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Veterinar-pharmakologisches Institut der Universitat Bern

Kationenpumpen

H. J. ScHATZMANN

Die Bedeutung des aktiven Transports von Alkalikationen durch die
Zellmembran kann kaum iiberschitzt werden. Er ist verantwortlich fiir die
ungleiche Verteilung von Na und K zwischen Zellinnerem und -dullerem und
damit fiir die Erregbarkeit von Nerv und Muskel. Er ist unerlallich fiir das
osmotische (leichgewicht der Zelle. Man denkt oft zuwenig daran. dall im
Innern der Zelle eine héhere Proteinkonzentration herrscht als im extra-
celluliren Raum. Da die Zellmembran fiir NaCl und NaHCO; durchlissig
ist, miifiten alle Zellen infolge der osmotischen Aktivitdt der Zellproteine
schwellen und ein Gleichgewicht wiirde sich iiberhaupt nie einstellen. Dall
diese Schwellung nicht eintritt, ist einzig der Tatsache zu verdanken, dal
durch die auswirtsgerichtete aktive Na-Bewegung die Membran fiir Na
undurchlissig sehetnt und die Na-Konzentration aullen hoher gehalten wird
als innen, Das NaCl im Extracellulirraum schafft den osmotischen Druck,
welcher dem kolloidosmotischen Druck der Zellproteine die Waage hélt.
Ersetzt man NaCl im Aullenmedium durch eine isoosmotische Konzentra-
tion einer penetrierenden Substanz wie Glycerin, so kommt es beim Erythro-
cyten des Menschen tatsichlich rasch zur sogenannten kolloidosmotischen
Himolyse [53]. Beir der Riickresorption von Primérharn im proximalen
Tubulus stellt die Na-Pumpe in der basalen Membran der Tubuluszelle die
trethende Kraft fiir die Bewegung von NaCl und Wasser dar [s. z. B. 54].
Fliissigkeitsriickresorption und wahrscheinlich auch die primére Sekretion
in Speichel- [29, 56] und SchweiBdriisen [13, 14] hingen von aktivem Na-
Transport ab. Schlieflich ist die Existenz ciner Na-Pumpe die Voraus-
setzung fiir aktiven Transport von Aminosduren in die Zelle hinein oder von
Glukose durch das Epithel des Darms und des Nierentubulus hindurch
[4, 8, 9, 21, 45]. Etwas Ahnliches gilt fiir den aktiven Transport von Jodid
in die Schilddriisenzelle hinein [15. 24, 55]. Diese sogenannten sekundiren
Transporte wichtiger biologischer Substanzen gegen den Konzentrations-
gradienten stehen still, wenn die Na-K-Pumpe auBer Tatigkeit gesetzt wird.
Es ist noch eine ungeklidrte Frage, ob die Tatigkeit der Kationenpumpe
direkt diese sekundiren Transporte treibt, oder ob die von 1hr geschaffenen
Gradienten dafiir verantwortlich sind.
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Abb. 1. Anderung des Verhiiltnisses ) {Zellnatrium/1 Blut zu Zellkalium/l Blut) bei

37% an kaltgelagertem menschlichem Blut. - Das Absinken von Q ist Ausdruck der

Aktivitat der Na-K-Pumpe. Beachte Hemmung durch das Herzglykosid Strophosid
[Ref. 36a].

Aktiver Na-Transport ist an einer grofen Zahl von Kalt- und Warm-
bliiterzellen nachgewiesen worden [s. 38a]. Man ist dann berechtigt, von
aktivem Transport oder von einer Pumpe zu sprechen, wenn das fragliche
Ion gegen den elektrochemischen Gradienten, also thermodynamisch ge-
sehen bergauf transportiert wird.

Dies schlieft allerdings nicht aus, daB moglicherweise in gewissen Fillen auch bergab
aktiv transportiert wird, Der experimentelle Nachweis eincs derartigen Prozesses ist
aber schwierig. Ein aktiver Bergabtransport bewirkt, daB das betreffende Ion schneller
wandert, als der Diffusion entspricht. Der Diffusionswiderstand einer lebenden Mem-
bran ist aber immer vorerst auch eine unbekannte GriBe. Es kann sehr irrefiihrend
sein, diese GroBe mit Hilfe von unidirektionalen FluBmessungen zu erschliefen, weil
es das Phanomen der Austauschdiffusion gibt.

