Ergebnisse

4 ERGEBNISSE

4.1 Versuche mit isolierten Pansenepithelien von heugefitterten Schafen

4.1.1 Einflul des osmotischen Gradienten auf die elektrophysiologischen

Eigenschaften des Pansenepithels

In der ersten Versuchssrie wurde der EinfluR des osmotischen Gradienten urter
KurzschluBkedingungen (PD;=0mV) auf die dektrophysiologischen Eigenschaften des

Pansenepithels untersucht.

Nach der Aquilibrierung der Epithelien in den Ussng-Kammern fir 20Minuten urter
isoosmotischen Bedingungen (300mosmol/l auf beiden Epithelseiten) wurde bel den beiden
Behandlungsgruppen de Pufferlosung auf der luminalen Gewebeseite durch eine
Inkubetionsl6sung ersetzt, die durch Zugabe von Mannit einen erhéhten asmotischen Druck von
350 kezw. 450mosmol/l aufwies (in der Abbildung4.1 zum Zeitpunk t=0min). In der

Kontrollgruppe wurden die isoosmotischen Bedingungen weiterhin aufrechterhalten.

Fur die Erhéhurg des osmotischen Druckes in der Pufferldsung wurde Mannit verwendet, ein
chemisch relativ inerter Zucker, der von cen Zellen nicht aufgenommen und ncht metabalisiert
wird. Aus diesem Grund konen de aifgetretenen Effekte ds osmotische Auswirkungen

angesehen werden.

Um die Revershilitd der Auswirkungen eines erhohten osmotischen Druckes auf die
elektrophysiologischen Parameter zu prifen, wurde nach 130Minuten auf der mukosalen Seite
der Puffer mit der erh6hten Osmolaritét wieder gegen den Kontroll puffer ausgetauscht und damit

der osmotische Gradient beseitigt.

Die genaue Zusammensetzung der eingesetzten Inkubetionslésungen ist dem Anhang (Kapitel

Nr. 9.1.2) zu entnehmen.
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4.1.1.1 Veranderung der Gewebeleitfahigkeit (G;) in Abhéngigkeit vom osmotischen
Druck der mukosalen Pufferlésung

Abbildung 4.1 gibt die Verénderung der Gewebeleitfahigkeit in Abhdngigkeit vom osmotischen
Druck der luminalen Pufferlésung wieder.

8 —
—O— 300 mosmol/l (Kontrolle)
—— 350 mosmol/l
—— 450 mosmol/l
6 —
(yl_|
e
(&)
n 47
E
&
2 —
Puffertausch Puffertausch
(Osmolaritat 1) (Osmolaritat 1)
0 I I I I I I \
-30 0 30 60 90 120 150 180
Zeit [min]
Abbildung 4.1:  Veradnderung der Gewebeleitfahigkeit (G;) in Abh&ngigkeit vom osmotischen

Druck der mukosalen Pufferlosung (300, 350 und 450 mosmol/l). Die Erhéhung
des osmotischen  Druckes wurde  durch Mannit ~ vorgenommen.
[Mittelwerte + SEM, N=4, n=16; SEM wird in der Kontrollgruppe durch die

GroRRe des Symbols verdeckt; statistische Beschreibung siehe Text]

Bel beiden Behandungsgruppen (350 und 450mosmol/l) erfolgt innerhalb von zwei Minuten
nach der Zugabe der hypertonen Losung eine signifikante Erhohurg der Gewebel eitfahigkeit (Gy)
[p<0,000]. Die Zunahme der Leitfahigkeit stabilisiert sich bel 350mosmol/l innerhalb von
zehn Minuten und & 450 mosmol/l i nnerhalb von 30Minuten undandert sich dannwahrend cer

restlichen Versuchszeit von 100Minuten nu noch gering. In der Kontroll gruppe bleibt dagegen

die Letfahigkeit wadhrend des gesamten Versuchszeitraumes von 160Minuten nahezu

unverandert, es

erfolgt lediglich eine geringe zeitabh&ngige Abnahme.von G
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Wahrend der ganzen Behandungsdauer (2. his 130.Minute) bestehen zwischen der
Kontrollgruppe und dn Behandlungsgruppen signifikante Unterschiede der Leitféhigkeit
[p<0,05. Dagegen konren vo der mukosalen Osmolaritdtserhéhurg zwischen der
Kontrollgruppe und cen Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede der Leitfahigkeit

festgestellt werden.

Die Wiederherstellung isoosmotischer Bedingungen in den beiden Behandungsgruppen
(Puffertausch  bei  t=130min) fiahrt sofort zur Abnahme der Gewebeleitfahigkeit
[p < 0,000linnerhalb von zwei Minuten], die sich nach 30Minuten nicht mehr von der G; der
Kontroll e unterscheidet. Mannit bzw. der erhdhte osmotische Druck verursadit somit erhebliche,

aber absolut reversible Veranderungen der Leitfahigkeit.

4.1.1.1.1 Mathematische Beschreibung der Gewebeleitfahigkeit als Funktion der Zeit

Fur die Anstiegsphase der Gewebel eitfahigkeit (G;) nadh der Osmolaritdtserhohurg wurde fur die
beiden Behandlungsgruppen 350 und 45@nosmol/l jeweils eine Regresson mit der
Gleichung4.1 durchgefihrt:

i
O

G,()=6G,,+(G,, -G,,)0e" (Gleichunga.1)

Gy(t) = Leitfahigkeit(G;) zum Zeitpunkt [mS - cnf]

Gmax = maximale Leitfahigkeit [mS - cfij

Gmin = minimale Leitfahigkeit zur Zeit+ 0 min (Ausgangsleitfahigkeit unter
isoosmotischen Bedingungen) [mS “dm

t = Zeit [min]

T = Zeitkonstante [min]
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Abbildung 4.2 stellt die Mef3werte und de Regressonskurven (errechnet mit der Gleichung 4.1)
fur den Anstieg der Gewebeleitfahigkeit dar. Die Mef3werte fur den Anstieg von G; und de

Parameter T, Gmin und Gma fUr die Gleichung 4.1, die sich aus den Regressonen ergeben haben,

sind inTabelle4.1 aufgefuhrt.

Gt [mS - cm'z]

Abbildung 4.2:

H>

O Anstieg der G, nach Osmolaritatserhthung

2 von 300 auf 350 mosmol/l
A Anstieg der G, nach Osmolaritatserhhung

von 300 auf 450 mosmol/l

0 I I I I I \
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Puffertausch (Erhéhung des osmotischen Druckes)

Anstieg der Gewebeleitfahigkeit (G;) nach Erhdéhung d es osmotischen Druckes
in der mukosalen Pufferlésung von 300 mosmol/l auf 350 bzw. 450 mosmol/l
zum  Zeitpunktt=0min mit den Regressionen nach Gleichung 4.1
[Mittelwerte £+ SEM, N=4, n=16; fir 350 mosmolll: r=1,0, SEE=0,02,
p = 0,0002, fur 450 mosmol/l: r > = 0,95, SEE = 0,21, p = 0,0007]
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Tabelle 4.1: Zeitabhangiger Anstieg der Gewebeleitfahigkeit nach Erhéhung d es osmotischen
Druckes in der mukosalen Pufferlésung von 300 mosmol/l auf 350 bzw.
450 mosmol/l zum Zeitpunkt t =0 min [Mittelwerte + SEM, N =4, n = 16]
Zeit Gt nach Erhbéhung  Regressions Gt nach Erh6hung  Regressions
[min] | der Osmolaritat auf parameter fur | der Osmolaritat auf  parameter fir
350 mosmol/l Gleichung4.1 bei 450 mosmol/l Gleichung4.1 bei
350mosmol/l 450 mosmol/I
0 3,24 £ 0,25 =150 2,79+0,14 1=2,15
2 3,65+ 0,28 Gmin = 3,24 4,32 +£0,16 Gmin = 2,84
4 3,79£0,30 Gmax= 3,81 4,59 +0,17 Gmax = 4,97
6 3,82 +£0,30 4,64 +0,18
8 3,81+0,30 4,76 £ 0,19
10 3,80+ 0,30 4,82 +0,18
20 511+0,19
30 5,24 £ 0,18
Erlauterung : G, (vor der Osmolaritédtserh6hung) sowie G s Sind fett gekennzeichnet
Fur die Zet t=130min (Abnahme der Gewebeleitfahigkeit) wurde fir beide
Behandlungsgruppen jeweils eine Regression mit Gleichuhdurchgefuhrt:
andy
Gt (t) = Gmin + (Gmax - Gmin)DeDT . (GleiChung4-2)

Gy(t) = Leitfahigkeit(G;) zum Zeitpunkt [mS - cnif]
Gmax = maximale Leitfahigkeit zur Zeit= 130 min (vor der Besiggung des osmotischen
Gradienten) [mS - cf

Gmin = minimale Leitfahigkei{msS - cn¥]
t = Zeit [min]

T = Zeitkonstante [min]
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Abbildung 4.3 ist die Darstellung der Mel3werte und der Regressonskurven nach Gleichung 4.2.
Tabelle 4.2 enthédlt die Mel3werte und de Regressonsparameter fur die Gleichung 4.2 fir die
Abnahme der Leitfahigkeit.
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Abbildung 4.3:  Abnahme der Gewebeleitfahigkeit (G;) nach Senkung d es osmotischen Druckes
in der mukosalen Pufferlésung von 350 bzw. 450 mosmol/l auf 300 mosmol/l
zum Zeitpunktt =130 min mit den Regressionen nach Gleichung 4.2
[Mittelwerte + SEM, N=4, n=16; fur 350 mosmoll: r’>=0,98, SEE=0,04,
p < 0,0001, fur 450 mosmol/l: r >=0,98, SEE = 0,12, p < 0,0001]
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Tabelle 4.2: Zeitabhangiger Abfall der Gewebeleitfahigkeit nach Beseitigung d es osmotischen
Gradienten zum Zeitpunkt t =130 min [Mittelwerte * SEM, N =4, n = 16]
Zeit G; nach Regressions G; nach Regressions
[min] | Wiederherstellung parameter fir | Wiederherstellung  parameter fur
isoosmotischer | Gleichung4.2 bei isoosmotischer | Gleichung4.2 bei
Bedingungen 350 mosmol/l Bedingungen 450 mosmol/I
(Vorbehandlung (Vorbehandlung
350mosmol/l) 450mosmol/l)
130 3,37 £ 0,27 1=3,35 4,60 + 0,22 1=3,75
132 3,03+0,25 Gmin = 2,62 4,03 £ 0,20 Gmin = 2,88
134 2,81+£0,23 Gmax = 3,36 3,32+0,14 Gmax = 4,62
136 2,75 +£0,22 3,22+0,13
138 2,73+0,22 3,12+0,12
140 2,70 £ 0,22 3,10+0,13
150 2,63 +£0,22 2,95+0,13
160 2,57 +£0,21 2,718 +0,12
Erlduterung : Gpax (vor der Beseitigung des osmotischen Gradienten) sowie G min Sind fett

gekennzeichnet
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In Tabelle 4.3 werden de fir den Anstieg und den Abfall der Leitfahigkeit ermittelten T-Werte
der beiden Behandlungsgruppen (350 undmb8mol/l) gegenlubergestellt.

Tabelle 4.3:  Gegenuberstellung d er fur die beiden Behandlung sgrupp en (350 und 450 mosmol/l)
ermittelten t1-Werte fur den Anstieg und den Abfall der Leitfahigkeit

Gruppe Gruppe
»350 mosmol/I* »450 mosmol/I*
T fur denAnstieg der G nach 1,50 2,15
Osmolaritatserhdohung
T fur denAbfall der G nach Wiederherstellung 3,35 3,75
isoosmotischer Bedingungen

Aus dem Vegleich der for 1 ermittelten Werte ist zu erkennen, a3 in beiden
Behandlungsgruppen der Anstieg der Leitfahigkeit nach der Erh6hurg des osmotischen Druckes
schneller erfolgt as der Abfall der Leitfahigkeit nach der Wiederherstellung isoosmotischer
Bedingungen. Das bedeutet, dal3 de beobadtete Reversibilit & der Gewebel eitfahigkeit nadh der
Besaitigung des osmotischen Gradienten mehr Zeit beansprucht als der vorangegangene

Leitfahigkeitsanstieg nach der mukosalen Osmolaritatserhéhung.

