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Max-Planck=Institut fir Biophysik, Frankfurt a. Main

DIE MEMBRANFUNKTION DER NIERE

R. KINNE

Zusammenfassung

Burstensaummembranen und Membranen des basalen Labyrinths wurden aus der Rattenniere
isoliert und auf ihre Funktionen im Stofftransport des proximalen Tubulus untersucht. Die
enzymatische Charakterisierung der Membranen ergab, dass eine durch Bikarbonat stimulier-
bare ATPase nur in den BUrstensaummembranen nachzuweisen ist, wihrend eine durch Cal-
cium stimulierbare ATPase und eine durch Natrium und Kalium stimulietbare ATPase nur in
den Membranen des basalen Lobyrinths vorkommt. Die zelluldre Verteilung der Enzyme ist
mit der bereits aus elektrophysiologischen Daten abgeleiteten Lokalisation der aktiven Trans=
portprozesse im Einklang, namlich, dass on der luminalen Seite der Zellen des proximalen
Tubulus ein aktiver = vermutlich durch die Bikarbonat-ATPase vermittelter = Transport von
Bikarbonat oder Protonen stattfindet. An der kontraluminalen Zellseite hingegen erfolgt ein
aktiver - ebenfalls durch ATPase vermittelter - Transport von Natrium, Ob der an der kon-
traluminalen Zellseite zu lokalisierende aktive CCIH-TI'UI‘ISPCIFf direkt durch ATP-Spaltung
getrieben wird oder im Gegentransport gegen Matrium abléiuft, ist jedoch noch nicht ein-
deutig entschieden.

Eine Analyse der Transporteigenschaften isolierter Membranbldschen zeigte, dass in der Bur-
stensaummembran natriumobhiingige Transportsysteme fiir Zucker, Aminosiduren und Phosphat
vorhanden sind; die Membranen des basalen Labyrinths enthalten natriumunabhéngige Trans-
portsysteme fUr Zucker, Aminosduren, Phosphat und p~Aminohippursture. Die natriumabhén-
gigen Systeme stellen Natrium-Substrat-Kotransportsysteme dar, die durch Flusskopplung den
an der Burstensaummembran bestehenden Natriumgradienten als Energiequelle fir die intra-
zelluldre Akkumulation und fur den aktiven transepithelialen Transport von Zucker, Amino-
sduren und Phosphat benutzen. Die Birstenscummembran enthdlt cusserdem ein MNatrium/Pro-

tonen-Austauschsystem, das ebenfalls in die Protonensekretion eingeschaltet sein kénnte.
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Fur Laktat, das von der Tubuluszelle verstoffwechselt wird, haben die Burstensoummebranen
in Anwesenheit eines Natriumgradienten eine sehr viel hthere Permeabilitdt als die Membra-
nen des basalen Labyrinths. Das weist darauf hin, dass die Versorgung der Tubuluszelle mit
Laktat Uberwiegend von der luminalen Zellseite aus erfolgt.
Einblick in die Funktion von Membranen wihrend der Aufnahme von Proteinen in die Tubu-
luszelle konnte durch biochemische Analyse von isolierten pinozytotischen Vesikeln gewon-
nen werden. Im Vergleich zu den Burstensaummembranen haben pinozytotische Vesikel einen
hohen Gehalt an sauren Phospholipiden und Glykoproteinen. Letztere haben eine hshere
| Umsatzrate als die Proteine der Burstensacummembran, Daraus kann geschlossen werden, dass
die pinozytotischen Vesikel wihrend der Pinozytose neusynthetisiert werden und eigenstiin-
dige von der Burstensaummembran unabhédngige Membraneinheiten darstellen. Die sauren
Phospholipide und die Glykoproteine kinnten bei der Pinozytose als Rezeptor fur basische
Proteine und Polysaccharide dienen.
Die hier dargestellten Befunde zeigen, dass, wie zu erworten, die luminalen und kontralumi-
nalen Abschnitte der Zellmembran der Epithelzellen des proximalen Tubulus unterschiedli-
che Funktionen besitzen, die die Zellen zu aktiver Resorgtion, aktiver Sekretion und Pino-

zytose befthigen.

Summurz

Brush border membranes {luminal) and basal-lateral plasma membranes {(contraluminal) of rat
kidney proximal tubules were isolated by freeflow electrophoresis and their role in transe-
pithelial transport was investigated. Enzymatic analysis revealed that the brush border mem-
branes contain o bicarbonate stimulated ATPase and that the basal-lateral plasma membra-
nes contain a Na+-K+-.ATPuse and a calcium stimulated ATPase. These findings suggest that
an active, ATPase-mediated step in transepithelial bicarbonate or proton transport is loca-
ted in the luminal membrane, whereas an active, ATPase-mediated step in transepithelial
sodium and calcium transport is located in the contraluminal membrane.

Transport studies with membrane vesicles demonstrated that sodium-dependent stereospecific
transport systems for sugars, emino acids and phosphate are located in the brush border mem-
brane; the basal-lateral plasma membranes contain sedium=independent transport systems for
sugars, amino acids, phosphate and p-aminchippurate. The sodium-dependent systems repre=~
sent sodium-substrate cotransport systems which in the course of transepithelial transport de-
rive energy from the transmembranal electrochemical potential difference of sodium for the

intracellular accumulation and active transepithelial transport of sugars, amino acids and
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phosphate. The brush border membrane contains in addition a NCI+/H+ axchuﬁge system
which might be involved in the proton secretion of the proximal tubule.

In the -prasence of a sodium gradient the permeability of the luminal membrane vesicles for
L-lactate is higher than the permeability of the contraluminal membrane vesicles, This in-
dicates that L-lactate - which is metabolized by the tubular epithelium - enters the tubu-
lar cell mainly from the tubular lumen.

The role of membranes in the uptake of proteins by the tubular cell was investigated by iso-
lation and biochemical characterization of microvilli, pinocytic vesicles and lysosomes, Pi-
nocytic vesicles were found to be rich in acid phospholipids and glycoproteins which show
a more rapid turnover than the proteins of the microvilli. It is concluded that pinocytic ve-
sicles are biochemically defined entities with unique functions which are synthetized during
the pinocytic process.

These findings demonstrate that the luminal and contraluminal faces of the epithelial cells
in the proximal tubule have different functions which enable the cell to perform active re~

absorption, active secretion and pinocytosis.

Einleitung

Die Niere ist ein wesentliches Organ zur Aufrechterhaltung des Milieu intérieur des Kor-
pers. Sie erfiillt ihre Aufgabe durch die Kombination der Prozesse: Filtration eines Primér-
harns im Glomerulus, gefolgt von spezifischer Resorption und Sekretion im Tubulus. Die
Funktion von Membranen bei diesen Prozessen ist dabei unterschiedlich, je nachdem, ob es
sich um die Basclmembranen handelt, die das Geféssknduel im Glomerulus umhillen und den
Tubulus schlauchartig umfassen, oder um die Plosmamembranen, die die Tubuluszellen umge-
ben, oder um intrazelluldre Membransysteme wie endoplasmatisches Retikulum, Golgi=Appa~
rat und Lysosomen.

