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E l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  S tud ies  on  M a m m a l i a n  Cells in  Cu l tu re s :  

I n f l u e n c e  of  B i c a r b o n a t e  a n d  p i t  on  M e m b r a n e  P o t e n t i a l s  

Summary. The influence of the NaHCOa-concentration in the culture medium 
on the membrane potentials of cells from different permanent strains has been 
investigated. In  Eagle-Dulbecco Medium all cells had a membrane potential of 
about --52 inV. Reduction of [HCOa- ] from 44 mM to 6 ~ (conditions for Hepes- 
and Tricin-buffer) decreased the membrane potential by about 20 mV in the case 
of BICR/M1R-K- and 3T3-cells. In  KB- and HeLa-cells the membrane potential 
decreased only by about 5 mV. Replacement of Eagle-Dulbeceo Medium by NaI-ICO a 
free medium of the same pH-value resulted in a new constant membrane potential 
of about --33 mV within two minutes in BICR/M1R-K ceils. The same decrease 
and the same new constant membrane potential was found, when the pH-value 
of the Eagle-Dulbecco Medium was adjusted to pH  6.3--6.5 by C02 or HCOOH. 
The membrane properties of the investigated cells as well as the influence of different 
culture conditions on the membrane potential are discussed. 

Key- Words: Mammalian Cell Cultures --  Membrane Potentials --  Bicarbonate --  
pit-Variation - -  Membrane Permeability. 

Zusammen/assung. Es wurde der Einflul3 der I~aHCOs-Konzentration des 
Kulturmediums auf die HShe der Membranpotentiale yon Zellen verschiedener 
permanenter St~mme untersueht. Alle untersuchten Zellen hatten in Eagle- 
Dulbecco-Medium ein Membranpotential yon etwa --52 inV. Erniedrigte man in 
diesem Medium [HCOs-] yon 44 mM auf 6 mM (Bedingungen fiir Hepes- und Triein- 
Puffer), so verringerte sieh die Potentialdifferenz bei BICR/MIR-K- und 3T3-Zellen 
um etwa 20 inV. Bei KB und HeLa-Zellen betrug die Verringerung dagegen nut  
etwa 5 mV. Wurde das Eagle-Dulbecco-Medium gegen bicarbonatfreies Medium 
desselben pH-Wertes ansgetanscht, so stellte sich bei BICR/M1R-K-Zellen inner- 
halb yon 2 min ein neues konstantes Membranpotential yon etwa --33 mV ein. 
Den gleichen Abfall und das gleiche neue konst~nte Membranpotential beobachtete 
man, wenn der pH-Wer~ des Eagle-Dulbecco-Mediums dutch ~berleiten yon C02 
oder HCOOH auf pH 6.3--6.5 eingestellt wurde. Die Membraneigensehaften der 
untersuchten Zellen sowie der Einflu~ verschiedener Kulturbedingungen auf die 
ttShe der Membranpotentiale werden diskutiert. 

Schli~sselw6rter: S~ugerzellkulturen --  Membranpotentiale --  Biearbonat --  
pit-Variation --  Membranpermeabilit~t. 

* Die Arbeit wurde yon der Deutsehen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. 



Elektrophysiologische Untersuehungen an S~ugerzellkulturen 175 

Einige der yon Good et al. [11] 1966 besehriebenen zwitterionischen 
Wasserstoff-Ionen-Puffer haben inzwischen Verwendung bei der in vitro- 
Ziiehtung yon S/iugerzellen gefunden. Mehrere Autoren [5,9,24,29] 
berichteten bereits fiber Vorzfige, die die Puffersubstanzen Hepes und 
Triein gegenfiber dem herkSmmliehen biphasischen N a H C Q - - C O  2- 
Puffer besitzen. Zu diesen Vorzfigen z~hlt ihr optimaler Pufferbereieh, 
der genau dem ffir die Ze]len physiologisch gfinstigsten pH-Bereich ent- 
spricht. Hepes hat bei 37~ einen pKa-Wert yon 7,31 und ein pKa/~ 
von --0,014; die entsprechenden Werte ffir Triein sind 7,79 und --0,021. 
Hinzu kommt, daf~ bei Verwendung dieser Puffer die Zellen nieht in 
einem abgeschlossenen C02-Luftgemisch kultiviert werden mfissen, 
sondern in normaler Luftatmosph~re gehalten werden kSnnen. Daher 
wird das Niihrmedium meist mit geringer NaHCQ-Konzentrat ion 
angesetzt. 

