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1. Einleitung 
 
 
1.1. Bedeutung des Glutamins für den Organismus 
 

Für die Instandhaltung und Förderung von Zellfunktionen steht hauptsächlich 

Glukose als primärer Nährstoff im Vordergrund. Auch die 5–carbon- 

Aminosäuren, Glutamin und Glutamat, gewinnen immer mehr eine ähnliche 

Bedeutung für die Aufrechterhaltung normaler Stoffwechselvorgänge wie 

Glukose (2,39,59,108,110,117). 

Während die Plasmakonzentration von Glutamat (30 – 70 μmol/l) sehr niedrig 

ist, weist Glutamin die mit 600 – 800 μmol höchste Konzentration aller 

Aminosäuren im Plasma auf. Die Gesamtkonzentration aller Aminosäuren im 

Blutplasma beträgt 2,4 – 4 mmol/l (14,24,127). Abbildung 1 zeigt die strukturelle 

Ähnlichkeit des Glutamins mit Glutamat. Bei pH 7,4 trägt die Carboxylgruppe 

des Glutamins eine negative Ladung, wobei die Aminogruppe im protonierten 

Zustand vorliegt. Dieser Ladungsausgleich klassifiziert Glutamin zu den 

neutralen Aminosäuren. Glutamat hat anstelle der Amidgruppe eine 

Carboxylgruppe, was der Aminosäure eine negative Ladung verleiht. Dies 

erklärt, dass der Transport beider Aminosäuren über die Zellmembran über 

unterschiedliche Transportsysteme erfolgen muss. 
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Glutamin ist das Säureamid der Glutaminsäure (Glutamat). Es wird aus 

Glutamat und freiem NH3 oder durch Transaminierung gebildet. Der 

Plasmaglutaminpool hat eine hohe Umsatzrate und spielt eine wesentliche 

Rolle beim Transport von Kohlen– und Stickstoffgerüsten zwischen den 

einzelnen Organen, d.h. von Gehirn und Muskulatur zu Nieren, Leber und 

Mukosa des Gastrointestinaltraktes (44,146). Glutamin ist Bestandteil der 

Nukleotide und somit für die Reduplikation und Proteinsynthese der Zellen von 

grundlegender Bedeutung (98,108,125). Über eine Transaminierungsreaktion 

werden aus Glutamin Aminozucker synthetisiert, die bei der Biosynthese von 

Mukopolysacchariden, Proteoglykanen, Glykoproteinen und Glykolipiden eine 

wichtige Rolle spielen. Glutamin ist ein essentielles Substrat des 

Schlüsselenzyms Fructose–6–Phosphat Amidotransferase in der 

Hexosaminsynthese (98,107,117,120,122). Hexosamine sind vitale 

Komponenten epithelialer Oberflächen. Der Glutamin–Stoffwechsel ist ferner 

wichtig für die Säure–Base–Regulation in der Niere (75,85). 60 % des 

Ammoniaks stammen aus dem Glutamin (davon etwa 2/3 aus dem Amid und 

1/3 aus dem Aminostickstoff). Vor allem die Zellen des proximalen Tubulus 

bevorzugen Glutamin als Glukoneogenesesubstrat. Der dabei frei werdende 

Ammoniak wird zur Pufferung von Protonen verwendet. Bei Azidose wird die 

Phosphoenolcarboxykinase aktiviert, so dass einerseits die Glukoneogenese 

stimuliert wird und andererseits vermehrt NH3 zur Pufferung der H+-Ionen 

bereitsteht (98,127,160). Glutamin besitzt regulatorische Eigenschaften nicht 

nur in der Synthese von Proteinen, Lipiden, Hormonen und Glykogen 

(24,64,87,100,139,140,152), sondern auch in der Genexpression, in den 

verschiedenen Transportprozessen des Organismus und in der Zellhydration 

(13,71,72,96,120,140). Die muskelaufbauende Wirkung von Glutamin beruht in 

erster Linie auf einer Steigerung des Zellvolumens der einzelnen Muskelzellen 

(101,120). Dabei kommt es zu einer anabolen Stoffwechsellage mit Aktivierung 

der Protein– und Glykogensynthese (39). Die weitaus wichtigste Funktion des 

Glutamins spiegelt sich im Glutaminzyklus des Zentralnervensystems wider. 

Glutamin, das aus den Gliazellen stammt, wird in glutamaterge Axone bzw. in 

GABAerge Nervenendigungen aufgenommen und dort schließlich durch 
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Glutaminase in Glutamat und Ammoniak gespalten (Hydrolyse). Glutamat 

gehört zu den erregenden (exzitatorischen) Aminosäuretransmittern und gilt als 

Vorläufer der γ–Aminobuttersäure (GABA). In GABAergen Nervenendigungen 

wird Glutamat zu GABA decarboxyliert. Aus dem wichtigsten erregenden 

entsteht in einem einzigen Schritt der wichtigste hemmende Transmitter GABA. 

Glutamat und GABA werden von den Gliazellen wieder aufgenommen, in 

Glutamin umgewandelt und dem Zyklus wieder zur Verfügung gestellt (Abb.4). 

Ihrer Funktion entsprechend kommt Glutamin–Synthetase hauptsächlich in der 

Glia vor, Glutaminase vorwiegend in Nervenzellen (54,137). Im Übrigen wird 

GABA in den Gliazellen durch GABA–Transaminase zu Succinatsemialdehyd 

abgebaut, dessen Kohlenstoffkette nach Oxidation zu Bernsteinsäure in den 

Zitratzyklus eintritt. In Gliazellen kann sich, wie erwähnt, Bildung von Glutamin 

anschließen, aus dem dann wieder GABA entstehen kann. Glutamat ist nicht 

nur ein chemisches Signal, sondern auch Ausgangsstoff für andere 

Aminosäuren und gehört mit Aspartat zu den Hauptbausteinen der 

Gehirnproteine. Es ist Ausgangsstoff für die Biosynthese von Prolin, die 

Vorstufe von Hydroxyprolin ist, einer wichtigen Aminosäure in Kollagen und 

Elastin. Glutamat ist ebenso Bestandteil von Folsäure, dem Kofaktor in vielen 

enzymatischen Prozessen, und Glutathion, dem wohl wichtigsten biologischen 

Antioxidant (57,110). Über α–Ketoglutarsäure ist Glutamat mit dem Citratzyklus 

verknüpft. Zwei weitere Aminosäuren, die eine zentrale Rolle im Citratzyklus 

einnehmen, sind Alanin und Aspartat, die wie Glutamat über 

Transaminasereaktionen die Zwischenprodukte des Citratzyklus Pyruvat und 

Oxalacetat liefern. Über den Citratzyklus nimmt Glutamin an der oxidativen 

Energiegewinnung der Zelle teil (123,159). Auch die Produktion von NADPH 

über das zytoplasmatische Malat–Enzym wird von Zwischenprodukten des 

Citratzyklus gesteuert. Das gebildete NADPH+H+ ist ein entscheidender 

Cofaktor in der Lipid– und Steroidhormonbiosynthese. Bezugnehmend auf die 

Anzahl der Reaktionen, in die Glutamin involviert ist, kann man aus der 

Abbildung 2 entnehmen, dass Glutamin von den drei am Citratzyklus beteiligten 

Aminosäuren die vielseitigste Rolle spielt. 
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Abb. 2: Glutamin und Glutamat im Citratzyklus. 
 

Nennenswert ist, dass durch Glutaminsubstitution bei Patienten mit 

Knochenmarkstransplantation (36,105,162) und bei Frühgeborenen eine 

verminderte Infektionsrate im Krankenhaus erreicht wird (107,132). Bei 

Frühgeborenen mit sehr geringem Geburtsgewicht konnte sogar die 

Notwendigkeit maschineller Beatmung herabgesetzt werden (107). Da 

Glutathion HIV–Protein und –RNA in infizierten Monozyten supprimiert (83), ist 

man der Ansicht, dass sein Vorläufer, Glutamin, ähnliche virale Aktivitäten 

supprimieren kann (107,126). Glutamin und Arginin sind Promotoren 

hypophysärer Wachstumsfaktoren und könnten auf diese Weise der katabolen 

Stoffwechsellage bei HIV–Patienten entgegenwirken (158). Neuere Studien 

zeigen den neuroprotektiven Effekt Glutamins in der Entwicklung der HIV–

Demenz (65,126). Während der Kardioplegie in der Herzchirurgie beobachtete 

man erniedrigte Glutamin– und Glutamatkonzentrationen im Myokard. 

Vorläufige Studien zeigen, dass der Zusatz von Glutamin in die 

Perfusionslösung verbesserte hämodynamische Funktion mit sich bringt (107). 
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1.2. SN1 und andere Aminosäuretransporter 
 
Mit Hilfe der Arbeitsgruppe um Christensen wurde aufgrund bestimmter 

Merkmale für Aminosäuretransporter (35) die Bezeichnung „System“ eingeführt. 

System N wurde erstmals 1980 in Leberzellen der Ratte beschrieben und ist 

spezifisch für die Substrate Glutamin, Asparagin und Histidin – alles Substrate, 

die in den Seitenketten Stickstoff (N) enthalten (86). Andere System N–ähnliche 

Aktivitäten wurden im Skelettmuskel (Nm) und in Neuronen (Nb) beschrieben 

(79,141).  

System N, das nach Isolierung der cDNA 1999 als SN1 bezeichnet worden ist, 

ist verantwortlich für die Glutaminaufnahme in den Zellen verschiedener 

Gewebe (86). Da Glutamin das bevorzugte Transportmolekül für Stickstoff zur 

Leber und von der Leber ist (73), zeigen quantitative Immunoblots die höchste 

Konzentration von SN1 in der Leber. Gehirn (Astrozyten) und Niere haben etwa 

40% und 27% der Konzentration in der Leber (18).   

Funktionelle Analysen zeigen, dass SN1 an einem Protonenaustausch wie auch 

an einem Na+-Kotransport beteiligt ist und unter physiologischen Bedingungen 

Glutaminefflux wie auch –aufnahme vermittelt (18,29).  

Der Glutamintransport über rSN1 oder hSN1 (siehe 1.3.) ist ein elektrogener 

Transportmechanismus, da zwei Na+-Ionen und die Aminosäure im Austausch 

gegen ein H+ in die Zelle transportiert werden (53). 

Allgemein kann man den Transport neutraler Aminosäuren aufteilen in ein Na+-

unabhängiges System L und in die Na+-abhängigen Systeme A und ASC. 

System ASC wurde ursprünglich nach seinen bevorzugten Substraten Alanin, 

Serin und Cystein benannt und wurde aus dem Epithel des Darms und der 

Niere isoliert. Um es von dem später in den Blastozyten der Maus identifizierten 

„System ASC“ zu unterscheiden, wurde die Bezeichnung System B0 bzw. ATB0 

eingeführt (48,81,97,135). Dieser Transporter ist Mitglied der exzitatorischen 

Aminosäuretransporter–Familie (EAAT) (14). System A ist im Unterschied zu 

den anderen Aminosäuretransportern in der Lage N-methylierte Aminosäure als 

Substrat zu tolerieren (34,118). Die Familie der Glykoprotein-assoziierten 

Aminosäuretransporter gpa-AT hat eine Funktion als Aminosäureaustauscher 
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(147). System y+L wurde aus der Plasmamembran der Erythrozyten isoliert (46) 

und ist verantwortlich für die Na+-unabhängige Aufnahme kationischer 

Aminosäuren, benötigt aber Na+ für den Transport zwitterionischer 

Aminosäuren wie Glutamin. 

System L, ebenfalls ein Na+-unabhängiger Transporter, ist spezifisch für 

hydrophobe Seitenketten, und seine Isoformen für kleine zwitterionische 

Aminosäuren wie Alanin, Serin und Threonin. Die Rolle der System L-

Transporter beim Glutamintransport wurde mehr als die anderen Na+-

unabhängigen Carrier diskutiert (22,27,28,40,97,99,114,143,159). Zu den Na+-

unabhängigen Transportern gehört auch das System b0,+, das kationische und 

zwitterionische Aminosäuren transportiert (160). 

