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unsere Membranpr/~parate enthielten HXmoglobin. Wit  
haben uns die Frage gestellt: Sind die HS.moglobinmole- 
kfile in irgendeiner Membranschicht strukturell eingebaut, 
oder aber werden sic erst w~ihrend der Herstellung der 
Membranen, durch diese, gebunden ? 

Die zweite H~lfte dieser Frage k6nnte mit dem folgen- 
den Beispiel aus dem Gebiet der Mikrobiologie illustriert 
werden. Ein spezifisches Polysaccharid wurde in B. a.n- 
thracis 2, sp/iter auch in den isolierten Zellwandprgparaten 
dieses Bazillus a nachgewiesen. Andere Autoren beschrie- 
ben ein zweites Polysaccharid 4, welches aber nur aus 
Milzbrandbazillen, die auf einem spezietlen N/ihrboden 
geziichtet wurden, isoliert werden konnte und nichtspezi- 
fische Prgzipitinreaktionen ergab a. Das zweite Poly- 
saccharid (Hefe-Mannan) wurde yon den sich vermehren- 
den Milzbrandbazillen aus dem Hefeextrakt  enthaltenden 
N/ihrboden aufgenommen und derartig stark gebunden, 
dass dieses trotz mehrmaligem \Vaschen mit  physiologi- 
scher NaC1-L6sung nicht entfernt werden konnte ~. Lyso- 
zym-behandelte B. megaterium-Sporen binden das Lyso- 
zym derart stark, dass sic selbst nach fiinfmaligem 
VVaschen in Kaninchen auch Lysozymantik6rper produ- 
zieren 5. 

In Vorversuchen zur vortiegenden Arbeit konnten wir 
das H~imoglobin aus unseren Erythrocytenmembran-  
pr~iparaten dutch mehrmaliges Waschen nicht entfernen. 
pH-2knderungen setzten das Hiimoglobin aus den Mem- 
branen nicht frei. Doch erhielten wir anl~isstich der Immu- 
nisierung von zahlreichen Kaninchen mit Membranen 
/*usserst selten eine ganz geringfiigige H/imoglobin-Anti- 
k6rperproduktion. 

Zu den weiteren Immunisierungen w/ihlten wir kristal- 
lisiertes Rinderh/imoglobin (Armour, USA). Kaninchen 
wurden sowohl nach der Freundschen Adjuvans-Methode 
mit  20/o, H{imoglobinl6sung subkutan als auch ohne Adju- 
vantien mit 0,1-2°o HS.moglobinl6sung (in physiologi- 
schem NaC1) intraven6s behandelt. Mit der Freundschen 
Depotmethode wurden Antik/Srper nach 3 bis 7 Injek- 
tionen, mit der einfachen intraven6sen Methode nach 7 bis 
10 lnjektionen in geniigender Menge produziert. 

Die Immunsera gaben eine HS.magglutination mit 
trypsinisierten Rindererythrocyten in einer Verdtinnung 
bis 1 : 400 bzw. bis 1 : 6400. l)as Hgmoglobin wurde dureh 
diese Immunsera h6chstens in einer Verdfinnung von 
1 : 64 000 spezifisch pr~tzipitiert. 

Der betrS.chtliche H/imagglutinationstiter durch unsere 
~,H/imoglobinantisera* war fiir uns iiberraschend und 
gleichzeitig bedenklich. Deshalb wurde eine gr6ssere 
Menge der H~imoglobinl6sung in einer Ktihlzentrifuge bei 

6000 U lange Zeit zentriiugiert. Es entstand ein geringes 
Sediment, in dem phasenoptisch Erythrocytenmembranen 
festgestellt werden konnten. Die letzteren wurden durch 
Seitzfilter entfernt. Dieses klare H~imoglobinfiltrat wurde 
wiederum zur Vorbehandlung von Kaninchen verwendet. 
Diesmal wurden nur pr~zipitierende Antik6rper gegen das 
H~moglobin und keine agglutinierenden Antik6rper gegen- 
fiber trypsinisierten Rindererythrocyten gebildet. 