Die von Good besehriebenen Puffer seheinen fiir elektrophysiologische 
Untersuchungen an Zellkulturen besonders geeignet, da man mit ihnen 
w~hrend der Messungen unter dem Mikroskop ohne zus/~tzliehen Auf- 
wand ffir Begasung den pH-Wert konstant halten k~nn. Bei den hier 
besehriebenen Membranpotentialmessungen in Hepes-gepuffertem Me- 
dium ergaben sich jedoeh bei 2 yon 4 untersuehten Zellst/~mmen wesent- 
rich geringere Potentialdifferenzen als bei Verwendung yon NaHCO 3 -  C02 
gepuffertem Medium. Versuehe zur Kl~rung dieses Effektes ergaben, 
da~ haupts~ehlich die geringere NaHCO3-Konzentration ffir die Er- 
niedrigung der Potentialdifferenz verantwortlich gem~eht werden muB. 

Material und ~Iethoden 

1. Zell]culturen 

Die Messuugen wurden an Monolayerkulturen yon 4 verschiedenen permanenten 
Zellsti~mmen durchgeffihrt: 

a) den fibroblastoiden Zellen des Stammes 3T3 (Abb. la) (Maus-Embryo- 
Zellen [28]). 

b) den fibroblastoiden Zellen des Stammes BICR/MIR-K (Abb. lb) (ein trans- 
plan~abler Mammatumor tier weiblichen Marshall-Ratte [19, 25], der yon Rajewsky 
[20] 1969 in Kultur gebracht wurde). Erst nach der 21. Passage wurde dieser Stature 
ffir die beschriebenen Versuche benutzt. 

e) den epitheloiden Zellen des Stammes KB (Abb. 1 c) (epidermoides menschli- 
ches Carcinom [4]). 

d) den epitheloiden Zellen des Stammes HeLa (Abb. 1 d) (menschliches Cervix- 
careinom [10]). 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in leicht modifiziertem Eagle-Dulbecco- 
Medium mit 10~ K~lberserum in befeuchteten Brutschr~nken und einer Atmo- 
sphere yon 5~ COs in Luft (pH 7,4). Ffir die beschriebenen Versuche wurde die 
Zusammensetzung des normalen bicarbonathaltigen Mediums variiert (s. Tab. l). 
Zum Einstellen der Puffer Hepes und Tricin wurde NaOH verwendet. Die ent- 
sprechende Na+-t0nemKonzentration ist in Tab. 1 berficksichtigt. 

12 PfliigersArch., Bd. 325 
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Abb. 1. Untersuchte Zellst~mme. ~ 3T3-Zellen; b BICR/~[1R-K-Zellen; c XB- 
Zellen; d tteLa-Zellen. VergrSl]erung: 300 • 
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Tabelle 1. Ionen-Konzentrationen (raM) einiger Komponenten des Eagle-Dulbecco- 
Mediums (,,Bicarbonat-Medium") und der untersuehten Variationen 

Puffersystem Na + HC03- Hepes Tricin Lacta t -  

Bicarbonat 154 44 0 0 0 
Hepes (Serva) 126 6 30 0 0 
Triein (Merck) 126 6 0 50 0 
IIepes~Na-Lactat 154 6 30 0 28 

Bei allen Nahrmedien waren die Ionen-Konzentrationen (raM) folgender 
Komponenten konstant:  K+: 5,4; Ca++: 2,4; Mg++: 1; CI-: 118; H P 0 4 - - :  1; 
S 0 4 - - :  1. 

In  einigen Fallen wurde das Medium vor oder wahrend der Messungen gegen 
L6sungen (,,Salz-Glueose-LSsungen") ausgetauseht, die neben den oben auf- 
geffihrten Komponenten noch Glucose (4,5 g/l) und Haemaeeel (Behring) (3,5 g/l) 
enthielten. 

Bei den Zellkulturen wurde das Medium in Abstanden yon 3 Tagen geweehselt. 
Sic wurden passagiert, sobald ein diehter Zellrasen gewaehsen war. Dazu wurden die 
Zellen naeh AblSsen durch eine 1--2 rain ]~ehandlung mit 0,250/0iger Trypsin- 
16sung (in Ca-Mg-freier, isotoner SalzlSsung) bei 37~ in Biearbonat-Medium 
gewasehen und zur Stammhaltung in Glasflasehen bzw. fiir die Versuehe in Plastik- 
sehalen (50 mm ;~, Greiner oder Falcon) ausgesat. Erst naeh der Aussaat in Plastik- 
sehalen (1 • 105 Zellen/SehMe; 5 ml Medium) kamen die Zellen mit den jeweiligen 
Versuehsmedien in Kontakt.  Die Membranpotentialmessungen wurden zwisehen 
dem 2. und 4. Tag naeh Aussaat der Zellen bei Zimmertemperatur durehgeffihrt, 
ohne dal3 zuvor ein Mediumweehsel erfolgte. In einigen Fallen wurde das Biearbonat- 
Medium vor oder wahrend der Messungen ausgetauseht. Dazu wurde das alte 
Medium mit  einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das neue Medium (bzw. eine 
Salz-Glueose-L6sung) aus einer Spritze oder einem h6herstehenden Vorratsgefafi 
naehgeffillt. 

