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Einleitung

1. Einleitung

Phosphor (P) ist ein essentieller Bestandteil vieler organischer und anorganischer
Verbindungen im Organismus. Ungefahr 85 % des Gesamtphosphats sind als
Hydroxylapatit im Knochen lokalisiert, 15 % verteilen sich auf Weichgewebe (14 %) und
intra- und extrazellulare Flissigkeiten (1 %). Neben seiner Bedeutung als wesentlicher
Baustein bei der Mineralisierung der Knochen kommt ihm auch eine wichtige Rolle als
Puffersubstanz im Saure-Basenhaushalt zu. Auf3erdem spielen organische Phosphate
eine wichtige Rolle in der Regulation des Energiehaushaltes der Zelle und sind ein

elementarer Bestandteil der Zellmembranen.

Der P-Haushalt von Wiederkduern unterscheidet sich deutlich von dem monogastrischer
Tiere. Uber eine hohe P-Sekretion mit dem Speichel wird bei niedriger renaler P-
Ausscheidung durch die P-Absorption im Darm ein effektiver endogener P;-Kreislauf
aufrechterhalten, der fur eine ausreichende Effizienz des mikrobiellen Stoffwechsels im
Pansen essentiell ist.

Die physiologischen Grundlagen dieser hohen renalen P;-Resorptionskapazitat bei
Wiederkauern im Vergleich mit monogastrischen Tieren sind noch nicht geklart. Es ist
denkbar, dal3 sie auf artspezifische Unterschiede in den kinetischen Eigenschaften des
Pi-Transportsystems der Niere zuriickzufihren sind.

Ziel dieser Arbeit war es, die kinetischen Parameter des renalen P;-Transportsystems
bei Ziegen und Schafen zu untersuchen und einen maoglichen Einflu® der P- und Ca-
Homoostase auf die Transporteigenschaften zu erfassen. Um methodisch vergleichbare
Daten fur eine monogastrische Spezies zu erhalten wurden Kontrollversuche an
Schweinen durchgefihrt.

Mit Hilfe von PCR und DNA-Sequenzierung sollte untersucht werden, ob es sich bei
dem renalen Na'-abhangigen Phosphattransportsystem von Ziege, Schaf und Schwein
auch um einen Na'/P;-Cotransporter Typ |1, der in der Rattenniere nachgewiesen wurde,

handelt.



Literaturtbersicht

2. Literaturtbersicht

2.1 Besonderheiten des Phosphathaushaltes von Wiederkauern

Der Phosphathaushalt von Wiederkduern zeichnet sich im Vergleich zum
monogastrischen Tier durch mindestens zwei Besonderheiten aus, zum einen durch die
hohe endogene P-Sekretion mit dem Speichel und zum anderen durch die niedrige

renale P;-Ausscheidung.

2.1.1 Pj-Sekretion mit dem Speichel

Die tagliche endogene P;-Sekretion mit dem Speichel &Rt sich aus der taglichen
Speichelflulrate und der Pj;-Konzentration im Mischspeichel bestimmen. Nach
Untersuchungen von KAY (1960), BREVES et al. (1987) und JAQUES et al. (1989) liegt
die tagliche Speichelproduktion von Schafen bei 10-19 |. Die PB-Konzentration im
Speichel variierte dabei zwischen 8 und 32 mmoll* und wurde entscheidend durch die
Hohe der Plasma-P;-Konzentration beeinfluBt (PRESTON und PFANDER 1964,
FARRIES und KRASNODEBSKA 1972, POPPI und TERNOUTH 1979, FIELD et al.
1982, MANAS-ALMENDROS et al. 1982, SCOTT et al. 1984a und 1984b, BREVES et
al. 1987). Das bedeutet, daR im Mittel 300 mmol P; pro Tag mit dem Speichel
sezerniert werden. Dabei besteht zwischen der Plasma-P;-Konzentration, die bei
Schafen mit bedarfsgerechter Phosphatversorgung 1,6-2,3 mmoll™* betragt, und der P;-
Konzentration im Speichel eine positive lineare Beziehung bis zu einer P;-Konzentration
von 35 mmoll™ im Plasma (CLARK et al. 1973, TOWNS et al. 1978, SCOTT und
BEASTALL 1978, CHALLA und BRAITHWAITE 1988c, WIDIYONO et al. 1998). Das
Verhaltnis zwischen Speichel-P; und Plasma-P; liegt dabei bei 12:1 bis 16:1 (SCOTT
und BEASTALL 1978, MANAS-ALMENDROS et al. 1982). P; kann also in den
Speicheldriisen konzentriert werden. Dieser Mechanismus ist sattigbar, denn bei
hoheren Plasmakonzentrationen steigt die Speichel-P;-Konzentration nur noch wenig an
und stellt sich trotz weiterer Konzentrationserhbhungen im Plasma auf einen

Maximalwert ein.
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Die Hauptlokalisation der Pj-Sekretion der Speicheldrisen liegt in den
Driisenendstiicken (COMPTON et al. 1980). Uber den ,Bergauf*
Transportmechanismus liegen bislang nur wenige Untersuchungen vor. Untersuchungen
an basolateralen Membranvesikeln von Zellen der Parotisdrisenendstiicke von Schafen
erbrachten Hinweise auf die Beteiligung eines Na'-abhangigen, elektrogenen P;-
Transportsystems (SHIRAZI-BEECHEY et al. 1991, VAYRO et al. 1991).

Es ist ungeklart auf welchem Weg P;i-lonen die Zellen durch die apikale Membran in die
Driisengange verlassen. Ebenso wenig ist bekannt, ob und wie die ansonsten an der P-
Homoostase direkt oder indirekt beteiligten Hormone Calcitriol, PTH und Calcitonin die
Pi-Sekretion beeinflussen. So bewirkte PTH sowohl einen Anstieg der P;-Konzentration
im Speichel (TOMAS und SOMERS 1974, CLARK et al. 1975, WADSWORTH und
COHEN 1977, WRIGHT et al. 1984) als auch den gegenteiligen Effekt (MANAS-
ALMENDROS et al. 1982). Calcitonin verursachte eine erhohte P-Konzentration im
Speichel (MATSUI et al. 1984), wahrend Calcitriol den P;-Gehalt erniedrigte (MANAS-
ALMENDROS et al. 1982).

Die hohe endogene B-Sekretion mit dem Speichel fuhrt dazu, dal3 die auf diesem
Wege in die Vormagen gelangende P-Menge auch bei bedarfsdeckender alimentarer
P-Versorgung immerhin zwischen 50% und 80% des taglich in den Pansen
gelangenden Gesamt-P betragt (BRAITHWAITE 1984, SCOTT et al. 1985, CHALLA et
al. 1989, SCOTT und BUCHAN 1987). Besonders bei niedriger P-Versorgung ubertrifft
der Speichel-P die alimentare P-Aufnahme um ein Vielfaches (TOMAS et al. 1967), da
die Fahigkeit der Speicheldrisen P, im Speichelsekret anzureichern, erhalten bleibt
(TERNOUTH et al. 1985). Diese Besonderheit der Wiederkauer dient vermutlich der
Sicherstellung der Versorgung der Mikroorganismen mit P und damit der Sicherung
mikrobieller Stoffwechsel- und Syntheseleistungen im Pansen. Es konnte im Experiment
gezeigt werden, dal3 niedrige ruminale B-Konzentrationen zu Einschrankungen der
Verdaulichkeit von organischer Substanz sowie zur Reduktion der mikrobiellen
Proteinsynthese fuhrten (FARRIES und KRASNODEBSKA 1972, FIELD et al. 1975,
SEVILLA und TERNOUTH 1980 und 1982, MILTON und TERNOUTH 1984 und 1985,
TERNOUTH et al. 1985, BREVES und HOLLER 1987a und 1987b, PETRI et al. 1988).
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2.1.2 P;-Bewegungen im Magen-Darm-Trakt

Bei bedarfsdeckender alimentarer P-Versorgung und physiologischen P;-
Konzentrationen im Plasma und Speichel liegen die P;-Gehalte in der Pansenfliissigkeit
von Schafen zwischen 13 und 20 mmoll* (TOMAS et al. 1967, BONILLA 1976,
BREVES et al. 1987).

Mit Hilfe der Technik des entleerten, gewaschenen, isolierten und mit einer kinstlichen
Pansenflissigkeit gefilllten Pansens wurden Untersuchungen zur ruminalen P;-
Absorption bei Schafen durchgefiihrt. Dabei konnte eine positiv lineare Beziehung
zwischen der Pj-Konzentration in der Pansenflissigkeit und der RB-Nettoabsorption
bestimmt werden (BREVES et al. 1988, BEARDSWORTH et al. 1989). Dies lafit
vermuten, dald der Nettoabsorption von P; im Pansen passive Transportmechanismen
zugrunde liegen. Auch die Befunde aus In-vitro-Untersuchungen am isolierten
Pansenepithel von Schafen, die mit Hilfe der Ussingkammertechnik durchgefihrt
wurden, deuten auf eine einfache passive Diffusion hin (BREVES et al. 1988, DUA et al.
1994).

Pi-Bewegungen Uber die Wand des Blattermagens werden in der Literatur
widersprichlich diskutiert. Wahrend ENGELHARDT und HAUFFE (1975) in In-vivo-
Untersuchungen an Schafen eine nur geringe Nettoabsorption feststelten, lag bei
Kalbern nach Untersuchungen von BANKS und SMITH (1984a,b) und ENDERISE und
SMITH (1979, 1986) die Nettoabsorption zwischen 10 % und 40 % des P, welches das

Omasum passierte.

Dem Labmagen wird keine groRe Bedeutung bei der P;-Nettoabsorption beigemessen,
aber In-vitro-Untersuchungen von MAHLER (1991) lassen eine P;-Nettoabsorption aus
dem Labmagen, wenn auch in geringen Mengen, mdglich er-scheinen. Dabei wird wie
beim Pansen ein passiver P;-Transport auf parazellularem Wege, diskutiert (MAHLER
1991).
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Der quantitative Anteil der Vormagen an der gesamten gastrointestinalen P;-
Nettoabsorption kann als vergleichsweise gering angesehen werden. Damit wird die in
das proximale Duodenum flieRende P-Menge, wie vorher dargelegt, durch den Futter-
und Speichel-P bestimmt und nur geringfligig im oberen Dunndarm durch den tber
Galle und Pankreasflissigkeit sezernierten P erhoht. SCOTT und McLEAN (1981)
fanden eine tagliche P-Sekretion Uber die Gallen- und Pankreasflissigkeit von nur 0,5-
0,7 g, wovon 0,1 g als P, und 0,4-0,6 g als Phospholipide sezerniert wurden. Bei
Uberlegungen beziiglich quantitativer Aspekte der intestinalen P-Bewegungen kann

dieser Anteil deshalb vernachlassigt werden.

Viele Untersuchungen haben eindeutig gezeigt, dal3 der Dunndarm die
Hauptlokalisation fur die R-Absorption darstellt (BRUCE et al. 1966, GRACE et al.
1974, DILLON und SCOTT 1979, BEN-GHEDALIA et al. 1982, WILSON und FIELD
1983, BREVES et al. 1985, SKLAN und HURWITZ 1985, WYLIE et al. 1985).
Quantitativ wird beim adulten Tier bis zum Ende des Dinndarms in etwa die Menge an
P; absorbiert, die vormals tber die endogene Speichelsekretion in den Magen-Darm-
Trakt gelangt ist (PFEFFER et al. 1970, GRACE et al. 1974, BEN-GHEDALIA et al.
1975). In das terminale lleum gelangen ca. 2 g P/d, wobei die Verteilung der
verschiedenen P-Fraktionen nicht mehr der im proximalen Duodenum entspricht
(BREVES et al. 1985). Dort sind zwischen 60 % und 80 % des Gesamt-P in der
Darmflussigkeit gelost, wovon 90 % auf P; entfallen. Im terminalen lleum betragt
dagegen der Anteil des l6slichen P nur noch zwischen 19 % und 52 %, die nur zu etwa
30 % als P; vorliegen (VAN'T KLOOSTER 1967, BEN-GHEDALIA et al. 1975, GRACE
et al. 1977, BREVES et al. 1985). Diese In-vivo-Befunde unterstreichen die
Absorptionskapazitat des Dunndarms fur P;-lonen. Ussingkammerversuche mit Jejunum
von Ziegen und Schafen (SCHRODER et al. 1995) und Transportuntersuchungen mit
jejunalen Burstensaummembranvesikeln (BSMV) der Ziege (SCHRODER und

BREVES 1996) lieferten schliel3lich Hinweise auf aktive P;-Transportmechanismen.
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Uber die Bedeutung des Dickdarms fiur die R-Absorption liegen widerspriichliche
Ergebnisse vor. Wahrend in einigen Untersuchungen keine P-Nettobewegungen Uber
die Dickdarmwand nachgewiesen werden konnten, haben andere Versuche entweder
eine Nettosekretion oder -absorption von P; gezeigt. Die richtungsbestimmenden
Faktoren des Transports sind dabei noch nicht bekannt. Aber es besteht keine
eindeutige Abhangigkeit von der Hohe der taglichen P-Zufuhr (BRUCE et al. 1966,
PFEFFER et al. 1970, GRACE 1972, GRACE et al. 1974, BEN-GHEDALIA et al. 1975
und 1982, POPPI und TERNOUTH 1979, GREENE et al. 1983, BREVES et al. 1985,
SKLAN und HURWITZ 1985, THEWIS und FRANCOIS 1985, WYLIE et al. 1985,
HOLLER et al. 1988). In-vitro-Untersuchungen am proximalen Colon von Schafen
lieferten &hnlich wie am Dinndarm Hinweise auf die Beteiligung aktiver Mechanismen

an der P;-Absorption (SCHRODER et al. 1995).

2.1.3 Renale P;-Ausscheidung

Im Vergleich zu monogastrischen Tieren scheiden Wiederkauer nur sehr geringe
Mengen an P; mit dem Harn aus. Zur Verdeutlichung sind die taglich P;-Ausscheidungen

bei verschiedenen Spezies in Tab. 1 vergleichend dargestellt.
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Tab. 1 Tagliche P;-Auscheidungen im Harn von verschiedenen Spezies (Beispiele).

Spezies Tagliche Pi-Auscheidung im Harn Autoren
(9/d) % der tagl. P-Aufnahme
Ziege 0,04 -0,22 1,3-6,3 Schoneseiffen (1993)
Schaf 0,01-0,02 1,3-24 Preston und Pfander (1964)
Schwein 20-28 23-33 Bontgen-Simonet (1993)
Katze 0,05-0,23 16-71 Kienzle und Wilms-Eilers
(1993)
Hund 0,23-0,3 20-27 Zentek et al. (1994)

Eine vergleichsweise hohe renale P;-Exkretion wie bei monogastrischen Spezies wurde
bei Wiederkduern nur bei saugenden bzw. milcherndhrten Lammern und Kéalbern
beobachtet (WALKER 1972, HODGE 1973, BOENCKE et al. 1976, 1981). Dies ist
moglicherweise darauf zurlickzufiihren, dafd die Tiere in diesem Alter funktionell noch
als monogastrische Tiere angesehen werden kénnen.

In anderen Untersuchungen fielen jedoch auch immer wieder einzelne adulte
Wiederkauer auf, deren renale Pi-Ausscheidung eher derjenigen der monogastrischen
Tiere entsprach. In Bilanzuntersuchungen fand MEYER (1972) z.B. bei 3 von 8 Schafen
eine erhohte P;-Ausscheidung mit dem Harn (1,9-2,3 g/d), die restlichen Tiere schieden
dagegen nur etwa 0,02 g/d aus. Auch FIELD (1981) beschrieb, bei einer alimentaren P-
Aufnahme von 4,6 g/d, Schafe mit hoher (1,8-2,7 g/d) und andere mit extrem geringer
Pi-Exkretion (0,03-0,05 g/d). SCOTT et al. (1984a) fanden bei 2 von 6 Schafen eine
erhohte P;-Ausscheidung, nachdem die P-Aufnahme von basal 2,05 g/d (Grasfutterung)
bzw. 1,51 g/d (Heufttterung) durch eine intraruminale P;-Infusion auf 5,05 g/d bzw. 4,51
g/d erhéht wurde. Auch FIELD et al. (1983) konnten dieses Phdnomen bestatigen.
Dabei wurde eine lineare Beziehung zwischen der alimentaren P-Versorgung und der

7
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renalen P;-Exkretion nachgewiesen. Uber die Ursachen dieser renalen ,P;-Ausscheider*
unter den Wiederk&uern ist bislang nichts Naheres bekannt.

Ahnlich wie bei monogastrischen Tieren wird die renale P;-Ausscheidung beim
Wiederkauer durch die P;-Konzentration des Plasmas beeinfluf3t. In Untersuchungen an
Ziegen, Schafen und Kihen, in denen eine Steigerung der P;-Konzentration im Plasma
durch intravendse bzw. intraabomasale Pj-Infusionen erzielt wurde, konnte eine
Erhéhung der renalen P-Ausscheidung nachgewiesen werden. Dieser Effekt trat aber
erst bei unphysiologisch hohen P-Plasmakonzentrationen >2-4 mmoll™* auf, was den
Schwellenwert der P-Ausscheidung darstellt (FIELD et al. 1983, SCOTT et al. 1984b,
SCOTT und BUCHAN 1985, CHALLA und BRAITHWAITE 1988a,b, WIDIYONO 1995).

