Losungen. Unerwlnschte Abweichungen der lonenkonzentration, der
Osmolaritdt und dem pH-Wert zwischen Perfusions- und Pipettenldosung kénnen die

gemessenen lonenstrome stark beeinflussen und missen vermieden werden.
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Hypo- oder hyperosmolare Losungen konnen zum Schrumpfen oder Anschwellen der Zellen
fuhren. Die Volumenregulation der Zelle kann von veranderten Leitfahigkeiten fiir verschie-
dene lonen begleitet sein. Bekannt ist dieses Phanomen bei Chlorid-, Kalium- oder Calcium-
kanalen (Sarkadi und Parker, 1991; Hoffmann, 1992). Die Osmolaritat der Perfusions- und
Pipettenldsungen wurde bei jeder neu angesetzten Lésung mit einem Osmometer gepruft.
Gegebenenfalls wurden entsprechende Mengen des dominierenden Anions oder Mannitol

der L&sung hinzugefiigt, um eine Osmolaritat von 290 mmol-I”" zu erreichen.

Protonen kdnnen ebenfalls die Eigenschaften vieler lonenkanale modifizieren (Chesler und
Kaila, 1992). Bei den Ganzzellmessungen wurden alle verwendeten Badldsungen mit Tris-
OH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt, die Pipettenlésungen auf einen pH-Wert von 7,2.
Bei den Einzelkanalmessungen werden die Strdme nur an einem aus der Zellmembran
herausgelésten Membranstiick gemessen und nicht wie bei der Ganzzellmessung Uber die
gesamte Zellmembran. Da in der Inside-Out Konfiguration gearbeitet wurde, befand sich die
ehemalige Aulenseite der Zellmembran in direktem Kontakt mit der Pipettenldsung; die
ehemalige Innenseite der Zellmembran befand sich in direktem Kontakt mit der
Perfusionslésung. Deshalb wurden bei den Einzelkanalmessungen die Perfusionslosungen

auf einen pH-Wert von 7,2 und die Pipettenlésungen auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

5.4.3 Ganzzellkonfiguration
Da das Pansenepithel ein polares Epithel ist, besteht ein Unterschied zwischen der apikalen

und der basolateralen Membran. In Ussingkammerversuchen ist es moglich, die Polaritat
eines Epithelstlicks zu erhalten. Da bei den Patch-Clamp-Experimenten mit kultivierten und
einzeln isolierten Zellen gearbeitet wird, geht diese Polaritat verloren. Die Zellen werden bei
der Isolierung aus dem urspringlichen Zellverband geldst und in Trypsinlésung suspendiert.
Da die Zellen vereinzelt ausgesat werden, kann nicht genau bestimmt werden, ob sich die
ursprungliche Polaritat (apikal/serosal) ausbildet. Beim Patchen wird an einer einzelnen Zelle
gearbeitet, die von einer genau definierten Badlésung umspilt wird. Es nicht méglich, die
gemessenen Effekte einem bestimmten Membranabschnitt der Zelle (apikal oder basolateral)
zuzuordnen. Bei der Diskussion der Daten in den folgenden Abschnitten wurde dies

berlcksichtigt.

Der Austausch von lonen zwischen Pipetten- und Zellinnerem findet innerhalb von Sekunden
statt (Pusch und Neher, 1988). Die Geschwindigkeit des Stoffaustausches zwischen Pipette
und Zelle hangt vom Volumen der Zelle und dem Durchmesser der Pipettenspitze ab. Bei

den eigenen Experimenten dauerte es ca. zwei Minuten nach dem Herstellen der
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Ganzzellkonfiguration bis sich stabile Verhaltnisse eingestellt hatten. Da das Volumen der
Pipettenlosung wesentlich gréRer als das Zellvolumen war, blieb die Zusammensetzung der
Pipettenldsung dabei praktisch unverandert. Flr die Experimente hat dieser Vorgang sowohl
Vor- als auch Nachteile: Einerseits verliert das Zytoplasma seine natirliche Zusammen-
setzung und damit auch Substanzen wie ATP oder kleine Proteine, die fir die Funktion der
untersuchten Kanale wichtig sein kdnnten (Numberger und Draghun, 1996). Andererseits ist
es mdglich, das intrazelluldare Milieu in der Ganzzellkonfiguration genau zu kontrollieren. In
den vorliegenden Untersuchungen wurde von dieser Moglichkeit Gebrauch gemacht, indem
zur Reduktion von Kationenleitfahigkeiten die Kaliumkonzentration auf geringe Werte
(5 mmol-I") abgesenkt wurde, und durch Natrium ersetzt wurde, das von Pansenepithelzellen
nur in geringem Umfang geleitet wird (Leonhard-Marek et al., 2005; Brinkmann, 2006). Dabei
wurde auf eine identische Natriumkonzentration innen und aullen geachtet; eine
Natriumleitfahigkeit durfte so nicht zu einem von Null verschiedenen Membranpotential

beitragen.

Die Anzahl bestimmter lonenkandle ist bei jeder Zelle unterschiedlich. In der Ganzzell-
konfiguration kann nicht bestimmt werden, wie viele Kanéle sich in der Zellmembran
befinden, bzw. wie viele von ihnen im ,offenen“ oder ,geschlossenen® Zustand sind. Hierfiir

sind Einzelkanalmessungen notig.

5.4.4 Einzelkanalmessungen
Wie bereits erwahnt, wird bei Einzelkanalmessungen der Strom nur an einem aus der

Zellmembran herausgelosten Membranstick gemessen. Sie ist die Methode der Wahl, um
einzelne lonenkandle zu untersuchen, da in dieser Konfiguration die Ereignisse eines
einzelnen lonenkanals registriert werden kdnnen. Daraus kann anschlieRend die Leitfahigkeit
eines einzelnen Kanals fir ein bestimmtes lon berechnet werden. Da das herausgeldste
Membranstiick bei den Einzelkanalmessungen nur ein winzigster Teil der gesamten
Membran darstellt, ist es eher unwahrscheinlich, dass sich zwei verschiedene Kanalspezies

in dem herausgeldsten Membranstuck befinden.

Ein weiterer Vorteil der Einzelkanalmessungen ist die Méglichkeit, ganz unmittelbar wahrend

der Messung die Stabilitdt des Seals zu Uberprifen.

5.4.5 Inside-Out-Konfiguration
In der Inside-Out-Konfiguration wird durch das herauslosen eines Membranstiicks die

ehemals zytosolische Seite der Zellmembran mit verschiedenen Ldsungen umspdlt. Die
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meisten Kanale werden durch intrazellulare Prozesse z. B. durch second messenger wie
cAMP oder ATP aktiviert. Allerdings enthalt das Membranstiick nicht nur die integralen
Membranproteine, sondern auch Strukturen, die an der Membraninnenseite haften, wie
Transduktionsproteine, Organellen oder Teile des Zytoskeletts (Szaszi et al., 2000). Durch
Herstellung der Inside-Out-Konfiguration wird das Zytosol mitsamt seinen Strukturen zerstort.
Ein weiteres Problem dieser Konfiguration ergibt sich aus dem Auswaschen von niedermole-
kularen intrazellularen Bestandteilen. Unter Umstédnden werden die zu untersuchenden
Kanale nicht wie in vivo reguliert. Auch bei der Inside-Out-Konfiguration kdnnen die Kanale

nicht einer apikalen oder basolateralen Seite der Zelle zugeordnet werden.

5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Patch-Clamp-
Experimente

5.5.1 Ganzzellmessungen an isolierten Pansenepithelzellen
Um die Anionenleitfahigkeit der Pansenepithelzellen zu untersuchen, wurden Patch-Clamp-

Experimente in der Ganzzellkonfiguration an isolierten und mit Natriumgluconat gefillten
Pansenepithelzellen durchgeflihrt. In die Badlésung wurden im Wechsel verschiedene
Anionenlésungen appliziert und die Stromantwort der Zellen auf definierte Spannungspulse

gemessen.

5.5.2 Chloridleitfahigkeit
In der Ganzzellkonfiguration zeigten die untersuchten Pansenepithelzellen eine signifikante

Choridleitfahigkeit. Der Wechsel von Chlorid zu Gluconat in die Badlésung war neben dem
Absinken des Chlorideinstroms von einer signifikanten Depolarisation des Membran-
potentials begleitet (n = 142, p < 0,001).

5.5.3 Propionatleitfahigkeit
Die Pansenepithelzellen zeigten eine signifikante Propionatleitfahigkeit. Im Vergleich zur

Gluconatlésung war der Propionateinstrom signifikant héher und das Umkehrpotential
hyperpolarisierte signifikant in Propionatlésung (n =53, p <0,001), entsprechend einem

vermehrten Einstrom von Propionatanionen in die Zelle.
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5.5.4 Butyratleitfahigkeit
Ebenfalls konnte eine, wenn auch deutlich geringere, Butyratleitfahigkeit nachgewiesen

werden. Das Umkehrpotential hyperpolarisierte signifikant beim Wechsel von Gluconat- zu
Butyratlésung (n = 31, p < 0,001).

5.5.5 Laktatleitfahigkeit
Da der gemessene Laktateinstrom signifikant groRer war als in Gluconatlésung und das

Umkehrpotential beim Wechsel von der Gluconat- zur Laktatldsung signifikant negativer

wurde (n = 25, p <0,001), konnte auch eine Laktatleitfahigkeit nachgewiesen werden.

5.5.6 Vergleich der Leitfahigkeiten der kurzkettigen Fettsaureanionen an
isolierten Pansenepithelzellen

Die relativen Leitfahigkeiten der kurzkettigen Fettsdureanionen im Vergleich zu Chlorid
wurden mit Hilfe der Umkehrpotentiale berechnet. Mit zunehmender Kettenlange der
kurzkettigen Fettsaureanionen nahm deren relative Leitfahigkeit im Vergleich zu Chlorid ab.
P(Gluconat)/P(Cl): 0.26 £ 0.01;(n = 39)

P(Laktat)/P(Cl): 0.35+0.33; (n = 25)

P(Butyrat)/P(Cl): 0.36 £ 0.02; (n = 32)
P(Propionat)/P(Cl): 0.39+£0.01 (n=47)
P(Azetat)/P(CI): 0.42 £ 0.01; (n = 16)

5.5.7 DIDS
Das Stilbenderivat DIDS (4,4’-Diisothiocyanostilben-2,2’-Disulfonsaure, Strukturformel sh.

Abbildung 62) wird ,klassisch® in verschiedenen Geweben und Zelltypen als relativ
spezifischer Inhibitor von Anionentransportern und Anionenkanéalen verwendet (Knickelbein,
R. et al., 1985a; Knickelbein, R. G. et al., 1985b).
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Abbildung 62

Struktur von DIDS, einem Stilbenderivat, das als spezifischer Anionenkanalblocker
eingesetzt wird.

