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Der Zustand eines fiberlebenden Organschnittes h~ingt ausser yon seiner Herstel- 
lungsweise und der Ueberlebenszeit vor allem v o n d e r  Beschaffenheit seines Milieus ab. 
Die am h~tufigsten gemessene T~itigkeit des fiberlebenden Gewebes - -  der O2-Verbrauch 
- - w i r d  zwar oft der Atmungsgr6sse in vivo ohne Vorbehalt gleichgesetzt; er kann 
indessen durch obige Faktoren weitgehend vergndert werden. Als Hilfsmittel zur 
besseren Absch~itzung solcher Wirkungen lassen sich verschiedene Eigenschaften der 
Schnitte oder des suspendierenden Mediums heranziehen: Die Konstanthal tung der 
Atmungl,  2,3, die Aufrechterhaltung des in vivo vorhandenen Wassergehaltes resp. 
Trockengewichtsanteiles des Gewebes a,5 und das Ausmass der Abgabe stickstoffhaltiger 
Substanzen an das suspendierende Medium e. 

Der Stickstoffverlust, den Schnitte im Warburgversuch erleiden, ist zuerst yon 
CUTTING UND MACCANCE 6 bei Nierenschnitten von neugeborenen und ausgewaehsenen 
Rat ten  best immt worden. Abgesehen yon den beobachteten Altersunterschieden stellten 
diese Autoren fest, dass der Calciumgehalt des Mediums ffir die Gr6sse der N-Abgabe 
ausschlaggebend ist. Die Gegenwart einer geringen Calciumkonzentration yon 2 mmolar  
bewirkt eine starke Einschr~inkung desselben, ebenso verhindert sie eine Quellung der 
Nierenschnitte. Aus dem gleichen Inst i tut  hat ROBINSON* sparer die Abh~tngigkeit der 
N-Abgabe vom Quellungsgrad des fiberlebenden Gewebes best~itigt und auf das anta- 
gonistische Verhalten von Atmungsgr6sse und Quellung hingewiesen. 

In dieser Arbeit sollen die Zusammenh~tnge, die zwischen dem Stickstoffverlust und 
den anderen erw~thnten Kriterien bestehen, untersucht werden. Ferner gibt die che- 
mische, mikroskopische und elektronenmikroskopische Analyse des Mediums Aufschluss 
fiber die Zusammensetzung des N-Verlustes. Dies erlaubt eine bilanzm~issige Unter- 
teilung des w~ihrend eines Warburg-Versuches abgegebenen stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen in verschiedene Fraktionen. 

Die praktische Bedeutung dieses Problems liegt darin begrfindet, dass es selbst 
heute nicht endgfiltig entschieden ist, welche Gr6sse am zweckmiissigsten und besten 
als Basis ffir die gemessenen Leistungen des fiberlebenden Gewebes verwendet werden 
soll. Als Bezugssubstanz werden am h~ufigsten Feuchtgewicht, Trockengewicht oder 
N-Gehalt der Gewebsschnitte verwendet. Diese Daten lassen sich entweder bei Versuchs- 
beginn oder bei Versuchsende, in parallelen Ans~tzen oder direkt ermitteln. Die Analyse 
des N-Verlustes ist somit nicht nur ein Test ffir die Qualit~it der Versuchsbedingungen, 
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2. Zeitlicher Verlau/ yon Atmung, Quellung und Desintegration yon Leberschnitten 

CUTTING UND MAcCANCE s, sowie ROBINSON 2 haben an Schnitten yon Rattenniere 
beobachtet, dass die Gr6sse des Gesamt-N-Verlustes vom Verlauf der Atmungskurve 
abhfingt. Bleibt der O~-Verbrauch als Zeichen daffir, dass die Versuchsbedingungen 
optimal sind, fiber mehrere Stunden konstant, dann resultiert eine relativ geringe Abgabe 
yon N-haltigen Substanzen an das Medium. Unter ungfinstigen Bedingungen z.B. bei 
Fehlen yon Calcium- oder Kalium-Ionen im Medium, kommt es relativ rasch zum 
Erlahmen der Atmungst~ttigkeit verbunden mit einer Erh6hung des Stickstoff-Verlustes. 
Andererseits ist frfiher mitgeteilt worden, dass Ausmass lind Geschwindigkeit der 

0 2 _ Verbrauch 

oo. j ~  

-20 / B 

/ J  
/ 

O u e ~ s g r a d  N - ~ s t  
o 

/ /  30 

?0 

1 
1.0 

Versuc~sdauer 

~ J ~ ~h ~ ~ ~ ~ ~h '~ ~ 3 ~ 5h' 
i a  I b  r C  

Fig. z .  O=-Verbrauch, Quellung und  Stickstoff-Verlust yon Leberschnit ten (Meerschweinchen) in 
einem quellungsverhindernden Medium (kaliumreiches Medium) A ~ - e -  und einem quellungs- 

f6rdernden Medium (o.95 % NaC1) B ~ - O -  
i a. O~-Verbrauch: Qo2 bezogen auf I m g  End-Trockengewicht.  Substrat  o.oi m Na-Fumarat .  
i b. Quellungsgrad: relatives Feuchtgewicht  der Schnitte bezogen auf dieselbe Menge Trocken- 

substanz.  Verh~ltnis Feuchtgewicht:  Trockengewicht in vivo ~ i.o. 
I C. Abgabe N-haltiger Substanzen an das suspendierende Medium: Total-N aliquoter Proben des 

Mediums bezogen auf den N-Gehalt  der Schnitte bei Versuchsende. 

Atmungsabnahme von Leberschnitten w~]trend des Versuches vor allem vom Quellungs- 
grad der Schnitte abh~tngt. (AEBI~). Da das Ausmass der N-Abgabe ebenfalls eine 
Funktion des Quellungsgrades der Schnitte ist, besteht somit eine gegenseitige Beziehung 
zwischen allen drei Gr6ssen. 

Am deutlichsten treten diese beim Vergleich extremer Bedingungen zutage. Werden 
Leberschnitte unter denselben Versuchsbedingungen einerseits in o.95 % NaC1-L6sung 
und andererseits im kaliumreichen Medium suspendiert, so ergibt sich das in Fig. I 
dargestellte Verhalten. 

