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Zwei grundlegende Probleme der physikaliseh-chemischen Zellorganisation 
sind bisher nicht eindeutig gelSst: die Frage nach der HShe des intracellul/iren 
osmotischen Druekes und die nach dem Regulationsmeehanismus fiir die Aufreeht- 
erhaltung eines einigerma6en konstanten intracellul/iren Wassergehaltes. Ob sieh 
bei allen Zellen das gleiehe stabilisierende Prinzip auswirkt, steht ebenfalls noch 
dahin. Je  nach der Leistung kann man zwei gro6e Gruppen bilden : einmal handelt 
es sich um Zellen, die mit  der Wasser- und Elektrolytsteuerung des Organismus 
akt iv in Zusammenhang stehen oder die eine exkretorisehe oder resorptive Auf- 
gabe haben; diese werden an zwei Seiten mit  Flfissigkeit untersehiedlichen osmo- 
tisehen Druekes umsp/ilt. In  die andere Gruppe gehSren jene Zellen, die eine 
St/itz-, Arbeits-, Stoffwechsel-, Speieher- oder eine nervale Steuerungsfunktion 
ausfiben und Wasser nur im Rahmen des Zellstoffwechsels austauschen; ihre 
Membranen trennen sie allseits yon der gleichen Augenfliissigkeit. Nut  nach 
Kenntnis der Mechanismen des Zellwasserwechsels d/irfte eine Antwort darauf 
gelunden werden kSnnen, ob ffir die beiden verschiedenen Zelltypen unterschied- 
liehe regulative Prozesse angenommen werden mfissen. 

Da mit  einfaehen Sehwellungsversuehen eine K1/irung der Frage, ob zwischen 
Zellinnerem und -/iuBerem unter physiologisehen Bedingungen ein Wasser- 
gradient bestehe, nieht erreicht werden kann, habe ieh zu ihrer K1/~rung gleieh- 
zeitig die Ver/~nderungen des Na-, K- und Wassergehaltes inkubierter Ratten-  
lebersehnitte mit  verschiedenen Versuchsanordnungen gemessen. Dabei war un- 
sere Fragestellung, ob Wasserverschiebungen nur in Abh/~ngigkeit ad/iquater 
Ionenrfickverteilungen induzierbar seien oder o b  einer der beteiligten Faktoren 
auch isoliert einer J~nderung unterworfen werden kSnne. Denn der Beweis eines 
aktiven Wassertransportes, der noeh immer aussteht, kann nur dann als erbracht 
angesehen werden, wenn es gelungen ist, Wasserver~nderungen ohne quanti tat iv 
hinreichende Mitwirkung yon Elektrolyten zu provozieren. Eine etwaige ,,Wasser- 
pumpe"  mtiBte dann isoliert gehemmt oder stimuliert werden kSnnen. Spielt sich 
hingegen die Wasserregulation als passive - -  damit  rein osmotische - -  Folge eines 
Ionentransportes ab, so mfiBte die alleinige Inhibition oder Aktivierung des 

* Ausgefiihrt mit dankenswerter Unterstfitzung durch die Deutsche Forschungsgemein- 
schaft. 
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Transpor tes  yon Na  oder K ihren Ausdruek in einer Wasserbewegung finden. 

Eine durch diese ~ n d e r u n g  induzier te  neue Donnan-Ver te i lung mug  natfir l ieh 

entsprechend berfieksiehtigt  werden. Exper imente l l  erzeugte ~nde rungen  der 

E lek t ro ly tve r t e i lung  mfiBten dann bei Vorliegen einer passiven Wasserregula t ion 

eine neue Eins te l lung der Wasserbi lanz bewirken. Fi i r  die Verwirkl ichung dieser 

(Jberlegung bot  sich in der Anwendung  yon Na t r ium-az id  eine MSgliehkeit, da 

hierdureh eine H e m m u n g  des Kal ium-Carr ie r -Sys tems  bei Hefezel len nachgewiesen 

werden konnte  (FouLKES). 

Methodik 

A. Versuehsansatz. Maximal 0,4 mm dicke Leberschnitte nach der Methode yon DEUTSCg 
wurden von insgesamt 60 normal ern~hrten und getr~nkten Wistar-l~ttenweibchen (150 bis 
200 g Gewicht) angefertigt, nachdem die Tiere naeh einer Nahrungskarenz 1 yon 12 Std getStet 
worden waren. Die sofort entnommenen Lebern wurden dureh einmaliges karzes Eintauchen 
in Eiswasser yon anhaftenden Tierhaaren befreit und dutch anschliegendes 30 sec dauerndes 
Einbringen in eisgeki~hltes Medium abgekiihlt. Ffir die Einzelheiten verweise ich auf unsere 
friiheren Untersuchungen (BuRcK 1958, BURCK u. NETTER). Hier waren nile 12 Gef~ge mit 
15 ml des gleichen Medium gefiillt und bereits vor dem Versuehe in dem Luftthermostaten, in 
dem die Inkubation bei 38~ 1 ~ vorgenommen wurde, bei perlendem Gasgemiseh vorgewi~rmt 
worden. Fiir langdauernde Versuche gnderten wir diesmal die Versuchsanordnung nicht ab. 
~Nach guter Einarbeitung betrug die Vorbereitungszeit vom Augenblick des TStens bis zum 
Einbringen des letzten Sehnittes meistens um 1l min. 

Naeh Ablauf der Versuchszeit wurden vier Schnitte aus jedem Gefi~B mit einem Pinsel auf 
Filtrierpapier ausgebreitet, nach der friiheren Methode abgetrocknet und zur Bestimmung 
des Feuehtgewiehts am Versuehsende auf I m g  genau gewogen. Der fiinfte Sehnit~ wurde zur 
histologisehen Untersuehung in Susa fixiert. Die morphologisehen Ergebnisse sind einer 
eigenen Arbeit vorbehalten worden. Hatte sieh w~thrend eines lgngeren Versuches im In- 
kubationsgefiiB Sehaum gebildet, so wurde er nieht mitgewogen. 

Nach 22stiindiger Trocknung im Ofen bei 105• 5 o and einer mindes~ens einstiindigen Ab- 
kiihlung in einem Exsiccator unter leichtem V~kuum wurden die Aluminiumschi~lchen mit 
den getrockneten Sehnitten auf 0,1 mg genau gewogen. Dann wurde das Troekengewebe in 
die Kolben zur Veraschung gekippt. Die leeren TSpfehen wurden erneut auf die Waage 
gestellt, so dab sieh das Gewicht des veraschten Materials aus der Differenz der Wiegewerte 
ergab. 

Da wir nach Ablauf der angegebenen Versuchszeit je zwei Einheiten dem Luftthermo- 
staten entnahmen, stellt ]eder Versuchswert das Mittel aus sechs Einzelmessungen mit je 
vier Schnitten dar. Die Zahlenangabe fiir Versuehe (n) in den Tabellen bezieht sich also nicht 
auf die Einzelmessung, sondern auf die Tierversuehe mit je sechs Bestimmungen. Dureh diese 
groSe Zahl konnte der methodische Fehler der Ergebnisse m5gliehst klein gehalten werden. 

B. Auswertung der Versuehe. Aus dem Feueht- und Troekengewicht wurde der prozen- 
tuale Wassergehalt der Sehnitte zu Versuchsbeginn (~VVgb; nieht inkubierte Kontrolle) und 
zu Versuchsende (Wge) errechnet. Nach unserem Prinzip der ,,indirekteu gravimetrischen 
Gewebsosmometrie" gibt dann die Differenz dieser Wer~e des prozentualen Wassergehaltes 
(3H20) ein Ma$ ffir das osmotische Verhalten der Sehnitte; ffir Wasser ist seine MaBeinheit 
Prozent des Feuchtgewiehtes: 

Att20 = Wge - -  Wgb > 0 bedeutet Schwellung 
IlH20 = Wge - -Wgb < O bedeutet Schrumpfung 
AH20 -:  Wge - -  Wgb = O bedeutet osmotisches Gleichgewicht 

1 Es ist inzwischen nachgewiesen worden, da$ eine kurz vor dem Versuch vorgenommene 
Fiitterung der Tiere bei Wasserbilanzversuchen zu Fehlern fiihrt (OPIE 1961 b). 