 

 

1.3. Klonierung des Na+-gekoppelten Aminosäurentransportsystems N 

 

Die System N mRNA wurde erstmals 1999 aus dem Gehirn der Ratte isoliert 

und als SN1 bezeichnet (rSN1) (29). Drei Monate später fand die Isolierung des 

System N Gens aus der cDNA–Bank der Mausniere statt und wurde als mNAT 

bezeichnet (66). Im August 2000 erfolgte die Isolierung und Charakterisierung 

der “human System N“ Sequenz, hSN1 genannt, aus der cDNA–Bank der 

humanen Hepatoblastom-Zellreihe HepG2 (53). rSN1- und hSN1 bestehen 

jeweils aus 504 Aminosäuren und sind miteinander zu 90% identisch. mNAT 

hat eine Länge von 505 Aminosäuren und ist zu 89% identisch mit hSN1. Die 

SN1 Transporter aller Spezies haben eine Proteinmasse von etwa 56 kDa und 

9-12 transmembranäre Regionen (29,53,66). Das hSN1 Protein hat putative 

Phosphorylierungsstellen für Proteinkinase C am C–Terminus der Sequenz. 

Das hSN1 Gen ist lokalisiert auf Chromosom 3 und enthält 16 Exons und 15 

Introns, die etwa 16 kb–Paare der Nukleotidsequenz einnehmen (53). 

Zusammen mit System A gehört SN1 der Transportfamilie an, die den 

vesikulären γ–Aminobuttersäure (GABA) –Aminosäuretransporter (VGAT) 

miteinschließt und 28% der Aminosäurensequenz mit SN1 teilt (29,103). 

Alle Experimente für diese Arbeit wurden an hSN1 durchgeführt. 
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1.4. Interzellulärer Glutaminzyklus in Leber und ZNS 
 

Die wohl überraschendste Erkenntnis bei dem kürzlich isolierten SN1 ist, dass 

er imstande ist, sowohl Glutaminaufnahme in die Zelle als auch die Freisetzung 

Glutamins aus der Zelle zu vermitteln (15,119). Das ist bemerkenswert, da Na+-

abhängige Transporter nur die Aufnahme des Substrats in die Zelle 

ermöglichen, entsprechend des elektrochemischen Gradienten für Natrium. 

Mehrere Studien belegen weiterhin, dass zusammengesetzte Triebkräfte die 

SN1-Katalyse (Richtung, in der Glutamin transportiert werden soll) bestimmen. 

Der Natriumgradient ist einer dieser verschiedenen Triebkräfte. Zudem ist der 

von SN1 vermittelte Glutamintransport äußerst abhängig vom 

Membranpotential (17). Zunehmende Depolarisierung der Membran (auf -20 

mV bis -30 mV) bewirkt, dass auf eine Glutaminaufnahme umgestellt wird (53). 

Auch der transmembrane Glutaminkonzentrationsgradient wirkt sich auf die 

SN1-Katalyse aus. Bei extrazellulärer Konzentration >400 µmol wurde 

Glutaminaufnahme in die Zelle beobachtet und eine -abgabe bei extrazellulärer 

Konzentration von <400 µmol (29). 

Es ist anzumerken, dass Änderungen dieser Triebkräfte, die den Glutaminfluss 

des SN1–Transporters bestimmen, innerhalb des physiologischen Bereichs 

auftreten, in dem sie Auswirkungen auf die Glutamin–Homöostase haben (14). 

Der Glutaminstoffwechsel in der Leber ist aufgeteilt in zwei Zonen und erfüllt 

unterschiedliche Aufgaben. Glutamin wird von den periportalen Hepatozyten 

(Abb.3) aufgenommen, welche in großen Mengen Bikarbonat verbrauchen, 

weswegen sie ein intrazellulär saures Millieu haben. Diese Hepatozyten 

besitzen eine relativ hohe Glutaminaseaktivität und das entstandene Ammoniak 

dient der Synthese von Carbamoyl-Phosphat (14,108).  
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Abb.3: Rolle des Aminosäuretransporters SN1 im hepatischen interzellulären Glutaminzyclus 
 

Die treibenden Kräfte für die Aufnahme von Glutamin in die periportalen 

Hepatozyten sind neben der hohen Glutaminkonzentration im Portalvenenblut 

auch der nach außen gerichtete Protonengradient (29,53).  

Im Gegensatz zu den periportalen Hepatozyten enthält eine kleine Population 

von perivenösen Hepatozyten große Mengen Glutaminsynthetase mit hoher 

Anzahl von SN1–Transportern auf der Plasmamembran (45,51,66). Der 

Glutaminefflux aus diesen Zellen wird gefördert durch verminderten 

Glutamingehalt in der Zentralvene (da die periportalen Hepatozyten dem 

Portalvenenblut Glutamin entzogen haben), dem gering sauren Zytoplasma und 

schließlich durch die hohe zytoplasmatische Glutaminkonzentration in der Zelle, 

verursacht durch die Aktivität der Glutaminsynthase. Die Substrate für die 

Glutaminsynthese sind Glutamat und NH4
+. Glutamat kann aus der 

Umwandlung von Glukose in 2–Oxoglutarat und anschließend via 

Glutamatdehydrogenase entstehen. Neuere Studien zeigen zusätzlich, dass 

auch der Argininkatabolismus für die Glutaminsynthese Glutamat liefert (112). 
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Das Membranpotential beeinflusst ebenso den Glutamintransport, aber es ist 

noch unklar, in welchem Potentialbereich der Glutamintransport jeweils in den 

periportalen und perivenösen Hepatozyten erfolgt (14). 

Der Glutaminstoffwechsel in der Leber spielt eine wichtige Rolle bei der 

Kontrolle des Ammoniakspiegels im venösen Blut (108). Die Produkte der 

Synthese und Hydrolyse von Glutamin sind Zwischenprodukte im 

Harnstoffzyklus. Auf diese Weise entfernt die Leber erst Ammoniak und bildet 

Glutamin, das durchläuft den hepatischen interzellulären Zyklus und erreicht 

das Organ wieder. Die Schlüsselenzyme für die Bildung von Harnstoff sind in 

hoher Konzentration in den periportalen und proximal perivenösen Hepatozyten 

enthalten, wobei die Glutaminsynthase nur distal der perivenösen Hepatozyten 

vorkommt (63,70,82). 

Im Zentralnervensystem ist Glutamat der wichtigste Transmitter an 

exzitatorischen Synapsen, während inhibitorische Signale von der γ–

Aminobuttersäure ausgehen (52,116). Die Existenz eines Glutamin/Glutamat–

Zyklus ist schon zuvor beschrieben worden (Abb.4) (9). 

Nach Freisetzung von Glutamat aus den präsynaptischen Neuronen in den 

synaptischen Spalt wird dieses über den exzitatorischen Aminosäuretransporter 

(EAAT1) in die Astrozyten aufgenommen und via Glutaminsynthetase (GS) in 

Glutamin umgewandelt, das wieder an die präsynaptischen glutamatergen 

Neuronen abgegeben wird (29). Dort wird Glutamin in Glutamat umgewandelt, 

um den Zyklus zu schließen. Da diese Umwandlung ATP verbraucht, ist dieser 

Zyklus energieabhängig. Im Kortex scheint dieser Zyklus 80% der Energie, die 

mit Hilfe der Glukoseoxidation erreicht wird, zu verbrauchen (121,130). Neben 

SN1 exprimieren die Astrozyten ASCT2 (ATB0). Die glutamatergen Neurone 

exprimieren beide Isoformen des Systems A (ATA1 und ATA2). Treibende Kraft 

für den Glutaminefflux aus den Astrozyten ist neben dem Anstieg der 

intrazellulären Glutaminkonzentration auch der Anstieg des pH–Wertes, da die 

synaptische Aktivität eine interne Alkalinisierung des nahegelegenen Astrozyten 

verursacht, zum einen durch die Aktivierung des Na+-/HCO3
--Kotransporters 

(getriggert durch K+-induzierte Depolarisierung) (23) und zum anderen durch 

die metabotropischen Glutamatrezeptoren (7). 
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Abb.4: Interzellulärer Glutaminzyklus im ZNS: Schematisches Modell über die Rolle der Na+-
abhängigen Aminosäuretransporter im Gehirn.  
 
 
1.5. Oozyten des südafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis als 
Expressionssystem 
 
Seit John Gurdon 1971 in Cambridge die ersten Experimente machte, dienen 

die Oozyten südafrikanischer Krallenfrösche (Xenopus laevis, Daudin 1802) in 

steigendem Maße dem molekularbiologischen Studium der Expression und 

Charakterisierung von exogenen Proteinen nach Injektion von messenger RNA 

(heterologe Genexpression, Expressionsklonierung). Dies ermöglichte in den 

letzten Jahren Expressionsklonierungen (141) und elektrophysiologische 

Studien an verschiedenen Transportern und Ionenkanälen 

(26,41,67,68,131,134,136,142,145). 

Die Oozyten sind von vier Membranschichten umgeben. Durch eine 

Behandlung mit Kollagenase werden die äußeren drei Schichten entfernt, es 

verbleibt die innere bindegewebige Vitellinmembran (4,41). Die Oozyten 

bestehen aus zwei unterschiedlichen Hemisphären, einer animalen und einer 
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vegetativen. Die animale Hälfte ist durch die Einlagerung von Melaninpigment 

dunkel gefärbt und enthält den größten Anteil an Mikrovili, des 

endoplasmatischen Retikulums und des Zytoskelettes. Die animale Membran 

weist eine höhere Dichte an calciumabhängigen Chloridkanälen und 

Calciumkanälen auf als die vegetative Hälfte. Diese hell gefärbte Hälfte enthält 

mehr RNA und ist der Eintrittsort des Spermiums (41). 

Die gemessenen Werte für die intrazellulären Ionenkonzentrationen sind sehr 

unterschiedlich: Na+ zwischen 2 und 18 mM, K+ liegt bei 110 – 130 mM, Cl- 

beträgt 40 – 50 mM und Ca2+ 0,1 – 0,4 µM (41). 

 

Xenopus Oozyten besitzen eine ganze Reihe technischer Vorteile. Der sehr 

große Zelldurchmesser von ca. 1.3 mm erleichtert die Handhabung und erlaubt 

die relativ problemlose mRNA–Injektion sowie das spätere gleichzeitige Messen 

mit mehreren intrazellulären Glaselektroden (41,145).  

Ein Nachteil der Oozyten als Expressionssytem besteht in ihrer Verschiedenheit 

zu den Zellen menschlicher Gewebe. Proteine durchlaufen nach der Translation 

der injizierten mRNA noch verschiedene intrazelluläre Schritte (Processing), in 

deren Verlauf das Protein glykosyliert oder phosphoryliert werden kann. Es ist 

nicht selbstverständlich, dass ein Protein in der Oozyte dieselben Processing-

Schritte durchläuft wie im menschlichen Gewebe. Dies kann die 

Funktionsfähigkeit des Proteins entscheidend beeinflussen. Für eine Anzahl 

von Membrantransportproteinen, wie z.B Neurotransmitterrezeptoren und 

spannungsgesteuerten Ionenkanälen konnte in den letzten Jahren aber gezeigt 

werden, dass diese ihre natürlichen Eigenschaften nicht verlieren (41). Auch für 

die Aminosäuretransporterproteine konnte durch Antigenspezifität, Vergleich 

des Proteingewichtes und funktionelle Charakterisierung gezeigt werden, dass 

sie weitgehend mit dem natürlich vorkommenden Aminosäuretransporter 

übereinstimmen (17,118,144).  

