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5 Diskussion

5.1 Einleitung

Die Absorption von Na, Cl, Mg und K sowie der SCFA aus dem Pansen ist seit vielen Jahren
bekannt. Die Absorptionsraten und die Absorptionskapazitit fiir die verschiedenen
Substanzen verdndern sich in Abhéngigkeit von der jeweiligen Fiitterung im Sinne einer
Adaptation. In der vorliegenden Studie wurde durch eine ca. dreiwdchige Fiitterung mit
unterschiedlichen Kraftfutteranteilen in der Ration eine Verdnderung der Transportraten
gegeniiber Heuflitterung erreicht.

Infolge der Kraftfutteraufnahme kommt es aufgrund der erhohten Fermentation der leicht
verdaulichen Kohlenhydrate zu einem Anstieg der SCFA-Konzentration, einer Absenkung
des pH-Wertes und zu einer Erhohung des osmotischen Druckes (Engelhardt, 1969; Warner
und Stacy, 1965). Es ist durch friihere Studien bekannt, dass der osmotische Druck die
Transport- und Barrierefunktionen von Epithelien beeinflusst: z. B. wird an Pansenepithelien
von heugefiitterten Schafen die Gewebeleitfdhigkeit erhoht und der Na-Nettotransport gesenkt
(Leclercq, 1999).

Die Fragestellung dieser Untersuchung lautet: Wie verdndern sich der Natriumtransport und
die Gewebeleitfdhigkeit am Pansenepithel von mit Kraftfutter gefiitterten Schafen bei
Variation des osmotischen Druckes? Und wie unterscheiden sich diese Verdnderungen von
den entsprechenden Werten bei heugefiitterten Tieren?

Zu diesem Zweck wurden Schafe drei Wochen mit vier unterschiedlichen Rationen gefiittert
(Heu, 600 g Kraftfutter/d, 1200 g Kraftfutter/d, 1800 g Kraftfutter/d).

In den In-vitro-Versuchen mittels der Ussing-Kammer-Technik wurde der Einfluss eines akut
erhohten osmotischen Druckes auf die Na-Transportraten und Gewebeleitfahigkeit des
Pansenepithels untersucht. Um in der vorliegenden Studie die Effekte des osmotischen
Druckes klar von anderen Mechanismen abzugrenzen, wurde die Osmolaritdt mit dem inerten,
nicht resorbierbaren Zucker Mannit eingestellt.

Die Ergebnisse der Gruppen mit Kraftffutteranteil wurden mit denen der heugefiitterten
Gruppe verglichen. Arbeitshypothese dieser Untersuchungen ist, dass als Folge erhohter
Kraftfuttergaben eine Adaptation in der Weise stattfindet, dass die Wirkungen eines
gesteigerten osmotischen Druckes auf den Na-Transport und die Gewebeleitfahigkeit der

Pansenepithelien kompensiert werden konnen.
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5.2 Methode und Methodenkritik

Die Schafe, von denen die Pansenepithelien fiir die Versuche nach der Schlachtung gewonnen
wurden, unterschieden sich hinsichtlich ihres Alters, ihres Geschlechts, ihrer Kondition, ihrer
Rasse und Herkunft. Dadurch kommen Unterschiede der Transportraten (bzw. der
elektrophysiologischen Parameter) zwischen den Tieren zustande, die aber bei der
Beschreibung der Ergebnisse unberiicksichtigt geblieben sind. Auch die z. T. groflen
Streuungen (Standardabweichungen bzw. SEM) weisen darauf hin. Die Tiere waren den
verschiedenen Fiitterungsgruppen jedoch nach Zufall zugeordnet worden. Von jedem Tier
wurden Préparate parallel in Kontroll- (bzw. Vergleichs-) und Versuchsgruppen angesetzt
(bezogen auf die osmotischen Stufen).

Die Fiitterung der Tiere erfolgte nach dem Ankauf kontrolliert in fakultdtseigenen
Einrichtungen. Die jeweilige Didt wurde fiir mindestens drei Wochen und u. U. lidnger
gefiittert. Nach drei Wochen hat eine funktionelle und morphologische Adaptation des
Pansenepithels an eine verdnderte Fiitterung stattgefunden (Berg und Edvi, 1976; Dirksen et
al., 1984). Eine Fiitterung der Diét langer als drei Wochen aus technischen Griinden kann
allerdings zu weiteren Verdnderungen fiihren.

Bei der Priparation der Gewebestiicke fiir den Einbau in die Ussing-Kammern werden der
Schleimhaut anhaftende Gewebeschichten manuell abgetrennt (‘stripping’), dabei kann es zu
Dehnungen kommen, sichtbar durch eine anfinglich erhohte Gewebeleitfdhigkeit, die nach
einigen Minuten wieder absinkt. Zur Vermeidung der Quetschung von Randgewebe wurden
beim Einbau in die Kammer Silikonringe unter und iiber das Gewebe gelegt. Da die
Priparation manuell erfolgte und nicht histologisch iiberpriift wurde, ist es moglich, dass z. T.
der Schleimhaut anhaftende Gewebeschichten unvollstindig abgetrennt wurden und dass es
damit zu einer erhohten Variation der elektrophysiologischen Messgroflen konnte. Durch ein
unvollstindiges Entfernen dieser Schichten konnen der transepitheliale Widerstand
tiberschitzt und der Kurzschlussstrom und der Nettotransport unterschitzt werden (Fromm et
al., 1985). Die subepithelialen Schichten haben aber, Untersuchungen an anderen
‘gestrippten’ oder teilweise ‘gestrippten’ Epithelien, z. B. des Kolon, zufolge nur einen
geringen Anteil am gemessenen Gesamtwiderstand (Gitter et al., 2000). Das subepitheliale
Gewebe im Kolon der Maus macht z. B. 15% des transmuralen Gesamtwiderstandes aus
(Gitter et al., 2000). Es diirfte beim Pansenepithel als moderat dichtem Epithel also nur
geringfiigig zum Gesamtwiderstand beitragen.

Die von Ussing und Zehran (1951) entwickelte Ussing-Kammer-Technik dient In-vitro-

Messungen von elektrophysiologischen Parametern (G, I, PD;) und Transportraten {iber
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Epithelien. Dabei konnen chemische und elektrische Gradienten {iber dem Epithel variiert
bzw. ausgeschaltet werden (Ussing und Zehran, 1951). Diese Methode wurde in den
vorausgehenden Arbeiten ausfiihrlich diskutiert, deshalb wird hier nur kurz darauf

eingegangen.

Durch die Verwendung von Pufferlosungen gleicher Zusammensetzung auf beiden Seiten des

Epithels war der chemische Gradient {iber dem Epithel ausgeschaltet.

Die Epithelien wurden mit Hilfe des ‘Voltage-clamp’-Verfahrens (s. ‘Material und
Methoden’) auf drei verschiedene Potenzialdifferenzen geklemmt: -25; 0; +25 mV. Bei 0 mV
ist der unter In-vivo-Verhéltnissen vorhandene elektrische Gradient iiber dem Epithel
aufgehoben. Nur eine Potenzialdifferenz von +25 mV entspricht anndhernd den In-vivo-
Verhéltnissen (30-70 mV). Der Vorteil dieser im Vergleich zu den In-vivo-Bedingungen
etwas niedrigeren Potenzialdifferenz ist, dass die G; auf dieser Stufe noch kaum - im
Gegensatz zu z. B. 40-80 mV - durch die PD; beeinflusst wird (Lang, 1997; Sehested et al.,
1996). Die G; am Pansenepithel ist insgesamt in hohem Malle PD;-abhéngig, wobei bei einer
positiven PD; eine hohere G; errechnet wurde als bei einer negativen gleichen Ausmales
(Lang, 1997). Sehested et al. (1996) beobachteten im Gegensatz dazu die niedrigste G, bei
einer positiven PD;. In den eigenen Versuchen konnten keine durchgehenden Unterschiede

festgestellt werden.

Aufgrund des Versuchsplanes kdnnen sich bei den vorliegenden Versuchen die Effekte eines
erhohten osmotischen Druckes und der ‘Klemmung’® auf eine bestimmte PD teilweise

iiberlagern.

Da wir ausschlieBlich den Einfluss des osmotischen Druckes auf die Epitheleigenschaften
untersuchen wollten, wurde zur Erhéhung der Osmolaritit Mannit zum Kontrollpuffer
hinzugegeben. Mannit ist ein chemisch inerter, nicht resorbierbarer, nicht
verstoffwechselbarer Zucker. In vivo kommt die Erh6hung der Osmolaritdt im Pansenlumen
bei energiereicher Fiitterung hauptsidchlich durch die Zunahme der Konzentration der SCFA
zustande. Diese tiben jedoch auch von der Steigerung der Osmolaritdt unabhingige Effekte
aus, da SCFA per se den Na-Transport stimulieren konnen (Gébel, 1988; Gibel et al., 1991).
AuBerdem kann auch iiber eine Anderung des pH-Wertes der Na-Transport beeinflusst
werden (Gébel et al., 1987a; Gébel et al., 1987b; Gébel, 1988; Gébel et al., 1989; Gébel et al.,

1991). Es ist also moglich, dass mit Mannit andere Regulationsmechanismen aktiviert werden
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als unter In-vivo-Bedingungen, wo eine Erhéhung des osmotischen Druckes hauptsédchlich
durch eine Erhohung der SCFA-Konzentration stattfindet.

Die Daten aus einem In-vitro-Versuch kdnnen also aus folgenden Griinden nur eingeschrénkt
bzw. in qualitativer Hinsicht auf In-vivo-Verhiltnisse iibertragen werden: Die ‘Klemmung’
auf 0 mV hebt den elektrischen Gradienten auf. Durch die identische Zusammensetzung des
Puffers auf beiden Seiten des Gewebes féllt auch der in vivo vorhandene chemische Gradient
weg. Die Osmolaritit wird in vivo nicht durch Mannit, sondern hauptséchlich durch die nach
einer energiereichen Fiitterung auftretenden SCFA erhdht. - Die Transportraten sind meist

geringer, da kein Abtransport iiber den Blutkreislauf erfolgt.

5.3 Beeinflussung der Leitfdhigkeit durch einen erhéhten osmotischen Druck

Bei der Darstellung der Leitfahigkeit iiber den gesamten Versuchszeitraum (s. ‘Ergebnisse’,
Abbildung 1-4) steigt die Leitfahigkeit sofort nach der Erhohung des osmotischen Druckes
(auf 375 und 450 mosmol/l) im mukosalen Puffer an; nach Erreichen eines Maximums nach

ca. 30 Minuten, beginnt sie, allerdings nur leicht, wieder abzufallen.

