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Einleitung 1

1 Einleitung

Kurzkettige Fettsauren (short-chain fatty acids; SCFA) sind die Hauptendprodukte der
mikrobiellen Fermentation von Polysacchariden in Pansen und Dickdarm (Vercelotti et
al. 1978; Bergman 1990). Acetat, Propionat und Butyrat stellen mit 85 - 95 % den
Hauptanteil der in Caecum und Colon gebildeten SCFA. Vaeriat, Isovaleriat und
Isobutyrat, die beim mikrobiellen Abbau von Aminosduren entstehen konnen, sind
quantitativ von untergeordneter Bedeutung (Cummings et al. 1987). Auf3erdem werden
als Fermentationsgase H,, CO, und CH, gebildet (Wolin und Miller 1983; Jensen und
Jagensen 1994).

In welchen Konzentrationen SCFA im Caecum und Colon vorkommen, ist vom
Rohfasergehalt des Futters abhangig. Im Colon von Schweinen betragen die SCFA-
Konzentrationen 100 bis 180 mmol xkg™* Darminhalt (Farell und Johnson 1970;
Cummings et al. 1987; Holtug et a. 1992; Holtug et al. 1996). In Pansen und Dickdarm

zahlreicher anderer Spezies liegen die Konzentrationen bei ca. 100 mmol xkg™* (Bugaut

1987; Rechkemmer et al. 1988). Die SCFA stellen damit den quantitativ grofdten Antell
der Anionen in Pansen und Dickdarm (Cummings 1981; Cummings et a. 1986).

Die molaren Anteile der SCFA sind unabhéngig von der Lokalisation ihrer Bildung und
liegen im Caecum und proximalen Colon von Schweinen fur Acetat bei 57-70 %, fur
Propionat bei 18-31 % und fur Butyrat bei 7-17 % (Farrell und Johnson 1970; Sambrook
1979; Kennelly et al. 1981; Gédeken et a. 1989; Breves et al. 1993). Das SCFA-
Verhdtnis kann in gewissen Grenzen durch die Fitterung beeinflufl® werden. Hierbei
steigert ein starkereicheres Futter den Butyratanteil gegeniber dem Acetatanteil
(Scheppach et al. 1988).

Die Menge an produzierten SCFA schwankt in einem weiten Bereich und héngt von der
Menge an mikrobiell fermentierbarem Substrat ab. So kamen Schétzungen aus In-Vitro-
Untersuchungen zu einer téglichen Produktionsrate von 570 - 850 mmol (Imoto und
Namioka 1978a; Imoto und Namioka 1983), wahrend Breves et al. (1993) in einer In-
Vivo-Untersuchung Produktionsraten fir Acetat von bis zu 1350 mmol pro Tag und fir
Propionat von bis zu 170 mmol pro Tag ermittelten. In allen Spezies ist die tagliche
SCFA-Produktion deutlich grofer als deren Ausscheidung.
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Die t&gliche Ausscheidung liegt beim Schwein bei nur 150 - 170 mmol (Gédeken et al.
1989). Die im Colon gebildeten SCFA werden rasch vom Epithel absorbiert (Bugaut
1987), dies wurde in In-Vivo-Untersuchungen am Colon zahlreicher Spezies gezeigt, u.a.
am Colon des Schweines (Argenzio und Whipp 1979; Crump et a. 1980), der Ziege
(Argenzio et a. 1975), des Pferdes (Argenzio et a. 1977) und des Menschen (McNell et
al. 1978; Ruppin et al. 1980).

Bei den SCFA handelt es sich um schwache Sduren mit einem pK,-Wert von 4,76 fur
Essigsaure, 4,88 fur Propionsaure und 4,81 fir Buttersaure. Da der pH-Wert im Caecum
und proximalen Colon des Schweines zwischen 55 und 6,7 liegt (Argenzio und
Southworth 1975; Fleming et al. 1989; Holtug et al. 1992), liegen mehr als 95 % der
SCFA als Anionen vor (Bugaut 1987; Bergman 1990). Die Anionen sind aufgrund ihrer
Ladung mehr hydrophil als lipophil und kénnen deshalb nicht frel durch die hydrophobe
Membran der Epithelzellen diffundieren.

Fur den Transport der SCFA werden verschiedene Wege diskutiert :

Ein Weg ist die nichtionische Diffusion der SCFA entlang des von mukosal nach serosal
gerichteten Gradienten (Fleming et al. 1991). Die Aufnahme erfolgt as undissoziierte,
lipophile Saure durch die Zellmembran des Colonozyten (Holtug 1989; Engelhardt et al.
1989; Soergel et al. 1989). Obwohl bel physiologischem pH-Wert weniger als 5 % der
SCFA protoniert vorliegen, berechneten sich aus Ussing-Kammer-Untersuchungen ohne
SCFA-Gradient am proximalen Colon des Meerschweinchens nichtionische Anteile von
30-50 % (Ronnau et al. 1989; Engelhardt et al. 1993; Engelhardt et al. 1994). Ruppin et
al. (1980) nahmen im Colon des Menschen eine Absorption von protonierten SCFA von
60 % an.

Ein zweiter Weg ist der Austausch von SCFA™ gegen Bicarbonat. Dieser Weg wurde
vermutet, da parallel zur SCFA-Absorption eine Bicarbonat-Sekretion beobachtet wurde
(Argenzio et al. 1975; Argenzio und Whipp 1979; Ruppin et a. 1980). Dieser
SCFA" /HCO; -Austauscher wurde als Haupttransportweg der SCFA im proximalen

Colon des Meerschweinchens (Engelhardt et a. 1994), in apikalen (Mascolo et al. 1991)
und basolateralen (Reynolds et al. 1993) Vesikeln des Rattencolons und an luminalen
Vesikeln des menschlichen Colons (Harig et al. 1996; Ritzhaupt et al. 1998a) und des
Schweinecolons (Ritzhaupt et al. 1998a) postuliert und schliefdlich von Ritzhaupt et al.
(1998b) strukturell nachgewiesen.
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Der Transport der SCFA ist elektroneutral und hat keinen Einflul? auf das transepitheliale
Potential (Jackson 1974; Engelhardt et al. 1994; Gonda et a. 1999).

Ein theoretisch mdglicher parazellulérer Weg der SCFA konnte weder am Colon des
Pferdes (Argenzio et al. 1977) und des Meerschweinchens (Engelhardt und Rechkemmer
1992) noch am Caecum von Ratte (Fleming et al. 1991) und Kaninchen (Hatch 1987)
nachgewiesen werden.

Ein Tell der vom Epithel aufgenommenen SCFA werden auf der serosalen Seite nicht
wieder freigesetzt, sondern im Epithel selbst metabolisiert (Roediger 1980) und dienen
so als wichtige Substrate zur Energiegewinnung (Knudsen et a. 1991).

Die einzelnen SCFA unterliegen in unterschiedlichem Mal3e der Metabolisierung
(Roediger 1982; Bergman 1990). Butyrat wird vom Epithel bevorzugt metabolisiert
(Bergman 1990) und bringt bei &guimolarer Metabolisierung die grofite Energiemenge
(Grofklaus 1983). 70 % der so gewonnenen Energie wird vom Organismus verwertet,
der Rest wird von den Mikroorganismen genutzt oder geht als Warme verloren (Miller
und Wolin 1979). Die SCFA liefern dem Organismus bis zu einem Drittel der bendtigten
Erhatungsenergie (Cummings et a. 1986; Cummings und Macfarlaine 1991). Zudem
beeinflussen die SCFA den Transport von Elektrolyten und Wasser (Ruppin et al. 1980;
Roediger et a. 1986). Die Konzentration an SCFA im Blut betragt je nach Spezies nur
maxima 1 mmol ¥ * (Bugaut 1987), die molaren Anteile der SCFA sind vom Butyrat
hin zum Acetat verschoben (Cummings et a. 1987).

Der Anteil an SCFA, der von den Colonocyten nicht verstoffwechselt wird, verldl3t die
Z¢elle vermutlich mittels eines SCFA ™ / HCO; -Austauschers (Reynolds et al. 1993; Stein

et al. 1995a). Die SCFA gelangen Uber die Portalvene zur Leber. Hier wird Butyrat als
ketoplastisches Substrat und Propionat fir die Gluconeogenese verwendet. Acetat spielt
eine zentrale Rolle bel der Fettsduresynthese und kann Uber den Citratzyklus in Leber-,
Fett- und Muskelgewebe abgebaut werden (Bugaut 1987; Bugaut und Bentéac 1993;
Stein et al. 19954).

Die Anwesenheit kurzkettiger Fettsduren, besonders von Butyrat, hat einen grof3en
EinfluR auf die Gesundheit und die Funktion des Dickdarmepithels (Rowe und Bayless
1992; Scheppach 19944).
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Die Einflisse der SCFA auf die Funktion des Dickdarms sind vielféltig :

B Stimulation der Resorption von Elektrolyten (z.B. Na") und Wasser (Crump et
al. 1980; Binder und Metha 1989; Diener et a. 1994); eine Absenkung des
SCFA-Gehdlts, besonders an Butyrat, kann eine Diarrhoe hervorrufen
(Roediger 1980a; Clausen et al. 1991)

B Stimulation der Zdlproliferation in vivo (Sakata und Engelhardt 1983; Stein et
al. 1995a) und in vitro (Scheppach et al. 1992)

B Stimulation der Darmmotilitét (Heverstadt et al. 1985; Scheppach 1994a)

B Mangel an SCFA oder deren schlechte Resorption als Auddser einer Colitis
(Roediger 1980b; Argenzio und Meuten 1991; Butzner et a. 1994)

B Hemmung der Proliferation von Tumorzellen in vitro durch Zugabe von
Butyrat (Rowe und Bayless 1992)

Zur Untersuchung dieser fir die Gesundheit des menschlichen Gastrointestinaltraktes
wichtigen Aspekte hat sich das Schwein als Modell bewéhrt, da Caecum und Colon von
Schweinen und Menschen funktionelle Gemeinsamkeiten zeigen (Cummings 1981;
Darcy-Vrillon et a. 1996).

Die meisten Ussing-Kammer-Untersuchungen zum SCFA-Transport wurden mittels
radioaktiv markierter SCFA und ohne den in vivo vorliegenden, von mukosal nach
serosa gerichteten, SCFA-Gradienten durchgefihrt. Durch das Fehlen des Gradienten
ergeben sich fur die Elektrolyte andere Transportraten als in Untersuchungen mit
Gradienten. Dies zeigten Sellin und DeSoignie (1998) in einer Untersuchung am Colon
des Kaninchens am Beispiel des Na'. Bei der Verwendung von SCFA, die intragpithelial
metabolisiert werden konnen, kann aufferdem die radioaktive Markierung auf die
Metabolisierungsprodukte, einschliefdlich CO,, Ubertragen werden (Rechkemmer et al.
1995; Gébel und Sehested 1997).

Am Colon des Schweines wurden bisher nur wenige In-vitro-Untersuchungen mit
ahnlichen SCFA-Gradienten wie unter In-Vivo-Bedingungen durchgeftihrt (Argenzio und
Southworth 1975; Breves et al. 1995; Breves und Krumscheid 1997). Abhangig von den
Inkubationsbedingungen (Inkubationsdauer, Zusammensetzung der Pufferlésungen)
zeigten sich hierbel grof3e Unterschiede in der mukosalen Aufnahme und der serosalen
Abgabe.
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Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, den Einflul ener verénderten
Zusammensetzung der luminalen Pufferlésung auf die mukosale Aufnahme, die serosae
Abgabe und die Gewebeakkumulation der SCFA im proximalen Schweinecolon in vitro
zu testen. Um einen Vergleich mit den In-Vivo-Verhaltnissen zu ermdglichen, wurde die
vorliegende Untersuchung mit einem von mukosal nach serosal gerichteten SCFA-
Gradienten durchgefhrt.

Die aufgrund des Gradienten auftretenden Anderungen der SCFA-Konzentrationen im
mukosalen und serosalen Kompartiment wurden Uber die Versuchsdauer gemessen.
Hierzu wurden zu Beginn und am Ende des Versuches Proben entnommen und deren
SCFA-Konzentrationen gaschromatographisch bestimmt. Aus den Konzentrations-
anderungen Uber die Zeit wurden die mukosalen Aufnahmen und die serosalen Abgaben
berechnet. AulRerdem wurden die im Verlauf der Untersuchungen in den Gewebestiicken
akkumulierten SCFA-Mengen bestimmt. Aus den Differenzen von Aufnahme, Abgabe
und Gewebeakkumulation wurde der resultierende intraepitheliale Verlust berechnet.
Zuerst mufden die methodischen Varianzen der mukosalen Aufnahmen, der serosalen
Abgaben und der Gewebeakkumulationen fur die Gewebestiicke eines Tieres bzw. fir

verschiedene Tiere ermittelt werden.

Folgende Anderungen der Pufferldsungen wurden getestet

B Anderung der mukosalen SCFA-Konzentrationen unter Beibehaltung der molaren
Anteile der einzelnen SCFA und des pH-Wertes der Ausgangsl Gsungen.

B Anderung der Richtung des SCFA-Gradienten ohne Anderung der Konzentrationen
und des pH-Wertes der Ausgangsl Gsungen.

B Absenkung des mukosalen pH-Wertes ohne Anderung der Konzentrationen der

Ausgangs dsungen.
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2 Material und Methoden

2.1 Vesuchstiere

Bel den Tieren handelte es sich um Kreuzungsferkel (Deutsche Landrasse x Deutsches
Weil3es Edelschwein) aus der Zucht des Lehr- und Versuchsgutes Oberer Hardthof der
Justus-Liebig-Universitdt Gief3en bzw. des Versuchsgutes Ruthe der Tierérztlichen
Hochschule Hannover. Die Tiere wurden zweimal taglich mit einer Standardmastration
fir Schweine geflttert, Wasser stand ad libitum zur Verfligung.

Zum Zeitpunkt der Schlachtung lag das Gewicht der Tiere zwischen 19 und 29 kg.

2.2 Organentnahme und Praparation der Epithelien

Die Versuchstiere wurden mittels Bolzenschuf3 betdubt und anschlief3end durch Erdffnen
der grol3en Halsarterien entblutet. Unmittelbar danach wurde die Bauchhohle erdffnet
und der proximale Teil des Colons (ca. 50 cm) entnommen. Der Darmabschnitt wurde
sofort mehrmals mit eiskalter physiologischer Kochsazlsung (0,9 % w/v) gespilt, um
Digestareste zu entfernen. Als Transportmedium diente eiskalte, 30 Minuten mit
Carbogen (5 % CO, in O,, Messer Griesheim, Krefeld) begaste SCFA-freie Pufferlsung
(s. Tabelle 2-1).

Zur Gewinnung der isolierten Epithelien wurde der Darm in Léngsrichtung ertffnet und
mit Hilfe eines Metallspatels die Tunica mucosa von Tunica muscularis und Tunica
serosa getrennt (“gestrippt”). Die dabel freigelegte Gewebeseite wird im folgenden as

serosal e Gewebesaite bezeichnet.
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2.3 Pufferlésungen

Die Zusammensetzung der verwendeten Pufferlosungen zeigt Tabelle 2-1. Alle

Pufferlosungen wurden vor Versuchsbeginn mindestens 30 Minuten mit Carbogen

begast. Die Osmolalitét betrug 295 + 4 mosmol xkg™.

Tabelle 2-1: Zusammensetzung der verwendeten Pufferl6sungen
(Alle Angaben in mmol ¥ ™)

SCFA SCFA SCFA SCFA SCFA
Substanz 0 40 80 80 80
pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4 pH 6,4 pH 5,4
(serosal) (mukosal) | (mukosal) | (mukosal) | (mukosal)
NaCl 111 71 31 54,5 54,5
KCl 5 5 5 5 5
NaHCO; 25 25 25 2 0
NaHPO, *2 H,O 1 1 1 0,3 0
NaH,PO, *H,0 2 2 2 2,7 3
MgCl, *6 H,O 2 2 2 2 2
CaCl, *2 H,O 1 1 1 1 1
Glucose 5 5 5 5 5
Na-Acetat - 24 48 48 48
Na-Propionat - 10 20 20 20
Na-Butyrat - 6 12 12 12

Der jeweilige pH-Wert wurde durch Zugabe 1IN HCI bzw. konzentrierter TRIS-Ldsung,

die Osmolalitdt (295 mosmol xkg™) durch Zugabe von Mannit eingestellt.

Soweit nicht anders angegeben, wurden ale Chemikalien von der Fa. Sigma-Aldrich

GmbH, Deisenhofen bezogen; sie wiesen mindestens p.a. Qualitét auf. Die verwendeten

Natriumsalze der Fettséuren, ebenfalls in der Qualitdt p.a., stammten von der Fa E.

Merck, Darmstadit.
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2.4 In-vitro-Untersuchungen an isolierten Epithelien

Die Messungen der SCFA-Fluxe wurden mit der auf die Arbeiten von Ussing und Zehran
(1951) zurtickgehende Ussing-Kammer-Technik durchgefihrt. Diese Methode
ermdglicht die Untersuchung von Transportvorgangen in Abwesenheit elektrochemischer
Gradienten und wurde in ihrer computergestiitzten Weliterentwicklung vielfach zur
Messung des intestinalen Elektrolyttransportes bei Schweinen und kleinen Wiederk&uern
eingesetzt (Schroder et a. 1991, Kappner 1993, Rittmann 1996, Thienenkamp 1996,
Vossing 1997, Winckler 1997). Abweichend von klassischen Ussing-Kammer-
Untersuchungen wurde in der vorliegenden Untersuchung mit eéinem von mukosal nach
serosal gerichteten SCFA-Gradienten gearbeitet. Aus den Uber die Inkubationszeit
gemessenen Konzentrationsdnderungen im mukosalen und serosalen Kompartiment und
im Gewebe wurden die mukosalen Aufnahmen, die serosden Abgaben, die
Gewebeakkumulation und der Verlust an SCFA berechnet.

Fur die vorliegende Untersuchung standen insgesamt bis zu 12 Mef3plétze pro Versuch

zur Verfligung.

