Aus dem Institut fur Veterinar-Physiologie
des Fachbereichs Veterinarmedizin
der Freien Universitat Berlin

Charakterisierung von Mg?**-Effluxmechanismen
bei kultivierten ruminalen Epithelzellen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterinarmedizin
an der
Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Hi-Sung Park
Tierarzt aus Freising

Berlin 2003

Journal-Nr. 2793

Gefordert durch die H. WILHELM SCHAUMANN STIFTUNG



Gedruckt mit Genehmigung
des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Freien Universitiat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Leo Brunnberg
Erster Gutachter: PD Dr. Monika Schweigel
Zweiter Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Angelika Richter

Dritter Prufer: Prof. Dr. Klaus Manner

Deskriptoren:
Mg*"-Efflux, Na“/Mg”*"-Austauscher, Schaf, Pansenepithelzelle, Mag-fura-2

Tag der Promotion: 6.2.2004



Meinen Eltern






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Lo EINICITUIG ...ttt e e ettt e e e sttt e e e ettt e e e s nbeeeesnnsbaeesennaeeeanns 5
PR B9 1 111 ) OO U SO PP PP 7
2.1. Die Anfinge der Mg2+-F0rschung ................................................................................ 7
2.2. Die Bedeutung von Mg2+ IM OrganiSmuS. ..........cocoiiiiiiiiiiiiie e 7
2.3. Die zellulire Mg  -Verteilung .................coocooevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e 8
2.3.1. Mg™ in den Zellor@anellen ..............oo.ovueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8
2.3.2. MEZ M ZIYLOSOL oot 9
2.4. Die Mg " HOMOBOAYNAMK ..............oveoveieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
2.5. Der Mg2+-Transp0rt iiber biologische Membranen...............ccccccoooiiniiiiniinnen. 11
2.5.1. Mg> -InfluXmECRANISINEH ..., 11
2.5.2. Mg™ -EffluXxmeChaniSmeN. ..............o.ovuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ses s 13
2.5.3. Die Rolle der Zellpolaritit beim Mg® -Transport ..............oceveeveeeerereeeeereeeeennnn. 16
2.5.4. Der Mg*-Transport bei gereinigten Plasmamembranen ................cocoooovvvuernnn.. 17

2.6. Die Beeinflussung der Mg**-Homéodynamik durch Hormone und Mediatoren .. 18

2.6.1. Die Modulation des Mg =TIANSPOIES ..........oveeveereeeeereereeereseeeeeeeesesesessseesseseaees 18
2.6.2. Die hormonelle Stimulation des Mg -EffluXes............oveveeveeeeereeereerresrseesresnns 19
2.6.3. Die hormonelle Stimulation des Na" /Mg -Austauschers...............ocoeveeerereueen.. 21
2.6.4. Die hormonelle Stimulation der Mg®*-Akkumulation bzw. des Mg” -Influxes .... 21
2.7. Die physiologische Bedeutung der Mg**-Regulation....................cccoocovvverennnnn. 22
2.8. Spezielles zum Mg2+-Transp0rt beim Schaf................. 22
2.8.1. Die Lokalisation der Mg® -Resorption beim Schaf............cccoveveeveveeeeeereeeneene. 23
2.8.2. Der Mg®"-Transport iiber das Pansenepithel..............oo.oveveeeveveeeeeereeeeeeeeeeeeeens 23
2.8.3. Die Mechanismen der Mg”-Aufnahme in die PEZ............ccovoeueeereeereeeeeeeeeans 25
2.8.4. Die Mechanismen der Mg” =ADGADE ...........c.owueueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseaes 26
2.8.5. Hemmung des Mg” -Transportes bei PEZ ............ooovveeweeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeseeseees 27
2.8.6. Regulation des Mg® -Transportes bei PEZ ...........coovvuevmeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeseesees 28
2.9. Literaturzusammenfassung und Ziel eigener Untersuchungen............................. 29
2.9.1. LiteraturzusammenfasSUNg...........cccvuieeruieeriiieenieeesiieesaeeesaeeesseeesseeesseeessreeessseeens 29
2.9.2. Schwerpunkt eigener UnterSUChUNZEN..........ccccvvieeiiieriieeiee e 30



