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Es k o n n te  au f G rund  zweier experim en teller Beweise gefolgert w erden, 
dass die B lu tkörperchen  ih ren  K -Ü berschuss d u rch  ständige A kkum ulation  a u f­
rech te rh a lten . E rstens k o n n te  vielfach nachgew iesen w erden, dass irgendeine 
H em m ung oder V ern ich tung  des Stoffwechsels einen K onzen tra tionsausg le ich  
zu r Folge h a t .  Zw eitens zeigen die M essungen des K -A ustausches m it H ilfe des 
rad io ak tiv en  K -Iso tops, dass pro  Stunde u n d  pro L ite r Zellen 1,6 mM К  au s­
g e tau sch t w erden, d. h . dass soviel К  in  der B ich tu n g  des G rad ien ten  verlo ren  
g eh t u n d  dass w ieder ebensoviel gegen den G rad ien ten  aufgenom m en w ird . 
K eine dieser M ethoden erw ies sich aber als geeignet, um  einen  näheren  E inb lick  
in  den M echanism us dieser A kkum ulationsprozesse zu  gew ähren. Obwohl v e r ­
schiedene T heorien  en tw ickelt wurden, is t diese F rage b isher ü b erh au p t n ich t 
gelöst. Die von  uns h ie r beschriebene M ethode g e s ta tte t, diese E rscheinung 
kinetisch  zu u n te rsu ch en , was für die w eitere E rfo rschung  des M echanism us 
u n en tb eh rlich  scheint.

Székely, M ánya i u n d  Straub  (1) haben gefunden, dass m enschliche B lu t­
kö rperchen  nach  p a rtie lle r H äm olyse ih re K a tio n im p erm eab ilitä t bew ahren . 
W erden die Zellen m it wenig  W asser bei 0° häm olysiert u n d  ste llt m an d an n  die 
Isotonie d u rch  Zugabe d er en tsprechenden  M enge KCl oder NaCl her, so e rh ä lt 
m an  sogenannte  » rev ertie rte  Zellen«, die im  Z ellinneren K - oder N a-Ionen  e n t­
h a lten . Solche Zellen verlieren  das К  oder N a durch  W aschen n ich t m ehr. Es 
w urde nachgew iesen, dass die Zellm em brane im  hypo ton ischen  Z ustan d  m eistens 
e rh a lten  b leiben , dass sie sich aber w ährend  dieser H ypoton ie  fü r einige Io n en , 
wie K +, N a + und  P h o sp h a t —  vorübergehend  —  als perm eabel erweisen.

Diese B eobach tung  g esta tte te  uns eine experim entelle  U ntersuchung  der 
Io n en ak k u m u la tio n . E s w urde ein System  geschaffen, in  w elchem  m ehr N a- als 
К -en th a lten d e  m enschliche B lu tkörperchen  —  »rev ertie rte  N a-Zellen« darg e­
s te llt w urden . W enn diese in  einer iso tonischen F lüssigkeit suspendiert w urden , 
so k o n n ten  sie bei 37° gegen den K o n zen tra tionsg rad ien ten  m ehrere S tu n d en  
lan g  К  anhäufen .
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M ethoden

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

Die Suspension der derart präparierten Zellen wurde bei 37° inkubiert. Nach je 
30 Minuten wurde eine kleine Probe genommen, zentrifugiert und aus der überstehenden 
Flüssigkeit К  m it dem Flammenphotometer bestimmt. Milchsäure wurde m it der Methode 
von Barker und Summerson (2), ATP mit unserer spezifischen Mikromethode (3) bestimmt. 
Der scheinbare Hämatokritwert betrug meistens 40—60%. — Fruktosediphosphorsäure wurde 
enzymatisch dargestellt und gereinigt.

Ergebnisse

W erden  die Zellen ohne Substrat in  d er oben beschriebenen  W eise b eh an d e lt 
und  dann  in  einer iso tonischen Salzlösung (0,147 M  NaCl u n d  0,08 M  K H C 0 3)

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

bei 37° in k u b ie rt, so f in d e t m an  keine w esentliche Ä nderung  d er V erte ilung  
des K alium s. (S. A bb. 1., K urve  2).