Ueber die Rolle der glomeruldren Basalmembran im Filtrationsprozess liegen ausfuhrliche
Untersuchungen vor. 5o ist bekonnt, dass sie fibrilldre Strukturen mit Zwischenrdumen von
30 - 75 R zeigt, eine Barriere fur die Filtration grosser Molekule wie z.B, Hamoglobin und
Serumalbumin darstellt und dass ihre Filtrationseigenschaften pathologischen Alterationen
unterworfen sind (16). Die tubulére Basalmembron hat die Funktion, die Tubuluszellen im
Epithelverband zusammenzuhalten, Als relativ starres Maschenwerk kann sie Volumentnde~
rungen der Zellen bei hypoosmotischen Zustdnden verhindern und damit Aenderungen der
Geometrie des Tubulus entgegenwirken, die die physikalischen Triebkrdfte fur den Trans-

port beeinflussen kénnen,

17 Bull., Schweiz. Aked. Med, Wisa, 253



Die Funktion der Plasmamembranen wiihrend der ResorEtion und Sekretion behandelt der fol-
gende Beitrag. Auf diesem Gebiet sind in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte erzielt
worden, und zwar besonders was die Eigenschaoften der Plasmamembranen im proximalen Tu-
bulus angeht (18),

Intrazelluldre Membransysteme spielen eine Rolle wihrend der Aufnahme von Proteinen in
die Zellen des proximalen Tubulus. Auf die Pinozytose des Proteins und seine Konzentrie-
rung in apikalen Resorptionsvakuolen folgt die Verschmelzung der Vakuolen mit priméren
Lysosomen, die dem Golgi-Apparat entstammen. In diesen sekundéren Lysosomen findet dann
der Abbau der Proteine statt. Ueber die biochemische Zusammensetzung und migliche Funk-

tion der Bestandteile dieser Membranen soll hier ebenfalls kurz berichtet werden.

Trennung der lsolierung luminaler und kontraluminaler Abschnitte

der Plasmamembran von Tubu|use_pifhe|ien

Tubulusepithelien zeigen wie andere transportierende Epithelzellen eine ausgeprdgte mor-
phologische Asymmetrie der Zellen, die durch die unterschiedliche Gestaltung der lumina-
len {oder apikalen) und kontraluminalen (oder basal~lateralen} Abschnitte der Plasmamem-
branen hervorgerufen wird. Besonders auffillig ist das am proximalen Tubulus, we die lumi-
nale Zellseite vom Burstensaum gebildet wird, der sich aus zahlreichen Ausstiilpungen, den
sogenannten Mikrovilli, zusammensetzt. An der kontraluminalen Seite sind benachbarte Zel-
len durch zahlreiche Fortsttze der basal-lateralen Plasmamembranen miteinander verzahnt,
Sie bilden das basale Labyrinth.

Es war schon frihzeitig die Vermutung gedussert worden, dass der unterschiedliche morpho-
logische Aufbau der beiden Zellpole einen Unterschied in der Funktion der beiden Plasma-
membranen wiederspiegelt. Eine biochemische Analyse der Funktion der Membranen war je-
doch erst nach lsolierung der beiden Zellmembranabschnitte moglich.

Bei einer solchen Isolierung wird im Prinzip folgendermassen vorgegangen. Die Epithelzel-
len werden zundchst aus ihrem Verband und dem Bindegewebe herausgelsst, dann wird die
Plasmamembranhille durch Scherkrdfre aufgebrochen und der zelluldre Inhalt freigesetzt.

Es schliesst sich eine Trennung der einzelnen Zellbestandteile durch Zentrifugation nach
Grasse und Dichte an, wodurch eine Membranfraktion gewonnen werden kann, in der sowohl
luminale als auch kontraluminale Membranabschnitte angereichert sind. Die Trennung die-
ser Abschnitte erfolgt dann auf Grund ihrer unterschiedlichen Oberflachenladung in einer
vertikalen Ablenkungselektrophorese (trigerfreie Elektrophorese). Die apikalen und basal-
lateralen Membranen wandern dabei unterschiedlich schnell im elektrischen Feld und rei-

chern sich in verschiedenen Fraktionen an, die getrennt untersucht werden kgnnen,
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Fur die Unterscheidung zwischen apikalen und basal-lateralen Membranen kinnen folgende
Kriterien benutzt werden: Im Fall von ausgeprégt polaren Zellen wie im proximalen Tubulus
hilft die Morphologie der Zellmembranfragmente weiter. Abbildung 1 zeigt zum Beispiel
das elektronenoptische Bild der luminalen und der kontraluminalen Membranfraktionen im
Verfahren der Negativkontrastung. Die luminale Membranfraktion enthilt einzelne Mikro-
villi mit ihrem Oberfléchen-Coat, withrend die basal-laterale Membranfraktion aus grossen
Membranfetzen mit glatter Oberflache besteht (12).

Als Hauptkriterium werden aber sog. Leitenzyme benutzt, die in der Zelle ausschliesslich in
einer der Membranen vorkommen, Fur den proximalen Tubulus ist dos zum Beispiel die alka-
lische Phosphatase, die nach histochemischen Befunden in hoher Aktivitat im Burstensaum
vorhanden ist, und die Nu+-K+-ATPase, die nach quantitativ histochemischen Befunden von
SCHMIDT und DUBACH (28) dem basalen Labyrinth zuzuordnen ist. Die Verteilung dieser
Leitenzyme wihrend der vertikalen Ablenkungselektrophorese von Plasmamembranen, die
aus der Rattennierenrinde gewonnen wurden, ist ebenfalls in Abbildung 1 dargestellt. Es ist
deutlich, dass die alkalische Phosphatase und Nu+-K+-A.TPc:se sich unterschiedlich verhal-
ten; und es kénnen doher, bei geeigneter Wah! der Fraktionen, Burstensaummikrovilli und
Membranen des basalen Labyrinths getrennt voneinander erhalten werden.

Es ist also durch Verwendung der obengenannten Methoden miglich, luminale und kontralu-
mincle Membranen des proximalen Tubulus {12) und - hier nicht ndher geschildert - des
Samme Irohrs (29) gleichzeitig und unter identischen Bedingungen zu isolieren. Das bedeutet,
ihre Funktionen ksnnen getrennt veneinander und in Abwesenheit von intrazelluldren Fak-

toren unter wohl definierten Bedingungen untersucht werden.

Funktionelle Analyse isolierter Plasmamembranen

An isolierten Plasmamembranen ksnnen folgende Eigenschaften beobachtet werden, die sich
aus den Eigenschaften des Tubulusepithels im intakten Organ ergeben. Selektive, transzellu~-
ldre Resorption und Sekretion erfordern die Anwesenheit von spezifischen Transportsystemen
in den Membranen, d.h. die Membranen fungieren als Tridger spezieller Transportsysteme. Im
Falle eines aktiven Transports, fur den die Zelle Energie bereitstellen muss, sind die Plasma-
membranen Kopplungsstellen zwischen Transport und energieliefernden Reaktionen. Beim
Vorliegen von sogenanntem primdr-aktiven Transport ist der Substanzfluss durch die Mem-
bran direkt mit entsprechenden Stoffwechselreaktionen verknupft, z.B. mit der Hydrolyse
von ATP, wihrend beim sekundir-aktiven Transport der Transport einer Substanz x durch
Flusskopplung mit dem Transport einer primér-aktiv transportierten Substanz y verknupft ist.

