Chemische und enzymatische Reaktionen an der Mem-
bran von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen und ihre Folgen
fiir Stoffwechsel und Permeabilitit

Von R. Brossmer (Vortr.), W. Brandeis und K. Kramps*]

Um den Zusammenhang zwischen chemischer Struktur und
biologischer Funktion bei den Membranen tierischer Zellen
zu untersuchen, wurden sie mit Substanzen modifiziert, deren
Wechselwirkung mit Gruppen der Zelloberfiiche definiert
werden kann. Danach wurden die Folgen fiir Stoffwechsel
und Permeabilitit gepriift.

Als Modell dienten Zellen des Ehrlichschen Miuse-Ascites-
Tumors. Die Ergebnisse scheinen auch fiir andere Zellarten
zu gelten.

Die Behandlung der Zellen mit Perjodat (10~4 M bis 1072 M,
15 min, 37 °C) fiihrt in Abhangigkeit von der Konzentration
zu einer nachhaltigen St8rung von Stoffwechsel und Perme-
abilitit. So betridgt die Glykolyse bei 104 m Perjodat 709,
bei 5-10-4 M etwa 50%, bei 103 M aber nur noch hochstens
5% der Werte von Kontrollzellen. Ahnliches gilt fiir die
Atmung.

Um eine Wirkung auf die Membranfunktion nachzuweisen,
wurde der Efflux von Kalium und Protein in Abhingigkeit
von der Perjodatkonzentration untersucht. Dabei zeigte sich,
daB die Membran fiir nieder- und hochmolekulare Substan-
zen zunehmend durchlissiger wird. Die chemisch definierte
Wirkung von Perjodat auf Glykoproteine und Glykolipide
der Zellmembran fithrt demnach zu einer massiven Schran-
kenstdrung. Dafiir spricht auch, daB normalerweise nicht
permeierende Farbstoffe, z.B. Trypanblau und Naphthalin-
griin V, jetzt intracelluldr erscheinen. — In Langzeitversuchen
erweist sich die durch Perjodat[1] hervorgerufene Hemmung
des Stoffwechsels als teilweise reversibel. So erreicht die
Glykolyse nach 5 Std. wieder 459 der Kontrolle und bleibt
dann konstant. Die Verminderung des Stoffwechsels beruht
demnach auf einer reversiblen und einer irreversiblen Sto-
rung, wobei aber der Influx von Farbstoff nach 5 Std. gegen-
iiber dem am Beginn unverindert ist, d-h. die Membran
bleibt geschiidigt. Die Transplantierbarkeit der Zellen ist erst
nach Inkubation mit 10~2 m Perjodat aufgehoben. Behand-
lung mit 0,1 M Perjodat (1 Std., 20 °C) senkt die Wanderungs-
geschwindigkeit der Zellen im elektrischen Feld um 10-15%,.
Neuraminidase vermag jetzt nur noch wenig Sialinsiure ab-
zuspalten (im Gegensatz zur starken Wirkung des Enzyms
auf Kontrollzellen).

Wihrend die Behandlung der Asciteszellen mit {3-Phenyl-
dthanol (0,1 %, 15 min, 37 °C) nur zu einer geringen Vermin-
derung des Stoffwechsels fiihrt, sinken bei 0,5 9, die anaerobe
Glykolyse auf 3% und die Atmung auf 189 der Kontrolle.
Bei 0,25% B-Phenylathanol ist die Hemmung vollstindig
reversibel.

Fiir eine betrichtliche Stérung der Permeabilitit sprechen
folgende Befunde: 1. Efflux von Kalium. 2. Efflux von Pro-
tein. 3. Influx von Farbstoff. Die Zellen lassen sich nicht mehr
transplantieren (0,5 % B-Phenyldthanol, 15 min, 37 °C). Die
elektrophoretische Beweglichkeit ist dagegen unverindert.

Weder Subtilisin noch Lysozym beeinflulen Stoffwechsel und
Wanderungsgeschwindigkeit; dagegen senkt alkalische Phos-
phatase Atmung und Glykolyse um etwa 309%,. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit nimmt hier um 10-15%; zu.

