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Zusammenfassung: Zur Bestimmung der 3-Rezeptoren-Dichte wurde die spezifische Bindung von [*H]Dihy-
droalprenolol an intaktén polymorphkernigen Leukocyten bei 6 ausdauertrainierten (VO max. 65,7 + 2,0
ml/kg - min) und 9 nicht ausdauertrainierten ménnlichen Probanden (VO, max. 52,0 + 4,0 ml/kg - min)
untersucht. Die spezifische Bindung ist definiert als Differenz zwischen Gesamtbindung und nicht verdréing-
barer unspezifischer Bindung. Fiir die Bindungsstudien wurden die Leukocyten im autologen Plasma reinku-
biert. Die spezifische Bindung zeigt bei trainierten und untrainierten Probanden ein Séttigungsverhalten bei
ungefihr 2 nmol/l Dihydroalprenolol. Sie betrigt 85% (0,1 nmol/1 Dihydroalprenolol) bis 51% (2,0 nmol/l
Dihydroalprenolol) der Gesamtbindung. Bmay, betrigt, basierend auf der Scatchard-Analyse, 41,2 fmol/107
Zellen (Trainierte) und 21,6 fmol/107 Zellen (Untrainierte). Die Dissonanzkonstante (Kp) wurde zu 0,44
nmol/l Dihydroalprenolol (Untrainierte) und 0,49 nmol/l Dihydroalprenolol (Trainierte) berechnet, die Zahl
der -adrenergen Bindungsstellen betrdgt ungefihr 1300 (Untrainierte) und 2500 pro Zelle (Trainierte). Die
spezifische Bindung von Dihydroalprenolol an intakte polymorphkernige Leukocyten von ausdauertrainier-
ten ist signifikant hoher als bei untrainierteri Probanden. Die trainings-abhingige Anderung der 3-Rezepto-
ren-Dichte kann ein Indikator einer gesteigerten Empfindliclikeit gegeniiber Katecholaminen sein.

Determination of B-receptors on live human polymorphonuclear leukocytes in autologous plasma

Summary: The binding of tritium labelled radioligand dihydroalprenolol was investigated on live poly-
morphonuclear leukocytes of 6 endurance trained (VO, max. 65.7 = 2.0 ml/kg - min), and 9 non-endurance
trained subjects (VO3z max. 52.0 & 4.0 ml/kg - min). The specific binding of dihydroalprenolol is seen as an
indicator of the B-receptor density. The specific binding of dihydroalprenolol is defined as the difference
between the total binding and that amount of dihydroalprenolol that could not be displaced. The leukocytes
were reincubated for the binding studies in their autologous plasma. The specific binding of dihydroalprenolol
on live polymorphonuclear leukocytes shows a levelling off behaviour at a concentration of approximately 2
nmol/1 dihydroalprenolol in trained as well as in untrained subjects. The specific binding amounts to about
85% (0.1 nmol/l dihydroalprenolol) to 51% (2.0 nmol/l dihydroalprenolol) of the total binding. Based on
Scatchard analysis, Bmay, Was determined as 41.2 fmol/10 cells (trained subjects), and 21.6 fmol/107 cells
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(untrained subjects). Kp is 0.44 nmol/l dihydroalprenolol (untrained subjects), and 0.49 nr;nol/il dihydroalpre-
nolol (trained subjects). The B-adrenergic binding sites are approximately 1300 (untrained subjects), and
2500 bindings sites/cell (trained subjects). The specific binding of dihydroalprenolol on live polymorphonu-

clear leukocytes is significantly higher in trained than in untrained subjects. This training dependent change in
B-receptor density may be an indicator of an increased sensitivity to catecholamines. :

