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I. EINLEITUNG 

Eine fein regulierte Steuerung der Kalzium-Homöostase ist eine essentielle 

Voraussetzung für einen funktionierenden Organismus bei allen Säugetieren. 

Diese wird erreicht durch die permanente Kontrolle der Kalzium-Aufnahme und  

-Ausscheidung und die intrazelluläre Pufferung von Kalzium. Dieses 

Gleichgewicht wird maßgeblich durch Vitamin D reguliert, in dem das Vitamin 

die Gentranskription verschiedener Kalzium-Handling-Proteine steuert. Vermittelt 

werden Vitamin-D-Effekte über den nukleären Vitamin-D-Rezeptor (VDR), der 

als Transkriptionsfaktor agiert. Die epithelialen Kalzium-Kanäle Transient 

Receptor Potential Vanilloid (TRPV) 5 und TRPV 6 ermöglichen 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) befördert und 

dort gespeichert. Der Rest der aufgenommenen Kalzium-Menge kann über die in 

der Plasmamembran lokalisierten Transporter Natrium-Kalzium-Austauscher 

(NCX) oder Plasma-Membran-Kalzium-ATPase (PMCA) wieder aus der Zelle 

heraus befördert werden. 

Es ist bekannt, dass diese Proteine hauptsächlich in Dünndarm und Niere 

vorkommen, die beiden Organe, die eine Schlüsselrolle für die Aufrechterhaltung 

physiologischer Kalzium-Konzentrationen einnehmen. Verschiedene Studien 

belegen jedoch, dass auch die Insulinsekretion aus den Beta-Zellen (β-Zellen) des 

Pankreas sowohl durch Kalzium als auch durch Vitamin D reguliert wird 

(NORMAN et al., 1980; KAJIKAWA et al., 1999). 

Studien über den Nachweis und die Lokalisation relevanter Kalzium-Handling-

Proteine gibt es bisher hauptsächlich 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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II. LITERATURÜBERSICHT 

1. Kalzium-Homöostase 

Kalzium ist von allen Mineralstoffen im Körper mengenmäßig am stärksten 

vertreten, in einem erwachsenen Menschen sind es etwa 1000 Gramm. Der 

Großteil 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 mengenmäßig kleine Teil des Kalzium-

Gehalts spielt eine entscheidende Rolle für den Organismus, da die 

Aufrechterhaltung der Kalzium-Homöostase Voraussetzung für viele 

Körperfunktionen ist (RINGER, 1883; WEBER, 1959; FUKUGAWA & 

KUROKAWA, 2002). Im Vergleich zu allen anderen Ionen weist Kalzium die 

höchste Konzentrationsdifferenz zwischen Intra- und Extrazellularraum auf. 

Daher ist es als Signalmolekül besonders geeignet und an vielen Signalkaskaden 

beteiligt (BOOTMAN & BERRIDGE, 1995; RIZZOLI & BONJOUR, 1998; 

CARAFOLI, 2002). 

Die klassische Funktion von Kalzium ist die eines Second-Messengers 

(CLAPHAM, 1995). Das bedeutet, dass von extrazellulär kommende Signale im 

Zellinneren durch Veränderung des zytosolischen Kalzium-Spiegels weitergeleitet 

werden. Dies kann auf zwei Wegen geschehen, durch Freisetzung von Kalzium 

aus intrazellulären Speicherorganellen oder durch Kalzium-Einstrom aus dem 

Extrazellularraum. Die dafür benötigten membranständigen Kalzium-Kanäle sind 

ihrerseits durch Kalzium aktivierbar (BEZPROZVANNY & EHRLICH, 1995). 

Dies wird als Kalzium-induzierte Kalzium-Freisetzung bezeichnet (PUTNEY, 

1986, 1990). 

Die Geschwindigkeit, mit der der intrazelluläre Kalzium-Spiegel ([Ca
2+

]i) 

ansteigt, muss einerseits sehr variabel sein, um sich den jeweiligen Zelltypen und 

Bedürfnissen anzupassen, andererseits müssen länger andauernde Erhöhungen des 

[Ca
2+

]i vermieden werden. Ein erhöhter Kalzium-Gehalt im Zytosol kann 

verschiedene zellschädigende Mechanismen in Gang setzen, insbesondere die 

Schädigung des Zytoskeletts durch Aktivierung von katabolen Enzymen, wie 

Phospholipasen, Proteasen und Endonukleasen. Die daraus resultierenden Defekte 

an der Zelle können bis zum Zelluntergang führen (SCHANNE et al., 1979; 
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ORRENIUS et al., 1992b; ORRENIUS et al., 1992a; TRUMP & BEREZESKY, 

1995). Aufgrund dieser zytotoxischen Eigenschaften wird der [Ca
2+

]i 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 

ubiquitäres Signalmolekül funktionieren kann, bedarf es einem angepassten 

Verteilungsmuster an Kalzium-Pumpen und -Transportproteinen für jedes 

Gewebe. Für 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 große Bedeutung als Signalmolekül, 

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 extrazelluläre Kalzium-Gehalt muss, wie der intrazelluläre Gehalt, 

innerhalb sehr enger Grenzen gehalten werden [1,1 - 1,3 Millimol/Liter (mmol/l)], 

da beim Überschreiten des Löslichkeitsprodukts im Extrazellularraum 

Kalziumphosphat ausfällt, das zur Kalzifizierung von Gewebe mit nachfolgenden 

Schäden an den entsprechenden Organen führen kann (ANDERSON, 1981; 

SHANAHAN, 2005). 

Die wichtigsten Organsysteme zur Aufrechterhaltung der Kalzium-Homöostase 

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 verändert werden. Die hormongesteuerte Regulation in Niere und Darm 

ermöglicht 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 energieabhängigen Ausstrom an der basolateralen Membran. 
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Der proximale Dünndarm und die distalen Tubulusnephrone der Niere sind die 

Hauptorte, in denen die Kalzium-Aufnahme entgegen dem elektrochemischen 

Gradienten stattfindet (PENG et al., 2003b).  

Der gegenüber dem Zellinneren erhöhte Kalzium-Gehalt im Extrazellularraum 

ermöglicht den Kalzium-Einstrom an der apikalen Zellmembran durch die 

epithelialen Kalzium-Kanäle 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
2+

]i wird 

mithilfe der SERCA in das ER oder SR befördert, wo es gespeichert wird, bis es 

bei einer Aktivierung der Zelle wieder in das Zytoplasma freigesetzt wird (siehe 

Abbildung 1). Kontrolliert werden diese Transportproteine maßgeblich durch 

1,25-(OH)2D3 (1,25-Dihydroxycholecalciferol), die aktivierte Form von Vitamin 

D (WASSERMAN & FULLMER, 1995; OKANO et al., 2004).  