Virchows Arch. path. Anat., ]~d. 336 23 



328 HANS-CHRISTIAN Bv~C~: : 

DsB die drei ungesehnittenen Leberkontrollen mit den Sehnitten vergleiehbar sind und 
daher als Ausgangswert zu Versuchsbeginn gelten k5nnen, hatte ich bereits in Vorunter- 
suchungen naehgewiesen und duriiber berichtet. Was dort fiir den Wassergehalt ermittelt  
wurde, soil hier ffir den Na- und K-Gehalt unterstellt werden. 

Wir fibertrugen das Prinzip der Auswertung in analoger Weise auf die Bestimmung yon 
l~a und K, indem wir ebenfalls durch Bildung der Differenzen (AlVa, 2K) der Werte bei Ver- 
suchsbeginn und -ende ein MaB ffir die Ionenverschiebungen (in mval/kg Feuehtgewieht) 
erhielten. 

Da die so erreehneten Ergebnisse eine Aussage fiber die aktuelle Zu- oder Abnuhme des 
Schnittes an Ionen maehen, iibernahm ieh daffir die Bezeichnung Netto-Natriumgehalt und 
Netto-Kaliumgehalt. Weil sich die gemeinsame Anwesenheit yon Na und K in oder auBerh~lb 
der Zelle ffir das osmotische Verhalten fiberlebender Sehnitte ~ddiert, wurde jeweils aueh die 
Summe dieser Ionen erreehnet (2:lVa+X) und in Anlehnung an das Schrffttum ~ls Gesamtbase 
(total base) bezeichnet. Auch aus dem Weft der Gesamtbase kann nur mit  Hilfe ihrer aktuellen 
Ver~nderung ein Bild fiber die osmotisehe Situation der Lebersehnitte erhalten werden. 
Daher wurde aus der Differenz der Gesamtbase zu Versuchsbeginn und -ende der Netto-Gehalt 
an Gesamtbase (Z/Na+K), der kurz Netto-Gesamtbase genannt werden sell, e~rrechnet. 

Um die I~etto-Gesamtbase mit dem Gesamtbasengehalt der Medien in Beziehung setzen 
zu kSnnen, im Medium uber keine Verschiebungen gemessen wurden, well bei dem Verhgltnis 
yon 400 mg frischem Lebergewebe zu 15 ml Medium meBbare Anderungen nieht zu erwarten 
w~ren, bestimmte ieh einen sog. hypothetischen Nettogesamtbasengehalt der Medien: die Be- 
st immsng der Gesamtbase an 43 normalen Lebern ve t  der Inkubation hatte einen Geha]t yon 
100,0 mval/kg Feuchtgewieht ergeben. Durchschnittlich wurde also jeder naeh einer In- 
kubationszeit ermittelte Wert des Gehaltes an Gesamtbase um diesen Index bei der Er- 
rechnung der Nettogesamtbase vermindert. Ffir die Vergleiche der Nettogesamtbase der 
Schnitte mit  dem Gesamtbasengehalt der Medien reduzierten wir deren Gehalt um einen 
hypothetischen Weft 100,0 mwl/1 und bezeichneten diese Z~hl als hypothetisehe Netto- 
gesamtbase der Medien. Es handelt sich folglieh um einen rein reehnerischen Begriff. 

Zur Berechnung des intraeellul~iren Gehaltes an Na (Nai) und K (Ki) griff ich auf 
Literaturungaben fiber die Bestimmung des extrace]lulgren Raumes zuriiek. Denn da sich 
eine geringe Abweiehung der mutmsBlichen GrSBe des extracellul~ren l~aumes um einige 
Prozent nut  unwesentlich bei der Errechnung intracellul~rer Ionenkonzentrationen auswirkt 
und da eine l~eihe yon Messungen des extraeellul~ren l~aumes vorliegen, glaubte ieh, auf 
eine eigene Bestimmung verzichten zu kSnnen. Nach ~hnlichen Erwggungen nahmen RIECKEI~ 
U. Mitarb. 15 % des Gesamt~euehtgewiehtes zur Grundlage ihrer Bereehnungen an der Leber. 
Von vielen yon mir naehgesehlagenen Zahlen~ngaben seien auszugsweise nur folgende an- 
geffihrt- allgemein 20 % (RoBIsso~ 1953), Muskulatur 15 % (McLE~CA~), Uterus dioestriseh 
20%, oestriseh 12,5% (BREuER), Gehirn 32% (PAP~Ius u. ~]LLIOTT), Leber 19,2% (DuLcE U. 

Bei meinen Berechnungen ging ich zungchst yon der Hypothese aus, dab die ionale 
Konzentration des extracellulgren extr~vasalen t~umes  im Organismus mit  der des Serum~ 
in vitro mit der des Inkubstionsmedinm identiseh sei und dab sich bei Xnderungen in der 
Zusammensetzung sofort ein Ausgleieh einstelle. Ferner postulierte ich eine geringe Zu- 
nahme des extraeellulgren t~aumes dureh die Iukubation, wie es such in der Literatur 
besehrieben wird. So wurde zur Grundlage fiir die Berechnung der Leber is  sit~ ein 
Extracellulgrraum yon 15 % des Feuehtgewichtes und ffir die Leberschnitte nach der Inku- 
bation 20% gewiihlt. 

Die Gegentiberstellung der beiden !Vfikrophotogramme einer normalen Leber und eines 
Leberschnittes, der 90 rain in Medium C 2 inkubiert war, stfitzt die l~ichtigkeit meiner Unter- 
stellung veto Morphologisehen (Abb. 1 u. 2), unterbaut sie jedoch nieht quantitativ. 

C. 1Ne~lien. Der gr51~te Tell der Versuche wurde in dem yon mir frfiher zusammengesteHten 
Medium C ~ (BuRcK 1958) durchgefiihrt. Vergleiehsuntersuehungen unternahm ieh mit  

Die Angabe lag erst nseh Eing~ng bei der l~edaktion vor. 
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Abb. 1 Abb, 2 
Abb. 1. P~attenlebcr. Kmltrollschnitt mit dichtem Gefiige dcr Lebcrepithelicn, Dissesche Spalten 
g'eschlossen (m~mittelbar nack Entnahmc in Susa fixiert, I~E-F~rbm~7, Verg'r. 1:250, ~ikrophoto- 

gramm) 

Abb. 2. Rattcnleber. 90 rain Inkubation in ~Iedium C ~. Dic Leberepithelicn stchen in Rciken (ra~m- 
Iich in Pl~tte~), zwisehen denen die Disseschen SpMteu welt erSffuct sind. Damit diirfte der 

cxtracellul~re Ranm gr61]er geworden sein (Tcchilik wic bei Abb. 1) 

der yon KREBS MS Medium II I  angegebenen L6sung. Diese N~hrfliissigkeiten haben folgende 
ZusaIIliqlense~szung: 

Medium II I  (K~EBS) 

95 Teile 0,9 % NaC1 
4 Teile 1,15% KC1 
3 Teile 1,22% C~C12 
1 Teil 2,11% Ktt2PO ~ 
1 Tell 3,82% M g S Q  �9 7 H~O 
3 Teile 1,3 % NaHC03 
3 Teile Natrium-phosphat-puffer (p~ 7,4) (s. unten) 

Hedium C 2 (Bu]~CK) 

80 Teile 1,35 % NaC1 
4 Teile 1,15% KCI 
3 Teile 1,22% CaC12 
1 Tell 2,11% KH2PO 4 
1 Tell 3,82% MgSQ �9 7 H20 

21 Teile 2,6 % Na]=[CO 3 (PH 7,4) 

4 Teile 0,16 M Na-pyruw~ 
7 Teile 0,1 1~ Na-fumarat 
4 Teile 0,16 M Na-l-glutamat  
5 Teile 0,3 M d-Glucose 

Na-PhosphatpufIer:  100 Teile 0,1 35 Na2HPO 4 
25 Teile 0,1 M NaI-I~POa 

Einzelheiten zur Herstellung sind in den friiheren Arbeiten nachzulesen. Insges~mt ent- 
hielten die Medien an Na und K:  

Medium III :  145,7 mwl/1 Na; 5,93 mval/1 K 
Medium C2: 218,0 mwl/1 Na; 5,93 royal/1 K 

Das Krebs-Medium wurde mit reinem 02, das Medium C 2 mit  einem Gasgemisch aus 10 % 
CO2-gest 02 durchstrSm~, was nach der Itenderson-Kasselbachschen Gleichung ein pFr von 
7,4 aufrechterh~lt. 

