
 
 

Aus dem Institut für Physiologie der Universität Tübingen  

Abteilung Physiologie I 

Direktor: Professor Dr. F. Lang 

 

Die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 

und ihre Wirkung auf die Membrantransporter SMIT, 

PepT2 und BoAT 

 

 

Inaugural-Dissertation  

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Medizin 

 

der Medizinischen Fakultät 

der Eberhard Karls Universität  

zu Tübingen 

       

vorgelegt von Fabian Klaus 

aus Tuttlingen 

2011 



1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan: Professor Dr. I.B. Autenrieth 

1. Berichterstatter: Professor Dr. F. Lang 

2. Berichterstatter: Professor Dr. C. Korbmacher 

 

 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für meine Eltern 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

Inhaltsverzeichnis: 
1� Einleitung ..................................................................................................... 8�

1.1� Stofftransport über die Zellmembran ..................................................... 8�
1.2� Die Gruppe der SoLute Carrier (SLC) ................................................. 10�

1.2.1� SMIT (SLC5A3) ............................................................................. 11�
1.2.2� PepT1 und PepT2 (SLC15A1 und SLC15A2) ............................... 14�
1.2.3� BOAT (SLC6A19) .......................................................................... 16�

1.3� Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase ................................. 17�
1.3.1� Einordnung der SGK innerhalb der Proteinkinasen ...................... 18�
1.3.2� Isoformen und Gewebeverteilung der SGK .................................. 18�
1.3.3� Stimulation der SGK ..................................................................... 19�
1.3.4� Halbwertszeit und Abbau der SGK ............................................... 23�
1.3.5� Die physiologische Funktion der SGK ........................................... 24�
1.3.6� Pathophysiologie der SGK1 .......................................................... 25�

1.4� Proteinkinase B ................................................................................... 26�
1.5� Na+/H+ exchanger regulatory factor ..................................................... 27�
1.6� Nedd4-2 ............................................................................................... 28�
1.7� Dynamin .............................................................................................. 29�
1.8� Oozyten von Xenopus laevis als Expressionssystem .......................... 31�
1.9� Fragestellung der Arbeit ...................................................................... 33�

2� Material und Methoden .............................................................................. 35�
2.1� Oozytenpräparation von Xenopus laevis ............................................. 35�

2.1.1� Oozytengewinnung ....................................................................... 35�
2.1.2� Aufbereitung der entnommenen Oozyten ..................................... 37�

2.2� Herstellung und Injektion der cRNA..................................................... 38�
2.2.1� Amplifizierung  der cDNA .............................................................. 38�



5 

2.2.2� Linearisierung der Plasmid-DNA ................................................... 39�
2.2.3� cRNA-Synthese ............................................................................ 40�
2.2.4� Injektion der cRNA in die Oozyten ................................................ 41�

2.3� Zielgerichtete Mutagenese .................................................................. 42�
2.3.1� Herstellung des HA-Tag von SMIT1 ............................................. 42�
2.3.2� Herstellung der PepT2-Mutanten S185APepT2 und PepT2∆C ........ 43�
2.3.3� Herstellung des BOAT-HA-Tag und der Mutanten S100ABOAT ........ 43�

2.4� Lösungen und Substrate ..................................................................... 44�
2.4.1� ND96- und OR2-Lösung ............................................................... 44�
2.4.2� Kollagenase-Lösung ..................................................................... 45�
2.4.3� Voltage-Clamp-Perfusionslösungen .............................................. 45�
2.4.4� Brefeldin A Lösung ........................................................................ 45�
2.4.5� DYNASORE-Lösung ..................................................................... 46�

2.5� Elektrophysiologische Messungen ...................................................... 47�
2.5.1� Durchführung der elektrophysiologischen Experimente ................ 47�
2.5.2� Current clamp (Potentialmessung) ................................................ 48�
2.5.3� Voltage clamp (TEVC) .................................................................. 49�
2.5.4� Auswertung und Statistik der Voltage-Clamp-Versuche ............... 50�

2.6� Tracer flux Messungen bei SMIT1 ....................................................... 52�
2.7� Oberflächenexpressions-Messungen von SMIT1 mittels HA-Tag und 

Chemilumineszenz ........................................................................................ 53�
2.8� Oberflächenexpressions-Messungen von PepT2 mittels 

Membranfraktion-Isolation und Chemilumineszenz ...................................... 54�
2.9� Oberflächenexpressions-Messungen von BOAT .................................. 55�
2.10� Western-Blot Experimente für SGK1, NHERF1 und NHERF2 ......... 56�
2.11� Fehlerdiskussion .............................................................................. 57�



6 

2.11.1� Präparation der Oozyten ............................................................ 57�
2.11.2� Lösungen und Geräte ................................................................ 57�
2.11.3� Auswertung ................................................................................ 58�

3� Versuche und Ergebnisse ......................................................................... 59�
3.1� Ergebnisse zum Myo-Inositol-Transporter SMIT1 (SLC5A3) ............... 59�

3.1.1� Die SGK1 stimuliert den Myo-Inositol-Transporter SMIT1 ............ 59�
3.1.2� Die Myo-Inositol Aufnahme wird durch SGK1 stimuliert ................ 60�
3.1.3� Die SGK-Isoformen und die PKB stimulieren SMIT1 .................... 61�
3.1.4� Die Stimulation von SMIT1 durch die SGK-Isoformen hängt vom 

katalytischen Zentrum der jeweiligen Kinase ab ........................................ 62�
3.1.5� SMIT1 wird durch die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 reguliert ............. 64�
3.1.6� Die SGK erhöht die maximale Transportrate von SMIT1 ohne 

Änderung der Substrat-Affinität ................................................................. 65�
3.1.7� Die SGK1 stabilisiert den SMIT1 in der Oozytenmembran ........... 70�

3.2� Ergebnisse zum Oligo-Peptid-Transporter PepT2 (SLC15A2) ............ 72�
3.2.1� SGK1 und NHERF2, nicht aber NHERF1, stimulieren PepT2 ...... 72�
3.2.2� Der stimulative Effekt von SGK1 auf PepT2 wird durch Mutation der 

Phosphorylierungsstelle von PepT2 aufgehoben ...................................... 76�
3.2.3� Die zweite PDZ-Domäne des NHERF2 ist für die Aktivierung des 

PepT2 erforderlich ..................................................................................... 78�
3.2.4� Das PDZ Bindungsmotiv am C-Terminus von PepT2 ist für die 

Interaktion mit NHERF2 verantwortlich ...................................................... 79�
3.2.5� S422DSGK1 und NHERF2 erhöhen die maximale Transportrate von 

PepT2 ohne Änderung der Substrat-Affinität ............................................. 81�
3.2.6� Die SGK1 und NHERF2 erhöhen die Transporterdichte von PepT2 

in der Oozytenmembran ............................................................................ 83�
3.2.7� Die SGK1 und NHERF2 stabilisieren PepT2 in der 

Oozytenmembran ...................................................................................... 84�



7 

3.2.8� SGK1 und NHERF2 stimulieren PepT2 unabhängig ..................... 85�
3.2.9� Der Natrium-Protonen-Austauscher NHE3 stimuliert PepT2 ........ 87�

3.3� Ergebnisse zum Aminosäure-Transporter BoAT (SLC6A19) ............... 89�
3.3.1� Die Isoformen der SGK stimulieren den BoAT .............................. 89�
3.3.2� Der stimulative Effekt von SGK1 auf BoAT wird durch Mutation der 

Phosphorylierungsstelle von BoAT aufgehoben ........................................ 92�
3.3.3� Durch die Mutation des BoAT verändern sich die kinetischen 

Eigenschaften des Transporters nicht ....................................................... 94�
3.3.4� Die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 spielt in der Regulation von BoAT 

keine Rolle ................................................................................................. 96�
3.3.5� Die SGK erhöht die maximale Transportrate von BoAT (SLC6A19) 

ohne Änderung der Substrat-Affinität ........................................................ 97�
3.3.6� Die SGK erhöht die Transporterdichte von BoAT in der 

Oozytenmembran .................................................................................... 100�
3.3.7� Die SGK stabilisiert den BoAT in der Oozytenmembran ............. 102�

4� Diskussion und Interpretation .................................................................. 104�
4.1� Regulation des Myo-Inositol-Transporter SMIT1 (SLC5A3) .............. 104�
4.2� Regulation des Oligo-Peptid-Transporter PepT2 (SLC15A2) ............ 109�
4.3� Regulation des Aminosäure-Transporters BoAT (SLC6A19) ............. 115�

5� Zusammenfassung .................................................................................. 120�
6� Literatur ................................................................................................... 122�

6.1� Abkürzungen ..................................................................................... 122�
6.2� Literaturverzeichnis ........................................................................... 123�

7� Anhang .................................................................................................... 137�
7.1� Danksagung ...................................................................................... 137�
7.2� Lebenslauf ......................................................................................... 138�
7.3� Publikationsliste ................................................................................. 139�



8 

1 Einleitung 

1.1 Stofftransport über die Zellmembran 

Zellmembranen sind für lebende Systeme unabdingbare Bestandteile. Sie 

bilden die schützende Barriere zwischen dem Zytoplasma in dem alle 

Stoffwechselvorgänge in geregelter Art und Weise ablaufen und der 

„chaotischen“ Außenwelt. Zelluläre Membranen bestehen zu einem hohen 

Prozentsatz aus Lipiden, speziell aus Phosphoglyceriden und Sphingolipiden. 

Dazu legen sich die hydrophoben Kohlenhydratketten benachbarter 

Phosphoglyceride aneinander, während sich die hydrophilen Teilabschnitte 

Richtung wässriger Phase ausrichten. So entsteht die sogenannte „Bilayer“-

Struktur biologischer Membranen. Für fettlösliche Substanzen sind 

Zellmembranen weitestgehend permeabel. Ionen, Aminosäuren, Kohlenhydrate 

und hydrophile Substanzen können die intakte Zellmembran hingegen nahezu 

nicht passieren. Hierfür sind integrale Membranproteine und Ionenkanäle in die 

Zellmembran eingelassen.  

 

Abbildung 1: Dreidimensionale Struktur einer Zellmembran: Blau imponieren die Phospholipide. Die 
Membranproteine sind in gelber Farbe dargestellt und durchziehen die Zellmembran. Die  
Kohlenhydratketten sind nach extrazellulär (oben innerhalb der Abb.) gerichtet. Löffler; Basiswissen 
Biochemie; Springer Verlag 

Prinzipiell sind für den Transport von Stoffen über die Zellmembran drei 

verschiedene Klassen von Membranproteinen verantwortlich. Zum einen 

sogenannte Zellporen oder „Gap junctions“. Sie werden durch eine Anordnung 
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mehrerer Connexine gebildet und ermöglichen einen sehr unspezifischen aber 

von der Kapazität her gesehenen hohen Stoffaustausch. Die nächste Gruppe 

bilden die Membrankanäle. Sie bilden einen wassergefüllten Durchgang für 

Ionen, der sich entweder spannungsabhängig, ligandengesteuert oder spontan 

öffnet. Membrantransporter bilden die letzte Gruppe. Hier kommt es zu keiner 

Porenbildung, sondern die Membrantransporter binden ihr Substrat und 

transportieren das Substrat durch eine Änderung ihrer dreidimensionalen 

Konformation nach intrazellulär oder extrazellulär. Diese Art des Transports ist 

sehr viel spezifischer aber auch quantitativ limitierend. Mechanistisch kommen 

bei Membrantransportern drei verschiedene Typen von Transportvorgängen 

zum Tragen: 

1. Erleichterte Diffusion: Hier wird ein Molekül durch die Membran entlang 

eines chemischen oder elektrischen Gradienten transportiert. Die Höhe 

des Gradienten ist für die Transportgeschwindigkeit verantwortlich. 

Zusätzliche Energie wird nicht benötigt.  

2. Primär aktiver Transport: Hier wird das zu transportierende Molekül oder 

Ion gegen einen chemischen oder elektrischen Gradienten transportiert. 

Die Energie wird aus der Hydrolyse des ATP (Adenosintriphosphat) 

gewonnen. Als Beispiel kann die Na+K+-ATPase angeführt werden. Sie 

transportiert 3 Na+-Ionen im Austausch für 2 K+-Ionen von intra- nach 

extrazellulär.  

3. Sekundär aktiver Transport: Auch hier wird das zu transportierende 

Molekül gegen den chemischen oder elektrischen Gradienten 

transportiert. Die Energie hierfür wird allerdings aus einer anderen Quelle 

als dem ATP gewonnen. Für diese Transportform kann als Beispiel der 

Natrium-Protonen-Austauscher NHE3 herangezogen werden. Er 

transportiert H+-Ionen gegen ihren Gradienten im Austausch gegen 

Natrium-Ionen. Der Natrium-Gradient dient dabei als Energiequelle. Die 

Na+K+-ATPase hält den Natrium-Gradienten aufrecht und liefert so 

indirekt die benötigte Energie.   
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1.2 Die Gruppe der SoLute Carrier (SLC) 

Die Gruppe der SoLute Carrier umfasst mehr als 300 Mitglieder, die in 47 

Familien untergliedert sind (77). Die Einteilung der Transporter in die einzelnen 

Familien beruht auf einem Vorschlag der „Human Genome Organization“ 

(HUGO). Per Definition müssen die Transporter innerhalb einer Familie  

mindestens 20-25 % Sequenzhomologie aufweisen, wohingegen zwischen den 

einzelnen Familien keine bzw. nur eine mäßige Übereinstimmung zu finden ist 

(77). Daher ist nicht die evolutionsbedingte Ähnlichkeit zwischen den einzelnen 

Familien von Bedeutung, sondern die funktionalen Gemeinsamkeiten der 

Transporter, wie beispielsweise die Tatsache, dass es sich um 

transmembranäre Proteine handelt, die den Stofftransport über die Membran 

bewerkstelligen. 

Auf Grund dieser Einschlusskriterien sind die durch SoLute Carrier 

transportieren Teilchen sehr unterschiedlich und beinhalten sowohl Ionen als 

auch ungeladene Moleküle. Der Transport folgt grundsätzlich entweder dem 

elektrochemischen Gradienten oder ist sekundär aktiv (77). Primär aktiver 

Transport kommt innerhalb der Gruppe der SLC´s nicht vor (77).  

 

Abbildung 2: Mögliche Transport-Mechanismen der SoLute Carrier: Innerhalb der Gruppe der SoLute 
Carrier kommen neben Transportern, die als Austauscher fungieren, Membrantransporter vor, die 
sekundär aktiv oder passiv durch Diffusion entlang des elektrochemischen Gradienten transportieren.  
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Strukturell weisen die SLCs hydrophobe α-Helices auf, die das Protein in der 

Zellmembran verankern. Zwischen den einzelnen α-Helices liegen hydrophile 

extra- oder intrazelluläre Schleifen. Ihre funktionelle Aktivität erlangen sie als 

Monomere oder als Polymere, wobei polymere Strukturverbände entweder aus 

einem SLC-Typ bestehen oder wie beim 4F2hc/LAT (SLC7A5/SLC3A2) aus 

zwei verschiedenen SLCs (167). Neben ihrer hauptsächlichen Lage innerhalb 

der äußeren Zellmembran kommen einige SoLute Carrier auch in 

mitochondrialen Membranen (hier wäre vor allem die Gruppe 25 zu nennen) 

und in intrazellulären Organellen vor (130).  

Die Nomenklatur der SLC soll am Beispiel des SLC6A19 erläutert werden.  

 

Abbildung 3: Nomenklatur der SLCs: Nach der allgemeinen Bezeichnung als SoLute Carrier (SLC) an 
erster Stelle folgt an zweiter Stelle die Familie (zwischen 1-47). Das A dient als Platzhalter zwischen der 
Familienbezeichnung und der an vierter und letzter Stelle stehenden Zahl für den einzelnen Transporter. 

  

1.2.1 SMIT (SLC5A3) 

Der Myo-Inositol Transporter SMIT (SLC5A3) spielt bei der langfristigen 

Zellvolumenregulation eine entscheidende Rolle (104). Wird eine Zelle einer 

hyperosmolaren Umgebung ausgesetzt, so wird der Zelle Wasser entzogen und 

die Zelle schrumpft. Um dem Schrumpfen entgegen zu wirken, nimmt die Zelle 

Ionen auf, was die Osmolarität des Intrazellularraums erhöht und den 

Wasserverlust begrenzt. Eine Erhöhung der intrazellulären 

Elektrolytkonzentration, wie sie bei hyperosmolaren Bedingungen vorkommt, 

stört mit der Zeit zunehmend die Funktion von Enzymen und 
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Stoffwechselvorgängen innerhalb der Zelle (180). Deshalb versucht die Zelle 

den osmotischen Druck längerfristig nicht über Ionen sondern über kleine 

osmotisch aktive Teilchen wie Myo-Inositol oder Taurin aufrechtzuerhalten. 

Taurin und Myo-Inositol verändern im Gegensatz zu Ionen die Funktion von 

Enzymen nicht (68). Eine Anreicherung von Myo-Inositol und Taurin im 

Intrazellularraum erfolgt über Membrantransporter wie den SMIT (13) oder den 

TAUT. Unter hyperosmolaren Bedingungen wie sie beispielsweise im 

Tubulussystem der Niere vorkommen wird die Transkription von SMIT-RNA in 

kürzester Zeit aufreguliert (104). Mit Hilfe von klinischen Versuchen an Ratten 

konnte gezeigt werden, dass eine pharmakologische Blockierung des SMIT zu 

einem akuten Nierenversagen führt (93). Transkriptionell werden der SMIT und 

andere Osmolyt-Transporter über das sogenannte „tonicity enhancer binding 

protein“ (TonEBP), welches als Transkriptionsfaktor fungiert, reguliert (120). 

Unter hyperosmolaren Bedingungen wird TonEBP aktiviert und bindet innerhalb 

der SMIT Promotorregion an „tonicity responsive enhancers“ (TonE), was eine 

erhöhte Rate an mRNA-Transkripten zur Folge hat (137). „Tonicity responsive 

elements“ wurden des Weiteren in den Promotorregionen der Osmolyt-

Transporter BGT1 (156) und TAUT (85) gefunden. 

1991 gelang es Kwon et al. den Myo-Inositol-Transporter SMIT zu klonieren. 

Das SMIT-Gen weißt eine Länge von 2870 Basen auf. Daraus resultiert ein 

Protein der Länge von 718 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 79,5 

kDa (104). Das Protein weist dabei in bestimmten Regionen ein hohes Maß an 

Homologie mit den natriumgekoppelten Glukosetransportern (SGLT) des 

proximalen Tubulus und Mukosa des Dünndarms auf (76), (78).  
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Abbildung 4: Stammbaum der SLC5Axx Familie: Die einzelnen SLC5Axx-Subtypen sind der Ähnlichkeit 
ihrer Primärstruktur nach angeordnet. Dabei stehen diejenigen Subtypen, die ein hohes Maß an 
Homologie aufweisen nahe beieinander. Rot (bzw. hellgrau) hinterlegt sind die Subspezies für die der  
Membrantransport bereits nachgewiesen ist. Abbildung aus Wright et al. (2003) 

Die Übereinstimmung der Aminosäuresequenz beträgt 46 %, wobei die ersten 

540 Aminosäuren sogar 54 % Homologie aufweisen (104). Das SMIT-Protein 

enthält insgesamt 12-13 hydrophobe Domänen, mehrere potentielle 

Phosphorylierungsstellen für die Proteinkinase C und cAMP-abhängige 

Proteinkinasen. Die größten strukturellen Unterschiede in Bezug auf die 

natriumgekoppelten Glukosetransporter sind die auf die sechste und elfte 

Transmembrandomäne folgenden intra- bzw. extrazellulären Schleifen. 
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Abbildung 5: Potentielle Sekundärstruktur des SMIT: Die Primärsequenz des SMIT weist 718 
Aminosäuren auf. Insgesamt 12-13 hydrophobe Transmembrandomänen verankern den SMIT in der 
Zellmembran. „P“ kennzeichnet die Phosphorylierung bestimmter Aminosäuren.  Abbildung aus Kwon et 
al. (1991) 

 

1.2.2 PepT1 und PepT2 (SLC15A1 und SLC15A2) 

PepT1 (SLC15A1) und PepT2 (SLC15A2) sind protonenabhängige Oligo-

Peptidtransporter, die über sekundär aktiven Transport Di- und Tripeptide sowie 

peptidähnliche Substanzen wie Antibiotika über die Zellmembran aufnehmen 

(44). Über sie wird intestinal der meiste nahrungsbezogene Stickstoff in Form 

von Di- und Tripeptiden resorbiert. Renal gelegen sorgen PepT1 und PepT2 für 

eine Reabsorption von Di- und Tripeptiden im Tubulussystem (42), (118). 

Während PepT1 über eine geringe Affinität und hohe Kapazität (Km>0,1 mM) 

verfügt, zeigt PepT2 in seinen Transporteigenschaften eine hohe Substrat-

Affinität bei reduzierter Kapazität (Km 10-250 µM) (43). Entdeckt wurden die 

beiden Transporter im Dünndarm und in der Niere (25). Mittlerweile konnten 

aber weitere Gewebetypen identifiziert werden, in denen es zur Expression von 

PepT1 und PepT2 kommt. PepT1 ist im Epithel des Gallengangs und in 

Lysosomen des Pankreas exprimiert (16), (98), wohingegen PepT2 in 
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Astrozyten, dem Epithel des Plexus choroideus und der Brustdrüse sowie der 

Lunge vorkommt (11), (72), (71). Das Gen für den humanen PepT1 liegt auf 

Chromosom 13q33-34 (110) und enthält 23 Exons (161). Der humane PepT2 ist 

auf Chromosom 3q13.3-q21 lokalisiert. Allgemein lässt sich sagen, dass die 

Oligo-Peptidtransporter dieser Gruppe aus 450 bis 700 Aminosäuren bestehen, 

wobei die prokaryotischen Varianten kürzere Aminosäuresequenzen ausweisen 

als die eukaryotischen. In die Zellmembran integrieren sich PepT1 und PepT2 

über 12 α-Helices. Der N- und der C-Terminus befinden sich zytoplasmatisch. 

In der Primärsequenz der beiden Transporter finden sich außerdem zahlreiche 

potentielle Phosphorylierungsstellen für diverse Proteinkinasen wie z.B. die 

Proteinkinase A, die Proteinkinase C oder die Serum- und Glukokortikoid 

induzierbare Kinase (SGK).  

Die stöchiometrischen Transportverhältnisse zwischen den Protonen und den 

Di- bzw. Tripeptiden unterscheiden sich beim PepT1 und PepT2. Neutrale und 

kationische Dipeptide transportiert PepT1 mit Hilfe von einem Proton (101), 

(152). Anionische Dipeptide werden hingegen in ihrer neutralen Variante mit 

einem und in ihrer geladenen Form mittels zwei Protonen transportiert (101). 

Bei PepT2 liegt unabhängig vom Ladezustand des Dipeptids immer das 

stöchiometrische Verhältnis von 2:1 (Protonen:Dipeptid) vor (33). Die durch 

diesen Mechanismus intrazellulär anfallenden Protonen werden über den apikal 

gelegenen Natrium-Protonen-Austauscher-3 (NHE3) zurück ins Lumen 

sezerniert (158). Die basolateral gelegene Na+K+-ATPase sorgt abschließend 

dafür, dass der als Motor dienende Natrium-Gradient aufrecht erhalten bleibt.    

Klinische Relevanz erhalten die beiden PepT-Isoformen durch die Tatsache, 

dass sie viele peptidähnliche Substanzen transportieren. Dies macht man sich 

beim Design neuer Medikamente zu Nutze um eine gute orale Resorption und 

damit verbundene hohe Bioverfügbarkeit zu erreichen. Bei neuen antiviralen 

Medikamenten wie Valganciclovir oder Valacylovir wird an das eigentliche 

Nukleosidanalogon eine Aminosäure (meist Valin) kovalent gebunden um damit 

die orale Resorption durch den PepT1 zu erhöhen. 
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Abbildung 6: Bei einigen Virostatika wird durch kovalente Bindung der Aminosäure Valin an das 
Nukleosidanaloga deren Resorption über PepT1 möglich. 

Weitere Substanzklassen, die über PepT1 resorbiert werden, sind die 

Antibiotika vom Cephalosporin- und Penicillintyp (67) und „Angiotensin 

Converting Enzyme“ Inhibitoren (ACE-Hemmer) wie Enalapril oder Captopril 

(149), (187).  

