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I. Einleitung.

Wenn auch die vitale Manifestation eines Organismus nicht
einfach die Summe der vitalen Aktivitit seiner Elemente ist, stellen
sie doch die Ergebnisse seiner Teilchen, die untereinander durch
synergischen und antagonistischen Mechanismus verbunden sind,
dar; doch kann und darf man die Zellindividualitat nicht auBer
Acht lassen. Jede Zelle ist unter bestimmten Bedingungen selb-
stindig und selbsttétig, d. h. sie ist autonom. Diese Autonomie,
welche den hochsten Grad wihrend der frithesten Stadien der
Ontogenese erreicht, wird nach und nach mit dem Fortschreiten
der Entwicklung und der Organisierung immer geringer. Wenn
die Organisierung, um so zu sagen, die Zellindividualitdt maskiert
oder etwa unterdriickt, wird die Selbstindigkeit doch nicht zer-
stort; in dem Moment, wo die Zellelemente unter bestimmte und
entsprechende Bedingungen gelangen, kehrt ihre Autonomie wieder
zuriick.

Die Moglichkeit der Beobachtung isolierter, lebender und
sich vermehrender Zellen, die frei von jedem EinfluB sind, den die
Korrelationsgesetze im Organismus in Erscheinung treten lassen,
wird in der Methode der Gewebekulturen gegeben. Und man kann
sicher sein, nicht aus Liebe zu einer Methode die Siinde der Uber-
treibung zu begehen, wenn man behauptet, daB man die wich-
tigsten Ergebnisse der letzten zehn Jahre auf dem Gebiete der
experimentellen Cytologie, der normalen und pathologischen Bio-
logie eben durch die Gewebekulturen erreicht hat.

Der praktischen Inangriffnahme der Gewebeziichtung waren
sehr wertvolle Beobachtungen vorausgegangen, die mit dem Pro-
blem des Wachstums der Gewebe auBerhalb des Organismus in
enger Beziehung stehen. DaBl der Tod im Organismus nicht alle
Phinomene in allen Organen gleichzeitig ausléscht, ist eine be-
kannte Tatsache, auf die hier nur hinzuweisen ist, und es geniigt zu
erwihnen, dafl das isolierte Herz der Vertebraten nach dem Tode
des Organismus unter bestimmten Bedingungen die Kontraktions-
fahigkeit zuriickgewinnt. AuBer dem Fehlen der gegenseitigen

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. la



2 Einleitung.

Abhéngigkeit zwischen dem Tode des Organismus und seiner
einzelnen Bestandteile konnte auch nachgewiesen werden, daB
einzelne Zellen der Metazoen oder Zellaggregate ihre Isolierung
vom Organismus auch fiir laingere Zeit iiberleben kénnen. Jolly
konnte z. B. nachweisen, daBl die Froschleukocyten in Ringer-
16sung unter Eis aufbewahrt 18 Monate lang am Leben zu erhalten
seien, ohne die améboiden Fahigkeiten zu verlieren. Roux iso-
lierte einen Blastomer eines Froscheies und zeigte klar die Auto-
nomie dieses Teiles gegeniiber dem ganzen Ei. Die Beobachtungen
von Born iiber Fragmente der Froschlarve zeigten, wie diese
nicht nur am Leben zu erhalten waren, sondern auch das Epithel
regenerieren konnten.

Diese und andere Beobachtungen gaben die ersten Grundlagen,
auf welche sich dann die Methode der Gewebeziichtung aufbaute.

L. Loeb suchte als erster im Jahre 1897 aulerhalb des Organis-
mus ein Wachstum von Gewebefragmenten zu erhalten, indem er
Gewebestiickchen in mit Blutkoagulum, Lymphe und koaguliertem
Blutserum gefiillte Rohren legte. Er konnte so beobachten, daB
scheinbar der peripherische Teil des Fragmentes an Ausdehnung
zunimmt, und daf3 in den Zellen das Erscheinen von Mitosen zu
sehen ist.

Auf dem Gebiete der Botanik hat Haberlandt 1902 beweisen
koénnen, daB getrennte Zellen verschiedener Pflanzengewebe fihig
sind, sich in bestimmten Flissigkeiten fiir einige Zeit am Leben
zu erhalten, ohne jedoch zu Teilungen zu kommen, daB sich da-
gegen die Zellen teilen konnten, wenn das isolierte Gewebsfrag-
ment Leptombiindel besitzt.

Im Jahre 1907 gelang es Harrison in der Yale University,
die ersten Gewebekulturen anzulegen. Harrison wandte sich in
diesen Experimenten Fragmenten des Medullarrohrs von Frosch-
larven zu, die er in einem Lymphkoagulum einschlo8, das vom
Lymphsack des Frosches gewonnen wurde; die Kultur kam auf
eine diinne Glasscheibe und wurde von einer Glaskammer bedeckt.
So konnte Harrison das Wachstum von Nervenfasern in vitro
beweisen.

Burrows ersetzte dann 1910 die Lymphe durch Blutplasma
und fithrte alle jene technischen Vervollkommnungen ein, die
dieser Methode rasch erlaubten, von zahlreichen Forschern an-
gewandt zu werden. Von damals bis heute sind dann allméhlich
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immer neue technische Verbesserungen von seiten vieler Autoren
eingefiihrt worden, durch die heute die Methode der Gewebekultur
wenn auch Verbesserungen immer noch méglich sind, in jedem
Laboratorium verwendbar ist.

Die Nachricht von der Moglichkeit, Gewebe auBerhalb des Or-
ganismus zu ziichten, wurde mit groBem Skeptizismus auf-
genommen und die ersten Versuche wurden vielfach kritisch be-
handelt. Heute jedoch, etwa 20 Jahre nach Einfithrung dieser
Methode, liegen klare Ergebnisse vor und es ist ersichtlich, daB
diese Kritiken grundlos waren.

Nachdem der Gedanke, Gewebe zu kultivieren, sich Bahn ge-
brochen hatte, tauchten allmihlich eine Reihe von zu lésenden
Problemen auf, welche vom Gebiete der experimentellen Cytologie
auf jenes der Physiologie und Pathologie iibergingen.

Von der wirklich groBlen Zahl der Arbeiten waren viele nur
auf die Losung einzelner Fragen gerichtet, haben aber trotzdem sehr
anzweifelbare und allgemein noch nicht geniigend kontrollierte Er-
gebnisse gezeitigt; andere hingegen warfen auf grundlegende
Probleme neues und unerwartetes Licht.

DaB ein in Kultur gebrachtes Gewebefragment sich mehr
oder weniger schnell zu vermehren anfingt, ist die Tatsache, die
den Grund zu den Methoden der Gewebekultur legte.

Daf die Proliferationsaktivitit eines Gewebefragmentes in
Kultur neu belebt wird, zeigt eben, da3 diese Fahigkeiten der leben-
digen Substanz im tierischen Organismus mit fortschreitender
Entwicklung nur unterdriickt, jedoch nicht vernichtet wird. Sie
bleibt in einem latenten Zustande bestehen und ist bereit, sich
sofort in Aktivitdt zu setzen, wenn die hemmenden Faktoren des
Organismus aufgehoben werden.

Daraus, da8 in allen Elementen des Gewebes die Vermehrungs-
fahigkeit, wenn auch unterdriickt, latent, doch unzerstorbar an-
wesend ist, folgt, daBl die Gewebselemente, die in gewisse Bedin-
gungen, etwa in ein Kulturmedium, gelangen und damit von den
funktionellen und morphologischen Korrelationen des Organismus
abgetrennt werden, ihr Leben unbegrenzt weiterfithren ; besser ge-
sagt, es erscheinen in ihnen unbegrenzt die Teilungsphénomene.
Diese Tatsache, welche die logische Folgerung aus den ersten Beob-
achtungen an Gewebekulturen in vitro darstellt, wird durch die
permanente Ziichtung von Hiihnerfibroblasten, die Carrel seit

1*



4 Einleitung.

15 Jahren am Leben erhélt, vollig erwiesen. So betrachtet, sind
alle Metazoenzellen potenziell unsterblich und das Altern und
der Tod sind fiir sie kein unabwendbares Schicksal, sie sind keine
kausalen Bedingungen der lebenden Substanz selber, sondern ein
Produkt von nicht abweisbaren Faktoren, die auBerhalb ihres
Wesens stehen und durch die Organisierung bedingt werden, d. h.
sie sind ein Produkt des Organismus als Ganzes.

Zur Erforschung des Lebens und des Wachstums in vitro
haben Carrel und Ebeling, Burrows, Fischer u.a. mit einer
Reihe von sehr schénen Arbeiten. beigetragen. Andere For-
schungen waren auf die Losung der Frage gerichtet, ob die in der
Kultur wachsenden Zellen fihig sind, ihren spezifischen Charakter
zu bewahren. Champy, der als erster von einer Entdifferen-
zierung der Gewebe in der Kultur sprach, hat sicherlich den
Gedanken der Entdifferenzierung in vitro iibertrieben und sehr
verallgemeinert. Es ist gewiBl, dal man vielfach in der Kultur eine
echte Entdifferenzierung der kultivierten Zellelemente antrifft;
aber dieses Phéinomen ist alles eher als konstant; jetzt ist es
sicher bewiesen, da jede Entdifferenzierungserscheinung fehlen
kann, und auch an Differenzierungsprozesse den Platz abtreten
kann (Carrel, Ebeling, Fischer, Levi usw.). Und auch wenn
man in der Kultur Prozesse antrifft, welche zur Entdifferenzierung
fithren, muBl man sich vor Augen halten, daB diese von der phy-
sischen und chemischen Konstitution des Mediums bedingt sein
kénnen, was, wie wir sehen werden, eine sehr grole Wichtigkeit
fir die Form und Zellstruktur besitzt.

Auflerdem muBl man, wenn man die Erscheinungen der Ent-
differenzierung oder Differenzierung studieren will, immer alle
jene Faktoren auszuschalten suchen (Zellelemente verschiedener
Natur, Extrakte und Séfte embryonaler und erwachsener Organe
und Gewebe), welche unzweifelhaft einen bemerkenswerten Ein-
fluB in bezug auf die Differenzierungserscheinungen ausiiben,
wenn sie auch noch nicht in ihrem Aktionsmechanismus gut er-
forscht sind. Ist die Anwesenheit eines Gewebes von verschiedener
antagonistischer Natur fiahig (Drew), wieder in bereits entdiffe-
renzierten Zellen Zuriickdifferenzierungsvorginge hervorzurufen,
so ist das ein Zeichen dafiir, daB die spezifischen Krafte der
Zellen, die anfangs in der Kultur vernichtet schienen, ungestért
in den Zellelementen verblieben sind.
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Auf dem Gebiet der experimentellen Cytologie haben M. und
W.Lewis, G. Levi, Strangeways usw. mittels der Kulturen
in vitro vieles geleistet. Von allem frither iiber die Struktur des
Cytoplasmas Berichteten bleibt wenig iibrig. Das in lebendem
Zustand studierte Cytoplasma hat keine alveolare oder andere
Struktur gezeigt; aber es hat sich inzwischen herausgestellt, da8 es
von einer homogenen Masse gebildet ist, von welcher sich der mito-
chondriale Apparat abhebt. Die wirkliche Existenz dieses letzteren
erscheint so in unanfechtbarer Weise bewiesen. Es wird durch die
Beobachtung der lebenden Zellen in Kultur gezeigt, dal die Mito-
chondrien keine festen Formationen beziiglich Zahl, Sitz und Form
darstellen, sondern daB sie den grofiten Verinderungen unter-
worfen sind (W. und M. Lewis, G. Leviusw.). Verschiedene Be-
ziehungen wurden zwischen mitochondrialem Apparat und der
Struktur vieler Zellen angenommen. G. Levi und vor ihm schon
Duesberg und Meves stellten fest, daB die Myofibrillen aus den
Mitochondrien entstehen.

Sehr wichtig sind weiterhin die Versuche, die hauptséchlich von
Burrows, Lambert und Hanes, G. Levi, Strangeways
usw. iiber den mitotischen Proze8 gefithrt wurden. In diesen wird
nicht nur gezeigt, wie sich die Mitose selbst abspielt (das Ver-
schwinden der Kernmembrane, KErscheinen der Chromosomen,
Wandern von zwei ihrer Gruppen gegen die beiden Zellpole usw.),
sondern auch tiber den Zeitraum gesprochen, welchen der ganze
ProzeBl zu seiner Abwicklung braucht, und dariiber, wie die Zelle
in Mitose wegen ihrer physiologischen Unbesténdigkeit sich in einem
Zustand groBer Plastizitét befindet und dann teilweise fiir neuen
Gebrauch geeignet wird. Aus allem dem zieht Strangeways die
SchluBfolgerung, daB das Wachstum der Gewebe nur ein zufélliges
Geschehen sei, und nicht die primire Funktion der Zellteilung.

In bezug auf die mitotische Teilung haben weiter die Unter-
suchungen von McJunkin gezeigt, daBl dieser Prozel nur der
Versuch ciner Zellteilung sei, welcher bei der Teilung des Kernes
Halt macht.

Ein anderes wichtiges Problem, fiir dessen Studium in der
Methode der Gewebskulturen ein wunderbares Mittel gefunden
worden ist, ist die Histogenese der Blutzellen. Es ist bekannt, daf3
der alten dualistischen Theorie Ehrlichs — welche die kérnigen
polymorphen Leukocyten als vom Markparenchym herkommend

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 1b



6 Einleitung.

betrachtete, deren Ursprungszelle der Myelocyt wéire — und die
Lymphocyten als vom lymphoiden Parenchym herkommend, deren
Ursprungszelle der groBe Lymphocyt wire, die Lehre der Neodua-
listen (Naegeli, Schridde, Ziegler, Bantiusw.)gefolgtist. Die
Neodualisten betrachten die Genesis vom dualistischen Standpunkt
aus, behaupten hingegen, dal der Myelocyt von einer anderen dem
Markgewebe spezifischen Zelle herstamme, dem Myeloblasten,
und der Lymphocyt von einer anderen Zelle, welche Lymphoblast
genannt wurde. Gegeniiber den Neodualisten stu.... .ine zahlreiche
Reihe von Forschern (Maximow, Weidenreich, Dant-
schakoff, Pappenheim, Ferrata usw.), welche behaupteten,
der Ursprung der korpuskuldren Elemente des Blutes liege in einer
einzigen indifferenten Zelle, der die verschiedenen Autoren ver-
schiedene Namen gaben, Lymphocyten (Maximow, Weiden-
reich usw.), Lymphoidocyten (Pappenheim), Hamocytoblast
(Ferrata usw.). Die Kriterien, an die die Unitaristen sich zur
Stiitzung ihrer Lehre halten, sind wenige: morphologische, histo-
chemische, biologische usw. Hier teilen wir nur mit, ohne in eine
Diskussion iiber die von den Unitaristen angefiihrten Beweise und
Demonstrationen, die ihre Lehre stiitzen sollen, und auf die vor-
handenen Divergenzen unter den verschiedenen Unitaristen selbst
iiber einzelne relative Nebenfragen einzugehen, wie man mittels der
Gewebekultur, hauptsichlich auf Grund der Arbeiten Maximows,
einen noch viel tberzeugenderen Beweis fiir die unitarische
Genese erhalten hat. Man hat auf diese Weise in der Kultur den
Ubergang eines groBen Lymphocyten in Promyelocyten mit baso-
philem Protoplasma, in Myelocyten und schlieflich in Zellen,
welche den kornigen Leukocyten mit polymorphem Kern dhnlich
sind, verfolgen konnen. DieseUntersuchungen, deren Wichtigkeit
niemanden entgehen kann, offnen den Weg zur Erforschung
zahlreicher Fragen, welche auf dem Gebiet der Hamatologie noch
umstritten sind.

Fir das Studium der Immunitdtsphdnomene haben viele Au-
toren die Methode der Gewebsziichtungen in Anspruch genommen.
Auf diesem Gebiete haben wichtige Erfahrungen unter anderem
Carrel, Levaditi, Mutermilch und Krontowski gemacht,
und es ist hier noch vieles zu erhoffen. Das Problem des Ent-
ziindungsprozesses wurde von Grawitz im Jahre 1913 mit der
Methode der Gewebekultur behandelt, der zugunsten seiner



Einleitung. 7

Theorie iiber die Histogenese der Eiterzellen und zu seiner Lehre
iiber die Schlummerzellen neue Argumente bringen wollte. Die
Ergebnisse dieses Forschers haben wenig Anerkennung gefunden,
und sie wurden teilweise sogar von Rh. Erdmann widerlegt. Was
die Frage des Ursprungs der Lymphocyten in Exsudaten anbetrifft,
wurde bis jetzt nichts erwiesen, wenn auch die Versuche von Ch16-
pin (in Ubereinstimmung mit Maximow) an Milzkulturen des
Axolotls iiber den Ursprung der Lymphocyten aus dem Retikulo-
endothel eine gute Stiitze fiir die Lehre iiber die histogene Ab-
stammung der Lymphocyten gibt.

Aber auf dem Gebiet der Pathologie gab es eine Frage, die
mehr als jede andere erforscht wurde, und die mit ihrer groBen
Wichtigkeit sozusagen die gesamte moderne Pathologie beherrscht:
jene der Tumoren. Und auf diesem Gebiet hat die Gewebekultur
Grundlegendes geleistet. Nach den ersten Untersuchungen von
Carrel, Albrecht und Joannovies, Veratti, Ebeling,
Champy und Coca usw. hat in den letzten Jahren eine intensive
Wiederaufnahme dieser Studien eingesetzt, hauptséichlich durch die
Arbeiten von Carrel, Rh. Erdmann, A. Fischer, Drew usw.

Dafl die erhaltenen Ergebnisse nicht vollkommen iiberein-
stimmen, hingt hauptsichlich von den verschiedenen Gattungen
der Tumoren ab, welche man in Kultur gesetzt hat (Ratten- und
Méiusesarkom und -carcinom, filtrierbares Hithnersarkom usw.).
An welche Zellelemente der nicht filtrierbaren Miause- und Ratten-
Tumoren die Bosartigkeit des Tumors selbst gebunden ist, ist noch
nicht klar. Hauptsichlich Rh. Erd manns Untersuchungen zeigen,
wie notwendig es ist, dal in der Kultur eine Beziehung zwischen
Stroma- und Parenchymelementen vorhanden sei, damit die Kultur
den Charakter der Bosartigkeit bewahre. Fir das Rous-Sarkom
trifft das nicht zu. Bei diesen Tumoren ist, wie das die schénen,
von Fischer bestitigten Versuche Carrels zeigen, die Malignitit
der Neoplasmen den Monocyten und nicht den Fibroblasten zu-
zuschreiben. In diesen Zellelementen entsteht dasfiltrierbare Agens
des Tumors und vermehrt sich. Auf die Grundfrage iiber die Natur
des filtrierbaren Agens, welches dann mit dem inneren Wesen des
unbegrenzten Phénomens von D’Herelles Parallelismen und im
allgemeinen mit der Natur aller filtrierbaren Vira iibereinstimmt,
haben die Untersuchungen Carrels ein neues und unerwartetes
Licht geworfen. Zu der von fritheren Forschern aufgestellten
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Hypothese iiber die chemische Natur des filtrierbaren Virus und
iber seine Vermehrung durch Autokatalyse haben die Unter-
suchungen von Carrel die genaueste experimentelle Grundlage
geliefert. Carrel hat gezeigt, daBl es, wenn man von einer un-
spezifischen chemischen Substanz ausgeht, méglich ist, eine Sub-
stanz zu erhalten, welche sich in gleicher Art verhélt wie ein Virus,
und welche fahig ist, die blastomatése Umwandlung normaler
Elemente zu bestimmen; es wird klar gezeigt, daBl man fir die
Tumorgenese nicht nur einen einzigen Ursprung heranziehen kann,
sondern da@ alle onkogenen Faktoren mit aller Wahrscheinlichkeit
in gleicher Weise auf die normale Zelle einwirken miissen. Sie
miissen also in ihr eine griindliche und tiefe Veréinderung der
inneren Biochemie verursachen, die dann endgiiltig die onkogene
Umwandlung bestimmen wird.

Dies sind, kurz angedeutet, einige der hauptsachlichen Pro-
bleme, welche sich aus dem Studium der Gewebekulturen ergaben.
Mit ihnen verbindet sich eine Menge von anderen Problemen,
bald mehr, bald weniger wichtig, welche im folgenden besprochen
werden sollen. Einzelne Beobachtungen sind, das mufl man sagen,
ungenau, hauptsidchlich wegen des Mangels einer absolut genauen
Technik, und die Schliisse, die man gezogen hat, sind oft ungleich ;
aber dies kann der Wichtigkeit einer Untersuchungsmethode
nichts nehmen, die in den Hénden geiibter Forscher Ergebnisse
von wirklich grofler Tragweite gezeitigt hat und noch zeitigen wird.

II. Die Technik der Gewebezﬁchtung.

Um die Aufgabe der Gewebeziichtungen abgrenzen zu kénnen,
miissen wir vor allem mit wohldefinierten Begriffen arbeiten. Dem
schon lange bekannten Begriff der Transplantation wurde die
Explantation von W.Roux (1905) gegeniibergestellt; wahrend bei
der Transplantation das Objekt, d.h. das Transplantat, in ein
neues lebendiges System gesetzt wird, in welchem die das Leben des
Transplantats beeinflussenden Faktoren in ihrer Gesamtheit, wie
im Mutterorganismus, stdndig ihre Wirkungen austiben, wird bei
der Explantation das Versuchsobjekt in ein mehr oder weniger
streng determinijertes totes System gesetzt, wo sich die einzel-
nen Faktoren willkiirlich bestimmen lassen; das Studium ihrer
Wirkung wird auf dem isolierten Objekt leichter méglich. Durch
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qualitative und quantitative Variationen der Bestandteile des
Mediums konnen die qualitativen bzw. quantitativen Werte der
einzelnen Faktoren bestimmt werden.

Nach der GréBle des Explantationsobjektes unterscheiden wir
Ganzexplantate und Teilexplantate. Unter Ganzexplantation wird
die Pflege eines ganzen oder fast ganzen Organismus verstanden,
was hauptséchlich in der Pflanzenwelt sehr geiibt wird. Die von
ihren Eihiillen befreiten Hiithner- und Siugerembryonen (Roux
1884, Wothes und Whipple 1912, Brachet 1913) wurden von
ihrer urspriinglichen Umgebung isoliert und in fiir Studienzwecke
kiinstlich hergestellten Medien, wenn auch nur fiir eine kurze Lebens-
dauer, weitergeziichtet. Uns interessiert aber in erster Linie die
sog. Teilziichtung, wo je nach GréBe des Versuchsobjektes Unter-
ordnungen aufzustellen sind; es kénnen ganze Organe, Organteile,
und auch Gewebe- oder Zellgruppen auf mehr oder weniger lange
Zeit am Leben erhalten werden. Die Methode der Teilziichtung von
Born, bei welcher Teile des Amphibien-Organismus durch ektoder-
male Uberhiutung im Aquarium ein selbsténdiges Leben fiihren
konnen, und das Uberleben der mit Ektoderm iiberhiuteten Herz-
anlagen von Unkenembryonen interessierten unskaum. Dierelative
Undurchléssigkeit der ektodermalen Schicht bildet der Umgebung
gegeniiber eine Barriere, durch welche die d4uBeren Faktoren nicht
unmittelbar auf die Zellen wirken kénnen und die Austausch-
beziehungen nicht wahrzunehmen sind. Dabei bilden Organe oder
Organteile ganze Systeme, in welchen die LebensiuBerungen kom-
pliziertere Vorgénge sind, deren Analyse nur bei weiterem
Aufteilen des Objektes gelingt. Es miissen also einfachere Struk-
turen, wie Gewebe oder Zellgruppen, gewihlt werden, die an das
Kulturmedium unmittelbar anstoBen, damit die 4uBeren Faktoren
des Lebens und der Vermehrung sie direkt treffen. Es gehort
also zu einem Explantat — auBler der notwendigen Apparatur —
ein Objekt, d. h. ein Gewebsfragment, und das Kulturmedium. Der
Begriff der Gewebeziichtung setzt nicht nur das Uberleben des
Explantates, sondern auch die Vermehrung seiner Elemente vor-
aus: ohne Zellproliferation keine Kultur. Daher diirfen iiber-
lebende Explantate ohne Zellteilung nicht als echte Kulturen
betrachtet werden.

Die Technik der Gewebeziichtungen ist im allgemeinen #uBerst
einfach ; kleine Gewebestiickchen mit einem Durchmesser von etwa
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einem Millimeter werden auf ein Deckglas gebracht und mit einem
Tropfen Blutplasma bedeckt, das koaguliert und mit dem Gewebe-
fragment einen gemeinsamen Korper bildet; jetzt wird das
Priaparat so eingeschlossen, dal es nicht austrocknet und im
Thermostat aufbewahrt, wo die Temperatur eine Entwicklung er-
moglicht. Unter den allgemein beniitzten Kulturmedien unter-
scheidet man natiriiche und kiinstliche, nach ihrer Konsistenz
feste oder fliissig L.edien.

a) Natiirliche Kulturmedien.

Das Kulturmedium besteht aus zwei an und fiir sich ver-
schiedenen Systemen, deren Zweck im Grunde verschieden ist;
das eine ist der Stiitzapparat, das andere sind die das Wachstum
befordernden Bestandteile.

Eine Bedingung, die von Anfang an fiir das Gelingen der Kultur-
versuche wichtig zu sein schien, war die solide Konsistenz des
Kulturmediums, da die Zellen in fliissigen Medien rasch unter-
gingen. Die Bedeutung der Festigkeit des Mediums bei der Gewebs-
explantation lag nach Leo Loeb in der mechanischen Wirkung
bei der Emigration der Zellen; Harrison wollte sie beim Wachs-
tum der Nervenzellen erkennen, wihrend Uhlenhuth, Rous
und Fischer die morphologischen Verinderungen und den
Untergang der Zellelemente vor Augen hatten. Jedenfalls scheint
die Beweglichkeit der Zellelemente im Kulturmedium eine her-
vorragende Rolle zu spielen. Diese Lebensbedingung der explan-
tierten Zellen konnte den stabilen Zellen des Organgewebes
gegeniiber vielleicht dadurch erklirt werden, daB, wihrend im
Organismus durch die Zirkulation ein Austausch der Produkte des
Zellmetabolismus stattfindet, das Medium in der Kultur unbe-
weglich ist, und also die Zellen selber gendtigt sind, durch
rdumliche Verinderungen den Zirkulationsaustausch zu ersetzen.
Diese Hypothese konnte selbstverstindlich die Ursache der
Zellemigration kaum ganz erkliren, doch den Untergang der un-
beweglichen Zellen — durch lokales Erschopfen der zum Katabolis-
mus notwendigen Stoffe und Ansammlung anabolischer Produkte
— verstandlich machen. Centanni ist dagegen der Meinung,
daBl das Fibrinnetz einen blastischen Faktor bedeutet. Letzten
Endes konnen mechanische Wirkungen auch als blastische Faktoren
aufgefallt werden.
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Dem Harrisonschen Lymphmedium gegeniiber stellt das koa.-
gulierte Plasma ein viel entsprechenderes Medium dar, in welchem
die Festigkeit durch das entstandene Fibrinnetz gegeben wird, das
den Zellen die Wanderung im Koagulum und die Proliferation er-
laubt und damit einen ausschlieBlich mechanischen Dienst zu leisten
scheint.

Die primére Bedeutung des aus Fibrin gel:ildeten Maschen-
werkes als Stiitzapparat wurde auch dadurcu erwiesen, daB es

Abb. 1. Wachsende Fibroblasten zwischen Baumwollffiden, die dem Kulturmedium
zugesetzt worden sind. (Nach A. Fischer.)

durch &hnliche Stiitzsysteme ersetzt werden kann, in welchen
Wachstum und Zellproliferation wie im koagulierten Plasma mog-
lich ist. Zu diesem Zweck werden zu den fliissigen Nihrmedien
Spinnennetze (Harrison), Seidengaze (Carrel), Baumwolle
(A. Fischer), Glaswolle, Asbestwolle und Hollundermark (Mat-
sumoto) zugesetzt. Von Ebeling wurden zusammengesetzte
Medien aus Fibrinogen und Embryonalextrakt verwendet, die seiner
Erfahrung nach dem Plasma ebenbiirtige Medien darstellen.
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Bei den flissigen Nidhrmedien kriechen die ausgewachsenen
Zellen nur an der Unterfliche der Objekttriger, und deshalb muf}
der Tropfen gut ausgebreitet sein; im Innern des Tropfens gehen
die Zellen rasch verloren und haben, wie erwahnt, wahrscheinlich
wegen ihrer Unbeweglichkeit keine giinstigen Lebensbedingungen.
Dagegen ist im koagulierten Blutplasma die Motilitdt der Zellen
nicht gehemmt; sie bewegen sich lebhaft, wachsen und vermehren
sich rasch. Die von Lewis, Loeb, Ingebrigtsen beobachtete
Zellvermehrung in Agar oder Gelatine wird von Fischer nicht be-
statigt, und die Miflerfolge seiner Ziichtungsversuche werden eben
auf die Tatsache zuriickgefiithrt, dafl das Agar nicht einen dem vom
Fibrin gebildeten Maschenwerk dhnlichen Bau besitzt; ja, es bildet
sogar eine von den Zellen undurchdringbare dichte Masse : Zellwachs-
tum soll bei solchen Kulturen nur an der Grenze der festen und
flissigen Bestandteile stattgefunden haben. Dagegen scheinen die
von Harrison und Carrel beniitzten kiinstlichen Stiitzapparate
mehr dem Zweck zu entsprechen. Diese Ansicht wird auch durch
die Beobachtungen unterstiitzt, daB in den Féllen, in denen die

. Koagulation des Plasmas nicht zustande kommt, oder das schon
koagulierte Plasma verflissigt wird (bei Ziichtung von Krebs-
zellen), das Wachstum ausbleibt und die Kultur zugrunde geht.

Einen ausgezeichneten Nahrboden hat A. Ebeling angegeben,
dessen Bestandteile Fibrinogen, Serum und Embryonalextrakte
sind. Das Fibrinogen wird nach Mellanby hergestellt: man
bringt 10 ccem Hiithnerplasma mit 90 ccm destilliertem Wasser in
einem Erlenmeyerkolben zusammen und fiigt tropfenweise 1 ccm
Essigsdure (1proz.) zu. Das Gemisch verweilt eine Stunde im
Kilteapparat und wird dann zentrifugiert; die erhaltene Losung
zeigt einen py-Wert zwischen 6 und 6,3. Wird eine Fibrinogen-
suspension zu 12,5 vH, Serum 37,5 vH und 50 vH Embryonal-
gewebeextrakt zusammengemischt, so bekommt man eine Mi-
schung, deren pg 7—7,3 betrigt und innerhalb einer Minute gerinnt.

Was die Niahrbestandteile des Plasmas anbetrifft, wurde in
erster Linie von Carrel nachgewiesen, dafl die Zellelemente die
der Kultur zugesetzten Aminosiduren und Albuminlésungen nicht
umsetzen konnen, ja, diese haben sogar bei hoher Konzentration
eine giftige Wirkung. Die Frage also, woher das Gewebsfragment
die zu seinem Lebensunterhalt notwendigen Néahrstoffe schopft
(eine Frage, die im Kapitel ,, Physiologie* besprochen wird), wurde
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von Carrel folgendermaBen beantwortet: die Organe und das
Blut enthalten zwei antagonistische Substanzen, deren eine das
Wachstum férdert, wihrend die andere es hemmt. Das Mengen-
verhiltnis dieser Substanzen steht mit dem Alter der Tiere in
Beziehung. In gréBerer Quantitédt sind diese Substanzen in den
Embryonalgeweben enthalten.

Das Gewebefragment sollte moglichst in eigenem, d. h. auto-
genem Plasma geziichtet sein, das giinstige Wachstumsbedin-
gungen sichert. Das Blutplasma innerhalb der gleichen Spezies
ist allgemein auch ganz entsprechendes Kulturmedium, auto-
genes Serum des Menschen ist z. B. nicht besser als homogenes;
dagegen wirkt das Plasma von fremder Tierart, das heterogene
Plasma, oft giftig. Die allgemeine Erfahrung zeigt aber, dafl auch
artfremdes Plasma oft dem Zweck entspricht; Lambert und
Hanes, Champy und Coca, Krontowski, Chlépin ziich-
teten z. B. in Kaninchenplasma Gewebsfragmente niederer Verte-
braten. Unsere Erfahrungen zeigten auch, dafl Gewebe der Maus
sich gut im Kaninchenplasma ziichten la8t.

Carrel und Burrows konnten Hithnerembryonen in mensch-
lichem Blutplasma oder im Plasma des Hundes, Froschhaut in
Hiihnerplasma ziichten. Roncato hat gezeigt, daB nach mehr-
maliger Passage in homogenem Plasma das Hiihnergewebe eine
héhere Resistenz bekommt und sich zu heterogenem Plasma ent-
wickelt. Blutplasma von Hund oder Ratte hemmt die Entwick-
lung der embryonalen Hiihnerherzfragmente in vitro wenig, das
Kaninchenplasma dagegen garnicht. Wenn man also heterogenes
Plasma anzuwenden gendotigt ist, wird eine Passagenserie in homo-
genem Plasma geraten, und erst dann soll man zu heterogenem
Plasma iibergehen.

Die Gewinnung des Blutplasmas. Als Spender von Blutplasma
der Warmbliiter kommen hauptséchlich folgende Tiere in Betracht:
Maus, Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Katze, Hund, Huhn
und letzten Endes auch der Mensch, von Kaltblitern haupt-
sachlich der Frosch. Die angewandte Methode hiingt in erster
Linie davon ab, wieviel Plasma wir benotigen und ob wir das Tier
opfern oder fiir andere Zwecke am Leben erhalten wollen: diesen
Bedingungen gemaf miissen wir die Operationsmethode wihlen.

Vor jedem Beginn miissen die notwendigen Geréte vorbereitet
und selbstverstindlich auch gut gereinigt und sterilisiert sein. Es
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wird am besten eine kurz vor der Operation vorgenommene Steri-
lisierung empfohlen. Die notwendigen Instrumente sind folgende:
Spritzen nach Tursini-Centanni.

Dickwandige, paraffinierte Zentrifugenglaser.

Dickwandige, paraffinierte Aufnahmeglidser, deren Linge und

Breite von der Menge des gewonnenen Plasmas abhéngt.
Paraffinierte Pipetten.

Die Tursinische Spritze kann man auch —wie inunserem Labo-
ratorium iiblich — eigenhéndig herstellen. Es werden dickwandige
Glasrohren gewiahlt, deren Durchmesser (3—8 mm) von der Menge
des zu entnehmenden Blutes abhéingt. An einem Ende dieses
Rohres wird eine Hohlnadel mittels Mastix befestigt, was iiber der
Bunsenflamme geschieht. Erst wird am stumpfen Ende der Kaniile
das erhitzte Mastix aufgebracht, das hier etwa einen Kopf bilden
wird, ohne aber den Eingang der Nadelhchle zu verschlieBen. Nun
wird der Kopf an einem Ende des Glasrohres eingefithrt und das
Mastix mit dem Glasrand iiber der Bunsenflamme zusammen-
geschmolzen. Am anderen Ende der Glasréhren wird ein von Cen-
tannikonstruierter Gummiball appliziert ; das Innere dieses Balles
hat durch ein Y-formiges Rohr mit fester Unterlage, die leicht in
die Hand zu nehmen ist, zwei Kommunikationen nach auBlen; die
eine fiihrt in einen Gummischlauch, der auf das die Kaniile tragende
Rohr gezogen wird; die andere Mindung kann der Daumen
schlieBen. Ist diese Miindung geschlossen, so gibt es eine Kommu-
nikation zwischen dem Innern des Balles und der AuBenwelt nur
durch die Hohlnadel. Im Ball kann mit gréBter Leichtigkeit ein
positiver oder ein negativer Druck erzeugt werden; das Glasrohr
kann durch die Kaniile Flissigkeit aufsaugen oder aus dem Rohr
Fliissigkeit herausbefordern. Wird bei Offnung durch Entfernung
des Daumens der Ball zusammengepreBt und dann die Offnung
wieder geschlossen, so entsteht ein negativer Druck; ist dagegen
der Ball mit Luft gefillt und die Daumenéffnung geschlossen, so
kann man durch Pressen mit der Hand einen positiven Druck er-
zeugen. Dieses Instrument entspricht viel besser dem Zweck als
z. B. die Liiersche Spritze, deren Handhabung schwieriger ist und
nie gleichmaBigen Druck erzeugen kann. Vor dem Beniitzen wird
in das Rohr steriles Vaselingl aspiriert, das seine Wand innerlich
auskleidet. Die Dicke und die Lénge der Kaniile soll immmer der
Tierart entsprechen.



Natiirliche Kulturmedien. 15

Ist dieses Instrument nicht vorritig, so kénnen auch einfache
Spritzen verwendet werden, die innen ebenfalls mit fliissigem
Vaselin ausgekleidet werden. Das reine Vaselin soll man zuerst
filtrieren, dann im Autoklaven fraktioniert sterilisieren: man kann
gleich eine groflere Menge zubereiten, doch soll man das Vaselin
nur vor der Blutentnahme gebrauchen. Uhlenhuth empfahl bei
der Blutentnahme von Rana pipiens mittels einer Kaniile vorzu-
gehen, durch welche das Blut direkt in das Zentrifugenrohr gelangt.

Die Pipette und die Glaser werden moglichst kurz vor der Blut-
entnahme sterilisiert und mit Paraffin ausgekleidet; zu diesem
Zweck sind nur die bei 42°—46° schmelzenden filtrierten Paraffine
geeignet.

Um die Tiere zu schonen, aber auch, um ruhig arbeiten zu
konnen, ist die Narkose des Tieres manchmal unerlidlich; doch
soll die Narkose moglichst vermieden werden. Das Gewebe von
narkotisierten Tieren wichst schlecht; auch das Plasma ist durch
die Narkose mehr oder weniger beeinflut. Das blutspendende
Tier wird am Operationsbrett befestigt, die Glieder abgebunden.
Am gut fixierten Tier 148t sich die Operation auch in leichter
Narkose durchfiihren.

Die Entnahme des Blutes kann direkt vom Herzen oder auch
aus den Gefidlen geschehen. Das Freilegen des Herzens ist nur
dann notwendig, wenn man eine gréflere Menge Blut benstigt und
das Tier opfern kann; aber auch in diesem Falle geniigt die Ein-
fithrung der Kaniile von aulen durch Haut und Interkostalraume.
Die Herzschlige kann man leicht mit dem Finger auspalpieren;
dann schneidet man mit einer Schere die Haare in der Herzgegend
ab und reibt die entbl3te Hautstelle mit Alkohol und Sublimat oder
mit Jodtinktur ein. Nun wird die Kaniile gegen das Herz ein-
gestochen : wenn die Kaniilensffnung in den Herzventrikel gelangt,
erscheint im Spritzenrohr ein wenig Blut; ist eine geniigende
Blutmenge aspiriert, entfernt man rasch und vorsichtig die Kaniile,
um auBler der Stichwunde keine andere Verletzungen zu verur-
sachen. Der Anfinger opfert dabei einige Tiere, doch nach ein
wenig Ubung wird er diese Methode, die am einfachsten und
raschesten ist, vorziehen.

Will man dagegen das Herz bloBlegen, ist ein grofleres Operations-
instrumentarium notwendig, zum mindesten aber Knopfscheren,
Klammern, Pinzetten und Messer. Das Operationsfeld ist nach allen
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Regeln der Anti- und Asepsis vorzubereiten, das Instrumentarium
vor Beginn zu sterilisieren. Narkose ist in diesen Fillen ganz un-
erliBlich, doch wird Sparsamkeit am Platze sein. Da das Tier
geopfert wird, bereitet die Operation keine technischen Schwierig-
keiten: nach Desinfizierung der abrasierten Haut wird in der

Mittellinie vom Hals abwérts bis zur Mitte der Bauchgegend die
Haut und Muskelschicht durchschnitten, der Proc. Xiphoideus vor-
sichtig gehoben und der Brustkorb beiderseits mit einer Knopf-
schere bis nahe an den Hals geoffnet, ohne gréfere Gefiafle zu
schidigen und viel Blut zu verlieren. Das Herz liegt bloB: mit
einer kleinen Schere &ffnet man das Pericardium und wihrend
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das bloBgelegte Herz gestiitzt wird, kann die Kaniile eingefiihrt
werden, wobei man gar nicht darauf zu achten braucht, wo man
einstechen soll.

War schon bisher ein schnelles Vorgehen geboten, so muf
von jetzt an alles in grofter Eile geschehen. Ein paraffiniertes
Zentrifugenréhrchen ist schon vorher im Zentrifugenbehélter
in eine Kiltemischung (zerstoBenes Eis und Seesalz) eingebettet,
so daB nur ein kleiner Teil des Rohrchens aus der Mischung
herausragt. Gleich nachdem das Blut mit der Spritze entnommen
wurde, wird es in das Zentrifugenglas gespritzt und direkt im Eis
sofort zentrifugiert. Um die ganze Blutmenge abzukiihlen, soll
nur soviel Blut in ein Rohrchen gebracht werden, daB sein
Niveau nicht das der Kialtemischung iiberragt; ist die entnommene
Blutmenge zu grol, so konnen gleichzeitig mehrere Roéhrchen
beniitzt und auch gleichzeitig zentrifugiert werden. Die Zentri-
fuge soll pro Minute 2—3000 Drehungen machen. Erdmann
empfiehlt, erst 3/, Minute, dann 1 Minute lang zu zentrifugieren
und inzwischen die Kéltemischung zu wechseln. Unsere Er-
fahrungen zeigen, daB, wenn die Zentrifugenbehélter so breit
sind, daBl sie eine betrichtliche Menge der Kéltemischung auf-
nehmen koénnen und die Rohrchen nur wenig Blut enthalten, so
daB das Niveau der Blutsiule nicht hoch steht, man das Wechseln
der Kéltemischung wohl entbehren, und das Zentrifugieren kon-
tinuierlich etwa fiinf Minuten lang fortsetzen kann. Beim Zentri-
fugieren scheidet sich das Blut in eine obere helle Flissigkeit, das
Plasma, und in die untere dunkle Masse, die Blutkérperchen. Das
Plasma wird mit paraffinierter abgekiihlter Pipette abgesaugt und
in das vorbereitete Plasmaaufnahmerchrchen gebracht; das so
gewonnene Plasma kann gleich fir Kulturzwecke verwendet
werden, oder nétigenfalls auch fiir lingere Zeit im Eisschrank auf-
bewahrt werden. Das Plasma von Kaninchen und Meerschwein-
chen 148t sich linger aufbewahren, dagegen gerinnt das Plasma
der Ratten rascher. Frisches Plasma ist immer vorzuziehen.

Es ist dabei darauf zu achten, daB bei der Blutentnahme nicht
fremde Stoffe in das Blut gelangen, die das Gerinnen beférdern;
deshalb sollte man die ersten Tropfen méglichst abflieBen lassen.

Wie erwéhnt, ist bei dieser Arbeit ein schnelles Vorgehen un-
erliBllich und man mufl auch auf das Kiltesystem groBen Wert
legen: das Blut kann leicht gerinnen und man bekommt kein Plas-

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 2a
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ma. Wird die obere helle Fliissigkeit abgesaugt, so zeigt die zuriick-
gebliebene Substanz, ob unser Vorgehen gelungen ist: ist diese in
Blutkuchen geronnen, so haben wir anstatt Plasma Serum er-
halten; ist sie aber fliissig, so hatte unser Vorgehen Erfolg.

Nach unseren Erfahrungen ist die Gewinnung von Blut beim
Meerschweinchen und Kaninchen durch die beschriebene direkte
Methode vorzuziehen, bei der die Nadel der Spritze durch die
intakte Haut in das Herz eingestoBen wird. Nimmt man dem
Tier schonend nur eine kleine Menge Blut ab, so kann nach einer
Ruhepause von einigen Monaten oder Wochen die Blutentnahme
wiederholt werden.

Bei anderen Tieren ist das Freilegen des Herzens vorzuziehen.
Der Hund vertragt die Herzpunktion kaum. Bei diesem Tier kann
das Blut mittels einer vaselinierten Hohlsonde direkt aus einer
Brustvene in das Zentrifugenréhrchen flieBen oder aus der Vena
jugularis gewonnen werden. Beim Kaninchen wird das Blut auch
aus der Ohrvene gewonnen; jedoch dauert dieses Verfahren allzu
lang, so daf das Blut unterdessen leicht gerinnt; besser ist noch
die Blutentnahme aus der freigelegten Carotis. Schwerer gelingt
sie bei der Maus, deren Gesamtblutmenge kaum ein Kubikzenti-
meter ausmacht. Lambert und Hanes haben ein Verfahren
ausgearbeitet, das, wenn es auch nicht sehr leicht ist, doch das
Gewinnen von Mauseplasma ermdglicht. Nach diesem Verfahren
wird die Carotis freigelegt und das freigelegte Gefa3 peripher ab-
gebunden, zentral mit einer Arterienklammer befestigt, in der
Mitte durchgetrennt. Jetzt wird die Klammer geoffnet und das
Blut fliet direkt in ganz diinne paraffinierte Zentrifugenrshrchen.
Auch hier sollen, wie stets, die ersten Tropfchen nicht verwendet
werden.

Beim Menschen wird das Blut iiblicherweise aus der Armvene
entnommen. Weit wichtiger ist die Technik der Blutentnahme
beim Huhn, dessen Plasma auch dem menschlichen zugesetzt
wird, um seine Konsistenz zu erhdhen. Beim Huhn ist es noch
am leichtesten aus einer Fliigelvene zu erhalten. Das Tier wird
am Operationstisch fixiert, die Fligel in der Gegend der Vene von
den Federn nicht durch Ausreilen, sondern Abschneiden oder
Abrasieren befreit und die Hautstelle gut gereinigt. Nach einem
Hautschnitt liegt die Vene sofort bloB; sie wird mit einer Arterien-
klammer gestaut; im Augenblick, wo die Spritze in das Gefall
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eingefithrt wird, wird die Klammer geoffnet. Es konnen auf
diese Weise rasch grofere Blutmengen erhalten werden, aus der
das Plasma durch das iibliche Verfahren gewonnen wird. Die Nar-
kose kann man bei geringerer Blutentnahme entbehren, hauptsich-
lich, wenn das Tier am Operationstisch gut befestigt ist.

Diese Operationsmethode von Harrison und Burrows hat
sich nicht geniigend einbiirgern kénnen. Noch weniger die von
Burrowsund Carrel vorgeschlagene Operationsmethode, die allzu
kompliziert ist und eine groflere Apparatur bendtigt. Dagegen

Abb. 3. Blutentnahme aus dem GefiB8 beim Huhn. (Nach Erdmann.)

gewinnt Erdmann aus der rechten Jugularvene das Blut des
Huhnes mit groBerer Leichtigkeit. Die Haut des Huhnes wird von
unten gefaflt, am Halse angezogen, dadurch kommt das verhiltnis-
méBig starke Gefil zum Vorschein. Die Federn werden abge-
schnitten, die Haut mit physiologischer Kochsalzlsung gewaschen ;
man narkotisiert das Tier. Neben der tastbaren Vene oberhalb
der Carotis-Jugular-Kreuzung wird die Haut 2cm breit ab-
geschnitten. Auf die sichtbar gewordene Vene wird die Klammer
aufgesetzt und sie, wie gewdhnlich, nach dem Kopfe zu punktiert.
Man kann eventuell 3 cem Kochsalzlssung nach der Blutent-
nahme einspritzen und die Wunde vernihen. Das Verfahren beim

DA
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Frosch gelingt am besten nach Freilegung des Herzens. Doch
muBl man mit der Narkose sparsam vorgehen, da das absor-
bierte Chloroform das Kulturwachstum stark beeinflussen kann;
man soll die Narkose moglichst ganz beiseite lassen. Das Ver-
fahren, das dem am Warmbliiter ganz entspricht, bereitet sonst
keine weiteren Schwierigkeiten.

Um dem Nachteil des Plasmas, der allzuraschen Gerinnbarkeit,
vorzubeugen, wurden von Foot (1916) menschliche Tumoren in
Zitratplasma geziichtet, das in paraffinierten Gefdflen fiir zwei
Wochen aufbewahrt werden konnte. Dieses Plasma war mit einer
die zehnfache Menge CaCl, enthaltenden Locke-Losung in gleicher
Proportion gemischt und die Mischung gab ein festes Gerinnsel, das
erst nach einer Woche verflissigt wurde, wahrend normales
Menschenplasma durch homologes Gewebe innerhalb 2—3 Tagen
verflissigt wird (1914).

Krontowski und Poleff gaben eine Methode fiir Oxalat-
plasma an, die dann von Barta modifiziert wurde. Urspriinglich
wurde das Oxalat mit CaCl, neutralisiert. Bei Barta werden gleiche
Teile Oxalatplasma und CaCl, enthaltendes Serum auf dem Deck-
glas gemischt, wo durch Neutralisierung die Gerinnung entsteht.
Das Oxalatplasma kann man wochenlang aufbewahren, darf es
aber ebenso wie das Zitratplasma nicht in physiologischem Zu-
stande in die Kultur gelangen lassen; denn beide enthalten
Salze.

Ein salzfreies und bestéindiges Plasmamedium ist das von
W.H. Howell und E. Holt aus Hundeleber dargestellte Heparin,
das eigentlich ein Antiprothrombin darstellen soll. Es ist im
Séugetierblut physiologischerweise vorhanden und kann dem
Plasma als gerinnungshemmender Stoff zugesetzt werden. Das
frisch gewonnene Blut wird mit Heparin (1 ccm Heparin 1:1000
zu 15—20 ccm Blut) gemischt; dabei bindet dieses sich an die
Thrombokynase, wodurch das Prothrombin frei bleibt. Die Ver-
wendung von Paraffin oder Vaselin wird iiberfliissig. Nach
Craciun bleibt dieses Heparinplasma 5—7 Monate lang fliissig
und Kklar, es wird aber durch Thrombokynase oder thrombo-
plastisches Material leicht neutralisiert und dann gerinnt es.
Die von Craciun angestellten 600 Kulturen zeigen, dafl dieses
Plasma dem Paraffin-Eisplasma gleichzustellen ist und es hat
auflerdem den Vorteil, nicht zu gerinnen. Policard spritzte den
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plasmaspendenden Tieren die aus Leber extrahierten Nucleine
ein, wodurch ihr Plasma fiir kiirzere oder lingere Zeit die Ge-
rinnungsfahigkeit verlor.

b) Andere Korperfliissigkeiten und Gewebeextrakte.

Blutserum. Das Blutserum wird in der gewdhnlichen Weise
hergestellt; die Kultur von Geweben ist wie die von Bakterien:
die kleinen Gewebestiickchen werden in das Serum getaucht.
Um seinen groBten Nachteil, das Fehlen der soliden Konsistenz,
auszugleichen, wurde einst von Carrel und Ingebrigtsen 1/; Teil
einer 2proz. Agarlosung zugesetzt und diese Mischung angeblich
mit gutem Erfolg verwendet.

Das arteigene Blutserum hat aber auch eine wichtige Rolle in
der Aktivierung der Kultur durch alltégliches Waschen der Kultur-
zellen nach der Methode von Champy.

Gewebeextrakt. Die Gewebeextrakte verschiedener Natur
enthalten positiv oder negativ blastische Faktoren: Hormone, aber
auch Nahrstoffe, deren Wirkung eingehend studiert worden ist.
Eine besondere Wichtigkeit haben die Embryonalgewebeextrakte,
die, dem stédndig gewechselten Medium zugesetzt, der Kultur
eine unbegrenzte Wachstumsmdoglichkeit verleihen. Die Extrakte
werden folgendermaflen hergestellt:

Die Gewebe oder die Embryonen werden mit allen Kautelen
der Asepsis vom Organismus steril entnommen. Beim S#dugetier
wird nach Laparotomie am einfachsten der ganze Uterus heraus-
geholt, auf ein steriles Arbeitsfeld gebracht, seiner Linge nach
geoffnet und alle in ihm enthaltenen Embryonen in ein neues
Glasgefal iibertragen. Bei Hithnerembryonen 6ffnet man das Ei
am stumpfen Pol, nachdem die Eischale kriftig mit Alkohol ab-
gewaschen wurde. Unter der breiten Offnung befindet sich die
Luftkammer; die innere Haut wird vorsichtig getrennt und man
1aBt den ganzen Inhalt in einen sterilen Behalter laufen. Mit einer
Pinzette kann jetzt der Embryo leicht aus dem Dotter abgehoben
werden. Man spiilt das nun gewonnene Gewebe oder den Embryo
in Ringerl6sung ab, teilt alles mit sterilen Instrumenten in kleine
Stiicke, die im Porzellanmorser verrieben werden und zentri-
fugiert endlich die Emulsion. Erdmann filtriert auch die Emul-
sion, doch scheint dies nicht unbedingt notwendig zu sein. Bei Ex-
trakten von Erwachsenengeweben brauchen wir weniger vorsichtig

Bisceglie u. Juhasz-Schiiffer, Gewebeziichtungen. 2b
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zu verfahren; um die resistenteren Zellkomplexe und Elemente
aufzuschliefen, diirfen wir wohl auch Quarzpulver anwenden: die
Emulsion wird stark zentrifugiert und die fliissigen Teile abpi-
pettiert; Kerzenfilter soll man bei Gewebeextrakten nicht ohne
Bedenken anwenden, da in der Emulsion Extraktivstoffe vor-
handen sein koénnen, die diese Filter nicht passieren. Einige Au-
toren benutzen den Filter trotzdem.

Nach Drew werden Méduse- und Rattenembryonen fein zer-
stiickelt und in ein wenig Drewsche Flissigkeit gebracht; dann
laBt man die Suspension 2—3mal frieren und auftauen; nach
dem Zentrifugieren setzt sich eine klare oder leicht triibe Fliissig-
keit ab, die mit Drewscher Losung (im Verhéltnis von 2:5) das
Plasma ersetzen soll.

