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1 Einleitung  

 

1.1 Bedeutung des Natrium-Glukose-Kotransporters SGLT1 

 

Glukose ist wesentlicher Energielieferant für die verschiedensten 

energieabhängigen Prozesse beim Menschen. Im Körper des Menschen sind 

etwa 450 g Glukose gespeichert, der tägliche Umsatz liegt bei ~250 g, allein 

das Gehirn verbraucht pro Tag ca. 125 g. Bei üblicher „westlicher“ Diät werden 

täglich etwa 180 g über die Nahrung (vorwiegend komplexe Kohlenhydrate, die 

im Darm zunächst gespalten werden) aufgenommen. Die Differenz zwischen 

über den Darm aufgenommener und benötigter Glukose wird bereitgestellt 

durch gespeicherte Glukose sowie insbesondere durch Glukoneogenese 

vorwiegend in der Leber und den Nieren. Die in den Glomeruli filtrierten etwa 

180 g an Glukose werden fast vollständig im proximalen Tubulus rückresorbiert. 

Die Konzentration der Blutglukose wird innerhalb enger Grenzen (zwischen 4 

und 12 mmol/l) gehalten, um zu gewährleisten, dass insbesondere für das 

Gehirn stets ausreichend Glukose zur Verfügung steht (329), und um 

andererseits toxische Effekte durch Glukose und eine Glukosurie zu vermeiden.  

 

Für die Glukoseaufnahme im Dünndarm, die Glukosereabsorption in der Niere, 

den Glukosetransport über die Blut-Hirn-Schranke sowie Glukoseaufnahme und 

-abgabe in allen Körperzellen sind zwei Genfamilien von Glukosetransportern 

verantwortlich: einerseits die GLUT-Genfamilie (auch „SLC2“ genannt) (291) 

mittels erleichterten Glukosetransports und andererseits die SGLT-Genfamilie 

(auch als „SLC5“ bezeichnet) (328) mittels sekundär-aktiven Transports. 

GLUT1 ermöglicht den Glukosetransport über die Blut-Hirn-Schranke, GLUT4 

die durch Insulin stimulierte Glukoseaufnahme in Skelettmuskelzellen und 

Adipozyten.  

Im Dünndarm wird Glukose (ebenso wie Galaktose) über den in der 

Bürstensaummembran exprimierten Natrium-Glukose-Kotransporter SGLT1 mit 

Hilfe eines sekundär-aktiven Transports in die Enterozyten aufgenommen. 

Dieser Transport wird durch den aufgrund der Differenz zwischen intra- und 
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extrazellulärer Natriumkonzentration bestehenden elektrochemischen 

Gradienten angetrieben; die Natrium:Glukose-Stöchiometrie für SGLT1 beträgt 

2:1. Das elektrochemische Potenzial über der Enterozytenmembran wird durch 

die in der basolateralen Membran lokalisierte Na+/K+-ATPase aufrechterhalten, 

die für den kontinuierlichen Transport von Natriumionen aus der Zelle heraus im 

Austausch mit Kaliumionen verantwortlich ist. Mittels erleichterter Diffusion 

gelangt Glukose durch GLUT2 an der basolateralen Seite aus den Enterozyten 

in die Blutbahn (329). Ein kleinerer Anteil der intrazellulär vorliegenden Glukose 

wird vermutlich auch in Endosomen aufgenommen und über Exozytose ins Blut 

abgegeben (291).  

In der Niere wird der Großteil der im Glomerulus filtrierten Glukose in der Pars 

convuluta des proximalen Tubulus durch SGLT2, einen Transporter mit 

niedriger Affinität und hoher Kapazität, rückresorbiert. Der restliche Anteil der 

Glukose wird durch SGLT1, einen Transporter mit hoher Affinität, reabsorbiert.  

Spezialisierte Neurone im Hypothalamus haben die Fähigkeit, Veränderungen 

in den sie umgebenden Glukosekonzentrationen zu messen und darauf zu 

reagieren. Mittels PCR wurden SGLT1, SGLT3a und SGLT3b in Ratten-

Hypothalamusneuronen nachgewiesen. Möglicherweise spielen diese SGLT 

eine Rolle in der Glukosemessung von hypothalamischen, durch Glukose 

erregbaren Neuronen (213). 

 

Bisher wurden 11 humane Transporter der SLC5-Genfamilie identifiziert (328). 

Dazu gehören die Glukosekotransporter SGLT1 (SLC5A1, transportiert auch 

Galaktose), SGLT2 (SLC5A2), SGLT4 (SLC5A9, transportiert auch Mannose) 

und SGLT6 (SLC5A11, transportiert auch Myoinositol), die 

Myoinositolkotransporter SMIT1 (SLC5A3, transportiert auch Glukose) und 

SMIT2 (entspricht SGLT6 bzw. SLC5A11), die Anionenkotransporter SLC5A5 

und SLC5A8, der Vitaminkotransporter SLC5A6, der Cholinkotransporter 

SLC5A7, ein „Waise“ (SLC5A10) sowie der Glukosesensor SGLT3 (SLC5A4). 

Bei Vertebraten, Wirbellosen, Bakterien und Hefen wurden über 55 weitere 

Mitglieder der SGLT-Familie nachgewiesen (289, 327), zu denen z. B. die 

bakteriellen Galaktose-, Harnstoff- und Prolinkotransporter zählen.  
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SGLT3 stellt, wie oben bereits beschrieben ist, einen Glukosesensor dar, der in 

Neuronen des Hypothalamus, aber auch im Nervensystem des Darms sowie an 

der motorischen Endplatte lokalisiert ist (66). SGLT4 ist ein Mannose- und 

Glukosetransporter mit niedriger Affinität, der in einer großen Anzahl von 

Geweben einschließlich Pankreas nachgewiesen wurde (327). SGLT5 ist ein 

Transporter mit bislang unbekannter Funktion, er wird praktisch ausschließlich 

im renalen Kortex exprimiert. SGLT6 besitzt eine hohe Affinität zu Myoinositol 

(Km = 120 µmol/l), aber nur eine geringe Affinität zu Glukose (Km = 35 mmol/l); 

seine Expressionsorte sind Gehirn, Niere und Darm (329).  

 

Humaner SGLT1 ist auf Chromosom 22p lokalisiert (68, 113, 114, 287, 288) 

und wird beim Menschen überwiegend im Darm, aber auch in der Nierenrinde 

und im äußeren Nierenmark, in der Trachea, dem Herz, dem Gehirn, den 

Testes sowie in der Prostata exprimiert (214, 329). SGLT2 wird auf Chromosom 

16p kodiert, er kommt vorwiegend in der Nierenrinde und mit geringeren 

Expressionsraten auch im Gehirn, in der Leber, der Schilddrüse, im Herz und 

im Muskel vor (317, 318, 329). Die SGLT1-, SGLT2- und SGLT3-Gene kodieren 

beim Menschen für Proteine mit 659 bis 672 Aminosäureresten (SGLT1 664 

Reste). SGLT2 ist zu 59 % und SGLT3 zu 70 % mit SGLT1 identisch. Die 

Proteine der SLC5A-Genfamilie haben Molekulargewichte von ~75 kDa (329).  

SGLT2 und SGLT3 weisen wahrscheinlich dasselbe Sekundärstrukturprofil wie 

SGLT1 auf. SGLT1 umfasst 14 Transmembran-α-Helices (134, 151, 167, 289, 

Abb. 1). Sowohl der hydrophobe NH2-Terminus als auch der COOH-Terminus 

liegen extrazellulär. Alle SGLT besitzen eine putative Glykosylierungsstelle 

(Asn248) zwischen den Transmembranhelices 6 und 7. SGLT1 erfüllt seine 

Funktion mutmaßlich als Monomer (74, 342), wobei die 14 

Transmembranhelices elliptisch in einem Verhältnis von 1,2:1 angeordnet sind 

(290). Die Transmembranhelices 4 und 5 kommen in enger Nachbarschaft zu 

den Transmembranhelices 10 und 11 zu liegen. Die Helices 10 bis 13 formen 

den Translokationspfad für Glukose durch SGLT1 (329). Bei 9 verschiedenen 

SGLT konnten 31 geladene sowie aromatische Reste innerhalb der 

Transmembranhelices 10 bis 14 nachgewiesen werden, die vermutlich zwei 
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Glukosebindungsstellen bilden (24, 70), wovon eine extrazellulär, die andere 

intrazellulär zu liegen kommt. 

 

 

Abb. 1: Struktur des Natrium-Glukose-Kotransporters SGLT1 (modifiziert nach 327). 

 

Glukosetransport ist in beide Richtungen möglich, die Transportrichtung ist 

lediglich abhängig vom elektrochemischen Natriumgradienten (75, 236). 

Allerdings ist die Glukose-Affinität für die intrazellulär gelegene Bindungsstelle 

deutlich niedriger und Phloridzin, ein spezifischer kompetitiver SGLT-Inhibitor, 

ist von der extrazellulären Seite her wesentlich wirkungsvoller (327). 

 

SGLT1 und SGLT2 zeigen bei den verschiedenen bisher näher untersuchten 

Spezies (Mensch, Kaninchen, Ratte) sehr ähnliche Kinetikparameter (120, 137, 

337). Für D-Glukose liegt der Km-Wert von SGLT1 bei 0,5 mmol/l, von SGLT2 

bei 2 mmol/l und von SGLT3 bei 6 mmol/l. SGLT1, SGLT2 und SGLT3 können 

auch α-Methyl-D-Glukose transportieren (Km-Wert für SGLT1 0,4 mmol/l, für 

SGLT2 und SGLT3 2 mmol/l). SGLT1 besitzt verglichen mit SGLT2 und SGLT3 

eine deutlich höhere Affinität zu Galaktose (Km-Wert für SGLT1 0,5 mmol/l, für 

2 3 6 9 13 10 11 4 12 8 5 7 1 

NH2 

extrazellulär 

14 

COOH 
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SGLT2 und SGLT3 20 mmol/l). 3-O-Methyl-D-Glukose wird nur von SGLT1 

transportiert. SGLT1 ist nicht in der Lage, Fruktose zu transportieren. Phloridzin 

stellt einen wirkungsvollen kompetitiven Inhibitor aller drei SGLT dar (120). Die 

Natrium-Km-Werte für SGLT1 und SGLT3 sind spannungsabhängig, aber bei 

hyperpolarisierenden Membranpotenzialen von ca. -150 mV nähert sich der Km-

Wert asymptotisch ~3 mmol/l an (120, 179, 180). Der Natrium-Km-Wert von 

SGLT2 soll bei >100 mmol/l liegen (137, 337). Die Stöchiometrie für SGLT1 und 

SGLT3 beträgt Natrium:Glukose = 2:1 (65, 181), für SGLT2 vermutlich 1:1, 

möglicherweise auch 2:1 (137, 290, 329, 337). Neben Natrium können auch 

andere Kationen wie H+ und Li+ SGLT1 und SGLT3 antreiben (121, 180), für 

SGLT2 liegen hierzu bisher unter anderem wegen seines niedrigen 

Expressionslevels keine hinreichenden Untersuchungen vor. SGLT1 ist auch 

zum Transport von Harnstoff und Wasser fähig; für Wasser liegt das 

stöchiometrische Verhältnis bei Glukose:Natrium:Wasser = 1:2:264 (166, 174, 

175, 176, 187, 329, 343).  

Die Ähnlichkeit in den Kinetiken von SGLT1, SGLT3 und anderen Mitgliedern 

der SGLT1-Protein-Familie wie z. B. SMIT (105) deutet auf einen gemeinsamen 

Transportmechanismus hin. Für den Transport von Glukose durch SGLT1 

wurde ein Kinetikmodell mit 6 Zustandsformen etabliert: Zusammengefasst 

binden zunächst zwei extrazelluläre Natriumionen an SGLT1. Durch 

Kippen/Neigen der Transmembranhelix 13 werden Aminosäurereste an den 

Positionen 439, 445, 457, 460, 468, 499 sowie 507 für die Glukosebindung 

zugänglich und der aus den Helices 10 bis 13 bestehende Glukose-

Translokationspfad wird freigegeben; Natrium wird vermutlich über einen 

eigenen Pfad in der NH2-Terminus-Hälfte des Proteins durch SGLT1 

transportiert. In Abwesenheit von Glukose fungiert SGLT1 über erleichterte 

Diffusion als Natriumtransporter (327, 329). 

 

Bisher sind zwei die Familie der SGLT betreffende genetische Erkrankungen 

bekannt: Zum einen die intestinale Glukose-Galaktose-Malabsorption, 

hervorgerufen durch verschiedenartige Mutationen im SGLT1-Gen, und zum 

anderen die durch Mutationen im SGLT2-Gen verursachte familiäre renale 
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Glukosurie (329). Patienten mit Glukose-Galaktose-Malabsorption leiden bei 

peroraler Zufuhr von Galaktose und Glukose unter massiver Diarrhoe, meist 

vergesellschaftet mit einer milden renalen Glukosurie. Bei der familiären 

renalen Glukosurie tritt keine intestinale Malabsorption auf (329). 

 

 

1.2 Bedeutung des anorganischen Phosphattransporters NaPi IIb 

 

Zur Aufrechterhaltung struktureller und metabolischer Erfordernisse benötigt 

jede Zelle Phosphat. 30 % des Serum-Phosphats (Referenzbereich bei 

Erwachsenen 0,84 – 1,45 mmol/l) kommen in anorganischer Form (Pi) vor, 

70 % sind organisch überwiegend an Proteine gebunden; Phosphat findet sich 

im Serum aber auch gebunden an Natrium-, Kalzium- und Magnesiumionen 

(145). Bei einem pH-Wert von 7,4 liegt anorganisches Phosphat zu 80 % als 

monovalentes H2PO4
- vor und zu 20 % als divalentes HPO4

2- (17, 158); es spielt 

in dieser Form eine wichtige Rolle als Puffersystem im Blut und bei der 

Ausscheidung von Säuren über die Nieren (145, 158). Phosphat ist in Form von 

Kalziumapatit wesentlicher Bestandteil von Knochen (~80 % der gesamten im 

menschlichen Körper befindlichen Phosphatmenge von ~700 g). Über den 

Darm werden täglich etwa 1000 mg Phosphat aufgenommen und bis zu 90 % 

davon wieder über die Nieren ausgeschieden (145). Intrazellulär wird Phosphat 

für energieverbrauchende Adenosintriphosphat(ATP)-abhängige Prozesse 

benötigt, die Energie elektrischer und chemischer Potenziale ist in ATP 

konvertierbar und umgekehrt (173, 264, 265). Phosphat ist zudem Bestandteil 

der Nukleotide (17, 145) und in die Synthese von Phospholipiden und Second 

Messengern wie cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat) oder cAMP 

(cyclisches Adenosinmonophosphat) sowie die Phosphorylierung von Proteinen 

involviert.  

Bei negativem elektrochemischem Potenzial über der Zellmembran kann 

anionisches Phosphat nicht durch einfache Diffusion in die Zelle gelangen; 

außerdem ist die Löslichkeit von an z. B. Ca2+ gebundenem Pi im Serum 

begrenzt, als dass eine ausreichend hohe Serum-Phosphatkonzentration erzielt 
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werden könnte, die aufgrund eines Konzentrationsgradienten eine passive 

Diffusion von Phosphat ins Zellinnere mit hier vorherrschenden relativ hohen 

Phosphatkonzentrationen erlauben würde. Daher ist ein Transportsystem nötig, 

das Phosphat gegen den elektrochemischen Gradienten mit Hilfe eines 

sekundär-aktiven Transports ins Zellinnere befördern kann; ein solches 

Transportsystem stellt die aus drei größeren Gruppen (NaPi-I, NaPi-II und 

NaPi-III) bestehende Klasse der Natrium-Phosphat-Kotransporter dar (322). 

 

Die für die Regulation des intrazellulären Phosphathaushalts zuständige 

Proteinfamilie ist die Gruppe der NaPi-III-Transporter, deren Mitglieder praktisch 

ubiquitär in Vertebraten exprimiert werden (142). NaPi-III-Proteine wurden auch 

in E. coli, S. cerevisiae und C. elegans (6 Isoformen, bezeichnet als 

„Phosphatpermeasen“ (57), bei E. coli auch „Pit“ (71) und bei S. cerevisiae 

auch „Pho89“ (224) genannt) nachgewiesen. Zur selben Familie gehören die 

beim Menschen vorkommenden retroviralen Rezeptoren Glvr und Ram (Pit-1 

und Pit-2 (131, 141)). Die Expressionsrate und die Transportaktivität der NaPi-

III-Transporterfamilie werden durch die Höhe der extrazellulären 

Phosphatkonzentration reguliert (43, 141, 185, 323). Alle dieser Klasse 

zugehörigen Proteine weisen 10 bis 12 Transmembrandomänen auf (131, 185, 

292).  

Mitglieder der NaPi-I-Familie wurden vorwiegend in Niere, Leber und Gehirn 

nachgewiesen (320). Ähnliche Proteine wurden bisher beim Menschen, beim 

Kaninchen, bei der Ratte, bei der Maus und bei C. elegans gefunden. Die 

verschiedenen Orthologe sind zwischen 465 und 576 Aminosäurereste lang. 

Die Transportproteine besitzen 6 bis 10 Transmembrandomänen. Über die 

eigentliche Funktion der NaPi-I-Transporter können bislang keine eindeutigen 

Aussagen getroffen werden: So wird Phosphat vom Kaninchen-NaPi-I-

Orthologen erst bei hohen Phosphatkonzentrationen transportiert, außerdem 

wurde eine Chloridleitfähigkeit nachgewiesen, die auf Chloridkanalblocker 

sensibel ist, und schließlich werden auch organische Anionen wie Harnsäure, 

Benzylpenicillin und Probenecid transportiert (32). Möglicherweise sind NaPi-I-

Transporter in den Glukosemetabolismus in Leber, Niere und Gehirn involviert 
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(168); so soll Insulin in Hepatozyten und Nierenzellen die Phosphataufnahme 

über NaPi-I stimulieren. Eventuell sind NaPi-I-Transporter daher für die 

Phosphathomöostase in Organen mit hohem Phosphatbedarf und hohem 

Glukoseumsatz verantwortlich. Im Gehirn könnte NaPi-I auch an der 

Glutamataufnahme in Vesikel beteiligt sein (201). 

 

Für die Kontrolle der Phosphathomöostase in mehrzelligen Organismen ist die 

stark regulierte Proteinfamilie NaPi-II (199, 320) verantwortlich. NaPi-II-

Mitglieder steuern in verschiedenen Epithelien die Phosphataufnahme bzw. -

abgabe. In Vertebraten werden sowohl die schnell regulierte renale 

Phosphatreabsorption (NaPi IIa) als auch die langsam regulierte intestinale 

Phosphatabsorption (NaPi IIb) durch NaPi-II-Transporter vermittelt (49, 78, 117, 

182, 193, 199). Der renale Transporter NaPi IIa wird beim Menschen auf 

Chromosom 5q, der intestinale Transporter NaPi IIb auf Chromosom 4p kodiert. 

Das NaPi IIa-Protein besteht beim Menschen aus 639 Aminosäuren, das 

NaPi IIb-Protein aus 690 Aminosäuren (322).  

NaPi IIa ist in der Niere für die kontrollierte Phosphatreabsorption in der Pars 

convoluta des proximalen Tubulus zuständig, hier werden ca. 80 % des im 

Glomerulus filtrierten Phosphats rückresorbiert. NaPi IIa wird auch im Gehirn 

exprimiert (122); in Zellen im dritten Hirnventrikel und in der Amygdala ist 

NaPi IIa wahrscheinlich durch Phosphatkonzentrationsmessung an der 

Regulation der Phosphathomöostase beteiligt; so wurde gezeigt, dass bei 

erhöhter Phosphatkonzentration im Liquor die renale Phosphatreabsorption 

trotz niedriger oder normaler Phosphatkonzentration im Plasma reduziert ist 

(122, 197). NaPi IIa-Knock-out-Mäuse sind lebensfähig, zeigen aber eine 

ausgeprägte Phosphaturie sowie Skelettanomalien (15).  