 

1.2.3 BOAT (SLC6A19) 

Im Jahre 2004 wurde von zwei Arbeitsgruppen unabhängig voneinander das für 

die Hartnup-Krankheit verantwortliche Gen identifiziert (144), (96). Es handelt 

sich hierbei um den Aminosäure-Transporter SLC6A19 oder auch BoAT. Er wird 

durch den Chromosomenabschnitt 5q15.33 kodiert. Insgesamt sind bis heute 

sechs Mutationen des SLC6A19 ausfindig gemacht worden, die die Hartnup-

Krankheit auslösen. Der Aminosäure-Transporter SLC6A19 transportiert 

neutrale Aminosäuren im Kotransport mit Natrium, wobei das stöchiometrische 

Verhältnis bei 1:1 liegt (23). Er ist Chlorid unabhängig und wird vor allem im 

Tubulussystem der Niere und in der Dünndarmmukosa exprimiert (144). Da der 

SLC6A19 neben seiner Natrium-Abhängigkeit und seiner elektrogenen 

Transportweise praktisch alle neutralen Aminosäuren transportiert, erfüllt er die 

Eigenschaften des sogenannten „Transportsystem Bo“ und erhält den 

Eigennamen BoAT (53). Das Gen des SLC6A19 enthält 12 Exons und 1905 
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Basenpaare (96). Das BoAT-Protein besteht aus 634 Aminosäuren und weist 12 

α-helikale Domänen auf mit denen der BoAT in der Zellmembran verankert ist 

(96).  

 

Abbildung 7: Sekundärstruktur des BoAT (SLC6A19): Es ist die Sekundärstruktur des Aminosäure-
Transporters BoAT dargestellt. Rot markiert sind die Mutationen in der Aminosäuresequenz die zum 
klinischen Bild der Hartnup-Krankheit führen. Kleta et al. (2004). 

Die Hartnup-Krankheit wurde erstmals 1956 bei Geschwistern der Hartnup-

Familie beschrieben und erhielt so ihren Namen (7). Die Hartnup-Krankheit ist 

durch eine erhöhte renale und intestinale Ausscheidung neutraler Aminosäuren 

gekennzeichnet (142). Während die meisten Patienten asymptomatische 

Verläufe zeigen, kommt es bei manchen Patienten temporär zu Symptomen der 

Pellagra, zerebellären Ataxie und psychotischen Veränderungen (144). Unter 

Pellagra versteht man eine Mangelversorgung des Körpers mit Vitamin B3 

(Niacin), die mit Diarrhoe, Demenz und Dermatitis einhergeht. Die Hartnup-

Krankheit wird autosomal rezessiv vererbt (144).  

 

1.3 Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 

Die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 1 (SGK1) konnte 1993 aus 

Brusttumorzellen der Ratte kloniert werden (62), (173). Die SGK wurde hierbei 
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als primäres Responsgen („immediate early gene“) beschrieben, wobei der  

RNA Spiegel des SGK1-Proteins binnen 30 Minuten nach Inkubation mit Serum 

oder Glukokortikoiden anstieg (174). Die humanen hSGK-Isoformen wurden 

kurze Zeit später als volumensensitive Gene, die bei der hyperosmolaren 

Zellschrumpfung in ihrer Expression erhöht werden, identifiziert (169). 

Mittlerweile konnten neben Serum und Glukokortikoiden weitere Faktoren und 

Signalwege gefunden werden, die zur Regulation der SGK-Isoformen beitragen. 

1.3.1 Einordnung der SGK innerhalb der Proteinkinasen 

Allgemein können extrazelluläre Stimuli auf eine Zelle über membranständige 

und intrazelluläre Signalkaskaden weitergeleitet werden. Bei der 

Signaltransduktion greifen Proteinkinasen, Phosphatasen und Phospholipasen 

in einem komplexen Zusammenspiel ineinander. Proteinkinasen bewirken dabei 

die Bindung eines Phosphatrestes aus ATP (Adenosintriphosphat) an eine 

Aminosäure (Serin, Threonin oder Tyrosin) des regulierten Proteins. Dies führt 

durch lokale Ladungsänderung zu Konformationsänderungen, Freigabe von 

Bindungsstellen oder Änderungen der Affinität für Substrate an dem zu 

regulierenden Protein. Proteinphosphatasen wirken hingegen antagonistisch zu 

den Proteinkinasen. Sie vermitteln die Abspaltung eines Phosphatrestes von 

dem regulierten Protein.   

Die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 1 (SGK1) ist eine Serin-

/Threonin-Kinase. Sie gehört zur Untergruppe der „AGC“-Familie zu der auch 

die Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase G (PKG), die Proteinkinase C (PKC) 

und die Proteinkinase B (PKB) gehören. Die katalytische Domäne des SGK1-

Proteins weist eine 45-55 %ige Sequenz-Homologie zu PKA, PKB bzw. PKC 

auf (131), (170), (107). Die extrakatalytischen Proteinsequenzen besitzen 

hingegen keine Übereinstimmung mit bisher bekannten Proteinkinasen. 

1.3.2 Isoformen und Gewebeverteilung der SGK 

Außer der SGK1 konnten bisher zwei weitere Isoformen der SGK kloniert 

werden. Es sind dies die Isoformen SGK2 und SGK3. Die katalytischen 

Domänen zeigen 80 % Sequenzhomologie, wohingegen die nicht katalytischen 

Areale lediglich eine 44-68 %ige Übereinstimmung aufweisen. Im Bereich des 
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N-terminalen Endes des SGK-Proteins findet sich praktisch gar keine 

Sequenzhomologie (99). Das Molekulargewicht für die SGK1 und die SGK3 

beträgt 49 kDa und für die SGK2 41,1 kDa bzw. 47,5 kDa (100).  

In Bezug auf ihre Gewebeverteilung unterscheiden sich die SGK-Isoformen. Die 

SGK1 findet sich im Genom aller bisher untersuchten Eukaryonten. Die 

Expression der SGK1 kann im Pankreas (97), der Leber (61), der Lunge (165), 

dem Ovar (2) und dem Gehirn (70), (123), (153) nachgewiesen werden. 

Außerdem zeigen sich in der Embryonalphase typische Expressionsmuster der 

SGK1 (83), (39). Für diese Arbeit von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, 

dass auch innerhalb des distalen Tubulus (64) und des Dünndarmepithels (172) 

SGK1 nachgewiesen werden konnte. Die SGK2 ist in ihrer Verteilung stärker 

eingeschränkt. Sie wird im Pankreas, der Leber und der Niere exprimiert (99). 

Die Isoform 3 der SGK wird ähnlich der SGK1 ubiquitär exprimiert und ist in 

besonders hohen Konzentrationen im Herz, der Milz und während der 

Embryonalentwicklung zu finden (99). Das hSGK1 Gen ist auf Chromosom 6, 

hSGK2 auf Chromosom 20 und hSGK3 auf Chromosom 8 lokalisiert (41), (170). 

Evolutionsgeschichtlich hat sich die Struktur der SGK wie auch die Struktur 

anderer Proteinkinasen als sehr konstant herausgestellt (170). 

1.3.3 Stimulation der SGK 

Während die katalytische Aktivität der meisten bisher bekannten Proteinkinasen 

auf posttranskriptioneller Ebene reguliert wird, werden die Serin/Threonin 

Proteinkinasen hauptsächlich auf der Transkriptionsebene beeinflusst (171). 

Außer über die transkriptionelle Ebene kann die SGK noch über zwei weitere 

Mechanismen in ihrer Expression verändert werden. 

Transkription: 

Außer Serum und Glukokortikoide sind noch weitere Substanzen in der Lage 

die Transkription der SGK zu verändern. Mineralokortikoide (14), (26), das 

Follikel stimulierende Hormon (FSH) (34), (126), 1,25 Dihydroxycholecalziferol 

(Vit. D3) (1), Wachstumsfaktoren wie TGF-ß (103), Interleukin 6 (IL-6) (117) und 

Thrombin (8) führen zu einer gesteigerten Transkription der SGK.  
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Des Weiteren konnte die SGK als volumensensitives Gen identifiziert werden 

(170). Unter hyperosmolaren Bedingungen kommt es zur Zellschrumpfung und 

zeitgleich zur transkriptionellen Stimulation des SGK (106). Des Weiteren wird 

die Transkription der SGK durch stark erhöhte Glukosespiegel (140), (108), bei 

Herzinfarkt, oxidativen Stress und durch ultra-violettes Licht (UV-Licht) erhöht 

(109). 

Heparin (49) und eine Mutation im MECP2-Gen (125), welches für die 

Entstehung des Rett-Syndroms verantwortlich ist, verringern hingegen die 

Transkription der SGK. 

Reversible Aktivierung durch Phosphorylierung: 

Die zweite Ebene der SGK-Regulation findet post-transkriptionell statt. Für die 

vollständige Aktivierung der SGK1 sind zwei Phosphorylierungen des SGK1-

Proteins notwendig. Zunächst wird die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) 

durch externe Stimuli wie Insulin, IGF-1 („Insulin like growth factor“), cAMP 

(zyklisches Adenosinmonophosphat) oder Glukokortikoide aktiviert (62), (132). 

Im weiteren Verlauf erfolgt, PI3-Kinase abhängig, die Aktivierung der 3-

Phosphoinositidabhängigen Proteinkinasen 1 (PDK1) und 2 (PDK2) (15). Die 

PDK2 ist auch unter dem Namen “hydrophobic motif” (H-Motif) Kinase bekannt. 

Über die PDK2/H-motif Kinase kann nun zunächst die Aminosäure 422Ser 

(Serin) innerhalb des C-terminalen Endes des SGK1-Proteins phosphoryliert 

werden (100). Durch Wortmanin, ein Inhibitor des PI3-Kinase-Weges, kann 

dieser Aktivierungsschritt der SGK1 unterbunden werden, was Abhängigkeit der 

SGK1 von der PI3-Kinase untermauert. Im letzten Schritt phosphoryliert die 

PDK1 das  256Thr (Threonin) innerhalb der Primärsequenz des SGK1-Proteins 

(99), (131). Dadurch ist die SGK1 vollständig aktiviert.  
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Abbildung 8: Stimulation des epithelialen Natrium Kanals ENaC durch die SGK1. Die SGK wird über 
den PI3-Kinase Weg durch PDK2 und PDK1 phosphoryliert und aktiviert. Wie dem Balkendiagramm zu 
entnehmen ist, führt ein Austausch der Aminosäure 127Lysin (127K) durch Asparagin (N) zu einer 
ausbleibenden Aktivierung; die Phosphorylierung durch die PDK-Isoformen ist nicht mehr möglich. Lang et 
al. (2006). 

Die Aktivierung der SGK2 bzw. SGK3 kann wie bei der Isoform 1 der SGK über 

die PDK1 und PDK2/H-motif Kinase erfolgen. Für die SGK2 liegen die beiden 

Phosphorylierungsstellen am 193Thr (Threonin) und am 356Ser (Serin). Die 

SGK3 kann über Phosphorylierung am 253Thr und 419Ser aktiviert werden (131), 

(99), (100).  

Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten kamen neben den 

Wildtyp-Formen der SGK vor allem die konstitutiv aktiven und inaktiven 

Mutanten zum Einsatz. Ersetzt man das 422Ser innerhalb der Primärsequenz 

des SGK1 Proteins durch die Aminosäure Aspartat erhält man die konstitutiv 

aktive S422DSGK1. Durch Austausch des 127Lys (Lysin) mit Asparagin innerhalb 

der ATP-bindenden Region erhält man die inaktive Mutante K127NSGK1, die 

ihrerseits nicht mehr in der Lage ist  andere Proteine zu phosphorylieren. 

Analog hierzu können die konstitutiv aktiven S356DSGK2 und S419DSGK3 

Isoformen und die inaktiven K64NSGK2 und K191NSGK3 Mutanten erzeugt werden 

(100). 
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Eine weitere Möglichkeit die SGK1 zu aktivieren läuft über die „extracellular 

signal-regulated protein kinase 5“ (ERK5), einem Mitglied er MAP Kinase 

Familie. Die ERK5 stimuliert die SGK1 unabhängig von der Phosphorylierung 

am 256Thr. Die Phosphorylierung erfolgt am 78Ser, wobei das 78Ser außerhalb 

der katalytischen Domäne liegt (117), (74), (75). Wie diese Phosphorylierung 

die SGK1 aktiviert ist bisher ungeklärt. Über diese Signalkaskade könnte eine 

Aktivierung der SGK durch Wachstumsfaktoren vermittelt werden (74).  

Regulation der SGK1 über die subzelluläre Lokalisation: 

Als dritte Ebene der SGK-Regulation kann die subzelluläre Lokalisation 

angesehen werden (106). Die subzelluläre Lokalisation der SGK hängt 

höchstwahrscheinlich vom Funktionsstatus der jeweiligen Zelle ab. Während 

der Proliferationsphase ist die SGK1 hauptsächlich im Nukleolus lokalisiert. 

Eine Inkubation von Zellen mit Serum führt zur Importin vermittelten Aufnahme 

von SGK1 in den Nukleus (114). Durch Inkubation der Zelle mit 

Glukokortikoiden oder mit hyperosmolare Lösungen kommt es zum Stop des 

Zellzyklus in der G1-Phase und zur vorwiegenden zytoplasmatischen 

Lokalisation der SGK (9), (62).   
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Abbildung 9: Die Abbildung zeigt die drei verschiedenen Regulationsmechanismen: Zum einen 
kann über extrazelluläre Faktoren direkt im Zellkern die Transkription der mRNA stimuliert werden. Über 
Aktivierung des PI3-Kinase Weges kommt es posttranslational zur Phosphorylierung und damit zur 
Aktivierung des SGK-Proteins. Durch Veränderung der subzellulären Lokalisation kann die SGK-
Konzentration entweder im Zytoplasma oder im Nukleus erhöht werden. 

1.3.4 Halbwertszeit und Abbau der SGK 

Als „immediate early gene“ kann die Transkription der SGK1 innerhalb weniger 

Minuten gesteigert werden. Ebenso schnell wird die SGK1 wieder eliminiert. Die 

Halbwertszeit des SGK1-Proteins beträgt zirka 30 min (27). Derzeit wird 

diskutiert, ob der Abbau der SGK1 über die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 

(„neuronal precursor cells expressed developmentally downregulated”) 

gesteuert wird. Die Ubiquitierung von Proteinen bereitet diese für den Abbau im 

Proteasom vor. Die Nedd4-2 ubiquitiert ihre Zielproteine an sogenannten PY-

Motive (Prolin-Tyrosin). Die SGK1 weist ein solches PY-Motiv auf. Eine 

Überexpression von Nedd4-2 führt Dosis abhängig zur Reduktion der SGK1-

Spiegel (106). Durch Silencing der Nedd4-2 kann wiederum der Plasmaspiegel 

an SGK1 erhöht werden. Des Weiteren kann die SGK1 durch Phosphorylierung 

die Nedd4-2 inaktivieren (106).  
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1.3.5 Die physiologische Funktion der SGK 

Die humane hSGK phosphoryliert, wie auch andere Serin/Threonin-Kinasen,  

die Aminosäuren Serin und Threonin eines Zielproteins, wenn diese in der 

Sequenz Arg-Xxx-Arg-Xxx-Xxx-Ser/Thr-Φ vorkommen. Xxx steht für jede 

beliebe Aminosäure (Arg=Arginin; Ser=Serin; Thr=Threonin; Φ repräsentiert 

eine beliebige hydrophobe Aminosäure) (99), (100). Diese Aminosäuresequenz 

innerhalb des Zielproteins wird „SGK-Consensus-Site“ oder auch SGK-

Phosphorylierungsstelle genannt. Außer der Stimulation über die „SGK-

Consensus-Site“ konnte aber auch beobachtet werden, dass die SGK Proteine 

ohne eine Arg-Xxx-Arg-Xxx-Xxx-Ser/Thr-Φ Sequenz stimulieren kann. 

Der SGK1 kommt eine bedeutende Rolle in der Regulation von 

Membrantransportern und –kanälen zu. Die SGK1 stimuliert den epithelialen 

Natrium Kanal ENaC vor allem durch direkte Phosphorylierung (50). Eine 

direkte Wirkung der SGK1 auf den Kalium-Kanal ROMK konnte nicht 

nachgewiesen werden. Eine Interaktion zwischen SGK1 und ROMK ist über 

das Gerüst-Protein NHERF2 möglich. Die Koexpression aller drei Proteine führt 

zur Stimulation des ROMK (128), (183). Derselbe Mechanismus gilt auch für die 

Regulation des renalen Kalziumkanals TRPV5 durch die SGK1 (57), (129). Die 

Regulation des Chloridkanales CLC2 durch die SGK1 ist auf eine Hemmung 

der Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 zurückzuführen (127). Des Weiteren reguliert die 

SGK1 den kardialen Natrium Kanal SCN5A (22), den im Herzen 

vorkommenden epithelialen Kaliumkanal KCNQ1(56), den im Innenohr 

exprimierten Kaliumkanal KCNQ4 (143) und die Kaliumkanäle KV1.3 (66), (65), 

(79) und Kv1.5 (159). Beispiele für Membrantransporter, die durch die SGK1 

stimuliert werden, wären der natriumabhängige Glukosetransporter SGLT1 (51), 

der Insulin sensitive Glukosetransporter GLUT4 (87), die exzitatorischen 

Aminosäuretransporter EAAT1-5 (20), (21), (17), (24), (141) und der 

Kreatinintransporter CreaT (148). Außerdem wird die Na+-K+-ATPase durch die 

SGK1 in ihrer Aktivität gesteigert (185).  

Durch die Regulation von Transportern und Kanälen beteiligt sich die SGK1 an 

vielen Prozessen im Körper. Unter physiologischen Bedingungen wird die 
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SGK1 in pankreatischen ß-Zellen nur rudimentär exprimiert (97). Die Gabe von 

Glukokortikoiden bewirkt eine starke Hochregulation der SGK1 (159). Die SGK1 

wiederrum stimuliert den Kaliumkanal KV1.5. Dieser Kanal führt zu einer 

rascheren Repolarisation der depolarisierten ß-Zelle, was mit verminderten 

Ca2+-Einströmen nach intrazellulär verbunden ist (159). Es resultiert eine 

verringerte Insulinausschüttung. Über diesen Mechanismus könnte die SGK1 

an der akuten Inhibition der Insulinausschüttung durch Glukokortikoide beteiligt 

sein. Außerdem ist die SGK1 an der Zellvolumenregulation (169) und an der 

Zellproliferation (145), (29) beteiligt. Nicht zuletzt wirkt sie auch anti-apoptotisch 

(112).  

1.3.6 Pathophysiologie der SGK1 

Tumorwachstum: 

Bei verschiedenen Tumoridentitäten wie dem Prostata-Karzinom (135), dem 

hepatozellulären Karzinom (35) oder dem Ovarial-Karzinom (34) ist die 

Expression der Serum- und Glukokortikoid induzierbaren Kinase verringert. 

Andererseits konnte beobachtet werden, dass die SGK1 über Interleukin-6 (IL-

6) eine protektive Wirkung auf cholangiozelluläre Karzinomzellen hat (117). 

Hypertonie: 

Eine bestimmte Mutation im Bereich des SGK1-Gens (kombinierter 

Polymorphismus im Intron 6 und Exon 8) führt zu einem milden Hypertonus 

(31), (32). Individuen mit dieser Mutation weisen des Weiteren eine erhöhte 

Expression des epithelialen Natrium-Kanals ENaC auf. Allgemein kann 

festgehalten werden, dass zirka 3-5 % aller Kaukasier diesen Polymorphismus 

aufweisen (31). 

Des Weiteren ist die SGK1 bei fibrosierenden Erkrankungen wie dem Morbus 

Crohn (172) und der Leberzirrhose (61), bei Erkrankungen des ZNS und bei 

Ischämie (123) in ihrer Expression verändert.  
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1.4 Proteinkinase B 

Die Proteinkinase B (PKB) gehört wie die Serum- und Glukokortikoid 

induzierbare Kinase (SGK) zur Gruppe der Serin/Threonin Kinasen und wurde 

1991 entdeckt (10, 89). Ein Synonym für PKB ist Akt. Die PKB/Akt weist in ihren 

katalytischen Domänen gegenüber der PKA und der PKC 68 % bzw. 73 % 

Sequenzhomologie auf (89). Bisher konnten drei Isoformen der PKB/Akt 

identifiziert werden. Die Gewebeverteilung ist je nach Isoform spezifisch. Die 

erste Isoform PKBα/Akt1 ist die vorherrschende; sie kommt vor allem im Gehirn 

vor und ist dort in sich regenerierenden Neuronen stark erhöht. Die Isoform 

PKBβ/Akt2 ist in Insulin sensiblen Geweben und in sich entwickelnden 

Embryonen in erhöhter Konzentration exprimiert. Im Gegensatz zu den ersten 

beiden Isoformen kommt die PKBγ/Akt3 nur in wenigen Geweben wie Hoden 

und Gehirn vor (89), (121), (3).  

Die PKB/Akt wird durch den auf Thrombozyten wirkenden Wachstumsfaktor 

PDGF („platelet derived growth factor“) aktiviert (40). Der Mechanismus läuft 

über die PI3-Kinase, indem PDGF an den PDGF-Rezeptor bindet und dadurch 

die PI3-Kinase aktiviert. Die Aktivierung der PKB/Akt durch die PI3-Kinase kann 

durch den PI3-Kinase-Inhibitor Wortmanin gehemmt werden (30). Die 

Aktivierung der PKB/Akt erfolgt über zwei Phosphorylierungsstellen in der 

Primärsequenz der Kinase. Es sind dies die am C-Terminus gelegene 

Aminosäure 473Ser und die im Aktivierungs-Loop gelegene Aminosäure 308Tyr. 

Die PI3-Kinase aktiviert die PDK2/H-motif-Kinase und die PDK1, die 

anschließend die PKB/Akt aktivieren (90).  
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Abbildung 10: Aktivierung der PKB: Die Proteinkinase B wird ähnlich wie die SGK durch die PI3-Kinase 
aktiviert. Zwischengeschaltet sind die PDK2/H-Motif und die PDK1. Der PI3-Kinase-Inhibitor Wortmanin 
verhindert die Aktivierung der PKB/Akt. PDGF steht für „platelet derived growth factor“. 

Die PI3-Kinase abhängige Stimulation der PKB/Akt durch PDGF könnte ein 

Hinweis darauf sein, dass die PKB/Akt eine Rolle bei Zellwachstum einnimmt 

und protektiv auf bereits differenzierte Zellen wirkt (102). 

 

1.5 Na+/H+ exchanger regulatory factor 

Bei der Fragestellung über welchen Mechanismus die Proteinkinase A (PKA) 

den NHE (Natrium-Hydrogen-Exchanger) stimuliert, wurde das 

Interaktionsprotein NHERF (Natrium-Hydrogen-Exchanger Regulatory Factor) 

identifiziert (175). Bisher konnten zwei Isoformen des NHERF nachgewiesen 

werden; sie besitzen 63 % Sequenzhomologie. Funktionell ist  das NHERF-

Protein durch zwei PDZ-Bindungsdomänen gekennzeichnet. PDZ-Domänen 

sind Protein-Protein-Interaktionsdomänen. PDZ steht hierbei für  die drei 

Strukturen, an denen diese Interaktionsdomäne das erste Mal nachgewiesen 

werden konnte. Zum einen handelt es sich um das Protein PSD-95/SAP90, 
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welches innerhalb der „postsynaptic density“ (eine zirka 250-500 nm große 

Einheit in der postsynaptischen Membran von Neuronen) zu finden ist und dort für 

die neuronale Plastizität mitverantwortlich gemacht wird (92). Die weiteren beiden 

Proteine wurden zum einen bei Drosophila melanogaster  (Drosophila septate 

junction protein disc-large) und zum anderen im Bereich von „tight junctions“ (ZO1 

= Zonula Occludentes 1) nachgewiesen. PDZ-Domänen enthaltende Proteine 

haben als Gerüstproteine die Aufgabe Membrantransporter und –kanäle in ihrer 

zellulären Lokalisation und Aktivität zu modulieren (60), (58), (59), (69), (84). 

Neben den beiden PDZ-Domänen weist das Strukturprotein NHERF noch eine 

ERM-Domäne am C-Terminus auf. ERM steht für „Ezrin-Radixin-Moesin-Merlin”-

Domäne über die das NHERF mit dem Zytoskelett der Zelle Kontakt aufnehmen 

kann. Damit ist es dem Strukturprotein NHERF möglich innerhalb einer Zelle 

durch gerichtete Lokalisation Polarität zu schaffen (184). Des Weiteren kann 

NHERF Proteine, die PDZ-Bindungsmotive enthalten, nach dem Schlüssel-

Schloss-Prinzip räumlich zueinander positionieren. Dadurch wird eine Interaktion 

der beiden zueinander positionierten Proteine wahrscheinlicher.  

Für diese Arbeit von Bedeutung ist die Tatsache, dass sowohl die SGK1 als auch 

der Peptid-Transporter PepT2 ein solches PDZ-Bindungsmotiv aufweisen und 

dadurch die Möglichkeit der Stimulation des PepT2 durch die SGK1 besteht. 