23* 
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Abb. 3. 

Bei den Versuohen mit dem KREBs-Milieu waren entsprechend auch die Vorbereibungs- 
gef~l]e mit dieser Fliissigkeit gefiillt. Auf Parallelversuehe einer Inkubation in KREBS l I I  
und Medium C 2 yon Schnitten derselben Ratte habe ich verzichtet. 

D. Azid-Versuehe. Zur Prtifung der Wirkung yon Natrium-azid auf die Schnitte setzte 
ich jeweils nur dem in die InkubationsgefiiBe einpipettier~en Medium C 2 NaN 3 in einer End- 
konzentration von 1,645 �9 10 -~ Mol zu. Die Vorbereitungsgef/iBe enthielten also reines Niihr- 
medium. 

�9 E. Bestimmung yon Natrlum und Kalium. Die flammenpho~omotrische Schnellmethode 
ist bereits ausfiihrlich beschrieben worden (BVRCK 1961). Der IonengehMt wurde auf das 
Feuehtgewieht (F) bezogen. 

u  

1. Wasser - ,  Nat r ium-  und I (a l iumgehal t  normale r  Leberm Alle an den  frisch 
en tnommenen  Lebern  als Ausgangswer te  e rmi t t e l t en  Ergebnisse,  die mi r  

den Gehal t  zu Versuchs- 
1#o ~wl/kg ~ ~ beginn angaben,  wurden  
zza J ~ zu einem Durchsehni t t s -  

100 wer t  zusammengefag~,  auf 
den die beobaeh te ten  Ver- 
/~nderungen des Wasser- ,  
N a - u n d  K-Geha l t e s  be- 

L / " ~ f ' ~ - ' ~ - - ~ - - ~ - - - ~ L - - ' - ,  zogen werden konnten .  

. ~ . . x f  N~0 Als Durchschn i t t swer t  an 
? ~ _ _  J - -  43 Lebern  weibl icher  Ra t -  

I ten  k a n n  ich folgende 
z 2 3 4 5 8td. 8 

Der Gehalt an Wasser, Natrium und Kalium yon in Zahlen mi t tef len:  71,3 % 
Medium C 2 inkubierten Rattenleberschnitten bezogen ~uf das (39,6 Mol/kg F)  Wasser-  

Feuchtgewicht 
gehalt ,  24,7 mva l /kg  F Na,  

1##, f~.< ._- - - - -~-~x~i  75,3 mva l /kg  F K und so- 
~v~ l o /  ["..~ I _ _ _ _ _  

--- l it lOO mval /kg  

~ - -  - - ' - -  N ~ ~  samtbase  im Organgewebe ; 
14o bei  Zugrundelegung eines 
1z0" ~ i extracel lul / t ren Raumes  ~ 

. a  i • 

,_ "".. : [ von 15% bet rugen die 
1oo I " ~ " ' - ~  ~ / K onz e n t r a t i one n  des in t ra-  

. . ~ ._  . . . .  eellulgren N a  3,5 mva l /kg  
60 ~ z  _ . ' ~ -  F,  die des K 87,6 mva l / kg  
�9 0 ~ ~ ~ K~-~ ~ ' ~ - 2 ~ - - ~  F ,  was mi t  den Angaben  

, ~ yon DULeE und  Gt~N'rHE~ 
30 ~ l ausgezeichnet  i iberein- 

s t immt .  
0 z 3 # 5 Sfd. g 

Abb. 4. Der :ntracellul~re Natrinm-, I~:alium- und Gesamt- ~. Inkuba t ion  yon Leber- 
basengehalt yon in Medium C ~ inkubierten Rattenleberschnitten sehnit ten in Medium C 2. Mit  

der  verfeinei~en Vorbe-  
r e i tungsmethode  inkubie r te  ich zungchs t  analog der  frfiheren Versuche Leber-  
schni t te  in dem yon mi r  zusammenges te l l t en  Medium C ~ zwischen 7,5 und  360 rain 
und  bes t immte  in unterschiedl ichen Ze i t abschn i t t en  den Gehal t  der  Schni t te  an 
Wasser ,  Na  und  K (Abb. 3 und  4). Dabe i  wird  eine in i t ia le  r ap ide  N a - A u f n a h m e  
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und K-Abgabe vor allem des intracelluliiren Elektrolytbestandes deutlieh, denen 
rfickliiufige Tendenzen folgen. Erst bei l~ngerer Versuehsdauer ist die intra- 
cellul/~re , ,Itypernatriocytose" und ,,J-Iypokalioeytose" (BV~CK 1960) bedeutsam 
und irreversibel. Bemerkenswerterweise t r i l l  kein vollst/~ndiger AngMch des 
Elektrolytgehaltes der Zellen an die Konzentration des Medium ein; die Unter- 
schiede betragen aueh am Versuehsende naeh 6 Std ffir Na noeh 74,2 mval/kg F, 

T~beUe 1. Vergleich des Na- und K-Gehaltes naeh 6sti~ndiger Inkubation in Medium C ~ 
mit dem Gehalt der Medien 

I Na I Nai 

mval /kg F 
| 

Medium C z ] 218,0 . . . . . . . .  i 
Medium III 145,7 
Schnitte 6 Std in Medium C a 143,8 I 125,3 

mval/kg F 

5,93 
5,93 

39,5 147,8 

ffir K 33,6 mvallkg F (Tabelle 1). Vergleieht man aber den Na-Gehalt der Sehnitte 
nach 6stfindiger Inkubation mit jenem des Medium III ,  so erreicht er nieht einmM 
den Weft  dieses Milieus. Ob diese Ann/iherung in unserem Medium bei ls 
dauernder Inkubation 7ZO 
noeh erfolgt oder sogar r~val/kg 
fibersehritten, oder ob suu' 

eine biologisehe Grenze oou 

geprfifterreieht worden.wird' ist nieht ~ ~[ 6oi 

Die Bereehnung der 
Differenz zwischen den :~I 2o 
Werten der Kontrollen o 

und der inkubierten -zo I. 
Sehnitte l~gt die Aus- 
tausehvorg/~nge bei der -~u 

Inkubation ansehau- -~o 
lieher werden (AtI~O, 
ANa, ANa i, AN, AKi), 
da hierbei die reinen 
Net~over/~nderungen er- 

r "\~ 

I 
i f..o**" 

'AZN~,K 

A H~ _ 9 ~  ~ ,  ~ J  

~K - . . . . . . . . . . . . . . . . .  " . . . . . .  

Abb, 5. Ver~nderm~ des Geha1~es an NatriRm, KMium, Wasser 
und Gesamtbase Yon in 1V~edi~t C ~ inkubierten Etattenleber- 

sehnitten 

fagt werden (Abb. 5). AuBerdem tri t t  wegen der Subtraktion die Bedeutung des 
extraeellulgren Raumes zurfiek, so dab diese Vergleiche a n Aussagekraft gewinnen. 
Die gfinstige Regulation des Wasserhaushaltes, wie sie bereits mitgeteilt werden 
konnte, 1/~Bt sieh nun mindestens fiber 3 S~d aufrechterhalten und bleibt sogar 
bis 6 Std auf 4% ffir AtI~O begrenzt. Dieser ausgeglichenen Wasserbilanz stehen 
erstaunlieherweise gr6gere )knderungen des K- und Na- Gehaltes gegenfiber. Dabei 
mug das Unverm6gen der Sehnitte, w/~hrend der ,,Erholungsphase" (15. bis 
90. rain) die Normwerte nicht einmal ffir intracellul/~res K zu erreiehen, hervor- 
gehoben werden. Erreehnet man die Netto-Ionenverschiebung ffir die Gesamt- 
base, so kommt es in der Zei~ des Wassergleiehgewiehtes zu einer Ionenzunahme 
yon etwas fiber 50 % des Ausgangswertes. Im weiteren Verlaufe des Versuehes 
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%2 

wirkt sich die kontinuierliehe Netto-Zunahme an Elektrolyten in einer miil~igen, 
langsam abet stetig fortschreitenden und der Aufnahme yon Mineralien etwa 
parallel gehenden Einw~sserung aus. 

