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Electrophysiological Studies on Mammalian Cells in Cultures:
Influence of Bicarbonate and pH on Membrane Potentials

Summary. The influence of the NaHCO;-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 mV. Reduction of [HCO,;~] from 44 mM to 6 mM (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 KXB- and HeLa-cells the membrane potential
decreased only by about 5 mV. Replacement of Eagle-Dulbeecco Medium by NaHCO,
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 cells. The same decrease
and the same new constant membrane potential was found, when the pH-value
of the Bagle-Dulbecco Medium was adjusted to pH 6.3—6.5 by CO, or HCOOH.
The membrane properties of the investigated cells as well ag the influence of different
culture conditions on the membrane potential are discussed.

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

Zusammenfassung. Es wurde der EinfluB der NaHCO,-Konzentration des
Kulturmediums auf die Hohe der Membranpotentiale von Zellen verschiedener
permanenter Stdmme untersucht. Alle untersuchten Zellen hatten in Eagle-
Dulbecco-Medium ein Membranpotential von etwa —52 mV. Erniedrigte man in
diesem Medium [HCO,~] von 44 mM auf 6 mM (Bedingungen fiir Hepes- und Tricin-
Puffer), so verringerte sich die Potentialdifferenz bei BICR/M1R-K- und 3T3-Zellen
um etwa 20 mV. Bei KB und Hela-Zellen betrug die Verringerung dagegen nur
etwa 5 mV. Wurde das Eagle-Dulbecco-Medium gegen bicarbonatfreies Medium
desselben pH-Wertes ausgetauseht, so stellte sich bei BICR/M1R-K-Zellen inner-
halb von 2 min ein neues konstantes Membranpotential von etwa —33 mV ein.
Den gleichen Abfall und das gleiche neue konstante Membranpotential beobachtete
man, wenn der pH-Wert des Eagle-Dulbecco-Mediums durech Uberleiten von CO,
oder HCOOH auf pH 6.3—6.5 eingestellt wurde. Die Membraneigenschaften der
untersuchten Zellen sowie der EinfluB verschiedener Kulturbedingungen auf die
Hohe der Membranpotentiale werden diskutiert.

Schliisselwirter: Séugerzellkulturen — Membranpotentiale — Bicarbonat —
pH-Variation — Membranpermeabilitdt.

* Die Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstitzt.
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Einige der von Good et al. [11] 1966 beschriebenen zwitterionischen
Wasserstoff-Tonen-Puffer haben inzwischen Verwendung bei der in vitro-
Ziichtung von Sdugerzellen gefunden. Mehrere Autoren [5,9,24,29]
berichteten bereits iiber Vorziige, die die Puffersubstanzen Hepes und
Tricin gegeniiber dem herkéommlichen biphasischen NaHCO,—CO,-
Puffer besitzen. Zu diesen Vorziigen zahlt ihr optimaler Pufferbereich,
der genau dem fiir die Zellen physiologisch ginstigsten pH-Bereich ent-
spricht. Hepes hat bei 37°C einen pKy-Wert von 7,31 und ein pK,/°C
von —0,014; die entsprechenden Werte fir Tricin sind 7,79 und —0,021.
Hinzu kommt, dal bei Verwendung dieser Puffer die Zellen nicht in
einem abgeschlossenen CO,-Luftgemisch kultiviert werden miissen,
sondern in normaler Luftatmosphéire gehalten werden kénnen. Daher
wird das Nahrmedium meist mit geringer NaHCO;-Konzentration
angesetzt.

Die von Good beschriebenen Puffer scheinen fiir elektrophysiologische
Untersuchungen an Zellkulturen besonders geeignet, da man mit ihnen
wihrend der Messungen unter dem Mikroskop ohne zusétzlichen Auf-
wand fir Begasung den pH-Wert konstant halten kann. Bei den hier
beschriebenen Membranpotentialmessungen in Hepes-gepuffertem Me-
dium ergaben sich jedoch bei 2 von 4 untersuchten Zellstimmen wesent-
lich geringere Potentialdifferenzen als bei Verwendung von NaHCO,—CO,
gepuffertem Medium. Versuche zur Klirung dieses Effektes ergaben,
daB hauptsidchlich die geringere NaHCO,-Konzentration fiir die Kr-
niedrigung der Potentialdifferenz verantwortlich gemacht werden muf3.

Material und Methoden
1. Zellkulturen

Die Messungen wurden an Monolayerkulturen von 4 verschiedenen permanenten
Zellstdmmen durchgefithrt:

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

b) den fibroblastoiden Zellen des Stammes BICR/M1R-K (Abb.1b) (ein trans-
plantabler Mammatumor der weiblichen Marshall-Ratte [19,25], der von Rajewsky
[20] 1969 in Kultur gebracht wurde). Erst nach der 21. Passage wurde dieser Stamm
fur die beschriebenen Versuche benutzt.