2. Elektrische Messungen 

Zur N[essung der Membranpotentiale benutzten wir Ling-Gerard-Elektroden 
[15], die mit  einem vertikalen Ziehgerat (David Kopf, Modell 700 C) aus Pyrex- 
Capillaren (Coming 234440, Aul?endurchmesser 2 mm) gezogen worden waren. 
I)urch Unterdruck wurden die Elektroden mit  Methanol und anschlieBend durch 
Diffusion mit einer Mischung aus 3 ~ KC1 und 2 mM K-Citrat gefiillt. Nach Politoff 
et al. [18] haben Elektroden mit  dieser Ffiltung geringere Spitzenpotentiale und 
niedrigere Widerstande. Zur Messung der Membranpotentiale kamen nur EIektroden 
mit Spitzenpotentialen _< 5 mV und einem Widerstand yon 30--40 MD in Frage. 
Nach Frank u. Becker [6] und Castro u. Machado [3] entspricht das einem Spitzen- 
durchmesser < 0,5 ~xm. Die Elektroden waren in Plexiglashalter eingespannt und 
fiber eine 3 M KC1-LSsung mit  einer Kalomelelektrode verbunden. 

Als Gleichspannungs-Verstarker diente ein Elektrometer mit  Kathodenfolger- 
Eingang (Keithley, Mod. 605). Die Membranpotentiale wurden auf einem Oscillo- 
graphen (Tektronix 564) beobachtet und auf einem Schreiber (Graphirac, Sefram) 
registriert. Zur fortlaufenden Widerstandskontrolle der Elektrode wahrend der 
Membranpotentialmessungen war ein modifizierter Tektronix 601/161/162 Puls- 
generator fiber einen Widerstand (10 GD) an den Verstarker gekoppelt [13]. Die 
konstanten Stromimpulse einer Frequenz yon 0,1/~Iz verursachten einen Spannungs- 

12" 
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abfall am Meflkreis. Dieser Spannungsabfall war dem Elektrodenwiderstand direkt 
proportional und konnte mit den ~embranpotentialen registriert werden. 

Uber eine Agar-Ringer-Briicke, die das Kulturmedium mit einer 3 N KC1- 
LSsung und einer Kalomelelektrode (K 100 Radiometer) verband, war ffir eine 
symmetrische Ableitung aus dem Medium gesorgt. Die Spitzenpotentiale der Elek- 
troden konnten vor Beginn tier Membranpotenti~tmessungen mit dem Gleich- 
spannungs-Verst~rker kompensiert werden. 

W~hrend der Messungen wurden die Kulturen unter einem Mikroskop (Zeiss 
Standard RA) mit 40faehen Wasserimmersionsobjektiven im Phasen- oder Inter- 
ferenzkontrast beobachtet. Dazu muflten die Metallfassungen der 0bjektive mit 
einer Misehung aus Bienenwachs und Kolophonium gegen das Medium isoliert 
werden [27]. Dies fiihrte zwar zu einer Verringerung des Arbeitsabstandes und damit 
zu einem sehr flaehen Einstichwinkel, hatte aber den Vorteil, d~g auf das Aufbringen 
einer weichen Sehieht auf dem Sch~lehenboden zum Schutze der Elektrodenspitze 
verzichtet werden konnte. Um eine freie Fiihrung der Elektroden unter dem 0bjek- 
tiv zu gew~hrleisten, wurde der I~and der KultursehMen mit einem LStkolben teil- 
weise entfernt. 

Ergebnisse 
Alle 4 untersuchten Zellstamme wuchsen in I{epes- und  Tricin- 

Medimn ebensogut wie in Bicarbonat-Medium. I m  Lichtmikroskop 
konnten  morphologische Unterschiede nieht  festgestellt werden. Die 
gemessene Verdopplungszeit  tD war ffir die BICR/M1R-K-Kul tu ren  in 
allen 3 Medien gleich groB (tD = 18.6 Std). Bei den anderen Zellsts 
wurden die Verdopplungszeiten nieht  ermittelt ,  sie liegen aber ebenfatls 
in der GrSBenordnung yon  20 Std. 

Bei allen Zellen konnte  zuns eine kleine positive Potentialdiffe- 
renz yon  etwa 3 - -5  mV gemessen werden, wenn man  die Elektrode 
langsam an die Zelle heranfiihrte. Ers t  naeh dem Durehstechen der  
Membran wurden negative Potentialdifferenzen registriert. Die kontinn- 
ierliche Widerstandskontrol le  der Elektrode ergab bei den fibroblastoiden 
Zellen der St/imme B I C R / M 1 R - - K  und  3T3 im Kul tu rmed ium und  
innerhalb tier Zelle identisehe Werte.  Bei den epitheloiden Zellen der  
S tgmme K B  und I I eLa  waren die mit  dem Membranpotent ia l  registrier- 
ten  Spannungsabf/ille der Widerstandsmessungen meist etwa 200/0 h6her  
als die im Kul tu rmedium gemessenen. Dies 1/~gt den Sehlug zu, dub die 
Membranen der KB-  und tIeLa-Zellen einen hSheren Widers tand besitzen 
als die Membranen der BICR/M1R-K-  und 3T3-Zellen. 