NaPi IIb ist im Darm in der apikalen Membran von Enterozyten lokalisiert (117). 

Bei Mäusen wird NaPi IIb im Ileum exprimiert und fehlt in Duodenum und 

Jejunum fast vollständig; auch die Phosphatabsorption findet zumindest bei 

Mäusen überwiegend im Ileum und nur zu geringen Anteilen in Duodenum und 

Jejunum statt; bei Ratten scheint jeweils etwa ein Drittel der gesamten 

resorbierten Phosphatmenge im Duodenum und im Ileum aufgenommen zu 
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werden. Durch phosphatarme Diät lassen sich die mRNA-Konzentration und die 

Expressionsrate von NaPi IIb in Jejunum und Ileum steigern, im Duodenum von 

Mäusen konnte lediglich eine Zunahme der NaPi IIb-mRNA ohne 

entsprechenden Anstieg der NaPi IIb-Expression nachgewiesen werden (237). 

NaPi IIb wird bei Säugern neben dem Dünndarm in einer Vielzahl weiterer 

Gewebe exprimiert wie z. B. Niere, Lunge, Pankreas, Speicheldrüsen (z. B. bei 

Schafen (294)) und Prostata (78). In humanem Brustdrüsengewebe und 

Prostata wurde zudem NaPi IIb-verwandte RNA gefunden (78, 321). In 

menschlicher Milch, Sperma-Flüssigkeit und im Speichel von Wiederkäuern ist 

Phosphat wichtig für die Pufferung sowie für metabolische Belange (260). 

Wahrscheinlich vermittelt NaPi IIb hier die sekundär-aktive Phosphat-

Akkumulation an der basolateralen Membran und folglich die 

Phosphatsekretion. NaPi IIb wurde auch an der kanalikulären Membran von 

Hepatozyten und an der Bürstensaummembran von Cholangiozyten in Ratten 

detektiert; er ist hier möglicherweise an der Reabsorption von Pi aus 

Gallensekret beteiligt (87). 

 

Die intestinale Natrium-abhängige Absorption von Phosphat wird durch eine 

große Anzahl an Hormonen und metabolischen Faktoren reguliert (51, 55, 116, 

143). Es konnte gezeigt werden, dass die Expressionsrate des Typ IIb-Natrium-

Phosphat-Kotransporters durch phosphatarme Diät, 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 

(altersabhängig) (36, 97, 109, 140, 163, 235, 333), Glukokortikoide (10, 51, 

336), Östrogene (334), den epidermalen Wachstumsfaktor (332), 

Wachstumshormon (9, 29, 83), IGF-I (295) und weitere Zytokine sowie 

metabolische Azidose (276) erhöht wird. Erniedrigung des extrazellulären pH-

Wertes resultiert in einer geringen Zunahme der Transportrate (237). Für 

NaPi IIb wurden Antisense-Transkripte nachgewiesen, die durch Bildung von 

Sense-Antisense-mRNA-Komplexen möglicherweise die NaPi IIb-Expression 

reduzieren (81, 205, 341).  

NaPi IIa wird durch Insulin (1, 106) und wie NaPi IIb durch phosphatarme Diät, 

IGF-I (38, 198) und akut auch durch 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 (158, 196, 198) 

stimuliert. Eine inhibitorische Wirkung auf NaPi IIa üben Parathormon (107, 
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198), Glukokortikoide (184, 198, 298), TGF-β (162), Dopamin (96), Calcitonin 

(340), das Atriale Natriuretische Peptid (108, 198) und chronisch 1,25-

Dihydroxy-Vitamin D3 (158, 198) aus. Parathormon wirkt vermutlich direkt auf 

NaPi IIa; so ist bei NaPi IIa-Knock-out-Mäusen die renale Phosphatreabsorption 

in der Pars convoluta des proximalen Tubulus nicht länger durch Parathormon 

beeinflussbar (344).  

Die Regulation der Serum-Phosphatkonzentration erfolgt durch ein komplexes 

Zusammenwirken verschiedener Hormone: Calcitonin senkt die Kalzium- und 

die Phosphatkonzentration im Serum durch Stimulation der Knochenneubildung 

bzw. Hemmung der Osteoklasten und durch Förderung der Phosphat- und 

Kalziumausscheidung über die Nieren, stimuliert aber auch die Bildung von 

1,25-Dihydroxy-Vitamin D3. Bei niedrigem Serum-Kalziumspiegel und hohem 

Serum-Phosphatspiegel werden die Parathormonsynthese und die 

Parathormonfreisetzung aktiviert. Parathormon fördert den Knochenabbau und 

damit die Freisetzung von Kalzium und Phosphat; in der Niere werden die 

Kalziumrückresorption, die Phosphatausscheidung und die Umwandlung von 

25-Hydroxy-Vitamin D3 zu 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 stimuliert; Parathormon 

induziert die Herunterregulierung von NaPi IIa in der Niere, ein unmittelbarer 

Einfluss auf NaPi IIb konnte bisher nicht nachgewiesen werden (139). Letztlich 

sinkt durch Parathormon die Phosphatkonzentration im Blut, während die 

Kalziumkonzentration ansteigt. Die Bildung von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 wird 

auch direkt durch einen niedrigen Kalzium- und Phosphatspiegel angeregt; 

1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 fördert die (Rück-)Resorption von Kalzium und 

Phosphat im Darm und in den Nieren. Östrogene stimulieren in der Leber die 

Synthese von 25-Hydroxy-Vitamin D3. Vermutlich werden die NaPi-II-

Transkription, die -Translation und in der Folge auch die Expression im Darm 

und in der Niere bei phosphatarmer Diät durch Aktivierung der 1,25-Dihydroxy-

Vitamin D3-Synthese in der Niere gesteigert (51, 283, 296, 319). 

 

Alle bisher untersuchten Orthologe der NaPi-II-Familie zeigen ähnliche 

Hydropathieprofile, was eine zumindest ähnliche dreidimensionale Struktur 

nahe legt. NH2- und COOH-Terminus liegen intrazellulär (149, 156, Abb. 2). Die 
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exakte Anzahl der Transmembrandomänen ist noch nicht endgültig geklärt; die 

meisten Publikationen favorisieren Modelle mit 8 Membranpassagen sowie 

einer hydrophoben Helix oder zwei hydrophoben Helices, die eine Art Scharnier 

darstellen (200, 219). Die oft „große extrazelluläre Schleife“ genannte Struktur 

zwischen der 3. und 4. Transmembrandomäne ist in vivo glykosyliert, die 

Anzahl der Glykosylierungsstellen ist bei den einzelnen Spezies verschieden 

(111). In drei hydrophilen Regionen (ein Segment innerhalb der glykosylierten 

extrazellulären Schleife sowie die beiden Termini) bestehen wesentliche 

Unterschiede zwischen NaPi IIa und NaPi IIb: Ein Teil der großen 

extrazellulären Schleife zeigt deutliche Divergenzen in den 

Aminosäurensequenzen von NaPi IIa (27 bzw. 28 Aminosäuren) und NaPi IIb 

(45 Aminosäuren).  

 

 

Abb. 2: Struktur des anorganischen Phosphattransporters NaPi IIb (modifiziert nach 322). 

 

Im Bereich des COOH-Terminus finden sich zwei Motive, die bei der Regulation 

der Transporter eine Rolle spielen könnten: bei beiden Transportern am 

äußersten Terminus eine PDZ-bindende Domäne (Ala/Xxx-Thr-Xxx-Leu/Phe) 

und ausschließlich bei NaPi IIb eine Kette von 6 bis 10 Cystein-Resten. Die 

3 4 5 6 7 8 2 1 

NH2 

HOOC 

extrazellulär 
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Unterschiede in der Aminosäurensequenz des Carboxyterminus tragen 

wahrscheinlich zu der unterschiedlichen zellulären Expression der zwei NaPi-II-

Transporter bei (322). Diese Divergenz am COOH-Terminus gelegener 50 bis 

60 Aminosäuren könnte aus einer Frame-Shift-Mutation heraus entstanden 

sein. Splice-Site-Mutationen könnten den bei NaPi IIa und NaPi IIb 

unterschiedlichen NH2-Terminus erklären. Eine komplette Deletion des NH2-

Terminus hat keinerlei Effekt auf die Expressionsrate von NaPi-II (322).  

 

Alle NaPi-II-Transporter zeigen vergleichbare Substrataffinitäten zwischen 30 

und 250 µmol/l für Phosphat und zwischen 35 und 60 mmol/l für Natrium (86, 

322). NaPi IIb weist Km-Werte von ~50 µmol/l für Pi und ~40 mmol/l für 

Natriumionen auf (237). Natrium und Phosphat werden in einem Verhältnis von 

3:1 transportiert (86). Die maximale Transportrate hängt ebenso wie die Affinität 

zu Natrium vom Membranpotenzial ab (84, 85, 86). Die für die unterschiedliche 

pH-Abhängigkeit von NaPi IIa und NaPi IIb verantwortliche 

Aminosäurensequenz konnte auf drei Aminosäuren eingegrenzt werden; so 

erlangte NaPi IIa durch Ersetzen der Sequenz 478REK durch 500GNT (von 

NaPi IIb stammend) die pH-Abhängigkeit von NaPi IIb (60).  

 

 

1.3 Bedeutung des Chloridkanals ClC-2 

 

Anionenkanäle erlauben als Proteinporen in biologischen Membranen die 

passive Diffusion negativ geladener Ionen entlang ihres elektrochemischen 

Gradienten. Das am häufigsten vorkommende Anion im menschlichen 

Organismus ist Chlorid (Referenzbereich im Serum 97 – 108 mmol/l, 

intrazellulär ~4 mmol/l), das über drei bisher bekannte größere sowie weitere 

kleinere Genfamilien von Chloridkanälen durch Membranen diffundiert. Den 

Chloridkanälen obliegen folgende drei hauptsächliche Funktionen: 

Zellvolumenregulation und Ionenhomöostase, transepithelialer Transport von 

Salz und Flüssigkeiten sowie elektrische Exzitabilität. Die Aufrechterhaltung der 

Ionenhomöostase einschließlich pH-Regulation und die Zellvolumenregulation 
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erfolgen häufig gemeinsam mit einer Vielzahl anderer Ionentransporter bzw.  

-kanäle wie z. B. dem Na+/H+-Austauscher; aus Gründen der Elektroneutralität 

und des Chlorid-Recyclings sind Chloridkanäle als Choridshunt involviert. Bei 

extrazellulärer Hypotonizität öffnen sich schwellungsaktivierte Kalium- und 

Chloridkanäle, um durch Abgabe von Ionen die intrazelluläre 

Ionenkonzentration der extrazellulären anzugleichen. Durch polarisierte 

Expression in Epithelien spielen Chloridkanäle eine wichtige Rolle bei der 

Sekretion bzw. Reabsorption z. B. in Bronchien, Speicheldrüsen, Niere, Darm 

etc. Auch an der Exzitabilität z. B. von glatten Muskelzellen und 

Skelettmuskelzellen sowie Neuronen sind Chloridkanäle beteiligt (129). 

 

Die erste der drei größeren Chloridkanal-Familien bildet die ClC-Gruppe, auf die 

weiter unten näher eingegangen werden soll.  

Die zweite stellt der Zystische-Fibrose-Transmembran-Leitfähigkeits-Regulator 

(CFTR) dar. Er gehört zur sogenannten ABC-Transporter-Superfamilie und 

besitzt 12 Transmembrandomänen, zwei Nukleotid-bindende Falten (NBF), eine 

regulatorische R-Domäne und am Carboxyterminus eine PDZ-bindende 

Domäne (129, 195, 261). Das Öffnen dieses Kanals wird durch intrazelluläres 

ATP und durch Phosphorylierung durch cAMP- oder cGMP-abhängige Kinasen 

(Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC)) kontrolliert. Expressionsorte 

sind u. a. Darm, Luftwege, sezernierende Drüsen, Gallengänge und Epididymis. 

Eine Splicevariante kommt auch im Herzmuskel vor (123, 204). Neben seiner 

Funktion als eigenständiger Chloridkanal spielt er auch eine Rolle in der 

Regulation anderer Kanäle (129). Die verschiedenartigen Mutationen im CFTR-

Gen (in ~70 % delta-F-508-Mutation) zu Grunde liegende und autosomal-

rezessiv vererbte zystische Fibrose (auch als „Mukoviszidose“ bezeichnet) 

weist Störungen der Chlorid- und Flüssigkeitssekretion (beeinträchtigte 

Chloridsekretion und gesteigerte Natriumreabsorption) auf, die in der 

Ausbildung eines sehr zähen Sekrets in vielen Organen resultieren. Dieses 

dyskrine Sekret führt zu sich im Verlauf aggravierenden Schädigungen von 

insbesondere Lunge und Pankreas, aber auch Darm, Leber und Keimdrüsen 

und zu Elektrolytstörungen.  
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Zur dritten und größten bekannten Familie von Chloridkanälen zählen die 

Liganden-gesteuerten GABA- und Glycin-Rezeptor-Kanäle, die zusammen mit 

nikotinergen Acetylcholinrezeptoren zur Superfamilie Liganden-gesteuerter 

Ionenkanäle (LGIC) gehören (129). Deren Untereinheiten haben jeweils 4 

Transmembrandomänen und kombinieren sich zu pentameren Kanälen. 

Vermutlich existieren mindestens 4 weitere Familien von Chloridkanälen: Es 

wurde eine Familie von mutmaßlich intrazellulären Chloridkanälen identifiziert, 

die wahrscheinlich eine einzelne Transmembrandomäne besitzen: die p64- 

oder CLIC-Familie (18, 157, 234, 286). Eine andere Genfamilie stellt die Gruppe 

der Kalzium-aktivierten Chloridkanäle dar: einerseits native Kalzium-aktivierte 

Chloridkanäle (u. a. involviert in die Exzitabilität von Neuronen und glatten 

Muskelzellen) und andererseits die CLCA- oder CaCC-Familie, die für Proteine 

mit 4 oder 5 putativen Transmembrandomänen kodiert und möglicherweise eine 

Rolle bei der Zelladhäsion spielt. Die molekulare Identifizierung einer Gruppe 

von schwellungsaktivierten Chloridkanälen (als „ICl,swell“ bezeichnet) ist bislang 

nicht gelungen. Auch bei Aminosäuretransportern wie z. B. den exzitatorischen 

Aminosäuretransportern EAAT konnte eine Chloridleitfähigkeit nachgewiesen 

werden (129).  

 

Im Folgenden soll die ClC-Genfamilie näher dargestellt werden, deren Kanäle 

sowohl bei Pro- als auch bei Eukaryonten vorkommen. Bei Säugern umfasst die 

ClC-Familie bislang 9 verschiedene Kanäle, die in Plasmamembranen sowie 

intrazellulären Kompartimenten verschiedener Gewebe nachgewiesen wurden. 

Aufgrund von Sequenzanalysen können diese 9 Kanäle in drei Klassen 

eingruppiert werden. Die erste Klasse besteht aus Plasmamembrankanälen 

(ClC-0, ClC-1, ClC-2, ClC-Ka sowie ClC-Kb), wohingegen den zwei anderen 

Klassen (ClC-3, ClC-4, ClC-5 und ClC-6, ClC-7) Kanäle mit vorwiegender 

Lokalisation in intrazellulären Kompartimenten zugehören (129). Einige ClC-

Kanäle wie z. B. die ClC-K-Kanäle sind mit β-Untereinheiten assoziiert, die 

Barttin zur funktionellen Expression benötigen (20, 76).  
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Alle bisher untersuchten ClC-Kanäle sind Dimere; die Kontaktstelle wird geformt 

von jeweils 4 Helices. ClC-0, ClC-1 und ClC-2 weisen innerhalb eines 

Monomers jeweils eine Pore auf (177, 189, 192, 250, 316), durch welche 

Anionen diffundieren. Für diese Kanäle wurde ein sogenanntes „Double-Barrel“-

Modell propagiert (169, 177), wonach sie nach Dimerisation zwei identische 

Poren besitzen, die unabhängig voneinander durch Depolarisation im 10 ms-

Bereich geöffnet werden können. Ein gemeinsames „Tor“ kann beide Poren 

gleichzeitig verschließen. Dieses Tor wird durch Hyperpolarisation geöffnet und 

im 10 Sekunden- bis Minutenbereich wieder geschlossen.  

Die bakteriellen ClC-Kanäle sind aus 18 α-Helices zusammengesetzt, wobei die 

meisten die Membran nicht vollständig überspannen. Die 13 hydrophoben 

Domänen sind mit „D1“ bis „D13“ bezeichnet (Abb. 3); die Domänen D1 bis D12 

durchziehen vermutlich die Zellmembran (129, 133).  

 

 

Abb. 3: Struktur des Chloridkanals ClC-2 (modifiziert nach 133). 

 

D13 liegt vollständig intrazellulär und ist Teil einer von zwei in ClC-Kanälen 

vorkommenden sogenannten CBS-Domänen (benannt nach der Cystathionin-β-

Synthase), die in vielen Proteinen konserviert ist und deren Funktion noch 

unbekannt ist. Eine zwischen den beiden CBS-Domänen liegende Prolin-reiche 

Region des ClC-5-Kanals interagiert möglicherweise mit Ubiquitin-Protein-

extrazellulär 
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Ligasen (254). Sowohl Amino- als auch Carboxyterminus sind im Zytosol 

lokalisiert (100). Die Schleife zwischen D8 und D9 ist glykosyliert und 

extrazellulär gelegen. Die breite hydrophobe Region am Carboxyterminus (D9 

bis D12) besteht aus 6 α-Helices. Wahrscheinlich wird die oben beschriebene 

Pore von den Domänen D3 bis D5 eingefasst (129).  

Viele (möglicherweise auch alle) ClC-Kanäle sind spannungsabhängig und 

werden zudem von (extrazellulären) Anionen einschließlich Chlorid und dem 

pH-Wert (40, 77, 232, 233, 247) moduliert. Für ClC-1 wird z. B. vermutet, dass 

ein Asparaginsäurerest am extrazellulären Ende der hydrophoben Domäne D1 

als Spannungssensor fungiert (129); nach Mutation (Glycin statt 

Asparaginsäure) kehrte sich die Spannungsabhängigkeit um. Andere 

Punktmutationen in verschiedenen Regionen von ClC-0 (178) und ClC-1 (324) 

zeigen ähnliche Effekte, auch durch verschiedenartige Punktmutationen in der 

D3/D4-Region und in D5 konnte die Richtung der Spannungsabhängigkeit 

umgekehrt werden. Punktmutationen im Verbindungsstück zwischen D2 und D3 

(177), in der Region zwischen D3 und D4 (279) und in einer Region nach D12 

(232) veränderten die Ionenselektivität. Über eine Regulation durch Second 

Messenger oder Proteinkinasen ist bisher nur wenig bekannt.  

 

ClC-0 stellt den wesentlichen Chloridkanal für das elektrische Organ des 

Zitterrochens dar (127, 325, 326). ClC-1 wird vorwiegend an der äußeren 

sarkolemmalen Membran von Skelettmuskelzellen exprimiert und ist hier für 

den Großteil der Ruheleitfähigkeit verantwortlich (277). Seine Inaktivierung z. B. 

durch Mutation führt zu Myotonie (148, 278), z. B. beim Menschen zur 

autosomal-rezessiv (Becker-Typ) oder dominant (Thomsen-Typ) vererbten 

Myotonia congenita. Bislang sind mehr als 40 verschiedene Mutationen bekannt 

(129, 148, 164, 188, 229). Die beiden renalen ClC-K-Kanäle sind in den 

transepithelialen Transport in verschiedenen Nephronsegmenten und im 

Innenohr involviert (76); Mutationen führen beim Menschen zum Bartter-

Syndrom Typ III mit Salzverlust, Hypotonie, hypokaliämischer Alkalose sowie 

Hypokalzämie (263) und bei Mäusen zum renalen Diabetes insipidus (186). 