In einigen Fillen ist sicher nachgewiesen, dal nicht nur Na sondern auch
K aktiv transportiert wird. Dies gilt z. B. fiir die Membran des menschlichen
Erythrocyten, wo das Membranpotential nicht ausreicht um die asym-
metrische K-Verteilung zwischen Innen und Aullen zu erkldren [s. 48].
Beim Erythrocyten besteht zudem sicher eine Koppelung zwischen der Aus-
wiirtsbewegung des Na und der Einwiirtshewegung des K, dergestalt, dal
. der Na-Transport still steht, wenn kein K zum Transport in der Gegen-
richtung zur Verfiigung steht [18a]. Die Mehrzahl der Forscher ist sich einig,
dal dieser Austausch nicht im Verhsltnis 1:1 erfolgt, sondern dall eher
3 Na-Ionen fiir 2 K-Ionen verschoben werden [40a]. Die Vorstellung, dall
auch im distalen Nierentubulus ecin derartiger Na-K-Austausch der Na-
Rickresorption zu Grunde liege, 1st neuerdings ins Wanken gekommen [16].
Beim Muskel 1st die Frage, ob es einen aktiven K-Transport gibt, nicht ent-
schieden [43].

Obgleich am KErythrocyten die Aktivitdt der Na-K-Pumpe nicht sehr
groB ist im Vergleich mit z. B. derjenigen der Niere, ist hier der Vorgang
des aktiven Transports so leicht zu beobachten (Abb. 1), dall darauf ge-
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Abb, 2. Gleicher Versuch wie in Abb. 1 in Abwesenheit von Glukose an rekonstituierten

Zellen (Erythroeyten des Menschen), welche ATP, 81 grmol/ml Na, 6,4 gomol/ml K und

Mg enthalten. AuBeres Milieu: 140 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM Tris-Cl, 2 mM MgCl,,

1 mM CaCl,. Temperatur 377, — Die ATP-betriebene Na-K-Pumpe ist durch das Herz-
glvkosid Ouabain hemmbar (ScHATZMANN [unverdffentlicht]).

richtete Versuche sogar im Studentenpraktikum ausgefiithrt werden koénnen.
Der grolle Vorteil des Erythrocyten liegt darin, dali man frei ist von all den
Schwierigkeiten, welche bei festen Organen durch den Extracelluldrraum
geschaffen werden.,

Als wesenthich fiir die weitere Ihskussion 1st hervorzuheben, dall der
Transport in bezug auf Na und K Sattigungskinetik zeigt [ [8a)] (s. Abb. 1)
und durch Herzglykoside hemmbar ist [18b, 36a] (s. Abb. 1).

Es ist klar, dall der Transport ecines Ions gegen den elektrochemischen
(iradienten eine Arbeitsleistung bedeutet. Die dafiir nitige Inergie stammt
~ auch das st offensichtlich — aus dem Stoffwechsel der Zelle, gleichgiiltig
ob diese vorwiegend atmet oder. wie der Ervthrocyt, glvkolysiert. Die un-
mittelbar von der Zelle heniitzte Energiequelle ist Adenosintriphosphat
(ATP) (Abb. 2), das - wenigstens beim Warmbluterervthroevten - nicht
durch andere Nucleotide ersetzt werden kann [22].

WHirram hat fiir den Ervthrocvten und fiir die Niere gezeigt, dall zwi-
schen der Na-Pumpe und der Glvkolvse oder Atmung cine Art Riickkoppe-

