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Resultate. Die isolierte Substanz ist ein weisses, amor- 
phes Pulver, das gut in Wasser, Salzs/iure, Natrium- 
hydroxid und physiologischem NaC1 t6stich, in AthanoI, 
ji.ther und Aceton unl6slich ist. Die wiissrige L6sung zeigte 
keine Denaturierungserscheinungen bei 100°C. Sie ergibt 
eine negative Biuret-, eine positive Tetrabromphenol- 
phtaleinmethylester- und Ninhydrinreaktion. Bei sero- 
logischen Reaktionen zeigt die Substanz kein charakte- 
ristisches Verhalten, da sie nicht nur mit  verschiedenen 
Kaninchenimmunseren, sondern auch mit normalem 
Menschenserum eine nichtspezifische Prg.zipitationsreak- 
tion gibt. In friiheren Versuchen wurde nachgewiesen, 
dass die aus trypsinisierten Erythrocyten gewonnene 
Fltissigkeit im Kaninchen keine spezifischen AntikSrper 
bildet. Da die Substanz noch betr~ichtliche Mengen an- 
organischer Salze als Verunreinigung enthiilt, konnte 
keine genaue chemische Analyse durchgeffihrt werden. 
Die papierchromatographische Analyse des Hydrolysates 
ergab die folgende AminosXurezusammensetzung: Argi- 
nin, Lysin, Glutamins/iure, Alanin, Leucin, Phenylatanin, 
Histidin und Threonin. 

Diskussion. Die yon der Erythrocytenoberfl~che durch 
Trypsinbehandlung abgel6ste Substanz konnte mit  di- 
rekter Trichloressigs{iurefiillung nicht isoliert werden 
(Verunreinigung durch H/imoglobin). Einengen der Ver- 
dauungsflfissigkeit auf 1/100 des Originalvolumens mit 
einer Proteinkonzentrierungsmethode mittels Poly~ithy- 
lenglycol und - u m  sie yon anorganischen Salzen zu be- 
freien - Dialyse gegen destilliertes \Vasser ffihrte zu keiner 
brauchbaren Konzentrierung der abgel6sten Substanz, da 
wXhrend der Dialyse nicht nur die anorganischen Ionen, 
sondern auch die durch Trypsinbehandlung freigelegten 
Aminos~iuren und die niederen Polypeptide durch die Dia- 
lysiermembran diffundierten. Die beiden erw~hnten Me- 
thoden erwiesen sich zur Reinigung der Proteinsubstanz 
als nicht geeignet. 

Um nachzuweisen, dass die isolierten AminosAuren 
nicht von Trypsin stammen, wurden folgende Versuche 
durchgefiihrt: 1 : 16 000 und 1:54 000 Trypsinverdfinnun- 
gen (Armour-Trypsin krist.) in 6n HC1 wurden 8 h bei 
100°C hydrolysiert. Die Hydrolysate wurden mit  den 
gleichen L6sungsmittelsystemen parallel zu den Protein- 
hydrolysaten papierchromatographisch untersucht. Die 
mit Ninhydrin erhaltenen Flecken waren nicht identisch. 

"W~tssrige L6sungen des Trypsins (Armour-Trypsin 
krist.) wurden in Konzentrationen von 1%, 0,1%, 0,01%, 
0,001% und 0,0001% hergestellt. Zu 1 vol dieser L6sungen 
wurden 3 vol )kthanol-Ather 1:1 gegeben. Ansser in der 
einprozentigen Trypsinl6sung erhielt man damit  keinen 
Niederschlag. Also konnte bei der Ather/Athanol-Pr/tzipi- 
tat ion der yon uns isolierten Substanz Trypsin nicht pr~i- 
zipitiert worden sein. 

Die durch Trypsinbehandlung freigelegte Substanz 
s tammt v o n d e r  sogenannten ~Proteinhiille ~ der Erythro- 

Fig. 3. Eindimensional aufsteigende Chromatographie des Protein- 
hydrolysates. L6sungsmittetsystem: Methanol-Butanol-~,Vasser 

t0: 10: 2, Indikator: Ninhydrin. 

cyten. Sie ist ein Protein oder Polypeptid und kann durch 
S/iurehydrolyse in Aminosiiuren zerlegt werden. 

