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l. EINLEITUNG

Eine fein regulierte Steuerung der Kalzium-Homoostase ist eine essentielle
Voraussetzung fiir einen funktionierenden Organismus bei allen S&ugetieren.
Diese wird erreicht durch die permanente Kontrolle der Kalzium-Aufnahme und
-Ausscheidung und die intrazellulare Pufferung von Kalzium. Dieses
Gleichgewicht wird maligeblich durch Vitamin D reguliert, in dem das Vitamin
die Gentranskription verschiedener Kalzium-Handling-Proteine steuert. Vermittelt
werden Vitamin-D-Effekte Gber den nukledren Vitamin-D-Rezeptor (VDR), der
als Transkriptionsfaktor agiert. Die epithelialen Kalzium-Kandle Transient
Receptor Potential Vanilloid (TRPV) 5 und TRPV 6 erméglichen die Aufnahme
von Kalzium in das Zellinnere. Dort wird es an das Kalzium-Transportprotein
Calbindin gebunden. Ein Teil des zytosolischen Kalzium-Gehalts wird mithilfe
der sarko-endoplasmatischen-Retikulum-Kalzium-ATPase (SERCA) in das
endoplasmatische oder sarkoplasmatische Retikulum (ER oder SR) beftrdert und
dort gespeichert. Der Rest der aufgenommenen Kalzium-Menge kann Gber die in
der Plasmamembran lokalisierten Transporter Natrium-Kalzium-Austauscher
(NCX) oder Plasma-Membran-Kalzium-ATPase (PMCA) wieder aus der Zelle

heraus befordert werden.

Es ist bekannt, dass diese Proteine hauptsédchlich in Dinndarm und Niere
vorkommen, die beiden Organe, die eine Schlisselrolle fur die Aufrechterhaltung
physiologischer Kalzium-Konzentrationen einnehmen. Verschiedene Studien
belegen jedoch, dass auch die Insulinsekretion aus den Beta-Zellen (B-Zellen) des
Pankreas sowohl durch Kalzium als auch durch Vitamin D reguliert wird
(NORMAN et al., 1980; KAJIKAWA et al., 1999).

Studien Uber den Nachweis und die Lokalisation relevanter Kalzium-Handling-
Proteine gibt es bisher hauptséchlich bei Nagetier-Modellen und beim Menschen.
In der vorliegenden Studie wurden erstmals das Vorkommen und die Lokalisation
wichtiger Kalzium-Handling-Proteine in Duodenum, Niere und endokrinem

Pankreas beim Hund untersucht.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Kalzium-Homaoostase

Kalzium ist von allen Mineralstoffen im Korper mengenmdRig am stérksten
vertreten, in einem erwachsenen Menschen sind es etwa 1000 Gramm. Der
Groliteil des Gesamtkalzium-Gehalts ist in der Knochenmatrix und der
Zahnsubstanz in Form von Kalzium-Hydroxylappatit gebunden, nur ein kleiner
Teil liegt in ionisierter Form vor. Dieser mengenméafig kleine Teil des Kalzium-
Gehalts spielt eine entscheidende Rolle fiir den Organismus, da die
Aufrechterhaltung der Kalzium-Homdbostase Voraussetzung fiir  viele
Korperfunktionen ist (RINGER, 1883; WEBER, 1959; FUKUGAWA &
KUROKAWA, 2002). Im Vergleich zu allen anderen lonen weist Kalzium die
hochste Konzentrationsdifferenz zwischen Intra- und Extrazellularraum auf.
Daher ist es als Signalmolekil besonders geeignet und an vielen Signalkaskaden
beteiligt (BOOTMAN & BERRIDGE, 1995; RIZZOLI & BONJOUR, 1998;
CARAFOLLI, 2002).

Die Kklassische Funktion von Kalzium ist die eines Second-Messengers
(CLAPHAM, 1995). Das bedeutet, dass von extrazellular kommende Signale im
Zellinneren durch Veranderung des zytosolischen Kalzium-Spiegels weitergeleitet
werden. Dies kann auf zwei Wegen geschehen, durch Freisetzung von Kalzium
aus intrazelluldren Speicherorganellen oder durch Kalzium-Einstrom aus dem
Extrazellularraum. Die dafur bendtigten membranstéandigen Kalzium-Kanale sind
ihrerseits durch Kalzium aktivierbar (BEZPROZVANNY & EHRLICH, 1995).
Dies wird als Kalzium-induzierte Kalzium-Freisetzung bezeichnet (PUTNEY,
1986, 1990).

Die Geschwindigkeit, mit der der intrazelluldre Kalzium-Spiegel ([Ca®']i)
ansteigt, muss einerseits sehr variabel sein, um sich den jeweiligen Zelltypen und
Bedurfnissen anzupassen, andererseits missen langer andauernde Erhéhungen des
[Ca®]i vermieden werden. Ein erhdhter Kalzium-Gehalt im Zytosol kann
verschiedene zellschadigende Mechanismen in Gang setzen, insbesondere die
Schéadigung des Zytoskeletts durch Aktivierung von katabolen Enzymen, wie
Phospholipasen, Proteasen und Endonukleasen. Die daraus resultierenden Defekte
an der Zelle kénnen bis zum Zelluntergang fiihren (SCHANNE et al., 1979;
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ORRENIUS et al., 1992b; ORRENIUS et al., 19923; TRUMP & BEREZESKY,
1995). Aufgrund dieser zytotoxischen Eigenschaften wird der [Ca®*]; in sehr
engen Grenzen zwischen 20 - 100 Nanomol/Liter (nmol/l) gehalten (CARAFOLI,
1988c; CARMELIET et al., 2003; HOUILLIER et al., 2003).

Um die unkontrollierte Diffusion von Kalzium in die Zelle zu verhindern, sind
fast alle Zellen mit teils hochaffinen Kalzium-Transportern und
-Bindungsproteinen ausgestattet (CARAFOLI, 1994a). Damit Kalzium als
ubiquitares Signalmolekiil funktionieren kann, bedarf es einem angepassten
Verteilungsmuster an Kalzium-Pumpen und -Transportproteinen fur jedes
Gewebe. Fir viele Organe kennt man bereits Gewebs-spezifische Isoformen der
Kalzium-Handling-Proteine (CARAFOLI, 1988b; FRIEDMAN & GESEK, 1995;
GUERINI, 1998; HOENDEROP et al., 2000b).

Auch im Extrazellularraum hat Kalzium eine groRRe Bedeutung als Signalmolekdl,
hier jedoch in Form eines First-Messengers (BROWN et al., 1993; BROWN et al.,
1999). Das bedeutet, dass Kalzium im Extrazellularraum an Rezeptoren auf der
Zellmembran bindet und dadurch Signalkaskaden innerhalb der Zelle aktivieren
kann. Der extrazellulare Kalzium-Gehalt muss, wie der intrazelluldre Gehalt,
innerhalb sehr enger Grenzen gehalten werden [1,1 - 1,3 Millimol/Liter (mmol/I}],
da beim Uberschreiten des Loslichkeitsprodukts im Extrazellularraum
Kalziumphosphat ausféllt, das zur Kalzifizierung von Gewebe mit nachfolgenden
Schéden an den entsprechenden Organen fiihren kann (ANDERSON, 1981;
SHANAHAN, 2005).

Die wichtigsten Organsysteme zur Aufrechterhaltung der Kalzium-Homdostase
sind Darm, Niere und Knochen (HURWITZ, 1996; FUKUGAWA &
KUROKAWA, 2002). Im Knochengewebe ist ionisiertes Kalzium fest in der
Knochenmatrix gebunden, daher kann dieser Anteil am Gesamtkalzium nur sehr
langsam verandert werden. Die hormongesteuerte Regulation in Niere und Darm
ermdglicht dagegen eine kurzfristig Anpassung des nicht gebundenen Kalzium-
Anteils (BINDELS, 1993; GAMA et al., 1997; VAN CROMPHAUT et al., 2001).

1.1. Kalzium-Absorption
Der Kalzium-Transport durch Epithelzellen ist ein dreistufiger Prozess, bestehend
aus dem passiven Kalzium-Einstrom an der apikalen Membran, Diffusion durch

das Zytosol und dem energieabhangigen Ausstrom an der basolateralen Membran.
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Der proximale Dinndarm und die distalen Tubulusnephrone der Niere sind die
Hauptorte, in denen die Kalzium-Aufnahme entgegen dem elektrochemischen
Gradienten stattfindet (PENG et al., 2003b).

Der gegentiber dem Zellinneren erhdhte Kalzium-Gehalt im Extrazellularraum
ermoglicht den Kalzium-Einstrom an der apikalen Zellmembran durch die
epithelialen Kalzium-Kandle TRPV 5 und TRPV 6 (PENG et al., 2003b). Zur
Diffusion durch das Zytoplasma wird Kalzium an das Kalzium-Transportprotein
Calbindin gebunden. Der Kalzium-Ausstrom an der basolateralen Membran ist ein
energieverbrauchender Prozess, der durch die Kalzium-Pumpen PMCA und/oder
den Natrium-Kalzium-Austauscher NCX geschieht. Ein Teil des [Ca®*]; wird
mithilfe der SERCA in das ER oder SR befordert, wo es gespeichert wird, bis es
bei einer Aktivierung der Zelle wieder in das Zytoplasma freigesetzt wird (siehe
Abbildung 1). Kontrolliert werden diese Transportproteine malgeblich durch
1,25-(OH),D3 (1,25-Dihydroxycholecalciferol), die aktivierte Form von Vitamin
D (WASSERMAN & FULLMER, 1995; OKANO et al., 2004).

N
4@9 Nucleus

VDR
—-TRPV5—>
ER/SR — NCX 1 —>
| e |
—SRPVE— {cay—pMcAt—>

\ (e pask J

y il . N

Abbildung 1: Kalzium-Transport durch eine Epithelzelle (schematisch)

Kalzium (Ca™) wird an der luminalen Seite durch die Transporter Transient
Receptor Potential Vanilloid (TRPV) 5 und 6 in die Zelle aufgenommen. Im
Zytoplasma wird es an Calbindin-D28k (Calb-D28k) gebunden und dann
entweder durch die sarko-endoplasmatische-Retikulum-Kalzium-ATPase
(SERCA) in das endoplasmatische (ER) oder sarkoplasmatische Retikulum (SR)
transportiert oder an der basolateralen Membran durch den Natrium-Kalzium-
Austauscher (NCX) oder die Plasmamembran-Kalzium-ATPase (PMCA) aus der
Zelle transportiert. Reguliert werden diese Vorgange maRgeblich durch den
Vitamin-D-Rezeptor (VDR).
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1.1.1. Kalzium-Absorption im Darm

Die intestinale Kalzium-Aufnahme geschieht auf zwei Wegen, entweder passiv
durch die Interzellularrdume oder aktiv durch die Enterozyten. Bei der Aufnahme
Kalzium-reicher Nahrung tberwiegt der passive, parazelluldre Kalzium-Einstrom.
Diese Kalzium-Aufnahme durch den Interzellularraum der Enterozyten bendtigt
keine Kalzium-Transportproteine. Bei begrenztem Kalzium-Angebot in der
Nahrung uberwiegt jedoch die transzellulare Aufnahme durch die Enterozyten
mithilfe von Kalzium-Pumpen (BRONNER et al., 1986; PANSU et al., 1993). Die
Kalzium-Aufnahme Uber die Mikrovilli an der apikalen Plasmamembran der
Enterozyten entspricht dem fur alle Epithelzellen beschriebenen Vorgang. Dieser
Transport  ist, dem  elektrochemischen  Gradienten  folgend, ein
energieunabhéngiger Prozess, da der Kalzium-Gehalt in den Enterozyten viel
niedriger ist (107 bis 10°® mol/l) als der im Darmlumen (10 mol/l). Zusétzlich ist
das Zytoplasma im Vergleich zum Darmlumen starker elektronegativ; dies
beglnstigt die Aufnahme der positiv geladenen Kalzium-lonen (WASSERMAN
& FULLMER, 1995). Die Ausschleusung von Kalzium an der basolateralen
Membran erfolgt entgegen einem elektrochemischen Gradienten hauptsachlich
durch energieverbrauchende Kalzium-Pumpen (WASSERMAN et al., 1992;
PANSU et al., 1993).

1.1.2. Kalzium-Absorption in der Niere

Um den Gehalt an freiem Kalzium im Korper konstant zu halten, wird 98 % der
im Glomerulum filtrierten Kalzium-Menge in den Nephronen der Niere
rickresorbiert (FRIEDMAN & GESEK, 1995). Ebenso wie im Darm kann
Kalzium auch in der Niere sowohl passiv parazellular als auch aktiv transzelluléar
absorbiert werden (BINDELS, 1993). Der Grofteil der Kalzium-Reabsorption
findet im proximalen Tubuluskonvolut und im geraden Teil des proximalen
Tubulus als passiver, parazellularer Einstrom statt. Die aktive, transzellulare
Kalziumrickresorption durch die Epithelzellen findet Gberwiegend in den distalen
Teilen des Nephrons statt, hauptsachlich im distalen Tubuluskonvolut, den
Verbindungsstiicken und teilweise im Anfangsstiick der Sammelrohre (BINDELS,
1993; REILLY & ELLISON, 2000).

Die Mechanismen der transzelluldren Kalzium-Aufnahme im Tubulussystem der
Niere sind vergleichbar mit denen im Darm. Dem passiven Einstrom an der

apikalen Membran folgt die an Calbindin gebundene Diffusion durch das
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Zytoplasma mit nachfolgender aktiver Ausschleusung an der basolateralen
Membran (VAN OS, 1987; LAMBERS et al., 2006).