Diskussion. Wenn das H/imoglobin einen Bestandteil 
der Erythrocytenmembran - mindestens in die tiefere 
semipermeable Schicht eingebaut - bilden wiirde, sollte 
mit entsprechend pri/parierten Erythrocyten eine H~imag- 
glutination entstehen. Am einfachsten k6nnen die tiefer 
liegenden Schichten der Erythrocytenmembran mit  einer 
vorsichtig durchgefiihrten Trypsin- oder Papainverdau- 
ung treigelegt werden. 1)a die derartig vorbehandelten 
Erythrocyten mit H~imoglobinantik6rpern allein nicht 
agglutiniert werden k6nnen, kann das t-I~imoglobin nicht 
in die Membran der intakten Erythrocyten strukturetl  ein- 
gebaut sein. Der H~tmoglobingehalt der isolierten Erythro- 
cytenmernbranen ist wahrscheinlich auf eine Absorption 
zurfiekzuffihren, die bei der hypotonischen Hg.molyse ent- 
steht. Ein H~imoglobinpr~iparat, welches mit  kleinen 
Mengen yon Membranen verunreinigt ist, produziert in 
Kaninchen zwei Antik6rper. Der eine, der Hgtmoglobin- 
antik6rper, gibt nut mit H/imoglobin eine Pr~izipitin- 
reaktion, der andere, der Membranantik6rper, spielt allein 
eine Rolle in der H~imaggtutination. 

Summary .  A commercial crystallised beef-haemoglobin 
preparation, freed from membranes, produced in rabbits 
an immune-serum which gave a specific precipitation 
reaction with haemoglobin and did not agglutinate the 
trypsin-treated erythrocytes. The haemoglobin is not a 
structural element ot the erythrocyte membrane but it is 
absorbed to these secondarily during their preparation. 
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D ie  W i r k u n g  v o n  S p i r o l a c t o n e n  u n d  v o n  H e r z -  
g l y k o s i d e n  au f  d e n  N a t r i u m -  u n d  K a l i u m t r a n s -  

p o r t  a n  E r y t h r o c y t e n *  

Es wird heute allgemein angenommen, dass der hohe 
Zeltkalium- und der niedrige Zellnatriumgehalt durch 
einen Pumpmechanismus aufrechterhalten wird, der 
stS.ndig gegen den Konzentrationsgradienten Kalium in 
die Zellen hinein und Natr ium aus den Zellen hinaus 
pumpt,  l)ieser aktive Transport  kann durch Herzglyko- 
side gehemmt werden 2-4. POST et  al. und DUNttAM und 
GLYNN zeigten an Versuchen mit  Erythrocytenschat ten,  
dass diese Hemmung mit  einer Verminderung eines be- 
s t immten Anteils der ATP-ase-Aktivit / i t  in den Erythro-  
cytenmembranen zusammenh/ingen k6nnte 5,6. 

KAGAWA prtifte die Wirkung verschiedener von CELLA 7 
synthetisierter Substanzen, den Spirolactonen, die sowohl 
den Corticosteroiden (im Grundgertist), wie den Herz- 
glykosiden (im Lactonring), s t rukturel l / ihnl ich sind. Sic 
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erweisen sich, gemessen  a m  U r i n - N a / K - Q u o t i e n t e n  adrc-  
na l ek tomie r t e r  R a t t e n ,  als Mine ra loco r t i co id -An tago-  
nis ten 8,9. 

Aus v e r s c h i e d e n e n  Arbe i t en  geh t  hervor ,  dass  Herz-  
glykoside, unabh~ingig von  ih re r  ca rd ia len  \Virkung,  die 
Na-Ri i ck re so rp t ion  a n  de r  Niere hemmen~°  1~. \VIm)v:13 
zeigte m i t  HiKe de r  S top -F low-Techn ik ,  class O u a b a i n  im 
d is ta len  T u b u t u s  a n  de r  gle ichen Stelle ang re i f t  wie Atdo- 
steron.  ( Jberd ies  k o n n t e n  GANTENm~;IN und  SULSF.r ~ m i t  
der  V e r s u c h s a n o r d n u n g  v o n  ] ~ A G A W A  15 eine an tag (mis t i -  
sche Bee in f lussung  de r  C o r t e x o n w i r k u n g  d u r e h  S t r o p h a n -  
t in  zeigen. Der  G e d a n k e  lag somi t  nahe ,  dass  Sp i ro lac tone  
und  Herzg lykos ide  a m  gle ichen O r t  in den  a k t i v e n  T r a n s -  
p o r t m e c h a n i s m u s  e ingrei fen k 6 n n t e n .  