2.2  Pj-Absorption entlang des Nephrons

Die Hauptlokalisation der P;-Nettoresorption liegt im proximalen Tubulus, beginnend mit
der Pars convoluta. Unter bestimmten Bedingungen kann jedoch auch im distalen
Tubulus und im Sammelrohr P; resorbiert werden (AMIEL et al. 1970, BAUMANN et al.
1975, BONJOUR und CAVERZASIO 1984, BORLE 1974, DENNIS und BRAZY 1982,
DENNIS et al. 1979, KNOX et al.1977, KNOX et al. 1982, LANG et al. 1981,
McKEOWN et al. 1979, MIZGALA und QUAMME 1985) (siehe Abb. 1). Allerdings sind
die Nettofluxraten in den einzelnen Tubulusabschnitten und ihr relatives Verhaltnis
zueinander nicht konstant, da die einzelnen Segmente in unterschiedlicher Weise auf
modulierende Faktoren, wie z.B. PTH (siehe 2.5) oder P;-Depletion, reagieren (DENNIS
et al 1977, DENNIS und BRAZY 1982, MUHLBAUER et al. 1977). Erhebliche
Unterschiede in der Pj-Resorption konnten auch zwischen den superfiziellen und
juxtamedullaren Nephronen beobachtet werden, so wird in juxtamedullaren Nephronen
bis zu 80 % mehr R resorbiert als in superfiziellen Nephronen (GOLDFARB 1980,
HAAS et al. 1978).
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Filtrat 100%

&< 10%

35%

y
_) Endurin 1-5%

Abb.1 P;-Resorption entlang des Nephrons (P;-Konzentration im Tubulus als % der

filtrierten Menge)

2.2.1 Zellulare Mechanismen der proximalen tubularen P;-Absorption
2.2.1.1 Apikale Transportmechanismen

Die P;-Aufnahme durch die apikale Blrstensaummembran der Epithelzellen im
proximalen Tubulus ist abhéngig von der Hohe der Na*-Konzentration in der tubuléren
Flussigkeit und kann durch Ouabain und andere Inhibitoren der basolateral lokalisierten
Na'-K*-ATPase gehemmt werden (BAUMANN et al. 1975, BRAZY et al. 1980a,
DENNIS und BRAZY 1978, DENNIS und BRAZY 1982, DENNIS et al. 1976, ULLRICH
et al. 1977, ULLRICH und MURER 1982). D.h. die transepitheliale P;-Absorption ist ein
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sekundéar aktiver Na'/P;-Cotransport, der durch die Na'-K'-ATPase energetisiert wird
(Abb. 2).

Bereits 1976 beschrieben HOFFMANN et al. eine Na'-abhéngige B-Aufnahme in
apikale Burstensaummembranvesikel (BSMV) des proximalen Tubulus von Ratten. Sie
beobachteten in Anwesenheit eines vesikeleinwérts gerichteten Na'-Gradienten eine
rasche P-Aufnahme, und zwar tber den Konzentrationsausgleich zwischen intra- und
extravesikularem Medium hinaus (sog. Overshoot, d.h. [Pi] inravesikuiar Z€itweise > [Pj]
extravesikuiar)- 1N Anwesenheit eines K'-Gradienten konnte dagegen nur eine langsame,
linear verlaufende P;-Aufnahme in die Vesikel beobachtet werden. Umgekehrt war auch
die Na*-Aufnahme in die BSMV in Anwesenheit von P;-lonen hoher als in Abwesenheit
(HOFFEMANN et al. 1976).

Diese Beobachtungen konnten in der Folge auch von anderen Arbeitsgruppen durch
zahlreiche Vesikelstudien an unterschiedlichen Spezies und unter verschiedenen
Bedingungen bestatigt werden (BARRET et al. 1980, BRANDIS et al. 1987, BINDELS
1986, BRUNETTE 1984, CAVERZASIO et al. 1982 und 1987, CHENG und SACKTOR
1981, HAMMERMANN 1986, HELPS und MC GIVAN 1991, HRUSKA und
HAMMERMANN 1981, MOLITORIS et al. 1985, STOLL et al. 1979, SHIRAZI-
BEECHEY et al. 1996, TURNER und DOUSA 1985, YUSUFI et al. 1989).
Untersuchungen an BSMV zur Frage, ob P, in Form von HPO,* und/oder H,PO,” (bei
physiologischen pH-Werten von pH 7,4 liegen 80 % des P, in divalenter Form vor)
bevorzugt transportiert wird, kamen zu dem Ergebnis, dal3 nur ein Transportsystem fur
beide Anionenformen existiert, und dald die divalente mdglicherweise gegenuber der
monovalenten Form bevorzugt wird (BURCKHARDT et al. 1981, CHENG und
SACKTOR 1983, HOFFMANN et al. 1976, QUAMME und WONG 1984, ULLRICH et al.
1978).

Weitere Studien zum EinfluR des pH-Wertes mit dem Ziel einer detaillierten
funktionellen Charakterisierung des P;-Transporters ergaben Hinweise, dal3 ein direkter
EinfluR von H'-lonen auf die Na*-Bindung des Transporters besteht, so daR seine
Fahigkeit, P; zu transportieren, in Anwesenheit saurer pH-Werte reduziert wird
(BURCKHARDT et al. 1981, HOFFMANN et al. 1976, MURER et al. 1980). Eine
Erhohung der luminalen Na'-Konzentration verminderte den inhibitorischen Effekt einer
erhdhten H'-lonen-Konzentration auf den P;-Transport. Dies wurde als mogliche

Konkurrenz von H- und Na'-lonen um die Na'-Bindungsstelle des Transportsystems
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interpretiert (BURCKHARDT et al. 1981). Diese Beobachtung konnte aber von anderen
Arbeitsgruppen nicht bestatigt werden (CHENG und SACKTOR 1981).

Eine strukturelle ldentifikation der am renalen P-Transport beteiligten Systeme gelang
durch die Klonierung zweier Na*-gekoppelter P;-Transporter Typ | und Typ Il aus der
Kaninchen- bzw. Rattenniere (WERNER et al. 1991, MAGAGNIN et al. 1993). Beide
Transporter sind durch mehrere Transmembrandurchgénge (7 bei Typ |, 8 bei Typ II)
gekennzeichnet und befinden sich in der apikalen Membran der proximalen Tubuluszelle
(MURER und BIBER 1997). Eine funktionelle Charakterisierung der klonierten
Transporter erfolgte nach Expression in Xenopus laevis Oozyten, in OK (oppossum
kidney)- und in MDCK ( madine dorby canine kidney)-Zellen uber Tracer-
Fluxmessungen und elektrophysiologische Untersuchungen.

Der Na'/P;-Cotransporter Typ | ist ein bifunktionales Protein mit einer aufgrund der
schwachen Na'-Abhangigkeit nur geringen R-Transportkapazitat, die nicht tUber die
alimentare P-Versorgung beeinfluf3t ist. Aul3erdem weist das Protein eine ausgepragte
Anionen-Kanalfunktion auf (BUSCH et al. 1996 a,b).

Der Na'/P;-Cotransporter Typ |l dagegen ist fir den Hauptteil der P;-Resorption
verantwortlich: Bei einer Stochiometrie von Na™:P; von 3:1 bindet zunachst das Na",
dann die P;-lonen, sowohl mono- als auch divalent, an den Transporter und fiihren tber
Konformationsanderung des Transportproteins zur Aufnahme des P; in die Zelle
(MURER und BIBER 1997).

Die bestehende pH-Abhangigkeit beruht auf einer Konkurrenz der H'-lonen um die Na'-
Bindungsstellen, so dal3 eine Ansauerung zur Hemmung des P;-Transportes fihrt
(MURER und BIBER 1997). Die Aktivitat des Na'/P;-Cotransporters Typ |1 wird sowohl
durch lipophile (Thyroxin, Vit. Ds;, Glukokortikoide, Ostradiol) Hormone als auch durch
Peptidhormone (Insulin, JGF-1, GH, Calcitonin, ANP, EGF, TGF, PTH, PTHrP)
beeinflut (BERNDT und KNOX 1992, DOUSA 1996, KEMPSON 1996).

Wachstum und Entwicklung wie auch alimentare Schwankungen in der P-Versorgung
fuhren zu adaptiven Veranderungen in der renalen tubularen P-Resorption. Hiertber

wird weiter unten berichtet.
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2.2.1.2 Transzellulare Mechanismen

Es wird angenommen, dal3 RB-Anionen, die Uber die apikale Membran in die Zelle
gelangen, sich mit dem cytosolischen P;-Pool mischen und dabei auch mit den
Stoffwechselprozessen wie z.B. der oxidativen Metabolisierung und Glykolyse
interagieren kbnnen (MURER und BIBER 1992). Aufgrund der P;-Konzentration von ca.
1 mmoll* (FREEMANN et al. 1983) ist die Annahme einer P;-Diffusion durch die Zelle
fur den auftretenden R-Transport fur sich allein ausreichend. So liegen auch keine
Hinweise auf einen gesonderten Transportweg fur P, im Cytosol vor. Fir intestinale
Epithelzellen postulieren PETERLIK und WASSERMAN (1978) jedoch einen P;-
Transport durch die Zelle in sogenannten ,Extrakompartimenten®. Auch NEMERE
(1996a,b) beschreibt eine Beteiligung von Lysosomen am gerichteten P;-Transport im

Huhnerdarm, der durch Calcitriol stimuliert werden konnte.

2.2.1.3 Basolaterale Transportmechanismen

Die basolaterale Ausschleusung von P; kann theoretisch entlang seines
elektrochemischen Gradienten stattfinden. Uber die moglichen Transportmechanismen
ist bislang nur wenig bekannt. Basierend auf Untersuchungen an basolateralen
Membranvesikeln aus Tubulusepithelien wurde ein Na'-unabhangiger, DIDS-sensitiver
Anionenaustauscher mit groRer Kapazitdt postuliert (GRINSTEIN et al. 1980,
HAGENBUCH und MURER 1986, SCHWAB und HAMMERMANN 1986, SCHWAB et
al. 1984). Aber auch Hinweise auf ein Na -abhangiges P;-Transportsystem mit niedriger
Kapazitat wurden erhalten (SCHWAB und HAMMERMANN 1986, SCHWAB et al.
1984) (siehe Abb. 2). Beides steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus
Experimenten an OK-Zellinien, die ebenfalls auf einen Na'-unabhangigen DIDS-
sensitiven und auf einen Na*-abhéangigen Transportweg schlieRen lassen (RHESKIN et
al. 1990a,b), der in diesem Fall aber eine grol3e Transportkapazitat bei niedriger
Affinitat aufwies. Nach den bisherigen Befunden ist anzunehmen, dal3 sich die

basolateralen Transportsysteme fir P; von denen der apikalen Membran unterscheiden.
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apikal basolateral

Abb.2 Schematische Darstellung nachgewiesener und postulierter Mechanismen des
Pi-Transportes im proximalen Tubulus. (PKC = Phospholipase-C/Pro-teinkinase-

C-System, PAK = Phospholipase-Adenylatcyclase/Protein-kinase-A-System)

2.2.2 Besondere strukturelle Aspekte des Na'/P;-Cotransporters Typ ||

Der Na'/P;-Cotransporter Typ |l ist ein aus 637 Aminosauren bestehendes Protein (»
69 kDa) (MAGAGNIN et al. 1993). Ein Modell fur die Sekundarstruktur (Abb. 3) wurde
von den Ergebnissen eines Hydrophobizitatsplottes abgeleitet, der Hinweise auf 8
Membrandurchgénge lieferte. AuBerdem weist der Na'/P;-Cotransporter einen
hydrophilen N- sowie C-Terminus auf, die beide aus ungefahr 100 Aminosauren
bestehen (MURER und BIBER 1997). Untersuchungen mit Antikdrpern, die gegen den
N-Terminus gerichtet sind, deuten auf eine Lokalisation im Cytoplasma hin (LEVI et al.

1996). Die Lokalisation des C-Terminus wird ebenfalls im Cytoplasma vermutet.
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Eine groRe hydrophile N-glykosylierte Schleife mit ca. 150 Aminosauren liegt zwischen
den Transmembrandurchgéngen 3 und 4 und ist wahrscheinlich nach auf3en gerichtet.
Der Na'/P;-Cotransporter Typ Il besitzt 4 Stellen fiir eine mogliche N-Glykosylierung,
allerdings konnte bisher nur fur die Asparaginreste 298 und 328 diese Glykosylierung
gezeigt werden (HAYES et al. 1994). Mdoglicherweise spielt diese Glykosylierung eine
wichtige Rolle beim Einbau des Na'/P;-Cotransporter in die Plasmamembran. Die
Aminosauresequenz  des  Transporters weist auch  mehrere  mogliche
Phosphorylierungsstellen durch Proteinkinase C auf, allerdings fihrten Mutationen
dieser Stellen zu keiner Aufhebung der von Proteinkinase C hervorgerufenen
Inaktivierung des Transporters (HAYES et al. 1995).

Untersuchungen von DELISLE et al. (1992) zeigten, daf3 der funktionsfahige Transporter

aus einem homomultimeren Komplex des Na'/P;-Cotransporters Typ |l besteht.

298
328

128 150 | | 188 351 420 | 424 536 | [543 out
Q OO @ 0D @D
109 166 L1 169 373 402 L 340 517} 1564 in

HaN
COOH

Abb.3 Modellvorstellung der Sekundarstruktur des Na'/P;- Cotransporters Typ Il der
Rattenniere (LEVI et al. 1996).
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2.3 Hormonelle Regulation

Verschiedene Untersuchungen an fetalen und neugeborenen Schafen zeigten, daf3 eine
Infusion von PTH die renale P;-Ausscheidung steigern konnte (ALEXANDER und
NIXON 1969, SMITH et al. 1969, KOOH 1980, DAVICCO et al. 1992). Auch bei 2
Monate alten, mit Heu und Kraftfutter gefiitterten Lammern, fihrte eine 96-stiindige
PTH-Infusion (200 ng/h/Tier) zu einer signifikanten Erhdhung der Pj-Ausscheidung
(BARLET und CARE 1972).

Im Gegensatz dazu konnten ALEXANDER und NIXON (1969) bei erwachsenen
Schafen nach einer PTH-Infusion keine Veradnderung der renalen P;-Ausscheidung
beobachten. Auch CLARK et al. (1975) konnten den bei monogastrischen Spezies gut
bekannten PTH-Effekt (siehe Abb. 2 und 4) bei wachen, nichttragenden oder -
laktierenden Schafen nicht beobachten. Aus diesen Untersuchungen geht jedoch nichts
Uber eine mogliche PTH-Wirkung in den einzelnen Tubulusabschnitten hervor.
Untersuchungen an monogastrischen Tieren zeigten eine grofRe Heterogenitat der
Tubulusabschnitte in  Bezug auf eine PTH-Wirkung. Mikropunktions- und
Mikroperfusionsstudien zeigten, dal3 sowohl der hintere Teil des proximalen Konvoluts
sowie die Pars recta die wichtigsten Orte der PTH-Modulation der P;-Resorption sind
(DENNIS et al. 1977, AMIEL et al. 1970, BECK und GOLDBERG 1974, KNOX und
LECHENE 1975). PTH bindet an einen basolateral gelegenen Rezeptor (MURER und
BIBER, 1992). Diese Bindung aktiviert sowohl das Adenylatcyclase/Proteinkinase-A-
System als auch das Phospholipase-C/Proteinkinase-C-System (siehe auch Abb. 2).
Eine direkte Aktivierung einer der beiden Kinasen verursacht dann die Inhibierung des
Na'/P;-Cotransports, der die P-Aufnahme aus dem Tubuluslumen bewirkt (DUNLAY
und HRUSKA, 1990). Dieser Mechanismus wird weiter unten ndher erlautert. Bis jetzt ist
noch unklar, ob unterschiedliche Subpopulationen von PTH-Rezeptoren mit den beiden
intrazellularen  Signaltibertragungswegen gekoppelt sind. Untersuchungen von
HAMMERMAN und HRUSKA (1982) und RHESHKIN et al. (1990a,b,c) zeigten, daf}
Phosphorylierungsvorgange bei der Wirkung von PTH eine Rolle spielten. Bislang ist
jedoch nicht geklart, ob es zu einer direkten Phosphorylierung des Na'/P;-

Cotransporters kommt. Aber mdglicherweise ist die Phosphorylierung ein Signal fur
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die als Folge der PTH-Wirkung stattfindende endozytotische Internalisierung. Das fuhrt
zu einer verminderten Prdsenz des Transporters in der apikalen Membran der

Tubulusepithelzellen (LEVI et al. 1996).

Untersuchungen an alimentar P-depletierten Schafen zeigten, dal3 eine
Hypophosphatamie nicht zu einem Anstieg des Plasma-Calcitriol-Spiegels fuhrte
(ABDEL-HAFEEZ et al. 1982, BREVES et al. 1985, MAUNDER et al. 1986). Dies laf3t
darauf schlieRen, daf® Calcitriol beim Wiederkduer zumindest unter diesen
Futterungsbedingungen nicht die Rolle in der Regulation des Phosphathaushaltes spielt,
wie unter vergleichbaren Voraussetzungen bei monogastrischen Tieren (siehe Abb. 4).
Fallt beim monogastrischen Tier die P;-Plasmakonzentration auf zu niedrige Werte ab,
so wird die renale Biosynthese von Calcitriol stimuliert, was zu einer Erhéhung der
Plasma-Calcitriol-Spiegel fuhrt (HUGES et al. 1975, FOX und ROSS 1985, BREVES
und SCHRODER 1991, SCHRODER und BREVES 1993). Calcitriol vermindert die P;-
Exkretion Uber die Niere (PUSCHETT et al. 1972, COSTANZO et al. 1974) und
schwécht den phosphatdiuretischen Effekt von PTH und Calcitonin ab (BERNDT und
KNOX 1992). In Untersuchungen an OK-Zellen konnte gezeigt werden, dal’ dieser
antagonistische Effekt von Calcitriol gegentber PTH auf einer Inhibierung des durch
PTH aktivierten Adenylatcyclase/cAMP-Systems beruht (WALD et al. 1998).

Calcitonin-Mangel vermindert die renale P;-Exkretion (MATSUI et al. 1983). Auch
BARLET (1972) konnte einen Effekt von Calcitonin auf die renale P;-Ausscheidung von
Schafen beobachten. Er infundierte Schafe tber 96 h mit Calcitonin und beobachtete
eine signifikante Zunahme der renalen P;-Exkretion.

Verschiedene Untersuchungen eines gleichzeitigen Mangels an Calcitonin und PTH auf
die renale P-Exkretion fuhrten zu unterschiedlichen Ergebnissen. SYMONDS (1970)
beobachtete eine reduzierte renale R-Ausscheidung, MATSUI et al. (1983) konnten
diese Beobachtungen jedoch nicht bestatigen.