1.2. Kalzium-Transportproteine

Um die Aufrechterhaltung der Kalzium-Homoostase zu gewahrleisten, sind eine
Reihe von Kalzium-Transportproteinen und -Kanélen notig. Die Expression dieser
Proteine ist in verschiedenen Geweben und teilweise bei verschiedenen Spezies
unterschiedlich (CARAFOLI, 1994a).

1.2.1. TRPV 5und TRPV 6

TRPV 5, auch genannt Epithelial Calcium Channel 1 (ECaC 1) oder Calcium
Transporter 2 (CaT 2) und TRPV 6, auch genannt Epithelial Calcium Channel 2
(ECaC 2) oder Calcium Transporter 1 (CaT 1), sind zwei von sechs Mitgliedern
der TRPV-Subfamilie (HOENDEROP et al., 1999; PENG et al.,, 1999), einer
heterogenen Gruppe von Kalzium-permeablen Kationenkandlen (HARTENECK
et al., 2000). TRPV 5 und 6, die eine zu 75 % gleiche Aminosaurestruktur
besitzen (MONTELL, 2001), sind Kalzium-selektive Kanéle und regulieren
entscheidend die Kalzium-Aufnahme an der apikalen Seite von Kalzium-
transportierenden Epithelien (PENG et al., 2003b). Da sie den limitierenden
Schritt in der aktiven Resorption von Kalzium darstellen, werden diese Proteine
auch als ,,Gatekeeper® des transepithelialen Kalzium-Transports bezeichnet
(MULLER et al., 2000; HOENDERORP et al., 2002b).

Bei Vorliegen eines physiologischen Membranpotentials sind die Kanéle gedffnet
und somit kann Kalzium durch die Kandle in die Zelle stromen. Um einen
intrazellularen Kalzium-Anstieg auf toxische Level zu vermeiden, werden die
Kanéle durch einen Anstieg des zytoplasmatischen Kalzium-Gehalts inaktiviert
(NILIUS et al., 2001; VENNEKENS et al., 2001). TRPV 6 zeigt eine schnelle
(~ 50 Millisekunden) und eine langsame Phase der Inaktivierung (NIEMEYER et
al., 2001). TRPV 5 kann nicht so schnell inaktiviert werden (PENG et al., 2003b).
Die anschlieende Erholungsphase dauert bei TRPV 5 ebenfalls etwa doppelt so
lang wie bei TRPV 6 (HOENDEROP et al., 2001b). Da der Kalzium-Gehalt im
Darmlumen in Abhéangigkeit von der Nahrungszusammensetzung sehr stark
variiert, werden im Darm Uberwiegend die Kalzium-Transporter TRPV 6
exprimiert, die Uber einen sehr schnellen Inaktivierungsmechanismus verfugen.

Dadurch kénnen die Enterozyten vor einem zu stark variierenden Kalzium-
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Einstrom geschitzt werden. Der Kalzium-Gehalt in der Niere ist dagegen
abhéngig vom Kalzium-Gehalt im Blut und ist daher nicht solchen starken
Schwankungen ausgesetzt. Somit ist eine entsprechend schnelle Unterbrechung
des Kalziumeinstroms in die Nierenzellen nicht notig. Daher (berwiegt in der
Niere der Kalziumtransporter TRPV 5 (NILIUS et al., 2002; SONG et al., 2003;
HOENDERORP et al., 2004).

Beim Menschen gibt es kaum Daten (ber das Vorkommen von TRPV 5. Der
Transporter wurde in humanem Darmgewebe nicht nachgewiesen. In der Niere
des Menschen wird TRPV 5 in geringem MaRe im Bereich der Nierenrinde und
dem &uReren Nierenmark gefunden (PENG et al., 2001, 2003a). In der Niere von
Mausen und Ratten wurde der Transporter dagegen als wichtigster Kalzium-Kanal
identifiziert (PENG et al., 2000; NIJENHUIS et al., 2003; PENG et al., 2003b;
OZ et al, 2007). Bei der Ratte ist das Vorkommen von TRPV 5 auch in
Duodenum und Caecum nachgewiesen (VAN ABEL et al., 2003; BROULAND et
al., 2005; SATO et al., 2006), im Colon wurde bisher nur seine mRNA gefunden
(TEERAPORNPUNTAKIT et al., 2009). Bei Mausen konnte TRPV 5 im
Duodenum identifiziert werden (VAN CROMPHAUT et al., 2001; BOUILLON
et al., 2003; VAN ABEL et al., 2003). Beim Kaninchen wurde TRPV 5 bisher in
Duodenum, Jejunum (HOENDEROP et al., 1999) und der Niere gefunden
(HOENDERORP et al., 2000a; PENG et al., 2003a) (siehe Tabelle 1).

Uber das Vorkommen des Kalzium-Transporters TRPV 6 im menschlichen Darm
gibt es unterschiedliche Angaben. In vielen Studien ist angegeben, dass der
Transporter nur im Duodenum vorkommt (BARLEY et al., 2001; WALTERS et
al., 2004; BALESARIA et al., 2009; KIM et al., 2009). Es gibt aber auch Berichte
Uber die Expression von TRPV 6 im gesamten menschlichen Darm (PENG et al.,
2000; ZHUANG et al., 2002) oder im Colon (HOWARD et al., 1993; IRNATEN
et al., 2008). Die TRPV-6-Expression in humaner Niere ist noch weniger gut
erforscht. Teilweise wurde der Transporter hier gar nicht gefunden (BARLEY et
al., 2001), wahrend er in anderen Studien als wichtigster Kalzium-Transporter in
der Niere des Menschen beschrieben wird, mit einer zehnfach hohere Expression
von TRPV 6 gegenuber TRPV 5 (PENG et al., 2001). An Ratten wurde TRPV 6
in allen Darmabschnitten nachgewiesen (PENG et al., 1999; VAN ABEL et al,,
2003; SATO et al., 2006; TISSANDIE et al., 2008; FUKUSHIMA et al., 2009;
TEERAPORNPUNTAKIT et al., 2009). In der Niere von Ratten konnte der
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Transporter bisher jedoch nicht gefunden werden (PENG et al., 1999). Mause
im  Duodenum (VAN
CROMPHAUT et al., 2001; BOUILLON et al., 2003; VAN ABEL et al., 2003;
HUYBERS et al., 2007) und im proximalen Colon (XUE & FLEET, 2009). In
Nieren von Madusen kommt TRPV 6 in den distalen Tubuluskonvoluten, den

exprimieren diesen  Transporter hauptsachlich

Verbindungsstiicken und Sammelrohren des Tubulussystems vor (NIJENHUIS et
al., 2003; LEE et al., 2004; OZ et al., 2007; KIM et al., 2009) (siehe Tabelle 2).

Studien, die die genaue Lokalisation von TRPV 5 und 6 im Darm untersuchten,
fanden den Transporter ausschlie3lich an der apikalen Membran von Enterozyten
und im Dinndarm nur in Enterozyten im Bereich der Darmzotten-Spitzen
(HOENDERORP et al., 2000b; PENG et al., 2000; ZHUANG et al., 2002; VAN
ABEL et al., 2003). Bei allen bisher untersuchten Tierarten wird TRPV 5 in der
Niere an der apikalen Membran der Epithelzellen des distalen Tubuluskonvoluts,
der Verbindungsstucke und teilweise im angrenzenden Sammelrohr exprimiert.
Das sind die Zellen, in denen die aktive Kalzium-Resorption stattfindet und die
auch andere Proteine fiir das Kalzium-Handling, wie Calbindin-D28k und NCX 1,
exprimieren (HOENDERORP et al., 2000a; HOENDERORP et al., 2003b; PENG et
al., 2003a). Das Verteilungsmuster von TRPV 6 in der Niere ist wenig erforscht,
es gibt jedoch Hinweise, dass der Transporter zusammen mit TRPV 5 in den
Nierenepithelzellen vorkommt (HOENDEROP et al., 2003a).

Tabelle 1: Expression des Transient Receptor Potential Vanilloid (TRPV) 5 in
Darm und Niere von Saugetieren

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstiick,
-- = Vorkommen nicht beschrieben

L Intrazellulare . Intrazellulare
. Lokalisation S Lokalisation L.
Spezies ; Lokalisation . . Lokalisation
im Darm in der Niere .
(Darm) (Niere)
Mensch B Nl_erenrmde,
Nierenmark
Duodenum, Apikale Apikale
Ratte Caecum, Zellmembran DTK, VS Zellmembran
Colon der der
Maus Duodenum Darmepithel- DTK, VS, SaR Tubulusepithel-
zellen zellen
Kaninchen | Duodenum, DTK, VS
Jejunum
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Tabelle 2: Expression des Transient Receptor Potential Vanilloid (TRPV) 6 in
Darm und Niere von Sdaugetieren

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstick,
-- = Vorkommen nicht beschrieben, * = Lokalisation nicht bestéatigt

L okalisation Intrazellulare L okalisation Intrazellulare
Spezies im Darm Lokalisation in der Niere Lokalisation
(Darm) (Niere)
Duodenum,
Colon, Distales
Mensch M(gesnar[r;terrm Apikale Segrg?rrl\i des Apikale
ag‘?rz;kt? " | Zellmembran Zellmembran
der der
Ratte Gesamter Darmepithel- B Tubulusepithel-
Darm zellen* zellen*
Duodenum,
Maus Colon DTK, VS, SaR

1.2.2. Calbindin-D28k

Beim Sduger unterscheidet man zwei verschiedene Vitamin-D-abhangige
Kalzium-bindende Proteine, das 9000-Dalton-Calbindin (Calbindin-D9k) und das
28000-Dalton-Calbindin (Calbindin-D28k) (HOWARD et al., 1992). Diese
hauptséachlich im Zytosol vorkommenden Proteine gehdren zu einer Familie von
hochaffinen Kalzium-bindenden Proteinen, der auch Calmodulin und Parvalbumin
angehoren (KUMAR et al., 1989; HEIZMANN & HUNZIKER, 1991).

Calbindin nimmt eine wichtige Stellung bei der Kalzium-Aufnahme Uber
Epithelzellen ein. Nur mithilfe der Kalzium-bindenden Proteine kann der
Kalzium-Transport durch Epithelzellen stattfinden und trotzdem der Gehalt an
freiem Kalzium im Zytoplasma niedrig gehalten werden (BRONNER & STEIN,
1988). Nachdem Kalzium an der apikalen Zellmembran durch die Kalzium-
Transporter TRPV 5 und 6 in die Zelle aufgenommen wurde, wird es umgehend
an Calbindin gebunden und zur basolateralen Zellmembran transportiert, um hier
aus der Zelle exportiert zu werden (siehe Abbildung 1). Da die Kalzium-
Aufnahme an der apikalen Membran durch einen hohen Gehalt an freiem Kalzium
an der apikalen Membran gehemmt wird, wird der transepitheliale Kalzium-
Transport durch Calbindin erhéht, indem Calbindin das freie Kalzium direkt nach
seiner Aufnahme bindet und von der apikalen Membran weg transportiert
(FEHER et al., 1992; CHARD et al., 1993). Calbindin-D28k ist hochaffin fur
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Kalzium, zeigt aber eine langsame Bindungs-Kinetik. Dadurch kann Kalzium
trotz der hochaffinen Bindung an Calbindin als Second-Messenger agieren, da bei
einem schnellen Anstieg des Kalzium-Gehalts im Zytoplasma weitere
Signalkaskaden aktiviert werden, bevor Kalzium an Calbindin gebunden und
abgepufffert wird (LEATHERS et al., 1990; KOSTER et al., 1995; LI et al.,
1995).

Calbindin-D28k wird bei Sdugetieren besonders stark in der Niere exprimiert
(ROTH et al., 1982a; RHOTEN et al., 1984), wéhrend im Darm Calbindin-D9k
fur die Bindung von Kalzium in den Epithelzellen verantwortlich ist
(HEMMINGSEN et al., 2002; LEE et al., 2003; YAMAGISHI et al., 2006). Die
Expression von Calbindin-D28k in der Niere ist Gegenstand vieler Forschungen
bei Menschen (BORKE et al., 1988; KUMAR et al., 1994), Ratten (BINDELS et
al., 1991; WANG et al., 2008), Mausen (LOFFING et al., 2001; LEE et al., 2004)
und Kaninchen (TAYLOR et al., 1982; VAN BAAL et al., 1996; VAN ABEL et
al., 2005). Zusétzlich wurde das Protein in der Niere von Affen und Schweinen
nachgewiesen (SCHREINER et al., 1983) (siehe Tabelle 3).

Aufgrund seiner Rolle als intrazelluldrer Kalzium-Puffer wird Calbindin-D28Kk in
den gleichen Nierenzellen exprimiert wie der Kalzium-Transporter TRPV 5, also
in den Epithelzellen des distalen Tubuluskonvoluts, der Verbindungsstiicke und
der Anfangsstiicke der Sammelrohre. Als mobiles Kalzium-Bindungsprotein
kommt Calbindin im gesamten Zytoplasma dieser Zellen vor (TAYLOR et al.,
1982; SCHREINER et al., 1983; BINDELS et al., 1991; VAN BAAL et al,,
1996).
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Tabelle 3: Expression von Calbindin-D28k in Darm und Niere von Sdugetieren

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstick,
-- = Vorkommen nicht beschrieben

. Intrazellulare L Intrazellulare
Spezies L okalisation Lokalisation L okalisation Lokalisation
P im Darm in der Niere .
(Darm) (Niere)
Mensch DTK
Ratte DTK
Maus DTK, VS
_ _ Zytoplasma der
Kaninchen DTK, VS, SaR | Epithelzellen
Affe,
Schwein DTK, VS, SaR

1.2.3. PMCA 1

Die Kalzium-Pumpen der Plasmamembran, PMCA, sind in allen eukaryotischen
Zellen fir den Kalzium-Ausstrom aus dem Zytosol verantwortlich (CARAFOLI,
1988b). In vielen Zellen geschieht der Kalzium-Export sogar ausschliel3lich Gber
diese hochaffinen Kalzium-Transporter. Lokalisiert an der basolateralen
Membran, bewirken sie den Kalzium-Ausstrom nach extrazellular entgegen einem
starken  Konzentrationsgradienten (DUNHAM &  GLYNN, 1961,
SCHATZMANN, 1966). Dieses Transportsystem hat eine sehr hohe Affinitat fur
Kalzium und gewdhrleistet einen stetig gleichbleibend niedrigen [Ca®*]; in Ruhe
(CARAFOLLI, 1991). Die Kapazitét dieser Transporter ist jedoch gering. PMCA
kdnnen auf verschiedene Arten aktiviert werden, der wichtigste Aktivator ist
Calmodulin (SCHARFF & FODER, 1982; ENYEDI et al., 1987; FALCHETTO
et al.,, 1991). Wenn Calmodulin an die Calmodulin-Bindungsstelle von PMCA
gebunden hat, beginnt der Transporter zu arbeiten und verbraucht jeweils ein
Adenosin-Triphosphat-(ATP-)Molekul fur jedes Kalzium-lon, das aus der Zelle
herausgebracht wird (VILLALOBO et al, 1986; NIGGLI et al, 1987;
CARAFOLLI, 1991, 1992).

