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~nderung des Glukosetransports frischer menschlicher Erythrozyten bei Hingerer Inkubation 

FAUST :t hat  gefunden, dass die Halbwertszeit  (t 0,5) fiir 
den Glukoseeintritt  in menschliche Erythrozyten verl/in- 
gert wird, wenn die Erythrozytensuspension 1Anger als 3 h 
steht (ohne Temperaturangabe). )khnliche Beobachtungen 
sind yon BANG und ORSXOV 2, MELDAHL und ORSKOV 3 
und von MAWE* beschrieben worden. 

Auf Grund dieser Befunde stellt sich die Frage, ob bei 
der Inkubation das Glukosetransportsystem selbst ver- 
Andert wird, oder ob es sich um eine indirekte Wirkung 
fiber andere Faktoren handelt. 

WEED et al. s haben eingehende Untersuchungen an 
menschlichen Erythrozyten durchgefiihrt, die sie im 
Serum fiber 1Angere Zeit inkubierten. Hierbei treten im 
Erythrozytenstoffwechsel und bei den physikalischen 
Eigenschaften der Membran eine Reihe yon VerAnderun- 
gen auf: Nach 5 h ist das ATP in den Erythrozyten auf 
74% und nach 10 h a u f  15% abgesunken. DieRigid i tg tder  
Membran n immt  nach 4 h zu und nach 5 h setzt eine 
stetige Verminderung der Filtrierbarkeit  der Erythrozy- 
ten dutch engporige Filter ein. Nach 10 h beginnt ein 
zunehmender Anstieg der ViskositAt der Erythrozyten-  
suspension und eine Zunahme des Calciumgehaltes. 
Ausserdem nimmt  das Zellvolumen zu, um nach etwa 20 h 
wieder abzusinken. Alle diese Ver'~izlderungen lassen sich 
dutch eine 2stiindige Inkubat ion mi t  30 mM/1 Adenosin 
wieder rfickggngig machen. Adenosin bewirkt eine schnelle 
Regeneration yon ATP in den Erythrozyten*. Es schien 
m6glich, dass die yon den genannten Autoren beobachtete 
)knderung des Glukosetransportes mit  der yon WEED 
et al. 5 beschriebenen Volumenzunahme zusammenh/~ngt. 

Material u~d Methoden. Blur aus der Armvene wurde 
unter sterilen Bedingungen defibriniert und bei 37°C 
inkubiert. Zu den angegebenen Zeiten wurden Blutproben 
aus dem Inkubationsansatz entnommen, um das Erythro-  
zytenvolumen und die Glukosepermeation durch die 
Erythrozytenmembran zu untersuchen. 

Die Erythrozyten  wurden zentrifugiert und das Ery- 
throzytensediment wurde nach dem Zentrifugieren 3mal 
in einer 300 mosm/1 NaC1-PhosphatlSsung, pH  7, 4, ge- 
waschen. Die L6sung bestand aus einem Tell isotonischen 
Natriumphosphatpuffer  7 und 9 Teilen 163 mM/1 NaC1- 
L6sung. Die genaue Osmolarit/it  wurde jedesmal mi t  
einem Fiske-Osmometer bestimmt.  

Das Erythrozytenvolumen wurde mi t  zwei verschiede- 
nen Methoden gemessen, einmal mi t  Hilfe des HAmato- 
krits und zweitens dutch Messung der osmotischen Resi- 
stenz. Der HAmatokrit  wurde bei 12000 g und mit  
geeichten MikrohAmatokritr6hrchen (Firma Hilpenberg, 
Malsfeld, Deutschland) jeweils 6mal best immt (Stan- 
dard-Abweichung Jz 0.4%). Vom abgelesenen H~imato- 
kritwert  wurden jeweils 3% Zwischenfliissigkeitvolumen 
und das H/imoglobinvotumen (zu 35% des Volumens der 
Blutzellen angenommen, s. PONDER s) abgezogen, um das 
Volumen des Wasser-Raumes (Vn,o) zu erhalten. Wie 
auch bei der osmotischen Volumenbest immung wird fiir 
VH,O der Nativzellen der Wef t  1 angenommen. Die 
osmotische Volumenbestimmung benfitzt die seitliche 
Parallelverschiebung der osmotischen Resistenzkurven 
unter  der Annahme osmotischer Schwellung (Volumen- 
zunahme durch Anstieg des osmotisch wirksamen, nicht- 
penetrierenden Zellinhaltes n. Wenn gleiche Lichtstreuung 
gleiches Volumen und gleiches n angibt, gilt:  n , :n ,  = 
cl:c ,, wobei c, und c 2 die Salz-Konzentrationen mit  
gleicher Lichtstreuung vor und nach der Schwellung 
bedeuten). 