Ein Vergleich der T-Werte zwischen den beiden Behandungsgruppen ergibt, dal3 Anstieg und
Abfall der Gewebeletfahigkeit bei der Behandlungsgruppe ,350mosmol/l*“ schneller erfolgen
als bei den Epithelien, de @nem mukosalen asmotischen Druck von 450mosmol/l ausgesetzt

waren.
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4.1.1.1.2 Veranderung der Gewebeleitfahigkeit eines Epithels in Abhangigkeit von
seiner Ausgangsleitfahigkeit und vom osmotischen Druck

Um zu demonstrieren, dal3 sich de Gewebeleitfahigkeit (G;) eines Epithels nach der Erhdhurg

des osmotischen Druckes unabhéngig von seiner Ausgangdleitfahigkeit unter isoosmotischen

Bedingungen verandert, wird fir jedes Gewebe die Leitfahigkeitsveranderung 60 Minuten nach

der Osmolaritdtserhohurg [AG(t = 60)] gegentiber der jeweiligen Ausgangdeitfahigkeit zum

Zeitpunkt t= 0 min [G(t = 0)] in derAbbildung4.4 grafisch dargestellt.
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Abbildung 4.4: Leitfahigkeitsveranderung [AG((t =60)] 60 Minuten nach Erhdéhung d es
osmotischen Druckes in der mukosalen Pufferlosung (von 300 mosmol/l auf 350
bzw. 450 mosmol/l) in Abhé&ngigkeit von der Ausgangsleitfahigkeit [G(t = 0)]
unter isoosmotischen Bedingung en (300 mosmol/l auf beiden Epithelseiten).
[Darstellung der Einzelwerte von 16 Epithelien pro Behandlungsgruppe, N =4,

n = 16]
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Aus der Abbildung geht hervor, dald zwischen Ausgangdeitfahigkeit und Leitfahigkeits-
verdnderung kein  Zusammenhang existiert, dal3 heifl3t, AG; bleibt innerhalb einer
Behandlungsgruppe, unabhéngig von der Hohe der Ausgangdeitfahigkeit, relativ konstant. Die
Veranderung der Gewebeleitfahigkeit ist jedoch abhéngig von der HOhe des osmotischen
Druckes in der luminalen Pufferlosung. Bel gleicher Ausgangdleitfahigkeit falt AG; nadch der
Erh6hung auf 456nosmol/l deutlich héher aus als bei 380smol/l (siehe aucAbbildung4.5).

Dasich nach 60Minuten bereits die zeitabhdngige Abnahme der Gewebeleitfahigkeit bemerkbar
madt, ist bei einigen Epithelien Gi(t = 60) kleiner as G(t = 0) und somit AG(t = 60) negativ
(Abbildung4.4).
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Abbildung 4.5 stellt den linearen Zusammenhang zwischen der Leitfahigkeitsveréanderung und

der HOhe des osmotischen Druckes in der mukosalen Pufferlésung dar.

AG((t = 60) [mS - cm™2]

Abbildung 4.5:

O

Kontrolle (300 mosmol/l)

O AG, 60 min. nach der Osmolaritatserh6hung
von 300 auf 350 mosmol/l

A AG, 60 min. nach der Osmolaritatserhdhung

von 300 auf 450 mosmol/l
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Leitfahigkeitsveranderung [AG(t = 60)] 60 Minuten nach Erhéhung d es
osmotischen Druckes in der luminalen Pufferlésung in Abhé&angigkeit von der
Osmolaritat [Mittelwerte £ SEM, N=4, n =16]. Die Regression wurde auf der
Basis der Einzelwerte durchgefihrt: y =-5,90 + (0,02 - x), r*=0,83, SEE =0,52,
p < 0,0001
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4.1.1.2 Veranderung des Kurzschluf3stromes (Is) in Abhangigkeit vom osmotischen

Druck der mukosalen Pufferlésung

Abbildurng 4.6 gibt die Auswirkungen des mukosal erhdhten osmotischen Druckes auf den

Kurzschluf3strom wieder.
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Abbildung 4.6:  Veradnderung des Kurzschlu3stromes (Isc) in Abhéangigkeit vom osmotischen

Druck in der mukosalen Pufferlésung (300, 350 und 450 mosmol/l). Die
Erhéhung d es osmotischen Druckes wurde durch Mannit vorgenommen.
[Mittelwerte + SEM, N =4, n = 16]

Bei den Epithelien der Kontrollgruppe, die wahrend der gesamten Versuchszeit unter

isoosmotischen Bedingungen (bei 300mosmol/l) inkukiert wurden, ergibt sich nu eine geringe

zeitabhangige Abnahme des Kurzschluf3stromgs (I

Dagegen ist unmittelbar nach der Erh6hurg des osmotischen Druckes auf 450 mosmol/l fir zwel

Minuten ein signifikanter Anstieg des Kurzschlufistromes festzustellen [p < 0,00Q1]. In den

folgenden 20Minuten fallt der Kurzschlufistrom in deser Versuchsgruppe jedoch steil ab und
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bleibt anschlieffend ks zur Wiederherstellung isoasmotischer Bedingungen relativ stabil, um

dann geringfugig abzunehmen.

In der Behandlungsgruppe ,,350mosmol/l* ergibt sich drekt nach der Zugabe der hypertonen
Losung auf der luminalen Gewebeseite a@ne signifikante Abnahme des Iy [p < 0,000]. Der
Kurzschluf3strom fdllt in den folgenden 130Minuten kortinuierlich ab. Erst die Beseitigung des
osmotischen Gradienten bewirkt eine Zunahme des I, die nach vier Minuten signifikant ist
[p=0,0048. Wahrend dr gesamten Behandungszeit (2.bis130.Minute) ist der
Kurzschlufsstrom in deser Behandungsgruppe signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe
[p < 0,05].

Vor der Osmolaritétserhéhurg sowie nadh der Wiederherstellung des isoasmotischen Zustandes
kénren zwischen der Kontrollgruppe und cn beiden Behandlungsgruppen hinsichtlich des

Kurzschluf3stromes keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Fur die durch Mannit bzw. duch de verschiedenen asmotischen Gradienten verursadchten
Veranderungen des Kurzschlufistromes gibt es zur Zeit noch keine Erklarung. Da diese Eff ekte
fur die Ubrigen Ergebnisse der Dissertation ncht von Bedeutung sind, wird der Kurzschluf3strom

aus Grunden der Vollstandigkeit zwar weiterhin aufgefiihrt, jedoch nicht naher erlautert.
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4.1.2 Einflul des osmotischen Druckes bzw. der Gewebeleitfahigkeit auf

die lonentransportraten tUber das isolierte Pansenepithel

Die durch den erhdohten osmotischen Druck bedingte Leitféhigkeitsveranderung kann

transzellular, parazellular oder transzellular und parazellular bedingt sein.

Da die in der Ussng-Kammer gemessene Gewebeleitfahigkeit die Summe der zelluldren
Leitfahigkeit (Gc) und dr Leitfahigkeit des parazellularen Passageweges (des surts, Gg) ist
(G =G + Gy), ist mittels der Ussng-Kammer-Methode zunadhst keine genaue Lokali sierung der
Gi-Veranderung moglich. Es liegt jedoch de Vermutung nahe, dal3 ein grofer Tell der
Leitfahigkeitsveranderung die parazelluldre Letfahigkeit betrifft. Hinweise dafir liegen im
Institut fur Veterinar-Physiologie der FU Berlin anhand vonVersuchen mit Mikroelektroden vor,
mit deren Hilfe die Tellwiderstdnde enes Epithels bestimmt werden konren. Aus diesen
Versuchen ist bisher bekannt, dald der parazelluldre Widerstand kel einer Erhohurg des
osmotischen Druckes abnimmt und sich somit die Leitfahigkeit des parazell uldren Passageweges
erhoht (FREYER, Disrtation in Arbeit). Geringe Effekte auf die zelluldre Leitfahigkeit konren

jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.

Die folgenden Versuche zur Bestimmung der unidirektionalen Fluxraten verschiedener lonen
wurden durchgefthrt, um Informationen Uber die Lokalisierung der Leitfahigkeitsveranderung zu
erhalten und um die Arbeitshypathese aner - durch den erhéhten osmotischen Druck bedingten -

Zunahme deparazellularenGewebeleitfahigkeit zu bestatigen.

4.1.2.1 Bestimmung der Transportraten von Chrom-EDTA

Um der Vermutung einer parazelluldren Leitfahigkeitsveranderung nachzugehen, wurden de
Passageraten von>'Cr-EDTA in Abhéngigkeit von der Leitfahigkeit bestimmt. °*Cr-EDTA dient
as Markersubstanz fir den parazelluldren Passageweg, da es aufgrund seines grof¥en
Molekulargewichtes transzelluldr nicht transportiert wird. Die transepithelide Passage dieses

Molekdls erfolgt also ausschliel3lich parazellular.
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4.1.2.1.1 Chrom-EDTA-Fluxe und Gewebeleitfahigkeit in Abhangigkeit vom

osmotischen Druck der luminalen Ldsung

Zunadst wurden die Auswirkungen eines luminal erhéhten asmotischen Druckes und somit

einer erhdhten Gewebeleitfahigkeit auf den Transport¥@REDTA quantitativerfaft.

Nad der Aquili brierung der Pansenepithelien im kurzgeschlossenen Zustand (PD; = 0 mV) unter
isoosmotischen Bedingungen (300mosmol/l beiderseits des Epithels) wurde der osmotische
Druck in zwei Behandungsgruppen auf der mukasalen Gewebeseite durch Mannit auf 350 kew.
450mosmol/l erhéht. Anschlielend erfolgte die Zugabe von radioaktiv markiertem >*Cr-EDTA
und rach einer Adaptationszeit von 30Minuten wurden zwei Fluxperioden (je 45 min) ermittelt.
Tabelle 4.4 enthélt die Werte, die fur die unidirektionalen Chrom-EDTA-Fluxe sowie fur die

elektrophysiologischen Parameter ermittelt wurden (Mittelwerte aus den beiden Perioden).

Tabelle 4.4:  Auswirkungen eines erhdhten osmotischen Druckes in der luminalen LOsung
durch Mannit auf den Transport von >'Cr-EDTA [Mittelwert + SEM, unterschiedliche
Buchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Unterschiede

zwischen Kontrolle und Behandlungsgruppen, p <0,05]

ita Cr 41 Cr 41 C 1 2
Pl IR I A I I
[mS - cnf]

300 0,60+0,28|0,24+0,05| 0,36+0,32| 246+0,47|0,42+0,18| 3/5
(Kontrolle)

350 0,80+018|061+008| 0,28+0,19/287+033|026+0,1%| 3/6

450 255+04%(129+018| 1,26+0,39|544+043|098+0,14| 3/6

1 . i
* [nmol -cm?-h™

*2 [leq -cm? - h]

Wie as den Versuchen zur Elektrophysiologie (Kapitel Nr.4.1.1.) bekannt, ergibt sich in
Abhangigkeit vom osmotischen Druck eine Erhdhurg der Leitfahigkeit (Gy) [p < 0,05 zwischen
Kontrolle und Versuchsgruppe ,,450mosmol/l“]. Parallel dazu erhéhen sich de unidirektionalen

>ICr-EDTA-Transportraten. Da J°. groRer als JS' ist, resultiert ein Nettotransport von Chrom-

EDTA in die serosale Richtung.
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Um die Reversibilit & der Effekte anes erh6hten osmotischen Gradienten zu prifen, wurden nach

Wiederherstellung  isoosmotischer  Bedingungen de Chromtransportraten  und  die

elektrophysiologischen Parameter tiber zwel Fluxperioden erneut ermittelt. Wiein Tabelle4.5zu
erkennen ist, konren zwischen der Kontrollgruppe und dcen beiden varbehandelten Gruppen

keine signifikanten Unterschiede mehr festgestellt werden.

