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Uber den EinfluB des Blutserums auf die Gewebsatmung.
Von
GERHARD VOGEL.

Mit 3 Textabbildungen.
( Eingegangen am 3. Mai 1954.)

Die zahlreichen Untersuchungen der letzten Jahre, die dem Studium
des Infarkts und der Vorginge am Transplantat gewidmet waren,
lassen erkennen, dafl das Gewebe unter verschiedenen Milieubedingungen
ganz differente Grade und Formen der Schidigung erleidet. Alle Autoren
sind sich darin einig, daf die morphologisch faflbaren nekrobiotischen
Verénderungen am Infarkt bzw. Transplantat weitgehend von der Ein-
wirkung der umgebenden Blutfliissigkeit abhingen. In der Deutung
der gewonnenen Ergebnisse stehen jedoch bei den einzelnen Unter-
suchern sich zwei pathogenetische Prinzipien einander gegeniiber, das
der Dyshorie und das der Anoxdmie. So bezogen LETTERER, TER-
BRUGGEN u. a. die erstmals bei Homoioimplantaten beobachteten re-
gressiven Vorginge auf den krankhaften Durchtritt von Blutfliissigkeit
durch die Blutgewebsschranke und eine hierdurch verursachte Schédi-
gung des lebenden Gewebes. TERBRUGGEN beispielsweise lieB Kanin-
chenserum auf homologe Organe einwirken und stellte ein sehr unter-
schiedliches Verhalten zwischen den in frischem und den in inaktiviertem
Serum suspendierten Gewebsstiicken fest. Die Tatsache, dafl durch
natives Serum an verschiedenen Organen eine schnelle Coagulations-
nekrose zu erzeugen war, die in inaktiviertemn Serum im wesentlichen
unterblieb, auBerdem Parenchym und GefaBbindegewebe verschieden
reagierten, deutete seiner Meinung nach darauf hin, dafl durch die Blut-
flissigkeit nicht nur die intracelluliren Fermente aktiviert werden,
sondern dafi dem nativen Serum bzw. einem thermolabilen Serum-
bestandteil auch eine ,,giftige’ Wirkung zukommt. GUILLERY hingegen
glaubt, daB alle katabiotischen Vorginge am Transplantat anoxédmischer
Natur sind und spricht den Blutbestandteilen die Fahigkeit ab, lebende
Zellen zu schidigen. Wie LoBBERT und HEmM vermutet er, daBl die
Heterolyse an nicht mehr intaktem oder gar schon totem Gewebe ab-
liuft. Die Interpretation der vielen Untersuchungsergebnisse ist inso-
fern erschwert, als der Begriff Nekrose in letzter Zelt sehr wandelbar
geworden ist und die alte Terminologie nur noch bedingt anwendbar
erscheint. Die Kardinalfrage, ob normales Blutplasma jenseits des
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Blutgefdfes in der Lage ist, vollgesunde Zellen zu schidigen, blieb auch
darum noch offen, weil bei den bisherigen Modellversuchen unter Ver-
zicht auf die natiirlichen Korrelationen mit einer unbiologischen Materie
operiert wurde. Ein Uberblick iiber die Forschungsergebnisse auf dem
Gebiet der Stoffwechselpathologie zeigt mit grofler Deutlichkeit, daB
der Morphologie in der Erkennung des dynamischen Geschehens Gren-
zen gesetzt sind und dafl es unmdglich ist, mit einer auf das Gestaltliche
ausgerichteten Betrachtungsweise das Problem der Katabiose der
Kldrung néherzubringen. :

Wir haben uns zur Aufgabe gemacht, an Stoffwechseluntersuchungen
aufzuzeigen, welchen Einflufl das Blutserum auf die LebensiufBerungen
des Gewebes hat. Es sollte zuniichst festgestellt werden, ob und inwie-
weit die Atmung eines bestimmten Organs, gemessen an seinem Sauer-
stoffverbrauch, sich unter der Einwirkung homologen, jedoch unter-
schiedlich beschaffenen Serums fndert. Insbesondere galt es nachzu-
priifen, ob dem nativen Serum wirklich eine primér schidigende Wirkung
auf lebendes Gewebe zuzuschreiben ist.

Methodik.

1. Messung der Gewebsatmung. Der O,-Verbrauch wurde nach der direkten
Methode von WaRBURG bestimmt. Es wurden folgende Standardbedingungen
eingehalten: Versuchsdauer 4 Std; Temperatur 37,6°C; Temperaturausgleichs-
periode 20 min; Gasphase O,; Gesamtfliissigkeitsvolumen der benutzten Gefafle
20 bzw. 40 ml; KO, ~1,6 baw. ~3,1; der Hauptraum war mit 1,8 bzw. 3,6 ml
Suspensionsflussigkeit und den Gewebsschnitten, der Ansatz mit 0,2 bzw. 0,4 ml
10% Kalilauge beschickt. Ablesen alle 15 min; Schiittelgeschwindigkeit 105/min.
Je GefaB wurde die Atmung von 3-——4 Schnitten gemessen, entsprechend 50 bis
90 mg Frischgewebe bzw. 10—15 mg Trockengewicht. Das am Versuchsende er-
mittelte Trockengewicht wurde der Berechnung des Qop, zugrunde gelegt.