F fir die Analyse des Glukosetransportes wurde eine 
Streulichtmethode zur Messung des Austrittes von 
Glukose beniitzt (Figur 1). Das von den Erythrozyten  im 

rechten Winkel  gestreute Licht (L) wurde von einem 
Photomultiplier  (PM) gemessen und der resultierende 
Strom mit  einem Zeitschreiber (RG) registriert. Die 
Erythrozyten wurden in der Ktivet te  durch einen Ma- 
gnetstab (MR) geriihrt. Dadurch treten infolge von 
Schlierenbildung schnelle Stromschwankungen auf. Durch 
Vorschalten einer geeigneten KapazitAt konnten diese 
Schwankungen gedAmpft werden, ohne das Resul ta t  zu 
beeinflussen. Die Temperatur  in der Messkiivette wurde 
dutch einen mit  thermoreguliertemWasser durchstr6mten 
Mantel (WM) auf 20 °C konstant  gehalten. 

F i i r  die Messung des Glukoseaustrittes wurden die 
gewaschenen Erythrozyten zunAchst mit  150 mM]l  Glu- 
kose Aquilibriert. Dies geschah in einer 300 mosm]l 
Phosphatpufferl6sung mit  150 mM/1 Glukose (10% ige 
Erythrozytensuspension) bei 37 °C fiir mindestens 1/2 h. 
Danach wurden die Erythr0zyten noch 2real in der 
gleichen LSsung gewaschen, um die wAhrend der Inkuba- 
tion erfolgte geringe pH-/Inderung zu korrigieren. Je tz t  
wurden jeweils 0,15 ml der 10%igen Erythrozytensus- 
pension in die Messkiivette (F) mit  15 ml AustrittslSsung 
gespritzt, so class sich in der Kiivette eine Zellkonzentra- 
tion yon etwa 1:1000 ergab. Es wurden 3 verschiedene 
AustrittslSsungen verwendet, mi t  Endkonzentrat ionen 
(nach Zugabe der Erythrozytensuspension) von 1,5 3,0 
oder 4,5 mM/1 Glukose. Die Austrittsl6sung bestand 
weiter aus 300 mosm/l  Phosphatpufferl6sung und hatte  
ausserdem einen Zusatz -con 150 mosm]l NaCl, so dass 
die gesamte ElektrolytosmolaritAt der Austrittsl6sung 
450 mosm/1 betrug. Dies hat  den Vorteil, dass zu Beginn 
des Glukoseaustrittes die Osmolarit/~t in der Aussenl6- 
sung und in den Erythrozyten etwa gleich ist, so dass 
initiale VolumensAnderungen vermieden wurden. 

Die Eichung erfolgte mi t  einer Erythrozytensuspen- 
sion (1 :I000) nach Glukoseaustritt  in 300 mosm/1 NaC1- 
Phosphatl6sung durch stufenweisen Zusatz kleiner Volu- 
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Fig. 1. Schematische Darstellung der Streulichtapparatur. L, Licht- 
quelle; SL, Streulicht; PM, Photomultiplier; HSG, Hochspannungs- 
ger~it; RG, Registrierger~it; WM, Wassermantel der Kfivette und 
MR, Magnetrfihrstab. Weiteres siehe Text. 
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m e n  einer  nahezu  ges / i t t ig ten  NaC1-L6sung (etwa 621,ffl 
NaCl). 