Einfiihrung

Das Verhalten p-adrenerger Bindungsstellen kann
durch Untersuchungen mit Radioliganden an Mem-
branpriparaten und intakten Zellen beobachtet wer-
den (1). Diese Studien beruhen auf der hohen Affini-
tidt von B-Sympatholytica zu -Rezeptoren. Schwie-
rigkeiten bereitet das AusmaB der unspezifischen
Bindung oder lysosomalen Aufnahme des Radioli-
ganden durch intakte Zellen. Fortschritte wurden
durch Hemmung der lysosomalen Aufnahme (-
adrenerger Liganden durch Chloroquin (2) oder
Phentolamin (3) erzielt. In Vorversuchen bemerkten
wir eine deutliche Aggregationsneigung der Zellen
nach Inkubation in der von Dulis & Wilson angege-
benen Pufferlosung (2). Mit der vorliegenden Arbeit
wird deshalb das Verhalten der B-Rezeptoren an in-
takten polymorphkernigen Leukocyten .im autolo-
gen Plasma bei ausdauer- und nicht ausdauer-trai-
nierten Probanden untersucht.

Methodik
Probanden

Untersucht wurden 15 gesunde, minnliche Probanden, von denen
6 ein regelmiBiges korperliches, dynamisches Ausdauertraining
von mehr als 4—6 Stunden pro Woche betreiben (Tab. 1).

Tab. 1. Anthropometrische Daten und maximale Sauerstoffauf-
nahmefahigkeit der untersuchten Probanden.

n Alter GroBe Ge- VO,

wicht max.*

(Jahre) (cm) (kg) (ml/kg

- min)
Ausdauer- 6 X 32 179 68 65,7
trainierte S 5 9 5 2,0
Nicht- 9 X 28 181 71 52,0
Ausdauer- s 3 5 9 4,0

trainierte

* maximale Sauerstoffaufnahmefahigkeit als Bruttokriterium der
n!axupalen aeroben Kapazitit und dynamischen Leistungsfi-
higkeit, bestimmt wihrend stufenweiser Laufbandergometrie.

Substanzen

Isolierung der polymorphkernigen Léukocyten: Ficoll-Paque wird
von Deutsche Pharmacia, Freiburg, FRG, bezogen, Heparin (Li-
quernin) in der Konzentration von 5000 E/ml von Hoffmann-La-
Roche, Grenzach, FRG, Plasmasteril® von Fresenius, Bad Hom-
burg, FRG. Die 1 mol/l Hepes-Pufferlésung wird von Gibco Eu-
rope, Karlsruhe, FRG, phyéiologische Kochsalzldsung von Boeh-
ringer Mannheim, Mannheim, FRG, Dextran T 500 von Roth,
Karlsruhe, FRG, geliefert.

Bindungsstudie: Hietzu werden benétigt: MgClz - 6H,0 (Merck,
Darmstadt, FRG), EDTA (Fluka, Buchs, CH), Chloroquine-di-
phosphat (Sigma, St. Louis, U.S.A.), HCl, NaOH und Eisessig;
ferner 1 mol/l Hepes-Pufferlésuiig (s-0:), Hariks-buffered-salt-
solution, phenolrot-, calcium- und magnesiumfrei (Gibco Europe,
Karlsruhe, FRG), [*H](-)Dihydroalprenolol-hydrochlorid, spezi-
fische Aktivitdt ungefihr 3330 TBq/mol (90 Ci/mmol) (NEN,
Dreieich, FRG), (-)Timolol-maleat (MSD Sharp und Dohme,
Miinchen, FRG), Whatmann Filter GF/F, 25 nit @ (Bender und
Hobein, Freiburg, FRG), Toluol (Merc¢k, Darinstadt, FRG) und
Butyl-PBD (Packard, Ziirich, CH). Protosol wurde von NEN,
Dreieich, FRG, bezogen. .