Beim Menschen kodieren vier Gene auf unterschiedlichen Chromosomen fir die
vier Isoformen PMCA 1 - 4 (CARAFOLI, 1994b). Durch alternatives Splicen an

den Schnittstellen jeder Isoform entstehen weitere Splicevarianten (STREHLER
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et al., 1989; STAUFFER et al., 1994). Die Expression der PMCA-Isoformen und
-Splicevarianten wird Zell- und Gewebs-spezifisch reguliert. PMCA 1 und 4
kommen in fast allen Geweben vor, wahrend die Isoformen 2 und 3 nur in
bestimmten Geweben vorkommen, zum Beispiel (z. B.) in Muskelzellen oder der
Niere (GREEB & SHULL, 1989; MAGOSCI et al., 1992; STAUFFER et al.,
1994).

PMCA 1 scheint bei Menschen und Ratten die vorherrschende Isoform im Darm
zu sein und wird besonders stark im Duodenum exprimiert. Beim Menschen
kommt es dartiber hinaus auch im Jejunum und Ileum vor (STOLL et al., 1987,
HOWARD et al., 1993; WALTERS et al., 1999). In der Niere des Menschen ist es
nicht nachgewiesen. Bei der Ratte ist die PMCA-1-Expression in Duodenum und
Ileum in vielen Studien beschrieben (VAN CORVEN et al., 1985; ARMBRECHT
et al., 1988; BORKE et al., 1990; WALTERS et al., 1999). Daruiber hinaus wurde
der Transporter in anderen Studien auch im Colon (TEERAPORNPUNTAKIT et
al., 2009) und den restlichen Darmabschnitten gefunden (GREEB & SHULL,
1989) sowie in den distalen Tubuluskonvoluten der Niere (VAN HEESWIJK et
al., 1984; GREEB & SHULL, 1989; LYTTON et al., 1996). Bei der Maus kommt
der Transporter im Duodenum, dem distalen Tubuluskonvolut und dem
Verbindungsstiick in der Niere vor (LOFFING et al., 2001; VAN CROMPHAUT
et al., 2001; OZ et al., 2007). Beim Kaninchen kommt der Transport ebenfalls im
Duodenum, den distalen Tubuluskonvoluten und Sammelrohren sowie den
Verbindungsstiicken in der Niere vor (HOENDERORP et al., 1999; HOENDEROP
et al., 2000b). Ein Vorkommen von PMCA 1 wurde auch im Duodenum beim
Rind nachgewiesen (YAMAGISHI et al., 2006) (siehe Tabelle 4).

PMCA 1 kommt zusammen mit anderen Kalzium-Handling-Proteinen in den
Kalzium-transportierenden Epithelzellen vor. Das sind im Darm die Enterozyten
und in der Niere die Epithelzellen der jeweiligen Tubulusabschnitte. Lokalisiert
ist der Transporter jeweils an der basolateralen Zellmembran (STOLL et al., 1987;
MAGOSCI et al., 1992; LYTTON et al., 1996; VAN BAAL et al., 1996).
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Tabelle 4: Expression der Plasma Membrane Calcium ATPase (PMCA) 1 in
Darm und Niere von Sdaugetieren

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstick,
-- = Vorkommen nicht beschrieben

L okalisation Intrazellulare L okalisation Intrazellulare
Spezies im Darm Lokalisation in der Niere Lokalisation
(Darm) (Niere)
Duodenum,
Mensch Jejunum, --
lleum Basolaterale Basolaterale
Gesamter Zellmembran Zellmembran
Ratte Darm der DTK der
Darmepithel- Tubulusepithel-
Maus Duodenum sellen DTK, VS sellen
Kaninchen Duodenum DTK, VS, SaR
Rind Duodenum --
1.2.4, NCX 1

Der Natrium-Kalzium-Austauscher NCX 1 ist ein Elektronentransporter an der
basolateralen Zellmembran, der in den meisten eukaryotischen Zellen ein
Kalzium-lon im Austausch gegen drei Natriumionen aus der Zelle heraus
transportiert. Der Transporter kann seine Transportrichtung unter bestimmten
Umstanden auch umdrehen und Kalzium in die Zelle hinein transportieren (WU et
al., 2008). In welche Richtung der NCX-mediierte Kalzium-Strom stattfindet,
hangt malgeblich von den Natrium- und Kalzium-Konzentrationen im
Zytoplasma ab. Generell aktiviert ein hoher Natrium-Gehalt und ein niedriger
Kalzium-Gehalt im Zytoplasma den Einstrom von Kalzium in die Zelle
(DIPOLO, 1979; DIPOLO & BEAUGE, 1987; KIMURA et al., 1987), wahrend
der Kalzium-Ausstrom uber NCX durch hohe Kalzium-Gehalte in der Zelle
aktiviert und durch hohe Natrium-Gehalte in der Zelle gehemmt wird
(BLAUSTEIN & SANTIAGO, 1977; BLAUSTEIN & LEDERER, 1999;

UEHARA et al., 2004).

Der Kalzium-Transport durch NCX verbraucht im Gegensatz zum Kalzium-
Transport durch PMCA keine Energie in Form von ATP (BLAUSTEIN &
HODGKIN, 1969; BLAUSTEIN & SANTIAGO, 1977). Die genauen kinetischen
Eigenschaften von PMCA 1 sind noch nicht endgultig geklart, scheinen aber

durch verschiedene Umgebungsfaktoren wie Kalzium- und Natrium-Gehalt des
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Zytoplasmas, Vorhandensein von ATP und weiteren Faktoren beeinflusst zu
werden. Die Kapazitat des Transporters passt sich dem jeweils aktuellen [Ca®'];
der Zelle an und nimmt mit steigendem [Ca®*]; zu (BLAUSTEIN & SANTIAGO,
1977). NCX hat im Vergleich zu PMCA eine zehnfach niedrigere Affinitat fir
Kalzium, jedoch eine 10- bis 50-fach hohere Durchflussrate als die ATP-
abhéngigen Kalzium-Pumpen (CARAFOLI, 1988a; BLAUSTEIN & LEDERER,
1999).

Beim Sé&ugetier sind bisher drei NCX-Isoformen bekannt: NCX 1, 2 und 3, die
durch drei verschiedene Gene kodiert werden. Zusétzlich werden viele Gewebs-
spezifische Splicevarianten von NCX 1 und NCX 3 beschrieben, allein 32
Varianten fur NCX 1 (SCHULZE et al., 1996). NCX 1 konnte bisher in sehr
vielen Geweben nachgewiesen werden, wobei eine besonders starke Expression
im Gewebe von Niere, Gehirn und Herz zu finden ist (CHEON & REEVES,
1988; KOFUJI et al., 1992; LEE et al., 1994b).

Beim Menschen wurde NCX in Duodenum und Colon gefunden (STOLL et al.,
1987; SAKSENA et al., 2002). Bei Ratten wurde der Transporter in allen
Darmabschnitten nachgewiesen (GHIJSEN et al., 1983; VAN CORVEN et al.,
1985; LEE et al., 1994b; TEERAPORNPUNTAKIT et al., 2009). In der Niere
wurde der Transporter in den distalen  Tubuluskonvoluten und
Verbindungsstiicken von Ratten, Mausen, Meerschweinchen und Rindern
nachgewiesen (SCHONFELD et al., 1984; VAN HEESWIJK et al., 1984;
TALOR & ARRUDA, 1986; VAN BAAL et al., 1996; WHITE et al., 1998;
SCHMITT et al.,, 1999; OZ et al., 2007), beim Kaninchen zusétzlich in den
Sammelrohren der Niere (HOENDEROP et al., 1999; HOENDEROP et al.,
2000b; VAN ABEL et al., 2005) (siehe Tabelle 5).

Im Darm ist der Transporter zusammen mit PMCA 1 an der basolateralen
Membran der Enterozyten lokalisiert (STOLL et al., 1987; SAKSENA et al.,
2002). Die Lokalisation von NCX 1 in der Niere stimmt mit der von PMCA 1
Uberein. Beide Transporter sind an der basolateralen Membran der
Nierenepithelzellen lokalisiert (GMAJ et al., 1979; SCHONFELD et al., 1984;
TALOR & ARRUDA, 1986; BINDELS et al., 1992).
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Tabelle 5: Expression des Natrium Calcium Exchanger (NCX) 1 in Darm und
Niere von Sdugetieren

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstiick,
-- = Vorkommen nicht beschrieben

L okalisation Intrazelluléare L okalisation Intrazelluléare
Spezies im Darm Lokalisation in der Niere Lokalisation
(Darm) (Niere)
Duodenum,
Mensch Colon --
Ratte Gesamter Basolaterale DTK, VS Basolaterale
Darm Zellmembran Zellmembran
Maus, der der
Meerschwein, - Darmepithel- DTK, VS | Tubulusepithel-
Rind zellen zellen
. DTK, VS,
Kaninchen -- SaR
1.2.5. SERCA 3
SERCA sind Kalzium-Pumpen, die den aktiven Transport von Kalzium durch die
Membranen intrazellularer Kalzium-Speicher, wie dem SR oder ER,

gewahrleisten. Sie tragen somit maBgeblich dazu bei, den [Ca®*]; nach einer
Aktivierung der Zelle wieder auf ein physiologisches Ruhe-Level zu reduzieren
(BURK et al., 1989; MACLENNAN et al., 1992).

SERCA gehdren in eine Klasse mit PMCA und NCX. Sie sind im ER und SR,
analog zu PMCA, in der Membran verankert und weisen mit PMCA und NCX
eine starke Strukturéhnlichkeit auf. Da der Kalzium-Gehalt im ER oder SR,
ahnlich dem im Extrazellularraum, deutlich hdher ist als der im Zytoplasma, stellt
der Transport von Kalzium in diese Speicherorganellen einen
energieverbrauchenden verbrauchtem  ATP-Molekil

transportieren SERCA zwei Kalzium-lonen (INESI et al.,, 1980). Nachdem

Prozess dar. Pro
Kalzium durch SERCA in das ER oder SR transportiert wurde, wird es an
Kalzium-Bindungsproteine gebunden. Die Freisetzung aus diesen Speichern
erfolgt Uber spezielle Kandle in der Membran, die durch verschiedene
Signalmolekile aktiviert werden konnen. Der SERCA-mediierte Kalzium-
Transport ist also ein unidirektionaler Transport vom Zytosol in die intrazellularen
Kalzium-Speicher (CAMACHO & LECHLEITER, 1993; PETERSEN et al.,

1993; POZZAN et al., 1994; MELDOLESI & POZZAN, 1998; MORGAN &
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JACOB, 1998; GREENE et al., 2000; YU & HINKLE, 2000).

Bisher wurden drei verschiedene SERCA-Isoformen beschrieben, SERCA 1 bis
SERCA 3. SERCA 1 wird ausschlie3lich in roter Skelettmuskulatur exprimiert
(BRANDL et al., 1986; BRANDL et al., 1987). SERCA 2 kommt in sehr vielen
Gewebearten vor (GUNTESKI-HAMBLIN et al., 1988; LYTTON &
MACLENNAN, 1988). Die Isoform SERCA 3 ist bisher wenig erforscht. Sie wird
jedoch als nicht-Muskel-spezifische Isoform angesehen (BURK et al., 1989; WU
& LYTTON, 1993). Eine starke SERCA-3-Expression wird in hdmatopoetischen
Zellen gefunden (BOBE et al., 1994; WUYTACK et al., 1994), der Transporter
kommt jedoch auch in Endothel- und Epithelzellen verschiedener Organe vor
(BURK et al, 1989). Fir
Splicevarianten beschrieben (BOBE et al., 1994; DODE et al., 1996; POCH et al.,
1998; MARTIN et al., 2002).

SERCA 3 werden aullerdem verschiedene

Die Expression von SERCA 3 in Darm und Niere ist bisher wenig erforscht. Der
Mensch zeigt eine starke Expression im Colon, eine weniger starke im Dinndarm
und eine geringe Expression von SERCA 3 in der Niere (POCH et al., 1998;
GELEBART et al., 2002; BROULAND et al., 2005). Bei Mausen und Ratten
kommt der Transporter ebenfalls in Darm und Niere vor (BURK et al., 1989; WU
et al., 1995; OZOG et al., 1998; MARTIN et al., 2002) (siehe Tabelle 6).

In welchen Zelltypen SERCA 3 in Darm und Niere vorkommt, ist unklar. Die
intrazellulare Lokalisation scheint jedoch entsprechend der Funktion dieses
Kalzium-Transporters auf die Membranen des ER oder SR beschrankt zu sein
(POCH et al., 1998).