 

 

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 Vorgänge maßgeblich 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 Interzellularräume oder aktiv durch die Enterozyten. Bei der Aufnahme 

Kalzium-reicher Nahrung überwiegt der passive, parazelluläre Kalzium-Einstrom. 

Diese Kalzium-Aufnahme durch den Interzellularraum der Enterozyten benötigt 

keine Kalzium-Transportproteine. Bei begrenztem Kalzium-Angebot in der 

Nahrung überwiegt jedoch die transzelluläre Aufnahme durch die Enterozyten 

mithilfe von Kalzium-Pumpen (BRONNER et al., 1986; PANSU et al., 1993). Die 

Kalzium-Aufnahme über die Mikrovilli an der apikalen Plasmamembran der 

Enterozyten entspricht dem für alle Epithelzellen beschriebenen Vorgang. Dieser 

Transport ist, dem elektrochemischen Gradienten folgend, ein 

energieunabhängiger Prozess, da der Kalzium-Gehalt in den Enterozyten viel 

niedriger ist (10
-7

 bis 10
-6 

mol/l) als der im Darmlumen (10
-3 

mol/l). Zusätzlich ist 

das Zytoplasma im Vergleich zum Darmlumen stärker elektronegativ; dies 

begünstigt die Aufnahme der positiv geladenen Kalzium-Ionen (WASSERMAN 

& FULLMER, 1995). Die Ausschleusung von Kalzium an der basolateralen 

Membran erfolgt entgegen einem elektrochemischen Gradienten hauptsächlich 

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 Körper konstant zu halten, wird 98 % der 

im Glomerulum filtrierten Kalzium-Menge in den Nephronen der Niere 

rückresorbiert (FRIEDMAN & GESEK, 1995). Ebenso wie im Darm kann 

Kalzium auch in der Niere sowohl passiv parazellulär als auch aktiv transzellulär 

absorbiert werden (BINDELS, 1993). Der Großteil der Kalzium-Reabsorption 

findet im proximalen Tubuluskonvolut und im geraden Teil des proximalen 

Tubulus als passiver, parazellulärer Einstrom statt. Die aktive, transzelluläre 

Kalziumrückresorption durch die Epithelzellen findet überwiegend in den distalen 

Teilen des Nephrons statt, hauptsächlich im distalen Tubuluskonvolut, den 

Verbindungsstücken und teilweise im Anfangsstück der Sammelrohre (BINDELS, 

1993; REILLY & ELLISON, 2000).  

Die Mechanismen der transzellulären 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-Homöostase zu gewährleisten, sind eine 

Reihe von Kalzium-Transportproteinen und -Kanälen nötig. Die Expression dieser 

Proteine ist in verschiedenen Geweben und teilweise bei verschiedenen Spezies 

unterschiedlich (CARAFOLI, 1994a). 

1.2.1. TRPV 5 und 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 Kationenkanälen (HARTENECK 

et al., 2000). TRPV 5 und 6, die eine zu 75 % gleiche Aminosäurestruktur 

besitzen (MONTELL, 2001), sind Kalzium-selektive Kanäle 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; HOENDEROP et al., 2002b). 

Bei Vorliegen eines physiologischen Membranpotentials sind die Kanäle geöffnet 

und somit kann Kalzium durch die Kanäle in die Zelle strömen. Um einen 

intrazellulären Kalzium-Anstieg auf toxische Level zu vermeiden, werden die 

Kanäle 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 anschließende 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 Abhängigkeit von der Nahrungszusammensetzung sehr stark 

variiert, werden im Darm überwiegend die Kalzium-Transporter TRPV 6 

exprimiert, die über einen sehr schnellen Inaktivierungsmechanismus verfügen. 

Dadurch können die Enterozyten vor einem zu stark variierenden Kalzium-
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Einstrom geschützt werden. Der Kalzium-Gehalt in der Niere ist dagegen 

abhängig 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 nötig. Daher überwiegt in der 

Niere der Kalziumtransporter TRPV 5 (NILIUS et al., 2002; SONG et al., 2003; 

HOENDEROP et al., 2004). 

Beim Menschen gibt es kaum Daten über das Vorkommen von TRPV 5. Der 

Transporter wurde in humanem Darmgewebe nicht nachgewiesen. In der Niere 

des Menschen wird TRPV 5 in geringem Maße im Bereich der Nierenrinde und 

dem äußeren Nierenmark gefunden (PENG et al., 2001, 2003a). In der Niere von 

Mäusen 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 Mäusen 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 

(HOENDEROP et al., 2000a; PENG et al., 2003a) (siehe Tabelle 1). 

Über 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 

über 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), während er in anderen Studien als wichtigster Kalzium-Transporter in 

der Niere des Menschen beschrieben wird, mit einer zehnfach höhere Expression 

von TRPV 6 gegenüber 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). Mäuse 

exprimieren diesen Transporter hauptsächlich 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 Mäusen kommt TRPV 6 in den distalen Tubuluskonvoluten, den 

Verbindungsstücken 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 ausschließlich an der apikalen Membran von Enterozyten 

und im Dünndarm nur in Enterozyten im Bereich der Darmzotten-Spitzen 

(HOENDEROP 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 Verbindungsstücke und teilweise im angrenzenden Sammelrohr exprimiert. 