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

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

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in leicht modifiziertem Eagle-Dulbecco-
Medium mit 10°/, Kélberserum in befeuchteten Brutschrinken und einer Atmo-
sphire von 5%/, CO, in Luft (pH 7,4). Fur die beschriebenen Versuche wurde die
Zusammensetzung des normalen bicarbonathaltigen Mediums variiert (s. Tab.1).
Zum Einstellen der Puffer Hepes und Tricin wurde NaOH verwendet. Die ent-
sprechende Na+-Ionen-Konzentration ist in Tab. 1 beriicksichtigt.

12 Pfliigers Arch., Bd. 325
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Abb.1. Untersuchte Zellstimme. a 3T3-Zellen; b BICR/MI1R-K-Zellen; ¢ KB-
Zellen; d HeLa-Zellen. VergroBerung: 300 X
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Tabelle 1. Ionen-Konzentrationen (mM) einiger Komponenten des Eagle- Dulbecco-
Mediums (,,Bicarbonat- Medium'‘) und der untersuchten Variationen

Puffersystem Na+ HCO,;~ Hepes Tricin Lactat™
Bicarbonat 154 44 0 0 0
Hepes (Serva) 126 6 30 0 0
Tricin (Merck) 126 6 0 50 0
Hepes-Na-Lactat 154 6 30 0 28

Bei allen Nidhrmedien waren die Ionen-Konzentrationen (mM) folgender
Komponenten konstant: K+: 5,4; Catt: 24; Mgt+: 1; Cl-: 118; HPO,~—: 1;
SO,~—: 1.

In einigen Fillen wurde das Medium vor oder wihrend der Messungen gegen
Lésungen (,,Salz-Glucose-Losungen®) ausgetauscht, die neben den oben auf-
gefiihrten Komponenten noch Glucose (4,5 g/1) und Haemaccel (Behring) (3,5 g/1)
enthielten.

Bei den Zellkulturen wurde das Medium in Abstéinden von 3 Tagen gewechselt.
Sie wurden passagiert, sobald ein dichter Zellrasen gewachsen war. Dazu wurden die
Zellen nach Ablésen durch eine 1—2 min Behandlung mit 0,259 iger Trypsin-
lésung (in Ca-Mg-freier, isotoner Salzlésung) bei 37°C in Bicarbonat-Medium
gewaschen und zur Stammhaltung in Glasflaschen bzw. fiir die Versuche in Plastik-
schalen (50 mm @, Greiner oder Falcon) ausgesit. Erst nach der Aussaat in Plastik-
schalen (1 X 10° Zellen/Schale; 5 ml Medium) kamen die Zellen mit den jeweiligen
Versuchsmedien in Kontakt. Die Membranpotentialmessungen wurden zwischen
dem 2. und 4. Tag nach Aussaat der Zellen bei Zimmertemperatur durchgefithrt,
ohne daB zuvor ein Mediumwechsel erfolgte. In einigen Féllen wurde das Bicarbonat-
Medium vor oder wihrend der Messungen ausgetauscht. Dazu wurde das alte
Medium mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das neue Medium (bzw. eine
Salz-Glucose-Losung) aus einer Spritze oder einem héherstehenden Vorratsgefal
nachgefillt.

2. Hlektrische Messungen

Zur Messung der Membranpotentiale benutzten wir Ling-Gerard-Elektroden
[15], die mit einem vertikalen Ziehgerdt (David Kopf, Modell 700 C) aus Pyrex-
Capillaren (Corning 234440, AuBlendurchmesser 2 mm) gezogen worden waren.
Durch Unterdruck wurden die Elektroden mit Methanol und anschlieBend durch
Diffusion mit einer Mischung aus 3 M KCl und 2 mM K-Citrat gefallt. Nach Politoff
et al. [18] haben Elektroden mit dieser Fiillung geringere Spitzenpotentiale und
niedrigere Widerstinde. Zur Messung der Membranpotentiale kamen nur Elektroden
mit Spitzenpotentialen < 5 mV und einem Widerstand von 30—40 M2 in Frage.
Nach Frank u. Becker [6] und Castro u. Machado [3] entspricht das einem Spitzen-
durchmesser < 0,5 um. Die Elektroden waren in Plexiglashalter eingespannt und
iiber eine 3 M KCl-Losung mit einer Kalomelelektrode verbunden.