Eine weitere Eigenschaft des Tubulusepithels ist die hormonelle Steverung der Transportei-
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genschaften, z.B, der Wasserpermeabilitét des Sammelrohrs durch antidiuretisches Hormon,
die die Anwesenheit spezifischer Hormonsysteme und spezifischer Effektorsysteme bedingt.
Auf die letzteren kann in diesem Bericht nicht eingegangen werden. Der interessierte Leser

wird auf einen kurzlich fertiggestellten Uebersichtsartikel verwiesen (20},

Transporteigenschaften der Plasmamembranen des proximalen Tubulus

a) Natrium

Eine der Hauptfunktionen des proximalen Tubulus ist die isotone Reabsorption von Natrium=-
chlerid. Nach den Untersuchungen von FROEMTER et al. (11) werden bei der Ratte etwa

60 - 70 % des Natriums durch passive Triebkrdfte wie elektrische Potentialdifferenz und
durch Flusskopplung mit Wasser (solvent drag) zwischen den Zellen hindurch (parazellular)
und 30 - 40 % aktiv durch die Zellen hindurch (transzelluldr) transportiert. An isolierten
Plasmamembranen der Niere sind folgende Transportmechanismen fur Natrium nachgewiesen
worden. Im Burstensaum wird Natrium durch einen Natrium/Protonen-Austauschmechanis-
mus durch die Membran transportiert {27), Die Anwesenheit eines solchen Austauschmecha-
nismus wird durch folgende in Abbildung 2 gezeigte Befunde belegt: Einmal wird die Auf-
nahme von Natrium in Biirstensaummembranbldschen durch einen Protonengradienten (Proto-
nenkonzentration im Bldschen hsher als im Inkubationsmedium) stimuliert, zum anderen sti-
muliert ein Natriumgradient den Austritt von Protonen* aus BuUrstensoumb ldschen. Im letzte=
ren Fall konnte durch einen Kurzschluss der Membran mit Hilfe von Valinomycin und Kali-
um ausgeschlossen werden, doss die Bewegung der beiden Kationen indirekt, d.h. Uber das
Membranpotential, miteinander gekoppelt ist. Man kann doher annehmen, dass Natrium=
und Protonenflisse durch ein spezifisches Transportsystem miteinander gekoppelt sind.
Dieser gekoppelte Nu+/H+-Austc:Iusch stellt wahrscheinlich den hauptsdchlichen Eintritts-
mechanismus fur Natrium in die Zelle dar; die weiter unten ausfuhrlich beschriebenen Na-
trium-Kotransportsysteme tragen quantitativ nur in geringem Ausmass dozu bei. Eine unab-
hidngige, durch begleitende Anionen elektrisch kompensierte Bewegung von Natrium scheint
ebenfalls nur wenig om Natriumeintritt in die Zelle beteiligt zu sein (27).

In den Membranen des basalen Labyrinths fehlt das Natrium/Protonen-Austauschsystem;

hier wird Natrium aktiv durch die Membran transportiert, wie aus der Anwesenheit der durch
Natrium und Kalium stimulierbaren ATP-Phosphohydrolase (Na+—K+-ATPase} in diesen Mem-

branen zu schliessen ist (Abb, 1). Dieses Enzym ist asymmetrisch in der Zelle verteilt; es ist

+ -
*) Es kann experimentell nicht zwischen einem H -Transport in die eine und einem OH -
Transpert in die andere Richtung unterschieden werden.
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Abb. 1. Leitenzyme und Morphologie als Kriterien bei der Trennung luminaler und kontra-
luminaler Plasmamembranabschnitte der Epithelzellen des proximalen Tubulus. Im oberen
Teil der Abbildung ist die Verteilung des Leitenzyms fur basal-laterale Plasmamembranen
(Na*-K*-ATPase) und des Leitenzyms fur Burstensaummikrovilli (alkalische Phosphatase)
nach der elektrophoretischen Auftrennung eines Plasmamembrangemisches angegeben.

Der untere Teil zeigt die Morphologie der isolierten basal-lateralen Plasmamembranen
und Burstensaummikrovilli im Verfahren der Negativkontrastierung.

nur in den Membranen des basalen Labyrinths in hohen Aktivitidten vorhanden (12, 28).
Fur den transzelluldren Natriumtransport ergibt sich damit folgendes Bild. Passiver Eintritt

in die Zelle an der luminalen Zellseite durch das Nu+fH+-Ausfuuschsysram, getrieben durch
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die in ihrer genauen Gridsse noch unbekannte Konzentrationsdifferenz fur Natrium. An der

F .

Abb. 2

kontraluminalen Zellseite erfolgt ein aktiver Transport von Natrium aus der Zelle heraus
+ 4
durch die No =K -ATPase. Dieses Modell wird durch die Befunde Uber die Abhtingigkeit
+
der isotonen Flussigkeitsresorption (Na -Resorption) von der Anwesenheit von Bikarbonat

oder anderen lipophilen Puffern (3%) (die als Protonendonatoren und als Puffer fur die bei
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dem Na*-H'-Austausch zuruckbleibenden OH -lonen fungieren) und durch die Befunde
uber die Hemmung des Natriumtransportes durch Cuabain, eines spezifischen Hemmstoffs
der Nu+-K+—ATPuse, unterstiitzt (37). Die beobachtete Hemmung betrdgt dabei in der Ratte,
die sehr ouabain-unempfindlich ist, bei peritubulérer Perfusion etwa 50 % und beim Gold-
hamster unter gleichen Bedingungen etwa 80 % (37).

b) Bikarbonat-Puffer (H', HCO.,, OH")

Auch der Bikarbonattransport im proximalen Tubulus ist, wie FROEMTER et al. (11) gezeigt
haben, ein aktiver Prozess, der aber im Gegensatz zum Natriumtransport vollstiindig trans-
zelluldr verlduft, Der wesentliche Schritt in der aktiven Bikarbonatresorption ist wahrschein-
lich die Sekretion ven Protonen in das Tubuluslumen. Das kann aus intratubuldren pH-Mes=
sungen und Untersuchungen mit lipophilen Puffern {40) geschlossen werden. In isolierten
Membranen sind bisher zwei Mechanismen nachgewiesen worden, die in eine aktive Proto-
nensekretion eingeschaltet sein kdnnten: der oben beschriebene Natrium/Protonen-Aus-
tauschmechanismus und eine durch Bikarbonat stimulierbare ATPase. Einige Eigenschaften
der ATPase sind in Abbildung 3 zusammengestellt. Das Enzym ist nur in den isolierten Bur-
stensaummembranen und nicht in den Membranen des basalen Loabyrinths nachweisbar (22).
In den Burstensaummembranen wird die basale MgH-ATPuse-Akriviﬁ:if in der Anwesenheit

von 25 mM Bikarbonat um etwa 50 9% erhoht; eine noch stdrkere Aktivierung erhiilt man mit

Abb. 2, Kopplung zwischen Natrium=- und Protonenfluss in der Burstensaummembran. Im
oberen Teil der Abbildung ist der Einfluss eines Protonengradienten auf die Natriumaufnah-
me in Burstensaummembranbldschen dargestellt; ausserdem ist eine schematische Darstellung
der Versuchsbedingungen gegeben. Die Aufnahme von Natrium wurde in der Abwesenheit
eines Protonengradienten (Ht; = H*,, Bldscheninneres pH 7,5, Inkubationsmedium pH 7,5)
und in Anwesenheit eines Protonengradienten (H™; » H*,, Blascheninneres pH 5,9, Inkuba-
tionsmedium pH 7,5) gemessen, Durch Verwendung des Entkopplers Carbonylcyanid-p-tri-
fluormethoxyphenylhydrazon (CFCCP) wird bei gleichzeitiger Anwesenheit eines Protonen-
gradienten ein Diffusionspotential erzeugt, das das Innere des Membranbldschens negativ
auflddt. Da die Natriumaufnabme durch die Zugabe von CFCCP nicht beeinflusst wird

(H*; > H*, + CFCCP), kann eine Kopplung des Natrium= und Protonenflusses durch das
Membranpotential ausgeschlossen werden.