2.4.1 Inkubation der Gewebe

Bei den zur Verfigung stehenden Ussing-Kammern handelte es sich um zweiteilige
Plexiglaskammern, in die das Gewebe (2 cm? exponierte Flache) so eingespannt wurde,
da3 ein mukosales und ein serosales Kompartiment entstand. Zur Abdichtung der
Kammern wurden Silikondichtungsringe verwendet, das Gewebe mit Polyesternetzen
(Fa. Reichelt, Heidelberg) stabilisiert. Beide Kammerhdften waren mittels kurzer
Silikonschlauche mit einem Pufferreservoir (Volumen 20 ml) verbunden, welches den
entsprechenden mukosalen bzw. serosden Puffer enthielt. Um ene ausreichende
Versorgung des Epithels mit Sauerstoff, eine gleichmaldige Durchmischung des Puffers
und einen konstanten pH-Wert zu gewahrleisten, erfolgte wahrend der Versuche eine
kontinuierliche Begasung mit Carbogen. Die Temperatur (38°C) wurde mittels eines
Wasserbades konstant gehalten.
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2.4.2 Ermittlung der eektrischen Kenngrof3en der Gewebe

Zur Ermittlung der elektrischen Kenngréflen der Gewebe (Potentiddifferenz Pp;
Kurzschlul3strom lsc; Gewebeleitféhigkeit G;) waren die Ussing-Kammern an eine
computergesteuerte Strom- und Spannungsklemmeneinrichtung (AC-Microclamp, Fa
Muller, Aachen) angeschlossen.

Die Messung der transepithelialen Potentiadifferenz Py erfolgte Uber Kalomelelektroden,
die mit gewebenah angebrachten Agarbriicken verbunden waren. Zur Unterdriickung
eines elektrischen Gradienten wurde die transepitheliae Potentialdifferenz P, auf 0 mv
abgeglichen (KurzschluBstrom), der dazu benttigte Klemmstrom wurde Uber
gewebeferne Elektroden eingespeist.

Dieser Klemmstrom entspricht im Betrag dem Kurzschluf3strom Isc , der als Mai3 fur die
Summe aller elektrogenen lonentransporte angesehen werden kann.

Zur Messung der Gewebeleitfahigkeit G; wurden regelméldig Stromimpulse von 50 pA
auf das Gewebe gegeben, die Anderung der Potentialdifferenz gemessen und daraus der
Gewebewiderstand errechnet.

Vor Beginn eines Versuches wurde das Eigenpotentia der Elektroden und der
Widerstand der Pufferlésungen ermittelt; wahrend eines Versuches wurden die Mef3daten

um diese Werte korrigiert.

2.4.3 Probenentnahme

Zur  Ermittlung der basden SCFA-Konzentrationen wurden nach ener
Aquilibrierungsphase von einer Stunde aus beiden Kammerhalften je 6 ml Pufferldsung
entnommen und bis zur welteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert. Nach einer
anschlief?enden  60-mindtigen  Inkubationszeit wurden von beiden verbliebenen
Pufferlésungen jeweils ca. 10 ml entnommen und bis zur weiteren Aufarbeitung ebenfalls
bei -20°C gelagert. Nach Beendigung der Versuche wurden die exponierten Gewebeteile
aus den Kammern entnommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlief3end
bei -70°C aufbewahrt.
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2.4.4 Aufbereitung der wélirigen Proben

Zur Abtrennung fester Bestandteile (z.B. Gewebeteile) wurden alle mukosal und serosal
entnommenen Proben 30 Minuten zentrifugiert (4°C ; 40.000 g).

2.4.4.1 Mukosale Proben

5 ml des Uberstandes wurden mit 700 Wl Ameisensiure versetzt und intensiv (ca. 30
Sekunden) gemischt (pH-Wert » 1,5). Nach einer Inkubationszeit von ca. 30 Minuten bei
4°C wurden die Proben erneut 30 Minuten bei 40.000 g (4°C) zentrifugiert und der
Uberstand sofort zur gaschromatographischen Bestimmung in GC-Autosamplergléser
(Inhat ca. 1,5 ml ; Fa. Hewlett Packard) gefullt (Breves und Krumscheid 1997).

Zur Kalibrierung des Gaschromatographen wurden die in den einzelnen Versuchen

verwendeten PufferlGsungen in gleicher Weise aufgearbeitet.

2.4.4.2 Serosale Proben

Die serosalen Proben wiesen einen sehr viel geringeren Gehalt an SCFA auf as die
mukosalen Proben, deshalb wurden diese zur Messung aufkonzentriert. Hierfir wurden
vom Uberstand 5 ml entnommen und mit 150 yl 5N KOH versetzt (pH > 13)
(Scheppach et al. 1987; Breves und Krumscheid 1997). Die Proben wurden
gefriergetrocknet  und das Lyophilisst mit 1 ml verdinnter Ameisensiure
(Wasser:Ameisensaure 2:1, pH » 1,5) aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit von ca.
30 Minuten bel 4°C wurden die Proben 30 Minuten zentrifugiert (4°C ; 100.000 g)
(Breves und Krumscheid 1997) und der Uberstand sofort zur gaschromatographischen
Bestimmung in GC-Autosamplerglaser geflillt.

Zur Kalibrierung des Chromatographen wurde ein Standardgemisch (Tabelle 2-2) im
Bereich des Fettsdurengehaltes der serosalen Proben hergestellt und in gleicher Weise

aufbereitet.
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Tabelle 2-2: SCFA-Standardgemisch zur Kalibrierung der Messungen serosaler Proben
(Alle Angaben in mmol X 1)

Fettsdure Konzentration
Essigsdure 2
Propionséure 1
Buttersaure 0,5

2.4.5 Aufbereitung der Gewebeproben

Zur Bestimmung der im Gewebe akkumulierten Menge an SCFA mufden diese aus den
Gewebestlicken extrahiert werden. Hierzu wurden die Gewebeproben mit fllissigem
Stickstoff auf -196°C gekuhlt und intensiv gemdrsert. Zur Ermittlung der Verluste bei
diesem Arbeitsschritt wurden die Proben vor und nach dem Mdrsern gewogen.

Zur Extraktion der SCFA wurde das pulveriserte Gewebe mit 1 ml verdinnter
Ameisensaure (Wasser:Ameisensaure 2:1, pH 1,5) versetzt und intensiv gemischt.

Nach ener Inkubationszeit von 30 Minuten bel 4°C wurden die Proben 30 Minuten
zentrifugiert (4°C ; 100.000 g), um Gewebereste zu entfernen. Der Uberstand wurde zur
gaschromatographischen Bestimmung in GC-Autosamplergléser gefillt.

Um den SCFA-Gehalt im Gewebe vor der Inkubation zu bestimmen, wurden
Gewebestlicke, gleichgrofl? den zu inkubierenden, bel der Prgparation entnommen. Diese
wurden mit flissigem Stickstoff schockgefroren, bel -70°C gelagert und in der

beschriebenen Weise aufgearbeitet.
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Das folgende Schema verdeutlicht die Probenentnahme und die anschlief3ende

Bunssa |N-09
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Aufarbeitung der Proben. Alle Zentrifugationen wurden bei 4°C durchgefihrt :
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2.5 Gaschromatographische Bestimmung der Proben

Zur Auftrennung des Gemisches der kurzkettigen Fettsduren und deren quantitativer
Bestimmung stand ein Gaschromatograph der Fa. Hewlett Packard (HP 5890 Serie I1)
mit Autosampler (HP 7673 A) und Flammenionisationsdetektor (FID) zur Verfligung.
Die Aufzeichnung der Chromatogramme erfolgte mittels eines Integrators (HP 3396 B).
Als Trennsdule diente eine gepackte Glassdule (Lange ca. 2 m; ID 2 mm). Diese war mit
Chromosorb WAW, belegt mit 20 % Neopentyl-Glycol-Succinat und 2 % Ortho-
phosphorsaure (Fa. Anayt, Muhlheim), gefullt. An beiden Enden war die Saule mit
phosphorsdurebehandelter Glaswolle (Fa. ict, Bad Homburg) verschlossen.

Als Trégergas wurde N, (Reinheit 4.6) verwendet, der FluR betrug ca. 30 ml xmin™.
Dies entsprach, je nach Saulenzustand, einem Saulenkopfdruck von 220 bis 240 kPa.

Die Flul¥aten der Brenngase des FID betrugen fur Wasserstoff (Reinheit 5.0) 30
ml>xmin™ und fir synthetische Luft (20,5 % O, in N) 390 ml xmin™ (Breves und
Krumscheid 1997). Alle verwendeten Gase stammten von der Fa. Messer Griesheim,
Krefeld.

Die Trennung erfolgte isotherm bei einer Saulenofentemperatur von 130°C. Injektor-
bzw. Detektortemperatur betrugen 225 bzw. 250°C.

Die Glaswolle und die ersten Zentimeter des Saulenfullmaterials wurden ebenso wie das
Septum am Injektoreingang regelméfdig, d.h. nach ca. 100 Injektionen, erneuert. Danach
wurde die Saule tUber Nacht bel 190°C ausgeheizt. Um eventuelle Verunreinigungen von
der Séule zu entfernen, erfolgten nach dem Abklhlen auf die Arbeitstemperatur mehrere
Injektionen mit Ameisensiure (3 mmol ¥ 71).

Vor der Messung der Proben wurden zur Kalibrierung Standards der entsprechenden
Pufferl6sungen verwendet, zwischen den Proben wurde die Giite der Kalibrierung mit
den gleichen Standards Uberpruft. Nach jeder Probe bzw. jedem Standard wurde die
Séule unter gleichen Bedingungen mit Ameisensiure (3 mmol X ™) gespillt.

Die Injektionsvolumina aller Proben, Standards und Spulproben betrug jeweils 1ul. Von

allen Messungen wurde eine Doppel bestimmung durchgefihrt.



14

Material und Methoden

Die folgenden Abbildungen zeigen charakteristische Beispiele von 2 Chromatogrammen

die mit einem mukosalen bzw. e nem serosalen Standard erstellt wurden.

Acetat

Propionat

Butyrat

v

T T T T T 1 1
2 4 & 8

Zeit (Minuten)

|
0

Abbildung 2-1 Chromatogramm eines
mukosalen Standards
(Zusammensetzung siehe Tab 2-1;
Injektionsvolumen: 1 W ;
Saulentemperatur 130°C; Injektor
225°C; Detektor 250°C)

Acetat

Propionat

1 ! | I | I
0 2 4 6
Zeit (Minuten)

G-

Abbildung 2-2 Chromatogramm eines
serosalen Standards

(Zusammensetzung siehe Tab.2-2;
Injektionsvolumen: 1 W ;
Saulentemperatur 130°C; Injektor
225°C; Detektor 250°C)



Material und Methoden 15

Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit der gaschromatographischen Messungen wurden
jeweils 5 Messungen mit Standardlésungen (2, 4, 10, 20, 40, 60, 80, 100 mmol ¥ ™)
durchgefuhrt und die jeweiligen Mittelwerte berechnet. Hierbei lagen die
Variationskoeffizienten bei weniger as 5 % (Ausnahme : 2 mmol ¥ CV = 7 %). Aus
den Mittelwerten der Bestimmungen fir die einzelnen SCFA-Konzentrationen wurde die
Regression berechnet und eine Kalibriergerade angefertigt. Aufgrund der Linearitét
dieser Beziehung wurde bel den weiteren Untersuchungen eine Einpunktkalibrierung

verwendet.

2.6 Berechnung der SCFA-Mengen

Zur Berechnung der mukosalen Aufnahmen und der serosalen Abgaben wurden zuerst
die Konzentrationen in beiden Kompartimenten jeweils vor und nach der einstiindigen

Inkubationszeit gemessen.

2.6.1 Mukosale Aufnahme

Zur Bestimmung der mukosalen Aufnahme (M) wurde aus den vor und nach der
Inkubation im mukosalen Kompartiment bestimmten SCFA-Konzentrationen die
Differenz berechnet. Hierzu wurde der Mef3wert nach der Inkubation (Cnu(1)) vom
basden Mel3wert vor der Inkubation (cmik(0)) subtrahiert. Aus der erhaltenen
Konzentrationsdifferenz wurde durch Multiplikation mit dem Puffervolumen im
mukosalen Kompartiment wadhrend der Inkubation (14 ml) die Menge an mukosa

aufgenommenen Fettséuren berechnet :

M = (Cmuk(0) - cmuk(1)) xPuffervolumen
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2.6.2 Serosale Abgabe

Zur Bestimmung der serosalen Abgabe (S) wurde aus den vor und nach der Inkubation
im serosdlen Kompartiment vorhandenen SCFA-Konzentrationen die Differenz
berechnet. Hierzu wurde der basale Mef3wert vor der Inkubation (C«(0)) vom Mef3wert
nach der Inkubation (Cs(1)) subtrahiert. Aus der erhaltenen Konzentrationsdifferenz
wurde durch Multiplikation mit dem Puffervolumen im serosalen Kompartiment wahrend

der Inkubation (14 ml) die Menge der serosal abgegebenen Fettsduren berechnet:

S= (Ce(2) - Cx(0)) xPuffervolumen

2.6.3 Gewebeakkumulation

Zur Bestimmung der Gewebeakkumulation (G) wurden die Konzentrationen der aus den
Gewebeproben extrahierten SCFA (Ccen(1)) gemessen. Um die Menge der vor der
Inkubation im Gewebe akkumulierten SCFA zu erhalten, wurde der SCFA-Gehalt eines
gleichgrofien unbehandelten Gewebestiickes (Cgen(0)) ermittelt und vom Wert Coan(1)
subtrahiert. Unter der Berticksichtigung des Volumens des Extraktionsmittels (1 ml)
wurde die Menge der im Gewebe akkumulierten SCFA berechnet :

G = (Coen(1) - Ceen(0)) xVolumen des Extraktionsmittels

2.6.4 Verlust

Der Verlust (V) an SCFA wahrend der 60-minttigen Inkubationszeit wurde aus den in
26.1 his 26.3 fur die mukosade Aufnahme, die serosde Abgabe und die
Gewebeakkumulation erhaltenen Mengen berechnet. Hierzu wurde von der mukosalen
Aufnahme die serosale Abgabe und die Gewebeakkumulation subtrahiert. Die

verbleibende Menge entspricht dem Verlust wahrend der einstiindigen Inkubationszeit :

V=M-(S+G)
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2.7 Maximal freisetzbare Energie und maximale Erhoéhung der
Puffertemperatur

Die maximal freisetzbare Energie wurde aus der Menge des metabolisierten Anteils an
SCFA berechnet. Diese Berechnung erlaubte es, die Energiefreisetzung im Verlauf der
Inkubationszeit und die daraus resultierende maximae Temperaturerhéhung der

Pufferlésungen abzuschétzen.

2.7.1 Berechnung der maximal freisetzbaren Energie

Die maxima freisetzbare Energie erhdt man unter der Annahme der vollstdndigen
Umsetzung der SCFA zu Kohlendioxid und Wasser.

CH;COOH + 20, %® 2C0O;, + 2H,0
CHsCOOH + 350; %® 3CO; + 3H,0
CH,COOH + 50, %® 4CO, + 4H,0

Tabelle 2-3: Standardbildungsenthalpien (DH{ ) der beteiligten Verbindungen
(nach Dean 1992) ( Alle Angaben in kJ xmol %)

Substanz Standar dbildungsenthalpie
(DHz)
Kohlendioxid -393,52
Wasser -285,83

Sauerstoff 0

Essigsdure -484,4
Propionséure -510,7
Buttersaure -533,8

Aus den in Tabelle 2-3 aufgefuihrten Standardbildungsenthalpien (DH2) der einzelnen
Komponenten (i) und deren molaren Anteillen (n) lassen sch  die

Standardreaktionsenthalpien (DH 2) der einzelnen Fettsiuren berechnen,
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Hierbei gilt :

DH? =&n; DH (Produkte) - &n; DHY (Edukte)

Tabelle 2-4 : Standardreaktionsenthalpien (DHY) der SCFA
(Alle Angaben in kJxmol ')

Substanz Standar dr eaktionsenthalpie (DH 2)
Essigsdure -874,3

Propionséure -1527,35

Buttersaure -2183,6

Zur Berechnung der maximal freisetzbaren Energie wurden nur die Werte fir Essigsdure
und Buttersdure herangezogen, da diese beiden SCFA den Hauptbeitrag zur

Energieversorgung des Epithels leisten.
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2.7.2 Erwérmung des Puffers und des Gewebes

Aus der maximal freisetzbaren Energie wurde die maximale Temperaturerhthung des
Puffers und des Gewebes berechnet. Da sich das Gewebe in einer wél¥igen Losung
(Puffer) befand, wurde die Temperaturerhbhung as Erwdrmung des Wassers
(einschliefflich dessen Warmekapazitét) gendhert. Da die Masse des Gewebes (80-150
mg) weniger als 0,5 % der Masse des Puffers (28 g) betrug, wurde diese bei der
Berechnung nicht berticksichtigt.

Fur die Temperaturerhéhung (DT) gilt folgende Beziehung :

DT = DH °C
T 4,19%28

4,19 J (1 cal) bewirken eine Temperaturerhdhung von 1°C pro Gramm (ml) Puffer
(Wassey).

2.8 Statistik

Die Versuchsergebnisse wurden als arithmetische Mittelwerte (X) mit Standard-
abweichung (SD) angegeben, die graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe des
Computerprogramms GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

Die datistische Auswertung wurde mit dem Programm BMDP3D (Dixon 1992)
durchgefuhrt.

Fur die Angaben der Signifikanzen gilt :

p > 0,05 n.s. (nicht sgnifikant)
005 > p > 0,01 * (schwach signifikant)
001 > p > 0,001 **  (sgnifikant)
0,001 > p ***  (hochsignifikant)
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3 Ergebnisse

3.1 Gewebdeitfahigkeit und Kurzschluf3strom

Zur Untersuchung, ob sich die Gewebeleitfahigkeiten (G;) oder die Kurzschluf3strome
(Isc) wahrend der Inkubation veranderten, wurden diese Parameter in allen Kammern
Uber die gesamte Versuchsdauer im Abstand von 2,5 Minuten protokolliert.

Die Gewebeleitfahigkeit lag bel alen inkubierten Gewebestiicken der zur Verfigung
stehenden Tiere iiber den gesamten Inkubationszeitraum bei 21 + 8 mSxecm™ (n = 15),
der KurzschluRstrom bei 0,9 + 0,5 peg>h™>em® (n = 15).

Wahrend der Inkubation ergaben sich bei den einzelnen Gewebestiicken nur geringfligige
Anderungen der beiden Mefl3gréRen, so daR in alen Versuchen von konstanten
elektrischen Bedingungen Uber die gesamte Versuchsdauer ausgegangen werden konnte.
Zwischen den verschiedenen Inkubationspuffern konnten weder fir die
Gewebeleitfahigkeit noch fir den Kurzschluf3strom signifikante Unterschiede festgestellt

werden.
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3.2 Variabilitat dea SCFA-Konzentrationen innerhalb enes

Versuchstieres

Die Variabilitét der SCFA-Konzentrationen innerhalb der Versuchstiere soll beispielhaft

fur 4 Kammern, die unter gleichen Bedingungen inkubiert wurden (mukosaler SCFA-

Gehalt 80 mmol X, pH 7,4), gezeigt werden.

