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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 eoncentrations as well as 32P-labelling of intracellular phosphate 
compounds under different experimental conditions. The following results were 
obtained: 

Temperature eoefficients of phosphate efflux and influx are of similar magnitude 
(4,0--4,5 between 20 ° and 37 ° C). Intrace]lular 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 eonsiderably reduced by di- 
psn'idamo]e, pyrazolidines, phloretin, reserpine, tannie neid et al., the efflux being 
in general more strongly influenced than the influx. Since under the same conditions 
glycolysis and coneentrations of intracellular l~-compounds remain unaltered, the 
effeets observed ean only result from a deerease of phosphate permeability caused by 
the different substances. 

Phosphate influx and efflux are enhanced by EDTA, EGTA, ATP, phytie 
acid, oxalate et al., but not by omission of Ca ++ from the incubation medium. EDTA 
and EGTA are ineffeetive, however, in Ca++-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 (iodoaeetate, fluoride, arsenate et al.) do not primarily 
affect phosphate influx; phosphate efflux, however, beeomes remarkably increased 
due to the progressive elevation of intracellular orthophosphate levels brought 
about by these inhibitors. Purine nueleosides (adenosine, inosine, guanosine), which 
likewise have no influence on phosphate influx, eonsiderably reduce the efflux rates. 
This effect results flora the diminution of intracellular orthophosphate in eon- 
sequence of its intensified esterification. 

Elevatiort 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 eellular 
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energy metabolism, can be experimentally aiTectecl either by alterations of mem- 
brane permeability or by ch~nges of internal and external orthophosphate con- 
cen~rations. 

Neuere Studien mit Radiophosphor an Kaninchen-Erythrocy~en ~I 
sowie an menschlichen Erythrocyten1°,3t 41 haben die bereits von 
HEvEs¥17, 2° vertretene Auffassung erhärtet, daß die Aufnahme von 
Orthophosphat in die Erythrocyten nicht direkt vom Stoffwechsel 
abhängig ist. Lediglich der Einbau des aufgenommenen Orthophosphats 
in organische Bindung (~ Inkorporation) vollzieht sich bei kernlosen 
Erythrocyten in Abhängigkeit vom -- ausschließlich g]ykolytischen -- 
Stoffwechsel dieser Zellen; denn Glykolysegifte vermögen hier nur diesen 
Inkorporationsprozeß, nicht aber den Aufnahmevorgang als solchen zu 
hemmen 31. 

Für  eine Unabhängigkeit der Phosphat-Penetration vom Stoff- 
wechsel würde zweifellos auch der Nachweis einer durch bestimmte 
Substanzen zu erzielenden isolierten Hemmung oder Steigerung dieses 
Prozesses sprechen. Bisher scheint allerdings ein solcher Nachweis nicht 
geführt worden zu sein; die wenigen in der Literatur  vorliegenden 
Befunde über eine Becinfiussung von Phosphat-Aufnahme bzw. Phosphat- 
Turnover in menschlichen Erythrocyten durch Pharmaka und andere 
Substanzen19, 2õ lassen keine Entscheidung darüber zu, ob die beob- 
achteten Effekte auf Veränderungen der Membranpermeabilität beruhen 
oder andere Ursachen haben. 

Wie andernorts bereits kurz mitgeteilt wurde s, läI~t sich die Phosphat- 
Aufnahme in menschliche Erythroeyten  durch sehr geringe Mengen der 
coronardilatierend wirkenden Pyrimidopyrimidin-Verbindung Dipyrid- 
amol (2,6-Bis(diäthanolamino)-4,8-dipiperidino-pyrimido(5,4- d)pyrimidin 

Persantin®) stark hemmen. Da sich schon bei unseren ersten 
Versuchen herausstellte, daß Dipyridamol den Erythrocyten-Eigenstoff- 
wechsel nicht nachweisbar beeinflußt, lag die Vermutung nahe, im 
Dipyridamo] über eine Substanz zu verfügen, die --  abgesehen von 
ihrer hemmenden Wirkung auf die Adenosin-Permeabilität der Ery- 
throcyten 2~ --  auch die Phosphat-Aufnahme in diese Zellen auf Grund 
einer selektiven Permeabilitätsveränderung reduziert. Es erschien daher 
zuni~ehst von Interesse, die Wirkung von Dipyridamol auf die Phosphat- 
Permeabiliti~t menschlicher Erythroeyten  genauer zu analysieren. 
Weiterhin sollte geklärt werden, ob auch andere Stoffe (Pharmaka, 
Stoffweehsel-Inhibitoren, Purin-Nueleoside) den Durehtr i t t  von Phosphat 
durch die Erythrocyten-Membran zu reduzieren oder zu steigern ver- 
mögen und auf welchen Mechanismen gegebenenfalls derartige Effekte 
im einzelnen beruhen. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurde im allgemeinen zunächst 
der Einfluß der zu prüfenden Substanzen auf die Abgabe ( ~  E/]lux) von 
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Radiophosphor  aus mensehl iehen Erythroey~en analysier t .  Messungen 

der Aufnahme ( =  Influx) u n d  Inko rpo ra t i on  yon  3~P-markiertem 
Orthophosphat  in  die E ry th rocy ten  erfolgten nu r  bei solchen Stoffen, die 
sieh bereits  in  Eff lux-Versuchen als wirksam erwiesen ha t ten .  Da unseres 
Wissens bisher n u r  unvol ls t~ndige  Da t en  fiber die normale  Phosphat -  
Abgabe mensch[ieher E r y t h r o c y i e n  vorliegen, werden einlei tend einige 
Ergebnisse yon S tudien  zu diesem Fragenkomplex  mitgetei l t .  

Methodik 
a) Zur JBestimmung der Abgabe von t~adiophosphor. Frisch entnommenes mensch- 

liches Blur wurde mit reinem Heparin (0,4--0,5 mg/ml Blur) ungerirmbar gemacht 
und anscMieBend zentrifugiert (5 min bei 4500 × g). Nach Abtrennung vor~ 
Plasma und Leukocytenschieht wurden die Eryihroeyten einmal im dreifachen 
Volumen einer Phosphat-Locke-L6sung von 20 ° C gewasehen. Die Phosphat-Locke- 
LSsung hatte folgende Zusammensetzung: 9,0 g IYaC1, 0,42 g KC1, 0,24 g CaCI~, 
0,5 g NattCOa, 0,286 g I~a2HPO 4 • 12 H20, 0,031 g NaH~POa • 2 H~O, 1,0 g Glu- 
cose, Aqua dest. ad 1000 ml; der Orthophosphat-Gehalt dieser LSsung betr~gt rund 
1 #M/ml, der loH-Wert wurde jeweils mit HC1 bzw. I~aOH auf 7,4 eingeste]]t. 

Die gewaschenen Erythroeyten warden im eigenen heparinisierten Plasma -- 
entsprechend einem normalen H~matokrit yon 450/o -- resnspendiert. Das Plasma 
war jewefls mit einer kleinen, empirisch ermittelten Menge yon n HCI soweit an- 
ges~iuert, dab sich naeh Zugabe der Erythroeyten innerhalb weniger MJnuten eir~ 
pH-Wert yon 7,3--7,4 eins~ellte, der fiber mehr als 60 rain konstant blieb. Naeh 
einer Vorperiode yon 10 rain wurden die Suspensionen zum Zwecke einer fiir 
Effluxmessungen ausreiehenden Be]adung der Erythroeyten jeweils 45 rain mit 32p 
(5/zC/nll Suspension*) inkubiert. AnschlieBend wurden die Ans~itze abgek/ihlt, und 
die Erythroeyten naeh Abtrennung des Plasmas zweimal in einem iJberschuB- 
volumen einer Phosphat-Locke-L6sung yon 0 ° C gewasehen, um anhaftende Reste 
des hoehaktiven extraeellul~ren Orthophosphates weitgehend zu entfemen. 

Die kalCen, mit 3~p beladenen Ery~hroeyteu wurden dann -- entsprechend 
einem Hamatokrit von 25°/0 -- in einem Gemiseh yon neun Teilen Phosphat- 
Locke-L6sung und einem Tell Plasma, aufgesehwemmt (Temperatur 37 ° C, 
pH 7,3--7,4). Naeh gr/indiichem Durehmisehen wurde diese Erythrocyten-Auf- 
sehwemmung in jeweils gleichen Portionen (2--4 ml) auf aeht InkubationsgefiJ.Be 
verteilt, yon denen sieben bereits die zu prfifenden Substanzea -- in einem Volumen 
yon 0,1 ml gelSst -- enthielten; der als Kontrolle dienende achte Ansatz war mi~ 
0,1 ml Loeke-LSsung vorbeschickt. Alle Ans~tze wurden dann fiir die Dauer der 
Efflux-MM]periode unter gleich~n~Bigem Sehfitteln im Wasserbad bei 37°C in- 
kubiert. Im allgemeinen wurden Messungen der 82P-Abgabe nut w/~hrend der 
ersten 30 rain der Inkubation vorgenommen, da in dem verwendeten salinen 
Medium mit VerlEngerung der Inkubationszeit eine zunehmende H/~molyse eintrat, 
die zu either -- die Mel]werte verf~,lsehenden -- zus~tzliehen Phosphat-Freisetzung 

• Die kommerzielle, schwach salzsaure LOsung yon tr/~gerfreiem 82P-0rtho- 
phosphat (spezifisehe Aktivit/it 5--10 mC/m]) wurde vor ihrer Verwendung grund- 
s~.tzlieh m~t 0,1 n I-IC1 im VerhEltnis yon ca. 1:20 verdfinnt, mit Orthophosphat 
(1 #M NazHPO4]ml) versetzt und dana fiir 60 rain auf 100 ° C erhitzt. Bei diesem 
Vorgehen werden die in der tr/igerfreien Radiophosphor-L6sung haufig enthaltenen, 
papierehromatographisch naehweisbaren Phosphat-Aggregationen bzw. Poly- 
phosphate in Orthophosphat umgewandelt, l~ach der Hydrolyse wurde die LOsung, 
die den Radiophosphor nur noeh als a2p-Orthophosphat enth/ilt, neutralisiert. 
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führte. Unmittelbar vor Inkubationsbeginn (0-Zeit) sowie in bestimmten Zeit- 
abst~nden w~hrend der Inkubation wurden allen Ansetzen kleine Proben (0,6 bis 
0,8 m]) entnommen, rasch auf 0 ° C gekiihlt und sofort in der K~lte abzentrifugiert. 
In  einem Aliquot des Überstandcs erfolgte nach Verdün~ung die Messung der 
Radioaktivität durch Scintillationsz~thlung unter Verwendung eines il-empfind- 
lichen Bohrlochkristalles. Aus den erhaltenen Werten wurde durch Subtraktion der 
entsprechenden 0-Zeit-Aktivität die tatsächliche Radioaktivitätszunahme in der 
extracellulären Lösung berechnet, die ein relatives Maß der Phosphat-Abgabe 
darstellt. 

b) Zur Bestimmung der Au]nahme und Inl~orporation von Radiophosphor. 
Gewinnung, Waschung und Resuspension der Erythrocyten im eigenen Plasma bzw. 
in einer Plasma-haltigen Phosphat-Locke-Lösung, sowie die pH-Einstellung er- 
folgten wie oben beschrieben. Darm wurden die Ery~hrocyten-Suspensionen im 
allgemeinen für insgesamt 45 min unter gleichm~l~igem Schütteln im Wasserbad 
bei 37 ° C inkubiert (pH 7,4). 15 min nach Beginn der Inkubation wurden den An- 
sitzen die zu prüfenden Substanzen als w~ßrige Lösung in einem kleinen Volumen 
zngesetzt. Nach weiteren 15 min erfolgte die Zugabe von 32p (5/~C/ml Suspension, 
Vorbehandlung des l~adiophosphors vgl. Fußnote S. 245). In jeder Versuchsreihe 
wurden Kontrollen in analoger Weise mitinkubicrt. 

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Erythrocyten-Suspensionen rasch 
abgekühlt, zentrifugiert, und die Erythrocyten nach Abtrennung des Plasmas 
zweimal in einem großen Volumen einer Phosphat-haltigen, einmal mit einer klei- 
neren Menge Phosphat-ffeier Locke-Lösung von 0°C gewaschen. Anschließend 
erfolgte die Extraktion der Erythrocyten mit dem doppelten Volumen einer 0,6 n 
HC10a in der K~lte. Nach ~Neutralisierung der Extrakte wurden die säurelöslichen 
Phosphor-Verbindungen (0rthophosphat, ATP, ADP, AMP, IMP, DPGS, HDP)* 
durch zweidimensiona]e Papierchromatographie im wesentlichen mittels bereits 
früher beschriebencr Verfahren i° getrennt und ihre Konzentrationen durch Phos- 
phor-Analysen nach einer neuen Arbeitsweise 9 bestimmt. Die Radioaktivität der 
hierbei anfallenden Flüssigkeitsproben wurde ebenfalls durch Scintillationsz~hlung 
unter Verwendung eines fl-Bohr]ochkristalles gemessen. Aus den Konzentrations- 
und Radioaktivit~tswerten wurde für jede Verbindung die relative spezifische 
Aktivität = RSA (bezogen auf die jeweilige spezifische Aktivität des Plasma- 
Orthophosphats) berechnet. 