Der Anionenkanalblocker DIDS wurde in dieser Studie in der Ganzzellkonfiguration bei allen
Perfusionsldsungen mit einer Konzentration von 200 pmol-I"" hinzugefiigt und dessen Effekt
untersucht. Es kam bei allen Anionen-Losungen - Chloridlosung (n =13, p <0,001),
Propionatlésung (n = 13, p < 0,001), Butyratlésung (n = 13, p < 0,001), Laktatlésung (n = 21,
p < 0,001), Halidldsungen (n =16, p = 0,001) - zu einer signifikanten, reversiblen Abnahme
der gemessenen Stromantwort bei Depolarisation. In den eigenen Untersuchungen konnte
somit an isolierten Pansen- und Psalterepithelzellen eine reversible DIDS-sensitive

Anionenleitfahigkeit gezeigt werden.

Die Stromantwort bei negativen Potentialen anderte sich nicht signifikant bei der Zugabe von
DIDS. Dies bedeutet, dass kein nennenswerter und durch DIDS hemmbarer Ausstrom von
Gluconat aus der Pipettenlésung ins Bad zu beobachten ist. Stréme bei
hyperpolarisierendem Potential dirften also entweder auf einem Influx von Natrium, oder

aber auf einem Leckstrom basieren.

Bei den konventionellen Pulsprotokollen konnte die hemmende Wirkung von DIDS sehr
genau im zeitlichen Verlauf beobachtet werden (sh. Abbildungen 25, 32 und 53 Ergebnisteil).
Dieser Effekt lasst sich mit einem im Grunde sehr einfachen, mechanischen Model erklaren
(,cork in the bottle®, sh. Abbildung 63). Nach diesem Modell handelt es sich bei DIDS um ein
grolRes Anion, dass mechanisch die apikale Pore des Anionenkanals verschlief3t
(Droogmans et al., 1998). Bei Hyperpolarisation wird das negativ geladene DIDS aus der

Pore herausgeschleudert; bei Depolarisation kommt es umgekehrt zu einer Anziehung der
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DIDS-Anionen in die Porenéffnung. Nach einer Depolarisation wandern die DIDS-Molekile
also in Richtung Porenregion und es dauert eine gewisse Zeit, bis alle blockierbaren Kanale

durch DIDS verschlossen sind (Droogmans et al., 1998).

Joleh - 556

DIDS

O

A0

+100 mv omv P
Abbildung 63

EZ: extrazellular, IZ: intrazellular

Dargestellt ist das Verhalten des Anionenkanalblockers DIDS. Bei Depolarisation (+100 mV,
links im Bild), werden Anionen, aufgrund der elektrischen Anziehungskrafte gegensatzlicher
Ladungen, zur Elektrode hingezogen. DIDS ist ein groRes Anion; durch seine Grofie
verschlielt es die Pore des Kanals fir kleinere Anionen, die Stromantwort nimmt ab.

Bei 0 mV (mittig) ist kein elektrischer Gradient vorhanden. Die kleinen Anionen passieren
zufallig durch Brownsche Molekularbewegungen den Kanal. Das groRe DIDS Molekil kann
die Pore nicht passieren. Da es nicht angezogen wird, kann es sie auch nicht permanent
blockieren.

Bei Hyperpolarisation (-100mV, rechts im Bild) werden negativ geladene Teilchen wie kleine
Anionen (z. B. Chlorid) aber auch groRe Anionen wie DIDS, von der Elektrodenregion
abgestoRen. Sie kdnnen nicht in die Nahe des Kanals kommen.

Interessanterweise beeinflusst die Zugabe von DIDS in die verschiedenen Anionenperfu-
sionslosungen nicht das Umkehrpotential der mit Natriumgluconat gefiiliten Zellen. Aufgrund
des hemmenden Effekts von DIDS auf die Anionenleitfahigkeit ware zu erwarten gewesen,
dass sich ein Potential in der Nahe des Nernstpotentials fir Natrium (= 0 mV) einstellen

wirde. Somit hatte DIDS also zu einer Depolarisation der Zellen in Richtung auf 0 mV
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gefuhrt. Dies wurde jedoch nicht beobachtet. Mdglicherweise hangt dies damit zusammen,
dass in Anwesenheit von Magnesium die Natriumleitfahigkeit der Pansenepithelzellen sehr
gering ist (Brinkmann, 2006); somit tragt sie nicht wesentlich zum Membranpotential bei. Da
kaum von einem kompletten Block der Anionenleitfahigkeit, sondern nur von deren
Hemmung auszugehen ist, ist es denkbar, dass die Anionenleitfahigkeit trotz DIDS weiterhin
die entscheidende Grdle fir das Membranpotential darstellt. Hinzu kommt, dass wegen der
Spannungsabhangigkeit des DIDS Blocks (s. 0.) mit einer nur geringen Wirkung von DIDS
am Umkehrpotential zu rechnen ist, da dieses im negativen Potentialbereich liegt. Somit

verwundert es nicht, dass DIDS keine signifikanten Effekte auf das Umkehrpotential hatte.

5.5.8 Andere Anionenkanalblocker

5.5.8.1 NPPB

Die Applikation von 200 umol-I"" des Anionenkanalblockers NPPB hemmte reversibel den
Chlorideinstrom (n =7, p < 0,001). Auch die Applikation von NPPB in die Natriumpropionat-
I6sung hemmte reversibel den Propionateinstrom (n = 7, p <0,001). Das Umkehrpotential
anderte sich nicht signifikant; es durften dhnliche Grunde vorliegen wie bereits fur DIDS

besprochen.

5.5.8.2 Glibenclamid

Glibenclamid wird als Blocker des CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) eingesetzt (Vandorpe et al., 1995; Zhang et al., 2004). Da es bei Zugabe von
Glibenclamid in die NaCl-Perfusionsldsung keine signifikante Anderung der Stromantwort
und des Umkehrpotentials (n =13, p=0,4) gab, spricht dieses Ergebnis gegen die
Beteiligung eines CFTR an der Chloridleitfahigkeit des Pansenepithels.

5.5.8.3 pCMBs

Die serosale Applikation von pCMBs in der Ussingkammer blockiert den Transport
kurzkettiger Fettsduren durch das Pansenepithel (Kirat und Kato, 2006), das in der Regel im
Sinne eines funktionellen Nachweises eines Monocarboxylattransporters diskutiert wird. Da
pCMBs jedoch auch Chloridkanale blockt (Nagel und Katz, 1997; Stumpff et al., 2009),
wurde die Wirkung auf Propionatleitfahigkeit isolierter Pansenepithelzellen untersucht. Bei

Zugabe der Quecksilberverbindung pCMBs wurde eine reversible Hemmung des
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Propionatstroms beobachtet (n =8, p <0,001). Das Umkehrpotential anderte sich nicht

signifikant.

5.5.9 Weitere Kanalmodulatoren
Zusatzlich wurden weitere Kanalmodulatoren in der Ganzzellkonfiguration, wie

Arachidonsaure, Gadolinium und lonomycin untersucht. Im Kapitel Ergebnisse sind die
Messungen detailliert dargestellt. Da jeweils nur wenige Zellen (n = 3) untersucht wurden,
wird von einer ausflhrlicheren Diskussion und abschlieRenden Interpretation der Daten

abgesehen.

5.5.10 Halide
Fir die Charakterisierung von Anionenkanalen wird Ublicherweise die Halidsequenz

(Eisenmann-Sequenz) herangezogen (Hille, 2001). Halide sind Anionen der siebten
Hauptgruppe des Periodensystems der Elemente. Sie sind in Ldsung einfach negativ
geladen und haben verschieden grof3e lonenradii. Durch Applikation der Halide lodid (I7),
Bromid (Br) und Fluorid (F) wurde in dieser Studie die Eisenmann-Sequenz fir den

untersuchten lonenkanal bestimmt.

Fir das Verstandnis des Zustands von lonen in wassriger Losung sind die energetischen
Verhaltnisse von besonderer Bedeutung. Bei der Anlagerung von Wassermolekilen um ein
lon (Hydratation) wird Energie - die Hydratationsenthalpie - frei. Diese Energie resultiert aus
elektrostatischer Anziehung lon-Dipol und hangt von der Ladung und dem Radius des
betreffenden lons ab. Kleine lonen mit hoher Ladung besitzen demnach besonders hohe
Betrage der Hydratationsenthalpie. Die kleineren lonen bilden in wassrigen Lésungen somit
starker ausgebildete und schwerer ablésbare Hydrathillen als die groReren. Durch die
Hydratisierung sind aul3erdem die GréRenverhaltnisse im Vergleich zum kristallinen Zustand
verandert. In Tabelle 16 sind die Atom und lonenradii und die Hydratationsenthalpien einiger

Halide zusammengefasst.

Bevor ein lon die Pore eines lonenkanals passieren kann, muss die Hydrathille abgestreift
werden, wofir Energie in Hohe der Hydratationsenthalpie benétigt wird. Nach dem Abstreifen
der Hydrathtille sind die Wechselwirkungen des lons mit der Pore entscheidend flir dessen
Leitfahigkeit durch den Kanal. Diese Wechselwirkungen nehmen in der Regel mit der Gréfe
des lonenradius ab. Nach der Eisenman-Theorie zeigen kleinere lonen eine grofiere
Wechselwirkung mit den Ladungen der Porenwand, da sie sich naher an diese

heranbewegen kénnen. Es wird beim Eintritt in die Pore viel Energie frei, die zur Ablésung
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der Hydrathllle verwandt werden kann. Ein kleiner lonenradius beglnstigt somit die
Leitfahigkeit durch die Pore. Grolere lonen werden hingegen weniger dicht mit den
Ladungen der Porenwand interagieren kdnnen; es wird demnach weniger Energie frei beim
Eintritt in die Pore. Zusammenfassend wird dementsprechend eine schmale Pore mit
intensiver Wechselwirkung die kleinen lonen begiinstigen. Bei einer eher grof3lumigen Pore
wird hingegen wenig Energie frei, wenn die lonen in die Pore eintreten; es Uberwiegt der
Beitrag der Hydratationsenthalpie und der Durchfluss der groReren lonen mit kleinerer

Hydratationsenthalpie wird begunstigt.