Tabelle 6: Expression der Sarco-Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase
(SERCA) 3 in Darm und Niere von Saugetieren

ER = endoplasmatisches Retikulum, n. b. = genaue Lokalisation nicht beschrieben

L Intrazellulare L Intrazellulare
. Lokalisation S Lokalisation L.
Spezies ; Lokalisation . . Lokalisation
im Darm in der Niere .
(Darm) (Niere)
Mensch Dunndarm, n.b.
Colon
Gesamter
Ratte Darm ER n. b. ER
Maus n. b. n. b.
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1.3. Regulation der Kalzium-Homoostase

Vitamin D 3 [1,25-(OH),Ds], die biologisch aktive Form von Vitamin D, hat
verschiedene endokrine Wirkungen auf den gesamten Organismus. Seine
Hauptaufgabe liegt jedoch in der Aufrechterhaltung der Kalzium-Homdostase.
Wichtige Angriffspunkte fur 1,25-(OH),D; stellen somit die Orte der Kalzium-
Aufnahme und -Ausscheidung, Darm und Niere, dar (NICOLAYSEN & EEG-
LARSEN, 1953; YAMAMOTO et al., 1984).

Im Dinndarm bewirkt 1,25-(OH),D; die aktive Aufnahme von Kalzium aus der
Nahrung tiber Kalzium-Kanéle in den Epithelzellen der Darmmukosa (FREUND
& BRONNER, 1975; BOUILLON et al., 2003) und von dort ins Blutgefalsystem
(DANISI et al., 1980). Den limitierenden Schritt der intestinalen Kalzium-
Aufnahme stellt dabei die Kapazitét der epithelialen Kalzium-Kanéle TRPV 6 dar,
die an der luminalen Seite der Enterozyten fir den ersten Schritt der Kalzium-
Aufnahme sorgen (MULLER et al., 2000; HOENDERORP et al., 2002b; MEYER
et al., 2006).

In der Niere fordert 1,25-(OH),D3 die Reabsorption von Kalzium. Das distale
Nephron hat die meisten Rezeptoren fir 1,25-(OH),D3; und vermittelt Gber den
epithelialen Kalzium-Kanal TRPV 5 den Grofteil der Kalzium-Aufnahme
(FRIEDMAN & GESEK, 1993, 1995).

Um den Kalzium-Gehalt im Koérper standig in engen Grenzen zu halten, muss
1,25-(OH),D3; an verschiedenen Stellen Einfluss auf den Kalzium-Stoffwechsel
nehmen. Alle oben beschriebenen Kalzium-Transportproteine nehmen an der
Aufrechterhaltung der Kalzium-Homdostase teil und kénnen in ihrer Expression
und Aktivitat durch 1,25-(OH),D3 reguliert werden (BRONNER & FREUND,
1975; FREUND & BRONNER, 1975; GILL & CHRISTAKOS, 1993; LI et al.,
1998; WOOD et al., 2001; HOENDERORP et al., 2002a; OKANO et al., 2004;
VAN DE GRAAF et al., 2004).

Die meisten Effekte von 1,25-(OH),D3; werden durch den VDR vermittelt
(HAUSSLER et al., 1988; PIKE, 1991; WALTERS, 1992). Dieser intrazellulare
Steroid-Rezeptor  (EVANS, 1988) agiert als  Liganden-induzierter
Transkriptionsfaktor, indem er direkt an spezielle Bindungsstellen der
Desoxyribonukleinsdaure (DNA) bindet, sogenannte Vitamin-D-responsive-
Elemente (VDRES) (ALROQY et al., 1995; KATO, 2000). Nachdem 1,25-(OH),D3
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durch die Zellmembran diffundiert ist, bindet es an den VDR. Dadurch kommt es
am Rezeptor zu einer Konformationsanderung und dieser bildet durch
Zusammenlagerung mit dem Retinoid-X-Rezeptor ein Heterodimer. Die DNA-
Bindungsdoméne dieses Heterodimers bindet nun an die DNA der Zielgene. Die
Bindung des VDR an seine Zielgene kann zu einer vermehrten oder verminderten
Gentranskription fihren (PIKE, 1982, 1991; DUSSO et al., 2005).

Zu den Zielgenen von 1,25-(OH),D3 in Darm und Niere gehoren die oben
beschriebenen Proteine des Kalzium-Handlings. Somit kann der VDR die
Kalzium-Aufnahme (ber Darm und Niere fordern, indem er die
Proteinbiosynthese der dafir bendtigten Transportmechanismen induziert
(HOENDERORP et al., 2001a; HOENDERORP et al., 2002a; SONG et al., 2003;
VAN ABEL et al., 2003).

Die Expression des VDR ist nicht limitiert auf die in den Kalzium-Metabolismus
involvierten Organe wie Knochen, Niere, Darm und Nebenschilddriise. Eine
Expression konnte in Uber 30 verschiedenen Geweben nachgewiesen werden
(STUMPF et al.,, 1979; HAUSSLER et al.,, 1998). Beim Menschen ist das
Vorkommen des VDR im Duodenum aus vielen Studien bekannt (WECKSLER et
al., 1979b; LEE et al., 2003; WALTERS et al., 2007; TEERAPORNPUNTAKIT
et al., 2009). In der menschlichen Niere kommt der Rezeptor im proximalen und
distalen Tubuluskonvolut, den Sammelrohren und den Parietalzellen des
Glomerulums vor (KUMAR et al., 1994). Bei Ratten kommt der VDR in den
Epithelzellen des gesamten Darms (KREAM et al., 1977; STUMPF et al., 1979;
WECKSLER et al., 1979a; CHAN et al., 1984) und im gesamten Tubulusapparat
der Niere vor (STUMPF et al., 1980; KAWASHIMA & KUROKAWA, 1982;
IIDA et al., 1993; LIU et al., 1994; LIU et al.,, 1996). Bei Mausen ist das
Duodenum der Darmabschnittt mit der groBten VDR-Dichte (HIRST &
FELDMAN, 1982; SEINO et al., 1982; SONG & FLEET, 2004), aber auch im
Colon von Mausen wurde der Rezeptor nachgewiesen
(TEERAPORNPUNTAKIT et al., 2009). In Mausenieren kommt der Rezeptor in
allen Teilen der Nierentubuli vor, inklusive dem Glomerulum, dem dicken
aufsteigendem Teil der Henleschen Schleife, dem proximalen und distalen
Tubuluskonvolut, den Verbindungssticken und dem proximalen Teil der
Sammelrohre (LIU et al., 1996). Bei Schweinen konnte der VDR ebenfalls im
Tubulussystem der Niere nachgewiesen werden (CHANDLER et al., 1984; LIU et
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al., 1994). Bei Rindern und Ziegen wurde der VDR im Duodenum nachgewiesen
(YAMAGISHI et al., 2006; SIDLER-LAUFF et al., 2010). Der Rezeptor wird
besonders stark im Nucleus von Zellen exprimiert, kommt aber auch im
Zytoplasma vor (STUMPF et al., 1979; WECKSLER et al., 1979b; PIKE, 1982;
PIKE & HAUSSLER, 1983; NORMAN, 2006) (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Expression des Vitamin-D-Rezeptors (VDR) in Darm und Niere von
Saugetieren

PTK = proximales Tubuluskonvolut, DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR =
Sammelrohr, VS = Verbindungsstiick, -- = Vorkommen nicht beschrieben

. Intrazellulare . Intrazelluléare
Spezies Lokalisation Lokalisation Lokalisation Lokalisation
P im Darm in der Niere .
(Darm) (Niere)
PTK, DTK,
Mensch Duodenum SaR,
Nucleus, Glomerulum Nucleus,
Zytoplasma Zytoplasma
Ratte Gesamter Gesamtes
Darm Tubulussystem
PTK, DTK,
Duodenum VS, SaR,
Maus Colon ' Henlesche
Nucleus, Schleife, Nucleus,
Zytoplasma Glomerulum Zytoplasma
Schwein - DTK, VS, SaR
Rind, Ziege | Duodenum --
2. Kalzium-Handling im Pankreas

Auch in nicht-epithelialen Zellen wie Muskelzellen, Neuronen oder
sekretorischen Zellen spielt Kalzium als Signalmolekil fur verschiedene
Zellfunktionen eine Rolle. In den letzten Jahren wurde der Einfluss von Kalzium
auf die Ausschittung von Insulin aus den B-Zellen des Pankreas und auf die
Entstehung von Diabetes mellitus in mehreren Studien untersucht (ROE et al.,
1993; LEVY et al., 1994; LEVY et al., 1998; PARKASH et al., 2002).

2.1. Kalzium-Transportproteine im Pankreas
Die Glukose-Homoostase ist VVoraussetzung fiir einen geregelten Energiehaushalt.
Sie wird ermdglicht durch eine fein abgestimmte Insulinsekretion aus den f-

Zellen des Pankreas. Unter physiologischen Bedingungen fiihrt die postprandiale
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Hyperglykdmie zu einem Anstieg des ATP-Gehalts in der B-Zelle, der zu einem
Schluss der ATP-abhangigen Kaliumkandle fihrt. Daraufhin kommt es zur
Depolarisation der Plasmamembran mit nachfolgendem Einstrom von
extrazelluldrem Kalzium und einem Anstieg des [Ca®*]; (ROE et al., 1993). Der
erhohte Kalzium-Gehalt initiiert in den p-Zellen zwei wichtige Effekte. Zum
einen bewirkt er die Freisetzung von Insulin, zum anderen werden verschiedene
Mechanismen aktiv, um den erhdhten [Ca*']; wieder auf physiologische Level zu
reduzieren (BERGGREN & LARSSON, 1994; KINDMARK et al., 1994;
HENQUIN, 2000; LEMMENS et al., 2001).

Die Insulinsekretion wird durch Kalzium-mediierte Exozytose der Insulinvesikel
bewirkt (ASHCROFT & RORSMAN, 1989; EASOM, 1999). Das freigesetzte
Insulin gelangt Uber die Blutzirkulation in die Peripherie. Dort bindet es an
Insulinrezeptoren und bewirkt die Glukose-Aufnahme in die Zellen
(CHEATHAM & KAHN, 1995). Unmittelbar nach dem Einstrom von Kalzium in
die B-Zelle wird der GroRteil des Kalziums wieder aus dem Zytosol entfernt. Dies
wird Uber Beteiligung verschiedener Kalzium-Transportproteine und -Kanéle
ermdglicht. Veradnderungen im Kalzium-Handling der B-Zellen fiihren zu einer
gestorten Insulinsekretion (OKAMOTO et al., 1992; CHEN et al., 2003).

2.1.1.  TRPV5und TRPV 6

Die Expression und Funktion der Transporter TRPV 5 und TRPV 6 im Pankreas
sind bisher kaum erforscht. Das Vorkommen von TRPV 5 ist in humanem
Pankreas beschrieben, aber nicht seine genaue Lokalisation (MULLER et al.,
2000; HOENDERORP et al., 2001b). Bei der Ratte konnte TRPV 5 ausschlieR3lich
im Zytoplasma von f-Zellen nachgewiesen werden (JANSSEN et al., 2002).
TRPV 6 wurde bisher in humanem und murinem Pankreas gefunden, aber
ebenfalls nicht genauer lokalisiert (PENG et al., 2000; BARLEY et al., 2001;
ZHUANG et al., 2002; HIRNET et al., 2003; NIJENHUIS et al., 2003) (siehe
Tabelle 8).

Die Funktion dieser beiden Kalzium-Transporter im Pankreas ist bisher nicht
geklart. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass sie zum Anstieg des Kalzium-
Gehalts in der Zelle bei Zellstimulation beitragen, indem Kalzium durch die
Transporter aus dem Extrazellularraum oder aus sekretorischen Granula in das

Zytoplasma transportiert wird, wodurch die Insulinsekretion aus den B-Zellen
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induziert werden kann (JANSSEN et al., 2002; PENG et al., 2003b).

2.1.2. Calbindin-D28k

Calbindin-D28k wird in den Inselzellen des Pankreas exprimiert (siehe Tabelle 8).
Bei Menschen und Ratten kommt der Transporter sowohl in Alpha-Zellen (a-
Zellen) als auch in B-Zellen vor (JOHNSON et al., 1994; BOURLON et al., 1996;
JANSSEN et al., 2002). Bei Mausen wurde Calbindin-D28k im Pankreas bisher
nur in B-Zellen nachgewiesen (SOQY et al., 1999; PARKASH et al., 2002).

Studien an Calbindin-D28k-knockout-Mé&usen zeigen, dass Calbindin in den (-
Zellen die Kalzium-abhéngige Insulinsekretion beeinflusst, indem es den
Kalziumgehalt im Zytoplasma reguliert (SOOY et al., 1999; PARKASH et al.,
2002). Calbindin-D28k scheint aber nicht nur die Insulinsekretion zu
beeinflussen, sondern induziert auch die Synthese von Insulin (REDDY et al.,
1997).

2.1.3. PMCA 1

PMCA 1 kommt bei Menschen und Ratten in den Inselzellen des Pankreas vor.
Bei der Ratte wurde der Transporter auch in den Azinuszellen gefunden
(MUALLEM et al., 1988; VARADI et al., 1996b; KAMAGATE et al., 2000)
(siehe Tabelle 8).

Die Kalzium-Pumpen der Plasmamembran spielen eine wichtige Rolle bei der
Entfernung von Kalzium aus den pB-Zellen des Pankreas. Sie kdnnen durch
Glukose und durch Anderungen des Zellmembranpotentials aktiviert werden. Eine
Uberexpression dieses Transporters fiihrt zu einem verminderten Anstieg des
[Ca?*]; bei Zellstimulation (PLASMAN & HERCHUELZ, 1992; KAMAGATE et
al., 2002).