Die Gewebeextrakte kénnen steril fiir lingere Zeit, Tage oder
Wochen, aufbewahrt werden, dagegen werden die Embryonal-
extrakte rasch inaktiviert; man soll sie im Verhaltnis von 1:3
verdiinnen und hochstens fir einige Stunden im Eisschrank
aufbewahren.

Fischer hat einen einfachen gut sterilisierbaren Apparat fiir
das Verbreien parenchymatéoser Organe konstruiert.

Bei den Versuchen an Froschmaterial ist neben Blutplama auch
Augenkammerwasser, allein oder gemischt, mit Erfolg anzu-
wenden. Es wird mit einer kleinen Spritze gewonnen, deren Kaniile
seitlich durch die zarte Augenhaut in die Augenkammer ein-
gestochen wird. Die Fliissigkeit muB rasch in die Spritze aufgezogen
werden, sonst geht das sowieso nur spirliche Material leicht ver-
loren ; das Wasser kommt jetzt in einen nicht paraffinierten sterilen
Behélter,in welchem man den Inhalt mehrerer Augen sammelt. Man
kann beide Augen des Frosches stechen und den Frosch auf weiteres
aufbewahren, da sich das Kammerwasser rasch wieder bildet.

Zum Studium der Geschlechtszellen wurde von Goldschmidt
bei den Schmetterlingen die Himolymphe beniitzt, die aus dem
Herzschlauch der Puppen gewonnen wird. Am Chitinpanzer der in
Alkohol gewaschenen Puppen wird eine kleine Offnung gemacht,
die Lymphe mit einer Kapillarpipette abgesaugt und in eisgekiihl-
ten GefiaBlen zentrifugiert und aufbewahrt; der in Ringerlésung
nach Clark gewaschene Hoden wird geéffnet in das Lymph-
medium gesetzt, wo alle Stadien der Spermienbildung etwa drei
Wochen hindurch sehr schén zu beobachten sind.
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BaitsellundSherwood suchten dasBlutplasma durch Peri-
tonealfliissigkeit zu ersetzen. Diese Flissigkeit kann beim
Frosch oder beim Meerschweinchen von der Bauchhdohle leicht
gewonnen werden. Dem Tier werden sterile Salzlosungen in die
Bauchhohle eingespritzt und nach einigen Stunden mit einer feinen
Pipette wieder gewonnen. Diese Fliissigkeit soll den Vorteil haben,
daB sie nicht so rasch wie das Plasma gerinnt. Die darin befind-
lichen Leukocyten schiadigen nicht die Kultur, sie kénnen aber
durch Zentrifugierung entfernt werden.

¢) Kiinstliche Kulturmedien.

Die natiirlichen Medien, in erster Linie das Plasmamedium, sind
durchwegs den kiinstlichen Medien vorzuziehen. Die kiinstlichen
Néahrmedien sind hauptsidchlich von den beiden Lewis bei ge-
wissen Arbeiten mit Erfolg verwendet worden. Unter den kiinst-
lichen Kulturflissigkeiten sind folgende zu erwiahnen:

Physiologische Kochsalzlsung fiir Kaltbliiter:

NaCl 0,7g
Aqua dest. 100,0 ,,

Locke-Lewis-Losung fiir Kaltbliter:

NaCl 07 g
KC1 0,042 ,,
CaCl, 0,025 ,,
NaHCO, 0,02 ,,
Dextrose 0,25 ,

Aqua dest. 90,0 cem.

Ebenfalls bei Lewis und Lewis wurde bei Warmbliitern die
Lockesche Flissigkeit verwendet:

NaCl 09 g
CaCl, 0,024 ,,
KCl1 0,042 ,,
NaHCO, 0,02 ,,
Dextrose 0,5 ,,

Aqua dest. 100 ccm.

Zu 80 cem dieser Losung werden 20 ccm Hithnerbouillon gegeben.
Thre Hydrogenionenkonzentration ist allgemein py 6,8 bis pgy 7,2
und es sind sowohl hypertonische als auch hypotonische Lésungen,
je nachdem, ob mehr oder weniger Wasser zugesetzt wird, dar-
zustellen.
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Bei diesen Versuchen wurde ein Deckglas mit einem Tropfen
dieser Losungen beschickt und das Gewebefragment in den Tropfen
gesetzt. Das Deckglas kam auf einen (ausgehéhlten) Objektrager
und wurde mit Paraffin eingeschlossen. Die Lebensphdnomene
wie auch die Lebensdauer dieser Kulturen sind ziemlich beschrankt;
in Ringerscher Losung, Locke-Lewisscher Losung, in Liese-
gangs kolloidalen Losungen ist das Leben und das Wachstum der
embryonalen Warmbliitergewebe und der ausgewachsenen Kalt-
bliitergewebe auf 1 bis 14 Tage mdoglich.

Die fiir verschiedene Zwecke, hauptsichlich aber als Zusatz zu
anderen Medien und als Aufbewahrungsmedium fiir Gewebsfrag-
mente verwendete Ringerlosung hat folgende Zusammensetzung:

Ringersche Losung fiir Kaltbliter:

NaCl 07 g
KCl1 0,025 ,,
CaCl, 0,3 ,,
Aqua dest. 100,0 ccm,
sonst

NaCl 90 g
KCl 042 ,,
CaCl, 0,25 ,,

Aqua dest. 1000,0 ccm.

Von der Ringerschen Loésung ist auch die Clarksche her-
geleitet :

NaCl 0,65 g
KCl 0,014 ,,
CaCl, 0,012 ,,

NaH,CO, 0,01 ,,
Ns,HPO, 0,001,
H,0 100,0 ccm.
Die von Goldschmidt verwendete Ringerlosung nach Ver-
non ist folgendermafien zusammengesetzt:

NaCl 0,75 g
NaHCO, 0,01 ,,
CaCl, 0,024 ,,
KCl 0,021 ,,
H,0 100,0 cem.

Insbesondere zum Auswaschen der Kaltbliitergewebe wurde
eine kolloidale Ringerlésung ,,Losung 753, von Liesegang
konstruiert, die im Handel kauflich ist, jedoch ohne daBl ihre
Zusammensetzung mitgeteilt wire.
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Die Tyrode-Losung dient fiir ahnliche Zwecke wie die Ringer-
16sung:

NaCl 80 g
KCl 0,20 ,,
CaCl, 0,20 ,,
MgCl, 0,20 ,,
NaH,PO, 0,05 ,,
NaHCO, 1,0 ,,
Glucose 1,0 ,,

Aqua dest. 1000,0 ccm.

Drew will das Plasmamedium durch eine Mischung ersetzen,
welche teils aus einer anorganischen Losung, teils aus Embryonal-
extrakt (Darstellung nach Drew siehe bei Gewebeextrakten) im
Verhiltnis von 4:1 besteht, die auch das unbegrenzte Wachstum
der Explantationselemente ermdglicht ; dabei stellt dieses Medium
ein chemisch streng definiertes und nach Belieben verénderliches
System dar. Die Drewsche Losung ist der von Locke #hnlich:

NaCl 09 ¢
KC1 0,042 ,,
NaHCO, 0,02 ,
CaCl, 0,02 ,,

CaH,(PO,), 001 ,,
MgHPO, 0,01 ,,
H,0 100,0 cem.

Panneff und Compton versuchten die Drewsche Losung
umzuéndern, da das MgHPO, ein schwer losliches-Salz ist; dabei
muflte aber die optimale Hydrogenionenkonzentration erhalten
bleiben. Sie versuchten statt des von Drew verwendeten Car-
bonat-Bicarbonat-Systems Losungen der Phosphatgruppe zu ver-
wenden, welche im Autoklaven sterilisierbar sind. Thr Medium setzt
sich aus zwei Losungen zusammen. Von der Losung A werden
4 ccm mit 90 cem destilliertem Wasser sterilisiert, von der separat
destillierten Losung B werden 6 cem kalt zugesetzt.

Losung A: Losung B:
NaCl 1211 g NaH,PO,H,0 5 ccm
KCl 1,55 ,, N.HPO,12H,0 55 ,,
CaCl, 0,77 ,,

MgCL, 6 CH,O 1,27 ¢
Aqua dest. 100,0 cem.
Ob diese Losungen wirklich Vorziige haben, kann wegen der
spéarlichen Erfahrungen nicht gesagt werden.
Alle diese Losungen mufl man vor dem Gebrauch filtrieren und
stets sterilisieren. Sie dienen, wie erwidhnt, einerseits als stationére
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Medien, d.h. zur kurzfristigen Konservierung der Gewebsfrag-
mente, andererseits zur Verdinnung der natiirlichen Medien.
Durch ihre Beimischung zum Plasmamedium wird dieses schwerer
koagulierbar.

Diese Losungen enthalten nichts Organisiertes und die ein-
fachen Salzlsungen kénnen als Medien das Leben der Kultur nicht
lange erhalten; zugesetzte organische Substanzen, wie Agar,
Fleischbriihe oder Dextrose erhohen zwar ihren Wert, sie bleiben
aber dennoch weit hinter dem Plasmamedium zuriick. Diese
fliissigen Medien haben auch den Nachteil, das Fibrinnetz des
Plasmamediums zu entbehren.

d) Gemischte Kulturmedien.

Die gemischten Kulturmedien enthalten einerseits organisierte,
andererseits nichtorganisierte Bestandteile. Die anorganischen
Salzlésungen werden in den verschiedensten Verhiltnissen dem
Plasma oder dem Gewebeextrakt zugesetzt, wobei aber auf die
Stabilitit des pyg groBer Wert zu legen ist. Moglichst soll die
H-Ionen-Konzentration, wenn die Bestandteile lingere Zeit hin-
durch aufbewahrt wurden, vor Gebrauch gepriift werden, da ihr Wert
im aufbewahrten Serum oder Gewebeextrakt rasch herabsinkt. Das
Pu = 7,2 des frischen Embryonalextraktes sinkt nach Ebeling auf
6,5 und bleibt dann fiir lingere Zeit stabil. Die Bestandteile des
Mediums sollen auf dem Deckglas miteinander vermischt werden;
erst wird das Plasma am Deckglas ausgebreitet, dann werden die
iibrigen fliissigen Bestandteile zugesetzt.

Als festes Medium wurde zuerst Gelatine angewendet. Die
beiden Lewis haben eine Mischung von Agar, Lockelsung
und Bouillon versucht; Carrel wies aber nach, dafl der Zusatz
von Bouillon keine Vorteile hat ; der Lockelésung ist sicherlich das
Serum vorzuziehen. Es wurden auch andere Substanzen, wie Salze,
Glucose, Aminosduren, Polypeptide usw. als Zusitze versucht, aber
alle diese Kulturen sind in ihrer Brauchbarkeit weit hinter dem
Blutplasma zuriickgeblieben und kommen heute weniger in Be-
tracht.

Eine scheinbar sehr gute Mischung wird von Carrel angegeben :
der feste Teil des Mittels wird in Fibrinogen (oder auch in Plasma)
gegeben, das mit ein wenig Serum, oder mit einem kleinen Zusatz
von Eidotter gegen Verdauung geschiitzt wird. Der fliissige Be-
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standteil ist eine Mischung von Tyrode-Losung und 5 vH Gewebe-
extrakt; die beiden Bestandteile haben das Verhiltnis von 0,5:1,5.
Der Vorzug dieses Mediums besteht darin, dal man die fliissigen
Bestandteile leicht abpipettieren und durch neue ersetzen kann,
ohne den festen Bestandteil und damit die Kultur zu stéren.

Will man vergleichende Versuche anstellen, so mufl man nicht
nur auf das identische pg, sondern auch auf die gleichen Quanti-
tidtsverhdltnisse Wert legen. Gewisse Schwankungen sind selbst-
redend nicht auszuschliefen, da ja zwei Fragmente selbst weder
qualitativ noch quantitativ im strengsten Sinne identisch sein
kénnen. Aber eben die Versuche iiber die Bestimmung der Wachs-
tumsintensitdt der Fragmente unter verschiedenen Lebensbe-
dingungen haben gezeigt, daf derartige Schwankungen un-
bedeutend sind.

e) Herstellung der Gewebsfragmente.

Als wichtigstes Prinzip — wie es iiberhaupt bei den Gewebe-
ziichtungen die absolute Sterilitdt ist — muB bei allen Operationen,
um Gewebe vom Organismus zu entfernen, die peinlichste Asepsis
beobachtet werden. Das unter dieser Voraussetzung gewonnene
Organ oder Organstiickchen wird in einer anorganischen Losung
(meistens Ringerlosung) gut gewaschen. Braucht man lingere
Zeit bis zum Ansetzen der Kulturen, so wird das Gewebestiick-
chen auf Eis gelegt; dieses Verfahren schiadigt die Zellen nicht,
im Kulturmedium treten sie wieder in Funktion. Jedenfalls
ist eine lingere Unterbrechung der Arbeit nicht zu raten, ja um-
gekehrt, ein sicheres Gelingen unserer Bemithungen ist nur bei
ganz schnellem Vorgehen gegeben.

Zur Préiparierung des Organs haben wir eine feine Schere, Pin-
zette, Lanzetten und Nadeln sterilisiert. Von dem mit der Pin-
zette gefaBiten Organstiickchen werden sehr kleine Teilchen,
etwa von 1/, bis 1 mm Durchmesser, geschnitten, die nochmals in
Ringerlosung kommen. Die iibrigen Instrumente sollen nur dann
benutzt werden, wenn das Gewebestiickchen zu zerzupfen ist. Von
der Ringerlésung bringt man die Fragmente auf Deckgliser und
beschickt sie mit einem Tropfen des Nahrmaterials.

Das Verfahren ist sehr leicht und benétigt sehr selten Ande-
rungen. Beim Gewinnen von Knochenmarkzellen wird der Kno-
chen desnarkotisierten Tieres herauspripariert, mit einer Knochen-
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schere durchtrennt und mittels einer Hohlsonde ein wenig vom
Knochenmark herausgenommen, das gleich in das Kulturmedium
gebracht wird. Man wihle moglichst junge Tiere, deren Knochen-
mark mehr rote Substanz enthilt, die sich besser als das verfettete
weiBe Knochenmark fiir die Ziichtung eignet.

Das nervise Element wird vom Medullarrohr des Embryo ge-
nommen (Harrison beim Frosch), bei Hiihnerembryonen das
Rhombencephalon der vier Tage alten Embryonen (Erdmann,
Levi), oder Nervenfasern aus Spinalganglien (Ingebrigtsen) usw.

Alle Gewebe kiénnen hier nicht aufgezidhlt werden und in be-
treff der Einzelheiten wird auf die entsprechende Literatur ver-
wiesen.

Hauptsichlich bei Zichtungen von Tumorgeweben soll man
darauf achten, da man nicht infizierte Stiickchen in Kultur setzt.
Deshalb soll man nur junges, gut wachsendes Tumorgewebe ver-
wenden. Man nimmt nicht den zentralen, sondern den peri-
pherischen Teil. Menschliche Tumoren sind schwerer steril zu ge-
winnen, so daB die experimentelle Tumorforschung mit Vorliebe
an Mausetumoren durchgefithrt wird.

Kulturen von Leukocyten werden nach den russischen Autoren
(Timofejewski und Awroroff) folgendermaBlen hergestellt:
Man iibertrigt in der iiblichen Weise Blut aus einem Blutgefa3 der
Tiere in paraffinierte Rohren, wie das beim Gewinnen von Plasma
gewohnlich gemacht wird. Das Plasma wird mit einer Pipette ab-
gesaugt und als Nédhrmedium verwendet. Unter der fliissigen Plas-
maschicht befindet sich eine Schicht von Formelementen, welche
besonders reich an Leukocyten ist; sie kann leicht abgenommen
werden. Aus mehreren Blutrohren wird diese Schicht in ein anderes
Rohr gebracht und wiederum griindlich zentrifugiert. Nun bildet
sich jetzt iiber den roten Blutkérperchen eine Haut von zusammen-
gedringten Leukocyten, die abgehoben und in einer Schale mit
Ringerlésung abgespiilt wird ; jetzt werden von dieser Leukocyten-
haut kleine Stiickchen abgeschnitten und in Plasmamedium gesetzt.

f) Ansetzen von Kulturen und Mediumwechsel.

Vor dem Beginn des Ansetzens der Kulturen miissen alle Be-
standteile der Kultur vorbereitet sein. Die Glasgefafle, Deck-
gliser, Objekttriger werden in gréBerer Zahl zuerst peinlich in
warmem Wasser mit Seife gewaschen, in Leitungswasser abgespiilt,
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dann in 96 proz. Alkohol gegeben. Aus dem Alkohol herausgeholt,
werden sie mit einem weichen Tuch getrocknet und im Trocken-
sterilisator sterilisiert. Die Eiseninstrumente kénnen kurz vor dem
Gebrauch in siedendem Wasser sterilisiert werden. Folgende
Gegenstidnde sind notwendig:

Deckglédser werden in verschiedener GréBle und Dicke ver-
wendet. Man bereitet diese immer in gréBerer Anzahl vor, als
notwendig ist. Will man auf ein Deckglas mehrere Tropfen legen,
so sind groflere zu wihlen, die dann entsprechende Objekttrager
bendétigen.

Die Objekttriger sind gewohnlich mit Hohlung versehene
Glaser, die auch in der Bakteriologie verwendet werden. Man soll
moglichst solche wihlen, die eine tiefe und breite Hohlung haben.

Doppelschalen.

Pipetten in verschiedenen GréfBlen, notigenfalls auch gradu-
ierte. Die Pipetten sind ziemlich schwer zu reinigen, sie sollen
deshalb immer nur firr gleiche Zwecke verwendet werden. Man
prift erst ihre Alkalinitét nach.

Eine Pinzette, mit der sich die Deckgliser gut fassen lassen.

Was Form und Namen der Glaser und Instrumente anbelangt,
sind schon so viele in Gebrauch, daB sie schwer aufzuzihlen sind.
Der Explantator wihlt am besten selber das fiir ihn geeignete aus.

In Laboratorien, hauptséichlich, wo auch mit infizierten Gegen-
stinden gearbeitet wird, sollte fiir diese absolut steril durchzu-
fiihrenden Arbeiten ein kleiner isolierter Raum verwendet werden.
Den Operationstisch, der oft, moglichst auch vor dem Ansetzen
der Kulturen, gereinigt wird, soll man mit reinem Filtrierpapier
bedecken. Wird mit Warmbliitern gearbeitet, so soll der Raum,
speziell im Winter, gut geheizt sein.

Die Losungen, Instrumente und die ubrigen notwendigen
Gegenstinde werden auf den Tisch gelegt. Die Pipette versieht
man mit Gummihiitchen. In die Drigalskischalen wird eine weiche
Lage von Filtrierpapier gelegt, auf welche ganz wenig steriles
destilliertes Wasser gegossen wird, um in der Schale eine bestén-
dige Feuchtigkeit zu erhalten, die auch die Kulturen vor dem
Austrocknen schiitzt. Auf dieser Grundlage werden die Deck-
gliser nebeneinander gestellt. Sie liegen mit ihrer unteren Fliche
im Wasser, die obere bleibt trocken. Auf diese Deckglidser kommen
die allgemein in Ringerlésung aufbewahrten Gewebestiickchen und
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werden sofort mit dem Nahrmedium beschickt. Das muB} augen-
blicklich geschehen, sonst trocknet das Gewebestiickchen aus; man
kann dies dadurch verhiiten, dafl man die Schalen nie ganz 6ffnet
und sie auch gleich zumacht.

Man kann, wenn man Plasmamedium benutzt hat, die Kul-
turen auch so lassen; das Plasma koaguliert gleich und man setzt
die zugemachten Schalen in den Brutschrank. Sie sollen in héhere
Ficher auf Watteunterlage gestellt werden.

Ist aber das Nahrmedium flissig, so wird man die Kultur in
die Hohlung eines Objekttrigers einschliefen. Auch beim Plasma-
medium ist das eingeschlossene System mehr empfehlenswert, da
dieses die Kultur vor dem Austrocknen und der Infektion besser
schiitzt. Man versieht die Objekttriger um die Hohlung herum
mit einem Vaselinring; dann faft man mit einer Pinzette das
Deckglas, kehrt es rasch um und setzt es auf den Objekttrager
in der Weise, daB die Kultur in die Héhlung des Objekttragers
hineinragt. Der Vaselinring hilt auch das Deckglas fest. Von
manchen Forschern wird zwischen den gewshnlichen Objekttréager
und das Deckglas ein sogenannter ,,Sockel“ mit kreisrundem
Ausschnitt geschoben und dadurch eine breitere Kulturkammer
hergestellt.

Deetjen benutzt bei Kulturen von Warmbliitern Deckgléser
aus Quarzbergkristall oder Marienglas, da nach ihm das einfache
Glas der Kultur gegeniiber nicht ganz indifferent ist. Auch
Braus hatte sich von dem Vorteile dieser Deckgléser iiberzeugt.

Es wurde verschiedentlich versucht, die Methode des hangen-
den Tropfens so weit zu dndern, daBl diese in groBeren Réumen,
Rohrchen oder anders gestalteten Kammern sich befinden, die
dann mit Vaselin luftdicht verschlossen werden. Ein solches Sy-
stem wurde von Centanni hergestellt. Bei dieser Methode wird
ein ringformiger hoher Objekttrager benutzt, der dem Priparat
geniigend Luft 148t und dadurch den respiratorischen Gaswechsel
unterstiitzt. Auch konnen einige Tropfen destilliertes Wasser auf
den Grund gegossen werden, die eine permanente Feuchtigkeit ver-
ursachen. Man mu8 jedoch in der Dosierung des notwendigen und
noch niitzlichen Wassers ein wenig Ubung haben; denn wenn es
nicht ausreichend ist, vertrocknet das Préparat und stirbt ab;
eine tbertriebene Quantitit schadet dagegen ebenfalls, da das im
Thermostat verdunstete Wasser sich wiederum auf dem Pridparat
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sammelt, darin osmotische Gleichgewichtsstérung verursacht und
das Weiterleben des Kulturgewebes gefihrdet. Das Deckglas
kommt mit dem hingenden Tropfen auf den ringférmigen Ob-
jekttrager und wird mit Vaselin luftdicht verschlossen. Das Deck-
glas kann man zu Untersuchungszwecken leicht vom Objekttrager
abnehmen, um das Wasser darin zu erneuern.

Zu dhnlichem Zweck wurden von Carrel als Kulturkammer
Uhrgliser, Gabritschewskyschalen u. a. empfohlen, in welchen Kul-
turen bis zu 15 cm Durchmesser geziichtet werden konnten. Die
Gabritschewskyschalen haben auch ihre besonderen Nachteile,
hauptsichlich aber ihre allzu dicken Deckel, die eine Beobach-
tung mit stirkeren Objektiven nicht zulassen. Die Fragmente

Abb. 4. Ringférmiger Objekttriger nach Centanni.

kamen hier auf eine Unterlage von Seidengaze. Diese groBen Kul-
turkammern erlauben den Sauerstoffzutritt in groferer Menge,
doch infizieren sich diese groBen Kulturen leicht. Von Burrows
und Romeis wurden besondere Apparate konstruiert, die eine
dauernde Durchliiftung und Durchspiilung der Kultur ermdglichen.
Solche Apparate sind auch im Handel erhiltlich. Diese Methode
konnte sich aber auch nicht einbiirgern.

Ahnlich wie Burrows und Romeis benutzte auch Haan
einen Durchstrémungsapparat, der einen Behilter hat, aus wel-
chem die Lésung die in einem besonderen Gefill befindliche
Kultur drainiert. Als Losung wurde die durch Injektion und Aus-
heberung von 200—300 ccm Ringerlésung zu gewinnende Exsudat-
fliissigkeit des Kaninchens verwendet, in welcher auch viele Form-
elemente zu finden sind. Die Flissigkeit wird zentrifugiert.

Manche sehr brauchbare Modifikationen der Tropfenkultur
wurden von R. Gassul angegeben. Da bei vergleichenden Unter-
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suchungen die Gleichheit der Lebensbedingungen eine hervor-
ragende Rolle spielt, wurden von ihm in einer Kulturkammer
gleich drei Tropfenkulturen eingeschlossen, die in Form eines Drei-
ecks auf das Deckglas gebracht wurden. Diese Methode bietet auch
insofern einen Vorteil, als man gleichzeitig drei Explantate am Mi-
kroskopiertisch beobachten kann, und damit wird nicht nur Zeit,
sondern auch Raum, Deckglas, Objekttriger usw. erspart, aber vor
allem bleiben die Kulturen geschont. Nitzlich ist auch das Ver-
fahren mit dem ,,sitzenden‘‘ anstatt ,hangenden‘ Tropfen, wo fir
viele Zellformen das Deckglas selber ein festes Substrat zu Form-
und Ortswechsel bietet; die auf das Deckglas gesetzten Explan-
tate lassen sich gut mit Immersion betrachten. Dies Verfahren
wurde von uns schon frither oft verwendet.

In der Kultur bildet sich schon in 24—48 Stunden um das
Fragment herum ein schleierartiger Ring, die Invasionszone, die
aus ausgewanderten Proliferationselementen zusammengesetzt ist.
Man kann aus diesen Elementen neue Kulturen, ,,Subkulturen‘
gewinnen, in welchen der alten Kultur gegeniiber auch eine bio-
logische Reinigung moglich ist. Man schneidet vom Proliferations-
hof ein Stiick aus, von der Zone, die die fiir uns notwendigen Ele-
mente rein enthélt, und tbertragt dieses Stiick auf ein neues
Deckglas. Diese Methode ermdglicht, die Explantationselemente
scheinbar unbegrenzt am Leben zu erhalten, ja die Abkémmlinge
scheinen sich sogar mit der Zeit dem Kulturleben anzupassen, da
sie nach mehr als 1300 Passagen eine stirkere Wachstumfihigkeit
gezeigt haben, als die Zellen einer neu angelegten Kultur. Das An-
legen der Subkulturen setzt keine besonderen Bedingungen voraus.
Das Deckglas wird vom Objekttriger abgehoben, gewendet und die
alte Kulturfliissigkeit abpipettiert. Nun wird auf die Kultur mit
einer Pipette die Waschfliissigkeit aufgetropft; unter Lupenver-
groBerung wird von der Proliferationszone ein Stiickchen abge-
trennt, auf ein neues Deckglas gebracht, mit frischem N&hr-
medium bedeckt. Alle diese Manipulationen sollen, um gréBere
Temperaturschwankungen zu vermeiden, moglichst am heizbaren
Objekttische vorgenommen und jeden 2. bis 4. Tag je nach Art
nnd Zustand des Gewebes wiederholt werden.

Um die Zellelemente mit dem notigen Néhrmaterial zu ver-
sorgen und die Produkte ihrer katabolischen Prozesse vom Kultur-
medium zu entfernen, ohne das Explantat dabei zu schadigen und
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es einer Infektion auszusetzen, wurde von Carrel ein neues Sy-
stem konstruiert. Es wurden als Behilter der Kulturen platte
runde Flaschen mit einem oder zwei seitlich ausgehenden Hilsen
genommen, durch welche das Gewebefragment und das Kultur-
medium eingefithrt und herausgeholt wird. Die rundlichen Fla-
schen wurden in zwei GroBen hergestellt : mit einem Durchmesser
von 5 oder von 8 cm. Die Hélse sind 3 cm lang und 1 em breit und
sind etwas gebogen; sie werden mit Watte und einem Gummi-
hiitchen geschlossen. Von jeder GroBle wurden fiinf verschiedene
Typen hergestellt. Eine von diesen tréigt an der oberen Wandung
eine 3 cm breite Offnung, die mit einer Glasscheibe mittels Schel-
lack verschlossen wird. Diese Flasche wird bei Geweben ange-
wendet, die durch den Hals nicht leicht einzufiihren wiaren. Ein
anderer Typ hat auBer der oberen Offnung auch eine untere, die

Abb.5a—e. Carrelsche Flischchen. (Nach Carrel.)

auch mit einer diinnen Micaplatte geschlossen wird, durch welche
das Objekt untersucht und photographiert werden kann. Die Kul-
tur wird in Formaldehyd fixiert, der Boden vorsichtig heraus-
geschnitten oder entsiegelt und laBt sich an der Micaplatte gut
behandeln. Andere Typen haben entweder nur die untere Offnung
oder keine, einen oder zwei Hilse, durch welche gleichzeitig zwei
Instrumente eingefiihrt werden kénnen. Die aus glattem Glas her-
gestellten Flaschen kann man mittels Projektoskop untersuchen,
andere dienen zu cytologischen Studien.

Die Kulturmedien wurden aus einem festen und einem fliissigen
Bestandteil zusammengesetzt, welch letzterer oft gewechselt wird.
Der feste Bestandteil besteht aus von Plasma oder Fibrinogen
gewonnenem koaguliertem Fibrin. Zuerst wird der feste Bestand-
teil am Grunde der Flasche ausgebreitet; bevor er aber koaguliert,
fiihrt man mit einem Platinspatel das Fragment ein und setzt es
in das Kulturmittel. Ist das Plasma koaguliert, so wird auf die
Oberfliche der Kultur die Néhrfliissigkeit pipettiert. Hat man

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 3a
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mehrere Fragmente gleichzeitig in die Kultur zu setzen, so werden
diese in Tyrode-Losung suspendiert und zusammen mit einer Pi-
pette injiziert. Nachdem die Kultur beisammen ist, zieht man den
Hals der Flasche iiber die Gasflamme und macht seine Offnung
zu. Das flissige Ndhrmedium soll zwei-, drei-, vier- oder fiinf-
tagig, je nach der Natur des Gewebes, gewechselt werden. Man
6ffnet die Flasche und zieht den Hals iiber die Flamme; die iiber-
flissige Nahrflissigkeit wird abpipettiert und die neue Nihr-
16sung eingefithrt. Man schliet wie gewohnlich die Flasche. Der
Wechsel des Niahrmediums geschieht bei dieser Methode sehr
rasch, etwa in 45—75 Sekunden, d. h. in einer Stunde werden etwa
60 Flaschen behandelt.

Abb. 6. Behandlung der Kulturen: die alte Kulturflussigkeit wird entfernt und neue
eingefiihrt. (Nach Carrel.)

Will man die Kultur von einer Flasche in eine andere iiber-
tragen, so hebt man mit einem Spatel die Kultur von ihrem Grunde
ab und bringt sie rasch in eine andere Kultur. Bei entsprechender
Asepsis macht dieses Verfahren keine Schwierigkeiten.

Zu gleichzeitiger Ziichtung von mehreren Fragmenten, oder viel-
mehr von einer Suspension sehr kleiner Gewebestiickchen in Plas-
ma oder Embryonalsaft, wurde von Carrel die Methode der Roll-
kultur angegeben. Es werden ganz kleine Stiickchen oder Frag-
mente auch alterer Zellkolonien in Réhrchen gebracht, die die
Mischung von Plasma oder Embryonalsaft enthalten. Die kleinen
Gewebestiickchen wachsen in solchen rohrenformigen Kulturkam-
mern sehr rasch, werden von einer spharischen Invasionszone um-
geben, die, wenn sie einander erreichen, konfluieren. Um aber
diesen Kulturen eine entsprechende Sauerstoffzufuhr zu ermég-
lichen, wurde die Suspension noch vor der Gerinnung des Plasmas
horizontal um die Léngsachse der Rohrchen zentrifugiert. Noch
wahrend der Zentrifugierung gerinnt das Plasma und bildet an der
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Rohrenwand eine diinne Plasmaschicht, iiber welche die Explan-
tate verteilt sind. Zu diesem Zweck wurde von Lowenstadt
eine horizontale Rollzentrifuge hergestellt, die im Handel erhélt-
lich ist.

g) Darstellung von Reinkulturen.

Es wurde zuerst von W. Lewis der Vorwurf gemacht, dal bei
Gewebekulturen eine morphologische Differentiation und Klassi-
fikation der Proliferationselemente deshalb zu Irrtiimern fiihre,
weil die einfach geschnittenen Gewebsfragmente Mischkulturen
darstellen; um Reinkulturen, d. h. solche Kulturen zu gewinnen,
in welchen blof} ein einziger Zelltyp vertreten ist, benotigt es ein
komplizierteres Verfahren. Man kann Reinkulturen dadurch ge-
winnen, daBl die weniger resistenten Elemente des Fragmentes
von den stdrkeren tiberwuchert werden; so wird z. B. in einer
Kultur von bindegewebigen und epithelialen Elementen bald eine
reine Bindegewebskultur entstehen. Wird im Thermostat bei 40°
ein embryonales Herzfragment geziichtet, geben die Myoblasten,
die bis zu 37° pulsationsfihig sind, ihr Leben auf und machen
den Fibroblasten Platz. So leicht dieses Phdnomen zu erzeugen
ist, so unzuverlissig ist es auch. Heute werden von den meisten
Forschern die Reinkulturen durch mechanische Trennung von
kleinen Gewebestiickchen, die mikroskopisch rein aussehen, er-
halten. Fir diesen Zweck wurden hauptsichlich zwei Methoden
erdacht; die eine ist die Mikrurgie mit der Mikromanipulation, die
andere die Reinigung der Fragmente mittels ultravioletter Strahlen.

Mikrurgie setzt eine Apparatur voraus, mit deren Hilfe man
an Gewebsfragmenten oder Einzelzellen Manipulationen, wie Iso-
lieren, Schneiden, Pipettieren, Untersuchen und andere Opera-
tionen im mikroskopischen Sehfeld durchfithren kann. Eine solche
Apparatur wurde zuerst im Jahre 1899 in Utrecht von S.L.Schou-
ten und gleichzeitig von M. A. Barber in Kansas konstruiert;
sich auf ihre grundlegenden Erfahrungen stiitzend, wurde diese
Methode dann in erster Linie von Chambers und Péterfi ver-
bessert und verfeinert. Die mikrurgische Manipulation setzt so
viele Erfahrungen voraus, dafl es nicht moglich ist, hier niher
darauf einzugehen; ein kurzer Uberblick unter Hinweis auf die
entsprechende Literatur muBl dem Leser geniigen.

Zu beiden Seiten des Mikroskops sind Operationstische auf-
gestellt, auf welchen die Werkzeuge in besonderen Instrumenten-

3*
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haltern durch grobere oder feinere Schrauben in Bewegung zu
setzen sind; die Bewegungen konnen in allen Richtungen ge-
schehen. Die Mikroinstrumente, feine Nadeln und Pipetten, werden
aus Hartglas, Quarz oder Pyrexglas meistens vom Operateur
selbst iiber einem besonderen mikrurgischen Brenner hergestellt,

Abb. 7. Mikromanipulator nach Janse und Péterfi. 4 Grundplatte; Brrechtes, Bllinkes
Operationsstativ; J Instrumententisch ; ¢k Instrumentenklammer; nh Nadelhalter, d Dreh-
knopf des ‘Nadelhalters ; T innerer, Ta duBerer Tubus; ¢ Grundtell Sch Schlittenfiihrung
mit Spindel; X Stellscfuaube F Anschlagleiste ; K FuBklemmen Knri, Kr, Kreuztisch-
schrauben; E‘K feuchte Kammer I grobe Perlateralschraube II grobe Vertikalschraube;

1 feine Perlateralschraube 2 feme Sagittalschraube; 3 Dlagoualschraube 4 feine Vertikal

schraube; g Gehﬁuse von 4; O Gewinde flir die vorderen Operanonsstatlve

der eine 1—2mm hohe Gasflamme erzeugt, an der man 1 yx dicke
Nadelspitzen und 5—10 u breite Pipettenmiindungen herstellen
kann. Feinésen werden nach Schouten aus Nadeln, nach Péterfi
aus Glasrohr mit seinem Mikrokauter angefertigt. Mit diesem sehr
feinen Instrument lassen sich Feinésen in verschiedener Grée und
Feinheit mit einer Schlinge von 9—30 u Durchmesser erzeugen.
Es werden aber auch tierische und pflanzliche Bestandteile als In-
strumente verwendet: Haare, Borsten, Insektenmandibeln, Schup-
pen usw., die auf einem Deckglas unter der Lupe préipariert werden.

An der von Barber konstruierten Zellpipette ist wichtig, dafl
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deren 6—12 y weite Miindung in die Zelle eindringen kann; auch
dient sie zur Isolierung von Mikroorganismen. Die saugende
Wirkung wird hier in einem besonderen System durch eine Kilte-
mischung erzeugt, die auf Quecksilber zusammenziehend wirkt:
dadurch entsteht eine Luftleere, die saugend wirkt. Durch Entfer-
nung der Kiltemischung breitet sich das Quecksilber aus und der
entstandene positive Druck spritzt den Inhalt hinaus. Elektrisch
heizbare Feinpipetten erlauben eine ungestérte Arbeit.

Um ganz winzige Flissigkeitsmengen am Mikroskoptisch vor
dem Austrocknen zu schiitzen, werden kleine Feuchtkammern ver-
wendet, die man auch selbst aus Objekttragern und Glasstreifen
mit Kanadabalsam herstellen kann. Sie sind allgemein 40—20 mm
breit und 5 mm hoch, lassen sich gut durchleuchten; durch eine
Seite werden die Instrumente eingefithrt. Die von Péterfi kon-
struierte Feuchtkammer ist noch kleiner, ringsherum geschlossen
und dient als Wasserbehilter. Sie wird auf den Kreuztisch des
Mikroskops gestellt und beleuchtet.

Die Instrumente werden an den Operationsstativen befestigt,
mit den Schrauben in die optische Achse des Mikroskops gebracht,
wo sie beleuchtet erscheinen und tief in die Feuchtkammer gesenkt.
Jetzt kommt das Versuchsobjekt auf das Deckglas und man legt
es auf die Feuchtkammer. Die Gegenstinde, Gewebsfragmente,
schwimmen in einem héingenden Tropfen und weichen den In-
strumenten aus; um sie behandeln zu kénnen, mufl man sie fest-
halten. Dies geschieht entweder mit einer Feinpipette oder durch
Anziehung : eine Mundpipette mit 50—150 u weiter Miindung saugt
vom Hingetropfen soviel ab, bis das Objekt an der Deckglasober-
fliche anliegt und an der Miindung der Pipette festgehalten wird.
Die Feinpipette besteht aus zwei an Doppelnadelhaltern befestig-
ten Nadeln, die sich einander nihern kénnen.

Bei der Operation wird auf die optischen Bedingungen grofer
Wert gelegt, denn je stiirker die VergroBerung ist, desto miih-
samer wird die Manipulation sein. Eine brauchbare Form der
Beleuchtung wurde in einer von Siedentopf als Zwischenfeld
bezeichneten Art der schiefen Beleuchtung gegeben, die sehr gut
wahrnehmbare Bilder erzeugt. Weniger schwer gelingt es, die
Temperaturschwankungen zu beseitigen.

Dieses als Mikrurgie bekannte mikroskopische Operations-
verfahren wurde zuerst nur in der Bakteriologie verwendet, dann

3b
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hat es sich auch in der experimentellen Cytologie, insbesondere
aber in der Protoplasmaforschung, d. h. bei der Erforschung der
physiko-chemischen Eigenschaften des Protoplasmas, bewahrt.
Seine Wichtigkeit fiir die experimentelle Zellforschung ist noch
kaum zu iibersehen, doch ist zu erwarten, daB nach Vervoll-
kommnung und Vereinfachung dieses Verfahrens sich ganz neue
Investigationsgebiete erdffnen werden.

Wiewohl die Mikrooperationen zu ganz verbliffenden Ergeb-
nissen fithrten, konnten sie sich bei den Forschern nicht ein-
biirgern, da sie einerseits sehr viel Ubung, andererseits die kost-
spielige Apparatur voraussetzen. Um diese Nachteile zu beseitigen,
wurde mehrfach versucht, die Methode der Mikromanipulationen
zu vereinfachen. H.J.Frey suchte zu einfacheren Operationen bei
kleinerer Vergroferung die Apparatur von Chambers oder Péterfi
ganz auszuschalten, und das ist ihm bei einer ganzen Reihe von
Operationen, besonders an Eiern, an Protozoen, wohl gelungen.
Derselbe Weg wurde von Huzella eingeschlagen, der eine hchst
einfache Apparatur zusammengestellt hat, die zwar die eigentlichen
Mikromanipulatoren nicht vollwertig ersetzen kann, aber doch in
kleineren Laboratorien die Verwendung der so wertvollen For-
schungsmethode der Mikromanipulation zu ermoglichen sucht.

Die Feuchtkammer wird hier folgendermaflen hergestellt: ein
Deckglas wird an den vier Ecken mit Paraffin derart befestigt,
daB als Stiitze 1—2 mm lange Glaskapillaren untergestellt werden
kénnen. Dadurch haben wir eine Feuchtkammer mit kapillarem
Raum. Die Glasinstrumente sind wie sonst gemacht. Die Mikro-
pipetten werden vereinfacht; sie werden aus einem Glasréhrchen
ausgezogen, das an einem Ende ampullenartig erweitert ist. Wird
dieser erweiterte Teil erhitzt und abgeschmolzen, entsteht in der
Pipette ein Vakuum ; wird die fein ausgezogene Spitze abgebrochen,
oder bei offener Miindung wieder erhitzt, so saugt die Pipette
Flussigkeiten auf. Bei gut unterstiitztem Unterarm kénnen die
Instrumente mit der Hand angebracht, eingestellt und gerichtet
werden. Es ist wiinschenswert, diese Mikrooperationsvorrichtung,
die insbesondere bei der Gewebeziichtung in vitro gute Dienste
leisten kann, weiter auszuarbeiten.

Eine andere Methode, Reinkulturen zu gewinnen, ist von Drew
angegeben worden. Diese Methode besteht in der Protektion der
zum Ziichten verwendeten reinen Zellgruppe mittels eines Queck-
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silberkiigelchens und Abtéten der iiberfliissigen Zellen durch Be-
strahlung auf 5—10 Minuten mit ultraviolettem ILicht.

h) Affrontierte Kulturen.

Zur ndheren Erforschung der tropischen Einfliisse wurde
von der Schule Centannis eine neue Methode ausgebaut, mittels
der einerseits die Gegenwirkungen homo- und heterogener Gewebe,
andererseits die blastotropischen Wirkungen chemisch mehr oder
minder determinierter Stoffe und Gewebeextrakte untersucht wer-
den. Zu diesem Zweck werden zwei Gewebe in einer Distanz von
etwa einem Millimeter einander gegeniibergestellt und die Polari-
tatserscheinungen im Wachstum beobachtet. Ahnliche Erschei-
nungen treten, hauptséchlich bei der Nervenfaser, auf, wenn das
Gewebe hufeisenférmig gebogen wird.

Will man die tropische Aktion von chemischen Stoffen, Giften
oder Gewebeextrakten untersuchen, so werden diese in Kapillar-
réhrchen dem Gewebefragment gegeniibergestellt. Ein einfaches
Glasrohr wird iiber der Bunsenflamme zum XKapillarrohr aus-
gezogen, in der Mitte abgebrochen und die Fliissigkeit darin auf-
gesogen; von diesem langen (etwa 1/, m) mit der Fliissigkeit ge-
fillllem Kapillarrohr werden etwa 1cm lange Stiickchen abge-
brochen und das eine Ende iiber der Flamme geschlossen, am an-
deren Ende ist die offene Miindung, die in einer Distanz von etwa
I1mm dem Gewebefragment gegeniibergesetzt und mit einem
Tropfen der Nahrsubstanz bedeckt (Plasmamedium) wird. Das
Fragment befindet sich in der Mitte des Kulturmediums, dagegen
ragt vom Kapillarréhrchen nur die offene Miindung in diese hin-
ein; das Deckglas wird gewendet (hiangende Tropfen) und die
Kultur am Objekttrager mit Vaselin geschlossen.

Es ist die einfachste Methode, die Wirkung verschiedener Sub-
stanzen nach Losung im Kulturmedium zu studieren. Kompli-
ziertere, aber zu weiteren Ergebnissen fithrende Methoden sind
die Affrontierungen von Gewebsfragmenten; auch kann das eine
Fragment durch eine Quelle dieser Substanzen ersetzt werden,
d. h. dem Fragment wird ein mit dem betreffenden Stoff gefiilltes
Kapillarréhrchen gegeniibergestellt. Diese Methode fiihrt zu einer
viel gréBeren Extension der Wirkung und erlaubt auch, die
blastische Kraft der benutzten Substanzen zu studieren. Die
blastische Kraft der Substanz wird bewiesen:
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1. Durch das Vorhandensein eines Diffusionszentrums. Da-
durch wird das Kulturmilieu inhomogen und die Wfrkung kann
an nicht infundierten Stellen kontrolliert werden.

2. Durch graduierte und kontinuierliche Diffusion, damit der
EinfluB stabil bleibt, da die untersuchten Prozesse der Zellproli-
ferationen langdauernde sind.

Centanni hat mehrere Methoden ausprobiert: nicht losliche
pordse Stoffe, wie Kohlenstaub oder Abfille des Berkefeldfilters,
die mit den zu untersuchenden Substanzen getrankt wurden;
Mischungen der genannten Substanzen mit neutralen Fetten (Vase-
line, Ole usw.). Diese Methoden wurden bei den Studien iiber den
formativen Reiz verwendet ; fiir unsere Zwecke konnen diese nicht
herangezogen werden. Dagegen konnte das Kapillarrohr, bei dem
auch an der offenen Miindung die Emanation stattfindet, eine all-
gemeine Verwendung finden, da diese Methode aus folgenden
Griinden ausgezeichnete Resultate gibt:

1. Ermoglicht das aktive Agens selbst zu erkennen, z. B. Se-
krete endokriner Driisen.

2. Die qualitative und quantitative Wirkungskapazitdt der
Agentien kann isoliert in verschiedenen Losungsverhiltnissen und
Konzentrationen studiert werden. Dabei kénnen mehrere ver-
schiedene Stoffc, zusammengesetzt in verschiedenen Variationen,
verwendet werden (z. B. die polyglanduldren Wirkungsverhaltnisse :
Kompensation und Gegenwirkungen verschiedener Losungen usw.).

i) Brutstiitte und Behandlung lebender Kulturen.

Da die Kaltbliutergewebe keine héhere Temperatur bendtigen,
werden sie bei Zimmertemperatur aufbewahrt; dagegen be-
nétigen Explantate von Warmbliitergeweben eine hohere, dem
des Organismus entsprechende Temperatur, die zwischen 37° und
39° C schwankt. Als zweckdienlich hat sich eine Temperatur von
37,5° herausgestellt. Dementsprechend sollen die zum Abwaschen
der Fragmente dienenden Flissigkeiten, Ringerlésung, Locke-
Lewissche Flissigkeit usw. erwirmt werden.

Will man die Praparate fixieren und dann untersuchen, so
stellt man die Kulturen in den Thermostat, in welchem eine stabile
Temperatur herrscht. Sie kénnen zeitweise auch herausgeholt und
unter dem Mikroskop angeschaut werden; diese Manipulationen
kénnen aber die Kulturen schiadigen. Umsténdlicher, aber sicherer
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und stdndig beobachtbar sind die Ziichtungen in heizbaren Objekt-
tischen unter dem Mikroskop. Zu dhnlichem Zweck wird aus Holz
ein Kasten gebaut mit einer vorderen Glaseinlage. Fiir die Mikro-
meterschraube sind an der Wandung Fenster geschnitten und mit
Stoff bedeckt. Die Warmezuleitung kann durch warme Luft von
einem seitlich angebrachten T-Rohr geschehen, welches von einer
Gas- oder Spiritusflamme geheizt wird. Im Kasten wird ein Ther-
mometer angebracht und vor Gebrauch die Temperatur genau
eingestellt. Ein automatischer Thermoregulator ist sehr zu
empfehlen. Derartige Warmekésten sind im Handel zu kaufen.

Firr kurze Beobachtungen rit Erdmann, die lebenden Kul-
turen auf einer Petrischale, die auf 38—40° erwarmtes Wasser ent-
halt, das haufig gewechselt wird, zu beobachten. Wollen wir das
Priparat in den Thermostaten zuriicklegen, so ist es zu empfehlen,
den Objekttriger zu wechseln: Der neue Objekttriger wird im
Thermostat auf 37,5° erwarmt, das Deckglas vom alten abgehoben
und auf den neuen gebracht, und man schliet ihn mit einem Vase-
linring wieder ein.

Die Empfindlichkeit der Gewebe Kilte gegeniiber ist nicht allzu
groB. Sogar menschliche Gewebe bleiben bei einer Temperatur
von 10—15° etwa eine Woche lang am Leben erhalten, noch linger
Fragmente vom Huhn. Auch Gewebestiickchen von Maus, Ratte,
Kaninchen lassen sich bei dieser Temperatur einige Tage lang er-
halten. Aber in jedem Falle werden bel niedrigeren Temperaturen
die Lebensprozesse beeintrachtigt.

k) Messung des Wachstums der Gewebekulturen in vitro.

Nur nach mehreren Passagen kénnen wir eine Kultur be-
kommen, deren zwei gleichgroBle Zellkolonien die gleiche Wachs-
tumstendenz aufweisen. Auch zwei von demselben Organ ge-
wonnene Fragmente weisen ungleiche Wachstumsintensitiat auf,
selbst wenn der Unterschied nicht grof ist. Um aber den Wert
wachstumsbeeinflussender Faktoren ermessen zu kénnen, wurde
von Ebeling eine Methode ausgearbeitet; sie besteht darin, daB
die in Zeiteinheit entstandenen Proliferationshéfe zweier Kulturen
gemessen und miteinander verglichen werden; der Unterschied
wird den Wert des wachstumsbeeinflussenden Faktors angeben.
Sind die Kulturmedien identisch, so zeigt sich eine Differenz in der
Wachstumstendenz zweier Gewebe. Man kann durch willkiirliche
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Anderung der Bestandteile des Kulturmediums die wachstums-
férdernde oder wachstumshemmende Aktion verschiedener Sub-
stanzen quantitativ nachweisen.

Wollen wir also den Wert gewisser Faktoren im Plasma nach-
weisen, brauchen wir eine stabilisierte Reinkultur von Fibroblasten,
deren gleichwertige Zellkolonien dieselbe Wachstumsaktivitét auf-
weisen. Um eine solche Kultur zu erhalten, wurde allgemein ein
embryonales Hithnerherzfragment durch viele Passagen geziichtet;
die erhaltenen Reinkulturen von Fibroblasten zeigen ein sehr har-
monisches und rhythmisches Wachstum, das dem Zweck gut ent-
spricht. Aus einer solchen Reinkultur wird mit dem Katarakt-
messer ein Viereck herausgeschnitten, genau halbiert und in das
Kulturmedium gesetzt. Man soll stindig darauf achten, dafl die
beiden Nihrlosungen immer das gleiche py haben, ausgenommen,
wenn eben die pg-Unterschiede studiert werden sollen.

Gemessen wird der in einer Zeiteinheit (meistens in 24 oder
48 Stunden) entstandene Wachstumshof; man geht in der Weise
vor, daB erst die Konturen des eigentlichen Fragmentes, dann aber
die des Zellhofes aufgezeichnet werden. Wenn die Wachstums-
intensitit des Fragmentes allzu stark ist, wird man die innere
Grenze des Hofes schwerlich erkennen. Man bringt die Kultur in
einen Projektionsapparat und zeichnet die Umrisse des Frag-
mentes auf Papier. Man zeichnet moglichst schon das eingesetzte
Fragment auf, und nach 48 Stunden wird der Wachstumshof mit
oder ohne das Stammgewebe mit dem Planimeter gemessen und
aufgezeichnet; statistisch wird die GroBe des Hofes in Quadrat-
zentimetern ausgedriickt. Vom Wachstumshof wird das Stamm-
gewebe abgerechnet und man bekommt den absoluten Zuwachs.
Division des letzteren mit dem Stammgewebe gibt den relativen
Zuwachs. Am klarsten kénnen diese Ergebnisse graphisch aus-
gedriickt werden ; die erhaltene Kurve der Wachstumsgeschwindig-
keit von Fibroblasten oder Epithelien im Nahrmedium gibt eine
Parabel, in indifferenten Medien eine S-formige Kurve. Alle Ver-
inderungen dieser Kurve weisen auf Wachstumsbeeinflussungen
(aktivierende oder hemmende Substanzen).

1) Photographische und kinematographische Aufnahmen.
Photographische Aufnahmen kann man sehr leicht an Gewebe-
kulturen vornehmen, nur miissen die Praparate vor allzu starker
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Beleuchtung geschiitzt werden. Die Aufnahmen gelingen am besten
an flissigen Kulturen, wo die ausgewanderten Zellen an der unte-
ren Fliche des Deckglases nur eine einzige Schicht bilden, so daf
das Bild, im breiteren Sinne, schon im Voraus zweidimensional
ist. Dagegen sind die Zellen im Plasmamedium iiberall im Koa-
gulum enthalten, und deshalb wird hier die Aufnahme etwas
schwieriger. Daf} die Schwierigkeiten nicht allzu groB sind, zeigen
uns ibrigens die schonen Illustrationen verschiedener Forscher.

Die Mikrokinematographie der Kulturen in vitro wurde zuerst
von Braus (1911) angewendet, um das Wachstum der Prolifera-
tionselemente zu studieren. Er benutzt eine Mestercamera, die mit
einem elektrischen Motor von 1/6 PS getrieben wird. Das Ab-
rollen des Films kann auf eine beliebige Geschwindigkeit ein-
gestellt sein, und zwar je nachdem, wie schnell sich die Lebens-
duBerungen in der Kultur abspielen. Das Mikroskop ist mit der
Aufnahmecamera durch ein Prisma verbunden und die beiden
stehen senkrecht zueinander. Der Film laBt alle Lebensphéno-
mene der Kultur genau kontrollieren und festhalten, wodurch die
feinsten Einzelheiten, die mit bloBem Auge sonst nicht nachzu-
weisen wiren, wahrzunehmen sind. Sein groBer Vorteil ist, daB
die Projektion immer wiederholt und gewisse Punkte auch lange
beobachtet werden kénnen. Es liegt auf der Hand, daB die Mikro-
kinematographie der Zellkulturen wertvolle Dienste leisten kann,
da durch diese die in sehr kurzer Zeit ablaufenden Phinomene
verlingert werden konnen, d.h. die dritte Dimension, die Zeit,
kann ausgedehnt, es kénnen aber die allzu langen Prozesse ver-
kiirzt werden. Jedoch hat das Unternehmen von Braus, auch
das von Commandon, Levaditi und Mutermilch, ferner von
Jolly in Paris die riesigen Schwierigkeiten, die diese Aufnahme
bereitet, gezeigt. Braus hat mit Kaltbliiterzellen gearbeitet
und trotzdem hatte er schwer iiberwindbare Hindernisse. Noch
mehr sind also die Versuche von Lemmel, Lowenstadt und
SchéBler zu begriilen, die eine Methode, die trotz gréBter Ein-
fachheit brauchbare Resultate zu geben verspricht, ausgearbeitet
haben.

m) Histologische Behandlung der Kultur.