Das sind die Zellen, in denen die aktive Kalzium-Resorption stattfindet und die 

auch andere Proteine für das Kalzium-Handling, wie Calbindin-D28k und NCX 1, 

exprimieren (HOENDEROP et al., 2000a; HOENDEROP 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 Säugetieren 

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstück,  

-- = Vorkommen nicht beschrieben 

Spezies 
Lokalisation 

im Darm 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Darm) 

Lokalisation 

in der Niere 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Niere) 

Mensch -- 

Apikale 

Zellmembran 

der 

Darmepithel-
zellen 

Nierenrinde, 

Nierenmark 

Apikale 

Zellmembran 

der 

Tubulusepithel-
zellen 

Ratte 

Duodenum, 

Caecum, 
Colon 

DTK, VS 

Maus Duodenum DTK, VS, SaR 

Kaninchen 
Duodenum, 

Jejunum 
DTK, VS 
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Tabelle 2: Expression des Transient Receptor Potential Vanilloid (TRPV) 6 in 

Darm und Niere von Säugetieren 

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstück,  

-- = Vorkommen nicht beschrieben, * = Lokalisation nicht bestätigt 

Spezies 
Lokalisation 

im Darm 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Darm) 

Lokalisation 

in der Niere 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Niere) 

Mensch 

Duodenum, 

Colon, 

(gesamter 

Magen-Darm-

Trakt) 

Apikale 

Zellmembran 

der 

Darmepithel-

zellen* 

Distales 

Segment des 
DTK 

Apikale 

Zellmembran 

der 

Tubulusepithel-

zellen* 
Ratte 

Gesamter 

Darm 
-- 

Maus 
Duodenum, 

Colon 
DTK, VS, SaR 

 

1.2.2. Calbindin-D28k 

Beim Säuger unterscheidet man zwei verschiedene Vitamin-D-abhängige 

Kalzium-bindende Proteine, das 9000-Dalton-Calbindin (Calbindin-D9k) und das 

28000-Dalton-Calbindin (Calbindin-D28k) (HOWARD et al., 1992). Diese 

hauptsächlich im Zytosol vorkommenden Proteine gehören zu einer Familie von 

hochaffinen Kalzium-bindenden Proteinen, der auch Calmodulin und Parvalbumin 

angehören (KUMAR et al., 1989; HEIZMANN & HUNZIKER, 1991).  

Calbindin nimmt eine wichtige Stellung bei der Kalzium-Aufnahme über 

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 erhöht, 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 für 
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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 Säugetieren besonders stark in der Niere exprimiert 

(ROTH et al., 1982a; RHOTEN et al., 1984), während im Darm Calbindin-D9k 

für 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), Mäusen (LOFFING et al., 2001; LEE et al., 2004) 

und Kaninchen (TAYLOR et al., 1982; VAN BAAL et al., 1996; VAN ABEL et 

al., 2005). Zusätzlich wurde das Protein in der Niere von Affen und Schweinen 

nachgewiesen (SCHREINER et al., 1983) (siehe Tabelle 3). 

Aufgrund seiner Rolle als intrazellulärer Kalzium-Puffer wird Calbindin-D28k in 

den gleichen Nierenzellen exprimiert wie der Kalzium-Transporter TRPV 5, also 

in den Epithelzellen des distalen Tubuluskonvoluts, der Verbindungsstücke und 

der Anfangsstücke 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 Säugetieren 

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstück,  

-- = Vorkommen nicht beschrieben 

Spezies 
Lokalisation 

im Darm 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Darm) 

Lokalisation 

in der Niere 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Niere) 

Mensch 

 

-- 

 

-- 

DTK 

 

Zytoplasma der 

Epithelzellen 

Ratte DTK 

Maus DTK, VS 

Kaninchen DTK, VS, SaR 

Affe, 

Schwein 
DTK, VS, SaR 

 

1.2.3. PMCA 1 

Die Kalzium-Pumpen der Plasmamembran, PMCA, sind in allen eukaryotischen 

Zellen für den Kalzium-Ausstrom aus dem Zytosol verantwortlich (CARAFOLI, 

1988b). In vielen Zellen geschieht der Kalzium-Export sogar ausschließlich über 

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 Affinität für 

Kalzium und gewährleistet einen stetig gleichbleibend niedrigen [Ca
2+

]i in Ruhe 

(CARAFOLI, 1991). Die Kapazität dieser Transporter ist jedoch gering. PMCA 

können 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-)Molekül für jedes Kalzium-Ion, das aus der Zelle 

herausgebracht wird (VILLALOBO et al., 1986; NIGGLI et al., 1987; 

CARAFOLI, 1991, 1992). 

Beim Menschen kodieren vier Gene auf unterschiedlichen Chromosomen für 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, während 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 darüber 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). Darüber 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 

Verbindungsstück 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 

Verbindungsstücken in der Niere vor (HOENDEROP 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 Säugetieren 

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstück,  

-- = Vorkommen nicht beschrieben 

Spezies 
Lokalisation 

im Darm 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Darm) 

Lokalisation 

in der Niere 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Niere) 

Mensch 

Duodenum, 

Jejunum, 

Ileum 
Basolaterale 

Zellmembran 

der 

Darmepithel-
zellen 

-- 

Basolaterale 

Zellmembran 

der 

Tubulusepithel-
zellen 

Ratte 
Gesamter 

Darm 
DTK 

Maus Duodenum DTK, VS 

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-Ion im Austausch gegen drei Natriumionen aus der Zelle heraus 

transportiert. Der Transporter kann seine Transportrichtung unter bestimmten 

Umständen auch umdrehen und Kalzium in die Zelle hinein transportieren (WU et 

al., 2008). In welche Richtung der NCX-mediierte Kalzium-Strom stattfindet, 

hängt maßgeblich 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), während 

der Kalzium-Ausstrom über 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 endgültig geklärt, 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 Kapazität des Transporters passt sich dem jeweils aktuellen [Ca
2+

]i 

der Zelle an und nimmt mit steigendem [Ca
2+

]i zu (BLAUSTEIN & SANTIAGO, 

1977). NCX hat im Vergleich zu PMCA eine zehnfach niedrigere Affinität für 

Kalzium, jedoch eine 10- bis 50-fach höhere Durchflussrate als die ATP-

abhängigen Kalzium-Pumpen (CARAFOLI, 1988a; BLAUSTEIN & LEDERER, 

1999).  

Beim Säugetier sind bisher drei NCX-Isoformen bekannt: NCX 1, 2 und 3, die 

durch drei verschiedene Gene kodiert werden. Zusätzlich werden viele Gewebs-

spezifische Splicevarianten von NCX 1 und NCX 3 beschrieben, allein 32 

Varianten für 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 

Verbindungsstücken von Ratten, Mäusen, 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 zusätzlich 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 

überein. 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 Säugetieren 

DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = Sammelrohr, VS = Verbindungsstück,  

-- = Vorkommen nicht beschrieben 

Spezies 
Lokalisation 

im Darm 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Darm) 

Lokalisation 

in der Niere 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Niere) 

Mensch 
Duodenum, 

Colon 

Basolaterale 

Zellmembran 

der 

Darmepithel-
zellen 

-- 

Basolaterale 

Zellmembran 

der 

Tubulusepithel-
zellen 

Ratte 
Gesamter 

Darm 
DTK, VS 

Maus, 

Meerschwein, 

Rind 

-- DTK, VS 

Kaninchen -- 
DTK, VS, 

SaR 

 

1.2.5. SERCA 3 

SERCA sind Kalzium-Pumpen, die den aktiven Transport von Kalzium durch die 

Membranen intrazellulärer Kalzium-Speicher, wie dem SR oder ER, 

gewährleisten. Sie tragen somit maßgeblich dazu bei, den [Ca
2+

]i nach einer 

Aktivierung der Zelle wieder auf ein physiologisches Ruhe-Level zu reduzieren 

(BURK et al., 1989; MACLENNAN et al., 1992).  

