EINFLUSS VON GLEICHSTROM AUF DIE ISOLIERTE LEBERZELLE

Die Frage, ob das Drosophila-Auge durch die
Feinstruktur der Rhabdomeren als Analysator fiir
polarisiertes Licht geeignet ist, wie FErNANDEz-
Moran im AnschluB an Uberlegungen von Autrum
und Stumpr3 annimmt, laflt sich auf Grund der
morphologischen Befunde allein nicht entscheiden.
Die in diesem Zusammenhang geduflerte Vermutung
des Autors, dall gegeniiberliegende Rhabdomeren
einander in besonderem Mafle entspriachen, konnen
wir jedoch nicht bestétigen.

2 H. Hertweck, Z. wiss. Zool. 139, 559 [1931].

3 H. Avrrum u. H. Stumer, Z. Naturforschg. 5b, 116 [1950].

4 F.S. Ssostranp, J. cellular comparat. Physiol. 42, 15
[1953].
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Der Abstand zwischen den dunklen Streifen, also
die Breite einer Periode (Abb. 5), betrigt bei Dro-
sophila, ebenso wie bei der Stubenfliege, rund
500 A, d. h. etwa den zehnten Teil der Wellenlinge
des sichtbaren Lichtes. In dieser GroBenordnung
liegen merkwiirdigerweise auch die Abstinde der
von SjosTrRaND? beschriebenen Streifen in den
AuBengliedern der Stabchen und Zapfen des Wirbel-
tierauges, die nach Scamipr® doppelbrechend sind.

5 W.J. Scaminr, Z. Zellforsch. mikroskop. Anatom. 22, 485
[1935].
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Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber den Einfluf} verschiedener chemischer Substanzen
auf die isolierte Leberzelle der Maus wurde auch das Verhalten der Zellen unter der Einwirkung
von Gleichstrom im Phasenkontrast-Mikroskop untersucht. Dabei wurden vier verschiedene Vor-
gdnge beobachtet: 1. Eine Wanderung ganzer Zellen und isolierter Zellkerne zur Anode hin. 2. Eine
Wanderung des Kerninhaltes gleichfalls auf die Seite der Anode. 3. Schrumpfungs- und Quellungs-
vorginge, die nachweislich auf einer Anderung des pp-Wertes in dem die Zellen umgebenden
Medium beruhen. 4. Verinderungen an der Kernmembran und an den sog. Potocytosisblasen, die
nicht auf eine Anderung des pg-Wertes in dem die Zellen umgebenden Medium zuriickzufiihren

sind.

Die vorliegenden Beobachtungen wurden mit den Ergebnissen anderer Autoren verglichen und
die Wirkungsweise des elektrischen Stromes in bezug auf die morphologischen Erscheinungen dis-

kutiert.

Uber den EinfluB des elektrischen Stromes auf
mikroskopische Strukturen besteht ein reichhaltiges
Schrifttum. Die Untersuchungen an Pflanzenzellen,
Protozoen, Blut- und Gewebszellen erstrecken sich
einmal auf die Wanderung von Zellen und Zell-
bestandteilen im elektrischen Feld, dann auf das
morphologische Verhalten von Kern und Proto-
plasma.

1903 stellte LiLie?! fest, dal Blut- und Gewebs-
zellen im elektrischen Feld wanderten. Das Ausmal}
der Wanderung und die Wanderungsrichtung seien
von Zelle zu Zelle und von Zellart zu Zellart ver-
schieden. Wihrend z. B. kleine Lymphozyten, Thy-

muskerne und Spermienképfe zur Anode wanderten,

* Die Befunde wurden vor der Arbeitsgemeinschaft Rheinisch-
Westfilischer Pathologen am 8. Dezember 1956 demon-
striert.