Ein weiteres potentielles Problem besteht darin, dass Oozyten eventuell nicht 

über alle intrazellulären second-messenger-Systeme des jeweils 

interessierenden menschlichen Gewebes verfügen. Die Regulation eines 

Proteins muss deshalb nicht mit der Regulation in seinem menschlichen 
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Gewebe übereinstimmen (41). Auf die Bedeutung dieses Problems soll später 

in der Diskussion nochmals eingegangen werden. 

 

 

1.6. Die Rolle der Proteinkinasen und der Ubiquitin Ligase Nedd4-2 in der 
Regulation des Aminosäuretransporters SN1    
 

In vielzelligen Organismen müssen Zellproliferation, -differenzierung und 

Apoptose streng reguliert werden, um einen funktionsfähigen Organismus 

aufrechtzuerhalten. Diese Aufgabe wird von Wachstumsfaktoren übernommen, 

die nach Rezeptorbindung an der Zelloberfläche spezifische Signalkaskaden 

auslösen. Um einen geordneten Ablauf dieser Reaktionen zu gewährleisten, 

existiert eine enorme Vielfalt von Enzymen. Von besonderer Bedeutung sind die 

Enzyme, die durch Phosphorylierung zu Änderungen der katalytischen 

Eigenschaften anderer Enzyme, Transportproteine etc. führen, so dass 

Regulationsmechanismen sehr genau an die Bedürfnisse der Zelle angepasst 

werden. Diese zusätzlich benötigten Enzyme sind Proteinkinasen. 

Die Serum- und Glukokortikoidabhängige Kinase (SGK) ist 1993 aus 

Tumorzellen der Ratte isoliert worden und wird durch Serum und 

Glukokortikoide induziert (156). Zur Klonierung der humanen Isoform, die 

hSGK, führten 1997 Untersuchungen zu unmittelbar durch 

Zellvolumenänderungen regulierten Genen an der humanen Hepatomzellinie 

HepG2, die eine hohe Sequenzhomologie zu der an Ratten beschriebenen 

SGK (rSGK) aufweist (150,151). Es gelang die chromosomale Lokalisation auf 

dem langen Arm des Chromosoms 6 in Position 6q23 zu bestimmen.  

Aufgrund der strukturellen Homologie ist hSGK eine Serin/Threonin–

Proteinkinase, deren Sequenz im katalytischen Zentrum zu 54% identisch mit 

der Serin/Threoninkinase PKB ist (PKB ist ebenso bekannt als AKT). PKB mit 

einem Molekulargewicht von 57 kDa ist für eine Vielzahl von Zellen 

Schlüsselenzym für Zellproliferation und Antiapoptose (37,41,49). Sie wird 

ubiquitär exprimiert und reguliert den Glukosehaushalt und die Proteinsynthese 

der Zelle. Vor allem nimmt PKB eine wichtige Rolle im Stoffwechsel insulin–
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regulierter Glukosetransporter GLUT 4 und anderen insulin–regulierten 

Signaltransduktionswegen ein (124).  

Die zwei Isoformen der SGK1, SGK2 und SGK3, zeigen 80% 

Sequenzhomologie untereinander und zu der ursprünglich identifizierten SGK 

(jetzt SGK1). SGK3 ist ebenso bekannt als “cytokine–independent survival 

kinase” (CISK). SGK3 wurde während einer genetischen Durchsuchung mit 

dem Ziel Faktoren zu ermitteln beschrieben, die mit "interleukin–3 (IL-3)–

dependent survival“ in hämatopoetischen Zellen in Zusammenhang stehen. 

SGK1 und SGK3 werden in verschiedenen humanen Geweben wie Pankreas, 

Leber, Herz, Lunge, Skelettmuskel, Plazenta, Niere und Gehirn exprimiert 

(55,150). Die Transkription der SGK1 wird durch Serum, Glukokortikoide, 

Aldosteron, hohe extrazelluläre Osmolarität, “transforming growth factor” (TGF–

β), und follikelstimulierendes Hormon (FSH) gesteigert (152). Wie PKB wird 

SGK1 über eine Signalkaskade via Phosphatidylinositol (PI) 3–Kinase und 3–

Phosphoinositid–abhängige Proteinkinase 1 (PDK1) aktiviert, indem SGK1 an 

der Postition 422 phosphoryliert wird, PKB an den Positionen 308 und 473 

(89,95). Der Ersatz jener Aminosäuren durch Aspartat führt zu den jeweiligen 

aktiven Kinasen S422DSGK1 (88) und T308D,S473DPKB (5). In vivo wird 

Phosphorylierung und Aktivierung von SGK1 durch Insulin und “insulin –like 

growth factor” IGF-1 erreicht. Auf gleichem Weg werden die später entdeckten 

Isoformen der SGK, die SGK2 und SGK3, aktiviert (89,95). Über den genannten 

Signalweg stimuliert “insulin –like growth factor” IGF-1, Insulin und Serum die 

drei Kinasen. Darüber hinaus werden sie durch oxidativen Streß aktiviert. 

Unter den bekannten Regulatoren von Membrankanalproteinen ist Nedd4-2 

(neuronal precursor cell-expressed, developmentally down-regulated gene 4 

isoform) erstmals 1992 in neuronalen Zellen identifiziert worden (91). Nedd4-2 

enthält eine kalziumabhängige Ligandenbindungsdomäne (C2/CaIB), vier 

Protein-Protein-Interaktionsdomänen (WW–Domänen) und eine Ubiquitin-

Protein-Ligase-Domäne (HECT) (8, 69,115).  

Ubiquitin, ein kleines Protein (8,5 kd), das in allen eukaryotischen Zellen 

vorhanden ist, spielt eine wichtige Rolle bei der Markierung von Proteinen für 

deren Degradation. Bei Proteinen, die zum Abbau bestimmt sind, wird das 
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carboxyterminale Glycin des Ubiquitins kovalent mit der ε-Aminogruppe von 

Lysinresten verbunden. 

Nedd4-2 wird in einer großen Anzahl von verschiedenen Zellen exprimiert, vor 

allem in der Leber (8). Zuvor ist gezeigt worden, dass Nedd4-2 den 

spannungsgesteuerten Natriumkanal im Skelettmuskel (1) und den renalen 

epithelialen Natriumkanal ENaC reguliert (84). Nach Bindung der ENaC-

Untereinheit durch die WW-Domäne wird durch die Ubiquitin-Protease-Domäne 

die α- oder γ–Untereinheit des ENaC ubiquitinyliert und dadurch dem 

proteosomalen Abbau zugeführt. 
 
 
1.7. Zielsetzung  der Arbeit 
 
Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die substratinduzierten Ströme des 

in Xenopus Oozyten exprimierten SN1 zu charakterisieren.  

Das zweite Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluß der Ubiquitin Ligase Nedd4-2 

und der serum- und glukokortikoidabhängigen Kinasen S422DSGK1 und SGK3 

und der Proteinkinase B (T308D,S473DPKB) auf den Glutamintransporter SN1 

aufzuklären. 

Um dies zu untersuchen, wurde die cRNA für den SN1-Transporter in Xenopus 

Oozyten mit oder ohne cRNA injiziert, die für Nedd4-2 und/oder S422DSGK1, 

SGK3 und T308D,S473DPKB kodiert bzw. kodieren. 
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2. Methoden 
 
 
2.1. Verwendete Lösungen und Substanzen 
 
ND96 war die Grundlösung für alle Versuche und als kalziumfreie Variante für 

die Präparation der Oozyten. Für bestimmte Versuche wurde sie variiert. 

 

 

2.1.1. ND 96 
 

Substanz Konzentration 
NaCl 96mM 
KCl 2mM 
CaCl2 1,8mM 
MgCl2 1mM 
HEPES 5mM 
pH 7,4 
 
Tabelle 1: Zusammensetzung ND96 – Lösung 

 

HEPES ist Hydroxymethyl-aminomethan-N-2-hydroxyethylpiperazin-N´-2-ethan-

sulfonat (pKs 7,4) und dient als Puffer. 

 

 

2.1.2. Variiertes Natrium 
 

Für die Versuche zur Untersuchung der Natriumabhängigkeit des 

Glutamintransports wurde die Kontrolllösung ND 96 verändert. Dabei wurde 

Natriumchlorid durch äquimolare Mengen N-Methyl-D-Glucamine-Chlorid 

ersetzt (138). Alle anderen Lösungsbestandteile blieben gleich. 
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Lösung Natriumchlorid N-Methyl-D-Glutamine-
Chlorid 

ND 100 100 mM  0 mM 
ND 70 70 mM  30 mM 
ND 50 50 mM  50 mM 
ND 30 30 mM  70 mM 
ND 10 
ND 0 

10 mM  
0 mM  

90 mM 
100 mM 

 
Tabelle 2: Varrierte ND96 

 
 
2.1.3. Oozytenaufbewahrungslösung 

 

Substanz Konzentration 
NaCl 96 mM 
KCl 2 mM 
CaCl2 1,8 mM 
MgCl2 1 mM 
HEPES 5 mM 
Natriumpyruvat  2,5 mM 
Theophyllin 0,5 mM 
Gentamycin 50 μg/l 
pH 7,4 
 
Tabelle 3 : Zusammensetzung der Oozytenaufbewahrungslösung 

 

Theophyllin inhibiert über eine Verringerung der Proteinsynthese und 

Veränderungen der Zellmembran die weitere Reifung der Oozyten (109), 

während Gentamycin  Infektionen, und damit Zellalterationen verhindert.  
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2.1.4. OR-2 (Oozyten-Ringer, kalziumfrei) 
 

Substanz Konzentration 
NaCl 82,5 mM 
KCl 2 mM 
MgCl2 1 mM 
HEPES 5 mM 
pH 7,4 
 
Tabelle 4: Zusammensetzung der OR-2-Lösung 

 

OR-2 wurde für die Kollagenasebehandlung der Oozyten verwendet und ist 

kalziumfrei, da dies die Wirkung der Kollagenase verbessert.  

Kollagenase spaltet Peptidbindungen in den Tripelhelixbereichen des 

Kollagens. 

Um die Zell/Zell-Adhäsion zu  zerstören, müssen den "Tight Junctions" das für 

ihre Unversehrtheit erforderliche extrazelluläre Ca2+ entzogen werden. 

 

 

2.1.5. Kollagenase A 
 
Die Kollagenase (Fa. Roche, Mannheim) wurde eingefroren gelagert, um einen 

Aktivitätsverlust zu verhindern. Benutzt wurde 1 mg/ml OR-2. 

 

 

2.1.6. Weitere verwendete Substanzen 
 
Die verwendete Aminosäure Glutamin (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde 

den Lösungen in den angegebenen Konzentrationen zugegeben. 

Glutamin wurde als Stammlösung angesetzt und in ND 96 auf die jeweilige 

Konzentration verdünnt. Alle Lösungen wurden mit NaOH oder HCl auf den 

verwendeten pH-Wert titriert. Für die Versuche mit variiertem Natriumgehalt 

wurde KOH anstatt NaOH verwendet. Die Osmolarität der Versuchslösungen 

wurde mit einem Osmometer kontrolliert. 
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2.2. Oozytenpräparation 
 
Zur Oozytenentnahme wurden weibliche Frösche der Art Xenopus laevis 

(Südafrikanischer Krallenfrosch) für ungefähr 20 Minuten in 0,1%iger 

Aminobenzoesäurelösung (Fa. Sigma-Aldrich) anästhesiert, auf ein Eisbett 

gelegt und der Bauch mit Ethylalkohol desinfiziert, um semisterile Bedingungen 

herzustellen. Durch einen 0,5 bis 1 cm langen Schnitt quer am Bauch oberhalb 

der Inguinalfalte wurden die Oozyten in ihren bindegewebigen Ovarialsäckchen 

entnommen und gleich in OR-2 gegeben. Die Wunde wurde wieder mit 

resorbierbarem Nähmaterial (Ethicon) durch getrenntes Zunähen der 

Muskulatur und Haut verschlossen. Die Oozyten wurden mehrfach mit OR-2 

Lösung gespült, mit Pinzetten in kleinere Einheiten unterteilt bis die Flüssigkeit 

klar war. Danach wurden Theka- und Follikelschicht durch ca. 1-2 stündige 

Inkubation in 1 %iger Kollagenase A (in OR-2 Lösung) unter ständiger 

Bewegung im Schüttler bei ca. 20°C gelöst. 

