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1 Einleitung 

Zur Erfüllung der vielfältigen zellulären Funktionen sind Zellen von einer 

hydrophoben Phospholipiddoppelschicht umgeben, die Intra- und 

Extrazellulärraum als zwei wässrige Milieus mit unterschiedlicher 

Zusammensetzung voneinander trennt. Größere nicht lipidlösliche Moleküle und 

geladene Teilchen können diese sogenannte Plasmamembran nur durch 

eingelagerte transmembranöse Proteine überwinden, die als spezifische Kanäle 

und Transporter wirken. 

Zur Anpassung an wechselnde äußere Bedingungen und Anforderungen an die 

Zellen, z.B. unterschiedliche Osmolarität, Proliferation, Stofftransport und 

Signaltransduktion, unterliegen die Membranproteine in ihrer Funktion als 

„Kontaktstellen“ mit der „Umwelt“ einer starken Regulation. Diese Regulation 

kann einerseits durch direkte Veränderung der Eigenschaften der Kanäle und 

Transporter geschehen, andererseits durch Veränderung der Kanal- oder 

Transporterdichte in der Zellmembran [4]. Nicht funktionierende 

Membranproteine oder ihre fehlerhafte Regulation können dabei direkte 

Ursachen für Erkrankungen sein, z.B. Little -Syndrom, Mucoviszidose, Long QT-

Syndrom oder Epilepsien [12]. 

Durch vielfältige Netzwerke von Signalwegen in der Zelle werden die 

extrazellulären Stimuli vermittelt. Eine Schlüsselposition in einem dieser 

Signalwege hat die Serum- und Glucocorticoid-abhängige Kinase SGK. Ihre 

Rolle in der Regulation der für die fundamentalen Zellfunktionen notwendigen 

Na+/K+-ATPase sowie der zwei K+-Kanäle ROMK1 (Renal Outer Medullary K+-

Channel 1) und Kv1.3 (Voltage gated K+-Channel 1.3) soll in dieser Arbeit 

untersucht werden. 
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1.1 Na+/K+-ATPase und K+-Leitfähigkeit als Grundlage der 
Zellfunktion 

Ionenverteilung 

Intrazellulär findet sich eine große Zahl von Proteinen mit negativer 

Nettoladung, geringe Konzentrationen an Na+-Ionen und Cl--Ionen, eine äußerst 

geringe Ca2+-Konzentration sowie eine hohe Konzentration an K+-Ionen. 

Extrazellulär hingegen gibt es eine vernachlässigbar kleine Konzentration 

großer Anionen, hohe Na+- und Cl--Konzentrationen, eine im Vergleich zu Innen 

um mehrere Größenordnungen höhere Ca2+-Konzentration und eine niedrige 

K+-Konzentration. Bikarbonat liegt extrazellulär etwas höher konzentriert als 

intrazellulär vor (Tab. 1) [194]. 

 

 Intrazellulär Extrazellulär Quotient außen/innen 

Na+ 8-30 145 ~10 

K+ 100-155 5 ~40-1 

Ca2+ 0,0001 2 ~104 

Cl- 4-30 120 variabel 

HCO3
- 8-15 25 ~2,5 

große Anionen 100-150 5 ~40-1 

 

 

Ursache für diese Ionenverteilung ist ein energieverbrauchender Transport-

prozess, der Na+-Ionen aus der Zelle und K+-Ionen in die Zelle befördert.  

Die bereits von Jens C. Skou 1957 [202] postulierte Na+/K+-Pumpe gewinnt aus 

der Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) 

die nötige Energie, um entgegen des elektrochemischen Gradienten drei Na+-

Ionen aus der Zelle und zwei K+-Ionen in die Zelle zu transportieren (Abb. 1). 

Wegen des Verbrauchs von ATP wird dieses transmembranöse 

Transportprotein auch Na+/K+-ATPase genannt. Die Bedeutung dieses 

Transports für die Zellfunktion wird schon allein daran deutlich, dass 30-70% 

der Energie einer Zelle für die Na+/K+-ATPase verbraucht wird. Dabei werden 

Tab. 1: Ionenkonzentration im Intra- und Extrazellulärraum (mmol/l H2O) nach [123, 195]. 
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pro Protein ca. 150-600 Na+/s umgesetzt [194]. Die Leitfähigkeit ist wie bei 

anderen Transportern <<1pS [195]. 

Durch die Na+/K+-ATPase ist vor allem die Aufrechterhaltung einer niedrigen 

intrazellulären Na+-Konzentration gewährleistet. Denn es kommt entlang des 

hohen elektrochemischen Gradienten für Na+ zu einem „Leckstrom“ von Na+ in 

die Zelle, obwohl die Zellmembran in Ruhe schlecht durchlässig für Na+ ist. 

Dieses und verschiedene Stoffwechsel- und Erregungsprozesse, bei denen Na+ 

in die Zelle strömt (siehe unten), würden sonst zu einer Erhöhung der 

intrazellulären Na+-Konzentration führen und die Zellfunktion beeinträchtigen 

[49, 95]. 

 

K+-Leitfähigkeit und Membranpotential 

Ionenkanäle sind makromolekulare Poren in der Zellmembran. Im Vergleich zu 

der eben beschriebenen Na+/K+-ATPase weisen sie eine viel höhere Flussrate 

auf (>106 Ionen/s) [103, 123]. Es ist durch die Kanäle allerdings nur eine 

Diffusion der Ionen entlang des elektrochemischen Gradienten möglich. 

Die Öffnung der Kanäle („Gating“) geschieht durch Konformationsänderungen 

oder Aneinanderlagerung von Bestandteilen des Kanals und kann durch 

unterschiedliche Mechanismen gesteuert sein. Es gibt beispielsweise liganden-

gesteuerte Kanäle oder durch „second messenger“ gesteuerte Kanäle, die sich 

nach Bindung eines Substrats öffnen. Des weiteren existieren 

spannungsabhängige Kanäle, die auf Veränderungen des Membranpotentials 

mit Konformationsänderungen reagieren [4, 42, 103]. 

Abb. 1: Schematische Darstellung der Na+/K+-
ATPase, der Ionenverteilung und des 
Membranpotentials durch K+-Kanäle. 
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Eine weitere wichtige Eigenschaft von Membrankanälen ist die Selektivität für 

bestimmte Ionen. Man unterscheidet unselektive Kationen- und Anionenkanäle, 

sowie Ionenkanäle für Cl-, K+, Na+ und Ca2+. Wegen Größe und Struktur der 

Pore sowie Bindungsstellen für die unterschiedlichen Ionen wird eine Ionenart 

beim Durchtritt durch den jeweiligen Kanal bevorzugt [103]. Von den bekannten 

Ionenkanälen zeigt die Gruppe der für K+ permeablen Kanäle die größte 

strukturelle Variabilität.  

Zellen haben in Ruhe eine hohe Leitfähigkeit für Kalium. Dies ermöglicht einen 

Ausstrom der geladenen K+-Ionen, der gleichzeitig ein elektrisches Potential 

über der Zellmembran erzeugt. Dadurch werden die K+-Ionen wiederum im 

intrazellulären Raum zurückgehalten. Es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen 

elektrischem und chemischem Gradienten ein und erzeugt das 

Ruhemembranpotential der Zellen. Zwischen der Na+/K+-ATPase und den K+-

Kanälen besteht somit eine enge funktionelle Wechselwirkung (Abb. 1) [123].  

K+-Kanäle hemmen durch ihre hyperpolarisierende Wirkung exzitatorische 

Einflüsse auf die Zellen und stabilisieren das Ruhemembranpotential. 

Außerdem kommt K+-Kanälen eine wichtige Rolle bei Transportprozessen in 

Epithelien und Gliazellen zu [103]. 

Da K+-Kanäle große Leitfähigkeiten aufweisen, sind sie elektrophysiologisch gut 

zu untersuchen. Viele unterschiedliche Kanäle sind bereits kloniert und können 

heterolog in Oozyten exprimiert werden (s. Kap. 1.3). 

Homöostase 

Durch die Ionenverteilung und die hohe basale Kaliumleitfähigkeit entsteht ein 

intrazellulär negatives Ruhemembranpotential (je nach Zelltyp –30 mV bis –90 

mV). Dieses bewirkt den Ausstrom von Cl- -Ionen. Damit trägt es zum 

osmotischen Ausgleich des proteinreichen Intrazellulärraumes gegenüber dem 

proteinärmeren Extrazellulärraum bei. Auf diese Weise spielen Ionenverteilung 

und Membranpotential eine Rolle bei der Zellvolumenregulation [201].  

Bei der Regulation der niedrigen intrazellulären Ca2+-Konzentration ist 

wiederum das niedrige intrazelluläre Na+ von Bedeutung. Neben einer Ca2+-

ATPase, die Calcium direkt unter ATP-Verbrauch aus der Zelle pumpt, gibt es 

ein transmembranöses Transportprotein, das ein Ca2+-Ion im Austausch gegen 
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drei Na+-Ionen aus der Zelle befördert. Es wird also der hohe nach innen 

gerichtete elektrochemische Gradient für Na + zum Auswärtstransport von Ca2+ 

ausgenutzt. Änderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration sind ein 

wichtiges Regulativ vielfältiger Zellfunktionen (z.B. Funktion als second 

messenger; kardiale Inotropie) [123].  

Auch zur Einhaltung des intrazellulären pH-Wertes gibt es ein ähnliches 

Antiport-System, das H+ im Austausch mit Na+ aus der Zelle transportiert und 

so eine Azidifizierung der Zelle verhindert [194]. 

Zelluläre Transportvorgänge/Erregbarkeit 

Neben den eben erwähnten H+- und Ca2+-Antiportsystemen wird der mit Hilfe 

der Na+/K+-ATPase aufgebaute nach intrazellulär gerichtete elektrochemische 

Gradient für Na+ auch zur Resorption von größeren und polaren Molekülen 

genutzt. In Darm und Niere beispielsweise wird das zu resorbierende Substrat 

zusammen mit einem oder mehreren Na+-Ionen auf der luminalen Seite als 

Kotransport (Abb. 2) aufgenommen [194]. Die Na+/K+-ATPase befindet sich auf 

der basolateralen Seite der Epithelzelle und führt so gleichzeitig zur Resorption 

von Na+. 

 

Die durch Ionenverteilung und K+-Leitfähigkeit in Ruhe entstehende 

Potentialdifferenz zwischen Intra- und Extrazellulärraum ist außerdem 

Voraussetzung für die Möglichkeit einer plötzlichen „Erregung“ von Nerven- und 

Muskelzellen. Durch kurzzeitige Öffnung von spannungsabhängigen Na+-

Kanälen kommt es aufgrund des großen nach innen gerichteten 

elektrochemischen Gradienten für Na + zu kurzfristiger Umpolung der Membran, 

Abb. 2: Resorption von  Glucose (Gluc) und Aminosäuren 
(AS) durch luminalen Na+-Kotransport und 
basolaterale Na+/K+-ATPase. 
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dem sogenannten Aktionspotential (1-2 ms in Nerv- und Skelettmuskelzellen; 

bis zu 400 ms in Herzmuskelzellen). Diese Umpolung führt an benachbarten 

Membranabschnitten wiederum zu Aktivierung von Na+-Kanälen, wodurch eine 

Fortleitung der Erregung ermöglicht wird [194]. 

 

1.1.1 Die Na+/K+-ATPase 

Struktur 

Die Na+/K+-ATPase befindet sich in der Plasmamembran aller tierischen Zellen. 

Abb. 3 zeigt ein elektronenmikroskopisches Bild einer gefriergeätzten Membran 

[150]. 

 

Die Na+/K+-ATPase ist ein Proteinkomplex aus mindestens 2 Untereinheiten 

und gehört zu den ATPasen vom P-Typ [85]. Die a-Untereinheit (ca. 100kDa) 

besteht aus zehn transmembranösen Domänen und die C- und N-Enden liegen 

intrazellulär [55]. Die a-Untereinheit hat die Bindungsstellen für Na+ und K+ 

sowie ATP, so dass ihr die katalytische Funktion zugeordnet werden kann (Abb. 

4) [123]. 

Die ß-Untereinheit (45-50 kDa) besteht aus nur einer transmembranösen 

Domäne und ist, obwohl sie zur ATP-Spaltung nicht vorhanden sein muss, zur 

vollständigen Pumpfunktion notwendig. Sie scheint für die Reifung und den 

Transport zur Zellmembran verantwortlich zu sein (Abb. 4) [89, 90, 101, 153]. 

Abb. 3: Gefriergeätzte Membranvesikel bei 
54000 facher Vergrößerung. Na+/K+-
ATPasen sind als Korpuskel sichtbar  
[123]. 

3 nm3 nm
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Fakultativ kann gewebeabhängig eine ?-Untereinheit funktionell exprimiert sein 

[15, 121]. Sie hat ein Molekülgewicht von ca. 6,5 kDa und enthält eine 

transmembranöse Domäne, das N-Ende liegt außen und das C-Ende innen 

[218]. Eine eindeutige Funktion konnte dieser Untereinheit noch nicht 

zugeordnet werden. Die ?-Untereinheit gehört zu einer Familie von Proteinen, 

die in der Lage sind, in Xenopus Oozyten eine zusätzliche K+-Leitfähigkeit zu 

erzeugen. Hierzu zählen außer der ?-Untereinheit auch PLM, CHIF und Mat-8 

[157]. 

 

 

Reaktionsschema 

Im Reaktionsschema der Na+/K+-ATPase unterscheidet man zwei 

Konformationen, die E1- und die E2-Form. Zunächst wird in der E1-Form ATP 

gebunden, wodurch eine energiereiche Phosphatbindung entsteht und 

intrazellulär drei Na+-Bindungsstellen freigegeben werden. Diese haben eine 

hohe Affinität, so dass in der Zelle niedrige Na+-Konzentrationen erreicht 

werden können (5-10 mM). Daraufhin ändert sich die Konformation des Enzyms 

und die Na+-Ionen gelangen auf die Außenseite der Membran. In dieser jetzt 

E2-Form genannten Konformation hat die Phosphatbindung ihre Energie 

verloren, und es werden extrazellulär zwei K+-Bindungsstellen frei. Nachdem K+ 

gebunden hat, kommt es unter Phosphatabspaltung wieder zu einer 

Konformationsänderung, die K+ nach intrazellulär bringt. Hier kann nach 

Abb. 4: Struktur der Na+/K+-ATPase nach [28]. 
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Abgabe des K+-Ions wieder ATP gebunden werden [123, 195]. Da ein solcher 

Transportzyklus die Translokation einer positiven Ladung nach außen bewirkt, 

erzeugt die Pumpe einen auswärts gerichteten Strom. Man nennt sie daher 

elektrogen. Ein oben beschriebener kompletter Durchlauf der Pumpe dauert 10-

2 s [103].  

Die ?-Untereinheit beeinflusst die Affinität der Na+/K+-ATPase für K+ in einer 

komplexen Na+- und spannungsabhängigen Art und Weise. Dabei verschiebt 

sie das Gleichgewicht in Richtung E1- Konformation [15, 219].  

In unmittelbarer Nachbarschaft zur K+-Bindungsstelle liegt eine Bindungsstelle 

für Ouabain (g-Strophanthin, Digitalisglykosid), das ein hochselektiver Blocker 

der Na+/K+-ATPase ist und die Pumpe am Übergang von E2 zu E1
 anhält. Die 

Affinität zu diesem Blocker ist speziesabhängig über einen weiten Bereich 

unterschiedlich. So hat beispielsweise die Na+/K+-ATPase der Ratte eine 103-

104 fach niedrigere Empfindlichkeit als die des Menschen. TEA+ ist eine weitere 

Substanz, die eine Blockade der Pumpaktivität bewirkt [70]. 

 

1.1.2 Der Renal Outer Medullary K+-channel ROMK 

Struktur 

Der ROMK gehört in die Gruppe der einwärts-gleichrichtenden K+-Kanäle (K ir) 

und wird nach neuer Nomenklatur auch Kir1.1 genannt. Er wurde 1993 aus der 

Ratteniere kloniert [104] und besteht aus vier a -Untereinheiten, die jeweils zwei 

Transmembran-Segmente haben (M1 und M2), zwischen denen die 

porenbildende H-Region liegt (Abb. 5). Die 4 a-Untereinheiten sind über den C-

Terminus miteinander verbunden [12]. Anlagerung von ß-Untereinheiten wie 

Sulfonylharnstoff-Rezeptoren (SUR1 und SUR2) und CFTR ist beschrieben und 

für die Regulation von Bedeutung (grau in kleinem Schema, Abb. 5) [12, 160]. 

Einwärtsgleichrichtung bedeutet, dass der Strom von K+ nach innen besser 

geleitet wird als der Strom von K+ nach außen. Dieses wird beim ROMK durch 

einen spannungsabhängigen Block des Auswärtsstromes durch intrazelluläres 

Mg2+ erreicht [148]. 
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Als ATP-regulierter Kanal besitzt der ROMK intrazellulär am C-Terminus eine 

ATP-Bindungsstelle [24-26]. Inzwischen sind beim Menschen mindestens fünf 

Isoformen (ROMK1-5) bekannt [173]. ROMK ist durch Ba2+ hemmbar; im 

Gegensatz zu anderen K+-Kanälen allerdings nicht durch TEA+ [104]. 

 

 

Expression 

ROMK1 ist im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife und im kortikalen 

Sammelrohr exprimiert [108, 191, 200], ROMK3 im dicken aufsteigenden Teil 

der Henle-Schleife und im distalen Konvolut, ROMK2 im dicken aufsteigenden 

Teil der Henle-Schleife bis zum kortikalen Sammelrohr [32, 91, 129]. RNA für 

ROMK findet sich auch in Mikroglia (ROMK4, ROMK5), hier gibt es aber keine 

Hinweise auf Expression des Proteins [193]. 

Funktion 

Allgemein spielen die einwärts-gleichrichtenden K+-Kanäle eine wichtige Rolle 

bei der Erhaltung des Ruhemembranpotentials nahe dem Umkehrpotential für 

K+ sowie bei der Kontrolle der K+-Sekretion und -Homöostase [187].  

Dabei sind die Kanäle mit starker Einwärtsgleichrichtung vorwiegend bei 

Regulation der Erregbarkeit von Zellen beteiligt, da sie eine schärfere 

Reizschwelle für die Erregung bewirken. Kanäle mit weniger starker 

Einwärtsgleichrichtung ermöglichen einen besseren K+-Auswärtsstrom und sind 

deshalb in Epithelien zu finden, die K+ sezernieren [12]. 

Abb. 5: Struktur des ROMK nach [12]. 
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NH2
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In der Niere repräsentiert der ROMK den K+-Kanal mit kleiner Leitfähigkeit in 

der apikalen Membran von Sammelrohr und aufsteigendem Teil der Henle-

Schleife. Damit ist er für die Ausscheidung von K+ über den Urin von 

herausragender Bedeutung [160]. Funktionseinschränkende Mutationen des 

ROMK im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife führen zum Bartter-

Syndrom Typ II mit hypokaliämischer Alkalose. Die verminderte K+-Sekretion 

luminal hemmt den Na+-K+-2Cl--Kotransport im dicken aufsteigenden Teil der 

Henle-Schleife und führt zu Salzverlust und sekundärem 

Hyperaldosteronismus. Dieses wiederum verursacht vermehrte Na+-Resorption 

und K+-Sekretion in den Hauptzellen des Sammelrohres, sowie eine verstärkte 

H+-Ionen Sekretion in den benachbarten Zwischenzellen [12, 23, 24, 129]. 

1.1.3 Der spannungsgesteuerte K+-Kanal Kv 1.3 

Struktur 

Spannungsabhängige K+-Kanäle bestehen gleich anderen spannungs-

abhängigen Kanälen für Na+ und Ca2+ aus 4 a-Untereinheiten, die ihrerseits aus 

6 transmembranösen Segmenten (S1-S6) aufgebaut sind [145, 216]. Zwischen 

den Segmenten S5 und S6 befindet sich eine ionenselektive sogenannte P-

Region und die Pore entsteht durch Aneinanderlagerung der a-Untereinheiten 

in diesem Bereich. Das Segment S4 dient als Spannungssensor (Abb. 6) [4, 

12].  

Kv1.3 gehört zur Shaker-Überfamilie, die aus vier Familien (Kv1 - Kv4) besteht, 

wobei es wiederum 9 Unterfamilien von Kv1 gibt (Kv1.1 - Kv1.9) gibt. Innerhalb 

dieser Unterfamilien ist die Ähnlichkeit auf Ebene der Aminosäuren mit 70% 

sehr hoch [12]. Der Kv-Kanal kann sowohl aus vier gleichen a-Untereinheiten 

bestehen (Homo-Oligomer) oder aus unterschiedlichen a-Untereinheiten 

(Hetero-Oligomer). Dieses führt zu einer Vielzahl von Kanälen mit 

unterschiedlichen Eigenschaften (kleines Schema, Abb. 6) [12].  