ClC-K-Kanäle bilden mit Barttin einen heteromeren Komplex (76). ClC-3 ist 



1   Einleitung 
    

 

17 

vorwiegend intrazellulär in Endosomen und synaptischen Vesikeln in Gehirn, 

Niere, Leber, Herz, Pankreas, Nebenniere und Skelettmuskel lokalisiert. ClC-3-

Knock-out-Mäuse zeigen eine Degeneration von Hippokampus und Retina 

(281). ClC-4 ist bisher nur wenig untersucht; er wird vor allem in Vesikeln von 

Gehirn (Hippokampus) und Skelettmuskel, aber auch in Herz, Leber, Milz und 

Niere exprimiert (128). ClC-5 ist ein endosomaler Kanal, der an der renalen 

Endozytose beteiligt ist. Weitere Lokalisationen sind Leber, Gehirn, Testis und 

Darm (280, 293). Mutationen im ClC-5-Gen führen zur X-chromosomalen Dent-

Erkrankung, die durch Proteinurie, Hyperkalzurie und Hyperphosphaturie mit 

Nephrolithiasis und Rachitis gekennzeichnet ist (226, 251, 330). Über die 

Funktion des praktisch ubiquitär exprimierten, intrazellulär lokalisierten ClC-6-

Kanals ist bislang nichts bekannt. ClC-7 ist ein lysosomaler Chloridkanal, der 

stark exprimiert wird in Osteoklasten. Seine Mutation führt zu Osteopetrosis 

(sogenannte Marmorknochenkrankheit) und retinaler Degeneration (129). 

 

ClC-2 ist beim Menschen auf Chromosom 3q27 lokalisiert. Er wird durch 

Hyperpolarisation, Zellschwellung (extrazelluläre Hypotonizität) und sauren pH 

aktiviert (100, 133, 285) und ist sensibel auf die intra- und extrazelluläre 

Chloridkonzentration (133). Er wird praktisch ubiquitär, besonders aber in 

Gehirn (v. a. Pyramidenzellen des Hippokampus und Purkinje-Zellen des 

Cerebellums (48, 268)), Retina (bipolare Zellen und retinales Pigmentepithel 

(73)), Niere, Lunge und Darm exprimiert. In der Lunge weisen insbesondere die 

apikalen Membranen von Zilienzellen und wahrscheinlich auch Typ II-

Pneumozyten hohe Expressionsraten von ClC-2 auf (170, 202). Weitere 

Expressionsorte stellen Herz, Pankreas und Leber dar (285). Im Darm von 

Mäusen ist ClC-2 konzentriert auf Regionen in der Nähe von Tight Junctions 

(104), bei Ratten in den Dünndarm-Villi v. a. in den lateralen Membranen von 

Enterozyten und im Kolon v. a. in den basolateralen Membranen luminaler 

Enterozyten. Beim Menschen findet sich ClC-2 vorwiegend intrazellulär 

perinukleär (möglicherweise im Golgi-Apparat), aber auch im apikalen Bereich 

von luminalen Kolon-Enterozyten (104, 170, 203). Die Unterschiede im 

Verteilungsmuster könnten durch eine divergente Aminosäurensequenz bedingt 
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sein: Eine bei der humanen Isoform vorhandene mögliche Bindungsstelle für 

PKA in der COOH-Terminus-Region fehlt bei der Ratten-Isoform. Es werden 

mehrere Splice-Varianten beschrieben, von denen einige möglicherweise 

gewebsspezifisch sind (44, 45, 46, 172).  

 

ClC-2 zeigt wie ClC-0 und ClC-1 eine Anionenselektivität von Cl- > Br- > I- (92, 

133, 255, 285). Er wird durch DIDS (4,4'-Diisothiocyanostilben-2,2'-Disulfonat), 

Diphenylcarboxylat, NPPB (5-Nitro-2-(3-Phenylpropylamino)-Benzoat), Cd2+ 

und Zn2+ gehemmt (47, 92, 255, 285). Durch Hyperpolarisation wird ClC-2 

langsam aktiviert (46, 92, 100, 133, 220, 255, 285, 331) und zeigt einen 

einwärtsrektifizierenden Strom; in Oozyten sind bei -180 mV mehr als 

20 Sekunden für das Erreichen eines Steady State erforderlich (285). Die 

Schwelle für die Spannungsaktivierung hängt wahrscheinlich vom 

Expressionssystem ab: in Xenopus-Oozyten bei -60 bis -80 mV (46, 92, 285), in 

transfizierten Säugetierzellen bei -30 bis -40 mV (220, 255, 331). 

Geschwindigkeit und Ausgestaltung der Aktivierung variieren stark zwischen 

einzelnen Zelltypen und Experimenten und sind möglicherweise von 

Temperatur und weiteren Faktoren wie bisher unbekannten Untereinheiten 

abhängig. Eventuell bildet ClC-2 auch Tetramere mit einer dann zehnfach 

höheren Leitfähigkeit (238). Ansteigende extrazelluläre Anionenkonzentrationen 

fördern das Schließen des Kanals (233). ClC-2 wird durch 

hypotonizitätsinduzierte Zellschwellung aktiviert (92, 100, 133, 255, 331); 

möglichenfalls ist ClC-2 daher in die Zellvolumenregulation involviert (92, 100, 

331). Auch ein Senken des extrazellulären pH-Wertes führt zu einer Aktivierung 

von ClC-2 (92, 133, 231, 255). pH-Werte über 7,4 bedingen ein Schließen des 

Kanals. Die Aktivierung von ClC-2 durch Hyperpolarisation, Zellschwellung oder 

niedrigen extrazellulären pH-Wert kann durch Mutationen bzw. Deletionen in 

einer Struktur im zytoplasmatischen Aminoterminus („Inaktivierungsdomäne“, 

die aus ca. 15 Aminosäuren besteht) und in einer Aminosäurensequenz 

zwischen den Domänen D7 und D8 aufgehoben werden; Mutationen oder 

Deletionen in diesen Bereichen führen zu konstitutiv offenen Kanälen ohne pH-

Abhängigkeit (100, 133). Eine Interaktion des Aminoterminus mit anderen 
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Proteinen zur ClC-Regulation ist denkbar; so kann der Aminoterminus von  

ClC-2 z. B. Actin binden (2). ClC-2 wird vermutlich auch durch Arachidonsäure, 

Amidation mit Glycinmethylester und Behandlung mit säureaktiviertem 

Omeprazol aktiviert (52). Die oben beschriebene ClC-2-Stimulation durch einen 

niedrigen extrazellulären pH-Wert ist wahrscheinlich PKA-abhängig. Humaner 

ClC-2 präsentiert insgesamt 7 mögliche Phosphorylierungsstellen am C-

Terminus und zwei am N-Terminus. Zwei Konsensusstellen (beim Menschen 

RRAT655 und RGET691, beim Kaninchen RRQS651 und KRKS749) könnten 

für die bei Mensch und Kaninchen beobachtete Aktivierung von ClC-2 durch 

PKA in Frage kommen (53). Allerdings existieren zu einer möglichen ClC-2-

Regulation durch cAMP-abhängige Phosphorylierung bislang widersprüchliche 

Aussagen (92, 133, 183); im Gegensatz zu Kaninchen- und humanem ClC-2 

fehlt Ratten-ClC-2 eine zytoplasmatische Konsensusstelle für die PKA-

abhängige Phosphorylierung, aber auch die Kaninchen-Isoform ist insensitiv auf 

eine reine cAMP-Erhöhung (92). An Position 82 besitzen die ClC-2-Orthologen 

von Mensch, Maus und Kaninchen mit einem Serinrest eine mögliche 

Phosphorylierungsstelle für die Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase 

(SGK) (215). Bei den in der vorliegenden Arbeit dargestellten Untersuchungen 

wurden u. a. ClC-2-Mutanten verwendet, bei welchen durch Substitution mit 

Alanin (S82AClC-2) diese Phosphorylierungsstelle eliminiert bzw. durch 

Substitution mit Aspartat (S82DClC-2) der phosphorylierte und damit aktivierte 

Zustand imitiert werden sollte (215). 

Es wurde berichtet, dass „ClC-2-ähnliche“ native Ströme durch 

Phosphorylierung beeinflusst werden (42, 209). Solche ClC-2-ähnlichen Ströme 

werden in Gliazellen (79, 208), Plexus-choroideus-Zellen (135, 136), 

Osteoblasten (42), pankreatischen Azinuszellen (37), Speicheldrüsenzellen (11, 

150, 220), Leydig-Zellen (27, 209), Sertoli-Zellen (27) und T84-Kolon-

Epithelzellen (89, 90) beobachtet. Ein Nachweis, dass diese Ströme durch  

ClC-2 vermittelt werden, ist bisher nicht gelungen; möglicherweise sind 

regulatorische Untereinheiten für die Veränderungen der Kanaleigenschaften 

verantwortlich.  
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Die in apikalen Membranen der fetalen Lunge detektierten ClC-2-Kanäle 

werden nach der Geburt herunterreguliert (202, 203); ClC-2-Kanäle scheinen 

durch Chlorid- und Flüssigkeitssekretion an der Entwicklung der fetalen Lunge 

beteiligt zu sein (22, 23, 202). Die ClC-2-Knock-out-Maus weist jedoch (ebenso 

wie die CFTR-Knock-out-Maus) eine normale Lungenentwicklung und bei 

Geburt eine normale Lungenmorphologie auf (22, 27). Keratinozyten-

Wachstumsfaktor (KGF), ein Mitglied der Heparin-bindenden Fibroblasten-

Wachstumsfaktor-Familie (FGF-7), ist in der Lage, die Expression von ClC-2 in 

der fetalen Lunge von Ratten zu stimulieren (21). 

In manchen Neuronen (z. B. Pyramiden-Zellen) blockiert ClC-2 eventuell durch 

das Verhindern einer Zunahme der intrazellulären Chloridkonzentration über die 

Gleichgewichtskonzentration hinaus eine exzitatorische Antwort auf GABA 

(191, 268, 270). Postsynaptische GABA A- und Glycin-Rezeptoren sind 

Liganden-aktivierte Chloridkanäle, die abhängig von der intrazellulären 

Chloridkonzentration hyperpolarisierende (inhibitorische Wirkung) oder 

depolarisierende (exzitatorische Wirkung) Ströme hervorrufen (191). So konnte 

z. B. in Hinterwurzelganglionneuronen durch Transfektion mit ClC-2 die GABA-

Antwort von exzitatorisch in inhibitorisch geändert werden (271). In 

erwachsenen Ratten ist ClC-2 vorwiegend in der Nähe inhibitorischer Synapsen 

lokalisiert (262). In-situ-Hybridisierung zeigte im Rattengehirn eine breite 

Verteilung von ClC-2 sowohl in Zellkörpern und Dendriten von Neuronen als 

auch in Astrozyten, hier besonders in den Zellfortsätzen mit Kontakt zu 

Neuronen und Blutgefäßen (48, 262, 268).  

ClC-2 spielt möglicherweise eine Rolle bei der IGF-I-induzierten Regulation des 

Wachstums glatter Gefäßmuskelzellen im Rahmen kardiovaskulärer 

Erkrankungen (41). 

ClC-2-Knock-out-Mäuse weisen eine Degeneration von Photorezeptoren und 

männlichen Keimzellen auf (27). ClC-2 wird sowohl auf der cis- und trans-Seite 

der Blut-Testis-Schranke in Sertoli-Zellen als auch in Leydig-Zellen exprimiert. 

Die Tubuli seminiferi von Knock-out-Mäusen zeigen sich vollständig mit 

abnormen Sertoli-Zellen gefüllt; Keimzellen degenerieren bereits im Stadium 

der Meiose I. ClC-2 könnte an der Regulation des pH-Wertes im Bereich von 
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besonders vulnerablen Zellen (Keimzellen und Photorezeptoren) und von Blut-

Organ-Schranken (gebildet von Sertoli-Zellen sowie Zellen des retinalen 

Pigmentepithels) beteiligt sein. Leydig-Zellen und Zellen des retinalen 

Pigmentepithels sind für die Ernährung bzw. Versorgung von Keimzellen und 

Photorezeptoren verantwortlich; durch Laktattransport über Leydig- und 

Pigmentepithelzellen würden pH-Wert-Änderungen entstehen, die bei inaktivem 

oder fehlendem ClC-2 möglicherweise nicht mehr ausgeglichen werden 

könnten und zum Untergang von Keimzellen und Photorezeptoren führen 

könnten (27).  

 

 

1.4 Bedeutung der Serum- und Glukokortikoid-induzierbaren Kinase 1 

und ihrer verwandten Kinasen SGK2, SGK3 und PKB 

 

Signaltransduktion von extrazellulär nach intrazellulär erfolgt über 

membranständige sowie intrazelluläre Mechanismen. Hierin sind unter anderem 

Enzyme wie Phospholipasen, Phosphatasen und Proteinkinasen involviert. 

Letztere, die auch die sogenannte Serum- und Glukokortikoid-induzierbare 

Kinase (SGK) mit einschließen, katalysieren die Bindung eines Phosphatrestes 

aus ATP an eine Aminosäure (Serin, Threonin, Tyrosin) innerhalb bestimmter 

Sequenzen des zu regulierenden Proteins. Eine solche Aminosäurensequenz, 

die von drei Isoformen der SGK erkannt wird, stellt z. B. Arg-Xxx-Arg-Xxx-Xxx-

Ser/Thr dar (146, 147, 160, 161); aber auch für Proteine, die diese Sequenz 

nicht aufweisen, konnte eine Regulation durch die SGK nachgewiesen werden. 

Durch die Phosphorylierung kommt es infolge lokaler Ladungsänderungen z. B. 

zu Konformationsänderungen mit Freigabe oder Verschließen von 

Bindungsstellen oder zu Änderungen in der Substrat-Affinität. Letztlich werden 

auf diese Weise Vorgänge blockiert bzw. verlangsamt oder stimuliert (230).  

 

Die oben genannte Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase zählt zur 

Gruppe der sogenannten AGC-Proteinkinasen, der die Proteinkinase A (PKA), 

die Proteinkinase B (PKB), die Proteinkinase C (PKC) sowie die Proteinkinase 
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G (PKG) zugehören. Die SGK1 wurde 1993 in Brustkrebszellen von Ratten 

entdeckt, in welchen innerhalb von 30 Minuten nach Inkubation der Zellen mit 

Serum oder Glukokortikoiden die Konzentration von SGK-mRNA stark anstieg 

(82, 314, 315).  

Alle bisher untersuchten Eukaryonten zeigen eine hohe SGK-Homologie (98, 

305, 306). Zwischenzeitlich wurden zwei Isoformen der SGK entdeckt (SGK2 

und SGK3), die zu 80 % mit SGK1 identisch sind (147). Humane SGK1 ist auf 

Chromosom 6 lokalisiert und besteht aus 433 Aminosäuren bei einem 

Molekulargewicht von 49 kDa; SGK2 wird auf Chromosom 20 und SGK3 (429 

Aminosäuren, 49 kDa) auf Chromosom 8 kodiert (54, 147, 306). Von humaner 

SGK2 existieren zwei Splicevarianten, SGK2α mit 41,1 kDa und 367 

Aminosäuren und SGK2β mit 47,6 kDa und 427 Aminosäuren.  

 

 

Abb. 4: In-situ-Hybridisierung zeigt eine selektive Expression von SGK1-mRNA in den Villi von 
Enterozyten des menschlichen Dünndarms. Zu geringeren Anteilen lässt sich SGK1 auch im 
Interstitium nachweisen (216).  

 

SGK1 und SGK3 kommen praktisch in allen humanen Geweben vor 

einschließlich Darm, Pankreas, Leber, Herz, Lunge, Skelettmuskel, Plazenta, 

Niere und Gehirn (147, 159, 171, 304). SGK1 zeigt insbesondere im apikalen 
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Bereich von Enterozyten menschlicher Dünndarmzotten hohe Expressionsraten 

und ist hier mit der Ubiquitinligase Nedd4-2 kolokalisiert (Abb. 4, Abb. 6); in 

Kryptenzellen hingegen findet sich keine SGK1 (216, 307). Bei der 

Lungenfibrose, der zystischen Fibrose, der Colitis ulcerosa und beim Morbus 

Crohn wurden exzessiv erhöhte SGK1-Transkriptionsraten nachgewiesen (300, 

303, 307). SGK2 wird vorwiegend in epithelialem Gewebe von Pankreas, Leber, 

Gehirn und Niere exprimiert (146, 147). Die katalytische Domäne der SGK ist 

zu 80 % mit der von PKB identisch (160). PKB erkennt dieselbe 

Konsensussequenz wie SGK (Arg-Xxx-Arg-Xxx-Xxx-Ser/Thr) (146, 147, 215). 

 

SGK1 wird überwiegend transkriptional reguliert, eine Stimulation der 

Transkription erfolgt neben Glukokortikoiden (30, 314, 315) auch durch 

Mineralokortikoide wie Aldosteron über einen sogenannten Typ I-Rezeptor (30, 

39, 50, 206, 207, 259) sowie durch TNF-α, TGF-β und weitere Zytokine (12, 

160, 212), Thrombin, follikelstimulierendes Hormon (FSH) und luteinisierendes 

Hormon (LH) (5, 6, 98, 240). Auch Wundheilungsprozesse (126), fibrosierendes 

Gewebe (80, 154, 307), Schädigung von Neuronen (125), eine erhöhte 

intrazelluläre Kalziumkonzentration und hyperosmolares Milieu mit 

nachfolgender Zellschrumpfung können die Transkription steigern (5, 50, 144, 

160, 161, 304, 305). Eine wichtige Rolle im Rahmen der Signaltransduktion für 

die Transkriptionsregulation von SGK1 spielen cAMP (144), PKC (159), 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (98, 221) sowie SAPK2 (auch als „p38“ 

bezeichnet) (58, 194, 308). Durch Heparin wird die SGK1-Transkription inhibiert 

(62). Für SGK2 und SGK3 konnte bislang keine transkriptionale Regulation 

nachgewiesen werden (160).  

Neben einer Regulation auf Transkriptionsebene kann die SGK auch direkt 

durch Phosphorylierung aktiviert werden. Hierfür ist im ersten Schritt eine 

Aktivierung der Phosphoinositid-abhängigen Proteinkinasen 1 (PDK1) und 2 

(PDK2) durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) erforderlich (3, 19, 146, 

147, 221). Im zweiten Schritt – ausgelöst durch Insulin, IGF-I, FSH oder 

oxidativen Stress (94, 241) – wird SGK1 mittels PDK1 an der Position Ser422 

(humane SGK2 an Ser356, humane SGK3 an Ser419, humane PKB an 
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Ser473) phosphoryliert; dieser Reaktionsschritt ist inhibierbar durch den PI3K-

Blocker Wortmannin und daher PI3K-abhängig. Nachfolgend wird durch diese 

erste Phosphorylierung eine zweite Phosphorylierung durch PDK2 an Position 

Thr256 (SGK2: Thr193, SGK3: Thr253, PKB: Thr308) ermöglicht und dadurch 

die SGK aktiviert (146, 221, 223). Auch durch Phosphorylierung an Thr369 über 

PKA und cAMP ist eine Aktivierung der SGK möglich (223); um die SGK 

allerdings maximal zu aktivieren, ist die oben beschriebene Phosphorylierung 

durch PDK1 und PDK2 erforderlich, die ihrerseits aber durch bereits erfolgte 

Thr369-Phosphorylierung erleichtert wird (223).  

Eine weitere Variante der Aktivierung der SGK besteht in der Stimulation durch 

die ERK5 (Extracellular Signal-regulated Protein Kinase 5, zur Familie der 

MAP-Kinasen gehörend), die ohne eine Phosphorylierung von Thr256 

auskommt und möglicherweise ihrerseits von Wachstumsfaktoren aktiviert wird 

(110).  