SERCA gehören 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 Strukturähnlichkeit auf. Da der Kalzium-Gehalt im ER oder SR, 

ähnlich dem im Extrazellularraum, deutlich höher ist als der im Zytoplasma, stellt 

der Transport von Kalzium in diese Speicherorganellen einen 

energieverbrauchenden Prozess dar. Pro verbrauchtem ATP-Molekül 

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

Kalzium durch SERCA in das ER oder SR transportiert wurde, wird es an 

Kalzium-Bindungsproteine gebunden. Die Freisetzung aus diesen Speichern 

erfolgt über spezielle Kanäle in der Membran, die durch verschiedene 

Signalmoleküle aktiviert werden können. Der SERCA-mediierte Kalzium-

Transport ist also ein unidirektionaler Transport vom Zytosol in die intrazellulären 

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 ausschließlich 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 hämatopoetischen 

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). Für SERCA 3 werden außerdem verschiedene 

Splicevarianten beschrieben (BOBE et al., 1994; DODE et al., 1996; POCH et al., 

1998; MARTIN et al., 2002). 

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 Dünndarm 

und eine geringe Expression von SERCA 3 in der Niere (POCH et al., 1998; 

GELEBART et al., 2002; BROULAND et al., 2005). Bei Mäusen 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 

intrazelluläre Lokalisation scheint jedoch entsprechend der Funktion dieses 

Kalzium-Transporters auf die Membranen des ER oder SR beschränkt zu sein 

(POCH et al., 1998). 

Tabelle 6: Expression der Sarco-Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase 

(SERCA) 3 in Darm und Niere von Säugetieren 

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

Spezies 
Lokalisation 

im Darm 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Darm) 

Lokalisation 

in der Niere 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Niere) 

Mensch 
Dünndarm, 

Colon 
 

ER 

n.b. 

 

ER Ratte 
Gesamter 

Darm 
n. b.  

Maus n. b. n. b. 
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1.3. Regulation der Kalzium-Homöostase 

Vitamin D 3 [1,25-(OH)2D3], die biologisch aktive Form von Vitamin D, hat 

verschiedene endokrine Wirkungen auf den gesamten Organismus. Seine 

Hauptaufgabe liegt jedoch in der Aufrechterhaltung der Kalzium-Homöostase. 

Wichtige Angriffspunkte für 1,25-(OH)2D3 stellen somit die Orte der Kalzium-

Aufnahme und -Ausscheidung, Darm und Niere, dar (NICOLAYSEN & EEG-

LARSEN, 1953; YAMAMOTO et al., 1984). 

Im Dünndarm bewirkt 1,25-(OH)2D3 die aktive Aufnahme von Kalzium aus der 

Nahrung über Kalzium-Kanäle in den Epithelzellen der Darmmukosa (FREUND 

& BRONNER, 1975; BOUILLON et al., 2003) und von dort ins Blutgefäßsystem 

(DANISI et al., 1980). Den limitierenden Schritt der intestinalen Kalzium-

Aufnahme stellt dabei die Kapazität der epithelialen Kalzium-Kanäle TRPV 6 dar, 

die an der luminalen Seite der Enterozyten für den ersten Schritt der Kalzium-

Aufnahme sorgen (MULLER et al., 2000; HOENDEROP et al., 2002b; MEYER 

et al., 2006). 

In der Niere fördert 1,25-(OH)2D3 die Reabsorption von Kalzium. Das distale 

Nephron hat die meisten Rezeptoren für 1,25-(OH)2D3 und vermittelt über den 

epithelialen Kalzium-Kanal TRPV 5 den Großteil der Kalzium-Aufnahme 

(FRIEDMAN & GESEK, 1993, 1995). 

Um den Kalzium-Gehalt im Körper ständig in engen Grenzen zu halten, muss 

1,25-(OH)2D3 an verschiedenen Stellen Einfluss auf den Kalzium-Stoffwechsel 

nehmen. Alle oben beschriebenen Kalzium-Transportproteine nehmen an der 

Aufrechterhaltung der Kalzium-Homöostase teil und können in ihrer Expression 

und Aktivität durch 1,25-(OH)2D3 reguliert werden (BRONNER & FREUND, 

1975; FREUND & BRONNER, 1975; GILL & CHRISTAKOS, 1993; LI et al., 

1998; WOOD et al., 2001; HOENDEROP et al., 2002a; OKANO et al., 2004; 

VAN DE GRAAF et al., 2004).  

Die meisten Effekte von 1,25-(OH)2D3 werden durch den VDR vermittelt 

(HAUSSLER et al., 1988; PIKE, 1991; WALTERS, 1992). Dieser intrazelluläre 

Steroid-Rezeptor (EVANS, 1988) agiert als Liganden-induzierter 

Transkriptionsfaktor, indem er direkt an spezielle Bindungsstellen der 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) bindet, sogenannte Vitamin-D-responsive-

Elemente (VDREs) (ALROY et al., 1995; KATO, 2000). Nachdem 1,25-(OH)2D3 
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durch die Zellmembran diffundiert ist, bindet es an den VDR. Dadurch kommt es 

am Rezeptor zu einer Konformationsänderung und dieser bildet durch 

Zusammenlagerung mit dem Retinoid-X-Rezeptor ein Heterodimer. Die DNA-

Bindungsdomäne dieses Heterodimers bindet nun an die DNA der Zielgene. Die 

Bindung des VDR an seine Zielgene kann zu einer vermehrten oder verminderten 

Gentranskription führen (PIKE, 1982, 1991; DUSSO et al., 2005).  