In den Versuchen von Leclercq (1999) mit Pansenepithelien von heugefiitterten Schafen
zeigen die Kurven der Osmolarititsstufen (300, 350, 450 mosmol/l) einen dhnlichen Verlauf.
Die Ausgangswerte liegen ebenfalls um 3 mS/cm?. Der rasche Anstieg der G, nach der
Erhohung des osmotischen Druckes wird auch in ihren Untersuchungen beobachtet (innerhalb
von zwei Minuten signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe), allerdings bleiben die
Werte bis zum Versuchsende weitgehend konstant, anstatt abzufallen. - Die Leitfahigkeit der
Kontrollkurve fiéllt {iber den gesamten Versuchszeitraum leicht ab und steigt nicht, wie bei
uns, an. Der Versuchszeitraum betrug mit 160 Minuten nur die Hélfte der Dauer der eigenen
Versuche. Deswegen treten zeitbedingte Verdnderungen der Epithelien in geringerem Malle
auf.

In den Versuchen von Leclercq wurden in einer weiteren Fiitterungsgruppe die Schafe mit
200-400 g Kraftutter/d und Heu ad libitum gefiittert. Die Ausgangswerte der G; liegen, wie
bei uns in den Gruppen ‘Kf 600 g/d” und ‘Kf 1200 g/d’, niedriger als die Ausgangswerte der
nur mit Heu gefiitterten Tiere. Nach Kraftfutterfiitterung scheinen die Pansenepithelien in den
eigenen Versuchen eine akute Erhéhung des osmotischen Druckes besser zu tolerieren als
nach Heufiitterung, d. h. sie reagieren auf eine akute Osmolaritdtserh6hung auf 375 mosmol/l
nicht mehr (bzw. nur zu einem Zeitpunkt) mit einer Gi-Erhdhung (‘Kf 1200 g/d” und ‘Kf 1800
g/d’); auch bei Leclercq unterscheidet sich bei 200-400 g Kraftfutter/d die Stufe ‘350’ nur

zum Zeitpunkt ‘zwei Minuten nach dem Pufferwechsel” von der Kontrollgruppe. Auffillig ist,
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dass sich bei Leclercq der Effekt schon bei sehr geringen Kraftfuttergaben zeigt; in den
eigenen Versuchen diese Auswirkung aber erst in den Kraftfuttergruppen ‘Kf 1200 g/d’ und
‘Kf 1800 g/d’ auftritt.

Insgesamt verringert sich in beiden Untersuchungen mit zunehmendem Kraftfutteranteil der
Abstand der Osmolaritétskurven 2 und 3 zur Kontrollkurve.

Eine Besonderheit bei den eigenen Ergebnissen ist der zweigipfelige Anstieg der G; bei
‘Kf 1800 g/d’ kurz nach dem Pufferwechsel. Dieses Phidnomen kann bislang nicht erklart
werden.

Der leichte Anstieg der G; am Ende des Versuchszeitraumes, der besonders in der
Kontrollgruppe und in der Gruppe ‘Kf 1800 g/d’ auftritt, ist wahrscheinlich auf zeitabhdngige
funktionelle und morphologische Verdnderungen der Epithelien auBerhalb des tierischen
Organismus zurlickzufiihren.

Nach dem Pufferwechsel erfolgt ein Abfall der Leitfahigkeit in allen Gruppen auf die
Ausgangsleitfahigkeit (bei ‘Kf 600 g/d’) bzw. darunter (bei ‘Kf 1200 g/d’ und, noch
deutlicher ausgepriagt, bei ‘Kf 1800 g/d’). Dies weist auf eine Reversibilitit der G-
Verdnderungen hin, was eine Bestdtigung anderer Untersuchungen ist: Die Verdnderung der
G ist nach Wiederherstellung isoosmotischer Bedingungen reversibel (Dobson et al., 1976;

Leclercq, 1999; Soybel et al., 1987).

Die Kurven von AG; (AG; = Gt 30 min nach dem Pufferwechsel — Gt vor dem Pufferwechsel; S ‘Ergebnisse’,
Abbildung 5) zeigen bei Heu einen linearen, bei Kraftfutter einen nicht linearen Anstieg mit
Erh6hung des osmotischen Druckes (300 < 375 < 450 mosmol/l). Beim Vergleich der Daten
fiir die einzelnen Fiitterungsgruppen féllt auf, dass die AG-Werte fiir ‘Kf 1200 g/d’ die
niedrigsten sind. Dieses kann bislang nicht erkldrt werden. Vielleicht ist bei diesem
Kraftfutteranteil eine ideale Adaptation beziiglich einer ‘Vertraglichkeit” erhohter osmotischer
Driicke erreicht, wohingegen ein Quantum von 1800 g Kraftfutter/d nicht mehr verkraftet
wird oder andere Regulationsmechanismen hervorruft.

In den Untersuchungen von Leclercq (1999) ist sowohl bei Heu- als auch bei
Kraftfutterfiitterung ein linearer Anstieg von AG; im Bereich von 300-450 mosmol/l zu
beobachten. In den eigenen Versuchen ist dieser Anstieg nur bei Heufiitterung linear. Dies ist
wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass die Schafe in ihren Versuchen nur geringe
Mengen an Kraftfutter erhielten (200-400 g/d). - Auch bei ihr wird bei Kraftfutterfiitterung
AG; kleiner.

In den Untersuchungen von Leclercq fillt die Verdnderung der Gi-Werte (AG,) durch die

Erhohung des osmotischen Druckes insgesamt geringer aus: um ca. 0,8 mS/cm? (‘450°) bei
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Heufiitterung. Da die AG; erst nach 60 Minuten bestimmt wurde, ist zundchst denkbar, dass
die G; schon wieder - wie in den eigenen Versuchen - abgefallen ist, ein Blick in die Daten

von Leclercq zeigt aber, dass die Werte iiber die ganze Zeit weitgehend konstant bleiben.

Bei der statistischen Priifung der Gi-Werte unter Kurzschlussbedingungen (Gy) stellen sich
signifikante Unterschiede zwischen den Werten der Osmolaritdtsstufen 300 und 450 mosmol/I
(summiert iiber die Fiitterungsgruppen) heraus. In den einzelnen Fiitterungsgruppen liessen
sich diese Unterschiede statistisch nicht sichern. Leclercq (1999) fand in ihren
Untersuchungen in den einzelnen Fiitterungsgruppen sowohl signifikante Unterschiede zu 350
als auch zu 450 mosmol/l bei Heuflitterung und nur zu 450 mosmol/l bei Kraftfuttergabe.

Thre G-Werte sind durchgehend um ca. 1 mS/cm?” niedriger. Moglicherweise liegt das daran,
dass sie die Gi-Werte iiber den gesamten Versuch (vom Pufferwechsel bis zum Riicktausch)
gemittelt hat und die niedrigen G-Werte zum Ende des Versuchs - nach dem
Leitfahigkeitsabfall - in die Werte eingehen. - Andererseits umfasst Gy in den eigenen
Versuchen immer nur ein bestimmtes Zeitfenster in der Mitte des Versuchs, in dem sich eher
niedrige Werte befinden, weder die Gipfelwerte noch die starken Verdnderungen in der
zeitlichen Ndhe des Pufferwechsels gehen in Gy ein.

Auch aus anderen Untersuchungen ist bekannt, dass eine Erhohung des mukosalen oder
luminalen osmotischen Druckes an ‘moderat dichten’ Epithelien einen Anstieg der
Gewebeleitfdahigkeit verursacht (Dobson et al., 1976; Freyer und Martens, 1998; Gemmel und
Stacy, 1973; Soybel et al., 1987).

Die Verianderung der Leitfahigkeit kann zelluléir und/oder parazelluliir erfolgen.

Bei den unterschiedlichen Fiitterungen scheinen unterschiedliche Mechanismen zu wirken. In
den eigenen Versuchen konnen nur iiber Jg, Na, der hauptsdchlich parazellulidr erfolgt,
Riickschliisse auf die parazelluldre Leitfahigkeit gezogen werden. Bei Heufiitterung und 600 g
Kraftfutter/d steigt Js,, Na an, also scheinen die parazelluliren Wege aufzugehen. Keine
Verdnderung der parazelluldren Permeabilitdt tritt bei ‘Kf 1200 g/d’ und ‘Kf 1800 g/d’ auf, da
Jsm sich nicht dndert (s. ‘Ergebnisse’, Tabelle 5). Dort diirfte also der Anstieg der G; auf
zelluldire Mechanismen zuriickzufiihren sein. Darauf wird spdter bei der Diskussion der
Natriumtransportraten noch niher eingegangen.

Eine Erhohung der parazelluldren Leitfdhigkeit an Pansenepithelien durch einen erhohten
osmotischen Druck (von 300 auf 450 mosmol/l) wurde auch in den Untersuchungen von
Freyer und Martens (1998) beobachtet. In ihren Versuchen wurde der osmotische Druck

ebenfalls mittels Mannit erhoht. In ihren Mikroelektrodenversuchen zeigte sich, dass der
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Widerstand des parazelluldren Passageweges durch Erhdhung der Osmolaritidt von 300 auf
450 mosmol/l gesenkt wurde (Freyer und Martens, 1998). Nur bei heugefiitterten Schafen trat
eine signifikante Erniedrigung auf, bei kraftfuttergefiitterten Tieren hingegen konnte diese
nicht festgestellt werden - was ebenfalls durch die eigenen Beobachtungen bestitigt wird. Die
Gi-Werte sind im Vergleich zu den eigenen Werten durchgehend niedriger. Auch AG;
(Berechnung aus den Daten von Freyer und Martens wie folgt: AGy = G bei 450 mosmol1 = Gt bei
300 mosmol/1; €1N€ Berechnung wie bei den eigenen Daten kann hier nicht durchgefiihrt werden)
ist mit ca. 0,5 (heugefiitterte Schafe) bis 0,6 mS/cm?® (kraftfuttergefiitterte Schafe, Menge/d
nicht angegeben) im Vergleich zu 2,98 + 0,20 (AG; bei Heufiitterung, 450 mosmol/l, eigene
Daten, s. ‘Ergebnisse’, Tabelle 1) deutlich geringer.

Soybel et al. (1987) zeigten am Antrum (= prédpylorischer Magenabschnitt) des Necturus
maculosus (Molchart) ebenfalls eine Abnahme des parazelluliren Widerstandes. Die
Erhohung des osmotischen Druckes erfolgte durch Harnstoff auf 500 mosmol/kg.

Leclercq (1999) fiihrte die Leitfihigkeitserhohung aufgrund von Messungen mit >'Cr-EDTA,
welches nur parazelluldr transportiert werden kann, auf eine Erhohung der parazelluldren
Permeabilitét zurtick.

Auch Dobson (1976) fand in seinen In-vivo-Versuchen am ventralen Pansensack des Rindes
eine reversible Zunahme der Absorption von °>'Cr-EDTA, wenn der Panseninhalt
hypertonisch war. Bei einer hypotonischen oder isotonischen Losung im Pansen fiel die
Absorption von >'Cr-EDTA geringer aus. Die Absorptionsrate hing proportional mit Grad der
Hypertonizitidt zusammen, wenn der osmotische Druck im Pansen den des Plasmas um 30-40
mosmol/kg liberstieg.

An Blittermagenepithelien wurde in In-vitro-Versuchen bei einer Erhdhung des osmotischen
Druckes mittels Mannit auf 375 bzw. 450 mosmol/l ebenfalls eine Erhéhung der G
nachgewiesen, welche aufgrund von Messungen mit >'Cr-EDTA auf einen Anstieg der
parazelluldren Permeabilitét zuriickgefiihrt wurde (Bendzko, 1998).