Ergebnisse 

A. Einige Charaßteristica der Phosphat-Abgabe menschlicher Erythrocyten 

Eine  erste Versuehsreihe galt  der Analyse des Prozesses der normalen  
32P-Abgabe aus menschl ichen Ery th rocy ten ,  wie er bei I n k u b a t i o n  der 
mi t  Radiophosphor  vorbe ladenen  Zellen in  einer P lasma-hal t igcn  
Phospha t .Loeke-Lösung  beobachte t  wird. I n  Abb.  1 ist der Verlauf  des 
32P-Efflux während  30 min  I n k u b a t i o n  bei 37 °, 27 ° u n d  20 ° C dargestell t .  
Es zeigt sieh erwar tungsgemäß,  daß die ~2P-Abgabe ein s tark  Tempera tur -  
abhängiger  Vorgang is t ;  die mi t t l e ren  Tempera tu r -Fak to ren  (Q10-Werte) 

* Verwendete Abkürzungen: ATP, ADP und AMP : Adenosin-tri-, -di- und 
-monophosphat; IMP : Inosinmonophosphat; DPGS : 2,3-Diphosphoglycerin- 
s£ure; I-IDP : Hexose-l,6-diphosphat; EDTA : Äthylendiamintetraacetat(Di-Na- 
Salz); EGTA : Äthylenglykol-(bis)di~thano]aminotetraacetat. 
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betrugen - -  unserert Versuchen zufolge - -  ffir den Bereich yon 27 ° bis 
37 ° C bzw. 20°--27 ° C durehschnittlich 4,0 bzw. 4,5, entsprechend einer 
Aktivierungsenergie yon 25000 bzw. 26 000 eal/mol. Diese Werte liegen 
in derselben Gr6i3enordnung, wie die yon uns unter vergleichbaren 
Versuehsbedingungen best immten Daten ffir die Phosphat-Aufnahme 
mensehlicher Erythroeyten.  ~Aanliehe Werte wurden iibrigens neuerdings 
auch ffir die a2P-Abgabe aus Hunde-Erythroeyten  gemessen la. Die hohe 
Temperaturabh~ngigkeit  des a~p. 
Efflux spricht dafiir, dab die 
Orthophosphat-Abgabe aus Ery-  
throcyten ebensowenig den Ge- 
setzen der freien Diffusion gehorcht 
wie die Phosphat-Aufnahme in 
diese Zellen. 

Um zu kl/~ren, welehen intra- 
celluli~ren Phosphat-Frakt ionen 
das in die ExtraeellulgrlSsung 
abgegebene Orthophosphat ent- 
s t ammt  und worauf der nicht- 
lineare Kurvenver lauf  des ~P-  
Efflux beruh~, wurden in erg/~n- 
zenden Exper imenten Messungen 
der a~p-Abgabe mit  Analysen der 
gleichzeitig erfolgenden Aktivi- 
t/~tsgnderungen intraerythrocy- 
t/~rer Phosphat-Verbindungen 
kombiniert.  In  Tab. 1 sind Resul- 
tare eines ~ypischen Versuches 

2,O 

1,5 
"(5 

D._ 

0 5 10 15 

M _ _  

i I 

22,5 rain 30 

Abb. 1. Einflufl der Temperatur auf die 32p. 
Abgabv m~nschllcher Erythrocyten w~hre~d 30 mln 
Inkubation in einem Phosphat-Zocke-Plasma- 
Medium. Eff luxmessungen  nach  45 min  ¥ o r -  
be ladung der  E r y t h r o c y t e n  m i t  ~ P  bei 37 ° C und  
anschlieBender zweimal iger  W a s c h u n g  m i t  Phos-  
pha t -Locke-LSsung  bei 0 ° C. 32P-Abgabe in rela- 
~iven Einhei ten ,  bezogen ~uf  die nach  i5  rain 
I n k u b a t i o n  bei  37 ° C im  extracelluNtren iVIedium 
vorhandene  3~P-Akti¥iti~. (Weitere  Einzelhei ten  

vg],  Methodik)  

dieser Art  zusammengefal3t. Wie aus den Daten zun~chst ersicht- 
lich wird, kommt  es im Verlauf einer Effiux-Megperiode yon 20 rain 
weder zu nachweisbaren Konzentrationsver~nderungen der do- 
minierenden intraeellul~ren P-Fr~ktionen (Orthophosphat,  ATP, 
DPGS), noch zu Ver~nderungen des extracellul£ren Orthophosphat- 
Spiegels, so dal3 Nettoverschiebungen yon Phosphat  unter  diesen Be- 
dingungen ausgeschlossen sind. Vergleicht man die naeh versehiedenen 
Zeiten gemessenen Gesamtaktivit/~tsraten der einzelnen Frakt ionen 
(berechnet pro Gramm Erythrocyten),  so werden hier betrgchtliche 
Ver/~nderungen deutlich: Die anf~nglich sehr hohe 32P-Aktivit/~ der 
ATP-Frakt ion  n immt  progredient ab, und zw~r interessanterweise jewefls 
um etw~ den gleiehen Betrag, um den die - -  initial noch verh/~ltnism/~Big 
geringe - -  Radioakt ivi tgt  der DPGS ans te i~ .  Die Summe der in beiden 
Frakt ionen vorhandenen t~adioM~tivit~ten vermindert  sich nur gering- 
ffigig. 
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TabeUe 1. Konzentrationen (ttM/g) und Gesamtaktivitgten (Imp]min/g Erythrocyten) 
yon ATP,  DPGS, intracellul~irem (i) und extracelluliirem (e) Orthophosphat wghrend 

einer E/flux-Meflperiode yon 20 rain 

0 rain 10 rain 20 rain 

Konzen- Gesamt-  Konzen-  Gesamt-  Konzen- Gesamt- 
tration aktivit~t tration ak~ivit~t tration aktivit~t 

&TP 1,22 144000 1,20 124000 1,24 112000 
DPGS 4,75 43000 4,54 62000 4,54 72500 
Orthophosphat(o 0,81 50000 0,75 43000 0,84 37200 
0rthophosphatco 1,09 0 1,05 7900 1,10 14400 

-~Gesamt- 
aktivit~ten 287000 286900 286100 

Diese gegenl~ufigen Aktivit~tsver~nderungen der beiden dominieren- 
den organischen P-Fraktionen (ATP und DPGS), die auch yon ZI- 
Pu~sxY et a132 beobachtet wurden, sind unseres Erachtens auf Gly- 
kolyse-abh~ngige interfraktionelle Verschiebungen yon Radiophosphor 
zwischen diesen beiden Verbindungen znriickznffihren. Dabei dfirfte yon 
ausschlaggebender Bedeutung sein, dal] sich --  wie bereits frfiher 
nachgewiesen lo _ d e r  relativ kleine ,,ATP-pool" mit hoher Geschwindig- 
keit, der aul3erordentlich grol~e ,,DPGS-pool" dagegen nur mit geringer 
Geschwindigkeit umsetzt. 

Parallel zu den Verschiebungen yon 32p zwischen ATP und DPGS 
vermindert  sich die Aktivit~t der intracellul~ren Orthophosphat- 
Fraktion nm einen Betrag, der fund 900/0 der Aktivitatszunahme des 
extracellnl/~ren Orthophosphats ausmacht. Die restlichen 10°/o der 
extracellul~ren Radioak~ivititt werden bilanzm~l]ig durch eine ent- 
sprechende Verminderung der Gesamtaktivit/~t der beiden organischen 
t tauptfrakt ionen gedeckt. Da jedoch in den Erythrocyten  energie- 
verbrauchende Reaktionen ablaufen, bei denen st~ndig Orthophosphat 
aus energiereichen organischen Bindungen freigesetzt ~ r d ,  daf t  man 
annehmen, dal~ die --  scheinbar organischen Verbindungen entstammen- 
den --  10°/o des abgegebenen Radiophosphors bereits vor ihrem Durch- 
t r i t t  durch die Erythrocyten-Membran als 0r thophosphat  vorgelegen 
haben. Es liifit sich somit aus den vorliegenden Be]unden /olgern, daft die 
intracelluliire Orthophosphat-Fraktion unmittelbarer Vorliiu]er des aus 
den Erythrocyten austretenden Phosphats ist. 

Aus den in Tab. 1 zusammengestellten Daten erklart sich auch 
ohne Schwierigkeit die nicht-lineare Kinetik des 3~P-Efflux. Da n~tmlich 
die Gesamtaktivitgt der Orthophosphat-Fraktion --  ebenso wie ihre 
spezifische Ak~ivit~t --  als Folge des Anstausches mit extracellul~rem 
31P-Orthophosphat exponentiell abfallt, und das intracellul/~re Ortho- 
phosphat ~ wie oben dargelegt --  als alleiniger Vorl~ufer ffir den ab- 
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gegebenen Radiophosphor anzusehen ist, muß selbstverständlich mit  
der Inkubat ionsdaner  die 32P-Abgabe immer geringer werden, obwohl 
die Phosphat-Austauschrate konstant  bleibt. 

B. Phosphat-Permeabilität menschlicher Erythrocyten unter dem Einfluß 
von Dipyridamol 

1. Phosphat-Abgabe. Inkubier t  man 3~P-vorbeladene menschliche 
Ery¢hrocyten unter  Zusatz von Dipyridamol, so l~ßt sich eine - -  von der 
Dipyridamol-Konzentrat ion abhi~ngige - -  Reduktion der Phosphat-  
Abgabe feststellen. Wie aus Abb. 2 hervorgeht, wird eine Verminderung 

1,5 

2,0 
1,0 

~a 

& 
0,5 

/ L - " y  ~ 

5 I0 15 min 20 

B 7,o 
(5.. 
% 

0 0 

Abb. 2 

i 
! 

] 

S/-_ =S-  / -  -' . . . . . .  
co 20 min 30 

Abb. 3 

Abb. 2. Ein l luß  von Di~yridamol au /den  8 ~P-E]/lux menschlicher Erythroeyten bei 37 °G. A :Kontrolle; 
/~ - -E  Dipyr idamol  in verschiedenen :Konzentrationen; B 10 -° mol/1; C 5 • i 0  -« m o l / 1 ; / )  10 -5 mol/1; 
E 5 - 10 -5 mol/1. 3~P-Abgabe in re la t iven  I~,inheiten, bezogen au f  die nach 15 min  Inkuba t ion  im 

Medium der Kont ro l len  vorhandene R a d i o a k t i v i t a t  

Abb.3.32P-Abgabe von Taubenerythrocytenbei 37°C unter dem Ein]luß von 1)ipyridamol. A :Kontrolle; 
B :Dipyridamol 10 -5 mol/1; C I ) ipyr idamol  10 -4 mol / l  

bereits bei einer Dipyridamol-Konzentrat ion von 10 -8 mol/1 deutlich; 
in einer Endkonzentrat ion von 5 • 10 .5 mol/1 verursacht Dipyridamol ein 
fast  vollständiges Sistierën der Phosphat-Abgabe.  Diese Wirkung von 
Dipyridamol setzt sehr rasch ein und hält  längere Zeit an. Schon bei der 
frühest möglichen a~P-Efflux-Messung nach 5 min Inknbat ion  ist die 
jeweilige Hemmung  ebenso s tark wie nach Inkubationszeiten von 
10 und 20min ;  in anderen Exper imenten war sogar nach 150min 
Inkubat ion  noch eine unverminderte Reduktion des 32P-Efflux nach- 
weisbar, unabhängig von der zu diesem Zei tpunkt  vorhandenen leichten 
Hämolyse.  

I) ipyridamol hemmt  die Phosphat-Abgabe nicht nur bei kernlosen 
Mensehen-Erythrocyten, sondern in fast  gleichem Maße auch bei kern- 
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haltigen Tauben-Erythrocyten (vgl. Abb.3). Offensichtlich ist also die 
Wirkung von Dipyridamol nicht nur auf Erythroeyten mit rein glyko- 
lyrischem Stoffwechsel beschränkt, sondern erstreckt sich auch auf 
Erythrocyten,  die ihre Energie ausschließlich aus oxydativen Stoff- 
umsetzungen gewinnen. Diese Befunde lassen sich am einfachsten mit 
der Annahme deuten, daß Dipyridamol die Phosphat-Permeabilität  der 
Erythrocyten-Membran unabhängig vom Energiestoffwechsel dieser 
Zellen reduziert. 