Tabelle 4.5: Chromtransport unter Kontrollbedingung en (300 mosmol/l) nach unterschiedlicher
osmotischer Vorbehandlung [Mittelwert £+ SEM, keine signifikanten Unterschiede

zwischen Kontrolle und Behandlungsgruppen mehr nachzuweisen]

Vorbehandlungl 3¢ %1 JOr %1 JCr «1 G | *2 N
(osmotischer ms sm et L sc /n
. [MS - cnf]
Druck in
mosmol/l)
300 (Kontrolle)| 0,75 + 0,32| 0,42 £ 0,07| 0,33 +0,39| 2,71 £ 0,43| 0,35+ 0,15 3/5
350 0,56 +0,16| 0,47 £ 0,06/ 0,09 + 0,13| 2,23 + 0,21| 0,36 £ 0,17| 3/6
450 0,83 +0,16| 0,67 £ 0,09| 0,15 +0,09| 2,76 + 0,31| 0,71 £ 0,10| 3/6

1 . i
* [nmol -cm?.-h™

*2 [neq -cm?-h™

Die unidirektionalen Transportraten von>'Cr-EDTA sind in Abbildung 4.7 und Abbildung 4.8in
Abhangigkeit von der Gewebeleitfahigkeit dargestellt. Da beide unidirektionalen Chromfluxe
linea mit der Erhdhurg der Leitfahigkeit zunehmen undeng mit der Leitfahigkeit korrelieren,
wird deutlich, dal3 de Veranderung von G; Uberwiegend parazellular bedingt ist. Weil Chrom-
EDTA auschliedich parazelluldr und somit pasdv transportiert wird und p@ssve
Transportprozesse  (Diff usionsprozess) snd de

unidirektiondlen Fluxraten

lineaen Gesetzmaldigkeiten folgen,

linea propational zum osmotischen Gradienten bew. zur

Gewebeleitfahigkeit.
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Jsm [umol - cm2. h'l]

Abbildung 4.7:

0,0025

300 mosmol/l (Kontrolle)

300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 300 mosmol/l
350 mosmaol/l

300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 350 mosmol/I
450 mosmol/l

300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 450 mosmol/l

0,0020

>»>E @O

0,0015

0,0010

0,0005

0,0000

Gt [mS - cm™?]

Jgr; in Abhangigkeit von der Gewebeleitfahigkeit (G;); Darstellung der Uber die

beiden Fluxperioden gemittelten Werte flr die einzelnen Epithelien [N =3, n bei
300 mosmol/l =5, n bei 350 und 450 mosmol/l =6]. Die verschiedenen
unausgefillten  Symbole  kennzeichnen die drei  Versuchsgruppen
(300 = Kontrolle, 350 und 450 mosmol/l). Die entsprechenden schwarzen
Symbole stellen diese drei Grupp en nach der Wiederherstellung isoosmotischer
Bedingungen bei 300 mosmol/l dar. Es wurde allen Werten eine
Regressionsgerade angepaldt: y =- 0,00005 + (0,0002 - x), r’ = 0,73, SEE = 0,0002,
p < 0,0001
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JIms [umol - cm2 . h'l]

Abbildung 4.8:

O 300 mosmoal/l (Kontrolle)
® 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 300 mosmol/I
O 350 mosmol/l
B 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 350 mosmol/l
A 450 mosmol/l
A 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 450 mosmol/l
0,0025 —
0,0020 —
0,0015
0,0010
0,0005 —
0,0000 I I \ \
0 1 6 7 8
Jf{s in Abhangigkeit von der Gewebeleitfahigkeit (G;); Darstellung der Uber die

beiden Fluxperioden gemittelten Werte fur die einzelnen Epithelien [N =3, n bei
300 mosmol/l =5, n bei 350 und 450 mosmol/l =6]. Die verschiedenen
unausgefillten  Symbole  kennzeichnen die drei  Versuchsgruppen
(300 = Kontrolle, 350 und 450 mosmol/l). Die entsprechenden schwarzen
Symbole stellen diese drei Grupp en nach der Wiederherstellung isoosmotischer
Bedingungen bei 300 mosmol/l dar. Es wurde allen Werten eine
Regressionsgerade angepalfdt: y =-0,001 + (0,0006 - x), r’=0,81, SEE =0,0004,
p < 0,0001

Der statistische Vergleich der beiden Regressonsgeraden (Abbildung 4.7 und Abbildung 4.8) mit
Hilfe des t-Tests nadch Student ergibt signifikante Unterschiede sowohl der Schnittpunke mit der
Ordinate als auch der Steigungen der Gerader0[p001].
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Da >'Cr-EDTA nur parazellulér transportiert wird, miien die beiden entgegengerichteten
Transportraten von Chrom-EDTA bel einem fehlenden elektrochemischen Gradienten gleich
grol3 sein. Auf den hier beobadhteten sogenannten asymmetrischen Effekt der Fluxe wird im

Diskussionsteil dieser Arbeit naher eingegangen.

4.1.2.2 Bestimmung der Natriumtransportraten

Natrium ist neben Kalium das wichtigste Kation in der Vormagenflissgkeit. Es wird in grof3en
Mengen mit dem Speichel sezerniert und gelangt anschlief?end in de Vormagenabteil ungen.
Aufgrund der aktiven Natriumresorption ist die Natriumkonzentration im Blutserum (serosal)
hoher as im Pansenlumen. Intrazellulér wird de Natriumkonzentration duch de basolaterae
Na'-K*-ATPase, die drei Natriumionen im Austausch gegen zwei Kaliumionen aus der Zelle

transportiert, niedrig gehalten.

Da In-vitro-Untersuchungen tbker den Natriumtransport in Abhéngigkeit vom osmotischen Druck

nicht vorliegen, wurden die Natriumtransportraten bestimmt.

4.1.2.2.1 Natriumtransportraten und Gewebeleitfahigkeit in Abhangigkeit vom

osmotischen Druck der luminalen L6sung

Die bisherigen Versuchsergebnise zeigen, dald de durch de Hyperosmolaritét indwzierte
Erhohurg der Gewebeleitfahigkeit Uberwiegend parazelluldr bedingt ist. Um festzustellen,
inwieweit zusétzlich zelluldre Effekte vorhanden sind, wurde die Auswirkung von Mannit auf
den Natriumtransport untersucht. Hierflr wurde bei unverénderter Elektrolytkonzentration der
osmotische Druck in der luminalen Lésung durch Zugabe von Mannit wieder auf 350 tew.
450mosmol/l erhéht. AnschlieRend wurde radioaktiv markiertes 2Na’ hinzugegeben, und mdc
erneuter Aquilibrierung der Gewebe wurden de Transportraten fur Natrium Gber drei

Fluxperioden (je 3@nin) bestimmt und pro Epithel gemitteltgbelle4.6).
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Tabelle 4.6:  Auswirkungen eines erhéhten osmotischen Druckes der luminalen L6é6sung durch
Mannit auf den Natriumtransport [Mittelwert £+ SEM, unterschiedliche Buchstaben
innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen der

Kontrolle und den Behandlungsgruppen, p <0,05]

Osmolaritat Jhax JNax Jhax G * N
[mosmol/l] ms sm net ms - tC 7 s %1
300 251+0,13|1,05+0,06 | 1,46 +0,15|2,42+0,11| 095+0,05| 4/7
(Kontrolle)
350 2,18+0,30| 1,51 +0,2% | 0,68+0,28 | 3,46+ 0,43 | 0,73+0,07| 4/7
450 2,36+0,22|198+0,08|038+028|496+024| 088+0,06| 4/8

*[weq - cm? - h]

Auch her ist wieder in Abhéngigkeit vom osmotischen Druck ein signifikanter Anstieg der
Leitfahigkeit (Gy) festzustellen [p < 0,05 zwischen Kontrolle und Behandlung]. Parallel dazu
erhoht sich der Natriumtransport von der serosalen zur mukosalen Seite (J)2). Weil der

Natriumtransport von der mukosalen zur serosalen Seite (J)2) nicht entsprechend zunimmt,

S

ergibt sich eine ehebliche und signifikante Reduzierung der Nettoresorption (J1%) von 1,46auf

net
0,38peq -cm? - h. Da 2 linea mit der G, korreliert (Abbildung 4.9), wird bestétigt, dai de
Veranderung der Gewebeleitfahigkeit zum grolien Teil parazellulér lokalisiert ist und somit den

passiven, parazellularen Natriumtransport von der serosalen zur mukosalen Seite erhoht.

Wenn sich de Effekte @ner Erhéhurg des osmotischen Druckes allein auf die parazellulére

Leitfahigkeit beschranken wirden, mufde sich urter den gewahlten Versuchsbedingungen, aso
bei einem fehlenden elektrochemischen Gradienten, J2 um den gleichen Betrag wie J)o
erhéhen. Die Versuchsergebnisse deuten jedoch eine Verringerung von JY: an, was auf eine

Storung des aktiven transzelluldren Natriumtransportes <chlief3en 183, Die Bestimmung der
Natriumtransportraten (zwei halbstindge Perioden) nach der Wiederherstell ung isoasmotischer
Bedingungen bei 30mosmol/l unterstiitzt diese Schlul3folgerumglielle4.7).
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Tabelle 4.7: Natriumtransport unter Kontrollbedingung en (300 mosmol/l) nach
unterschiedlicher osmotischer Vorbehandlung [Mittelwert + SEM, es wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrolle und d en Behandlungsgruppen

mehr festgestellt]

Vorbehandlung Na 4 Na x Na 4 G | N

(osmotischer Tms o e [MS - t(:r’r'12] ” %1
Druck in
mosmol/l)

300 (Kontrolle)| 2,48 + 0,15| 1,14 +£0,09| 1,34 + 0,22| 2,39 £ 0,16| 0,76 + 0,05 4/7

350 2,40 £0,24| 1,17 £ 0,16| 1,24 +£0,18| 2,41 +0,33| 0,77 £0,07| 4/7

450 2,09+0,17| 1,11 + 0,06| 0,98 £ 0,13| 2,60 + 0,14| 0,83 £ 0,03| 4/8

*[neq - cm? - h]

Die Beseitigung des osmotischen Gradienten bewirkt eine Normalisierung von G, und von JJ2.

Zwischen Kontrolle und Behandlung bestehen bei diesen Parametern keine Unterschiede mehr.

