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Es konnte auf Grund zweier experimenteller Beweise gefolgert werden,
dass die Blutkorperchen ihren K-Uberschuss durch stindige Akkumulation auf-
rechterhalten. Erstens konnte vielfach nachgewiesen werden, dass irgendeine
Hemmung oder Vernichtung des Stoffwechsels einen Konzentrationsausgleich
zur Folge hat. Zweitens zeigen die Messungen des K-Austausches mit Hilfe des
radioaktiven K-lsotops, dass pro Stunde und pro Liter Zellen 1,6 mM K aus-
getauscht werden, d. h. dass soviel K in der Bichtung des Gradienten verloren
geht und dass wieder ebensoviel gegen den Gradienten aufgenommen wird.
Keine dieser Methoden erwies sich aber als geeignet, um einen ndheren Einblick
in den Mechanismus dieser Akkumulationsprozesse zu gewé&hren. Obwohl ver-
schiedene Theorien entwickelt wurden, ist diese Frage bisher Uberhaupt nicht
gelést. Die von uns hier beschriebene Methode gestattet, diese Erscheinung
kinetisch zu untersuchen, was fir die weitere Erforschung des Mechanismus
unentbehrlich scheint.

Székely, Manyai und Straub (1) haben gefunden, dass menschliche Blut-
koérperchen nach partieller Hamolyse ihre Kationimpermeabilitdit bewahren.
Werden die Zellen mit wenig Wasser bei 0° hdmolysiert und stellt man dann die
Isotonie durch Zugabe der entsprechenden Menge KCI oder NaCl her, so erhalt
man sogenannte »revertierte Zellen«, die im Zellinneren K- oder Na-lonen ent-
halten. Solche Zellen verlieren das K oder Na durch Waschen nicht mehr. Es
wurde nachgewiesen, dass die Zellmembrane im hypotonischen Zustand meistens
erhalten bleiben, dass sie sich aber wéahrend dieser Hypotonie flr einige lonen,
wie K+, Na+ und Phosphat — voriibergehend — als permeabel erweisen.

Diese Beobachtung gestattete uns eine experimentelle Untersuchung der
lonenakkumulation. Es wurde ein System geschaffen, in welchem mehr Na- als
K -enthaltende menschliche Blutkdrperchen — »revertierte Na-Zellen« darge-
stellt wurden. Wenn diese in einer isotonischen Flussigkeit suspendiert wurden,
so konnten sie bei 37° gegen den Konzentrationsgradienten mehrere Stunden
lang K anhdéufen.
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Methoden

Menschliches Blut wird defibriniert, durch Baumwolle filtriert, wonach die Zellen abzentri-
fugiert werden. Der Zellbrei wirdauf 0° gekihlt und mit 1,2 Volumeneiskaltem Wasser schnell
verriihrt. Die Mischung erscheint lackfarbig. Nach 15 Minuten gibt man 1/9 Volumen (des
zugesetzten Wassers) 9%NaCl bei, worauf sichdie Mischungtriibt. Die »revertierten Zellen« werden
abzentrifugiert und mit der gleichen Menge 0,9% NaCl ein- oder zweimal gewaschen. Sie werden
dann in einer isotonischen Ldsung suspendiert, so dass der scheinbare Hamatokritwert zwischen
40—60% liegt. Wenn es notig war, ionisierte Substanzen ausser NaCl in die Zelle einzuschliessen
(siehe unten), so wurden diese mit dem zur Hamolyse dienenden Wasser vermischt, nachdem
ihre isotonischen Losungen entsprechend (d. h. durch Zugabe von 1,2 Volumen Wasser)
verdinnt wurden.

Die Suspension der derart préaparierten Zellen wurde bei 37° inkubiert. Nach je
30 Minuten wurde eine kleine Probe genommen, zentrifugiert und aus der U{berstehenden
Flissigkeit K mit dem Flammenphotometer bestimmt. Milchsdaure wurde mit der Methode
von Barker und Summerson (2), ATP mit unserer spezifischen Mikromethode (3) bestimmt.
Der scheinbare Hamatokritwert betrug meistens 40—60%. — Fruktosediphosphorsaure wurde
enzymatisch dargestellt und gereinigt.