Tabelle 16
lon Atomradius lonenradius Hydratationsenthalpie
(10"°m) (10"°m) (kJ mol™)
F 72 136 -510
cr 99 181 -376
Br 114 195 -342
I 133 216 -298

Die Sequenz des in dieser Studie untersuchten  Anionenkanals  war
I"~ Br  CI'>F und entspricht somit ungefahr einer Eisenmann 1 Sequenz. Das deutet auf
eine grolte Pore mit schwacher Wechselwirkung hin. In Abbildung 64 sind die relativen
Leitfahigkeiten der Halide aufgetragen. Wie bereits erwahnt, waren die Leitfahigkeiten fir
Fluorid, Bromid und lodid reversibel DIDS-sensitiv. Auch die Leitfahigkeit fir Nitrat (Stumpff

et al., 2009) lief3 sich zwanglos in die Sequenz einordnen.
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Abbildung 64
Relative Leitfahigkeitssequenz der Halide im Vergleich zu Chlorid (=1)

Es sei darauf hingewiesen, dass es sich bei der Eisenmann Theorie um eine aus den
Kationenleitfahigkeiten verschiedener Glassorten abgeleitete Idealisierung handelt, und sie
kann im Prinzip nur auf den Idealfall eines kugelférmigen lons angewandt werden. In
vorliegenden Beispiel des ruminalen Anionenkanals lasst sich auch die Leitfahigkeit des
Nitrations aus der Hydratationsenthalpie herleiten; dieses mag daran liegen, dass das
Nitratmolekll eine symmetrische Struktur besitzt und somit einer Kugelform mit

symmetrischer Ladungsverteilung sehr nahe kommt.

Bei groReren Molekilen mit asymetrischer Ladungsverteilung ist hingegen dieses Modell
nicht anwendbar. Dementsprechend konnten die Leitfahigkeiten von asymetrischen
Molekllen wie Bikarbonat, Azetat, Propionat und Butyrat oder Laktat nicht in das obige

Schema eingeordnet werden.

Vereinfacht visualisiert werden die Seitenarme (die z.B. Protonen als kleinste Ladungstrager
besitzen) bei entsprechender sterischer Anordnung sehr starke Wechselwirkungen mit den

Ladungen der Porenwand eingehen kdnnen; weitere Wechselwirkungen sind zu erwarten. Es
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kann daher nicht verwundern, dass die Leitfahigkeit der Pore mit zunehmender Kettenlange
des Molekils — und zunehmender Anzahl von Protonen - abnimmt. Im Bezug auf die
Bedingungen im Vormagenepithel werden kurzkettige Fettsdureanionen durch den
Anionenkanal geleitet. Die Leitfahigkeiten in der Reihe Azetat, Propionat und Butyrat
verhalten sich umgekehrt proportional zur wachsenden Zahl der Kohlenstoffatome in den

Fettsauren.

5.6 Einzelkanalmessungen an isolierten Pansenepithelzellen
In den Patch-Clamp-Versuchen in der Inside-Out Konfiguration konnten die

Einzelkanalereignisse dargestellt werden. Diese wurden anschlieRend in ein Strom-
Spannungsdiagramm aufgetragen. Aus der Steigung der Regressionsgeraden im Strom-
Spannungs-Diagramm konnte die Einzelkanalleitfahigkeit des Anionenkanals fir Propionat
berechnet werden und betrug ca. 100 pS in symmetrischer Losung. In vorangegangenen
Patch-Clamp-Studien an isolierten Pansenepithelzellen wurde fir Chlorid eine
Einzelkanalleitfahigkeit von ca. 350 pS ermittelt und fur Azetat eine Einzelkanalleitfahigkeit
von ca. 140 pS (Stumpff et al., 2009).

Befand sich auf einer Seite der Membran eine chloridhaltige Lésung, auf der anderen Seite
hingegen eine propionathaltige Losung, resultierte eine gekrimmte Strom-Spannungskurve,
die sich durch die Stromgleichung der Goldman-Hodgkin-Katz-Theorie in befriedigener
Weise angleichen lies (Hille, 2001). Hierbei wurden die aus symmetrischer Losung ermittelte
Permeabilitat von 100 pS fir Propionat und 350 pS fir Chlorid verwandt. Es findet sich also

kein Hinweis auf eine negative Interaktion zwischen Propionat und Chlorid in der Pore.

5.7 Ganzzellmessungen an isolierten Psalterepithelzellen
Neben den Untersuchungen an isolierten Pansenepithelzellen wurden - dank der in dieser

Studie neu entwickelten Zellisolationskammer - ebenfalls erstmalig Patch-Clamp-Versuche
an isolierten Psalterepithelzellen durchgeflihrt. Die Psalterepithelzellen wurden wie zuvor mit

Natriumgluconatldsung gefullt.

5.7.1 Chloridleitfahigkeit
Die Leitfahigkeit fir Chlorid an isolierten Psalterepithelzellen wurde durch eine signifikante

Depolarisation des Umkehrpotentials beim Ersatz von Chlorid durch Gluconat in der
Ganzzellkonfiguration Uberprift (n =46, p <0,001). Bei Applikation des Anionenkanal-
blockers DIDS wurde auch bei den Psalterepithelzellen der Chlorideinstrom signifikant

reversibel gehemmt (n = 23, p < 0,001).
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5.7.2 Azetatleitfahigkeit
Die Leitfahigkeit fir Azetat an Psalterepithelzellen konnte durch das negative Umkehr-

potential nachgewiesen werden, das signifikant niedriger als das in Gluconatlésung ge-
messene war (n = 33, p <0,001). Der Azetateinstrom war reversibel DIDS-sensitiv (n = 25,
p <0,001).

5.7.3 Weitere kurzkettige Fettsaureanionen
An den isolierten Psalterepithelzellen wurden ebenfalls Ganzzellmessungen mit Natriumpro-

pionatlésung (n = 6) und Natriumbutyratldsung in der Perfusionslésung durchgefihrt (n = 6).
Ein Vergleich der Stromantworten der Zellen zeigte einen ahnlichen Verlauf wie bei den
Pansenepithelzellen. Die gemessenen Auswartsstrome sanken mit zunehmender Molekdil-
gréflie des kurzkettigen Fettsdureanions. Der Vergleich der Leitfahigkeiten der verschiedenen

Anionen zwischen Pansen- und Psalterepithelzellen ergab keinen signifikanten Unterschied.

5.8 Einzelkanalmessungen an isolierten Psalterepithelzellen
Zur Bestimmung der Einzelkanalleitfaigkeit fur Propionat wurden Einzelkanalmessungen an

isolierten Psalterepithelzellen in der Inside-out Konfiguration durchgefiihrt. Im Strom-
Spannungsdiagramm war die durch die Software erstellte Regressionsgerade der

Leitfahigkeit flr Propionat der Psalterepithelzellen im Vergleich zur Regressionsgeraden fir

Propionat der Pansenepithelzellen bemerkenswert ahnlich (~ 100 pS). Daten aus asymet-
rischen Ansatzen (Chlorid/Propionat) lassen auf eine Chloridleitfahigkeit schlieRen, die mit

~ 350 pS nicht von der des Anionenkanals des Pansenepithels zu unterscheiden ist.

5.9 lonenkandle
Die zentrale Aufgabe dieser Studie war die Untersuchung des basolateralen Anionenkanals

an Pansen- und Psalterepithelzellen. Um diesen Anionenkanal in eine der vielen
lonenkanalfamilien einzuordnen, ist es wichtig, die Eigenschaften von Anionenkanalen im
allgemeinen und bestimmter Anionenkanalfamilien zu erldutern. Im Folgenden werden die
verschiedenen Eigenschaften der bisher charakterisierten Chloridkanale dargestellt und
diskutiert, ob sie als mdglicher Transporter fur das eigene Zellmodel (sh Kapitel Eigenes
Zellmodell, Diskussion) in Frage kommen koénnten, da eine molekularbiologische

Charakterisierung des in dieser Studie untersuchten Anionenkanals bisher fehlt.
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5.9.1 CIC Familie
Eine groRe Chloridkanalfamilie stellen die CIC-Proteine dar; sie kommen in fast allen

Geweben vor, einige sind jedoch sehr gewebespezifisch (Jentsch et al., 2002). Der CICO
wurde erstmals aus dem elektrischen Organ des Zitterrochens isoliert (Jentsch et al., 1990).
Der CIC1 ist ein Muskel-spezifischer Chloridkanal (Steinmeyer et al., 1991; Jentsch et al.,
2002). Mutationen an diesem Kanal sind verantwortlich flir die Erkrankung Myotonia
Congenita beim Menschen (Thomsen’s disease) (Pusch et al., 1995). CIC Ka und CIC Kb
kommen fast ausschlieRlich in der Niere im aufsteigenden Teil der Henleschleife (TAL, thick
ascending loop of Henle) vor (Adachi et al., 1994; Kieferle et al., 1994; Vandewalle et al.,
1997; Yoshikawa et al., 1999; Jentsch et al., 2002). Unter anderem wegen der niedrigen
Leitfahigkeit (1 pS) des CIC1 (Pusch et al., 1994) kann es sich beim grof’en Anionenkanal

des Pansenepithels kaum um einen Vertreter dieser Gruppe handeln.

CIC2-Kanale werden in vielen Zelltypen exprimiert und durch Hyperpolarisation aktiviert
(Jentsch et al., 2002). Arachidonsaure ist ein Enhancer der Chloridkanale der CIC2-Gruppe
(Cuppoletti et al., 2000; Cuppoletti et al.). In dieser Studie wurde an drei Zellen der Effekt von
Arachidonsaure untersucht. Eine Erhéhung der Stromantwort blieb aus. Der Chlorideinstrom
wurde irreversibel gehemmt. Wieder passt die Leitfahigkeit des CIC2-Kanals (< 10 pS) nicht

zu dem Anionenkanal des Pansenepithels.

Die Chloridkanale CIC3, -4, -5, -6 und -7 sind bisher weniger gut untersucht (Jentsch 2005).
Ihre Lokalisation ist zum einen an intrazellularen Organellen als auch in der Plasmamembran
moglich (Dowland et al., 2000; Jentsch et al., 2002; Nilius und Droogmans, 2003; Jentsch et
al., 2005b). Der CIC4 wurde lumenwarts im Darm der Ratte nachgewiesen (Mohammad-
Panah et al., 2002). Kleinere Mengen von CIC4 befanden sich in subapikalen Endosomen.
Beim CIC 4 ist noch unklar, ob er wirklich einen Chloridkanal darstellt, oder ob er als
endosomaler CI/H"-Austauscher fungiert (Jentsch et al., 2005a; Picollo und Pusch, 2005).