F ü h r t  m an  alle oben beschriebenen  M anipulationen  in  G egenw art von 
100 m g%  Glukose aus und  in k ub iert m an  die Zellen in  G egenw art von  G lukose b e i 
37 , so f in d e t m an  variab le  E rgebnisse. In  einigen F ällen  f in d e t eine A k k u m u ­
la tio n  des К  du rch  die Zelle (d. h . s tänd iges A bnehm en des A ussenkalium s)
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s t a t t ,  wie im  E x p . 1 der T ab . I . In  den m eisten  Fällen  erfo lg t aber n u r eine 
H eine A kkum u la tio n  in  der e rs ten  halben  S tu n d e , w orauf sie d an n  vo llständig  
au fh ö rt. (E x p . 2 der T ab . I.) D ie M ilchsäurebestim m ungen bew eisen, dass es in  
d en  Fällen , wo keine A kkum ulation  s ta t tf in d e t , keine G lykolyse m ehr g ib t, 
w ird  aber M ilchsäure gebildet, so fin d e t m a n  eine ständige A kkum ulation .

W ird  a b e r an  Stelle der G lukose w äh ren d  des hypotonischen  Z ustandes 
100 m g %  fruktosediphosphorsaures N a  den Zellen zugegeben u n d  w äscht m an  
d ie  » rev e rtie rten  Zellen« m it e iner iso tonischen Salzlösung u n d  in k u b iert m an  sie 
in  derselben Salzlösung* (0,147 M  NaCl und  0,08 M  K H C 0 3), so fin d e t m an eine 
s tänd ige , m ehrere  S tunden  andauernde A k kum ula tion  der K -Ionen . (S. A bb, I .  
K u rv e  1, sowie E x p . 1— 3 d er T ab . I.)

TABELLE I
K -Akkum ulation und Milehsäurebildung in  »revertierten Na-Zellen« * *

Exp. 1

Zusatz 100 m g % G lukose
100 mg % F ruk tose­

diphosphat

D auer der In k u b a tio n  (M inuten) : 0 60 120 0 60 120

Gefunden mg% К  in der Aussenflüssigkeit............. 4 8 ,4 43,2 38,7 50,5 39,9 35,3
Berechnet mg% К  in den »Zellen« ..................... 89,3 — 109 82,8 — 105
K-Zunahme mg pro 100 ml »Zellen«................... — — +  19,7 — — +  22,5
Milchsäure gefunden mg/ml Suspension ............... 0,039 0,177 0,219 0,048 0,195 0,210

Exp. 2

Zusatz 100 mg % Glukose
100 mg %  F ruktose­

diphosphat

D auer d e r  In k u b a tio n  (M inuten) : 0 60 120 0 60 120

Gefunden mg% К  in der Aussenflüssigkeit.......... 47,3 48,1 47,1 50,8 45,7 39,3
Berechnet mg% К  in den »Zellen« ....................... 74 — 71,6 65,6 — 75,1
K-Zunahme mg pro 100 ml »Zellen«.................... — — ( - 2 + ) — — +  9,5
Milchsäure 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 überflüssig 
da die Zellen im isotonischen Zustande dafür impermeabel sind. Während der Hypotonie ist ein 
Teil des Fruktosediphosphats in die Zellen geraten, dieser Anteil kann später mit der Salzlösung 
nicht ausgewaschen werden.

** Wahrscheinlich werden auch geschädigte Zellen, die für К  und Na leicht permeabel 
sind, im Hämatokritwert mitbestimmt. Somit sind die auf Grund des scheinbaren Hämato­
kritwertes berechneten Werte für Zellkalium stets kleiner als die tatsächlichen. — Der Hämato­
kritwert wurde zu Beginn wie auch am Ende der Inkubation bestimmt.
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Exp. 3

Zusatz
100 mg % F ruk to se­

d iphosphat

100 mg % F ruktose- 
diphoephat + 0,0025 M 

A rsenat

D auer der I-ikuba tion  (M inuten) : 0 60 120 •0 60 120

Gefunden mg% К  in der Aussenflüssigkeit........... 45,5 41,6 38,9 50,8 49,7 49,0
Berechnet mg% К  in den »Zellen« ....................... 53,7 58,2 61,5 52,8 53,6 53,8
K-Zunahme mg pro 100 ml »Zellen«..................... — — +  7,8 — — +  1,0
Milchsäure gefunden mg/ml Suspension ................. 0,052 0,102 0,135 0,084 0,150 0,196
ATP gefunden mg/ml Suspension .......................... 0,040 0,060 — 0,00 0,00 —