Auch bei monogastrischen Tieren fuhrte die Gabe von pharmakologischen Dosen
Calcitonins zu einer gesteigerten P-Exkretion tber die Niere. Dieser Effekt war zum

Teil PTH-unabhangig (BERNDT und KNOX 1992).
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In Untersuchungen an monogastrischen Tieren konnten fiir zahlreiche weitere Hormone
Einflisse auf die renale P-Exkretion gezeigt werden. Glucocorticoide, PTHrP, TGF,
EGF und atriales natriuretisches Hormon steigerten die P;j-Exkretion, wéahrend
Wachstumshormone, IGF1, die Schilddriisenhormone Ts/T, und Insulin die P;-Exkretion
verminderten (BERNDT und KNOX 1992, KEMPSON 1996).

Die physiologische Bedeutung dieser Effekte ist bislang allerdings nicht klar.

24  EinfluR der alimentaren P-Versorgung auf die Expression des Na'/P;-

Cotransporters Typ |l

Es kann heute als gesichert angesehen werden, daR das AusmaR der Na'/P;-
Cotransporter Typ 1l Expression in den Nierentubuli bei monogastrischen Spezies in
direktem Zusammenhang mit der Hohe der alimentaren P-Versorgung steht (BIBER et
al. 1993, VERRI et al. 1995). Unklar ist bislang, wie dieser Anpassungsvorgang auf
epithelialer Ebene reguliert wird.

Untersuchungen an P-depletierten, monogastrischen Tieren ergaben eine gesteigerte
Pi-Resorption im proximalen Tubulus (BRAZY et al. 1980b, MULRONEY und
HARAMATI 1990). Der gesteigerte Na'/P;-Cotransport resultierte aus einer erhéhten
maximalen Transportkapazitat und beruht nicht auf einer veré&nderten Affinitdt des
Transportsystems fiir Na“’- oder P-lonen. Bei hohen R-Gehalten im Futter kam es
dagegen zum umgekehrten Effekt (KEMPSON und DOUSA 1979, BARRETT et al.
1980, HRUSKA und HAMMERMAN 1981, LEVINE et al. 1983, BRUNETTE et al. 1984,
CHENG et al. 1983, CAVERZASIO etal. 1987, LEVI et al. 1990, SHIRAZI-BEECHEY et
al. 1996).

Ein Teil dieses Phanomens ist unabhangig von extrarenalen Faktoren wie z.B. PTH,
Vitamin D3, Plasmacalcium oder Wachstumshormon (MURER und BIBER 1992) (siehe
Abb. 4).

Auch in Zellkulturen, die auf einem Nahrmedium mit niedrigem P-Gehalt wuchsen, war
diese Adaptation zu beobachten (BIBER et al. 1988, CAVERZASIO et al. 1985, HELPS
und McGIVAN 1991).
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LOTSCHER et al. (1996) konnten mit Hilfe von Transportuntersuchungen, Western- und
Northern-Blot-Analysen zeigen, dal3 eine Adaptation an einen chronischen P-Mangel
durch Anstieg der Na'/P;-Cotransportaktivitat und Zunahme der spezifischen mRNA und
des korrespondierenden Proteins charakterisiert wird. Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, da? sowohl auf der Ebene der Transkription als auch der Translation lokalisierte
Mechanismen fur diese Adaptation eine Rolle spielen. So fihrt die Inhibierung von
Transkriptionsvorgdngen durch Actinomycin D oder die Inhibierung der Neusynthese
von Proteinen durch Cycloheximid dazu, daR ein Anstieg der Na'/P;-
Cotransporteraktivitat als Folge eines P-Mangels verhindert wurde (CAVERZASIO et al.
1985, BIBER und MURER 1985, SHAH et al. 1979).

Bei Ratten mit einem akuten (2stiindigen) P-Mangel konnten LOTSCHER et al. (1996)
mit Hilfe von Western- und Northern-Blot-Analysen und immunohistochemischen
Untersuchungen zeigen, daR dieser akute P-Mangel zu gesteigerter Na'/P;-
Cotransportaktivitat fuhrte, die mit einer erhéhten Na'/P;-Cotransporter Typ |I-
Proteinmenge korreliert war. Jedoch konnte keine Veranderung der erhohten Na'/P;-
Cotransporter Typ II-mRNA-Menge beobachtet werden. Das bedeutet, dal? die schnelle
Stimulation des Na'/P;-Cotransportes durch posttranslationale Mechanismen vermittelt
wird. Nach Zerstérung der Mikrotubuli des Zytoskeletts mit Colchicin konnte keine akute
Adaptation mehr stattfinden (LOTSCHER et al. 1996, MARKOVICH et al. 1995).
Daraus laldt sich schlieRen, dafld der Prozel3 der Adaptation an akuten P-Mangel auf
einer schnellen, mikrotubuliabh&ngigen Translokalisation des Na'/P;-Cotransporter Typ
[1-Proteins von intrazellularen Kompartimenten in die apikale Membran basiert.

Eine akute Uberversorgung von Ratten mit R filhrte zu einer Abnahme der Na'/P;-
Cotransportaktivitat und Na'/P;-Cotransporter Typ |l-Proteinmenge ohne Veranderung
der Na'/P;-Cotransporter Typ |I-mRNA-Menge (LOTSCHER et al. 1996). Dies legt die
Vermutung nahe, dald die schnelle Abnahme der Transportaktivitat durch
posttranslationale Mechanismen, wie z.B. endozytotische Internalisation der Transporter
aus der apikalen Membran in intrazellulare Kompartimente, vermittelt wird. PTH scheint
in dieser Reaktion auf eine akute P-Uberversorgung keine Rolle zu spielen
(LOTSCHER et al. 1996). Experimente zur Rolle der Mikrotubuli zeigten, daR ihnen in
diesem endozytotischen Prozel3 im Gegensatz zum apikalen Einbau der Transporter
keine bedeutende Rolle zukommt (LOTSCHER et al. 1996).
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Hypophosphatamie

indirekte direkte
(wahrscheinlich (hormonabhéangige)
hormonunabh&ngige) Anpassungs-
Anpassungs- mechanismen
mechanismen

U v

‘ NaPi II- . ~ ‘ renale
Proteinmenge Plasma Ca 1-Hydroxylase

1 NaPi II- f Calcitriol
mMRNA-Spiegel

‘ PTH ‘ ‘
Intestinale P;-

und
Ca?*-Absorption
renale ' \J

PrResorption renale Mobilisation aus
P-Exkretion ‘ ‘ Knochen und
Weichgewebe

Normophosphatamie

Abb.4 Zusammenfassung der Anpassungsmechanismen monogastrischer Tiere zur

Aufrechterhaltung der P-Homoostase bei Hypophosphatamie.
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Wahrend die P;-Transportsysteme und ihre Regulation beim monogastrischen Tier
bereits gut charakterisiert sind, liegen fir Wiederkauerspezies bislang nur wenige
Untersuchungen vor. Daher gilt das Interesse der vorliegenden Arbeit den kinetischen
Eigenschaften des renalen P;-Transportsystems von Wiederkauern, dem Einflu3 einer
P- oder Ca-Depletion auf dieses P;-Transportsystem und den moglichen Unterschieden

in der molekularen Struktur.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere, Futterung und Gewebeentnahme

Zur Charakterisierung der R-Aufnahme in die renale Burstensaummembran und zur
Untersuchung der Auswirkungen einer experimentellen Ca- oder P-Depletion auf den
Transportmechanismus, standen Nierencortces von 24 Ziegenbtcken der Rasse
~Weille Deutsche Edelziege® zur Verfigung, die aus der Zucht des Instituts fur
Tiererndhrung der Universitat Bonn stammten.

Die Tiere wurden nach dem Absetzen in 3 Futterungsgruppen eingeteilt: eine
Kontrollgruppe mit bedarfsgerechter Ca- und P-Versorgung (+Ca/+P) und je eine
Gruppe mit reduzierter Ca- oder P-Versorgung (+Ca/-P und -Ca/+P). Die Fltterung mit
Kraftfutter und Strohhacksel erfolgte kontrolliert tiber 9-12 Wochen.

Bei der Schlachtung wogen die Ziegenbtcke durchschnittlich 23 kg und waren 45
Monate alt.

Sie wurden durch BolzenschuRR betaubt und anschlieRend durch Offnen der Arteriae
carotides communes entblutet. Danach wurde die Bauchhothle erdffnet, die Nieren
entnommen, die Cortices sofort abgesetzt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Die Nierenpraparate wurden bis zur Aufarbeitung bei -70°C aufbewahrt. Im Mittel betrug
die Dauer zwischen Entbluten und Einfrieren des Gewebes 4 min.

AulRerdem standen 6 Schaflammer zur Verfigung, die in 2 Futterungsgruppen eingeteilt
wurden, eine Kontrollgruppe mit bedarfsgerechter P-Versorgung (+P) und eine Gruppe
mit reduzierter P-Versorgung ¢P). Die Tiere wurden tber 6 Wochen kontrolliert mit
Kraftfutter und Strohhacksel gefiittert. Die Schlachtung und Probenentnahme erfolgte
wie bei den Ziegen.

Des weiteren wurden die Nieren von 3 mit handelsiiblichem Ferkelfutter gefiitterten, 6-8

Wochen alten Ferkeln auf die gleiche Weise entnommen und aufgearbeitet.
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Tab.2 Zusammensetzung der Versuchsrationen (g/kgT)

(Weender Futtermittel-Analyse: Institut fur Tierernahrung, Tierérztliche Hochschule

Hannover)

Komponente +Ca/+P +Cal-P -Ca/+P
Trockensubstanz 885,9 896,2 928,7
Rohasche 49,4 41,1 40,8
Rohprotein 163,7 158,6 165,6
Rohfett 17,3 15,9 17,5
Rohfaser 51,3 42,4 50,7
N-freie Extraktstoffe 604,2 638,2 654,1
Calcium 11,3 10,9 53
Phosphor 3,3 1,4 35
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3.2 Praparation der Burstensaummembranvesikel

Die Praparation der Burstensaummembranvesikel wurde nach der von HILDEN et al.
(1989) beschriebenen und von PENNY (1991) modifizieten Mg**-EDTA-
Prazipitationsmethode durchgefihrt.

In Gegenwart der bivalenten Magnesiumionen werden die Membranfragmente in
Abhangigkeit von ihren Oberflachenladungen in unterschiedlichem MalRe aggregiert.
Durch die sich anschliel3ende Differentialzentrifugation kann die
Birstensaummembranfraktion von schwereren Zellorganellen separiert und gegenuiber
anderen Membranen wie z.B. vom Golgi-Apparat oder der basolateralen Zellseite
angereichert werden.

Die gesamte Praparation erfolgte bei einer Temperatur von 4°C.

Zusammensetzung der bei der Vesikelpraparation verwendeten Puffer:

Homogenisierungspuffer 1.: 300 mmoll* Mannit
1 mmoll* EDTA
0,1 mmoll* PMSF

20 mmoll* MES/Tris, pH 6.0

Homogenisierungspuffer 2: 300 mmoll* Mannit
1 mmoll* EDTA
0,1 mmoll* PMSF

20 mmoll* HEPES/Tris, pH 7.5

Vesikelpuffer: 100  mmoll* Mannit
100 mmoll* KClI
20 mmoll* HEPES/Tris, pH 7.4
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Zu Beginn der Praparation wurden ca. 20 g des bei -70°C eingefrorenen Nierencortex
eingewogen und in 100 ml Homogenisierungspuffer 1 aufgetaut. Anschlie3end wurde
der Nierencortex zusammen mit dem Puffer (auf Eis) 3x10 s mit dem Ultraturrax
(Heidolph DIAX 900, Stufe 5) zerkleinert (nach jedem Schritt 30 s Pause). Danach
wurde der Schaum mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Aus dem
entstandenen Homogenat wurden 4x250 pul entnommen und zur Enzym- und
Proteinbestimmung bei -20°C eingefroren. Entsprechend dem Homogenatsvolumen
wurde soviel einer 2,5 molaren MgClL-Stammlésung zugegeben, dal3 die
Endkonzentration 10 mmoll™* betrug und das Ganze 20 min langsam auf Eis gertihrt.
Anschliel3end wurde das Homogenat in GSA-Rotor-Gefallen 10 min bei 1993 g (f'max;
entspr. 3500 rpm) zentrifugiert (Sorvall RC-5B) und das entstandene Pellet verworfen.
Mit dem Uberstand wurde die Zentrifugation 6-7x wiederholt, bis sich kein sichtbares
Pellet mehr bildete. Der Uberstand wurde nun 30 min bei 34540 g (Imax; entspr.1700
rom) im SS 34 Rotor (Sorvall RC-5B) zentrifugiert, das Pellet in 35 ml
Homogenisierungspuffer 2 resuspendiert und mit einem Elvehjem-Potter (Braun,
Melsungen) homogenisiert (10 Schiibe, 1500 rpm). Es schlof3 sich eine 30-minttige
Zentrifugation bei 34540 g (fmax; entspr.17000 rpm) im SS34 Rotor an. Das
entstandene Pellet wurde in 1,5 ml Vesikelpuffer aufgenommen und durch eine 1 ml
Spritze mit 0,45x12 mm Kanule 10-15x aufgezogen bis eine Suspension entstand.
Hieraus wurden 4x100 pl Proben fur die Enzym- und Proteinbestimmungen enthommen
und bei -20°C eingefroren. Die restliche Vesikelsuspension wurde portionsweise in

flissigem Stickstoff eingefroren und bis zu den Aufnahmestudien darin aufbewahrt.
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Abb. 5 FlieBschema zur Praparation von renalen BSMV
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3.3 Transportuntersuchungen

3.3.1 Schnellfiltrationstechnik

Die Transportuntersuchungen wurden allgemein nach folgendem Schema durchgefiihrt:
Um die Substrataufnahme zu starten, wurden 20 pl der Vesikelsuspension zu 80 pl des
Inkubationspuffers gegeben und die dem Versuchsansatz entsprechende Zeit inkubiert.
Die Zusammensetzung der Inkubationspuffer ist unter 3.3.2 beschrieben.

Die Substrataufnahme wurde durch Zugabe von 4 ml einer 4°C kalten Stopplosung (150
mM KCI, 10 mM HEPES-Tris, 1 mM KH,PO,, pH 7,4) abgebrochen. Die Vesikel
wurden mit Hilfe der Schnellfiltration von der Lésung getrennt und die auf dem Filter
(Cellulose-Nitrat, Porengrof3e 0,65 um, Sartorius, Goéttingen) verbliebenen Vesikel mit 2
mal je 5 ml eiskalter Stopplésung nachgewaschen.

Der Filter wurde zusammen mit 4 ml Szintillationsflissigkeit (Ultima Gold, Packard) in
Minivials gegeben und die Aktivitat 10 min in einem Flissigkeitsszintillationszahler
(2000 CA Tri-Carb Liquid <cintillation Analyzer, United Technologies Packard) mit
einem Zahlfehler von max. 2 % bestimmt.

Zur Bestimmung der Leerwerte wurden zu 80 pl Inkubationspuffer 4 ml Stopplésung
gegeben, wie oben beschrieben, abfiltriert und die auf dem Filter verbliebene
Radioaktivitdt gemessen.

Um die Gesamtaktivitéat im einzelnen Ansatz zu bestimmen, wurden jeweils 80 pul des

Inkubationspuffers direkt in die Szintillatorfliissigkeit pipettiert und anschlieRend gezahilt.

3.3.2 Bei den Messungen zur Phosphataufnahme verwendete

Inkubationsansatze

Die Versuche zur Messung der Phosphataufnahme wurden als 3- oder 4-facher Ansatz
durchgefiihrt. Die **P-Radioaktivitat betrug jeweils 1uCi/100pl Ansatz. Es wurde **P als
ortho-Phosphat der Firma Du Pont de Nemours, Dreieich verwendet. Vor jedem

Versuch wurde die entsprechend mit unmarkiertem Phosphat gemischte
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%p[P;]-Losung durch Millex-GS-Filter (0.22 pm PorengréRe) der Firma Millipore,
Mosheim, sterilfiltriert, um die unspezifische Bindung an die Filter zu verringern.
Die unspezifische Bindung lag stets unter 0,2 % der Gesamtaktivitat im entsprechenden

Ansatz.

a.) Zeitabhangige Phosphataufnahme

Die Versuche zur zeitabhéngigen Phosphataufnahme wurden bei den langen
Inkubationszeiten (5 s - 180 min) bei 37°C, die schnellen Aufnahmen mit5 - 25 s
Inkubationszeit wurden bei 25°C durchgefiihrt. Die Inkubationspuffer setzten sich aus
100 mmoll* NaCl bzw. 100 mmoll™* KCI, 100 mmoll* Mannit, 10 mmoll* HEPES-Tris,

pH7,4 und 0,1 mmoll* **P[P;] zusammen.

b.) Kinetik der Phosphataufnahme

Die Versuche zur Kinetik der Phosphataufnahme wurden bei einer Temperatur von
21°C und einer Inkubationszeit von 10 s durchgefiihrt. Die Inkubationspuffer bestanden
aus 100 mmoll* NaCl bzw. 100 mmoll* KCI, 200 mmoll* Mannit, 10 mmolI* HEPES-

Tris, pH7,4 und steigenden **P[P;] Konzentrationen (0-3 mmoll™).

c.) EinfluB von Na" auf die P;-Aufnahme

Der EinfluB von Na* auf die P-Aufnahme wurde bei einer Temperatur von 21°C und
einer Inkubationszeit von 10 s Uberprift. Die Inkubationspuffer bestanden aus 100
mmolT* Mannit, 10 mmoll* HEPES-Tris, pH7,4 und einer steigenden Na* Konzentration
(0-100 mmoll"), die jeweils mit entsprechender KClZugabe auf die
Gesamtkonzentration von 100 mmoll™* fiir beide Salze eingestellt wurde, sowie 0,1

mmolT* **P[P|].
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d.) Glucoseaufnahme

Die Na'-abhangige Glucoseaufnahme wurde bei einer Temperatur von 21°C und einer
Inkubationszeit von 30 s gemessen. Die Inkubationspuffer setzten sich aus 100 mmoll™*
NaCl bzw. 100 mmoll* KCI, 200 mmoll* Mannit, 10 mmoll* HEPES-Tris, pH 7,4 und
0,5 mmoll* Glucose/’H-Glucose zusammen. Die °H-Radioakivitat betrug jeweils
1nCi/100 ml Puffer. Es wurde D-[1->’H (N) }Glucose der Firma Du Pont de Nemours,
Dreieich verwendet. Die unspezifische Bindung lag stets unter 0,2 % der

Gesamtaktivitat im Puffer.