Die Defollikulisierung wurde unter der Stereolupe kontrolliert, um die 

Kollagenasewirkung rechtzeitig beenden zu können, so dass nur die äußeren 

Bindegewebeschichten der Oozyten entfernt wurden. Der Kollagenverdau 

wurde durch mehrmaliges Spülen der Oozyten mit ND96 abgebrochen. 

Die Oozyten wurden dann unter der Stereolupe betrachtet und nur Oozyten 

verwendet, die reif genug waren (Stadium 5 und 6 nach Dumont, 50) und deren 

Färbung und Membran intakt erschien. 

Die aussortierten Oozyten wurden, in mittlerer Petrischale und 

Aufbewahrungslösung, bei 16-18 °C im Kühlschrank gelagert. Unmittelbar vor 

der Injektion wurden die Oozyten erneut sortiert. 

 

 

2.3. Injektion der cRNA 
 

Die cDNA für den Glutamintransporter SN1 wurde ursprünglich von Robert H. 

Edwards kloniert (29) und von Stefan Bröer in den Vektor pGem-He-Juel für die 

Oozytenexpression umkloniert. Das Nedd4-2 Konstrukt wurde uns von Olivier 
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Straub und die Kinasen S422DSGK1, SGK3 und T308D,S473DPKB von Philip Cohen 

zur Verfügung gestellt (5,88).  

Sämtliche Vorgänge der cRNA–Injektion und die Herstellung der 

Injektionskapillaren müssen semisteril durchgeführt werden, um eine 

Kontamination mit RNAsen zu vermeiden. 

Zur Injektion der Oozyten wurden Borosilikatglaskapillaren (Fa. Harry Fein, 

World Precision Instruments WPI, Berlin) mit einem Außendurchmesser von 1,2 

mm verwendet, bei denen nach dem Ziehen einer sehr langen Spitze der 

vorderste Teil dieser Spitze unter dem Mikroskop abgebrochen wurde. Die 

Glaskapillaren wurden mit Paraffinöl (zur Abdichtung und Vermeidung von 

Luftblasen) gefüllt und die cRNA mit Hilfe eines Mikroinjektors aufgezogen. 

Unter dem Mikroskop wurden in die Oozyten für die funktionelle 

Charakterisierung jeweils 50 nl oder bei Koexpressionsexperimenten mit jeweils 

25 nl cRNA injiziert (entsprechen 1ng cRNA für SN1 und für Proteinkinasen 

bzw. 0,5g cRNA für Nedd4-2). 

Die Oozyten mussten jeden zweiten Tag nach den bereits erwähnten Kriterien 

aussortiert werden. Nach 3 – 4  Tagen waren die Glutamintransporter 

genügend exprimiert und konnten vom dritten bis siebten Tag nach Injektion zu 

Versuchen verwendet werden. 

 

 

2.4. Elektrophysiologische Methoden 
 
2.4.1. “Current Clamp” – Modus 
 
Bei der Potentialmessung, d.h. im “Current Clamp” – Modus, wird durch eine 

intrazelluläre Mikroelektrode das Membranpotential der Zelle gegen eine 

Referenzelektrode im Bad abgeleitet (Abb.5) (104). 

Die Ag-AgCl² Referenzelektrode war über eine Brücke aus 3 % Agar und 3 M 

KCl-Lösung mit dem Bad verbunden (6). Die Glasmikroelektroden 

(Borosilikatglaskapillaren, Außendurchmesser 1,5 mm; Typ GC150TF-15, Clark 

Electromedical Instruments, Pangbourne, GB) waren ebenfalls mit 3 M KCl-



 Methoden  

 25

Lösung gefüllt und über einen chlorierten Silberdraht mit dem Millivoltmeter 

verbunden. Alle verwendeten Mikroelektroden hatten einen Gesamtwiderstand 

zwischen 0,3 und 5 MΩ. Als Millivoltmeter wurde derselbe Verstärker wie für die 

"Voltage-Clamp" Untersuchungen verwendet (GeneClamp 500B, Axon 

Instruments, Foster City, USA). 

 

 
Abb.5: Schematische Darstellung der Messanordnung für die Potentialmessung 
 

 

2.4.2. Zwei-Elektroden Voltage-Clamp (TEVC-Methode) 
 

Mit der TEVC-Methode ist es möglich, das Membranpotential zu kontrollieren, 

d.h. das Membranpotential einer Zelle auf einen vorher ausgewählten Wert 

einzustellen („klemmen“). Gleichzeitig kann der Strom gemessen werden, der 

notwendigerweise appliziert werden muß, um die Zelle auf dem gewünschten 

Potential zu halten (12,56,74,78). 

Hierzu sind zwei intrazelluläre Mikroelektroden nötig (Two Electrode- Voltage- 

Clamp, TEVC). Mit der ersten Elektrode E´ wird das Membranpotential E 

gemessen, im Rückkoppelungsverstärker (GeneClamp Amplifier, Axon 

Instruments) hoch verstärkt und mit dem vorgegebenen Wert verglichen. Über 

eine zweite Elektrode I´ wird die Differenz zwischen E und Sollwert als der zur 

Aufrechterhaltung von E nötige Strom I appliziert und gemessen (Abb.6) 

(4,47,77). 
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Der Strombetrag, der zur Aufrechterhaltung des gewählten Membranpotentials 

notwendig ist, verändert sich bei der Induktion eines vorher nicht bestehenden 

Ionenstromes oder aber bei der Blockade eines vorbestehenden Ionenstromes. 

Die Betragsänderung kann als Strom abgelesen werden. Berühmt machten 

diese Methode Hodgkin, Huxley und Katz (1949, 1952) mit ihren Experimenten 

an Tintenfischaxonen (80). 

 

 

 

 

 

Abb.6: Schematische Darstellung der Messanordnung für Zwei-Elektroden Voltage-Clamp. 
Hierbei sind: I der gemessene Strom und I´ die Elektrode, über die der Strom zur 
Aufrechterhaltung der vorgegebenen Spannung appliziert wird. E´ ist die Elektrode, die das 
Membranpotential E misst. RKV ist der Rückkopplungsverstärker, der Spannung misst und den 
Haltestrom appliziert (77). 
 
 
 

Die Messanordnung war durch einen Faraday´schen Käfig gegen äußere 

elektrische Störungen geschützt (111). Alle Daten wurden mit 10 Hz gefiltert 

und mit einer Aufnahmerate von 100 Datenpunkten pro Minute auf einem 

Macintosh-Computer aufgezeichnet. 
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2.4.3 Spannungsprotokolle 
 

 

Spannungsrampen:  

Dabei werden die Oozyten ausgehend vom Haltepotential (- 60mV) unmittelbar 

auf – 150 mV hyperpolarisiert und anschließend innerhalb von 15 sec. mit 

konstanter Potentialänderung auf + 50 mV depolarisiert.  

 

 

Spannungssprünge:  

Die Oozyten durchlaufen in zeitlich konstanten Schritten (1 sec.) 

Spannungsstufen. Zur Bestimmung der Spannungsabhängigkeit des SN1-

Transporters von – 150 mV bis + 50 mV. Die Filterfrequenz der Strommessung 

betrug 1 kHz. 

 

 

 0mV

-150mV

+50mV

 0mV

3 sec.

 

 

 
Abb.7: Darstellung des verwendeten Pulsprotokolls. 
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2.5. Durchführung der Experimente 
 

Alle Experimente wurden 2 – 7 Tage nach cRNA-Injektion bei 

Zimmertemperatur in einer mit Versuchslösung durchspülten Messkammer 

durchgeführt. Die Oozyte wurde im Lösungsbad ständig von Lösung umspült, 

wobei die Flussgeschwindigkeit 20 ml/min betrug und einen völligen Austausch 

innerhalb von 10 Sekunden ermöglichte. 

Sämtliche Experimente wurden an verschiedenen Oozytenpräparationen 

unterschiedlicher Frösche an mehreren Tagen wiederholt. Dabei ergaben sich 

keine qualitativen Unterschiede, lediglich die Größe der maximalen Ströme 

variierte in Abhängigkeit des Zeitpunktes der cRNA-Injektion (d.h. der schon 

erfolgten Expression) und der jeweiligen Oozytenpräparation (25). Der 

maximale Aminosäurestrom wurde meistens am vierten und fünften Tag 

gemessen. 

 

 

2.6. Uptake – Messungen  
 

Nach der Injektion wurden Gruppen von je 7 - 10 Oozyten in 5 ml–

Polypropylenröhrchen überführt und zweimal mit ND96 pH 7,4 gewaschen. Der 

Waschpuffer wurde abgesaugt und durch 100 μl Transportpuffer (ND96 

zusammen mit 10 mM 5kBq [14C]–markiertes und nichtmarkierte Glutamin) 

ersetzt.  

Der Transport wurde beendet, indem die Oozyten dreimal mit 4 ml eiskaltem 

ND96 gewaschen wurden. Die einzelnen Oozyten wurden in Zählröhrchen 

plaziert und in 200 μl 10%igem Natriumdodecylsulfat (SDS) gelöst. Nachdem 3 

ml Zählflüssigkeit hinzugefügt wurde, wurde ihre Radioaktivität in einem 

Szintillationszähler gemessen (Wallac, Perkin Elmer, Wellesley, USA) (62). 
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2.7. Auswertung und Statistik 
 
Alle Konzentrations-Wirkungskurven wurden mit der Hill-Gleichung berechnet. 

 

 

Hill-Gleichung: 
 

I = Imax * Cn/ Cn+Kmn 
 
 

 

wobei: 

 
I: Gemessener Strom 
Imax: Maximaler Strom 
C: Substratkonzentration 
Km: Substratkonzentration bei halbmaximaler Transportrate 
n: Hillkoeffizient, gibt die Anzahl der Substratbindungsstellen am Molekül 

bzw. am Transporter an. Dies gilt jedoch nur für den Fall einer starken 
kooperativen Bindung des Substrates. Für die Transportkinetiken muß 
deshalb angenommen werden, dass die nächst höhere natürliche Zahl zu 
n lediglich die minimale Zahl an möglichen Bindungsstellen angibt (128). 
 

 
 
 
 

Alle Werte sind als arithmetisches Mittel ± dem Standardfehler des Mittelwertes 

(SEM: Standard Error of the Mean) angegeben. "n" gibt die Anzahl der 

voneinander unabhängigen Messungen an. Die Werte wurden mit dem 

ungepaarten t-Test nach Student auf Signifikanz geprüft, wobei als 

Signifikanzgrenze p < 0,05 angesehen wurde. Ströme mit dem Präfix "-" sind 

Einwärtsströme, mit "+" gekennzeichnete Ströme sind auswärtsgericht. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1. Elektrogene Eigenschaften des glutamininuzierten Stroms IGln 
 

Die SN1 exprimierenden Oozyten hatten unter Kontrollbedingungen (ND96) ein 

durchschnittliches Membranpotential von 37,7 ± 0,77 mV (n=40). Im "Voltage-

Clamp" Modus bei einem Haltepotential von -60 mV verursachte 10 mM 

Glutamin einen einwärts gerichteten Strom IGln von –22,40 ± 2,35 nA  (n=34). In 

mit Wasser injizierten Kontrolloozyten ergab 10 mM Glutamin keinen 

signifikanten Strom (-0,67 ± 0,11nA, n=6 ). 