Durch Austauschen der Phosphorylierungsstelle Ser422 der SGK1 durch 

Aspartat ensteht die konstitutiv aktive Mutante S422DSGK1, da durch Aspartat 

der phosphorylierte Zustand imitiert wird (146, 304); entsprechend lässt sich 

durch Ersetzen der Aminosäuren Thr308 und Ser473 durch Aspartat bei PKB 

die konstitutiv aktive PKB-Mutante T308DS473DPKB erzeugen (3, 4). Wenn bei 

SGK1 Lysin an Position 127 durch Asparagin substituiert wird, resultiert hieraus 

durch Destruktion der katalytischen Untereinheit die inaktive Mutante 
K127NSGK1 (146). PKB wird durch Aminosäurenaustausch an Thr308 und 

Ser473 durch Alanin dauerhaft inaktiviert (bezeichnet als inaktive PKB-Mutante 
T308AS473APKB (215)).  

Die Wirkung der SGK auf ein Membranprotein ist zum Teil von weiteren 

Proteinen wie z. B. Nedd4-2 oder NHERF (Natrium-Hydrogen-Exchanger 

Regulating Factor) vermittelt bzw. abhängig (222).  

 

Für einige wichtige Transporter bzw. Kanäle wurde bereits eine entscheidende 

Rolle der SGK in deren Regulation nachgewiesen. So bewirkt die SGK z. B. 

beim renalen epithelialen Natriumkanal ENaC über die Aldosteronwirkung eine 

Stimulation mit nachfolgender Natriumretention (4, 25, 39, 88, 112, 144, 159, 
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206, 222, 252, 259, 303); exzessiv gesteigerte ENaC-Aktivität beim Liddle-

Syndrom (verursacht durch Mutationen in der β-Untereinheit des Transporters) 

stellt wie das Conn-Syndrom (primärer Hyperaldosteronismus) eine Ursache für 

arterielle Hypertonie dar (6, 7, 30, 39, 80, 98, 206, 304, 309).  

Auch der epitheliale Kaliumkanal ROMK1 (339), die Na+/K+-ATPase (257), der 

Na+/H+-Austauscher NHE3 (338), der spannungsabhängige Natriumkanal 

SCN5A, die spannungsabhängigen Kaliumkanäle KCNE1 bzw. KCNQ1 (72) 

und Kv1.3 (94, 95, 299) werden von SGK1 aktiviert. SCN5A, KCNQ1 und 

KCNE1 kommen im Herz vor und sind mit dem Long-QT-Syndrom assoziiert 

(72). Der in Kapitel 1.3 beschriebene CFTR wird ebenfalls von SGK1 stimuliert; 

bei der durch einen defekten CFTR hervorgerufenen zystischen Fibrose ist die 

SGK1-Expression in der Lunge deutlich gesteigert (303).  

Die Expressionsrate des Glukosetransporters GLUT1 in der Zellmembran wird 

durch SGK1 erhöht, diejenige des Transporters GLUT4 von SGK1 und PKB 

(118, 130, 152, 217, 297). 

Über eine Beteiligung an der Regulation von Chlorid- und Kationenleitfähigkeit 

nimmt die SGK Einfluss auf die Zellvolumenregulation (16, 25, 147).  

Eine weitere wesentliche Funktion erfüllt die SGK1 in der Regulation von 

Zellproliferation und Apoptose (31, 165); sie ist hier in die Vermittlung der 

antiapoptotischen Glukokortikoidwirkung involviert (190).  

SGK1 und T308DS473DPKB stimulieren den Natrium-gekoppelten 

Glutamattransporter EAAT3, der in retinalen Ganglionzellen exprimiert wird und 

dort an der Glutamatreabsorption aus dem synaptischen Spalt beteiligt ist (253). 

SGK1 ist in verschiedenen retinalen Zellen nachzuweisen und ist in 

Ganglionzellen mit EAAT3 kolokalisiert. Die Oberflächenexpression des glialen 

Glutamattransporters EAAT1, der in einer großen Anzahl weiterer Gewebe zu 

finden ist, wird von IGF-I, S422DSGK1, SGK3 und T308DS473DPKB vermutlich über 

die oben beschriebene Signalkaskade einschließlich IGF-I und 

Phosphatidylinositol-3-Kinase aktiviert (26). Es ist bekannt, dass die SGK1-

Expression bei Verletzung von Neuronen stimuliert wird; eventuell führt die 

Aktivierung von EAAT1 zu einer Reduktion der Neurotoxizität (125). 
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1.5 Bedeutung der Ubiquitinligase Nedd4-2 sowie Interaktion von 

Nedd4-2 mit SGK 

 

Die Ubiquitinligase Nedd4-2 (Neuronal developmentally downregulated Gene 4, 

Isoform 2) spielt eine wesentliche Rolle beim Proteinabbau in Zellen. Sie 

katalysiert die Bindung von Ubiquitin („Ubiquitinierung“) an Proteine im 

Zytoplasma oder in der Zellmembran, so dass diese für den Abbau bzw. die 

Endozytose markiert sind (225).  

Nedd4-2 weist eine C2-Domäne, 3 (bei Ratten und Mäusen) oder 4 (beim 

Menschen und bei Xenopus) WW-Domänen und eine Ubiquitinligase-Hect-

Domäne auf (153, 244, 273). Die C2-Domäne ist am Membran-Targeting 

beteiligt (227, 228); die WW-Domänen sind erforderlich für Protein-Protein-

Interaktionen sowie für die Substraterkennung (28); die Hect-Domäne 

schließlich liefert die katalytische Ubiquitinligase-Aktivität (124), die für die 

Ubiquitinierung der Zielproteine verantwortlich ist. Bindungsstelle am 

abzubauenden Protein sind Prolin-reiche Aminosäurensequenzen wie z. B. das 

sogenannte PY-Motiv (Pro-Pro-Xxx-Tyr), aber auch folgende 

Aminosäurensequenzen: Pro-Pro-Leu-Pro, Pro-Xxx-Pro-Pro-Tyr, pSer/pThr (8, 

132, 138). Beim epithelialen Natriumkanal ENaC z. B. ist ein solches PY-Motiv 

bekannt, an welches Ubiquitin mittels Nedd4-2 gebunden werden kann, so dass 

ENaC durch nachfolgenden Proteinabbau herunterreguliert wird (274, 275). 

Nedd4-2 selbst wird durch die SGK an Serin (Position 338 und 444) 

phosphoryliert und dadurch inaktiviert (61), Bindungsstelle hierfür ist ein PY-

Motiv in der Aminosäurensequenz der SGK. Die Anzahl der ENaC-Moleküle in 

der Zellmembran wird so indirekt über eine Inaktivierung von Nedd4-2 durch die 

SGK erhöht (7, 25, 39, 159, 161, 206, 222, 259, 303, 309). Die Interaktion 

zwischen Nedd4-2 und ENaC findet zwischen den WW-Domänen von Nedd4-2 

und den PY-Motiven von ENaC statt (115, 273). Auch der in Kapitel 1.4 

erwähnte Glutamattransporter EAAT1 scheint neben einer direkten 

Phosphorylierung durch die SGK über einen solchen indirekten Effekt von der 

SGK stimuliert zu werden (26). Möglicherweise wird Nedd4-2 durch 

Phosphorylierung mittels SGK nicht vollständig gehemmt, was als Erklärung für 
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die z. B. bei EAAT1 beobachtete unvollständige Aufhebung des inhibitorischen 

Nedd4-2-Effekts durch die SGK dienen könnte (26). Mit Hilfe von Western-Blot-

Analysen konnte gezeigt werden, dass neben SGK1 auch SGK3 (im Gegensatz 

zu SGK2) in der Lage ist, Nedd4-2 zu phosphorylieren (Abb. 5). Auch PKB ist 

befähigt, Nedd4-2 zu hemmen, jedoch ist PKB wahrscheinlich weniger 

wirkungsvoll als SGK1 (26).  
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Abb. 5: Immunoblotting mit Anti-P-Ser328-Nedd4-2-Antikörper (pN42) und Anti-Nedd4-2-
Antikörper (N42). Western Blot von Oozyten, die Nedd4-2 allein oder in Kombination mit SGK1, 
SGK2 bzw. SGK3 exprimierten, zeigt, dass SGK1 und SGK3 im Gegensatz zu SGK2 in der 
Lage sind, Nedd4-2 zu phosphorylieren (216).  

 

Nedd4-2 und SGK1 sind im apikalen Bereich von Enterozyten menschlicher 

Dünndarmvilli kolokalisiert (Abb. 6). In Xenopus-Oozyten wurde endogenes 

Nedd4-2 nachgewiesen, das die Stimulation durch die SGK ohne Expression 

zusätzlicher exogener Nedd4-2-Moleküle bei Transportern bzw. Kanälen 

erklären könnte, die keine SGK-Phosphorylierungsstelle aufweisen (61).  
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Abb. 6: Immunoreaktivität von Nedd4-2 und SGK1 in Gewebeschnitten menschlichen 
Dünndarms. SGK1-Protein wird in menschlichen Enterozyten vorwiegend dicht an der apikalen 
Membran exprimiert und ist hier mit Nedd4-2 kolokalisiert. DIC: differenzieller Interferenz-
Kontrast (216). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden neben Wildtyp-Nedd4-2 (61) auch die 

katalytisch inaktive Ligase C938SNedd4-2 (63, 215) sowie die S338AS444ANedd4-2-

Mutante, der die SGK-Phosphorylierungsstelle fehlt, verwendet (63). 

 

 

1.6 Xenopus-laevis-Oozyten als Expressionssystem 

 

Oozyten verschiedener Spezies sind in der Lage, nach Injektion exogener 

mRNA die entsprechenden Proteine zu exprimieren (59, 101). Hierdurch ließen 

sich in den letzten Jahren in Expressionsklonierungsstudien und 

elektrophysiologischen Studien zahlreiche Transporter bzw. Ionenkanäle 

genauer charakterisieren (14, 282). Das gebräuchlichste Expressionssystem 

stellen die Oozyten von Xenopus laevis, dem südafrikanischen Krallenfrosch, 

dar.  
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Xenopus-laevis-Frösche fanden vor wenigen Jahrzehnten Verwendung im 

Rahmen von Schwangerschaftstests (103), indem weiblichen Fröschen der Urin 

potenziell schwangerer Frauen injiziert wurde; das im Urin schwangerer Frauen 

enthaltene HCG löst bei den Fröschen die Eiablage aus. Xenopus-laevis-

Frösche sind Aerobier, die allerdings nur im Wasser leben (102). Sie können 

mit relativ geringem Aufwand im Labor in Aquarien gehalten werden. Der recht 

große Zelldurchmesser der Oozyten von ca. 1,3 mm ermöglicht eine 

vergleichsweise einfache Handhabung bei Oozytenpräparation, Sortieren, 

Inkubation sowie cRNA-Injektion und Versuchsdurchführung mit Hilfe 

intrazellulärer Glaskapillaren (267, 302).  

Bereits in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde gezeigt, dass Oozyten 

in der Lage sind, durch Injektion ins Zytoplasma eingebrachte RNA zu 

exprimieren (101); der zur weiteren embryonalen Entwicklung angelegte Vorrat 

an Proteinen, Enzymen und Organellen in den Oozyten kann zur Expression 

exogen zugeführter RNA genutzt werden. Für viele spannungsgesteuerte 

Ionenkanäle und Neurotransmitterrezeptoren konnte bisher nachgewiesen 

werden, dass sie in Xenopus-Oozyten korrekt exprimiert werden (56); auch 

posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen und Phosphorylierungen 

exogener Proteine werden zumeist korrekt ausgeführt; allerdings existieren 

auch Nachweise für inkorrekte posttranslationale Modifikationen (269, vgl. auch 

Kapitel 4).  

Nach Dumont werden 6 Reifestadien der Oozyten unterschieden (67); für 

Expressionsstudien werden meist nur Oozyten der Stadien V und VI verwendet. 

Xenopus-laevis-Oozyten sind von außen nach innen von folgenden 

Zellschichten umgeben: Epithelschicht – Theka – Follikelzellschicht – 

Vitellinmembran. Durch die Behandlung mit Kollagenase (vgl. Kapitel 2) werden 

alle Schichten bis auf die innere Vitellinmembran entfernt. Durch diese 

Defollikulierung entstehen in der Membran kleinere Defekte, die unspezifische 

Ionenkanäle imitieren können, sich nach Stunden bis Tagen aber gewöhnlich 

wieder verschließen (242). Bereits äußerlich lässt sich eine Zweiteilung der 

Oozyten in eine durch Melanineinlagerungen dunkel gefärbte animalische 

Hemisphäre sowie eine helle vegetative Hemisphäre erkennen. Diese Polarität 
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setzt sich intrazellulär fort: Die vegetative Hemisphäre enthält mehr RNA und 

besitzt eine ausgeprägtere laterale Membranmotilität; in der animalischen 

Hemisphäre sind der Zellkern sowie ein Großteil des Zytoskeletts, des 

endoplasmatischen Retikulums und der Mikrovilli lokalisiert, hier ist auch die 

Dichte Kalzium-abhängiger Chloridkanäle größer; die animalische Seite ist 

zudem Eintrittsort des Spermiums (56, 267).  

Die gemessenen intrazellulären Ionenkonzentrationen variieren stark bei 

verschiedenen Oozyten; so wurden für Natrium Konzentrationen von  

2 – 18 mmol/l gemessen (bei den meisten Oozyten vermutlich ~5 – 6 mmol/l), 

die Kaliumkonzentration liegt bei 110 – 130 mmol/l, die Kalziumkonzentration 

bei 0,1 – 0,4 µmol/l und die Chloridkonzentration bei 40 – 50 mmol/l (56). 

 

 

1.7 Fragestellung der Arbeit 

 

In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe elektrophysiologischer 

Untersuchungen an Xenopus-laevis-Oozyten die Wirkung der Ubiquitinligase 

Nedd4-2 und der Serum- und Glukokortikoid-induzierbaren Kinase SGK1 auf 

den Natrium-Glukose-Kotransporter SGLT1, auf den anorganischen 

Phosphattransporter NaPi IIb sowie auf den Chloridkanal ClC-2 untersucht 

werden.  

Ferner sollte die Beeinflussung der Aktivität von SGLT1, NaPi IIb und ClC-2 

durch die mit SGK1 verwandten Kinasen SGK2 und SGK3 näher betrachtet 

werden.  

Schließlich sollte der Einfluss der konstitutiv aktiven SGK1-Mutante S422DSGK1, 

der inaktiven SGK1-Mutante K127NSGK1, der konstitutiv aktiven PKB-Mutante 
T308DS473DPKB, der inaktiven PKB-Mutante T308AS473APKB und der Nedd4-2-

Mutanten C938SNedd4-2 und S338AS444ANedd4-2 auf SGLT1, NaPi IIb bzw. ClC-2 

charakterisiert werden.  

 

Die Ergebnisse dieser Dissertation wurden in den unter Kapitel 7 angegebenen 

Fachzeitschriften publiziert.  



2   Material und Methoden 
    
 

31 

2 Material und Methoden 

 

2.1 Verwendete Lösungen und Substanzen 

 

ND 96-Lösung 

 

ND 96 war die Basislösung für alle Versuche und für die Oozytenpräparation 

(Tab. 1). 

 

Substanz Konzentration  
NaCl 96 mmol/l 
KCl 2 mmol/l 
CaCl2 1,8 mmol/l 
MgCl2 1 mmol/l 
Tris-HEPES 5 mmol/l 

Tab. 1: Zusammensetzung der ND 96-Lösung, pH 7,4. 

 

Tris-HEPES (Tris-N-(Hydroxyethyl)-Piperazin-N'-(2-Ethansulfonsäure), pKs 7,4) 

diente als Puffer-Substanz. 

 

 

ND 96-Oozytenaufbewahrungslösung 

 

Substanz Konzentration  
NaCl 96 mmol/l 
KCl 2 mmol/l 
CaCl2 1,8 mmol/l 
MgCl2 1 mmol/l 
Tris-HEPES 5 mmol/l 
Natriumpyruvat 2,5 mmol/l 
Theophyllin 0,5 mmol/l 
Gentamicin 50 µg/l 

Tab. 2: Zusammensetzung der ND 96-Oozytenaufbewahrungslösung, pH 7,4. 

 

Theophyllin (Tab. 2) hemmt über eine Verminderung der Proteinbiosynthese 

und durch Veränderungen der Zellmembran die weitere Reifung der Oozyten 
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(210), Gentamicin sollte bakterielle Infektionen während der Inkubation 

verhindern. 

 

 

OR-2-Lösung 

 

Substanz Konzentration  
NaCl 82,5 mmol/l 
KCl 2 mmol/l 
MgCl2 1 mmol/l 
Tris-HEPES 5 mmol/l 

Tab. 3: OR-2-Lösung, pH 7,4. 

 

OR-2-Lösung (Tab. 3) wurde für die Kollagenasebehandlung der Oozyten 

eingesetzt. Sie ist im Gegensatz zur ND 96-Lösung kalziumfrei, da durch 

Kalzium Proteasen aktiviert werden, welche die Oozyten während der 

Defollikulierung schädigen können. 

 

 

Weitere verwendete Substanzen 

 

• für die Oozytenpräparation: 

- 3-Aminobenzoesäureethylester (Leitungswasser zugesetzt) 

    0,1 % 

- Kollagenase A (OR-2 zugesetzt) 

 1 – 3 g/l entsprechend ihrer Aktivität (Boehringer, 

Mannheim) 

 

• für SGLT1-Messungen (jeweils ND 96 zugesetzt): 

- Glucose  10 mmol/l 

- Phloridzin 1-[2-(β-D-Glucopyranosyloxy)-4,6-dihydroxyphenyl]-3-

(4-hydroxyphenyl)-1-propanon 

    100 µmol/l 
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• für NaPi IIb-Messungen (ND 96 zugesetzt): 

- Na2HPO4 3 mmol/l bzw. für Kinetik-Messungen in ansteigenden 

Konzentrationen von 1 µmol/l, 3 µmol/l, 10 µmol/l, 

30 µmol/l, 100 µmol/l und 300 µmol/l 

 

Alle Substanzen wurden von Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) oder Sigma 

(München) bezogen. Die verwendeten Lösungen wurden regelmäßig frisch 

angesetzt, bei 8 °C im Kühlschrank aufbewahrt und bei Zimmertemperatur 

verwendet. Zur Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 wurde die jeweilige Lösung 

mit NaOH bzw. HCl titriert. Die Osmolarität der Versuchslösungen betrug 

jeweils 200 – 220 mosmol/l. 

 

 

2.2 Oozytenpräparation 

 

Die Oozyten wurden weiblichen Xenopus-laevis-Fröschen unter semisterilen 

Bedingungen entnommen. Zur Narkose wurde ein Frosch für etwa 20 min in 

0,1%ige 3-Aminobenzoesäureethylester-Lösung (lauwarmes Leitungswasser) 

gelegt, bis er vollständig betäubt war. Um eine dauerhafte Anästhesie zu 

gewährleisten und eventuelle Blutungen zu minimieren, wurde er im Anschluss 

mit dem Rücken auf Eis gebettet. Nach Desinfektion der Bauchhaut wurde 

oberhalb der Inguinalfalte ein ca. 0,5 – 1 cm langer Schnitt zur Eröffnung der 

Peritonealhöhle gesetzt, in der sich die bindegewebigen Ovarialsäckchen 

befinden. Mit Hilfe anatomischer Pinzetten wurden vorsichtig einzelne 

Läppchen mobilisiert und entnommen, die Wunde wurde anschließend mit 

resorbierbarem Nahtmaterial wieder verschlossen. Der Frosch wurde bis zum 

Ende der Narkose in ein Behältnis mit frischem Leitungswasser gesetzt. 

Die entnommenen Ovarialläppchen wurden in kleinere Einheiten separiert und 

mit ND 96-Lösung gespült. Zur Entfernung der äußeren Bindegewebsschichten 

wurden die Oozyten für 60 – 120 min in OR-2-Lösung, die mit Kollagenase A 

versetzt war, unter kontinuierlicher Bewegung inkubiert. Unter der Stereolupe 

wurde regelmäßig der Zustand der Oozyten kontrolliert. Bei ausreichender 
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Defollikulierung und Vereinzelung der Zellen wurde die Kollagenasebehandlung 

gestoppt, indem die Eizellen mehrmals mit ND 96-Lösung gespült wurden. 