3.4  Protein-und Enzymbestimmungen

3.4.1 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Ausgangshomogenat und in der
Vesikelsuspension erfolgte mit Hilfe eines Standardassays der Firma Bio Rad,
Munchen.

Das MeRprinzip beruht auf einer Anderung des Absorptionsmaximums einer sauren
Lésung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250 von 465 nm auf 595 nm nach
Bindung an das Protein. Das als Kation vorliegende rote Farbmolekil wird durch die
Bindung an das Protein als Anion stabilisiert und nimmt eine blaue Farbe an. Die
Menge des gebildeten blauen Farbstoffs wird bei 595 nm photometrisch bestimmt.

Die Eichkurve wurde mit bovinem g-Globulin als Standard erstellt.

Um alle Proteinbindungsstellen fiir dasFarbreagenz zuganglich zu machen, wurden je
100 pl oberflachenaktive 1 %ige Saponinlésung zu 100 pl Probe bzw. Standard
gegeben und bei Raumtemperatur 20 min vorinkubiert. Anschlieend wurden 5 ml des
entsprechend verdinnten Farbreagenz zugesetzt und vor der photometrischen Messung

nochmals 20 min inkubiert.
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3.4.2 Aktivitat der alkalischen Phosphatase (AP)

Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase wurde photometrisch bestimmt. Hierzu
wurden bei Raumtemperatur 50 pl Probe mit 3 ml Reagenz (1 mmoll™* Diethanolamin,
0,5 mmoll* MgCl,, pH 9,8 mit 10 mmoll* Natrium-p-Nitrophenolphosphat) versetzt und
die Extinktionszunahme bei einer Wellenldnge von 405 nm nach 1, 2 und 3 min
gemessen.

Das Testprinzip beruht auf der hydrolytischen Spaltung von p-Nitrophenol und Phosphat
durch die alkalische Phosphatase. Die Menge an entstehendem p-Nitrophenol ist

proportional zur Phosphatase-Aktivitat.

3.4.3 Aktivitat der Na'-K*-ATPase

Die Aktivitat der Na“-K'-ATPase wurde mit einer von MIRCHEFF und WRIGHT 1971
beschriebenen Methode als Differenz der Na'-K'-ATPase-Aktivitat mit und ohne
Ouabainzusatz (5 mg Ouabain/ml Inkubationsmedium) photometrisch bestimmt. Das
Prinzip dieser Methode beruht auf einer spezifischen Hemmung der Na'-K*-ATPase
durch Ouabain.

Dafiir wurden 20 pl Probe mit 0,5 ml Inkubationspuffer (5 mmoll* MgCl, 100 mmoll*
NaCl, 10 mmoll* KCI, 2 mmoll* ATP, 3 mmoll* EDTA, 100 mmoll™* Tris/HCI, pH 7,4)
gegeben und bei 37°C fur 30 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,5 ml 5%iger
Trichloressigsaure gestoppt und die Mel3anséatze fir 30 min mit je 1 ml Farbreagenz (40
mg FeSO,7H,0/ml 1%igem Ammoniumheptamolybdat in 1,15 M H,S0,) bei
Raumtemperatur inkubiert.

Das frei werdende anorganische Phosphat bildet mit Molybdat in saurer Ldsung
komplexe Phosphomolybdansaure die zu Molybdanblau reduziert wird. Die Extinktion
dieses blauen Farbkomplexes kann bei einer Wellenlange von 690 nm photometrisch

bestimmt werden.
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3.5 Plasmaanalytik

Allen Versuchstieren wurde am Tag vor der Schlachtung Blut entnommen. Die
Blutentnahme erfolgte aus der Vena jugularis externa mit Lithium-Heparin Monovetten
(Sarstedt, Numbrecht). Das Blut wurde sofort bei 1500xg ftr 20 min zentrifugiert und

das gewonnene Plasma bis zur Analyse bei-20°C tiefgefroren.

3.5.1 Calcium

Die Ca-Konzentrationen im Plasma wurden mittels der o-Kresolphtalein-Komplex-
Methode bestimmt (RAY SARKER und CHAUHAN 1967).

Calcium reagiert in alkalischer Losung mit o-Kresolphtalein unter Bildung eines violetten
Farbkomplexes der photometrisch bei 570 nm erfal3t wird, wobei de Farbintensitat

proportional zur Calciumkonzentration in der Plasmaprobe ist.

3.5.2 Anorganisches Phosphat

Die Bestimmung der P;-Konzentration im Plasma erfolgte mittels der
Molybdat/Vanadat-Reaktion (PETER 1982) photometrisch.

Ammonium-Molybdat und Ammonium-Vanadat bilden einen gelben Farbkomplex, der
bei einer Wellenlange von 405 nm photometrisch gemessen werden kann. Die

Farbintensitat verhalt sich proportional zur Pi-Konzentration.

3.6 Berechnungen

3.6.1 Aufnahmeraten

Die Aufnahmeraten [nmol/mg Protein] fur Phosphat und Glucose in die BSMV wurden

nach folgender Formel berechnet:
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(comP - cpmL) " [s] (nmol/) = [s] (hmol)

cpmT ' [Protein] (mg/l) Protein (mg)
cpmP = cpm in der Probe
cpmL = cpm im Leerwert
cpmT = Gesamtaktivitat (cpm) im Ansatz
[s] = Konzentration des Phospats
3.6.2 Vesikelvolumen
Das Vesikelvolumen wurde aus der Phosphataufnahme in die BSMV nach 180 min
(Ausgleichswert, d.h. die intra- und extravesikulare Phosphatkonzentrationen sind
gleich) folgendermalf3en berechnet:

§ Vesikelvolumen im entnommenen Aliquot

(cpmP-cpmL) - Aliquotvolumen(pl) = Vesikelvolumen (ul)
cpmT

Il. Proteinkonzentration im Ansatz

Proteinkonzentration in der Vesikelfraktion (mg/ml) - Vesikelmenge (ml)

Gesamtvolumen des Ansatzes (ml)

= Protein (mq)

Ansatz (ml)

IIl. Protein im entnommenen Aliquot

Proteinkonzentration im Ansatz (mg/ml) - Ansatz (ml) = Protein (mg)
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IV.  Vesikelvolumen je mg Protein

Vesikelvolumen im Ansatz (ul) = Vesikelvolumen (ul)

Gesamtprotein im Ansatz (mg) Protein (mg)

3.7 Isolierung von RNA

Die Gewebeentnahme fir die RNA-Isolierung erfolgte unmittelbar nach der Schlachtung.
Das Gewebe wurde sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Zur Isolierung von RNA wurde gefrorenes
Nierengewebe in einem vorgekihlten Moérser unter Zugabe von fliissigem Stickstoff zu
feinem Pulver gemahlen.

Die RNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe des Micro-RNA-Isolations-Kit von Stratagene,
Heidelberg nach Anleitung des Herstellers.

Die Zugabe von Guanidiniumisothiocyanat (GTC) fuihrt zu einer Protein-Denaturierung,
anschlief3end erfolgt eine Phenol/Chloroformextraktion. Proteine und DNA sammeln
sich durch die gewéhlten Extraktionsbedingungen in der Schicht zwischen den Phasen
und der unteren organischen Phase, wahrend die RNA in der oberen wassrigen Phase
zuriickbleibt. Aus dieser Phase kann sie dann mit Hilfe von Isopropanol ausgefallt
werden. Nach Waschen des Pellets mit 75 %igem eiskalten Ethanol wurde dieses
getrocknet und in RNAse freiem Wasser aufgenommen.

Die RNA-Probe wurde photometrisch quantifiziert (260/280 nm) und die Qualitat der

RNA mittels Gelelektrophorese (Formamid/Agarose) tUberpruft.

3.8. Probenaufbereitung fir die PCR

3.8.1. DNAse-Verdau

Um die isolierte RNA von moglichen Resten genomischer DNA zu befreien, wurde mit

100 pug RNA ein DNAse-Verdau durchgefihrt. Hierzu wurde die Probe mit 0,5 pl

32



Material und Methoden

DNAse | (7,5 U/ul) der Firma Pharmacia Biotech Europe, Freiburg 10 min bei 37°C
inkubiert. Daran schlof} sich eine zweite Chloroform/Phenolfallung an.
3.8.2 Erststrang-Synthese
Die Erststrang-Synthese, bei der ein zur mRNA komplementarer cDNA-Strang
synthetisiert wird, wurde nach dem ,MMLV reverse transcriptase first strand cDNA
synthesis protocol“ von Amersham Life Sience, Buckinghamshire, UK durchgefiihrt.
Durchfuhrung:
DNA-freie RNA- Probe

in 30 ul sterilem Wasser gelost

10 pl First strand buffer (x5), im Ansatz: x1

3 min in 90°C heilRem Wasser inkubiert,

3 min in Eis abgekuhlt

2,5 pl ANTP mix (je 10 mmoll™), im Ansatz: je 0,5 mmol

5,0 pl Oligo-dT-primer (50 pmolpl™), im Ansatz: 5 pmol

2,5 pl Reverse Transkriptase (200 U/ul), im Ansatz: 10 Units
fur 1 h bei 37°C inkubiert

RNA/DNA-Hybrid

Das erzeugte RNA/DNA-Hybrid wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C

gelagert.
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3.9 PCR (Polymerasen-Ketten-Reaktion)

Die PCR ist eine Methode, bei der spezifische DNA-Sequenzen in vitro mit einer hohen
Ausbeute amplifiziert werden kénnen. Das Orginalprotokoll wurde 1985 von SAlKl et al.
beschrieben.

Fur die Reaktion werden das DNA-Template, eine DNA-Polymerase,
Desoxynucleotide, zwei spezifische Oligonucleotidprimer und geeignete Puffersysteme

bendtigt.

3.9.1 Primer

Zur Auswahl der Primer wurde ein Hydrophobizitatsplot mit der Aminoséure-Sequenz
des renalen Na'/P;-Cotransporters Typ |l der Ratte durchgefiihrt. Firr die beiden Primer
wurden  entsprechende  Nukleinsduresequenzen aus  den mutmallichen
Membrandurchgdngen M3 und M6 gewahlt, da die Wahrscheinlichkeit fir
Sequenzhomologien in transmembranalen Bereichen am hochsten ist. Die Spezifitat
der Primer wurde mit Hilfe des Uber die GenBank (National Center for Biotechnology
Information [NCBI], Bethesda, MD, USA) nutzbaren Computerprogramms BLAST

Uberpruft, die Primer wurden bei der Firma Roth, Karlsruhe hergestellt.

5> CGGAGTGRTGGCTGAGGTGA <3" aus dem 6. Membrandurchgang
5>"ATGGTCTCCTCTGGCTTGTTG <3" aus dem 3. Membrandurchgang

Abb.6 Sequenz der verwendeten Oligonucleotidprimer

3.9.2 Reaktionsansatz und Durchfihrung der PCR

Die PCR wurde mit einer hitzestabilen Tag-DNA-Polymerase der Firma Gibco(BRL)

Life Technologies, Eggenstein durchgefihrt.
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Pipettierschema:(Molaritaten beziehen sich auf den Ansatz)

3 pl Template (Produkt der Erststrangsynthese)

5 pl PCR-Puffer 1x

1,5 pl MgCl, (50 mmol ™) 1,5mmol

1 pl eines dNTP-Mixes (je 10 mmol ™) je 0,2 mmol
1 pl Primer(20 pmolpl™) 0,4 pmol

1 pl Primer (20 pmolpl™) 0,4 pmol
0,5 pl hitzestabile Tag DNA-Polymerase (5 U/ul) 2,5 Units

37 pl steriles Wasser

Die Amplifizierung erfolgte nach folgendem Schema in einem Thermocycler

(Mastercycler gradient Firma Eppendorf, Koln):

94°C 4 min

Denaturierung der Doppelstrange 94°C 1 min

Annealing des Primers 60°C 1 min 30 Zyklen
Polymerisation 72°C 2 min
Reaktionsende 72°C 10 min

Die PCR-Anséatze wurden bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.9.3 Detektion und Analyse der PCR-Produkte
Die entstandenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines 1%igen Agarosegels und TAE-

Puffer (1-fache Konzentration) elektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid

angefarbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht.
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3.9.4 Extraktion der PCR-Produkte aus dem Agarosegel

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des JETsorb-Kits (Genomed, Bad Oeynhausen) zur
DNA-Extraktion aus dem Agarosegel wiedergewonnen.

Das Prinzip des Kits beruht auf der Anlagerung der DNA an die Glasteilchen der
JETsorb-Suspension bei hohen Salzkonzentrationen. Durch niedrige
Salzkonzentrationen kann die DNA wieder eluiert werden.

Der Uberstand mit den eluierten PCR-Produkten wurde bis zur weiteren Verarbeitung
bei -20°C gelagert. Die Mengenabschatzung und die Kontrolle der Reinheit der

eluierten DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe eines analytischen Agarosegels.

3.10 Sequenzierung der PCR-Produkte

3.10.1 Transformation von Zellen

3.10.1.1 Ligation der PCR-Produkte in einen Vektor

Die PCR-Produkte wurden in den pGEM-T Vektor (Promega Corporation, Madison,

USA) einkloniert. Der pGEM-Vektor besitzt an beiden Enden T-Uberhénge, an die A-

Uberh&nge der PCR-Produkte (Tag-Polymerase-spezifisch) ligiert werden konnen.
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Abb.7 pGEM-T Vektor

Die einzusetzende Insertmenge wurde nach folgender Formel berechnet:

Vektor ng x Grol3e des Inserts kb x Gewtischtes Verhéltnis Insert:Vektor = ng Insert

GroRRe des Vektors kb

Zur Durchfihrung der Ligation wurden 38,4 ng (Verhdltnis Insert:Vektor 3:1) bzw. 76,8
ng (6:1) PCR-Produkt mit 50 ng Vektor, 1 pl T,DNA-Ligase-Puffer (x10), 1,5ul T,DNA-
Ligase (3 Weiss Units /ul) und 4,5 pl Wasser uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der
Ligationsansatz wurde zur Transformation von JM 109-Zellen verwendet. Da die zur
Insertion benutzte multiple cloning site des Vektors die codierende Sequenz fir die b-
Galaktosidase bei Insertion unterbricht, kdnnen die Transformanten mit insertiertem

Plasmid Uber eine Blau-Weil3-Selektion identifiziert werden.
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3.10.1.2 Transformation von JM109-Zellen

Durchfuhrung:

50 pl kompetente JIM109-Zellen (Promega Corporation, Nadison, USA)

10 pl Ligationsansatz

10 min auf Eis inkubieren, 45-50 sec in einem auf 42°C

temperierten Wasserbad inkubieren, 2 min auf Eis abkihlen

900 pl eiskaltes LB-Medium

vermischen, im Schittelinkubator inkubieren

(1 h, 225 rpm, 37°C), zentrifugieren (4 min, 3000 rpm),

Uberstand absaugen

\4

50 pl Wasser

Pellet resuspendieren

Zellsuspension

Die Zellsuspension wurde auf mit 50 pl Ampicillin (50 mg/ml), 100 ul Isopropyl-b-D-
Thiogalactopyranoside [IPTG] (1,2 g/50 ml) und 25 pl 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-
galactopyranoside [XGal] (100 mg/2 ml DMF) beschichteten Platten ausgestrichen und
tber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Die wei3en Kolonien wurden am nachsten Tag in je 5 ml LB-Medium und 10 pl
Ampicilin (50 mg/ml) Gberimpft und 16 h bei 37°C und 200 rpm im Schittelinkubator

inkubiert.
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3.10.2 Plasmidpraparation

Die Plasmidpréaparation erfolgte mit Hilfe des Silica Spin Kits (Biometra, Gottingen).
Nach Lyse des Bakterienpellets und anschlieRender Neutralisation folgt die Anheftung
der DNA an einen mit Silica-Suspension beschichteten Filter, von dem sie nach

mehreren Waschschritten wieder eluiert wird.

3.10.3 Restriktionsverdau

Zur Uberpriifung der Plasmide wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt. Das Plasmid
wurde mit dem Enzym Eco 52 | (Fermentas) an den entsprechenden Schnittstellen
geschnitten und die Grél3e des herausgeschnittenen Inserts mit Hilfe eines Agarosegels
Uberpruft.

Fur den Restriktionsverdau wurden 2 ul Plasmid, 6 pul Wasser, 1 pl Eco 52 | Enzym und

1 ul Eco 52 | Puffer fur 1 h bei 37°C inkubiert.

3.10.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung des Inserts erfolgte durch die Firma MWG-Biotech, Ebersberg.

3.11 Losungszusammensetzungen:

GTC-Denaturierungslésung: 4 moll* Guanidiniumisothiocyanat
0,02 moll* Natriumcitrat

0,5 % Sarcosyl
10x MOPS-Puffer: 0,2 moll* MOPS

0,05 moll™* Na-Acetat
0,01 moll™* EDTA, pH 5,5-7,0 mit NaOH
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Farbmarker: 160 ul 10x MOPS-Puffer
100 pl steriles Wasser
80 pl steriles Glycerol
80 pl gesattigtes Bromphenol-Blau in sterilem

Wasser

First strand buffer (5x): 250 mmolT™ Tris-HCI (pH 8,3)
375 mmolT* KClI
15 mmoll™* MgCl
50 mmoll* Dithiothreitol (DTT)

PCR-Puffer (10x): 200 mmolT™ Tris-HCI (pH 8,0)
500 mmoll* KCI
Luria Bertrani (LB)-Agar: 10 g Bacto-Tryptone (Difco, Augsburg)

10 g Bacto-Yeast-Extract (Difco, Augsburg)
10 g NaCl
in 900 ml Wasser (bidest.) l6sen, pH mit NaOH auf pH 7,5 einstellen, auf 1 | auffillen 15

g Agar (Difco) zugeben und autoklavieren.