3. Inkubation yon Leberschnitten in Medium III .  Nicht nur die unterschied- 
liehe Osmolaritht versehiedener Medien, sondern auch die abweiehende Wirkungs- 
weise einer Phosphat- oder Biearbonatpufferung wurde frfiher schon yon uns 
bearbeitet. In  diesem Zusammenhang batten wir die vergleichsweise zu dem 
bicarbonat-gepufferten Medium C 2 erhShte Wasserzunahme der Lebersehnitte 

-7 

/2g 
m~.llkg I 

s ~uu ,,,"'<" ........ t __I 

, <~, ii / - ~  ........... ~lN, f 
I • 

H~O ............. 

0 0 - . ~ ' " "  

0 75 45 YO ,90 rnin s $1d. d 
Abb. 6. Vergleich zwisehen der)[nderung des Natrium-, Kali~m- 
und Wassergehaltes Yon Rattenleberschnitten, die in Medium IiI 
(KREBS) ( ) und in Medium C s (BuicK) ( . . . .  ) inkubiert 

wurden 

im phosphat-gepufferten 
Medium I I I  beschrieben 
(BUICK 1958, BURCK u. 
NEmT~). ]~ei diesen Ver- 
suehen konn~e ieh das 
differente osmotische Ver- 
halten best~tigen. Unser 
Augenmerk riehtete sich 
hier auf die damit ver- 
bundenen Xnderungen der 
Alkuli-Ionen unter der 
Fragestetlung, ob sieh die 
abweiehende Einw~sserung 
in einer unterschiedlichen 
Aufnahme yon Na und Ab- 
gabe yon K widerspiegele. 

Diese gegensgtzliche Reaktion konnte nicht beobachtet werden. Der K-Verlust 
nnd die Na-Aufnahme sind, obwohl die Wasserbilanz versehieden ist, wi~hrend 
90 rain in den verglichenen Medien praktisch identisch gewesen (Abb. 4 und 6). 
Besonders bei dem Vergleiehe des intraeellulgren Ionengeha]tes ergeben sich auf- 

f~llige Ubereinstimmungen. Dal~ sich zu diesen 
Tabelle 2. Gegeni~berstellung dsr 
1Vetto-Gesamtbase (mval/kg F)  bei 

Inkubation in Medium C 2 und 
Medium t I I  

Minuten Medium C ~ Medium III 

7,5 
15 
45 
90 

60,7 
67,9 
66,1 
70,9 

55,6 
59,6 
70,4 
65,1 

Entnahmezeiten aueh keine verwertbaren 
Untersehiede in der Konzentration der Gesamt- 
base ergeben - -  wie es in Tabelle 2 gegeniiber- 
gestellt w u r d e - - ,  unterstreicht das prinzipiell 
~hnliehe Verhalten der Schnitte in den ver- 
schiedenen LSsungen. Aueh im Medium I I I  
kommt es zu einer derartigen Zunahme yon 
(Na + K ) ,  dal~ sie den Ausgangswert um etwa 
50% fibersteigt. Dies stimmt mit den neuen 

Ergebnissen von B~ooM~ und Ot'IE fiberein, bei denen ieh aus den angegebenen 
Zahlen in Medium I I I  ebenfalls eine Zunahme der Netto-Gesamtbase yon 
55 mvalikg F errechnen konnte. 

Die grunds~tzlieh gleiehe Konstellation der Elektroly~verteilung in Medium I I I  
und C 2 kommt vet allem auch bei Betrachtung naeh der Differenzbereehnung zum 
Ausdruck, welche in Tabelle 3 zusammenges~ellt ist. 

Ich babe sehlieBlieh ffir die Zeit zwischen 7 und 45 rain einen durehschnitt- 
lichen GehMt der Sehnitte an Netto-Gesamtbase (A~+K) ermittelt und ihn dem 
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Tabelle 3. _~nderung des Wasser- und Elektrolytgehaltes inkubierter Rattenlebersehnitte 
Werte der ,,indirekten Osmometrie" (vgl. auch Anmerkung der Tabelle 1). 

t . . . . . . . . .  

rain , % mv~l/kg F mval/kg F mvaI/kg F 

Inkub~tion in Medium C a (BvRclQ 
7,5 6 0,4 99,7 98,1 --38,7 I --39,3 60,7 58,8 

15 0,0 107,9 113,0 -- 40,9 -- 41,8 67,9 71,2 
45 -- 0,5 93,1 94,7 -- 28,8 -- 26,6 66,1 68,1 
90 0,7 89,6 85,5 -- 18,8 -- 14,1 70,9 71,4 

135 1,0 86,3 81,7 -- 23,6 -- 19,1 62,6 62,6 
180 1,9 99,3 99,5 -- 29,2 -- 24,2 70,1 75,3 
210 2,0 106,9 104,2 -- 22,2 -- 24,2 83,7 80,0 
240 2,8 116,1 115,5 -- 28,6 -- 34,8 87,4 80,7 
300 3,9 107,5 110,0 -- 43,1 -- 42,8 64,4 67,2 
330 3,6 117,8 115,4 -- 25,6 -- 29,8 92,5 85,6 
360 4,0 116,3 121,8 -- 36,3 -- 39,8 83,3 82,0 

Inkubation in Medium II I  (KmsBs) 
7,5 [ 2 I 0,1 88,5 103,2 --32,9 --29,1 55,6 74,1 
15 ~ 0,8 97,7 111,1 -- 39,2 -- 36,6 59,6 74,5 
45 1 3 i 1,2 99,9 114,3 --27,6 --23,6 70,4 90,7 
90 2 1,1 75,9 87,5 -- 15,8 -- 7,6 65,1 79,9 

hypothet ischen Iqet to-Gesamtbasengehal t  der Medien (s. Methodik) gegeniiber- 
gestellt (Tabelle 4). Trotz eines wesenthch hSheren GehaItes an  (A~a+~) im 
Medium C 2 k o m m t  es in  den ersten 45 rain zu keiner untersehiedl iehen Alkah- 
I o n e n z u n a h m e  der Leberschni t te  in  den beiden vergliehenen Medien. Nach der 
I n k u b a t i o n  in  beiden LSsungen fKllt eine leiehte ErhShung des Nettogehaltes an 
Gesamtb~se der Leber 
gegenfiber dem blut~hn-  
lichen Wer t  des Me- 
d ium I I I  aui.  Diese 
absolute Ionenzunahme  
fiberschreitet den me- 
thodischen Fehler. Zu- 
sammenfassend ha l ten  
wir lest, dab die Schnit te  

T~belle 4. Durchschnittlicher Netto-Gesamtbasengehalt yon 
Leberschnitten zwischen 7 und 45 rain Inkubation und hypo- 

thetischer Netto-Gesamtbasengehalt der Medien 
(in mval/kg F bzw. mvalfl) 

Leber in Medium II I  
Leber in Medium C a 

ANa+K 

61,9 
64,9 

MediumlII . . . 
MediumC a . . . 

A~a+K 

50,6 
122,9 

n ich t  nu r  Wasser,  sondern auch in  besonderer Beziehung dazu Elektrolyte  
ausgetuuscht  haben.  

4. Inkuba t ion  yon Lebersehnit ten in  Medium C 2 unter  Zusatz yon Na-Azid. 
Das K-Carr iersystem in  der Zel l raembran yon  B/~ckerhefe wird mi t  Konzent ra -  
t ionen  zwischen 3,3 u n d  5 �9 10 -~ Mol NaN 3 gehemmt  (FOVnKES). Zur Prfifung 
einer Wi rkung  yon  Na-Azid an  inkub ie r t en  Leberschni t ten  setzte ieh dem 
Medium C 2 NaNa in  einer Endkonzen t r a t i on  yon  1 ,645 .10  -4 Mol zu, wodurch 
d~s p~  n ieh t  ge/~ndert wurde. Die Ergebnisse sind in  Abb.  7 graphiseh in  Be- 
ziehung zu den Kont ro l len  gebr~cht worden. W/~hrend der ersten 90 mi n  der In-  
kuba t i on  verl ieren die Sehni t te  m e , b a r  weniger K u n d  nehmen  erheblich geringere 
Mengen an  3Na auf;  im weiteren Versuchsverlauf gleichen sich die Werte  den 
Kont ro l len  an. Ffir die intracellul/~re Ionenbi lanz  liegen die Befunde noeh auf- 
f/illiger. /qeben dieser Azid-W~rkung auf die Ionenversch iebungen  k o m m t  es 
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gemeinsam mit einem gegentiber den Kontrollen gut meBbar verminderten GehMt 
an Gesamtbase zu einer Wasserabgabe der Schnitte, wghrend alle Werte nach 
3stfindiger Versuchsdauer keine Unterschiede mehr hervortreten lassen. Der 
Effekt des Azides dfirfte sich also in irgendeiner Weise zeitlieh ersch6pfen. 