Spannungsabhängige Aktivierung des Kv1.3 ist von schneller Inaktivierung 

gefolgt. Die Inaktivierung dieser sogenannten N-Typ-Ströme wird durch einen 

„Ball“ am intrazellulären N-Terminus erzeugt, der die Pore von innen nach 

erfolgter Aktivierung wieder verschließt [216]. Außerdem gibt es nur eine 
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langsame Erholung von der Inaktivierung, so dass nach kurzfristig wiederholter 

Depolarisierung die Kv1.3-Ströme kleiner werden [105]. 

Häufig ist jede a-Untereinheit mit einer β-Untereinheit assoziiert, die Einbau und 

Öffnung des Kanals verändern kann [126, 151, 216]. Die ß-Untereinheiten 

durchbrechen die Plasmamembran vermutlich nicht, sondern liegen intrazellulär 

(Abb. 6) [12]. 

Expression 

Kv1.3 ist exprimiert im Gehirn [127, 225, 239], in Lymphozyten [137, 152, 174], 

in der Niere [251] [196], in glatten Muskelzellen von Gefäßen [54] und in der 

Blase [58]. Weiterhin wurde Kv1.3 im Kaninchenherz [146], in Ganglienzellen 

der Retina [182] und ein Kanal mit >90% Ähnlichkeit zu Kv1.3 im Hoden von 

Ratten gefunden [113]. Neuere Untersuchungen zeigen auch eine starke 

Expression von Kv1.3 in Zellen von Prostata- und Kolonkarzinomen [1, 2]. 

 

Funktion 

In Lymphozyten wird Kv1.3 vermehrt exprimiert, wenn diese aktviert werden und 

proliferieren [40, 137, 152]. Dadurch ist Kv1.3 ein interessanter Ansatzpunkt für 

Immunsuppression über eine Blockade des Kanals [39]. CD95 induzierte 

Apoptose hingegen geht mit verminderter Expression von Kv1.3 einher [97]. 

Abb. 6: Struktur des Kv1.3 nach [12]. 
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Die Bedeutung des Kv1.3 für proliferierende Zellen wird auch daran deutlich, 

dass der Kanal bei einigen Neoplasien vermehrt exprimiert ist [1, 2]. 

Im Gehirn haben Mikroglia-Zellen eine wichtige Funktion bei der Phagozytose 

kranker Zellen. Die Aktivierung von Mikroglia führt zur Hochregulation von 

Kv1.3. [48, 120]. Da überaktivierte Mikroglia als Ursache für neurodegenerative 

Erkrankungen diskutiert wird, könnte auch hier die Stimulation von Kv1.3 eine 

Rolle spielen und somit auch ein therapeutischer Ansatzpunkt werden [193]. 

Weiterhin spielen Kv-Kanäle eine wichtige Rolle in der Übertragung von 

elektrischen Signalen in erregbaren Zellen und in glatten Muskelzellen, wo sie 

den basalen Muskeltonus erhalten und einer Vasokonstriktion entgegenwirken 

[126]. In Nervenzellen führen sie zu rascherer Repolarisation. Beispielsweise 

konnten Hippocampus-Zellen, die mit Kv1.3 transfiziert waren, nach 

hochfrequenter Stimulation eine deutlich höhere Aktionspotentialfrequenz 

weiterleiten als nicht transfizierte Kontrollzellen, bevor es zum Block durch 

Depolarisation kam [130]. 

In der Niere, so wird von Yao et al (1996) postuliert, spielt Kv1.3 eine Rolle bei 

K+-Mangel, indem er in der basolateralen Membran des kortikalen Sammel-

rohres exprimiert wird und die K+-Resorption fördert [251]. 

 

1.1.4 Na+-Resorption in der Niere 

Die Regulation der beschriebenen Membranproteine kann sehr gut am Beispiel 

der Na+-Resorption in der Niere deutlich gemacht werden. Na + ist im Körper das 

Kation mit der höchsten extrazellulären Konzentration. Das intravasale Volumen 

des Körpers wird zum größten Teil über Retention und Ausscheidung von Na+ 

in der Niere gesteuert. Ein Zusammenhang zwischen hoher Natriumzufuhr und 

Hypertonie ist bekannt [123].  

Der Natriumbestand des Körpers beträgt durchschnittlich 4 Mol, davon befinden 

sich 40% im Knochen, der verbleibende Anteil ist vorwiegend im Plasma und 

Interstitium frei verfügbar. Die Aufnahme von Na+ ist individuell sehr 

unterschiedlich und schwankt zwischen wenigen mmol und 1000 mmol pro Tag 

(1mmol entspricht 58 mg NaCl). 
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Filtration und Resorption 

In den Glomeruli der Nephrone werden die Na+-Ionen frei filtriert, so dass in den 

ca.180 l isotonen Primärharn pro Tag ca. 1,5 kg NaCl gelangen. Davon werden 

ca. 99% im Verlauf des anschließenden Tubulus -Systems resorbiert. 

In den proximalen Tubulusabschnitten wird der größte Anteil des filtrierten Na+ 

resorbiert. Im Kotransport mit Glucose, Aminosäuren und anderen für den 

Körper wichtigen Stoffen und im Austausch gegen H+-Ionen durch den Na+-H+-

Austauscher wird Na+ durch die apikale Membran aufgenommen und 

basolateral durch die Na+/K+-ATPase ins Blut abgegeben. H+ reagiert im 

Tubuluslumen mit Bikarbonat zu CO2, welches wieder durch die apikale 

Membran diffundiert. In der Zelle entsteht wieder Bikarbonat, das zusammen 

mit Na+ durch einen basolateral lokalisierten Na+-HCO3
--Kotransport ins Blut 

resorbiert wird [194]. Na+ wird auch parazellulär resorbiert. Wasser folgt 

osmotisch zum Teil parazellulär aber hauptsächlich transzellulär durch apikale 

und basolaterale Aquaporine [223]. 

Im distalen Tubulus und Sammelrohr erfolgt dann die Feineinstellung der Na+-

Ausscheidung. Die Regulationsbreite beträgt ca. 10% des gesamten filtrierten 

und rückresorbierten Na+. Vorherrschend ist hier ein transzellulärer Transport 

durch luminale epitheliale Natriumkanäle (ENaC), der wiederum durch den 

elektrochemischen Gradienten für Na+ ermöglicht wird. Im Austausch für 

Natrium wird Kalium nach luminal abgegeben, so dass ein enger 

Zusammenhang zwischen Natrium- und Kaliumhaushalt besteht [92, 194]. 

Regulation der Na+-Resorption und K+-Ausscheidung 

Wichtigstes Hormon zur Regulation der Na+- und K+-Ausscheidung im distalen 

Tubulus ist Aldosteron [168]. Je nach Bedarf werden unter Aldosteron luminal 

epitheliale Na+-Kanäle (ENaC) in die Zellmembran gebaut, so dass eine 

entsprechende Menge Na+ entlang seines elektrochemischen Gradienten in die 

Zelle gelangt und dem Urin entzogen wird [13]. Auch ein stimulierender Effekt 

auf die basolaterale Na +/K+-ATPase durch Aldosteron ist bekannt [197]. Die K+-

Ausscheidung in den Urin erfolgt proportional zur Na+-Aufnahme über luminale 

K+-Kanäle, insbesondere den oben beschriebenen ROMK1, und führt zu einer 

Senkung der K+-Konzentration im Blut [123, 173]. 
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Über welche Signalwege der Effekt von Aldosteron intrazellulär verarbeitet wird 

ist Gegenstand intensiver Forschung. Es ist bekannt, dass der Einbau des 

ENaC in die luminale Membran als früher Effekt von Aldosteron unter 

Vermittlung der Serum- und Glucocorticoid-abhängigen Kinase (SGK) steht 

[143, 177, 227]. Eine Wirkung auf ROMK auch über die SGK war bisher nicht 

bekannt [177]. Als später, nach mehreren Stunden bis Tagen auftretender, 

natriumsparender Aldosteron-Effekt wird eine durch erhöhte Transkription 

ausgelöste Zunahme von Na+/K+-ATPasen in der Zelle angenommen [162]. 
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1.2 Funktion der Serum- und Glucocorticoid-abhängigen 
Kinase SGK 

Die Wirkung extrazellulärer Stimuli auf eine Zelle wird über intrazelluläre und 

membranständige Signalmechanismen weitergeleitet und resultiert aus einem 

komplexen Zusammenspiel von Proteinkinasen, Phospholipasen und 

Phosphatasen. Proteinkinasen bewirken dabei die Bindung eines Phosphat-

restes aus ATP an eine Aminosäure (Serin, Threonin oder Tyrosin) des 

regulierten Proteins. Dies führt durch lokale Ladungsänderung zu Kon-

formationsänderungen, Freigabe von Bindungsstellen oder Änderungen der 

Affinität für Substrate an diesem regulierten Protein. Dadurch werden 

bestimmte Prozesse aktiviert oder gehemmt [181]. Proteinphosphatasen 

bewirken das Gegenteil. Sie vermitteln die Abspaltung eines Phosphatrestes 

von dem regulierten Protein und damit wiederum die Aktivierung oder 

Hemmung des betroffenen Proteins [87, 181]. 

Die Serum- und Glucocorticoid-abhängige Kinase (SGK) wurde 1993 entdeckt. 

Die intrazelluläre Konzentration von mRNA dieses Proteins stieg in SGK 

exprimierenden Brustkrebszellen von Ratten innerhalb von 30 min stark an, 

nachdem die Zellen Glucocorticoiden oder Serum ausgesetzt wurden [244, 

245]. Inzwischen ist eine große Zahl an weiteren stimulierenden Einflüssen 

bekannt, die verschiedene Reaktionskaskaden einbeziehen. 

 

1.2.1 Eingruppierung, Isoformen, Gewebeverteilung 

Die SGK gehört zu der Gruppe der „AGC“-Familie von Kinasen, zu denen auch 

Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase B (PKB), Proteinkinase C (PKC) und 

Proteinkinase G (PKG) zählen. Ihre katalytische Domäne hat eine 54%ige 

Übereinstimmung auf Aminosäurenebene mit PKB [132]. Im Genom aller bisher 

untersuchten Eukaryonten findet sich die SGK mit einer hohen Homologie, was 

ein Hinweis auf eine wichtige physiologische Rolle ist [96, 232, 234]. Durch 

Sequenzvergleich sind zwei Isoformen der SGK mit 80%iger Ähnlichkeit 

gefunden worden, die SGK2 und SGK3 [125]. Humane SGK1 wird auf 

Chromosom 6, SGK2 auf Chromosom 20 und SGK3 auf Chromosom 8 kodiert 

[56, 234].  
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Bei der Gewebeverteilung zeigen sich Unterschiede der einzelnen SGK-

Isoformen. SGK1 und SGK3 werden in allen menschlichen Geweben 

exprimiert, insbesondere auch stark im distalen Tubulus in der Niere [125, 133, 

142, 233]. SGK2 hingegen ist in seiner Verteilung stärker eingeschränkt und 

wird in den Epithelien von Leber, Niere und Pankreas exprimiert [124]. 

 

1.2.2 Regulation  

Transkription 

Die vorwiegende Regulation der SGK geschieht auf transkriptionaler Ebene. 

Neben Glucocorticoiden [35, 244, 245] verstärken vor allem Mineralocorticoide 

(Aldosteron) über den Typ I-Rezeptor die Transkription [53, 161, 162, 199]. Eine 

Reihe weiterer Transkriptions-Stimulatoren ist bekannt: Unter ihnen sind FSH, 

LH, TNF-a und Thrombin sowie Hypertonizität der Umgebung und eine 

Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration [6, 53, 122, 132, 232]. An den 

Signalkaskaden für transkriptionale Regulation sind unter anderem SAPK2 

(auch p38 genannt) [59, 158, 235], Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase [96, 175], 

Proteinkinase C [133] und cAMP [122] beteiligt.  

Erhöhung der Transkription von SGK erfolgt auch durch Schädigungen von 

Neuronen [111], in fibrosierendem Gewebe [82, 128, 236] und während der 

Wundheilung [112]. Die Transkription von SGK ist vermindert durch Heparin 

[63]. Eine transkriptionale Regulation ist für die SGK3 und SGK2 nicht 

nachzuweisen [132]. 

Reversible Phosphorylierung 

Darüber hinaus wird die SGK durch Phosphorylierung aktiviert. Wie bei der 

Proteinkinase B benötigt die Aktivierung von SGK die Phosphorylierung an zwei 

Stellen durch die 3-Phosphoinositid-abhängige Proteinkinase 1 (PDK1) und 

PDK2, welche ihrerseits von einer Phosphorylierung durch die Phosphoinositol-

3-Kinase (PI3K) abhängen [5, 27]. Bei der SGK1 sind dies die Aminosäuren 

Thr256 und Ser422. Durch oxidativen Stress, IGF-1, Insulin oder FSH [185] 

kommt es zur Phosphorylierung von Ser422. Dieser Prozess ist durch den PI3K-

Blocker Wortmanin inhibierbar und daher PI3K-abhängig. Diese erste 
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Phosphorylierung ermöglicht eine zweite Phosphorylierung an Thr256 durch 

PDK, was die SGK letztendlich aktiviert [124, 175, 178]. Der Austausch von 

Ser422 gegen Aspartat erzeugt eine konstitutionell aktive Mutante der SGK1 

(SGKS422D), welche in unseren Experimenten zunächst verwandt wurde.  

Von untergeordneter Bedeutung ist eine weitere Aktivierung durch direkte 

Phosphorylierung der SGK an Thr369 über cAMP und PKA. Dieses benötigt aber 

zusätzlich die Möglichkeit zur Phosphorylierung an den oben beschriebenen 

Stellen [178]. 

Aktivierung über die „extracellular signal-regulated protein-kinase 5“ (ERK5), 

einem Mitglied der MAP Kinase-Familie, ist dagegen unabhängig von der 

Phosphorylierung an Thr256. Diese Signalkaskade könnte einen weiteren 

Aktivierungsweg durch Wachstumsfaktoren darstellen [102]. 

 

1.2.3 Interaktion mit anderen Proteinen 

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

Proteinen vermittelt oder abhängig [176]. Im Zusammenhang mit dieser Arbeit 

sind zwei dieser Proteine wichtig, nämlich Nedd4-2 und NHERF. 

Nedd4-2 

Die Ubiquitinligase Nedd4-2 (Neural precursor cell expressed, developmentally 

downregulated) ist in der Zelle beim Abbau von Proteinen beteiligt. Durch 

Ubiquitinierung, d.h. Binden von Ubiquitin, werden Proteine im Zytoplasma oder 

der Zellmembran markiert, damit sie dann gezielt abgebaut werden können [4, 

180]. Die Ubiquitinligase Nedd4-2 vermittelt die Bindung zwischen dem 

jeweiligen Protein und Ubiquitin. Dafür bindet sie an das abzubauende Protein 

über eine spezifische Bindungsstelle, die eine bestimmte Prolin-reiche 

Aminosäurensequenz aufweist. Zunächst war als Bindungsstelle nur das 

sogenannte PY-Motiv bestehend aus Pro-Pro-Xxx-Tyr bekannt (Xxx steht dabei 

für eine beliebige Aminosäure) [9]. Inzwischen ist bekannt, dass Nedd4-2 auch 

bei Proteinen mit anderer Sequenz (Pro-Xxx-Pro-Pro-Tyr; Pro-Pro-Leu-Pro; 

pS/pT) die Bindung von Ubiquitin vermitteln kann [116, 119]. 
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Von dem epithelialen Na+-Kanal ENaC ist bekannt, dass er ein PY-Motiv besitzt 

und unter Mitwirken von Nedd4-2 durch Ubiquitinierung herunterreguliert wird 

[207, 208]. Diese Hemmung des Kanals wird in Oozyten durch Koexpression 

von SGK aufgehoben. Es konnte gezeigt werden, dass die SGK das Nedd4-2 

Protein am Serin in Position 444 phosphoryliert und damit inaktiviert [62]. Die 

SGK bindet dabei an Nedd4-2 über das PY-Motiv in der Aminosäuresequenz 

der SGK. Zusammengenommen resultiert daraus die Aktivierung von ENaC 

durch die SGK. 

NHERF 

NHERF (Natrium-Hydrogen-Exchanger Regulating Factor) wurde als ein 

Protein entdeckt, das die Phosphorylierung und Regulation des Na+/H+-

Austauschers durch PKA vermittelte [258]. Eine Aufgabe von NHERF besteht 

demnach darin, eine Verbindung und Abgrenzung von verschiedenen 

Signalmolekülen an der Zellmembran zu bilden [254]. Eine weitere Aufgabe ist 

die Regulation des Ein- und Ausbaus von Membranproteinen in die apikale 

Zellmembran bipolarer Zellen [254]. Es konnte gezeigt werden, dass die nicht 

Transkriptions-abhängige Stimulation des NHE3 durch Glucocorticoide zum 

einen die Isoform 2 des NHERF benötigt und zum anderen von der SGK 

vermittelt wird. Die Interaktion zwischen NHERF2 und SGK findet zwischen der 

2 PDZ-Domäne von NHERF2 und dem C-Terminus der SGK statt [255]. 

Dadurch, dass NHERF2 auch an den NHE3 bindet, scheint er wichtig zu sein, 

um SGK an NHE3 zu verankern. So kann SGK den NHE3 sowohl durch direkte 

Phosphorylierung als auch durch vermehrten Einbau in die Plasmamembran 

stimulieren [254]. 

 

1.2.4 Physiologische Funktion 

Allgemein phosphoryliert die SGK, wie auch PKB, die Aminosäuren Serin und 

Threonin, wenn sie in einer Arg-Xxx-Arg-Xxx-Xxx-Ser/Thr Sequenz innerhalb 

des Proteins vorliegen [124, 125]. Hierbei sind offensichtlich Überlappungen mit 

PKB möglich. Allerdings weisen nicht alle Membranproteine, die durch die SGK 

reguliert werden, diese Domäne auf.  
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Als eine wichtige Rolle der SGK wurde die Vermittlung der Aldosteron-Wirkung 

auf den epithelialen Na+-Kanal und die damit verbundene Natriumretention 

erkannt [7, 43, 161, 237]. 

Weiterhin gibt es einen Zusammenhang zwischen der SGK und der bronchialen 

Cl--Sekretion/-Absorption über CFTR [231]. Im Herz könnte die SGK an 

verschiedenen Erregungs- oder Repolarisationsprozessen beteiligt sein, da sie 

auch den spannungsabhängigen Na+-Kanal SCN5A und den 

spannungsabhängigen K+-Kanal KCNE1/KCNQ1 reguliert [73]. 

Für die SGK konnte eine Funktion in der Regulation von Apoptose und 

Zellproliferation gezeigt werden [36, 135, 226]. Sie vermittelt dabei die anti-

apoptotische Wirkung von Glucocorticoiden [156]. 

Eine Rolle in der Volumenregulation von Zellen über eine Veränderung von 

Kationen- und Cl--Leitfähigkeit ist wahrscheinlich und z.T. auch schon 

nachgewiesen [16, 31, 125]. 
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1.3 Oozyten von Xenopus laevis als Expressionssystem 

Ursprünglich ein diagnostisches Hilfsmittel bei Schwangerschaftstests [98] wird 

der südafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis (Abb. 7) seit langem für 

Forschungszwecke im Bereich der Nierenphysiologie und Entwicklungsbiologie 

im Labor gehalten. Seine Oozyten werden für die Expression heterologer RNA 

im Labor genutzt [60, 61, 99].  

 

Neben der Fähigkeit heterologe Proteine nach Injektion von RNA zu 

exprimieren, bieten die Oozyten von Xenopus laevis eine Vielzahl technischer 

Vorteile.  

X. laevis ist als obligat aquatisches Tier ohne viel Aufwand im Labor zu halten, 

zudem ist die Anschaffung günstig. Anästhesie und Oozytenentnahme 

gestalten sich ebenfalls einfach. Ein großer Zelldurchmesser der Eizellen (ca. 

1,3 mm) erleichtert die allgemeine Handhabung wie Aussortieren und 

Inkubation, ermöglicht aber auch eine einfache cRNA-Injektion und das spätere 

Messen physiologischer Größen mit mehreren intrazellulären Glaskapillaren 

[203, 230]. 