Anschließend wurden unter der Stereolupe Oozyten der Stadien V und VI nach 

Dumont, deren äußere Form und Membran optisch einwandfrei waren, 

aussortiert. Bis zur cRNA-Injektion wurden jeweils etwa 30 Zellen für 24 h bei 

16 °C in ND 96-Aufbewahrungslösung in Petrischalen inkubiert. Vor Injektion 

wurden die Zellen erneut sortiert.  

 

 

2.3 cRNA-Synthese und -Injektion 

 

Die gesamte verwendete cRNA wurde von Birgitta Noll (Physiologisches Institut 

Tübingen) synthetisiert. Zunächst wurde die entsprechende cDNA durch 

Transformation in Escherichia-coli-Bakterien des Stammes DH5α vermehrt 

(248). Mittels Minipräparation wurde am darauffolgenden Tag die erfolgreiche 

Transformation bestätigt und dann durch Maxipräparation die Plasmid-DNA 

gewonnen. Die Plasmid-DNA wurde an einer Restriktionsstelle am 3'-Ende des 

Inserts mit dem jeweiligen Restriktionsenzym linearisiert. Nach Aufreinigung 

wurde die cDNA bei -20 °C gelagert. Die Synthese der cRNA erfolgte durch In-

vitro-Transkription, die cRNA wurde durch Restriktionsverdau unter 

Verwendung der entsprechenden Polymerasen hergestellt. Die cRNA wurde bei 

-80 °C als Stammlösung in Konzentrationen von 1 – 2 µg/µl aufbewahrt. Wegen 

der Empfindlichkeit der cRNA gegenüber RNAsen wurde mit 

Latexhandschuhen gearbeitet und der Arbeitsplatz gründlich desinfiziert. Vgl. 

Tab. 4 zu den verwendeten cRNA-Klonen und -Mutanten. 
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Plasmid Vektor Resistenz Restriktions-
enzym 

RNA-
Polymerase 

pSGLT1 (h) pBluescript Ampicillin EcoRI T3 
NaPi IIb pSP64 Ampicillin SalI SP6 
ClC-2 rat pTLN Ampicillin BamHI T7 
ClC-2 S82D rat pTLN Ampicillin BamHI T7 
ClC-2 S82A rat pTLN Ampicillin BamHI T7 
hSGK WT pGEM-He-Juel Ampicillin StuI T7 
hSGK S422D 
P296L 

pGEM-He-Juel Ampicillin StuI T7 

hSGK KN pGHJ pGEM-He-Juel Ampicillin StuI T7 
hSGK2 pGEM-He-Juel Ampicillin StuI/NotI T7 
hSGK3 pGEM-He-Juel Ampicillin StuI/NotI T7 
PKB 308D473D pGEM-He-Juel Ampicillin SalI T7 
PKB α 
T308AS473D 

pGEM-He-Juel Ampicillin SalI T7 

Xen. laev. 
Nedd4-2 (61 kb) 

pSDeasy SB Ampicillin Clal SP6 

Xen. laev. 
Nedd4-2 C938S 

pSDeasy SB Ampicillin Clal SP6 

S338A S444A 
Nedd 

pSDeasy SB Ampicillin ClaI SP6 

Tab. 4: Verwendete cRNA-Klone und -Mutanten.  

 

Mittels eines Mikroelektrodenpullers (DMZ-Universal-Puller, Zeitz-Instrumente 

GmbH, München) wurden aus Borosilikatglaskapillaren (Firma WPI, Sarasota, 

USA) mit einem Außendurchmesser von 1,2 mm Injektionskapillaren mit sehr 

langer Spitze gezogen. Diese Spitze wurde unter dem Stereomikroskop 

abgebrochen, um einen Öffnungsdurchmesser der Kapillare von ungefähr 20 – 

40 µm zu erlangen. Anschließend wurde die Kapillare mit Paraffinöl gefüllt, um 

eine optimale Abdichtung zum Metallkolben des Mikroinjektors zu erreichen. 

Nach dem Auftauen der jeweiligen cRNA wurde diese in die Injektionskapillare 

aufgezogen. Mit Hilfe des Mikroinjektors (Firma WPI, Sarasota, USA) wurden 

jeweils 25 nl pro Oozyte unter dem Stereomikroskop injiziert. Um den Zellen 

Zeit zur Regeneration zu geben, wurde am ersten Tag lediglich die cRNA der 

Kinasen bzw. von Nedd4-2 injiziert und erst am folgenden Tag die cRNA der 

jeweiligen Transporter bzw. Kanäle. Kontrollzellen wurden mit DEPC-

behandeltem und autoklaviertem Wasser injiziert, um injektionsbedingte 

Unterschiede im Zellvolumen sowie Zellalterationen durch den 
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Elektrodeneinstich bei den einzelnen Zellgruppen zu minimieren. DEPC 

(Diethylpyrocarbonat) modifiziert Histidinreste in Proteinen zu N-

Carbethoxyhistidin und bewirkt dadurch u. a. eine Hemmung von Enzymen; 

durch Autoklavieren wird DEPC inaktiviert. Vgl. Tab. 5 zu den injizierten 

Konzentrationen der entsprechenden cRNA. 

 

cRNA Konzentration (ng/Oozyte) 
SGLT1 2,5 
NaPi IIb 30  
ClC-2 7,5  
S82DClC-2 7,5  
S82AClC-2 7,5  
SGK1 7,5  
S422DSGK1 7,5  
K127NSGK1 7,5  
SGK2 7,5  
SGK3 7,5  
T308DS473DPKB 7,5  
T308AS473APKB 7,5  
Nedd4-2 15  
C938SNedd 15  
S338AS444ANedd4-2 15  

Tab. 5: Konzentrationen der verwendeten cRNA.  

 

 

2.4 Elektrophysiologie: Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Methode 

 

Bei der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Methode wird die Oozyte auf ein 

vorgegebenes Membranpotenzial (in der vorliegenden Arbeit -60 mV) 

„geklemmt“ (266, 272, Abb. 7). Hierfür wurde die Zelle mit zwei 

Borosilkatglaskapillaren (Harvard Apparatus LTD, Edenbrigde, UK; 

Außendurchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser 1,17 mm, Typ GCI50TF-7,5) 

angestochen. Diesen Mikroelektroden waren zuvor mit dem 

Mikroelektrodenpuller Spitzen gezogen worden, so dass deren Widerstand 

nach Befüllen mit 3 M KCl-Lösung 0,4 – 1,2 MΩ betrug. Die Elektroden wurden 

über einen chloridierten Silberdraht mit dem Millivoltmeter (HS-2A-Headstage, 

Axon Instruments, Foster City, California, USA) verbunden.  
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Über die erste intrazelluläre Mikroelektrode E' wird das Membranpotenzial E 

gemessen und im Rückkopplungsverstärker (Gene Clamp 500B, Axon 

Instruments, Foster City, California, USA) mit dem vorgegebenen Wert 

verglichen. Mit der zweiten Elektrode I' wird vom Rückkopplungsverstärker der 

Strom I appliziert, der nötig ist, um das vorgegebene Membranpotenzial 

aufrecht zu erhalten. Wird über die Membran eine elektrogene Substanz wie 

z. B. Na+ transportiert, so ändert sich der Betrag des zur Aufrechterhaltung des 

vorgegebenen Membranpotenzials nötigen Stroms. Der Betrag dieses Stroms 

entspricht dem durch den Transporter bzw. Kanal fließenden Strom über die 

Zellmembran. Durch die hohe Expressionsrate des jeweiligen Transporters 

bzw. Kanals wird praktisch nur der Strom dieses zu untersuchenden Proteins 

gemessen (64, 119).  

Die Daten wurden mit 10 Hz gefiltert und über einen DA-Wandler (Digidata 

1322 A, Axon Instruments, Foster City, California, USA) mittels der Software 

Chart (Version 3.5.7, ADInstruments, Colorado Springs, Colorado, USA) 

aufgezeichnet. Um die Messungen vor Störeinflüssen durch andere elektrische 

Abb. 7: Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp. E: Membranpotenzial; RV: Rückkopplungsverstärker; 
E': intrazelluläre Mikroelektrode, über die das Membranpotenzial E gemessen wird; I': 
intrazelluläre Mikroelektrode, über die der zur Aufrechterhaltung des vorgegebenen 
Membranpotenzials erforderliche Strom I appliziert wird (119).  

RV 

Badelektrode 

E' I' 

E x 1 
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Geräte zu schützen, war der gesamte Versuchsaufbau von einem Faraday-

Käfig umgeben (211).  

 

 

2.5 Durchführung der Experimente 

 

Alle Experimente erfolgten 3 bis 4 Tage nach cRNA-Injektion bei 

Zimmertemperatur (19 – 21 °C). Die jeweiligen Versuche wurden an 

mindestens drei, von verschiedenen Fröschen stammenden 

Oozytenpräparationen durchgeführt. Die zu untersuchende Oozyte wurde 

während des gesamten Versuchs in der Messkammer von ND 96-Lösung mit 

einer Flussgeschwindigkeit von 20 ml/min umspült; innerhalb von ungefähr 10 s 

wurde dadurch ein kompletter Austausch der Badlösung erreicht. Es wurden 

nur Zellen verwendet, deren Ruhemembranpotenzial mindestens -20 mV 

betrug. Nach dem Anstechen der Zelle wurde einige Zeit zugewartet, bis sich 

die Zelle stabilisiert hatte, was am negativer werdenden und schließlich 

konstanten Ruhemembranpotenzial zu erkennen war. Bei allen Versuchen 

betrug das Haltepotenzial -60 mV.  

Zur Untersuchung SGLT1-exprimierender Oozyten wurde ND 96-Lösung mit 

Glukose (10 mmol/l) versetzt, die einen zu messenden Einwärtsstrom bewirkte 

(Abb. 8). Entsprechend wurde bei NaPi IIb-cRNA-injizierten Zellen der durch 

3 mM Na2HPO4 induzierte Strom gemessen.  
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Abb. 8: Beispielhafte schematische Darstellung der Versuchsdurchführung anhand einer 
SGLT1-exprimierenden Oozyte. Eine SGLT1-exprimierende Oozyte wird nach dem Anstechen 
mit den Mikroelektroden so lange mit ND 96-Lösung perfundiert, bis sich das 
Ruhemembranpotenzial stabilisiert hat. Perfusion mit 10 mM Glukose-ND 96-Lösung bewirkt 
einen Glukose-induzierten Einwärtsstrom, dessen Betrag gemessen wird. Nach Ausspülen der 
Glukose-ND 96-Lösung mit reiner ND 96-Lösung wird wieder das Ruhemembranpotenzial 
erreicht.  

 

Der Chloridkanal ClC-2 wurde mittels eines Pulsprotokolls (Spannungsrampe 

von -140 mV bis +40 mV in 20 mV-Schritten mit einer Dauer von jeweils 10 s) 

untersucht. Das zwischen den einzelnen Spannungspulsen liegende 

Haltepotenzial betrug -60 mV. Zur statistischen Auswertung wurden die Ströme 

am Ende des Pulses bei -120 mV gemessen. 

 

 

2.6 Auswertung und Statistik 

 

Alle Werte sind als arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes 

(SEM, Standard Error of the Mean) angegeben. „n“ gibt die Anzahl der 

gemessenen Oozyten an. Alle Versuchsreihen wurden mindestens dreimal 

durchgeführt, wobei die Oozyten jeweils von verschiedenen Fröschen 

stammten. Bei quantitativ stark voneinander abweichenden Ergebnissen 

wurden die Werte normalisiert und als Prozentwerte bezogen auf die nur mit der 

jeweiligen Transporter- bzw. Kanal-cRNA und H2O injizierten Oozyten 

angegeben; Voraussetzung hierfür war, dass sich keine qualitativen 

ND 96-Lösung, mit 
Glukose (10 mmol/l) 

versetzt 

zu messender 
Glukose-

induzierter 
Einwärtsstrom 

ND 96-Lösung ND 96-Lösung 

Strom 

Zeit 
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Unterschiede gezeigt hatten. Beim Vergleich der Mittelwerte zweier Gruppen 

wurde zur Prüfung der Signifikanz der ungepaarte zweiseitige Student’s t-Test 

verwendet. Mit Hilfe des ANOVA-Tests wurden die Ergebnisse beim Vergleich 

von mehr als zwei Gruppen mit einer Kontrollgruppe auf Signifikanz geprüft. 

Werte mit p <0,05 sind als signifikant angegeben und in den Abbildungen mit * 

bzw. # gekennzeichnet.  

Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden mit der Michaelis-Menten-Gleichung 

berechnet (256): 

m
KC

C
II

+

∗=
max

 

Dabei ist I der gemessene Strom, Imax der maximale Strom, C die gegebene 

Substratkonzentration und Km die Substratkonzentration bei halbmaximalem 

Strom (256). 
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3 Versuche und Ergebnisse 

 

3.1 SGLT1 

 

3.1.1 Inhibition von SGLT1 durch Nedd4-2 

 

Zur Untersuchung des Natrium-Glukose-Kotransporters SGLT1 wurden 

Xenopus-laevis-Oozyten mit humaner SGLT1-cRNA injiziert und mit DEPC-

Wasser-injizierten Oozyten verglichen, indem der Einwärtsstrom bei Perfusion 

mit 10 mM Glukose-ND 96-Lösung gemessen wurde. Bei SGLT1-cRNA-

injizierten Oozyten betrug der Strom 48,6 ± 11,5 nA (n = 18) im Vergleich zu  

1,3 ± 0,7 nA (n = 6) bei Wasser-injizierten Zellen. Um nachzuweisen, dass nur 

SGLT1-Ströme gemessen wurden, wurde der Glukose-ND 96-Lösung der 

spezifische SGLT1-Inhibitor Phloridzin zugegeben. Dieser bewirkte eine 

komplette Hemmung des Glukose-induzierten Stromes (Abb. 9). 

 

SGLT1 + H2O

Glukose
Phloridzin

40 nA

2 min

SGLT1 + H2O

Glukose
Phloridzin

40 nA

2 min

40 nA

2 min
 

Abb. 9: Vollständige Hemmung von SGLT1 durch Phloridzin (100 µmol/l). Originalaufzeichnung 
einer mit SGLT1-cRNA und H2O injizierten Oozyte. n = 6. 

 

Koexpression der Ubiquitinligase Nedd4-2 mit SGLT1 erniedrigte den 

Einwärtsstrom signifikant auf 49,2 ± 6,8 % (n = 15) der mit SGLT1-cRNA und 

Wasser injizierten Zellen (Abb. 10). 
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Abb. 10: Expression von SGLT1 in Xenopus-laevis-Oozyten und dessen Regulation durch 
Nedd4-2. Koexpression von Nedd4-2 mit SGLT1 bewirkte eine signifikante Reduktion des 
Glukose-induzierten Einwärtsstroms verglichen mit SGLT1-cRNA+H2O-injizierten Zellen. 
Angegeben sind arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu 
SGLT1-cRNA+H2O-injizierten Zellen. n = 6 – 15. 

 

 

3.1.2 Stimulation von SGLT1 durch SGK1 

 

Koexpression des Wildtyps der Serum- und Glukokortikoid-induzierbaren 

Kinase SGK1 mit SGLT1 steigerte den Glukose-induzierten Strom um  

81,3 ± 19,0 % (n = 15) und hob den Effekt von Nedd4-2 vollständig auf, wenn 

Nedd4-2 zusammen mit SGK1 exprimiert wurde (Abb. 11). Hier ergab sich ein 

arithmetischer Mittelwert, der um 34,8 ± 11,8 % (n = 14) höher lag als der Wert 

bei nur SGLT1 exprimierenden Oozyten. 
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Abb. 11: Koexpression von SGK1 mit SGLT1 führte zu einer signifikanten Zunahme des 
Glukose-induzierten Stroms. Die inhibitorische Wirkung von Nedd4-2 ließ sich durch SGK1 
vollständig aufheben. Angegeben sind arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter 
Unterschied zu SGLT1-cRNA+H2O-injizierten Zellen. # signifikanter Unterschied zu 
SGLT1+Nedd4-2-exprimierenden Zellen. n = 14 – 15. 

 

Auch bei Stimulation von SGLT1 durch SGK1 wurde der Glukose-induzierte 

Strom durch den SGLT1-Inhibitor Phloridzin vollständig gehemmt (n = 8,  

Abb. 12; vgl. auch Abb. 9). 
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Abb. 12: Komplette Hemmung des Glukose-induzierten Stroms auch bei Stimulation von 
SGLT1 durch SGK1. Originalaufzeichnung einer SGLT1- und SGK1-cRNA-koinjizierten Oozyte. 
n = 8. Vgl. auch Abb. 9. 

 

 

3.1.3 Wirkung der Mutanten C938SNedd4-2 und S338AS444ANedd4-2 auf SGLT1 

 

Um zu zeigen, dass die Reduktion des Glukose-induzierten Stroms durch 

Wildtyp-Nedd4-2 nicht auf einer Überlastung der Proteinbiosynthese allein 

infolge einer Koinjektion von SGLT1- und Nedd4-2-cRNA beruhte, wurde statt 

der Wildtyp-Nedd4-2-cRNA cRNA der katalytisch inaktiven Ligase C938SNedd4-2 

in Oozyten injiziert.  

Hier konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zu nur SGLT1 exprimierenden 

Oozyten festgestellt werden (100,0 ± 11,1 % des SGLT1+H2O-Wertes, n = 21). 

Folglich wurde SGLT1 durch die katalytische Aktivität der Wildtyp-

Ubiquitinligase Nedd4-2 herunterreguliert (Abb. 13).  
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Abb. 13: Wirkung der S338AS444ANedd4-2-Mutante auf SGLT1. Sie senkte den Glukose-
induzierten Strom auf 70,0 ± 5,3 %, Wildtyp-Nedd4-2 auf 68,7 ± 3,7 % des Wertes von 
SGLT1+H2O. SGK1 konnte die Wirkung der S338AS444ANedd4-2-Mutante nur teilweise aufheben. 
Die inaktive Nedd4-2-Mutante C938SNedd4-2 zeigte keinen signifikanten Effekt. Angegeben sind 
arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu SGLT1-cRNA+H2O-
injizierten Zellen. # signifikanter Unterschied zu SGLT1+S338AS444ANedd4-2-exprimierenden 
Zellen. n = 19 – 22. 

 

In derselben Versuchsreihe wurde die Wirkung der S338AS444ANedd4-2-Ligase 

auf SGLT1 untersucht. S338AS444ANedd4-2 ist eine Mutante, der die SGK-

Phosphorylierungsstelle fehlt; eine Inaktivierung durch SGK ist daher nicht 

möglich. Sie erwies sich als ähnlich wirksam wie Wildtyp-Nedd4-2 und senkte 

den Glukose-induzierten Strom auf 70,0 ± 5,3 % (n = 21, Abb. 13) des 

SGLT1+H2O-Wertes. Die Wirkung der S338AS444ANedd4-2-Mutante auf SGLT1 

konnte durch Koexpression mit SGK1 nur wenig abgeschwächt werden auf  

91,5 ± 6,0 % (n = 21) des SGLT1+H2O-Wertes (Abb. 13). 
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3.1.4 Wirkung der SGK-Mutanten S422DSGK1 und K127NSGK1 auf SGLT1 

 

Durch Austausch des Serins an Position 422 durch Aspartat entsteht die 

konstitutiv aktive Kinase S422DSGK1. Sie zeigte eine ähnliche Wirkung wie die 

Wildtyp-SGK1. Bei Koexpression mit SGLT1 erhöhte sie den Glukose-

induzierten Strom um 72,4 ± 9,1 % (n = 57, Abb. 14) und konnte des Weiteren 

den Effekt von Nedd4-2 vollständig hemmen, sogar höhere Ströme erzielen als 

in nur SGLT1 exprimierenden Oozyten (Zunahme um 59,2 ± 19,8 %, n = 16).  