Wollen wir alle Einzelheiten einer Kultur wahrnehmen, so
kénnen wir uns mit den Beobachtungen der lebenden Kulturen
nicht begniigen. Die Kulturen miissen fixiert und gefarbt werden,
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und wenn dabei einerseits das Kulturleben aufhort, werden sie
andererseits ein néheres Studium ermdéglichen.

Die ganze histologische Technik kann hier schon aus Raum-
griinden nicht angefithrt werden und muf in den Lehrbiichern
der Histologie nachgelesen werden. Die histologische Behandlung
wurde im Praktikum Erdmanns ausgiebig beschrieben und wir
werden uns hier beschrianken, nur einige Andeutungen zu geben.
Die Kulturen kann man entweder in ihrer Gesamtheit fixieren und
farben, und das ist meistens bei Embryonalgeweben moglich;
bei Erwachsenengeweben wird es oft notwendig sein, Schnitte her-
zustellen.

Da die Fixation von Totalpraparaten in Alkohol oder Sublimat-
l6sungen den Nachteil hat, dal die dadurch entstandenen Eiwei3-
fallungsprodukte des Plamas das Priaparat umhiillen und es un-
durchsichtig machen, wird von Fischer ein Fixiermittel empfoh-
len, das aus 2 vH Formalin in Ringerlosung besteht. Nach der
Fixation bleibt das Préparat drei Stunden lang in flieBendem
Wasser, dann eine Stunde lang in destilliertem Wasser. In
Zenkerscher Flissigkeit bleiben die Praparate 24 Stunden lang
stehen, sie werden in flieBendem Wasser gewaschen und in Alkohol
gehirtet.

Gut hat sich das Orthsche Gemisch (10 vH Formol in Miiller-
scher Losung) bewahrt, das stets frisch angefertigt werden soll.
Das Carnoysche Fixiermittel besteht aus 3 Teilen Alkohol. abs.,
4 Teilen Chloroform und 1 Tropfen Acid. acetic. glac.

Braus und andere ziehen die Fixierung der Praparate in Os-
miumsiure oder Formol durch R#ucherung vor. Das Deckglas
wird mit Vaselin an die Unterseite einer Glasschale geheftet und
dieses auf eine das Fixiermittel enthaltende Schale gelegt, so dafl
das Préparat iiber der Flissigkeit hangt. Es wird in Zenkerscher
Flissigkeit nachfixiert.

Die einfachsten Farbemethoden sind folgende:

Himatoxylin nach Delafield, wonach das in Brunnenwasser
abgespiilte Préparat unter dem Mikroskop in Salzsédurealkohol 1 vH
aufgehellt wird.

Nach der Hamatoxylinfirbung von Heidenhain kann das
abgespiilte Priaparat mit Lichtgriin oder Eosin nachgefirbt werden.
Wir benutzen mit Vorliebe die Hamatoxylinfarbung nach Car-
razzi.
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Blutzellen, Milz- und Lymphdriisen lassen sich sehr gut mit
May-Griunwald farben.

Bei Farbung mit Lofflerschem Methylenblau oder Azurblau
(Fischer) wird das Préparat in 2proz. Formalin-Ringerlésung
eine Stunde lang fixiert, 3 Stunden lang in flieBendem Wasser,
5 Minuten lang in destilliertem Wasser gewaschen, dann mit al-
kalischem: Methylenblau iibergossen; das Praparat wird eine
Viertelstunde gefdrbt, mittels einer Pipette gewaschen, endlich
Alkoholreihe mit Xylol.

Die Azurblaufarbung geschieht in dhnlicher Weise. Es wird die
Losung von Azur IT 0,3 g, Alkohol (95proz.) 40 ccm verwendet.

Maximow benutzte zur Farbung von Fibroblasten Azureosin,
das die feinste innere Struktur der Zellen schén verbildlicht.

Bei der Farbung von Nervenelementen wurde die Heldsche
Molybdéinsdure-Himatoxylin-Fiarbung (meistens von Ingebrigt-
sen und Levi) angewendet, die den Unterschied zwischen Nerven-
faser und Gliazellelementen gut nachweist. Die Priaparate werden
zuerst in 2proz. Formalin (von Leviin Zenker-, dann in Maxi-
mowscher Losung) 15—18 Stunden lang fixiert, abgespilt und mit
70proz. Alkohol beschickt. Die Fiarbung geschieht 12 Stunden
hindurch in verdiinnter Molybdinsidure-Hamatoxylinlésung, nach-
her wird das Préaparat nach Weigert differenziert.

Die Farbung von Fetten und Lipoiden geschieht gewohnlich
mit Sudan III, Scharlachrot, Glykogen mit Bes!schem Karmin.

Bei Schnittpriaparaten wird die ganze Kultur mit dem Medium
zusammen fixiert, so daB auch die ausgewanderten Zellen konser-
viert werden. Das Bearbeiten des Préparates setzt ein sehr vor-
sichtiges Vorgehen voraus: vom gewendeten Deckglas wird die
tiberschiissige Fliissigkeit entfernt, die Kultur mit dem Konser-
vierungsmittel vorsichtig betropft; sie bleibt eine halbe Stunde in
dieser Fliissigkeit. Das eingebettete Praparat wird wie gewohnlich
geschnitten und gefarbt. Die verwendeten Fliissigkeiten werden
dem Préparat stets mit einer Kapillarpipette zugefithrt und auch
entfernt.

Zum Einbetten wird am besten weiches Chloroformparaffin
benutzt, in welchem das Préparat auch zwei Stunden verweilen
kann; das reine Paraffin kann nachher auch zweimal gewechselt
werden. Man fingt mit ganz weichem Paraffin an, und erst dann
geht man zum harten iiber. Erdmann empfiehlt, um ganz kleine
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Priparate nicht zu verlieren, sie erst, wenn sie bis zum Alkohol
von 95 vH gebracht sind, mit einem Tropfen Eosin zu férben,
das vor der eigentlichen Farbung durch die Alkoholreihe entfernt
wird.

Bei der Vitalfarbung kann man auf zweierlei Weise vorgehen:
entweder wird der Farbstoff dem Versuchstier injiziert oder er
wird direkt der Kultur zugefiihrt.

Man probiert zuerst den Verdiinnungsgrad des Farbemittels aus.
Von der ,sitzenden Kultur* wird das Nahrmedium abpipettiert
und mit einem Tropfen der Farblosung das Gewebe beschickt;
die Kultur kommt auf einen Objekttrager und man iiberzeugt sich
unter Olimmersion, ob die Farbung geniigend stark ist; nétigen-
falls kann man mit der Kapillarpipette noch ein wenig Farb-
l6sung zusetzen.

Man kann aber auch die Vitalfarbstoffe dem Explantat durch
das gefarbte Blutplasma, wie es von Gassul an Froschen ge-
macht wurde, zufiihren. Wird der Farbstoff erst dem Plasma-
spender-Tier injiziert (es wurde 1,0—2,5 vH Lithiokarmin aus-
probiert), so zeigt sich der in vital gefirbtem Plasma zugefiihrte
Farbstoff weniger toxisch, als wenn er direkt die Zelle trifft.
Die zur Vitalfarbung verwendeten Farbstoffe waren meistens Neu-
tralrot, Lithiokarmin, Janusgriin und Janusschwarz.

III. Allgemeine Wachstumsphiinomene,
Lebensdauer und Tod der Explantate.

a) Aussehen und allgemeines Verhalten der Kultur.

An einer Kultur mul man streng unterscheiden zwischen dem
Fragment des explantierten Gewebes und dem Kulturmedium, das
die proliferierenden und eingewanderten Zellelemente enthdlt. Am
Fragment des explantierten Gewebes, vorausgesetzt, daB es nicht
sehr klein sei, bemerkt man, dal es in seiner Gesamtheit nicht
fahig ist, einer Zellproliferation Platz zu geben. Der zentrale Teil
des explantierten Gewebes, welcher wegen seiner Dicke in leben-
dem Zustand nicht einer direkten mikroskopischen Untersuchung
unterzogen werden kann, geht regressiven und autolytischen
Prozessen entgegen. Nur die Randzone des Explantates gibt der
echten Gewebekultur Raum. Von ihr trennen sich die Zellelemente
los, welche in das Plasma wandern und sich vermehren, und in
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ihr finden mit intensivem Rhythmus die Zellenteilungen statt.
Diese Zone ist deshalb von Champy ,,fruchtbare Zone* genannt
worden. Nach Champy geht der zentrale Teil des Fragmentes
von den ersten Stunden der Explantation an autolytischen Vor-

Abb. 8. Kultur von Gewebe aus einem 10 Tage alten Hiihnerembryo. Links das ex-
plantierte Fragment, von dessen Rand (fruchtbare Zone) die Zellschicht ausgeht, die im
Koagulum nach rechts vorriickt [Invasionszone]. (Nach Bisceglie.)

gingen, sei es, dall der Tod der Elemente durch Ersticken, sei
es durch Nahrungsmangel, bedingt wird, entgegen. Wenn jedoch
die Degeneration der zentralen Zone eine Erscheinung ist, die
standig vorkommt, so ist es nicht zu glauben, dafl sie mit solcher
Schnelligkeit eintritt, wie Champy annimmt. Bisceglie hat tat-
sichlich an Schnitten von Leberexplantaten bemerken koénnen,
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daB sich die zentrale Zone des Fragmentes bis 4 Tage in gutem
iiberlebendem Zustand erhalten kann. Levi hat andererseits be-
weisen konnen, daf3 das Fehlen der Aktivitat von Seiten der Zellen
nicht besagt, dafl ihr Leben erloschen sei, weil Kulturen, die in
den ersten Tagen kein Zeichen von proliferativer Aktivitdt ge-
geben hatten, diese wieder aufnahmen, wenn sie in Ringerlosung
gewaschen, neuerdings geschnitten und wieder in frisches Plasma
gesetzt wurden. Gleichfalls konnten auch Bosio und Midana in
Herzkulturen beschrinkte und eng begrenzte degenerative Zonen
bemerken. Im allgemeinen ist zu beachten, daB man die Kultur
als miBlungen betrachten muBl, wenn die autolytischen Phéno-
mene ausgedehnt sind, und infolgedessen die Proliferation und
Wanderung der Zellen im Koagulum sehr diirftig ist.

Andererseits konnen autolytische Zonen ganz fehlen, wenn
das Fragment von sehr jungen Embryonen herstammt, oder wenn
es sehr klein ist. Wenn tatséichlich Fragmente 2—5 Tage alter
Hiihnerembryonen ausgepflanzt werden, die einen geringeren als
2—4 mm betragenden Durchmesser haben, ergibt sich, nach den
Beobachtungen von Levi, daB sich das Explantat zu einer sehr
diinnen Membran ausbreitet; das wire zum Teil eine Folge der
Retraktion des Koagulum, und zum Teil der von den Zellelemen-
ten gewonnenen Eigenschaft zu wandern zu verdanken, wobei sich
die einen von den anderen entfernen. Das geschieht gerade in
jenen Kulturen, in welchen alle oder fast alle Elemente des ex-
plantierten Gewebes selten oder nie regressiven Prozessen ent-
gegen gehen, weil sie atmen und sich erndhren kénnen. In diesem
Fall kann man das ganze Fragment als fruchtbar betrachten.

Es muB aber daran erinnert werden, daf3 es, um von einer
Gewebekultur sprechen zu kénnen, notwendig ist, dal im Kultur-
medium eine spirliche oder reichliche Vermehrung der Zellelemente
stattfinde. Von einigen Autoren hingegen sind als ,,Kulturen‘ in
vitro alle Explantate betrachtet worden, die Lebenserscheinungen
zeigten. In diesem Falle wurden, indem man vom explantierten
Gewebe Mikrotomschnitte herstellte, diejenigen Elemente in Be-
tracht gezogen, welche im Fragment selbst iiberlebend sind. Es
ist klar, daB es sich hier nicht um eine Kultur gehandelt hat,
sondern um ein Uberleben in vitro. In den Gewebekulturen, um
es zu wiederholen, muB es sich um Wachstum der Zellelemente
in vitro handeln.
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Wenn man jedoch die Kulturen weiterhin im Thermostat hilt,
breiten sich die autolytischen Prozesse nach und nach aus, so daB
die fruchtbare Zone immer schmaler wird, bis sie ginzlich ver-
schwindet, und die degenerativen Erscheinungen, die sich allméh-
lich auch auf die proliferierenden Zellen erstrecken, die Kultur
zum Tode fiihren.

Von der fruchtbaren Zone gehen die Elemente aus, welche die
eigentliche Kultur darstellen; sie treffen sich in der Zone des Kul-
turmediums, welche das explantierte Fragment umgibt, und der
Champy den Namen Invasionszone gegeben hat. Das Erscheinen
der Zellelemente lings der Umgebung des Explantates geht in
einem Zeitraum vor sich, welcher natiirlich wegen der verschiede-
nen Bedingungen schwankt, aber hauptséchlich von der Natur des
Explantates selber abhéingt. In Milzkulturen z. B. ist die Latenz-
zeit zwischen Explantation und Erscheinen von Elementen in
der Invasionszone sehr kurz, da die Zellwanderung schon eine
halbe Stunde nach der Explantation beginnt. Im allgemeinen ist
in den Kulturen das explantierte Fragment nach 24—36 Stunden
von einem breiten Zellhof umgeben. Selbstredend steht die Wachs-
tumsgeschwindigkeit der Zellelemente auch in direkter Beziehung
zu der Natur dieser letzteren selbst usw.; wihrend die Fibro-
blasten in 48 Stunden die Oberfldche des explantierten Fragmentes
durch Wanderung verdoppeln (Carrel und Ebeling), benétigen
die epithelialen Elemente der Iris dagegen 72 Stunden zur Ver-
doppelung der Wachstumsoberfliche (Fischer). Es kann vor-
kommen, dafl das Fragment nicht von einem gleichméBigen Zell-
hof umgeben ist, sondern die Proliferation auf eine bestimmte
Strecke der Umgebung beschrinkt ist. In diesem Falle hort die
Aktivitdt der Kultur nach 1—2 Tagen auf. In anderen Fillen
dagegen kann die Proliferationsaktivitdt auf der einen Seite des
Explantates ausgesprochener als auf der anderen sein, wie es bei
den Versuchen iiber die Wachstumspolaritat vorkommt. Die Akti-
vitdt der Kultur héngt von vielen, teils bekannten, teils unbe-
kannten Faktoren ab. Wie Burrows zeigte, hat das Volumen
des explantierten Fragmentes eine grofe Bedeutung. Und wenn
man das Explantat wirklich auf eine kleine Gruppe von Zell-
elementen herabsetzt, wird die Aktivitit der Kultur nie mehr
intensiv sein.

Die Frage der Beziehungen zwischen der Zahl von explantier-

Bisceglie u. Juhasz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 4
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ten Elementen und Wachstum ist in letzter Zeit von Fischer
und Policard studiert worden. Die unzweifelhafte Tatsache,
daB ein Explantat, wenn es aus einer begrenzten Zahl von Zellen
zusammengesetzt ist, nicht fihig ist, Proliferationen Platz zu
geben, ist von Fischerneuerdings in folgender Weise belegt worden :
wenn man in das Kulturmedium sterile Wattefiden gibt, auf
welchen die proliferierenden Zellen sich ansetzen, und wenn man
dann Teile dieser Faden mit wenigen Zellen in ein neues Medium
iibertrigt, sind die Zellen nicht mehr fihig, sich zu teilen. Nimmt
man andererseits aus dem Rand einer Kultur ein linsengroBes
Stiick heraus, so bemerkt man, daf eine Proliferation derjenigen
Zellelemente stattfindet, welche sich dem eingepflanzten Frag-
ment am néchsten befinden, wiahrend jene, welche getrennt sind,
nicht mehr wachsen (Fischer).

Fischer behauptet also, daB es zur Erreichung einer Proli-
feration notwendig ist, da eine Zellgruppe zu einem Syncytium
vereinigt sei, wobei jede Zelle ihre das homologe Wachstum for-
dernde Substanzen abgebe, die der Autor Desmonen nennt. In
ahnlicher Weise hat Policard an Nierenkulturen beobachten
kénnen, daB aus dem eingepflanzten Fragment herauswuchernde
Zellsprossen keine Proliferationsaktivitiat zeigen, wenn sie sich
von ihm lostrennen und im Plasma isoliert bleiben; sie sind nur
imstande, sich am Leben zu erhalten.

Daraus ergibt sich also, da§ eine Proliferation der epithelialen
Elemente und Fibroblasten in der Kultur nur erreicht werden
kann, wenn die Zellen in ausreichender Anzahl vorhanden sind,
da das Leben und die reproduktive Eigenschaft der einzelnen
Zelle von der Organisation abhingig ist, welche beim Vorhanden-
sein einer groferen Zahl zur Wirkung kommt.

Andererseits fehlt gleichfalls jede Kulturtétigkeit, wenn das ex-
plantierte Stiick zu umfangreich ist. Ebeling bewies, dafl man
zwei ungleiche Wachstumsflichen, die jedoch der Grofe des ein-
gepflanzten Fragmentes proportional sind, erhilt, wenn man
zwei Fragmente von verschiedener GroBe explantiert. Burrows
konnte feststellen, dal man in Milzexplantaten das Aktivitéts-
optimum der Kulturen mit Fragmenten von 1—1,5mm Durchmesser
erhalt. Aber es kann vorkommen, daf die zwei Wachstumsfldchen
ungleich sind, wenn auch Fragmente mit gleichem Durchmesser
ausgepflanzt werden. Das wird von verschiedenen Faktoren be-



Aussehen und allgemeines Verhalten der Kultur. 51

wirkt: erstens kann es sich darum handeln, da die Kultur-
medien der beiden Kulturen untereinander nicht vollkommen
gleich beschaffen sind ; zweitens kénnen mechanische Verletzungen
im Spiele sein, die dem Fragment im Moment der Explantation
zugefiigt wurden, und schlieflich kann es sich, wie Burrows
zeigte, um den EinfluB der verschiedenen Dicke des Koagu-
lums beider Kulturen handeln. Burrows behauptet, da man
die besten Bedingungen firr die Milzkulturen dann hat, wenn die
Dicke des Koagulums 0,2—0,3 mm betragt. Man kann jedoch
mit prazisen technischen Vorkehrungen Kulturen erhalten, von
denen eine die gleiche Aktivitit wie die andere hat. In genannten
Untersuchungen, die Carrel und Ebeling iiber ihren Fibro-
blastenstamm im Rockefeller-Institut mittels exakter Messungen
anstellten, ergab sich, dafl die Wachstumsflachen verschiedener
Fibroblastenkulturen ungefahr gleich waren, da es nur Unter-
schiede von 10 vH gab.

Die Téatigkeit der Kulturen ist dann weiterhin von verschiede-
nen vom Kulturmedium abhingenden Ursachen beeinfluft. Man
kann stérkste Kulturtdtigkeit erhalten, wenn man homogenes
Plasma verwendet, und besser noch autogenes. Aber man kann
auch in heterogenen Plasmen Proliferation bekommen und auch
in flisssigen anorganischen Medien, wie es hauptsichlich die ge-
nannten Versuche von M. und W. Lewis beweisen. Ja, wir
glauben sogar auf Gund morphologischer Untersuchungen be-
haupten zu dirfen, dal man die flussigen Mittel auf breiterer
Grundlage, als es bis jetzt geschah, benutzen soll, weil die Zellen,
indem sie sich im Medium zu einer einzigen Schicht auflsen
und sich an der Oberfliche des Deckglases anlegen, mit stér-
keren Vergroflerungen und leichter in lebendem Zustand beob-
achtet werden kénnen, ohne daB sie sich andererseits jemals der
Beobachtung entziehen, wie es bei Kulturen in festem Medium
der Fall ist, wo die Zellen, die zuerst auf der Oberfliche des Deck-
glases hinglitten, sich spéiter der Beobachtung entziehen, da
sie im Plasmatropfen untersinken.

Bei Gleichheit der Bedingungen ist die Aktivitat der Kultur,
wie Burrows nachwies, lebhafter, wenn das Plasma mit Ringer-
l6sung verdiinnt ist. Ebenfalls hat fir die Wachstumsschnellig-
keit der osmotische Druck eine Bedeutung (Burrows, Hogue);
das Wachstum in hypotonischen Losungen ist aktiver als in iso-

4*
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tonischen, wiahrend die hypertonischen Losungen die Zellwande-
rung bis zur génzlichen Einstellung hemmen (Hogue).

Es gibt noch viele andere Griinde, welche die Aktivitat der
Kulturen regeln: Alter des Tieres, dem man das Plasma fiir das
Kulturterrain entnimmt, molekulire Konzentration des Mediums,
Zusatz von Extrakten verschiedener Organe und erwachsener Ge-
webe, und iiberdies der Zusatz von Embryonalsaft. Aber diese
Einfliisse werden genauer in dem folgenden Abschnitt behandelt.
Jedenfalls muf man sich vor Augen halten, dafl man sehr vor-
sichtig vorgehen muBl, wenn man an Gewebekulturen vergleichende
Untersuchungen machen will, weil zwei Kulturen desselben Ge-
webes, die in scheinbar gleichen Bedingungen gehalten werden,
verschiedensten Wanderungen und Proliferationen Platz geben
konnen. Es ist notwendig, lange Versuchsreihen zu unternehmen
und mit einwandfreier Technik zu arbeiten.

b) Wanderung.

Die Zellen, die sich in der Invasionszone treffen, bestehen zum
Teil aus Zellen, welche einen integrierenden Teil des explantierten
Gewebes ausmachten, und welche, indem sie frei in das Kultur-
medium gewandert sind, zum Teil Elemente darstellen, die neu
gebildet wurden. Selbstredend sind die Beziehungen zwischen aus-
gewanderten Zellen und Proliferationselementen nicht konstant
zu nennen. -So kann es vorkommen, daf die Vermehrungsphi-
nomene in zweiter Linie gegeniiber denen der Wanderung stehen.
In der Milzkultur z. B. hat man in den ersten Stunden nach der
Explantation eine starke Wanderung von Zellelementen, und erst
dann treten Vermehrungserscheinungen auf. In Kulturen des Ner-
vensystems zeigen sich die Neuroblasten nicht zu einer Vermehrung
fahig, senden aber lange Faden aus, welche sich als echte Nerven-
fasern erweisen.

Wenn man diese Tatsache von einem allgemeinen Gesichts-
punkt aus betrachtet, so kann man sagen, dall das erste Aktivitats-
zeichen einer Kultur darin zu sehen ist, daBl langs des Randes des
Fragmentes zarte Faden erscheinen, welche anfangs sehr selten
sind, dann sich aber sehr rasch an Zahl vermehren. Dann dringen
diese nach und nach in das Koagulum vor, verdicken sich und
ziehen hinter sich den kernigen Teil des Zellkoérpers her. Wiahrend
diese Zellen in das Kulturmedium vordringen, erscheinen andere,
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die den Platz der ersteren einnehmen. Auf diese Weise findet sich
das Fragment nach 24—36 Stunden von einem Zellhof umgeben.
Im allgemeinen fithren die protoplasmatischen Bewegungen in
den ersten Stunden der Kultur langsam zur Zellverschiebung; ist
aber die Zelle in dem Medium angelangt, werden auch die Be-
wegungen lebhafter. Eine von den Gewebekulturen ins Licht ge-
riickte interessante Tatsache ist die, daB Zellelemente, welche im
erwachsenen Organismus ohne aktive Bewegung sind, in vitro die
Beweglichkeit erhalten. Nun mufl man sich fragen, ob die Gewebe-
zellen in vitro ex novo neue Eigenschaften bekommen, oder ob
in ihnen Eigenschaften wiedererscheinen, mit welchen sie in einer
anderen Periode ihres Lebens ausgestattet waren? Sehr wahr-
scheinlich ist die zweite Annahme die richtige, denn wir wissen, da3
die Gewebezellen in den sehr frithen Perioden der Entwicklung
wanderungsfihig sind ; sie senden Fortsitze aus, eine Eigenschaft,
welche mit der Differenzierung verschwindet. Und die von Levi
beobachtete Tatsache der Wanderung des Muskelelementes von
differenzierten Myofibrillen eines Hiihnerembryos mittels amo-
boider Bewegungen beweist, wie grof} die Fahigkeit der in vitro
geziichteten Zellen ist, améboide Fahigkeiten anzunehmen.
Notwendige Bedingung jedoch, um in der Kultur die Wan-
derungsfiahigkeit zu erhalten, ist die Festigkeit des Mediums.
Im Plasmamedium der Kultur stellt das Fibrinnetz tatséch-
lich das notwendige Geriist fiir die Zellwanderung dar. Man kann
in den Kulturen die Tatsache beobachten, daB vom Rand des
Fragmentes in das Plasma ein diinner Faden hineinwéichst und
den kernigen Teil der Zelle hinter sich her zieht, indem er An-
griffspunkte auf einer Fibrinfaser sucht. AuBerdem ist die Rich-
tung der Zellsprossen von der Anordnung der Fibrinfiden im Koa-
gulum bestimmt. Wenn das Koagulum dick ist, verteilen sich
natiirlich die in das Koagulum wandernden Zellen in mehrere
Schichten und erschweren die Lebendbeobachtung sehr oder
machen sie unmoglich; wenn hingegen der Plasmatropfen sehr
diinn ist, werden die Zellen, die dann nur eine einzige Schicht
bilden, der direkten Beobachtung leicht zuginglich sein. Also
wird das Fibrin, da es eine groBe Anziehungskraft auf die Zell-
elemente ausiibt, die Wanderung derselben bestimmen. Dieser Er-
scheinung ist der Name Stereotypismus gegeben worden. Diese
Neigung der Zellen, an festen Kérpern zu haften, wird gut ge-
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zeigt von Harrison in den Versuchen im hidngenden Tropfen,
welcher mit einer groBartigen Technik an einem Gitter von
Spinnenetzfiden befestigt war, auf welchem eben die Zellele-
mente die ausgesprochene Neigung zu haften hatten. Anderer-
seits hat Veratti beobachten konnen, daB im Kulturmaterial
die Winde irgendeiner H6hlung oder einer zufélligen Spalte sich
sofort mit Zellelementen bekleiden. Diese Tendenz der Zellen,
sofort Réume auszukleiden, ist nun mit der Erscheinung von Ver-
narbung der Wunden in Beziehung zu bringen, und nach Veratti
auch jene Prozesse, welche trachten, nekrotische Herde mittels
einer Barriere neugebildeten Bindegewebes einzugrenzen. Die
stereotrope Funktion des Mediums hat also eine grofle Bedeutung,
wenn man auch nicht ihr allein das Phdnomen der Zellwanderung
zuschreiben kann. In den flissigen Medien wire der Halt fir
die Zellen durch die Oberfliche des Deckglases dargestellt. In
diesem Falle wandern die Zellen in das Medium, indem sie an
der Oberfliche des Deckglases entlang gleiten und eine sehr diinne
Schicht von Zellelementen bilden. Wenn sich das Zellplasma
verfliissigt, und das kommt hauptséchlich in den Tumorkulturen
und den Kulturen menschlichen Gewebes zustande, dann ver-
andern die in der Flissigkeit hangenden Zellen ihre Form, da diese
letztere in enger Beziehung zu den physischen Bedingungen
des Mediums steht, und ihre Bewegungen héren bald auf. Nur
wenn sie irgendeine Fibrinfaser oder einen Seiden- oder Spinn-
gewebefaden finden, beginnen sie wieder zu wandern. Die Tat-
sache, dafl es A. Fischer gelungen ist, einen Zellstamm des Rous-
Sarkoms, welcher die ausgesprochene Eigenschaft, das Plasma zu
verfliissigen, besitzt, mittels fortlaufender Transplantationen
mehrere Jahre hindurch am Leben zu erhalten, ist der speziellen
Technik dieses Forschers zu verdanken. Dieser Autor bringt in die
Kultur in kleinster Entfernung vom sarkomattsen Fragment ein
Stiickchen toten Muskels ein, der lingere Zeit im Eisschrank auf-
bewahrt worden war. Das Sarkomstiickchen proliferiert und iiber-
fallt mit seinen Zellen den Muskel, welchem es seinerseits gelingt,
die Zellen lange Zeit am Leben zu erhalten, indem er die nétige
Nahrung firr die Sarkomelemente abgibt. In diesem Falle iiber-
nimmt der Muskel auBer der Lieferung der nétigen Nahrung auch
eine stereotype Funktion, indem er, die Zellen vor der Ver-
flissigung des Plasmas schiitzend, ihnen die Wanderung erlaubt.
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Die Festigkeit des Kulturmediums aber geniigt fiir sich allein
nicht, die Erscheinung der Zellwanderung zu erkliren. Ein anderer
Faktor, den man in Betracht ziehen muf}, ist der Sauerstoffver-
brauch. O-Verbrauch ist natiirlich reichlicher in der Invasionszone,
und wegen ihres diinnen Durchmessers wird sie zweifellos die Zell-
wanderung erleichtern. Dall der O-Verbrauch eine bedeutende
Rolle in der Aktivitédt der Kultur spielt, ist unter anderem durch
die Untersuchungen Bartas bewiesen, der in Kulturen von
Lymphknoten bemerken konnte, da8 jede mitotische Aktivitat
der Kultur aufhért und Verédnderungen der ausgewanderten Zellen
in der Invasionszone hervorgerufen werden, wenn die Dicke des
Koagulums 0,7 mm iiberschreitet und sich daher ein Zustand der
relativen Anérobiose bildet.

Burrows glaubt, dal die Wanderung und die Form der Zellen
Produkte der Oberflichenspannung seien. FEr ist der Meinung,
daB das Zellelement eine Substanz ,,Archusia‘‘ produziere, welche
sich im Inneren der Zelle anhduft. Diese Archusia ist in schwacher
Konzentration unwirksam, in stiarkerer Konzentration reizt sie die
Zellen zur Nahrungsaufnahme. Sie bedingt weiter das Vorhanden-
sein einer anderen Substanz, ,,Ergusia‘“, welche zur Zellwande-
rung selbst fithrt, indem sie die Oberflichenspannung herabsetzt.

Man hat weiterhin daran gedacht, daBl die Zellwanderungen
von Erscheinungen des negativen Cytotropismus verursacht seien,
der wiederum von Substanzen abhénge, die sich in der Masse des
ausgepflanzten Gewebes bildeten, wie die Kohlensidure. Aber fiir
diese Behauptung ist kein Beweis erbracht worden.

Fauré-Fremiet und Wallich haben, als sie Unter-
suchungen iber die Translation in Kulturen von Amdbocyten-
haufen der Arenicola anstellten, bemerkt, daB die isolierten
Amgbocyten nur ungeregelte Bewegungen zeigen, deren Schnellig-
keit nicht 10 x pro Minute iiberschreitet, wiahrend sie, wenn
sie von einem Komplex auswandern, einer radialen Orien-
tierung folgen, deren Schnelligkeit 10mal groBer ist. Dieses Phé-
nomen wire nach den Autoren einer physischen Erscheinung zu
verdanken, die aus einer zentrifugalen Anziehung besteht, der die
Zellen passiv unterworfen sind. Was aber diese zentrifugale An-
ziehung betrifft, beschréinken sich die Autoren auf die Annahme,
daf} sie auf eine Zwischensubstanz, die iiber das Explantat ver-
breitet ist, zuriickzufiihren sei. Diese Substanz soll die Zellen
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passiv anziehen, indem sie sich an der Oberfliche des Wassers in
molekuldrer Quaste ausbreitet.

Aber bei der Bestimmung der Erscheinung der Zellwanderung
mull man noch einen anderen Faktor in Betracht ziehen, der sei-
nerseits eng an den Prozell der Zellvermehrung gebunden ist, und
der den Wundreiz darstellt. Von der Schnittfliche der. Zellen,
welche wihrend der Explantation verletzt wurden, isolieren sich
mit aller Wahrscheinlichkeit jene Substanzen, welche Haber-
landt bei den pflanzlichen Geweben ins Licht geriickt und denen er
den Namen ,,Wundhormone‘‘ gegeben hat. Durch diese Substanzen,
die sich in Freiheit setzen und im Kulturmedium verbreiten,
werden die Zellelemente zur Wanderung und Proliferation gereizt.

Die Wanderungsmodalitét der Zellelemente in der Invasions-
zone ist nicht fiir alle Elemente gleich ; es bestehen ausgesprochene
Unterschiede in den Bewegungen im Vergleich von epithelialen
mit bindegewebigen Kulturen.

In den epithelialen Kulturen mufl die Wanderung der Zell-
elemente von der amdboiden Bewegung unterschieden werden.
Die Wanderung des Epithels geschieht nach Oppel durch aktive
Bewegung des Epithels, wobei die einzelnen Zellen im ganzen Be-
wegungen vollfithren sollen, weshalb sie rund oder oval wiirden;
sie sollen sich an der Oberfliche ausbreiten, bis sie sich in engem
Kontakt mit den Nachbarzellen befinden. Die Erscheinungen der
aktiven Epithelwanderung wurden von Champy und Matsu-
moto im Cornealepithel, von Ishikawa und Shimomur a in
Kulturen von Blasenepithel, von Gallenblasen- und Zungenepithel
beobachtet. Es wurde auch beobachtet, daBl, wenigstens bei be-
stimmten Epithelien, die Ausdehnung der epithelialen Membran
durch améboide Bewegungen der Randzellen der Membran selber
geschehe (Luna, Levi). In diesem Falle kime nach vorgenann-
ten Autoren die Ausdehnungsbewegung der Epithelmembran vor-
zugsweise, wenn' nicht ausschlieBlich, durch die amoboide Akti-
vitdt der Randzellen zustande, welche die riickwirtsstehenden
nachzdgen; in diesen letzteren wire die Eigenaktivitdt sehr be-
schrinkt, wenn nicht gar aufgehoben.

Die Zellelemente, welche die Epithelmembran bilden, verlieren
wihrend ihrer Vorwirtsbewegungen nicht ihre Beziehungen. Nur
bilden sich gegen den Randteil des Epithelplittchens, welches
sich im Koagulum immer mehr verdiinnt, Liicken und Risse
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zwischen den einzelnen Zellelementen, welche jedoch nicht den
epithelialen Anblick des Zellpliattchens verindern. Vom Rande
der Epithelmembran jedoch konnen sich Zellelemente befreien,
welche sich im Plasma isolieren.

In den Mesenchymkulturen sind die Vorwértsbewegungen den
einzelnen Zellelementen anvertraut. In diesen Zellen ist die Be-
wegungsaktivitit den lebhaften amdboiden Bewegungen zu ver-
danken. Die ausgesandten langen Fortsitze, welche sich an Fila-
mente oder an benachbarte Zellelemente anheften, erlauben den
Zellen, sich zu bewegen.

¢) Wachstumstypen der Kulturen. Gemischte und
Reinkulturen.

Es ist nicht méglich, eine exakte Beschreibung der verschie-
denen Wachstumstypen aller Kulturen zu geben, da sie der Natur
des explantierten Gewebes gemif sich dndern. Die Beschreibung
des Verhaltens der verschiedenen Gewebe und ihre Wachstums-
form ist in dem entsprechenden Kapitel gegeben. Hier sollen nur
charakteristische Kennzeichen der Invasionszone der Kulturen
behandelt werden.

An der Invasionszone der Explantate von Bindegewebe war
um das Explantat herum ein echtes, aus spindel- oder sternférmi-
gen, durch Verlingerung miteinander verbundenen Zellen gebilde-
tes Reticulumgewebe zu sehen. Dieses Netzgewebe, das allgemein
an der Basalgegend der Invasionszone dichter ist, verbreitert sich
immer mehr gegen die Randteile des Hofes. Hier koénnen sich die
Zellen isolieren und in das Kulturmedium hineinwandern. Wenn
die Kulturen keinem Reinigungsverfahren unterworfen werden,
begegnet man zwischen den mesenchymalen Zellen Elementen ver-
schiedener Natur; es finden sich epitheliale, bindegewebige, mus-
kuldre und andere Elemente, der Natur des explantierten Frag-
mentes entsprechend. Jedoch haben allgemein die bindegewebigen
Elemente eine héhere Proliferationsaktivitit, die sich vermehren
und die epithelialen oder myoblastischen Elemente iiberwuchern;
nach mehreren Passagen ist die Kultur rein. Es fehlen aber
nicht Beobachtungen (Uhlenhuth), nach welchen das Epi-
thel z. B. die Proliferation des Bindegewebes hemmt. Ein an-
deres Mal bildet das proliferierende Bindegewebe ein Substrat, an
dem Elemente anderer Natur, muskulédre oder epitheliale, sich an-
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héngen und verbreiten kénnen. In den Kulturen des Epithels kann
die Invasionszone von einer epithelialen Membran besetzt sein,
deren Zellen eng aneinander gedrangt sind, oder es sind Zellstréange
oder Sprossen, die sich in das Plasma dréingen; man kann oft
Zellen oder Zellgruppen, die in das Plasma gewandert sind, iso-
lieren. Die epithelialen Zellen kénnen tubulire oder glandulére
Formationen erzeugen, iiber deren Natur aber die Meinungen noch
auseinander gehen. Im allgemeinen ist in den epithelialen Kulturen
der Ursprung des Epithels selber schwerlich zu unterscheiden. Wenn
die epithelialen Zellen spezifische Charaktere zeigen und iiber-
haupt nicht zu verwechseln sind, wird die Diagnose der Zellart
méglich sein. Das wird hauptséchlich bei den pigmentierten Epi-
thelien, z. B. der Retina und der Iris (Luna, Smith, Fischer)
usw., der Fall sein. Die Vitalitit des Epithels in der Kultur ist
viel weniger ausgesprochen, als die des Bindegewebes, und darin
spricht sich die mindere Wachstumsgeschwindigkeit des Epithels
selber aus.

Bei den Explantaten von Muskelfragmenten (Herz, gestreifte
Skelettmuskeln, glatter Muskel) ist die Invasionszone von Myo-
blasten verschiedener Form besetzt, wie das hauptséchlich durch
die Arbeiten von Levi und seinen Mitarbeitern bewiesen wurde;
die Myofibrillen waren sicher erkennbar. In den Gewebekul-
turen zeigen die Formelemente des Blutes, Makrophagen,
Lymphocyten und polynukleire Leukocyten, nie dieses Charakte-
ristikum, wahrend alle fixen Elemente eine Gewebestruktur an-
zunehmen suchen.

In den Kulturen entsteht fast stdndig eine Proliferation
von Zellelementen verschiedener Natur, die aus verschiedernien
Teilen des explantierten Fragmentes entspringen (Stroma und
spezifische Elemente des Gewebes); andererseits wird es mit
technischen Manipulationen méglich, Kulturen aus Elementen
gleicher Natur, d. i. Reinkulturen, zu bekommen. Das ist ver-
standlicherweise ein groBer Fortschritt fiir die Studien physio-
logischer Fragen innerhalb der Gewebeziichtungen in vitro. Die
ersten Reinkulturen von Fibroblasten wurden von Carrel aus em-
bryonalen Hiihnerexplantaten gewonnen. Im folgenden haben
Carrel, Ebeling, Carrel und Ebeling, Fischer auch Rein-
kulturen vom Epithel (Iris, Schilddriise usw.), vom Knorpel, von
Formelementen des Blutes usw. erhalten. Die Reinkulturen haben
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sicherlich eine sehr gro3e Bedeutung, da auf diese Weise eine gewisse
Eigenschaft einer bestimmten Zellart genau vom biologischen und
morphologischen Standpunkt aus studiert werden kann; das ist
schon deshalb interessant, weil wir iiber die gegenseitigen funk-
tionellen Beziehungen verschiedener Zellelemente nur wenig wis-
sen, ja sie sind meistens ganz unbekannt. Schon wenn wir nur jene
Versuche in Betracht ziehen, welche nachzuweisen suchen, wie die
Existenz eines Gewebes von verschiedener Natur die Differenzie-
rungsphéanomene erhalten und hervorrufen kann, werden wir eine
leise Ahnung davon bekommen, wie wichtig Reinkulturen fiir
die Biologie sind. Wenn wir dann weiterhin die sehr schonen
Versuche Carrels betrachten, in welchen gezeigt werden konnte,
an welche Zellelemente die neoplastische Bosartigkeit der Roussar-
komgewebe gebunden ist, oder die Versuche von Carrel und
Ebeling, und von Fischer, in welchen die Umwandlung eines
Zellelementes in ein anderes (Makrophagen in Fibroblasten und
umgekehrt) nachgewiesen wurde, so wird der Wert einer Rein-
kultur klar.

Wenn man mehrere Kulturen desselben Gewebes anlegt, und
wenn diese lingere Zeit durch mehrere Passagen am Leben er-
halten bleiben, sind die Elemente, welche an der Invasionszone er-
scheinen und einmal schon ihre Entdifferenzierung erfahren haben,
in ihren morphologischen Charakteren unverénderlich; nur soll
das verwendete Nahrmedium sowohl in physikalischem, als
auch in chemischem Sinne streng konstant bleiben. Das wurde
hauptséchlich von Carrel an seinem Fibroblastenstamm studiert
und nachher von mehreren Autoren bestétigt. -Jedoch konnen
sich die Charaktere der Zellelemente der Invasionszone weit-
gehend dndern durch physikalische Agenten oder durch Zusatz von
verschiedenen chemischen Substanzen zu dem Kulturmedium. Die
Wirkung verschiedener abnormer chemischer und physikalischer
Agenten (Temperatur, Rontgenstrahlen, pg-Unterschiede, ver-
schiedene chemische Substanzen usw.) sollen im entsprechenden
Kapitel besprochen werden; wir wollen hier nur kurz die Ein-
fliisse der physikalischen Eigenschaften des Kulturmediums auf das
Explantat und auf die Proliferationselemente erwahnen. Wenn das
Fibrin ausreichend ist, bekommen die Zellen spindelige Form, ist es
dagegen im Medium spérlich vorhanden, so werden die Zellelemente
im allgemeinen unregelmédBig. Uhlenhuth hat sehr interessante
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Versuche iiber den EinfluBl des Mediums auf die Zellform durch-
gefithrt und fand in den Kulturen der Froschhaut, dal die Zellen
hier unter Einflu8 der Dichtigkeit des Mediums sich &ndern. In
einem Medium wurden die Zellen polyedrisch, sie blieben mitein-
ander verbunden und bildeten eine Membran ; in halbfliissigen Me-
dien waren die Zellen spindelformig, dagegen in ganz fliissigen
rund. Olivo fiihrte seine Versuche an 17 Monate alten Myo-
blasten durch und konnte nachweisen, daf3 die Konzentration des
Embryonalgewebebreies im Medium, oder die Extrakte von alte-
ren Embryonen ausgesprochene morphologische Verdnderungen
bedingen. Er wies nach, daB in der lebenden Zelle das Cytoplasma
matt wird; es erscheinen darin fadenférmige Chondriosomen, die
dann kornig werden, nehmen an Zahl ab, und endlich verschwin-
den sie ganz, dagegen erscheinen mehrere grole Vakuolen. Diese
Verdnderungen fithren nicht zum Tode der Zelle, und auch durch
mehrere Passagen kann dieser Extrakt die Vitalitdt der Kultur
unbeeinfluBlt erhalten. Diese Verdnderungen konnen sich sonst
zuriickbilden, da es geniigt, die Kultur in verdiinnten Extrakt zu
iberpflanzen; auch wenn sie einfach nur gewaschen wird, bekom-
men die Zellelemente ihr typisches Aussehen.

Es scheint also, daB die Zellelemente in der Kultur leicht ihre
Form &ndern usw., nicht durch Wirkung abnormer Reize, son-
dern einfach durch geringe physikalische und chemische Verande-
rungen des Inhaltes im Kulturmedium. Es ist wichtig, sich diese
Tatsachen vor Augen zu halten, da in der Bewertung der Kultur-
phénomene solche Faktoren in Betracht gezogen werden miissen,
und wihrend sie scheinbar nur wenig wichtig sind, haben sie tat-
sachlich doch eine hervorragende Bedeutung.

d) Das Problem der Entdifferenzierung.

Wie schon frither erwidhnt wurde, gelingt es in der Invasions-
zone eines explantierten Gewebefragmentes von driisigen Organen
oder Muskelgewebe scheinbar nicht, die Architektur des Frag-
mentes, wenn auch nur unvollstdndig, zu rekonstruieren.

Von der komplizierten und feinen architektonischen Struktur
eines Organs finden wir in der Kultur keine Spur. Die Blattchen
oder Kanélchen eines driisigen Organs, die muskuldren Biindel
eines Muskelgewebes, oder die architektonische Struktur eines
Nervenfragmentes wird in der Kultur nicht rekonstruiert. Es
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wurden dagegen an der Invasionszone der Kultur Anlagen zu Bil-
dungen von Blutgefden oder tubuliren Formationen beobachtet,
die aber nicht nur ziemlich selten vorkommen, sondern es wurden
nie typische Strukturen, wie sie im Organismus gefunden werden,
neugebildet oder rekonstruiert. Es ist kein Zweifel, daB in der
Kultur die proliferierenden Zellelemente die Architektur des Or-
gans, aus welchem sie abstammen, nicht rekonstruieren konnen.
Es wurde jedoch bezweifelt, dal die Proliferationselemente, als
einzelne Zellindividuen, in der Kultur ihre spezifischen Eigen-
schaften nicht bewahren und dafl sie nicht Entdifferenzierungs-
prozessen entgegengehen, durch welche ihre besonderen Charaktere
verloren gehen sollen.

Die von Champy aufgestellte Hypothese der Entdifferenzie-
rung wurde von vielen Forschern einerseits abgewiesen, anderer-
seits bestiitigt, und erst heute kann man sagen, daB eine Uber-
einstimmung mehr oder weniger zustande gekommen ist.

Champy hat die Behauptung aufgestellt, dal alle Zellen der
verschiedenen Organe in der Kultur innerhalb einer beschriankten
Zeit zu einem gemeinsamen priméren Typ zuriickkehren. Aus den
verschiedenen Organen, die man in die Kultur setzt (Niere, Schild-
driise, Herz, Pankreas usw.), entwickeln sich nicht spezifische
Zellelemente der Niere, der Schilddriise, des Herzens usw., sondern
es kommt eine progressive Umwandlung der Zellen dadurch zu-
stande, daB sie sich in einen indifferenten Zustand zuriickent-
wickeln. Dieses Entdifferenzierungsphénomen soll nach Champy
in jedem Falle progressiv vor sich gehen. Ein Nierenkanilchen
z. B. bekommt entdifferenziert die Charaktere eines indifferenten
Epithelkanilchens und nach Fortschreiten des Entdifferenzie-
rungsprozesses kann es auch den epithelialen Charakter verlieren
und ein Aussehen bekommen, das nicht von dem der Fibroblasten
zu unterscheiden ist. Es gibt nach Champy im Entdifferenzie-
rungsprozef eine GradméaBigkeit; z. B. entdifferenzieren sich die
verschiedenen Segmente vom Wolffschen Mesenchym bald zu
einem gemeinsamen Zelltyp, wihrend die den Bellinischen Ka-
néilchen angehdrenden Zellen nur sehr spiat mit den Zellen der Se-
kretionskanélchen verwechselbar werden. Im Entdifferenzierungs-
prozef3 legt die Gewebezelle den Weg der ontogenetischen Entwick-
lung in umgekehrtem Sinne zuriick. In ausgewachsenen Geweben
geschieht der Entdifferenzierungsprozefl in Etappen; die Gewebe
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verlieren zuerst die entwickelten Charaktere, dann werden sie zum
priméren epithelialen oder bindegewebigen Charakter zuriick-
gefiihrt.

Nach Champy sollte also in den Zellen in vitro ein Uber-
gewicht des Protoplasmas iiber das Paraplasma (Sekretkornchen,
Myofibrillen usw.) bestehen; auch das Paraplasma wiirde sich
desto schneller auflésen, je weniger die Zelle differenziert ist. In
diesem Prozefl wird letzten Endes das Bindegewebe vom Epithel
nicht mehr unterscheidbar.

Gleichzeitig mit der morphologischen Entdifferenzierung findet
nach Champy auch eine funktionelle Entdifferenzierung statt.
Champy ging von den Versuchen von Gley und Camus aus, die
in der Prostata die Existenz eines charakteristischen Ferments, wel-
ches in kleiner Quantitdt die Flissigkeit der Samenblase koagu-
liert, nachwiesen ; er wollte sehen, ob dieses Ferment auch von der
in vitro geziichteten Prostata erzeugt wird. Nach Champy ver-
liert die Prostata nach 3—4stiindiger Ziichtung vollkommen die
Fihigkeit, ein solches Ferment zu erzeugen, wihrend die im Eis-
schrank aufbewahrten Fragmente auch nach lingerer Zeit dieses
Ferment enthalten. Parallel mit dem Verlust der spezifischen
Funktion verliert das Epithel der Prostatakanilchen auch mor-
phologisch die feinen Sekretionskérnchen und wird den ge-
wohnlichen Epithelien dhnlich. Es scheint also nach Champy,
dafB zwischen Differentiationsverlust und Verschwinden der cha-
rakteristischen Sekretion eine enge Beziehung vorhanden sei.
Neben dem Entdifferenzierungsprozel wird man ein anderes eben-
so wichtiges Phénomen beobachten: die. Vermehrung der Zell-
elemente, deren Intensitit dhnlich oder noch gréBer ist, als die
des Embryos in der ersten Periode der Ontogenese. Die Mitosen,
welche in der Kultur erscheinen, sind im allgemeinen normal, je-
doch hat Champy in den Nierenzellen doppelte, dreifache oder auch
vierfache Mitosen beobachtet, was nach ihm die Polyvalenz der
Driisenzellen beweist. Die Tatsache, da die Zellen in der Kultur
ihre Vermehrungsaktivitit zuriickgewinnen, zeigt, da§ diese Ver-
mehrungsaktivitdt latent in den Normalzellen vorhanden ist. Sie
wird im Erwachsenenorganismus durch hemmende Faktoren be-
zwungen, und da in der Kultur diese Faktoren fehlen, wird die
Proliferationsaktivitit der Gewebe automatisch zuriickgewonnen.
Bei Anwesenheit der hemmenden Faktoren kann man keine Kultur



Das Problem der Entdifferenzierung. 63

erhalten; die Hemmung bringt eine mehr oder weniger ausge-
sprochene Differenzierung mit sich. Es ist also, mit anderen Wor-
ten, zwischen Mitose und Differenzierung ein Antagonismus, da-
gegen zwischen Mitose und Entdifferenzierung ein Parallelismus,
wobei der Grad der letzteren von der Frequenz der ersteren ab-
héngt oder auch umgekehrt.

Ist jedoch die Entdifferenzierung, die nach Champy ein kon-
stantes Phinomen sein sollte, wirklich in allen Kulturen zu be-
obachten?

Heute, wo schon so viele Versuche von den verschiedensten
Autoren durchgefiihrt worden sind, koénnen wir mit Sicherheit
behaupten, daf es nicht der Fall ist. Sehr oft wird man in Kul-
turen die Beobachtung machen, daf3 die Zellelemente der Proli-
ferationszone ihr spezifisches Aussehen verloren haben, so dafl
sie leicht mit den Fibroblasten verwechselt werden konnen, je-
doch kann die Entdifferenzierung ebenso fehlen, oder es tritt so-
gar an ihre Stelle ein Differenzierungsprozef3.

Schon Champy selbst hat behauptet, daBl die Entdifferenzie-
rung der epithelialen Zellen dadurch vermieden werden kann, dafl
diese Zellen bei Anwesenheit bindegewebiger Elemente geziichtet
werden. Auf diese Weise wiirde nach Champy an die Stelle eines
harmonischen Phinomens ein anarchisches Phinomen treten, und
in dem Moment, wo die in umgekehrtem Sinne differenzierten Ge-
webe miteinander in Beriihrung kommen, entsteht sozusagen ein
Elementarorganismus. Die Entdifferenzierung soll nach Champy
in der Kultur durch Aufhebung der hemmenden Wirkung des an-
deren Gewebes und des ganzen Organismus im allgemeinen be-
dingt sein.

Die Anwesenheit eines antagonistischen Gewebes (Bindege-
webe) kann nicht nur die Entdifferenzierungsphdnomene unter-
driicken, sondern ist fihig, wie das durch die Versuche von Drew
gezeigt worden ist, auch Differenzierungsprozesse hervorzurufen.
Wenn man einer epithelialen Reinkultur in entsprechender Quanti-
tat Bindegewebe zusetzt, wird von diesem letzteren das Epithel zum
normalbiologischen Typ zuriickgefiihrt. Auf diese Weise konnte
das Nierenepithel Nierenkanédlchen bilden, die Elemente einer
Hautkultur sich verhornen. Drew hat, wie auch schon Champy,
beobachtet, daf zwischen der Quantitit der verschiedenen Ele-
mente und dem Differenzierungsprozel eine gegenseitige Beziehung
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vorhanden ist; wird das Bindegewebe in grofler Quantitit der
Kultur zugesetzt, zerstort es das Epithel; wenn es dagegen nur
sparlich vorhanden ist, wirkt das letztere zerstérend.