Dagegen namalisiert sich J)2 nach einer Vorbehandung mit 450mosmol/I nicht. Die vermutete

Storung des aktiven Natriumtransportes wird demnadh innerhalb von 60Minuten nicht

vollstandig beseitigt; die verursachte Hemmung bleibt offensichtlicletiast
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Abbildung4.9 zeigt J)% in Abh&ngigkeit von G

Jsm [eq -cm? - h7Y

Abbildung 4.9:

O 300 mosmol/l (Kontrolle)
® 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 300 mosmol/l
0O 350 mosmol/l

3,0 4 B 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 350 mosmol/l
A 450 mosmol/l
A

300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 450 mosmol/l

0,0 \ \ \ \ \ \ \
Gt [mS - cm'z]

J;\'nf in Abhangigkeit von der Gewebeleitfahigkeit (G;); Darstellung der Gber die

drei Fluxperioden gemittelten Werte fur die einzelnen Epithelien [N =4, n bei 300
und 450 mosmol/l =8, n bei 350mosmol/l =7]. Die verschiedenen
unausgefillten  Symbole  kennzeichnen die drei  Versuchsgruppen
(300 = Kontrolle, 350 und 450 mosmol/l). Die entsprechenden schwarzen
Symbole stellen diese drei Grupp en nach der Wiederherstellung isoosmotischer
Bedingungen bei 300 mosmol/l dar. Es wurde allen Werten eine
Regressionsgerade angepaldt: y=0,26+ (0,35 x), r’=0,84, SEE=0,18,
p < 0,0001

Die enge Korrelation zwischen JI2 und G, |81 die Schluf¥olgerung zu, dal zumindest ein Teil

der G-Veranderung parazellulér lokalisiert ist und dadurch den passgven Natriumtransport von

der serosalen zur mukosalen Seite erhoht.
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JN setzt sich aus zwei parallelen Komporenten zusammen: der transzelluldren Komporente

(ein aktiver Transport) und der parazell uléren Komporente (ein passver Transport). Der erhdhte
osmotische Druck bewirkt wahrscheinlich eine Hemmung des aktiven transzelluléren
Natriumtransportes und gleichzeitig die Zunahme des passven, parazelluléren Transportes von

Natrium Uber eine Steigerung der Durchlassgkeit des parazell uldren Passageweges. Da diese

beiden Effekte nebeneinander vorliegen, bestent zwischen J2 und G; kein lineaer

Zusammenhang.
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Abbildung 4.10 stellt JX2 fur die verschiedenen Behandlungsgruppen Gker den Zeitraum von

funf Fluxperioden dar. Die Fluxperioden 1 bis 3 wurden bel luminal erh6htem osmotischen
Druck und de Fluxperioden 4 und 5 rach dem Pufferwecdhsel unter isoosmotischen Bedingungen

bestimmt.

3,0
—O— Flux 1-5 bei 300 mosmol/l (Kontrolle)
—{— Flux 1-3 bei 350 mosmol/l,
Flux 4+5 nach Puffertausch auf 300 mosmol/I
2,5 14 | —&— Flux 1-3 bei 450 mosmol/I,
Flux 445 nach Puffertausch auf 300 mosmol/I
< 2,0
e
o
e
© 15
o
@
=
5
- 1,0
0,5
Puffertausch auf 300 mosmol/l
0,0 I I I T T
30 60 90 120 150 180 210
Flux 1 Flux 2 Flux 3 Flux 4 Flux 5
Zeit [min]

Abbildung 4.10: Darstellung der Fluxperioden fir J;\'n? im zeitlichen Verlauf unter

Berlicksichtigung d es osmotischen Druckes. Die Fluxe 1 bis 3 wurden bei
luminal erh6htem osmotischen Druck bestimmt, die Fluxe 4 und 5 nach dem
Pufferwechsel unter isoosmotischen Bedingung en (300 mosmol/l)
[Mittelwerte +t SEM, N=4, n bei 300 und 450mosmol/l =8, n bei
350 mosmol/l =7]

Die asten drei Fluxperioden weisen in jeder Behandlungsgruppe relativ konstante Fluxraten
bzw. eine nur geringe zeitabhdngige Abnahme des Natriumfluxes auf. Zwischen der
Kontrollgruppe und dn beiden Behandungsgruppen sind ceutliche Unterschiede der
Transportraten zu erkennen [p < 0,05. Nacdh der Wiederherstellung isoosmotischer Verhdtnisse
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(Fluxe4 und 5 koénren doatistisch keine Unterschiede zwischen Kontrolle und

Behandlungsgruppen hinsichtlich der Natriumtransportraten mehr festgestellt werden.

4.1.22.2 Einflu@ von Amilorid auf die Natriumtransportraten  unter

Berucksichtigung des osmotischen Druckes

Die bisherigen Versuchsergebnisse deuten darauf hin, dal3 ein erhdhter osmotischer Druck eine
Hemmung des aktiven transzelluldren Natriumtransportes verursadt. Fir Natrium existiert am
Pansenepithel  iber einen Na'/H'-Austauscher ein elektroneutraler Transportmechanismus
(MARTENS et al., 199). Amilorid ist in einer Konzentration von> 10° mol/l ein spezifischer
Hemmstoff des Na'/H'-Austauschers (BENOS, 1982. Durch den Einsatz von Amilorid bei
unterschiedlichen asmotischen Bedingungen soll gepriift werden, inwieweit dieser Hemmstoff
bzw. bereits der erhdohte osmotische Druck negative Auswirkungen auf den zelluldren
Natriumtransport hat. Hierfir wurden in Abhdngigkeit vom osmotischen Druck der luminalen
Pufferldsung zwei Gruppen gebil det (300 mosmol/l = Kontrolle und 450mosmol/l). Jeweil s eine
Hélfte jeder Gruppe wurde mukaosal mit Immol/l Amilorid behandelt, der anderen Halfte wurde
nur das Losungsmittel DMSO (Dimethylsulfoxid) zugesetzt. 20Minuten nach der Zugabe des
Hemmstoffes wurden de Transportraten und de dektrophysiologischen Parameter Uber drel
Fluxperioden bestimmt und die Werte gemittékljelle4.8).
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Tabelle 4.8: EinfluR von Amilorid auf die Natriumtransportraten unter Bericksichtigung d es
osmotischen Druckes in der mukosalen Pufferlosung [Mittelwert + SEM,
unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spalte - bei gleichem osmotischen
Druck - kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ,mit/ohne
Amilorid“, p < 0,05]

Osmo | mit/ohne|  jNax JNay Jhax G * N
laritat | Amilorid me sm net ms - tc ) % A
[mosmol/I

]

300 ohne |[3,51+0,63| 1,26 +0,37/2,25+ 0,35| 2,39 + 0,31/0,66 + 0,13 4/4
Amilorid

300 mit |1,72+0,18| 1,08 +0,22/0,64 +0,1%| 2,52 + 0,30/0,64 + 0,15 3/6
Amilorid

450 ohne | 3,07 +0,52| 1,54 +0,14| 1,53 + 0,40/ 3,58 + 0,33| 0,63 + 0,21 4/4
Amilorid

450 mit 2,98+0,12| 1,84 +£0,32( 1,14 + 0,25|4,55 + 0,18 0,86 + 0,09 3/5
Amilorid

*[weq - cm? - h]

Amilorid verursadht bei einer Osmolaritat von 300mosmol/l eine signifikante Abnahme von J\2

und auch von ™. 3N G; und Iy werden richt bednflul®. Bei einem osmotischen Druck von

net* Ysm
450mosmol/l hat Amilorid keinen Einflu@ auf die Natriumtransportraten und @n
Kurzschlufisstrom. Es ist lediglich eine signifikante Erhéhurg von G; festzustellen, de jedoch
eher auf Epithelunterschiede ds auf einen Effekt durch Amilorid zurtickzufihren ist. Der
elektroneutrale transzelluldre Natriumtransport wird demnadh bereits durch den erhdhten
osmotischen Druck gestort, so dal3 de Zugabe von Amilorid bei diesem osmotischen Druck
keinen Effekt mehr hat. Der Kurzschlufistrom und damit der elektrogene Natriumtransport wird

in beiden Gruppen nicht durch Amilorid beeinfluf3t.

Bel der Durchfiihrung dieser Versuchsreihe wurden, abweichend vonallen anderen Versuchen,
bikarborethaltige Pufferlosungen eingesetzt (siehe Kapitel Nr.9.1.3, um die Effekte des

Amilorids auf den elektroneutralen, transzelluldren, mukoserosalen Natriumtransport (JN2)
deutlicher darzustellen. Bikarboret erhdht Uber das indirekt gekoppelte Austauschersystem
Na'/H" und CI'/HCO; den eektroneutralen transzellularen Natriumtransport in de serosale

Na und JNa

ms net
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mit Amilorid) deutlich hoker aus als in den Versuchen Kapitel Nr.4.1.2.2.1(Tabelle4.6), in

denen bikarbonatfreie Inkubationslésungen verwendet wurden.

4.1.2.2.3 Einflufd von Ouaban auf die Natriumtransportraten unter Berticksichtigung
des osmotischen Druckes

In einer weiteren Versuchssrie wird der EinfluR von Ouabain, einem Hemmstoff der
basolateralen Na'/K*-ATPase, auf die Natriumtransportraten urtersucht. Die basolaterale
Na'/K*-ATPase schleust am Pansenepithel durch de hydrolytische Spaltung von ATP Natrium
aktiv. im Austausch gegen Kalium aus der Zelle as und it dadurch einen
K onzentrationsgradienten fir Natrium Gber der basolateralen undapikalen Zellmembran aufrect
(INa"Tauren> [N@Tinnen-

Die unidirektionalen Natriumtransportraten wurden nach Zugabe von 0,1mmol/l Ouabain in de
serosale Pufferlésung unter KurzschlufZkedingungen bel 300mosmol/l (Kontrolle) und Lei
450mosmol/l  bestimmt. Da Ouabain den aktiven transzelluldren Transport von Natrium
vollstandig hemmt, stellen die unidirektionalen lonenfluxe den parazelluléren und @ssven

Natriumtransport dar.

Bel einem ausschliefdlich parazellularen Transport und einem fehlenden elektrochemischen
Gradienten erhoht sich J in Abhdngigkeit vom osmotischen Druck bzw. von cbr
Gewebeleitfahigkeit um den gleichen Betrag wie J)° (Abbildung4.11). Der Einsatz von

Ouabain bestétigt somit, da3 de durch den osmotischen Druck bedingte Zunahme der
Gewebeleitfahigkeit Uberwiegend duch eine Erhdhurg der parazell uldren Leitfahigkeit zustande

kommt.
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Abbildung 4.11: Unidirektionale Natriumfluxe unter dem Einflul3 von Ouabain bei 300 und
450 mosmol/l in Abhangigkeit von G;; Darstellung der Fluxraten pro Epithel

[N=4, n bei 300 mosmol/l fir JNe und fir Jy. =8, n bei 450 mosmolll fiir

J,Tf; =11 und far Jg‘,ﬁ =10]. Es wurde allen Daten eine Regression angepal3t:

y =0,84 + (0,3 - x), r= 0,64, SEE = 0,28, p < 0,0001

4.1.2.2.4 Natriumtransportraten in Abhangigkeit vom osmotischen Druck und von

der transepithelialen Potentialdifferenz (PP

Die bisherigen Versuchsergebniss lassen de Vermutung zu, dal3 de durch den osmotischen

Druck bedingte Leitfahigkeitsverdnderung Uberwiegend die parazellulare Leitfahigkeit betrifft.

Zur genaueren Differenzierung der parazelluldren und transzelluléaren Fluxantelle wurden de
Natriumtransportraten bel unterschiedlichen transepithelialen Potentialdifferenzen bestimmt.
Hierflr wurden de Epithelpaae beider Versuchsgruppen (300 und 450nmosmol/l) in zuféli ger
Reihenfolge  jeweils fur 45Minuten auf drei  verschiedene  transepitheliale

Potential diff erenzen (PD;) geklemmt (+ 40mV, OmV, - 40mV). Diese Klemmversuche basieren
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auf einem von FRIZZEL und SCHULTZ (1972 entwickelten Model, in dem die PD
unabhéngige Komporente enes lonenfluxes elektroneutral und somit an zellulare
Transportmechanismen gebunden ist (= transzell ulér), wahrend de durch de PD; beanflul3kare

Komponente den elektrogenen Anteil des Fluxes darstgbaazellular und/oder transzellular).