Im unteren Teil der Abbildung ist der Einfluss eines Natriumgradienten ouf den Protonenfluss
dargestellt. Der pH-Wert einer BUrstensaummembransuspension wurde unter Rihren kontinu=
ierlich bei 259C registriert. Bei Zugabe von 50 mM Nap5Q04 zur Suspension erfolgt eine An-
stuverung des Inkubationsmediums. Diese Anstuerung wird auch noch nach Zugabe von Vali-
nomycin (Val.) becbachtet, welches in der Anwesenheit gleicher Kaliumkonzentrationen auf
beiden Seiten der Membran die Entstehung eines Nap$0O4 Diffusionspotentials verhindert
(siehe Schema). Auch aus diesem Versuch kann eine elektrische Kopplung von Na™ und H
ausgeschlossen werden. Weitere Einzelheiten kdnnen der Versffentlichung von Murer et al.
(27) entnommen werden.
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Abb. 3. Einfluss von Anionen auf die Aktivitdt der Mgt -ATPase in isolierten BUrstensaum-
mikrovilli und isolierten basal-lateralen Plasmaomembranen. Die Aktivitaten sind als % der
Aktivitdt in Anwesenheit von 25 mM NaCl aufgetragen. Von allen Anionen wurden 25 mM
des Matriumsalzes verwendet. Die Bestimmung der ATPase-Aktivitat erfolgte wie von Kinne-
Saffran und Kinne beschrieben (22), Angegeben sind die Mittelwerte aus zwei Versuchen.
(E. Kinne-Saffran und R. Kinne, nicht publizierte Befunde).

einem anderen Anion, dem 5Sulfit. Thiocyanat, das die Bikarbonat-ATPase aus anderen Ge-
weben wie der Magenschleimhaut hemmt, inhibiert auch die durch Sulfit hervorgerufene
Stimulierung der MgH-ATPuse. Borat hat keinen Einfluss auf die Enzymaktivitat, wdhrend
Cyanat die Basisaktivitat in der Anwesenheit von Magnesium hemmt. Die Stimulierung durch
Bikarbonat erreicht ein Maximum bei etwa 50 mM; halbmaximale Stimulierung wird bei etwa
16 mM beobachtet (22). Interessanterweise scheint die Aktivitdt der Bikarbonat-ATPase nicht
an die Anwesenheit von Natrium gebunden zu sein. Wie Tabelle 1 zeigt, ist die Stimulierung
durch Natriumbikarbonat, Kaliumbikarbonat und Cholinbikarbonat gleich gross.

An der isolierten Birstensaummembran kann also ein natriumabhdngiger und ein natriumunab-
hdngiger Mechanismus des Protonentransports nachgewiesen werden, Dabei ist es nicht klar,
ob die beiden Mechanismen nur ein System darstellen, das unter den verschiedenen Ver-

suchsbedingungen in vitro unterschiedliche Eigenschaften zeigt. Auch im intakten Tubulus
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Tabelle 1. Kationenspezifitit der HCO3 ™ -ATPase in Burstensaummembranen der Rattenniere.

15 mM 25 mM 30 mM 100 mM
NaHCO3 1meta@ 123N 130£3(3) 119(2)
KHCO3 n.b. 123 (1) nb. 119 (2)
Cholin HCO3 117+12(3) nb. 127 1 3(3) nb.

Die Werte sind in % der Aktivitdt in der Abwesenheit von Bikarbonat angegeben, dabei wur-
de Bikarbonat durch Chlorid ersetzt. Die eingeklammerten Zahlen geben die Zahl der Versu-
che an, in jedem Versuch wurden Doppelbestimmungen durchgefthrt. n.b. bedeutet "nicht
bestimmt". (E. Kinne-5affran und R. Kinne, nicht publizierte Befunde).

sind Protonentransport und Natriumtransport nicht starr miteinander gekoppelt. 5o ist zwar
der H+—Transport natrivmabhadngig (40), jedoch wird er nicht wie andere Natrium-Kotrans-
portsysteme fur Glukose, Aminosduren und Phosphat durch Cuabain beeintrichtigt (37). Eine
mégliche, jedoch noch sehr spekulative Erklarung (37) fur diese Befunde wiire, dass unter
Normalbedingungen (d.h. in Anwesenheit des Natriumgradienten tber die Burstensaummem-
bran) das Protonentransportsystem mehr Protonen transportiert als Natriumionen. Das wiirde
die in elektrophysiologischen Untersuchungen becbachtete Elektrogenitdt des Protonentrans-
ports erkldren (10). Die Triebkraft fur den Transport wiire sowohl der Natriumgradient als
auch ATP, Nach Gabe von Quabain steigt die intrazelluldre Natriumkonzentration, und der
Gradient fur Natrium Uber die Burstensaummembran wird ausgeglichen. Unter diesen Bedin-
gungen wirde die Energie fur den Transport ausschliesslich von ATP geliefert werden. Weite-
re Untersuchungen sind jedoch notwendig, um diese Arbeitshypothese zu bestitigen.

Die basal-lateralen Plasmamembranen besitzen nach elektrophysiologischen Untersuchungen
eine hohe Permecbilitidt fur Bikarbonat und andere Anionen. Als Durchtrittsmechanismen wer-
den dobei entweder verschiedene Anionentransportsysteme oder ein Transportsystem fur Hy-
droxylionen angenommen, das den Durchtritt der Anicnen als undissoziierte Sdure und OH™

beschleunigen kinnte, Diese Systeme werden durch Diamox gehemmt (38).

¢) Calcium
Ueber die Transporteigenschaften der Membranen des proximalen Tubulus fur Calcium ist
noch wenig Sicheres bekannt. Das einzige bisher biochemisch nédher charakterisierte System

ist eine durch Calcium stimulierbare ATPase, die nur in den Membranen des basalen Laby-
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rinths nachweisbar ist (21). Ihre Rolle im transepithelialen Calciumtransport ist jedoch noch
ungeklirt. Ebenso ist auch noch unbekannt, wie Natrium den Calciumtransport stimuliert
(43). Eine Hypothese, die die Natriumabhidngigkeit des transepitheliclen Calciumtransports
zu erkldren versucht (43), beinhaltet die Annahme, dass an der basalen Zellseite ein Na'-
CGH—Austauschmechcnismus lokalisiert ist. In den isclierten Plasmamembranen ist ein sol-
ches System noch nicht systematisch untersucht worden, Fur eine eventuelle Beziehung zwi-
schen Calcium-ATPase, die nicht durch Natrium beeinflusst wird, und dem Nu+-CuH-Aus-
tauschsystem kdme wahrscheinlich eine dhnliche, gleitende Kopplung in Frage, wie sie fur
das Protonensystem diskutiert wurde. |