Bereits publizierte Daten zu NHE3 und SGK1 stützen diese Vermutung (182).  

 

1.6 Nedd4-2 

Die Ubiquitierung von Proteinen ist ein elementarer Bestandteil im Abbau von 

zellulären Proteinen in eukaryotischen Zellen. Dabei kommt es zur kovalenten 

Bindung von Ubiquitin-Molekülen an Lysin-Resten des Zielproteins (36), (37), 

(38). Allgemein lässt sich sagen, dass zwei Isoformen der Ubiquitin-Ligase 

vorkommen: Die Nedd4-1 und die Nedd4-2, wobei in der vorliegenden Arbeit 

ausschließlich die Nedd4-2 zur Expression gebracht wird. Für den 

Ubiquitierungsvorgang muss die Nedd4-2 an das Zielprotein binden. Die 

eigentliche Ubiquitierung des Zielproteins erfolgt am PY-Motiv des Zielproteins, 

welches eine Prolin reiche Aminosäure-Sequenz repräsentiert. Das PY-Motiv 
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besteht aus Pro-Pro-Xxx-Tyr (Xxx steht für eine beliebige Aminosäure) (5). 

Inzwischen konnten jedoch noch weitere Sequenzen identifiziert werden, über 

die eine Ubiquitierung zu Stande kommen kann (Pro-Xxx-Pro-Pro-Tyr) (88), 

(91). Ubiquitin ist ein aus 76 Aminosäuren bestehendes Polypeptid. Nach 

erfolgreicher Ubiquitierung werden die Zielproteine in einem 26S-Protease-

Komplex, besser bekannt als Proteasom, abgebaut (82), (86).  

Der molekulare Mechanismus der Ubiquitierung soll nun im Folgenden näher 

erläutert werden. Im ersten Schritt bindet Ubiquitin über eine hochenergetische 

Thiol-Ester-Bindung an das „Ubiquitin-Aktivierungsenzym“ E1, wobei die 

Bindung durch die am Carboxylende des Ubiquitin liegende Aminosäure Glycin 

und den Thiolrest eines Cysteins innerhalb des E1 zu Stande kommt. Im 

zweiten Schritt erfolgt die Übertragung des Ubiquitins auf das „Ubiquitin-

Konjugationsenzym“ E2. Das E2 katalysiert entweder die direkte Übertragung 

des Ubiquitins auf ein Zielprotein oder die Übertragung auf das „Ubiquitin-

Ligaseenzym“ E3. Das E3 verbindet das am C-Terminus des Ubiquitin 

gelegene Glycin mit Lysinresten von Zielproteinen (5), (36). Die Nedd4-2 

fungiert also als E3-Enzym. 

Im experimentellen Teil dieser Arbeit werden zwei verschiedene Nedd4-2 

Isoformen verwendet. Zum einen der Nedd4-2-Wildtyp und zum anderen die 

Nedd4-2-Mutante C962SNedd4-2. Ersetzt man das Cystein (Cys) an Stelle 962 

innerhalb der Primärsequenz der Nedd4-2 gegen Serin (Ser), so erhält man die 

inaktive Mutante C962SNedd4-2. Diese Mutante ist außer Stande Zielproteine zu 

ubiquitieren und damit in ihrer Expression zu verringern.  

 

1.7 Dynamin 

Dynamine sind 100 kDa schwere GTPasen in eukaryotischen Zellen (80). 

Dynamine wurden bei der Suche nach Mikrotubuli assoziierten Motorproteinen 

im Gehirn von Rindern entdeckt (160).  Bisher sind drei Isoformen 1-3 bekannt, 

die in unterschiedlichen Geweben exprimiert werden. Die Aufgabe der 

Dynamine besteht in der Abschnürung neu gebildeter Vesikel aus der Membran 
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von Zellkompartimenten. Des Weiteren spielen Dynamine eine Rolle beim 

Transport des gebildeten Vesikels zur Zielmembran und der dortigen Integration 

des Vesikels in die Membran (81). Innerhalb der eukaryotischen Zelle geschieht 

dies vor allem an zwei verschieden Stellen.  

Zum einen bei der Verschmelzung von Vesikeln mit der  Membran des Golgi-

Apparates. Hier ist die Isoform 2 des Dynamin bzw. bei Abschnürvorgängen 

von Vesikeln aus dem selbigen von entscheidender Bedeutung (81). Zum 

anderen bei der Clathrin vermittelten Endozytose von Rezeptoren an 

Zellmembranen (80). 

Beiden Vorgängen gemeinsam ist, dass sich das Dynamin während der 

Ausstülpung eines Vesikels als spiralförmige Struktur um den Hals des Vesikels 

legt. Angetrieben durch die GTP Hydrolyse dehnt sich die Dynamin-Spirale der 

Länge nach weiter aus. Hierbei legt sie sich immer enger um den Hals des 

Vesikels was schließlich zur Abschnürung des Vesikels von der 

Ursprungsmembran führt. Die Verengung der Dynaminspirale geht zum Teil auf 

eine Drehbewegung des Dynamins zurück, die streng von der GTPase-Aktivität 

abhängig ist (138). 
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Abbildung 11: Abschnürung eines Vesikels: Dynamin legt sich als Spirale um den Hals des Vesikels 
und führt durch Längenveränderung zu dessen Abschnürung. 

Der in dieser Arbeit benutze Dynamin-Inhibitor DYNASORE (SIGMA, USA) 

hemmt reversibel und nicht kompetitiv die GTPase-Aktivität der Isoformen 1 und 

2 des Dynamins. DYNASORE ist Zellmembran permeabel (113). Durch 

Inkubation von Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis mit DYNASORE 

besteht die Möglichkeit Aussagen über das Trafficking von 

Membrantransportern zu treffen. 

 

1.8 Oozyten von Xenopus laevis als Expressionssystem 

Die Oozyten des südafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis werden seit 

vielen Jahren in Laboratorien zu Forschungszwecken verwendet. Ursprünglich 
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kamen die Xenopus laevis bei der Schwangerschaftsdiagnostik zum Einsatz 

(73). Mittlerweile dienen die Oozyten von Xenopus laevis als 

Expressionssystem heterologer RNA (47), (46), (73). 

Neben der Eigenschaft heterologe RNA zu exprimierten, weisen die Oozyten 

des Krallenfrosches Xenopus laevis eine Reihe von positiven Eigenschaften 

auf. Xenopus laevis ist einfach zu halten, die Narkotisierung der Tiere ist 

technisch unkompliziert und die Oozytenentnahme erfordert keinen besonderen 

Anspruch in Bezug auf Sterilität oder spezielle operative Methoden. Durch die 

anti-mikrobiellen Faktoren auf der Haut des Xenopus laevis kommt es praktisch 

zu keinen postoperativen Wundinfektionen (12). Ein weiterer Vorteil der 

Xenopus Oozyten liegt darin, dass auf der Zellmembran nur in spärlichem 

Umfang Kanäle und Membrantransporter lokalisiert sind, was das Detektieren 

von exogen exprimierten Transportern und Kanälen erleichtert. Der Umgang mit 

den präparierten Oozyten ist auf Grund ihrer Größe (1,3 mm) ebenfalls 

unkompliziert. Allein mit bloßem Auge erkennt man die beiden 

unterschiedlichen Hemisphären der Oozyte. Die animalische Hemisphäre, 

durch Melanineinlagerungen dunkel gefärbt, enthält eine große Anzahl an 

Mikrovilli, den größten Teil des endoplasmatischen Retikulums und viel 

Zytoskelett. Die Dichte an Kalziumkanälen und Ca2+-abhängigen 

Chloridkanälen ist in animalischen Hemisphäre ebenfalls höher. Die vegetative 

Hemisphäre ist im Gegensatz zur animalischen hell gefärbt, enthält mehr RNA 

und dient als Eintrittspforte des Spermiums (45).  

Als großer Nachteil des Oozytenexpressionssystems ist die Tatsache 

anzusehen, dass es sich bei den Xenopus laevis Oozyten nicht um 

mammalische Zellen handelt. Posttranslatorische Regulationsmechanismen in 

Xenopus Oozyten müssen nicht zwangsläufig gleich verlaufen wie in 

mammalischen Zellen. Dies liegt daran, dass es in mammalischen Zellen nach 

der Translation noch zu Glycosylierungen und Phosphorylierungen der 

entstanden Proteine kommt. Für viele Kanäle und Membrantransporter konnte 

jedoch gezeigt werden, dass sie ihre physiologischen Eigenschaften auch bei 

der Expression in Xenopus Oozyten beibehalten (45). 
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1.9 Fragestellung der Arbeit 

Über die posttranslatorischen Regulationsmechanismen des Myo-Inositol-

Transporters SMIT1, des Dipeptid-Transporter PepT2 und des Aminosäure-

Transporter BoAT ist aktuell wenig bekannt. In der Vergangenheit konnte 

gezeigt werden, dass die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 1 

(SGK1) an der Regulation von Membrantransportern und Membrankanälen 

beteiligt ist. Als Beispiele können hierfür der epitheliale Natriumkanal ENaC 

(48), die exzitatorischen Aminosäure-Transporter EAAT1-5 (17), (20), (21), (22, 

24), (141) und der Glucose-Transporter SGLT1 (51) genannt werden.  

Der Myo-Inositol-Transporter SMIT1: 

Der Myo-Inositol-Transporter SMIT1 ist an der Zellvolumenregulation beteiligt 

(137), (120). Ebenso wird die SGK1 bei Hyperosmolarität verstärkt exprimiert 

(169), (170). Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die SGK1 

in der Regulation des SMIT1 eine Rolle spielen könnte.  

Der Oligo-Peptid-Transporter PepT2: 

Der Oligo-Peptid-Transporter PepT2 und die SGK1 werden vor allem intestinal 

und renal exprimiert. Die gemeinsame Expression und der Nachweis von SGK-

Phosphorylierungsstellen innerhalb der Primärsequenz des PepT2 (131) 

machen eine Regulation des PepT2 durch die SGK1 wahrscheinlich.   

Der Aminosäure-Transporter BoAT: 

Der Aminosäure-Transporter BoAT weist wie der PepT2 eine SGK-

Phosphorylierungsstelle innerhalb seiner Primärsequenz auf. Des Weiteren 

konnte nicht nur für die exzitatorischen Aminosäure-Transporter EAAT1-5 

sondern auch für andere Transporter wie den SN1 (18) gezeigt werden, dass 

die SGK1 posttranslatorisch an der Stimulation beteiligt ist.  
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Aus diesen Überlegungen können folgende Fragen konkretisiert werden: 

1. Ist die SGK1 in der Lage den SMIT1, den PepT2 und den BoAT zu 

stimulieren? 

2. Erfolgt eine potentielle Stimulation direkt durch Phosphorylierung des 

Transporters oder sind weitere Interaktionsproteine wie das NHERF oder 

die Nedd4-2 notwendig? 

3. Ändert die SGK1 die Transporterkinetiken oder das Trafficking der 

Membrantransporter? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Oozytenpräparation von Xenopus laevis  

2.1.1 Oozytengewinnung 

Zur Gewinnung der Oozyten wurden Xenopus laevis Weibchen von mindestens 

12-15 cm Rumpflänge ausgewählt. Weibchen in dieser Größe besitzen bis zu 

30.000 Oozyten und können bis zu viermal zur Eientnahme herangezogen 

werden. Mehr als vier Eingriffe wurden jedoch auf Grund der sinkenden 

Oozytenqualität bei steigender Anzahl an Operationen nicht vorgenommen. Für 

die Oozytenentnahme wurden die Xenopus laevis für 30 min in einer  0,1 %igen 

3-Aminobenzoesäure-Ethylester-Lösung (Sigma, St Louis, MO, USA) 

anästhesiert. Eine ausreichende Anästhesie-Tiefe wurde durch die Überprüfung 

des ausgefallenen Schluckreflexes sichergestellt. Anschließend legte man die 

Xenopus laevis auf den Rücken in eine mit Eis gefüllte Schale (94). Die 

Bauchhaut wurde jetzt mit Jodlösung (BBraun, Melsungen, Deutschland) 

desinfiziert. Unter semisterilen Bedingungen führte man nun mit dem Skalpell 

eine circa 5-10 mm lange Stichinzision 1 cm oberhalb und parallel zur 

Inguinalfalte durch. Anschließend erfolgte die Durchtrennung des 

Bauchmuskels und des Peritoneums mit der Schere. Das aus mehreren 

Bindegewebs-Säckchen bestehende Ovar wurde mit der Pinzette im jetzt 

eröffneten Abdominalraum mobilisiert und nach extrakorporal verlagert. Mit der 

Schere setzte man entlang des Mesovars so viele Oozyten ab, wie für die 

anstehenden Versuche benötigt wurden. Die abgesetzten Oozyten gab man 

umgehend in OR2-Lösung. Es erfolgte die Rückverlagerung des 

bindegewebigen Restovars nach intrakorporal. Der Wundverschluss erfolgte 

durch Naht des Muskels und der Haut mit 5,0 Ethicon Vicryl (resorbierbar; 

Johnson&Johnson, Belgien)  in Einzelknopftechnik.  
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Abbildung 12: Oozytengewinnung: Die Abbildung A zeigt ein Xenopus laevis Weibchen nach 
erfolgreicher Anästhesierung auf dem Bauch liegend. Vor der Operation  wird das Xenopus laevis 
Weibchen auf dem Rücken auf Eis gelagert (B). Abbildung C zeigt die Schnittführung und D die 
Mobilisierung des Ovars nach extrakorporal. In der Abbildung E ist die verschlossene Stichinzision zu 
sehen. Die Abbildung F zeigt die in OR2-Lösung schwimmenden Ovarialsäckchen. 

A B 

C D 

E F 
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Bis zum völligen Wiedererwachen aus der Narkose wurden die Xenopus laevis 

in einen Behälter gesetzt, der nur so weit mit Wasser gefüllt war, dass ein 

Ertrinken verhindert werden konnte. Anschließend überführte man die 

operierten Weibchen in 60 Liter Aquarien, wo sie bis zur abgeschlossenen 

Wundheilung verblieben. Erst dann konnte ein weiterer Eingriff zur 

Oozytengewinnung erfolgen. Wundinfektionen beobachtete man im Verlauf 

praktisch nie, was auf anti-mikrobielle Faktoren auf der Hautoberfläche der 

Xenopus laevis zurück zu führen war (12). Nach Entnahme der letzten Oozyten 

wurden die Xenopus laevis nach der vierten Operation mittels Dekapitation 

getötet. 

2.1.2 Aufbereitung der entnommenen Oozyten 

Die entnommenen Ovarialsäckchen zerkleinerte man mit zwei Pinzetten durch 

vorsichtiges Auseinanderziehen in OR2-Lösung. Die dadurch entstandenen 

Oozyten-Konvolute überführte man jetzt in die bereit stehende Kollagenase-

Lösung. Unter ständiger Bewegung erfolgte der Verdau der Kollagen haltigen 

Bindegewebssepten und der perioozytären Membranen. Dieser Vorgang 

dauerte bei Raumtemperatur insgesamt 1,5-2 Stunden, wobei nach einer 

Stunde  die  Kollagenase-Lösung gewechselt werden musste. Eine erfolgreiche 

Inkubation war dann erfolgt, wenn unter der Stereolupe keine Membranen und 

keine Gefäßzeichnung auf der Oozytenoberfläche mehr zu erkennen waren. 

Die Oozyten konnten nach mehrmaligem Spülen mit ND96 in Petrischalen 

(Durchmesser 10 cm), die mit ND96-Aufbewahrungslösung gefüllt waren, 

überführt werden.  
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Abbildung 13: Oozyten: Die Abbildung A zeigt die mit der Pinzette vereinzelten Oozyten. Die erfolgreiche 
Kollagenase-Behandlung ist in Abbildung B zu sehen. Die Oozyten in Abbildung B repräsentieren das 
Stadium V bzw. VI nach Dumont. 

Für Injektionszwecke konnten nur Oozyten verwendet werden, die den Stadien 

V und VI nach Dumont zugeordnet werden konnten (54), keine Aufhellung am 

Animalpol zeigten, keine dunklen Flecken aufwiesen und eine klare Trennung 

zwischen Animal- und Vegetalpol ersichtlich war. Bis zur Injektion verblieben 

die selektierten Oozyten in Petrischalen (Durchmesser 3 cm; ND96-

Aufbewahrungs-Lösung) bei 19 °C. 

 

2.2 Herstellung und Injektion der cRNA 

2.2.1 Amplifizierung  der cDNA 

Um eine auseichende Menge an cDNA synthetisieren zu können, mussten in 

einem ersten Schritt kompetente Bakterien (E. coli, Stamm DH5a, Stratagene, 

Heidelberg, Deutschland) mit der gewünschten cDNA  transformiert werden. 

Hierfür wurden 50 µl E. coli Lösung in ein auf Eis liegendes „Falcon-Tube“ 

gegeben. Nun gab man 1 µl der zu amplifizierenden cDNA zu und inkubierte 

unter ständiger Durchmischung des Ansatzes für 30 min. Anschließend  wurden 

die „Falcon-Tubes“ für 45 sec in 42 °C warmes Wasser gestellt. Dies hatte zur 

Folge, dass die Zellmembranen der E. coli für die cDNA permeabel wurden. Es 

kam zur Aufnahme von cDNA in den Intrazellular-Raum der E. coli. Nach Ablauf 

der 45 sec konnten die „Falcon-Tubes“ wieder rasch auf Eis gelegt werden, was 

A B 
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ein Verschließen der Membranporen bewirkte. Die so transformierten E. coli 

wurden auf Agar-Platten aufgebracht und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am 

folgenden Tag konnten einzelne Kolonien zur weiteren Vermehrung in 

Flüssigmedium gegeben werden. Eine erfolgreiche Transformation wurde nach 

weiteren 24 Stunden durch Minipräparation überprüft und anschließend durch 

Maxipräparation die Plasmid-DNA gewonnen.  

2.2.2 Linearisierung der Plasmid-DNA  

Zur Linearisierung der Plasmid-DNA wurde ein Ansatz aus 5 µl 10xPuffer, 20 µl 

Plasmid-DNA (10 µg), 2 µl Restriktionsenzym (20U) und 23 µl H2O in ein 

„Falcon-Tube“ pipettiert und bei 37 °C für zwei Stunden inkubiert. Die 

Überprüfung der korrekten Linearisierung erfolgte durch Gelelektrophorese. Zur 

Ausfällung der cDNA fügte man Isopropanol und Natrium-Acetat zu und 

zentrifugierte die Lösung nach 10 min Inkubationszeit bei 17.000 rpm für 15 

min. Die DNA-Phase wurde abpipettiert und mit Eis gekühltem, 70 %igem 

Alkohol gewaschen. Nach mehrmaligem Wiederholen des Waschvorgangs, 

konnte die DNA-Phase luftgetrocknet und mit DNAse freiem Wasser 

resuspendiert werden. Zuletzt folgte die photometrische Messung der DNA-

Konzentration bei 260 nm Wellenlänge. Alle spezifisch verwendeten 

Restriktionsenzyme schnitten am 3´-Ende des Inserts und können der unten 

stehenden Tabelle entnommen werden. 

Protein Plasmid Restriktionsenzym 

SMIT pSport Not I 

PepT2,S185APepT2,  

PepT2∆C 

pSport Not I 

BOAT, S100ABOAT pGHJ Sal I 

SGK1, SGK2, SGK3 pGHJ Not I 

PKB pGHJ Sal I 

NHERF2 pET30a Sal I 

hNedd 4-2 POTB7  Bgl II 
C962ShNedd 4-2 pGHJ Hind III 

NHE3 Bluescript Bgl III / Xba I / Not I 

Tabelle 1: Verwendete Plasmide und Restriktionsenzyme 
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2.2.3 cRNA-Synthese 

Der cRNA-Synthese lag der in der unten stehenden Tabelle beschriebene 

Lösungsansatz zu Grunde. 

Lösungsansatz Volumen in µl 

Linearisierte DNA (1 µg) 10 

10xPuffer 2.5 

rATP, rCTP, rUTP, rGTP 1 

RNase Inhibitor 1 

Cap-Analoga 2.5 

H2O 8 

Tabelle 2: Reaktionsansatz für cRNA-Synthese 

Nach Durchmischung des Lösungsansatzes in einem „Falcon-Tube“ wurde je 

nach verwendeter DNA entweder 1 µl T3/T7 RNA-Polymerase (37 °C 

Inkubationstemperatur) oder 1 µl SP6 RNA-Polymerase (40 °C 

Inkubationstemperatur) zugegeben. Nach 60 min konnte 1 µl DNAse 

zugegeben und der Ansatz für 15 min bei 37 °C inkubiert werden. Die 

entstandene cRNA musste nun durch mehrmalige Zugabe von 100 µl DEPC-

Wasser (DiethylenePyrocarbonate, DEPC inaktiviert RNAsen) und 125 µl 

Phenol-Chloroform bei 17.000 rpm für 2 min abzentrifugiert werden. Es folgte 

die Überführung der cRNA-Phase in 12,5 µl 3 molarer Natrium-Acetat-Lösung 

(pH 5,2) und 375 µl 100 %igem Ethanol. Der Ansatz wurde bei -70 °C über 

Nacht inkubiert. Anschließend zentrifugierte man den Ansatz mit 17.000 rpm bei 

4 °C für 15 min. Jetzt wurde der Überstand in 200 µl 70 %igem Alkohol 

gewaschen. Diesen Vorgang wiederholte man zweimal. Im weiteren Verlauf 

wurde die cRNA eingetrocknet und abschließend mit 25 µl DEPC-Wasser 

resuspendiert. Die Konzentrationsbestimmung der cRNA erfolgte 

photometrisch. Hierzu pipettierte man 1 µl der cRNA in 69 µl DEPC-Wasser. 

Die Qualität der cRNA wurde durch Gel-Elektrophorese bestätigt. 
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2.2.4 Injektion der cRNA in die Oozyten 

Für die Injektion der selektierten Oozyten benötigte man Glaskapillaren (WPI, 

Sarasota, FL, USA) mit einem Außendurchmesser von 1,2 mm. Diese wurden 

in einem elektrischen Kapillarziehgerät (DMZ-Universal-Puller, ZEITZ 

Instruments, Deutschland) spitz zugezogen und anschließend unter der 

Stereolupe auf einen Außendurchmesser von 10-20 µm gekürzt. Nun füllte man 

die Kapillaren mit Paraffinöl, wodurch die Luft entfernt wurde und arretierte sie 

im NANOLITER-2000 (WPI, Sarasota, FL, USA). Die cRNA wurde durch 

Unterdruck in die Glaskapillare eingesaugt und konnte dann unter der 

Stereolupe in die Oozyten injiziert werden. Für die Injektion überführte man die 

Oozyten in eine mit ND96 gefüllte Petrischale, in der sich ein feinporiges Netz 

befand. Dieses Netz verhinderte ein Wegrutschen der Oozyten in der 

Einstichphase. Während der Injektion war darauf zu achten, dass bei jeder 

injizierten Oozyte eine Volumenzunahme zu beobachten war. Oozyten bei 

denen ein Anschwellen im Moment der Injektion nicht beobachtet werden 

konnte, mussten aussortiert werden. Zwischen zwei Injektionen derselben 

Oozyten sollte ein Regenerations-Intervall von mindestens einer Stunde 

eingehalten werden. Je nach Versuchsanordnung injizierte man zwischen 25 

und 42 nl je Oozyte. In Oozyten, die nur mit der cRNA des 

Membrantransporters injiziert wurden, erfolgte im Anschluss eine zweite 

Injektion mit DEPC-Wasser. Dadurch war sicher gestellt, dass alle Oozyten 

mindestens zweimal dem Stress einer Injektion ausgesetzt waren. Die 

elektrophysiologischen bzw. biochemischen Experimente konnten je nach 

untersuchtem Membran-Transporter nach drei bis sechs Tagen erfolgen. 
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Abbildung 14: Injektion der Oozyten mit Hilfe des NANOLITER-2000: Die Oozyten wurden auf einem 
feinporigen Netz aufgelegt und unter Sicht mit cRNA injiziert. 

2.3 Zielgerichtete Mutagenese 

Die einzelnen Mutanten wurden durch die Methode der zielgerichteten 

Mutagenese („site-directed-mutagenesis“) erzeugt. Hierfür kam das 

„QuikChange site-directed mutagenesis kit“ (Stratagene, Heidelberg, 

Deutschland) zum Einsatz, wobei während der Herstellung der Mutanten streng 

nach den Herstellervorgaben verfahren wurde. Die Konstrukte der S422DSGK1, 
T308DS473PKB und der K127NSGK1 stellte dankenswerterweise Sir Philip Cohen 

(University of Dundee, Dundee, Schottland) zur Verfügung. 