Die genaue  Osmolaxitl i t  wurde  jeweils  im Fiske-Osmo-  
m e t e r  gemessen.  Die Zuordnung  einer  gegebenen Licht-  
s t r euung  zu einer  G lukose innenkonzen t ra t ion  S~ (in 
mosm/1) e rg ib t  sich aus den  Gle ichungen fiir osmot isches  
Gle ichgewicht  im P e n e t r a t i o n s v e r s u c h  und  bei der  
E i c h u n g :  

1. -~  = Sa + 450 - -  Si (Austrittsversuch) 

n 
2. -#  = 300 4- A N  (Eichkurve) 

mi t :  n = Menge des n i c h t p e n e t r i e r e n d e n  osmot i schen  
Inha l t e s  der  E r y t h r o z y t e n ;  V ---- E r y t h r o z y t e n v o l u m e n ;  
Si = Glukose innenkonzen t r a t ion  in den  E r y t h r o z y t e n ;  
Sa = Aussenkonzen t r a t i on  an  Glukose;  A N  = mosm/1 
der  zu t i t r i e r ten  NaC1-L6sung (N = Gesamtsa lzkonzen-  
t r a t i on  in mosm/1 aussen).  Also:  Si = Sa + 150 --  A N .  

E 
m 
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Fig. 2. Glukose-Austrittsversuch: Zeitliche Anderung der Glukose- 
innenkonzentration (SO bei konstanten Glukoseaussenkonzentratio- 
nen yon 1.5, 3.0 und 4,5 mMfl. Mittelwert und mittlerer Fehler des 
Mittelwertes aus 6 Einzelversuchen. Temperatur 20°C, pH 7,4. 

Die bei  der  T i t r a t ion  m i t  konzen t r i e r t e r  NaC1-L6sung 
e n t s t e h e n d e  geringe Verd i innung  de r  E r y t h r o z y t e n s u s -  
pens ion  beeinf luss t  die S t reu l i ch tmessung  n i ch t  merkl ich.  
Es  muss  aber  da rauf  geach te t  werden ,  dass  h ierbei  das  
p H  in der  Messki ive t te  k o n s t a n t  bleibt .  Dies k a n n  d u t c h  
e inen e n t s p r e c h e n d e n  exper imente l l  ausp rob ie r t en  Zusa tz  
yon  N a O H  zu der  konzen t r i e r t en  NaCl-L6sung er re icht  
werden.  Die F igur  2 g ib t  das  Resu l t a t  eines so ausgewer-  
t e t e n  Aus t r i t t sve r suches  wieder.  

Die Auswer tung  g ib t  somi t  die  A n d e r u n g  de r  I n n en -  
k o n z e n t r a t i o n  (nicht  de r  Innenmenge! )  m i t  de r  Zei t  
wieder.  Info lgedessen  ist es no twendig ,  die i ibliche kine-  
t i sche  Gle ichung in die e n t s p r e c h e n d e  Form zu br ingen.  

Rasche  R e a k t i o n e n  zwischen Su b s t r a t  (S) und  Tr~ger  
(C) sowie gleiche Bewegl ichkei t  yon  C und  CS vorausge-  
setzt ,  e rg ib t  sich die fiir den s ta t ioni i ren  Zus t and  h/iufig 
b e n u t z t e  Bez iehung :  

3. d ( m s ) _ V m a x (  Si Sa ) 
d t Si + K cs  Sa + K cs  

mi t :  m s  = intrazellul/ ire S u b s t r a t m e n g e ;  ¢ = Zeit ;  K c s  
= Dis soz ia t ionskons tan te  von CS. 
Zur  U m w a n d l u n g  in dS~/dt = ] (St, Sa) ben i i t z t  m a n  S,  
= m s / V  und  die Bez iehung  tiir osmot i sches  Gle ichgewicht  
(n  + m s ) / V  = Sa + N,  und  erhAlt schliessl ich:  

( Si S, ) 
dSi (Sa + N - -  Si) ~ Vmax "Si + K cs  Sa + Kos  4. d---i - =  (S,,-----~ N).~ " " 

oder  nach  I n t e g r a t i o n  zwischen S%_ o und  S,  

(s,, + N) (s,,  + ICes) 
5. t = n .  