lieBen Muskelzellen und grofle Lymphozyten eine
Bewegung zur Kathode erkennen. Von den Erythro-
zyten wanderten einige zur Anode, einige zur Ka-
thode und einige zeigten keine Bewegung. LiLiie
fand, daBl das Ausmall der Wanderung von kleinen
Lymphozyten, Thymuskernen und Spermienképfen
parallel gehe mit der Farbbarkeit und der Aciditat
des Chromatins. Die Unterschiede in der Wande-
rungsgeschwindigkeit besagten nach LiiLie, dafl die
Zellen individuell verschiedene Ladungen triigen.
PentivarLi? berichtete 1909 iiber die Verschie-
bung von Teilungsfiguren im elektrischen Feld auf
die Seite der Anode. Er schlo, dafl die Chromatin-

massen der sich teilenden Zellen gegeniiber den

t R.S. Liuuig, Amer. J. Physiol. 8, 273 [1903].
2 F. Pextimarur, Arch. Entwicklungsmech. Organismen 28,
260 [1909].
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ibrigen Kern- und Protoplasma-Bestandteilen nega-
tiv geladen seien. Da er im Ruhekern keine Ver-
schiebung sah, glaubte er, daf} die elektrische La-
dung im Ruhekern gleich Null sei. 1939 wies Ka-
miva® darauf hin, daf} die Verschiebung der Chro-
matinmassen nicht auf einer bestimmten elektrischen
Ladung beruhe, sondern passiv durch Quellungs-
und Entquellungsvorginge erfolge. 1954 stellten
PuiLipor und Sranier?* an isolierten Rattenleber-
Kernen fest, dall der Kerninhalt auf die Anode zu
wandere, nicht aber der Kern. Sie folgerten, daf} der
Inhalt des Kernes vorwiegend negative Ladungen
enthalte, dagegen der Kern selbst elektroneutral
sei; die negativen Ladungen seien an die Nuclein-
sduren gebunden. Diese Auffassung stimmt mit den
Beobachtungen von Lituie! und Penrmvmarii? inso-
fern iiberein, als die Spermatozoen und die Chro-
matinmassen der in Teilung begriffenen Zellen nach
Liviexrerp 5 den hochsten Bestand an Nucleinsduren
aufweisen.

Der Einflul von Gleichstrom auf die Morphologie
von Kern und Protoplasma wurde schon 1895 von
Kremm ¢ ausfiihrlich beschrieben. Bei Versuchen mit
Tradescantia-Haaren fand Kiemm, dal3 sich der Zell-
kern unter der Einwirkung von Gleichstrom um
nahezu das Doppelte vergrofiere. Das Protoplasma
verschiedener Zellen reagiere mit einer schaumigen
Aufquellung und mit einem Zerfall. Die gleichen
Veridnderungen beobachtete Kremm auch bei der
Einwirkung von Laugen.

Die eigenen Untersuchungen iiber den Einfluf}
von Gleichstrom auf isolierte Leberzellen schliefSen
sich an diese Ergebnisse an.

1. Methodik

Unsere Zellpriparate wurden durch Abschaben von
einer frischen Schnittfliche der Leber unmittelbar nach
dem Tod des Tieres gewonnen. Der Leberbrei wurde
auf einen Objekttriger gebracht und einige Tropfen
einer 0,9-proz. Kochsalzlosung oder des isotonischen
Natrium-Acetat-Puffergemisches nach Michaelis
zugesetzt. Die mikroskopische Untersuchung erfolgte
nach dem Phasenkontrast-Verfahren mit Hilfe eines
Wasser-Eintauchobjektivs der Firma Leitz. Die fiir das
Wasser-Eintauchverfahren entwickelten Objekttriger
enthalten in der Mitte eine eingeschliffene ringformige
Rinne, die ein AuseinanderflieBen des Tropfens ver-
hindert. Als Elektroden wurden zwei aus einer Platin-

3 N. Kawmiva, Ber. Physiol. 115, 304 [1939].
4 J. G. Purreor u. J. E. Stanier, Nature [London] 174, 651
[1954].
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Gold-Legierung bestehende Drihte in eine den elektri-
schen Strom nicht leitende Kunststofthiilse, die auf je-
des Objektiv aufgesetzt und wihrend der mikroskopi-
schen Untersuchung gedreht werden kann, eingeschmol-
zen. Die unten aus der Hiilse herausragenden freien
Enden der Elektroden tauchen beim Senken des Tubus
in den Wassertropfen. Durch die Befestigung der Elek-
troden am Objektiv wurde ereicht, daf} jede im Zen-
trum des Blickfeldes eingestellte Zelle denselben Be-
dingungen unterliegt. Die untere Front des Objektivs
wurde durch eine Kollodiumschicht vom Wasser isoliert.
Als Stromquelle diente der durch einen Synchron-
motor in Gleichstrom umgewandelte Wechselstrom des
Netzes. Durch Verschieben eines in den Stromkreis ein-
gebauten Widerstandes konnte die Stromstirke variiert
und an einem Ampéremeter abgelesen werden. Die

. . mA . mA
Stromdichte (7 =@) berechnete sich auf rund 166,6 om?
(bei einer Stromstdrke von 10 mA und bei einer Ober-
fliche der Elektroden von rund 0,06 cm?). Die Abbil-
dungen wurden mit einer , Leica“ (Agfa-Isopan-Film)
gewonnen (Vergroferung 1 : 2000).

