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unsere Membranpridparate enthielten Hamoglobin. Wir
haben uns die Frage gestellt: Sind die Himoglobinmole-
kiile in irgendeiner Membranschicht strukturell eingebaut,
oder aber werden sie erst wihrend der Herstellung der
Membranen, durch diese, gebunden ?

Die zweite Hilfte dieser Frage konnte mit dem folgen-
den Beispiel aus dem Gebiet der Mikrobiologie illustriert
werden. Ein spezifisches Polysaccharid wurde in B. an-
thracis?, spéter auch in den isolierten Zellwandpriaparaten
dieses Bazillus® nachgewiesen. Andere Autoren beschrie-
ben ein zweites Polysaccharid4, welches aber nur aus
Milzbrandbazillen, die auf einem speziellen Nahrboden
geziichtet wurden, isoliert werden konnte und nichtspezi-
fische Prézipitinreaktionen ergab® Das zweite Poly-
saccharid (Hefe-Mannan) wurde von den sich vermehren-
den Milzbrandbazillen aus dem Hefeextrakt enthaltenden
Niahrboden aufgenommen und derartig stark gebunden,
dass dieses trotz mehrmaligem Waschen mit physiologi-
scher NaCl-Losung nicht entfernt werden konnte$. Lyso-
zym-behandelte B. megaferinm-Sporen binden das Lyso-
zym derart stark, dass sie selbst nach fiinfmaligem
Waschen in Kaninchen auch Lysozymantikorper produ-
zieren?.

In Vorversuchen zur vorliegenden Arbeit konnten wir
das Himoglobin aus unseren Erythrocytenmembran-
priparaten durch mehrmaliges Waschen nicht entfernen.
pH-Anderungen setzten das Hidmoglobin aus den Mem-
branen nicht frei. Doch erhielten wir anldsslich der Immu-
nisierung von zahlreichen Kaninchen mit Membranen
Ausserst selten eine ganz geringfiigige Hamoglobin-Anti-
korperproduktion.

Zu den weiteren Immunisierungen wihlten wir kristal-
lisiertes Rinderhdmoglobin (Armour, USA). Kaninchen
wurden sowohl nach der Freundschen Adjuvans-Methode
mit 2%, Himoglobinlésung subkutan als auch ohne Adju-
vantien mit 0,1-29, Himoglobinlésung (in physiologi-
schem NaCl) intravends behandelt. Mit der Freundschen
Depotmethode wurden Antikorper nach 3 bis 7 Injek-
tionen, mit der einfachen intravenosen Methode nach 7 bis
10 Injektionen in geniigender Menge produziert,

Die Immunsera gaben eine Hiamagglutination mit
trypsinisierten Rindererythrocyten in einer Verdiinnung
bis 1:400 bzw. bis 1:6400. Das Himoglobin wurde durch
diese Immunsera hdéchstens in einer Verdiinnung wvon
1:64 000 spezifisch prdzipitiert.

Der betriachtliche Himagglutinationstiter durch unsere
«Hamoglobinantisera» war fiir uns iiberraschend und
gleichzeitig bedenklich. Deshalb wurde eine grossere
Menge der Himoglobinldsung in einer Kiihlzentrifuge bei

Die Wirkung von Spirolactonen und von Herz-
glykosiden auf den Natrium- und Kaliumtrans-
port an Erythrocyten!

Es wird heute allgemein angenommen, dass der hohe
Zellkalium- und der niedrige Zellnatriumgehalt durch
einen Pumpmechanismus aufrechterhalten wird, der
stindig gegen den Konzentrationsgradienten Kalium in
die Zellen hinein und Natrium aus den Zellen hinaus
pumpt. Dieser aktive Transport kann durch Herzglyko-
side gehemmt werden?-%. Post et al. und Duxsam und
GLyNN zeigten an Versuchen mit Erythrocytenschatten,
dass diese Hemmung mit einer Verminderung eines be-
stimmten Anteils der ATP-ase-Aktivitat in den Erythro-
cytenmembranen zusammenhingen konnte®¢.
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6000 U lange Zeit zentrifugiert. Es entstand ein geringes
Sediment, in dem phasenoptisch Erythrocytenmembranen
festgestellt werden konnten. Die letzteren wurden durch
Seitzfilter entfernt. Dieses klare Himoglobinfiltrat wurde
wiederum zur Vorbehandlung von Kaninchen verwendet.
Diesmal wurden nur prizipitierende Antikorper gegen das
Héimoglobin und keine agglutinierenden Antikérper gegen-
iiber trypsinisierten Rindererythrocyten gebildet.