2. Herstellung der Gewebsschniite. Versuchstiere waren jiingere, meist méannliche
Meerschweinchen ohne besondere Vorbehandlung. Die Leber des durch Nacken-
schlag getéteten und gut ausgebluteten Tieres wurde rasch herauspriapariert, mit
eisgekiihltem destilliertem Wasser abgespiilt und nach Abtrocknen mit Filtrier-
papier sofort in ein eisgekiihltes Becherglas gebracht. Nach kurzem Abkiihlen
(~ 5 min) wurden aus dem rechten Leberlappen mehrere Gewebsblocke von etwa
1 cm?® Grofle entnommen und zur Herstellung der Schnitte nach der Methode von
DrurscH verwendet. Die Schnittdicke betrug 0,2—0,3 mm. Wahrend der Vor-
bereitung der Gewebsschnitte wurde durch Dekapitation weiterer Tiere die fiir das
jeweilige Experiment (Versuchsserie zu 8 Manometern) bendtigte Menge Blut ge-
wonnen und hieraus nach Zentrifugieren das Serum abpipettiert. Die weitere Ver-
arbeitung der Gewebsschnitte und des Serums erfolgte je nach Versuchsanordnung.

3. Medium. In systematischen Untersuchungen haben AgBi, FRUNDER u. a.
die Bedeutung der Kationenzusammensetzung fiir die Gewebsatmung herausge-
stellt und betont, daf im Experiment nicht eine mdéglichst naturgetreue Kopie
des Jonenmilieus des Serums zu erstreben ist, sondern diejenige Elektrolytrelation,
welche eine optimale und konstante Atmungsgrie gewahrleistet, sowie die Quel-
lung und die Verarmung an N-haltigen Substanzen hintanhilt. Denn es hat sich
gezeigt, daBl schon bei kurzen Versuchszeiten eine Suspensionsfliissigkeit aus Serum

Virchows Arch. Bd. 325, 48



712 GERHARD VOGEL:

oder gleichwertigen Ersatzstoffen unphysiologisch werden kann, da sie sich nicht
wie in vivo den verdnderten Bediirfnissen des Gewebes anzupassen vermag. Be-
sonders bewahrten sich Medien, welche reich an Kalium waren und eine gesteigerte
PO,-Konzentration aufwiesen. Wir haben in Vorversuchen verschiedene Suspen-
sionsfliissigkeiten gepriift und in ihrer Wirkung auf die Gewebsatmung insbesondere
das Krebs-Ringer-Medium mit einer kaliumreichen Losung verglichen. Es zeigten
sich bei Verwendung dieser Suspensionsfliissigkeit hthere und gleichméaBigere
Atemwerte als beim Krebs-Ringer. Daher benutzten wir, den Anregungen FRUN-
DERS folgend, bei allen Experimenten zur Schnittvorbereitung (Aufbewahrung des
Gewebsschnittes bis zum Einbringen in das Atemgefa) und zu Vergleichsunter-
suchungen ein Medium folgender Zusammensetzung: 0,1622 m NaCl; 0,0120 m KCl;
0,0006 m CaCl,; 0,0005 m MgSO,; 0,0300 m Na-K-Phosphatpuffer von pg 7,4.

Da bei Blutzuckerbestimmungen an frisch gewonnenen Meerschweinchenseren
Durchschnittswerte von nur 60—70 mg-% festgestellt wurden, erhshten wir durch
Binkippen entsprechender Mengen von Glucose unmittelbar vor Versuchsbeginn
die Konzentration des Serums auf 150 mg-%.

Auch beim sorgfaltigsten Arbeiten lassen sich mitunter bakterielle Verunreini-
gungen nicht verhindern; diese machen vornehmlich bei langfristiger Schnitt-
vorbereitung eine Auswertung des ermittelten Quotienten illusorisch. Nachdem
wir anfanglich ofters derartige Komplikationen erlebt hatten, begannen wir in
solchen Fillen die Keime zu ziichten und bestimmten ihre Empfindlichkeit gegen-
iiber antibiotischen Substanzen. Da an Hand umfangreicher Vorversuche bewiesen
werden konnte, da durch einen Zusatz von 20 p Terramyecin hydrochloride (PrizER)
je Kubikzentimeter des Mediums eine Keimvermehrung auch unter den ungiinstig-
sten Versuchsbedingungen zu verhindern ist und daBl selbst eine doppelt so hohe
Konzentration des Antibioticums (40 y/em®) weder AtmungsgroBe (Qo,) noch
Atmungskonstanz des Lebergewebes beeintrichtigt, ja sogar geringfiigig erhsht
(durchschnittlich um 1,67 %), haben wir in den folgenden Versuchsanordnungen der
Suspensionsfliissigkeit stets Terramycin zugesetzt.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichten wir auf die eingehende
Beschreibung der mehreren hundert Einzelversuche und beschrinken
uns auf eine zusammenfassende Darstellung.

Yersuchsergebnisse.
1. Die Wirkung frischen Serums auf frisches Gewebe.

Zur Verwendung gelangte frisches Serum, welches von unmittelbar
vor dem Versuch getdteten Tieren gewonnen, teils unverdndert blieb,
teils durch Erwirmung im Wasserbad (30 min bei 56° C) inaktiviert
wurde. Wir suspendierten die ebenfalls frisch hergestellten Gewebs-
schnitte bis zur Beschickung der also entweder natives oder inaktiviertes
Serum enthaltenden Warburg-GefdBe in eisgekithltem, O,-gesittigtem
Ca-reichem Medium. Die Zeitspanne zwischen T6ten der Tiere und Ein-
fiilllen von Serum bzw. Schnitten betrug etwa 30 min. In jeder Ver-
suchsserie liefen Kontrollen mit (Gewebsschnitte in Ca-reichem Medium,
Serum ohne Schnitte).