Versuchsablauf

Die Bindungsstudien wurden an polymorphkernigen Leukocyten
durchgefiihrt. Der Versuchsablauf gliedert sich in Isolierung der
Leukocyten (Dichte-Gradienten-Zentrifugation und Sediménta-
‘tion) und Bindungsstudie (Inkubation, Filtervorgang und Ermit-
teln der gebundenen Aktivitdt an [*H]Dihydroalprenolol). 50 ml
Blut (Heparin: 10 E/ml) wurden zwischen 8 und 8.30 Uhr abge-
nommen und sofort weiterbearbeitet. Die Dichte-Gradienten-
Zentrifugation wurde nach Byum (4) mit Ficoll-Paque (400 g, 40
min, 20 °C) durchgefiihrt. Das Vollblut wurde hierzu im Verhilt-
nis 1:4 mit physiol. NaCl-Lésung gemischt und 16 ml auf 6 ml
Ficoll-Paque iiberschichtet. Die Bodenphase, bestehend aus poly-
morphkernigen Leukocyten und Erythrocyten wurde anschlie-
Bend mit Plasmasteril im Verhiltnis 1 + 1 gemischt und etwa 75
min bei 1 g einer Sedimentation unterzogen. Das Plasmasteril war
hierfiir mit Hepes-Pufferlosung (12,5 ml 1 mol/l Hepes-Losung +
487,5 ml Plasmasteril®, entsprechend einer 25 mmol/i Hepes-L6-
sung) und Heparin (5 E/ml) auf pH 7,4 eingestellt worden. (1
mol/l Hepes-Puffer: 23,83 g 2-[4-(2-Hydroxyithyl)-piperazinyl-
(1)]-ethansulfonsiure ad 100 ml bidest. Wasser nach Einstellen
und Kontrolle des pH-Wertes mit NaOH). Die Sedimentation
wuide nach Boyum (4) durch Zugabe von Dextran verbessert.
Nach der Dichte-Gradienten-Zentrifugation war die obere Frak-
tion, bestehend aus einem Plasma-NaCl-Gemisch (1:4) zur weite-
ren Verwendung separiert worden. Die isolierten polymorphker-
nigen Leukocyten wurden dreimal im autologen Plasma-NaCl-
Gemisch gewaschen und auf ein Volumen von 2,4 ml Zellsuspen-
sion eingestellt. Die Konzentration an Leukocyten dieser Suspen-
sion betrug 16,7 £ 7,7 X 109/ (% £ s). Die Bestimmung der 8-Re-
zeptoren an den intakten polymorphkernigen Leukocyten-erfolge
nach Dulis & Wilson (2), Baer & Porzig (5).bzw. Porzig et al. (6).
In Abinderung dieser Methodeii effolgte die Inkubation der Zel-
len im autologen Plasma, 1:4 mit physiol. Nacl-Losuiig verdiinnt.
Entgegen dém Vorschlag von Dulis & Wilson (2) wurde die Ver-
drangung des [*H]Dihydroalprenolols aus seiner spezifischen Bin-
dung nicht durch Propranolol, sondern wie ven Porzig et al. (6)
empfohlen, mittels (-)Timolol vorgenommen; 200 i der Zellsus-
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pension wurden inkubiert in 2000 ul der 1:4 autologen Plasma-
NaCl-Verdiinnung, und zwar einmal mit 10~* mol/1 (-)Timolol
und ein zweites Mal ohne Timolol-Zusatz. Ad 50 ml Plasma wa-
ren zuvor 5 mg MgClz - 6H20, 1,29 mg Chloroquin (= 50 umol/1)
und 18,5 mg EDTA gegeben und der pH-Wert mit 1 mol/l NaOH
auf 7,4 eingestellt worden. Die Bindungsstudie begann durch Zu-
gabe von 40 ul Dihydroalprenolol der Konzentration 0,1, 0,5, 1,0,
2,0 und 5.0 nmol/l. Inkubationslésung und Dihydroalprenolol
enthaltende ZihlgefiBe wurden im Abstand von 2,5 min ins
Schiittelwasserbad (37 °C) gegeben, nach 5 min Aquilibrierung
erfolgte die Zugabe von 200 ul Zellsuspension und nach weiteren
25 min Inkubation wurden die Proben im Abstand von je 2,5 min
filtriert. Hierzu wurden im Duplikat 1000 ul Inkubationsmi-
schung auf je 1 Filter gegeben, (die Filterkammer enthielt dabei
bereits 7 ml eiskalte Waschlosung), sofort filtriert und noch zwei-
mal mit wiederum 7 ml Waschlosung nachgespiilt. Diese drei Ar-
‘beitsschritte nahmen jeweils ungefahr 4 s in Anspruch. Als Wa-
schlésung diente eine calcium- und magnesiumfreie Hepes-
Hanks-Salt-Solution, zu der MgCl,, EDTA und Hepes-Puffer in
gleicher Konzentration wie zur Inkubationslsung hinzugefiigt
wurden. (Hepes-Hanks-Salt-Solution: 136,8 mmol/l NaCl, 5,3
mmol/l KCl, 0,26 mmol/l Na;HPO4, 4,1 mmol/l NaHCO3, 0,31
mmol/l KH,POyq, 5,5 mmol/l Glucose). Die Konzentration der
Zellen pro Filter betrug 1490 + 680 x 10 (% * s). Die Filter
wurden sofort in ein 20 ml Z#hlgefid gegeben und jeweils mit 0,6
ml Protosol-Ethanol-Gemisch (1 + 1) iiberschichtet. Am folgen-
den Morgen wurden 10 pl Eisessig und 10 ml Toluol hinzugege-
ben, das 4 g/l Butyl-PBD ((2-(4-tert-Butylphenyl)-5-(4-bipheny-
lyl)-1,3,4-oxadiazol)) enthielt. AnschlieBen wurde die Aktivitét
an Tritium gemessen (Packard Liquid-Scintillation-System TRI-
CARB 300).