Beim CIC 6 und -7 ist bisher nichts Uber deren biophysikalische Eigenschaften bekannt.

Kein Kanal der CIC-Familie hat eine Leitfahigkeit > 50 pS (Kew, 2006; Duran et al., 2010).
Fur den Anionenkanal im Pansen- und Psalterepithel scheinen daher eher Proteine anderer
Familien in Frage zu kommen. Da eine molekularbiologische Charakterisierung des Kanals
bisher nicht maoglich ist, kann eine Zuordnung zu einer bestimmten Kanalgruppe nur

aufgrund vom Vergleich der bisher bekannten Eigenschaften stattfinden.
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5.9.2 CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
Im Intestinaltrakt des Menschen ist der CFTR ein sehr wichtiges Transportprotein fir Chlorid

(Galietta und Moran, 2004). Da Mutationen des CFTR-Gens beim Menschen zur Erkrankung
der cystischen Fibrose fiihren, ist er einer der am meisten untersuchten Chloridkanale
(Dawson et al., 1999; Gadsby und Nairn, 1999; Sheppard und Welsh, 1999). Erstmalig
wurde das CFTR-Gen 1989 von Rommens, Riordan und Kerem isoliert (Kerem et al., 1989;
Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989).

Der CFTR ist ein durch cAMP aktivierbarer Chloridkanal, der in einer Reihe von Epithelien
exprimiert wird wie z. B. dem Pankreas-, dem Lungen- und dem Korneaepithel. Der CFTR
wurde bereits im gesamten Darm-Trakt der Monogastrier nachgewiesen (Crawford et al.,
1991; Hayden und Carey, 1996; Ameen, N. et al., 2000a; Ameen, N. A. et al., ; Sun et al.,
2001; Spiegel et al., 2003). Innerhalb des Epithels wird zumeist eine apikale Lokalisation
(Denning et al., 1992; Ameen, N. A. et al., 1999; Ameen, N. et al.) im Colon aber auch eine
basolaterale Lokalisation beschrieben (Doucet et al., 2003). Auch eine Lokalisation in
subapikalen Vesikeln wurde gezeigt (Dalemans et al., 1992; Webster et al., 1994; Ameen, N.
A. et al.,, 1999; Ameen, N. A. et al., 2000b).

Der CFTR fungiert nicht nur als Chloridkanal in sezernierenden Epithelien, sondern er hat
auch Anteil an der Regulation verschiedener anderer lonenkanale und Transporter
(Schwiebert et al., 1999; Kunzelmann, 2001). So wurde ein aktivierender Einfluss auf
auswartsgerichtete Chloridkanale (ORCC) (Egan et al., 1992; Gabriel et al., 1993;
Schwiebert et al., 1999) und ein hemmender Effekt auf epitheliale Na* -Kanile (ENaC)
nachgewiesen (Stutts et al., 1995; Ismailov et al, 1996; Schwiebert et al., 1999;
Kunzelmann, 2001). Aufgrund der vielfaltigen Interaktionen des CFTR mit anderen

Transportproteinen wird eine Makromolekulkomplex-Bildung vermutet (Li und Naren, 2005).

Es ist bekannt, dass der CFTR neben Chlorid auch eine Permeabilitat fur zahlreiche andere

Anionen besitzt (lllek et al., 1999; Hug et al., 2003; Spiegel et al., 2003; Fatehi und Linsdell,
2008). In Eierstockzellen von chinesischen Hamstern konnte gezeigt werden, dass der CFTR
ebenfalls eine Leitfahigkeit fir Azetat und Propionat hatte (Fatehi und Linsdell, 2008). Die
Leitfahigkeit fur Azetat betragt ca. 10 % der Chloridleitfahigkeit (Fatehi und Linsdell, 2008).
Hingegen besitzt der Anionenkanal von Pansen und Psalter eine weit hdhere Leitfahigkeit fr

Azetat, die im Vergleich zu Chlorid ca. 60 % betragt.

Die Leitfahigkeitssequenz des CFTR ist P(Br-)>P(Cl-)>P(l-)>P(F-) (Nilius und Droogmans,
2003). Bezlglich der Hemmstoffsensitivitat erweist sich der CFTR nur bei intrazellularer
Zugabe als DIDS-sensitiv (Linsdell und Hanrahan, 1996; Jentsch et al., 2002). Eine bessere
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Sensitivitat besteht fir die nichtsteroidalen Antiphlogistika Nifluminsdure und
Flufenaminsaure sowie fir NPPB und Glibenclamid (McCarty et al., 1993; Jentsch et al.,
2002; Scott-Ward et al., 2004). Hingegen waren in der vorliegenden Studie zum
Anionenkanal des Pansens weder auf die Stromantwort der Zellen noch auf das
Umkehrpotential bei Zugabe von Glibenclamid signifikante Effekte zu beobachten. Die
Einzelkanalleitfahigkeit des CFTR liegt zwischen 6 und 10 pS, und ist somit sehr viel kleiner
als die von uns beobachtete Leitfahigkeit im Pansenepithel. Diese Daten sprechen nicht
daflir, dass es sich bei dem am Pansenepithel untersuchten Anionenkanal um den CFTR
handelt.

Diese Schlussfolgerung ergibt sich auch aus anderen Uberlegungen. Als fir den CFTR
hochspezifisch muss gelten, dass er durch Erhéhung der zytosolischen cAMP Konzentration
geoffnet wird. In vorherigen Patch-Clamp-Studien an isolierten Pansenepithelzellen hatte
cAMP jedoch keine Wirkung auf die Chloridleitfahigkeit (Brinkmann, 2006). Ahnliches
ergaben friihere Ussingkammerstudien, die am Pansenepithel durch eine Erhéhung der
cAMP-Konzentration keine Effekte auf die Chloridleitfahigkeit ergaben (Wolffram et al.,
1989). In der Ussingkammerstudie von Gabel (Gabel et al.) wurde durch Zugabe von cAMP
die Chloridleitfahigkeit sogar herabgesetzt. Dies wurde in sicherlich zutreffender Weise im
Zusammenhang mit der nachgewiesenen hemmenden Wirkung von cAMP auf die
Natriumaufnahme durch den NHE beschrieben. Die Leitfahigkeit fir SCFA wurde durch
cAMP nicht beeinflusst. Trotz molekularbiologischem Nachweis (Bilk, 2008) gibt es also
insgesamt wenig Hinweise auf eine funktionelle Expression des CFTR im Sinne einer
klassischen Chloridleitfahigkeit. An einem resorbierenden Epithel wie dem Pansen ware eine
solche auch als eher ungewdhnlich einzustufen; eine regulatorische Funktion kann und sollte

jedoch nicht ausgeschlossen werden.

5.9.3 Maxi-Anionen Kanale
Der in dieser und vorangegangenen Studien untersuchte ruminale Anionenkanal zeigt eine

grolRe Leitfahigkeit flr Chlorid (~ 350 pS), Azetat (~ 140 pS) und Propionat (~ 100 pS)
(Stumpff et al., 2009; Georgi et al., 2010a; Georgi et al., ; Georgi et al., ; Stumpff et al.). Die
Eigenschaften des Kanals wie dessen grolie Leitfahigkeit sowie die glockenférmige,
spannungsabhangige Offenwahrscheinlichkeit unterscheiden ihn deutlich von den
bekannten molekularbiologisch gut charakterisierten Chloridkanalen der Zellmembran. Der in
dieser Studie untersuchte Anionenkanal &ahnelt hingegen sowohl bezlglich seiner
Leitfahigkeit, als auch bezlglich seiner Spannungsabhangigkeit den funktionell sehr gut
charakterisierten Maxi-Anionenkanalen (Nilius und Droogmans, 2003; Sabirov et al., 2006),

die jedoch bisher molekularbiologisch noch nicht charakterisiert werden konnten.
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Maxi-Anionenkanale mit einer groBen Chloridleitfahgkeit (von ~ 250 — 430 pS) wurden in
verschiedensten Gewebetypen nachgewiesen (Schwiebert et al., 1994; Mitchell und Jacob,
1996; Valverde et al., 2002). Sie besitzen die grofdten bisher bekannten Einzelkanal-
leitfahigkeiten und sind phylogenetisch vermutlich sehr alt (Nilius und Droogmans, 2003;
Sabirov et al., 2006).

Die Selektivitat fur Anionen gegenuber Kationen ist sehr hoch. Hingegen sind Maxi-
Anionenkanale fir anorganische lonen wie die Halide CI, Br und I" wenig selektiv (Qu und
Hartzell, 2004), wahrend F° deutlich schlechter geleitet wird. Dieses entspricht einer
Eisenmann 1 Sequenz. Eine solche Sequenz wurde auch flr den ruminalen Anionenkanal
bestatigt. Es ist ebenfalls gut dokumentiert, dass Anionenkanale in der Lage sind, auch sehr
grolle Anionen zu transportieren (Sabirov et al., 2006). Grolke negativ geladene
Aminosauren wie Taurin und Glutamat oder ATP werden uber solche Maxi-Anionenkanale
transportiert (Diener und Scharrer, 1995; Manolopoulos et al., 1997; Dutta et al., 2004); eine
Rolle in der Signaltransduktion wird postuliert. Allgemeiner wird eine Rolle dieser Kanale in
der Volumenregulation vermutet. In diesem Zusammenhang muss es als fast erstaunlich
betrachtet werden, dass eine Beteiligung dieser Kanale am kurzkettigen Fettsauretransport
am Magen-Darmtrakt bisher noch nicht untersucht wurde. Lediglich an hypodermalen Zellen
des Nematoden Ascaris suum wurde die Leitfahigkeit von Maxi-Anionenkanalen fir Azetat
und Butyrat untersucht (Blair et al., 2003); eine Rolle in der Ausscheidung von Fettsauren

aus dem Nematoden wird postuliert.

AbschlieRend kann gesagt werden, dass der ruminale und omasale Anionenkanal
héchstwahrscheinlich zur Gruppe der Maxi-Anionenkanale gehort (Sabirov et al., 2006),

deren molekularbiologische Struktur bisher jedoch noch nicht aufgeklart werden konnte.