Abb. 3. Zellmembranpriparat nach Kono und CoLowick aus Schweincherz. Ordinate:
Gesamte ATPase-Aktivitdat. (iestrichelte Horizontale: Aktivitdt ohne K (mit 6 mM
Na). Ansiitze: Na und K, wie aus der Abbildung ersichtlich, dazu 5,8 mM Mg, 1 mM
EDTA, 1.8 mM ATP (Di-Na-Salz, Boehringer), 12,8 mM Histidin-Imidazol-Puffer,
pH 7.3. Temperatur 37°. — Maximale Aktivicrung der ATPasc bei cinem Na:K-Ver.
héltnis von zirka 10. Partielle Hemmung durch geringe Konzentration cines Herz-
glykosids, bei hoher Na-Konzentration stirker als bei niedriger (ScuamzMaNy [un-
verdffentlicht]).
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Abb, 4. Rekonstituierte menschliche Erythrocyten. Intracellulaire Konzentrationen:
ATP = 4 mM, Mg™ > 4 mM, Na = 73 mM, K = 20 mM (nicht bestimmt). Tempe-
ratur 37°, Ordinate: ouabainhemmbare (= Na--K-aktivierte) ATPase-Wirksamkeit.
Abszisse: Kaliumkonzentration im dufleren Medlum (Ke). — Aktivierung der ATPase
durch K, in Milieu niedrigen und hohen Na-Gehalts (Na.). Kompetitive Hemmung des
Effokts von K, durch Na,. Bei 12 mM K, kein statistischer Unterschied mit und ohne
Na.. Beachte typische Sittigungskinetik fiir K. Senkrechte Linie: 2 x mittlere Ab.
weichung des Mittelwerts. Klammern: Anzahl Versuche [Ref. 36].

lung besteht: Hemmt man auf irgend emme Weise die Tétigkeit der Pumpe,
so sinkt die Atmung oder die Glykolyse auf einen niedrigeren Wert. Dal}
dabei die Pumpe die Ursache und der Energiestoffwechsel die abhingige
Variable ist, geht besonders iiberzeugend aus dem Versuch hervor, bei dem
die Pumpe emnfach durch Entzug des einen Ions (des K) gehemmt wird
[5, 6, 50]. Der libermittelnde Faktor mull natiirlich stofflicher Natur sein,
und man nimmt an, da die Konzentration des Adenosindiphosphats (ADP)
in der Zelle die Atmung und Glykolyse steuert. '

Die Na-Pumpe, so sagten wir, verbraucht ATP. Sie tut dies, indem sie die
Bindung zum terminalen Phosphat in der Verbindung hydrolysiert. Sie hat
also die Eigenschaft einer ATPase. 1957 entdeckte Sxou in der Mikrosomen-
fraktion von Krabbennerven, also in Membranmaterial, eine ATPase-
Aktivitdt, die dann erschien, wenn neben Mgt + sowohl Na als K vorhanden
waren [41]. Diese Na-K-aktivierte ATPase wurde seither in allen Membranen,
die des aktiven Na-K-Transports fahig sind, nachgewiesen: dies gilt fiir
Nerv, Muskel, Herzmuskel [1, 31, 39, 42]. Niere [28, 33, 46, 51]. Gehirn
(40, 42], Auge [T], Salzdriisen von Meeresvogeln [23] und sogar fiir das
elektrische Organ des elektrischen Aals [18]. Abb. 3 zeigt als Beispiel die
Aktivierung einer Membran-ATPase durch Na und K, welche aus Schweine-
herzmuskel gewonnen wurde. K ist in diesem Mechanismus durch gewisse
andere lonen ersetzbar, wobei sich das Ammoniam-Ion besonders wirksam
erwelst, wihrend das Na durch nichts anderes ersetzbar ist [41]. Hs lag
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nahe. zu vermuten. dall diese ATPase-Aktivitdt und der aktive Na-K-
Transport miteinander in Zusammenhang stehen: die transportierten Ionen
aktivieren gleichzeitig die fiir thren Transport nétige Energiefreisetzung.
Diese Vermutung wurde fast zur GewiBheit, als durch GrLy~xws [17] und
durch WHiTTAM [47, 49| gezeigt wurde, dall die Aktivierung dieses Enzyms
eine riumliche Orientierung, eine Topographie aufweist. Na aktiviert nur,
wenn es auf der Innenseite der Membran angeboten wird. wogegen der An-
griffspunkt fiir das K auf der Aullenseite der Membran liegt. Na wirkt auf
der AuBlenseite sogar als kompetitiver Antagonist des K (Abb. 4) [49, 36).
Auch in bezug auf ATP besteht eine Asymmetrie: Es hat nur von der Innen-
seite der Membran her Zugang zu dem System (und kann die Membran
nicht passieren). Zum Uberflul wurde auch noch gezeigt. dall Herzglykoside
das ATP-spaltende « Enzym» ebenfalls hemmen [10. 34, 44]: unter identi-
schen Bedingungen fiir ATPase-Wirkung und Transport sind die Konzen-
trationen. welche 50°, Hemmung beider Prozesse ergeben. sogar sehr dhn-
lich (Abb. 5) [37]. Dies ist um so beweisender fiir einen Zusammenhang
zwischen Transport und dieser ATPase, als andere nicht durch Na und K
aktivierte ATPasen innerhalb und aullerhalb der Membran gegeniiber Herz-
glykosiden vollig unempfindlich sind! [10].