Allerdings gibt es beim Gebrauch der Oozyten des afrikanischen 

Krallenfrosches auch Nachteile, die bei der Interpretation der Messergebnisse 

berücksichtigt werden müssen. Die Andersartigkeit zu mamalischen Zellen lässt 

nicht automatisch den Rückschluss zu, dass Proteine, die üblicherweise nach 

der Translation noch verschiedene Veränderungen (z.B. Phosphorylierungen 

Abb. 7: Xenopus laevis. 
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und Glykosylierungen) erfahren, in den Oozyten gleich bearbeitet werden wie in 

mamalischen Zellen. Dieses kann die Eigenschaften beispielsweise von 

Membrankanälen verändern. Für viele Neurotransmitter-Rezeptoren und 

spannungsgesteuerte Ionenkanäle konnte allerdings gezeigt werden, dass sie 

ihre natürlichen Eigenschaften behalten [57].  

 

 Cintrazellulär 

Na+ 4-23 mM 

K+ 76-148 mM 

Cl- 24-62 mM 

Ca2+ 3-100 · 10-6 

 

Endogene Kanäle und Transportsysteme in der Membran sind aufgrund der 

nicht notwendigen Nährstoffaufnahme zwar nicht sehr ausgeprägt vorhanden, 

müssen aber in die Betrachtung der Ergebnisse mit einbezogen werden, zumal 

Entfernung der Follikelmembran diese entscheidend verändert (siehe unten) 

[57, 240-243]. Hier sind insbesondere K+- und Cl--Kanäle zu nennen. Ein 

weiteres Problem könnte in einer anderen Ausstattung an second-messenger-

Systemen gegenüber Säugerzellen liegen. Dies würde bedeuten, dass es in 

den Oozyten andere Regulationswege gibt [57]. Die gemessenen Werte für die 

intrazelluläre Ionenzusammensetzung sind sehr unterschiedlich (Tab. 2), ein 

Umstand, der zu scheinbar veränderten Eigenschaften von heterolog 

exprimierten Membrankanälen führen könnte [240]. 

Tab. 2: Intrazelluläre Ionenkonzentration in Xenopus Oozyten
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Die Xenopus Oozyten selbst sind von vier Membranschichten umgeben. Bei 

Defollikulierung werden die äußeren drei Schichten durch die Behandlung mit 

Kollagenase entfernt und nur eine innere - „Vitellinmembran“ genannte - Schicht 

bleibt. Die Oozyten bestehen aus zwei unterschiedlichen Hemisphären (Abb. 8), 

der animalischen und der vegetalischen. Erstere ist durch Einlagerung von 

Melanin dunkel gefärbt und enthält den größten Anteil an Mikrovilli, des 

endoplasmatischen Retikulums und calciumabhängiger Chloridkanäle. Die 

vegetalische Seite ist hell gefärbt und ist unter physiologischen Bedingungen 

der Eintrittsort des Spermiums [57, 203]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8: Xenopus Oozyten. 
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1.4 Fragestellung der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit soll mit Hilfe von elektrophysiologischen Messungen 

an Xenopus Oozyten der Beitrag und Angriffspunkt der Serum- und 

Glucocorticoid-abhängigen Kinase SGK und ihrer Isoformen in der Regulation 

von Na+/K+-ATPase und Kaliumleitfähigkeit näher untersucht werden (Abb. 9):  

 

1. Ist die aldosteronabhängige schnelle Stimulation der Na+/K+-ATPase von 

der SGK vermittelt, wie es für die Hochregulation von ENaC bekannt ist?  

2. Gibt es in diesem Zusammenhang auch einen Einfluss der SGK auf die 

Regulation von ROMK? 

3. Über welchen Mechanismus stimuliert die SGK1 den spannungsabhängigen 

Kaliumkanal Kv1.3 und können daraus allgemeine Rückschlüsse auf eine 

Wirkungsweise dieser Kinase gezogen werden ? 

 

 

 

 

 

Abb. 9: Wirkungen der SGK auf Na+- und K+-Resorption.     
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2 Methoden 

2.1 Lösungen/Substanzen 

 

A) OR-2 

Die OR-2 Lösung wurde für die Kollagenisierung der Oozyten benutzt. Sie ist 

Ca2+-frei, was die Kollagenasewirkung verbessert.  

 

Substanz Konzentration [mM] 

NaCl 82,5 

KCl 2,5 

MgCl2 1 

Tris-Hepes 5 

 

 

B) Aufbewahrungslösung der Oozyten (ND96 mit Antibiotika) 

Nach der Kollagenisierung wurden die Oozyten in 200mOsm ND96-Lösung auf-

bewahrt. Gentamycin verhindert als Antibiotikum Infektionen der Zellen. 

Theophyllin hemmt die weitere Reifung [230]. 

 

Substanz Konzentration [mM] 

NaCl 96 

KCl 2 

CaCl2 1,8 

MgCl2 1 

Tris-Hepes 5 

Natriumpyruvat 2,5 

Theophyllin 0.5 

Gentamycin 50 µg/l 

 

 

 

Tab. 3: OR-2, pH 7,8. 

Tab. 4: ND96 mit Antibiotika, pH 7,4.  
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C) Messlösungen 

Die für die Messungen verwendeten Lösungen basierten auf ND96 als 

Grundlösung (Tab. 5). Der pH-Wert dieser Lösung war in allen Experimenten 

mit NaOH auf pH 7,4 titriert. 

 

Substanz Konzentration [mM] 

NaCl 96 

KCl 2 

CaCl2 1,8 

MgCl2 1 

Tris-Hepes 5 

 

 

Für einzelne Versuche musste während der Messung oder zur Inkubation KCl 

entfernt werden und/oder BaCl2 hinzugefügt werden, dieses wurde zunächst 

isoosmolar durch NaCl ersetzt. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde 

der Ausgleich der Osmolarität durch Succrose erreicht. Die Osmolarität der 

Lösungen wurde also während des Versuchs nicht geändert. 

 

D) Weitere Substanzen 

Die verwendeten Substanzen wurden als Stammlösung angesetzt und auf die 

angegebene Konzentration verdünnt. 

− Ouabain (0,1mM) 

− Brefeldin A (5µM) 

− Margatoxin (1 nM) 

Die Chemikalien wurden von der Firma SIGMA in München bezogen. 

2.2 Oozytenpräparation 

Zur Gewinnung der Oozyten wurde ein adulter weiblicher Xenopus laevis 

(Südafrikanischer Krallenfrosch) für die Narkose ca. 20 Minuten in 0,1%ige 3-

Aminobenzoesäureethylester-Lösung gelegt. Danach wurde der Frosch auf 

dem Rücken liegend auf Eis gelagert und am Bauch gründlich desinfiziert. 

Tab. 5: ND96, pH 7,4. 
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Unter semisterilen Bedingungen wurde quer am rechten oder linken Unterbauch 

ein ca. 0,5 - 1 cm langer Schnitt in die Haut und anschließend in den Muskel 

gesetzt. Nun konnten die bindegewebigen Ovarialsäckchen scharf 

herausgetrennt werden. Nach Entnahme der Oozyten wurde die Wunde mittels 

resorbierbarem Faden durch Muskel- und Hautnaht wieder verschlossen. Der 

Frosch wurde zum Aufwachen in einen mit wenig Wasser gefüllten Käfig gelegt, 

bevor er nach mehreren Stunden wieder zurück ins Aquarium gebracht wurde.  

Die Ovarialsäckchen wurden mit Pinzette und Schere in kleine Einheiten 

getrennt und mit Kollagenase A (1-3 g) in OR2 unter ständiger Bewegung 

denudifizert. Der Kollagenaseverdau dauerte bei Raumtemperatur ca. 2-3 

Stunden und wurde durch häufiges Spülen mit ND96 beendet, wenn auf den 

Oozyten keine Blutgefäße mehr sichtbar und die Zellen zum Großteil vereinzelt 

waren.  

Unter dem Binokular wurden die Oozyten anschließend nach Vitalitätszustand 

und Reifegrad sortiert. Es wurden nur Zellen verwendet, die sich im Stadium V 

und VI befanden [68], eine klare Trennung zwischen Vegetal- und Animalpol 

aufwiesen und keine Aufhellung im Animalpol zeigten. 

Die Oozyten wurden dann in ND96 mit Antibiotika bei 18°C aufbewahrt, bevor 

sie am nächsten Tag zur Injektion verwendet wurden. 

2.3 cRNA-Synthese/Injektion 

cRNA-Synthese 

In Xenopus laevis Oozyten kann in vitro synthetisierte cRNA exprimiert werden 

[99]. Dafür wurden zunächst die cDNA durch Transfektion kompetenter 

Bakterien (E.coli, Stamm DH5a ) mit der jeweiligen cDNA vermehrt [50, 189]. 

Der Erfolg der Transfektion wurde durch Minipräparation am folgenden Tag 

kontrolliert. Mittels Maxipräparation wurde die Plasmid-DNA gewonnen. Die 

Linearisierung der Plasmid-DNA erfolgte an einer Restriktionsstelle am 3´-Ende 

des Inserts mit einem Restriktionsenzym entsprechend des Vektors. Nach 

Aufreinigung der cDNA (Lagerung bei -20°C) wurde cRNA (in vitro 

Transkription) mittels Restriktionsverdau durch die entsprechende Polymerase 
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hergestellt. Die cRNA wurde als Stocklösung (ca. 1-2 µg/µl) bei -80°C 

aufbewahrt. Die molekulabiologischen Methoden wurden von Frau Noll 

durchgeführt. Die verwendeten Vektoren, Restriktionsenzyme und Polymerasen 

sind in Tab. 6 zusammengestellt. 

 

Protein Vektor Restriktionsenzym Polymerase 

ROMK pSport Not1 T7 

SD PGem-HJ STUI T7 

KN PGem-HJ STUI T7 

SGK1-3 PGem-HJ STUI T7 

Kv1.3 PSP64T EcoR1 Sp6 

NHERF2 PET30a SAL1 T7 

Nedd4-2 PSPeasy BGL II Sp6 

 

Injektion 

Zur Injektion der Oozyten wurden Borosilikatglaskapillaren (Fa. Hilgenberg) mit 

einem Außendurchmesser von 1,2 mm mit einem vertikalen Kapillarziehgerät 

(DMZ-Universal Puller, Fa. Zeitz) so gezogen, dass sie eine lange Spitze 

hatten. Die Spitze wurde unter dem Mikroskop abgebrochen, so dass eine 

Öffnung von ca. 10-20 µm entstand. Danach wurden die Glaskapillaren mit 

Paraffinöl gefüllt, um sie luftfrei zu machen. Ein Tropfen der mit DEPC-Wasser 

auf Endkonzentration verdünnten cRNA wurde dann mit Hilfe eines 

Mikroinjektors aufgesaugt. Um Wegrutschen zu verhindern, wurden die 

Oozyten in einer mit ND96 gefüllten kleinen Petrischale auf einem Gitter 

angeordnet und jeweils mit 25 nl cRNA unter dem Binokular injiziert. Die übliche 

Konzentration der cRNA betrug für die Kinasen 300 ng/µl, für Kv1.3 5 ng/µl und 

für ROMK1 100 ng/µl, was cRNA Injektion von 7,5 ng, 0,125 ng und 2,5 ng pro 

Oozyte entspricht. Alle cRNA-Injektionsschritte müssen unter semisterilen 

Bedingungen durchgeführt werden, um eine Kontamination mit RNAsen zu 

vermeiden. 

Tab. 6: Bei der Herstellung der jeweiligen cRNA verwendeten 
Vektoren, Restriktionsenzyme und Polymerasen.  
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Bei Expression von mehreren Proteinen wurden die einzelnen cRNA`s 

nacheinander injiziert. Der Abstand zwischen Kinase und Regulatoren betrug 1-

2 Stunden, die Kanal-RNA wurde am folgenden Tag injiziert. 

Nach 2-5 Tagen erfolgte die Messung der durch das injizierte Protein 

modulierten Ströme. 

2.4 Elektrophysiologische Methoden 

2.4.1 Potentialmessung (current clamp) 

Mit Hilfe der „Current-Clamp“-Methode kann das Membranpotential (Vm) einer 

Zelle gemessen werden. Dazu wird die Potentialdifferenz einer intrazellulären 

Mikropipette gegenüber geerdeten Referenzelektroden im Bad ermittelt. Die 

elektrische Verbindung ist durch Ag/AgCl gegeben [195]. Für die 

Mikroelektroden wurden Kapillaren aus Borosilikatglas (Typ GC150TF-15; 1,5 

mm Außendurchmesser; 1,17 mm Innendurchmesser; dünnwandig mit 

Filament; Fa Clark Elektromedical Instruments, Pangborne, GB) mit einem 

vertikalen Kapillarziehgerät (DMZ-Universal Puller, Fa. Zeitz) gezogen, mit 3 M 

KCl-Lösung gefüllt und über einen chlorierten Silberdraht mit dem Verstärker 

verbunden. Die Referenzelektroden waren über 3% Agar und ebenfalls 3M KCl-

Lösung mit dem Bad verbunden [8] (Abb. 10). Alle verwendeten 

Mikroelektroden hatten einen Gesamtwiderstand von 0,3-1 MO. Vor dem 

Einstechen der Mikroelektrode wird ein Nullabgleich mit der Badlösung gemacht 

(0 ± 1mV).  

Die Fließgeschwindigkeit der Badlösung betrug 20 ml/min, so dass in ca. 15 s 

ein kompletter Austausch der Messkammerlösung zu erwarten war. Alle 

Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. 

Die Messapparatur wurde mittels Faraday`schem Käfig bestmöglich gegenüber 

elektromagnetischen Einflüssen aus der Umwelt abgeschirmt [170]. Die Daten 

wurden mit 10 Hz gefiltert und über ein MacLab-Interface in einem Macintosh-

Computer aufgenommen. Als Software fand das Programm Chart (Version 

3.5.2) sowie Scope (Version 3.5.2) von AD Instruments (MacLab) Anwendung. 
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2.4.2 Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp (TEVC) 

Mit der TEVC-Methode ist es unter Verwendung einer weiteren intrazellulären 

Mikroelektrode möglich, das Membranpotential der Xenopus leavis Oozyte auf 

ein beliebiges Potential zu klemmen und den Strom zu messen, der nötig ist, 

um die Zelle auf dem gewünschten Potential zu halten. Hierbei wird über die 

Spannungselektrode (EV) das aktuelle Potential (V m) der Zelle gemessen, im 

Rückkopplungsverstärker (FBA) (GeneClamp Amplifier, Axon Instruments) 

verstärkt und mit dem vom Experimentator eingestellten Haltepotential (Vhold) 

verglichen. Aus der Differenz dieser Signale ergibt sich der Strom (Ihold), der 

nötig ist, um das Haltepotential zu erreichen. Er wird über die Stromelektrode 

(EI) appliziert, fließt durch die Membran und wird über die Badelektrode 

gemessen [4, 65, 103, 253]).  

Der gemessene Strom Ihold entspricht dem Ionenstrom durch die 

Oozytenmembran mit dem Membranwiderstand Rm bei einem entsprechenden 

Haltepotential Vhold. Es gilt das Ohm`sche Gesetz R=V/I. Definitionsgemäß 

reflektiert ein negativer Strom einen Einstrom positiver Ionen in die Zelle und 

umgekehrt. 

Wird nun eine Substanz gegeben, die elektrogen über die Membran 

transportiert wird, oder wird die Öffnungswahrscheinlichkeit einer trans-

membranösen Pore verändert, ändert sich der Membranwiderstand (Rm), und 

mit ihm der zur Aufrechterhaltung des vorgegebenen Potentials (Vhold) zu 

applizierende Strom (Ihold). Diese Änderung kann als induzierter Strom 

Abb. 10: Versuchsaufbau für Messungen im 
Current-Clamp-Modus. 
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gemessen werden. Die übrigen Messanordnungen entsprechen den Angaben 

bei der Potentialmessung. 

Pulsprotokolle 

Um den Zusammenhang von Membranpotential und Ionenkanalstrom sowie um 

das Umkehrpotential zu ermitteln (IV-Diagramm) wurden für die beiden K+-

Kanäle unterschiedliche Pulsprotokolle angewandt.  

Für den ROMK1 wurde von einem Haltepotential von –80 mV in Schritten von 

10 mV für jeweils 1s auf das Testpotential zwischen –100 mV und +40 mV 

geklemmt. Zwischen den Testpotentialen wurde die Oozyte für 1s auf das 

Haltepotential geklemmt. 

Für den spannungsaktivierten Kv1.3 wurde von einem Haltepotential von  

–80mV in 20 mV Schritten für jeweils 5 s auf das Testpotential zwischen –60 

mV und +40 mV geklemmt. Zwischen den Testpotentialen wurde die Oozyte für 

40s auf das Haltepotential geklemmt. 

 

2.4.3 Messung des Pumpstromes der Na+/K+-ATPase 

Aufgrund der elektrogenen Eigenschaften der Na+/K+-ATPase ist eine Messung 

ihrer Aktivität mit Hilfe von elektrophysiologischen Methoden möglich. Die 

Messung des Pumpstromes der Na+/K+-ATPase erfordert aufgrund der 

Abb. 11:Versuchsaufbau im Voltage-Clamp-
Modus. 
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geringen Leitfähigkeit und der ständigen Aktivität zur Aufrechterhaltung der 

Ionengradienten ein spezielles Messprotokoll. 

In Anwesenheit von extrazellulären Kalium erzeugt die Pumpe einen 

Auswärtsstrom, da drei Na+ im Austausch gegen zwei K+ nach außen 

transportiert werden (Abb. 12). Ist das Inkubationsmedium K+-frei, kommt es 

zum Stillstand der Pumpe, da das extrazelluläre Substrat fehlt. Bei Inkubation 

über einen längeren Zeitraum in K+-freiem Medium steigt also die intrazelluläre 

Na+-Konzentration an, da es nicht mehr aus der Zelle entfernt werden kann. 

Dieses sogenannte „Natriumloading“ kann durch Erhöhung der extrazellulären 

Na+-Konzentration oder durch Wegnahme von Ca2+ und dadurch vergrößerter 

unspezifischen Durchlässigkeit der Membran noch verstärkt werden [55, 106, 

114, 155]. Durch Gabe von Amilorid kann der Einstrom von Natrium in die Zelle 

gehemmt werden (Abb. 12). 

 

 

 

Wenn durch Ba2+ oder Tetraethylammoniumionen (TEA+) in der Badlösung die 

normalerweise hohe basale Kaliumleitfähigkeit geblockt ist [55, 106, 184, 224], 

kann durch Gabe von Kalium in die Badlösung bei einem auf einen festen Wert 

geklemmten Membranpotential ein Auswärtsstrom gemessen werden. Dieser 

Strom ist durch Ouabain hemmbar und reflektiert daher den von der Na +/K+-

Abb. 12: Für die Messung der Na+/K+-ATPase relevante 
transmembranöse Transportvorgänge. 
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ATPase erzeugten Strom (Abb. 13, Abb. 12). Eine vollständige Blockade der 

endogenen Pumpe durch Ouabain ist bereits mit 10 µM zu erreichen [70, 101, 

155]. 

 

 

 

Der KM-Wert der endogenen Na+/K+-ATPase für extrazelluläres Kalium ist etwa 

1 mM bei pH 7,4 und einem Membranpotential von –30 mV [184, 224]. Mit 5 

mM K+ ist dementsprechend Sättigung erreicht.  

 

2.4.4 Ionenselektive Elektroden 

Die Messung der intrazellulären Na +
i- und pHi-Aktivitäten wurde ebenfalls mit 

Kapillaren aus Borosilikatglas (Typ GC150TF-15; 1,5 mm Außendurchmesser; 

1,17 mm Innendurchmesser; dünnwandig mit Filament; Fa Clark Elektromedical 

Instruments, Pangborne, GB) durchgeführt, die mit einem vertikalen Kapillar-

ziehgerät (DMZ-Universal Puller, Fa. Zeitz) gezogen waren. Damit eine gute 

Verbindung zwischen dem hydrophilen Glas und der später eingefüllten 

hydrophoben Ionophore möglich ist, wurde die Kapillare mit 5% 

Tributylchlorosilane gefüllt und danach bei 400°C für 5 min gebacken, um eine 

gute Auskleidung der Glaswände und die Verdunstung der Flüssigkeit zu 

erreichen [195] Danach wurden die Kapillaren mit einer ca. 300µm langen 

Säule aus Na+-Ionophore (sodium ionophore I-cocktail A, Fluka) oder H+-

Ionophore (hydrogen ionophore II-cocktail A, Fluka) gefüllt. Für die Messungen 

der intrazellulären Na+-Aktivität wurde die Elektrode dann mit 100 mM NaCl 

aufgefüllt, für die Messungen des intrazellulären pH mit 100 mM Na-Citrat (pH 

6.0). 