Vor l iegende  Versuche  w u r d e n  an  M e n s c h e n b l u t  d u r c h -  
gefi ihrt .  Me thod i sch  wurde  in A n l e h n u n g  a n  die Versuche  
y o n  H A R R I S  16, S C H A T Z M A N N  2 u n d  S U L S E R  u n d  W~L- 
BRANDT 17 die A n d e r u n g  des  K- u n d  Na-Geha l t e s  im 
Inne ren  der  E r y t h r o c y t e n  b e s t i m m t  und  zur  g le iehzei t igen 
E r f a s s u n g  ih re r  gegenl~iufigen Bewegung  de r  Q u o t i e n t  
[Na ] i / [K j i  gebi ldet .  Zur  E r f a s s u n g  des a k t i v e n  Na-  und  
K - T r a n s p o r t e s  wurde  0-10  Tage  ka l tge lage r t e s  B lu t  u n t e r  
Zusa tz  yon  Glukose  (400 mg°:o) w/ ih rend  3-5  h bei 37°C 
inkub ie r t .  A m  A n f a n g  und  a m  E n d e  de r  I n k u b a t i ( m s -  
per iode  wurde  de r  Na-  und  K - G e h a l t  im HXmolysa t  de r  
m i t  i so ton i sche r  M g C t : L 6 s u n g  gewaschenen  E r y t h r o e y t e n  
f l a m m e n p h o t o m e t r i s e h  b e s t i m m t .  Zus/ t tz l ich wurde  da-  
n e b e n  a u e h  die ~_nderung des S e r u m k a l i u m g e h a l t e s  ver-  
folgt, Als Sp i ro lac tone  w u r d e n  SC 5233 und  SC 9420 
(Aldac tone  ®) ve rwende t .  Sie k 6 n n e n  m i t  t f i l fe  von  
Alkohol  so gel6st  werden ,  dass  e ine K o n z e n t r a t i o n  yon  
10 -5 g /ml  B l u t  e r re i ch t  wird,  ohne  dass  de r  A lkoho lgeha l t  
(1°/00) den  Na-  u n d  K - T r a n s p o r t  s t6r t .  

E i n e  H e m m w i r k u n g  dieser  K o n z e n t r a t i o n  k o n n t e  in 
0 b e r e i n s t i m m u n g  m i t  D 'AMmo und  CESANO ~s n i ch t  be-  
o b a c h t e t  werden.  Misch t  m a n  m i t  Sp i ro lac ton  ges~t t ig tes  
Se rum (die m a x i m a l e  L6s l ichke i t  von  SC 5233 wurde  in 
P f e r d e s e r u m  zu 3 X 10 -n g /ml  e rmi t t e l t )  m i t  E r y t h r o c y t e n  
im Verh~iltnis 1 : 1, is t  a u c h  kein  e indeu t ige r  H e m m e f f e k t  
au f  die K- u n d  N a - P u m p e  fes tzuste l len .  

H i n g e g e n  e rh ie l t  ich  d u r c h  Zugabe  de r  Sp i ro lac tone  in 
S u b s t a n z  (1 m g / m l  Blu t )  e ine deu t l i che  V e r m i n d e r u n g  des  
Na-  u n d  K-Transpo r t e s .  In  e iner  Serie von  vier  Ve r suchen  
war  die N a - I n n e n k o n z e n t r a t i o n  n a c h  5 h l n k u b a t i o n  im 
Sp i ro l ac ton -ve r se t z t en  B lu t  u m  7,5 ± 1,08 mM/1 Zellen 
h 6 h e r  als in de r  Kont ro l le .  Der  S e r u m k a l i u m g e h a l t  e~ h 6 h t e  
sich in de r  g le ichen Versuchsser ie  d u r c h  Sp i ro l ac tonzusa t z  
u m  4,1 :k 1,18 m M / l  S e r u m  und  die l ) i f ferenz zwischen 
den  N a / K - Q u o t i e n t e n  cler Kon t ro l l e  und  d e m j e n i g e n  des 
Sp i ro l ae tonansa t ze s  b e t r u g  0,105 _-t= 0,0075. I ) ieser  \Ver t  
ist  m i t  h o h e r  s t a t i s t i s che r  S iche rhe i t  von  Nul l  ve r sch i eden  
( P  < 0,001). In  F igu r  1 is t  ein E i n z e l v e r s u c h  darges te l l t ,  
welcher  die H e m m w i r k u n g  w m  1 m g  SC 9420 zeigt. 1)iese 
W i r k u n g  u n t e r s c h e i d e t  s ich n i c h t  yon  de r j en igen  des  
SC 5233. 