LB-Flissigmedium: 10 g Bacto-Tryptone (Difco, Augsburg)
10 g Bacto-Yeast-Extract (Difco, Augsburg)
10 g NaCl
in 900 ml Wasser (bidest.) I6sen, pH mit NaOH auf pH 7,5 einstellen, auf 1 | auffillen.

Ligase 10x Puffer: 300 mmoll* Tris-HCI, pH 7,8
100 mmoll* MgCl,
100 mmoll* DTT
10 mmolT* ATP
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Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Sigma-Aldrich,

Deisenhofen, in ACS-Qualitéat bezogen.

3.12 Statistische Auswertung

Die Versuchsergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung
angegeben, falls nicht ausdrucklich anders erwéahnt. Der Stichprobenumfang 2n2
bezeichnet die jeweilige Anzahl der Versuchstiere.

Nicht normalverteilte Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis Algorithmus mit
anschlieRendem paarweisen Mittelwertsvergleich (Dunn'sTest) und die parametrisch
verteilten Werte mit einer 1-Weg ANOVA mit Tukey's Nachfolgetest aus den
Statistikpaket der Graph Pad™ Software (San Diego, USA) ausgewertet.

Die Berechnung der linearen Regression und die graphischen Darstellungen der

Ergebnisse wurden mit Hilfe der Graph Pad™ Software (San Diego, USA) ausgefiihrt.

41



Ergebnisse

4. ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung des Tiermodells

Zur Charakterisierung des Tiermodells mit alimentérer P- oder Ca-Depletion wurden

wichtige KenngréRen der P- und Ca-Homoostase im Plasma untersucht. Dazu wurden

die P;- und Ca-Konzentrationen sowie die Aktivitat der alkalischen Phosphatase (AP)

im Plasma bestimmit.

Tab.3a Pi- und Ca-Konzentrationen sowie die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase (AP) im Plasma von Ziegen bei unterschiedlicher
P- und Ca-Versorgung. ( Mittelwerte + SD, n = Anzahl der Tiere)
Gruppe P, [mmoll™] Ca[mmoll™] AP[UTY
Kontrolle n=12 2,87 £ 0,66 2,94+£0,21 743 £ 195
P-Depletion n=8 0,59+0,16 3,62 + 0,64 1248 + 704
Ca-Depletion n=8 2,40 £ 0,57 2,85+0,13 944 + 24
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Tab.3b P;- und Ca-Konzentrationen sowie die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase (AP) im Plasma von Schafen bei unterschiedlicher

P- und Ca-Versorgung. ( Mittelwerte + SD, n = Anzahl der Tiere)

Gruppe P, [mmoll™] Ca [mmoll] AP [UT"]
Kontrolle n=3 1,87 £0,49 2,80 +0,04 205 £ 69
P-Depletion n=3 1,34+0,17 2,67 £0,07 220+ 89

Die Ca- oder P-Depletion bei Ziegen sowie P-Depletion bei Schafen wirkte sich auf die
untersuchten Kenngrol3en signifikant aus. Die RB-Plasmakonzentrationen der Ziegen
waren bei alimentarem P-Mangel mit 0,6 mmoll™* signifikant niedriger als bei der
Kontrollgruppe (2,9 mmoll*, p< 0,001) und der Ca-depletierten Gruppe (2,4 mmoll™*, p<
0,001).

Bei den Schafen nahm die P-Konzentration im Plasma von 1,9 auf 1,3 mmoll* ab.
Allerdings war dieser Effekt aufgrund der niedrigeren Anzahl der Versuchstiere nicht
signifikant. Wahrend die P-Depletion bei Ziegen mit einer ausgepragten
Hypercalciamie einherging (Ca: 3,6 mmoll* gegeniiber 2,9 mmoll*; p< 0,001), trat
dieses Phanomen bei den Schafen nicht auf. Trotz Ca-Depletion veranderten sich die
Ca-Plasma-Spiegel der Ziegen nur unwesentlich, wahrend die P;-Plasma-Spiegel von
2,9 mmoll* auf 2,4 mmoll* abnahmen. Allerdings war dieser Effekt nicht signifikant. Die
Aktivitat der AP war sowohl bei P-Depletion als auch bei Ca-Depletion der Ziegen
erhoht. Bei den Schafen waren die AP-Werte insgesamt niedriger als bei den Ziegen

und es war keine Beeinflussung durch P-Depletion zu erkennen.

43




Ergebnisse

4.2 Anreicherungen der Birstensaummembranvesikel (BSMV)

Die Uberprufung der Anreicherungen der BSMV sowie der Anteile an basolateralen
Membranen erfolgte bei jeder Praparation durch Vergleich charakteristischer
Membranleitenzyme zwischen Ausgangshomogenat und Vesikelfraktion. Als Marker der
BSMV wurde die jeweilige Aktivitat der alkalischen Phosphatase bestimmt. Durch
Messung der Aktivitat der Na'/K'-ATPase wurde eine mogliche Verunreinigung der
Vesikelfraktion mit basolateralen Membranen (BLM) tberprift.

Die Ergebnisse sind in Tab.4 zusammengefal3t. Die BSMV wurden bei Ziegen im
Vergleich zum Ausgangshomogenat unabhéngig von der P- bzw. Ca-Versorgung um
das 6-8-fache angereichert. Bei Schweinen lag die Anreicherung in derselben
Grof3enordnung, wahrend sie bei den Schafen nur ca. 5-fach war. Der BLM-Anteil wurde

nicht wesentlich angereichert.
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Tab.4 Vergleich der Aktivititen der Membranleitenzyme (BSM: Alkalische Phosphatase, BLM: Na'/K'-ATPase) sowie der
Anreicherungsfaktoren der Nierencortexpraparation unterschiedlicher Spezies und verschiedener Behandlungen (Mittelwert £ SD, n =
Anzahl der Tiere, Anreicherungsfaktor = Verhaltnis Enzymaktivitat in der Vesikelfraktion zu Enzymaktivitat im Homogenat).

Versuchstiere/| Aktivitat der alkalischen Phosphatase Aktivitat der Na'/K*™-ATPase
Behandlungen
Homogenat Vesikel Anreicherungs- Homogenat Vesikel Anreicherungs-

U/g Protein U/g Protein faktoren U/g Protein U/g Protein faktoren
Ziegen
Kontrolle n=12 665 + 181 4528 + 2528 6,823 185+ 37 195+ 29 1,0+£0,2
P-Depletion n=8 1377 + 1224 11437 + 10390 8,3+4,3 168 £ 61 160 £ 51 1,0+04
Ca-Depletion n=8 510 + 183 3148 £ 1039 6,3+2,1 191 +60 171+ 39 0,9 £0,2
Schafe
Kontrolle n=3 694 + 112 3237 £ 286 4,7+05 154 +22 174+ 24 1,1+0,1
P-Depletion n=3 658 + 150 3357 £ 3156 51+£12 145 + 32 169 + 31 1,2+0,1
Schweine n=3 281 + 65 2353 + 567 8,4+05 182 +48 189 + 25 1,1+0,1
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4.3 Vesikelintegritat

Als Nachweis der funktionellen Integritat der Vesikel diente die Na'-abh&angige P-
Aufnahme in die Vesikel als Funktion der Zeit. Nur bei intakten, geschlossenen Vesikeln
ist der sogenannte Overshoot zu beobachten, d.h. eine P;-Aufnahme in die Vesikel Gber
den P-Konzentrationsausgleich zwischen intra- und extravesikularem Medium hinaus.
Die treibende Kraft hierfiir ist der vesikeleinwérts gerichtete Na*-Gradient.

Wird Na" im extravesikularen Medium durch K" ersetzt, so steigt die P;-Aufnahme linear
mit der Zeit an, bis nach 180 min der Ausgleichswert, bei dem die P;-Konzentrationen in
intra- und extravesikularem Medium gleich sind, erreicht ist.

Aus diesem Ausgleichswert liel3 sich ein mittleres Vesikelvolumen von 1,07 £ 0,4 nimg

! Protein (Mittelwert + SD, n=4) berechnen.

46



Ergebnisse

1.00-
—=— Na+
L ' 075
S ©
< o
c < 0.50-
S o
< £
O 9 0.25-
e
S E:é
{7
0.00 : . .

11 I I |
O 1 2 3 450 100 150 200
Zeit (min)

Abb.8 Zeitlicher Verlauf der P;-Aufnahme in renale BSMV von Kontrollziegen
bei 37°C in An- und Abwesenheit eines vesikeleinwéarts gerichteten
Na'-Gradienten (Mittelwerte + SEM, n= 4 Tiere)

Bei jeder Praparation, von der eine ausreichende Menge an BSMV-Suspension zur
Verfugung stand, wurde die Glucoseaufnahme dber 30 s gemessen. Dieses diente
ebenfalls zur Uberpriifung der Vesikelintegritat und um prinzipielle Unterschiede der
Transporteigenschaften der Membranen zwischen den  Fltterungsgruppen
auszuschlief3en.

Die mittlere Glucoseaufnahme lag zwischen 1,6 - 2,4 nmolmg™ Protein'30s™; weder bei
Schafen noch bei Ziegen konnten in Abhéngigkeit vom P- bzw. Ca-Status gesicherte

Unterschiede zu Kontrolltieren nachgewiesen werden.
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Tab.5 Na'-abhangige Glucoseaufnahme in renale BSMV von Ziegen,
Schafen und Schweinen bei 21°C.

(Mittelwerte + SD; Glucose 0,5 mmoll™)

Spezies/ Gruppe Glucoseaufnahme
(nmol'mg™ Protein'30s™)

Ziege  Kontrolle | n=4 1,6+0,7
P-Depl. | n=4 21+05

Ca-Depl.| n=4 1,8+0,3

Schaf  Kontrolle | n=3 2,4+0,8
P-Depl. | n=3 2004

Schwein Kontrolle | n=3 2,4+0,3

4.4  Charakterisierung der Pi-Aufnahme

4.4.1 Initiale P;-Aufnahme

Die Na'-abhangige P-Aufnahme in renale BSMV von Kontrollziegen verlief bei 21°C
zwischen 5 s und 25 s linear. Aus diesem Grund wurde fir die Versuche zur
Charakterisierung der Kinetik der P;-Aufnahme eine Inkubationsdauer von 10 s gewabhlt.
Bei renalen BSMV von Schafen und Schweinen war die Pi-Aufnahme unter denselben

Bedingungen prinzipiell gleich.
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Abb.9 ,Schnelle* Na'-abhangige P;-Aufnahme in renale BSMV von Kontrollziegen
bei 21°C. (Mittelwerte + SD, n = 3 Tiere mit 3fach-Ansétzen pro Zeitpunkt)

442 P;-Aufnahme als Funktion der P;-Konzentration

In Abb.10 ist die Kinetik der P;-Aufnahme in renale BSMV einer Kontrollziege
dargestellt. Es handelt sich um eine repréasentative Verlaufskurve mehrerer gleichartiger

Experimente.
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Abb.10 Kinetik der P;-Aufnahme in renale BSMV einer Kontrollziege als
Funktion der P;-Konzentration bei 21°C (Mittelwerte £ SD von 3
fachansatzen).

Kalkulierte Kinetik: Subtraktion der nicht Na*-abhéngigen Komponente

(K") von der gesamt P;-Aufnahme (Na*)

Durch Subtraktion der linear verlaufenden Na*-unabhangigen P;-Aufnahme (K™) von der
gesamt P;-Aufnahme (Na’) ergibt sich die Na'-abhangige P;-Aufnahme, deren
Kurvenverlauf eine typische Michaelis-Menten-Kinetik mit Sattigungsph&nomen zeigt.
Aus dieser Kinetik lassen sich die Parameter K, und Vmax bestimmen. Die
halbmaximale Sattigung (K, ist ein Mal} fur die P;-Affinitat des Transportsystems und
die maximale Aufnahmerate (Vmax) gibt einen Hinweis auf die Transportkapazitat bzw.
Anzahl der Transporter.

Diese Parameter aus jeweils mehreren Versuchen sind fur die Fltterungsgruppen von
Ziegen und Schafen im Vergleich mit entsprechenden Werten der Schweineniere in

Tab.6 zusammengefal3t.
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Tab.6 Maximale P;-Aufnahmeraten und Pj-Affinitaten des Na'-abhangigen P;-
Transportsystems der renalen BSMV verschiedener Spezies mit adaquater

oder reduzierter P- oder Ca-Versorgung (Mittelwerte + SD, n = Anzahl der Tiere,

21°C).
Spezies Vmax Km
(nmol'mg™ Protein'10s™) (mmoll™)
Ziege Kontrolle n=38 1,98+1,21 0,34+£0,14
P-Depl. n=38 2,99+ 2,20 0,35+ 0,07
Ca-Depl. n=8 1,93+ 0,99 0,28 + 0,17
Schaf  Kontrolle n=3 1,39 + 0,56 0,55+0,21
P-Depl. n=3 1,03+0,6 0,33+0,29
Schwein n=3 0,95+ 0,07 0,11 £ 0,002

Bei Ziegen waren die V.x-Werte unabhangig von der Ca-Versorgung. Sie stiegen aber
als Folge der P-Depletion um ~ 50 % an. Allerdings war dieser Effekt aufgrund der
hohen interindividuellen Streuung in dieser Gruppe nicht signifikant. In Abb.11 sind die
Vmax-Werte der einzelnen Tiere fir die Kontroll- und die P-Mangelgruppe dargestellt.

Die K-Werte wurden durch keine der Fitterungsvarianten signifikant beeinfluf3t.
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Abb.11 Vna-Werte der Na'-abhangigen P-Aufnahme in renale BSMV von Ziegen mit

adaquater oder reduzierter P-Versorgung (— = Mittelwert, 21°C)

Bei Schafen hatte die P-Depletion weder auf die Vyax- noch auf die K,-Werte einen
signifikanten Einflu3. Wahrend die Vnax-Werte in vergleichbarer Gré3enordnung wie die
an Schweinen ermittelten Werte lagen, waren sie um ~ 30-50 % niedriger als bei
Ziegen. Bei beiden Wiederkauerspezies war die Affinitat des P;-Transportsystems fir

Pi-lonen um das 2,5- bis 5fache geringer als beim Schwein (p<0,01).

4.43 P;-Aufnahme als Funktion der Na'-Konzentration

Abb.12 zeigt beispielhaft fur 12 Kontrollziegen die P-Aufnahme in renale BSMV als

Funktion der Na*-Konzentration. Aus osmotischen Griinden wurden keine Na'-
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Konzentrationen >100 mmoll* verwendet. Der Teil der Kurve mit [Na'] > 100 mmoll™*
wurde extrapoliert. Die beste Kurvennéherung (r= 0,99) wurde mit dem Modell einer
sigmoidalen Dosis/Wirkungsbeziehung erreicht. Aus dem Kurvenverlauf 1a@t sich die
Na'-Konzentration bestimmen bei der die P;-Aufnahme bei gegebener P;-Konzentration
von 0,1 mmoll* halbmaximal war (Ko.siva)- Kpo,sina Wird Ublicherweise als Malf3 flr die
Na'-Affinitat des P;-Transportsystems verwendet.

Durch Umformung dieser Kurve nach HILL laf3t sich der Hill-Koeffizient (n,pp) berechnen,
der einen Schatzwert fiir die Anzahl der pro transportiertem P;-lon beteiligten Na*-lonen

angibt.
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Abb.12 Kinetik der P-Aufnahme in renale BSMV von Kontrollziegen als Funktion der
Na'-Konzentration bei 21°C (Mittelwert + SEM, n=12). Der zu den Na'-

Konzentrationen >100 mmoll™* gehérige Anteil des Graphen wurde extrapoliert.
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Tab.7 zeigt eine Zusammenfassung der kinetischen KenngroRen, wie Na'-
Transportkapazitaten (Vmax.app) SOWie Na'-Affinitaten (Kjosna) Mit den dazugehorigen
Hill-Koeffizienten (n,pp) flr renale BSMV von Ziegen, Schafen und Schweinen mit

unterschiedlicher P- oder Ca-Versorgung.

Tab.7 Kinetische KenngréRen der Na’-Komponente des renalen P;-Transport-
systems von Ziegen, Schafen und Schweinen (21°C, Mittelwerte + SD,

n=Anzahl der Tiere).

SpGZleS Vmaxyapp K[O’S]Na napp
(nmol'mg™ (mmoll™)
Protein 10s™)
Ziege Kontrolle n=12| 1,37+0,57 95,9 +16,3 3,01+0,33
P-Depl. n=38 2,890+2721 128,1 +43,1 2,75+0,79
Ca-Depl. n=38 1,30 £ 0,96 114,6 £+ 35,4 2,54 +0,49
Schaf Kontrolle n=3 0,43+0,1 81,1+ 10,0 2,35+0,10
P-Depl. n=3 0,57 +0,16 93,8+145 2,27 £0,28
Schwein Kontrolle n=3 0,58 + 0,09 61,0+ 1,06 3,32+0,19

Bei den Ziegen stieg die Na'-Transportkapazitat unter P-Mangel um ~50% an,
allerdings war dieser Effekt aufgrund der hohen Streuung innerhalb dieser Gruppe nicht
signifikant. Die Ca-Versorgung Ubte keinen Einflul} auf die Vhaxapp-Werte aus. Die

Kosiva-Werte wurden durch keine der 3 Futterungsvarianten beeinfluft.
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Bei Schafen hatte die P-Depletion keinen nennenswerten Einflu3 auf die Vmax,app- Und
auf die Ko sjva-Werte.

Im Speziesvergleich liegt die maximale P;-Aufnahmerate der Ziegen (1,37 % 0,57
nmolmg™ Protein10s™) signifikant hoher (p<0,05) als bei Schafen (0,43 + 0,1 nmolmg™
Protein10s™) und Schweinen (0,58 + 0,09 nmolmg™ Protein10s™). Die Affinitat des P;-
Transportsystems fur Na'-lonen war bei beiden Wiederkauerspezies geringer,
unterschied sich jedoch nur zwischen Ziege und Schwein signifikant (p<0,05).