5.10Diskussion verschiedener Zellmodelle zum Transport
kurzkettiger Fettsauren am Vormagenepithel

5.10.1 Klassischer Transport der undissoziierten protonierten kurzkettigen
Fettsauren (HSCFA) allein uber Lipiddiffusion

In diesem seit Jahrzehnten dominierenden Modell wird angenommen, dass die HSCFA
durch Lipiddiffusion in die Pansenepithelzelle aufgenommen und basolateral ausgeschleust
werden. Es musste sich nach diesem Modell ein Gleichgewichtszustand einstellen (Influx =
Efflux). Bei Annahme einer gleichen Permeabilitat der apikalen und basolateralen Membran
fur Fettsduren und einem mukosalen pH-Wert von 7 wird dieser Gleichgewichtszustand
erreicht, wenn die intrazelluldare Konzentration kurzkettiger Fettsduren der Halfte der

mukosalen Konzentration entspricht.
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Aufgrund ihres pK-Wertes (~4,8), dissoziieren bei einem neutralen zytosolischen pH-Wert,
der bei ca. 7,2 liegt (Muller et al., 2000; Gabel et al., 2002) ca. 99,5 % der aufgenommenen
HSCFA sofort in ein kurzkettiges Fettsdureanion und ein Proton. Da die kurzkettigen
Fettsdureanionen negativ geladene Molekile sind, kénnen sie die basolaterale Zellmembran
nun nicht mehr durch einfache Lipiddiffusion verlassen. Sie akkumulieren im Zellinneren

ebenso wie die Protonen.
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100 mmol- I SCFA (total) (" pH=7 Y N
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pH=7 = 0,5 mmol-I-' 0,25 mmol-H . 0 mmol-I-
= = % 1 JH
pH=6 = 5,0 mmol-| 2,50 mmol-l 0.5% 0 mmol-l
i 99,5%
v

SCFA- 50 mmol-
500 mmol-I
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Abbildung 65

Transport der HSCFA allein tber Lipiddiffusion

Nach dem Steady-State-Prinzip stellt sich die intrazellulare SCFA-Konzentration bei der
Halfte des mukosalen pH-Wertes ein. Wenn der mukosale pH-Wert 7 betrdgt und im
Pansenlumen eine kurzkettige Fettsdurenkonzentration von 100 mmol" vorliegt, dann
befinden sich 0,5 mmol-I"” HSCFA im Pansenlumen und dementsprechend 0,25mmol-I”
HSCFA im Zytosol der Pansenepithelzelle. Da das Zytosol einen relativ konstanten pH-Wert
von 7 aufweildt, dissoziieren tber 99,5 % der HSCFA in ein Proton und ein SCFA". Da die
SCFA" das Zytosol aufgrund ihrer negativen Ladung nicht durch Lipiddiffusion verlassen
kénnen, akkumulieren sie im Zellinneren auf eine Konzentration von 50 mmol-I”.

Im Fall einer Azidose sinkt der pH-Wert im Pansenlumen. Bei einem mukosalen pH-Wert von
6 verschiebt sich das Gleichgewicht; der Influx der HSCFA ist nun ca. 10 mal héher. Die
kurzkettigen Fettsduren akkumulieren wieder im Zellinneren. Wird der zytosolische pH durch
pH regulatorische Mechanismen bei 7.0 gehalten, steigt die Konzentration undissoziierten
HSCFA Fettsduren im Zytosol auf 2,5 mmol-I". Nach der Henderson-Hasselbalch Gleichung
muss dann die Konzentration der Fettsdureanionen auf theoretisch 500 mmolI"" ansteigen
(Stumpff et al., 2009). Dieses wirde zu einem sofortigen Zusammenbruch der
Zellhomeostase und des Epithels fihren (Schmidt et al., 2004).
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Mit jeder aufgenommenen SCFA wird ebenfalls ein Proton aufgenommen. Das Proton wird
apikal Uber den NHE entsorgt (Martens und Gabel, 1988; Gabel et al, 2002);
Fettsdureanionen akkumulieren also intrazellular, da fir den Efflux kein Proton vorhanden ist.
Erst bei sehr hohen Fettsdurekonzentrationen wird nach der Henderson-Hasselbalch
Gleichung ein gentgend hoher Prozentsatz von Fettsaureanionen in protonierter Form
vorliegen, so dass der Efflux wieder dem Influx entspricht. Da es in diesem Fall zu starken
Veranderungen der Osmolaritdt kommt, kann dieses Zellmodell nicht funktionieren. Auch die
Existenz der an der basolateralen Zellmembran lokalisierten Mechanismen zur pH-Wert
Regulation, wie z. B. der NHE1 oder der Na’-HCOs- Cotransporter (Miiller et al., 2000),
waren Uberflissig und nicht mehr zu erklaren, da durch diese Mechanismen die basolaterale
Bereitstellung von Protonen fir den Efflux der Fettsdureanionen noch geringer wird, als

ohnehin der Fall ist.

5.10.2 Transport der kurzkettigen Fettsaureanionen tiber einen SCFA"/ HCO5"
Austauscher

Ein weiteres Modell fur die Aufnahme der kurzkettigen Fettsduren in die Pansenepithelzelle
ist die Aufnahme der SCFA™ Anionen Uber einen in der apikalen Zellmembran lokalisierten
SCFA/HCO3; Austauscher (Anionexchanger AEZ2) (sh. Abbildung 66), wobei dieser
Mechanismus insbesondere bei hohen ruminalen pH-Werten bedeutsam sein dirfte
(Aschenbach et al., 2009). Bilk konnte 2005 zeigen, dass isolierte Pansenepithelzellen
mMRNA fur die Anionentransporter PAT (putative anion transporter), DRA (down regulated in
adenoma) und AE2 (anion exchanger) exprimieren (Bilk et al., 2005). Alle diese Transporter
tragen zum Chloridtransport durch das Pansenepithel hindurch bei. Fir diese Transporter ist
allgemein bekannt, dass die Chloridresorption an eine Bikarbonatsekretion gekoppelt
stattfindet (Mount und Romero, 2004; Romero et al., 2004).

Gleich Anionenkanalen gelten auch die Anionenaustauscher insgesamt als wenig selektiv
(Wright und Diamond, 1977). So kann sowohl die intrazellulare als auch die extrazellulare
Bindungsstelle des Anionenaustauschers sowohl Chlorid als auch HCO3; Anionen binden, so
dass die Transportrichtung von Anionenaustauschern im Allgemeinen umkehrbar ist. Ein
Transport von Fettsdureanionen wird seit vielen Jahren diskutiert und gilt sowohl am Darm
(Mascolo et al., 1991; Vidyasagar et al., 2005; Binder, 2010) als auch mittlerweile am Pansen
(Kramer et al.,, 1996; Aschenbach et al., 2009) als etabliert. Eine Expression von
Anionenaustauschern ist auch an der basolateralen Zellmembran wahrscheinlich; so kénnten
die SCFA" im Austausch gegen HCOj3 aus der Zelle ausgeschleust werden. Damit dieses
Modell des basolateralen kurzkettigen Fettsduretransports Uber den SCFA/HCOj3

Austauscher funktionieren kann, muss ein Konzentrationsgefélle fir HCO3™ von basolateral
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zum Zytosol vorliegen. Die basolaterale Aufnahme von Bikarbonat hangt daher vom
intrazellularen pH-Wert ab. Der Efflux der SCFA™ wird bei einer hohen intrazellularen
Bikarbonatkonzentration gehemmt. Dieses Modell ist daher vor allem bei angesauertem
Epithel gut vorstellbar. Da mit HCOj3 eine Base von basolateral nach apikal transportiert wird,
entspricht das Modell quantitativ einem Nettotransfer von Protonen und Fettsduren aus dem

Pansenlumen ins Blut.

apikal Pansenepithel basolateral
HSCFA 70/ T _7 " H* + | SCFA:
- HCO,
NHE
H,0 < Na* .
TS { K
. S ATP
@ -
K Na*
HCO,
AE2
SCFA )\ /
Abbildung 66

Transport der SCFA’ Gber einen SCFA/HCO; Austauscher
CA: (Carboanhydrase), NHE: (Na*/H*-Exchanger), AE2: (Anionexchanger 2)

5.10.3 MCT 1
Ein weiteres Protein, das die Ausschleusung der kurzkettigen Fettsdureanionen erméglichen

kdnnte, ist der basolateral lokalisierte MCT1. Dieser wurde bereits im Literaturteil detailliert
dargestellt. Auch hier werden die SCFA" zusammen mit einem Proton ausgeschleust (siehe
Abbildung 67). Funktionelle und immunhistochemische Studien sprechen fiir die Expression
des im Pansenepithel basolateral lokalisierten MCT1. Einschrankend muss allerdings
festgestellt werden, dass der funktionelle Nachweis des MCT1 bisher Gber die blockierende

Wirkung von pCMBs erfolgt ist. Dieser Blocker muss als wenig spezifisch bezeichnet werden;
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auch der Maxi-Anionenkanal wird hierdurch gehemmt und entsprechende Daten sind
Ubertragbar (Stumpff et al., 2009) und Ergebnisteil dieser Studie).

Da der MCT1 in der Lage ist, Ketonkdrper und Protonen auszuschleusen (Muller et al., 2002;
Graham et al., 2007) konnte er ebenfalls an der basolateralen Ausschleusung kurzkettiger
Fettsdureanionen beteiligt sein (Kirat und Kato, 2006). Der MCT bindet enzymatisch
Protonen, die dann bei neutralem pH-Wert im Cotransport mit einem Anion ausgeschleust
werden. Vor allem die Ausschleusung groRerer Fettsdureanionen durch den MCT1 wird
diskutiert (Muller et al., 2002).

apikal FPansenepithel basolateral
HSCFA #>(7s[v_7"« H* SCFA ’
s : MCT
H+
NHE
H,0 < Na
L4 _.«" ‘:.:
Hy O + GOy eopeew K+
¥ ATP
Co, MNa*
HCO,
AE2
SCFA /
Abbildung 67

Basolaterale Ausschleusung der kurzkettigen Fettsdureanionen gemeinsam mit einem
Proton (Gber den MCT1. CA: (Carboanhydrase)) NHE: (Na‘/H'-Exchanger),
AE2: (Anionexchanger 2).