Wenn man aber vom Einflul eines Gewebes auf eine andere
Gewebsart im Sinne der Differenzierung absieht, wurden noch
viele andere Beobachtungen gemacht, die das Fehlen einer Ent-
differenzierung in der Kultur bezeugen. Es sollen vor allem die
Reinkulturen erwihnt werden. Fischer hat in einer Reinkultur
von Irisepithel klar bewiesen, dafl die Zellen des Irisepithels eine
groBere Menge von Pigment bilden, ihr .getéfeltes Aussehen
bewahren und keine Entdifferenzierung erfahren.

In Reinkulturen der Schilddriise hat Ebeling die gleiche Be-
obachtung gemacht: diese Zellen bewahrten die spezifischen Cha-
raktere des Schilddriisenepithels viele Monate lang. Die Zellen
krochen in diesen Kulturen an die Oberfliche des Koagulums und
bildeten eine epitheliale Membran aus mosaikartigen Zellelemen-
ten. In diesen Zellen war nicht nur kein morphologischer Ent-
differenzierungsproze3 wahrzunehmen, sondern es blieb auch ihre
spezifische funktionelle Aktivitat unverdndert, da in der Kultur-
fliissigkeit das spezifische Schilddriisenhormon aufgefunden wurde.
Diese Beobachtungen widersprechen den Ergebnissen Champys
iiber die funktionelle Entdifferenzierung der Prostata.

Es scheint aber, daB ein Zelltyp, der selbst lingere Zeit in
vitro geziichtet wird, seine spezifischen Eigenschaften nicht ver-
lieren kann. Fischer hat tatsichlich zeigen konnen, dafl Fibro-
blasten und Epithelzellen alterer Zellstamme ihre spezifischen
Eigenschaften bewahren, wenn man sie nebeneinander ziichtet.
In diesen Kulturen fangen beide Zelltypen, die frither getrennt
lebten, an, sich untereinander zu vermischen, und es scheint, da8
das Bindegewebe das Epithel zum Verschwinden bringt. Wenn
man dagegen Schnitte mit dem Mikrotom verfertigt und sie nach
van Gieson farbt, sieht man, dal die Farbe das Bindegewebe
vom Epithel scharf unterscheiden 148t; das erstere ist rosa, das
letztere griinlich-gelb gefirbt. In diesem Falle gelingt es, die vor-
getduschte Entdifferenzierung zu enthiillen und zu zeigen, daf} die
intimste Natur des Gewebes auch in der Farbbarkeit persistiert.

Diese an Reinkulturen durchgefithrten Versuche, deren Wich-
tigkeit unbestreitbar ist, wurden durch Beobachtungen anderer Au-
toren (Carrel, Congdon, Lambert, Levi, Smirnoff usw.) er-
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ginzt, die gezeigt haben, daBl die Zellen verschiedener Gewebe
ihre spezifischen Charaktere in der Kultur bewahren konnen.

Doch auBler der Persistenz der spezifischen Eigenschaften wird
in der Kultur ein echter Differenzierungsprozef (Maximow,
Chlopin, Leviusw.) beobachtet. Die Arbeiten von Maximow
haben gezeigt, dafl es moglich ist, in der Kultur von Lymphknoten
durch Zusatz von Knochenmarkextrakt echte Differenzierungs-
phénomene hervorzurufen, durch welche aus indifferenten Lym-
phoidzellen Granulocyten entstehen kénnen. Shipley hat em-
bryonale Hithnerherzfragmente, bevor noch dieses Organ pulsierte,
explantiert und sah in der Kultur rhythmische Kontraktionen
erscheinen: das zeigt, dal das Herz in der Kultur sich weiter-
entwickelte. Zuletzt ist auch das Auswachsen der Nervenfasern
aus den Neuroblasten oder ihr Lingenwachstum als echter Diffe-
renzierungsprozell aufzufassen, der eigentlich das gleiche ist, wie
das, was sich im Embryo abspielt.

Wenn man jetzt aus diesen Erfahrungen den SchluB ziehen
wollte, miiBte man vor allem feststellen, daB das Phinomen
der Entdifferenzierung keine konstante Erscheinung und nie
hohen Grades ist. Und wenn wir auch in Kulturen Form-
und Strukturverianderungen der Zellelemente beobachten kénnen,
mufl man in Betracht ziehen, da diese Erscheinungen groflenteils
durch die Eigenschaften des Mediums bedingt sind, wie das auch
durch die Versuche von Uhlenhuth gezeigt worden ist. Die
Dicke der Plasmaschicht, ihre Dichte und viele andere Faktoren
wirken bei der Bestimmung von Form und Aussehen der Zelle mit.
Die Persistenz der spezifischen Charaktere ist eine Tatsache, die
allgemein anerkannt werden muf}. Da andererseits in der Kultur
Entdifferenzierungsprozesse beobachtet werden, mufl man vor
allem auf die Zusammensetzung des Kulturmediums Wert legen.
Die Beobachtungen von Drew iiber die Wichtigkeit des antagoni-
stischen Gewebes beim Hervorrufen von Differenzierungsprozessen
miiflte man in dem Sinne ergénzen, dafl auch die Gewebeextrakte
und Séfte Differenzierungen bewirken oder hervorrufen konnen.
Deshalb sind die Arbeiten von Maximow von Wichtigkeit, in
welchen Differenzierungsprozesse nur in Kulturen hervorgerufen
werden konnen, welchen Knochenmarkextrakt zugesetzt wurde.
Andererseits haben die Versuche Bartas gezeigt, wie verschie-
denartig sich die Kultur in homologem und heterologem Plasma

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 5
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mit oder ohne Zusatz von Embryonalgewebeextrakten verhilt,
und man kann ihm recht geben, wenn er behauptet, daB das
Verhalten der Zellen in der Kultur von zwei Faktorenordnungen
abhiangt: von der Natur des explantierten Gewebes und von der
Zusammensetzung des Mediums.

e) Regressive Prozesse und Tod der Kultur.

Die sich selbst iiberlassene Kultur ist unvermeidlich zum Tod
verurteilt. Der Tod kann zu verschiedener Zeit und aus verschie-
denen Ursachen eintreten; so kann er 36 Stunden nach der Ex-
plantation oder auch nach 4—5 Tagen stattfinden. Man kann mit
verschiedenen Mitteln das Ende der Kultur verhiiten: nach der
Methode von Carrel wischt man die Kultur und fiigt frisches
Plasma hinzu; so ist es mdglich, in ihr die Wanderung und die
Zellproliferation wieder hervorzurufen. Gleichfalls kann man nach
der Methode Burrows das Leben der Kultur verlingern, wenn
man sie fortlaufenden Waschungen mit Blutserum oder anderen
Fliissigkeiten unterzieht. Aber der Zusatz von Embryonalsaft ga-
rantiert das immerwéhrende Leben der Kultur.

Wenn man die Entwicklung einer sich selbst iiberlassenen und
keiner Behandlung unterzogenen Kultur betrachtet, so kann man
sofort bemerken, wie schwer mit Sicherheit der Moment zu be-
stimmen ist, in welchem jede Lebenstatigkeit aufhért. Um so mehr,
als sich die Regression und der Tod der Zelle unter sehr verschie-
denen Umsténden abspielen, je nach der Weise, wie das schéad-
liche Agens auf die Kultur selbst wirkt. Wenn man das Ende einer
sich selbst iiberlassenen Kultur betrachtet, in welcher die degene-
rativen Prozesse allmihlich erscheinen, bemerkt man, wie diese
letzteren zuerst eine kleine Zahl von Zellen befallen und dann lang-
sam auf die anderen Elemente iibergehen, bis die ganze Aktivitét
der. Kultur verschwunden ist. Romanese, der die regressiven
Erscheinungen, die zum Tode der Kultur fithren, studierte, be-
hauptet, dafl die ersten Zeichen des Alterns und der Zellverande-
rung im Erscheinen von sehr kleinen, stark lichtbrechenden
Koérnchen im Protoplasma zwischen den Chondriokonten und den
Bewegungselementen bestehen; diese vergréBern sich dann und
geben groBien, stark lichtbrechenden Tropfen Platz. Dann wird
das Protoplasma durchsichtig und der Kern und die Chondrio-
konten werden verhiillt. Weiterhin zieht die Zelle die diinneren
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Fortsitze zuriick, langsam oder auch heftig; die kiirzeren und
dickeren protoplasmatischen Sprossen, welche dabei iibrig bleiben,
werden dann auch zuriickgezogen, und die Zelle strebt eine kuge-
lige Form an. Jetzt ist keine Zellstruktur mehr erkennbar. In
diesem Augenblick kénnen, wie Romanese schildert, im Umkreis
der kugeligen Zelle in explosiver Weise grole hyaline Tropfen er-
scheinen, welche dann eingezogen werden. Diese Erscheinung
stellt eine Analogie dar zu den Beobachtungen von Burrows,
G.Levis,Strangeways an Zellen in Mitose zu der Periode der
Telophase, welche von den Forschern mit einer heftigen Erniedri-
gung der Oberflichenspannung in Zusammenhang gebracht wur-
den. Daraufhin verschwindet die Zelle, die zuerst auf eine kugelige
Masse zusammengeschrumpft war, indem sie autolytischen Vor-
gingen entgegengeht, und es bleibt nur eine Gruppe von licht-
brechenden Trépfchen zuriick.

Aber die degenerativen Erscheinungen, welche in der Zelle auf-
treten, vertragen sich eine Zeitlang mit dem Zelleben selbst und
konnen bis zu einem gewissen Punkt regredieren. So vertragt sich
die Anwesenheit von Fett in der Zelle vollkommen mit ihrem
Leben. Lambert und Hanes haben bewiesen, da3 Zellelemente,
welche grofle Mengen von Fett enthalten, gut die Bewegungs-
fahigkeit behalten und sich durch Karyokinese teilen konnen. Die
gleichen Autoren behaupten sogar, dafl die Anwesenheit von Fett
kein Zeichen von Degeneration bedeutet und suchen das mit dér
Annahme zu erkliren, daB die in vitro kultivierten Zellen,
wenn sie auch die Fahigkeit, die Ndhrmaterialien zu absorbieren,
besitzen, und mit ihnen die Fettsynthese bewerkstelligen kénnen,
wegen ihrer verminderten funktionellen Aktivitit unfihig wiren,
es zu verbrauchen. Andererseits hat Burrows beobachten kon-
nen, daB die Fetteinschliisse in den Zellen auch verschwinden kon-
nen, und auch Levi hat bemerkt, daB die Anwesenheit von Fett-
tropfen in den Zellen nicht die mitotische Teilung verhindert. Aber
es ist auch nicht zu glauben, dafl die Anwesenheit von Fett in
der Zelle diese vollkommen unberiihrt lasse. Wenn das Fett friih-
zeitig und reichlich in den Zellen erscheint, ist ihre Lebensfihig-
keit sicher etwas beeintrachtigt.

Im allgemeinen gibt das Fett, das man in den Zellen antrifft,
die Reaktionen der neutralen Fette (Krontowski und Poleff);
‘sie farben sich tatsdchlich mit Sudan III, mit Scharlachrot

5*
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und schwirzen sich mit Osmiumsiure. Bei Untersuchung mit
polarisiertem Licht sind sie gew6hnlich einfachbrechend. Nur sel-
ten sind doppeltbrechende Fetttropfen beobachtet worden, wie von
Brugnatelli in Kulturen vom Corpus luteum. Nach den Beob-
achtungen von Krontowski und Poleff erscheinen die Lipoide
nur wihrend der Autolyse nach dem Tode. In bezug auf die
Frage des Verhiltnisses zwischen Fett und Mitochondrien, und
zwar ob diese letzteren an der Fettbildung teilnehmen oder nicht,
hat die Gewebekultur gezeigt (Lewis, Luna usw.), dal das Vor-
handensein von Fett ganz unabhédngig vom Chondriom ist, und
daB man in den Mitochondrien nie Korner antrifft, welche Fett-
oder Lipoidreaktionen gegeben hétten. In bezug auf das vor-
kommende Verhédltnis zwischen den mit der Methode Altmanns
farbbaren Kornchen und den Fettkornchen glauben Lambert und
Hanes, daB man es mit einer stufenweisen Umwandlung der mit
der Methode Altmanns farbbaren Granulationen in Fettkornchen
zu tun habe, weshalb diese Autoren der Auffassung der granuldren
Synthese des Fettes im'Sinne Arnolds und Goldmanns bei-
stimmen. Auch andere Verdnderungen, die, wenn nicht hochsten
Grades, regressiv sind, wurden beschrieben: das Erscheinen von
Proteingranulationen, welche aus der Umwandlung der Chon-
driosomen herstammen; ebenfalls das Erscheinen von Vakuolen,
welche ein Anschwellen des Zellkorpers und das Aufhéren der
protoplasmatischen Bewegungen bestimmen. Wichtig ist die von
G. Levi hervorgehobene Tatsache, dal, wenn in Zellelementen
degenerative Vorginge stattfinden, die dann vollkommen re-
gredieren, sich diese Vorginge immer auf das Cytoplasma be-
ziehen, wihrend der Kern unverindert bleibt; die Kernverinde-
rungen, welche auftreten, regredieren nie.

Alle diese degenerativen Prozesse konnen nur dann regredieren,
wenn sie nicht allzu ausgesprochen sind, und die Kultur einer spe-
ziellen Behandlung unterzogen wird; dagegen stirbt die Kultur
sicherlich, wenn sie sich selbst iiberlassen bleibt.

IV. Das Verhalten verschiedener tierischer
Gewebe in Explantaten.
a) Bindegewebe.
Wegen der relativ leichten Ziichtbarkeit wurden die ersten Stu-
dien am Bindegewebe vorgenommen. Als die Moglichkeit, epithe-
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liale Elemente zu ziichten, schon einwandfrei erwiesen war, zogen
die Forscher immer noch die Ziichtung von Bindegewebe vor, um
allgemeine Fragen zu losen. Zwar ist die Zahl der Arbeiten iiber
die Zellen der Stiitzsubstanz sehr grof}, aber die Beobachtungen
stimmen nicht immer iiberein; das beruht darauf — wie M. Lewis
bemerkt —, daB in die Kategorie der Fibroblasten Zellen ver-
schiedenen Ursprungs eingereiht worden sind : einige stammen vom
Mesenchym, andere vom Gefiaendothel, wiederum andere miissen
als Myoblasten betrachtet werden. In Ubereinstimmung mit Lewis
suchte andererseits Levi nachzuweisen, dafl die aus 8 tagigen
Hithnerembryonen stammenden Zellen keine Fibroblasten, sondern
entdifferenzierte Myoblasten sind.

Es wurden Bindegewebskulturen von sehr vielen Autoren er-
halten, unter welchen vor allem Carrel und Burrows zu nennen
sind, die aus verschiedenen Explantaten (Peritoneum, Perikar-
dium, GefaiBwand usw.) Bindegewebe sich entwickeln sahen. Die
Kulturen waren, besonders in der ersten Zeit der Gewebeziichtung,
meistens gemischte Kulturen, d. h. sie enthielten sowohl binde-
gewebige, als auch Elemente anderer Natur (epitheliale usw.),
aber das Bindegewebe zeigte die Tendenz, durch seine groBere
Proliferationskraft die iibrigen Elemente zu iiberwuchern. Haupt-
sichlich amerikanische Autoren haben im folgenden durch ver-
schiedene Methoden Reinkulturen von Bindegewebselementen er-
halten, an welchen ein sicheres Studium durchgefithrt werden
konnte.

Unter den Reinkulturen von Fibroblasten wird eine von Carrel
und Ebeling schon seit 15 Jahren am Leben erhalten, die fiir die
allgemeinen Biologie eine grofe Bedeutung erlangt hat. Diese
Fibroblastenkultur stammt von einem 7 Tage alten embryonalen
Hiihnerherzfragment und wird alle 48 Stunden in eine neue Kultur
iibertragen, wobei ihr Volumen regelmiBig an jedem zweiten Tag
verdoppelt ist. Was ihre Wachstumsintensitat anbetrifft, scheint
es, als ob die Wachstumsgeschwindigkeit mit den Jahren zuge-
nommen hatte und zur Zeit schneller sei, als die der alten Kultur.

Die Zellelemente, die diese Fibroblastenkultur bilden, sind
spindelférmig verlangert und schwach vakuolisiert. Durch Tau-.
sende von Ubertragungen haben die Zellen keine grundlegenden
Veridnderungen ihrer histologischen Charaktere erfahren. Es wur-
den zwar von Ebeling gewisse Modifikationen beschrieben, die
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aber regressive Verdnderungen waren und durch das modifizierte
Kulturmedium bedingt sein konnten. Betreffs der Fibroblasten-
kultur wurden auch gewisse Zweifel iiber ihre Natur geduflert
(Congdon, Levi). Congdon nimmt an, daB dieses Gewebe aus
dem Mesenchym des Perikardiums oder des Endokardiums
stammt, dagegen will Levi sie als entdifferenzierte Myoblasten
betrachten, da die in der rasch wachsenden Kultur differenzierten
Zellen leicht eine Entdifferenzierung erfahren.

Reinkulturen von Fibroblasten, deren Leben durch fortge-
setzten Mediumwechsel fir eine mehr oder weniger lange Zeit
gesichert wurde, wurden spéter auch von anderen Forschern
(Fischer) erhalten.

Veratti ziichtete Fragmente von verschiedenen Geweben
(Lunge, Niere, Milz, Leber usw.) und behauptete, dal die in der
Kultur erscheinenden bindegewebigen Elemente zwei verschiedene
Zellarten seien: mit Verlingerungen versehene Fibroblasten, die
anastomosierend ein Netz bilden, und Phagocyten, die beweglich
und wanderungsfihig sind. Diese Zellen wurden nach Veratti
von der Gruppe normaler Zellelemente hergeleitet, die Histiocyten
genannt werden: die adventiziellen Zellen, Wanderzellen, ragio-
krine Zellen, Klasmatocyten usw.

Biscegliekonnte in Kulturen vonSédugetiermilz das Vorhanden-
sein beider Zellelemente nachweisen: die histiocytdren Elemente,
die friiher als die Fibroblasten erschienen und sich aktiv bewegen
konnten, wanderten durch lange Strecken in das Kulturmedium,
ohne unter sich ein eigentliches Gewebe zu bilden. Die Fibro-
blasten erschienen dagegen am 2.—3. Tag des Kulturlebens und
waren durch nadelférmige, etwas derbe Verlingerungen charakte-
risiert, die gegen die Peripherie der fruchtbaren Zone sich orien-
tierten. Die Genese der Fibroblastenelemente und der Histiocyten
wurde von Veratti .in Kulturen von erwachsenem Siugetier-
gewebe studiert. Unter den Elementen, die allein, nach Veratti,
die parenchymatosen spezifischen Elemente des geziichteten Or-
gans iiberleben, kdnnen die Fibroblasten durch ihre spindelférmige
oder sterndhnliche Gestalt, durch die Anastomose des feingestreiften
vakuolisierten Protoplasmas leicht erkannt werden; sie haben gut
farbbare blaschenférmige Kerne und einen oder zwei Nucleolen.
Die Phagocyten sind dagegen durch ihre runde Form, durch den
Protoplasmareichtum und den kleinen, meistens zentralen, stark
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gefarbten Kern gekennzeichnet. In der Kultur von Fragmenten
des Gehirns gelang es Veratti, verschiedene Ubergangsformen
zwischen diesen Elementen und den adventitiellen Zellen der Ge-
fafe nachzuweisen. Er war dabei der Meinung, daB8 die Histio-
cyten der Gehirnkultur von den adventitiellen Zellen der GefaBe
abstammen. Da zwischen den Phagocyten des Gehirns und der
Lunge und anderer Organe eine Ahnlichkeit besteht, stellt
Veratti die Hypothese auf, daBl auch die erwédhnten Histiocyten
adventitiellen Ursprungs seien, und daf} diese Herkunft nur wegen
der ungiinstigen Bedingungen der Beobachtung nicht, wie in den
Kulturen des Gehirns, nachzuweisen ist.

Chlopin hat sehr intensiv das Bindegewebe verschiedener
Wirbeltiere durch Gewebeziichtung studiert, wobei er immer das
gleiche Kulturmedium verwendet hat: verdinntes Kaninchen-
plasma mit oder ohne Zusatz von Gewebeextrakt. Er ziichtete
Niere, Milz, Leber, Herz verschiedener Tiere (Neunauge, Karau-
sche, Hecht, Axolotl, Frosche, Hithnchen, Kaninchen usw.). Er
verglich miteinander Bindegewebskulturen von Knochenfischen,
Amphibien, Reptilien, Vigeln und von Saugetieren ; er behauptete,
daf beim ‘Wachstum der Bindegewebselemente von Sdugetieren
fixe, nicht améboide Bindegewebselemente erscheinen und auch
bewegliche, améboide Zellelemente, deren Zahl vom geziichteten
Organ abhingt. Die fixen Bindegewebselemente oder Fibroblasten,
die nach Chlopin Desmocyten genannt werden, stammen nach
diesem Forscher von den retikuloendothelialen Elementen, die
durch eine einfache Umwandlung Desmocyten oder Fibroblasten
werden. Da nach ihm die normale Histologie der Milz und der
Leberrandzone des Axolotls nur eine spérliche Anzahl von Des-
mocyten in diesen Geweben aufweist, und da diese Elemente in
groBer Zahl in der Kultur erscheinen, und zwar bevor noch Mitosen
in groBer Zahl nachgewiesen werden, mufl man den Schlufl
ziehen, dafl die Desmocyten durch eine einfache Umwandlung
von normalerweise schon préexistierenden Elementen des Gewebes
entstehen. Diese Elemente, die, wie schon erwahnt, vom Retikulo-
endothel abstammen, wie auch die vom Retikulumstroma der Milz
und der Leberrandzone abstammenden Desmocyten, sollen nach
Chlopin ebenfalls aus den Kupfferschen Zellen entstehen.
Die Desmocyten oder Fibroblasten erreichen bei verschiedenen
Wirbeltierklassen verschiedene Differenzierungsgrade. Wéhrend
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die fixen Elemente des Bindegewebes bei den Knochenfischen,
und groBenteils auch bei den Reptilien, bis zu einem gewissen
Grade die Charaktere der echten Retikulumzellen zeigen und bei
ihrem Wachstum ein retikuloihnliches Syncytium bilden, be-
kommen die fixen Elemente bei anderen Wirbeltieren dagegen
besser differenzierte Charaktere.

Viele andere Autoren haben auch in vitro Bindegewebe ge-
ziichtet, indem sie Fragmente verschiedener Organe verpflanzt

Abb. 9. Fibroblasten einer 3 Tage alten Kultur aus einem 14 Tage alten Hiibhnerembryo.
(Nach Bisceglie.)

haben. Es werden allgemein unter Fibroblasten spindelférmige
oder sternihnliche Zellelemente verstanden, die mit zwei, drei oder
mehreren Fortsitzen versehen sind, welche mit ziemlich brei-
ter Basis vom Zellkérper abspringen und fadenformig endigen.
Einige Zellen haben mehr, andere weniger groBe Protoplasma-
massen, sie sind mit einem Kern und mit einem oder zwei Nu-
kleolen versehen. Diese Charaktere der Fibroblasten sind jedoch
durchaus nicht unverinderlich. Es 148t sich sogar durch die
vielen Beobachtungen feststellen, da8 die Zellen des explantierten
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Bindegewebes verschiedene Formen annehmen kénnen, die einer-
seits vom explantierten Organ und vom Differenzierungsgrad der
Explantationselemente (G. Levi), andererseits vom physikalischen
und chemischen Charakter des Kulturmediums abhingen.

Fazzari hat sowohl den morphologischen Unterschied als auch
die Ubereinstimmung mesenchymaler Gewebe verschiedener Or-
gane desselben Hithnerembryos konstatieren kénnen. Die Unter-
schiede haben nach diesem Autor die sichere Bestimmung ermog-
licht, von welchem Organ die Elemente abstammten. Die mesen-
chymalen Elemente der Leberkultur zeigen nach Fazzari einen
ziemlich groBen, gegen die freie Zone verbreiterten Koérper; das
Protoplasma ist basophil, fein granuliert, der Kern gro8, eifé6rmig
mit kleinen Chromatinkérnchen; es sind noch zwei oder drei ziem-
lich groBe Nukleolen zu sehen. In der Milzkultur dagegen sind
die mesenchymalen Elemente radial gerichtet, sie haben einen zu-
gespitzten, oft ziemlich langen Fortsatz; der andere ist dagegen
kiirzer und dicker. Das Protoplasma ist basophil, fein granuliert,
mit ovalem Kern, dessen Achse auch dem der Zelle entspricht.
Diese Unterschiede zwischen den mesenchymalen Elementen
sollen entweder einer Organspezifitit entsprechen, oder umgekehrt,
vom Einflul des Mediums abhéingen, wir wissen es nicht.
Fazzari ist der Meinung, daB die besondere Physiognomie der
mesenchymalen Elemente nicht so sehr bedingt sei durch die Ab-
stammung von bestimmten Organen, als vielmehr durch Einfliisse,
die von spezifischen autolytischen Produkten und durch den Meta-
bolismus des Organs, dem sie angehéren, ausgeiibt werden.

Die Beobachtungen G. Levis haben gezeigt, dafl das Aussehen
der Kulturen von Fibroblasten davon abhingt, wie weit das
geziichtete Gewebe differenziert ist. In einer Kultur von
Blastodermen eines Hithnerembryos von wenigen Stunden In-
kubation, also vor der Somitenbildung, konnte Levi nie den typi-
schen langen oder sternférmigen Fibroblasten begegnen, sondern
groflen breiten Zellen, die die Tendenz zeigten, sich mit den nahen
Elementen zu verbinden. In etwas alteren embryonalen Kulturen
ist Levi breiten Elementen begegnet mit kurzen und dicken Fort-
sitzen, und nur bei Kulturen von 11-—12 Tage alten Embryonen
hat der Autor auch spindelférmige, sternformige und mit Fort-
sitzen versehene Fibroblasten nachgewiesen. Nach den Beob-
achtungen von G. Levi sind also die weniger differenzierten Ele-
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mente durch eine erhebliche Ausdehnung der Oberfliche und
durch das Fehlen von langen Fortsétzen charakterisiert, wahrend
in den weiter differenzierten Elementen die Gréfe des Kernes und
des Cytoplasmas weniger erheblich ist und sich die Tendenz der
Zellen zeigt, lange, sdulenférmige Fortsitze auszusenden.

Abb.10. Mit langen und diinnen Fortsitzen versehene Fibroblasten, die aus dem
Tegumentexplantat eines 8tiigigen Hiithnerembryos ausgewandert sind. (Nach Levi.)

Sonst kann sich die Form der Fibroblasten durch mechanische
Bedingungen indern. Wie das die Beobachtungen von Lambert,
Congdon und Levi gezeigt haben, kann sich die Sternform
der Fibroblasten dlterer Embryonen leicht in die lamellire Form
umwandeln, wenn sich die Zellen an die Unterfliche des Deck-
glases heften. Diese Umwandlung der Fibroblasten kann nach
W.Lewis und Rh. Erdmann so ausgesprochen sein, dafl die
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Zellen eine polygonale Form bekommen und durch Streifen der
Bindesubstanz das Aussehen von echtem Epithel bekommen. Die
Form der Zellelemente héangt auch von der Konsistenz des Kultur-
mediums ab, wie das hauptséichlich in den Arbeiten von Uhlen-
huth gezeigt wurde; der letztere wies nach, dafl die Zellen einmal
breit, ein andermal sternférmig werden, je nach der Konsistenz
des Kulturplasmas.

Es zeigte sich aber, daBl die Fibroblasten, hauptsichlich was
ihre Form anbetrifft, tiberhaupt nicht konstant oder wenigstens
zwischen engen Grenzen verdnderlich sind; auBlerhalb des Orga-
nismus geziichtet, bekommen sie ganz verschiedene Orientie-
rungen, die den Eigenschaften des Gewebes, aus welchem sie her-
vorgegangen sind, entsprachen; sie erfahren auch morphologische
Verdinderungen, die durch die physikalisch-chemischen KEigen-
schaften des Mediums bedingt sind.

Ein Phdnomen wurde hauptsichlich in der letzten Zeit beob-
achtet, und zwar die Umwandlung der in vitro geziichteten fibro-
blastischen Elemente in Zellelemente anderer Natur (Makropha-
gen). Diese Umwandlung wurde schon von Pappenheim, Mar-
chand, Grawitz usw. angenommen, und Maximow nahm
sogar die Umwandlung der Fibroblasten in Polyblasten und Lym-
phocyten an. Zuerst haben sich Carrel und Ebeling dariiber
kurz geduBlert, dafl sie in der Kultur die Umwandlung der Fibro-
blasten in Makrophagen beobachtet hétten, die, nach den Autoren,
durch den Einflufl der von einer nekrotischen Zone der Kultur
produzierten toxischen Substanzen bedingt wire. Andererseits be-
handelten Fischer und Laser eine Fibroblastenkultur mit Na-
triumél oder mit Uretan und behaupteten, runde Zellen beobachtet
zu haben, die phagocytéare Eigenschaften aufwiesen, welche Eigen-
schaften, nach anderen Autoren, sonst den Fibroblasten fehlen
sollen.

Zuletzt hat A. Fischer einer Kultur von embryonalem Hiih-
nerherzfragment die Natur der Fibroblasten zugeschrieben, und
es gelang ihm, in einer Subkultur den Makrophagen sehr dhnliche
Elemente zu beobachten. Diese Elemente verschwinden aber
mit derselben Leichtigkeit, wie sie erschienen sind. In einer
Subkultur, die von jener Kultur herstammte, welche die makro-
phagenihnlichen Elemente enthalten hatte, und der aus ande-
ren Grinden 0,1 vH Vogeltuberkulin zugesetzt war, sind diese
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Elemente wiederum erschienen. Die Zellen, die die peripherische
Zone der Fibroblasten eingenommen hatten, bewegten sich sehr
lebhaft, hatten unregelmifige, an die Makrophagen erinnernde

(Nach A, Fischer.)

Man sieht das mit Kern und Vakuolen versehene Protoplasma und das
zarte, gewellte Kinoplasma, das bei lebenden Zellen sich lebhaft bewegt.

Abb. 11. Makrophagen aus Fibroblasten.

Rénder, gewellte Membran und rundliche Pseudopodien oder
eigentiimlich sich verzweigende Pseudopodien. Die Zellelemente
enthielten in ihrem Cytoplasma Vakuolen und Kérnchen, hatten
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einen Kern mit einem oder zwei Nukleolen. Sie bildeten zuletzt,
wie die typischen Makrophagen, kein Gewebe. Fischer nimmt

also an, daBl es sich um eine echte Um-
wandlung der Fibroblasten in Makro-
phagen handle, wenn auch zur Zeit noch
nichtzu bestimmen ist, unter welchen Be-
dingungen diese Umwandlung entsteht.

In der letzten Zeit haben Carrel
und Ebeling das Studium der grund-
legenden Eigenschaften der Fibroblasten
wieder aufgenommen und machen mit
Recht die Bemerkung, daBl diese nicht
nur durch ihre morphologische Konsti-
tution, durch die Struktur ihres Kernes,
ihrer Mitochondrien und durch ihre mit
Neutralrot firbbaren Vakuolen, sondern
auch durch das Aussehen ihrer Ko-
lonien, durch die Art ihrer Proliferation
und die Verwandelbarkeit ihrer cytoplas-
matischen Organe und ihre Ernahrungs-
bedingungen gekennzeichnet sind. Da-

Abb.12. a Fibroblast eines von
Carrelund Ebelingseit14Jah-
ren geziichteten Gewebestammes.
b, c Fibroblasten in einer 48 Stun-
den alten Kultur von Binde-
gewebe aus erwachsenem Huhn.
(Nach Carrel und Ebeling.)

mit dieses Studium aber zum Ziel fithre, muB8 man die Versuche
an Reinkulturen von Fibroblasten durchfithren, wo alle Zell-
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elemente fremder Natur und wohl auch ihre eventuelle Wirkung
auf die Fibroblasten ausgeschlossen sind.

Die Fibroblasten haben, wie bekannt, die Tendenz, Kolonien
zu bilden, d. h. ein echtes Gewebe, wihrend bei den Makrophagen
diese Eigenschaft vollkommen fehlt. Und wenn zwei Kolonien
Fibroblasten einander begegnen, iiben sie aufeinander eine an-
ziehende Wirkung aus, beriihren einander und verschmelzen. Die
Anziehungskraft wird von den Fibroblasten ausgeiibt, wenn sich
zwei Kolonien nahe beieinander befinden. Nach Carrel und
Ebeling bleibt die Anziehung aus, wenn Fibroblasten sich in
der Niahe vom Epithel befinden. In diesem Falle umgeben die
Fibroblasten die Epithelzellen, doch dringen sie nicht hinein.
Diese Tatsache ist vielleicht durch gewisse wachstumsfordernde
Reizsubstanzen zu erkldren, die von den Zellen erzeugt werden
und auf verschiedene Gewebe verschiedene Wirkung ausiiben : ein
Phinomen, das von Centanni und seiner Schule studiert und in
den Erscheinungen der Wachstumspolaritit affrontierter Gewebe
nachgewiesen worden ist. Die Fibroblasten sind dabei unféhig, in
das ganze Kulturmedium einzudringen. Nach den Beobachtungen
von Carrel und Ebeling nimmt eine kleine Kultur, die sich in
einem Behilter von 50 mm Durchmesser befindet, hochstens 15 mm
Durchmesser des Kulturmediums ein; dann stellt sie das Wachs-
tum ein, und wenn sie nicht bald iiberpflanzt wird, stirbt sie ab.

Die Wachstumsgeschwindigkeit der Fibroblasten héngt von
physikalischen und chemischen Bedingungen des Kulturmediums
ab, aber auch von ihrem Ursprung. Wenn man in dasselbe
Kulturmedium mehrere Fibroblastenstimme verschiedenen Ur-
sprungs einpflanzt, haben alle ungefihr die gleiche Wachstums-
geschwindigkeit (Carrel und Ebeling). Die Beweglichkeit der
Zellen wurde von den beiden amerikanischen Autoren auch durch
die kinematographische Methode studiert. Sie konnten nach-
weisen, dal die Bewegungsaktivitit der Zellen an ihren distalen
Pol gebunden ist, und daB ihre Progression 33 u pro Stunde aus-
macht. Wahrend der Bewegungen der Fibroblasten bleibt ihr
Kern unbeweglich und in seiner Form unverindert, wihrend
die Nukleolen stindig ihre Position &ndern. Es erscheinen Be-
wegungen der Mitochondrien; die mit Neutralrot farbbaren
Bldschen zeigen rastlose Beweglichkeit; im Cytoplasma sind
wandernde Koérnchen vorhanden, nach deren Bewegungen das
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Protoplasma ein spongidses Aussehen bekommt. Diese biomorpho-
logischen Charaktere vereinigen sich im folgenden mit anderen bio-
logischen und biopathologischen Eigenschaften der Fibroblasten,
die an anderer Stelle beschrieben werden. Nach den Beobach-
tungen von Carrel und Ebeling scheint es, dal zwischen der
protoplasmatischen Struktur und der Erndhrung der Zellen
enge Korrelationen vorhanden seien. Ebenso scheinen die mit
Neutralrot firbbaren Blidschen und ihre Kérnchen zu dem Zell-
metabolismus Beziehungen zu haben und sehr wichtige Organe zu
sein, deren Entwicklung eng mit dem physiologischen Zustande
der Zelle verbunden ist.

Daraus folgt, daB die Fibroblasten eine von verschiedenen
Faktoren (Differenzierungsgrad des explantierten Fragmentes,
physikalisch-chemische Zusammensetzung des Mediums) ab-
hingige verinderliche Form und Struktur haben, daf sie aber,
in Reinkultur unter den gleichen Bedingungen geziichtet, wohl-
definierte morphologische Charaktere zeigen.

Uber die Frage des Ursprungs kollagener Fasern wurden inter-
essante Versuche gemacht, deren Ergebnisse (M. Lewis und Bait-
sell) widersprechend sind. Baitsell hat verschiedene Gewebe des
erwachsenen Frosches in Froschplasma geziichtet, und behauptet,
daB die kollagenen Fasern aus den Fibrinfiden des Koagulums
entstehen. In den Kulturen entstand ein typisches Fibrinnetz, das
sehr an Bindegewebe erinnerte, ohne daB an dieser Umwandlung
die wandernden oder proliferierenden Zellen teilgenommen hatten.
Baitsell nimmt also den interzelluliren Ursprung der kollagenen
Fasern an, der von mechanischen Reizen, etwa von Druck, begiin-
stigt werden kann, nur sind die Zellelemente an ihrem Entstehen
gar nicht beteiligb. Rh. Erdmann &ufBlert iiber diese Versuche
die Meinung, daB am Entstehen des von Baitsell beschriebenen
Fibrinnetzes Fermente und von den lebendigen Zellen erzeugte
Hormone beteiligt sein miiBiten.

Diesen Versuchen, die dann von Baitsell auch fiir die Erklé-
rung des Mechanismus der Wundheilung herangezogen wurden,
wurden von M. Lewis an Bindegewebe von 10 Tage alten Hiihner-
embryonen gemachte Beobachtungen gegeniibergestellt. Nach
diesem Autor haben die kollagenen Fasern, wenigstens bei embryo-
nalem Gewebe, intrazelluliren Ursprung, und ihre Entstehungs-
prozesse sollen sehr an jene erinnern, die sich im Embryo abspielen.
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b) Knochen- und Knorpelgewebe und Periost.

Im Jahre 1910 haben Carrel und Burrows Knorpelgewebe
geziichtet und behaupten, in diesen Kulturen eine Entwicklung der
Knorpelzellen beobachtet zu haben. Nach diesen Autoren soll sogar
aus dem Knorpelfragment einer jungen Katze innerhalb 12 Stunden
ein neues, 2 mm langes Knorpelstiickchen entstanden sein.

Abb. 13. Kultur von Knorpelzellen nach 48 Stunden. (Nach A. Fischer.)

Im folgenden haben Dobrowolsky, Simon, A. Fischer,
Policard, Boucharlat und Wiereszinski versucht, Knorpel,
Periost und Perichondrien zu ziichten; doch waren die Resultate
unzureichend und unsicher. Dobrowolskaya hat vereinigte
Periost- und Knochenfragmente junger Tiere geziichtet und fand,
daB nur_die aus.dem Markraume stammenden Leukocyten er-
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schienen; dagegen zeigte das Periost keine Proliferation; diese
Erscheinung wurde an Kulturen des Hiihnerperiost von Simon
bestitigt. In dhnlicher Weise haben Policard und Bouchar-
lat Fragmente vom Periost und Perichondrium von Ratten-
embryonen und neugeborenen Ratten geziichtet und haben blof3
eine Entwicklung von Fibroblasten erhalten, wahrend jede Ent-
wicklung des eigentlichen Knorpels fehlte. Diese Versuche ent-
sprechen im Grunde denjenigen von Wiereszinski. Dieser
Autor konnte in explantierten Knochenfragmenten, die mit Periost
vereinigt waren, ein Wachstum von zugespitzten spindel- oder
lanzenférmigen Zellen beobachten, die morphologisch ganz den
Fibroblasten dhnelten. Dagegen sah Wiereszinskiin Knochen-
explantaten ohne Periost sternférmige, stark lichtbrechende Zellen
in das Kulturmedium auswandern, die er als freigewordene
Knochenzellen betrachtet hat. Das Endost wéchst in der Kultur
nicht so schnell wie das Periost, aber auch dieses gibt einer Proli-
feration von Fibroblasten Platz. In jedem Falle wurde eine Neu-
bildung von Knochensubstanz nicht beobachtet.

Fischer konnte im Jahre 1922 Reinkulturen von Knorpel-
gewebe durch Explantation von Fragmenten gewinnen, welche von
ihrem Bindegewebe befreit waren. Der Knorpel wichst blof3 an
der Oberfliche des Plasmas. Seine Zellelemente sind den Lympho-
cyten dhnlich; sie haben groBe, stark firbbare Kerne, und wahrend
sie aus der Grundsubstanz herauskommen, wird ihr Protoplasma
langsam stark chromophil. Nach einiger Zeit werden die Zellele-
mente, die sich an ein Leben im Plasma angepaft haben, jedoch
das Medium selber verfliissigen, spindelférmig und ordnen sich an-
einander, ohne eine interstitielle Substanz zu bilden; die Knorpel-
zellen in vitro verlieren also scheinbar ihre chondrogene Fahigkeit
und entdifferenzieren sich soweit, daf} sie den Fibroblasten ganz
ahnlich werden.

¢) Muskelgewebe.

1. Herz. Von mehreren Autoren wurden Herzfragmente ge-
ziichtet. Jedoch stimmen nicht alle Beschreibungen dieser Kulturen
iiberein, wie das auch bei den Fibroblasten der Fall ist. Diese
Kulturen waren von Bedeutung fiir die Beobachtung der Kon-
traktionsphinomene. Es handelt sich dabei vor allem um die
Versuche von Braus, Burrows, Stohr, die Amphibienherzen,

Bisceglie u. Juhdsz-Schiiffer, Gewebeziichtungen. 6
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oder wie bei Olivo, embryonale Hihnerherzfragmente zum
Gegenstand haben.

Burrows erhielt im Jahre 1912 Kulturen aus muskuliren
Elementen des Herzmuskels 3 und 14 Tage alter Hithnerembryo-
nen. In einigen von diesen Versuchen konnte der Autor wahrend
der zweiten Woche beobachten, dafl die Zellen zu pulsieren an-
fingen; diese Erscheinung beweist klar die myeloblastische Natur
der Proliferationselemente.

Carrel, Carrel und Ebeling sahen in Kulturen von
embryonalen Hithnerherzfragmenten neben Fibroblasten, die
aus dem interstitiellen Bindegewebe des Herzens herstammten,
auch Myoblasten erscheinen. Bei den folgenden Passagen iiber-
wucherten die Fibroblasten die Myoblasten, so daf langsam
eine Reinkultur von Fibroblasten entstand, die seit 15 Jahren
durch unendliche Passagen vielleicht unbegrenzt am Leben zu
erhalten ist.

Erdmann hat solche permanenten Kulturen mittels Serien-
passagen aus Meerschweinchen- und Méuseherzen dargestellt und
beobachtet, da in den ersten Passagen eine Auswanderung von
Myoblasten stattfindet, die sich leicht durch ihre ficherférmigen
Verlingerungen erkennen lassen; aber in den folgenden Passagen
wird die Zahl der Herzzellen immer geringer, dagegen die der
Fibroblasten immer groBler, so daBl nach sieben Passagen die
Kultur des Meerschweinchenherzens ausschlieflich aus Fibro-
blasten besteht.

Congdon hat dieses Phinomen in Kulturen von Hiihnerherz-
fragmenten bis 5 Tage alter Embryonen bestétigt, in welchen die
Myoblasten aktive Wanderungen zeigten, wihrend er annahm,
daB in Kulturen von Fragmenten &lterer Embryonen das kaum
moglich wére. Jedoch haben die Versuche von Bosio und
Midana umgekehrt zeigen kénnen, daf auch &ltere Embryonal-
herzen einer Myoblastenauswanderung Platz geben, die eben Ent-
differenzierungsprozessen entgegen eilen.

Levi hat eine lingere Versuchsreihe an Herzkulturen vor-
genommen und er behauptet, da in diesen die ausgewanderten
Zellen ihre myoblastischen Eigenschaften immer bewahren und
den grofleren Teil der Proliferationselemente darstellen.

W.und M. Lewis behaupteten dagegen, dal in den Herz-
explantaten die mesenchymalen Elemente an der Auswanderung



Muskelgewebe. 83

teilnehmen. Nur in 10 vH der embryonalen Herzkulturen bekommt
man eine Emigration muskulidrer Elemente, die ein Retikulum
bilden und sich nie so weit entfernen, wie das Mesenchym, obzwar
sie die Explantation lianger tiberleben als das letztere.

Es geht aus dem Gesagten klar hervor, dafl in den Herz-
explantaten tatsichlich eine Myoblastenauswanderung statt-

Abb. 14. Lamellose Myoblasten, hervorgegangen aus einer Kultur von Herzfragment eines
51/,tégigen Hiihnerembryos. (Nach Levi.)

findet ; wihrend aber Carrel, Lewis, Erdmann annehmen, daf
die in das Koagulum wandernden muskuldren Elemente immer
von den Fibroblasten tiberwuchert werden, ist Levi uberzeugt,
daB aus den Kulturen der embryonalen Herzkammer vom vierten
bis zum achten Lebenstage vorwiegend Myoblasten auswandern.
Nach Levi sind an der Invasionszone mehr oder weniger differen-
zierte — dem Alter des embryonalen Herzens entsprechende —
Zellen zu beobachten. Sie bewahren aber immer ihre myobla-

6*
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stischen Eigenschaften. In den Kulturen des Myokards 5 Tage
alter Embryonen sind grofle, flache Myoblasten mit unregel-
méfigen und verdnderlichen peripherischen Teilen erschienen. Am
distalen Teil der Invasionszone sind sie mehr linglich und fast
immer frei. Diese Elemente sind mit langen Myofibrillen oder
kiirzeren und sinudsen Fiden versehen.

In betreff der wirklichen Existenz der Myofibrillen wurde von
W.und M. Lewis, auf Beobachtungen basierend, Zweifel geduBert,
dahin gehend, dafl bei den Skelettmuskeln und den Muskeln des
Myokards von lebenden Hithnerembryonen die Myofibrillen nur
kiinstliche, durch die Fixierlosung bedingte Bildungen seien. Nach
diesen Autoren existiert an der Oberfliche der Myoblasten nur eine
transversale Streifung. Die Versuche von Levi, die dann von

Abb. 15. Kultur aus Herzteilen eines 5tigigen Hiihnerembryos, Myoblasten mit langen
Mpyofibrillen. (Nach Levi.)

Olivo bestatigt wurden, zeigten, daf in den lebenden embry-
onalen Hithnerherzen Myofibrillen priexistieren. Levi beobach-
tete noch in den Myoblasten des Herzens und in den vom Myotom
entspringenden gewisse Ubergangsformen zwischen Myofibrillen
und Mitochondrien.

In den Kulturen von &lteren (10—16tégigen) Herzfragmenten
sind die Zellen, die in das Koagulum wandern, von den friiheren
verschieden. Sie sind abgeflacht, sehr gro8, sind mit langen und
diinnen Fortsitzen versehen und durch ihre Form und Struk-
tur werden sie den Fibroblasten ahnlich, doch werden sie nicht
spindelférmig. Sie haben keine Myofiorillen und wurden von Levi
als entdifferenzierte Myoblasten betrachtet. Das morphologische
Aussehen der Myoblasten kann in derselben Kultur in Abhéngig-
keit von der physikalischen Konstitution des Mediums sein. So
haben z. B. in einer von Levi gegebenen Abbildung in derselben
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Kultur, in der das Koagulum dick ist, die Myoblasten Sternform
mit langen Fortsitzen, in der es dagegen diinn ist, haben sich die
Myoblasten, fast eine kontinuierliche Membran bildend, an der
Oberfliche ausgebreitet.

Abb. 16. Kultur aus Herzteilen eines 91/;tdgigen Hiihnerembryos. Dort, wo das Koagulum
diinn ist, haben sich die Myoblasten an der Oberfliche ausgebreitet, wo es dagegen dick
ist, werden die Myoblasten sternférmig und sind mit Fortsitzen versehen.

(Nach Levi.)

2. Skelettmuskeln. Fragmente vom Skelettmuskel wurden
hauptsichlich von M. und W. Lewis und von G. Levi geziichtet
und die Beschreibungen dieser Autoren stimmten iiberein.

Die Muskelfragmente von Hithnerembryonen gaben in der
Kultur einer Proliferation von Zellelementen Platz, die verschie-
dene, dem Alter des Embryo entsprechende Formen und Eigen-
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schaften haben. In der Kultur von 3 Tage alten Embryonen
wurden sehr grofle Zellelemente beobachtet, die manchmal ling-
lich, ein andermal unregelméfBig sind und untereinander durch
Anastomose verbunden sind. Diese Zellelemente unterscheiden sich
von den Fibroblasten durch ihre Form, die nicht spindelig ist, und
sind durch Myofibrillen charakterisiert. Sie enthalten immer einen
Kern, manche Myoblasten auch zwei Kerne. Die Explantate von
embryonalen Muskelfragmenten geben vom 6.—12. Tag der Ent-
wicklung an muskuldren Elementen Platz, die ihrer Form nach
verschieden sind (M. und W. Lewis, G. Levi). In diesen Kul-
turen kann in der ersten Zeit eine Emigration mesenchymaler
Zellen stattfinden, welche auf diese Weise sozusagen ein Substrat
fiir die Muskelzellen bilden. Am Rande des explantierten Frag-
mentes ndhern sich im Plasma lange Muskelsprossen. Diese letzteren
stammen, wie M. und W. Lewis behaupten, teils von der ab-
geschnittenen Extremitét der ausgeflanzten Fasern und stellen also
einen Regenerationsproze dar, teils sind sie freie Fasern, die
zwischen den mesenchymalen Zellen wandern. In diesen Kulturen,
hauptséchlich wenn es sich um 6 tdgige Embryonen handelt, sind
die Fasern sehr diinn und haben mehrere Kerne, die in eine Linie
geordnet sind (Levi). Aus diesen verschwindet nach Levi bald
die anisotrope Substanz, obzwar M. und W. Lewis eine gewisse
Persistenz dieser Substanz beobachtet haben. Nach W.und M. Le-
wis zeigt das Wachstum der Muskelfasern manche Analogien mit
den Nervenfasern. Die Extremitdt der muskuldren Sprossen kann
verschiedene Form haben. Manchmal sind sie punktférmig, ein
anderes Mal in eine diinne Platte mit geschlitzten Réndern ver-
breitert. Sonst setzen die Muskelsprossen nach Lewis und G. Levi
auch Myoblasten in Freiheit.

In den Kulturen von Muskelfragmenten 6—12 Tage alter Em-
bryonen kann es vorkommen, dafl die Entwicklung der mesen-
chymalen Zellen fehlt; dann entdifferenzieren sich, wie Levi be-
hauptet, die Muskelfasern ganz, die Myoblasten werden frei, die
linglich an der Oberfliche verbreitert und mit einem Kern ver-
sehen sind. Dieser Entdifferenzierungsprozefl wird nach Levi
durch das Fehlen mesenchymaler Elemente bedingt und das wiirde
mit der Ansicht Drews iibereinstimmen, daB namlich die An-
wesenheit von Bindegewebszellen den Differenzierungsgrad be-
wahrt.
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Levi konnte sonst auch die Lehre von Meves und Duesberg
iiber den Ursprung der Chondrioconten aus den Myofibrillen be-

Abb. 17. Vier Tage lang geziichtetes Muskelfragment aus einem 9t#igigen Hiihnerembryo.
Man sieht die Muskelsprossen und die Mesenchymalzellen. Viele Fasern sind isoliert, an-
dere durch Anastomose verbunden. (Nach W.und M. Le wis.)



88 Das Verhalten verschiedener tierischer Gewebe in Explantaten.

statigen. Nach den Beobachtungen von Levi werden die Myo-
fibrillen sinués und fragmentiert und bekommen ein Aussehen, das
dem der Chondrioconten gleicht.

Auf eine auch von Levibeobachtete Tatsache wurde die Auf-
merksamkeit von Harrison gelenkt, daf ndmlich in einigen Kul-
turen von Muskelfasern 7 Tage alter Hithnerembryonen die kon-
traktile Substanz viel mehr differenziert ist, als in den Fasern des
explantierten Muskelfragmentes.

3. Glatte Muskelzellen. Champy beschrieb im Jahre 1913 das
Verhalten der glatten Muskelzellen der kleinen Gefifle und der
Harnblase in der Kultur. Dieser Autor behauptet, daBl das Ver-

Abb. 18. Glatte Muskelzellen mit Myofibrillen, stammend aus der Amnionkultur eines
7 Tage alten Hithnerembryos. (Nicht verdffentlichte Abbildung nach G.Levi.)

halten der glatten muskulédren Elemente von ihrem Ursprung ab-
hinge. Die Faserzellen von glatten Muskeln der kleinen Gefile
sind bei den Erwachsenen nicht klar von den Bindegewebszellen
zu unterscheiden; die Mitosen erscheinen wiederum, die Fibrillen
gehen auseinander und verschwinden. In den Faserzellen der
Harnblase, die sehr lang sind, vermehren sich die Mitosen und die
Fibrillen werden an Zahl immer weniger. Auf diese Weise wird
nach Champy jede Spur der Myofibrillen verloren gehen und man
wird eine Zélle muskuldren Ursprungs von einer bindegewebigen
nicht unterscheiden kénnen.

Glatte Muskelzellen wurden auch von Lewis in den Amnion-
kulturen von Hiihnerembryonen studiert. Diese Zellen bildeten
verschieden dichte Netze. Sie waren untereinander, dhnlich wie
die Fibroblasten, durch Fortsétze verbunden, die zuriickgezogen
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werden konnten. An der Peripherie des Zellnetzes konnten einige
Zellen frei werden. In diesen Kulturen haben die Autoren keine
myofibrillire Struktur feststellen konnen. Uber die Amnionkul-
turen von G. Levi 148t sich folgendes sagen: er fand, daB die
glatten linglichen Muskelzellen mit einigen Fortséitzen versehen zu
sein schienen. Sie waren teils frei, teils durch Anastomose ver-
bunden. Die Struktur dieser Zellen ist nicht immer die gleiche:
wenn die Zelle differenziert ist, zeigt sie sehr klare Myofibrillen;
sie unterscheidet sich von Chondrioconten durch Lénge, seltenes
Auftreten und dadurch, daB sie sich durch Fixierungsmittel, die
sonst die Chondrioconten immer zerstoren, konservieren laf3t. Wenn
aber die glatte Muskelzelle entdifferenziert ist, verliert sie alle
spezifischen Charaktere, ihr Cytoplasma wird klar und die Chon-
drioconten werden zerstreut und sinués. Die Zellen vermehren
sich durch Mitosen. M. und W. Lewis studierten ebenfalls die
Kontraktionen der glatten Muskelzellen und sahen, daB eine Zelle
auch wiahrend der Mitose Kontraktionen ausfiihrte.

d) Das Nervengewebe.