Die inaktive SGK-Mutante K127NSGK1 hingegen zeigte keinen signifikanten 

Einfluss auf SGLT1 (-2,0 ± 5,3 %, n = 14). Die Nedd4-2-Wirkung auf SGLT1 

konnte durch K127NSGK1 nicht verringert werden, der Glukose-induzierte Strom 

betrug bei Koexpression von Nedd4-2 und K127NSGK1 45,1 ± 9,7 % (n = 8) des 

Kontrollwertes.  
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Abb. 14: Wirkung der Mutanten S422DSGK1 und K127NSGK1 auf SGLT1. Die konstitutiv aktive 
Kinase S422DSGK1 erhöhte den Glukose-induzierten Strom und inaktivierte die Nedd4-2-
Wirkung. Die inaktive Kinase K127NSGK1 zeigte keinen Effekt auf SGLT1.  
A Originalaufzeichnungen von Oozyten nach Perfusion mit 10 mM Glukose-ND 96-Lösung.  
B arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu SGLT1-cRNA+H2O-
injizierten Zellen. # signifikanter Unterschied zu SGLT1+Nedd4-2-exprimierenden Zellen.  
n = 8 – 57. 
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3.1.5 Wirkung der Kinasen SGK2, SGK3 sowie T308DS473DPKB auf SGLT1 

 

In der nachfolgenden Versuchsreihe wurde die Funktion der mit SGK1 eng 

verwandten Kinasen SGK2, SGK3 und T308DS473DPKB (konstitutiv aktive Form 

der Wildtyp-PKB) untersucht. Es zeigte sich, dass SGK3 und T308DS473DPKB eine 

ähnlich stimulierende Wirkung aufwiesen wie SGK1 (Abb. 15). SGK3 erhöhte 

den Glukose-induzierten Strom im Vergleich zu SGLT1-cRNA+H2O-injizierten 

Oozyten um 123,6 ± 15,0 % (n = 22), T308DS473DPKB um 117,4 ± 15,8 % (n = 31). 

Die inaktive PKB-Mutante T308AS473APKB senkte den Glukose-induzierten Strom 

auf 79,9 ± 8,2 % (n = 22); auch SGK2 konnte SGLT1 nicht stimulieren  

(99,5 ± 3,9 % des SGLT1+H2O-Wertes, n = 48). Die Wirkung von Nedd4-2 

wurde sowohl durch SGK3 (Zunahme des Stroms um 112,4 ± 19,4 %, n = 22) 

als auch durch T308DS473DPKB (Zunahme um 106,5 ± 18,2 %, n = 27) komplett 

aufgehoben. Im Gegensatz hierzu wiesen SGLT1+SGK2-exprimierende Zellen 

bei Koexpression mit Nedd4-2 einen Strom von 66,7 ± 7,6 % (n = 23) des 

Kontrollwertes auf und waren damit nicht signifikant unterschiedlich zu nur 

SGLT1 und Nedd4-2 exprimierenden Oozyten (73,5 ± 5,5 %, n = 42).  
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Abb. 15: SGK3 und die konstitutiv aktive T308DS473DPKB stimulierten SGLT1 und inhibierten die 
Nedd4-2-Wirkung vollständig. SGK2 zeigte keinen Einfluss auf SGLT1. Die inaktive Mutante 
T308AS473APKB senkte den Glukose-induzierten Strom geringfügig. A Originalaufzeichnungen von 
Oozyten nach Perfusion mit 10 mM Glukose-ND 96-Lösung. B arithmetische Mittelwerte ± 
Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu SGLT1-cRNA+H2O-injizierten Zellen.  
# signifikanter Unterschied zu SGLT1+Nedd4-2-exprimierenden Zellen. n = 22 – 48. 
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3.1.6 Koexpression von SGK3 und PKB in SGLT1-exprimierenden 

Oozyten 

 

Um zu testen, ob die Effekte von SGK3 und PKB auf SGLT1 additiv sind, 

wurden Xenopus-laevis-Oozyten mit cRNA von SGK3 und aktiver Mutante 
T308DS473DPKB bzw. cRNA von SGK3 und inaktiver Mutante T308AS473APKB 

koinjiziert (Abb. 16).  
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Abb. 16: Zusätzliche Expression von konstitutiv aktiver T308DS473DPKB zeigte im Vergleich zu nur 
SGK3 exprimierenden Oozyten keine weitere Steigerung des Glukose-induzierten Stroms. Die 
inaktive Mutante T308AS473APKB verringerte im Vergleich zu SGLT1+SGK3-cRNA-injiizierten 
Oozyten den Strom um 22,1 ± 4,6 %. Angegeben sind arithmetische Mittelwerte ± 
Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu SGLT1-cRNA+H2O-injizierten Zellen. n = 16 – 18. 

 

Die zusätzliche Expression von T308DS473DPKB konnte den Glukose-induzierten 

Strom nicht weiter verstärken (131,5 ± 12,9 % (n = 17) bei SGLT1+SGK3-

exprimierenden Zellen versus 133,9 ± 7,8 % (n = 17) bei 
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SGLT1+SGK3+T308DS473DPKB-cRNA-injizierten Zellen). Additive Expression von 

inaktiver T308AS473APKB senkte den Strom um 22,1 ± 4,6 % (n = 16) des 

SGLT1+SGK3-Wertes.  

 

 

3.2 NaPi IIb 

 

3.2.1 Wirkung der SGK-Mutanten S422DSGK1 und K127NSGK1 sowie der 

Ubiquitinligase Nedd4-2 auf NaPi IIb 

 

Der Natrium-Phosphat-Kotransporter NaPi IIb wurde untersucht, indem 

NaPi IIb-exprimierende Oozyten mit 3 mM Na2HPO4-ND 96-Lösung perfundiert 

wurden und der durch das Phosphat induzierte Einwärtsstrom gemessen 

wurde.  

In Oozyten, die nur NaPi IIb exprimierten, bewirkte die Phosphat-Lösung einen 

Strom von 19,2 ± 2,2 nA (n = 30), der Wert bei Wasser-injizierten Zellen betrug 

im Vergleich hierzu nur 0,4 ± 0,3 nA (n = 4) (Abb. 17). 

Koexpression von NaPi IIb und Nedd4-2 senkte den Strom auf 11,6 ± 1,4 nA  

(n = 19). Die konstitutiv aktive SGK1-Mutante S422DSGK1 bewirkte verglichen 

mit NaPi IIb-cRNA+H2O-injizierten Xenopus-Oozyten eine deutliche Zunahme 

des Stroms auf 46,3 ± 6,3 nA (n = 12). Auch bei Koexpression von S422DSGK1 

und Nedd4-2 lag der gemessene Einwärtsstrom signifikant über dem der 

Kontrollzellen (61,5 ± 9,8 nA, n = 6 versus 19,2 ± 2,2 nA, n = 30), das heißt, 

dass S422DSGK1 die Nedd4-2-Wirkung komplett aufzuheben vermochte. Die 

inaktive Mutante K127NSGK1 hingegen konnte NaPi IIb in seiner Aktivität nicht 

signifikant beeinflussen (22,7 ± 4,1 nA, n = 11). 
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Abb. 17: Koexpression von NaPi IIb und Nedd4-2 senkte verglichen mit nur NaPi IIb 
exprimierenden Oozyten den Phosphat-induzierten Strom signifikant. Koexpression von 
NaPi IIb mit der konstitutiv aktiven SGK-Mutante S422DSGK1 resultierte in einer deutlichen 
Zunahme des Phosphat-induzierten Stroms. S422DSGK1 vermochte die Wirkung von Nedd4-2 
komplett aufzuheben. Für die inaktive SGK-Mutante K127NSGK1 konnte kein signifikanter 
Einfluss auf NaPi IIb nachgewiesen werden. Angegeben sind arithmetische Mittelwerte ± 
Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu NaPi IIb-cRNA+H2O-injizierten Zellen. n = 4 – 30. 

 

 

3.2.2 Wirkung der inaktiven Mutante C938SNedd4-2 auf NaPi IIb 

 

Koexpression der inaktiven Nedd4-2-Mutante C938SNedd4-2 mit NaP IIb zeigte 

im Gegensatz zur Wildtyp-Ubiquitinligase Nedd4-2 keine signifikante 

Veränderung des Phosphat-induzierten Stroms (115,2 ± 16,2 % der NaPi IIb-

cRNA+H2O-injizierten Oozyten, n = 11, Abb. 18). Dies verdeutlicht, dass für die 

Modulation der NaPi IIb-Aktivität durch die Ligase Nedd4-2 deren 

Ubiquitinierungsfunktion nötig ist. Bei dieser Versuchskonstellation konnte die 

konstitutiv aktive Kinase S422DSGK1 bei Koinjektion mit C938SNedd4-2 den 
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Phosphat-induzierten Strom deutlich steigern auf 209,7 ± 24,0 % der NaPi IIb-

cRNA+H2O-injizierten Oozyten (n = 10). 

 

N
or

m
al

is
ie

rt
er

 S
tr

om

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

*

NaP
i II

b 
+ 

H 2
O

NaP
i II

b 
+ 

C93
8S Ned

d4
-2

NaP
i II

b 
+ 

S42
2D SGK1 

+ 
C93

8S Ned
d4

-2

 

Abb. 18: Durch Koinjektion mit der inaktiven Mutante C938SNedd4-2 konnte keine signifikante 
Stromänderung verglichen mit nur NaPi IIb exprimierenden Oozyten erzielt werden. Angegeben 
sind arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu NaPi IIb-
cRNA+H2O-injizierten Zellen. n = 10 – 11. 

 

 

3.2.3 Untersuchungen zum Einfluss von S422DSGK1 und Nedd4-2 auf die 

Kinetik von NaPi IIb 

 

Um herauszufinden, ob die Modulation der Phosphat-induzierten Ströme durch 

Nedd4-2 und S422DSGK1 auf einer Änderung der Aktivität von NaPi IIb oder der 

Anzahl der Transportermoleküle in der Zellmembran beruht, wurden die 
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nachfolgend beschriebenen Kinetikmessungen durchgeführt. Es wurde jeweils 

bei derselben Oozyte der Phosphat-induzierte Strom unter Perfusion mit 

Na2HPO4-ND 96-Lösung in ansteigenden Konzentrationen von 1 µM, 3 µM, 

10 µM, 30 µM, 100 µM und 300 µM Na2HPO4 gemessen. Anschließend wurden 

die Ergebnisse mit einer Michaelis-Menten-Kinetik gefittet (Abb. 19 und Tab. 6).  
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Abb. 19: S422DSGK1 (�) und Nedd4-2 (�) modulierten die Aktivität von NaPi IIb (�) durch 
Änderung der maximalen Transportrate, während die Affinitätskonstante unverändert blieb. 
Jeder Datenpunkt repräsentiert den arithmetischen Mittelwert ± Standardfehler der Phosphat-
induzierten Ströme von jeweils 3 Oozyten einer repräsentativen Versuchsreihe.  

 

 

Injizierte cRNA Km (µmol/l) Vmax (nA) n 
NaPi IIb + H2O 5,7 ± 0,8 19,0 ± 3,2 12 
NaPi IIb + S422DSGK1 8,3 ± 1,0 34,1 ± 6,1 12 
NaPi IIb + Nedd4-2 7,6 ± 1,5 12,8 ± 2,1 11 

Tab. 6: Km: Affinitätskonstante; Vmax: maximale Transportrate. Für die maximale Transportrate 
konnten im Gegensatz zur Affinitätskonstanten signifikante Unterschiede nach Koinjektion von 
S422DSGK1 bzw. Nedd4-2 mit NaPi IIb verglichen mit nur NaPi IIb exprimierenden Oozyten 
festgestellt werden. Angegeben sind arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler.  
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Es konnte gezeigt werden, dass sich bei Koexpression von NaPi IIb mit 
S422DSGK1 bzw. Nedd4-2 jeweils im Vergleich zu NaPi IIb-cRNA+H2O-injizierten 

Oozyten die maximale Transportrate Vmax änderte, die Affinitätskonstante Km 

allerdings unverändert blieb. S422DSGK1-Koexpression erhöhte Vmax auf  

34,1 ± 6,1 nA, Nedd4-2-Koexpression senkte Vmax auf 19,0 ± 3,2 nA. 

 

 

3.2.4 Wirkung der Kinasen SGK2, SGK3 und T308DS473DPKB auf NaPi IIb 

 

Wie S422DSGK1 bewirkte auch SGK3 eine deutliche Stimulation des NaPi IIb-

Transporters (193,2 ± 20,2 % des NaPi IIb+H2O-Wertes, n = 12, Abb. 20).  
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Abb. 20: SGK2 und T308DS473DPKB zeigten im Gegensatz zu SGK3 keinen signifikanten Einfluss 
auf NaPi IIb. Angegeben sind arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter 
Unterschied zu NaPi IIb-cRNA+H2O-injizierten Zellen. n = 12 – 49. 
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Der Nedd4-2-Effekt auf NaPi IIb war bei SGK3-Koexpression komplett 

reversibel (166,5 ± 25,8 %, n = 12). Ein direkter Einfluss auf den 

Phosphattransport durch die Kinasen SGK2 und T308DS473DPKB (konstitutiv 

aktive PKB-Mutante) ließ sich nicht nachweisen (SGK2 96,3 ± 10,4 %, n = 18, 
T308DS473DPKB 98,0 ± 11,3 %, n = 40). Auch die inhibitorische Wirkung von 

Nedd4-2 ließ sich nur partiell kompensieren. 

 

 

3.3 ClC-2 

 

3.3.1 Stimulation von ClC-2 durch SGK1, SGK2, SGK3 sowie T308DS473DPKB 

 

Zur Untersuchung des Chloridkanals ClC-2 wurden bei ClC-2-exprimierenden 

Oozyten die Einwärtsströme nach Hyperpolarisation bei -120 mV gemessen 

(vgl. Kapitel 2.5). ClC-2-cRNA+H2O-injizierte Oozyten zeigten im Mittel einen 

Chloridstrom von 459,85 ± 62,70 nA (n = 72), während nur mit H2O injizierte 

Oozyten einen nicht-spannungsaktivierten Hintergrundstrom von  

31,97 ± 3,88 nA (n = 11) aufwiesen. Der Chloridstrom der ClC-2-Kanäle konnte 

durch Koexpression mit SGK1 deutlich gesteigert werden auf 221 ± 22 %,  

n = 17 (Abb. 21). Auch SGK2, SGK3 sowie die konstitutiv aktive Mutante 
T308DS473DPKB stimulierten ClC-2 signifikant (SGK2 auf 176 ± 24 % (n = 32), 

SGK3 auf 424 ± 59 % (n = 37) und T308DS473DPKB auf 188 ± 33 % (n = 26) des 

ClC-2+H2O-Wertes). 
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Abb. 21: Stimulation von ClC-2 durch SGK1, SGK2, SGK3 und T308DS473DPKB.  
A Originalaufzeichnungen. B arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter 
Unterschied zu ClC-2-cRNA+H2O-injizierten Zellen. n = 11 – 72. 
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Die inaktive PKB-Mutante T308AS473APKB konnte die ClC-2-Aktivität nicht 

beeinflussen. Das arithmetische Mittel T308AS473APKB-cRNA-injizierter Oozyten 

lag bei 97 ± 9 % (n = 11) des Kontrollwertes (Abb. 22). 
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Abb. 22: Die inaktive Mutante T308AS473APKB zeigte im Gegensatz zu konstitutiv aktiver 
T308DS473DPKB keinen Einfluss auf die ClC-2-Aktivität. Angegeben sind arithmetische Mittelwerte 
± Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu ClC-2-cRNA+H2O-injizierten Oozyten.  
n = 11 – 46. 

 

 

3.3.2 Aktivität der ClC-2-Mutanten S82AClC-2 und S82DClC-2 

 

Um zu untersuchen, ob die SGK-Isoformen SGK2 und SGK3 sowie PKB ClC-2 

durch direkte Phosphorylierung modulieren, wurde die Aminosäure Serin der 

wahrscheinlichen Phosphorylierungsstelle an Position 82 des ClC-2-Kanals 

ausgetauscht. Substitution durch Alanin (S82AClC-2) sollte die 

Phosphorylierungsstelle eliminieren, Substitution durch Aspartat (S82DClC-2) 

sollte den phosphorylierten und damit aktivierten Zustand imitieren. S82AClC-2 

wies keinen signifikanten Unterschied zu Wildtyp-ClC-2 auf (103 ± 12 %,  
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n = 12), während sich bei S82DClC-2 eine deutliche Zunahme des 

Einwärtsstroms auf 173 ± 25 % (n = 12) zeigte (Abb. 23). Zusätzliche 

Expression der konstitutiv aktiven Kinase S422DSGK1 erhöhte den Einwärtsstrom 

bei beiden Mutanten, und zwar bei S82AClC-2 auf 470 ± 73 % (n = 12) des  

ClC-2+H2O-Wertes und bei S82DClC-2 auf 457 ± 78 % des ClC-2+H2O-Wertes  

(n = 12). Da trotz Elimination der Phosphorylierungsstelle ein weiterer Zuwachs 

des Stroms durch S422DSGK1-Koexpression erfolgte, existiert vermutlich ein 

zusätzlicher Regulationsmechanismus. 
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Abb. 23: S82AClC-2 (ClC-2-Mutante mit eliminierter Phosphorylierungsstelle) wies im Gegensatz 
zu S82DClC-2 (den phosphorylierten und damit aktivierten Zustand imitierende ClC-2-Mutante) 
keinen signifikanten Unterschied zu Wildtyp-ClC-2 auf. Koexpression mit S422DSGK1 resultierte 
bei beiden Mutanten in einer deutlichen Zunahme des Einwärtsstroms. Angegeben sind 
arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu ClC-2-cRNA+H2O-
injizierten Zellen. n = 10 – 12. 
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3.3.3 Wirkung von Nedd4-2 und C938SNedd4-2 auf ClC-2 

 

Die Ubiquitinligase Nedd4-2 senkte ClC-2-Ströme auf 49 ± 6 % (n = 47) ClC-2-

cRNA+H2O-injizierter Oozyten (Abb. 25). Die katalytisch inaktive Mutante 
C938SNedd4-2 hingegen vermochte den Einwärtsstrom nicht zu beeinflussen 

(Abb. 24). Der Wert ClC-2+C938SNedd4-2-exprimierender Oozyten lag bei  

98 ± 12 % (n = 18) des Kontrollwertes. Koexpression von SGK1 und 
C938SNedd4-2 mit ClC-2 erhöhte den Strom auf 173 ± 19 % (n = 15). 

