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Phosphate permeability and phosphate metabolism of human erythrocytes
have been studied by determining the rates of phosphate influx and efflux, and by
measuring concentrations as well as 32P-labelling of intracellular phosphate
compounds under different experimental conditions. The following results were
obtained:

Temperature coefficients of phosphate efflux and influx are of similar magnitude
(4,0—4,5 between 20° and 37° C). Intracellular orthophosphate seems to be most
probably the precursor pool of phosphate ions released from the red cells.

The rates of phosphate influx and efflux are considerably reduced by di-
pyridamole, pyrazolidines, phloretin, reserpine, tannic acid et al., the efflux being
in general more strongly influenced than the influx. Since under the same conditions
glycolysis and concentrations of intracellular P-compounds remain unaltered, the
effects observed can only result from a decrease of phosphate permeability caused by
the different substances.

Phosphate influx and efflux are enhanced by EDTA, EGTA, ATP, phytic
acid, oxalate et al., but not by omission of Ca*t+ from the incubation medium. EDTA
and EGTA are ineffective, however, in Ca*t-free media. In most cases the en-
hancement of phosphate transfer is probably due to an increase of the membrane
permeability only.

Inhibitors of glycolysis (iodoacetate, fluoride, arsenate et al.) do not primarily
affect phosphate influx; phosphate efflux, however, becomes remarkably increased
due to the progressive elevation of intracellular orthophosphate levels brought
about by these inhibitors. Purine nucleosides (adenosine, inosine, guanosine), which
likewise have no influence on phosphate influx, considerably reduce the efflux rates.
This effect results from the diminution of intracellular orthophosphate in con-
sequence of its intensified esterification.

Elevation of external orthophosphate levels causes a proportional increase of
phosphate influx, thus raising the intracellular orthophosphate concentration and
by this again augmenting the efflux of phosphate.

From the results obtained it becomes evident that in human erythrocytes
uptake and release of phosphate, which are in principle independent of cellular
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** Wesentliche Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden von Herrn J. Do
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energy metabolism, can be experimentally affected either by alterations of mem-
brane permeability or by changes of internal and external orthophosphate con-
centrations.

Neuere Studien mit Radiophosphor an Kaninchen-Erythrocyten 3!
sowie an menschlichen Erythrocyteni®:3".% haben die bereits von
HEuvESY'"2 vertretene Auffassung erhértet, dafl die Aufnahme von
Orthophosphat in die Erythrocyten nicht direkt vom Stoffwechsel
abhéngig ist. Lediglich der Einbau des aufgenommenen Orthophosphats
in organische Bindung (= Inkorporation) vollzieht sich bei kernlosen
Erythrocyten in Abhingigkeit vom — ausschlieflich glykolytischen —
Stoffwechsel dieser Zellen; denn Glykolysegifte vermdgen hier nur diesen
Inkorporationsprozel3, nicht aber den Aufnahmevorgang als solchen zu
hemmen 31,

Fir eine Unabhingigkeit der Phosphat-Penetration. vom Stoff-
wechsel wiirde zweifellos auch der Nachweis einer durch bestimmte
Substanzen zu erzielenden isolierten Hemmung oder Steigerung dieses
Prozesses sprechen. Bisher scheint allerdings ein solcher Nachweis nicht
gefithrt worden zu sein; die wenigen in der Literatur vorliegenden
Befunde tiber eine Beeinflussung von Phospha{- Aufnahme bzw. Phosphat-
Turnover in menschlichen Erythrocyten durch Pharmaka und andere
Substanzeni®-25 lassen keine Entscheidung dariber zu, ob die beob-
achteten Effekte auf Verdnderungen der Membranpermeabilitdt beruhen
oder andere Ursachen haben.

Wie andernorts bereits kurz mitgeteilt wurde$, 146t sich die Phosphat-
Aufnahme in menschliche Erythrocyten durch sehr geringe Mengen der
coronardilatierend wirkenden Pyrimidopyrimidin-Verbindung Dipyrid-
amol (2,6-Bis(didthanolamino)-4,8-dipiperidino-pyrimido(5,4-d)pyrimidin
= Persantin®) stark hemmen. Da sich schon bei unseren ersten
Versuchen herausstellte, dafl Dipyridamol den Erythrocyten-Eigenstoff-
wechsel nicht nachweisbar beeinfluft, lag die Vermutung nahe, im
Dipyridamol tiber eine Substanz zu verfligen, die — abgesehen von
ihrer hemmenden Wirkung auf die Adenosin-Permeabilitit der Ery-
throcyten?®® — auch die Phosphat-Aufnahme in diese Zellen auf Grund
einer selektiven Permeabilitdtsveranderung reduziert. Es erschien daher
zunéichst von Interesse, die Wirkung von Dipyridamol auf die Phosphat-
Permeabilitét menschlicher Erythrocyten genauer zu analysieren.
Weiterhin sollte geklért werden, ob auch andere Stoffe (Pharmaka,
Stoffwechsel-Inhibitoren, Purin-Nucleoside) den Durchtritt von Phosphat
durch die Erythrocyten-Membran zu reduzieren oder zu steigern ver-
mogen und auf welchen Mechanismen gegebenenfalls derartige Effekte
im einzelnen beruhen.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde im allgemeinen zunschst
der EinfluB der zu priifenden Substanzen auf die Abgabe (= Efflux) von
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Radiophosphor aus menschlichen Erythrocyten analysiert. Messungen
der Aufnahme (= Influz) und Inkorporation von 32P-markiertem
Orthophosphat in die Erythrocyten erfolgten nur bei solchen Stoffen, die
sich bereits in Efflux-Versuchen als wirksam erwiesen hatten. Da unseres
Wissens bisher nur unvollstindige Daten iiber die normale Phosphat-
Abgabe menschlicher Erythrocyten vorliegen, werden einleitend einige
Ergebnisse von Studien zu diesem Fragenkomplex mitgeteilt.

Methodik

a) Zur Bestimmunyg der Abgabe von Radiophosphor. Frisch entnommenes mensch-
liches Blut wurde mit reinem Heparin (0,4—0,5 mg/ml Blut) ungerinnbar gemacht
und anschliefend zentrifugiert (5 min bei 4500 X g). Nach Abtrennung von
Plasma und Leukocytenschicht wurden die Erythrocyten einmal im dreifachen
Volumen einer Phosphat-Locke-Lisung von 20° C gewaschen. Die Phosphat-Locke-
Losung batte folgende Zusammensetzung: 9,0 g NaCl, 0,42 g KCl, 0,24 g CaCl,,
0,5 ¢ NaHCO,, 0,286 g Na,HPO, - 12 H,0, 0,031 g NaH,PO, -2 H,0, 1,0 g Glu-
cose, Aqua dest. ad 1000 ml; der Orthophosphat-Gehalt dieser Losung betréigt rund
1 uM/ml, der pH-Wert wurde jeweils mit HCl bzw. NaOH auf 7,4 eingestellt.

Die gewaschenen Erythrocyten wurden im eigenen heparinisierten Plasma —
entsprechend einem normalen Hématokrit von 45°/, — resuspendiert. Das Plasma
war jeweils mit einer kleinen, empirisch ermittelten. Menge von n HCl soweit an-
gesduert, daB sich nach Zugabe der Erythrocyten innerhalb weniger Minuten ein
pH-Wert von 7,3—7,4 einstellte, der iiber mehr als 60 min konstant blieb. Nach
einer Vorperiode von 10 min wurden die Suspensionen zum Zwecke einer fiir
Effluxmessungen ausreichenden Beladung der Erythrocyten jeweils 45 min mit 32P
(6 uC/ml Suspension*) inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansitze abgekiihlt, und
die Erythrocyten nach Abtrennung des Plasmas zweimal in einem UberschuB-
volumen einer Phosphat-Locke-Losung von 0° C gewaschen, um anhaftende Reste
des hochaktiven extracelluliren Orthophosphates weitgehend zu entfernen.

Die kalten, mit 3P beladenen Erythrocyten wurden dann — entsprechend
einem Himatokrit von 25°, — in einem Gemisch von neun Teilen Phosphat-
Locke-Lésung und einem Teil Plasma, aufgeschwemmt (Temperatur 37° C,
pH 7,3—17.4). Nach griindlichem Durchmischen wurde diese Erythrocyten-Auf-
schwemmung in jeweils gleichen Portionen (2—4 ml) auf acht Inkubationsgefile
verteilt, von denen sieben bereits die zu priifenden Substanzen — in einem Volumen
von 0,1 ml gelést — enthielten; der als Kontrolle dienende achte Ansatz war mit
0,1 ml Locke-Losung vorbeschickt. Alle Ansiitze wurden dann fur die Dauer der
Efflux-Me8periode unter gleichm#figem Schiitteln im Wasserbad bei 37°C in-
kubiert. Tm allgemeinen wurden Messungen der 32P-Abgabe nur wihrend der
ersten 30 min der Inkubation vorgenommen, da in dem verwendeten salinen
Medium mit Verlingerung der Inkubationszeit eine zunehmende Hamolyse eintrat,
die zu einer — die MeBwerte verfilschenden — zustitzlichen Phosphat-Freisetzung

* Die kommerzielle, schwach salzsaure Losung von trigerfreiem 32P-Ortho-
phosphat (spezifische Aktivitit 5-—10 mC/ml) wurde vor ihrer Verwendung grund-
s#itzlich mit 0,1 n HCl im Verhiltnis von ca. 1:20 verdiinnt, mit Orthophosphat
(1 uM Na,HPO,/ml) versetzt und dann fiir 60 min auf 100° C erhitzt. Bei diesem
Vorgehen werden die in der trigerfreien Radiophosphor-Losung hiufig enthaltenen,
papierchromatographisch nachweisbaren Phosphat-Aggregationen bzw. Poly-
phosphate in Orthophosphat umgewandelt. Nach der Hydrolyse wurde die Losung,
die den Radiophosphor nur noch als 32P-Orthophosphat enthélt, neutralisiert.
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fihrte. Unmittelbar vor Inkubationsbeginn (0-Zeit) sowie in bestimmten Zeit-
abstéinden wihrend der Inkubation wurden allen Anséitzen kleine Proben (0,6 bis
0,8 ml) entnommen, rasch auf 0° C gekiihlt und sofort in der Kilte abzentrifugiert.
In einem Aliquot des Uberstandes erfolgte nach Verdiinnung die Messung der
Radioaktivitit durch Scintillationszdhlung unter Verwendung eines p-empfind-
lichen Bohrlochkristalles. Aus den erhaltenen Werten wurde durch Subtraktion der
entsprechenden 0-Zeit-Aktivitdt die tatsichliche Radioaktivitdtszunahme in der
extracelluliren Losung berechnet, die ein relatives Maf der Phosphat-Abgabe
darstellt.

b) Zur Bestimmung der Aufnahme und Inkorporation von Radiophosphor.
Gewinnung, Waschung und Resuspension der Erythrocyten im eigenen Plasma bzw.
in einer Plasma-haltigen Phosphat-Locke-Losung, sowie die pH-Einstellung er-
folgten wie oben beschrieben. Dann wurden die Erythrocyten-Suspensionen im
allgemeinen fiir insgesamt 45 min unter gleichméfBigem Schiitteln im Wasserbad
bei 37° C inkubiert (pH 7.4). 15 min nach Beginn der Inkubation wurden den An-
sitzen die zu priifenden Substanzen als wiBrige Losung in einem kleinen Volumen
zugesetzt. Nach weiteren 15 min erfolgte die Zugabe von 32P (5 uC/ml Suspension,
Vorbehandlung des Radiophosphors vgl. Fufinote S. 245). In jeder Versuchsreibe
wurden Kontrollen in analoger Weise mitinkubiert.