Die Frage stellt sich natiirlich sofort, wie man sich diesen Zusammenhang
vorzustellen hat. Die Problematik ist sehr dhnlich wie beim Muskel, Auf
der einen Seite steht ein arbeitsleistender Mechanismus, auf der andern eine
energieliefernde chemische Reaktion. Die Aufgabe besteht in beiden Fillen
darin, eine Erklirung dafiir zu finden, wie der biologische Mechanismus die
frei werdende Bindungsenergie in Arbeit umsetzt, Zwei Dinge stehen fest:

1. Na und K miissen mit einem Membranbestandteil in chemische Inter-
aktion treten wihrend sie transportiert werden. Das geht aus der Sittigungs-
kinetik. der hohen Spezifitit der beiden Membranstellen und der Aktivie-
rung der ATPase durch die beiden Ionen klar hervor.

2. Die ATP-Hydrolyse darf nicht in einem Schritt verlaufen, sondern es
mull ein Zwischenprodukt entstehen. bei dessen Bildung Kraft iiber einen
Weg wirkt, welche imstande ist, die Ionen gegen die Kraft des Konzentra-
tionsgradienten zu hewegen. Die einleuchtendste Annahme ist diejenige
eines phosphorylierten Zwischenprodukts. Dafur sind mindestens zwei Mog-
lichkeiten denkbar. Entweder schafft die Phosphorylierung irgendwelche
Bindungen. z. B. innerhalb emes Proteins, welche dieses Protein in eine neue
Konformation bringt. Die andere Maglichkeit ist die, dal3 das Zwischen-
produkt kleinmolekular ist, auf der Innenseite durch Phosphorylierung ent-
steht und auf der Aulienseite hydrolysiert wird. Die entstehende Kraft liegt
in diesem Fall im Konzentrationsgradienten des phosphorylierten Zwischen-
produkts (und in demjenigen des nicht phosphorylierten Rests). Damit sind
wir bei der Hypothese des beweglichen Trigers («carriers») angelangt.

t Ahnlich wie Herzglykoside wirken Oligomyecin [52], Erythrophleumalkaloide wie
Cassain [44] und Bisguanylhydrazonsteroide [30a].
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Abb. 3. Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Herzglykosids Ouabain fiir Na-K-

Transport und ATPase-Aktivitat an rekonstituierten menschlichen Ervthrocyten im

gleichen Ansatz bestimmt. Initialer Na-Gehalt der Zellen 68,53 pnol/ml, K-Gehalr

12,4 gemol/ml. Milicu: Na 80 mM, K 8 mM. Verhiiltnis Zell- zu Suspensionsvolumen

1:18,6. ATP im Himolvsegemisch 4 mM. Temperatur 36,5°. Ordinate: °,-Hemmung,

Abszisse: Ouabain-Konzentration in g/ml. - 509%,-Hemmung fiir Transport und ATP-
ase bei zirka 10-7 M Ouabain [Ref. 37].

Von der Frage, wic durch Phosphorylierung Kriifte entstehen, ist das
Problem verschieden, warum diese Krifte am Na- und K-lon angreifen,
Wir miissen eine wenigstens denkbare Erkliarung dafiir finden, warum der
Triger Na in der Auswirtsrichtung nnd K in der Einwirtsrichtung mit-
nimmt und warum der Vorgang der ATP-Spaltung nur funktioniert, wenn
Na und K transportiert werden. Auch hier gibt es zwer Moglichkeiten. Ent-
weder nimmt man an, der freie Triger hab hohe K- und niedrige Na-
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Affinitdt und fiir den phosphorylierten Trager gelte das Umgekehrte. Dazu
mul} noch die Annahme gemacht werden, dall der Triger seine Bewegung
nur dann ausfiithren kann, wenn er mit dem einen oder andern lon beladen
ist. — Kine grundsitzlich andere Moglichkeit liegt in folgender Annahme:
Ks gibt auf der Innenseite ein phosphorylierendes Knzym, das ausschlieBllich
durch Na, und auf der Aullenseite ein hydrolysierendes Enzym, das aus-
schlieBBlich dureh K aktiviert wird. Dic verschiedene Spezifitiat fiir Na und
K innen und aullen kommt hier nicht durch einen Affinititswechsel des
Triagers zustande. sondern liegt in der Eigenart der beiden Enzyme. Der
gerichtete Transport kommt in dieser Hypothese dadurch zustande, dal
das aktivierende Ion bei der Bildung des cabfahrtsbereiten» Trigers in
néichster Nahe gegenwiirtig st und damit vor dem nicht-aktivierenden lon
nach den Gesetzen der Wahrscheinlichkeit bevorzugt wird.