Fragmente des Nervengewebes wurden von Harrison, Bur-
rows, Ingebrigtsen, M. und W. Lewis, Levi, Matsumoto,
Marinesco und Minea, Sanguinetti usw. geziichtet. Viele
Versuche dieser Autoren iiber das Nervensystem wurden fiir andere
Zwecke vorgenommen ; in diesem Kapitel wollen wir nur das Ver-
halten dieses Gewebes in den Kulturen beschreiben.

Die ersten Versuche, Nervengewebe zu ziichten, wurden von
Harrison unternommen, der Nervenzellen von Froschlarven ge-
ziichtet hat. Diesem Autor gelang es zum erstenmal nachzuweisen,
daB die embryonalen Nervenzellen vom Organismus isoliert in der
Lymphe der Entwicklung der Nervenfaser Platz geben kénnen.
Es wurde viel iiber die reale Natur der von Harrison in vitro er-
haltenen Nervenfasern diskutiert, doch die folgenden Versuche von
Burrows und Ingebrigtsen usw. haben alle Zweifel auf-
gehoben und zeigten die Moglichkeit, in vitro Neubildung von
Nervenfasern zu erhalten.

Um das Wachstum der lebenden Nervenfasern studieren zu
konnen, worauf Levi mit Recht die Aufmerksamkeit lenkt, ist
es notwendig, daf} das Nervengewebe von dem umgebenden Ge-
webe befreit sei, da das Mesenchym, wenn auch nur ein kleiner
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Teil anwesend ist, proliferiert und die Proliferation der Nerven-
faser nicht erlaubt.

Wenn man Fragmente des Medullarrohrs vom Frosch oder vom
Huhn ziichtet, sieht man am Rande des Fragmentes Kerne, die
von Protoplasmamassen iiberladen sind. Aus dieser Masse geht
ein Filamentum hervor, das an dem freien Ende immer dicker wird,
das stidndig seine Form éndert und aus welchem neue Kollateralen
hervorspringen, die wiederum ausgesandt und zuriickgezogen
werden. Die Faser benétigt, um progredieren zu kénnen, eine
Unterlage, die im Fibrin gegeben ist; sie sucht einen geniigend so-
liden Boden, und wenn sie ihn nicht findet, zieht sie sich zuriick.

Wenn nun in der Kultur Proliferation von mesenchymalen
Elementen stattfindet, suchen sich die neugebildeten Fasern an den
neugebildeten Elementen zu stiitzen und folgen ihren Fortsétzen
(Marinesco und Minea). Das Wachstum der Faser kann eine
Zeit lang andauern und Fasern von 1—2 mm Platz geben (Harri-
son). Harrison konnte bei den Nervenfasern der Froschlarven die
Progressionsgeschwindigkeit bestimmen, die pro Stunde 56 u aus-
machte, die sogar nach den Beobachtungen von Burrows in
seinen Kulturen von Hithnerembryonen bis zu 90 x pro Stunde
steigen konnte. M. und W. Lewis haben Hithnerdarm ge-
ziichtet und konnten darin das Wachstum der sympathischen
Nervenfasern beobachten. Die Nervenfasern konnen auch in
fliissigen Medien wachsen, nur soll der Tropfen in diinner Schicht
ausgebreitet sein; in diesem Falle kriechen die Fasern an
die Oberfliche des Deckglases. Diese Erscheinung wurde von
M. und W. Lewis fiir die Fasern des Sympathicus gezeigt. Diese
Autoren haben in der Kultur ein Wachstum der sympathischen
Fasern von 1 mm beobachtet. Matsumoto ziichtete in Locke-
Lewislosung Intestinalfragmente von 6—9 Tage alten Hiihner-
embryonen und hat ebenfalls das Wachstum der sympathischen
Nervenfasern zwischen der 10. und 24. Stunde beobachtet. Das
Wachstum hielt 24 bis 48 Stunden lang an.

Die Fasern, die im Plasma erscheinen, hauptséchlich wenn sie
aus Markfragmenten oder aus dem Gehirn der 7—S8tégigen Hithner-
embryonen herstammen, anastomosieren im allgemeinen nicht:
doch kann man endgiiltige Anastomosen mit substanzieller Kon-
tinuitdt zwischen zwei Neuronen wahrnehmen, wie das z. B. von
Levi und Maximow sichergestellt wurde.
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Die im Koagulum wachsenden Nervenfasern sind mit jenen des
Embryos identisch, und schon Burrows wies nach, daB sie eine
mikrochemische Affinitat in spezifischem Sinne (meistens gegen
die Farben von Silbersalzen der photographischen Methode Ca-
jals) aufweisen.

Abb. 19. a, b Die Endungen des Nervus sympathicus in einer 26 Stunden alten Kultur
von Eingeweiden eines 8 Tage alten Hiihnerembryos.
¢ Fasern des Nervus sympathicus in einer 28 Stunden alten Kultur eines Eingeweide-
fragmentes von 8 Tage altem Hiihnerembryo. Die vier Fasern (¥ O U R) sind unter-
einander durch diinne Anastomosen verbunden. (Nach Lewis.)

Es kann vorkommen, daf8 die Fasern nicht isoliert in das Koa-
gulum einwandern, sondern sich zu einem Biindel vereinigen, das
die Fortsidtze mehrerer Neuroblasten in sich trigt (Levi). Wenn
aber das Biindel einen Weg zuriickgelegt hat, machen sich die
Fasern, aus denen es gebildet ist, frei und veristeln sich.
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Ingebrigtsen hat zeigen koénnen, daB die Nervenfaser in
vitro sich ebenso verhilt wie in vivo, d. h. von ihrer Nervenzelle
getrennt degeneriert; der zentrale Stumpf der Faser kann sich
auch in vitro regenerieren. Marinesco und Minea haben die
Walleriana-Degeneration der Nerven von Kaninchen, Hund und

Abb. 20. Plexus des Nervus sympathicus in einer 48 Stunden alten Kultur eines
Eingeweidefragmentes von 8 Tage altem Hiihnerembryo. (Nach Lewis.)

Katze in vitro studiert. Sie haben die charakteristischen Merkmale
dieser Degeneration verfolgt und zwar Zerfall des Myelins und der
Zylinderachse und progressive Reaktionen der Bindegewebs-
elemente und der Kerne der Schwannschen Scheide.

Olivo ziichtete Fragmente von Nervengewebe in fortgesetzten
Passagen und konnte nachweisen, dal die Wanderung der Fasern
von der ersten Passage anfingt und bei den folgenden zunimmt,
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um dann plétzlich abzunehmen und endlich ganz aufzuhéren.
Einige Tage nach der Explantation erscheinen im Explantat
Epithelzellen, die nach Olivo wahrscheinlich von Elementen her-

stammen, die zur
Bildung des Epen-
dyms bestimmt sind,
und sich in eine epi-
theliale Kultur um-
wandeln, die eine
unbegrenzte Wachs-
tumstendenz  zeigt.
Vom Nervengewebe
kénnen sonst auch
isolierte Zellen aus-
wandern, die wahr-
scheinlich von der
Natur der Neuroglien
sind.

Wasdie Anwesen-

heit der Neurofi- -
brillen in den Zellen ~

und in den Nerven-
fasern anbelangt,
wurden sie von Levi
und Matsumoto
auch in der Kultur
nachgewiesen. Wenn
die Fasern sich im
Koagulum verdiin-
nen, gehen die Fi-
brillen auseinander
und werden nach-
weisbar (Levi),selbst
wenn in den Kulturen
von Nervengewebe

Abb. 21. Anastomosen- und Plakodenbildung aus dem
Rhombenkephalon eines jungen 3 Tage lang geziichteten
Hiithnerembryos. (Nach Levi.)

die lebenden Fasern eine langliche Streifung zeigen, die sich aber
nicht direkt als eine echte fibrillire Struktur erweist. Ist es auch
Matsumoto nicht gelungen, in der lebenden Kultur Neurofibrillen
zu beobachten, so waren sie doch in den fixierten Pridparaten
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klar nachweisbar. Levi wies wiederum nach, daB die Neuro-
fibrillen nicht immer klar erscheinen: manchmal wandeln sie sich
in sehr dinne Fibrillen um oder werden unsichtbar und kénnen
in einem homogenen Protoplasmaplidttchen verloren gehen, indem
sie spiter eventuell wieder erscheinen.

Matsumoto studierte das Verhalten der Mitochondrien und
der Vakuolen in den sympathischen Nervenfasern und behauptet,
daB die Mitochondrien in verschiedener Quantitiat in der Kultur
erscheinen und unregelmiBig angesammelt sind. Sie sind mehr
oder weniger regelméflig nach der Achsenbreite der Fasern orien-
tiert und bewegen sich sehr langsam. Auch die Kérnchen, die sich
mit Neutralrot firben, sind von verschiedener Grofe, Zahl und
Disposition; sie bewegen sich sehr lebhaft und manchmal auch
ruckweise.

In den Kulturen des Nervengewebes erscheinen noch die Neuro-
blasten, die aber an die Invasionszone durch passive Emigration
gelangen. Im allgemeinen ist ihre Anwesenheit ungleich und in-
konstant. Ihre nervésen Fortsitze konnen auch fehlen, und
manchmal, wie das von Olivo gezeigt wurde, wandern, und
senden hyaline Membranen aus. Die Neuroblasten verlieren in
der Kultur die Fahigkeit der Differenzierung und gehen bald in
Regression iiber. Diese Tatsache wurde zuletzt auch von Minea
gezeigt, der in der Kultur isolierter Nervenzellen von Spinal-
ganglien der Katze die Beobachtung machte, daB die Zell-
elemente unabénderlich autolytischen Prozessen entgegeneilen,
durch welche sie ihre farberischen Eigenschaften langsam ver-
lieren.

Die durch Zichtung des Nervengewebes in vitro erhaltenen
Resultate haben wichtige Daten tber Histologie und Histogenese
des Nervensystems gebracht. Hensen und Held haben -be-
hauptet, daB am Aufbau des Nervensystems zwei verschiedene
Zellen teilnehmen: 1. die Neuroblasten, welche Axone und Neuro-
fibrillen bilden, und 2. die Leitzellen, deren Inneres die Nerven-
fasern durchziehen und darin wachsen. Nach Held lduft die
Nervenfaser nie frei in den Interzellularriumen, sondern sie be-
findet sich in den anastomotischen Expansionen (Plasmodesmen)
der Leitzellen. Diese Hypothese, welche der von His widerspricht,
daB namlich die Nervenfaser aus dem Neuroblast ohne Mitwirkung
anderer Elemente entstehe, wurde durch die Versuche an Gewebe-
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kulturen in vitro widerlegt. Die Versuche von Harrison haben
gezeigt, wie die Nervenfaser erscheint und durch Aktivitat der
Neuroblasten, ohne Mitbeteiligung anderer Zellelemente, frei in
das Koagulum hineinwéichst; diese Tatsache wurde dann auch
von anderen Autoren (Marinesco und Minea, Levi usw.) be-
statigt. Damit wurde die Hissche Lehre von neuem unterstiitzt.
In bezug auf das Neuron haben die Ergebnisse der Explantation
zeigen koénnen, daB es tatsichlich méglich ist, in vitro eine echte
Anastomose zwischen zwei Fasern zu erhalten. Da aber nach den
Versuchen von Levi die Anastomosen nicht immer bestehen
bleiben, ist, wie auch Levi sagt, folgendes anzunehmen: wenn die
anatomische Individualitit des Neurons verloren geht, behilt der
Neurit immer noch mit seinem Neuroblast seine intimsten funk-
tionellen Beziehungen, nicht aber mit den nahen Neuronen.

¢) Das himolymphopoietische Gewebe und die Blutzellen.

1. Die Milz. Das Studium der Kulturen von hiamolymphopoie-
tischen Organen ist von hervorragender Wichtigkeit, da, worauf
schon Maximow hingewiesen hat, es uns zu der Loésung der
schwierigsten und dunkelsten Probleme, nimlich zur Genese der
Blutzellen, fithren wird. Zwar ist die gewiinschte Losung dieses
Problems noch nicht erreicht, es konnten aber schon viele Fragen
mittels der Gewebeziichtung in vitro gelost werden.

Die Milz war dasjenige Organ, das vielleicht am héaufigsten
von allen geziichtet worden ist. Jedoch von den vielen Autoren,
die dieses Gewebe explantiert haben, haben nur wenige ihm
ein wirklich eingehendes Studium gewidmet. Der groBte Teil
der Autoren dagegen hat dieses Gewebe fiir das Studium physio-
logischer und pathologischer Probleme nur verwendet, weil seine
Ziichtung keine Schwierigkeiten bereitet und bald die Invasions-
zone der proliferierenden Elemente entsteht.

Die ersten Milzkulturen wurden im Jahre 1910 von Carrel
und Burrows angelegt, die Fragmente des Milzgewebes junger
Katzen im Plasma des Muttertieres geziichtet haben. Nach
24 Stunden waren die Fragmente von einer grofien Zahl von roten
und weilen Blutkorperchen umgeben, welch letztere durch ama-
boid-aktive Bewegungen in das Plasma wanderten und einen
laingeren Weg durchliefen. Wihrend des zweiten bis zum dritten
Tag des Kulturlebens hatten sich die améboiden Leukocyten und
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grofle, mit Pseudopodien versehene Zellen so vermehrt, dafl sie
das ganze Kulturmedium einnahmen. Die Zellen zeichneten sich
durch lebhafte Beweglichkeit und starke phagocytidre Kraft aus.
Die Untersuchung der fixierten und gefarbten Priparate zeigte,
daB die Zellen, die die Invasionszone einnahmen, rote Blutkorper-
chen, polynukleére Leukocyten, kleine einkernige und grofle ein-
kernige Leukocyten waren; die letzteren hatten ein fein reti-
kuliertes Cytoplasma.

Diese erste, von dem amerikanischen Forscher gegebene Be-
schreibung der Milzkultur rief eine groBle Zahl von Arbeiten
hervor (Carrel und Burrows, Walton, Lambert, Levaditi
und Mutermilch, Levaditi, Mutermilch und Comandon,
Smith, Ingebrigtsen, Veratti, Carra, Rioch usw.). Die
Beschreibungen dieser Autoren streifen nur das Verhalten der
Milz in der Kultur; eine griindliche Behandlung der Frage fehlt
vollstandig. Levaditi und Mutermilch haben zuerst die Wir-
kung verschiedener Substanzen auf die Milzkultur untersucht;
unter Mitwirkung von Comandon haben sie dann mittels kine-
matographischen Apparates die Beobachtung gemacht, dal das
Milzfragment von runden oder ovalen beweglichen Zellen (mono-
nukledre basophile und polynukleire oxophile Leukocyten) um-
geben wird. Von den ausgewanderten Zellen hatten einige einen
exzentrisch gelegenen Kern und gréBere Protoplasmamassen,
andere dagegen waren klein und hatten einen zentral gelegenen
Kern. Die ersteren waren den letzteren gegeniiber sehr aktiv
beweglich. Andere Autoren konnten dann das lebhafte Wachs-
tum der Milzkultur und die Anwesenheit von Zellelementen
verschiedener Art in ihr nachweisen, die aber nicht ausreichend
beschrieben wurden. Rioch (1923) ziichtete Hiihnermilzfrag-
ment in einer Mischung von Locke-Lewis-Losung-Hiihnerbouillon
und Dextrose. In diesen waren nach dem Autor mesothe-
liale Zellen, mesenchymale Elemente und wandernde Zellen zu
beobachten. Er war der Meinung, dafl in der Kultur embryonaler
Milz die intensive Entwicklung mesenchymaler Zellen, vieler meso-
thelialer und weniger, meistens nicht granulierter Blutzellen zu
beobachten sei. In den Kulturen &lterer Embryonen waren die
mesenchymalen Zellen nach Rioch in kleinerer Zahl vorhanden,
mesotheliale Zellen kamen sehr selten vor, dagegen haben die Blut-
zellen zugenommen. Die mesenchymalen Zellen waren breit, un-
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regelmifig, mit einem ovalen Kern versehen; man konnte im gra-
nulierten Cytoplasma Mitochondrien und mit Neutralrot gefiarbte
Kornchen unterscheiden. Die mesothelialen Zellen bildeten bei
ihrer Entwicklung eine Membran, die aus linglichen Zellen mit
kleinem Kern und einigen Mitochondrien zusammengesetzt ist.
Die Blutzellen, die in das Kulturmedium einwandern, bestehen
aus Lymphocyten, Monocyten, in welchen sich nach einer lingeren
oder kiirzeren Zeit Vakuolen bilden.

Die wichtigsten Arbeiten, die iiber das Verhalten der Milz
in vitro erschienen sind, stammen von Maximow, Chlépin,
Fazzari, Rh. Erdmann, Eisner und Laser. Inihren Grund-
linien widersprechen sich die Beschreibungen dieser Autoren nicht;
doch gehen in vielen Einzelheiten die Meinungen auseinander.
Die Hauptursache dessen liegt in erster Linie darin, daf die ver-
schiedenen Autoren an verschiedenen Tierarten (Mausen, Hithnern,
Ratten, Kaninchen, Axolotl usw.) und an verschiedenen Alters-
stadien ihre Versuche durchgefithrt haben. Die Gewebestiickchen
aus der Milz sind in der Kultur dadurch charakterisiert, daB
sie nach einer sehr kurzen Inkubationszeit Proliferationen und
Migrationen von Zellelementen in das Kulturmedium vorsenden.
Die Zellelemente, die in der Invasionszone erscheinen, sind ver-
schiedener Art. Von Blutzellen sind rote Blutkérperchen, Lympho-
cyten, Granulocyten, Monocyten vertreten, die améboide und
phagocytidre Eigenschaften haben.

Die Lymphocyten sehen rasch degenerativen Prozessen ent-
gegen; sie sterben in 12 Stunden, nach Fazzari, ab, nachdem
sie sich durch direkte Teilung vermehrt haben. Chldpin sah in
der Kultur des Axolotls nach 11/, bis 2 Monaten die Blutzellen
verschwinden, da diese unter degenerativen Erscheinungen, ohne
sich vermehren zu kénnen, abstarben. In der Kultur von embryo-
naler Milz wurde von Fazzari beobachtet, wie die Lympho-
cyten sich, wie der Autor bemerkt, zweifellos in Clasmatocyten
umwandeln. Der Beweis dieser Tatsache konnte von Fazzari
durch die entsprechende Féarbung nach Ranvier nicht erbracht
werden. Wenn sie aber erwiesen wird, so wird sie die Hypothese,
daB ndmlich die Lymphocytcn unter bestimmten Bedingungen in
den Zustand der kleinen ruhenden Wanderzellen zuriickkehren
kénnen (Maximow), unterstiitzen. Diese Umwandlungen wurden
auch von Chl6pin beobachtet, der die Umwandlung der Lympho-

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 7
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cyten in Polyblasten als sicher annimmt. In den Kulturen von
erwachsener Milz hat Fazzari oft die Umwandlung der Lympho-
cyten in Plasmazellen beobachten kénnen, was schon von Maxi-
mow in Kulturen erwachsener lymphoidaler Gewebe bemerkt
worden war; die beiden Zellenarten stellen nach Maximow nur
zwei jener Formen dar, die die Polyblasten in ihrer Evolution
annehmen.

Was den Ursprung der Lymphocyten in der Kultur anbetrifft,
so ist diese Frage mit der des Ursprungs von Lymphocyten in den
Entziindungsexsudaten eng verbunden. Gegeniiber der Meinung
mehrerer Autoren (V.D.Lejen, Arnold, Senator, Wolf,
Schridde, Schwarz, Fischer, Baumgarten, Orth usw.),
daB namlich die Lymphocyten des Exsudates himatogenen Ur-
sprungs seien, wird andererseits von einer groen Zahl von Forschern
die Genese der Lymphocyten von einer atypischen Proliferation
der normalen Bindegewebselemente hergeleitet, und zwar haupt-
sachlich von der Gruppe der Histiocyten. Von diesem Standpunkte
aus wurden die interessanten Versuche Lippmanns und seiner
Schule durchgefiihrt; sie konnten durch intrakardiale Injektion
von Thorium X das Verschwinden der weilen Blutkérperchen aus
dem zirkulierenden Blut des Kaninchens beobachten. Maximow,
der eine lange Reihe von Versuchen diese Frage betreffend durch-
gefiihrt hat, nimmt an, dafl die Lymphocyten direkt von den Poly-
blasten herstammen, die nach dem Autor Elemente verschiedenen
Ursprungs, himatogenen und histogenen, darstellen. In Gewebe-
ziichtungen in vitro konnte Maximow die Abstammung der
Lymphocyten von den Polyblasten direkt beobachten. Dieser
Ursprung wurde dann auch von Chlépin in Kulturen des Axo-
lotls bestétigt und das enge genetische Verhéltnis zwischen Lym-
phocyten und Retikulumzellen nachgewiesen. Die Abstammung
der Lymphocyten vom Retikuloendothel sollte nach Chlépin
durch eine graduierte basophile Umwandlung des Cytoplasmas und
durch eine progressive Umwandlung des Kernes zum Typus der
grofien Lymphocyten mit gut erkennbaren Nucleolen vor sich
gehen. Das Retikulum nimmt also nicht nur von den Retikulum-
zellen, sondern auch von Lymphocyten seinen Ursprung (Maxi-
mow, Chlépin).

AuBer den Formelementen des Blutes wird man in der Milz-
kultur noch anderen Zellelementen begegnen, die nicht leicht zu
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bestimmen sind. Unter diesen sind die am leichtesten erkennbaren
Elemente die Retikulumzellen. Diese Zellen haben améoboide Eigen-
schaften und eine rundliche oder mehr unregelméfige Form; die
Dimensionen des Kernes und des Cytoplasmas schwanken innerhalb
breiter Grenzen. Das Cytoplasma ist basophil und enthélt Pig-
mentkérnchen. Die amoboiden Bewegungen haben nach Chldpin
auf die Form des Kernes EinfluB3. Diese Zellen, die Chldpin in
Kulturen aus Axolotlgewebe gesehen hat, entsprechen denjenigen,
die Fazzari in Kulturen von embryonalen und erwachsenen
Milzen der Hiithner und der Méduse beobachtet hat. Sie stammen
vom Retikulum des Organs ab und sind durch ihre phagocytéren
Eigenschaften und durch das Vorhandensein von Pigment und
Farbkérnchen im Cytoplasma, wenn vital gefarbtes Plasma als

a b
Abb. 22a, b. Retikulumzellen einer Milzkultur aus einem &lteren Hiihnerembryo.
(Nach Fazzari.)

Kulturmedium oder Fragmente einer vital gefarbten Milz ver-
wendet wurden, gekennzeichnet. Rhoda Erdmann, Eisner
und Laser haben die echten Retikulumzellen in Milzkulturen von
sehr jungen Rattenembryonen nicht in grofer Zahl beobachtet;
zahlreich waren diese Zellen dagegen in Milzkulturen von Em-
bryonen kurz vor der Geburt vorhanden; diese dlteren Zellen
enthielten phagocytierte Substanzen. Die Retikulumzellen er-
scheinen in der Kultur 24 Stunden nach der Explantation (Faz-
zari, Erdmann usw.). Sie stammen nach Erdmann, Eisner
und Laser von den starren Fasern der Milz ab, erscheinen in
der Milz in der zweiten Hilfte des Embryonallebens und haben
im sekunddren Mesenchym ihren Ursprung.

Eine Modifikation der Retikulumzellen ist nach Chlépin in
den Makrophagen gegeben. die direkt vom retikuldren Syncytium

T*
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herstammen. Die Makrophagen haben mehr Cytoplasma, sie
haben eine sehr ausgesprochene phagocytire Fihigkeit und neh-

Abb. 23. Eine enorme, pigmentierte Riesenzelle aus einem 29 Tage alten Milzexplantat.
(Nach N. und A. Chldpin.)

men Vitalfarbstoffe auf. Auch Erdmann nimmt an, daB die
retikuldren Makrophagen die Endphase der Retikulumzellen dar-
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stellen; sie werden manchmal mehrkernig und den echten Riesen-
zellen sehr &hnlich. Andererseits hat Chl6opin enorme Riesen-
zellen beobachtet, die durch Fusion von mehreren Retikulum-
zellen echte mehrkernige syncytiale Massen, mit wandstdndiger
Anordnung der Kerne, bildeten. In den Kulturen der mit kolloi-
daler Chinatusche blockierten Milz haben Lemmel und Léwen-
stddt beobachtet, dafl die Makrophagen so viel Chinatusche an-
sammeln, da3 manchmal der Kern nicht mehr zu sehen ist. Die
Chinatusche wird aber sowohl in den Fibroblasten und in den
Retikulumzellen in

Form von ganz

kleinen Kornchen,

als auch in den

Lymphocyten und

in den Markzellen

gesammelt. Die An-

sammlung von Chi-

natusche  hemmt

nicht die Beweglich-

keit der Makropha-

gen. Von Lemmel

und Lowenstadt

wurde noch eine

andere  Beobach-

tung gemacht, daf3

niamlich die Zellen, .

dic durch Mitose AWM cloem Krans von Kodotslstien umgetene
entstanden sind, werden, wie zuerst zarte runde Zellen erschienen, die dann

. . in acht Tagen diesen Endothelkranz bildeten.
keine Tuschekorn- (Nach Erdmann, Eisner und Laser.)

chen mehr ent-
hielten. Die Autoren sind der Meinung, da8 sie wihrend der Zell-
teilung die Tusche abgeben. Man wird aber der Hypothese, daf}
Mitosen nur in Zellen entstehen, die keine Chinatusche enthalten,
beistimmen miissen. Die wichtigste der von diesen Forschern er-
kannten Tatsachen ist aber, daB auch die Zellelemente der
blockierten Milz vitale Phanomene hervorrufen kénnen.

In den Milzkulturen erscheinen auch andere Zellelemente,
denen endotheliale Natur zugeschrieben wurde. Nach Erdmann,
erscheinen in der Milzkultur junger Rattenembryonen fast endo-
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theliale Elemente. Ihre Form ist sehr verdnderlich: die drei-
eckigen wandeln sich in ldngliche um, teilen sich lebhaft und man
begegnet oft Mitosen. In der postfotalen Milz erscheinen die endo-
thelialen Zellen nicht veréstelt, sie sind gro und homogen und
kénnen nur spéarlich vitale Farbstoffe aufnehmen; ihr Kern ist
stark chromatisch (Erdmann).

Die endothelialen Zellen sind den Retikulumzellen gegeniiber
die genetisch &lteren Elemente, da sie im Sinus lymphaticus
in typischen Gruppierungen anzutreffen sind. Fazzari traf in
Kulturen embryonaler oder erwachsener Milz der Hiithner und der
M3suse Endothelzellen, die aber nicht anastomosierten und sich
zu einer Membran entwickelten, sondern langsam, isoliert wander-

Abb. 25. Endothelzelle einer Milzkultur aus einer erwachsenen Maus. (Nach Fazzari.)

ten und nur geringe Modifikation erfuhren. Erdmann, Eisner
und Laser nehmen an, daB auch die endothelialen Zellen ihre
Endphase in den endothelialen Makrophagen finden ebenso wie
die retikuldren Makrophagen die Endphase der Retikulumzellen
darstellen.

Es wurden sowohl in den embryonalen, als auch in den er-
wachsenen Milzkulturen von Fazzari Zellelemente angetroffen,
die nach diesem Autor als Ubergangsform zwischen endothelialen
und retikuldren Zellen anzusprechen sind. In der Tat zeigten
diese Zellen Charaktere, welche sie immer mehr den Retikulum-
zellen dhnlich machen konnten: die Peripherie dieser Zellen war
weniger ausgesprochen, das Cytoplasma soll ein mehr granuliertes
Aussehen bekommen und nur die Peripherie bliebe sozusagen im
Netz erkennbar; der Kern soll verschiedenen Charakter annehmen.
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In der Milzkultur wurde auch noch ein anderer Zelltyp be-
schrieben, iiber dessen Deutung man auf Widerspriiche stoft.
Nach Erdmann, Eisner und Laser soll sich der Kern dieser
Zellen von dem der Retikulumzellen unterscheiden, da er voll von
kleinen Koérnchen ist, wihrend die Retikulumzellen einen blis-
chenartigen Kern haben. Von diesen Zellen, die sehr friih in der
Kultur embryonaler Milz erscheinen, sollen nach diesen Autoren
die Endothelzellen abstammen. Fazzari beschreibt einige Zell-
elemente, die in der embryonalen Milzkultur erscheinen und in der
Kultur der erwachsenen Milz fehlen, wie Lymphoblasten, die in
ihrem Kern und Cytoplasma hypertrophisch sind. Uber die wirk-
liche Natur dieser Zellen herrschen ganz unsichere Ansichten.

Zuletzt erscheinen zwischen dem 2. und 3. Tag in der Milz-
kultur bindegewebige Elemente mit den oben beschriebenen Cha-
rakteren, die von den bindegewebigen Trabekeln des Organs ab-
stammen. Sie sind meistens linglich, haben ein granuliertes Cyto-
plasma, einen groBlen ovalen Nucleus und bilden hauptsachlich
in der Kultur der embryonalen Milz um das Explantat sozu-
sagen ein Netz.

2. Lymphdriisen und Blutzellen. Mehrere Autoren haben so-
wohl normale als auch pathologische Lymphknoten und Blut-
zellen in vitro geziichtet (Sebastiani, Maximow, Carrel und
Ebeling, Awrorow und Timofejewsky, M. Lewis und
W.Lewis usw.). Sebastiani ziichtete Fragmente aus leuk-
amischen Lymphdriisen in verschiedenen Plasmamedien, um zu er-
forschen, ob im leukdmischen Plasma Substanzen vorhanden
sind, die das myelolymphadenoide Gewebe zur Hyperplasie an-
reizen. Seine Versuche haben gezeigt, dal zwischen normalem und
leukdmischem Plasma kein Unterschied existiert. Nur das Plasma
syphilitischer Organismen iibt eine wachstumshemmende Wirkung
aus. Wichtigere Versuche iiber diese Frage wurden von Maxi-
mow vorgenommen; dieser Forscher ziichtete lymphatisches Ge-
webe und fand, dafl Zellelemente von drei verschiedenen Formen
entstanden sind, die grundsétzlich mit den Formen der aus der
Milzkultur entspringenden Zellelementen iibereinstimmen. Diese
sind Lymphocyten jeder Kategorie, mit améboider Beweglichkeit,
Retikulumzellen, die grofler als die Lymphocyten sind und in ihrem
Protoplasma gelblich gefarbte Pigmentkornchen enthalten, spin-
delfésrmige Fibroblasten mit starren und lanzenférmigen Fort-



104 Das Verhalten verschiedener tierischer Gewebe in Explantaten.

sitzen. Die Retikulumzellen sind mit den ruhenden Wander-
zellen des losen Bindegewebes identisch, und wie diese enthalten
auch sie mit Trypanblau und Carmin farbbare Kérnchen. Jedoch
verschwinden die Elemente, die im Kulturmedium mit den Pas-
sagen erscheinen, langsam wieder und es bleiben nur die Fibro-
blasten zuriick. Wenn man dagegen diesen Kulturen Knochen-
markextrakt zusetzt, nimmt die Proliferationsintensitit aller Ele-
mente sehr stark zu. Es kann nach Maximow auch eine fibrilldre
Interzellularsubstanz zwischen den Fibroblastenzellen erscheinen,
die aller Wahrscheinlichkeit nach aus dem Kollagen entsteht,
welch letzteres, wie Baitsell behauptet, sich aus Fibrin bildet.
Lewis und Webster haben in Kulturen von normalen und patho-
logischen Lymphdriisen dhnlich wandernde Zellen mit lebhaften
amoboiden und phagocytiaren Eigenschaften angetroffen. Neben
diesen sind auch Endothelzellen zu sehen, die nach einigen
Autoren relativ unbeweglich und wenig phagocytér sind und erst
24—48 Stunden nach der Explantation in der Kultur erscheinen,
und endlich unbewegliche Fibroblasten, die nicht phagocytir
sind und erst nach 48 Stunden erscheinen. Ubrigens haben Maxi-
mow, Lewis und Webster in Kulturen von Lymphdriisen
Riesenzellen gesehen, iiber deren Entstehungsmechanismus — ob
durch Fusion mehrerer Zellen oder durch amitotische Kernteilung
einer einzigen Zelle in mehrere Kerne — die Ansichten der
Verfasser auseinandergehen.

In Kulturen von Lymphdriisen der mit Neutralrot vital
gefirbten Meerschweinchen konnte Mc.Junkin die Beobachtung
machen, daB die Retikulumzellen auf das Neutralrot mit einer
Rosettenbildung reagieren. Maximow stellte dagegen das kom-
plizierte Problem der unitaristischen oder dualistischen Erklarung
der Genese der Blutzellen auf und entscheidet sich zugunsten der
ersteren. Er hat in Kulturen lymphoidaler Gewebe beim Zusatz
von Knochenmarkextrakt aus grofen Lymphocyten typische Mye-
locyten erhalten und von diesen wiederum Eosinophile. Die
Myelocyten sind aus Promyelocyten entstanden mit basophilem
Protoplasma. Aus den Myelocyten konnte man endlich Zellen er-
halten, die granulierten, polymorphkernigen Leukocyten dhnelten.
Es schien also, nach den Ergebnissen Maximows, dal die Granu-
locyten aus Lymphoidzellen entstehen. Man muf aber bemerken,
daB der Autor nur in denjenigen Kulturen diese Umwandlungen
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erhalten hat, denen Knochenmarkextrakt zugesetzt wurde. Es
wiére also interessant, weitere Forschungen iiber die Bedeutung
der Knochenmarkextrakte vorzunehmen.

Ubrigens machte Maximow die Beobachtung, die dann auch
von Chlopin bestidtigt werden konnte, dal sowohl die groflen,
als auch die kleinen Lymphocyten nichts anderes als Variationen
derselben Zellform sind, da die ersteren in die letzteren und auch
umgekehrt sich umwandeln kénnen.

Die kleinen Lymphocyten kénnen sich in Knochenmarkextrakt
enthaltenden Kulturmedien in Plasmazellen umwandeln. Die
Lymphocyten und die Retikulumzellen konnen, wie schon er-
wéhnt, Polyblasten, und endlich die Retikulumzellen groe Lym-
phocyten werden.

Diese Versuche sind selbstredend von grofler Bedeutung, und
sollten sie weiterhin bestitigt werden, so konnen sie der leb-
haften Streitfrage in der Hématologie ein fiir allemal ein Ende
bereiten. Dann wire die Methode der Gewebeziichtung um eine
ruhmvolle Tat reicher, da die Losung dieser Frage sich als eine
der schwierigsten erwies.

In engem Zusammenhang mit der Ziichtung hamolympho-
poietischer Gewebe steht die der Blutzellen, die in den letzten
Jahren sehr eingehend studiert worden sind.

Es sollen zuerst die sehr wichtigen Versuche von Awrorow
und Timofejewsky erwidhnt werden, die das leukdmische Blut
des Menschen in vitro ziichteten. Diese Autoren verwendeten die
Methode des hingenden Plasmatropfens vom Kaninchen- oder
auch Hithnerplasma, in welchem die Formelemente einer an mye-
logener Leukamie erkrankten Person geziichtet waren. Es stellte
sich heraus, daBl, wahrend die roten Blutkérperchen und die reifen
polynucleidren Leukocyten rasch regressiven Erscheinungen an-
heim fielen, eine Kategorie der mononucleiren Zellelemente, die
nach diesen Autoren Myeloblasten sind, die ersteren um mehrere
Tage uberleben. Diese Zellen vermehrten sich durch Karyokinese
und gingen evolutiven Verdnderungen entgegen; sie haben sich
in Makrophagen (die Reste der Erythrocyten waren von weilen
Blutkérperchen phagocytiert), in Riesenzellen und verdstelte
Zellen umgewandelt, die alle Charaktere der jungen Fibroblasten
in sich trugen. Diese Umwandlungen sind seit 1914 von russischen
Autoren beobachtet worden und konnten, wie wir im weiteren
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sehen werden, auch von Carrel, Ebeling und Fischer bestétigt
werden. Andererseits hat auch Foot die Beobachtung gemacht,
daB die sich vermehrenden Zellen Umwandlungen durchmachen
und sich den Fibroblasten annihern.

Wegen der Wichtigkeit dieses Problems haben Carrel und
Ebeling éhnliche Versuche vorgenommen: sie haben reine Kul-
turen von mononucleiren Leukocyten unter Zusatz von Embryo-
nalextrakt geziichtet. Das Blut wurde in paraffinierten GefiaBen
aufgefangen, zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. Ein
Zusatz von ein wenig Embryonalextrakt lieB die diinne Plas-
maschicht gerinnen, die sich iiber den Leukocyten ausbreitete,
welche auf diese Weise eingeschlossen werden. Nach Waschen und
Entfernen der Formelemente aus dem Blutkoagulum wird dieses
aufgeteilt; die Teile dienten fiir neue Kulturen. Unter den ver-
schiedenen Medien wurde auch eine Fibrinogensuspension an-
statt Plasma angewendet, um die Proteinwirkung auszuschalten,
auBer jener, welche zur Fibrinkoagulation notwendig ist. Die
Kulturen von Leukocyten gelingen besser in Flaschen, wo man
3—4 tagig das Koagulum waschen und frische Tyrodelésung zu-
setzen kann. Nach einigen Stunden ist das Fragment von einem
Zellhof umgeben, der in seiner Peripherie aus polynucleiren Ele-
menten und im Innern der Invasionszone aus Lymphocyten be-
steht. Die Leukocyten verschwinden langsam und dann die
Lymphocyten und letzten Endes hat man eine Reinkultur von
groBen Mononucledren. Diese Zellen sind dadurch charakteri-
siert, daf} sie auch dann kein Gewebe bilden, wenn sie in direktem
Kontakt miteinander stehen. Sie sind gegeniiber der Wirkung von
Embryonalextrakten, die sie stark zur Proliferation und Emi-
gration reizen, sehr empfindlich. Die groBlen Mononucledren sind
dem Blutserum gegeniiber viel resistenter als die Fibroblasten und
das Serum bildet fiir diese sogar einen guten Nihrboden. Ein
Kulturmedium, das aus 0,50 ccm Plasma, 1 cem Tyrodeldsung,
1 ccm Serum und nicht weniger als 2 vH Embryonalextrakt be-
steht, kann Fibroblasten oder Epithelien nicht linger als 8 Tage
am Leben erhalten, wird jedoch fiir die groBen Mononucleiren
vollkommen ausreichend sein.

Kiaer hat verschiedene Leukocytenkulturen nach der Methode
Carrels in verschiedenen Plasmaarten, hauptsichlich aber in
Hiihnerplasma, geziichtet und fand, da8 ein Zusatz von Tyrode-
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losung zum Plasma eine breitere Invasionszone hervorruft,
wahrend hypotonische Losungen die Emigration nur in ganz ge-

Abb. 26. Kultur von Leukocyten nach 24 Stunden. (Nach Carrel und Ebeling.)

ringem Grade vermehren, die hypertonischen Losungen dagegen
hemmend wirken. Im Plasma alter Tiere war die Auswanderung
verspitet und eine dhnliche Erscheinung ist im Plasma der Triager
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von Rous-Sarkomen zu beobachten. Er glaubt also an die An-
wesenheit eines Toxins. Das Plasma tuberkuléser Hiihner be-
giinstigt in vielen Féllen die Emigration.

Interessante Phénomene wurden bei der Umwandlung von
Blutzellen in andere Elemente beobachtet (Carrel und Ebeling,

Abb. 27. Leukocytenkolonie in Gabritschewski-Schalen. (Nach Carrel und Ebeling.)

Fischer, Lewis, Maximow). Es handelt sich um die seit lingerer
Zeit geduBerte Meinung iiber den gemeinsamen Ursprung der indiffe-
renten Lymphoidzellen, der fixen Bindegewebszellen, der Endothel-
zellen und verschiedener Leukocyten. Schon die Versuche von
Policard, Dubreuil haben es zeigen koénnen, daB die Lympho-
cyten dem Entstehen von Fibroblasten und von groB8en Mono-
nucleéren, dabei auch den ragiocrinen Zellen Raum geben kénnen.
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Maximow hat weile Blutkorperchen von Kaninchen in Kanin-
chenplasma mit Zusatz von verschiedenen Extrakten geziichtet
und sah, daf} die Monocyten hypertrophisch werden und sich in
groBe phagocytierende Zellen umwandeln, die den Polyblasten
dieses Verfassers entsprechen sollen. Andererseits war auch der
groBite Teil der Lymphocyten hypertrophisch und fing an, den
Polyblasten zu dhneln.

Dann wiirde also zwischen Lymphocyten und Monocyten
keine ausgesprochene Grenze mehr existieren.

Carrel und Ebeling haben in Reinkulturen von groBen
mononucledren Leukocyten die Beobachtung gemacht, daf3 diese
Zellen sich in histiogene fixe Fibroblasten umwandeln. Diese Um-
wandlung wiirde nach Carrel und Ebeling durch die Umwand-
lung der aktiven Pseudopodien in scharfe unbewegliche Fortsitze
zustande kommen; diese Veranderungen treffen in erster Reihe die
radidr gestreiften Zellen mit hellem und retikuldrem Plasma. Eine
Umwandlung der grofen Mononucledren in Fribroblasten wurde
dann auch von A.Fischer bestitigt. Fischer verwendete bei
den Kulturen der Hiihnerleukocyten die von ihm eingefiihrte
Technik fiir die Ziichtung von Roussarkom; als Kulturmedium
wurde Hithnerplasma mit Embryonalextrakt und ein kleines im
FEis fiir einen Monat in Ringerlosung aufbewahrtes Muskelstiickchen
verwendet. In den erneuten Kulturen wurden bei der 4. Passage
zwischen den groBlen mononucleiren Zellen Fibroblasten ange-
troffen, die sich bei den nachfolgenden Passagen dauernd ver-
mehrten, bis eine Kultur entstand, die mit einer Fibroblastenkultur
ganz identisch war. Moglicherweise handelte es sich in dieser
Kultur um eine Verunreinigung, wenngleich der Autor dem Leser
versichert, dafl die Versuche mit allen Kautelen durchgefiihrt
waren : der Embryonalextrakt war sehr verdiinnt und stark zentri-
fugiert, und auch das Muskelstiickchen konnte nach dem ein-
monatigen Aufenthalt im Eis kaum einer Proliferation Raum geben.

Diese Versuche konnten also den Nachweis erbringen, dafl man
in vitro Umwandlungen von weilen Blutkérperchen in Fibro-
blasten erhélt, die dann unbegrenzt weitergeziichtet werden
kénnen. Diese Umwandlung jedoch scheint ein reversibler Vor-
gang zu sein, da Fischer selber behauptet, dal es ihm gelang,
die Umwandlung von Fibroblasten in Makrophagen zu beobachten.
Andererseits konnte Lewis in Kulturen von Blutzellen ver-
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schiedenen Ursprungs die Umwandlung groBler Wanderzellen in
Mesenchymzellen nachweisen.

3. Knechenmark. Die ersten Ziichtungen von Knochenmark
und Knochenfragmenten einer jungen Katze wurden im Jahre 1910
zuerst von Carrel und Burrows versucht; sie haben die Frag-
mente in homogenem Plasma geziichtet. Diese Kulturen waren
24 Stunden nach der Explantation von roten Blutkorperchen und
Leukocyten umgeben, die durch sehr aktive amoboide Bewegungen
ausgezeichnet waren. In den néichsten Tagen haben beide Autoren
beobachtet, dal die anatomischen Elemente des Knochenmarkes
in das Blutplasma emigriert waren und spindelférmige und ling-
liche Zellen erschienen, die in das Koagulum hinein wanderten.
Die iibrigen begleitenden Zellelemente waren Lymphocyten, einige
polymorphkernige Leukocyten und unregelmiBige Zellen mit
sehr aktiven Pseudopodien.

Im folgenden wurde das Knochenmark auch von Foot, Erd-
mann, Maximow, Herwerden, Bermann geziichtet; der
letztere benutzte dieses Gewebe bei der Bearbeitung einiger Fragen
aus der Pathologie. Foot konnte den Nachweis bringen, daf3 die
Ziichtung des Knochenmarkes desto leichter gelingt, je reicher es
an Zellelementen ist.

In den ersten Stunden des Kulturlebens entsteht eine lebhafte
Emigration von eosinophilen Leukocyten, die sich aber nach Erd -
mann teilen und sich in kleine Formen umwandeln, ihre Kérnchen
verlieren und den Lymphocyten dhnlich werden. Jetzt erscheinen
Myeloblasten, Lymphocyten, Bindegewebszellen, die aus dem
Stroma abstammen, und Fettzellen. Was die Bildung der intra-
zelluldren Fetttropfchen anbetrifft, sind sie nach Foot durch Syn-
these von Kérnchen im Sinne Altmanns und Arnolds ent-
standen. Nach Foot kénnen alle Zellen der Knochenmarkkultur
eine Umwandlung erfahren, die diese Zellen den Bindegewebs-
zellen dhnlich macht; aus den mesenchymalen Lymphoidzellen
werden polymorphkernige Leukocyten entstehen. Erdmann
konnte dagegen in ihren Kulturen die Umwandlung kleiner Ly m-
phocyten in andere Blutzellformen nicht beobachten. Betreffs der
Riesenzellenbildung in Knochenmarkkulturen nahm Foot zuerst
an, daf diese aus den Fettzellen abstammen ; spiter nahm er aber
an, daf bei der Bildung dieser Zellen eher die Myeloblasten eine
Bedeutung hitten.
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Herwerden beschiftigte sich bei den Knochenmarkkulturen
mit der Frage der roten Blutkorperchen; er hat beobachtet, dafl
die Normoblasten ihre Kerne auswerfen und anucledr werden.
Seine Ergebnisse stimmen also mit denen von Tower, Harms
und Erdmann iberein, die eine &hnliche Umwandlung der kern-
haltigen Zellen der roten Zellreihe in kernlose Zellen beobachtet
haben.

f) Epithelien und Driisengewebe.

1. Haut. Unter den ersten Ziichtungen von Hautfragmenten
sind diejenigen von Carrel und Burrows zu nennen, die in der
Kultur ein Zellwachstum beobachtet haben, das in 48 Stunden
die doppelte Breitenausdehnung zeigte, als das ausgepflanzte Ge-
webestiickchen. Ruth ziichtete Hautfragmente von erwachsenen
Froschen und konnte in vitro das Phénomen der Wundvernar-
bung studieren. Er setzte einerseits zwei Hautfragmente in einer
Distanz von 0,3 mm einander gegeniiber, andererseits machte er
am Fragment selber eine Kontinuitétstrennung; nun sah er, da$}
an den Réndern der Wunde ein Gleiten des Epithels, dann eine
Proliferation der Zellelemente stattfand, die den klaffenden Raum
auszufiillen und die Wundrénder auszubreiten suchten. Die Ge-
schwindigkeit der epithelialen Vegetation war etwa 0,06 mm pro
Stunde und eine Wunde von 0,82/0,32 mm wurde in der Kultur
innerhalb 10 Stunden vollkommen ausgefiillt. Auch Oppel ver-
suchte dieses Reparationsphanomen des Deckgewebes zu er-
forschen; er beobachtete hauptséichlich die aktiven Bewegungen
der epithelialen Zellen im Reparationsphianomen.

Wichtige Versuche wurden von Uhlenhuth an der Frosch-
haut (Rana pipens) durchgefithrt. In den Kulturen, die im Normal-
plasma geziichtet wurden, bekam dieser Forscher eine sehr dichte
epitheliale Zone um das Explantat herum. Die Proliferations-
elemente stammten von der Basalzone der Epidermis her, wihrend
die oberfldchlichen und mittleren Schichten des Epithels nicht an
der Emigration beteiligt waren. Die wandernden Zellen verbreite-
ten sich im Kulturmedium, trennten sich voneinander und er-
fuhren Verianderungen in ihrer Form, durch welche sie sich lang-
sam in spindelige Zellen umwandelten, die den Bindegewebs-
zellen sehr ahnlich waren. Das Bindegewebe in diesen Kulturen
nimmt nicht an der Proliferation teil, eine Erscheinung, auf welche
Uhlenhuth die Aufmerksamkeit lenkte. Nach dem Autor liegt
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die Ursache darin, dal die epithelialen Zellen, die das Explantat
umgeben, die Entwicklung des Bindegewebes verhindern. Nur
in seltenen Fillen wire das Epithel gegeniiber dem Bindegewebe
durch eine hohere Proliferationskraft ausgezeichnet. Was die Um-
wandlung der epithelialen Gewebe in Bindegewebe anbetrifft,
glaubt Uhlenhuth, daB sie eine Zellreaktion im neuen Medium
bedeutet, in welchem die Bedingungen fiir das Wachstum des
Bindegewebes giinstiger sind. Die epithelialen Zellen der Haut
im Explantat vermehren sich mitotisch und amitotisch. Die Mi-
tosen erscheinen jedoch nicht friiher als am 6. Tage des Kultur-
lebens, wihrend die Amitosen in den ersten Tagen der Explan-
tation angetroffen werden. In den folgenden Arbeiten studierte
Uhlenhuth die Beziehungen zwischen Zellform und Soliditit der
verwendeten Medien. In verflissigten Kulturen konnte der Autor
mit Muskelextrakten und mit Augenkammerwasser Emigrationen
von polyedrischen oder polygonalen Zellelementen bekommen, die
wahrend der Wanderung den Kontakt untereinander nicht ver-
loren. In halbfesten Kulturmedien werden die Zellen lang, spindel-
oder fadenférmig, in flissigen Medien dagegen rund. Diese Ver-
suche stimmen mit denjenigen von L. Loeb iiberein, der zeigen
konnte, daB in der Wundheilung die Zellform von der Konsistenz
des Mediums abhéngig ist, in welchem sie leben. Hautfragmente
wurden auch in der Kultur einander gegeniibergesetzt (Burrows,
Mitsuhashi, Rh. Erdmann, Schmerl usw.); jedoch sind in
diesen Versuchen hauptsichlich physiologische Fragen behandelt
worden: Bewegungen, Pigmentierung, Respiration usw. und sie
werden andernorts erwahnt.

2. Leber. Lebergewebe wurde von verschiedenen Autoren ge-
ziichtet (Lynch, Levi, Policard, Akamatsu, Mitsuda usw.),
und die von diesen Autoren beobachteten Phédnomene waren
grundsitzlich iibereinstimmend, wenn man von der Artverschie-
denheit der geziichteten Lebergewebe absieht.

Wenn Leberfragmente junger Hithnerembryonen noch vor dem
Erscheinen des Bindegewebes geziichtet wurden, so erhielt man
Reinkulturen von Epithel.

In Kulturen von Embryonen, wie das Lynch und Levi zeig-
ten, erscheint in der Invasionszone eine epitheliale Membran, die
von polygonalen Zellen gebildet wurde, die miteinander in Ver-
bindung stehen. In der peripherischen Zone der Membran ver-
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dndern die Leberzellen jedoch ihre Form, werden unregelmaBig,
und die epitheliale Membran selber ist nicht mehr aus aneinander-
gereihten Zellen gebaut, sondern zeigt mehrere Liicken. Zwischen
den aneinandergereihten Zellen fehlt eine Bindesubstanz (Lynch,
Levi, Policard). Vom Rande der epithelialen Membran reiflen
sich isolierte Zellelemente ab. Jedoch gehen, wie Lynch und
Levi gezeigt haben, diese isolierten Zellen schnell regressiven Pro-
zessen entgegen. Diese Tatsache wurde nach dem Autor durch
den Verlust von Beziehungen zu anderen Zellen bedingt. In den

Abb. 28. Leberexplantat eines 8tégigen Embryos. Man sieht eine Membran von
Leberzellen und das endotheliale Retikulum. (Nach Lynch.)

Leberzellen sind die Mitochondrien immer gro und granuliert,
doch nach den Beobachtungen von Levi konnen sie vom 2. bis
3. Tag an strukturelle und Formverdnderungen erfahren, haupt-
sichlich die Zellen, welche sich an der Peripherie der epithelialen
Membran befinden. Lynch hat in den Kulturen, welche in Locke-
Lewislosung geziichtet waren, keine Zellvermehrung beobachtet,
doch teilt Levimit, daB es ihm gelungen sei, Leberzellen in Mitose
zu finden und behauptet, daBl die Zellen, welche durch Teilung
entstanden sind, ihre spezifischen Charaktere behalten haben.

In den Kulturen des Lebergewebes jedoch, wenn die Frag-
mente nicht von dlteren Embryonen herstammen, sieht man neben

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 8
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Emigration der Leberzellen auch Bindegewebselemente prolife-
rieren (Policard, Bisceglie usw.). Neben Leberzellen wurden
sonst epitheliale Elemente der Gallenkanilchen (Mitsuda) und
auch endotheliale Zellen (Lewis, Levi) gefunden. Es wurde
von Mitsuda an Leberkulturen die Frage der Pigmente, von
Akamatsu das Problem der Reizsubstanzen in der Kultur, die
an der Wunde frei werden (Wundreiz), studiert.

Abb. 29. Leberzellenkultur aus einem 10 Tage alten Hithnerembryo. Man sieht die
Zellriinder, die Kerne, Nukleolen und die Mitochondrien. (Nach Lynch.)

Zuletzt hat Kapel mit der Fischerschen Methode der Ziich-
tung von Roussarkomgewebe Leberzellen geziichtet, und es ist
ihm gelungen 2 Monate lang (24 Passagen hindurch) embryonale
Hiihnerleberfragmente am Leben zu erhalten, indem er dem Kul-
turmedium Herzfragmente zusetzte. Auf diese Weise konnten die
Elemente der Leber das Herzfragment angreifen. Der Autor konnte
nicht mit Sicherheit nachweisen, ob die Proliferationselemente ent-
differenzierte Leberzellen oder interstitielle Zellen waren.