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Erythrocyten-Suspensionen rasch
abgekiihlt, zentrifugiert, und die Erythrocyten nach Abtrennung des Plasmas
zweimal in einem groBen Volumen einer Phosphat-haltigen, einmal mit einer klei-
neren Menge Phosphat-freier Locke-Losung von 0° C gewaschen. AnschlieBend
erfolgte die Extraktion der Erythrocyten mit dem doppelten Volumen einer 0,6 n
HCIO, in der Kilte. Nach Neutralisierung der Extrakte wurden die siureldslichen
Phosphor-Verbindungen (Orthophosphat, ATP, ADP, AMP, IMP, DPGS, HDP)*
durch zweidimensionale Papierchromatographie im wesentlichen mittels bereits
frither beschriebener Verfahren® getrennt und ihre Konzentrationen durch Phos-
phor-Analysen nach einer neuen Arbeitsweise® bestimmt. Die Radioaktivitdt der
hierbei anfallenden Fliissigkeitsproben wurde ebenfalls durch Scintillationszihlung
unter Verwendung eines 5-Bohrlochkristalles gemessen. Aus den Konzentrations-
und Radicaktivititswerten wurde fiir jede Verbindung die relative spezifische
Aktivitit = RSA (bezogen auf die jeweilige spezifische Aktivitit des Plasma-
Orthophosphats) berechnet.

Ergebnisse

A. Einige Charakieristica der Phosphat-Abgabe menschlicher Erythrocyten

Eine erste Versuchsreihe galt der Analyse des Prozesses der normalen
32P.Abgabe aus menschlichen Erythrocyten, wie er bei Inkubation der
mit Radiophosphor vorbeladenen Zellen in einer Plasma-haltigen
Phosphat-Locke-Losung beobachtet wird. In Abb.1 ist der Verlauf des
2P.Efflux wihrend 30 min Inkubation bei 37°, 27° und 20° C dargestellt.
Es zeigt sich erwartungsgemil, daB die 32P-Abgabe ein stark Temperatur-
abhéngiger Vorgang ist; die mittleren Temperatur-Faktoren (@,-Werte)

* Verwendete Abkiirzungen: ATP, ADP und AMP = Adenosin-tri-, -di- und
-monophosphat; IMP = Inosinmonophosphat; DPGS = 2,3-Diphosphoglycerin-
sdure; HDP = Hexose-1,6-diphosphat; EDTA = Athylendiamintetraacetat(Di-Na-
Salz); EGTA = Athylenglykol-(bis)ditithanolaminotetraacetat.
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betrugen — unseren Versuchen zufolge — fiir den Bereich von 27° bis
37° O bzw. 20°—27° C durchschnittlich 4,0 bzw. 4,5, entsprechend einer
Aktivierungsenergie von 25000 bzw. 26000 cal/mol. Diese Werte liegen
in derselben Groéfenordnung, wie die von uns unter vergleichbaren
Versuchsbedingungen bestimmten Daten fiir die Phosphat-Aufnahme
menschlicher Erythrocyten. Ahnliche Werte wurden ibrigens neuerdings
auch fiir die 3P-Abgabe aus Hunde-Erythrocyten gemessen3. Die hohe
Temperaturabhéingigkeit des 32P-

Efflux spricht dafiir, daff die 20 | } 3790
Orthophosphat-Abgabe aus Ery-
throcyten ebensowenig den Ge- /s v
setzen der freien Diffusion gehorcht " e
wie die Phosphat-Aufnahme in  §, /
diese Zellen. o

Um zu kliren, welchen intra- /
celluliren  Phosphat-Fraktionen
das in die Extracellulirlosung 05 ‘ -/ 272
abgegebene Orthophosphat ent- / - ] -
stammt und worauf der nicht- / /__,Jh_,-——ﬁ'————"“
lineare Kurvenverlauf des 3*P- 0 5 w5 225 min 30

Efflux beruht, wurden in ergin-
zenden Experimenten Messungen
der 32P-Abgabe mit Analysen der
gleichzeitig erfolgenden Aktivi-
tétsdnderungen intraerythrocy-
térer Phosphat-Verbindungen
kombiniert. In Tab.1 sind Resul-

Abb. 1. Einflup der Temperaiur auf die °P-
Abgabe menschlicher Erythrocyten wihrend 30 min
Inkubation 4n einem Phosphat-Locke-Plasma-
Medium, Effluxmessungen nach 45 min Vor-
beladung der Erythrocyten mit 2P bei 87° C und
anschlieBender zweimaliger Waschung mit Phos-
phat-Locke-Losung bei 0° C., 32P-Abgabe in rela-
tiven Einheiten, bezogen auf die nach 15 min
Inkubation bei 37° C im extracelluliren Medium
vorhandene **P-Aktivitit. (Weitere Einzelheiten

. . vgl. Methodik)
tate eines typischen Versuches

dieser Art zusammengefalt. Wie aus den Daten zunichst ersicht-
lich wird, kommt es im Verlauf einer Efflux-MeBperiode von 20 min
weder zu nachweisbaren Konzentrationsverdnderungen der do-
minierenden intracelluldren P-Fraktionen (Orthophosphat, ATP,
DPGS), noch zun Verdnderungen des extracelluliren Orthophosphat-
Spiegels, so dafi Nettoverschiebungen von Phosphat unter diesen Be-
dingungen ausgeschiossen sind. Vergleicht man die nach verschiedenen
Zeiten gemessenen Gesamtaktivitdtsraten der einzelnen Fraktionen
(berechnet pro Gramm Erythrocyten), so werden hier betrichtliche
Verdanderungen deutlich: Die anfinglich sehr hohe 32P-Aktivitdt der
ATP-Fraktion nimmt progredient ab, und zwar interessanterweise jeweils
um etwa den gleichen Betrag, um den die — initial noch verhéltnismaBig
geringe — Radiocaktivitit der DPGS ansteigt. Die Summe der in beiden
Fraktionen vorhandenen Radioaktivitdten vermindert sich nur gering-
fiigig.
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Tabelle 1. Konzentrationen (uM|g) und Gesamtaktivititen (Imp|minlg Erythrocyten)
von ATP, DPGS, intracellulirem (i) und extracelluldrem (e} Orthophosphat wihrend
einer Efflux-MepBperiode von 20 min

0 min 10 min 20 min

Konzen- Gesamt- Konzen- Gesamt- Konzen- Gesamt-

tration aktivitat tration aktivitit tration aktivitit

ATP 1,22 144000 1,20 124000 1,24 112000
DPGS 4,75 43000 4,54 62000 4,54 72500
Orthophosphat;, 0,81 50000 0,75 43000 0,84 37200
Orthophosphat,,, 1,09 0 1,05 7900 1,10 14400

Gesamt-

aktivitdten 237000 236900 236100

Diese gegenldufigen Aktivititsverdnderungen der beiden dominieren-
den organischen P-Fraktionen (ATP und DPGS), die auch von Zi-
PURSKY et al.®2 beobachtet wurden, sind unseres Erachtens auf Gly-
kolyse-abhingige interfraktionelle Verschiebungen von Radiophosphor
zwischen diesen beiden Verbindungen zuriickzufiithren. Dabei diirfte von
ausschlaggebender Bedeutung sein, dafl sich - wie bereits frither
nachgewiesen® — der relativ kleine ,,ATP-pool* mit hoher Geschwindig-
keit, der aullerordentlich grofie ,,DPGS-pool* dagegen nur mit geringer
Geschwindigkeit umsetzt.

Parallel zu den Verschiebungen von 3P zwischen ATP und DPGS
vermindert sich die Aktivitit der intracelluliren Orthophosphat-
Fraktion um einen Betrag, der rund 90°/, der Aktivitdtszunahme des
extracelluliren Orthophosphats ausmacht. Die restlichen 109/, der
extracelluldren Radioaktivitit werden bilanzméaflig durch eine ent-
sprechende Verminderung der Gesamtaktivitit der beiden organischen
Hauptfraktionen gedeckt. Da jedoch in den Erythrocyten energie-
verbrauchende Reaktionen ablaufen, bei denen standig Orthophosphat
aus energiereichen organischen Bindungen freigesetzt wird, darf man
annehmen, daB die — scheinbar organischen Verbindungen entstammen-
den — 109/, des abgegebenen Radiophosphors bereits vor ihrem Durch-
tritt durch die Erythroeyten-Membran als Orthophosphat vorgelegen
haben. Es lifit sich somit aus den vorliegenden Befunden folgern, daff die
sniracellulire Orthophosphal-Fraktion wunmittelbarer Vorliufer des aus
den Erythrocyten austretenden Phosphats ist.

Aus den in Tab.1 zusammengestellten Daten erkldrt sich auch
ohne Schwierigkeit die nicht-lineare Kinetik des 32P-Efflux. Da némlich
die Gesamtaktivitdt der Orthophosphat-Fraktion — ebenso wie ihre
spezifische Aktivitdt — als Folge des Austausches mit extracellulirem
31P.Orthophosphat exponentiell abféllt, und das intracelluldre Ortho-
phosphat — wie oben dargelegt — als alleiniger Vorldufer fiir den ab-



Phosphat-Permeabilitét u. Phosphat-Stoffwechsel menschlicher Erythrocyten 249

gegebenen Radiophosphor anzusehen ist, muB selbstverstindlich mit
der Inkubationsdauer die 32P-Abgabe immer geringer werden, obwohl
die Phosphat-Austauschrate konstant bleibt.

B. Phosphat-Permeabilitit menschlicher Erythrocyten unter dem Einfluf3
von, Dipyridamol

1. Phosphat-Abgabe. Inkubiert man 32P-vorbeladene menschliche

Erythrocyten unter Zusatz von Dipyridamol, so 143t sich eine — von der

Dipyridamol-Konzentration abhidngige — Reduktion der Phosphat-

Abgabe feststellen. Wie aus Abb.2 hervorgeht, wird eine Verminderung
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Abb.2. Einfluff von Dipyridamol auf den *P-Efflux menschlicher Erythrocyten bei 37°C. A Kontrolle;

B—E Dipyridamol in verschiedenen Konzentrationen; B 10-¢ mol/I; C 5+ 10~¢mol/l; D 10~ mol/l;

E 5-107°mol/l, **P-Abgabe in relativen Einheiten, bezogen auf die nach 15 min Inkubation im
Medium der Kontrollen vorhandene Radioaktivitdt

Abb. 3. 2 P- Abgabe von Taubenerythrocyten bei 37°C unter dem Einfluf von Dipyridamol. A Kontrolle;
B Dipyridamol 10-5 mol/I; €' Dipyridamol 10~4 mol/l

bereits bei einer Dipyridamol-Konzentration von 10-8 mol/l deutlich;
in einer Endkonzentration von 5 - 10-% mol/l verursacht Dipyridamol ein
fast vollstindiges Sistieren der Phosphat-Abgabe. Diese Wirkung von
Dipyridamol setzt sehr rasch ein und hilt lingere Zeit an. Schon bei der
frithest moglichen 3P-Efflux-Messung nach 5 min Inkubation ist die
jeweilige Hemmung ebenso stark wie nach Inkubationszeiten von
10 und 20 min; in anderen Experimenten war sogar nach 150 min
Inkubation noch eine unverminderte Reduktion des 32P-Efflux nach-
weishar, unabhingig von der zu diesem Zeitpunkt vorhandenen leichten
Hamolyse.

Dipyridamol hemmt die Phosphat-Abgabe nicht nur bei kernlosen
Menschen-Erythrocyten, sondern in fast gleichem MafBe auch bei kern-
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haltigen Tauben-Erythrocyten (vgl. Abb.3). Offensichtlich ist also die
Wirkung von Dipyridamol nicht nur auf Erythrocyten mit rein glyko-
Iytischem Stoffwechsel beschrinkt, sondern erstreckt sich auch auf
Erythrocyten, die ihre Energie ausschlieBllich aus oxydativen Stoff-
umsetzungen gewinnen. Diese Befunde lassen sich am einfachsten mit
der Annahme deuten, daB Dipyridamol die Phosphat-Permeabilitat der
Erythrocyten-Membran unabhingig vom Energiestoffwechsel dieser
Zellen reduziert.