Auswertung der Untersuchungsresultate

In den Tabellen wurden Median, 50% Vertrauensbereich und
Gesamtbereich angegeben, ausgenommen Tabelle 1, und in den
Abbildungen 1 und 2 der Medianwert graphisch dargestellt. Die
statistische Untersuchung beruht auf dem Wilcoxon-Test fiir un-

verbundene Stichproben (Rangordnungstest), die Scatchard-
Funktion wurde nach dem Prinzip der kleinsten Summe der Ab-

_ weichungsquadrate berechnet (Signifikanzniveau p < 0,05).

Ergebnisse

Als spezifisch gebundene Menge an Dihydroalpre-
nolol wird die Differenz zwischen Gesamtbindung
und unspezifischer Bindung gewertet. Die unspezifi-
sche Bindung wurde mittels der lysosomotropen
Substanz Chloroquin in Ubereinstimmung mit Dulis
& Wilson (2) deutlich reduziert. Sie betrug zwischen
15% (bei 0,1 nmol/1 Dihydroalprenolol), 18% (0,5
nmol/l Dihydroalprenolol), 31% (1,0 nmol/l Dihy-
droalprenolol) und 49% (2 nmol/l Dihydroalpreno-
lol) (Tab. 2) der Gesamtbindung oder -aufnahme.
Entsprechend lag die spezifische Bindung von Dihy-
droalprenolol im Mittel (Median) bei 85 (0,1 nmol/l
Dihydroalprenolol) bis 51% (2 nmol/I Dihydroal-
prenolol). In Abwesenheit von Chloroquin betrug
die spezifische Bindung fiir Dihydroalprenolol bei 8

. Vorversuchen, in Ubereinstimmung mit Dulis &

Wilson (2), zwischen 0—-20% der Gesamtbin-
dung, bzw. -aufnahme. Die spezifische Bindung von
Dihydroalprenolol zeigt um 2 nmol/l Dihydroalpre-
nolol ein Sittigungsverhalten (Tab. 2, Abb. 1). Die
Erh6hung der Konzentration auf 5 nmol/l Dihydro-
alprenolol erbringt keine weitere wesentliche Zu-
nahme der spezifischen Bindung.

Tab. 2. Spezifische und unspezifische Bindung von [*H]Dihydroalprenolol an polymorphkernige Leukocyten zur Charakterisierung der
B-Rezeptorén bei ausdauertrainierten (T; n = 6) und nicht ausdauertrainierten Probanden (U; n = 9).

