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1 Einleitung

Die steigenden Anforderungen, die in der modernen Tierhaltung in Bezug auf Laktations-,
Mast- und Reproduktionsleistung gestellt werden, ziehen einen enormen Energiebedarf
von Milchkuh und Mastrind nach sich. Demzufolge ist die Sicherstellung der
Energieversorgung von zentraler Bedeutung fur die Gesundheit der Tiere und die
Wirtschaftlichkeit der Betriebe. Bei der Sicherung der Energieversorgung gilt es aber zu
beachten, dass Wiederkauer - anders als Monogastrier -  ihren Energiebedarf
hauptséchlich durch kurzkettige Fettsduren (SCFA = short chain fatty acids) decken. Dank
ihrer Vormagen und der darin beheimateten Mikroorganismen gelingt es Wiederkauern,
ansonsten schwer verdauliche Pflanzenbestandteile wie Cellulose zu SCFA abzubauen
(BREVES und LEONHARD-MAREK 2010). Dabei entstehen v.a. Azetat, Propionat und
Butyrat, die dem Tier als hauptsachliche energieliefernde Substrate zur Verfigung stehen
(BERGMAN 1990). Es genugt aber nicht, dass die pflanzlichen Futterbestandteile effizient
zu SCFA abgebaut werden, diese Abbauprodukte missen ebenso effizient resorbiert
werden. Eine genaue Kenntnis dieser Resorptionsmechanismen erlaubt somit nicht nur
Einblicke in evolutionare Anpassungsmechanismen des Wiederkduers, sondern bei
Kenntnis eventueller resorptiver Engpésse evtl. auch gezielte fltterungstechnische
Maflinahmen zur weiteren Effizienzsteigerung.

Hinsichtlich der Lokalisation der SCFA-Aufnahme erscheint es folgerichtig, dass sie schon
am Ort ihrer Entstehung, also in den Vormdagen, zu grof3en Teilen resorbiert werden
(BARCROFT et al. 1944; MARSHALL und PHILLIPSON 1945). Mdgliche Mechanismen
des Vormagen- und insbesondere Pansenepithels zur SCFA-Resorption werden schon
lange Zeit diskutiert und erforscht (STEVENS und STETTLER 1966b; GABEL und
SEHESTED 1997; SEHESTED et al. 1999a; BILK 2007; RACKWITZ 2011).

Grundsatzlich ist zwischen dem Transport vom Panseninneren in die Epithelzellen hinein
und der Ausschleusung der SCFA sowie ihrer beim intrazellularen Abbau entstandenen
Metabolite ins Blut zu unterscheiden. Wahrend der erste Schritt der Aufnahme der SCFA
vom Lumen ins Zellinnere bereits Gegenstand intensiver Untersuchungen war (BILK 2007;
ASCHENBACH et al. 2009; RACKWITZ 2011), ist zur Ausschleusung der SCFA(-Meta-
bolite) ins Blut erst wenig bekannt (MULLER et al. 2002; GABEL et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit sollte daher der Transport von SCFA und deren Metaboliten
vom Zellinneren in Richtung Blut auf funktioneller Ebene zunéchst néher eingegrenzt und

charakterisiert werden. Dieser erste Abschnitt der Untersuchungen zeigte, dass, wie auch
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auf der apikalen Seite des Epithels, verschiedene Transportproteine an der Permeation
von SCFA ins Blut beteiligt sind und somit flr eine effiziente Ausschleusung sorgen.

In Anbetracht der Bedeutung dieser Resorptionswege fir den Energiehaushalt und somit
fur die Leistungsfahigkeit, aber auch fur die Gesunderhaltung des Tieres ist es vonndéten,
dass diese nicht nur grundsatzlich effektiv arbeiten, sondern sie missen sich auch an
wechselnde Anforderungen adaptieren kdnnen. So muss beispielsweise eine Milchkuh
Jahr fur Jahr ihren Energiehaushalt an ihr aktuelles Laktations- sowie Graviditatsstadium
anpassen. Dies wird zwar durch wechselnde Fltterungsregimes unterstitzt, doch die
Resorption muss mit diesen wechselnden Regimes Schritt halten. Daher ist es von
grolem Interesse, Adaptationsmechanismen der beteiligten Resorptionswege zu kennen,
um diese in Zukunft gezielter unterstitzen zu kénnen. Eine Anpassung der Resorption
kénnte beispielsweise Uber eine Regulierung der Expression von Transportproteinen
abhéangig von der SCFA-Konzentration erfolgen. Deshalb wurde in einem zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit untersucht, inwiefern eine erhdhte intraruminale Konzentration von
Butyrat Auswirkungen auf die Expression von Proteinen hat, die am Transport der SCFA
Uber das Pansenepithel beteiligt sind. Zudem wurde die Beteiligung von Signalwegen, die

eine solche Anpassung der Genexpression vermitteln kdnnten, evaluiert.
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In diesem Abschnitt soll die herausragende Bedeutung der intraruminal produzierten
kurzkettigen Fettsauren (SCFA) flr die Energieversorgung des Wiederkauers sowie der
aktuelle Wissensstand zu ihrer Resorption aus dem Pansenlumen ins Blut dargestellt
werden. Da SCFA aber nicht nur der Energieversorgung des Tiers dienen, sondern auch
direkt Einfluss auf die Pansenepithelzellen nehmen, wird auch ihr Metabolismus im
Pansenepithel beschrieben. Zudem sollen mégliche Mechanismen zur Beeinflussung der

SCFA-Resorption auf Genexpressionsebene ausgefuhrt werden.

2.1 Bedeutung kurzkettiger Fettsauren fur Wiederkau  er

Wahrend Monogastrier, insbesondere Herbivoren, das Caecum als Garkammer und
Lebensraum fir Mikroorganismen nutzen (BUGAUT 1987), haben sich Wiederk&auer durch
die Ausbildung eines Vormagensystems noch weiter auf die Aufnahme unverdaulicher
Pflanzenbestandteile wie Pektine, (Hemi-)Zellulosen und Lignin spezialisiert. Insbesondere
das Retikulorumen bietet Lebensraum fur wunzéhlige Mikroorganismen, die die
Zellwandbestandteile hauptsachlich zu kurzkettigen Fettsauren (SCFA), Methan und
Kohlendioxid abbauen (MARSHALL und PHILLIPSON 1945; BUGAUT 1987). Die im
Retikulorumen gebildeten SCFA sind vor allem Azetat, Propionat und Butyrat. Bei einer
Gesamtkonzentration von 60 bis 150 mM (BERGMAN 1990) liegen Azetat, Propionat und
Butyrat in Konzentrationsverhaltnissen von ca. 75 : 15 : 10 bei konzentratarmer bzw. ca.
40 : 40 : 20 bei konzentratreicher Futterung vor (BERGMAN 1990; PENNER et al. 2009b).
Insgesamt kbnnen im Vormagen eines Schafes zwischen 3 und 10 Mol SCFA pro Tag und
kg Trockenmasse des aufgenommenen Futters entstehen (BERGMAN 1990; MARTIN et
al. 2001). Ein Groldteil der SCFA wird direkt Gber das Pansenepithel aufgenommen
(BARCROFT et al. 1944; BUGAUT 1987; GABEL und SEHESTED 1997; NOZIERE et al.
2000; STORM und KRISTENSEN 2010). Ilhrem hohen Aufkommen entsprechend stellen
SCFA das Haupt-Energiesubstrat fur Wiederk&uer dar. Es wird davon ausgegangen, dass
70 - 80 % bzw. 50 - 70 % des taglichen Energiebedarfs von Schafen bzw. laktierenden
Kidhen durch SCFA gedeckt werden kdnnen (BERGMAN et al. 1965; BUGAUT 1987;
SICILIANO-JONES und MURPHY 1989; REMOND et al. 1995).
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2.2 Metabolismus von SCFA im Pansenepithel

Schon bei ersten Untersuchungen zur Resorption von SCFA aus dem Pansen fiel auf,
dass bei Infusion gleicher Mengen SCFA in den voriibergehend isolierten, gewaschenen
Pansen Butyrat deutlich schneller und in gré3erem Ausmald aus der ruminalen Flussigkeit
verschwand als Azetat und Propionat (MASSON und PHILLIPSON 1951). Im peripheren
Blutkreislauf erschienen jedoch bei gleichem luminalen Angebot deutlich mehr Azetat und
Propionat als Butyrat (BARCROFT et al. 1944; ANNISON et al. 1957). Diese Diskrepanz
wurde bereits damals auf den intraepithelialen Metabolismus der SCFA zuriickgefihrt
(MASSON und PHILLIPSON 1951). BUGAUT (1987) beobachtete in vitro eine
Verstoffwechselung von bis zu 92 % des aufgenommenen Butyrats in den Epithelzellen.
Dies deckt sich mit der Schatzung von BERGMANN et al. (1990), der zufolge jeweils 30,
50 und 90 % von Azetat, Propionat und Butyrat intraepithelial verstoffwechselt werden.
Nachfolgende Untersuchungen setzen das Ausmal} des Metabolismus von Azetat und
Propionat aber deutlich niedriger an als urspringlich von BERGMANN et al. (1990)
veranschlagt (KRISTENSEN et al. 1998; KRISTENSEN et al. 2000a; GABEL et al. 2002).
Als Konsens aller diesbeztiglichen Untersuchungen gilt, dass Butyrat zu einem sehr viel
hoheren Anteil metabolisiert wird als Azetat und Propionat. Eine mégliche Erklarung fur die
Unterschiede zwischen den Katabolismusraten der SCFA ist, dass die zur Aktivierung der
SCFA notigen AcylCoA-Synthetasen entsprechend steigende spezifische Aktivitaten von
Azetat (iber Propionat zu Butyrat zeigen (REMOND et al. 1995).

Nach der Bildung der jeweiligen AcylCoA-SCFA erfolgt der Abbau der SCFA entweder
komplett bis hin zu CO, und Wasser (BUGAUT 1987; REMOND et al. 1995) oder, im Falle
von Butyrat und in deutlich geringerem Umfang auch von Azetat, zu den Ketonkdrpern
Azetoazetat und B-Hydroxybutyrat (KRISTENSEN et al. 1998). Ein weiterer wichtiger
Metabolit ist L-Laktat, das aus dem Abbau von Propionat hervorgeht (WEIGAND et al.
1972b). Der intraepitheliale Metabolismus der SCFA, insbesondere von Butyrat, hat eine
zentrale Bedeutung fur den Stoffwechsel des Pansenepithels und auch fur den
Gesamtorganismus. Es entstehen verschiedene Vorteile fir den Wiederkauer, die im

Folgenden erlautert werden sollen.
2.2.1 Aufrechterhaltung des Konzentrationsgradiente n vom Pansenlumen ins
Epithel

Verschiedene Untersuchungen deuten auf einen Zusammenhang zwischen der

Absorptionsrate der SCFA und deren Metabolismus hin. Es konnte beobachtet werden,

4
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dass die Transportrate des kaum metabolisierbaren Isobutyrats im Vergleich zu gut
metabolisierbarem n-Butyrat deutlich geringer ausfallt (GABEL et al. 2001). Dieser Effekt
lasst sich damit erklaren, dass der Konzentrationsgradient von Butyrat vom Pansen in die

Epithelzellen durch den intraepithelialen Abbau konstant hoch gehalten wird.

2.2.2 Produktion von HCO 3 aus CO, durch die Carboanhydrase

Ein weiteres Produkt des SCFA-Metabolismus ist CO,, das letztendlich durch die im
Pansenepithel nachgewiesene Carboanhydrase (CARTER 1971; EMANOVIC et al. 1976)
in HCO3 umgewandelt wird. Dieses HCO3; wiederum sorgt fir den Antrieb eines oder
mehrerer Anionenaustauscher, die eine grof3e Rolle bei der apikalen Aufnahme von SCFA
ins Pansenepithel spielen (KRAMER et al. 1996; BILK et al. 2005; ASCHENBACH et al.
2009) (s. 2.3.3 Proteinvermittelte SCFA-Permeation). Somit wird die Aufnahme weiterer
SCFA-Molekile durch deren Abbau zusatzlich gefordert. Zudem wirkt das dadurch ins
Pansenlumen sezernierte HCO3 als wichtiger Puffer, mit dessen Hilfe der intraruminale
pH-Wert trotz der Dissoziation und Absorption von SCFA (und somit der Abspaltung von
Protonen) konstant gehalten wird (ASCHENBACH et al. 2009; ASCHENBACH et al.
2011).

2.2.3 Bereitstellung von Energie fur die Epithelzel len

Wahrend andere intestinale Epithelien ihren Energiebedarf fur Absorptionsmechanismen,
Proteinaufbau und Proliferation vorrangig durch den Abbau von Glukose und Glutamin
decken (BRITTON und KREHBIEL 1993), zeigen diejenigen gastrointestinalen Abschnitte,
die Uber eine mikrobielle Besiedlung verfligen, eine weitere evolutiondre Anpassung an
ihre Funktion. Obwohl die Versorgung des Gewebes mit Glukose und Glutamin tber das
Blut gewahrleistet ware (REMOND et al. 1995), bedienen sich die Pansenepithelzellen
bevorzugt der aus dem Lumen aufgenommenen SCFA, v.a. des Butyrats, um den
Energiebedarf energieaufwandiger Prozesse wie Aktivitit der Na'/K'-ATPase und
Proliferation zu decken (BERGMAN 1990; BALDWIN und JESSE 1992; BRITTON und
KREHBIEL 1993; DEFRAIN et al. 2004; WIESE et al. 2013). Dadurch wird der Abbau der

Blutglukose vermindert und somit systemisch wichtige Energielieferanten gespart.

2.2.4 Bereitstellung von wasserldslichen, glukosesp arenden Energiesubstra-
ten fur die periphere Zirkulation

Im Gegensatz zu der eher lipophilen SCFA Butyrat selbst zeichnen sich die durch deren

Abbau entstehenden Ketonkdrper durch eine gute Wasserloslichkeit aus. Somit kénnen

5
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sie leicht mit dem Blutstrom zu peripheren Organen wie Herz, Nieren und Gehirn
transportiert werden, in denen Ketonkérper bevorzugt als Hauptenergiequelle genutzt
werden (ROBINSON und WILLIAMSON 1980; GABEL et al. 2002).

2.2.5 Verhinderung moglicher Schadigungen durch But yrat

Eine Beeinflussung von Zellproliferation, -differenzierung, -apoptose und Genexpression
verschiedenster Zellarten durch Butyrat wurde in vielen Studien beobachtet (SAKATA und
TAMATE 1978; GALFI et al. 1991; VELAZQUEZ et al. 1996; HAMER et al. 2008;
PLOGER et al. 2012). An stark Butyrat exponierten Pansenepithelien fallt bereits
makroskopisch eine Hyperkeratose und VergroRerung der Pansenzotten auf (DIRKSEN et
al. 1984; DIRKSEN et al. 1992; MALHI et al. 2013). Dies konnte eine Reaktion auf
unzureichend metabolisiertes Butyrat sein, das durch die Uberschreitung der Kapazitaten
fur dessen Abbau verstéarkt in den Epithelzellen akkumuliert.

In der Folge gelangt auch vermehrt unmetabolisiertes Butyrat in die Zirkulation und muss
von der Leber abgebaut werden, was die Aufnahme von Propionat und somit die
Glukoneogenese behindert (REYNOLDS et al. 1988; KREHBIEL et al. 1992). Dies stellt
insbesondere laktierende Tiere wegen des hohen Glukosebedarfes der Milchdrise vor
Schwierigkeiten. Aber auch viele andere Gewebe préaferieren Glukose zur
Energiegewinnung (BRITTON und KREHBIEL 1993). Somit kbénnte ein verstarktes
Auftauchen von Butyrat in der Zirkulation negative Folgen fur den gesamten Organismus
haben. Der Abbau von Butyrat zu den ,unschadlichen* Ketonkdrpern verhindert eine

solche Entgleisung.
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2.3 Transportmechanismen flr kurzkettige Fettsauren

2.3.1 Para- versus transzellulare Resorption

In der Transportphysiologie wird im Allgemeinen zwischen sogenannten ,leaky”, also
durchlassigen, und sogenannten ,tight®, d.h. dichten, Epithelien unterschieden. Erstere
finden sich v.a. in Dinndarm und proximalen Abschnitten der Nierentubuli, wogegen in
den distalen Nierentubuli, Colon und Caecum zunehmend dichtere Epithelien vertreten
sind (ULLRICH et al. 1979). Diese Formen unterscheiden sich wesentlich in der Menge
und Art der transportierten Substrate. Wahrend bei durchlassigen Epithelien viele
Substanzen parazellular getrieben durch elektrochemische Gradienten bzw. solvent drag
permeieren kénnen (SCHULTZ 1977), ist dies bei dichten Epithelien nur sehr begrenzt
maoglich, sodass der Schwerpunkt bei letzteren auf dem transzellularen Transport liegt.
SCFA liegen im Pansenlumen grol3tenteils dissoziiert, d.h. als Anionen, vor (s. 2.3.2
Transzellulare Resorption mittels lipophiler Diffusion), sodass eine parazellulare
Permeation der SCFA Uber das Pansenepithel einen einfachen Resorptionsweg darstellen
wurde. Hinsichtlich der Wege der SCFA-Resorption aus dem Pansen haben Ussing-
Kammer-Untersuchungen am isolierten bovinen und ovinen Pansenepithel allerdings
ergeben, dass - bei Ausschluss des chemischen Gradienten - elektrische Gradienten
kaum Einfluss auf die Transportrate von SCFA haben, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass der parazellulare Transport bei der Resorption von SCFA keine Rolle
spielt (STEVENS und STETTLER 1966b; RACKWITZ 2011). Somit ist das Pansenepithel
im Hinblick auf die SCFA als dichtes Epithel einzuordnen. Die in vivo festgestellten hohen
Resorptionsraten von Azetat, Propionat und Butyrat Uber das Pansenepithel
(KRISTENSEN et al. 2000a; KRISTENSEN et al. 2000b) lassen sich daher nur durch eine
vorwiegend transzellulare Permeation dieser SCFA erklaren.

2.3.2 Transzellulare Resorption mittels lipophiler Diffusion

Bei der transzellularen Permeation Uber das Pansenepithel ist zu beachten, dass das
Epithel der Vormagen ein mehrschichtiges Plattenepithel ist. Histologisch kann es in ein
Stratum basale, mehrere Lagen der Strata spinosum und granulosum sowie ein sich
anschlieRendes Stratum corneum mit zunehmend abflachenden Zellen, die nach und nach
abschilfern, eingeteilt werden (STEVEN und MARSHALL 1970). Aufgrund der zahlreichen
Zellverbindungen wird das Epithel funktionell als ein Synzytium mit einer apikalen
(lumenseitigen) und einer basolateralen (blutseitigen) Membran angesehen (GABEL et al.
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2002; GRAHAM und SIMMONS 2005; PENNER et al. 2011). Beim transzellularen
Transport mussen also mindestens zwei Membranen Uberwunden und die dazwischen
liegenden Zellen durchquert werden.

SCFA konnen grundsatzlich in zwei Formen vorliegen, zum einen protoniert (HSCFA) und
zum anderen als Fettsaureanion (SCFA’). Die protonierte Form ist aufgrund ihrer
Lipophilitat in der Lage, die Zellmembran mittels Diffusion zu passieren (WALTER und
GUTKNECHT 1986). Da HSCFA keinerlei elektrische Ladung besitzen, bleibt als einzige
Triebkraft dieser Diffusion ein chemischer Gradient (RECHKEMMER et al. 1995). Mit einer
intraruminalen Konzentration der SCFA von 60 - 150 mM (BERGMAN 1990) gegenuber
einer 20- bis 100fach geringeren Blutkonzentration (MASSON und PHILLIPSON 1951;
ANNISON et al. 1957) ist der Gradient in vivo in Richtung des Blutes gerichtet.

Das Gleichgewicht zwischen HSCFA und SCFA’ ist nach der Henderson-Hasselbalch-
Gleichung (pH = pK + log (SCFA/HSCFA)) abhangig vom pH-Wert. Bei einem pK, der
SCFA von ~ 4,8 (CISTOLA et al. 1982; VELAZQUEZ et al. 1997) ist bei einem pH-Wert im
Panseninhalt von ~ 6,4 (DANIELLI et al. 1945; ASCHENBACH et al. 2010) ein gro3erer
Anteil protoniert als bei einem pH-Wert zwischen 6,8 und 7,4 im Zellinneren
(ROTHENPIELER 1991; MULLER et al. 2000; SCHWEIGEL et al. 2005) oder 7,4 im Blut
(HARBDENTEUFEL und SCHNEIDER 2014). Daraus resultiert ein zusatzlicher Gradient fur
die protonierte Form vom Pansenlumen ins Epithel bzw. Blut.

Mehrere Befunde unterstiitzen zwar eine Beteiligung der Permeation von HSCFA am
transzellularen Transport der SCFA, allerdings zeigen diese Untersuchungen auch, dass
dies nicht der alleinige Mechanismus sein kann:

- Obwohl einige Untersuchungen untersetzen, dass die Resorption der SCFA linear
zu ihrer Konzentration steigt (WEIGAND et al. 1972a; DIJKSTRA et al. 1993;
LOPEZ et al. 2003), konnten auch Sattigungskinetiken fur den Transport der SCFA
erstellt werden (RECHKEMMER et al. 1995; SEHESTED et al. 1999b;
ASCHENBACH et al. 2009), was eher fur eine Beteiligung eines proteinvermittelten
Mechanismus, der dissoziierte SCFA akzeptiert, spricht.

- Einen weiteren Hinweis liefert die pH-Abhangigkeit der Resorption. So verschiebt
sich bei sinkendem pH-Wert das Gleichgewicht zwischen SCFA" und HSCFA
zunehmend in Richtung der HSCFA. Somit stinde die protonierte Form vermehrt
fur eine passive Diffusion Uber das Pansenepithel zur Verfigung. Eine
Proportionalitat der SCFA-Resorption zum Iluminalen pH-Wert konnte zwar
qualitativ in vivo (DANIELLI et al. 1945; WEIGAND et al. 1972a; DIJKSTRA et al.
1993) und in vitro (STEVENS und STETTLER 1966b; KRAMER et al. 1996;
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SEHESTED et al. 1999a) bestatigt werden. Allerdings war die in diesen
Untersuchungen beobachtete Steigerung der Resorption nicht annahernd so grof3,
wie sie entsprechend der Zunahme der Konzentration von HSCFA héatte sein
missen (GABEL und SEHESTED 1997; GABEL et al. 2002; ASCHENBACH et al.
2009).

- Auch aus dem Einfluss der Kettenlange auf die Resorption lasst sich auf die
resorbierte Form schliel3en. So steigt die Lipophilitdit von HSCFA analog zu ihrer
Kettenlange an, was bei kinstlichen Lipidmembranen zu einer Steigerung des
Permeabilitatskoeffizienten von Azetat Uber Propionat (5,1fach hoherer Koeffizient
als Azetat) zu Butyrat (2,1fach hoher als Propionat) fuhrte (WALTER und
GUTKNECHT 1986). Dieser Zusammenhang spiegelt sich zwar in einer Zunahme
der (reticulo-)ruminalen SCFA-Resorption in der Reihenfolge Butyrat > Propionat >
Azetat wider (BARCROFT et al. 1944; STEVENS und STETTLER 1966a;
WEIGAND et al. 1972a; DIJKSTRA et al. 1993; SEHESTED et al. 1999a), der
Unterschied zwischen der Resorption der einzelnen SCFA liegt aber in allen
Untersuchungen deutlich unter den von WALTER und GUTKNECHT (1986)
festgestellten Unterschieden in den Permeabilitatskoeffizienten der SCFA.
Infolgedessen kann auch bei Berucksichtigung dieses Aspektes die lipophile
Diffusion von HSCFA nicht als alleiniger Mechanismus der SCFA-Aufnahme
abgeleitet werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die lipophile Diffusion von HSCFA beim
Transport der SCFA Uber das Pansenepithel - wegen des pH-Gefalles zum Zellinneren
insbesondere auf der apikalen Seite - eine Rolle spielen kdnnte, keinesfalls jedoch den
einzigen Mechanismus fur deren transzellulare Permeation darstellt. Deshalb sollen im
Folgenden proteinvermittelte  Transportmechanismen vorgestellt werden, deren

Beteiligung am Transport der SCFA diskutiert wird.

2.3.3 Proteinvermittelte SCFA-Permeation

Dieselben Untersuchungen, die demonstrierten, dass sich die Permeation der SCFA nicht
alleine durch lipophile Diffusion erklaren lasst, erbrachten auch Hinweise auf die
Beteiligung aktiver Transportmechanismen an diesem Prozess. STEVENS und
STETTLER (1967) entwarfen hierfir ein Drei-Kompartiment-Modell, wobei sie davon
ausgingen, dass ein Kompartiment (der Intrazellularraum) durch zwei verschieden
permeable Membranen von den ibrigen beiden Kompartimenten (Pansenlumen und Blut)

getrennt ist. Aufgrund ihrer Beobachtungen zu den Transportcharakteristika von Azetat
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entstand aus ihrem Modell das Postulat eines aktiven Transportmechanismus fir SCFA
auf der weniger permeablen Seite (STEVENS und STETTLER 1967).

In nachfolgenden Studien wurde zwar weiterhin eine lipophile Diffusion als wichtiger
Permeationsmechanismus betrachtet, jetzt allerdings sekundar angetrieben durch einen
apikal im Epithel nachgewiesenen Natrium-Protonen-Austauscher (NHE), der unter
Natriumaufnahme die im Zytosol anfallenden Protonen ins Lumen rezirkuliert, sodass dort
erneut HSCFA zur Diffusion entstehen kdnnen und gleichzeitig ein zu starkes Absinken
des intrazellularen pH-Werts verhindert wird (GABEL et al. 1991b; DIERN/ES et al. 1994).
Unterstitzt wurde dieser Gedanke von der Beobachtung, dass die Na-Resorption
abhangig von der ruminalen SCFA-Konzentration ist (GABEL et al. 1991b). Allerdings war
umgekehrt die SCFA-Resorption unabhéngig von der Na-Konzentration (GABEL et al.
1991b), was untersetzt, dass neben der direkten bzw. indirekt Gber den NHE betriebenen
Permeation von HSCFA auch eine effektive Permeation von SCFA™ méglich ist. So stellte
BUGAUT (1987) fest, dass der Transport von SCFA Ubers Pansenepithel durch eine
Sattigungskinetik und kompetitive Substratinhibition gekennzeichnet ist, was Hinweise auf
einen proteinvermittelten Transport von SCFA gab. Es wurde postuliert, dass der apikal in
Colon- und Pansenepithel nachgewiesene HCOg3/Cl-Austauscher (CHIEN und STEVENS
1972; FRIZZELL et al. 1976) anstelle von CI" auch SCFA™ akzeptieren konnte (BUGAUT
1987).

Auch SEHESTED et al. (1999a) kamen zu dem Schluss, dass die lipophile Diffusion zwar
eine pH-abhangige Komponente des SCFA-Transports darstellt, die deutliche Asymmetrie
im SCFA-Transport jedoch eindeutig fir einen proteinvermittelten Transport spricht. Sie
beobachteten unterschiedliche Transportraten von SCFA Uber das Pansenepithel in vitro,
wobei Azetat und Propionat verstarkt von serosal nach mukosal transportiert wurden,
woraus eine Nettosekretion resultierte, wahrend fir Butyrat eine Nettoresorption
festgestellt wurde (SEHESTED et al. 1999a). Diese Hypothese wurde in weiteren
Untersuchungen zum Transport von Butyrat bestarkt, wobei auch hier ein Austausch von
Butyrat gegen HCO3™ unterstellt wurde (SEHESTED et al. 1999b).

Am isolierten Pansenepithel wurde ein apikaler Austausch von SCFA™ gegen HCOj3™ von
ASCHENBACH et al. (2009) bestatigt. Die Identitdt des dafir verantwortlichen Proteins
konnte jedoch noch nicht abschlie3end geklart werden. Konsens ist aktuell, dass SCFA
die apikale Membran des Pansenepithels sowohl via lipophiler Diffusion als auch tber

einen SCFA/HCOg3-Austauscher Uberqueren kénnen.
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2.3.4 Permeation von SCFA aus dem Epithel ins Blut

Im Gegensatz zum Transport der SCFA (ber die apikale Membran des Pansenepithels
gibt es bislang nur wenige Untersuchungen, die sich mit dem Weg der SCFA Uber die
basolaterale Membran und somit aus den Epithelzellen ins Blut beschéftigen.