Ergebnisse

W erden die Zellen ohne Substratin der oben beschriebenen Weise behandelt
und dann in einer isotonischen Salzlésung (0,147 M NaCl und 0,08 M KHCO03

Abb. 1. Kaliumaufnahme von »revertierten Na-Zellen«
Kurve 1.: In Gegenwart von 100 mg% Fruktosediphosphat hamolysierte Zellen.
Kurve 2.: Ohne Zusatz von Substrat hamolysierte Zellen. Inkubation bei 37°.

bei 37° inkubiert, so findet man keine wesentliche Anderung der Verteilung
des Kaliums. (S. Abb. 1., Kurve 2).

Fihrt man alle oben beschriebenen Manipulationen in Gegenwart von
100 mg% Glukose aus und inkubiert man die Zellen in Gegenwart von Glukose bei
37 , so findet man variable Ergebnisse. In einigen Féllen findet eine Akkumu-
lation des K durch die Zelle (d. h. st&ndiges Abnehmen des Aussenkaliums)
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statt, wie im Exp. 1 der Tab. I. In den meisten Féllen erfolgt aber nur eine
Heine Akkumulation in der ersten halben Stunde, worauf sie dann vollstdndig
aufhort. (Exp. 2 der Tab. I.) Die Milchsdurebestimmungen beweisen, dass es in
den Féllen, wo keine Akkumulation stattfindet, keine Glykolyse mehr gibt,
wird aber Milchsdure gebildet, so findet man eine stdndige Akkumulation.

Wird aber an Stelle der Glukose wé&hrend des hypotonischen Zustandes
100 mg% fruktosediphosphorsaures Na den Zellen zugegeben und wdascht man
die »revertierten Zellen« mit einer isotonischen Salzlésung und inkubiert man sie
in derselben Salzlésung* (0,147 M NaCl und 0,08 M KHCO03), so findet man eine
stdndige, mehrere Stunden andauernde Akkumulation der K-lonen. (S. Abb, I.
Kurve 1, sowie Exp. 1—3 der Tab. I.)

TABELLE |
K-Akkumulation und Milehsdurebildung in »revertierten Na-Zellen«»
Exp. 1
0 100 mg %0 Fruktose-
Zusatz 100 mg % Glukose N
diphosphat
Dauer der Inkubation (Minuten) : 0 60 120 0 60 120

Gefunden mg% K in der Aussenflissigkeit 48,4 432 387 505 399 353

Berechnet mg% K in den »Zellen« ..................... 893 — 109 828 — 105
K-Zunahme mg pro 100 ml »Zellen«................... — — + 197 — — + 225
Milchséure gefunden mg/ml Suspension ............... 0,039 0,177 0,219 0,048 0,195 0,210

Exp. 2

Zusatz 100 mg % Glukose 100 n;igp‘Zoosl;LuaI;tOSe-

Dauer der Inkubation (Minuten): 0 60 120 0 60 120
Gefunden mg% K in der Aussenflissigkeit.......... 47,3 481 471 508 457 393
Berechnet mg% K in den »Zellen« ......ccoeeevne. 74 — 716 656 — 75,1
K-Zunahme mg pro 100 ml »Zellen«.....ccceeuueee — — (-2+) — — + 95
Milchsdaure gefunden mg/ml Suspension ................ 0,030 0,078 0,078 0,048 0,102 0,180

* Zugabe von Fruktosediphosphat nach der Herstellung der Isotonie ist Gberflissig
da die Zellen im isotonischen Zustande dafiir impermeabel sind. Wéhrend der Hypotonie ist ein
Teil des Fruktosediphosphats in die Zellen geraten, dieser Anteil kann spéater mit der Salzlésung
nicht ausgewaschen werden.

** Wabhrscheinlich werden auch geschadigte Zellen, die fiir K und Na leicht permeabel
sind, im Hamatokritwert mitbestimmt. Somit sind die auf Grund des scheinbaren Hamato-
kritwertes berechneten Werte fiir Zellkalium stets kleiner als die tatsdchlichen. — Der Hamato-
kritwert wurde zu Beginn wie auch am Ende der Inkubation bestimmt.



238 F. B. STRAFE

Exp. 3
0 100 mg % Fruktose-
Zusatz 100 n:jg % Fruktose- diphoephat + 0,0025 M
iphosphat
Arsenat

Dauer der I-ikubation (Minuten) : 0 60 120 0 60 120
Gefunden mg% K in der Aussenflissigkeit........... 455 416 389 508 49,7 490
Berechnet mg% K in den »Zellen« .......cccccocoenene 53,7 582 615 528 536 538
K-Zunahme mg pro 100 ml »Zellen«......c.cccvvnneen. — — + 78 — — + 10