Abb. 13: g-Strophanthin (Ouabain).  
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Die Na+-Elektroden wurden dann mit 1 mM, 10 mM und 100 mM NaCl Lösung 

geeicht, die pH-Elektroden mit Lösungen von pH 6.0, 7.0 und 8.0. Nur die 

Elektroden, die eine lineare Steigung von mehr als 50mV/pNa+ Einheit oder pH 

Einheit hatten, wurden für die Messungen genommen [66, 230]. 

Auf Basis dieser Kalibrierung wurde die intrazelluläre Na+
i-Aktivität nach 

folgender Gleichung errechnet.  

(1)  SVVpNapNa mNa
refi /)( −−= +

++  

Dabei ist pNa+
ref  die Na+-Konzentration der Kontroll-Lösung und S die Steigung 

der Elektrode, wie sie oben ermittelt wurde. Mit der Na+-Elektrode wurde das 

chemische Potential für Na+
i (VNa

+) und gleichzeitig mit Hilfe einer zweiten 

intrazellulären Elektrode (gefüllt mit 3 M KCl) das Membranpotential (Vm) der 

Oozyte gemessen [52]. 

In gleicher Weise wurde der pHi mit zwei intrazellulären Elektroden errechnet: 

(2) SVVpHpH mHrefi /)( −−= +  

Dabei ist pHref  der pH-Wert der Kontroll-Lösung und S die Steigung der 

Elektrode, wie sie oben ermittelt wurde. Mit der pH-Elektrode wurde das 

chemische Potential für H+ (VH
+), mit der zweiten Elektrode das 

Membranpotential (Vm) der Oozyte gemessen [52]. 

 

2.5 Durchführung der Experimente 

Alle Messungen wurden 2-4 Tage nach cRNA-Injektion bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Während der Messung wurde die Oozyte in der Messkammer 

ständig von der entsprechenden Badlösung umspült, wobei die 

Fließgeschwindigkeit 20 ml/min betrug und die Messkammerflüssigkeit 

innerhalb von 10-15 s komplett ausgetauscht war.  

Alle Experimente wurden mehrfach von verschiedenen Präparationen an 

unterschiedlichen Tagen durchgeführt. Dies führte zu keinen qualitativ 

unterschiedlichen Ergebnissen, lediglich die Größe der Ströme insgesamt 

variierte von Präparation zu Präparation und abhängig von der Expressionszeit. 

Bei einer Reihe von Untersuchungen zur Na+/K+-ATPase, die nachträglich im 



Methoden: Auswertung und Statistik  

38 

Winter gemacht wurden, fiel allerdings ein generell kleinerer Pumpenstrom auf. 

Ob dies auf eine jahreszeitliche Varianz oder die möglicherweise etwas 

unterschiedliche Raumtemperatur zurückzuführen war, ließ sich nicht eindeutig 

klären. Wiederum war das qualitative Ergebnis unverändert. 

 

2.6 Auswertung und Statistik 

Von den Versuchsergebnissen wurden, falls nicht anders beschrieben, 

Mittelwerte und Standardfehler (SEM) bestimmt. „n“ gibt dabei die Anzahl 

voneinander unabhängiger Messungen an. Die Messungen wurden jeweils an 

Oozyten von mindestens drei verschiedenen Fröschen durchgeführt. Beim 

Vergleich der Mittelwerte von zwei Gruppen wurden die Werte auf 

Normalverteilung getestet (Shapiro-Wilk-Test) und mit dem ungepaarten, 

zweiseitigen Student t-Test auf Signifikanz überprüft. Nur Werte mit p<0,05 

wurden als signifikant angesehen und mit * gekennzeichnet. Wenn die 

Mittelwerte von mehr als einer Gruppe mit einer Kontrollgruppe verglichen 

wurde, fand eine ANOVA mit Dunnetts-Test als Post-Test Anwendung, beim 

Vergleich aller Gruppen untereinander mit Tukey-Kramer-Test. Wenn beim 

Vergleich von zwei Gruppen unterschiedliche Varianzen auftraten, wurde der 

Welch-Test angewendet. Waren die erhobenen Daten nicht normalverteilt 

wurden die Werte logarithmiert und die jeweiligen Tests wiederholt. War dieses 

Vorgehen nicht möglich wurden nicht parametrische Tests (Mann-Whitney Test 

für zwei Gruppen und Kruskal-Wallis-Test für mehr als zwei Gruppen) benutzt. 

Auch in diesen Fällen wurde das Signifikanzniveau auf p<0,05 gesetzt und 

signifikante Unterschiede der Mittelwerte mit * gekennzeichnet. 

Für die Ermittlung der Verschiebung des Umkehrpotentials wurde das 

Umkehrpotential jeder einzelnen Oozyte für die unterschiedlichen Bedingungen 

ermittelt und aus den einzelnen Differenzen der Mittelwert mit Standardfehler 

errechnet. 

Um die Leitfähigkeits-Potentialbeziehungen des Kv1.3 zu charakterisieren, 

wurden die ermittelten Leitfähigkeiten auf die maximale Leitfähigkeit 

normalisiert. Die Werte wurden für jede einzelne Oozyte mit der Hill-Funktion 
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(3) gefittet und daraus das Potential bei halbmaximaler Leitfähigkeit V1/2 als 

Mittelwert und Standardfehler ermittelt: 

(3)  c

V
V

y









+

=

2/1

1

1
; mit c=5 als mittleren Steilheitskoeffizient. 

Zur Ermittlung der zeitabhängigen Inaktivierungskonstante τinact des Kv1.3 

wurde der Strom auf den jeweiligen Spitzenstrom 0,2 s nach Beginn des Pulses 

auf 20 mV einer Oozyte bezogen und mit folgender Funktion (4) angenähert: 

(4)  b

inact

t

y
yy








 −
+

−
+=

τ
2.0

1

1 0
0  ; mit y0 als Asymptote und b als Steilheitskoeffizient. 

Die Abhängigkeit der Hemmung des Kv1.3 -Stromes durch Nedd4-2 von der 

injizierten RNA-Menge wurde nach mit einer Exponentialfunktion (5) angenähert 

und logarithmisch dargestellt: 

  

(5) inactxeAyy τ−⋅+= 0 ; mit A als maximalen Strom und y0 als Asymptote. 

2.7 Fehlerdiskussion 

2.7.1 Oozytenpräparation 

Die Qualität der Oozyten war unterschiedlich von Präparation zu Präparation. 

Dieses zeigte sich insbesondere durch ihren basalen Leckstrom. Um diese 

Unterschiede auszugleichen, wurden stets mehrere Versuchsreihen mit Zellen 

aus unterschiedlichen Präparationen durchgeführt. 

Auf eine möglichst genaue Kontrolle der Injektionsmenge von cRNA wurde 

durch Verwendung von hochpräzisen Mikroinjektoren geachtet. Dies war 

insbesondere wichtig, da durch die Messungen eine unterschiedliche Aktivität 

der Transporter und Kanäle unter dem Einfluss von SGK gezeigt werden sollte. 

Ungenaue Injektion hätte auch zu unterschiedlicher Expression und damit 

Aktivität geführt. Durch hohe Zellzahl und mehrmalige Wiederholungen der 

Messungen konnten die hierdurch entstehenden unsystematischen Fehler 

ausgeglichen werden.  
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2.7.2 Lösungen und Geräte 

Eventuelle, von anderen Geräten ausgehende, elektrische Störungen wurden 

durch einen Faraday´schen Käfig weitgehend abgeschirmt. 

Der Widerstand der Elektroden, der durch Verstopfen der Spitzen verändert 

sein konnte, wurde regelmäßig kontrolliert, und wenn nötig, wurden die 

Glaselektroden ausgewechselt. Für eine gute Beschichtung der AgCl-Elektrode 

wurde durch regelmäßiges Chlorieren des Silberdrahtes gesorgt. 

Die Lösungen wurden aus 10-facher Stammlösung vor jedem Versuch 

hergestellt. Die Gesamtosmolarität und der pH der Lösungen wurde dabei vor 

jedem Versuch kontrolliert. 

2.7.3 Auswertung 

Bei der Beurteilung und Auswertung der Ergebnisse ist besonders auf die 

Größe der Ströme und die Genauigkeit der Messungen einzugehen. 

Verschiedene Einflüsse führen zu Schwankungen und Abweichungen des 

basalen Stromes in den Oozyten. Es wurde deshalb auf einen linearen, stabilen 

Verlauf des Stromes geachtet, bevor die durch Substratgabe erzeugten 

Differenzen der Ströme ermittelt wurden. 

Für die Messungen mit der endogenen Na+/K+-ATPase liegen die Ströme bei 

den ersten Versuchsreihen mit 10 - 40 nA im sehr gut messbaren Bereich. Bei 

der Versuchsreihe mit den Isoformen der Kinase sind die Ströme quantitativ 

kleiner, aber qualitativ vergleichbar. Da dieses aber in allen Gruppen inklusive 

der Wasser- und S422DSGK1-injizierten der Fall war, muss auf eine allgemeine 

Ursache geschlossen werden. Veränderte Oozytenqualität oder Einfluss der 

Jahreszeit könnte in Betracht gezogen werden, da die letzten Messungen im 

Winter durchgeführt wurden, während der Zeitpunkt für die ersten Messungen 

im Sommer lag [57]. 
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3 Versuche und Ergebnisse 

3.1 Na+/K+-ATPase  

Wie oben erwähnt ist die Na+/K+-ATPase in jeder tierischen Zelle vorhanden 

und für die Aufrechterhaltung der Konzentrationsgradienten für Na+ und K+ 

verantwortlich. Es handelt sich also um ein Membranprotein das auch endogen 

in den Oozyten von Xenopus laevis exprimiert ist.  

Überlegungen zum Messprotokoll sind in Kap. 2.4.3 beschrieben, siehe auch 

Abb. 12. 

 

 

3.1.1 5 Stunden K+-freie Inkubation 

Zunächst wurden jede Oozyte für 5 Stunden in K+-freier ND96 Lösung inkubiert. 

Dieses führt zu einem Anstieg der intrazellulären Na+-Konzentration. Ca2+ 

wurde in der Inkubationslösung belassen, da dieses zu vielfältigen 

unspezifischen Effekten an der Zellmembran führt, die mit der Regulation durch 

die SGK interferieren könnten [242]. Die Zellen wurden in der Inkubationszeit 

bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde 

die Oozyte in die Messkammer eingebracht. 

In der Messkammer war zunächst K+-freie Lösung. Dann wurde im „current-

clamp“ Modus (CC) 5 mM BaCl2 zugegeben, was zu einer Depolarisation durch 

Blockade der K+-Kanäle führte. Auf zusätzliche Gabe von TEA+ verzichteten 

wir, da dies neben Hemmung der Kaliumleitfähigkeit auch eine Hemmung der 

Na+/K+-ATPase bewirkt (Kap. 1.1.1).  

Gabe von 5 mM KCl in die Badlösung führte dann zu einer Hyperpolarisation, 

die zum großen Teil durch die anspringende Na+/K+-ATPase entsteht, da die 

Kaliumleitfähigkeit der Zelle geblockt ist. Nach erneuter Wegnahme von KCl 

aus der Messkammer wurde in den „voltage-clamp“ Modus (VC) geschaltet und 

ein Membranpotential von –30mV eingestellt. Erneute Zugabe von 5 mM KCl 

löste nun einen auswärtsgerichteten Strom aus (Abb. 14). 
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Der durch 5 mM KCl ausgelöste Auswärtsstrom war vollständig durch 0,1 mM 

Ouabain hemmbar (Abb. 15). Wie unter 2.4.3 beschrieben zeigt dieses, dass es 

sich bei dem Auswärtsstrom um einen von der Na+/K+-ATPase getragenen 

Strom handelt (Abb. 12). 

 

Abb. 14: Originalspur nach K+-freier  Inkubation über  5 Stunden. Messung zunächst im current-clamp 
(CC), dann im voltage-clamp (VC) Modus. Substratwechsel ist durch waagerechte Linien über 
den Spuren angezeigt. 
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In Oozyten, die permanent aktive Mutante der Serum- und Glucocorticoid-

abhängigen Kinase (S422DSGK1) exprimierten, war der gemessene Ouabain-

hemmbare Auswärtsstrom (48,8 ± 2,9 nA; n=23) signifikant größer als in 

Oozyten, die permanent inaktive Mutante der Serum- und Glucocorticoid-

abhängigen Kinase (K127NSGK1) exprimierten (17,0 ± 3,9 nA; n=21). Der 

Ouabain-hemmbare Auswärtsstrom in Oozyten, die mit H2O injiziert waren, lag 

bei 27,6 ± 1,5 nA; n=4 (Abb. 16). 

 

 

 

 

 

Abb. 15: Hemmung des Auswärtsstromes durch 0,1 mM Ouabain. 
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3.1.2 Na+
i -Konzentration und pHi in SGK-injizierten Oozyten 

Intrazelluläre Na+
i-Konzentration 

Die SGK aktiviert den epithelialen Na+-Kanal ENaC, wenn er heterolog in 

Xenopus Oozyten exprimiert wird [143, 186, 231]. Möglicherweise werden auch 

endogene Na+-Kanäle in Oozyten durch die SGK reguliert. Dieses würde dann 

zu einer schnelleren Na+-Beladung der Zellen führen und nur sekundär zu 

einem größeren Pumpstrom, da dieser von der intrazellulären Na+-

Konzentration (Na+
i) abhängt. 

Andererseits könnte eine erhöhte Aktivität der Na+/K+-ATPase ein von 

vornherein niedrigeres intrazelluläres Natrium (Na +
i) in den mit SGK1 injizierten 

Oozyten bewirken. Erst eine Hemmung der Na+/K+-ATPase durch Wegnahme 

von extrazellulärem K+ sollte eine Erhöhung und damit ein Angleichen des Na+
i 

in SGK1 injizierten Zellen gegenüber Wasser- oder mit transdominant negativer 

Mutante der SGK injizierten Zellen bewirken. 

Abb. 16: Pumpstrom in K127NSGK1 (n=21), S422DSGK1(n=23) und H2O-injizierten 
Zellen (n=4) nach Gabe von 5 mM KCl. Mittelwerte und Standardfehler,  
* p<0.05 gegenüber K127NSGK1.  
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Um diese Zusammenhänge genauer zu untersuchen, wurde in Oozyten, die mit 

transdominant aktiver Kinase (S422DSGK1), transdominant inaktiver Kinase 

(K127NSGK1) und Wasser injiziert waren, mit ionenselektiven Elektroden die 

intrazelluläre Natriumkonzentration (Na+
i) vor und nach 5-stündiger Inkubation 

in K+ -freier Lösung gemessen. Die gemessenen Werte für intrazelluläres Na+ 

liegen im Bereich der in der Literatur beschriebenen Werte. Es zeigte sich, dass 

das intrazelluläre Na+
i in S422DSGK1-injizierten Oozyten signifikant niedriger war 

als in Wasser- oder K127NSGK1-injizierten Kontrollzellen. Der Anstieg von Na+
i 

nach K+-freier Inkubation war nur in den S422DSGK1-injizierten Zellen signifikant 

(Abb. 17, Tab. 7). 

 

 

Intrazellulärer pHi 

Auch eine Erhöhung des intrazellulären pHi kann zu einer Stimulation der 

Na+/K+-ATPase führen. Bei steigendem intrazellulärem pHi müsste über den 

Na+/H+-Austauscher mehr H+ aus der Zelle gepumpt werden. Dieses würde die 

Abb. 17: Intrazelluläre Na+-Konzentration vor ( £ ) und nach ( ¢ ) 5h K+-freier 
Inkubation in Wasser-, S422DSGK1-, und K127NSGK1-injizierten Oozyten 
(jeweils n=5). Mittelwerte und Standardfehler, * p<0.05 gegenüber 
Wasser, +p<0.05 gegenüber vor Inkubation. 
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Pumpkraft der Na+/K+-ATPase steigern. Umgekehrt würde eine Stimulation des 

Na+/H+-Austauschers durch die SGK zu verminderter Pumpkraft führen. 

Um den Einfluss der SGK auf den intrazellulären pHi zu untersuchen, haben wir 

mit ionenselektiven Elektroden den intrazelluläre pHi in Oozyten gemessen, die 

mit transdominant aktiver Kinase (S422DSGK1), transdominant inaktiver Kinase 

(K127NSGK1) und Wasser injiziert waren. Hier zeigte sich bei den nicht K+-frei 

inkubierten Oozyten kein signifikanter Unterschied. Nach 5 Stunden in K+-freier 

Lösung war der pHi in den S422DSGK1-injizierten Oozyten aber signifikant kleiner 

(Tab. 7). 

 

 

 Na+
i pHi 

 Wasser S422DSGK1 K127NSGK1 Wasser S422DSGK1 K127NSGK1 

ND96 6.3 ± 0.2 4.4 ± 0.3* 6.5 ± 0.4 7.34 ± 0.02 7.35 ± 0.02 7.32 ± 0.01 

5 h K+-frei 7.9 ± 1.2 5.5 ± 0.4+ 6.7 ± 0.4 7.24 ± 0.08 7.05 ± 0.08+ 7.17 ± 0.09 

 

 

 

3.1.3 10 min K+-freie Inkubation 

Durch eine lange Wegnahme von K+ aus dem Inkubationsmedium können auch 

verschiedene unspezifische Reaktionen hervorgerufen werden. Um diese 

unspezifischen Effekte möglichst klein zu halten, wurde in einem neuen 

Versuchsprotokoll eine kürzere K+-freie Inkubation durchgeführt.  

Die vorher durchgeführten Messungen mit 5-stündiger K+ -freier Inkubationszeit, 

bei denen der Anstieg des intrazellulären Na+
i nicht dramatisch war, ließen 

vermuten, dass auch bei kurzer Inkubationszeit kein großer Anstieg des Na+
i zu 

erwarten sei und damit auch keine indirekten Effekte auf die Na +/K+-ATPase 

durch schnellere Na +-Beladung der S422DSGK1 exprimierenden Zellen (s.u.).  

Um möglichst geringe unspezifische Beeinflussung der Na+/K+-ATPase zu 

erreichen, versuchten wir eine kürzere K+-freie Inkubation in der Messkammer. 

Tab. 7: Intrazelluläre Na+ -Konzentration (Na+
i) und intrazellulärer pH (pHi) in Wasser-, S422DSGK1-, 

und K127NSGK1-exprimierenden Zellen. Mittelwerte ± Standardfehler (jeweils n=5), * p<0.05 
gegenüber Wasser, +p<0.05 gegenüber vor Inkubation.  



Versuche und Ergebnisse: Na+/K+-ATPase 

47 

Pumpstrom 

Für dieses Messprotokoll wurden die mit permanent aktiver S422DSGK1, 

permanent inaktiver K127NSGK1 oder H2O injizierten Oozyten in die 

Messkammer mit normaler ND96 gelegt. Ca. 5 min. nach dem Einstechen der 

Elektroden hatte das Membranpotential einen stabilen Wert erreicht, und es 

wurde in den „voltage clamp“ Modus auf ein Membranpotential von –30 mV 

etwas oberhalb des Ruhemembranpotentials der Oozyten geschaltet. Nachdem 

sich der Haltestrom stabilisiert hatte, wurde die Messkammer nun für 10 min mit 

K+-freier Lösung perfundiert. Dieses führte zu einer Zunahme des Haltestroms 

durch Ausströmen von K+. 

Daraufhin wurde der K+-Strom mit 5 mM BaCl geblockt. Wie Abb. 18 zeigt, war 

dieser Strom in S422DSGK1 exprimierenden Oozyten (113,3 ± 8,1 nA; n=29) 

signifikant größer als in K127NSGK1 exprimierenden Oozyten (64,2 ± 4,7 nA; 

n=25) oder Wasser injizierten Oozyten (70,3 ± 9,4 nA; n=16).  

Zugabe von 5 mM KCl in die Messkammerlösung führte zu einem Ouabain-

sensitiven Auswärtsstrom, der deshalb wiederum die Aktivität der endogenen 

Na+/K+-ATPase wiederspiegelte. Dieser Auswärtsstrom betrug in den 
S422DSGK1 exprimierenden Oozyten 24,7 ± 3,8 nA (n=29), in den K127NSGK1 

exprimierenden Oozyten 9,4 ± 2,0 nA (n=25) und in den H2O-injizierten Zellen 

5,4 ± 2,3 nA (n=16) und war damit in den Oozyten, die die permanent aktive 

Form der Serum- und Glucocorticoid-abhängigen Kinase SGK1 exprimierten, 

signifikant größer als in den beiden Kontrollen, die keinen signifikanten 

Unterschied zeigten (Abb. 18). 
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Abb. 18: A. Original-Stromspuren von H2O -, K127NSGK1- und S422DSGK1 exprimierenden 
Oozyten. Gabe von Ba2+ und K+ ist durch Pfeile markiert.  
B. Durch Ba2+ gehemmter und durch K+ induzierter Strome von H2O-, K127NSGK1- und 
S422DSGK1-exprimierenden Oozyten (n=16, n=25 bzw. n=29). Mittelwerte und 
Standardfehler,* p<0.05.  
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In allen Gruppen war dieser Auswärtsstrom durch Gabe von 0,1 mM Ouabain 

vollständig reversibel. Der durch Ouabain gehemmte Strom war wiederum 

größer in S422DSGK1-injizierten Oozyten (32,4 ± 7,4 nA; n=5) als in K127NSGK1-

injizierten oder H2O-injizierten Oozyten (13,4 ± 8,0 nA; n=3 und 13,7 ± 7,8 nA; 

n=4) (Abb. 19). 