Diskussion. Wenn das Hamoglobin einen Bestandteil
der Erythrocytenmembran — mindestens in die tiefere
semipermeable Schicht eingebaut — bilden wiirde, sollte
mit entsprechend priparierten Erythrocyten eine Hiamag-
glutination entstehen. Am einfachsten kénnen die tiefer
liegenden Schichten der Erythrocytenmembran mit einer
vorsichtig durchgefiithrten Trypsin- oder Papainverdau-
ung freigelegt werden. Da die derartig vorbehandelten
Erythrocyten mit Hamoglobinantikérpern allein nicht
agglutiniert werden konnen, kann das Hamoglobin nicht
in die Membran der intakten Erythrocyten strukturell ein-
gebaut sein. Der Himoglobingehalt der isolierten Erythro-
cytenmembranen ist wahrscheinlich auf eine Absorption
zurtickzufiihren, die bei der hypotonischen Hamolyse ent-
steht. Ein Héamoglobinpriparat, welches mit kleinen
Mengen von Membranen verunreinigt ist, produziert in
Kaninchen zwei Antikérper. Der eine, der Hamoglobin-
antikérper, gibt nur mit Himoglobin eine Prazipitin-
reaktion, der andere, der Membranantikorper, spielt allein
eine Rolle in der Himagglutination.

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 of the erythrocyte membrane but it is
absorbed to these secondarily during their preparation.
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KaGcawa priifte die Wirkung verschiedener von CELLA?
synthetisierter Substanzen, den Spirolactonen, die sowohl
den Corticosteroiden (im Grundgeriist), wie den Herz-
glykosiden {im Lactonring), strukturell dhnlich sind. Sie
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erweisen sich, gemessen am Urin-Na/K-Quotienten adre-
nalektomierter Ratten, als Mineralocorticoid-Antago-
nisten %9,

Aus verschiedenen Arbeiten geht hervor, dass Herz-
glykoside, unabhingig von ihrer cardialen Wirkung, dic
Na-Riickresorption an der Niere hemmen10-% WipLpg!?
zeigte mit Hilfe der Stop-Flow-Technik, dass Ouabain im
distalen Tubulus an der gleichen Stelle angreift wie Aldo-
steron. Uberdies konnten GANTENBEIN und SuLSER mit
der Versuchsanordnung von Kacawa!® eine antagonisti-
sche Beeinflussung der Cortexonwirkung durch Strophan-
tin zeigen. Der Gedanke lag somit nahe, dass Spirolactone
und Herzglykoside am gleichen Ort in den aktiven Trans-
portmechanismus eingreifen kénnten.

Vorliegende Versuche wurden an Menschenblut durch-
gefithrt. Methodisch wurde in Anlehnung an die Versuche
von Harris!®, ScHatzmMaNN? und Svurser und Wie-
BRANDTY die Anderung des K- und Na-Gcehaltes im
Inneren der Erythrocyten bestimmt und zur gleichzeitigen
Erfassung ihrer gegenldufigen Bewegung der Quotient
[Na];/[K], gebildet. Zur Erfassung des aktiven Na- und
K-Transportes wurde 0-10 Tage kaltgelagertes Blut unter
Zusatz von Glukose (400 mg%,) wihrend 3-5 h bei 37°C
inkubiert. Am Anfang und am Ende der Inkubations-
periode wurde der Na- und K-Gehalt im Himolysat der
mit isotonischer MgCl,-Losung gewaschenen Erythrocyten
flammenphotometrisch bestimmt. Zusitzlich wurde da-
neben auch die Anderung des Serumkaliumgehaltes ver-
folgt, Als Spirolactone wurden SC 5233 und SC 9420
(Aldactone®) verwendet. Sie konnen mit Hilfe von
Alkohol so gelost werden, dass eine Konzentration von
10-% g/ml Blut erreicht wird, ohne dass der Alkoholgehalt
{1%/50) den Na- und K-Transport stort.