Als Gleichspannungs-Verstirker 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 wihrend der
Membranpotentialmessungen war ein modifizierter Tektronix 601/161/162 Puls-
generator iiber einen Widerstand (10 G£2) an den Verstirker gekoppelt [13]. Die
konstanten Stromimpulse einer Frequenz von 0,1 Hz verursachten einen Spannungs-

12+
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abfall am MeBkreis. Dieser Spannungsabfall war dem Elektrodenwiderstand direkt
proportional und konnte mit den Membranpotentialen registriert werden.

Uber eine Agar-Ringer-Briicke, die das Kulturmedium mit einer 3 M KCI-
Losung und einer Kalomelelektrode (K 100 Radiometer) verband, war fiir eine
symmetrische Ableitung aus dem Medium gesorgt. Die Spitzenpotentiale der Elek-
troden konnten vor Beginn der Membranpotentialmessungen mit dem Gleich-
spannungs-Verstiarker kompensiert werden.

Wihrend der Messungen wurden die Kulturen unter einem Mikroskop (Zeiss
Standard RA) mit 40fachen Wasserimmersionsobjektiven im Phasen- oder Inter-
ferenzkontrast beobachtet. Dazu muBten die Metallfassungen der Objektive mit
einer Mischung aus Bienenwachs und Kolophonium gegen das Medium isoliert
werden [27]. Dies fithrte zwar zu einer Verringerung des Arbeitsabstandes und damit
zu einem sehr flachen Einstichwinkel, hatte aber den Vorteil, daf auf das Aufbringen
einer weichen Schicht auf dem Schilchenboden zum Schutze der Elektrodenspitze
verzichtet werden konnte. Um eine freie Fihrung der Elektroden unter dem Objek-
tiv zu gewdhrleisten, wurde der Rand der Kulturschalen mit einem Létkolben. teil-
weise entfernt.

Ergebnisse

Alle 4 untersuchten Zellstimme wuchsen in Hepes- und Tricin-
Medium ebensogut wie in Bicarbonat-Medium. Im Lichtmikroskop
konnten morphologische Unterschiede nicht festgestellt werden. Die
gemessene Verdopplungszeit {p war fiir die BICR/M1R-K-Kulturen in
allen 3 Medien gleich groB (ip = 18.6 Std). Bei den anderen Zellstdmmen
wurden die Verdopplungszeiten nicht ermittelt, sie liegen aber ebenfalls
in der GréBenordnung von 20 Std.

Bei allen Zellen konnte zunichst eine kleine positive Potentialdiffe-
renz von etwa 3—5mV gemessen werden, wenn man die Elektrode
langsam an die Zelle heranfilhrte. Erst nach dem Durchstechen der
Membran wurden negative Potentialdifferenzen registriert. Die kontinu-
jerliche Widerstandskontrolle der Elektrode ergab bei den fibroblastoiden
Zellen der Stamme BICR/MIR—XK und 3T3 im Kulturmedium und
innerhalb der Zelle identische Werte. Bei den epitheloiden Zellen der
Stimme KB und Hela waren die mit dem Membranpotential registrier-
ten Spannungsabfille der Widerstandsmessungen meist etwa 20°/, hoher
als die im Kulturmedium gemessenen. Dies 146t den Schlull zu, daBl die
Membranen der KB- und HeLa-Zellen einen hoheren Widerstand besitzen
als die Membranen der BICR/M1R-K- und 3T3-Zellen.

Membranpotentialmessungen in verschiedenen Medien

Der Mittelwert der gemessenen Membranpotentiale wurde unter der
Annahme einer symmetrischen Verteilung der Werte ermittelt. Als Streu-
maB ist der Standard-Fehler des Mittels angegeben.

Die Zellen aller 4 untersuchten Stimme hatten im Bicarbonat-
Medium keine signifikant unterschiedlichen Membranpotentiale. Die
Mittelwerte aus zahlreichen Messungen lagen fiir alle Stdmme bei otwa
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Tabelle 2. Membranpotentiale verschiedener Zellen in unterschiedlichen Ndihrmedien

Zellstamm Medium Membran- Standard- Anzahl der
potential @ fehler Messungen
(mV) (mV)
BICR/M1R-K Bicarbonat 52,47 0,33 1013
Hepes 35,05 0,44 294
Tricin 35,76 0,46 443
Hepes-Na-Lactat 38,09 0,39 289
313 Bicarbonat 51,71 0,58 214
Hepes 33,43 0,31 259
KB Bicarbonat 53,65 0,59 262
Hepes 49,36 0,65 207
HelLa Bicarbonat 52,29 0,79 104
Hepes 46,42 0,73 147

a Zellinneres negativ.