2. Phosphat-Anfnahme. Weitere Untersuchungen galten der Analyse 
des Einflusses von Dipyridamol auf den Prozeß der Phosphat-Aufnahme 
und -Inkorporation an menschlichen Erythrocyten,  wobei aus Gründen 
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 -6 bis 5 . 1 0  -~ mol/1) keine 
Veränderungen der Konzentrationen intraery~hrocytärer Phosphor-Ver- 
bindungen nachweisbar. Auch höhere Konzentrat ionen von Dipyridamol, 
die wegen der geringen Löslichkeit dieses Stoffes bei pH 7,4 nur in einer 
Inkubationslösung von pH 6,3 geprüft wurden, beeinflussen nicht die 
für diese t t+-Ionen-Konzentration charakteristische Verteilung säure- 
löslieher P-Verbindungen. 

Im Gegensatz zur Konstanz der Konzentrationswerte sind jedoch die 
32P-Aktivitäten (RSA-Werte) --  in Abhängigkeit von der Dipyridamol- 
Konzentrat ion -- vermindert, und zwar interessanterweise bei allen 
analysierten Phosphor-Fraktionen in gleichem Maße wie in der Gesamt- 
fraktion des säurelöshchen Phosphors (vgl. Tab. 2 b)*. Eine derart gleich- 
mäßige Reduktion der ~2P-Aktivität von intracellulärem Orthophosphat 
und von organischen P-Fraktionen bei konstant bleibenden Konzen- 
trationen dieser Verbindungen kann nur darauf beruhen, daß Dipyrid- 
amol den primären Prozeß der Phosphat-Aufnahme hemmt;  hieraus 
müssen dann sekundär jeweils gleiche Verminderungen der Inkor- 
porationsraten resultieren. Keinesfalls ist aber die gleichmäßig Re- 
duktion aller 82P-Aktivitätswerte als Ausdruck einer direkten Wirkung 

* Die RSA-Werte der Gesamtfraktion des säurelöslichen Phosphors stellen 
ein relatives Maß für die Phosphat-Aufnahme in die Erythrocyten dar. Bei ver- 
gleichenden Untersuchungen kann selbstverständlich aus Änderungen der RSA- 
Werte des säurelöslichen Phosphors auf entsprechende Veränderungen der Phos- 
phat-Aufnahme nur dann geschlossen werden, wenn die Konzentration dieser 
Fraktion konstant bleibt; andernfalls muß aus Konzentrations- und RSA-Werten 
die absolut aufgenommene Phosphat-Menge erreehnet werden. [Einzelheiten der 
Berechnung vgl. Pflügers Arch. ges. Physiol. 266, 547 (1958).] Prinzipiell das gleiche 
gilt natürlich auch bei Verwendung der relativen spezifischen Aktivitätswerte 
organischer P-Verbindungen als Maß für die jeweils inkorporierten Phosphat- 
Mengen. 
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Tabelle 2a. Konzentrationen säurelÖslicher Phosphor-Verbindungen in Menschen- 
J~rythrocyten nach 30 min Inkubation mit Dipyridamol bei 37 ° C 

Xonzentrationsangaben in #M]g Erythrocyten und in Prozen~ vom 
gesamt-s~urelös]ichen Phosphor 

Kontrollen 

Dipyridamol 
5 • 10 -s me]/1 

Dipyridamol 
1 • 10 -5 mol/1 

Dipyrid~mol 
5 • 10 -s mol/l 

I 
CvSS.- I 

! 

Phosphor ] 
#MP/g I 

16,38 

16,60 

16,20 

16,70 

Or~hophosphat ATP ADP DPGS 

~ ~ / g  °/o 

0,80 4,9 

0,87 5,2 

0,78 4,8 

0,80 4,8 

~ ~ / g  O/o 

1,15 21,0 

1,10 

1,22 

1,20 

pM/g 

0,25 

20,0 0,26 3,1 

22,6 0,20 

21,5 0,24 

°/~ ~~~lg 

3,0 4,32 

4,50 

2,5 4,20 

2,9 4,10 

0/0 

52,6 

55,0 

52,0 

~9,0 

Tabelle 2b. Au/nahme und Inkorporation von s~P-Orthophosphat in säurelÖsliche 
Phosphor-Verbindungen menschlicher Erythrocyten bei In/cubation mit Dipyridamol 

Inkubutionszeit 30 min, nach 15 min aPP-Zugabe; Temperatur 37 ° C; RSA ~ relative 
spezifische Aktivität 

Ges.-säurelöslicher Orthophosphat ATP DPGS 
Phosphor 

~SA Hemmung RSA Hemmun~ RSA 'Hemmung RSA !I-Iemmun~ 
/0 °/0 I 0/0 I °/o 

Kontrollen 0,98 

Dipyridamol 
5"10 -Smol/1 [ 0,38 

I Dipyridamol 
1" 10-»mol/1 I 0,54 

I Dipyridamol 
5'10-Smol/1 ~ 0,63 

61 

35 

3,64 

o,90 

1,93 

2,29 

65 

47 

36 

2_,23 

0,70 

1,22 

1,48 

68 

45 

36 

0,2~ 

0,10 

0,16 

0,18 

63 

33 

von Dipyr idamol  auf  den glykolyt ischen Stoffwechsel der E r y t h r o c y t e n  
anzusehen;  denn w~re dies der Fall, so müß ten  bei den einzelnen 
P-Frak t ionen  neben Konzent ra t ionsverschiebungen vor  allem unter-  
schiedlich starke Ver~nderungen der s~P-Aktivit~ten erfolgen, wie dies 
z . B .  bei Monojodaceta t -vergif te ten menschlichen E r y t h r o c y t e n  beob- 
achte t  wird n.  Gegen eine Beeint racht igung des glykolyt ischen Stoff- 
wechsels durch  Dipyr idamol  spricht  auch die Tatsache,  daß - -  eigenen 
Befunden zufolge - -  die Lacta t -Bi ldnng,  nach Ergebnissen von  K o s s  
(persönliche Mitteilung) auch der Glucose-Verbranch der E r y t h r o c y t e n  
unveränder t  bleiben. Aus  den bisher mitgeteilten Resultaten kann man 
somit schließen, daß Dipyridamol tatsächlich isoliert die Permeation von 
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Orthophosphat durch die Erythrocyten-Membran in beiden Richtungen 
einschränkt oder sogar vollständig blockiert. 

Vergleicht man  nun die Effekte gleicher Dipyridamol-Konzen- 
trat ionen auf Phosphat-Aufnahme und -Abgabe ,  so zeigt sich inter- 
essanterweise, daß beide Prozesse in unterschiedlichem Maße beeinflußt 
werden: Wie aus den in Abb. 4 dargestellten Dosiswirknngs-Kurven zu 
ersehen ist, wird nämlich der Phosphat-Efflux jeweils weit stärker 

Io0 - - - - ~  
Pho. ~ .% 

/Z Z Ph°sPhat-Aufnahrn~ 

I 1 I I 
I0 -s I0 -5 

Dipyfidamo/-Konzen/ra/ion (mol/].) 
Abb. 4 

~2,5 

.~ 1,5 - - - -  

I 

I 
D~yrM«mo! 
(5. zo-~'mol / O 

q ô Sfd « 
Abb. 5 

Abb.4. Unterschiedliche t t  emmung von P hosphat- A ußnahme und-Abgabe durch JOipyridamol (Dosis- 
wirkungskurven). :M[essungen des 32P-Influx und -Efflux bei 37°C unter gleichen Inkubations- 

bedingungen 

Abb.5. Konzentrationen des extracellulären Orthophosphats während 8 Std Inkubation mcnsehlicher 
Erythrocyten mit und ohne DipyridamoL Inkubation in Plasma (}Iä, matokri t  50%) bei 37 ° C und lok 7,4 
unter Zusatz von 200 mg-°]o Glucose zu Versuchsbeginu. Die Verminderung des extracetlulären 
l)hoslohatgehalts in Gegenwart von Diloyridamol beruht auf  der unterschiedlich starken ] temmung 

von Phoslohat-Abgabe und -Aufnahme 

gehemmt als der Phosphat-Influx.  So verursacht Dipyridamol in einer 
Endkonzentrat ion von 5 .1O-~mol/1  eine vollständige Bloekierung 
der Phosphat-Abgabe,  dagegen nur eine 65% ige Reduktion der Phos- 
phat-Aufnahme. Bei Dipyridamol-Konzentrat ionen zwischen 10 -» und 
5 .10 -»mol /1  verhalten sich die Hemmungsintensi tä ten annähernd 
konstant  wie 3:2. Eine Erhöhung der Dipyridamol-Konzentrat ion über 
10 -4 mol/1 führt  zu kein.er stärkeren Phosphat-Aufnahme-Hemmung,  da 
hierbei die - -  vom pH-Wer t  abhängige - -  Grenze der Löshehkeit von 
Dipyridamol überschrit ten wird. Verbessert man  allerdings die Lös- 
hehkeit  durch Senkung des pH-Wertes  der Inkubationslösung auf 6,3, so 
läßt  sich mi t  Dipyridamol-Konzentrat ionen zwischen 10 -4 und 1O-amol/1 
auch die Aufnahme von Phosphat  nahezu vollständig blockieren. 

3. Dipyridamol-Effekte bei längerer Inkubation. Die unterschiedliche 
Beeinflussung der Phosphat-Abgabe und -Aufnahme ließ vermuten,  daß 
bei längerer Inknbat ion  mit  Dipyridamol mehr Orthophosphat  von den 
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Erythrocyten  aufgenommen als abgegeben wird, woraus zwangsläufig 
eine Verminderung der extracellulären Orthophosphat-Konzentration 
resultieren müßte. Tatsächlich konnte diese Vermutung durch spezielle 
Experimente bestätigt werden, bei denen die Ery~hrocy¢en im eigenen 
Plasma (I tämatokri t  50%) unter Zusatz von 200 mg-% Glucosefür 
6--8 Std mit und ohne Dipyridamol inkubiert wurden. Wie aus Abb. 5 zu 
ersehen ist, sinkt der extracelluläre Orthophosphat-Spiegel in den 
Dipyridamol-haltigen ErythrocBen-Snspensionen von 0,8#M/ml bei 
Inkubationsbeginn kontinuierlich auf 0,3 #M/ml nach 8 Std. Im Gegen- 
satz dazu nimmt in den jeweiligen Kontrollansätzen während dieser Zeit 
der extraeelluläre Orthophosphat-Gehalt sogar erheblich zu. Dieser 
extracelluläre Orthophosphat-Anstieg ist zum Teil bedingt durch die 
progrediente Konzentrationserhöhung des intracellulären Orthophosphats 
(vgl.Tab. 3 und Abschnitt C3 der Ergebnisse); außerdem dürfte er aber 
Folge der --  mit der Inkubationsdauer sich verstärkenden --  Hämolyse 
sein, die in unseren Versuchen nach 8 Std etwa 3--5°/0 ausmachte. Da 
die t tämolyse in Anwesenheit von Dipyridamol das gleiche Ausmaß 
erreichte, vermindert sich der extracellulär Orthophosphat-Gehalt in 
diesen Ansätzen nicht nur um 0,5 #M/tal, sondern de facto --  im Vergleich 
zu den Kontrollen --  um ca. 1,9 #M/ml. 

Tubelle 3. Konzentrationen (ttM/g) von Orthophosphat, A T P  und DPGS in mensch- 
lichen Erythrocyten während mehrstündiger Inkubation ohne und mit Dipyridamol 

(5" 10 -4 moll1) 

ohne Dipyridamol mit Dipyridamol 
Inkubationszeit 

(Std) Ortho- ATP DPGS DPGS 
phosphat 

0,59 
0,71 
1,04 

1,44 
1,39 
1,45 

3,82 
3,58 
2,90 

Ortho- ATP 
phosphat 

0,51 1,43 
0,50 1,45 
0,59 1,40 

3,94 
4,05 
3,96 

In  den Experimenten mit längeren Inkubationszeiten wurde neben 
den Veränderungen des extracellulären Orthophosphats auch das Kon- 
zentrationsverhalten einiger wichtiger intracellulärer P-Fraktionen 
analysiert (vgl. Tab. 3). Dabei zeigt sich in Übereinstimmung mit Befunden 
anderer Autoren 27, daß in normalen Erythrocyten während 6stündiger 
Inkubation der ATP-Gehalt unverändert  bleibt, die DPGS-Konzentration 
dagegen progredient abfällt, während das intracelluläre Orthophosphat 
beträchtlich zunimmt. Interessanterweise treten diese Konzentrations- 
veränderungen von DPGS und intrace]lulärem Orthophosphat bei gleich 
langer Inkubation der Ery~hrocyten in Gegenwart von Dipyridamol 
nicht ein. Eine Erklärung dieser speziellen Befunde ist zum jetzigen 
Zeitpunkt noch nicht möglich; insbesondere muß die Frage offenbleiben, 
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ob die Konstanz der DPGS-Konzentration in irgendeinem Zusammen- 
hang mat der -- wi~hrend der ganzen Inkubationszeit unver~ndert 
~nhaltenden -- Rednktion der Phosphat-Permeabilit~it~ steht. 