3. Niere. Im Jahre 1910 haben Carrel und Burrows Nieren-
gewebe neugeborener Katzen in homogenem Plasma geziichtet und
haben an der Invasionszone auBer Spindelzellen auch tubulire
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Formationen gesehen, die in das Kulturmedium wanderten. Die
Fortsiatze dieser Bildungen waren rundlich mit freiem Lumen
und ihre Winde waren mit Zellen ausgekleidet, die sich als epi-
theliale Zellen herausstellten. Diese Bildungen wurden als Teile
der Nierenkanélchen aufgefa(it.

Diese ersten Versuche der amerikanischen Autoren haben das
Interesse der skeptischen Forscher geweckt, da es auf diese Weise
gelungen war zu zeigen, daB ein Gewebe in vitro nicht nur prolife-
rieren kann, sondern auch seine innere Architektur aktiv zu re-
konstruieren versucht. Im folgenden hat sich 1914 Champy mit
dem Wachstum des Nierengewebes beschaftigt, in erster Reihe hat
ihn aber die Frage der Entdifferenzierung interessiert, deren Er-
scheinung nach diesem Autor ein konstantes Phanomen der Ge-
webekulturen ist. Champy ziichtete Nierenfragmente von Kanin-
chenfoeten, die die Entwicklung von verschiedenen Formationen
verfolgen lieflen (Kapsel, Tubuli contorti, Henlesche Schleife)
und hat beobachten kénnen, dafl sich nach einigen Stunden das
Zentrum des Fragmentes in voller Autolyse befindet, wahrend
an der Wachstumszone sehr interessante Phénomene zu beob-
achten waren. Unter den Gewebeformationen fillt der Glomerulus
am schnellsten der Degeneration anheim. Langsam entwickeln
sich die degenerativen Erscheinungen, das viscerale Epithel der
Bowmanschen Kapsel wird klarer, die roten Blutkérperchen
lsen sich auf und die endothelialen Zellen vermehren sich. Es
verschwinden also die Gefifie und der Glomerulus bekommt ein
Aussehen, das an die ersten Stadien seiner Entwicklung erinnert.
Der Entdifferenzierungsprozell schreitet so weit vorwérts, dafl der
Glomerulus in den mesenchymalen Zustand zuriickkehrt. Was die
Tubuli contorti anbetrifft, verlieren ihre Zellen 4 Stunden nach der
Explantation ihren Rand und ihre Sekretkdrnchen. Das Chon-
driom bekommt das Aussehen von langen homogenen Filamenten.
Gleichzeitig kehren Glomerulus und Tubulus contortus in das in-
differente Stadium zuriick, ihre Zellen vermehren sich aktiv, und
man sieht mehrere Mitosen. Was die Henlesche Schleife anbe-
trifft, schwellen die Zellen der absteigenden Aste an und ver-
mehren sich, wihrend die der aufsteigenden Aste sich nur wenig
verindern. Jedenfalls kehrt die HenlescheSchleife nachChampy
in einen embryonalen Zustand zuriick. Auch das Bellinische
Kanélchen geht einer Degeneration, wenn auch viel langsamer,

8%
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entgegen. Anders verhalten sich die Kulturen erwachsener Nieren.
In diesen Kulturen verfliissigt das explantierte Fragment das
Plasma durch proteolytische Fermente und wird auch selbst von
den Fermenten angegriffen. In diesen Kulturen kehrt das proli-
ferierende Gewebe nach Champy in einen primitiven Zustand zu-
riick, legt in umgekehrter Richtung den wihrend der Ontogenese
gemachten Weg zuriick. Die Kulturen machen Entdifferen-
zierungsprozesse durch, die vorher sehr niedrige Proliferations-
kraft gewinnt ihre Intensitdt zuriick. Champy meint also, dafl
die Entdifferenzierung und die Mitosen untereinander in dem
Sinne verbunden sind, daf} sie beide die doppelte Folge derselben
Ursache sind: die von der Gewebehierarchie bedingte Hemmung
wird aufgehoben.

Diese Versuche von Champy stehen aber in offenem Wider-
spruch zu den Ergebnissen anderer Autoren (Carrel und Bur-
rows, Drew), dal in den Nierenkulturen nicht nur keine Ent-
differenzierungsprozesse stattfinden, sondern, daf umgekehrt auch
gewisse Differenzierungstendenzen, wie z. B. die Bildung tubulérer
Formationen, beobachtet werden kénnen. Es wurden tatsidchlich
von den genannten Autoren tubulire Bildungen gesehen, die in
ihrem Zentrum keine mesenchymale Grundlage hatten, und die
wihrend des Wachstums das Plasma verfliissigen konnten, ja sich
sogar auch fragmentieren. Drew behauptet, daB man in der Kultur
Entwicklung von Nierenkanélchen erzielen kann, wenn Bindege-
webe vorhanden ist, das im Sinne der Differenzierung wirkt. In
dieser so wichtigen Frage — die Mdoglichkeit, in der Kultur Bil-
dungen von tubuldrem Umrisse zu gewinnen, — hat Policard
spater die Champyschen Ideen unterstiitzt; er meint, daf
in den Nierenkulturen von Rattenembryonen oder neugeborener
Ratten oft sehr lange zylindrische Bildungen entstehen, die aber
iiberhaupt nicht an die Harnkanélchen erinnern. Die Zellen, die
diese Formation bilden, suchen ebenso wie das echte Epithel um
eine Achse einen Raum einzuschliefen. In gewissen Punkten
existiert nach Policard eine zentrale Achse, die an einen tubu-
liren Raum erinnern kann, doch in der Tat handelt es sich blo
um zelluldres Koagulum oder um Fibrin, gegen das die Zellen
orientiert sind. Diese Bildungen sollen also nach Policard aller
Wahrscheinlichkeit nach keine Kanilchen, sondern Zotten sein.
Was sonst die Anwesenheit von epithelialen Knétchen oder Blis-
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chen anbetrifft, die in diesen Kulturen beschrieben und mit Glo-
merulusumrissen verglichen worden sind, ist Policard, der die
Kulturentwicklung unter dem Mikroskop mehrere Passagen hin-
durch verfolgt hat, der Meinung, daB diese Knétchen durch Zer-
stiickelung zylindroider Bildungen entstehen, die sich im Plasma
vorschieben. Also durch Fragmentation solcher kontinuierlicher
Bildungen entstehen kleinere Knotchen, die sich gegen proliferative
Prozesse orientieren und Bldschenformationen Platz geben. Diese
Blaschen tauschen nach Policard die Glomeruli vor.

4. Schilddriise. Die ersten Kulturen von Schilddriisengewebe
wurden im Jahre 1910 von Carrel und Burrows angelegt.
Sie explantierten Schilddriisenfragmente des Hundes. Nachdem
die Autoren mit Erfolg Fragmente von diesen Driisen geziichtet
hatten, versuchten sie auch Subkulturen zu gewinnen, und es
gelang ihnen, drei Generationen hindurch Schilddriisengewebe in
vitro zu erhalten. An der Invasionszone wurden von Carrel und
Burrows spindelformige Zellelemente, sicherlich fibroblastischer
Natur, und polygonale Zellen epithelialer Natur mit mehr oder
weniger markanter Randzone beobachtet, die in kontinuierlichen
Quasten in das Koagulum hineinwuchsen. Die amerikanischen
Autoren haben auBerdem behauptet, dal manchmal im Kultur-
plasma mit epithelialen Zellen ausgekleidete tubulidre Bildungen
zu sehen waren.

Schilddrisenfragmente wurden dann im Jahre 1915 von
Champy geziichtet. Er behauptet, daB die erste in diesen Kul-
turen zu beobachtende Erscheinung der Verlust der kolloidalen
Substanz aus den Blaschen war; gleich nachher sieht man cyto-
plasmatische Veranderungen in den Zellen. Die Zellen schwel-
len an bis zur Fillung der Bliaschen, ihre Sekretkérnchen und
die gréBeren Absorptionskérnchen verschwinden, dagegen erschei-
nen Tropfen fettiger Natur. Das Bindegewebe bleibt in diesen
Kulturen innerhalb beschrinkter Grenzen der Proliferations-
aktivitat, als ob das Epithel sein Wachstum hemme, und es
bleibt zwischen den platten Zellen liegen. In den Zellelementen
sieht man zwischen der 48. und 72. Stunde lebhafte mitotische
Teilungen; die Zellen, die sich in dieser Weise aktiv vermehren,
bilden mehrere Schichten. Spater vermehren sich auch die Binde-
gewebszellen. Die Epithelzellen, die in das Koagulum hinein-
wachsen, kénnen Bildungen von Knétchen Platz geben, die sehr
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selten einen Innenraum einschlieBen, doch enthalten sie nie kol-
loidale Substanzen. Die in vitro stattfindende Entdifferenzierung
nimmt nach Champy den Schilddriisenzellen endgiiltig ihre spe-
zifischen Féhigkeiten.

Den AuBerungen Champys, daB namlich die differenzierten
Zellen aufBlerhalb des Organismus die Fihigkeit, nach dem ur-
spriinglichen Rhythmus zu funktionieren und sich zu entwickeln,
verlieren, werden die schénen Versuche Ebelings gegeniiber-
gestellt.

Abb. 80. 12 Stunden alte Kultur von Schilddriisengewebe. (Nach Ebeling.)

Es ist bekannt, dafl man versucht hat, Reinkulturen endokriner
Driisen zu erhalten; doch ist es nicht immer gelungen. Ebeling
ziichtete embryonale Schilddriise von 18—19 Tage alten Hiih-
nern, nachdem die bindegewebige Hiille der Driisen entfernt wurde.
Er bekam Kulturen, in welchen die epithelialen Zellen in das Koa-
gulum gelangten, oder an dessen Oberfliche sehr diinne Zell-
schleier bildeten. Durch mehrere Uberpflanzungen ist es ihm ge-
lungen, Reinkulturen epithelialer Zellen zu bekommen, die die Cha-
raktere der nicht entdifferenzierten Schilddriisenzellen zeigten und,
oft in das Koagulum wandernd, blasendhnliche, mit Kolloid ge-
filllte Formationen bildeten. Ein andermal bildete das an der
Oberfliche des Koagulums sich bewegende Epithel eine diinne
Membran, die schnell das Fibrin des Koagulums verdaute.
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Die Versuche von Ebeling bringen den Champyschen Ver-
suchen diametral entgegengesetzte Ergebnisse und sie beweisen, daf3
das Schilddriisenepithel in vitro lingere Zeit (2 Jahre) hindurch
seine spezifische Funktionsaktivitdt bewahrt.

DaB die in der Schilddriisenkultur entstandenen Zellen ihre
spezifischen Charaktere bewahren, wird durch die spéiteren Ver-
suche Ebelings wiederum bewiesen. Er konnte folgende Beob-
achtung machen: setzt man das Fragment einer Kultur von Zellen

Abb. 31. 48stiindige Kultur von Schilddriisenzellen. Das Fiagment, aus welchem die
Kultur herstammt, machte 48 Passagen (innerhalb 166 Tagen) durch. (Nach Ebeling.)

der Schilddriise zu einer Fibroblastenkultur, so wird das Wachs-
tum der Fibroblasten ebenso aktiviert wie durch Schilddriisen-
extrakte. Die von Ebeling erhaltenen Resultate geben die Mog-
lichkeit, Hormone endokriner Driisen in reinem Zustande zu ge-
winnen, indem man in vitro die Sekretionsprodukte speichern la3t.

5. Geschlechtsdriisen. Goldschmidt konnte in vitro den
ProzeB3 der Spermatogenese verfolgen. In der Blutfliissigkeit der
Schmetterlingspuppe Sania cekropia, die als Kulturmedium fiir die
Zellelemente des Schmetterlings angewendet wurde, konnte man
alle Stadien der Spermatogenese etwa 3 Wochen hindurch ver-
folgen ; spéter starben die Zellelemente ab. Goldschmidt hat die
vollkommene Entwicklung einer Ursamenzelle zu einem Sperma-
tozoon beobachten konnen. Nach diesem Autor entsteht das
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Spermatozoon durch eine physikalische Reaktion zwischen der
spezifischen Beschaffenheit des Protoplasmas der Samenzelle und
den durch die Follikelmembran geschaffenen osmotischen Verhalt-
nissen. Der Autor beweist diese seine Hypothese mit hyper- und
hypotonischen Medien. ‘

Champy hat Hodenfragmente von Kaninchen in homogenem
Plasma, Meerschweinchen- und Rattenhoden in Kaninchenplasma

a b

Abb 32. a. 10tégige Reinkultur von Schilddriisenzellen, die aus einem 119 Tage lang ge-
ziichteten Fragment stammen. Man sieht die driisenartige Struktur des Zellhaufens. Man-
che Driisenacini sind mit kolloidaler Substanz gefiillt.

b. Ein Teil derselben Abbildung. Die Acini sind aus groBen Epithelzellen. gebildet, die
so geordnet sind, daB sie einen freien Raum umschlieBen; in diesen Acini erscheint die
kolloidale Substanz als runde Masse. (Nach Ebeling.)

geziichtet, um wiederum sein Prinzip, dal ndmlich die Explanta-
tionselemente in vitro eine Entdifferenzierung erfahren, zu be-
kriftigen. Wenn man einen embryonalen Hoden explantiert,
dessen Gewebe sich noch nicht ausdifferenziert hat, verdndert sich
in der Kultur wenig; der erwachsene Hoden entdifferenziert sich
und kehrt in einen embryonalen Zustand zurick. In der er-
wachsenen Driise werden zuerst die Spermatozoiden ergriffen
und erst dann die ibrigen Zellelemente. In dieser Zeit bekommen
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die Spermatogonien und die Sertolischen Zellen ein embryonales
Aussehen, sie vermehren sich durch Mitosen und iibernehmen
eine phagocytdre Tatigkeit. Der Phagocytose folgt dann eine
Agglutination der Zellelemente zu Riesenzellen, und die Phago-
cyten verschiedenen Ursprungs greifen die degenerierenden Zellen
an. Nach Champy sollen die von verschiedenem Ursprung her-
stammenden Zellen an der Invasionszone nie eine genitale Ent-
wicklung erfahren, ja sie werden sogar einander sehr dhnlich. Eine
schidigende Wirkung auf die Hodenkulturen, auf die Champy
die Aufmerksamkeit lenkt, iibt das heterogene Plasma aus. In
diesen Kulturen entsteht durch seine Wirkung eine schnelle
Degeneration der Spermazellen. Diese Tatsache konnte nach
Champy die Sterilitat der Hybriden erklaren, bei denen die Sper-
matogenese sich in einem sozusagen fremden Medium abspielt. Es
wire also wahrscheinlich, daf die Keimzellen bei einem bestimm-
ten Entwicklungsgrad irgend etwas vom Organismus bekommen,
das streng spezifisch ist.

Auch in Kulturen des Ovariums soll Champy Entdifferenzie-
rungsprozesse beobachtet haben, durch welche die germinativen
Epithelzellen des Ovariums das Aussehen der undifferenzierten
Epithelzellen bekommen. Champy hat Keimepithel mit oder
ohne Zusatz von Embryonalgewebebrei geziichtet und fand, daf die
Zellen bindegewebigen Ursprungs schon in den ersten 20—30 Stun-
den des Kulturlebens das Plasma durchdringen; dann wan-
derten die Zellen des Keimepithels an einem vom Bindegewebe
gebildeten Substrat nach einem von Champy und Oppel be-
schriebenen Mechanismus. Die Epithelzellen sind polyedrisch,
kompakt, haben einen rundlichen Kern und feine Lipoidkérnchen.
Nur am Rande der Invasionszone sind diese Zellen verlingert,
haben pseudopodienartige Fortsitze, die sich aber klar von jenen
der Fibroblasten unterscheiden, da sie kiirzer und abgerundet sind.
Champy nimmt an, dafl dieses Epithel ein entdifferenziertes Ge-
webe ist und behauptet, daB er noch nie in der Kultur, auch
nicht einmal in einer Reinkultur, eine elementare Differenzierung
gesehen habe.

Die Entdifferenzierungsphdanomene wurden auch von Mjasso-
jedoff an Kulturen von Ovarienfollikeln des Kaninchens ange-
troffen. Nach der Explantation degenerieren nach dem Autor
teils die Epithelzellen des Follikels, teils aber hypertrophieren sie,
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doch bewahren sie immer das typische Aussehen der epithelialen
Elemente. Dieses Aussehen erleidet aber langsam Verinderungen
und am 4. Tage werden die Zellen teils rund und bilden Riesenzellen,
teils aber werden sie den Fibroblasten dhnlich. Auch in diesen
Kulturen zeigt sich eine Tendenz der Epithelzellen der Follikel zur
Phagocytose, die sich aber auf die Degenerationsprodukte anderer
Zellen beschriankt.

Auch Maccabruni hat frither Ovarienfragmente menschlicher
Foten geziichtet, doch hat der Autor in seinen Kulturen nur die
Entwicklung von Fibroblasten gesehen, die aus dem Stroma des
Organs herstammten. Zondek und Wolff haben in Kulturen
menschlicher Ovarien Proliferation sowohl von Stromazellen, als
auch von Zellen des Keimepithels beobachtet, wenn auch die Ent-
wicklung des ersteren viel ippiger war. Nach den Beobachtungen
dieser Autoren hatte das Alter keinen EinfluB auf die Wachstums-
fahigkeit des Ovariums in vitro; in der Kultur des Ovariums einer
45jahrigen Frau wurde eine ausgesprochene Wachstumsaktivitit
beobachtet. In Kulturen von Ovariumfragmenten einer Friih-
geburt haben Zondek und Wolff ein starkes Wachstum des
Epithels erhalten. Die Zellen dieses Epithels waren flach, mit Kernen
versehen, teils so groB wie die Mutterzellen. Jedoch haben die
Autoren keine Entdifferenzierung beobachten kénnen.

In bezug auf die Kulturen der Keimdriisen sind noch die Ver-
suche mit Placentagewebe (Fornero, Guggisberg und Neuwei-
ler, Pljesakow usw.) zu erwihnen. Diese Autoren haben in
ihren Kulturen eine Proliferation der Fibroblasten gesehen, die
nach Pljesakow am 2. Tage erscheinen; an der Invasionszone
erscheinen polynukleire Elemente, echte Riesenzellen, die nach
Fornero durch Vereinigung mehrerer Zellelemente zustande
kommen. In diesen Kulturen richtet sich die Entwicklung nie
gegen die Bildung von Zotten. Fornero meint aber, daB es ihm
gelungen sei, in Kulturen von Meerschweinchenplacenta, die sich
mehr oder weniger lange Zeit hindurch mittels Verjiingung am
Leben erhalten hatten, das Gewebe zu einer echten organoplasti-
schen Periode zuriickgefiihrt zuhaben, wobeineue Zellen entstanden
sein sollen. Wenn das Auftreten dieser Erscheinung wirklich be-
stitigt werden sollte, so hat das eine auflerordentliche Bedeutung.
In den Versuchen von Zondek und Wolff war iiberhaupt kein
Wachstum der Placenta wahrzunehmen.
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6. Irisepithel. Kulturen von Irisepithel wurden von Uhlen-
huth, Fischer und Ebeling und von Ebeling gemacht.

Zuerst hat Fischer Reinkulturen von Irisepithel der Hiihner-
embryonen erhalten, die er in aufeinanderfolgenden Passagen meh-
rere Monate hindurch am Leben erhalten konnte; wegen tech-
nischer Schwierigkeiten verlor er diesen epithelialen Gewebe-
stamm. Spéiter hat Ebeling diese Studien mit sehr gutem

Abb. 33. Reinkultur von Epithelzellen der Iris. (Nach A. Fischer.)

Erfolg wieder aufgenommen, und es gelang ihm, einen reinen Ge-
webestamm aus Irisepithel 18 Monate hindurch (1924) am Leben
zu erhalten. Fischer und Ebeling haben, um Kulturen von
Irisepithel zu erhalten, jenen Teil der Iris explantiert, der an das
Kristallinum angewachsen ist. Werden solche Fragmente geziichtet,
so sieht man, dal das Kristallinum degeneriert, wihrend das gut
pigmentierte Irisepithel proliferiert. Will man Proliferation des
Irisepithels erreichen, so darf im explantierten Fragment keine
Spur von Fibroblasten vorhanden sei und auch kein Bestandteil
des Irisdiaphragmas. Die Epithelzellen wachsen bei der Prolifera-
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tion nicht in das Koagulum hinein, sie bleiben immer an der Ober-
fliche. Die Geschwindigkeit ihres Wachstums ist kleiner als die
der Fibroblasten. Tatséchlich hat eine Kolonie, um das eigene
Volumen zu verdoppeln, 72 Stunden nétig, gegeniiber den
48 Stunden, die die Fibroblasten zu demselben Zweck in Anspruch
nehmen. Die Fibroblasten brauchen ebenso wie die Epithelien
zu ihrem Wachstum Embryonalextrakte, die sie zu starkem Wachs-
tum anreizen ; fehlen die Extrakte, so miissen auch diese Kulturen
sterben. Sonst bilden diese Zellen eine grof3e Menge von Pigment;
das Erscheinen des Pigments geht aber der Verlangsamung der
Proliferationsaktivitat parallel. Die Fahigkeit des Irisepithels, Pig-
ment zu bilden, soll nach Fischer sehr wichtig sein, da sie eben
beweist, daf} die Epithelzellen in der Kultur sich nicht entdiffe-
renzieren.

7. Retina. Die Retina wurde in vitro hauptséichlich fiir das
Studium des pigmentierten Epithels (Luna, Smith) geziichtet,
dagegen wurde das Verhalten der iibrigen Schichten der Retina
noch wenig studiert.

Champy ziichtete Retinagewebe des Kaninchens und der
Schildkréte und sah, daB die hoch differenzierten Elemente, Stib-
chen und Konus, zuerst degenerieren ; dann folgen die Zellelemente
des mittleren Stratum granulosum, die Pyknose oder Chromatolyse
erfahren und sterben. Hauptséchlich in den Miillerschen Fasern,
die die Retina durchsetzen, erscheinen Mitosen am 3.—4. Tag
nach dem Tode aller nahen nerviosen Elemente. Champy be-
hauptet, dal sich in der Kultur die Zellelemente vermehren, die
im Erwachsenenorganismus diese Féahigkeit nicht mehr besitzen.
Diese Elemente kehren nach dem franzosischen Autor bei der
Vermehrung in einen indifferenten Zustand zuriick und gewinnen
phagocytére Eigenschaften gegentiber den pyknotischen Zellresten,
die sie umgeben. Die Ganglienzellen der Retina sterben an der
inneren Grenzschicht alle, jedoch mit langsamer Involution, die
mit dem schnellen Tode der Stibchen kontrastiert.

Luna hat das pigmentierte Epithel der embryonalen Hiithner-
retina in vitro studiert (nach 3—I15tagiger Inkubation). Dieser
Forscher machte die Beobachtung, da die Aktivitat dieser Zellen
schon nach 5—6 Stunden erkennbar wird. Sie fingt am Rande
der Wachstumszone mit diinnen hyalinen Filamenten an, die sich
schnell in das Koagulum vorschieben und die epithelialen Elemente



Epithelien und Driisengewebe. 125

mitziehen, die sich verdiinnen und in breiten Platten sich aus-
dehnen. Nach 24 Stunden ist die Invasionszone von zahllosen,

C

Abb. 34. a—c. Drei pigmentierte Epithelzellen der Retina eines 9 Tage alten
Hiihnerembryos. (Nach Luna.)

mit amoéboiden Fortsidtzen versehenen Zellelementen verschie-
denster Form voll. Das Fuscin ist in den Kulturen der Retina
von jungen Embryonen in Form von Kérnchen vorhanden, wih-
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rend es in der Retina &lterer Embryonen nadelférmig ist; diese
Nadeln werden mit fortschreitender Entwicklung immer linger.
Bei der Beobachtung der lebendigen Kulturen werden Bewe-
gungen des Fuscins erkannt, die oft schnell, doch nie kontinuier-
lich sind. Mit der Weiterentwicklung wird ein Teil der Fuscin-
nadeln nach Luna dicker, ein anderer Teil spaltet sich auf und
wird farblos. Nach diesem Autor kann also das pigmentierte
Epithel der in vitro geziichteten Retina sich nicht differenzieren,
und die Fuscinkérnchen verwandeln sich, im Gegensatz zu den
embryonalen, nicht in Stabchen, sondern nehmen kérnige Form
an und verlieren ihre Farbe. Luna hat spiter gezeigt, daB3 die
Zellen des pigmentierten Epithels auswandern und sich im Plasma
mit mesenchymalen Zellen vereinigen kénnen, und die Fusion
kann den Ubergang von Fuscinnadeln aus epithelialen Zellen in
die mesenchymalen Zellen erméglichen.

Kulturen von pigmentiertem Epithel wurden auch von Smith
angelegt, um den Ursprung der Pigmentkérnchen zu studieren
(siehe Kapitel VIII).

g) Endotheliale Zellen.

Nach den ersten Versuchen von Carrel und Burrows wurden
die ersten prizisen Studien iiber endotheliale Zellen von W.Lewis
durchgefiihrt. Dieser Autor hat Leberfragmente von Hiihner-
embryonen in Locke-Lewislosung mit Zusatz von Hiihnerbouillon
geziichtet; er sah endotheliale Zellen wachsen, die aus den
Sinusoiden herstammten. Sie zeigten Charaktere, durch welche
sie von den Zellelementen anderer Natur zu unterscheiden waren.
Die endothelialen Zellen schieben sich im Koagulum in Form
eines Retikulums vor, das sich aber von dem Retikulum der
Fibroblasten unterscheidet. Die endothelialen Zellen sind flach
und mit Fortsétzen versehen. W. und M. Lewis haben auch be-
hauptet, dafl im Koagulum echte Bildungen von CapillargefiBen,
die vom Fragment entspringen, entstehen kénnen. Diese Beob-
achtung wurde dann von Carra bestéitigt, der ebenfalls Neubil-
dung eines echten Vasalstumpfes beobachtet hat. Rienhoff hat
in Kulturen des Mesonephros von 8 Tage alten Hithnerembryonen
die Charaktere der capillaren Vasalendothelien studiert. Er be-
hauptet, daBl die Capillaren nie ein Retikulum von Gewebszellen
gebildet haben, sondern in situ eine indifferente metanephrogene



Endotheliale Zellen. 127

Masse. Endotheliale Zellen wurden von Erdmann, Eisner und

Laser, Fazzari in Milzkulturen (siehe dort) erhalten.
Kulturen endothelialer Zellen wurden

auch von Levi erhalten; er ziichtete

Lebergewebe von Hithnerembryonen. In

diesen Kulturen sah der Autor grofle,

abgeflachte Zellen, manchmal lingliche,

mit unregelméfigen Réndern ohne lin-

gere Fortsitze, die fir Fibroblasten

charakteristisch sind. Diese Zellelemente

bildeten manchmal eine Membran von

epithelialem Aussehen, ein andermal ein

breitmaschiges Netz.
In diesen Zellen erschienen Chondrio-

conten von verschiedener Liange. Sonst

haben W. Lewis in fixierten Kulturen

und G. Levi in lebenden Kulturen

manchmal in den endothelialen Zellen

sehr starre Filamente gesehen, die nach

Lewis als kiinstliche Produkte, nach

G.Levi als Produkte der Zelldifferen- . .o o o0 0o Leber

zierung aufzufassen sind. kultur von einem 7 Tage alten

. . Hiithnerembryo, 3 Tage lang ge-
Die Beschreibung des Verhaltens der ~,jchtet. (Nici, W, iewiiﬁ

Abb. 36. Endothelzellen aus dem Leberexplantat eines 10 Tage alten Hithnerembryos. Man
sieht Mitochondrien, Filamente und Kornchen. (Nach W.Lewis.)

verschiedenen Organe in der Kultur ist sicherlich nicht vollstéandig,
da noch andere Gewebe geziichtet worden sind. Aber diese
Versuche waren entweder isoliert oder haben sich mit anderen



128 Das Verhalten verschiedener tierischer Gewebe in Explantaten.

Problemen beschiftigt, und es wiirde schwerlich gelingen, diese Er-
fahrungen darzustellen. Hier wollen wir nur erwdhnen, da3 Binet
und Champy, Lang, Carleton, Veratti usw. Lungengewebe
geziichtet haben. Nach den Beobachtungen von Carleton, Binet
und Champy sieht man in diesen Kulturen eine Proliferation
von kleinen Alveolarphagocyten, die isoliert in das Kulturplasma
wandern und die Fahigkeit aufweisen, Carminfarbstoff vital auf-
zunehmen. Charakteristisch fiir diese Kulturen ist die fibrino-
lytische Fahigkeit, und diese Tatsache kénnte nach Champy und
Binet Aufklirung dariiber bringen, wie bei der Lungenentziindung
die Alveolarzellen sich vermehren und das Exsudat angreifen.
Nach Lang sind die Alveolarphagocyten bindegewebige Elemente,

Abb. 37. Endothelzellen aus dem Leberexplantat eines 8 Tage alten Hiithuerembryos, 3 Tage
lang geziichtet. Man sieht die ausgesprochene Streifung des Cytoplasmas. (Nach W. Lewis.)

phagocytierende Histiocyten, die mit den Makrophagen Metschni-
koffs und den Polyblasten Maximows identisch sind; sie er-
scheinen in den Entziindungsherden, stammen von den Septum-
zellen ab.

Thymuskulturen wurden von Pappenheimer und von
Tschassownikow gemacht. Nach diesem Autor unterscheiden
sich die Zellen der cortikalen und der medullaren Substanz sofort
nach der Explantation. Ihr groBter Teil wird epitheliales Aus-
sehen bekommen, der kleinere Teil verhélt sich wie von Anfang
an die retikuldren Zellen der hamatopoietischen Organe oder
wie ruhende Wanderzellen; die Zellen bekommen eine sphirische
Form und werden dem gewohnlichen Bindegewebe &dhnlich. Die
Hassalschen Korperchen iiberleben einige Tage und dann ver-
schwinden sie. Die sogenannten Thymocyten zeigen in vitro nach
Tschassownikow eine groBe Ahnlichkeit mit den gewohnlichen
Lymphocyten.
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Von den iibrigen Geweben wurden noch Pankreas, Epidi-
dymis, Prostata, Driisen des Verdauungstraktes, Parathyreoidea,
Nebennieren, Harnblase, Submaxillardriise usw. geziichtet. Einige
von diesen Arbeiten sind an anderer Stelle erwahnt, je nachdem,
welche Probleme sie beriihren.

V. Das autonome Leben der Pflanzenzellen.

Man konnte sich vorstellen, dafl die Pflanzenzelle schon ihrer
geschlossenen Gestalt wegen sich viel leichter isolieren 148t und
giinstigere Explantationsbedingungen gibe als die tierische Zelle,
und es wire daher auch zu erwarten, dafl die botanische Literatur
iber die Explantationsprobleme diejenige des zoologischen For-
schungsgebietes weit ibertrifft. Die Sache steht jedoch gerade um-
gekehrt. Die Gewebeziichtung pflanzlicher Zellen bringt mindestens
eben so viel Schwierigkeiten mit sich, wenn nicht mehr, wie die der
tierischen Zellen; die Manipulationstechnik, von deren Vollkom-
menheit die Versuchsergebnisse grof8enteils abhéngen, ist noch
sehr wenig entwickelt und weder die theoretischen Begriffe noch
ihre Arbeitshypothesen haben eine Reife erreicht, wie das auf
zoologischem Gebiete der Fall ist.

Die Technik der Explantation in engerem Sinne wurde erst
von Haberlandt verwendet; die vor ihm Arbeitenden ver-
pflanzten fast stets groBere Pflanzenteile (Véchting, Prantl,
Simon, Knoter, Correns usw.), so dal man eigentlich kaum von
Ziichtung isolierter Gewebe oder Gewebszellen sprechen konnte.
Die dabei behandelten Probleme der Restitution und der Wund-
heilungkehren dann in den Arbeiten neuerer Verfasser wieder. Durch
die Arbeiten Haberlandts wird die Frage der Physiologie der
Zellteilung aufgeworfen; diese Frage steht in allen Arbeiten der
folgenden Autoren im Mittelpunkte. Andere Probleme, wie z. B.
die des Stoffwechsels, werden kaum gestreift. Die Pathologie der
Zellteilung (Onkologie) und andere Fragen der normalen und
pathologischen Morphologie und Physiologie fanden in der Ge-
websziichtung pflanzlicher Zellen noch kein ausniitzbares Investi-
kationsfeld. Es mag daran vielleicht die unentwickelte Technik
schuld sein, doch ist mit Sicherheit zu erwarten, daB diese
Forschungsmethode der Losung vieler Arbeitshypothesen den Weg
offnen wird.

Bisceglie u. Juhédsz-Schiiffer, Gewebeziichtungen. 9
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Haberlandt fing seine grundlegenden Arbeiten schon im
Jahre 1898 an, sie wurden aber erst im Jahre 1902 versffentlicht.
In diesen Versuchen wollte er den Wechselbeziehungen der Zellen
des Pflanzenorganismus nachforschen. Es wurden hier mit Vor-
liebe griine Assimilationszellen, und zwar der Laubbléitter, ge-
wihlt. Als sehr geeignet haben sich die Hochbldtter von Lamium
purpureum erwiesen.

Um die typischen Palisaden- und Schwammparenchymzellen
zu isolieren, muBiten die Gewebsfragmente auf einem Objekt-
triger in einigen Tropfen Néhrlosung mit zwei Nadeln zerzupft
werden. Die isolierten Zellen wurden erst in hingende Tropfen,
dann aber auf Petrischalen in gréBere Mengen (10 cm3) Néhr-
lésung verpflanzt. Die Ubertragung der Zellen auf einen Objekt-
triger, zwecks mikroskopischer Untersuchung, erfolgte mittels
einer feinen Glaspipette. Um die Kulturen bakterien- und pilzfrei
zu erhalten, muflite eine, wenn auch nur einigermafen vollstandige
Sterilitét erstrebt werden. Die Zellen werden durch das Vorhanden-
sein nicht zu zahlreicher Bakterien in der Kulturlosung wenig ge-
stort und deshalb ist eine absolute Sterilitdt nicht unbedingt not-
wendig. Alle Instrumente und Glaser wurden erst ausgekocht, dann
vor dem Gebrauch iiber eine Bunsenflamme gezogen. Nachdem
die isolierten Zellgruppen in sterilem Wasser abgespiilt waren, wur-
den sie in die vorher gekochte Néhrlosung gesetzt. Als Nahrlosung
dienten Wasserleitungswasser, Knopsche Niahrlgsung (auf 100 cm 3
Wasser 1 g salpetersaures Kali, 0,5 g Gips, 0,5 g schwefelsaures
Magnesia, 0,5 g phosphorsaurer Kalk, Spuren von schwefelsaurem
Eisenoxydul), 1—5 proz. Rohrzuckerlgsungen, Asparagin und Pep-
ton in wechselnden Kombinationen und Konzentrationen.

Nun zeigte es sich, daB die so verpflanzten Assimilationszellen
bei diffusem Tageslicht in anorganischer Néhrlosung (von Knop)
etwa drei Wochen lang am Leben erhalten blieben, dagegen in
organischen Néhrmedien viel linger; in 1 proz. Rohrzuckerlésung
lebten die Zellen mehrere Monate lang. Das Licht spielte dabei eine
hervorragende Rolle, da die Zellen im Dunkeln nach einigen Tagen
zugrunde gingen. Es konnte auch ein Parallelismus zwischen
Nahrmittelkonzentration des Mediums und der Lebenslinge be-
obachtet werden.

Haberlandt konnte noch eine interessante Tatsache im Ver-
héltnis zwischen griinen und nichtgriinen Zellorganen feststellen.
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Die Chlorophyllkérner, die in der ersten Zeit ganz kraftig assimi-
lieren (durch die Engelmannsche Methode nachgewiesen), werden
im Knopschen Néhrmedium immer kleiner, verlieren ihre Farbe
und wandeln sich in kleine Leukoplasten um. In der Zuckerlosung
ist dieser Proze8 weniger ausgesprochen. Bei 3—5 proz. Rohrzucker-
I6sungen nehmen sie an Grofe nicht ab und bleiben bis zum Tode
der Zelle intensiv griin gefdrbt. Nach Haberlandt handelt es
sich hier um einen Parasitismus der nicht griilnen Organe gegeniiber
den Chlorophyllkérnern. Wenn die letzteren z. B. durch Zucker-
zufuhr gut ernéhrt werden, bleibt diese Erscheinung aus. Die fort-
dauernde Assimilation war von einem ausgesprochenen Wachstum
der explantierten Assimilationszellen begleitet. Die am Anfang des
Versuches 50 ¢ langen und 27 y breiten Palisadenzellen erreichten
ein Maximum von 108 X62 u, d. h. eine_elffache Volumzunahme.
Die Schwammparenchymzellen wuchsen fast auf das Doppelte an.

Die chlorophyllosen Explantate haben auch zu interessanten
Ergebnissen gefiihrt. Die nicht ganz ausgewachsenen Staubfaden-
haare von Tradescantia virginica wurden in 4—38 zellige Fragmente
geschnitten und in eine Traubenzucker-Asparagin-Nahrlgsung ge-
bracht, in der ihre Lebensdauer weit iiber das Normale hinaus ver-
langert wurde. Die Zellen zeigten ein kraftiges Wachstum und
wohlentwickelte Plasmakorper.

Aber trotz des auffallenden Wachstums der isolierten Zellen
wurden niemals Zellteilungen beobachtet.

Winkler konnte die Befunde Haberlandts bestitigen. Er
selber machte Versuche an Vicia faba, deren isolierte Parenchym-
zellen auch einige Teilungen ergeben haben. Scheinbar sollen
minimale Giftdosen als wachstumanregende Reize fungieren, die
auch Zellteilungen bewirkt haben. Winkler setzte zum Néahr-
medium, das aus Knopscher Nahrlosung und 1 vH Rohrzucker
bestand, 0,002 vH CoSO,4, um den erwiinschten chemischen Reiz
hervorzurufen.

Schon bei seinen ersten Verdffentlichungen stellte sich Haber-
landt die Aufgabe, die isolierten Zellen der Kultur in irgendeiner
Weise zur Teilung anzuregen. Es schien ihm, daB fiir diesen Zweck
am besten die sogenannten ,,Wachstumshormone‘* geeignet seien,
die, wie von Beyerinck gezeigt wurde, bei Zellteilungen die wesent-
lichste Rolle spielen. Diese Wachstumshormone sollten in Vege-
tationsspitzen, Pollenschlduchen oder Embryosickenenthalten sein.

O*
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Fiir die neue Versuchsreihe schienen sich aus verschiedenen
Griinden die Kartoffelknollen am besten zu eignen. Ihr Gewebe
enthélt viel Reservestoffe und seine grole Teilungstendenz an den
Schnittflichen ist wohl bekannt. Es wurden mit dem Mikrotom
0,25—0,5 mm dicke Schnitte hergestellt, mit Leitungswasser
abgespiilt und auf einer Glasplatte mittels eines Skalpels in
kleinere Bldattchen zerlegt, deren GroBle 1—5 mm?2 ausmachte.
Wenn man in Betracht zieht, dafl eine isodiametrische Speicher-
zelle der Kartoffelknolle 0,13—0,15 mm betridgt, so bestand das
Pliattchen, dessen Dicke 0,25 mm ausmachte, aus 2—3 intakten
Zellagen und insgesamt aus etwa 100—150 Zellen. Meist waren es
Speicherzellen, doch ihr Gewebe war oft von Leptom und Hadrom
durchzogen. Kny konnte zeigen, daB die Zelle zur Wundkork-
bildung und Teilung Sauerstoff benstigt. Die Teilung wird
durch Feuchtigkeit begiinstigt; zu diesem Zwecke wurden die
Gewebsfragmente mit einem fast trockenen Pinsel auf dem mit
Leitungswasser oder Knopscher Losung befeuchteten Boden einer
Petrischale oder auf Objekttriger gebracht. Die bedeckten Schalen
stellte man in Schiisseln, in welchen stindig eine feuchte Atmo-
sphére herrschte, deren Grad zweckmaBig reguliert werden muBte.
Simtliche Kulturen blieben unter diffusem Tageslicht in einer
Zimmertemperatur von 18—21° aufbewahrt.

Es stellte sich heraus, daB die leitbiindellosen Plattchen abge-
storben waren ohne sich gebrdunt zu haben und ohne daf irgend-
eine Zellteilung vor sich gegangen wire; dieselbe Erscheinung
konnte auch dort beobachtet werden, wo die Pliattchen von
kurzen Leptombiindeln durchquert waren. Wo dagegen das ganze
Plattchen, der Liange oder Quere nach, von Leptombiindeln durch-
zogen war, zeigte das Priparat die charakteristische brédunliche
Farbe, seine Zellen hatten einen festen Zusammenhang, waren
kriftig ausgewachsen und es konnten meistens auch Zellteilungen
beobachtet werden. Die Zellteilungen waren um so zahlreicher,
je néher die Speicherzellen den Biindelchen lagen; die neuen Zell-
winde versuchten parallel der Schnittfliche zu verlaufen, die
sich in ein Folgemeristem umwandelte, um spéiter, wenigstens
oberflichlich, Wundkork zu bilden. Jedoch zeigte es sich, daf diese
Abhéngigkeit von einem Leitbiindelfragment nur innerhalb des
normalen Gefédfbiindelringes im Mark der Knollen vorhanden ist;
in der Knollenrinde ist seine Anwesenheit nicht in dem Mafe not-
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wendig, wie im Marke, doch auch hier spielt das Leptom eine
begiinstigende Rolle. Das Gelingen der Teilungen hingt auch von
der Zahl der Speicherzellen ab; am Rindenstiick miissen wenigstens
200 Zellen teilnehmen, um Teilungen hervorzurufen, im Mark ge-
niigen auch 50. Das Leptombiindel kann nicht durch das Periderm
ersetzt werden, wenn auch die Anwesenheit des letzteren die Auf-
16sung der Starke férdert. Die Frage, ob diese Wirkung des Leptoms
durch Ausscheidung eines Reizstoffes erfolgt, der in Kombination
mit dem Wundreiz die Zellen zur Teilung bringt, oder nur eine
dynamische sei, wurde dadurch experimentell entschieden, da@
biindellose Plattchen auf biindelhaltige gelegt wurden. Es fand
ein Ubertritt des hypothetischen Reizstoffes in das biindellose
Blattstiick statt und rief auch hier, wenn auch nur eine kleine An-
zahl, Teilungen hervor. Weder iiber die chemische Beschaffenheit

a b

Abb. 38. a Querschnittsdarstellung eines Stiickes von Sedum spectabile in schematischer
Form. R Rinde, I Holzkérper mit der Markkrone, M Mark. Die starke Linie zeigt die
Teilung der Zellagen. b 3 Markzellen nach mehrfacher Teilung. (Nach Haberlandt.)

des Reizstoffes, noch iiber seine physiologische Bedeutung wollte
er sich endgiiltig duBern; doch war seine auffallende Ahnlichkeit
mit den Wachstumsenzymen unbestreitbar, er stellt also eine Art
Hormon dar. '

Nun wollte Haberlandt zunichst den fiir die Kartoffel-
knolle nachgewiesenen EinfluBl des Leptoms auf den Zellteilungs-
vorgang fiir andere phanerogame Pflanzen nachweisen. Fiir diesen
Zweck wahlte er als Versuchsobjekt den Stengel des Sedum specta-
bile Boreau, der in China einheimischen Zierpflanze. Hier wurden
hohe Internodienstiicke und Querscheiben in Petrischalen auf
nassem Filtrierpapier bei einer Temperatur von 21—24° C ge-
ziichtet. Gewebefragmente aus dem priméiren Rindenparenchym,
noch seltener Markstiickchen, zeigten keine Zellteilungen; da-
gegen wiesen alle Gewebestiickchen, die GefaBbiindelelemente ent-
hielten, namentlich im Mark, Zellteilungen auf. Der die Zellteilung
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begiinstigende Einflufl der GefaBbiindel, beziehungsweise des Lep-
toms, konnte in &hnlicher Weise an Laub- und Bliitensprossen
von Althaea rosea, an Gewebestiickchen von Kohlrabiknollen,.an
Laubblattstiickchen von Bryophyllum calycinum usw., d. h. an
einer Reihe von sehr verschiedenen Phanerogamenfamilien nach-
gewiesen und damit die Bildung und die Bildungsstitte eines
,.Zellteilungsstoffes* bei den héheren Pflanzen gezeigt werden.
Dasselbe Ziel verfolgte Lamprecht in seinen Versuchen, in
welchen er Gewebestiickchen, besonders von Bryophyllum und
Peperomia-Arten,ziichtete.
Sowohl seine Explanta-
tions- als auch Transplan-
tationsversuche haben alle
Versuche Haberlandts
vollig  bestéitigt; dabei
konnte er auch den Nach-
weis erbringen, daf der als
Hormon angesehene ,,Zell-
teilungsstoff* nicht streng
artspezifisch ist, da er zwi-
schen verwandten Arten,
wie es Bryophyllum und
Kalanchoe sind, die Wirk-
Abb. 39. a Ein Haar von Coleus Rehneltianus nach

Plamolyse in einer 10 proz. Traubenzuckerldsung. samkeit nicht verliert.

Die Protoplasten sind gefiichert und abgestorben. i _
b Kerne der Haarzellen: 1 vor der Plasmolyse, Um . den Wu‘k}lngs
2 nach der Plasmolyse. Firbung mit Eisenhima- mechamsmus der bei den

toxylin nach Benda. (Nach Haberlandt.) Zellteilungen wirksamen
Faktoren, Zellteilungsstoff und Wundreiz, genauer kennen zu
lernen, wurden von Haberlandt neue Versuchsreihen angesetzt.
Die von den Leitbiindeln ausgehenden Stoffe miiBten nach ihm
auch im natiirlichen Zustande in den Geweben enthalten sein, die
eben die natiirlichen Teilungen bewirken. Das priméire Meristem
bildet selbstindig diesen Stoff, das Dauergewebe dagegen erhilt
ihn ausschlieflich aus dem Leptom. Um aber die Konzentration
dieses hypothetischen Stoffes fiir experimentelle Zwecke zu er-
hohen, wurde die Methode der Plasmolyse gewiahlt; mit der
Konzentrationssteigerung wird der normale Schwellenwert des
wirksamen Stoffes {iberschritten und dadurch Zellteilungen her-
vorgerufen. In den Haaren von Coleus Rehneltianus werden nach
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Plasmolyse in 10 proz. Traubenzuckerlosung eigenartige Teilungen
beobachtet: Der Protoplast teilt sich durch Bildung plasmatischer
Strahlungen, die sich zu einer Platte ergénzen, in der eine feine
Zellwand nachweisbar wird, ohne Membranneubildung in zwei
ungleiche Tochterzellen. Kernteilung wurde nur einmal beob-
achtet. Daher scheint in den Zellen der Coleus- und anderer Haare
eine plasmatische Pola-
ritdit vorhanden zu sein.
Ein basaler Pol unter-
scheidet sich nicht nur
durch die ungleiche Teil-
nahme an der Zellteilung
(an der Spitze der Zelle

a b
Abb. 40. Die Zelle eines Haa- Abb. 41. a Blattzahn von Elodea densa nach Plasmo-
res von Coleus Rehneltianus lyse in 9 proz. Traubenzuckerlosung ; Kultur in Knop-
nach der Plasmolyse; Zell- scher Nihrlosung und dann in Leitungswasser. Die
und Kernteilung. Zelle hat sich geteilt. b desgleichen; der Blattzahn
(Nach Haberlandt.) hat sich zweimal geteilt. (Nach Haberlandt.)

entstehen die kleineren Tochterzellen), sondern auch durch die
Fihigkeit, verschieden starken osmotischen Druck zu entwickeln.
In den Zellen von Allium Cepa geht die Zellteilung durch eine
zentripetal fortschreitende Einschniirung vor sich, wobei zwischen
den Tochterzellen wiederum eine feine Zellwand entsteht. Die in
1 bis 3 Stunden plasmolysierten und in Knopscher Nahrlosung
oder in Leitungswasser geziichteten Blattfragmente von Elodea
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densa zeigten eine éhnlich unvollstindige oder abgewandte Tei-
lungstendenz ohne Kernmitose. Jost ist dagegen der Meinung,
daB bei der Plasmolyse einfache mechanische Reize, Lisionen am
Zelleib, fiir die Teilungen verantwortlich zu machen sind.

Haberlandt suchte nun andererseits seiner Hypothese iiber
die Wirkung chemischer Agentien weitere Anhaltspunkte zu geben.
Da haben sich als geeignetste Objekte die fleischigen Blitter succu-
lenter Pflanzen erwiesen. Wurden die Blatter in Stiickchen ge-
schnitten, so traten an der Wundfliche Teilungen ein; wurden
sie dagegen gerissen in der Weise, dafl an der Trennungsfliche
keine Verwundung oder gar Abt6étung der Zellen stattfand, so
blieben die Teilungen ganz aus. Haberlandt glaubt somit die
Existenz von bei Verwundung der Zellen entstehenden Zer-
setzungsstoffen erwiesen zu haben, da die Teilungen im ersteren
Falle nur auf solche zuriickzufiihren sind. Die Stoffe entstehen
vielleicht durch autolytische Prozesse, an deren Bildung Enzyme
beteiligt zu sein scheinen. Sie koénnen einerseits als Wund-
hormone, andererseits als Teilungshormone fungieren. Es konnten
sogar Teilungen an Wunden anderer Art durch Applikation von
Gewebesiften oder Gewebebrei erzeugt werden, und zwar mit
Gewebesiften derselben Familie; Sifte anderer Familien besaflen
dagegen entweder keine Wirkung, oder wirkten sogar schédlich.
Jedenfalls herrscht kein Parallelismus zwischen Wirksamkeit der
Gewebesifte und systematischer Verwandtschaft. Die Wund-
hormone kénnen durch Asparagin, Leucin, Knopsche Néhrlosung
oder durch andere Nahrmittel nicht ersetzt werden, da diese keine
Teilungen hervorrufen.

Die Anwesenheit dieses Reizstoffes konnte noch durch folgendes
bewiesen werden: entfernte man von den Wundflichen die Wund-
hormone durch kriftiges Abspiilen unter Leitungswasser, so traten
viel weniger Teilungen auf. Wird jetzt wiederum Gewebebrei
oder Gewebesaft mit der Wundfliche in Berithrung gebracht,
erscheinen die Teilungen wieder, oft auch in iibertriebenem MaSe.

Die an Kohlrabi- und Kartoffelknollen durchgefiihrten Ver-
suche zeigten noch andere interessante Einzelheiten. Es wurde
beobachtet, daf Teilungen nicht blo8 dann eintreten, wenn
der Teilungsstoff aus toten oder verletzten Zellen in benachbarte
intakte Elemente iibertritt, sondern auch in der nicht tédlich ver-
letzten Zelle selbst, wenn sie von lebensfihigen Elementen um-
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geben ist. Durch Uberdehnung, doch ohne T6tung von Zellen oder
Zellkomplexen, konnen Teilungen angeregt werden. Verfasser
schlieft daraus, dal durch lokale Verletzung in der geschidigten,
aber am Leben bleibenden Zelle Wundhormone entstehen, die
Teilungen veranlassen und Platz fiir oft sehr interessante Polari-
tatserscheinungen geben. Diese Versuche erdffnen aber den Weg
zu einer ganzen Reihe von Arbeitshypothesen: das Neuauftreten
von Teilungen in iiberalterten Zellen, wenn diese durch Ansamm-
lung von Stoffwechselprodukten geschidigt werden; die Frage
der Beziehungen zwischen Wundhormonen und Thyllen und
Gallenbildung und endlich die Probleme der Entwicklungserregung
bei der Befruchtung. Wie bei der experimentell herbeigefiihrten
Teilung geht auch bei der Teilung der Somazelle und der der
Eizelle die Bildung von Wundhormonen voraus, die die Nucellar-
zellen zu Teilungen veranlassen.

Die parthenogenetische Entwicklung ist mit dem Absterben einer
groflen Zahl von Zellen verkniipft, insbesondere des Embryonal-
sackes, wobei sich mit aller Wahrscheinlichkeit Wundhormone
bilden und die Eizelle zur Entwicklung anregen. Auf Grund der
Auslésungsmoglichkeit von Zellteilungen durch Verletzungen ver-
suchte Haberlandt, die Zellen der Samenanlage zur Entwicklung
anzuregen, d. h. die kiinstliche Parthenogenesis zu erreichen. Es
wurde zu diesem Versuche die Oenothera Lamarckiana gewihlt,
deren Verletzung, wie das einst an Froscheiern von Bataillon
gemacht wurde, durch Quetschungen oder Anstechen mittels feiner
Stahl- oder Glasnadeln zu Zweiteilung des Embryosackes durch
nachtrigliche Querwandbildung gefiithrt hat. Es wurde eine an-
fangliche parthenogenetische Entwicklung der Eizelle bis zum
zweizelligen Embryo beobachtet; weitere Embryobildungen wur-
den vermifit. Wurde der Embryosack selber verletzt, so ist vom
Nucellus, oder vom inneren Integument aus, eine Calluswucherung
entstanden, die, wenn sie einwérts gegen den Embryosack gekehrt
war, die Tendenz zeigte, sich zu Adventivembryonen umzuwandeln.
Die befruchtete Eizelle — meint Haberlandt — teilt sich, weil
sie beim Eindringen des Spermatozoons verwundet wird.