Es  w~ire d e n k b a r ,  dass  Sp i ro lac tone  n i c h t  den  a k t i v e n  
T r a n s p o r t  yon  N a t r i u m  u n d  K a l i u m  h e m m e n ,  s onde rn  
du rch  E r h 6 h u n g  de r  pass iven  Durchl / i ss igkei t  de r  E r y t h r o -  
c y t e n m e m b r a n  den  Ausgleich de r  K o n z e n t r a t i n n s g r a d i e n -  
t en  y o n  N a t r i u m  u n d  K a l i u m  zwischen  Ze l l inne rem un(l 
Se rum begi ins t igen.  Dies s che in t  abe r  n i c h t  de r  Fal l  zu 
sein. Sp i ro l ac tonzusa t z  besch leun ig t  den  pas s iven  Aus- 
t auseh  yon  Na  u n d  K in der  K~ilte n ich t .  

Der  Nachweis  e iner  S p i r o l a c t o n w i r k u n g  au f  die N a - K -  
P u m p e  m e n s c h l i c h e r  E r y t h r o c y t e n  in vitro f i ihr te  zu zwei 
wei te ren  F ragen .  Als ers tes  wurde  u n t e r s u c h t ,  ob  sich de r  
H e m m e f f e k t  de r  Sp i ro l ac tone  d u r c h  N e b e n n i e r e n r i n d e n -  
h o r m o n e  an t agon i s i e r en  1Rsst. 1)a die Sp i ro lac tone  in Sub-  
s tanz  zu B lu t  gegeben  wurden ,  s ind auch  die be iden  ge- 
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Fig. I. Kaliumverhtst tier t';rythroeyten in (la~ Serum unter Spin)- 
l ac /Ol lZ l l sa tz .  O r ( l i m l t e :  K a l i m n k o n z e n t r a t i o n  illl S(!r/llll ill 111,~[/1. 

Ab~z isse  : l n k u b a t i o n s d a u e r .  

pr i i f t en  Cor t icos tero ide ,  H y d r o c o r t i s o n  und  Atdos te ron ,  
hoch  dos ie r t  worden .  N a c h d e m  K o n z e n t r a t i o n e n  von  
10 5 g /ml  B lu t  ke inen  Ef fek t  zeigten,  w u r d e n  sic ebenfa l l s  
in S u b s t a n z  in der  glc ichen Menge pro  A n s a t z  wie SC 9420 
d c m  Blu t  be igegeben.  A u c h  d a m i t  k o n n t e  ke ine  an t ago -  
n i s t i sche  \V i rkung  erziel t  wcrden .  

