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1. EINLEITUNG

Nach fritheren Studien unserer Arbeitsgruppe (Blank et al. 1985, 1989) verdnderte
sich die Kinetik des natriumabhéngigen D-Glucosetransportes in renalen kortikalen
Biirstensaummembranvesikeln in diabetischen relativ zu Kontrollratten. Der nicht-
insulinpflichtige Diabetes wurde durch einmalige Injektion von Streptozotocin
erzeugt. Vier Tage nach der Streptozotocininjektion (akuter Diabetes) waren die
anscheinenden Transportkonstanten K, und V,,,x zweifach hoher als normal.
Verglichen mit diesen akut diabetischen Ratten, konnten die chronisch diabetischen
Ratten (mindestens bis vier Wochen nach Streptozotocininjektion) die erhdhte
maximale Glucosetransportrate aufrechterhalten, solange sie ithr Korpergewicht
hielten. Die schwerkranken, ketoacidotischen Ratten hatten 28 Tage nach der
Streptozotocininjektion ihre erhohte Transportfahigkeit eingebiifit. Zusitzlich hatte

die Affinitdt des Transporters fiir Glucose weiterhin abgenommen.

Interessanterweise wurden durch die Computeranalyse der Transportdaten zwei
Arbeitsweisen eines renalen Na'/Glucose-Symporters (oder die Existenz zweier

Na'/Glucose-Symporter mit unterschiedlicher Stochiometrie) identifiziert (Blank et
al. 1989).

Parallel zu den Transportkonstanten dnderte sich die spezifische Aktivitit von
Leitenzymen im Nierenkortex diabetischer Ratten, wobei die untersuchten
Leitenzyme der Biirstensaummembran ein unterschiedliches Verhalten zeigten. Mit
der Dauer des Diabetes stieg die spezifische Aktivitdt der alkalischen Phosphatase,
wiéhrend diejenige der neutralen a-Glucosidase abnahm. Das Leitenzym der
basolateralen Zellmembran, die Na'/K"-ATPase, zeigte keine signifikanten
Anderungen (Blank et al.1985). Zur weiteren Charakterisierung der Verinderung von
Leitenzymen wurden in der vorliegenden Arbeit Messungen zur Enzymkinetik der

alkalischen Phosphatase, neutralen a-Glucosidase und der Na'/K'-ATPase in renalen



Biirstensaummembranfraktionen und im Homogenat des Nierenkortex von 4- und 28-

Tage-diabetischen Ratten und korrespondierenden Kontrollratten durchgefiihrt.



2. METHODEN

2.1. Streptozotocininduzierter Diabetes bei Ratten

Minnliche Wistar Ratten (Winkelmann, Kirchborchen) erhielten eine Standarddiit
(Altromin®), bei der sie freien Zugang zu Trinkwasser hatten. Die Ratten wurden in
ventilierten Rd&umen mit kontrollierter Temperatur und Luftfeuchtigkeit bei
regelméBigen Lichtzyklen gehalten. Etwa 250 g schwere Ratten in leichter
Athernarkose erhielten durch intracardiale Injektion etwa 0.5 ml einer frisch
zubereiteten Streptozotocin-Losung (50 mg/kg Korpergewicht). Streptozotocin war in
einem 5 mM Citratphosphatpuffer (pH 6.8) geldst. Zur Herstellung der renalen
Biirstensaummembranfraktion wurden experimentelle Tiere 4 oder 28 Tage nach
Streptozotocininjektion und entsprechende unbehandelte Kontrolltiere in Gruppen
von 9 Tieren eingeteilt. Die Plasmaglucosekonzentration wurde mit der
Glucoseoxidase-Methode gemessen (Reflomat, Boehringer Mannheim) und betrug in
allen diabetischen Ratten iiber 400 mg/dl. Die Blutgasanalyse und Messungen des
pH-Wertes des Blutes wurden nicht routineméfig durchgefiihrt. Tests von
gemischtem arteriellem und vendsem Blut von schwer beeintrachtigten 4-Wochen-
diabetischen Tieren, besonders wenn sie 40% oder mehr an Gewicht verloren hatten,

ergaben eine schwere Acidose (pH < 7.1) und Ketose (Ketostix).

2.2. Gewinnung der renalen Biirstensaummembranfraktion

Ratten wurden durch Genickschlag getotet und die Bauchhohle eréffnet. Die Nieren

wurden vom Blut freigespiilt indem die distale abdominale Aorta abgeklemmt wurde
und etwa 15 ml eiskalte isotone NaCl-Losung in die thorakale Aorta injiziert wurden.
Die Nieren wurden sofort herausgenommen, von der Capsula adiposa befreit und bis

zur weiteren Versuchsdurchfiihrung in eisgekiihlter isotoner NaCl-Losung gelagert.



Danach wurden diinne Schnitte der Rinde beider Nieren freihdndig mit einer
Rasierklinge pripariert. Bei der verwendeten Schnittdicke sollten die
Biirstensaummembranvesikel in erster Linie aus dem S; und S, Segment proximaler
Tubuli stammen. Die Zwei-Schritt-Mg”* - Ausfallungsmethode (Biber et al. 1981)
wurde benutzt, um aus den diinnen Nierenkortexschnitten Biirstensaummembran-
fraktionen von Kontroll-, 4-Tage- und 4-Wochen-diabetischen Ratten herzustellen.
Die Nierenschnitte wurden im Tris/HCI-Puffer (Tris 6 mM, Mannit 150 mM, EGTA
2.5 mM, pH 7.4) fiir 2 min homogenisiert (Polytron, Stufe 5). Das Homogenat wurde
wiéhrend der Magnesiumchloridzugabe 15 min im Eisbad geriihrt und auf Sorvall-
Tubes verteilt. Das Homogenat wurde fiir 15 min bei 4500 Upm und anschlieBend der
Uberstand fiir 30 min bei 1600 Upm zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge). Das Pellet
wurde in Tris/HCI-Puffer aufgenommen, gepottert und anschlieend wéhrend der
Magnesiumzugabe fiir 15 min geriihrt. Anschlieend erfolgte eine erneute
Zentrifugation bei 4500 Upm fiir 15 min und der gewonnenen Uberstinde bei 1600
Upm fiir 30 min. Das Sediment wurde in Tris/HCI-Puffer fiir die photometrischen

Bestimmungen aufgenommen.