Vmax g c s  N 
Sit = o -- Si 

(N + K cs  + Sa) (S= + N - - S i t = o  )(Sa+ N - S t )  

K cs  Sa In (`% + N -- Si) (Sa -- Sit _ o ) ] 
+ 

N (Sa + N-Si t = o ) (Sa -- Si) J 

Der F a k t o r  (Sa + N -- Si) ~ [ (Sa + N)  • n der  Gle ichung 4. 
ha t  wie zu e rwar t en  die D imens ion  V o l u m e n - L  E r  b e d i ng t  
(wegen seiner  Z u n a h m e  m i t  a b n e h m e n d e n  S,) den  S-f6r- 
migen  Ver lauf  der  K u r v e n  (siehe F igur  2) im Vergleich zur  
in i t ia len Linear i t i i t  von  m s  = f (t) 9,*°. Gleichung 5. 
zeigt,  dass  bei  Z u n a h m e  yon  n (z.B. du rch  E i n t r i t t  yon  
Na+) t d i rek t  p ropor t iona l  zu n ans te ig t ,  was  eine Ver-  
l a n g s a m u n g  der  P e n e t r a t i o n  bedeu te t .  

it W. WILBRANDT, Symp. Soc. exp. Biol. 8, 155, Fig. 8 (1954). 
~0 K. SlSN and W. F. WIDDAS, J. Physiol., Lond. 160, 392 (1962). 

Tabelle I. Zeitpunkt t (in min), bei dem pr/iinkubierte Erythrozyten eine InnenkonzentraLion (S,) yon 125, 100, 75, 50 und 25 mMtl Glukose 
bei einer konstanten Aussenkonzentration (Sa) yon 1.5 mM/1 Glukose erreichen 

Innenkonzentration Aussenkonzentration Prfiinkubationszeit bei 37 °C (h) 
S~ S~ 0 3 6 9 

mM]l Glukose mMI1 Glukose t t t t 

125 1.5 
100 1.5 
75 1.5 
50 1.5 
25 1.5 

0.43 ± 0.04 0.48 + 0.03 0.47 4. 0.05 0.51 4. 0.05 
0.81 4. 0.03 0.87 4. 0.02 0.88 4. 0.04 0.95 4. 0.04" 
1.15 + 0.02 1.22 4. 0.02 1.24 4. 0.03 1.33 4- 0.034 
1.46 4- 0.02 1.52 4- 0.02- 1.57 4. 0.024 1.66 4. 0.02 e 
1.76 4- 0.01 1.83 4- 0.02~ 1.92 4- 0.03* 1.99 4. 0.02 c 

Mittelwert und mittlerer Fehler des Mittelwertes aus 6 Einzelversuchen, Temperatur 20 °C und pH 7.4. "P > 0.05, bp > 0.01 und *P > 0.001 
gegenfiber Pr~nkubation bei 0 h. 
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D a r a u s  e rg ib t  s ich die M6gl i chke i t  der  Pr f i fung  eines 
Z u s a m m e n h a n g s  zwischen  B e o b a c h t u n g e n  f iber  V o l u m e n -  
z u n a h m e  und  so lchen  a m  Z u c k e r t r a n s p o r t :  VVenn die  
V e r t a n g s a m u n g  des  Z u c k e r t r a n s p o r t e s  m i t  de r  V o l u m e n -  
z u n a h m e  d u r c h  Ans t i eg  v o n  n z u s a m m e n h ~ n g t ,  muss  
t/no ~ n]no sein, wo t u n d  to Zei ten  bis  zur  E r r e i c h u n g  glei- 
cher  G l u k o s e i n n e n k o n z e n t r a t i o n  vo r  de r  A n d e r u n g  (to) u n d  
n a c h  d e r A n d e r u n g  (t) b e d e u t e n  u n d  n u n d  no die zugeh6ri -  
gen o s m o t i s c h  w i r k s a m e n  I n h a l t e  s ind.  Zur  e x p e r i m e n t e l -  
len  P r i i f u n g  h a b e n  wir  n u n t e r  A n n a h m e  d ieser  B e z i e h u n g  
aus  de r  V e r t a n g s a m u n g  t/to b e r e c h n e t  u n d  m i t  de r  d i rek-  
t e n  V o l u m e n b e s t i m m u n g  (V~2o) verg t ichen .  