Eine Hemmwirkung dieser Konzentration konnte in
Ubereinstimmung mit p’Amico und CEsANG!'® nicht be-
obachtet werden. Mischt man mit Spirolacton gesittigtes
Serum (die maximale Loslichkeit von SC 5233 wurde in
Pferdeserum zu 3 X 10-% g/ml ermittelt) mit Erythrocyten
im Verhéltnis 1:1, ist auch kein eindentiger Hemmeffekt
auf die K- und Na-Pumpe festzustellen.

Hingegen erhielt ich durch Zugabe der Spirolactone in
Substanz (1 mg/ml Blut) eine deutliche Verminderung des
Na- und K-Transportes. In einer Serie von vier Versuchen
war die Na-Innenkonzentration nach 5 h Inkubation im
Spirolacton-versetzten Blut um 7,5 + 1,08 mM/l Zellen
hoher alsin der Kontrolle, Der Serumkaliumgehalt erhohte
sich in der gleichen Versuchsserie durch Spirolactonzusatz
um 4,1 4+ 1,18 mM/l Serum und die Differenz zwischen
den Na/K-Quotienten der Kontrolle und demjenigen des
Spirolactonansatzes betrug 0,105 4+ 0,0075. Dieser Wert
ist mit hoher statistischer Sicherheit von Null verschieden
(P < 0,001). In Figur 1 ist ein Einzelversuch dargestellt,
welcher die Hemmwirkung von 1 mg SC 9420 zeigt. Diese
Wirkung unterscheidet sich nicht von derjenigen des
SC 5233.

Es wire denkbar, dass Spirolactone nicht den aktiven
Transport von Natrium und Kalium hemmen, sondern
durch Erhohung der passiven Durchléssigkeit der Erythro-
cytenmembran den Ausgleich der Konzentrationsgradien-
ten von Natrium und Kalium zwischen Zellinnerem und
Serum begiinstigen. Dies scheint aber nicht der Fall zu
sein. Spirolactonzusatz beschleunigt den passiven Aus-
tausch von Na und K in der Kilte nicht.

Der Nachweis einer Spirolactonwirkung auf die Na-K-
Pumpe menschlicher Erythrocyten in vifro fithrte zu zwel
weiteren Fragen. Als erstes wurde untersucht, ob sich der
Hemmeffekt der Spirolactone durch Nebennierenrinden-
hormone antagonisieren ldsst. Da die Spirolactone in Sub-
stanz zu Blut gegeben wurden, sind auch die beiden ge-
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Fig. 1. Kaliwmverlust der Erythrocvten in das Serum unter Spiro-

lactonzusatz, Ordinate: Kaliumkounzentration im Serum in wmpl
Abszisse: Inkubationsdauer.

priiften Corticosteroide, Hydrocortison und Aldosteron,
hoch dosiert worden. Nachdem Konzentrationen von
10-% g/ml Blut keinen Effekt zeigten, wurden sie ebenfalls
in Substanz in der gleichen Menge pro Ansatz wie SC 9420
dem Blut beigegeben. Auch damit konnte keine antago-
nistische Wirkung erzielt werden.

Zweitens stellte sich die Frage, ob fiir die Hemmwirkung
der Spirolactone und der Herzglykoside der gleiche An-
griffspunkt angenommen werden kann. In diesem Fall
wire zu erwarten, dass Spirolactonzusatz zu einer maximal
hemmend wirkenden Herzglykosidkonzentration ohne
Einfluss bleiben wiirde. Es zeigte sich aber, dass sich der
Hemmeffekt der Spirolactone zu demjenigen einer maxi-
mal wirksamen Ouabainkonzentration addiert. Die Tabelle
zeigt einen Einzelversuch. Es geht daraus hervor, dass
Ouabain in ciner Konzentration von 5x 104 g/ml ecine
maximale Hemmwirkung auf die Na-K-Pumpe ausiibt
und dass durch Zusatz eines weiteren Herzglykosides diese
Wirkung nicht mehr verstdrkt werden kann. Jedoch ent-
faltet 5C 5233 auch in Gegenwart dieser maximal wirken-
den Ouabaindosis cine zusitzlichc Hemmung. Dasselbe
geht aus der Figur 2 hervor: Die Kurve fiir die Anderung
des Na/K-Quotienten unter maximaler Herzglykosid-
blockierung wird durch die Zugabe von SC 9420 parallel
und ziemlich genau um den gleichen Betrag nach unten
verschoben wie die Kurve fiir die Kontrollansitze. Das
heisst, dass auch bei maximal mdglicher Herzglykosid-
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Versuch 11. 1. 1961 Ausgangswerte Endwerte A[Nal,/[K],