Milchséure gefunden mg/ml Suspension .... .. 0,052 0,202 0,135 0,084 0,150 0,196
ATP gefunden mg/ml Suspension ... 0,040 0,060 — 0,00 0,00 —

In den weiteren Experimenten wurde die Fermentation mit Fruktosediphos-
phat aufrechterhalten. Es gelang nun sehr leicht zu zeigen, dass nicht die Fermen-
tation selbst oder einer ihrer Einzelprozesse fur die Akkumulation ndtig ist,
sondern nur die dadurch erzeugten makroergischen Phosphatverbindungen.
Dies ist ganz klar aus den Ergebnissen zu sehen, die wir durch Zugabe von
Arsenat gewonnen haben. Arsenat wird durch die menschlichen Blut-
kérperchen (ebenso wie Phosphat) nur sehr langsam durchgelassen. Wird
aber Arsenat in dem oben beschriebenen hypotonischen Zustande den Zellen
hinzugefugt, so wird es fast gleichméssig zwischen den Zellen und der Aussen-
flissigkeit verteilt. Wegen der wenn auch schwachen Permeabilitdt fiir Arsenat
haben wir dieselbe Konzentration Arsenat auch den Wasch- und Suspension-
flissigkeiten zugesetzt. Exp. 3 der Tab. | zeigt, dass in Gegenwart von 0,0025
M Arsenat die Milchsdurebildung aus Fruktosediphosphat sogar gesteigert wird,
dass aber trotzdem keine K-Akkumulation erfolgt. Dagegen ist in den arsenat-
haltigen »Zellen« schon zu Beginn der Inkubation kein ATP vorhanden.

Diskussion

Eingangs sei angeflihrt, warum Fruktosediphosphat als Garungssubstrat
benitzt wurde. Die Glykolyse der Blutkérperchen geht nur in jenem Falle vor
sich, wo ATP vorhanden ist. Eine kleinere Konzentration des Fluorids, welche
die Garung anderer Zellarten — die eine gréssere Reserve an ATP besitzen — nur
noch um weniger als 50% hemmt, verursacht in 45—60 Minuten einen vélligen
Stillstand der Glykolyse, da wé&hrend dieser Zeit alles ATP verschwindet (5).
Das Ausschalten der ATP-Generation schaltet also unbedingt auch die
Glykolyse aus. Das ist aber nicht der Fall, wenn man von Fruktosediphosphat
ausgeht, denn in diesem Falle ist keine einleitende Phosphorylierung mehr
notig.
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Wdéahrend der beschriebenen Methode der Darstellung der »revertierten
Na-Zellen« findet ferner eine leichtere oder schwerere Schiadigung der Zellen statt.
Diese Schadigung fuhrt eventuell zur Aktivierung der normalerweise inaktiven
ATPase des Blutkdrperchens [siehe (4) und (5)]. Damit wird das ATP hydro-
lytisch gespalten, dies fuhrt dann zum Stillstand der Hexokinasereaktion und
die Glykolyse kann nicht mehr vor sich gehen (wie in Exp. 2, Tab. ). Dagegen
wird die Fermentation aus Fruktosediphosphat durch die Aktivierung der
ATPase Uberhaupt nicht gestort.

Die rechnerische Analyse aller Versuche zeigt (siehe Tab. 1), dass in
unseren Experimenten tatsédchlich eine Akkumulation des Kaliums statt-
findet. Mit der Ausnahme des Versuches, wo Arsenat vorhanden ist, ist
die Akkumulation mit einer Milchsdurebildung, d. h. mit dem Stoffwechsel
verbunden.

Aus dem Obengesagten ist es nun ganz klar geworden, dass nicht die
Gesamtheit der Glykolyse oder irgendeine ihrer Einzelreaktionen fiur die Akkumu-
lation des Kaliums verantwortlich ist. Fir die Akkumulation ist nur das durch
die Glykolyse erzeugte Adenosintriphosphat nétig. Wird die Phosphorylierung
durch Arsenat unterbunden, so bleibt die Akkumulation vdéllig aus, obwohl
alle Vorgadnge der Glykolyse bis zur Bildung von Milchsdure vor sich gehen.

Obwohl im Arsenatversuch nur Fruktosediphosphat und keine Glukose
zugegeben wurde, ist es dennoch mdglich, dass das Fruktosediphosphat als
Verunreinigung eine kleine Menge von freier Hexose enthielt. In diesem Falle
kdnnte man sich vorstellen, dass die Hexokinasereaktion mit der Akkumulation
verbunden ist und dass Arsenat die Akkumulation dadurch hemmt, dass es
durch Ausschalten des ATP die Hexokinasereaktion vernichtet. Ware dies der
Fall, so kénnte man erwarten, dass die Akkumulation des Kaliums durch Zu-
gabe von Glukose -)- Fruktosediphosphat geférdert wird. Da dies nicht zu be-
obachten war, so haben wir die Mdglichkeit einer Teilnahme der Hexokinase
im Anhdufungsprozess ausgeschlossen.