4. Art und Reversibilit~it der Dipyridamol-Wirkung. In erg~nzenden 
Experimenten sollte geprfift werden, wie die Wirkung yon Dipyrid- 
amol auf den Proze{~ der Phosphat-Aufnahme durch steigende extra- 
cellul~re Orthophosphat-Konzentrationen (1--20 #M/m]) beeinflul~t 

~za, o 

8O 

-~ ~0 

/o 

, i 
0 1 5 I0 15 gO 
exfrace/luld~es 0r/ho#hosphel (j~M/rn~) 

Abb. 6 

3,O 

2,o 

7,0: 

/ 
0 ,75 15 

Abb. 7 

L@yridomo[ 
(s.lo-%oVD 

g 

/B 
/ 

A 
- / ~ .  I c' 

. . . .  ,Id' 

22,5 rain 30 

Abb. 6. Ein/lufl yon Dipyridamol au] die Phosphat-AuInahme menschlicher Erythrocyten bei erhghten 
extraceUul~ren Orthophosphatkonzentrationen. Zwischen £ und  20 t~lK Orthophosphat/ml bleibt die 
Phosphat -Aufnahrae-~emmung !0raktisch konstant .  Berechnung der absolut aufgenommenen Phos- 

phatmengen aus RSA- und  Konzentrat ionswerten des s~urelSslichen :Phosphors 
Abb.7.  Steigerung der a~P-Abgabe aus menschlichen E~jthrocyten bei Einwirkung yon Gly~olyse- 
inhibitoren. A Kontrolle;  B Na-Fluorid (10 -~ tool/l); C 5Ionojodacetat (5 • 10 -4 tool/l). In  j eweiligen 
Parallelansatzen (A',  B ' ,  C') erfolgte nach 15 rain Zugabe yon  Dipyridamol;  hierdurch wird der 
~2P-Efflux vollst~ndig blockiert. (Vorbeladung der :Erythrocyten mit  a~p in Abwesenheit der Hemm- 
stoffe; a~P-Abgabe in relativen :Einheiten, bezogen auf  die extracellul~re a~-P-Aktivitii, t d e r  KontrolIen 

nach 15 rain Inkubat ion 

wird. Abb. 6 zeigt, dab unter derartigen Bedingungen keine Abschwgchung 
der Wirkungsintensit~t yon Dipyridamol eintritt; eher werden die 
Effekte durch Phosphat-Konzentr~tionen > 5ttM/mt noch verstgrk~. 
Zwar kann durch diese Resultate nicht mit Sicherheit ausgeschlossen 
werden, dal~ der Dipyridamol-Wirkung auf den Phosphat-Influx ein 
Substrat-kompetitiver Hemmungsmechanismus zugrunde liegt, doch 
diirfte dies wenig wahrscheinlich sein. 

D a s  g l e i c h e  gil~ v e r m u t l i c h  ~ u c h  f f i r  d e n  Proze l~  d e r  P h o s p h a t - A b g a b e .  W i r d  
n ~ m l i c h  J o d a c e t a t -  b z w .  F l u o r i d - v e r g i f t e t e n  E r y ~ h r o c y t e n ,  d e r e n  i n t r a c e l l u ] i i r e r  
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Orthophosphat-Gehalt stark erhöht ist, w~hrend einer Efflux-Meßperiode Di- 
pyridamol in einer Endkonzentration von 5 • 10 -5 mo]/1 zugesetzt, so kommt es bei 
diesen vergifteten Erythrocyten zu einer gleichstarken Hemmung des Phosphat- 
Ausstroms wie bei normalen Zeilen (vgl. Abb. 7). Die Wirkung von Dipyridamol auf 
die Phosphat-Abgabe erweist sich somit auch als unabhängig von der jeweiligen 
intraerythroeyti~ren 0rthophosphat-Konzentration. 

Zur Klgrnng der Frage, inwieweit die Dipyridamol-bedingte Hem- 
mung der Phosphat-Aufnahme reversibelist, wurden mit Dipyridamol vor- 
behandelte Erythrocyten zweimal mit einem Überschuß-Vohimen einer 
Phosphat-Locke-Lösung gewaschen und erst anschließend in üblicher 
Weise mit 32p inkubiert. Bei diesem Vorgehen ließ sich nur eine etwa 
50°/0ige Reversibiliti~t der Dipyridamol-Wirkung erzielen (vgl. Tab.4). 

Tabelle 4. Partielle Reversibilität der Dipyridamol-Wirkung au] die 32P-Au]nahme 
menschlicher Erythrocyten 

RSA ~ relative spezifische Aktivität 

Vorinkubation Waschung a2P.inkubation I ~ S A  ttemmung 
(2mal Phosphat- Ges.-s~,urelösl. 

(15 min) Locke-Lösung) (15 min) Phosphor % 

ohne Dipyridamol (Kontrollen) 0,83 -- 

mit Dipyramol (5 • 10 -~ mol]l) 0,19 77 

mit Dipyridamol ohne Dipyridamol 0,51 
(5" 10 -õ mol/1) 

38 

Diese Beobachtung spricht dafür, daß Dipyridamol zum Teil relativ fest 
an die Erythrocyten bzw. die Membranen dieser Zellen gebunden wird; 
denn die Waschvolumina waren so bemessen, daß bei freier Verteilung 
von Dipyridamol die nach der Waschung noch vorhandene Konzen- 
tration dieses Stoffes kleiner als 10 -« mol/1 und damit unwirksam hätte 
sein müssen. 

C. Phosphat-Permeabilität menschlicher Erythrocyten unter dem Ein/luft 
verschiedener Pharmaka, Sto[/wechselinhibitoren und Substrate 

Dipyridamol ist nicht die einzige Substanz, die den Prozeß der 
Permeation von Phosphat an menschlichen Erythrocyten beeinflußt. 
Bei Prüfung einer großen Reihe von pharmakologisch aktiven Stoffen und 
anderen Verbindungen fand sich n~mlich eine Anzahl weiterer wirk- 
samer Substanzen, deren --  teilweise sehr unterschiedliche -- Effekte 
auf die Phosphat-Abgabe und-Aufnahme genauer untersucht wurden. 

1. I temmung von Phosphat-Abgabe und -Au~nahme. Tab.5 gibt 
eine Übersicht über die zu verschiedenen organischen Stoffklassen ge- 
hörenden Substanzen, die sich in der üblichen Efflux-Versuchsanordnung 
als unterschiedlich stark wirkende Hemmstoffe der Phosphat-Abgabe 
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Tabelle 5. Daten zur Hemmwirkung verschiedener Substanzen au/die Phosphat-Abgabe 
menschlicher Erythrocyten 

Mittelwerte aus Messungen des 3~P-Efflux nach 15 und 30 min 

Phosphat-Abgabe- 
Konzentration Hemmung 

(mol/1) % 

Phenylbutazon 1 5 • 10 -4 73 
5" 10 -5 18 

Oxyphenbutazon ~ 5 .10  -4 28 
3,5-Dioxo- 5 • 10 -5 ~ 10 

pyrazolidine Sulfinpyrazon a 5 .10  -4 67 
5 .10  -6 10 

Phenopyrazon 4 5 • 10 -« 90 
5 .10  -~ 18 

5 .10  -4 65 
Phloretin 2,5 • 10 -4 45 

5 .10  -6 0 

Papaverin 5 • 10 -~ 33 

1 • 10 -4 45 
Reserpin 5 • 10 -5 20 

2,4-Dinitrophenol 5 .10  -4 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 (Tanderil®). 
a 1,2.Diphenyl.3,5.dioxo.4(2,_phenylsultinyl_aethyl).loyrazolidi n (Anturan®). 
4 1,4-Diphenyl-3,5-dioxopyrazolidin (Bestandteil von Osadrin®). 

erwiesen. Zu diesen Subs tanzen  gehören neben  Pyrazol id in-Der iva ten ,  
für die Permeabi l i tä t sbeeinf lussungen viclfält iger Art  nachgewiesen 
wurden  8», vor  al lem Phlore t in  u n d  Tann in ,  die als Hemmstoffe anderer  
Permat ionsvorgänge  am E r y t h r o e y t e n  sehen länger b e k a n n t  sinda, 4°. 
Über  Permeabi l i tä tseffekte  der übr igen Verb indungen  scheinen - -  zu- 
mindes t  für den  E r y t h r o e y t e n  - -  bisher keine Angaben  vorzuliegen. 
Beach tung  verd ien t  die Tatsache,  daß von  allen in  Tab.  5 aufgeführten 
Subs tanzen  durchschni t t l ich  10- -100fach  höhere K onz e n t r a t i one n  als 
von  Dipyr idamol  notwendig  sind, u m  eine a n n ä h e r n d  gleichstarke Re- 
duk t ion  der Phospha t -Abgabe  zu erzielen. Interessanterweise  bleibt  bei 
diesen Steifen - -  genauso wie bei Dipyr idamol  - -  die t t e m m w i r k u n g  auf  
den Phosphat -Eff lux  über  längere Zeit  un ve r ä nde r t  erhalten.  

Fü r  einige der g e n a n n t e n  Subs tanzen  wurde zusätzlich geprüft,  ob 
ihre Wirkungsweise  auch in  anderer  Hins icht  der von  Dipyr idamol  
ähnl ich ist. Wie zunächs t  aus Tab.  6a  hervorgeht,  verursachen Phenyl -  
butazon,  Phenopyrazon ,  Phlore t in  u n d  T a n n i n  - -  ebensowenig 
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Tabelle 6a. Konzentrationen säurelÖslieher Phosphor-Verbindungen in Menschen- 
Erythroeyten nach 30 min Inkubation mit verschiedenen Substanzen bei 37 ° C 

Kontrollen 

Phenylbutazon 
5 " 10 -~ mol/1 

Phenopyrazon 
5 • 10 -¢ mol/1 

Phloretin 
2,5.10 -~ mol/l 

Tannin 
10 -s mol/l 

Ges.- 
S~llre- 

löslichei 
Phos- 
phor 

~MP/g 

15,10 0,65 

15,30 0,81 

15,40 0,82 

15,50 0,77 

0,82 

Orthophosphat 

BMlg °I0 

4,3 

5,3 

5,3 

4,9 

5,3 

ATP DPGS ADP 

1,04 20,6 

1,04 20,4 

0,24 

0,24 3,1 

3,2 4,31 

4,51 I - -  

% 

1,07 20,8 

1,10 21,2 

1,07 20,8 

0,22 2,9 

0,24 3,1 

0,22 2,9 

57,0 

59,0 
I 

4,32 56,0 

4,53 5 8 , 0  

4,56 [59,0 

Tabelle 6b. Au/nahme und Inkorporation von 32P-Orthophosphat in säurelösliehe 
Phosphor-Verbindungen mensehlicher Erythroeyten bei Inkubation mit verschiedenen 

Substanzen 
Inkubationszeit 30min, nach 15min a2P-Zugabe; RSA = relative spezifische 

Aktivität 

Kontrollen 

Phenylbutazon 
5 • 10 .4 mol/1 

Phenopyrazon 
5 • 10 -¢ mol/1 

Phloretin 
2,5 • 10 -¢ mol/1 

T~nn]n 
10  -3  mol/1 

Ges.-säurelöslieher 
Phosphor 

RSA Hemmung 
°/o 

0,85 

0,42 51 

0,43 50 

Orthophosphat 

RSA 

3,50 

Itemmun~ 
% 

r _ _  

52 

64 

RSA 

2,55 

1,18 

1,09 

1,66 

0,62 

ATP 

Hemmung 
°/o 

BSA 

0,21 

0,10 

0,10 

1,66 

1,60 

5d 

57 

35 

75 

DPGS 

ttemmun~ 
°/o 

52 

52 

33 

72 

wie D i p y r i d a m o l  - -  K o n z e n t r a t i o n s v e r ä n d e r u n g e n  i n t r a e r y t h r o e y t ä r e r  
Y-F rak t i onen ;  das  gleiche gi l t  übr igens  - -  wie schon f rüher  nachgewiesen 
wurde  n - -  für  2 ,4-Dini t rophenol .  Auch  bezügl ich ihres Einflusses au f  
die  P h o s p h a t - A u f n a h m e  und  - I n k o r p o r a t i o n  un te r sche iden  sich Dini t ro-  
phenol  (vgl. h ierzu n)  sowie Pheny lbu t azon ,  Phenopyrazon ,  Ph lo re t i n  
u n d  Tann in  n ich t  von  D i p y r i d a m o l ;  denn  auch diese Stoffe führen,  wie 
T a b . 6 b  zeigt,  zu einer jeweils g le ichmäßigen  R e d u k t i o n  der  •SP-Ak- 
t i v i t ä t swe r t e  al ler  ana lys i e r t en  i n t r a e r y t h r o c y t ä r e n  P-Verb indungen .  

