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Priparation und ATPase-Aktivitiit reninhaltiger Granula

Die Reninaktivitdt der Niere ist in spezifischen Granula
myo-epithelialer Zellen des juxtaglomeruliren Apparates
lokalisiert1» 2, Zwar sind frither durch Ultrazentrifugation
schon Fraktionen mit reninhaltigen Granula gewonnen
worden? ¢, doch fehlen z. Z. noch Daten zur biochemischen
Charakterisierung dieser Zellpartikel. Im folgenden wer-
den Verfahren zur Gewinnung angereicherter Granula-
fraktionen beschrieben und erste Ergebnisse iiber die
ATPase-Aktivitit der Praparate mitgeteilt.

Methodik. Die Priparation der reninhaltigen Granula
aus eisgekiihlter frischer Nierenrinde vom Schwein
erfolgte bei 2-4°C in 0,3M Saccharose und 0,2M Twris-
Puffer (pH 7,6). Das Ausgangshomogenat wurde bei
800g, der erhaltene Uberstand nacheinander bei 13000,
10000 und 8000g zentrifugiert und jeweils das untere
Sediment nach Resuspension weiter verwendet. Der letzte
Rickstand war in Farbe und Konsistenz einheitlich. Die
pressorische Aktivitdt der Endfraktion entsprach im
Mittel aus 19 Versuchen 14 500 4- 1500 ng Angiotensin/mg
Protein.

Aliquote Anteile der frischen Priparation wurden
unter Schiitteln nach den Angaben in der Tabelle inku-
biert. Die Messung der ATPase-Aktivitit erfolgte durch
colorimetrische Bestimmung des anorganischen Phos-
phats?, das bei der Inkubation mit Adenosin-tri-phosphat
(ATP) freigesetzt wurde. Die Bestimmung der pressori-
schen Aktivitit erfolgte nach BoucHERS®, die Eiweiss-
bestimmung mit dem Folin-Phenol-Reagenz, die Be-
stimmung der Monoaminoxidase (MAO)-Aktivitit mano-
metrisch im Warburg-Apparat?.

Evgebnisse. Nach der Figur 18 enthielten die Endfrak-
tionen neben rund 509, Mitochondrien vor allem renin-
haltige Granula, vereinzelt auch Lipofuscingrana; Zell-
membranfragmente waren in der Endfraktion nicht zu
sehen. Dem elektronenoptisch ermittelten Mitochondrien-
gehalt entsprach auch die MAO-Aktivitit. Die Ultra-
struktur der reninhaltigen Grana stimmte bei stirkerer
Vergrosserung durchaus mit der nach in-vivo-Fixierung
iiberein®.

Die geschilderte Granafraktion aus Schweinenieren
spaltet ATP. Die Spaltungsrate betrug bei 33°C und
pH 7,6 24,00 nmol Pi/mg Protein/min (Tabelle). N-Athyl-
maleinimid (NEM), dem Priparat 5 min vor ATP in
einer Konzentration von 1 x 10-*M zugesetzt, reduzierte
die ATPase-Aktivitit auf rund 659, des Kontrollwertes
(Tabelle). Die NEM-sensitive ATPase spaltete 8,5 nmol
Pi/mg Protein/min. NEM-Konzentrationen von 1x10-3
und 5x10-¢ (letztere bei pH 7,6 und pH 8) wie auch
Vorinkubation mit p-Chlormercuribenzoat (PCMB)
fithrten zu keiner signifikant stirkeren Verminderung der
Enzymaktivitdt, Inkubierte jman vor der NEM-Zugabe
5 min lang mit 5x 10~ ATP, so blieb die sonst NEM-
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sensitive ATPase auch in Gegenwart von NEM aktiv
(Tabelle). Nach Vorinkubation mit Ouabain war die
ATP-Spaltung gegeniiber den Kontrollen ohne Ouabain
nicht signifikant verindert. In einem Versuch wurde

Fig. 1. Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme einer Renin-
granula-haltigen Priiparation aus Schweinenieren, Fixation mit
Osmiumtetroxyd, Einbettung in Epon 812, Nachkontrastierung mit
Bleihydroxyd und Uranylacetat. Endvergrésserung 20000fach.
Pfeil: Reninhaltige Granula. Ausserdem Mitochondrien und (ver-
einzelt) Lipofuscingranula.

Wirkung von NEM, PCMB und Ouabain auf die ATPase-Aktivitiit
der Préparation

Inkubation mit Endkonzentration ATP-Spaltung

{nmol Pifmg

Protein/min}
ATP (Kontrollen) 5x1073M 24,0 + 2,7 n17
NEM + ATPs 1x103M 16,5 4 1,1 n 8
(0,9-3,3 u.M/mg Protein)
NEM + ATP» 1x10*M 15,54 1,9 n 14
ATP + NEM®b (0,18-0,33 wM/mg Protein) 27,5428 #n 4
PCMB + ATP 9x103M 17,44+ 1,2 n 4
(0,2-0,3 n.M[mg Protein)
Quabain + ATP¢ 8,5x 103 M 22,8 + 1,9 n 4

(0,2-0,28 u.M[mg Protein)

20 min bei 33°C, 0,12 M Saccharose, 5x 10-3M MgCl,, 0,2M Tris
(pH 7,6) und 5x10-3M ATP {pH 7,0); wenn nicht anders vermerkt
13 mValfl Na und 5 mVal/l K. » NEM + ATP, 5 min Vorinkubation
mit NEM. » ATP + NEM, 5 min Vorinkubation mit ATP. ¢ Oua-
bain 4+ ATP, 5 min Vorinkubation mit Quabain (bei 0,04-0,05
mValfl Na und K bzw. 40 mVal/l Na}; anschliessend 60 min. Inku-
bation bei 13 mVal/l Na und 5 mValjl K.
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ADP anstatt ATP als Substrat verwendet; die Spaltungs-
rate betrug dabei rund 309%, der in Gegenwart von ATP.