Im kaliumreichen Medium, welches - -  wenigstens ffir Versuche mit Leberschnitten 
- - e i n e  optimale Kationenzusammensetzung aufweist, atmen die Schnitte bis zu 5 
Stunden mit praktisch gleichbleibendem Og.-Verbrauch, quellen kaum und erleiden nur 
einen sehr kleinen N-Verlust. Obwohl Ionenst/irke, Pufferung und pH (-~ 7.1) gleich 
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sind, kommt  es in isotonischer NaC1-L6sung zu einem raschell Abfall der Atmungst~tig- 
keit. Die betr~tchtliche Quellung der Schnitte auf alln~ihernd das doppelte ihres ur- 
spriichlichen Volumens ist von einer ausgiebigen Stickstoff-Abgabe an das Medium 
begleitet, dies als Ausdruck eiller beschleunigten Desintegration des Gewebes. 

Die zeitliche Unterteilung des Stickstoff-Verlustes ill 2 verschiedene Phasen, auf 
welche ROBINSON 2 hingewiesell hat, l~tsst sich auch bei Versuchen mit Leberschllitten 
erkennen. Wiihrend die N-Abgabe in den ersten 15 mill des Versuches in jedem Falle 
bedeutend ist, zeigt diese in der darauffolgenden 2. Phase grosse Unterschiede. Sie ist 
Ilahezu Null bei den nicht gequollenen Schnittell, dagegen betr~ichtlich, aber yon koll- 
s tantem Ausmass bei den gequollenell Schllitten. Dieselbe zeitliche Trennung l~sst sich 
beim Quellell der Leberschnitte beobachten, indem sich dort der Quellungs~rad inller- 
halb der ersten 15-2o min des Versuches iindert und dann nach Einstellullg der lleuen 
Gleichgewichtslage nur wenig variiert. 

3. Fraktionierung des abgegebenen Sticksto~s 

Die alleinige Angabe des Gesamt-Stickstoffs mag als Test zur Priifung der Versuchs- 
bedingungen im Serienversuch geniigen. Die richtige Beurteilullg dieser Daten setzt 
indessell die Kenntnis voraus, aus welchen chemischen und morphologischell Kom- 
ponentell sich diese Stickstoff-Abgabe zusammensetzt.  Zu diesem Zwecke wurde das 
suspendierende Medium eines Grossansatzes voll 20 ml llach Herausnahme der Leber- 
schnitte (12-15 Sttick) durch 15 mill langes Zentrifugieren bei 15oo g von alien cellul~iren 
Bestandteilell befreit. Sediment ulld Ueberstehendes wurdell getrennt weiter verarbeitet.  
Vor dem Zentrifugieren wurde ein kleiner aliquoter Tell aus der gut gemischtell Sus- 
pension entnommen und darin die Zahl der suspendierten Erythrocyten und Leberzellen 
in der Btirker-Ziihlkammer bestimmt.  

Die Umrechnung der Zellenzahl ill Stickstoff geschah auf Grund folgender Analysen- 
resultate resp. Annahmen: Die Anzahl Erythrocy'ten pro m m  3 Meerschweinchellblut 
betr~gt im Durchschnitt  5.5 Milliollen. Der Haemoglobingehalt  des Meerschweinchell- 
blutes ist 12 g/Ioo ml und der Gesamt-Stickstoff 2.75 %, entsprechend ca 17 % Proteill. 
Der Berechnung des Stickstoffgehaltes einer Leberzelle wurden folgende Daten zugrunde 
gelegt. : Der Total-N-Gehalt  yon frisehem Lebergewebe betr~tgt im Mittel 2.9%. Da der 
davon abzuziehende Rest-N-Anteil im Mittel 2o0 mg % betr~tgt, entspricht dies einem 
Proteingehalt VOlt ca 6.25-2. 7 = 16. 9 ~ 17% in tier Leber. Bei Annahme, dass die 
Kantenl~inge der in ungequollenem Zustand ann~thernd wiirfelf6rmigell Leberzellen rund 
20 ~ betr~tgt, ergibt sich sch~ttzungsweise ein Zellvolumell yon 8- lO -8 m m  3, entsprechend 
einer Proteillmenge von 1.4. IO-6 mg. Bei einer grossen Anzahl yon frischell Leberprobell 
und von inkubierten Gewebsschnittell wurde ein Stickstoffgehalt voll 9.2-IO.5 mg N 
pro IOO mg Trockensubstanz, durchschnittlich lO% ermittelt.  

Die nach obigen Richtlillien vorgenommene Ullterteilung des in einem Grossansatz 
von 20 ml vorhandenen Stickstoffs ergibt die in Tabelle I wiedergegebenen Verhgltnisse. 
Die Basis fiir die daxin errechnetell relativen Daten bildet der gesamte, in Schnitt und 
Medium enthaltene Stickstoff des Ansatzes. 

Auf Grund des in Tabelle I wiedergegebenen und anderer analoger Versuche, setzt 
sich das N-haltige Material, welches w~ihrend eines Warburg-Versuches von Leber- 
schnitten des Meerschweinchens abgegeben wird, wie folgt zusammell: Bei den 8-12 % N, 
welche in den ersten ~5 rain des Versuches d.h. noch wiihrend der Temperaturausgleichs- 
periode abgegeben werden, handelt es sich zu ca einem Drittel um Rest-N ulld zu zwei 
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TABELLE I 
I ~ R A K T I O N I E R U N G  D E R  STICKSTOFFABG.A-BE V O N  L ] E B E R S C H N I T T E N  ( M E E R S C H W E I N C H E N )  

IM W A R B U R G V E R S U C H  B E I  V A R I A B L ~ R  V E R S U C H S D A U E R  U N D  IN V E R S C H I E D ~ N E N  M E D I E N  

GrossanstLtze A 20 cln a. Versuchsbedingungen: T ~ 37.6 ° C; pFI = 7.2, Quotient Trocken- 
gewicht: Feuchtgewicht i n  vivo ~ 3o.o%. Zusammensetzung der L6sungen siehe Methodik. Kein 
Substratzusatz (Versuch No. 260 vom 9.1o.51 ) 

I n  t f - r e i c h e m  M e d i u m  : I n  o .95  % N a C l - L 6 s u n g  : 
]~raklion 