2.3. Charakterisierung der renalen Biirstensaummembranfraktion

Die Giite der Priparation wurde bestimmt durch die Messung der spezifischen
Aktivitét folgender Leitenzyme in der Membranfraktion relativ zu dem Ausgangs-
homogenat. Alkalische Phosphatase und neutrale a-Glucosidase dienten als
Leitenzyme fiir die Biirstensaummembran, die Na'/K'-ATPase als Leitenzym fiir die
basolaterale Zellmembran, die die Biirstensaummembranfraktion kontaminierte. Bei
der Proteinbestimmung (modifiziert nach Schacterle u. Pollack 1973) wurde Rinder-
serumalbumin (kristallin, reinst, 99%) als Standard verwendet. Die Proteineichkurve
wurde durch Kontrollmessungen an jedem Bestimmungstag tiberpriift. Die Protein-
bestimmung erfolgte mit dem Spektralphotometer PMQ 3 bei einer Wellenlédnge von

650 nm. Der Grad der Biirstensaummembrananreicherung, relativ zum



Ausgangshomogenat, war fiir alle Tiergruppen gleich. Im Mittel wurde die alkalische
Phosphatase und die neutrale a-Glucosidase 9.5- bzw 12.5-fach angereichert. Der
Grad der basolateralen Membrankontamination war niedrig und konstant fiir alle
Priparationen. Im Mittel betrug der Anreicherungsfaktor fiir die Na'/K -ATPase

0.86, was einer Abreicherung entspricht.

Die Bestimmung der Leitenzyme zur Berechnung der Anreicherungsfaktoren erfolgte
nach Standardmethoden bei Substratsittigung. Die Messung der neutralen a-Gluco-
sidase (EC 3.2.1.20) erfolgte mit Maltase als Substrat (Pape et al. 1983). Die
zinkaktivierte alkalische Phosphatase (EC 3.1.3.1.) wurde mit der Merckotest-
Methode (Merck, Darmstadt) mit p-Nitrophenylphosphat als Substrat bestimmt. Die
Na'/K'-ATPase (EC 3.6.1.3) und die totale ATPase Aktivitit wurde in Gegenwart
und Abwesenheit von Ouabain gemessen (Heller u. Hanaham 1972, Witt 1979).

2.4. Bestimmung der enzymatischen Aktivititen der Leitenzyme alkalische

Phosphatase, neutrale o-Glucosidase und Na'/K'-ATPase

2.4.1. Durchfiihrung der photometrischen Messungen und Berechnung der

Kinetischen Konstanten

Fiir jede Kiivette wurden die gemessenen Extinktionen aufgezeichnet und der
Differentialquotient dAbs/dT (die Anderung der Absorption mit der Zeit) ermittelt.
Dieser Wert wurde als beste Annéherung an v, betrachtet und diente zur Bestimmung
von V., und K, durch direkte Kurvenanpassung an die Michaelis-Menten-

Gleichung.

Die durchgefiihrten Berechnungen beruhen auf der Annahme eines einzelnen

zentralen Komplexes nach Henri, Michaelis und Menten in der enzymatischen
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Reaktion. Das bedeutet, ein einzelnes Substrat liefert ein einzelnes Produkt. Die

Gleichung hierfiir lautet:

E+S<——ES<—EP<«—E+P

Die Gleichung vereinfacht sich unter der Annahme, daf3 die Riickreaktion zu

vernachléssigen ist, und damit nur der Komplex ES zu betrachten ist:

E+S«—ES——>E+P

Diese gemachten Voraussetzungen liefern ebenso wie eine Steady-State Betrachtung
(nach Briggs und Haldane) die in der vorliegenden Arbeit verwendete Form der

Michaelis-Menten-Gleichung:

v [S ]

V. K, +[5]

max

Vinax Wird in den Abbildungen der Kurvenanpassungen als Parameter a in
mol/(mg*min) angeben, K, ist b in der Dimension mol/l d4quivalent. Als Programme
wurden TableCurve® und SigmaPlot® verwendet.

2.4.2. Kinetische Messungen an der alkalischen Phosphatase

Der Bestimmung der alkalischen Phosphatase liegt folgende Reaktion zugrunde:

alkalischePhosphatase

4 —Nitrophenylphosphat < > Phosphat + 4—Nitrophenolat
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Reaktionslosung (eisgekiihlt)

Losung A
10 ml Pufferlésung
100 pl ZnCl,-Losung, 100 mmol/1

1. Zu 950 pl Losung A wurden 50 ul p-Nitrophenolphosphat in unterschiedlichen
Konzentrationen gegeben. Im einzelnen wurden folgende Endkonzentrationen
eingestellt: 102, 5*10°, 10, 5*10™, 10, 5*107° und 10”° mol/l

MG (p-Nitrophenolphosphat): ~ 371.1 g/mol
Stocklosung: 742.2 mg/10 ml Losung A; daraus ergibt sich eine Endkon-
zentration des Substrates in der Kiivette von 10 mol/l. Die weiteren

Konzentrationen wurden durch entsprechende Verdiinnung hergestellt.

oder

2. In 10 ml Losung A wurde 1 Substrattablette gelost (zur Kontrolle bzw. Vergleich

des Umsatzes unter der Bedingung der Substratséttigung).

In der Regel wurde das Homogenat 1:20 und die Biirstensaumfraktion 1:500 mit

Puffer verdiinnt.

Durchfiihrung der Bestimmung

Kiivetten: Halbmikro, d =1 cm

MefBtemperatur: 37°C

I ml Reaktionslosung wurden in eine Kiivette pipettiert, auf 37°C temperiert und fiir
15 min inkubiert.

Nach der Inkubation wurden 2 Umldufe des automatischen Kiivettenwechslers mit 10
s Wechselzeit durchgefiihrt und darauf geachtet, dal die Werte konstant waren. War

das der Fall, wurden 20 ul verdiinntes Homogenat oder verdiinnte Membranfraktion
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bzw. entsprechend verdiinnter Puffer (flir die jeweiligen Leerwerte, LW) zupipettiert.
Wechselzeit: 30 s

Umlaufe: 9

Sowohl MeBwerte als auch Leerwerte wurden als 3-fach Bestimmungen
durchgefiihrt. Die Extinktion wurde bei 405 nm Wellenldnge gemessen. Es wurde

darauf geachtet, dal das AE/Umlauf zwischen 0.010 und 0.200 lag (als Differenz

zum AEw).

2.4.3. Kinetische Messungen an der neutralen a-Glucosidase

Der Bestimmung der neutralen a-Glucosidase liegt folgende Reaktion zugrunde:

Maltose + H, 0 «rdea-Glicoside 5 Glycose

Der eigentlichen Reaktion sind zur direkten photometrischen Registrierung des

Umsatzes folgende Reaktionen nachgeschaltet:

Hexokinase

Glucose + ATP «——— Glucose -6 -P +ADP

Glucose - 6 - P + NADP* ¢ Glucose-6-P-Delydrogenase 3),00nat — 6 — P+ NADPH + H'

Aus der Stochiometrie ergibt sich, dal 2 Mole NADPH einem Mol Maltose

dquivalent sind.
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Reaktionslosung:

Losungl

Substrate (ATP, NADP): Pulver 1 (Boehringer Testkombination Glucose)

wurde in 150 ml bidestilliertem Wasser geldst und auf pH 6.8 eingestellt.
Losung?2

Enzyme: Gemisch aus Hexokinase (HK) und Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase (G6P-DH) wurde mit 5 ml H,0 verdiinnt.
Citrat-Phosphat-Puffer (C-P-Puffer)

a) 0.2 mol/l Na,HPO, - 2 H,0 (35.6 g/l)

b) 0.1 mol/l Citronensduremonohydrat (21.0 g/1)

wurden in bidestilliertem Wasser geldst und auf pH 6.8 eingestellt.