2. Phosphat-Aufnahme. Weitere Untersuchungen galten der Analyse
des Hinflusses von Dipyridamol auf den ProzeB der Phosphat-Aufnahme
und -Inkorporation an menschlichen Erythrocyten, wobei aus Griinden
besserer Vergleichbarkeit die Inkubationsbedingungen in allen Einzel-
heiten denen der Efflux-Versuche entsprachen. Wie aus Tab.2a er-
sichtlich wird, sind bei 30 min Inkubation der Erythrocyten mit
Dipyridamol (Endkonzentration 5-10-% bis 5-10-5mol/l} keine
Verdnderungen der Konzentrationen intraerythrocytérer Phosphor-Ver-
bindungen nachweisbar. Auch héhere Konzentrationen von Dipyridamol,
die wegen der geringen Loslichkeit dieses Stoffes bei pH 7,4 nur in einer
Inkubationslésung von pH 6,3 gepriift wurden, beeinflussen nicht die
fir diese H+*-Ionen-Konzentration charakteristische Verteilung séure-
loslicher P-Verbindungen.

Im Gegensatz zur Konstanz der Konzentrationswerte sind jedoch die
2P Aktivitdten (RSA-Werte) — in Abhéngigkeit von der Dipyridamol-
Konzentration — vermindert, und zwar interessanterweise bei allen
analysierten Phosphor-Fraktionen in gleichem MafBle wie in der Gesamt-
fraktion des sdureléslichen Phosphors (vgl. Tab.2b)*. Eine derart gleich-
mafBige Reduktion der 32P-Aktivitdt von intracellulirem Orthophosphat
und von organischen P-Fraktionen bei konstant bleibenden Konzen-
trationen dieser Verbindungen kann nur darauf beruhen, dafl Dipyrid-
amol den priméren Prozel der Phosphat-Aufnahme hemmt; hieraus
miissen dann sekundir jeweils gleiche Verminderungen der Inkor-
porationsraten resultieren. Keinesfalls ist aber die gleichméBig Re-
duktion aller 32P-Aktivitdtswerte als Ausdruck einer direkten Wirkung

* Die RSA-Werte der Gesamtfraktion des siureloslichen Phosphors stellen
ein relatives MaB fiir die Phosphat-Aufnahme in die Erythrocyten dar. Bei ver-
gleichenden Untersuchungen kann selbstverstindlich aus Anderungen der RSA-
Werte des siureloslichen Phosphors auf entsprechende Veréinderungen der Phos-
phat-Aufnahme nur dann geschlossen werden, wenn die Konzentration dieser
Fraktion konstant bleibt; andernfalls muB aus Konzentrations- und RSA-Werten
die absolut aufgenommene Phosphat-Menge errechnet werden. [Einzelheiten der
Berechnung vgl. Pfliigers Arch. ges. Physiol. 266, 547 (1958).] Prinzipiell das gleiche
gilt natiirlich auch bei Verwendung der relativen spezifischen Aktivitdtswerte
organischer P-Verbindungen als Mafl fiir die jeweils inkorporierten Phosphat-
Mengen.



Phosphat-Permeabilitit u. Phosphat-Stoffwechsel menschlicher Erythrocyten 251

Tabelle 2a. Konzentrationen sdureloslicher Phosphor-Verbindungen in Menschen-
Erythrocyten nach 30 min Inkubation mit Dipyridamol bes 37° C

Konzentrationsangaben in pM/g Erythrocyten und in Prozent vom
gesamt-siureloslichen Phosphor

Ges.-

sdure- Orthophosphat ATP ADP DPGS

l1oslicher

Phosphor

uMPlg | uM/g *fo uM/g /o uM/g *fo uM/g °lo
Kontrollen 16,38 | 0,80 49 | 1,15 | 21,0 | 0,25 3,0 | 432 | 52,6
Dipyridamol
5-10"%mol/1] 16,60 | 0,87 52 1,10 | 20,0 | 0,26 3,1 | 4,50 | 55,0
Dipyridamol
1-10-°mol/l| 16,20 | 0,78 48 | 1,22 | 22,6 | 0,20 2,5 | 4,20 | 52,0
Dipyridamol
5-10-*moly1] 16,70 | 0,80 4,8 | 1,20 | 21,5 | 0,24 2,9 | 4,10 | 49,0

Tabelle 2b. Aufnahme und Inkorporation von 3:P-Orthophosphat in sdurelisliche
Phosphor-Verbindungen menschlicher Erythrocyten bei Inkubation mit Dipyridamol

Inkubationszeit 30 min, nach 15 min 32P-Zugabe; Temperatur 37° C; RSA = relative

spezifische Aktivitit
Ges.-séureloslicher
Phosphor Orthophosphat ATP DPGS
RSA |Hemmung! RSA |Hemmung] RSA |Hemmung| RSA |Hemmung

*fo *fo °fo o
Kontrollen 0,98 — 3,64 — 2,23 — 0,27 —
Dipyridamol
5+ 105 mol/l 0,38 61 0,90 65 0,70 68 0,10 63
Dipyridamol
1+ 10-% mol/l 0,54 45 1,93 47 1,22 45 0,16 41
Dipyridamol
5 - 108 mol/l 0,63 35 2,29 36 1,48 36 0,18 33

von Dipyridamol auf den glykolytischen Stoffwechsel der Erythrocyten
anzusehen; denn wire dies der Fall, so miillten bei den einzelnen
P-Fraktionen neben Konzentrationsverschiebungen vor allem unter-
schiedlich starke Veranderungen der 32P-Aktivitédten erfolgen, wie dies
z. B. bei Monojodacetat-vergifteten menschlichen Erythrocyten beob-
achtet wird*. Gegen eine Beeintriachtigung des glykolytischen Stoff-
wechsels durch Dipyridamol spricht auch die Tatsache, dafl — eigenen
Befunden zufolge — die Lactat-Bildung, nach Ergebnissen von Koss
(personliche Mitteilung) auch der Glucose-Verbrauch der Erythrocyten
unverdndert bleiben. Aus den bisher mitgeteilten Resultaten kann man
somit schliefen, dafi Dipyridamol tatsichlich isoliert die Permeation von
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Orthophosphat durch die Erythrocyten-Membran in beiden Richtungen
einschrankt oder sogar vollstdndig blockiers.

Vergleicht man nun die Effekte gleicher Dipyridamol-Konzen-
trationen auf Phosphat-Aufnahme und -Abgabe, so zeigt sich inter-
essanterweise, dall beide Prozesse in unterschiedlichem MaBe beeinfluBBt
werden: Wie aus den in Abb.4 dargestellten Dosiswirkungs-Kurven zu
ersehen ist, wird nédmlich der Phosphat-Efflux jeweils weit stirker
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Abb. 4. Unterschiedliche Hemmung von Phosphat- Aufnahme und -Abgabe durch Dipyridamol (Dosis-
wirkungskurven), Messungen des 3?P-Influx und -Efflux bei 87° C unter gleichen Inkubations-
bedingungen
Abb.5. K trationen des extracelluldren Orihophosphats wdhrend 8 Std Imkubation menschlicher
Erythrocyten mit und ohne Dipyridamol. Inkubation in Plasma (Himatokrit 50°/,) bei 87° C und pH 7,4
unter Zusatz von 200 mg-*/, Glucose zu Versuchsbeginn, Die Verminderung des extracelluliren
Phosphatgehalts in Gegenwart von Dipyridamol beruht auf der unterschiedlich starken Hemmung
von Phosphat-Abgabe und -Aufnahme

gehemmt als der Phosphat-Influx. So verursacht Dipyridamol in einer
Endkonzentration von 5:10-5mol/l eine vollstindige Blockierung
der Phosphat-Abgabe, dagegen nur eine 65°/ige Reduktion der Phos-
phat-Aufnahme. Bei Dipyridamol-Konzentrationen zwischen 10-% und
5-10->mol/l verhalten sich die Hemmungsintensititen anndhernd
konstant wie 3:2. Eine Erhéhung der Dipyridamol-Konzentration iiber
10~* mol/l fithrt zu keiner stirkeren Phosphat-Aufnahme-Hemmung, da
hierbei die — vom pH-Wert abhingige -— Grenze der Loslichkeit von
Dipyridamol iiberschritten wird. Verbessert man allerdings die Los-
lichkeit durch Senkung des pH-Wertes der Inkubationslosung auf 6,3, so
146t sich mit Dipyridamol-Konzentrationen zwischen 10-* und 10—3mol/l
auch die Aufnahme von Phosphat nahezu vollstindig blockieren.

3. Dipyridamol-Effekte bei lingerer Inkubation. Die unterschiedliche
Beeinflussung der Phosphat-Abgabe und -Aufnahme liel vermuten, dafl
bei langerer Inkubation mit Dipyridamol mehr Orthophosphat von den
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Erythrocyten aufgenommen als abgegeben wird, woraus zwangsliufig
eine Verminderung der extracelluliren Orthophosphat-Konzentration
resultieren miifite. Tatséchlich konnte diese Vermutung durch spezielle
Experimente bestatigt werden, bei denen die Erythrocyten im eigenen
Plasma (Hématokrit 50%/,) unter Zusatz von 200 mg-°/, Glucose fiir
6—8 Std mit und ohne Dipyridamol inkubiert wurden. Wie aus Abb.5 zu
ersehen ist, sinkt der extracelluldre Orthophosphat-Spiegel in den
Dipyridamol-haltigen Erythrocyten-Suspensionen von 0,8 uM/ml bei
Inkubationsbeginn kontinuierlich auf 0,3 yM/ml nach 8 Std. Im Gegen-
satz dazu nimmt in den jeweiligen Kontrollansitzen wihrend dieser Zeit
der extracellulire Orthophosphat-Gehalt sogar erheblich zu. Dieser
extracellulire Orthophosphat-Anstieg ist zum Teil bedingt durch die
progrediente Konzentrationserhéhung des intracelluliren Orthophosphats
(vgl.Tab.3 und Abschnitt C3 der Ergebnisse); auBerdem diirfte er aber
Folge der — mit der Inkubationsdauer sich verstirkenden — Hamolyse
sein, die in unseren Versuchen nach 8 Std etwa 3—59/, ausmachte. Da
die Hamolyse in Anwesenheit von Dipyridamol das gleiche AusmaB
erreichte, vermindert sich der extracellulir Orthophosphat-Gehalt in
diesen Ansdtzen nicht nur um 0,5 uM/ml, sondern de facto — im Vergleich
zu den Kontrollen — um ca. 1,9 uM/ml.

Tabelle 3. Konzentrationen (uM|g) von Orthophosphat, ATP und DPGS in mensch-
lichen Erythrocyten wihrend mehrstiindiger Inkubation ohne und mit Dipyridamol
(5 - 10~ molfl)

ohne Dipyridamol mit Dipyridamol
Inkubationszeit orth Ortho
rtho- rtho-
(8td) phosphat ATP ‘ DPGS phosphat ATP DPGS
0 0,59 1,44 1 3,82 0,51 1,43 3,94
2 0,71 1,39 3,58 0,50 1,45 4,05
6 1,04 1,45 [ 2,90 0,59 1,40 3,96

In den Experimenten mit lingeren Inkubationszeiten wurde neben
den Verdnderungen des extracelluldren Orthophosphats auch das Kon-
zentrationsverhalten einiger wichtiger intracellulirer P-Fraktionen
analysiert (vgl. Tab. 3). Dabei zeigt sich in Ubereinstimmung mit Befunden
anderer Autoren?’, daf in normalen Erythrocyten wéhrend 6stiindiger
Inkubation der ATP-Gehalt unverindert bleibt, die DPGS-Konzentration
dagegen progredient abfalit, wihrend das intracellulire Orthophosphat
betrichtlich zunimmt. Interessanterweise treten diese Konzentrations-
verdnderungen von DPGS und intracelluldrem Orthophosphat bei gleich
langer Inkubation der Erythrocyten in Gegenwart von Dipyridamol
nicht ein. Eine Erklarung dieser speziellen Befunde ist zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht méglich ; insbesondere mubl die Frage offenbleiben,
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ob die Konstanz der DPGS-Konzentration in irgendeinem Zusammen-
hang mit der — wihrend der ganzen Inkubationszeit unverindert
anhaltenden — Reduktion der Phosphat-Permeabilitit steht.

