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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 für die Gesundheit der Tiere und die 

Wirtschaftlichkeit der Betriebe. Bei der Sicherung der Energieversorgung gilt es aber zu 

beachten, dass Wiederkäuer - anders als Monogastrier -  ihren Energiebedarf 

hauptsächlich durch kurzkettige Fettsäuren (SCFA = short chain fatty acids) decken. Dank 

ihrer Vormägen und der darin beheimateten Mikroorganismen gelingt es Wiederkäuern, 

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 hauptsächliche energieliefernde Substrate zur Verfügung stehen 

(BERGMAN 1990). Es genügt aber nicht, dass die pflanzlichen Futterbestandteile effizient 

zu SCFA abgebaut werden, diese Abbauprodukte müssen ebenso effizient resorbiert 

werden. Eine genaue Kenntnis dieser Resorptionsmechanismen erlaubt somit nicht nur 

Einblicke in evolutionäre Anpassungsmechanismen des Wiederkäuers, sondern bei 

Kenntnis eventueller resorptiver Engpässe evtl. auch gezielte fütterungstechnische 

Maßnahmen zur weiteren Effizienzsteigerung. 

Hinsichtlich der Lokalisation der SCFA-Aufnahme erscheint es folgerichtig, dass sie schon 

am Ort ihrer Entstehung, also in den Vormägen, zu großen Teilen resorbiert werden 

(BARCROFT et al. 1944; MARSHALL und PHILLIPSON 1945). Mögliche Mechanismen 

des Vormagen- und insbesondere Pansenepithels zur SCFA-Resorption werden schon 

lange Zeit diskutiert und erforscht (STEVENS und STETTLER 1966b; GÄBEL und 

SEHESTED 1997; SEHESTED et al. 1999a; BILK 2007; RACKWITZ 2011). 

Grundsätzlich ist zwischen dem Transport vom Panseninneren in die Epithelzellen hinein 

und der Ausschleusung der SCFA sowie ihrer beim intrazellulären Abbau entstandenen 

Metabolite ins Blut zu unterscheiden. Während 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 (MÜLLER et al. 2002; GÄBEL et al. 2002). 

In der vorliegenden Arbeit sollte daher der Transport von SCFA und deren Metaboliten 

vom Zellinneren in Richtung Blut auf funktioneller Ebene zunächst näher 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 für eine effiziente Ausschleusung sorgen. 

In Anbetracht der Bedeutung dieser Resorptionswege für den Energiehaushalt und somit 

für die Leistungsfähigkeit, aber auch für die Gesunderhaltung des Tieres ist es vonnöten, 

dass diese nicht nur grundsätzlich effektiv arbeiten, sondern sie müssen sich auch an 

wechselnde Anforderungen adaptieren können. So muss beispielsweise eine Milchkuh 

Jahr für Jahr ihren Energiehaushalt an ihr aktuelles Laktations- sowie Graviditätsstadium 

anpassen. Dies wird zwar durch wechselnde Fütterungsregimes unterstützt, doch die 

Resorption muss mit diesen wechselnden Regimes Schritt halten. Daher ist es von 

großem Interesse, Adaptationsmechanismen der beteiligten Resorptionswege zu kennen, 

um diese in Zukunft gezielter unterstützen zu können. Eine Anpassung der Resorption 

könnte beispielsweise über eine Regulierung der Expression von Transportproteinen 

abhängig von der SCFA-Konzentration erfolgen. Deshalb wurde in einem zweiten Teil der 

vorliegenden Arbeit untersucht, inwiefern eine erhöhte intraruminale Konzentration von 

Butyrat Auswirkungen auf die Expression von Proteinen hat, die am Transport der SCFA 

über das Pansenepithel beteiligt sind. Zudem wurde die Beteiligung von Signalwegen, die 

eine solche Anpassung der Genexpression vermitteln könnten, evaluiert. 
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2 Literaturübersicht 

In diesem Abschnitt soll die herausragende Bedeutung der intraruminal produzierten 

kurzkettigen Fettsäuren (SCFA) für die Energieversorgung des Wiederkäuers 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 mögliche Mechanismen zur Beeinflussung der 

SCFA-Resorption auf Genexpressionsebene ausgeführt werden. 

2.1 Bedeutung kurzkettiger Fettsäuren für Wiederkäu er 

Während Monogastrier, insbesondere Herbivoren, das Caecum als Gärkammer und 

Lebensraum für Mikroorganismen nutzen (BUGAUT 1987), haben sich Wiederkäuer durch 

die Ausbildung eines Vormagensystems noch weiter auf die Aufnahme unverdaulicher 

Pflanzenbestandteile wie Pektine, (Hemi-)Zellulosen und Lignin spezialisiert. Insbesondere 

das Retikulorumen bietet Lebensraum für unzählige Mikroorganismen, die die 

Zellwandbestandteile hauptsächlich zu kurzkettigen Fettsäuren (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 Konzentrationsverhältnissen von ca. 75 : 15 : 10 bei konzentratarmer bzw. ca. 

40 : 40 : 20 bei konzentratreicher Fütterung vor (BERGMAN 1990; PENNER et al. 2009b). 

Insgesamt können 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 Großteil der SCFA wird direkt über das Pansenepithel aufgenommen 

(BARCROFT et al. 1944; BUGAUT 1987; GÄBEL und SEHESTED 1997; NOZIERE et al. 

2000; STORM und KRISTENSEN 2010). Ihrem hohen Aufkommen entsprechend stellen 

SCFA das Haupt-Energiesubstrat für Wiederkäuer dar. Es wird davon ausgegangen, dass 

70 - 80 % bzw. 50 - 70 % des täglichen Energiebedarfs von Schafen bzw. laktierenden 

Kühen durch SCFA gedeckt werden können (BERGMAN et al. 1965; BUGAUT 1987; 

SICILIANO-JONES und MURPHY 1989; RÉMOND 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 vorübergehend isolierten, gewaschenen 

Pansen Butyrat deutlich schneller und in größerem Ausmaß aus der ruminalen Flüssigkeit 

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 zurückgeführt 

(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 Schätzung von BERGMANN et al. (1990), der zufolge jeweils 30, 

50 und 90 % von Azetat, Propionat und Butyrat intraepithelial verstoffwechselt werden. 

Nachfolgende Untersuchungen setzen das Ausmaß des Metabolismus von Azetat und 

Propionat aber deutlich niedriger an als ursprünglich von BERGMANN et al. (1990) 

veranschlagt (KRISTENSEN et al. 1998; KRISTENSEN et al. 2000a; GÄBEL et al. 2002). 

Als Konsens aller diesbezüglichen Untersuchungen gilt, dass Butyrat zu einem sehr viel 

höheren Anteil metabolisiert wird als Azetat und Propionat. Eine mögliche Erklärung für die 

Unterschiede zwischen den Katabolismusraten der SCFA ist, dass die zur Aktivierung der 

SCFA nötigen AcylCoA-Synthetasen entsprechend steigende spezifische Aktivitäten von 

Azetat über Propionat zu Butyrat zeigen (RÉMOND et al. 1995). 

Nach der Bildung der jeweiligen AcylCoA-SCFA erfolgt der Abbau der SCFA entweder 

komplett bis hin zu CO2 und Wasser (BUGAUT 1987; RÉMOND et al. 1995) oder, im Falle 

von Butyrat und in deutlich geringerem Umfang auch von Azetat, zu den Ketonkörpern 

Azetoazetat und β-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 für den Stoffwechsel des Pansenepithels und auch für den 

Gesamtorganismus. Es entstehen verschiedene Vorteile für den Wiederkäuer, die im 

Folgenden erläutert 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, 
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dass die Transportrate des kaum metabolisierbaren Isobutyrats im Vergleich zu gut 

metabolisierbarem n-Butyrat deutlich geringer ausfällt (GÄBEL et al. 2001). Dieser Effekt 

lässt sich damit erklären, 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 2 durch die Carboanhydrase 

Ein weiteres Produkt des SCFA-Metabolismus ist CO2, das letztendlich durch die im 

Pansenepithel nachgewiesene Carboanhydrase (CARTER 1971; EMANOVIC et al. 1976) 

in HCO3
- umgewandelt wird. Dieses HCO3

- wiederum sorgt für den Antrieb eines oder 

mehrerer Anionenaustauscher, die eine große 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-Moleküle durch deren Abbau zusätzlich gefördert. 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 für die Epithelzel len 

Während andere intestinale Epithelien ihren Energiebedarf für Absorptionsmechanismen, 

Proteinaufbau und Proliferation vorrangig durch den Abbau von Glukose und Glutamin 

decken (BRITTON und KREHBIEL 1993), zeigen diejenigen gastrointestinalen Abschnitte, 

die über eine mikrobielle Besiedlung verfügen, eine weitere evolutionäre Anpassung an 

ihre Funktion. Obwohl die Versorgung des Gewebes mit Glukose und Glutamin über das 

Blut gewährleistet wäre (RÉMOND et al. 1995), bedienen sich die Pansenepithelzellen 

bevorzugt der aus dem Lumen aufgenommenen SCFA, v.a. des Butyrats, um den 

Energiebedarf energieaufwändiger Prozesse wie Aktivität 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 wasserlöslichen, glukosesp arenden Energiesubstra-
ten für die periphere Zirkulation 

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

Abbau entstehenden Ketonkörper durch eine gute Wasserlöslichkeit aus. Somit können 
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sie leicht mit dem Blutstrom zu peripheren Organen wie Herz, Nieren und Gehirn 

transportiert werden, in denen Ketonkörper bevorzugt als Hauptenergiequelle genutzt 

werden (ROBINSON und WILLIAMSON 1980; GÄBEL et al. 2002). 

2.2.5 Verhinderung möglicher Schädigungen 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; 

PLÖGER et al. 2012). An stark Butyrat exponierten Pansenepithelien fällt bereits 

makroskopisch eine Hyperkeratose und Vergrößerung der Pansenzotten auf (DIRKSEN et 

al. 1984; DIRKSEN et al. 1992; MALHI et al. 2013). Dies könnte eine Reaktion auf 

unzureichend metabolisiertes Butyrat sein, das durch die Überschreitung der Kapazitäten 

für dessen Abbau verstärkt 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 Milchdrüse vor 

Schwierigkeiten. Aber auch viele andere Gewebe präferieren Glukose zur 

Energiegewinnung (BRITTON und KREHBIEL 1993). Somit könnte ein verstärktes 

Auftauchen von Butyrat in der Zirkulation negative Folgen für den gesamten Organismus 

haben. Der Abbau von Butyrat zu den „unschädlichen“ Ketonkörpern verhindert eine 

solche Entgleisung. 
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2.3 Transportmechanismen für kurzkettige Fettsäuren  

2.3.1 Para- versus transzelluläre Resorption 

In der Transportphysiologie wird im Allgemeinen zwischen sogenannten „leaky“, also 

durchlässigen, und sogenannten „tight“, d.h. dichten, Epithelien unterschieden. Erstere 

finden sich v.a. in Dünndarm 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. Während bei durchlässigen Epithelien viele 

Substanzen parazellulär getrieben durch elektrochemische Gradienten bzw. solvent drag 

permeieren können (SCHULTZ 1977), ist dies bei dichten Epithelien nur sehr begrenzt 

möglich, sodass der Schwerpunkt bei letzteren auf dem transzellulären Transport liegt.  