Membranpotentialmessungen in verschiedenen Medien 

Der Mittelwert der gemessenen MembranpotentiMe wurde tinter der 
Annahme einer symmetrisehen Verteilung der Werte ermittelt .  Als Streu- 
maB ist der Standard-Fehler  des Mittels angegeben. 

Die Zellen aller 4 untersuchten St~mme ha t ten  im Bicarbonat-  
Medium keine signifikant unterschiedlichen MembranpotentiMe. Die 
Mittelwerte aus zahlreichen Messungen lagen ffir Mle Sti~mme bei e twa 
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Tabelle 2. Membranpotentiale verschiedener Zellen in unterschiedlichen Ndhrmedien 

Zellstamm Medium Membran- Standard- Anzahl der 
potential a fehler Messungen 
(mY) (mY) 

BICR/M1R-K Biearbonat 52,47 0,33 1013 
IIepes 35,05 0,44 294 
Triein 35,76 0,46 443 
Itepes-Na-Laetat 38,09 0,39 289 

3T3 Biearbonat 51,71 0,58 214 
Hepes 33,43 0,31 259 

KB Bicarbonat 53,65 0,59 262 
Itepes 49,36 0,65 207 

IIeLa Biearbonat 52,29 0,79 104 
Hepes 46,42 0,73 147 

a Zellinneres negativ. 

--52 inV. Die Ergebnisse s~mtlieher Potentialmessungen sind in Tab.2  
aufgeffihrt. Wuchsen die Zellen der 3T3- und BICR/M1R-K-St~mme 
stat~ in Biearbonat-Medium in I-Iepes-Medium, so hat ten die Zellen 
wesentlieh niedrigere Membranpotentiale (--  33,43 mV bzw. - -  35,05 mV). 
BICR/M1R-K-Zellen wurden aueh naeh Kultivierung im Triein- 
Medium gemessen; sie bat ten ebenso niedrige MembranpotentiMe 
(--35,76 mV) wie naeh Kultivierung in Hepes-Medium. Die Verteilung 
der gemessenen Membranpotentiale im Biearbonat- und Hepes-Medium 
ist fiir BICR/M1R--K-Zel len  in Abb.2 dargestellt. Die Membranpoten- 
time der Zellen der St~mme K B  und HeLa  waren im Hepes-Medium 
weniger drastiseh erniedrigt (--48,36 mV bzw. --46,42 mV). 

Die Experimente zur Erkl/~rung der untersehiedliehen Membran- 
potentiale in Biearbonat- und tIepes-Medium wurden aussehlieglieh 
mit  BICR/MII~-K-Zellen durehgefiihrt. Dazu wurden die Zellen 
zunaehst in solehen Medien geziiehtet und gemessen, die gegeniiber dem 
Biearbonat-Medium naeh M6gliehkeit nur in einer Komponente  variiert 
worden waren. Um zu klgren, ob Hepes alleine eine Erniedrigung der 
Potentialdifferenz bewirkt, wnrden dem normalen Biearbonat-Medium 
30 mM Hepes zugesetzt und die Zellen mit  und ohne C02-Begasung 
gezfiehtet. Unter  diesen Bedingungen konnte kein signifikanter Unter- 
sehied in der It6he der Membranpotentiale gegenfiber den im Biearbonat- 
Medium gez/iehteten Zellen festgestellt werden. Dasselbe gilt, wenn dem 
Medium Triein anstelle yon Hepes zugesetzt wird. 

Das Hepes-Medium hat  neben seiner geringeren HC0a--Ionen-  
Konzentrat ion aueh eine geringere Na+-Ionen-Konzentration als das 
normale Medium. Darum wurde im tIepes-Medium die Na+-Ionen- 
Konzentrat ion dutch Zusatz yon Na-Laeta t  auf  die urspriingliehe t I6he 
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Abb.2. VerteiIung der Membranpotentiale yon BICI~/MII~-K-Zellen in Eagle- 
Dulbecco-Medium (2 =--52,47 mV, Anzahl tier Messungen n ~ 1013) und in 
Hepes-Medium (2 ~--35,05 mV, n = 294). Abszisse: Potentialdifferenz in mV 
(Zellinneres negativ). Ordinate: relative H~ufigkeit der gemessenen Potential- 

differenz 

gebracht. Die Werte fiir die Membranpotentiale (--38,09 mV) der in 
diesem Medium gezfichteten BICR/MIR--K-Zel len  lagen dann gering- 
ffigig fiber den ffir Hepes-Medium best immten Werten, aber immer noch 
ganz deutlich unter denen des Bicarbonat- und des Bicarbonat-Hepes- 
Mediums. 