Beide Transportmodelle flir die basolaterale Ausschleusung der kurzkettigen
Fettsaureanionen — Uber den SCFA/HCO; -Austauscher oder den MCT1 — hangen mit
einem Netto-Protonenefflux Uber das Pansenepithel zusammen. Bei einem neutralem
zytosolischen pH-Wert ist eine Akkumulation der SCFA™ im Zytosol als Triebkraft fir den

basolateralen Efflux nétig.
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5.11 Bedeutung des Anionenkanals fiir den Pansen / den
Wiederkauer
Bei den drei dargestellten Transportmechanismen flir kurzkettigen Fettsduren werden die

SCFA" zusammen mit einem Proton durch das Epithel hindurch transportiert. Die durch
Fermentation produzierten Protonen im Pansen werden jedoch durch das mit dem Speichel
in den Pansen gelangende Phosphat und Bikarbonat abgepuffert, wobei mindestens 40 %
der anfallenden Saure neutralisiert wird (Allen, 1997; Aschenbach et al., 2009; Aschenbach
et al.). Weiterhin gelangen groRe Mengen an Harnstoff aus dem Blut, in den Pansen (ca. 10
mol-d™"); dort werden pro Mol Harnstoff 2 Mol NH; gebildet. Ammoniak wird im leicht sauren
Milieu des Pansens fast vollstandig zu Ammonium (NH,") protoniert; insgesamt werden Uber
die Harnstoffsekretion beim Rind fast 20 mol-d™ an Protonen gepuffert (Abdoun et al., 2010;
Aschenbach et al., 2010 (submitted)). SchlieRlich wird bei der Fermentation von organischen
Substraten, die an starke Kationen wie K* oder Na® gebunden sind, kein Proton frei.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in der Regel ein Uberwiegender Teil der
produzierten Protonen lokal abgepuffert werden; stattdessen sind Na*, K" und NH," die

wichtigsten Kationen im Pansenlumen.

Wirden alle SCFA™ gemeinsam mit einem Proton Uber das Pansenepithel zur Blutseite
transportiert, misste es im Pansenlumen also zu einer Alkalose kommen und fir die
Resorption der starken Kationen Na* und K" fehlte ein Anion. Dies stimmt aber nicht mit den
Beobachtungen der Klinik tberein. Somit missen weitere Mechanismen an dem Transport

der kurzkettigen Fettsaureanionen beteiligt sein.

Als noch gravierender muss die Situation am Psalter betrachtet werden. Da die
Fermentationsprozesse hier Uberwiegend abgeschlossen sind, gelangen mit den bereits
gepufferten Ingesta nur geringste Mengen an Protonen in den Psalter. Stattdessen werden
sowohl im Pansen als auch im Psalter zusammen mit SCFA groRe Mengen an Natrium
resorbiert (Edrise et al., 1986; Gabel et al., 1991a; Sehested et al., 1999a; Ali et al., 2006).

5.12Zusammenfassung und Zellmodell
Neben der klassischen Lipiddiffusion, unter der man die passive Diffusion der protonierten,

undissoziierten Form der kurzkettigen Fettsauren durch die zellulare Lipidmembran versteht,
gibt es am Pansen auch den proteinvermittelten Transport Uber den apikal lokalisierten
SCFA/HCOs-Austauscher. Beide Aufnahmemechanismen finden elektroneutral statt und

fihren zur parallelen Aufnahme eines Protons und eines Fettsdureanions in die
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Pansenepithelzelle. Die Protonen werden apikal (iber den NHE im Austausch mit Na* wieder
in das Pansenlumen ausgeschleust, wodurch es zur Stimulation des Natriumtransportes tber
das Epithel kommt (Gabel et al., 1991a; Sehested et al., 1999a; Abdoun et al., 2005; Ali et
al., 2006) (sh. Abbildung 68).
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Abbildung 68

Zellmodell mit dem basolateralen Maxi-Anionenkanal.

Apikal werden kurzkettige Fettsduren in der protonierten Form Uber Lipiddiffusion in die Zelle
aufgenommen. Zusatzlich gibt es flir die apikale Aufnahme der kurzkettigen
Fettsaureanionen den proteinvermittelten Transport Gber den SCFA/HCO3;™ Austauscher. Im
Zellinneren dissoziieren Uber 95 % der HSCFA in Protonen und SCFA". Die Protonen werden
apikal Uber den NHE gegen Na® wieder aus dem Zytosol entfernt. Langerkettige
Fettsdureanionen wie Butyrat werden intrazellular metabolisiert. Deren Abbauprodukte wie
Ketonkorper werden basolateral tGber den MCT1 ausgeschleust. Fettsaureanionen wie
Azetat und Propionat werden kaum intrazellular metabolisiert, sie verlassen das Zytosol
hauptséachlich Uber basolaterale Anionenkanale. Das Uber den NHE aufgenommene Natrium
wird basolateral tGber die Na’/K" -ATPase ausgeschleust. Ein dichtes Netzwerk aus Tight
Junction Proteinen im Epithel des Pansens aber auch des Psalters verhindert den
parazelluldren Transport groRerer Molekdle.

Intrazellular werden grof3e kurzkettige Fettsaureanionen wie z. B. Butyrat zu Ketonkorpern
metabolisiert, welche basolateral Uber den MCT1 ausgeschleust werden kdénnen (Mdlller et
al., 2002; Kirat und Kato, 2006). Kurzkettige Fettsdureanionen kirzerer Kettenlange werden

hingegen kaum metabolisiert (Masson und Phillipson, 1951; Kristensen und Harmon, 2004)
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und verlassen das Epithel zusammen mit dem apikal aufgenommen Natrium (Gabel et al.,
1991a; Sehested et al., 1996; Sehested et al., ; Ali et al., 2006). Durch Aufrechterhaltung des
negativen Membranpotentials durch die Na*/K*-ATPase, ermdglichen basolateral lokalisierte
Anionenkanale den Efflux der kurzkettigen Fettsdureanionen (Sehested et al., 1996; Abdoun
et al., 2005; Leonhard-Marek et al., 2006; Stumpff et al., 2009).

Zusammenfassend lasst sich aus diesem Modell folgern, dass beim Wiederkduer die
Pufferung der mit den kurzkettigen Fettsduren entstehenden Protonen Uberwiegend durch
den Speichel im Pansenlumen selbst erfolgen muss. Kurzkettige Fettsdureanionen wie
Azetat und Propionat werden durch das Epithel hindurch transportiert und basolateral tGber
einen Kanal ins Blut ausgeschleust, wahrend das grélkere Butyratanion Uberwiegend

intrazellular verstoffwechselt wird.

138
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Charakterisierung eines nicht selektiven Anionenkanals an

kultivierten Pansen- und Psalterepithelzellen des Schafes

Der Pansen der Wiederkduer ist der wichtigste Produktionsort flir kurzkettige Fettsauren
(short chain fatty acids, SCFA). Um ein optimales Milieu fir die Mikroorganismen im Pansen
zu gewabhrleisten, steht die Produktion der kurzkettigen Fettsduren in engem
Zusammenhang mit deren Resorption aus dem Pansenlumen durch das Pansenepithel
(Bergman, 1990; Gabel et al., 2002). Bei nicht ausreichender Pufferung des Panseninhaltes
durch den Speichel verbunden mit unzureichender Adaptation des Pansenepithels kommt es
zu einer Entgleisung der Homoostase des Panseninhaltes mit Azidose und ansteigender
Osmolaritéat (Kleen et al, 2003; Krause und Oetzel, 2005). Das Pansenepithel wird
geschadigt und Mikroorganismen und Toxine kénnen in den Blutkreislauf gelangen und
fuhren zu gesundheitlichen Schaden, die bis hin zum Tode des Tieres flhren kénnen. Die

LeistungseinbufRen fuhren zu gro3en wirtschaftlichen Verlusten.

Der aktuelle Wissenstand Uber die genauen Transportmechanismen fir kurzkettige
Fettsduren am Vormagenepithel der Wiederkduer ist unvollstdndig. Da die protonierte Form
der kurzkettigen Fettsduren (HSCFA) lipophil ist, kann diese Form Uber Diffusion die
Zellmembran passieren. Daneben exprimiert das Pansenepithel einen apikalen
CI/HCOgj-Austauscher, dessen physiologische Funktion angesichts der niedrigen
Chloridkonzentrationen im Pansenlumen lange Zeit unklar war. Aktuelle Studien zeigen,
dass Uber diese Anionenaustauscher auch kurzkettige Fettsdureanionen (SCFA’) im
Austausch gegen HCOj; in die Zelle aufgenommen werden konnen. Beide Transport-
mechanismen flihren zu einer Ansauerung des Zytosols mit Stimulation des apikal
lokalisierten NHE (Na*/H*-Austauschers), der Natrium in die Zelle hinein- und Protonen aus
der Zelle hinausschleust. Hierdurch wird der intrazellulare pH-Wert neutral gehalten und
Natrium aus dem Pansenlumen resorbiert, welches sowohl fir die Reduktion der Osmolaritat
des Panseninhaltes als auch flir die Speichelresekretion bedeutsam ist. Wahrend Butyrat
groBtenteils intrazellular verstoffwechselt wird, gelangen insbesondere Azetat und Propionat
in groBen Mengen Uber die basolaterale Membran ins Portalblut und dienen so der

Versorgung des gesamten Tieres mit Energie.

Der basolaterale Ausschleusungsmechanismus fur die kurzkettigen Fettsdureanionen ist
jedoch bisher unklar. Aktuelle Daten sprechen dafir, dass in Analogie zum apikalen

Anionenaustauscher auch die basolaterale Leitfahigkeit flr Chlorid wenig selektiv ist und
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auch Azetat als Substrat akzeptiert (Stumpff et al., 2009). Der Transport von Azetat kdnnte
so in Analogie zum klassischen Chloridtransport Uber resorbierende Epithelien erfolgen,
welches auch am Pansenepithel etabliert ist. Dabei erfolgt die apikale Aufnahme des Anions
Uber einen Anionenaustauscher, wahrend die basolaterale Abgabe Uber einen Kanal erfolgt
(Schmidt et al., 2004). Ein entsprechender grof3er Anionenkanal mit Permeabilitat nicht nur
fur Chlorid, sondern auch fur das Anion des Azetats konnte bereits an isolierten Zellen des

Pansenepithels nachgewiesen werden (Stumpff et al., 2009).

Im Vergleich zum Pansen liegen Uber transportphysiologische Funktionen des Psalters nur
wenige Erkenntnisse vor. Beobachtungen in vivo und in vitro belegen, dass Na*, CI, HCO5
und kurzkettige Fettsauren transportiert werden. Fortschritte im Verstandnis der Transport-

mechanismen sind durch das Fehlen eines Zellkulturmodels behindert worden.

Ziel der vorliegenden Studie war es, mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik die Leitfahigkeit
isolierter Pansen- und Psalterepithelzellen fir Propionat sowie flr weitere kurzkettige
Fettsduren und Halide zu untersuchen und die Wirkung entsprechender Blocker zu ermitteln.