I 5  rain 5 h I 5  rain 5 h 

Total-N im ~/J n s a t z  
(Schnitt -4- LOsung) 31.2 mg 36.2 ing 34-5 mg 38.1 mg 

100% 

Schn i t t e :  Total-N 28.1 mg = 90.0% 31.4 mg = 86.7% 3o.1 m g =  87.2 % I9.8 mg ~ 52.0% 
Trockengewicht 276 mg 307.5 mg 298 nag 220 mg 
Trockengewicht 

Q Feuuch-h~egev~cht 26.8 % 27.8 % 18. 9 % 15.1% 

S u s p e n d .  M e d i u m  : 
Total N 3.o7 mg = 9.8% 4.80 rng = 13.2 % 4.39 mg = 12.8% 18.3 mg ~ 48.o% 
Rest-N I . I 9 m g = 3 . 8 %  2 . 6 i m g =  7.2% 1 . 3 8 m g ~  4.0% 3 . 3 3 m g =  8.8% 
Protein N 1.88 mg = 6.0% 2.19 mg = 6.0 % 3.Ol mg = 8.8 % 14.97 m g =  39.2 % 

Uebers tehendes  : 
Protein N I . I 7 m g  = 3.7% 1.26mg = 3.5% 2.0 m g =  5.8% 5.45mg = I4.2% 

S e d i m e n t  i n s g e s a m t  : 
Protein N o . 7 I m g = 2 . 3 %  o . 9 3 m g =  2.6% I . o 2 m g =  2.9% 9 . 5 2 m g = 2 5 . o %  

davon Erythrocyten 
Zellenzahl/Ansatz 64 Mill. 72 Mill. 35 Mill. 48 Mill. 
entspr. N(ausBlu t )  o . 3 2 m g =  I.O % o . 3 6 m g =  1.o% o . i 8 m g =  0.6% o . 2 4 i n g =  0.6% 

davon Gewebe-Eiweiss 0.39 mg = 1. 3 % 0.57 m g =  1.6 % 0.84 mg = 2. 4 % 9.28 mg = 24. 4 % 
intakte Leberzellen } 
Anzahl/Ansatz 3 io,ooo 780,000 260,000 i,ooo,ooo 

entspr. N o.07 mg o.I9 mg 0.o6 mg 0.24 mg 

D r i t t e l n  u m  P r o t e i n - N ,  L e t z t e r e r  s t a m m t  - -  de r  E r y t h r o c y t e n z a h l  i m  M e d i u m  n a c h  zu 

s c h l i e s s e n -  l ed ig l i ch  zu lO-2O % aus  d e n  ausgesp f i l t en  B lu tge f t t s sen  des  S e h n i t t e s .  D e r  

f i b e r w i e g e n d e  Tell  y o n  E i w e i s s - N  w i r d  v o n  Zel len  o d e r  Ze l lve rb t tnden ,  we lche  an  de r  

S c h n i t t o b e r f l t t c h e  abge l6 s t  w o r d e n  s ind ,  da rges t e l l t .  D a  s ich d iese  P a r t i k e l  j e d o c h  n u r  

ca  zu r  Ht t l f te  a b z e n t r i f u g i e r e n  lassen ,  m u s s  m a n  a n n e h m e n ,  das s  g r 6 s s e n o r d n u n g s m t t s s i g  

5 0 %  de r  a b g e l 6 s t e n  Zel len  in fo lge  m e c h a n i s c h e r  L a e d i e r u n g  o d e r  A u f l 6 s u n g  n i c h t  m e h r  

als so lche  v o r h a n d e n  s ind .  Die  m i k r o s k o p i s c h e  u n d  e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s e h e  A n a l y s e  

des  U e b e r s t e h e n d e n  bekr tkf t ig t  d iese  A n n a h m e .  B e t r a c h t e t  m a n  e ine  P r o b e  des  s u s p e n -  

d i e r e n d e n  M e d i u m s  e ines  W a r b u r g - a n s a t z e s  n a c h  k u r z d a u e r n d e r  I n k u b i e r u n g  (15 inin) 
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bei mittlerer Vergr6sserung, so lassen sich - -  unabh~ingig yon der Art des Mediums - -  
neben vielen Erythrocyten  auch intakte Leberzellen, einzeln oder in kleinen Verb~nden, 
nachweisen. 

Der relativ grosse Anteil der Rest-N-Frakt ion yon ca 3o% am Stickstoffverlust 
w~ihrend der ersten 15 rain des Versuches ist auf den hohen Rest-N-Gehalt des Leber- 
gewebes zuriickzuftihren. Dieser wurde zu 2oo-25 o, im Mittel zu 22o mg % Rest-N 
bestimmt.  Zwar kann bereits w~hrend der kurzen Zeitspanne von 5 - Io  rain, w~ihrend 
welcher die frisch hergestellten Schnitte bei o ° C unbewegt im Medium gehalten werden, 
ein Teil der niedermolekularen N-Verbindungen aus dem Schnitt herausdiffundieren. 
Die Bilanz zeigt indessen, dass die im Ansatz wiedergefundene Rest-N-Menge nicht viel 
geringer ist, als dem Rest-N-Gehalt  des geschnittenen Gewebes entspricht d.h. I3O-I6O 
mg % im Vergleich zum oben erw~thnten Weft  von 2oo-25 ° mg %. Auch wenn die Rest- 
N-Stoffe nicht bis zum v611igen Konzentrationsausgleich aus dem Schnitt heraus 
diffundieren, l~isst sich der bei Versuchsbeginn vorfindende Rest-N im Ansatz allein 
durch diesen Vorgang erkl~tren. Dass bei den Aminos~turen z.B. bei der Glutamins~iure 
selbst in vitro ein gewisses Konzentrationsgef~tlle zwischen ZeU-innerem und Aussen- 
fltissigkeit bestehen bleiben kann, ist von KREBS und Mitarbeitern g gezeigt worden. 