Spezifische Bindung

Spezifische Bindung in %

Unspezifische Bindung

Inkubation
an [*H]Di- der Gesamtbindung
hydroal-
prenolol
(nmol/). (fmol/107 Zellen) (%) (fmol/107 Zellen)
u T u T u T
0,1 X 2,5 4,0 82 84 0.4 0,7
50% 1,0- 2,7 21— 46 68—87 63-88 02- 038 04— 10
R 0,6= 5,3 1,3= 5,9 5896 47-95 0.1- 1,0 02— 6,6
0,5 X 8,1 . 15,3 76 82 2,0 2,6
50% - 3,1- 9,7 14,2-19,0 6385 67—88 1,0— 34 1.0- 7.7
R 1,9-13,5 12,5-22,9 58-96 61-93 0,5—- 3,9 1,.0- 12,9
1,0 x 11,3 22,7 63 78 6.5 8.7
50% 10,4—19,4 21,2—-28,3 54-69 63—80 5,9~ 8,7 55— 12,5
R 7,9-20,9 20,6—32,0 2278 61-82 3,5-10,7 4,1—- 16,5
2,0 X 16,9 30,6 51 54 18,5 25,0
50% 13,2-22,0 25,0-35,1 44-57 50—-61 14,1-22,6 15,4—36.7
R 10,0—-22,7 23,6—35,7 25-59 38—-64 5,3-30,9 12,5- 393
5,0 x - 17,9 30,9 27 35 544 60,6
: 50% 14,6~21,7 : 28,2—-36,3 19-37 30-37 42,7-76,5 50,7- 81,7
R 12,1-30,2 27,1-38,7 13-59 19-38 7,3-91,9 19.6—-114,5

% = Median, 50% — Vertrauensbereich,
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Die Unterteilung des Gesamtkollektivs in 6 ausdau-
ertrainierte und 9 nicht-ausdauertrainierte Proban-
den zeigt, daB die spezifische Bindung von Dihydro-
alprenolol und somit die Rezeptorzahl trainingsab-
hingig ist (Tab. 2). Die spezifische Bindung von Di-
hydroalprenolol liegt bei den trainierten fiir die
Konzentration 0,5 bis 5 nmol/l Dihydroalprenolol
signifikant hoher als bei den nicht trainierten Pro-
banden (Abb. 1). Dies trifft nicht zu fiir die unspezi-
fische Aufnahme von Dihydroalprenolol durch die
Zellen. Wenngleich unspezifische Bindung (Aufnah-
me) von Dihydroalprenolol durch die polymorph-
kernigen Leukocyten der Trainierten, wi¢ auch die
spezifische Bindung in % der Gesamtbindung im
Mittel (Median) etwas hoher sind als bei den Untrai-
nierten (Tab. 2).

Signi- P P p p
fikanz < < < <
00 001 0001 00

)

30

[*H)(-) Dihydroalprenolol gebunden
[fmol/107 Zellen)
o

L ! 1 I I
0 1 2 3 4 5
[H)(-) Bihydroalprenolol [nmol/1)

Abb. 1. Polymorphkernige Leukocyten ausdauertrainierter Pro-
banden (n = 6, O—O) zeigen eine signifikant hdhere
Bindung an Dihydroalprenolol als Zellen von nicht aus-
dauertrainierten Personen (n = 9, ©—@).

Mittels Gleichgewichtsdialyse (7) von physiologi-
scher NaCl-Losung gegen das 1:4 autologe Plasma-
NaCl-Inkubations-Medium — bei Zugabe von ED-
TA, MgCl, und Chloroquin zu beiden Losungen —
ergab sich fiir den Konzentrationsbereich von 0,1
nmol/I-10 nmol/l Dihydroalprenolol eine freie,
nicht eiweiBgebundene Dihydroalprenolol-Fraktion
von 0,53—0,57, im Mittel 0,55. Die Scatchard-Ana-
lyse (8) ergibt bei Beriicksichtigung der EiweiBbin-
dung, welche die Kp, jedoch nicht By, beeinfluBt:

