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SUMMARY

Two mammalian sodium-dependent anion-cotransporters (NaPi-2 for phosphate

and NaSi-1 for sulfate) were expressed in Sf9 insect cells using recombinant

baculoviruses. A sequence coding for 6 histidines was introduced at the 3'-end of

both cDNAs by PCR to facilitate purification by immobilized metal affinity

chromatography. Sf9 cells infected with the untagged (NaPi-2) or the histidine-

tagged (6His/NaPi-2) Na/phosphate cotransporter showed an over 50-fold

increase in sodium-dependent transport of phosphate over non-infected cells.

Expressed untagged Na/phosphate cotransporter exhibited a Km for ?\ of 0.16

mM and the histidine-tagged cotransporter a Km of 0.2 mM. The apparent Km-

value for sodium ranged between 65-90 mM (Hill coefficient of approximately

3). Phosphate transport was stimulated by high external pH. Infected cells

expressed a 65 kDa polypeptide detected by Western blotting and

immunoprecipitation representing a nonglycosylated form of the 85 kDa mature

NaPi-2 transporter of proximal tubular brush-border membrane. By confocal

microscopy NaPi-2 protein expression was observed in the plasma membrane, yet

submembranous accumulation ofNaPi-2 protein could not be excluded. Sf9 cells

infected with either untagged NaSi-1 or 6 histidine tagged NaSi-1 expressed

sodium-dependent sulfate cotransport up to 60-fold more than non-infected cells.

They exhibited a Km for sulfate of 0.3-0.4 mM and a Km for sodium of 55 mM.

Expressed NaSi-1 and 6His/NaSi-l proteins were detected at 55-60 kDa by

Western blotting and immunoprecipitation.

Histidine-tagged cotransport proteins 6His/NaPi-2 and 6His/NaSi-l were

solubilized under denaturing conditions and purified in a single-step by metal-

chelate affinity chromatography to near homogeneity.

6His tagged proximal tubular Na-dependent cotransporters for phosphate and

sulfate can thus be expressed functionally in Sf9 cells and the kinetic

characteristics are not altered by the six histidines at the C-termini. Furthermore,

the baculovirus expression system in combination with immobilized metal

affinity chromatography permits isolation of cotransporters in amounts sufficient

for structural/functional studies.
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In addition, overexpression of the Na/phosphate cotransporter 6His/NaPi-2 in the

baculovirus system might be useful for the identification of phosphorylation sites

possibly involved in physiological regulation of NaPi-2 by phosphopeptide

mapping. Therefore, phosphorylation studies using. immunoprecipitation were

done with 6His/NaPi-2 cotransport protein expressed in Sf9 cells. Weak in vitro

phosphorylation of 6His/NaPi-2 was observed independent of protein kinase A or

C activation. However, in intact Sf9 cells no phosphorylated 6His/NaPi-2 protein

was detected, leading to the conclusion, that either the cotransporter is not a

target for protein kinases, or Sf9 cells lack a component necessary for the

regulatory cascade.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zwei natriumabhangige Anionen-Kotransporter (NaPi-2 fur Phosphat und NaSi-1

fur Sulfat) wurden in Sf9 Insektenzellen mit Hilfe rekombinanter Baculoviren

exprimiert. Mit PCR wurde am 3' Ende beider komplementarer DNS-Strange

eine Sequenz, die fur 6 Histidine kodiert, eingefuhrt, um die Reinigung mittels

Metall-Affinitats-Chromatographie zu ermoglichen. Mit NaPi-2 oder Histidin-

markiertem NaPi-2 (6His/NaPi-2) infizierte Sf9 Zellen, wiesen im Vergleich zu

nichtinfizierten Zellen einen iiber 50-fach hoheren natriumabhangigen

Phosphattransport auf. Der Km Wert von NaPi-2 fur Phosphat betrug 0.16 mM

und von 6His/NaPi-2 0.2 mM. Ftir Natrium lag derselbe zwischen 65 und 90 mM

mit einem Hill-Koeffizienten von ungefahr 3. Hoher extrazellularer pH wirkte

stimulierend auf den Phosphattransport. Infizierte Zellen exprimierten ein 65 kDa

Protein, das mittels Westernblot und Immunprazipitation nachgewiesen wurde.

Es entspricht der nichtglykosylierten Form des 85 kDa NaPi-2 Kotransporters der

proximalen Biirstesaummembran. Konfokale Mikroskopie zeigte, dass NaPi-2 in

der Plasmamembran angereichert ist, doch intrazellulare Lokalisierung war nicht

ganzlich auszuschliessen. In NaSi-1 und 6His/NaSi-l infizierten Sf9 Zellen war

die natriumabhangige Sulfataufnahme bis zu 60-mal hoher als in nichtinfizierten

Zellen mit Km Werten fur Sulfat von 0.3-0.4 mM und fur Natrium von 55 mM.

Westernblot- und Immunprazipitation ergaben fur NaSi-1 und 6His/NaSi-l

Proteine von 55-60 kDa. Histidin-markierte Kotransporter 6His/NaPi-2 und

6His/NaSi-l wurden unter denaturierenden Bedingungen solubilisiert und durch

Metall-Affmitats-Chromatographie gereinigt.

Histidin-markierte natriumabhangige Kotransporter fur Phosphat und Sulfat aus

dem proximalen Tubulus konnen funktionell in Sf9 Zellen exprimiert werden.

Die angehangten Histidine iiben keinen Einfluss auf die Transportkinetik aus. Die

Kombination des Baculovirussystems mit der Metall-Affinitats-Chromatographie

erlaubt eine Reinigung der Kotransporter fur strukturelle und funktionelle

Studien.
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Die Uberexpression des Natrium/Phosphat Kotransporters 6His/NaPi-2 im

Baculovirussytem kann zur Identifizierung von Phosphorylierungsstellen fiihren,

welche fur die physiologische Regulation moglicherweise entscheidend sind.

Erste in vitro Phosphorylierungen zeigten mittels Immunoprazipitationstechniken

eine schwache Protein Kinase A und C unabhangige Phosphorylierung des

Kotransporters. In vivo konnte jedoch keine Phosphorylierung am 6His/NaPi-2

Protein in den Sf9 Zellen beobachtet werden, was zur Annahme fuhrte, dass

entweder der Kotransporter nicht phosphoryliert wird, oder dass in Sf9 Zellen

gewisse regulatorische Komponenten fehlen.