In diesem Zusammenhang sollte auch das rencle calciumbindende Protein erwdhnt werden.
Es kommt hauptsichlich in der Nierenrinde vor, und seine Konzentration wird durch Vitamin
D reguliert (13). Ueber die Rolle des Proteins im transmembranalen und transepithelialen
Calciumtransport des proximalen Tubulus kdnnen noch keine sicheren Angaben gemdcht wer-
den, da Untersuchungen tber den Einfluss von Vitamin D auf den Calciumtransport in isolier-

ten Tubulusmembranen fehlen.

d) Ph csEho t

Phosphat wird im proximalen Tubulus natriumabhingig gegen eine elektrochemische Poten-
tialdifferenz, d.h. aktiv aus dem Tubuluslumen resorbiert. Usber die Transporteigenschaften
der beiden Tubulusmembranen fur Phosphat liegen folgende Befunde vor (15). Die Bursten-
saummembran besitzt, wie in Abbildung 4 gezeigt, ein Transportsystem flr Phosphat, das
durch Arsenat hemmbar ist und das durch die Anwesenheit eines Natriumgradienten tber die
Burstensaummembran stimuliert wird. Natriumstimulierbarkeit und Arsenarempfindlichkeit
sind neben dem Nochweis einer Sittigbarkeit des Transportsystems eindeutige Hinweise fur
ein speiiFisches Transportsystem. Dieses .anriumubhﬁngige Transportsystem scheint in den
Membranen des bosalen Labyrinths zu fehlen (15).

In Abbildung 5 ist der Einfluss von Natrium auf die Phosphataufnahme in isolierte Bursten-
saummembranb ldschen nédher untersucht. Dabei wird deutlich, dass bei identischer Natrium-
konzentration innerhalb und ausserhalb des Bldschens (Nichtgradientenbedingung) die initi-
ale Aufnahme von Phosphat um etwa den Faktor 2 gegentber der Aufnahme im Kaliummedi-
um stimuliert wird, withrend unter Gradientenbedingungen (Konzentration ausserhalb des
Bldschens hoher als im Bldschen) die initiale Aufnohme etwa um den Faktor 4 gesteigert
wird und Phosphat voribergehend in den Burstensaumb ldschen akkumuliert wird, Sowohl die

Steigerung der Phosphataufnahme unter Nichtgradientenbedingung als auch die Akkumula=
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Phosphataufnahme in isolierte Plasmamembranvesikel
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Abb., 4. Aufnahme von Phosphat in Burstensaummembranbldschen und basal-laterale Plasma-
membranb ldschen. Die Membranen wurden mit Hilfe der vertikalen Ablenkungse lektrophore-
se aus der Rattennierenrinde isoliert. Die Membrank ldgschen enthielten 100 mMol/l Mannit
und 20 mMol/] Tris! =HEPESZ-Puffer, pH 7,4, und wurden in einem Medium inkubiert, das
zusatzlich 1 mMol/l Phosphat (32P markiert) und 100 mMol/l NaCl (8—e) oder 100 mMol /|
KCl {o—0) enthielt, Ausserdem wurde einigen Ansdtzen Arsenat in einer Konzentration von
5 mMol/1 hinzugefugt (a—a). Die Phosphataufnahme ist in Prozent der nach 20 Minuten in
der Anwesenheit von Natrium in den Bldschen vorhandenen Phosphatmenge cusgedriickt.
Nach Hoffmann et. a. {(15).

1 Tris = Trishydroxymethylaminomethan
HEPES = N-2-~hydroxydthylpiperazin-N=-2-gthansulfonsdure

tion in Anwesenheit eines Natriumgradienten weisen darauf hin, dass in der BUrstensaummem-
bran ein Phosphat-MNatrium=-Kotransportsystem vorhanden ist, das durch Flusskopplung die
Energie des Natriumgradienten fur die intravesikuldre Akkumulation von Phosphat benutzt,
Einen weiteren Hinweis fur das Vorhandensein eines Phosphat-MNatrium=-Kotransportsystems
geben die ebenfalls in Abbildung 5 dargestellten Befunde, wonach der Natriumfluss durch

die BUrstensaummembran in der Anwesenheit eines Phosphatgradienten beschleunigt wird und
eine voribergehende Akkumulation von Natrium in den Membranbldschen erfolgt.
In weitergehenden Untersuchungen konnte ausserdem gezeigt werden, dass der Transport von

Phosphat und Natrium durch die Membran elektroneutral erfolgt, d.h. dass durch das Trans-
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Effekt von Natrium auf den Phosphattransport

| 8 100 mMol NaSCN -Gradient
— 250 - = 0 100 mMol NaSCN- daquilibriert
'Eé / \ 4 100 mMol KSCN - Gradient
a B & 100 mMol KSCN - dquilibriert
— 2004 =
& !
£ %
S 1501 -
L
3
5 100- -
¥ o
& w0 0 o—
E 50 = o — Y —
o =
0-1 | T I I A -
0 1 2 3 4 5 20
Zeit [min]

Effekt von Phosphat auf den Natriumtransport

[%] §

140 - o~
- o
[+E] = .'--.__0--"'-——_0_
£ 100 O - 8=  mgm
= -
g 80 -
60 | 0 Zugabe von 5mMol Phosphat
& ® Zugabe von SmMol Mannit
0 j/| T ] 1 1 =
0 1 2 3 4 5 20 60
A5 Zeit [min]

portsystem eine der Ladung des Anions Phosphat entsprechende Zahl von Natriumionen
gleichzeitig transportiert wird. Aus der Abhtingigkeit des Phosphattransports von der Natri-
umkonzentration und der Wasserstoffionenkonzentration wurde geschlossen, dass das sekun-
ddre (zweiwertige) Phosphat zusommen mit zwei Natriumionen die Membran passiert (15).

Aus den oben geschilderten Befunden kann folgender Mechanismus fir den transepithelialen
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Transport von Phosphat im proximalen Tubulus postuliert werden. An der luminalen Zellseite
wird Phosphat zusammen mit Natrium durch das Natrium/Phosphat-Kotransportsystem in die
Zelle aufgenommen. Der iber die Burstensaummembran vorhandene Konzentrationsgradient
fur Natrium wirkt dobei als treibende Kraft fur eine intrazelluldre Akkumulation von Phos=
phat. An der kontraluminalen Zellseite verldsst Phosphat die Zelle Uber natriumunabhingi-
ge Transportsysteme; die Triebkrdfte fUr den Zellaustritt sind die Konzentrationsdifferenz
von Phosphat zwischen der Zelle und dem Interstitium und die elektrische Potentialdiffe-
renz. Die Polung des elektrischen Feldes (Zellinneres negativ gegeniber dem Interstitium)
fsrdert dabei den Austritt von Phosphat aus der Zelle. Eine schematische Zusammenfassung
dieser Vorstellungen ist in Abbildung é gegeben, Eine wesentliche Stutze fur alle diese An-
nahmen sind die kurzlich erhobenen Befunde, dass die Phosphatresorption im proximalen Tu-
bulus vollstdndig natriumabhingig ist (1). Auch weisen Versuche zur hormonellen Regulation
der Phosphatresorption durch Parathyrecidhormon darauf hin (8), dass der natriumabhiéngige
Transport von Phosphat durch die Burstensaummembran den wesentlichen Schritt fur den okti-

ven transepithelialen Transport von Phosphat darstellt.

e) D-Glukose und Phenylalenin

Zucker und neutrale Aminostiuren werden im proximalen Tubulus aktiv und natriumabhangig
resorbiert (41, 42). Der Transport von Glukose und Phenylalanin durch Burstensaummembra-
nen und durch Membranen des basalen Labyrinths ist in Abbildung 7 miteinander verglichen,
In der Burstensaummembran kénnen fur Glukose und Phenylalanin stereospezifische Trans-
portsysteme nachgewiesen werden. Diese Transportsysteme sind durch Natrium stimulierbar.