Da der Stickstoffverlust w~ihrend der ersten 15 min (Phase I v o n  ROBINSON 2) prak- 
tisch ausschliesslich durch Ausschwemmungs- und Diffusionsvorg~tnge zustande kommt,  
spielt die Behandlung der Gewebsschnitte vom Moment der Schnittherstellung bis zum 
Einbringen derselben in die Warburg-Gefiisse eine ausschlaggebende Rolle. Werden die 
Schnitte nach dem verbreiteten "nassen" Verfahren hergestellt d.h. nach dem Schneiden 
in Medium suspendiert, zurechtgeschnitten und erst dann in die Gef~sse eingebracht, 
so ist der Stickstoffverlust relativ gering, weil ein betr~tchtlieher Teil bereits zuvor 
herausgel6st worden ist, Bei Anwendung des "trockenen" Verfahrens (FIELDI°), wie es 
beim Arbeiten in der feuchten kiihlen Kammer  der Fall ist, resultiert in der Phase i 
ein wesentlich gr6sserer Verlust stickstoffhaltiger Substanzen. Dies daher, weil die in 
wasserdampfgesS.ttigter Atmosph~ire hergestellten Organschnitte vor dem Einbringen 
in die Gefiisse mit  keiner L6sung in Berfihrung kommen. Auf Grund vergleichender 
Untersuchungen darf die Gr6sse des in der Temperaturausgleichsperiode abgegebenen N 
bei Leberschnitten wie folgt veranschlagt werden: Beim hier gefibten klassischen 
"nassen" Verfahren betr~tgt er IO-I2% N bezogen auf den Total-N des Ansatzes oder 
8-1o% N × 6.25 des End-Trockengewichtes der Schnitte; bei in der kfihlen, feuchten 
Kammer  hergestellten Schnitten dagegen 18-22% N pro Total-N des Ansatzes oder 
16-19% N X 6.25 des End-Trockengewichtes der Schnitte. 

Ein chemisch und morphologisch v611ig anderes Bild bietet der w~hrend des Ver- 
suches selbst auftretende Stickstoff-Verlust (Phase I I  yon ROBINSON). Um dessen 
Zusammensetzung erfassen zu k6nnen, muss yon der bei mehrstiindigen Versuchen 
auftretenden Stickstoffabgabe, diejenige der Phase I (I5 min) subtrahiert  werden. 
Ueber das Ausmass des N-Verlustes in diesem Versuchsabschnitt entscheidet nicht die 
Herstellungsweise resp. Vorbehandlung der Schnitte, sondern allein die Qualit~tt des 
suspendierenden Mediums. W~thrend es durch Verwelldung eines quellungsverhilldern- 
den Mediums gelingt die N-Abgabe sehr klein zu halten (1-2.5 % Total-N pro Stunde), 
ist dieser bei gequollenen Schnitten recht betriichtlieh und kann Werte yon 5-1o% des 
Total-N der Schnitte pro Stunde erreichen. Unter  beiden extremen Versuchsbedingungen 
zeigt die Rest-N-Frakt ion dieselbe geringgradige Zunahme yon 1-2. lO .3 mg Rest-N/mg 
Trockengewicht Gewebe/h. Dieser Betrag s t immt  gr6ssenordnungsmiissig mit  der von 
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KREBS u beschriebenen "spontanen Amino-N-Bildung" yon Rattenleberschnitten 
tiberein. 

Wird der Eiweissverlust der Leberschnitte nach Abzug des Rest-N unter diesen 
beiden Bedingungen verglichen, so wird der Unterschied deutlicher und diirfte einem 
Verh~iltnis yon I : lO-2O entsprechen. Selbst bei einer 5-stiindigen Versuehsdauer geben 
nicht gequollene Leberschnitte, obwohl sie beim Schtitteln einer betr~iehtlichen mecha- 
nischen Beanspruchung ausgesetzt sind, eine nur schwer mit  Sicherheit erfassbare 
Eiweissmenge an das suspendierende Medium ab. Proben des suspendierenden Mediums 
zeigen denn auch bei beliebiger Versuchsdauer dasselbe mikroskopische Bild, wie es 
oben bereits erw~ihnt worden ist. Andererseits weisen gequollene Leberschnitte bei 
l~ingerer Versuchsdauer massive Desintegrationserscheinungen auf, welche durch das 
- - m e t h o d i s c h  n o t w e n d i g e -  Schiitteln der Ans~itze noch verst~irkt werden. Die Ver- 
~inderungen der Schnitte sind bereits makroskopisch gut sichtbar, indem sich ihre Farbe 
yon braun bis ins gelbliche aufhellt und die sonst eher mat te  Oberfl~iche ein spiegelndes, 
glasiges Aussehen erh~ilt; die Konsistenz dieser wasserreichen Schnitte ist s tark ver- 
mindert. Im  histologischen Sehnittpr~iparat lassen sich nach Fixierung durch Gefrier- 
trocknen analoge Ver~inderungen nachweisen, wie sie auch von OldIE 12 an gequollenen 
Gewebsschnitten beobachtet  worden sind. Im  suspendierenden Medium solcher Ans~ttze 
sieht man neben Erythrocyten und isolierten intakten Leberzellen, die nicht wesentlich 
vermehrt  sind, zahlreiehe Bindegewebsfasern, teilweise mit  vereinzelten noch anhaften- 
den Leberzellen. Unter extremen Bedingungen, wie sie hier absichtlich gew~ihlt worden 
sind, kann dieser Desintegrationsprozess bei mehrstiindiger Versuchsdauer ein groteskes 
Ausmass erreichen. Bei einer Protein-N-Abgabe von 5-1o% N pro Stunde k6nnen nach 
5 h 3o-4o %, in extremen F~illen gar bis 5 ° % des im Ansatz vorhandenen N in "L6sung" 
gegangen sein. 

Die Best immung des O2-Verbrauches der in "L6sung" gegangenen Zellbestandteile 
kann nach erfolgter Herausnahme der Sehnitte aus dem Ansatz ermittelt  werden. 
Dieses Vorgehen ist allerdings auf I-2-stiindige Versuche beschr~inkt, weil die Beobach- 
tungsdauer nach Entfernung der Schnitte bei den resultierenden geringen Atmungs- 
betr~gen mindestens 2-3 Stunden betragen sollte. Bei Ausdehnung der Messung auf 
insgesamt fiber 5 Stunden sind die Ergebnisse nicht mehr zu verwerten, da mit Gewebs- 
schnitten kaum steril gearbeitet werden kann. Unter  diesen Voraussetzungen ausge- 
fiihrte Messungen des O2-Verbrauchs zeigen, dass die Atmungsgr6sse des an das Medium 
abgegebenen Materials nur lO-2O% derienigen des Schnittes betr~igt; dies selbst dann, 
wenn beide auf dieselbe Vergleichsbasis (N × 6.25) bezogen werden. Dieser 02-Verbrauch 
ist somit gr6ssenordnungsm~tssig mit  der "innern Atmung" eines stark verdtinnten 
Leberhomogenats vergleichbar. 