Zu den Zielgenen von 1,25-(OH)2D3 in Darm und Niere gehören die oben 

beschriebenen Proteine des Kalzium-Handlings. Somit kann der VDR die 

Kalzium-Aufnahme über Darm und Niere fördern, indem er die 

Proteinbiosynthese der dafür benötigten Transportmechanismen induziert 

(HOENDEROP et al., 2001a; HOENDEROP 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 Nebenschilddrüse. Eine 

Expression konnte in über 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 Mäusen ist das 

Duodenum der Darmabschnittt mit der größten VDR-Dichte (HIRST & 

FELDMAN, 1982; SEINO et al., 1982; SONG & FLEET, 2004), aber auch im 

Colon von Mäusen wurde der Rezeptor nachgewiesen 

(TEERAPORNPUNTAKIT et al., 2009). In Mäusenieren 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 Verbindungsstücken 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 

Säugetieren 

PTK = proximales Tubuluskonvolut, DTK = distales Tubuluskonvolut, SaR = 

Sammelrohr, VS = Verbindungsstück, -- = Vorkommen nicht beschrieben 

Spezies 
Lokalisation 

im Darm 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Darm) 

Lokalisation 

in der Niere 

Intrazelluläre 

Lokalisation 

(Niere) 

Mensch Duodenum 
Nucleus, 

Zytoplasma 

PTK, DTK, 

SaR, 
Glomerulum  Nucleus, 

Zytoplasma 

Ratte 
Gesamter 

Darm 

Gesamtes 

Tubulussystem  

 

Maus 

 

Duodenum, 

Colon 
Nucleus, 

Zytoplasma 

PTK, DTK, 

VS, SaR, 

Henlesche 

Schleife, 
Glomerulum 

Nucleus, 

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 Signalmolekül für verschiedene 

Zellfunktionen eine Rolle. In den letzten Jahren wurde der Einfluss von Kalzium 

auf die Ausschüttung von Insulin aus den -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-Homöostase ist Voraussetzung für einen geregelten Energiehaushalt. 

Sie wird ermöglicht durch eine fein abgestimmte Insulinsekretion aus den β-

Zellen des Pankreas. Unter physiologischen Bedingungen führt die postprandiale 
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Hyperglykämie zu einem Anstieg des ATP-Gehalts in der β-Zelle, der zu einem 

Schluss der ATP-abhängigen Kaliumkanäle führt. Daraufhin kommt es zur 

Depolarisation der Plasmamembran mit nachfolgendem Einstrom von 

extrazellulärem Kalzium und einem Anstieg des [Ca
2+

]i (ROE et al., 1993). Der 

erhöhte Kalzium-Gehalt initiiert in den β-Zellen zwei wichtige Effekte. Zum 

einen bewirkt er die Freisetzung von Insulin, zum anderen werden verschiedene 

Mechanismen aktiv, um den erhöhten [Ca
2+

]i 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 über 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 β-Zelle wird der Großteil des Kalziums wieder aus dem Zytosol entfernt. Dies 

wird über Beteiligung verschiedener Kalzium-Transportproteine und -Kanäle 

ermöglicht. Veränderungen im Kalzium-Handling der β-Zellen führen zu einer 

gestörten Insulinsekretion (OKAMOTO et al., 1992; CHEN et al., 2003). 

2.1.1. TRPV 5 und 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; HOENDEROP et al., 2001b). Bei der Ratte konnte TRPV 5 ausschließlich 

im Zytoplasma von β-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 

geklärt. 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 β-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 (α-

Zellen) als auch in β-Zellen vor (JOHNSON et al., 1994; BOURLON et al., 1996; 

JANSSEN et al., 2002). Bei Mäusen wurde Calbindin-D28k im Pankreas bisher 

nur in β-Zellen nachgewiesen (SOOY et al., 1999; PARKASH et al., 2002). 

Studien an Calbindin-D28k-knockout-Mäusen zeigen, dass Calbindin in den β-

Zellen die Kalzium-abhängige 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 β-Zellen des Pankreas. Sie können durch 

Glukose und durch Änderungen des Zellmembranpotentials aktiviert werden. Eine 

Überexpression dieses Transporters führt zu einem verminderten Anstieg des 

[Ca
2+

]i bei Zellstimulation (PLASMAN & HERCHUELZ, 1992; KAMAGATE et 

al., 2002). 

2.1.4. NCX 1 

Das Vorkommen von NCX 1 im Pankreas wurde bisher hauptsächlich an 

Labortieren untersucht (siehe Tabelle 8). Der Transporter kommt bei Ratten, 

Mäusen, Meerschweinchen und Hamstern in den Inselzellen, einschließlich den β-

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 außerdem in den Azinuszellen beschrieben (BAYERDORFFER et al., 

1985; MUALLEM et al., 1988). 
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Der Austausch von Natrium gegen Kalzium spielt in den β-Zellen eine wichtige 

Rolle für die Aufrechterhaltung des intrazellulären Kalzium-Spiegels und somit 

für die Steuerung der Kalzium-regulierten Insulinsekretion (PLASMAN et al., 

1990; YOSHIHASHI et al., 1996). In Studien an β-Zellen der Ratte konnte 

gezeigt werden, dass NCX 1 für bis zu 70 % des Kalzium-Ausstroms aus diesen 

Zellen verantwortlich ist und dass das Fehlen dieses Transporters über einen 

erhöhten intrazellulären Kalzium-Gehalt zu einer vermehrten Insulinausschüttung 

führen 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 für die Regulation des [Ca
2+

]i und die Insulinsekretion der β-Zellen 

(WOLF et al., 1988). Der Kalzium-Transporter SERCA 3 kommt in den β-Zellen 

von Menschen, Ratten und Mäusen vor, bei der Maus wurde er darüber 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 

β-Zellen und den Kalzium-Gehalt im ER, indem es in Phasen von steigendem 

[Ca
2+

]i Kalzium aus dem Zytoplasma heraus in das ER pumpt und diese Speicher 

damit für nachfolgende oszillatorische Kalzium-Ströme auffüllt (BEAUVOIS et 

al., 2006). Der Transporter hat eine niedrige Affinität für Kalzium und wird durch 

einen hohen [Ca
2+

]i aktiviert (ARREDOUANI et al., 2002). Die Funktion dieser 

Transporter in den β-Zellen ist sehr komplex. Ohne die Aktivität von SERCA 3 

kann es in β-Zellen zu einem erhöhten [Ca
2+

]i und einer gesteigerter 

Insulinsekretion kommen (XU et al., 1999). Andererseits kann eine verminderte 

Genexpression von SERCA 3 in den β-Zellen von Ratten und Mäusen mit einem 

vermehrten Risiko für die Entstehung von Diabetes mellitus assoziiert sein. 

Bestimmte Mutationen im SERCA-3-Gen sind bei Menschen mit dem Auftreten 

von Typ II Diabetes mellitus assoziiert (ROE et al., 1994; VARADI et al., 1996a; 

VARADI et al., 1999).  