Inhaltsverzeichnis

3. Material UNd MetROEON .......coooneieeee et e et e e e e e e e e e eenaens

. MAterial .......ooooiiiiiiiii e
3.1.1. Versuchsgewebe und Zelllinie ...........cocuieriiiiiiiiiiiiiiieeee e
3.2 MEthOden........c.ooiiiii e e
3.2.1. In vitro-Kultivierung primarer PEZ ..........c.ccccooiiiiiiiiiiiii e
3.2.2. Immunzytochemischer Nachweis von Zellen epithelialen Ursprungs...................
3.2.3. Bestimmung von Ionenkonzentrationen mittels fluoreszenzspektrometrischer
MEtROAEN......ceiiiiiiiiiii et
3.2.3.1. Suspendieren der Zellen ............ccooviieiiiiiiiiiieieeieeie e
3.2.3.2. Vorbereitung der Zellen zur extrazelluldren Messung...........cccceevvervenereennen.
3.2.3.3. Vorbereitung der Zellen zur intrazelluléiren Messung............cccceveeverieneennens

3.2.3.4. Fluoreszenzspektrometrische Bestimmung der extra- bzw.

INtrazelTULATEN [IMIEZ ] oo,
3.2.3.5. Fluoreszenzspektrometrische Bestimmung der intrazelluliren [Mg”" ]..........

3.2.3.6. Fluoreszenzspektrometrische Bestimmung der intrazelluliren [Na ]
und des intrazelluldren pH-WEeTtes ..........ccceoviieiiieniiiiiienieeiiee e
3.2.3.7. Bestimmung der Zellzahl ..............cccooouiiiiiiiiiiiiieeeeee e
3.2.4. Graphische Darstellung und StatistiK...........ccccoevieriieiieniiiiiienieeieceeee e

B 1 0 1) 11 USSP PPRRURPPPR

4.1. Immunzytochemische Charakterisierung der aus dem Pansenepithel
ISOlierten Zellen....... ..ot
4.2. Funktionelle Untersuchungen zur Na'-abhiingigen Komponente

der Mg> =Ababe aUS PEZ................cocooovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
4.2.1. Nachweis des Na"-abhéngigen Mg> -EffluXes...........ooveveveeeererereerrsreeeeresreernens
4.2.2. Einfluss der extrazelluliren [Na'] auf die Mg -Abgabe...........cocooveverveerereens

4.3. Einfluss unspezifischer Blocker auf den Mg2+-Efﬂux .............................................
4.3.1. Unspezifische Hemmung des Na'/Mg”*-Austauschers durch Imipramin..............
4.3.2. Hemmung von Cobalt(IIl)hexamin-abhingigen Mg*"-Transportprozessen..........
4.3.3. Auswirkung einer kombinierten Gabe von Imipramin und

Cobalt(Il)hexamin auf den Na" /Mg -Austauscher ............coooeeveeeeeeeeererennan
4.3.4. Zusammenfassung der Blockerversuche...........coccooviieiiiiniiiiiiiniieieieecee e,

4.4. Regulation der Mg  =ADGADE ..............coooomieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
4.4.1. Effekt von db-cAMP auf die Mg™ =ADZADE ..........oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeses
4.4.2. SUMUIation MILEIS PGEg ....eeeeeeeeeeeeeeeee e