2.1.4. NCX1

Das Vorkommen von NCX 1 im Pankreas wurde bisher hauptséchlich an
Labortieren untersucht (siehe Tabelle 8). Der Transporter kommt bei Ratten,
Mausen, Meerschweinchen und Hamstern in den Inselzellen, einschlieRlich den B-
Zellen, vor (PLASMAN et al., 1990; GARCIA-BARRADO et al., 1996; GALL et
al., 1999; VAN EYLEN et al., 2001; HERCHUELZ et al., 2002). Bei der Ratte
wurde er auBerdem in den Azinuszellen beschrieben (BAYERDORFFER et al.,
1985; MUALLEM et al., 1988).



I1. Literaturtibersicht 22

Der Austausch von Natrium gegen Kalzium spielt in den B-Zellen eine wichtige
Rolle fir die Aufrechterhaltung des intrazelluldren Kalzium-Spiegels und somit
fur die Steuerung der Kalzium-regulierten Insulinsekretion (PLASMAN et al.,
1990; YOSHIHASHI et al., 1996). In Studien an B-Zellen der Ratte konnte
gezeigt werden, dass NCX 1 fiir bis zu 70 % des Kalzium-Ausstroms aus diesen
Zellen verantwortlich ist und dass das Fehlen dieses Transporters (ber einen
erhéhten intrazelluldren Kalzium-Gehalt zu einer vermehrten Insulinausschittung
fuhren kann (VAN EYLEN et al., 1998; VAN EYLEN et al., 2001; XIMENES et
al., 2003).

2.1.5. SERCA 3

Das ER und die hier lokalisierten Kalzium-ATPasen spielen ebenfalls eine
wichtige Rolle fiir die Regulation des [Ca*']; und die Insulinsekretion der B-Zellen
(WOLF et al., 1988). Der Kalzium-Transporter SERCA 3 kommt in den B-Zellen
von Menschen, Ratten und Mausen vor, bei der Maus wurde er dariiber hinaus in
den Azinuszellen gefunden (BURK et al., 1989; ROE et al., 1994; WORLEY et
al.,, 1994; VARADI et al., 1996b; MOGAMI et al., 1998; POCH et al., 1998;
MARTIN et al., 2002) (siehe Tabelle 8).

SERCA 3 beeinflusst die Kalzium-Konzentration im Zytoplasma von aktivierten
B-Zellen und den Kalzium-Gehalt im ER, indem es in Phasen von steigendem
[Ca®*]i Kalzium aus dem Zytoplasma heraus in das ER pumpt und diese Speicher
damit fur nachfolgende oszillatorische Kalzium-Strome auffiillt (BEAUVOIS et
al., 2006). Der Transporter hat eine niedrige Affinitat fir Kalzium und wird durch
einen hohen [Ca®*]; aktiviert (ARREDOUANI et al., 2002). Die Funktion dieser
Transporter in den B-Zellen ist sehr komplex. Ohne die Aktivitdt von SERCA 3
kann es in P-Zellen zu einem erhohten [Ca®*]i und einer gesteigerter
Insulinsekretion kommen (XU et al., 1999). Andererseits kann eine verminderte
Genexpression von SERCA 3 in den B-Zellen von Ratten und M&usen mit einem
vermehrten Risiko fir die Entstehung von Diabetes mellitus assoziiert sein.
Bestimmte Mutationen im SERCA-3-Gen sind bei Menschen mit dem Auftreten
von Typ Il Diabetes mellitus assoziiert (ROE et al., 1994; VARADI et al., 1996a;
VARADI et al., 1999).

2.2. Kalzium-Ausstrom aus den p-Zellen

Der Kalzium-Ausstrom aus den B-Zellen des Pankreas wird durch die beiden
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basolateral lokalisierten Transporter NCX und PMCA bewirkt. Der Natrium-
Kalzium-Austauscher hat eine niedrige Affinitat aber eine hohe Kapazitat fur
Kalzium, wahrend die Kalzium-ATPase eine hohe Kalzium-Affinitat bei geringer
Kapazitat zeigt. Die Regulation dieser beiden Kalzium-Pumpen wird u. a. tber
den Glukose-Gehalt der Zelle gesteuert. Bei steigendem Glukose-Gehalt in der
Zelle wird die Transkription, Expression und Aktivitdt von PMCA gehemmt und
die Aktivitat von NCX gefordert (XIMENES et al, 2002). Wéhrend der
Stimulation durch Glukose muss die B-Zelle mit einen enormen Kalzium-
Einstrom zurecht kommen und schaltet um von einer wenig effizienten Kalzium-
Pumpe (PMCA) zu einem System mit hoher Kapazitdt (NCX). Auf diesem Wege
kann der Kalzium-Gehalt im Zytoplasma wieder auf physiologische Level
reduziert werden, bevor es zu einer Zellschddigung durch den hohen Kalzium-
Gehalt kommen kann (XIMENES et al., 2003; HERCHUELZ et al., 2007).

2.3. Regulation durch Vitamin D im Pankreas

Zahlreiche Studien beschéftigen sich mit dem Einfluss von 1,25-(OH),D; auf die
verschiedenen Funktionen des Pankreas. Da die meisten Effekte von 1,25-
(OH),D3 durch den VDR vermittelt werden, kann man daraus schlie3en, dass der
VDR im Pankreas bei Sdugetieren vorkommen muss (HAUSSLER et al., 1988;
PIKE, 1991; WALTERS, 1992). Es gibt jedoch nur wenige Studien, die das
Vorkommen des Rezeptors im Pankreas direkt untersucht haben. Bei Menschen,
Ratten und Mdusen wurde der VDR in den B-Zellen des Pankreas nachgewiesen,
bei Menschen und Ratten auf3erdem in den Azinuszellen (JOHNSON et al., 1994;
LEE et al., 1994a; BOURLON et al., 1996; ZEITZ et al., 2003) (siehe Tabelle 8).

Der VDR spielt eine wichtige Rolle fur die Funktion der B-Zellen, da er die
Bindung und Wirkung von 1,25-(OH),D3; auf die Zelle vermittelt, und 1,25-
(OH),D3; einen groRen Einfluss auf die normale Insulinsekretion austibt
(NORMAN et al., 1980; CLARK et al., 1981; BOURLON et al., 1997). Die
Bedeutung des VDR auf die Insulinsekretion konnte an Mausen mit defektem
VDR verdeutlicht werden, da diese Tiere eine gestérte Glukosetoleranz und eine
verminderte maximale Insulin-Sekretionskapazitat zeigen (ZEITZ et al., 2003).
Bestimmte Mutationen im VDR-Gen kdnnen beim Menschen zu einer gestorten
Insulinsekretion fiihren (HITMAN et al., 1998; OGUNKOLADE et al., 2002).
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Tabelle 8: In der Literatur beschriebene Kalzium-Transportproteine im Pankreas
bei Sdugetieren

TRPV = Transient Receptor Potential Vanilloid, SERCA = Sarco-Endoplasmic
Reticulum Calcium ATPase, NCX = Natrium Calcium Exchanger, PMCA =
Plasma Membrane Calcium ATPase, VDR = Vitamin-D-Rezeptor, o-Zellen =
Alpha-Zellen, B-Zellen = Beta-Zellen, n. b. = genaue Lokalisation nicht
beschrieben

Protein Tierart Lokalisation im Pankreas
Mensch n. b.
TRPV 5
Ratte B-Zellen
TRPV 6 Mensch, Maus n. b.
- Mensch, Ratte - und B-Zellen
Calbindin-D28k a-und p
Maus B-Zellen
Mensch a- und pB-Zellen
PMCA1 .
¢ Ratte a- und pB-Zellen, Azinuszellen
Ratte Inselzellen, B-Zellen, Azinuszellen
NCX 1 Maus Inselzellen, B-Zellen
Meerschwein, Hamster Inselzellen, B-Zellen
Mensch, Ratte B-Zellen
SERCA 3 .
Maus B-Zellen, Azinuszellen
Mensch Inselzellen, Azinuszellen
VDR
Ratte, Maus B-Zellen
3. Rolle von Vitamin D bei Diabetes

1,25-(OH),D3 und der VDR haben einen groRen Einfluss auf den Glukose-
Metabolismus und auf die fur die Insulinsekretion nétige Erhéhung des Kalzium-
Stroms in den B-Zellen. Vitamin-D-defiziente Ratten zeigen eine signifikant
reduzierte Insulinsekretion, die durch die Gabe von 1,25-(OH),D3; wieder
normalisiert wird (CLARK et al., 1980; NORMAN et al., 1980; CHERTOW et
al., 1983). In gesunden Ratten kann 1,25-(OH),Ds ebenfalls zu einer erhdhten
Insulinsekretion fihren (ISHIDA et al., 1983). Auch bei Menschen mit Vitamin-
D-Mangel fuhrt die Gabe von 1,25-(OH),D3 zu einer erhéhten Insulinsekretion
und verbesserter Insulinsensitivitdt (GEDIK & AKALIN, 1986; RUDNICKI &
MOLSTED-PEDERSEN, 1997).

Der Insulinmetabolismus in den p-Zellen wird auf mehreren Wegen durch 1,25-
(OH),D3 beeinflusst. Zum einen induziert 1,25-(OH),D3; nachweislich die
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Insulinbiosynthese (OZONO et al., 1990; BOURLON et al., 1999a). Andererseits
bewirkt 1,25-(OH),;D3; eine Erhéhung des fur die Insulinsekretion essentiellen
Kalzium-Gehalts in den B-Zellen, indem vermehrt Kalzium von extrazellular und
aus intrazellularen Kalzium-Speichern in das Zytoplasma befordert wird
(BILLAUDEL et al., 1993; BILLAUDEL et al., 1995).

Die Aktivitat der verschiedenen Kalzium-Transportproteine in den p-Zellen ist
Voraussetzung fur die normale Insulinsekretion. Verédnderungen oder Defekte
dieser Proteine kdnnen zu Stérungen im Insulinmetabolismus und zu einem
erhéhten Risiko fur die Entstehung von Diabetes mellitus fuhren (LEVY et al.,
1994; ROE et al., 1994; BOURLON et al., 1996; LEVY et al., 1998; BOURLON
et al., 1999b; SOQY et al., 1999; ARREDOUANI et al., 2002; PARKASH et al.,
2002).
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Pancreas
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ABSTRACT
The aim of the study was to elucidate expression and localization of
several calcium handling proteins and the regulating vitamin D receptor
(VDR) in the dog using RT-PCR and immunchistochemistry. The results
of RNA expression and antibody staining were compared to ensure speci-
ficity. We found several antibodies to be useful for further studies on cal-
cium homeostasis. Anat Ree, 293:770-774, 2010. © 2010 Wiley-Liss, Inc.
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The regulation of intracellular calcium levels depends
on uptake, intracellular buffering, and clearance of
Ca®". Important calcium handling proteins in epithelial
cells are the calcium-binding protein calbindin D-28k,
the plasma membrane calcium ATPase (PMCAL), the so-
dium caleium exchanger (NCX1), and the epithelial Ca*"
channels TRPV5 and TRPV6. TRPV5 is predominantly
expressed in the distal convoluted tubules (DCT) of the
kidneys, whereas TRPV6 is expressed in the duodenum;
they both mediate the calcium uptake at the apical sur-
face of epithelial cells (Hoenderop et al., 2001). Calbin-
din is an intracellular protein that binds calcium ions
and moves them from the apical to the basolateral mem-
brane, where PMCA1 and NCX1 are located to extrude
them into the extracellular space (Lambers et al., 2006;
Schlatter, 2006). Also involved in calcium handling is
the sarco-endoplasmic reticulum Ca*-ATPase (SERCA),
which moves free cytosolic Ca®" back into the endo-
plasmic and sarcoplasmic reticulum. There is evidence
for control of these transport systems by -caleitriol
(1,25(0H)sDy), the activated form of vitamin D (Okano
et al., 2004). The widespread endocrine, autocrine, and
paracrine responses to calcitriol are mediated via the
vitamin D reeeptor (VDR). Recently, calcium transport
proteins which were first detected in epithelial cells of
the intestinal tract and the kidneys have been found to
play a role in the insulin secretion mechanisms of pan-
creatic B-cells (Chen et al., 2003). Defects of calcium
handling in pancreatic B-cells are known to contribute to
insulin secretion deficits, which can lead to diabetes mel-
litus (Marie et al., 2001). Dogs are often affected by dia-

© 2010 WILEY-LISS, INC.

betes and are considered to represent a non-rodent
model for latent autoimmune diabetes of the adult in
man (Catchpole et al., 2005). This study addresses the
presence of calcium handling proteins and their mRNA
in canine kidney, duodenum, and pancreatic islets,
because nothing is known about the relevance and dis-
tribution of these targets in the dog. Kidneys and duo-
denum were chosen as positive control tissues, since
expression of the proteins examined in this study has
been proven in these tissues in other species. None of
the available antibodies had been previously tested on
canine tissue; therefore RNA expression was assessed as
a control for the immunochistochemical data to detect
possible false positive or false negative staining.
Samples of canine pancreas (left lobe), kidneys (section
containing renal cortex and medulla), and duodenum
(close to the stomach) were obtained from four Beagle
dogs from a control group of a toxicological research
experiment (Boehringer Ingelheim Pharma GmbH,
Biberach, Germany), which was approved and conducted
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Fig. 1. Qualitative (1A} and quantitative (1B) mRNA expression of calcium handling proteins in canine
duodenum (D), kidneys (K}, and pancreas (P). Quantitative analysis was done on n = 4 independent
samples. The loading control RP5 shows that comparable amounts of mRNA were used for all tissues.