Wie die Atemkurve (Abb. 1) zeigt, bleibt diber die ganze Versuchs-
periode der Qq, (Sauerstoffverbrauch in Kubikmillimeter je Milligramm
Trockengewicht je Stunde) fiir alle Suspensionsfliissigkeiten weitgehend
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konstant. Im Ca-reichen Medium (CM) beispielsweise — die Werte
wurden in Vorversuchen und Kontrollmessungen ermittelt — verhilt
sich die Atmung auch {iber Stunden ganz gleichformig; Qq, schwankt
zwischen 3,59, 3,64, 3,56 und 3,88. In Serum hingegen registriert
man im Verlauf des Versuchs eine geringe Reduktion des O,-Verbrauches:
sie ist im nativen Serum durchweg stdrker und gleichméBiger als bei
Suspension im inaktivierten Serum. Hier hilt sich die Kurve zunichst
recht konstant, um erst in der 4. Std deutlicher abzufallen. Ein wesent-
licher Unterschied in der AtmungsgroBe macht sich nur zwischen dem
CM und dem Serum bemerkbar. Der Qg bei Serum (nativ + inaktiv)
liegt mit 6,456—5,69—5,75—
5,37 wesentlich (um 59,27 %)
iiber dem Qo bei Verwendung = ¢} === S e S
des ,,Ersatz“mediums. Die T

Differenz im Sauerstoffver- b I e e e
brauch zwischen nativem und ~¢,
inaktiviertem Serum ist an-
finglich ganz gering, nimmt " H 4w w m  owmnw
indes, da die Atemkurven di-  gpp. 1. Atmung frischen Gewebes in frischem
vergioren, allmblich zv. Die  Semr, g, L Nutsonn, v
Atemwerte fiir inaktiviertes Linie: Ca-reiches Ringer-Medium.
Serum sind etwas hoher als die

fiir natives, im Mittel um 12,47 %, in den ersten 2 Std um 2,68%. Wenn
man sich die Variabilitdt der Atemgrofie auch unter Standardbedingun-
gen vergegenwiirtigt (lic. AEBI), so sind Differenzen dieser Grofenordnung
— es handelt sich um Mittelwerte aus 30 Versuchsreihen — als duBerst
geringfiigie zu bezeichnen.

Frisches Lebergewebe zeigt also in frisch gewonnenem Serum eine
relativ hohe und gleichbleibende Atmung. Ein stoffwechselmifig fal3-
barer Wirkungsunterschied zwischen nativem und inaktiviertem Serum
ist nicht festzustellen.

8 ‘ T

11. Die Wirkung alten Serums auf frisches Gewebe.

Als Suspensionsmedien zur Messung der Gewebsatmung dienten
Seren unterschiedlichen Alters, die teils nativ bleibend, teils unmittelbar
nach ihrer Gewinnung inaktiviert, bis zum Versuch im Kilhlschrank
konserviert wurden. Die jeweils frisch hergestellten und bis zum Ein-
fullen in die Atemgefifie in O,-durchstrémtem CM aufbewahrten
Schnitte gelangten somit erst zum Versuch mit den Seren in Beriithrung.
Es wurden Seren geprift, die 3—144 Std alt waren. In dieser wie in
den folgenden Serienfithrten wir gleichartige Kontrollen wie bei L. durch.

Bei der Auswertung der zahlreichen Messungen zeigt sich insofern
eine GesetzmiBigkeit, als mit zunehmendem Alter des Serums die
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Atemgrofle (Qg,) abnimmt und die Kurve flacher verlduft. Der Kiirze
halber werden nur die Atemwerte fiir 3 Seren graphisch dargestellt
(Abb. 2), ndmlich die bei Beniitzung eines Serums mittleren Alters
(24 Std) und die fur beide Extreme (3 Std und 144 Std). Die Medien
der anderen Altersstufen weisen keine Besonderheiten auf. Beim
3-Std-Serum entspricht die absolute AtmungsgroBe und die Abnahme
des Qo, wihrend des Versuches weitgehend der des Frischserums, die
Kurve fiir Nativserum verlduft wiederum gleichmiBig abfallend, ziem-
lich gradlinig, die bei Anwendung inaktivierten Serums nahezu hori-
zontal. Gleichartige Beziehungen zwischen dem Qg fiir natives und fir

inaktiviertes Serum bestehen auch

7 ; bei der Suspension in 24 Std altem
f—1 = &:: Medium ; nurliegen hier die absoluten
e s Werte des Qq, wesentlich niedriger,
o ™2z | aber immer noch um 27% iiber dem
z des CM. Lediglich beim 144-Std-
Serum findet man im Kurvenbild

0 W @ w7 7w zmmnez 1ur aktives und inaktiviertes Serum
Abb. 2. Atmung frischen Gewebes in geringe Abweichungen: im nativen
Serum, unterschiedlichen Alters. I 3 Std Serum bleibt der Q 0, gaNz konstant,
altes Serum:; 2 24 Std altes Serum; . . .. 2 . .
3 144 Std altes Serum. Weiteres s. Abb.1. i inaktivierten macht sich eine
erhebliche, gleichméBige Reduktion
wahrend des Versuches bemerkbar. Die Atemgrofe (aktiv + in-
aktiviertes Serum) ist jedoch noch um 19,7% héher als bei Verwendung
des CM. Besonders eindrucksvoll ist die Tatsache, dafl bei Seren aller
Altersstufen des Qq, fiir inaktiviertes Serum immer um 10,6—12,9%
iiber dem fiir natives liegt und dafl die Atmungsminderung wihrend
des Experiments im nativen Medium stets doppelt so groB ist wie im
inaktivierten.