Pflügers Arch. ges. Physiol., Bd. 280 18 
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Ein weiterer Parallelismus zwischen Dipyridamol und den anderen 
wirksamen Substanzen, mit Ausnahme von Tannin, läßt sich daran 
erkennen, daß bei gleichen Hemmstoff-Konzentrationen stets die Phos- 
phat-Abgabe stärker eingeschränkt wird als die Phosphat-Aufnahme 
(Verhältnis der ttemmungsintensitäten 3:2). Aus allen diesen Be]unden 
kann man somit ]olgern, daß die E]/ekte der hier genannten Stelle tatsächlich 
in wesentlichen Einzelheiten denen von Dipyridamol entsprechen und daher 
nur au/ einer Beeinträehtigung der Membranpermeabilität /ür Phosphat 
beruhen. 

2. Steigerung von Phosphat-Abgabe und -Aufnahme. Ausgehend von 
der Überlegung, daß möglicherweise Calcium beim Prozeß der Phosphat- 
Permeation eine Rolle spielen könnte, wurde im Rahmen unserer Unter- 
suchungen der Einfluß einiger Ca++-bindendcr Substanzen geprüft. Die 
Resultate derartiger Experimente sind in Tab. 7 zusammengefaßt. Wie 
hieraus zunächst hervorgeht, verursachen die Chelatbildner EDTA und 
EGTA, aber auch ATP, AMP, Phytinsäure und Na-Oxalat eine teil- 
weise recht erhebliche Steigerung der Phosphat-Abgabe, wobei auf- 
fälligerweise in den meisten Fällen mit zunehmender Inkubationsdauer 
eine Verstärkung 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 Ca++ im extracellulären Medium 
beruhen. Trotzdem scheint aber Ca++ in irgendeiner Weise für die beob. 
achtete Steigerung der Phosphat-Abgabe mitverantwortlich zu sein; 
denn werden beispielsweise EDTA und EGTA Ca++-freien Erythrocyten. 
Suspensionen zugesc~zt, so wird der Phosphat-Efflux gegenüber der 
Norm nicht beschleunigt. 

Einige Substanzen, die eine besonders deutliche Steigerung der 
Phosphat-Abgabe hervorrufen, wurden außerdem auch hinsichtlich ihrer 
Wirkung auf die Phosphat-Aufnahme geprüft. Dabei ergab sich, daß 
unter dem Einfluß von EDTA, ATP und Oxalat dieser Prozeß ebenfalls 
intensiviert wird, im ganzen gesehen jedoch wesentlich schwächer als die 
Phosphat-Abgabe (vgl. Tab.7). Als Maß für die Phosphat-Aufnahme 
konnten auch in diesen Experimenten jeweils die 82P-Aktivitätswerte 
(RSA) der Gesamtfraktionen des säurelösliehen Phosphors verwende~ 
werden, da deren Konzentrationen in allen Fällen konstant blieben 
(vgl. auch Fußnote S. 250). 

Wie sich durch detaillierte Analysen nachweisen ließ, kommt es bei 
30 min Inkubation mit EDTA und ATP auch nicht zu Konzentrations- 
veränderungen der einzelnen intraerythrocytären P-Verbindungen. Die 
32P-Aktivitätswerte dieser Fraktionen sind-- mit Ausnahme der DPGS -- 
jeweils in gleichem Maße erhöht wie die entsprechenden Werte der 
Gesamtfraktion des säure]öslichen Phosphors. Wenngleieh diese Befunde 
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Tabelle 7. Steigerung der Phosphat.Abgabe und -Au]nahme menschlicher Erythrocyten 
unter dem Einflufl verschiedener Substanzen 

K o n z e n t r a t i o n  

(moU1) 

Steigerung der Phosphat-  
Abgabe (°/o) 

nach 

15 min 30 m i n  

E])TA 5 • 10 -3 44 67 20 

EGTA 5" 10 -3 45 76 --* 

ATP 5" 10 -3 41 69 10 

AMP 5 • 10 -a 30 29 --* 

Phy~ins~ure (Na-Salz) 5 - 10 -4 25 23 --* 

Na-OxMat 2 ,5 .10  -a 43 50 20 

Na-Citrat 5 • 10 -3 0 0 0 

Ca++-freie Illkubation --  0 0 - -*  

Steigerung der 
Phosphat-  

Aufnahme (°/o) 
nach 

g0 rain 

Ca++-freie Inkubation 
+ EDTA bzw. EGTA 

* Nicht geprfift. 

je 5 - i0 -a 

Tabelle 8. Konzentrationsverdnderungen siiureldslicher Phosphor- Verbindungen nach 
20 rain Inlcubation mit Na-Oxalat 

Konzentrationsangaben in/~M/g Erythroc Cen 

Ges.- 0r tho-  
s~ure- phos- ATP ADP A:HP IMP 

16slither pha~ 
Phosphor* 

Kontrollen 13,83 

13,81 

0,63 

0,81 

1,10 

0,52 

0,24 

0,45 

< 0,05 

0,30 0,15 

H D P  DPGS 

I 
i 0,18 3,92 

0,43 3,87 
Na-Oxalat 
5 • 10 -a tool/1 

• /~M P/g .  

e ine  gewisse  S t o f f w e c h s e l w i r k s a m k e i t  y o n  E D T A  u n d  A T P  n i c h t  ganz  

ausschl ieBen,  so m a c h e n  sie d o c h  sehr  wahr sche in l i ch ,  dab  die  S t e i g e r u n g  

de r  P h o s p h a t - A b g a b e  u n d  - A u f n a h m e  in  d iesen  b e i d e n  F~ l l en  in  e r s t e r  

L in i e  d u r c h  Pe rmeab i l i t /~ t sve r /~nderungen  v e r u r s a c h t  wird .  t t i e r f f i r  

sprich~ a u g e r d e m  a u c h  die  T a t s a c h e ,  d a b  w e d e r  A T P  n o c h  EDTA26 ,  32 in  

d e n  E r y t h r o c y t e n  e ind r ingen .  D a  die E r y t h r o c y t e n - M e m b r a n  s i c h e r h c h  

auch fiir EGTA, AMP und Phytinsi~ure impermeabel ist, geht man wohl 
kaum in der Annahme feh], dab die Effekte dieser Stoffe in ~hnlicher 
Weise zustande kommen wie die yon EDTA und ATP. 

Wesentlich komplizierter ]iegen die Verh£Itnisse im Falle yon Oxalat ; 
dieser Stoff dringt n~m]ich in die Erythrocylen ein und verursacht 
hie r  e ine  S t o f f w e c h s e l s c h a d i g u n g  in fo lge  t I e m m u n g  Mg++-abh~ng ige r  

18" 
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Enzyme der Glykolyse 21. Als Ausdruck eines derartigen Stoffwechsel- 
effektes von Oxalat zeigten sich auch in unseren Versuchen recht be- 
trächtliche Konzentrationsverschiebungen bei den intraerythrocy~ären 
organischen P-Verbindungen (vgl. Tab.8). Die 32P-Aktivität war bei 
allen Fraktionen zwar erhöht, aber jeweils in ganz unterschiedlichem 
Ausmaß. Eine Entscheidung darüber, ob die Stoffwechselalteration durch 
Oxalat fiir die gesteigerte Phosphat-Abgabe u n d - A u f n a h m e  ver- 
antwortlich ist oder ob auch hier Permeabilitätsveränderungen der 
Membran eLrm Rolle spielen, erschien nur durch vergleichende Analyse 
der Wirkung anderer Glykolyse-Inhibitoren auf die Phosphat-Permeation 
möglich. 

3. Steigerung der Phosphat-Abgabe bei normaler Aufnahme. In- 
kubiert man mit 32p vorbeladene Erythroeyten  in der üblichen Efflux- 
Versuchsanordnung unter Zusatz von Hemmstoffen der Glykolyse 
(Monojodacetat, Fhiorid, Arsenat), so läßt sich, wie Tab. 9 zeigt, in allen 

Fällen eine --  mit Ver- 
Tabelle 9. Wirkung von Gly]~olyse-Inhibitoren au] 
die Phosphat-Abgabe men8chlicher Erythrocyten 

Steigerung der PhosDhab 
Konzen- Abgabe (°/0) 
tration ] nach 

(mol/1) I 15 mi~ 30 m i ~  

Monojodacet~t 

Iqa-Fluorid 

~a-Arsenat  

5 - 1 0  - 4  

10-~ 

5 • 1 0  - 4  

46 107 

31 59 

19 28 

längerung der Inkuba- 
tionszeit zunehmende --  
Steigerung der Phosphat- 
Abgabe nachweisen. Ähn- 
liche Beobachtungen wur- 
den neuerdings auch an 
I-Iunde-Erythroeyten ge- 
macht is. Unter  diesen 
Vergiftungs-Bedingungen 
kommt es gleichzeitig zu 
den bekannten, für die 

einzelnen Inhibitoren charakteristischen Konzentrationsveränderungen 
intracellulärer P-Verbindungen (insbesondere Verminderung von ATP 
und beträchtliche Zunahme von Orthophosphat (vgl.%il,is,~°). 

Mißt man unter dem Einfluß der gleichen ttemmstoffe die Aufnahme 
und Inkorporation von 3~P-Orthophosphat (vgl. Abb. 8), so ergibt sich in 
Übereinstimmung mit Befunden von PFL~a~a 31, daß die Phosphat- 
Aufnahme als solche praktisch unverändert  bleibt. Da jedoch die 
Stoffwechsel-abhängige Inkorporation in organische Bindung beträcht- 
lich reduziert ist, liegt in diesen vergifteten Erythroeyten  jeweils ein 
weit größerer Anteil des aufgenommenen Phosphats in anorganischer 
:Form vor. 

Unsere Untersuchungen mit den typischen Glykolyse-Gi/ten zeigen 
somit eindeutig, daß eine Schädigung des Energiesto]]wechsels der Ery- 
throcyten den Prozeß der Phosphat-Au/nahme nicht beeinflußt, während die 
Phosphat-Abgabe -- vermutlich in]olge der Erhöhung des intraeellulären 
Orthophosphat-Spiegels -- erheblich gesteigert ist. Unter  Berücksichtigung 
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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 steigerg, dürften sich hier Stoffwechselwirkungen und 
Permeabil i tätsveränderungen überlagern. Die Beobachtungen von 
Jnx~ns  u. Mitarb. ~~ zur Wirkung von Oxalat  an Erythroey~en lassen sich 
r wegen der ganz andersartigenVer- 

. . . . . .  .-.-- 

Konlrolle Jod- 
ace/«t 

/ /  

F/uorid ~rsen«f Ox~z/at 

suchsbedingungen mit  den eigenen 
Resultaten nicht vergleichen. 