Der Ansatz der Reaktionslosung erfolgte nach folgendem Schema:

1. 7.6 ml Losung 1
2. 0.6 ml DMT (11.42 mg, 114.2 mg bzw. 1.142 g Maltose und jeweils 1.550 g
Turanose mit C-P-Puffer auf 10 ml auffiillen.

3. 0.5 ml Losung 2

Durchfithrung der Bestimmung

Kiivetten: Halbmikro, d =1 cm

MeBtemperatur: 37°C

540 pl Reaktionslosung wurden in die Kiivette pipettiert und auf 37°C temperiert (15
min Inkubation). Analog der Bestimmung der Aktivitdt der alkalischen Phosphatase
erfolgten 2 Umldufe mit 10 s Wechselzeit, wobei die Werte ebenfalls keinen Shift
erkennen lassen durften.

Im Anschlufl daran wurden 60 pl verdiinnte Membranfraktion, Homogenat (1:5,
1:10), BB (1:50), bzw. entsprechend verdiinnter Puffer (jeweiliger Leerwert)

dazugegeben.
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Wechselzeit: 30 s

Umlaufe: 9

Sowohl Probenwerte als auch Leerwerte wurden als 3-fach Bestimmungen durch-
gefiihrt. Die Anderung der Extinktion aus der G6P-DH-Reaktion wurde bei einer
Wellenldnge von 334 nm gemessen (die giinstigere Wellenldnge von 340 nm stand
fiir diese Art von Photometer nicht zur Verfiigung).

Es wurde darauf geachtet, da3 das AE/Umlauf zwischen 0.010 und 0.200 lag (als

Differenz zum AE, ).

2.4.4. Kinetische Messungen an der Na'/K'-ATPase

Der Bestimmung der Na'/K -ATPase-Aktivitit liegt folgende Reaktionsgleichung

zugrunde:

ATP + HZO Na+/ K +-ATPase > ADP + PhOSphat

Der eigentlichen Reaktion sind zur direkten photometrischen Registrierung des

Umsatzes folgende Reaktionen nachgeschaltet:

Phosphoenolpyruvat + ADP «—2reetkinase_y ATp 4 Pyruvat

Pyruvat + NADH «—2ectedelydrogenase_y NAD | actat
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Zur Durchfiihrung der Messungen wurden folgende Losungen hergestellt:

Substanz MG Einwaage Vol. Konz. pH
[mg] [ml] [mmol/l]
Losung 1 PEP 208 18.3 2 44
Losung 2 NADH 709 25.5 2 18
Losung 3a MgCl,-6 H,0 203 274 500 2.7 7.2
Imidazol 68 3400 100
Losung 3b 3a+QOuabain 729 182.3 250 1
Losung 3a
Losung 4a MgCl,-6 H,0 203 503 500 4.95
NaCl 58.5 14480 495
KCl 74.6 4100 110

Losung 4b wie Losung 4a, aber ohne NaCl

Losung 5 ATP-Nay,3 H,0 605 133.1 10 22
Enzyme LDH 140 pl

PK 200 pl H,0 ad 1000 pl
Reaktionslosung:

(a) 1 ml Losung 1+400 pl Losung2+12.2 ml Losung 3a
(b) 1 ml Losung 1+400 pl Losung2+12.2 ml Lésung 3b

Durchfiihrung der Bestimmung

Kivetten: Halbmikro, d =1 cm

MefBtemperatur: 37°C
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Vorbehandlung der Proben bzw. der Leerwerte

Die entsprechend verdiinnten Proben wurden fiir die Bestimmung
a) der Gesamt ATPase-Aktivitit in zwei Volumenteilen 4a
b) der ATPase Aktivitit bei gchemmter Na'/K'-ATPase (mit Ouabain) in zwei
Volumenteilen 4b 15 min bei 37°C inkubiert.

Messung der Gesamt-ATPase-Aktivitat:

680 ul Reaktionslosung (a), Inkubation fiir 10 min bei 37 °C
100 pl ATP-Losung + 10 pl Enzyme, nach 5 min Inkubation bei 37 °C=2 Umlaufe
mit 10 s Wechselzeit, waren die Absorptionswerte konstant, wurden

300 pl Losung aus Vorbehandlung a) zugegeben.

Zur Bestimmung der ATPase-Restaktivitit (Gesamtaktivitdt minus Aktivitdt in
Gegenwart von Ouabain) wurde die entsprechende Reaktionsldsung (b) bzw. die
vorbehandelte Probe (b) verwendet. Die Na'/K -ATPase-Aktivitit errechnete sich
aus der Differenz der beiden Bestimmungen, wobei die Probenwerte jeweils durch

die Leerwerte korrigiert wurden.

Auswertung:

Aus den letzten Umldufen wurden drei zur Berechnung des Mittelwertes
herangezogen. Die Schwankungen des AE/Umlauf sollten nicht {iber 10% liegen und

nicht systematisch kleiner oder groBer von Umlauf zu Umlauf werden.

Messung: Die Extinktion wurde durch Abnahme der NADH-Konzentration geringer
(der Anfangswert lag im Mittel bei einer Absorption von ca. 1.5)

Sowohl Probenwerte als auch Leerwerte wurden als 3-fach Bestimmungen
durchgefiihrt. Die Anderung der Extinktion wurde bei einer Wellenlinge von 334 nm
gemessen (die giinstigere Wellenldnge von 340 nm stand fiir diese Art von

Photometer nicht zur Verfiigung).
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Es wurde darauf geachtet, dal das AE/Umlauf nicht grofer als 0.100 und nicht

kleiner als 0.003 (als Differenz zum Leerwert) war.

2.5. Verwendete Substanzen und Geriate

Streptozotocin wurde bei Sigma (St. Louis, MO, USA) und Rinderserumalbumin bei
Serva (Heidelberg) erworben. Enzyme, Substrate und alle anderen Reagenzien in p.a.
Qualitdt wurden von Boehringer (Mannheim) bzw. Merck (Darmstadt) bezogen.
Folgende Gerite wurden verwendet:
Photometer:  a. Spektralphotometer PMQ 3, Carl Zeiss, Oberkochen

b. Filterphotometer Typ 6118 mit automatischem Kiivettenwechsler,

Eppendorf Geritebau Netheler & Hinz, Hamburg

Zentrifuge: Sorvall RC5, Du Pont Instruments, Bad Nauheim
Potter: Elvehjem-Homogenisator, Braun, Melsungen

Thermomixer: Eppendorf Gerdtebau Netheler & Hinz, Hamburg

2.6. Statistik und Programme

Statistische Analysen zur Bestimmung von Signifikanzniveaus wurden mit Hilfe des
Student t-Tests durchgefiihrt. Kurvenanpassungen mit Darstellung von Vertrauens-

intervallen und Vorhersagesicherheiten wurden mit den Programmen TableCurve®
von Jandel Scientific, 40699 Erkrath, und SigmaPlot® von SPSS Science Software,

