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Furthermore the in vitro effect of salicylate on human
red blood cells were examined. The erythrocytes were in-
cubated in plasma at 37°C in a shaking apparatus.
Sodium salicylate was added in a 50 mg9%, concentration.
At the 60th min, glucose was added to produce a 100 mg9%,
increase in glucose level. Erythrocytes from the same
person were similarly treated except for adding salicylate.
After 2 h, the potassium, sodium and water content and
the average diameter of the red blood cells in both
systems were determined. After washing the cells 3timesin
isotonic glucose, electrolyte measurements were made in
the haemolysate using a flame photometer.

On the average (mean of 7 experiments), the salicylate-
treated cells extrude 8-14 mEqu/l cell potassium (0-01 >
$ > 0-001), take up 1-69 mEqu/l cell sodium {f < 0-001)
and 45 ml/l cell water (p < 0-001), their diameter in-
creasing 0385 u (0-01 > $ > 0:001).

We interpret our findings as a form of the ‘tired cell’
syndrome described by Eixinton® Salicylate is known
to uncouple oxidative phosphorylation in the cells. An-
other important consequence is, however, the develop-
ment of an energy deficiency state (SMiTH and JEFFREYS,
KereMeEN and TanNos?), Owing to these alterations, the
cells cannot maintain the normal concentration gradient
against plasma, i. e. a netto potassium lost from the
erythrocyte takes place under salicylate action. In this
connection it may be mentioned that the insufficiency
to maintain water and electrolyte balance in slices or
mitochondrial preparations of hyperthyreotic animals—as
manifested both in swelling and in potassium lost—was
interpreted by AEBI and ABELIN? on the base of the in-
sufficiency of high energy phosphate bonds, produced
by uncoupling of oxidative phosphorylation in the hyper-
thyreotic subject.

Changes in water and clectrolyte content of human red blood cells
produced by salicylate

Differeuce in electro- . .
1 3 Tncrease in | Increase in
yvte content in
mEqu/l erythrocytes water erythrocyte
9 ¥ ¥ content in diameter
K Na ml/l cells ing
I vivo . — 1195 | + 422 + 37 + 0-46
Invitrvo. . .} — 814 ] + 1-69 +45 + 0-385
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‘The present observations suggest, that these effects of
salicylate are due to a direct action on the cell requiring
no mobilisation of endocrine or other mediating factors.

K. WALTNER, JR., M. CSERNOVSZKY,
and E. KELEMEN

1st Depariment of Medicine, University Medical Schoul,
Szeged (Hungary), May 14, 1958,

Zusammenfassung

Es wird gezeigt, dass Natriumsalicylat ¢n wvitro auf
menschliche Erythrozyten einen direkten Einfluss ausiibt,
indem es den Kaliumgehalt vermindert und den Natrium-
sowie den Wassergehalt vermehrt. Diese Wirkung, die
auch in vive beobachtet werden kann, diirfte die Folge
einer Energieverarmung sein, die durch eine Entkopp-
lung der oxydativen Phosphorylierung zustande kommt.

5 J. R. ErginToN, Circulation 14, 1027 {1956).
6 M. J. H. Ssutu and 8. W. JEFFREY, Biochem. J. £4, 589 (1956).
7 H. Aes1 and J. ABeLIN, Biochem. Z. 324, 364 (1953).
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Beziehung zwischen Nebenniere und aktivem
Kationentransport

Untersuchungen zur Abklirung der durch Herzglyko-
side hervorgerufenen Hemmung des aktiven Kationen-
transportes durch die Erythrozytenmembran haben ge-
zeigt, dass diese Blockierung nicht auf einer energetischen
Insuffizicnz der Zelle im Sinne ciner Abnahme energie-
reicher Phosphatverbindungen beruht, sondern dass ein
direkter Angriffspunkt am Membrantransportmechanis-
mus wahrscheinlich ist!. Es wurde die Interpretation der
Verdringung eines Steroidchelats durch Herzglykoside
vorgeschlagen und diese experimentell durch den Nach-
weis einer antagonistischen Beeinflussung der Hemm-
wirkung von k-Strophanthosid auf den aktiven Natrium-
transport durch gewisse Corticosteroide am «Kélte-
Erythrozyten»? und durch eine antagonistische Wir-
kung von Herzglykosid und Corticosteroid auf die renale
Natriumausscheidung an der.adrenalektomierten Ratte
gestiitzt®. Ausgehend von der Annahme, dass «genuniney
Corticosteroide Trigermolekiile fiir den aktiven Kationen-
transport darstellen kénnten, wurde der Einfluss beid-
seitiger Adrenalcktomie auf den aktiven Natrium-
Kaliumtransport beim «Kilte-Erythrozyten» neben-
nierenloser Ratten und die Hemmbarkeit des aktiven
Kationentransportes durch Herzglykoside im Zustand der
Insuffizienz gepriift.

