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Specialia

EXPERIENTIA 27/12

Anderung des Glukosetransports frischer menschlicher Erythrozyten bei lingerer Inkubation

Faust? hat gefunden, dass die Halbwertszeit (¢ 0,5) fur
den Glukoseeintritt in menschliche Erythrozyten verlan-
gert wird, wenn die Erythrozytensuspension linger als 3 h
steht {(ohne Temperaturangabe). Ahnliche Becbachtungen
sind von Banc und Orsxov?, MELDAHL und JRrSKovV3
und von MAWE* beschrieben worden.

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

WEED et al.? haben eingehende Untersuchungen an
menschlichen Erythrozyten durchgefiithrt, die sie im
Serum iiber lingere Zeit inkubierten. Hierbei treten im
Erythrozytenstoffwechsel und bei den physikalischen
Eigenschaften der Membran eine Reihe von Verinderun-
gen auf: Nach 5 h ist das ATP in den Erythrozyten auf
749, und nach 10 h auf 159, abgesunken. Die Rigiditdtder
Membran nimmt nach 4 h zu und nach 5 h setzt eine
stetige Verminderung der Filtrierbarkeit der Erythrozy-
ten durch engporige Filter ein. Nach 10 h beginnt ein
zunehmender Anstieg der Viskositit der Erythrozyten-
suspension und eine Zunahme des Calciumgehaltes.
Ausserdem nimmt das Zellvolumen zu, um nach etwa 20 h
wieder abzusinken. Alle diese Verdnderungen lassen sich
durch eine 2stiindige Inkubation mit 30 m M/l Adenosin
wieder riickgingig machen. Adenosin bewirkt eine schnelle
Regeneration von ATP in den Erythrozyten®. Es schien
méglich, dass die von den genannten Autoren beobachtete
Anderung des Glukosetransportes mit der von WEED
et al.® beschriebenen Volumenzunahme zusammenhéngt.

Material und Methoden. Blut 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/l NaCl-Phosphatlésung, pH 7,4, ge-
waschen. Die Losung bestand aus einem Teil isotonischen
Natriumphosphatpuffer? und 9 Teilen 163 m 3/l NaCl-
Losung. Die genaue Osmolaritit wurde jedesmal mit
einem Fiske-Osmometer bestimmt.

Das Erythrozytenvolumen wurde mit zwei verschiede-
nen Methoden gemessen, einmal mit Hilfe des Himato-
krits und zweitens durch Messung der osmotischen Resi-
stenz. Der Himatokrit wurde bei 12000 g und mit
geeichten Mikrohdmatokritrohrchen (Firma Hilpenberg,
Malsfeld, Deutschland) jeweils 6mal bestimmt (Stan-
dard-Abweichung 4 0.49,). Vom abgelesenen Hamato-
kritwert wurden jeweils 3% Zwischenfliissigkeitvolumen
und das Himoglobinvolumen (zu 35%, des Volumens der
Blutzellen angenommen, s. PONDER®) abgezogen, um das
Volumen des Wasser-Raumes (Vmgo) zu erhalten. Wie
auch bei der osmotischen Volumenbestimmung wird far
Vaso der Nativzellen der Wert 1 angenommen. Die
osmotische Volumenbestimmung beniitzt die seitliche
Parallelverschiebung der osmotischen Resistenzkurven
unter der Annahme osmotischer Schwellung (Volumen-
zunahme durch Anstieg des osmotisch wirksamen, nicht-
penetrierenden Zellinhaltes . Wenn gleiche Lichtstreuung
gleiches Volumen und gleiches # angibt, gilt: #,:%, =
Cy:Cy, wobei ¢, und ¢, die Salz-Konzentrationen mit
gleicher Lichtstreuung vor und nach der Schwellung
bedeuten).

Fiir 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 Kiivette durch einen Ma-
gnetstab (MR) geriihrt. Dadurch treten infoige von
Schlierenbildung schnelle Stromschwankungen auf. Durch
Vorschalten einer geeigneten Kapazitit konnten diese
Schwankungen gedampft werden, ohne das Resultat zu
beeinflussen. Die Temperatur in der Messkiivette wurde
durch einen mit thermoreguliertem Wasser durchstrémten
Mantel (WM) auf 20°C konstant gehalten.