In einer weiteren Versuchsanordnung priiften wir die AtmungsgrofB3e
frischen Lebergewebes in einem nativen Milieu, welches frisches und
144 Std altes Serum in verschiedenem Mischungsverhéltnis enthielt.

Wie erwartet, ist hier die AtmungsgréBe des Gewebes direkt pro-
portional dem prozentualen Anteil des Suspensionsmediums an frischem
Serum. Die Quotienten fiir nur frisches bzw. nur altes Serum erreichten
die gleiche Héhe wie bei den {riiheren Versuchen, der gemessene Sauer-
stoffverbrauch in den Gemischen entspricht fast genau dem jeweils
auf Grund der Milieuzusammensetzung erwarteten Wert. Die Ab-
flachung der Kurve geht wiederum parallel mit der Reduktion der
AtmungsgroBe.

Der O,-Verbrauch frischen Lebergewebes 1aft folglich insofern eine
Abhingigkeit vom Alter des als Suspensionsfliissigkeit verwendeten
Serums erkennen, als die AtemgroBe mit dem hoheren Alter des Mediums
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abnimmt, wobei natives und inaktiviertes Serum sich gleichsinnig ver-
halten und auch hier zwischen beiden nur eine ganz geringfiigige Dif-
erenz nachzuweisen ist.

II1. Die Folgen der Milieudnderung unter dem Versuch.

Es wurde bei dieser Versuchsanordnung der O,-Verbrauch frisch
hergestellter Schnitte in Atemgefifien gemessen, deren Hauptraum
kurz zuvor gewonnenes Nativserum und das Gewebe enthielt und in
deren seitlichem Anhang sich 0,2-—0,4 cm? eines Serums unterschied-
lichen Alters befand; dieses hatte teils nativ, teils sofort nach seiner
Entnahme inaktiviert, bis zu Beginn des Experiments im Kiihlschrank
gelagert. Die Seren waren 24336 Std (1-—14 Tage) alt und wurden
stets 45 min nach dem ersten Ablesen eingekippt.

Wihrend die Atemkurve durch den interkurrenten Zusatz von
frischem inaktivierten Serum im Vergleich mit nativem nicht beein-
flubt wird — der Qq, nimmt langsam und gleichférmig bis zum Ver-
suchsende um 15% ab - verursacht die Beimischung der anderen
Flussigkeiten trotz ihrer relativ geringen Menge (10% des Gesamt-
flussigkeitsvolumens V) eine teilweise erhebliche Irritation der Gewebs-
atmung. Aus der Einwirkung des aktiven Serums resultiert ein etwas
anderer Kurvenverlauf als aus der des inaktivierten. Wird natives
Serum zugekippt, so steigt der Sauerstoffverbrauch zunichst stark an,
erreicht Werte, die weit iiber dem Durchschnittsverbrauch fiir Frisch-
gewebe liegen, um dann rasch linear abzusinken. Je #lter das Serum
ist, desto kréftiger die initiale Atemsteigerung (bis 23% iiber dem Qg
des Versuchsbeginns) und desto betrédchtlicher die nachfolgende Minde-
rung (Endwerte bis 63 % unter dem Anfangsquotient). Nach Beifiigung
inaktivierten Serums nimmt die zuvor ziemlich konstante Gewebs-
atmung im weiteren Verlauf des Versuches kontinuierlich ab, wobei die
Grofle des Neigungswinkels der Atemkurve dem Alter des Serums
proportional ist.

IV. Die Abhingigkeit der Gewebsatmung von der Schnittvorbehandlung.

Nachdem in den bisherigen Untersuchungen stets Stoffwechsel-
vorgdnge an frischem CGewebe in verschieden beschaffenen Seren ge-
priift worden waren, modifizierten wir in den nunmehr zu beschreibenden
Experimenten auch die Bedingungen, unter denen das Gewebe bis zum
Versuchsbeginn gehalten wurde.

A. Wir legten die jeweils frisch bereiteten Gewebsschnitte zundchst fiir 15,
24 oder 42 Std in Serum ein, welches zugleich mit den Schnitten gewonnen, wieder-
um teils nativ blieb, teils vor dem Einlegen der Leberstiickchen inaktiviert wurde.