SCFA liegen im Pansenlumen größtenteils dissoziiert, d.h. als Anionen, vor (s. 2.3.2 

Transzelluläre Resorption mittels lipophiler Diffusion), sodass eine parazelluläre 

Permeation der SCFA über das Pansenepithel einen einfachen Resorptionsweg darstellen 

würde. 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 parazelluläre 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 über das Pansenepithel 

(KRISTENSEN et al. 2000a; KRISTENSEN et al. 2000b) lassen sich daher nur durch eine 

vorwiegend transzelluläre Permeation dieser SCFA erklären. 

2.3.2 Transzelluläre Resorption mittels lipophiler Diffusion  

Bei der transzellulären Permeation über das Pansenepithel ist zu beachten, dass das 

Epithel der Vormägen ein mehrschichtiges Plattenepithel ist. Histologisch kann es in ein 

Stratum basale, mehrere Lagen der Strata spinosum und granulosum sowie ein sich 

anschließendes 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 (GÄBEL et al. 
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2002; GRAHAM und SIMMONS 2005; PENNER et al. 2011). Beim transzellulären 

Transport müssen also mindestens zwei Membranen überwunden und die dazwischen 

liegenden Zellen durchquert werden. 

SCFA können grundsätzlich in zwei Formen vorliegen, zum einen protoniert (HSCFA) und 

zum anderen als Fettsäureanion (SCFA-). Die protonierte Form ist aufgrund ihrer 

Lipophilität 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) gegenüber 

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)) abhängig vom pH-Wert. Bei einem pKa 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 größerer 

Anteil protoniert als bei einem pH-Wert zwischen 6,8 und 7,4 im Zellinneren 

(ROTHENPIELER 1991; MÜLLER et al. 2000; SCHWEIGEL et al. 2005) oder 7,4 im Blut 

(HAßDENTEUFEL und SCHNEIDER 2014). Daraus resultiert ein zusätzlicher Gradient für 

die protonierte Form vom Pansenlumen ins Epithel bzw. Blut. 

Mehrere Befunde unterstützen zwar eine Beteiligung der Permeation von HSCFA am 

transzellulären 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 Sättigungskinetiken für den Transport der SCFA 

erstellt werden (RECHKEMMER et al. 1995; SEHESTED et al. 1999b; 

ASCHENBACH et al. 2009), was eher für eine Beteiligung eines proteinvermittelten 

Mechanismus, der dissoziierte SCFA akzeptiert, spricht.  

- Einen weiteren Hinweis liefert die pH-Abhängigkeit der Resorption. So verschiebt 

sich bei sinkendem pH-Wert das Gleichgewicht zwischen SCFA- und HSCFA 

zunehmend in Richtung der HSCFA. Somit stünde die protonierte Form vermehrt 

für eine passive Diffusion über das Pansenepithel zur Verfügung. Eine 

Proportionalität der SCFA-Resorption zum luminalen 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) bestätigt werden. Allerdings war die in diesen 

Untersuchungen beobachtete Steigerung der Resorption nicht annähernd so groß, 

wie sie entsprechend der Zunahme der Konzentration von HSCFA hätte sein 

müssen (GÄBEL und SEHESTED 1997; GÄBEL et al. 2002; ASCHENBACH et al. 

2009). 

- Auch aus dem Einfluss der Kettenlänge auf die Resorption lässt sich auf die 

resorbierte Form schließen. So steigt die Lipophilität von HSCFA analog zu ihrer 

Kettenlänge an, was bei künstlichen Lipidmembranen zu einer Steigerung des 

Permeabilitätskoeffizienten von Azetat über Propionat (5,1fach höherer Koeffizient 

als Azetat) zu Butyrat (2,1fach höher als Propionat) führte (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 Permeabilitätskoeffizienten der SCFA. 

Infolgedessen kann auch bei Berücksichtigung 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 über das Pansenepithel - wegen des pH-Gefälles zum Zellinneren 

insbesondere auf der apikalen Seite - eine Rolle spielen könnte, keinesfalls jedoch den 

einzigen Mechanismus für deren transzelluläre 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 erklären lässt, erbrachten auch Hinweise auf die 

Beteiligung aktiver Transportmechanismen an diesem Prozess. STEVENS und 

STETTLER (1967) entwarfen hierfür ein Drei-Kompartiment-Modell, wobei sie davon 

ausgingen, dass ein Kompartiment (der Intrazellulärraum) durch zwei verschieden 

permeable Membranen von den übrigen 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 für 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 sekundär 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 können und gleichzeitig ein zu starkes Absinken 

des intrazellulären pH-Werts verhindert wird (GÄBEL et al. 1991b; DIERNÆS et al. 1994). 

Unterstützt wurde dieser Gedanke von der Beobachtung, dass die Na-Resorption 

abhängig von der ruminalen SCFA-Konzentration ist (GÄBEL et al. 1991b). Allerdings war 

umgekehrt die SCFA-Resorption unabhängig von der Na-Konzentration (GÄBEL et al. 

1991b), was untersetzt, dass neben der direkten bzw. indirekt über den NHE betriebenen 

Permeation von HSCFA auch eine effektive Permeation von SCFA- möglich ist. So stellte 

BUGAUT (1987) fest, dass der Transport von SCFA übers Pansenepithel durch eine 

Sättigungskinetik 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 HCO3
-/Cl--Austauscher (CHIEN und STEVENS 

1972; FRIZZELL et al. 1976) anstelle von Cl- auch SCFA- akzeptieren könnte (BUGAUT 

1987). 

Auch SEHESTED et al. (1999a) kamen zu dem Schluss, dass die lipophile Diffusion zwar 

eine pH-abhängige Komponente des SCFA-Transports darstellt, die deutliche Asymmetrie 

im SCFA-Transport jedoch eindeutig für einen proteinvermittelten Transport spricht. Sie 

beobachteten unterschiedliche Transportraten von SCFA über das Pansenepithel in vitro, 

wobei Azetat und Propionat verstärkt von serosal nach mukosal transportiert wurden, 

woraus eine Nettosekretion resultierte, während für Butyrat eine Nettoresorption 

festgestellt wurde (SEHESTED et al. 1999a). Diese Hypothese wurde in weiteren 

Untersuchungen zum Transport von Butyrat bestärkt, 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 HCO3
- von 

ASCHENBACH et al. (2009) bestätigt. Die Identität des dafür verantwortlichen Proteins 

konnte jedoch noch nicht abschließend geklärt werden. Konsens ist aktuell, dass SCFA 

die apikale Membran des Pansenepithels sowohl via lipophiler Diffusion als auch über 

einen SCFA/HCO3
--Austauscher überqueren können. 
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2.3.4 Permeation von SCFA aus dem Epithel ins Blut 

Im Gegensatz zum Transport der SCFA über die apikale Membran des Pansenepithels 

gibt es bislang nur wenige Untersuchungen, die sich mit dem Weg der SCFA über die 

basolaterale Membran und somit aus den Epithelzellen ins Blut beschäftigen.  

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 (Transzelluläre Resorption mittels lipophiler Diffusion) dargestellt - nicht der 

gesamte Transport durch lipophile Diffusion von HSCFA vermittelt werden. Dieses 

Postulat trifft auf die basolaterale Membran noch stärker 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; MÜLLER et al. 2000; SCHWEIGEL et al. 2005)) und Blut (7,4  

(HAßDENTEUFEL und SCHNEIDER 2014)) kaum vorhanden ist. Weiterhin kommt auf 

dieser Seite des Epithels hinzu, dass nicht nur die SCFA selbst ausgeschleust werden 

müssen, sondern auch die hydrophilen Produkte ihres intrazellulären Metabolismus, d.h. 

Azetoazetat, β-Hydroxybutyrat und Laktat (s. 2.2 Metabolismus von SCFA im 

Pansenepithel). Um die effektive Ausschleusung der SCFA bzw. ihrer Metabolite aus der 

Zelle zu ermöglichen, müsste es also auch in der basolateralen Membran 

proteinabhängige 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, über einen in der basolateralen Membran nachgewiesenen 

Monocarboxylattransporter (MCT) diskutiert (MÜLLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006b; 

CONNOR et al. 2010). Zudem wurde, analog zur apikalen Seite, auch für die basolaterale 

Seite bereits ein SCFA/HCO3
--Austauscher postuliert (SEHESTED et al. 1999b). Diese 

Hypothese findet Unterstützung durch einen Vergleich des Pansenepithels mit dem 

Colonepithel von Monogastriern, das ebenfalls Mechanismen für den Transport von SCFA 

aufweist. Im Colon wird der im Pansenepithel basolateral lokalisierte MCT 1 von einigen 

Autoren als SCFA/HCO3
--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
- brächte den Vorteil, dass 

ein steter Nachschub dieses wichtigen Puffers für die apikale Sekretion gesichert wäre. 

Es konnte für das Pansenepithel bislang jedoch keines der Modelle für die basolaterale 

Ausschleusung abschließend bestätigt werden. Auf mRNA-Ebene konnten zwar 

verschiedene (Austauscher-)Proteine im Pansenepithel nachgewiesen werden, die für die 
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beobachteten bzw. vermuteten Transportmechanismen verantwortlich sein könnten (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 für den Transport der SCFA in Frage kommen. 

Die Beteiligung dieser Proteine an der Permeation der SCFA über die basolaterale 

Membran des Pansenepithels sollte in der vorliegenden Arbeit überprüft werden. Deshalb 

werden sie im Folgenden näher vorgestellt. 

2.3.4.1 Anion Exchanger (AE) 2 

Der AE 2 gehört 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 hauptsächlich 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 mRNA 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 Membranvesikelpräparationen 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). 

Bezüglich der Substratspezifität werden AE grundsätzlich als Cl-/HCO3
--Austauscher 

beschrieben, die jedoch auch als Cl-/OH- oder Cl-/Butyrat-Austauscher fungieren können 

(JONS und DRENCKHAHN 1998; RAJENDRAN und BINDER 2000; IKUMA et al. 2003). 