1. Ausdauertrainierte: By, = 41,2 fmol/107 Zellen
(50% Vertrauensbereich 3749 4 fmol/107 Zellen),
ungefihr 2500 Rezeptoren pro Zelle und Kp = 0,49
nmol/l Dihydroalprenolol;

2. nicht Ausdauertrainierte: Bpay, = 21,6 fmol/107
Zellen (50% Vertrauensbereich 17,5—26,1 fmol/
107 Zellen), ungefihr 1300 Rezeptoren pro Zelle
und Kp = 0,44 nmol/l Dihydroalprenolol (Abb. 2).

60

r fmol /10 Zellen]

[

8
F

15

e 1 a1 L -

0 10 20 30 40

[3H](-) Dihydroalprenalol gébunden
[fmot/107 Zellen]

Abb. 2. Die Scatchard-Regression fiir die Trainierten (0—O, r
= 0,96) und Untrainierten (@@, r = —0,97) verlaufen
anndhernd linear, was als Indikator einer homogenen
Rezeptorpopulation gedeutet werden darf. Bpax, bétr?a'gt
41,5 fmol/10”7 Zellen (Trainiert€) und 22,9 fmiol/107
Zellen (Untrainierte), Kp 0,90 nmol/1 (Trainiette) und
0,84 nmol/l (Untrainierte) Dihydroalptenolol. -

Die Zahl der Rezeptoren pro Zelle wurde nach der
Gleichung

Rezeptoren

Zelle
Dihydroalprenolol gebunden 6,02 - 10% Molekiile
Zellzahl mol -

berechnet. Die unspezifische Aufnahme von Dihy-
droalprenolol durch die Zellen verhilt sich sowohl
bei Trainierten (r = 0,997, Medianwerte der Dop-
pelbestimmungen von 6 Probanden) wie Umtraihier-
ten (r =0,997, Medianwerte der Doppelbestimmun-
gen von 9 Probanden) linear zur Konzentration von
Dihydroalprenolol. Die spezifische Bindung nimmt
fiir den beobachteten Bereich von ungefihr 5000—
35 OO(_)' Zellen pro Liter, entsprechend uhgefﬁhr
450000—3 125000 Zellen pro Filter bei Trainierten
(r = 0,92, p < 0,01, Mittelwerte aus Doppelbestim-
mungen von 6 Probanden) und Untrainierten (r =
0,82, p < 0,01, Mittelwerte aus Doppelbestimmun-
gen von 9 Probanden) linear mit der Zellzahl zu.

J. Clin. Ghem. Clin. Biochem. / Vol. 21, 1983 / No. 12



Lehmann, Schmid, Bergdolt, Porzig un;:l Keul: §-Receptoren intakter Leukocyten

809

Diskussion

AnlaB zur Modifikation der Methode zur Isolierung
von polymorphkernigen Leukocyten und der Bin-
dungsstudie zur Charakterisierung [3-adrenerger Re-
zeptoren an intakten Zellen, wie sie von Béyum (4)
bzw. Dulis & Wilson (2) beschrieben wurden, war
die Beobachtung, daB die gewonnenen Zellen so-
wohl in der Zellsuspension nach der Isolierung als
auch im Inkubationsmedium (Hepes-Hank’sche Lo-
sungen unterschiedlicher Modifikationen) erheblich
zur Aggregation neigen. Diese Aggregation beein-
fluBt die Bindungsstudie in nicht voraussehbarer
Weise und verfalscht die Ergebnisse. Die Isolierung
der polymorphkernigen Leukocyten folgt weitge-
hend der von Bdyum (4) beschriebenen Technik.
Nach der Dichte-Gradienten-Zentrifugation wird
die Sedimentation zur Trennung von Erythrocyten
und polymorphkernigen Leukocyten jedoch in Plas-
masteril® (1 Teil Zellsuspension, 1 Teil Plasmaste-
ril®), durchgefiihrt, da sonst aus quantitativen
Griinden eine weitere Blutentnahme zur Gewinnung
von autologem, unverdiinnten Plasma erforderlich
geworden wire. Nach der Sedimentation werden die
separierten Leukocyten nicht in einer Pufferlosung,
sondern dreimal im autologen Plasma (1:4 verdiinnt
mit physiol. NaCl-Losung) gewaschen (,,Top*‘-Frak-
tion nach der Dichte-Gradienten-Zentrifugation).
Nach diesem Vorgehen konnte weder makrosko-
pisch noch lichtmikroskopisch eine Aggregatbildung
von polymorphkernigen Leukocyten vor Beginn der
Bindungsstudie mit Dihydroalprenolol festgestellt
werden.