Fiir die Dauer der Vorbehandlung lagerten Serum )lus Gewebe in luftdicht ver-
schlossenen Zentrifugenglisern bei 0° C im Kiihlschrank. Bei einer Versuchsreihe
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beniitzten wir als Suspensionsmilieu fiir eine 24stiindige Vorbehandlung ein bereits
12 Std altes Serum; in diesem Fall war somit das Serum bei Beginn des eigentlichen
Versuchs 36 Std alt. Zur Atmungsmessung wurden die derart vorbereiteten
Schnitte in verschiedene Medien verbracht. Die zuvor in inaktiviertem Serum
suspendierten nunmehr in frisches Nativserum, in frisches, sofort inaktiviertes
Serum, in inaktiviertes: Serum gleichen Alters (15, 24, 36 oder 42 Std) wie das
Vorbehandlungsmedium; einige Schnitte iibertrugen wir mit ihrer bisherigen
Suspensionsfliissigkeit in das Atmungsgefd. Die in Nativserum préparierten
Schnitte gelangten nun entsprechend in frisches Nativserum, in frisches, sofort

inaktiviertes Serum, in gleich-
*60 [ i altriges Nativserum oder wurden
Yo fye L L% mit dem Vorbehandlungsmedium
| g
+ 60— ) 71 umgefiillt.
4 2 \ Generell gilt auch fiir diese
\ —~_ Versuchsreihe, dal} je linger
+ 20| k\ \ i _/,,,f die  Vorbehandlungsperiode,
’ /\\\ X )\ desto geringer der O,-Ver-
3/," \ \ \ brauch und desto flacher die
I

- 20K : Y Atemkurve ist. Bei 15- und

\\ bei 24stiindiger Vorbehandlung
streuen die Atemkurven er-
heblich; eine Differenz zwi-
schen dem Qg bei Anwendung
nativen und dem inaktivierten
Serums in der priparativen
Phase ist nicht wahrzunehmen.
Bei 24stiindiger (in 36 Std-
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Abb. 8. Abhingigkeit der CGewebsatmung von
Art und Dauer der Schnittvorbehandiung. Ordi-

nate: Qo. in Prozentsitzen, begozen auf den
0,-Verbrauch im Ca-reichen Ringer-Medium
(==%0). Abszisse: Vorbehandlungsdauer in Stun-
den. Ausgezogene Linie: Nativserum; gestrichelte
Linie: Inaktiviertes Serum. I Atmung frischen
Gewebes in frischem Serum aus Abb. 1 zum
Vergleich. 2 Vorbehandlung bei 0° C. 3 Vor-

Medium) und 42stiindiger Vor-
behandlung zeigen sich nur
geringe Unterschiede in der
Atmungsgrofle, hier liegen die
Werte fiir inaktiviertes Serum

behandlung bei 37°C in O,-Atmosphére. 4 Vor-
behandlung bei 37° C unter Luftabschluf.

als Vorbereitungsmilieu nur
etwas tiber denen fir Nativ-
serum. Berechnet fiir die Vorbehandlungszeit betragt der Qg, bei 15 Std
durchschnittlich um 3,0, bei 24 Std um 2,4, bei 36 Std um 1,6 und bei
42 Std um 1,0. Fiir die AtmungsgroBe und fir den Kurvenverlauf hat
die Beschaffenheit des als Suspensionsfliissigkeit im Atmungsgefil ver-
wendeten Milicus anscheinend keine Bedeutung. Es ist jedenfalls kein
nennbarer Unterschied im O,-Verbrauch in den einzelnen Medien fest-
zustellen ; trotz mehrfacher Wiederholung gleicher Versuchsanordnungen
148t sich aus  den gemessenen kleinsten Differenzen eine Gesetzméfig-
keit nicht ableiten. Ausschaggebend ist lediglich die Dauer der Vor-
behandlung. Nur die Gewebsschnitte, die zur Stoffwechselmessung mit
ihrem bisherigen Suspensionsmilieu in das Atemgefdll iibertragen wur-
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den, weisen in der ersten Stunde noch einen relativ hohen 0,-Verbrauch
auf (Q% um 5,4).

B. Vorbehandelt wurden frisch hergestellte Gewebsschnitte in frischgewonne-
nem, nativ bleibendem oder inaktiviertem Serum 1. unter LuftabschluB bei 0° C
im Kiihlschrank; 2. im Wasserbad bei 37° C in reiner O,-Atmosphére (kontinuier-
liche Sauerstoffdurchstrémung des Serums) und 3. im Wasserbad bei 37° C unter
LuftabschluB. Die Vorbehandlung dauerte 11/, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 und 24 Std.
AnschlieBend wurden die Gewebsschnitte sofort mit threm Suspensionsmedium in
die Atmungsgefifle iibertragen. AuBerdem transferierten wir Schnitte, die bei
0° C prapariert worden waren, zum Versuch in Serum, welches leer die gleiche
Zeijtspanne bei 37° C unter Luftabschlufi gelagert hatte, sowie Gewebe aus einem
Vorbereitungsmilieu von 37° C anaerob in Serum, das bis zum Versuch bei 0°C
konserviert worden war.

Da hier alle Atemkurven eine weitgehende Konstanz des O,-Verbrauches iiber
die ganze MeBperiode erkennen lassen, nur die AtmungsgréBe unterschiedliche
Werte zeigt und der Stoffwechselablauf bei der Suspension in den verschiedenen
Seren dem des Gewebes in CM parallel geht, haben wir, um die Versuchsergebnisse
anschaulicher darzustellen, das Mittel des Qp, aus jeder einzelnen Versuchs-
anordnung nicht in mm? 0,/mg/h ausgedriickt, sondern auf den Qg, des Gewebes
in CM bezogen und in Prozentwerten notiert. Die in Abb. 3 eingezeichneten
Kurven stellen also lediglich die Verbindungslinien der ermittelten Atmungs-
quotienten dar.