4. Art und Reversibilitiit der Dipyridamol-Wirkung. In erginzenden
Experimenten sollte geprift werden, wie die Wirkung von Dipyrid-
amol auf den Prozefl der Phosphat-Aufnahme durch steigende extra-
cellulire Orthophosphat-Konzentrationen (1—20 zM/ml) beeinflufit
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Abb. 6. Einjiuff von Dipyridamol auf die Phosphai- Aufnahme menschiicher Erythrocyten bei erhihten

extracelluldren Orthophosphatkonzentrationen. Zwischen 1 und 20 pM Orthophosphat/ml bleibt die

Phosphat-Aufnahme-Hemmung praktisch konstant. Berechnung der absolut aufgenommenen Phos-
phatmengen aus RSA- und Konzentrationswerten des séureldslichen Phosphors

Abb. 7. Steigerung der 3*P-Abgabe aus wmenschlichen Brythrocyten bei Einwirkung von Glykolyse-

inhibitoren. 4 Kontrolle; B Na-Fluorid (10~2 mol/l); ¢ Monojodacetat (5 - 10~% mol/l). In jeweiligen

Parallelansitzen (4’, B’, ¢’) erfolgte nach 15 min Zugabe von Dipyridamol; hierdurch wird der

32P.-Efflux vollstindig blockiert. (Vorbeladung der Erythrocyten mit 2P in Abwesenheit der Hemm-

stoffe; 32P-Abgabe in relativen Binheiten, bezogen auf die extracelluléire 2-P-Aktivitit der Kontrollen
nach 15 min Inkubation

wird. Abb. 6 zeigt, dafl unter derartigen Bedingungen keine Abschwéichung
der Wirkungsintensitdt von Dipyridamol eintritt; eher werden die
Effekte durch Phosphat-Konzentrationen > 5 pM/ml noch verstarkt.
Zwar kann durch diese Resultate nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden, dafl der Dipyridamol-Wirkung auf den Phosphat-Influx ein
Substrat-kompetitiver Hemmungsmechanismus zugrunde liegt, doch
dirfte dies wenig wahrscheinlich sein.

Das gleiche gilt vermutlich auch fiir den Prozell der Phosphat-Abgabe. Wird
némlich Jodacetat- bzw. Fluorid-vergifteten Erythrocyten, deren intracelluldrer
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Orthophosphat-Gehalt stark erhoht ist, widhrend einer Efflux-MeBperiode Di-
pyridamol in einer Endkonzentration von 5 + 10-% mol/l zugesetzt, so kommt es bei
diesen vergifteten Erythrocyten zu einer gleichstarken Hemmung des Phosphat-
Ausstroms wie bei normalen Zellen (vgl. Abb.7). Die Wirkung von Dipyridamol auf
die Phosphat-Abgabe erweist sich somit auch als unabhingig von der jeweiligen
intraerythrocytidren Orthophosphat-Konzentration.

Zur Klarung der Frage, inwieweit die Dipyridamol-bedingte Hem-
mung der Phosphat-Aufnahme reversibelist, wurden mit Dipyridamol vor-
behandelte Erythrocyten zweimal mit einem UberschuB3-Volumen einer
Phosphat-Locke-Losung gewaschen und erst anschlieBend in iiblicher
Weise mit 32P inkubiert. Bei diesem Vorgehen liel sich nur eine etwa
500/,ige Reversibilitdt der Dipyridamol-Wirkung erzielen (vgl. Tab.4).

Tabelle 4. Partielle Reversibilitdt der Dipyridamol-Wirkung auf die 32P-Aufnahme
menschlicher Erythrocyten

RSA = relative spezifische Aktivitét

Vorinkubation Waschung a2p.Inkubation RsA Hemmung
(2mal Phosphat- Ges.-séureldsl.
(15 min) Locke-Losung) (15 min) Phosphor /s
ohne Dipyridamol (Kontrollen) 0,83 —_
mit Dipyramol (5 - 105 mol/l) 0,19 77
mit Dipyridamol ohne Dipyridamol 0,51 38
(6 - 105 mol/l)

Diese Beobachtung spricht dafiir, daB Dipyridamol zum Teil relativ fest
an die Erythrocyten bzw. die Membranen dieser Zellen gebunden wird ;
denn die Waschvolumina waren so bemessen, dall bei freier Verteilung
von Dipyridamol die nach der Waschung noch vorhandene Konzen-
tration dieses Stoffes kleiner als 10-% mol/l und damit unwirksam héatte
sein miissen.

C. Phosphat-Permeabilitiit menschlicher Erythrocyten unter dem Einfluf
verschiedener Pharmaka, Stoffwechselinhibitoren und Substrate

Dipyridamol ist nicht die einzige Substanz, die den Prozef der
Permeation von Phosphat an menschlichen Erythrocyten beeinflufit.
Bei Priifung einer groBen Reihe von pharmakologisch aktiven Stoffen und
anderen Verbindungen fand sich nédmlich eine Anzahl weiterer wirk-
samer Substanzen, deren — teilweise sehr unterschiedliche — Effekte
auf die Phosphat-Abgabe und -Aufnahme genauer untersucht wurden.

1. Hemmung von Phosphat-Abgabe und -Aufnahme. Tab.5 gibt
eine Ubersicht iiber die zu verschiedenen organischen Stoffklassen ge-
horenden Substanzen, die sich in der tiblichen Efflux-Versuchsanordnung
als unterschiedlich stark wirkende Hemmstoffe der Phosphat-Abgabe
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Tabelle 5. Daten zur Hemmwirkung verschiedener Substanzen auf die Phosphat- Abgabe
menschlicher Erythrocyten

Mittelwerte aus Messungen des 32P-Efflux nach 15 und 30 min

Konzentration Phcifgi;ﬁﬁgabe-
{(mol/1) *lo
Phenylbutazon?! 5-10—* 73
5-10-5 18
Oxyphenbutazon? 510 28
3,5-Dioxo- 5:10-° <10
pyrazolidine Sulfinpyrazon? 510~ 67
510 10
Phenopyrazon* 5-10— 90
5-10-5 18
5-10* 65
Phloretin 2,5-101 45
510 0
Papaverin 5-10¢ 33
R . 1-10 45
eserpin 5. 10-5 20
2,4-Dinitrophenol 5104 30
Tannin 1,2 -10-3 84

1 1,2-Diphenyl-3,5-dioxo-4-n-butyl-pyrazolidin (Butazolidin®).

2 1-Phenyl-2-(p-hydroxyphenyl)-3,5-dioxo-4-n-butyl-pyrazolidin (Tanderile).
¢ 1,2-Diphenyl-3,5-dioxo-4(2’-phenylsulfinyl-aethyl)-pyrazolidin (Anturan®).
4 1,4-Diphenyl-3,5-dioxopyrazolidin (Bestandteil von Osadrin®).

erwiesen. Zu diesen Substanzen gehoren neben Pyrazolidin-Derivaten,
fir die Permeabilititsbecinflussungen vielfdltiger Art nachgewiesen
wurden3?, vor allem Phloretin und Tannin, die als Hemmstoffe anderer
Permationsvorginge am Erythrocyten schon ldnger bekannt sind4:4%.
Uber Permeabilititseffekte der ibrigen Verbindungen scheinen — zu-
mindest fir den Erythrocyten — bisher keine Angaben vorzuliegen.
Beachtung verdient die Tatsache, dal von allen in Tab.5 aufgefithrten
Substanzen durchschnittlich 10—100fach hohere Konzentrationen als
von Dipyridamol notwendig sind, um eine anndhernd gleichstarke Re-
duktion der Phosphat-Abgabe zu erzielen. Interessanterweise bleibt bei
diesen Stoffen — genauso wie bei Dipyridamol — die Hemmwirkung auf
den Phosphat-Efflux iiber lingere Zeit unverdndert erhalten.

Fir einige der genannten Substanzen wurde zusdtzlich gepriift, ob
ihre Wirkungsweise auch in anderer Hinsicht der von Dipyridamol
dhnlich ist. Wie zundchst aus Tab.6a hervorgeht, verursachen Phenyl-
butazon, Phenopyrazon, Phloretin und Tapnin — ebensowenig
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Tabelle 6 a. Konzentrationen siureldslicher Phosphor-Verbindungen in Menschen-
Erythrocyten nach 30 min Inkubation mit verschiedenen Substanzen bei 37° C

Ges.-

i | orthophosphat ATP ADP DPES

Phos-

phor

uMP/g | uM/g °lo uM/g *fo wM/g °la wM/g °ls
Kontrollen 15,10] 0,65 4,3 | 1,04 | 20,6 | 0,24 3,2 | 4,31 | 57,0
Phenylbutazon
5+ 104 mol/1 15,301 0,81 53 | 1,04 | 20,4 | 0,24 3,1 | 451 | 59,0
Phenopyrazon
5+ 102 mol/fl 15,401 0,82 5,3 | 1,07 | 20,8 | 0,22 2,9 | 4,32 | 56,0
Phloretin
2,5+ 10~¢mol/l | 15,50 0,77 4,9 [ 1,10 | 21,2 | 0,24 3,1 | 453 | 58,0
Tannin
103 mol/fl 15,401 0,82 5,3 | 1,07 | 20,8 | 0,22 2,9 | 4,56 | 59,0

Tabelle 6b. Aufnahme und Inkorporation won 32P-Orthophosphat in sidurelosliche
Phosphor-Verbindungen menschlicher Erythrocyten bei Inkubation mit verschiedenen

Substanzen
Inkubationszeit 30 min, nach 15 min 32P-Zugabe; RSA = relative spezifische
Aktivitit
Ges"f,i‘érsﬂgilri"her Orthophosphat ATP DPGS
RSA Hemmung| RSA |Hemmung] RSA |Hemmung| RSA [Hemmung
*lo °fo *fo °f
Kontrollen 0,85 — 3,50 — 2,55 — 0,21 e
Phenylbutazon
5-10~* mol/1 0,42 51 1,66 52 1,18 54 0,10 52
Phenopyrazon
5+ 10~* mol/l 0,43 50 1,60 54 1,09 57 0,10 52
Phloretin
2,56 - 104 mol/l | 0,56 34 2,28 35 1,66 35 0,14 33
Tannin
10-3 mol/l 0,22 74 1,06 70 0,62 76 0,06 | 72

wie Dipyridamol — Konzentrationsverdnderungen intraerythrocytérer
P-Fraktionen; das gleiche gilt tibrigens — wie schon frither nachgewiesen
wurde!! — fiir 2,4-Dinitrophenol. Auch beziiglich ihres Einflusses auf
die Phosphat-Aufnahme und -Inkorporation unterscheiden sich Dinitro-
phenol (vgl. hierzul'} sowie Phenylbutazon, Phenopyrazon, Phloretin
und Tannin nicht von Dipyridamol; denn auch diese Stoffe fithren, wie
Tab.6b zeigt, zu einer jeweils gleichmifBigen Reduktion der 32P-Ak-
tivitdtswerte aller analysierten intraerythrocytidren P-Verbindungen.