Die PDi-unabhdngigen und -abhdngigen Fluxanteile lasen sich aus den ermittelten
Transportraten und a@n zugehoérigen Werten fur & mit Hilfe der Formel von FRIZZEL und
SCHULTZ (1972, modifiziert nach JACKSON und NORRIS (1985, (siehe Kapitel Nr. 3.9.9

errechnen:

JI® bei 450mosmol/l = 0,52(+ 0,22)+ & - 1,32(+ 0,17) peq- cm? - h?,
r>=0,7,SEE= 0,55, p< 0,0001

™ pei 300mosmol/l = 0,44(x 0,19)+& - 0,7 (+ 0,15)peq- cm? - h',
r’ = 0,64, SEE= 0,36, p= 0,0004

JN bei 450mosmol/l = 0,52(+ 0,33)+ & - 2,65(x 0,26)ueq- cm? - h?,
r’ = 0,81, SEE= 0,82, p< 0,0001

" hei300 mosmol/l = 1,58(x 0,33)+& - 1,15( 0,26)ueq- cm? - h™,
r?=0,61, SEE= 0,62, p= 0,0006

Diese Regressonsgleichungen sind in Abbildung 4.12 grafisch dargestellt. Die Steigungen der
Regresgonsgeraden stellen das Mal3 fir die PDi-abhdngigen, elektrogenen Fluxantelle (Jq - &)
dar, die mit & variieren, wahrend de Schnittpunke mit der y-Achse den PD:-unabhdngigen

Anteilen (J,) entsprechen.

Bel einem osmotischen Druck von 300mosmol/l wird Natrium tberwiegend el ektroneutral und
transzelluléar in mukaoserosaler Richtung transportiert. Durch eine Erhéhurg des osmotischen
Druckes auf 450mosmol/l wird der PDi-unabhéngige, transzelluldre Anteil des ms-Fluxes

gehemmt, Natrium wird Uberwiegend parazellular transportiert.
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Abbildung 4.12:
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Darstellung der unidirektionalen Natriumfluxe (J;\'ni1 und J:z) in Abhangigkeit

vom osmotischen Druck und von & bzw. vom Klemmpotential [Mittelwert £ SEM,
bei 300 mosmol/l (Kontrolle): N=3, n=5, bei 450 mosmol/l: N=4, n=9;

Regressionsgleichungen und statistische Beschreibung siehe Text]
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Die Erhohurg des osmotischen Druckes von 300 auf 450mosmol/l verursacht einen
signifikanten Anstieg des PDi-abhéngigen Antells des sromukosalen Natriumtransportes
[p=0,0144. Der elektroneutrale Antell des gn-Fluxes wird kaum beenflufd [p=0,685].
Dagegen bewirkt der erhohte osmotische Druck bei dem mukoserosalen Natriumtransport zwar
ebenfalls eine signifikante Zunahme des PD-abhdngigen Anteils [p=0,000], der PD:

unabhangige, transzellulare Anteil des ms-Fluxes wird jedoch signifikant reduzed{Qh63].

Die lineae Abhéngigkeit der unidirektionalen Fluxe von dem Klemmpatential 183t sich auf die
zunehmende dektrische Triebkraft Uber den parazelluldren Passageweg zurtickfihren, de bei
einem osmotischen Druck von 450mosmol/l noch verstérkt wird. Durch dese Klemmversuche
wird de Annahme bestétigt, dal3 duch de Erhéhurg des osmotischen Druckes die parazell ulére

Leitfahigkeit ansteigt, wahrend der transzellulare Natriumtransport gehemmt wird.
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Tabelle4.9 gibt die emittelten Natriumtransportraten und de Gewebeleitfahigkeit bel den

verschiedenen osmotischen Zustdnden urter KurzschluBkedingungen und @ ener

physiologischen transepithelialen Potentialdifferenz vdf iV wieder.

Tabelle 4.9: Natriumtransportraten in Abhangigkeit von dem osmotischen Druck und von der

transepithelialen Potentialdifferenz [Mittelwert + SEM]

1 - N N N
Osmotischef Klemm JNax JNax JNa % G, |\y
Druck |potential [mS - cnf] n
[mosmol/l] | [mV]
300 0 275+0,27 |121+023°| 154+026 | 299+0,43 | 3/5
(Kontrolle)
450 0 306+028 [194+018°| 1,12+017 |508+050¢| 4/9
300 40 | 207+034 [1,77+01%%(029+037Y| 2,71+0.28 | 3/5
(Kontrolle)
450 40 | 1,73+019 [303+02%"|-130+028"|468+048"| 4/9

*[neq -cm? - h™]

a/b:

c/d:

elf:

signifikanter Unterschied zur entsprechenden Kontrolle bei gleichem Klemmpotential
[p <0,05]
signifikanter Unterschied in der Kontrollgruppe bei verschiedenen Klemmpotentialen
[p <0,05]
signifikanter Unterschied in der Veruchsgruppe ,450mosmol/l* bei verschiedenen

Klemmpotentialen [fir J s und J ,: p < 0,0001, fir J ¢, und G p < 0,05]

Die Steigerung der PD; von Oauf + 40mV fuhrt in der Kontroll gruppe (300mosmol/l) undin der

Behandlungsgruppe (450mosmol/l) aufgrund einer signifikanten Verminderung des ms-Fluxes

bei einem gleichzeitigen signifikanten Anstieg des sn-Fluxes zu einer signifikanten Abnahme

des Nettonatriumtransportes. Aus den aufgefiihrten Daten geht hervor, dal3 kel einer Erh6hurg

des osmotischen Druckes unter KurzschluRkedingungen de Nettoresorption von Natrium

abnmmt. Bei einer physiologischen Potentialdifferenz von + 40mV verursadht ein erhohter

osmotischer Druck sogar eine Nettosekretion von Natrium.
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4.1.2.3 Bestimmung der Chloridtransportraten

Die vorherigen Ergebnise (Kapitel Nr.4.1.2.2.4 zeigen deutlich, dal3 eine Erh6hurg des
osmotischen Druckes zu einer Reduzierung des aktiven transzell uldren Natriumtransportes fuhrt.
Durch zahlreiche In-vivo- und In-vitro-Untersuchungen ist bekannt, dal3 Natrium am
Pansenepithel (iber einen Na'/H*-Austauscher resorbiert wird, der an einen parallel arbeitenden
ClI'/HCOs-Austauscher gekoppelt ist (CHIEN und STEVENS, 1972, GABEL et al., 1991b,
MARTENS et a., 199). In deser Versuchsreihe soll daher geprift werden, ob auch de
Transportraten von Chlorid duch den osmotischen Druck und de transepitheliae
Potentialdifferenz beeinflul3t werden.

vom

4.1.2.3.1 Chloridtransportraten und Gewebeleitfahigkeit in Abhangigkeit

osmotischen Druck der luminalen L6sung

Nadh der Erhohurg des mukosalen osmotischen Druckes in der Behandlungsgruppe auf
450mosmol/l und der Zugabe des radioaktiv markierten Isotops *°Cl™ in der Kontroll- und
Behandlungsgruppe wurden die Transportraten vonChlorid Uber drel Fluxperioden bestimmt und
pro Epithel gemittelt. Die genaue Versuchsdurchfihrung ist den Kapiteln Nr. 3.7 undNr. 3.8 zu

entnehmen.

Durch de Erhohurg des osmotischen Druckes werden beide unidirektionalen lonenfluxe
signifikant vermindert, die Nettoresorption vonChlorid weist nur eine geringe Abnahme auf. G;
zeigt den bereits bekannten Effekt einer signifikanten Zunahme, wahrend I, von dem
osmotischen Druck unbeeinflul3t bleiiapelle4.10).

Tabelle 4.10: Auswirkungen eines erhfhten osmotischen Druckes der luminalen L6 sung du rch
Mannit auf den Chloridtransport [Mittelwert £ SEM, unterschiedliche Buchstaben
innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle
und Behandlungsgruppe, p < 0,0001]

it5 cl cl cl
[MS - cn¥]
300 6,92+ 0,38 | 5,29 +0,2% | 1,57+0,31| 250 + 0,26 | 0,70 +0,07| 5/14
450  |4,81+0,38|3,71+£0,28 | 1,03+0,34| 408 +0,28 | 0,71+0,05| 5/13

*[neq - cm? - h]
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4.1.2.3.2 Chloridtransportraten in Abhangigkeit vom osmotischen Druck und von der

transepithelialen Potentialdifferenz

Die Anwendurg der Formel nach FRIZZEL und SCHULTZ (1972 (Kapitel Nr. 3.9.2 fir die
Bestimmung der PDi-unabhdngigen und a@r PD-abhéngigen Anteile der Chloridtransportraten

ergibt folgende Regressionsgleichungen:

M pei 450mosmol/l = 3,03(x 0,39)+ & - 0,56( 0,31)pueq- cm? - h™,
r?=0,11, SEE= 1,03, p= 0,0763

JI® bei 300mosmol/l = 4,98(x 0,32)+ & - 0,55(x 0,25)eq- cm? - h?,
r?=0,13, SEE= 0,9, p= 0,0364

N pei 450mosmol/l = 3,82(x 0,43)+ & - 1,05( 0,34)pueq- cm? - h™,
r?=0,26, SEE= 1,13, p= 0,0039

JN® pei 300mosmol/l = 6,18(+ 0,6)+& - 1,04(x 0,47)peq: cm? - h?,
r* = 0,14, SEE= 1,65, p= 0,0324

In Abbildung4.13sind dieRegressionsgeraden eingezeichnet.
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Abbildung 4.13:

O I, bei 300 mosmol/l
A g, bei 450 mosmol/l

Jsm [keq - cm™? - h7Y
w NS
|

2 —
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I I |
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[ | |
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Klemmpotential [mV]

Darstellung der unidirektionalen Chloridfluxe (JSC,:1 und J(nils) in Abhangigkeit

vom osmotischen Druck und von & bzw. vom Klemmpotential [Mittelwert £ SEM,
bei 300 mosmol/l (Kontrolle): N=4, n=11, bei 450 mosmol/l: N=4, n=10;
Regressionsgleichungen und  statistische Beschreibung siehe Text].

Achtung : andere Achsenskalierung als in  Abbildung 4.12!
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Be enem erhdhen osmotischen Druck von 450mosmol/l wird der elektroneutrale,

transzellulére Chloridtransport in beiden Transportrichtungen signifikant reduziert [fur JS :
p=0,0006,fir J°: p=0,0013. Dieser Befund urerstiitzt die Annahme dner Stérung des

transzell uldren Transportmechanismus fur Chlorid und Natrium; der Na'/H*-Austauscher, der
mit einem ClI'/HCO3-Austauscher verbuncen ist, wird gehemmt Da die transzelluléren Anteile
der unidirektionalen Chloridfluxe gekoppelt sind, keanflul¥ der gestorte Transport durch de

Zelle die beiden Fluxrichtungen in gleichem Male.

Die Steigung der Regressonsgeraden und dmit der PD-abhéngige, passve Chloridtransport
bleibt in beiden Fluxrichtungen von cm erhdhten osmotischen Druck unbeanfluf¥. Die in dem
Versuch vargegebene Potentialdifferenz von 80mV (Klemmpatential von- 40mV bis+ 40mV)
reicht scheinbar nicht aus, um eine Verénderung der parazelluléaren Chloridtransportraten zu

bewirken.
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Tabelle4.11 fuhrt die Chloridtransportraten und de Gewebeleitfahigkeit in Abhéngigkeit vom

osmotischen Druck unter Kurzschlu3kedingungen und @ ener physiologischen

transepithelialen Potentialdifferenz vor®@ mV auf.

Tabelle 4.11: Chloridtransportraten in Abhangigkeit von dem osmotischen Druck und von der
transepithelialen Potentialdifferenz [Mittelwert + SEM]
Osmotischef Klemm- J9 J° % J¢ * G N
Druck |potential me s net ms -tc 7 A
[mosmol/l] | [mV]
300 0 728+053 | 557+0,27 | 1,71+0,44 | 229+0,28 | 4/11
(Kontrolle)
450 0 |513+039 | 364+0,38 | 1,490,444 |370+0,18°| 4/10
300 40 | 8,17+0,58 | 519+0,32 | 2,98£064 | 228+0,20 | 4/11
(Kontrolle)
450 40 | 575+028 | 325+0,2% | 250+0,22 |3,33+0,18%| 4/10

*[ueq -cm” - h7]
a/b: signifikanter Unterschied zur entspr
[p <0,05]

echenden Kontrolle bei gleichem Klemmpotential

c/d: signifikanter Unterschied in der Versuchsgruppe ,,450 mosmol/I* bei verschiedenen

Klemmpotentialen [p < 0,05]

In der Kontrollgruppe besteht bei verschiedenen Klemmpotentialen kein signifikanter Unterschied.