 

 

Mit demselben Messprotokoll wurde auch die Änderung des Membranpotentials 

sowie die Änderung von intrazellulärer Na+
i-Konzentration nach Zugabe von 

BaCl und KCl gemessen. 

 

 

 

 

Abb. 19: Originalspuren von H2O -, K127NSGK1- und S422DSGK1 exprimierenden Oozyten in 
Anwesenheit von BaCl. Gabe von K+ und Ouabain ist durch Pfeile markiert. 
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Membranpotential und intrazelluläre Na+
i-Konzentration 

Der Betrag des Ruhemembranpotentials von permanent aktiver Kinase 
S422DSGK1 exprimierenden Oozyten (–50 ± 3,0 mV; n=13) war zu Beginn der 

Messung signifikant größer als das von K127NSGK1 exprimierenden Oozyten  

(–41,3 ± 1,9 mV; n=12).  

Gabe von 5 mM BaCl nach 10-minütiger K+-freier Inkubation führte in den 
S422DSGK1 exprimierenden Oozyten mit 30,9 ± 2,1 mV (n=13) zu einer nicht 

signifikant größeren Depolarisation als in K127NSGK1 exprimierenden 

Kontrollzellen, die eine Depolarisation von 27,5 ± 1,5 mV (n=12) zeigten (Abb. 

20). 

Die auf Gabe von 5 mM KCl eintretende Hyperpolarisation, die wiederum die 

Aktivität der Na+/K+-ATPase reflektiert, war in Oozyten mit S422DSGK1 (–17,6 ± 

2,6; n=13) wieder signifikant größer als in Oozyten mit K127NSGK1 (–8,4 ± 2,7; 

n=12) (Abb. 20). 

Mit ionenselektiven Elektroden wurde wiederum die intrazelluläre Na +
i-

Konzentration gemessen, um einen Anstieg des intrazellulären Na+
i 

festzustellen. Wie bereits vermutet, war in der 10-minütigen K+-freien 

Inkubationszeit keine signifikant unterschiedliche Zunahme des intrazellulären 

Na+
i in S422DSGK1 und K127NSGK1 exprimierenden Oozyten festzustellen (–0,01 

± 0,07; n=13 und –0,05 ± 0,08; n=12). 
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Abb. 20: A. Originalspuren der Potentialmessung von K127NSGK1- und S422DSGK1 
exprimierenden Oozyten. Gabe von Ba2+ und K+ ist durch Pfeile markiert.  
B. Durch Ba2+ und K+ induzierte Potentialänderungen von K127NSGK1- und 
S422DSGK1 exprimierenden Oozyten (n=13 bzw. n=12). Mittelwerte und 
Standardfehler, * p<0.05.  
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3.1.4 Isoformen der Serum- und Glucocorticoid-abhängigen Kinase 

Nachdem mit der permanent aktiven Mutante S422DSGK1 und der permanent 

inaktiven Mutante K127NSGK1 der Serum- und Glucocorticoid-abhängigen 

Kinase SGK1 in den vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte, dass diese 

Kinase zu einer Stimulation der endogenen Na +/K+-ATPase führt, wurde in einer 

weiteren Versuchsreihe geklärt, ob dies auch für den Wildtyp der SGK1 und die 

Isoformen SGK2 und SGK3 dieser Kinase zutrifft. 

Es wurde wiederum das Messprotokoll mit 10-minütiger K+-freier Inkubation, 

nachfolgender Blockade der K+-Leitfähigkeit durch BaCl und Zugabe von 5mM 

KCl angewandt. Zur Kontrolle der vorher erzielten Ergebnisse und damit ein 

Vergleich der jeweiligen Stimulationsstärke möglich ist, wurde auch bei dieser 

Versuchsreihe die permanent aktive Mutante der SGK1 als positive Kontrolle, 

sowie Wasser als negative Kontrolle in die Oozyten injiziert. Es ergaben sich 

also folgende Gruppen: Wasser, S422DSGK1, SGK1, SGK2, SGK3.  

Es konnte in dieser Versuchreihe die Stimulation der Na+/K+-ATPase, 

repräsentiert durch den Ouabain-sensitiven Auswärtsstrom nach K+-Gabe, 

durch die permanent aktive S422DSGK1 erneut gezeigt werden.  

Zusätzlich haben aber auch die Wildtypen von SGK1, SGK2 einen signifikant 

stimulierenden Effekt. Dieser ist mit mehr als 3-facher Stimulation natürlich am 

deutlichsten bei der S422DSGK1. Wildtyp SGK1 und SGK2 zeigen eine 2-fache 

Stimulation. Die SGK3 zeigt einen K+-induzierten Strom, der 1,5-fach im 

Vergleich mit der Wasser-Kontrolle ist. Im Dunnetts-Test ist dieser Unterschied 

allerdings nicht signifikant. Mit Blockade durch Ouabain ließ sich aber auch für 

diese Gruppe ein signifikanter Unterschied zeigen. Dieser Strom ist einheitlicher 

und aussagekräftiger, da Ouabain direkt die Na+/K+-ATPase blockiert. Auf 

erneute Messung der intrazellulären Na+
i-Konzentration wurde verzichtet, da in 

den Untersuchen für die SGK1 gezeigt worden war, dass die Na +
i-

Konzentrationen durch 10-minütige K+-freier Inkubation nicht signifikant 

verändert werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 21 und Tab. 8 

zusammengefasst. 
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Abb. 21: A. Originalspuren von H2O-, S422DSGK1-, SGK1-, SGK2-und SGK3-exprimierenden Zellen.        
B. Auswärtsstrom nach Gabe von 5mM KCl und C. Ouabain-sensitiver Strom von H2O-, 
S422DSGK1-, SGK1-, SGK2-und SGK3-exprimierenden Zellen (n=19, n=23, n=10, n=28 bzw. 
n=18). Mittelwerte und Standardfehler, * p<0.05 gegenüber H2O. 
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 Vm [mV] I -30mV [nA] ?IBa [nA] Ip [nA] ?Iouabain [nA] 

H2O -38.3 ± 1.6 n=13 15.9 ± 2.6 n=19 40.4 ± 4.3 n=19 1.4 ± 0.3 n=19 2.2 ± 0.4 n=19 

S422DSGK1 -46.3* ± 1.3 n=16 28.4* ± 3.3 n=23 50.5 ± 4.3 n=23 6.2* ± 0.7 n=23 6.9* ± 0.5 n=23 

sgk1 -43.0 ± 1.3 n=11 19.2 ± 2.2 n=10 37.3 ± 5.6 n=10 3.8* ± 0.6 n=10 4.6* ± 0.6 n=10 

sgk2 -45.2* ± 1.2 n=20 24.1 ± 2.5 n=28 43.3 ± 3.5 n=28 4.6* ± 0.4 n=28 5.8* ± 0.6 n=28 

sgk3 -44.7* ± 1.3 n=16 23.8 ± 2.4 n=18 45.6 ± 3.2 n=18 2.4 ± 0.4 n=18 4.0* ± 0.5 n=18 

Tab. 8: Ruhemembranpotential Vm , Haltestrom I-30mV  bei einem Haltepotential von –30 mV im 
„voltage-clamp“ Modus, Ba2+-sensitiver Strom ∆IBa , auswärtsgerichteter Pumpstrom der 
Na+/K+-ATPase Ip und Ouabain-sensitiver Strom der Na+/K+-ATPase ∆IOuabain. Mittelwerte ± 
Standardfehler, * p<0.05 zu H2O. 

 

 

 

3.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Na+/K+-ATPase  

Es konnte gezeigt werden, dass alle Isoformen der Serum- und Glucocorticoid-

abhängigen Kinase eine Stimulation der endogenen Na +/K+-ATPase von 

Xenopus laevis Oozyten bewirken. Diese Stimulation ließ sich 

elektrophysiologisch durch eine deutliche Steigerung des K+-induzierten und 

Ouabain-sensitiven Pumpstromes der Na+/K+-ATPase bei einem Haltepotential 

von –30 mV, sowie durch eine Zunahme der durch K+-induzierten 

Hyperpolarisation des Membranpotentials zeigen. Da dieses unter Blockade der 

K+-Kanäle der Oozyten gemessen wurde, können Strom und Hyperpolarisation 

nicht durch Veränderungen der K+-Leitfähigkeit der Oozyten verursacht sein. 

Auch eine höhere intrazelluläre Na+
i-Konzentration als indirekte Ursache für den 

erhöhten Pumpstrom in SGK exprimierenden Oozyten konnte durch direkte 

Messung der intrazellulären Na+
i-Aktivität mit ionensensitiven Elektroden 

ausgeschlossen werden. S422DSGK exprimierende Oozyten hatten im Gegenteil 

eine niedrigere intrazelluläre Na+
i-Konzentration aufgrund der erhöhten Na +/K+-

ATPase Aktivität. 
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3.2 ROMK1 

Der Renal Outer Medullary K+ -channel (ROMK1) kommt wie oben beschrieben 

im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife, im distalen Tubulus und im 

Sammelrohr des Nierenepithels vor. Er übernimmt dort neben dem epithelialen 

Na+-Kanal (ENaC) und der Na+/K+-ATPase wichtige Funktionen bei der Na+-

Resorption und K+-Ausscheidung.  

Wir wollten feststellen, ob er wie auch ENaC und Na+/K+-ATPase durch die 

Serum- und Glucocorticoid-abhängige Kinase SGK reguliert wird. Um dies zu 

testen, führten wir Koexpressionsstudien von SGK und ROMK in Xenopus 

Oozyten durch. 

 

3.2.1 Koexpression von ROMK1, SGK1 und NHERF2 

Injektion von 200ng/µl cRNA von ROMK1 führte in den Oozyten zu einer 

deutlichen Hyperpolarisation. Diese war in sowohl in Zellen zu finden, die 

ROMK1 alleine exprimierten als auch in Zellen, die ROMK1 zusammen mit der 

permanent aktiven Kinase S422DSGK1 exprimierten. Im „voltage clamp“ Modus 

wurden die Oozyten dann bei einem Haltepotential von –80 mV in der Nähe des 

K+-Gleichgewichtspotentials geklemmt.  

Nach einem Spannungssprung auf –20 mV zeigten die mit ROMK1 allein 

injizierten Oozyten einen Auswärtsstrom von 7,3 ± 0,4 µA (n=36). Dieser Strom 

war durch Gabe von Ba2+ komplett blockiert. Bei Koexpression von S422DSGK1 

und ROMK1 zeigte sich ein nicht signifikant unterschiedlicher Strom von 7,0 ± 

0,4 µA (n=35) (Abb. 22).  

Wie in Kap. 4.2 diskutiert kam NHERF2 als Vermittler der SGK-Wirkung in 

Frage. Oozyten, die ROMK1 und NHERF2 zusammen exprimierten, zeigten 

wiederum einen Ba2+-inhibierbaren Strom von 8,2 ± 0,3 µA (n=27), der nicht 

signifikant unterschiedlich von dem in ROMK1 oder ROMK1 zusammen mit 
S422DSGK1 exprimierenden Oozyten war (Abb. 22). 

Die Koexpression von ROMK1 mit S422DSGK1 und NHERF2 zusammen führte 

allerdings zu einer deutlichen Steigerung des Stromes auf 17,5 ± 1,3 µA (n= 

21), und damit zu einer Stimulation des ROMK1 in diesen Zellen (Abb. 22). 
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Abb. 22: A. Originalspuren des Auswärtsstroms durch einen Spannungssprung auf -20mV von 
einem Haltepotential von -80mV in Oozyten, die mit ROMK1 und H2O, ROMK1 und 
S422DSGK1, ROMK1 und NHERF2 oder ROMK1 und S422DSGK1und NHERF2 
zusammen injiziert sind.  
B. Mittelwerte und Standardfehler der oben genannten Gruppen (n=36, n=35, n=27 
bzw. n=21). *** p<0.001 bei Vergleich aller Gruppen (Tukey-Kramer-Test). Zugabe 
von 10 mM Ba2+ in die Messkammer hemmt den Strom komplett. 
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In Oozyten, die nicht mit ROMK1 injiziert waren, war der K+-Strom mit 0,05 ± 

0,01 µA (n=6) vernachlässigbar. Er wurde auch nicht erhöht durch Ko-

expression mit S422DSGK1 (0,06 ± 0,01 µA; n=6), NHERF2 (0,05 ± 0,01 µA; n=6) 

oder beidem zusammen (0,06 ± 0,01 µA; n=6). 

 

Durch Koexpression der inaktiven Mutante der Serum- und Glucocorticoid-

abhängigen Kinase K127NSGK1 zusammen mit NHERF2 konnte keine Wirkung 

auf den ROMK1 erzielt werden. In Abb. 23 sind die durch 10 mM Ba2+ 

blockierbaren Ströme von Oozyten dargestellt, die ROMK1 allein (8,1 ± 0,6 µA; 

n=16), ROMK1 zusammen mit S422DSGK1 (6,6 ± 0,6 µA; n=15), zusammen mit 
K127NSGK1 (8,0 ± 0,6 µA; n=17) und zusammen mit NHERF2 (8,4 ± 0,4 µA; 

n=12) sowie ROMK1 zusammen mit NHERF2 und K127NSGK1 (9,3 ± 0,7 µA; 

n=14) und zusammen mit NHERF2 und S422DSGK1 (18,5 ± 1,4 µA; n=14) 

exprimieren. Der durch Ba2+ inhibierbare Strom repräsentiert den Strom durch 

ROMK1, da ROMK1 von Ba2+ blockiert wird und die endogene K+-Leitfähigkeit 

in den Oozyten deutlich unter der durch Expression von ROMK1 induzierten K+-

Leitfähigkeit liegt. 

 

Da ROMK1 eine deutliche pH-Sensitivität aufweist könnte die Stimulation des 

ROMK1 Stromes in S422DSGK und NHERF2 koexprimierenden Oozyten 

theoretisch auch durch Änderungen des intrazellulären pHi-Wertes in diesen 

Zellen verursacht sein. Durch Messungen des intrazellulären pHi mit 

ionensensitiven Mikroelektroden konnte dieses aber ausgeschlossen werden. 

Die intrazellulären pHi-Werte erreichten in ROMK1 exprimierenden Zellen 7,11 

± 0,02 (n=5) und in ROMK1 zusammen mit S422DSGK1 und NHERF2 

exprimierenden Zellen 7,11 ± 0,04 (n=5). 
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3.2.2 Strom-Spannungs-Diagramm und Gating des ROMK 

Das Umkehrpotential ist dasjenige Potential, bei dem kein Strom über die 

Membran fließt. Wenn die Leitfähigkeit nur von beispielsweise K+ getragen wird, 

sollte sich das Umkehrpotential nach der Nernst`schen Gleichung bei einer 

Erhöhung der extrazellulären K+-Konzentration von 2 mM auf 20 mM deutlich 

nach rechts verschieben.  

Die Verschiebung des Umkehrpotentials bei veränderter extrazellulärer K+-

Konzentration wurde ermittelt, um zu zeigen, dass es sich bei dem regulierten 

Abb. 23: Ba2+-inhibierbarer Strom in Zellen, die ROMK1 allein (n=16), ROMK1 mit 
aktiver Mutante S422DSGK1 (n=15), inaktiver Mutante K127NSGK1 (n=17) und 
NHERF2 (n=12) sowie ROMK1 zusammen mit NHERF und inaktiver (n=14) 
bzw. aktiver Mutante (n=14) der SGK1 exprimieren. Mittelwerte und 
Standardfehler, ***p<0.001 gegenüber ROMK1 allein exprimierenden Zellen. 
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Strom um einen von K+ getragenen Strom handelt. Außerdem sollten 

untersucht werden, ob sich die Öffnungseigenschaften des Kanals in 

Abhängigkeit von dem Membranpotential durch die Stimulation verändert. 

Hierzu wurde die Abhängigkeit des Stromes von dem geklemmten 

Membranpotential bei 2 mM und 20 mM extrazellulärer K+-Konzentration 

gemessen und als Strom-Spannungs-Diagramm (I/V-Diagramm) aufgezeichnet. 

Wie Abb. 24 zeigt, war eine deutliche Verschiebung des Umkehrpotentials 

sowohl bei den Oozyten zu sehen, die ROMK1 allein exprimierten (44,4 ± 2,6 

mV; n=12), als auch bei den Oozyten, die ROMK1 zusammen mit NHERF2 und 
S422DSGK1 exprimierten (42,2 ± 1,9 mV; n=12). 

 

Abb. 24: A. IV-Diagramme von Oozyten, die mit ROMK1 mit H2O und die mit ROMK1 
zusammen mit S422DSGK1 und NHERF2 injiziert sind für 2 mM KCl (schwarze 
Kästen) und 20 mM KCl (weiße Kreise) in der Badlösung.  
B. Verschiebung des Umkehrpotentials in beiden Gruppen. 
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Da kein signifikanter Unterschied bei der Verschiebung des Umkehrpotentials 

deutlich wurde, muss davon ausgegangen werden, dass bereits bei alleiniger 

heterologer Expression des ROMK1 die Leitfähigkeit fast vollständig von 

diesem Kanal getragen wird.  

 

 

 

 

3.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse zum ROMK1 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Serum- und Glucocorticoid-

abhängige Kinase SGK1 auch bei der Regulation des ROMK1 entscheidend 

beteiligt ist. Beim ROMK wirkt aber nicht die SGK allein stimulierend. Es ist 

vielmehr die zusätzliche Expression eines weiteren Regulatorproteins nötig. 

Dabei handelt es sich um NHERF2, das mit SGK und ROMK in den 

Hauptzellen des distalen Tubulus und des Sammelrohres kolokalisiert ist. Die 

Expression von nur SGK1 oder nur NHERF2 allein mit dem K+-Kanal ROMK1 in 

Xenopus Oozyten führte zu keiner Stimulation des messbaren Stromes. Erst die 

gleichzeitige Expression von ROMK1 mit SGK und NHERF2 führte zu einer 

deutlichen Stimulation. Dieser Strom ist ein von K+ getragener Strom durch den 

heterolog exprimierten ROMK1, was durch Verschiebung des Umkehrpotentials 

bei Änderung der extrazellulären K+-Konzentration, durch Blockade mit dem K+-

Kanalblocker Ba2+ sowie durch die typische Einwärtsrektifizierung konnte 

gezeigt werden konnte. 
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3.3 Kv1.3 

Für den K+ -Kanal Kv1.3 gab es bereits deutliche Hinweise darauf, dass er 

durch die Serum- und Glucocorticoid-abhängige Kinase SGK reguliert wird [83]. 

Über den genauen Mechanismus war allerdings noch nichts bekannt. 

 

3.3.1 Regulation durch die permanent aktive S422DSGK1 

Um die Regulation auch des Kv1.3 durch die SGK in Oozyten nachzuweisen, 

injizierten wir Kv1.3 zusammen mit H2O, permanent aktiver S422DSGK1 oder 

permanent inaktiver K127NSGK1 in üblicher Konzentration. 

Die Zellen wurden im „voltage clamp“ Modus auf einem Membranpotential von 

–80 mV gehalten und es wurden Spannungspulse auf –60, –40, –20, –10, 0, 

+20 und +40 mV für jeweils 5 s mit einer Pause von 40 s zwischen den Pulsen 

appliziert. Ab einer Spannung positiver als –40 mV wurde der Kv1.3 aktiviert 

und zeigte bei zunehmend positiven Spannungen die typische schnelle 

Aktivierung und langsame Inaktivierung (Abb. 25).  

Die Spitzenströme waren signifikant größer in den Oozyten, die mit Kv1.3 und 
S422DSGK1 koinjiziert waren (10,3 ± 0,5 µA; n=8; bei Puls auf +20 mV) 

gegenüber den mit H2O (2,0 ± 0,5 µA; n=6; bei Puls auf +20 mV) oder 
K127NSGK1 (2,3 ± 0,3 µA; n=8; bei Puls auf +20 mV) koinjizierten Zellen (Abb. 