In Abinderung des von Dulis & Wilson (2) vorge-
schlagenen Mediums (,,Hanks’ balanced salt solu-
tion was prepared according to Grand Island Biolo-
gical Co*‘) zur Inkubation der polymorphkernigen
Leukocyten fiir die Bindungsstudie, wurden 200 pl
Zellsuspension in 2000 pl autologem Plasma (1:4
mit physiol. NaCl verdiinnt) inkubiert. Einerseits
konnte dadurch die Bildung von Zellaggregationen
verhindert werden, andererseits vermogen individu-
elle Bestandteile des Plasmas, welche die Bindungs-
studie beeinflussen konnen, wirksam zu werden,
d.h., das Inkubationsmilieu ist weitgehend individu-
ellen physiologischen Bedingungen angenihert. Auf
das lysosomotrophe Chloroquin zur Reduktion der
unspezifischen Bindung von Dihydroalprenolol
konnte in Ubereinstimmung mit Dulis & Wilson (2)
wie auch Bieger et-al. (9) nicht verzichtet werden, da
sonst die spezifische Bindung nur 0—20% der Ge-
samtbindung betridgt. Ein weiterer Unterschied ge-
geniibér Dulis & Wilson (2) beruht darauf, da zur
* Verdringung von Dihydroalprenolol aus seiner spe-
zifischen Bindung nicht Propranolol oder Katechola-

_J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol: 21, 1983 / No. 12

mine wie (—)Adrenalin, sondern (—)Timolol in
Ubereinstimmung mit Baer & Porzig (5) bzw. Porzig
et al. (6) verwendet wurde. In der Konzentration
von 10~ mol/1 an (—)Timolol darf eine stereospezi-
fische, komplette Verdriangung von Dihydroalpre-
nolol aus seiner spezifischen Rezeptorbindung an
der intakten Zelle angenommen werden (6). Insge-
samt ist die Giite der Studien mit davon abhingig,
daB Agquilibrieren der Inkubationsldsung, Inkuba-
tion und Filtriervorgang zeitlich exakt standardisiert
werden.