—52 mV. Die Ergebnisse sémtlicher Potentialmessungen sind in Tab. 2
aufgefithrt. Wuchsen die Zellen der 3T3- und BICR/M1R-K-Stimme
statt in Bicarbonat-Medium in Hepes-Medium, so hatten die Zellen
wesentlich niedrigere Membranpotentiale (—33,43 mV bzw. —35,05mV).
BICR/M1R-K-Zellen wurden auch nach Kultivierung im Tricin-
Medium gemessen; sie hatten ebenso niedrige Membranpotentiale
(—385,76 mV) wie nach Kultivierung in Hepes-Medium. Die Verteilung
der gemessenen Membranpotentiale im Bicarbonat- und Hepes-Medium
ist filr BICR/M1R—K-Zellen in Abb.2 dargestellt. Die Membranpoten-
tiale der Zellen der Stdimme KB und HeLa waren im Hepes-Medium
weniger drastisch erniedrigt (—48,36 mV bzw. —46,42 mV).

Die Experimente zur Erklirung der unterschiedlichen Membran-
potentiale in Bicarbonat- und Hepes-Medium wurden ausschlieBlich
mit BICR/M1R-K-Zellen durchgefithrt. Dazu wurden die Zellen
zundchst in solchen Medien geziichtet und gemessen, die gegeniiber dem
Bicarbonat-Medium nach Moglichkeit nur in einer Komponente variiert
worden waren. Um zu kldren, ob Hepes alleine eine Erniedrigung der
Potentialdifferenz bewirkt, wurden dem normalen Bicarbonat-Medium
30 mM Hepes zugesetzt und die Zellen mit und ohne CO,-Begasung
geztlichtet. Unter diesen Bedingungen konnte kein signifikanter Unter-
schied in der Hohe der Membranpotentiale gegeniiber den im Bicarbonat-
Medium gezilichteten Zellen festgestellt werden. Dasselbe gilt, wenn dem
Medium Tricin anstelle von Hepes zugesetzt wird.

Das Hepes-Medium hat neben seiner geringeren HCO,~-Ionen-
Konzentration auch eine geringere Nat-Ionen-Konzentration als das
normale Medium. Darum wurde im Hepes-Medium die Na+*-Tonen-
Konzentration durch Zusatz von Na-Lactat auf die urspriingliche Héhe
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Abb.2. Verteilung der Membranpotentiale von BICR/MI1R-K-Zellen in Eagle-

Dulbecco-Medium (Z = —52,47 mV, Anzahl der Messungen # = 1013) und in

Hepes-Medium (Z = —35,06 mV, n = 294). Abszisse: Potentialdifferenz in mV

(Zellinneres negativ). Ordinate: relative Haufigkeit der gemessenen Potential-
differenz

gebracht. Die Werte far die Membranpotentiale (—38,09 mV) der in
diesem Medium geziichteten BICR/M1R—XK-Zellen lagen dann gering-
fugig tiber den fiir Hepes-Medium bestimmten Werten, aber immer noch
ganz deutlich unter denen des Bicarbonat- und des Bicarbonat-Hepes-
Mediums.

Einfluf der pH- Anderung auf die Membranpotentiale

Die Untersuchungen an BICR/MiR-K-Zellen ergaben ferner, daf3
der pH-Wert des Bicarbonat-Mediums in einem weiten Bereich (pH 6,5
bis plI 8,4) gedindert werden konnte, ohne dafl die gemessenen.Potential-
differenzen dabei einen deutlichen Trend zu héheren oder niederen
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Werten erkennen lieen. Uber denselben pH-Bereich hinweg blieb auch
das Membranpotential einzelner Zellen konstant. Ks dnderte sich in
einzelnen Zellen 1 Std lang nicht, wihrend in dieser Zeit durch den
niedrigeren CO,-Druck der Normalatmosphére der pH-Wert von 7.4
auf 8,4 anstieg. Firhohte man dagegen den CO,-Druck iiber dem Bicarbo-
nat-Medium durch Uberleiten eines kriftigen CO,-Stromes, dann trat
bei einem pH-Wert von 6,3—6,5 eine pldtzliche Verringerung der Poten-
tialdifferenz auf und es stellte sich ein neues, konstantes Membranpoten-
tial von etwa —30 bis —35 mV ein. Der Verlauf ist dhnlich der in Abb.5
gezeigten plétzlichen Anderung der Potentialdifferenz nach Austausch
des Bicarbonat-Mediums gegen eine bicarbonatfreie Salz-Glucose-Losung.
Dieser Effekt trat auch auf, wenn die pH-Erniedrigung durch vorsichti-
ges Uberleiten von HCOOH herbeigefiihrt wurde. LieB 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) ausgetauscht, so zeigten die
Zellen sofort wieder normale Potentialdifferenzen. Zellen, die in Hepes-
Medium geziichtet worden waren, zeigten nach Erniedrigung des pH-
Wertes auf 6,3—6,5 keine wesentliche Verringerung der Potential-
differenz.