Es wurde von mehreren Autoren [z. B. (6)] auf die merkwiirdige Uber-
einstimmung der Geschwindigkeit des Glukoseverbrauchs und der Kalium-
akkumulation hingewiesen. Bei 37° C verbrauchen 1 Liter menschliche Blut-
kérperchen pro Stunde 1,6 mM Glukose und hdufen (wé&hrend eines dynamischen
Gleichgewichtes unter normalen Verhdltnissen) eben 1,6 m d&dquivalentes K
an. Daraus kann man auf einen engen Zusammenhang zwischen Glykolyse und
K-Akkumulation schliessen. Die Milchsdurebildung in unseren »revertierten
Na-Zellen« ist kleiner als in den intakten Blutkérperchen, da ein Teil der Enzyme
und Kofaktoren wé&hrend der Hdmolyse entfernt wird. In diesen revertierten
Zellen wurde nicht das oben geschilderte stéchiometrische Verhdltnis gefunden,
in einem Falle war sogar das Verhdltnis der gebildeten Milchsdure zum akkumu-
lierten Kalium Kkleiner als 1:5 (anstatt des erwarteten 2 : 1).
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Die ndchste Aufgabe besteht nun in der Verfolgung der weiteren Reak-
tionen, die unter Verwertung des ATP zur Akkumulation des Kaliums fuhren.

Es sei hier 1. Sztehlo und E. Horvath der beste Dank fir ihre wertvolle
Hilfe ausgesprochen.

Zusammenfassung

1. Es wurde eine Methode ausgearbeitet, mit deren Hilfe Na-haltige mensch-
liche Blutkdrperchen dargestellt werden kdénnen, die bei 37° gegen einen Kon-
zentrationsgradienten K anh&ufen. Damit kann die biologische Kaliumakkumu-
lation kinetisch untersucht werden.

2. Die Blutkdrperchen akkumulieren K auf Kosten des vorhandenen ATP.
Die Akkumulation ist mit den glykolytischen Prozessen nicht direkt verbunden.
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HAKONJMEHNE K B YENNOBEYECKNX 3PUTPOLINTAX
@. b. Ltpay6
MeaULMHCKO-XMMWNYECKWUIA  UHCTUTYT  MeAMLMHCKOTO YHuBepcuTeTa, bBypanewt

Pesome

Ha ocHoBe paHee MpoW3BefeHHbIX WCCNefOBaHWA OCMOTUYECKOrO reMonns3a YenoBevec-
KWX 3pUTPOLMTOB aBTOPOM OMUCaH METOZ, C MOMOLLBIO KOTOPOro BO3MOXHO KUHETUYECKOe
uccnefosaHne K Hakonnsioowen GyHKLMM 3puTpoumToB. METOA OCHOBaH Ha SIBMEHUU T. H.
»06paTVMOro remMonm3a« ; B TeYeHUe remonn3a Bogon 06bemMoM mpubnusuTensHo B 1,4 060-
NoYKa KNeToK CTaHOBMUTCA MPOHMLAeMON, Hanpumep, B oTHoweHun K K, Na, docdaty, dpykro-
3oaudoctaty. BoccTaHaBnmBas M30TOHWIO Ao6aBneHneM NAci MpoHMUaeMocTb 060104eK BO3-
BPALLAETCA Ha HOPMasbHbIA YPOBEHb. TakMM 06pasoM MOXHO MOMYUUTb »KIETKUK, COAEpKa-
e (pyKTosoandocdat, B COAEPXKMMOM KOTOPbIX KOnmM4yecTBO Na MnpesbillaeT KonmuyecTso K.
CycneHavpys 3TV KNeTKU B M30TOHWYECKOM pacTBOpe, cogepxaliem npubnmsntensHo 40—50
Mr% K, npu temnepartype B 37°, B TeUeHMe 2 4aCcOB B K/IeTKax HaKOM/IAETCA 3HAYMTENbHOe
KONMuecTBO K, HECMOTPA Ha TO, YTO MX UCXOAHaA KOHLEHTpaums K 6biio Bbille KOHLEHTpaLmu
K B cpege.
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