Die spezifische Bindung von Dihydroalprenolol an
intakten polymorphkernigen Leukocyten zeigt in
Ubereinstimmung mit Dulis & Wilson (2), wie auch
Bieger et al. (9) bei einer Dosis von ungefihr 2
nmol/l Dihydroalprenolol Sittigungsverhalten. Dies
wird auch von Porzig et al. (6) fiir Ratten-Reticulo-
cyten und Meurs et al. (3) fiir intakte menschliche
Lymphocyten berichtet. Die Analyse nach Scatchard
(8) ergibt fiir die untersuchte spezifische Bindung
von Dihydroalprenolol an intakten polymorphkerni-
gen Leukocyten einen linearen Verlauf (Abb. 2), der
als Indikator einer homogenen Rezeptorpopulation
gedeutet werden darf. Entsprechend dieser Analyse
kann die maximale spezifische Bindung an Dihydro-
alprenolol fiir die Ausdauertrainierten mit 41,2
fmol/107 Zellen und fiir die nicht Ausdauertrainier-
ten auf 21,6 fmol/107 Zellen berechnet werden.
Hieraus ergibt sich eine 3-Rezeptorenzahl von unge-
fahr 1300 pro Zelle (nicht Ausdauertrainierte) und
2500 pro Zelle (Ausdauertrainierte). Diese Resulta-
te sprechen dafiir, daB dynamisches korperliches
Ausdauertraining ein mittelbarer Faktor zur Steige-
rung der B-Rezeptorenzahl an polymorphkernigen
Leukocyten sein kann. Damit iibereinstimmende
Befunde wurden von Bieger et al. (9) berichtet. Eine
unmittelbare Ursache zur Erh6hung der 3-Rezepto-
rendichte kann die trainingsabhingige Reduktion
freier, zirkulierender Katecholamine sein (10—13),
die vom Organismus auf zellulirer Ebene mit einer
Gegenregulation beantwortet wird. An Membran-
praparationen von Lymphocyten wurden entgegen-
gesetzte, trainingsabhingige Befunde von Butler et
al. (14) berichtet. Die Ursache dieser widerspriichli-
¢hen Resultate ist unklar; moglicherweise waren
Trainingsdauer und Intensitdt ineffektiv oder die
Lyniphocytenfraktion oder aber Subpopulationen
dieser Fraktion zeigen ein anderes Verhalten als po-
lymorphkernige Leukocyten. Der Unterschied kann
auch darauf beruhen, da Butler et al. (14) im Ge-
gensatz zur vorliegenden Arbeit, die Bindungsstu-
dien an Membranpriparationen durchfiihrten, die
an sich iiber weniger spezifische Bindungsstellen
verfiigen als intakte Zellen (3).
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An Hand der Scatchard-Analyse (Abb. 2) wurde die
Kp zur 0,44 (Untrainierte) und 0,49 nmol/l Dihy-
droalprenolol (Trainierte) berechnet. Sie ist etwas
hoher als an Ratten-Retikulocyten fiir Dihydroal-
prenolol ermittelt (8, 14) und liegt in der gleichen
GroBenordnung wie von Dulis & Wilson (6) an poly-
morphkernigen Leukocyten bestimmt. Dulis & Wil-
son (2) fanden an menschlichen polymorphkernigen
Leukocyten, allerdings nur bei 3—4 Probanden, eine
B-Rezeptorendichte von ungefihr 1700 pro Zelle;
an intakten menschlichen Lymphocyten werden von
Meurs et al. (3) ungefiahr 1500—1700 3-Rezeptoren
pro Zelle beschrieben. In beiden Untersuchungen
findet sich jedoch keine Definition der untersuchten
Probanden, so daB direkte Vergleiche schwierig
sind. Das mit der vorliegenden Untersuchung beob-
achtete Gesamtkollektiv weist ungefihr 1800 Re-
zeptoren pro Zelle, die Untrainierten ungeféhr 1300
pro Zelle, die Trainierten 2500 pro Zelle auf. Diese
Unterschiede weisen auf die Notwendigkeit einer
genauen Definition der zu untersuchenden Proban-
den hin.

Dulis & Wilson (2) schlagen zur Hemmung der un-
spezifischen lysosomalen Aufnahme von Dihydroal-
prenolol durch intakte Zellen das lysosomotrope
Chloroquin vor. In Anwesenheit von 50 pmol/l
Chloroquin betrégt die spezifische Bindung von Di-
hydroalprenolol 70% bei einer Dosis von 0,36
nmol/l Dihydroalprenolol der Gesamtbindung und
29% bei 5,1 nmol/l Dihydroalprenolol. Eine statisti-
sche Untersuchung wird allerdings nicht vorgelegt.
Dies trifft auch zu fiir die Studien von Meurs et al.
(3), welche durch das ebenfalls lysosomotrope Phen-
tolamin in Anwesenheit von Propranolol die unspe-
zifische Bindung (oder Aufnahme) von Dihydroal-
prenolol durch intakte Lymphocyten von 75% auf
45% bei einer Konzentration von 1,6 nmol/l Dihy-
droalprenolol und 10~* mol/l Phentolamin reduzie-
ren konnen. Mit der vorliegenden Untersuchung
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