Ct = cycle threshold.

according to the German animal welfare law. All sam-
ples were taken immediately after euthanasia and kept
in RNAlater solution (Qiagen, Hilden, Germany) for
RNA extraction or fixed in 4% paraformaldehyde solu-
tion (PFA) and embedded in paraffin.

Total RNA was extracted from kidneys, duodenum,
and pancreas from the four dogs using the RNeasy Midi
Kit (Qiagen). Four microgram of total RNA were reverse
transcribed using the QuantiTect reverse transecription
kit (Qiagen). For the qualitative PCR, ¢cDNA from one
dog was amplified by PCR for all targets using the Hot-
StarTaq Master Mix (Qiagen). For the quantitative PCR,
all targets were amplified in parallel from a single
reverse transcription reaction. The ¢cDNA template was
mixed with SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Bio-
systems, Foster City, CA) and the appropriate primer
pair. Samples were run in duplicates in a 96-well plate
using a 7300HT Real Time PCR system (Applied Biosys-
tems). No template controls (NTCs) were included, and a
melting curve analysis was run to make sure that only a
single PCR product was amplified and no primer dimer
were present. Specificity of the primer pairs was
assessed by sequencing the PCR products (Seqlab, Got-
tingen, Germany). Ribosomal protein S5 (RP5) was used
as a reference gene and loading control. For all measure-
ments, mean values, and standard deviations (SD) for
the threshold cycle (Ct) were calculated using the four
independent samples of each organ.

Immunochistochemistry was done on deparaffinized
sections which were autoclaved in 0.01 M citrate buffer
pH 6.0 for 20 min for antigen retrieval and incubated
with the primary antibody overnight at 4°C. The pri-
mary antibodies used were targeted against calbindin D-
28k (Mouse monoclonal to Calbindin-Neuronal Marker,
clone 300, 1:100, abcam, Cambridge, UK), VDR (Rat
monoclonal to VDR Ab-1, clone 9A7y.E10.E4, 1:100, Dia-
nova, Hamburg, Germany), SERCA3 (Mouse monoclonal
to SERCA3 ATPase, 1:500, abcam), PMCA1-ATPase
(Mouse polyclonal to Calcium Pump PMCA1l ATPase,
1:200, abcam), NCX1 (Mouse monoclonal to NCX1, clone
6H2, 1:200, abecam), TRPV 5 (Sheep polyclonal to TRPV
5, 1:1000, abcam), and TRPV 6 (Rabbit polyclonal to

TRPV 6, 1:1000, abcam) and against Insulin (Guinea pig
anti Insulin, 1:100, DAKO, Hamburg, Germany).

The next day, sections were incubated with the
appropriate biotinylated secondary antibody 1:200 (anti-
mouse/anti-rat/anti-sheep/anti-rabbit IgG, Rockland, Gil-
bertsville, PA) or HRP-conjugated anti-guinea pig IgG
(DAKO) for 30 min at room temperature. The sections
were washed again and incubated with a peroxidase-con-
jugated streptavidin-biotin complex (Vectastain Elite
ABC Standard Kit, Vector Laboratories, Burlingame,
CA). Vector VIP (Vector Laboratories) was used as sub-
strate, and nuclei were counterstained with methyl
green. For the VDR, signal amplification was required
using biotinyl tyramide (1:50) for 30 min at room tem-
perature (Renaissance indirect tyramide reagent, Perkin
Elmer, Waltham, MA). For the calbindin D-28k/insulin
double staining Vector VIP was used as a substrate for
the insulin antibody, and DAB (Sigma-Aldrich, Ham-
burg, Germany) was used for the calbindin antibody.
Images were made using a Zeiss Axioskop with a digital
camera (Zeiss Axio Vision, Munich, Germany).

For each antibody, immunochistochemistry was per-
formed in sections from duodenum, kidneys, and pan-
creas. As negative controls, sections from all tissues
were stained using the same staining protocols with
omission of the first antibodies.

RESULTS AND DISCUSSION

Since tissue samples can yield highly variable results
for mRNA expression due to variability in tissue compo-
sition, mRNA loss during handling, or inadequate cDNA
vield after reverse transcription, the expression of the ri-
bosomal protein S5 (RP5) was used as a loading control.
Qualitative PCR shows that RP5 is expressed abun-
dantly in all three organs. Duodenum, kidney, and
pancreas express TRPV6, VDR, NCX1, PMCAl, and
SERCA3, while TRPVS5 is only expressed in the kidney
and calbindin D28k is not expressed in the duodenum
(Fig. 1A). Quantitative PCR confirms the results of the
qualitative PCR and shows the different expression lev-
els of the targets and comparable amounts of the RP5
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Fig. 2. Immunhistochemical staining of Ca®*-regulating proteins in
the canine duodenum, kidneys, and pancreas: TRPV6 staining in api-
cal epithelial cells of the duodenum (2A), epithelial cells of the kidney
collecting ducts (2B), and cells of the pancreatic islets (2C). Nuclear
VDR staining in duodenal crypt cells (2D), in renal tubular cells (2E),
and endocrine and exoctine pancreas (2F). CalD28k staining in the
kidney cortex (2G) and in pancreatic f-cells (2H). The pancreatic islet

loading control. Low Ct values equal high expression
(Fig. 1B).

The two highly homologous and very selective CaZt
channels TRPV5 and TRPV6 provide an apical transport
of Ca ions into epithelial cells of the kidneys and the
duodenum. Using polyclonal antibodies against TRPV5S
and TRPV6 in the dog, the results were remarkably sim-
ilar for both antibodies in duodenum, kidneys, and pan-
creas. In the duodenum, apical enterocytes showed

PALM ET AL.

is double-stained with insulin (blue) and CalD28k (brown). SERCA3
staining in the muscular layer of the duodenum (21), kidney collecting
ducts (2J), and blood vessel endothelia of the pancreas (2K). NCX1
staining in distal convoluted tubules of the kidney (2L) and expression
of NCX splice variants in the kidney [2L inset; kidneys (K), duodenum
(D), pancreas (P)]. All scale bars 50 pm.

strong immunhistochemical staining for TRPV6 (Fig.
2A), which resembles findings in other species. Apical
enterocytes have been found to express TRPV6 in
human and mouse tissue (Peng et al., 1999). Since there
is no mRNA expression of TRPV5 in the duodenum, the
immuneohistochemical staining of enterocytes using this
antibody is most probably an artefact. In the canine kid-
neys, the TRPV6 transporter showed a widespread
expression in the cytoplasm of epithelial cells from the
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distal convoluted tubule to the collecting duct (Fig. 2B).
For TRPV5 background staining was very high with
some tubuli showing stronger immunoreactivity. Compa-
rable results were found in murine kidneys with wide-
spread expression of TRPV6 in the kidneys from the
distal convoluted tubule to the collecting duct, whereas
TRPV5 was only found in the distal convoluted tubule
and connecting tubule (Nijenhuis et al., 2003).

In the murine pancreas, immunchistochemical TRPV6
staining has been demonstrated in the exocrine tissue,
but not in pancreatic islets (Zhuang et al., 2002). In con-
trast, a strong cytoplasmic TRPV6 staining in the canine
pancreatic islets, but only faint staining of exocrine tis-
sue was found in this study (Fig. 2C). Colocalization of
TRPV5 with insulin as seen in the rat could not be con-
firmed for the dog, where pancreatic tissue is devoid of
TRPV5 mRNA expression. The results for both antibod-
ies are ambiguous; TRPV5 antibody most certainly is
not specific in canine tissue, but TRPV6 antibody might
also bind to another closely related epitope and exhibit
unspecific staining. It is therefore uncertain whether the
TRPV6 antibody is useful for the detection of this pro-
tein in canine tissue.

High expression of the VDR (both mRNA and protein)
can be found in duodenum and kidneys. The VDR is nec-
essary in these organs to regulate systemic calcium levels,
and several calcium-handling proteins are regulated via
vitamin D. The distribution of VDR-positive cells in duo-
denal erypts (Fig. 2D) and kidney epithelial cells of the
DCT (Fig. 2E) in the dog is similar to findings in many
other species in which the same antibody has been used
suceessfully (Clemens et al., 1988; Kumar et al., 1994). In
the pancreas, signal amplification with biotinyl tyramide
was necessary to show immunoreactivity for the VDR.
The receptor was expressed in the nuclei of the exocrine
and endocrine cells of the pancreas (Fig. 2F). Other spe-
cies, like the zebrafish, express VDR in pancreatic acinar
cells (Craig et al., 2008), but it has also been found in B-
cells of rats and humans (Johnson et al., 1994; Bourlon
et al., 1996). In B-cells, calcitriol appears to enhance insu-
lin secretion by activating calcium influx (Billaudel et al.,
1993), an effect mediated through the VDR.

Calbindin D-28k has been extensively studied in sev-
eral species as a neuronal marker and as a calcium bind-
ing protein in the kidneys (Biner et al., 2002).

In the dog, the results of the immunchistochemical
staining of calbindin D-28k are in agreement with the
expression data. In the kidneys, specific staining could
be seen in the DCT and cortical collecting ducts, whereas
the glomerula remained unstained (Fig. 2G). This find-
ing is comparable to the expression seen in other species
(Hoenderop et al., 1999).

In the panecreas, calbindin D-28k could be detected in
the cytoplasm and nuclei of the majority of cells in the
pancreatic islets. A double staining with insulin showed
that calbindin-positive cells are also insulin-positive,
characterizing these cells as B-cells (Fig. 2H). These
results match the findings in human and rat pancreas
(Johnson et al., 1994). In the rat, calbindin D-28k has
been shown to influence insulin secretion through the
modulation of intracellular Ca®>* concentration (Parkash
et al., 2002). Ca®" handling in the canine B-cells may fol-
low a similar pathway.

In the duodenum, no immuneoreactivity against calbin-
din D-28k was detected in the dog. It is known from
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other species that the closely related protein calbindin
D-9k instead of calbindin D-28k is responsible for intes-
tinal intracellular caleium binding, and that calbindin
D-28k is not expressed in the duodenum (Opperman
et al., 1990).

SERCA3 immunoreactivity in sections of the duode-
num was found in smooth muscle cells of the intestinal
walls and the blood vessels (Fig. 2I). Strong immunore-
activity was also found in the epithelial cells of collecting
ducts in the kidneys (Fig. 2J). In the pancreas, only
blood vessel endothelia were stained (Fig. 2K). SERCA3
has been described as the sarco(endo)plasmic Ca?*
ATPase of non-muscle tissue because it has been
detected in vascular endothelial cells, tracheal epithelial
cells, pancreatic B-cells, and many other tissues. The
closely related proteins SERCA1 and SERCA2 are pre-
dominantly found in skeletal and cardiac muscle cells
(Wuytack et al., 1992). Several splice variants have been
detected for SERCA3, which are expressed in different
tissues and vary between humans and rodents (Martin
et al., 2002). In our study, a strong expression in the
smooth muscle cells of the duodenal tunica muscularis
and the vessel walls was found. Together with the detec-
tion of specific mRNA in the duodenum this indicates
that SERCA3 is expressed in smooth muscle cells, and
therefore can not longer be labelled as the non-muscle
SERCA. Its localization in kidney epithelial cells of the
collecting ducts has not been reported before and might
be important for intracellular Ca®* handling in these
cells. SERCA3 was not detected in pancreatic B-cells,
although others consider it an important factor in Ca*-
signalling and insulin stimulus-secretion coupling (Beau-
vois et al., 2006). The only prominent staining in the
canine pancreas was found in blood vessel endothelia.
Despite some unexpected results, it appears likely that
the staining is specific for canine SERCAS3. Detection of
specific mRNA in all tissues tested supports this notion.

In canine tissue, expression of NCX1 mRNA was
detected in kidneys, duodenum, and pancreas, while im-
munochistochemical staining was only found in the kid-
neys. Staining was found at the basolateral membrane of
cells in the DCT, but not in glomeruli or proximal tubular
segments (Fig. 2L). Other studies show that NCX1 is
widely distributed in various tissues. It influences cal-
cium uptake in the duodenal mucosa and is considered to
control calcium reabsorption in the kidneys (Loffing
et al., 2001; Dong et al., 2005). Some findings support an
important role of NCX1 in Ca*"-extrusion from pancre-
atic B-cell (Herchuelz et al., 2007). The lack of staining in
duodenum and pancreas in the dog, despite expression of
mRNA, might be due to expression of NCX1 splice var-
iants in these tissues. Multiple species-specific and tis-
sue-specific splice variants have been described (Quednau
et al., 1997), which might change the epitope the antibody
recognizes. We therefore used an additional primer pair
for NCX1 splice variants [as described in (Van Eylen
et al., 2001)] and detected two PCR products (about 700
bp and 770 bp long) in the kidney, but no PCR products in
duodenum and pancreas (Fig. 2L, inset). The antibody
appears to be useful for the NCX1 variant of canine kid-
ney but seems to lack specificity for other forms of NCX1.

Immunochistochemistry using an antibody against
PMCAL1 did not show any reaction in the kidneys, duode-
num, or pancreas. PMCA1 expression is known to be
widespread but so far, protein content in several tissues
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could only be identified by Western blot. The immunogen
used to generate the PMCA1 antibody is 100% homo-
logue in many species (human amino acid 1121-1220),
but it seems that this antibody is not suitable for forma-
lin or methacarn fixed paraffin-embedded tissue sections
and can only be applied to analyze fresh tissue samples.
Specific mRNA expression could be detected in the ca-
nine kidneys, duodenum, and pancreas, but the cellular
localization remains unclear.

No staining was detected on all control slides using
only secondary antibodies.