2.3.1 Herstellung des HA-Tag von SMIT1 

Der Haemagglutinin-Tag wurde in einer extrazellulären Schleife (Loop) des 

SMIT1 durch die Methode der „Zwei-Schritt-Mutagenese“ eingefügt und 

ermöglichte so über Antikörper-Bindung die luminometrische Messung der 

SMIT1-Dichte in der Oozytenmembran. 

Protein SMIT1-HA,s SMIT1-HA,as 

SMIT1-
HA 

5´-GAATGGGCAGCAGGCCTAC 

GACGTACCAGATTACGCTTGTC 

CCTAGCCATCC-3´ 

5´GGATGGCTAGGGACATAGCGTA 

ATCTGGTACGTCGTAGCCTGC 

TGCCCATTC-3´ 

Tabelle 3: Primer für die SMIT1-HA Tag Synthese 
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2.3.2 Herstellung der PepT2-Mutanten S185APepT2 und PepT2∆C 

In der Aminosäuresequenz der S185APepT2-Mutante wurde die Aminosäure 

Serin gegen Alanin ersetzt, was mit einem Verlust der „Consensus-site“ 

(Phosphorylierungs-Stelle) einher ging. 

Protein S185APepT2,s S185APepT2,as 

S185APepT2 5´-CGGACTAGATACTTCGC 

TGGCTTCTACCTCGCC-3´ 

5´-GGCGAGGTAGAAGCCAGC 

GAAGTATCTAGTCCG-3´ 

Tabelle 4: Primer für die S185APepT2 Synthese 

Bei der PepT2∆C-Mutante wurde das PDZ-Bindungs-Motiv am C-Terminus 

entfernt. 

Protein PepT2�C,s PepT2�C,as 

PepT2�C 5´-CTTAGAGACCAAGAAGTG 

ATGACTCCCAGGAC-3´ 

5´-GTCCTGGGAGTCATCACT 

TCTTGGTCTCTAAG-3´ 

Tabelle 5: Primer für die PepT2∆C Synthese 

2.3.3 Herstellung des BOAT-HA-Tag und der Mutanten S100ABOAT  

Der Haemagglutinin-Tag wurde in einer extrazellulären Schleife (Loop) des 

BOAT durch die Methode der „Zwei-Schritt-Mutagenese“ eingefügt und 

ermöglichte so über Antikörper-Bindung die luminometrische Messung der 

BOAT-Dichte in der Oozytenmembran. 

Protein BOAT-HA,s BOAT-HA,as 

BOAT-HA 5´ -TGGAAGAGTGTTACGAC 

GTACCAGATTACGCTGCCAA 

GAGCTC-3´ 

5´-GAGCTCTTGGCAGCGTAAT 

CTGGTACGTCGTAACACTC 

TTCCAC-3´ 

Tabelle 6: Primer für die BOAT-HA Tag Synthese 

In der Aminosäuresequenz der S100ABOAT-Mutante wurde die Aminosäure Serin 

gegen Alanin ersetzt, was mit einem Verlust der „Consensus-site“ 

(Phosphorylierungs-Stelle) für die SGK einher ging. 
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Protein S100ABOAT,s S100ABOAT,as 

S100ABOAT 5´-GAGGCTACGCAAGGGCGC 

CATGGGTGTGTGGAGC-3´ 

5´-GCTCCACACACCCATGG 

CGCCCTTGCGTAGCCTC-3´ 

Tabelle 7: Primer für die S100ABOAT Synthese 

 

2.4 Lösungen und Substrate 

2.4.1 ND96- und OR2-Lösung 

Die ND96-Lösung kann als Grundlösung für die Oozyten-Experimente 

verstanden werden. 

Der ND96-Aufbewahrungslösung wurden zusätzlich noch Pyruvat (zur 

Energiebereitstellung), Theophyllin (weitere Reifung wird verhindert) (166) und 

Gentamicin (Aminoglykosid-Antibiotikum) zugesetzt. In dieser Lösung konnten 

die Oozyten bei 19°C gelagert werden.  

Bei der OR2-Lösung handelt es sich um eine Ca2+-freie Lösung. Da Ca2+-Ionen 

die Kollagenase-Aktivität verringern, mussten die Oozyten vor dem 

Kollagenase-Verdau in OR2-Lösung gelagert werden. 

Zur Herstellung der Lösungen wurden die Stoffe laut Tabelle in destilliertem 

Wasser gelöst und anschließend mit HCl auf einen pH-Wert von 7,4 titriert. 

Abschließend folgte die Messung der Osmolarität (VAPOR 5520, Wescor, 

USA). Bei Lösungen auf Basis von ND96 lag der Zielwert bei 200 mosmol.  

Um die Arbeitsabläufe zu straffen, stellte man die Lösungen in sogenannten 

„10xStock-Lösungen“ her. Hierbei handelte es sich um Lösungen, die 10fach 

höher konzentriert waren als die eigentlich verwendeten Lösungen. Ausgehend 

von diesen Lösungen verdünnte man am Beginn eines Arbeitstages einen Teil 

der „10xStock-Lösung“ im Verhältnis 1:10 und erhielt so die Arbeitslösungen. 
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Substanz 

in (mmol/l) 

 

ND96-Lösung 

ND96-

Aufbewahrungs- 

lösung 

 

OR2-Lösung 

NaCl 96 96 82.5 

KCl 2 2 2 

CaCl2 1.8 1.8 - 

MgCl2 1 1 1 

Hepes 5 5 5 

Natriumpyruvat - 2.5 - 

Theophyllin - 0.5 - 

Gentamicin - 50 - 

Tabelle 8: ND96-Lösung, Aufbewahrungslösung und OR2-Lösung, pH 7,4 

2.4.2 Kollagenase-Lösung 

Zur Herstellung der Kollagenase-Lösung wurde der OR2-Lösung Kollagenase A 

von Clostridium histolyticum (BIOCHROM AG, Berlin, Deutschland) der 

Konzentration 2 g/l zugesetzt (166).  

2.4.3 Voltage-Clamp-Perfusionslösungen 

Zur Herstellung der Perfusionslösungen kam für Messungen mit dem SMIT 

Myo-Inositol, für BOAT die Aminosäure Leucin und für PepT2 das Dipeptide 

Glycin-Glycin zum Einsatz. Die eingesetzten Konzentrationen sind den 

Experimenten direkt zu entnehmen. Alle drei Reagenzien stammten von 

SIGMA, St. Louis, MO, USA. Auch hier wurde ein pH von 7,4 mittels HCl-

Titration eingestellt. 

2.4.4 Brefeldin A Lösung 

Das Makrolid-Antibiotikum Brefeldin A (BFA) wird von Pilzen wie Eupenicillium 

brefeldianum synthetisiert und besitzt antivirale Aktivität (157). BFA wird aber 

nicht therapeutisch beim Menschen, sondern in der Biochemie eingesetzt. BFA 

hemmt den Transport von Proteinen vom endoplasmatischen Retikulum zum 

Golgi-Apparat (95), (122).  Wichtige Voraussetzung für die Durchführbarkeit der 

BFA-Versuche war, dass BFA die allgemeine Überlebensfähigkeit der Oozyten 

nicht veränderte (182), (183). 
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Für die Versuche wurden die Oozyten in ND96-Lösung, die mit 5 µM BFA 

(SIGMA, USA) versetzt war, überführt. Die Zeitpunkte der 

elektrophysiologischen Messungen können dem experimentellen Teil dieser 

Arbeit entnommen werden.   

 

Abbildung 15: Struktur des Brefeldin A (BFA) (Klausner D (1992)) 

2.4.5 DYNASORE-Lösung 

Der Dynamin-Inhibitor DYNASORE (SIGMA, St. Louis, MO, USA) wurde in der 

Konzentration von 1 µM verwendet. Man löste hierfür die entsprechende Menge 

an DYNASORE in ND96-Lösung und inkubierte die Xenopus laevis Oozyten für 

12 bzw. 24 Stunden bei 19 °C. Im Anschluss erfolgten die 

elektrophysiologischen Messungen. 
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Abbildung 16: Struktur des Dynamin-Inhibitors DYNASORE 

 

2.5 Elektrophysiologische Messungen 

2.5.1 Durchführung der elektrophysiologischen Experimente 

Die elektrophysiologischen Messungen konnten je nach injiziertem 

Membrantransporter bei Raumtemperatur nach 3-5 Tagen Inkubationszeit 

durchgeführt werden. Hierfür legte man jeweils eine Oozyte in die Messkammer 

von 3,5 ml Fassungsvermögen, die über einen Schwerkraftperfusor mit 20 

ml/min ND96-Lösung durchströmt wurde. Dadurch war der vollständige 

Austausch der  Messlösung in der Kammer innerhalb von zirka 10 sec 

sichergestellt. Ein rascher Wechsel auf die Substratlösungen war durch 

Dreiwege-Hähne im Zuleitungsschlauch des Schwerkraftperfusors 

sichergestellt. Die Aufzeichnung der Messungen erfolgte über das Software-

Programm pCLAMP9 (Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA). Das 

Analogsignal wurde bei 10 Hz gefiltert und dann mit 10 Datenpunkten pro 

Sekunde digitalisiert. 

Die gesamte Messapparatur war von einem Faraday´schen Käfig umgeben, 

was sie bestmöglich von elektromagnetischen Störfaktoren abschirmte. Alle 

Experimente mussten mit Oozyten von mindestens drei verschiedenen 
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Fröschen durchgeführt werden, wobei normalerweise fünf Oozyten pro Gruppe 

zu messen waren. 

 

Abbildung 17: Der Voltage-Clamp-Messplatz: Im linken Bild ist der Faraday´sche Käfig mit der darin 
befindlichen Messapparatur zu sehen. Der rechte Bildausschnitt zeigt die Manipulatoren, die Stereolupe 
und die unter der Stereolupe befindliche Messkammer. 

2.5.2 Current clamp (Potentialmessung) 

Im „Current-Clamp“-Modus kann das Membranpotential (Vm) der Oozyten 

gemessen werden. Hierzu wurde die Potentialdifferenz zwischen der 

intrazellulären und einer geerdeten Badelektrode, die sich am Rand in der 

Messkammer befand, ermittelt. Die elektrische Verbindung war durch Ag/AgCl 

gegeben. Die benutzten Borosilikat-Messelektroden (Typ. GC150-7.5, 

Außendurchmesser 1.5 mm, Innendurchmesser 0.86 mm, Clark Elektromedical 

Instruments, Pangbourne, GB) wurden mit Hilfe eines elektrischen 

Kapillarziehgerät (DMZ-Universal-Puller, ZEITZ Instruments, Deutschalnd) spitz 

zugezogen, mit 3 mmolarer Kalium-Chlorid-Lösung luftfrei gefüllt und  über 

einen Adapter am Vorverstärker (HS-2A HEADSTAGE, Axon Instruments, 

USA) angebracht. Die Verbindung zwischen Vorverstärker und der KCl-Lösung 

in der Kapillare wurde durch chlorierte Silberdrähte im Adapter sichergestellt. 

Unter visueller Kontrolle erfolgte das Einbringen der Kapillaren mittels 

Mikromanipulatoren (MM33-Micromanipulator, FST, Deutschland) in die 

Messkammer. Jetzt führte man über den Rückkopplungsverstärker  

(GeneClamp 500 Amplifier, Axon Instruments, USA) einen Nullabgleich durch 

und überprüfte den Widerstand der Elektroden. Bei Werten außerhalb des 
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Referenzbereiches (0,2-2,0 MΩ) mussten die Elektroden gewechselt werden 

um die Ströme ableiten zu können. Unter Sicht wurden die Oozyten jetzt im 

„Current-Clamp“-Modus  angestochen. Ein Potentialsprung von 0 mV auf zirka 

30-50 mV zeigte einen korrekt durchgeführten Anstich der Oozyten an.  

2.5.3 Voltage clamp (TEVC) 

Im „TEVC“-Modus (Two-Electrode-Voltage-Clamp) wird unter Verwendung 

einer zweiten intrazellulären Messelektrode das Einstellen des vom 

Untersucher gewünschten Membranpotentials der Xenopus laevis Oozyte 

möglich. Die erste Elektrode dient der Messung des aktuellen 

Membranpotentials (VM); die zweite der Induktion eines Stroms (Ihold). Zu 

Beginn einer jeden Messung  gab der Untersucher über ein Software-

Programm (pCLAMP9.0, Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA) ein 

gewünschtes Haltemembranpotential (Vhold) ein. Bei den Messungen zu SMIT, 

BOAT und PepT2 wurde Vhold = -60 mV gewählt (94), (19). Um Vhold zu erreichen 

verglich der  Rückkopplungsverstärker das aktuelle Membranpotential (VM) mit 

Vhold. Aus der Berechnung der Differenz VM - Vhold ergab sich ein Strom (Ihold), 

der über die zweite Elektrode in die Oozyte injiziert wurde, um Vhold zu erreichen 

bzw. zu halten (20). Ihold entsprach bei dieser Versuchsanordnung dem Strom 

über die Oozytenmembran mit dem Membranwiderstand (RM) bei einem 

entsprechenden Vhold.  

Wurde nun der Zufluss über den Schwerkraftperfusor von ND96-Lösung auf die 

jeweilige Substratlösung gewechselt, transportieren die Oozyten das Substrat 

im Kotransport mit Na+- oder H+-Ionen nach intrazellulär. Dies führte zur 

Abnahme des Membranpotentials (VM). Da der Untersucher Vhold jedoch auf       

-60 mV festgelegt hatte, wurde nun Ihold vom Rückkopplungsverstärker derart 

verändert, dass Vhold konstant blieb. Hierbei war der veränderte Ihold der 

gesteigerten Transportrate über die Oozytenmembran gleichzusetzen und  

damit die indirekte Messgröße für die Transporteraktivität. 
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Abbildung 18: Schematischer Aufbau der TEVC: Die Oozyte liegt in der Messkammer. I symbolisiert 
die Stromelektrode, über die Ihold in die Oozyte injiziert wird, und V die Spannungselektrode, die das 
aktuelle Membranpotential (Vm) abgreift. Über Vcom wird die vom Untersucher vorgegebene Spannung von 
-60 mV eingespeißt (Vhold). 

2.5.4 Auswertung und Statistik der Voltage-Clamp-Versuche 

Für die Auswertung der Voltage-Clamp-Messungen kam das Software-

Programm Clampfit (Axon Instruments, USA) zum Einsatz. Durch Anlage des 

Cursors-I an den Beginn des Substrateinstroms und Anlage des Cursors-II in 

den Bereich des maximalen Substrateinstroms, berechnete Clampfit den 

Einwärtsstrom (IE). Hierfür bildete Clampfit die Differenz aus dem Haltestrom 

(Ihold) bei Perfusion der Messkammer mit ND96-Lösung und bei Perfusion mit 

der substrathaltigen ND96-Lösung. 

 



51 

 

Abbildung 19: Elektrophysiologische Aufzeichnung einer PepT2 Messung: Die Abbildung zeigt den 
Gly-Gly induzierten Einstrom und damit verbundene Negativierung des Haltestroms (Ihold). A entspricht 
einer Oozyte, die PepT2 exprimierte. Der abgebildete Einwärtsstrom in B wurde bei einer Oozyte, die 
PepT2 und SGK1 exprimierte, detektiert. 

Die Einwärtsströme der einzelnen Messungen wurden abschließend aus 

Clampfit in die Statistik-Software SIGMA-PLOT (Systat Software, San Jose, CA, 

USA) überspielt. Mit SIGMA-PLOT bestimmte man, wenn nicht anders 

beschrieben, den arithmetischen Mittelwert und den Standardfehler (SEM) der 

jeweiligen gemessenen Gruppen. Wurden die Mittelwerte von zwei Gruppen 

zueinander auf Signifikanz geprüft, so wurde zuerst ermittelt, ob eine 

Normalverteilung der Messdaten vorlag. War dies der Fall verwendete man den 

ungepaarten, zweiseitigen t-Test nach STUDENT. Wenn mehr als zwei 

Gruppen auf Signifikanz geprüft werden sollten, wurde der ANOVA-Test 

herangezogen. Es wurden nur p-Werte < 0,05 als signifikant angesehen und mit 

einem Sonderzeichen (*, #) versehen. Die Anzahl der gemessenen Oozyten pro 

Gruppe gibt „n“ an. Es wurden Oozyten von mindestens drei verschiedenen 

Xenopus laevis zur Messung herangezogen. 

Alle kinetischen Messdaten, die eine Konzentrations-Transport-Kurve ergeben, 

mussten mit der Hill-Gleichung gefittet werden. Die Hill-Gleichung leitet sich, 

wie dem unten stehenden Formeln zu entnehmen ist, von der Michaelis-

Menten-Gleichung ab. 
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(1) Michaelis-Menten-Gleichung: 

I = Imax x C / Km +  C 

(2) Hill-Gleichung: 

I = Imax x Cn / Km
n + Cn 

I spiegelt den gemessenen Strom, Imax den maximalen Strom, C die 

Substratkonzentration, Km die Substratkonzentration bei halbmaximalem Strom 

und n den Hillkoeffizienten wider. 

 

2.6 Tracer flux Messungen bei SMIT1 

Die Aktivität des SMIT1 wurde nicht nur durch Voltage-Clamp-Messungen, 

sondern auch durch Flux-Messungen mit [3H]Myo-Inositol quantifiziert. Hierfür 

injizierte man die Oozyten mit SMIT1-cRNA, S422DSGK1-cRNA und/oder mit 

DEPC-Wasser (Kontrollgruppe). Nach 4 bis 5 Tagen Inkubationszeit führte man 

die Tracer-Flux-Messungen durch. Die [3H]Myo-Inositol-Aufnahme wurde durch 

Überführung der Oozyten in eine spezielle, [3H]Myo-Inositol haltige ND96-

Lösung  gestartet (94) und nach 30 min  durch mehrmaliges Waschen mit 

Cholin haltiger ND96-Lösung beendet. Die Cholin-Lösung enthielt statt 96 mM 

Na+-Ionen 96 mM Cholin. Die Zugabe von 200 µl 10 %iger SDS („Sodium-

dodecylsulfate“) bewirkte ein Auflösen der Oozytenmembranen. Jetzt konnte 

die intrazelluläre [3H]Myo-Inositol-Konzentration in einem Szintillationszähler 

gemessen werden. 
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2.7 Oberflächenexpressions-Messungen von SMIT1 mittels 

HA-Tag und Chemilumineszenz 

Für diesen Versuch wurden die Oozyten mit SMIT1-HA-Tag-cRNA, S422DSGK1-

cRNA und/oder mit DEPC-Wasser injiziert und nach 4 bis 5 Tagen 

Inkubationszeit nacheinander mit zwei Antikörpern versetzt. Beim ersten 

Antikörper, der direkt gegen den HA-Tag gerichtet war, handelte es sich um 

einen primären, monoklonalen Antikörper der Ratte in der Konzentration von 1 

µg/ml (clone 3F10, Boehringer, Biberach, Deutschland). Der zweite Antikörper 

(anti-rat IgG antibody) besaß Peroxidase-Aktivität (HRP = engl. “Horse-Radish-

Peroxidase“) und band an ein Epitop auf dem Fc-Teil des ersten Antikörper 

(Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA). Nach Abschluss beider 

Reaktionsschritte überführte man immer einzelne Oozyten in Messschalen, die 

mit 100 µl ND96-Lösung und 20 µl „SuperSignal ELISA Femto Maximum 

Sensitivity Substrate“ (Pierce, Rockford, USA) gefüllt waren. Nun konnte über 

ein Luminometer (Victor, Perkin Elmer, Wellesley, USA) das emittierte Licht der 

Oozyten-Oberfläche über einen Zeitraum von einer Sekunde aufgezeichnet 

werden. Zum Schluss fand eine Umrechnung mit dem Software-Paket „Quantity 

One® Analysis software“ (Biorad, München, Deutschland) in relative 

Lichteinheiten (RLU) statt.  
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Abbildung 20: Primäre und sekundäre Antikörper-Bindung, HRP (Meerrettich-Peroxidase) 

 

2.8 Oberflächenexpressions-Messungen von PepT2 mittels 

Membranfraktion-Isolation und Chemilumineszenz 

Zum Nachweis von PepT2 in der Oozytenmembran wurden die einzelnen 

Oozyten mit 30 ng PepT2-cRNA injiziert. Anschließend eliminierte man die 

Membranfraktion (6). Die so erhaltenen Bruchstücke wurden in SDS-Puffer 

gelöst und auf ein 8 %iges Polyacrylamid-Gel transferiert und bei 100 V für 

60min aufgetrennt. Es folgte die Übertragung auf das Nitrozellulose-Papier und 

das Blocken mit 5 %iger fettfreier Milch für eine Stunde bei Raumtemperatur. Die 

Zugabe des ersten Antikörpers vom Typ eines Kaninchen-Anti-PepT2-

Antikörpers (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschlad) folgte im 

Anschluss daran. Die Inkubationszeit betrug 12 Stunden bei 4 °C. Beim zweiten 

Antikörper handelte es sich um einen „sheep anti-rabbit“ IgG-Antikörper 

(Amersham, Freiburg, Deutschland), der Peroxidase-Aktivität (HRP) besaß. Im 

letzten Schritt wurde über ein Luminometer (Victor, Perkin Elmer, Wellesley, 

USA) das emittierte Licht aufgezeichnet und über das Software-Paket „Quantity 

One® Analysis software“ (Biorad, München, Deutschland) in relative 

Lichteinheiten (RLU) umgerechnet. 
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2.9 Oberflächenexpressions-Messungen von BOAT  

Für die Biotinylierungs-Versuche injizierte man 25-30 ng BOAT-cRNA, die jeweils 

benötigten Kinasen-cRNA und/oder DEPC-Wasser und inkubierte die Oozyten 

anschließend bei 19 °C für 4-5 Tage. Da für Biotinylierungs-Versuche sehr viele 

Oozyten benötigt wurden, mussten pro Gruppe 200 Oozyten vorliegen.  

Zu Beginn spülte man die Oozyten dreimal mit Eis gekühltem PBS-Puffer (engl. 

„Phosphate-Buffered-Saline“, 137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 

12mM Phosphat). Anschließend überführte man die Oozyten für 30 min bei 4  °C 

in eine 0.25 mg/ml Sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce, Rockford, IL, USA) haltige auf 

PBS-Puffer-Basis bestehende Lösung, was zur Anheftung des Biotins an 

extrazelluläre Loops von Membranproteinen führte. Es folgte das erneute 

viermalige Waschen mit Eis gekühltem PBS-Puffer. Jetzt konnten die Oozyten 

mittels Lyse-Puffer (bestehend aus 50 mM Tris (pH 7,5), 0,5 mM EDTA (pH 8,0), 

0,5 mM EGTA, 120 mM NaCl, 1 % Triton X-100 und einem Protease-Inhibitor-

Cocktail (Roche, Penzberg, Germany)) aufgespalten werden. Das Zelllysat 

zentrifugierte man für 15 min bei 14.000 rpm und gab den Überstand auf eine 

NeutrAvidinTM-Säule (Pierce, Rockford, IL, USA). Nach dreimaligem Waschen 

der Säule wurden die immobilisierten, biotinylierten Proteine mit SDS-PAGE-

Puffer (50 mM Dithiothreitol, kurz DTT) aus der Säule gelöst und mittels 10 %iger  

SDS-PAGE (engl. Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

aufgetrennt. Nach Übertagung auf Nitrozellulose-Papier folgte das Blocken der 

Membran mit Hilfe von 5 % fettfreier Milch in TBS (pH 7,4) für eine Stunde bei 

Raumtemperatur. Anschließend konnte der primäre Antikörper („mouse anti-

SLC6A19 antibody“) (Abnova, Taipei, Taiwan) zugegeben werden. Hier betrug die 

Inkubationszeit 12 Stunden bei 4 °C. Nach Abwaschen der Membranen 

detektierte man den primären Antikörper mit einem sekundären „horse anti-mouse 

IgG“ Antikörper (Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA), der Peroxidase-

Aktivität besaß (HRP). Der Vorgang dauerte eine Stunde bei Raumtemperatur. 

Zuletzt konnte die Bandenintensität mittels Densitometrie  und der Bild-Software 

ImageJ (NIH) ermittelt werden. 
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2.10  Western-Blot Experimente für SGK1, NHERF1 und 

NHERF2 

Bei allen drei Projekten wurde die Expression des SGK1-, des NHERF1- und 

NEHRF2-Proteins mit dem im Nachfolgenden näher beschriebenen Western-

Blot und anschließender Chemilumineszenz-Messung überprüft.  