25A). Ohne Injektion von Kv1.3 war kein typischer langsam inaktivierender 

Strom zu sehen (0,3 ± 0,03 µA; n=3; bei Puls auf +20 mV).  

Bereits bei dem Spannungspuls auf –20 mV findet sich eine deutliche 

Aktivierung durch die SGK1, wie es im Strom-Spannungs-Diagramm ersichtlich 

wird (Abb. 25B). 
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Dass es sich hierbei um einen Strom handelt, der von Kv1.3 getragen wird, 

konnte durch vollständige Blockade des spannungsaktivierten Stromes mit 

Magatoxin, einem spezifischen Blocker von Kv1.3 gezeigt werden (Abb. 26).  

 

 

 

Abb. 25: A. Originalspuren nach 
Spannungssprung auf –60,     
–40, –20, –10, 0, +20, +40 mV 
von –80 mV Haltepotential von 
Oozyten, die Kv1.3 zusammen 
mit S422DSGK1 oder K127NSGK1 
oder S422DSGK1 allein 
exprimieren. 
B. IV-Diagramm der 
Spitzenströme in Oozyten, die 
Kv1.3 zusammen mit  
S422DSGK1 (schwarze 
Quadrate), K127NSGK1 
(Dreiecke mit Spitze nach 
oben) oder H2O (helle Kreise) 
oder S422DSGK1 allein 
(Dreiecke mit Spitze nach 
unten) exprimieren. 
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3.3.2 Aktivierung des Kv1.3 durch die Isoformen der SGK 

 

Wie bei der Na+/K+-ATPase sollte für den Kv1.3 weiterhin gezeigt werden, ob 

auch die anderen Isoformen der Serum- und Glucocorticoid-abhängigen Kinase 

SGK die Aktivität des K+-Kanals Kv1.3 regulieren. Außerdem sollte der 

Zeitverlauf der Aktivierung bestimmt werden. 

Dazu wurden Kv1.3 zusammen mit jeweils 7,5 ng/Oozyte cRNA von SGK1, 

SGK2 oder SGK3 injiziert und die Spitzenströme nach einem Spannungspuls 

auf +20 mV von –80 mV am ersten, zweiten und vierten Tag nach Injektion 

gemessen. 

Bereits am ersten Tag war eine leichte Stimulation durch die Kinasen zu sehen. 

Der deutlichste stimulierende Effekt zeigte sich aber bei allen Isoformen am 

vierten Tag mit 6,6 ± 0,8 µA (n=21) bei Koexpression von SGK1, 6,5 ± 0,9 µA 

(n=21) bei Koexpression SGK2 und 6,3 ± 0,9 µA (n=21) bei Koexpression 

SGK3 gegenüber 2,9 ± 0,6 µA (n=21) bei Oozyten, die Kv1.3 allein exprimierten 

(Abb. 27).  

 

 

 

Abb. 26: Blockade mit Magatoxin in Oozyten, die Kv1.3 
zusammen mit S422DSGK1 und S422DSGK1 
exprimieren. 

1 s

2 µA

S422DSGK1

K127NSGK1
S422DSGK1 
+Magatoxin

K127NSGK1 
+Magatoxin

1 s

2 µA

1 s

2 µA

S422DSGK1

K127NSGK1
S422DSGK1 
+Magatoxin

K127NSGK1 
+Magatoxin



Versuche und Ergebnisse: Kv1.3  

64 

 

Abb. 27: A. Originalspuren nach einem Spannungssprung auf 20mV von –80 mV Haltepotential In 
Kv1.3 mit H2O, SGK1, SGK2 oder SGK3 injizierten Oozyten. 
B. Mittelwerte und Standardfehler des Stromes in diesen Gruppen am Tag 1,2 und 4 
nach Injektion (* p<0,05 gegenüber H2O). 
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3.3.3 Stabilisierung des Kv1.3 in der Membran durch SGK 

Mit den folgenden Versuchen sollte gezeigt werden, in welcher Art und Weise 

die SGK eine Hochregulation des K+-Kanals Kv1.3 bewirkt.  

Prinzipiell sind zwei Möglichkeiten denkbar. Zum einen könnten die 

biophysikalischen Eigenschaften des jeweiligen Kanals in der Form verändert 

werden, dass eine größere Leitfähigkeit jedes einzelnen Kanals erreicht wird. 

Dies könnte beispielsweise durch Änderung der Aktivierungskonstanten, der 

Inaktivierungskonstanten oder der Aktivierungsspannung geschehen. 

Zum andern wäre eine Möglichkeit zur Aktivierung, die Dichte von Kanälen in 

der Zellmembran zu verändern, um damit durch mehr Kanäle einen größeren 

Strom zu erzielen. Dies kann wiederum durch verstärkten Kanaleinbau in die 

Membran oder verminderten Kanalabbau aus der Membran erreicht werden. 

Bei der Regulation des ENaC durch die Serum- und Glucocorticoid-abhängige 

Kinase SGK, konnte gezeigt werden, dass Koexpression von ENaC mit der 

SGK die Dichte des Na+-Kanals in der Zellmembran verändert [231]. Die 

Vermutung lag also nahe, dass auch der Kv1.3 auf diese Weise von der SGK 

reguliert werden könnte. 

Inkubation mit Brefeldin 

Um den Einfluss der SGK auf die Kanaldichte in der Membran zu testen, wurde 

Kv1.3 mit H2O, SGK1, SGK2 und SGK3 koinjiziert. Nach 3 Tagen Inkubation 

wurden die Oozyten mit dem schon vorher benutzten Spannungsprotokoll 

(Haltepotential –80 mV; Spannungspuls über 5 s auf +20mV) gemessen und 

der Spitzenstrom ermittelt. Danach wurden die Oozyten einzeln in 5 µM 

Brefeldin A über ca. 24 h inkubiert. Brefeldin A hemmt die Proteininsertion in die 

Plasmamembran über eine Blockade des Transports aus dem 

endoplasmatischen Retikulum, so dass ab dem Zeitpunkt der Inkubation keine 

neuen Kanalproteine mehr in die Zellmembran eingebaut wurden. Dadurch ist 

die Größe des Stromes allein abhängig vom Abbau des Kanals aus der 

Membran.  

Inkubation der Oozyten mit Brefeldin A muss also zu einer Erniedrigung des 

Stromes durch den Kanal führen, da nur noch Membranproteine abgebaut 

werden. Dieser Abbau müsste in den Oozyten, die Kv1.3 zusammen mit SGK 
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exprimieren, weniger stark ausgeprägt sein, wenn die SGK den Abbau hemmt. 

Durch zwei Messungen an jeweils einer Oozyte, eine zum Zeitpunkt t0 vor 

Inkubation mit Brefeldin A und eine zum Zeitpunkt t24 24 Stunden nach 

Inkubation mit Brefeldin A sollte dieses nachgewiesen werden. 

Wie schon in den Voruntersuchungen führte die Koexpression von Kv1.3 mit der 

SGK1, der SGK2 und der SGK3 zu einer Stimulation des K+-Stromes (Tab. 9, 

Abb. 28), die allerdings in diesem Experiment nur für die SGK3 das 95%-

Signifikanzintervall im Dunnetts-Test erreichte. Trotzdem führte die Inkubation 

mit Brefeldin A für 24h (Zeitpunkt t24) bei Koexpression mit jeder Isoform jeweils 

zu einer weitaus schwächeren Reduktion des von Kv1.3 getragenen Stromes 

als in der H2O Kontrolle (Tab. 9, Abb. 28). 

 

 

 

 

 

Abb. 28: Spitzenströme vor (weiße Säulen, t0) und nach 24 Stunden 
Inkubation mit Brefeldin A (schwarze Säulen, t24) in Oozyten, 
die Kv1.3 allein und zusammen mit SGK1, SGK2 und SGK3 
exprimieren. Mittelwerte und Standardfehler (n=7-9), *p<0.05 
gegenüber H2O Zeitpunkt t0, 

+p<0.05 gegenüber H2O 
Zeitpunkt t24 . 
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 Peak vor Brefeldin 
(t0) [µA] 

Peak nach Brefeldin 
(t24) [µA] 

H2O 4.4 ± 0.8 n=7 0.2 ± 0.02 n=7 

sgk1 6.5 ± 0.6  n=9 2.7 ± 0.3 * n=9 

sgk2 5.8 ± 1.2 n=9 1.0 ± 0.3 * n=9 

sgk3 7.6 ± 0.8 * n=9 3.1 ± 0.8 * n=8 

 

Diese Wirkung war bei der SGK2, die auch die kleinste Stimulation zeigte, am 

schwächsten ausgeprägt, aber noch signifikant unterschiedlich von Oozyten, 

die Kv1.3 allein exprimierten. 

Im gepaarten Vergleich betrug der Spitzenstrom in den Kv1.3 allein 

exprimierenden Kontrollzellen nach der Inkubation mit Brefeldin nur noch 5 ± 1 

% des Stromes vor der Inkubation, in Kv1.3 und SGK1 exprimierenden Zellen 

noch 43 ± 6 %, in Kv1.3 und SGK2 exprimierenden Zellen noch 18 ± 4 % und In 

Kv1.3 und SGK3 exprimierenden Zellen noch 41 ± 9 % (Abb. 29). 

Tab. 9: Spitzenstrom vor und nach Inkubation mit Brefeldin A. 
Mittelwerte ±Standardfehler, *p<0.05 gegenüber H2O. 

Abb. 29: Verhältnis von Spitzenstrom nach Inkubation mit Brefeldin A zu vor Inkubation mit 
Brefeldin A. * p<0.05 gegenüber H2O. 
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3.3.4 Koexpression von Nedd4-2 mit Kv1.3 und SGK 

Durch die Experimente mit Brefeldin A konnte gezeigt werden, dass die 

Regulation des spannungsgesteuerten K+-Kanals Kv1.3 durch die Serum- und 

Glucocorticoid-abhängige Kinase SGK über die Hemmung des Kanal-Abbaus 

aus der Membran geschieht. Nedd4-2 ist (siehe Kap. 1.2.3) ein Protein, dass 

die Dichte von Kanälen und Transportern durch vermehrten Ausbau aus der 

Membran runterreguliert. Eine Interaktion zwischen Nedd4-2 und SGK ist 

bekannt [62, 207].  

 

Spitzenströme 

Um festzustellen, ob Nedd4-2 auch bei der Regulation des spannungs-

abhängigen K+-Kanals Kv1.3 eine Rolle spielt, koexprimierten wir zunächst 

Kv1.3 mit und ohne Nedd4-2. 

Nach 3 Tagen wurden die Zellen mit dem vorher beschriebenen Pulsprotokoll 

(Haltepotential -80 mV; 5 s Spannungspuls auf –60, –40, –20, –10, 0, +20, +40 

mV; 40 s Pause zwischen den Pulsen) gemessen. Hier zeigte sich eine 

deutliche Hemmung des für Kv1.3 typischen Stromes in den Oozyten, die 

Nedd4-2 mit Kv1.3 koexprimierten, gegenüber den mit Kv1.3 und H2O injizierten 

Kontrollzellen (Tab. 10, Abb. 30).  

In Oozyten, die alle 3 Proteine, nämlich Kv1.3, permanent aktive Mutante 
S422DSGK1 und Nedd4-2, zusammen exprimierten war die beobachtete 

Hemmung wieder aufgehoben (Tab. 10, Abb. 30). 

 

Kv1.3 Peak [µA] Steady state [µA] 

+ H2O 4.1 ± 0,3 26 0.8 ± 0,07 26 

+ Nedd4-2 0.7 ± 0,05 * 28 0.2 ± 0,02 * 28 

+ S422DSGK1 10.3 ± 0,5 *+ 29 3.0 ± 0,2 *+ 29 

+ S422DSGK1 + Nedd4-2 5.8 ± 0,5 *+ 24 1.2 ± 0,2 + 24 

 

Tab. 10: Spitzenströme und stabile Ströme nach Puls auf +20 mV von -80 
mV Haltepotential in Oozyten, die Kv1.3 allein oder zusammen 
mit Nedd4-2, S422DSGK1 oder S422DSGK1 und Nedd4-2 
exprimieren. Mittelwerte ±Standardfehler, * p<0,05 gegenüber 
H2O, +p<0,05 gegenüber Nedd4-2. 
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Abb. 30: A. Originalspuren von Oozyten, die Kv1.3 allein oder zusammen mit 
Nedd4-2, S422DSGK1 oder S422DSGK1 und Nedd4-2 exprimieren. 
Haltepotential -80 mV; Puls auf -60, -40, -20, 0, +20, +40 mV; 40 s 
Pause zwischen den Pulsen. 
B. Spitzenströme und stabile Ströme von Oozyten, die Kv1.3 allein 
(n=26) oder zusammen mit Nedd4-2 (n=28), S422DSGK1(n=29) oder 
S422DSGK1 und Nedd4-2 (n=24) exprimieren. Puls auf +20 mV. 
Mittelwerte und Standardfehler, * p<0.05 gegenüber H2O, + p<0.05 
gegenüber Nedd4-2. 
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Öffnungsverhalten 

Der aus den Messungen resultierende Zusammenhang von Membranpotential 

und Stromstärke zeigt die beginnende Aktivierung des spannungsabhängigen 

Stromes bei etwa –20 mV im I/V-Diagramm (Abb. 31). 

 

 

 

Die biophysikalischen Eigenschaften des K+-Kanals änderten sich durch die 

Koexpression mit Nedd4-2 oder S422DSGK nicht wesentlich, wie die Ermittlung 

von Inaktivierungskonstante τinact und halbmaximalem Aktivierungspotential V1/2 

zeigen (Tab. 11, Abb. 32). Eine Erhöhung der Membrandichte geht mit 

langsamerer Inaktivierung des Kanals einher [105]. Daher muss die leichte 

Änderung der Inaktivierungskonstante τinact nicht durch strukturelle 

Veränderungen des Kv1.3 verursacht sein. 

 

 

Abb. 31: IV-Diagramm von Oozyten, die Kv1.3 allein (n=14) oder zusammen mit 
Nedd4-2 (n=14), S422DSGK1 (n=12) oder S422DSGK1 und Nedd4-2 
(n=12) exprimieren. Haltepotential -80 mV; Puls auf -60, -40, -20, 0, 
+20, +40 mV. 
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Abb. 32: Eigenschaften des Kv1.3 nach Koexpression mit Nedd4-2 und 
S422DSGK1. A. Leitfähigkeits-Spannungs-Verhältnis zur Ermittlung des 
halbmaximalen Aktivierungspotentials V1/2. B. Zeitabhängige 
Inaktivierung des Stromes zur Ermittlung der Inaktivierungskonstante 
τinact. 
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Kv1.3 + τinact [s] V1/2 [mV] 

H2O 0.94 ± 0.09 n=29 -31.26 ± 1.06 n=14 

Nedd4-2 0.65 ± 0.03* n=30 -32.62 ± 0.76 n=14 

S422DSGK1 1.40 ± 0.11*+ n=29 -28,27 ± 1.14+ n=12 

S422DSGK1+Nedd4-2 0.88 ± 0.04 n=26 -30.51 ± 1.15 n=12 

 

 

 

 

Isoformen der SGK 

In einer weiteren Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass auch die anderen 

Isoformen SGK2 und SGK3 über eine Hemmung des Nedd4-2 Effektes wirken. 

Hier war mit dem bekannten Pulsprotokoll in den Oozyten, die Kv1.3 allein 

exprimieren, ein Spitzenstrom von 2,6 ± 0,2 µA (n=15) auslösbar. Dieser war 

durch Nedd4-2 auf 1,0 ± 0,1 µA (n=13) signifikant reduziert und durch 

zusätzliche Expression von SGK1 auf 3,7 ± 0,4 µA (n=13), von SGK2 auf 1,9 ± 

0,3 µA (n=13) und von SGK3 auf 5,2 ± 0,7 µA (n=9) wieder signifikant erhöht 

(Abb. 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 11: Inaktivierungskonstante τinact und halbmaximales Aktivierungspotential 
V1/2 des Kv1.3 nach Koexpression mit Nedd4-2 und S422DSGK1. 
Mittelwerte und Standardfehler, *p<0.05 zu H2O, +p<0.05 zu Nedd4-2. 
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Konzentrationsabhängigkeit der Hemmung durch Nedd4-2 

Die bisher zur Injektion verwandten cRNA Konzentrationen für Kv1.3 

(0,125ng/Oozyte) und SGK (7,5ng/Oozyte) sowie Nedd4-2 (5ng/Oozyte) sind 

sehr unterschiedlich sind. Es könnte daher möglicherweise auch ein 

unspezifischer Effekt durch Verdrängung der Expression des Proteins mit der 

niedrigsten Konzentration für die Regulation durch Nedd4-2 verantwortlich sein. 

Wir untersuchten deshalb die Abhängigkeit des hemmenden Effektes von 

Nedd4-2 von unterschiedlichen cRNA Konzentrationen dieser Ubiquitinligase. 

Hierzu wurde Kv1.3 und S422DSGK1 mit den bisher verwandten Konzentrationen 

(0,125 ng/Oozyte bzw. 7,5 ng/Oozyte) aber variierter cRNA Konzentration für 

Nedd4-2 (0,075 / 0,25 / 0,75 / 2,5 / 7,5 ng/Oozyte) injiziert. Bereits bei einer 

cRNA Konzentration von 0,25 ng/Oozyte Nedd4-2 war eine deutliche Hemmung 

Abb. 33: Spitzenströme und stabile Ströme Kv1.3 injizierter Oozyten nach einem 
Spannungspuls auf +20mV von –80 mV Haltepotential bei Koinjektion 
von H2O (n=15), Nedd4-2 (n=13) und Nedd4-2 mit SGK1 (n=13), SGK2 
(n=13) und SGK3 (n=9). Mittelwerte und Standardfehler, * p<0.05 
gegenüber Nedd4-2. 
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des Spitzenstromes von 3,8 ± 0,5 µA (n=14) ohne Nedd4-2 auf 1,7 ± 0,3 µA 

(n=14) zu sehen. Diese wurde bei den niedrigen Konzentrationen deutlich durch 

die S422DSGK1 (7,0 ± 0,9 µA; n=8) aufgehoben (Abb. 34). 

 

 

Die Errechnung einer Regression mit einer Exponentialfunktion ergab für Kv1.3 

mit H2O eine Konzentrationskonstante t  mit 63%iger Hemmung des 

Spitzenstromes bei Injektion von 1,19 ng/Oozyte und für Kv1.3 mit S422DSGK1 

bei 0,62 ng/Oozyte Nedd4-2 cRNA. 

 

Abb. 34: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Nedd4-2. Spitzenströme nach Puls auf +20 mV 
von -80mV Haltepotential in Oozyten, die Kv1.3 allein (weiße Quadrate) oder Kv1.3 
mit S422DSGK1 (schwarze Kreise) zusammen mit unterschiedlichen Konzentrationen 
von Nedd4-2 (0,075 / 0,25 / 0,75 / 2,5 / 7,5 ng/Oozyte) exprimieren. 
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3.3.5 Stimulation anderer spannungsabhängiger K+-Kanäle  

Mit den bisherigen Versuchen konnte keine direkte Interaktion zwischen Kv1.3 

und Nedd4-2 nachgewiesen werden. 

Mit molekularbiologischen Methoden sollte es möglich sein, die Bindungsstelle 

für Nedd4-2 am Kv1.3 so zu verändern, dass eine Bindung von Nedd4-2 nicht 

mehr möglich wäre. Um die möglichen Bindungsstellen näher einzugrenzen, 

wurden strukturell dem Kv1.3 sehr ähnliche spannungsabhängige Kanäle aus 

derselben Familie mit Nedd4-2 koexprimiert. Sollte einer dieser Kanäle nicht 

von Nedd4-2 reguliert werden, wäre es möglich, den Bereich des Moleküls, der 

für die Bindung mit Nedd4-2 wichtig ist, näher einzugrenzen, da nur wenige 

Bereiche verschieden von Kv1.3 sind. 

In einem ersten Versuch wurden die spannungsgesteuerten K+-Kanäle Kv1.1 

und Kv1.4 getestet, die Expression von Kv1.2 war leider bisher nicht möglich.  

Es zeigt sich, dass Kv1.1 ebenso wie Kv1.3 durch die Ubiquitinligase Nedd4-2 

herunterreguliert wird. Für Kv1.1 zusammen mit H2O war der Spitzenstrom 11,2 

± 2,4 µA (n=5). Koexpression mit Nedd4-2 führte zu einer signifikanten 

Verminderung des Spitzenstromes auf 4,9 ± 2,0 µA (n=5). Kv1.4 allerdings 

scheint nicht von Nedd4-2 reguliert zu werden (1,0 ± 0,2 µA; n=5 ohne Nedd4-2 

auf 0,9 ± 0,3 µA; n=5 mit Nedd4-2, Abb. 35). 