Fur alle Spezies wurde ein Hill-Koeffizient >2 berechnet. Dies deutet auf einen
elektrogenen P;-Transport unter den gewahlten Versuchsbedingungen hin. Im
Speziesvergleich liegt der fur die Schafe berechnete Hill-Koeffizient (2,35 + 0,1)
signifikant niedriger (p<0,01) als der von Ziegen (3,01 = 0,33) und Schweinen (3,32 +
0,19). Ein signifikanter Einflul3 der Futterung konnte weder bei Ziegen noch bei Schafen

beobachtet werden.

4.5 Molekulare Charakterisierung des P;-Transportsystems

45.1 Amplifikation von Na'/P;-Cotransporter Typ |l spezifischen Fragmenten

In der RT-PCR konnten mit Na*/P;-Cotransporter Typ Il spezifischen Primern sowohl in
der Schweine- als auch in der Ziegen- und Schafniere entsprechende Fragmente
amplifiziert werden.

In einem analytischen Gel zeigte sich, dal3 die GroRe der Fragmente annéherend der
des Rattenfragmentes mit 768 Basenpaaren entsprach.

Unspezifische Reaktionen konnten Uber negative Kontrollen ausgeschlossen werden.
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Abb.13 Amplifikation von Na'/P;-Cotransporter Typ |l spezifischen Fragmenten
in der Niere von Schwein, Ziege und Schaf.
Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne Template; Positivkontrolle: Ratte
Bei Ziege und Schaf wurde die Qualitat des Templates tber die Ampli-

fikation eines GAPDH-Fragmentes von 820 Basenpaaren verifiziert.

452 Sequenzierung der Na'/P;-Cotransporter Typ |l spezifischen Fragmente

Die Na'/P;-Cotransporter Typ Il spezifischen Fragmente wurden in den pGEM-T Vektor
einkloniert und JM109-Zellen damit transformiert. Die richtigen Klone wurden Uber eine

Blau-Weil3-Selektion erkannt und isoliert.
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Zur Uberprufung der Spezifitat wurde eine Restriktionsanalyse der Plasmide mit Eco 52
| durchgefuihrt. Das in Abb.14 dargestellte analytische Gel zeigt die vorhandenen
Inserts. Die GrofRe der Inserts bei Schwein und Schaf entsprach der Grof3e des
spezifischen PCR-Fragmentes. Bei der Ziege wurde das Insert in zwei Fragmente

geschnitten, da das Insert offensichtlich eine Eco 52 | Schnittstelle enthielt.

(€

Vektor

1

Insert

} 2 Fragmente des
Inserts Ziege

DNA-Gro3enmarker

Abb.14 Uberprifung der Spezifitast des klonierten PCR-Fragmentes mittels

Restriktionsanalyse mit Eco 52 1.
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Die Ermittlung der Sequenz des klonierten PCR-Fragmentes erfolgte durch die Firma
MWG-BIOTECH, Ebersberg. Es wurde eine Einstrangsequenzierungsreaktion mit dem
im  Vektor enthaltenen  T7-Promotor  durchgefuhrt. Ein  Vergleich  der
Aminosauresequenzen der Na'/P;-Cotransporter Typ |l Fragmente (Abb.14) ergab
folgende Homologien: Ziege/Ratte 90 %, Schaf/Ratte 89 %, Schwein/Ratte 89 %,
Ziege/Schaf 98 %, Ziege/Schwein 94 % und Schaf/Schwein 92 %.

58



Ergebnisse

Ratte
Zi ege
Schaf
Schwein

Ratte
Zi ege
Schaf
Schwein

Ratte
Zi ege
Schaf
Schwein

Ratte
Zi ege
Schaf
Schwein

Ratte
Zi ege
Schaf
Schwein

Ratte
Zi ege
Schaf
Schwein

e

51
51
51

101
101
101
101

151
151
151
151

201
201
201
201

251
251
251
251

M3 10

20

MVSSGLLEVS

* k% k k x *¥ *& % % %
* %k % k ¥ *¥ % % % %

* k% k% k x¥ x¥ * % % %

60
HDCFNWLSVL

* %k % k ¥ *¥ % % % %
* %k % k ¥ *¥ % % % %

*********V

110
PFTKLI I QLD

* %k % k ¥ *¥ % % % %
* %k % k ¥ *¥ % % % %

* %k % k ¥ *¥ % % % %

160
| GS- - LANTT
NT* W- * R* A*
NT* RM* R* A*
NT* WM* G* A*

210
LNSLLKGQVA

* k k% k x¥ *¥ % % * %
* k k% k x¥ *¥ % % * %

* k k% k x¥ *¥ % % * %

M6 260

TSAITP. . ..

***L**
* % % % % %

* % % % % %

SAI PI' I MGSN

* k * ¥ ¥ %k % % % %
*****V****

* %k k k x¥ *¥ * % % %

70
VLLPLEAATG

* % * ¥ ¥ %k %k %k % %
* % * ¥ ¥ %k %k %k % %

* % * ¥ ¥ % %k %k % %

120
KSVI TSI AVG

******L*S*
******L*S*

********T*

170
MEKCNHI FVD

L*********
L*********

* % % *¥ ¥ % % % % %

220
NVI QKVI NTD

K*********
K*********

K*********

30
| GTSVTNTI V

* k% k k k¥ * *¥ % % %
* %k k% k x *¥ * % % %

* %k k% % x * * % % %

80
YLHHVTGLVV

****l*****
****l*****

***Y******

130
DESLRNHSLI

* %k k% % x x¥ % % % %
* %k k% % x x¥ % % % %

* %k k% % x x¥ % % % %

180

40
AL MQAGDRTD

* k% k k ¥ k& Kk %k %k %
* %k % * *¥ % %k %k % %

* k% x * *¥ *k % %k % %

90
ASFNI RGGRD

* %k % * *¥ % %k %k % %
* %k % * *¥ % %k %k % %

* %k % * *¥ % %k %k % %

140

Rl WCQPETKE
*V**Y* DPT*
*V**Y**PHR
****H* DSMQ
M 4 190

50
FRRAFAGATYV

* %k k k x x *¥ % % %
* %k k % x x *¥ % % %

* k% % k x * * % % %

100
APDLLKVI TE

******I***
******I***

T*****I***

150
ASTSMSRVEA
VP* P* P* A**
G* Y** P* A**
* P* PVP* AQ*

200

TGLPDLAVGL

* %k k% % x x¥ % % % %
* k% k% % x¥ x¥ % % % %

* k% k% % x¥ x¥ % % % %

230

I LLAGSLVVL

*******AL*

****C**AL*

********L*

M5 240

CTCLI LLVKM

* % * *¥ % % % % % %
* % * *¥ % % % % % %

* % * *¥ % % % % % %

250

FPAPFTWTG

**T****A**
**T****A**

*S*****A**

YFAMVVGASM

* k% % * ¥ %k % % % %
* k% % * ¥ %k % % % %

********G*

TFVVQSSSVF

* % *¥ ¥ % % % % % %
* % *¥ ¥ % % % % % %

* % *¥ ¥ % % % % % %

50
50
50
50

100
100
100
100

150
150
150
150

200
200
200
200

250
250
250
250

300
300
300
300

Abb.14 Aminosauresequenzen der renalen Na'/P;-Cotransporter Typ |l Fragmente (*=identisch mit der Rattensequenz)

(M = hydrophobe Bereiche, die als transmembranale Regionen postuliert werden, VERRI et al. 1995)
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5. Diskussion

5.1 Beurteilung der angewandten Methode

Vor einigen Jahren noch war das Wissen Uber den renalen P;-Transport in erster Linie
auf In-vivo- und In-vitro-Untersuchungen am intakten Gewebe gestitzt. Es wurden
Clearence-Studien (BRAZY et al. 1980a), Stop-flow-Untersuchungen (LAMBERT 1964)
sowie  Untersuchungen mit  Hilfe  verschiedener  Micropunktions-  und
Microperfusionstechniken durchgefuhrt (STRICKLER et al. 1964, KUNTZINGER et al.
1972, WEN 1978, LE GRIMELLEC 1974, DENNIS et al. 1976, BRAZY et al. 1980b).
Die Isolierung von Membranvesikeln eréffnete weitere Mdoglichkeitenmembranale
Aufnahmemechanismen zu untersuchen.

Der Stofftransport durch Epithelien kann prinzipiell auf para- und/oder transzellularem
Weg stattfinden. Der parazellulare Transport erfolgt passiv entlang eines chemischen
und/oder elektrischen Gradienten. Der transzellulare Stofftransport erfolgt entweder
ebenfalls passiv entlang eines elektrochemischen Gradienten oder aktiv unter ATP-
Verbrauch auch gegen einen vorhandenen Gradienten. Der Einsatz von
Membranvesikeln ermdglicht eine Unterteilung des transepithelialen Transportes in
Einzelschritte, die so unter definierten und kontrollierten Bedingungen untersucht werden
kdnnen. Durch das Entfernen cytoplasmatischer Komponenten ist die Untersuchung der
membranalen Transporteigenschaften unabhéngig von intrazellularen Funktionen, wie
dem Zellstoffwechsel, von intrazellularen Verteilungsprozessen und vom Einfluf3 der
Second-messenger-Systeme moglich (MURER und KINNE 1980). Die isolierten
Vesikel der apikalen oder basolateralen Zellmembran besitzen in der Regel eine
ausreichende mechanische Stabilitat, eine grof3e Oberflache fur Flissigkeits- oder
Stofftransport und bilden eine effektive Barriere zwischen intra- und extravesikularem
Medium (HOPFER 1989). Das ermoglicht konzentrationsabhéngige
Aufnahmeversuche, die nach den Prinzipien von Michaelis-Menten ausgewertet werden
kénnen und somit eine genaue kinetische Charakterisierung membranstandiger
Transportsysteme erlauben. Durch Einsatz pharmakologisch wirksamer Substanzen

kann auf chemische und/oder elektrische
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Gradienten EinfluBR genommen werden, um die Funktion der untersuchten
Transportsysteme naher zu charakterisieren.

Bei der Interpretation, der durch Vesikelstudien erhaltenen Ergebnisse, ist zu
bertcksichtigen, dafl? es durch den Praparationsvorgang und die z.T. atrtifiziellen
Pufferldsungen unter Umstanden zu Veranderungen der Membranpermeabilitéat oder zur
Inaktivierung von Transportsystemen kommen kann (MURER und KINNE 1980).
AuBerdem ist durch das Fehlen von Zellregulatoren und zellularen
Stoffwechselprozessen  die  Aussagefahigkeit der  Transportuntersuchungen
eingeschrankt, da sie nicht die Transporteigenschaften des intakten Epithels
widerspiegeln (MURER und KINNE 1980). Es ist daher wichtig die erhaltenen

Ergebnisse in Zusammenhang mit Untersuchungen am intakten Epithel zu setzen.

Da es das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den P;-Transport Uber die renale
Burstensaummembran zu charakterisieren, war die Vesikeltechnik die Methode der

Wahl.

5.1.1 Anreicherung der Birstensaummembranfraktion

Die Birstensaummembranen wurden aus einem Zellhomogenat mittels Mg®*-
Prazipitation und Differentialzentrifugation isoliert. Fur jede Praparation wurde
sichergestellt, dal’ sich im abschlielRenden Pellet ausreichende Mengen an apikalen
Membranen angereichert hatten und keine wesentliche Kontamination mit basolateralen
Membranen vorlag, um so eine Verfalschung der erfalten Transportkinetiken
auszuschlieRen. Zur Uberprufung der Vesikelanreicherungen wird tiblicherweise die
Anreicherung sogenannter Marker- oder Leitenzyme bestimmt (MURER und KINNE
1980). In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitat der alkalischen Phosphatase (AP)
als Marker der apikalen Membran gemessen sowie die Aktivitat der Na'/K*-ATPase als
Marker der basolateralen Membran (WRIGHT et al. 1979).

Die AP reicherte sich bei den Nierencortexpraparationen von Ziege und Schwein um
das 6-8fache gegeniiber dem Ausgangshomogenat an, wahrend die Anreicherung bei

den Schafen etwas geringer (5-fach) war (Tab.4). Dieser Unterschied zwischen
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den Spezies laft sich mit der relativ groRen Streuung zwischen den einzelnen
Praparationen erklaren und ware somit zufallig.

Insgesamt lagen die AP-Anreicherungen aber in vergleichbarer Grof3enordnung zu
Werten aus der Literatur. HILDEN et al. (1989) fanden bei Nierencortexpraparationen
von Hunden eine 9fache, PENNY (1991) bei vergleichbaren Untersuchungen an
Schafen eine wenigstens 6fache und LEVINE et al. (1983) bei Ratten eine 9fache
Anreicherung der AP.

Bei der Na'/K'-ATPase fand keine nennenswerte Anreicherung zwischen
Ausgangshomogenat und Vesikelfraktion statt (Tab.4). Im Vergleich dazu fanden
HILDEN et al. (1989) bei ihren Untersuchungen an Hunden sogar eine 2fache

Anreicherung des basolateralen Membranleitenzyms.

Die Ergebnisse der enzymatischen Untersuchungen zigen somit, daf} eine selektive
Anreicherung der apikalen Membranen erreicht wurde, ohne dafl3 eine zu

berucksichtigende Kontamination mit basolateralen Membranen stattfand.

5.1.2 Vesikelintegritat und -volumen

Zur Uberprufung der funktionellen Integritat der BSMV wurden die Na*-abhangigen und
die Na'-unabh&ngigen P-Aufnahmen als Funktion der Zeit gemessen. Hier zeigte sich
in Anwesenheit eines vesikeleinwérts gerichteten Na'-Gradienten ein sogenannter
Overshoot der Pj;-Aufnahme. D.h., P; wurde Uuber die aul3en vorliegende
Substratkonzentration hinaus in das Vesikelkompartiment aufgenommen (Abb.8). Als
treibende Kraft dieses Phanomens diente dazu der Na'-Gradient (BERTELOOT und
SEMENZA 1990). Diese Fahigkeit der Vesikel zur transienten Substratanreicherung
wird als sicherer Hinweis auf das Vorliegen geschlossener Kompartimente, also
intakter Vesikel, gewertet.

Die Hohe und der Verlauf des hier beobachteten Overshoot-Phanomens ist mit dem von
STOLL et al. (1979) fur die Rattenniere und dem von HELPS und MC GIVAN. (1991) fur

die renale Rinderzellinie NBL-1 beschriebenen Overshoot zu vergleichen.
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Nach einer 180miniitigen Inkubation bei 37°C erreichten sowohl die Na'-abhangige als
auch die Na'-unabhingige P;-Aufnahme in die renalen BSMV von Kontrollziegen
vergleichbare Werte. Die Menge des bis zu diesem Zeitpunkt pro mg Protein
aufgenommenen P; bezeichnet den sogenannten Ausgleichswert (Equilibrium). Zu
diesem Zeitpunkt sind extravesikulare und intravesikulare Substratkonzentration gleich.
Aus diesem Ausgleichswert a3t sich das mittlere Vesikelvolumen berechnen. Der
Transport in die Vesikel wird durch ihre Grol3e beeinfluf3t.

Im vorliegenden Fall ergab der Ausgleichswert ein Vesikelvolumen von 1,1 plmg™
Protein. Dieser Wert liegt in vergleichbarer Grol3enordnung zu Werten aus der Literatur
(RUBELT 1995). Fur BSMV der Rattenniere wurde dagegen ein mittleres
Vesikelvolumen von 1,3-1,7 pul'mg Protein™ beschrieben (BURCKHARDT et al. 1981,
CAVERZASIO et al. 1982). Ob dieser Unterschied auf speziesabhéngigen
Unterschieden beruht oder sich aufgrund der unterschiedlichen Préaparationstechniken
ergab, wurde nicht weiter untersucht, da dieses fur die im Folgenden diskutierten

Ergebnisse fiir nicht weiter relevant gehalten wird.

Zur weiteren Uberprifung der Vesikelintegritit wurde der Na'-abhéngige
Glucosetransport gemessen. Ein Na'-abhangiger Glucosetransport im proximalen
Tubulus wurde bereits fir viele Spezies beschrieben (BECK und SACKTOR 1975,
SCHARRER 1975, STOLL et al. 1979, LIN et al. 1984, BLANK et al. 1985, PENNY
1991). Bei jeder Vesikelpraparation, von der eine ausreichende Menge an BSMV-
Suspension zur Verfugung stand, wurde die Glucoseaufnahme innerhalb 30 s bestimmt.
Die Na'-abhangige Glucoseaufnahme war ca. 10fach héher als die Na'-unabhéngige
Glucoseaufnahme. Dies spricht fiir die Existenz eines Overshoot-Phanomens und damit
fur intakte Vesikel. Dabei lagen die in der vorliegenden Studie gemessenen
Glucoseaufnahmen nach 30 s sogar um das 3-10fache hoher als von anderen
Arbeitsgruppen bisher gefunden (BECK und SACKTOR 1975, STOLL et al. 1979,
PENNY 1991). Dies laf3t sich mdglicherweise auf Unterschiede in der Praparation der
BSMV, wie z.B. bei der Pufferzusammensetzung und den Zentrifugationsschritten, und

unterschiedliche Bedingungen wahrend der Aufnahmeversuche selbst zurtckfihren.
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Zwischen den einzelnen Fitterungsgruppen waren keine Unterschiede in der Hohe der
jeweiligen Glucoseaufnahmen zu beobachten, und so ist davon auszugehen, dal3 die
einzelnen Fuitterungsvarianten keinen prinzipiellen Einflul auf die Vesikelintegritat
hatten. Mégliche Unterschiede im zeitlichen oder kinetischen Verlauf der P;-Aufnahmen
kénnen demnach auch im wesentlichen auf einen Einfluld der Futterung auf das P-

Transportsystem zuriickgefuihrt werden.

Es laRt sich zusammenfassen, daf3 es sich bei den in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Vesikel um geschlossene Kompartimente, also intakte Vesikel, mit der
Fahigkeit zur Glucoseaufnahme handelt und dafl} die Fitterungsvarianten keinen

grunsatzlichen Einfluf3 darauf hatten.