Einige Autoren betrachten auf der basolateralen Seite des Epithels die lipophile Diffusion
von HSCFA als zentralen Transportmechanismus (ALI et al. 2006). Allerdings kann - wie
unter 2.3.2 (Transzellulare Resorption mittels lipophiler Diffusion) dargestellt - nicht der
gesamte Transport durch lipophile Diffusion von HSCFA vermittelt werden. Dieses
Postulat trifft auf die basolaterale Membran noch starker zu als auf die apikale, da der pH-
Gradient (der zwischen Pansenlumen und dem Zellinneren einen
Konzentrationsgradienten von HSCFA herzustellen vermag) zwischen Zellinnerem (6,8 -
7,4 (ROTHENPIELER 1991; MULLER et al. 2000; SCHWEIGEL et al. 2005)) und Blut (7,4
(HABDENTEUFEL und SCHNEIDER 2014)) kaum vorhanden ist. Weiterhin kommt auf
dieser Seite des Epithels hinzu, dass nicht nur die SCFA selbst ausgeschleust werden
mussen, sondern auch die hydrophilen Produkte ihres intrazellularen Metabolismus, d.h.
Azetoazetat, B-Hydroxybutyrat und Laktat (s. 2.2 Metabolismus von SCFA im
Pansenepithel). Um die effektive Ausschleusung der SCFA bzw. ihrer Metabolite aus der
Zelle zu ermoglichen, misste es also auch in der basolateralen Membran
proteinabhéngige Transportmechanismen geben.

Neben einem elektrogenen Transport mittels eines Anionenkanals (STUMPFF et al. 2009;
LEONHARD-MAREK et al. 2010), wird auch ein protonengekoppelter Symport,
insbesondere der Metaboliten, tber einen in der basolateralen Membran nachgewiesenen
Monocarboxylattransporter (MCT) diskutiert (MULLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006b;
CONNOR et al. 2010). Zudem wurde, analog zur apikalen Seite, auch fur die basolaterale
Seite bereits ein SCFA/HCOg3-Austauscher postuliert (SEHESTED et al. 1999b). Diese
Hypothese findet Unterstlitzung durch einen Vergleich des Pansenepithels mit dem
Colonepithel von Monogastriern, das ebenfalls Mechanismen fir den Transport von SCFA
aufweist. Im Colon wird der im Pansenepithel basolateral lokalisierte MCT 1 von einigen
Autoren als SCFA/HCOgs-Austauscher betrachtet (REYNOLDS et al. 1993;
HADJIAGAPIOU et al. 2000; TYAGI et al. 2002; DUDEJA und RAMASWAMY 2006). Eine
Ausschleusung der SCFA(-Metaboliten) im Austausch mit HCO3™ brachte den Vorteil, dass
ein steter Nachschub dieses wichtigen Puffers fur die apikale Sekretion gesichert ware.

Es konnte fur das Pansenepithel bislang jedoch keines der Modelle fir die basolaterale
Ausschleusung abschlieRend bestéatigt werden. Auf mRNA-Ebene konnten zwar
verschiedene (Austauscher-)Proteine im Pansenepithel nachgewiesen werden, die fur die
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beobachteten bzw. vermuteten Transportmechanismen verantwortlich sein kénnten (BILK
et al. 2005), allerdings gelang bei der Mehrzahl dieser Transporter noch keine eindeutige
Zuordnung ihrer Lokalisation im Pansenepithel, sodass sie sowohl auf der apikalen als
auch der basolateralen Seite des Epithels fur den Transport der SCFA in Frage kommen.
Die Beteiligung dieser Proteine an der Permeation der SCFA (ber die basolaterale
Membran des Pansenepithels sollte in der vorliegenden Arbeit Uberprift werden. Deshalb
werden sie im Folgenden néher vorgestellt.

2.3.4.1 Anion Exchanger (AE) 2

Der AE 2 gehért zur Familie der SLC4-Transporter. Diese beinhaltet
Bikarbonattransporter, darunter eine in vielen Geweben verbreitete Gruppe von
Anionenaustauschern, AE 1-4. Dabei gilt AE 2 als der hauptsachlich im
Gastrointestinaltrakt vorherrschende Vertreter (JONS und DRENCKHAHN 1998; ALPER
et al. 2002), es wurde aber auch die Isoform 1 bereits im Colon der Ratte nachgewiesen
(RAJENDRAN und BINDER 2000; RAJENDRAN et al. 2000). Im Pansenepithel des
Schafes wurde ebenfalls mMRNA gefunden, die AE 2 codiert (BILK et al. 2005). Allerdings
konnte hier seine genaue Lokalisation noch nicht festgestellt werden. In Magen und
Colon von Mensch und Ratte wurde der AE 2 in immunhistochemischen Untersuchungen
sowie Membranvesikelpraparationen durchwegs in der basolateralen Membran detektiert;
AE 1 hingegen, falls vorhanden, eher apikal (JONS und DRENCKHAHN 1998;
RAJENDRAN und BINDER 2000; RAJENDRAN et al. 2000; IKUMA et al. 2003).
Bezuglich der Substratspezifitait werden AE grundsatzlich als CI/HCOjz-Austauscher
beschrieben, die jedoch auch als CI/OH" oder CI/Butyrat-Austauscher fungieren kénnen
(JONS und DRENCKHAHN 1998; RAJENDRAN und BINDER 2000; IKUMA et al. 2003).
Die Stilbenderivate 4,4 -Diisothiocyano-2,2"-stilbendisulfonsaure (DIDS) und 4-
Acetamido-4"-isothiocyanatostilben-2,2"-disulfonsaure (SITS) sind bislang die einzigen
bekannten spezifischen Inhibitoren dieser Transporterfamilie (OBRADOR et al. 1998;
IKUMA et al. 2003; BERGER et al. 2010; GAWENIS et al. 2010).

2.3.4.2 Down Regulated in Adenoma (DRA)

Aus der Familie der sog. multifunktionalen Anionen-Austauscher, SLC26, gibt es zwei
Vertreter, die auf molekularer Ebene auch im Pansenepithel des Schafes nachgewiesen
wurden (BILK et al. 2005), einer davon ist DRA. Die erste Eigenschaft, die diesem

Transporter zugeschrieben wurde, war eine herabregulierte Expression in Adenomen und
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Adenokarzinomen des Colons, sodass man ihn als ,Down Regulated in Adenoma“ (DRA)
bezeichnete (SCHWEINFEST et al. 1993). Er konnte in der apikalen Membran aller
Darmabschnitte (BYEON et al. 1996) nachgewiesen werden. Im Colon von Mensch und
Nagern wurde DRA hauptsachlich als elektroneutraler CI'/THCO3-Austauscher beschrieben
(MELVIN et al. 1999; ALPER et al. 2001; JACOB et al. 2002). Im Gegensatz dazu halten
KO et al. (2002) einen elektrogenen Transport dieser lonen in einer Stoéchiometrie von 2:1
fur wahrscheinlicher. Neben CI" und HCO3 akzeptiert der DRA auch Sulfat und Oxalat
(SILBERG et al. 1995). Eine Akzeptanz von SCFA wurde bislang nicht nachgewiesen. Als
gesichert erscheint hingegen eine Kopplung zwischen DRA und NHE (LAMPRECHT et al.
2002), was eine Erklarung fur die bereits beobachtete Stimulation der Natriumabsorption
bei SCFA-Zugabe in Pansen und Colon bieten konnte (GABEL et al. 1991b; VON
ENGELHARDT et al. 1993).

DRA wird als DIDS-sensitiv beschrieben (SILBERG et al. 1995; JACOB et al. 2002), in
einigen Untersuchungen zeigte sich das Protein jedoch unempfindlich gegentber DIDS
(MELVIN et al. 1999; ALPER et al. 2001). Daneben gibt es Berichte einer Empfindlichkeit
gegenuber Nifluminsdure und Tenidap (ALPER et al. 2001).

2.3.4.3 Putativer Anionentransporter (PAT) 1

Ein weiterer Vertreter der SLC26-Transporterfamilie, der im Pansen des Schafes auf
MRNA-Ebene nachgewiesen wurde, ist der PAT 1 (BILK et al. 2005).
Immunhistochemische Nachweise gelangen bereits in der apikalen Membran von Magen,
Dunn- und Dickdarm sowie in weiteren Organen wie Herz und Nieren monogastrischer
Spezies (PETROVIC et al. 2002; WANG et al. 2002). Dabei war eine grof3e Heterogenitat
zwischen den Proteinen der einzelnen Tierarten auffallig, die sich auch in
unterschiedlichen Transporteigenschaften widerspiegelt (CHERNOVA et al. 2005). Bei
allen untersuchten Varianten konnte ein elektroneutraler CI/HCOg3-Austausch
nachgewiesen werden (WANG et al. 2002; CHERNOVA et al. 2005), allerdings variierten
die Affinitaten beispielsweise fur Formiat, Oxalat und Sulfat stark (CHERNOVA et al.
2005). An mit murinem PAT 1 transfizierten HEK293-Zellen konnte eine Affinitat fur
organische Anionen, unter anderem auch SCFA, gezeigt werden (NOZAWA et al. 2004).
Analog zu DRA und AE 2 soll auch PAT 1 DIDS-sensitiv sein (PETROVIC et al. 2002;
WANG et al. 2002).
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2.3.4.4 Monocarboxylattransporter (MCT)

MCT der Transporterfamilie SLC16 wurden erstmals in der Plasmamembran von
Erythrozyten (DEUTICKE 1982; POOLE und HALESTRAP 1993; HALESTRAP und
PRICE 1999) und auch von Skelettmuskelzellen nachgewiesen, wo sie eine Schlisselrolle
fur den Export von Laktat spielen (JUEL und HALESTRAP 1999; MANNING FOX et al.
2000). Auch in CaCo2-Zellen konnte ein Vertreter dieser Familie, MCT 1, nachgewiesen
werden, woraufhin ihm eine Rolle beim Transport schwacher organischer Anionen uber
das Epithel des Gastrointestinaltraktes zugeschrieben wurde (TAMAI et al. 1995;
HADJIAGAPIOU et al. 2000). Am Colon von Schwein und Mensch sowie am Jejunum der
Ratte wurde ein Transport von Laktat und Butyrat beobachtet, der sich in seiner
Hemmstoffcharakteristik von den bislang bekannten Transportern unterschied. Auf
molekularbiologischer Ebene wurden Beweise fur die Expression von MCT 1 im
Gastrointestinaltrakt dieser Spezies erbracht (RITZHAUPT et al. 1998a; RITZHAUPT et al.
1998b; ORSENIGO et al. 1999).

Auch im Pansen des Schafes konnte die Expression von MCT 1 auf mRNA- und Protein-
Ebene erstmals von der Leipziger Arbeitsgruppe nachgewiesen werden (MULLER et al.
2002). Immunhistochemisch wurde seine Lokalisation in der basolateralen Membran des
Pansenepithels gezeigt (MULLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006a; GRAHAM et al. 2007).
AulRerdem wurden weitere Isoformen, MCT 2, 7, 8 sowie 4, in den basolateralen bzw.
apikalen  Zellschichten des Pansenepithels  gefunden, teilweise  wiesen
immunhistochemische Farbungen jedoch eher auf eine intrazellulare als eine
membranstandige Lokalisation hin (KIRAT et al. 2007; KIRAT et al. 2013). Die Vermutung,
dass das Substrat der MCT im Pansen analog zum Colon von Monogastriern SCFA
und/oder deren Metaboliten sind, wurde in verschiedenen Studien bestatigt (MULLER et
al. 2002; KIRAT und KATO 2006; KIRAT et al. 2006b).

Zur Transportcharakteristik der MCT gibt es zwei verschiedene Hypothesen. Die erste
Theorie beruht auf der urspriinglichen Beschreibung der MCT als Monocarboxylat/H"-
Cotransporter in Erythrozyten und Skelett- sowie Herzmuskel (POOLE und HALESTRAP
1993; HALESTRAP und PRICE 1999; HALESTRAP und MEREDITH 2004; MEREDITH
und CHRISTIAN 2008). Hier wurde gezeigt, dass Laktat im Symport mit einem Proton aus-
bzw. eingeschleust wird, sodass der Nettoladungstransport gleich null, also elektroneutral
ist. Durch den Export von Protonen wird eine effektive Mdglichkeit der pH-Regulation
gewahrleistet (HALESTRAP und PRICE 1999; MULLER et al. 2002). Bislang wird davon

ausgegangen, dass die MCT im Pansenepithel auf diese Weise SCFA-Metaboliten wie (3-
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Hydroxybutyrat, Azetoazetat und Laktat, aber auch Azetat transportieren (MULLER et al.
2002; KIRAT et al. 2006b; KIRAT et al. 2007).

Beziglich der Elektroneutralitat stimmt der zweite Ansatz, der vor allem fir den SCFA-
Transport im Colon postuliert wird, mit dem ersten Uberein, hier soll dies jedoch durch
einen Antiport der (Fettsdure-)Anionen mit HCOj; erreicht werden (DUDEJA und
RAMASWAMY 2006). TYAGI et al. (2002) konnten am humanen Colon Hinweise fur einen
HCOgj-gekoppelten Transportmechanismus fir Butyrat finden, der Charakteristika eines
MCT aufweist. Ein derartiger Transportmechanismus ware im Pansen insofern sinnvoll, als
die apikale HCOj3-Sekretion ins Pansenlumen auf diese Weise wirkungsvoll unterstitzt
wirde.

Der Nachweis der Beteiligung eines MCT am Substrattransport wird in der Regel tber den
Einsatz spezifischer Hemmstoffe gefuhrt. Fir die verschiedenen Isoformen des MCT sind
mehrere Hemmestoffe beschrieben, die nach HALESTRAP und MEREDITH (2004) grob in
vier Gruppen unterteilt werden kdnnen:

- Substituierte aromatische Monocarboxylate bzw. allgemein Monocarboxylate mit
langeren, verzweigten aliphatischen oder aromatischen, also ,sperrigen”
Seitenketten hemmen den Transport mittels MCT kompetitiv. Beispiele hierfur sind
Phenylpyruvat und a-Cyano-4-Hydroxyzimtsédure (CHC).

- Substituierte Stilbendisulfonate wie 4,4’-Dibenzamidostilben-2,2’-disulfonsaure
(DBDS) oder DIDS hemmen den MCT bei kurzfristiger Inkubation reversibel, durch
kovalente Modifikationen nach langerer Inkubation irreversibel; allerdings ist diese
Gruppe von Inhibitoren eher unspezifisch, da sie auch viele andere
Anionenaustauscher, wie z.B. AE, DRA und PAT 1 blockieren (s. 2.3.4.1 - 2.3.4.3)
(HALESTRAP und MEREDITH 2004).

- Amphiphile  Substanzen wie Phloretin,  5-Nitro-2-(3-phenyl-propylamino-)
benzoesaure (NPPB), Nifluminsaure oder Quercetin hemmen ebenfalls den MCT.
Allerdings lassen sich viele weitere Transportproteine durch diese Stoffe blockieren,
sodass auch hier die Spezifitat fraglich ist.

- Eine vierte Gruppe umfasst Substanzen, die MCT 1 und 4 irreversibel hemmen,;
hierzu gehoren p-Hydroxymercuribenzoesaure (PHMB) und p-
Chloromercuribenzoesulfat (p)CMBS). Sie entfalten ihre Wirkung durch Bindung an
CD 147, ein Chaperon, das diese beiden Isoformen des MCT fir ihre korrekte
Verankerung in der Membran und somit Funktion benétigen (MEREDITH und
CHRISTIAN 2008). Deshalb wird diesen Hemmstoffen eine besondere Spezifitat fur
MCT 1 und 4 zugeschrieben (HALESTRAP und MEREDITH 2004).
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2.3.4.5 Sodium-Monocarboxylat Cotransporter (SMCT)

Dieser Transporter aus der Familie der Natrium-Solute-Carrier, SLC5, wurde 2003 von LI
et al. als Tumorsuppressor, der in Colonkarzinomen durch Methylierung herabreguliert
wird, beschrieben. Im Pansenepithel konnte seine Expression bislang nur auf mRNA-
Ebene nachgewiesen werden (BILK 2007).

Der SMCT vermittelt den Transport von Natrium mit einem Kosubstrat in einer
Stochiometrie von 2-4 Na : 1, der Transport ist also elektrogen (GOPAL et al. 2004,
MIYAUCHI et al. 2004). MIYAUCHI et al. (2004) konnten zeigen, dass mittels dieses
Transporters im Colon nicht nur Laktat, sondern auch Azetat, Propionat und Butyrat im
Kotransport mit Natrium permeieren. Die Lokalisation des SMCT wird im Colon bislang
apikal vermutet (PARODER et al. 2006; GUPTA et al. 2006) und er wird als Ibuprofen-
hemmbar beschrieben (PARODER et al. 2006).

2.3.4.6 Kanalproteine

Auf der Basis von Ussing-Kammer- und Patch-Clamp-Versuchen wurde wiederholt die
Existenz eines oder mehrerer Kanalproteine am Pansenepithel postuliert (BILK 2007;
STUMPFF et al. 2009; RACKWITZ et al. 2011; RACKWITZ 2011). Kandidaten hierfur sind
die Kanalproteine der CLC-Famile (Chloride-Channel), der CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator), Maxi Anionen Kandale oder auch ORCC
(Outward Rectifying Chloride Channels) (STUMPFF et al. 2009; RACKWITZ 2011).
RACKWITZ (2011) untersuchte die genannten Kandidatenproteine auf ihre Beteiligung an
einem elektrogenen Transport der im Pansen anfallenden SCFA und kam zu dem
Schluss, dass es in der apikalen Membran des Pansenepithels eine Leitfahigkeit fur Azetat
gibt. Diese kann funktionell jedoch nicht eindeutig zugeordnet werden, eine Beteiligung
von CLC und CFTR werden ausgeschlossen (RACKWITZ 2011). STUMPFF et al. (2009)

postulieren hingegen eine basolaterale Lokalisation dieser Leitfahigkeit.
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2.4 Beeinflussung der SCFA-Resorption auf Genexpres  sionsebene

Eine Akkumulation von SCFA bzw. deren Metaboliten im Pansenlumen kann zu
Entgleisungen des ruminalen Milieus und in der Folge des gesamten Stoffwechsels des
Tieres fuhren (PENNER et al. 2009a; ASCHENBACH et al. 2011). Auch im Zytosol der
Epithelzellen ist eine Anhaufung dieser Substrate nicht unproblematisch (s. 2.2
Metabolismus von SCFA im Pansenepithel). Deshalb werden Mechanismen benétigt, die
dies effektiv verhindern, indem bei vermehrter Anflutung von SCFA auch die Kapazitaten
fur deren Ausschleusung gesteigert werden.

Der einfachste Weg fir eine solche Anpassungsreaktion ware eine Kopplung der
Genexpression der verantwortlichen Transportproteine an das Vorhandensein ihrer
Substrate, also SCFA. Betrachtet man diese naher, scheinen v.a. Butyrat bzw. dessen
Metaboliten, die aufgrund ihrer Hydrophilitat ausschlieBlich proteinvermittelt Gber das
Pansenepithel permeieren kénnen, eine Schltsselrolle zu spielen. In verschiedenen nicht-
ruminalen Geweben bzw. Zellen wurde als Reaktion auf erhéhte Butyrat-Konzentrationen
eine verstarkte Expression von MCT 1 und 4, die auch im Pansenepithel nachgewiesen
werden konnten (MULLER et al. 2002; KIRAT et al. 2007), beobachtet (CUFF et al. 2002;
LACORN et al. 2010). Daher liegt der Gedanke nahe, dass diese SCFA auch im
Pansenepithel Einfluss auf die Genexpression der Transportproteine, insbesondere MCT,
hat. Der bisherige Wissensstand zu den Effekten von Butyrat bzw. dessen Metaboliten auf
die Genexpression sowie Zellproliferation, -differenzierung und -stoffwechsel soll deshalb

im Folgenden erlautert werden.

2.4.1 Beeinflussung der Genexpression durch Butyrat
2.4.1.1 Effekte von Butyrat auf die Genexpressioni  n nicht-ruminalen Geweben

SCFA im Allgemeinen und Butyrat im Besonderen werden seit LAngerem insbesondere in
der Humanmedizin in Hinblick auf ihre scheinbar positiven Auswirkungen auf das Epithel
des Dickdarmes untersucht. Teilweise werden Klistiere oder orale Gaben von Butyrat
sogar schon Klinisch zur Therapie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
(inflammatory bowel disease, IBD) eingesetzt (VELAZQUEZ et al. 1997; DI SABATINO et
al. 2005). Der genaue Wirkmechanismus ist dabei noch nicht detailliert geklart. So haben
verschiedene Untersuchungen gezeigt, dass es gravierende Unterschiede zwischen den
Wirkungen von Butyrat auf verschiedene Zelltypen sowie unter in vitro- und in vivo-
Bedingungen zu geben scheint (SCHEPPACH et al. 1992; COMALADA et al. 2006). Im
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humanen Colon und anderen Geweben wurde wiederholt eine tumorsuppressive Wirkung
von Butyrat durch Hemmung der Proliferation der Zellen und Férderung ihrer
Differenzierung beschrieben (VELAZQUEZ et al. 1996; SCHRODER et al. 1999;
ABRAHAMSE et al. 1999; INAN et al. 2000a; HAMER et al. 2008). Bei nicht entarteten
Zellen wurde allerdings genau die umgekehrte Wirkung, d.h. eine Stimulation der
Proliferation und verringerte Differenzierung, beobachtet, was als ,Butyrat-Paradoxon”
bezeichnet wird (SCHEPPACH et al. 1992; VELAZQUEZ et al. 1996; COMALADA et al.
2006; HAMER et al. 2008).

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde anfangs vor allem die Wirkung von Butyrat auf
Proteine untersucht, die als Protoonkogene fungieren oder anderweitig in Zellproliferation
und -untergang eingebunden sind. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
Expression von p21, einem Protein, das zum Zellzyklusarrest in der Gl-Phase flhrt, unter
Butyratexposition erhoht ist (BLOTTIERE et al. 2003; HAMER et al. 2008). Damit kann
maoglicherweise ein Teil der antiproliferativen Wirkung von Butyrat auf Tumorzellen erklart
werden.

Allerdings kénnen auch entziindungshemmende Wirkungen, Reduktion von oxidativem
Stress und eine Forderung der intestinalen Barrierefunktion von Butyrat ausgehen
(HAMER et al. 2008; PLOGER et al. 2012). Von besonderem Interesse fiir die vorliegende
Arbeit ist aber die Beobachtung, dass Transportproteine aus der MCT-Familie, die auch im
Pansenepithel nachgewiesen wurden (MULLER et al. 2002), ebenfalls dem Einfluss von
Butyrat unterliegen. So wurde in Brustkrebszellen sowie CaCo2-Zellen nach Inkubation mit
Butyrat eine verstarkte Expression von MCT 4 und CD 147 sowie MCT 1 beobachtet
(BORTHAKUR et al. 2008; QUEIROS et al. 2012). Auch in gastrointestinalen Epithelzellen
aus Colon und lleum berichteten CUFF et al. (2002) sowie LACORN et al. (2010) von
einer Erhéhung der MCT1-mRNA-Expression nach Behandlung mit Butyrat. Dies erscheint
insofern sinnvoll, als ein erhdhtes Substratangebot auch erhéhte Transportkapazitaten
erfordert und dem MCT 1 v.a. im Gastrointestinaltrakt eine Schliisselrolle beim Transport
von Butyrat zugeschrieben wird (HADJIAGAPIOU et al. 2000; CUFF et al. 2002; DUDEJA
und RAMASWAMY 2006).
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2.4.1.2 Effekte von Butyrat auf das Pansenepithel

Auch im Vormagensystem der Wiederkauer wurde der Wirkung von Butyrat bereits viel
Beachtung geschenkt. Butyrat ist dafiir bekannt, die Entwicklung der Vormé&gen bei
Kéalbern und L&mmern voranzutreiben. So erreichte das Retikulorumen von Kéalbern durch
Futterung von Natriumbutyrat ein grolBeres Gewicht und wies besser ausgebildete
Pansenzotten auf als das gleich alter Kontrolltiere ohne Butyrat-Gabe (SUAREZ et al.
2006; GORKA et al. 2009; NAEEM et al. 2012). Bei adulten Tieren konnte durch
Butyratinfusionen in den Pansen die Proliferation der Epithelzellen geférdert (SAKATA und
TAMATE 1978; SHEN et al. 2005) und eine Vergroél3erung der Pansenzotten (SHEN et al.
2004; MALHI et al. 2013) hervorgerufen werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass neben
diesen makroskopischen Verdnderungen hohe Butyratkonzentrationen im Pansen auch zu
erhohten Transportraten von Nahrstoffen wie Na*, CI" und sogar von Butyrat selbst fiihren
(SEHESTED et al. 1997). Die Autoren folgerten, dass dies nicht allein als eine Folge der
vergrol3erten Absorptionsflache durch die Proliferation der Zotten betrachtet werden kann
(DIRKSEN et al. 1992), sondern zusatzlich von einer Adaptation der beteiligten
Transportproteine ausgegangen werden muss, ohne die Identitat dieser Proteine naher
benennen zu kénnen (SEHESTED et al. 1997).

In neueren Untersuchungen wurde der Schwerpunkt daher vermehrt auf die Effekte von
Butyrat auf Protein- und Genexpressionsebene gelegt. BALDWIN et al. (2012) berichteten
nach intraruminaler Butyratinfusion bei Kiihen tber einen immensen Einfluss von Butyrat
auf die Genexpression im Pansenepithel. So wurde in ihrer Untersuchung die Expression
von 80 verschiedenen Genen signifikant beeinflusst, unter anderem des SMCT 1.
Insgesamt liegen bislang allerdings nur unzureichend Daten vor, was die Beeinflussung
der Expression von (SCFA-)Transportproteinen im Pansen betrifft. In den meisten
diesbeziglichen Studien wurde den Tieren ein erhohter Kraftfutteranteil gefiuttert, was
indirekt zu erhohten intraruminalen Butyratkonzentrationen fuhrt, aber auch andere
Einflussfaktoren auf die Genexpression - beispielsweise Futteraufnahme, -verwertung und
unterschiedliche Nahrstoffkonzentrationen im Pansen - mit sich bringen kénnte.

Bezuglich des NHE konnten YANG et al. (2012) eine erhéhte mRNA-Expression der
Isoformen 1 und 3 im Pansenepithel der Ziege nach vermehrter Konzentratfltterung
zeigen. Dies wird als Reaktion auf erhdohte SCFA-Konzentrationen sowie einen
erniedrigten pH-Wert im Pansen in Form verstarkter (Gegen-) Regulationsmechanismen
des ruminalen pH-Werts angesehen (YANG et al. 2012). Analog ware es denkbar, dass

erhohte SCFA-Konzentrationen auch Zu hoheren Transport- und/oder
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Stoffwechselkapazitaten fiur SCFA und somit einer erhéhten mRNA-Expression von
SCFA-Transportproteinen fuhren.

Tatsachlich beobachteten STEELE et al. (2012) nach Kraftfuttergabe Veranderungen in
der mRNA-Expression mehrerer Gene, inshesondere von in die Cholesterolbiosynthese
involvierten Enzymen. Jedoch wurden in dieser Studie auf3er MCT 1 keine weiteren
SCFA-Transportproteine untersucht, wobei zudem keine Effekte auf die mRNA-Expression
von MCT 1 beobachtet werden konnten (STEELE et al. 2012). LAARMAN et al. (2012)
hingegen konnten bei Kalbern nachweisen, dass eine frihzeitige zusatzliche Fitterung
von Kalbern mit ,Starter, d.h. einem Raufutter fiir die Ubergangsphase von Milch zu
festem Futter, im Vergleich zu Tieren, die nur Milchaustauscher erhielten, zu einer
erhohten Expression des MCT 1 im Pansenepithel fuhrt. Diese unterschiedlichen
Ergebnisse kdnnten in den stark voneinander abweichenden Versuchsansatzen begriindet
sein, die, da in vivo durchgefuhrt, auch von Gesundheitszustand, Futteraufnahme (andere
Nahrstoffe, Pansen-pH, Pansenflora und somit Bildung von SCFA) sowie dem
Entwicklungszustand der Tiere abh&ngen.