Summary. Through a modified trypsin t rea tment  of the 
surface of beef-erythrocytes, a substance was isolated with 
precipitation by a mixture of ethanol and ether, which did 
not contain significant amounts of hemoglobin and tryp- 
sin. A 6N HC1 hydrolysate revealed with paper-chromato- 
graphy 8 amino-acids in this substance. The surface of 
beef-erythrocyte membranes is covered with a protein- or 
peptide-layer. 
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Zur Frage einer antagonist ischen Wirkung yon 
Herzglykosiden und Nebennierensteroiden am 

Kationentransport der Erythrocytenmembran 

Im Jahre 1957 wurden von SULSER und \¥1LBRANDT 1 
Versuche ver6ffentlicht, nach denen gewisse Nebennieren- 
rindenhormone, besonders die Mineralocorticoide Ald~- 
steron, 9-e-Fluorohydrocortison und Cortexon, der Hemm- 
wirkung von K-Strophanthosid auf den aktiven Kationen- 
transport menschlicher Erythrocyten entgegenwirkten. 

2~hnliche Befunde wurden, offenbar unabh~ngig, yon 
BERNSTEIN ~ mitgeteilt.  Diese Ergebnisse liessen sich je- 
doch in verschiedenen Laboratorien nicht best~ttigen 3, und 
darauf in unserem Laboratorium durchgefiihrte Unter- 
suchungen fiihrten ebenfalls zu negativen Resultaten, die 

1 F. SI:LSER und W. WILBRANDT, Heir. physiol. Acta 16, C37 (1957). 
2 R. E. BERNSTEIN, X. Int. Congr. cell. Biol., Paris (ed. von L'ex- 

pansion seient, fran~aise, 1960), p. 165. 
a I. M. GLYNN, J. Physiol. 186, 148 (1957). 
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gelegent l ich  e rwAhnt  ~-", abe r  n i c h t  aus f i ih r l i cb  pub l iz ie r t  
worden  sind.  U m  die M6gl ichke i t  zu pri i fen,  dass  b i she r  
unbe r i i cks i ch t ig t  geb l i ebene  F a k t o r e n  die e rwAhnte  a n t a -  
gonis t i sche  W i r k u n g  begt ins t ig ten ,  w u r d e n  in den  b ie r  
vor l i egenden  Ver suchen  A.nderungen be t r e f f end  Method ik ,  
ve rwende te  Herzg lykos ide  und  Stero ide  sowie p H  und  
Z u s a m m e n s e t z u n g  des I n k u b a t i o n s m i l i e u s  v o r g e n o m m e n .  
U n t e r  a n d e r e m  wurde  so die C a l c i u m i o n e n k o n z e n t r a t i o n ,  
du rch  welche das  Ausmas s  des K a t i o n e n t r a n s p o r t s  beein-  
f lusst  wirdT, va r i i e r t .  D a n e b e n  ge lang te  der  E inf luss  von  
Me thy l enb t au ,  welches den  o x y d a t i v e n  G l u k o s e a b b a u  de r  
E r y t h r o c y t e n  e r h 6 h t  8, zur  U n t e r s u c h u n g .  Auch  w u r d e n  
einige Phosphor sXurees t e r  yon  S te ro iden  in die Versuche  
e inbezogen  auf  G r u n d  de r  L~berlegung, dass  m6gl icher -  
weise die B i l dung  solcher  p h o s p h o r y l i e r t e r  I )e r iva te  ffir 
den A n t a g o n i s m u s  Zll He rzg lykos iden  wesen t l i ch  sein 
k6nnte .  