Die Stilbenderivate 4,4´-Diisothiocyano-2,2´-stilbendisulfonsäure (DIDS) und 4-

Acetamido-4´-isothiocyanatostilben-2,2´-disulfonsäure (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 hauptsächlich als elektroneutraler Cl-/HCO3
--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 Ionen in einer Stöchiometrie von 2:1 

für wahrscheinlicher. Neben Cl- 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 Erklärung für die bereits beobachtete Stimulation der Natriumabsorption 

bei SCFA-Zugabe in Pansen und Colon bieten könnte (GÄBEL 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 gegenüber DIDS 

(MELVIN et al. 1999; ALPER et al. 2001). Daneben gibt es Berichte einer Empfindlichkeit 

gegenüber Nifluminsäure 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, 

Dünn- und Dickdarm sowie in weiteren Organen wie Herz und Nieren monogastrischer 

Spezies (PETROVIC et al. 2002; WANG et al. 2002). Dabei war eine große Heterogenität 

zwischen den Proteinen der einzelnen Tierarten auffällig, die sich auch in 

unterschiedlichen Transporteigenschaften widerspiegelt (CHERNOVA et al. 2005). Bei 

allen untersuchten Varianten konnte ein elektroneutraler Cl-/HCO3
--Austausch 

nachgewiesen werden (WANG et al. 2002; CHERNOVA et al. 2005), allerdings variierten 

die Affinitäten beispielsweise für Formiat, Oxalat und Sulfat stark (CHERNOVA et al. 

2005). An mit murinem PAT 1 transfizierten HEK293-Zellen konnte eine Affinität für 

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 Schlüsselrolle 

für 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 über 

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 für 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 (MÜLLER et al. 

2002). Immunhistochemisch wurde seine Lokalisation in der basolateralen Membran des 

Pansenepithels gezeigt (MÜLLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006a; GRAHAM et al. 2007). 

Außerdem wurden weitere Isoformen, MCT 2, 7, 8 sowie 4, in den basolateralen bzw. 

apikalen Zellschichten des Pansenepithels gefunden, teilweise wiesen 

immunhistochemische Färbungen jedoch eher auf eine intrazelluläre als eine 

membranständige 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 bestätigt (MÜLLER 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 ursprünglichen 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 Möglichkeit der pH-Regulation 

gewährleistet (HALESTRAP und PRICE 1999; MÜLLER et al. 2002). Bislang wird davon 

ausgegangen, dass die MCT im Pansenepithel auf diese Weise SCFA-Metaboliten wie β-
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Hydroxybutyrat, Azetoazetat und Laktat, aber auch Azetat transportieren (MÜLLER et al. 

2002; KIRAT et al. 2006b; KIRAT et al. 2007). 

Bezüglich der Elektroneutralität stimmt der zweite Ansatz, der vor allem für den SCFA-

Transport im Colon postuliert wird, mit dem ersten überein, hier soll dies jedoch durch 

einen Antiport der (Fettsäure-)Anionen mit HCO3
- erreicht werden (DUDEJA und 

RAMASWAMY 2006). TYAGI et al. (2002) konnten am humanen Colon Hinweise für einen 

HCO3
--gekoppelten Transportmechanismus für Butyrat finden, der Charakteristika eines 

MCT aufweist. Ein derartiger Transportmechanismus wäre im Pansen insofern sinnvoll, als 

die apikale HCO3
--Sekretion ins Pansenlumen auf diese Weise wirkungsvoll unterstützt 

würde. 

Der Nachweis der Beteiligung eines MCT am Substrattransport wird in der Regel über den 

Einsatz spezifischer Hemmstoffe geführt. Für die verschiedenen Isoformen des MCT sind 

mehrere Hemmstoffe beschrieben, die nach HALESTRAP und MEREDITH (2004) grob in 

vier Gruppen unterteilt werden können: 

- Substituierte aromatische Monocarboxylate bzw. allgemein Monocarboxylate mit 

längeren, verzweigten aliphatischen oder aromatischen, also „sperrigen“ 

Seitenketten hemmen den Transport mittels MCT kompetitiv. Beispiele hierfür sind 

Phenylpyruvat und α-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure (CHC). 

- Substituierte Stilbendisulfonate wie 4,4’-Dibenzamidostilben-2,2’-disulfonsäure 

(DBDS) oder DIDS hemmen den MCT bei kurzfristiger Inkubation reversibel, durch 

kovalente Modifikationen nach längerer 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-) 

benzoesäure (NPPB), Nifluminsäure oder Quercetin hemmen ebenfalls den MCT. 

Allerdings lassen sich viele weitere Transportproteine durch diese Stoffe blockieren, 

sodass auch hier die Spezifität fraglich ist. 

- Eine vierte Gruppe umfasst Substanzen, die MCT 1 und 4 irreversibel hemmen; 

hierzu gehören p-Hydroxymercuribenzoesäure (pHMB) und p-

Chloromercuribenzoesulfat (pCMBS). Sie entfalten ihre Wirkung durch Bindung an 

CD 147, ein Chaperon, das diese beiden Isoformen des MCT für ihre korrekte 

Verankerung in der Membran und somit Funktion benötigen (MEREDITH und 

CHRISTIAN 2008). Deshalb wird diesen Hemmstoffen eine besondere Spezifität für 

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 

Stöchiometrie 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 hierfür sind 

die Kanalproteine der CLC-Famile (Chloride-Channel), der CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator), Maxi Anionen Kanäle 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 Leitfähigkeit für 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 Leitfähigkeit. 
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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 führen (PENNER et al. 2009a; ASCHENBACH et al. 2011). Auch im Zytosol der 

Epithelzellen ist eine Anhäufung dieser Substrate nicht unproblematisch (s. 2.2 

Metabolismus von SCFA im Pansenepithel). Deshalb werden Mechanismen benötigt, die 

dies effektiv verhindern, indem bei vermehrter Anflutung von SCFA auch die Kapazitäten 

für deren Ausschleusung gesteigert werden. 

Der einfachste Weg für eine solche Anpassungsreaktion wäre eine Kopplung der 

Genexpression der verantwortlichen Transportproteine an das Vorhandensein ihrer 

Substrate, also SCFA. Betrachtet man diese näher, scheinen v.a. Butyrat bzw. dessen 

Metaboliten, die aufgrund ihrer Hydrophilität ausschließlich proteinvermittelt über das 

Pansenepithel permeieren können, eine Schlüsselrolle zu spielen. In verschiedenen nicht-

ruminalen Geweben bzw. Zellen wurde als Reaktion auf erhöhte Butyrat-Konzentrationen 

eine verstärkte Expression von MCT 1 und 4, die auch im Pansenepithel nachgewiesen 

werden konnten (MÜLLER 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 erläutert werden. 

2.4.1 Beeinflussung der Genexpression durch Butyrat  

2.4.1.1 Effekte von Butyrat auf die Genexpression i n nicht-ruminalen Geweben 

SCFA im Allgemeinen und Butyrat im Besonderen werden seit Längerem 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 entzündlichen Darmerkrankungen 

(inflammatory bowel disease, IBD) eingesetzt (VELAZQUEZ et al. 1997; DI SABATINO et 

al. 2005). Der genaue Wirkmechanismus ist dabei noch nicht detailliert geklärt. 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 Förderung ihrer 

Differenzierung beschrieben (VELAZQUEZ et al. 1996; SCHRÖDER 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 GI-Phase führt, unter 

Butyratexposition erhöht ist (BLOTTIERE et al. 2003; HAMER et al. 2008). Damit kann 

möglicherweise ein Teil der antiproliferativen Wirkung von Butyrat auf Tumorzellen erklärt 

werden. 

Allerdings können auch entzündungshemmende Wirkungen, Reduktion von oxidativem 

Stress und eine Förderung der intestinalen Barrierefunktion von Butyrat ausgehen 

(HAMER et al. 2008; PLÖGER et al. 2012). Von besonderem Interesse für die vorliegende 

Arbeit ist aber die Beobachtung, dass Transportproteine aus der MCT-Familie, die auch im 

Pansenepithel nachgewiesen wurden (MÜLLER et al. 2002), ebenfalls dem Einfluss von 

Butyrat unterliegen. So wurde in Brustkrebszellen sowie CaCo2-Zellen nach Inkubation mit 

Butyrat eine verstärkte 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 Ileum berichteten CUFF et al. (2002) sowie LACORN et al. (2010) von 

einer Erhöhung der MCT1-mRNA-Expression nach Behandlung mit Butyrat. Dies erscheint 

insofern sinnvoll, als ein erhöhtes Substratangebot auch erhöhte Transportkapazitäten 

erfordert und dem MCT 1 v.a. im Gastrointestinaltrakt eine Schlüsselrolle 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 Wiederkäuer wurde der Wirkung von Butyrat bereits viel 

Beachtung geschenkt. Butyrat ist dafür bekannt, die Entwicklung der Vormägen bei 

Kälbern und Lämmern voranzutreiben. So erreichte das Retikulorumen von Kälbern durch 

Fütterung von Natriumbutyrat ein größeres 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 gefördert (SAKATA und 

TAMATE 1978; SHEN et al. 2005) und eine Vergrößerung der Pansenzotten (SHEN et al. 

2004; MALHI et al. 2013) hervorgerufen werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass neben 

diesen makroskopischen Veränderungen hohe Butyratkonzentrationen im Pansen auch zu 

erhöhten Transportraten von Nährstoffen wie Na+, Cl- und sogar von Butyrat selbst führen 

(SEHESTED et al. 1997). Die Autoren folgerten, dass dies nicht allein als eine Folge der 

vergrößerten Absorptionsfläche durch die Proliferation der Zotten betrachtet werden kann 

(DIRKSEN et al. 1992), sondern zusätzlich von einer Adaptation der beteiligten 

Transportproteine ausgegangen werden muss, ohne die Identität dieser Proteine näher 

benennen zu können (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 Kühen über 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 

diesbezüglichen Studien wurde den Tieren ein erhöhter Kraftfutteranteil gefüttert, was 

indirekt zu erhöhten intraruminalen Butyratkonzentrationen führt, aber auch andere 

Einflussfaktoren auf die Genexpression - beispielsweise Futteraufnahme, -verwertung und 

unterschiedliche Nährstoffkonzentrationen im Pansen - mit sich bringen könnte. 

Bezüglich des NHE konnten YANG et al. (2012) eine erhöhte mRNA-Expression der 

Isoformen 1 und 3 im Pansenepithel der Ziege nach vermehrter Konzentratfütterung 

zeigen. Dies wird als Reaktion auf erhöhte SCFA-Konzentrationen sowie einen 

erniedrigten pH-Wert im Pansen in Form verstärkter (Gegen-) Regulationsmechanismen 

des ruminalen pH-Werts angesehen (YANG et al. 2012). Analog wäre es denkbar, dass 

erhöhte SCFA-Konzentrationen auch zu höheren Transport- und/oder 
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Stoffwechselkapazitäten für SCFA und somit einer erhöhten mRNA-Expression von 

SCFA-Transportproteinen führen. 