Folgende Ergebnisse wurden in dieser Studie zusammengestellt:

- Die Etablierung einer neuen Methode zur Isolierung von Psalterepithelzellen. Durch die in
dieser Studie neu konzipierte Zellisolationskammer zur Isolierung von Psalterepithelzellen
war es zum ersten Mal mdglich, Zellen des Psalters in Kultur anzuziichten und so Patch-
Clamp-Experimente an isolierten Psalterepithelzellen durchzufihren. Die Isolierung von

Pansenepithelzellen konnte durch diese neue Methode ebenfalls verbessert werden.

- Die immunhistochemische Charakterisierung des Epithels und der daraus isolierten Zellen.
Es wurden durch immunhistochemische Farbungen Zytokeratine und die Tight Junction
Proteine Occludin, Claudin 1, 4 und 7 am frischen Pansen- und Psalterepithel dargestellit.
Diese Proteine konnten auch an isolierten und kultivierten Pansen- und Psalterepithelzellen
nachgewiesen werden. Dadurch wurde der epitheliale Ursprung der kultivierten Zellen

belegt.

- Der Nachweis eines fur grofle Anionen durchlassigen Kanals an isolierten Pansen- und
Psalterepithelzellen. An beiden Praparaten konnte eine Leitfahigkeit fur Anionen
nachgewiesen werden, die in der Reihenfolge Chlorid > Azetat > Propionat > Butyrat
abnahm. Isolierte Pansenepithelzellen wiesen ebenfalls eine gewisse Leitfahigkeit flr Laktat
auf. Alle Anionenleitfahigkeiten lieRen sich durch den Anionenkanalblocker DIDS reversibel
hemmen. Die Propionatleitfahigkeit war reversibel pCMBs- und NPPB-sensitiv. Der Blocker

des CFTR Glibenclamid hatte keinen Effekt. Die Halidsequenz entsprach mit

140



Zusammenfassung

F ~ CI" = Br > I am ehesten einer Eisenmann 1 Sequenz. Die durch Einzelkanalmessungen
ermittelte Einzelkanalleitfahigkeit fir Pansen- und Psalterepithelzellen betragt ca. 350 pS flr
Chlorid, 140 pS fur Azetat (Stumpff et al., 2009) und ca. 100 pS fir Propionat.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass isolierte Pansen- und Psalterepithelzellen
einen grollen Anionenkanal mit einer Leitfahigkeit fir das kurzkettige Fettsaureanion
Propionat exprimieren, welcher auch fiir andere Anionen in unterschiedlichem Male
permeabel ist. Ein Transportmodell fir Fettsduren Uber die Vormagenepithelien wird
vorgeschlagen mit basolateraler Expression des Kanals. Die auf diesem Wege resorbierten
Fettsdureanionen werden von dem von der Na*-K*-ATPase herriihrenden Potential ins Blut
getrieben. Die zugehoérigen Protonen verbleiben im Pansenlumen und muissen dort durch
den Speichel abgepuffert oder auf anderem Wege aus dem Pansen entfernt werden. Beim

Versagen dieser Mechanismen kommt es zur Pansenazidose.
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7 Summary

Characterization of an unselective anion-channel in cultured ovine

ruminal and omasal epithelial cells

The rumen is the most important site of short chain fatty acid (SCFA) production in cows and
sheep and absorption must increase in synchrony with production to ensure an optimal
environment for ruminal microbes. Insufficient salivary buffering of the ruminal content in
conjunction with inadequate adaptation of the epithelium leads to a breakdown of ruminal
homeostasis with acidosis and rising osmolarity (Kleen et al.,, 2003; Krause und Oetzel,
2005). Ruminal microbes and toxins can pass through the damaged epithelium into the
blood system of the animal causing severe illness that may be fatal (Krause 2005, Owens

1998). The concomitant decrease in animal productivity leads to large economic losses.

However, our current understanding of the mechanisms of transcellular absorption of short
chain fatty acids (SCFA) through forestomach epithelia is incomplete. Since the protonated
form (HSCFA) is lipophilic, this form can simply diffuse across the lipid bilayer. In addition,
the ruminal epithelium expresses an apical CI/HCOj3-exchanger, the physiological function
of which has long been unclear since ruminal chloride concentrations are relatively low.
Recent research suggests that this anion exchanger may mediate the cellular uptake of short
chain fatty acid anions (SCFA") in exchange for HCOj3". Both pathways acidify the cytosol and
drive the apical uptake of Na® in exchange for protons via NHE (Na*/H*-exchange). The pH
of the cytosolic compartment is thus maintained at neutral values while the absorption of
sodium from the ruminal fluid is important both for the reduction of ruminal osmolarity and for
the provision of sodium for resecretion with saliva. While butyrate is mostly metabolized
intracellularly, large quantities of acetate and propionate cross the basolateral membrane

and pass into the portal blood, thus providing energy for the animal as a whole.

However, the mechanism for the basolateral extrusion of SCFA has not yet been clarified. A
recent study suggests that, as it is the case for the apical anion exchanger, the basolateral
conductance for chloride is poorly selective and accepts acetate as a substrate (Stumpff et
al., 2009). The transport of acetate could thus follow the classical model of chloride transport
across absorbing epithelia, which has also been established for the rumen. In this model, the
apical uptake of the anions occurs through an anion exchanger, while the basolateral
extrusion occurs via an ion channel (Schmidt et al., 2004). A corresponding large anion
channel with permeability not only for chloride, but also for the anions of acetate has recently

been characterized in isolated cells of the ruminal epithelium (Stumpff et al., 2009).
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Summary

Compared to the numerous studies on ruminal tissue, only little research has been done to
clarify the transport physiology of the omasal epithelium. Observations in vivo and in vitro
support the notion that the tissue transports Na®, CI, HCO3; and short chain fatty acids.
Progress in understanding the underlying transport mechanisms has been hampered by the

lack of a suitable cell culture model.

The goal of the current study was to use the patch-clamp-technique on isolated ruminal and
omasal epithelial cells to investigate the conductance for propionate and for other SCFA and
for the halides and to study the effects of corresponding blockers. The following results were

obtained:

- The establishment of a new method for the isolation of cells from the omasal epithelium.
The development of a new cell isolation chamber allows the isolation and cultivation of cells
from the omasum for the first time, allowing patch-clamp-experiments to be performed on
isolated cells of the omasum. The isolation of ruminal epithelial cells could also be improved

via this method.

- The immunohistochemical characterization of the epithelium and the cells isolated from it.
Immunohistochemical staining was used to demonstrate the expression of cytokeratins and
of the tight junction proteins occludin, claudin 1, 4 and 7 in fresh ruminal and omasal tissues.
These proteins could also be detected in cultured ruminal and omasal cells. The epithelial

origin of the cultured cells was thus confirmed.

- The demonstration of a channel permeable to large anions in isolated cells of the rumen
and the omasum. In both preparations, a conductance could be demonstrated with
permeability decreasing in the order chloride > acetate > propionate > butyrate. Isolated
ruminal epithelial cells also showed a certain conductance for lactate. All conductances were
sensitive to the anion channel blocker DIDS. The conductance for propionate was reversibly
sensitive to pCMBs und NPPB. The blocker of the CFTR channel glibenclamide had no
effect. The halide sequence of the channel was F ~ CI" = Br > 1" and thus resembles an
Eisenman sequence |. The single channel conductance of the channel was determined in
ruminal and omasal cells and corresponds to 350 pS for chloride, 140 pS for acetate
(Stumpff et al., 2009) and about 100 pS for propionate.

In summary, it could be shown that isolated cells of the rumen and the omasum express a

large anion channel with a conductance for the anion of propionate. The channel is also
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Summary

permeable to other anions, albeit to differing degrees. A transport model for SCFA across
forestomach epithelia is proposed with a basolateral expression of the channel. The short
chain fatty acid anions that are absorbed via this pathway enter the blood driven by the
potential generated by the Na*-K*-ATPase. Protons remain in the ruminal lumen and have to
be buffered by saliva or removed via alternate mechanisms. When these mechanisms break

down, ruminal acidosis follows.
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9 Abkurzungsverzeichnis

AE Anion Exchanger = Anionenaustauscher

ATP Adenosintriphosphat

ca* Calcium

CA Carboanhydrase

cAMP cyclic Adenosinmonophosphat

cr Chlorid

CLC Chloridkanal

CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
CO, Kohlendioxid

DIDS 4,4’-Diisothiocyanostilben-2,2’-Disulfonsaure

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DPBS Dulbecco’s Phophate Buffered Saline

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsaure

EGTA Ethylenglycol-Tetraessigsaure

FKS fetales Kalberserum

HEPES N-Hydroxethyl-Piperazin-N’-2-Ethansulfonsaure

HSCFA protonierten Form der kurzkettigen Fettsduren

Mg?* Magnesium

MCT Monocarboxylat Transporter

MDBK Madin-Darby bovine Kidney

MDCK Madin-Darby Canine Kidney

n Anzahl der Zellen

Na* Natrium

NHE Na*/H* - Exchanger = Na*/H" - Austauscher

NMDG N-Methyl-D-glucamin

NPPB 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)-benzoat

O, Oxygen = Sauerstoff

ORCC Outward Rectifying Chloride Channel

pCMBs p-Chloromercuribenzoesaure

pH-Wert negativer dekadischer Logarithmus der H*-lonenkonzentration
pK-Wert negativer Logarithmus der Dissoziationskonstante eines Elektrolyten
SCFA kurzkettige Fettsauren (short chain fatty acids)

SCFA kurzkettige Fettsaureanionen

SEM Standard error of mean = Standardfehler des arithmethischen Mittelwertes
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10 Anhang

10.1 Protokoll zur Kultivierung von Pansenepithelzellen

10.1.1 Gewinnung des Pansenepithels
Nach der Schlachtung (Téten durch Blutentzug) der Schafe wird der Pansen entnommen.

Aus dem Bereich des Pansenvorhofes (Atrium ruminis) werden ca. 5 x 5 cm grofRe
Gewebestlicke gewonnen.

Pansenstiicke mehrmals mit Ca?* - und Mg®* - freier Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)-Lésung mit 4 % Penicillin-Steptomycin waschen

Transport zum Labor bei 4 °C in dieser Losung

Im Labor (nach spatestens 45 Minuten) Pansenzotten vorsichtig mit einer Metzenbaum-
Schere abschneiden.