B7,25 
15_ 

B l, oo 

ù:- 0,50 

0,2s 

t o  

i / i 
ex/rzcel/. Or/ko ß~ + ~ [ / -  > /  

~~~óosp~aß-/1uf~hme l "~ 11;,'I ' ( --dT5 
«" 1 I 

I i o  
so 8o so 72o ~ '  

Verg/flungsze/Y (min) ~5 
Abb. 8 Abb. 9 

Abb. 8. Abso lu t e  A u f n a h m e  von  extracel lulä 'rem Ortho2~hosphat i n  den  säurelös l ichen P h o s p h o r  mensch-  
l ieber Ery th roey t en  unter  d e m  E i n f l u ß  von  iTiono]odacetat (5  • YO -4 mo l [ l ) ,  lVluorid  (2  • 10 -~ mo l f l , )  
A r s e n a t  (5  • 10 -8 mo l f l )  u n d  Oxala t  (5  • 10 -3 mol /1) .  Die Absolu~aufnahme wurde jeweils aus den I~SA- 
und ]~onzentrationswerten als nl~ P/g ]~ry~hroeyten/min berechnet und auf die :Kontrollen (100°/o) 
bezogen. Schraffierter Säulenteil: Anteil des aufgenommenen Phosphats in organischer Bindung; 
nieht-schraffierter Säulenteil: Anteil des aufgenommenen Phos!ohats in der in¢racellulären Ortho- 

phosDhatfraktion 

Abb. 9. B e z i e h u n g e n  zwischen  extraeellulä'rem Orthosphosphatgehal t  u n d  P h o s p h a t - A u ] n a h m e  bei längerer  
Verg i f tung  v o n  Ery th roey t en  mi t  Mono]odaceta t  (5  • 10 -4 m o l / l ) .  ~¢[essung der Phos!ohataufnahme in 
einem Aiiquot eines gemeinsamen Ansatzes durch jeweilige Exposition mit ~~P fUr 15 1hin nach 30, 

67,5 und 105 min Inkubation 

Unter  dem Einfluß der typischen Glykolyse-Gifte kommt  es infolge 
der gesteigerten Phosphat-Abgabe bei normaler Phoslohat-Aufnahme zu 
Nettoverschiebungen, so daß die extracelluläre 0r thophosphat-Konzen-  
t ra t ion - -  wie dies schon früher beobachtet  wurde11,15,29, ~a - -  pro- 
gredient ansteigt. Diese Zunahme des extracellul/~ren 0r thophosphat-  
Gehalts hat  ihrerseits bedeutsame Rüekwirkungen auf den Prozeß der 
Phosphat-Aufnahme. Wie nämlich im einzelnen noch zu zeigen sein 
wird, führt  jede Erhöhung der extraeellulären Phosphat-Konzentrat ion 
zu einer Intensivierung des Phosphat-Einstroms.  Es war daher zu ver- 
muten,  daß die Phosphat-Aufnahme von Erythrocyten  nach längerer 
Vorvergiftung, z. ]3. mi t  Jodaeetat ,  im Vergleich zu entsprechenden 
Kontrollen nicht mehr unverändert ,  sondern erhöht sein würde. 

Diese Vermutung konnte nun tatsächlich bestätigt  werden. In  
Abb.9 sind Ergebnisse von Exper imenten dargestellt, bei denen die 
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Phosphat-Anfnahme Jodacetat-vergifteter Erythrocyten zu verschie- 
denen Zeiten nach Vergfftungsbeginn durch jeweils 15 min Exposition 
mit 32p gemessen und außerdem die Konzentrationszunahme des extra- 
cellul~ren Orthophosphats analysiert wurden. Es ist zu ersehen, daß eine 
Proportionaliti~t zwischen der Phosphat-Anfnahme-Steigerung und dem 
extracellul~ren 0rthophosphat-Anstieg besteht. Unter Verwendung der 
in Abb. 10 enthaltenen Daten über den Einfluß erhöhter extracellul£rer 
Phosphat-Konzentrationen auf die Phosphat-Aufnahme normaler Ery- 
throcyten l~ßt sich berechnen, daß die w~hrend l~ngerer Vergiftungs- 
zeiten mit Jodacetat eintretende Erhöhung der Phosphat-Aufnahme- 
raten ausschließlich auf den Anstieg der extracellul~ren 0rthophosphat- 
Konzentration zurückzuführen ist. Dementsprechend lassen sich die 
Differenzen zwischen der Phosphat-Aufnahme der Kontrollen und der 
vergifteten Erythrocyten zum Verschwinden bringen, wenn man durch 
Zugabe von 0rthophosphat den extracellul£ren Phosphat-Spiegel der 
Kontroll-Ans~tze dem der Jodacetat-Ansi~tze angleicht. Damit dürfte 
bewiesen sein, daß auch bei l~ngerer Einwirkung von Jodacetat der 
Prozeß der Phosphat-Aufnahme als solcher normal bleibt. 

4. Verminderung der Phosphat-Abgabe bei normaler Aufnahme. Die 
vorausgehend beschriebenen Versuche mit Stoffwechsel-Inhibitoren 
hatten Anlaß zu der Vermutung gegeben, daß die gesteigerte Phosphat- 
Abgabe bei vergifteten Erythroeyten durch den Konzentrationsanstieg 
der intraeelluli~ren 0rthophosphat-Fraktion verursacht wird. Trifft diese 
Armahme zu, so sollte umgekehrt bei Erniedrigung des intracellul&ren 
Phosphat-Spiegels die Phosphat-Abgabe vermindert sein. 

Eine Reduktion des intracellul~ren 0rthophosphat-Gehaltes liebt 
sieh in einfacher Weise durch Inkubation normaler Erythrocyten in 
Gegenwart von Inosin oder anderen Purin-Nucleosiden erzielen. Diese 
Stoffe dringen bekanntlich in die Erythrocyten ein23,24, 39, und werden 
hier hauptsächlich unter Beteiligung der Nucleosidphosphorylase und der 
Enzyme des Pentosephosphat-Cyelus metabolisiert (vgl. z. B. ~,a,~,6,33,3«), 
wobei 0rthophosphat vermehrt in organische Bindung überführt wird. 
Dementsprechend konnten wir zeigen, daß bereits innerhalb einer 
15 min-Inkubation normaler Erythrocyten mit Inosin (5.10 -3 mol/1) die 
intracellu]~re 0rthophosphat-Konzentration um mehr als 500/0 abnimmt, 
wi~hrend gleichzeitig der HDP-Gehalt nahezu verdreifacht wird und 
außerdem -- infolge Phosphorylierung des eingedrungenen Inosins -- eine 
beachtliche Neubildung von IMP erfolgt; eine Konzentrationszunahme 
des gesamts~urelösliehen Phosphors li~~t sich aber bei dieser kurzen 
Inkubationszeit noch nicht nachweisen. 

Parallel zu den genannten Konzentrationsveri~nderungen kommt es -- 
wie aus Tab. 10 ersichtlich -- zu einer ca. 90°/0igen Vermluderung der 
Phosphat-Abgabe aus diesen Erythroeyten. Eine gleichstarke Wirkung 
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auf den Phosphat-Efflux hat Inosin auch noch in einer Konzentration von 
10 -3 mol/l; bei kleineren Inosin-lV[engen ist dagegen der Effekt deutlich 
schwächer. Adenosin und Guanosin erweisen sich in vergleichbaren 
Konzentrationen als ebenso wirksam wie Inosin. 

Im Gegensatz zu der auffälligen Reduktion der Phosphat-Abgabe 
bleibt interessanterweise die Aufnahme von Phosphat in die Ery~hro- 
eyten bei 15 min Inkubation 
mit Inosin unverändert. Die Tabelle 10. Wirkung von Purin-Nucleoside~ 
Ergebnisse unserer Experimente au/ die Phosphat-Abgabe menschlicher 
mit Inosin lassen somit erken- Erythrocyten 
nen, dafi tatsächlich zwischen Mittelwerte aus Messungen des 32P-Efflux 

nach 15 und 30 min 
dem intracellulären Orthophos- 
phat-Gehalt und dem Ausmaß Verminderung 

Konzentrat ion der Phosphat-  
der Phosphat-Abgabe enge Be- (mol/1) Abgabe 
ziehungen bestehen. Eine ähn- °/o 
lieh enge Korrelation zwischen 

5.10 -a 88 
dem intraerythroeytären 0rtho- Inosin 1 • 10 -~ 87 
phosphat-Spiegel und der Phos- 1 • 10 -4 38 

phat-Aufnahme scheint dagegen Adenosin 1 • 10 -~ 79 
nicht zu existieren, wie dies 
auch schon die Versuche mit Guanosin 1-10 -a 85 

Glykolyse-Gfften gezeigt haben. 
5. Einfluß erhöhter extraeellulärer 0rthophosphat-Konzentrationen 

auf die Phosphat-Abgabe und -Aufnahme. In  Ergänzung zu den voraus- 
gehend beschriebenen Studien über die Bedeutung des intracellulären 
Orthophosphat-Spiegels für die Größe des Phosphat-Efflux wurde in 
weiteren Experimenten noch von einer anderen N[ögliehkeit Gebrauch 
gemacht, die intracelluläre Orthophosphat-Konzentration zu variieren. 
Werden nämlich Erythroeyten bei erhöhtem extraeellulärem 0rtho- 
phosphat-Gehalt inkubiert, so führt dies zu einer Zunahme der intra- 
ee]lulären Orthophosphat-Konzentration (vgl. auch 3s), ohne daß sich 
dabei --  z~mir~dest während kürzerer Inkubationszeiten --  der Gehalt 
der Erythrocy~en an organischen P-Verbindungen nachweisbar ändert. 

Analysiert man im einzelnen den jeweiligen intraeellulären Ortho- 
phosphat-Gehalt nach 15minütiger Inkubation bei verschiedenen 
extraeellulären Orthophosphat-Konzentrationen (1--10 #NI/ml), so zeigt 
sieh, daß die intracelinläre Orthophosphat-Zunahme jeweils dem extra- 
eellulären Orthophosphat-Spiegel proportional ist (vgl. Abb. 10). Mißt 
man außerdem in denselben Versuchen die 82P-Aufnahme in die Gesamt- 
Fraktion des säurelöslichen Phosphors der Erythroeyten und berechnet 
hieraus, unter Berücksichtigung der spezifischen Aktivitäten des extra- 
cellulären Orthophosphats, die wahrend dieser 15 min jeweils zusätzlich 
aufgenommenen absoluten Phosphat-Mengen, so ergibt sich --  wie aus 
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Abb. 10 hervorgeht  -- eine volle Übereinst immung dieser Werte mit  den 
aus Konzentrat ionsanalysen ermittel ten Daten für den intracellulären 
Orthophosphat-Zuwaehs.  Diese Resultate lassen somit erkennen, daß 
mit Erhöhung des extracellulären Orthophosphat.Gehalts die Phosphat- 
Au/nahme progredient ansteigt (vgl. aueha~), wobei das zus/~tzlieh auf- 
genommene Phosphat  im Inneren der Ery~hroeyten nur in anorganischer 
Form vorliegt. 

"~ 25 / 

o - ~  a5 s 1o ° ~ ~ o z s 1o zs 2o 25 
exlracellulä'res Orthophospha/ (I;,N/mZ) e~trac«llulä~'es Orthophosphaf ( ~ß / m [ ) 

Abb. 10 Abb. 11 

Abb. 10. Steigerung der Phosphatau/nahme in den säurelöslichen Phos2~hor und Zunahme der intra- 
ceUulären Ortho$hos~ohatkonzentration mensehlicher Erythrocyten in Abhängigkeit vom extraeeUulären 
PhosphatsTiegeL :Die Ansätze wurden nach gleichzeitigem Itin~ufügen von a:l ) und Orthophosphat 
jeweils für 15 min bei 37 ° C inkubiert, o o Werte für die zusätzlich in den säurelöslichen Phos- 
phor aufgenommene 1)hosphatmenge (~~/g ]~rythroc:~ten/15 min), berechnet aus ~SA und Konzen- 
tration dieser Fraktion; • • Werte für den ~onzentrationszuwachs des intracellulären Ortho- 

phosphats (ttM/g/15 min) 

Abb. 11. Intensivierung der a~P-Abgabe aus menschlichen Erythrocyten bei Erhöhung des extracellulären 
OrthophosThatgehalts. ¥crsuchsbedingungen: Vorbeladung der Erythroe:~ten mit 3~p bei 37 ° C und 
normaler extracellulärer Orthophosphatkonzentration (1 tt:M:/ml). Messung des ~~P-Efflux nach 

10 rain Inkubation bei erhöhtem extracellutärem Phosl0hatgehalt 

I n  Anbetracht  dieser Tatsache überrascht es nun nicht, daß bei 
Zunahme der extraeellulären 0r thophosphat-Konzentra t ion nicht nur 
die Aufnahme, sondern auch die Abgabe von lPhosphat gesteigert ist. Wie 
A b b . l l  zeigt, besteht zwischen dem Ausmaß der Phosphat-Abgabe- 
Steigerung und dem jeweiligen extracellulären Phosphat-Gehalt eben/alls 
eine direkte Proportionalität. Letztlich dürfte aber natürlich hierfür der - -  
dem extracellulären Phosphat-Spiegel proportionale -- Konzentrations- 

anstieg des intraeellulären Orthophosphats verantwortlich sein. 

Die lineare Abhängigkeit der Phosphat-Abgabe-Steigerung von der erhöhten 
extra- bzw. intraeellulären Orthophosphat-Konzentra$ion läßt sich aus rein me- 
thodischen Griinden nur während der ersten 5--10 min der Efflux-Messungen ein- 
wandfrei nachweisen. Nach längeren Meßzeiten werden die Verhältnisse dadurch 