Tatsächlich beobachteten STEELE et al. (2012) nach Kraftfuttergabe Veränderungen in 

der mRNA-Expression mehrerer Gene, insbesondere von in die Cholesterolbiosynthese 

involvierten Enzymen. Jedoch wurden in dieser Studie außer 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 Kälbern nachweisen, dass eine frühzeitige zusätzliche Fütterung 

von Kälbern mit „Starter“, d.h. einem Raufutter für die Übergangsphase von Milch zu 

festem Futter, im Vergleich zu Tieren, die nur Milchaustauscher erhielten, zu einer 

erhöhten Expression des MCT 1 im Pansenepithel führt. Diese unterschiedlichen 

Ergebnisse könnten in den stark voneinander abweichenden Versuchsansätzen begründet 

sein, die, da in vivo durchgeführt, auch von Gesundheitszustand, Futteraufnahme (andere 

Nährstoffe, Pansen-pH, Pansenflora und somit Bildung von SCFA) sowie dem 

Entwicklungszustand der Tiere abhängen. 

Es muss also festgestellt werden, dass - im Gegensatz zu nicht-ruminalen Geweben -

bezüglich der Regulation von potentiellen SCFA-Transportprozessen im Pansenepithel  

bislang nur vereinzelte Befunde auf Genexpressionsebene vorliegen, die noch keine 

eindeutigen Schlussfolgerungen zulassen. Doch gerade die Anpassungsfähigkeit dieser 

Transportmechanismen ist von zentraler Bedeutung für die Leistungsfähigkeit und 

Gesundheit unserer Hauswiederkäuer. 

2.4.2 Beeinflussung der Genexpression durch Hypoxie  

Neben einer erhöhten Expression der MCT in verschiedenen Gewebetypen durch 

Butyratinkubation ist in der Literatur häufig beschrieben, dass dieselben Transportproteine 

auch durch hypoxische Bedingungen verstärkt exprimiert werden (PEREZ DE HEREDIA 

et al. 2010; BOIDOT et al. 2012). 

Natürlicherweise kommt Hypoxie besonders häufig in tumorös entarteten Geweben vor, 

die aufgrund ihres schnellen Wachstums eine Unterversorgung mit Sauerstoff erleiden. 

Deshalb ist dieser Einfluss auf die Genexpression in Tumorgeweben bereits häufig 

beschrieben worden. Dabei fällt 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 Erhöhung 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 unterstützt sowohl die 

Einschleusung von Substraten für eine gesteigerte anaerobe Glykolyse (über GLUT 1) als 

auch die Ausschleusung der dabei anfallenden Metaboliten (über MCT) und führt somit zu 

besseren Überlebensraten der Zellen unter den sauerstoffarmen Bedingungen eines 

schnell wachsenden Tumors (BOIDOT et al. 2012). Während eine erhöhte Expression von 

GLUT 1 spezifisch für 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 Entzündungen zu sein (RIUS et al. 2008; 

MARTINOV et al. 2009; PEREZ DE HEREDIA et al. 2010). 

Dabei ist diesen Situationen eine verstärkte Akkumulation von Metaboliten gemein, die 

auch bei erhöhten Butyratkonzentrationen im Pansen anfallen dürften (s. 2.2 

Metabolismus von SCFA im Pansenepithel). Somit könnte eine vermehrte Entstehung von 

Metaboliten ein möglicher gemeinsamer Trigger für die Effekte von Butyrat und Hypoxie 

sein. Die wiederholten Berichte über die erhöhte 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 für 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 auszuüben, die auch in den ruminalen SCFA-Transport involviert sein 

könnten. Im Folgenden soll daher der Kenntnisstand zu den intrazellulären Pathways 

dargelegt werden, durch die diese Effekte erzielt werden, um potentielle Gemeinsamkeiten 

von Butyrat- und Hypoxie-induzierten Veränderungen der Genexpression nachvollziehen 

zu können. 

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 Genaktivität und können 

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 Affinität der Histone zur DNA 

sinkt und das Nukleosom sich entfaltet. Somit liegt DNA, die stark azetyliert ist, in einer 

„offeneren“ Konformation vor und Transkriptionsfaktoren können leichter binden. Dies führt 

zu vermehrter Transkription der codierten Gene (GRUNSTEIN 1997; KOURAKLIS und 

THEOCHARIS 2006). Werden die Histone hingegen deazetyliert, binden sie fester an das 

Phosphatgerüst der DNA und es wird schwerer für Transkriptionsfaktoren, daran zu 

binden (KOURAKLIS und THEOCHARIS 2006). 

Auf diese Weise beeinflusst Butyrat auch die Effekte des Transkriptionsfaktors NFκB 

(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 NFκB (HADJIAGAPIOU et al. 2005). Deshalb soll im 

Folgenden näher auf diesen Faktor eingegangen werden. 

2.4.3.2 Nukleärer Faktor κB (NFκB) 

NFκB ist ein Transkriptionsfaktor, der eine zentrale Rolle bei Entzündung, Tumorgenese 

und -wachstum sowie der Immunantwort spielt (KERN 2007). 

ADAM et al. (2003) konnten eine verlängerte NFκB-Aktivität durch Inkubation von Zellen 

einer Nierenzelllinie (Cos7) mit Na-Butyrat zeigen, während mehrere andere 

Untersuchungen am Colon eher auf eine Unterdrückung 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 NFκB 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 NFκB um zwei voneinander getrennte, Butyrat-induzierte 

Mechanismen handelt, deren Effekte additiv zueinander wirken. 

Ein aktiver NFκB-Dimer besteht aus einem Dimer der verschiedenenen Untereinheiten 

p50, p52, p65 (RelA), c-Rel und RelB (INAN et al. 2000b; KERN 2007). Deren Aktivität 

wird hauptsächlich auf Proteinebene beeinflusst. Im Zytoplasma liegen die NFκB-

Untereinheiten bzw. deren Vorläuferformen gebunden an inhibitorische κB-Moleküle (IκB) 

vor. Erst wenn diese durch eine IκB-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 IκB oder eine 

Aktivierung der IKK kann so die Aktivität von NFκB moduliert werden (RIUS et al. 2008). 

Im Gegenzug werden IKK durch O2-abhängige Prolyl-Hydroxylasen (PHD) bei Normoxie 

der proteosomalen Degradation zugeführt und so eine Aktivierung von NFκB verhindert 

(CUMMINS und TAYLOR 2005; CUMMINS et al. 2006; RIUS et al. 2008). Das bedeutet, 

dass es auch bei Hypoxie zu einer Aktivierung von NFκB kommt. 

Klassische Zielgene von NFκB sind Entzündungsmediatoren wie die Cyclooxygenase 

(COX) 2, Tumornekrosefaktor (TNF) α 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 für NFκB auf (HADJIAGAPIOU et al. 

2005). Dieser Befund legt nahe, dass eine NFκB-vermittelte Änderung der Genexpression 

von MCT 1 auch im Pansenepithel eine Rolle bei der Adaptation an erhöhte 

Konzentrationen von Butyrat(-Metaboliten) spielt. 

Allerdings reguliert NFκB 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 Veränderungen der Genexpression, wie 

eine erhöhte Expression von GLUT 1, MCT 1 und 4, beschrieben (VAUPEL 2004). 

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

2.4.3.3 Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF) 1 

Wie bereits erläutert, kommt es unter hypoxischen Bedingungen in den meisten Zellen zu 

ähnlichen Veränderungen der Genexpression, die auch durch Butyratinkubation induziert 

werden. Eine mögliche Verknüpfung dieser unterschiedlichen Faktoren stellt der 

gemeinsame Aktivierungsweg dar: Wie bei NFκB wird auch die Aktivität von HIF 1 über 

O2-abhängige PHD reguliert, die bei Normoxie dessen cytosolische α-Untereinheit der 

proteosomalen Degradation zuführen (CUMMINS und TAYLOR 2005; CUMMINS et al. 

2006; RIUS et al. 2008). Aus der verminderten Aktivität dieser PHD bei Hypoxie ergibt sich 

ein höherer Anteil von cytosolischen HIF 1α-Untereinheiten. Diese HIF 1α-Untereinheiten 

wandern verstärkt in den Zellkern und dimerisieren dort mit HIF 1β-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 veränderten Bedingungen anzupassen (CUMMINS und TAYLOR 2005). Es wird 

jedoch neben dieser posttranskriptionellen auch über eine (zusätzliche) Regulation der 
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Genexpression von HIF 1α über NFκB diskutiert (s. 2.4.3.2 Nukleärer Faktor κB) (VAUPEL 

2004; CUMMINS und TAYLOR 2005; CUMMINS et al. 2006; PEREZ DE HEREDIA et al. 

2010), findet sich doch in dessen Promotorregion eine klassische NFκB-Bindungsstelle 

(RIUS et al. 2008). Die Bedeutung dieses Mechanismus wurde in IKK-knockout-Mäusen 

nachgewiesen, bei denen die mRNA-Expression für HIF 1α aufgrund der mangelnden 

Aktivität von NFκB deutlich verringert war (RIUS et al. 2008). Zu den Zielgenen von HIF 1α 

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 

1α beeinflusst wird (PINHEIRO et al. 2011; RADEMAKERS et al. 2011). 

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

Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der vermutlich durch Butyrat aktiviert wird, ist PPAR α 

(BENESCH et al. 2012; CONNOR et al. 2013). PPAR α wird im Zytosol durch Bindung 

eines Liganden, beispielsweise einer langkettigen Fettsäure, 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 α sind insbesondere Enzyme der ß-Oxidation wie die 

AcylCoA Oxidase (ACO), die Medium-Chain AcylCoA Dehydrogenase (MCAD) und die 

Carnitin-Pamitoyl-Transferase I (CPTI) (MANDARD et al. 2004). An Mäusen konnte 

gezeigt werden, dass durch einen synthetischen Agonisten von PPAR α die mRNA 

Expression des MCT 1, der bereits mehrfach als Kandidat für den Transport von SCFA(-

Metaboliten) im Pansenepithel genannt wurde, in Leber, Niere und Dünndarm gesteigert 

wird (KÖNIG et al. 2008; KÖNIG et al. 2010). Einzelne Untersuchungen fanden auch 

Hinweise auf eine Beeinflussung der Aktivität von NFκB durch PPAR α (MISHRA et al. 

2004). 

2.4.3.5 Abschließende Beurteilung der Regulationsme chanismen der Genexpression 

im Pansenepithel 

Es gibt also Hinweise, dass sowohl Butyrat als auch Hypoxie die Genexpression in 

verschiedenen Geweben ähnlich beeinflussen. Dabei fällt 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 Überschneidungen zwischen den jeweiligen 

zugrunde liegenden Mechanismen zu geben. So sind Beteiligungen von NFκB, HIF 1 

sowie PPARα 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 größtem Interesse für das Verständnis der 

Adaptationsprozesse an veränderte Stoffwechselanforderungen und somit auch für die 

Gestaltung von Fütterungsregimes bei Wiederkäuern.  
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2.5 Fragestellungen dieser Arbeit 

Die vorangegangenen Ausführungen zeigen, dass die Mechanismen des SCFA-

Transports über die apikale Membran des Pansenepithels bereits intensiv untersucht 

wurden. Dagegen wurde noch nicht näher erforscht, wie die SCFA oder ihre Metaboliten 

über die basolaterale Membran ins Blut gelangen. Es ist anzunehmen, dass für 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-/HCO3
--Austauschmechanismus auf der basolateralen Seite nahe, 

gestützt durch die Analogie zu aus dem Colon bekannten Transportmechanismen für 

SCFA (TYAGI et al. 2002; DUDEJA und RAMASWAMY 2006), den Nachweis eines 

SCFA-/HCO3
--Austauschmechanismus auf der apikalen Seite (ASCHENBACH et al. 