5.2 Auswirkungen einer unterschiedlichen P- oder Ca-Versorgung auf die

P-und Ca-Konzentrationen im Plasma

Die mehrwdchige P-Depletion der Ziegen und Schafen fuhrte zu dem schon bekannten
Abfall der P-Konzentration im Plasma (FIELD et al. 1975, BOXEBELD et al. 1983,
BREVES et al. 1985, PENNY 1991, SCHRODER et al. 1990, KAPPNER 1993,
RUBELT 1995) (Tab.3a). Gleichzeitig entwickelte sich bei den Ziegen eine
ausgepragte Hypercalcamie, die als haufige Begleiterscheinung der P-Depletion schon
in anderen Studien gefunden wurde (FIELD et al. 1975, BREVES et al. 1985, MANAS-
ALMENDROS et al. 1982, PENNY 1991, KAPPNER 1993, RUBELT 1995,
SCHRODER et al. 1990).

Diese mit der P-Depletion assoziierte Hypercalcamie resultiert wahrscheinlich nicht aus
einer ansteigenden intestinalen Calciumnettoabsorption (ABDEL-HAFEEZ et al. 1982),
da P-Depletion bei Wiederkdauern im Gegensatz zu den Verhdaltnissen bei
monogastrischen Spezies nicht mit einem Anstieg der Plasmacalcitriolspiegel
einhergeht (TANAKA und DeLUCA 1973, BAXTER und DeLUCA 1976, FOX und
CARE 1979, GRAY et al. 1983, HUGHES et al. 1975, RIBOVICH und DeLUCA 1978,
RADER et al. 1979, BAR et al. 1983, BREVES und SCHRODER 1991, SCHRODER

und BREVES 1993). Die beobachtete Hypercalcamie konnte auf eine verringerte
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Mineralisierung und/oder eine erhohte Mobilisation von Ca®* aus dem Knochen
zuriickzufiihren sein (BAYLINK et al. 1971, BREVES und SCHRODER 1991). Auf einen
veranderten Knochenstoffwechsel deutet auch der Anstieg der AP im Plasma der P-

depletierten Ziegen hin.

Bei den Schafen kam es dagegen zu keiner Veranderung der Ca-Plasmaspiegel und
der AP-Werte bei P-Depletion. Méglicherweise war bei diesen Tieren trotz verminderter
Plasma-P;-Konzentrationen die P-Depletion nicht ausgeprédgt genug, um zu einer

vermehrten Mobilisation aus dem Knochen zu fuhren.

Bis heute ist noch nicht geklart, durch welche hormonellen Mechanismen adaptative

Vorgange bei der Regulation der P-Homoostase der Wiederkauer vermittelt werden.

Trotz der Ca-Depletion kam es bei den Ziegen zu keinem Abfall der Ca-Konzentration
im Plasma. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen vorhergehender
Untersuchungen (KAPPNER 1993, RUBELT 1995). In diesen Fallen wurde gezeigt,
dalR die Ca-Depletion zu einem Anstieg der PTH- und Calcitriol-Konzentrationen im Blut
fuhrte. Die Aktivierung dieser calciotrophischen Hormone kann als Ursache fur die
Aufrechterhaltung physiologischer Ca-Plasmaspiegel auch bei langerfristiger Ca-
Depletion angesehen werden.

Die Ca-Depletion fuhrte zu einem Absinken der P-Konzentration im Plasma der Ziegen
von 2,9 auf 2,4 mmoll* was auf eine erhohte P;-Ausscheidung, hervorgerufen durch den
angestiegenen PTH-Plasmaspiegel, hindeutet. Auch die Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase war tendenziell erhoht. Diese gilt als Marker eines veranderten
Knochenstoffwechsels und deutet auf eine gesteigerte Ca-Mobilisation aus dem

Knochen hin.
Es kann festgehalten werden, dal3 sowohl die Ziegen als auch die Schafe sich in einem

P- bzw. Ca-Mangel befanden und damit fiir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit

geeignet waren.
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5.3 Kinetische Eigenschaften des P;-Transporters

5.3.1 EinfluR von P; auf den P;-Transport

Zur Charakterisierung der kinetischen Eigenschaften des P;-Transports durch die renale
BSM wurde die P-Aufnahme bei konstanter Na'-Konzentration als Funktion der P-
Konzentration gemessen. Aus dieser Beziehung wurden dann nach der Michaelis-
Menten-Gleichung die maximale Aufnahmerate Vm. fir Pj, die ein Mald fur die
Transportkapazitat bzw. die Anzahl der Transporter ist, bestimmt. Dabei ergab sich
gleichzeitig die Michaelis-Menten-Konstante K., die ein MalR} fir die P-Affinitat des

Transportsystems darstellt.

Als Folge der P-Depletion kam es bei den Ziegen zu einer Steigerung der Vpyax-Werte
um ca. 50 % (Tab.6). Allerdings konnte diese Erhéhung auf Grund der grol3en Streuung
nicht statistisch abgesichert werden. Betrachtet man die Einzelwerte (Abb.11), so wird
erkennbar, dald nur 25 % der P-depletierten Tiere eine gesteigerte Transportkapazitat
aufwiesen. Moglicherweise war die Transportkapazitit des Na'-abhangigen P;-
Transporters bei den Tieren, die keine adaptative Regulation aufwiesen, schon bei
adaquater P;-Versorgung maximal. Einen Hinweis hierauf liefern die schon bei
bedarfsgerechter P-Versorgung auffallig geringen renalen P;-Ausscheidungsraten von
Wiederkduern im Vergleich zu Nichtwiederkduern (siehe Tab.1l). Es kann vermutet
werden, daf} die Tiere, die eine Adaptation aufwiesen, zu den in der Literatur immer
wieder beschriebenen ,P-Ausscheidern gehort haben konnten (MEYER 1972, FIELD
1981, SCOTT et al. 1984a). Diese Einzeltiere fielen durch ihre hohe und
monogastrischen Tieren entsprechende P-Ausscheidung auf. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, sollte in zukinftigen Untersuchungen vor und wéhrend der P-Depletion die

renale P;-Exkretion bei entsprechenden Tieren bestimmt werden.

Die in Abhangigkeit von der P-Versorgung auftretenden Regulationsvorgdnge des

renalen Na'/P;-Cotransportes wurden schon fiir Schwein (BARRET et al. 1980,

66



Diskussion

BRANDIS et al. 1987), Kaninchen (CHENG et al. 1983), Ratte (HOFFMANN et al. 1976,
BURCKHARDT et al. 1981, STORELLI et al. 1980, LEVINE et al. 1983), Schaf (PENNY
et al. 1991) und eine renale Rinderzellinie (HELPS et al. 1991) beschrieben und ist zur
besseren Ubersicht in Tab.8 zusammengefal3t. Wie aus Tab.8 hervorgeht, ist ein
direkter Vergleich der Mel3ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen schwer maglich,
da die angegebenen Werte unter sehr unterschiedlichen Bedingungen erhoben wurden.
Zeit, Temperatur, Pufferzusammensetzung, intra- und extravesikularer pH sowie die
extravesikularen P-Konzentrationen variierten sehr stark und auch die Vesikel selbst
wurden nach unterschiedlichen Methoden isoliert. Vergleicht man z.B. die fur Ratten
gemessenen Vpa- und Kn- Werte von HOFFMANN et al. (1976) mit denen in der Arbeit
von BURCKHARDT et al. (1981), so zeigt sich fur die Vnhax-Werte eine Differenz von
»100 % und bei den K,- Werten sogar eine Differenz von 1740 %. Wenn auch kein
direkter Vergleich absoluter Werte moglich ist, so konnen doch die
Regulationsvorgénge unter P-Depletion bei verschiedenen Spezies verglichen werden.
So fuhrte eine P-Depletion bei allen aufgefiihrten Spezies zu einem Anstieg der Vmax-

Werte, nicht aber zu signifikanten Veranderungen der K,-Werte.

Bei monogastrischen Spezies wurde vielfach gezeigt, da? PTH das wichtigste Hormon
der Regulation der renalen P;-Ausscheidung ist. Die durch die P-Depletion
hervorgerufene Hypercalcamie fihrt zu einem Absinken des PTH-Spiegels und dieses
wiederum zu einer erhohten Transporterdichte in der apikalen Membran des
Tubulusepithels. Dadurch wird schlie3lich die renale P;-Resorption erhoht (DENNIS et
al. 1977, AMIEL et al. 1970, DUNLAY und HRUSKA 1990, LEVI et al. 1996). Beim
Wiederkduer hingegen ist die PTH-Wirkung umstritten. Konnte von einigen
Arbeitsgruppen eine Pj-exkretionssteigernde Wirkung des PTH leobachtet werden
(SMITH et al. 1969, KOOH 1980, DAVICCO et al. 1992), so wurde dies von anderen
Arbeitsgruppen nicht berichtet (CLARK et al. 1975).

Calcitriol, das bei monogastrischen Tieren die P;-Exkretion vermindert, (PUSCHETT et
al. 1972, COSTANZO et d. 1974), scheint in der Regulation des P-Haushaltes von
Wiederkauern keine Rolle zu spielen (ABDEL-HAFEEZ et al. 1982, BREVES et al.
1985, MAUNDER et al. 1986).

67



Diskussion

Calcitonin bewirkt sowohl bei monogastrischen Tieren (BERNDT und KNOX 1992) als
auch bei Wiederkduern (MATSUI et al. 1983, BARLET et al. 1972) eine gesteigerte P;-
Exkretion Uber die Niere. Bei monogastrischen Tieren konnte eine Steigerung der P;-
Exkretion durch Glucocorticoide, PTHrP, TGF, EGF und atriales natriuretisches Hormon
beobachtet werden, wohingegen Wachstumshormon, IGF1, Ts/T, und Insulin eine
gegenteilige Wirkung zeigten (BERNDT und KNOX 1992, KEMPSON 1996).

Ein Teil des Einflusses der alimentaren P-Zufuhr auf die maximale P;-Transportkapazitat
der Niere scheint aber auch unabhangig von PTH, Vit. D3, Plasmacalcium oder
Wachstumshormon zu sein (MURER und BIBER 1992). Bislang ist jedoch nicht geklart,
Uber welche Mechanismen diese Adaptation vermittelt wird. Untersuchungen an Ratten
mit chronischem P-Mangel konnten zeigen, dal3 transkriptionale und/oder translationale

Mechanismen an dieser Adaptation beteiligt sind (LOTSCHER et al. 1996).

Wie schon erwahnt, wurde die P-Affinitat des Transportsystems durch die Fltterung
nicht beeinflufdt. Dies wurde auch von PENNY (1991) fur Schafe und von STORELLI et
al. (1980) fur Ratten beschrieben. Es ergibt sich damit ein Hinweis darauf, daf3 die
erhohte Transportkapazitdt bei P-Depletion nicht auf einer Modifikation des
Transportproteins selbst beruht, sondern auf einem vermehrten Einbau von

Transporterprotein in die Membran.

Bei Schafen hatte die P-Depletion weder auf die Vyax- noch auf die K,-Werte einen
nennenswerten Einflul3. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Befunden von
PENNY (1991). Er fand bei P-depletierten Schafen eine deutliche Steigerung der V max-
Werte. FiUr die fehlende Regulation der Pj-Transportkapazitat in der vorliegenden
Untersuchung sind zumindest zwei Ursachen denkbar. Erstens konnte die P-Depletion
der Schafe, wie schon vorher diskutiert, nicht ausreichend gewesen sein, um eine
Erhéhung der Vnax zZU induzieren. Zweitens ist auch denkbar, dal3 wie bei den Ziegen,
die Transportkapazitat des Na'/P;-Cotransporter Typ |l schon unter adaquater P-

Versorgung maximal war.
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Beim direkten Vergleich der Vyax-Werte der vorliegenden Untersuchung (1,39 nmolmg
Protein10s™) und der von PENNY (1991) (0,141 nmolmg Protein™10s™) fallt auf, daR
sie sich um ca. eine 10er Potenz unterscheiden. Allerdings gibt PENNY in derselben
Arbeit an anderer Stelle eine initiale P;-Aufnahme von 0,208 nmolmg™ Protein10s™ an,
die unter den gleichen Bedingungen gemessen wurde wie die Kinetik der Na'-
abhangigen P-Aufnahme. Da diese initiale P-Aufnahme in die Vesikel, die von ihm
angegebene maximale Transportkapazitdt des P;-Transportsystems deutlich
Uberschreitet, 1aR3t sich vermuten, daf} es bei seiner Angabe der V.« zu einem
Einheitenfehler kam. Falls diese Vermutung nicht richtig ist und die von SHIRAZI-
BEECHEY et al. (1996) veréffentlichen Vna.c-Werte den tatsachlich gemessenen
entsprechen, kann die erhebliche Differenz zu den V.x-Werten der vorliegenden Arbeit
nur mit unterschiedlichen Bedingungen bei den Transportuntersuchungen, wie bereits

diskutiert, erklart werden.

Bei den Ziegen waren die Vnyax-Werte unabhangig von der Hohe der Ca-Versorgung
und damit auch vom Plasmacalcitriolspiegel. Im Gegensatz dazu konnten BRANDIS et
al. (1987) bei calcitriol-defizienten und hypocalcamischen Ferkeln im Vergleich mit
normalen Ferkeln eine um die Halfte erniedrigte V.« der P;-Aufnahme messen. Dieser
verminderte Vy.xWert wurde auf den krankheitsbedingten Hyperparathyreoidismus
zurickgefuhrt. Bei Ratten wurde mit Hilfe von spezifischen Antikérpern gegen den
renalen Na'/P;-Cotransporter Typ Il in immunohistochemischen Untersuchungen eine
Internalisierung unter PTH-Einfluld nachgewiesen (KEMPSON 1995, KEMPSON et al.
1996).

In der vorliegenden Arbeit wurden die PTH-Konzentrationen im Plasma der Ca-
depletierten Ziegen nicht untersucht, da schon in vorhergehenden Untersuchungen mit
ahnlichen Fltterungsbedingungen eindeutig gezeigt wurde, dal3 es unter Ca-Mangel zu
einem Anstieg der PTH-Konzentration im Plasma dieser Ziegen kommt (KAPPNER
1993, RUBELT 1995). Dies deutet auf eine PTH-unabhangige Regulation der renalen
P-Ausscheidung bei Wiederkauern hin. Diese Vermutung wird von Untersuchungen von
ALEXANDER und NIXON (1969) und CLARK et al. (1975) gestutzt. Trotz PTH-Infusion
kam es bei den untersuchten Schafen zu keiner Veranderung der renalen P;-

Ausscheidung.
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Dall es trotz der geringen renalen Pj-Ausscheidung unter Ca-Mangel zu keiner
Hyperphosphatédmie kam, konnte auf die hohe endogene P;-Sekretion mit dem
Speichel zurtckzufiihren sein. Untersuchungen von CLARK et al. (1973), TOWNS et al.
(1978), SCOTT und BEASTALL (1978), CHALLA und BRAITHWAITE (1988c) und
WIDIYONO et al.(1998) zeigen, dal3 eine positive lineare Beziehung zwischen der P;-
Konzentration im Plasma und der P;-Konzentration im Speichel von Wiederkauern
besteht. Erst ab einer Plasma-P;-Konzentration von 3-5 mmoll™* steigt die Speichel-P;-
Konzentration nur noch wenig an und stellt sich trotz weiterer Konzentrationserhéhungen

im Plasma auf einen Maximalwert ein.

Im Spezies-Vergleich weisen Schaf und Schwein im Vergleich zur Ziege eine um 30-50
% niedrigere maximale Transportkapazitait auf. Diese unterschiedlichen
Transportkapazitaten unter adaquater P-Versorgung spiegeln sich auch in den in Tab.1
aufgefuihrten renalen Ausscheidungsraten von P; tUber die Niere wider.

Auch fur die K,-Werte lassen sich Speziesunterschiede beobachten. So liegt bei
beiden Wiederkéuerspezies die Pj-Affinitat des Transportsystems um 2,5-5-fach
niedriger als die beim Schwein gemessene. Allerdings durften diese Affinitats-
Unterschiede keine Rolle fir die Gesamtkapazitat des Transportsystems spielen.
Aufgrund der freien Filtrierbarkeit von P;-Anionen muf3 die P;-Konzentration im Ultrafiltrat
in der selben GroéRenordnung liegen wie im Blut, also » 2 mmoll* und damit weit

oberhalb der halbmaximalen Sattigung der P;-Transportsysteme aller drei Spezies.
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Tab.8 Kinetische Parameter der Na'-abhangigen P;-Aufnahme in BSMV
Abhangigkeit von der P;-Konzentration (21°C, pH 7,4).
Spezies Inkubation Vmax Km Autor
[s] [nmol'mg [mmoll™]
Protein ~10s™]
bovine renal 180 Kontrolle: Kontrolle: HELPS et al.
epithelial cell 0,16* 0,036 = 0,007 (1991)
line NBL-1° P-Depletion: P-Depletion:
0,35*" 0,017 + 0,003
Schwein * 15 Kontrolle: Kontrolle: BARRETT
0,73* 0,089 et al.
P-Depletion: P-Depletion: (1980)
1,87* 0,061
Schwein ° 2-4 Kontrolle: Kontrolle: BRANDIS
2,14 0,239 otal
Rachitis: Rachitis: (1987)
1,19* 0,252
Kaninchen * 20 Kontrolle: Kontrolle: CHENG
0,46* 0,063 et al.
P-Depletion: P-Depletion: (1983)
0,985* 0,072
Schaf ** 5 Kontrolle: Kontrolle: PENNY
0,141* 0,2+ 0,03 (1991)
P-Depletion: P-Depletion:
0,242* 0,23+ 0,05
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Spezies Inkubation W e Km Autor
[s] [nmolmg [mmoll”]
Protein™]
Ratte ° 15 7,2* 0,08 HOFFMANN
et al. (1976)
Ratte ° 10 14,16 1,392 BURCK-
HARDT
et al. (1981)
Ratte ° 10 Kontrolle: Kontrolle: STORELLI
1,31+ 0,66 0,86 £ 0,21 et al. (1980)
P-Depletion: P-Depletion:
4,99 + 1,68 0,88+0,1
Ratte ** 2,09 0,036 LEVINE
et al. (1983)

* VoocWerte auf 10 s umgerechnet; ® P-Konz. 0-1,0 mmoll™®; ® P-Konz. 0-2,0 mmoll™; ¢ P-Konz. 0-3,0
ax g

mmoll?; ¢ P-Konz. 0-1,0 mmolT™; * 39°C; * pH 8,5

5.3.2 EinfluR von Na*

Da ein Cotransportsystem (wie der Na*/Pi-Cotransporter Typ 1) prinzipiell Gber
Veranderungen der Transportkinetiken beider Substrate reguliert werden kann, wurde
die Na'-Sensitivitat des Systems ebenfalls néher untersucht. Dazu wurde bei konstanter
P;-Konzentration die P,-Aufnahme als Funktion der Na'-Konzentration gemessen. Aus
dieser Beziehung ergibt sich die Na'-Konzentration, bei der die P;-Aufnahme

halbmaximal ist (Ko sjna). Damit ist der Ko sva-Wert ein MaR fiir die Na*-Sensitivitat des

Pi-Transportsystems.
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Der aus der Kinetik der Na'-Bindungsstelle errechnete apparente Vmax -Wert lag bei
den P-depletierten Ziegen um ca. 50 % Uber dem fur Kontroll- und Ca-depletierten
Ziegen. Aufgrund der hohen Streuung konnte dieser Unterschied statistisch aber nicht
abgesichert werden. Die Zunahme der Vmax app VOn 1,37 = 0,57 nmolmg™ Protein10s™
auf 2,89 + 2,21 nmolmg™ Protein10s™ bei alimentarem P-Mangel liegt in &hnlicher
Grollenordnung wie die von CAVERZASIO et al. (1987) bei Ratten beschriebenen
Werte (Vimax.app Kontrolle: 1,794 + 0,198 nmolmg ™ Protein10s™, Vinax.app P-Depletion:
2,964 + 0,362 nmolmg'Protein10s™). Die Zunahme der Na'-Transportkapazitat bei P-
Depletion entspricht damit dem Verhalten der Vpha-Werte der Pi-Transportraten. Dies
unterstitzt die schon vorher diskutierte Vermutung, dal} die gesteigerte
Transportkapazitat fir P; tatsachlich aus einem vermehrten Einbau von Na'/P;-

Cotransportern resultiert.