:4O 

~val/kg "" 
120 r " ' " " ~ .  ...... / 

: !~%--27_ 

70 o HzO 
I 

-80  0 30 gO 90 130 :5-0 rain 180 

Abb .  7. Der  E in f l uB  won N~t r i l~m-az id  au f  den  • a n  Na~r ium,  I ( a l i u m  u n d  W a s s e r  be i  der  
I n k u b ~ t i o n  ( - - - -  M e d i u m  C 2 § N a N s ,  - - - K o n t r o l l e n  i n  r e i n e m  M e d i u m  CD 

D i s k u s s i o n  

Zur Aufkl/~rung yon AustauschvorgKngen zwischen intra- und extracellul/~ren 
Flfissigkeiten zieht man Modellversuche, isolierte und durchstr6mte Organ- 
systeme oder die Inkubation yon Gewebeschnitten heran. Die Untersuchungen 
an Schnitten oder Gewebsbrei in vitro sind an m6glichst physiologische Versuchs- 
bedingungen gekntipft, die sich under acht Forderungen subsummieren lassen 
(BV~CK 1960). Mit unserer Methode einer ,,indirekten gravimetrischen Osmo- 
metric" und mit der Anwendung unseres Medium C 2 babe ich diesen Ansprtichen 
soweit mSglich Genfige getan. 

Ftir die Untersuchung der Wasser- und Elektrolytregulation an tiberlebenden 
Zellen kann man auf verschiedene Gewebe zurfickgreffen. Mit Vorteil werden 
Gehirn-, Nieren-, Muskel- und Leberschnitte benutzt, die sich aber unterschiedlich 
for diese Experimente eignen. Da die Leber ein groBes und bei grober Betrachtung 
anatomiseh einheitlich aufgebautes Organ ist, welches zudem sehr viele Zellen 
derselben Funktion auf diehtem Raum vereinigt, wurde sic in dieser grunds~tz- 
lichen Studie yon uns bevorzugb. 

Unterschiede in der Funktion yon L~ppchenzentrum, -mitre und -peripherie dtii~ften for 
den Wasserwechsel nur gradueller, aber nicht qualitativer Art sein. 

Dcr Einheithchkeit des cellul/~ren Aufbaues der Leber steht Mlerdings die Viel- 
f~ltigkeit ihrer biochemischen Funktionen gegeniiber. Wegen ihrer Ft~higkeit der 
GMlesekretion k6nnte sic ffir derartige Regulationsuntersuchungen weniger geeig- 
net erscheinen. AuBerdem ist zu berficksichtigen, da$ die h6her molekularen 
Verbindungen, vor Mlem Glykogen, beim Inkubationsversuch durch Zerfall 
osmotisch aktive Fragmpnte freisetzen (Co,wAY u. GEOG~,O~, SWA~ u. M~- 
L ~ ) .  Da es sich bier um relative Messungen zwischen Vergleichsreihen handel~ 
kommen die zuletzt vorgebrachten Bedenken nicht zur Auswirkung. 

Die Untersuehungen haben yon dem IonengehMt lebensfrischer Leberproben 
auszugehen. In Tabelle 5 stelle ich meine Ergebnisse denen anderer Autoren 
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gegeniiber. Hierbei liil~t sich eine ()bereinstimmung meiner Werte mit denen 
der Literatur erkennen. ~Jber die wechselseitigen Beziehungen zwischen Na-, 
K- und Wasser-Geha]t einzelner normaler Lebern soil an anderer Ste]le gesondert 
berichtet werden. 

Tabelle 5. Der Na- und K-Gehalt normaler Battenlebern 

A u t o r e n  

MA-WERY U. HASTI~COS . . 
FLI~CK U. Mitarb . . . . .  
AEBI 1953 . . . . . . .  
ITO~I u. SCHWAt~TZ . . . 
LEaF . . . . . . . . .  

B E R G E R  . . . . . . . .  

RI~CXER U. Mitarb . . . .  
DU ~:~UISSEAU U, 1V~oRI . . 
BROOSIE u .  OPIE  . . . .  
~V~oRI U. DU I~UISSEAU 

BUR(DK . . . . . . . .  

i ~  
m v a l / k g  

33,6 
34,8 
27,2 
55,0 
32,7 

K 
mva~l/kg 

127,0 
89,6 
95,2 
87,0 
91,0 

23,5 81,9 
20,9 91,2 
47,0 111,8 
23,6 94,1 
43,0 117,5 

24,7 75,3 

B e m e r k u n g e n  

Auf fettfreies Gewebe bezogen 
Auf fettfreies Gewebe bezogen 

Umgerechnet bei Annahme eines Wasser- 
gehaltes yon 71,3 % 

Umgerechnet gem~B dem angegebenen 
Feuchtgewicht 

Nur Weibchen 

Bei der Bestimmung des intracelluli~ren osmotischen Druckes an einzelnen Or- 
ganen sind die Ergebnisse widerspruchsvoll ausgefallen. Es stehen sich die 
Messungen eines mit dem Blur isotonischen Zellinnern (0,3 oslV[) denen einer 
doppelten Serumhypertonie (0,6 osM) gegeniiber. Zus~tzlich fie1 bei anderen 
Versuchen, bei denen man den osmotischen Druck nicht bestimmt hatte, zahl- 
reichen Autoren auf, da$ ihre Schnitte in einem Medium yon Serumosmolarit/tt 
anschwollen (Lit. bei OPI~ 1954/55, PETERS 1944, I%OBI~CSO~ 1960, Bu~c~ 1962). 
Bei eigenen Versuchen hatte ich eine leichte, abet gut mel~bare Hypertonie 
ermittelt (0,45 osM) u n d  Uberlegungen diskutiert, nach denen die ttyperos- 
molarit/s eine Artefaktbildung sein kSnne, so daI~ der wahre normotone, mSg- 
licherweise blutisotonische Zustand der Zellen im Organismus in ~dtro verdeckt 
werde (BUUCK 1958, BURCK U. NETTEd). 

Wieweit methodische Sehwierigkei~en ffir diese unterschiedlichen Ergebnisse verant- 
wortlich zu machen sind, habe ich kiirzlich diskutier~ (BuRcK). Dabei ist das Wesen der 
Methode einer wdigenden Osmometrie (ELLIOTT,  OPIE 1949) und unserer modifizierten Technik 
der ,,indirekte~ gravimetrischeu Osmometrie (BURCK 1958, BUZeK u. NE~TEI~) erlautert worden. 

Mit der HShe des osmotischen Druckes ira Zellinnern hangt die Aufrecht- 
erhaltung der Wasser- und Ionenkonzentration zusammen. W/~hrend eine Blut- 
isotonie der Intracellularftiissigkeit die passive Regulation des Wasserwechsels 
auf dem Boden einer Wasserverschiebung in Abhangigkeit von der Ionenver- 
teflung verst~tndlich erscheinen laBt, wird ffir den b]uthypertonischen Zellinnen- 
druck die Hypothese eines gegen den osmotischen Gradienten arbeitenden 
aktiven Wassertransportes notwendig. 