Es muss also festgestellt werden, dass - im Gegensatz zu nicht-ruminalen Geweben -
bezuglich der Regulation von potentiellen SCFA-Transportprozessen im Pansenepithel
bislang nur vereinzelte Befunde auf Genexpressionsebene vorliegen, die noch keine
eindeutigen Schlussfolgerungen zulassen. Doch gerade die Anpassungsfahigkeit dieser
Transportmechanismen ist von zentraler Bedeutung fir die Leistungsfahigkeit und

Gesundheit unserer Hauswiederkauer.

2.4.2 Beeinflussung der Genexpression durch Hypoxie

Neben einer erhtéhten Expression der MCT in verschiedenen Gewebetypen durch
Butyratinkubation ist in der Literatur h&ufig beschrieben, dass dieselben Transportproteine
auch durch hypoxische Bedingungen verstarkt exprimiert werden (PEREZ DE HEREDIA
et al. 2010; BOIDOT et al. 2012).

Naturlicherweise kommt Hypoxie besonders haufig in tumords entarteten Geweben vor,
die aufgrund ihres schnellen Wachstums eine Unterversorgung mit Sauerstoff erleiden.
Deshalb ist dieser Einfluss auf die Genexpression in Tumorgeweben bereits haufig
beschrieben worden. Dabei fallt auf, dass wiederum Vertreter der MCT-Familie eine
zentrale Rolle bei der Adaptation der Genexpression an die hypoxischen Bedingungen zu
spielen scheinen. So zeigte sich - analog zu den Effekten, die CUFF et al. (2002) in
Colonzellen durch Butyratexposition erzielen konnten - an humanen Mammatumoren,

gastrointestinalen Tumoren sowie Adipozyten eine Erh6hung der Expression von MCT 1
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als Reaktion auf Hypoxie (PEREZ DE HEREDIA et al. 2010; DE OLIVEIRA et al. 2012;
BOIDOT et al. 2012).

Auch MCT 4 und der Glukosetransporter GLUT 1 wurden unter hypoxischen Bedingungen
in humanen Mamma- und Blasentumoren vermehrt exprimiert (ORD et al. 2005; ULLAH et
al. 2006; HARRIS et al. 2009; PINHEIRO et al. 2011). Dies unterstitzt sowohl die
Einschleusung von Substraten flr eine gesteigerte anaerobe Glykolyse (Uber GLUT 1) als
auch die Ausschleusung der dabei anfallenden Metaboliten (iber MCT) und fuhrt somit zu
besseren Uberlebensraten der Zellen unter den sauerstoffarmen Bedingungen eines
schnell wachsenden Tumors (BOIDOT et al. 2012). Wéahrend eine erhdhte Expression von
GLUT 1 spezifisch fur hypoxische Bedingungen zu sein scheint (ULLAH et al. 2006;
PEREZ DE HEREDIA et al. 2010), konnte eine vermehrte mRNA Expression von MCT 1
und 4 nicht nur in Tumorzellen beobachtet werden, sondern scheint eine allgemeine
Antwort auf Stresssituationen wie Hypoxie oder Entziindungen zu sein (RIUS et al. 2008;
MARTINOV et al. 2009; PEREZ DE HEREDIA et al. 2010).

Dabei ist diesen Situationen eine verstarkte Akkumulation von Metaboliten gemein, die
auch bei erhdhten Butyratkonzentrationen im Pansen anfallen dirften (s. 2.2
Metabolismus von SCFA im Pansenepithel). Somit kdnnte eine vermehrte Entstehung von
Metaboliten ein moglicher gemeinsamer Trigger fur die Effekte von Butyrat und Hypoxie
sein. Die wiederholten Berichte Uber die erhdhte Expression von MCT 1 und 4 weisen auf
eine zentrale Rolle dieser Transportproteine bei der Ausschleusung dieser Metabolite hin,

die auch im Pansenepithel denkbar ist.

2.4.3 Mechanismen fiur die Regulation der Genexpress ion durch Butyrat
(-Metaboliten) und Hypoxie

Butyrat und Hypoxie stellen auf den ersten Blick zwei sehr unterschiedliche Faktoren dar,
scheinen aber dennoch vergleichbare Effekte auf die Expression derjenigen
Transportproteine auszutiben, die auch in den ruminalen SCFA-Transport involviert sein
konnten. Im Folgenden soll daher der Kenntnisstand zu den intrazellularen Pathways
dargelegt werden, durch die diese Effekte erzielt werden, um potentielle Gemeinsamkeiten
von Butyrat- und Hypoxie-induzierten Veranderungen der Genexpression nachvollziehen

zu konnen.

2.4.3.1 Butyrat als Deazetylaseinhibtor

Einer der wichtigsten Mechanismen bei der Beeinflussung der Genexpression durch

Butyrat scheint seine Wirkung als Histondeazetylaseinhibitor (HDI) zu sein (KOURAKLIS
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und THEOCHARIS 2006). Histone sind wichtige Regulatoren der Genaktivitdt und kdnnen
durch Histon-Azetyl-Transferasen bzw. -Deazetylasen azetyliert oder deazetyliert werden
(GRUNSTEIN 1997). Diese Enzyme liegen in einem empfindlichen Gleichgewicht vor, das
durch verschiedene Faktoren, u.a. HDI, verschoben werden kann. Durch die Azetylierung
von Histonen werden Lysinreste neutralisiert, woraufhin die Affinitat der Histone zur DNA
sinkt und das Nukleosom sich entfaltet. Somit liegt DNA, die stark azetyliert ist, in einer
Loffeneren* Konformation vor und Transkriptionsfaktoren kénnen leichter binden. Dies fuhrt
zu vermehrter Transkription der codierten Gene (GRUNSTEIN 1997; KOURAKLIS und
THEOCHARIS 2006). Werden die Histone hingegen deazetyliert, binden sie fester an das
Phosphatgeriist der DNA und es wird schwerer fur Transkriptionsfaktoren, daran zu
binden (KOURAKLIS und THEOCHARIS 2006).

Auf diese Weise beeinflusst Butyrat auch die Effekte des Transkriptionsfaktors NFkB
(INAN et al. 2000a; CANANI et al. 2011), der wiederum in die Regulation von
Transportproteinen im Pansenepithel eingebunden sein kann. So gibt es starke Hinweise
auf eine Regulation von MCT 1 durch NFkB (HADJIAGAPIOU et al. 2005). Deshalb soll im

Folgenden néher auf diesen Faktor eingegangen werden.

2.4.3.2 Nukleérer Faktor kB (NFkB)

NFkB ist ein Transkriptionsfaktor, der eine zentrale Rolle bei Entziindung, Tumorgenese
und -wachstum sowie der Immunantwort spielt (KERN 2007).

ADAM et al. (2003) konnten eine verlangerte NFkB-Aktivitat durch Inkubation von Zellen
einer Nierenzelllinie (Cos7) mit Na-Butyrat zeigen, wahrend mehrere andere
Untersuchungen am Colon eher auf eine Unterdrickung seiner Aktivierung durch Butyrat
hindeuten (INAN et al. 2000a; HAMER et al. 2008). Trotz der divergenten Resultate wird
doch in den meisten Studien postuliert, dass es einen Zusammenhang zwischen Butyrat
als HDI und der Wirkung von NFkB gibt (INAN et al. 2000a; CANANI et al. 2011).
Untersuchungen von BORTHAKUR et al. (2008) an Caco-2-Zellen weisen allerdings
darauf hin, dass es sich bei den Effekten der Hemmung der Histonazetylierung und des
Transkriptionsfaktors NFkB um zwei voneinander getrennte, Butyrat-induzierte
Mechanismen handelt, deren Effekte additiv zueinander wirken.

Ein aktiver NFkB-Dimer besteht aus einem Dimer der verschiedenenen Untereinheiten
p50, p52, p65 (RelA), c-Rel und RelB (INAN et al. 2000b; KERN 2007). Deren Aktivitat
wird hauptséachlich auf Proteinebene beeinflusst. Im Zytoplasma liegen die NFkB-
Untereinheiten bzw. deren Vorlauferformen gebunden an inhibitorische kB-Molekile (IkB)

vor. Erst wenn diese durch eine IkB-Kinase (IKK) der proteosomalen Degradation
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preisgegeben werden, kann der Dimer in den Kern transloziert werden und an
spezifischen Bindungsstellen andocken. Durch eine Stabilisierung dieser IkB oder eine
Aktivierung der IKK kann so die Aktivitdt von NFkB moduliert werden (RIUS et al. 2008).
Im Gegenzug werden IKK durch Oj-abhangige Prolyl-Hydroxylasen (PHD) bei Normoxie
der proteosomalen Degradation zugefuhrt und so eine Aktivierung von NFkB verhindert
(CUMMINS und TAYLOR 2005; CUMMINS et al. 2006; RIUS et al. 2008). Das bedeutet,
dass es auch bei Hypoxie zu einer Aktivierung von NFKB kommt.

Klassische Zielgene von NFkB sind Entziindungsmediatoren wie die Cyclooxygenase
(COX) 2, Tumornekrosefaktor (TNF) a und viele Interleukine (VAUPEL 2004). Auch die
Promotorregion des MCT 1, dessen Regulation durch Butyrat(-Metaboliten) bereits in
verschiedenen Geweben beschrieben wurde (CUFF et al. 2002; LACORN et al. 2010;
LAARMAN et al. 2012), weist eine Bindungsstelle fur NFkB auf (HADJIAGAPIOU et al.
2005). Dieser Befund legt nahe, dass eine NFkB-vermittelte Anderung der Genexpression
von MCT 1 auch im Pansenepithel eine Rolle bei der Adaptation an erhohte
Konzentrationen von Butyrat(-Metaboliten) spielt.

Allerdings reguliert NFKB wiederum auch die Expression weiterer Transkriptionsfaktoren,
wie z.B. den Hypoxie-induzierbaren Faktor (HIF) 1 (RIUS et al. 2008). Dieser wurde als
Mediator von durch Hypoxie hervorgerufenen Verdnderungen der Genexpression, wie
eine erhohte Expression von GLUT 1, MCT 1 und 4, beschrieben (VAUPEL 2004).

Deshalb wird auch auf diesen Faktor im folgenden Abschnitt néher eingegangen.

2.4.3.3 Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF) 1

Wie bereits erlautert, kommt es unter hypoxischen Bedingungen in den meisten Zellen zu
ahnlichen Veranderungen der Genexpression, die auch durch Butyratinkubation induziert
werden. Eine mogliche Verknipfung dieser unterschiedlichen Faktoren stellt der
gemeinsame Aktivierungsweg dar: Wie bei NFkKB wird auch die Aktivitdt von HIF 1 Uber
O,-abhéngige PHD reguliert, die bei Normoxie dessen cytosolische a-Untereinheit der
proteosomalen Degradation zuftihren (CUMMINS und TAYLOR 2005; CUMMINS et al.
2006; RIUS et al. 2008). Aus der verminderten Aktivitat dieser PHD bei Hypoxie ergibt sich
ein héherer Anteil von cytosolischen HIF la-Untereinheiten. Diese HIF la-Untereinheiten
wandern verstarkt in den Zellkern und dimerisieren dort mit HIF 1B-Untereinheiten, sodass
der aktive Transkriptionsfaktor entsteht. Er bindet im Zellkern an entsprechende response
elements und moduliert so die Genexpression mit dem Ziel, den Stoffwechsel der Zelle an
die veranderten Bedingungen anzupassen (CUMMINS und TAYLOR 2005). Es wird
jedoch neben dieser posttranskriptionellen auch Uber eine (zusatzliche) Regulation der
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Genexpression von HIF 1a tber NFkB diskutiert (s. 2.4.3.2 Nukle&rer Faktor kB) (VAUPEL
2004; CUMMINS und TAYLOR 2005; CUMMINS et al. 2006; PEREZ DE HEREDIA et al.
2010), findet sich doch in dessen Promotorregion eine klassische NFkB-Bindungsstelle
(RIUS et al. 2008). Die Bedeutung dieses Mechanismus wurde in IKK-knockout-Mausen
nachgewiesen, bei denen die mRNA-Expression fur HIF 1a aufgrund der mangelnden
Aktivitat von NFkB deutlich verringert war (RIUS et al. 2008). Zu den Zielgenen von HIF 1a
ist bislang nur wenig bekannt. Als gesichert gilt die Steigerung der Expression von GLUT 1
durch HIF 1 (ULLAH et al. 2006; GANAPATHY et al. 2009; PEREZ DE HEREDIA et al.
2010). In Untersuchungen an Tumorbiopsien konnten Korrelationen zwischen der mRNA-
Expression von GLUT 1 und MCT 1 sowie MCT 4 beobachtet werden. Deshalb wird
angenommen, dass auch die Genexpression der beiden letzteren Transporter durch HIF
la beeinflusst wird (PINHEIRO et al. 2011; RADEMAKERS et al. 2011).

2.4.3.4 Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Rezept  or (PPAR) a

Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der vermutlich durch Butyrat aktiviert wird, ist PPAR a
(BENESCH et al. 2012; CONNOR et al. 2013). PPAR a wird im Zytosol durch Bindung
eines Liganden, beispielsweise einer langkettigen Fettsaure, aktiviert und wandert
daraufhin in den Zellkern, wo er mit dem Retinoid-X-Rezeptor dimerisiert und so zum
aktiven Transkriptionsfaktor wird (KLIEWER et al. 1992; SCHOONJANS et al. 1996).
Bekannte Zielgene von PPAR a sind insbesondere Enzyme der [3-Oxidation wie die
AcylCoA Oxidase (ACO), die Medium-Chain AcylCoA Dehydrogenase (MCAD) und die
Carnitin-Pamitoyl-Transferase | (CPTI) (MANDARD et al. 2004). An Mausen konnte
gezeigt werden, dass durch einen synthetischen Agonisten von PPAR a die mRNA
Expression des MCT 1, der bereits mehrfach als Kandidat fir den Transport von SCFA(-
Metaboliten) im Pansenepithel genannt wurde, in Leber, Niere und Dinndarm gesteigert
wird (KONIG et al. 2008; KONIG et al. 2010). Einzelne Untersuchungen fanden auch
Hinweise auf eine Beeinflussung der Aktivitat von NFkB durch PPAR a (MISHRA et al.
2004).

2.4.3.5 Abschliel3ende Beurteilung der Regulationsme  chanismen der Genexpression

im Pansenepithel

Es gibt also Hinweise, dass sowohl Butyrat als auch Hypoxie die Genexpression in
verschiedenen Geweben &hnlich beeinflussen. Dabei fallt auf, dass insbesondere

Transportproteine aus der MCT-Familie, die wahrscheinlich auch im Pansenepithel eine
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Rolle bei der Ausschleusung von SCFA(-Metaboliten) spielen, unter diesen Bedingungen
stark reguliert werden. Auch scheint es Uberschneidungen zwischen den jeweiligen
zugrunde liegenden Mechanismen zu geben. So sind Beteiligungen von NFkB, HIF 1
sowie PPARa denkbar.

Inwiefern beide Bedingungen (Butyrat und Hypoxie) auch am Pansenepithel die
Genexpression, insbesondere von SCFA-Transportproteinen, beeinflussen und ob sich
diese vergleichen lassen, ist von groftem Interesse fur das Verstdndnis der
Adaptationsprozesse an veranderte Stoffwechselanforderungen und somit auch fur die

Gestaltung von Futterungsregimes bei Wiederkauern.
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2.5 Fragestellungen dieser Arbeit

Die vorangegangenen Ausfihrungen zeigen, dass die Mechanismen des SCFA-
Transports Uber die apikale Membran des Pansenepithels bereits intensiv untersucht
wurden. Dagegen wurde noch nicht naher erforscht, wie die SCFA oder ihre Metaboliten
Uber die basolaterale Membran ins Blut gelangen. Es ist anzunehmen, dass fur die
Permeation der SCFA auf dieser Seite des Pansenepithels lipophile Diffusion eine noch
geringere Rolle spielt als auf der apikalen Seite, wogegen proteinvermittelte Mechanismen
wesentlich beteiligt sind (KIRAT et al. 2006b). Verschiedene Hypothesen legen die
Existenz eines SCFA/HCOj3-Austauschmechanismus auf der basolateralen Seite nahe,
gestutzt durch die Analogie zu aus dem Colon bekannten Transportmechanismen fur
SCFA (TYAGI et al. 2002; DUDEJA und RAMASWAMY 2006), den Nachweis eines
SCFA/HCOgjs-Austauschmechanismus auf der apikalen Seite (ASCHENBACH et al.
2009), sowie die Uberlegung, dass fir die Sekretion von HCO3™ ins Lumen auch HCO3’
aus dem Blut in die Epithelzellen gelangen muss. Kandidaten fur die Vermittlung dieses
Austauschs Uber die basolaterale Membran des Pansenepithels sind AE 2, DRA, MCT 1
und PAT 1, wobei MCT 1 als bislang einziges Transportprotein eindeutig der basolateralen
Membran zugeordnet werden konnte (MULLER et al. 2002). Daraus ergibt sich der erste

Ansatz dieser Arbeit, der den folgenden Fragestellungen nachgehen sollte:

- Kann eine signifikante Beteiligung von lipophiler Diffusion an der Permeation von
SCFA Uuber die basolaterale Membran des Pansenepithels sicher ausgeschlossen
werden?

- Ist die Permeation von SCFA Uber die basolaterale Membran des Pansenepithels
abhangig von der Anwesenheit von Bikarbonat?

- Spielt der basolateral nachgewiesene MCT 1 eine Rolle bei diesen

Transportvorgangen?

In einem zweiten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern die ruminalen
Transportmechanismen fir SCFA an veradnderte Anforderungen, d.h. eine
Substratakkumulation, angepasst werden kdnnen. Deshalb sollte der Einfluss von Butyrat
auf die Regulation dieser Transportvorgange auf der Ebene der Genexpression untersucht
werden. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass MCT 1 eine
zentrale Rolle bei der Ausschleusung von SCFA aus dem Pansenepithel ins Blut spielt (s.

3.1 Publikation 1). Somit ware eine substratabhangige Regulation der Expression dieses
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Proteins durchaus sinnvoll, um eine Anpassung an veranderte intraruminale SCFA-
Mengen zu ermdglichen. Eine Modulation der mRNA-Expression von MCT 1 und 4 durch
Butyrat, aber auch Hypoxie wurde bereits in anderen Geweben beobachtet (CUFF et al.
2002; PEREZ DE HEREDIA et al. 2010). Bei dieser Regulation der Expression von MCT 1
und 4 in anderen Geweben scheinen redundante Mechanismen, insbesondere eine
Aktivierung von NFkB, HIF 1 und/oder PPARa eine Rolle zu spielen.

Deshalb sollten im zweiten Teil der Arbeit die Auswirkungen von Butyrat und Hypoxie auf
die Expression von Kandidaten fur den SCFA-Transport Uber das Pansenepithel sowie die
Beteiligung mdglicher intrazellularer Pathways untersucht werden. Die zu klarenden

Fragen waren:

- Ist die Expression der am SCFA-Transport beteiligten Proteine, insbesondere MCT
1 und 4, durch Butyrat und/oder Hypoxie beeinflussbar?
- Sind die Transkriptionsfaktoren NF«B, HIF 1 und/oder PPARa an dieser Regulation

der Genexpression beteiligt?
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Bicarbonate-dependent transport of acetate and butyrate
across the basolateral membrane of sheep rumen
epithelium

F. Dengler, R. Rackwitz, F. Benesch, H. Pfannkuche and G. Gabel
Institute of Veterinary Physiology, University of Leipzig, Leipzig, Germany

Abstract

Aim: This study aimed to assess the role of HCO3 in the transport of
acetate and butyrate across the basolateral membrane of rumen epithelium
and to identify transport proteins involved.

Methods: The effects of basolateral variation in HCOj3 concentrations on
acetate and butyrate efflux out of the epithelium and the transepithelial
flux of these short-chain fatty acids were tested in Ussing chamber experi-
ments using '"C-labelled substrates. HCOj -dependent transport mecha-
nisms were characterized by adding specific inhibitors of candidate
proteins to the serosal side.

Results: Effluxes of acetate and butyrate out of the epithelium were higher
to the serosal side than to the mucosal side. Acetate and butyrate effluxes
to both sides of rumen epithelium consisted of HCOj -independent and -
dependent parts. HCOJ-dependent transport across the basolateral mem-
brane was confirmed in studies of transepithelial fluxes. Mucosal to serosal
fluxes of acetate and butyrate decreased with lowering serosal HCO3
concentrations. In the presence of 25 mm HCOj, transepithelial flux of
acetate was inhibited effectively by p-hydroxymercuribenzoic acid or
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, while butyrate flux was unaffected by
the blockers. Fluxes of both acetate and butyrate from the serosal to
the mucosal side were diminished largely by the addition of NOj3 to the
serosal side, with this effect being more pronounced for acetate.
Conclusion: Our results indicate the existence of a basolateral short-chain
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fatty acid/HCOj exchanger, with monocarboxylate transporter 1 as a
primary candidate for acetate transfer.

Keywords anion exchange, flux studies, monocarboxylate transporter 1,
rumen, short-chain fatty acids.

Most carbohydrates, such as cellulose, hemicellulose,
pectin and lignin, that are taken up by ruminants are
indigestible for the animal itself, but microorganisms
in the forestomach are able to break them down
nearly completely to short-chain fatty acids (SCFA),
primarily acetate, propionate and butyrate (Stevens &
Stettler 1966, Diernzes et al. 1994, Sehested et al.
1999a). SCFA produced in the forestomach can
account for as much as 75% of the animal’s total
metabolizable energy intake (Gabel et al. 2002).

Short-chain fatty acids are primarily absorbed directly
in the forestomach, especially from its largest part, the
rumen (Barcroft et al. 1944, Marshall & Phillipson
1945). Consequently, mechanisms for SCFA transport
across rumen epithelium have been studied intensely.
Regarding apical uptake from the lumen into the cell,
lipophilic diffusion, protein-mediated SCFA exchange
with bicarbonate and electrogenic uptake have been
shown to be involved (Gabel et al. 2002, Aschenbach
et al. 2009, Rackwitz et al. 2011). All of these

© 2013 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Ltd, doi: 10.1111/apha.12155 403
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mechanisms ensure the effective transfer of SCFA
from the lumen into the cell interior. However, SCFA
that are taken up into the epithelial cells must leave
the cells at the same rate to prevent intracellular accu-
mulation, that is, the extrusion mechanisms on the
basolateral side must be as effective as those on the
apical side. At the basolateral side, lipophilic diffusion
is difficult because the intracellular concentration of
undissociated SCFA (HSCFA) is low due to the intra-
cellular pH of 6.8 to 7.4 (Rothenpieler 1991, Miiller
et al. 2000, Schweigel et al. 2005), given that the pK,
of the SCFA is 4.8 (Cistola er al. 1982). Thus, pro-
tein-mediated transfer of dissociated SCFA most likely
plays an even larger role at the basolateral side than
at the apical side. Several mechanisms for SCFA trans-
port from the cell interior into the blood have been
discussed in recent years (Sehested et al. 1999b,
Stumpff et al. 2009, Connor et al. 2010, Leonhard-
Marek et al. 2010). However, the quantitative contri-
butions and identities of these transport proteins are
still under discussion. While Stumpff et al. (2009) and
Leonhard-Marek et al. (2010) assumed a solely elec-
trogenic transfer via an anion channel, Connor et al.
(2010) and Kirat et al. (2006b) hypothesized an exclu-
sive proton-coupled permeation via the monocarboxy-
late transporter 1 (MCT1). In contrast, Sehested et al.
(1999b) assumed a SCFA/bicarbonate exchange as the
primary mechanism, reporting a strong dependence of
SCFA transfer on the presence of bicarbonate.

The hypothesis of Sehested ez al. (1999b) is also
supported by the observation that many anion
exchange proteins, such as putative anion transporter
1 (PAT1), downregulated in adenoma (DRA) and
anion exchanger 2 (AE2), have been observed to be
present in the ruminal epithelium on the molecular
level (Bilk e al. 2005). All of these proteins can oper-
ate as bicarbonate-dependent exchange mechanisms
(Mount & Romero 2004, Romero et al. 2004). How-
ever, their (apical and/or basolateral) localization
within the ruminal epithelium as well as their role in
SCFA transport has not been elucidated. The impor-
tant role of bicarbonate in SCFA transfer may also be
inferred indirectly from the observations that (a) the
HCOj3 concentration [(HCO7)] in the blood is contin-
uously high and thus provides an effective and stable
driving force, and (b) the apical (SCFA-coupled) secre-
tion of HCOj is quantitatively important (Ash &
Dobson 1963, Gibel et al. 1991) and thus needs a
constant and large HCO; supply from the cell inte-
rior. We therefore proposed that bicarbonate plays an
essential role in basolateral SCFA transfer, thus
supporting the hypothesis of Sehested et al. (1999b).

It is important to keep in mind, however, that
SCFA are metabolized to different extents following
apical uptake into the epithelium. Thus, not only the
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original SCFA but also their metabolites require effec-
tive transport mechanisms on the blood side of the
epithelium. All of the studies that have been con-
ducted to date show that high amounts of butyrate
are converted to -hydroxybutyrate, acetoacetate and
lactate (Annison et al. 1957, Hird & Weidemann
1964, Kristensen et al. 1998). The products of buty-
rate catabolism are assumed to leave the cells via
MCT1 (Gébel et al. 2002, Miller et al. 2002). This
transfer has been shown to be primarily proton-
coupled (Miiller et al. 2002). However, MCT1 has
also been described to function as a bicarbonate-
dependent mechanism in colon epithelium (Tyagi et al.
2002a, Dudeja & Ramaswamy 2006). Therefore, not
only non-metabolized acetate and butyrate but also the
products of butyrate metabolism may permeate the
basolateral membrane in a bicarbonate-dependent
manner. Thus, we used Ussing chambers to investigate
the influence of HCOj3 on the transport of both ace-
tate (which is barely metabolizable) and butyrate
(which is easily metabolizable) across the basolateral
membrane of rumen epithelium. To elucidate the
involvement of bicarbonate, effluxes of acetate and
butyrate out of epithelia that were preloaded with the
respective SCFA  were determined both under
HCO;5 -free and -containing conditions. These studies
were followed by transepithelial flux studies with
different serosal [HCOj3] values to vary the driving
force for HCOj-dependent transport mechanisms at
the basolateral membrane. In a third series of experi-
ments, epithelia were incubated with different inhibi-
tors to identify the transport protein(s) involved more
precisely.

Materials and methods

Animals and preparation of rumen epithelium

One- to six-year-old Merino breed sheep (ovis aries) of
both sexes were fed ad libitum with hay and water for
at least 2 weeks before slaughter. The animals were
killed by exsanguination after captive bolt stunning.

The abdominal cavity was opened, and the ventral
rumen (approx. 400 cm?) was cut out and rinsed with
37 °C warm buffer solution until the buffer solution
remained clear. The epithelium was stripped off the
muscle layers manually and transported to the labora-
tory in gassed buffer solution. The epithelium was cut
into pieces of approx. 4 x 4 cm and mounted in
Ussing chambers as described by Gabel et al. (1991).
The area exposed accounted for 3.14 cm®. Before
determining fluxes, the epithelia were allowed to
equilibrate in the system for at least 30 min.

The experiments were in accordance with the
German legislation on the protection of animals and

404 © 2013 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Ltd, doi: 10.1111/apha.12155
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were reported to the Landesdirektion Leipzig as T 86/
10. The study conforms to Good Publishing Practice
in Physiology (Persson & Henriksson 2011).

Electrical measurements

Electrical measurements were taken continuously with
the aid of a computer-controlled voltage clamp device
(Ingenieurbtiro fiir Mess- und Datentechnik, Dipl.-Ing.
K. MuBller, Aachen, Germany). The short-circuit
current (I,.) and transepithelial tissue conductance (G,)
were calculated computationally as described by
Gabel et al. (2001). In each experiment, mounted epi-
thelia were assigned to the different treatment groups
according to their G, measured after 30 min of equili-
bration such that all of the groups with different treat-
ments (inhibitors, pH, [HCO;5], pCO,) averaged a
similar mean G, which ranged between 1.73 and
2.23 mS cm 2. The I, measured after 30 min of equili-
bration ranged between 0.62 and 1.04 uEq cm 2 h™',
All of the experiments were conducted under short-
circuit conditions, that is, without an electrical gradient
between the mucosal and the serosal side.

Buffer solutions

The buffer solutions were prepared with chemicals
obtained from Sigma-Aldrich (Germany), Carl Roth
(Germany), VWR (Germany) or Merck (Germany) if
not stated otherwise. The gasses were procured from
Linde Gas (Germany).