4. Identifizierung verschiedener Zellbestandteile im suspendierenden Medium 

Aus den oben mitgeteilten Befunden geht hervor, dass es unter ungiinstigen 
Versuchsbedingungen (hier: 0.95 % NaC1-L6sung) zu einer starken Aufquellung der 
Leberschnitte kommen kanll. Diese hat eine stark beschleunigte Desintegration der 
Schnitte zur Folge. Wie bereits erw~ihnt lassen sich im suspendierenden Medium resp. 
Sediment zwar massenhaft  Faserbtindel yon Bindegewebe erkellnen, daneben aber llur 
relativ wenig intakte Leberzellen. Die noch vorhandenen Parenchymzellen sind - -  wohl 
als Zeichen der Quellung - -  yon beinahe kugeliger Gestalt. 

Da aus diesem Missverh~tltnis geschlossell werden musste, dass der Grossteil der 
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Zellen nicht mehr intakt  vorhanden war, wurden Proben von suspendierendem Medium 
mit  Hilfe des Elektronenmikroskopes untersucht. Dabei haben sich zahlreiche Partikel 
feststellen lassen, welche als 3~ritochondrien angesprochen werden dflrfen. Diese sind ohne 
Weiteres zur Darstellung zu bringen, indem ein kleiner Tropfen der Suspensionsflfissig- 
keit direkt auf die Folie aufgetragen und troeknen gelassen wird. Bei vorheriger Fi- 
xierung dutch Zugabe von gleichen Teilen 2 % Osmiums~iure ergeben sieh praktisch 
dieselben Bilder (Fig. 2 a). Sie sind mehr oder weniger stark ver~indert; ihre Form ist 
eher rund, der Inhal t  teilweise oder vollst~indig entleert, sodass fast nut  noch die Mere- 
bran des Mitochondrions zu sehen ist. Bezfiglich Gr6sse ( i - 2 ~ / z  Durchmesser) und 
Membranstruktur  sind sie den Mitochondrien aus Rattenniere ~thnlich, welche kiinstlich 
dutch Suspendieren in Wasser zur Quellung gebracht worden sind (M/~'tILETHALER, 
MULLER UND ZOLLINGER13). Vergleicht man die aus einem Warburg-Ansatz stammenden 
Mitochondrien mit solchen aus angereicherten Suspensionen, welche durch Homogeni- 
sieren und nachfolgendes fraktioniertes Zentrifugieren gewonnen worden sind, so l~isst 
sich kein grunds~ttzlicher Unterschied feststellen; ausgenommen die Tatsache, dass 
letztere bei Suspendierung in isotonischer Mannitl6sung z.T. weniger stark gequollen 
sind (Fig. 2b, c). 

Abgesehen yon Erythrocyten,  Bindegewebsfasern und Mitochondrien si~d im 
suspendierenden Medium, welches hier nur aus gepufferter NaC1-L6sung besteht, keine 
weiteren corpuscul~iren Bestandteile nachzuweisen. 

Die Analyse des kaliumreichen Mediums, welches sich gegeniiber dem vorigen dureh 
den Gehalt von I I  mmolar Kalium und von 2 mmolar Calcium auszeichnet, ergibt ein 
anderes Resultat. Obwohl infolge Ausbleibens einer Quellung das suspendierte Leber- 
gewebe praktisch kaum eine Desintegration erleidet, ist hier ein gr6sserer Anteil der 
abgegebenen N-Substanzen morphologisch erfassbar. Neben den bereits oben erw~hnten 
Fasern, Blutzellen und Mitochondrien sind bei gleicher Pr~iparation sehr zahlreiche 
kleine, rundliehe Partikel sichtbar, deren Gr6sse von o.i 0.2/~ im Durchmesser der- 
jenigen von Mikrosomen entspricht (Fig. 3 a, b). Auch diese Partikel haben in unfixier- 
tern Zustand ein /ihnliches Aussehen. Sie siud im Vergleich zu denen, welche in einer 
nicht ausgewaschenen Mitochondriensuspension (in 5.7 % Mannit) zu sehen sind, etwas 
rundlicher und gr6sser. Bei letzteren ist die St~tbchenform, auf welche bereits HOGt~BOOM, 
SCHNEIDER UND PALADE 14 hingewiesen haben, deutlich zu erkennen (Fig. 3e). 

Es muss noch die Frage beantwortet  werden, ob es sich bei diesen Partikeln nicht 
um nachtr~iglich aufgetretene F~llungserscheinungen handeln k6nnte. Wird zu diesem 
Zweek eine Probe der vorher erw~ihrtten gepufferten NaC1-L6sung nach beendetem 
Warburgversuch mit  einem gleichen Volumen o.oi molar CaC12-L6sung versetzt, so 
treten darin keine derartigen Partikel auf. Dies obwohl ein Mehrfaches an desintegrier- 
tern Zellmaterial und auch an Calciumionen darin vorhanden ist. Diese Partikel dflrfen 
somit als Mikrosomen angesprochen werden. Es ist bekannt,  dass Nucleins~turen, woraus 
die Mikrosomen zu einem grossen Teil bestehen, mit  NaC1 in L6sung gebracht werden 
k6nnen, nicht aber bei Gegenwart selbst geringer Mengen von Caleium-Ionen. Es 
scheinen hier insofern analoge VerhXltnisse vorzuliegen, als die Mikrosomen in Mannit- 
L6sung oder in einem calciumhaltigen Medium erhalten bleiben, w~hrend sie in NaC1- 
L6sung aufgel6st werden. 

Literatur S. 456. 



VOL. 9 ( 1 9 5 2 )  STICKSTOFFABGABE VON GE"&'EBSSCHNITTEN 451 

a b 

c 
Fig. 2. E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e  D a r s t e l l u n g e n  y o n  M i t o c h o n d r i e n  a u s  Ze l len  de r  M e e r s c h w e i n c h e n -  

l ebe r  

2a.  M i t o c h o n d r i o n  a u s  d e m  s u s p e n d i e r e n d e n  M e d i u m  e ines  \ V a r b u r g - V e r s u c h e s  ( i so ton isehe ,  ge- 
p u f f e r t e  NaC1-L6sung) ,  f i x i e r t  m i t  ~t~ 2 %  Osmiums~ture ,  1 :1o  v e r d i i n n t ,  g e w a s c h e n  u n d  be-  
s c h a t t e t  (Nr. 239 ). V e r g r 0 s s e r u n g  be i  a l l en  A b b i l d u n g e n  i : 2o,ooo. 