Es gibt auch morphologische Hinweise auf eine parazellulire Permeabilititserh6hung nach
Anstieg des luminalen osmotischen Druckes, und zwar durch die Untersuchungen von
Gemmel und Stacy (1973) und Soybel et al. (1987). Sie beobachteten eine Erweiterung der
Interzellularspalten (Gemmel und Stacy, 1973; Soybel et al., 1987). Einer Hypothese von
Soybel et al. zufolge diffundiert Harnstoff in die Interzelluldrspalten, zieht Wasser aus dem
subepithelialen Gewebe nach und ruft dadurch eine Aufweitung und ein Zerreilen von

interzelluldren Strukturen hervor.
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Die diffusible (passive) Transportrate eines lons ist unter Kurzschlussbedingungen
(ausgedriickt in peq - cm™ - h™) zahlenmiBig gleich der partiellen Leitfihigkeit dieses Ions
(ausgedriickt in mS/cm?) (Frizzell und Schultz, 1972). Die Verinderungen der G,' betrugen
bei der Heuflitterung 1,65 mS/cm? bei einem osmotischen Druck von 450 mosmol/l. J,, Na
nahm etwa um 0,61 peq - cm™ - h™' zu, d. h. dass die Zunahme der G, deutlich groBer ausfiel
als der angenommene diffusible Transport von Na (Jg,). Der zahlenméBige Unterschied
konnte die partielle Leitfahigkeit diffusibler Transportraten anderer lonen représentieren
(z. B. Cl, K) oder auf Verdnderungen der zelluldren G; zurlickzufithren sein. (Da nur
elektrogen transportierte lonen in die G; eingehen, muss es sich hierbei um einen oder
verschiedene elektrogene Transporte handeln.)

Der Kurzschlussstrom (Ig), der auf einen elektrogenen transzelluldren Transport hinweisen
wiirde, bietet keine Erklarung. Beim I gibt es keine Verdnderungen zwischen den
verschiedenen Osmolarititsstufen (Daten hier nicht dargestellt). Allerdings handelt es sich
hier um die Summe und nicht um einzelne lonentransporte, die sich, wenn auch in der Summe

ausgeglichen, individuell verandern konnten.

Moglicherweise sind also neben dem Na-Transport noch andere Ionentransporte involviert.
Hierbei muss u. a. an zellvolumenregulatorische Mechanismen gedacht werden. Sowohl
unter anisotonischen (z. B. Hyper- und Hypoosmolaritdt) als auch unter isotonischen
Bedingungen, wie z. B. bei der Absorption und Sekretion, muss die Zelle ihr Volumen stindig
regulieren. Nach Schrumpfung oder Schwellung muss sie ihr Volumen erhohen (RVI =
‘Regulatory Volume Increase’) bzw. vermindern (RVD = ‘Regulatory Volume Decrease’).
Dies geschieht durch einen Wasserflux, der hauptséchlich durch einen NaCl-Influx resp. KCI-
Efflux angetrieben wird (Okada et al., 2001).

Abhdngig vom  Zelltyp konnen  bei  Zellschrumpfung drei  verschiedene
Transportmechanismen aktiviert werden, die einen NaCl-Influx generieren: Na/H- und
CI/HCOs-Austauscher, Na/K/2Cl-Cotransporter oder Na/Cl-Cotransporter.

Von Koch und Korbmacher (1999) wurden in verschiedenen epithelialen und nicht-
epithelialen Zelllinien auBerdem durch Zellschrumpfung (Zugabe von 100 mM Saccharose
zur isotonischen NaCl-Losung) aktivierte, nichtselektive Kationenkanile (= NSC-Kanile)

nachgewiesen. Wahrscheinlich gehoren diese Kandle zu den Calcium-aktivierten, ATP-

'AG, ist hier die Differenz von Gy bei 300 mosmol/l und Gy, bei 450 mosmol/I (das gleiche gilt fiir A Jg,,), weil
die Bestimmung der Natriumfluxe aus technischen Griinden erst spéter begann und deshalb vom Zeitpunkt des

Pufferwechsels bis 30 Minuten nach dem Pufferwechsel kein Vergleich moglich ist.
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empfindlichen NSC-Kanilen. Zur Aktivierung durch Zellschrumpfung konnten mechanische
Transduktionsmechanismen innerhalb der Zellmembran oder iiber das Zytoskelett beitragen
(Koch und Korbmacher, 1999).

An Hepatozyten von Ratten tragt zur RVI zusitzlich zu einem Na/H-Austauscher und einem
Na/K/2Cl-Cotransporter noch ein Na-Kanal bei (von 360 mosmol/l aufwirts der
Hauptmechanismus), der durch Proteinkinase C aktiviert wird (Wehner et al., 2000).

Ein KCI-Efflux bei Zellschwellung wird durch folgende Transportmechanismen vermittelt:
K- und Cl-Kanéle oder ein elektroneutraler Cotransport, wie z. B. K/CI-Symport oder K/H-
und CI/HCOs-Antiport.

Unter isotonischen Bedingungen konnen tierische Zellen auch eine ‘steady-state’-
Volumenregulation durch einen Na-Pumpen-Mechanismus betreiben (= ‘pump-leak balance
mechanism’). Dazu gehoren eine Na/K-Pumpe und eine Na- und eine K-Permeabilitit (Okada

etal., 2001).

Entsprechende Untersuchungen zu zellvolumenregulatorischen Mechanismen sind an der
Pansenepithelzelle noch  nicht durchgefithrt worden. Aufgrund der starken
fiitterungsbedingten Schwankungen des osmotischen Druckes im Pansenlumen ist aber

anzunehmen, dass solche Mechanismen vorhanden sind.

5.4 Auswirkung von osmotischem Druck und Fiitterungsart auf den
Natriumtransport

Zur Beurteilung der Auswirkungen eines erhdhten osmotischen Druckes im Pansenlumen auf
Zelleigenschaften bzw. auf Transportvorginge unter verschiedenen Fiitterungsregimen
wurden als Beispiel fiir einen aktiven lonentransport die Transportraten fiir Natrium, J;,s Na
und Jgn, Na, untersucht.

Im Hinblick auf die Fluxraten von J,s Na und Jg, Na wird von folgender Annahme
ausgegangen: J, ist liberwiegend eine passive Bewegung von Natrium durch das Epithel, die
sehr wahrscheinlich durch den parazellulidren Passageweg oder ‘Shunt’ erfolgt (s. a. Sehested
et al, 1996). Verdnderungen von Jg, sind also immer dann zu erwarten, wenn die
parazelluldre Leitfdhigkeit gedndert wird. J,s repridsentiert den aktiven und somit
transzelluldren Natriumtransport, ,Jus, und zusitzlich eine passive, wieder sehr wahrscheinlich
parazelluldre Passage, pJms, daraus folgt: Juns = oJms + pJms. Verdanderungen von J,g konnen also
durch die Beeinflussung von .Jms, pJms oder von beiden verursacht werden. Eine

Differenzierung ist nicht immer moglich.
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Der Nettotransport ergibt sich also aus: Juet = aJms + pJms — Jsm (1). Hierbei wird angenommen,
dass pJms und Jgn bei Ausschaltung des elektrochemischen Gradienten gleich grof3 sind.

Daraus folgt: Jyet = aJms (2).

5.4.1 Einordnung der Daten (G, Natriumtransportraten) bei Heufltterung

Beim Vergleich der eigenen Na-Transportraten und Gi-Werte mit zwei anderen
Untersuchungen, die ebenfalls mit Pansenepithelien von heugefiitterten Schafen und der
Ussing-Kammer-Technik arbeiteten, zeigt sich Folgendes:

Die Werte von Leclercq (1999) und Lodemann (eigene Daten) stimmen weitgehend {iberein,
die von Leclercq gemessenen G-Werte sind allerdings geringer. Gébel (1988) hat fiir J,,s Na

bedeutend hohere Werte gemessen (ca. x 2), bei einer verhdltnismiBig geringen G.

Tabelle 1: Na-Transportraten und GgWerte unter Kurzschlussbedingungen bei
Pansenepithelien heugefiitterter Schafe; N/n = 5/8 (Lodemann); N/n = 4/7 (Leclercq); n = 6 Tiere
(Gabel). [Mittelwerte + SEM]

Futterung: Lodemann Leclercq Gabel

Heu (2001) (1999) (1988)
300 mosmol/l 300 mosmol/l 278 mosmol/l

Jmso Na 2,76 + 0,30 2,51+0,13 6,43 + 0,47

JsmoNa (1,24 +0,10 1,05 +£ 0,06 0,98 + 0,11

Jreto Na (1,52 + 0,25 1,46 £ 0,15 5,45+ 0,38

Guo 3,68 £ 0,29 2,42 +0,11 1,66 £ 0,17

5.4.2 Zunahme des Natriumnettotransportes bei Kraftfutterfitterung unter
Kurzschlussbedingungen

Der Na-Nettotransport wird durch Kraftfuttergaben, verglichen mit Heufiitterung,
offensichtlich erhoht. Mit steigenden Kraftfuttergaben nahm der Na-Nettotransport zu (s.
‘Ergebnisse’, Tabelle 3). Diese Erhohung der Transportkapazitit ist wahrscheinlich ein
Adaptationsmechanismus an den erh6hten Kraftfuttteranteil in der Ration. Schon Dirksen und
Liebich (1984) haben in ihren Fiitterungsversuchen mit Rindern gezeigt, dass eine vermehrte
Kraftfutterfiitterung zu einer Proliferation der Pansenschleimhaut und damit zu einer

Erhohung der Resorptionsfldche und Resorptionskapazitit fiihrt. Sie beobachteten dabei eine
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Steigerung der Resorptionsrate von SCFA (Dirksen et al., 1984; Liebich et al., 1987), was in
anderen Untersuchungen bestétigt wurde (Gébel et al., 1991).

Die Auswirkungen einer erhohten Kraftfuttergabe auf den Na-Transport untersuchten Gibel
et al. (1987b, 1988) sowohl in vivo am gewaschenen Schafpansen als auch in vitro. Sie
zeigten, dass bei einem Anteil von 64% bzw. 90% Kraftfutter in der Ration (das entspricht
900 bzw. 1250 g Kraftfutter/d, liegt also im Bereich der Kraftfuttermengen von 600-1800 g/d)
eine Zunahme der Oberfldche der Pansenzotten und eine erhohte Nettoabsorption von Na, Cl
und Mg auftritt (Gibel, 1988; Gébel et al., 1987b). Die erhohte Absorptionskapazitét ist eine
(reversible) adaptive Antwort auf eine Zunahme der Kraftfuttermenge.