 

N
or

m
al

is
ie

rt
er

 S
tr

om

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

*

ClC
-2

 +
 H 2

O

ClC
-2

 +
 C
93

8S Ned
d4

-2

ClC
-2

 +
 S

GK1 
+ 

C93
8S Ned

d4
-2

 

Abb. 24: Die katalytisch inaktive Mutante C938SNedd4-2 zeigte keinen signifikanten Einfluss auf 
ClC-2. Koexpression von C938SNedd4-2 und SGK1 erhöhte den ClC-2-Strom signifikant. 
Angegeben sind arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu  
ClC-2-cRNA+H2O-injizierten Zellen. n = 15 – 46. 
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3.3.4 Wirkung der SGK-Mutanten S422DSGK1 und K127NSGK1 auf ClC-2 

 

Die hemmende Wirkung von Nedd4-2 auf ClC-2 (49 ± 6 % des ClC-2+H2O-

Wertes, n = 47) konnte durch die konstitutiv aktive Kinase S422DSGK1 

vollständig aufgehoben werden (Abb. 25). S422DSGK1 erhöhte bei Koexpression 

mit Nedd4-2 den ClC-2-Strom auf 241 ± 39 % (n = 18). Koexpression von 

Nedd4-2 mit der inaktiven SGK-Mutante K127NSGK1 hingegen steigerte den 

ClC-2-Strom bezogen auf ClC-2+Nedd4-2-exprimierende Oozyten nur 

geringfügig (auf 80 ± 11 % des ClC-2+H2O-Wertes, n = 13). 
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Abb. 25: Nedd4-2 hemmte signifikant den ClC-2-Strom. Koexpression von Nedd4-2 mit 
konstitutiv aktiver S422DSGK1 resultierte, verglichen mit ClC-2-cRNA+H2O-injizierten Oozyten, in 
einer Steigerung des ClC-2-Stroms. Inaktive SGK (K127NSGK1) konnte den Nedd4-2-Effekt nicht 
vollständig aufheben. Angegeben sind arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter 
Unterschied zu ClC-2-cRNA+H2O-injizierten Zellen; # signifikanter Unterschied zu  
ClC-2+Nedd4-2-exprimierenden Zellen. n = 13 – 72. 
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3.3.5 Wirkung der Kinasen SGK2, SGK3 und T308DS473DPKB auf ClC-2 bei 

Koexpression mit Nedd4-2 

 

Wie S422DSGK1 bewirkten auch die Kinasen SGK1, SGK2, SGK3 sowie die 

konstitutiv aktive Form der PKB (T308DS473DPKB) eine Kompensation des 

inhibitorischen Effekts von Nedd4-2 auf ClC-2 (Abb. 26).  
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Abb. 26: SGK1, SGK2, SGK3 und die konstitutiv aktive PKB-Mutante T308DS473DPKB bewirkten 
eine vollständige Kompensation des inhibitorischen Effekts von Nedd4-2 auf ClC-2. Die 
Wirkung war am stärksten ausgeprägt bei SGK3, am geringsten bei SGK2. Angegeben sind 
arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler. * signifikanter Unterschied zu ClC-2-cRNA+H2O-
injizierten Zellen; # signifikanter Unterschied zu ClC-2+Nedd4-2-exprimierenden Zellen.  
n = 14 – 72. 

 

SGK1 ließ den ClC-2-Strom auf 206 ± 31 % (n = 14) des ClC-2+H2O-Wertes 

anwachsen, SGK3 auf 262 ± 65 % (n = 20) und T308DS473DPKB auf 159 ± 29 % 

(n = 16). Der Effekt von SGK2 erwies sich als weniger stark ausgeprägt  
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(98 ± 14 % des ClC-2+H2O-Wertes, n = 23), der Unterschied zu  

ClC-2+Nedd4-2-exprimierenden Oozyten war jedoch signifikant. 
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4 Diskussion 

 

4.1 Fehlerdiskussion 

 

4.1.1 Oozyten als Expressionssystem 

 

Xenopus-laevis-Oozyten werden, wie in Kapitel 1.7 beschrieben wird, häufig als 

Expressionssystem exogener Proteine bzw. mRNA verwendet. Mögliche 

Fehlerquellen dieses Expressionssystems liegen darin begründet, dass 

endogene Xenopus-laevis-Proteine selbst als Transporter bzw. Kanäle oder 

Aktivatoren bzw. Inhibitoren der exogenen Proteine fungieren könnten. 

Endogene Transporter bzw. Kanäle werden aufgrund der nicht notwendigen 

Nährstoffaufnahme der Oozyten nur in geringem Umfang in der 

Oozytenmembran exprimiert, müssen aber dennoch bei der Beurteilung der 

Ergebnisse berücksichtigt werden, insbesondere da durch die 

Kollagenasebehandlung die Oozytenmembran wesentlich verändert wird (56, 

310, 311, 312, 313). Posttranslationale Modifikationen und 

Regulationszustände der Proteine in Xenopus-Oozyten können sich von denen 

mammalischer Zellen unterscheiden. Auch eventuell vorhandene Unterschiede 

in der intrazellulären Signalkaskade könnten die Ergebnisse beeinflussen (56). 

Die in Kapitel 1.6 dargestellte stark variierende intrazelluläre 

Ionenzusammensetzung könnte zu veränderten Eigenschaften von heterolog 

exprimierten Membrankanälen bzw. -transportern führen (313). 

Eine weitere in Betracht zu ziehende mögliche Fehlerquelle stellt das Faktum 

dar, dass in den einzelnen Versuchen teilweise RNA verschiedener Spezies 

verwendet wurde, z. B. Ratten-ClC-2 gemeinsam mit Xenopus-Nedd4-2. 

Unterschiede in der Interaktion zwischen Proteinen verschiedener Spezies im 

Vergleich zur Interaktion der Proteine nur einer Spezies lassen sich nicht 

ausschließen. Bei Versuchen mit Oozyten erzielte Ergebnisse lassen sich nicht 

ohne weiteres auf mammalische Zellen übertragen, da das natürliche Umfeld 

von Säugetierzellen nicht in Oozyten simuliert werden kann (56). 
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Ein weiteres Problem ergibt sich aus der Bipolarität der Oozyten: So sind z. B. 

membranständige Rezeptoren, Kanäle sowie Transporter in beiden 

Hemisphären unterschiedlich verteilt und ein Großteil der RNA der Oozyte ist in 

der vegetativen Hemisphäre lokalisiert. Auch die laterale Membranmotilität ist 

im vegetativen Pol größer (56). Es stellt sich also die Frage, inwieweit die 

(zufällige) Wahl der Punktionsstelle beim Injizieren bzw. beim Messen Einfluss 

auf die Ergebnisse hat. Durch die willkürliche Wahl des Injektionsortes der 

cRNA könnten sich Unterschiede in der Expressionsrate der Proteine ergeben 

(56). Die Lokalisation der Messelektroden sollte die Stromgröße nicht 

beeinflussen, da bei der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Methode im 

Gegensatz zur Patch-Clamp-Methode nicht Ströme über ein definiertes Areal 

der Membran, sondern Ströme über die gesamte Oozytenmembran gemessen 

werden.  

Ein wesentlicher Nachteil der Voltage-Clamp-Technik ist, dass nur sehr 

eingeschränkt quantitative Aussagen möglich sind. Eine Reihe verschiedener 

Faktoren beeinflusste die Expressionsrate der jeweiligen Proteine: Differenzen 

in der Menge der injizierten cRNA ließen sich nicht gänzlich vermeiden. 

Ursachen hierfür waren Pipettierungenauigkeiten beim Ansetzen und 

Verdünnen der cRNA sowie Ungenauigkeiten beim Injizieren mit Hilfe des 

Mikroinjektors. Auch die Qualität der cRNA war Störeinflüssen wie 

mehrmaligem Auftauen und Wiedereinfrieren, Zentrifugieren oder 

Kontamination mit RNAsen unterworfen. Die Expressionsrate war außerdem 

abhängig von der während der Inkubation vorherrschenden Temperatur, der 

Jahreszeit, möglichen Schwankungen in der Zusammensetzung der 

Aufbewahrungslösung sowie der Qualität der Oozyten.  

Unterschiede in der Qualität der Oozyten äußerten sich in der Größe des 

Ruhemembranpotenzials und des basalen Leckstroms. Es wurden nur Zellen 

verwendet, deren Ruhepotenzial ≤-20 mV betrug. Einfluss auf die 

Oozytenqualität hatten neben dem Alter und dem Entwicklungsstand des 

jeweiligen Frosches die Präparation der Oozyten (insbesondere der 

Kollagenaseverdau) sowie deren Reifegrad. Um diese Störgrößen zu 

minimieren, wurden alle Versuche mindestens dreimal an Oozyten aus 
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Präparationen verschiedener Frösche durchgeführt. Es wurden nur Oozyten der 

Stadien V und VI verwendet, deren Intaktheit täglich unter dem 

Stereomikroskop kontrolliert wurde. Zudem wurde täglich die 

Aufbewahrungslösung der Oozyten ausgetauscht. 

Diese Nachteile der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Methode werden durch 

eine Reihe entscheidender Vorteile aufgewogen: So sind die Ergebnisse 

qualitativ ausgesprochen gut reproduzierbar. Transporterbedingte Ströme 

lassen sich aufgrund der in sehr hoher Dichte exprimierten Proteine klar von 

Artefakten differenzieren. Ein weiterer Vorteil liegt im unkomplizierten und 

raschen Verändern von Konzentrationen bzw. Austauschen von Lösungen oder 

Lösungsbestandteilen.  

 

 

4.1.2 Lösungen 

 

Alle Lösungen wurden regelmäßig frisch angesetzt und meist als Stammlösung 

bei 8 °C lichtgeschützt im Kühlschrank aufbewahrt. Dies sollte den 

schädigenden Einfluss von Licht und Wärme auf die Chemikalien minimieren. 

Verunreinigungen und geringe Konzentrationsschwankungen der einzelnen 

Bestandteile durch Messungenauigkeiten beim Ansetzen der Lösung können 

nicht ausgeschlossen werden. Regelmäßig wurde die Gesamtosmolarität 

überprüft, sie sollte 200 – 220 mosmol/l betragen. Vor jeder Messreihe wurde 

der pH-Wert exakt auf 7,4 eingestellt. Vor Verwendung der Lösungen wurden 

diese auf Zimmertemperatur erwärmt.  

 

 

4.1.3 Geräte 

 

Von anderen Geräten ausgehende elektrische Störeinflüsse wurden durch 

einen den gesamten Versuchsaufbau umgebenden Faraday’schen Käfig 

weitgehend abgeschirmt (211). Zusätzlich wurden die Daten bei der 

Aufzeichnung mit 10 Hz gefiltert.  
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Im Verlauf der Versuche nutzte sich die AgCl2-Beschichtung der 

Messelektroden ab. Um zu verhindern, dass sich dadurch der 

Elektrodenwiderstand erhöhte, musste diese regelmäßig durch Chloridieren 

erneuert werden.  

Durch Verstopfen oder Abbrechen der Elektrodenspitze konnte sich der 

Widerstand der Glaselektroden ändern. Daher wurde vor und nach dem 

Messen jeder einzelnen Oozyte der Elektrodenwiderstand in der Badlösung 

kontrolliert und nötigenfalls die Elektrode ausgetauscht.  

 

 

4.1.4 Auswertung und Statistik 

 

Verschiedene Einflüsse, etwa die Membraneigenschaften der einzelnen Oozyte 

oder die Flussrate, führten teilweise zu leichten Schwankungen oder 

Veränderungen des basalen Stromes. Es wurden nur Oozyten verwendet, 

deren Ruhemembranpotenzial mindestens -20 mV betrug. Es wurde mit dem 

Start der Messung so lange zugewartet, bis sich das Ruhemembranpotenzial 

vollständig stabilisiert hatte. Oozyten, deren Ruhemembranpotenzial sich nicht 

stabilisierte, wurden nicht verwendet. Alle Versuche wurden mit Oozyten aus 

Präparationen von mindestens drei verschiedenen Fröschen durchgeführt. Bei 

quantitativ stark voneinander abweichenden Resultaten wurden die Ergebnisse 

normalisiert; Voraussetzung war, dass sich qualitativ keine Unterschiede 

ergeben hatten (vgl. Kapitel 2.6).  

 

 

4.2 Die Verwendung der Voltage-Clamp-Methode zur Untersuchung von 

SGLT1, NaPi IIb und ClC-2 

 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Voltage-Clamp-Technik weist 

verglichen mit anderen Methoden wesentliche Vorteile auf. So ermöglicht die 

Expression der jeweiligen Proteine in sehr hoher Konzentration eine meist klare 

Abgrenzung von Transportphänomenen bzw. Auswirkungen von 
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Regulatorproteinen gegenüber Artefakten. Es können zuverlässige Aussagen 

zur Stöchiometrie von Transportern, zu diese Transporter beeinflussenden 

Faktoren und Abhängigkeiten wie pH- oder Konzentrationsabhängigkeiten und 

zu Kinetikeigenschaften getroffen werden (33, 64). Regulatorische Einflüsse 

können durch zusätzliche Expression weiterer Proteine mit z. B. stimulierender 

oder inhibitorischer Wirkung untersucht werden. Die Ergebnisse sind meist 

zuverlässig reproduzierbar, nicht zuletzt auch dank der relativ einfach 

durchzuführenden Voltage-Clamp-Methode.  

Im Folgenden sind wesentliche Nachteile dieser Technik aufgeführt: Es lassen 

sich keine quantitativen bzw. nur eingeschränkt quantitative Schlüsse ziehen 

(33). Die Oozyte ist im Vergleich zu menschlichen Zellen mit anderen Proteinen 

(strukturelle Proteine, Regulatorproteine wie Second-Messenger-Systeme etc.) 

ausgestattet, die möglicherweise die nach cRNA-Injektion exprimierten zu 

untersuchenden Proteine beeinflussen; Ionenkonzentrationen in Oozyten 

unterscheiden sich deutlich von denen beim Menschen; die natürliche 

Umgebung der Transportproteine lässt sich in den Oozyten nicht simulieren. 

Ergebnisse können daher nur bedingt auf den Menschen übertragen werden. 

Des Weiteren lassen sich molekularbiologische Vorgänge mit der Voltage-

Clamp-Technik kaum untersuchen (33, 56).  

 

 

4.3 SGLT1 

 

In den oben angeführten Ergebnissen wurde gezeigt, dass elektrische Ströme 

über SGLT1 in Oozyten durch Nedd4-2 gesenkt werden und durch SGK1 bzw. 

die konstitutiv aktive S422DSGK1 sowie die verwandten Kinasen SGK3 und PKB 

erhöht werden, indem möglicherweise SGK bzw. PKB die Nedd4-2-

Ubiquitinligase durch Phosphorylierung inaktiviert und so die Bindung an deren 

Target verhindert; ein derartiger Regulationsmechanismus wurde bereits für 

den renalen epithelialen Natriumkanal ENaC und den kardialen Natriumkanal 

SCN5A nachgewiesen (vgl. Kapitel 1.4 und 1.5). SGK1 wird im menschlichen 

Darm vorwiegend in Enterozyten von Zotten exprimiert, in den Krypten des 
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Ileums findet praktisch keine Expression statt (Abb. 4). In den einzelnen 

Enterozyten ließ sich SGK1 immunhistochemisch nahe der apikalen Membran 

detektieren und war hier kolokalisiert mit Nedd4-2 (Abb. 6); dies weist darauf 

hin, dass SGK1 und Nedd4-2 eine wesentliche Rolle in der Regulation 

intestinaler Transporter spielen, die insbesondere an der apikalen Membran 

exprimiert werden. Für SGK2 sowie die inaktiven Mutanten K127NSGK1, 
T308AS473APKB und C938SNedd4-2 konnte kein Einfluss auf SGLT1 festgestellt 

werden. Durch Injektion inaktiver Mutanten konnten unspezifische Effekte z. B. 

durch Überlastung der Proteinsynthese oder Zellschädigung weitgehend 

ausgeschlossen werden. Die in Oozyten exprimierten Wildtypen von SGK1 und 

SGK3 sind nicht konstitutiv aktiv, sondern erfordern eine Aktivierung durch 

Phosphatidylinositol-3-Kinase und Phosphoinositid-abhängige Kinase, die in 

Kapitel 1.4 ausführlich beschrieben ist. Offensichtlich stellt diese Aktivierung in 

Oozyten keinen limitierenden Faktor dar, da sich die Wildtyp-Kinasen in den in 

der vorliegenden Arbeit präsentierten und auch in früheren Untersuchungen als 

ähnlich wirkungsvoll erwiesen wie die konstitutiv aktive S422DSGK1.  

 

Die im Rahmen der SGLT1-Versuchsreihen erzielten Resultate werden gestützt 

von Chemilumineszenzuntersuchungen, in denen SGLT1- und SGK1-

exprimierende Oozyten eine um etwa den Faktor 2 gesteigerte Expressionsrate 

von SGLT1 in der Plasmamembran aufwiesen verglichen mit nur SGLT1 

exprimierenden Zellen (63); durch Koexpression von Nedd4-2 konnte eine 

Reduktion der Oberflächenexpression von SGLT1 auf ca. 50 % erzielt werden. 

Dies deutet daraufhin, dass die Aktivität des Glukosetransports über SGLT1 

durch eine veränderte Anzahl von Transporterproteinen in der Zellmembran 

reguliert wird. Die fehlende Wirksamkeit von SGK2 wurde in Western-Blot-

Analysen bestätigt, in welchen sich eine Phosphorylierung von Nedd4-2 durch 

SGK1 und SGK3, nicht aber durch SGK2 nachweisen ließ (63).  

Die Transkription von SGK1 wird neben Gonadotropinen, einer Reihe von 

Zytokinen einschließlich TGF-β, Zellschrumpfung und Serum auch durch 

Mineralokortikoide und Glukokortikoide stimuliert; exprimierte SGK1 wird von 

IGF-I, Insulin und oxidativem Stress aktiviert (vgl. Kapitel 1.4). So konnte z. B. 
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gezeigt werden, dass sich durch mehrtägige Behandlung mit Dexamethason bei 

Wildtyp-Mäusen der Glukose-induzierte Strom und die Expressionsrate von 

SGLT1 in der Bürstensaummembran (mittels Western Blot bestimmt) steigern 

ließen, nicht jedoch bei SGK1-Knock-out-Mäusen (99). 

Ussingkammerexperimente mit SGK3-Knock-out-Mäusen wiesen einen 

signifikant geringeren Glukose-induzierten Strom über das Jejunum von 

Mäusen nach; die orale Nahrungsaufnahme bei diesen Mäusen hingegen war 

erhöht, möglicherweise um die verminderte Glukoseaufnahme im Darm zu 

kompensieren (249).  

Im Rahmen von Zwillingsstudien wurde belegt, dass der E8CC/CT;I6CC-

Polymorphismus im SGK1-Gen mit erhöhtem Blutdruck assoziiert ist (34, 35). 

Derselbe Polymorphismus geht auch mit einem höheren Body-Mass-Index 

(BMI) einher (63); dieser erhöhte BMI könnte bedingt sein durch gesteigerte 

SGLT1-Expressionsraten. Möglicherweise kommt es durch rascheren Anstieg 

der Plasmaglukosekonzentration zu einer exzessiven Insulinfreisetzung und 

nachfolgend zu einer gesteigerten Lipidsynthese (91). Allerdings gibt es 

Hinweise, dass SGK1 auch über andere Transporter wie den 

spannungsabhängigen Kaliumkanal Kv1.3 Einfluss auf die Regulation des 

Körpergewichts nimmt (94, 95, 299, 335). Hypertonie und Stammfettsucht 

kommen auch beim Cushing-Syndrom vor, das durch auf unterschiedlicher 

Ätiologie beruhende erhöhte Plasmacortisolspiegel gekennzeichnet ist und an 

weiteren Symptomen z. B. Osteoporose, Myopathie, Blutbildveränderungen, 

eine verminderte Glukosetoleranz, psychische Veränderungen, bei Kindern 

Wachstumshemmung, bei Frauen Virilisierung, Hirsutismus und Amenorrhoe 

und bei Männern Potenzstörungen aufweist. Das metabolische Syndrom zeigt 

eine ähnliche Symptomatik mit Hypertonie, Übergewicht, Insulinresistenz, 

Hyperinsulinämie u. a., allerdings sind hier die Plasmacortisolspiegel 

gewöhnlich nicht erhöht (13, 243). Bei Typ 2-Diabetikern wurde demonstriert, 

dass die Proteinkonzentrationen von SGLT1 und GLUT5 (Fruktosetransporter) 

in der Bürstensaummembran des Duodenums 3- bis 4-fach höher als bei 

Gesunden sind (69). Ob SGLT1 oder/und SGK eine wesentliche Rolle beim 
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Cushing-Syndrom oder beim metabolischen Syndrom spielt bzw. spielen, sollte 

in weiteren Untersuchungen geklärt werden. 

Es ist bekannt, dass Phloridzin spezifisch SGLT1 hemmt. In der vorliegenden 

Arbeit inhibierte Phloridzin vollständig den Glukose-induzierten Strom über 

SGLT1, auch bei Stimulation von SGLT1 durch SGK1. Es ist interessant zu 

spekulieren, durch Inhibition von SGLT1 die Glukoseaufnahme über den Darm 

zu reduzieren. Es gibt in der Tat Hinweise, dass SGLT-Inhibitoren gegen 

Übergewicht wirksam sein könnten (301).  