2b.  und  2 t .  ,Mi tochomlr icn  a u s  gew~l~scllener M i t o c h o n d r i e n s l l s p e n s i o n ,  d~r t t c s tc l l l  nach  I.P;UTIIARI)I' 
UNJ) ~l I["I.I.ER 15, 1: IOOO v c r d i m n t  m i t  i so t~mischcr  t'((~l-].6,sung, t i x i c r t  m i t  ( )s() j ,  ~t~\vitscll(!ll i t l ld 
b e s c h a t t e t  (Nr. l o o  4 u n d  l o l l ) .  



452 H..\EL~I VOL. 9 (I:952) 

a b 

C 

Fig. 3. l~ilektronenmikroskop ische Darstel lungen von Mitochondrien und Mikrosomen aus der Meer- 
schweinchenleber 

3 a. Mikrosomen in einem suspendierenden Medium, enthal tend to mmolar  K und 2 mmolar  Ca, 
unverdi innt  fixiert mit  OsO~, gewaschen und beschat tet .  (Nr. 243 ) Vergr6sserung bei allen 
Abbildungen ~ :2o,ooo. 

3b. I)esgleichen, jedoch unverdtinnt ,  untixiert, gcwaschen und 1)eschattct (Nr. 455). 
3 c. Suspension hergestellt wic bei 2b und 2c. l)iese ist hier jedoch nicht ausgewaschen wor(len 

und enthfilt neben Mitochondrien noch Mikrosomen (Nr. 1oo9). 



VOL. 9 (1952) STICKSTOFFABGABE VON GEWEBSSCHNITTEN 453 

DISKUSSION 

Der  Gesamt-St icks toff -Ver lus t ,  den Gewebsschni t te  be im Inkub ie ren  im W a r b u r g -  
Versuch erleiden, l~sst sich zeit l ich,  morphologiseh  und  chemisch unter te i len .  Seine 
Gr6sse h~tngt ab v o n d e r  A r t  des Gewebes, der  Technik  der  Schni t thers te l lung  und  yon 
den Versuchsbedingungen,  insbesondere  der  Zusammense t zung  des suspendierenden 
Mediums.  Die hier  e rmi t t e l t en  W e r t e  s ind kleiner,  als die von CUTTING UND MACCANcE ~, 
sowie ROBINSON 2 ffir Ra t t enn ie renschn i t t e  mi tge te i l t en  Gr6ssen. W~hrend  bei  Leber-  
schn i t t en  selbst  in 5 S tunden  daue rnden  Versuchen im ka l iumre ichen  Medium die 
Grenze yon  20% nie f iberschr i t ten  wurde,  fanden diese Auto ren  bei Nierenschni t t en  
selbst  un t e r  op t ima len  Bedingungen  W e r t e  yon 25% nach 4 Stunden.  Trotz  d i e s e s -  
offenbar  durch  die Gewebsar t  bed ing ten  - -  Unterschiedes ,  l~tsst sich die yon ROBINSON 2 
beschr iebenen zei t l iche Differenzierung auch bei  Lebe r schn i t t en  erkennen.  Auf  Grund  
der  vor l iegenden Resu l t a t e  k6nnen  die zwei zu un te r sche idenden  Phasen  folgender-  
reassert cha rak te r i s i e r t  werden :  

I I I  
Phase der Ausschwemmung (Temperaturaus- Phase der Desintegration (Versuch im engern 
gleichsperiode, ca 15 rain) Sinne, 1-2-(5) Stunden) 

I E 

, ! n" 
i 

[_, Zeit 
f '  E 

a. Von den Schnittfl~ichen abgel6ste, l~idierte e. Desintegriertes Lebergewebe, praktisch keine 
Leberzellen (zerfallen) intakten Parenchymzellen 

b. desgl. (intakt) f. "Spontane" Amino-N-Bildung des Schnittes 
c. Blut aus den Gefiissen des Schnittes 
d. Ausgeschwemmte Rest-N-Substanzen (bes. 

Aminosiiuren) 

Fig. 4. Zusammensetzung des Stickstoff-Verlustes yon iiberlebendeI1 Leberschnitten wghrend ver- 
schiedener Versuchsabschnitte 

I :  Die Phase der Ausschwemmung umfass t  die ers ten  lO-2O Minuten,  w~hrend 
welcher  der  Gewebsschni t t  im Warburg-Gef~tss geschf i t te l t  wird.  In  dieser  Zei tspanne,  
die ungef~hr  der  normalerweise  15 min  be t r agenden  Tempera turausg le ichsper iode  
gleichzusetzen ist, k o m m t  es zur  Ausspf i lung des Gef~tssinhaltes in den Schni t ten ,  zur  
Abl6sung laed ie r te r  Parenchymzel len ,  oder  kleinerer  Gewebsfetzen yon der  Schni t t -  
fl~che. Daneben  k o m m t  es auf  dem Wege der  Diffusion zum tei lweisen Konzen t ra t ions -  
ausgleich des hohen Res t -N-Geha l t es  des Lebergewebes  mi t  der  Spfilfliissigkeit.  Welchen  
Ante i l  diese einzelnen Vorg~nge am Tota l  der  N-Abgabe  dieser Phase  haben,  is t  in 
Fig.  4 schemat i sch  dargeste l l t .  En t sche idend  ffir die absolu te  Gr6sse der  N-Abgabe  in 
der  Ausschwemmungsphase  s ind die Technik  der  Schni t thers te l lung,  die Schn i t td icke  
und  die A r t  des Gewebes. Sie s chwank t  ffir 0. 4 m m  dicke Leberschn i t t e  (Meerschwein- 
chen) j e nach  Technik  zwischen lO-18 % und  ist  un te r  k o n s t a n t e n  Versuchsbedingungen  
s te ts  e twa  gleich gross. 
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I I :  Die Phase der Desintegration schliesst ohne scharfe Grenze an die vorherige an 
und umfasst  n~herungsweise den Zeitintervall, wXhrend welchem die Atmung (usw.) 
gemessen wird. Sofern das iiberlebende Gewebe unter giinstigen Versuehsbedingungen 
gehalten wird, kann es auf Grund aktiver osmotischer Regulationsmechanismen dell 
Quellungsgrad resp. den Wassergehalt, dell es in vivo hat, beibehalten. Trifft dies zu, 
ist die N-Abgabe in dieser Phase infolge der mechanischen Widerstandsf~higkeit des 
Gewebes sehr klein, d.h. nicht iiber 1-2% N pro Stunde. Die N-Abgabe setzt sich in 
diesem Falle aus der geringfiigigen Desintegration von Zellen und der ebenfalls kleinen 
Amino-N-Bildung zusammen, deren Anteil bereits 15ei m~issiger Desintegration un- 
bedeutend wird. Je nach Versuchsdauer und Beschaffenheit des Mediums kann dieser 
Desintegrationsprozess j edes m6gliche Ausmass erreichen. In  diesem Sinne kann die 
N-Abgabe in der zweiten Phase des Versuches gleich wie die Kontrolle des Wasser- 
gehaltes der Schnitte als Qualit~its-Test herangezogen werden. Da die beschleunigte 
Desilltegration offenbar eine direkte Folge des Quellungsvorganges ist, besagen beide 
Tests dasselbe (AEBI3). 