3.2.1 SCFA-Konzentrationen vor und nach der Inkubation

In allen Untersuchungen wurden die mukosalen und serosalen SCFA-Konzentrationen in
beiden Kammerhéften zu Beginn und am Ende der 60-mindtigen Inkubationszeit
bestimmt. Die Konzentrationen an Acetat, Propionat und Butyrat in den Tabellen 3-1,

3-2, 3-3 und 3-4 entsprechen Mittelwerten aus zwel Einzel messungen.

3.2.1.1 SCFA-Konzentrationen im mukosalen Kompartiment

Tabelle3-1 Beispiel (Einzelversuch) fir die Basalwerte der mukosalen SCFA-
Konzentrationen sowie deren prozentuale Anteile

Acetat Propionat Butyrat
Kammer | mmol ¥* % mmol ¥ % mmol ¥ %
1 48,47 60,1 % 20,14 25,0 % 12,06 149 %
2 46,03 60,8 % 18,49 24,4 % 11,15 14,7 %
3 47,43 60,0 % 19,51 24,7 % 12,17 154 %
4 47,67 60,4 % 19,27 24,4 % 11,88 151%
Mittelwert 47,40 60,3 % 19,35 24,6 % 11,82 15,0 %
SD 1,02 0,68 0,46
CV (%) 2 4 4
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Tabelle3-2 Beispie (Einzelversuch) fur die Endwerte der mukosalen SCFA-
Konzentrationen sowie deren prozentuale Anteile

Acetat Propionat Butyrat
Kammer | mmol ¥* % mmol ¥ % mmol ¥ %
1 4754 60,6 % 19,31 24,6 % 11,55 14,7 %
2 44,59 61,0 % 17,89 245% 10,57 14,5 %
3 46,72 60,2 % 19,15 24,7 % 11,72 151%
4 46,80 60,6 % 18,87 24,4 % 11,59 15,0 %

Mittelwert 46,41 60,6 % 18,81 24,6 % 11,36 14,8 %

SD 1,27 0,64 0,53

CV (%) 3 3 5

Tab. 3-1 zeigt die Konzentrationen an Acetat, Propionat und Butyrat im mukosalen
Kompartiment vor, Tab. 3-2 die Konzentrationen nach der Inkubation. Die
Konzentrationen nach der Inkubation lagen fur ale drel Fettsduren unter denen vor der
Inkubation, d.h. ein Tell der einzelnen SCFA verschwand im Verlauf der einstiindigen
Versuchsdauer. Zwischen einzelnen, unter identischen Bedingungen inkubierten
Gewebestticken betrugen die V ariationskoeffizienten 2 bis 5 %.

Um eventuelle Verdnderungen der prozentualen Anteille der einzelnen Fettsduren
gegenlber den Ausgangsldsungen (60 % Acetat, 25 % Propionat; 15% Butyrat) vor und
nach der Inkubation zu bestimmen, wurde die Summe der drel Fettsduren fir jede
Kammer kakuliert und daraus der prozentuale Anteill jeder einzelnen Fettsaure
berechnet. Wie Tab. 3-1 und 3-2 zu entnehmen, traten nur geringe Verschiebungen der
prozentualen Anteile auf. Der Anteil an Acetat erhohte sich jedoch im Verlauf der

Inkubation, der Butyratanteil verringerte sich hingegen.
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3.2.1.2 SCFA-Konzentrationen im serosalen Kompartiment

Tabelle3-3 Beispiel (Einzelversuch) fir die Basalwerte der serosalen

Konzentrationen der SCFA sowie deren prozentualen Anteile

Acetat Propionat Butyrat
Kammer | mmol ¥* % mmol ¥ % mmol ¥ %
1 1,16 76,3 % 0,29 19,0 % 0,07 4,6 %
2 1,22 77,7% 0,29 18,5% 0,06 3,.8%
3 191 69,7 % 0,59 215% 0,24 8,8 %
4 0,66 61,7 % 0,32 299 % 0,09 84 %
Mittelwert 1,24 71,7 % 0,37 21,4 % 0,12 6,9 %
SD 0,51 0,15 0,08
CV (%) 42 39 73
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Tabelle3-4 Beispiel (Einzelversuch) fir die Endwerte der serosalen Konzentrationen
der SCFA sowie deren prozentualen Anteile

Acetat Propionat Butyrat
Kammer | mmol ¥* % mmol ¥ % mmol ¥ %
1 1,53 69,2 % 0,49 222 % 0,19 8,6 %
2 1,74 70,1 % 0,54 21,8% 0,20 8,1%
3 2,42 65,1 % 0,88 23,7% 0,42 11,3 %
4 1,10 55,6 % 0,59 29,8 % 0,29 14,6 %
Mittelwert 1,70 65,1 % 0,63 24,1 % 0,28 10,7 %
SD 0,55 0,17 0,11
CV (%) 32 28 39

Im serosalen Kompartiment lagen die Konzentrationen der einzelnen Fettsduren nach der
Inkubation (Tab. 3-4) hoher als vor der Inkubation (Tab. 3-3), d.h. die SCFA-
Konzentrationen im serosalen Kompartiment erhéhten sich im Laufe des Versuches. Die
Variationskoeffizienten der serosalen SCFA-Konzentrationen lagen vor der Inkubation
zwischen 39 und 73 %, nach der Inkubation bei 28 bis 39 %.

Auch hier wurden, wiein Kap. 3.2.1.1, aus der Summe der Fettsduren tiber jede Kammer
deren prozentualen Anteile vor und nach der Inkubation berechnet. Es zeigte sich, dasim
Laufe der Inkubation die Anteile an Propionat und Butyrat auf Kosten des Acetatanteils
zunahmen. Eine Ausnahme bildet der Propionatantell der 4. Kammer, er blieb im

I nkubationszeitraum konstant.
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3.2.2 Konzentrationsanderungen

Die Konzentrationsanderungen wurden als Differenz der Konzentrationen der einzelnen
Kammern vor und nach der Inkubation berechnet. Die Berechnung der Abnahme im
mukosalen Kompartiment erfolgte aus Werten der Tab. 3-1 und 3-2, die der Zunahmeim

serosalen Kompartiment aus Tab. 3-3 und 3-4.

Tabelle3-5 Konzentrationsdnderungen in den mukosalen und  serosalen
Kompartimenten wahrend der 60-mindtigen Inkubationszeit
(Alle Angaben in mmol ¥ ™)
Acetat Propionat Butyrat
Abnahmeim | Zunahmeim | Abnahmeim | Zunahmeim | Abnahmeim | Zunahmeim
Kammer mukosalen serosalen mukosalen serosalen mukosalen serosalen
Kompartiment | Kompartiment | Kompartiment | Kompartiment | Kompartiment | Kompartiment
1 0,93 0,37 0,83 0,20 0,51 0,12
2 1,44 0,52 0,60 0,25 0,58 0,14
3 0,71 0,51 0,36 0,29 0,45 0,18
4 0,87 0,44 0,40 0,27 0,29 0,20
Mittelwert 0,99 0,46 0,55 0,25 0,46 0,16
SD 0,32 0,07 0,22 0,04 0,12 0,04
CV (%) 32 15 39 15 27 23

Es zeigte sich, dal? die Konzentrationsabnahmen der einzelnen Fettsdure im mukosalen
Kompartiment in alen Kammern héher lagen as die entsprechenden Zunahmen im
serosalen Kompartiment (Tab. 3-5). Die Konzentrationsabnahmen im mukosalen
Kompartiment entsprachen ca. 2,5 % der Ausgangskonzentration von 80 mmol x| *.
Hierbei lagen die Abnahmen an Butyrat mit ca 4 % hoher als bei Acetat (2 %) und
Propionat (3 %). Die Variationskoeffizienten bewegten sich fur die Abnahmen im
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mukosalen Kompartiment zwischen 27 und 39 %, bel der serosalen Zunahme waren sie

mit 15 - 23 % geringer.

3.2.3 Anderungen der molaren Mengen

Aus den Konzentrationsanderungen (Kap. 3.2.2) wurden, bezogen auf das
Puffervolumen der einzelnen Kompartimente wéhrend der Inkubation (14 ml), die
molaren Mengen an mukosal aufgenommenen und serosal abgegebenen Fettséuren
berechnet. Aul}erdem wurden die SCFA-Akkumulationen in den Gewebestiicken nach
der Inkubation bestimmt.

Die Ergebnisse dieser Berechnungen und den aus der Differenz von mukosaler Aufnahme
zu serosaler Abgabe und Gewebeakkumulation kalkulierten Verlust zeigt Tab. 3-6.

Alle dargestellten Mef3grofien sind Mittelwerte Uber 4 Kammern mit den dazugehdrigen
Standardabweichungen (Tab. 3-6; Abb. 3-1).

1 mukosale Aufnahme

20+
| I scrosale Abgabe
15_: I <9 Gew ebeakkumulation
- ) vz \/erlust
_§- 10
5
Al T e
Acetat Propionat Butyrat

Abbildung 3-1 Einzelversuch zur mukosalen Aufnahme, serosalen Abgabe,
Gewebeakkumulation und Verlust an Acetat, Propionat und
Butyrat im proximalen Colon wahrend der
60-minutigen Inkubationszeit (X + SD; n = 4)
Mukosale SCFA-K onzentration 80 mmol X *; pH 7,4

Im Verlauf der einstiindigen Inkubationszeit wurde von Acetat und Propionat jewells fast
50 % der mukosal aufgenommenen SCFA serosal wieder abgegeben, vom Butyrat nur
etwa en Dritte. Mit 4 bis 7 % der mukosalen Aufnahme waren die
Gewebeakkumulationen bel allen drei SCFA sehr gering. Wie aus Abb. 3-1 ersichtlich lag
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der Anteil des Verlustes damit fir Acetat und Propionat bei ca. 50 % und fir Butyrat bei
mehr als 60 %.

Die Variationskoeffizienten lagen bei mukosaler Aufnahme, serosaler Abgabe und
Gewebeakkumulation zwischen 15 und 38 %, beim Verlust waren sie mit 55 bis 92 %
deutlich grof3er.

Tabelle3-6 Mukosae Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust
an Acetat, Propionat und Butyrat (X = SD; n=4)

Acetat Propionat Butyrat
pmol xh™* % pmol xh™* % pmol xh™* %
mukosale | 13774 4139| 496% | 7.65+293 | 275% | 636+1.71 | 229%
Aufnahme
(CV) (32 %) (38 %) (27 %)
srosale | o 191009 | 532% | 349+052| 286% | 2214046 | 181%
Abgabe
(CV) (15 %) (15 %) (21 %)
Gewebe- | 5 o541 030 | 605% | 038+0,13 | 242% | 024+004 | 153%
akkumulation
(CV) (32 %) (34 %) (17 %)
Verlust | 634+398 | 452% |378+347| 2690% | 391+215| 27.9%
(CV) (63 %) (92 %) (55 %)

Um zu Uberprifen, ob bei beiden mukosalen SCFA-Konzentrationen Aufnahme, Abgabe,
Akkumulation und Verlust in aquimolaren Antellen erfolgte, wurde fir jede Mef3grofiie
die Summe der drei Fettsduren berechnet. Daraus wurde der prozentuale Wert jeder
einzelnen Fettsdure kakuliert. Die absoluten Werte und die dazugehérigen
Prozentangaben sind der Tab. 3-6 zu entnehmen. Es wird deutlich, dal3 die auf diese
Weise kakulierten Prozentangaben weder bei Aufnahme und Abgabe noch bei
Gewebeakkumulation und Verlust mit den molaren Proportionen von Acetat, Propionat

und Butyrat in den Ausgangsl 6sungen tberei nstimmten.
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Die grofiten Verschiebungen gegeniiber der mukosalen Ausgangsdsung ergaben sich bel
der mukosalen Aufnahme und beim Verlust. Hier stiegen die Anteile an Butyrat und
Propionat auf Kosten des Acetatanteils an. Bei der Gewebeakkumulation gab es nur
geringflgige Verschiebungen (Tab. 3-6).

3.3 Variabilitat zwischen Tieren

Zur Untersuchung der Variabilitét zwischen einzelnen Tieren wurden die mukosalen
Aufnahmen, die serosalen Abgaben, die Gewebeakkumulationen und die Verluste der
Einzeltiere, wie in Kap. 3.3 beschrieben, berechnet und anschlief3end Uber die Tiergruppe

gemittelt. Fir diese Untersuchung standen die Gewebe von 7 Tieren zur Verfligung.

20_: ——1 mukosale Aufnahme
| I scrosale Abgabe
15.] Y Gewebeakkumulation
B ] ez Verlust
%
© 104
= 0
3

51
AL I iﬁ%

Acetat Propionat Butyrat

Abbildung 3-2 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat im proximalen
Colon wahrend der 60-mindtigen Inkubationszeit.
Mukosale SCFA-Konzentration 80 mmol Xl ; pH 7,4,
Pufferzusammensetzung sTab 2-1 (X + SD; n=7)

Abb. 3-2 zeigt, da3 weniger as 40 % des mukosal aufgenommenen Acetats und
Propionats und weniger als 30 % des Butyrats serosal wieder abgegeben wurden. Die
Gewebeakkumulation lag fur ale drei Fettsduren bei unter 10 % der mukosa

aufgenommenen Menge.
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Der Verlust betrug somit fur Acetat und Propionat mehr als 50 % der mukosal
aufgenommenen Menge, fir Butyrat sogar mehr als 65 %. Die Variationskoeffizienten
lagen fUr die einzelnen Mef3grofien dieser Tiergruppe zwischen 22 und 54 % (Tab. 3-7).

Tabelle3-7 Mukosae Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust
an Acetat, Propionat und Butyrat (X = SD; n=7)

Acetat Propionat Butyrat
pmol xh™* % pmol xh™* % pmol xh™* %
mukosale | 1- 094 449| 527% | 8604226 | 267% | 6,65+ 144 | 20,6%
Aufnahme
(CV) (26 %) (26%) (22 %)
srosale | 001398 | 547% | 3374089 | 201% | 1.87+073 | 16.1%
Abgabe
(CV) (50 %) (26 %) (39 %)
Gewebe- |1 351 055 | 57.3% | 0,62+025| 257% | 0414022 | 17.0%
akkumulation
(V) (40 %) (40 %) (54 %)
Verlust | 927+396 | 508% |462+183| 253% | 436+1,00| 239%
(CV) (43 %) (40 %) (25 %)

Wie fir das Einzeltier in Kap. 3.2.3 wurden auch fur die Tiergruppe die prozentualen
Anteile der enzelnen Fettsduren vor und nach der Inkubation berechnet, um
Veranderungen gegeniiber den Anteilen in der mukosalen Ausgangsldsung zu ermitteln.
Die grofdten Verschiebungen ergaben sich auch hier bei der mukosalen Aufnahme und
beim Verlust. Der Anteil an Acetat sank stark ab, wahrend sich der Propionatanteil leicht
und der Butyratanteil stérker erhohte. Bel serosaler Abgabe und Gewebeakkumulation
waren nur geringere Verschiebungen der prozentualen Anteile festzustellen, mit
Ausnahme der Erhéhung des Propionatanteiles bei der serosalen Abgabe (Tab. 3-7).
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3.4 Einflul der mukosalen SCFA-Konzentrationen auf die SCFA-

Fluxraten

Zur Bestimmung des Einflusses der mukosalen SCFA-Konzentrationen auf die mukosale
Aufnahme, die serosale Abgabe, die Gewebeakkumulation und den Verlust wurden

mukosale Pufferlésungen mit SCFA-Konzentrationen von 40 mmol X" und 80

mmol X' eingesetzt. Fir beide Konzentrationen betrugen die molaren Anteile der
einzelnen Fettsauren 60 % fir Acetat, 25 % fir Propionat und 15 % fir Butyrat. Fur

diese Untersuchung standen Gewebe von 3 Tieren zur Verfligung.

|. Acetat

] I [ Acetat 48 mmol ¥
B Aceta 24 mmol X7

umol it

- miE
mukosde ~ serosale  Gewebe- /gt
Aufrehme  Abgabe akkumulation

Abbildung 3-3 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Acetat im proximalen Colon wahrend der
60-mindtigen Inkubationszeit (X = SD ; n=3)

Mukosale Acetatkonzentration 48 bzw. 24 mmol x**; pH 7,4
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Die mukosale Aufnahme, die serosale Abgabe und der Verlust waren bel ener
Acetatkonzentration von 24 mmol X' geringer als bei einer Acetatkonzentration von
48 mmol X" (Abb. 3-3), diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Fir beide
Konzentrationen betrug die serosale Abgabe weniger als die Halfte der mukosalen
Aufnahme. Bel der htheren mukosalen Acetatkonzentration wurde im Vergleich zur

niedrigeren die dreifache Menge an Acetat im Gewebe akkumuliert (p < 0,01). Der im
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Gewebe akkumulierte Anteil lag fur die hdhere Ausgangskonzentration bei 10 % und fir
die niedrigere Konzentration bel 5 % der jeweiligen mukosalen Aufnahme. Deshab lag
der Verlust an Acetat fur die hohere Ausgangskonzentration bei ca. 40 %, fur die
niedrigere Ausgangskonzentration bei ca. 50 % der mukosalen Aufnahme (Tab. 3-8).