Zwei tens  s te l l te  sich (tie Frage ,  ob  ffir die H e m m w i r k u n g  
de r  Spirolac t i )ne  und  de r  l f e rzg lykos idc  dc r  glciche An-  
g r i f f spunk t  a n g e n o m m e n  werden  kann .  In  d icscm Fal l  
w~ire zu e rwar t en ,  dass  Sp i ro l ac tonzusa t z  zu e iner  m a x i m a l  
h e m m e n d  w i r k e n d e n  H e r z g l y k o s i d k o n z e n t r a t i o n  ohne  
Einf luss  b le iben  wiirde. Es zeigte sich a b e l  dass  sich de r  
H e m m e f f e k t  der  Sp i ro lac tone  zu d e m j e n i g e n  e iner  max i -  
ma l  w i r k s a m e n  O u a b a i n k o n z e n t r a t i o n  add ie r t .  Die Tabel le  
zeigt  e inen  FAnzelversuch.  Es  geh t  d a r a u s  hervor ,  dass  
O u a b a i n  in e iner  K o n z e n t r a t i o n  von  5 X 10 -4 g /ml  eine 
m a x i m a l c  H c m m w i r k u n g  auf  die N a - K - P u m p e  aus i ib t  
und  (lass d u r e h  Zusa t z  eines wei te rcn  Hcrzg lykos idcs  diesc 
W i r k u n g  n i c h t  m e h r  vcrst~irkt  wcrdcn  k a n n .  J c d o c h  en t -  
fa l t c t  SC 5233 aueh  in G c g e n w a r t  dicscr  m a x i m a l  wi rken-  
den  O u a b a i n d o s i s  eine zus~itzlichc H e m m u n g .  Dasselbc 
geht  aus  der  F igur  2 he rvo r :  1)ie K u r v e  fiir (lie .~nderung  
des N a / K - Q u o t i e n t e n  u n t e r  m a x i m a l e r  Herzg lykos id-  
b lock ie rung  wird  d u r c h  die Zugabc  von  SC 9420 para l le l  
und  z iemlich genau  u m  den  gle ichen B e t r a g  n a c h  u n t e n  
v e r s c h o b e n  wic die K u r v c  fiir dic K(mtro l lans~tzc .  | ) a s  
heiss t ,  dass  a u c h  bci m a x i m a l  m6gt i che r  Herzg lykos id-  
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12 j .  ORLOFV und M. BURG, Amer. J. Physiol. 199,-19 (1960). 
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Versuch 11. l. 1961 Ausgangswerte 
l - T a g -  KSlteblut Na K 

mM/l Zellen 
g/ml Blut 1 2 

Endwerte z] [Na]i/CK]i 
[Na]/[ [K]/ Na K [Na]il[K]i 

mM[l Zellen 
3 4 5 6 (= 6 - - 3 )  

Kontrolle 25,0 75,0 

Ouabain 5 x 10 -4 26,0 75,0 
(gelSst) 
Ouabain 5 x 10 -s  24,0 71,0 
(gelSst) 
Seillaren A I0 -a 25,0 73,0 
(in Substanz) 
Seillaren A 10 -3 '23,5 67,5 
+ Ouabain 5 x 10 -4  
SC 5233 10 -a 25,0 71,5 
(in Substanz) 
SC 5~33 l0 -a 23,5 68,5 
+ Ouabain 5 x 10 -a 

0,33 16,5 75,0 0,20 - -  0,13 
16~0 76,5 

0,34 31,5 69,5 0,45 + 0,11 
32,5 71,5 

0,34 31",5 68,5 0,46 + 0,12 
32,5 71,0 

0,34 31,5 69,0 0,46 + 0,12 
31,5 68,5 

0,3.1 33,5 72,0 O,,t6 + 0,12 
32,0 71,0 

0,35 30,0 93,0 0,32 - -  0,03 
24,5 75,5 

0,34 41,0 69,5 0,59 + 0,25 
38,0 64,0 

-o,~ 

-o,3 

-112 

-Off 

0 

o,I 

o2 

o,3 

/ / JmVm~ "x ",. 
/ /  - "  

/ /  
0 / ] / 2 3 8 T~e ~Itelageru~ 10 

SO 9~20 *Ou~in 

Fig. 2. Additiver Effekt yon Spirolactonzusatz (10 -3 glmI Blur) zu 
einer maximal hemmendeI1 0uabainkonzentration (5 x l0 -4 g/ml 
Blut) auf den Na- und K-Austausch der Erythrocyten. Ordinate: 

[NaJil[KJi ftir t/iglich wiederholte Versuche mit Blut der gleiehen 
Blutentnahme. Abszisse: Versuchstage nach dcr Blutentnahme, d.h. 
Dauer der Kaltlagerung vor dem Versuch. zJ[Na]i/[K]i: Differenz 
zwischen End- und Ausgangswert des VerhAltnisses [Na]i[[K] i der 
Erythrocyten fiir 5 h Inkubation bei 37°C. Beaehte: Verschlechte- 
rung des aktiven Transports in Kontrolle und Spirolactonansatz nach 

dem 6. Tag. 

der  Sp i r o l a c t o n - h e mmb a r e  Antei l  des  ak t iven  Transpor tes  
unabhgng ig  v o m  Ausgangswer t  gleich. 