Die Vorstellung eine8 aktiven Wassertransportes wurde yon ADOLP~ inauguriert und yon 
t~o~iNsoN (1950, 1953) ausffihrlich d~rgelegt. Sie gingen yon den z~Mreichen Beobaehtungen 
aus, dal~ der intracellulare osmotische Druck slier gepriiften Gewebe bei der Bestimmung durch 
Kryoskopie oder wagende Messung dem Serum gegeniiber als hypertonisch ermittelt wurde. 
Nach dieser dynamischen Au//assung des Wasseraustausches wird die Fr~ge, warum hyper- 
tonische Zellen im 0rg~nismus nicht schwellen, dahingehend beuntwortet, dut] sie trotz dieses 
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hSheren osmotischen Innendruckes st~ndig in einem ,,Fliel]gleichgewieht" stehen, bei dem 
passiv hineindiffundierendes Wasser unter Verbrauch yon Energie aktiv heraustransportiert 
werde. 

CONWAu (CoNwAu u. GEOGtIEGAN, CONWAY U. Mitarb.) erkl~rt die osmotische Druek- 
zunahme im Zellinnern durch autolytische, osmotiseh aktive Spaltproc~ulcte. Seit jedoch die 
freie und schnelle Dfffundierbarkeit dieser Substanzen unter Beweis gestellt werden konnte 
(SwA~ u. MILLER), diirfte die Autolyse keinen tragenden Beitrag fiir die Erklarung der Ze]]- 
einwasserung bei isotoniseher Inkubation mehr abgeben. 

Die Frage, ob aul]er den Ionen auch Wasser aktiv bewegt werde (EoBINSOI~ 
1953) oder ob die Wasserbewegung denen der Ionen passiv ~olge (LEAF, PETERS), 
kann mit einfachen Schwellungsversuchen nicht entschieden werden. Daher 
untersuchten bereits zahlreiche Autoren die mit der Wassergehaltsanderung ein- 
hergehenden Verschiebungen yon Na and K an der Leber (AE~I 1953, BI~OO~E u. 
OPIE, HECKMANN U. PARSONS, LEAF, RIXON U. STEVENSOn 1956, ROBII~SO~ 
1952a; an der Niere: DEu 

Die Umstrukturierung des Elektrolyt- und die ~nderung des Wassergehaltes wurde in 
ahnlicher Weise an anderen Geweben analysiert: Niere, Gehirn, Muskulatur, Samenb]asen- 
sehleimhaut (Lit. s. RoBII~SOl~ 1960), Muskulatur (DEAHOTAU. I-IuDLICKA, DRAIIOTAU. Mitarb. ), 
Uterus (BR]~I~ER), Schilddriise (BoATmAN U. PISAI~OI]~). Dabei stimmt man iiberein, dal] die 
Sehnitte bei Inkubation K abgeben, Na in starkerem Mal~e hinzugewinnen und - -  bei blut- 
isotonischen Medien - -  einwassern. Mit Isotopen wurde bestatigt, dal~ der Na-Flux grSBer 
a]s der des K ist (WHIT~AI~ U. DAVIES). Man hat sigh am eine Koordinierung dieser Ver- 
sehiebungen bemiiht, jedoch last sich ein stSchiometriseher Abtausch yon K gegen Na nicht 
herausarbeiten. Allerdings wurde bereits auf gewisse Beziehungen zwisehen der Alkali- 
zunahme der Zelle und der Einwasserung hingewiesen. 

Diesen Beispielen folgend, habe ich zunachst unsere Sehwellungsversuehe 
durch die Bestimmung der Elektrolyte erganzt. Im Gegensatz zu den anderen 
Untersuchern bin ieh darfiber hinausgegangen und habe die Werte der Elektro- 
lyte und die des Wassers bei Inkubation in versehiedenen Medien in Beziehung 
zueinander gebracht. Im Untersehied zum Verhalten in reiner KochsalzlSsung 
(B~oo~ u. OPIE) konnte ich dabei sowohl in unserem bluthypertonischen Medium 
C ~, als auch im blutisotonischen Medium I I I  eine erhebliche, aber in beiden 
LSsungen gleich starke Zunahme der Sehnitte an Na und einen ebenfalls in beiden 
L6sungen gleichen geringen Verlus~ an K messen. Stellt man meine K-Werte 
in Medium I I I  (Tabe]le 3 unten) neben jene yon FI~IN]~ u. Mitarb., so stimme ich 
mi~ ihnen fiberein, dal3 der anfangliche K-Verlust den Zellbestand auf etwa 60% 
(bei uns 52 %) reduziert, im weiteren Verlauf aber auf 80 % des Bestandes wieder 
ansteigt. Man wird also mit der Annahme nich~ fehlgehen, dal] sich die Sehnitbe 
nach einer anfangliehen Schadigung durch die Vorbereitungszeit zunaehst erholen, 
dal3 die regulativen Prozesse dann abet er]ahmen. Wahrend in meinen Sehni~ten 
im Medium I I I  (0,3 osM) dieser Transmineralisation eine Wasseraufnahme parallel 
ging, hielten die Sehnitte im Medium C z (0,45 osM) trotz der gleiehen Elektrolyt- 
verschiebungen ihren Wassergehalt wahrend etwa 3 Std auf normalen Werten. 
Obwohl sieh die Medien in ihren Konzentrationen und Kompositionen unterscheiden 
und obwohl in Medium I I I  eine Wasseraufnahme der Sehnitte beobachtet werden 
mul3te, war die Netto-Zunahme an Gesamtbase in beiden Medien gleich und erreiehte 
etwas mehr als 50% der Kontrollen (vgl. aueh PAl, PIeS u. E~LIOTT). Damit 
stehen diese Ergebnisse im Gegensatz zu denen yon RxEc~:m~ u. Mitarb., die 
trotz Wasseraufnahme bei blutisotoniseher Inkubation keine nennenswerte Zu- 
nahme der Gesamtbase hatten messen kSnnen. Auffal]enderweise fiberschritt aber 
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in meinen Versuohen der Na-Gehalt der Schnitte selbst im Falle der Inkubation 
im hSher osmolaren Medium C 2 (218 royal/1 Na) nieht den Weft  des blutisoto- 
nischen Medium I I I  (145,7 reval/1 Na), und das intraeeilul~re K blieb stets fiber 
dem Gehalt der AuBenflfissigkeit erhalten. W~hrend L]SAF und ~hnlioh aueh 
As, BI (1953), DEYI~ICP und MUDGE den ffir Medium I I I  analogen Fall, dab n~m- 
lich das Gewebe bei der Sehweilung mit dem Wasser auoh an Elektrolyten gewinne, 
sohon mit ihren Versuchen herausste]lten, habe ieh hiermit den umgekehrten 
Fall nachweisen kSnnen, dab unter extracellul~r hypertonischen Bedhagungen eine 
gleiche Elektrolytversehiebung ohne Wasseraustausch in Szene gehen kann. Dies 
hatte LEA~ als theoretiseh mSglich pr~judiziert. Es wird also die Vorsteilung 
bewJesen, dab bei der Sehwe]lung der Sehnitte in isotonisehen Medien zusammen 
mit Wasser Elektrolyte aufgenommen werden, was bisher eigentlioh nut  dutch 
Berechnung ersehlossen worden war. Die Wasserbewegung nach einer StSrung 
der Ionengradienten steht somit bereits als rein osmotiseher Folgevorgang lest. 

Bei quantitativer Betrachtung mul3 ~tir die l~fickverteilung yon K und Na 
bei der Inkubation angenommen werden, dab sowohl ein Austausch yon Na 
gegen K, als auch - -  als unabh~ngiger Vorgang - -  eine Netto-Aufnahme yon 2qa 
mit  einem yon mir nieht bestimmten Anion stattfinden. Da unter extraeellul~r 
verschiedenen Bedingungen die gleiehe Menge an Gesamtbase aufgenommen 
wurde und diese sieh im Fortgang des u nieht steigerte, muB man zu- 
s~tzlieh auch die Vorstellung eines ,,Grenzwertes" der Ionenaufnahme diskutieren, 
der bei der Rfickverteilung der Gradienten an der noch fiberlebenden Zelle nieht 
fibersehritten wird. Aueh die Frage der strukturgebundenen, osmotiseh inaktiven 
K-Ionen (DAI~OWSKI, ELKI~TON U. Mitarb., ELKINTON U. DA~OWSXI) sollte erneut 
geprfift werden. Denn aueh bei diesen Versuchen blieb der K- Gehalt der Sehnitte 
immer fiber dem des Medium erhalten (so aueh PA~]~IUS u. ELLIOTT). 

hTach der Feststeilung, dab die Jnderung des Ionengehaltes in Medium I I I  
und C z gleieh ist, kSnnen die bisherigen Kenntnisse fiber den Wasserweehsel 
dahingehend prazisiert werden, dab es sieh bei der Einw~sserung und dem Na/K- 
Austauseh um trennbare Vorg~nge handelt. Es liegen wenigstens zwei Prozesse 
zugrunde: eine l~fickverteilung der Salze und eine dadureh induzierte Wasser- 
neuverteilung ohne Mitnahme yon Ionen; dies komlnt abet nieht einem Einstrom 
von Wasser allein gleieh. Es soil damit nut  hervorgehoben sein, dal~ das Wasser 
in Abhangigkeit yon einer sich neu einsteilenden Ionenverteilung gewechselt wird. 
Anhaltsptmkte fiir ein anderes Verhalten des Wassers haben sieh nicht ergeben. 