4.4.3. Zusammenfassung der Ergebnisse zur hormonellen Stimulation ............c.............



Inhaltsverzeichnis

4.5. Vergleichende Untersuchung an PEZ aus einer Zelllinie und aus der

PrIMATKUIEUT ..ot e e e e e e e et eaeeeeeeeeeaearaeeeeeeeeraans 79

4.5.1. Die intrazelluldre Mg®*- und Na'-Konzentration sowie der pH; bei

Primérzellen und PEZ aus einer Zelllinie ..........ccccoevuerieniineniinieniecnieneeeeen 79
CDIHSKUSSION ...ttt st 83
5.0, MethodenKritiK...........coooiiiiiiiiiii e 83
5.2. Funktionelle Untersuchung des Na"/Mg**-Austauschers .................cccccocooeeveunenn... 84
5.2.1. Abhingigkeit des Mg*"-Effluxes von der [Na e c....oveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenene. 85
5.2.2. Hemmung der durch Na" bestimmten Komponente des Austauschers.................. 87
5.2.3. Besonderheiten bei weit differenzierten Zellen ............cooceevieiiiiiiiniiiinienieee 89
5.2.4. Beteiligung von Mg” -Kanilen am Mg ~Efflux .........ccovovveeueeeeeeeeeeeeeeeeeerennen. 89
5.2.5. Modell zum Mg**-Transport iiber das Epithel ..............ooovevueeeeeeeeeeeereeeeeeeereenne. 91
5.2.6. Regulation des Na " /Mg® - AUStAUSCRETS. ...........v.oveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 93
5.3. Primérkultivierung versus Zelllinie .................cccooooiiiiiriiiiiiieeeee e, 96
5.4. SChIuSSTOIZEIUNG .........cc.oiiiiiiii et 97
c ZUSAMMENTASSUIIG ......ooutiiiiiiiiiiie ittt ettt e et e et e e s bt eesbteesabeeesbeeesaseeennseeens 929
1111 ) 11 1 o PSP 101
< LIteraturverzeiChnis ..........oooooiiiiiiiiiiii e 103
AbKUrzungsverzeiChmis. .............oooooiiiiiiiiiiiiii et 118
ANANG ..o ettt et e st e e st e e sb e e e s bt e e eabeeenabeeeas 119
Al. Tabellarische Zusammenfassung der verwendeten Materialien ......................... 119
AL.1 ZelIKUIIVIETUNG .....eeiiieiieciie ettt ettt ettt e st esaeessbeesnaesaseeneaeenne 119
A1.2. Versuchsdurchflihrung ............ccccooviiiiiiiiiiiieeee e 120
A2. Verwendete Medien.............coooouiiiiiiiiiiiiiiiieiceeceeteeete ettt 121
A3. Gemessene EINZEIWerte ...ttt 122






Danksagung

An dieser exponierten Stelle mochte ich mich herzlichst bei all denen bedanken, ohne die

diese Arbeit nicht moglich gewesen wire.

Mein besonderer Dank gilt Frau PD Dr. M. Schweigel fiir die Bereitstellung des Themas.

Vielen Dank fiir die mit Engagement gefiihrte Betreuung und fiir ein stets offenes Ohr.

Ich danke Herrn Prof. H. Martens fiir sein Interesse an der Magnesiumforschung.

Ganz herzlich mochte ich mich bei Frau G. Kiselowsky bedanken fiir die Einfiihrung in die
labortechnischen Arbeiten und einen nie endenden Teestrom. Vielen Dank auch fiir die vielen

aufmunternden Worte.

Weiterhin bedanke ich mich bei Herrn Prof. R. J. Schweyen und Herrn Dr. M. Kolisek fiir die
Uberlassung des Cobalt(IlI)hexamins.

Ein groBes Dankeschon geht an Frau D. Plaumann und Frau J. Wagner fiir die stilistische

Beratung und Durchsicht der Arbeit.
Allen Mitgliedern des Instituts gebiihrt ein herzlicher Dank fiir das ausgesprochen tolle
Arbeitsklima und die unvergesslichen Betriebsausfliige, Weihnachtsfeiern, das jéhrliche

Angrillen, die morgendlichen Sektempfénge, ... . Es war einen schone Zeit.

Ich danke der H. Wilhelm Schaumann Stiftung, insbesondere Herrn Prof. H. O. Gravert fiir

die Bereitstellung eines Stipendiums und fiir alle Reisekostenzuschiisse.

Nicht zuletzt danke ich meiner Familie, ohne deren Liebe und riickhaltlose Unterstiitzung

diese Arbeit nicht entstanden wére. Ich liebe euch sehr.

125



LEBENSLAUF

NAME: Park
VORNAME: Hi-Sung
GEBURTSDATUM: 26.03.1973
GEBURTSORT: Freising
FAMILIENSTAND: ledig
STAATSAN-
GEHORIGKEIT: Deutsch
WEHRDIENST: 1992-1993 Bundeswehr in Eschweiler/Basepohl
Grundwehrdienst
AUSBILDUNG:
PROMOTIONS-
BEGINN: 01.04.2000 Doktorand am Institut fur in Berlin
Veterinarphysiologie der
Freien Universitat Berlin
APPROBATION: April 1999 Approbation als Tierarzt in Berlin
HOCHSCHUL-
AUSBILDUNG: Oktober 1993 Studiums der in Berlin
bis Veterinarmedizin an der
Marz 1999 Freien Universitat Berlin
Staatsexamen Veterindrmedizin
SCHUL-
AUSBILDUNG: 1983-1992 Gymnasium Steglitz in Berlin
allgemeine Hochschulreife
1979-1983 Grundschule am Insulaner in Berlin
STIPENDIUM: 2001-2003 Stipendiat der H. Wilhelm Schaumann Stiftung

126



Selbstiandigkeitserklirung

Hiermit bestitige ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig angefertigt habe. Ich
versichere, dass ich ausschlieBlich die angegebenen Quellen und Hilfen in Anspruch

genommen habe.

Berlin, den 20.11.2003

Hi-Sung Park

127




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