Die'  G l e i chungen  fiir den  Z u c k e r t r a n s p o r t  in  der  
E r y t h r o z y t e n m e m b r a n  s ind  h e u t e  auf  G r u n d  e i ngehende r  
k ine t i s che r  U n t e r s u c h u n g e n  d u t c h  k o m p l e x e r e  Gle ichun-  
gen  e r s e t z t  worden ,  die e ine ve r s ch i edene  Beweg l i chke i t  
des m i t  Zucker  b e l a d e n e n  u n d  des u n b e l a d e n e n  Carr iers  
v o r a u s s e t z e n  10 u n d  end l i che  R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t e n  
y o n  Car r i e r  m i t  S u b s t r a t  be inha l t en~L  Diese  G le i chungen  
bes i t zen  j e d o c h  ebenfa l l s ' d i e  d i r ek t e  P r o p o r t i o n a l i t ~ t  y o n  
t u n d  n. 

Ergebnisse und Diskussion. Zuers t  wurde  die Glukose-  
p e n e t r a t i o n  d u r c h  die E r y t h r o z y t e n m e m b r a n  in A b h ~ n -  
g igke i t  y o n  e iner  P r ~ i n k u b a t i o n  f r i sch  g e w o n n e n e r  
E r y t h r o z y t e n  be i  37 °C w ~ h r e n d  0, 3, 6 u n d  9 h gemessen.  
Das  E r g e b n i s  dieses Versuches  is t  in  de r  Tabe l l e  I da rgc-  
s te l l t .  Die  Tabe l l e  g i b t  die Zei t  an ,  be i  der  die v e r s c h i e d e n  
l ang  p r ~ i n k u b i e r t e n  E r y t h r o z y t e n ,  die ansch l i e s send  m i t  
G lukose  aufgefi iUt w o r d e n  waren ,  be i  e iner  k o n s t a n t e n  
A u s s e n k o n z e n t r a t i o n  y o n  1, 5 m M/1Glukose eine b e s t i m m -  
t e  I n n e n k o n z e n t r a t i o n  a n  Glukose  er re ichen,  Diese  Zei t -  
d a u e r  n i m m t  n a c h  6- u n d  9s t i indiger  P r g i n k u b a t i o n  
s ign i f i kan t  zu. Die  Z u n a h m e  de r  Ze i t  i s t  i m  A n f a n g  des  
Versuchs  (hohe  I n n e n k o n z e n t r a t i o n )  n o c h  ve r h~ l t n i s -  
m~Lssig ger ing,  wi rd  abe r  i m  w e i t e r e n  Ver l au f  h o c h  signi-  
f ikan t .  E i n  q u a l i t a t i v  ~hnl iches  E r g e b n i s  wie o b e n  be-  
s ch r i eben  w u r d e  ebenfa l l s  bei  e iner  A u s s e n k o n z e n t r a t i o n  
v o n  4,5 mM/1 Glukose  erzielt .  Die  Z u n a h m e  de r  P e n e t r a -  
t ionsze i t  n a c h  e iner  1Angeren I n k u b a t i o n  f r i sch  gewonne-  
ne t  E r y t h r o z y t e n  s t e h t  s o m i t  in  t d b e r e i n s t i m m u n g  m i t  
den  B e o b a c h t u n g e n  y o n  FAUST ~ u n d  a n d e r e n  Auto -  
t e n  2-4 

Die Tabe l l e  I I  g ib t  die A n d e r u n g  des  V o l u m e n s  ( V ~ o )  
in  d e m  in  Tabe l l e  I da rges t e l l t en  V e r s u c h  wieder .  Die  
Vqerte yon  VH~o der  G r u p p e n  I u n d  I I  s t i m m e n  befr ie-  
d igend fiberein.  Es  e rg ib t  s ich ein d e u t l i c h e r  Ans t i eg  der  
V a , o - W e r t e  n a c h  6- u n d  9s t f indiger  P r ~ i n k u b a t i o n .  