kompliziert, daß die a2P-Aktivität der in~racellul~ren Orthophosphat-Fraktion, die 
unseren ]~efunden zufolge Vorlgnfer des austretenden Phosphats ist, ir~ unter- 
schiedlich starkem Maße verändert wird. Bei Erhöhung des extracellulären Phosphat- 
Gehalts kommt es nämlich infolge des Eindringens größerer Mengen von nicht- 
markiertem alp-Orthophosphat zu einer rasch fortschreitenden ]~eduktion der 
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spezifischen Aktivität der intraeellulärer~ Orthophosphat-Fraktion, die um so stär- 
ker in Erscheinung tritt, je höher der extraeelluläre Phosphat-Spiegel ist. 

Unsere Befunde zur gesteigerten Phosphat-Abgabe bei erhöhtem 
extracellulärem Orthophosphat-Gehalt  erlauben selbstverständlich - -  
im Gegensatz zu den Resultaten der entsprechenden Phosphat-Auf- 
nahme-Studien - -  keine Berechnung der absolut abgegebenen Phosphat-  
Mengen. Man kann aber t rotzdem mit  Sicherheit sagen, daß unter dem 
Einfluß erhöhter extracellulärer Orthophosphat-Konzentrationen die Phos- 
phat-Abgabe initial weniger intensiviert wird als die Phosphat-Au/nahme, 
da es andernfalls innerhalb der von uns gewählten kurzen Inkubations- 
zeiten noch nicht zu I~ettovcrsehiebungen des beobachteten Ausmaßes 
hät te  kommen können*. 

6. Über den Einfluß weiterer Substanzen auf den Phosphat-E~flux 
mensehlicher Erythroeyten. Tab. 11 gibt eine ]~bersicht über eine größere 
Anzahl von Substanzen, die nur eine geringe oder keine Wirkung auf die 
Phosphat-Abgabe menschlicher Erythrocy~en zeigten. Die Auswahl 
dieser Stoffe erfolgte in erster Linie unter  Berücksichtigung physio]o- 
giseher, biochemischer und pharmakologischer Gesichtspunkte. Wie aus 
Tab. 11 hervorgeht, erwiesen sich insbesondere die in hoher Dosierung 
geprüften Hormone und Vitamine - -  mi t  Ausnahme von Oestriol und 
Thiamin - -  als wirkungslos. Man kann hieraus sicherlich folgern, daß 
diese Stoffe bei der physiologischen t~egulation der Phosphat-Abgabe 
aus menschlichen Erythrocyten  in vivo keine direkte t~olle spielen. Auch 
zahlreiche andere Substanzen, für die eine Einflußnahme auf ver- 
schiedenartigste Stoffwechsel- und Permationsprozesse an Erythrocyten  
nachgewiesen wurde, wie z .B.  für Cystamin, Pyruvat ,  Nitrit,  Ferri- 
cyanid, Ouabain, Acetazolamid und andere, haben in den geprüften 
Konzentrat ionen keine Wirkung auf den Phosphat-Efflux. Interessant  
erscheint auch die Tatsache, daß einige - -  den stark hemmend wirkenden 
Pyrazolidin-Derivaten (vgl. Tab. 5) chemisch nahestehende - -  Pyrazolon- 
Verbindungen (Antipyrin, Arninopyrin, Metamizol) keinen oder sogar 
einen steigernden Effekt haben. Erw~hnenswert ist schließlich noch, daß 
in auffälligem Gegensatz zu Dipyridamol andere coronardilatierende 
Pharmaka  (Prenylamin, Dsss, Carbochromen) die Phosphat-Abgabe nur 
sehr schwach oder überhaupt  nicht beeinflussen. Als ebensowenig 
wirksam erwiesen sich auch Stoffe aus der Gruppe der Antihistaminiea, 
Lokalanaesthetica, Barbiturate,  Purin-Verbindungen und Antidiabetica. 

* Anmer/sung während der Korrektur. GLADE~, ]~A~BACK~ U. O~~AC~S:[ [Fed. Proc. 
23, 114 (1964)1 haben neuerdings ebenfalls den Einfluß erhöhter extrace]lulärer 
Orthophosphat-Konzentrationen sowie die Wirkung von Inosin und Glykolyse- 
Inhibitoren auf die 3~P-Abgabe menschlicher Erythrocyten untersucht. Ihre Resu]- 
tute stimmen im wesentlichen mit unseren Befunden überein. 
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Tabelle 11. Übersicht über die Wirkung biologisch und 2harmakologisch aktiver 
Substanzen au/die PhosThat-Abgabe menschlicher Erythroeyten 

0 = keine Wirkung; -b ~ Steigerung; --  ~ Hemmung 

Adrenalin 
Thyroxin 
Histamin 
Prednisolon- 
hemisuceinat 

Oestriol- 
hemisueeinat 

Insulin 
Parathormon 

Thiamin 
Nicotinsäureamid 
Pyridoxamin 
Riboflavin 
Folsäure 
Cyanoeobalamin 
Aseorbinsi~ure 
Rutin 
Menadiol-dilohosphat 

(Symka-Vit®) 

Cystin 
Cystamin 
Tryp~ophan 
Pro]in 
Diäthanolamin 
D,L-Pyruvat 
D,L-Laetat  

C~CIs 
Na-Pyrophosphat 
Na -Nitrit 
NaCN 
Na-Azid 
K-Ferrieyanid 

Na-Sa]icylat 
Antipyrin 
Aminopyrin 
Metamizol 

(Novalgin®) 
Metamizol 
Isopyrin 
Phenacetin 

Endkon- 
zentration 

mmol/1 

0,05 
0,05 
0,5 

0,1 

0,5 
1 IE/ml 
1 IE/ml 

0,5 
0,05 
0,5 
0,5 
0,5 
0,5 
0,5 
0,5 

0,5 

1,0 
5,0 
0,5 
0,5 
0,1 
5,0 
5,0 

5,0 
5,0 
0,5 
5,0 
0,5 
5,0 

0,5 
0,5 
0,5 

0,0 
0,5 
0,5 
Oft 

kung 

0 
0 

(+) 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 

(-I 
(+~ 

0 

0 
0 

(+~ 

+ 
÷4  
(+i 
(--: 

Atropin 
Neostigmin 
Pilocarpin 
0uabain 
Phen~olamin 
(Regi~in®) 

Dihydroergotamin- 
methansulfonat 
(Dihydergot®) 

Coffein 
0xypropyltheo- 
phyllin 

Pentetrazol 
(Cardiazol®) 

Mersalyl 
Acetazolamid 

(Diamox®) 
2henproeoumon 

(Mareumar®) 
Procain 
Tetracain 

(Pantocain®) 
Urethan 
Hexobarbital 
Thiopental 
Pethidin 

(Dolantin®) 
Chlorpromazin 
Bamipin 

(Soventol®) 
Brompheniramin 

(Ilvin®) 
Prenylamin 

(Segontin®) 
I)365 (Isoptin®) 
Carboehromen 

(Intensain®) 
Phenethy]biguanid 

(Dm) 
Tolbutamid 

(Rastinon®) 

Endkon- 
zentration 

mmol/1 

0,05 

0,05 
0,05 
0,1 

W ~  
kung 

0 
0 

0 

0 
(÷) 

0 

0 

0 
0 
0 
0 

0 
0 

0 

0 

(-)  
0 

0 

(÷) 

0 
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Besprechung 
Wie die vorliegenden Untersuchungen gezeigt haben, läßt sich der 

Phosphat-Austausch menschlicher Erythrocyten, der sich ans den beiden 
Komponenten Phosphat-Aufnahme und Phosphat-Abgabe zusammen- 
,setzt, durch verschiedene Substanzen in sehr unterschiedlicher Weise 
beeinflussen: Eine Gruppe von Stoffen verursacht eine l~eduktion der 
Phosphat-Aufnahme und -Abgabe; eine Reihe anderer Substanzen führt 
zu einer Steigerung beider Prozesse. Hemmstoffe der Glykolyse erhöhen 
.die Phosphat-Abgabe, Purinnucleoside vermindern sie, bei jeweils 
unveri~nderter Aufnahme von Phosphat. Diese verschiedenartigen Effekte 
lassen sich prinzipiell aber -- wie im folgenden gezeigt wird -- auf Ver- 
/~iiderungen von nur zwei Größen zurückführen, nämlich der Membran. 
permeabilität ]ür Phosphat oder der Konzentrationsdi]/erenz zwischen 
intra- und extracellulärem Orthophosphat. 

a) Zur Beein/lussung des Phosphat-Austauschs 
in]olge von Permeabilitätsveränderungen 

Auf alleinige Permeabilitätsveränderungen dürften die Wirkungen 
derjenigen Stoffe zurückzuführen sein, die eine gleichsinnige Be- 
einflussung von Phosphat-Aufnahme und -Abgabe bedingen, ohne daß 
ùdabei primär die Konzentrationen intracellulärer Phosphat-Verbindungen 
~oder der glykolytische Stoffwechsel in nelmenswertem Maße a]teriert 
werden. Hierher gehören somit einerseits Substanzen, die den Phosphat- 
ùAustausch 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, daß diese 
Stoffe generell den Effiux von Phosphat st~rker beeinflussen als den 
Influx, woraus bei langzeitigen Versuchen ~Tettoverschiebuligen von 
Phosphat resultieren. Die Frage liegt natürlich nahe, ob diese unter- 
schiedliche Empfindlichkeit der beiden Teilprozesse des Phosphat- 
Austausches möglicherweise Ausdruck einer gewissen Verschicdenartigkcit 
derjenigen Mech»nismen ist, die für den Phosphat-Durchtritt von außen 
nach innen und von innen nach außen verantwortlich sind. Eine 
Entscheidung dieser Frage erscheint aber im Augenblick noch verfrüht. 
Das gleiche gilt im wesentlichen auch für das Problem, von welchen 
chemischen bzw. physiko-chemisehen Eigenschaften die Permeabilitäts- 
effekte der verschiedenen Substanzen abh~iigen; hier haben sich bisher 
nur wenige Anhaltspunkte ergeben. 

Für die Wirkung einer Anzahl von Stoffeli, die die Phosphat-Per- 
meabilit~t steigern, scheint ihre Fähigkeit zur Bindung von Ca++ 
bedeutungsvoll zu sein. Da sich aber die Permeabilität bei Ca++-freier 
Inkubation sowie in Gegenwart von Citrat nicht nachweisbar ändert, 
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Substanzen wie EDTA oder EGTA jedoch nur in einem Ca++-haltigen 
Medium wirksam sind, dfirften die Effekte nieht Folge einer einfaehen 
Verminderung des ionisierten Calciums sein. Viel eher w/~re daran zu 
denken, dab die beobaehteten Permeabilitgtserh6hungen dutch --  im 
extraeellul/iren Medium oder an der Erythroeygen-Membran ent- 
stehende --  Ca++-Chelate als solehe ausgel6st werden. In Anbetraeht der 
Tatsaehe, dM) die Erythroey~en ffir die geprfiften Chelat-Bildner sowie ffir 
ATP und andere organische Phosphat-Verbindungen impermeabel sind, 
k6nnen sich die zur Permeabilit/itssteigerung ffihrenden Prozesse 
sieherlich nur an der Erythrocyten-Oberfl/iche abspielen. 

Im Falle der permeabilit/~ts-mindernd wirkenden Stoffgruppe sin4 
die Verh/~ltnisse besonders kompliziert, tIier handelt es sich um Ver- 
bindungen ganz verschiedener ehemiseher Konstitution, untersehied- 
licher Wasser- bzw. Lipoid-L6sliehkeit und sehr differenter Reaktivit/it.  
Aber selbst einander sehr /~hnliehe Substanzen dieser Gruppe, die sieh 
z. B. nur dutch das Vorhandensein einer phenolischen Hydroxyl-Gruppe 
unterseheiden (Phenylbutazon und Oxyphenbutazon), weisen bereits 
betr/~ehtliche Wirkungsuntersehiede auf. Auch bei Prfifung einer Vielzahl 
Dipyridamot-~hnlicher Pyrimido-Pyrimidin-Verbindungen konnten M r  
zeigen, dab schon eine geringe Vergnderung bzw. ein Austauseh der 
Substituenten genfigt, um die Wirkungsintensit~t betr/~ehtlieh zu 
variieren. Uber Einzelheiten dieser Studien wird an anderer Stelle 
berichtet. 

Weiterhin ist yon Interesse, dab einige der Substanzen, dig eine Ver- 
minderung der Phosphat-Permeabilit/~t hervorrufen (Dipyridamol, 
Phenylbutazon, Phloretin) aueh die Permeation yon Adenosin 2a sowie 
yon versehiedenen Monosaechariden 1 durch die Erythroeyten-Membran 
hemmen. Dieser auff/~llige ~¥irkungs-Parallelismus k6nnte einerseits 
daffir spreehen, dab die genannten Stoffe auf die Erythroeyten-Membran 
relativ unspezifisch ,,abdiehtend" wirken; andererseits k6nnte er aber 
aueh zeigen, dag zwisehen den Transfer-Meehanismen yon Orthophos- 
phat, Adenosin mad Nonosaeehariden gewisse J~hnliehkeiten bestehen. 
Wenngleieh unsere bisherigen Studien mit permeabilit£ts-ver/~ndernden 
Stoffen noeh keine detaillierten Aussagen fiber ihre eigentliehe Wirkungs- 
weise erlauben, so diirften sich doeh aus ihnen einige neue NSgliehkeiten 
zur weiteren experimentel]en Bearbeitung des Problems der Phosphat- 
Permeabilit~t des Erythroeyten  ergeben. 

Die Frage, ob die an Erythrocyten  erhobenen Befunde fiber die 
Effekte der versehiedenen Substanzen auf die Phosphat-Permeabilit/~t 