Die nunmehr angewandte Schnittvorbehandlung entspricht prin-
zipiell derjenigen, die TERBRUGGEN bei seinen mit den Methoden der
Morphologie durchgefiithrten Untersuchungen wihlte. Das Ergebnis der
Stoffwechselmessung 186t mit aller Deutlichkeit erkennen, daB ein
Unterschied in der Atmungsgréle zwischen dem in nativem und dem in
inaktiviertem Serum suspendierten Lebergewebe nicht besteht, und
zwar trifft diese Feststellung fiir jede Form der Schnittpriparation zu.
Bei einer Vorbehandlungszeit bis zu 18 Std in eisgekiihltem Serum zeigt
das Gewebe im Experiment einen noch 20% oberhalb des Qo, fiir CM
liegenden O,-Verbrauch, bei linger dauernder Vorbehandlung sinken
die Atemwerte rasch ab. Schnitte, die im Wasserbad bei 37° C vor-
behandelt wurden, weisen iibereinstimmend — sowohl die in reiner
O,-Atmosphére als auch die anaerob suspendierten — nach zunichst
gleichférmiger Atemkurve bei einer Vorbehandlungszeit von 6 Std eine
rapide Atmungsminderung auf. Auch nach ldngerer Priparations-
periode ist eine dariiber hinausreichende Reduktion des Sauerstoff-
konsums nicht zu erzielen. Lediglich bei Gewebe, welches unter reinem
Sauerstoff und 37° C in inaktiviertem Serum vorbehandelt worden war,
setzt die Atmungsminderung verzigert ein. Die zum Versuch in ein
anderes Milieu tibertragenen Schnitte gleichen in ihrem OQ,-Verbrauch
ganz denen, die im Vorbehandlungsmedium verbleibend der Stoff-
wechseluntersuchung unterworfen wurden. Auch hier ist fiir die At-
mungsgréfle nur die Art und Dauer der Priparation maBgebend.
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Diskussion.

Wiahrend anfianglich das von WaARBURG modifizierte Verfahren der
Gewebsstoffwechselmessung als Methode der Wahl galt, hat es in den
letzten Jahren nicht an Stimmen gefehlt, welche es fir ganzlich unge-
eignet hielten, auf die Gewebsschadigung bei der Schnittherstellung und
beim Schiitteln in der Apparatur sowie auf die Abhéngigkeit der Sauer-
stoffzehrung von den Milieubedingungen hinwiesen, hierbei besonders
die Quellungsfaktoren hervorhoben und Untersuchungsergebnisse zi-
tierten, nach denen die O,-Aktivitit durchaus kein sicheres Mafl der
vitalen Aktivitdt (des Uberlebens) eines Gewebes zu sein braucht
(lic. F1scHER u. a.). Auf der anderen Seite wissen wir jedoch auf Grund
systematischer Untersuchungen von DRUCKREY und AEBI, daB bei der
Schnittherstellung als Schiddigungsfolge lediglich eine initiale Irritation
des Stoffwechsels beobachtet wird mit geringfiigiger Vermehrung des
0,-Verbrauches und ,,Extrakohlenséure‘‘bildung und daB nach Ermitt-
lang des Milieuoptimums fiir das jeweilige Gewebe und nach Normie-
rung der Versuchsbedingungen mit der WArBURGschen Methode durch-
aus genaue und allgemein vergleichbare Stoffwechselmessungen durch-
gefithrt werden konnen, zumal wenn es wie bei unseren Experimenten
nicht um die Feststellung absoluter Werte geht, sondern um verglei-
chende Messungen. Die Tatsache, daB wir bei Einhalten standardisierter
Versuchsanordnungen immer gleiche und konstante Atemkurven er-
hielten und daB auBerdem die Héhe des gemessenen O,-Konsums
quantitativ mit den in zahlreichen Untersuchungen anderer Autoren
ermittelten Werten iibereinstimmte, berechtigt uns auch ohne indivi-
duelle Nachpriifung der Vitalitdt zu der Annahme, dafl wir stets unter
biologischen Bedingungen, d. h. mit lebendem Gewebe operierten.

Wie schon eingangs betont, galt unser besonderes Interesse der Frage,
ob bei der Einwirkung von Serum auf homologe Organe (Leber) ein
Wirkungsunterschied zwischen nativem und inaktiviertem Serum fest-
stellbar ist. Wihrend TerBrUceEN auf Grund der in seinen Versuchen
gefundenen recht differenten Strukturverinderungen im Serum einen
thermolabilen, primédr gewebsfeindlichen Koérper vermutete, ist es uns
mit den Methoden der Atmungsmessung nicht gelungen, ein unter-
schiedliches Verhalten lebenden Gewebes in nativem und inaktiviertem
Serum nachzuweisen. In dem Bestreben, eine Erkldrung fiir diesen
Widerspruch zu finden, miissen wir auf Untersuchungen iiber den
Infarkt und sein Wesen als Coagulationsnekrose zuriickgreifen. Die von
Bavurr angestellten Modellversuche haben ergeben, dafl nach Aus-
schaltung eines Gewebsteils aus der Ernahrung zunéchst eine An-
stauung saurer Stoffwechselprodukte eintritt, dal dann aber infolge der
alkalisierenden Wirkung der umspiilenden Blutfliissigkeit die Auto-
lyse gehemmt und durch heterolytische Vorginge (Coagulationsnekrose)
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abgelost wird, wobei der weitere Gewebsabbau unter Mitwirkung von
Fermenten vonstatten geht, die, teils intracelluldr, durch Aktivierung
beim Zelluntergang frei werden, teils aus dem eindringenden Serum
stammen. Experimentelle Arbeiten GroLLs und seiner Schiler bestétig-
ten, dafl auch im sauren Milieu, also bei der postmortalen Autolyse, die
regressiven Verdnderungen am kadaverdsen Gewebe sich ohne zusétz-
liche, von auBlen herangebrachte Fermente abspielen kénnen, wenn nur
eine optimale Wasserstoffionenkonzentration die zelleigenen Enzyme
zur Wirkung kommen 188t.