Die Erhohurg des osmotischen Druckes fuhrt bei einem gleichen Klemmpotential, trotz einer
signifikanten Zunahme der Gewebeleitfahigkeit [bei 0 mV: p = 0,0003 bel + 40mV: p = 0,0005
zu entsprechender Kontrolle], zur signifikanten Abnahme der unidirektionalen Fluxraten [bel
omV: fur J°: p=0,0042,fur JS : p=0,0003 bei +40mV: fir J°.: p=0,0015,fir JC :
p<0,000% zur jeweligen Kortrolle]. Bel einem gleichen osmotischen Druck bewirkt die
Erhohurg der transepithelialen Potentialdifferenz von OmV auf +40mV dagegen keine

signifikanten Unterschiede.
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4.2 Ergebnisse aus Versuchen mit isolierten Pansenepithelien von

kraftfuttergeflitterten Schafen

Aus zahlreichen In-vivo- und In-vitro-Untersuchurgen ist bekannt, da sich das
Vormagenepithel in Abhéngigkeit von der Fitterung in seiner Morphdogie (Anzahl und Lénge
der Zotten) und Funktion werandert (DIRKSEN et al., 1984, LIEBICH et a., 1987,
GABEL, 1988. Folglich mufe das Pansenepithel in der Lage sein, sich funktionell an de
futterungsbedingt veranderten luminalen Verhdltnisse (Erhéhurg des osmotischen Druckes) zu
adaptieren. Fur diese Fragestellung wurden einige der zuvor mit Pansenepithelien von
heugef Utterten Schafen durchgefiihrten Versuche mit Pansenepithelien von Schafen wiederhalt,
die mit geringen Mengen Kraftfutter (200- 4009/Tag) und Heu ad li bitum gefittert wurden. Die
Versuchsablaufe und de verwendeten Pufferldsungen (Kapitel Nr. 9) entsprachen denen in den
zuvor  beschriebenen Kapiteln. Fir die grafische Darstellung werden zur bessren
Vergleichbarkeit die gleichen Achsenskalierungen wie bel den varherigen Abbildungen
verwendet. Die Ergebnise dieser Versuche werden mit den an Pansenepithelien von

heugefltterten Schafen gewonnenen Ergebnissen verglichen.

4.2.1 Einflul des osmotischen Gradienten auf die elektrophysiologischen

Eigenschaften des Pansenepithels

Zuradhst soll untersucht werden, ob dr osmotische Gradient an den Pansenepithelien von
kraftfuttergefitterten Schafen ahnliche Effekte auf die dektrophysiologischen Parameter ausiibt

wie bei den heugefitterten Schafen.

Nach der Aquili brierung der Epithelien in den Ussng-Kammern urter Kurzschlukedingungen
und kel isoasmotischen Druckverhéltnissen (300 mosmol/l) wurde die Inkubetionsl6sung auf der
mukosalen Gewebeseite in einigen Kammern duch eine Losung ersetzt (Zeitpunk t = 0 min),
die enen, duch de Zugabe von Mannit, erhohten osmotischen Druck von 350 lkw.
450mosmol/l aufwies. Als Kontrolle wurde ane entsprechend grofe dritte Gruppe von
Epithelien urter isoosmotischen Bedingungen urtersucht. Nach 130Minuten wurden bei den
beiden Behandungsgruppen duch einen mukosaen Pufferwedisel wieder isoosmotische
Bedingungen geschaffen, un die Reversibilitdt der Effekte @nes erhéhten osmotischen Druckes

zu prufen.
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4.2.1.1 Veranderung der Gewebeleitfahigkeit (G;) in Abhangigkeit vom

osmotischen Druck der mukosalen Pufferldsung

Die Veranderung von G; in Abhangigkeit vom osmotischen Druck ist in der Abbildung 4.14
eingezeichnet.

8 —
—O— 300 mosmol/l (Kontrolle)
—{3— 350 mosmol/l
—/x— 450 mosmol/l

6 —

Gt [mS-cm'Z]
N
|

2 —
/]\Puffertausch /]\Puffertausch
0 (Osmolaritat 1) (Osmolaritat 1)
[ [ [ [ [ [ |
-30 0 30 60 90 120 150 180

Zeit [min]

Abbildung 4.14. Veranderung der Gewebeleitfahigkeit (G;) in Abhangigkeit vom osmotischen
Druck in der mukosalen Pufferlésung (300, 350 und 450 mosmol/l). Die
Erhéhung d es osmotischen Druckes wurde durch Mannit vorgenommen.
[Mittelwerte + SEM, N =6, n=24; SEM wird teilweise durch die GroRRe des

Symbols verdeckt; statistische Beschreibung siehe Text]

Wie der Abbildung 4.14 zu entnehmen ist, steigt die Gewebeleitfahigkeit innerhalb von zwel
Minuten nach der Erhohurg des osmotischen Druckes auf 450mosmol/l  signifikant an
[p<0,000] und félt bereits zwel Minuten nach der Beseitigung des osmotischen Gradienten
wieder deutlich ab [p=0,0007. Wahrend der gesamten Behandungsdauer (2.- 130.min)
unterscheidet sich de Leitfahigkeit bel 450mosmol/l signifikant von der G; bei 300mosmol/I
(Kontrolle) [p<0,03. Unter isoosmotischen Bedingungen (zu Beginn und am Ende des
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Versuches) kann hinsichtlich der G; kein signifikanter Unterschied zwischen der

Behandlungsgruppe ,45@0smol/lI“ und der Kontrolle festgestellt werden.

Die Verénderung des osmotischen Druckes hat bei der Behandungsgruppe ,, 350 mosmol/l“ zwar
einen wesentlich geringeren Eff ekt auf die Leitfahigkeit, bewirkt jedoch auch hier innerhalb von
zwei Minuten einen signifikanten Anstieg [p=0,0024 bzw. Abfal der G; [p=0,0054.
Zwischen deser Behandungsgruppe und der Kontrollgruppe besteht wahrend der gesamten
Versuchsdauer hinsichtlich der Gewebeletfahigkeit kein signifikanter  Unterschied.
Bel der Kontrollgruppe findet im Verlauf des Versuches nur ein geringer zeitabhéngiger Abfall
der Leitfahigkeit statt.

Der Vergleich der Abbildung4.14 mit Abbildung4.1 (Kapitel Nr.4.1.1.) bestétigt die
Vermutung, dal3 das Pansenepithel von kraftfuttergefitterten Tieren in der Lage ist, sich an de
verdnderten luminalen osmotischen Bedingungen zu adaptieren. Die Effekte ener
Osmolaridtserh6hurg falen bel diesen Epithelien deutlich geringer aus as bei den

Pansenepithelien von den heugefutterten Tieren.

Die Ausgangdeitféahigkeiten der beiden Fitterungsgruppen ,Heu® und ,Kraftfutter + Heu*
unterscheiden sich bereits zu Versuchsbeginn, urter isoosmotischen Verhdtnissen, deutlich
voneinander. FUr den statistischen Vergleich der entspredhenden osmotischen Behandungen
zwischen den beiden Fltterungsgruppen wird deshalb nu die durch den erh6hten osmotischen
Druck bedingte Veranderung der Gewebeleitfahigkeit verglichen, unkerticksichtigt der absoluten

Werte von G

Die Anwendurg des t-Testes nach Student ergibt in den Behandlungsgruppen ,, 350 mosmol/I“
und ,,450mosmol/I* hinsichtlich des Leitfahigkeitsanstieges einen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Futterungsgruppen, wobel der Eff ekt des erh6hten osmotischen Druckes bei
den Pansenepithelien aus der ,Heugruppe durchweg gofRer ausfédllt [bei 350 mosmol/l:
p =0,0088, bei 45osmol/l: p< 0,0001].
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4.2.1.1.1 Mathematische Beschreibung der Gewebeleitfahigkeit als Funktion der Zeit

Fur die Anstiegsphase der Gewebelatfahigkeit nach der Osmolaritdtserh6hurg sowie fur die
Abnahme der Leitfahigkeit nach der Beseitigung des osmotischen Gradienten wurden fur die
beiden Behandungsgruppen ,, 350 mosmol/I* und,, 450 mosmol/l* Regressonen mit Hilfe der in
dem Kapitel Nr4.1.1.1.1 aufgefihrten Gleichungéri und 4.2 durchgefuhrt.

Abbildung 4.15ist die Darstellung der Mef3werte und der Regressonskurven (errechnet nach der
Gleichung 4.1) fur den Anstieg der Gewebeleitfahigkeit. Die Mef3werte fir den Anstieg von G;
und die Parameteat G, und Gnax flr die Gleichungt.1 sind in @ér Tabelle4.12 aufgelistet.
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O Anstieg der G, nach Osmolaritatserhéhung
von 300 auf 350 mosmol/l
A Anstieg der G, nach Osmolaritatserh6hung
5 von 300 auf 450 mosmol/l
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Zeit [min]
Puffertausch (Erhéhung des osmotischen Druckes)

Abbildung 4.15: Anstieg der Gewebeleitfahigkeit (G;) nach Erhéhung d es osmotischen Druckes
in der mukosalen Pufferlosung von 300 mosmol/l auf 350 bzw. 450 mosmol/l
zum Zeitpunktt =0 min mit den Regressionen nach Gleichung 4.1 aus Kapitel
Nr.4.1.1.1.1 [Mittelwerte +t SEM, N=6, n=24; fur 350 mosmol/l: r’ = 0,92,
SEE =0,02, p = 0,0234, fir 450 mosmol/l: r 2=0,99, SEE = 0,04, p <0,0001]
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Tabelle 4.12: Zeitabhangiger Anstieg der Gewebeleitfahigkeit nach Erhéhung d es osmotischen
Druckes in der mukosalen Pufferlésung von 300 mosmol/l auf 350 bzw.
450 mosmol/l zum Zeitpunkt t =0 min [Mittelwerte + SEM, N =6, n = 24]
Zeit Gt nach Erh6hung  Regressions Gt nach Erh6hung  Regressions
[min] | der Osmolaritat auf parameter fir | der Osmolaritat auf  parameter fur
350 mosmol/l Gleichung4.1 bei 450 mosmol/l Gleichung4.1 lei
350 mosmol/l 450 mosmol/I
0 1,71 +£0,10 1=2,03 1,90+0,11 T=3,03
2 1,77 £ 0,10 Gmin = 1,70 2,45 +0,15 Gmin=1,91
4 1,86 £ 0,11 Gmax= 1,85 2,78 +0,18 Gmax = 3,03
6 1,85+0,10 2,87 0,20
8 1,86 £ 0,10 291+0,21
10 1,85+0,10 2,94 +0,21
20 3,04 + 0,19
30 3,07 £0,17
Erlauterung : G, (vor der Osmolaritéatserh6hung) sowie G s Sind fett gekennzeichnet
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In Abbildung4.16 sind de Mel3werte und de Regressonskurven fir die Abnahme der
Leitfahigkeit eingezeichnet. Tabelle 4.13 fuhrt die Mel3werte und de Regressonsparameter fur
die Abnahme von (hach Gleichung.2 auf.
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O  Abfall der G, nach Osmolaritatssenkung
von 350 auf 300 mosmol/I
A Abfall der G, nach Osmolaritatssenkung
S von 450 auf 300 mosmol/l
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Zeit [min]
Puffertausch (Senkung des osmotischen Druckes)