Haberlandt stellt also die Hypothese auf, daB die Zell-
teilungen durch drei Hormonarten angeregt werden, und zwar
1. Teilungshormone des Leptoms, 2. Teilungshormone des priméren
und sekundiren Meristems, 3. die Wund- oder Nekrohormone.
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Da also Stoffe verschiedenen Ursprungs dieselbe biologische
Wirkung haben, konnte angenommen werden, dafl sie in Dauer-
gewebe physiologischerweise auch vorhanden waren, ebenso wie
im Leptom, nur in einem Vorstadium, das eines Anstofles, des
mechanischen oder eventuell des chemischen Reizes, bediirfe,
um eine Umstimmung herbeizufiilhren. Es wire hier eine Ver-
mittlung etwa durch eine Chinase auch denkbar. Man koénnte
vielleicht an den Mechanismus der Fibrinbildung im Blute héherer
Tiere denken.

Zu neuen Ergebnissen fithrten die Versuche von Kotte. Wah-
rend alle fritheren Versuche der Ziichtung isolierter Pflanzenzellen
an Dauergeweben ausgefithrt wurden, sind diese Arbeiten Kottes
die ersten Versuche, in denen embryonales Zellmaterial, es handelte
sich um meristematisches Gewebe, als Versuchsobjekt diente. Es
wurden Wurzelmeristeme von Erbsen und Mais gewéhlt. Von den
Keimwurzeln schnitt er 1 mm lange Spitzen ab, die nur aus Wurzel-
haube und Meristem bestanden. Die Zellen dieses isolierten Ge-
webes zeigten ein 11tégiges Wachstum, in welcher Zeit die Wurzel-
spitzen auf das 10—Il4fache der urspriinglichen Lénge heran-
gewachsen waren; damit war aber ihr Wachstum beendet. Auch
héher liegende Teile der Keimwurzeln zeigten ein gutes Gedeihen
in Kultur; es wurden 1 mm dicke Querschnitte verfertigt und auf
Nahragar geziichtet. Sie wuchsen sich zu normal gebauten Wurzeln
aus, indem sie die gleiche Wachstumsmdglichkeit zeigten wie
die unverletzte Wurzel. Es wurden in den Explantationselementen
zahlreiche zu Ende gefiihrte und sich wiederholende Kernteilungen
beobachtet, die nach 24 stiindiger Ruhezeit wieder einsetzten. Die
so isolierten Wurzelspitzen wiesen eine geotropische Reizbarkeit
auf; sie enthielten wihrend ihrer ganzen Wachstumsperiode in
ihrer Wurzelhaube Statolithenstirke. Die Zellteilungen zeigten
im entwicklungsphysiologischen Sinne eine weitgehende Unab-
héngigkeit von den Leptomelementen oder den toten Zellen, ob-
wohl auch chemische Reizstoffe die Zellteilung anregen kénnen,
und damit wurde die schon von Haberlandt gezeigte Tatsache
bestatigt, daB diese primdren Meristeme selbstdndig ein Reiz-
hormon darstellen, da einerseits Teilungen auch in Abwesenheit
von Leptomelementen, andererseits auch an unverletzten Teilen
ausgesprochen waren, wo zerstorte Zellen ihre Wirkung nicht aus-
iiben konnten: als Ursache der Teilungen miissen hier die durch
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Haberlandt gezeigten Meristemhormone betrachtet werden. Die
ohne Zusammenhang mit dem Gesamtorganismus vor sich gehen-
den zahlreichen und lebhaften Teilungen der Meristemzellen fiihrten
zu einer Differenzierung im Dauergewebe. Das Wachstum zeigte
eine weitgehende Abhéingigkeit von der Zusammensetzung des
Nahrmediums: um ein ausgesprochenes Wachstum zu erzielen,
mulBlten der Néhrlosung Kohlehydrate zugesetzt werden, dagegen
schienen stickstoffhaltige Substanzen nicht unbedingt notwendig
zu sein, da das Meristem selber solche enthilt.

Neben Kotte hat gleichzeitig Gurwitsch Explantations-
versuche an gleichem Material vorgenommen und das Ergebnis
des vorigen Autors vollig bestatigt.

Robbins ziichtete hauptsichlich Maiswurzelstiicke, die unter
giinstigen Bedingungen ungefahr 2 Wochen lang am Leben zu er-
halten waren. Die Fragmente wurden in sterile Pfeffersche Nahr-
lésung mit oder ohne Zusatz von 2 proz. Glukose oder Léavulose
gesetzt; den Sticken wurden durch wiederholtes Abschneiden
und Ubertragen in frisches Kulturmedium, in Zwischenrdumen
von je 2 Wochen, eine lingere Lebensmdglichkeit gegeben; doch
verlangsamte sich ihr Wachstum allméihlich und hoérte allgemein
nach dem dritten Mediumwechsel vollstindig auf. In den ersten
2 bis 4 Wochen zeigte sich aber ein bedeutendes Wachstum; die
1,56 cm langen Wurzelspitzen haben sich in reinen Néahrlosungen
um 1 bis 2 mm verlidngert ; dagegen erhielten die Maiswurzelspitzen
in zuckerhaltigen Medien innerhalb von 8 Tagen einen Zuwachs
von 9 cm. Auch Zugabe von Pepton oder Hefeautolysat zur Nahr-
losung steigert die Wachstumsintensitit der Wurzelspitzen und
verlingert ihre Lebensdauer auf 6—7 Medienwechsel.

Parallel mit den Versuchen von Kotte und Robbins gehen
diejenigen von W. H. Chambers. Dieser Autor beniitzte eben-
falls embryonales Material, Wurzelspitze von Kiirbiskeimlingen,
die in hingenden Tropfen von Pfefferscher Nahrlosung unter Zu-
satz von 0,04 vH Pepton, 2 vH Dextrose und 0,6 vH Agar bei
27° geziichtet wurden. Die Nihrlosung wurde erst durch Pufferung
mit Kaliumphosphat auf pg 5,6 gebracht. Die steril gewonnenen
primarén Meristeme waren in 0,3—2,5 mm groBle Stiickchen ge-
schnitten, die dann von der GréBe des Stiickchens abhingige
Wachstumsverhiltnisse zeigten. Bei 25 mm groBen oder noch grofie-
ren Fragmenten war eine Zellwanderung aus dem Muttergewebe, wie
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bei den animalischen Zellen héherer Tiere, wahrzunehmen. Die
Wanderung fand besonders an der oberen oder unteren Fliche des
Néhrmediums statt, war im Inneren des festen Mediums weniger
ausgesprochen, und erreichte oft eine Entfernung von 1,7 mm
-vom Fragment. Das Leben der Zellen dauerte etwa 30 Tage lang,
mehrere starben jedenfalls frither ab und gingen unter plasmo-
lytischen Prozessen zu Grunde.

Waren die explantierten Fragmente groBer, so wiesen sie
Regenerationserscheinungen auf, welche an diejenigen der Everte-
braten erinnerten, bei welchen sich aus exzidierten Fragmenten
ganze Organteile oder das ganze Glied rekonstruieren kénnen. Bei
den kleinen Stiickchen fehlte diese Regenerationsfihigkeit voll-
kommen und erinnerte mehr an die in vitro geziichteten Warm-
bliiterzellen. Czech will diese Erscheinungen nicht als wirkliche
Wachstumsprozesse, sondern als Folge der Macerationen in kali-
haltigen Losungen ansehen.

Die Versuche von Bobilioff-Preiler bringen im grofen und
ganzen eine einwandfreie Bestdtigung von Haberlandts Be-
funden. Dieser Autor arbeitete mit Mesophyllzellen, hauptséichlich
der Viola lutea var. grandiflora und der Thunbergia alta, insbe-
sondere mit Palisaden- und Schwammparenchymzellen, deren
lockerer Gewebeverband die Isolierung von Zellen leichter er-
moglicht. Die Isolierung geschah auf mechanischem Wege mittels
Glasnadeln; dann wurden die Zellen in eine Nihrlosung oder auf
ein mit Agarschicht bestrichenes Deckglas gebracht und in feuchter
Kammer aufbewahrt. Zu den Tropfenkulturen wurden Nihrsalz-
gemische von Knop, Beyerinck und Artari, mit oder ohne
Zusatz von Dextrose, Lavulose oder Saccharose verwendet. Ein
Zusatz von Pepton oder Asparagin begiinstigte kaum das Ergebnis,
dagegen wirken Sduren ausgesprochen schidigend. Auf Agar, der
noch das beste Néhrmedium war, lebten die isolierten Zellen der
Viola lutea zwei Monate lang, die Thunbergiazellen dagegen vier
Monate lang, wihrend in den Néhrlosungen (3 cm?® Nihrlésung
oder Tropfenkulturen) die Zellen viel schneller zugrunde gingen.
Wiahrend dieser Zeit zeigten die einzelnen Zellen eine bedeutende
GréBenzunahme oder sandten auch Fortsitze aus; die Plasma-
bewegungen erreichten ihr Maximum am 2. oder 3. Tag nach der
Isolierung. Kernverlagerungen wurden auch nur auf kurze Zeit
beobachtet. In allen Fillen aber wurden die Zellteilungen vermiBt.
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Um die Teilungs- und Lebensmoglichkeit der Einzelzelle ohne
Zusammenhang mit den umgebenden Zellen bestimmen zu kénnen,
suchte man die Isolierung so zu erreichen, daBl dabei die Einzel-
zelle in ihrem physiologischen Zustand nicht verdndert wird. Zu
diesem Zweck wurde von Miehe an Geweben von Cladophora und
Chaetophora die Plasmolyse angewandt, und an der isolierten
Zelle wurden die sonst bekannten Wachstumsphdnomene (Polari-
tat und Regeneration) beobachtet. An Thallusstiickchen der Meer-
algen gelang Kiister auch die mechanische Isolierung von Zell-
gruppen oder manchmal auch von Einzelzellen mit Préaparier-
nadeln leichter. Die Plasmolyse selbst, wie das unter anderem von
Klebs, Palla, Nemec, Kiister usw. gezeigt wurde, ruft keine
Zellteilungen hervor.

Es wurde schon von Haberlandt, Leitgeb, Molisch und
von anderen die lange Lebensdauer, die Widerstandskraft der
SchlieBzellen von Spaltéffnungen schédlichen Dampfen, Chemi-
kalien, Austrocknen, Temperatur, elektrischen Strémen usw.
gegeniiber gezeigt. Aus diesem Grunde wahlte Thielmann in
seinen Versuchen diese Zellart, die auch dadurch ausgezeichnet ist,
daB sie die Isolierung weitaus linger iiberlebt, als alle anderen
Zellarten. Das Ziel seiner Versuche war, diese isolierten Zellen,
vom Einflusse der Nachbarzellen befreit, in Kultur zu erhalten
und sie dann mit experimentellen Eingriffen durch verschiedene
Reize zur Entwicklung anzuregen. Es wurden hauptséchlich mono-
kotyle Pflanzen der Familie der Liliaceen verwendet. Die Blitter
von Freiland- und Topfpflanzen wurden im Wasser abgewaschen,
10 Minuten lang in Sublimat sterilisiert, wiederum gewaschen und
in Schnitte geteilt. Diese wurden in eine 1/500 oder 1/250 n-KOH-
Loésung und endlich in Kulturgldschen gebracht, die folgende
Flissigkeiten enthielten: destilliertes Wasser, Leitungswasser,
Knopsche Néhrlésung mit oder ohne Zusatz von meist 0,1—50 vH
Rohrzucker oder 0,06—2,5 vH Traubenzucker. Die Kulturen wur-
den teils am Licht, teils im Dunkeln aufbewahrt, doch wurde kein
bedeutender Unterschied beobachtet. Die Temperatur schwankte
mit den Jahreszeiten zwischen 15—26°. Die Ergebnisse hangen
auch vom Alter der fiir den Versuch verwendeten Blatter, von der
Art der Zellen (Mesophyll-, Epidermis- oder Schliefzellen) und von
der Dicke der Oberflichenschnitte ab.

Die grofite Lebenslinge hatten, wie es auch zu erwarten war,
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die SchlieBzellen (bis 4 Monate); in der Reihe folgen die Mesophyll-
zellen, dann die iibrigen Zellen der Epidermis (einige Tage bis
einige Wochen). Die Zellen jiingerer Blitter starben friihzeitig ab.
Alle Zellen, in erster Linie die Epidermiszellen, wenn sie nicht iso-
liert, sondern in Zusammenhang mit den griinen Assimilations-
zellen geziichtet waren, erwiesen sich lebensfahiger. In den zucker-
haltigen Kulturen speichert die Epidermis auch in Abwesenheit
von Chloroplasten oder Leukoplasten Stirke, und wenn diese
fehlen, wird ihre Bildung erst gefordert. Die Epidermiszellen iiben
auf die SchlieBzellen wahrscheinlich durch Wasserentziehung eine
schiadliche Wirkung aus, ja sogar die Wachstumserscheinungen
werden an den Schliefzellen nur dann manifest, wenn die Epider-
miszellen abgestorben sind. Die so frei gewordenen SchlieBzellen
weisen Wachstumsphdnomene auf, indem erst eine VergroBerung
des ganzen Zelleibes stattfindet; es kénnen auch Aussackungen
der Bauch- und Riickenwéinde zustande kommen. Es wurden aber
auch andere eigenartige Formen des Wachstums beobachtet. Mit
dem Wachstum zusammenhingend kommt auch eine Kernver-
lagerung zustande. Die Intensitdt der Wachstumserscheinungen
war von den Zuckerkonzentrationen abhingig; der Zuckerbedarf
variierte nach Art und Alter der geziichteten Pflanzenzellen. Wie
bei anderen Autoren, wurden die Zellteilungen auch bei diesen
Versuchen vermift.

Borger versucht in seinen Arbeiten auf die Frage Antwort zu
geben, ob die Zellen simtlicher Pflanzen die Fahigkeit besitzen,
den ganzen Organismus zu regenerieren. Die vorgenommenen Kul-
turversuche gaben eher eine negative Antwort. Es wurden an Farn-
prothallien, Moosbliattern, z. B. Mniumarten usw., Explantations-
versuche vorgenommen; nach einer mechanischen oder plasmo-
lytischen Isolierung kamen diese in hingende Tropfen verschiedener
Néhrmedien. Die hoheren Pflanzen hatten eine Lebensdauer von
mehreren Wochen, keine Zellteilungen und kein bedeutenderes
Wachstum: hochstens einige Monate lang blieben die Moosblitter
am Leben und wiesen einige Zellteilungen auf.

Helene Czech ging in ihrem Arbeitsprogramm noch weiter
und stellte die Frage, welches die kleinsten isolierbaren Teile des
hoheren Pflanzenorganismus sind, die einerseits nach Isolierung
ein autonomes Leben fithren kénnen, andererseits eventuell auch
fahig sind, den ganzen Pflanzenorganismus aus sich heraus zu
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regenerieren. Um diese Fragen zu beantworten, wurde versucht,
einzelne Zellen des Metaphytenorganismus zu isolieren und weiter-
zuziichten, um die Teilungsmdoglichkeiten der Zellen bestimmen
zu kénnen.

Zur Isolierung einzelner Zellen wurden sowohl mechanische als
auch physiologische Methoden in Anspruch genommen. Fragmente
von Algenfiden, Vegetationspunkte und Blitter von Elodea und
andere junge Blatter wurden auf einem mit einem Tropfen Wasser
oder Kirschgummi benetzten Deckglas in feuchte Kammern ge-
bracht. Jetzt versuchte Czech den Mikromanipulator Péterfis
unter starker VergréBerung in Anspruch zu nehmen; doch sowohl
das Anheften des Objektes am Glase, als auch die Turgorspannung
der Zellen und die Elastizitdt und Festigkeit der Zellulosemem-
bran, die das Eindringen des Instrumentes verhinderte, bereiteten
so viel Schwierigkeiten, daf3 die Isolierung auf diesem mechanischen
Wege nicht gelang. Die physiologische Methode H. Cranners
dagegen ermoglichte die Isolierung einzelner Pflanzenzellen ohne
jede Verletzung der betreffenden oder der Nachbarzellen. Diese
Methode beruht auf der Tatsache, daB in Losungen von Boden-
salzen, oder auch in reinstem destilliertem Wasser, wasser-
losliche und wasserunldsliche Phosphatide abgegeben werden,
d. h. Substanzen, die aus den plasmatischen Grenzschichten stam-
men. Damit wird das Leben der Zelle nicht gefahrdet; dagegen
kommt durch Auflésung der Trennungsschichten der Membranen
eine Isolierung einzelner Zellen zustande. Die von Czech ver-
wendeten Losungen waren n/100 KCl oder n/MgCl,. Die Pflanzen-
teilchen mufBten eine Zeitlang in dieser Losung verweilen (etwa
24 Stunden lang), dann gelang es mit einem leichten Druck mittels
der Pripariernadel, die vollstdndige Trennung hervorzurufen. Zur
Trennung bis zu einzelnen Zellkomplexen, Gewebestiickchen ge-
niigt ein 12 bis 13stiindiges Verweilen in der Fliissigkeit. Die so
isolierten Zellen kamen jetzt in hangende Tropfen entsprechender
Nihrfliissigkeit auf das Deckglas, das mit Vaselinring auf dem Ob-
jekttriger befestigt wurde. Das Praparat wurde in feuchter Kammer
bei Zimmertemperatur und diffuser Beleuchtung aufbewahrt. Die
Ziichtung von isolierten Zellen oder Gewebestiickchen wurde unter
verschiedensten Bedingungen, sowohl was die Nahrlosung, als auch
was die Maceration betrifft, versucht, doch in keinem Fall Zell-
teilung oder Zellwachstum beobachtet. Auch Stimulationsver-
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suche mit Li,CO;, MnCl,, FeCl; usw., oder das Zufiigen von gré-
Beren Mengen Gewebesaft des gleichen Organs gaben negative
Ergebnisse. Keiner von den untersuchten 272 Fillen fiihrte zum
Erfolg. Diese Versuche ergeben also, daB bei Metaphyten, im
Gegensatz zu den Metazoen, einzellige Stadien aus der Entwicklung
ausgeschaltet werden, und Wachstums- und Zellteilungsvorginge-
sich ausschlieflich im Kontakt mit anderen Zellelementen ab-
spielen; die einzelne Metaphytenzelle ist also nicht regenerations-
fahig.

Die Ergebnisse der relativ kleinen Zahl aller Versuche lassen
sich folgendermaflen zusammenfassen: Die pflanzlichen Gewebe
und isolierten Einzelzellen lassen sich in vitro am Leben er-
halten. Die Lebensdauer ist in erster Linie den Kulturmedien
untergeordnet: die lingste wurde hier in Agarkulturen erreicht,
da diese den natiirlichen Verhiltnissen nahestehen. Von den
fliissigen Kulturen (aufler destilliertes und Leitungswasser) be-
withrten sich am besten die Nahrlosungen von Knoop,Beyerinck
und Artari, ohne und mit Zusitzen von Glukose, Fruktose, Mal-
tose, Laktose, Inulin usw. (N-freie Substanzen) und Leucin, Aspa-
ragin, Pepton Witte usw. (N-haltige Substanzen). Dem Licht muB
eine kleinere, der Feuchtigkeit eine gréfiere Bedeutung zuge-
sprochen werden. Allgemein geniigt die normale Zimmertem-
peratur (gegen 20°), eine héhere beschleunigt den Wachstums-
prozeB. Die Lebensdauer hingt von Art und Alter der Kulturen
ab, sie schwankt zwischen einigen Tagen und 4 Monaten. Die
LebensauBerung der Zellen ist durch Volumenzunahme (mit oder
ohne Protoplasmabewegung und Kernverlagerung) oder auch durch
Starkebildung charakterisiert. Die Zellteilungen werden durch die
von Haberlandt nachgewiesenen Zellteilungsstoffe angeregt, die
einerseits physiologisch im Meristem oder im Leptom, andererseits
in pathologischen Zustdnden, in verwundeten oder absterbenden
Zellen entstehen.

VI. Die Wirkung wachstumsbeeinflussender
Faktoren.
a) Die Wirkung der Temperatur.

Als man die Methode der Gewebekulturen einfiihrte, legte man
anfiinglich auf den Einfluf, den die Temperaturschwankungen auf
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die Kultur ausiiben konnten, einen groen Wert, aber spatere Be-
obachtungen, hauptséchlich von Lambert und Hanes, konnten
feststellen, dafl in Wirklichkeit die Temperaturgrenzen, innerhalb
deren die Vegetation der Kultur moglich ist, gentigend ausgedehnt
sind.

Die Hiithnerkulturen wachsen gut zwischen 26° und 44°, das
Optimum fir die Vegetation erhdlt man zwischen 36° und 39°.
Nur eine Temperatur von 48° ist imstande, rasch jede Vitalitat der
Kultur zu zerstéren, wahrend eine Temperatur von 45°—47° noch
in irgendeiner Weise eine Vegetation der Kultur erlaubt. Die
Wachstumsgeschwindigkeit der Kultur ist dem Temperaturgrad
proportional: Wihrend z. B. die mitotische Teilung bei 28° zu
ihrer Abwicklung eine bis zwei Stunden braucht, hat sie bei 39°
hingegen im Mittel nur 18—20 Minuten notig.

Lambert hat dann gezeigt, da die sarkomatosen Zellen der
Ratte oder Maus gegeniiber Wiarme empfindlicher sind, als die
normalen Bindegewebe. Wenn die ersteren einer Temperatur von
42,5° ausgesetzt sind, sterben sie in kurzer Zeit, die Normalgewebe
hingegen sind auch nach 48° noch lebend. In dieser Weise gelang es
Lambert, indem er die Temperatur und die Behandlungsdauer
entsprechend dnderte, ausschlieBlich Entwicklung von Bindegewebe
und Aufhéren der Entwicklung der neoplastischen Elemente zu
bekommen. Fiir Ratten- und Mausgewebe ist die vitale Tem-
peratur um 3—4° niedriger als fiir Hithnergewebe.

Ingebrigtsen hat hingegen die Nahrmedien der Wirlkung ver-
schiedener Temperaturen ausgesetzt, um zu sehen, in welcher Weise
sie dann das Wachstum der Kultur beeinflussen. Indem der Autor
verschiedene Seren (autogene, homogene, heterogene) wihrend
einer halben Stunde einer Temperatur von 56° aussetzte, hat er
zeigen kénnen, wie die autogenen und homogenen Seren die Proli-
ferationsfahigkeit der Kultur vermindern, wihrend die hetero-
genen Seren unter der Wirkung der Warme bessere Kulturmedien
werden. Betreffs des Verhaltens der verschiedenen Zellarten gegen-
iber dem erwirmten Serum hat Ingebrigtsen gefunden, daB
das embryonale Bindegewebe einen stirker schadigenden Einfluf3
verspiirt als die epithelialen Elemente.

Auch der Kilte kénuen die Gewebekulturen widerstehen. So
behalten Hiithnergewebe, die fiir einige Tage bei einer Temperatur
von — 1° bis —4° aufbewahrt werden, noch ihr aktives Wachs-

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 10
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tum, und nur eine Temperatur von —10° ist imstande, jede vitale
Aktivitdt in 2 Stunden zu unterdriicken, eine Temperatur von
—20° in 5—10 Minuten. Wird andererseits ein Gewebe einige Zeit-
lang bei tiefer Temperatur gehalten, kann es zur Vermehrung
schreiten, sobald es im Plasma eingeschlossen ist. So konnten
Carrel und Burrows feststellen, daf3 die Milz, die Haut und das
Herz von Hithnerembryonen, die vor Einschliefung in das Plasma
bei niederer Temperatur fiir einige Tage (bis 6) aufbewahrt wurden,
noch proliferationsfahig bleiben ; jedoch ist die Latenzperiode merk-
lich verlingert. Um das Gewebe lebensfiahig erhalten zu kénnen,
muf3 man Ringerlésung anwenden, wihrend Blutserum nicht be-
sonders glinstig ist; direkt schiddigend wirkt NaCl-Losung. Auf
den mitotischen Proze hat die niedere Temperatur einen augen-
scheinlichen Einfluf3: wenn ein karyokinetischer ProzeB seinen
Anfang genommen hat, kommt er durch niedere Temperatur zum
Stillstand; wenn aber diese letztere auf die normale Hohe ge-
bracht wird, dann beginnt die Teilung von neuem und wickelt sich
nach urspriinglichem Rhythmus ab. Legendre und Minot haben
folgendes festgestellt: bewahrt man durch 4 Tage bei 20° Spinal-
ganglien von Hunden und Kaninchen in defibriniertem Blut, in
welchem man Sauerstoff strudeln lieB, auf und setzt dann einen
Teil ihrer Neuroblasten bei 39° in die Kultur, so entwickeln sie
sich zu Nervenfasern.

b) Einfluf des osmotischen Drucks und der Ionenkonzentration.

Das Leben und die Proliferationsfihigkeit der Zellelemente in
der Kultur hingt auch vom osmotischen Druck des Kultur-
mediums ab, wenn auch das Kulturleben innerhalb sehr weiter
Grenzen mdoglich ist.

Schon Jacques Loeb hat gezeigt, daB der osmotische Druck
bei der Entwicklung von Larven eine sehr wichtige Rolle spielt.
Die Entwicklung, die in hypotonischem Medium beschleunigt
erscheint, zeigt sich hingegen in hypertonischem Medium ver-
zogert. Im folgenden haben Carrel und Burrows, Ruth,
Ebeling, Hogue usw., die diese Untersuchungen auf die
Gewebezellen ausdehnten, im allgemeinen bemerken kénnen, daf3
die hypotonischen Medien die Aktivitit einer Kultur begiin-
stigen. Carrel und Burrows bemerkten bei der Ziichtung von
Fragmenten der Milz, der Haut, des Herzens und der Leber von
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Hithnern, da die Aktivitat der Kultur viel ausgesprochener ist,
wenn man mit destilliertem Wasser verdiinntes Plasma verwendet,
als wenn man sich eines hypertonischen Mediums bedient. Wenn
man andererseits das Plasma verdinnt ohne den osmotischen
Druck zu dndern, wird die Aktivitiat der Kultur auf keine Weise
verandert (Ebeling). Auch Ruth hat dann den giinstigen Ein-
fluB} eines hypotonischen Mediums bestatigt, sei es in der Kultur
von Haut des erwachsenen Frosches, sei es auf die Vernarbung von
Hautwunden. Diese letzteren wurden durch Behandlung mit hypo-
tonischen Losungen giinstig beeinfluit, wihrend die Anwendung
von hypertonischen Losungen mehr oder weniger die Heilung der
Wunde selbst verzogerten. Hogue hat gleichfalls bestétigen
konnen, daB das Wachstum einer Kultur in einer Lésung von
0,51 vH NaCl aktiver ist, widhrend die Wanderung in einem
hypertonischen Medium von 1,5 vH NaCl langsam vonstatten
geht. Wenn die Konzentration des NaCl 1,8 vH erreicht, ist jedes
Wachstum gehemmt.

Wenn man Kulturen, die sich schon in einem Kulturmedium
entwickelt haben, mit stark hypotonischen Losungen behandelt,
sterben die Zellen, indem sie anschwellen, wahrend die Zellen,
die man mit stark hypertonischen Losungen behandelt, rasch
absterben, indem sie ihre Fortsatze zuriickziehen. Die starke Ver-
anderung des osmotischen Druckes, in positivem oder negativem
Sinn, ruft in den Zellen, deren Tod sie bewirkt, degenerative Ver-
anderungen hervor, die in den einzelnen Fallen verschieden sind.

Betreffs der Wirkung der py-Konzentration auf den Wachs-
tumswert der Kultur konnten M. Lewis und Felton, die flissige
Medien anwandten, beobachten, dafl die Grenzen der pg, inner-
halb denen das Wachstum der Kultur méglich ist, zwischen
5,5 und 9 py schwanken, und dal man das Optimum mit Konzen-
trationen von 6,8—7 py erhdlt. In Konzentrationen unter 4,5
bis 5 pgy wurde sehr selten eine Aktivitit der Kultur bemerkt.
Fischer hat mit Kulturen in Plasmamedien Werte erhalten, die
jenenvon M. Lewisund Feltonziemlich nahe stehen. Nach diesem
Autor erhalt man das Wachstumsoptimum mit Konzentrationen
von 74—78py. Fischer hat weiterhin festgestellt, daBl die
Fibroblasten gegeniiber einer hohen Alkalitat widerstandsfahiger
sind als gegen eine hohe Saure. Bei der Ziichtung von Fibro-
blasten hat er beobachtet, daf3 sie durch 5—6 Generationen hin

10*
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wachsen, wenn sie in einem Medium von 5,5 p y gehalten werden,
langer als durch 10 Generationen hingegen in einem Medium
von 8,5 pyg.

Mendéléeff- hat in Hautkulturen von Meerschweinchen-
Embryonen bemerkt, daBl man das Wachstumsoptimum bei einem
Wert von pyg = 5,8 erhielt. Diese Forscherin injizierte in Meer-
schweinchen heterogene Proteine zwecks Heruntersetzung des
Pa des Serums; als sie dieses letztere als Kulturmedium ver-
wandte, hat sie beobachtet, dafl man besseres Wachstum erhielt,
wenn der Wert des py zwischen 5,2 bis 6,6 schwankte; stieg er
auf 7,6, so erhielt man keine Proliferation, ja sogar einige Male
Autolyse. Aus diesen Untersuchungen scheint nun erwiesen, daf3
das Zellwachstum in direkter Beziehung zu der py des Mediums
steht, und daf eine Herabsetzung des pg-Wertes das Zellwachs-
tum- selbst begiinstigt. Mendéléeff, die dann die Untersuchungen
iber den Einflufl des pg-Wertes auf das Embryonalwachstum
ausdehnte, hat beobachtet, dafl das Mutterserum, welches einen
sehr hohen py-Wert hat, und als solches infolgedessen das Wachs-
tum des Embryos nicht erlauben konnte, sofort, nachdem es in
Berithrung mit dem Embryonalgewebe gekommen ist, seinen
pu-Wert herabsetzt; dadurch wird das Wachstum des Embryos
moglich. Diese Beobachtungen stehen so in Einklang mit jenen
von Ebeling, der annahm,. daB} Zusatz von Embryonalsaft zum
Kulturplasma den pgz-Wert des Plasmas erniedrigt.

c¢) Einfluf§ des Lichtes, der Riontgenstrahlen und des Radiums.
Untersuchungen iiber den Einflul des Lichtes auf die Gewebe-
kulturen wurden von Gassul, Goodrich und Scott vorge-
nommen. Diese Untersuchungen gingen von dem Gedanken aus,
daB die Gewebe innerer Organe, die physiologischerweise nie
ans Licht kommen, nicht beeinfluBt werden kénnen, wenn sie
ihm ausgesetzt werden. Andererseits haben die Pflanzenphysio-
logie und die Photobiologie den Einflul des Lichtes auf die pflanz-
lichen Gewebe und auf einige Organismen niederer und einzelliger
Tiere, die normalerweise im Dunkeln leben, kennen gelehrt.
Gassul hat zum Studium der Wirkung des Tageslichts auf die
Gewebekulturen Milz und Flimmerepithel des Frosches verwendet,
die er entsprechend in Froschplasma und Serum ziichtete. Er be-
diente sich hauptsichlich des Flimmerepithels, um die Wirkung
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des Lichtes auf die Bewegung zu studieren. Ein Teil der Kulturen
wurde unter besonderer Vorsicht geziichtet und im Dunkeln auf-
bewahrt, der andere hingegen bei Licht. Die mit den zwei Kultur-
serien erhaltenen Ergebnisse sind beweisfithrend. Die bei Licht ge-
ziichteten und aufbewahrten Milzkulturen zeigten nach 24 bis
48 Stunden eine ausgeprigte Proliferationszone mit lebhafter
Lympho- und Leukocytenwanderung; in ihnen begannen jedoch
am 4. Tage die degenerativen Prozesse, die am 8. Tage schon sehr
ausgesprochen waren. In den im Dunkeln geziichteten und auf-
bewahrten Milzkulturen war die Proliferationsaktivitat hingegen
langsamer, hielt aber linger an; noch nach 8 Tagen war sie sehr
lebhaft. Gleichfalls unter dem EinfluB8 des Lichts verminderte sich
die Drehung des Flimmerepithels, nachdem sie in den ersten Tagen
eine Erhohung erfahren hatte; etwa am 8. Taghorte die Drehungs-
bewegung ginzlich auf; in den im Dunkel geziichteten und aufbe-
wahrten Kulturen hingegen nahm die Drehungszahl zwar nicht
zu, aber sie dauerte dafiir bis zum 11.Tag. Daraus geht also her-
vor, dal die im Dunkeln gehaltenen Gewebe linger leben, wenn
sie auch einen verzogerten Lebensrhythmus aufweisen. Es scheint
also, dafl das Licht ein Katalysator der Lebensfunktionen sei.
Goodrich und Scott haben zur Erforschung des Einflusses der
elektrischen Lampe auf die Kulturen einen speziellen Apparat
konstruiert und behaupten, dal zur Beeinflussung des Wachstums
mehr als 270 Kerzenstirken nétig sind. Untersuchungen tiber den
influBl der ultravioletten Strahlen wurden von Levaditi und
Mutermilch vorgenommen. Diese Autoren konnten feststellen,
dafl eine Bestrahlung mit der Quecksilberlampe durch 20 bis
30 Minuten jedes Wachstum des Bindegewebes eines Herz-
fragmentes hindert, wihrend eine gleiche Strahlendosis auf Milz-
kulturen diesen die Fihigkeit, in das Koagulum zu wandern,
nicht nimmt. Versuche mit dem ultravioletten Licht hat auch
Kiaer angestellt. Er bestrahlte Reinkulturen von Fibroblasten
24 Stunden nach der Explantation und beobachtete, dafl eine
Bestrahlung von 1-—5 Minuten das Wachstum der Zellen nicht
anderte, wihrend eine Bestrahlung von 8-—60 Minuten eine
Hemmung in den Wachstumserscheinungen veranlafit. Gingen aber
solche Kulturen in frische Kulturmedien iiber, so kehrte die
proliferative Tatigkeit zum normalen Zustande zuriick. Nur mit
einer verlingerten Bestrahlung von 2—3 Stunden gelang es, die
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Fibroblasten zu téten. Kiaer unterwarf dann die pulsierenden
Fragmente eines embryonalen Hiithnerherzens von 9—10 Tagen
einer ultravioletten Bestrahlung und beobachtete, dal eine Dosis
von 15 Sekunden bis 2 Minuten die rhythmischen Kontraktionen
der Zellen des Myokards anregt.

Mit Rontgenstrahlen sind Untersuchungen gemacht worden,
sei es durch Kultivierung von Gewebsfragmenten in Plasma von
bestrahlten Tieren, sei es durch direkte Rontgenstrahlenwirkung
auf die Kultur. Als Gassul Kulturen von Froschmilz und Rachen-
flimmerepithel der Wirkung der Roéntgenstrahlen aussetzte, be-
wirkte er mit einer Dosis von 40 vH bis 2—3 HED (Filter von
0,3mm Zn + 3 mm Al —auf 30 cm Entfernung) eine Erhohung
der Flimmerbewegung in den ersten 6 Stunden, die dann lang-
sam nachlaft, bis sie nach 1—2 Tagen aufhort.

Der Autor wandte sich dann zwecks Erforschung des Einflusses
der Rontgenstrahlen auf den Stoffwechsel dem Studium der
Flimmerzellen zu, welche die Fahigkeit haben, eine Losung von
Methylenblau in eine farblose Leukobase umzuwandeln. Er konnte
feststellen, daBl man mit einer Bestrahlung von iiber 40 vH der
HED wihrend der ersten 2—3 Stunden eine Erhéhung des Re-
duktionsvermdgens erhilt. Gassul konnte protoplasmatische und
nukleére Verdnderungen bei Anwendung der Dosis von iiber 60 vH
der HED beobachten; im allgemeinen waren sie im Protoplasma
ausgesprochener, wenn man eine Dosis unfiltrierter Strahlen ver-
wendete, wihrend sie im Kern ausgesprochener waren, wenn man
filtrierte Strahlen benutzte. SchlieBlich hat Gassul beobachten
konnen, daf eine nicht starke Bestrahlung von vital gefirbten
Milzkulturen eine erhohte Ansammlung von Farbkérperchen in
den endothelialen und retikuliren Zellen bewirkt.

Krontowski suchte die Wirkung der Rontgenstrahlen zu er-
forschen: einerseits den EinfluB auf Gewebekulturen in vitro, wie
das schon von manchen Autoren ausgefiihrt worden ist (Prime,
Strangeways, Roffo, Gassul), andererseits in vivo, indem
man den ganzen Organismus oder Organteile bestrahlt. Die Ver-
suche wurden sowohl an embryonalen, als auch an erwachsenen
Geweben durchgefiihrt; aus erwachsenen Kaninchen war fiir Kul-
turversuche das Milzgewebe am besten geeignet und stellte auch
ein empfindliches Objekt fiir die Registrierung der Strahlenwir-
kung dar. Die auBerordentliche Empfindlichkeit der Lymphocyten
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in den Milz- und Lymphkulturen wurde schon von Heinecke
gezeigt; sie wandern regelméfig in den ersten Stunden aus dem
Explantat in das Koagulum hinein; dagegen erscheinen die retiku-
laren Zellen und Fibroblasten erst spéiter; deshalb wurde mit der
Registrierung erst nach 48 Stunden begonnen. Die angewandten
Strahlendosen waren verhaltnismafBig groB, da die Versuche in
kurzer Zeit durchgefiihrt werden sollten. Schon die Versuche von
Schinz und Slotopolski haben gezeigt, dal die spermiogenen An-
teile des Hodens, d. h. eines sehr empfindlichen Objektes, erst nach
Bestrahlung mit 30 oder sogar 50 HED in 2—4 Tagen der Zer-
storung anheimfallen ; dagegen waren kleinere Dosen, wie 2—4 HED,
im Laufe von 3—4 Tagen fast ohne Wirkung. In den Versuchen
Krontowskis erfolgte die Bestrahlung mit einer GroBmetro-
Coolidge-Rohre bei 2,56 MA, 0,5 mm Cu + 1 mm Al und bei
23 cm Entfernung, wobei 30 Minuten Bestrahlung der HED ent-
sprach.

Die Bestrahlungsversuche an Kulturen aus der Milz erwachsener
Kaninchen, gleichzeitig 100 Minuten bestrahlt, ergaben keine
Lymphocytenauswanderung, es fehlte keine Proliferationszone,
wie in den Kontrollkulturen, und das Fragment hatte ganz scharfe
Rénder, die aber das Fehlen des Wachstums verrieten. Wurden
dagegen unter gleichen Bedingungen und mit gleichen Strahlen-
dosen verschiedene Gewebe von Hiithnerembryonen behandelt, so
zeigten sie ein gutes Wachstum, das dem der Kontrollkulturen
gleich war. Auch bei einer doppelt so groflen Strahlendosis
(200 Minuten Bestrahlung) wuchsen die embryonalen Gewebe
gut. Dafl embryonale Gewebe trotz groBler Strahlendosen wachs-
tumsfihig bleiben, wurde von R offo fiir die Zellen der embryonalen
Hiihnerherzen gezeigt; die neue Untersuchung Krontowskis
beweist diese Tatsache fiir verschiedene embryonale Gewebe. Die
embryonalen Zellen sind unempfindlich gegeniiber Strahlendosen,
deren Teildose schon das Wachstuin der erwachsenen Kaninchen-
milz hemmt. Dagegen zeigten die lebenden Hithnerembryonen viel
grofere Empfindlichkeit. Strahlendosen, welche das Wachstum der
embryonalen Gewebekulturen nicht hemmen konnten, waren fiir
ganze Embryonen todlich.

Ist einerseits das Bergonie-Tribondeau-Gesetz, dafl ndm-
lich die embryonalen Gewebe gegen Rontgenstrahlen sehr emp-
findlich sind, wahr, so ist es klar, daB die in vitro isolierten
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Gewebe tiberhaupt weniger empfindlich sind als die in vivo. Um
aber diese neue Hypothese mit groBerer Sicherheit zu beweisen,
wollte Krontowski bei den Versuchen (der Bestrahlung in vivo
und in vitro) die gleichen Bedingungen schaffen, indem er die in
vivo bestrahlten Gewebe aus dem Organismus entfernte und ihnen
die gleichen Lebensbedingungen schuf. Damit war der eventuelle
Einflu des Organismus ausgeschaltet. Und tatsichlich zeigte es
sich, dafl auch in den Gewebekulturen, die aus den in vivo (in
Eiern) mit tédlichen Dosen bestrahlten Embryonen angefertigt
waren, im allgemeinen ein ebensolches Wachstum konstatiert
wurde, wie in den Kontrollkulturen und den in vitro bestrahlten.
Es gibt also keinen grundsétzlichen Unterschied zwischen Bestrah-
lung in vivo und in vitro. Wurde das unter natiirlichen Bedin-
gungen, d. h. in vivo, bestrahlte Gewebe vom Gesamtorganismus
isoliert in vitro weitergeziichtet, so wuchs es sehr gut; wire es im
Organismus geblieben, so wiirde es mit diesem zusammen ge-
storben sein. Es handelt sich also nicht um eine hohere Strahlen-
empfindlichkeit in vivo als in vitro, sondern die ganzen Em-
bryonen sind strahlenempfindlicher. Die Dose, welche ganze
Embryonen tétet, ist fiir embryonale Gewebe nicht tédlich.
Die Wirkung des Radiums und der radioaktiven Substanzen
ist von Wood und Prime, Amato, Rouffart, Goodrich und
Scott, Mottram, Moppet usw. studiert worden. Amato, der
die Wirkung des Thoriumhydrates auf Milz- und Nervenkulturen des
neugeborenen Meerschweinchens beobachtet hat, hat mit verschie-
denen Versuchsanordnungen feststellen kénnen, dal das Thorium-
hydrat hemmend auf das Wachstum der Kultur wirkt. Diese Wir-
kung wire den «-Strahlen zuzuschreiben. Wood und Prime setz-
ten Normalkulturen (Herz- und Bindegewebe) und neoplastische
Gewebe der Wirkung des Radiums aus und behaupten, dafl die
ersteren keinen schidigenden EinfluB von der Wirkung des Ra-
diums verspiiren, dafl aber unter den zweiten der Jensen-Tumor
im Wachstum gehemmt wird. Nach den Autoren schiene es, als ob
das sarkomatose Gewebe empfindlicher als das carcinomatése sei.
J. und M. Rouffart haben beobachtet, daB die im Plasma be-
strahlter Tiere geziichteten Gewebsfragmente gegeniiber den Kon-
trollen eine viel ausgesprochenere und bemerkenswertere epithe-
liale und bindegewebige Proliferationsaktivitit aufweisen; in die-
sen Kulturen waren die Mitosen viel zahlreicher. Es scheint, daf3
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das nicht bestrahlte Medium ein wahres Excitans der Zellprolife-
ration sei. Das Uberleben der Kulturen jedoch ist nach den Be-
obachtungen von J. und M. Rouffart im unbestrahlten Medium
kiirzer als in den Kontrollkulturen. Und das stimmt mit dem
iiberein, was Gassul iiber die Wirkung des Lichtes beobachtet
hat; er sah, daBl die groflere vitale Aktivitiat rascher zum Er-
l6schen des Lebens selbst fithrt. Andererseits hat Mottram ge-
sehen, daf3 der Extrakt der erwachsenen Niere, welcher normaler-
weise die Proliferation hemmt, durch Bromradiumeinflu} Eigen-
schaften bekommt, welche das Wachstum aktivieren. Manche
Versuche wurden von Goodrich und Scott an embryonalen
Hithnerherzkulturen durch Bestrahlung von 15,1 mg Radium-
baryumsulfat durchgefithrt. Diese Autoren haben in den be-
strahlten wie in den Kontrollkulturen keinen Unterschied be-
merken kénnen, weder in bezug auf das Wachstum, noch in
bezug auf die Zellwanderung. Nur nach einer lingeren Bestrah-
lung konnten sie eine Verminderung der Zellen in Mitose beob-
achten. Die todliche Dosis wire nach den Autoren unter ihren
Versuchsbedingungen nur zu erreichen, wenn man die Gewebe
durch 4—5 Stunden den Ausstrahlungen des Radiums aussetzt.

d) Homogenes und heterogenes Plasma. — Organ- und
Gewebeextrakte. — Chemische Substanzen.

Das Wachstumsoptimum einer Kultur erhalt man, wie schon
gesagt wurde, wenn man als Kulturmedium autogenes Plasma ver-
wendet, das also demselben Tiere angehort, dem man das zu explan-
tierende Organ entnimmt. Die Kulturen fallen jedoch gleich gut
aus, wenn man homogenes Plasma nimmt, das also einem Tier von
gleicher Gattung angehort, wie dasjenige, welches das zu kulti-
vierende Gewebe liefert. Von den ersten Zeiten der Gewebekultur
an wurde die Frage durchdacht, ob es moglich wire, als Kultur-
medien Plasmen von Tieren anderer Gattung, also heterogene Plas-
men, zu verwenden. Carrelund Burrows fanden, daf die Vege-
tation vermindert und erschwert wird, wenn man heterogenes
Plasma verwendet. Im folgenden dehnten Lambert und Hanes
und Ingebrigtsen die Versuche aus und behaupteten, dafl das
Plasma von Tieren verschiedener Gattung fiir die Kultur weniger
geeignet sei, als jenes von Tieren gleicher Gattung. Nicht alle
heterogenen Plasmen sind jedoch gleich ungeeignet fiir die Kultur.
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So stellten Carrel und Burrows fest, daB das Hithnerembryonal-
gewebe im Plasma des Hundes, des Kaninchens, des Menschen
wachsen kénne. Lambert und Hanes haben fiir die neoplasti-
schen Gewebe gefunden, daB das heterogene Plasma mancher
Tiere ein gutes Wachstum erlaubt, wihrend jenes von anderen
Tieren nur ein kargliches oder gar keines gestattet.

Hadda und Rosenthal beobachteten gleichfalls, dal Kultu-
ren von embryonaler Hithnerhaut und Knorpel gleich gut in Ka-
ninchenplasma wachsen, jedoch entstehen in den Zellelementen
dieser Kulturen bald regressive Verédnderungen, im Gegensatz zu
denselben Kulturen in homogenem Plasma. Die cytotoxische Wir-
kung des normalen Kaninchenplasmas auf embryonale Hiihner-
haut und Knorpel héngt nach Hadda und Rosenthal vom Ge-
halt des Plasmas an normalen Hamolysinen ab. Andererseits hat
Chlépin, welcher Gewebe verschiedener Vertebraten in hetero-
genem Plasma (Kaninchen) ziichtete, gute Proliferation erhalten,
und Lemmel und Loewenstéddt haben in Kulturen von mensch-
lichen Embryonalgeweben beobachtet, daB die Kulturmedien,
welche heterogene Substanzen enthalten, diesen Geweben ein gutes
Wachstum erlauben. Andererseits kann auch das homogene
Plasma einen verschiedenen EinfluB auf die Kultur ausiiben, wenn
es von einem tumortragenden Tiere, von einem schwangeren Tiere
(Maccabruni) stammt, oder wenn es von Tuberkulose befallen
ist usw., wie das die Versuche von Carrel und Burrows und
Kiaer gezeigt haben.

Unter den Organ- und Gewebeextrakten, welche, dem Kultur-
medium zugefiigt, das Wachstum der Kultur stark reizen, steht an
erster Stelle der Embryonalsaft (Carrel), iiber dessen Wirksamkeit
an anderer Stelle gesprochen worden ist. Extrakte verschiedener
Organe wurden Kulturmedien hinzugefiigt und in ihren Wirkungen
studiert (Walton), und unter diesen wurde als unzweifelhaft das
Wachstum der Kultur anregend der Knochenmarkextrakt fest-
gestellt (Maximow).

Mit dem Fortschreiten der Methodik der Gewebekulturen setzten
sich die Autoren auch als Ziel, die Wirkung bestimmter chemischer
Substanzen auf die isolierten Zellen des Organismus zu studieren.
Burrows berichtet, dafl geringer Zusatz von Alkohol zur Kultur
nicht die Vitalitat der kultivierten Zellen schidigt. Auch die
Anwesenheit einer Toluolljsung (4 vH) wire mit dem Leben
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der Kultur vereinbar (Carrel und Burrows). Legendre be-
obachtete, dafl die einwertigen Chlorverbindungen nicht fihig
sind, bei 39° aufbewahrt, die Chromatolyse der Nervenzellen von
isolierten Spinalganglienzellen des Kdorpers aufzuhalten, wahrend
einige zweiwertige es vollkommen hindern. Hoffmann und Levi
konnten feststellen, dafl der Zusatz von Pyrrol zum Kulturmedium
nicht die Entwicklung der Kulturen hindert, wihrend Janus-
griin nach den Beobachtungen von W. und M. Lewis sehr toxisch
auf die in fliissigen Medien kultivierten Zellen wirkt. Analog be-
richten Levaditi und Graben, dal Zellelemente, hauptsich-
lich Bindegewebszellen, wenn sie 20 Minuten lang in Methylenblau,
Neutralrot und Brillantkresylblau getaucht und dann in Plasma
kultiviert werden, sich durch mehrere Generationen vermehren
koénnen, und daB sie gefirbt bleiben, solange eine Farbstoffreserve
im Gewebe ist. Nur konzentrierte Losungen (1:100) von Methylen-
blau sollen die Proliferation hemmen.

Im Gegensatz dazu wirken Glycerin, Eiweil, wenn sie in der
Kultur vorhanden sind, sehr schidigend auf die Zellen. Auch der
Zusatz von Aminosduren, wie Burrows und Neymann und
dann Ebeling bewiesen, kann die Zellen nicht zur Proliferation
reizen; sie schidigen im Gegenteil die Kultur.

Der Einflufl von toxischen und medikamentésen Substanzen
ist von verschiedenen Forschern studiert worden. Gironi, der
Gewebefragmente von Tieren in Chlornarkose ziichtete, behauptet,
daf im allgemeinen die Chlornarkose die Entwicklung der Gewebe
in der Kultur hindert. Und diese Hemmung, die bei einer leichten
Chlornarkose gering wire, wiirde mit Zunahme jener selbst stérker
werden, bis sie endlich jede Zellentwicklung in der Kultur ver-
hindert. Die Wirkung von Jod und Adrenalin wurde von Cer-
vello und Levi ausgeprobt. Diese Autoren ziichteten Kulturen
von Myokard und Tegument von Hithnerembryonen in Plasma
von Tieren, in die zuerst KJ injiziert wurde, oder im Plasma,
welchem sie direkt dasJod hinzufiigten; sie haben beobachtet, daf3
weder die Form der Zellen, noch ihre Wanderungsart von der Wir-
kung des Jodes verdndert wurden. Die proliferative Aktivitit
der Kultur wird durch die Gegenwart von Jod nicht beschriankt,
ja man erhielt sogar oft eine entgegengesetzte Wirkung, d. i. eine
groflere Proliferationsaktivitit. In bezug auf Adrenalin hingegen
konnte Cervello und Levi nicht bemerken, daf} es einen Proli-
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ferationsreiz ausiibe; sie beobachteten sogar, daf die Aktivitat der
Kultur herabgesetzt erschien.

Bianchini hat dann die Wirkung des Plasmas von mit Blei,
Quecksilber oder Arsen vergifteten Tieren auf die Gewebekulturen
studiert. Aus den Untersuchungen dieser Autoren ging hervor,daf3
das Plasma von chronisch mit HgCl, vergifteten Tieren, wenn es auch
keine anregende Wirkung ausiibt, doch das Wachstum nicht hindert.
Hingegen scheint das Plasma von mit Bleivergifteten Tieren in einem
gewissen Punkt die Gewebe zur Proliferation zu reizen. Die Arsen-
siure aber hindert im allgemeinen die Entwicklung der Gewebe.

Als Lewis die Wirkung des Kaliumpermanganates auf Me-
senchymkulturen von 6—9tigigen, in Lockeflissigkeit + 0,5 vH
Dextrose, oder in Locke-Lewisflussigkeit geziichteten Hiihner-
embryonen studierte, bemerkte er, dal das Permanganat in Ver-
diinnung von 1:40000—1:80000 in etwa einer halben Stunde zum
Tode fithrt. Von den Zellbestandteilen ist der erste, der betroffen
wird, der Kern, der schon innerhalb weniger Minuten Zeichen von
Koagulation zeigt; dann zieht sich das Chromatin zu einer kom-
pakten Masse zusammen und der Embryonalsaft zu einer Vakuole.
Nach den Kernveranderungen beginnen Modifikationen der Mito-
chondrien zu erscheinen. Diese letzteren bilden sich zu Blasen von
verschiedener Grée um, je nach der Lange der Mitochondrien selbst.
Zum Schlufl verlieren die Degenerationskérnchen und Vakuolen,
welche in Mesenchymalzellen dlterer Kulturen vorhanden sind, und
die mit Neutralrot gefirbt wurden, ihre Farbe.

Olivo untersuchte den Wirkungseinflul der Elektrolyte NaCl,
KCl, CaCl,, NaHCO;, KJ, LiCl auf Meerschweinchenfragmente und
auf embryonale Hithnerhaut, die er vor Ansetzen in der Kultur
mehrere Stunden lang mit einer 9proz. Losung genannter Sub-
stanzen behandelte und konnte feststellen, daf eine solche
Behandlung den Fragmenten in der Kultur nicht die Fahigkeit
nahm, den gewohnlichen Lebensbedingungen Platz zu geben. Auch
wenn die Gewebefragmente in verdinntem Plasma, das die Elek-
trolyte KCl, CaCl,, KJ und LiCl zu 0,25 vH enthielt, geziichtet
wurden, behielten sie die Proliferationsfiahigkeit in vollem Um-
fange. Diese erschien nur vermindert bei Anwesenheit von 0,45vH
derselben Salze im Kulturmedium.