Anderung der Membranpotentiale nach Mediumwechsel

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

Ersetzte man in einer BICR/M1R-K-Kultur, die 3 Tage in Bicarbo-
nat-Medium geziichtet worden war, das Medium durch Hepes-Medium,
so stellte sich innerhalb von 1—2 min eine niedrigere Potentialdifferenz
(Abb.3) ein. Der neue Wert entsprach dem Membranpotential der in
Hepes-Medium kultivierten Zellen. Im umgekehrten Fall, d. h. wenn
Hepes-Medium durch Bicarbonat-Medium ersetzt wurde, ergab sich ein
langsamer Anstieg der Potentialdifferenz (Abb.4). Erst nach mindestens
20 min hatten die Zellen wieder die fiir Bicarbonat-Medium charakteristi-
schen Membranpotentiale erreicht.

Der zeitliche Verlauf der Potentialdifferenzénderungen wird deutli-
cher, wenn der Mediumwechsel wihrend der Membranpotentialmessung
einer Zelle geschicht. Abb.5 zeigt einen solchen Versuch, bei dem ein
Ersatz des Mediums durch Salz-Glucose-Losungen erfolgte. Der Aus-
tausch der Losungen dauerte etwa 1 min. Man erkennt auch hier deutlich,
daB sich die geringere Potentialdifferenz nach Zugabe einer NaHCO,-
freien Salz-Glucose-Losung wesentlich schneller einstellt, als die alte
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Abb.3. Membranpotentiale der BICR/M1R-K-Zellen. 1 Eagle-Dulbecco-Medium
(44 mM NaHCO,, pH 7,5); Pfeil: Mediumwechsel, Dauer ca. 2 min. 2 Hepes-

Medium (6 mM NaHCO,, pH 7,5). Die kontinuierlichen Impulse dienten zur Kon-
trolle des Elektrodenwiderstandes

mww“w

Ty
1min [mm | |
_IIOmV T , %THT W hTrm‘

Abb.4. Membranpotentiale der BICR/M1R-K-Zellen. I Hepes-Medium (6 mM

NaHCOQ,, pH 7.5). Pfeil: Mediumwechsel, Dauer ca. 2 min. 2 Hagle-Dulbecco-

Medium (44 mM NaHCO,, pH 7,5). Die kontinuierlichen Impulse dienten zur
Kontrolle des Elektrodenwiderstandes

Potentialdifferenz nach Zugabe einer Salz-Glucose-Lésung mit 44 mM
NaHCO,. Wurde wihrend einer Membranpotentialmessung in einer
Zelle das Medium gegen eine Salz-Glucose-Losung mit gleicher Ionen-
konzentration und gleichem pH-Wert ausgetauscht, war keine Anderung
der Potentialdifferenz festzustellen.

Diese Versuche zeigen, daB sich die Membranpotentiale von BICR/
M1R-K-Zellen sebhr rasch auf neue Mediumbedingungen einstellen
kénnen. Die folgenden Experimente wurden daher nach Austausch des



Elektrophysiologische Untersuchungen an Saugerzellkulturen 183

Abb.5. Membranpotentialmessung in einer BICR/M1R-K-Zelle wihrend zweimali-

gen Mediumwechsels. 7 Eagle-Dulbecco-Medium (44 mM NaHCO;, pH 7,6). 2 Be-

ginn des Austausches gegen bicarbonatfreie Salz-Glucose-Losung (pH 7,6). 3 Beginn

des Austausches gegen Salz-Glucose-Losung mit 44 mM NaHCO,; (pH 7,6). Dauer

des Austausches jeweils etwa 1 min. Die kontinuierlichen Impulse dienten zur
Kontrolle des Elektrodenwiderstandes

Bicarbonat-Mediums gegen das zu prifende Medium durchgefithrt. Es
war zunéichst noch festzustellen, welchen Einflufl unterschiedliche Nat-
Ionen-Konzentrationen auf die Membranpotentiale haben. Wie oben
bereits beschrieben, haben in Hepes-Na-Lactat-Medium geztichtete
BICR/M1R-K-Zellen noch immer ein deutlich verringertes Membran-
potential. Um einen EinfluB von Lactat-Ionen auszuschlieBen, wurde
daher die Nat-Tonen-Konzentration des Hepes-Mediums durch Zusatz
von NaCl korrigiert. Mit diesem Medium ergaben sich wiederum Poten-
tialdifferenzen (ca. —38 mV), die den in Hepes-Na-Lactat-Medium
gemessenen entsprachen. Ein eventueller EinfluBl der erhdhten Cl-Ionen-
Konzentration wurde danach nicht mehr gepriift.