In all of the experiments, a basic buffer solution
consisting of 120 mm NaCl, 5.5 mm KCl, 1.25 mm
CaClp, 1.25 mm MgCl, 0.6 mm NaH,PO4, 2.4 mm
Na,HPO,, 10 mMm glucose, 1 mm L-glutamine and
10 mm HEPES was used for rinsing, preparation and
transport of the epithelia. Mannitol was used to adjust
osmolarity to 280 + 5 mosm. The pH was adjusted to
7.4 using HCl or gluconic acid and NaOH unless
described otherwise. HCOJ -free solutions were gassed
with oxygen and contained 50 pm ethoxyzolamide to
prevent the epithelia from producing HCO; by car-
bonic anhydrase. All of the other buffer solutions con-
tained NaHCOj3 rather than the equivalent amount
NaCl and were gassed with carbogen (5% CO,, 95%
03) or 25% CO, and 75% O,, depending on the
experimental design.

The influence of HCO3 on efflux of acetate and
butyrate

To evaluate the role of HCO; in the transport of
SCFA across the basolateral membrane, effluxes of
4C-labelled acetate and butyrate out of the epithelium
were measured. For this purpose, epithelia were

F Dengler et al. « Basolateral SCFA transport in rumen epithelium

incubated in a buffer solution similar to the basic
buffer, but containing only 100 mm NaCl and 10 mm
Na-acetate and Na-butyrate each. Either acetate or
butyrate was labelled radioactively (final activity in the
incubation solution: 2.8 kBq mL™"' or 2.1 kBq mL™*
respectively). After 120 min of incubation, the cham-
bers were rinsed with basic buffer three times and
refilled with SCFA-free buffer solution containing
NaCl rather than Na-acetate and Na-butyrate and
nominally 25 or 0 mm NaHCOj (instead of NaCl).
The effluxes were measured by taking samples
(0.8 mL) from both the mucosal and the serosal buffer
solutions at certain time intervals to detect the amount
of substrate accumulation in the buffer solution. Based
on the efflux values determined at 5, 10, 15 and
30 min after rinsing, the area under the curve (AUC)
of the first 30 min (AUCj;) was calculated using the
trapezoidal rule as described by Matthews et al.
(1990) (Fig. 1).

The influence of different HCO; gradients on mucosal
to serosal flux of acetate and butyrate

To determine the HCO3 dependency of SCFA trans-
port across the basolateral membrane of rumen epi-
thelium, transepithelial fluxes of acetate and butyrate
from the mucosal to the serosal side (Jums® and Jums™,
respectively) were measured by applying different con-
centration gradients of HCOj3. The buffer solutions
contained 10 mm Na-acetate or Na-butyrate on the
mucosal side and 1 mm on the serosal side. Addition-
ally, both of these buffer solutions differed from the
basic buffer solution, consisting of only 18 mm NaCl,
10 mm MOPS rather than HEPES and nominally
either 25 mm NaHCOj; in combination with 75 mwm
Na-gluconate or 100 mm NaHCO3.

According to the Henderson—Hasselbalch equation
(pH = pK + log ([HCO; ]/{CO, + H,CO3})), [HCO; |
depends on pH and pCO,. Thus, these three parame-
ters were varied on the serosal side and controlled by
(blood) gas analysis (system ABLS, Radiometer
GmbH, Willich, Germany) (Table 1). Corresponding
to the analysis, the four experimental conditions will
further be referred to as 87/19/7.4, 20/19/6.9, 20/4/
7.4 and 5/4/6.9 ([HCO5] (mm)/pCO, (kPa)/pH).

In the 87/19/7.4 condition, the buffer solution
applied to the serosal side contained 87 mm HCOj.
This was achieved by gassing the buffer solution with
25% CO,, that is, keeping pCO, at 19 kPa. In the
20/19/6.9 condition, the buffer solution was gassed
with 25% CO,, but contained only 20 mm HCOj,
leading to a pH of 6.9. In the 20/4/7.4 condition, the
buffer solution used had the same composition on the
serosal as on the mucosal side, that is, a pH of 7.4
and 20 mm HCOj3, and was gassed with carbogen

© 2013 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Ltd, doi: 10.1111/apha.12155 405
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Figure | Time course of effluxes of acetate and butyrate in the absence of HCOjS . Epithelia were incubated with 10 mwm acetate

and butyrate each. One of them was labelled radioactively. After rinsing, the amount of substance accumulating at each side
was measured. Effluxes of both short-chain fatty acids to both sides followed a hyperbolic course. As shown for the efflux of
acetate to the mucosal side (grey area), AUC between 0 and 30 min (AUC3;) was calculated using the trapezoid rule (Matthews
et al. 1990). Results of AUC; calculation are shown in Fig. 2. Data represent means = SEM; # = 8 and N = 4 for each

treatment.

Table I [HCO; ], pCO, and pH in the buffer solutions for flux studies with different HCO; gradients measured in samples
taken hourly from three chambers of each treatment for 5 h; data obtained from the measurements of the mucosal buffer

solutions were pooled, as no influence of the serosal conditions was observed (means + SEM; 7 = 15 measurements in N = 3
epithelia for the serosal side; 7 = 24 measurements in N = 12 epithelia for the mucosal side (measured with ABLS, Radiometer

GmbH, Willich, Germany). Experimental conditions were denominated according to [HCOJ ], pCO, and pH on the serosal

side

Condition

Serosal Mucosal

87/19/7.4 20/19/6.9 20/4/7.4 5/416.9 20/4/7 .4
[HCO5 | (mm) 86.8 + 2.00 21.2 £ 0.45 19.7 £ 0.90 4.91 + 0.05 19.6 + 0.33
pCO; (kPa) 19.3 £+ 0.60 18.8 £ 0.40 4.34 + 0.18 4.34 + 0.18 4.34 + 0.06
pH 7.35 £ 0.05 6.90 + 0.01 735 =& 0,05 6.85 £ 0.02 7.43 £ 0.01

(5% CO;). The 5/4/6.9 condition was composed of a
serosal buffer solution that was titrated to a pH of
6.9 with HCI and gassed with carbogen, leading to a
diminution of [HCO3] to 5 mm. In all of the condi-
tions, [HCO5 | and pH on the mucosal side were kept
constant at nominally 20 mm and 7.4, respectively,
with the solution gassed with carbogen. Blood gas
analysis showed that even the 87/19/7.4 condition on
the serosal side did not influence the composition of
the buffer solution on the mucosal side. Under these
serosal conditions, mean values measured in buffer
solutions on the mucosal side were 21.7 mm [HCO;],
4.34 kPa pCO, and pH 7.40.

After equilibrating the epithelia in the system for
approx. 30 min, "*C-labelled acetate or butyrate (final

406

activity: 3.3 kBq mL~" or 2.5 kBq mL™", respectively)
was added to the mucosal side. Next, 60 min after the
addition of radioactivity, samples (0.8 mL) were taken
from the serosal side at intervals of 30 min for the
measurement of J.. for 1 h. The volume removed
was replaced by the respective buffer solution and
corrected for in flux ratio calculations.

Inhibitor sensitivity of mucosal to serosal flux of acetate
and butyrate

Known inhibitors of HCO;-dependent transport
mechanisms were tested for effects on acetate and
butyrate transport across the basolateral membrane.

In these studies, the 20/4/7.4 condition (Table 1) was

© 2013 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Ltd, doi: 10.1111/apha.12155
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applied, that is, epithelia were incubated in the buffer
solution described above with a pH of 7.4, 25 mm
NaHCO; and gassed with carbogen on both sides.
p-Hydroxymercuribenzoic acid (pHMB) (1.6 mwm,
dissolved in 1N NaOH), o-cyano-4-hydroxycinnamic
acid (CHC) (5 mm, dissolved in DMSO) and 4,
4'-diisothiocyano-2,2"-stilbenedisulfonic acid (DIDS)
(1 mm) were used to inhibit MCT1 (Halestrap &
Price 1999), PAT1 (Petrovic et al. 2002), DRA
(Silberg et al. 1995), AE2 (Kramer et al. 1996) and a
DIDS-sensitive anion channel described by Stumpff
et al. (2009).

Sixty minutes after the addition of the labelled sub-
strate, Jms was measured in the absence of the respec-
tive inhibitor for a first flux period of 60 min.
Thereafter, a stock solution of the inhibitor was added
to the serosal buffer solution. In the chambers of the
control groups, the solvents of these inhibitors were
applied. Given that epithelia of the various control
treatments did not differ in J., (P = 0.80, repeated-
one-way N =8,
n = 15), the J.s of the control epithelia was pooled

measures analysis of variance,
for each animal, irrespective of the solvent added.
After 30 min of incubation with the respective inhibi-
tor, Jms was measured for another 60 min such that
effects of the inhibitor could be compared with each
epithelium’s individual flux rate before the addition of
the respective blocker.

The data were pooled for each animal for the
statistical analysis of inhibitor effects. The samples
were taken as described in the flux experiments
before.

Nitrate sensitivity of serosal to mucosal flux of acetate
and butyrate

To test the NOj; sensitivity of basolateral SCFA trans-
port, labelled acetate or butyrate (final activity:
3.3 kBqmL™' or 2.5 kBqmL™', respectively) was
added to the serosal side, and transepithelial flux rates
were measured by taking samples (0.8 mL) from the
mucosal side. The studies were conducted with
HCO; -free buffer solutions similar to the basic buffer
solution, but containing only 115 mm NaCl and
10 mm Na-acetate or Na-butyrate. In the buffer solu-
tion on the serosal side, CI~ was omitted completely
and substituted by gluconate to ensure that only SCFA
anions remained for transport by a putative anion
exchanger. On the mucosal side, the concentration of
Cl™ was 124 mm.

NaNOj; was added to the serosal side in aqueous
solution to achieve a final concentration of 50 mwm.
Na-gluconate was added in the same amount and final
concentration on the mucosal side of the NOj -treated
chambers and on both sides of the control group.

F Dengler et al. « Basolateral SCFA transport in rumen epithelium

Fluxes from the serosal to the mucosal side (J,.,) were
determined as described above.

In the control group, the addition of gluconate to
the already present gluconate might influence the con-
centration of free Ca®* ([Ca®*]) in the buffer solution
on the serosal side. Therefore, free [Ca?*] in the buffer
solutions (before and after addition of NaNO; and
Na-gluconate, respectively) was measured by blood
gas analysis (ABL8O flex, Radiometer GmbH, Willich,
Germany). We detected 0.23 mm free [Ca®*] in the
buffer solution with 124 mwm gluconate and 0.31 mm
free [Ca”*] in the buffer solution containing additional
50 mm NaNOs;, whereas the buffer solution with
extra Na-gluconate contained 0.18 mm free [Ca®*].
Although there was a small difference between the
incubation conditions after the addition of gluconate
or NOj, the change in free [Ca®'] in the control
group did not induce any differences in its flux rates,
that is, there was no change in flux rates before and
after addition of the Na-gluconate solution in the
control group (Fig. 5).

Measurement of radioisotopes

The activity of radioisotopes was measured as decays
per minute (dpm) by photometric measurements [Per-
kin Elmer Liquid Scintillation Analyzer Tri Carb 2810
TR (Perkin Elmer Inc., Waltham, USA)]. The corre-
sponding amount of substrate was calculated using a
simple ratio equation. In each experiment, two sam-
ples (0.1 mL) were taken from the side to which the
labelled substrate was added, and their averaged dpm
were used to calculate the specific activity used. Aqua-
safe® 300 Plus [Fa. Zinsser Analytic (Germany)] was
used as scintillation fluid. '*C-labelled acetate and
butyrate were obtained from Hartmann Analytic
GmbH (Germany).

Flux measurements using '*C-labelled substrates
cannot discriminate between the flux of the original
substance and the flux of its metabolites. In the
following, the respective fluxes are referred to as ace-
tate and butyrate fluxes, while this implies the flux of
14C-labelled metabolites of SCFA as well.

Statistics

The results are described as arithmetic means + stan-
dard error of means (SEM). The significance is
expressed as the probability of error (P). N represents
the number of animals used, and # represents the
number of epithelia for each treatment. The data of
each treatment () were pooled for each animal (N)
for the statistical analysis. The differences between
mean values of two groups were tested using a paired
Student’s #-test or repeated-measures one- or two-way
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analysis of variance (aNova) with subsequent Holm-—
Sidak test for comparison of more than two groups
(SigmaPlot 11.0, Systat Software Inc., USA). The
differences were assumed to be statistically significant
if P < 0.05.

Results

The influence of HCO3 on efflux of acetate and
butyrate

In the first series of experiments, effluxes of acetate
and butyrate out of the epithelium to both the muco-
sal and the serosal side were measured. As shown in
Fig. 1, SCFA accumulated in the buffer solutions on
both sides following a hyperbolic course. After a
period of increase, the amount of SCFA permeating
out of the epithelium plateaued after approx. 30 min.
To evaluate the total amount of substrate appearing
within a certain time interval, AUC;, was calculated
as described by Matthews et al. (1990). These were
compared for differences between acetate and butyrate
as well as between HCOj -free and -containing buffer
solutions concentrating on the mucosal or serosal side
only. Additionally, the corresponding combinations of
SCFA and HCOj availability were compared for side-
dependent differences (mucosal vs. serosal).

In the nominal absence of extracellular HCOj3
and under suppressed intracellular HCO3 delivery
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(ethoxyzolamide), both acetate and butyrate effluxes
exhibited a marked side dependency (Fig. 2). With
respect to acetate, AUC;y to the mucosal side
amounted to 0.39 + 0.05 ymol min cm™2, whereas
AUC;y to the serosal side reached 0.67 £ 0.11
pmol min cm™2, that is, AUC3, to the serosal side
was significantly higher than AUCj;y to the mucosal
side. With respect to butyrate, the difference was
even more pronounced (mucosal AUC;,: 0.36 +
0.04 pumol min em™2, serosal AUC;p: 1.19 + 0.07
pmol min cm™2). Comparing acetate and butyrate, the
AUC;3) of both SCFA to the mucosal side were equal,
whereas the AUC3( of butyrate to the serosal side was
approximately twice that of acetate.

The presence of 25 mm HCO; approximately
doubled the effluxes of both SCFA to each side of
the epithelium (Fig. 2) compared with the effluxes
without HCOj3
asymmetry between mucosal and serosal effluxes was
also observed in the presence of HCO; and was more

available. Nevertheless, the side

pronounced in the case of butyrate permeation.

Consequently, permeation of acetate and butyrate
across the basolateral as well as the apical membrane
can be divided into a HCOj-independent and a
HCOj -dependent fraction, with higher permeability
on the basolateral membrane of the epithelium. There
also appears to be a difference in transport character-
istics between acetate and butyrate across the basolat-
eral membrane.
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Figure 2 AUC; of acetate and butyrate to the mucosal and serosal side in the absence or presence of HCOJ . Epithelia were
incubated in a buffer solution containing 10 mwm acetate and butyrate each and either 0 or 25 mm HCOj . Effluxes of acetate
and butyrate were measured, and AUC3p was calculated as described in Fig. 1. Different letters mark significant differences
between the AUC;, measured under the different HCO; concentrations and short-chain fatty acids (SCFA), respectively, on
either the mucosal or the serosal side (P < 0.01; two-way repeated-measures analysis of Variance (factors: ‘acetate/butyrate’;
HCOj -free/-containing’) + subsequent Holm-Sidak test); asterisks mark significant differences between serosal and mucosal
AUC; of the corresponding conditions (SCFA/HCOj) (P < 0.01, paired Student’s -test). Data represent means + SEM; n = 16

and N = 8 for each treatment.
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The influence of different HCOj gradients on mucosal
to serosal flux of acetate and butyrate

To characterize the HCO5 -dependent SCFA transport
across the basolateral membrane more precisely, trans-
epithelial flux studies with different [HCO; | values on
the serosal side were conducted. Varying serosal
[HCO3] should provide different driving forces for a
putative SCFA"/HCO3 exchanger. On the mucosal
side, the [HCO;]| and pCO, were maintained at
20 mMm and approx. 4 kPa respectively. In the 87/19/
7.4 condition (87 mm HCO3/19 kPa pCO,/pH 7.4), a
large HCO3 gradient from the serosal (87 mm) to the
mucosal side (20 mm) was applied. Thus, ], would
be expected to be highest in this group if transport of
the respective SCFA is mediated by a bicarbonate-
dependent anion exchanger. As shown in Fig. 3, both
the Jme and Ju™" observed in the 87/19/7.4 condition
were significantly higher than those observed in the
other conditions. Correspondingly, the lowest driving
force of HCOj in the 5/4/6.9 condition (5 mm
HCO;/4 kPa pCO,/pH 6.9) was accompanied by the
lowest Jun and Jm™® (Fig. 3).

However, changing [HCO5] is coupled to changes
in pCO, and/or pH. To evaluate these effects, the
20/19/6.9 (20 mm HCO5/19 kPa pCO,/pH 6.9) and
20/4/7.4 (20 mm HCO5/4 kPa pCO,/pH 7.4) condi-
tions were applied. With respect to acetate, other
effects than those of [HCOj3] can be excluded largely.

F Dengler et al. « Basolateral SCFA transport in rumen epithelium

Whereas the pH was decreased to 6.9 in the 20/19/6.9
condition, it was kept at 7.4 in the 20/4/7.4 condition.
Despite the change in pH, the ],,* measured in the
20/4/7.4 condition was equal to that measured in the
20/19/6.9 condition (Fig. 3). However, intracellular
pH (pH;) might be influenced by CO, diffusing into
the epithelium. The conditions used to check for
effects of pH differed in pCO, as well. Thus, the same
comparison as before contradicts effects of pCO,, as
Jms'S was equal in both conditions. With respect to
butyrate, Jms™® in the 20/4/7.4 condition was lower
than that in the 20/19/6.9 condition, despite the same
[HCO;] (Fig. 3). If pH influenced J,*", that is, if it
was mediated in part by lipophilic diffusion, a lower
serosal pH (as in the 20/19/6.9 condition) would
rather restrain this permeation given that the concen-

u

tration gradient of HSCFA is directed from the serosal
buffer solution (pK, = 4.8 (Cistola et al. 1982) — pH
6.9 ~ 1% HSCFA) to the cell interior or at least
absent under the conditions applied (pH; 6.8 to 7.4
(Miller et al. 2000, Rothenpieler 1991, Schweigel
et al. 2005) ~ 1 to 0.1% HSCFA). Thus, this differ-

ence in ]msb“

, despite the same [HCOj3], cannot
primarily be explained by effects of changes in extra-
cellular pH. This difference may rather be an effect of
CO, entering the epithelium via lipophilic diffusion
and leading to a lower pH; and thus enhancing the
transition of butyrate into the serosal buffer solution.

As we did not measure pH; in our experiments, we

J ac
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Figure 3 Serosal HCOj; concentrations, pH and pCO, were varied as indicated at the x-axis. The buffer solution on the muco-
sal side equalled the 20/4/7.4 condition. Epithelia were incubated in a buffer solution containing 10 mm acetate or butyrate on
the mucosal and 1 mm on the serosal side. After equilibrating for 30 min, J,,,* and J,,™ were measured for two flux periods of

30 min each under the same conditions. Data of the two consecutive flux periods were averaged to obtain one value per epithe-

lial piece. Different letters mark significant differences between the flux rates measured (P < 0.05; one-way repeated-measures
analysis of variance + subsequent Holm-Sidak test). Data represent means = SEM; # = 16 and N = 8 for each treatment.
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cannot exclude indirect effects of pH and/or pCO, on
the permeation of butyrate completely. However, it
has been observed in studies measuring pH; of ruminal
epithelial cells that there are efficient mechanisms
counter-regulating changes in extracellular pCO, and
thus keeping the intracellular pH in the alkaline range
(Miiller et al. 2000).

To avoid these problems and to concentrate on
effects of HCO3 only, the use of out-of-equilibrium
conditions as described by Zhao et al. (1995) would
have been a more appropriate approach. However, to
achieve constant out-of-equilibrium conditions, the
buffer solution bathing the tissue has to be changed
continuously, which would have made it impossible to
measure the flux rates across the epithelium.

Nevertheless, the results of our experiments show
that — in spite of possible side effects — Jns of both
SCFA was strongly correlated with [HCO3] on the
serosal side. Setting the J,,s of the 20/4/7.4 condition
at 100%, Jn.~¢ equalled 143%, 104%, 100% and
77% in the groups containing nominally 87, 20, 20
and 5 mm HCOj3 on the serosal side respectively
(Table 1). With respect to butyrate, these values were
147, 125, 100 and 96% respectively (Fig. 3).

Inhibitor sensitivity of mucosal to serosal flux of acetate
and butyrate

Juns™® and Jms™™ were measured as described above by
incubating epithelia in a buffer solution containing
20 mm HCO;J at a pH of 7.4 on both sides. pHMB,
CHC and DIDS were used as specific inhibitors of

Acta Physiol 2014, 210, 403-414

candidate proteins that are able to mediate SCFA
transport. The effects of serosal addition of the inhibi-
tors on s are displayed in Fig. 4. To elucidate effects
of the inhibitors, ], in the inhibitor-free flux period
(0-60 min) was compared with the flux period after
the addition of the respective inhibitor (90-150 min).
A small
decrease in J,s was observed in the control group

though not significant time-dependent
(accounting for 13% of the initial flux rate). J,s"¢ was
decreased significantly by the serosal addition of
pHMB or CHC, 51 or 32% respectively (Fig. 4).
DIDS had no significant effect on J,s*¢ (Fig. 4). With
respect to butyrate, none of the inhibitors used chan-

ged Js?" significantly (Fig. 4).

Nitrate sensitivity of serosal to mucosal flux of acetate
and butyrate

NOj is known to interact with anion exchange mech-
anisms in several tissues (Seifter & Aronson 1984,
Wirmli et al. 1987), including the transport of SCFA
across the apical membrane of rumen epithelium via
SCFA /HCOj5 exchange (Kramer et al. 1996, Aschen-
bach et al. 2009). NOj3 acts in a competitive way,
that is, it competes with the original substrate for the
transporters’ binding site (Seifter & Aronson 1984,
Wiirmli et al. 1987). Thus, the addition of NOJ to
the serosal side would enhance the flux of SCFA from
the mucosal to the serosal side if it were mediated by
an anion exchange mechanism. Therefore, to reveal
an inhibitory effect of NO; on basolateral SCFA
transport, we tested its influence on the oppositely

1.0

o
=

mmmm () - 60 min: — inhibitor J &
154 = 90 —150 min: + inhibitor ms
*
Jmeu

Mmol cm?h™
o

Control

_ .
1

pHMB
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Figure 4 Effects of inhibitors on J,* and ]msl’“. Epithelia were incubated in buffer solutions containing 10 mm acetate or buty-
rate and 20 mm HCOJ on both sides. After a first flux period lasting 60 min (0-60 min), pHMB (1.6 mm), CHC (5 mm), DIDS
(1 mm) or their solvents (NaOH or DMSO) as control were added to the serosal side. ], was measured for another hour
(90-150 min). J,, before was compared with that after addition of the inhibitor. Asterisks mark a significant difference of J
before and after addition of inhibitors (P < 0.01; paired Student’s #-test). Data represent means == SEM; #z = 16 and N = 8 for

each treatment.
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Figure 5 J,,* and ]Smb“ were measured g 0.6 1
before (0-60 min) and after (90— B
150 min) incubation with 50 mm NOj3 £
or gluconate (control) on the serosal side < 0.4+
respectively. Asterisks indicate a signifi-
cant difference of J,, after addition of 024
NOj to that before (P < 0.05; paired ’
Student’s #-test). Data represent
means + SEM; #n = 6 and N = 3 (ace- 0.0

I O — 60 min: - NO,
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tate) or n = 12 and N = 6 (butyrate) for
each treatment.

directed fluxes of acetate and butyrate. By doing so,
we assumed that the HCOj-dependent transport
mechanism observed in the previous experiments also
accepts SCFA™ (instead of HCOj) on the external
side. This assumption is supported by the observation
that many other anion exchange mechanisms, for
example, the apical CI"/HCO; or SCFA/HCOj;
exchangers, are able to transport SCFA™ (or CI™) each
way (Seifter & Aronson 1984, Aronson 2006, Aschen-
bach et al. 2009, Singh er al. 2010). The buffer
solution applied on the serosal side was nominally
Cl -free, so that no other anions could interfere with
the SCFA™ or NOj. As described above, J,,, was first
measured in an inhibitor-free flux period and after
incubation with NOjJ in another flux period. After the
addition of NO3 (50 mm), Jin ceased nearly com-
pletely (Fig. 5). Jom"" was decreased less, but still
significantly (Fig. 5).

Discussion

This study aimed to elucidate SCFA permeation across
the basolateral membrane of rumen epithelium, its
dependence on HCO; and presumed HCOj3-depen-
dent transport mechanisms involved. Studies were
conducted with both acetate and butyrate to compare
the permeation of a barely metabolizable SCFA (ace-
tate) with the permeation of an easily metabolizable
SCFA (butyrate). It was shown that effluxes of both
acetate and butyrate (and/or its metabolites) to the
serosal side were more efficient than to the mucosal
side (Figs. 1 and 2). This result supports the views
that a) SCFA accumulating in the cell interior are
transported preferentially to the blood side and b) effi-
cient transport mechanisms for SCFA are present in
the basolateral membrane.

*
*
Jerii® JemPY

Control NOj3 Control NOj3

HCOj -dependent transport of SCFA was demon-
strated at both the apical and basolateral sides of the
ruminal epithelium. In the presence of HCOjJ, the
AUC;5, values of acetate and butyrate to both sides
were significantly higher in comparison with the
AUC;¢ values that were detected under HCOj -free
conditions (Fig. 2). The influence of serosal HCOj is
emphasized by the finding that both ], and J..>
were increased by elevating serosal [HCO; ] (Fig. 3).

An enhancement of AUC3g to the mucosal side by
HCOj3 was expected because an apical HCO3/SCFA™
exchange mechanism has been observed both in vitro
and in vivo before (Kramer et al. 1996, Gibel &
Sehested 1997, Aschenbach et al. 2009). With respect
to the basolateral side, it has been assumed that lipo-
philic permeation of HSCFA (Gabel et al. 2002),
anion exchange mechanisms and electrogenic acetate
transfer are involved in SCFA transport, although
these mechanisms are uncharacterized (Sehested et al.
1999b, Connor et al. 2010). The possibility of lipo-
philic diffusion of HSCFA can be deduced from the
alterations of J., induced by lowering serosal pH.
This increases the concentration of HSCFA at the
serosal side and thus decreases the concentration
gradient for HSCFA from the cytosol to the serosal
buffer solution. Consequently, the lower concentration
gradient should lead to a diminished transfer, that is,
Jms» if lipophilic permeation of HSCFA were the domi-
nant mechanism. However, neither J,,s* nor ]msl’“ was
decreased by lowering serosal pH (Fig. 3). Tl was
even higher at pH 6.9 than at pH 7.4 (at equal
[HCO3]). Thus, lipophilic permeation of HSCFA most
likely plays a minor role in SCFA transport across the
basolateral membrane.

In contrast, the basolateral exit of SCFA appears to
be largely dependent on [HCO;] on the blood side

© 2013 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Ltd, doi: 10.1111/apha.12155 411
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given that increasing serosal [HCOj3] led to increased
Jums of both SCFA (Fig. 3).

With respect to acetate permeation only, it must be
assumed that an anion exchange linking acetate exit
with HCO; uptake is the underlying mechanism
because serosal addition of NO; led to an immense
decline of Ji,,*° (Fig. 5). NO3 has been described as a
competitive inhibitor of anion exchange mechanisms
(Seifter & Aronson 1984, Wiirmli ef al. 1987) and
has previously been used to prove the existence of
such mechanisms at the apical membrane of the
rumen epithelium (Wiirmli et al. 1987, Kramer et al.
1996, Aschenbach et al. 2009). By reversing the direc-
tion of SCFA transport, we revealed a strong
NOj -induced inhibition of acetate transfer from the
serosal to the mucosal side.