Durch Succinylierung der Aminogruppen 1id8t sich die Zell-
membran chemisch modifizieren. Dadurch verschwinden
nicht nur positive Ladungen, sondern es werden zusitzlich
negative Ladungen an der Zelloberfliche verankert. Dies
fiihrt auch tatsdchlich zu einer um 209 erhohten Beweglich-
keit im elektrischen Feld. Derart modifizierte Zellen sind
morphologisch intakt, haben aber andere Eigenschaften.
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{11 Konzentration: 10-3 M.
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Neuraminidase spaltet etwa 1/3 weniger Sialinsidure als von
nicht behandelten Zellen ab; der Stoffwechsel ist stark ge-
hemmt.

Uber Receptoren an der Oberfliche
menschlicher Thrombocyten

Von R. Brossmer (Vortr.) und H. Patscheke(*)

Einmal gewaschene und dadurch von ihrem komplizierten
Milieu befreite Thrombocyten sind ein gutes Modell, denn
sie sind morphologisch und funktionell intakt. Auf der Suche
nach den Receptoren fiir die physiologisch und pathologisch
wichtige Aggregation hat sich folgendes ergeben:

Calcium aggregiert Blutplittchen bereits ohne weitere Zu-
sitze. Dabei macht es keinen Unterschied, ob die Reaktion
in Pufferldsung oder im Plasma (mit Heparin) stattfindet. Mit
fallender Temperatur nimmt die Aggregation zu und erreicht
bei 15—20°C ein Maximum. Man benoétigt dafiir 5-10-4 M
Ca?*, d.h. 1/ seiner physiologischen Konzentration im Plas-
ma, aber auch noch 5-10-5 M Ca2* aggregieren betrichtlich.
Oberhalb 3.1073 M Ca2* ist eine Aggregation nicht mehr aus-
16sbar; es kommt dariiber hinaus zur Desaggregation. Fiir
Magnesium (5-10~4 M) gilt qualitativ das gleiche, jedoch be-
trigt die Aggregation nur etwa 409 der durch Calcium be-
wirkten. Die durch Calcium und Magnesium induzierbaren
Aggregationen sind bei hdherer Temperatur reversibel. Die-
ser Zyklus 1aBt sich mehrmals — lediglich durch Anderung
der Temperatur — wiederholen. Adenosindiphosphat ist nicht
beteiligt. Man kann daher Calcium und Magnesium als die
einfachsten aggregierenden Stoffe betrachten(ll. Die Wech-
selwirkung mit den Zellen beruht auf einfachen physikalisch-
chemischen Phinomenen.

Der Receptor auf der Thrombocytenoberfliche 1aBt sich
durch alkalische Phosphatase abspalten; es handelt sich um
106—107 Phosphatgruppen pro Thrombocyt. Auch alle an-
deren calcium-abhidngigen Aggregationen, darunter die
physiologisch bedeutsame durch Adenosindiphosphat, wer-
den durch dieses Enzym blockiert. Im Gegensatz dazu aggre-
gieren positiv geladene Polymere(2] auch in Gegenwart des
Enzyms unbeeintrichtigt. Hier wirken chemisch andere
Gruppen als Receptoren, die durch Neuraminidase teilweise
abgespalten werden. Dabei bleibt jedoch die Wirkung aller
calcium-abhiingigen Substanzen unbeeinflut. Wir haben
demnach fiir die Aggregation zwei Arten von Receptoren
nachgewiesen: 1. Phosphatgruppen, die als Metallchelate
eine spezifische Rolle spielen und 2. Sialinsduremolekiile.
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Untersuchungen iiber die Primidrwirkung des
Phalloidins

Von M. Frimmer (Vortr.), H. Glossmann, J. Gries und
D. Hegner(*}

Bei der Knollenblitterpilzvergiftung spielen das schnell wir-
kende Phalloidin und das langsamer wirkende «-Amanitin
die entscheidende Rolle. Da Phalloidin fast ausschlieBlich an
der Leber angreift, kann seine Wirkungsweise am besten an
der isoliert perfundierten Leber untersucht werden. Das
fritheste meBbare Ereignis (nach 5 min) ist ein schnell ein-
setzender Ausstrom von Kalium und ein entsprechender Ein-
strom von Natrium. Andere Stoffwechselverinderungen
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