Pfltigers Arch. ges. Physiol., Bd. 280

18
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Ein weiterer Parallelismus zwischen Dipyridamol und den anderen
wirksamen Substanzen, mit Ausnahme von Tannin, 148t sich daran
erkennen, daB bei gleichen Hemmstoff-Konzentrationen stets die Phos-
phat-Abgabe stirker eingeschrénkt wird als die Phosphat-Aufnahme
(Verhaltnis der Hemmungsintensitdten 3:2). Aus allen diesen Befunden
kann man somit folgern, daf3 die Effekte der hier genannten Stoffe tatsdchlich
in wesentlichen Einzelheiten denen von Dipyridamol enisprechen und daher
nur auf einer Beeintrdchtigung der Membranpermeabilitit fir Phosphat
beruhen.

2. Steigerung von Phosphat-Abgabe und -Aufnahme. Ausgehend von
der Uberlegung, daB méglicherweise Calcium beim ProzeB der Phosphat-
Permeation eine Rolle spielen konnte, wurde im Rahmen unserer Unter-
suchungen der EinfluB} einiger Cat+t-bindender Substanzen gepriift. Die
Resultate derartiger Experimente sind in Tab.7 zusammengefal3t. Wie
hieraus zunéchst hervorgeht, verursachen die Chelatbildner EDTA und
EGTA, aber auch ATP, AMP, Phytinsiure und Na-Oxalat eine teil-
weise recht erhebliche Steigerung der Phosphat-Abgabe, wobei auf-
falligerweise in den meisten Féllen mit zunehmender Inkubationsdauer
eine Verstirkung dieses Effektes beobachtet wird. Na-Citrat sowie Ca*+-
freie Inkubation der Erythrocyten beeinflussen dagegen die Phosphat-
Abgabe nicht. Demnach kann die Wirkung der oben genannten Stoffe
nicht auf einer einfachen Bindung von Cat+ im extracelluliren Medium
beruhen. Trotzdem scheint aber Cat+ in irgendeiner Weise fir die beob-
achtete Steigerung der Phosphat-Abgabe mitverantwortlich zu sein;
denn werden beispielsweise EDTA und EGTA Cat+-freien Erythrocyten-
Suspensionen zugesetzt, so wird der Phosphat-Efflux gegeniiber der
Norm nicht beschleunigt.

Einige Substanzen, die eine besonders deutliche Steigerung der
Phosphat-Abgabe hervorrufen, wurden aulerdem auch hinsichtlich ihrer
Wirkung auf die Phosphat-Aufnahme gepriift. Dabei ergab sich, dalBl
unter dem Einflu von EDTA, ATP und Oxalat dieser Prozel ebenfalls
intensiviert wird, im ganzen gesehen jedoch wesentlich schwicher als die
Phosphat-Abgabe (vgl. Tab.7). Als MaB fiir die Phosphat-Aufnahme
konnten auch in diesen Experimenten jeweils die 32P-Aktivitdtswerte
(RSA) der Gesamtfraktionen des séureloslichen Phosphors verwendet
werden, da deren Konzentrationen in allen Fillen konstant blieben
(vgl. auch Fulinote S. 250).

Wie sich durch detaillierte Analysen nachweisen liel, kommt es bei
30 min Inkubation mit EDTA und ATP auch nicht zu Konzentrations-
verdnderungen der einzelnen intraerythrocytéren P-Verbindungen. Die
32P_Aktivitdtswerte dieser Fraktionen sind — mit Ausnahme der DPGS —
jeweils in gleichem MafBe erhéht wie die entsprechenden Werte der
Gesamtfraktion des sdureléslichen Phosphors. Wenngleich diese Befunde
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Tabelle 7. Steigerung der Phosphat-Abgabe und - Aufnahme menschlicher Erythrocyten
unter dem Einflufl verschiedener Substanzen

Steigerung der Phosphat- Steigerung der
Konzentration Abgz:;:h( *ls) Aul;}ll :ﬁﬂ;&f ; /o)
{mol/1) nach
15 min 30 min 30 min
EDTA 5-10-3 44 67 20
EGTA 5-10°8 45 76 —*
ATP 5-10-3 41 69 10
AMP 5-1073 30 29 —*
Phytinsdure (Na-Salz) 5-10* 25 23 —*
Na-Oxalat 2,5-10-3 43 50 20
Na-Citrat 5-10-3 0 0 0
Cat+-freie Inkubation — 0 0 —*
Cat*-freie Inkubation
+ EDTA bzw. EGTA | je5- 103 0 0 —*
* Nicht gepriift.

Tabelle 8. Konzentrationsverdnderungen siureldslicher Phosphor-Verbindungen nach
20 min Inkubation mit Na-Ozxalat

Konzentrationsangaben in gM/g Erythrocyten

Ges- | ortho-
Isg?gﬁer phos- | ATP | ADP AMP IMP | HDP | DPGS
Phosphor* phat
Kontrollen 13,83 0,63 | 1,10 | 0,24 < 0,05 — 0,18 | 3,92
Na-Oxalat
5+ 1073 mol/l 13,81 0,81 | 0,52 | 0,45 0,30 | 0,15 | 0,43 | 3,87
* uM P/g.

eine gewisse Stoffwechselwirksamkeit von EDTA und ATP nicht ganz
ausschliefen, so machen sie doch sehr wahrscheinlich, daBl die Steigerung
der Phosphat-Abgabe und -Aufnahme in diesen beiden Féllen in erster
Linie durch Permeabilitdtsverdnderungen verursacht wird. Hierfir
spricht auBerdem auch die Tatsache, dal weder ATP noch EDTA 26,32 jn
den Erythrocyten eindringen. Da die Erythrocyten-Membran sicherlich
auch fiir EGTA, AMP und Phytinsdure impermeabel ist, geht man wohl
kaum in der Annahme fehl, dafl die Effekte dieser Stoffe in dhnlicher
Weise zustande kommen wie die von EDTA und ATP.

Wesentlich komplizierter liegen die Verhaltnisse im Falle von Oxalat;
dieser Stoff dringt némlich in die Erythrocyten ein und verursacht
hier eine Stoffwechselschidigung infolge Hemmung Mg*+-abhingiger

18*
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Enzyme der Glykolyse?!. Als Ausdruck eines derartigen Stoffwechsel-
effektes von Oxalat zeigten sich auch in unseren Versuchen recht be-
triachtliche Konzentrationsverschiebungen bei den intraerythrocytéren
organischen P-Verbindungen (vgl. Tab.8). Die 32P-Aktivitdt war bei
allen Fraktionen zwar erhoht, aber jeweils in ganz unterschiedlichem
Ausmaf. Eine Entscheidung dariiber, ob die Stoffwechselalteration durch
Oxalat fiir die gesteigerte Phosphat-Abgabe und -Aufnahme ver-
antwortlich ist oder ob auch hier Permeabilitdtsverdnderungen der
Membran eine Rolle spielen, erschien nur durch vergleichende Analyse
der Wirkung anderer Glykolyse-Inhibitoren auf die Phosphat-Permeation
moglich.

3. Steigerung der Phosphat-Abgabe bei normaler Aufnahme. In-
kubiert man mit 3P vorbeladene Erythrocyten in der éiblichen Efflux-
Versuchsanordnung unter Zusatz von Hemmstoffen der Glykolyse
(Monojodacetat, Fluorid, Arsenat), so 146t sich, wie Tab.9 zeigt, in allen

Tallen eine — mit Ver-

Tabelle 9. Wirkung von Glykolyse-Inhibitoren auf léngerung der Inkuba-
die Phosphat-Abgabe menschlicher Hrythrocyten  tjongzeit zunehmende —

Steigerung der Phosphat-  Steigerung der Phosphat-

Konzen- Abgabe (*/o) Abgabe nachweisen. Ahn-
tration nach .
(mol/T) liche Beobachtungen wur-
15 min 30 min den neuerdings auch an
Hunde-Erythrocyten ge-
Monojodacetat | 5 - 104 46 107 ythrocyten g

macht!®, Unter diesen
Na-Fluorid 10~ 3t 59 Vergiftungs-Bedingungen
Na-Arsenat 5-10-¢ 19 28 kommt es gleichzeitig zu

den bekannten, fir die
einzelnen Inhibitoren charakteristischen Konzentrationsverinderungen
intracellulirer P-Verbindungen (insbesondere Verminderung von ATP
und betrichtliche Zunahme von Orthophosphat (vgl.?,1,15,3),

MiBt man unter dem Einflull der gleichen Hemmstoffe die Aufnahme
und Inkorporation von 32P-Orthophosphat (vgl. Abb.8), so ergibt sich in
Ubereinstimmung mit Befunden von PrrLEGER®!, daB die Phosphat-
Aufnahme als solche praktisch unverdndert bleibt. Da jedoch die
Stoffwechsel-abhingige Inkorporation in organische Bindung betrécht-
lich reduziert ist, liegt in diesen vergifteten Erythrocyten jeweils ein
weit groferer Anteil des aufgenommenen Phosphats in anorganischer
Form vor.

Unsere Untersuchungen mit den typischen Glykolyse-Giften zeigen
somit eindeutig, daf eine Schidigung des Energiestoffwechsels der Ery-
throcyten den Prozef der Phosphat- Aufnakme nicht beeinfluft, wihrend die
Phosphat-Abgabe — wvermutlich infolge der Erhihung des intracelluliren
Orthophosphat-Spiegels — erheblich gesteigert ist. Unter Beriicksichtigung
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dieser Tatsachen lassen sich nunmehr auch die oben beschriebenen
Effekte von Oxalat interpretieren: Da diese Substanz, wie Abb.8 ver-
anschaulicht, im Gegensatz zu den anderen Glykolyse-Giften die Phos-
phat-Aufnahme steigert, diirften sich hier Stoffwechselwirkungen und
Permeabilitdtsverinderungen iiberlagern. Die Beobachtungen von
JEANES u. Mitarb.2! zur Wirkung von Oxalat an Erythrocyten lassen sich
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Abb. 8. Absolute Aufnakhme von extracelluldrem Orthophosphatl in den sdureldslichen Phosphor mensch-
licker Erythrocyten unter dem Einfluf von Monojodacetat (5 - 10~* molfl), Fluorid (2 - 10~* molfl,)
Arsenat (8 + 107° mol[l) und Oxalat (5 - 10~ molfl). Die Absolutaufnahme wurde jeweils aus den RSA-
und Konzentrationswerten als nM P/g Erythrocyten/min berechnet und auf die Kontrollen (100°/,)
bezogen. Schraffierter Sdulenteil: Anteil des aufgenommenen Phosphats in organischer Bindung;
nicht-schraffierter Sfulenteil: Anteil des aufgenommenen Phosphats in der intracelluliren Ortho-

ronh

phosphatfraktion

Abb. 9. Bezieh
Vergiftung von Erythrocyten mit Monojodacetat (5« 10~* molfl). Messung der Phosphataufnahme in
einem Aliquot eines gemeinsamen Ansatzes durch jeweilige Exposition mit 2P fiir 156 min nach 30,

extracelluliirem Orthosphosphatgehalt und Phosphat- Aufnahme bei lingerer

67,5 und 105 min Inkubation

Unter dem Einflufl der typischen Glykolyse-Gifte kommt es infolge
der gesteigerten Phosphat-Abgabe bei normaler Phosphat-Aufnahme zu
Nettoverschiebungen, so daf die extracellulire Orthophosphat-Konzen-
tration — wie dies schon frither beobachtet wurde!’15:2%.3% _ pro.
gredient ansteigt. Diese Zunahme des extracelluliren Orthophosphat-
Gehalts hat ihrerseits bedeutsame Riickwirkungen auf den ProzeB der
Phosphat-Aufnahme. Wie ndmlich im einzelnen noch zu zeigen sein
wird, fithrt jede Erhohung der extracelluliren Phosphat-Konzentration
zu einer Intensivierung des Phosphat-Einstroms. Es war daher zu ver-
muten, dall die Phosphat-Aufnahme von Erythrocyten nach léngerer
Vorvergiftung, z. B. mit Jodacetat, im Vergleich zu entsprechenden
Kontrollen nicht mehr unverindert, sondern erhdht sein wiirde.