Abb. 35: Spitzenstrome nach Puls auf +20mV von –80 mV Haltepotential in 
Oozyten, die nicht injiziert sind oder die spannungsgesteuerten K+-
Kanäle Kv1.1 oder Kv1.4 mit und ohne Nedd4-2 exprimieren. 
Mittelwerte und Standardfehler, * p<0.05  gegenüber H2O. 
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3.3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse zum Kv1.3 

Es konnte gezeigt werden, dass der K+-Kanal Kv1.3 durch die Serum- und 

Glucocorticoid-abhängige Kinase SGK hochreguliert wird. Diese Regulation 

steht im Zusammenhang mit der Ubiquitinligase Nedd4-2, von der bekannt ist, 

dass sie durch die SGK phosphoryliert und damit inaktiviert wird. Die 

Experimente zeigen, dass Kv1.3 nach Koexpression mit SGK länger in der 

Zellmembran verbleibt. 

Die biophysikalischen Eigenschaften werden bei der Regulation nicht verändert. 

Die leichte Erhöhung der Inaktivierungskonstante τ inact  ist am ehesten durch 

eine höhere Dichte des Kanals in der Zellmembran zu erklären. 

Ob eine direkte Interaktion zwischen Kv1.3 und Nedd4-2 stattfindet, konnte mit 

den bisherigen Versuchen nicht eindeutig gezeigt werden. Der starke 

hemmende Effekt von Nedd4-2 auch nach Injektion von kleinen cRNA Mengen 

spricht aber dafür. Das Fehlen eines PY-Motivs oder eines bekannten Motivs 

mit ähnlicher Funktion sprechen allerdings dagegen. Es kann zum jetzigen 

Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass ein weiteres endogen in Xenopus 

Oozyten vorkommendes Protein, das den regulierten K+-Kanal in der Membran 

hält, der Angriffspunkt der SGK ist. 
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4 Diskussion 

Das Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss der Serum- und Glucocorticoid-

abhängigen Kinase SGK auf die Na+/K+-ATPase und auf die K+-Kanäle ROMK 

und Kv1.3 zu untersuchen. Dieses wurde mit Hilfe der Zwei-Elektroden-

Spannungsklemme im lange etablierten Xenopus laevis Expressionssystem 

umgesetzt.  

4.1 Na+/K+-ATPase 

Die Na+/K+-ATPase kommt in allen tierischen Zellen vor. Sie ist elektrogen, 

daher kann ihre Aktivität mit elektrophysiologischen Methoden in Xenopus 

Oozyten gemessen werden. Folgende Probleme sind dabei zu berücksichtigen: 

Erstens könnte die Pumpe nach Expression heterologer Na+/K+-ATPase so 

stark exprimiert werden, dass eine weitere Stimulation durch die SGK nicht 

mehr erkannt werden kann. Zweitens sind die in Xenopus Oozyten ermittelten 

Eigenschaften exogener Na+/K+-ATPase nicht zwangsläufig mit denen im 

nativen Gewebe identisch, da Lipidzusammensetzung und Cholesterolgehalt 

der Zellmembran in Oozyten unterschiedlich von denen in mamalischen Zellen 

ist. Eine dadurch veränderte Dicke und Fluidität der Membranumgebung 

beeinflusst die Aktivität der Pumpe [217]. Für Cholesterol ist daneben auch ein 

die ATPase direkt modulierender Einfluss beschrieben [252]. Freie Fettsäuren 

hemmen die Na+/K+-ATPase [171]. Aus diesen Gründen haben wir die endogen 

in Xenopus Oozyten vorkommende Na+/K+-ATPase genutzt und nur die Serum- 

und Glucocorticoid-abhängige Kinase (SGK) heterolog exprimiert.  

Es gibt 4 verschiedene a- und 3 verschiedene ß-Untereinheiten der Na+/K+-

ATPase. In Xenopus Oozyten sind mindestens die a1-Untereinheit und die ß1- 

sowie ß3-Untereinheit exprimiert [55, 90]. Die ß-Untereinheiten, die für die 

richtige Funktion und den Einbau der a-Untereinheiten in die Membran 

gebraucht werden, sind in Oozyten limitierend für den Einbau funktioneller 

Pumpen [115].  

Gewebeabhängige Expression dieser verschiedenen Isoformen mit jeweils 

unterschiedlichen Substrataffinitäten und Blockersensitivitäten reguliert die 
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Pumpaktivität in vivo [220]. So sind z.B. die a1-und ß1-Isoformen überall 

exprimiert, die a2-Isoform in Nerv, Muskel und Herz, während die a3-Isoform 

hauptsächlich im Gehirn und die ß2-Isoform hauptsächlich im Nervensystem 

exprimiert ist [28, 55, 147, 167]. Neuerdings sind neben medikamentös 

verwendeten Digitalisglykosiden auch endogen zirkulierende Inhibitoren 

entdeckt worden, die vermutlich in der Nebenniere produziert werden. Zum Teil 

handelt es sich um Ouabain selbst, zum Teil um homologe Stoffe [100, 134].  

 

In der hier vorliegenden Untersuchung zeigt sich durch Injektion sowohl der 

permanent aktiven S422DSGK1 als auch der Wild-Typ Isoformen (SGK1-SGK3) 

in Oozyten eine 1,5-3fache Stimulation des Ouabain-sensitiven Stromes der 

endogenen Na+/K+-ATPase gegenüber mit Wasser injizierten Oozyten. 

Die Pumpleistung der Na+/K+-ATPase hängt von den Substratkonzentrationen 

von ATP, K+ und insbesondere Na+ ab. In Xenopus Oozyten wird die Na+/K+-

ATPase durch intrazelluläres Na +
i von ~10-40 mM halbmaximal aktiviert [205]. 

In den SGK exprimierenden Zellen war die intrazelluläre Na+
i-Konzentration 

sowohl vor als auch nach dem Aufladen der Zellen mit Na+ durch K+-freie 

Inkubation gegenüber den Kontrollzellen erniedrigt. Dieses schließt eine 

indirekte Aktivierung der Pumpen durch höheres Na +
i in den SGK 

exprimierenden Zellen aus. Insgesamt lag der intrazelluläre Na+
i-Anstieg unter 

dem in der Literatur beschrieben Anstieg durch K+-freie Inkubation [55, 70]. 

Dieses könnte daran liegen, dass wir keine Ca2+-freie Lösung verwendeten und 

mit physiologischer Na+-Konzentration inkubiert haben. Extrazelluläres K+ hat in 

vivo weniger Einfluss auf die Pumpleistung, da die Konzentration relativ 

konstant ist. Grundlage des Messprotokolls war Wegnahme und Zugabe einer 

konstanten K+-Menge, um die Pumpe „ein- und auszuschalten“. 

Intrazelluläres K+
i wirkt als kompetitiver Na+-Antagonist an den Bindungsstellen 

der ATPase [217]. Da die intrazelluläre K+
i-Konzentration aber sehr hoch ist, 

und bei den kurzen Inkubationszeiten nur wenig K+ ausströmen kann, dürfte es 

zu keinen relevanten Änderungen der K+
i-Konzentration kommen. Die 

intrazelluläre ATP-Konzentration ist bei einem K0,5-Wert von 300-800 µM unter 

unseren und den meisten natürlich vorkommenden Bedingungen, mit 
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Ausnahme vielleicht im Nierenmark, sättigend [206]. Natürlich ist die Funktion 

der Pumpe, wie die eines jeden Enzyms, temperaturabhängig [4]. Außerdem 

moduliert der extrazelluläre pH-Wert die Funktion der Na+/K+-ATPase durch 

Wechselwirkung mit der Kationen-Bindung [188]. Temperatur und pH-Wert der 

Badlösung waren während der gesamten Messung konstant. Die beobachtete 

Stimulation des Pumpstromes durch die SGK ist also nicht auf einen Einfluss 

dieser Parameter zurückzuführen. 

 

Unter physiologischen Bedingungen muss die Regulation der Na +/K+-ATPase 

naturgemäß am stärksten in denjenigen Zellen sein, die aufgrund 

physiologischer Aufgaben stark schwankenden Na+-Transportraten ausgesetzt 

sind. Dieses sind Zellen von Niere, Darm, Muskel oder Nerv [217]. Die Dichte 

der Na+/K+-ATPase ist dementsprechend in verschiedenen Geweben stark 

unterschiedlich (einige Moleküle pro µm2 in Erythrozyten bis zu einigen 

Tausend Molekülen pro µm2 in Nierenepithelzellen [144]). Dieser Sachverhalt 

unterstreicht die Bedeutung der Regulation von Ein- und Ausbau der Na+/K+-

ATPase in die Zellmembran. 

Ein großer Einfluss auf die Na+/K+-ATPase kommt dabei Hormonen zu, die den 

Na+/K+-Haushalt oder den H2O-Haushalt regulieren, und Hormonen und 

Transmittern, die in erregbaren Geweben wie Neuronen, Muskeln und 

Schrittmacherzellen wirksam sind [67, 109]. Man unterscheidet kurzfristige 

(„short-term“) Wirkungen, die durch direkte Wirkungen auf die Na+/K+-ATPase 

hervorgerufen werden, und langfristige Wirkungen („long-term“), die 

Neusynthese und Einbau der Pumpe vermitteln. 

Unter den Katecholaminen ist zunächst Dopamin als natriuretischer Faktor zu 

erwähnen. Dopamin wirkt über DA1-und DA2-Rezeptoren hemmend auf die 

Na+/K+-ATPase [11]. Adrenalin dagegen stimuliert über ß-Rezeptoren bzw. a-

Rezeptoren gewebeabhängig und isoformspezifisch das Enzym [88, 88, 107, 

238]. Außerdem beeinflussen Parathormon [64], Angiotensin II [37], IGF-1 

[138], atrialer natriuretischer Faktor [17] und ADH [249] die Na+/K+-ATPase. 

Die Signaltransduktionskaskaden, über die die Hormone wirken, sind teilweise 

aufgeklärt. Im einzelnen sind Proteinkinase A (PKA) [14, 21, 41, 46], 
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Proteinkinase C (PKC) [14, 46, 71, 72], Proteinkinase G (PKG) [85], 

Tyrosinkinase [77], Phospholipase A2, Proteinphosphatase 1 (PP1) [84] und 

Proteinphosphatase 2 (PP2) [30] beteiligt.  

Dabei werden über die einzelnen Kinasen in unterschiedlichen Spezies, 

Gewebearten oder unter verschiedenen Bedingungen isoformspezifisch z.T. 

gegensätzliche Wirkungen erzielt [144, 217]. Die Phosphorylierungsstelle, an 

der PKA angreift ist Serin in Position 943 an der a-Untereinheit. 

Phosphorylierung durch PKA führt beispielsweise bei Na+/K+-ATPasen, die aus 

a1/ß1- oder a2/ß1-Untereinheiten bestehen, zu einer Hemmung, bei Na+/K+-

ATPasen, die aus a3/ß1-Untereinheiten bestehen, zu einer Aktivierung [29]. Bei 

niedrigem intrazellulären Ca2+
 wirkt PKA stärker aktivierend als bei hohem 

intrazellulären Ca2+. PKC wirkt hemmend auf die Na+/K+-ATPase bei niedrigem 

intrazellulären Ca2+, aber aktivierend bei hohem intrazellulärem Ca2+ [33, 44, 

45]. In Xenopus Oozyten fördert PKC die Endozytose durch Phosphorylierung 

an Serin 23 der a-Untereinheit. Dieses führt zur Hemmung der Pumpaktivität. In 

COS-Zellen führt Phosphorylierung an Serin 16 durch PKC zu einer Erhöhung 

der Affinität für Na+ und damit zu einer Stimulation der Pumpaktivität [76]. In 

glatten Gefäßmuskelzellen wird PKC-abhängig die durch Serum induzierte 

mRNA-Zunahme der ß-Untereinheit in der Zelle und damit eine langfristige 

positive Regulation vermittelt [166]. 

Der die Na+/K+-ATPase hemmende Effekt von Dopamin ist im proximalen 

Tubulus über ein G-Protein und PKC vermittelt [19, 20, 22], im distalen Tubulus 

über PKA [190, 214]. PKG wirkt auf die Na+/K+-ATPase aktivierend in Kolon, 

quergestreiftem Muskel und Gehirn [140, 183] und hemmend in 

Gefäßmuskelzellen und Niere [154, 192]. 

Diese kurze Aufstellung intrazellulärer und membranständiger Proteine mit 

Wirkung auf die Aktivität der Na+/K+-ATPase macht deutlich wie komplex die 

Na+/K+-ATPase reguliert ist. Die mit dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse 

erweitern die erwähnten Regulationswege der Na+/K+-ATPase über PKA, PKC 

und PKG [217] um die Serum- und Glucocorticoid-abhängige Kinase SGK (Abb. 

36). 
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Steroidhormone und Insulin sind die potentesten Stimulatoren der Serum- und 

Glucocorticoid-abhängigen Kinase SGK. Sowohl für Steroidhormone als auch 

für Insulin ist eine Stimulation der Na+/K+-ATPase bekannt. 

Im Falle des Insulins ist die Regulation der Na +/K+-ATPase eng mit dem K+-

Haushalt verbunden. Die Stimulation des NKCC-Kotransports durch Insulin 

führt sekundär über eine höhere intrazelluläre Na+-Konzentration zu einer 

Steigerung der Pumpfunktion. In der Niere erhöht Insulin auch die Na+-Affinität 

der Na+/K+-ATPase [78, 79]. Doch Insulin stimuliert die Na+/K+-ATPase 

kurzfristig auch über den Einbau von Pumpen aus dem intrazellulären Pool [74, 

211-213]. Über den genauen Mechanismus ist noch wenig bekannt [217]. Hier 

könnte die SGK für die Signaltransduktion zuständig sein. Bindung von Insulin 

oder IGF1 an die jeweiligen Rezeptoren führt zu Aktivierung von PDK1 über die 

PI3-Kinase [209]. Die Serum- und Glucocorticoid-abhängige Kinase SGK wird 

wiederum von PDK1 aktiviert [124, 132]. Die SGK könnte so über die Na +/K+-

ATPase an dem steigernden Effekt von Insulin auf die K+-Aufnahme der Zellen 

und die renale tubuläre Na+-Reabsorption beteiligt sein. 

Neben Glucocorticosteroiden, die einen vorwiegend langfristigen stimulierenden 

Effekt über Typ II-Rezeptoren auf die Na+/K+-ATPase ausüben [141, 221, 260], 

haben insbesondere auch Mineralocorticosteroide eine Steigerung der 

Abb. 36: Signaling der Hormon-
wirkung auf die Na+/K+-
ATPase modifiziert nach 
[217]; Proteinkinase G 
(PKG), Proteinkinase C 
(PKC), Proteinkinase A 
(PKA), 
Proteinphosphatase1 und 
2 (PP1,PP2). 
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Pumpfunktion zur Folge [110, 247]. Diese scheint z.T. über cAMP vermittelt zu 

werden [3, 248] und in Muskelzellkulturen spezifisch nur die  a1-Isoform zu 

betreffen [169]. Als „short-term“-Effekt wirken die Mineralocorticosteroide 

einerseits über eine Erhöhung der Affinität zu Na+ [18, 179], interessanterweise 

aber auch über eine Erhöhung der Anzahl von Pumpen in der Membran. Na+-

Einstrom führt aldosteronabhängig zu einer Zunahme der Pumpendichte in der 

Zellmembran [198]. 

Die Gabe von Aldosteron führt innerhalb von Stunden kurzfristig zu einem 

Anstieg der SGK im Zytosol der Zellen im distalen Nephron [176, 228]. Sie 

vermittelt damit die schnelle Antwort auf Aldosteron bei der Na+-Resorption 

durch Zunahme der Dichte von epithelialem Na +-Kanal in der luminalen 

Zellmembran [143, 227, 228].  

Die mit dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass hiermit auch 

eine direkte schnelle Regulation der Na+/K+-ATPase verbunden ist, und dass 

diese Stimulation durch die SGK vermittelt wird (Abb. 38). Aufgrund der 

bisherigen Kenntnisse über die Wirkungsweise der SGK ist die Stimulation am 

ehesten auf vermehrten Einbau von Pumpen in die Zellmembran 

zurückzuführen. Dafür sprechen auch Ergebnisse von Summa et al., die in 

Zellkulturen von Hauptzellen des Sammelrohres von Ratten (mpkCCDc14-

Zellen) durch Gabe von Aldosteron sowohl eine Steigerung des Pump-Stromes 

als auch eine höhere Dichte der Oberflächenexpression der Pumpe fanden 

[210]. Die Resultate stehen in Übereinstimmung mit unabhängigen Ergebnissen 

von Zecevic et al. (2002), die eine 2 fache Stimulation des Pumpstromes durch 

Injektion der a-Untereinheit von Ratten-Na+/K+-ATPase fanden [259].  

Die Na+/K+-ATPase weist nicht das typische Bindungsmotiv (Arg-Xaa-Arg-Xaa-

Xaa-Ser/Thr Sequenz) für die SGK auf (siehe Kap.1.2.4) [124, 125]. Deshalb ist 

eine Beteiligung weiterer Mediatoren nicht unwahrscheinlich. Proteine wie 

Ankyrin und Adducin kämen dafür in Frage. In polarisierten Epithelzellen findet 

ein gezielter Einbau der Pumpe in die basolaterale Membran statt [69]. 

Vermittelt wird dieser gezielte Einbau dabei durch direkte Interaktion der a-

Untereinheit der Na +/K+-ATPase mit den Proteinen Ancyrin [81, 163, 165] und 
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Adducin [80, 149]. Ancyrin und Adducin sind wiederum verbunden mit Spectrin 

und Actin, die das basolaterale Zytoskelett bilden [69, 164]. 

Die gleichzeitige Regulation von ENaC und Na+/K+-ATPase ist physiologisch 

notwendig, da luminal durch den ENaC vermehrt aufgenommenes Na+ 

basolateral durch die Na+/K+-ATPase weiter ins Blut gegeben werden könnte. 

Das bedeutet natürlich, dass die SGK eine die Na+-Resorption fördernde und 

damit auch den Blutdruck steigernde Wirkung hat. 

In der SGK -/- Maus konnte gezeigt werden, dass diese Wirkung funktionell 

relevant ist und nicht nur in Modellsystemen wie Xenopus Oozyten auftritt. Das 

Fehlen der SGK führte dazu, dass die Maus unter salzarmer Diät die Na+-

Resorption nicht ausreichend steigern und so die Na+-Ausscheidung in den Urin 

nicht ausreichend verringern konnte. Die Tiere entwickelten unter salzarmer 

Diät innerhalb von 3 Tagen eine deutliche Abnahme des Blutdrucks und des 

Körpergewichts infolge von Wasserverlust, sowie eine Zunahme der 

Urinmenge/24h und eine sehr starke Erhöhung des Aldosteronspiegels [250].  

Abgesehen von einem erhöhten Aldosteronspiegel in Ruhe, waren die übrigen 

Parameter unter normaler Salzdiät aber nicht unterschiedlich in den SGK1 -/- 

Mäusen, was zeigt, dass die SGK nicht allein für die Regulation der 

Salzresorption zuständig ist. 

Ergebnisse von Zwillingsstudien zeigen, dass die SGK auch bei der 

Blutdruckregulation des Menschen eine Rolle spielt. Polymorphismen im SGK-

Gen gehen danach tatsächlich mit höherem Blutdruck einher [38]. Auch für die 

Erklärung der Hypertonie bei der Akromegalie könnte die SGK ein Schlüssel 

sein. Über Aktivierung der SGK über IGF1, IP3 und PDK käme es zu einer 

vermehrten Na+-Rückresorption und Wasserretention und damit zu einer 

Erhöhung des Blutdrucks. 
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4.2 ROMK1 

 

Die Regulation des renal outer medullary K+-channel ROMK1 hängt eng mit der 

oben beschriebenen Regulation der Na+-Resorption zusammen. Der ROMK ist 

ebenfalls in den distalen Nephronabschnitten exprimiert [91]. Aldosteron führt 

im kortikalen Sammelrohr neben der Steigerung der Na+-Resorption zu einer 

vermehrten K+-Ausscheidung durch den apikal lokalisierten ROMK1 [93]. In 

diesen weiter distal liegenden Abschnitten des Nephrons ist die luminale 

Membran durch „tight junctions“ zunehmend elektrisch isoliert von der 

basolateralen Membran. Hier würde eine hohe luminale Na+-Leitfähigkeit die 

luminale Membran stark depolarisieren. K+-Ausstrom durch den ROMK trägt 

entscheidend zur Erhaltung der elektrischen Triebkraft für die Na+-Resorption 

bei [91]. Dieser enge Zusammenhang und die Koexpression von ROMK und 

SGK in den distalen Abschnitten des resorbierenden Nephron-Epithels deutet 

auf eine mögliche Wechselwirkung hin [229, 246]. 