Es sind dies jedoch alles Untersuchungen, die sich mit dem weiteren
Schicksal toten oder absterbenden Gewebes beschéftigen; auch in den
Experimenten TERBRUGGENs dirfte nach der dargelegten Verfahrens-
weise die Wirkung des Serums auf lebendes Gewebe nicht nachprifbar
gewesen sein. Die Anwendung des WarBURGschen Verfahrens hat es
uns indes ermdglicht, sicher lebendes Gewebe mit Suspensionsfliissig-
keiten unter Bedingungen zusammenzubringen, die eine fortlaufende
Kontrolle seiner LebensduBerungen erlauben und bei variabler Ver-
suchsanordnung einen Vergleich der ermittelten Atmungsgréfien mit
Standardwerten zulassen. Allerdings gelingt es auch bei dieser Form
der Stoffwechselmessung nicht, den direkten Kontakt der einzelnen
Zelle mit dem Serum herzustellen und hieraus resultierende Vorginge
zu erfassen. Da auch die Verwendung von Gewebshomogenisaten
wegen der damit verbundenen umfangreichen Zellschidigung und der
hohen Fehlerbreite hierzu nicht geeignet ist, wird auch dieser Methodik
die restlose Klarung grundlegender und bislang noch ungeldster Stoff-
wechselprobleme versagt bleiben.

Fassen wir das Ergebnis unserer Untersuchungen zusammen: Weder
das in frischem noch das in unterschiedlich altem Serum suspendierte
Lebergewebe 148t einen stoffwechselméBig faBbaren prinzipiellen Unter-
schied zwischen dem nativen und dem inaktivierten Milieu erkennen.
Auch die Anderung des Mediums wihrend des Versuchs hat keine grund-
satzliche Differenz der Atmungswerte zur Folge. Schnitte, die vor der
Messung des O,-Verbrauches einer vielfach modifizierten Vorbehandlung
unterworfen wurden, zeigen anschlieBend ebenfalls keine nennenswerten,
von der unterschiedlichen Beschaffung des Serums abhingigen Ab-
weichungen. Wenn nun bei der Suspension in inaktiviertem Serum,
besonders bei Verwendung dlterer Medien, ein etwas hoherer und gleich-
bleibenderer Stoffwechselquotient festgestellt wurde, so ist dieses
Phénomen nicht auf einen Schutzeffekt dieses Milieus zuriickzufiihren,
sondern auf die Tatsache, dafl in der Blutfliissigkeit eiweilispaltende
Fermente vorhanden sind, die natiirlich bei der Inaktivierung zerstért
werden, im nativ bleibendem Serum hingegen bei entsprechendem py
ihre volle Wirksamkeit entfalten kiénnen. Selbst bei groBer manueller
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Geschicklichkeit wird bei der Schnittherstellung Gewebe geschédigt und
aullerdem bei lingerer Vorbehandlung das Suspensionsmilieu trotz Bei-
fligung geeigneter Substrate nicht optimal bleiben. Laft sich trotzdem
noch nach stundenlanger Einwirkung des Serums an den Gewebs-
schnitten ein relativ hoher und konstanter O,-Verbrauch nachweisen,
der erst unter extremen Versuchsbedingungen eine wesentliche Minde-
rung erfihrt, so ist uns dieses Verhalten ein Beweis dafiir, da} frisches
Serum keine priméir gewebsschidigende Wirkung besitzt, daf das
suspendierte Material unter den gegebenen Voraussetzungen erst inter-
kurrent im allméhlich (besonders wegen der Sauerstoffverarmung) un-
physiologisch werdenden Serummilieu abstirbt und dafl die sich an-
schlieBenden nekrolytischen Vorgéinge wohl in 2 Phasen ablaufen.
Hierbei ist den mit dem Serum herangebrachten Proteinasen nicht die
ihnen zugeschriebene iiberragende Bedeutung beizumessen; der weitere
Abbau geschieht vorwiegend durch zelleigene, beim Gewebstod frei-
werdende Fermente. Wie sollte man sich sonst die Tatsache erkliren,
daB bei Verwendung des beziiglich seines Fermentgehaltes vollwertigen
Nativserums im Atmungsversuch praktisch die gleichen Reaktionen er-
folgen wie im inaktivierten Medium. Da in einigen Versuchsreihen die
Atmungsminderung bei Suspension in inaktiviertem Serum (Vorbe-
handlung bei 37° C in reiner O,-Atmosphére) verzogert einsetzt, sind
moglicherweise unter besonderen Milieubedingungen (kein fir das
Wirkungsspektrum der intracelluliren Fermente optimales pg) auch
einmal die Fermente des Serums fiir die initiale Steuerung des nekro-
lytischen Prozesses verantwortlich. Vermuten wir doch mit LETTERER,
da die bei der Nekrolyse gemessenen pg-Verschiebungen Ausdruck
einer kontinuierlichen Anderung aller aktuellen Reaktionen in der Zelle
sind und daB mit dem Wechsel des S#uregrades auch verschiedene
Fermentgruppen wirksam werden. Bei den differenten Enzymspektren
des Suspensionsmilieus und der Gewebsschnitte, sowie bei den vielfach
varilerten Versuchsbedingungen sind die geringfiigigen Unterschiede
zwischen den Atmungskurven fiir natives und fiir inaktiviertes Serum
durchaus mit einer allm#hlichen Verschiebung des Potenzoptimums
zwischen intra- und extracelluliren Fermentsystemen zu erkldren.
Ubereinstimmend mit MorceN, der in seinen Untersuchungen iiber
Papainverdauung regelméfBig erst nach 6 Std morphologische Kenn-
zeichen der Nekrose nachweisen konnte und Baumr, welcher die Be-
deutung des Calciums fiir die Gerinnung nachpriifte und ebenfalls friihe-
stens nach 6 Std einwandfreie regressive Verdnderungen sah, fanden wir
in eigenen, unter IV beschriebenen Versuchen nach kréftiger Atmung
bis zur 3. Std eine rapide Minderung der O,-Zehrung bei 6stiindiger
Vorbehandlung. Es erscheint uns dies als weiterer Beweis dafiir, daBl
nichtlebendes Gewebe durch das Serum geschidigt, sondern dafl} in-
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folge Anoxdmie und ungeniigender Abfuhr von Stoffwechselabfall-
produkten liddierte Zellen fermentativ abgebaut werden.