Bei den elektrophysiologischen Messungen konnte die SGK1, NHERF1 und 

NHERF2 nicht direkt nachgewiesen werden. Um sicher zustellen, dass die 

Translation der cRNA zu den jeweiligen Proteinen regelrecht erfolgt war, wurden 

diesbezüglich Western-Blot Experimente durchgeführt. Hierzu wurden die 

Oozyten nach erfolgreicher elektrophysiologischer Messung lysiert. Der 

verwendete Lyse-Puffer bestand aus 50 mM Tris (pH 7,5), 0,5 mM EDTA (pH 

8,0), 0,5 mM EGTA, 100 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 100 µM Natrium-

Orthovanadat und einem Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche, Mannheim, 

Deutschland), der in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration verwendet 

wurde. Das Proteingemisch wurde über ein 10 %iges Polyacrylamid-Gel 

aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Papier übertragen. Es folgte das Blocken mit 5 

%iger fettfreier Milch für eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschließend 

inkubierte man die Oozyten, die SGK1 exprimierten, bei 4 °C über Nacht mit 

einem „rabbit-anti-SGK1“-Antikörper (Upstate, Waltham, MA, USA). Die Oozyten 

bei denen NHERF1 oder NHERF2 nachgewiesen werden sollte, erfolgte die 

Inkubation ebenfalls bei 4 °C über Nacht. Hier kamen ein „rabbit-anti-NHERF1“-

Antikörper (Alomone Labs, Jerusalem, Israel) oder für NHERF2 ein „rabbit-anti-S-

Tag-HRP“-Antikörper (Merck, Darmstadt, Deutschland) zum Einsatz. Für den 

SGK1-, NHERF1- und NHERF2-Nachweis wurde jeweils derselbe zweite 

Antikörper mit Peroxidase-Aktivität verwendet. Es handelte sich hierbei wieder 

um den bereits bekannten „sheep-anti-rabbit“-IgG-Antikörper (Amersham, 

Freiburg, Deutschland) mit Peroxidase-Aktivität. Der Fluoreszenz-Nachweis 

erfolgte analog zum Nachweis von PepT2 oder der SGK1 mit der „Quantity One® 

Analysis software“ (Biorad, München, Deutschland).  
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2.11  Fehlerdiskussion 

2.11.1 Präparation der Oozyten 

Die Qualität der Oozyten war trotz optimaler Präparation unter den einzelnen 

Xenopus laevis Weibchen nicht immer in gleichem Maße gegeben. Die 

mangelnde Qualität zeigte sich mikroskopisch durch eine unklare Trennung 

zwischen Animal- und Vegetalpol beziehungsweise durch ein fleckiges Muster 

der Oozytenmembranen. Elektrophysiologisch fielen bei diesen Oozyten 

erhöhte basale Leckströme auf. Derart veränderte Oozyten wurden nicht für die 

Versuche herangezogen. 

Die genaue Kontrolle der Injektionsmenge der cRNA wurde einerseits durch 

Verwendung hochpräziser Injektomaten wie der NANOLITER-2000 (WPI, 

Sarasota, FL, USA) sichergestellt und andererseits durch visuelle Kontrolle der 

Volumenänderung der Oozyte unter der Injektion. Oozyten, bei denen keine 

Volumenzunahme zu erkennen war, wurden sofort aussortiert. Dies war 

besonders deshalb wichtig, da sonst stimulative Effekte durch die SGK, PKB 

oder NHERF1 bzw. 2 nicht eindeutig hätten detektiert werden können. Durch 

die Injektion von mindestens drei verschiedenen Xenopus Oozyten war 

gewährleistet, dass unsystematische Fehler ausgeglichen wurden.  

Die Injektion der cRNA stellte für die Oozyten einen Stressfaktor dar. Die 

verwendeten Injektionsnadeln wurden im Durchmesser so dünn wie möglich 

gewählt. Jede Oozyte wurde mindestens zweimal injiziert. Bei den Oozyten, die 

als Referenzgruppe nur cRNA des Membrantransporters enthielten, wurde eine 

weitere Injektion mit DEPC-Wasser vorgenommen. Dadurch war sichergestellt, 

dass alle Oozyten den gleichen Injektions-Volumina ausgesetzt waren.  

2.11.2 Lösungen und Geräte 

Die Abschirmung der gegenüber elektromagnetischen Störgrößen anfälligen 

Messungen wurde durch die Anbringung eines Faraday´schen Käfigs auf ein 

Minimum reduziert.  

Der Widerstand der Messelektroden wurde vor Beginn einer Messreihe und 

unter regelmäßigen Abständen während der Messungen kontrolliert. Stieg der 
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Widerstand über 2,0 MΩ, wurde die Elektrode gewechselt. Für eine 

ausreichende Beschichtung der Elektroden mit AgCl wurde durch regelmäßiges 

Chlorieren des Silberdrahtes gesorgt. 

Alle verwendeten Lösungen wurden vor jeder Messreihe aus einer 10fachen 

Stammlösung neu hergestellt. Die Kontrolle des pH-Wert (7,4) und der 

Osmolarität (200 mosmol) war obligat. 

Um Infektionen während der Messungen oder der Inkubationszeiten 

vorzubeugen, wurden alle benutzten Pipetten, Gefäße und Leitungen am 

Messplatz mit 70 %iger Alkohol-Lösung regelmäßig gereinigt. 

2.11.3 Auswertung 

Bei der Auswertung der elektrophysiologischen Messungen kam es besonders 

auf das korrekte Anlegen der Cursor im Clampfit an. Bei manchen Oozyten 

stellte sich nur nach langem Warten ein gleichbleibender Haltestrom (Ihold) ein. 

Einige Oozyten oszillierten zu stark, andere stiegen in ihrem Haltestrom 

kontinuierlich an bzw. fielen ab. Wichtig war hierbei, so lange mit der 

Substratgabe zu warten, bis ein gleichmäßiger Haltestrom vorlag. Mit dem 

Auswaschen der Substratlösung durfte erst begonnen werden, nachdem sich 

unter Substratgabe ein kontinuierlich gleichmäßig verlaufender Haltestrom 

eingestellt hatte.  
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3 Versuche und Ergebnisse 

3.1 Ergebnisse zum Myo-Inositol-Transporter SMIT1 (SLC5A3) 

3.1.1 Die SGK1 stimuliert den Myo-Inositol-Transporter SMIT1 

Um überprüfen zu können, ob die Serum- und Glukokortikoid induzierbare 

Kinase 1 (SGK1) eine Rolle in der posttranslatorischen Regulation des Natrium 

abhängigen Myo-Inositol Transporters (SMIT1) spielt, wurden vier Gruppen an 

Oozyten von Xenopus laevis zur Injektion vorbereitet. Die einzelnen Gruppen 

können der nachfolgenden Abbildung entnommen werden. Die injizierte cRNA 

Menge betrug für SMIT1 25 ng/Oozyte und für SGK1 7,5 ng/Oozyte. Der bei der 

Voltage-Clamp gemessene Myo-Inositol induzierte Strom wurde als Maß für die 

SMIT Aktivität herangezogen. Die Gruppe von Oozyten, in die nur cRNA von 

SMIT1 injiziert wurde, zeigte bei Perfusion mit 2 mM Myo-Inositol einen Strom 

von 16±2 nA (n=136). Wurde zur cRNA von SMIT1 zusätzlich noch cRNA von 

SGK1 injiziert, steigerte sich der Strom auf 220±13 % (n=153). Wurde nur 

cRNA der SGK1 (0,4±0,1 nA, n=3) oder nur DEPC-Wasser (0,1±0,2 nA, n=29) 

injiziert, konnten keine Myo-Inositol induzierten Ströme abgeleitet werden. 
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Abbildung 21: Die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase SGK1 stimuliert SMIT1: Oozyten, 
die nur mit DEPC-Wasser oder mit cRNA von SGK1 injiziert wurden, zeigten keinen Myo-Inositol 
induzierten Strom. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet. * 
kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zur Gruppe mit der alleinigen Expression von SMIT1. 

 

3.1.2 Die Myo-Inositol Aufnahme wird durch SGK1 stimuliert 

Um nachzuweisen, dass der stimulative Effekt durch SGK1 auf SMIT1 durch 

eine gesteigerte Natrium abhängige Aufnahme von Myo-Inositol in den 

Intrazellularraum der Oozyten zu Stande kam, wurden mit den Oozyten Tracer-

Flux-Messungen durchgeführt. Die injizierte cRNA Menge unterschied sich nicht 

vom voran gegangenen Versuch. Die Aufnahme von radioaktivem [3H]-Myo-

Inositol in die Oozyten wurde durch Koexpression der SGK1 mit SMIT1, 

gegenüber der alleinigen Expression von SMIT1, auf 186±6 % (n=39) erhöht. In 

Natrium freier ND96-Lösung, die zum Osmolaritätsausgleich anstelle von 

Natrium Cholin enthielt, war die [3H]-Myo-Inositol Aufnahme in allen Gruppen 

gleich groß wie in der Gruppe mit DEPC-Wasser injizierten Oozyten. 
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Abbildung 22: Die Myo-Inositol Aufnahme in die Oozyten wird durch die SGK1 stimuliert: Die 
Aufnahme von [3H]-Myo-Inositol wurde durch Koexpression von SGK1 mit SMIT1 erhöht. Bei Einsatz 
Natrium freier Myo-Inositol Lösung war kein Strom ableitbar. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die 
Standard-Fehler der Tracer-Flux-Messungen abgebildet. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied 
(P<0,05) zur Gruppe mit der alleinigen Expression von SMIT1. 

 

3.1.3 Die SGK-Isoformen und die PKB stimulieren SMIT1 

Die Primärstruktur der SGK1 zeigt über 80 % Übereinstimmung mit den 

Primärsequenzen von SGK2, SGK3 und der PKB. Diese Tatsache legt nahe, 

dass auch die Isoformen 2 und 3 der SGK und die verwandte PKB den Myo-

Inositol-Transporter SMIT1 stimulieren können. Es wurden 7,5 ng/Oozyte an 

cRNA von SGK2, SGK3 und PKB injiziert. Die SMIT1 cRNA wurde erneut mit 

25 ng/Oozyte injiziert. Bei Koexpression dieser drei Kinasen mit SMIT1 konnte 

jeweils ein erhöhter Myo-Inositol induzierter Strom detektiert werden. Verglichen 

mit der Gruppe an Oozyten, die nur cRNA von SMIT1 enthielten, erhöhte die 

SGK2 den Myo-Inositol induzierten Strom auf 180±19 % (n=44) und die SGK3 

auf 168±11 % (n=42). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die konstitutiv 

aktive PKB (T308D, S473D) die SMIT1 Aktivität auf 136±23 % (n=24) erhöht. 
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Abbildung 23: Die SGK-Isoformen und die PKB stimulieren SMIT1: Sowohl SGK2, SGK3 als auch die 
Protein Kinase B waren in der Lage SMIT1 zu stimulieren. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die 
Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 2mM Myo-Inositol entstanden. * kennzeichnet den 
signifikanten Unterschied (P<0,05) zur Gruppe mit der alleinigen Expression von SMIT1. 

 

3.1.4 Die Stimulation von SMIT1 durch die SGK-Isoformen hängt vom 

katalytischen Zentrum der jeweiligen Kinase ab 

Um klären zu können, ob die stimulativen Effekte der SGK-Isoformen durch ihre 

katalytische Aktivität und damit verbundene Phosphorylierung oder durch 

Protein-Protein-Interaktion zu Stande kommen, wurde die cRNA der konstitutiv 

aktiven und inaktiven SGK-Isoformen mit der cRNA von SMIT1 koinjiziert. Es 

wurden für die Kinasen jeweils 7,5 ng/Oozyte cRNA und für SMIT1 25 

ng/Oozyte cRNA verwendet. Die konstitutiv aktive SGK1 (S422DSGK1) erhöhte 

den Myo-Inositol induzierten Strom auf 215±13 % (n=116) gegenüber der 



63 

Kontrollgruppe mit alleiniger Expression von SMIT1. Die durch Mutation im 

aktiven Zentrum veränderte SGK1 (K127NSGK1) und damit inaktive Variante 

zeigte gegenüber der Kontrollgruppe keine Stimulation (94±17 % (n=15)). 

Ähnlich verhielten sich die SGK-Isoformen SGK2 und SGK3. Die konstitutiv 

aktive SGK2 (S356DSGK2) erhöhte den Myo-Inositol Strom auf 181±12 % (n=52) 

und die die ebenfalls konstitutiv aktive SGK3 (S419DSGK3) auf 159±10 % (n=50). 

Auch hier zeigten die inaktiven Mutanten K64NSGK2 und K191NSGK3 keinen 

signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Bei der K64NSGK2 lag der Myo-

Inositol induzierte Strom bei 100±13 % (n=9) und bei der K191NSGK3 bei 112±23 

% (n=8). 

 

Abbildung 24: Die Stimulation von SMIT1 durch die SGK-Isoformen hängt vom katalytischen 
Zentrum der jeweiligen Kinase ab: Während die konstitutiv aktiven SGK-Isoformen S422DSGK1, 
S356DSGK2 und S419DSGK3 SMIT1 aktivierten, zeigten die inaktiven Isoformen K127NSGK1, K64NSGK2 und 
K191NSGK3 keinen stimulativen Effekt auf SMIT1. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-
Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 2 mM Myo-Inositol entstanden. * kennzeichnet den signifikanten 
Unterschied (P<0,05) zur Gruppe mit der alleinigen Expression von SMIT1. 
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3.1.5 SMIT1 wird durch die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 reguliert 

Der molekulare Mechanismus, über den die SGK SMIT1 stimuliert, könnte 

entweder auf einer direkten Phosphorylierung des Transporters durch die 

Kinase oder durch Phosphorylierung und damit verbundene Inaktivierung der 

Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 beruhen. Dass eine Inaktivierung der Nedd4-2 zur 

Stimulation von Membrantransportern führen kann, konnte bereits beim 

epithelialen Natrium Kanal ENaC und beim exzitatorischen Aminosäure 

Transporter EAAT1 gezeigt werden. Um überprüfen zu können, ob auch bei der 

Regulation von SMIT1 die Nedd4-2 eine Rolle spielt, wurden die cRNA´s von 

SMIT (25 ng/Oozyte), Nedd4-2 (5 ng/Oozyte), C962SNedd4-2 (5 ng/Oozyte) und 

SGK1 (7,5 ng/Oozyte) in Oozyten von Xenopus laevis injiziert. Bei Koinjektion 

von Nedd4-2 und SMIT1 konnte eine Reduktion des Myo-Inositol induzierten 

Stroms gegenüber der Kontrollgruppe (alleiniger Injektion von SMIT1) auf 

64±11 % (n=19) nachgewiesen werden. Die Gruppe an Oozyten, die inaktive 
C962SNedd4-2 (diese Mutante der Nedd4-2 ist nicht mehr in der Lage 

Zielproteine zu ubiquitieren) und SMIT1 exprimierten zeigten einen gegenüber 

der Kontrollgruppe unveränderten Strom von 116 ±11% (n=18).  

Der inhibitorische Effekt der Nedd4-2 konnte durch zusätzliche Injektion von 
S422DSGK1-cRNA aufgehoben werden. Diese Gruppe zeigte keinen 

signifikanten Unterschied zur Referenzgruppe (99±14 % (n=9)).  

Eine Injektion von S422DSGK1- und SMIT1-cRNA erbrachte in dieser 

Versuchsreihe eine Steigerung des Myo-Inositol induzierten Stroms auf 167±3 

% (n=6) gegenüber der Kontrollgruppe. Dieser Strom ist vergleichbar zum 

Strom des Oozyten Kollektivs, der durch Koinjektion von SMIT1-, S422DSGK1- 

und C962SNedd4-2-cRNA gemessen werden konnte. Letzterer lag bei 181±20 % 

(n=9) gegenüber der Kontrollgruppe. Eine Signifikanzprüfung dieser beiden 

Gruppen erbrachte keinen Unterschied. 
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Abbildung 25: Regulation von SMIT1 durch die Nedd4-2: Die Koexpression von Wild-Typ Nedd4-2, 
nicht jedoch von der inaktiven C962SNedd4-2, mit SMIT1 führte zur signifikanten Reduktion des Myo-Inositol 
induzierten Stroms. S422DSGK1 hob den inhibitorischen Effekt von Nedd4-2 auf SMIT1 auf und führte mit 
Koinjektion von C962SNedd4-2 und SMIT1 zu einer Stimulation. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und 
die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 2 mM Myo-Inositol entstanden. * kennzeichnet 
den signifikanten Unterschied (P<0,05) zur Gruppe mit der alleinigen Expression von SMIT1. 

 

3.1.6 Die SGK erhöht die maximale Transportrate von SMIT1 ohne 

Änderung der Substrat-Affinität 

Die nachgewiesene Stimulation von SMIT1 durch die SGK-Isoformen kann 

grundlegend auf zwei verschiedenen Mechanismen beruhen. Entweder führt 

eine Injektion von SGK-cRNA in Verbindung mit SMIT1 zu einer erhöhten 

Transporterdichte auf der Oozytenmembran oder dazu, dass die Substrat-

Affinität des SMIT1 verändert wird. Um klären zu können, ob die SGK die 
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Substrat-Affinität von SMIT1 verändert oder nicht, wurden Voltage-Clamp 

Messungen mit verschiedenen Konzentrationen an Myo-Inositol vorgenommen. 

Es wurden Myo-Inositol Lösungen der Konzentrationen 0,01 mM, 0,03 mM, 0,1 

mM, 0,3 mM und 1,0 mM hergestellt. Eine Oozyte wurde hierbei während einer 

Voltage-Clamp Messung nacheinander mit den ansteigenden Konzentrationen 

an Myo-Inositol perfundiert und der jeweils abgeleitete Strom aufgezeichnet. 

Zwischen den einzelnen Myo-Inositol Lösungen wurde mit ND96-Lösung 

zwischengespült um die Oozyten wieder auf das Ausgangsniveau 

zurückzusetzen.  

Zur Durchführung der Experimente wurden drei verschiedene Oozytengruppen 

mit cRNA injiziert; SMIT1, SMIT1 mit S422DSGK1 und SMIT1 mit S419DSGK3. In 

Bezug auf die halb-maximale Substratkonzentration (Km) war kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen mit SGK und der Kontrollgruppe zu 

detektieren. Km lag für die Gruppe mit S422DSGK1 bei 40±5 µm (n=11), mit 
S419DSGK3 bei 48±11 µm (n=6) und für die Kontrollgruppe bei 59±5 µm (n=8). 

Zuletzt wurden mit Hilfe der Hill-Gleichung die Vmax-Werte berechnet, wobei 

Vmax den maximal erreichbaren Myo-Inositol induzierten Strom widerspiegelt. 

Hierbei lag Vmax für die Gruppe mit S422DSGK1 bei 1,8±0,2 (n=11), mit 
S419DSGK3 bei 2,0±0,4 (n=6) und für die Kontrollgruppe bei 1,0±0,2 (n=8). Damit 

war Vmax  bei Koinjektion von S422DSGK1 bzw. S419DSGK3 mit SMIT1 signifikant 

höher als Vmax  der Kontrollgruppe. 
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Abbildung 26: Kinetikmessungen der Myo-Inositol induzierten Ströme bei SMIT1: Während eine 
Koexpression von S422DSGK1 bzw.  S419DSGK3 mit SMIT1 zu einer Zunahme von Vmax führte (siehe A und 
Tabelle auf der nächsten Seite), bliebt Km unverändert (siehe B und Tabelle auf der nächsten Seite). Es 
sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet. Die Daten wurden bei (A) auf den 
Maximalwert der Kontrollgruppe (Oozyten, die nur mit SMIT1-cRNA injiziert wurden) normalisiert und bei 
(B) auf den Maximalwert der jeweiligen Gruppe. 
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cRNA Km (µM) Vmax P(Vmax) n 

SMIT1 58,9±5,3 1,00±0,18  8 

SMIT1 + S422DSGK1 39,5±5,1 1,79±0,17 <0,05 11 

SMIT1 + S419DSGK3 48,0±10,7 2,01±0,41 <0,05 6 

Tabelle 9: Kinetikmessungen der Myo-Inositol induzierten Ströme bei SMIT1: Während eine 
Koexpression von S422DSGK1 bzw.  S419DSGK3 mit SMIT1 zu einer Zunahme von Vmax führte (siehe Abb. A 
und Tabelle), bliebt Km unverändert (siehe Abb. B und Tabelle). Es sind die arithmetischen Mittelwerte und 
die Standard-Fehler abgebildet.  

Im  voran gegangenen Versuch konnte eine Änderung der Transporter-Kinetik 

durch die SGK-Isoformen ausgeschlossen werden. Um nachzuweisen, dass die 

durch die SGK-Isoformen erhöhten Vmax -Werte auf eine verstärkte Transporter-

Dichte in der Oozytenmembran zurückzuführen sind, wurde eine SMIT1-

Mutante mit einem Haemagglutinin (HA) Tag generiert (siehe Material und 

Methoden). Es wurden 25 ng/Oozyte SMIT1-HA-cRNA und 7,5 ng/Oozyte 

SGK1-cRNA injiziert. Mittels Chemilumineszenz konnte die Transporter-Dichte 

quantifiziert werden. Das emittierte Licht war direkt proportional zur SMIT1-

Proteinmenge in der Oozytenmembran. Um die Funktionalität des neu 

generierten SMIT1-HA zu überprüfen, wurden parallel zu den 

Chemilumineszenz-Versuchen einige Oozyten der jeweiligen Gruppe 

elektrophysiologisch gemessen. Die Perfusion der Oozyten mit 2 mM Myo-

Inositol erzeugte einen Strom, der in der Gruppe mit SGK1 und SMIT1-HA 

signifikant höher war (206±32 %, (n=13)) als in der Referenzgruppe mit SMIT1 

ohne SGK1 (100±25 %, (n=13)).  

Ein Vergleich der Chemilumineszenz-Versuche mit den Voltage-Clamp 

Messungen zeigte, dass die erhöhte Transporter-Dichte mit erhöhten Myo-

Inositol Strömen einher ging. Lediglich mit DEPC-Wasser injizierte Oozyten 

zeigten eine gemessene Lumineszenz von 0,9±0,1 RLU (n=11). Die 

Kontrollgruppe, die SMIT1 allein exprimierte, wies eine Lumineszenz von 

1,0±0,1 RLU (n=11) auf, wohingegen die mit SGK1 und SMIT1 injizierten 

Oozyten ein signifikant erhöhtes Lichtsignal von 2,5±0,1 RLU (n=11) aufwiesen. 
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Abbildung 27: Die SGK1 erhöht die Transporter-Dichte von SMIT1 in der Oozytenmembran: Es sind 
die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler der Chemilumineszenz-Banden abgebildet. Die 
einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den Mittelwert der Referenzgruppe 
(alleinige Expression von SMIT1-HA) normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) 
zur Referenzgruppe. 
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Abbildung 28: Die SGK1 erhöht die Transporter-Dichte von SMIT1 in der Oozytenmembran: Das 
Einbringen des extrazellulären HA-Tags veränderte nicht die funktionellen Eigenschaften des SMIT1 und 
ermöglichte weiterhin eine Stimulation durch die SGK1. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die 
Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 2 mM Myo-Inositol entstanden. Die einzelnen 
Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den Mittelwert der Referenzgruppe (alleinige 
Expression von SMIT1-HA) normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zur 
Referenzgruppe. 

 

3.1.7 Die SGK1 stabilisiert den SMIT1 in der Oozytenmembran 

Die nachgewiesene Zunahme der Transporter-Dichte durch die SGK1 in der 

Oozytenmembran kann auf zwei verschiedenen Mechanismen beruhen.  

Entweder führt eine Expression von SGK1 mit SMIT1 zu einem vermehrten 

Einbau von SMIT1 in die Oozytenmembran oder die SGK1 stabilisiert bereits in 

der Oozytenmembran vorhandenen SMIT1 und verhindert damit die 

Internalisierung. Um zwischen diesen beiden potentiellen Möglichkeiten 

differenzieren zu können, wurden die mit SMIT1- und S422DSGK1-cRNA bzw. 

DEPC-Wasser injizierten Oozyten mit Brefeldin A (BFA) inkubiert. Nach 4, 12 
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und 24 Stunden Inkubationszeit führte man Voltage-Clamp Messungen durch 

und quantifizierte damit den Myo-Inositol induzierten Strom. BFA unterbindet 

zum einen den Transport von Vesikeln vom endoplasmatischen Retikulum zum 

Golgi-Apparat und verhindert zum anderen die Vesikel-Bildung im Golgi-

Apparat selbst. Dadurch wird ein Einbau von Membranproteinen in die 

Oozytenmembran verhindert. Die verwendete Konzentration an BFA (5 µM) 

reduziert die Überlebensfähigkeit der Oozyten nicht.  

Eine Inkubation der Oozyten mit BFA führte zu verringerten Myo-Inositol 

induzierten Strömen. Es konnte gezeigt werden, dass die Verringerung des 

Stroms in Abhängigkeit zur Zeit bei Oozyten, die nur SMIT1 exprimierten 

signifikant größer war als bei Oozyten, die SMIT1 und SGK1 exprimierten. 