As candidate proteins underlying the acetate/anion
exchange, AE2, DRA and PAT1 were identified by
RT-PCR in the rumen epithelium (Bilk er al. 2005).
However, all of these mechanisms are sensitive to
DIDS, but not to CHC or pHMB (Silberg et al. 1995,
Jacob et al. 2002, Petrovic et al. 2002). Therefore, the
inhibitor sensitivity observed (Fig. 4) indicates that the
proteins identified by Bilk ef al. (2005) appear less
likely to be involved in acetate transport across the
basolateral membrane. Stumpff er al. (2009) charac-
terized a large-conductance channel in cultured rumi-
nal epithelial cells, which they claimed to be involved
in transport of SCFA™ across the basolateral mem-
brane of rumen epithelium. However, the channel was
shown to be pHMB- and DIDS-sensitive and described
to be NOj-insensitive (Stumpff ez al. 2009). This
result is inconsistent with our findings. Consequently,
this anion channel most likely played no or only a
minor role in acetate transfer under the conditions
tested.

Lacking DIDS sensitivity and inhibition by CHC
and pHMB have been described as characteristic for
MCT1 (Halestrap & Price 1999, Hadjiagapiou et al.
2000), which was immunohistochemically detected in
the basolateral membrane of rumen epithelium
(Miiller et al. 2002, Koho et al. 2005, Kirat et al.
2006a). Thus, a HCO;-dependent exit of acetate on
the basolateral side may be explained by MCT1 work-
ing as a SCFA"/HCOj3 exchanger on this side. This
hypothesis has previously been suggested for MCT1 in
the colon based on studies with membrane vesicles
obtained from rat and human colonocytes (Reynolds
et al. 1993, Hadjiagapiou et al. 2000, Tyagi et al.
2002b, Dudeja & Ramaswamy 2006).
MCT1, however, has been described mainly as a
lactate ™ /H* or SCFA™/H* symport mechanism (Miiller
et al. 2002, Kirat et al. 2006b), similar to MCTs in
many other tissues (Deuticke 1982, Poole & Halestrap
1993, Halestrap & Price 1999, Halestrap & Meredith

Ruminal
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2004, Meredith & Christian 2008). Thus, it may be
that other yet unidentified anion exchange mecha-
nisms with similar inhibitor characteristics to MCT1
are present on the basolateral side of the epithelium.

The mechanisms discussed above apply primarily
for acetate. However, acetate transfer appears to dif-
fer at least in part from that of butyrate. In the efflux
experiments, the AUC;3( of butyrate to the serosal side
exceeded that of acetate significantly, while the
amount of both SCFA accumulating at the mucosal
side was similar (Fig. 2). The larger AUC3, of buty-
rate at the serosal side paralleled a larger J.,, (Fig. 3).
In contrast, permeation of butyrate in the opposite
direction appears to be hindered given that absolute
Jem™ did not reach J,,* (Fig. 5). Comparing acetate
and butyrate movement, it must be borne in mind
that it is primarily metabolites that must permeate the
basolateral membrane in the case of butyrate. Asym-
metries in Jm and Ju™ have previously been
observed by Sehested et al. (1999b). Measuring appar-
ent metabolism rates of butyrate in flux studies, these
authors showed that these rates are determined by the
transport direction. The amount of metabolites reach-
ing the mucosal side was 38% of the total amount of
the butyrate transported when studying J., but 95%
on the serosal side when studying J.., (Sehested et al.
1999a). The authors proposed a polarized excretion
of butyrate metabolites out of the epithelium by
HCOj exchange mechanisms on both sides of rumen
epithelium with different affinities for butyrate on the
one hand and its metabolites on the other (Sehested
et al. 1999b). With respect to the present study, a
favoured permeation of butyrate metabolites in the
mucosal to serosal direction may not only explain its
larger Jns and AUC;q at the serosal side (Figs. 2 and
3) compared with those of acetate but also may be
the underlying reason for the lower absolute and less
NOj -sensitive ]Smb“ (Fig. 5) in comparison with Jg,,*.
When examining serosal to mucosal fluxes, it must be
assumed that butyrate is taken up across the basolat-
eral membrane into the cytosol very well, by lipo-
philic diffusion and/or by a transport protein. After
metabolism inside the epithelial cells, the metabo-
lites are transferred primarily across the basolateral
membrane and only poorly across the apical mem-
brane, thus leading to a decreased serosal to mucosal
permeation.

However, a protein-mediated transport mechanism
would be necessary for the hydrophilic metabolites to
cross the basolateral membrane. As outlined above,
it can be assumed that a HCOj3 exchanger accepting
acetate is present on the basolateral membrane.
With respect to permeation of butyrate and its metab-
olites, the same mechanism may accept metabolites
of butyrate in addition to acetate. Alternatively or

412 © 2013 Scandinavian Physiological Society. Published by John Wiley & Sons Ltd, doi: 10.1111/apha.12155
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additionally, a second mechanism for the extrusion of
butyrate metabolites may exist. However, this issue
cannot be resolved completely in this study because it
is not possible to discriminate between butyrate and
its metabolites.

In summary, our results suggest that transport of
SCFA across the basolateral membrane of rumen
epithelium is primarily protein mediated. The trans-
port of SCFA across the basolateral membrane can be
divided into HCOj -dependent and -independent parts.
The HCOj-dependent component is most likely
mediated by a SCFA"/HCO;3 exchange mechanism,
which shows characteristics of MCT1, at least con-
cerning the transport of acetate. However, multiple
HCO;5 -dependent transport mechanisms may be pres-
ent, including one that mediates the extrusion of buty-
rate metabolites. Taking up HCO; in exchange for
SCFA™ from the blood into the cytosol delivers
HCOj3 for secretion into rumen lumen by apical
SCFA " /HCO; exchange (Aschenbach et al. 2009).
There it serves as an important buffer system (Kohn
& Dunlap 1998) that is crucial for the stabilization of
the ruminal milieu and thereby protects the animal
from ruminal acidosis (Penner et al. 2009).
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Summary

Butyrate modulates the differentiation, proliferation and gene expression profiles of various cell types. Ruminal
epithelium is exposed to a high intraluminal concentration and inflow of n-butyrate. We aimed to investigate
the influence of n-butyrate on the mRNA expression of proteins involved in the transmembranal transfer of n-
butyrate metabolites and short-chain fatty acids in ruminal epithelium. N-butyrate-induced changes were com-
pared with the effects of hypoxia because metabolite accumulation after O, depletion is at least partly compara-
ble to the accumulation of metabolites after n-butyrate exposure. Furthermore, in various tissues, O, depletion
modulates the expression of transport proteins that are also involved in the extrusion of metabolites derived from
n-butyrate breakdown in ruminal epithelium. Sheep ruminal epithelia mounted in Ussing chambers were
exposed to 50 mM n-butyrate or incubated under hypoxic conditions for 6 h. Electrophysiological measurements
showed hypoxia-induced damage in the epithelia. The mRNA expression levels of monocarboxylate transporters
(MCT) 1 and 4, anion exchanger (AE) 2, downregulated in adenoma (DRA), putative anion transporter (PAT) 1
and glucose transporter (GLUT) 1 were assessed by RT-qPCR. We also examined the mRNA expression of nuclear
factor (NF) kB, cyclooxygenase (COX) 2, hypoxia-inducible factor (HIF) 1o and acyl-CoA oxidase (ACO) to eluci-
date the possible signalling pathways involved in the modulation of gene expression. The mRNA expression lev-
els of MCT 1, MCT 4, GLUT 1, HIF 1o and COX 2 were upregulated after both n-butyrate exposure and hypoxia.
ACO and PAT 1 were upregulated only after n-butyrate incubation. Upregulation of both MCT isoforms and
NFxB after n-butyrate incubation could be detected on protein level as well. Our study suggests key roles for
MCT 1 and 4 in the adaptation to an increased intracellular load of metabolites, whereas an involvement of PAT
1 in the transport of n-butyrate also seems possible.
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Introduction

The performance of feedlot and dairy cattle has
increased appreciably over the last decades. High-
concentrate feeding to fulfil the animals’ energy
requirements leads to elevated concentrations of in-
traruminal short-chain fatty acids (SCFA). The in-
traruminal synthesis of SCFA is mainly counteracted
by the elimination of SCFA from the ruminal con-
tent via transepithelial transport (Gabel et al.,
2002).

However, during transfer across the epithelial lay-
ers, SCFA are degraded to a significant amount,
mainly to keto acids and lactic acid. Of the three main
SCFA, acetate, propionate and n-butyrate, the latter is
degraded to the greatest extent; that is, up to 90% of
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the n-butyrate taken up luminally can be metabolised
to f-hydroxybutyrate and acetoacetate within the epi-
thelial cells (Bergman et al., 1965; Bugaut, 1987; Kris-
tensen et al.,, 1998; Kristensen and Harmon, 2004).
The metabolites are thought to be extruded out of the
ruminal epithelium into the blood mostly by MCT 1
(Miiller et al., 2002; Connor et al., 2010). Thus, MCT
1 must be regarded as the main transport protein that
maintains a low cytosolic concentration of the n-buty-
rate metabolites and consequently also of non-
degraded n-butyrate. Therefore, the ruminal epithe-
lium may adapt to high butyrate inflow by upregulat-
ing the abundance of MCT 1. An upregulated
expression of MCT 1 after n-butyrate incubation has
already been shown in colonic epithelial cells (Cuff
et al., 2002).
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A similar upregulation of MCT 1 has also been
observed in hypoxic cells (Harris et al., 2009; Pinheiro
et al.,, 2011). Especially in fast-growing tumour tis-
sues, this upregulation is thought to be induced by the
increased anaerobic metabolism due to hypoxia. MCT
1 effectively eliminates anaerobic metabolites, primar-
ily lactate, thus its upregulation is part of an adapta-
tion to the accumulation of these metabolites. By
applying hypoxic conditions, an upregulation of MCT
1 expression could be shown in human adipocytes as
well (Perez de Heredia et al., 2010). Because of the
observation that MCT 1 can be upregulated by two
different triggers, that is, n-butyrate and hypoxia, we
wanted to investigate whether ruminal MCT 1 expres-
sion can also be influenced by hypoxic conditions
and/or an accumulation of hypoxic metabolites and
whether this reaction is at least qualitatively compara-
ble, as n-butyrate is broken down to similar metabo-
lites intracellularly as well.

In addition to MCT 1 on the blood-facing side of the
ruminal epithelium, MCT isoform 4 has been detected
both lumen-facing and intracellularly (Kirat et al.,
2007), where it might play a role in the transport of
SCFA into cells and/or the intracellular shuttling of
SCFA metabolites (Kirat et al., 2007; Brooks, 2009).
Recent studies in goats showed that long-term in-
traruminal infusion of Na-n-butyrate induced an
upregulation of MCT 4 (Malhi et al., 2013). In tumour
cells of various origins, MCT 4 was shown to be upreg-
ulated along with MCT 1 under hypoxic conditions
(Ullah et al., 2006; Perez de Heredia et al., 2010),
indicating an adaptation potential that might also be
valuable in the ruminal epithelium.

Assuming a substrate-induced regulation of MCT 1
and 4 gene expression, it must be kept in mind that —
in addition to MCT — other transport proteins that pos-
sibly accept intact SCFA have been identified in the
ruminal epithelium (Bilk et al., 2005). If these pro-
teins play a role in the transport of SCFA across the
ruminal epithelium, they might be influenced by n-
butyrate as well. Therefore, we also measured the
mRNA expression of other potential SCFA transport
proteins: anion exchanger (AE) 2, putative anion
transporter (PAT) 1 and downregulated in adenoma
(DRA).

Under hypoxic conditions, however, metabolite
extrusion is not the only required adaptation; the
entire cell metabolism must also adapt to the new sit-
uation. Increasing the glucose supply allows cells to
meet their energetic demands using anaerobic glycol-
ysis. Therefore, glucose transporter (GLUT) 1 is a pro-
tein that is specifically upregulated during hypoxia
(Ullah et al., 2006; Perez de Heredia et al., 2010). This
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is why we assessed the mRNA expression of GLUT 1 as
a specific marker for the effects of hypoxia.

Looking for upstream pathways mediating the alter-
ation in gene expression, we studied the influence of
n-butyrate as well as hypoxia on the activity of several
candidates, such as nuclear factor (NF) xB (Inan et al.,
2000a; Borthakur et al., 2008), subunit o of hypoxia-
inducible factor (HIF) 1 (Vaupel, 2004; Rius et al.,
2008) and peroxisome-proliferator-activated receptor
(PPAR) o (KoOnig et al., 2010). Because the activity of
several of these factors is not regulated at the mRNA
level, we also measured the mRNA expression of
known target genes, that is, cyclooxygenase (COX) 2
for NFxkB (Rius et al., 2008) and acyl-CoA oxidase
(ACO) for PPARo (Mandard et al., 2004).

To assess the postulated effects of n-butyrate or its
metabolites on gene expression, we mounted iso-
lated ruminal epithelia in Ussing chambers and
exposed them to buffer solutions containing 0 or
50 mMm n-butyrate. Hypoxia was induced by N, gas-
sing. In a second experiment, we tried to evaluate
whether the changes observed on mRNA level are
followed by alterations on protein level. Therefore,
we incubated epithelia in a tissue culture system for
24 h with or without 50 mm n-butyrate and assessed
the protein expression of MCT 1 and 4 as well as
NFxkB with the Western blot technique. The in vitro
approaches were chosen because most experiments
measuring gene expression in the ruminal epithe-
lium have been conducted as feeding or infusion
experiments. In these studies, an enhanced n-buty-
rate concentration in the rumen was accompanied
by many other changes in the intraruminal fluid
(Baldwin et al., 2012; Laarman et al., 2012) and/or
led to side effects, such as morphological alterations
(Malhi et al., 2013).

Materials and methods

Animals and preparation of ruminal epithelium

Female sheep (Ovis aries)) Merino breed, 2-5 years
old, were fed with hay and water ad libitum for at least
2 weeks before slaughter. Six sheep were used for the
incubation in Ussing chambers and four for tissue cul-
ture experiments. The animals were killed by exsan-
guination after captive bolt stunning. Then, the
abdominal cavity was opened, and the ventral rumen
(approximately 400 cm?) was cut out and rinsed with
37 °C warm basic buffer solution until the solution
remained clear. The epithelium was manually stripped
of the muscle layers and transported to the laboratory
in an oxygen-gassed buffer solution. In the laboratory,
the epithelium was cut into 4 x 4 cm pieces and
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mounted in Ussing chambers, as described by Gabel
et al. (1991), or in Petri dishes for tissue culture.

The experiments were performed in accordance
with the German legislation on the protection of ani-
mals and were reported to the Landesdirektion Leipzig
as T 86/10.

Buffer solutions

The basic buffer solution contained 5.5 mm KCI,
120 mm NaCl, 1.25 mm CaCl,, 1.25 mm MgCl,, 0.6 mm
NaH,PO,4, 2.4 mm Na,HPO,4, 1 mm r-glutamine, 10 mm
HEPES and 10 mm glucose. For incubating the epithelia
with n-butyrate, 50 mm Na-n-butyrate was added
instead of NaCl. Mannitol was used to adjust the osmo-
larity to 280 £ 5 mOsmol. The pH was adjusted to 7.4
using 1 N NaOH.

In all experiments, the basic buffer solution was
used for rinsing, preparation and transport of the epi-
thelia. Buffer solutions were gassed with 100% oxy-
gen (control treatment, n-butyrate treatment) or
100% nitrogen (hypoxic treatment).

For tissue culture, Dulbecco’s modified Eagle’s med-
ium (DMEM, #D8437, Sigma Aldrich, Miinchen, Ger-
many) was supplemented with 10% foetal bovine
serum and 50 mm Na-n-butyrate or the equivalent
amount NaCl respectively. Osmolarity and pH were
adjusted to 280 + 5 mOsmol and 7.4 respectively.
Before the incubation period started, the medium was
allowed to equilibrate in the incubator (37 °C, 5%
CO,) for at least 6 h.

All chemicals were obtained from Sigma Aldrich/
Fluka (Miunchen, Germany), Carl Roth (Karlsruhe,
Germany), VWR (Darmstadt, Germany) or Merck
Millipore (Darmstadt, Germany), if not stated other-
wise. The gasses were procured from Linde Gas
(Leuna, Germany).

Incubation of the epithelia in Ussing chambers

Epithelia of each sheep were incubated in Ussing
chambers under three different conditions. For the
first condition, epithelia were incubated in basic butfer
solution and gassed with 100% oxygen to serve as a
control group. For the second condition, epithelia
were incubated with basic buffer solution as well but
were gassed with 100% nitrogen to induce hypoxia in
the epithelia. For the third condition, epithelia were
incubated with a buffer solution containing 50 mm
Na-n-butyrate instead of NaCl and gassed with 100%
oxygen. In each trial (i.e. one sheep), the epithelial
pieces were randomly assigned to each of these condi-
tions. Of the first two sheep, two epithelial pieces
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were subjected to each treatment. Of the latter four
sheep, each treatment was tested in three epithelial
pieces. The incubation lasted 6 h. Buffer solutions
were changed each 90 min to remove the metabolic
by-products of the cells and to provide stable condi-
tions (pH was monitored regularly and remained sta-
ble at 7.4 + 0.2). After this period of time, the
epithelia were dismounted, and the exposed area,
accounting for 3.14 cm®, was cut out with surgical
scissors and rinsed in Mg®*- and Ca**-free Dulbecco’s
PBS (Cat. No. H15-002, PAA, Pasching, Austria) twice.
After rinsing, the samples were snap-frozen immedi-
ately in liquid nitrogen and stored at —80 °C for RNA
extraction on the following day.

Using high concentrations of n-butyrate [usually
there are approximately 10-15 mm n-butyrate in ru-
minal fluid (Bergman et al., 1965; Bergman, 1990)],
we wanted to make sure that the portion which is oxi-
dised is negligibly low in our set-up. There are differ-
ent routes that n-butyrate metabolism can take in
ruminal epithelium: oxidation or ketogenesis. Bald-
win and Jesse (1996) showed that the rate of ketogen-
esis from n-butyrate is nearly thrice that of its
oxidation to CO, at a n-butyrate concentration at
10 mm. Moreover, with increasing concentrations of
n-butyrate, the formation of ketone bodies increases
and n-butyrate oxidation decreases (Beck et al., 1984;
Giesecke et al., 1985).

Electrical measurements

Electrical measurements were conducted continu-
ously with the aid of a computer-controlled voltage
clamp device (Ingenieurbiiro fiir Mess- und Daten-
technik, Dipl.-Ing. K. MuBler, Aachen, Germany).
The short-circuit current () and transepithelial tis-
sue conductance (G,) were calculated computation-
ally, as described by Gabel et al. (2001). All of the
experiments were conducted under short-circuit con-
ditions, that is, without an electrical gradient between
the mucosal and the serosal sides. The measurements
were started after mounting all epithelia, that is,
30 min after the incubation had already begun.

Two-step real-time reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-qPCR)

After one night of storage at —80 °C, total RNA was
isolated from 100 mg of the tissue, which was first ho-
mogenised in liquid nitrogen in a mortar and then in
a homogeniser. Then, the tissues were processed using
‘RNeasy Midi Kit" according to the manufacturer’s
protocol (Cat. No. 75144, Qiagen, Hilden, Germany)

44



3 Ergebnisse

Regulation of ruminal SCFA transport by butyrate and hypoxia

including treatment with DNase (RNase-Free DNase
Set, Cat. No. 79254, Qiagen). The RNA concentration
and quality were determined with the aid of a spectro-
photometer (BioPhotometer, Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf, Germany) and an Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent RNA 6000 Nano Kit, Agilent Technologies
Sales & Services GmbH & Co.KG Life Sciences &
Chemical Analyses, Waldbronn, Germany).

Next, 1 pg of high-quality RNA was first incubated
with 1 ul of oligo (dT) primer in a 12 ul reaction vol-
ume for 5 min at 65 °C in a MJ Research PTC-200
Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, Minchen, Ger-
many). Then, the remaining components (reaction
buffer, dNTPs, RNase inhibitor and reverse transcrip-
tase) of the RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(#K1622, Thermo Scientific/Fermentas Molecular
Biology Tools, St. Leon-Rot, Germany) were added to
a total volume of 20 ul, according to the manufac-
turer’s protocol, and incubated in the cycler at 42 °C
for 60 min and finally at 70 °C for 5 min for cDNA
synthesis.

For qPCR, 1 ul of the resulting cDNA was used in a
20 ul reaction volume containing 10 ul of a ready-to-
use premix of SYBR Green I dye, dNTPs, stabilisers
and enhancers (SensiMix SYBR No-ROX Kit, Bioline
GmbH, Luckenwalde, Germany), 112 nm primer mix

Table 1 Primers for gPCR

F. Dengler et al.

and DNase-free water. These mixtures were pipetted
in strip tubes (0.1 ml Strips, LTF Labortechnik, Was-
serburg, Germany) and processed in a Corbett Rotor-
Gene 6000 (Qiagen) at individually optimal protocols
(Table 1). A no-template control (NTC) with DNase-
free water instead of cDNA was applied for each run
along with a negative control using RNA instead of
cDNA to test each sample for genomic DNA. qPCRs for
each sample and gene were run in duplicate to mini-
mise dispensation artefacts. The deviation of C, of the
technical replicates was <0.3. If it was higher, data
were discarded and the run was repeated. The PCR
cycles were run using automatic fluorescence emis-
sion following each PCR cycle, and the amplification
specificity was checked after each run by melting
curve analysis. The primer sequences and conditions
for qPCR are shown in Table 1; the denaturation tem-
perature was always 95 °C, and the extension took
place at 72 °C.

The primers were designed with the program Primer
Select™ (DNASTAR, Madison, WI, USA) according to
known sequences from the Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) in the GenBank database of the
National Center for Biotechnology Information
(NCBI, Bethesda, MD, USA) and synthesised by Euro-
fins MWG (Ebersberg, Germany). The amplicons were

GenBank 30 s Annealing Amplicon
Gene accession number T (°C) size (bp) Sequence (5’ - 3/)
ACO forward NMO001035289 56 104 TCACTCAGGGAAAATGCTATG
ACO reverse TGGGGCCAATGTCTCCTA
AE 2 forward NMO001205664 67 107 GCTCATGCCGCCCAAACACCAC
AE 2 reverse AGAGCACGGCCAGGCAGAGCAG
p-Actin forward NMO001009784.1 67 104 CCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATG
p-Actin reverse CCAGAGGCGTACAGGGACAGCACA
DRA forward NMO001184899 67 130 CGGCTGGGCTTCGTGGTG
DRA reverse GATCGGTATGTGCGGGGACTGT
GAPDH forward NMO001190390 67 110 CCACGGCACAGTCAAGGCAGAGAA
GAPDH reverse TCAGCACCAGCATCACCCCACTTG
GLUT 1 forward NMO006516.2 62 92 CACCAGCTGGGCATCGTCGTC
GLUT 1 reverse CAGCAGCAGGGGCCACAGGTC
HIF 1o forward JF267353.1 60 93 ACCACCGCCACCAATGATGAAT
HIF 1o reverse GTACGTGGGGAGGAGATGGAAATG
MCT 1 forward NMO001037319 50 106 TTAGCAATTATGGCAAGAGT
MCT 1 reverse TACAAGTCCCATAGAAGGTC
MCT 4 forward NMO001109980 64 119 ACTACGGTGGGCTGGTGGTC
MCT 4 reverse CAATGGCGCTGGAGAACTT
Na*/K* ATPase NMO001009360 67 96 GAGCTGGGTGGCCTGGGAGAAC
forward
Na*/K* ATPase CATCGTCGGTGTCAAACTGGAAGC
reverse
PAT 1 forward NMO001076852 67 128 GAGCTGAGGCGGCGAGACTACCAT

PAT 1 reverse

GCACGGGAGCAGCGAAACCAG

Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition © 2014 Blackwell Verlag GmbH
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sequenced again, and the product sequences were
verified by BLAST.

The quantification cycle and amplification effi-
ciency of each amplification curve were determined
using the rotor GENe 6000 Series Software 1.7 (Corb-
ett/Qiagen). For analysis of the data, the ‘Relative
expression software tool” (REST 2009-RG Mode,
Qiagen) established by Pfaffl et al. (2002) was used to
calculate the relative mRNA expression with reference
to the control group, whose expression was set to 1.
The C, values set by the software were applied after
checking them optically.

Normalisation of the samples was achieved using
the same amounts of tissue and RNA for processing
and by normalising the data for the target genes with
the aid of the reference genes f-actin, glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and Na*/K*
ATPase. These genes have successfully been used as
reference genes for ruminal epithelium previously
(Steele et al., 2012) and also proved to be stable under
the experimental conditions applied in our study.
Their stability was tested using the programs BESTKEEP-
ErO (Version 1 by M.W. Pfatfl, Institute of Physiology,
Center of Life and Food Sciences, TUM-Weihenste-
phan, Germany, 2004) and cenorm (Vandesompele
et al., 2002), which showed a power of 2.1, 2.01 and
2.53 and gene stability values (M) of 0.534, 0.534 and
0.451 for f-Actin, GAPDH and Na*/K* ATPase respec-
tively.

Western blot analysis

For Western blot analysis, epithelial pieces of approxi-
mately 4 x 4 cm were incubated in Petri dishes with
DMEM supplemented with 50 mm Na-n-butyrate or
an equivalent amount of NaCl in the control group.
Of each sheep, two epithelial pieces were incubated in
the respective supplemented medium.

Tissue culture was conducted on a shaking device in
a humidified 5% CO, air atmosphere at 37 °C. The
medium was changed in 6-h intervals. After 24 h,

Table 2 Antibodies for Western blot analysis

Regulation of ruminal SCFA transport by butyrate and hypoxia

tissues were cut into pieces of 1 x 1 cm, snap-frozen
immediately in liquid nitrogen and stored at —80 °C
until extraction of total protein. For this purpose,
50 mg of the sample was homogenised in liquid nitro-
gen in a mortar and then in a homogeniser with
500 pl of a lysis buffer consisting of 50 mm TRIS buf-
fer, 4 mm EGTA, 10 mm EDTA, 0.1% Triton X-100,
100 mm f-glycerine-phosphate-disodium pentahy-
drate, 100 mm sodium pyrophosphate tetrabasic deca-
hydrate, 15 mm sodium orthovanadate and 2.5 mm
NaF (pH 7.4).

The protein concentration was measured using the
bicinchoninic acid (BCA) method with a Tecan Spec-
tra Rainbow Microplate Reader (Tecan Deutschland
GmbH, Crailsheim, Germany) and bovine serum albu-
min (BSA) as standard. These protein samples were
diluted to a final concentration of 1 pg/pl and used for
separation by sodium dodecyl sulphate—polyacryl-
amide gel electrophoresis (SDS-PAGE; 10 pg per
well). After that, the samples were transferred onto a
nitrocellulose membrane (Carl Roth) using the Mini-
Protean© system (Bio-Rad laboratories). The mem-
brane was pre-incubated in 3% BSA in Tris-buffered
saline containing 0.2% Tween-20 (TBST) before it
was incubated with the primary antibodies (Table 2)
at 4 °C over night. After washing five times with
TBST, the membranes were incubated with HRP-cou-
pled secondary antibodies (Table 2) at room tempera-
ture for 1 h. Subsequently, the membranes were
rinsed again with TBST five times and once with TBS,
then the signal was detected by enhanced chemilumi-
nescence using a G:BOX Chemi XT4 (Syngene, Cam-
bridge, UK) and analysed with the GeneTools©
software (Syngene). This SDS-PAGE with subsequent
blotting and protein detection was repeated three
times for each protein preparation.

Calculations and statistics

The results are expressed as the arithmetic
means + standard deviation (SD). N indicates the

Protein
Primary antibody Dilution  Purchased from Secondary antibody Dilution Purchased from size (kDa)
Mouse-anti-p-Actin 1:1000  Santa Cruz Biotechnology, sc-47778  Goat-anti-mouse HRP 1:10 000 Dianova, #115-035-146 43
Chicken-anti-MCT 1 1:1000  Millipore, # AB1286-| Goat-anti-chicken HRP 1:10 000 Dianova, #103-035-155 55 +.47
Goat-anti-MCT 4 1:500  Santa Cruz Biotechnology, sc-14930  Donkey-anti-goat HRP 1:2000  Santa Cruz Biotechnology, 54
sc-3851
Rabbit-anti-NFkB p50  1:1000  Santa Cruz Biotechnology, sc-114 Donkey-anti-rabbit HRP 1:5000  Santa Cruz Biotechnology, 50
sc-2077
Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition © 2014 Blackwell Verlag GmbH 5
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number of animals used, and 7 is the number of epi-
thelial samples incubated separately for each treat-
ment. The data of the epithelial pieces (n) used for
each treatment were pooled per animal for statistical
analysis, that is, statistics are based on the number of
animals (N).