40699 Erkrath, gerechnet.
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3. ERGEBNISSE UND ABBILDUNGEN

3.1. Charakterisierung der renalen Biirstensaummembranfraktion

3.1.1. Leitenzyme und ihre Anreicherungsfaktoren

Die Tabelle 1 der vorliegenden Arbeit wurde von Blank et al. (1985) iibernommen. In
dieser Tabelle sind die spezifischen Aktivititen von Markerenzymen der renalen
Biirstensaummembranfraktionen einer ausfiihrlichen Versuchsserie
(Glucosetransportstudien) zusammengestellt. Die im Vergleich zur ausfiihrlichen
Serie (Tabelle 1) jetzt durchgefiihrten Versuche hatten eine niedrigere n-Zahl, die es
nicht erlaubte, die 28-Tage-diabetischen Tiere entsprechend dem Gewichtsverlust
statistisch abgesichert in drei Gruppen einzuteilen. Alle jetzt durchgefiihrten
Einzelversuche lagen jedoch mit den unter Standardbedingungen (Substratsittigung)
gemessenen spezifischen Aktivitdten der alkalischen Phosphatase, neutralen a-Gluco-
sidase und Na'/K"™-ATPase sowohl fiir das Nierenrindenhomogenat als auch fiir die
Biirstensaummembranfraktion und damit auch fiir die Anreicherungsfaktoren im
Streubereich der Ergebnisse flir die ausfiihrliche Versuchsserie (Tabelle 1). Im Detail
enthilt die Tabelle 1 fiir die Leitenzyme alkalische Phosphatase, neutrale a-Glucosi-
dase und Na'/K"-ATPase die spezifischen Aktivititen im Nierenrindenhomogenat
und in der Biirstensaummembranfraktion einschlieBlich enzymatischer
Anreicherungsfaktoren. Die 28-Tage-diabetischen Tiere wurden entsprechend ihrem

Gewichtsverlust unterteilt in drei Gruppen (Gewichtsverlust: 15%, 30% und > 40%).

Die spezifische Aktivitdt der alkalischen Phosphatase stieg im Homogenat und in der
Vesikelpréiparation fiir 4-Tage- und 28-Tage-diabetische Tiere relativ zu den
korrespondierenden Kontrolltieren. Je stirker der Gewichtsverlust bei den 28-Tage-
diabetischen Tieren ausfiel, um so hoher war der Anstieg der spezifischen

enzymatischen Aktivitét.
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Das zweite Leitenzym der Biirstensaummembran, die neutrale a-Glucosidase, zeigte
ein gegensinniges Verhalten. Die neutrale a-Glucosidase zeigte eine Abnahme der
spezifischen Aktivitdt im Homogenat und in der Vesikelpriaparation relativ zu den
korrespondierenden Kontrolltieren. Das Leitenzym der basolateralen Zellmembran,

die Na"/K*-ATPase, zeigte keine signifikanten Anderungen.
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3.1.2. Tabelle Leitenzyme und ihre Anreicherungsfaktoren

Tabelle 1

Spezifische Aktivitit von Markerenzymen in renalen Biirstensaummembran-
vesikeln von Kontroll- und diabetischen Ratten , 4 und 28 Tage nach Injektion

von Streptozotocin.

Spezifische Aktivitdten (x & SD) von Leitenzymen der Nierenrindenhomogenate und
der Biirstensaummembranfraktionen in umol/mg protein/min. Die Werte in
Klammern reprasentieren die Anzahl der Vesikelpraparationen. Neun Tiere wurden
fiir jede Vesikelpraparation verwendet. Die 4-Wochen-diabetischen Ratten wurden in
drei Gruppen eingeteilt entsprechend ithrem Gewichtsverlust verglichen mit
unbehandelten Tieren unter identischen Haltebedingungen. Die Gewichtsverluste
entsprachen 40%, 30% und 15%. ~ (p< 0.01) verglichen mit Werten der korrespon-
dierenden Kontrolltiere. * Ein geringer aber statistisch signifikanter (p< 0.01) Anstieg
der biirstensaumspezifischen Aktivitat der alkalischen Phosphatase in Kontrollratten

wurde nach 28 Tagen unter den gegebenen Haltebedingungen gefunden.
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3.2. Alkalische Phosphatase

3.2.1. Kinetik der alkalischen Phosphatase

Die substratabhdngigen spezifischen Aktivitdten der alkalischen Phosphatase in
renalen kortikalen Biirstensaummembranfraktionen wurden grafisch dargestellt fiir 4-
Tage-Kontrollratten (Abb. 1), 4-Tage-diabetische Ratten (Abb. 2), 28-Tage-
Kontrollratten (Abb. 3) und 28-Tage-diabetische Ratten (Abb. 4 A und B). Die
Abbildungen 1-3 zeigen jeweils fiir ein Einzelexperiment und fiir die insgesamt
durchgefiihrten Experimente die computererrechnete Kurvenanpassung der MefBwerte
an die Michaelis-Menten Gleichung. In die Abbildung 4 wurde zusétzlich ein
weiterer Einzelversuch aufgenommen. Die Einzelversuche zeigten in ihrer
Kurvenanpassung jeweils eine wesentlich geringere Irrtumswahrscheinlichkeit (1 - %)
als die gemeinsame Auswertung aller Versuche (siche r* -Werte in den Abbildungen).
Hierzu trug generell die Fehlerbreite der Proteinbestimmung bei, die in die
Berechung der spezifischen Enzymaktivititen eingeht. Dies flihrte dazu, dal3 die
Variationsbreite der Einzelversuche beziiglich der errechneten kinetischen
Konstanten fiir V., hoher war als fiir K, (Tabelle 2). Fiir die 4-Wochen-diabetischen
Tiere trat ein zusitzliches Problem auf. Wegen der geringen Anzahl der Ratten
konnten die Tiere nicht entsprechend des Gewichtsverlustes in Untergruppen
aufgeteilt werden. Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dal3 die spezifische Aktivitdt der
alkalischen Phosphatase unter der Bedingung der Substratséttigung mit
zunehmendem Gewichtsverlust zunehmend ansteigt (Blank et al. 1985). Um die
Bedeutung des Gewichtsverlustes der Tiere fiir die substratabhéngigen spezifischen
Aktivitdten der alkalischen Phosphatase zu dokumentieren, wurden in die Abbildung
4 zwei Einzelversuche aufgenommen. Die Abbildung 4A zeigt den Versuch mit dem
hochsten V,..-Wert der alkalischen Phosphatase (etwa 40% Gewichtsverlust) und
den Versuch mit dem niedrigsten V ,,-Wert (etwa 15% Gewichtsverlust). Die
Abbildung 4B zeigt die insgesamt durchgefiihrten Experimente. Die hier getitigten