 

 

 

 

10 mM Gln BA
ND96 ND96

ND96ND96
10 mM Gln

20 nA

10 sec

 

 

 

Abb.8: Originalaufzeichnung: Applikation von 10 mM Glutamin in (A) Kontrolloozyten und (B) 
SN1 exprimierenden Oozyten: Glutamin induzierter Einwärtsstrom im "Voltage–Clamp" Modus. 
Die Pfeile kennzeichnen den Beginn der Superfusion mit Glutamin bzw. mit ND96. 
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3.2. Allgemeine Charakterisierung des SN1 
 

3.2.1 Substratabhängigkeit des Glutamineinstroms durch SN1 in die Zelle 
 

3.2.1.1 Glutaminabhängigkeit 
 

Der durch Glutamin induzierte Strom IGln war von der extrazellulären 

Glutaminkonzentration abhängig und sättigbar.  Außerdem bestand eine 

Abhängigkeit von der extrazellulären Natriumkonzentration und der 

vorgegebenen Spannung.  

 

Die Abhängigkeit des Glutamintransports wurde zunächst unter 100 mM 

Natrium in der Testlösung untersucht. Hierbei wurden Konzentrationen 

zwischen 0,1 und 30 mM Glutamin für jeweils 10 Sekunden bei einem 

Haltepotential von -60 mV (Abb.9) bzw. bei verschiedenen Haltepotentialen 

(Abb.10) verwendet. 

 

Die Spannungsabhängigkeit des Glutamintransports zeigt, dass eine 

Hyperpolarisation den maximalen Strom Vmax vergrößert, ohne die 

Substrataffinität zu beeinflussen. Km- und Vmax–Werte sind für die jeweiligen 

Haltepotentiale in Tabelle 5 aufgeführt. 
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Abb.9: Originalaufzeichnungen: IGln bei pH8, -60mV und 100mM Na+, Glutaminkonzentrationen 
zwischen 0.1 mM und 30 mM. Die Pfeile kennzeichnen den Beginn der Superfusion mit 
Glutamin bzw. mit ND96. 
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Abb.10: Substratabhängigkeit der durch Glutamin (0,1mM bis 30mM Gln) induzierten Ströme 
bei verschiedenen Haltepotentialen (-30mV bis –150mV, pH8, 100mM Na+). Alle Werte wurden 
auf den Mittelwert bei –150mV und 30mM Glutamin bezogen. 
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Haltepotential Km [mM] Vmax 
-150 5,96 ± 3,90 1,15 ± 0,14 
-120 7,05 ± 2,88 0,86 ± 0,08 
-90 6,10 ± 2,22 0,62 ± 0,05 
-60 6,28 ± 2,05 0,43 ± 0,03 
-30 8,03 ± 2,46 0,19 ± 0,02 
 
Tabelle 5: Km- und Vmax –Werte für Glutamin bei verschiedenen Haltepotentialen (-30mV bis –
150mV, pH8, 100mM Natrium). 
 

Nach der Spannungsabhängigkeit und der Abhängigkeit von der 

Substratkonzentration folgte die Untersuchung der Reaktion des 

Glutaminstroms auf die extrazelluläre Protonenkonzentration (Abb.11). Die 

Affinität für Glutamin ist nicht abhängig von der extrazellulären 

Protonenkonzentration. Tabelle 6 zeigt die Km- und Vmax-Werte für die einzelnen 

pH-Werte.  

 
pH Km [mM] Vmax 
8 6,03 ± 1,01 1,18 ± 0,20 
7 5,63 ± 0,77 0,85 ± 0,48 
6 4,21 ± 2,25 0,07 ± 0,02 
 
Tabelle 6: Km- und Vmax-Werte für das Substrat Glutamin in Abhängigkeit von der extrazellulären 
Protonenkonzentration (Haltepotential –60mV, 100mM Na+). 
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Abb.11: Glutamin-Konzentrations–Wirkungskurve bei pH8, pH7 und pH6. Alle Werte wurden  
auf den maximalen Strom bei pH8 und 30mM Glutamin bezogen. 
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3.2.1.2 Natriumabhängigkeit 
 

Der glutamininduzierte Strom IGln ist abhängig von der extrazellulären 

Natriumkonzentration: Der Glutaminstrom ist eine Funktion extrazellulärer Na+-

Konzentration. Im Folgenden wurde deshalb der Einfluß der Na+-

Ionenkonzentration im Bereich zwischen 0 mM und 100 mM genauer untersucht 

(Abb.12, Tab.7). 
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Abb.12: Substratabhängigkeit des durch Natrium induzierten Ladungstransfers. (0 bis 100mM 
Natrium, 10mM Glutamin, pH8) bei verschiedenen Haltepotentialen (-150, -120, -90, -60, -
30mV). Alle Werte wurden auf den maximalen Strom bei 100mM Natrium und –150mV 
bezogen. 
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Abb.13: Originalaufzeichnung: Glutamininduzierter Einwärtsstrom im "Voltage–Clamp" Modus. 
(100mM Na+, 10mM Gln, pH6, pH7 und pH8). Die Pfeile kennzeichnen den Beginn der 
Superfusion mit Glutamin bzw. mit ND96. 
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Außerdem zeigt Abbildung 12 noch die Natriumabhängigkeit der 

glutamininduzierten Ströme IGln bei verschiedenen Membranhaltepotentialen 

von -30mV bis –150mV. Die Spannungsabhängigkeit des durch Natrium 

hervorgerufenen Ladungstransfers zeigt auch hier, dass Hyperpolarisation nur 

den maximalen Strom Vmax vergrößert, ohne die Affinität für das Substrat 

Natrium zu beeinflussen (Tab.7). 

 

Haltepotential Km [mM] Vmax  
-150  38,10 ± 12,41 1,64 ± 0,55 
-120 57,84 ± 24,58 1,55 ± 0,42 
-90 49,27 ± 32,80 1,26 ± 0,34  
-60 62,29 ± 20,98 0,51 ± 0,30 
-30 48,70 ± 28,60 0,19 ± 0,08 
 

Tabelle 7: Km– und Vmax–Werte für Natrium bei verschiedenen Haltepotentialen (pH8, –30mV 
bis –150 mV, und 10mM Glutamin) 
 

Zuletzt wurde die Natriumkinetik bei pH8, pH7 und pH6 mit SN1 ermittelt, um 

die Kompetition von Protonen mit Natrium zu untersuchen. Die Affinität für 

Natrium nimmt mit zunehmender Protonenkonzentration ab. In Tabelle 8 sind 

die einzelnen Werte aufgeführt. In Abbildungen 13 und 14 ist deutlich zu 

erkennen, dass bei pH7 mit 100 mM Na+ die glutamininduzierten Ströme IGln 

bzw. die Steigung der Kurve höher ist als bei pH6. 
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Abb.14: SN1: Natrium-Konzentrations-Wirkungskurve (0 bis 100mM Na+, 10mM Gln) bei pH8, 
pH7 und pH6. Alle Werte wurden auf den maximalen Strom bei pH8 und 100mM Na+ bezogen. 
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pH –Wert  Km [mM] Vmax  
8 58,29 ± 20,28 1,52 ± 0,25 
7 86,06 ± 29,44 0,69 ± 1,31 
6 126,67 ± 61,57 0,52 ± 0,26 
 

Tabelle 8: Km– und Vmax–Werte für Natrium in Abhängigkeit von der extrazellulären 
Protonenkonzentration (Haltepotential –60mV, 10mM Gln). 
 
 
 

3.2.2. pH–Abhängigkeit des SN1 induzierten Glutaminstroms 
 
Wie bereits erwähnt, zeigen auch Abbildungen 11, 14 und Tabelle 5, dass der 

Strom äußerst von der extrazellulären Protonenkonzentration abhängig ist. SN1 

ist bei pH 6 beinahe inaktiv und wird durch extrazelluläre Alkalinisierung um das 

2-3fache im Vergleich zur Kontrolle (pH7) stimuliert (Abb.16).  

 

Die Modulation des Stroms als Funktion des extrazellulären pH ist 

hauptsächlich der Alteration des maximalen Stromes zuzuschreiben und nicht 

der Änderung der Affinität für das Substrat Glutamin (Km).  

Der Abfall des maximalen Stromes bei pH 6 resultiert wahrscheinlich aus der 

Unfähigkeit, den maximalen Strom mit experimentell möglichen Na+-

Konzentrationen zu erreichen. Das spiegelt sich in der dramatischen Zunahme 

des Km-Werts für das Substrat Natrium bei pH 6 wider (Tab. 8).  

 

Im Folgenden wurde die Reaktion der H+-Ionenkonzentration unter 

verschiedenen Haltepotentialen zwischen -150mV und +50mV genauer 

untersucht. 

 

Wie in Abbildung 15 dargestellt, ist der durch Glutamin induzierte Strom IGln 

eine Funktion der extrazellulären Protonenkonzentration. Der IGln verschwindet 

bei einem pH-Wert von 6. Ein alkalisches Milieu stimuliert die Transportrate 

durch SN1. 
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Abb.15: IGln als Funktion des Membranpotentials bei verschiedenen Protonenkonzentrationen 
(10mM Gln, 100mM Na+). Alle Werte wurden auf den maximalen Strom bei –150mV und pH8 
bezogen. 
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Abb.16: Normalisierte Einwärtsströme ( Haltepotential -150 mV ). 
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Die Variation der extrazellulären Protonenkonzentration hatte gezeigt, dass 

substratinduzierte Ströme von in Oozyten exprimiertem SN1 auch von Protonen 

getragen werden (30). Die glutamininduzierten Ströme IGln kehren bei einem 

Haltepotential von  -6 mV um, ohne dass sie an eine Substrattranslokation 

gebunden sind. 
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3.3. Regulation des SN1 
 
3.3.1 Einfluss der Ubiquitin Ligase Nedd4-2 und der Serum- und 
Glukokortikoid-induzierten Kinase S422DSGK1, SGK3 und der Proteinkinase 
T308D,S473DPKB auf SN1 
 

Die Koexpression von S422DSGK1 erhöht signifikant die durch Glutamin 

induzierten Ströme auf 153,80 ± 20,32% der mit Wasser injizierten 

Kontrollzellen (n=25). 

Eine sogar stärkere Aktivierung des durch SN1 vermittelten Transports wird bei 

Koexpression der SGK3 (218,97 ± 35,13%) und der konstitutiv aktiven 

Proteinkinase B (328,32 ± 49,42%, Abb.17) beobachtet. 
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Abb.17: Regulation des SN1 durch die Proteinkinasen S422DSGK1, SGK3 und T308D,S473DPKB. 
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Die Koexpression der Ubiquitin Ligase Nedd4-2 bewirkt umgekehrt eine 

Abnahme der glutamininduzierten Ströme IGln. Nedd4-2 senkt IGln auf 23,06 ± 

4,74% gegenüber den Kontrollzellen (n=21, Abb.18).  

Die zusätzliche Injektion der cRNA der konstitutiv aktiven S422DSGK1 zu Nedd4-

2 und SN1 hebt den Effekt der Ubiquitin Ligase komplett auf. S422DSGK1 

inaktiviert die Ubiquitin Ligase Nedd4-2 und erreicht dabei 69,73 ± 23,12% des 

Stroms, den mit Wasser injizierten Oozyten zeigen.  