For the determination of I, and G,, 100 data points
were collected per 10 min. These values were aver-
aged for each animal and treatment. The arithmetic
means were compared for differences between the
treatments using two-way repeated-measures ANOVA
with a subsequent Multiple Comparison Test (Holm-
Sidak; SigmaPlot 11.0, Systat Software GmbH, Erk-
rath, Germany).

To calculate the relative changes in mRNA expres-
sion, the respective data from the control epithelia
were set to 100%, and the expression data after n-
butyrate and hypoxic incubation were adjusted
accordingly. To compare the degree of a gene’s up- or
downregulation properly, the relative expression data
were log-transformed (to base 10). After checking for
normality, differences between the mean values of
mRNA expression were tested using one-way
repeated-measures aNova with a subsequent Multiple
Comparison Test (Holm-Sidak; sigmapror 11.0, Systat
Software GmbH).

The evaluation of changes in protein expression
was conducted with the ceneroors© software by mea-
suring the chemiluminescent signals. Data were nor-
malised for protein loading using f-actin as reference
protein and treated similar to the mRNA expression
data, that is, the control was set 100% and data were
log-transformed to base 10. Differences between n-
butyrate and control incubation were assessed using
Student’s f-test (sigmapor 11.0, Systat Software
GmbH). Differences were assumed to be significant at
p < 0.05.

Results

Electrical measurements

The I, and G, recordings were started 30 min after
mounting the epithelia in Ussing chambers, that is,
the epithelia were exposed to the different conditions
for that time before the first data were obtained.

For both electrophysiological parameters, the two-
way repeated-measures anova showed a significant
effect of treatment and time (p < 0.001). Additionally,
there was also an interaction of treatment and time.
In the epithelia of the control group, the mean initial
L. amounted to 0.94 uEq/cm”® and declined to
0.25 pEq/cm? at the end of the incubation period of
6 h. As shown in Fig. 1, the time-dependent decline
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Fig. 1 Changes in Isc and G; of rumen epithelium induced by 50 mm n-
butyrate or hypoxia. Starting 30 min after mounting the epithelial pieces
in Ussing chambers, I and G; were recorded over 6 h, that is, epithelia
were exposed to the various conditions for 6 h. The arithmetic
means + SD of all chambers of one group were calculated and aver-
aged over 10 min. The values were compared using a two-way
repeated-measures anova with a subsequent multiple comparison Holm—
Sidak test based on N = 6 animals (n = 16 epithelial pieces). Results of
the two-way anova are shown in the insert. Results of the multiple com-
parison procedure (Holm-Sidak test) for the effects of treatment are
indicated by horizontal arrows in the graph.

in I, was at least partly prevented by the presence of
50 mm n-butyrate. Under that condition, I only
decreased from 0.98 to 0.56 uEq/cm? after 6 h. The
epithelia exposed to hypoxia for 30 min started with a
significantly lower mean I of 0.24 uEq/cm? which
remained low till the end of the incubation period
(Fig. 1).

The hypoxia group showed the highest initial mean
G, values of 5.34 mS/cm?, that is, after 30 min of
incubation under hypoxic conditions. The mean G,
increased up to 11.4 mS/cm? after 6 h of hypoxic
incubation. The mean G, of the control group started
significantly lower at 3.36 mS/cm® and remained
almost stable until the end of the incubation period.
The G, in the n-butyrate group was not significantly

Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition © 2014 Blackwell Verlag GmbH
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lower than that in the control group (between
2.45 mS/cm” at the beginning and 2.17 mS/cm? at
the end of 6 h incubation; Fig. 1).

mRNA expression

To assess the changes induced by 6-h incubation with
50 mm n-butyrate or under hypoxic conditions, the
mRNA expression in these epithelia was calculated
relative to that in the control epithelia incubated with
basic buffer solution and gassed with 100% oxygen,
whose expression level was set at 100%. Thus, the
mRNA expression in n-butyrate- or hypoxia-incu-
bated epithelia is reported as a multiple of that of the
control. The data of the relative expression rates were
log-transformed to scale both the increases and the
decreases similarly.

As shown in Fig. 2, some of the investigated genes
showed similar responsiveness to n-butyrate as well as
to hypoxia. The MCT 1 mRNA expression was
increased significantly both by n-butyrate and even
more by hypoxia. The MCT 4 and GLUT 1 mRNA
expression were also upregulated significantly. Of the
regulatory factors, HIF 1o and COX 2 were upregulat-
ed significantly by both experimental conditions con-
jointly as well.

However, there were also effects of the n-butyrate
treatment that did not coincide with the outcome of
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Fig. 2 Changes in mRNA expression in rumen epithelium induced by
incubation with 50 mm n-butyrate or hypoxia. The mRNA expression lev-
els of the samples incubated under hypoxic conditions (white rhombs)
or with 50 mm n-butyrate (black dots) were calculated relative to that of
the control group, which was set to 100%. To demonstrate the differ-
ences in the mRNA expression proportionally, the data (in%) were log-
transformed to base 10. The dots/rhombs represent the log arithmetic
means =+ SD; letters a and b indicate statistically significant differences
to control (p < 0.05). Differences between the treatments are indicated
by different letters. One-way repeated-measures anova with subsequent
Holm-Sidak test based on N = 6 animals (n = 16 epithelial pieces).
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hypoxic conditions (Fig. 2). In addition to the effects
reported above, n-butyrate incubation led to a signifi-
cantly increased mRNA expression of PAT 1 and ACO
as well. In contrast, the mRNA expression of DRA was
decreased significantly after n-butyrate incubation.
All of these genes remained unaffected by hypoxia.
The expression of AE 2 and NFkB mRNA was not
altered by either of the two experimental conditions.

Protein expression

In order to confirm the influence of n-butyrate we
observed on mRNA level, we assessed the expression
of those genes that seemed to be affected most on
mRNA level, that is, MCT 1 and 4, on protein level as
well. For this purpose, a longer period of incubation
was necessary. This is why we incubated the epithelia
in DMEM supplemented with 50 mm Na-n-butyrate
or an equivalent amount of NaCl for 24 h using a tis-
sue culture system.

Consistent with the mRNA expression data, the pro-
tein expression of MCT 1 and 4 was increased signifi-
cantly after incubation with 50 mm n-butyrate
compared with the control group (Fig. 3). Addition-
ally, we wanted to confirm an activation of NFxB. This
activation had already been indicated by the upregu-
lation of its target gene COX 2 on mRNA level. There-
fore, we assessed the protein expression of its
activated subunit p50. The protein expression of NFxB
p50 was increased significantly after butyrate incuba-
tion as well, confirming NFxB activation (Fig. 3).
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Fig. 3 Changes in protein expression in rumen epithelium induced by
24-h incubation with 50 mwm n-butyrate. The protein expression of the
samples incubated with 50 mwm n-butyrate was calculated relative to that
of the control group, which was set to 100%. To demonstrate differences
proportionally, the data (in%) were log-transformed to base 10. Asterisks
mark statistically significant differences to the protein expression in the
control tissues (p < 0.05). Student’s t-test based on N =4 animals
(n = 8 epithelial pieces).
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The investigation on protein level could only be
conducted to evaluate the effects of n-butyrate, as the
studies using the Ussing chamber system showed that
the viability of the tissues was drastically reduced even
after 6 h of hypoxia.

Discussion

Monocarboxylate transporters have been described to
mediate the transfer of monocarboxylates such as lac-
tate and pyruvate in many cell types (Deuticke, 1982;
Poole and Halestrap, 1993; Halestrap and Price, 1999;
Halestrap and Meredith, 2004; Meredith and Chris-
tian, 2008). In ruminal epithelium, MCT isoform 1
has been shown to be involved in the transport of
SCFA and their metabolites, that is, mainly ketone
bodies, into the blood (Miiller et al., 2002; Kirat et al.,
2006; Dengler et al., 2013) and is considered to be a
bottleneck for SCFA transport (Gabel et al.,, 2002).
MCT isoform 4 was detected on the lumen-facing side
of the ruminal epithelium (Kirat et al., 2007), but also
inside the ruminal epithelial cells, and is assumed to
be involved either in the uptake of SCFA from rumi-
nal lumen and/or in the intracellular shuttling of
metabolites (Kirat et al., 2007).

Studies in various tissues showed that both MCT 1
and MCT 4 are upregulated by exposure to high con-
centrations of n-butyrate or to hypoxic conditions
(Ord et al., 2005; Perez de Heredia et al., 2010; Quei-
ros et al, 2012). Assuming a similar regulation of
MCT 1 in ruminal epithelium to that observed in
other tissues, we aimed to investigate whether the
expression of ruminal MCT 1 can also be modulated
by these triggers and whether hypoxia-induced
changes in MCT 1 and MCT 4 expression may be com-
parable to changes induced by n-butyrate. We also
tested whether other transport proteins involved in
ruminal SCFA transport are influenced. Subsequently,
we tried to characterise upstream signalling pathways
responsible for this.

A concomitant upregulation of MCT 1 and 4
mRNA expression was found under both incubation
conditions applied and could be confirmed on pro-
tein level after 24-h n-butyrate incubation as well.
This finding supports the thesis that these transport
proteins play a pivotal role in the extrusion and/or
intracellular handling of n-butyrate- and/or hypoxia-
induced metabolites in the ruminal epithelium. Our
results are in good accordance with reports about the
upregulation of MCT 1 and 4 by hypoxia in cell cul-
tures of human adipocytes and several tumour cells
(Ord et al., 2005; Perez de Heredia et al., 2010; Quei-
ros et al., 2012) as well as in rat brains and hearts
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(Martinov et al.,, 2009; Moreira et al., 2009). This
upregulation is easy to interpret because MCT 1
mediates the extrusion of the products of anaerobic
glycolysis occurring under hypoxic conditions (Boi-
dot et al., 2012), that is, the upregulation of MCT 1
is an adaptive response to the accumulation of
metabolites, thus increasing their export from the
cytosol in many tissues. The same seems to apply for
the ruminal epithelium, where the metabolism of n-
butyrate is a major energy source and MCT 1 has
already been shown to play a role in the extrusion of
accumulating metabolites (Miller et al., 2002). The
lumen-facing localisation of MCT 4, however, makes
an interpretation of its upregulation in ruminal epi-
thelium difficult. Any transfer of metabolites from
the cell interior into the ruminal lumen would imply
that the cells do not remove the metabolites, as they
may be recycled. However, an intracellular localisa-
tion of MCT 4 as suggested by Kirat et al. (2007) and
thus its involvement in the intracellular shuttling of
metabolites seem likely. Therefore, the upregulation
of MCT 4 by both n-butyrate and hypoxia might also
be part of the elevated intracellular handling of the
metabolites.

In contrast to MCT 1 and 4, PAT 1 was upregulated
only by n-butyrate incubation. Hypoxia did not affect
its expression at all. The unique upregulation of PAT 1
by n-butyrate provides a hint that it transports and is
regulated by the original SCFA but not by their
metabolites. In other tissues, PAT 1 is known as a Cl™/
HCO;  exchanger, which also accepts organic anions
such as dissociated SCFA (Wang et al., 2002; Nozawa
et al., 2004; Chernova et al., 2005). Thus, a role in ru-
minal SCFA transport appears to be possible.

Conversely, DRA was downregulated by n-butyrate
incubation, while it was unaffected by hypoxia. In
human and rodent colonic epithelium, DRA has been
described as a Cl"/HCO; exchanger located at the
lumen-facing side of these epithelia so far (Melvin
et al., 1999; Alper et al., 2001; Jacob et al., 2002). An
acceptance of SCFA in rumen epithelium is discussed
to be likely with respect to the high SCFA concentra-
tions in the forestomach (Bilk et al., 2005) and was
also suggested for rat colonic epithelium (Barmeyer
et al., 2007). The changes in its mRNA expression
after n-butyrate incubation suggest that DRA either
does not accept SCFA and/or their metabolites in ru-
minal epithelium or is not involved in its adaptation
to larger amounts of SCFA. However, downregulation
of DRA might also be part of a protective function.
Assuming a lumen-facing localisation in ruminal epi-
thelium like in the colonic epithelium of rat, rabbit
and humans (Jacob et al., 2002), the downregulation
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of a SCFA transport protein could be a mechanism to
prevent an overload of SCFA in the epithelial cells.

AE 2 is another anion exchanger protein hypothes-
ised to be involved in SCFA transport (Bilk et al.,
2005). It has mainly been described to work as a Cl™/
HCO; exchanger like PAT 1 and DRA, but has been
shown to accept n-butyrate as well in colonic epithe-
lium (Jons and Drenckhahn, 1998; Rajendran and
Binder, 2000; Tkuma et al., 2003). Its localisation and
substrate affinities in the ruminal epithelium are still
unknown. In the present study, its expression was
unaffected by both experimental conditions, casting
its acceptance of SCFA (-metabolites) or at least its
role in an adaptation to an increase in ruminal SCFA
concentrations into doubt.

In spite of the fact that the consequences of MCT 4
upregulation cannot be interpreted definitely, the
increased mRNA expression of MCT 1 and 4, that is,
transport proteins that can eliminate accumulating
metabolites, can be considered a sign of the cells’
attempt to compensate for and survive the challenges
we applied. In the case of n-butyrate, this attempt
seems to work quite well, while under hypoxic condi-
tions, this upregulation was not sufficient to prevent
damage, as reflected by the electrophysiological mea-
surements. For the epithelia exposed to hypoxic con-
ditions, G, increased and reached an endpoint of
approximately thrice the value of the control and n-
butyrate groups after an incubation period of 6 h. This
must be interpreted as a decreased viability of the tis-
sues under hypoxic conditions. Also, I, in the hypoxic
group was strikingly lower than in the other two
groups, whereas I in the n-butyrate-incubated group
remained even higher during the incubation period
than in the control group, indicating differences in the
maintenance of epithelial transport processes between
the treatments. A time-dependent decrease in I is
known as usual behaviour of tissues incubated in Us-
sing chambers under ‘physiological” conditions (Mar-
tens et al., 1987). However, it attracts attention that
I, was more stable in the n-butyrate-incubated group
than under control conditions. Thus, it may be
assumed that n-butyrate as an additional energy
source supports the cells” viability. In contrast, the
high G, and low I clearly show tissue damage under
hypoxic conditions. Nevertheless, the stable expres-
sion of the reference genes, as outlined in the material
and methods section (Two-step real-time reverse-trans-
criptase polymerase chain reaction (RT-gPCR)), demon-
strates an intact mRNA expression and thus makes the
evidence of the conducted RT-qPCR valid.

To obtain a better understanding of the compensa-
tion mechanisms by which the epithelium seems to
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cope with the conditions applied, we investigated the
upstream regulatory mechanisms mediating the
observed changes in transcription induced by both
incubation conditions. Under hypoxic conditions, the
GLUT 1 gene is characteristically upregulated via HIF
1 (Baumann et al., 2007; Ganapathy et al., 2009).
While the functional meaning of an increased expres-
sion of GLUT 1 under hypoxia is clearly an enhanced
transport of substrates for anaerobic glycolysis, it is
surprising that this also happened at high n-butyrate
concentrations. However, it has been shown in vari-
ous tissues that GLUT 1 is upregulated concomitantly
with MCT 1 (Ullah et al., 2006; Perez de Heredia
et al., 2010). In tumour cells and adipocytes, the cor-
relation between MCT 1 and 4 as well as GLUT 1
upregulation after hypoxia was interpreted as a sign
of their cooperative regulation via HIF 1 (Ullah et al.,
2006; Perez de Heredia et al., 2010; Pinheiro et al.,
2011). To test whether such a cooperative regulation
might also exist in the ruminal epithelium, we
assessed the mRNA expression of its cytoplasmatic
subunit, HIF 1a. Although this transcription factor is
only partially regulated at the mRNA level, the
increase in its mRNA expression under both the n-
butyrate incubation and the hypoxia suggests an
involvement of HIF 1. Thus, the upregulation of
GLUT 1 (although this transport protein may be of
minor importance in rumen epithelium) under both
incubation conditions strongly underlines the role of
HIF 1 activation. HIF 1, in turn, is not only activated
by hypoxic conditions, but also by inflammatory
mediators like NFxB (Rius et al., 2008). Because
NFxB is activated at the protein level and not on the
mRNA level (Inan et al., 2000a,b), we may have
detected only an elevated protein but not mRNA
expression. Furthermore, the upregulation of the
mRNA expression of the NFxB target gene COX 2
(Rius et al., 2008) by both n-butyrate and hypoxia
strongly points to an activation of the NFxB pathway
as well. In agreement with our study, there are also
reports about an activation of NFxB by n-butyrate in
human intestinal cells (Borthakur et al., 2008). How-
ever, NFkB can mediate an upregulation of SCFA
transport proteins not only by activating HIF 1. A
binding site for NFxkB was also detected at the pro-
moter region of MCT 1 (Hadjiagapiou et al., 2005).
Consequently, NFxB might regulate the expression of
MCT 1 both directly and indirectly via activation of
HIF la.

In addition to HIF la and NFxB, PPAR«a has been
shown to modulate the expression level of MCT 1
(Konig et al., 2010; Benesch et al.,, 2012). Because
PPARa is expressed constitutionally in a manner
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similar to that of NFxkB, we measured the mRNA
expression of a PPARa target gene, ACO (Mandard
et al., 2004). ACO was upregulated after n-butyrate
incubation but not by hypoxia. This suggests that
unique pathways are also activated by n-butyrate
and/or its metabolites only.

The present study shows that the expression of cer-
tain transport proteins can be influenced by n-buty-
rate and/or (anaerobic) metabolites via distinct
pathways. In addition to intracellular signal cascades,
n-butyrate might influence gene expression non-spe-
cifically by its action as a potent deacetylase inhibitor,
leading to a hyperacetylation of histones (Kouraklis
and Theocharis, 2006; Hamer et al., 2008). The partic-
ipation of these mechanisms as well as other regula-
tory pathways cannot be excluded definitely.
However, the comparison of the effects of n-butyrate
incubation with those of hypoxia leads to the conclu-
sion that the accumulation of metabolites initiates the
activation of NFxkB and HIF 1, while n-butyrate itself
additionally activates PPARa.

These pathways lead to an upregulation of MCT 1,
4, GLUT 1 and, in the case of n-butyrate, also PAT 1.

F. Dengler et al.

Thus, MCT 1 and 4 as well as PAT 1 might be
considered the key transporters for n-butyrate metab-
olites and intact n-butyrate in the ruminal epithelium.
By adapting the expression of these proteins and thus
the epithelium’s transport capacities, the animal is
able to react effectively to challenges that are accom-
panied by and increase intraruminal SCFA release,
such as enhanced concentrate feeding, up to a certain
point. Beyond this point, however, these regulatory
mechanisms are not sufficient to balance the genesis
and extrusion of metabolites, as could be observed
under the hypoxic conditions in our study, and might
lead to severe distress for the animal.
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4 Diskussion

4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, durch welche Mechanismen die
Ausschleusung von SCFA(-Metaboliten) Uber die basolaterale Membran des
Pansenepithels vermittelt wird. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Transport eine
bikarbonatabhangige sowie eine bikarbonatunabhangige Komponente aufweist.
Hemmstoffeffekte deuten auf eine Beteiligung von MCT 1 als Anionenaustauschprotein
hin, was auch durch Untersuchungen auf Genexpressionsebene untersetzt wird. Hier
konnte eine adaptive Heraufregulierung der Expression von MCT 1, 4 sowie PAT 1 nach
verstarkter Butyrat-Inkubation nachgewiesen werden. Die Ergebnisse werden im

Folgenden Ubergreifend diskutiert.

4.1 Transport von SCFA Uber die basolaterale Membra n des
Pansenepithels

Im Unterschied zum Transport der SCFA Uber die apikale Membran des Pansenepithels,
der Dbereits Gegenstand vieler Studien war (KRAMER et al. 1996; BILK 2007;
ASCHENBACH et al. 2009) (s. 2.3.3 Proteinvermittelte SCFA-Permeation), wurde in der
vorliegenden Arbeit das Augenmerk erstmals intensiv auf die Ausschleusung der SCFA
aus dem Zellinneren (Uber die basolaterale Membran gerichtet. Diese
Transportmechanismen muissen nicht nur die Permeation der SCFA, sondern zusatzlich
auch deren Metaboliten ins Blut vermitteln (s. 2.2 Metabolismus von SCFA im
Pansenepithel). Insbesondere Butyrat und in geringerem Umfang auch Propionat werden
von den Pansenepithelzellen zur Deckung ihres Energiebedarfs zu den Ketonkdrpern
Azetoazetat und B-Hydroxybutyrat bzw. zu Laktat abgebaut (WEIGAND et al. 1972b;
KRISTENSEN et al. 1998). Bei der Charakterisierung des Butyrattransportes sind also
auch dessen Metaboliten mit einzubeziehen.

Azetat hingegen gilt als nicht bzw. kaum intraepithelial metabolisierte SCFA (BERGMAN
et al. 1965; GABEL et al. 2002) (s. 2.2 Metabolismus von SCFA im Pansenepithel), kann
also als weitgehend reprasentativ fur nicht metabolisierte SFCA angesehen werden. Um
den Transport einer nicht metabolisierten SCFA Uber die basolaterale Membran des
Pansenepithels zu untersuchen, wurde deshalb mit **C-markiertem Azetat gearbeitet. Im
Gegensatz dazu wurde radioaktiv markiertes Butyrat herangezogen, um auch
Untersuchungen zur Ausschleusung von SCFA-Metaboliten anzustellen. Bei der Messung
der radioaktiv markierten Molekile kann im Falle von Butyrat also nicht davon

ausgegangen werden, dass es sich grundsatzlich um das Originalsubstrat handelt,
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sondern es muss vielmehr jedes markierte Molekll als mdglicher Metabolit betrachtet
werden.

Im direkten Vergleich zwischen Azetat und Butyrat konnten sowohl Ubereinstimmungen
als auch Unterschiede zwischen den Transportmechanismen fir SCFA und deren
Metaboliten aufgedeckt werden.

So war bei der Messung der Ausschleusung beider SCFA aus einem zuvor mit den SCFA
beladenen Epithel eine Diskrepanz in der basolateralen Ausschleusung zwischen Azetat
und Butyrat(-Metaboliten) zu beobachten. Der Transport zur mukosalen Seite hin war zwar
gleich grof3, in der serosalen Pufferlosung akkumulierte(n) jedoch deutlich mehr Butyrat
(-Metaboliten) als Azetat (Publikation 1, Fig. 1 und 2), was auf unterschiedliche
Transportmechanismen fur nicht metabolisierte SCFA und ihre Metaboliten auf der
basolateralen Seite hindeutet. Diese Annahme unterstiitzen fir **C-markiertes L-Laktat
gemessene Ausschleusungsraten. Diese verliefen beinahe identisch zu denen von Butyrat
(Abb. 1, unverdffentlichte Ergebnisse). Da auch Laktat ein SCFA-Metabolit ist, deuten die
synchron verlaufenden Ausschleusungsraten darauf hin, dass Butyrat in den Epithelzellen
schnell verstoffwechselt wird, sodass die in Form von radioaktiv markierten C-Atomen
gemessene Ausschleusung hauptsachlich Metaboliten betrifft, die auf denselben Wegen
transportiert werden wie L-Laktat. Somit erscheint es sinnvoll, bei der Betrachtung
moglicher Transportmechanismen zwischen Azetat und Butyrat(-Metaboliten) zu

differenzieren. Welche Mechanismen dies sein kdnnen, soll im Folgenden erdrtert werden.
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Abb. 1

Zeitlicher Verlauf der Effluxraten von Azetat, Butyrat(-Metaboliten) und L-Laktat aus dem Pansenepithel
nach zweistlindiger Inkubation mit dem jeweiligen Substrat.

Analog zu den in Publikation 1 beschriebenen Versuchen zur Ausschleusung von Azetat und Butyrat aus
zuvor mit **C-markierten Isotopen dieser SCFA beladenen isolierten Pansenepithelstiicken, wurde dies auch
mit L-Laktat (in einer Gesamtkonzentration von 50 mM) durchgefihrt.

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD der in der Pufferlosung akkumulierenden Menge des jeweils radioaktiv
markierten Substrats. Wie durch die Buchstaben a, b und ¢ angezeigt, ergibt sich zu jedem Zeitpunkt im
Vergleich der Ausschleusungsraten ein signifikanter Unterschied zwischen denen zur mukosalen Seite und
denen zur serosalen Seite, wobei hier wiederum die Effluxraten von Butyrat(-Metaboliten) und L-Laktat die
von Azetat signifikant Gbersteigen (N = 4; n = 8; p < 0.05; One-Way Repeated Measurements ANOVA mit
nachfolgendem Holm-Sidak-Test; SigmaPlot 11.0, Systat Software, USA).
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4.1.1 Transport mittels lipophiler Diffusion

Bislang wurde von einer Kombination aus lipophiler Diffusion und proteinvermittelten
Transportmechanismen fir den Transport der SCFA ins Blut ausgegangen
(RECHKEMMER et al. 1995; GABEL et al. 2002). Im Gegensatz zu Azetat ist Butyrat
aufgrund seiner Kettenlange deutlich lipophiler. Damit besteht grundsatzlich die
Moglichkeit, dass der nicht metabolisierte Anteil dieser SCFA die basolaterale Membran
via lipophiler Diffusion tberquert. Ihre Metaboliten, also hauptsachlich Azetoazetat und 3-
Hydroxybutyrat, sind hingegen weniger lipophil und somit verstarkt auf einen
proteinvermittelten Transportmechanismus angewiesen. Um die Bedeutung der lipophilen
Diffusion fur die Permeation der basolateralen Membran zu evaluieren, wurde im ersten
Teil der Arbeit der Einfluss verschiedener serosaler pH-Werte auf die transepitheliale
Fluxrate von mukosal nach serosal betrachtet. Im Ergebnis konnte nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, dass die Permeation von Butyrat Uber die basolaterale Membran
durch pH-Wert und pCO, zu einem gewissen Grad beeinflusst wird und somit die lipophile
Diffusion bei der Permeation dieser SCFA ins Blut eine gewisse Rolle spielt (Publikation 1,
Fig. 3). Dennoch ist diese offensichtlich von so geringer Bedeutung, dass keine direkten
Effekte des serosalen pH-Werts auf die transepitheliale Fluxrate von Butyrat zu
beobachten waren. In Bezug auf Azetat, stellvertretend fir nicht metabolisierte SCFA,
zeigte sich keinerlei Hinweis auf eine pH-abh&angige und somit lipophile Permeation tber
das Pansenepithel (vgl. Publikation 1, results: The influence of different HCO3 gradients
on mucosal to serosal flux of acetate and butyrate).

Somit spielt lipophile Diffusion - entgegen den urspringlichen Ansichten (BARCROFT et
al. 1944; ALl et al. 2006) - fur die Permeation von SCFA Uber die basolaterale Membran
des Pansenepithels keine signifikante Rolle. Daher muss dieser Transport von SCFA bzw.
deren Metaboliten hauptséachlich proteinvermittelt erfolgen.

Diese Beobachtung stimmt mit der von STEVENS und STETTLER (1967) ge&aul3erten
Vermutung Uberein, dass Azetat die basolaterale Membran nur mit Hilfe eines aktiven
Transportmechanismus Uberwinden kann. In dem von ihnen entworfenen Drei-
Kompartiment-Modell postulierten sie die Existenz einer weniger permeablen,
limitierenden sowie einer durchlassigeren Membran auf der entgegengesetzten Seite des
Pansenepithels (STEVENS und STETTLER 1967). Auf der Grundlage der vorliegenden
Arbeit ware also die apikale als die in Hinblick auf Diffusionsvorgange durchlassigere und
die basolaterale als die fur die Permeation von HSCFA limitierende Membran anzusehen.
Auch SEHESTED et al. (1999a) schlossen aus Ussing-Kammer-Studien auf die
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Beteiligung einer aktiven Komponente und eine untergeordnete Bedeutung der lipophilen
Diffusion beim SCFA-Transport tber das Pansenepithel. Diese Annahme konnte in
anderen Untersuchungen bekraftigt werden (MICHELBERGER 1994; GABEL und
SEHESTED 1997). Die Charakteristika dieser aktiven Komponente sollen im Folgenden

eruiert werden.