Aussagen iiber die alkalische Phosphatase haben auch fiir die Markerenzyme neutrale
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a-Glucosidase und Na'/K*-ATPase Giiltigkeit. Die kinetischen Daten sind in Tabelle

2 enthalten.
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3.2.2. Abbildungen alkalische Phosphatase

Abbildung 1

Substratabhingige spezifische Aktivititen der alkalischen Phosphatase in

renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 4-Tage-Kontrollratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 7). Eingezeichnet ist die
Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.
Der Vorhersagebereich gibt an, in welchem Intervall eine neue Beobachtung mit 95%

Wabhrscheinlichkeit zu erwarten ist.



specific activity, ymol / mg per min
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Abbildung 2

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der alkalischen Phosphatase in
renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 4-Tage-diabetischen

Ratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 16). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.



specific activity, umol / mg per min
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Abbildung 3

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der alkalischen Phosphatase in

renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 28-Tage-Kontrollratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 5). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.



specific activity, ymol / mg per min
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Abbildung 4A und 4B

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der alkalischen Phosphatase in
renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 28-Tage-diabetischen
Ratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir zwei Einzelexperimente in Abb. 4A und, in Abb. 4B,
fiir die insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 21). Eingezeichnet ist jeweils die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.



specific activity, ymol / mg per min
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3.3. Neutrale a-Glucosidase

3.3.1. Kinetik der neutralen o-Glucosidase

Die substratabhdngigen spezifischen Aktivitdten der neutralen a-Glucosidase in
renalen kortikalen Biirstensaummembranfraktionen wurden grafisch dargestellt fiir 4-
Tage-Kontrollratten (Abb. 5), 4-Tage-diabetische Ratten (Abb. 6), 28-Tage-
Kontrollratten (Abb. 7) und 28-Tage-diabetische Ratten (Abb. 8). Die Abbildungen
5-8 zeigen jeweils fiir ein Einzelexperiment und fiir die insgesamt durchgefiihrten
Experimente die errechnete Kurvenanpassung der MeBBwerte an die Michaelis-
Menten Gleichung. Auffallend ist, dal bei den 4-Tage-diabetischen Ratten (Abb. 6)
in zwei von flinfzehn Versuchen die spezifischen Aktivititen etwas hoher lagen.
Interessanterweise war die Glucosetransportkapazitit bei 2-Tage-diabetischen Ratten
stiarker angestiegen als bei 4-Tage-diabetischen Ratten realtiv zu korrespondierenden
Kontrollratten (Blank et al. 1989), wéihrend die Verdanderung der spezifischen
Aktivitédt der Leitenzyme vom zweiten zum vierten Tag nach Streptozotocininjektion
zunahm. Anscheinend dndert sich die D-Glucosetransportkinetik, zeitlich gesehen,
schneller als die Kinetik der Leitenzyme. Die erwéhnten hoheren spezifischen
Aktivitdten in zwei von fliinfzehn Experimenten (Abb. 6) konnten eine verzogert

einsetzende Verdanderung der Leitenzymkinetik représentieren.
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3.3.2. Abbildungen neutrale a-Glucosidase

Abbildung 5

Substratabhingige spezifische Aktivititen der neutralen a-Glucosidase in

renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 4-Tage-Kontrollratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 7). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.
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Abbildung 6

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der neutralen a-Glucosidase in
renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 4-Tage-diabetischen

Ratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 15). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.



specific activity, ymol / mg per min
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Abbildung 7

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der neutralen a-Glucosidase in

renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 28-Tage-Kontrollratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 5). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.
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Abbildung 8

Substratabhingige spezifische Aktivititen der neutralen a-Glucosidase in
renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 28-Tage-diabetischen
Ratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 19). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.



specific activity, umol / mg per min
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3.4. Na'/K*'-ATPase

3.4.1. Kinetik der Na*/K*-ATPase

Die substratabhingigen spezifischen Aktivititen der Na'/K'-ATPase in renalen
kortikalen Biirstensaummembranfraktionen wurden grafisch dargestellt fiir 4-Tage-
Kontrollratten (Abb. 9), 4-Tage-diabetische Ratten (Abb. 10), 28-Tage-Kontrollratten
(Abb. 11) und 28-Tage-diabetische Ratten (Abb. 12). Die Abbildungen 9-12 zeigen
jeweils fiir ein Einzelexperiment und fiir die insgesamt durchgefiihrten Experimente
die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten

Gleichung.
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3.4.2. Abbildungen der Na*/K*-ATPase

Abbildung 9

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der Na*/K*-ATPase in renalen

kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 4-Tage-Kontrollratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 8). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.
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Abbildung 10

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der Na*/K*-ATPase in renalen

kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 4-Tage-diabetischen Ratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 14). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.



specific activity, ymol / min per mg
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Abbildung 11

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der Na*/K*-ATPase in renalen

kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 28-Tage-Kontrollratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 6). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.
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Abbildung 12

Substratabhiingige spezifische Aktivititen der Na*/K*-ATPase in renalen

kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von 28-Tage-diabetischen Ratten.

Die computererrechnete Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten
Gleichung wurde dargestellt fiir ein Einzelexperiment und, im Einsatz, fiir die
insgesamt durchgefiihrten Experimente (n = 18). Eingezeichnet ist die

Mittelwertskurve mit dem 95% Vertrauensbereich und dem 95% Vorhersagebereich.
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3.5. Zusammenstellung der enzymkinetischen Daten von

Biirstensaummembranfraktionen akut und chronisch diabetischer Ratten

3.5.1. Kinetik der Enzyme alkalische Phosphatase, neutrale a-Glucosidase und

Na'/K*-ATPase

Die Kinetik der Leitenzyme in renalen kortikalen Biirstensaummembranvesikeln von
4-und 28-Tage-diabetischen Ratten und entsprechenden Kontrollratten wurde in
Tabelle 2 zusammengestellt. Bei der alkalischen Phosphatase nahm V,,, in 4- bzw.
28-Tage-diabetischen Ratten, relativ zur Kontrolle, um 40.1% bzw. zwischen 33.1%
und 112.7% zu, wiahrend K., numerisch etwas abnahm.

Bei der neutralen a-Glucosidase nahm V., in 4- bzw 28-Tage-diabetischen Ratten,
relativ zur Kontrolle, um 9.7% bzw.zwischen 55.7% und 11.4% ab, wahrend K,
numerisch etwas zunahm.

Bei der Na'/K*-ATPase zeigten sich keine signifikanten Anderungen der Werte von
Vimax und K, bei 4-Tage-diabetischen Ratten gegeniiber den entsprechenden
Kontrollratten. Bei den 28-Tage-diabetischen Ratten wurde eine Abnahme von K,
zwischen 27.6% und 20.7% und eine Abnahme von V,,,, zwischen 37.5% und 18.4%

fiir die Na'/K"-ATPase relativ zu den Kontrollratten gefunden.
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3.5.2. Tabelle enzymkinetische Daten

Tabelle 2

Kinetik der Markerenzyme in renalen kortikalen Biirstensaummembran-
fraktionen von Kontroll- und diabetischen Ratten, 4 und 28 Tage nach Injektion

von Streptozotocin.