Die Unterteilung des N-Verlustes in der Ausschwemmungsphase kann auch Auf- 
schluss dariiber geben, mit  welchem Prozentsatz an laedierten Leberzellen in einem 
Gewebsschnitt von best immter  Dicke gr6ssenordnungsm~issig zu rechnen ist. In der 
Phase I werden yon o.3-o.4 m m  dicken Leberschnitten bei "nasser" Herstellung (vgl. 7) 
ca 3 % N als Rest-N, i % als Protein-N aus dem Blut und ca 6 % als Protein-N aus dem 
Gewebe des Schnittes abgegeben. Bei " trockener" Herstellung (vgl. lo) dagegen ca 6% N 
als Rest-N, 3 % als Protein-N aus dem Blut und 8-1o % als Protein-N aus dem Gewebs- 
anteil des Schnittes. Da sich unter optimalen Versuchsbedingungen praktisch keine 
intakten Zellen vom Schnitt abl6sen, darf angenommen werden, dass beim Schneiden 
des Gewebes ca 8-1o% aller Zellen des Schnittes (d = o.4 mm) laediert sind und in 
der Folge abgel6st werden. Dieser Wert entspricht einer Randzone an der Schnittfl~tche 
yon beiderseits 5 % der gesamten Schnittdicke, d.h. von etwa o.o 5 × 4oo = 2o/x Dicke. 
Etwa denselben Durchmesser weisen die Leberzellen des Meerschweinchens auf. Dies 
berechtigt zur Annahme, dass bei der Schnittherstellung die direkt angeschnittenen 
Zellen, sowie teilweise die daran angrenzende Zellschicht laediert werden. Die restlichen 
Zellen diirften unversehrt sein. 

Unter  Berticksichtigung dieser Aspekte sei versucht die Frage zu beantworten, 
worauf der gemessene Gaswechsel eines Sehnittes am zweckmiissigsten bezogen werden 
soll. Da das im Medium suspendierte desintegrierte N-Material 5-1o mal kleinere Qo2 
Werte aufweist als der Schnitt, ist sein absoluter Anteil an der gemessenen Atmung 
sehr klein. Er  betr~tgt approximativ  einige Prozent des totalen O~-Verbrauchs. Kor- 
rekterweise sollte daher eine Bezugsbasis gew~thlt werden, in welcher der N-Verlust der 
Phase I nicht eingeschlossen ist. Dieser Forderung kommt  das End-Trockengewicht oder 
der N-Gehalt der Schnitte am n~ichst0n. Wird das oft verwendete Anfangs-Feucht- 
gewicht resp. Trockengewicht als Basis genommen, weil es am einfachsten zu best immen 
ist, so ergeben sich infolge der Miteinbeziehung dieses inaktiven Materials etwas ge- 
ringere Werte. Diese systematische Abweichung ist dann belanglos, wenn sich die Gr6sse 
des Stickstoff-Verlustes in engen Grenzen bewegt. Beim Auftreten einer betr~tchtlichen 
Desintegration der Schnitte vermag hingegen keines der beiden Verfahren das Gesehehen 
richtig wiederzugeben, weil die Menge des aktiven Gewebes wiihrend des Versuches 
abnimmt.  Wird das Anfangsfeuchtgewicht als Basis genommen, so ergeben sich zu 
niedrige Werte;  bei Verwendung des End-Trockengewichtes sind die Werte zu hoch. 
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S o l a n g e  die  S c h n i t t e  n i c h t  q u e l l e n  u n d  d e s i n t e g r i e r e n  s i n d  al le  v o r g e s c h l a g e n e n  B e z u g s -  

g r 6 s s e n  b r a u c h b a r ;  b e i m  A u f t r e t e n  e i n e r  e r h 6 h t e n  D e s i n t e g r a t i o n  s i n d  al le  p r o b l e -  

m a t i s c h ,  wie  d e r  V e r s u c h  a n  u n d  f i i r  s i ch  i i b e r h a u p t .  Als  a b s c h r e c k e n d e s  Be i sp i e l  da f t i r  

so l l en  die  h i e r  a n g e f f i h r t e n  V e r s u c h e  m i t  g e p u f f e r t e r  N a C I - L 6 s u n g  d i enen .  

D ie  g ros se  B e d e u t u n g  w e l c h e  d e r  B e s c h a f f e n h e i t  des  I o n e n m i l i e u s  b e i z u m e s s e n  ist ,  

g e h t  a u s  d e n  h i e r  m i t g e t e i l t e n  m o r p h o l o g i s c h e n  u n d  c h e m i s c h e n  U n t e r s c h i e d e n  e r n e u t  

h e r v o r .  Sie s i n d  e in  A u s d r u c k  daff i r ,  d a s s  Q u e l l u n g s g r a d  u n d  D e s i n t e g r a t i o n  d e r  G e w e b s -  

s c h n i t t e  v o n  d e n  M i l i e u b e d i n g u n g e n  abh~ingen .  B e i d e  s i n d  g l e i c h s a m  e in  I n d i k a t o r  f i i r  

d e n  Z u s t a n d  d e r  i i b e r l e b e n d e n  G e w e b s s c h n i t t e .  Sie b e a n t w o r t e n  die  F r a g e ,  ob  d iese  in  

d e r  L a g e  s i n d  d e n  W a s s e r g e h a l t ,  d e n  sie in  vivo a u f w e i s e n ,  in  vitro a u f r e c h t  z u  e r h a l t e n .  