Für die Untersuchung der K+-Kanäle ROMK und Kv1.3 war es nicht möglich, 

endogene Kanalproteine zu nutzen und nur die Kinase zu injizieren, da beide 

Proteine nicht in der zu untersuchenden Form endogen in Xenopus Oozyten 

vorkommen. Hier mussten deshalb sowohl der jeweilige K+-Kanal als auch die 

Kinase bzw. die weiteren Regulatorproteine heterolog exprimiert werden. 

 

Für den renal outer medullary K+-channel ROMK1 konnte ebenfalls eine 

Beteiligung der SGK an der Regulation des Kanals nachgewiesen werden. Sie 

erfordert allerdings die gleichzeitige Expression von SGK und dem Natrium-

Hydrogen-Exchanger-Regulator-Faktor 2 (NHERF2) zusammen mit ROMK1 in 

Xenopus Oozyten. Expression von nur SGK oder nur NHERF2 mit ROMK führt 

zu keinerlei Stimulation, wie dies bereits in Voruntersuchungen beschrieben 

worden war [43]. Koexpression von ROMK zusammen mit SGK und NHERF2 

stimuliert in den hier vorliegenden Untersuchungen den von K+ getragenen 

Strom allerdings mindestens 2-fach. Dieser Strom war sensibel für Ba2+, wie es 

für ROMK1 beschrieben ist [104]. Der intrazelluläre pHi der Oozyten ist dabei 
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durch die Kinase und NHERF2 nicht verändert und damit ein indirekter Effekt 

durch Alkalisierung des Zytosols ausgeschlossen. 

NHERF2 ist ein PDZ-Domain tragendes Protein und verbindet Membran-

proteine mit dem Zytoskelett [229, 257]. Es ist demnach möglich, dass NHERF2 

den Einbau von ROMK in die Zellmembran stabilisiert. Dafür scheint gleichzeitig 

auch SGK notwendig zu sein.  

Das Strom-Spannungs-Diagramm (I/V-Diagramm) zeigt einen einwärts 

rektifizierenden Strom, wie er für ROMK in Kapitel 1.1.2  beschrieben wurde. 

Erhöhung des extrazellulären K+ von 2 mM auf 20 mM führt zu einer deutlichen 

Verschiebung des Umkehrpotentials nach rechts. Dieses lässt zwei Schlüsse 

zu: Erstens handelt es sich um einen von K+ getragenen Strom, der durch 

ROMK1 erzeugt wird, und zweitens geht die Stimulation nicht mit veränderten 

Öffnungseigenschaften des Kanals einher. Daher ist es wahrscheinlich, dass 

die Regulation auch in diesem Fall durch eine Erhöhung der Dichte des ROMK1 

in der Membran abläuft. In weiteren Experimenten in unserem Labor konnte 

mittlerweile durch Inkubation mit Brefeldin gezeigt werden, dass der Abbau des 

Kanals aus der Membran durch die Koexpression mit S422SSGK1 und NHERF2 

verzögert wird [256]. Allerdings wurde auch eine leichte Verschiebung des pKa 

vom ROMK1 zu sauren Werten durch die Koexpression mit S422SSGK1 und 

NHERF2 festgestellt. Dieses könnte durch zusätzliche direkte Wirkungen des 

Proteinkomplexes aus SGK und NHERF auf den pH-sensitiven ROMK1 bedingt 

sein [187, 256]. 

 

Bisher war bekannt, dass eine Aktivierung des Kanals durch Erniedrigung des 

intrazellulären ATP, Phosphorylierung durch PKA und Glykosylierung 

verursacht wird [12, 160]. Eine Inaktivierung wurde durch die Src-Kinase, PKC, 

Polyamine, niedrigen intrazellulären pH-Wert und Arachidonsäure beschrieben 

[187]. Außerdem hemmt eine Protein-Tyrosin-Kinase den Kanal durch 

verminderten Einbau in die Plasmamembran, während eine Protein-Tyrosin-

Phosphatase ROMK durch vermehrten Einbau in die Membran aktiviert [159]. 

Die Einbeziehung von SGK/NHERF2 in die Regulation von ROMK erweitert das 

Spektrum der Regulation dieses Kanals. Da NHERF2 auch an der Regulation 
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des NHE3 beteiligt ist, wird durch die SGK eine Verbindung von K+- und H+-

Regulation in der Niere geschaffen. Dieses ist um so plausibler, als die K+-

Ausscheidung eine Funktion des Säure-Basen-Haushaltes ist [93].  

Es konnte also gezeigt werden, dass die Serum- und Glucocorticoid-abhängige 

Kinase SGK als dritte Komponente des schnellen Aldosteron-Effektes neben 

Stimulation von ENaC [231] und Na+/K+-ATPase auch an der Regulation von 

ROMK1 beteiligt ist (Abb. 38). 

 

 

 

4.3 Kv1.3 

Der zweite in dieser Arbeit untersuchte K+-Kanal ist der spannungsgesteuerte 

K+-Kanal Kv1.3. Durch gewebespezische Expression und heteromere 

Zusammensetzung der Kv-Kanäle sind vielfältige Regulationsmöglichkeiten 

beschrieben [12]. Auch die Phosphorylierung des N-Terminus der Kv-Kanäle 

durch PKA und PKC ist bekannt. Beide Kinasen hemmen den K+-Strom [136, 

196]. 

Ebenso ist der Einfluss von Hormonen, wie beispielsweise Glucocorticoiden für 

Kv1.5 [126] oder IGF-1 für Kv1.3 [86], beschrieben. Für die Regulation des Kv1.3 

durch IGF-1 konnte in HEK293 Zellen die Beteiligung von sowohl PDK1 und 

SGK1 nachgewiesen werden [86]. 

In dieser Arbeit kann durch Koexpressionsstudien in Xenopus Oozyten eine 2-4 

fache Stimulation des Kv1.3-Stromes sowohl durch die aktive Mutante der 

Serum- und Glucocorticoid-abhängige Kinase S422DSGK1, als auch durch alle 

Isoformen (SGK1-SGK3) gezeigt werden. Die Regulation führt zu einer 

langsameren Inaktivierung des Kanals. Allerdings ist diese langsamere 

Inaktivierung auch für den Fall beschrieben, dass durch Injektion von größeren 

cRNA-Mengen eine höhere Kanaldichte in der Oozytenmembran induziert 

wurde [105]. Es muss sich dabei also nicht um strukturelle Veränderungen des 

Kv1.3 handeln. Wie für die Na+/K+-ATPase und den ROMK1 ist ein Einfluss der 

SGK auf den Ein- und Ausbau des Kanals aus der Zellmembran 
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wahrscheinlich. In den Experimenten kann durch Inkubation mit Brefeldin A 

gezeigt werden, dass durch die SGK vorwiegend der Ausbau aus der Membran 

verzögert wird. Brefeldin A stoppt den Transport von Vesikeln vom 

endoplasmatischen Retikulum und damit auch den Einbau von Proteinen in die 

Zellmembran, so dass nur noch Abbau des Kanals stattfindet [208].  

 

 

 

Auf der Suche nach einem Mechanismus für diesen verzögerten Ausbau wurde 

die Wirkung der Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 auf Kv1.3 untersucht. Nedd4-2 bindet 

Ubiquitin an verschiedene zelluläre Proteine und bereitet damit deren Abbau 

auf dem Proteasom-Ubiquitin-Abbau-Weg vor [94, 180]. Es ist in vielen 

Geweben exprimiert, einschließlich Herz, Plazenta, Lunge, Leber, 

Abb. 37: A Ubiquitinierung und 
Abbau des K+-Kanals 
durch Nedd4-2. KChAP 
als mögliches 
Adapterprotein.  

 B Hemmung von Nedd4-
2 durch SGK abhängige 
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Anlehnung an [62]. 

K+

Nedd4-2

Ub

Ub

Ub
Ub

K+

Ub

Ub

Ub
Ub

KChAP ?

K+K+K+

KChAP ?

Nedd4-2
P

sgk1

A

B

K+

Nedd4-2

Ub

Ub

Ub
Ub

K+

Ub

Ub

Ub
Ub

KChAP ?

K+K+K+

KChAP ?

Nedd4-2
P

sgk1

K+

Nedd4-2

Ub

Ub

Ub
Ub

K+

Ub

Ub

Ub
Ub

KChAP ?

K+K+K+

KChAP ?

Nedd4-2
P

sgk1

K+

Nedd4-2

Ub

Ub

Ub
Ub

K+

Ub

Ub

Ub
Ub

KChAP ?

K+

Nedd4-2Nedd4-2

Ub

Ub

Ub
Ub

K+

Ub

Ub

Ub
Ub

KChAP ?KChAP ?

K+K+K+

KChAP ?

Nedd4-2
P

sgk1

K+K+K+

KChAP ?

Nedd4-2
P

sgk1

K+K+K+

KChAP ?KChAP ?

Nedd4-2
P

sgk1

Nedd4-2
P

sgk1

A

B



Diskussion: Kv1.3  

88 

Skelettmuskel und Niere [9]. Nedd4-2 wird von der SGK phosphoryliert und 

dadurch inaktiviert. Dieses ist der Mechanismus, mit dem ENaC von der SGK 

hochreguliert wird, da ENaC von Nedd4-2 ubiquitiniert und dadurch schneller 

aus der Membran entsorgt wird (Abb. 37) [62, 117, 207, 208]. Mutationen von 

Nedd4-2 stehen in Zusammenhang mit dem Liddle-Syndrom [118]. 

 

Gleichzeitige Expression von Nedd4-2 und Kv1.3 in Xenopus Oozyten führt in 

den hier durchgeführten Experimenten tatsächlich zu einer deutlichen 

Reduktion des Kv1.3-Stromes. Diese Wirkung ist durch zusätzliche 

Koexpression von SGK wieder aufgehoben. Dabei zeigen SGK1 und SGK3, wie 

schon bei den Experimenten mit Brefeldin A, eine bessere Wirksamkeit. Die 

Funktion von Nedd4-2 ist an das Vorhandensein bestimmter Erkennungsmotive 

(PY-Motiv) auf dem zu regulierenden Protein gebunden [9, 75]. Da der Kv1.3 

dieses Motiv nicht besitzt, könnte noch ein weiteres endogen in Oozyten 

vorkommendes Protein an der Stabilisation des Kanals in der Zellmembran 

beteiligt sein, das dann seinerseits das PY-Motiv besitzt und von Nedd4-2 

ubiquitiniert wird. Verstärkte Expression der ß-Untereinheit ist beispielsweise 

ein bekannter Regulationsmechanismus, der z.B. in Lymphozyten die 

Membrandichte der a-Untereinheiten erhöht [152]. Auch die bekannten ß-

Untereinheiten des Kv1.3 weisen allerdings kein PY-Motiv auf. Ein möglicher 

Kandidat wäre aber das Regulatorprotein KChAP. Als Chaperon ist es an der 

richtigen Faltung der Tertiärstruktur von Proteinen beteiligt [4]. Eine Interaktion 

von KChAP mit Kv-Kanälen über deren N-Terminus ist bekannt. KChAP 

stimuliert in Oozyten heterolog exprimierte Kv1.3 Kanäle [131]. Es hat 

interessanterweise ein PY-Motiv zwischen den Aminosäuren 419-423 (Pro-Pro-

Pro-Gly-Tyr). Da endogen viele Regulatorproteine in Xenopus Oozyten 

vorkommen ist es nicht unwahrscheinlich, dass ein endogenes „KChAP-

ähnliches“ Protein, das durch Nedd4-2 reguliert wird, eine Rolle beim Einbau 

des Kv1.3 in die Oozytenmembran spielt. 

Eine andere Möglichkeit wäre, dass die Interaktion über eine andere, noch nicht 

bekannte Aminosäurensequenz direkt mit dem Kanal stattfindet, zumal in der 

letzten Zeit mehrere verschiedene solcher Bindungsstellen gefunden worden 
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sind. Dieses sind Aminosäuresequenzen, die Motive wie Pro-Pro-Leu-Pro, 

(Pro/Arg)Pro-Arg, phosphoryliertes Serin-Prolin pS-P enthalten oder 

Sequenzen, die reich an Prolin, Glyzin und Methionin sind [119]. Der Kv1.3 

besitzt am N-Terminus zwei Prolin-reiche Regionen, die mögliche 

Bindungsstellen enthalten können [51]. Mutationen in diesen Bereichen zu 

machen, könnte Gegenstand zukünftiger Experimente sein. Eine dieser 

Regionen überschneidet sich mit der T0-Region, dessen Deletion beim 

rabKv1.3 zu einer Stimulation des Stromes führt. Dieses ist zumindest teilweise 

durch höhere Kanaldichte in der Membran verursacht [196]. Möglicherweise 

befindet sich hier die Erkennungsdomäne für Nedd4-2. Weitere 

molekularbiologische Untersuchungen müssten folgen. Andererseits spielt beim 

Einbau der Kv-Kanäle in die Membran auch ein Aminosäuremotiv des C-

Terminus eine entscheidende Rolle [139]. 

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten schließen nicht aus, dass es sich bei der 

Hemmung des Kv1.3 durch Nedd4-2 um unspezifische Effekte handelt. Da die 

Hemmung sehr groß und bereits mit kleinen Konzentrationen von Nedd4-2 

deutlich ist, ist ein unspezifischer Effekt aber unwahrscheinlich. Zumal die 

injizierten cRNA-Konzentrationen von Nedd4-2 vergleichbar sind mit denen, die 

eine Hemmung des ENaC bewirken [75] (Abb. 34).  

 

Über die Regulation des spannungsgesteuerten K+-Kanals Kv1.3 hat die SGK 

Einfluss auf die Proliferation und Apoptose verschiedener Gewebearten. Es 

konnte gezeigt werden, dass Kv-Kanäle hochreguliert werden, wenn die 

Zellproliferation angeregt wird, bzw. Kv1.3 gehemmt wird [86], wenn Apoptose 

induziert wird [97]. Der Kv1.3 hält dabei das Membranpotential der Zelle negativ 

und ermöglicht so Ca2+-Einstrom, der die Zellproliferation aktiviert [215]. Durch 

Förderung der Proliferation von Schwannzellen tragen Kv-Kanäle zur 

Myelinisierung der Axone bei [204]. In Oligodendrozyten konnte gezeigt 

werden, dass Blockade des Kv1.3 im Zellzyklus den Übergang in die S-Phase 

hemmt [47]. 

Durch Stimulation von spannungsgesteuerten K+-Kanälen wirkt die SGK anti-

apoptotisch und fördert die Proliferation in Epithelzellen [156, 172]. Die 
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Expression von Kv-Kanälen reflektiert auch die starke Proliferation von 

Epithelzellen in der Nierenentwicklung [34]. Der proliferative Effekt von IGF-1 

auf HEK293 Zellen, der über die SGK vermittelt wird, ist unter Blockade der K+-

Leitfähigkeit nicht sichtbar [86]. 

In diesem Zusammenhang ist auch interessant, dass Kv1.3 in schnell 

proliferierenden Zellen vom Kolon- und Prostatakarzinom hoch exprimiert wird 

[1, 2]. Ob dieses auch mit einer vermehrten Expression der SGK einhergeht , 

bleibt zu untersuchen. 

Neurodegenerative Erkrankungen sind eine weitere Gruppe von Erkrankungen, 

bei denen Stimulation des Kv1.3 durch die SGK wichtig sein könnte. Zu starke 

Aktivierung der Mikroglia wird als eine Ursache dieser Erkrankungen diskutiert 

[193]. Da Kv1.3 zu einer Aktivierung der Mikroglia führt [48, 120], könnte die 

Entwicklung von neurodegenerativen Erkrankungen mit einem SGK 

Polymorphismus verbunden sein, der zu einer „überaktiven“ SGK führt. 

Neben Gliazellen ist die SGK auch in Neuronen exprimiert [239]. Kv1.3 ist in 

Neuronen an der Aufrechterhaltung eines negativen Membranpotentials und der 

Repolarisation nach einem Aktionspotential beteiligt. Über die Regulation des 

Kv1.3 könnte die SGK Einfluss auf die Erregbarkeit von Gehirnzellen haben. Es 

konnte gezeigt werden, dass die SGK durch osmotisch bedingtes Schrumpfen 

stark hochreguliert wird [239]. Damit steht in Einklang, dass eine Erhöhung der 

extrazellulären Osmolarität zu einer verminderten Erregbarkeit und Anfälligkeit 

gegenüber Epileptischen Anfällen führt, während eine Erniedrigung der 

extrazellulären Osmolarität zu einer erhöhten Erregbarkeit und Anfälligkeit 

gegenüber Epileptischen Anfällen führt [10]. 

Interessanterweise ist die SGK im Gehirn schnell lernender Ratten stärker 

exprimiert als im Gehirn langsam lernender Ratten [222]. 

Weiterhin könnte auch der Kv1.3 eine Rolle in der K+-Homöostase in der Niere 

spielen. Desir et al. berichten, dass ein neu klonierter rabKv1.3 von Kaninchen 

im Sammelrohr der Niere exprimiert ist, und postulieren, dass er sich in der 

basolateralen Membran befindet. Dort soll er für die Resorption von K+ unter 

Bedingungen zuständig sein, in denen das luminale Na+ niedrig und das 

luminale K+ hoch ist [196, 251]. Kolokalisation mit der SGK in diesen Zellen und 
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die in dieser Arbeit gezeigte Stimulation des Kv1.3 durch die SGK macht eine 

Wechselwirkung auch in vivo wahrscheinlich. Je nach Verfügbarkeit von 

NHERF2 oder Nedd4-2 würde dann durch die SGK eher der ROMK oder der 

Kv1.3 stimuliert. Dieses unterstreicht die Bedeutung der SGK in der Regulation 

des Na+- und K+-Haushaltes (Abb. 38). 

 

 

 

 

Abb. 38: Regulation von Membranproteinen durch die SGK über NHERF2 
und Nedd4-2. 
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5 Zusammenfassung 

Mit dieser Arbeit konnten weitere Aufschlüsse über die Bedeutung der Serum- 

und Glucocorticoid-abhängigen Kinase SGK in der Regulation grundlegender 

Zellfunktionen gewonnen werden (Abb. 38):  

1. Alle Isoformen der SGK bewirken eine Stimulation der endogenen Na+/K+-

ATPase von Xenopus laevis Oozyten. Dieses war sowohl an einem 

größeren Pumpstrom als auch an einer niedrigeren intrazellulären Na+
i-

Konzentration der SGK exprimierenden Oozyten gegenüber Oozyten 

erkennbar, die entweder keine oder eine transdominant negative SGK 

exprimierten. 

2. Die SGK ist auch bei der Regulation des im renalen Sammelrohr der Niere 

vorkommenden K+-Kanals ROMK1 entscheidend beteiligt. Notwendig für 

diese Interaktion ist die zusätzliche Expression von NHERF2. Als PDZ-

Domäne enthaltendes Protein ist NHERF2 am Einbau und Verankern von 

Proteinen in der Zellmembran beteiligt. 

3. Stimulation des spannungsgesteuerten K+-Kanals Kv1.3 durch die SGK 

geschieht durch verminderten Ausbau des Kanals aus der Zellmembran. 

Die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 bewirkt eine deutliche Inaktivierung des 

Kv1.3, vermutlich durch verstärkten Ausbau des Kanals aus der 

Zellmembran. Ob dies durch eine direkte Interaktion zwischen Kv1.3 und 

Nedd4-2 hervorgerufen wird, bedarf weiterer Untersuchung. Durch 

Koexpression von SGK zusammen mit Nedd4-2 und Kv1.3 wird die 

Inaktivierung wieder aufgehoben. Hierbei ist bekannt, dass Nedd4-2 von 

der SGK phosphoryliert und damit inaktiviert wird. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die SGK bei der renalen Elektrolytregulation eine 
Schlüsselrolle einnimmt, indem sie nicht nur den ENaC, sondern auch die 
Na+/K+-ATPase und zusammen mit NHERF2 den ROMK reguliert. Die 
Einbeziehung von NHERF2 für die Stimulation des ROMK1 und Nedd4-2 für die 
Stimulation von Kv1.3 macht die Wirkung der SGK auf verschiedene 
Zielproteine unabhängig voneinander. Dieses könnte ein Hinweis darauf sein, 
wie die SGK spezifische Wirkungen trotz eines breiten Spektrums an 
regulierten Proteinen erzielt. 
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