[1. Propionat
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Abbildung 3-4 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Propionat im proximalen Colon wahrend der
60-mindtigen Inkubationszeit (X = SD ; n = 3)
Mukosale Propionatkonzentration 20 bzw. 10mmol X **; pH 7,4
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Bei einer Propionatkonzentration von 10 mmol X in der mukosalen Ausgangs ésung
war die Hohe der mukosalen Aufnahme und der serosalen Abgabe nicht signifikant
geringer als bei 20 mmol X **. Fiir beide Konzentrationen lagen die serosalen Abgaben
bei weniger als 40 % der jewelligen mukosalen Aufnahmen (Abb. 3-4). Die
Gewebeakkumulation und der Verlust waren bel einer Propionatkonzentration von 10
mmol X' tendenziell niedriger (p < 0,1) as be 20 mmol X', Der im Gewebe
akkumulierte Anteil lag fur die hdhere Propionatkonzentration bei weniger als 10 % und
fur die niedrigere bel weniger als 5 % der mukosalen Aufnahme. Daraus ergab sich bei
beiden Konzentrationen ein Verlust an Propionat von mehr as 50 % der mukosalen
Aufnahme.
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Abbildung 3-5 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Butyrat im proximalen Colon wahrend der
60-mindtigen Inkubationszeit (X = SD ; n = 3)
mukosale Butyratkonzentration 12 bzw. 6mmol X **; pH 7,4
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Auch bel Butyrat war, wie Abb. 3-5 zeigt, bei einer mukosalen Konzentration von 6
mmol X" Butyrat die Hohe der mukosalen Aufnahme, der serosalen Abgabe und des
Verlustes nicht signifikant geringer as bel 12 mmol XI™'. Fir beide Butyrat-
konzentrationen lagen die serosalen Abgaben unter 30 % der jeweiligen mukosalen
Aufnahme. Die Menge des im Gewebe akkumulierten Butyrats war bei einer
Konzentration von 6 mmol X' ca. 60 % niedriger als bei der hdheren Konzentration
(p < 0,01). Der im Gewebe akkumulierte Anteil an Butyrat lag fur die mukosale
Ausgangskonzentration von 12 mmol X' bei etwas mehr as 10 % und fir die
niedrigere Ausgangskonzentration bel unter 10 % der mukosalen Aufnahme (Tab. 3-8).
Der Verlust an Butyrat betrug fir die h6here Ausgangskonzentration ca. 65 % und fur

die niedrigere ca. 70 % der mukosal aufgenommenen Mengen.
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Tabelle 3-8  Einflul? der mukosalen SCFA-Konzentrationen auf die mukosale
Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust an
Acetat, Propionat und Butyrat (60 % Acetat; 25 % Propionat;
15 % Butyrat in der Ausgangslésung, n = 3)

mukosale Acetat Propionat Butyrat
SCFA-

Losung | pmol xh™* % pmol xh™* % pmol xh™* %

mukosale | 80 mmol [ 20,38+ 3,68| 52,3 % |11,38+2,81| 29,2% | 7,23+ 3,64 | 18,6 %

Aufnahme | 1 mol 1| 13,98+ 3,59| 55.1% | 6,83+ 1.96 | 26,9% | 458+ 1.64 | 18,0%

sorosde | 80mmol 11| 9,49+ 389 | 605% | 421+1.43 | 268% | 1.98+202 | 12,6 %
ADGEDE | 4y mmol 1| 6,02+ 326 | 63.8% | 241+ 116 | 256% | 1,01+ 0,92 | 10,7 %

Gewebe- |80 mmol "I™*| 2,18+0,20 | 55,8% | 0,82+ 0,05 | 21,0% | 0,91+ 0,09 | 23,3%

akkumulation) 4y ol 11| 0,68+ 0,37 | 50,7 % | 0,28+ 023 | 20,9% | 038+ 0,03 | 28.4 %

80mmol 17| 8,72+0,71 | 441% | 6,36+ 1,75 | 32,2% | 4,68+ 1,30 | 23,7 %
40mmol 1| 7,28+ 0,58 | 49,9% | 4,13+ 0,95 | 28,3% | 3,19+ 1,10 | 21,8 %

Verlust

Um festzustellen, ob bei beiden mukosalen SCFA-Konzentrationen Aufnahme, Abgabe,
Akkumulation und Verlust in aguimolaren Anteilen erfolgte, wurden, wie in Kap. 3.2.3
beschrieben, die prozentualen Anteile der einzelnen SCFA berechnet und mit den
Anteilen in der mukosalen Ausgangldsung (60 % Acetat, 25 % Propionat, 15 % Butyrat)
verglichen.

Die deutlichsten Abweichungen wurden beim Verlust berechnet. Hier fiel der
Acetatanteil stark ab, die Anteile an Propionat und Butyrat stiegen entsprechend an
(Tab. 3-8). Gleichgerichtete, jedoch nicht so stark ausgepragte Verschiebungen der
prozentualen Anteile ergaben sich bei der mukosaen Aufnahme. Dagegen sank der
Butyratanteil bei der serosalen Abgabe und der Propionatanteil bel  der
Gewebeakkumulation ab.
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3.5 Einflul der Richtung des SCFA-Gradienten auf die SCFA-

Fluxraten

Zur Bestimmung des Einflusses der Richtung des SCFA-Gradienten auf Aufnahme,
Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust wurde die SCFA-hatige Pufferlésung zu
Versuchsbeginn im mukosalen oder im serosalen Kompartiment vorgelegt, bei mukosal-
serosaler Gradientenrichtung im mukosalen, bel serosal-mukosaler Gradientenrichtung
im serosalen Kompartiment. Die Konzentration im SCFA-haltigen Kompartiment betrug
80 mmol X "* mit molaren Anteilen der einzelnen Fettsiuren von 60 % fiir Acetat, 25 %
far Propionat und 15 % fur Butyrat. Fir diese Untersuchung standen Gewebe von 3
Tieren zur Verfigung.
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Abbildung 3-6 Aufnahme, Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust an Acetat
im proximalen Colon wahrend der 60-minttigen |nkubationszeit

Acetatkonzentration 48 mmol X **; pH 7,4 (X +SD; n = 3)
(t-Test fur verbundene Stichproben)

In der Hohe Aufnahmen und Abgabe des Acetats zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gradientenrichtungen (Abb. 3-6). Die Abgabe betrug
in serosal-mukosaler ca. 50 %, in mukosal-serosaler Gradientenrichtung ca. 60 % der
Aufnahme.

In serosal-mukosaler Gradientenrichtung lag die Gewebeakkumulation um 60 %
niedriger, der Verlust um 40 % hoher as in mukosal-serosaler Richtung (p < 0,05). Die
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Gewebeakkumulation betrug in mukosal-serosaler Gradientenrichtung 20 %, bei
umgekehrter Gradientenrichtung nur 10 % der Aufnahme (Tab. 3-9). Der Verlust lag in
serosal-mukosaler Gradientenrichtung bel 35 %, in mukosal-serosaler Richtung bel 30 %
der Aufnahme.

[1. Propionat
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Abbildung 3-7 Aufnahme, Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust an
Propionat im proximalen Colon wahrend der
60-mindtigen Inkubationszeit
Propionatkonzentration 20 mmol XI™*; pH 7,4 (X + SD; n = 3)
(Varianzen aust-Test fur verbundene Stichproben)

Zwischen den beiden Gradientenrichtungen ergaben sich, wie aus Abb. 3-7 ersichtlich,
keine Unterschiede bei den Aufnahmen, Abgaben und Verlusten an Propionat. Die
Abgabemengen erreichten etwa die Hafte der Aufnahmen.

Die Gewebeakkumulation lag in serosal-mukosaler Gradientenrichtung um zwei Drittel
unter der in mukosal-serosaler Richtung (p < 0,05). Sie lag bei einem mukosal-serosalen
Gradienten bei Uber 10 %, bel einem serosal-mukosalen Gradienten bei nur etwa 5 % der
Aufnahme (Tab. 3-9). Der Verlust lag bel mukosal-serosalem Gradienten bei ca. 40 %,

bei serosal-mukosalem Gradienten bel ca. 50 % der Aufnahme.
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Abbildung 3-8 Aufnahme, Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust an Butyrat
im proximalen Colon wahrend der 60-minttigen |nkubationszeit

Butyratkonzentration 12 mmol X **; pH 7,4, (X £ SD; n = 3)
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Auch fur Butyrat hatte die Richtung des Gradienten keinen signifikanten Einflul3 auf die
Hohe der Aufnahme, der Abgabe und des Verlustes. Die Abgaben lagen bel beiden
Gradientenrichtungen bei ca. 40 % der jeweiligen Aufnahme (Abb. 3-8).

Die Butyratakkumulation im Gewebe lag in serosal-mukosaler Richtung des Gradienten
ca 60 % unter der in mukosal-serosaler Richtung (p <0,05). Die Akkumulation an
Butyrat betrug in serosal-mukosaler Gradientenrichtung ca. 5 %, in mukosal-serosaler
Richtung des Gradienten 15 % der Aufnahme (Tab. 3-9). Der Verlust an Butyrat lag fur
die serosal-mukosale Gradientenrichtung knapp tber 50 %, flr die umgekehrte Richtung
des Gradienten unter 50 % der Aufnahme.



Ergebnisse

37

Tabelle3-9  Einfluld des SCFA-Gradienten auf die Aufnahme, die Abgabe, die
Gewebeakkumulation und den Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat
(60 % Acetat; 25 % Propionat; 15 % Butyrat in der Ausgangsl 6ésung,
n=3)
SCFA- Acetat Propionat Butyrat
Ldsung
pmol xh™* % pmol xh™* % pmol xh™* %
mukosal | 11,26+ 3,22| 46,8% | 7,74+ 0,98 | 32,2% | 506+ 0,59 | 21,0 %
Aufnahme
serosal  |13,46+ 1,29| 50,0% | 7,78+ 0,34 | 28,9% | 5,67 +0,60 | 21,1 %
mukosal 572+355|49,7% | 3,83+£0,37 | 332% | 1,97+0,83 | 17,1 %
Abgabe
serosal 8,17£1,79 | 580% | 355+ 0,61 | 252% | 236+ 1,41 | 168%
Gewebe- mukosal 259+0,25 | 598% | 0,99+0,06 | 229% | 0,75+0,01 | 17,3%
akkumulation) oo | 1,0540,52 | 625% | 032+ 022 | 19,0% | 0,31+ 0,08 | 185 %
Verlust mukosal 295+0,39 | 358% | 293+0,77 | 356 % | 2,35+ 0,24 | 28,6 %
serosal 424+054|380% | 391+0,21|351% | 3,00+1,38|269%

Zur Ermittlung der prozentualen Anteile der einzelnen Fettsduren bel Aufnahme,

Abgabe, Akkumulation und Verlust wurden diese, wie in Kap. 3.2.3 beschrieben,

berechnet (Tab. 3-9). Beim Vergleich mit den prozentualen Anteilen der SCFA-haltigen
Pufferlésung (60 % Acetat, 25 % Propionat, 15 % Butyrat) ergaben sich bel allen
Mef3grof3en Veranderungen.

Die gravierendsten Verdnderungen wurden beim Verlust berechnet, hier fiel der

Acetatanteil von 60 % auf unter 40 %, die Anteile an Propionat und Butyrat stiegen

entsprechend an (Tab. 3-9). Bel der mukosalen Aufnahme ergaben sich gleichgerichtete

Verschiebungen der prozentualen Anteile, die jedoch nicht so stark ausgepragt waren.

Bel der serosalen Abgabe und der Gewebeakkumulation stieg der Butyratanteil nur leicht

an, der Propionatanteil fiel bel der Gewebeakkumulation sogar etwas ab.
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3.6 Einflul3 eines pH-Gradienten auf die SCFA-Fluxraten

Zur Bestimmung des Einflusses einer Veranderung des mukosaen pH-Wertes auf
mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust wurden
mukosale Pufferlésungen mit pH-Werten von 7,4 , 6,4 und 5,4 eingesetzt. Der pH-Wert
der serosaen, SCFA-freien Pufferlosung lag in allen Versuchsansétzen bei 7,4. Die
SCFA-Konzentration der mukosalen Pufferlésung betrug 80 mmol xI**, die molaren
Anteile der einzelnen Fettsauren 60 % fur Acetat, 25 % fir Propionat und 15 % fur
Butyrat.

3.6.1 Vergleich der SCFA-Fluxraten bei einem pH-Gradienten von mukosal
6,4 nach serosal 7,4 mit SCFA-Fluxraten ohne pH-Gradienten

Zur Bestimmmug des Einflusses eines pH-Gradienten von mukosal 6,4 nach serosal 7,4
auf mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation und Verlust wurden
mukosal Pufferlosungen mit den pH-Werten von 6,4 und 7,4 eingesetzt. Fur diese

Untersuchung standen Gewebe von 4 Tieren zur Verfigung.
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Abbildung 3-9 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Acetat im proximalen Colon wahrend der
60-mindtigen Inkubationszeit

Mukosale Acetatkonzentration 48 mmol X" (X +SD; n = 4)
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Wie Abb. 3-9 zeigt, gab es zwischen den beiden mukosaen pH-Werten keine
signifikanten Unterschiede in der Hohe der mukosalen Aufnahme, der serosalen Abgabe,
der Gewebeakkumulation und des Verlustes an Acetat. Die serosal abgegebene
Acetatmenge betrug bel einem mukosalen pH-Wert von 6,4 ca. 40 %, beim hdheren
mukosalen pH ca. 45 % der mukosalen Aufnahme. Die Acetatakkumulation im Gewebe
lag unabhéngig vom mukosalen pH-Wert bei unter 10 % der mukosalen Aufnahme.
Damit lag der Verlust bel einem Ansatz mit pH-Gradienten bel Gber 50 % und ohne pH-

Gradienten bel weniger als 50 % der mukosal aufgenommenen Menge an Acetat.
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Abbildung 3-10 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Propionat im proximaen Colon bel
60-mindtiger Inkubationszeit
Mukosale Propionatkonzentration 20 mmol X "* (X + SD; n = 4)
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Auch fur Propionat war die Hohe der mukosalen Aufnahme, der serosalen Abgabe, der
Gewebeakkumulation und des Verlustes unabhdngig vom pH-Wert der mukosalen
Pufferlésung (Abb. 3-10). Die serosale Abgabe betrug mit einem pH-Gradient ca. 55 %
der mukosalen Aufnahme, ohne pH-Gradient ca. 45 % der mukosalen Aufnahme. Die
Propionatakkumulation im Gewebe lag fur beide pH-Werte bei ca. 6 % der mukosal
aufgenommenen Menge. Daraus ergab sich ein Verlust bel niedrigerem mukosalen pH
von ca. 40 %, bei héherem von ca. 50 % der mukosal aufgenommenen Propionatmenge
(Tab. 3-10).



Ergebnisse 41

1. Butyrat
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Abbildung 3-11 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Butyrat im proximalen Colon bei
60-mindtiger Inkubationszeit

Mukosale Butyratkonzentration 12 mmol XI ™! (X + SD; n = 4)
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Beim Butyrat war, wie auch bei den beiden anderen Fettsauren, die Hohe der mukosalen
Aufnahme, der serosalen Abgabe und der Gewebeakkumulation bei beiden mukosalen
pH-Werten nicht signifikant voneinander verschieden (Abb. 3-11). Die durchschnittliche
serosale Abgabe lag fir den Ansatz mit pH-Gradienten bei 45 %, fur den Ansatz ohne
pH-Gradienten bel 30 % der mukosal aufgenommenen Menge. Bel beiden mukosalen
pH-Werten betrug die im Gewebe akkumulierte Menge an Butyrat nur 6 % der
mukosalen Aufnahme. Der Verlust lag bel einem mukosalen pH-Wert von 6,4 um etwa
ein Drittel niedriger als bei htherem pH (p < 0,05). Fir den Ansatz mit pH-Gradienten
betrug der Verlust knapp 50 %, fur den Ansatz ohne pH-Gradienten ca. 65 % der
mukosalen Aufnahme (Tab. 3-10).
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Tabelle 3-10 Einfluf? eines pH-Gradienten von mukosal 6,4 nach serosal 7,4 auf die
mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation und
Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat (60 % Acetat; 25 % Propionat;

15 % Butyrat in der Ausgangslsung, n = 4)

SCFA- Acetat Propionat Butyrat
Losung
pmol xh™* % pmol xh™* % pmol xh™* %

mukosde | pH7.4 |1658+4,61|521% | 8,60+ 1,20 | 27,0% | 6,64+ 1,16 | 20,9 %
Aufnehme | 1164|1914+ 255| 556 % | 896+ 164 | 26.0% | 6,32+ 2,05 | 18.4%
serosale PH74 | 755404 | 56,6 % | 3,66+ 1,00 | 27,5% | 2,12+ 0,84 | 159%
Abgabe pH64 |771+048|492% | 500+1.24|31,9% | 296+ 147 | 189%
Gewebe- pH74 | 130+0,73 | 580% | 0,54+ 0,20 | 24,1% | 0,40+ 0,32 | 17,9%
akkumulation 64 | 134067 | 551 % | 0,53+ 019 | 259% | 0,39+ 0,25 | 19.0%
Verlug PH74 | 7724133 | 468% | 440+ 046 | 267 % | 439+ 0,37 | 26,6 %
pH64 |1031+290|617% | 343+0,67 | 205% | 2,98+ 0,82 | 17,8 %

Wie in Kap. 3.2.3 wurden die prozentuaden Anteile der einzelnen Fettsauren fur alle

Mef3grolien berechnet. Es zeigte sich, dal3, bezogen auf die mukosale Ausgangslésung
(60 % Acetat, 25 % Propionat, 15 % Butyrat), Aufnahme, Abgabe, Akkumulation und

Verlust nicht in &quimolaren Anteilen erfolgten.

Die grofdten Veranderungen wurden beim Verlust von Acetat und Butyrat bei einem

mukosalen pH-Wert von 7,4 berechnet. Hier stieg der Butyratanteil auf Kosten des

Acetatanteils stark an, der Propionatanteil verénderte sich nur wenig. Bel einem

mukosalen pH-Wert von 6,4 anderten sich beim Verlust die Anteille an Acetat und

Butyrat im Vergleich zur mukosalen Ausgangslosung nur wenig (Tab. 3-10), der

Propionatanteil sank jedoch ab.
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3.6.2 Vergleich der SCFA-Fluxraten bei einem pH-Gradienten von mukosal
5,4 nach serosal 7,4 mit SCFA-Fluxraten ohne pH-Gradienten

Zur Bestimmmung des Einflusses eines pH-Gradienten von mukosal 5,4 nach serosal 7,4
auf die mukosale Aufnahme, die serosale Abgabe, die Gewebeakkumulation und den
Verlust wurden mukosal Pufferldsungen mit den pH-Werten von 5,4 und 7,4 eingesetzt.