Ein/lufi der pH-Xnderung au/ die Membranpotentiale 
Die Untersuchungen an BICI~/MIR-K-Zellen ergaben ferner, dab 

der pH-Wert  des Bicarbon~t-Mediums in einem weiten Bereieh (pH 6,5 
bis p H  8,4) ges werden konnte, ohne dai~ die gemessenen~Potential- 
differenzen dabei einen deutliehen Trend zu h6heren oder niederen 
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Werten erkennen ]iel3en. lJber denselben pH-Bereieh hinweg blieb auch 
das Membranpotential einzelner Zellen konstant. Es ~nderte sich in 
einzelnen Zellen 1 Std lang nicht, w~hrend in dieser Zeit dureh den 
niedrigeren C02-Druek der Normalatmosph~tre der p l t -Wert  yon 7,4 
auf 8,4 anstieg. Erh6hte man dagegen den CQ-Druck fiber dem Bicarbo- 
nat-Medium durch ~berleiten eines kr~tftigen CQ-Stromes, dann t ra t  
bei einem pH-Wert  yon 6,3--6,5 eine plStzliche Verringerung der Poten- 
tialdifferenz auf und es stellte sich ein neues, konstantes Membranpoten- 
tial yon etwa --30 bis --35 mV ein. Der Verlauf ist ghnlieh der in Abb. 5 
gezeigten plStzlichen Anderung der Potentialdifferenz nach Austansch 
des Biearbonat-Mediums gegen eine bicarbonatfreie Salz-Glucose-L6sung. 
Dieser Effekt t ra t  auch auf, wenn die ptt-Erniedrigung durch vorsichti- 
ges ~berleiten yon ItCOOI-I herbeigeffihrt wurde. Liel3 man diese Kultu- 
ren mit niedrigem pH-Wert  1 Std lang stehen, so stieg der pH-Wert  
wieder auf etwa 7,4 an und es konnten wieder normale Potentialdifferen- 
zen (--52 mV) gemessen werden. Wurde saures Medium (pH 6,3) gegen 
normales Bicarbonat-Medium (pH 7,4) ausgetauseht, so zeigten die 
Zellen sofort wieder normale Potentialdifferenzen. Zellen, die in Hepes- 
Medium gezfichtet worden waren, zeigten naeh Erniedrigung des pH- 
Wertes auf 6,3--6,5 keine wesentliche Verringerung der Potential- 
differenz. 

~nderung der Membranpotentiale nach Mediumweehsel 

Obwohl Schwankungen des pH-Werts im physiologischen Bereich 
keinen Einflul3 auf die Potentialdifferenzen hatten, wurde bei den hier 
beschriebenen Experimenten dennoch darauf geaehtet, da~ stets nur 
Medien mit gleichem pH-Wert  ausgetauscht wurden. 

Ersetzte man in einer BICR/M1R-K-Kultur,  die 3 Tage in Biearbo- 
nat-Medium gezfichtet worden war, das Medium dutch Hepes-Medium, 
so stellte sieh innerhalb yon 1--2 min eine niedrigere Potentialdifferenz 
(Abb.3) ein. Der neue Wert entspraeh dem Membranpotential der in 
ttepes-Medium kultivierten Zellen. Im umgekehrten Fall, d .h .  wenn 
I-Iepes-Medium dureh Bicarbonat-Medium ersetzt wurde, ergab sich eiu 
langsamer Anstieg der Potentialdifferenz (Abb. 4). Erst  nach miudestens 
20 rain hatten die Zellen wieder die ffir Bicarbonat-Medium eharakteristi- 
schen Membranpotentiale erreicht. 

Der zeitliche Verlauf der Potentialdifferenz~nderungen wird deutli- 
cher, wenn der Mediumweehsel w~hrend der Membranpotentialmessung 
einer Zelle geschieht. Abb. 5 zeigt einen solehen Versuch, bei dem ein 
Ersatz des Mediums dutch Salz-Glucose-L6sungen erfolgte. Der Aus- 
tauseh der L6sungen dauerte etwa 1 rain. Man erkennt auch bier deutlich, 
dal~ sieh die geringere Potentialdifferenz nach Zugabe einer • a- 
freien Salz-Glucose-L5sung wesentlich sehneller einstellt, als die alte 
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Abb.3. Membranpotentiale der BICI~/M1R-K-Zellen. 1 Eagle-Dulbecco-Medium 
(44mM NaHCO 3, pH 7,5); Pfeih Mediumwechsel, Dauer ca. 2 min. 2 tIepes- 
Medium (6 mM NaHCO 3, pK 7,5). Die kontinuierlichen Impulse dienten zur Kon- 

trolle des Elektrodenwiderstandes 

lmnl'0mV l 2 
Abb.4. Membran10otentiale der BICR/M1R-K-Zellen. 1 Hepes-Medium (6 ram 
NaHC08, pH 7.5). Pfeil: Mediumwechsel, Dauer ca. 2 rain. 2 Eagle-Dulbecco- 
Medium (44 mM NaHC03, pH 7,5). Die kontinuierlichen Impulse dien~en zur 