2009), sowie die Überlegung, dass für die Sekretion von HCO3
- ins Lumen auch HCO3

- 

aus dem Blut in die Epithelzellen gelangen muss. Kandidaten für die Vermittlung dieses 

Austauschs über 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 (MÜLLER 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 über die basolaterale Membran des Pansenepithels sicher ausgeschlossen 

werden? 

- Ist die Permeation von SCFA über die basolaterale Membran des Pansenepithels 

abhängig von der Anwesenheit von Bikarbonat? 

- Spielt der basolateral nachgewiesene MCT 1 eine Rolle bei diesen 

Transportvorgängen? 

 

In einem zweiten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern die ruminalen 

Transportmechanismen für SCFA an veränderte Anforderungen, d.h. eine 

Substratakkumulation, angepasst werden können. Deshalb sollte der Einfluss von Butyrat 

auf die Regulation dieser Transportvorgänge 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 wäre eine substratabhängige Regulation der Expression dieses 
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Proteins durchaus sinnvoll, um eine Anpassung an veränderte intraruminale SCFA-

Mengen zu ermöglichen. 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 NFκB, HIF 1 und/oder PPARα eine Rolle zu spielen. 

Deshalb sollten im zweiten Teil der Arbeit die Auswirkungen von Butyrat und Hypoxie auf 

die Expression von Kandidaten für den SCFA-Transport über das Pansenepithel sowie die 

Beteiligung möglicher intrazellulärer Pathways untersucht werden. Die zu klärenden 

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 NFκB, HIF 1 und/oder PPARα an dieser Regulation 

der Genexpression beteiligt? 
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4 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, durch welche Mechanismen die 

Ausschleusung von SCFA(-Metaboliten) über die basolaterale Membran des 

Pansenepithels vermittelt wird. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Transport eine 

bikarbonatabhängige sowie eine bikarbonatunabhängige 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 

verstärkter Butyrat-Inkubation nachgewiesen werden. Die Ergebnisse werden im 

Folgenden übergreifend diskutiert. 

4.1 Transport von SCFA über die basolaterale Membra n des
 Pansenepithels 

Im Unterschied zum Transport der SCFA über die apikale Membran des Pansenepithels, 

der bereits 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 über die basolaterale Membran gerichtet. Diese 

Transportmechanismen müssen nicht nur die Permeation der SCFA, sondern zusätzlich 

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 Ketonkörpern 

Azetoazetat und β-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; GÄBEL et al. 2002) (s. 2.2 Metabolismus von SCFA im Pansenepithel), kann 

also als weitgehend repräsentativ für nicht metabolisierte SFCA angesehen werden. Um 

den Transport einer nicht metabolisierten SCFA über die basolaterale Membran des 

Pansenepithels zu untersuchen, wurde deshalb mit 14C-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 Moleküle kann im Falle von Butyrat also nicht davon 

ausgegangen werden, dass es sich grundsätzlich um das Originalsubstrat handelt, 
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sondern es muss vielmehr jedes markierte Molekül als möglicher Metabolit betrachtet 

werden. 

Im direkten Vergleich zwischen Azetat und Butyrat konnten sowohl Übereinstimmungen 

als auch Unterschiede zwischen den Transportmechanismen für 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 groß, in der serosalen Pufferlösung akkumulierte(n) jedoch deutlich mehr Butyrat    

(-Metaboliten) als Azetat (Publikation 1, Fig. 1 und 2), was auf unterschiedliche 

Transportmechanismen für nicht metabolisierte SCFA und ihre Metaboliten auf der 

basolateralen Seite hindeutet. Diese Annahme unterstützen für 14C-markiertes L-Laktat 

gemessene Ausschleusungsraten. Diese verliefen beinahe identisch zu denen von Butyrat 

(Abb. 1, unveröffentlichte 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 hauptsächlich Metaboliten betrifft, die auf denselben Wegen 

transportiert werden wie L-Laktat. Somit erscheint es sinnvoll, bei der Betrachtung 

möglicher Transportmechanismen zwischen Azetat und Butyrat(-Metaboliten) zu 

differenzieren. Welche Mechanismen dies sein können, soll im Folgenden erörtert werden. 
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Abb. 1 

Zeitlicher Verlauf der Effluxraten von Azetat, Butyrat(-Metaboliten) und L-Laktat aus dem Pansenepithel 

nach zweistündiger Inkubation mit dem jeweiligen Substrat. 

Analog zu den in Publikation 1 beschriebenen Versuchen zur Ausschleusung von Azetat und Butyrat aus 

zuvor mit 14C-markierten Isotopen dieser SCFA beladenen isolierten Pansenepithelstücken, wurde dies auch 

mit L-Laktat (in einer Gesamtkonzentration von 50 mM) durchgeführt. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der in der Pufferlösung akkumulierenden Menge des jeweils radioaktiv 

markierten Substrats. Wie durch die Buchstaben a, b und c 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 übersteigen (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 für den Transport der SCFA ins Blut ausgegangen 

(RECHKEMMER et al. 1995; GÄBEL et al. 2002). Im Gegensatz zu Azetat ist Butyrat 

aufgrund seiner Kettenlänge deutlich lipophiler. Damit besteht grundsätzlich die 

Möglichkeit, dass der nicht metabolisierte Anteil dieser SCFA die basolaterale Membran 

via lipophiler Diffusion überquert. Ihre Metaboliten, also hauptsächlich Azetoazetat und β-

Hydroxybutyrat, sind hingegen weniger lipophil und somit verstärkt auf einen 

proteinvermittelten Transportmechanismus angewiesen. Um die Bedeutung der lipophilen 

Diffusion für 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 vollständig 

ausgeschlossen werden, dass die Permeation von Butyrat über die basolaterale Membran 

durch pH-Wert und pCO2 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 für nicht metabolisierte SCFA, 

zeigte sich keinerlei Hinweis auf eine pH-abhängige und somit lipophile Permeation über 

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 ursprünglichen Ansichten (BARCROFT et 

al. 1944; ALI et al. 2006) - für die Permeation von SCFA über die basolaterale Membran 

des Pansenepithels keine signifikante Rolle. Daher muss dieser Transport von SCFA bzw. 

deren Metaboliten hauptsächlich proteinvermittelt erfolgen. 

Diese Beobachtung stimmt mit der von STEVENS und STETTLER (1967) geäußerten 

Vermutung überein, dass Azetat die basolaterale Membran nur mit Hilfe eines aktiven 

Transportmechanismus überwinden kann. In dem von ihnen entworfenen Drei-

Kompartiment-Modell postulierten sie die Existenz einer weniger permeablen, 

limitierenden sowie einer durchlässigeren Membran auf der entgegengesetzten Seite des 

Pansenepithels (STEVENS und STETTLER 1967). Auf der Grundlage der vorliegenden 

Arbeit wäre also die apikale als die in Hinblick auf Diffusionsvorgänge durchlässigere und 

die basolaterale als die für 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 über das Pansenepithel. Diese Annahme konnte in 

anderen Untersuchungen bekräftigt werden (MICHELBERGER 1994; GÄBEL und 

SEHESTED 1997). Die Charakteristika dieser aktiven Komponente sollen im Folgenden 

eruiert werden. 

4.1.2 SCFA werden bevorzugt über die basolaterale M embran transportiert 

Anhand der ermittelten Effluxraten der SCFA zu beiden Seiten des Pansenepithels kann 

der direkte Vergleich zwischen ihrem Transport über die apikale und die basolaterale 

Membran gezogen werden. Obwohl die Ausschleusungsraten von Azetat über 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 Pufferlösung 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, lässt sich daraus der Schluss ziehen, dass mehr und/oder 

effektivere Transportmechanismen für SCFA in der basolateralen als in der apikalen 

Membran vorhanden sind. 

Dies bekräftigen Uptakestudien von STEVENS und STETTLER (1967), bei denen, ähnlich 

dem in Abb. 1 dargestellten Verlauf, eine rasche Absorption von Azetat in den ersten 30 

Minuten und eine sich anschließende konstante Aufnahme beobachtet werden konnte. 

Von besonderem Interesse ist, dass auch STEVENS und STETTLER (1967) ein 

Überwiegen der Absorption von Azetat aus der serosalen Pufferlösung gegenüber der 

Absorption aus der mukosalen Lösung feststellten. Somit scheint die in der vorliegenden 

Arbeit nachgewiesene Asymmetrie des Azetattransportes über die beiden Membranen des 

Pansenepithels sowohl für 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 für nicht metabolisierte SCFA) über die basolaterale 

Membran transportiert wird wie über 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, 

während 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 Substratspezifitäten auf beiden Seiten beruhen könnte. In vivo war bei 

Untersuchungen am vorübergehend 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; GÄBEL und SEHESTED 1997). 

Dies unterstützt ebenfalls die Auffassung, dass es sich bei den bevorzugt über die 

basolaterale Membran ausgeschleusten 14C-markierten Molekülen hauptsächlich um 

Metaboliten von Butyrat handelt (Abb. 1). 

Die über die apikale Membran transportierte Menge von Butyrat entsprach quantitativ 

weitgehend der von Azetat (Abb. 1). Dies lässt vermuten, dass diese Seite des Epithels 

präferentiell die nicht metabolisierten originalen SCFA, wenn auch mit geringerer Effizienz 

als basolateral, permeieren lässt. In der basolateralen Membran zusätzlich vorhandene 

Mechanismen für die Permeation der Metaboliten können eine Erklärung für die 

Diskrepanz zwischen dem Transport von Azetat und Butyrat bzw. L-Laktat über die 

basolaterale Membran sein. Unabhängig davon bleibt aber allen untersuchten Substraten 

gemein, dass ihr Transport über die basolaterale Membran bevorzugt erfolgt. Nachdem 

eine maßgebliche Bedeutung der lipophilen Diffusion ins Blut bereits ausgeschlossen 

werden konnte, muss dies in effizienteren Transportmechanismen für SCFA bzw. deren 

Metaboliten begründet sein. Diese sollen im Anschluss näher charakterisiert werden. 