Fur diese Untersuchung standen Gewebe von 5 Tieren zur Verfiigung.

|. Acetat
25) 1 Acetat pH 7,474
0 I W Acetat pH 5474
W 151
% ]
<.
5 107
57
[

0 kosale serosde  Gewebe-  ver|ugt
Aufnahme  Abgabe akkumulation

Abbildung 3-12 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Acetat im proximalen Colon wahrend der
60-mindtigen Inkubationszeit

Mukosale Acetatkonzentration 48 mmol XI ™! (X +SD; n=5)
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Zwischen den beiden mukosalen pH-Werten lief3en sich in der Hohe der mukosalen
Aufnahme, der serosalen Abgabe, der Gewebeakkumulation und des Verlustes an Acetat
keine Unterschiede feststellen, dies zeigt Abb. 3-12. Unabhangig vom mukosalen pH-
Wert lagen die serosalen Abgaben bel etwa 45 %, die im Gewebe akkumulierten Mengen
an Acetat bel knapp 10 % und die Verluste bei knapp der Héfte der mukosal
aufgenommenen Mengen (Tab. 3-11).
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[1. Propionat
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Abbildung 3-13 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Propionat im proximalen Colon wahrend der
60-mindtigen Inkubationszeit
Mukosale Propionatkonzentration 20 mmol X "* (X +SD; n = 5)
(t-Test fir verbundene Stichproben)

Bel beiden mukosalen pH-Werten gab es keine signifikanten Unterschiede in der Hohe
der mukosalen Aufnahme und der Gewebeakkumulation an Propionat (Abb. 3-13). Die
serosale Abgabe erhthte sich bei einem mukosalen pH-Wert von 5,4 um 30 % gegentiber
einem mukosalen pH-Wert von 7,4 (p < 0,05). Daraus resultierte eine Verringerung des
Verlustes an Propionat bei einem pH-Gradienten von 30 % gegeniiber dem Ansatz ohne
pH-Gradienten (p < 0,05). Der Anteil an serosal abgegebenem Propionat lag bei einem
mukosalen pH-Wert von 5,4 bei 55 %, bei einem mukosalen pH-Wert von 7,4 bel 40 %
der mukosalen Aufnahme. Die im Gewebe akkumulierte Propionatmenge entsprach fir
beide mukosalen pH-Werte weniger als 10 % der mukosalen Aufnahme. Der Verlust lag
fur den Ansatz mit pH-Gradient bei ca. 40 %, ohne pH-Gradient bei ca 50 % der
mukosal aufgenommenen Menge (Tab. 3-11).
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Abbildung 3-14 Mukosale Aufnahme, serosale Abgabe, Gewebeakkumulation
und Verlust an Butyrat im proximalen Colon wahrend der
60-mindtigen Inkubationszeit

Mukosale Butyratkonzentration 12 mmol X * (X + SD; n=5)
(t-Test fur verbundene Stichproben)

Wie aus Abb. 3-14 ersichtlich, ergaben sich bel Butyrat hinsichtlich der Hohe der
mukosalen Aufnahme und der Gewebeskkumulation zwischen den verschiedenen
mukosalen pH-Werten keine Unterschiede. Bei einem mukosalen pH-Wert von 5,4
erhohte sich die serosale Abgabe gegenliber einem mukosalen pH-Wert von 7,4 um ca.
40 % und der Verlust verringerte sich um ca. 20 % (p < 0,05).

Der Anteil der serosalen Abgabe lag bei einem mukosalen pH-Wert von 5,4 bei ca. 40 %,
bei einem mukosalen pH-Wert von 7,4 bei ca. 30 % der jeweiligen mukosalen Aufnahme.
Unabhangig vom mukosalen pH-Wert lag die Butyratakkumulation im Gewebe bel
weniger as 10 % der mukosal aufgenommenen Menge. Beim Verlust lag der
Butyratanteil bel einem mukosalen pH-Wert von 5,4 bel ca. 50 % und damit niedriger als

bei einem mukosalen pH-Wert von 7,4 mit mehr als 60 % der mukosalen Aufnahme
(Tab. 3-11).
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Tabelle 3-11 Einfluf? eines pH-Gradienten von mukosal 5,4 nach serosal 7,4 auf die
mukosale Aufnahme, die serosale Abgabe, die Gewebeakkumulation und
den Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat. (60 % Acetat;

25 % Propionat; 15 % Butyrat in der Ausgangsldsung, n = 5)

SCFA- Acetat Propionat Butyrat
Losung

pmol xh™* % pmol xh™* % pmol xh™* %

mukosdle | pH74 |17.19+436|547% | 801+ 1,95 | 255% | 6,23+ 1,40 | 19.8%
Aufnehme | 54 |17.20+337| 552% | 777+ 157 | 249% | 6,21+ 1.24 | 19.9%

serosale PH74 |734+328|583% | 339+099 | 269% | 1,85+ 0,89 | 14,7 %
Abgabe pH54 |7.82+081|527% | 438+094|295% | 2,65+045 | 17,8%

Gewebe- PH74 | 145+064 | 580% | 0,62+ 031 | 24,1% | 0,46+ 0,24 | 17,9%
akumulation 54 | 554035 | 559% | 0,68+ 021 | 250% | 0,52+ 0,16 | 19.1 %

pH 7,4 8,39+3,37 | 51,4% | 400£1,49 | 245% | 3,92£0,74 | 24,0%
pH 5,4 835+2,86|57,3% | 300+1,46|206% | 323+1,10|221%

Verlust

Wie in allen anderen Ansétzen sollte auch hier Uberprift werden, ob Aufnahme, Abgabe,
Akkumulation und Verlust bei beiden mukosalen pH-Werten in &guimolaren Anteilen
erfolgten. Zu diesem Zweck wurde aus den Absolutwerten jeder Mef3grélie die Summe
Uber die drei Fettsduren berechnet. Hieraus wurde der prozentuale Anteil jeder einzelnen
Fettséure kalkuliert (Tab. 3-11). Fur keine der Mef3grofzen stimmten die kalkulierten
prozentualen Anteile mit denen der Ausgangsliosungen (60 % Acetat, 25 % Propionat,
15 % Butyrat) Uberein.

Die grofdten Verschiebungen des Acetatanteils traten bei einem mukosalen pH von 7,4
beim Verlust und bel einem mukosalen pH-Wert von 5,4 bel der serosalen Abgabe auf
(Tab. 3-11). Der Propionatanteil stieg bel der serosalen Abgabe beim niedrigeren
mukosalen pH-Wert an, und fiel beim Verlust beim gleichen mukosalen pH-Wert ab. Der
Butyratanteil stieg unabhangig vom pH-Wert beim Verlust deutlich an.
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3.7 Berechnung der maximal freisetzbaren Energie und der

maximalen Temperatur erhohung des Puffers

Zur Berechnung der maximal freisetzbaren Energie wurden die Verluste an Acetat und
Butyrat herangezogen. Die Energiewerte in Tab. 3-12 errechneten sich unter Annahme
einer vollstandigen Umsetzung der beiden Fettsauren zu Kohlendioxid und Wasser. Aus
diesen Werten wurde mit der Warmekapazitdt des Wassers die resultierende

Temperaturerhthung des Gewebes und der Pufferlésungen berechnet.

Tabelle 3-12 Maximal freisetzbare Energie und maximale Temperaturerhthung des
Puffers

DH DT
Tierzahl (Acetat und Butyrat) [°C]

n [J]

pH 7,4/7,4

-1
83 nTng) 7 17,62+ 5,48 0,15+ 0,05
u

(Kap. 3.3)
pH 7,4/7,4

-1
40 mmol 3 13,34+ 2,09 0,11+0,02
(mukosal)

(Kap. 3.4)

pH 7,4/7,4
-1

80(2;2(;; >;| 3 10,26+ 3,22 0,08+ 0,03

(Kap. 3.5)

pH 6,4/7,4
-1

83 nTJng) 4 15,51+ 3,71 0,13+ 0,03

(Kap. 3.6.1)

pH 5,4/7,4
-1

83 nTJng) 5 16,53+ 4,77 0,14+ 0,04

(Kap. 3.6.2)

Fur die verschiedenen eingesetzten Pufferlésungen lagen die maximal freisetzbaren
Energien in der einstindigen Inkubationsphase zwischen 10 und 18 J. Daraus ergaben
sich theoretische Temperaturerhéhungen der Pufferldsungen von 0,08 - 0,15°C. Hierfir

lagen die Variationskoeffizienten zwischen 16 und 31 %.



48 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Beurtellung der angewandten Methoden

4.1.1 Ussing-Kammer-Technik

Die Ussing-Kammer-Technik (Ussing und Zerahn 1951) hat sich als Methode zur
Charakterisierung epithelidler Transportprozesse bewahrt und wurde in zahlreichen
Untersuchungen, u.a. an Geweben des Gastrointestinaltrakts eingesetzt. Sie erlaubt es,
unter Ausschluf3 eines elektrochemischen Gradienten elektrogene Transportvorgange an
isolierten Epithelien elektrophysiologisch zu erfassen und mittels radioaktiver 1sotope
transepitheliale Fluxraten zu bestimmen.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die elektrischen Kenngrofien
Gewebeleitfahigkeit (G;) und KurzschluBstrom (Isc) mit Hilfe enes Computers
fortlaufend gemessen und dokumentiert. Diese elektrischen Kenndaten blieben in allen
Versuchsansdizen Uber die gesamte Versuchsdauer konstant. Eine konstante
Gewebeleitfahigkeit dient as Indikator fir die Unversehrtheit und Vitalitét des Gewebes
(Holtug und Skadhauge 1991; Winckler 1997). Die Vitalitét des Colongewebes bleibt bei
einem pH-Wert von 7,4 Uber ene Inkubationsdauer von zwel Stunden erhalten
(Argenzio und Meuten 1991). Durch Mikrolasionen allerdings, die nicht zu einer
Anderung des G-Wertes filhren, kann es zu einem unkontrollierten Austausch zwischen
mukosalem und serosalem Kompartiment kommen. Solche Gewebeschadigungen kénnen
erst nach Versuchsende erkannt werden. Der Kurzschlu3strom (lsc) ist das Mal3 fur den
elektrogenen Nettotransport. Anderungen ergeben sich durch lonenverschiebungen.
Welche Ionen diese Anderungen herbeifilhren kann allerdings nicht bestimmt werden.

Untersuchungen zum Transport von Na', ClI™, Ca® und PO? liegen z.B. fir Pansen

und Darm von Rindern und kleinen Wiederkduern (Gabel et a. 1989; Gabdl et al. 1993;
Diernas et a. 1994; Sehested et al. 1996), sowie fur unterschiedliche Darmsegmente von
Monogastriern wie z.B. Schweinen (Schroder et al. 1991; Traynor und O Grady 1994;
Winckler et al. 1998) vor.
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Organische Substrate konnen, anders as anorganische Substrate, im Laufe des
Versuches intrazelluldr metabolisiert werden. Dadurch ergeben sich beim Einsatz
radioaktiv markierter SCFA einige Probleme. Die Markierung, die mittels Tritium (*H)
oder *C erfolgt, kann auf Metabolisierungsprodukte tibertragen werden. Diese stéren die
quantitative Bestimmung radioaktiv markierter Substrate mittels b-Counter und miissen
deshalb abgetrennt werden. Bei der Verwendung von **C-SCFA kann zusétzlich noch
gasférmiges **CO, entstehen (Rechkemmer et al. 1995; Gabel und Sehested 1997). Um
keine radioaktiv markierten Metabolisierungsprodukte zu erhalten, wurde in der
vorliegenden Untersuchung, abweichend von der klassischen Ussing-Kammer-Technik
auf den Einsatz radioaktiv markierter Substrate verzichtet. Stattdessen wurden im
mukosalen und serosalen Kompartiment unterschiedliche SCFA-Konzentrationen
vorgelegt und die durch den Gradienten bedingten Konzentrationsanderungen tber die
Inkubationszeit im Anschluf3 gaschromatographisch bestimmt (Argenzio und Southworth
1975; Breves et a. 1995; Breves und Krumscheid 1997). Um neben dem chemischen
keinen osmotischen Gradienten zu erhalten, wurden die Natriumsalze der kurzkettigen
Fettséuren Essigsdure, Propionsaure und Buttersdure im SCFA-freien Kompartiment,
wie in anderen Untersuchungen (Argenzio und Southworth 1975; Argenzio und
Eisemann 1996; Breves und Krumscheid 1997), durch aquimolare Mengen an NaCl
ersetzt. Dadurch ergab sich in alen Versuchsansédtzen ein dem SCFA-Gradienten
entgegengesetzt gerichteter Chloridgradient.

4.1.2 Probenaufbereitung

Bel der Probenaufbereitung wurde auf eine Reinigung der wal¥rigen Pufferlésungen
verzichtet, da gaschromatographische Vergleichsmessungen mit verdinnten SCFA-
Losungen zeigten, dal? die Proben keine stdrenden Substanzen enthielten. Auferdem
koénnen die in der Literatur beschriebenen Extraktionsverfahren fir SCFA aus wéldrigen
Losungen mit Ether (Whitehead et a. 1976; Hillman 1978; Bachmann et a. 1979;
McArthur und Sarnaik 1982) oder Ethanol (Rémésy und Demigne 1974; Husvéth und
Gadl 1988) zu Substanzverlusten filhren, so dal? sich die Wiederfindungsraten verringern
(Ziljstra et a. 1977; Sattler et a. 1991). Bel der Abtrennung nichtfllchtiger Substanzen
durch Wasserdampf- (Edwards et a. 1971; Pionetti 1979; Pomare et a. 1985) oder
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Vakuumdestillation (Ziljstra et a. 1977; Stein et al. 1992) kann es durch Abspaltung von
Acetylgruppen aus organischen Komponenten zu einer Uberbestimmung der
Acetatkonzentration kommen (Pomare et al. 1985; Stein et a. 1992). Die Proben aus
dem mukosalen Kompartiment wurden deshalb nur mit Ameisensaure versetzt und
zentrifugiert. Durch die Zugabe von Ameisensdure wurden die Proben auf einen pH-
Wert von ca. 1,5 eingestellt. Dieser pH-Wert ist zur gaschromatographischen Messung
notwendig, gleichzeitig werden dadurch eventuell vorhandene Eiweil3e denaturiert und
durch die anschlief3ende Zentrifugation abgetrennt (Buchanan und Thoene 1985).

Die SCFA-Konzentrationen der serosalen Proben waren fir eine direkte Messung zu
gering und erforderten eine Aufkonzentrierung. Als Methode der Wahl erwies sich die
Alkdisierung (pH-Wert > 13) und anschlie?ende Gefriertrocknung (Scheppach et al.
1987; Chen und Lifschitz 1989; Breves und Krumscheid 1997). Da die SCFA, aufgrund
ihrer pK,-Werte, nach der Alkalisierung praktisch vollsténdig as nichtfllichtige Salze

[Salz] . .
[Sare] ), kbnnen bei der

vorliegen (Henderson-Hasselbach-Gleichung : pH = pK, + log

Gefriertrocknung keine Verluste auftreten. Die verwendete Apparatur hatte auf3erdem
den Vorteil, dal3 bis zu hundert Proben gleichzeitig getrocknet werden konnten. Zur
Trocknung der akaliserten Proben wurden auch andere Moglichkeiten wie die
Erwarmung auf ca. 70°C im Stickstoffstrom (Bachman et al. 1979; Husvéth und Gadl
1988) oder im schwachen Vakuum (Pionetti 1979; Famme und Knudsen 1984)
beschrieben.

Zur Extraktion der SCFA aus den Gewebestlicken muf3ten diese zerkleinert werden. Das
Gewebe wurde mit flissigem Stickstoff auf -196°C gekihlt, im Mérser zerkleinert und
anschlief?end die SCFA mit verdinnter Ameisensiure extrahiert. Breves und Krumscheid
(1997) zerkleinerten die Gewebestiicke in einer grofRen Menge an Flissigkeit, Argenzio
und Southworth (1975) losten das Gewebe mittels Schwefelsdure auf. Bel diesen
Extraktionsmethoden liegen die SCFA in starker Verdiinnung vor, so dal3 anschlief3end
eine Aufkonzentrierung erforderlich wird. Bel der in der vorliegenden Untersuchung
verwendeten Extraktionsmethode war nur noch eine Zentrifugation zur Abtrennung der
Gewebereste notwendig. Vorversuche mit unter gleichen Bedingungen inkubierten
Gewebestiicken (n = 10) zeigten, dal3 bel nochmaliger Extraktion mit verdinnter
Ameisensaure die Menge der extrahierten SCFA unterhalb der Nachweisgrenze lagen, so

dal3 von einer vollstandigen Extraktion im ersten Schritt ausgegangen werden konnte.
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4.1.3 Gaschromatogr aphische Bestimmungen

In der vorliegenden Untersuchung wurde zur Trennung der kurzkettigen Fettséuren eine
gepackte Saule, gefullt mit 20 % Neopentyl-Glycol-Succinat (NPGS) und 2 %
Orthophosphorsdure auf Chromosorb WAW, verwendet. Die Verwendung von NPGS
als stationdre Phase hat sich bei der Bestimmung von SCFA bewéhrt (Engelhardt und
Sallmann 1972; Bachmann et a. 1979; Breves und Krumscheid 1997).

Zur gaschromatographischen Bestimmung von SCFA kann auch eine Kapillarsiule
verwendet werden (Krupeik et al. 1976; Hoshika und Murayama 1983; Maltby und
Millington 1986; Murase et a. 1995). Kapillarsdulen ermoglichen zwar ene
Quantifizierung geringerer SCFA-Mengen as die in der vorliegenden Untersuchung
verwendete gepackte Saule, sie setzen aber eine aufwendigere Aufbereitung der Proben,
wie Vakuumdestillation oder Extraktion der SCFA, mit den beschriebenen Nachteilen
voraus.

Zur Trennung und quantitativen Bestimmung von SCFA findet, neben den gas-
chromatographischen Methoden, auch noch die High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) Anwendung (Chen und Lifschitz 1989; Stein et a. 1992;
Breves et a. 1995). Diese Methode stellt aber auch, wie die Verwendung einer
Kapillarsaule, hthere Anspriiche an die Reinigung der Proben.

Ein Problem der chromatographischen Bestimmung von SCFA ist deren Absorption in
Injektor und Sdule. Diese Absorption kann ein Tailing oder ein Ghosting der Peaks
hervorrufen. Diese beiden Phdnomene erschweren eine qualitative und quantitative
Analyse oder machen sie unmadglich.

Unter Tailing eines Peaks versteht man seine asymmetrische Verzerrung und eventuelle
Verschmelzung mit anderen Peaks. Das Tailing der Peaks kann durch Zugabe von
anorganischen Sauren wie Phosphorsaure (Zijlstra et al. 1977; Pomare et a. 1985) oder
Salzsaure (Hillman 1978; Buchanan und Thoene 1985) oder organischen Sauren wie
Ameisensaure (Dankert et a. 1981; Tangerman et al. 1983; Famme und Knudsen 1984)
oder Oxalsaure (Henderson und Steedman 1982) verhindert werden. In der vorliegenden
Untersuchung wurde Ameisensaure zur Einstellung des pH-Wertes von 1,5 gewahlt, da
solche SCFA-L6sungen stabiler sind als mit Phosphorsdure angesduerte (Tangerman et
al. 1983). Durch den UberschuR an Ameisensiure entsteht von jeder SCFA nur ein
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Dimerisationsprodukt und die Dimerisierung der SCFA untereinander wird unterbunden.
Die wal¥igen Proben wurden direkt mit Ameisensiure versetzt, da ene in die
Gasversorgung des Chromatographen zwischengeschaltete Gaswaschflasche mit
konzentrierter Ameisensaure mehrere Probleme mit sich bringt. Zum einen erweist sich
der hohe Saulenvordruck von 6-7 bar als Problem, aber auch die Korrosivitét der
konzentrierten Ameisensdure in Verbindung mit Wasser (Eenaeme et a. 1974; Cochrane
1975; Pileire 1978; Haverstad et al. 1984).