Anscheinende K,,- und V,,,-Werte (x + SD) der Markerenzyme alkalische
Phosphatase, neutrale a-Glucosidase und Na'/K'-ATPase wurden erhalten durch
Kurvenanpassung der MeBwerte an die Michaelis-Menten-Gleichung. Die einzelnen
EnzymmeBwerte und die Kurvenanpassungen fiir die 4-Tage-Kontrollratten, 4-Tage-
diabetische Ratten, 28-Tage-Kontrollratten und 28-Tage-diabetische Ratten sind in
den Abbildungen 1-12 enthalten. K, wurde in mol/l und V ,,x in mol/mg Protein pro
min angegeben. n = Anzahl der Vesikelpriaparationen. Die 28-Tage-diabetischen
Ratten verloren zwischen 15 und 40% an Gewicht. Fiir diese Versuche wurden die
K- und V..-Werte als Schwankungsbereich mit dem jeweils hochsten SD-Wert (in
Klammern) angegeben. *** (p<0.001), ** (p<0.01) und * (p<0.05) verglichen mit

Werten der korrespondierenden Kontrollratten.



Alkalische Phosphatase

4d Kontrolle
4d DM

4w Kontrolle
4w DM (-15 bis -40%)

n

7
16

5

21

Neutrale a-Glucosidase

4d Kontrolle
4d DM

4w Kontrolle
4w DM (-15 bis -40%)

Na'-K'-ATPase

4d Kontrolle
4d DM

4w Kontrolle
4w DM (-15 bis -40%)

n

7
15

5
19

53

Km [¥10%]
53+1.2
50+1.5

52+1.7
45-49 [2.8]

Km [¥10%]
33409
3.4+1.1

35+1.1
44-49 [1.7]

Km [¥10%]
2.9+0.4
2.6+0.6

29+0.5

"23-2.1  [0.7]

Tab. 2

Vmax [¥10°]

14.7+0.8

kskosk

20.6 £1.2

18.1£1.5

"24.1-38.5  [5.8]

Vmax [¥10°]

1.65 + 0.09
*1.49+0.13

1.58+0.19
0.7-1.4  [0.45]

Vmax [¥10°]

0.117+0.019
0.122 £0.009

0.136 £0.018
"0.085-0.111  [0.044]

rel. Anderung
(Vmax)

40.1%

33.1% to 112.7%

rel. Anderung
(Vmax)

-9.7%

-55.7% to -11.4%

rel. Anderung
(Vmax)

4.3%

-37.5% to -18.4%
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4. DISKUSSION

Der Beginn des Diabetes beim Menschen (Ditzel u. Junker 1972, Mogensen et al.
1981) und Versuchstier (Wald u. Popovtzer 1984, Wald et al. 1986, Ku et al. 1986,
Khadouri et al. 1987) ist charakterisiert durch Anstieg der Glucosekonzentration im
Plasma, Abnahme des Korpergewichts, Vergroferung der Niere, des renalen
Plasmaflusses, der GFR und damit der filtrierten Menge an Glucose und Natrium,
sowie der resorbierten und ausgeschiedenen Mengen an Glucose und Natrium. Durch
das Auftreten der osmotischen Diurese steigt das Harnzeitvolumen. Strukturelle
Untersuchungen belegen eine Zunahme der Grof3e der Glomeruli (Osterby u.
Gundersen 1975, Seyer-Hansen 1980) und Lange der proximalen und distalen Tubuli
(Rasch 1979).

Die renale Glucoseresorption findet im proximalen Tubulus durch zwei
hintereinandergeschaltete Zellmembranen statt. Die Biirstensaummembran enthélt
Na'/Glucose-Symporter, wihrend die basolaterale Zellmembran Glucoseuniporter mit
hohem K-Wert enthilt. Die treibende Kraft fiir den luminalen natriumgekoppelten
Glucoseeintritt in proximale Tubuluszellen, das elektrochemische Potential, wird von

der Funktion der basolateral gelegenen Na'/K-ATPase aufrechterhalten.

Um bei den komplexen renalen Verdnderungen im Diabetes definierte
Versuchsbedingungen zu erhalten, wurden fiir die vorangehenden
Glucosetransportstudien und die jetzigen vorliegenden enzymatischen Studien
vesikuldre Biirstensaummembranfraktionen isoliert. Verwendet wurden nicht-
insulinpflichtige diabetische Ratten, 4 und 28 Tage nach Streptozotocininjektion und

entsprechende Kontrollratten.

Vier Tage nach Streptozotocininjektion waren die anscheinenden

Transportkonstanten K; und V., des renalen natriumgekoppelten Glucosetransportes
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zweifach hoher als normal. Achtundzwanzig Tage nach Streptozotocininjektion
waren die Transportkonstanten ebenfalls zweifach hoher, sofern die diabetischen
Tiere ihr Korpergewicht hielten. Allerdings verloren die schwerkranken,
ketoacidotischen Tiere ihre erhohte Glucosetransportkapazitit, wéhrend der K.-Wert
weiter anstieg. Die Erklarung unserer Arbeitsgruppe fiir die gefundene erhohte renale
Glucosetransportkapazitét in dem frithen diabetischen Zustand (Blank et al.
1985,1989) ist die Prasenz einer grofleren Anzahl von Transportstellen in der
Biirstensaummembran, jedoch haben sie eine geringere Affinitét fiir Glucose.
Membranen der kachectischen, 4-Wochen-diabetischen Ratten verlieren
funktionierende Transporter. Die progressiv abnehmende Affinitét fiir Glucose kann
Beeintrachtigungen der Bindungsstelle (Glykosilierung) oder des/der
Transportproteins(e) reflektieren, moglicherweise in einer verdnderten Lipiddomine,

welche ebenfalls die Mobilitiat beeinfluf3t.

In der vorliegenden Arbeit wurden die kinetischen Parameter der
Biirstensaumleitenzyme alkalische Phosphatase und neutrale a-Glucosidase sowie
des Leitenzyms der basolateralen Zellmembran, der Na'/K'-ATPase, bestimmt.
Anderungen der maximalen Umsatzrate (V) der Leitenzyme zeigen in erster Linie,
daB sich die Anzahl der Enzymproteine in der Membran gedndert hat, wahrend
Anderungen der Michaelis-Menten-Konstanten (K,,) von membranassoziierten
Enzymproteinen fiir Strukturdnderungen der Enzyme und/oder der umgebenden
Membranbestandteile sprechen. Der V,..-Wert der alkalischen Phosphatase war im
4-Tage- und 28-Tage-Diabetes erhoht, wahrend der V,,.-Wert der neutralen
a-Glucosidase erniedrigt war. Die Abweichungen der K, ,-Werte waren fiir beide

Enzyme nicht signifikant.