Die Erhohung der Transportraten kann allerdings nicht nur {iber eine Zunahme der
Resorptionsfldche, sondern auch iiber eine Zunahme der Anzahl der Transporter oder deren
Aktivitét erfolgen. Wir nehmen letztere Erklarung fiir die Erh6hung des Nettotransportes von
Natrium in den vorliegenden Versuchen an. Die verwendete Pansenschleimhaut der
Fiitterungsgruppen wurde so ausgewdhlt, dass sich makroskopisch Zottenzahl und
ZottengroBe  nicht  unterschieden. Dieses  optische  Vorgehen wurde  durch
Trockengewichtsbestimmungen in vorherigen Versuchen bestitigt, miisste aber fiir exaktere
Vergleiche noch genauer untersucht werden. - Eine Zunahme der Aktivitdt des Na/H-

Austauschers durch Konzentratfiitterung vermuteten auch Gébel et al. (1987b).

Die Zunahme des Na-Nettotransportes bei erhohtem Krafifutteranteil ist vermutlich auf eine

Steigerung des J,,s Na bzw. der Aktivitdt des apikalen Na/H-Austauschers zuriickzufiihren

Die Erhohung der Na-Nettoabsorption unter Kurzschlussbedingungen ist hauptsidchlich auf
einen Anstieg des Natriumtransportes von mukosal nach serosal (Jy,s) zuriickzufiihren. Der
seromukosale Natriumtransport (Jg,) verdnderte sich mit erhohtem Kraftfutteranteil in der
Ration nicht, auBler einem geringen Anstieg auf der Osmolaritdtsstufe 300 mosmol/l. Wenn
Jsm = pJms 15t, dann ist die Erhéhung von Jy,s auf eine Zunahme von ,Jms zuriickzufiihren. ,Jims
schliet den elektrogenen Na-Transport durch einen Na-Kanal und einen elektroneutralen Na-
Transport mittels des Na/H-Austauschers ein. Betrachtet man die nach der Gleichung von
Frizzell und Schultz (1972) berechneten Werte flir den Anteil des potenzialabhéngigen und -
unabhingigen Transportes an Jn (s. ‘Ergebnisse’, Tabellen 9 und 10), so bemerkt man, dass
die potenzialunabhédngige Komponente mit erhohtem Kraftfutteranteil ansteigt, wihrend die
potenzialabhidngige Komponente gleich bleibt.

Der Anstieg von J.,, bei Kraftfutterfiitterung ist also auf eine Steigerung des

potenzialunabhéingigen Transportes zuruckzufilhren. Hierbei handelt es sich sehr
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wahrscheinlich um den Na/H-Austauscher. Auch Gébel et al. (1987b, 1988) vermuteten eine
Zunahme der Aktivitit des Na/H-Austauschers durch Kraftfutterfiitterung.

Der Kurzschlussstrom nimmt geringgradig mit erhdhtem Kraftfutteranteil ab (Daten nicht in
den Ergebnisteil aufgenommen), was gegen eine maligebliche Erhohung des elektrogenen Na-
Transportes spricht.

In den Versuchen an Schafpansenepithelien von Leclercq (1999) sind keine deutlichen
Unterschiede des J,s Na zwischen Heu- und Kraftfutterfiitterung festzustellen, was
wahrscheinlich an der geringen Menge (200-400 g/d) an Kraftfutter lag, die die Tiere tiglich

erhielten.

5.4.3 Auswirkungen des akut erhdhten mukosalen osmotischen Druckes auf den
Natriumtransport (unter Kurzschlussbedingungen)

Um die Auswirkungen eines akut erhohten osmotischen Druckes zu zeigen und um
festzustellen, ob die Fiitterung die Auswirkungen einer akut erhdhten Osmolaritit auf den
Epitheltransport beeinflusst, wurden sowohl die Pansenepithelien der mit Heu als auch der
mit Kraftfutter gefiitterten Tiere in vitro unterschiedlichen osmotischen Bedingungen

unterworfen.

5431 J,sNa

Bei Erhohung des osmotischen Druckes nimmt J,, Na bei Heufiitterung und 600 g
Kraftfutter/d nicht signifikant ab; eine Abnahme ist allerdings bei hdheren Mengen an
Kraftfutter zu beobachten und wird bei 1800 g/d signifikant. Der mukoserosale Transport
setzt sich aus einer parazelluldren (,Jms) und einer transzelluliren Komponente (aJms)
zusammen. Der transzelluldre Transport verlduft sowohl iiber einen elektrogenen Na-Kanal
als auch tiber einen elektroneutralen Na/H-Austauscher. In diesem Zusammenhang wird es
nun wichtig, auch die unter ‘Voltage clamp’-Bedingungen gemessenen Natriumtransportraten
zu betrachten. Mit Hilfe dieser Daten konnen ndmlich Riickschliisse auf den Transportweg
gezogen werden.

Nach Leclercq (1999) wird bei reiner Heufiitterung unter isoosmotischen Bedingungen
Natrium iiberwiegend potenzialunabhingig und transzelluldr in mukoserosaler Richtung
transportiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen bestétigen diese Befunde, dies
gilt auch fiir die kraftfuttergefiitterten Tiere (s. ‘Ergebnisse’, Tabellen 9 und 10).

Die Erhohung des osmotischen Druckes verdndert J;,s in allen Fiitterungsgruppen in der
Weise, dass die potenzialunabhingige (transzellulire) Komponente (= Jg) erniedrigt wird.
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Dieser Effekt ist jedoch nur teilweise signifikant (s. ‘Ergebnisse’, Tabelle 10). J,, die
potenzialabhdngige Komponente von Js wird in allen Fiitterungsgruppen - auBler
‘Kf 1200 g/d’ - bei 450 mosmol/l im Vergleich zu 300 mosmol/l signifikant stimuliert. Die
Befunde von Leclercq (1999) fiir heugefiitterte Schafe konnen insofern bestitigt werden:
Durch Erhohung des osmotischen Druckes auf 450 mosmol/l wird der potenzialunabhingige
Anteil gehemmt, Na wird nun iiberwiegend parazellulr transportiert.

Die erhohte Osmolaritidt wirkt sich somit hemmend auf den potenzialunabhingigen (hier
handelt es sich wahrscheinlich um den Na/H-Austauscher) und stimulierend auf den
potenzialabhdngigen Transport aus, der eine parazellulire und eine transzellulédre
Komponente (elektrogener Na-Kanal) einschliefit. Eine Differenzierung zwischen den beiden
letzteren Komponenten ist aus methodischen Griinden nicht moglich. Da aber in den
Fiitterungsgruppen ‘Kf 1200 g/d’ und ‘Kf 1800 g/d’ Jgn und damit die parazelluldre
Permeabilitdt durch die Erhoéhung des osmotischen Druckes nicht verdndert wurde, ist
anzunechmen, dass die Erhohung des potenzialabhidngigen Na-Transportes in diesen
Fiitterungsgruppen auf zelluldre Transportmechanismen zuriickzufiihren ist. Es muss jedoch
betont werden, dass im Vergleich zum elektroneutralen Transport dieser Anteil des Na-
Transportes absolut sehr gering ausfillt und damit die mogliche physiologische Bedeutung
unklar bleibt.

Leclercq (1999) beobachtete in ihren Versuchen an Pansenepithelien bei Erhohung des
osmotischen Druckes ebenfalls eine Hemmung des elektroneutralen Anteils von J,s und
bewies in Hemmversuchen mit Amilorid, dass es sich dabei um den Na/H-Austauscher
handelte. Diese Reduktion ist also auf eine Abnahme des aktiven Transportes, eine Hemmung

des apikalen Na/H-Austauschers zuriickzufiihren (Bottcher et al., 2000; Leclercq, 1999).

(Bei Heu und 600 g Kraftfutter/d in den eigenen Versuchen ist das Ausmal3 des Abfalles von
Jp und des Anstieges von J, ungefihr gleich groB3, deshalb scheint J;,s insgesamt unverindert.

Bei 1200 g und 1800 g Kraftfutter/d hingegen wird Jg stirker vermindert, als J,, erhoht wird.)

Eine Sonderstellung nehmen die Werte fiir J,, in der Gruppe ‘Kf 1200 g/d’ ein. Hier ist von
allen Fiitterungsgruppen der niedrigste Wert fiir J,, zu finden. Auffillig ist auBerdem, dass bei
300 und 375 mosmol/l J, von Jys und Jg, identisch sind im Gegensatz zu den anderen
Fiitterungsgruppen, wo J, von Jn liberwiegend gréBer ist als J, von Jg,. Nur bei 450
mosmol/l ist Jo, von J,s angestiegen und liegt iiber dem entsprechenden Wert von Jg,. Dieser
zusétzliche Teil ist wahrscheinlich auf den aktiven elektrogenen Na-Transport zuriickzufiihren
(s. 0.).
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54.3.2 J,, Na

Jsm verlduft weitgehend iiber den parazelluliren Weg. Eine Erhoéhung des osmotischen
Druckes hat bei Heufiitterung und 600 g Kraftfutter/d einen Anstieg von Jg, zur Folge
(signifikant nur bei Heuflitterung). Da dieser Transport vorwiegend parazelluldr verlduft,
bedeutet das eine Zunahme der parazelluliren Permeabilitdt und moglicherweise eine Storung
der Barrierefunktion des Epithels. Die parazelluldre Permeabilitdt verédndert sich allerdings bei
hohen Kraftfuttergaben (‘Kf 1200 g/d’ und ‘Kf 1800 g/d’) nicht mehr. Dies wird bestitigt
durch die nach Frizzell und Schultz (1972) berechneten Daten, die bei Heu und niedrigem
Kraftfutteranteil (600 g/d) einen Anstieg des potenzialabhidngigen Natriumtransportes mit
erhohter Osmolaritit zeigen; dieser Effekt ist nur bei ‘Kf 600 g/d’ signifikant.

Jm, die potenzialunabhingige Komponente, liegt hingegen unter 1 und verdndert sich mit
erhohtem osmotischen Druck nicht.

Leclercq (1999) beobachtete in ihren In-vitro-Versuchen an Pansenepithelien von
heugefiitterten Schafen bei einer Erhoéhung auf 375 und 450 mosmol/l ebenfalls eine
signifikante Erhohung des Jg,. Bei den mit 200-400 g Kraftfutter/d gefiitterten Tieren war im
Vergleich zur Heuflitterung J, insgesamt niedriger und stieg auch mit Erhéhung der
Osmolaritdt weniger an, allerdings gleichfalls signifikant. Eine Erhohung von 300 auf
375 mosmol/l wurde im Gegensatz zu den heugefiitterten Tieren toleriert. Bei den
Fiitterungen ‘Kf 1200 g/d’ und ‘Kf 1800 g/d’ sieht man in den eigenen Versuchen, dass die
erhohte Osmolaritit den parazelluldren (potenzialabhdngigen) Weg nicht mehr beeinflusst.
Die wichtige Barrierefunktion des Pansenepithels bleibt auch unter diesen Bedingungen

erhalten.