Wenn TERBRUGGEN an seinen relativ groflen und dicken Organ-
explantaten nach 12—36stindigem Aufenthalt im Brutschrank morpho-
logische Veranderungen beobachtete, die bei Suspension in Nativserum
stark ausgeprdgt waren, und zwar an Parenchymzellen mehr als an
Bindegewebselementen und Capillarendothelien, bei Einbettung in
inaktiviertem Serum indes sehr geringfiigig erschienen, so berechtigt
die Feststellung dieser Tatsache noch keineswegs dazu, einen prinzipiellen
Wirkungsunterschied der Medien anzunehmen und daraus den Schlufl
zu ziehen, dafl Nativserum lebendes Gewebe schidigt bzw. dem inakti-
vierten Serum eine erhaltende Wirkung zukommt. Der Beweis des
Uberlebens ist an den in inaktiviertem Milieu préparierten Organen nicht
erbracht worden. Das nach der geschilderten Methode vorbehandelte,
zweifellos anfénglich vitale Gewebe erlitt mit Sicherheit nach wenigen
Stunden eine schwere anoxdmische Schidigung und wurde in der Folge-
zeit durch Fermente abgebaut. Dal bei der alleinigen Einwirkung der
zelleigenen Enzyme (Suspension in inaktiviertem Serum) Modus und
Tempo der kadaverdsen Versinderungen anders sind als bei gleichzeitiger
oder zweiphasiger Reaktion extra- und intracellulirer Fermente (Sus-
pension in Nativserum) und sich deswegen auch histologisch Abwei-
chungen ergeben, liegt auf der Hand. Das unterschiedliche Verhalten
der einzelnen Zellkerne ist durch den verschiedenen Gehalt derselben
an Fermenten bedingt. Es hat den Anschein, als ob bei der TERBRUGGEN-
schen Versuchsanordnung den Fermenten des Serums eine wesentlich
groBere Bedeutung zukdme als in unseren, mit den Methoden der
Stoffwechselmessung durchgefithrten Untersuchungen. Da jedoch mit
der einen Verfahrensweise eine im Augenblick der Fixierung gegebene
Situation festgehalten, mit der anderen die Summe der aktuellen
LebensiduBerungen erfalit wird, ist es unméglich, die Resultate beider
Arbeiten in diesem Punkt miteinander zu vergleichen.

Zusammenfassung.

Es wurde die Wirkung von Meerschweinchenserum auf homologes
Gewebe (Leber) mit Hilfe von Stoffwechselmessungen (Warburg-
Methode) untersucht. k

Wir priiften die Atmung frischen Gewebes in frischem und unter-
schiedlich altem Serum, ferner die Folgen der Milieuinderung wiithrend
des Versuchs, aulerdem die Abhingigkeit des O,-Verbrauches von einer
Vorbehandlung, bei der das Gewebe unter verschiedenen Temperatur-
und Stoffwechselbedingungen gehalten wurde.
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Dabei zeigte sich weder ein prinzipieller noch ein nennenswerter
quantitativer Unterschied zwischen nativem Serum und Serum, welches
zuvor 1/, Std auf 56° C erhitzt (inaktiviert) worden war.

Die nach lingerer Einwirkung des Serums beobachtete, in aktivem
und inaktiviertem Milieu gleichsinnige Atmungsminderung ist Ausdruck
der langsamen fermentativen Nekrolyse des anoxémisch geschidigten
Gewebes.

Die geringen Differenzen der Atmungsgréfen fir natives und in-
aktiviertes Serum sind Folge des Ausfalls der durch den Inaktivierungs-
vorgang zerstorten, im Serum vorhandenen Fermente.
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