Ausserdem wird in der Anwesenheit eines Natriumgradienten eine vorUbergehende Akkumu-

Abb. 5. Kopplung zwischen Phosphat- und Natriumfluss in der BuUrstenscummembran. Im
oberen Teil der Abbildung ist der Einfluss von Natrium auf die Phosphataufnahme in iso=
lierte Burstensaummembranvesikel dargestellt, Die Phosphataufnahme wurde in folgenden
Inkubationsmedien gemessen: 1 mMol/l Phosphat (32P-markiert), 100 mMol/l Mannit,

20 mMol/| Tris=HEPES pH 7,4 und 100 mMol/| des auf der Abbildung angegebenen Salzes.
In einigen Ansdtzen wurde der Salzgradient Uber die Membran durch Vorinkubation in
natrium- bzw. kaliumhaltigen Medien ausgeglichen. Im unteren Teil der Abbildung ist der
Einfluss von Phosphat auf die Bewegung von Natrium durch die Burstensoummembran darge=-
stellt. Burstensoummembranbldschen wurden bei 25°C 1 Stunde lang in einem Medium fol-
gender Zusammensetzung inkubiert: 100 mMol/l Mannit, 5 mMol/l Tris-HEPES pH 7,4,

95 mMol/l KSCN, 5 mMol/l 22NaSCN. Zum Zeitpunkt null der Abbildung wurden dann
zu 150 pl dieser Suspension 30 ul einer Lasung, die 5 mMol/| Tris-HEPES, 95 mMol/|
KSCN und 5 mMol/1 anorganisches Phosphat oder 5 mMal/l Mannit enthielt, gegeben,
Die Messwerte sind in % des nach 60 Minuten erreichten neven Gleichgewichts ange-
geben. Nach Hoffmann et al, (15).
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Abb. 6. Schematische Darstellung der Transportsysteme und der Triebkrifte fur die Resorp-
tion von Phosphat im proximalen Tubulus. Phosphat wird durch einen elektroneutralen Trans-
portmechanismus (Natrium=Phosphat-Kotransport) gemeinsam mit Natrium an der luminalen
Seite in die Zelle aufgenommen; dabei kommt es zu einer intrazelluldren Akkumulation,
die durch die Konzentrationsdifferenz von Natrium Uber die BUrstensaummembran aufrecht-
erhalten wird. Der Austritt von Phosphat an der kontraluminalen Zellseite folgt der elektro-
chemischen Potentialdifferenz und wird durch ein natriumunabhéngiges Transportsystem ver=
mittelt. Die niedrige intrazelluldre Natriumkonzentration wird durch die Nat-KT-ATPase
aufrechterhalten, die in den basal-lateralen Plasmomembranen vorkommt. Die Hemmung des
Phosphattransports durch Arsenat und bei Erniedrigung der intratubuléren Natriumkonzentra-
tion betrifft dos luminale Natrium-~Phosphat-Kotransportsystem,. Die Hemmung des Phosphat -
transports durch Quabain beruht auf einem durch die Hemmung der Nat-K*-ATPase beding-
ten Anstieg der intrazelluldren Natriumkonzentration; dadurch wird die Triebkraft fur die
Aufnahme von Phosphat in die Zelle vermindert.

lation des Zuckers und der Aminosdure in den Blaschen beobachtet. Das Zuckertransportsy-
stem im Birstensaum ist durch Phlorrhizin hemmbar. In den basal-lateralen Plasmamembranen
wird nur eine geringfugige Stimulierung des Transports von D-Glukose und L-Phenylalanin
durch Natrium becbachtet, die wahrscheinlich auf eine geringgradige Verunreinigung der
Membranfraktion mit Burstensaummembranen zurUckzufuhren ist. Alle diese Befunde weisen
darauf hin, dass die spezifischen natriumabhédngigen Transportsysteme fir Zucker und nevtra~-
le Aminosduren an die Burstensaummembran gebunden sind.

Die Aufnahme von D-Glukose in Bldschen aus basal-lateralen Plasmomembranen wird durch
Phlcretin stirker gehemmt als die Aufnahme in BUrstensaummembranb ldschen (19). Ausserdem

unterscheiden sich beide Aufnahmesysteme in ihrer Substratspezifitit, so dass gefolgert wer-
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den kann, dass basal-laterale Plasmamembranen ebenfalls spezifische aber natriumunabhiin-
gige Transportsysteme fur Zucker (und auch fur neutrale Aminosduren) besitzen, Die Anwe=
senheit solcher Systeme ist schon aus in vivo Versuchen postuliert worden (2, 9, 23, 30, 32,
33).

Fur die natriumabhingigen D-Glukose- und L-Phenylalanin-Transportsysteme im Burstensaum
lassen sich ghnliche Kopplungen zwischen MNatrium und Substratflissen nachweisen wie fur
das Phosphattransportsystem (7); sie kénnen daher ebenfalls als Natrium-Kotransportsysteme
bezeichnet werden. Im Gegensatz zum Phosphat ist der Kotransport von Natrium und D-G lu-
kose bzw. L-Phenylalanin nicht elektroneutral, sondern abhdngig vom Membranpotential.
Solch eine "Elektrogenitdt" des Transports ist fur D-Glukose in Abbildung 8 dargestellt, In
diesen Versuchen wurde daos elektrische Potential iber die Burstensaummembran durch lono-
phoren in der Anwesenheit von lonengradienten modifiziert. So wurde einmal in der Anwe-
senheit eines Protonengradienten (Protonenkonzentration im Bldschen hther als im Inkuba-
tionsmedium) die Protonenleitfahigkeit der Membran durch einen Entkoppler erhsht (27) und
zum anderen in der Anwesenheit eines Kaliumgradienten die Kaliumleitfdhigkeit der Mem=-
bran durch Valinomycin erhsht (18). In beiden Fallen resultiert in der Anwesenheit des lono=
phoren eine Hyperpolarisierung des Bldscheninneren, und es wird eine Steigerung der Initial-
geschwindigkeit der Aufnohme und eine hohe intravesikuldre Akkumulation becbachtet, Das
bedeutet, dass die Ladung des mit dem elektroneutralen Zucker- bzw. Aminosturemolekil
gemeinsam transportierten Natriums weder durch eine gleichgerichtete Bewegung eines
Anions noch durch eine entgegengesetzte Bewegung eines Kations durch das Transportsystem
elektrisch kompensiert wird.