2.2. Kalzium-Ausstrom aus den β-Zellen 

Der Kalzium-Ausstrom aus den β-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 Affinität aber eine hohe Kapazität für 

Kalzium, während die Kalzium-ATPase eine hohe Kalzium-Affinität bei geringer 

Kapazität zeigt. Die Regulation dieser beiden Kalzium-Pumpen wird u. a. über 

den Glukose-Gehalt der Zelle gesteuert. Bei steigendem Glukose-Gehalt in der 

Zelle wird die Transkription, Expression und Aktivität von PMCA gehemmt und 

die Aktivität von NCX gefördert (XIMENES et al., 2002). Während der 

Stimulation durch Glukose muss die β-Zelle mit einen enormen Kalzium-

Einstrom zurecht kommen und schaltet um von einer wenig effizienten Kalzium-

Pumpe (PMCA) zu einem System mit hoher Kapazität (NCX). Auf diesem Wege 

kann der Kalzium-Gehalt im Zytoplasma wieder auf physiologische Level 

reduziert werden, bevor es zu einer Zellschädigung 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 beschäftigen sich mit dem Einfluss von 1,25-(OH)2D3 auf die 

verschiedenen Funktionen des Pankreas. Da die meisten Effekte von 1,25-

(OH)2D3 durch den VDR vermittelt werden, kann man daraus schließen, dass der 

VDR im Pankreas bei Säugetieren 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 Mäusen wurde der VDR in den β-Zellen des Pankreas nachgewiesen, 

bei Menschen und Ratten außerdem 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 für die Funktion der β-Zellen, da er die 

Bindung und Wirkung von 1,25-(OH)2D3 auf die Zelle vermittelt, und 1,25-

(OH)2D3 einen großen Einfluss auf die normale Insulinsekretion ausübt 

(NORMAN et al., 1980; CLARK et al., 1981; BOURLON et al., 1997). Die 

Bedeutung des VDR auf die Insulinsekretion konnte an Mäusen mit defektem 

VDR verdeutlicht werden, da diese Tiere eine gestörte Glukosetoleranz und eine 

verminderte maximale Insulin-Sekretionskapazität zeigen (ZEITZ et al., 2003). 

Bestimmte Mutationen im VDR-Gen können beim Menschen zu einer gestörten 

Insulinsekretion führen (HITMAN et al., 1998; OGUNKOLADE et al., 2002). 
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Tabelle 8: In der Literatur beschriebene Kalzium-Transportproteine im Pankreas 

bei Säugetieren 

TRPV = Transient Receptor Potential Vanilloid, SERCA = Sarco-Endoplasmic 

Reticulum Calcium ATPase, NCX = Natrium Calcium Exchanger, PMCA = 

Plasma Membrane Calcium ATPase, VDR = Vitamin-D-Rezeptor, α-Zellen = 

Alpha-Zellen, β-Zellen = Beta-Zellen, n. b. = genaue Lokalisation nicht 

beschrieben 

Protein Tierart Lokalisation im Pankreas 

TRPV 5 
Mensch 

Ratte 

n. b. 

β-Zellen 

TRPV 6 Mensch, Maus n. b. 

Calbindin-D28k 
Mensch, Ratte 

Maus 

α- und β-Zellen 

β-Zellen 

PMCA 1 
Mensch 

Ratte 

α- und β-Zellen  

α- und β-Zellen, Azinuszellen 

NCX 1 

Ratte 

Maus 

Meerschwein, Hamster 

Inselzellen, β-Zellen, Azinuszellen 

Inselzellen, β-Zellen 

Inselzellen, β-Zellen 

SERCA 3 
Mensch, Ratte 

Maus 

β-Zellen 

β-Zellen, Azinuszellen 

VDR 
Mensch 

Ratte, Maus 

Inselzellen, Azinuszellen 

β-Zellen 

 

3. Rolle von Vitamin D bei Diabetes 

1,25-(OH)2D3 und der VDR haben einen großen Einfluss auf den Glukose-

Metabolismus und auf die für die Insulinsekretion nötige Erhöhung des Kalzium-

Stroms in den β-Zellen. Vitamin-D-defiziente Ratten zeigen eine signifikant 

reduzierte Insulinsekretion, die durch die Gabe von 1,25-(OH)2D3 wieder 

normalisiert wird (CLARK et al., 1980; NORMAN et al., 1980; CHERTOW et 

al., 1983). In gesunden Ratten kann 1,25-(OH)2D3 ebenfalls zu einer erhöhten 

Insulinsekretion führen (ISHIDA et al., 1983). Auch bei Menschen mit Vitamin-

D-Mangel führt die Gabe von 1,25-(OH)2D3 zu einer erhöhten Insulinsekretion 

und verbesserter Insulinsensitivität (GEDIK & AKALIN, 1986; RUDNICKI & 

MOLSTED-PEDERSEN, 1997).  

Der Insulinmetabolismus in den β-Zellen wird auf mehreren Wegen durch 1,25-

(OH)2D3 beeinflusst. Zum einen induziert 1,25-(OH)2D3 nachweislich die 
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Insulinbiosynthese (OZONO et al., 1990; BOURLON et al., 1999a). Andererseits 

bewirkt 1,25-(OH)2D3 eine Erhöhung des für die Insulinsekretion essentiellen 

Kalzium-Gehalts in den β-Zellen, indem vermehrt Kalzium von extrazellulär und 

aus intrazellulären Kalzium-Speichern in das Zytoplasma befördert wird 

(BILLAUDEL et al., 1993; BILLAUDEL et al., 1995).  

Die Aktivität der verschiedenen Kalzium-Transportproteine in den β-Zellen ist 

Voraussetzung für die normale Insulinsekretion. Veränderungen oder Defekte 

dieser Proteine können zu Störungen im Insulinmetabolismus und zu einem 

erhöhten Risiko für die Entstehung von Diabetes mellitus führen (LEVY et al., 

1994; ROE et al., 1994; BOURLON et al., 1996; LEVY et al., 1998; BOURLON 

et al., 1999b; SOOY et al., 1999; ARREDOUANI et al., 2002; PARKASH et al., 

2002).   
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IV. DISKUSSION 

Nur durch das Zusammenspiel verschiedener Kalzium-Handling-Proteine ist eine 

exakte und den jeweiligen Verhältnissen angepasste Steuerung der für den 

Organismus essentiellen Kalzium-Homöostase möglich. Die Kalzium-Aufnahme 

in den Körper erfolgt hauptsächlich im Dünndarm und wird über den VDR 

gesteuert. Bei reduzierter Kalzium-Aufnahme entwickeln sich beim Menschen 

Krankheitsbilder wie Osteomalazie oder Rachitis (PANDA et al., 2004). Die 

Kalzium-Ausscheidung erfolgt überwiegend über die Nieren, und eine 

eingeschränkte Nierenfunktion, z. B. bei chronischer Niereninsuffizienz, führt zu 

einem gestörten Kalzium-Metabolismus (ALCAZAR ARROYO, 2008).  