Die mit der Dauer des Diabetes und der Stiarke der Korpergewichtsabnahme
zunehmenden Enzymverdanderungen relativ zu korrespondierenden Kontrollratten

reflektieren aktuelle Beeintrachtigungen im renalen Biirstensaummembranaufbau und
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keine Unterschiede in der Reinheit der Membranfraktionen. Fiir diese Aussage
sprechen folgende Befunde:

1.) Die spezifischen Aktivitidten der Biirstensaummarkerenzyme alkalische
Phosphatase und neutrale a-Glucosidase dndern sich in entgegengesetzter Richtung.
2.) Die Anreicherungsfaktoren in der Vesikelfraktion relativ zum
Ausgangshomogenat bleiben konstant bei etwa 9.5 und 12.5 von Kontroll- und
diabetischen Ratten.

3.) Die anscheinende Kontamination der renalen Biirstensaummembranfraktion mit
basolateralen Membranen, bestimmt als die spezifische Aktivitit des Markerenzymes
Na'/K"-ATPase, bleibt niedrig und konstant sowohl in Kontroll- als auch in
diabetischen Tieren.

4.) Alle Vesikelpraparationen von Kontroll- und diabetischen Tieren zeigten das
gleiche intravesikuldre Volumen (Blank et al. 1985).

5.) Die Aufnahmerate von L-Glucose in Biirstensaummembranvesikel von Kontroll-
und diabetischen Ratten war niedrig und konstant, was gegen eine erhohte passive

Durchléssigkeit der Vesikel diabetischer Tiere spricht (Blank et al.1985).

Zusitzlich zu den progressiven Anderungen der kinetischen Parameter der
Biirstensaumleitenzyme und des natriumgekoppelten Glucosetransportes sprechen
auch Anderungen der Aktivierungsenergien, der Ein- und Ausstromkonstanten sowie
der membrangebundenen Mengen an Glucose und Phlorizin (Blank et al. 1998, 1999)
in diabetischen Ratten fiir starke Modifikationen im Aufbau der luminalen
Zellmembran renaler proximaler Tubuluszellen. Unterstiitzt wird diese Aussage durch
Diinndarmbefunde nach chemisch-induziertem Diabetes. Die erhohte enterale
Glucosetransportrate (Csaky u. Fischer 1981) geht parallel mit starken
Verdnderungen der Biirstensaummembran in der Protein-Lipidzusammensetzung
(Pathak et al. 1981), der Lipidzusammensetzung und Lipidfluiditat (Brasitus u.
Dudeja 1985) sowie im Glykoproteingehalt (Jacobs 1981).
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Die diabetes-induzierte progressive Abnahme des V ,.-Wertes der neutralen
o-Glucosidase in der Biirstensaummembranfraktion bedeutet aller Wahrscheinlich-
keit nach einen zunehmenden Verlust an Enzymproteinen der membrangebundenen
neutralen a-Glucosidase. So konnte gezeigt werden, da3 in Ratten mit streptozotocin-
induziertem Diabetes die spezifische Aktivitdt der neutralen a-Glucosidase in der
Niere abnimmt, wihrend sie im Urin zunimmt (Juretic et al. 1984). Auch die neuere
Literatur (Murakami u. Ikeda 1998, Sharma u. Sivakami 1998) belegt eine Abnahme
der spezifischen Aktivitit der neutralen a-Glucosidase in der Niere, wihrend die
Aktivitédt der Disaccharidasen, einschlieBlich der neutralen a-Glucosidase (neutrale
Maltase) im Diinndarm, zunimmt. Nach Tsuji et al. (1985) ist jedoch fiir die
intestinale hohere maximale Glucosetransportrate im Diabetes nicht die hohere
Glucoseproduktion durch Disaccharidasen entscheidend, sondern die erhohte
Aktivitdt des Glucosetransportsystems. Die erhohte Aktivitat der enteralen
Disaccharidasen scheint typisch fiir den Diabetes zu sein, da sie unabhéngig von der

enteralen Nahrungszufuhr ist (Schedl et al. 1983)

Der Anstieg des V,,.-Wertes der alkalischen Phosphatase spricht dafiir, da3 die im
Inneren der Biirstensaummembran gelegenen Enzymproteine der alkalischen
Phosphatase relativ zu anderen Membranproteinen durch die Membranverdnderungen
angereichert werden. Alternativ konnte auch die Anzahl der Enzymproteine
zunehmen durch erhohte Synthese oder durch verringerten Abbau. Die Aktivitét der
alkalischen Phosphatase ist beim experimentellen Diabetes auch im Diinndarm erhoht

(Nakabou et al. 1985, Brasitus u. Dudeja 1985).

Zusétzlich zur Kinetik der Leitenzyme der renalen Biirstensaummembran wurde in
der Biirstensaummembranfraktion auch die Kinetik der Na*/K*-ATPase, als
Leitenzym der basolateralen Membran, bestimmt. Die Aktivitit der Na'/K'-ATPase
repriasentiert die Aktivitdt der Na“/K'-Pumpe, die im frithen diabetischen Zustand mit
erhohter Glucose- und Natriumresorption die erhohte Natriumresorption im

proximalen Tubulus durch die basolaterale Membarn ermdglicht. Im frithen
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diabetischen Zustand steigt die Aktivitit der Na'/K -ATPase in der Niere (Ku u.
Meezan 1984, Rasch 1986), allerdings nicht nur im Nierencortex sondern auch im
Nierenmark (Wald u. Popovtzer 1984, Ku et al. 1986). Insulin, bzw. das fehlende
Insulin im diabetischen Zustand, scheint keinen direkten Effekt auf die

Aktivititskontrolle der Na'/K"-ATPase zu haben (Ku et al. 1987).

Streptozotocin wurde von anderen Arbeitsgruppen mit dem Ziel verabreicht, ein
Modell fiir eine hyperfiltrierende Niere zu erhalten. Bereits 24 Stunden nach
Streptozotocingabe steigt die Blutzuckerkonzentration, die Glucoseausscheidung
(osmotische Diurese), die Natriumausscheidung, die Aldosteronkonzentration im
Plasma sowie die Aktivitit der Na'/K"-ATPase im proximalen Tubulus und
Sammelrohr signifikant an (Wald u. Popovtzer 1984, Wald et al. 1986). Trotz einer
durch erhohte Glucosefiltration bedingten erhohten Glucose- und Natriumresorption
im proximalen Tubulus mit Anstieg der Aktivitit der Na'/K"-ATPase im proximalen
Tubulus, kommt es zu einer erhohten Natriumausscheidung, die als Folge der
osmotischen Diurese durch erhohte Glucoseausscheidung interpretiert wird (Wald u.
Popovtzer 1984, Wald et al. 1986). Die erhohte Natriumausscheidung bedingt eine
erhohte Aldosteronkonzentration im Plasma, die die Na“/K*-ATPase im Sammelrohr
stimuliert. Die erhohte proximale Volumenresorption (Glucose, Natrium und damit
Wasser) erhoht den glomerulo-tubuldren Druckgradienten, was moglicherweise
ursdchlich zu einer erhdhten GFR fiihrt (Ditzel u. Junker 1972). Die GFR-Erhohung
erfolgt nach vier, die Gewichtszunahme nach sieben Tagen, so daf3 der
Aktivititsanstieg der Na'/K"-ATPase im proximalen Tubulus und auch im
Sammelrohr zeitlich eindeutig vor dem GFR-Anstieg und vor der renalen
Hypertrophie liegt. Parallel mit dem GFR-Anstieg steigt die Aktivitit der Na'/K -
ATPase im dicken Teil der aufsteigenden medullaren Henle-Schleife. Khadouri et al.
(1987) haben dhnliche Befunde erhoben. Im Dienste der Homdoostase des
Natriumhaushaltes erfolgt somit nach Streptozotocingabe nur in bestimmten
Tubulusabschnitten — zu unterschiedlichen Zeiten und unterschiedlich reguliert — eine