4.1.2 SCFA werden bevorzugt Gber die basolaterale M embran transportiert

Anhand der ermittelten Effluxraten der SCFA zu beiden Seiten des Pansenepithels kann
der direkte Vergleich zwischen ihrem Transport Uber die apikale und die basolaterale
Membran gezogen werden. Obwohl die Ausschleusungsraten von Azetat Uber die
basolaterale Membran deutlich geringer waren als die von Butyrat und L-Laktat, zeigte
sich dennoch auch bei Azetat ein bevorzugter Transport zur serosalen Seite des Epithels,
d.h. ins Blut. Die in der serosalen Pufferlosung akkumulierende Substratmenge betrug bei
allen drei untersuchten Substraten in etwa das Doppelte der auf der mukosalen Seite
ausgeschleusten (Publikation 1, Fig. 1; Abb. 1). Da die Inkubationspuffer auf beiden Seiten
des Epithels identisch waren, lasst sich daraus der Schluss ziehen, dass mehr und/oder
effektivere Transportmechanismen fur SCFA in der basolateralen als in der apikalen
Membran vorhanden sind.

Dies bekraftigen Uptakestudien von STEVENS und STETTLER (1967), bei denen, &hnlich
dem in Abb. 1 dargestellten Verlauf, eine rasche Absorption von Azetat in den ersten 30
Minuten und eine sich anschlielende konstante Aufnahme beobachtet werden konnte.
Von besonderem Interesse ist, dass auch STEVENS und STETTLER (1967) ein
Uberwiegen der Absorption von Azetat aus der serosalen Pufferlosung gegeniiber der
Absorption aus der mukosalen Lésung feststellten. Somit scheint die in der vorliegenden
Arbeit nachgewiesene Asymmetrie des Azetattransportes Uber die beiden Membranen des
Pansenepithels sowohl fur die Ein- als auch die Ausschleusung der SCFA zu gelten. Die in
der vorliegenden Arbeit gemessenen Ausschleusungsraten zeigen, dass beinahe doppelt
so viel Azetat (stellvertretend fir nicht metabolisierte SCFA) Uber die basolaterale
Membran transportiert wird wie Uber die apikale.

Aber auch im Fall von Butyrat wurde eine polarisierte Exkretion dieser SCFA bzw. ihrer
Metaboliten schon von SEHESTED et al. postuliert (1999b). Diese beobachteten, dass der
Transport von Butyrat von mukosal nach serosal einer Michaelis-Menten-Kinetik folgte,
wahrend der Transport in der Gegenrichtung linear verlief. Aus diesen Befunden leiteten
sie die Existenz einer proteinvermittelten Komponente ab (SEHESTED et al. 1999b). Vor
dem Hintergrund des intraepithelialen Metabolismus von Butyrat stellten sie die Theorie
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auf, dass die Asymmetrie des Butyrattransportes in beide Richtungen auf einer
polarisierten Exkretion der Metaboliten durch proteinvermittelte Mechanismen mit
unterschiedlichen Substratspezifitaten auf beiden Seiten beruhen kénnte. In vivo war bei
Untersuchungen am voriibergehend isolierten und gewaschenen Retikulorumen zu
beobachten, dass deutlich mehr n-Butyrat als das kaum metabolisierbare iso-Butyrat aus
dem Pansen resorbiert wird (RECHKEMMER et al. 1995; GABEL und SEHESTED 1997).
Dies unterstiitzt ebenfalls die Auffassung, dass es sich bei den bevorzugt Uber die
basolaterale Membran ausgeschleusten *C-markierten Molekillen hauptséchlich um
Metaboliten von Butyrat handelt (Abb. 1).

Die uber die apikale Membran transportierte Menge von Butyrat entsprach quantitativ
weitgehend der von Azetat (Abb. 1). Dies lasst vermuten, dass diese Seite des Epithels
praferentiell die nicht metabolisierten originalen SCFA, wenn auch mit geringerer Effizienz
als basolateral, permeieren lasst. In der basolateralen Membran zusatzlich vorhandene
Mechanismen fir die Permeation der Metaboliten kénnen eine Erklarung fur die
Diskrepanz zwischen dem Transport von Azetat und Butyrat bzw. L-Laktat Uber die
basolaterale Membran sein. Unabhangig davon bleibt aber allen untersuchten Substraten
gemein, dass ihr Transport Uber die basolaterale Membran bevorzugt erfolgt. Nachdem
eine mal3gebliche Bedeutung der lipophilen Diffusion ins Blut bereits ausgeschlossen
werden konnte, muss dies in effizienteren Transportmechanismen fir SCFA bzw. deren

Metaboliten begriindet sein. Diese sollen im Anschluss nédher charakterisiert werden.

4.1.3 SCFA(-Metaboliten) werden bikarbonatabhangig uber die basolaterale
Membran transportiert

Nachdem alles darauf hindeutete, dass in der basolateralen Membran mehr bzw.
potentere Transportproteine fir SCFA(-Metaboliten) vorhanden sind als auf der apikalen
Seite, stellte sich die Frage nach deren Funktionsweise. Analog zur apikalen Membran
ware  auch in der basolateralen Membran  ein bikarbonatabhangiger
Austauschmechanismus denkbar. Auf diese Weise ware ein bestandiger Antrieb des
SCFA-Transports durch die im Blut konstant hohe HCOj3-Konzentration gegeben und
Nachschub von HCOg3™ aus dem Blut flir die Sekretion auf der apikalen Seite gewéhrleistet.
Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die Ausschleusung der SCFA aus dem Epithel
sowohl unter bikarbonatfreien als auch -haltigen Bedingungen vergleichend untersucht. Es
konnte eine Steigerung der Ausschleusung von Azetat und Butyrat(-Metaboliten) zu

beiden Seiten des Epithels auf das Doppelte induziert werden, wenn Bikarbonat in der
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umgebenden Pufferlosung zur Verfigung stand, verglichen mit bikarbonatfreien
Inkubationsbedingungen (Publikation 1, Fig. 2).

Eine Steigerung der Ausschleusung uber die apikale Seite des Epithels war zu erwarten
gewesen, da hier die Existenz eines SCFA/HCOj3-Austauschproteins bereits
nachgewiesen wurde (KRAMER et al. 1996; ASCHENBACH et al. 2009). Schon
STEVENS und STETTLER (1967) beobachteten eine erhohte Azetataufnahme aus der
mukosalen Pufferldsung, wenn Bikarbonat im Puffer enthalten war. Umgekehrt konnte
auch eine Abhangigkeit der Sekretion von HCOj3; auf der mukosalen Seite von der
mukosalen Verfugbarkeit von SCFA gezeigt werden (GABEL et al. 1991a).

In der vorliegenden Arbeit stieg jedoch auch die schon zuvor beobachtete bevorzugte
Ausschleusung zur serosalen Seite an, wenn HCOj3; verfugbar war. Die
bikarbonatvermittelte Steigerung des Transportes war auf der basolateralen Seite sogar
noch gréRRer als auf der apikalen Seite.

Es ist also davon auszugehen, dass auf beiden Seiten des Epithels ein
bikarbonatunabh&ngiger und ein bikarbonatabhangiger Anteil des Transportes von Azetat
und Butyrat aus dem Epithel ins Blut existiert. Dabei sind beide Anteile auf der
basolateralen Seite groR3er als auf der apikalen (Publikation 1, Fig. 2).

Die Abhangigkeit des Transportes von Azetat Uber die basolaterale Membran des
Pansenepithels von Bikarbonat wurde in transepithelialen Fluxstudien verifiziert. Dazu
wurden auf der serosalen Seite verschiedene Bikarbonatkonzentrationen vorgegeben, die
entweder einen hohen Gradienten von serosal (87 mM HCOg3) nach mukosal (20 mM
HCOg), keinen Gradienten (20 mM HCOg3™ beidseits) oder einen Gradienten von mukosal
(20 mM HCOg3’) nach serosal (5 mM HCOg3') bewirkten. Dabei konnte eine Steigerung der
Fluxrate analog zur serosal verfligbaren Menge an HCOj3; verzeichnet werden, was die
Existenz eines bikarbonatabhangigen Transportmechanismus in der basolateralen
Membran des Pansenepithels weiter bestatigte (Publikation 1, Fig. 3).

Auch mit Butyrat wurden entsprechende Untersuchungen durchgefiihrt, die eine
Korrelation des Butyrattransportes mit der Bikarbonatkonzentration auf der serosalen Seite
zeigen konnten (Publikation 1, Fig. 3). Wie bereits erlautert, kénnen hier geringfigige
Effekte von pH und pCO, nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dennoch ist ein
Zusammenhang zwischen dem Ausmal’ des Butyrattransports und der serosalen HCO3'-
Konzentration klar ersichtlich (vgl. Publikation 1, results: The influence of different HCOj3’
gradients on mucosal to serosal flux of acetate and butyrate). Ein Grund dafur, dass die
Bikarbonatabhangigkeit im Fall von Butyrat(-Metaboliten) nicht ganz so klar hervortritt wie
bei Azetat, liegt hochstwahrscheinlich in dem unbekannten Grad der Metabolisierung des
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eingesetzten Butyrats. So konnte der bikarbonatabhangige Transport hauptsachlich die
Metabolite betreffen, aber ein kleiner, nicht metabolisierter Anteil urspringlichen Butyrats
kbnnte die basolaterale Membran durch lipophile Diffusion Uberqueren und so eine
gewisse ,Unscharfe” in die Erfassung des bikarbonatabhangigen Fluxes bringen.

Eine Abhangigkeit der Butyratresorption tUber das Pansenepithel des Rindes von der
Bikarbonatkonzentration in der umgebenden Pufferlésung wurde bereits durch
SEHESTED et al. (1999b) beobachtet. Fehlte HCO3 in der Pufferlosung, kam es statt
einer Resorption zu einer Nettosekretion von Butyrat, was als nicht metabolisierte Fraktion
(die die apikale Membran mittels lipophiler Diffusion Uberqueren kann) interpretiert wurde,
wahrend der polarisierte Transport der Metaboliten tUber die basolaterale Membran als
HCOj-abhéangig postuliert wurde (SEHESTED et al. 1999b).

Hinweise fur die Existenz eines bikarbonatabhangigen Transportmechanismus fir SCFA
zeichneten sich auch zuvor schon in Untersuchungen von STEVENS und STETTLER
(1966a) ab, wobei hier der foérdernde Einfluss von HCO3 auf den Azetattransport nicht
eindeutig der apikalen oder basolateralen Membran zugeordnet werden konnte. In
Anbetracht der aktuellen Befunde, dass es namlich auf beiden Seiten des Epithels
bikarbonatabhangige SCFA-Transportmechanismen gibt, ist es nicht verwunderlich, dass
die Zuordnung der Effekte von HCOj3; zu einer Seite nicht leicht fiel. Auch bei den
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ist es durchaus moéglich, dass nach einer
gewissen Zeitspanne genigend HCOj3; durch den Austausch mit SCFA in das Epithel
gelangen konnte, um auch den apikalen Austausch anzuregen, wie es fur die tatséchliche
Funktionsweise in vivo sinnvoll ware. Allerdings machte sich dies nicht in den gemessenen
Fluxraten bemerkbar, was wohl auch an der deutlich geringeren Transportrate der SCFA
Uber die apikale Membran liegt. Es kann also mit Sicherheit davon ausgegangen werden,
dass ein (Grol3-)Teil der SCFA(-Metaboliten) bikarbonatabhéangig tUber die basolaterale
Membran des Pansenepithels transportiert wird.

4.1.4 SCFA(-Metaboliten) werden durch einen Anionen austauschmechanis-
mus ins Blut ausgeschleust

In den vorangegangenen Untersuchungen konnte die Bikarbonatabhangigkeit des

Azetattransportes  Uber die  basolaterale n Membran belegt werden. Ein

Austauschmechanismus, wie er schon apikal nachgewiesen worden war, bote

Elektroneutralitat und zugleich stetige Bereitstellung von HCOj3 fur die apikale Sekretion.

Im Folgenden sollte die Identitat des/der dafir verantwortlichen Transportproteins/e geklart
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werden. Um einen basolateralen Anionenaustausch nachzuweisen und n&her zu
charakterisieren, wurden verschiedene Hemmstoffe bzw. alternative Substrate getestet.
Wie viele andere Anionenaustauschmechanismen auch, konnte im Pansenepithel der
apikal lokalisierte SCFA/HCOgj-Austauscher mit NOjz kompetitiv gehemmt werden
(SEIFTER und ARONSON 1984; WURMLI et al. 1987; KRAMER et al. 1996; BILK 2007).
Daher wurde auch in der vorliegenden Arbeit bei der Charakterisierung des basolateralen
Austauschmechanismus angenommen, dass dieser NOs akzeptiert bzw. durch dieses
hemmbar ist. Da die Bindungsstellen von Anionenaustauschern im Allgemeinen als relativ
unselektiv gelten, wird davon ausgegangen, dass man ihre Transportrichtung auch
umdrehen kann, d.h. dass ihre Substrate in beide Richtungen gegeneinander
ausgetauscht werden konnen (WRIGHT und DIAMOND 1977; GEORGI 2010). Dies und
die potentielle Akzeptanz von NO3 wurde in der vorliegenden Arbeit ausgenutzt, um die
SCFA auf der serosalen anstatt der mukosalen Seite mit NO3 konkurrieren zu lassen und
so einen basolateral lokalisierten Austauschmechanismus nachweisen zu kdnnen. Es
konnte gezeigt werden, dass eine serosale Zugabe von NOj3 den transepithelialen Flux
von serosal nach mukosal von Azetat (um 68% des vorherigen Fluxes) und Butyrat (um
57%) reduziert (Publikation 1, Fig. 5), d.h. es ist nicht nur in der apikalen, sondern auch in
der basolateralen Membran ein nitratsensitiver Transportmechanismus fur SCFA(-
Metaboliten) lokalisiert. Der kleinere Effekt von NO3 auf den Transport von Butyrat(-
Metaboliten) kann auch hier wieder dem teilweisen Metabolismus und der préaferentiellen
Ausschleusung von Metaboliten auf der basolateralen Seite geschuldet sein, d.h.
nachdem Butyrat auf der serosalen Seite aufgenommen wurde, rezyklieren dessen
Metabolite auf der gleichen Seite und tauchen somit nicht auf der apikalen Seite auf,
sodass ihr basolateraler Transport bei den Fluxmessungen nicht detektierbar ist. Es
kénnte auch sein, dass der fir das nicht metabolisierbare Butyrat verantwortliche
Transportmechanismus im Gegensatz zu den Mechanismen fir Azetat und/oder die
SCFA-Metaboliten nicht nitratsensitiv ist.

Eine nitratsensitive Komponente des SCFA-Transportes lber die basolaterale Membran
des Pansenepithels konnte somit in dieser Arbeit erstmals nachgewiesen werden. Ein
Grol3teil der intrazellular akkumulierenden SCFA wird also auf einem nitratsensitiven Weg
ausgeschleust. Aufgrund der geringen Spezifitat von NO3™ kann daraus jedoch noch nicht
konkreter auf den zugrunde liegende Mechanismus riickgeschlossen werden.

In vorangegangenen Untersuchungen konnte eine mukosale Zugabe von NO3 neben der
Verringerung des Jns von SCFA (KRAMER et al. 1996) auch eine Hemmung der CI'-
Absorption induzieren (WURMLI et al. 1987). In der Gegenrichtung (Jsm) war diese
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Hemmung des CI'-Fluxes hingegen nicht méglich, sodass der Nettoflux von CI" durch NOg’
verringert wurde (WURMLI et al. 1987). Dies konnte als Hinweis aufgefasst werden, dass
der in der basolateralen Membran befindliche Anionenaustauscher eine grofiere
Selektivitat aufweist als der apikal lokalisierte. Allerdings ist es auch mdglich, dass in der
apikalen Membran neben dem fir den SCFA-Transport zustdndigen ein zusatzlicher
Austauschmechanismus fur CI° existiert. Dies wirde wiederum einen weiteren
Sekretionsweg fur das ungleich effektiver Uber die basolaterale Membran eingeschleuste
HCOg3" bieten.

Um die Identitat des basolateral lokalisierten Austauscherproteins zu ergriinden, wurden in
der vorliegenden Arbeit Studien mit weiteren Hemmstoffen fiir im Pansenepithel
nachgewiesene Transportproteine, die auch als Anionenaustauscher in Frage kommen,

durchgefuhrt. Diese Untersuchungen werden im Folgenden weiter diskutiert.

4.1.5 Azetat wird durch einen pHMB- und CHC-sensiti ven Mechanismus
transportiert

BILK (2007) konnte die Existenz der Anionenaustauschproteine AE 2, DRA und PAT 1 im
Pansenepithel molekularbiologisch (auf mMRNA-Ebene) nachweisen, die genaue
Lokalisation dieser Proteine im Epithel ist jedoch noch ungeklart. Des Weiteren ist
bekannt, dass MCT 4 in der apikalen und MCT 1 in der basolateralen Membran des
Pansenepithels lokalisiert sind (MULLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006a; KIRAT et al.
2007). Auch MCT 2, 7 und 8 wurden in den basalen Zellschichten des Pansenepithels
nachgewiesen (KIRAT et al. 2013). All diese Proteine haben gemeinsam, dass sie
theoretisch einen bikarbonatgekoppelten Transport von SCFA™ vermitteln kénnten (s. 2.3.3
Proteinvermittelte SCFA-Permeation). Durch den Einsatz verschiedener Hemmstoffe fir
diese Proteine sollte deren Beteiligung am Transport von Azetat und Butyrat(-Metaboliten)
Uber das Pansenepithel untersucht werden. Wie in Publikation 1, Fig. 4 zu sehen, konnte
der transepitheliale Flux von Azetat von mukosal nach serosal durch serosale Zugabe von
pHMB oder CHC signifikant verringert werden. Die Hemmstoffe Phloretin und DIDS
hingegen zeigten keine Wirkung auf die Transportrate von Azetat.

Diese Unempfindlichkeit gegen DIDS schliel3t eine Beteiligung der meisten
nachgewiesenen Transportproteine von vornherein aus. So werden AE 2, DRA und PAT 1
als DIDS-sensitiv beschrieben, nicht jedoch als pHMB- oder CHC-sensitiv (SILBERG et al.
1995; JACOB et al. 2002; PETROVIC et al. 2002; WANG et al. 2002; IKUMA et al. 2003;
BERGER et al. 2010). Allerdings scheint die hemmende Wirkung von DIDS auf

Anionenaustauscher stark von den spezifischen Versuchsbedingungen abzuhéngen. So
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beobachteten KRAMER et al. (1996) eine hemmende Wirkung von DIDS auf den apikal im
Pansenepithel lokalisierten CI/HCOgs-Austauscher nur bei sehr geringen CI-
Konzentrationen. MARTENS et al. (1991) gelang dies bei keiner Variation der CI-
Konzentration. Die fehlende Hemmung des Azetatfluxes durch DIDS in der vorliegenden
Arbeit sollte also mit Vorsicht interpretiert werden. Sie deutet zwar darauf hin, dass AE 2,
DRA und PAT 1 keine Rolle beim Transport von origindren SCFA Uber die basolaterale
Membran spielen, sollte jedoch nicht als endgultiger Beweis betrachtet werden.

Im Gegensatz zu den Ubrigen Austauschproteinen werden die Vertreter der MCT-Familie
als CHC-sensitiv und insbesondere MCT 1 und 4 auch als pHMB-sensitiv beschrieben
(MULLER et al. 2002; MEREDITH und CHRISTIAN 2008). Allerdings wurde fiir die MCT-
Familie mitunter auch eine Empfindlichkeit gegentber DIDS und Phloretin beobachtet
(POOLE und HALESTRAP 1993; KIRAT et al. 2006b; MEREDITH und CHRISTIAN 2008),
die in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden konnte. Es ware allerdings mdglich, dass
die Hemmstoffcharakteristika der MCT im Pansenepithel nicht dem kompletten Spektrum
dessen entsprechen, was in anderen Geweben beobachtet wurde oder DIDS und
Phloretin unter den in der vorliegenden Arbeit gewahlten Versuchbedingungen, wie bereits
zuvor erlautert, keine Wirkung zeigten. Obwohl neben dem MCT 1 auch andere Isoformen
in den basal orientierten Zellschichten des Pansenepithels nachgewiesen wurden (KIRAT
et al. 2013), spricht die Inhibition der Azetatfluxe durch pHMB doch fir eine Beteiligung
dieser Isoform, da nur MCT 1 und der apikal lokalisierte MCT 4 (KIRAT et al. 2007) das
Chaperon CD 147, das durch pHMB blockiert wird, fur ihre Funktion benétigen. Die
ermittelten Hemmstoffcharakteristika deuten also auf eine Beteiligung des MCT 1 am
Transport von Azetat Uber die basolaterale Membran hin.

Der ruminale MCT 1 wurde zwar bislang hauptséchlich als SCFA7/H’-Symporter
beschrieben (MULLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006b), allerdings postulierten schon
DUDEJA und RAMASWAMY (2006) eine Funktion des MCT 1 als SCFA/HCOs3-
Austauscher im Gastrointestinaltrankt. In CaCo2-Zellen und anhand von Membran-
Vesikel-Untersuchungen des humanen Colonepithels konnte diese Stéchiometrie
untersetzt werden (HARIG et al. 1996; HADJIAGAPIOU et al. 2000; TYAGI et al. 2002).
Auch die Untersuchungen von KIRAT et al. (2006b), die in Ussing-Kammer-Studien einen
Transport von Azetat via MCT 1 im Pansenepithel zeigen konnten, schlielen dies nicht
aus, da in diesen Untersuchungen dem Epithel HCO3™ aus der Pufferlésung sowie der
intraepithelialen Produktion durch die Carboanhydrase zur Verfiigung stand.

Um zu zeigen, dass die pHMB-sensitive Komponente des Azetattransportes zugleich auch
abhangig von der Bikarbonatkonzentration ist, wurde dieser Hemmestoff bei verschiedenen
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serosalen Bikarbonatkonzentrationen eingesetzt. So wurde der Effekt einer serosalen
Zugabe von pHMB auf die transepitheliale Fluxrate von Azetat von mukosal nach serosal
mit 87, 20 und 5 mM HCOg3 auf der serosalen Seite gegentber 20 mM HCOg3™ auf der
mukosalen Seite gemessen. Es war zu beobachten, dass der pHMB-sensitive Antell
entsprechend des serosal verfugbaren Bikarbonats abnahm (Abb. 2, nicht veroffentlicht).
Dies lasst darauf schliel3en, dass der so gehemmte Mechanismus tatséchlich ein SCFA/
HCO3 -Austauschprotein ist.

Es ist natirlich auch maoglich, dass neben dem MCT 1 ein anderer, bislang nicht
identifizierter Austauschmechanismus mit ahnlichen Hemmstoffcharakteristika fir die
Vermittlung dieses Transports verantwortlich ist. Zusatzlich scheint es jeweils
(mindestens) einen weiteren bikarbonatabhangigen und -unabhangigen Mechanismus zu
geben, da die pHMB- und CHC-sensitive Komponente nicht den gesamten nitratsensitiven
Anteil des Azetattransports Uber die basolaterale Membran des Pansenepithels abdeckt,
bzw. auch nach Blockade mit NO3s noch ein geringer Transport von Azetat nachweisbar
ist. So zeigten die Ergebnisse des zweiten Teils dieser Arbeit Hinweise auf eine
Beteiligung von PAT 1 am Transport von SCFA Uber das Pansenepithel, wobei dessen
Lokalisation noch unbekannt ist, sodass dieses Transportprotein genauso gut den

Transfer der SCFA uber die apikale Membran vermitteln kdnnte.
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Abb. 2

Hemmestoffeffekte auf den bikarbonatabhangigen Transport von 10 mM Azetat von mukosal nach serosal

Die serosale Konzentration von HCOj3', pH-Wert und pCO, wurden analog zu Publikation 1, Fig. 3 variiert (s.
Abszisse). Auf der mukosalen Seite herrschten stets dieselben Bedingungen wie in Setup 20/4/7.4. Nach
einer Equilibrierungsphase von 30 Min. wurden die Fluxraten von *C-Azetat von mukosal nach serosal
(Ims’?) in 30-mindtigen Intervallen gemessen. Nach einer Stunde Fluxmessung (0 - 60 Min., schwarze
Balken) wurde der Hemmstoff pHMB (untere Hélfte der Abb.) bzw. dessen Solvens Ethanol (obere Halfte der
Abb.) zur serosalen Pufferldsung zugegeben und erneut Imd gemessen (90 - 120 Min., weil3e Balken).
Wahrend sich die Fluxraten in den Kontrollgruppen nur geringfligig zeitabhéngig verringerten (schraffierte
Flachen), wurden sie durch pHMB-Zugabe signifikant erniedrigt. Dabei war eine signifikante Verringerung
dieser Hemmstoffwirkung (schraffierte Flachen) bei verminderter serosaler Verfiigbarkeit von HCO3; zu
beobachten. Die statistischen Unterschiede zwischen den erzielten Hemmstoffeffekten (schraffierte Flache)
ist durch unterschiedliche Buchstaben (a, b) gekennzeichnet (p < 0.05; One-Way Repeated Measurements
ANOVA mit nachfolgendem Holm-Sidak-Test; SigmaPlot 11.0, Systat Software, USA). Mittelwert + SD; N =
7;n=14,
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Der Flux von Butyrat war durch keinen der verwendeten Hemmstoffe beeintrachtigt, was
wiederum als Zeichen fir unterschiedliche Transportmechanismen und -substrate im Fall
von Azetat und Butyrat bzw. dessen Metaboliten gewertet werden kann. Somit kdnnen fir
den Transport von Butyrat(-Metaboliten) Uber die basolaterale Membran wie auch fur
Azetat AE 2, PAT 1, DRA sowie Anionenkandle scheinbar ausgeschlossen werden.
Anders als im Fall von Azetat gibt es keine zwingenden Hinweise auf eine Beteiligung
eines MCT.

Dagegen konnten MULLER et al. (2002) den Laktat- bzw. B-Hydroxybutyrat-getriebenen
Protonenexport aus kultivierten Pansenepithelzellen durch pHMB stark hemmen.
BENESCH et al. (2012) konnten dies erneut nachweisen. Diese Befunde wirden
vermuten lassen, dass eine starke pHMB-Wirkung bei der Messung des Fluxes von
Butyrat(-Metaboliten) von mukosal nach serosal zu erwarten wéare. In der vorliegenden
Arbeit war das nicht der Fall.

Moglicherweise sind im intakten Gewebe fir die verschiedenen Substrate aber mehrere
redundante Transportmechanismen vorhanden, sodass bei Hemmung des einen der
andere Ersatz leistet und jeder Anteil den jeweils anderen verschleiern kann, wenn es um
eindeutige Hemmstoffcharakteristika geht. Zudem ist die Wirkung der verwendeten
Hemmstoffe, insbesondere DIDS, wie oben erlautert, oft unzuverlassig. Anhand der
fehlenden Hemmstoffeffekte auf den Butyrat-Flux kann also eine Beteiligung der o.g.
Transportproteine nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Einen indirekten Hinweis
hierauf bieten die Untersuchungen auf Genexpressionsebene. So zeigte sich im zweiten
Teil dieser Arbeit eine Erhdhung der mRNA-Expression von MCT 1 und PAT 1 durch
Exposition des Epithels gegentber Butyrat(-Metaboliten). Das macht eine Rolle dieser
Transportproteine in der Ausschleusung von Butyrat und/oder dessen Metaboliten

wahrscheinlich. Ein endgultiger Nachweis steht dennoch aus.
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4.2 Der Transport von SCFA Uber das Pansenepithel u nterliegt
regulativen Einflissen

Wie unter 2.2 Metabolismus von SCFA im Pansenepithel ausgefihrt, ist der Export von
SCFA(-Metaboliten) aus den Epithelzellen ins Blut von gro3er Bedeutung sowohl fur die
Homdoostase der Epithelzellen als auch die Energieversorgung des Gesamtorganismus.
Werden also intraruminal mehr SCFA(-Metaboliten) gebildet und/oder durch Milch- oder
Mastleistung mehr Energie benétigt, ware eine rasche Anpassung dieser
Transportkapazitaten sinnvoll. Wie im vorhergehenden Abschnitt dargelegt, sind
vermutlich Vertreter der MCT-Familie entscheidend fur die Permeation der SCFA bzw.
ihrer Metaboliten. Die nachgewiesenen Vertreter der MCT-Familie scheinen ein hohes
Adaptationspotential zu besitzen, das bereits in verschiedenen nicht-ruminalen Geweben
beobachtet wurde (BORTHAKUR et al. 2008; PEREZ DE HEREDIA et al. 2010;
QUEIROS et al. 2012; BOIDOT et al. 2012). Ob eine solche Anpassung auch im
Pansenepithel maoglich ist, sollte in einem zweiten Abschnitt dieser Arbeit untersucht
werden. Dabei wurde die Protein- und mRNA-Expression der MCT, aber auch die mRNA-
Expression verschiedener anderer Kandidaten fir den Transport der SCFA(-Metaboliten)
im isolierten Pansenepithel nach Inkubation mit Butyrat oder unter hypoxischen
Bedingungen untersucht. Diese Untersuchungen lieferten zudem indirekte Hinweise,
welche der untersuchten Transportproteine eine entscheidende Rolle beim Transfer der
SCFA(-Metaboliten) spielen kdnnten.