Nachdem somit gezeigt war, dall die bei BICR/MIR-K-Zellen
gefundenen geringeren Membranpotentiale in Hepes-Medium auf die
geringere NaHCO,-Konzentration zuriickgefihrt werden kénnen, wurde
der Einfluf unterschiedlicher NaHCO,-Konzentrationen auf die Poten-
tialdifferenz der Zellen untersucht. Dazu wurde vor Beginn des Versuchs
das Bicarbonat-Medium gegen Salz-Glucose-Losungen ausgetauscht,
die mit 30 mM Hepes gepuffert waren. Tab.3 zeigt das Krgebnis dieses
Versuchs. Die Werte fiir 6 und 44 mM NaHCO, sind dabei aus Tab.2
entnommen.

Nach Austausch des Bicarbonat-Mediums gegen ungepufferte oder
Acetat-gepufferte, bicarbonatfreie Salz-Glucose-Losungen wurden eben-
falls Membranpotentiale um —33 mV gemessen. Entsprechende Salz-
Glucose-Losungen mit 44 mM NaHCO, verdnderten dagegen die normale
Hohe der Membranpotentiale nicht. Bei Austauschversuchen mit Phos-
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Tabelle 3. BICR/MIR-K-Zellen: Abhingigkeit des Membranpotentials wvon der
NaHOO,-Konzentration wm Kulturmedium

NaHCO, Membranpotential2  Standardfehler Anzah] der
(mM) (mV) (mV) 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

2 Zellinneres negativ.

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

Diskussion

Zellen vom Typ der in Abb.1a und 1b gezeigten spindelformigen
Form werden oft als fibroblastoid, die in Abb.1c und 1d gezeigten rund-
lichen Zellen als epitheloid bezeichnet. Es mul} jedoch bemerkt werden,
daB es durch Verdnderung des Medium-pH oft moglich ist, spindel-
formige Zellen in rundliche zu verwandeln und umgekehrt [7]. In den
vorliegenden Untersuchungen hatten die Zellen vom epitheloiden Typ
einen wesentlich héheren Membranwiderstand als die fibroblastoiden,
und ihre Membranpotentiale konnten durch Verdnderungen der NaHCO,-
Konzentration kaum beeinflubt werden. Dagegen ergab sich fir die fibro-
blastoiden Zellen eine deutliche Abhangigkeit der Membranpotentiale
von der NaH(CO,-Konzentration des Kulturmediums.

Ein weiterer Unterschied zwischen diesen beiden Zelltypen scheint
in ihrer Kommunikationsfahigkeit mit Nachbarzellen zu liegen. Wie in
einigen Messungen der lonenstréme zwischen benachbarten Zellen mit
der von Loewenstein u. Kanno [16] angegebenen Methode festgestellt
wurde, weisen die epitheloiden Zellen nur eine geringe, die fibroblastoiden
Zellen jedoch eine gute intercellulire Kommunikation auf. Dies bestdtigt
Befunde von Furshpan u. Potter [8] sowie von Borek, Higashino u.
Loewenstein [1], die gezeigt haben, dafl bestimmte transformierte epi-
theliale Zellen durch eine geringe oder fehlende intercellulire Kommuni-
kation charakterisiert sind, wahrend fir transformierte wie auch fir
normale Fibroblasten ein guter Ionenstromdurchgang gefunden wurde.

Der Wert von etwa —52 mV fir die Membranpotentiale sémtlicher
untersuchter Zellstdmme (auch fiir primidre Rattenembryonalzellen
ergaben sich Werte in dieser GroBenordnung) scheint firr das verwendete
Bicarbonat-Medium charakteristisch zu sein. Dieser Wert liegt hoher als
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die meisten in der Literatur angegebenen Werte fiir Kulturen gleicher
oder ahnlicher Zellen [2,21,22,23,26]. Mit Elektroden eines zu niedrigen
Widerstandes (ca. 10-—-20 M) infolge eines gréBeren Spitzendurch-
messers haben auch wir niedrigere Werte gemessen. Dieser Eiffekt ist
moglicherweise durch Verletzungen der punktierten Zellen zu erkliren.
Die hohe Vergrofierung mit einem 40fachen Objektiv, die immer eine
gute Kontrolle der jeweils gemessenen Zelle ermdglichte, sowie die
Beschrinkung auf Zellen, deren Membranpotential mindestens 1 min lang
konstant war, erlaubten es, bei den vorliegenden Messungen alle die-
jenigen Zellen auszusondern, welche sich wihrend der Mefzeit morpho-
logisch verdnderten oder nicht optimal punktiert worden waren.