5.4.3.3 J,.Na

Der Na-Nettotransport wird aus den unidirektionalen Transportraten fiir J,s und Jg;, berechnet.
Er nimmt der Tendenz nach mit steigendem osmotischen Druck ab, die Abnahme ist am
ausgepragtesten (statistisch signifikant) bei Schafen mit hohem Kraftfutteranteil, trotzdem
verbleibt absolut ein hoherer Transport im Vergleich zur Heufiitterung. Die Verminderung
des Nettotransportes kann sowohl durch eine Erh6hung von Jy,, durch eine Erniedrigung von
Jim als auch durch beide Faktoren zustande kommen. In der Fiitterungsgruppe ‘Heu’ und
‘Kf 600 g/d” wird J, erhoht, in den Gruppen ‘Kf 1200 g/d” und ‘Kf 1800 g/d’ verdndert sich
Jsm nicht. In den Gruppen ‘Kf 1200 g/d’ und ‘Kf 1800 g/d’ wird Js (in letzterer signifikant)
durch den erhohten osmotischen Druck gehemmt. Da Jg, bei einer Aufnahme von 1200 bzw.
1800 g Kraftfutter/d durch die Erhdhung des osmotischen Druckes nicht beeinflusst wurde, ist
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anzunehmen, dass ,Jms auch konstant geblieben ist. Aus diesem Grunde ist der Schluss
zuldssig, dass ,Jms als Folge des Anstiegs des osmotischen Druckes reduziert wurde.

In den ‘Klemmversuchen’ zeigte sich eine Abnahme des potenzialunabhingigen Transportes
in allen Fiitterungsgruppen (allerdings unterschiedlichen Ausmales). Diese Reduktion ist
wahrscheinlich auf eine Abnahme des aktiven Transportes, eine Hemmung des apikalen

Na/H-Austauschers, zuriickzufiihren (Béttcher et al., 2000; Leclercq, 1999).

Erste Versuche zum osmotischen Druck an Pansenepithelien belegen, dass eine Erhohung der
Osmolalitit im Pansenlumen (in vivo) den Na-Nettotransport iiber das Pansenepithel
stimuliert (Stacy und Warner, 1966; Warner und Stacy, 1972). Bei einer Erhéhung der
Osmolalitdt nahm der Na-Transport zu, eine Erhéhung iiber 340 mosmol/kg erniedrigte ihn.
Die Pansenosmolalitdt wurde iiber 180-550 mosmol/kg variiert. Allerdings wurden in den
Versuchsreihen Kalium-Losungen zur Erhohung der Osmolalitit verwendet oder K war im
Futter enthalten. Neuere Untersuchungen belegen, dass allein K schon eine Stimulation des
Na-Transportes bewirkt, indem es die apikale Membran depolarisiert und so einen
elektrogenen Na-Transport stimuliert (Lang, 1997; Lang und Martens, 1999).

Ahnlich verhilt es sich mit der Verwendung von Harnstoff als hyperosmotischem Agens,
welches ebenfalls in den Versuchen eingesetzt wurde. Harnstoff wird zu NH3/NH4 " und CO,
verstoffwechselt. Ob NH; oder NH, " vorliegt, hingt vom pH-Wert des Panseninhaltes ab. Der
Effekt auf den Na-Transport (Hemmung oder Stimulation) ist abhingig von der
vorherrschenden Form (NH,/N H4+), die in die Zelle eintritt, und dem daraus folgenden Effekt

auf die intrazelluldre Verfiigbarkeit von Protonen und die Aktivitidt des Na/H-Austauschers.
Die Anwesenheit von Ammoniak in der Pufferlésung vermindert signifikant J,,; Na und
folglich J,& Na bei einem pH-Wert von 7,4, zeigt keinen Effekt bei 6,9 und erhoht
signifikant J;;,s Na und J,¢ Na bei einem pH-Wert von 6,4 (Abdoun und Martens, 2000).
Durch NH4' wird der Na-Transport stimuliert. NH; hemmt den Na-Transport {iber das
Pansenepithel von heugefiitterten Schafen, wahrscheinlich indem intrazellulire H'-Ionen
gebunden werden und dadurch der Na/H-Austauscher gehemmt wird; mit Kraftfutter
gefiitterte Schafe entwickeln offensichtlich Mechanismen zur Adaptation (Abdoun und

Martens, 1999).

Tabaru et al. (1990) beobachteten am isolierten Pansen (Rind) eine Erhéhung des Na-
Nettotransportes mit steigender Osmolalitidt von 100 bis 300 mosmol/l, bei 500 mosmol/I eine

Abnahme. Die Osmolalitit wurde hier durch NaCl eingestellt.
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Im Gegensatz dazu wurden in In-vivo-Versuchen an Schafpansen keine Effekte einer akuten
Osmolarititserhohung (von 315 auf 422 mosmol/l mit Mannit) auf den Na-Transport
festgestellt (Gébel et al., 1987a; Gibel et al., 1987b; Gébel, 1988). Dafiir kann es folgende
Griinde geben: 1) die Tiere wurden z. T. mit Kraftfutter gefiittert; 2) der osmotische Druck
verandert sich in vivo sehr schnell, weil Ionen, wie z. B. SCFA, Na und Cl, rasch resorbiert
werden und weil osmotisch bedingt Wasser in den Pansen einstromt. Beide Phanomene tragen
zu einer raschen Verringerung des osmotischen Druckes bei. Nach Berechnungen auf der
Grundlage von Messungen von Engelage (1999), der den osmotisch bedingten
Wassertransport durch das isolierte Pansenepithel des Schafes untersucht hat, ist die
Verminderung des osmotischen Druckes der mukosalen Seite durch Wassereinstrom iiber das
Pansenepithel in vitro jedoch vernachldssigbar gering (Engelage, 1999). Selbst der hochste
Wassereinstrom, der bei kraftfuttergefiitterten Tieren bei einer Osmolaritdt von 450 mosmol/l
auftreten konnte, betrégt iiber die gesamte Versuchszeit nur 0,123 ml, was die Osmolaritit um

3,04 mosmol/l oder um 0,68% der urspriinglichen Osmolaritét verringern wiirde.

5.4.3.4 Der Einfluss des osmotischen Druckes auf den Na/H-Austauscher

Der Na/H-Austauscher tritt in verschiedenen Isoformen mit unterschiedlichen Eigenschaften
auf. Der elektroneutrale Na-Transport an der Pansenepithelzelle verlduft sehr wahrscheinlich
iiber die Isoform NHE3 (= ‘Na/H-Exchanger’, Isoform 3) (Béttcher, 2000). Eine Hemmung
durch hyperosmolare Losungen wurde auch an NHE3 anderer Epithelien festgestellt. Auf
Ovarzellen des chinesischen Hamsters iibertragene NHE3 wurden durch hypertonische
Zellschrumpfung gehemmt. Die Hemmung erfolgte schnell und reversibel. Dabei wurde die
Affinitit fiir intrazellulire H'-Ionen vermindert (Kapus et al., 1994). In MTAL-Zellen
(= ‘medullary thick ascending limb’) hemmt Hyperosmolalitidt die HCOs-Absorption durch
Hemmung des apikalen Na/H-Austausches (Isoform NHE3) (Good, 1995; Good et al., 2000;
Watts und Good, 1994). Die Osmolalitdt wurde mit Mannit auf 590 mosmol/kg oder mit NaCl
auf 425 mosmol/kg erhoht. Die Hemmung durch die Hyperosmolalitdt ist wahrscheinlich das

Resultat eines ‘acid shift” der pH-Abhéngigkeitskurve des Austauschers.
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5.4.4 Auswirkungen einer chronisch erhéhten mukosalen Osmolaritat auf den

Natriumtransport

In den eigenen Versuchen und bei den bisher in der Diskussion verwendeten Literaturdaten
handelt es sich um Ergebnisse aus Versuchen mit akuter Erhohung des osmotischen Druckes.
Chronische Einwirkung eines erhohten osmotischen Druckes induziert offensichtlich
Adapationsmechanismen. Ambiihl et al. (1998) untersuchten den Effekt einer chronischen
Hyperosmolalitdt auf den Na/H-Austauscher (NHE3-Isoform) in OKP-Zellen (Nierenzelllinie
vom Opossum). Eine chronische Konzentrationserhohung von Glucose, Mannit oder
Raffinose verursachte einen dosisabhingigen Anstieg der Aktivitdt des Na/H-Austauschers,
wohingegen eine Konzentrationserhohung von Harnstoff, fiir welches die Zellmembran
durchldssiger ist, keinen Effekt hatte. Daraus folgerten die Autoren, dass der Anstieg der
Aktivitdit durch  Zellschrumpfung verursacht wird. FEin akuter Anstieg der
Mannitkonzentration hemmte die Aktivitdit des Na/H-Austauschers, ein chronischer
stimulierte ihn. Chronische Hypertonizitit erhohte zundchst die Gesamtmenge an zelluldrem
und erst spédter an plasmagebundenem NHE3-Protein sowie der NHE3-Aktivitdt, da die
NHE3-Proteine erst zur Plasmamembran transportiert werden miissen (Ambiihl et al., 1998).
Es gab allerdings auch einen Anteil des hypertonischen Effektes, der unabhidngig von einer
Proteinsynthese war.

Im Gegensatz zu diesen Befunden beobachteten Soleimani et al. (1998) in Untersuchungen an
NHE3-Austauschern in LLC-PK;-Zellen eine persistierende Hemmung der Aktivitidt der
Austauscher, wenn sie chronischer Hyperosmolalitit (48 h) ausgesetzt wurden. Diese
Adaptation war nicht mit einer Verdnderung der Menge der NHE3-mRNA oder der Proteine
verbunden, also wurde die Hemmung wahrscheinlich durch posttranslationale Mechanismen
(wie z. B. regulierter Einbau von Proteinen in Membranen, Verdnderungen in der
Phosphorylation der Austauscher oder durch zusitzliche Proteine (‘accessory proteins’))
vermittelt, die unabhingig von der NHE3-Genregulation sind (Soleimani et al., 1998).

Die Versuchsbedingungen der eigenen Experimente sind jedoch komplexer. Im In-vitro-
Versuch erfolgte ‘manipulativ’ eine akute Erhohung des osmotischen Druckes auf der
luminalen Seite des Epithels (mit der dominierenden Wirkung der Hemmung des Na/H-
Austauschers). Ob die fiitterungsabhingige Zunahme des Na-Transportes (primdr des Na/H-
Austauschers) ebenfalls durch eine Erhohung des osmotischen Druckes bei steigender
Kraftfuttergabe bedingt ist, kann aus unseren Daten z. Zt. nicht entschieden werden. Die

fiitterungsabhidngigen Adaptationsprozesse des Pansenepithels wurden bisher primér unter
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dem Aspekt der erhohten Fermentation diskutiert, wobei Butyrat als wichtiger Faktor
angesehen wird (Gébel et al., 2001). Verdanderungen des osmotischen Druckes, obwohl sie
durch die erhohte Fermentation nach Kraftfuttergaben seit vielen Jahren bekannt sind, wurden

bisher in diesem Zusammenhang als mogliche Modulatoren nicht diskutiert.

5.4.5 Regulationsmechanismen des Na/H-Austauschers (Isoform NHE3)

Die Regulation des Na/H-Austauschers in Pansenepithelien wurde in den eigenen Versuchen
nicht untersucht. Um die hier beteiligten Regulationsmechanismen zu identifizieren, miissten
weiterfithrende Untersuchungen geplant werden.