1-Tag-Kilteblut Na K [Nal;{[K]; Na K [Naly/(K];

mM/} Zellen mM /|l Zellen

ajm1 Blut 1 2 3 4 5 6 {(=6—3)

Kontrolle 25,0 75,0 0,33 16,5 75,0 0,20 —0,138
16,0 76,5

Quabain 5 x 10~% 26,0 75,0 0,34 31,5 69,5 0,45 + 0,11

{geldst) 32,5 71,5

Ouabain 5 x 10— 24,0 71,0 0,34 31,5 68,5 0,46 + 0,12

(gelost) 32,5 71,0

Scillaren A 10—3 25,0 73,0 0,34 aLs 69,0 0,46 + 0,12

(in Substanz) 31,5 68,5

Scillaten A 10-3 23,5 67,5 0,34 33,5 72,0 0,46 + 0,12

+ Ouabain b x 1074 32,0 71,0

SC 5233 1073 25,0 71,5 0,35 30,0 93,0 0,32 — 0,03

(in Substanz) 24,5 75,5

SC 5233 10~3 23,5 68,5 0,34 41,0 69,5 0,59 + 0,25

-+ Ouabain 5 x10~¢ 38,0 64,0

i
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Fig. 2. Additiver Effekt von Spirolactonzusatz (10™3 g/ml Blut) zu
einer maximal hemmenden Ouabainkonzentration (5 x10™% g/ml
Blut) auf den Na- und K-Austausch der Erythrocyten. Ordinate:
A[Na],/{K], fiir tiglich wiederholte Versuche mit Blut der gleichen
Blutentnahme. Abszisse: Versuchstage nach der Blutentnahme, d.h.
Dauer der Kaltlagerung vor dem Versuch, A[Nal;/[K];: Differenz
zwischen End- und Ausgangswert des Verhiltnisses [Nal,/[K]; der
Erythrocyten fiir 5 h Inkubation bei 37°C. Beachte: Verschlechte-
rung des aktiven Transports in Kontrolle und Spirolactonansatz nach
dem 6. Tag.

hemmung des aktiven Transportes dem passiven Aus-
gleich der Kationenkonzentrationen zwischen innen und
aussen noch eine Kraft entgegenwirkt, welche durch
Spirolactone beseitigt wird.

Dazu kommt noch ein zweiter augenfilliger Unter-
schied zwischen Herzglykosid- und Spirolactonwirkung.
Mit zunehmender Dauer der Kaltlagerung nimmt, wahr-
scheinlich bedingt durch den zunehmend erhdhten Aus-
gangswert des Na/K-Quotienten, die absolute Kationen-
verschiebung wéihrend der Wirmeinkubation zu. Im
gleichen Masse wichst auch der Strophantin-hemmbare
Anteil des aktiven Transports an (Differenz zwischen
Kurven I und I1I der Figur). Im Gegensatz dazu bleibt

der Spirolacton-hemmbare Anteil des aktiven Transportes
unabhingig vom Ausgangswert gleich,

Dice schlechte Wasserloslichkeit der Spirolactone ver-
hindert leider, dass man ihre Wirkung in Abhéngigkeit
von der Dosis untersuchen kann, Der Umstand, dass sie
erst wirksam werden, wenn sie zum Teil ungelost im An-
satz vorhanden sind, ldsst vermuten, dass die Erythro-
cyten davon mehr aufnehmen konnen, als bei Sittigung
im Serum vorhanden ist. Erst bei einer Anreicherung der
Substanz in der Membran wird der Na/K-Transport be-
einflusst®.

Summary. Experiments made on human red cells
showed that spirolactones (SC 5233 and SC 9420) added
to the sample as dry powder (10~ g/ml) exert an inhibitory
action on the active transport of sodinm and potassium
across the cell membrane. Spirolactone at its saturation
concentration in serum (1.5 10~% g/ml), however, was
ineffective.

The inhibitory action was not affected by aldosterone or
hydrocortisone.

Experiments involving exposure of red cells to spiro-
lactone and a cardiac glycoside simultaneously led to the
conclusion that these substances do not have the same
mechanism of action. The inhibition caused by spiro-
lactone added to the inhibition due to a supramaximal
concentration of ouabain (5X10-%).
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cortison,