Methodik. 120-140 g schwere ménnliche Albinoratten
wurden durch Dekapitation getttet. Das ausfliessende
Blut wurde durch Riihren mit Kunststoffstibchen de-
fibriniert, der Himatokritwert bestimmt und wihrend
4-6 Tagen bei 4°C aufbewahrt. Die nachfolgenden Unter-
suchungen iiber aktiven Transport erfolgten nach der
friiher angegebenen Methode!. Die totale Himolyse
wurde durch Zusatz von Digitonin erreicht. Die bilaterale
Adrenalektomie erfolgte nach Burn®. Da akzessorische
Nebennieren nach erfolgtem Eingriff relativ hiufig zo
beobachten sind, wurden nur Tiere in ausgesprochenem
Insnffizienzzustand (Gewichtsabnahme, Adynamie, ho-
her Hamatokritwert) fiir die Versuche verwendet.

Resultate. Vergleicht man die aktive Natriumverschie-
bung durch die Erythrozytenmembran normaler Ratten
mit derjenigen insuffizienter adrenalektomierter Tiere, so
ergibt sich fiir die letztere Gruppe eine statistisch hoch
signifikante Verlangsamung dieses Austauschvorganges.
Ein Beispiel zeigt Abbildung 1. Die mittlere Stundenge-
schwindigkeit des Natriumaustrittcs in der ersten Stunde
betriigt bei intakten Kontrolltieren in meq Natrium/]
Zellen 9,89 4+ 0,908 (n == 13), bei adrenalektomierten
Tieren 2,98 - 0,288 (» = 11) bei einer Zufallswahrschein-
lichkeit des Unterschiedes von P <€ 0,001,

In Abbildung 2 ist die mittlere Stundengeschwindigkeit
des aktiven Netto-Auswirtstransportes von Natrium,
bzw. des Netto-Einwirtstransportes von Kaliom bei
Erythrozyten normaler und adrenalektomierter Tiere ge-
gen den Himatokritwert aufgetragen. Jst dic Verschie-
bung des Himatokritwertes cin Mass fiir den Insuffizienz-
zustand adrenalektomierter Tiere, so geht dic Verlang-

1 H. A. Kunz und F. SuLskr, Exper, 13, 365 (1957). — R. Wnit-
1AM, J. Physiol. 137, 13 P {1957).

2 ¥, Sywser und W, WiLsranpt, Helv. physiol, Acta 15, €37
(1uB7),

2 R, GANTENBEIN, F. SULSER und W. WiLsranpt, Helv. physiol.
Acta 15, C 84 (1957).

1 H, A, Kunz und F. Suisgr, Exper. 13, 365 (1957).

5 J. H. Burw, Biological Standardization (Oxford University
Press, London 1950).

6 Mittlerer Fehler des Mittelwertes,
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samung des aktiven Natriumtransportes beim Kilteery-
throzyten der Schwere der Insuffizienz parallel. Fiir den
aktiven Kaliumtransport ldsst sich diese Beziehung nicht
nachweisen. Die mittlere Stundengeschwindigkeit des
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Abb. 1. Hemmung des aktiven Natriumtransportes nach Adrenal-

ektomie. Ordinate: Natrium in meg/l Zellen. Abszissc: Inkubations-

zeit in Minuten. 4 = Blut einer adrenalektomierten Ratte, 6 Tage

bei 4°C, Hiamatokritwert = 0,52. K = Blut einer normalen Ratte,
6 Tage bei 1°C, Himatokritwert = 0,15,