1.2 

1.1 n~ 
1.0 

Fig. 3. Volumen (VH20) und nieht-penetrierender osmotiseher Inhalt 
(n) yon Erythrozyten in Abhgngigkeit yon der PrMnkubationszeit bei 
37 °C. O--O, V ~ o  aus der osmotisehen Resistenz bereehnet; ©-- ©, 
n aus den Glukoseaustrittskurven naeh der Beziehung 2~ t[to= Z' n/n,, 
gewonnen. (Mittelwert und mittlere Fehler des Mittelwertes aus 12 
Austrittskurven.) 

Tabelte II. V~2o-Bestimmung aus osmotiseher Resistenz und H~tma- 
tokrit an in Salzl6sung gewaschenen Erythrozyten 

Pr~inkubationszeit (h) 0 3 6 9 

I Osmotisehe Methode 1,000 1,010 1,043 1,102 
II H~imatokrit 1,000 0,997 1,031 1,090 

1.1 

1,0 

~ VHzo 

Fig. 4. Reversion der Zunahme yon Volumen (VH,o) und osmotischem 
Inhalt (n) nach Zusatz yon Adenosin. Im angegebenen Zeitpunkt 
wurden den bei 37 °C pr~iinkubierten Erythrozyten 30 rnM/1 Adeno- 
sin zugesetzt. 0 - - 0 ,  VH~O aus dem Hfimatokrit bereehnet; O--O, n 
aus der Proportionalit~t yon n und t gewonnen bei Gtukoseinnenkon- 
zentrationen (Sd (Mittelwert aus 6 Einzelversuchen) yon 25, 50 und 
75 raM/1 (Mittelwert und mittlerer Fehler des Mittelwertes aus 9 
Messpunkten). 

Die  F i g u r  3 zeigt,  dass  zwischen  de r  d i r ek t  b e s t i m m t e n  
V o l u m e n z u n a h m e  u n d  den  aus  de r  P e n e t r a t i o n s v e r l a n g -  
s a m u n g  e r r e c h n e t e n  ~Verten y o n  n (Menge des  n i c h t -  
p e n e t r i e r e n d e n  I n h a l t e s  de r  E r y t h r o z y t e n )  e ine deu t l i che  
Pa ra l l e l e  be s t eh t .  Dies ~usser t  s ich  n i c h t  n u r  i m  gleich- 
a r t i gen  ze i t l i chen  Ver lau f  yon  VH2o u n d  n, s o n d e r n  v o r  
a l l em a u c h  in i h r e r  g l e i cha r t igen  R e v e r s i o n  n a c h  Zusa t z  
y o n  Adenos in  (Figur  4). D a n a c h  is t  die V e r l a n g s a m u n g  
des  G l u k o s e t r a n s p o r t e s  auf  die gemessene  V o l u m e n -  
z u n a h m e  zu bez i ehen  t2,1a. 

Summary. I n c u b a t i o n  of f resh  d e f i b r i n a t e d  b lood  a t  
37 °C increases  t h e  v o l u m e  of r ed  cells a n d  decreases  t h e i r  
p e r m e a t i o n  r a t e  for  glucose. The  k ine t ics  of sugar  t r a n s p o r t  
show d i rec t  p r o p o r t i o n a l i t y  b e t w e e n  r a t e  a n d  t he  osmot ic  
c o n t e n t  of r ed  cells. The  m e a s u r e d  v o l u m e  changes  a n d  
t he  changes  of osmot ic  c o n t e n t  ca l cu la t ed  f rom the  
glucose p e r m e a t i o n  cu rves  a re  in  good a g r e e m e n t .  Adeno-  
s ine r e c o n s t i t u t e s  t h e  inc reased  v o l u m e  a n d  t he  decreased  
p e r m e a t i o n  r a t e  in  r ed  cells. The re fo re  t h e  decrease  in 
p e r m e a t i o n  r a t e  is exp l a ined  b y  t h e  inc rease  in  vo lume .  
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