Abb.2 zeigt, dall keine genaue symmetrische Verteilung der Mem.-
branpotentiale vorliegt, sondern dal die Verteilung zu den niedrigen
Werten hin breiter ist. Dies kann seine Ursache darin haben, daB die
Zellmembranen durch die zur Passage der Kulturen erforderliche Trypsin-
Behandlung unterschiedlich stark verindert wurden. Solche Anderungen
der Permeabilitit nach Trypsinbehandlung sind beschrieben worden
[12]. Zellen, die bei —70°C gelagert worden waren, hatten in den ersten
Pagssagen nach dem Auftauen ebenfalls stets niedrigere Membranpoten-
tiale als Zellen aus Langzeitpassagen. Solche Kulturen wurden daher
nicht zu den Untersuchungen verwendet.

Da Messungen aus vielen Kulturen zusammengefafit wurden, ist die
insgesamt breite Verteilung der Werte fiir die Membranpotentiale ver-
sténdlich. Wiirden nur Vielfachmengen an einer bestimmten Kultur
berticksichtigt, ergdbe sich eine wesentlich engere Verteilung. In diinner
bewachsenen (jingeren) Kulturen und auch an dimner bewachsenen
Stellen &lterer Kulturen wurden stets geringere Membranpotentiale
gemessen als an dicht liegenden Zellen. Fiir die Hohe der Membran-
potentiale scheint daher die Dichte der Zellen pro Flacheneinheit und
nicht eine eventuelle Zellschddigung verantwortlich zu sein (vgl. [23]).
Beim Einstich der Elektrode ins Cytoplasma, bzw. in den Zellkern
wurden Unterschiede in der H6he der Membranpotentiale nicht beobach-
tet.

Nach den Ergebnissen der hier beschriebenen Versuche (vgl. Abb.3,
4, 5) ist nicht daran zu zweifeln, dall die Hohe der Membranpotentiale
von BICR/M1iR-K- und 3T3-Zellen von der NaHCO;-Konzentration
des Mediums abbéngig ist. Da es nicht moéglich war, die tatsdchliche
Bicarbonatkonzentration in den jeweils gemessenen Zellkulturen zu
bestimmen, kann eine genaue Relation zwischen Membranpotential und
Bicarbonat- (bzw. CO,-) Konzentration nicht angegeben werden. Die
genaue Bestimmung der Bicarbonatkonzentration im Medium wiirde
eine Messung des aktuellen pH-Werts sowie des CO,-Partialdrucks des
Gasraumes iiber dem Medium wihrend der Potentialmessung erfordern.
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Nur bei Kenntnis dieser beiden GroBen kann die tatséchliche HCO,—-
Konzentration bestimmt werden. Das zugegebene NaHCO, wird stets
vollstindig dissoziiert sein und die Dissoziation von H,CO, zuriick-
dringen. In Tab.3 sind daher nur die Konzentrationen des zugegebenen
NaHCO, angegeben, wihrend die tatsichliche HCO,-Konzentration
durch das CO, im Gasraum {iber den Kulturen jeweils groBer sein muB.
Die beiden Good-Puffer [11] Hepes und Tricin haben als solche keinen
Einflu auf die Hohe der gemessenen Membranpotentiale.

Im Zusammenhang mit der fir BICR/M1R-K- und 3T3-Zellen
gefundenen Abhéngigkeit der Membranpotentiale und damit auch der
Membranpermeabilitdt von der Bicarbonatkonzentration interessiert ein
Befund von Maude [17], nach dem Zellen des proximalen Tubulus in
HCO, -freiem Medium einen signifikant niedrigeren K-Transport zeigen.

Die Anderung der Permeabilitat 148t sich mit Hilfe einer von Wood-
bury [30] angegebenen Gleichung abschétzen.
p[Nat], + [K+],
[Nat]y + [K+],

(Ey = Membranpotential, B = Gaskonstante, 7' = absolute Tempera-

N R .
tur, F = Faraday-Konstante, p = %;% Permeabilititskoeffizient,

[K+],, [Nat], = K+. bzw. Nat+-Konzentration im Medium.)

By =2n v

Diese Beziehung hat gegeniiber der Goldman-Gleichung den Vorteil,
daB neben dem gemessenen Membranpotential nur die genau bekannten
Tonenkonzentrationen des AuBenmediums fir die Bestimmung des
Permeabilititskoeffizienten bendtigt werden. Fir in Bicarbonat-Medium
geziichtete Zellen ergibt sich aus der Woodbury-Gleichung ein Permea-
bilititskoeffizient von p = 0,1; fir Zellen in bicarbonatfreiem Medinm
ist p = 0,25. Ahnliche Werte ergeben sich auch, wenn man in die Gold-
man-Gleichung firx [Nat]; = 40 mM und [K*]; = 140 mM einsetzt.
Wie die vorliegenden Messungen an 4 verschiedenen Zellstdmmen zeigen,
gilt diese Abhingigkeit des Permeabilititskoeffizienten von der Bicarbo-
natkonzentration jedoch nicht grundséitzlich, sondern sie ist abhéngig
vom gemessenen Zelltyp. Genaue Messungen der intracelluliren Na*-
und K+ Konzentration von Zellen in Bicarbonat- und Hepes-Medium
sind ndtig, um zu klidren, ob sich die aus dem Befund von Maude [17]
resultierende Vermutung bestitigt, dafl auch hier hauptséchlich die
K-Permeabilitit verringert worden ist.