Abbildung 4.16: Abnahme der Gewebeleitfahigkeit (G;) nach Senkung d es osmotischen Druckes
in der mukosalen Pufferlésung von 350 bzw. 450 mosmol/l auf 300 mosmol/l
zum Zeitpunktt =130 min mit den Regressionen nach Gleichung 4.2
[Mittelwerte £ SEM, N = 6, n =24, SEM wird teilweise von der Gré3e der Symbole
verdeckt; far 350 mosmol/l: r’ = 0,99, SEE = 0,01, p <0,0001,
fiir 450 mosmol/l: r 2= 0,98, SEE = 0,06, p < 0,0001]
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Tabelle 4.13: Zeitabhangiger Abfall der Gewebeleitfahigkeit nach Beseitigung d es osmotischen
Gradienten zum Zeitpunkt t =130 min [Mittelwerte * SEM, N =6, n = 24]
Zeit G; nach Regressions G; nach Regressions
[min] | Wiederherstellung parameter fir | Wiederherstellung  parameter fur
isoosmotischer | Gleichung4.2 bei isoosmotischer | Gleichung4.2 bei
Bedingungen 350 mosmol/l Bedingungen 450 mosmol/I
(Vorbehandlung (Vorbehandlung
350 mosmol/l) 450mosmol/l)
130 1,78 £ 0,09 T1=23,97 2,81+0,17 1=4,35
132 1,72 £ 0,07 Gmin = 1,59 2,46 £ 0,11 Gmin=1,78
134 1,65+ 0,06 max= 1,78 2,12 +£0,10 Gmax = 2,80
136 1,63 £ 0,06 2,02+0,10
138 1,62 £ 0,06 1,97 £ 0,10
140 1,61+ 0,06 1,94 +0,11
150 1,60 + 0,06 1,82 £0,10
160 1,59 + 0,06 1,71 +£0,08
Erlduterung : Gnax (vor der Wiederherstellung isoosmotischer Bedingungen) sowie G min Sind fett

gekennzeichnet.
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Tabelle 4.14fal} die fur den Anstieg und cen Abfall der Leitfahigkeit ermittelten Werte fur T fur
beide Behandlungsgruppen (350 und dtismol/l) zusammen.

Tabelle 4.14: Gegenuberstellung d er fur die beiden Behandlung sgrupp en (350 und 450 mosmol/l)
ermittelten t1-Werte fur den Anstieg und den Abfall der Leitfahigkeit

Gruppe Gruppe
»350 mosmol/I* ,450 mosmol/I*
T fur denAnstieg der G nach 2,03 3,03
Osmolaritatserhbhung
T fur denAbfall der G nach Wiederherstellung 3,97 4,35
iIsoosmotischer Bedingungen

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, reajiert die Gewebel eitfahigkeit schneller auf die Erhdhurg
des osmotischen Druckes al's auf die Senkung der Osmolaritét. Der Anstieg der Leitfahigkeit auf
einen Maximawert benétigt weniger Zeit als die Normaisierung der G; nach der

Wiederherstellung isoosmotischer Bedingungen.

Wie bei den Versuchen mit den Pansenepithelien von heugefltterten Schafen ist auch aus den
hier aufgefihrten T-Werten zu erkennen, dal3 sowohl Anstieg as auch Abfall der Leitfahigkeit

bei der Behandlungsgruppe ,,350mosmol/l* schneller erfolgen als bei einem osmotischen Druck

von 450mosmol/l.

Ein Vergleich mit den t-Werten aus Tabelle4.3 (Kapitel Nr.4.1.1.1.) ergibt, da3 de
Pansenepithelien von dn kraftfuttergefitterten Tieren langsamer auf eine Verdnderung des
osmotischen Druckes reajieren as die Epithelien der heugefitterten Tiere. Dieser Befund
unterstiitzt die Annahme ener futterungsbedingten Adaptationsfahigkeit des Epithels an de

veranderten osmotischen Bedingungen.

82



Ergebnisse

4.2.1.1.2 Veranderung der Gewebeleitfahigkeit eines Epithels in Abhangigkeit von
seiner Ausgangsleitfahigkeit und vom osmotischen Druck

In der Abbildung4.17 wird de Veranderung der Gewebeleitféhigkeit 60 Minuten nach der

Erhéhurg des osmotischen Druckes [AG(t = 60)] gegenliber der Ausgangdeitfahigkeit unter

isoosmotischen Bedingungen zum Zeitpurkkitmin [G(t = 0)] fur jedes Epithel aufgetragen.
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Abbildung 4.17: Leitfahigkeitsveranderung [AGi(t =60)] 60 Minuten nach Erhéhung des
osmotischen Druckes in der mukosalen Pufferlosung (von 300 mosmol/l auf 350
bzw. 450 mosmol/l) in Abhé&ngigkeit von der Ausgangsleitfahigkeit [G(t = 0)]
unter isoosmotischen Bedingung en (300 mosmol/l auf beiden Epithelseiten)
[Darstellung der Einzelwerte von 24 Epithelien pro Behandlungsgruppe, N =6,

n = 24]

Aus der Abhildung 1a3t sich die gleiche Beobadhtung ableiten wie aus der Abbildung 4.4 bei den
,Heutieren* (Kapitel Nr.4.1.1.1.2. Zwischen der Letfahigketsverdnderung und cer
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Ausgangdleitfahigkeit besteht kein lineaer Zusammenhang. AG; ist jedoch abhéngig von der

Hohe des osmotischen Druckes in der mukosalen Pufferldsung.

In Abbildung 4.18 ist die lineae Beziehung zwischen der Letfahigkeitsveréanderung und cer

Hohe des osmotischen Druckes in der mukosalen Pufferldsung dargestellt.

AG(t = 60) [mS - cm™?]

Abbildung 4.18:

3,0

O  Kontrolle (300 mosmol/l)

0O  AG, 60 min. nach Osmolaritatserhéhung
257 von 300 auf 350 mosmol/l

A AG, 60 min. nach Osmolaritaterhthung
20 - von 300 auf 450 mosmol/|
1,5
1,0
0,5
0,0

Q
-0,5
-1,0
0 300 350 400 450 500

Osmolaritat [mosmol/l]

Leitfahigkeitsveranderung [AG(t =60)] 60 Minuten nach Erh6hung d es
osmotischen Druckes in der luminalen Pufferlésung in Abhé&angigkeit von der
Osmolaritat [Mittelwerte £ SEM, N =6, n =24]. Die Regression wurde auf der
Basis der Einzelwerte durchgefihrt: y =-3,05 + (0,01 - x), r*=0,59, SEE =0,49,
p < 0,0001
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4.2.1.2 Veradnderung des KurzschluBstromes(l) in Abhangigkeit vom

osmotischen Druck der mukosalen Pufferlésung

In Abbildung 4.19ist die Veranderung des Kurzschluf3stromes in Abhéngigkeit vom osmotischen

Druck in der luminalen Pufferldsung gegen die Zeit aufgetragen.

2,0
—O0— 300 mosmol/l (Kontrolle)
1,8 4 | —@— 350 mosmol/l
—2— 450 mosmol/|
1,6
<714+
5
S 1,2
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o
)
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_U') _| —/\ 'llr‘!in
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0,4
0,2 Puffertausch Puffertausch
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0,0 \ \ \ \ \ \ \
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Abbildung 4.19: Veradnderung des Kurzschlu3stromes (Isc) in Abhangigkeit vom osmotischen
Druck in der mukosalen Pufferlésung (300, 350 und 450 mosmol/l). Die
Erhéhung d es osmotischen Druckes wurde durch Mannit vorgenommen.
[Mittelwerte + SEM, N =6, n = 24]

Die Erhdhurg des osmotischen Druckes in der luminalen Pufferlésung auf 350 lew.
450mosmol/l  bewirkt innerhab von zwei Minuten eine signifikante Abnahme des
Kurzschlufistromes [fur 350mosmol/l: p < 0,0001, fur 450mosmol/l: p=0,0043. Nach der
Beseitigung des osmotischen Gradienten nmmt der Kurzschlufsstrom in desen beiden

Behandlungsgruppen nur geringfigig zu.

Bel den Epithelien der Kontrollgruppe, die konstant unter isoosmotischen Bedingungen bel
300mosmol/l inkubiert wurden, ist nur eine geringfligige zeitabhangige Abnahme von | zu
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beobadhten. Zwischen der Kontroll gruppe und den Behandungsgruppen 183 sich statistisch kein

Unterschied hinsichtlich des Kurzschluf3stromes absichern.

Der bei den ,Heutieren” in der Abbildung 4.6 (Kapitel Nr.4.1.1.3 durch de Erhdhurg des
osmotischen Druckes auf 450mosmol/l verursachte kurzfristige steile Anstieg der Leitfahigkeit

wird hier nicht beobachtet.

4.2.2 Einfluld des osmotischen Druckes bzw. der Gewebeleitfahigkeit auf

die lonentransportraten tUber das isolierte Pansenepithel

Nach der Aquilibrierung der in de Ussng-Kammern eingebauten Epithelien urter
Kurzschluf3kedingungen (PD; = 0 mV) und der mukaosalen Erhdhurg des osmotischen Druckes in
zwel Behandlungsgruppen auf 350 kzw. 450mosmol/l erfolgte wieder die Zugabe der radioaktiv
markierten Isotop&'Cr-EDTA bzw.?’Na’.

Die Transportraten von Chrom-EDTA wurden Uber zwei Fluxperioden (je 45 min) und de von
Natrium Uber drei Fluxperioden (je 30 min) bestimmt, bevor der osmotische Gradient durch
einen mukosalen Pufferwedhsel ausgeschaltet wurde. Anschlief3end wurden zwei weitere
Fluxperioden (bei °'Cr je 45min, bei ?°Na’" je 30 min) bestimmt, um zu priifen, ob de Effekte
des erhdohten osmotischen Druckes auf die Transportraten und de dektrophysiologischen

Parameter reversibel sind.
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4.2.2.1 Bestimmung der Transportraten von Chrom-EDTA

42211 Chrom-EDTA-Fluxe und Gewebeleitfahigkeit in Abhangigkeit vom

osmotischen Druck der luminalen Lsung

Die Uber die Fluxperioden gemittelten Werte fur den Chrom-EDTA-Transport sowie fir die
Leitfahigkeit sind inTabelle4.15enthalten.

Tabelle 4.15: Auswirkungen eines erhdhten osmotischen Druckes in der luminalen LOsung
durch Mannit auf den Transport von >'Cr-EDTA [Mittelwert + SEM, unterschiedliche
Buchstaben innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Unterschiede

zwischen Kontrolle und Behandlungsgruppen, p <0,05]

ita Cr 41 Cr 41 C 1 2
pasiic IS I I I B 7
[mS - cnf]

300 0,34 +0,08 | 0,54 +0,16 |-0,14 + 0,0?| 2,54 +0,14 | 0,76 +0,19| 3/6
(Kontrolle)

350 0,55+0,15| 0,60 +0,0? |-0,05+0,1%| 2,64 +0,24 | 0,62+ 0,17| 3/6

450 1,54+0,28093+0,18|0,61+0,18|4,05+0,18| 0,80+0,13| 3/6

1 . i
* [nmol -cm?-h™

*2 [neq -cm?-h™

Wie as Kapitel Nr.4.2.1.1 bekannt, erhoht sich auch in deser Versuchssrie die
Gewebeleitfahigkeit in Abhangigkeit vom osmotischen Druck [p < 0,05zwischen Kontrolle und
Versuchsgruppe ,450mosmol/l“]. Gleichzeitig nehmen beide unidirektionalen Chromfluxe

sowie der Nettotransport zu.
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Die durch den erhbhten osmotischen Druck bedingten Verdanderungen der G; und cbr
Transportraten namalisieren sich nach der Beseitigung des osmotischen Gradienten wieder, so
dald kel diesen Parametern statistisch keine Unterschiede mehr nachgewiesen werden kénren
(Tabelle4.16).