2. Beobachtungen

Nach dem Einschalten des Gleichstromes fallt zu-
erst die Wanderung der Erythrozyten, Protoplasma-
Bestandteile und Zelltriimmer auf, die scharenweise
durch das Blickfeld ziehen. Eine Wanderung von
Leberzellen und isolierten Zellkernen ist dulerst
selten zu beobachten. Nur an ganz frischen Pripa-
raten konnte eine Bewegung der Zellen und Kerne
zur Anode hin festgestellt werden, und zwar nur
dann, wenn sie frei umherschwammen. Da die gro-
Beren Elemente, d. h. die Leberzellen und Kerne,
schnell zu Boden sinken und auf dem Objekttrdger
haften, ist selbst bei groflen Stromstdrken eine Wan-
derung nicht mehr zu erreichen.

An diesen nicht mehr frei beweglichen isolierten
Kernen, aber auch an intrazelluldr gelegenen Ker-
nen beobachtet man unmittelbar nach dem Einschal-
ten des Stromes eine Verschiebung der Nukleoli zur
Anode hin. Beim Umpolen wandern die Nukleoli
augenblicklich zur gegeniiberliegenden Seite, schal-
tet man den Strom ab, so nehmen sie die urspriing-
liche Lage wieder ein. Das Ausmal} der Verschie-
bung und die Geschwindigkeit, mit der die Nukleoli
sich innerhalb der Kernumgrenzung auf die Seite
der Anode bewegen, sind etwa proportional der
Stromstarke. Bei konstanter Stromstdrke ist das
Ausmall der Verschiebung der Nukleoli in den ein-
zelnen Kernen aber verschieden; die Nukleoli riik-

5 Liuiesrerp, Arch. Physiol. 1893, 391.
6 P. Kremym, Jb. wissensch. Bot. 28, 647 [1895].
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ken in manchen Kernen bis an die Kernmembran,
in anderen verlagern sie sich nur wenig.

Etwa 1 — 3 Min. nach dem Einschalten eines Stro-
mes von 10 mA beginnen die Kerne allmahlich zu
»glidnzen®, sie werden kleiner und zeigen eine dop-
pelte Konturierung; dann schrumpfen Kern und
Protoplasma plotzlich zusammen. LédBt man den
Strom noch weiter einwirken, vergréBern sich nach
etwa 1—3 Min. die geschrumpften Kerne wieder,
das Protoplasma beginnt zu quellen, und innerhalb
weniger Sek. lost sich die ganze Zelle auf. Die
Schrumpfungs- und Quellungsvorgiange wurden auch
bei Zugabe von Sdure bzw. Lauge beobachtet. Eine
Farbung der Zellen mit Kongorot 1afit erkennen,
daf die Schrumpfung nach Einschalten des Stromes
mit einer Blaufdrbung und die folgende Quellung
mit einer erneuten Rotfdrbung der Zellen und des
umgebenden Mediums einhergehen.

Neben der Verschiebung der Nukleoli schrumpft
unmittelbar nach Einschalten des Stromes auch die
Kernmembran. Manchmal ist die Membran an einer
umschriebenen Stelle unregelmiflig gewellt und dop-
pelt konturiert (Abb.1c¢* und 1d), manchmal sieht
man eine zirkuldre Schrumpfung und Verkleinerung
des Kernes (Abb. 2b und 2¢). Diese Schrumpfung
ist reversibel. Beim Abschalten des Stromes ist der
Kern morphologisch unverdndert. Auch beim Um-
polen bildet sich die Schrumpfung augenblicklich
zuriick (Abb. 1c und 2d). Wechselt man die Elek-
troden abermals, zeigt sich die Schrumpfung wieder
an derselben Stelle und in demselben Ausmalf. Die-
ses Hin und Her laBt sich — solange der Kern noch
nicht zu ,,gldnzen“ beginnt — beliebig oft wieder-
holen. Das Ausmal} der Schrumpfung ist von der
Stromstédrke abhingig. In vielen Faillen veranderte
sich ein im Zentrum des Blickfeldes gelegener Kern
beim Einschalten des Stromes nicht, beim Umpolen
aber trat eine umschriebene oder zirkuldre Schrump-
fung der Kernmembran auf. Die Untersuchung von
mehreren, gleichzeitig beobachteten Kernen ergab,
daf} sich die Kerne gegensinnig verhielten (Abb. 2),
d. h. die einen schrumpften, wihrend die anderen
sich nicht veranderten; nach dem Umpolen lagen
die Verhiltnisse umgekehrt.