Die Kinasen SGK3 und T308D,S473DPKB sind ebenfalls fähig den inhibitorischen 

Effekt von Nedd4-2 aufzuheben (173,73 ± 35,98% und 184,66 ± 38,63% 

gegenüber den mit Wasser injizierten Oozyten, Abb.18). 
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Abb.18: Nedd4-2–Regulation des SN1 mit und ohne Koexpression der Proteinkinasen 
S422DSGK1, SGK3 und T308D,S473DPKB. 
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Um auszuschließen, dass ein Anstieg der glutamininduzierten Ströme IGln durch 

die Aktivität von intrinsischen pH–sensitiven  Ionenkanälen verursacht wird (da 

Protonen in entgegengesetzter Richtung durch SN1 transportiert werden), 

führten wir Experimente durch, bei denen die Glutaminaufnahme über 14C–

Markierung des Substrats charakterisiert worden ist (Abb.19) (62). Mit 

markiertem Substrat in den Versuchslösungen, erhielten wir qualitativ ähnliche 

Ergebnisse wie in elektrophysiologischen Experimenten. Die 

Glutaminaufnahme war in SN1 injizierten Oozyten 10-fach höher im Vergleich 

zu nichtinjizierten Oozyten (367,88 ± 18,29 pmol/10min/Oozyte verglichen mit 

38,99 ± 6,41 pmol/10 min/Oozyte) (Abb.19). 
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Abb.19: Fluxmessung: Nedd4-2–Regulation des SN1. Die Glutaminaufnahme wurde über 14C –
Markiertung des Substrats ermittelt. 
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Die signifikante Abnahme des glutamininduzierten Stroms IGln durch die 

Koexpression von Nedd4-2 (63,81 ± 4,48% relativ zur Kontrolle, n=26-48) wird 

auch hier durch die weitere Koexpression von entweder konstitutiv aktiver 
S422DSGK1 (83,85 ± 5,81%), SGK3 (149,09 ± 10,90%) oder konstitutiv aktiver 
T308D,S473DPKB (157,48 ± 11,85%) aufgehoben (Abb.19). 

Die Experimente in der vorliegenden Arbeit bestätigen, dass die Änderung der 

glutamininduzierten Ströme IGln in der Tat direkt durch die SN1-

Transportaktivität verursacht wird und nicht indirekt durch die sekundäre 

Aktivierung von K+-Kanälen. 
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4. Diskussion 

 

4.1. Fehlerdiskussion 

 

4.1.1. Oozytenpräparation 

 

Durch Translation der in vitro synthetisierten cRNA in Oozyten erfolgt eine 

Expression des jeweiligen Proteins in der injizierten Oozyte (41). Die 

Expression von endogenen Membranproteinen in Xenopus Oozyten ist im 

allgemeinen unbedeutend gering im Vergleich zur hohen Expression von 

exogenen Proteinen nach cRNA-Injektion (26). 

 

Es gab deutliche Unterschiede der Oozyten, die sich in der Größe ihres 

Ausgangsmembranpotentials und des basalen Leckstromes ausdrückten. Die 

Qualität war abhängig vom präparierten Frosch, der Präparation selbst und dem 

Alter der Oozyten. In jedem Fall musste eine intakte Oozyte ein 

Ruhemembranpotential zwischen –30 und –70 mV haben (41).  

Es wurden nur Serien verwendet, deren Oozyten unter Superfusion mit 10 mM 

Glutamin einen Einwärtsstrom von mehr als 8 nA zeigten.   

Außerdem konnten durch Veränderungen der charakteristischen Färbung (bei 

intakten Zellen ist die helle vegetative Hälfte von der schwarzen animalischen 

Hälfte exakt abzugrenzen) und der Kugelform absterbende oder infizierte 

Oozyten, die nicht zur Versuchsdurchführung geeignet waren, ohne 

Schwierigkeiten erkannt und aussortiert werden. 

Desweiteren ergaben sich Unterschiede aus der Injektion der cRNA. Die 

Konzentration der injizierten cRNA und deren Qualität (Verunreinigungen der 

RNA) konnten leicht schwanken. Dies hatte allerdings nur Einfluß auf die 

Expressionsrate, andere Veränderungen konnten nicht beobachtet werden. Auf 

das Verhalten der Zellen konnten sich weiterhin die Temperatur des Inkubators 

bei der Aufbewahrung, Schwankungen der Außentemperatur bei 

Versuchsdurchführung, Unterschiede zwischen verschiedenen Fröschen, 

verschiedenen Präparationen oder die Defollikulation auswirken. 
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Um aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten, wurden aufgrund der erwähnten 

Variationsmöglichkeiten ausreichend viele Versuche mit Oozyten von 

verschiedenen Fröschen durchgeführt. 

Von zentraler Bedeutung ist, dass Regulationsprozesse, die zelluläre Systeme 

miteinbeziehen (z.B. intrazelluläre second-messenger Kaskaden) sehr 

vorsichtig interpretiert werden müssen und nicht ohne weiteres auf die in vivo  

Situation übertragen werden können. Außerdem kann die natürliche Umgebung 

des Transportproteins nur ungenügend in den Oozyten simuliert werden. 

 

 

4.1.2. Geräte, Lösungen und Chemikalien 

 

Die Messanordnung sollte weitgehend frei von mechanischen Schwingungen 

oder Erschütterungen sein, weshalb ein schwingungsarmer Tisch verwendet 

wurde. Desweiteren konnte eine plötzliche starke Beschleunigung der Flussrate 

eine Erschütterung verursachen, wobei sich die Messelektroden verschieben 

und das Einstichloch in der Zellmembran vergrößern konnten. Dadurch wurde 

die Abdichtung zwischen Pipette und Membran gestört, und das 

Membranpotential konnte nicht mehr aufrecht gehalten werden. Häufig erholte 

sich die Zelle nach spontanem Verschluss und Abdichten des Lochs, erreichte 

aber nicht das vorherige Membranpotential. 

Elektromagnetische Schwingungen konnten zu einem Rauschen und damit 

einer Verschlechterung der Messgenauigkeit führen, dies wurde durch 

Abschirmung mit einem Faraday´schen Käfig weitgehend vermieden.  

Durch Verstopfen oder Abbrechen der Elektrodenspitze konnte es zu einer 

Verfälschung der Messwerte kommen. 

Vor und nach jeder Messung wurden deshalb Elektrodenoffset und 

Elektrodenwiderstand überprüft, um die erwähnten Fehlerquellen möglichst 

klein zu halten. 

Um zu vermeiden, dass aus Vorversuchen im Zuleitungssytem 

hängengebliebene Chemikalien oder ihre Abbauprodukte während des 

laufenden Versuchs abgelöst werden konnten und zu Artefakten führten, wurde 
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das Zuleitungssystem nach Durchfluss der Versuchslösungen regelmäßig mit 

Alkohol und Wasser gespült, um so das Ausfallen von Lösungen zu verhindern. 

 

 

4.2. Die Verwendung elektrophysiologischer Techniken und der “Tracer-
Flux”-Methode zur Untersuchung des SN1 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Techniken zur 

Untersuchung des Glutamintransports durch in Oozyten exprimierten SN1 

verwendet:  

Elektrophysiologische Experimente SN1 injizierter Oozyten und Kontrolloozyten 

ermöglichen eine klare Trennung zwischen intrinsischen und exogenen 

Transportphänomenen, da das durch die cRNA-Injektion exprimierte 

elektrogene Protein in einer sehr hohen Konzentration vorhanden ist. Einflüsse, 

die den Glutamintransport direkt am Transportmolekül regulieren, können so 

genauer analysiert werden. Mit Hilfe der “Voltage-Clamp” Technik war es 

erstmals möglich zu zeigen, dass der Na+- und H+-abhängige Glutamintransport 

durch SN1 elektrogen ist (53). 

Obwohl Transportstudien mit radiomarkierten Substraten (“Tracer uptakes”) 

(62) zeitaufwendiger sind als mit elektrophysiologischen Techniken sind “Tracer 

uptakes” unentbehrliche Methoden für die Untersuchung von 

Transportprozessen in Oozyten, v.a. von elektroneutralen Transportern. “Tracer 

uptakes” sind normalerweise empfindlicher als die Elektrophysiologie (148). Um 

einen exakten Vergleich zwischen den Tracer-Fluxexperimenten und den 

“Voltage-Clamp” Experimenten treffen zu können, wurden beide Experimente 

parallel an Oozyten derselben Serie durchgeführt. 

Die Kinetiken, welche mit beiden Methoden ermittelt worden sind, sind 

übereinstimmend und die Ergebnisse reproduzierbar. 

Die Charakterisierung des Glutamintransports in Oozyten mit Hilfe der “Voltage-

Clamp” Methode hat den Vorteil, dass durch das kontrollierte Austauschen von 

Lösungsbestandteilen Abhängigkeiten, etwa die Glutaminabhängigkeit, sehr 

leicht und präzise zu studieren ist (47,148). 
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Nachteile der Methode sind: Die Ströme liefern nur bedingt qualitative 

Aussagen zur Substrat-Transportrate (20). Es können nur elektrogene 

Transportphänomene, wie z.B SN1 oder Na+/K+-ATPase, charakterisiert werden 

und nicht elektroneutrale Transportphänomene, wie z.B. GLUT, URAT oder 

Aquaporine. Molekularbiologische Prozesse lassen sich mit der 

elektrophysiologischen Methode kaum untersuchen (20,41).   

 

 

4.3. Allgemeine Charakterisierung des SN1 
 
4.3.1. Transporteigenschaften und –mechanismus von SN1 

 

Anfänglich sind widersprüchliche Ergebnisse in Bezug auf die Elektrogenität 

des SN1–vermittelten Glutamintransports berichtet worden. Es wurde 

angenommen, dass der natrium- und protonengekoppelte Glutamintransport 

durch SN1 Glutamin mit Natrium im Austausch von einem Proton 

kotransportiert (20,29) und folglich einen elektroneutralen Transport vermittelt. 

Anschließende Studien haben gezeigt, dass es sich um einen elektrogenen 

Transportmechanismus handelt, da in Oozyten exprimierter SN1 

substratinduzierte Ströme hervorgerufen hatte (20,29,53). Bisher war es unklar, 

ob es sich dabei um endogene Ströme des Oozyten handelt, ausgelöst durch 

Änderungen des intrazellulären pH–Werts, oder ob es tatsächlich ein 

Transportmerkmal des SN1 ist (31,32). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen 

jedoch, dass substratinduzierte Ströme IGln durch die Transportaktivität des SN1 

selbst verursacht werden. Dafür sprechen die Flux-Experimente und die 

gleichzeitige Induktion der SN1-Ströme und des Glutaminfluxes bei 

Koexpression von Proteinkinasen. 

 

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass SN1 bei extrazellulärer Applikation von 

Glutamin das Zellmembranpotential depolarisiert, was für den Nettoeinstrom 

positiver Ladungen oder den -ausstrom negativer Ladungen spricht. Im 

“Voltage-Clamp”-Modus wurde ein Einwärtsstrom bei SN1-Aktivität beobachtet. 
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Ein Einwärtsstrom unter “Voltage-Clamp” Bedingungen deutet auf den Einstrom 

positiver Ladungen oder den Ausstrom negativer Ladungen hin. Der 

substratinduzierte Strom kehrt im Xenopus Oozyten bei etwa –6 mV um und 

wird zum Auswärtsstrom. Diese Tatsache bestätigt, dass glutamininduzierter 

Strom IGln nicht an eine Substrattranslokation gekoppelt ist. Weiterhin konnte in 

“Voltage-Clamp” Experimenten eine klare Natriumabhängigkeit des Stromes 

gezeigt werden mit einer wahrscheinlichen Natrium zu Proton Stöchiometrie 

von mindestens 2:1 (53). 

Die Experimente lassen sich nur so interpretieren, dass ein Überschuß an 

positiven Ladungen durch den Kotransport von Natrium und Glutamin in die 

Zelle gelangt und so zu einem Einwärtsstrom bzw. zu einer Depolarisation führt. 