In conclusion, several Ca®'-regulating proteins were
identified in canine tissues and the cellular localization
using commercially available antibodies for which cross-
reactivity with canine proteins was assessed for the first
time. Apart from the main tissues of systemic calcium
regulation, the expression in the pancreas was also
investigated, primarily to determine the localization of
these proteins in B-cells, since Ca?™-handling in these
cells is crucial for insulin secretion. The mRNA and pro-
tein expression results show that the canine B-cell is
equipped with calbindin D-28k for intracellular Ca®-buf-
fering, and that the VDR can mediate hormonal regula-
tion by calcitriol. For Ca?"-entry at least some cells of
the islets appear to express TRPV6, whereas TRPVS is
not expressed in the canine pancreas. For uptake into
the endoplasmic reticulum, SERCA3 is most probably
not an important factor in canine B-cells. It should be
investigated whether other SERCA proteins can serve
this function. For Ca®-extrusion, NCX1 and PMCAL1 are
expressed in canine pancreas and might be functional,
but their cellular distribution could not be localized.

Detection of calbindin D-28k, VDR, TRPV6, SERCAS3,
and NCXI1 in the canine kidneys and duedenum empha-
sizes the importance of these proteins for systemic calcium
regulation. The antibodies used could prove useful in
studying dysregulation of calcium homeostasis in the dog.
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IV.  DISKUSSION

Nur durch das Zusammenspiel verschiedener Kalzium-Handling-Proteine ist eine
exakte und den jeweiligen Verhdltnissen angepasste Steuerung der fur den
Organismus essentiellen Kalzium-Homoostase moglich. Die Kalzium-Aufnahme
in den Korper erfolgt hauptséchlich im Dunndarm und wird ber den VDR
gesteuert. Bei reduzierter Kalzium-Aufnahme entwickeln sich beim Menschen
Krankheitsbilder wie Osteomalazie oder Rachitis (PANDA et al., 2004). Die
Kalzium-Ausscheidung erfolgt Uberwiegend Gber die Nieren, und eine
eingeschrankte Nierenfunktion, z. B. bei chronischer Niereninsuffizienz, fihrt zu
einem gestorten Kalzium-Metabolismus (ALCAZAR ARROYO, 2008).

Das Wissen uber das Vorkommen und die Funktion wichtiger Proteine des
Kalzium-Stoffwechsels und des sie regulierenden VDR ist bisher sehr lickenhaft
und fir Spezies wie den Hund liegen kaum Daten diesbezuglich vor. Um den
genauen Pathomechanismus der verschiedenen, durch Kalzium und Vitamin D
beeinflussten Krankheiten aufdecken zu konnen, werden Informationen Uber

Verteilung und Funktion dieser Proteine bendtigt.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher erstmals das Vorkommen und die
Lokalisation wichtiger Kalzium-Handling-Proteine in Duodenum und Niere sowie

im Pankreas beim Hund untersucht.

Stoérungen im Kalzium-Metabolismus beeintrachtigen auch die Funktion des
endokrinen Pankreas und konnen an der Entstehung eines Diabetes mellitus
beteiligt sein (LEVY et al., 1994; BOURLON et al., 1997; MARIE et al., 2001).
Um alle Aspekte der Kalzium-induzierten Insulinsekretion verstehen zu kénnen,
sind Kenntnisse Uber die Lokalisation und Funktion der Kalzium-Handling-

Proteine im Pankreas erforderlich.

Unter Anwendung quantitativer und qualitativer PCR wurden Gewebeproben aus
Darm, Niere und Pankreas auf das Vorkommen entsprechender mRNA
untersucht. In allen drei untersuchten Organen konnte die RNA fir TRPV 6,
VDR, NCX 1, PMCA 1 und SERCA 3 nachgewiesen werden. TRPV-5-RNA
kommt beim Hund dagegen nur in der Niere vor und Calbindin-D28k-RNA in

Niere und Pankreas, aber nicht im Duodenum.
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Die PCR st eine sensitive und einfache Methode des qualitativen und
quantitativen Nachweises von mRNA, erfordert aber den Einsatz eines internen
Standards, um die Untersuchungen verschiedener Proben miteinander vergleichen
zu konnen. Als interner Standard wurde in dieser Studie das ribosomale Protein S
5 (RP 5) eingesetzt, da es beim Hund flr diesen Einsatzbereich validiert ist
(BRINKHOF et al, 2006). Somit konnten Unterschiede in Menge und
Beschaffenheit des Probenmaterials ausgeglichen werden. Als Positivkontrolle
wurde mit den gleichen Methoden der VDR im Duodenum von Mausen
nachgewiesen und Calbindin-D28k und NCX 1 in der Niere von Mé&usen, da das
VVorkommen dieser Transporter in diesen Geweben bekannt ist (STUMPF et al.,
1979; LOFFING et al., 2001; DONG et al., 2005).

Ein Nachteil der PCR liegt darin, dass die nachgewiesene RNA nicht ohne
Weiteres einem bestimmten Zelltyp zugeordnet werden kann und man keine
Informationen Uber den tatséchlichen Zustand der Zelle auf Proteinebene oder
uber die Lokalisation des gesuchten Proteins innerhalb der Zelle erhdlt.

Daher wurden von den zu untersuchenden Geweben Paraffinschnitte angefertigt
und fir alle Proteine immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt. Diese
ermdglichten die Identifizierung und Lokalisation der gesuchten Proteine im
Gewebsverband. Da spezifische Antikdrper fur den Hund nur selten verfugbar
sind, wurden Antikérper gegen andere Spezies (Kaninchen, Ratte, Maus, Schaf
und Meerschwein) eingesetzt. Dabei wurde jeweils der Antikdrper verwendet, der
gegen das Epitop mit der grofiten Sequenzhomologie zum Hund gerichtet war.
Keiner der hier eingesetzten Antikdrper wurde bisher fir den Hund validiert, so
dass die Ergebnisse der Immunhistochemie mit den Ergebnissen der PCR und den
Untersuchungen bei anderen Spezies verglichen wurden, um Artefakte oder

Kreuzreaktionen zu erkennen.

Die beiden Kalzium-Transporter TRPV 5 und TRPV 6 vermitteln die Kalzium-
Aufnahme an der apikalen Seite von Kalzium-transportierenden Epithelien
(PENG et al., 2003b). Die immunhistochemischen Untersuchungen fir die beiden
Transporter zeigten in dieser Studie eine fast identische Verteilung in den
untersuchten Geweben. Im Duodenum fiihrten beide Antikdrper zu einer starken
Farbung der apikalen Enterozyten. Das Vorhandensein von TRPV 6 im Darm
konnte durch die PCR bestétigt werden. Diese Ergebnisse stimmen mit Studien an

anderen Spezies Uberein, in denen der Transporter ebenfalls in Enterozyten
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vorkommt (PENG et al., 1999; PENG et al., 2003b). Fir TRPV 5 konnte hingegen
keine mRNA im Duodenum detektiert werden, so dass die Ergebnisse der
Immunhistochemie wahrscheinlich auf Kreuzreaktionen zu TRPV 6 beruhen. In
der Niere konnten beide Transporter sowohl mittels Antikorper als auch durch die
PCR nachgewiesen werden, wobei fiir TRPV 6 jeweils eine etwas starkere
Expression gefunden wurde als fir TRPV 5. Beide Proteine zeigten in der
Immunhistochemie ein vergleichbares Verteilungsmuster in den Epithelzellen
verschiedener Tubulusabschnitte der Niere. Untersuchungen an anderen Spezies
belegen ebenfalls das Vorkommen beider Transporter in der Niere, obwohl es
Spezies-spezifische Unterschiede gibt, welcher der beiden Transporter
mengenmaliig Uberwiegt. Im Pankreas zeigte sich in dieser Studie eine deutliche
Féarbung der Inselzellen beim Einsatz des TRPV-6-Antikorpers, aber Kkein
positives Signal bei der Verwendung von Antikdrpern gegen TRPV 5. Die PCR-
Ergebnisse bestatigen dieses Expressionsmuster. Bei der Ratte dagegen kommt
TRPV 5 kolokalisiert mit Insulin in den B-Zellen vor und das Vorhandensein
beider Transporter im Pankreas ist von verschiedenen Spezies bekannt (MULLER
et al., 2000; HOENDEROP et al., 2001b; JANSSEN et al., 2002; HIRNET et al.,
2003).

Die Ergebnisse fur TRPV 6 stimmen daher insgesamt mit den Untersuchungen an
anderen Spezies gut lberein. So konnte die hier gezeigte apikale Lokalisation in
Darm-Epithelzellen auch bei Menschen (WALTERS et al., 2006) und Mé&usen
(ZHUANG et al., 2002) nachgewiesen werden. Das Verteilungsmuster von
TRPV 6 in der Niere gleicht dem Verteilungsmuster bei der Maus (NIJENHUIS et
al., 2003). In dieser Studie wurde sowohl die mRNA fiur TRPV 6 als auch das
Protein im Pankreas nachgewiesen. Dieser Transporter kommt ebenfalls im
Pankreas von anderen Spezies vor (MULLER et al., 2000; BARLEY et al., 2001;
JANSSEN et al., 2002). Daher ist es gut moglich, dass das Protein auch beim

Hund eine Rolle fur die Insulinsekretion aus den B-Zellen spielt.

Aufgrund der groRen Strukturahnlichkeit der beiden Transporter (MONTELL,
2001) und der nicht eindeutigen Ergebnisse fir TRPV 5 in dieser Studie, scheint
der Einsatz des hier verwendeten polyklonalen Antikdrpers gegen TRPV 5 beim
Hund aufgrund mangelnder Spezifitdt nicht sinnvoll zu sein. Es waére
erstrebenswert, die Untersuchungen mit spezifischeren Antikdrpern gegen
TRPV 5 und 6 zu wiederholen, diese sind jedoch bisher nicht erhéltlich.
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Das Kalzium-bindende Protein Calbindin-D28k dient in vielen Zellen als
Kalzium-Puffer im Zytoplasma. Das Vorkommen von Calbindin-D28k in
Nierenepithelzellen ist von verschiedenen Spezies seit langem bekannt (ROTH et
al., 1982a; RHOTEN et al., 1984). Auch beim Hund konnte hier eine starke
Expression des Proteins und seiner RNA nachgewiesen werden. Im kaninen
Duodenum konnte das Protein dagegen weder mittels Immunhistochemie noch
durch die PCR gefunden werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass auch der Hund,
wie andere Spezies (OPPERMAN et al., 1990), im Darm stattdessen das
Calbindin-D9k exprimiert. Die einzige bisher bekannte Ausnahme stellt der Vogel
dar, bei dem Calbindin-D28k im Darm nachgewiesen werden konnte
(HUNZIKER et al., 1983). Im Pankreas zeigte die Mehrheit der Inselzellen eine
deutliche Farbung flur Calbindin-D28k. Mittels Doppelfarbung mit Insulin
konnten diese Zellen als B-Zellen identifiziert werden. Diese Ergebnisse gleichen
den Verhéltnissen bei anderen Spezies (ROTH et al., 1982b; POCHET et al.,
1987), bei denen Calbindin tber die Regulation des zytoplasmatischen Kalzium-
Gehalts in den B-Zellen die Kalzium-abhangige Insulinsekretion beeinflusst
(SOQY et al., 1999). Es ist anzunehmen, dass Calbindin-D28k auch beim Hund

die Insulinsekretion beeinflussen kann.

Die in der Plasmamembran lokalisierten Kalzium-Pumpen PMCA sind als
hochaffine Transportsysteme fiir den Transport von Kalzium aus der Zelle heraus
verantwortlich. PMCA-1-mRNA konnte beim Hund in allen drei untersuchten
Geweben nachgewiesen werden. Die Verwendung des AntikOrpers gegen
PMCA 1 brachte jedoch kein positives Signal in der Immunhistochemie.
Untersuchungen bei anderen Tierarten zeigen, dass der verwendete Antikorper
gegen PMCA 1 Spezies-ubergreifend einsetzbar ist. AulRerdem ist er gegen ein
Epitop gerichtet, das zu 100 % homolog zur Proteinsequenz des Hundes ist. Der
Nachweis des Proteins wurde in anderen Studien jedoch mittels Western Blot
durchgefuhrt (STAUFFER et al., 1995). Ein weiterer kommerziell erhéltlicher
Antikdrper gegen PMCA 1 zeigt eine weniger starke Homologie zum kaninen
Protein und erscheint daher als weniger geeignet fiir den Einsatz beim Hund.
Beide Antikérper werden vom Hersteller fir den Einsatz auf fixierten
Paraffinschnitten angeboten. Es scheint trotzdem so, dass der hier verwendete
Antikorper nur fiir unfixiertes Gewebe brauchbare Ergebnisse liefert und die

gebrauchlichen Fixationsmethoden flr Paraffinschnitte das Epitop so stark
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verandern, dass es vom Antikorper nicht mehr erkannt wird. Da PMCA 1 bei
verschiedenen Spezies als ubiquitdr vorkommend angesehen wird (OKUNADE et
al., 2004) und auch beim Hund in Darm, Niere und Pankreas die mRNA
nachgewiesen werden konnte, ist anzunehmen, dass das Protein auch bei dieser
Spezies weit verbreitet vorkommt und an der Aufrechterhaltung der Kalzium-
Homdostase in Darm, Niere und Pankreas beteiligt ist.