Während die Kontrollgruppe nach 12 Stunden BFA Inkubation noch einen 

relativen Strom von 0,7±0,1 (n=12) auswiesen, konnte durch Koexpression von 

SGK1 ein relativer Strom von 0,9±0,1 (n=20) detektiert werden. Nach 24 

Stunden Inkubationszeit mit BFA war der stabilisierende Effekt der SGK1 noch 

deutlicher. Bei der Kontrollgruppe konnte ein relativer Strom von 0,5±0,1 (n=17) 

gemessen werden, wohingegen die Oozyten mit SGK1 noch über einen 

relativen Strom von 0,8±0,1 (n=20) verfügten. 



72 

 

Abbildung 29: Koexpression von SGK1 stabilisiert SMIT1 in der Oozytenmembran: Die Abbildung 
zeigt normalisierte Myo-Inositol induzierte Ströme nach Inkubation mit 5µM Brefeldin A (BFA) zu den 
angegebenen Zeitpunkten. Nach 24 Stunden Inkubationszeit fiel der Strom in der Gruppe ohne SGK1 auf 
50 % des Ausgangswertes wohingegen die Gruppe mit SGK noch über 80% des Ausgangswertes 
verfügte. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion 
mit 2 mM Myo-inositol entstanden. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zwischen der 
Gruppe mit Koexpression von SGK1 gegenüber der alleinigen Expression von SMIT1. 

 

3.2 Ergebnisse zum Oligo-Peptid-Transporter PepT2 

(SLC15A2) 

3.2.1 SGK1 und NHERF2, nicht aber NHERF1, stimulieren PepT2 

Um Aussagen über eventuelle posttranslatorische Regulationsmechanismen 

der Protonen abhängigen Oligo-Peptid-Transporter 1 und 2 (PepT1 und PepT2) 

treffen zu können, wurde die cRNA des jeweiligen Transporters, jeweils 30 

ng/Oozyte, in Oozyten von Xenopus laevis injiziert. Entsprechend des 

Versuchaufbaus wurde zusätzlich entweder DEPC-Wasser, die konstitutiv 

aktive Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 1 (S422DSGK1), „Na+/H+ 

exchanger regulatory factor 1“ (NHERF1) oder „Na+/H+ exchanger regulatory 

factor 2“ (NHERF2) in die Oozyten injiziert. Die Injektionsmenge an Proteinkinase 

und den Gerüstproteinen NHERF1 und NHERF2 belief sich auf 15 ng/Oozyte. Für 
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die Voltage-Clamp Messungen perfundierte man die Oozyten zuerst mit normaler 

ND96-Lösung und wechselte dann auf eine ND96-Lösung, der das Dipeptid 

Glycin-Glycin (Gly-Gly) in der Konzentration von 10 mM zugesetzt war. Die mit 

PepT1 oder PepT2 ausgestatteten Oozyten nahmen das Dipeptid im Kotransport 

mit Protonen auf, was mittels Voltage-Clamp als Gly-Gly abhängiger Strom 

detektiert werden konnte.   

Durch diese Versuchsanordnung konnte nachgewiesen werden, dass es in 

Oozyten, in denen S422DSGK1 und Pept2 koexprimiert wurden, zu einer 

Zunahme des Gly-Gly abhängigen Stroms kam. S422DSGK1 steigerte die PepT2-

Aktivität auf 149±7,4 % (n=118) gegenüber Oozyten, in die PepT2-cRNA und 

DEPC-Wasser injiziert worden war. Bei PepT1 konnte bei Koexpression von 
S422DSGK kein stimulativer Effekt gegenüber der Kontrollgruppe festgestellt 

werden (104±8,1 % (n=41)).  

Eine Koexpression von NHERF2 und PepT2 bzw. PepT1 führte zu ähnlichen 

Ergebnissen. Oozyten, die sowohl cRNA von NHERF2 als auch von PepT2 

enthielten, erzeugten gegenüber der Kontrollgruppe eine Erhöhung des Gly-Gly 

abhängigen Stroms auf 188,6±13,9 % (n=59), wohingegen PepT1 durch 

NHERF2 nicht reguliert wurde (95,7±13,4 % (n=18)). 

NHERF1 konnte die Gly-Gly abhängigen Ströme weder bei PepT1 noch bei 

PepT2 steigern. Eine Koinjektion von NHERF1- und PepT1-cRNA erbrachte 

einen gegenüber der Kontrollgruppe normalisierten Strom von 96,5±10,4 % 

(n=17). Injizierte man anstelle von NHERF1-cRNA die cRNA von NHERF2 lag 

der Strom bei 104,8±25,9 % (n=13). 

Oozyten, die lediglich mit DEPC-Wasser oder der cRNA von S422DSGK1, 

NHERF1 bzw. NHERF2 injiziert wurden, zeigten keine Gly-Gly abhängigen 

Ströme, was ein endogenes PepT1- bzw. PepT2-Vorkommen in Oozyten von 

Xenopus laevis ausschloss. Um sicherzustellen, dass der Translationsvorgang 

korrekt verlief, wurden die S422DSGK1-, NHERF1- und NHERF2-Proteine mit 

Hilfe von Western Blots aus lysierten Oozyten spezifisch nachgewiesen. 
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Abbildung 30: Die konstitutiv aktive S422DSGK1 und NHERF2, nicht jedoch NHERF1, stimulieren 
PepT2: Die Koinjektion von PepT2- und S422DSGK1- bzw. NHERF2-cRNA führte zur Stimulation des 
Transporters. NHERF1 war nicht in der Lage PepT2 in seiner Aktivität zu verändern. Es sind die 
arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 10 mM Gly-Gly 
entstanden. Die einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den Mittelwert der 
Referenzgruppe (alleinige Expression von PepT2) normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten 
Unterschied (P<0,05) zur Referenzgruppe. 
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Abbildung 31: Die konstitutiv aktive S422DSGK1, NHERF1 und NHERF2 treten mit PepT1 nicht in 
Interaktion: PepT1 zeigte keine veränderte Aktivität bei Koexpression von S422DSGK1, NEHRF1 oder 
NHERF2. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion 
mit 10 mM Gly-Gly entstanden. Die einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den 
Mittelwert der Referenzgruppe (alleinige Expression von PepT1) normalisiert. 
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Abbildung 32: Nachweis der Interaktions-Proteine aus dem Lysat der Oozyten: Mit Hilfe von Western 
Blots konnte die korrekte Translation der S422DSGK1, NHERF1 und NHERF2 in lysierten Oozyten 
nachgewiesen werden. 

 

3.2.2 Der stimulative Effekt von SGK1 auf PepT2 wird durch Mutation der 

Phosphorylierungsstelle von PepT2 aufgehoben 

Der Protonen abhängige Oligo-Peptid-Transporter 2 (PepT2) weist in seiner 

Primärsequenz eine potentielle Phosphorylierungsstelle für die Serum- und 

Glukokortikoid induzierbare Kinase SGK1 auf. Genauer betrachtet handelt es 

sich hierbei um die Aminosäure Serin (Ser) an Position 185 innerhalb des 

PepT2-Proteins. Um nachzuweisen, dass die SGK1 über Phosphorylierung des 

Serins die PepT2-Transportaktivität verändert, wurde eine Mutante des PepT2 

generiert. Hierfür ersetzte man das 185Ser durch Alanin (Ala), was den Verlust 

der Phosphorylierungsstelle zur Folge hatte. Die so generierte Mutante 
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S185APepT2 wurde in Oozyten zur Expression gebracht (30 ng/Oozyte an cRNA) 

und erzeugte dort bei Perfusion mit 2 mM Gly-Gly einen Strom von 77,2±9,4 % 

(n=20) gegenüber Oozyten, die mit cRNA des Wildtyp PepT2 injiziert wurden. 

Koexprimierte man die S185APepT2 Mutante mit S422DSGK1 erhielt man einen 

relativen Strom von 77,6±11,5 % (n=20) gegenüber dem Wildtyp PepT2. Die 

regelrechte Expression der S422DSGK1 in diesem Versuch wurde erneut mittels 

Western Blot Experimenten aus dem Lysat der elektrophysiologisch 

gemessenen Oozyten bestätigt. 

 

Abbildung 33: Die SGK1 interagiert mit PepT2 über Phosphorylierung des 185Ser: Für die Stimulation 
von PepT2 durch die SGK1 ist eine intakte Phosphorylierungsstelle notwendig. Es sind die arithmetischen 
Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 10 mM Gly-Gly entstanden. Die 
einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den Mittelwert der Referenzgruppe 
(alleinige Expression von Wildtyp PepT2) normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied 
(P<0,05) zur Referenzgruppe. Mit Hilfe von spezifischen Western Blots konnte die korrekte Translation der 
S422DSGK1 in lysierten Oozyten nachgewiesen werden. 
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3.2.3 Die zweite PDZ-Domäne des NHERF2 ist für die Aktivierung des 

PepT2 erforderlich  

In den voran gegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass NHERF2 

in der Lage ist PepT2 in seiner Aktivität zu erhöhen. NHERF2 tritt über zwei 

verschiedene PDZ Domänen, die eine Protein-Protein-Interaktion ermöglichen, 

mit Membrantransportern in Verbindung. Um klären zu können, welche der 

beiden PDZ Domänen für die Stimulation von PepT2 verantwortlich ist, wurden 

NHERF2-Mutanten benutzt, bei denen je eine PDZ Domäne mutiert war. Die 

NHERF2-Mutanten NHERF2∆P1 und NHERF2∆P2 sowie der Wildtyp NHERF2 

wurden in der Konzentration von 15 ng/Oozyte injiziert. Die cRNA von PepT2 lag 

bei 30 ng/Oozyte.  

Oozyten, die mit PepT2 und NHERF2∆P1 koinjiziert waren, zeigten in den 

elektrophysiologischen Messungen einen Gly-Gly induzierten Strom von 

156,4±14,9 % (n=24) gegenüber der Gruppe mit PepT2 und DEPC-Wasser. 

Damit lagen die Ströme in dieser Gruppe signifikant höher als in der 

Referenzgruppe. Gegenüber Oozyten, die cRNA von PepT2 und Wildtyp 

NHERF2 enthielten, zeigte sich kein signifikanter Unterschied, was nahe legt, 

dass eine Mutation der ersten PDZ Domäne für die Regulation des PepT2 als 

irrelevant angesehen werden kann.  

Die Injektion von PepT2 und NHERF2∆P2 führte hingegen zu einem relativen 

Strom von 97,1±10,8 % (n=28) gegenüber der Referenzgruppe.  
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Abbildung 34: Die zweite PDZ Domäne des NHERF2 ist für die PepT2 Aktivierung notwendig: 
Xenopus laevis Oozyten wurden mit PepT2- und/oder NHERF2∆P1- bzw. NHERF2∆P2-cRNA injiziert. Die 
Koexpression von PepT2 und NHERF2∆P1 zeigt keinen signifikanten Unterschied zur Gruppe mit PepT2 und 
Wildtyp NHERF2. Der stimulative Effekt von NHERF2 fehlte bei der Gruppe mit NHERF2∆P2, was die 
Wichtigkeit der zweiten PDZ Domäne widerspiegelte. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die 
Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 10 mM Gly-Gly entstanden. Die einzelnen Gruppen 
eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den Mittelwert der Referenzgruppe (alleinige Expression von 
PepT2) normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zur Referenzgruppe. 

 

3.2.4 Das PDZ Bindungsmotiv am C-Terminus von PepT2 ist für die 

Interaktion mit NHERF2 verantwortlich 

In früheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass NHERF2 über seine PDZ 

Domänen an spezifische Sequenzen am C-Terminus des Zielproteins bindet. 

PepT2 weist an seinem C-Terminus ein solches PDZ Bindungsmotiv auf. Um 

nachzuweisen, dass das PDZ Bindungsmotiv für die Interaktion zwischen 

PepT2 und NHERF2 eine Rolle spielt, wurde eine PepT2 Mutante generiert. 

Diese Mutante (PepT2∆C) wurde mit bzw. ohne NHERF2 in Oozyten exprimiert 

und elektrophysiologisch gemessen. Die cRNA-Menge betrug 30 ng/Oozyte für 
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PepT2∆C und 15 ng /Oozyte für NHERF2. Die mit NHERF2- und PepT2∆C-

cRNA injizierten Oozyten wiesen gegenüber der Kontrollgruppe einen relativen 

Gly-Gly induzierten Strom von 90,0±7,8 % (n=26) auf. Das funktionsfähige 

NHERF2 Protein wurde aus den elektrophysiologisch untersuchten Oozyten 

mittels Western Blot nachgewiesen.  

 

Abbildung 35: Das PDZ Bindungsmotiv am C-Terminus von PepT2 ist für die Interaktion mit 
NHERF2 notwendig: Oozyten von Xenopus laevis wurden mit cRNA von PepT2∆C und NHERF2 injiziert. 
Elektrophysiologisch war kein signifikanter Unterschied in den beiden Gruppen zu detektieren. Das NHERF2 
Protein lag in funktionsfähiger Form vor, was durch die Aufarbeitung der Oozyten mit Hilfe von Western Blots 
gezeigt werden konnte.  
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3.2.5 S422DSGK1 und NHERF2 erhöhen die maximale Transportrate von 

PepT2 ohne Änderung der Substrat-Affinität 

Die nachgewiesenen stimulativen Effekte von SGK1 und NHERF2 auf PepT2 

können entweder dadurch zustande kommen, dass vermehrt PepT2 in die 

Oozytenmembran integriert wird oder dass sich die Substrat-Affinität von PepT2 

ändert. Um diese Frage klären zu können, wurden Voltage-Clamp Messungen 

mit verschiedenen Konzentrationen an Gly-Gly vorgenommen. Es wurden Gly-

Gly Lösungen der Konzentrationen 0,003 mM, 0,01 mM, 0,03 mM, 0,1 mM, 0,3 

mM, 1,0 mM und 3,0 mM hergestellt. Eine Oozyte wurde hierbei während einer 

Voltage-Clamp Messung nacheinander mit den ansteigenden Konzentrationen 

an Gly-Gly perfundiert und der jeweils abgeleitete Strom aufgezeichnet. 

Zwischen den einzelnen Gly-Gly Lösungen wurde mit ND96-Lösung 

zwischengespült um die Oozyten wieder auf das Ausgangsniveau zurück zu 

setzen.  

Zur Durchführung der Experimente wurden drei verschiedene Oozytengruppen 

mit cRNA injiziert; PepT2, PepT2 mit S422DSGK1 und PepT2 mit NHERF2. In 

Bezug auf die halb-maximale Substratkonzentration (Km) war kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen mit SGK bzw. NHERF2 und der 

Kontrollgruppe zu detektieren. Durch Zuhilfenahme der Hill-Gleichung 

berechnete man die Vmax-Werte. Vmax spiegelt hierbei den maximal detektierten 

Gly-Gly abhängigen Strom (IGly-Gly) wider.  Vmax lag für die Gruppe mit 
S422DSGK1  bzw. NHERF2 signifikant höher als Vmax  der Kontrollgruppe. 
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Abbildung 36: Kinetikmessungen der Gly-Gly induzierten Ströme bei PepT2: Eine Koexpression von 
S422DSGK1 bzw.  NHERF2 mit PepT2 führte zu einer Zunahme von Vmax. Km blieb unverändert. Es sind die 
arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet. Die Daten wurden auf den Maximalwert 
der Kontrollgruppe (Oozyten, die nur mit PepT2-cRNA injiziert wurden) normalisiert. 

 

cRNA Km(mM) Vmax P(Vmax) n 

PepT2 0,061±0,018 20,6±3,4  3 

PepT2 + 
S422DSGK1 

0,066±0,010 27,0±1,9 <0,05 3 

PepT2 + 

NHERF2 

0,060±0,013 27,5±2,7 <0,05 3 

Tabelle 10: Kinetikmessungen der Gly-Gly induzierten Ströme bei PepT2: Es fanden sich innerhalb 
der Gruppen keine Änderung der halbmaximalen Substratkonzentration. Vmax wurde hingegen durch 
S422DSGK1 bzw. NHERF2 signifikant erhöht. 
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3.2.6 Die SGK1 und NHERF2 erhöhen die Transporterdichte von PepT2 in 

der Oozytenmembran 

Es konnte schon bei mehreren Membrantransportern und –kanälen gezeigt 

werden, dass die SGK1 die Transporter- bzw. Kanaldichte in der 

Oozytenmembran erhöht. Ob dies auch bei PepT2 der Fall ist, sollte mit 

Western Blot Experimenten nachgewiesen werden. Hierfür wurden 30 ng  

cRNA von PepT2 und 15 ng an cRNA von S422DSGK1 bzw. NHERF2 in Oozyten 

injiziert. Nach 4 Tagen Inkubationszeit wurde die Membranfraktion vom 

Zytoplasma der Oozyten getrennt und das PepT2-Protein in der 

Membranfraktion quantifiziert. Die Membranfraktion der Oozyten, die PepT2 

und S422DSGK1 exprimierten, erzeugte im Western Blot eine Bandenintensität von 

142,5±9,1 % (n=3) gegenüber der Gruppe von Oozyten, die nur PepT2 

exprimierten. Eine Koexpression von PepT2 und NHERF2 erbrachte eine 

Erhöhung auf 120,3±9,3 % (n=3). Injizierte man PepT2 als auch S422DSGK1 und 

NHERF2 steigerte sich die Intensität sogar auf 149,4±11,4 % (n=3). Mit der 

abschließenden Signifikanzprüfung konnte gezeigt werden, dass sowohl die 
S422DSGK1 als auch NHERF2 die Transporterdichte in der Oozytenmembran 

signifikant erhöhten. 
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Abbildung 37: S422DSGK1 und NHERF2 erhöhen die Transporterdichte von PepT2 in der 
Oozytenmembran: Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler der 
Chemilumineszenz-Banden abgebildet. Die Bandenintensität wurde mittels Quantity One® Analysis 
software (Biorad, Munich, Germany) quantifiziert. Die einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten 
wurden dabei auf den Mittelwert der Referenzgruppe (alleinige Expression von PepT2) normalisiert. * 
kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zur Referenzgruppe. 

 

3.2.7 Die SGK1 und NHERF2 stabilisieren PepT2 in der Oozytenmembran 

NHERF2 hat neben seiner Funktion als „Gerüst-Protein“ auch die Eigenschaft 

in die Regulation von Endo- und Exozytose einzugreifen. Dies legt die 

Vermutung nahe, dass eine Koexpression von NHERF2 entweder zu einem 

vermehrten Einbau von PepT2 in die Oozytenmembran führt oder bereits in der 

Oozytenmembran befindlicher PepT2 dort stabilisiert wird. Um zwischen diesen 

beiden potentiellen Möglichkeiten differenzieren zu können, wurden die mit 

PepT2- und NHERF2- bzw. S422DSGK1-cRNA injizierten Oozyten,  mit einem 
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Dynamin Inhibitor (DYNASORE) inkubiert. Nach 24 Stunden Inkubationszeit 

führte man Voltage-Clamp Messungen durch und quantifizierte damit den Gly-

Gly induzierten Strom.  

Eine Inkubation der Oozyten mit 1 µM DYNASORE führte zu verringerten Gly-

Gly induzierten Strömen. Es konnte gezeigt werden, dass die Verringerung des 

Stroms in Abhängigkeit zur Zeit bei Oozyten, die nur PepT2 exprimierten 

signifikant größer war als bei Oozyten, die PepT2 und NHERF bzw. SGK1 

exprimierten.  

 

Abbildung 38: Koexpression von S422DSGK1 bzw. NHERF2 stabilisiert PepT2 in der 
Oozytenmembran: Die Abbildung zeigt normalisierte Gly-Gly induzierte Ströme nach Inkubation mit 1 µM 
DYNASORE nach 24 Stunden (h). Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler 
abgebildet, die durch Perfusion mit 10 mM Gly-Gly entstanden. Jede der drei Gruppen wurde auf sich 
selbst normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zwischen der Gruppe mit 
Koexpression von SGK1 gegenüber der alleinigen Expression von PepT2. # kennzeichnet den 
signifikanten Unterschied (P<0,05) zwischen der Gruppe mit Koexpression von NHERF2 gegenüber der 
alleinigen Expression von PepT2. 

 

3.2.8 SGK1 und NHERF2 stimulieren PepT2 unabhängig 

Die SGK1 besitzt ähnlich dem PepT2 ein PDZ Bindungsmotiv. Es wäre also 

möglich, dass NHERF2 über seine zweite PDZ Domäne an das PDZ 
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Bindungsmotiv von PepT2 bindet und gleichzeitig über seine erste PDZ 

Domäne eine Bindung mit der S422DSGK1 eingeht. Dies hätte zur Folge, dass 

PepT2 und S422DSGK1 sehr nahe zueinander zum liegen kämen. Die 

Wahrscheinlichkeit einer Phosphorylierung von PepT2 und damit verbundene 

Stimulation wäre erhöht. Es müsste also zu einem signifikanten additiven Effekt 

kommen, wenn man PepT2, S422DSGK1 und NHERF2 koexprimiert.  

Es wurden entsprechend der unten stehenden Abbildung 8 Gruppen Oozyten 

injiziert. Die Konzentration an cRNA belief sich für den Wildtyp NHERF2, 

NHERF2∆P1, NHERF2∆P2 und S422DSGK1 auf 15 ng/Oozyte und für PepT2 auf 

30 ng/Oozyte. Eine Koexpression von PepT2, NHERF2 und S422DSGK1 

erbrachte keinen additiven Effekt (197,7±15,2 % (n=43) gegenüber der Gruppe 

mit PepT2 und S422DSGK1.  

Des Weiteren zeigte sich, dass eine Koexpression von PepT2, NHERF2∆P2 

und S422DSGK1 zu einer signifikanten Stimulation gegenüber einer 

Koexpression von PepT2 und NHERF2∆P2 führte (136,7±14,3 % (n=28)). 

Diese beiden Beobachtungen legen nahe, dass die SGK1 und NHERF2 den 

PepT2 unabhängig voneinander stimulieren.  
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Abbildung 39: SGK1 und NHERF2 stimulieren PepT2 unabhängig voneinander: Eine Koexpression 
von PepT2, S422DSGK1 und NHERF2 erbrachte keinen additiven Effekt. Eine Koexpression von PepT2, 
NHERF2∆P1 bzw. NHERF2∆P2 und S422DSGK1 führte zu einer signifikanten Stimulation gegenüber der 
Koinjektion von PepT2 und NHERF2∆P1 bzw. NHERF2∆P2. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und 
die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 10 mM Gly-Gly entstanden. * kennzeichnet den 
signifikanten Unterschied (P<0,05) zur Gruppe mit der alleinigen Expression von PepT2 bzw. von PepT2 + 
NHERF2∆P2. 

 

3.2.9 Der Natrium-Protonen-Austauscher NHE3 stimuliert PepT2 

Die funktionelle Interaktion von NHE3 und PepT2 konnte bereits in primäreren 

Zellkulturen von Astrozyten der Maus nachgewiesen werden. Um mögliche 

stimulative Effekte von NHE3 auf PepT2 zu untersuchen, exprimierte man 

PepT2, NHE3 und NEHRF2 in den der unten stehenden Abbildung zu 

entnehmenden Kombinationen. Die verwendete cRNA-Menge lag für PepT2 

und NHE3 bei 30 ng/Oozyte und für NHERF2 bei 15 ng/Oozyte. Die 
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durchgeführten elektrophysiologischen Messungen zeigten, dass eine 

Koexpression von PepT2 und NHE3 zu einem, gegenüber der Referenzgruppe, 

erhöhten Gly-Gly abhängigen Strom von 198,3±12,6 % (n=13) führte. Injizierte 

man die cRNA von PepT2, NHE3 und NHERF2 in Oozyten von Xenopus laevis 

steigerte sich der Strom auf 256,6±17, 8% (n=12). 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Gly-Gly induzierten Ströme in 

den Gruppen ohne NHE3 natriumunabhängig waren. Wurden hingegen 

Oozyten, die PepT2 und NHE3 koexprimierten, mit 10 mM natriumfreier Gly-Gly 

Lösung perfundiert, änderte sich der Strom. Er sank bei Perfusion mit 

natriumfreiem Gly-Gly auf 44,3±4,7 % (n=13) gegenüber der Perfusion mit 

natriumhaltiger Gly-Gly-Lösung. Unter natriumfreien Bedingungen zeigte eine 

Koexpression von PepT2, NHE3 und NHERF2 ebenfalls einen gegenüber der 

Perfusion mit natriumhaltigen Gly-Gly verringerten Strom (51,7±6,7 % (n=12)). 

Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass PepT2 durch Koinjektion 

von NHE3 teilweise natriumabhängig wird. 
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Abbildung 40: Der Natrium-Protonen-Austauscher NHE3 stimuliert PepT2: Eine Koinjektion von 
PepT2 und NHE3 führte zur Stimulation. Unter Koexpression von NHE3 wurde der Dipeptid-Transport von 
PepT2 teilweise natriumabhängig. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler 
abgebildet, die durch Perfusion mit 10 mM Gly-Gly entstanden. * kennzeichnet den signifikanten 
Unterschied (P<0,05) zur Gruppe mit der alleinigen Expression von PepT2. Bestand innerhalb einer 
Gruppe an Ooyzten ein signifikanter Unterschied (P<0,05) in der Perfusion mit natriumfreier Gly-Gly-
Lösung gegenüber der Perfusion mit natriumhaltiger Gly-Gly-Lösung, so wurde die Gruppe mit # 
gekennzeichnet. 

 

3.3 Ergebnisse zum Aminosäure-Transporter BoAT (SLC6A19) 

3.3.1 Die Isoformen der SGK stimulieren den BoAT 

Bereits in mehreren dieser Arbeit voran gegangenen Publikationen konnte 

gezeigt werden, dass die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase SGK 

Membrantransporter und –kanäle reguliert. Um eine potentielle 
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posttranslatorische Regulation des BoAT durch die SGK nachweisen zu 

können, wurden Xenopus laevis Oozyten mit cRNA von BoAT (25 ng/Oozyte) 

und den SGK-Isoformen (jeweils 7,5 ng/Oozyte)  koexprimiert. Nach 4-5 Tagen 

Inkubationszeit ermittelte man mit Hilfe der Voltage-Clamp Methode die durch 

Substratgabe von 2 mM Leucin Lösung erzeugten spezifischen Ströme. Die 

Höhe des Stroms wurde als Maß der Transporter-Aktivität herangezogen. 

Eine Koexpression des Wildtyps von SGK1 und BoAT erhöhte den Leucin 

abhängigen Strom auf 130,05±18,28 % (n=19) gegenüber der Referenzgruppe, 

die lediglich BoAT und DEPC-Wasser enthielt. Oozyten, in die neben BoAT-

cRNA auch noch Wildtyp-cRNA der SGK2 bzw. SGK3 injiziert worden war, 

wiesen einen gegenüber der Kontrollgruppe erhöhten Leucin Strom von 

143,44±14,34 % (n=18) bzw. 140,17±18,75 % (n=18) auf. 

Der stimulative Effekt der Wildtyp-Isoformen der SGK konnte durch Injektion der 

konstitutiv aktiven Isoformen S422DSGK1, S356DSGK2 und S419DSGK3 bestätigt 

werden. Koinjektion von S422DSGK1- und BoAT-cRNA in Oozyten erhöhte den 

Leucin induzierten Strom auf 163,95±9,31 % (n=78). Wurden BoAT und 
S356DSGK2 bzw. S419DSGK3 koexprimiert, stieg der Leucin induzierte Strom auf 

139,11±12,09 % (n=38) bzw. auf 157,65±13,92 % (n=49). Um eine endogene 

Expression von BoAT in Xenopus laevis Oozyten ausschließen zu können 

wurden einige Oozyten lediglich mit DEPC-Wasser bzw. mit der cRNA der 

jeweiligen SGK-Isoformen injiziert. In diesem Kollektiv zeigte sich auf die Gabe 

von Leucin keine signifikante Änderung der Membranleitfähigkeit. Für die 

Oozyten mit injiziertem DEPC-Wasser lag der Strom bei 1,55±0,64 nA (n=11). 

Die Injektion von S422DSGK1- bzw. S419DSGK3-cRNA führte zu einer Leucin 

abhängigen Strominduktion von 2,18±0,82 nA (n=11) bzw. 1,81±0,81 nA 

(n=11). 
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Abbildung 41: Die Wildtyp Isoformen der SGK stimulieren BoAT (SLC6A19): Koinjektion von BoAT-
cRNA und Wildtyp-SGK1-, Wildtyp-SGK2- bzw. Wildtyp-SGK3-cRNA führte zur Stimulation des 
Transporters. Oozyten, die lediglich mit DEPC-Wasser injiziert worden waren, zeigten keinen signifikanten 
Strom. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 
2 mM Leucin entstanden. Die einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den 
Mittelwert der Referenzgruppe (alleinige Expression von BoAT) normalisiert. * kennzeichnet den 
signifikanten Unterschied (P<0,05) zur Referenzgruppe. 
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Abbildung 42: Die konstitutiv aktiven Isoformen der SGK stimulieren BoAT (SLC6A19): Die 
Koinjektion von BoAT- und S422DSGK1-, S356DSGK2- bzw. S419DSGK3-cRNA führte zur Stimulation des 
Transporters. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch 
Perfusion mit 2 mM Leucin entstanden. Die einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei 
auf den Mittelwert der Referenzgruppe (alleinige Expression von BoAT) normalisiert. * kennzeichnet den 
signifikanten Unterschied (P<0,05) zur Referenzgruppe. 

 

3.3.2 Der stimulative Effekt von SGK1 auf BoAT wird durch Mutation der 

Phosphorylierungsstelle von BoAT aufgehoben 

Der Aminosäure-Transporter BoAT (SLC6A19) weist in seiner Primärsequenz 

eine potentielle Phosphorylierungsstelle für die Serum- und Glukokortikoid 

induzierbare Kinase SGK1 auf. Genauer betrachtet handelt es sich hierbei um 

die Aminosäure Serin (Ser) an Position 100 innerhalb des BoAT-Proteins. Um 

nachzuweisen, dass die SGK1 über Phosphorylierung des Serins die BoAT-

Transportaktivität verändert, generierte man eine Mutante des BoAT. Das 100Ser 

wurde hierfür durch Alanin (Ala) ersetzt, was den Verlust der 
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Phosphorylierungsstelle zur Folge hatte. Die so generierte Mutante S100ABoAT 

wurde in Oozyten zur Expression gebracht, wobei für die Versuche 25 

ng/Oozyte an cRNA in die Oozyten injiziert wurde. Die S422DSGK1 injizierte man 

mit einer Konzentration von 7,5 ng/Oozyte an cRNA. Oozyten in denen 
S100ABoAT mit DEPC-Wasser exprimiert wurden, zeigten gegenüber der 

Referenzgruppe, bestehend aus Oozyten die Wildtyp-BoAT und DEPC-Wasser 

exprimierten, einen auf 51,95±9,75 % (n=15) verringerten Leucin induzierten 

Strom. Eine Koexpression von S100ABoAT und S422DSGK1 reduzierte den Strom 

auf 39,31±4,59 % (n=11). Eine Stimulation des S100ABoAT durch S422DSGK1 war 

damit ausgeschlossen. Die reduzierten Ströme des S100ABoAT gegenüber dem 

Wildtyp konnten abschließend nicht erklärt werden. Sowohl der Wildtyp-BoAT 

als auch der S100ABoAT wurden mit der Konzentration von je 25 ng/Oozyte 

injiziert. Die Expression der S422DSGK1 in diesem Versuch wurde mit Hilfe von 

Western Blot Experimenten aus dem Lysat der elektrophysiologisch 

gemessenen Oozyten bestätigt. 
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Abbildung 43: Die SGK1 interagiert mit BoAT über Phosphorylierung des 100Ser: Für die Stimulation 
von BoAT durch die SGK1 ist eine intakte Phosphorylierungsstelle notwendig. Es sind die arithmetischen 
Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 2 mM Leucin entstanden. Die 
einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den Mittelwert der Referenzgruppe 
(alleinige Expression von Wildtyp BoAT) normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied 
(P<0,05) zur Referenzgruppe. Die Gruppen von S100ABoAT und S100ABoAT + S422DSGK1 zeigten keinen 
signifikanten Unterschied des normalisierten Stroms. 

 

3.3.3 Durch die Mutation des BoAT verändern sich die kinetischen 

Eigenschaften des Transporters nicht 

Der im vorangegangenen Experiment gemessene reduzierte Strom bei 
S100ABoAT gegenüber dem Wildtyp-BoAT könnte auf einer durch die Mutation 

bedingten Veränderung der Transportkinetik beruhen. Um dies auszuschließen 

wurden Kinetikmessungen durchgeführt. Man setzte die Oozyten 

verschiedenen Konzentrationen an Leucin aus und zeichnete die Änderung des 

Stromes elektrophysiologisch auf. Es wurden Leucin Lösungen der 
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Konzentrationen 0,1 mM, 0,3 mM, 1,0 mM, 3,0 mM und 10 mM auf Basis der 

normalen ND96-Lösung hergestellt. Eine Oozyte wurde hierbei während einer 

Voltage-Clamp Messung nacheinander mit den ansteigenden Konzentrationen 

an Leucin perfundiert und der jeweils abgeleitete Strom aufgezeichnet. 

Zwischen den einzelnen Leucin Lösungen wurde mit ND96-Lösung 

zwischengespült um die Oozyten wieder auf das Ausgangsniveau 

zurückzusetzen.  

Zur Durchführung der Experimente wurden zwei verschiedene Oozytengruppen 

mit cRNA injiziert; Wildtyp-BoAT und S100ABoAT. In Bezug auf die halb-maximale 

Substratkonzentration (Km) war kein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Gruppen zu detektieren. Km lag für die Gruppe mit Wildtyp-BoAT bei 

1,11±0,31 mM (n=13) und für die Gruppe mit S100ABoAT bei 1,12±0,08 mM (n=8).  

 

Abbildung 44: Der Wildtyp-BoAT und der S100ABoAT verfügen über die gleiche Transportkinetik: 
Durch die Mutation des 100Ser durch Ala veränderten sich die kinetischen Eigenschaften des BoAT nicht. 
Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standardfehler abgebildet. Jede Gruppe wurde auf den 
Mittelwert der 10mM Leucin-Gabe normalisiert. Die 10mM Leucin-Gabe wurde durch die Normalisierung 
auf 1,0 (auf der Ordinate) gesetzt. 
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3.3.4 Die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 spielt in der Regulation von BoAT 

keine Rolle 

In verschiedenen vorangegangenen Publikationen konnte gezeigt werden, dass 

die SGK1 Membrantransporter über Phosphorylierung der Nedd4-2 regulieren 

kann. Die physiologische Funktion der Nedd4-2 besteht darin Membranproteine 

zu ubiquitieren, was einen Abbau des Proteins im Proteasom zur Folge hat. Um 

klären zu können, ob BoAT durch die Nedd4-2 reguliert wird, koexprimierte man 

BoAT mit DEPC-Wasser, BoAT mit S422DSGK1 und BoAT mit Nedd4-2. Es 

wurden 25 ng/Oozyte an BoAT-cRNA, 7,5 ng/Oozyte an S422DSGK1-cRNA und 

15 ng/Oozyte an Nedd4-2-cRNA injiziert. Auch in diesem Versuch entfaltete die 
S422DSGK1 wie gewohnt ihre stimulative Wirkung. Einen signifikanten 

regulatorischen Effekt der Nedd4-2 konnte allerdings nicht detektiert werden. 

Oozyten, die mit der cRNA von BoAT und Nedd4-2 koinjiziert worden waren, 

zeigten gegenüber der Gruppe mit Expression von BoAT mit DEPC-Wasser 

einen Leucin induzierten Strom von 84,0±19,73 % (n=15).  
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Abbildung 45: Die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 reguliert BoAT (SLC6A19) nicht: Die Koinjektion von 
BoAT- und S422DSGK1-cRNA  führte zur Stimulation des Transporters. Oozyten, in denen BoAT und Nedd4-
2 koexprimiert wurden, zeigten keine signifikante Änderung des Stroms. Es sind die arithmetischen 
Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch Perfusion mit 2 mM Leucin entstanden. Die 
einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den Mittelwert der Referenzgruppe 
(alleinige Expression vonBoAT) normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zur 
Referenzgruppe. 

 

3.3.5 Die SGK erhöht die maximale Transportrate von BoAT (SLC6A19) 

ohne Änderung der Substrat-Affinität 

Die SGK-Isoformen sind in der Lage die Substrat-Affinität und die maximale 

Transportrate von Membrantransportern bzw. –kanälen zu verändern. Um 

klären zu können wie die SGK-Isoformen BoAT stimulieren, wurden Voltage-

Clamp Messungen mit verschiedenen Konzentrationen an Leucin 

vorgenommen. Es wurden Leucin Lösungen der Konzentrationen 0,1 mM, 0,3 

mM, 1,0 mM, 3,0 mM und 10 mM auf Basis der normalen ND96-Lösung 

hergestellt. Eine Oozyte wurde hierbei während einer Voltage-Clamp Messung 

nacheinander mit den ansteigenden Konzentrationen an Leucin perfundiert und 
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der jeweils abgeleitete Strom aufgezeichnet. Zwischen den einzelnen Leucin 

Lösungen wurde mit ND96-Lösung zwischengespült um die Oozyten wieder auf 

das Ausgangsniveau zurückzusetzen. 

Zur Durchführung der Experimente wurden drei verschiedene Oozytengruppen 

mit cRNA injiziert; BoAT, BoAT mit S422DSGK1 und BoAT mit S419DSGK3. In 

Bezug auf die halb-maximale Substratkonzentration (Km) war kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Gruppen mit SGK und der Kontrollgruppe zu 

detektieren. Km lag für die Gruppe mit S422DSGK1 bei 1,18±0,23 mM (n=12), mit 
S419DSGK3 bei 1,17±0,21 mM (n=12) und für die Kontrollgruppe bei 1,11±0,31 

mM (n=13). Zuletzt wurden mit Hilfe der Hill-Gleichung die Vmax-Werte 

berechnet. Vmax spiegelte hierbei den maximalen Strom an, der durch Gabe von 

Leucin erzeugt werden konnte. Hierbei lag Vmax für die Gruppe mit S422DSGK1 

bei 190±15,28 %, mit S419DSGK3 bei 185±8,98 % und für die Kontrollgruppe bei 

100±30,63 %. Damit war Vmax  bei Koinjektion von S422DSGK1 bzw. S419DSGK3 

mit BoAT signifikant höher als Vmax  der Kontrollgruppe. 
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Abbildung 46: Kinetikmessungen der Leucin induzierten Ströme bei BoAT: Während eine 
Koexpression von S422DSGK1 bzw.  S419DSGK3 mit BoAT zu einer Zunahme von Vmax führte (siehe A und 
Tabelle), bliebt Km unverändert (siehe B und Tabelle). Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die 
Standard-Fehler abgebildet. Die Daten wurden bei (A) auf den Maximalwert der Kontrollgruppe (Oozyten, 
die nur mit BoAT-cRNA injiziert wurden) normalisiert und bei (B) auf den Maximalwert der jeweiligen 
Gruppe. 
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cRNA Km(mM) Vmax(%) P(Vmax) n 

BoAT 1,11±0,31 100±30,63  13 

BoAT + 
S422DSGK1 

1,18±0,23  190±15,28 <0,05 12 

BoAT + 
S419DSGK3 

1,17±0,21 185±8,98 <0,05 12 

Tabelle 11: Kinetikmessungen der Leucin induzierten Ströme bei SLC6A19: Es fanden sich innerhalb 
der Gruppen keine Änderung der halbmaximalen Substratkonzentration. Vmax wurde hingegen durch 
S422DSGK1 und S419DSGK3 signifikant erhöht. 

 

3.3.6 Die SGK erhöht die Transporterdichte von BoAT in der 

Oozytenmembran 

Die nachgewiesene Erhöhung von Vmax durch die konstitutiv aktiven Isoformen 

1 und 3 der SGK beruht wahrscheinlich auf einer erhöhten Transporterdichte in 

der Oozytenmembran. Zum Nachweis der Richtigkeit dieser Arbeitshypothese 

wurden Biotinylierungs-Versuche mit anschließenden Western Blots 

durchgeführt. Die für diese Versuche benötigten Oozyten wurden mit 25 ng  

cRNA von BoAT und 7,5 ng an cRNA von S422DSGK1 bzw. S419DSGK3 injiziert. 

Nach 4 Tagen Inkubationszeit wurde der in der Membranfraktion gelegene 

BoAT, wie unter Material und Methoden beschrieben, nachgewiesen. Die 

Membranfraktion der Oozyten, die BoAT und S422DSGK1 exprimierten, erzeugte 

im Western Blot eine Bandenintensität von 129,61±9,09 % (n=8). Eine 

Koexpression von BoAT und S419DSGK3 erbrachte eine Erhöhung auf 

133,69±7,30 % (n=8). Die Bandenintensität der Gruppe mit alleiniger Expression 

von BoAT wurde auf 100 % gesetzt. Mit der abschließenden Signifikanzprüfung 

konnte gezeigt werden, dass sowohl die S422DSGK1 als auch S419DSGK3 die 

Transporterdichte in der Oozytenmembran signifikant erhöhten. 
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Abbildung 47: Die S422DSGK1 und S419DSGK3 erhöhen die Transporterdichte von BoAT (SLC6A19): Es 
sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler der Chemilumineszenz-Banden abgebildet. 
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Abbildung 48: S422DSGK1 und S419DSGK3 erhöhen die Transporterdichte von BoAT (SLC6A19): Es 
sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler der Chemilumineszenz-Banden abgebildet. 
Die einzelnen Gruppen eines Batches an Oozyten wurden dabei auf den Mittelwert der Referenzgruppe 
(alleinige Expression von BoAT) normalisiert. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zur 
Referenzgruppe. 

 

3.3.7 Die SGK stabilisiert den BoAT in der Oozytenmembran 

Da sich auch bei BoAT eine Zunahme der Transporter-Dichte durch die 

konstitutiv aktiven SGK-Isoformen nachweisen ließ, wurden hier analog zu 

SMIT1 Oozyten mit Brefeldin A (BFA) in der Konzentration von 5 µM inkubiert. 

Für die BFA-Versuche injizierte man 7,5 ng/Oozyte an S422DSGK1-cRNA und 25 

ng BoAT-cRNA. Nach 12 bzw. 24 Stunden Inkubationszeit mit BFA führte man 

Voltage-Clamp Messungen durch. Eine Inkubation der Oozyten mit BFA führte 

zu verringerten Leucin induzierten Strömen. Es konnte gezeigt werden, dass 

die Verringerung des Stroms in Abhängigkeit zur Zeit bei Oozyten, die nur BoAT 

exprimierten signifikant größer war als bei Oozyten, die BoAT und SGK1 

exprimierten. Die SGK1 war somit in der Lage den BoAT in der Zellmembran zu 

stabilisieren. 
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Abbildung 49: Koexpression von S422DSGK1 stabilisiert BoAT (SLC6A19) in der Oozytenmembran: 
Die Abbildung zeigt normalisierte Leucin induzierte Ströme nach Inkubation mit 5 µM Brefeldin A  nach 12 
und 24 Stunden. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standard-Fehler abgebildet, die durch 
Perfusion mit 2mM Leucin entstanden. Unter A wurde auf die Gruppe mit alleiniger Expression von BoAT 
beim Zeitpunkt t = 0 h normalisiert. In der Abbildung B normalisierte man die Gruppen an Oozyten beim 
Zeitpunkt t = 0 h auf sich selbst. * kennzeichnet den signifikanten Unterschied (P<0,05) zwischen der 
Gruppe mit Koexpression von SGK1 gegenüber der alleinigen Expression von PepT2.  
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4 Diskussion und Interpretation 

Ziel dieser Arbeit war es posttranslatorische Regulationsmechanismen der 

Membrantransporter SMIT1 (SLC5A3), PepT1 (SLC15A1), PepT2 (SLC15A2) 

und BoAT (SLC6A19) durch die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 

(SGK) zu  untersuchen.  

4.1 Regulation des Myo-Inositol-Transporter SMIT1 (SLC5A3) 

Mit den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten konnte ein neuer 

posttranslatorischer Regulationsmechanismus des Myo-Inositol-Transporters 

SMIT1 aufgedeckt werden. SMIT1 wird durch die Serum- und Glukokortikoid 

induzierbare Kinase 1 (SGK1), durch ihre Isoformen 2 und 3 sowie durch die 

Proteinkinase B (PKB) stimuliert. Diese Beobachtung deckt sich mit der 

Tatsache, dass sowohl die SGK als auch der SMIT1 bei der Volumenregulation 

von Zellen eine entscheidende Rolle spielen (170), (168), (104). In früheren 

Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die SGK durch isotone bzw. hypertone 

Zellschrumpfung in ihrer Expression stimuliert wird (169). SMIT1 wird ebenfalls 

unter hypertonen Zellbedingungen in seiner Expression erhöht und schützt die 

Zelle durch gesteigerte Aufnahme des Osmolyts Myo-Inositol in den 

Intrazellularraum vor einer zu starken Schrumpfung (186), (115).  

Die Stimulation des SMIT1 durch die SGK-Isoformen ist strikt an die Aktivität 

der Kinasen gebunden. Eine Inaktivierung des katalytischen Zentrums der 

SGK-Isoformen hebt den stimulativen Effekt auf SMIT1 auf. Daraus lässt sich 

schlussfolgern, dass SMIT1 entweder direkt durch die SGK phosphoryliert und 

aktiviert wird oder dass die SGK über Phosphorylierung eines weiteren Proteins 

SMIT1 stimuliert. 
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Abbildung 50: Abbildung A zeigt eine potentiell mögliche direkte Phosphorylierung des SMIT1 durch die 
SGK1. In Abbildung B ist ein noch unbekanntes Interaktionsprotein abgebildet. Eine Phosphorylierung 
dieses Interaktionsporteins führt zu dessen Aktivierung und der damit verbundenen Phosphorylierung des 
SMIT1. 

Betrachtet man die Primärsequenz des SMIT1-Proteins so fällt auf, dass der 

SMIT1 anders als der BoAT oder PepT2 über keine SGK-

Phosphorylierungsstelle („SGK-Consensus-Site“) verfügt. Über die  „SGK-

Consensus-Site“ ist eine direkte Phosphorylierung des Transporters durch die 
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SGK potentiell möglich. In Bezug auf den Myo-Inositol-Transporter SMIT1 

bedeutet dies, dass die SGK entweder über zwischengeschaltete Proteine oder 

durch Phosphorylierung des SMIT an anderer Stelle als an der „SGK-

Consensus-Site“ ihre Wirkung auf den SMIT1 entfalten muss. Ein potentielles 

Zwischenprotein ist die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2. Die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 

ist in der Lage verschiedene Membrantransporter und –kanäle zu regulieren 

(48), (20), (134). Die Regulation durch die Nedd4-2 beruht auf einer 

Ubiquitierung des Membranproteins und damit verbundenen Abbau im 

Proteasom. Die Membranproteindichte wird durch die Ubiquitierung folglich 

verringert. 

 

Abbildung 51: Die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 ubiquitiert den SMIT1, was zum Abbau des Transporters im 
Proteasom führt. 

Die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 1 ist in der Lage die Nedd4-

2 zu phosphorylieren, was zu einer Inaktivierung der Nedd4-2 führt (48). Die 

Folge ist eine erhöhte Membranproteindichte.  



107 

 

Abbildung 52: Die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase phosphoryliert die Ubiquitin-Ligase 
Nedd4-2. Damit wird die Nedd4-2 in ihrer Aktivität reduziert. 

Da die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 in Xenopus laevis Oozyten endogen 

vorhanden ist, könnte der stimulative Effekt durch die Injektion von exogener 

SGK1-cRNA auf SMIT1 über eine Inaktivierung der endogenen Nedd4-2 

zurückzuführen sein. Beim epithelialen Natrium Kanal ENaC (48) sowie bei 

diversen exzitatorischen Aminosäure-Transportern (24), (21), (20), (17), (141), 

(134) und dem natriumabhängigen Glukose-Transporter SGLT1 (51) konnte 

dieser Mechanismus bereits nachgewiesen werden. Eine Injektion von Nedd4-

2-cRNA in Oozyten von Xenopus laevis führt zu einem verringerten Myo-Inositol 

induzierten Strom. Die Koexpression von Nedd4-2 und SGK1 cRNA hebt den 

inhibitorischen Nedd4-2 Effekt auf. Diese Beobachtung stützt die These, dass 

die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 eine entscheidende Rolle in der 

posttranslatorischen Regulation von SMIT1 spielt.  

Die Frage, ob die SGK1 ausschließlich über Nedd4-2 auf SMIT1 wirkt, wurde 

durch Koexpression von SGK1 und der inaktiven C692SNedd4-2 beantwortet. 

Oozyten, die exogene SGK1 und C692SNedd4-2 exprimierten zeigten einen 

signifikant höheren Myo-Inositol induzierten Strom als Oozyten, die SGK1 und 

Wild-Typ Nedd4-2 exprimierten. Dies lässt schlussfolgern, dass die SGK1 nicht 

ausschließlich über die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 wirkt. Es muss weitere 
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Regulationsmechanismen geben! Denkbar wäre hierbei die Phosphorylierung 

weiterer Interaktionsproteine durch die SGK1, die dann wiederum stimulativ auf 

SMIT1 wirken könnten.  