Aus dem Vorkommen natriumabhédngiger, elektrogener Transportsysteme in der Burstensaum=
membran, die in der Anwesenheit eines Nu+-Gradienren zu einer intravesikuldren Akkumu-
lation von Zuckern und Aminosturen befdhigt sind, und aus dem Fehlen dieser Transportsy-
steme in der basal-lateralen Plasmamembran kann man folgenden zelluldren Mechanismus
der Glukose- und Aminostureresorption im proximalen Tubulus postulieren, Aehnlich wie in
Abbildung é fur Phosphat dargestellt, ist der Eintritt von Glukose und Aminosduren an der
luminalen Zellseite mit dem Eintritt von Natrium durch Netrium-Kotransportsysteme ver-
knupft; dabei kommt es zu einer intrazelluldren Akkumulation von Glukose und Aminostdu=
ren. Die Triebkraft fur die intrazelluldre Akkumulation wird dabei einmal von der Natrium=
Konzentrationsdifferenz Uber die Birstensaummembran geliefert, zum anderen, da es sich um
elektrogene Prozesse handelt, fordert die elekirische Potentialdifferenz den Eintritt in die

Zelle. Letztere bildet waohrscheinlich in situ den Hauptanteil der treibenden Kraft, da im

267



Aufnahme von Glukose in isolierte Plasmamembranvesikel

Blrstensaummembranen

(%]

150

Glukoseaufnahme

50 -

a—bh—

S
100 - é *—
¢

r

D - Glukose {

L - Glukose

—_——
=d)=

— i

D"l—rlfl
C 2 4

Fyl
7/ T

25

Zeit [min]

Basal -laterale Plasmamembranen

® NaCl - Gradient
O KCl-Gradient
® NaCl-Gradient + Phlorrhizin

& NaCl-Gradient

(%]
100 4

Glukoseaufnahme
wun
-

o
|

-.':.s;_’;‘
Y .
e —h=
g..-
A" =
T T T T T T
0 2 & 25
Zeit [min)

Aufnahme von Phenylalanin in isolierte Plasmamembranvesikel
Basal - laterale Plasmamembranen

Birstensaummembranen

(%]

o]

—

100

Phenylalaninaufnahme

0 2 4

L - Phenylalanin

D -Phenylalanin

=

= b

U‘L—v—r—v—v—-ﬂ"ﬁ—"

20

Zeit [min]

268

{ ® NaCl- Gradient
O KCl-Gradient

A NaCl-Gradient

| e, )
-]
K

100

1

Phenylalaninaufnahme
un
o
1

o
[

&0
e O

=0=

Zeit [min)



proximalen Tubulus auch bei Umkehr des MNatriumgradienten tiber die Burstensoaummembran
noch 50 % der maximalen L-Phenylalaninresorption gemessen werden ksnnen (42). Der
Transport wird also unter diesen Bedingungen nur von der elekirischen Potentialdifferenz

aufrechterhalten,

f) Schwache organische SHuren

Die Niere sezemiert im proximalen Tubulus eine grosse Anzahl organischer Sturen, unter
ihnen die als Modellsubstanz fur Untersuchungen der Sekretion benutzte p-Aminchippur-
sdure (PAH). Die Transporteigenschaften isolierter Plasmamembranvesikel fur PAH sind kurz-
lich von BERNER und KINMNE untersucht worden (3). Dabei konnte, wie in Abbildung ¢ dar-
gestellt, in den basal-lateralen Plasmamembranvesikeln ein durch Probenecid hemmbares
Transportsystem fuir PAH nachgewiesen werden, das in den Burstensaummebranen nicht oder
nur in sehr geringer Konzentration vorhanden ist. Der PAH=Transport ist dabei nicht von der
Anwesenheit von Natrium abhingig, wird aber durch die elekirische Potentialdifferenz tber
die Membran beeinflusst. Wird das Innere des Membranbldschens durch Diffusionspotentiale
positiv gegeniber dem Aussenmedium aufgeladen, so wird die Aufnahme gesteigert; Umkehr
des elektrischen Feldes reduziert die Aufnahme. PAH wird also wahrscheinlich als Anion
durch die Membran transportiert. Die an isolierten Membranb ldschen erhobenen Befunde
stimmen, soweit es die Lokalisation des Transportsystems in der Zelle angeht, gut mit Trans-
portmedellen Uberein, die aus Mikroperfusionsexperimenten abgeleitet wurden {36). Sie
ksnnen aber bisher nichts Uber die fur die aktive Sekretion und fur die intrazelluldare Akku-
mulation benutzte Energie aussogen. Dazu sind weitere Untersuchungen insbesondere Uber
die Wechselwirkung von Anionenflussen und ATP mit dem Transportsystem erforderlich.
Andere schwache organische Sduren wie Loktat und a~Ketoglutarat werden von der Niere

als Stoffwechselsubstrate aus dem Blut und aus dem Primérharn aufgenommen. Die Transport-

Abb. 7. Aufnahme von Glukose und Phenylalanin in Burstensaummembranb ldschen und basal-
laterale Plasmomembranbldschen. Die Membranen wurden mit Hilfe der vertikalen Ablen-
kungse lektrophorese aus der Rattennierenrinde isoliert. Im oberen Teil der Abbildung ist die
Aufnahme von Glukose, im unteren Teil die Aufnahme von Phenylalanin dargestellt. Die
Membranbldschen enthielten 100 mMael/l Mannit und Tris-HEPES-Puffer, pH 7,4, und wur-
den in einem Medium inkubiert, das zusdtzlich 1 mMol/l radicaktivmarkierte D-G lukose,
L-Glukose, L-Phenylalanin oder D-Phenylalanin und 100 mMol/l NaCl oder 100 mMol/I
KCl enthielt, Einigen Ansitzen wurde Phlorrhizin in einer Konzentration von 10-4Mol/I
hinzugefugt. Die Aufnahme ist in Prozent der nach 20 Minuten in der Anwesenheit von

+ Natrium in den Bldschen vorhandenen Menge an D-Glukose bzw. L-Phenylalanin angege-
ben. Nach Kinne et al, (19) und Evers et al. (7).

18 Bull. Schweiz. Aked. Med, Wies. 269



Effekt eines Kaliumdiffusionspotentials
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Abb. 8. Einfluss des Membranpotentials auf die Aufnehme von D-Glukose in isclierte Bur-
stensaummembranb ldschen. Im oberen Teil der Abbildung wurde die elektrische Potential-

differenz Uber die Membran in Anwesenheit eines Kaliumgradienten durch die Zugabe von
Valinomycin vertéindert. Im unteren Teil der Abbildung wurde die elektrische Potentialdif=
ferenz Uber die Membran in Anwesenheit eines Protonengradienten durch die Zugabe von

CFCCP verdndert. Nach Murer et al. (27) und Kinne (18).

eigenschaften der Membranen des proximalen Tubulus fur Laktat sind in Abbildung 10 dar-

gestellt (17). Die Loktataufnahme in die Birstensaummembranen zeigt eine starke Natrium=-

abhidngigkeit, und es wird eine voriibergehende intravesikuldre Akkumulation bechachtet,
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Aufnahme von p-Aminohippursdure in isolierte Plasmamembranvesikel
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Abb. 9. Aufnahme von p-Aminohippursdure (PAH) in Burstensaummembranb ldschen und ba-
sal-laterale Plasmamembranbldschen. Die Membranern wurden mit Hilfe der vertikalen Ab-
lenkungselektrophorese aus der Rattennierenrinde isoliert, Die Membranbldschen enthielten
100 mMol/l Mannit und 20 mMol/l Tris-HEPES-Puffer, pH 7,4, und wurden in einem Me-
dium inkubiert, das zusttzlich 1 + 10=3 Mol/I radicaktivmarkierte PAH und 100 mMol/I
NaCl enthielt. Einigen Versuchsansdtzen wurde (5 - 10-4 Mol /1) Probenecid hinzugefigt.
Mach Berner und Kinne (3).