Melhodik. M e n s c h e n b l u t  wurde  nach  tier E n t n a h m e  aus  
der  C u b i t a l v e n e  mi t  e inem H o l z s t a b  def ibr in ier t .  1)as Blu t  
wurde  m i t  Glukose  (2-4 mg/ml )  u n d  den  zu u n t e r s u c h e n -  
d e n S u b s t a n z e n  v e r s e t z t  u n d  bei 37°C w/ ih rend  3 5 h in- 
kub ie r t .  Die Ana lyse  des  Na-  und  K - G e h a l t e s  er folgte  
f l a m m e n p h o t o m e t r i s c h .  Fi i r  die B e s t i m m u n g  de r  i n t r a -  
zellul/ iren K o n z e n t r a t i o n e n  w u r d e n  die E r y t h r o c y t e n  en t -  
sp rechend  d e m  Vorgehen  yon  SULSER ~ zweimal  in iso- 
t on i sche r  MgCl=-L6sung gewaschen  und  d a n n  h/ imolysier t .  
Zus/ i tzl ich wurde  in e inigen Versuchen  der  K - G e h a l t  de r  
Aussen l6sung  d u r c h  Ana lyse  der  i i b e r s t e h e n d e n  Fl i i ss igkei t  
nach  Abzen t r i fug i e r en  der  Zellen verfolgt .  Die Zel lkonzen-  
t r a t i o n  b e t r u g  in den  m e i s t en  V e r s u c h e n  40-50°0 .  Es  
w u r d e n  sowohl  m i t  F r i s c h b l u t  wie a u c h  m i t  w~thrend 
m e h r e r e r  Tage bei  2 -4°C a u f b e w a h r t e m  B l u t  Ver suche  
durchgef i ih r t .  Als zuver lgss igs tes  Mass fiir die A n g a b e  t ier  
Na- u n d  K - V e r s c h i e b u n g e n  erwies sich, in (}bere ins t im-  
m u n g  m i t  SCHATZMANN 9, das  Verh~iltnis de r  be iden  K a t -  
i o n e n k o n z e n t r a t i o n e n ,  N a / K ,  im In t raze l luKt r raum.  

Ergebnisse. 
(a) V a r i a t i o n  der  H e m m s t o f f e  und  S te ro ide :  Die ver-  

w e n d e t e n  K o m b i n a t i o n e n  yon  H e m m s t o f f  m i t  Neben-  
n i e r e n r i n d e n h o r m o n  w a r e n  folgende:  K - S t r o p h a n t h o s i d  
(10 -7 bis  10 -~ g/ml)  u n d  9 -~ -F luo rohydroco r t i son  (10 t 
g/rol l ;  O u a b a i n  (5 • 10 -7 bis  5 • 10 -8 g/roll  m i t  Aldos te ron  
(10 s g/roll  u n d  Cor t i son-  (10 -~ g/roll ,  Hydroco r t i son - ,  
P r e d n i s o l o n - u n d  D e x a m e t h a s o n - N a - P h o s p h a t  (10 4g/roll. 
Die S te ro ide  C o r t e x o n  und  9 -~ -F luo rohydroco r t i son  wur-  
den  m i t  t l i l fe  von  Alkohol  in LOsung geb rach t ,  Cor t i son-  
N a - P h o s p h a t  wnrde  in S u b s t a n z  zugegeben.  Die K onzen -  
t r a t i o n e n  de r  Glykos ide  w u r d e n  im a l lgemeinen  so gew/ihlt ,  
dass  zwar  eine gu t  messbare ,  j edoch  keine m a x i m a l e  
H e m m w i r k u n g  z u s t a n d e  kam.  

Mit  ke ine r  de r  e rw/ ihn ten  S u b s t a n z k o m b i n a t i o n e n  liess 
sich in i n s g e s a m t  30 V e r s u c h e n  ein A n t a g o n i s m u s  zwi- 
schen  Herzg tykos id  und  Cor t icos te ro id  e r k e n n e n .  

(b) V a r i a t i o n  t ier  V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  : U m  tier 1;rage 
n a c h z u g e h e n ,  ob  neben  H e m m s t o f f  und  Stero id  m6gl icher -  
weise noch  ein zus~ttzlicher F a k t o r  ffir das  Mau i fe s twerden  
eines A n t a g o n i s m u s  er forder l ich  ist, w u r d e n  (tie l n k u b a -  
t i o n s b e d i n g u n g e n  in m e h r f a c h e r  \Veise nmdif iz ie r t ,  l"ol- 
gentle Zus~ttze zum Inkuba t io i l sn f i l i eu  wurden  wwgenom-  
men  : 