Man kann zunKchst in folgender Weise resumieren: 
1. Schnitte nehmen in vitro nicht nut  Wasser, sondern auch - -  evtl. in star- 

kerem MaBe - -  Ionen auf. 

2. Die friiheren Versnche maehen es mSglich, einen bestimmten Geha]t der 
Sehnitte an Elektrolyten einem Schwellungszustand einigermal3en zuzuordnen 

- -  was sehon andere Autoren versuchten (AEBI 1952, 1953, LEAF, t~IXO~ U. 
STEVS.~SO~ 1958) - - ,  oder eine intraeellul~re Zunahme an Elektrolyten durch eine 
molare Steigerung des Medium osmotisch inapereept werden zu lassen. 

3. Bei untersehiedliehem Ionengehalt der Medien folgt die t~fickverteflung yon 
~ a  und K einem gleichen Prinzip, so dab in LSsungen st~rkerer Konzentration 
gleiehe Werte erreieht werden wie in jenen niederer; daher kann die Ursaehe der 
Ionenrfiekverteilung nicht an der osmotisehen Konzentration des Medium liegen. 
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4. Die Riickverteilung der Ionen und etwaige Jmderungen im Wassergehalt 
der Sehnitte sind zwei getrennte Vorg/~nge, die aber voneinander abh/~ngen. 

5. Die Einw/~sserung richter sich naeh dem osmotisehen Konzentrations- 
gradienten, der naeh stattgehabter Ionenrfiekverteilung entstanden ist, und ist 
daher dutch extracellul/~re Ionenanreieherung kompensierbar. 

Nach diesen Ergebnissen kann die Wasserregulation - -  mindestens ffir die 
Leberzelle - -  nieht mehr als eigene aktive Transportleistung der Zelle aufgefal~t, 
sondern daft vielmehr nur noch im Zusammenhang mit den aktiven Ionenver- 
sehiebungen angesehen werden, wie es lange vermutet  wurde und neuerlieh wieder 
aufgegriffen wird (SWAM u. MrLL~R; Lit. bei P~TE~S, ROBI~SO~r 1960). Sie d/irfte 
sich naeh augenblicklicher Vorstellung in folgende Einzelsehritte analytiseh zer- 
gliedern lassen, die bereits mathematisch-physikaliseh umschrieben wurden 
(LEAF) : Die normale ruhende Zelle ist dureh zwei in entgegengesetzter Richtung 
ausgebildete und in diesen beiden Riehtungen Wasser anziehende Donnan- 
Systeme im osmotischen Gleiehgewicht. Dabei werden Na-Ionen dureh aktive 
Transportleistung aus der Zelle fast vollst/~ndig eliminiert und K-Ionen im Innern 
angereiehert (Lit. bei Co,wAY, I ~ T E a  1961). Die Erriehtung der hieraus resul- 
tierenden Konzentrationsgradienten kSnnte dureh Energietransformation aus ATP 
vor sich gehen, wie es im Mode]lversueh gezeigt werden konnte (KELLER U. BLE~- 
~EMA~N). Bei StoffweehselstSrungen, die die Energielieferung zur Aufreeht- 
erhaltung dieses Ionentransportes verringern, kommt es zu einer Rfiekdiffusion 
nicht nur yon I~a, sondern aus elektrostatisehen Grfinden eines zugehSrigen Anion 
in die Ze]le, weft bei der Riiekdiffusion 1Wa nicht in einem/~quimolaren Verh/~ltnis 
gegen K ausgetauseht wird. ttierbei dfirfte zun~ehst eine Riickverteilung des 
aktiv transportierten Ions statthaben, dem eine weitere ~nderung der Gesamt- 
ionenverteilung auf dem Boden eines sich neu einstellenden Donnan-Gleieh- 
gewiehtes folgt. Dieser neue Gleiehgewichtszustand wird wieder die Verteilung 
des Wassers einbeziehen. Ist  es aber nun zu einem Uberwiegen des intraeellul~ren 
osmotischen I)ruckes gekommen, wird die Zelle das Ph/~nomen der Sehwellung, 
bei Uberwiegen des Druekes des Inkubationsmedium eine Sehrumpfung zeigen. 

Solche Bedingungen diirften bei allen in vitro-Versuchen vorliegen, weft neben 
der SchKdigung dureh das Schneiden vor allem w/~hrend der Vorbereitungszeit ein 
StoffwechselengpaB dureh Kfihlung, Sauerstoff- und Substratmangel, ungenii- 
gende Pufferung und Ansammlung yon Stoffweehselsehlaeken unvermeidbar ist. 
In dieser unterwertigen Stoffweehselsituation ist die Leber aul~erstande, das Zell- 
innere yon Na freizuhalten. Infolge der Zunahme an intraeellul/~rer Gesamtbase 
und damit des intraeellul/~ren osmotischen Druekes kommt es durch Diffusion zu 
einer Zelleinw/isserung. Man kann diesen Vorgang als isotonische Expansion des 
intracelluldiren Fli~ssigkeitsvolumen anspreehen, bei deren Entstehung nach meiner 
•berlegung zeitlich eine hypertonische und eine spiitere hypotonische Phase zu 
unterscheiden sind. Auch der zweiphasige Austauseh des K sprieht daffir (WHI~- 
T ~  u. D~w]~s 1954). Es gibt also geniigend Griinde fiir eine zeitlieh naeh- 
geordnete Folge yon I~a-Aufnahme und Einw~sserung. Ein unzureiehender 
Wassereinstrom verhindert hingegen eine isotonisehe Ausdehnung des intra- 
cellul/~ren Raumes. Damit eharakterisieren sieh Sehwellung und Einw/~sserung 
als eine der Ionengleiehgewiehtseinstellung naehgeordnete passive Verteilung des 
Wassers. Erh6ht man nun den osmotisehen Druek der Inkubationsflfissigkeit um 
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den molekularen Betrag, den die Zunahme an intracellulgren Elektrolyten aus- 
macht,  so wird die Ursache der Wassereinlagerung kompensiert. Gleiehzeitig 
wird aber eine artefizielle intracellulgre Ionenzunahme erreieht, die friiher als 
physiologische Zellhypertonie gedeutet wurde. Dies habe ieh mit  Medium C 2 
bei den frfiheren Experimenten und bier zeigen k6nnen. Der rein osmotisehe 
Effekt der Zellwasserregulation wurde auf diese Weise manifest, da die ionale 
Riiekverteilung in beiden Medien (C 2 und I I I )  gleieh war. Hiermit  wurde die 
Annahme einer , ,Wasserpumpe" oder einer intraeellu]/~ren osmotiseh wesentlieh 
wirksamen Autolyse im Sinne CoNwAYs fiberfliissig. 

Mit LEAF mu[~ ich darauf hinweisen, daft fiir den Fall eines aktiven Transpor~es nicht 
yon Na und/oder K, sondern start dessen yon Anionen diese Darstellung in gleicher Weise 
giiltig bliebe. 