Zunächst wurde vermutet, dass Nedd4-2 nur an PY-Motive (Pro-Pro-Xxx-Tyr) 

binden kann, um das jeweilige Protein für den Abbau zu markieren (30); 

zwischenzeitlich wurden weitere Seqenzen gefunden, die als Bindungsstelle für 

Nedd4-2 dienen, so z. B. Pro-Xxx-Pro-Pro-Tyr, Pro-Pro-Leu-Pro oder pSer/pThr 

(vgl. Kapitel 1.5). SGLT1 besitzt keines dieser Motive. Allerdings ist z. B. von 

dem spannungsgesteuerten Kaliumkanal Kv1.3 bekannt, dass er trotz eines 

fehlenden PY-Motivs ebenfalls von Nedd4-2 reguliert wird; möglicherweise ist 

hier ein Regulatorprotein (das sogenannte KChAP, das auch als Chaperon 

fungiert) involviert (155); dieses KChAP enthält in seiner Aminosäurensequenz 

ein PY-Motiv und kann über den N-Terminus von Kv1.3 mit diesem 

interagieren; es ist nachweislich in der Lage, Kv1.3 zu stimulieren. Ob Nedd4-2 

indirekt über ein solches Intermediärprotein mit SGLT1 interagiert oder direkt 

über noch nicht bekannte Bindungssequenzen, ist bisher nicht untersucht 

worden.  

 

 

4.4 NaPi IIb 

 

Ähnliche Ergebnisse wie für SGLT1 zeigten sich auch für den für die intestinale 

Phosphatabsorption verantwortlichen Natrium-Phosphat-Kotransporter NaPi IIb: 

So erniedrigte Nedd4-2 den Strom über NaPi IIb; SGK1 bzw. S422DSGK1 sowie 

SGK3 erhöhten den Strom und hoben bei Koexpression die Wirkung von 

Nedd4-2 auf; allerdings ließ sich NaPi IIb im Gegensatz zu SGLT1 nicht durch 

PKB stimulieren. Die in Kapitel 3.2.3 beschriebenen Kinetikmessungen ergaben 
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bei Koexpression von NaPi IIb mit S422DSGK1 eine erhöhte und bei 

Koexpression mit Nedd4-2 eine reduzierte maximale Transportrate Vmax, 

während die Affinitätskonstante Km unverändert blieb; dies spricht dafür, dass 

sich durch S422DSGK1 bzw. Nedd4-2 die Expressionsrate von NaPi IIb und 

damit die Anzahl der Transportermoleküle in der Membran ändert und nicht die 

Aktivität eines einzelnen NaPi IIb-Moleküls. SGK2 und die inaktiven Mutanten 

von SGK1 und Nedd4-2 zeigten jeweils keine Wirkung, vgl. hierzu auch den in 

Kapitel 4.3 diskutierten fehlenden Nachweis einer Phosphorylierung von  

Nedd4-2 durch SGK2.  

 

Der intestinale Phosphattransport ist essenziell für die Phosphathomöostase 

und wird von einer Vielzahl von Hormonen stimuliert wie z. B. 1,25-Dihydroxy-

Vitamin D3, Glukokortikoiden, Wachstumshormon, IGF-I und weiteren Zytokinen 

(vgl. Kapitel 1.2). Von TGF-β ist bekannt, dass er ein starker Stimulator der 

SGK1-Expression ist und dass dessen Rezeptoren in Dünndarmzellen 

exprimiert werden (12, 212, 245, vgl. auch Kapitel 1.4); TGF-β aktiviert den 

NaPi-III-Transporter Glvr-1 (218), hemmt hingegen NaPi IIa (162). Inkubation 

von Intestine 407-Zellen, die eine endogene Expression von Nedd4-2, SGK1 

und NaPi IIb aufweisen, mit TGF-β bewirkt in der Tat eine erhöhte 

Phosphataufnahme, die mit gesteigerter SGK1-Expression und vermehrter 

Nedd4-2-Phosphorylierung korreliert (216). Die Stimulation von SGK1 durch 

TGF-β könnte bei der Colitis ulcerosa und beim Morbus Crohn eine Rolle 

spielen, da beide Erkrankungen mit einer exzessiven lokalen Expression von 

Zytokinen (12, 212, 245) und von SGK1 (307) einhergehen.  

Da NaPi IIb kein Prolin-Tyrosin-Motiv besitzt, das nach bisherigem 

Kenntnisstand für die Interaktion mit der Ubiquitinligase Nedd4-2 erforderlich ist, 

interagiert Nedd4-2 möglicherweise über ein Intermediärprotein mit NaPi IIb. 

Auch eine direkte Stimulation des Transporters mittels unmittelbarer 

Phosphorylierung des NaPi IIb-Proteins durch SGK1 und SGK3 ist in Erwägung 

zu ziehen, vgl. hierzu auch Kapitel 4.3.  
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4.5 ClC-2 

 

Der Chloridkanal ClC-2 ließ sich durch die Kinasen SGK1, SGK3 und PKB und 

im Gegensatz zu SGLT1 und NaPi IIb auch durch SGK2 stimulieren. Bei ClC-2 

zeigten die inaktiven Mutanten wie bei SGLT1 und NaPi IIb jeweils keine 

Wirkung.  

Von ClC-2 ist bekannt, dass er über phosphorylierungsabhängige 

Mechanismen von PKA (cAMP-abhängige Kinase) und PKC (Proteinkinase C) 

je nach Zelltyp und Organismus aktiviert bzw. gehemmt wird (89, 255, 258, 

284). Von der M-Phase-spezifischen Cyclin-abhängigen Kinase p34cdc2/Cyclin B 

(93) kann ClC-2 direkt phosphoryliert und dadurch inhibiert werden. Eine 

Mutation an der entsprechenden Phosphorylierungsstelle (Ersetzen von Serin 

durch Alanin an Position 632) verhindert eine Regulation durch p34cdc2/Cyclin B. 

Eine Aktivierung von ClC-2 ist auch durch Serin-/Threonin-Dephosphorylierung 

über eine direkte Interaktion von Phosphatase 1α und 1β (PP1α und PP1β) mit 

dem zytosolischen C-Terminus von ClC-2 möglich (93). Diese zwei 

Phosphatasen weisen eine hohe Homologie zu den Typ 1-Proteinphosphatasen 

CeGLC-7α und CeGLC-7β auf, von welchen bekannt ist, dass sie das 

Caenorhabditis-elegans-ClC-2-Ortholog CLH-3 durch Dephosphorylierung 

aktivieren (246). Diese oben angeführten Beispiele einer ClC-2-Aktivierung 

durch Dephosphorylierung stehen im Widerspruch zu den in der vorliegenden 

Arbeit dargestellten Ergebnissen, auf den weiter unten näher eingegangen 

werden soll.  

Die Aminosäurensequenz von ClC-2 enthält eine mögliche 

Phosphorylierungsstelle für die SGK, nämlich einen Serinrest an Position 82. 

Durch Inaktivierung bzw. konstitutive Aktivierung von ClC-2 mit Hilfe eines 

Aminosäureaustauschs an dieser Position 82 (Ersetzen durch Alanin führt zur 

Inaktivierung, Ersetzen durch Aspartat zur Aktivierung) ließ sich allerdings keine 

wesentliche Änderung zur Wildtyp-Form von ClC-2 feststellen, die ClC-2-

Mutanten konnten weiterhin durch Koexpression mit SGK1 stimuliert werden; 

lediglich bei alleiniger Expression der konstitutiv aktiven ClC-2-Mutante zeigte 

sich verglichen mit Wildtyp-ClC-2 eine Zunahme des Einwärtsstroms. Dies 
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deutet darauf hin, dass ein weiterer Mechanismus z. B. über 

Intermediärproteine existiert, durch welchen ClC-2 reguliert wird. Einen solchen 

Mechanismus könnte die indirekte Stimulation von ClC-2 mittels SGK durch 

Hemmung der ClC-2-Ubiquitinierung darstellen. Eine derartige Regulation 

könnte auch die oben angeführte Diskrepanz zu den bereits bekannten direkten 

Aktivierungswegen von ClC-2 durch Dephosphorylierung erklären.  

Die im Ergebnisteil aufgeführten Resultate werden gestützt von 

Chemilumineszenzuntersuchungen, nach welchen die Oberflächenexpression 

von ClC-2 in Oozyten, die zusätzlich SGK1, SGK3 oder PKB exprimierten, 

signifikant höher war als in nur ClC-2 exprimierenden Zellen (215); 

entsprechend ließ sich die Expressionsrate durch Koinjektion von ClC-2 mit 

Nedd4-2 reduzieren. Eine unspezifische Hemmung der ClC-2-Aktivität z. B. 

durch Proteinsyntheseüberlastung nach Injektion exogener Nedd4-2-RNA lässt 

sich weitgehend dadurch ausschließen, dass die inaktive Mutante C938SNedd4-2 

keinen Einfluss auf ClC-2 zeigte. Es ist belegt, dass ClC-2 von einer 

sogenannten E3-Ubiquitinligase, über deren Identität bislang nur wenig bekannt 

ist, ubiquitiniert werden kann (345). Aminosäurensequenzen, die reich an 

Prolin, Glutaminsäure, Serin und Threonin sind (bezeichnet als „PEST-

Sequenzen“), scheinen Signale zur Ubiquitinierung und zur nachfolgenden 

Proteolyse darzustellen (239). ClC-2 umfasst 5 dieser PEST-Sequenzen; 

Ubiquitinierungsassays konnten in der Tat eine Polyubiquitinierung nachweisen, 

die insbesondere um das Ende der M-Phase des Zellzyklus besonders 

ausgeprägt ist. Dies könnte das rasche Verschwinden der Chloridkanäle nach 

der Zellteilung erklären. Die Ubiquitinierungsrate von ClC-2 konnte gesteigert 

werden durch eine Phosphorylierung des Kanals, katalysiert von der bereits 

oben erwähnten M-Phase-spezifischen Cyclin-abhängigen Kinase 

p34cdc2/Cyclin B (345).  

Die dargelegten möglichen Regulationsmechanismen von ClC-2 über SGK bzw. 

PKB und Nedd4-2 könnten die Beschleunigung der Lungenreifung des Fetus 

durch Cortisonpräparate bei einer drohenden Frühgeburt erklären. Durch SGK 

aktivierter ClC-2 könnte bei Patienten mit zystischer Fibrose möglicherweise 

zumindest zu einem gewissen Grad Funktionen des defekten CFTR 
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übernehmen (22). Die für SGK nachgewiesene Beteiligung an der 

Zellvolumenregulation könnte über eine Einflussnahme auf ClC-2 erfolgen 

(304). 
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5 Zusammenfassung 

 

Verschiedene Transporter bzw. Kanäle wie z. B. der renale epitheliale 

Natriumkanal ENaC werden nach Ubiquitinierung (Bindung von Ubiquitin an 

Prolin-reiche Aminosäurensequenzen wie z. B. das sogenannte PY-Motiv) 

durch die Ubiquitinligase Nedd4-2 über nachfolgenden Proteinabbau bzw. 

nachfolgende Endozytose herunterreguliert. Nedd4-2 selbst wird von der 

Serum- und Glukokortikoid-induzierbaren Kinase SGK1 durch Phosphorylierung 

inaktiviert, wodurch eine indirekte Aktivierung des jeweiligen Transporters bzw. 

Kanals erfolgt. Einige Transporter werden durch direkte Phosphorylierung 

mittels SGK1 stimuliert.  

 

Anhand von Voltage-Clamp-Untersuchungen wird mit der vorliegenden Arbeit 

dargelegt, dass auch der vorwiegend im Darm exprimierte Natrium-Glukose-

Kotransporter SGLT1 von Nedd4-2 inhibiert und von SGK1 aktiviert wird. SGK1 

hob bei Koexpression mit Nedd4-2 die Nedd4-2-Wirkung vollständig auf, 

vermutlich durch Phosphorylierung und damit Inaktivierung von Nedd4-2. Die 

inaktive Nedd4-2-Mutante C938SNedd4-2 zeigte wie die inaktive SGK1-Mutante 
K127NSGK1 keine signifikante Beeinflussung der SGLT1-Aktivität; unspezifische 

Effekte z. B. durch Überlastung der Proteinsynthese konnten durch Expression 

dieser inaktiven Mutanten weitgehend ausgeschlossen werden. 
S338AS444ANedd4-2, eine Nedd4-2-Mutante ohne SGK-Phosphorylierungsstelle, 

ließ sich in ihrer inhibitorischen Wirkung auf SGLT1 durch SGK1-Koexpression 

nur abschwächen. Die konstitutiv aktive Form S422DSGK1 erwies sich als ähnlich 

wirksam wie Wildtyp-SGK1. SGLT1 wurde auch durch die mit SGK1 

verwandten Kinasen SGK3 und T308DS473DPKB (im Gegensatz zu SGK2 und der 

inaktiven PKB-Mutante T308AS473APKB) stimuliert; die fehlende Aktivierung durch 

SGK2 wurde in Western-Blot-Analysen bestätigt, in denen Nedd4-2 von SGK2 

nicht phosphoryliert wurde. Bei Koexpression von SGK3 und T308DS473DPKB 

konnte kein additiver stimulierender Effekt auf SGLT1 festgestellt werden. 

SGLT1 besitzt keine der bislang bekannten für die Nedd4-2-Bindung 

erforderlichen Aminosäurensequenzen wie z. B. das PY-Motiv. Möglicherweise 



5   Zusammenfassung 
    

 

77 

erfolgt eine Interaktion über Regulatorproteine wie das den 

spannungsgesteuerten Kaliumkanal Kv1.3 regulierende Protein KChAP, das 

eine PY-Sequenz enthält.  

Chemilumineszenzuntersuchungen untermauern die oben angeführten 

Ergebnisse: SGLT1+SGK1-exprimierende Oozyten weisen eine deutlich 

gesteigerte Expressionsrate von SGLT1 auf, SGLT1+Nedd4-2-exprimierende 

Zellen eine signifikant reduzierte. Dexamethason steigerte bei Wildtyp-Mäusen 

im Gegensatz zu SGK1-Knock-out-Mäusen die SGLT1-Expressionsrate. 

Ussingkammerexperimente wiesen bei SGK3-Knock-out-Mäusen verglichen mit 

Wildtyp-Mäusen einen geringeren Glukose-induzierten Strom über das Jejunum 

auf. Der E8CC/CT;I6CC-Polymorphismus im SGK1-Gen ist neben erhöhten 

Blutdruckwerten mit einem erhöhten Body-Mass-Index assoziiert, 

möglicherweise hervorgerufen durch gesteigerte SGLT1-Expressionsraten. Bei 

Typ 2-Diabetikern werden erhöhte Proteinkonzentrationen von SGLT1 und 

GLUT5 in der Bürstensaummembran des Duodenums nachgewiesen.  

 

Der Natrium-Phosphat-Kotransporter NaPi IIb, der wie SGLT1 hauptsächlich im 

Darm exprimiert wird, konnte in seiner Aktivität durch Nedd4-2 (im Unterschied 

zur inaktiven Nedd4-2-Mutante C938SNedd4-2) gehemmt und durch SGK1, die 

konstitutiv aktive Mutante S422DSGK1 sowie SGK3 angeregt werden. SGK2 und 
T308DS473DPKB vermochten wie die inaktive Mutante K127NSGK1 die NaPi IIb-

Aktivität nicht zu beeinflussen. Koexpression von S422DSGK1 bzw. SGK3 mit 

Nedd4-2 resultierte im Gegensatz zur Koexpression von SGK2 bzw. 
T308DS473DPKB mit Nedd4-2 in einer vollständigen Aufhebung des inhibitorischen 

Nedd4-2-Effekts. Nedd4-2 und S422DSGK1 bewirkten eine Änderung der 

maximalen Transportrate Vmax, während die Affinitätskonstante Km 

unbeeinflusst blieb; diese im Rahmen von Kinetikmessungen erzielten 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch S422DSGK1 und Nedd4-2 die Anzahl 

der Transportermoleküle in der Zellmembran geändert wird und nicht die 

Aktivität eines einzelnen Transportermoleküls. Von TGF-β ist bekannt, dass er 

die SGK1-Expression stimuliert; Inkubation von Intestine 407-Zellen mit TGF-β 

ging einher mit einer gesteigerten SGK1-Expressionsrate und vermehrter 
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Nedd4-2-Phosphorylierung. NaPi IIb besitzt wie SGLT1 kein PY-Motiv; 

möglicherweise erfolgt die Regulation des Transporters über ein 

Intermediärprotein, eventuell findet auch (zusätzlich) eine direkte 

Phosphorylierung von NaPi IIb durch SGK1 und SGK3 statt.  

 

Der Chloridkanal ClC-2 ließ sich durch SGK1, SGK2, SGK3 und T308DS473DPKB 

aktivieren, wobei sich der Effekt von SGK2 als am wenigsten stark ausgeprägt 

darstellte. Durch Nedd4-2 ließ sich eine Hemmung des ClC-2-Stroms erzielen, 

die bei Koexpression mit SGK1, S422DSGK1, SGK2, SGK3 und T308DS473DPKB 

reversibel war. Ohne signifikante Wirkung auf ClC-2 blieben die inaktiven 

Mutanten T308AS473APKB und C938SNedd4-2. Chemilumineszenzuntersuchungen 

zeigten bei Koexpression von ClC-2 mit SGK1, SGK3 bzw. PKB eine 

gesteigerte und bei Koexpression mit Nedd4-2 eine reduzierte ClC-2-

Expressionsrate. Über eine solche Regulation durch SGK und/oder Nedd4-2 

könnte ClC-2 in die Zellvolumenregulation involviert sein.  

ClC-2 besitzt mit einem Serinrest an Position 82 eine mögliche 

Phosphorylierungsstelle für die SGK; die durch Substitution dieser Aminosäure 

durch Aspartat (Imitation der phosphorylierten Form) erzeugte Mutante  
S82DClC-2 wies im Unterschied zur Mutante S82AClC-2 (keine 

Phosphorylierungsstelle) signifikant höhere Ströme auf als Wildtyp-ClC-2. 

Allerdings konnte bei beiden Mutanten durch Koexpression mit S422DSGK1 eine 

Zunahme des ClC-2-Stroms bewirkt werden; dies deutet auf einen vermutlich 

vorhandenen zusätzlichen Regulationsmechanismus hin.  

Die oben angegebene ClC-2-Stimulation im Rahmen einer Phosphorylierung 

durch die SGK-Isoformen steht im Widerspruch zu der Tatsache, dass ClC-2 

über eine Serin-/Threonin-Dephosphorylierung durch die Phosphatasen 1α und 

1β aktiviert wird; zudem ist eine Hemmung von ClC-2 durch Phosphorylierung 

(katalysiert von der M-Phase-spezifischen Cyclin-abhängigen Kinase 

p34cdc2/Cyclin B) möglich. Die Diskrepanz zwischen dieser inhibitorischen 

Wirkung der Phosphatasen 1α und 1β bzw. der M-Phase-spezifischen Cyclin-

abhängigen Kinase p34cdc2/Cyclin B und einer aktivierenden Wirkung der SGK 
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könnte durch eine indirekte Stimulation von ClC-2 durch die SGK mittels 

Phosphorylierung und folglich Inaktivierung von Nedd4-2 erklärt werden. 

Sogenannte „PEST-Sequenzen“ (Sequenzen, die viele Prolin-, Glutaminsäure-, 

Serin- und Threonin-Reste enthalten) scheinen als Signale für nachfolgenden 

raschen Proteinabbau nach Ubiquitinierung zu fungieren. ClC-2 umfasst 5 

dieser PEST-Sequenzen. Zum Ende der M-Phase des Zellzyklus lässt sich eine 

ausgeprägte Polyubiquitinierung von ClC-2 nachweisen; möglicherweise 

resultiert hieraus der rasche Abbau der ClC-2-Proteine nach der Zellteilung. Die 

Ubiquitinierungsrate von ClC-2 kann durch ClC-2-Phosphorylierung durch die 

oben erwähnte M-Phase-spezifische Cyclin-abhängige Kinase p34cdc2/Cyclin B 

gesteigert werden.  
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