Der Natrium-Kalzium-Austauscher NCX 1 kommt bei Mausen und Ratten in
vielen Zellen vor und vermittelt in den Epithelzellen von Darm und Niere die
Kalzium-Aufnahme (LOFFING et al., 2001; DONG et al., 2005). Im Pankreas
spielt der Transporter eine wichtige Rolle fir den Kalzium-Ausstrom aus den -
Zellen (VAN EYLEN et al., 1998; XIMENES et al., 2003) und beeinflusst
dadurch wahrscheinlich auch die Insulinsekretion. Beim Hund konnte die mMRNA
in allen drei untersuchten Geweben gefunden werden, wahrend der
Proteinnachweis nur in der Niere gelang. Von diesem Protein ist bekannt, dass es
in sehr vielen Spezies- und Gewebs-spezifischen Splice-Varianten vorkommt
(SCHULZE et al., 1996; QUEDNAU et al., 1997), so dass anzunehmen ist, dass
auch der Hund in der Niere eine andere NCX-1-Isoform exprimiert als in Darm
und Pankreas. Unterstitzt wird diese Vermutung durch die Ergebnisse einer
zusétzlichen PCR, die in der vorliegenden Studie durchgefuhrt wurde. Dazu
wurden Primer gegen weitere NCX-1-Splice-Varianten eingesetzt, die in einer
anderen Studie beschrieben wurden (VAN EYLEN et al., 2001). Mit diesen
Untersuchungen wurden ebenfalls zwei PCR-Produkte fir NCX 1 in der kaninen
Niere aber nicht in Darm und Pankreas nachgewiesen. Der Hersteller des
Antikorpers stellt leider keine Informationen (ber die Proteinsequenz des
entsprechenden Immunogens zur Verfligung, so dass ein Abgleich mit der
Proteinsequenz des Hundes nicht moglich ist. Die in dieser Studie gezeigte
Lokalisation von NCX 1 in den Nieren-Tubulus-Epithelzellen gleicht den
Verhaltnissen bei anderen Spezies (LYTTON et al., 1996). Der Hund scheint also
ebenfalls  Gewebs-spezifische  Splice-Varianten dieses  Transporters zu
exprimieren, und der hier verwendete monoklonale Maus-Antikérper gegen

NCX 1 ist beim Hund nur fir die in der Niere vorkommende Isoform einsetzbar.

Die Kalzium-Pumpe SERCA 3 wird bei Mausen und Ratten hauptséchlich in
h&matopoetischen Zellen sowie in Endothel- und Epithelzellen verschiedener

Organe beschrieben. Beim Hund konnte das Protein unter Verwendung eines
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monoklonalen Maus-Antikorpers, und mittels PCR auch seine mRNA, ebenfalls
in allen drei untersuchten Organen identifiziert werden. In der Niere farbten sich
die Epithelzellen der Sammelrohre stark an und im Pankreas die Endothelzellen
der Blutgefale. In kaninen B-Zellen scheint diese Isoform nicht vorzukommen,
obwohl sie bei Mdusen die Kalzium-mediierte Insulinausschittung beeinflusst
(BEAUVOIS et al.,, 2006). Im Duodenum wurde das Protein in den glatten
Muskelzellen der Darmwand und im Gefdlendothel gefunden. In bisherigen
Studien wurde SERCA 3 oft als nicht-muskuldre Isoform bezeichnet, da sie im
Gegensatz zu den Isoformen SERCA 1 und SERCA 2a nicht Muskel-spezifisch
exprimiert wird. Beim Hund scheint SERCA 3 jedoch hauptsachlich eine Rolle als
Kalzium-Transporter in den Zellen der glatten Muskulatur zu spielen, so dass die
Bezeichnung als nicht-muskuldre Isoform bei dieser Spezies unzutreffend ist. Der
hier verwendete Antikdrper gegen SERCA 3 kann als geeignet fiir den Einsatz
beim Hund angesehen werden, da die Ergebnisse der Immunhistochemie mit
denen der PCR (bereinstimmen. Unterschiede zu anderen Spezies liegen eher
darin begriindet, dass auch SERCA 3 in verschiedenen Isoformen vorkommt,
deren Expression und Lokalisation zwischen verschiedenen Spezies variiert
(WUYTACK et al., 1992; BOBE et al., 2004).

Der VDR wurde schon in den Nuclei von mehr als 30 verschiedenen Zelltypen
nachgewiesen (STUMPF et al., 1979; HAUSSLER et al., 1998). Beim Hund wird
der VDR und seine mRNA sehr stark in Duodenum und Niere exprimiert.
Lokalisiert ist er in den Epithelzellen der Darmkrypten und den distalen Tubulus-
Abschnitten der Niere. Der Einsatz des gleichen Antikérpers brachte bei anderen
Spezies vergleichbare Ergebnisse (CLEMENS et al., 1988; KUMAR et al., 1994).
Dies sind die Orte, in denen durch die VDR-gesteuerten Kalzium-
Transportproteine die Kalzium-Reabsorption stattfindet, so dass davon
auszugehen ist, dass auch beim Hund der VDR in dieser Weise Einfluss auf den
Kalzium-Haushalt nimmt. Im kaninen Pankreas konnte das Protein in der
Immunhistochemie nur nach Signal-Amplifikation mit Biotinyl-Tyramid
identifiziert werden, und zwar gleichméaf3ig in den Zellkernen des endokrinen und
exokrinen Pankreas. Die PCR zeigte ebenfalls das Vorhandensein von VDR-
MRNA im Pankreas, wobei die Expression deutlich schwdacher war als in Darm
und Niere. Bei Mensch und Ratte wird der Rezeptor stark im exokrinen Pankreas
exprimiert, jedoch kaum im endokrinen Pankreas (JOHNSON et al., 1994). Man
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geht davon aus, dass der VDR in B-Zellen die Insulinsekretion verstérkt, indem er
indirekt den fir die Insulinsekretion nétigen Kalzium-Gehalt in der Zelle erhéht
(BILLAUDEL et al., 1993). Mdglicherweise hat der Rezeptor einen &hnlichen
Einfluss auf die Kalzium-mediierte Sekretion aus exokrinem Gewebe. Der hier
verwendete VDR-AnNtikorper von der Ratte erwies sich auch fiir den Einsatz beim
Hund als geeignet, wobei je nach Gewebsdichte des Rezeptors eine Signal-
Amplifikation notig ist, um ein eindeutiges Signal zu erhalten.

In den immunhistochemischen Untersuchungen dieser Studie wurde nur der VDR
in den Zellkernen exprimiert, alle anderen Proteine kamen in verschiedenen
Bereichen des Zytoplasmas vor. Dies entspricht den bekannten Funktionen dieser
Proteine. Der VDR ist ein nucledrer Rezeptor, der die Proteinbiosynthese der
wichtigen Kalzium-Handling-Proteine steuert. Die hier untersuchten Kalzium-
Transporter und -Puffer sind fir das Kalzium-Handling in der Zelle und fir den

Transport durch die Membran der Zellwand und des ER oder SR verantwortlich.

Mit der vorliegenden Studie konnte erstmals nachgewiesen werden, dass die hier
untersuchten Kalzium-Handling-Proteine groftenteils auch beim Hund in den
wichtigen Organen des Kalzium-Stoffwechsels sowie in den B-Zellen des
Pankreas vorkommen. Die verwendeten Antikdrper gegen TRPV 6, Calbindin-
D28k, SERCA 3, VDR und NCX 1 (in der Niere) sind flur den
immunhistochemischen Proteinnachweis beim Hund geeignet. Fur die Proteine
PMCA 1, NCX 1 (in anderen Geweben als der Niere) und TRPV 5 missen
andere, am besten Spezies-spezifische Antikorper gefunden werden, um diese

beim Hund einsetzen zu kdonnen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Kalzium ist im Organismus von Sdugetieren an einer Vielzahl wichtiger
Zellfunktionen als Signalmolekdl beteiligt. Ein fein reguliertes Gleichgewicht des
Kalzium-Gehalts zwischen Intra- und Extrazellularraum ist Voraussetzung fur
eine physiologische Korperfunktion. Um dieses Gleichgewicht stets aufrecht zu
erhalten, sind eine Reihe von Kalzium-Transportproteinen notwendig, die tber
Vitamin D und dessen Rezeptor reguliert werden. Wahrend es beim Menschen
und insbesondere bei Mdusen und Ratten bereits zahlreiche Untersuchungen tber
die zelluldaren Mechanismen der Kalzium-Homdostase gibt, ist beim Hund Uber
die beteiligten Proteine noch sehr wenig bekannt.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, das Vorkommen und die Verteilung
verschiedener Kalzium-Handling-Proteine in wichtigen Organen des Kalzium-
Stoffwechsels und im Pankreas des Hundes zu untersuchen. Dazu wurde die
Expression der Kalzium-Pumpen TRPV 5 und 6, NCX 1, PMCA 1 und SERCA 3
sowie des Kalzium-Transporters Calbindin-D28k und des Rezeptors fur Vitamin
D in Gewebeproben aus kaninem Duodenum, Niere und Pankreas mittels PCR

und Immunhistochemie untersucht.

Mittels PCR wurde die mRNA-Expression von TRPV 6, VDR, NCX 1, PMCA 1
und SERCA 3 in allen drei untersuchten Organen nachgewiesen. TRPV-5-mRNA
konnte dagegen nur in der Niere und Calbindin-D28k-mRNA ausschlief3lich in
Niere und Pankreas gefunden werden. Die Antikdrper gegen TRPV 6, Calbindin-
D28k, SERCA 3, VDR und NCX 1 stellten sich als geeignet fir den

immunhistochemischen Proteinnachweis beim Hund heraus.

TRPV 6 kommt beim Hund in den apikalen Enterozyten des Duodenums, in
Nierenepithelzellen und den Inselzellen des Pankreas vor. Calbindin-D28k wurde
in verschiedenen Tubulusabschnitten der Niere und in den B-Zellen des Pankreas
gefunden, jedoch nicht im Duodenum. Obwohl die mRNA fiir NCX 1 in allen drei
Organen gefunden wurde, zeigte nur die Niere eine spezifische
immunhistochemische Farbung fur dieses Protein, wahrscheinlich aufgrund von
organspezifischen Splice-Varianten. Es wurde gezeigt, dass der VDR beim Hund
in den Nuclei einzelner Nieren- und Darmepithelzellen stark exprimiert wird,

vergleichbar mit dem Expressionsmuster bei Mensch und Maus. Dariiber hinaus
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konnte der Rezeptor in den Nuclei der Zellen des endokrinen und exokrinen
Pankreas gefunden werden. Der hier verwendete Antikérper gegen TRPV 5
erwies sich aufgrund mangelnder Spezifitat als ungeeignet fur den Nachweis beim
Hund. Der Antikorper gegen PMCA 1 zeigte kein Signal in der
immunhistochemischen Untersuchung, da wahrscheinlich das Epitop durch

Formalinfixierung und Paraffineinbettung zerstort wurde.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Expression und Verteilung der
hier untersuchten Kalzium-Handling-Proteine beim Hund groRe Ahnlichkeiten
mit anderen Spezies wie Maus, Ratte und Mensch aufweisen. Sowohl in Darm
und Niere als auch im Pankreas kann die Expression dieser Proteine in
verschiedenen funktionellen Zelltypen nachgewiesen werden. Das l&sst vermuten,
dass diese Proteine auch beim Hund maRgeblich an der Regulation der Kalzium-
Aufnahme und -Sekretion in Darm und Niere sowie an der Insulinsekretion des
Pankreas beteiligt sind. Wahrend der Nachweis der mRNA-Expression fir alle
untersuchten Gene gelang, waren nicht alle Antikorper fir den Einsatz im

Hundegewebe geeignet.
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VI. SUMMARY

In Mammals, calcium is needed for various cellular functions as a signal
molecule. A tightly regulated balance between calcium content of the intra- and
the extracellular space is needed to enable a physiological functioning of the
entire organism. To sustain this balance, several calcium transport proteins are
necessary, which are regulated by Vitamin D and its functional receptor.
Numerous studies focus on the cellular mechanisms of calcium balance in human

beings, mice, and rats, but little is known about the proteins involved in dogs.

Aim of the present study was to investigate the expression and distribution of
several calcium handling proteins in the main organs involved in calcium
metabolism and in the pancreas in dogs. For this purpose, the expression of the
calcium pumps TRPV 5 and 6, NCX 1, PMCA 1, and SERCA 3 as well as the
calcium transporter Calbindin-D28k and the receptor for Vitamin D was studied
in tissue samples of canine duodenum, kidney, and pancreas by using PCR and

immunohistochemistry.

RNA expression of TRPV 6, VDR, NCX 1, PMCA 1, and SERCA 3 was found in
all three organs by using PCR. In contrast, mRNA of TRPV 5 was only found in
the kidney and mRNA of Calbindin-D28k was exclusively detected in kidney and
pancreas. Antibodies against TRPV 6, Calbindin-D28k, SERCA 3, VDR, and
NCX 1 were shown to be useful for the immunohistochemical protein analysis in
the dog.

TRPV 6 was found in the apical enterocytes of the duodenum, in epithelial cells
of the kidney, and in islet cells of the pancreas. Calbindin-D28k was detected in
several parts of the renal tubuli and in pancreatic B-cells, but not in the duodenum.
Although mRNA of NCX 1 occurred in all three organs, only the kidney showed a
specific immunohistochemical staining, most likely due to tissue specific splice-
variants. A strong expression of VDR was found in the nuclei of several epithelial
cells in kidney and duodenum, similar to the expression patterns found in human
beings and mice. In addition, the receptor was detected in the nuclei of cells of the
endocrine and exocrine pancreas. The antibody against TRPV 5 turned out
inapplicable for the use in dogs because of its lack of specificity. The antibody

against PMCA 1 showed no signal in the immunhistochemistry, probably due to
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disintegration of the epitope through formalin fixation and paraffine embedding.

In summary, the expression and distribution of the studied calcium handling
proteins in the dog show strong similarity to other species like mice, rats, and
human beings. In duodenum and kidney, as well as in the pancreas, the expression
of these proteins in several functional cell types was evident. This leads to the
presumption that these proteins also play an important role for the uptake and
secretion of calcium in duodenum and kidney and for the insulin release from the
pancreas in dogs. While mRNA expression could be proven for all genes studied,
not all antibodies were appropriate for the use in canine tissues.
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