Die schlechte  Wasser t6s l ichkei t  der  Spirolactone ver- 
h i n d e r t  leider, dass  m a n  ihre W i r k u n g  in Abh~ingigkeit 
yon  der  Dosis  u n t e r s u c h e n  kann .  Der  U m s t a n d ,  dass  sic 
e rs t  w i rksam werden ,  w e n n  sie zum Tell ungel6s t  im  An- 
sa tz  v o r h a n d e n  sind,  1/isst v e r m u t e n ,  dass  die E r y t h r o -  
c y t e n  d a v o n  m e h r  a u f n e h m e n  k6nnen,  als bei  S~ittigung 
im Se rum v o r h a n d e n  ist. E r s t  bei  e iner  Anre iche rung  der  
Subs t anz  in de r  M e m b r a n  wird  der  N a / K - T r a n s p o r t  be- 
e inf lusst  19. 

Summary. E x p e r i m e n t s  m a d e  on h u m a n  red cells 
showed t h a t  sp i ro lac tones  (SC 5233 and  SC 9420) added  
to  the  sample  as d ry  p o w d e r  (10-~ g/ml) exer t  an inh ib i to ry  
ac t ion  on  the  ac t ive  t r a n s p o r t  of sod ium and  po ta s s ium 
across t he  cell m e m b r a n e ,  Spi ro lac tone  a t  i ts  s a tu ra t ion  
concen t r a t i on  in s e rum (1.5;410 ..6 g/ml),  however ,  was 
ineffect ive.  

The inh ib i to ry  ac t ion  was  no t  af fec ted  by  a ldos te rone  or 
hydrocor t i sone .  

E x p e r i m e n t s  involv ing  exposure  of red cells to  spiro- 
lac tone  and  a card iac  glycoside s imul taneous ly  led to  the  
conclusion t h a t  these  subs tances  do n o t  h a v e  the  same 
m e c h a n i s m  of act ion.  The inh ib i t ion  caused  by  spiro- 
l ac tone  a d d e d  to  tile inh ib i t ion  due  to  a s u p r a m a x i m a l  
concen t r a t ion  of ouaba in  (5 X 10-4). 

h e m m u n g  des  ak t iven  T ranspo r t e s  d e m  pass iven  Aus-  
gleich der  K a t i o n e n k o n z e n t r a t i o n e n  zwischen innen  u n d  
aussen  noch  eine K r a f t  en tgegenwi rk t ,  welche d u r e h  
Spirolactone bese i t ig t  wird.  

Dazu k o m m t  noch  ein zwei ter  augenfiLlliger Un t e r -  
schied zwischen Herzglykos id-  u n d  Spi ro lac tonwirkung.  
Mit  z u n e h m e n d e r  Dauer  der  Ka l t l age rung  n i m m t ,  wahr -  
scheinl ich bed ing t  du rch  den  z u n e h m e n d  e rh6h t en  Aus-  
gangswer t  des Na]K-Quo t i en ten ,  die abso lu te  K a t i o n e n -  
ve r sch iebung  wi ihrend der  W~trmeinkubat ion  zu. I m  
gleichen Masse wiichst  auch  der  S t r o p h a n t i n - h e m m b a r e  
Ante i l  des ak t iven  Transpor t s  an (Differenz zwischen 
K u r v e n  I und  I I I  der  Figur).  I m  Gegensa tz  dazu b le ib t  

H . W ,  IFF 

Pharmakologisches Institut der Universiliit Ber~ (Schweiz), 
29. Mai  1962. 

19 Ich dankc der G. D. Searle & Co,, Chicago, fiir die freundliche 
0berlassung der Spirolactone SC 5233 und SC 9420 und der CIBA 
AG, Basel, fiir diejenige der Corticosteroide Aldosteron und Hydro- 
cortison. 