Die Laktataufnahme in Blaschen der basal-lateralen Plasmamembranen wird nur unwesent-
lich durch Natrium gesteigert. Der Mechanismus der Natriumstimulierung der Laktataufnah-
me in die BUrstensaummembranb lischen ist noch nicht aufgekldrt. Versuche, ein spezifisches
Transportsystem durch Untersuchungen der Sdttigbarkeit der Aufnahme nachzuweisen, schlu-
gen bisher fehl. Auch in Mikropunktionsuntersuchungen konnte in dem gleichen Konzentra=
tionsbereich keine Sattigung der Aufnchme aus dem Tubuluslumen beobachtet werden (14),
Es wurde daoher bisher eine Laktataufnahme - in Abwesenheit eines spezifischen Transport-
systems = durch einfache Diffusion angenommen (17). Die in der Anwesenheit eines Natri-
umgradienten beobachtete Beschleunigung wurde mit dem Entstehen eines Diffusionspoten-
tials (Innenseite des Vesikels positiv) erklart. Kurzlich durchgefuhrte Untersuchungen (R.
Kinne, unversffentlicht) zeigen jedoch, dass die Stimulierung der Laktataufnahme durch
einen MNatriumgradienten unabhidingig von dem das Natrium begleitenden Gegenion ist und
domit nicht unmittelbar von dem Membronpotential abhdngig sein kann, Die dem Laktat-
transfer zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind daher noch nicht sicher anzuge-
ben.

Uebertrdgt man die Befunde Uber die Laktatpermeabilitdt der luminalen und kontraluminalen

Membranen auf die Viorgdnge im intakten Epithel, so ergeben sich interessante Schlussfolge-
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Aufnahme von L-Laktat in isolierte Plasmamembranvesikel
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Abb. 10, Aufnahme von L-Loktat in Burstensaumbldschen und basal-laterale Plasmamembran-
blaschen. Die Membranen wurden mit Hilfe der vertikalen Ablenkungselektrophorese aus der
Rattennierenrinde isoliert. Die Membranbldschen enthielten 100 mMol/l Mannit und 20
mMol/] Tris-HEPES-Puffer, pH 7,4, und wurden in einem Medium inkubiert, das zusdtzlich

1 mMol/| radicaktivmarkiertes L-Laktat und 100 mMal/l NaCl (8—8) oder 100 mMol/l KCI
0—0) enthielt. Nach Kinne {17).

rungen, Laktat als Substrat fur die renale Glukoneogenese wird im Glomerulum frei filtriert,
Es wird also den Zellen des proximalen Tubulus an der luminalen und an der kontraluminalen
Seite in gleicher Konzentration angeboten. Die Aufnahme in die Zelle scheint aber haupt-
sichlich von der luminalen Zellseite zu erfolgen. Dadurch gleicht sich die Loktatkonzentra-
tion im Tubulus rasch an die sehr viel niedrigere intrazelluldre Laktatkonzentration an, und
Loktat wird qus dem Primdrharn zurickgewonnen, jedoch nicht durch aktiven transepithelio-
len Transport, sondern durch beverzugte Aufnahme in die Zelle von der luminalen Seite und
anschliessende intrazelluldre Verstoffwechselung. Eine Bhnliche Beziehung zwischen dem
intraze | luldren Stoffwechsel und der Resorption aus dem proximalen Tubulus ist kirzlich fur
Prolin postuliert worden (31). Sie muss wahrscheinlich ganz allgemein bei der Resorption

verstoffwechse Ibarer Substanzen in Betracht gezogen werden (17).

g} Proteine
Fir die Aufnahme von Proteinen in die Zellen des proximalen Tubulus und fiir ihre intrazel-

luldre Verarbeitung kann immer noch folgendes Schema als giiltig angesehen werden (6, 24,
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35, 35), Die Aufnahme der Proteine erfolgt an der Basis der Mikrovilli in Pinozytosevesikel,
die dann mit priméren Lysosomen zu sekundidren Lysosomen fusionieren. In diesen erfolgt
dann der Abbau der Proteine. Ein transtubuldrer Transport von Proteinen chne intrazelluld-
ren Abbau scheint nach neueren Untersuchungen - wenigstens fur die benutzte Testsubstanz
Trasylol = nicht stattzufinden. Ueber die Funktion der in die Pinozytose eingeschalteten
Membranen ist noch relativ wenig bekannt, da eine lsolierung mit herkémmlichen Methoden
nicht moglich war, Kurzlich ist es jedoch BODE et al. gelungen, unter Verwendung der trii-
gerfreien Elektrophorese Mikrovilli, Pinozytosevesikel und Lysosomen aus der Rattennieren-
rinde zu isolieren und biochemisch zu charakterisieren (4, 5). Dabei zeigte sich, dass Mikro=-
villi und Pinozytosevesikel eine unterschiedliche Protein- und Lipidzusammensetzung besit-
zen. In den Pinozytosevesikeln Uberwiegen Glykoproteine und saure Phospholipide, die eine
Rezeptorfunktion im Pinozytoseprozess haben kdnnten. Da ausserdem ein wesentlich schnelle-
rer Einbau von Protein= und Lipidvorstufen in die Pinozytosevesikel beobachtet wurde,
scheint withrend der Pinozytose eine Neusynthese von Membranmaterial stottzufinden, von
der die Mikrovilli nicht betroffen sind. Pinozytosevesikel und sekundére Lysosomen weisen,
wie zu erwarten, mehr Aehnlichkeit in der biochemischen Zusammensetzung auf {4). Die
Entstehung der sekundtren Lysosomen durch Fusion von Pinozytosevesikeln und primdren Ly-

sosomen wird damit durch biochemische Befunde bestdtigt.

Schlussbetrachtung

Die im vorliegenden diskutierten Methoden und Konzepte zur Aufklidrung der Funktion der
Plasmamembranen in der Niere haben schon Anwendung auf pathophysiologische Fragestel-
lungen gefunden. So wurden zum Beispiel Burstensaummembranen aus der menschlichen Nie-
re isoliert (26) und ihre Antigenstruktur als Leitfaden fiir die Zuordnung der bei verschiede-
nen Krankheitsbildern vermehrt im Urin auftretenden Proteine benutzt. Die so gewonnenen
Antigene erlangen mehr und mehr Bedeutung fir toxikologische und klinisch-pharmakologi-
sche Untersuchungen (25). Die Erkenntnisse iber die Polaritiat der Epithelzellen und die
Energetik des transepithelialen Transports ksnnen ausserdem dazu beitragen, solide Arbeits-
hypothesen fur pathologische und genetische Alterationen (30) der Nierentidtigkeit zu ent-
wickeln, die dann klinisch und physiologisch gepriift werden konnen,

Damit zeigt sich ~ wie ouch auf anderen Gebieten der Wissenschaft -, dass die Grundlagen-
forschung einen wesentlichen Beitrag zur Erkennung und Behandlung von Stérungen der Nie-
renfunktion liefern kann. Voraussetzung dafir ist jedoch, dass Kliniker und Theoretiker den
Willen = und auch die Maglichkeit - haben, Probleme und Ansichten miteinander zu disku=

tieren.
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