Die Ca-Depletion tbte bei den Ziegen, wie schon auf die P;-Transportkapazitat (Vmax)
des Na'/P;-Cotransporters, keinen nennenswerten Effekt auf die Na'-Transportkapazitét
(Vmax, app) @us. Dieser Befund kann als ein weiterer Hinweis dafur gewertet werden, daf3
der renale P;-Transport beim Wiederkduer PTH-unabhéngig reguliert wird. Im
Gegensatz dazu konnten BRANDIS et al. (1987) bei rachitischen Ferkeln,
wahrscheinlich als Folge des erhéhten PTH-Spiegels, eine Abnahme der Viax app auf
0,27 nmolmg*Protein10s™ gegeniiber den Kontrollferkeln mit 0,74 nmolmg’

'Protein10s™ verzeichnen.

Die Na'-Sensitivitat des renalen P-Transporters von Schaf und Ziege wurde weder

durch Ca- noch durch P;-Mangel beeinfluf3t.

Bei Schafen hatte die P-Depletion keinen Einfluld auf die Vimax,app- Und Ko s}, app-WWerte.
Dies steht in Ubereinstimmung mit den Via- und K,-Werten der Kinetik der Na'-
abhangigen P;-Aufnahme. Die mdglichen Griunde fir das Fehlen eines

Futterungseinflusses wurden bereits diskutiert.

Vergleicht man die Na'-Transportkapazitat des renalen Na'/P;-Cotransporters der

einzelnen Spezies miteinander, so zeigt sich, daf3 die Vmax, app-Werte der Ziegen si-
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gnifikant hoéher liegen als die von Schafen und Schweinen. Dies spiegelt die schon unter
adaquater P-Versorgung hohe renale P;-Resorption und die damit verbundene geringe
Pi-Exkretion von Wiederkauern im Vergleich zu monogastrischen Tieren (siehe Tab.1)

wider.

Die hohe renale P-Resorption bei Wiederkauern macht auch bei eher teleologischer
Betrachtung Sinn. Der Verdauungstrakt von Wiederkéuern reflektiert eine Adaptation an
die phylogenetische Ausbreitung von Gréasern und den damit verbundenen
Evolutionsdruck, dieses Pflanzenmaterial zu verdauen. Zur Aufrechterhaltung eines
effizienten mikrobiellen Stoffwechsels im Pansen mufite eine ausreichende Versorgung
der Mikroorganismen mit Phosphor gewéhrleistet sein. Da das aufgenommene
Pflanzenmaterial arm an Phosphor ist, muf3ten die renalen P;-Verluste mdglichst gering
gehalten werden, um in der Lage zu sein entsprechende Mengen an R mit dem

Speichel in den Pansen zu sezernieren.

Die Affinitit des Na/Pi-Cotransportsystems fiir Na'-lonen war bei beiden
Wiederkauerspezies geringer als beim Schwein. Der Unterschied war jedoch nur
zwischen Ziege (96 mmoll*) und Schwein (61 mmoll") signifikant. Die Na'-
Konzentration im proximalen Tubulus betragt ca. 140 mmoll*. Das kénnte bedeutet,
dal3 sowohl bei der Ziege als auch beim Schwein unter physiologischen Bedingungen
die Na*-Bindung schon maximal wére.

Die in der vorliegenden Untersuchung fiir Schwein ermittelte Ko s}, app liegt deutlich unter
dem von BRANDIS et al. (1987) fir Ferkel angegebenen Wert (112,6 mmoll™),
entspricht aber dem von HOFFMANN et al. (1976) fur Ratten beschriebenen K s}, app-
Wert von 60 mmoll*. CAVERZASIO et al. (1987) fanden dagegen bei Ratten einen
Kio.5, app-Wert von 149,1 mmoll™. Diese Unterschiede zwischen den von verschiedenen
Arbeitsgruppen beschriebenen K s, app-Werten kénnen mit den unterschiedlichen

Praparationsbedingungen, wie bereits diskutiert, erkart werden.

Der Kurvenverlauf der Pi-Aufnahme als Funktion der Na'-Konzentration (Abb.12) deutet

auf eine sigmoidale Beziehung zwischen P;-Aufnahme und Na*-Konzentration
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hin. Dieses kann dadurch erklart werden, daf? mehr als ein Na'-lon an dem Transport
eines P;-Anions beteiligt ist.

In der vorliegenden Studie konnte bei allen Tieren unabhangig von der Spezies und der
Futterung diese sigmoidale Beziehung beobachtet werden. Im Gegensatz dazu
berichteten CHENG et al. (1983) eine Abh&ngigkeit dieser Beziehung von der P
Versorgung. Bei P-depletierten Kaninchen beobachteten sie einen sigmoidalen Verlauf
der Na'-Kinetik und bei hoher P-Versorgung einen hyperbolischen Kurvenverlauf, was
auf eine Modulation des Transporters selbst durch die P-Versorgung hindeuten wirde.
Dieser FiitterungseinfluR auf den Verlauf der P;-Aufnahme als Funktion der Na'-

Konzentration wurde allerdings von keiner anderen Arbeitsgruppe beschrieben.

Durch Umformung der Na'-Kinetik nach Hill &Rt sich ein sogenannter Hill-Koeffizient
(napp) berechnen, der als Maf3 fur die am Transport beteiligten Bindungstellen gilt. Die
Ergebnisse der Hill-Plots (Tab.7) sprechen dafir, dal3 bei einem pH von 7,4 (innen und
auRen) mehr als zwei Na'-lonen mit jeweils einem R in die BSMV aufgenommen
werden. Dieses spricht fur einen elektrogenen Transport unter In-vivo-Bedingungen, der
durch die negative Ladung des Zellinneren unterstitzt wirde. Zu ahnlichen Annahmen
kamen MURER und BIBER (1997) in Untersuchungen am in Oozyten von X. Laevis

exprimierten Na*/P;-Cotransporter Typ 1.

54  Strukturelle Charakterisierung der Na'/P;-Cotransporter von Ziege, Schaf

und Schwein

Die funktionellen Daten, der untersuchten P;-Transportsysteme in der renalen BSM von
Ziege, Schaf und Schwein zeigen einen Na'/P;-Cotransport. Allerdings lassen diese
Daten keinerlei Ruckschluf3 auf strukturelle Homologien zu. Die in der RT-PCR mit fur
den Na'/P;-Cotransporter Typ Il spezifischen Primern amplifizierten Fragmente lieferten
die ersten Hinweise auf eine strukturelle Verwandschaft der P;-Transportsysteme von

Ziege, Schaf und Schwein mit dem Na'/P;-Cotransporter Typ
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Il der Ratte. Die anschlieRende Sequenzierung dieser PCR-Fragmente ergab fir die
Aminosauresequenz Homologien von 89%-98%.

Trotz einer Homologie von 89% zwischen Schaf bzw. Ziege und Ratte gibt es deutliche
funktionelle  Unterschiede, die sich in einer unterschiedlichen maximalen
Transportkapazitdt und Affinitdt des Transportproteins zeigen. Auch die hormonelle
Regulation des renalen Pj-Transportes weist deutliche Unterschiede zwischen
Wiederkauern und monogastrischen Tieren auf. Warend bei Ratten gezeigt werden
konnte, dal3 PTH zu einer endozytotischen Internalisierung und somit zu einer
verminderten Prasenz von Na'/P-Cotransportern in der apikalen Membran der
Tubulusepithelzelle fuhrt (LEVI et al. 1996), scheint PTH beim Wiederkauer nicht an der
Regulation der Pj-Ausscheidung beteiligt zu sein (ALEXANDER und NIXON 1969,
CLARK et al. 1975).

Die grof3te Anhaufung von Aminosaurenaustauschern befindet sich im Bereich eines
postulierten cytosolischen Loops zwischen M3 und M4. Mdoglicherweise sind diese
Unterschiede in der Aminosaurensequenz fir die beobachteten Affinitdtsunterschiede
des Transporters bei den einzelnen Spezies verantwortlich. Diese Hypothese kdnnte
allerdings nur durch gezielte Mutagenese der cDNA, Expression des mutierten
Transporterproteins in einem geeigneten Expressionssystem und anschlieRenden
Funktionsuntersuchungen verifiziert werden.

Die mutmaliliche Phosphorylierungsstelle fir Proteinkinase C und die potentiellen N-
Glycosylierungsstellen des Na'/P;-Cotransporter Typ |l der Ratte sind auch in der
Aminosaurensequenz von Ziege, Schaf und Schwein zu finden, d.h. dieser
Sequenzabschnitt liefert keinen Hinweis auf eine mogliche Ursache fur die teilweise
unterschiedliche hormonelle Regulation des Pj-Transportes bei Wiederkauern und
monogastrischen Tieren.

Um Hinweise zur Erklarung fur die funktionellen und regulatorischen Unterschiede
zwischen Wiederk&uern und monogastrischen Tieren zu erhalten, muf3 sicherlich die
molekulare Struktur des gesamten Transportproteins identifiziert werden. Mit einem
klonierten renalen Na'/P;-Cotransporter von Ziege und Schaf kénnten dann quantitative
Untersuchungen zur Genexpression bei Ratte bzw. Schaf und Ziege durchgefiihrt
werden. Durch gerichtete Mutagenese und Chimarenbildung kénnten die strukturellen

Unterschiede auf ihre Funktion hin untersucht werden. Schliellich
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sollte nicht unerwahnt bleiben, dafd Untersuchungen zur Modulation des renalen R-

Transportes Uber akzessorische Proteine weitere Aufklarung der unterschiedlichen

Regulationsprozesse liefern konnte.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die kinetischen Parameter des renalen P;-
Transportsystems bei Ziegen und Schafen und ein moglicher Einflu3 der P- und Ca-
Homdostase auf die Transporteigenschaften untersucht. Far die
Transportuntersuchungen wurden Burstensaummembranvesikel (BSMV) verwendet, die
mittels Mg -EGTA-Prézipitation und anschlieBender Differentialzentrifugation aus
NierenCortices von 34 Monate alten Ziegen- und Schaflammern isoliert wurden. Die
Bestimmung der P-Aufnahme in die BSMV erfolgte mittels Schnellfiltration und **P als
Tracer. Um methodisch vergleichbare Daten fur eine monogastrische Spezies zu
erhalten, wurden Kontrollversuche an Schweinen durchgefihrt.

Mit Hilfe von RT-PCR und DNA-Sequenzierung wurde geprift, ob es sich bei dem
renalen, Na'-abhangigen Phosphattransportsystem von Ziege, Schaf und Schwein um

den in der Rattenniere nachgewiesenen Na'/P;-Cotransporter Typ || handelt.

Die Untersuchungen fuihrten zu folgenden Ergebnissen:

1. Die maximale P;-Aufnahmeraten (Vmax) des renalen Na'-abhangigen P;-
Transportsystems von Ziegen war unabhéngig von der Ca-Versorgung (Kontrolle : 1,98
+ 1,21 nmolmg™ Protein10 s*; Ca-Depl.: 1,93 + 0.99 nmolmg™ Protein10 s%), stieg
aber in Folge der P-Depletion um ca. 50 % an (P-Depl.: 2,99 + 2,2 nmolmg™ Protein10
s™). Allerdings war dieser Effekt aufgrund der hohen interindividuellen Streuung in der P-
depletierten Gruppe nicht signifikant.

Die Pj-Affinitaten (K,) des Pj-Transportsystems wurden durch keine der
Futterungsvarianten signifikant beeinflut (Kontrolle: 0,34 +0,14 mmoll™; P-Depl.: 0,35
+ 0,07 mmoll™*; Ca-Depl.: 0,28 + 0,17 mmoll™).

2. Bei Schafen hatte die P-Depletion weder auf die Vna-Werte (Kontrolle: 1,39 +
0,56 nmolmg™ Protein10 s*; P-Depl.: 1,03 + 0,6 nmolmg™ Protein10s™) noch auf die
Kn-Werte (Kontrolle: 0,55 + 0,21 mmoll*; P-Depl.: 0,33 + 0,29 mmoll") einen

signifikanten Einfluf3.
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3. Die Vna-Werte der Ziegen lagen um 30-50 % hoher als die fur Schaf und
Schwein ermittelten. Bei beiden Wiederkauerspezies war die K, um das 2,5-5-fache

geringer als beim Schwein (p<0,01).

4. Bei alimentarem P-Mangel stieg die Na'-Transportkapazitat (Vmaxapp) des
renalen Na'-abhangigen P-Transportsystems der Ziegen um ca. 50 % an (Kontrolle
1,37 + 0,57 nmolmg™ Protein10 s*; P-Depl.: 2,89 + 2,21 nmolmg™ Protein10 s%),
dieser Effekt war allerdings aufgrund der hohen Streuung innerhalb dieser Gruppe nicht
signifikant. Die Ca-Versorgung Ubte keinen Einflul3 auf die Vmaxapp-Werte aus (Ca-
Depl.: 1,3 + 0,96 nmolmg™ Protein10 s'). Die Affinitat des P-Transportsystems fiir
Na'-lonen (Kpsna) Wurde durch keine der Fitterungsvarianten signifikant beeinflut
(Kontrolle: 95,9 + 16,3 mmoll™*; P-Depl.: 128,1 + 43,1 mmoll*; Ca-Depl.: 114,6 + 35,4

mmolT™).

5. Bei Schafen hatte die P-Depletion weder auf die Vyax,app-Werte (Kontrolle: 0,43
+ 0,1 nmolmg™ Protein10 s™; P-Depl.: 0,57 + 0,16 nmolmg™ Protein10 s™*) noch auf
die Ky sna-Werte (Kontrolle: 81,0 = 10,0 mmoll*; P-Depl.: 93,8 + 14,5 mmoll™) einen

signifikanten Einflul3.

6. Die bei Ziegen ermittelte Viyaxapp (1,37 % 0,57 nmolmg™ Protein10s™) lag
signifikant hoher (p<0,05) als bei Schafen (0,43 + 0,1 nmolmg™ Protein10s™) und
Schweinen (0,58 + 0,09 nmolmg™ Protein10s™). Die Kosina-Werte waren bei beiden
Wiederkauerspezies geringer, unterschieden sich jedoch nur zwischen Ziege (95,9 +

16,3 mmoll™) und Schwein (61,0 + 1,06 mmoll™) signifikant (p<0,05).

7. Fur alle Spezies konnte ein Hill-Koeffizient >2 berechnet werden. Dies deutet auf
einen elekirogenen, Na'-abhangigen Pi-Transport hin. Im Speziesvergleich lag der fiir
die Schafe berechnete Hill-Koeffizient (2,35 + 0,1) signifikant niedriger (p<0,01) als der
von Ziegen (3,01 = 0,33) und Schweinen (3,32 % 0,19). Ein signifikanter Einflu® der
Futterung auf die Stochiometrie konnte weder bei Ziegen noch bei Schafen beobachtet

werden.
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8. Mit RT-PCR konnten mit fiir den Na'/P;-Cotransporter Typ Il spezifischen
Primern sowohl in der Schweine- als auch in der Ziegen- und Schafniere entsprechende

Fragmente von ca. 768 Basenpaaren amplifiziert werden.

9. Ein Vergleich der Aminosauresequenzen des klonierten PCR-Fragmentes ergab
folgende Homologien: Ziege/Ratte 90%, Schaf/Ratte 89%, Schwein/Ratte 89%,
Ziege/Schaf 98%, Ziege/Schwein 94% und Schaf/Schwein 92 %.

Diese Ergebnisse zeigen eine strukturelle Verwandschaft der P;-Transportsysteme von
Ziege, Schaf und Schwein mit dem Na'/P;-Cotransporter Typ |l der Ratte, aber auch
deutliche funktionelle Unterschiede des renalen P;-Transportsystems von Wiederkauern
im Vergleich zu monogastrischen Tieren. In weiteren Untersuchungen sollte die
molekulare Struktur des gesamten Transportproteins identifiziert werden, um durch
gerichtete Mutagenese die strukturellen Unterschiede auf ihre Funktion hin Uberprifen

zu konnen.
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