In  den w eiteren  E xperim en ten  w urde die F e rm en ta tio n  m it F ruk tosed iphos- 
p h a t au frech terh a lten . Es gelang nun  sehr le ich t zu zeigen, dass n ich t die F e rm en ­
ta tio n  selbst oder einer ih rer E inzelprozesse für die A kkum ulation  n ö tig  is t, 
sondern n u r  die dad u rch  erzeugten  m akroerg ischen  P h o sp h a tv e rb in d u n g en . 
Dies ist ganz k la r  aus den E rgebnissen zu sehen, die w ir durch Z ugabe von  
Arsenat gew onnen  haben . A rsenat w ird  durch  die m enschlichen B lu t­
körperchen (ebenso wie P hosphat) n u r sehr langsam  durchgelassen. W ird  
aber A rsenat in  dem  oben beschriebenen hypotonischen  Z ustande d en  Zellen 
hinzugefügt, so w ird  es fast gleichm ässig zwischen den Zellen und  der A ussen- 
flüssigkeit v e rte ilt. W egen der wenn auch  schw achen P erm eab ilitä t fü r A rsen a t 
haben wir dieselbe K onzen tration  A rsenat auch den W asch- und  S uspension­
flüssigkeiten zugesetz t. E xp . 3 der T ab . I  zeigt, dass in  G egenw art v o n  0,0025 
M  A rsenat die M ilchsäurebildung aus F ru k to sed ip h o sp h a t sogar gesteigert w ird , 
dass aber tro tz d e m  keine K -A kkum ulation  erfolgt. D agegen ist in  den  a rsen a t- 
haltigen »Zellen« schon zu Beginn der In k u b a tio n  kein A T P  vorhanden .

D iskussion

E ingangs sei angeführt, w arum  F ru k to sed ip h o sp h a t als G ä ru n g ssu b s tra t 
b en ü tz t w urde. D ie G lykolyse der B lu tkö rperchen  geh t n u r  in  jenem  F alle  vo r 
sich, wo A T P  v o rh an d en  ist. E ine kleinere K onzen tra tion  des F luorids, w elche 
die G ärung an d ere r Z ellarten — die eine grössere Reserve an  A TP besitzen  —  n u r  
noch um  w eniger als 50%  hem m t, v e ru rsach t in  45— 60 M inuten einen völligen 
S tillstand  d er G lykolyse, da w ährend d ieser Zeit alles A T P  verschw indet (5). 
Das A usschalten  der A T P -G enera tion  scha lte t also unbed ing t au ch  die 
Glykolyse aus. D as is t aber n ich t d er F a ll, wenn m an von  F ru k to sed ip h o sp h a t 
ausgeht, denn  in  diesem  Falle is t keine einleitende P hosphory lierung  m ehr 
nötig .
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W ährend  der beschriebenen  M ethode der D arste llung  d er » rev ertie rten  
Na-Zellen« fin d e t ferner eine leichtere oder schw erere Schädigung der Zellen s ta t t .  
Diese Schädigung fü h r t  even tuell zur A k tiv ierung  der norm alerw eise in ak tiven  
A T Pase des B lu tkörperchens [siehe (4) u n d  (5)]. D am it w ird  das A T P  h y d ro ­
ly tisch  gespalten, dies fü h r t  dann  zum  S tills tan d  der H exok inasereak tion  u n d  
die G lykolyse kann  n ich t m ehr vor sich gehen (wie in E x p . 2, T ab . I). Dagegen 
w ird die F erm en ta tio n  aus F ru k to sed ip h o sp h a t du rch  die A k tiv ie ru n g  der 
A T Pase ü b erh au p t n ich t gestört.

Die rechnerische A nalyse aller V ersuche zeigt (siehe T ab . I), dass in 
unseren  E xperim en ten  ta tsäch lich  eine A kkum ulation  des K aliu m s s ta t t ­
f in d e t. M it der A usnahm e des V ersuches, wo A rsenat v o rh an d en  is t , is t 
die A kkum ulation  m it einer M ilchsäurebildung, d. h . m it dem  Stoffwechsel 
verbunden .

A us dem  O bengesagten  ist es n u n  ganz k la r gew orden, dass n ich t die 
G esam theit der G lykolyse oder irgendeine ih re r E inzelreak tionen  fü r  die A k kum u­
la tio n  des K alium s v e ran tw o rtlich  ist. F ü r  die A kkum ulation  is t n u r das durch  
die G lykolyse erzeugte A denosin triphospha t nötig. W ird  die P hosphory lierung  
durch  A rsenat u n te rb u n d en , so b leib t die A kkum ulation  völlig aus, obw ohl 
alle V orgänge der G lykolyse bis zur B ildung  von M ilchsäure vor sich gehen .