Fiir die Messung des Glukoseaustrittes wurden die
gewaschenen Erythrozyten zundchst mit 150 mM/1 Glu-
kose Aquilibriert. Dies geschah in einer 300 mosm/l
Phosphatpufferlosung mit 150 m M/l Glukose (109, ige
Erythrozytensuspension) bei 37°C fiir mindestens 1/, h.
Danach wurden die Erythrozyten noch 2mal in der
gleichen Losung gewaschen, um die wahrend der Inkuba-
tion erfolgte geringe pH-Anderung zu korrigieren. Jetzt
wurden jeweils 0,15 ml der 109%igen Erythrozytensus-
pension in die Messkiivette (F) mit 15 ml Austrittslosung
gespritzt, so dass sich in der Kiivette eine Zellkonzentra-
tion von etwa 1:1000 ergab. Es wurden 3 verschiedene
Austrittslosungen verwendet, mit Endkonzentrationen
(nach Zugabe der Erythrozytensuspension} von 1,5 3,0
oder 4,5 mM/l Glukose. Die Austrittslésung bestand
weiter aus 300 mosm/l Phosphatpufferlésung und hatte
ausserdem einen Zusatz von 150 mosm/l NaCl, so dass
die gesamte Elektrolytosmolaritit der Austrittsiésung
450 mosm/1 betrug. Dies hat den Vorteil, dass zu Beginn
des Glukoseaustrittes die Osmolaritdt in der Aussenlo-
sung und in den Erythrozyten etwa gleich ist, so dass
initiale Volumensinderungen vermieden wurden.

Die Eichung erfolgte mit einer Erythrozytensuspen-
sion (1:1000) nach Glukoseaustritt in 300 mosm/l NaCl-
Phosphatlosung durch stufenweisen Zusatz kleiner Volu-
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Fig. 1. Schematische Darstellung der Streulichtapparatur. L, Licht-
quelle; SL, Streulicht; PM, Photomultiplier; HSG, Hochspannungs-
gerit; RG, Registriergerit; WM, Wassermantel der Kiivette und
MR, Magnetriihrstab. Weiteres siehe Text.
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men einer nahezu gesittigten NaCl-Losung {(etwa 5M/1
NaCl).

Die genaue Osmolaritit wurde jeweils im Fiske-Osmo-
meter gemessen. Die Zuordnung einer gegebenen Licht-
streuung zu einer Glukoseinnenkonzentration S; (in
mosm/l} ergibt sich aus den Gleichungen fiir osmotisches
Gleichgewicht im Penetrationsversuch und bei der
Eichung:

1.

= Sz + 450 — S; (Austrittsversuch)

<|= <z

2. = 300 + AN (Eichkurve)

mit: # == Menge des nichtpenetrierenden osmotischen
Inhaltes der Erythrozyten; V = Erythrozytenvolumen;
S; = Glukoseinnenkonzentration in den Erythrozyten;
S. = Aussenkonzentration an Glukose; AN = mosm/l
der zutitrierten NaCl-Losung (N = Gesamtsalzkonzen-
tration in mosm/l aussen). Also: §; = S, + 150 — 4N.
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Fig. 2. Glukose-Austrittsversuch: Zeitliche Anderung der Glukose-
innenkonzentration (S:) bei konstanten Glukoseaussenkonzentratio-
nen von 1.5, 3.0 und 4,5 mM/l. Mittelwert und mittlerer Fehler des
Mittelwertes aus 6 Einzelversuchen. Temperatur 20°C, pH 7,4.
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Die bei der Titration mit konzentrierter NaCl-Losung
entstehende geringe Verdiinnung der Erythrozytensus-
pension beeinflusst die Streulichtmessung nicht merklich.
Es muss aber darauf geachtet werden, dass hierbei das
pH in der Messkiivette konstant bleibt. Dies kann durch
einen entsprechenden experimentell ausprobierten Zusatz
von NaOH zu der konzentrierten NaCl-Losung erreicht
werden. Die Figur 2 gibt das Resultat eines so ausgewer-
teten Austrittsversuches wieder.

Die Auswertung gibt somit die Anderung der Innen-
konzentration (nicht der Innenmenge!) mit der Zeit
wieder. Infolgedessen ist es notwendig, die iibliche kine-
tische Gleichung in die entsprechende Form zu bringen.

Rasche Reaktionen zwischen Substrat (S) und Triger
(C) sowie gleiche Beweglichkeit von C und CS vorausge-
setzt, ergibt sich die fiir den stationiren Zustand hiufig
benutzte Beziehung:

d(ms)
dt

3.