 

Abbildung 53: Der stimulative Effekt der SGK auf SMIT1 lässt sich nicht ausschließlich auf eine 
Hemmung der Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 zurück führen. Es müssen weitere Interaktionsschritte diskutiert 
werden. 

Abschließend lässt sich zusammenfassen, dass die SGK1 den SMIT1 

stimuliert, wobei der stimulative Effekt der Serum- und Glukokortikoid 

induzierbare Kinase 1 auf einer Stabilisierung des  Myo-Inositol Transporter in 

der Plasmamembran beruht. Dadurch wird die Transporter-Dichte erhöht. Die 

kinetischen Eigenschaften des SMIT1 werden durch die SGK1 nicht beeinflusst. 

Die SGK1 stimuliert SMIT1 zumindest teilweise durch Phosphorylierung und 

damit verbundene Inaktivierung der Ubiquitin-Ligase Nedd4-2. Mit dieser Studie 

konnten erstmals Aussagen über die posttranslatorischen 

Regulationsmechanismen der Serum- und Glukokortikoid induzierbaren Kinase 

in Bezug auf den Myo-Inositol Transporter SMIT1 getroffen werden. Dies 

könnte in Zukunft beim Verständnis der Zellvolumenregulation bei 

hyperosmolarem Stress von Bedeutung sein.  
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4.2 Regulation des Oligo-Peptid-Transporter PepT2 (SLC15A2) 

Im Falle von PepT1 konnten zwei und im Falle von PepT2 eine potentielle 

Phosphorylierungsstelle der Serum- und Glukokortikoid induzierbaren Kinase 1 

nachgewiesen werden. Beide PepT-Isoformen weisen des Weiteren am C-

Terminus ein PDZ-Bindungsmotiv auf, welches als Erkennungssequenz für 

Interaktionsporteine mit PDZ-Domänen fungiert. Ob die 

Phosphorylierungsstellen bzw. die PDZ-Bindungsmotive eine Rolle in der 

Regulation der PepT-Isoformen spielen, ist bisher unbekannt. Die Serum- und 

Glukokortikoid induzierbare Kinase (SGK) wird im menschlichen Organismus in 

sämtlichen Geweben exprimiert. In der Niere findet sich die SGK im Aldosteron 

sensiblen distalen Tubulus und in geringerer Konzentration auch im 

Glomerulum und im proximalen Tubulus (116). Die Gerüst-Proteine NHERF1 

(„Na+/H+ exchanger regulatory factor 1“) und NHERF2 („Na+/H+ exchanger 

regulatory factor 2“) werden neben vielen anderen Geweben auch im 

proximalen Tubulus der Niere exprimiert (151), (178), (164). Die gemeinsame 

Expression der SGK1, der NHERF-Isoformen und von PepT1 bzw. PepT2 

lassen vermuten, dass die Oligo-Peptid-Transporter durch die SGK und die 

Gerüstproteine NHERF1 bzw. NHERF2 reguliert werden könnten. In der 

vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass PepT2 ein spezifisches Ziel 

der SGK1 und des Gerüstproteins NHERF2 darstellt. Während die SGK1 in der 

Lage war PepT2 zu stimulieren, zeigte sich bei Koinjektion von PepT1 und 

SGK1 keine gesteigerten Gly-Gly induzierbaren Ströme. Diese Beobachtung 

könnte damit zusammen hängen, dass Aminosäuren, die in der Primärsequenz 

der SGK1 nahe an der Phosphorylierungsstelle liegen, eine Phosphorylierung 

des PepT1 durch die SGK1 verhindern  (99), (100).  

NHERF1 und NHERF2 weisen je zwei PDZ-Domänen auf. Obwohl beide PDZ-

Domänen sowohl bei NHERF1 als auch bei NHERF2 eine sehr große 

Ähnlichkeit in ihrer Struktur aufweisen, binden sie unterschiedliche Zielproteine 

(147). Einige Zielproteine binden spezifisch an eine NHERF-Isoform (182), 

(105, 111), (133), (150). In der vorliegenden Studie wurde PepT2 als 

spezifisches Ziel von NHERF2 identifiziert. Die vorliegenden Daten belegen, 
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dass PepT2 an seinem PDZ-Bindungsmotiv am C-Terminus durch die zweite 

PDZ-Domäne des NHERF2 aktiviert wird. 

 

Abbildung 54: Das Gerüstprotein NHERF2 ist in der Lage PepT2 zu stimulieren. 

Sowohl PepT1 als auch PepT2 sind Protonen abhängige Oligo-Peptid-

Transporter. Potentiell besteht die Möglichkeit, dass SGK1 und NHERF2 den 

PepT2 durch Veränderung des zytosolischen pH-Wertes in seiner Aktivität 

verändern. Die Tatsache, dass nur PepT2 spezifisch und nicht beide PepT-

Isoformen stimuliert werden, verringert die Wahrscheinlichkeit einer pH 

abhängigen Regulation des PepT2. Die Mutation der potentiellen 

Phosphorylierungsstelle der SGK in der Primärsequenz des PepT2 bewirkt den 

Verlust des stimulativen Effektes. Hierfür wurde das Serin an Position 185 

durch die Aminosäure Alanin ersetzt. Damit ist bewiesen, dass die SGK den 

PepT2 direkt durch Phosphorylierung stimuliert.  
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Abbildung 55: Durch Mutation der Aminosäure Serin zu Alanin im Bereich der SGK 
Phosphorylierungsstelle des PepT2 geht die stimulative Wirkung der SGK verloren. 

Der Natrium-Protonen-Austauscher NHE3 verfügt über ein PDZ-Bindungsmotiv. 

In vivo könnte es zu einer räumlichen Annäherung von PepT2 und NHE3 durch 

das Gerüstprotein NHERF2 kommen, indem PepT2 an die zweite und NHE3 an 

die erste PDZ-Domäne des NEHRF2 bindet. Damit würde NHE3 den PepT2 mit 

einem ausreichenden Protonen–Gradienten versorgen und damit den Transport 

von Di- und Tripeptiden über die Zellmembran sicherstellen. (179). Diese 

Vermutung stützt die Tatsache, dass in primären Zellkulturen von Astrozyten 

eine funktionelle Verbindung zwischen PepT2 und NHE1 bzw. NHE2 

nachgewiesen werden konnte (163). Diese Vorstellung wird durch die in dieser 

Arbeit erhoben Daten untermauert. Werden PepT2 und NHE3 in Oozyten von 

Xenopus laevis koexprimiert, wird der Dipeptid-Transport teilweise 

natriumabhängig. Dadurch wird deutlich, dass in Zellsystemen, in denen sowohl 

PepT2 als auch NHE3 exprimiert werden, eine indirekte Stimulation durch 

NHERF2 auf PepT2 über NHE3 möglich ist.  
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Abbildung 56: Die Koexpression von NHERF2 und NHE3 führt zu einem vergrößerten Gly-Gly induzierten 
Strom. Es kann angenommen werden, dass NHERF2 den PepT2 und den NHE3 räumlich zueinander 
lokalisiert. Damit wird über den Natriumgradienten die Dipeptidaufnahme forciert. 

NHERF2 wirkt als Gerüst-Protein. Hierbei bringt NHERF2 Proteinkinasen über 

eine Protein-Protein-Bindung in räumliche Nähe zu Membrantransportern und –

Kanälen (178), (177), (176), (129), (182), (183), (155), (154). In früheren 

Arbeiten konnte gezeigt werden, dass NHERF2 die SGK1 in räumliche Nähe 

zum K+-Kanal ROMK (Kir 1.1) und dem epithelialen Ca2+-Kanal TRPV5 bringen 

kann und so für die Stimulation von ROMK bzw. TRPV5 durch die SGK1 

verantwortlich ist (129), (183), (181). Die alleinige Expression von ROMK und 

SGK1 bzw. NHERF2 führt zu unveränderten Strömen. Erst die gemeinsame 

Koexpression aller drei Proteine führt zur Stimulation des ROMK. Dabei bindet 

das NHERF2 über eine seiner beiden PDZ-Domänen an das am C-Terminus 

des ROMK gelegenen PDZ-Bindungsmotiv und mit der anderen PDZ-Domäne 

die SGK. Dadurch lokalisiert NHERF2 den ROMK und die SGK räumlich eng 

zueinander. 
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Abbildung 57: Die Gerüst-Funktion des NHERF2 konnte für den K+-Kanal ROMK nachgewiesen werden. 
NHERF2 lokalisiert hierbei die SGK und den ROMK zueinander. Die Phosphorylierung des ROMK durch 
die SGK wird damit begünstigt. 

In Bezug auf PepT2 konnte gezeigt werden, dass die SGK1 und NHERF2 

unabhängig voneinander stimulativ auf PepT2 wirken. Hierbei bindet  und 

stimuliert NHERF2 den Oligo-Peptid-Transporter PepT2 über seine zweite PDZ-

Domäne. Die Interaktion zwischen NHERF2 und SGK1 erfolgt ebenfalls über 

die zweite PDZ-Domäne. Diese Tatsache legt nahe, dass NHERF2 und SGK1 

unabhängig voneinander PepT2 aktivieren. Ein weiterer Hinweis für den 

unabhängigen Stimulationsmechanismus liegt darin begründet, dass eine 

Koexpression von SGK1 und der NHERF2∆P2-Mutante (hier ist die zweite PDZ-

Domäne funktionell inaktiviert) trotzdem zur Hochregulation von PepT2 führt. 

Unter der Annahme, dass die SGK1 bzw. NHERF2 unabhängig voneinander 

agieren, müsste eine Koinjektion von SGK1- und NHERF2-cRNA in Oozyten von 

Xenopus laevis zu einem additiven Effekt gegenüber der alleinigen Injektion von 

SGK1 bzw. NHERF2 führen. Dies konnte jedoch nicht beobachtet werden. Eine 

Möglichkeit warum es  zum Ausbleiben eines additiven Effektes kam ist, dass 

bereits die Expression einer der beiden Stimulatoren (SGK1 bzw. NHERF2) zum 

maximalen stimulativen Effekt führt. 
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Zumindest ein Teil des stimulativen Effektes des SGK1 ist auf eine Stabilisierung 

des Membrantransporters in der Zellmembran zurückzuführen. Die erhobenen  

Daten zeigen, dass sowohl SGK1 als auch NHERF2 eine Stabilisierung des 

PepT2 in der Membran der Xenopus laevis Oozyten bewirken. Der stabilisierende 

Effekt von PDZ-Domänen enthaltenden Proteinen wie dem NHERF2 auf PEPT2 

konnte bereits in früheren Publikationen nachgewiesen werden. Das PDZ-

Domänen enthaltende Protein PDZK1 ist in der Lage PepT2 zu stimulieren. 

Ähnlich dem NHERF2 ist PDZK1 in der Lage PepT2 durch Stabilisierung in der 

Zellmembran in seiner Aktivität zu erhöhen (124).  

Eine weitere Funktion des „Na+/H+ exchanger regulatory factor 2“ (NHERF2) ist 

das Mitwirken bei der Endozytose bzw. Exozytose (52). Damit stehen für den 

beobachteten stabilisierenden Effekt des NHERF2 potentiell zwei verschiedene 

Mechanismen zur Verfügung. Entweder bewirkt NHERF2 einen verstärkten 

Einbau von PepT2 in die Zellmembran oder NHERF2 führt zu einer verringerten 

Internalisierung von bereits in der Membran befindlichem PepT2. Durch 

Experimente mit dem Dynamin-Inhibitor DYNASORE konnte gezeigt werden, 

dass eine Expression von NHERF2 zu einer verringerten Internalisierung des 

Oligo-Peptid-Transporters PepT2 aus der Zellmembran führt. 

Abschließend lässt sich zusammenfassen, dass sowohl die Serum- und 

Glukokortikoid induzierbare Kinase 1 (SGK1) als auch das Gerüstprotein 

NHERF2 („Na+/H+ exchanger regulatory factor 2“) den Oligo-Peptid-Transporter 

PepT2 (SLC15A2) in seiner Aktivität steigern. Dies geschieht durch Stabilisierung 

des Transporters in der Zellmembran. Die kinetischen Eigenschaften des PepT2 

werden weder durch die SGK1 noch durch NHERF2 verändert. Die SGK1 

phosphoryliert den PepT2 direkt am 185Ser. Eine Mutation der 

Phosphorylierungsstelle der SGK1 in der Primärsequenz des PepT2 hat einen 

Verlust der Stimulation zur Folge. NHERF2 übt seine Aktivierung über die zweite 

PDZ-Domäne durch Bindung an das PDZ-Bindungsmotiv am C-Terminus des 

PepT2 aus. Die in dieser Arbeit gewonnen Daten lassen vermuten, dass die 

Transporterdichte an PepT2 innerhalb der Zellmembran zumindest teilweise über 

die Interaktion von PepT2 mit SGK1 bzw. NHERF2 zu Stande kommt. Die Menge 



115 

an exprimiertem PepT2 besitzt klinische Relevanz. In Tierexperimenten mit 

Mäusen konnte gezeigt werden, dass eine funktionelle Blockade der epithelialen 

PepT2-Moleküle eine gesteigerte renale Ausscheidung an Dipeptiden zur Folge 

hat. Des Weiteren zeigte sich im Mausmodell eine verringerte Aufnahmekapazität 

für Peptid ähnliche Substanzen wie diverse Penicilline bzw. Cephalosporine 

(Cefadroxil) (63), (139), (146). Veränderte Aufnahmekapazitäten von Dipeptiden 

bzw. Peptid ähnlichen Substanzen können nicht nur durch Blockung des PepT2 

auftreten. Eine übermäßige Stimulation der SGK1 hätte potenziell eine vermehrte 

PepT2-Dichte in der Zellmembran zur Folge. Durch eine spezifische Mutation im 

SGK1-Gen kommt es zur erhöhten SGK-Aktivität (31), (162). Glukokortikoide und 

Stress stimulieren ebenfalls die SGK-Expression (106). In beiden Fällen könnte es 

zu einer erhöhten epithelialen PepT2-Dichte kommen, was eine gesteigerte 

Peptidaufnahme zur Folge hätte. In wie weit diese Beobachtungen auch in vivo 

von Bedeutung sind, konnte bisher noch nicht abschließend geklärt werden und 

bedarf weiterer Nachforschung.  

 

4.3 Regulation des Aminosäure-Transporters BoAT (SLC6A19) 

Derzeit ist noch sehr wenig über die posttranslatorische Regulation des BoAT 

(SLC6A19) bekannt. Obwohl bisher schon viele Glykosilierungs- und 

Phosphorylierungsstellen in der Primärsequenz des SLC6A19 identifiziert 

wurden, kann über ihre Bedeutung für die Modulation des Membrantransporters 

momentan nur spekuliert werden. Speziell verfügt der SLC6A19 über eine 

Phosphorylierungsstelle für die Isoformen der Serum- und Glukokortikoid 

induzierbaren Kinasen (SGK1-3). Tatsächlich stimulieren die SGK-Isoformen, 

sowie die in ihrer Primärsequenz ähnliche Proteinkinase B (PKB), den 

SLC6A19. Der stimulative Effekt der SGK-Isoformen beruht auf einer intakten 

Phosphorylierungsstelle der Aminosäure Serin an Position 100 innerhalb des 

SLC6A19-Moleküls. Wird das 100Ser durch Alanin ersetzt, bleiben erhöhte 

Leucin induzierte Ströme in der elektrophysiologischen Messung aus. 

Außerdem war zu beobachten, dass die Aktivität der S100ASLC6A19-Mutante im 

Vergleich zum Wildtyp verringert war. Möglicherweise ist diese verringerte 
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Aktivität auf eine fehlende Stimulation durch endogene SGK der Xenopus laevis 

Oozyten zurück zu führen (22).  

 

Abbildung 58: Durch Mutation im Bereich der SGK Phosphorylierungsstelle des BoAT geht die stimulative 
Wirkung der SGK verloren. 

In früheren Publikationen konnte gezeigt werden, dass die SGK 

Membrantransporter entweder durch direkte Phosphorylierung oder durch 

Phosphorylierung von Interaktionsproteinen stimuliert. Eine Möglichkeit der 

indirekten Stimulation beinhaltet die Phosphorylierung der Ubiquitin-Ligase 

Nedd4-2 durch die SGK. Im nicht phosphorylierten Zustand ubiquitiert die 

Nedd4-2 Membrantransporter und bereitet so den Abbau der Membranproteine 

im Proteasom vor. Die SGK inaktiviert die Nedd4-2 durch Phosphorylierung. 

Eine Koexpression von Nedd4-2 und SLC6A19 führte zu keiner signifikanten 

Reduktion des Leucin induzierten Stroms, was nahe legt, dass die Nedd4-2 für 

die Regulation des SLC6A19 keine Rolle spielt. Die SGK-Isoformen müssen 

den SLC6A19 folglich über direkte Phosphorylierung stimulieren. 

Die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase wird in der Niere exprimiert 

(4). Die SGK-Isoformen kommen im Aldosteron sensiblen distalen Tubulus vor 

und in geringerer Konzentration auch im Glomerulus und im proximalen 

Tubulus (116). Im Dünndarm wurden die SGK-Isoformen in den Enterozyten 
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nachgewiesen (127). Das gemeinsame Vorkommen der SGK und des 

SLC6A19 legt die Vermutung nahe, dass der SGK auch in vivo Bedeutung in 

der Regulation des SLC6A19 zukommt. Tatsächlich konnte gezeigt werden, 

dass der Aminosäure-Transport und die Menge an membranständigem 

SLC6A19 im Bürstensaum-Epithel der Niere von hypomorphen PDK1-Mäusen 

(PDKhm) gegenüber Wildtyp-Mäusen signifikant verringert war (136). Dabei 

exprimierten die PDKhm-Mäuse nur 10-25 % an PDK1 gegenüber den Wildtyp-

Mäusen. Der Aminosäure-Transport war auf 75 % und die Menge an SLC6A19 

auf 60 % gegenüber des Wildtyp-Kollektives abgesunken. Da die PDK1 („PIP3-

dependent-kinase-1“) im PI3-Kinase Weg „upstream“ der SGK1-3 liegt, müsste 

bei den PDKhm-Mäusen auch die Aktivität der SGK1-3 verringert sein.  

Die zelluläre Aminosäureaufnahme wird unter anderem durch Insulin und 

“Insulin like growth factor” (IGF) reguliert. Dabei wird die Aufnahme der 

Aminosäuren über den PI3-Kinase Weg stimuliert. Die SGK-Isoformen liegen 

„downstream“ der PI3-Kinase. Die PI3-Kinase führt über eine Phosphorylierung 

der PDK1 und PDK2 zur Aktivierung der SGK. Dieser Sachverhalt lässt 

vermuten, dass die SGK-Isoformen Einfluss auf den Aminosäure-Transport in 

vivo haben (106).  



118 

 

Abbildung 59: Insulin bzw. der Insulin ähnliche Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) stimulieren über Bindung am 
IGF-1-Rezeptor die PI3-Kinase. Die PI3-Kinase aktiviert im weiteren Verlauf die PDK1 bzw. PDK2. Über 
zwei aufeinander folgende Phosphorylierungsschritte wird die SGK aktiviert und kann ihrerseits 
Membrantransporter phosphorylieren und damit stimulieren. 

Die Stimulation der SGK ist zumindest teilweise auf eine gesteigerte Expression 

der Membrantransporter innerhalb der Zellmembran zurückzuführen (106). 

Dieser Effekt konnte auch für den SLC6A19 nachgewiesen werden. Sowohl die 

SGK1 als auch die SGK3 erhöhen die Transporterdichte an SLC6A19. In 

mehreren Publikationen konnte nachgewiesen werden, dass die erhöhte 

Transporterdichte durch die SGK-Isoformen auf einer Stabilisierung der 

Transporter beruht. Die Interaktion zwischen der SGK und dem zu 

stabilisierenden Membranprotein führt zu einer verringerten Internalisierung des 

Membranproteins von der Zellmembran (183), (55). Durch Inkubation von 

Oozyten des Krallenfroschs Xenopus laevis mit Brefeldin A zeigte sich unter 

Koexpression von SGK1 bzw. SGK3 mit SLC6A19 eine verringerte 

Internalisierung des SLC6A19. Die Isoformen 1 und 3 der Serum- und 

Glukokortikoid induzierbaren Kinase stabilisieren folglich den SLC6A19 in der 

Zellmembran der Oozyten.  
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Eine nicht regelgerechte Regulation des SLC6A19 könnte theoretisch in vivo zu 

einer vermehrten renalen Ausscheidung von Aminosäuren führen. Spezielle 

„Loss-of-function“-Mutationen im Gen des SLC6A19 führen zum Krankheitsbild 

der Hartnup-Krankheit (96), (144). Unter „Loss-of-function“-Mutationen versteht 

man Mutationen, die zur Funktionslosigkeit des betreffenden Gens führen. Die 

Hartnup-Krankheit ist von einer verringerten Resorption an Aminosäuren im 

Dünndarm und der Niere gekennzeichnet (142), (119). Jedoch liegt keine der 

SGK-Phosphorylierungsstellen innerhalb einer der „Loss-of-function“-

Mutationen des SLC6A19 (28). 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Serum- und Glukokortikoid 

induzierbare Kinase als neuer Modulator des SLC6A19 identifiziert werden 

konnte. Die SGK-Isoformen aktivieren den SLC6A19 durch Stabilisierung des 

Transporters in der Zellmembran. Es kommt zu keiner Veränderung der 

kinetischen Eigenschaften des SLC6A19. Für eine adäquate Stimulation ist das 
100Ser innerhalb der SGK-Phosphorylierungsstelle in der Primärsequenz des 

SLC6A19 von entscheidender Bedeutung. Ein Ersatz des Serins durch Alanin 

hat den Verlust des stimulativen Effekts zur Folge. Die durch die vorliegende 

Arbeit gewonnen Daten lassen vermuten, dass die SGK1 und SGK3 als 

Regulator der SLC6A19-Dichte innerhalb der Zellmembran fungieren. 
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5 Zusammenfassung 

Mit dieser Arbeit konnten weitreichende Aufschlüsse über die 

posttranslatorische Regulation der Membrantransporter SMIT1, PepT2 und 

BoAT durch die Serum- und Glukokortikoid induzierbaren Kinase (SGK) 

gewonnen werden.  

1. Alle drei SGK-Isoformen (SGK1-3) sowie die Proteinkinase B sind in der 

Lage SMIT1 zu stimulieren, wobei die Stimulation vom aktiven 

katalytischen Zentrum der jeweiligen Kinase abhängt. Eine Inaktivierung 

des katalytischen Zentrums führt zum Verlust des stimulativen Effektes 

der SGK auf SMIT1. 

2. Die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 hemmt den SMIT1.  

3. SGK1 stimuliert den PepT2 nicht aber den PepT1. Die Stimulation erfolgt 

wahrscheinlich durch direkte Phosphorylierung des PepT2. 

4. Das Gerüstprotein NHERF2, nicht jedoch NHERF1, ist an der Stimulation 

von PepT2 beteiligt. NHERF2 wirkt hierbei über die zweite PDZ-Domäne 

innerhalb der Primärsequenz des PepT2. 

5. NHERF2 verändert nicht die Transportkinetiken des PepT2, sondern 

erhöht die Transporterdichte und damit die maximale Transportrate. 

6. SGK1 und das Gerüstprotein NHERF2 aktivieren PepT2 unabhängig 

voneinander. 

7. Der Protonen-Austauscher NHE3 stimuliert den PepT2, wodurch der 

PepT2 zumindest teilweise natriumabhängig wird. 

8. Die SGK-Isoformen (SGK1-3) stimulieren den BoAT durch direkte 

Phosphorylierung.  

9. Die SGK verändert die Transportkinetiken des SMIT1, des PepT2 und 

des BoAT nicht, sondern erhöht vielmehr die maximale Transportrate 

durch Stabilisation der Transporter in der Zellmembran. Dadurch wird die 

Transporterdichte in der Zellmembran erhöht. 
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Die Ergebnisse zeigen, dass die SGK sowohl bei der Zellvolumenregulation 

(SMIT1) als auch bei Rückresorptionsvorgängen von Di- und Tripeptiden im 

Tubulussystem der Niere (PepT2) und bei der intestinalen und renalen 

Aminosäureaufnahme (BoAT) eine entscheidende Rolle einnimmt. Trotz der 

Fülle an Ergebnissen bleiben vor allem beim SMIT1 einige Fragen offen. 

Hier konnte keine direkte Phosphorylierung des Transporters durch die SGK 

nachgewiesen werden. Ziel weiterer Forschungsarbeit wird es sein, an der 

Regulation beteiligte Proteine zu identifizieren und zu charakterisieren.  
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