Tabelle 4.16: Chromtransport unter Kontrollbedingung en (300 mosmol/l) nach unterschiedlicher

osmotischer Vorbehandlung [Mittelwert £ SEM, keine signifikanten Unterschiede

zwischen Kontrolle und Behandlungsgruppen mehr nachzuweisen]

2
oermnang et || a6 |y
Druck in [mS - sz]

[mosmol/l]

300 (Kontrolle)| 0,38 + 0,05| 0,46 + 0,09|-0,10 £ 0,11 2,26 + 0,13| 0,62 + 0,15 3/6

350 0,27 £0,02| 0,19 £ 0,11| 0,08 £0,12| 1,91 + 0,13| 0,63 £0,12| 3/6

450 0,46 +0,10| 0,42 £ 0,13| 0,04 £ 0,07| 2,19 + 0,24| 0,83 £ 0,07| 3/6

1 g 3
** [nmol -cm™@-h™

*2 [leq -em? - Y]
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In Abbildung 4.20 und Abbildung 4.21 werden de unidirektionalen >'Cr-EDTA-Transportraten
in Abhangigkeit vom osmotischen Druck gegentiber der Gewebeleitfahigkeit dargestellt. Aus der
lineaen Beziehurng der unidirektionalen Chromfluxe zu der Gewebeleitfahigkeit wird deutlich,

daf} die Leitfahigkeitsveranderung tiberwiegend parazellular bedingt ist.

O 300 mosmol/l (Kontrolle)
® 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 300 mosmol/l
0,0025
O 350 mosmol/l
B 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 350 mosmol/l
A 450 mosmol/l
A 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 450 mosmol/I
0,0020
<
e
o~ 0,0015 —
e
(&)
©
£
= 0,0010
=
[%2]
~J
0,0005 -
0,0000 |
0 1 2 3 4 5 6 7 8

G¢[mS - cm™?]

Abbildung 4.20: Jgr; in Abhangigkeit von der Gewebeleitfahigkeit (G;); Darstellung der tUber die

beiden Fluxperioden gemittelten Werte fiir die einzelnen Epithelien [N =3, n = 6].
Die verschiedenen wunausgefilliten Symbole kennzeichnen die drei
Versuchsgruppen (300 = Kontrolle, 350 und 450 mosmol/l). Die entsprechenden
schwarzen Symbole stellen diese drei Gruppen nach der Wiederherstellung
isoosmotischer Bedingung en bei 300 mosmol/l dar. Es wurde allen Werten eine
Regressionsgerade angepaldt: y =-0,000266 + (0,000307 - x), r’=0,73,
SEE =0,0002, p <0,0001

89



Ergebnisse

JIms [Hmol - cm2. h'l]

Abbildung 4.21:

O 300 mosmol/l (Kontrolle)
® 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 300 mosmol/l
0O 350 mosmol/l
B 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 350 mosmol/Il
A 450 mosmol/l
A 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 450 mosmol/l
0,0025 —
0,0020 —
0,0015 —
0,0010 —
0,0005 —
0,0000 I \ \
0 1 7 8
G -2
t [mS - cm™]
Jﬁrs in Abhangigkeit von der Gewebeleitfahigkeit (G;); Darstellung der tUber die

beiden Fluxperioden gemittelten Werte fiir die einzelnen Epithelien [N =3, n = 6].
Die verschiedenen wunausgefillten Symbole kennzeichnen die drei
Versuchsgruppen (300 = Kontrolle, 350 und 450 mosmol/l). Die entsprechenden
schwarzen Symbole stellen diese drei Gruppen nach der Wiederherstellung
isoosmotischer Bedingung en bei 300 mosmol/l dar. Es wurde allen Werten eine
Regressionsgerade angepaldt: y =-0,000777 + (0,000543 - x), r’ = 0,83,
SEE =0,0002, p < 0,0001

Die Anwendurg des t-Tests nach Student fur den statistischen Vergleich der beiden
Regressonsgeraden (Abbildurg4.20 und Abbildung 4.21) zeigt einen mit p=0,0007
signifikanten Unterschied der Schnittpunke mit der Ordinate; die Steigungen der Geraden

unterscheiden sich mit90,0001 ebenfalls signifikant voneinander.
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4.2.2.2 Bestimmung der Natriumtransportraten

4.2.2.2.1 Natriumtransportraten und Gewebeleitfahigkeit in Abhangigkeit vom

osmotischen Druck der luminalen L6sung

Die Tabelle4.17 fadt die Uber die drei Fluxperioden gemittelten undirektionalen
Natriumtransportraten und de Gewebeleitfahigkeit fur die drei Versuchsgruppen (300, 350bzw.

450mosmol/l) zusammen.

Tabelle 4.17: Auswirkungen eines erhéhten osmotischen Druckes der luminalen Lésung du rch
Mannit auf den Natriumtransport [Mittelwert £ SEM, unterschiedliche Buchstaben
innerhalb einer Spalte kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen der

Kontrolle und den Behandlungsgruppen, p <0,05]

Osmolaritat JNax JNax JNax G |_* N
[mosmol/l] ms sm net ms - tC 7 sc %1
300 2,60+0,17|0,81+0,07|1,79+0,14 | 1,75+0,16 | 0,83+ 0,08| 6/11
(Kontrolle)
350 2,32+0,17| 0,96+ 0,13 | 1,36+ 0,08 | 1,82 + 0,13 | 0,66 +0,11| 6/11
450 2,18+0,18{126+0,1%|092+0,13 |291+023 | 0,62+0,09| 6/12

*[weq - cm? - h]

Wie in den Versuchen zur Elektrophysiologie (Kapitel Nr. 4.2.1.) steigt die Leitfahigkeit erst
bei einer Erh6hurg des osmotischen Druckes auf 450mosmol/l signifikant an [p < 0,05 zur
Kontrolle], wahrend kel eéinem erhohten osmotischen Druck von 350mosmol/l statistisch kein
Unterschied zur Kontrollgruppe nachgewiesen wurde. Paralel zu dem Anstieg von G; verhdlt
sich auch der Natriumtransport von der serosalen zur mukosalen Gewebeseite; erst bel einem

osmotischen Druck von 450mosmol/l ist eine signifikante Zunahme von J) festzustellen

[p < 0,05zur Kontrolle]. Bel dem ms-Flux von Natrium kann zwischen der Kontroll gruppe und

den beiden Behandlungsgruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die

Na
net

Nettonatriumresorption (J,.;) wird duch de Zunahme des osmotischen Druckes sgnifikant

reduziert [p< 0,(].
Verglichen mit den Ergebnisseen der entsprechenden Versuchsreihe bei den heugefitterten
Schafen (Kapitel Nr.4.1.2.2.1, Tabelle4.6) tritt bei den ,Kraftfutter-Tieren* erst bei einem
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erhéhten asmotischen Druck von 450mosmol/l ein signifikanter Anstieg der Leitfahigkeit und
des an-Fluxes von Natrium auf. Einem Druck von 350mosmol/l hélt das Epithel aufgrund seiner
futterungsbedingten Anpasaungsfahigkeit an verdnderte osmotische Druckverhdtnisse noch

stand.

Tabelle 4.18 enthélt die nadh der Wiederherstellung isoosmotischer Bedingungen Uker zwei

Fluxperioden gemittelten Werte der Natriumtransportraten und der Gewebeleitfahigkeit.

Tabelle 4.18: Natriumtransport unter Kontrollbedingung en (300 mosmol/l) nach

unterschiedlicher osmotischer Vorbehandlung [Mittelwert + SEM, es wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrolle und d en Behandlungsgruppen

mehr festgestellt]

Vorbehandlungl  jNax JNax JNax G | _* N
(osmotischer me s net . > %1
. [MS - cnf]
Druck in
mosmol/l)
300 (Kontrolle)| 2,90 + 0,28| 0,92 + 0,13| 1,98 + 0,24| 1,70 £ 0,10| 0,64 + 0,06 6/11
350 2,17 £0,26| 0,78 £+0,12| 1,41 £ 0,15| 1,50 + 0,08| 0,60 £+ 0,08| 6/11
450 2,22 +0,26| 0,70 £ 0,07 1,51 £ 0,22| 1,60 + 0,08| 0,66 + 0,07| 6/12

*[neq - cm? - h]

Wie in Kapitel Nr. 4.1.2.2.1(Tabelle 4.7) kann auch hier nach der Beseitigung des osmotischen
Gradienten statistisch kein Unterschied mehr zwischen der Kontrolle und cn beiden
Behandlungsgruppen mehr festgemadt werden. Die Auswirkungen des erh6hten osmotischen
Druckes auf die Gewebeleitfahigkeit und de Transportraten sind vdlsténdig reversibel, es wird

demnach kein bleibender Schaden am Epithel angerichtet.
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JI ist in Abhdngigkeit von G in der Abhildung 4.22 grafisch dargestellt. Der Abbildung ist zu
entnehmen, dal’3 de Verdnderung der Leitfahigkeit zum grof3en Teil parazellulédr bedingt ist und

somit den parazellularen und passiven Transport von Natrium in die mukosale Richtung erhdht.

O 300 mosmol/l (Kontrolle)
® 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 300 mosmol/l
O 350 mosmol/l

3.0 - B 300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 350 mosmol/|
A 450 mosmol/l
A

300 mosmol/l, Vorbehandlung mit 450 mosmol/l

Jsm [veq - cm2 - h7l]

0,0 I I I I I \ \

0 1 2 3 4 5 6 7
G{[mS - cm™

Abbildung 4.22: J;\'nf in Abhangigkeit von der Gewebeleitfahigkeit (G;); Darstellung der Gber die

drei Fluxperioden gemittelten Werte fur die einzelnen Epithelien [N =6, n bei 300
und 350 mosmol/l =11, n bei 450mosmol/l =12]. Die verschiedenen
unausgefillten  Symbole  kennzeichnen die drei  Versuchsgruppen
(300 = Kontrolle, 350 und 450 mosmol/l). Die entsprechenden schwarzen
Symbole stellen diese drei Grupp en nach der Wiederherstellung isoosmotischer
Bedingungen bei 300 mosmol/l dar. Es wurde allen Werten eine
Regressionsgerade angepalit: y=0,18+ (0,39 - x), r’=0,48, SEE=0,28,
p < 0,0001
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die mukaosale Erhéhurg des osmotischen Druckes verursadit einen signifikanten Anstieg der
Gewebeletfahigkeit (G;), wobel zwischen der Letfahigkeitsverénderung (AG;)) und cbr
Osmolaritdét der mukosalen Pufferlosung ein lineaer Zusammenhang besteht. Die
Veranderungen der Gewebeleitfahigkeit sind tGberwiegend parazellular bedingt, was durch de

enge lineae Beziehurg zwischen G; und cn uridirektionalen Chromtransportraten (JS und
J“) bzw. zwichen G; und JJ% sowie durch de Ermittlung der PDy-abhéngigen und

-unabhangigen Anteile der unidirektionalen Natriumfluxe zum Ausdruck kommt.

Die durch den erhdhten osmotischen Druck verursachte Reduzierung der Nettoresorption von
Natrium (J)3) ist eine Folge des Anstiegs von J)2 bei einer gleichzeitigen Abnahme von J2.
Die Abnahme von J)2 weist auf eine osmotisch bedingte Stérung des aktiven transzell uldren

Natriumtransportes hin, was durch de Bestimmung des PD:-abhéngigen und -unabhéngigen

Anteils des ms-Fluxes von Natrium bestatigt wird.

Die Effekte @nes erhohten osmotischen Druckes auf die Gewebeletfahigkeit sind rach der
Wiederherstellung isoosmotischer Bedingungen vdlstandig reversibel; eine bleibende

Beschadigung des Pansenepithels ist daher auszuschlieRen.

Die durch den osmotischen Druck verursachten Verdnderungen der elektrophysiologischen
Parameter fallen bel den Pansenepithelien der mit Kraftfutter gefitterten Schafe deutli ch geringer
aus as bei den Epithelien der heugefitterten Schafe. Eine durch die Fitterung von Kraftfutter
indwierte Adaptationsfahigkeit des Pansenepithels an erhdhte mukosale osmotische

Druckverhéltnisse wird somit nachgewiesen.
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