I so ton ische  CaC12-L6sung (0,05 m l / m l  Blu t ) ;  Versen  
( l ) i n a t r i u m - / i t h y l e n d i a m i n t e t r a a c e t a t )  (2 m g / m l  Blu t ) ;  
i so ton ische  MgCl.,-1,Osung (0,004-0,1 m l / m l  t{lut);  0,51l  
N a O H  (bis 0 ,05ml /ml  lgtut) ; 0 ,5n  t lCI (his 0 , 5 m l / m l  B lu t ) ,  
M e t h y l e n b l a u  (1 m g / m l  l~lut). Auch  wurde  eine B t u t p r o b e  
im V a k u u m  w m  CO., bef re i t  und  so ffir Versuche  ver-  
wende t .  F e r n e r  wurde  an  Stelle w m  d e f i b r i n i e r t e m  l{lut 
C i t r a t b l u t  (0,45°o Zi t ronens / iu re  und  1,6% Na-Ci t ra t )  be- 
n i i tz t .  Schliessl ich k o n n t e  d u r c h  T r e n n u n g  de r  Zellen w)m 
Se rum bei l " r i schblut ,  K~ l t e l age rung  der  Zellen in emer  
phys io log ischen  Salz l6sung und  spi i teres  \Viederzusam-  
m e n b r i n g e n  der  gewaschenen  Na- re ichen  Zellen mi t  d e m  
K - a r m e n  F r i s c h b l u t s e r u m ,  die A u s s e n k o n z e n t r a t i o n  des  
K fiir gteiche Zellen in i h r em e igenen  Milieu va r i i e r t  
werden.  Mit  diesen va r i i e r t en  Mi l i eubed ingungen  w u r d e n  
i n sgesamt  19 Versuche  du rchge f i ih r t .  Es  zeigte sich j edoch  
in ke inem Falle eine s ign i f ikan te  V c r m i n d e r u n g  ties Gly-  
kos ideffektes  d u r c h  Steroide.  In e inigen speziel len Ver- 
suchen  wurde  gepriifI ,  ob  sich (lie ( ; l ycos idwi rkung  alls- 
waschen  l~isst, l)ies ge lang  n i ch t  und  k o n n t e  auch  n i ch t  
d u r c h  Zusa t z  w m  Aldos te ron  (10 5 g/ml)  zur  \Vasch-  
f l t issigkeit  e r re i ch t  werden.  

l)ie l ) i sk repanz  zwischen den  R e s u l t a t c n  SULSERS und  
den  unsr igen  h a t  sich d a n a c h  n i ch t  kl~iren lassen, t)ie 
fr iJher m i t g e t e i l t e n  Be funde  k o n n t e n  m i t  ke iner  de r  ge- 
n a n n t e n  m e t h o d i s c h e n  V a r i a n t e n  r e p r o d u z i e r t  werden.  

Summary .  Prev ious  e x p e r i m e n t s  i nd i ca t i ng  a n t a g o n i s t i c  
effects  of ca rd iac  glycosides and  cor t i cos te ro ids  on  ion 
t r a n s p o r t  in red cells and  pub l i shed  i n d e p e n d e n t l y  f rom 
our  own labora to r ies  1 and  by  BERNSTEIN :! could not  be 
r epea t ed  u n d e r  a wt r i e ty  of e x p e r i m e n t a l  condi t ions ,  
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O b s e r v a t i o n s  on  D i v i s i o n  of M i t o c h o n d r i a  in 
Ded i f f erent ia t ing  Cel ls  of  Splachnum 

ampullaceum (L.)  H e d w .  

In  t he  course  of a n  inves t iga t ion  of the  b e h a v i o u r  of 
cel lular  organel les  in d e d i f f e r e n t i a t i n g  leaf cells b y  m e a n s  
of e lec t ron  microscopy,  i t  was shown  t h a t  ch lo rop la s t s  
produce  p las t id  in i t ia l s  b y  m e a n s  of ' b u d d i n g  f i ss ion 'L 
Similar  b e h a v i o u r  has  now been  obse rved  in m i t o c h o n d r i a  
and  th i s  is desc r ibed  in t he  p r e s en t  c o m m u n i c a t i o n .  P l a n t  

m a t e r i a l  and  m e t h o d s  are  the  same  as those  desc r ibed  
p rev ious ly  ='. I . eaves  were f ixed in 2°o l ( M n O  4 in ve rona l  
a c e t a t e  buf fe r  a d j u s t e d  to  a pH of 7.3. T h e y  were s t a i ned  
wi th  n r a n y l a c e t a t e  a n d  e m b e d d e d  in . \ raMi t .  

1 K. VON MAI,TZAIIN a im K, MI'IILI,~TIIALER, Naturwi~g,, in prepa-  
rat iol l .  

2 M..M, MAt'.~UTT al ia  [,~. VON MAI.TZAIIN, Call. J .  P, ot.  aS, S',)5 ( I :)(;()). 