Die Mechanismen, die zur Regulierung des Na/H-Austauschers beitragen, sind sehr komplex.
Es sind mittlerweile 6 Isoformen der Genfamilie der Na/H-Austauscher (NHE=‘Na/H-
Exchanger’ 1-6) in Séugetieren identifiziert worden. Sie haben unterschiedliche
pharmakokinetische Eigenschaften, Regulationsmechanismen und Verteilungsmuster in
Zellen und Geweben. Das Transportprotein besteht aus einem transmembran gelegenen
Aminoende, welches fiir den Na/H-Austausch zustindig ist, und einem zytoplasmatisch
gelegenen Carboxylende, welches die Kontrolle iiber ersteres ausiibt. Der zytoplasmatische
Bereich enthilt Phosphorylierungsstellen, die Zielstellen fiir Proteinkinasen sind, und
Bereiche, die an verschiedene Regulationsfaktoren binden konnen (Moe, 1999).

Zur Regulation des NHE3 in Pansenepithelien ist bislang wenig bekannt. An anderen
Epithelien (z. B. Nierenepithelien) exprimierte oder in andere Zellen transfizierte
(“libertragene’) NHE3 sind genauer untersucht worden.

Unterschiedliche  Faktoren, wie z. B. Hyperosmolaritit, 16sen verschiedene
Signaltransduktionswege aus, abhéngig von der jeweiligen Isoform, der Spezies, dem Zelltyp
und der Lokalisation an der Plasmamembran. So wird NHEI z. B. von Hyperosmolaritét
stimuliert, wihrend NHE3 gehemmt wird (Kapus et al., 1994). Im Folgenden werden einige
Mechanismen der Regulation von NHE3 kurz dargestellt.

Die Phosphorylierung scheint ein wichtiger Teil der akuten Regulation von NHE3 zu sein.
In vivo wird NHE3 durch Proteinkinase C (PKC) und Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert
(Wiederkehr et al., 1999; Zhao et al., 1999 zitiert nach Moe, 1999). Allerdings reicht die
Phosphorylierung von NHE3 alleine nicht aus, um die NHE3-Aktivitit zu regeln; zusitzlich
miissen noch andere Cofaktoren beteiligt sein (Wiederkehr et al., 1999). Bei der
hyperosmolaren Hemmung scheinen PKC, cAMP, cGMP und Prostaglandine keine Rolle zu
spielen; dies gilt zumindest fiir MTAL-Zellen und Lungenfibroblasten (Good, 1995; Nath et
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al., 1996). Uneinigkeit herrscht in Bezug auf Protein-Tyrosinkinasen (Good, 1995; Nath et al.,
1996).

Eine andere Regulationsmdglichkeit stellt die Bewegung von NHE3-Transporten mittels
Endo- und Exozytose zwischen der Zellmembran und subapikalen Vesikeln dar. Dadurch
wird die Anzahl der zur Verfiigung stehenden Transporter variiert. Hierbei spielen
wahrscheinlich  auch  Elemente des  Zytoskeletts  (Aktin, Mikrotubuli  und
Intermedidrfilamente) eine Rolle (Rehn et al., 1998). Einer Untersuchung an in Ovarzellen
transfizierten NHE3 zufolge kann der Vorgang der Endozytose durch Hypertonizitdt gehemmt
werden (Chow et al., 1999).

Die Modifikation der Anzahl der Transporter kann natiirlich auch iiber den Weg der
Transkription und Translation geschehen. Dieses spielt wahrscheinlich vor allen eine Rolle
bei Anpassungsvorgingen, so z. B. fiihrt chronische Hypertonizitit in OKP-Zellen
(Nierenzelllinie vom Opossum) zu einer Zunahme des gesamten zelluliren und
plasmamembrangebundenen NHE3-Proteins (Ambiihl et al., 1998).

Die Aktivitit von NHE3 kann auch durch eine Anderung der intrinsischen
Transporteraktivitit fiir das Substrat geregelt werden, z. B. eine durch Anderung der
Reaktionsgeschwindigkeit (Vim.x) (Nath et al.,, 1996; Wakabayashi et al., 1997) oder der
Affinitét fiir ein bestimmtes Substrat (Kapus et al., 1994).

Wie oben schon erwihnt, spielen zusdtzlich zur Phosphorylierung noch regulierende
Cofaktoren cine Rolle. Hierzu gehoren z. B. NHERF (=‘Na/H Exchanger Regulatory
Factor’) und E3KARP (=‘Exchanger-3 Kinase A Regulatory Protein’). Sie gehdren zu
derselben Proteinfamilie und enthalten zwei Bereiche, die Protein-Protein-Interaktionen

vermitteln.

Ein schematischer Signalweg wurde im Zusammenhang mit der osmotischen Regulation des
Na-Transportes bei A6-Zellen vorgeschlagen (Matsumoto et al., 1997): der Archidonsdure-
Signalweg (‘arachidonic acid metabolic pathway’) (A) und die intrazelluldre ‘Messenger’-
Kaskade (‘intracellular messenger cascade’) mittels cAMP und PKA (B) (s. Abbildung 1).

Der Na-Transport wird dort durch serosale Hyposmolalitét stimuliert.
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Abbildung 1: nach Matsumoto et al. (1997): Arachidonsdure-Signalweg (A) und die
intrazelluldare ‘Messenger’-Kaskade mittels cAMP und PKA (B). Prostaglandin E, aktiviert
moglicherweise die Adenylatcyclase. Beispielhaft wurden Stimulatoren (‘+’) bzw. Blocker (‘-’)
einiger Enzyme aufgenommen.

Uber die Regulation von NHE3 an Pansenepithelien ist bislang noch wenig bekannt. Gébel et
al. (1999) postulierten, dass der apikale, amiloridsensitive Na/H-Austausch u./o. die
basolaterale Na/K-ATPase durch cAMP blockiert werden konnen, was zu einem Abfall des
Na- und des Cl-Transportes fithrt (Gébel et al., 1999). Dieser Vorgang verlduft
moglicherweise liber eine Aktivierung von Proteinkinasen durch cAMP zur Phosphorylierung
des NHE3 (siehe oben und Abbildung 1). In Versuchen mit Pansenepithelzellen konnte die
Austauscheraktivitdt durch cAMP und PGE, (Prostaglandin E,) moduliert werden (Bottcher,
2000; Bottcher et al., 2000). Die Hemmung des Na/H-Austauschers nach Erhohung des
osmotischen Druckes kann allerdings nur teilweise durch cAMP-Regulation erklart werden.
Moglicherweise wird sie auch iiber einen anderen Mechanismus vermittelt (Bottcher, 2000).

Es ist also noch ungekldrt, wie der hyperosmotische Druck die NHE3-Austauscher der

Pansenepithelien beeinflusst.

5.4.6 Sekretion von Natrium bei einer PD von +25 mV

Beim numerischen Vergleich der Nettotransportraten wunter den verschiedenen
Potenzialdifferenzen fallt auf, dass sie in jeder Kraftfuttergruppe in der Rangfolge von —25 >
0 >+25 mV abfallen. Dies gilt fiir alle Osmolaritétsstufen (s. ‘Ergebnisse’, Tabellen 6, 7 und
8).

Bei Heufiitterung tritt bei den Osmolaritatsstufen 2 (375 mosmol/l) und 3 (450 mosmol/l) eine

Na-Nettosekretion bei einer PD von +25 mV (Blutseite positiv) auf. In den Kf-Gruppen ist
96



Diskussion

dagegen immer eine - wenn auch unterschiedlich hohe - Nettoabsorption zu beobachten
(ansteigend mit zunehmendem Kraftfutteranteil).

Aus In-vivo-Versuchen ist bekannt, dass im Pansen, auch bei einem erhdhten osmotischen
Druck, immer eine Na-Nettoabsorption stattfindet, und zwar sowohl bei heu- als auch bei
kraftfuttergefiitterten Schafen (Gébel et al., 1987a; Gébel et al., 1987b). Dass es in vivo (am
gewaschenen Pansen) und in vitro zu verschiedenen Ergebnissen bzw. Reaktionen auf einen
erhohten osmotischen Druck kommt, kann folgende Griinde haben:

Der Abtransport der absorbierten Substanzen erfolgt in vivo sofort durch die gute
Durchblutung der Pansenwand, die besonders postprandial noch gesteigert ist.

Die Griinde fiir einen niedrigen Na-Nettotransport, bzw. seine Umkehr in eine Nettosekretion
konnen transporttechnisch in einem sehr niedrigen Jp,,s, einem erhohten Jg, oder auch einer
Kombination aus beidem begriindet sein.

In den eigenen Versuchen wurde beobachtet, dass die G; direkt nach dem Einbauen der
Priparate in die Ussing-Kammern sehr hoch ist und erst innerhalb der Anpassungszeit von ca.
30 Minuten langsam abfillt. Auch in anderen Untersuchungen war die parazelluldre
Permeabilitdt in vitro hoher als in vivo. Es konnte also sein, dass die parazelluldre
Leitfahigkeit in vitro durch Dehnung beim ‘Stripping’, beim Einbauen oder iiberhaupt durch
die Manipulation erhoht wird. Dann kommt es durch den Riickstrom (der parazelluldre
Transport von mukosal nach serosal fillt aufgrund des entgegengerichteten elektrischen
Gradienten bei +25 mV (Blutseite positiv) geringer aus als der von serosal nach mukosal) zu
den niedrigen Nettotransportraten bzw. im Extremfall zur Sekretion. Da die Sekretion bei
Heuflitterung auf den Osmolaritétsstufen ‘375 und ‘450’ auftritt, spielt wahrscheinlich die
gesteigerte parazelluldre Leitfdhigkeit durch den erhohten osmotischen Druck eine

verstarkende Rolle.

5.4.7 Bedeutung der Hemmung des apikalen Natriumtransportes

Der folgende Abschnitt beschiftigt sich mit der moglichen physiologischen Bedeutung einer
Hemmung des apikalen Na/H-Austausches bei einem erhdhten osmotischen Druck.

Die Hauptaufgabe der Isoform NHE3 ist die Absorption von Na (Aufnahme in die Zelle),
allerdings ist sie neueren Erkenntnissen zufolge auch an der Regulation des Sdurehaushalts

der Zelle (pH; = intrazellularer pH-Wert) beteiligt (Kapus et al., 1994).

Sowohl unter anisotonischen (z. B. Hyper- und Hypoosmolaritdt) als auch unter isotonischen
Bedingungen, wie z. B. bei der Absorption und Sekretion, muss die Zelle ihr Volumen

regulieren.
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Es wirken hier verschiedene volumenrelevante Faktoren auf die Pansenepithelzelle ein:
Erstens wird die Zelle infolge der luminalen Erhohung des osmotischen Druckes durch
Schrumpfung gefdhrdet. Als Gegenregulation miisste sie ihr Volumen erhohen (RVI =
‘Regulatory Volume Increase’). Dieses geschieht normalerweise durch die Aufnahme von
NaCl, welches dann Wasser nachzieht. Folgende Transportsysteme konnen dabei eine Rolle
spielen: Na/H- und CI/HCOs-Austauscher, Na/K/2Cl-Cotransporter oder Na/Cl-Cotransporter.
Insofern miisste also der Na-Transport nicht gehemmt, sondern im Gegenteil stimuliert

werden.