Si S,
= Vma.x ( = )

1
Si + Kcs Se + Kcs
mit: mg = intrazellulire Substratmenge; { = Zeit; Kes
== Dissoziationskonstante von CS.
Zur Umwandlung in 4Si/dt = f (S;, S,) beniitzt man S;
== ms/V und die Beziehung fiir osmotisches Gleichgewicht
(n + ms}/V =S, + N, und erhilt schliesslich:

4 das; _ (Se+ N—S;)? S; _ Sa )
) Si+ Kes  Sa+ Kcs

dt (Se + N)'n
oder nach Integration zwischen S‘:-o und S;

(S + N} (Sa + Kes)
Vmax Kcs N

* Vinax * (

5 t=m=n

55£=0 - 5;
(Sa + N_Sit=0) {Sa + N~Sy)

Kes + Sa " (Sa + N — Si) (S"—Si;:.o)
N Sa+N=S;,_0Sa—3S) ]| °

[(N + Kes + Sa)

Der Faktor (S, + N —5;)2/(S, -+ N) - n der Gleichung 4.
hat wie zu erwarten die Dimension Volumen-1. Er bedingt
(wegen seiner Zunahme mit abnehmenden S;) den S-for-
migen Verlauf der Kurven (siehe Figur 2} im Vergleich zur
initialen Linearitit von mg = f (£} 1% Gleichung 5.
zeigt, dass bei Zunahme von # (z.B. durch Eintritt von
Nat) ¢ direkt proportional zu » ansteigt, was eine Ver-
langsamung der Penetration bedeutet.

? W. WILBRANDT, Symp. Soc, exp. Biol. 8, 155, Fig. 8 (1954).
' K. SEx and W. F. Wibpas, J. Physiol., Lond. 760, 392 (1962).

Tabelle 1. Zeitpunkt £ (in min), bei dem priinkubierte Erythrozyten eine Innenkonzentration (S} von 125, 100, 75, 50 und 25 mM/1 Glukose
bei einer konstanten Aussenkonzentration {Sa) von 1.5 mM/l Glukose erreichen

Innenkonzentration Aussenkonzentration Priinkubationszeit bei 37°C (h)

Si Sa 0 3 6 9

mM/1 Glukose mM/l Glukose [ t t t

125 1.5 0.43 4 0.04 0.48 4+ 0.03 0.47 4 0.05 0.51 4 0.05

1060 1.5 0.81 4+ 0.03 0.87 &+ 0.02 0.88 4 0.04 0.95 -+ 0.04»
75 1.5 1.15 4 0.02 1.22 4 0.02 1.24 + 0.03 1.33 4 0.03®
50 1.5 146 + 0.02 1.52 + 0.02+ 1.57 4 0.02* 1.66 4 0.02¢
25 1.5 1.76 4+ 0.01 1.83 4+ 0.02= 1,92 -+ 0.03¢ 1.99 4 0.02¢

Mittelwert und mittlerer Fehler des Mittelwertes aus 6 Einzelversuchen, Temperatur 20°C und pH 7.4, *P > 0,05, *P > 0.01 und P > 0.001

gegeniiber Priainkubation bei 0 h.
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Daraus ergibt sich die Méglichkeit der Priifung eines
Zusammenhangs zwischen Beobachtungen iiber Volumen-
zunahme und soichen am Zuckertransport: Wenn die
Verlangsamung des Zuckertransportes mit der Volumen-
zunahme durch Anstieg von # zusammenhingt, muss
t/n, = nfn,sein, wo {und 4, Zeiten bis zur Erreichung glei-
cher Glukoseinnenkonzentration vor der Anderung (%) und
nach der Anderung (¢) bedeuten und # und #, die zugehéri-
gen osmotisch wirksamen Inhalte sind. Zur experimentel-
len Priifung haben wir # unter Annahme dieser Beziehung
aus der Verlangsamung #/f, berechnet und mit der direk-
ten Volumenbestimmung (Vu,o) verglichen.

Die' Gleichungen fiir den Zuckertransport in der
Erythrozytenmembran sind heute auf Grund eingehender
kinetischer Untersuchungen durch komplexere Gleichun-
gen ersetzt worden, die eine verschiedene Beweglichkeit
des mit Zucker beladenen und des unbeladenen Carriers
voranssetzen? und endliche Reaktionsgeschwindigkeiten
von Carrier mit Substrat beinhalten!. Diese Gleichungen
besitzen jedoch ebenfalls die direkte Proportionalitdt von
¢ und .