Die Natriumabhängigkeit des Glutamintransports konnte mehrfach für SN1 

gezeigt werden (19,20,31,32,53). Der glutamininduzierte Strom IGln ist eine 

Funktion extrazellulärer Glutamin- und Natriumkonzentration. Das 

Transportsystem SN1 erfährt eine Stimulierung durch Erhöhung extrazellulären 

Substratangebots, wobei eine Sättigung des Transporters ab einer 

Konzentration von 30 mM Glutamin bzw. 100 mM Natrium erreicht wird. Die 

kinetischen Parameter sind weitgehend identisch mit denen, die bei den 

Uptake-Experimenten gewonnen wurden (20). In einer zuvor durchgeführten 

Analyse der Hill-Koeffizienten der Kinetik von Lithium wurde gezeigt, dass 

mindestens zwei Natriumionen mit Glutamin kotransportiert werden (53). Die 

Ergebnisse zur Stöchiometrie von Natriumionen und Protonen, die ein 

Verhältnis von mindestens zwei Natriumionen und zu einem Proton zeigen (53), 

können in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. In der bisherigen Literatur 

geht man von einem Natriumion aus, was die vermeintliche Elektroneutralität 

des Glutamintransporters SN1 erklären sollte (20,31,32). Der Hill-Koeffizient 

gibt die Kooperativität der Bindung der Moleküle an ein Enzym, oder in diesem 

Fall an ein Transportprotein an. Das Verhältnis von 2:1 (Na+:H+) besagt, dass 

mindestens zwei Natriumionen an das Transportprotein gebunden sind, wobei 

sie sich in ihrer Bindung wie zwei stark kooperativ bindende Natriumionen 

verhalten (128). 
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Der Kotransport von mindestens zwei Natriumionen pro Proton erklärt die 

beobachtete Elektrogenität des Glutamintransporters SN1 in der vorliegenden 

Arbeit, weil bei einem Protonenantiport immer eine positive Nettoladung in die 

Zelle transportiert wird.  

Die kinetischen Parameter verdeutlichen, dass die Erhöhung der 

Natriumkonzentration hauptsächlich die maximale Transportrate erhöht, ohne 

die Affinität des Karriers für das Substrat Glutamin zu ändern. Die Km-Werte 

zeigen untereinander keinen signifikanten Unterschied. In anderen Worten, die 

Bindung von Natrium beeinflusst nicht die Affinität zum Glutamin. Diese 

Tatsache stimmt mit einem Mechanismus überein, in welchem Glutamin zuerst 

bindet und Natrium danach. Bemerkenswert ist, dass diese Reihenfolge der 

Bindung kein gemeinsames Charakteristikum in der SLC38 Familie ist. Im 

Gegensatz zu SN1 bindet im Falle der System A Isoform SA1 (ATA1), das SN1 

in seiner Empfindlichkeit gegenüber pH und der Regulation durch die 

Osmolarität ähnelt (13), Natrium vor Glutamin (3,31,32). 

Die SLC38 Genfamilie umfasst die natriumabhängigen neutralen 

Aminosäuretransporter (SNAT), die zahlreiche physiologische Rollen beim 

Transfer von Glutamin zwischen Astrozyten und Neuronen im ZNS einnehmen, 

in der Ammoniakentgiftung und Glukoneogenesis in der Leber und in der 

renalen Adaptation bei Azidosis. Neuere Studien belegen, dass SLC38 

Transporter neue therapeutische Möglichkeiten in der Behandlung von 

Neoplasien darstellen (102). 

Neben der Substratabhängigkeit konnte in den Versuchen eine klare 

Spannungsabhängigkeit des durch SN1 vermittelten Glutamintransports gezeigt 

werden. Diese Abhängigkeit wurde weiter durch Veränderungen des 

vorgegebenen Membranpotentials in “Voltage-Clamp” Versuchen untersucht. 

Der Glutamintransport war bei einer Natriumkonzentration von 100 mM stark 

spannungsabhängig.  

Die Variation glutamininduzierter Ströme IGln entsprechend der Änderung der 

extrazellulären Protonenkonzentration zeigt (20), dass die extrazelluläre 

Alkalinisierung Stimulierung, bzw. ein extrazelluläres saures Millieu eine 

Inhibition hervorruft. Die vorliegende Arbeit zeigt weiterhin, dass, ähnlich der 
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kinetischen Parameter in der Abhängigkeit der Transportrate von der 

Natriumkonzentration, die extrazelluläre Protonenkonzentration hauptsächlich 

den maximalen Strom verändert, ohne signifikant die Affinität des Transporters 

für das Substrat Glutamin zu beeinflussen. Die Reduktion des maximalen 

Stroms IGln resultiert wahrscheinlich daraus, dass durch den niedrigen pH-Wert 

die Affinität zu Na+ extrem abgenommen hat. Diese Tatsache spiegelt die Rolle 

der pH sensitiven “modifier“ als Kennzeichen aller Mitglieder der SLC38 Familie 

wider, in der die pH-Abhängigkeit nicht über den Protonenantiport zu erklären 

ist, sondern von einer pH sensitiven “modifier site“ verursacht wird (21). Die pH-

Empfindlichkeit des SN1 Transporters hat eine physiologische Bedeutung in der 

Leber, da die hepatische Glutaminaufnahme und die Unterstützung der 

Harnstoffsynthese bei Alkalose stimuliert werden. 

Trotz der Annahme, dass durch den Protonenantiport eine Alkalinisierung des 

Zytosols der Oozyten erreicht wird und als Folge durch Aktivierung endogener 

pH-regulierter Kaliumkanäle substratinduzierte Ströme IGln induziert werden 

können, unabhängig von der Transportaktivität des Systems N1, kann in der 

vorliegenden Arbeit jedoch ein anderer Mechanismus bewiesen werden, in dem 

substratinduzierte Ströme IGln eine intrinsische Eigenschaft des Transporters 

darstellen. Der Vergleich der kinetischen Parameter substratinduzierter Ströme 

mit denen der Uptakes und die gleichzeitige Aktivierung von Strömen und 

Substratflüssen durch Koexpression von Proteinkinasen S422DSGK1, SGK3 und 
T308D,S473DPKB deuten darauf hin, dass die Induktion des glutamininduzierten 

Stroms IGln ein eigenes Charakteristikum des SN1-Transporters ist. Auch in der 

Literatur wurde diese Transporteigenschaft mehrmals beschrieben (31,32). 
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4.3.2. Bedeutung und Mechanismus der Regulation von SN1 durch 
Proteinkinasen und Ubiqitin Ligase Nedd4-2 
 

Ausgehend von den beobachteten Ergebnissen beeinflussen sowohl die 

Proteinkinasen SGK1, SGK3 und PKB als auch die Ubiquitin Ligase Nedd4-2 

die durch Glutamin hervorgerufenen Ströme. SN1 ist offensichtlich Ziel für die 

Ubiquitin Ligase Nedd4-2, welche das SN1-Protein ubiquitiniert, das dadurch 

endozytotisch internalisiert und zur Proteindegradierung vorbereitet wird 

(43,133). Nedd4-2 ist Ziel der serum- und glukokortikoidabhängigen Kinase 

SGK1 und ihrer Isoformen (43,133). SGK1 phosphoryliert Nedd4-2 und 

inaktiviert auf diese Weise die Ubiquitin Ligase. 

Es wird postuliert, dass SGK1 der Rückkopplungsmechanismus zwischen 

Zellvolumen und Membrantransportern sein könnte (151). In jüngsten Arbeiten 

ist gezeigt worden, dass SGK1 Ionenkanäle einschließlich des amilorid-

sensitiven epithelialen Na+-Kanals ENaC (16,33,106,129) und des 

spannungsgesteuerten Kaliumkanals Kv1.3 (60,61,153) stimuliert. Aldosteron 

reguliert hormonell die Natrium- und Wasserresorbtion in der Niere über den 

Amilorid-sensitiven epithelialen Na+-Kanal ENaC. Es wurde gezeigt, dass die 

Transkription der SGK im Sammelrohr der Niere ebenfalls durch Aldosteron 

erhöht wird (106). Eine Koexpression von SGK und ENaC in Xenopus laevis 

Oozyten führt zu einer mehrfachen Stimulation des Amilorid-sensitiven Na+-

Stroms (33,106). Im Falle des spannungsgesteuerten Kaliumkanals Kv1.3 wird 

die Funktion der SGK1 auch von ihren Isoformen SGK2 und SGK3 erfüllt (60).  

Darüberhinaus werden SGK1 und 3 in einer Vielfalt von nicht-epithelialen und 

nicht-erregbaren Zellen exprimiert, was mehr oder weniger auf eine generelle 

Rolle dieser Isoformen in der Regulation von Zellfunktionen hinweist. In allen 

bisher untersuchten Geweben haben SGK1 und 3 ähnliche Effekte auf K+-

Kanäle gezeigt, so dass erwartet werden kann, dass sie identische Funktionen 

haben. Die ähnlichen funktionellen Aktivitäten der SGK1 und ihrer Isoformen 

könnten noch darauf hindeuten, dass die Kinasen imstande sind, sich in 

speziellen Funktionen gegenseitig zu ersetzen. Genaue Differenzierung in der 

Expression von SGK1 in den einzelnen Organen zeigt extreme Unterschiede 
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innerhalb eines Organs. Die Niere z.B. exprimiert SGK1 nur im distalen Tubulus 

und im Glomerulum, aber nicht in der proximalen Tubulus (94). Auch die 

„Aufgabenverteilung“ der drei Kinasen innerhalb der Niere ist nicht identisch. 

Nachdem SGK1 K+-Kanäle in Zellen einer Funktionseinheit aktivieren kann, 

werden die gleichen K+-Kanäle von SGK2 und SGK3 von anderen Zellen 

innerhalb der Niere aktiviert. Die Spezifität der Kinasen verdeutlichen, dass die 

genomische Regulation der drei Kinasen fein abgestimmt ist (55,60). Außerdem 

ist gezeigt worden, dass SGK1 im Unterschied zu ihren Isoformen SGK2 und 

SGK3 durch Glukokortikoide, Mineralkortikoide und durch weitere Hormone und 

Mediatoren aktiviert wird. SGK2 und SGK3 jedoch sind resistent gegenüber den 

meisten oben genannten Stimuli (95). Allen gemein ist, dass alle drei Kinasen 

durch Insulin und “insulin-like-growth-factor” IGF-1 stimuliert (88) werden und 

die Fähigkeit besitzen, spannungsgesteuerte Ionenkanäle zu stimulieren. 

Abhängig von dem Expressionsmuster in den Geweben und der Regulation 

können die drei Kinasen an der Regulation des epithelialen Transports und der 

Zellfunktion teilnehmen. 

“Insulin-like-growth-factor” (IGF1), auch als Somatomedin C bezeichnet, gehört 

in die Klasse der Wachstumsfaktoren und ist an der Regulation von 

Zellproliferation, Zelldifferenzierung und –transformation beteiligt (11). 

Hauptsyntheseort von IGF-1 ist die Leber. Die IGF-1 Synthese wird durch das 

Wachstumshormon/“Growth hormon“ (GH) stimuliert. IGF-1 ist ein Polypeptid 

mit 67 Aminosäuren, welches 50% homolog zu Proinsulin ist. 