Unter Ghosting versteht man das Auftreten eines Peaks in der folgenden Messung, auch
wenn die entsprechende Substanz in dieser Probe nicht vorhanden ist, oder die
Vergroferung eines Peaks in der ndchsten Messung, wenn die Substanz vorhanden ist.
Diese Uberbestimmung durch Ghosting kann fiir Acetat 3-10 % und fir Propionat und
Butyrat 1-5 % der in der urspringlichen Probe vorhandenen Menge betragen
(Tangerman und Nagengast 1996). Zur Verringerung des Ghostings befindet sich
Phosphorsaure auf der stationdren Phase (Henderson und Steedman 1982), aulerdem
erfolgte vor jeder Messung die Injektion von verdinnter Ameisensaure (pH-Wert 1,5).
Dieser Uberschuld an Ameisensiure [6st die in Injektor und Szule absorbierten SCFA und
verhindert deren Ansammlung, so dal3 eine Verfdschung der darauffolgenden Messung
vermieden wird (Buchanan et al. 1983; Buchanan und Thoene 1985).

Ein weiteres Problem sind die anorganischen, nichtfliichtigen Substanzen der
Pufferlésungen. Diese lagern sich am Sauleneingang ab. Diese Ansammlung hat zunéchst
keinen Enflul} auf die Trennung, im Laufe der Zeit erhdht sich jedoch der Druck am
Saulenkopf. Deshalb wurden die ersten Zentimeter des Saulenmaterials in regelméldigen
Abstanden, nach 80 bis 100 Injektionen, erneuert. AnschlieRend wurde die Saule neu
konditioniert, d.h. Uber Nacht bei 190°C getempert (Buchanan und Thoene 1985;
Henderson und Steedman 1982). Das Tempern ist notwendig, um reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten, da so noch vorhandene Reste monomeren Saulenmaterials und
andere Verunreinigungen aus dem Saulenmaterial entfernt werden (Tangerman et al.
1983). Um Verschmutzungen am Sauleneingang zu vermeiden kann auch eine Vorsaule
verwendet werden, die aber in regelmélligen Absténden gewechselt werden muf3, da
sonst der Saulendruck ansteigt (Tangermann und Nagengast 1996).

In gaschromatographischen Bestimmungen von Standardgemischen mit einem SCFA-
Gehalt bis 100 mmol X' ergab sich eine lineare Abhéngigkeit der gemessenen

Peakflachen von den eingesetzten Konzentrationen. Die Nachweisgrenzen fur die
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einzelnen Fettsauren lagen nach der Aufkonzentrierung fir Acetat bei 200 nmol x4, fir

Propionat bei 100 mmol X * und fiir Butyrat bei 50 nmol Xl * und damit im Bereich der

von Krumscheid (1995) unter gleichen Bedingungen erzielten Ergebnisse. Aufgrund der
Linearitdt der Messungen mit den entsprechenden Pufferlésungen wurde eine

Einpunktkalibrierung vorgenommen.

4.1.4 Vergleich der eingesetzten Pufferl6sungen mit In-Vivo-Ver héltnissen

Abhéangig von der Ftterung liegt die Gesamtkonzentration an SCFA in Caecum und
proximalem Colon des Schweines zwischen 100 und 180 mmol X™* (Imoto und
Namioka 1978a; Kennelly et a. 1981; Just et al. 1983; Rechkemmer et a. 1988; Fleming
et al. 1989; Holtug et al. 1992; Holtug et al. 1996). Fir andere Spezies, wie
Meerschweinchen, Ziege, Schaf und Pony (Engelhardt et al. 1989) und auch beim
Menschen (Cummings et al. 1987; Nordgaard-Andersen et a. 1993; Jenkins et al. 1998)
wurden in Caecum und Colon SCFA-K onzentrationen von ca. 100 mmol Xl * bestimmt.

Mit 40 und 80 mmol X"* lagen die in der vorliegenden Untersuchung gewahiten

mukosalen SCFA-Konzentrationen niedriger as in vivo. In anderen In-Vitro-
Untersuchungen am Colon des Schweines wurden mit 60 mmol Xl * (Breves et al. 1995;

Breves und Krumscheid 1997) und 90 mmol xI"* (Argenzio und Southworth 1975)
ebenfalls SCFA-Konzentrationen unterhalb den in vivo bestimmten Konzentrationen
eingesetzt.

Auch die molaren Anteile der einzelnen SCFA konnen in gewissen Grenzen durch die
Futterung beeinflufd werden. So erniedrigt ein starkereiches Futter den Acetatantell
zugunsten des Butyratanteils (Scheppach et al. 1988). Die molaren Anteile der einzelnen
Fettsduren bewegen sich im proximalen Colon des Schweines zwischen 57 und 70 % fir
Acetat, zwischen 15 und 31 % fir Propionat und zwischen 7 und 17 % fir Butyrat
(Argenzio und Southworth 1975; Imoto und Namioka 1978a; Sambrook 1979; Kennelly
et al. 1981, Holtug et a. 1992). Ahnliches gilt auch fir andere Spezies wie Ratte
(Rémésy und Demigne 1974) oder Mensch (Zijlstra et al. 1977). In der vorliegenden
Untersuchung wurde mit 60 % Acetat, 25 % Propionat und 15 % Butyrat ein SCFA-
Verhdtnis dhnlich dem in vivo gewdhit. Die Untersuchungen von Breves et a. (1995)
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und Breves und Krumscheid (1997) wurden ebenfalls mit diesem physiologischen SCFA-
Verhdltnis durchgefiihrt, wahrend Argenzio und Southworth (1975) aquimolare SCFA-
K onzentrationen verwendeten.

Die SCFA-Konzentrationen im Blut der Pfortader entsprechen bel Schweinen mit ca
0,35 - 0,4 mmol XI"* (Imoto und Namioka 1978b) und beim Menschen mit ca. 0,17-
0,35 mmol X' (Dankert et a. 1981; Pomare et al. 1985; Cummings et al. 1989).
weniger als einem Hundertstel der luminalen Konzentrationen. Auch bel Messungen an
anderen Spezies, wie z.B. Ratten ergaben sich Konzentrationen von maximal
1 mmol ¥ "* (Rémésy und Demigne 1974).

In der vorliegenden Untersuchung wurden zu Beginn der Versuche serosal keine SCFA
vorgelegt. Am Ende der einstiindigen Aquilibrierungsphase lagen mit 1 - 2 mmol X ™* im
Vergleich zu den In-Vivo-Verhaltnissen serosal relativ hohe SCFA-K onzentrationen vor.
Diese konnten durch den leichteren Gewebedurchtritt der SCFA aufgrund der fehlenden
Muskel schichten, durch die fehlende Konvektion der SCFA durch das Blut oder durch
eventuelle Kontamination wahrend der Praparation bedingt sein.

Die Anwesenheit eines SCFA-Gradienten ist in vivo eine treibende Kraft fur den SCFA-
und den Elektrolyttransport. Durch diesen starken Gradienten, der durch die Konvektion
der SCFA im Blut aufrecht erhalten wird, ergibt sich in vivo immer eine Absorption. Wie
in der vorliegenden Untersuchung wurde auch in verschiedenen Untersuchungen in vivo
oder mit einem Gradienten in vitro fir verschiedene Spezies eine SCFA-Nettoabsorption
beobachtet (Rechkemmer et al. 1995; Sellin und de Soigne 1998).

Bei Untersuchungen mittels der klassischen Ussing-Kammer-Technik mit radioaktiv
markierten SCFA ohne Gradient erfolgt oftmals eine Anderung der Nettofluxrichtung.
Dies bedingt eine SCFA-Sekretion an Caecum und Colon verschiedener Spezies wie
Meerschweinchen, Schwein, Schaf oder Pony (Engelhardt et al. 1992; Engelhardt et al.
1995). Ussing-Kammer-Untersuchungen am Kaninchencolon ergaben, dal3 bei fehlendem
SCFA-Gradienten ein Na'-Nettoflux ausbleibt, es bei einem mukosal-serosal gerichteten
SCFA-Gradienten zu einer Na'-Absorption und bei einem serosal-mukosalen SCFA-
Gradienten zu einer Na'-Sekretion kommt (Sellin und DeSoignie 1998).
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4.2 Anderung der Konzentrationen und der prozentualen Anteile der

SCFA in den Pufferkompartimenten

Zur Bestimmung der mukosalen Aufnahme und der serosalen Abgabe wurden die SCFA-
Konzentrationen der Pufferldsungen in beiden Kompartimenten vor und nach der
einstindigen Inkubationsdauer bestimmt. Wahrend dieser Zeit verringerten sich die
SCFA-Konzentrationen im mukosalen Kompartiment um 2 bis 4 %. Unter dhnlichen
I nkubationsbedingungen, jedoch ohne Aquilibrierung des Systems, bestimmten Breves et
al. (1995) mit 7 bis 9 % eine deutlich hohere Abnahme der mukosaen SCFA-
K onzentrationen.

Im Verlauf der einstindigen Inkubationszeit @nderten sich die molaren Anteile der
mukosalen Losungen nicht oder nur geringfligig. Dies ist auf die geringen absoluten
Veradnderungen zurtickzufiihren und deckt sich mit den Ergebnissen von Breves et al.
(1995) und Breves und Krumscheid (1997).

Ein Vegleich der molaren Antelle der mukosalen Aufnahme mit denen der
Ausgangs 6sung im mukosalen Kompartiment zeigt, dal3 die Aufnahme nicht aquimolar
erfolgte. Der Anteil an Butyrat lag bei der mukosalen Aufnahme hoher, der Acetatanteil
niedriger as es den Antellen in der Ausgangsosung entsprach. Eine bevorzugte
Aufnahme von Butyrat wurde auch an isolierten Rattencolonocyten (Clausen und
Mortensen 1994) und am Kaninchencolon (Marty und Vernay 1984) beobachtet.

Im serosalen Kompartiment wurden vor und nach der Inkubation nur geringe SCFA-
Konzentrationen gemessen, bedingt durch die geringe Abnahme der SCFA-
Konzentrationen im mukosalen Kompartiment. Die nach der einstindigen
Aquilibrierungsphase gemessenen serosalen SCFA-Konzentrationen lagen in einem
weiten Bereich. Diese Unterschiede kdnnen durch vor Versuchsbeginn im Gewebe
akkumulierte SCFA oder durch Kontamination wahrend der Gewebepraparation bedingt
sein. Nach der einstiindigen Aquilibrierungsphase hat sich ein Gleichgewicht eingestellt,
so dal3 die im Inkubationszeitraum serosal abgegebenen SCFA-Mengen relativ konstant
waren. In keinem der Versuchsansétze war die im Laufe der Inkubationsdauer serosal
abgegebene Menge grol3er as die mukosal aufgenommene. Im Gegensatz dazu stellten

Breves et al. (1995) in einer Untersuchung ohne Aquilibrierungsphase vor der Inkubation
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eine hohere serosale Abgabe als mukosale Aufnahme fest, die moglicherweise durch die
Freisetzung der vor Versuchsbeginn im Gewebe akkumulierten SCFA bedingt war.

Im serosalen Kompartiment lag der molare Anteil an Acetat sowohl vor as auch nach
der Inkubation zwischen 65 und 70 % und damit hoher as im mukosalen Kompartiment
und bel der mukosalen Aufnahme. Ein erhdhter Acetatanteil im serosalen Kompartiment
wurde auch von Breves et al. (1995) und Breves und Krumscheid (1997) festgestellt und
auf eine starkere intragpitheliale Spaltung von Butyrat zuriickgefihrt. Auch Imoto und
Namioka (1978b) stellten fest, dal3 im Colon des Schweines bevorzugt Butyrat im
Epithel metabolisiert wird. Untersuchungen am Colon des Menschen zeigten ebenfalls,
dald Butyrat der bevorzugte Energielieferant ist (Roediger 1980a; Rowe und Bayless
1992) und die Oxidation von Acetat und Propionat hemmt (Clausen und Mortensen
1994). AulRerdem liefert Butyrat bei aquimolarer Umsetzung mehr Energie als Acetat
oder Propionat (Grof3klaus 1983).



Diskussion 57

4.3 Aufnahmekurzkettiger Fettsduren in das Gewebe

Die durch mikrobielle Fermentation im Gastrointestinaltrakt gebildeten SCFA werden in
vivo rasch vom Epithel absorbiert. In vitro wurde die SCFA-Aufnahme an Caecum und
Colon des Schweines (Argenzio und Southworth 1975; Holtug et al. 1992; Breves et al.
1995), aber auch zahlreicher anderer Spezies wie Kaninchen (Sellin und DeSoignie 1990;
Butzner et a. 1994; Sellin und DeSoignie 1998) und Meerschweinchen (Engelhardt et al.
1993) und am Pansen von Schafen (Gabel et a. 1993) und Rindern (Diernas et al. 1993;
Sehested et al. 1996) untersucht.

In der Literatur werden zwe unterschiedliche Mechanismen der SCFA-Aufnahme
beschrieben. Zum einen wird eine Absorption durch nichtionische Diffusion von mukosal
nach serosal entlang des SCFA-Gradienten beobachtet, zum anderen ein Antiport von

SCFA " gegen anorganische Anionen, besonders gegen HCO;.
Aufgrund des im Lumen vorherrschenden pH-Wertes liegen die SCFA mit pK,-Werten

von ca 4,8 zu mehr as 90 % als Anionen vor. Diese miissen zur nichtionischen Diffusion
protoniert werden. Die notwendigen Protonen werden Uber einen Na'/H'-Austauscher
zur Verfigung gestellt. Die Na'-Absorption erfolgt sowohl im Pansen as auch im Colon
Uber einen elektroneutralen Austausch gegen H* (Argenzio und Whipp 1979; Gabel et al.
1991; Diernas et al. 1994; Gonda et a. 1999). In Untersuchungen am Colon des
Schweines wurde bel der Anwesenheit einzelner Fettsduren oder von SCFA-Gemischen
eine erhohte Na'-Absorption festgestellt (Argenzio und Whipp 1979; Holtug 1989;
Holtug et al. 1992). Diese Stimulation der Na™- und auch der Wasserabsorption in
Anwesenheit der SCFA wurde auch schon am Pansen von Schafen (Gébel et al. 1989;
Martens et al. 1991) und Rindern (Diernas et a. 1994) und am Colon verschiedener
Spezies, wie Ziege (Argenzio et al. 1975), Raite (Diener et al. 1994) und Mensch
(Ruppin et a. 1980; Cummings 1981) beschrieben. In apikaen Veskeln des
menschlichen Colons konnte jedoch kein direkter Zusammenhang zwischen der
Absorption von Na" und Butyrat festgestellt werden (Harig et al. 1996). Die
beschriebene Stimulation der Na'-Absorption durch SCFA erfolgt nur, wenn diese
mukosal vorliegen (Gabel et al. 1991).

Schon 1963 stellten Ash und Dobson fest, dal3 ein Teil des aufgenommenen Acetats den

Pansen as Anion verl&3. In In-Vivo-Untersuchungen am Colon des Pferdes (Argenzio et
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al. 1977) und des Schweines (Argenzio und Whipp 1979) fand man bei Absorption von

SCFA™ aus dem Lumen gleichzeitig eine Sekretion von HCO; in das Lumen. Eine

Erhohung der luminalen HCOj -Konzentration parallel zur Absorption von SCFA zeigte

sich auch in In-Vivo-Untersuchungen am Colon verschiedener Spezies, wie Ratte
(Fleming et al. 1991), Maus (Chu und Montrose 1996) und Mensch (McNell et al.
1978). Auch an basolateralen Veskeln des menschlichen Colons zeigte sich durch

Erhohung der intravesikularen HCO; -Konzentration eine gesteigerte Butyrataufnahme
(Reynolds et a. 1993). Das Vorliegen eines von serosal nach mukosal gerichteten
Bicarbonat-Gradienten, aber auch ein niedriger mukosaler pH-Wert erleichtern die
SCFA-Absorption (Mascolo et a. 1991; Harig et al. 1996). Im Colon von Schweinen
wurde schliedich ein SCFA™ /HCO, -Austauscher strukturell nachgewiesen (Ritzhaupt
et al. 1998b).

Uber das Verhdtnis von ionisch zu nichtionisch transportierten SCFA |4t sich in der
vorliegenden Untersuchung keine Aussage machen. Da die Angaben hierzu in der
Literatur stark differieren, scheint dieses Verhdtnis auch von den gewdhlten
Versuchsbedingungen abhéngig zu sein. Bei In-Vitro-Untersuchungen ohne SCFA-
Gradienten ergaben sich fur das proximale Colon des Meerschweinchens ionische Anteile
am Gesamttransport von 40-50 % (Ronnau et al. 1989; Engelhardt et al. 1993;
Engelhardt et al. 1994), in vivo ermittelten Argenzio und Whipp (1979) am Colon des

Schweines jedoch nur einen ionischen Anteil von 5-10 % an der Gesamtabsorption.
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4.3.1 Aufnahme- und Abgaberaten kurzkettiger Fettsduren

In der vorliegenden Untersuchung am proximalen Colon von Schweinen lagen die
mukosalen SCFA-Aufnahmeraten zwischen 12 und 19 mmol xcm™ xh™* und damit héher

als die Aufnahmeraten von SCFA-Gemischen oder einzelnen kurzkettigen Fettsauren fir

andere Epithelien und Spezies.

Tabelle4-1 Beispiele fir mukosale SCFA-Aufnahmenraten

mukosale SCFA-Aufnahme
Spezies / Epithel mmol xem™2 xh ! Autor
Rind / Pansen 10,5 Stevens und Stettler 1966
Pferd / Caecum 8 Argenzio et a. 1977
Mensch / Caecum 6,1-12,6 McNeil et a. 1978
Schwein / Caecum 10 Argenzio und Southworth 1975
Schwein / proximales Colon 8 Argenzio und Southworth 1975
Schwein /Caecum und Colon 26 - 37 Breveset a. 1995
Schwein / proximales Colon 18- 29 Breves und Krumscheid 1997

Die in der vorliegenden Untersuchung gemessenen Werte liegen Uber den von Argenzio

und Southworth (1975) Uber einen Inkubationszeitraum von 2,5 Stunden ermittelten
mukosalen Aufnahmen von 8 - 10 mmol xcm™? xh™*. Die von Breves et al. (1995) und
von Breves und Krumscheid (1997) erhaltenen hohen mukosalen Aufnahmen von bis zu
37 nmmol xcm™ xh™* wurden in der vorliegenden Untersuchung jedoch nicht erreicht. In

beiden Untersuchungen gab es vor der Inkubation keine oder nur eine sehr kurze
Aquilibrierungsphase, so daR? die gemessenen mukosalen Aufnahmen durch eine hohe
Aufnahme zu Beginn der Messung erklé&rt werden kénnen.