Die sog. ,,Potocytosis-Blasen®, die sich nach Zor-
LINGER? an der Oberfliche lebensfrischer, suspen-
dierter Zellen bilden, wurden durch Gleichstrom
vergroflert. Schon nach einem kurzen Stromstol}
konfluieren einzelne Blasen und nehmen an Um-

* Abb.1—3 s. Tafel S.582b.
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fang zu (Abb. 3) ; beim Abschalten des Stromes be-
halten sie diese Form und GrofBle bei; 1aBt man den
Strom weiter einwirken, losen sich die Blasen auf.
Diese Erscheinungen wurden nicht nur an lebens-
frischen, sondern auch an ,triibe geschwollenen®
Zellen beobachtet.

Die eigentiimlichen Blédschen, die man an intra-
zelluldren und an isolierten Kernen beobachten
kann, blieben unbeeinflulit (Abb. 1).

Alle beschriebenen Verdnderungen vollzogen sich
unter der Einwirkung von Gleichstrom sowohl in
0,9-proz. Kochsalzlésung, als auch in isotonischer
Pufferlosung. Nur die Schrumpfungs- und Quel-
lungsvorgénge traten im Puffergemisch langsamer
als in physiologischer Kochsalzlosung auf.

3. Diskussion

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von
Lituie! haben wir im elektrischen Feld eine Wan-
derung ganzer Zellen und isolierter Kerne fest-
gestellt; Puiipor und Stanier? sahen dagegen
keine Wanderung der Kerne der Rattenleber. Da
sie offenbar mit Deckglaspraparaten arbeiteten,
wire es moglich, dafl die Kerne noch schneller als
bei unseren Untersuchungen mit dem Wasser-Ein-
tauchobjektiv am Objekttrdger oder Deckglas ankleb-
ten, und deshalb keine Bewegung beobachtet wer-
den konnte. Nach unseren Ergebnissen miissen wir
jedenfalls annehmen, dal} die Zellen und Zellkerne
der Mauseleber negativ geladen sind und deshalb
zur Anode wandern.

Die Verschiebung der Nukleoli auf die Seite der
Anode deutet darauf hin, dal nicht nur die Zellen
und Zellkerne, sondern auch die Nukleoli eine nega-
tive Ladung besitzen. Diese Vermutung wurde auch
von Pentmvarir?, Privipor und Stanier? ausge-
sprochen. Kamiva ? nahm hingegen an, daf} die Ver-
schiebung der Chromatinmassen an Tradescantia-
Haaren passiv durch intrazellulare Quellungs- und
Entquellungsvorginge erfolge. Diese Annahme kann
durch die von uns beobachteten Erscheinungen un-
terstiitzt werden. Nach dem Einschalten eines Gleich-
stromes schrumpft die Kernmembran zirkuldr oder
an einem Pol, und beim Abschalten oder Umpolen
vergrofert sich der Kern wieder. Diese Volumen-
anderung miifite mit einem momentanen Austritt
von Wasser bzw. mit einer Wiederaufnahme einher-
gehen. Es ist jedoch auffillig, dal die Nukleoli stets

7 H. U. Zorringer, Amer. J. Pathol. 24, 445 [1948].
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zur Anode wandern, die Verdnderung der Kern-
membran und der Kerngrofle dagegen keine Bezie-
hung zu einer der beiden Elektroden erkennen las-
sen.