Mein Dank gilt Herrn Dr. M. F. Rajewsky fiir die Bereitstellung der Zellkultu-
ren und Herrn Dr. E.Fromter (Max-Planck-Institut fir Biophysik, Frankfurt
a. M.) fiir wertvolle Ratschlige und Diskussionen. Fiir die Vorbereitung der Ver-

suche und die Mithilfe bei den Messungen danke ich Fraulein H. Brauns und Frl.
Ch. Henrichmann.



SOt WY

Elektrophysiologische Untersuchungen an Saugerzellkulturen 187

Literatur

. Borek, C., Higashino, 8., Loewenstein, W. R.: J. Membrane Biol. 1, 274—293

(1969).

. Borle, A. B., Loveday, J.: Cancer Res. 28, 2401 —2405 (1968).

. Castro, G. M. O., Machado, R. D.: Experientia (Basel) 25, 556 —558 (1969).

. Eagle, H.: Proc. Soc. exp. Biol. (N. Y.) 89, 362—364 (1955).

. Fisk, A., Pathak, S.: Nature (Lond.) 224, 1030—1031 (1969).

. Frank, K., Becker, M. C.: Microelectrodes for recording and stimulation. In:

Physical techniques in biological research. Vol. 5; Electrophysiological methods,
Part A. Hrsg. von William L. Nastuk. New York-London: Academic Press 1964.

. Frank, W.: Personliche Mitteilung.
. Furshpan, E. J., Potter, D. D.: Low-Resistance junctions between cells in

embryos and tissue culture. In: Current topics in developmental biclogy, Vol. 3.
Hrsg. von A. A. Moscona u. A. Manroy. New York-London: Academic Press
1968.

. Gardner, R. S.: J. Cell Biol. 42, 320—321 (1969).
. Gey, G. 0., Coffman, W. D., Kubicek, M. T.: Cancer Res. 12, 264 (1952).
. Good, N. E., Winget, G. D., Winter, W., Connolly, T. N., Izawa, S., Singh,

M. M.: Biochemistry 5, 467—477 (1966).

. Giinther, T., Goecke, C.: Z. Naturforsch. 21b, 1171—1174 (1966).

. Hegel, U., Fromter, E.: Pfliigers Arch. ges. Physiol. 291, 121 —128 (1966).

. Hilser, D. F.: In Vorbereitung.

. Ling, G., Gerard, R. W.: J. cell. comp. Physiol. 34, 383—396 (1949).

. Loewenstein, W. R., Kanno, Y.: J. Cell Biol. 22, 565586 (1964).

. Maude, D. L.: Fed. Proc. (Abstracts 54th Annual Meeting), 29, 271 Abs. (1970).
. Politoff, A. L., Socolar, S. J., Loewenstein, W. R.: J. gen. Physiol. 43, 498—515

(1969).

. Rajewsky, M. F.: Exp. Cell Res. 60, 269276 (1970).

. — In Vorbereitung.

. Redmann, K.: Biophysik 4, 92—96 (1967).

. — Stolte, C., Liiders, D.: Naturwissenschaften 54, 255 (1967).

. Schaefer, H., Schanne, O.: Naturwissenschaften 43, 445 (1956).

. Shipmann, C.: Proc. Soc. exp. Biol. (N.Y.) 180, 305—310 (1969).

. Steel, G. G., Adams, K., Barrett, J. C.: Brit. J. Cancer 20, 784 —800 (1966).
. Swift, M. R., Todaro, G. J.: J. cell. comp. Physiol. 71, 61 —64 (1968).

. Thurm, U.: Persénliche Mitteilung.

. Todaro, G. J., Green, H.: J. Cell Biol. 17, 299—313 (1963).

. Williamson, J. D., Cox, P.: J. gen. Virol. 2, 309—312 (1968).

. Woodbury, J. W.,: The cell membrane: Ionic and potential gradients and active

transport. In: Med. Physiol. and Biophysies, 18th Ed. Hrsg. von T. C. Ruch u.
J. F. Fulton. Philadelphia: W. B. Saunders Co. 1960.

Dr. D. F. Hiilser

Max-Planck-Institut fiir Virusforschung
Abteilung Physikalische Biologie
BRD-7400 Tiibingen, SpemannstrafBe 35
Deutschland