Die niedrigeren mukosalen Aufnahmen in den Epithelien anderer Spezies konnen auf
unterschiedliche Absorptionskapazitéten des Gastrointestinaltraktes der einzelnen
Spezies hinweisen (Argenzio und Whipp 1979; Vernay et a. 1984; Engelhardt et al.
1995), kdnnen aber auch durch unterschiedliche Inkubationsbedingungen, wie pH-Wert
der Pufferlésungen, Inkubationsdauer oder SCFA-Konzentrationen der Pufferlésungen

bedingt sein.
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Die serosdle Abgabe lag in der vorliegenden Untersuchung zwischen 5 und 8
mmol xem™? xh™* und bestétigte damit die von Breves und Krumscheid (1997) unter
ahnlichen Inkubationsbedingungen ermittelten Abgaben. Sie lag aber deutlich unter den
von Breves et al. (1995) gemessenen Abgaben von 52 - 63nmol xcm™ xh't.

Durchschnittlich wurden 40 % der mukosal aufgenommenen SCFA serosal wieder
abgegeben. Damit lagen die Abgaberaten etwas niedriger as die von Argenzio und
Southworth (1975) Uber einen Zeitraum von 2,5 Stunden bestimmten serosalen Abgaben
von ca. 50 %. Allerdings lagen deren absolute mukosalen Aufnahmen und serosalen
Abgaben unter den in der vorliegenden Untersuchung ermittelten Werten.

Im Verhdtnis von serosaler Abgabe zu mukosaler Aufnahme der einzelnen SCFA gab es
Unterschiede. So lag unabhdngig vom mukosalen Inkubationspuffer der serosa
abgegebene Anteil an Acetat bei 37-51 % der aufgenommenen Menge. Bei Umkehr der
Gradientenrichtung erhohte sich der abgegebene Anteil auf 61 %, so dal3 die Abgabe von
Acetat in serosa-mukosaler Gradientenrichtung gegeniber der Akkumulation und
Metabolisierung beguinstigt war. In Inkubationsversuchen ohne pH-Gradienten lagen die
abgegebenen Anteile an Propionat und Butyrat zwischen 35 und 50 % bzw. 22 und 39 %
der Aufnahme. Der Anteil an serosal abgegebenem Butyrat liegt damit niedriger als der
abgegebene Antell an Acetat und Propionat. Dieses Ergebnis bestédtigte die fir
verschiedene Spezies festgestellte bevorzugte intragpitheliale Metabolisierung von
Butyrat (Bergman 1990). In Versuchsansdtzen mit pH-Gradient waren die serosa
abgegebenen Anteile an Propionat und Butyrat mit 56 bzw. 45 % erhoht. Fur Propionat
und Butyrat ergaben sich somit bei gleicher mukosaler Aufnahme bel Vorliegen eines
pH-Gradienten eine geringere Gewebeakkumulation und eine geringere Metabolisierung.
Die von Crump et a. (1980) in vivo durch Absenkung des pH-Wertes der Pufferldsung
von 7,4 auf 6,4 ermittelte hohere Acetataufnahme lief3 sich durch die vorliegenden
Ergebnisse in vitro nicht bestdtigen. Jedoch setzten Crump et a. (1980) kein
physiologisches SCFA-Gemisch, sondern nur Acetat ein.
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4.3.2 Gewebeakkumulation und Metabolisierung

Mit 0,8 - 2 mmol xcm™? xh'* betragt die im Gewebe akkumulierte Menge an SCFA

maximal 15 % der mukosalen Aufnahme. Diese geringen Gewebeakkumulationen
bestétigen die von Argenzio und Southworth (1975) und Breves und Krumscheid (1997)
an Caecum und proximalem Colon des Schweines erzielten Ergebnisse.

Die Akkumulation der SCFA im Gewebe erfolgte, verglichen mit den Anteilen in der
mukosalen AusgangsGsung agquimolar. Bel der Metabolisierung hingegen verschoben
sch die molaren Antelle der einzelnen SCFA im Vergleich zur mukosalen
Ausgangdosung. Der Anteil an Butyrat lag bel der Metaboliserung hoher, der
Acetatanteil niedriger. Clausen und Mortensen (1994) beschreiben fir isolierte
Rattencolonocyten, dal3 Butyrat bevorzugt metabolisiert wird und die Oxidation von
Acetat und Propionat hemmt. Auch in Untersuchungen am Menschen wurde ermittelt,
dal’ Butyrat der bevorzugte Energielieferant ist (Roediger et al. 1980a). Butyrat hat bei
aquimolarer Metaboliserung einen grof3eren Energiegehalt als Acetat und Propionat
(Grofklaus 1983) und ist das wichtigste Ausgangsprodukt fur die intragpitheliale
Bildung von Ketonkérpern und Laktat (Emmanuel 1980; Scheppach et al. 1991; Clausen
und Mortensen 1994; Scheppach 1994a; Darcy-Vrillon et a. 1996).

Aus Ergebnissen einer In-Vivo-Untersuchung Uber die tégliche SCFA-Produktion
schétzten Breves et a. (1993), dal? abhangig von der Fitterung, Schweine zwischen 7
und 40 % ihres Energiebedarfs fir den Erhatungsstoffwechsel aus mikrobiell gebildeten
SCFA gewinnen konnen. Imoto und Namioka (1978a) schétzten diesen Anteil des
Energiebedarfs aus In-Vitro-Untersuchungen auf ca. 10 %. Fir den Menschen ergab
sich, dal3 das Colon bis zu 80 %, der gesamte Organismus 5-10 % des Energiebedarfs
durch mikrobielle SCFA gewinnen kann (Rowe und Bayless 1992).

Da die SCFA auch im In-vitro-Versuch metabolisiert werden, wurde die durch
umgesetzte SCFA freisetzbare Energiemenge abgeschétzt. Da es nicht méglich war, die
Energie fur alle Metabolisierungsprodukte zu ermitteln, wurde von einer maximalen
Energiegewinnung ausgegangen. Die Maximalenergie erhdlt man bei der vollstdndigen
Umsetzung der SCFA zu Kohlendioxid und Wasser. Da im Gewebe bevorzugt Butyrat,
aber auch Acetat metabolisiert wird (Clausen und Mortensen 1994) wurde aus den

Verlusten dieser beiden Fettsauren die maximal freisetzbare Energie berechnet. Diese lag
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zwischen 10 und 18 J pro Gewebestick und Stunde. Unter der Annahme, dal3 die
Energie als Warme freigesetzt und durch die Begasung schnell Uber das gesamte
Puffervolumen von 28 ml vertellt wird kommt es zu ener maximalen
Temperaturerhthung von 0,08 - 0,15°C durch die keine Schadigung des Gewebes zu

erwarten ist.

4.4 Einflul3faktoren auf Aufnahme, Gewebeakkumulation, Abgabe
und Metabolisierung

4.4.1 EinflulR der mukosalen SCFA-K onzentrationen

In der vorliegenden Untersuchung konnte kein signifikanter Einflufd der mukosalen
SCFA-Konzentrationen auf die mukosaen Aufnahmen und serosden Abgaben
festgestellt werden. Die mittleren Aufnahmen und Abgaben bei einer SCFA-
Konzentration von 40 mmol XI* waren nur tendenziell niedriger als bei 80 mmol X ™.
Im Gegensatz dazu wurde in vivo am Colon der Ratte bis 120 mmol xI"* SCFA
(Fleming et a. 1991) und am Colon des Menschen bis 90 mmol X ** SCFA (Ruppin et
al. 1980; Scheppach 1994a) eine lineare Beziehung zwischen den SCFA-K onzentrationen
und deren Absorptionsraten festgestellt. Das gleiche Ergebnis erhielten Rechkemmer und
Engelhardt (1988) in ihrer In-Vivo-Untersuchung am Colon des Meerschweinchens fir
SCFA-Konzentrationen bis 120 mmol xI"*. Dies deutet nach Meinung der Autoren auf
einen Uberwiegend passiven SCFA-Transport hin.

Die serosalen Abgaben lagen fur beide eingesetzten Konzentrationen bei der Hélfte der
jeweiligen mukosalen Aufnahme. Dies bestdtigt die Ergebnisse einer In-Vitro-
Untersuchung von Argenzio und Southworth (1975) ohne Gradienten am proximalen

Colon des Schweines.

Bei einer SCFA-Konzentration von 40 mmol X" war die Gewebeakkumulation an
Acetat und Butyrat signifikant um ca  zwe Drittel erniedrigt. Bel den
Metabolisierungsraten der SCFA ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede.

Untersuchungen fir einzelne Fettsduren zeigen, dald sich die SCFA-Absorptionsraten

nicht additiv verhalten, sondern bei der Aufnahme gegenseitig beeinflussen. In vivo
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hemmen Acetat und Propionat die Butyrataufnahme im Rattencolon (Fleming et al.
1991) und auch die Anwesenheit von Mercaptopropionat vermindert die Absorption von
Butyrat in apikale Vesikel des Rattencolons (Stein et al. 1995b). Eine gegenseitige
Beeinflussung der SCFA bei der Absorption wurde auch in Untersuchungen an apikaen
Vesikeln des Colons von Schwein und Mensch festgestellt (Harig et a. 1996; Ritzhaupt
et al. 1998a).

4.4.2 Einflul der Gradientenrichtung

Die Hohen der Aufnahmen und Abgaben an SCFA waren von der Richtung des
Gradienten unabhéngig. Dies deutet auf einen Uberwiegend passiven Transport oder
einen in beide Richtungen ablaufenden Austausch von Anionen hin.

In Ussing-Kammer-Untersuchungen am Schweinecolon ohne SCFA-Gradienten kamen
Holtug et a. (1992) und Engelhardt et a. (1995) zu unterschiedlichen Ergebnissen.
Waéhrend erstere fur Acetat und Propionat keinen Nettoflux und fur Butyrat eine
Nettoabsorption fanden, zeigte die zweite Untersuchung fir Acetat und Propionat eine
Nettosekretion und fur Butyrat keinen Nettoflux. In beiden Untersuchungen wurde fur
mindestens eine der Fettsduren ein Nettotransport beschrieben. Dies steht im Gegensatz
zu den in den vorliegenden Untersuchungen gefundenen gleichen Aufnahme- und
Abgabenraten fur beide Gradientenrichtungen.

Die Gewebeakkumulationen waren fur die drei untersuchten SCFA in serosal-mukosaler
Gradientenrichtung signifikant geringer. Die grolere Akkumulation in physiologischer
Gradientenrichtung konnte durch eine hohere Wanderungsgeschwindigkeit der SCFA
durch die apikale als durch die basolaterale Membran bedingt sein. Wie Meier zu
Duttingdorf et al. (1999) nachweisen konnten, besitzen die apikale und die basolaterale
Membran des Meerschweinchencolons unterschiedliche Lipidstrukturen. Ein SCFA-
Transporter konnte bisher nur in der apikalen Membran des Schweines nachgewiesen
werden (Ritzhaupt et al. 1998b). Dieser Transporter konnte eine Erklérung fir den
schnelleren Durchtritt durch die apikale Membran sain.

Gleiche Aufnahme- bzw. Abgaberaten in beide Gradientenrichtungen kénnten ebenso auf
einen nicht unbedeutenden parazelluldren Fux hinweisen. Dieser wurde in der

vorliegenden Untersuchung jedoch nicht getestet. Ein solcher parazelluldrer Weg konnte



64 Diskussion

in Caecum und Colon anderer Spezies wie Meerschweinchen (Engelhardt und
Rechkemmer 1992), Ratte (Fleming et al. 1991) und Kaninchen (Hatch 1987) jedoch

nicht nachgewiesen werden.

4.4.3 Einflul? des mukosalen pH-Wertes

Durch das Absenken des mukosalen pH-Wertes von 7,4 auf 6,4 und den dadurch
entstehenden pH-Gradienten ergaben sich gegentiber Versuchen ohne pH-Gradienten
(7,4/7,4) keine Unterschiede bel mukosaler Aufnahme, serosaler Abgabe und Gewebe-
akkumulation der SCFA. Nur der Verlust an Butyrat verringerte sich bei VVorliegen eines
pH-Gradienten signifikant. In vivo kamen Crump et al. (1980) am Schweinecolon zu
einem anderen Ergebnis. Bel der Gabe von Acetat stellten sie eine hdhere Aufnahme fest,
wenn der mukosale pH-Wert von 7,4 auf 6,4 erniedrigt wurde.

Eine weitere Absenkung des mukosalen pH-Wertes auf 5,4 zeigte fir Propionat und
Butyrat erhdhte serosale Abgaben und geringere Verluste, hatte jedoch keinen Einfluf3
auf die mukosale Aufnahme. Der pH-Wert in Caecum und Colon des Schweines liegt,
abhangig von der Futterung, zwischen 5,5 und 6,7 (Argenzio und Southworth 1975;
Kennelly et al. 1981; Holtug et al. 1992). Dies kénnte begriinden, dai’ die Absenkung der
mukosalen pH-Werte auf 6,4 bzw. 54 keinen Einflul auf die mukosalen Aufnahmen
hatte.

Auch Rechkemmer und Engelhardt (1988) zeigten am Meerschweinchencolon in vivo,
dald erst eine Absenkung des luminalen pH-Wertes auf unter 6 einen Einfluld auf die
Absorptionsraten hat. Die Autoren erkléren diesen geringen Einflufd des luminalen pH-
Wertes auf die SCFA-Absorption mit einem stabilen, vom Lumeninhalt unabhéngigen
pH-Wert an der Oberflache der luminaen Membran. Dies konnte auch den geringen
Einflud des mukosaden pH-Wertes auf die SCFA-Absorption in der vorliegenden
Untersuchung erkléren.

Auch in vivo zeigte eine Absenkung des pH-Wertes von 7,0 auf 5,5 im Rektum des
Menschen (McNeil et a. 1978) oder von 7,4 auf 54 im Rattencolon (Fleming et al.
1991) keinen Einflu® auf die Absorptionsraten einzelner Fettsduren oder von SCFA-

Gemischen. Wird der pH-Wert im Rattencolon jedoch auf einen unphysiologisch



Diskussion 65

niedrigen Wert von 2,9 gebracht, erhoht sich die Acetatabsorption (Bustos-Fernandez et
al. 1976).

Im Colon von Mé&usen zeigte sich durch eine Anderung des luminalen pH-Wertes im
physiologischen Bereich in vitro ebenfalls keine Anderung der Butyratabsorption. Der
pH-Wert in den Crypten bleibt trotz einer Anderung des pH-Wertes der luminalen

Flissigkeit relativ konstant. Dies kann durch eine verstarkte Sekretion von HCO;,

bedingt sein (Chu und Montrose 1996).

Im Gegensatz dazu erhohte sich die Butyrataufnahme in Basalmembranvesikel des
Rattencolons (Reynolds et a. 1993) und in Birstensasummembranvesikel des
Schweinecolons (Ritzhaupt et a. 1998a) bei einer Absenkung des extravesikuléren pH-
Wertes von 7,4 nach 5,4. Dieses wird durch das Fehlen eines stabilen Mikroklimas an der
Vesikeloberflache erklért. Ritzhaupt et al. (1998a) stellten fest, dal3 diese Erhéhung der
Absorption unabhangig vom intravesikuléren pH-Wert ist und damit unabhéngig vom
pH-Gradienten. Sie machten die Erhohung der extravesikularen H-lonenkonzentration
und die damit verbundene Erhdhung der Konzentration an protonierten SCFA fur die
gesteigerte Absorption verantwortlich. Auch in der vorliegenden Untersuchung koénnte
die erhohte serosale Abgabe von Propionat und Butyrat durch eine starkere Diffusion
wegen des grofl3eren Anteiles an protoniert aufgenommenen SCFA bedingt sein. Dagegen
konnten Harig et a. (1996) fur luminale Vesikel des menschlichen Colons keine pH-
Abhangigkeit der Butyratabsorption feststellen.

4.5 Schluf3folgerungen

AbschliefRend bleibt festzustellen, dald in der vorliegenden Untersuchung bei einem von
mukosal nach serosal gerichteten SCFA-Gradienten immer eine Absorption von
Fettsduren stattfand. Dies entspricht den in In-vivo-Untersuchungen ermittelten
Ergebnissen. Im Gegensaiz dazu stehen zahlreiche Ergebnisse aus Ussing-Kammer-
Untersuchungen ohne SCFA-Gradienten. Hier wurde fur verschiedene Spezies und
Colonsegmente oftmal's ein htherer serosal-mukosaler als mukosal-serosaler SCFA-Flux
beobachtet. Ein Vergleich der quantitativen Ergebnisse der verschiedenen In-Vitro-

Untersuchungen mit den Verhdltnissen in vivo ist nicht mdglich, da beim SCFA-
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Transport am lebenden Tier die Fettsduren auf der serosalen Seite durch das Blut
abtransportiert werden.

Ob die SCFA ionisch oder nichtionisch absorbiert wurden, lief3 sich mit der verwendeten
Untersuchungsmethode nicht ermitteln. In der Literatur werden, abhangig von der
Untersuchungsmethode  unterschiedliche  Absorptionsmechanismen  fir ~ SCFA
beschrieben. Moglicherweise existieren fir die SCFA mehrere Moglichkeiten der
Absorption. Welche dieser Moglichkeiten vorwiegend genutzt wird, scheint von den

gewdhlten Bedingungen der Untersuchung (pH-Wert, SCFA-Konzentration, HCO;-

Konzentration) abhéngig zu sein.

In der vorliegenden Untersuchung lag die Absenkung des pH-Wertes der mukosalen
Pufferlosung im Rahmen der in anderen Untersuchungen in vivo im Coloninhalt von
Schweinen gemessenen Werte. Diese Absenkung zeigte keinen Einflul auf die
mukosalen Aufnahmen, jedoch erhdhten sich die serosalen Abgaben an Propionat und
Butyrat und der damit verbundene Verlust fiel geringer aus. Durch den niedrigeren pH-
Wert und die damit verbundene hohere H*-lonenkonzentration andert sich das Verhdtnis
von undissoziiert zu dissoziiert vorliegenden SCFA. Da undissoziierte SCFA die
Membranen durch einfache Diffusion passieren kdnnen, kdnnte dies eine Begriindung fur
die erhthten serosalen Abgaben sein. Dies stimmt auch mit den Befunden von Ritzhaupt
et a. (1998a) Uberein, die die mukosale H'-lonenkonzentration nicht aber den pH-
Gradienten fUr einen gesteigerten SCFA-Transport in Vesikel verantwortlich machen.