Jeder einzelne Kern reagiert nur bei einer ganz
bestimmten Stromrichtung mit einer umschriebenen
oder zirkuldren Schrumpfung. Da alle im Zentrum
des Blickfeldes gelegenen Kerne aber den gleichen
Feldbedingungen unterliegen, muf} ihr unterschied-
liches Verhalten in bezug auf die Stromrichtung auf
ihre Lage zu den Elektroden zuriickgefiihrt werden,
d. h. jeder Kern reagiert nur bei einer bestimmten
Drehung oder Einstellung zu den Elektroden mit
einer Schrumpfung. Man kénnte also daran denken,
dal schon durch die Orientierung der Kerne im
elektrischen Feld polare Unterschiede sichtbar wer-
den, die sich in Anderungen der Oberflichenspan-
nung dullern. Durch eine bestimmte Einstellung
oder Drehung der Kerne zu den Elektroden kénnte
ein Maximum der Wirkung im Sinne einer zirku-
liren Schrumpfung oder ein Minimum, d. h. keine
morphologische Veridnderung, entstehen. Zwischen
diesen Extremen liegen die Zwischeneinstellungen
mit einer mehr oder weniger ausgeprégten, um-
schriebenen Schrumpfung der Kernmembran.

Die sog. ,Potocytosis-Blasen® reagierten an le-
bensfrischen wie auch an ,triibe geschwollenen
Leberzellen mit einer VergroBerung, d. h. auch an
solchen Zellen, an denen nach ZoLLINGER? ein spon-
tanes Anwachsen der Blasen nicht mehr stattfindet.
Uber den Wirkungsmechanismus a8t sich auch hier
nichts Sicheres aussagen, so daf} wir zunichst bei
der Annahme von Quellungs- und Entquellungsvor-
gingen oder bei einer Deutung im Sinne einer An-
derung der Oberflachenspannung stehenbleiben
miissen. Es ist bemerkenswert, dafl sich — im Ge-
gensatz zu den Potocytosis-Blasen an der Zellmem-
bran — die an der Kernmembran haftenden Blasen
im elektrischen Feld nicht verandern. Diese eigen-
tumlichen Blasen diirften am ehesten zwischen der
vom Protoplasma gebildeten &uleren Membran und
der eigentlichen Kernmembran liegen.
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Kiemm sprach von einer ,,Desorganisation® der
Zellen unter dem Einflull von Gleichstrom, die sich
in einer VergroBerung des Kernes und in einer
schaumigen Aufquellung des Protoplasmas manife-
stiere. Ahnliche Quellungserscheinungen wurden bei
den vorliegenden Versuchen im Anschlul an eine
Schrumpfung der Zellen beobachtet. Durch Anfir-
ben der Zellen mit einem Indikator (Kongorot)
konnte nachgewiesen werden, daBl diese Schrump-
fungs- und Quellungsvorginge auf einer Erhohung
des pg-Wertes im umgebenden Medium beruhen.
Kiemm wies darauf hin, dal eine Vergroflerung des
Kernes und schaumige Aufquellung des Protoplas-
mas auch bei Zugabe von Lauge zu beobachten sei.
Ob die von ihm beschriebenen Desorganisations-
Erscheinungen unter der Einwirkung von Gleich-
strom ebenfalls auf einer Laugenwirkung als Folge
elektrolytischer Prozesse in der umgebenden Losung
beruhen, 1aft sich nicht mehr entscheiden, da den
Angaben KreEmums nicht zu entnehmen ist, unter wel-
chen Bedingungen die Zellen dem Strom ausgesetzt
waren. Bei unseren Untersuchungen konnte jeden-
falls unterschieden werden zwischen den Verédnde-
rungen, die auf eine Erh6hung bzw. Abnahme des
pu-Wertes in dem umgebenden Medium zuriick-
zufiihren sind und den oben erdrterten Verdnderun-
gen, die nicht auf einer Sdure- bzw. Laugenwirkung
beruhen. Zu diesen Verdnderungen gehéren — ab-
gesehen von der Grofenzunahme der Potocytosis-
Blasen — die Wanderung der Nukleoli und die um-
schriebene oder zirkuldre Schrumpfung der Kern-
membran.

SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, daf} mit
der Elektrolyse der py-Wert in der Umgebung der
Zellen wihrend der mikroskopischen Beobachtung
gesteuert werden kann. Bei Verwendung von Koch-
salzlosung kommt es in der Mitte zwischen den bei-
den Elektroden zunichst zu einer Abnahme, dann zu
einer Erhohung des pg-Wertes. Die zeitliche Aufein-
anderfolge der elektrolytischen Prozesse laft sich
durch Variieren der Stromstdrke regulieren und
durch Verwendung einer Pufferlosung hinauszégern.