Mehrfach in Ca?*- und Mg?*-freien DPBS mit 4 % Penicillin-Streptomycin waschen

10.1.2 Trypsinierung der Pansenzotten
Pansenzotten mit ca. 50 ml 0,25 %iger-Trypsin-EDTA-L6sung (2,5 g1 Schweinetrypsin und

0,2 gI" EDTA, Sigma Aldrich) bei 37 °C kontinuierlich durchmischen

Die Trypsin-EDTA-LOsung alle 30 Minuten abgiefen und durch frische Trypsin-EDTA-
Ldsung ersetzen

Vorgang viermal wiederholen

Zellfraktion (F4) zur Trennung von Geweberesten und Pflanzenteilen durch sterile, vierlagige
Gaze filtrieren

In Zentrifugenrdhrchen (50 ml, Greiner bio-one GmbH) auffangen

Verbleibende Zotten wieder fur 30 Minuten bei 37 °C trypsinieren

Gleiches qilt fur die Fraktion F5, F6 und F7

10.1.3 Aussahen der Zellen
Alle Fraktionen fiir 10 Minuten bei 2 — 5 °C und 1000 UpM kihlzentrifugieren (Klhlzentrifuge

Sorvall RC- 5B Refrigerator, Du Pont Instruments)

Uberstand absaugen

Zellen mit Ca®** und Mg? freiem DPBS mit 1% Penicillin-Streptomycin mischen
kiihlzentrifugieren

Drei Mal wiederholen

Zellpellet mit Zellkulturmedium M1 (genaue Zusammensetzung siehe TAB.1) suspendieren
In kollagenisierte Zellkulturschalen (Durchmesser 60 mm, Biochrome, Berlin) aussaen

Fur 24 Stunden im Brutschrank bei 100 % Wasserdampfsattigung in einem Luft-CO; (5 %)-
Gemisch bei 38 °C inkubieren
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10.1.4 Kollagenisierung der Zellkulturschalen
Zellkulturschalen mit Collagen A Lésung (Biochrom, Berlin) und Ca®* -

DPBS Losung flllen (1,5 ml Collagen + 1,5 ml DPBS)
20 Minuten im Brutschrank bei 100 % Wasserdampfsattigung in einem Luft-CO, (5 %)-
Gemisch bei 38 °C inkubieren

Kollagen-DPBS-Gemisch absaugen

und Mg?* haltiger

Schalen mit Ca®* - und Mg** haltiger DPBS L&sung spiilen

10.1.5 Zellkulturmedien
nach 24 Stunden Zellkulturmedium (M1) entfernen

Am Boden der Zellkulturschale angeheftete Pansenepithelzellen zweimal mit Ca?* und Mg ?*
freier DPBS splen
Zellen fir weitere 24 bis 48 Stunden im Brutschrank mit dem Zellkulturmedium M2 (genaue

Zusammensetzung sh. Tabelle 17) inkubieren.

Tabelle 17 Zusammensetzung der Zellkulturmedien M1 und M2

Substanz

Zellkulturmedium M1

Zellkulturmedium M2

Medium 199 Earle

Fetales Kalberserum 15 %
HEPES (1M)

Nystatin 2,4 x 10° U/l
Gentamycin 50 mgl/i
Kanamycin 100 mg/l

Basismedium
150 ml/I

20 ml/I

24 mi//|

50 ml/l

10 ml/I

Basismedium
100 ml/l

20 ml/l

5 ml/l

10 ml/l

10.1.6 Trypsinierung der Pansenepithelzellen
nach ca. 6 Tagen Ausbildung eines Zellrasens

zweimal mit Ca®* - und Mg?* - freiem DPBS spiilen
mit 1,5 ml 0,25 %-Trypsin-EDTA-L6sung bedecken

20 Minuten im Brutschrank trypsinieren

Trypsinierungs-Vorgang mit modifiziertem DMEM-Zellkulturmedium (Dulbecco’s Modified
Earle Medium + 10 % FKS, 5% HEPES, 2 % Penicillin/Streptomycin, sh. Tabelle 18)

anhalten
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Tabelle 18 DMEM (PAN-Biotech GmbH)

Substanz Konzentration
DMEM mit Basismedium 500 ml
Glucose 4,5 g/l
L-Glutamin
Natriumpyruvat
NaHCO3 3.7 g/l
Fetales Kalberserum 10 % 50 ml/I 10 %
HEPES (1M) 10 ml/I 2%
Penicillin/Streptomycin 5 ml/l 1%

10.1.7 Sterilisieren der Deckglaser

Jeweils vier Deckglaser in Aluminiumfolie einwickeln
Bei 200 °C flr 2 h in den Sterilisationsofen

10.1.8 Aussahen der Zellen auf Deckglaser
vier sterile Deckglaser (Durchmesser 13 mm, Menzel, Braunschweig) in eine Zellkulturschale

(Durchmesser 35 mm) legen.

Einen Tropfen Zellsuspension auf jedes Deckglas

(Durchmesser 13 mm, Menzel, Braunschweig) geben und mit DMEM auffillen

10.2 Ubersicht der fiir die Zellkultur verwendeten Materialen

Zellisolierung
Dulbecco’s PBS ohne Ca®*/Mg?*

Penicillin-Streptomycin-Losung
Trypsin-EDTA-L6sung (0,25 %)

Zellkultivierung

Collagen A

Dulbecco’s PBS ohne Ca®*/Mg?*
Dulbecco’s PBS mit Ca?*/Mg**
DMEM

Fetales Kalberserum

HEPES

Medium 199

Nystatin

Penicillin-Streptomycin
Trypsin-EDTA-L6sung (0,25 %)
Zellkulturschalen

Deckglaser
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Biochrom (Berlin)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich

Biochrom
Biochrom
Biochrom
Pan-Biotech GmbH
Biochrom
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biochrom

Menzel (Braunschweig)
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10.3 Detailliertes Protokoll fuir die Immunhistochemischen
Farbungen
Triton-X Lésung (0,1 %): 5 pl auf 5 ml PBS

Puffer: PBS + 2 % BSA (Bovines Serum Albumin Fraktion 5 (Roth))
Blockpuffer: 4 Teile (PBS + 2 % BSA) + 1 Teil Goat Serum

Antikorper ansetzen:

z.B. Mouse Anti Cytokeratin (AE1): 1 % Anti-Cytokeratin in PBS + 2 % BSA

1) Zellen auf gekammerte Objekttrager aussahen
2) dreimal mit PBS-Ldsung waschen

3) mit 4 %iger Paraformaldehydldsung fur 15 Minuten bei -20 °C fixieren

4) Zellen dreimal mit PBS-Losung abspulen
5) Mit ,Roti“ Liquid Barrier Marker (Art AN 92.1) umranden
6) Um die Zellen zu permeabilisieren, ca. 100 pl 0,1 % Triton-X Lésung in jede Kammer

geben und 5 Minuten einwirken lassen

7) dreimal mit PBS-Ldsung waschen
8) Blockpuffer hinzugeben und nach 30 Minuten abschitten (waschen nicht nétig)
9) auf alle Kammern einen Tropfen entweder:

A: PBS + 2 % BSA + Antikorper
B: PBS + 2 % BSA (Kontrolle)

eine Stunde einwirken lassen

10)  5x mit PBS waschen

11)  sekundarer (fluoreszenzmarkierter) Antikdrper 1 % in PBS

12)  dunkel abdecken und eine Stunde stehen lassen

13)  mit PBS waschen

14) Deckglaschen aufsetzen oder Deckglaschen umdrehen und auf Objekttrager setzen
15)  im Dunkeln stehen lassen bis angetrocknet (kann auch einige Tage spater betrachtet

werden)

Verwendete Antikorper:

1. Mouse Anti-Cytokeratin (AE1), Firma ZyMED, S. San Francisco, CA, USA

Monoclonal Mouse Anti-Vimentin Clon V9, Dako Cyttomation, Denmark

2. Antikorper: Anti-Mouse IgG FITC Conjugate; Sigma Immuno Chemicals (St.Louis, MO,
USA)
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10.4 Genaue Zusammensetzung der Bad - und Pipettenlosungen

10.4.1 Ganzzellmessungen
Tabelle 19 Pipettenldsung

mmol-|" NaGlu |KCI| NaH,PO, |Hepes | CaCl, 2 H,O | MgCl, 6 H,O |[EGTA |[NaCl

Na-Gluconat | 128,20] 5 1 10 0,8 0,9 5 8,8

pH-Wert von 7,2 mit 1 M TRIS (C4H12NO3) bei Raumtemperatur eingestellt

Osmolaritat von 290 mmolI”" mit Mannitol eingestellt

Tabelle 20 Badldsungen

A + .. . CaCl; |MgCl,-
mmol-| Na™ + Dominierendes Anion |[KCI|NaH,PO,|Hepes NaCl
2 H,0|6 H,O
NaCl 128,20 5 1 10 1,7 0,9 8,8
Na-Gluconat 128,20 Idem
Na-Azetat 128,20 Idem
Na-Propionat 128,20 Idem
Na-Butyrat 128,20 Idem
Na-Laktat 128,20 Idem
NaCl-Hypo 75% 102,75 Idem
Na-lodid 128,20 Idem
Na-Bromid 128,20 Idem
Na-Fluorid 128,20 Idem

pH-Wert von 7,4 mit 1 M TRIS-OH (C4H1NO3;) bei Raumtemperatur eingestellt

Osmolaritat von 290 mmol-I" mit Aquivalenten Mengen des dominierenden Anions eingestellt

10.4.2 Einzelkanalmessungen
Tabelle 21 Pipettenlésungen

mmol-I" NMDG |KCI| NaH,PO, | Hepes | CaCl," 2 H,O | MgCl, 6 H,O |NaCl

NMDG-Propionat 128,20f 5 1 10 1,5 1,1 88

pH-Wert von 7,4 mit Propionsaure bei Raumtemperatur eingestellt

Osmolaritat von 290 mmol-I" mit Mannitol eingestellt

Tabelle 22 Badldsungen

mmol-I” NMDG |[KCI|NaH,PO,|Hepes|CaCl, 2 H,O |[MgCl, 6 H,O |NaCI EGTA

NMDG-Chlorid 128,20, 5 1 10 1,5 1,1 8,8 5
NMDG-Propionat Idem
NMDG-Gluconat Idem

pH-Wert von 7,2 mit Salzsaure/Propionsaure/Essigsaure bei Raumtemperatur eingestellt

Osmolaritat 290 mmolI"" mit Mannitol eingestellt
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