Diese Vermutung konnte nun tatsdchlich bestitigt werden. In
Abb.9 sind Ergebnisse von Experimenten dargestellt, bei denen die
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Phosphat-Aufnahme Jodacetat-vergifteter Erythrocyten zu verschie-
denen Zeiten nach Vergiftungsbeginn durch jeweils 15 min Exposition
mit 3P gemessen und aulerdem die Konzentrationszunahme des extra-
celluldren Orthophosphats analysiert wurden. s ist zu ersehen, daB eine
Proportionalitét zwischen der Phosphat-Aufnahme-Steigerung und dem
extracelluliren Orthophosphat-Anstieg besteht. Unter Verwendung der
in Abb.10 enthaltenen Daten itber den EinfluB erhohter extracelluldrer
Phosphat-Konzentrationen auf die Phosphat-Aufnahme normaler Ery-
throcyten 148t sich berechnen, dafl die wihrend lingerer Vergiftungs-
zeiten mit Jodacetat eintretende Erhohung der Phosphat-Aufnahme-
raten ausschlieBlich auf den Anstieg der extracelluliren Orthophosphat-
Konzentration zuriickzufithren ist. Dementsprechend lassen sich die
Differenzen zwischen der Phosphat-Aufnahme der Kontrollen und der
vergifteten Erythrocyten zum Verschwinden bringen, wenn man durch
Zugabe von Orthophosphat den extracelluliren Phosphat-Spiegel der
Kontroll-Ansitze dem der Jodacetat-Ansdtze angleicht. Damit diirfte
bewiesen sein, daBl auch bei lingerer Einwirkung von Jodacetat der
ProzeB der Phosphat-Aufnahme als solcher normal bleibt.

4. Verminderung der Phosphat-Abgabe bei normaler Aufnahme. Die
vorausgehend beschriebenen Versuche mit Stoffwechsel-Inhibitoren
hatten AnlaB zu der Vermutung gegeben, dal die gesteigerte Phosphat-
Abgabe bei vergifteten Erythrocyten durch den Konzentrationsanstieg
der intracelluldren Orthophosphat-Fraktion verursacht wird. Trifft diese
Annahme zu, so sollte umgekehrt bei Erniedrigung des intracellulédren
Phosphat-Spiegels die Phosphat-Abgabe vermindert sein.

Eine Reduktion des intracelluliren Orthophosphat-Gehaltes 1436
sich in einfacher Weise durch Inkubation normaler Erythrocyten in
Gegenwart von Inosin oder anderen Purin-Nuecleosiden erzielen. Diese
Stoffe dringen bekanntlich in die Erythrocyten ein?3.24:3%, und werden
hier hauptsdchlich unter Beteiligung der Nucleosidphosphorylase und der
Enzyme des Pentosephosphat-Cyclus metabolisiert {vgl. z. B. 2:3:5,6,33,34),
wobei Orthophosphat vermehrt in organische Bindung iiberfihrt wird.
Dementsprechend konnten wir zeigen, dal bereits innerbalb einer
15 min-Inkubation normaler Erythrocyten mit Inosin (5-10-2 mol/l) die
intracellulidre Orthophosphat-Konzentration um mehr als 50°/; abnimmt,
wahrend gleichzeitig der HDP-Gehalt nahezn verdreifacht wird und
aullerdem — infolge Phosphorylierung des eingedrungenen Inosins — eine
beachtliche Neubildung von IMP erfolgt; eine Konzentrationszunahme
des gesamtsdureloslichen Phosphors lafit sich aber bei dieser kurzen
Inkubationszeit noch nicht nachweisen.

Parallel zu den genannten Konzentrationsverdnderungen kommt es —
wie aus Tab.10 ersichtlich — zu einer ca. 90%/jigen Verminderung der
Phosphat-Abgabe aus diesen Erythrocyten. Eine gleichstarke Wirkung
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auf den Phosphat-Efflux hat Inosin auch noch in einer Konzentration von
10-2 mol/l; bei kleineren Inosin-Mengen ist dagegen der Effekt deutlich
schwicher. Adenosin und Guanosin erweisen sich in vergleichbaren
Konzentrationen als ebenso wirksam wie Inosin.

Im Gegensatz zu der auffilligen Reduktion der Phosphat-Abgabe
bleibt interessanterweise die Aufnahme von Phosphat in die Erythro-
cyten bei 15 min Inkubation
mit Inosin unverindert. Die Tabelle 10. Wirkung von Purin-Nucleosiden
Ergebnisse unserer Experimente auf die Phosphat-Abgabe menschlicher

, . . Erythrocyten
mit Inosin lassen somit erken- .
nen, daf tatsichlich zwischen Mittelwerte aus Messungen des 32P-Hfflux

. .. nach 15 und 30 min
dem intracelluliren Orthophos-

phat-Gehalt und dem Ausmaf Verminderung
Konzentration | der Phosphat-

der Phosphat-Abgabe enge Be- (moll Abgabe

ziehungen bestehen. Eine &ahn- *

lich enge Korrelation zwischen

« —3
dem intraerythrocytéiren Ortho- Tnosin f . 18_3 gg
phosphat-Spiegel unfi der Phos- 1-10-4 38
p%lat-Aufnahr'ne'schemt d!ageg.en Adonosin 1102 ™
nicht zu existieren, wie dies
Guanosin 1-10-2 85

auch schon die Versuche mit
Glykolyse-Giften gezeigt haben.

5. EinfluB erhiohter extracellulidrer Orthophosphat-Konzentrationen
auf die Phosphat-Abgabe und ~Aufnahme. In Erginzung zu den voraus-
gehend beschriebenen Studien iiber die Bedeutung des intracelluldren
Orthophosphat-Spiegels fir die GréBe des Phosphat-Efflux wurde in
weiteren Experimenten noch von einer anderen Moglichkeit Gebrauch
gemacht, die intracellulire Orthophosphat-Konzentration zu variieren.
Werden nimlich Erythrocyten bei erhohtem extracellulirem Ortho-
phosphat-Gehalt inkubiert, so fithrt dies zu einer Zunahme der intra-
celluldren Orthophosphat-Konzentration (vgl. auch %), ohne daB sich
dabei — zumindest wéhrend kiirzerer Inkubationszeiten — der Gehalt
der Erythrocyten an organischen P-Verbindungen nachweisbar dndert.

Analysiert man im einzelnen den jeweiligen intracelluliren Ortho-
phosphat-Gehalt nach 15 miniitiger Inkubation bei verschiedenen
extracelluliren Orthophosphat-Konzentrationen (1—10 gM/ml), so zeigt
sich, daf die intracellulire Orthophosphat-Zunahme jeweils dem extra-
celluldren Orthophosphat-Spiegel proportional ist (vgl. Abb.10). MiBt
man aulerdem in denselben Versuchen die 3*P-Aufnahme in die Gesamt-
Fraktion des sdureloslichen Phosphors der Erythrocyten und berechnet
hieraus, unter Beriicksichtigung der spezifischen Aktivititen des extra-
celluldren Orthophosphats, die wihrend dieser 15 min jeweils zus#tzlich
aufgenommenen absoluten Phosphat-Mengen, so ergibt sich — wie aus
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Abb. 10 hervorgeht — eine volle Ubereinstimmung dieser Werte mit den
aus Konzentrationsanalysen ermittelten Daten fiir den intracellularen
Orthophosphat-Zuwachs. Diese Resultate lassen somit erkennen, daf
mit Erhéhung des extracelluliren Orthophosphat-Gehalts die Phosphat-
Aufnabme progredient ansteigt (vgl. auch?), wobei das zusétzlich auf-
genommene Phosphat im Inneren der Erythrocyten nur in anorganischer

Form vorliegt.
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Abb.10. Steigerung der Phosphataufnahme in den sdureloslichen Phosphor und Zunahme der intra-
lluldren Orthophosphatk tration menschlicher Erythrocyten in Abhdngigheit vom extracelluliren

Phosphatspiegel. Die Ansitze wurden nach gleichzeitigem Hinzufiigen von **P und Orthophosphat
jeweils fiir 15 min bei 37° C inkubiert. o © Werte fiir die zusétzlich in den sdureldslichen Phos-
phor aufgenommene Phosphatmenge (uM/g Erythrocyten/15 min), berechnet aus RSA und Konzen-
tration dieser Fraktion; e o Werte fiir den Konzentrationszuwachs des intracelluliren Ortho-
phosphats (M/g/15 min)
Abb. 11, I'ntensivierung der *2P-Abgabe aus menschlichen Erythrocyten bei Erkohung des extracelluliren
Orthophosphatgehalts. Versuchsbedingungen: Vorbeladung der Erythrocyten mit **P bei 37° C und
normaler extracellulirer Orthophosphatkonzentration (1 uM/ml). Messung des 3*P-Efflux nach
10 min Inkubation bei erhdhtem extracellulirem Phosphatgehalt

In Anbetracht dieser Tatsache tiberrascht es nun nicht, daB bei
Zunahme der extracelluldren Orthophosphat-Konzentration nicht nur
die Aufnahme, sondern aunch die Abgabe von Phosphat gesteigert ist. Wie
Abb.11 =zeigt, bestebt zwischen dem Ausmafp der Phosphat-Abgabe-
Steigerung und dem jeweiligen extracelluldren Phosphat-Gehalt ebenfalls
eine direkte Proportionalitit. Letztlich dirfte aber natiirlich hierfiir der —
dem extracelluliren Phosphat-Spiegel proportionale — Konzentrations-
anstieg des intracelluldren Orthophosphats verantwortlich sein.

Die lineare Abhiingigkeit der Phosphat-Abgabe-Steigerung von der erhéhten
extra- bzw. intracelluliren Orthophosphat-Konzentration 16t sich aus rein me-
thodischen Griinden nur wihrend der ersten 5—10 min der Efflux-Messungen ein-
wandfrei nachweisen. Nach ldingeren Mefizeiten werden die Verhiltnisse dadurch
kompliziert, daf die 32P-Aktivitat der intracelluliren Orthophosphat-Fraktion, die
unseren Befunden zufolge Vorldufer des austretenden Phosphats ist, in unter-
schiedlich starkem MafBe verindert wird. Bei Erh6hung des extracelluldren Phosphat-

Gehalts kommt es ndmlich infolge des Eindringens groferer Mengen von nicht-
markiertem 31P-Orthophosphat zu einer rasch fortschreitenden Redulktion der
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spezifischen Aktivitdt der intracelluldren Orthophosphat-Fraktion, die um so stér-
ker in Erscheinung tritt, je hoher der extracelluldre Phosphat-Spiegel ist.

Unsere Befunde zur gesteigerten Phosphat-Abgabe bei erhdhtem
extracellulirem Orthophosphat-Gehalt erlauben selbstverstindlich —
im Gegensatz zu den Resultaten der entsprechenden Phosphat-Auf-
nahme-Studien — keine Berechnung der absolut abgegebenen Phosphat-
Mengen. Man kann aber trotzdem mit Sicherheit sagen, dafi unfer dem
Einfluf erhohter extracelluliirer Orthophosphat-Konzentrationen die Phos-
phat-Abgabe initial weniger intensiviert wird als die Phosphat-Aufnahme,
da es andernfalls innerhalb der von uns gewéhlten kurzen Inkubations-
zeiten noch nicht zu Nettoverschiebungen des beobachteten Ausmales
hitte kommen kénnen*.