Der zweite Faktor ist der Transport von Natrium durch die Zelle, der bei den
kraftfuttergefiitterten Tieren insgesamt erhoht ist.

Selbst im isoosmotischen ‘Ruhe’zustand ist die Zelle einer stdndigen (osmotischen bzw.
Volumen-) Belastung durch den Transport von osmotisch aktiven Substanzen iiber die
Zellmembran ausgesetzt. Osmotische Verdnderungen aullerhalb oder innerhalb der Zelle
bedeuten, dass die Zelle standig ihr Volumen neu regulieren muss (Lang et al., 1998).

Am distalen Rattenkolon wurde in einem einfachen und einzelnen Zellkompartiment ein
‘Turnover’ des Natrium-Transportpools in 0,6 min bestimmt (Edmonds und Mackenzie,
1984), d. h. dass der in der Epithelzelle vorhandene Na-Pool der Na-Menge entspricht, die in
0,6 min durch die Zelle transportiert wird. Der Na-Pool befindet sich moglicherweise in
einem abgeschlossenen Kompartiment, da er eine schnelle Umsatzrate bei einem geringen
Fassungsvermogen (Poolgrofe) aufweist. Hohe Umsatzraten des Na-Pools in der Epithelzelle
bedeuten automatisch eine Gefadhrdung der osmotischen Homdostase.

Der Na-Transportpool ist abhidngig von den Eigenschaften der apikalen Membran und der
Zusammensetzung der Losung im Lumen des Kolons. Bei Ratten mit einem Na-Defizit wurde
ein erhohter transzelluldrer Transport und ein dreifacher Anstieg des Na-Transportpools im
Vergleich zu Ratten mit ‘normaler’ Na-Versorgung beobachtet (Edmonds und Mackenzie,
1984). Die Menge des Natriums im Pool scheint die Menge an Na zu bestimmen, die iiber die
basolaterale Membran aus der Zelle herausgepumpt wird.

Aus diesem Grunde sind epitheliale Zellen, die auf die Absorption von Na spezialisiert sind,
stindig osmotisch durch ‘flush-through’ gefdhrdet (Schultz, 1981). Bei einer Transportrate
von 1 peq - cm™ - h'ist die Menge an Na, die pro Minute eine Zellschicht ‘betritt’ und wieder
verldsst, gleich dem gesamten intrazelluliren Na-Gehalt der Gewebsschicht. Bei einer
Steigerung der Na-Absorption miissen die Transportmechanismen an den beiden Seiten der
Zelle (apikale und basolaterale Membran) aufeinander abgestimmt sein, da es sonst zu einem

massiven Anstieg des lonengehaltes und des Volumens der Zelle und daraus folgend zu einer
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Schiadigung der Zelle kommen kann. Zwei zelleigene Mechanismen werden in der
Ubersichtsarbeit von Schultz (1981) dargestellt, welche die intrazellulire Na- und K-
Zusammensetzung bei starken Verdnderungen der transzelluldren Na-Absorption schiitzen
sollen:

1) ein Feedback zwischen intrazelluldrer Na-Aktivitidt und der Na-Leitfahigkeit der apikalen
Membran (evtl. durch Variation der Anzahl der offenen Kanile); verschiedene Studien
belegen, dass bei einer Erhohung des =zelluliren Na ein Anstieg des apikalen
Membranwiderstandes und ein Absinken des unidirektionalen Na-Influx von der mukosalen
oder duBeren Losung auftritt;

2) eine parallele Beziehung zwischen der Aktivitdt der ‘Pumpe’ (Na/K-ATPase) und der
Leitfahigkeit der basolateralen Membran, welche wahrscheinlich auf Verdnderungen in der
Leitfahigkeit fiir K beruhen (Schultz, 1981).

Bei einem erhohten Na-Transport durch die Zelle oder einem Anstieg der intrazelluldren Na-
Aktivitdt wire es also sinnvoll, wenn der Na-Transport von mukosal nach serosal gehemmt

wiirde.

Entsprechende Untersuchungen liegen fiir das Pansenepithel nicht vor. Es ist aber
anzunehmen, dass auch in diesem Epithel die o. a. Beziehungen zwischen der Transportrate
und der PoolgroBe gegeben sind.

Pansenepithelien von Schafen, die mit Kraftfutter gefiittert wurden, weisen hohe
Transportraten auf. Aus diesem Grunde iiberrascht es nicht, dass die absolute Hemmung des
Na-Transportes durch eine Erh6hung des osmotischen Druckes bei hohen Na-Transportraten
(Kraftfutterfiitterung) groBer ausfillt, weil der Transport von Na zu einer zusétzlichen
Belastung des Ionenhaushaltes fiihrt.

Man muss allerdings bedenken, dass hier zwei Faktoren auf die Pansenepithelzelle einwirken
(s.0.): erstens der erhohte osmotische Druck der luminalen Losung, der zu einer
Schrumpfung der Epithelzelle mit nachfolgendem RVI fiithren miisste; auf der anderen Seite
wird die Zelle durch die Na-Aufnahme in die Zelle ‘bedroht’; es miisste zu einer
Zellschwellung kommen.

Um die Stérung durch die luminale Hyperosmolaritit und somit die Schrumpfung
auszugleichen, wire es sinnvoll, Na in die Zelle aufzunehmen. Dagegen spricht, dass bei
niedrigen Na-Konzentrationen dieser Regulationsmechanismus nicht funktionieren kdnnte,

weil kein Na zur Verfiigung steht.
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Die von Seiten der Volumenregulation scheinbar paradoxe Hemmung der Na-Aufnahme
wurde auch an MTAL-Zellen der Niere beobachtet (Watts und Good, 1994). Die Autoren
deuten die Hemmung als eine indirekte Folge der Erhdhung der intrazelluléren Na-Aktivitét
durch Zellschrumpfung. Dadurch wiirde die Triebkraft fiir den Na/H-Austauscher reduziert.
Nath et al. (1996) postulieren, dass die hyperosmotische Hemmung von NHE3 und NHE2 ein
Teil eines Kontrollmechanismus sein konnte, der einen Anstieg des Zellvolumens oder des
intrazelluldren Na im Fall gesteigerter postprandialer Na-Absorption verhindert (Nath et al.,
1996).

Ein Anstieg des luminalen osmotischen Druckes beeintrachtigt den Elektrolyt- und
Wasserhaushalt der Pansenepithelzelle. Unabhéngig davon, ob es akut (zur
Volumenregulation) sinnvoll ist, wird unter diesen Umstinden offensichtlich eine weitere

Gefahrdung dieser Zellparameter durch die Hemmung des Na-Transportes reduziert.

5.5 Fiitterung und Labmagenverlagerung

Im letzten Teil der Diskussion soll eine mogliche Bedeutung dieser Untersuchungen fiir die
Praxis dargestellt werden. Die Auswirkungen eines erhohten osmotischen Druckes und die
gemessenen Verdanderungen der Resorptionsraten iiber das Pansenepithel nach Adaptation an
Kraftfutteraufnahme sollen im Hinblick auf eine &atiologische bzw. pathogenetische
Bedeutung bei der Entstehung der Labmagenverlagerung (= LMV) bewertet und mogliche
Schlussfolgerungen fiir die Prophylaxe herausgearbeitet werden. Unsere Untersuchungen an
Schafen in Beziehung zur Labmagenverlagerung bei Milchkiihen zu setzen, scheint auf der
Basis von anatomischen und physiologischen Ahnlichkeiten und durch die Beobachtung

gerechtfertigt, dass LMV auch beim Schaf auftreten kann (Shakespeare, 1997).

Die LMYV tritt hauptsidchlich bei Milchkiihen zwischen 4-7 Jahren (Constable et al., 1992) in
Hochleistungsherden im Zeitraum bis zu 2 Wochen nach der Abkalbung auf (Coppock, 1974;
Dirksen, 1960; Geishauser, 1995). Die LMV kommt als linksseitige (LDA = ‘Left Displaced
Abomasum’) und rechtsseitige (RDA = ‘Right Displaced Abomasum’) Form vor, wobei die
LDA mit 80-90% der Félle eine iibergeordnete Rolle spielt (Dirksen, 1960; Whitlock, 1969).
Die Bedeutung der LMV hat in den letzten Jahren zugenommen; es wird iiber ein
Vorkommen von 0,05-4,4% berichtet (Coppock, 1974); in neueren Untersuchungen werden
mittlere Raten von 5% (0% bis 21,7%) genannt (Pehrson und Shaver, 1992, zitiert nach
Shaver, 1997).
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Die Atiologie bzw. Pathogenese der Labmagenverlagerung ist bis heute weitgehend
ungeklirt. Es handelt sich hierbei um eine multifaktorielle Erkrankung.

Viele, meist retrospektive, epidemiologische Studien haben die Bedeutung verschiedener
Risikofaktoren fiir die Entstehung der LMV herausgearbeitet (Coppock, 1974; Geishauser,
1995; Rohrbach et al., 1999). Neben mechanischen und genetischen Faktoren (Constable et
al., 1992; Geishauser et al., 1996) und verschiedenen peripartalen Erkrankungen, wie z. B.
Ketose, Milchfieber, Metritis (Dirksen, 1960; Rohrbach et al., 1999), die fiir die LMV
pradisponieren, scheint die Fiitterung eine wichtige Rolle bei der Entstehung der LMV zu
spielen. Die folgenden Ausfithrungen beschranken sich ausschlieBlich auf die
epidemiologische Beziehung ‘Fiitterung und Auftreten von LMV’ und versuchen, kausale
Zusammenhdnge aufzudecken.

Da die meisten Labmagenverlagerungen bei Milchkiihen kurz nach der Abkalbung auftreten,
scheint eine Betrachtung der peripartalen Fiitterung sinnvoll. Mit Einsetzen der Laktation
kommt es durch den stark erhohten Energiebedarf zu einem ploétzlichen, sowohl quantitativen
als auch qualitativen Futterwechsel. Dadurch ist in diesem Zusammenhang auch eine
unzureichende Adaptation an die entsprechenden Didten von Bedeutung.

Im Folgenden werden Fiitterungseinfliisse aufgelistet, die das Risiko, an LMV zu erkranken
deutlich erhdhen.

Ein hoher Kraftfutteranteil in der pripartalen Ration fiihrt zu einer verstarkten Depression
der Futteraufnahme kurz vor der Geburt (Coppock et al., 1972). AuBBerdem fiihrt er zu einer
Uberkonditionierung, welche die Tiere anfillig fiir Ketose, postpartale negative
Energiebilanz, Hyperlipidose etc. macht (Cameron et al., 1998; Fiirll et al.,, 1999), alles
Faktoren, die in einem epidemiologischen Zusammenhang mit der LMV stehen bzw. als
Ursachen fiir die LMV angenommen werden.

Rationen mit leicht fermentierbaren Kohlenhydraten zu Beginn der Laktation wie z. B.
Kornsilage oder Getreide pradisponieren fiir LMV (Robertson, 1968; Whitlock, 1969). Eine
erhohte Menge an leicht verdaulichen Kohlenhydraten fiihrt aufgrund einer vermehrten
Fermentation zu einem Anstieg der Menge und Konzentration der SCFA. Dadurch kommt es
aufgrund unzureichend adaptierter Resorptionskapazititen zu mangelnder Absorption bzw.
Resorptionsstorungen.