4.1.3 SCFA(-Metaboliten) werden bikarbonatabhängig über die basolaterale 
Membran transportiert 

Nachdem alles darauf hindeutete, dass in der basolateralen Membran mehr bzw. 

potentere Transportproteine für SCFA(-Metaboliten) vorhanden sind als auf der apikalen 

Seite, stellte sich die Frage nach deren Funktionsweise. Analog zur apikalen Membran 

wäre auch in der basolateralen Membran ein bikarbonatabhängiger 

Austauschmechanismus denkbar. Auf diese Weise wäre ein beständiger Antrieb des 

SCFA-Transports durch die im Blut konstant hohe HCO3
--Konzentration gegeben und 

Nachschub von HCO3
- aus dem Blut für die Sekretion auf der apikalen Seite gewährleistet. 

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 Pufferlösung zur Verfügung stand, verglichen mit bikarbonatfreien 

Inkubationsbedingungen (Publikation 1, Fig. 2). 

Eine Steigerung der Ausschleusung über die apikale Seite des Epithels war zu erwarten 

gewesen, da hier die Existenz eines SCFA/HCO3
--Austauschproteins bereits 

nachgewiesen wurde (KRAMER et al. 1996; ASCHENBACH et al. 2009). Schon 

STEVENS und STETTLER (1967) beobachteten eine erhöhte Azetataufnahme aus der 

mukosalen Pufferlösung, wenn Bikarbonat im Puffer enthalten war. Umgekehrt konnte 

auch eine Abhängigkeit der Sekretion von HCO3
- auf der mukosalen Seite von der 

mukosalen Verfügbarkeit von SCFA gezeigt werden (GÄBEL et al. 1991a). 

In der vorliegenden Arbeit stieg jedoch auch die schon zuvor beobachtete bevorzugte 

Ausschleusung zur serosalen Seite an, wenn HCO3
- verfügbar war. Die 

bikarbonatvermittelte Steigerung des Transportes war auf der basolateralen Seite sogar 

noch größer als auf der apikalen Seite. 

Es ist also davon auszugehen, dass auf beiden Seiten des Epithels ein 

bikarbonatunabhängiger und ein bikarbonatabhängiger Anteil des Transportes von Azetat 

und Butyrat aus dem Epithel ins Blut existiert. Dabei sind beide Anteile auf der 

basolateralen Seite größer als auf der apikalen (Publikation 1, Fig. 2). 

Die Abhängigkeit des Transportes von Azetat über 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 HCO3
-) nach mukosal (20 mM 

HCO3
-), keinen Gradienten (20 mM HCO3

- beidseits) oder einen Gradienten von mukosal 

(20 mM HCO3
-) nach serosal (5 mM HCO3

-) bewirkten. Dabei konnte eine Steigerung der 

Fluxrate analog zur serosal verfügbaren Menge an HCO3
- verzeichnet werden, was die 

Existenz eines bikarbonatabhängigen Transportmechanismus in der basolateralen 

Membran des Pansenepithels weiter bestätigte (Publikation 1, Fig. 3). 

Auch mit Butyrat wurden entsprechende Untersuchungen durchgeführt, die eine 

Korrelation des Butyrattransportes mit der Bikarbonatkonzentration auf der serosalen Seite 

zeigen konnten (Publikation 1, Fig. 3). Wie bereits erläutert, können hier geringfügige 

Effekte von pH und pCO2 nicht vollständig ausgeschlossen werden, dennoch ist ein 

Zusammenhang zwischen dem Ausmaß des Butyrattransports und der serosalen HCO3
--

Konzentration klar ersichtlich (vgl. Publikation 1, results: The influence of different HCO3
- 

gradients on mucosal to serosal flux of acetate and butyrate). Ein Grund dafür, dass die 

Bikarbonatabhängigkeit im Fall von Butyrat(-Metaboliten) nicht ganz so klar hervortritt wie 

bei Azetat, liegt höchstwahrscheinlich in dem unbekannten Grad der Metabolisierung des 
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eingesetzten Butyrats. So könnte der bikarbonatabhängige Transport hauptsächlich die 

Metabolite betreffen, aber ein kleiner, nicht metabolisierter Anteil ursprünglichen Butyrats 

könnte die basolaterale Membran durch lipophile Diffusion überqueren und so eine 

gewisse „Unschärfe“ in die Erfassung des bikarbonatabhängigen Fluxes bringen. 

Eine Abhängigkeit der Butyratresorption über das Pansenepithel des Rindes von der 

Bikarbonatkonzentration in der umgebenden Pufferlösung wurde bereits durch 

SEHESTED et al. (1999b) beobachtet. Fehlte HCO3
- in der Pufferlösung, kam es statt 

einer Resorption zu einer Nettosekretion von Butyrat, was als nicht metabolisierte Fraktion 

(die die apikale Membran mittels lipophiler Diffusion überqueren kann) interpretiert wurde, 

während der polarisierte Transport der Metaboliten über die basolaterale Membran als 

HCO3
--abhängig postuliert wurde (SEHESTED et al. 1999b). 

Hinweise für die Existenz eines bikarbonatabhängigen Transportmechanismus für SCFA 

zeichneten sich auch zuvor schon in Untersuchungen von STEVENS und STETTLER 

(1966a) ab, wobei hier der fördernde Einfluss von HCO3
- auf den Azetattransport nicht 

eindeutig der apikalen oder basolateralen Membran zugeordnet werden konnte. In 

Anbetracht der aktuellen Befunde, dass es nämlich auf beiden Seiten des Epithels 

bikarbonatabhängige SCFA-Transportmechanismen gibt, ist es nicht verwunderlich, dass 

die Zuordnung der Effekte von HCO3
- zu einer Seite nicht leicht fiel. Auch bei den 

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ist es durchaus möglich, dass nach einer 

gewissen Zeitspanne genügend HCO3
- durch den Austausch mit SCFA in das Epithel 

gelangen konnte, um auch den apikalen Austausch anzuregen, wie es für die tatsächliche 

Funktionsweise in vivo sinnvoll wäre. Allerdings machte sich dies nicht in den gemessenen 

Fluxraten bemerkbar, was wohl auch an der deutlich geringeren Transportrate der SCFA 

über die apikale Membran liegt. Es kann also mit Sicherheit davon ausgegangen werden, 

dass ein (Groß-)Teil der SCFA(-Metaboliten) bikarbonatabhängig über 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 Bikarbonatabhängigkeit des 

Azetattransportes über die basolaterale Membran belegt werden. Ein 

Austauschmechanismus, wie er schon apikal nachgewiesen worden war, böte 

Elektroneutralität und zugleich stetige Bereitstellung von HCO3
- für die apikale Sekretion. 

Im Folgenden sollte die Identität des/der dafür verantwortlichen Transportproteins/e geklärt 
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werden. Um einen basolateralen Anionenaustausch nachzuweisen und näher zu 

charakterisieren, wurden verschiedene Hemmstoffe bzw. alternative Substrate getestet. 

Wie viele andere Anionenaustauschmechanismen auch, konnte im Pansenepithel der 

apikal lokalisierte SCFA-/HCO3
--Austauscher mit NO3

- kompetitiv gehemmt werden 

(SEIFTER und ARONSON 1984; WÜRMLI 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 NO3
- 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 können (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 können. Es 

konnte gezeigt werden, dass eine serosale Zugabe von NO3
- 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 für SCFA(-

Metaboliten) lokalisiert. Der kleinere Effekt von NO3
- auf den Transport von Butyrat(-

Metaboliten) kann auch hier wieder dem teilweisen Metabolismus und der präferentiellen 

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 

könnte auch sein, dass der für das nicht metabolisierbare Butyrat verantwortliche 

Transportmechanismus im Gegensatz zu den Mechanismen für Azetat und/oder die 

SCFA-Metaboliten nicht nitratsensitiv ist. 

Eine nitratsensitive Komponente des SCFA-Transportes über die basolaterale Membran 

des Pansenepithels konnte somit in dieser Arbeit erstmals nachgewiesen werden. Ein 

Großteil der intrazellulär akkumulierenden SCFA wird also auf einem nitratsensitiven Weg 

ausgeschleust. Aufgrund der geringen Spezifität von NO3
- kann daraus jedoch noch nicht 

konkreter auf den zugrunde liegende Mechanismus rückgeschlossen werden. 

In vorangegangenen Untersuchungen konnte eine mukosale Zugabe von NO3
- neben der 

Verringerung des Jms von SCFA (KRAMER et al. 1996) auch eine Hemmung der Cl--

Absorption induzieren (WÜRMLI et al. 1987). In der Gegenrichtung (Jsm) war diese 
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Hemmung des Cl--Fluxes hingegen nicht möglich, sodass der Nettoflux von Cl- durch NO3
- 

verringert wurde (WÜRMLI et al. 1987). Dies könnte als Hinweis aufgefasst werden, dass 

der in der basolateralen Membran befindliche Anionenaustauscher eine größere 

Selektivität aufweist als der apikal lokalisierte. Allerdings ist es auch möglich, dass in der 

apikalen Membran neben dem für den SCFA-Transport zuständigen ein zusätzlicher 

Austauschmechanismus für Cl- existiert. Dies würde wiederum einen weiteren 

Sekretionsweg für das ungleich effektiver über die basolaterale Membran eingeschleuste 

HCO3
- bieten. 

Um die Identität des basolateral lokalisierten Austauscherproteins zu ergründen, wurden in 

der vorliegenden Arbeit Studien mit weiteren Hemmstoffen für im Pansenepithel 

nachgewiesene Transportproteine, die auch als Anionenaustauscher in Frage kommen, 

durchgeführt. 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 mRNA-Ebene) nachweisen, die genaue 

Lokalisation dieser Proteine im Epithel ist jedoch noch ungeklärt. Des Weiteren ist 

bekannt, dass MCT 4 in der apikalen und MCT 1 in der basolateralen Membran des 

Pansenepithels lokalisiert sind (MÜLLER 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 könnten (s. 2.3.3 

Proteinvermittelte SCFA-Permeation). Durch den Einsatz verschiedener Hemmstoffe  für 

diese Proteine sollte deren Beteiligung am Transport von Azetat und Butyrat(-Metaboliten) 

über 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 schließt 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 abzuhängen. So 
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beobachteten KRAMER et al. (1996) eine hemmende Wirkung von DIDS auf den apikal im 

Pansenepithel lokalisierten Cl-/HCO3
--Austauscher nur bei sehr geringen Cl--

Konzentrationen. MARTENS et al. (1991) gelang dies bei keiner Variation der Cl--

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 originären SCFA über die basolaterale 

Membran spielen, sollte jedoch nicht als endgültiger Beweis betrachtet werden. 

Im Gegensatz zu den übrigen Austauschproteinen werden die Vertreter der MCT-Familie 

als CHC-sensitiv und insbesondere MCT 1 und 4 auch als pHMB-sensitiv beschrieben 

(MÜLLER et al. 2002; MEREDITH und CHRISTIAN 2008). Allerdings wurde für die MCT-

Familie mitunter auch eine Empfindlichkeit gegenüber 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 wäre allerdings möglich, 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 gewählten Versuchbedingungen, wie bereits 

zuvor erläutert, 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 für 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, für ihre Funktion benötigen. Die 

ermittelten Hemmstoffcharakteristika deuten also auf eine Beteiligung des MCT 1 am 

Transport von Azetat über die basolaterale Membran hin. 