Das Wissen über das Vorkommen und die Funktion wichtiger Proteine des 

Kalzium-Stoffwechsels und des sie regulierenden VDR ist bisher sehr lückenhaft 

und für Spezies wie den Hund liegen kaum Daten diesbezüglich vor. Um den 

genauen Pathomechanismus der verschiedenen, durch Kalzium und Vitamin D 

beeinflussten Krankheiten aufdecken zu können, werden Informationen über 

Verteilung und Funktion dieser Proteine benötigt.  

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.  

Störungen im Kalzium-Metabolismus beeinträchtigen auch die Funktion des 

endokrinen Pankreas und können 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 können, 

sind Kenntnisse über 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 für 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 ist 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 können. Als interner Standard wurde in dieser Studie das ribosomale Protein S 

5 (RP 5) eingesetzt, da es beim Hund für 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 Mäusen 

nachgewiesen und Calbindin-D28k und NCX 1 in der Niere von Mäusen, da das 

Vorkommen 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 über den tatsächlichen Zustand der Zelle auf Proteinebene oder 

über die Lokalisation des gesuchten Proteins innerhalb der Zelle erhält. 

Daher wurden von den zu untersuchenden Geweben Paraffinschnitte angefertigt 

und für alle Proteine immunhistochemische Untersuchungen durchgeführt. Diese 

ermöglichten die Identifizierung und Lokalisation der gesuchten Proteine im 

Gewebsverband. Da spezifische Antikörper für den Hund nur selten verfügbar 

sind, wurden Antikörper gegen andere Spezies (Kaninchen, Ratte, Maus, Schaf 

und Meerschwein) eingesetzt. Dabei wurde jeweils der Antikörper verwendet, der 

gegen das Epitop mit der größten Sequenzhomologie zum Hund gerichtet war. 

Keiner der hier eingesetzten Antikörper wurde bisher für 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 für die beiden 

Transporter zeigten in dieser Studie eine fast identische Verteilung in den 

untersuchten Geweben. Im Duodenum führten beide Antikörper zu einer starken 

Färbung der apikalen Enterozyten. Das Vorhandensein von TRPV 6 im Darm 

konnte durch die PCR bestätigt werden. Diese Ergebnisse stimmen mit Studien an 

anderen Spezies überein, in denen der Transporter ebenfalls in Enterozyten 



IV. Diskussion    34 

vorkommt (PENG et al., 1999; PENG et al., 2003b). Für 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 Antikörper als auch durch die 

PCR nachgewiesen werden, wobei für TRPV 6 jeweils eine etwas stärkere 

Expression gefunden wurde als für 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 

mengenmäßig überwiegt. Im Pankreas zeigte sich in dieser Studie eine deutliche 

Färbung der Inselzellen beim Einsatz des TRPV-6-Antikörpers, aber kein 

positives Signal bei der Verwendung von Antikörpern gegen TRPV 5. Die PCR-

Ergebnisse bestätigen dieses Expressionsmuster.  Bei der Ratte dagegen kommt 

TRPV 5 kolokalisiert mit Insulin in den β-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 für TRPV 6 stimmen daher insgesamt mit den Untersuchungen an 

anderen Spezies gut überein. So konnte die hier gezeigte apikale Lokalisation in 

Darm-Epithelzellen auch bei Menschen (WALTERS et al., 2006) und Mäusen 

(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 für 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 möglich, dass das Protein auch beim 

Hund eine Rolle für die Insulinsekretion aus den β-Zellen spielt. 

Aufgrund der großen Strukturähnlichkeit der beiden Transporter (MONTELL, 

2001) und der nicht eindeutigen Ergebnisse für TRPV 5  in dieser Studie, scheint 

der Einsatz des hier verwendeten polyklonalen Antikörpers gegen TRPV 5 beim 

Hund aufgrund mangelnder Spezifität nicht sinnvoll zu sein. Es wäre 

erstrebenswert, die Untersuchungen mit spezifischeren Antikörpern gegen 

TRPV 5 und 6 zu wiederholen, diese sind jedoch bisher nicht erhältlich. 
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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 Färbung für Calbindin-D28k. Mittels Doppelfärbung mit Insulin 

konnten diese Zellen als β-Zellen identifiziert werden. Diese Ergebnisse gleichen 

den Verhältnissen bei anderen Spezies (ROTH et al., 1982b; POCHET et al., 

1987), bei denen Calbindin über die Regulation des zytoplasmatischen Kalzium-

Gehalts in den β-Zellen die Kalzium-abhängige Insulinsekretion beeinflusst 

(SOOY 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 für 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 Antikörpers gegen  

PMCA 1 brachte jedoch kein positives Signal in der Immunhistochemie. 

Untersuchungen bei anderen Tierarten zeigen, dass der verwendete Antikörper 

gegen PMCA 1 Spezies-übergreifend einsetzbar ist. Außerdem 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 

durchgeführt (STAUFFER et al., 1995). Ein weiterer kommerziell erhältlicher 

Antikörper gegen PMCA 1 zeigt eine weniger starke Homologie zum kaninen 

Protein und erscheint daher als weniger geeignet für den Einsatz beim Hund. 

Beide Antikörper werden vom Hersteller für den Einsatz auf fixierten 

Paraffinschnitten angeboten. Es scheint trotzdem so, dass der hier verwendete 

Antikörper nur für unfixiertes Gewebe brauchbare Ergebnisse liefert und die 

gebräuchlichen Fixationsmethoden für Paraffinschnitte das Epitop so stark 
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verändern, dass es vom Antikörper nicht mehr erkannt wird. Da PMCA 1 bei 

verschiedenen Spezies als ubiquitär 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-

Homöostase in Darm, Niere und Pankreas beteiligt ist.   