Kontrolle des Elek~rodenwiderstandes 

i 

Potentialdifferenz nach Zugabe einer Salz-Glucose-L6sung mit  44 mM 
N a H C Q .  Wurde  w~hrend einer Membranpotent ia lmessung in einer 
Zelle das Medium gegen eine Salz-Glueose-L6sung mit  gleieher Ionen- 
konzentra t ion und gleichem pH-Wer t  ausgetauscht,  war keine ~nde rung  
der Potentia]differenz festzustellen. 

I)iese Versuche zeigen, dal~ sich die Membranloo~entiale yon  BICR/  
M1R-K-Zellen sehr rasch auf  neue Mediumbedingungen einstellen 
k6nnen. Die folgenden Exper imente  wurden daher nach Austauseh des 
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Abb.5. Membranpotentialmessung in einer BICR/3/I1R-K-Zelle w~hrend zweimali- 
gen Mediumweehsels. 1 Eagle-Dulbeeco-Medium (44 mM NaHC03, pH 7,6). 2 Be- 
ginn des Aust~usehes gegen bicarbonaffreie S~lz-Glucose-L6sung (pH7,6). 3Begirm 
des Austausches gegen Salz-Glucose-L5sung mit 44 mM NaHC0 a (pH 7,6). Dauer 
des Austausehes jeweils etwa 1 rain. Die kontinuierliehen Impulse dienten zur 

Kontrolle des Elektrodenwiderstandes 

Bicarbonat-lV[ediums gegen das zu prtifende Medium durehgefiihrt. Es 
war znn/~ehst noeh festzustellen, welehen Einflul3 untersehiedliehe Na+. 
Ionen-Konzentrat ionen auf die Membranpotentiale haben. Wie oben 
bereits besehrieben, haben in Hepes-Na-Laetat-IV[edium gezfiehte~e 
BICI~/M1R-K-Zellen noeh immer ein deutlieh verringertes Membran- 
potential. Um einen EinfluB yon Laetat-Ionen auszusehliel3en, wurde 
daher die Na+-Ionen-Konzentration des Hepes-Mediums dutch Zusatz 
yon NaC1 korrigiert. Mit diesem Medium ergaben sieh wiederum Poten- 
tialdifferenzen (ca. - -38mV) ,  die den in Hepes-Na-Lactat-Medium 
gemessenen entspraehen. Ein eventueller Einflug der erhShten Cl-Ionen- 
Konzentrat ion wurde danaeh nieht mehr gepriift. 

N~chdem somit gezeigt war, dag die bei BICR/N1R-K-Zelten 
gefundenen geringeren Membranpotentiale in tIepes-Medium auf die 
geringere NaHCOa-Konzentration zurfiekgefiihrt werden k6nnen, wurde 
der Einflug untersehiedlieher NaHCO3-Konzentrationen auf die Poten- 
tiMdifferenz der Zellen untersueht. Dazu wurde vor Beginn des Versuehs 
das Bicarbonat-Medium gegen Salz-Glueose-LSsungen ausgetauseht, 
die mit  30 mM Itepes gepuffert waren. Tab. 3 zeigt das Ergebnis dieses 
Versuchs. Die Werte ffir 6 und 44 mM NaItCO s sind dabei aus Tab. 2 
entnommen. 

Naeh Austauseh des Biearbonat-~ediums gegen ungepufferte oder 
Aeetat-gepufferte, biearbonatfreie Salz-Glueose-L6sungen wurden eben- 
falls Membranpotentiale um --33 mV gemessen. Entspreehende Salz- 
Glueose-L6sungen mit  44 mM NaHCO s vergnderten dagegen die normale 
HShe der Membranpotentiale nieht. Bei Austauschversuehen mit  Phos- 
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Tabelle3. BICR/M1R-K-Zellen: Abhiingiglceit des Membranpotentials vonder  
NaHCOa-Konzentration im Kulturmedium 

NaHCOa Membranpotential a Standardfehler Anzahl der 
(mM) (mY) (mY) Messungen 

0 32,59 0,37 205 
6 35,05 0,44 294 

20 41,28 0,38 164 
30 42,95 0,35 148 
44 52,47 0,33 1013 

a Zellinneres negativ. 

phatpuffer konnten unter bestimmten Bedingungen transiente periodi- 
sche Schwankungen des Membranpotentials hervorgerufen werden [14]. 