4.2.1 Einfluss von Butyrat(-Metaboliten) auf die Ex  pression von potentiellen
SCFA-Transportern

Um eine verstarkte Anflutung von SCFA(-Metaboliten) zu simulieren, wurde Epithel aus
dem ventralen Pansensack in Ussing-Kammern sechs Stunden lang mit 50 mM Butyrat
inkubiert. In einem zweiten Ansatz wurden durch N,-Begasung hypoxische Bedingungen
induziert, unter denen eine Anpassung der MCT-Expression bereits mehrfach beschrieben
wurde (ORD et al. 2005; PEREZ DE HEREDIA et al. 2010) (vgl. 2.4.2 Beeinflussung der
Genexpression durch Hypoxie).

Im direkten Vergleich dieser Inkubationsbedingungen sollten Effekte von SCFA(-Meta-
boliten) einerseits und von hypoxischen Bedingungen andererseits differenziert werden,
um weiterhin Ruckschlisse auf intrazellulare Mechanismen ziehen zu kdnnen, die an der
Beeinflussung der Genexpression von SCFA-Transportproteinen beteiligt sind. Hinsichtlich

des Vergleichs der Inkubationsbedingungen stellt sich natirlich die Frage, ob die Hypoxie
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selbst oder aber erst eine dadurch induzierte Akkumulation von Metaboliten (s. 2.4.2
Beeinflussung der Genexpression durch Hypoxie) die Anpassung der Genexpression
triggert. Die Frage kann zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht definitiv beantwortet werden,
das Pansenepithel scheint aber auf beide Stimuli mit &hnlichen Reaktionen auf Genebene
zu antworten, wie im Folgenden ausgefihrt wird.

Es wurde die mRNA-Expression von AE 2, DRA, MCT 1 und 4 sowie PAT 1 untersucht.
Dabei war der Inkubation mit Butyrat und unter Hypoxie gemein, dass sowohl MCT 1 als
auch MCT 4 im Vergleich zur Kontrolle verstarkt exprimiert wurden. Unter Hypoxie waren
dies die einzigen Transporterproteine, die beeinflusst wurden, wahrend nach
Butyratinkubation auf3erdem auch noch PAT 1 herauf- sowie DRA herunterreguliert wurde.
Die simultane Erhdhung der Expression von MCT 1 und 4 spricht fur eine zentrale Rolle
dieser Transportproteine in der Adaptation an eine verstarkte Anflutung von SCFA-
(Metaboliten). Ihre gesteigerte Expression durch eine langerfristige (24 h) Inkubation von
Pansenepithel mit 50 mM Butyrat konnte auch auf Proteinebene bestatigt werden.
Western-Blot-Analysen zeigten deutlich eine gegenuber Kontrollepithelien, die ohne
Butyrat inkubiert worden waren, erhdhte Expression beider MCT-Proteine (Publikation 2,
Fig. 3).

Inwiefern die Expressionssteigerungen bei Butyratinkubation durch dessen Metaboliten
oder durch das nicht metabolisierte Butyrat hervorgerufen wurde, lasst sich anhand der
bislang durchgefuhrten Untersuchungen nicht ableiten. Somit bleibt weiter unklar, ob MCT
1 und 4 nur eine Rolle beim Transport der originalen SCFA oder auch fir den Transport
der Metaboliten spielen. Auf funktioneller Ebene konnten im ersten Teil dieser Arbeit
allerdings starke Hinweise auf eine primare Beteiligung des MCT 1 am Transport der
originalen SCFA beobachtet werden, da der Transport des kaum metabolisierten Azetat
durch spezifische Hemmstoffe des MCT 1 blockierbar war (s. 4.1.5 Azetat wird durch
einen pHMB- und CHC-sensitiven Mechanismus transportiert). Auf diesen Ergebnissen
basierend ist eine grundsatzliche Funktion des MCT 1 als SCFA/HCO3s-Austauscher
denkbar, der bei einer Akkumulation von Metaboliten den Anforderungen entsprechend
dann neben den SCFA auch diese akzeptiert.

Auch BORTHAKUR et al. (2012) konnten an Colonepithelzellen eine Heraufregulierung
der MCT 1-Expression und -Funktion durch Butyratinkubation nachweisen. Eine &hnliche
Heraufregulierung von MCT 1 und/oder 4 wurde bereits haufig in schnell wachsenden
Tumoren beobachtet, in denen aufgrund der langsamer einwachsenden Gefal3e
ausgepragte Hypoxie herrscht (ORD et al. 2005; PEREZ DE HEREDIA et al. 2010;
QUEIROS et al. 2012). Dies wiederum fuhrt zu verstarkter anaerober Glykolyse in den
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betroffenen Zellen, was eine Akkumulation von Metaboliten, insbesondere Laktat, zur
Folge hat. Auch in nicht entarteten Geweben wird bei Hypoxie vermehrt anaerobe
Glykolyse betrieben und in der Folge die Expression der MCT gesteigert (MOREIRA et al.
2009; MARTINOV et al. 2009), um auf diesem Weg die anfallenden Metaboliten effektiv
aus der Zelle ausschleusen zu kénnen (BOIDOT et al. 2012).

Wie bereits ausgefihrt (2.2 Metabolismus der SCFA im Pansenepithel), entstehen auch im
Pansenepithel groe Mengen an SCFA-Metaboliten, deren Ausschleusung ebenfalls von
grol3er Bedeutung ist. Da unter Hypoxie und mangelndem SCFA-Angebot auch die Zellen
des Pansenepithels auf anaerobe Glykolyse zuriickgreifen, kann davon ausgegangen
werden, dass es unter den hypoxischen Versuchsbedingungen zu einer Steigerung der
intraepithelialen Konzentration der Metaboliten der anaeroben Glykolyse kommt. Somit
kann ein Teil der Effekte der hypoxischen Inkubation vielleicht auch als Reaktion auf eine
vermehrte Akkumulation von Metaboliten, wie sie auch beim intraepithelialen Abbau der
SCFA entstehen, angesehen werden. Aufgrund seiner Lokalisation in der basolateralen
Membran ware MCT 1 fur die Ausschleusung dieser Metaboliten der ideale
Transportmechanismus (MULLER et al. 2002). Auch der Befund seiner verstarkten
Expression unter Butyrat-Einfluss unterstiitzt diese These. Funktionell konnte in dieser
Arbeit jedoch keine zentrale Rolle des MCT 1 im Transport von Butyrat(-Metaboliten)
gezeigt werden. Dies steht im Widerspruch zu vorherigen Untersuchungen, die eine
Beteiligung von MCT 1 am Transport von SCFA-Metaboliten zeigen konnten (MULLER et
al. 2002; BENESCH et al. 2012). Dabei muss jedoch beachtet werden, dass diese
Untersuchungen an kultivierten Pansenepithelzellen vorgenommen wurden, sodass sich
die unterschiedlichen Befunde durch unterschiedliche bzw. aktivere
Transportmechanismen fur SCFA im intakten Gewebe erklaren lassen kénnten. So kénnte
ein Grund fur die fehlende Wirkung von MCT-Hemmstoffen auf den Butyrattransport sein,
dass der MCT 1 im Pansenepithel grundsatzlich originale SCFA, und somit in der
vorliegenden Arbeit Azetat, bevorzugt und erst bei Transportengpassen, wie etwa einer
verstarkten Anflutung von Metaboliten, auch diese akzeptiert bzw. sogar verstarkt
exprimiert wird um die Transportkapazitaten zu erhohen. Mdoglicherweise ist dieser
Zustand unter Zellkulturbedingungen grundsatzlich vorhanden, sodass die Affinitdt des
MCT 1 zu SCFA-Metaboliten deutlicher zutage tritt als es unter den in dieser Arbeit
gewahlten Versuchsbedingungen der Fall war.

Im Gegensatz zu Isoform 1 wurde der ebenfalls heraufregulierte MCT 4 bislang apikal
detektiert (KIRAT et al. 2007). Allerdings gibt es neben dieser Membranlokalisation auch
Hinweise auf eine Rolle des MCT 4 beim intrazellularen Shuttling der SCFA-Metaboliten
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(KIRAT et al. 2007), was auch bei einer verstarkten Anflutung von Metaboliten Sinn und
Zweck einer erhéhten mRNA-Expression zu erklaren vermag.

Vor diesem Hintergrund kann auch die alleinige Expressionssteigerung von PAT 1 nach
Butyratinkubation, nicht jedoch unter Hypoxie, die bereits auf funktioneller Ebene
gezeigten Unterschiede im Transport von SCFA und ihren Metaboliten unterstreichen. Die
spezifische Regulation durch Butyratinkubation deutet darauf hin, dass dieser Transporter
in den Transfer von nicht metabolisierten SCFA, nicht aber den der Metaboliten involviert
sein konnte. Im ersten, funktionellen Teil dieser Arbeit konnten allerdings keine
unmittelbaren Ruckschlisse auf eine Beteiligung dieses Proteins am SCFA-Transport
gezogen werden. Es ist aber noch sehr wenig zum ruminalen PAT 1 bekannt, sodass es
nicht madglich ist, dessen Beteiligung nur anhand der fehlenden DIDS-Sensitivitat des
SCFA-Transports Uber die basolaterale Membran auszuschlieRen; zumal ein
nitratsensitiver, nicht pHMB-hemmbarer Anteil beobachtet werden konnte, was durchaus
zu den Charakteristika eines ruminalen PAT 1 passen konnte (Publikation 1, Fig. 4 und 5).
Zudem besteht die Mdoglichkeit, dass auch dieses Transportprotein erst bei erhéhtem
Substratangebot signifikant am Transport der SCFA beteiligt wird und/oder aber in der
apikalen Membran lokalisiert ist.

Im Gegensatz zu der deutlichen Expressionssteigerung von MCT 1 und 4 lasst die
unverdnderte bzw. sogar verringerte mRNA-Expression von AE 2 und DRA nach
Butyratexposition sowie Hypoxie auf eine eher geringe Rolle dieser Transportproteine im
Transfer von SCFA(-Metaboliten) schlieBen. Naturlich ist es nicht vollstandig
auszuschliel3en, dass sie zwar nicht an erhéhtes Substratangebot angepasst werden, aber
dennoch SCFA(-Metaboliten) akzeptieren. Doch auch in Zusammenhang mit den
Ergebnissen der funktionellen Untersuchungen im ersten Teil der Arbeit erscheint eine
Beteiligung von DRA und AE 2 eher unwahrscheinlich, da beide Transportproteine als
DIDS-sensitiv beschrieben werden, dieser Hemmstoff allerdings keine Auswirkungen auf
den SCFA(-Metaboliten)-Transport hatte (SILBERG et al. 1995; JACOB et al. 2002;
IKUMA et al. 2003; BERGER et al. 2010) (s. 4.1.5 SCFA werden uber einen CHC- und
pHMB-sensitiven Mechanismus ausgeschleust).

AbschlieBend ist also festzuhalten, dass MCT 1 und 4 eine zentrale Rolle in der
Anpassung der epithelialen Transportkapazitaten an eine erhdhte Anflutung von SCFA(-
Metaboliten) spielen. Auch PAT 1 scheint in den Transport von SCFA bzw. die Anpassung

der Pansenepithelzellen an deren intrazellulare Akkumulation involviert zu sein.
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4.2.2 Mechanismen fir die Regulation der Expression durch Butyrat(-Meta-
boliten)
Nachdem die bisherigen Ergebnisse die These untersetzten, dass die
Transportkapazitaten des Pansenepithels an das jeweilige Substratangebot angepasst
werden koénnen, war es nun auch von Interesse, durch welche Mechanismen diese
Anpassung vermittelt ist.
Es wurde bereits mehrfach beobachtet, dass es bei einer Inkubation von Zellen
unterschiedlichen Ursprungs mit Butyrat zu einer Aktivierung des NFkB-Signalwegs
kommt (ADAM et al. 2003; BORTHAKUR et al. 2008). Deshalb wurde in der vorliegenden
Arbeit die Expression eines klassischen Zielgens von NFkB, der COX 2 (VAUPEL 2004),
untersucht. Es konnte eine verstarkte mMRNA-Expression von COX 2 sowohl nach Butyrat-
als auch nach hypoxischer Inkubation im Vergleich zu der Inkubation unter
Kontrollbedingungen nachgewiesen werden, was als Zeichen fur eine erhdhte Aktivitat von
NFkB zu werten ist. Auch die Proteinexpression von NFkB p50 war parallel zu der von
MCT 1 im Pansenepithel nach 24-stindiger Butyratinkubation im Vergleich zur Inkubation
ohne SCFA erhoht (Publikation 2, Fig. 3).
Eine Aktivierung von NFkB durch Butyrat wurde bereits mehrfach in Colonepithelzellen
beobachtet (INAN et al. 2000a) und dessen Wirkung als HDI zugeschrieben (HAMER et
al. 2008). Ebenfalls im Colonepithel wurde eine butyratinduzierte Heraufregulierung der
Expression von MCT 1 durch NFkB gezeigt, die allerdings nicht durch HDI-Hemmstoffe
blockierbar war. Das deutet darauf hin, dass die NFkB-vermittelte Beeinflussung der
Genexpression von MCT 1 unabhangig von der Azetylierung der Histone als ein additiver
Effekt von Butyrat zu betrachten ist (BORTHAKUR et al. 2008).
Auch Hypoxie - oder die dadurch bedingte Akkumulation von Metaboliten - fihrte zu einer
erhohten Expression von MCT 1 und 4 in verschiedenen Tumorzellen. Durch Silencing,
d.h. Verhinderung der Genexpression, von NFkB konnte dies jedoch unterdrickt werden
(BOIDOT et al. 2012). HADIJAGAPIOU et al. (2005) konnten eine NFkB-Bindungsstelle in
der Promotorregion des MCT 1 nachweisen. Diese Indizien sprechen eindeutig daftr, dass
auch im Pansenepithel durch Butyrat(-Metaboliten) NFkB aktiviert und so Einfluss auf die
Expression der MCT genommen wird.
Im Zusammenhang mit einer Aktivierung von NFkB wird oft auch die von HIF 1a gesehen.
In der vorliegenden Arbeit konnte eine erhdhte mRNA-Expression von HIF 1la nach
Butyrat- sowie Hypoxie-Inkubation nachgewiesen werden. BALDWIN et al. (2012)
postulierten, dass die Regulation der Genexpression nach Infusion von Butyrat in den
Pansen von Kihen u.a. HIF la-vermittelt erfolgt. Auch unter Hypoxie wurden in
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verschiedenen Geweben enge Zusammenhange von HIF 1 und der Regulation der
Genexpression, darunter auch MCT 1 und 4, beobachtet (VAUPEL 2004; PEREZ DE
HEREDIA et al. 2010). RIUS et al. (2008) zeigten, dass unter hypoxischen Bedingungen
die Expression von HIF 1a durch NFkB erhoht wird. Ein Zusammenhang zwischen den
beiden Transkriptionsfaktoren kann in der vorliegenden Arbeit nicht mit Sicherheit bestatigt
werden, die simultane  Erhéhung ihrer mRNA-Expression unter beiden
Versuchsbedingungen deutet jedoch stark darauf hin, dass auch im Pansenepithel die
Aktivierung von HIF 1 durch NFkB erfolgt, was wiederum eine erhdhte Expression von
MCT 1 und 4 zur Folge hat.

Die erhdhte Expression der ACO nach Butyratinkubation wies auch auf eine verstarkte
Aktivitdt von PPARa hin, einem weiteren Transkriptionsfaktor, dessen Einfluss auf die
Expression der MCT bereits mehrfach beschrieben wurde (KONIG et al. 2008; KONIG et
al. 2010; BENESCH et al. 2012). Seine Aktivierung durch langkettige Fettsauren ist
bekannt (KLIEWER et al. 1992; SCHOONJANS et al. 1996), sodass es nahe liegt, dass
auch SCFA einen Einfluss haben konnen, zumal diese im Pansen das wichtigste
Energiesubstrat darstellen. Die spezifische Hochregulierung der ACO nach
Butyratinkubation im Gegensatz zu Hypoxie kann als Hinweis verstanden werden, dass
neben langkettigen Fettsduren auch SCFA, nicht aber deren Metaboliten, als Liganden
dienen. Gleichzeitig wurde auch PAT 1 nur nach Butyrat-, aber nicht nach hypoxischer
Inkubation starker exprimiert. Dies legt den Gedanken nahe, dass die Expression des PAT
1 im Pansenepithel durch PPARa reguliert wird.

Diese Vermutung wird durch die Untersuchung der Genexpression in Kkultivierten
Pansenepithelzellen nach Stimulation mit WY14.643, einem Agonisten von PPARa, fur 48
Stunden (BENESCH et al. 2012) bestatigt. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen war
nach Inkubation mit WY14.643 die mRNA-Expression von PAT 1 um etwa das Zweifache
erhoht (p < 0.01, N = 4; student's t-test, SigmaPlot 11.0, Systat Software, USA,
unveroffentlicht; Dank an F. Benesch fir die Uberlassung der Proben).

Es kann also davon ausgegangen werden, dass PAT 1 und eventuell auch MCT 1 und 4
bei einer Akkumulation von SCFA in der Pansenepithelzelle PPARa-vermittelt verstarkt
exprimiert werden. NFkB und HIF 1 werden dagegen durch verschiedene Stimuli, d.h.
durch eine Akkumulation von SCFA(-Metaboliten) sowie Hypoxie verstarkt aktiviert, was
ebenso in einer erhéhten Expression von MCT 1 und 4 mindet. Diese Transportproteine
tragen also nicht nur grundséatzlich zum Transport der SCFA(-Metaboliten) bei, wie es im
ersten Teil dieser Arbeit bereits gezeigt wurde, sondern spielen auch bei der Anpassung
des Pansenepithels an veranderte Konzentrationen dieser Substrate eine Schliisselrolle.
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4.3 Theoretisches Modell des SCFA-Transports und de ssen
Regulation auf Genexpressionsebene auf Grundlage d er
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Abschlief3end lasst sich feststellen, dass beim Transport der SCFA Uber die basolaterale

Membran die lipophile Diffusion eine sehr viel geringere Rolle spielt als auf der apikalen

Seite. Dagegen haben bikarbonatabhangige Anionenaustauschprozesse fur den Transfer

von SCFA(-Metaboliten) ins Blut eine groRere Bedeutung, ergénzt von einem oder

mehreren noch nicht identifizierten bikarbonatunabhédngigen Mechanismen. Fir den

Anionenaustausch spielen héchstwahrscheinlich MCT 1 sowie PAT 1 eine zentrale Rolle.

Kirzlich konnten auch fur den PAT 1 im Pansenepithel Hinweise auf eine basolaterale

Lokalisation gefunden werden (personliche Mitteilung, REIKO RACKWITZ, Leipzig 2014).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass insbesondere MCT 1 und 4 sowie

PAT 1 einer starken substratabhéngigen Regulation unterliegen und somit den Kern einer

Anpassung des Pansenepithels an veranderte SCFA(-Metaboliten)-Konzentrationen

bilden, wohingegen AE 2 unbeeinflusst vom Substratangebot bleibt bzw. die Expression

von DRA (zugunsten der anderer Transportproteine?) sogar verringert wird. Die

Mechanismen, Uber die diese Regulation vermittelt wird, beinhalten eine Aktivierung von

NFkB und HIF sowie von PPARa. Diese Anpassungsreaktion ist ein wichtiger

Mechanismus, um die Entstehung von Azidosen sowie Schadigungen der epithelialen

Barriere bei kurzfristigen Anderungen im Fitterungsregime zu vermeiden. Eine

Modellvorstellung des SCFA-Transports Uber das Pansenepithel sowie regulative

Prozesse daflr auf der Basis des aktuellen Wissensstandes inklusive der Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit sind in Abb. 3 veranschaulicht.
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Abb. 3

Erlauterungen zu Abb. 3 s. Text (4.3 Theoretisches Modell des SCFA-Transports und dessen Regulation auf
Genexpressionsebene auf Grundlage der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit).

Legende: AzAz = Azetoazetat; B-HOB = B-Hydroxybutyrat; DRA = Down Regulated in Adenoma; HDI =
Histondeazetylaseinhibitor; HIF = Hypoxie-induzierbarer Faktor; HSCFA = undissoziierte kurzkettige
Fettsduren; Lak = Laktat; MCT = Monocarboxylattransporter; NFkB = Nuklearer factor kB; PAT = Putativer
Anionentransporter; pO, = Sauerstoffpartialdruck; PPAR = Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Rezeptor;

RXR = Retinoid-X-Rezeptor; SCFA™ = dissoziiertes Anion der kurzkettigen Fettsduren.
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Einleitung: Kurzkettige Fettsauren (SCFA) stellen das hauptsachliche Energiesubstrat fur
Wiederkauer dar. In Anbetracht des - bedingt durch hoéhere Milch-, Mast und
Reproduktionsleistung - steigenden Energiebedarfs von Hauswiederkduern wie Milchkuh
und Mastbulle ist es von zentraler Bedeutung, die Mechanismen zur Resorption dieser
Energielieferanten bzw. Ansatzpunkte fir die Beeinflussung dieser Transportprozesse
genau zu kennen. Dieses Wissen kann mdglicherweise dabei helfen, zukinftig die
Energieaufnahme der Tiere zu unterstitzen bzw. sogar effizienter zu gestalten.

Ziele der Untersuchungen: Deshalb war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die
Mechanismen zur Resorption von SCFA zu charakterisieren, wobei der Schwerpunkt auf
den Transport aus den Pansenepithelzellen ins Blut gelegt wurde, da hierzu im Gegensatz
zu ihrer Aufnahme aus dem Pansenlumen in die Epithelzellen noch sehr wenig bekannt
war. In einem zweiten Schritt sollte untersucht werden, inwiefern die nachgewiesenen
Mechanismen einer Regulation unterliegen und Uber welche Signalwege diese vermittelt
werden kdnnte.

Materialien und Methoden: Zur Charakterisierung der beteiligten

Resorptionsmechanismen wurden Epithelstiicke aus dem ventralen Pansensack von
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Schafen in Ussing-Kammern eingespannt und mit Hilfe radioaktiv markierten Azetats,
Butyrats und L-Laktats der Transport dieser Substrate unter verschiedenen Bedingungen
sowie verschiedenen Hemmstoffeinflissen untersucht. Zur Charakterisierung regulativer
Einflisse wurden die Epithelstiicke Uber sechs bzw. 24 Stunden mit Butyrat inkubiert und
anschlieRend RNA bzw. Totalprotein extrahiert. Hiermit konnten Veranderungen in mRNA-
und Proteinexpression mittels quantitativer Echtzeit-PCR bzw. Western Blot nachgewiesen
werden.

Ergebnisse: Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dass der
Transport von SCFA Uber die basolaterale Membran des Pansenepithels hauptséachlich
proteinvermittelt erfolgt. Eine signifikante Beteiligung lipophiler Diffusion, d.h. ein passiver
Transport, kann weitgehend ausgeschlossen werden. Der aktive Transport wies eine
bikarbonatabhangige und eine bikarbonatunabhangige Komponente auf. Der Einsatz von
Hemmstoffen verschiedener Transportproteine ergab deutliche Hinweise darauf, dass der
Monocarboxylattransporter (MCT) 1 eine Rolle beim bikarbonatgekoppelten Transport von
Azetat bzw. allgemein unmetabolisierten SCFA spielt. Diese Hinweise wurden untersetzt
durch die Beobachtung, dass MCT 1, aber auch der apikal bzw. intrazelluléar lokalisierte
MCT 4 durch langfristige Inkubation des Epithels mit Butyrat sowohl auf mMRNA- als auch
auf Proteinebene signifikant erhoht exprimiert wurden, was als Anpassungsreaktion an
eine Substratakkumulation interpretiert werden kann. Auf3erdem wurde auch die mRNA-
Expression des Putativen Anionentransporters (PAT) 1 durch Inkubation mit Butyrat
erhoht, was fur eine Beteiligung auch dieses Transportproteins am SCFA-Transport tber
das Pansenepithel spricht. Allerdings ist im Gegensatz zu MCT 1 die Lokalisation des PAT
1 in der basolateralen Membran noch fraglich. Die Expressionssteigerung von Zielgenen
des Nukledren Faktors kB und des Peroxisomenproliferator-aktivierten Rezeptors a sowie
des Hypoxie-induzierbaren Faktors selbst deuten weiterhin darauf hin, dass die Steigerung
der Transportkapazitaten von MCT 1 und 4 und auch PAT 1 Uber diese Signalwege
vermittelt wird.

Schlussfolgerungen: Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals der Transport
von SCFA uUber die basolaterale Membran des Pansenepithels naher charakterisiert
werden, sodass es nun mdglich ist, zusammen mit den bereits vorliegenden Befunden fir
die apikale Membran ein komplettes Modell dafiir zu erstellen. Auch wurden Erkenntnisse
zu regulativen Einflissen auf diesen Transport gewonnen, die es zukinftig ermdéglichen
kénnten, die Resorption der SCFA aus dem Pansen nutritiv oder eventuell

pharmakologisch zu beeinflussen.
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Introduction: The main energy source for ruminants are short chain fatty acids (SCFA).
Considering the ever increasing energy requirements of cattle due to increasing milk yield
and meat production, it is crucial to identify the mechanisms for the resorption of these
energy sources as well as possibilities to influence these transport mechanisms. This
knowledge could help support the animals’ energy uptake or even making it more efficient.
Aim: Thus, the aim of the present study was to characterise mechanisms for the
resorption of SCFA focusing on their transport from the epithelial cells into the blood. In
particular, since — compared to the research findings on the uptake of SCFA from ruminal
lumen into the cells — so far only very little was known regarding this side of the epithelium.
In a second step, the study aimed to elucidate whether the mechanisms observed are
subject to regulatory processes and which signalling pathways are involved.

Materials and methods: To characterise the transport mechanisms involved, epithelial
pieces from the ventral sac of ovine rumen were mounted in Ussing chambers. Using
radioactively labelled acetate, butyrate and L-lactate, the transport of these substrates was
investigated under different conditions and by applying different inhibitors for potential

SCFA transport proteins. To characterise regulatory influences, epithelial pieces were
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incubated with butyrate for six and 24 hours, respectively. Subsequently, total RNA and
protein were extracted to detect changes in mRNA and protein expression using
guantitative real time PCR and western blot, respectively.

Results: The present study could show that transport of SCFA across the basolateral
membrane of rumen epithelium is mainly realised by protein-mediated mechanisms. A
significant participation of lipophilic diffusion, i.e. a passive transport, can almost entirely
be excluded. The active transport could be divided into a bicarbonate-dependent and a
bicarbonate-independent part. The experiments with inhibitors of different transport
proteins showed clear evidence of an involvement of monocarboxylate transporter (MCT)
1 in the bicarbonate-dependent transport of acetate and non-metabolised SCFA in
general. This evidence was supported by the finding that the expression of MCT 1 but also
of the apically and intracellularly localised MCT 4 was increased significantly on both
MRNA- and protein-level after long-term incubation of the epithelium with butyrate. This
can be interpreted as an adaptation to a substrate accumulation. Additionally, butyrate
incubation led to an increased mRNA expression of putative anion transporter (PAT) 1,
which makes an involvement of this transport protein in SCFA transport across ruminal
epithelium likely as well. However, in contrast to MCT 1 the localisation of PAT 1 in the
basolateral membrane is still questionable. The increased expression of target genes of
nuclear factor kB and peroxisome-proliferator activated receptor a as well as of hypoxia
inducible factor strongly point to an involvement of these pathways in the increased
expression of MCT 1 and 4 as well as PAT 1.

Conclusions: In summary, this study could characterise the transport of SCFA across the
basolateral membrane of ruminal epithelium in detail for the first time. This enables us to
draw a complete model of ruminal SCFA transport. Also, evidence for regulatory influence
on this transport processes was found, perhaps making it possible to influence resorption

of SCFA from rumen by nutritive or pharmacological means in the future.
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