Der ruminale MCT 1 wurde zwar bislang hauptsächlich als SCFA-/H+-Symporter 

beschrieben (MÜLLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006b), allerdings postulierten schon 

DUDEJA und RAMASWAMY (2006) eine Funktion des MCT 1 als SCFA-/HCO3
--

Austauscher im Gastrointestinaltrankt. In CaCo2-Zellen und anhand von Membran-

Vesikel-Untersuchungen des humanen Colonepithels konnte diese Stöchiometrie 

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, schließen dies nicht 

aus, da in diesen Untersuchungen dem Epithel HCO3
- aus der Pufferlösung sowie der 

intraepithelialen Produktion durch die Carboanhydrase zur Verfügung stand. 

Um zu zeigen, dass die pHMB-sensitive Komponente des Azetattransportes zugleich auch 

abhängig von der Bikarbonatkonzentration ist, wurde dieser Hemmstoff 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 HCO3
- auf der serosalen Seite gegenüber 20 mM HCO3

- auf der 

mukosalen Seite gemessen. Es war zu beobachten, dass der pHMB-sensitive Anteil 

entsprechend des serosal verfügbaren Bikarbonats abnahm (Abb. 2, nicht veröffentlicht). 

Dies lässt darauf schließen, dass der so gehemmte Mechanismus tatsächlich ein SCFA-/ 

HCO3
--Austauschprotein ist. 

Es ist natürlich auch möglich, dass neben dem MCT 1 ein anderer, bislang nicht 

identifizierter Austauschmechanismus mit ähnlichen Hemmstoffcharakteristika für die 

Vermittlung dieses Transports verantwortlich ist. Zusätzlich scheint es jeweils 

(mindestens) einen weiteren bikarbonatabhängigen und -unabhängigen Mechanismus zu 

geben, da die pHMB- und CHC-sensitive Komponente nicht den gesamten nitratsensitiven 

Anteil des Azetattransports über die basolaterale Membran des Pansenepithels abdeckt, 

bzw. auch nach Blockade mit NO3
- 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 über das Pansenepithel, wobei dessen 

Lokalisation noch unbekannt ist, sodass dieses Transportprotein genauso gut den 

Transfer der SCFA über die apikale Membran vermitteln könnte. 
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Abb. 2  

Hemmstoffeffekte auf den bikarbonatabhängigen Transport von 10 mM Azetat von mukosal nach serosal 
Die serosale Konzentration von HCO3

-, pH-Wert und pCO2 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 14C-Azetat von mukosal nach serosal 

(Jms
Az) in 30-minütigen Intervallen gemessen. Nach einer Stunde Fluxmessung (0 - 60 Min., schwarze 

Balken) wurde der Hemmstoff pHMB (untere Hälfte der Abb.) bzw. dessen Solvens Ethanol (obere Hälfte der 

Abb.) zur serosalen Pufferlösung zugegeben und erneut Jms
Az gemessen (90 - 120 Min., weiße Balken). 

Während sich die Fluxraten in den Kontrollgruppen nur geringfügig zeitabhängig verringerten (schraffierte 

Flächen), wurden sie durch pHMB-Zugabe signifikant erniedrigt. Dabei war eine signifikante Verringerung 

dieser Hemmstoffwirkung (schraffierte Flächen) bei verminderter serosaler Verfügbarkeit von HCO3
- zu 

beobachten. Die statistischen Unterschiede zwischen den erzielten Hemmstoffeffekten (schraffierte Fläche) 

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 beeinträchtigt, was 

wiederum als Zeichen für unterschiedliche Transportmechanismen und -substrate im Fall 

von Azetat und Butyrat bzw. dessen Metaboliten gewertet werden kann. Somit können für 

den Transport von Butyrat(-Metaboliten) über die basolaterale Membran wie auch für 

Azetat AE 2, PAT 1, DRA sowie Anionenkanäle scheinbar ausgeschlossen werden. 

Anders als im Fall von Azetat gibt es keine zwingenden Hinweise auf eine Beteiligung 

eines MCT. 

Dagegen konnten MÜLLER et al. (2002) den Laktat- bzw. β-Hydroxybutyrat-getriebenen 

Protonenexport aus kultivierten Pansenepithelzellen durch pHMB stark hemmen. 

BENESCH et al. (2012) konnten dies erneut nachweisen. Diese Befunde würden 

vermuten lassen, dass eine starke pHMB-Wirkung bei der Messung des Fluxes von 

Butyrat(-Metaboliten) von mukosal nach serosal zu erwarten wäre. In der vorliegenden 

Arbeit war das nicht der Fall. 

Möglicherweise sind im intakten Gewebe für 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 erläutert, oft unzuverlässig. Anhand der 

fehlenden Hemmstoffeffekte auf den Butyrat-Flux kann also eine Beteiligung der o.g. 

Transportproteine nicht vollständig ausgeschlossen werden. Einen indirekten Hinweis 

hierauf bieten die Untersuchungen auf Genexpressionsebene. So zeigte sich im zweiten 

Teil dieser Arbeit eine Erhöhung der mRNA-Expression von MCT 1 und PAT 1 durch 

Exposition des Epithels gegenüber Butyrat(-Metaboliten). Das macht eine Rolle dieser 

Transportproteine in der Ausschleusung von Butyrat und/oder dessen Metaboliten 

wahrscheinlich. Ein endgültiger Nachweis steht dennoch aus. 
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4.2 Der Transport von SCFA über das Pansenepithel u nterliegt
 regulativen Einflüssen 

Wie unter 2.2 Metabolismus von SCFA im Pansenepithel ausgeführt, ist der Export von 

SCFA(-Metaboliten) aus den Epithelzellen ins Blut von großer Bedeutung sowohl für die 

Homöostase der Epithelzellen als auch die Energieversorgung des Gesamtorganismus. 

Werden also intraruminal mehr SCFA(-Metaboliten) gebildet und/oder durch Milch- oder 

Mastleistung mehr Energie benötigt, wäre eine rasche Anpassung dieser 

Transportkapazitäten sinnvoll. Wie im vorhergehenden Abschnitt dargelegt, sind 

vermutlich Vertreter der MCT-Familie entscheidend für 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 möglich 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 für 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 könnten. 

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

Um eine verstärkte 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 N2-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 Rückschlüsse auf intrazelluläre Mechanismen ziehen zu können, die an der 

Beeinflussung der Genexpression von SCFA-Transportproteinen beteiligt sind. Hinsichtlich 

des Vergleichs der Inkubationsbedingungen stellt sich natürlich die Frage, ob die Hypoxie 



4 Diskussion 
 

69 

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 gegenwärtigen Zeitpunkt nicht definitiv beantwortet werden, 

das Pansenepithel scheint aber auf beide Stimuli mit ähnlichen Reaktionen auf Genebene 

zu antworten, wie im Folgenden ausgeführt 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 verstärkt exprimiert wurden. Unter Hypoxie waren 

dies die einzigen Transporterproteine, die beeinflusst wurden, während nach 

Butyratinkubation außerdem auch noch PAT 1 herauf- sowie DRA herunterreguliert wurde. 

Die simultane Erhöhung der Expression von MCT 1 und 4 spricht für eine zentrale Rolle 

dieser Transportproteine in der Adaptation an eine verstärkte Anflutung von SCFA-

(Metaboliten). Ihre gesteigerte Expression durch eine längerfristige (24 h) Inkubation von 

Pansenepithel mit 50 mM Butyrat konnte auch auf Proteinebene bestätigt werden. 

Western-Blot-Analysen zeigten deutlich eine gegenüber Kontrollepithelien, die ohne 

Butyrat inkubiert worden waren, erhöhte Expression beider MCT-Proteine (Publikation 2, 

Fig. 3). 

Inwiefern die Expressionssteigerungen bei Butyratinkubation durch dessen Metaboliten 

oder durch das nicht metabolisierte Butyrat hervorgerufen wurde, lässt sich anhand der 

bislang durchgeführten Untersuchungen nicht ableiten. Somit bleibt weiter unklar, ob MCT 

1 und 4 nur eine Rolle beim Transport der originalen SCFA oder auch für den Transport 

der Metaboliten spielen. Auf funktioneller Ebene konnten im ersten Teil dieser Arbeit 

allerdings starke Hinweise auf eine primäre 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 grundsätzliche Funktion des MCT 1 als SCFA-/HCO3
--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 ähnliche 

Heraufregulierung von MCT 1 und/oder 4 wurde bereits häufig in schnell wachsenden 

Tumoren beobachtet, in denen aufgrund der langsamer einwachsenden Gefäße 

ausgeprägte Hypoxie herrscht (ORD et al. 2005; PEREZ DE HEREDIA et al. 2010; 

QUEIROS et al. 2012). Dies wiederum führt zu verstärkter 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 können (BOIDOT et al. 2012). 

Wie bereits ausgeführt (2.2 Metabolismus der SCFA im Pansenepithel), entstehen auch im 

Pansenepithel große Mengen an SCFA-Metaboliten, deren Ausschleusung ebenfalls von 

großer Bedeutung ist. Da unter Hypoxie und mangelndem SCFA-Angebot auch die Zellen 

des Pansenepithels auf anaerobe Glykolyse zurückgreifen, 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 wäre MCT 1 für die Ausschleusung dieser Metaboliten der ideale 

Transportmechanismus (MÜLLER et al. 2002). Auch der Befund seiner verstärkten 

Expression unter Butyrat-Einfluss unterstützt 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 (MÜLLER 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 für SCFA im intakten Gewebe erklären lassen könnten. So könnte 

ein Grund für die fehlende Wirkung von MCT-Hemmstoffen auf den Butyrattransport sein, 

dass der MCT 1 im Pansenepithel grundsätzlich originale SCFA, und somit in der 

vorliegenden Arbeit Azetat, bevorzugt und erst bei Transportengpässen, wie etwa einer 

verstärkten Anflutung von Metaboliten, auch diese akzeptiert bzw. sogar verstärkt 

exprimiert wird um die Transportkapazitäten zu erhöhen. Möglicherweise ist dieser 

Zustand unter Zellkulturbedingungen grundsätzlich vorhanden, sodass die Affinität des 

MCT 1 zu SCFA-Metaboliten deutlicher zutage tritt als es unter den in dieser Arbeit 

gewählten 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 intrazellulären Shuttling der SCFA-Metaboliten 
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(KIRAT et al. 2007), was auch bei einer verstärkten Anflutung von Metaboliten Sinn und 

Zweck einer erhöhten mRNA-Expression zu erklären 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 könnte. Im ersten, funktionellen Teil dieser Arbeit konnten allerdings keine 

unmittelbaren Rückschlüsse auf eine Beteiligung dieses Proteins am SCFA-Transport 

gezogen werden. Es ist aber noch sehr wenig zum ruminalen PAT 1 bekannt, sodass es 

nicht möglich ist, dessen Beteiligung nur anhand der fehlenden DIDS-Sensitivität des 

SCFA-Transports über die basolaterale Membran auszuschließen; zumal ein 

nitratsensitiver, nicht pHMB-hemmbarer Anteil beobachtet werden konnte, was durchaus 

zu den Charakteristika eines ruminalen PAT 1 passen könnte (Publikation 1, Fig. 4 und 5). 