Die ATPase-Aktivitit der Mitochondrien, im Saccha-
rose-Dichtegradienten aus der Endfraktion gewonnen,
betrugin 2 Versuchen 10,8 4 1,2 nmol Pi/mg Protein/min;
sie war ohne NEM, in Gegenwart von 1x 10—t} NEM
und bei NEM-Zugabe nach ATP-Vorinkubation nicht
signifikant verschieden.

Diskussion. Die beschriebene Priparation liefert eine
Endfraktion, deren pressorische Aktivitit, nach BoucHER
ermittelt und auf Eiweiss bezogen, rund 12mal grésser
ist als die pressorische Aktivitit des Ausgangshomoge-
nats. Da die reninhaltigen Granula als solche in der
Endfraktion ungleich stdrker angereichert sind als die
pressorische Aktivitit, ist anzunehmen, dass wihrend der
Priparation Reninverluste anftreten.

Etwa 35% der gefundenen ATPase-Aktivitit waren
durch NEM hemmbar. Diese NEM-Hemmung konnte
durch Vorinkubation mit ATP aufgehoben werden. Sol-
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Aktivitat der Gesamt-ATPase

Fig. 2. Zeitverlauf der Wirkung.von NEM auf die AT Pase-Aktivitit
der Priparation und die Schutzwirkung von ATP. ATP, Gesamt-
aktivitit; NEM 4 ATP, 5 min Vorinkubation mit NEM; ATP +
NEM, 5 min Vorinkubation mit ATP. Spaltungszeit 20 min.
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che Eigenschaften sind fiir Transport-ATPasen charakte-
ristisch 10,11,

Fir die Annahme, dass die NEM-sensitive ATPase-
Axtivitit eine Eigenschaft der Reningranula und nicht
anderer Bestandteile der Endfraktion ist, sprechen fol-
gende Argumente, 1. Die im vorliegenden beschriebene,
vermutlich Reningranula-stindige Transport-ATPase ist
im Gegensatz zu mikrosomalen oder Zellmembran-
standigen Transport-ATPasen nicht Ouabain-empfind-
lich*?. Z. Die mitochondriale ATPase ist nicht NEM-
empfindlich 3. Dies trifft nach Kontrollversuchen auch
fiir Mitochondrien zu, die aus unseren Priparaten iiber
einen Saccharose-Gradienten gewonnen worden waren,

Die NEM-insensitive ATPase-Aktivitdt unserer End-
fraktion konnte ausser in Mitochondrien auch in den
Reningranula lokalisiert sein. Tatsdchlich wurden am
Nierenschnitt histochemisch saure Phosphatasen in den
Granula des juxtaglomeruliren Apparates nachgewie-
sent. Schliesslich weist auch die renale Lysosomen-
fraktion bei pH 5 §-Glycerophosphat- und ATP-spaltende
Aktivitit auf15. Im Gegensatz zu den lysosomalen Phos-
phatasen stieg die ATP-spaltende Aktivitdt unserer
Praparation jedoch bis zum Bereich von pH 8 an.

Summary. In a preparation of renin-containing gra-
nules from pig kidneys a NEM-sensitive ouabain-
insensitive transport ATPase-activity is described.
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The Effect of Insulin on the Glycolysis and Glycogen Content of Beating Rat Heart Cells in the

Primary Gulture

The fact that insulin accelerates glucose uptake in
skeletal and cardiac muscle is generally accepted, We
studied the effect of imsulin at the primary culture
prepared from chicken embryo heart and newborn
rats2-4 The beating rat heart cells were prepared accord-
ing to a modification of the method used by Harary
and FARLEYS.

Since the culture contains several types of cells, the
proportion of which changes with the age of culture$,
we confined ourselves to only a short time for the 3 days
in culture. The cultures were incubated with semisyn-
thetic medium? without (control group) and with insulin
(10 mU insulin per ml medium) 20h after isolation of
the cells. After an incubation period of 24 h or 4h the
glucose uptake, the lactate production and lactate C-14-
production from C-14-glucose were determineds-1°. The

pathway glucose to lactate was very active. The large
percentage of glucose C-14-uptake appeared as lactate-
C-14 (62.8 4-3.26%,, = = 26). Insulin increased the lac-
tate-C-14-production from U-C-14-glucose (Table).

Incorporation of radioactivity from U-C-14 labelled glucose into
lactate within 4 h

dpm x 104/umol of produced lactate

Control 4 Insulin
% 4.85 5.83
3+ 0.212 0.166
n 8 10

p<1%