Aktivierung der Na“/K'-ATPase. Beide Arbeitsgruppen (Wald et al. 1986, Khadouri
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et al. 1987) stimmen in der Annahme {iberein, daB die Aktivierung der Na'/K"-
ATPase im proximalen Tubulus urséchlich durch die erhohte Glucoseresorption
bedingt ist. Auf tubuldrer Ebene wurde die Aktivitit der Na"/K -ATPase nur in den
ersten acht Tagen nach Streptozotocingabe gemessen (Wald et al. 1986, Khadouri et
al. 1987). Im proximalen Tubulus als Ort des erh6hten natriumgekoppelten
Glucosetransportes erhoht sich die spezifische Aktivitit der Na'/K*-ATPase einen
Tag nach Streptozotocingabe. Am zweiten Tag fillt die Aktivitdt ab, sie bleibt jedoch
vom zweiten bis achten Tag auf einem geringeren Niveau erhoht. Die vorliegende
Charakterisierung der in der renalen Biirstensaummembranfraktion vorhandenen
basolateralen Na'/K"-ATPase ist mit den tubuldren Befunden gut vereinbar. Zwar
sind vier Tage nach Streptozotocingabe die kinetischen Konstanten der Na'/K -
ATPase relativ zur Kontrolle nicht signifikant unterschiedlich, numerisch hat die
Affinitat und der V,,.-Wert, d.h. die Anzahl der Na+-Pumpstellen, jedoch

zugenommen.

Vier Wochen nach Streptozotocingabe ist im Nierencortex die maximale Kapazitit
der niedrig-affinen Ouabain Bindungsstellen relativ zur Kontrolle unverdndert (Ver et
al. 1995), wihrend die Aktivitidt der Na'/K'-ATPase leicht erhoht ist (Ku et al. 1986).
Etwa acht Wochen nach Streptozotocingabe wird die spezifische Aktivitit der
Na'/K"-ATPase leicht erhoht (Ku et al. 1986, Chen 1992), unverindert (Levy et al.
1986) und erniedrigt (Raccah et al. 1994) gefunden. Diese divergierenden Befunde
reflektieren sicherlich den mehr oder weniger stark beeintrachtigten Zustand der
Tiere unter den jeweiligen Versuchsbedingungen. In der vorliegenden Arbeit sind die
kinetischen Parameter der Enzyme 28 Tage nach Streptozotocingabe um so starker
verindert je hoher die Gewichtsabnahme relativ zur Kontrolle ist. Fiir die Na"/K"-
ATPase erhoht sich die Affinitdt bzw. erniedrigt sich der V ,..-Wert. Offensichtlich
nimmt die Anzahl der Na'-Pumpstellen in der basolateralen Membran der proximalen

Tubuluszellen bei den schwerkranken diabetischen Ratten leicht ab.



60

Die vorliegenden kinetischen Parameter der Leitenzyme neutrale o-Glucosidase,
alkalische Phosphatase und Na'/K*-ATPase sprechen fiir mit Dauer des Diabetes
progressiv zunehmenden Modifikationen im Aufbau nicht nur der luminalen sondern
auch der basolateralen Zellmembran proximaler Tubuluszellen. Im 4-Tage-Diabetes
ist in der Biirstensaummembran die maximale Glucosetransportrate zweifach erhoht,
wihrend die spezifische Aktivitit der basolateralen Na'/K *-ATPase numerisch erhdht
ist. Mit der Dauer des Diabetes nehmen beide V ,,,-Werte ab. Im 28-Tage-Diabetes
sind die enzymatischen und Transportdnderungen um so ausgepragter, je starker die
Tiere an Gewicht verlieren. Mit anderen Worten, die Gewichtsabnahme der
diabetischen Ratten relativ zu korrespondierenden Kontrollratten gibt Auskunft tiber
das Ausmal} von Verdnderungen enzymatischer Umsatzraten bzw. transmembrandser

Transportleistungen und reflektiert damit Zellmembranverdnderungen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Glucose wird in der Niere von proximalen Tubuluszellen resorbiert, wobei in der
luminalen Zellmembran, der sogenannten Biirstensaummembran, das natrium-
gekoppelte Glucosetransportsystem lokalisiert ist. Biirstensaummembranvesikel von
diabetischen Ratten zeigen erhohte Glucosetransportkapazitit und Leitenzym-
anderungen relativ zu Kontrollratten. In der vorliegenden Arbeit sollten die
Anderungen der alkalischen Phosphatase und der neutralen a-Glucosidase, als
Leitenzyme der Biirstensaummembran und die der Na’/K"-ATPase, als Leitenzym
der basolateralen Zellmembran, naher charakterisiert werden. Der nicht-insulin-
pflichtige Diabetes wurde durch einmalige Injektion von Streptozotocin erzeugt. Bei
der alkalischen Phosphatase nahm V., in 4- bzw. 28-Tage-diabetischen Ratten,
relativ zur Kontrolle, um 40.1% bzw. zwischen 33.1% und 112.7% zu, wahrend K,
numerisch etwas abnahm. Bei der neutralen a-Glucosidase nahm V., in 4- bzw. 28-
Tage-diabetischen Ratten, relativ zur Kontrolle, um 9.7% bzw. zwischen 55.7% und
11.4% ab, wihrend K,,, numerisch etwas zunahm. Bei der Na"/K"-ATPase zeigten
sich keine signifikanten Anderungen der kinetischen Parameter 4 Tage nach
Streptozotocininjektion. Bei den 28-Tage-diabetischen Ratten nahm K, zwischen
27.6% und 20.7% und V.« zwischen 37.5% und 18.4% ab. 28-Tage-diabetische
Ratten nahmen unterschiedlich stark an Gewicht ab. Je hoher die Korpergewichts-
abnahme, um so schwerer war die Erkrankung und um so ausgeprégter waren die
Anderungen der kinetischen Parameter. Die mit der Dauer und der Schwere des
Diabetes zunehmenden Anderungen in den kinetischen Konstanten der untersuchten
Leitenzyme sprechen fiir progressive, starke Modifikationen im Aufbau der
luminalen und basolateralen Zellmembran renaler proximaler Tubuluszellen

diabetischer Ratten.
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