Zudem besteht die Möglichkeit, dass auch dieses Transportprotein erst bei erhöhtem 

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 lässt die 

unveränderte 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) schließen. Natürlich ist es nicht vollständig 

auszuschließen, dass sie zwar nicht an erhöhtes 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 über einen CHC- und 

pHMB-sensitiven Mechanismus ausgeschleust). 

Abschließend ist also festzuhalten, dass MCT 1 und 4 eine zentrale Rolle in der 

Anpassung der epithelialen Transportkapazitäten an eine erhöhte Anflutung von SCFA(-

Metaboliten) spielen. Auch PAT 1 scheint in den Transport von SCFA bzw. die Anpassung 

der Pansenepithelzellen an deren intrazelluläre Akkumulation involviert zu sein.  
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4.2.2 Mechanismen für die Regulation der Expression  durch Butyrat(-Meta-
boliten) 

Nachdem die bisherigen Ergebnisse die These untersetzten, dass die 

Transportkapazitäten des Pansenepithels an das jeweilige Substratangebot angepasst 

werden können, 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 NFκB-Signalwegs 

kommt (ADAM et al. 2003; BORTHAKUR et al. 2008). Deshalb wurde in der vorliegenden 

Arbeit die Expression eines klassischen Zielgens von NFκB, der COX 2 (VAUPEL 2004), 

untersucht. Es konnte eine verstärkte mRNA-Expression von COX 2 sowohl nach Butyrat- 

als auch nach hypoxischer Inkubation im Vergleich zu der Inkubation unter 

Kontrollbedingungen nachgewiesen werden, was als Zeichen für eine erhöhte Aktivität von 

NFκB zu werten ist. Auch die Proteinexpression von NFκB p50 war parallel zu der von 

MCT 1 im Pansenepithel nach 24-stündiger Butyratinkubation im Vergleich zur Inkubation 

ohne SCFA erhöht (Publikation 2, Fig. 3). 

Eine Aktivierung von NFκB 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 NFκB gezeigt, die allerdings nicht durch HDI-Hemmstoffe 

blockierbar war. Das deutet darauf hin, dass die NFκB-vermittelte Beeinflussung der 

Genexpression von MCT 1 unabhängig 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 - führte zu einer 

erhöhten Expression von MCT 1 und 4 in verschiedenen Tumorzellen. Durch Silencing, 

d.h. Verhinderung der Genexpression, von NFκB konnte dies jedoch unterdrückt werden 

(BOIDOT et al. 2012). HADIJAGAPIOU et al. (2005) konnten eine NFκB-Bindungsstelle in 

der Promotorregion des MCT 1 nachweisen. Diese Indizien sprechen eindeutig dafür, dass 

auch im Pansenepithel durch Butyrat(-Metaboliten) NFκB aktiviert und so Einfluss auf die 

Expression der MCT genommen wird. 

Im Zusammenhang mit einer Aktivierung von NFκB wird oft auch die von HIF 1α gesehen. 

In der vorliegenden Arbeit konnte eine erhöhte mRNA-Expression von HIF 1α 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 Kühen u.a. HIF 1α-vermittelt erfolgt. Auch unter Hypoxie wurden in 
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verschiedenen Geweben enge Zusammenhänge 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 1α durch NFκB erhöht wird. Ein Zusammenhang zwischen den 

beiden Transkriptionsfaktoren kann in der vorliegenden Arbeit nicht mit Sicherheit bestätigt 

werden, die simultane Erhöhung ihrer mRNA-Expression unter beiden 

Versuchsbedingungen deutet jedoch stark darauf hin, dass auch im Pansenepithel die 

Aktivierung von HIF 1 durch NFκB erfolgt, was wiederum eine erhöhte Expression von 

MCT 1 und 4 zur Folge hat. 

Die erhöhte Expression der ACO nach Butyratinkubation wies auch auf eine verstärkte 

Aktivität von PPARα hin, einem weiteren Transkriptionsfaktor, dessen Einfluss auf die 

Expression der MCT bereits mehrfach beschrieben wurde (KÖNIG et al. 2008; KÖNIG et 

al. 2010; BENESCH et al. 2012). Seine Aktivierung durch langkettige Fettsäuren ist 

bekannt (KLIEWER et al. 1992; SCHOONJANS et al. 1996), sodass es nahe liegt, dass 

auch SCFA einen Einfluss haben können, 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 Fettsäuren auch SCFA, nicht aber deren Metaboliten, als Liganden 

dienen. Gleichzeitig wurde auch PAT 1 nur nach Butyrat-, aber nicht nach hypoxischer 

Inkubation stärker exprimiert. Dies legt den Gedanken nahe, dass die Expression des PAT 

1 im Pansenepithel durch PPARα reguliert wird. 

Diese Vermutung wird durch die Untersuchung der Genexpression in kultivierten 

Pansenepithelzellen nach Stimulation mit WY14.643, einem Agonisten von PPARα, für 48 

Stunden (BENESCH et al. 2012) bestätigt. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen war 

nach Inkubation mit WY14.643 die mRNA-Expression von PAT 1 um etwa das Zweifache 

erhöht (p < 0.01, N = 4; student’s t-test, SigmaPlot 11.0, Systat Software, USA; 

unveröffentlicht; Dank an F. Benesch für die Überlassung 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 PPARα-vermittelt verstärkt 

exprimiert werden. NFκB und HIF 1 werden dagegen durch verschiedene Stimuli, d.h. 

durch eine Akkumulation von SCFA(-Metaboliten) sowie Hypoxie verstärkt aktiviert, was 

ebenso in einer erhöhten Expression von MCT 1 und 4 mündet. Diese Transportproteine 

tragen also nicht nur grundsätzlich 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 veränderte Konzentrationen dieser Substrate eine Schlüsselrolle. 
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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 

Abschließend lässt sich feststellen, dass beim Transport der SCFA über die basolaterale 

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

Seite. Dagegen haben bikarbonatabhängige Anionenaustauschprozesse für den Transfer 

von SCFA(-Metaboliten) ins Blut eine größere Bedeutung, ergänzt von einem oder 

mehreren noch nicht identifizierten bikarbonatunabhängigen Mechanismen. Für den 

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

Kürzlich konnten auch für den PAT 1 im Pansenepithel Hinweise auf eine basolaterale 

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

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

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

Anpassung des Pansenepithels an veränderte 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, über die diese Regulation vermittelt wird, beinhalten eine Aktivierung von 

NFκB und HIF sowie von PPARα. Diese Anpassungsreaktion ist ein wichtiger 

Mechanismus, um die Entstehung von Azidosen sowie Schädigungen der epithelialen 

Barriere bei kurzfristigen Änderungen im Fütterungsregime zu vermeiden. Eine 

Modellvorstellung des SCFA-Transports über das Pansenepithel sowie regulative 

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

vorliegenden Arbeit sind in Abb. 3 veranschaulicht. 
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Abb. 3  
Erläuterungen 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; β-HOB = β-Hydroxybutyrat; DRA = Down Regulated in Adenoma; HDI = 

Histondeazetylaseinhibitor; HIF = Hypoxie-induzierbarer Faktor; HSCFA = undissoziierte kurzkettige 

Fettsäuren; Lak = Laktat; MCT = Monocarboxylattransporter; NFκB = Nukleärer factor κB; PAT = Putativer 

Anionentransporter; pO2 = Sauerstoffpartialdruck; PPAR = Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Rezeptor; 

RXR = Retinoid-X-Rezeptor; SCFA- = dissoziiertes Anion der kurzkettigen Fettsäuren. 
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Einleitung:  Kurzkettige Fettsäuren (SCFA) stellen das hauptsächliche Energiesubstrat für 

Wiederkäuer dar. In Anbetracht des - bedingt durch höhere Milch-, Mast und 

Reproduktionsleistung - steigenden Energiebedarfs von Hauswiederkäuern wie Milchkuh 

und Mastbulle ist es von zentraler Bedeutung, die Mechanismen zur Resorption dieser 

Energielieferanten bzw. Ansatzpunkte für die Beeinflussung dieser Transportprozesse 

genau zu kennen. Dieses Wissen kann möglicherweise dabei helfen, zukünftig die 

Energieaufnahme der Tiere zu unterstützen 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 über welche Signalwege diese vermittelt 

werden könnte. 

Materialien und Methoden: Zur Charakterisierung der beteiligten 

Resorptionsmechanismen wurden Epithelstücke 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 Hemmstoffeinflüssen untersucht. Zur Charakterisierung regulativer 

Einflüsse wurden die Epithelstücke über sechs bzw. 24 Stunden mit Butyrat inkubiert und 

anschließend RNA bzw. Totalprotein extrahiert. Hiermit konnten Veränderungen 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 über die basolaterale Membran des Pansenepithels hauptsächlich 

proteinvermittelt erfolgt. Eine signifikante Beteiligung lipophiler Diffusion, d.h. ein passiver 

Transport, kann weitgehend ausgeschlossen werden. Der aktive Transport wies eine 

bikarbonatabhängige und eine bikarbonatunabhängige 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. intrazellulär lokalisierte 

MCT 4 durch langfristige Inkubation des Epithels mit Butyrat sowohl auf mRNA- als auch 

auf Proteinebene signifikant erhöht exprimiert wurden, was als Anpassungsreaktion an 

eine Substratakkumulation interpretiert werden kann. Außerdem wurde auch die mRNA-

Expression des Putativen Anionentransporters (PAT) 1 durch Inkubation mit Butyrat 

erhöht, was für eine Beteiligung auch dieses Transportproteins am SCFA-Transport über 

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 Nukleären Faktors ĸB und des Peroxisomenproliferator-aktivierten Rezeptors α sowie 

des Hypoxie-induzierbaren Faktors selbst deuten weiterhin darauf hin, dass die Steigerung 

der Transportkapazitäten von MCT 1 und 4 und auch PAT 1 über diese Signalwege 

vermittelt wird. 

Schlussfolgerungen:  Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals der Transport 

von SCFA über die basolaterale Membran des Pansenepithels näher charakterisiert 

werden, sodass es nun möglich ist, zusammen mit den bereits vorliegenden Befunden für 

die apikale Membran ein komplettes Modell dafür zu erstellen. Auch wurden Erkenntnisse 

zu regulativen Einflüssen auf diesen Transport gewonnen, die es zukünftig ermöglichen 

könnten, 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 

quantitative 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 ĸB and peroxisome-proliferator activated receptor α 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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