Der Natrium-Kalzium-Austauscher NCX 1 kommt bei Mäusen 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 für den Kalzium-Ausstrom aus den β-

Zellen (VAN EYLEN et al., 1998; XIMENES et al., 2003) und beeinflusst 

dadurch wahrscheinlich auch die Insulinsekretion. Beim Hund konnte die mRNA 

in allen drei untersuchten Geweben gefunden werden, während 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. Unterstützt wird diese Vermutung durch die Ergebnisse einer 

zusätzlichen PCR, die in der vorliegenden Studie durchgeführt 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 für NCX 1 in der kaninen 

Niere aber nicht in Darm und Pankreas nachgewiesen. Der Hersteller des 

Antikörpers stellt leider keine Informationen über die Proteinsequenz des 

entsprechenden Immunogens zur Verfügung, so dass ein Abgleich mit der 

Proteinsequenz des Hundes nicht möglich ist. Die in dieser Studie gezeigte 

Lokalisation von NCX 1 in den Nieren-Tubulus-Epithelzellen gleicht den 

Verhältnissen 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-Antikörper gegen 

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

Die Kalzium-Pumpe SERCA 3 wird bei Mäusen und Ratten hauptsächlich in 

hämatopoetischen Zellen sowie in Endothel- und Epithelzellen verschiedener 

Organe beschrieben. Beim Hund konnte das Protein unter Verwendung eines 
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monoklonalen Maus-Antikörpers, und mittels PCR auch seine mRNA, ebenfalls 

in allen drei untersuchten Organen identifiziert werden. In der Niere färbten sich 

die Epithelzellen der Sammelrohre stark an und im Pankreas die Endothelzellen 

der Blutgefäße. In kaninen β-Zellen scheint diese Isoform nicht vorzukommen, 

obwohl sie bei Mäusen die Kalzium-mediierte Insulinausschüttung beeinflusst 

(BEAUVOIS et al., 2006). Im Duodenum wurde das Protein in den glatten  

Muskelzellen der Darmwand und im Gefäßendothel gefunden. In bisherigen 

Studien wurde SERCA 3 oft als nicht-muskuläre 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 hauptsächlich eine Rolle als 

Kalzium-Transporter in den Zellen der glatten Muskulatur zu spielen, so dass die 

Bezeichnung als nicht-muskuläre Isoform bei dieser Spezies unzutreffend ist. Der 

hier verwendete Antikörper gegen SERCA 3 kann als geeignet für den Einsatz 

beim Hund angesehen werden, da die Ergebnisse der Immunhistochemie mit 

denen der PCR übereinstimmen. Unterschiede zu anderen Spezies liegen eher 

darin begründet, 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 Antikörpers 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 gleichmäßig in den Zellkernen des endokrinen und 

exokrinen Pankreas. Die PCR zeigte ebenfalls das Vorhandensein von VDR-

mRNA im Pankreas, wobei die Expression deutlich schwächer 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 β-Zellen die Insulinsekretion verstärkt, indem er 

indirekt den für die Insulinsekretion nötigen Kalzium-Gehalt in der Zelle erhöht 

(BILLAUDEL et al., 1993). Möglicherweise hat der Rezeptor einen ähnlichen 

Einfluss auf die Kalzium-mediierte Sekretion aus exokrinem Gewebe. Der hier 

verwendete VDR-Antikörper von der Ratte erwies sich auch für den Einsatz beim 

Hund als geeignet, wobei je nach Gewebsdichte des Rezeptors eine Signal-

Amplifikation nötig 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 nucleärer Rezeptor, der die Proteinbiosynthese der 

wichtigen Kalzium-Handling-Proteine steuert. Die hier untersuchten Kalzium-

Transporter und -Puffer sind für das Kalzium-Handling in der Zelle und für 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 größtenteils auch beim Hund in den 

wichtigen Organen des Kalzium-Stoffwechsels sowie in den β-Zellen des 

Pankreas vorkommen. Die verwendeten Antikörper gegen TRPV 6, Calbindin-

D28k, SERCA 3, VDR und NCX 1 (in der Niere) sind für den 

immunhistochemischen Proteinnachweis beim Hund geeignet. Für die Proteine 

PMCA 1, NCX 1 (in anderen Geweben als der Niere) und TRPV 5 müssen 

andere, am besten Spezies-spezifische Antikörper gefunden werden, um diese 

beim Hund einsetzen zu können. 
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

Kalzium ist im Organismus von Säugetieren an einer Vielzahl wichtiger 

Zellfunktionen als Signalmolekül beteiligt. Ein fein reguliertes Gleichgewicht des 

Kalzium-Gehalts zwischen Intra- und Extrazellularraum ist Voraussetzung für 

eine physiologische Körperfunktion. Um dieses Gleichgewicht stets aufrecht zu 

erhalten, sind eine Reihe von Kalzium-Transportproteinen notwendig, die über 

Vitamin D und dessen Rezeptor reguliert werden. Während es beim Menschen 

und insbesondere bei Mäusen und Ratten bereits zahlreiche Untersuchungen über 

die zellulären Mechanismen der Kalzium-Homöostase gibt, ist beim Hund über 

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 für 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 ausschließlich in 

Niere und Pankreas gefunden werden. Die Antikörper gegen TRPV 6, Calbindin-

D28k, SERCA 3, VDR und NCX 1 stellten sich als geeignet für 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 β-Zellen des Pankreas 

gefunden, jedoch nicht im Duodenum. Obwohl die mRNA für NCX 1 in allen drei 

Organen gefunden wurde, zeigte nur die Niere eine spezifische 

immunhistochemische Färbung für 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. Darüber hinaus 
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konnte der Rezeptor in den Nuclei der Zellen des endokrinen und exokrinen 

Pankreas gefunden werden. Der hier verwendete Antikörper gegen TRPV 5 

erwies sich aufgrund mangelnder Spezifität als ungeeignet für den Nachweis beim 

Hund. Der Antikörper gegen PMCA 1 zeigte kein Signal in der 

immunhistochemischen Untersuchung, da wahrscheinlich das Epitop durch 

Formalinfixierung und Paraffineinbettung zerstört wurde. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Expression und Verteilung der 

hier untersuchten Kalzium-Handling-Proteine beim Hund große Ähnlichkeiten 

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 lässt vermuten, 

dass diese Proteine auch beim Hund maßgeblich an der Regulation der Kalzium-

Aufnahme und -Sekretion in Darm und Niere sowie an der Insulinsekretion des 

Pankreas beteiligt sind. Während der Nachweis der mRNA-Expression für alle 

untersuchten Gene gelang, waren nicht alle Antikörper für 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 β-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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