Beweisen 1/~gt sieh die Theorie der passiven Wasserregulation vollst/~ndig, 
wenn es gelingt, die Riiekverteilung der Ionen im Experiment  ohne Variation des 
osmotisehen Druekes der Inkubationsfltissigkeit zu beeinflussen und damit  eine 
diffusionsbedingte Anderung des Wassergehaltes zu erzeugen. Da FOULKES fiir 
Azid eine isolierte Wirkung auf den K-Transport  yon IIefezellen nachweisen 
konnte, setzte ich meinem Medium C'~NaN~ zu. Es resultierte eine deutlieh 
geringere Aufnahme yon Na und eine etwas m/~gigere Drosselung der K-Abgabe 
der Zelle. Hierdureh wird die Zunahme der Gesamtbase geringer. Die weniger 
ausgeprs Zunahme der Osmolarit~t der intracellul~ren Fltissigkeit manifestierte 
sieh in einer Sehrumpfung der Sehnitte im bluthypertonisehen Medium C 2, weft 
nunmehr die Zellen trotz geringer Zunahme der intraeellul/~ren Base im End- 
ergebnis doeh gegentiber einem Druek yon 0,45 osM hypotoniseh sind. Der mit  
Azid erreiehte Effekt  beruht darauf, dag die ~nderung der Elektrolytriiekver- 
teilung eine Alteration des Wasseraustausehes auf osmotiseher Grundlage naeh 
sich zieht. Der Beweis der passiven Wasserregutation ats Fotge aktiver Ionen- 
transporte kann damit  als erbraeht angesehen werden. 

Der Wirkungsmeehanismus des Azid auf die Zelle des Warmbliigers ist unbekannt. Man 
kann eine EinfluBnahme auf den Stoffwechsel im Sinne einer Steigerung, an einen Membran- 
effekt dureh Abdiehtung und an L6sliehkeits~nderungen im Zellinnern denken. Diese Fragen 
sind aber ungekl~r~. Sie haben fiir diese Untersuchung keine Bedeutung. 

Die Antwort  auf die Frage naeh der H6he des intracellulgren osmotischen 
Druckes kann j etzt - -  wenn auch deduktiv - -  mit  begrtindeter Sieherheit gegeben 
werden : Zwisehen normalen Zellen und ihrer extraeellul/~ren Flfissigkeit kann sieh 
unter physiologisehen Bedingungen kein osmotiseher Druekgradient ausbilden. 
Der yon PET~US (i933) aufgestellten Theorie eines einheitliehen osmotisehen 
Druckes der Flfissigkeiten in den ,,verschiedenen Kammern"  des 0rganismus 
kann ieh reich also ansehliegen und die ehedem herrsehende Lehrmeinnng erneut 
als riehtig erweisen. Mit weniger beweiskrgftigen Versuehsergebnissen hatte sieh 
diese Ansieht zunehmend durehzusetzen begonnen (APrELBOOM U. Mitarb., 
MaFFLY U. LEAF, RIXO~ u. ST~VE~SO~ 1958, SWAX u. MmLE~). 

Naeh den vorgelegten Ergebnissen mug die Interpretat ion der morphologisehen 
Befunde einer Vaeuolisierung und Einw/~sserung bei StSrungen des Stoffweehsels 
(Lit. s. BOCH~E~, BECKER, BUaCK 1962b) dahingehend vervolIst&ndigt werden, 
dag sie als Folge einer vorher s tat tgehabten ,,Einsalzung" verstanden werden 
miissen. Die Sehwellung tier Zelle in vivo oder in vitro ist die Zellantwort auf eine 
MineralstSrung, weft sieh j ede Vulneration des Stoffweehsels auf die empfindliehen, 
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die Ionengradienten erhaltenden Mechanismen auswirkt. Wghrend Enzyme 
auch von der Zelle losgel6st Leistungen vollbringen ]c6nnen, ist die ungest6rte 
Lebens/gghigkeit der Zelle an Ionenge/~ille gebunden. Die Ionengradicnten sind daher 
die Achillesferse dcr Zellc. Da die gestSrte Vertcilung der Ionen zu morpho- 
logischen ~quivalentbildern im Sinne der Vacuolisierungsversuche ffihrt (BulcoK 
1962b) und damit praktisch wichtig ist, besteht die Berechtigung, der Isoionie 
(NETTER 1960) ffir das normale Ionenmuster die Dysionie ffir die Umstruktu- 
rierung dcr Ionengleichgewichte im Sinne eincr ,Hypernatrio-Hypokaliocytose" 
(BURCK 1960) gegenfibcrzustellen. 

Aus dieser Auffassung ergeben sich praktische Konsequenzen. Der Zcll- 
schwellung bei der Inkubation liegt eine sich aus der konkomittierendeu Stoff- 
wechselhemmung ableitende Elektrolytverschiebung zugrunde. Solange kein 
Milieu zur Verffigung steht, das einen ungest6rten Metabolismus inkubierter 
Schnitte gewi~hrleistet und damit cine Dysionie verhindert, bleibt das bluthyper- 
tonische Medium C a ffir solche vorwiegend wohl morphologische Untersuchungen, 
bci denen in erster Linie Wasservcrschiebungen vermiedcn werden mfissen, 
weiterhin zu empfehlen. Au6erdem ist hervorzuheben, dal~ im Medium C ~: keine 
zusgtzliche ,,Einsalzung" gegenfiber dem Medium III  statthat. 

Diese Experimente brachten einen Fortschritt zur Frage des Wasserwechsel 
lebcnder und fiberlebender Gewebe, indem die Hypothesen eincs aktiven Wasser- 
transportes durch Angaben fiber den Mechanismus des passiven, in Abhgngigkeit 
aktiv gesteuerter Ionenverteilungsgleichgewichtc stehenden Wasseraustansches 
ersctzt worden sind. In die Kausalkette Stoffwechsclst6rung und konsekutive 
Einwgsscrung mul~ ais induzierender Mechanismus die Alteration der ionalen 
Glcichgcwichte im Sinne einer Dysionie cingeschoben werden. 

Zusammenfassung 

Untersuchuugen fiber den intracellulgrcn osmotischen Druck der Zellcn hatten 
blutisotonische (0,3 osM) und bluthypertonische (0,45--0,6 osM) Werte ergeben. 
Hieraus waren Vorstellungcn eines spezifischen aktiven Wassertransportes ab- 
gelcitet worden. Lebersehnittc wurden in einem blutisotonisehen und eincm blut- 
hypertonischcn Medium inkubiert und dcr Na-, K- und Wassergehalt in unter- 
schiedlichen Zcitabstgnden gemessen und in Bezichung gesctzt. Durch Natrium- 
Azid (1,645.10-4 Mol) wurden die Elektrolytkonzentrationen im Zellinnern stabili- 
siert. Aus den Ergebnissen wird geschlossen, dal~ das Wasser in Abhgngigkeit 
aktiv regulierter Ionengradienten rein osmotisch ausgetauscht wird. Ffir das 
Wasscr muI~ ein Konzentrationsgefi~lle abgelehnt werden. StSrungen des Energie- 
stoffwechsels ffihren zu falschen Ionen-Verteilungen zwischen intra- und extra- 
cellulgrem ]~aume. Die Folge dieser als Dysionie bezeichneten ,Einsalzung" ist 
eine cellulgrc Wasseraufnahme, ffir die histologische ~qnivalentbilder bereits 
bekannt sind. 

Cell Swelling Resulting from the Passive Transfer of Water 
(Ion Balance Studies on Incubated Slices of Liver) 

Summary 
The intracellular osmotic pressure of cells had been studied and found to be 

0.3 osM (isotonic with blood), and 0.45--0.6 osM (hypertonic with blood). From 
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these values a theory  had been developed concerning the specific, active t rans-  
port  of water. Slices of liver were incuba ted  in  isotonic and  hypertonic  media;  
a t  various intervals  the conten t  of Na, K,  and  water were measured and  corre- 
lated. By using sodium azide (1.645 • 10 ~a Mol), the concentrat ions of electrolytes 
wi th in  the cell were stabilized. F rom the results i t  is concluded, t ha t  the water 
was t ransferred depending  upon act ively regulated gradients  of ions. The con- 
cept of concent ra t ion  gradients  of water  had to be discarded. Dis turbances  in  the 
metabol ic  supply  of energy lead to a faul ty  d is t r ibut ion  of ions between the 
in t ra-  and  extracellular  spaces. The consequence of this up take  of salt, referred 
to as dysionia, is an  absorpt ion of water, known already by  its histologie picture.  
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