Verschiedene Autoren haben gezeigt, dal tatsichlich bei dem Vorgang
Bestandteile der Membran phosphorvliert werden [20. 23a, 25, 26, 33, 35, 3|.
Befriedigend dabei 1st. dall unter den Bedingungen, von denen die Theorie
stiirkste Phosphorylicrung erwarten liBt, diese auch gefunden wird, Wenn
nur Na, aber kein K vorhanden ist, wird die Phosphorylierung, dagegen
nicht die Hydrolyse aktiviert, mit dem Ergebnis, daB sich das Zwischen-
produkt anhéuft. Wihrend man zuerst glaubte, es wiirden Lipoide phos-
phoryvliert [23a], kam man spiter zur Ansicht. dafl das Zwischenprodukt
cher in der Proteinfraktion der Membran zu suchen sei. Der Streit wogt
noch hin und her, ob es sich um ecine Serinhydroxylgruppe [26] oder um
cine Acylgruppe handelt. Fiir das Acylphosphat spricht der Umstand, dal3
das Zwischenprodukt durch Reaktion mit Hydroxylamin gespalten werden
kann, wahrscheinlich, wie aus der organischen Chemie bekannt ist, unter
Bildung einer Hydroxamsiure [2, 3, 30].

Post nimmt an, daBl Herzglykoside ihre Hemmwirkung dadurch entfalten, dafi sie
mit dem phosphorylierten Zwischenprodukt eine Bindung eingehen und es vor der
Hydrolyse schiitzen [39].

Es sei hier noch kurz ein anderer Kationentransport von plysiologischer
Bedeutung erwiihnt, ndmlich derjenige des Ca aus der Zelle heraus. Wir
wissen, daB in der Muskelzelle die freie Ca=—-Konzentration im Bereich von
10-¢ M liegt, also mindestens 1000mal niedriger ist als im Extracelluliirraum
[31a]. Im Muskel gibt es erstens die Ca-akkumulierenden Grana des sarko-
plasmatischen Reticulums, die in Anwesenheit von ATP Ca gegen einen
hohen Gradienten aufnehmen und dabei eine Extraspaltung von ATP zeigen
[12, 19]. Dazu mul} es aber eine Ca-Pumpe geben, welche Ca wirklich nach
auben schafft. Laurrz u. Mitarb. [27] haben kiirzlich Anhaltspunkte dafiir
gefunden, dal eine derartige Pumpe am Herzmuskel wirksam ist. Ob zwi-
schen dieser nach aullen transportierenden Pumpe fiir Ca und der Ca-
Pumpe der Grana Zusammenhinge hestehen, ist unbekannt.

Fiir den Erythrocyten mull etwas Ahnliches wie fiir das Herz gelten.
Auch hier ist die Ca-Konzentration im Innern niedriger als im AuBlenmilieu.
Es ist ndmlich nachgewiesen worden, dall die Na-K-aktivierte ATPase
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Abb. 6. Calcium-Konzentration im AuBenmedium ciner Suspension menschlicher Erv-
throcyten, welche in Gegenwart von 2mM Mg-ATP und 1 mM CaCl, himolysiert worden
sind. Rekonstituierung mittels KClL Zur Zeit 0 wurden die Zellen auf 37" erwarmt,
Aubenmedium: 130 mM Na, 5 mM K, 20 mM Tris, 1 mM Ca (alles als Chlorid) (Punkte)
oder: 135 K, 20 Tris, 1 Ca (Kreise). Horizontale Linien: Gleichverteilung fiir Ca be-
rechnet aus initialer Ca-Konzentration des Mediums und der Zellen ohne Beriick-
sichtigung des Membranpotentials. — Sowohl in Na- wic K-Medien schaffen die Zellen
oinen von innen nach aullen gerichteten Gradienten fiir Ca (ScHATZMANN [unver-
offentlicht]).