Diskussion 

Zellen vom Typ tier in Abb. 1 a und l b  gezeigten spindelf6rmigen 
Form werden oft als fibroblastoid, die in Abb. 1 c und 1 d gczeigten rund- 
lichen Zellen als epitheloid bczeichnet. Es mug jedoch bcmerkt  werden, 
dag es dutch Ver/tnderung des Medium-pH oft m6glich ist, spindel- 
fSrmige Zellen in rundliche zu verwandeln und umgekehrt  [7]. In  den 
vorliegenden Untersuchungen hatten die Zellen vom epitheloiden Typ 
einen wesentlich h6heren Membranwiderst~nd als die fibrob]astoiden, 
und ihre Membranpotentiale konnten dureh Ver/~nderungen der NaHCO 3- 
Konzentration kaum beeinflugt werden. Dagegen ergab sich ftir die fibro- 
blastoiden Zellen eine deut]iche Abh/~ngigkcit der Membranpotentiale 
yon der NaHCO3-Konzentration des Kulturmediums. 

Ein weiterer Untersehied zwischen diesen beiden Zelltypen seheint 
in ihrer Kommunikationsf/~higkeit mit  Nachbarzellen zu liegen. Wie in 
einigen Messungen der Ionenstr6me zwischcn benaehbarten Zellen mit  
der yon Locwenstein u. Kanno [16] angegebenen Methode festgestellt 
wurde, weisen die epitheloiden Zellen nnr eine geringe, die fibroblastoiden 
Zellen jedoch eine gute intercellul/~re Kommunikat ion auf. Dies bests 
Befunde von Furshpan u. Potter  [8] sowie yon Borek, Higashino u. 
Loewenstein [1], die gezeigt haben, dug bestimmte transformierte epi- 
theliale Zcllen dureh eine geringe oder fehlende intereelluls Kommuni-  
kation charakterisiert sind, wiihrend fiir transformierte wie auch ffir 
normale Fibroblasten ein guter Ionenstromdurehgang gefunden wurde. 

Der Wert  yon etwa --52 mV ffir die Membranpotentiale s~mtlieher 
untersnehter Zellst/tmme (aueh fiir prim~rc Rattenembryonalzellen 
ergaben sich Werte in dieser GrSgenordnung) scheint fiir das verwendete 
Bicarbonat-Medium charakteristiseh zu sein. Dieser Wert  liegt h6her als 
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die meisten in der Literatur angegebenen Werte ffir Kulturen gleicher 
oder ~hnlieher Zellen [2, 21,22, 23, 26]. Mit Elektroden eines zu niedrigen 
Widerstandes (ca. 10--20MQ) infolge eines gr6Beren Spitzendureh- 
messers haben aueh wir niedrigere Werte gemessen. Dieser Effekt ist 
mSglieherweise durch Verletzungen der punktierten Zellen zu erkl~ren. 
Die hohe Vergr66erung mit einem 40fachen Objektiv, die immer eine 
gute Kontrolle der jeweils gemessenen Zelle ermSgliehte, sowie die 
Besehrgnkung auf Zellen, deren ~embranpotential  mindestens 1 rain lang 
konstant war, erlaubten es, bei den vorliegenden Messungen alle die- 
jenigen Zellen auszusondern, welche sieh w/~hrend der MeBzeit morpho- 
logisch ver~nderten oder nieht optimal punktiert  worden waren. 

Abb. 2 zeigt, dab keine genaue symmetrische Verteilung der Mem- 
branpotentiale vorliegt, sondern dab die Verteilung zu den niedrigen 
Werten hin breiter ist. Dies kann seine Ursaehe darin haben, dab die 
Zellmembranen dutch die zur Passage der Kulturen erforderliche Trypsin- 
Behandlung untersehiedlich stark ver~ndert wurden. Solehe Xnderungen 
der Permeabilit~t nach Trypsinbehandlung sind besehrieben worden 
[12]. Zellen, die bei --70~ gelagert worden waren, hatten in den ersten 
Passagen naeh dem Auftauen ebenfalls stets niedrigere Membranpoten- 
tiale als Zellen aus Langzeitpassagen. Solche Kulturen wurden daher 
nieht zu den Untersuehungen verwendet. 

Da Messungen aus vielen Kultnren zusammengefaBt wurden, ist die 
insgesamt breite Verteilung der Werte ffir die Membranpotentiale ver- 
sts Wiirden nur Vielfachmengen an einer bestimmten Kultur 
beriieksichtigt, erg~be sieh eine wesentlich engere Verteilung. In dfinner 
bewaehsenen (jiingeren) Kulturen und aueh an dfinner bewachsenen 
Stellen glterer Kulturen wurden stets geringere Membranpotentiale 
gemessen als an dieht liegenden Zellen. Fiir die HShe der Membran- 
potentiale seheint daher die Dichte der Zellen pro Fl~cheneinheit und 
nieht eine eventuelle Zellseh~digung verantwortlich zu sein (vgl. [23]). 
Beim Einstich der Elektrode ins Cytoplasma, bzw. in den Zellkern 
wurden Untersehiede in der HShe der Membranpotentiale nieh~ beobaeh- 
tet. 