Evgebnisse und Diskussion. Zuerst wurde die Glukose-
penetration durch die Erythrozytenmembran in Abhin-
gigkeit wvon einer Priinkubation frisch gewonnener
Erythrozyten bei 37°C wihrend 0, 3, 6 und 9 h gemessen.
Das Ergebnis dieses Versuches ist in der Tabelle I darge-
stellt. Die Tabelle gibt die Zeit an, bei der die verschieden
lang priinkubierten Erythrozyten, die anschliessend mit
Glukose aufgefiillt worden waren, bei einer konstanten
Aussenkonzentration von 1,3 m M /1Glukose einebestimm-
te Innenkonzentration an Glukose erreichen, Diese Zeit-
daver nimmt nach 6- und 9stiindiger Priinkubation
signifikant zu. Die Zunahme der Zeit ist im Anfang des
Versuchs (hohe Innenkonzentration) noch verhiltnis-
missig gering, wird aber im weiteren Verlauf hoch signi-
fikant. Ein qualitativ dhnliches Ergebnis wie oben be-
schrieben wurde ebenfalls bei einer Aussenkonzentration
von 4,5 m M/l Glukose erzielt. Die Zunahme der Penetra-
tionszeit nach einer lingeren Inkubation frisch gewonne-
ner Erythrozyten steht somit in Ubereinstimmung mit
den Beobachtungen von Faust! und anderen Auto-
Ten?-4,

Die Tabelle 11 gibt die Anderung des Volumens (Vr,0)
in dem in Tabelle I dargestellten Versuch wieder. Die
Werte von Va,o der Gruppen I und II stimmen befrie-
digend tiberein. Es ergibt sich ein deuntlicher Anstieg der
Vr,0-Werte nach 6- und 9stiindiger Priinkubation.

0}
ﬁﬁl 3 1 (]
0 3 6 I

Fig. 3. Volumen (VH,0) und nicht-penetrierender osmotischer Inhalt
{n) von Erythrozyten in Abhidngigkeit von der Priinkubationszeit bei
37°C. ®—®, VH,0 aus der osmotischen Resistenz berechnet; 0—0,
» aus den Glukoseaustrittskurven nach der Beziehung X'/t = X nfno
gewonnen. {Mittelwert und mittlere Fehler des Mittelwertes aus 12
Austrittskurven.)
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Tabelle I1, VH,0-Bestimmung aus osmotischer Resistenz und Hama-
tokrit an in Salzldsung gewaschenen Erythrozyten

Priinkubationszeit (h) 0 3 6 9
I Osmotische Methode 1,000 1,010 1,043 1,102
II Hamatokrit 1,000 0,997 1,031 1,090
Adensin
ur
Vi
7
ks
0 i) h

Fig. 4. Reversion der Zunahme von Volumen (V,0) und osmotischem
Inhalt (#) nach Zusatz von Adenosin. Im angegebenen Zeitpunkt
wurden den bei 37°C prainkubierten Erythrozyten 30 mM/|l Adeno-
sin zugesetzt. @—@®, VH,0 aus dem Hamatokrit berechnet; 0—0, »n
aus der Proportionalitat von »# und ¢ gewonnen bei Glukoseinnenkon-
zentrationen (S:) (Mittelwert aus 6 Einzelversuchen) von 25, 50 und
75 mM A (Mittelwert und mittlerer Fehler des Mittelwertes aus 9
Messpunkten).

Die Figur 3 zeigt, dass zwischen der direkt bestimmten
Volumenzunahme und den aus der Penetrationsverlang-
samung errechneten Werten von # (Menge des nicht-
penetrierenden Inhaltes der Erythrozyten) eine deutliche
Parallele besteht. Dies dussert sich nicht nur im gleich-
artigen zeitlichen Verlauf von Vu,o und #, sondern vor
allem auch in ihrer gleichartigen Reversion nach Zusatz
von Adenosin (Figur 4). Danach ist die Verlangsamung
des Glukosetransportes auf die gemessene Volumen-
zunahme zu beziehen!%13,

Summary. Incubation of fresh defibrinated blood at
37°C increases the volume of red cells and decreases their
permeation rate for glucose. The kinetics of sugar transport
show direct proportionality between rate and the osmotic
content of red cells. The measured volume changes and
the changes of osmotic content calculated from the
glucose permeation curves are in good agreement. Adeno-
sine reconstitutes the increased volume and the decreased
permeation rate in red cells. Therefore the decrease in
permeation rate is explained by the increase in volume.
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