6. Uber den EinfluB weiterer Substanzen auf den Phosphat-Efflux
menschlicher Erythrocyten. Tab.11 gibt eine Ubersicht iiber eine gréBere
Anzahl von Substanzen, die nur eine geringe oder keine Wirkung auf die
Phosphat-Abgabe menschlicher Erythrocyten zeigten. Die Auswahl
dieser Stoffe erfolgte in erster Linie unter Beriicksichtigung physiolo-
gischer, biochemischer und pharmakologischer Gesichtspunkte. Wie aus
Tab.11 hervorgeht, erwiesen sich insbesondere die in hoher Dosierung
gepritften Hormone und Vitamine — mit Ausnahme von Oestriol und
Thiamin — als wirkungslos. Man kann hjeraus sicherlich folgern, dafl
diese Stoffe bei der physiologischen Regulation der Phosphat-Abgabe
aus menschlichen Erythrocyten in vivo keine direkte Rolle spielen. Auch
zahlreiche andere Substanzen, fir die eine EinfluBnahme auf ver-
schiedenartigste Stoffwechsel- und Permationsprozesse an Erythrocyten
nachgewiesen wurde, wie z. B. fiir Cystamin, Pyruvat, Nitrit, Ferri-
cyanid, Ouabain, Acetazolamid und andere, haben in den gepriiften
Konzentrationen keine Wirkung auf den Phosphat-Efflux. Interessant
erscheint auch die Tatsache, daB einige — den stark hemmend wirkenden
Pyrazolidin-Derivaten (vgl. Tab. 5) chemisch nahestehende — Pyrazolon-
Verbindungen (Antipyrin, Aminopyrin, Metamizol) keinen oder sogar
einen steigernden Effekt haben. Erwdhnenswert ist schlieBlich noch, dafi
in auffilligem Gegensatz zu Dipyridamol andere coronardilatierende
Pharmaka (Prenylamin, D, Carbochromen) die Phosphat-Abgabe nur
sehr schwach oder tberhaupt nicht beeinflussen. Als ebensowenig
wirksam erwiesen sich auch Stoffe aus der Gruppe der Antihistaminica,
Lokalanaesthetica, Barbiturate, Purin-Verbindungen und Antidiabetica.

* Anmerkung wihrend der Korrektur. GLADER, BARBACKI u. OMacHI [Fed. Proc.
23, 114 (1964)] haben neuerdings ebenfalls den Einfluf erhohter extracellulérer
Orthophosphat-Konzentrationen sowie die Wirkung von Inosin und Glykolyse-
Inhibitoren auf die 32P-Abgabe menschlicher Erythrocyten untersucht. Ihre Resul-
tate stimmen im wesentlichen mit unseren Befunden fiberein.
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Tabelle 11. Ubersicht iiber die Wirkuny biologisch und pharmakologisch aktiver
Substanzen auf die Phosphat-Abgabe menschlicher Erythrocyten

0 = keine Wirkung; -}- = Steigerung; — = Hemmung
Endkon- Endkon-
zentration | Wir- zentration | Wir-
mmol/1 kung mmol/l kung
Adrenalin 0,05 0 Atropin 0,05 0
’f{hyroxin 3,25 (0) Neostigmin 0,05 0
istamin R . .
Prednisolon- PIIOC&I"PIII 0,05 0
hemisuceinat 0,1 0 Ouabain 0,05 0
Oestriol- Phentpl_amm
hemisuccinat 0,5 — (Regitin®) . 0,5 0
Tnsulin 1 TE/ml 0 Dihydroergotamin-
Parathormon 1 IE/ml 0 methansulfonat
(Dihydergot®) 0,05 0
Thiamin 0,5 (+) Coifein 0,5 0
Nicotinsdureamid 0,05 0 Oxypropyltheo-
Pyridoxamin 0,5 0 phyllin 0,05 0
Riboflavin 0,5 0 Pentetrazol
Folsdure 0,5 0 (Cardiazol®) 0,05 0
Cyanocobalamin 0,5 0 Mersalyl 0,5 (+)
Ascqrbinsélure 0,5 0 Acetazolamid
Rutin 0.5 0 (Diamox®) 0,05 0
Menadiol-d_iphosphat Phenprocoumon
(Synka-Vite) 0,5 0 (Marcumare) 0,5 —
Cystin 10 0 grocam. 0,05 0
. etracain
Cystamin 5,0 01 (Pantocaine) 005 | 0
Tryptophan 0,6 0 ’
Prolin 0,5 0 Urethan 0,05 0
Didthanolamin 0,1 0 Hexobarbital 0,1 0
D,L-Pyruvat 5,0 0 Thiopental 0,5 0
D,L-Lactat 5,0 0 Pethidin
a1 50 0 {Dolantin®) 0,5 0
aCL, X .
Na-Pyrophosphat 5,0 0 %hlox:pFomazm 0.5 0
- amipin
Na-Nitrit 0,5 0
NaCN 5.0 (Soventol®) 0,5 0
L ’ (=) Brompheniramin
Na-Azid 0,5 (+) .
. . (Ilvin®) 0,05 0
K-Ferricyanid 5,0 0 P .
renylamin
Na-Salicylat 0,5 0 (Segontin®) 05 | (=)
Antipyrin 0,5 0 Dygs (Isoptine) 0,5 0
Aminopyrin 0,5 (+) Carbochromen
Metamizol {Intensain®) 0,6 0
(Novalgine) 0,05 + Phenethylbiguanid
Metamizol 0,5 ++ (DBI) 0,5 (+)
Isopyrin 0,5 (+) Tolbutamid
Phenacetin 0,25 (—) (Rastinone) 0,5 0



Phosphat-Permeabilitit u. Phosphat-Stoffwechsel menschlicher Erythrocyten 267

Besprechung

Wie die vorliegenden Untersuchungen gezeigt haben, 1483t sich der
Phosphat-Austausch menschlicher Erythroeyten, der sich aus den beiden
Komponenten Phosphat-Aufnahme und Phosphat-Abgabe zusammen-
setzt, durch verschiedene Substanzen in sehr unterschiedlicher Weise
beeinflussen: Eine Gruppe von Stoffen verursacht eine Reduktion der
Phosphat-Aufnahme und -Abgabe; eine Reihe anderer Substanzen fiihrt
zu einer Steigerung beider Prozesse. Hemmstoffe der Glykolyse erhéhen
die Phosphat-Abgabe, Purinnucleoside vermindern sie, bei jeweils
unverinderter Aufnahme von Phosphat. Diese verschiedenartigen Effekte
lassen sich prinzipiell aber — wie im folgenden gezeigt wird — auf Ver-
Anderungen von nur zwei Grofen zuriickfithren, ndmlich der Membran-
permeabilitit fir Phosphat oder der Konzentrationsdifferenz zwischen
snira- und extracelluldrem Orthophosphat.

a) Zur Beeinflussung des Phosphat-Austauschs
infolge von Permeabilititsverdnderungen

Auf alleinige Permeabilitdtsverdnderungen diirften die Wirkungen
derjenigen Stoffe zuriickzufiithren sein, die eine gleichsinnige Be-
einflussung von Phosphat-Aufnahme und -Abgabe bedingen, ohne daB
-dabei primér die Konzentrationen intracelluldrer Phosphat-Verbindungen
.oder der glykolytische Stoffwechsel in nennenswertem MaBe alteriert
‘werden. Hierher gehoren somit einerseits Substanzen, die den Phosphat-
Austausch hemmen (z. B. Dipyridamol, Pyrazolidine, Phloretin,
2,4-Dinitrophenol und andere), zum anderen sehr wahrscheinlich auch
verschiedene Stoffe, die den Phosphat-Austausch beschleunigen (EDTA,
EGTA, ATP und andere). Besonders interessant ist dabei, dal} diese
Stoffe generell den Efflux von Phosphat stdrker beeinflussen als den
Influx, woraus Dbei langzeitigen Versuchen Nettoverschiebungen von
Phosphat resultieren. Die Frage liegt natiirlich nahe, ob diese unter-
schiedliche Empfindlichkeit der beiden Teilprozesse des Phosphat-
Austausches moglicherweise Ausdruck einer gewissen Verschiedenartigkeit
derjenigen Mechanismen ist, die fiir den Phosphat-Durchtritt von auflen
nach innen und von innen nach auflen verantwortlich sind. FEine
Entscheidung dieser Frage erscheint aber im Augenblick noch verfriiht.
Das gleiche gilt im wesentlichen auch fiir das Problem, von welchen
chemischen bzw. physiko-chemischen Eigenschaften die Permeabilitits-
effekte der verschiedenen Substanzen abhéingen; hier haben sich bisher
nur wenige Anhaltspunkte ergeben.

Fiir die Wirkung einer Anzahl von Stoffen, die die Phosphat-Per-
meabilitdt steigern, scheint ihre Fiahigkeit zur Bindung von Cat+
bedeutungsvoll zu sein. Da sich aber die Permeabilitit bei Cat+-freier
Inkubation sowie in Gegenwart von Citrat nicht nachweisbar dndert,
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Substanzen wie EDTA oder EGTA jedoch nur in einem Catt+-haltigen
Medium wirksam sind, dirften die Effekte nicht Folge einer einfachen
Verminderung des ionisierten Calciums sein. Viel eher wire daran zu
denken, daB die beobachteten Permeabilitdtserhohungen durch — im
extracelluldren Medium oder an der Erythrocyten-Membran ent-
stehende — Cat+-Chelate als solche ausgelost werden. In Anbetracht der
Tatsache, dal die Erythrocyten fiir die gepriiften Chelat-Bildner sowie fir
ATP und andere organische Phosphat-Verbindungen impermeabel sind,
konnen sich die zur Permeabilitdtssteigerung fithrenden Prozesse
sicherlich nur an der Erythrocyten-Oberflache abspielen.

Im Falle der permeabilitdts-mindernd wirkenden Stoffgruppe sind
die Verhéltnisse besonders kompliziert. Hier handelt es sich um Ver-
bindungen ganz verschiedener chemischer Konstitution, unterschied-
licher Wasser- bzw. Lipoid-Loslichkeit und sehr differenter Reaktivitit.
Aber selbst einander sehr &hnliche Substanzen dieser Gruppe, die sich
z. B. nur durch das Vorhandensein einer phenolischen Hydroxyl-Gruppe
unterscheiden (Phenylbutazon und Oxyphenbutazon), weisen bereits
betrachtliche Wirkungsunterschiede auf. Auch bei Priifung einer Vielzahl
Dipyridamol-dhnlicher Pyrimido-Pyrimidin-Verbindungen konnten wir
zeigen, dal schon eine geringe Verdnderung bzw. ein Austausch der
Substituenten geniigt, um die Wirkungsintensitit betrichtlich zu
variieren. Uber Einzelheiten dieser Studien wird an anderer Stelle
berichtet.

Weiterhin ist von Interesse, dafl einige der Substanzen, die eine Ver-
minderung der Phosphat-Permeabilitit hervorrufen (Dipyridamol,
Phenylbutazon, Phloretin) auch die Permeation von Adenosin® sowie
von verschiedenen Monosacchariden® durch die Erythrocyten-Membran
hemmen. Dieser auffillige Wirkungs-Parallelismus koénnte einerseits
dafiir sprechen, daf die genannten Stoffe auf die Erythrocyten-Membran
relativ unspezifisch ,,abdichtend wirken; andererseits konnte er aber
auch zeigen, daBl zwischen den Transfer-Mechanismen von Orthophos-
phat, Adenosin und Monosacchariden gewisse Ahnlichkeiten bestehen.
Wenngleich unsere bisherigen Studien mit permeabilitdts-verdndernden
Stoffen noch keine detaillierten Aussagen iiber ihre eigentliche Wirkungs-
weise erlauben, so diirften sich doch aus ihnen einige nene Moglichkeiten
zur weiteren experimentellen Bearbeitung des Problems der Phosphat-
Permeabilitdt des Erythrocyten ergeben.