~,Tach den Ergebnissen der hier beschriebenen Versuche (vgl. Abb. 3, 
4, 5) ist nicht daran zu zweifeln, da~ die HShe der Membranpotentiale 
yon BICR/M1R-K- und 3T3-Zellen yon der NaHCO3-Konzentration 
des Mediums abh~ngig ist. Da es nieht mSglich war, die tatsaehliehe 
Bicarbonatkonzentration in den jeweils gemessenen Zellkulturen zu 
bestimmen, kann eine genaue Relation zwischen Membranpotential und 
Biearbonat- (bzw. C02- ) Konzentration nicht angegeben werden. Die 
genaue Bestimmung der Bicarbonatkonzentration im Medium wfirde 
eine Messung des aktuellen ptI-Werts sowie des CO2-Partialdrueks des 
Gasraumes fiber dem Medium w~thrend der Potentialmessung erfordern. 
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Nur bei Kenntnis dieser beiden GrSl~en kann die tats~chliehe H C Q - -  
Konzentration bestimmt werden. Das zugegebene NaI-ICQ wird stets 
vollstandig dissoziiert sein und die Dissoziation yon H2CO 3 zurfiek- 
dr~ngen. In  Tab. 3 sind daher nur die Konzentrationen des zugegebenen 
NaHC0 a angegeben, w~hrend die tatsi~chliche HCQ--Konzentra t ion 
dutch das CO 2 im Gasraum fiber den Kulturen jeweils gr5$er sein mul~. 
Die beiden Good-Puffer [11] Hepes und Tricin haben als solche keinen 
Einflu$ auf die HShe der gemessenen Membranpotentiale. 

Im Zusammenhang mit der fiir BICI~/M1R-K- und 3T3-Zellen 
gefundenen Abh~ngigkeit der Membranpotentiale und damit aueh der 
~embranpermeabiliti~t vonde r  Biearbonatkonzentration interessiert ein 
Befund yon Maude [17], nach dem Zellen des proximalen Tubulus in 
HCOs--freiem Medium einen signifikant niedrigeren K-Transport zeigen. 

Die J~nderung der Permeabi]it~t laBt sich mit ttilfe einer yon Wood- 
bury [30] angegebenen Gleiehung absehi~tzen. 

/~T p[Na+]o + [K+]o [ V] 
E M  ~ ~ In [N~+]o + [K+] ~ 

(E~ ~-- Membranpotentia], R = Gaskonstante, T ----- absolute Tempera- 
pNa 

tur, F = F~raday-Konstante, P --  pK Permeabilits 

[K+]o ' [Na+]o = K+. bzw. Na+-Konzentration im Medium.) 

Diese Beziehung hat gegeniiber der Goldman-Gleiehung den Vorteil, 
dal~ neben dem gemessenen Membranpotential nur die genau bekannten 
Ionenkonzentrationen des Aul~enmediums fiir die Bestimmung des 
Permeabiliti~tskoeffizienten ben5tigt werden. Fiir in Bicarbonat-Medium 
gezfichtete Zellen ergibt sieh aus der Woodbury-Gleichung ein Permea- 
bilit~tskoeffizient yon p = 0,1; ffir Zellen in bicarbonatfreiem Medium 
ist p = 0,25. J~hnliche Werte ergeben sieh aueh, wenn man in die Gold- 
man-Gleiehung fiir [Na+]i = 40mM und [K+]i = 140ram einsetzt. 
Wie die vorliegenden Messungen an 4 verschiedenen Zel]st~mmen zeigen, 
gilt diese Abh~ngigkeit des Permeabilitatskoeffizienten yon der Bicarbo- 
natkonzentration jedoch nieht grunds~ttzlich, sondern sie ist abhangig 
yore gemessenen Zelltyp. Genaue Messungen der intracelluli~ren Na +- 
und K+-Konzentration yon Zellen in Bicarbonat- und Hepes-Medium 
sind nStig, um zu klaren, ob sieh die aus dem Befund yon Maude [17] 
resultierende Vermutung best~ttigt, dal~ auch hier hauptsi~chlich die 
K-Permeabilit~t verringert worden ist. 

Mein Dank gilt Iierrn Dr. M. F. R~jewsky fiir die Bereitstellung der Zellkultu- 
ren und Herrn Dr. E. FrSmter (Max-Planck-Institut fiir Biophysik, Frankfurt 
a. M.) fiir wertvolle Ratschli~ge und Diskussionen. Fiir die Vorbereitung der Ver- 
suche und die Mithilfe bei den Messungen danke ich Fraulein H. Brauns und Frl. 
Oh. Henrichmann. 
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