D e r  da f f i r  v e r a n t w o r t l i c h e  o s m o t i s c h e  R e g u l a t i o n s m e c h a n i s m u s  d e r  Zel le  d a r f  a l s  e ine  

d e r  auff~i l l igs ten u n d  w i c h t i g s t e n  L e i s t u n g e n  v o n  f i b e r l e b e n d e m  G e w e b e  b e t r a c h t e t  

w e r d e n ,  d e s s e n  F u n k t i o n i e r e n  o d e r  V e r s a g e n  a u f  die  Qual i t~ i t  d e r  V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  

s c h l i e s s e n  l~isst. 

H e r r n  Prof .  I. ABELIN d a n k e  i ch  f t i r  se in  W o h l w o l l e n  u n d  I n t e r e s s e ,  we l ches  er  

d i e s e n  U n t e r s u c h u n g e n  e n t g e g e n g e b r a c h t  h a t .  
H e r r  P ro f .  F.  E .  LEHMANN i s t  m i r  be i  d e r  A u s f t i h r u n g  de r  e l e k t r o n e n - m i k r o s k o -  

p i s c h e n  A r b e i t e n ,  sowie  be i  d e r  A b f a s s u n g  des  M a n u s k r i p t e s  m i t  R a t  u n d  K r i t i k  z u r  

Se i t e  g e s t a n d e n ,  wof i i r  i h m  e b e n f a l l s  h e r z l i c h  g e d a n k t  sei, 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Es wird der "Stickstoff-Verlust" yon fiberlebenden Leberschnit ten (Meerschweinchen), 
welcher im Warburg-Versuch an das suspendierende Medium abgegeben wird, nach chemischen, 
morphologischen und zeitlichen Gesichtspunkten analysiert.  

2. Der in den ersten 15 Minuten ( =  Phase der Ausschwemmung) abgegebene Stickstoff betr~gt 
je nach Technik 8-18 % des im Ansatz vorhandenen Total-N. Er  ist methodisch bedingt und daher 
unvermeidbar.  Der w~hrend der restlichen Versuchsdauer ( =  Phase der Desintegration) verlorene N 
(praktisch alles Eiweiss) h~ngt  neben der Versuchsdauer vor allem yon der Beschaffenheit des 
Mediums ab. :Er ist bei n icht  gequollenen Schnit ten sehr klein, bei gequollenen Schnit ten betr~.chtlich 
(30-4 ° % des im Ansatz vorhandenen Total-N). 

3- Die Gr6sse des erli t tenen Stickstoff-Verlustes, welcher wie der Quellungsgrad der Schnitte 
vom Funktionieren der akt iven Osmo-Regulation der Zellen abh~ngt,  darf daher  als Test ffir die 
Qualit~t der Versuchsbedingungen verwendet  werden. 

4. Die bei der Desintegration der Leberzellen freigesetzten Zellbestandteile bleiben unter  
geeigneten Bedingungen erhalten und k6nnen als solche (Mitochondrien, Mikrosomen) im suspen- 
dierenden Medium unter  Zuhilfenahme des Elektronenmikroskopes nachgewiesen werden. 

SUMMARY 

I. The "loss of ni t rogen" of surviving liver slices (guinea-pig), i.e. the quant i ty  of nitrogen, 
which is given off by the sliced tissue to the suspending medium, is analysed with respect to its 
t ime course and to its morphological and chemical aspects. 

2. The quant i ty  of nitrogen lost during the first 15 rain (suspension phase) corresponds, according 
to the technique, to 8-18 % of the total  nitrogen content.  This loss is due to the method and is, 
consequently, inevitable. The nitrogen lost during the remainder of the experiment (disintegration 
phase) depends on the durat ion of the experiment and above all on the nature of the medium. I t  
is a minimum for not  swollen slices, bu t  is considerable for swollen ones (3o-4 o % of total  nitrogen). 

3. The magnitude of the loss of nitrogen, which depends on the functioning of the active osmo- 
regulation of the cells, as well as on the degree of swelling of the slices, permits conclusions concerning 
the quali ty of experimental  conditions. 

4. The particules liberated during the disintegration of the cells (mitochondria, microsomes) 
are maintained under  favourable conditions and can be demonstrated in the suspending medium 
with the aid of the electron microscope. 
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R ~ S U M ~  

i. La  "pe r t e  d ' azo te"  de coupes  de foie ell survie  (cobaye), soit  la quan t i t 4  d ' azo te  que  dans  
l 'exp4rience de W a r b u r g  ces coupes  fourn i s sen t  au  milieu dans  lequel  elles son t  suspendues ,  es t  
ana lys4e  a u x  po in t s  de vue  ch imique  et  morphologique .  Sa progress ion est  suivie au  cours  du  t emps .  

2. La  quan t i t 4  d ' azo te  pe rdue  p e n d a n t  les premidres  15 mill (phase de suspension)  cor respond  
avec la t echn ique  employ4e A 8-18 % de la t eneu r  to ta le  en  azote. Cet te  per te  es t  due  A la m 6 t h o d e  
et, pa r  cons6quent ,  in4vitable.  L ' azo te  pe rdu  p e n d a n t  le res te  de l 'expdrience (phase de d4sint6grat ion)  
d6pend de la dur4e de celle-ci et  a v a n t  t o u t  de la n a t u r e  du  milieu. Elle est  m in ime  pour  les coupes  
non  gonfl4es, ma i s  consid4rable  pour  les coupes  gonfl6es (30-4 ° % de l 'azote  total) .  

3. La  g randeur  de la per te  d ' azo te  qui  d4pend,  de mSme que  le degr4 de gonf lement  des coupes,  
du f o n c t i o n n e m e n t  du m4can i sme  r4gula teur  o smot ique  actif  des cellules, pe rme t  de t i rer  des con- 
clusions au su je t  de la qual i t4  des condi t ions  expdr imenta les .  

4. Les  par t icu les  libdr4es lors de la d4s in t4gra t ion  des cellules (mitochondries ,  mierosomes)  son t  
conserv4es darts des condi t ions  favorables  et  p e u v e n t  ~tre mises  en  4vidence dans  le mil ieu de sus-  
pens ion  A l 'a ide du microscope 41ectronique. 
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