Ein moglicher parazellulérer Transport wurde in der vorliegenden Untersuchung nicht
gepruft. Ein solcher Weg konnte jedoch fiir das Colon und Caecum anderer Spezies nicht
beobachtet werden. Um jedoch einen parazelluldren SCFA-Flux auszuschlief3en, sind

weiterfiihrende Untersuchungen am Colon des Schweines notwendig.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Untersuchung wurden in vitro die Aufnahmen und die Abgaben
sowie die Gewebeakkumulationen von SCFA im porcinen Dickdarm unter verschiedenen
Inkubationsbedingungen bestimmt und deren Metabolisierung errechnet. Dazu wurden
die SCFA-Konzentration (80 / 40 mmol ¥™*), die Richtung des SCFA-Gradienten
(mukosal-serosal / serosal-mukosal) sowie der pH-Wert der mukosalen PufferlGsung
(7,4, 6,4; 5,4) variiert.

Die Studien wurden an isolierten Epithelien des proximalen Colons wachsender
Schweine (20-30 kg Lebendgewicht) mittels der modifizierten Ussing-Kammer-Technik
durchgefuhrt; wahrend ein elektrischer Gradient ausgeschlossen war, lag in Abweichung
von der klassischen Methode ein SCFA-Gradient vor. Grundsétzlich schlof sich einer
einstiindigen Aquilibrierung des Systems eine einstiindige Mef3phase an.

Am Ende jeder Fluxperiode wurden die SCFA-Konzentrationen in den mukosalen
Losungen direkt und in den serosden Loésungen nach einer Aufkonzentrierung

gaschromatographisch bestimmt.
Folgende Ergebnisse lassen sich zusammenfassen :

Die Aufnahmeraten betrugen in mukosal-serosaler Gradientenrichtung je nach
Inkubationsansatz zwischen 12 und 19 nmol xcm™ xh™* und liegen damit in

der Grof3enordnung der in der Literatur gemachten Angaben.

Bei einer Ausgangskonzentration von 80 mmol ¥~ SCFA wurden ca. 50 %
der mukosal aufgenommenen SCFA serosal wieder abgegeben. Bel geringer
Gewebeakkumulation wurde etwa die Hélfte der mukosal aufgenommenen
SCFA metabolisiert. Gleichzeitig stieg in der serosaen Losung der molare
Antell an Acetat im Vergleich zur Ausgangsverteilung, wéahrend der

Butyratanteil zurtickging.
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Eine Reduzierung der SCFA-Konzentration auf 40 mmol X" hatte nur einen
geringen Einflul auf die mukosale Aufnahme, die serosale Abgabe und die
Metabolisierung. Die Gewebeskkumulation von Acetat und Butyrat sank
jedoch um mehr als 50 %.

Eine Umkehrung der Gradientenrichtung (serosal-mukosal) erbrachte im
Vergleich zur physiologischen Gradientenrichtung keine Unterschiede in
Aufnahme und Abgabe von SCFA. Die Gewebeakkumulation reduzierte sich
jedoch um ca. 60 %, die Menge an metabolisiertem Acetat war bel dieser

Gradientenrichtung um ca. 40 % erhoht.

Eine Absenkung des mukosalen pH-Werts von 7,4 auf 5,4 hatte fir Propionat
und Butyrat einen Rickgang der Metabolisierungsrate und damit eine leicht

erhohte serosale Abgabe zur Folge.

Aus den vorliegenden Untersuchungsbefunden ergeben sich keine Hinweise, dal3
Anderungen der SCFA-Konzentration oder des pH-Wertes im mukosalen Kompartiment
einen nennenswerten Einfluld auf Transport und Metabolisierung der SCFA im porcinen
Dickdarmepithel haben. Die stark unterschiedliche Gewebeakkumulation bel der
Anderung der Gradientenrichtung |53t dagegen vermuten, dal3 Unterschiede im SCFA-
Transport durch die apikale und die basadle Membran bestehen. Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung konnte jedoch nicht geklart werden, ob dies auf
unterschiedlichen Transportmechanismen oder nur auf unterschiedlichen Transport-

kapazitaten der beiden Membranen beruht.
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6 Summary

Transepithelial transport and metabolism of short-chain fatty acids (SCFA) in the

proximal colon of pigs

The aim of this study was the in vitro examination of the effects of SCFA concentration,
direction of the SCFA gradient (mucosal-to-serosal / serosal-to-mucosal) and the luminal
pH on transport and metabolism of SCFA in porcine hindgut. Mucosal uptake, serosal
release, and tissue accumulation were measured using modified Ussing-type experiments
in the absence of an electrical gradient, but in presence of a SCFA gradient.
Metabolization rates were subsequently calculated from balance data. Incubation buffers
contained 80 or 40 mmol X" SCFA, and the pH of the mucosal buffer solution ranged
from 7.4 t0 5.4.

Isolated colonic epithelia were derived from growing pigs with an live weight of 20 to
30 kg. Each experiment lasted for 2 hours, the first of which was alowed for
equilibration. At the end of each 1 hour flux period samples were taken from the mucosal

and serosal solutions for GC analysis of SCFA concentrations.
The following results were obtained :

In mucosal-to-serosal experimental setups, mucosal SCFA uptake rates ranged
from 12 to 19 mmol xcm™ xh™*, which is in agreement with data from the

literature.

In the presence of 80 mmol X' SCFA in the mucosal buffer solution, serosal
release accounted for less than 50 % of the mucosal uptake. Tissue
accumulation was only marginal (5 — 15 %), and, therefore metabolization by
the epithelial tissue accounted for approximately half of the mucosal uptake.
Changes in the molar proportions of single SCFA in the final serosal solutions

were due to an increase of the acetate proportion at the expense of butyrate.
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Lowering the mucosal SCFA concentration to 40 mmol X' had only little
effect on the mucosal uptake, serosal release, and epithelia metabolism.

However, tissue accumulation of acetate and butyrate was reduced by 50 %.

Reversion of the SCFA gradient from mucosal-to-serosal to serosal-to-
mucosal revealed no effect on SCFA uptake and release. However, tissue
accumulation was reduced to 40 %. Metabolization of acetate was increased
by 40 %.

Lowering the mucosal pH from 7.4 to 5.4 resulted in a decreased metabolism

of propionate and butyrate and therefore an increase of serosal release.

These present results from in vitro studies do not provide evidence for a substantial
effect of SCFA concentration or luminal pH on transport and metabolism of SCFA in
porcine colonic epithelia.

However, the reduction in tissue accumulation caused by reversion of the SCFA gradient
indicates differences in SCFA transport patterns through apical and basal epithelia
membranes. Possible differences in mechanisms of membrane transport or transport
capacity could not further be elucidated within this study.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Einzelergebnissezu Kap. 3.2.3

Tabelle8-1 Mukosale Aufnahme und serosale Abgabe an Acetat, Propionat und
Butyrat (Alle Angaben in mmol xh™*)

mukosale Aufnahme serosale Abgabe
Kammer Acetat Propionat | Butyrat Acetat Propionat | Butyrat

1 13,03 11,44 7,10 521 2,81 1,70

2 20,04 8,45 8,07 7,34 341 1,97

3 9,87 5,05 6,19 7,20 4,03 2,46

4 12,12 5,64 4,07 6,20 3,72 2,72
Mittelwert 13,77 7,65 6,36 6,49 3,49 2,21
SD 4,39 2,93 1,71 0,99 0,52 0,46

Tabelle8-2 Gewebeakkumulation und Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)

Gewebeakkumulation Verlust

Kammer Acetat Propionat | Butyrat Acetat Propionat | Butyrat
1 0,70 0,26 0,22 7,13 8,36 5,19
2 1,30 0,52 0,24 11,41 4,53 5,87
3 0,69 0,28 0,21 1,99 0,74 3,52
4 111 0,44 0,30 4,81 1,48 1,05
Mittelwert 0,95 0,38 0,24 6,34 3,78 3,91
SD 0,30 0,13 0,04 3,98 3,47 2,15
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8.2 Einzelergebnissezu Kap. 3.3

Tabelle8-3 Mukosale Aufnahme und serosale Abgabe an Acetat, Propionat und
Butyrat (Alle Angaben in mmol xh™*)

mukosale Aufnahme serosale Abgabe

Tier Acetat Propionat | Butyrat Acetat Propionat | Butyrat
1 18,93 7,23 574 532 2,72 1,30
2 11,49 537 4,25 5,40 2,67 0,88
3 19,97 9,49 6,70 6,36 2,99 1,70
4 13,77 7,65 6,36 6,49 3,49 2,21
5 21,79 10,31 8,10 13,13 5,07 3,18
6 21,20 12,24 8,56 4,21 3,94 1,93
7 11,79 7,92 6,82 3,48 2,71 1,92
Mittelwert | 16,99 8,60 6,65 6,34 3,37 1,87
SD 4,49 2,26 1,44 3,18 0,89 0,73

Tabelle8-4 Gewebeakkumulation und Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in mmol xh™*)

Gewebeakkumulation Verlust

Tier Acetat Propionat | Butyrat Acetat Propionat | Butyrat
1 2,35 1,13 0,78 11,26 3,38 3,66
2 1,86 0,67 0,54 4,23 2,03 2,83
3 1,30 0,52 0,56 12,30 5,97 4,44
4 0,95 0,37 0,24 6,33 3,78 3,91
5 0,81 0,40 0,19 7,84 4,85 4,74
6 1,32 0,64 0,29 15,67 7,67 6,33
7 1,07 0,58 0,29 7,24 4,63 4,61
Mittelwert 1,38 0,62 0,41 9,27 4,62 4,36
SD 0,55 0,25 0,22 3,96 1,83 1,09
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8.3 Einzelergebnisse zu Kap. 3.4
Tabelle8-5 Mukosale Aufnahme an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in mmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
80 mmol “ I"* | 40 mmol “ I"* | 80 mmol “ I* | 40 mmol “ I"* | 80 mmol * I* | 40 mmol - I
1 17,61 18,12 11,49 9,09 4,98 5,65
2 24,55 11,71 14,13 5,68 11,43 2,70
3 18,97 12,12 8,52 571 5,29 5,40
Mittelwert 20,38 13,98 11,38 6,83 7,23 4,58
SD 3,68 3,59 2,81 1,96 3,64 1,64
Tabelle8-6 Serosale Abgabe an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
80 mmol “ I"* | 40 mmol “ I"* | 80 mmol “ I* | 40 mmol “ I"* | 80 mmol * I* | 40 mmol - I
1 7,38 9,78 3,40 3,74 0,51 2,02
2 13,97 3,89 5,86 1,62 4,28 0,22
3 7,11 4,40 3,37 1,88 1,15 0,80
Mittelwert 9,49 6,02 4,21 2,41 1,98 1,01
SD 3,89 3,26 1,43 1,16 2,02 0,92
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Tabelle8-7 Gewebeakkumulation an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)

Tier Acetat Propionat Butyrat
80 mmol “ I | 40 mmol “ I | 80 mmol * I* | 40 mmol - I* | 80 mmol - It | 40 mmoal - I
1 2,16 0,58 0,87 0,18 0,84 0,38
2 1,99 0,37 0,77 0,11 1,02 0,41
3 2,38 1,09 0,81 0,54 0,88 0,35
Mittelwert 2,18 0,68 0,82 0,28 0,91 0,38
SD 0,20 0,37 0,05 0,23 0,09 0,03
Tabelle8-8 Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
80 mmol “ I | 40 mmol * I | 80 mmol * I* | 40 mmol - It | 80 mmol - It | 40 mmoal - I
1 8,08 7,76 7,23 5,16 3,62 3,25
2 8,59 7,45 7,50 3,95 6,13 2,07
3 9,48 6,63 4,35 3,29 4,29 4,26
Mittelwert 8,72 7,28 6,36 4,13 4.68 3,19
SD 0,71 0,58 1,75 0,95 1,30 1,10
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8.4 Einzelergebnissezu Kap. 3.5

Tabelle8-9 Aufnahme an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in mmol xh™*)

Tier Acetat Propionat Butyrat
mukosal serosal mukosal serosa mukosal serosd
1 7,80 13,01 7,46 7,62 4,98 5,07
2 11,81 14,91 6,93 8,17 5,69 6,27
3 14,16 12,45 8,83 7,55 4,52 5,68
Mittelwert 11,26 13,46 7,74 7,78 5,06 5,67
SD 3,22 1,29 0,98 0,34 0,59 0,60
Tabelle 8-10 Abgabe an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
mukosal serosal mukosal serosd mukosal serosa
1 1,86 6,51 3,43 2,97 1,86 1,32
2 6,45 10,06 3,89 4,19 2,84 1,80
3 8,85 7,93 4,17 3,49 1,20 3,97
Mittelwert 572 8,17 3,83 3,55 1,97 2,36
SD 3,55 1,79 0,37 0,61 0,83 1,41
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Tabelle8-11 Gewebeakkumulation an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)

Tier Acetat Propionat Butyrat
mukosal serosal mukosal serosal mukosal serosal
1 2,66 1,65 0,99 0,55 0,74 0,39
2 2,31 0,83 0,93 0,30 0,75 0,31
3 2,79 0,68 1,04 0,12 0,75 0,23
Mittelwert 2,59 1,05 0,99 0,32 0,75 0,31
SD 0,25 0,52 0,06 0,22 0,01 0,08
Tabelle8-12 Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
mukosal serosal mukosal serosal mukosal serosal
1 3,28 4,85 3,04 4,10 2,38 3,37
2 3,06 4,02 2,11 3,68 2,09 4,16
3 2,52 3,84 3,63 3,95 2,57 1,48
Mittelwert 2,95 4,24 2,93 391 2,35 3,00
SD 0,39 0,54 0,77 0,21 0,24 1,38
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8.5 Einzelergebnissezu Kap. 3.6.1
Tabelle 8-13 Mukosale Aufnahme an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in mmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
pH 7,4 pH 6,4 pH 7,4 pH 6,4 pH 7,4 pH 6,4
1 18,97 17,40 8,52 7,88 5,29 5,67
2 13,77 17,50 7,65 7,66 6,36 4,57
3 21,79 18,82 10,31 9,06 8,10 5,75
4 11,79 22,85 7,92 11,24 6,82 9,29
Mittelwert 16,58 19,14 8,60 8,96 6,64 6,32
SD 4,61 2,55 1,20 1,64 1,16 2,05
Tabelle 8-14 Serosale Abgabe an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in mmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
pH 7,4 pH 6,4 pH 7,4 pH 6,4 pH 7,4 pH 6,4
1 7,11 8,18 3,37 4,25 1,15 1,80
2 6,49 7,04 3,49 3,70 2,21 2,46
3 13,13 7,76 5,07 5,69 3,18 2,46
4 3,48 7,85 2,71 6,36 1,92 512
Mittelwert 7,55 7,71 3,66 5,00 2,12 2,96
SD 4,04 0,48 1,00 1,24 0,84 1,47
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Tabelle 8-15 Gewebeakkumulation an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)

Tier Acetat Propionat Butyrat
pH 7,4 pH 6,4 pH 7,4 pH 6,4 pH 7,4 pH 6,4
1 2,38 2,13 0,81 0,77 0,88 0,74
2 0,95 0,70 0,37 0,34 0,24 0,27
3 0,81 0,82 0,40 0,43 0,19 0,18
4 1,07 0,86 0,58 0,59 0,29 0,36
Mittelwert 1,30 1,13 0,54 0,53 0,40 0,39
SD 0,73 0,67 0,20 0,19 0,32 0,25
Tabelle8-16 Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
pH 7,4 pH 6,4 pH 7,4 pH 6,4 pH 7,4 pH 6,4
1 9,48 7,10 4,35 2,86 4,29 3,14
2 6,33 9,77 3,78 3,63 3,91 1,84
3 7,84 10,24 4,85 2,94 4,74 3,11
4 7,24 14,13 4,63 4,30 4,61 3,81
Mittelwert 7,72 10,31 4,40 3,43 4,39 2,98
SD 1,33 2,90 0,46 0,67 0,37 0,82
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8.6 Einzelergebnissezu Kap. 3.6.2
Tabelle 8-17 Mukosale Aufnahme an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in mmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
pH 7,4 pH 5,4 pH 7,4 pH 5,4 pH 7,4 pH 5,4
1 18,93 15,18 7,23 6,44 574 6,45
2 11,49 18,81 5,37 6,79 4,25 4,92
3 19,97 12,86 9,49 7,50 6,70 577
4 13,77 17,49 7,65 7,72 6,36 572
5 21,79 21,64 10,31 10,42 8,10 8,21
Mittelwert 17,19 17,20 8,01 7,77 6,23 6,21
SD 4,36 3,37 1,95 1,57 1,40 1,24
Tabelle 8-18 Serosale Abgabe an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
pH 7,4 pH 5,4 pH 7,4 pH 5,4 pH 7,4 pH 5,4
1 532 8,45 2,72 4,10 1,30 2,59
2 5,40 8,73 2,67 4,32 0,88 2,35
3 6,36 7,00 2,99 354 1,70 2,10
4 6,49 6,99 3,49 3,97 2,21 2,97
5 13,13 7,92 5,07 5,99 3,18 3,22
Mittelwert 7,34 7,82 3,39 4,38 1,85 2,65
SD 3,28 0,81 0,99 0,94 0,89 0,45
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Tabelle 8-19 Gewebeakkumulation an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in mmol xh™*)

Tier Acetat Propionat Butyrat
pH 7,4 pH 5,4 pH 7,4 pH 5,4 pH 7,4 pH 5,4
1 2,35 1,99 1,13 1,01 0,78 0,68
2 1,86 1,72 0,67 0,73 0,54 0,56
3 1,30 1,48 0,52 0,59 0,56 0,64
4 0,95 1,06 0,37 0,43 0,24 0,39
5 0,81 1,35 0,40 0,66 0,19 0,31
Mittelwert 1,45 1,52 0,62 0,68 0,46 0,52
SD 0,64 0,35 0,31 0,21 0,25 0,16
Tabelle8-20 Verlust an Acetat, Propionat und Butyrat
(Alle Angaben in nmol xh™*)
Tier Acetat Propionat Butyrat
pH 7,4 pH 5,4 pH 7,4 pH 5,4 pH 7,4 pH 5,4
1 11,26 4,73 3,38 1,32 3,66 3,17
2 4,23 8,35 2,03 1,74 2,83 2,01
3 12,30 6,87 5,97 4,86 4,44 3,92
4 6,33 9,45 3,78 3,31 3,91 2,37
5 7,84 12,37 4,85 3,78 4,74 4,68
Mittelwert 8,39 8,35 4,00 3,00 3,92 3,23
SD 3,37 2,86 1,49 1,46 0,74 1,10
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