aueh ffir andere Organe und Gewebe Gfiltigkeit besitzen, ]~gt sieh vorerst 
noch nieht mit Sieherheit beantworten. Da aber Erythroeyten auf Grund 
ihrer besonderen Membraneigensehaften, wie z. B. der hohen Anionen- 
permeabilit~t bei re]ativ geringer Kationenpermeabilit~t, und ihres 
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ausschlieBlich glykolytischen Stoffwechseis eine Sondersteilung bean- 
spruchen, dfirfte eine unmittelbare Ubertragbarkeit der gewonnenen 
Erkenntnisse yon vornherein wenig wahrscheinlieh sein. Es fiberrascht 
daher auch nicht, dab nach eigenen Untersuchungen beispielsweise 
Dipyridamol in den am Erythrocyten stark permeabilit~ts-mindernd 
wirkenden Xonzentrationen die ~2P-Abgabe isolierter 1V[eerschweinchen- 
und Kaninchen-Vorh6fe nicht beeintr&chtigt. 

b) Zum Ein/lu/3 der intra- und 
extracelluliiren Orthophosphat-Konzentration au/ den Phosphat-Austausch 

Wie bereits einleitend erwi~hnt, ist die Aufnahme yon extracellul£rem 
Orthophosphat in die Erythrocyten ein vom Stoffwechsel unabh~ngiger 
Prozel~, wobei das aufgenommene Phosphat primer in der intracellul£ren 
Or~hophosphat-Fraktion erscheint. Diese Auffassung basiert einmal auf 
tier aueh durch die vorliegendenUntersuchungenbest~tigtenErkenntnis al, 
dab die Phosphat-Aufnahme bei Hemmung des glykolytisehen Stoff- 
wechsels nicht unmittelbar ver&ndert wird ; zum anderen wird sie gestfitzt 
dureh Befunde fiber eine gegensinnige pH-Abh/ingigkeit yon Glykolyse- 
Intensit/it und Phosphat-Permeabilit~t ss sowie dutch Mnetisehe Studien 
fiber die Phosphat-Aufnahme bei hohen extraeellul~ren Phosphat-Konzen- 
trationen *7. Durch zahlreiehe Untersuchungenl°,16,1s, as u.a. ist auger- 
dem gesichert, dab die Aufnahme yon Phosphat nicht Folge eines freien 
Diffusionsprozesses ist ; denn mit einem einfaehen Diffusionsvorgang sind 
weder die beobachteten hohen Temperaturkoeffizienten vereinbar, noeh 
die Tatsaehe, dab bei lVfessungen mit Radiophosphor ein Gleiehgewiehts- 
zustand zwischen intra- und extracellul/~rer Radioaktivit/~t erst naeh 
1/ingeren Zeiten erreicht wird. 

In den vorliegenden Untersuehungen konnte nunmehr der Nachweis 
erbracht werden, dab tier Prozefl der Phosphat-Abgabe eine ghnlieh 
starke Temperaturabh~ngigkeit zeigt wie die Phosphat-Aufnahme; 
dementsprechend handelt es sich auch hierbei n i ch tum einen freien 
Diffusionsvorgang. Ebensowenig ist aber -- unseren Befunden zufolge -- 
die Abgabe yon Phosphat ein yore Stoffwechsel der Erythroeyten direkt 
abh~ngiger Vorgang; denn w/ire dies der Fall, so sollte bei Hemmung des 
glykolytischen Stoffwechsels die Phosphat-Abgabe vermindert sein. 
Tats&chlich erweist sich aber der Phosphat-Efflux vergifteter Ery- 
throcyten als gesteigert bei prim/it normal bleibendem Phosphat-Influx. 
Die gesteigerte Phosphat-Abgabe, die iibrigens bei 1/ingeren Vergfftungs- 
zeiten immer st/irker wh'd und zu einem betr/~ehtliehen Ans~ieg des 
extraeellul~ren Orthophospha~-Spiegels ffihrt, ist sieherlieh nut Folge 
der -- dutch den Zusammenbrueh organischer Phosphat-Verbindungen 
verursaehten -- kontinuierliehen Konzentrationszunahme der intra- 
cellul/~ren Orthophosphat-Fraktion. Gestiitzt wircl diese Auffassung 
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insbesondere auch durch die Tatsache, daß unseren Befunden zufolge 
allein das intraeelluläre Orthophosphat als Vorläufer des abgegebenen 
Phosphats fungiert. 

Die den Inhib i tor~rkungen entgegengesetzten Effekte der Purin- 
lqueleoside, nämlich eine starke Reduktiou des Phosphat-Efflux bei 
normalem Phosphat-Infiux, lassen sich zwanglos durch die --  aus einer 
Fixation von Phosphat in organischer Bindung resultierende --  Kon- 
zentrationsverminderung der intracellulären Orthophosphat-Fraktion 
erklären. Bei längerer Inkubation mit Purin-Nueleosiden müßte es 
allein auf Grund der verminderten Efltux-Raten zu einer progredienten 
intracellulären Phosphat-Anreieherung kommen. Tatsächlich wurden 
derartige Effekte von verschiedenen Autoren»,~2, 34u.a. beobachtet. 
Da aber unter derartigen Bedingungen keine Messungen der Phosphat- 
Abgabe durchgeführt wurden, herrschte die Meinung vor, daß die intra- 
celluläre Phosphat-Anreicherung in I~ueleosid-behandelten Erythro- 
eyten Folge einer stimulierten Phosphat-Aufnahme sei, was aber den 
tatsächlichen Verhältnissen nicht entspricht. Bei Hemmung des Sto/f- 
wechsels mit typischen Gly]colyse-Gi]ten sowie auch bei Intensivierung des 
StoHweehsels mit Purin-Nucleosiden wird also die jeweilige Größe der 
Phosiohat-Abgabe vom intracellulären Orthophosphat-Spiegel bestimmt; 
dagegen beeinflussen weder die tyl~ischen Gly]~olyse-Inhibitoren noch 
Purin-lVucleoside den Prozeß der Phoslghat-Permeation als solchen. 

Offensichtlich gibt es aber auch Bedingungen, bei denen Steigerun- 
gen oder Verminderungen der Phosphat-Abgabe nicht allein auf Ver- 
schiebungen der intraeellulären Orthophosphat-Konzentration, sondern 
zusätzlich noch auf Permeabilitätsveränderungen 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 für die von RUMMEL u. 
Mitarb. 36 nachgewiesenen Veränderungen der Phosphat-Abgabe bei 
Variation der extraeellulären Wasserstoff-Ionenkonzentration. Ver- 
schiebungen des pH-Wertes führen nämlich zu Veränderungen der intra- 
eellulären Orthophosphat-Kenzentration12, 31 und gleichzeitig auch zu 
Änderungen der Anionen-Permeabilität der Erythroey~en-Membran 2s. 

Von /~hnlieher Bedeutung wie der intracellu]äre Orthophosphat- 
Gehalt für das Ausmaß der Phosphat-Abgabe ist der extracelluläre 
Orthophosphat-Sloiegel für die Größe der Phosphat-Aufnahme; denn jede 
Erhöhung der extracellulären Phosphat-Konzentration führt  zu einer 
proportionalen Phosphat-Influx-Steigerung und damit zu einer Zunahme 
des intracellulären anorganischen Phosphats, interessanterweise aber 
nicht zu einer nennenswerten Vermehrung von organisch gebundenem 
Phosphat. Aus dem intraeellulären Orthophosphat-Anstieg resultiert 
selbstverständlich wiederum eine Steigerung der Phosphat-Abgabe, die 
aber im Grunde nur sekundärer Natur  ist. 
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In diesem Zusammenhang scheint es yon Interesse, dag die vor- 
liegenden Untersuchungen auch eine Erk1£rung tier gegens/~tzlichen 
Auffassungen hinsiehtlieh des Einflusses yon Glykolyse-Gfften auf die 
Phosphat-Aufnahme menschlicher Erythrocyten  ermSgliehen. Einige 
Autoren~,ls,ss, 4~ haben festgestellt, dab bei l&ngerer Inkubation yon 
Erythrocyten  mit s.~p die extraeellulKre l~adioaktivit/~t in Gegenwart 
yon Stoffweehsel-Inhibitoren deutlieh langsamer abnimmt als in den 
entsprechenden Xontrollen; diese Beobachtung wurde als Beweis dafiir 
angesehen, dag die Phosphat-Aufnahme dureh Glykolyse-Gifte gehemmt 
wird. Bei dieser Interpretation seheint aber nicht geniigend beriiek- 
siehtigt worden zu sein, dag bei derartigen Langzeit-Versuchen der 
extraeellnl/~re Phosphat-Gehalt im Medium vergifteter Erythroeyten  --  
infolge der bei diesen Zellen gesteigerten Phosphat-Abgabe --  erheblich 
zunimmt. Da nun in der Hauptsache nichtradioaktives Phosphat 
aus den Erythrocyten  austritt,  nimmt --  wie wit zeigen konnten --  die 
spezifische Aktivit~t der extrace]luli~ren Orthophosphat-Fraktion in 
Vergfftungsans~tzen wesent]ich st/~rker ab, als dies auf Grund der 
vergleichsweise viel geringeren physiologisehen Phosphat-Abgahe in 
Kontrollansi~tzen der Fall ist. Bei unver£nderter bzw. sogar gesteiger~er 
Phosphat-Aufnahme der vergffteten Erythrocytem wirkt sich diese 
Verminderung der spezifisehen Aktiviti~t des extraeelluli~ren Ortho- 
phosphats in der Weise ans, dab mit den gleichen absolut auf- 
genommenen Phosphat-lVIengen welt weniger a2p in die vergifteten 
als in die Kontrol l-Erythrocyten ge]angt. AuBerdem ist zu beriick- 
sichtigen, dab natiirlich w/~hrend langer Vergiftungszeiten irt Gegenwart 
yon a2p als Folge der progredienten S~eigerung der Phosphat-Abgabe 
bereits aufgenommener !gadiophosphor die Erythrocyten  in verst~rktem 
Nal3e wieder verlafit. Aus diesen Vorg~ngen resuItiert zwar tatsaehlich 
eine -- im Vergleich zu den Kontrollen -- langsamere Aktivi~&tsabnahme 
im extraeellul/iren Medium der vergifteten Erythrocyten;  dies ist abet 
mit Sicherheit nich~ Ausdruek einer Hemmung der Phosphat-Aufnahme, 
sondern Auswirknng der intensivierten Phosphat-Abgabe. 

Auf Grund dieser Gegebenheiten und unter Berfieksiehtigung unserer 
Befunde zur Wirkung yon Purin-Nueleosiden l£Bt sieh nunmehr aueh 
eine interessante Beobaehtung yon ZIPU~SKY u. ISRA~nS 41 erklaren: Wie 
diese Autoren n/~mlieh gezeigt haben, kommt es bei Vergiftung yon 
Erythrocyten  mit Jodacetat  in gleichzeitiger Anwesenheit yon Adenosin 
nicht zu der charakteristisehen Verlangsamung der extracellularen 
l%adioaktivitats-Abnahme. Dies wird nunmehr ohne weiteres versgand- 
lieh; denn die dutch Adenosin ausgel6sten, nieht Jodaeetat-empfind- 
lichen Phosphorylierungsreaktionen, auf Grund deter intracellulares 
Orthophosphat vermehrt  fla organisehe Bindung fiberfiihrt wird, haben 
zur Folge, dab der Jodaeetat-bedingte intraeellul&re Orthophosphat- 



272 E. GERLACH, B. DEUTICKE und J. Dumm: 

Anst ieg un te rb le ib t  u n d  dami t  auch die Steigerung der Phosphat.. 
Abgabe.  W ä h r e n d  Adenosin  die Effekte von Jodace ta t  auf  die Phosphat-  
Abgabe aufhebt ,  bleibt  es bei Arsenat -vergi f te ten  Ery th rocy ten  wir- 
kungslos 33. Verantwort l ich  hierfür ist  der Ums tand ,  daß Arsenat  n icht  
nu r  die Glykolyse, sondern außerdem auch die durch Adenosin in- 
duzier ten Phosphorylierungsprozesse hemmt .  

Sieht m a n  von  diesen speziellen Prob lemen  ab, so verdient  besondere 
Beach tung  die Tatsache,  daß offenbar die Prozesse der Phosphat-  
Aufnahme u n d  Phosphat -Abgabe ,  obgleich in  verschiedenster  Weise u n d  
weitgehend unabhäng ig  vone inander  beeinflußbar,  un te r  physiologischen 
Bedingungen  in  einem sehr fein aufe inander  abges t immten  dynamischen  
Gleichgewicht stehen. Dieser Gleichgewiehtszustand zwischen Phosphat-  
Aufnahme  u n d  Phosphat -Abgabe ,  der allein als ein echter Phosphat-  
Austausch  bzw. Phosphat-Twrnover  anzusehen ist, gewährleistet die 
physiologisehe K o n s t a n z  der in t r ae ry th rocy tä ren  Phospha t -Konzen-  
t ra t ion .  

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

Frl. A. K~~F~R und Frl. S. FIDO~A gilt unser besonderer Dank für technische 
Assistenz. 
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