durch geringe Ca**-Konzentrationen (0.1 mM) gehemmt wird. Es kann sich
dabei natiirlich nur win Ca handeln. welches von innen an die Membran
heran kommt. Wir fragten uns deshalb, ob moglicherweise auch am Erythro-
cyten eine Ca-Pumpe nachweisbar sei, die eine Analogie zur Na-Pumpe dar-
stellen wiirde. Die Versuche wurden mit rekonstituierten Zellen ausgefiihrt.
Menschliche Erythrocyten wurden in (legenwart von Mg-ATP und 1 mM
CaCl, osmotisch hdmolysiert, mit KCl isoton gemacht und anschlieBend in
einer ebenfalls Ca- ha]tlgen isotonischen Na-K-Tris-Pufferlosung bei 37°
suspendiert. Die ATP-haltigen Zellen beforderten das Ca rascher und gegen
einen (Gradienten aus dem Innern ins Aullenmilien (Abb. 6) [38]. Dies spricht
fiir einen ATP-abhingigen, aktiven Transport. Dieser Transport scheint
vom aktiven Na-K-Transport unabhingig, da er von Herzglykosiden nicht
gehemmt wird, wenigstens in der Anordnung und Konzentration, welche
den Na-Transport vollstindig blockieren. Duxaam und Grysy [10] haben
gezeigt, daB die Erythrocytenmembran eine Ca-aktivierte ATPase enthilt,
welche gleichzeitig Mg bedarf. Es ist denkbar, dal diese ATPase in dhnlicher
Weise mit dem Ca-Transport verkniipft ist, wie dies fiir den Fall von Na-K-
aktivierter ATPase und Na-K-Transport besprochen wurde. Ob fiir den
Ca-Transport auch ein (iegenion, welches in der Einwirtsrichtung wandert,
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notig ist, ist nicht bekannt. Es miilte sich nach unseren Versuchen ent-
weder um K oder Na handeln.

Zusammenfassung

Die physiologische Bedeutung des aktiven Transports von Natrium,
Kalium und Caleium durch die Zellmembran wird beleuchtet. Es wird ge-
zeigt, dald die Verknlipfung von Arbeitsleistung und Energiefreisetzung ans
ATP im Fall des Na-K-Transports nicht mehr ganz unverstdndlich 1st.
Beim Calciumtransport, welcher vom Na-K-Transport unabhéingig scheint,
kénnten in mancher Hinsicht analoge Verhiltnisse herrschen wie beim Na-
Transport.

Résumé

Aprés avoir souligné 'importance physiologique du transport actif du
godium, du potassium et du calcium a travers la membrane cellulaire, on
montre les rapports existant entre la libération d’énergie par hydrolyse
de ’ATP et le transport du sodium et du potassium contre un gradient élec-
trochimique. On rappelle les quelques notions connues sur le transport aetif
du caleium qui, bien qu’indépendant de celui du sodium, pourrait utiliser
des mécanismes analogues.

Riassunto

Nel presente lavoro s1 esamina I'importanza fisiologica del trasporto at-
tivo del sodio, potassio e calcio attraverso la membrana cellulare. Si di-
mostra 1noltre che nel caso del trasporto del sodio e potassio, I'associazione
fra lavoro osmotico e liberazione energetica dell’ ATP non ¢ piu del tutto
incomprensibile. Per quanto riguarda il trasporto del calcio, che sembra
indipendente dal trasporto del sodio e del potassio, potrebbe esistere una
situazione in molti puntl analoga a quella del trasporto del sodio.

Summary

Following some introductory remarks stressing the physiological signi-
ficance of active Na-, K-, and Ca-transport the current theory relating
transport of Na and K against a gradient with energy liberation by the
hydrolysis of ATP is discussed. The few known facts about active Ca-trans-
port are used to show that mechanisms analogous to those found in Na-
transport might prevail here in spite of the findings indicating that Na- and
Ca-transport are independent of each other.
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