Kaliumeintrittes in der ersten Stunde betréigt bei den
Kontrolltieren in meq XK/l Zellen 6,63 4- 1,816 (n = 13),
bei adrenalektomierten Tieren 11,36 4- 3,35% (n = 11).
Die Unterschiede sind der grossen Strenung wegen nicht
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Abb. 2. Beziehung zwischen aktivern Natrium- bzw. Kaliumtrans-

port und Hématokritwert. Ordinate: 77 = mittlere Geschwindigkeit

des Natriumaustrittes (links) bzw. des Kalinmeintrittes (rechts) in

der ersten Stunde in meqfl Zellen. Abszisse: H = Hamatokritwert.
A4 = adrenalektomierte Tiere. K = Kontrolltiere.

signifikant (P > 0,05). Auch in Versuchen mit Blut
adrenalektomierter Tiere, bei welchen praktisch kein
aktiver Natriumtransport mchr zu beobachten war,
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wurde die Kaliumpumpe nicht beeinflusst, zumindest
nicht in der ersten Stunde, wo noch keine Himolyse die
Bestimmung der gewanderten Kaliummenge erschwerte.
(Eine ausfiihrliche Darstellung dieser Entkoppelungs-
phinomenc erfolgt an anderer Stelle?.)

Da die beobachteten Effekte Bilanzen zwischen akti-
vem Transport des Natriums entgegen dem elektro-
chemischen Gradienten und passiver Verschicbung ent-
sprechend dem Konzentrationsgradienten darstellen, so
wire dasselbe Ergebnis denkbar nicht nur durch eine
Hemmung des aktiven Transportes, sondern auch durch
cine Beschleunigung des passiven Einstroms von Na-
trium. Orienticrende Versuche zeigten, dass wihrend der
Kaltlagerung des Blutes hinsichtlich Geschwindigkeit der
passiven Natriumeinwanderung in die Zellen keine Uriter-
schicde zu bestehen scheinen zwischen Erythrozyten nor-
maler und adrenalektomierter Tiere. Eine stirkere Hemm-
wirkung auf den aktiven Natriumtransport bei Erythro-
zyten nebennierenloser Tiere durch herzwirksame Glyko-
side, wie man sie hitte erwarten knnen, liess sich nicht
eindeutig beurteilen, da nach Adrenalektomie allein schon
eine sehr ausgeprigte Abnahme des aktiven Natrium-
austrittes zu beobachten war. Hingegen fiel bei diesen
Versuchen auf, dass k-Strophanthosid sowohl bei Ery-
throzyten normaler wie adrenalektomierter Tiere selektiv
den aktiven Natrinmtransport hemmt, wihrend der
aktive Kaliumeinstrom unbeeinflusst bleibt.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse an Erythro-
zyten nebennierenloser Ratten bilden eine weitere Stiitze
fiir die Vorstellung, dass «genuine» Corticosteroide als
Tragermolckiile fiir den aktiven Natriumtransport dienen
konnten. Auch die Resultate andersartiger Versuche von
Wooppury und Kocn® und von GrorLLmMAan® kénnten in
gleicher Richtung interpretiert werden. Die von ScHATz-
MANNT und SuErwoop Jowesl! beobachtete Hemm-
wirkung gewisser Nebennierensteroide in hoher Konzen-
tration auf den aktiven Kationentransport in vitro be-
ruhen moglicherweise darauf, dass unter bestimmten ex-
perimentellen Bedingungen nicht «genuine» Cortico-
steroide eine Verdrangung der physiologischen Corticoide
und damit digitalisihnliche Effckte bewirken konnen.
Entsprechende Befunde hinsichtlich renaler Elektrolyt-
ausscheidung bei der Ratte wurden in gleicher Weise ge-
deutet!?,

H. A. Kuxz und F. SuLsgr

Phrarmakologisches Institut der Universitit Bern, 24. Mai
1958.

Summary

The active sodium transport through the membrane of
coldstored red cells of adrenalectomised rats is signifi-
cantly decreased, whereas the rate of active exchange of
potassium is not influenced by adrenalectomy. Cardiac
glycosides likewise slow down only the active sodium
exchange in the blood of both the normal and adrenal-
cctomised animals in contrast to their action on human
red cells,
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