Nedd4-2 ist nicht nur unter Kontrolle der SGK1, sondern auch unter Kontrolle 

der Isoform SGK3 und der Proteinkinase B. Sowohl SGK3 als auch PKB 

stimulieren wie SGK1 den SN1-Transporter. Wie SGK1 beeinflussen die 

Kinasen SGK3 und PKB die Aktivität der Ubiquitin Ligase Nedd4-2 auch, indem 

die Nedd4-2 phosphoryliert wird und dadurch die Bindung der Ubiquitin Ligase 

an das Zielprotein beeinträchtigt wird (43). Die vorliegende Arbeit zeigt deutlich, 

dass die Koexpression der Kinasen SGK1, SGK3 und PKB den Effekt von 

Nedd4-2 komplett aufhebt. Diese Beobachtung ist vereinbar mit der Hypothese, 

dass die Phosphorylierung die Interaktion zwischen SN1 und Nedd4-2 komplett 

aufhebt und die Ubiquitin Ligase inaktiviert. 
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Im Fall der Proteinkinase B, die die glutamininduzierten Ströme IGln potenter als 

die beiden anderen Kinasen stimuliert, ist nicht klar, ob die Wirkung auch über 

eine Inaktivierung der Ubiquitin Ligase erreicht wird. Da PKB die gleiche 

Konsensussequenz wie SGK1 hat, könnten beide Kinasen auf ähnliche Weise 

in der Modulation der Nedd4-2 Aktivität wirken. Welche Signalkaskade dann in 

der Regulation des SN1 Transporters eine Rolle spielt, ist noch nicht vollständig 

untersucht worden. Es konnte bisher gezeigt werden, dass PKB eine Fülle von 

Glukosetransportern stimuliert (38,76,90) und zudem noch ein zentraler 

Regulator des Wachstums, Überlebens, der Proliferation und Differenzierung 

ist. 

Anzumerken ist, dass die exprimierten Proteinkinasen nicht konstitutiv aktiv 

sind, so dass diese erst aktiviert werden müssen. Die Aktivierung der Kinasen 

erfolgt durch einen Signalweg, der Phophatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und 

Phosphoinositid-abhhängige Kinase (PDK1) involviert (88,113). 

Die PI-3-Kinase ist eine Kinase, welche die Hydroxylgruppe an Position 3 des 

Inositolringes der Membranphosphatidylinositole phosphoryliert. Es entstehen 

Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphat (PIP), Phosphatidyl-Inositol-3,4-Phosphat 

(PIP2) und Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-Phosphat (PIP3). PIP3 ist in allen 

eukaryontischen Zellen konstitutiv vorhanden. Die Konzentration der PIP2 und 

PIP3 steigen erst nach Stimulation der Zelle durch unterschiedliche Liganden 

an. Die PI-3-Kinase ist ein Heterodimer, bestehend aus einer regulatorischen 

und einer katalytischen Untereinheit. Die regulatorische Untereinheit besitzt die 

Funktion eines Adapterproteins. Es sind 8 Isoformen der regulatorischen 

Untereinheit bekannt. 

Die Aktivierung der Kinasen ist in den Oozyten nicht limitiert, obgleich die 

Expression der SGK3 den gleichen Effekt wie die Expression der konstitutiv-

aktiven S422DSGK1 hat. In den vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, 

dass auch die SGK1 einen ähnlichen Effekt aufweist (58,94). 

Die SGK1 könnte in der Regulation des Zellvolumens eine zentrale Bedeutung 

haben, da ein breites Spektrum von Zellfunktionen durch diese Regulation 

gesteuert werden. Mit eingeschlossen sind Protein- und Glykogenstoffwechsel, 

Zellmembran-assoziierte Transporte (einschließlich Ionenkanäle) und die 
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Genexpression (92,93). Folglich kann SGK1 über die Regulation des 

Zellvolumens hinaus, sowohl an der Regulation des epithelialen Tranports, dem 

Stoffwechsel, der Hormonfreisetzung als auch an der Zellmigration, 

Zellproliferation und –überleben teilnehmen.  

Die Erhaltung des Membranpotentials und damit des osmotischen 

Gleichgewichts erfordert den ständigen Transport von Ionen. Die SGK1 

vermittelte Stimulation des Na+-Kanals führt zum Einwärtsstrom von 

Natriumionen in die Zelle, depolarisiert die Zellmembran und es treten 

Chloridionen in die Zelle ein. Es akkumuliert NaCl in der Zelle, was zur 

Erhöhung des intrazellulären Osmolaritäts führt und den Einstrom von Wasser 

mit sich bringt, wodurch sich das Zellvolumen erhöht (93,157). Der 

Zellschrumpfung folgt eine Erhöhung der Transkriptionsrate von SGK1 

(10,150,152). Der volumenregulierte Natriumeinstrom kann durch ENaC 

und/oder andere Kationkanäle erfolgen (157), von welchen einige selbst durch 

die Koexpression mit SGK1 stimuliert werden (149). Auf der anderen Seite wird 

der stimulierende Effekt der SGK1 auf die K+- und Cl--Kanäle in 

Zusammenhang mit der Zellschwellung beobachtet, denn die Öffnung dieser 

Kanäle führt zum Ausstrom von KCl- dem elektrochemischen Gradienten 

folgend und erniedrigt die zelluläre Osmolarität. Es kommt zur Inhibition der 

initial aktiven SGK1 (95). 

Die durch Aminosäuren induzierte Zellschwellung erfolgt durch die Aufnahme 

von Aminosäuren durch Na+-abhängigen Aminosäuretransporter der Systeme 

A, N, und ASC (13). Die Anwesenheit von Aminosäuren senkt die 

Expressionsrate von SGK1. Sie wird erhöht durch erniedrigte 

Aminosäurekonzentration (150).  

Demnach wird die Transkription von SGK1 durch Änderungen des 

Zellvolumens reguliert (88,150). Weil der gemeinsame Weg der 

posttranslationalen Aktivierung der Proteinkinasen über PI-3-Kinase und PDK1 

geht, vermitteln möglicherweise die beiden anderen Kinasen SGK3 und PKB 

ähnliche metabolische Aktionen, bei denen wahrscheinlich die 

Zellvolumenzunahme durch Insulin über Aktivierung des Na+K+Cl--Kotransport- 

und des Na+/H+-Austauschsystems bedingt ist, was für die Auswirkungen von 
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Insulin auf den Protein- und Glukosemetabolismus verantwortlich gemacht 

werden. Entsprechend ist der Glutamintransport der Zellvolumenregulation 

unterworfen (120). 

Mit diesen Befunden im Einklang steht die Beobachtung, dass die 

Proteinkinasen SGK1, 3 und PKB offensichtlich den Glutamintransport unter 

Mitwirkung von Hormonen regulieren. z.B wird der SGK1-sensitive 

Glutamintransport durch Glukokortikoide erhöht (140), welche die Expression 

von SGK1 stimulieren (156). Außerdem wird die Glutaminaufnahme durch 

Insulin (64,87,100,139) und “insulin- like-growth-factor” IGF1 (155) stimuliert. Es 

bestehen weitere Agonisten wie Zytokine und oxidativer Streß, die die 

Expressionsrate bzw. die Aktivität der Proteinkinasen erhöhen (88,95).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die möglichen Mechanismen bei der 

Modifikation des Glutamintransports durch die bisher genannten Stimuli nicht 

weiter analysiert. Möglicherweise werden durch die Proteinkinasen Faktoren 

aktiviert, die die Nedd4-2 Expression regulieren bzw. Mechnismen aktiviert, die 

den mRNA-Abbau beschleunigen. 

Die Regulation von SN1 kann von entscheidender Bedeutung für die Regulation 

des Glutamintransports in Leber, Muskel und Gehirn sein (19,71), da sie eine 

zentrale Rolle bei der Anpassung der Glutaminaufnahme an die variablen 

Stoffwechselbedingungen des Organismus spielen können (154). 

 

 

4.4. Schlussfolgerung aus der Arbeit 
 

SN1 transportiert Glutamin natriumabhängig. Die zelluläre Aufnahme von 

Glutamin zeigt sich in einem Einwärtsstrom. Die Affinität des Transporters für 

Glutamin ist unabhängig gegenüber Änderungen des Extrazellulärraums in 

seiner Zusammensetzung bezüglich der Substratkonzentration. Der durch 

Natrium hervorgerufene Ladungstransfer hängt vom Membranpotential und pH-

Wert ab.  
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Die hier präsentierten Daten lassen vermuten, dass der durch SN1 erzeugte 

Glutamintransport über einen Austauschmechanismus stattfindet, bei dem zwei 

Natriumionen gegen ein Proton ausgetauscht werden. 

Bei der Untersuchung des in Oozyten exprimierten SN1 konnte festgestellt 

werden, dass die glutamininduzierten Ströme IGln von der extrazellulären 

Glutamin-, Natrium- und Protonenkonzentration und vom Glutamintransport 

abhängig sind. Folglich ist der beobachtete Transfer eine inhärente Eigenschaft 

des Transporters und spiegelt die Transportaktivität wider. Die SN1 mediierten 

Ströme sind inhibiert durch die Koexpression von Nedd4-2. Dieser Effekt wird 

durch die Koexpression von S422DSGK1, SGK3 und T308D,S473DPKB aufgehoben.  

Die Serin/Threoninkinase SGK1 und ihre Isoformen sind neue und 

leistungsfähige Regulatoren des Glutamintransports, die sich voraussichtlich an 

der Regulation des Aminosäurestoffwechsels beteiligen werden. 
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5. Zusammenfassung 
 
Der natrium- und protonengekoppelte Aminosäuretransporter SN1 ist 

verantwortlich für die Aufnahme von Aminosäuren, die in den Seitenketten 

Stickstoff enthalten: Histidin, Asparagin und Glutamin. Diese Substratspezifität 

ist identisch mit der des Aminosäuretransportsystems N.  

SN1 ist der wichtigste Glutamintransporter. Vor allem wird er in Astrozyten und 

Hepatozyten exprimiert. In diesen Zellen vermittelt SN1 sowohl 

Glutaminaufnahme als auch –freisetzung. Der Transport ist gekoppelt an 

Natrium und Protonen. 

Die SGK ist eine aldosteron- und zellvolumenregulierte Kinase, die in vielen 

Geweben wie Niere, Darm, Pankreas, und ZNS gefunden wird. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Aminosäuretransporter SN1 

elektrophysiologisch und durch Fluxmessungen untersucht. Hierfür wurde SN1 

in Oozyten exprimiert und mit Voltage-Clamp und Uptake Experimenten 

untersucht.  

In der Charakterisierung des SN1-Transporters zeigte sich eine Abhängigkeit 

des Glutaminstroms IGln von der extrazellulären Glutamin- und 

Natriumkonzentration. Die substratinduzierten Ströme IGln zeigten eine 

Stimulation nicht nur durch Erhöhung der Glutamin- und Natriumkonzentration, 

sondern auch durch Hyperpolarisation und Alkalinisierung der Zelle. Eine 

Ansäuerung der Zelle auf pH6 inhibierte den Glutaminstrom.  

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich außerdem mit dem Einfluss der 

Proteinkinasen SGK1, SGK3 und PKB auf den SN1-Transporter und mit der 

Regulation des SN1-Transporters durch die Ubiquitin Ligase Nedd4-2. 

Um die Regulation des SN1 zu untersuchen, wurden die substratinduzierten 

Ströme IGln elektrophysiologisch und die radioaktiven Glutamin-Uptakes in 

Oozyten bestimmt, die für SN1, Ubiquitin Ligase Nedd4-2 und/oder konstitutiv 

aktive Serum- und Glukokortikoid-abhängige Kinase S422DSGK1, ihre Isoform 

SGK3 und konstitutiv aktive Proteinkinase B (T308D,S473DPKB) kodierten. Die 

Koexpression der Proteinkinasen und des SN1-Transporters führten zu einer 2 

bis 4-fachen Stimulation des durch Glutamin induzierten Stroms IGln. Die 
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Koexpression von Nedd4-2 und SN1 hemmt den SN1-vermittelten Transport, 

während diese Hemmung durch die zusätzliche Koexpression von SGK1, SGK3 

und PKB wieder aufgehoben wird. SN1 ist Ziel der Ubiquitin Ligase Nedd4-2, 

die durch die Serum- und Glukokortikoid-regulierte Kinase SGK1, ihre Isoform 

SGK3 und durch Proteinkinase B inaktiviert wird. 

 

Die vorliegende Arbeit konnte anhand dieser Methode die Erkenntnisse des 

elektrogenen Transports des Aminosäuretransporters des Systems SN1 

bestätigen und korrigieren, sie aber auch durch neue Ergebnisse, wie die 

physiologische Regulation, erweitern. 
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