Die Frage, ob die an Erythrocyten erhobenen Befunde tber die
Effekte der verschiedenen Substanzen auf die Phosphat-Permeabilitdt
auch fiir andere Organe und Gewebe Giiltigkeit besitzen, 148t sich vorerst
noch nicht mit Sicherheit beantworten. Da aber Erythrocyten auf Grund
ihrer besonderen Membraneigenschaften, wie z. B. der hohen Anionen-
permeabilitdt bei relativ geringer Kationenpermeabilitdt, und ihres
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ausschlieBlich glykolytischen Stoffwechsels eine Sonderstellung bean-
spruchen, diirfte eine unmittelbare Ubertragbarkeit der gewonnenen
Erkenntnisse von vornherein wenig wahrscheinlich sein. Es dberrascht
daher auch nicht, dal nach eigenen Untersuchungen beispielsweise
Dipyridamol in den am Erythroeyten stark permeabilitiats-mindernd
wirkenden Konzentrationen die 32P-Abgabe isolierter Meerschweinchen-
und Kaninchen-Vorhofe nicht beeintrichtigt.

b) Zum Einfluf} der intra- wnd
extracelluliiren Orthophosphat-Konzentration auf den Phosphat-Austausch

Wie bereits einleitend erwihnt, ist die Aufnahme von extracellulirem
Orthophosphat in die Erythrocyten ein vom Stoffwechsel unabhingiger
Prozel}, wobei das aufgenommene Phosphat primér in der intracelluliren
Orthophosphat-Fraktion erscheint. Diese Auffassung basiert einmal auf
der auch durch die vorliegenden Untersuchungen bestatigten Erkenntnis3?,
daB die Phosphat-Aufnahme bei Hemmung des glykolytischen Stoff-
wechsels nicht unmittelbar verdndert wird ; zum anderen wird sie gestiitzt
durch Befunde iiber eine gegensinnige pH-Abhingigkeit von Glykolyse-
Intensitdt und Phosphat-Permeabilitit ¢ sowie durch kinetische Studien
tiber die Phosphat-Aufnahme bei hohen extracelluliren Phosphat-Konzen-
trationen®. Durch zahlreiche Untersuchungen10.16:18,33 u.a. jst auBer-
dem gesichert, dal die Aufnahme von Phosphat nicht Folge eines freien
Diffusionsprozesses ist; denn mit einem einfachen Diffusionsvorgang sind
weder die beobachteten hohen Temperaturkoeffizienten vereinbar, noch
die Tatsache, dall bei Messungen mit Radiophosphor ein Gleichgewichts-
zustand zwischen intra- und extracellulirer Radicaktivitdt erst nach
langeren Zeiten erreicht wird.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte nunmehr der Nachweis
erbracht werden, dall der Prozel der Phosphat-Abgabe eine dhnlich
starke Temperaturabhingigkeit zeigt wie die Phosphat-Aufnahme;
dementsprechend handelt es sich auch hierbei nicht um einen freien
Diffusionsvorgang. Ebensowenig ist aber — unseren Befunden zufolge —
die Abgabe von Phosphat ein vom Stoffwechsel der Erythrocyten direkt
abhéngiger Vorgang; denn wire dies dex Fall, so sollte bei Hemmung des
glykolytischen Stoffwechsels die Phosphat-Abgabe vermindert sein.
Tatséchlich erweist sich aber der Phosphat-Efflux vergifteter Ery-
throcyten als gesteigert bei primir normal bleibendem Phosphat-Influx.
Die gesteigerte Phosphat-Abgabe, die ibrigens bei lingeren Vergiftungs-
zeiten immer stirker wird und zu einem betréchtlichen Anstieg des
extracelluldren Orthophosphat-Spiegels fiihrt, ist sicherlich nur Folge
der — durch den Zusammenbruch organischer Phosphat-Verbindungen
verursachten -— kontinuierlichen Konzentrationszunahme der intra-
celluldren Orthophosphat-Fraktion. Gestitzt wird diese Auffassung
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insbesondere auch durch die Tatsache, daB unseren Befunden zufolge
allein das intracelluldre Orthophosphat als Vorldufer des abgegebenen
Phosphats fungiert.

Die den Inhibitorwirkungen entgegengesetzten Effekte der Purin-
Nucleoside, ndmlich eine starke Reduktion des Phosphat-Efflux bei
normalem Phosphat-Influx, lassen sich zwanglos durch die — aus einer
Fixation von Phosphat in organischer Bindung resultierende — Kon-
zentrationsverminderung der intracelluldren Orthophosphat-Fraktion
erkliren. Bei lingerer Inkubation mit Purin-Nucleosiden miifite es
allein auf Grund der verminderten Efflux-Raten zu einer progredienten
intracelluldren Phosphat-Anreicherung kommen. Tatséchlich wurden
derartige Effekte von verschiedenen Autoren®:22:34¢u.a. heobachtet.
Da aber unter derartigen Bedingungen keine Messungen der Phosphat-
Abgabe durchgefithrt wurden, herrschte die Meinung vor, daB die intra-
cellulire Phospbat-Anreicherung in Nucleosid-behandelten Erythro-
cyten Folge einer stimulierten Phosphat-Aufnahme sei, was aber den
tatsdchlichen Verhdltnissen nicht entspricht. Bei Hemmung des Stoff-
wechsels mit typischen Qlykolyse-Giften sowie auch bei Intensivierung des
Stoffwechsels mit Purin-Nucleosiden wird also die jeweilige Gréfie der
Phosphat-Abgabe vom intracelluliren Orthophosphat-Spiegel bestimmt;
dagegen beeinflussen weder die typischen Glykolyse-Inhibitoren noch
Purin-Nucleoside den Prozef der Phosphat-Permeation als solchen.

Offensichtlich gibt es aber auch Bedingungen, bei denen Steigerun-
gen oder Verminderungen der Phosphat-Abgabe nicht allein auf Ver-
schiebungen der intracelluldren Orthophosphat-Konzentration, sondern
zusétzlich noch auf Permeabilitdtsverinderungen der Membran beruhen.
Dies ist einmal der Fall, wie oben gezeigt, bei Einwirkung von Oxalat
(vgl. Abb.8); zum anderen trifft es aber auch zu fiir die von RuMMEL u.
Mitarb.®® nachgewiesenen Verdnderungen der Phosphat-Abgabe bei
Variation der extracelluliren Wasserstoff-Tonenkonzentration. Ver-
schiebungen des pH-Wertes fithren némlich zu Verénderungen der intra-
celluldren Orthophosphat-Konzentration?23' und gleichzeitig auch zu
Anderungen der Anionen-Permeabilitit der Erythrocyten-Membran2.

Von é&hnlicher Bedeutung wie der intracellulire Orthophosphat-
Gehalt fiir das AusmafBl der Phosphat-Abgabe ist der extracellulire
Orthophosphat-Spiegel fiir die GroBe der Phosphat-Aufnahme; denn jede
Erhohung der extracelluliren Phosphat-Konzentration fithrt zu einer
proportionalen Phosphat-Influx-Steigerung und damit zu einer Zunahme
des intracelluliren anorganischen Phosphats, interessanterweise aber
nicht zu einer nennenswerten Vermehrung von organisch gebundenem
Phosphat. Aus dem intracelluliren Orthophosphat-Anstieg resultiert
selbstverstindlich wiederum eine Steigerung der Phosphat-Abgabe, die
aber im Grunde nur sekundédrer Natur ist.
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In diesem Zusammenhang scheint es von Interesse, dall die vor-
liegenden Untersuchungen auch eine Erklirung der gegensitzlichen
Auffassungen hinsichtlich des Einflusses von Glykolyse-Giften auf die
Phosphat-Aufnahme menschlicher Erythrocyten ermoglichen. Einige
Autoren4:15,33.41 haben festgestellt, daBl bei lingerer Inkubation von
Erythrocyten mit 3*P die extracellulire Radioaktivitdt in Gegenwart
von Stoffwechsel-Inhibitoren deutlich langsamer abnimmt als in den
entsprechenden Kontrollen ; diese Beobachtung wurde als Beweis dafiir
angesehen, daf die Phosphat-Aunfnahme durch Glykolyse-Gifte gehemmt
wird. Bei dieser Interpretation scheint aber nicht gentigend beriick-
sichtigt worden zu sein, dall bei derartigen Langzeit-Versuchen der
extracellulare Phosphat-Gebalt im Medium vergifteter Erythrocyten —
infolge der bei diesen Zellen gesteigerten Phosphat-Abgabe — erheblich
zunimmt. Da nun in der Hauptsache nichtradioaktives Phosphat
aus den Erythrocyten austritt, nimmt — wie wir zeigen konnten — die
spezifische Aktivitdt der extracelluldren Orthophosphat-Fraktion in
Vergiftungsansitzen wesentlich starker ab, als dies auf Grund der
vergleichsweise viel geringeren physiologischen Phosphat-Abgabe in
Kontrollansédtzen der Fall ist. Bei unverdnderter bzw. sogar gesteigerter
Phosphat-Aufnahme der vergifteten Erythrocyten wirkt sich diese
Verminderung der spezifischen Aktivitdt des extracelluliren Ortho-
phosphats in der Weise aus, dall mit den gleichen absolut auf-
genommenen Phosphat-Mengen weit weniger 2P in die vergifteten
als in die Kontroll-Erythrocyten gelangt. AuBerdem ist zu beriick-
sichtigen, daf natiirlich wihrend langer Vergiftungszeiten in Gegenwart
von 2P als Folge der progredienten Steigerung der Phosphat-Abgabe
bereits aufgenommener Radiophosphor die Erythrocyten in verstirktem
Maflle wieder verldfit. Aus diesen Vorgingen resultiert zwar tatsichlich
eine — im Vergleich zu den Kontrollen — langsamere Aktivitdtsabnahme
im extracelluliren Medium der vergifteten Erythrocyten; dies ist aber
mit Sicherheit nicht Ausdruck einer Hemmung der Phosphat-Aufnahme,
sondern Auswirkung der intensivierten Phosphat-Abgabe.

Auf Grund dieser Gegebenheiten und unter Berticksichtigung unserer
Befunde zur Wirkung von Purin-Nucleosiden Jaft sich nunmebr auch
eine interessante Beobachtung von ZipUrsky u. IsraBLs 4! erkliren: Wie
diese Autoren ndmlich gezeigt haben, kommt es bei Vergiftung von
Erythrocyten mit Jodacetat in gleichzeitiger Anwesenheit von Adenosin
nicht zu der charakteristischen Verlangsamung der extracelluliren
Radioaktivitits-Abnahme. Dies wird nunmehr ohne weiteres verstind.-
lich; denn die durch Adenosin ausgelosten, nicht Jodacetat-empfind-
lichen Phosphorylierungsreaktionen, auf Grund derer intracelluldres
Orthophosphat vermehrt in organische Bindung tberfithrt wird, haben
zur Folge, daBl der Jodacetat-bedingte intracellulére Orthophosphat-
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Anstieg unterbleibt und damit auch die Steigerung der Phosphat-
Abgabe. Wahrend Adenosin die Effekte von Jodacetat auf die Phosphat-
Abgabe aufhebt, bleibt es bei Arsenat-vergifteten Erythrocyten wir-
kungslos33. Verantwortlich hierfiir ist der Umstand, daf Arsenat nicht
nur die Glykolyse, sondern auBerdem auch die durch Adenosin in-
duzierten Phosphorylierungsprozesse hemmt.

Sieht man von diesen speziellen Problemen ab, so verdient besondere
Beachtung die Tatsache, daB offenbar die Prozesse der Phosphat-
Aufnahme und Phosphat-Abgabe, obgleich in verschiedenster Weise und
weitgehend unabhéngig voneinander beeinfluBBbar, unter physiologischen
Bedingungen in einem sehr fein aufeinander abgestimmten dynamischen
Gleichgewicht stehen. Dieser Gleichgewichtszustand zwischen Phosphat-
Aufnahme und Phosphat-Abgabe, der allein als ein echter Phosphat-
Austausch bzw. Phosphat-Turnover anzusehen ist, gewahrleistet die
physiologische Konstanz der intraerythrocytiren Phosphat-Konzen-
tration.

Die Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft gefordert.

Frl. A. KempreR und Frl. S. Fipora gilt unser besonderer Dank fiir technische
Assistenz.
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