Obwohl im  A rsenatversuch  n u r F ru k to sed ip h o sp h a t u n d  keine Glukose 
zugegeben w urde, is t es dennoch m öglich, dass das F ru k to sed ip h o sp h a t als 
V erunrein igung eine k leine Menge von freier Hexose e n th ie lt. In  diesem  Falle 
kö n n te  m an sich vorstellen , dass die H exokinasereaktion  m it der A kkum ulation  
verbunden  is t und  dass A rsenat die A kkum ulation  d ad u rch  hem m t, dass es 
durch  A usschalten  des A T P  die H exokinasereaktion  v e rn ich te t. W äre dies der 
Fall, so könn te  m an e rw arten , dass die A kkum ulation  des K alium s du rch  Zu­
gabe von Glukose -)- F ru k to sed ip h o sp h a t gefördert w ird. D a dies n ich t zu be­
obach ten  w ar, so h ab en  w ir die M öglichkeit einer T eilnahm e der H exokinase 
im  A nhäufungsprozess ausgeschlossen.

Es w urde von m ehreren  A utoren  [z. B . (6) ] a u f  die m erkw ürdige Ü ber­
einstim m ung  der G eschw indigkeit des G lukoseverbrauchs u n d  der K alium ­
akkum ula tion  hingew iesen. Bei 37° C verb rauchen  1 L ite r m enschliche B lu t­
körperchen  pro S tunde 1,6 m M  Glukose u n d  häufen (w ährend  eines d y nam ischen  
G leichgew ichtes u n te r  norm alen  V erhältn issen) eben 1,6 m  äqu ivalen tes К  
an . D araus kann  m an  a u f  einen engen Z usam m enhang zw ischen G lykolyse und  
K -A kkum ulation  schliessen. Die M ilchsäurebildung in  unseren  » revertierten  
Na-Zellen« is t kleiner als in  den in ta k te n  B lu tkörperchen , d a  ein Teil der E nzym e 
u n d  K ofak to ren  w ährend  der H äm olyse en tfe rn t w ird. In  diesen rev e rtie rten  
Zellen w urde n ich t das oben geschilderte stöchiom etrische V erhältn is gefunden, 
in  einem  Falle w ar sogar das V erhältnis d e r gebildeten M ilchsäure zum  akk u m u ­
lierten  K alium  kleiner als 1 : 5 (a n s ta tt des erw arte ten  2 : 1).
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Die nächste  A ufgabe b e s te h t n u n  in der V erfolgung d er w eiteren  R e a k ­
tio n en , die u n te r  V erw ertu n g  des A T P  zur A kkum ulation  des K alium s füh ren .

Es sei h ie r I .  Sztehlo  u n d  E . Horváth  der beste  D ank  fü r  ih re w ertvolle 
H ilfe  ausgesprochen.

Zusam m enfassung

1. Es w urde eine M ethode ausgearbeite t, m it deren  H ilfe N a-haltige m ensch ­
liche B lu tkörperchen  d argeste llt w erden können, die bei 37° gegen einen K o n ­
zen tra tio n sg rad ien ten  К  anhäufen . D am it k ann  die biologische K a liu m ak k u m u ­
la tio n  kinetisch u n te rsu c h t w erden.

2. Die B lu tk ö rp erch en  akkum ulieren  К  a u f  K osten  des vo rhandenen  A T P . 
D ie A kkum ulation  is t m it den  g lykoly tischen  Prozessen n ich t d irek t v e rb u n d en .
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НАКОПЛЕНИЕ К В ЧЕЛОВЕЧЕСКИХ ЭРИТРОЦИТАХ 

Ф. Б. Штрауб
Медицинско-химический институт медицинского университета, Будапешт

Р е з ю м е

На основе ранее произведенных исследований осмотического гемолиза человечес­
ких эритроцитов автором описан метод, с помощью которого возможно кинетическое 
исследование К накопляющей функции эритроцитов. Метод основан на явлении т. н. 
»обратимого гемолиза« ; в течение гемолиза водой объемом приблизительно в 1,4 обо­
лочка клеток становится проницаемой, например, в отношении к К, Na, фосфату, фрукто- 
зодифосфату. Восстанавливая изотонию добавлением Náci проницаемость оболочек воз­
вращается на нормальный уровень. Таким образом можно получить »клетки«, содержа­
щие фруктозодифосфат, в содержимом которых количество Na превышает количество К. 
Суспендируя эти клетки в изотоническом растворе, содержащем приблизительно 40—50 
мг% К, при температуре в 37°, в течение 2 часов в клетках накопляется значительное 
количество К, несмотря на то, что их исходная концентрация К было выше концентрации 
К  в среде.
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