Ein vermindertes Verhiltnis von Rauhfutter zu Kraftfutter fiihrt durch den fehlenden
mechanischen Reiz zu einer Verringerung der Wiederkauaktivitidt, zu vermindertem
Speichelfluss und damit durch die fehlende Pufferwirkung des Speichels zu einem Anstieg

des pH-Wertes. Aulerdem kommt es zu einer geringeren Pansenfiillung und einem Anstieg
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der SCFA (Shaver, 1997). Coppock et al. (1972) beobachteten in Versuchen mit Kiihen einen
Anstieg des Auftretens von LMV mit steigendem Kraftfutteranteil in der Ration.

Von Bedeutung ist auch die physikalische Form der Ration. Ungiinstig sind kleine Partikel,
die z. B. durch feine Hickselung oder Pellettierung von Mischrationen entstehen (Dawson et
al., 1992).

Der Rohfaseranteil spielt ebenfalls eine wichtige Rolle. Kiihe mit einem Rohfasergehalt
<17% in der Ration haben ein 10,5fach hoheres relatives Risiko, an LMV zu erkranken als

Tiere mit einem Rohfaseranteil > 17% in der Ration (Grymer et al., 1981).

Im Folgenden wird néher auf die Pathogenese eingegangen:

Als Voraussetzung fiir die Verlagerung gelten eine Labmagenhypomotilitit bzw. -atonie mit
Gasansammlung und Dilatation des Labmagens (Dirksen, 1960; Svendsen, 1969). Die
Labmagenmotilitit kann durch Einfliisse auf das nervose oder motorische System reguliert
werden. Die Wirkung der oben erwihnten Faktoren soll im Folgenden ndher erldutert werden.
Aufgrund fehlender Anpassung sowohl der Resorptionsraten als auch der Mikroflora im
Pansen kommt es bei einer plotzlichen Futterumstellung von energiearmer und
rohfaserreicher auf eine energiereiche und strukturarme Didt zu einer Verdnderung des
Fermentationsgeschehens und einer Anderung der Zusammensetzung der Pansenfliissigkeit;
dabei wird die Konzentration und Menge an SCFA erhoht, der pH-Wert gesenkt und der
osmotische Druck angehoben. Wie durch die vorliegenden Untersuchungen bestitigt wurde,
werden dadurch sowohl Transport- als auch Barrierefunktionen des Pansenepithels
beeintrachtigt.

Der Wassertransport kehrt sich bei einem osmotischen Druck von >340 mosmol/l von einer
Absorption in eine Sekretion um. Dieses fiihrt zu einem vermehrten Abfluss von Wasser in
den Psalter.

Auch der Transport von Elektrolyten und SCFA wird durch einen erhohten osmotischen
Druck vermindert (SCFA: Tabaru et al. (1990); Natrium: Bestitigung durch die eigenen
Versuche (Hemmung des aktiven elektroneutralen Transportes)). Die Leitfahigkeit wird durch
einen erhohten osmotischen Druck erhdht, dieses ist - bei nicht adaptierten Tieren - auf eine
Zunahme der parazelluliren Permeabilitéit zurtickzufiihren.

Eine Absenkung des pH-Wertes fiihrt zundchst zu einer Erh6hung, spater durch Schiadigung
des Epithels zu einer Storung der Transportvorgénge.

Aufgrund mangelnder Adaptation kommt es zu einer unzureichenden Resorption und
Resorptionsstorungen der anfallenden Elektrolyte (und SCFA). Daraus resultiert ein

vermehrter Abfluss von Wasser und Elektrolyten in den Blattermagen.
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Obwohl bislang noch nicht ausreichende Untersuchungen fiir den Bittermagen vorliegen, ist
es wahrscheinlich, dass hier zumindest dhnliche Reaktionen stattfinden. Bei einer Erhéhung
des osmotischen Druckes wird die parazelluldre Permeabilitit am Bléttermagenepithel von
heugefiitterten Schafen in vitro erhéht (Bendzko, 1998). Durch Stérung der Diffusionsbarriere
kann dadurch ein aktiver, gerichteter Transport nicht mehr stattfinden.

Es ist daher anzunehmen, dass es auch zu einem vermehrten Abfluss in den Labmagen kommt
(Martens, 2000). Bei Vergleichen von mit Heu und Kraftfutter geflitterten Kiihen fiihrten
Kraftfuttergaben zu einem vermehrten Abfluss der Digesta vom Pansen in den Labmagen
(Svendsen, 1975). Aufgrund von Untersuchungen von Svendsen (1969, 1975) und Bolten
(1976) kann eine erhohte SCFA-Konzentration zur Hemmung der Labmagenmotilitét fiihren.
Versuche von Svendsen (1969) am Labmagen von nichtragenden, nichtlaktierenden Kiihen
zeigten, dass die Labmagenmotilitit nach Kraftfuttergaben gehemmt wird. Er beobachtete,
dass die SCFA-Konzentration im Labmagen nach Kraftfuttergabe tatsdchlich ansteigt. Mit
Infusion von 300 ml einer 120 mM Losung von SCFA in den Labmagen und Aufblasen des
Labmagens mit Stickstoff konnte kiinstlich eine rechtsseitige LMV ausgelost werden.
Svendsen schlug als Mechanismus vor, dass die SCFA die HCI-Produktion anregen und die
HCI- Sekretion die Labmagenmotilitit vermindert.

Auch eine intraabomasale Infusion von 50 ml einer 300 mM Losung von Butter-, Essig- oder
Propionsdure in den Labmagen von Schafen fiihrte zu einer Erniedrigung der abomasalen
Aktivitdt der Aktionspotenziale und der Entleerungsrate (Bolten et al., 1976). Dabei war
Buttersdure am effektivsten, gefolgt von Propion- und Essigsdure. Erstere fallen verstarkt bei

Kraftfutterfiitterung an.

Dem widersprechen Untersuchungen von Breukink und de Ruyter (1976). Obwohl die
Autoren einen signifikanten Anstieg der SCFA-Konzentration im Pansen von Kiihen nach
Heu- und Kraftfutterfiitterung beobachteten, gab es bei beiden Gruppen keinen signifikanten
Anstieg der SCFA im Labmagen; nur im Diinndarm wurde ein signifikanter

Konzentrationsanstieg bei einer Kuh beobachtet (Breukink und de Ruyter, 1976).

Das Gas, welches sich im Labmagen befindet, stammt wahrscheinlich aus dem Pansen
(Sarashina et al., 1990). Das Verhéltnis von Methan (CH4) zu CO, ist im Labmagen hoher als
im Pansen (Sarashina et al., 1990), was dadurch zu erkléren ist, dass CO, schneller resorbiert
wird. Die Fiitterung verdndert auch die Gasmenge und Konzentration. Es gab keinen
Unterschied zwischen Gaskonzentrationen bei gesunden Kithen und Kiithen mit

Labmagenverlagerung; nur die Menge unterschied sich (Sarashina et al.,, 1990). Eine

103



Diskussion

Fiitterung von groBen Mengen an Kraftfutter steigert den Abfluss der Ingesta in den
Labmagen, und das Gas kann aufgrund der Atonie nicht mehr in den Pansen

zuriickentweichen (Sarashina et al., 1990; Svendsen, 1969).

Am Rande sei noch erwéhnt, dass Insulin (van Meirhaeghe et al., 1988) und Histamin die

Labmagenmotilitdt ebenfalls hemmen koénnen.

Nach einer dreiwdchigen Anpassungszeit an hohere Kraftfuttergaben hatte in den eigenen
Versuchen eine Adaptation stattgefunden: eine Erh6hung des osmotischen Druckes wurde bei
375 mosmol/l toleriert, d. h. es kam zu keiner wesentlichen Erhhung der Gy; die parazellulire
Permeabilitdt blieb sowohl bei 375 als auch 450 mosmol/l unverdndert. Der Na-
Nettotransport (J,¢ Na) war insgesamt hoher, auch nach Hemmung durch den erhdhten
osmotischen Druck.

Ein erhohter Kraftfutteranteil in der Ration bewirkt eine Anpassung der Resorptionskapazitit
und moglicherweise auch eine erhohte Widerstandsfahigkeit gegeniiber Verdnderung
luminaler Faktoren (osmotischer Druck, pH-Wert) und erlaubt daher einige

Schlussfolgerungen fiir die Prophylaxe.

5.5.1 Bedeutung fur die Prophylaxe der Labmagenverlagerung

Es werden unterschiedliche Empfehlungen zur Prophylaxe von LMV gemacht. Die hier
genannten beschrianken sich auf die Fiitterung.

Man sollte sich bei der Anfiitterung an den Grundsatz halten, weder minimale (— keine
Anpassung  der  absorptiven  Kapazitit und  Mikroflora) noch  exzessive
(— Uberkonditionierung) Mengen an Kraftfutter zu fiittern.

Um die Pansenschleimhaut und die Mikroflora an die energiedichten Rationen zu Beginn der
Laktation anzupassen und die Resorptionskapazitit zu erhohen, raten verschiedene Autoren
zu einer langsamen schrittweisen Anfiitterung vor der Kalbung. In der Trockenstehzeit sollte
entsprechend dem jeweiligen Erndhrungszustand gefiittert werden (Dirksen et al., 1992).
Dabei muss eine Uberkonditionierung vermieden werden (Fiirll et al., 1999). Die Anfiitterung
sollte ca. 2-4 Wochen vor dem Geburtstermin beginnen, mit schrittweiser Erhohung des
Starke- bzw. Kraftfutteranteils (Dirksen et al., 1992; Martens, 2000).

Um die Pansenschleimhaut ohne energetische Uberversorgung wihrend der Trockenstehzeit
aufzubauen, schldgt Dirksen (1984) eine Manipulation des Fettsduremusters oder eine Gabe
von Salzen der Buttersdure vor, da diese eciner der stirksten Stimulatoren fiir das

Schleimhautwachstum ist.
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Uber ein ‘lead feeding’, (‘Lead feeding’ ist definiert als langsames Anfiittern mit Getreide,
beginnend 3 Wochen vor der Geburt mit bis zu 1,5% des Korpergewichtes zum erwarteten
Zeitpunkt der Geburt) herrscht Uneinigkeit (Coppock et al., 1972; Dirksen et al., 1992).

Shaver (1997) empfiehlt ein ‘lead feeding’ von 0,5%-0,75% des Korpergewichtes, welches
noch 3-4 Tage nach der Abkalbung beibehalten werden sollte. Danach sollte die
Trockenmasse des Kraftfutters um 0,20-0,25 kg/d erhoht werden, bis die maximale
Futteraufnahme erreicht ist. Das Kraftfutter sollte auf 3-4 Rationen pro Tag verteilt werden.
Um das Rauhfutter : Kraftfutter-Verhiltnis zu kontrollieren, rdt er zu einer Mischration

(Shaver, 1997).
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