Das Cyankalium, das gleichfalls von Olivo an Herz und Haut
von Hithnerembryonen nach 5—14 tigiger Bebriitung, die dann in
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Kultur gebracht wurden, untersucht wurde, zeigte sich in Ver-
diinnung von N/1000 (0,0065 vH) oder dariiber unfahig, die nor-
male Entwicklung der Kultur zu verhindern. Nur Losungen von
N/10 (0,65 vH) fithrten schon nach 6 Minuten zum raschen Tode
des Fragmentes. Fir gradmafig verdinntere Losungen trat der
Tod nach einer ebenfalls verdnderlichen Zeit des Hineintauchens
in die KCN-Losung ein, welche zwischen 40 Minuten und 6 Stun-
den 20 Minuten schwankte. Auflerdem scheint es nach den Beob-
achtungen von Olivo, daB die Gewebe jiingerer Embryonen gegen
KCN-Losungen widerstandsfahiger seien, als diejenigen von élteren
Embryonen. LieB Olivo hingegen KCN-Losungen direkt auf
die in das Koagulum gewanderten Zellen wirken, so konnte er be-
obachten, dafl sie KCN-Losungen von geringerer Konzentration
und fiir kiirzere Zeit vertragen, als die Gewebe, von denen die
Zellen herkommen ; und diese Tatsache wird vom Autor teilweise
einer rascheren Absorption des Giftes von seiten der Zellen wegen
ihrer grofleren Oberflichenausdehnung zugeschrieben, teils der Ver-
anderung der Zellen, die dadurch, daf} sie in einem abnormalen
Medium gelebt haben, sich irgendwie verdnderten und so fiir das
Gift empfindlicher geworden sind. Morphologisch wird die Zelle,
sobald sie mit KCN in Kontakt gekommen ist, rund; dann bildet
sich auf einem bestimmten Punkt ihrer Oberfliche eine homogene
Blase; die Mitochondrien verschwinden, der rund gewordene Kern
16st sich auf, die Nukleolen verschwinden auch, und in wenigen
Augenblicken ist die Zelle, welche eben noch eine homogene,
helle Scheibe zu sein schien, unsichtbar.

Von Mendéléeff sind dann Versuche ausgefithrt worden,
um den EinfluBl von verschiedenen Metallionen auf das Wachs-
tum der Gewebe zu bestimmen. Um der Kultur das Metall als
freie Ionen und nicht molekulir gebunden zuzufiihren, hat die
Autorin in die Venen des erwachsenen Meerschweinchens reine kol-
loidale Substanzen eingeimpft, die K, Ca, Zn in Form von Pepto-
naten enthielten; dann entnahm sie das Blut, und mit dem ge-
wonnenen Plasma ziichtete sie Kulturen von embryonaler Meer-
schweinchenhaut. Sie hat beobachten konnen, daB das aus mit
Zinkpeptonaten behandelten Meerschweinchen gewonnene Plasma
duBerst giftig auf die embryonale Haut wirkt, und zwar in der
Weise, dall sich das Gewebe nach 48 Stunden autolysiert. Das
Plasma der mit Kaliumpeptonaten behandelten Meerschweinchen
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erlaubt in den ersten 24 Stunden ein beschrinktes Wachstum,
aber schon nach 48 Stunden gingen die Zellelemente degenera-
tiven Phinomenen entgegen. Das Plasma der mit Calciumpep-
tonaten behandelten Tiere gab lebhaften Proliferationen Platz,
welche schon in 48 Stunden die 4—5fache Vermehrung der Wachs-
tumsoberfliche bewirkten. Es scheint also, daB die Ca-Ionen
wachstumanregende Agenten darstellen.

Deshalb glaubt die Autorin, daB fir das Zellwachstum, auBer
der Verminderung innerhalb bestimmter Grenzen des pg-Wertes,
auch die Ca-Ionen einen groflen Einflufl hitten und behauptet:
wenn man einerseits mit kiinstlichen Mitteln den pg-Wert herab-
setzt, andererseits den Gehalt an Ca-Ionen erhsht, erhilt man ein
Plasma, das, als Kulturmedium verwendet, ein ippiges Wachs-
tum erlaubt. Und diese Verénderungen: Herabsetzung des
pr-Wertes und Erhéhung der Ca-Ionen, werden vonMendéléeff,
Mendéléeff und Slosse auch fiir die Faktoren des embryonalen
Wachstums gehalten. Das Mutterblut, welches als solches un-
fahig wire, das embryonale Wachstum anzuregen, wirde dazu
bei der Passierung der Placenta fihig, indem es seine chemisch-
physikalischen Eigenschaften dndert.

Radsimowska untersuchte die Wirkung der verschiedenen
Sauren auf die Milz junger Kaninchen. Der Autor setzte das
Gewebe zuerst eine halbe Stunde lang der Wirkung von Sduren
aus, kultivierte in Plasma und stellte fest, daB bei einer
niederen pp-Konzentration sowohl die Milchsdure, als auch die
Essigséure die Wanderung der blutbildenden Zellen hinderten, wih-
rend sie den Fibroblasten noch das Wachstum erlaubten. Indem
er dann die Wirkung verschiedener Séuren verglich, konnte Rad -
simowska eine Giftigkeitsskala festlegen, die, von der Schwefel-
sdure angefangen, langsam mit der Phosphor-, Zitronen-, Milch-,
Essigsdure stieg.

Bauer untersuchte die Wirkung der Pyrogallussiure auf 6 bis
9tagige Hiithnerembryonalgewebe, die in Locke-Lewisfliissigkeit
geziichtet wurden, indem er in die Kulturkammer ein Pyrogallol-
krystall einfithrte, und konnte feststellen, wie durch die Wirkung
der letzteren die Konzentration des Sauerstoffes im Kulturmedium
verhindert wurde und sich so Verdnderungen in den Zellen selbst
bildeten. Der Autor hat gefunden, daB die Pyrogallussiure fir
die Zellen giftig ist, weil sie Prézipitation des Plasmas und des
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Kernes hervorruft. Auflerdem verlieren die vital geférbten Zellen
nach Anwendung der Pyrogallusséure die Farbe. Bei Untersuchung
der Wirkung der Kohlensdure auf die Kulturen konnte Bauer
feststellen, daB die ruhenden Fibroblasten von der Wirkung der
Kohlensdure nicht wesentlich veréindert werden. Die Bewegung
der Kérnchen und Mitochondrien erschien durch die Gaswirkung
gehemmt. Befindet sich die Zelle in Mitose, wird sie durch die
Kohlensdure verzogert. Die Verzogerung betrifft hauptsichlich
die Prophase, weniger die Metaphase und die Anaphase, gar
nicht die Telophase. In pulsierenden Herzkulturen verzogert
oder vernichtet die Kohlenséiure die Kontraktionen. Aus der
Gesamtheit der Ergebnisse geht jedoch hervor, da3 die Gewebe-
kulturen genug widerstandsfahig gegen die Wirkung des Sauer-
stoffes sind, welcher, um toxisch werden zu kénnen, fiir eine lingere
Zeit und in hoherer Quantitit wirken muf3. Andererseits hat Bi-
anchini, der Fragmente verschiedener Organe im Plasma von
durch Einatmung von CO, getdteten Tieren geziichtet hat, be-
merkt, wie sie sich dort gleich gut entwickelten wie im Plasma
normaler Tiere.

M. Lewis hat, indem er Bindegewebekulturen benutzte, die in
Locke-Lewislosung unter Zusatz von Hihnerbouillon und von
Dextrose geziichtet wurden, und deren py = 6,9—7,1 war, die Er-
scheinung der reversiblen Gelbildung studiert, die durch die Wir-
kung verschiedener Siduren hervorgerufen worden war (HoSO,,
HCl, HNO;, Essigsiure, Milchsdure, Priersdure, Pyrogallussiure
usw.), welche die py auf 4,8—3,8 herabsetzten. Der Autor hat so
beobachten kénnen, dafl die sauren Losungen zuerst eine Geli-
fikation des Kernes hervorrufen, welchem die des Protoplasmas
folgt. Die Koagulation des Kernes findet mit allen angewendeten
Séuren statt, und immer bei der gleichen pg-Konzentration (4,6);
nur die Pyrogallussdure wirkte bei 6,4. Die Siurekoagulation war
jedoch reversibel, solange die Zelle am Leben blieb; und nur ein
langerer Aufenthalt im py = 4,6 totet die Zelle. Die Mitosen,
welche durch die Wirkung der verédnderten Ionenkonzentration
aufgehalten worden waren, gingen auf normale Weise weiter,
sobald die Kultur in ein normales Medium zuriickgebracht wurde.
Auf diese Weise konnte die Gelbildung ofters hervorgerufen und
riickgingig gemacht werden; solche Kulturen jedoch koénnen
nicht solange leben, wie die Kontrollkulturen.
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Lewis, der bekanntlich die Myofibrillen der Formationen
nicht als wirklich existierend im lebenden Myoblast annimmt,
behauptet, dal, wenn embryonale Hithnerherzkulturen dem Ein-
fluBl der Sduren ausgesetzt werden (pg = 4,3), in den Zellen quer-
gestreifte Fibrillen sichtbar werden, der Kern sich koaguliert, und
das Herz aufhért zu schlagen. Wird jedoch die Séure entfernt,
bevor die Zellelemente getotet werden, dann verschwinden die
Fibrillen, und das Herz beginnt wieder zu schlagen. Wurden
aber die Zellen getotet, dann ist die Koagulation des Kernes
und der Fibrillen irreversibel. Uber die Wichtigkeit dieser Er-
scheinung kann man schwerlich ein Urteil fallen, da G.Leviund
seine Mitarbeiter deutlich gezeigt haben, daB die Myofibrillen
wirklich in den Myoblasten vorhanden sind und nicht kiinstlich
geschaffen wurden.

Endlich hat M. Lewis in bezug auf die Wirkung von Al-
kalien, die den Wert der pg auf 8—10 erhéhten, bemerkt, wie
die Zellen fliissiger werden; aber sie konnten die entstandenen
Verdnderungen riickgéngig machen, -wenn sie zur rechten Zeit
das Alkali entfernten.

e) Affrontierte Gewebe.

Sowohl die physische als auch die psychische Entwicklung eines
Organismus wird von verschiedenen physikalischen und chemi-
schen Faktoren bedingt, die im Rouxschen Sinne Realisations-
faktoren (duBere, extracellulire) und Determinationsfaktoren (in-
nere, intracellulire) genannt werden.

Von diesen interessieren uns hauptsichlich die Agenten, die die
Zellproliferation hemmen oder anreizen, also Inkrete, Gewebe-
extrakte, wie auch einfachere chemische Stoffe (Anilin, Teer usw.),
die in die Kategorie der Hormonoide eingereiht und in Deutsch-
land ,,Wachstumsstoffe‘, in England ,,Auxtics*, in Italien ,,Bla-
stine” genannt werden.

Die Wachstumsrichtungen sind demnach gar nicht von ein-
fachen mechanischen Determinationen abhingig, sondern sind dem
Gesetz des Tropismus untergeordnet, da die Zellen von ver-
schiedenen Energiequellen physikalischer und chemischer Natur
sowohl qualitative als auch quantitative Impulse erhalten ; sie sind
also von einem blastischen Tropismus abhéingig, der kollaterale
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Gesetze des motorischen Tropismus aufweist, mit diesem Par-
allelitiat besitzt, und deren Gesetze mehr oder weniger auf beide
Formen des Tropismus anzuwenden sind.

Eine lange Reihe von Versuchen kann als Beweis erbracht
werden; die Versuche zeigen eine Orientierung nach gewissen Rich-
tungen, d. h. eine Polaritit des wachsenden Organismus.

Eine solche Orientierung sehen wir bei der Kontinuitétstren-
nung der Nervenfasern einsetzen, wo der zentrale Stumpf mit
Sprossen in gerader oder querer Richtung Hindernisse, z. B.
Narben, durchquert, um sich mit dem peripheren Stumpf zu ver-
einigen. Auf dhnliche Weise geschieht die Regeneration der Ge-
fafle, wo améboide Sprossen von dem priexistierenden Gefal3
abzweigen und sich gegen den Ort des Nahrungsbedarfes der
proliferierenden Zellen orientieren.

Ein sehr demonstratives Beispiel haben wir durch die Experi-
mente Borns erhalten, der zwei durchschnittene Froschlarven zu-
sammenwachsen liel. Als er die entsprechenden Teile einander
genau gegeniibersetzte, liefen die Briicken der Kontinuitatstren-
nung in direkter Richtung zwischen homologen Geweben. Wenn
die Stiimpfe hingegen verschoben wurden, wurde in den parallelen
Briickensiulen zwischen homologen Zellterritorien eine Obliquitat
bemerkt. Wir sehen hier also eine Sympathie, eine spezifische An-
ziehung der regenerierenden Zellen, die die Hindernisse der Narbe
iberwinden kann.

A. Fischer injizierte, um einen formativen Reiz zu erzielen,
scharlachrot gefarbtes Olivendl intracutan in das Ohrldppchen des
Kaninchens und sah, dafl aus der Epidermis und auch aus dem
vasalen Endothel epitheliale Sprossen entsprangen und, sich gegen
das Injektionsmittel orientierend, auch den im Wege stehenden
Knorpel durchquerten. Fischer nannte die in diesem chemotak-
tischen Phinomen wirkenden Prinzipien ,,Attraxine®, d. h. Sub-
stanzen, die die Proliferationspolaritit bestimmen. Ihm folgend
haben Wacker und Schmincke dhnliche Fahigkeiten fiir Anilin-
farben, Indol, Skatol, fiir gewisse Teerpriparate, Paraffinol, Ni-
cotin, Olsiure, Aceton usw. beobachtet, also hauptsichlich fiir fett-
und lipoidlésliche Substanzen der aliphatischen und aromatischen
Reihe. Im Sinne Fischers benutzte Centanni in Lipoid gel6stes
Sarkomextrakt und inokulierte es in den Ohrlappchenknorpel, wo
er knotenférmige Vegetationen hervorrief. S. Lewis konnte eben-
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falls durch mit Scharlachrot gefirbtes Paraffin sarkoméhnliche
Granulome erhalten.

Bei diesen Beispielen handelt es sich um ausgebildete Organe;
aber auch die Embryologie konnte eine fast unendliche Reihe von
Fillen aufzeigen, wo durch formative Reize eine gewisse Polaritit
in der Zellproliferation entsteht.

Geoffroy S. Hilair hatte zum erstenmal eine Gesetzmafig-
keit der Entwicklungsfaktoren bemerkt; er wies sogar eine gegen-
seitige Affinitdt der entsprechenden Organe nach. Im Pflanzen-
reich gelang das Studium des Tropismus auch leichter, da das
Wachstum hier viel groBlere Intensitit aufweist als in der Tierwelt
(Haberlandt).

Von diesen Erwidgungen ging Burrows aus, als er seine Ver-
suche durch Kulturen in vitro des Nervensystems anfing. Er
wollte erst an Froschembryonen, dann auch an Hithnerembryonen
die Polaritdt der sich entwickelnden Nervenfasern experimentell
in vitro beweisen, indem er eine zwischen Nervenfaser und Muskel-
platte vorhandene chemotaktische Beziehung voraussetzte. Dem-
nach miiiten die wachsenden Fasern auch in vitro die natiirliche
Richtung behalten. Seine Versuche — etwa 40 —, in denen er
feine Praparate vom Cabalis neuralis, von Myotomfragmenten und
Herzstiickchen benutzte, sind miBlungen. Carrel stellte zwei
mit verschiedenem Rhythmus pulsierende Myokardiumfragmente
einander auf kurze Entfernung gegeniiber, wobei beide durch
eine Bindegewebsbriicke getrennt waren. Beide Myokardien er-
hielten eine synchrone Pulsation.

Im Jahre 1924 unternahm A. Fischer dhnliche Versuche. Er
stellte zwei Hiihnerfragmente einander gegeniiber, die ebenfalls
verschiedene Kontraktionsrhythmen zeigten. In 24—72 Stunden
entstand eine Synchronizitit in der Pulsation, die durch eine zwi-
schen beiden Fragmenten gebildete Kontinuitdt erklirt werden
konnte. Die iibrigen Versuche von Fischer und Olivo, die schon
an anderer Stelle behandelt worden sind, zeigen, wie auch ein
zwischen heterogenen Herzfragmenten entstandener anastomo-
tischer Zusammenhang eine vollkommene Synchronizitit der Kon-
traktionen bedingte, die aber verloren ging, sobald die Kontinuitat
getrennt wurde. Hier mufBte also eine reziproke Toleranz, oder —
wir kénnten sagen —noch eher eine gegenseitige tropische Relation
vorhanden sein, eine Anziehung, im Sinne der ,,Zellen, die einander
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suchen®‘, durch welche die anastomotische Einheit entstand. Die
Briicke, die die beiden Herzfragmente miteinander verband, war
so sehr begrenzt, daf die Synchronizitdt nicht durch einfache me-
chanische Ursache entstehen konnte.

Marinesco und Minea haben Spinalganglien explantiert und
beobachteten, wie die von verschiedenen Zellen entsprungenen Fi-
brillen eine Tendenz zeigten, sich einander zu ndhern (Homotro-
pismus), dabei Biindel bildend, welche die ansehnliche Distanz
zwischen den beiden Fragmenten iiberbriickten.

Um in bezug auf die tropischen Einflisse zu besserem Ver-
standnis zu gelangen, wurden teils schon bekannte Wege fort-
gesetzt, teils neue Wege eingeschlagen. Die in diesem Sinne ge-
machten Experimente kénnen in zwei Hauptgruppen eingeteilt
werden; in der ersten sollen die Gegenwirkungen homo- und
heterogener Gewebe, in der zweiten die blastotropischen Wirkun-
gen chemisch mehr oder minder determinierter Stoffe und Gewebe-
extrakte untersucht werden.

Fir diese Versuche wurde die Methode der Gewebeziichtung
benutzt, bei der man unter einem Plasmatropfen zwei Fragmente,
oder ein Fragment mit einem Capillarréhrchen, einander gegen-
iibersetzte. Die Forschungsmethode der affrontierten Gewebe oder
des affrontierten Capillarréhrchens wurde hauptséichlich von Cen-
tanni und seinen Mitarbeitern ausgearbeitet und iiber das Phé-
nomen der Wachstumspolaritit interessante Tatsachen ans Licht
gebracht.

Es wurden verschiedene Organe, wie Nerv, Leber, Niere, Pan-
kreas, Milz, Nebenniere und Muskel, untersucht. Die Gewebe wur-
den entweder in zwei getrennten Stiickchen in einer Distanz von
etwa einem Millimeter einander gegeniibergestellt, oder es wurde
ein Stiick allein verwendet. Im ersten Falle konnte allgemein eine
Polaritat beobachtet werden, bei der ein frontaler und distaler
Pol zu unterscheiden war.

Im zweiten Falle wurde blof ein Gewebestiickchen benutzt, das
hufeisenférmig gebogen war. Die neugebildeten Zellzdpfchen, die
zungenférmige oder pinselférmige Auswiichse darstellten, erschie-
nen an den beiden Extremitidten; die Entfernung ihrer Grenz-
linien verringerte sich langsam; die Extremitdten ndherten sich
einander, bis der Ring vollkommen geschlossen war. Eine &hn-
liche Proliferationsintensitdt wurde auch an den kleineren kon-

11*
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kaven Grenzbogen des Kulturgewebes beobachtet, wo die sich
abzweigenden Zellelemente den ringformigen Hohlraum auszu-
fillen trachteten. Diese Erscheinung ist auch schon deshalb auf-
fallend, weil die freie konvexe Grenze, oder bei zwei Gewebsfrag-
menten die distale Flache besser mit Nahrmaterial versorgt wird.
Auch an den Herzexplantaten von Fischer und Olivo zeigte
sich, dafl von den homologen Zellelementen gegenseitig tropischer
Reiz vermittelt wird.

Wihrend aber die frontalen Flédchen sich einander niherten
und zwischen ihnen eine narbenéhnliche Briicke entstand, fehlte
am distalen Pol die Proliferation oder war weniger ausgeprigt.

Bei den ersten Experimenten Centannis wurde als Grund-
material der Nerv gewidhlt, der verschiedenen Organgeweben —
Nerv, Leber, Niere, Nebenniere, Pankreas, Milz und Muskel ——
gegeniibergestellt wurde. Er wurde nicht nur deshalb, weil er gutes
Kulturmaterial darstellt, gewahlt, sondern auch deswegen, weil
sich seiner Struktur nach die Proliferationspolaritit nach zwei
Seiten hin auswirken kann.

Die Resultate zeigen, daB, sobald der Nerv dem Nerv, der
Leber, Milz oder Niere gegeniibergestellt war, eine positiv blasto-
tropische Relation entstand, da die Proliferationselemente eine der
allgemeinen Chemotaxis entsprechende Entwicklungsrichtung zeig-
ten, bei der die Beweglichkeit als Cytotropismus bezeichnet werden
kann, dagegen die Orientierung (das Entstehen einer Proliferations-
direktion) das Wort Blastotropismus beansprucht. Beide Formen,
die cyto- und blastotropischen Eigenschaften, sind schwerlich von-
einander zu trennen.

Das der Nebennierenrinde gegeniibergestellte Nervenfragment
bekam dagegen einen negativ blastotropischen Reiz. Es wurde
hier an der distalen Seite eine Entwicklungsintensitit bemerkt;
entstand jedoch einmal am frontalen Abschnitt ein Zuwachs,
so bogen die pinselférmigen Zapfchen distalwérts aus, als ob
sie von einem Windstrom getroffen wiirden. Die aus der Rinde
ausstromende Emanation hemmt vielleicht die Vegetation gar
nicht, doch hat sie einen starken repulsiven Einfluf. Man
hat auch an den Seitenréindern des Nervenfragmentes, wie auch
auf dem Frontalpol solche multiplen pinself6rmigen Formationen
bekommen, die alle in retrograder Richtung, zentrifugal von der
Rinde, orientiert waren.
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Der blastotropische Effekt kann also, wie wir es hier durch die
Nebennierenrinde bestétigt sehen, nicht bloB ein quantitativer
sein (hemmend oder beschleunigend), sondern auch ein qualita-
tiver, wo andere, teils noch unbekannte Werte entstehen.

Um die aktive Substanz zu bestimmen, wurde dann dem Frag-
ment auch Adrenalin in Capillarréhren (siehe unten!) gegeniiber-
gestellt, das denselben negativ blastotropischen Effekt zeigte, wie
die Nebennierenrinde. Wenn anstatt der Nerven andere Organe,
etwa Muskeln, benutzt wurden, blieb der Effekt derselbe.

Die starke positiv blastotropische Gegenwirkung zwischen zwei
Nerven kann als die Ursache der Anastomosis betrachtet werden,
was in der Kultur zum erstenmal von Levi beobachtet wurde. Er
sah zwischen zwei parallel nebeneinander liegenden Fasern des
Rhombencephalon eines 3 Tage alten Hiihnerembryos feine Faser-
briicken fibrillirer Natur entstehen.

J. Carra untersuchte den blastischen Einflul gewisser Organe
und Hormone auf die GefaBproliferation, indem er Fragmente
endokriner Organe dem GefaBfragment gegeniiberstellte. Bei die-
sen Versuchen, wie auch bei den iibrigen, wurde die Polaritéit der
Proliferationssprosse in Betracht gezogen. Es war schon lange
bekannt, dal — wie frither erwédhnt — bei Kontinuitatstrennungen
Proliferationsreize, von Virchow Wundreize genannt, entstehen,
die ein besonderes Stimulans fiir das Entstehen der Narbe dar-
stellen und so auch bei Vasalregeneration bestimmend sind.

Es ist jedoch wichtiger und noch interessanter, dafl gewisse
Tumoren mit sehr reichem GeféBnetz, d.h. mit dem sogenannten
Caput medusae, umgeben sind, das ihnen ein dunkles Aussehen ver-
leiht. Ehrlich fand es bei einer chondromatésen Geschwulst und
behauptete, dafl der Tumor eine Quelle angiotropischer Substan-
zen darstellt. Ein ahnlicher angioblastischer Stimulus muf3 auch
bei normalen, sowohl embryonalen, als auch ausgewachsenen Ge-
weben vorhanden sein.

Carra stellte ein aus Lebergewebe hervorwachsendes Gefaf3 dem
Nierenfragment gegeniiber; er entnahm Plasma und Gewebe von
demselben Tier. Aus dem frontalen Pol des Leberfragmentes
entsprang eine GefiBverzweigung von drei Asten, und zwar der
Hauptast, der von linienférmig gestellten und ein Rohr bildenden
endothelialen Zellen gebaut war. Die Zellen hatten den Charakter
des ruhenden Endothels, waren mit grofem runden Kern und
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reichlichem Protoplasma versehen. Die kleineren Abzweigungen
dagegen wurden von Zellen aufgebaut, die, wenn auch von
denen der Hauptéste strukturell nicht direkt zu unterscheiden,
doch einen sehr kontinuierlichen, syncytialen Charakter hatten.
Von demselben Truncus entsprang an dem basalen Ende ein
anderer -Sprofl in einem entwickelteren Zustande mit sehr fusi-
formen Kernen und freien protoplasmatischen Bestandteilen.
Die Zellen waren noch nicht in kompletten Serien geordnet;
auf einer Fliche lagen drei Elemente iibereinander. Sie hatten
ausgepragt proliferativen Charakter.

Sehr interessant sind Carras Versuche, der verschiedene Drii-
sen, auch solche mit innerer Sekretion, affrontierte. Die Literatur
der inneren Sekretion ist so umfangreich, dafl es fast unmdoglich
wire, alle hier interessierenden Arbeiten aufzuzihlen. Aber Arbei-
ten, die die interglanduléire Relation morphologisch behandeln, sind
sehr selten. Desto wichtiger scheinen uns diese Versuche zu sein,
da sie in viele sehr wichtige Probleme Klarheit bringen kénnten.
Die von Carra benutzten Organe waren Schilddriise, Testikel,
Nebenniere, Leber, Milz und Niere. Die Schilddriise, der Milz
gegeniibergesetzt, entwickelt sich gleichméfig, in jeder Richtung
ohne Polaritit; bei einem ausgesprochenen Entwicklungsstadium
wird die Weiterentwicklung der Milz an der frontalen Seite ge-
hemmt. Die Schilddriise hat auf die Milz negativ blastotropischen
Einflu. — Der Schilddriise wird Nebenniere affrontiert: es wird
eine gegenseitige positiv-blastische Aktion beobachtet. — Schild-
drisse und Niere: Ohne EinfluB; Entwicklung ohne Polaritat. —
Schilddriise und Leber: Frontale Polaritdt. — Nebennierenrinde
und Niere: Die Nebennierenrinde hemmt die Nierenentwicklung,
wahrend diese auf die Proliferation der Nebennierenrinde keinen
EinfluB hat. — Nebennierenrinde und Leber: Die erstere wirkt
positiv auf die Leber, dagegen wird die Nebenniere kaum beein-
fluBt. — Nebennierenrinde und Milz: Die erstere hat auf die Milz
eine hemmende Wirkung; diese wirkt schwach positiv auf die Neben-
niere. — Nebenniere und Testikel: Der Testikel bekommt starken
Proliferationsreiz, wihrend die Nebenniere nicht beeinflufit wird.
— Testikel und Niere: Testikel wird von Niere leicht gehemmt;
die Niere entwickelt sich lebhafter, als mit anderen Organen. —
Testikel und Milz: Gegenseitige schwach positiv-blastotropische
Aktion, die fiir den Testikel stirker erscheint, da aus der Milz am
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frontalen Pol lingere, zungenformige Proliferationssprossen ent-
springen. — Testikel und Leber: Die von der Leber ausstrémende
blastische Kraft beeinfluflt die Kanélchen des Testikels anders als
das Bindegewebe. Am frontalen Pol ist die Entwicklung der Ka-
nilchen gehemmt, am distalen unbeeinflult. Die Leber wird ne-
gativ blastotropisch gereizt, an dem frontalen Pol gehemmt; die
Sprossen entwickeln sich distalwérts. — Leber und Milz: Die Or-
gane bleiben unbeeinflult. — Leber und Niere: Leber wird viel-
leicht schwach gehemmt, Niere bleibt unbeeinflufit. — Milz und
Niere: Niere wird positiv gereizt, Milz schwach negativ.

Wir sehen also, daf} die gegenseitige Beeinflussung in positivem
oder negativem Sinne stattfinden kann ; die Affrontierung kann aber
auch negative Resultate geben, weil eine BeeinfluSbarkeit nicht
wahrgenommen wird. Es ist allzu problematisch, inwieweit diese
Ergebnisse durch Befunde in vivo bestatigt oder widerlegt werden ;
jedenfalls sollten weitere Versuche eine Parallelitit aufzudecken
suchen.

Um die Wirkungsfahigkeit endokriner Organe weiter zu stu-
dieren, wurden sie auch mit Tumorfragmenten affrontiert. Es wur-
den in vivo viele Versuche von verschiedenen Autoren gemacht,
die nach einer direkten oder indirekten innersekretorischen Be-
einfluBlbarkeit der Tumorvegetation suchten.

Carra benutzte bei seinen Versuchen transplantables Miuse-
adenocarcinom und setzte es normalen Organen der Mause gegen-
iber. Bei einigen Versuchen wurden wiederum heterogene Or-
gane benutzt. Die affrontierten Organe waren Milz, Schilddriise,
Nebenniere, Leber und Niere, alle vom Kaninchen stammend.

Die Milz hat, wie das auch in vivo konstatiert wurde, eine stark
hemmende Wirkung auf die Tumorentwicklung. An der frontalen
Seite der Tumorgewebe wurde Autolyse der Krebszellen beobachtet.
Die Schilddriise dagegen wirkte stark positiv, mit einer frontalen
Polaritit der Entwicklungsrichtung. Der Testikel beschleunigt
ebenfalls aktiv die Tumorvegetation. Die Leber scheint indifferent
zu sein, die Niere gibt einen negativ blastischen Reiz ab.

Fornero machte Versuche iiber die tropischen Verhiltnisse
zwischen Uterus und Organen des sogenannten genito-endokrinen
Systems, um dadurch eine durch intraglandulire Korrelation ent-
standene Entwicklungspolaritdt wahrzunehmen. Das sogenannte
genito-endokrine System wurde beim Weibe als von Schilddriise,
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Epithelkorperchen, Nebenniere, Ovarium, Hypophysis und Thy-
mus zusammengesetzt betrachtet, dazu aber noch drei andere
Driisenorgane, wie Uterus, Placenta und Brustdriise gerechnet.
Die benutzten autogenen Gewebe wurden von schwangeren Ver-
suchstieren, Meerschweinchen und Kaninchen, entnommen und
mit Plasma derselben Tiere behandelt. Seine Versuche zeigten
erstens, daB das thyreo-parathyreoidale System auf den Uterus
einen blastotropischen Reiz ausiibt.

Es wurde zwischen formativer und sekretorischer Aktivitit ein
kompleter Synergismus beobachtet, da zwischen den Resultaten
in vitro und in vivo kein Widerspruch bestand. Mit der Graviditat
entsteht namlich einerseits Hyperthyreoidismus, andererseits Hy-
perplasie des muskulidren Uterus, hier sogar auch ein progressives
Wiederbeleben der hormonpoietischen Gewebe. Es wurde auch
bei thyreoidektomierten Tieren eine Atrophie des Uterus be-
obachtet. Es handelt sich hier also um eine in vitro bewiesene
interglanduliare Interferenz zwischen beiden glanduliren Systemen.

Wurde dem Uterus Nebenniere gegeniibergestellt, erhielt er
ebenfalls positiv blastotropischen Reiz, wie auch bei Schwangeren
die uterine Hyperplasie von einer erhohten sekretorischen Tatig-
keit des chromaffinen Systems der Nebennierenrinde abhéngt.
Dem Thymus gegeniiber wurde ein Cytotropismus nicht beobach-
tet; bei Proliferation und Produktion von chromoresistenten
metaplasmatischen Lipoiden, die in ziemlich groBer Quantitéit er-
schienen, war keine Polaritdt zu bemerken; dem Placentagewebe
gegeniibergestellt, wurde am frontalen Pol eine starke Prolifera-
tionsintensitat mit Sekretion phosphorhaltiger Lipoide wahr-
genommen. Mit Brustdriise gaben die Versuche negativ blasto-
tropische Resultate; auch die endokrine Téatigkeit, hauptsich-
lich fir phosphorhaltige Substanzen, wurde abgeschwicht. Als
Kontrolle wurde Uterusfragment in reinem, autogenem Plasma ge-
zlichtet, dann auch eine Serie von Versuchen gemacht, bei denen
die verschiedenen gegeniibergestellten Gewebefragmente durch
die dem Plasmamedium beigemengten Gewebeextrakte, d. h. der
Schilddriise, Nebenschilddriise, Thymus, Hypophysis, Brustdriise
usw.) ersetzt wurden. Die Resultate waren die gleichen; die er-
hohte sekretorische Aktivitit der Kulturgewebe konnte demon-
striert und dadurch bewiesen werden, dal diese Organprodukte
auch auf den Uterus tropischen Einflu3 haben.
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Es blieb jedoch die Frage offen, ob diese Aktion nicht unspezi-
fisch auf alle Gewebe dieselbe tropische Wirkung hat. Seit den
Versuchen von Gudernatsch haben wir eine Méglichkeit, die mor-
phogenetischen Wirkungen innersekretorischer Stoffe (nach Gley:
Harmozoen) zu bestimmen. Es waren in diesem Sinne von ver-
schiedenen Autoren Versuche gemacht worden, in denen sie haupt-
sachlich Froschlarven mit Driisensubstanzen fiitterten. Es ist
zwar bekannt, daB der vollstindige Ausfall, z. B. der Schilddriise
oder der Epithelkérperchen, durch Fiitterung funktionell nicht ganz
zu ersetzen ist; die Stérungen sind aber zeitweise doch zu beheben.
Es haben in erster Linie Cotronei, Romeis und Schultze ge-
zeigt, dal die Wirkung von Fiitterung (z. B. von Schilddriise) nicht
jedes Organ gleichméfBig betraf. Dieses Investigationsfeld ist noch
nicht geniigend durchforscht, und es wiirde allzuweit fithren, alle
hier erhaltenen Ergebnisse aufzuzéhlen. Doch scheint es mir nicht
ohne Interesse zu sein, auf beiden Versuchsgebieten parallel weiter
zu arbeiten. Es sprechen die Resultate von Carra auch dafir,
daBl diese blastotropischen Reize organspezifisch sind.

Fornero setzte, um auch eine Polaritit der Wirkungsweise zu
zeigen, dem explantierten Uterusgewebe ein mit Gewebeextrakt
(der genannten Organe) gefiilltes Capillarréhrchen gegeniiber (in der
Weise, wie es weiter unten beschrieben wird) und zeigte in tiber-
zeugender Weise die positiv-blastische Attraktion, d. h. eine Pro-
liferationsorientierung gegen das Capillarrshrchen. Der Uterus
verhielt sich anderen, nicht endokrinen Organen gegeniiber mehr
oder weniger indifferent; manchmal war eine negative Wirkung
zu beobachten.

In einer anderen Reihe von Experimenten wird das gegeniiber-
gestellte Fragment durch ein Capillarréhrchen ersetzt, das chemi-
sche Stoffe, Gifte oder Gewebeextrakte enthilt. Centanni ging
von der Voraussetzung aus, daf der EinfluBl der gegeniibergestell-
ten Gewebe auf das andere Fragment nicht anders zu erkldren ist,
als dafl man eine Diffusion chemischer Losungen in das Kultur-
medium annimmt. In einem solchen Priparat ist das Gewebefrag-
ment durch eine Quelle chemischer Substanzen ersetzt. Diese Me-
thode fithrt auch zu einer viel héheren Extension der Wirkung und
erlaubt, die blastische Kraft der benutzten Substanzen von ver-
schiedenen Standpunkten aus zu studieren.

Mit dieser Methode untersuchte Sanguinetti die blastische
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Aktivitat verschiedener Nervina. Er benutzte Chloral, Koffein,
Strychnin, Morphin, Nicotin und das durch die Untersuchung Cen -
tannis seinen Wirkungen nach schon bekannte Adrenalin. Die
verwendeten Objekte waren periphere Nerven- und Spinalgan-
glien junger Kaninchen.

Das Chloral wurde auch schon von Loeb als formatives Reiz-
mittel fiir die Parthenogenese verwendet; er konnte so starken
formativen Reiz an Embryonen erzeugen, daB in zwei Fillen
bosartige Tumoren entstanden. Chloral hatte die stérkste bla-
stische Wirkung, wenn auch die anderen, Substanzen sich eben-
falls im positiven Sinne verhielten, ausgenommen das Adrenalin,
dessen negativ blastische Wirkung hier ebenfalls bestitigt wurde.
Beim Wachstum wurde eine frontale Polaritat beobachtet, jedoch
scheinbar mehr das Bindegewebe betreffend ; der Autor wollte sich
itber die Nervensubstanz nicht endgiiltig aussprechen.

Es ist bekannt, daf bei Traumen bzw. Entziindungen Proli-
ferationsreize entstehen, durch welche auch die Organisationen des
Koagulums, der Pseudomembranen, der Thromben usw. durch
Bindegewebe hervorgerufen werden. In &dhnlicher Weise kénnen
auch gutartige Geschwiilste entstehen. Von diesem Standpunkte
aus wurde die Atiologie auch der epithelialen und bindegewebigen
Neoformationen studiert (Fischer, Helmholtz, Florito, Haga,
Bernabei, Centanni, Gelende usw ).

Fiori wéhlte sich die Aufgabe, die von Mikroorganismen und
ihren Toxinen ausgehenden Proliferationsreize auf physiologische
Gewebe zu studieren und dadurch auch eventuell eine Neu-
bildungsintensitit experimentell zu erzeugen. Er benutzte zwei
Agentien, die durch ihre blastische Aktivitit ein fiir das Studium
scheinbar gutes Material darstellten, und zwar Saccharomyces
neoformans und Actinomyces albus. Von diesen Mikroorganis-
men stellte er ein unter Toluol entstandenes Autolysat in der
Form einer Emulsion, das in Pfefferschen Réhrchen einge-
schlossen worden war, her. Als Subjekte wurden Kaninchen-
leber und Nerv gewéhlt und mit dem gefiillten Pfeffer-Rohrchen
affrontiert.

Der beobachtete Proliferationsstimulus war ausgesprochen po-
sitiv. Am frontalen Pol entstand in 68 Stunden eine dhnliche
Wucherung, die etwa ein Drittel der Muttergewebe ausmachte. In
den folgenden 24 Stunden blieb die Proliferationsintensitét noch
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immer bedeutend, wm dann allmihlich ihre Kraft zu verlieren.
Die Zellteilung war regelméaig mitotisch, doch sind unregelméi Bige
Teilungen auch vorgekommen, bei denen die chromatische Masse
sich in asymmetrische Hélften teilte. Die rein amitotische Divi-
sion wurde nicht sicher beobachtet, jedenfalls diirfte sie duBerst
selten vorkommen.

Schlieflich, etwa vom 22. Tage ab, erschienen grofe Vakuolen,
die vielleicht Zeichen der Lebensschwiche waren. Die eigentliche
Differenzierung ist hier jedoch ebenso problematisch, wie auch
dhnliche Erscheinungen nach anderen Autoren. Eine morpho-
logische Umwandlung, die von einer solchen biochemischen und
funktionellen Eigenschaft begleitet wird, ist jedoch keinesfalls zu
leugnen. Carrel und Burrows setzten beim Suchen nach blastisch
wirkenden Substanzen dem Plasmamedium Rous-Sarkomextrakte
zu, die die Proliferationsintensitdt sowohl der physiologischen
Gewebe, als auch der Tumoren erhéhten. Es wurden viele dhn-
liche Versuche gemacht, die die Atiologie der onkogenen Umwand-
lung aufzudecken beabsichtigten.

Dieselben Wege betrat Bisceglie in seinen Versuchen, als er die
Relationen zwischen Neoplasma und Organgeweben des Wirtstieres
klarzulegen versuchte. Solche Korrelationen, die zwischen Neo-
plasma einerseits, Milz, Leber, Schilddriise, Testikel, Thymus,
Hypophysis und Ovarium andererseits bestehen, weisen auf gegen-
seitige positive oder negative blastische Reize hin.

Bisceglie untersuchte die blastische Kraft des Mauseadeno-
carcinomextraktes auf physiologische Organe des eben geborenen
oder embryonalen Tieres. Die Versuche wurden an Kaninchen und
Meerschweinchen gemacht, indem die Organfragmente mit Ex-
trakt gefillten Capillarrohrehen affrontiert wurden. Bei den Ziich-
tungen von Leber, Milz und Schilddriise wurde ein positiv blasto-
tropischer Proliferationsreiz wahrgenommen; im Sinne einer fron-
talen Polaritdt entstanden zungen- und pinselférmige Wuche-
rungen, die in ihrer Entwicklung gegen die Emanation der blasti-
schen Energiequelle orientiert waren. Die Konzentrationsverhalt-
nisse stimmten mit dem Arndt-Schultzschen Gesetz iiberein.
Herz und Nebenniere wurden in ihrer Entwicklung gehemmt,
die Niere verhielt sich indifferent. Wiahrend in den Explan-
taten von Herz, Nebenniere, Niere, und manchmal auch von
Schilddriise, die neugebildeten Zellelemente die epitheliale Natur
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typischerweise erhielten, zeigten in anderen Explantaten von Milz,
manchmal auch in denen von Schilddriise und Niere, die Zellen
bindegewebigen Charakter. Diese Beobachtungen nach Bisceglie,
im Sinne der modernen Onkologie, konnen folgende Schliisse
zulassen :

1. Im Wirtstier existieren zwischen verschiedenen Organen und
dem Blastom intime und multiple Korrelationen.

2. Verschiedene Organe zeigen verschiedene Resistenz gegen
die Implantation und Evolution des Neoplasmas.

3. Diese Resistenz wird mit dem Wachstum des Tumors all-
mihlich abgeschwicht, bis sie vollkommen verschwindet.

Bisceglie benutzte bei seinen Forschungen iiber die Atiologie
der Geschwiilste als Versuchsmaterial Mauseadenocarcinom, dessen
Extrakte einerseits in weile Méduse priaventiverweise inokuliert
worden waren, andererseits wurden auch Versuche in vitro ge-
macht, bei denen Tumorgewebe und mit Tumorextrakt gefiillte
Capillarrohrchen affrontiert wurden. Es zeigte sich hier die bla-
stische Wirkung des Extraktes; denn wenn auch die Zellwucherung
an allen Seiten des Explantates anfing, so war doch eine ausge-
sprochen positive, d. h. frontale Polaritit. vorhanden. Dabei
konnten auch die in vivo gemachten Befunde bestétigt werden.
Bisceglie glaubt auf Grund dieser Versuche annehmen zu diirfen,
daB durch die Krebszellen Substanzen entstehen, die die Tumor-
elemente bestindig reizen; und damit haben die Tumorextrakte
entgegengesetzte Wirkungen als die Extrakte physiologischer Ge-
webe, die ndmlich die Tumorvegetation hemmen.

Die neoplastischen Zellen haben die Fahigkeit, die Reizsub-
stanzen, die zu unbegrenztem Wachstum fithren, selber zu erzeu-
gen. Die entstandenen Tumorzellen bilden aber weiter die genann-
ten blastischen Substanzen in der Weise, daB} sie als Autokataly-
satoren zu betrachten sind, d. h. sie rufen nicht nur morphogene-
tische Phédnome hervor, sondern erzeugen kontinuierlich auch
sich selber.

Die Zellproliferation wird also durch verschiedene Stoffe ge-
hemmt oder beschleunigt. Die Stoffe, die eine solche blastotro-
pische Eigenschaft besitzen, konnen in zwei Gruppen eingeteilt
werden:

1. Chemisch mehr oder minder gut determinierte einfachere
Stoffe, wie Anilinfarben, Scharlachrot, Chloral, Koffein, Strychnin,
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Morphin, Nicotin, Indol, Skatol, Teerpraparate, Paraffinol, Ol-
siure, Aceton und noch verschiedene andere fett- und lipoidlos-
liche Substanzen der aliphatischen und aromatischen Reihen.

2. Physiologische Substanzen, die in vier Untergruppen ein-
gereiht werden: a) Hormone (endokriner Driisen); b) sogenannte
Zerfallshormone, die durch Gewebszerfall entstehen; ¢) Vitamine
und endlich d) Trephone. Diese letzteren werden von Carrel nicht
als Hormone betrachtet; sie sollen nach ihm bloB nutritive Sub-
stanzen darstellen, die dem embryonalen Bindegewebe Wachs-
tumsreize vermitteln.

Wir haben die Moglichkeit, sowohl in vivo als auch in vitro,
die blastische Aktion dieser Stoffe zu erforschen.

In vivo geschieht es 1. durch Allgemeinbehandlung, indem die
geloste Substanz intravends injiziert wird ; 2. lokal, entweder durch
subcutane Injektion oder durch lokale Anwendung der Substanzen
an Kontinuitdtstrennungen, wo die Reparationsbeschleunigung
mafgebend sein wird. Dieselben Standpunkte waren auch bei den
entsprechenden Tumorforschungen mafgebend.

In vitro besteht die einfachste Methode darin, die Substanz in
dem Kulturmedium zu lésen. Kompliziertere aber, zu weiteren
Ergebnissen fithrende Methoden sind die Affrontierungen von
Gewebefragmenten, bzw. Gegeniiberstellung von Fragment und
in Capillarrohrchen gefillter Extrakt.

VIIL. Die morphologischen Forschungsprobleme
der Gewebeziichtungen in vitro.

a) Die Struktur des Protoplasmas.

Lebhaft waren die Erérterungen und zahlreich die Forschungen,
diesich iiber ein halbes Jahrhundert mit der Struktur des Protoplas-
mas beschaftigt haben; aber der groB3te Teil von ihnen, das kann
man heute behaupten, hat nur noch eine historische Bedeutung.
Die Netztheorie, die Fadentheorie, die granuliren und alveolaren
Theorien, nach welchen das Protoplasma der Reihe nach bestand
aus: entweder einem feinsten Netz von Fibrillen, die miteinander
anastomotisch verbunden sind, in welchen eine fliissige Substanz
sich befindet (Fromann), oder aus nicht anastomosierenden Faden
(Flemming), oder auch, wie Altmann behauptete, aus kleinsten
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Kornchen, Bioblasten, oder schliellich, wie Biitschli glaubte, aus
zahlreichen Alveolen, welche von einer Membran mit einer gréQe-
ren Dichte als der Inhalt im Alveol selber, umgeben gewesen seien.
Heute, speziell nach den Erfahrungen an Gewebekulturen, kann
man sagen, dal all diese Ansichten nur Arbeitshypothesen waren,
um tiefer in die Struktur der lebenden Materie einzudringen. Die
Schwierigkeiten, welche sich frither dem Studium der Struktur des
Protoplasmas entgegenstellten, ergaben sich damals zum grofien
Teil aus der Unmoglichkeit, die Zellelemente in lebendem Zu-
stande studieren zu konnen, ohne daB sie vorher den mehr oder
weniger rohen Wirkungen des histologischen Verfahrens unter-
zogen worden wiren. Und selten nur verfiigte man iiber Pro-
tisten, Pflanzenzellen und auch tierische Zellen, die sich wegen
ihrer GroBe und Klarheit zu direkten mikroskopischen Unter-
suchungen eigneten.

Die Moglichkeit, die Struktur des lebenden Protoplasmas zu
studieren, wurde endlich von der Methode der Gewebekulturen ge-
boten; die bis heute gemachten Untersuchungen sind von grofer
Bedeutung.

Unter den Forschern, die sich diesem Problem gewidmet haben,
miissen vor allem M. und W. Lewis und G. Levi genannt werden.
Nach den an Kulturen lebender Zellelemente gemachten Beobach-
tungen ist es noch nicht gelungen, irgendeine lebende Struktur des
Protoplasmas zu erkennen. Das Protoplasma scheint aus einer
homogenen Masse ohne eine netzartige oder alveoldre Struktur zu
bestehen, in welcher sich einige eigenartige Organellen befinden,
die wir spater beschreiben werden. Nach Levi besteht das
Protoplasma aus einer kolloidalen Fliissigkeit in Form von durch-
scheinendem und homogenem Sol, in welchem man die Organellen
der Zelle oder Chondrioconten unterscheidet.

Der Kern erscheint homogen, wie es aus den Beobachtungen
von Levi und Strangeways an Hiihnergewebekulturen hervor-
geht, mit zwei oder drei runden oder unregelmifigen Massen,
welche sich zuweilen zu kleinen Granulen reduzieren, und welche
stdndig die Form wechseln. Nach Fixierung und Farbung er-
scheinen diese Massen basophil und enthiillen sich so als Chro-
matin. Ludford behauptet, dal man beim Studium lebender
Fibroblasten in der Kultur Ort- und Forménderungen des Nucleolus
beobachten kann.
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Sehr interessante Untersuchungen iiber den mitochondrialen
Apparat wurden von W. und M. Lewis, G. Levi, Matsumoto,
Policard, Champy usw. ausgefiihrt.

Es sind frithere zahlreiche Forschungen iiber die Mitochondrien,
ebenso die Auseinandersetzungen iiber diese Frage (Altmann,
Benda, Meves, Duesberg, Policard usw.) wohl bekannt;
die Mitochondrien wurden fiir einen integrierenden Bestandteil
des Zellprotoplasmas gehalten,. wiahrend das nach anderen an-
gezweifelt und ganz geleugnet wurde, wie es Gurwitsch und
Retzius getan haben. Die Chondriosomen sind spéater zur Deu-
tung einiger protoplasmatischer Strukturen, wie etwa der Myo-
fibrillen in den Muskelzellen (Duesberg), der Fibrillen des
Bindegewebes (Meves), der Neurofibrillen im Neuroblast her-
beigezogen worden, und nie hat man ihnen dann eine Wichtig-
keit fiir die direkte oder indirekte Bildung der Sekretionskérnchen
in der Speicheldriise, der Magendriise, den Brustdriisen usw. beige-
messen. So wurde auch die Fettentstehung in Beziehung zu den
Chondrioconten gebracht. Jedoch die Tatsache, da man dem
mitochondrialen Apparat so verschiedene Wirkungen und Rollen
zugeteilt hat, zeigt, dal es mit den alten Methoden der Cytologie
nicht moglich war, zur genauen Bestimmung ihrer wahren Natur
und Wirkung zu kommen. Erst mit der Beobachtung der lebenden
Zelle selbst wurde es moglich, die Wichtigkeit und das Verhalten
der Mitochondrien festzustellen. Der mitochondriale Apparat ist
sowohl in der Mehrzahl der tierischen Zellen, als auch in den pflanz-
lichen vorhanden ; das liBt darauf schlieBen, daf er tatsachlich fir
das Leben der Zelle eine grofle Bedeutung hat. Es ist moglich,
wie die Lewis selbst sagen, dal die Mitochondrien in Beziehung
zu der Atmung stehen oder daf sie, wie Kingsburg angenommen
hat, den reduzierenden Teil des Cytoplasmas in bezug auf die
Erscheinung der Zellatmung darstellen.

Wie die grundlegenden Versuche von M. und W. Lewis und
G. Levi gezeigt haben, zeigen sich die Mitochondrien in Form von
kleinen Stibchen, Fiden, Kornchen, Spindelformen, Ringen usw.,
welche sich in der lebenden Zelle optisch von dem iibrigen Cyto-
plasmas durch ihre stirkere Lichtbrechung unterscheiden. Was
den Sitz der Mitochondrien selbst anbetrifft, so konnen sie inmitten
des Cytoplasmas zerstreut oder auch um den Kern lokalisiert sein;
ihre Zahl ist gleichfalls sehr verschieden; M. und W. Lewis trafen
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2—3, manchmal bis 200 an. Sitz und Zahl der Mitochondrien sind
nicht nur fir jede einzelne Zelle sehr verschieden, sondern dndern
sich auchin den einzelnen Lebensstadien der Zelle selbst. Wenn
man am Mikroskop eine lebende Zelle verfolgt, bemerkt man, wie
rasch auch die Ortsverinderungen der Mitochondrien vor sich
gehen; sie konnen sich in kurzen Zeitabschnitten folgen und werden

Abb. 42. Zellen aus einer 2 Tage alten Herzkultur des 5 Tage alten Huhnes. Man sieht in
den Zellen die der Form, GroBe und Lage nach ungleichen Mitochondrien.
(Nach W.und M. Lewis.)

meistens von einer Formverdanderung der Mitochondrien begleitet :
einzelne verlingern und verdiinnen sich, andere hingegen ver-
kiirzen sich und werden dicker, oder es koénnen, wie M. und
W. Lewis beobachtet haben, zwei oder drei Kérnchen zusammen-
schmelzen; auch stellen sich kurze Stibchen schnell in eine Linie
und bilden ein langes Filament, welches sich andererseits wiederum
zerstiickeln kann; dabei wird die Gesamtzahl der Mitochondrien
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selbstverstandlich vermehrt oder vermindert, je nachdem, ob Tei-
lung oder Schmelzung zustande kommt.

Im weiteren scheint die Beweglichkeit der Chondriosomen nicht
von passiven Ortsverinderungen bedingt zu sein, sondern Levi
glaubt vielmehr, daB sie durch einen gewissen Grad von Kontrak-
tilitdt bedingt werden. Mit Zahl- und Ortsverdnderungen treten
gleichzeitig Formverénderungen der Mitochondrien selbst auf; und
ebenso wie nicht nur eine Gattung Mitochondrien existiert, so
existiert auch keine konstante Form der verschiedenen. Mito-
chondrientypen. So koénnen, wie W. und M. Lewis beobachtet
haben, die Mitochondrien in 10 Minuten etwa 5—20 Formen an-
nehmen.

Die Tatsache, daf die Chondriosomen stindigen Veranderungen
ihres Ortes, ihrer Form und Zahl unterworfen sind, ohne da dabei
gleichzeitig Veranderungen ihrer physischen Eigenschaft (Kon-
sistenz, Lichtbrechung) eintreten, liee nach Levi annehmen,
daB zwischen dem Kolloid, aus welchem die Mitochondrien be-
stehen, und den anderen cytoplasmatischen Kolloiden nicht nur
ein Wasseraustausch, sondern auch ein Austausch anderer Sub-
stanzen stattfinde.

Levi bestdtigt die von M. und W. Lewis schon frither be-
schriebenen Beobachtungen, und beobachtet selbst, wie die aus
diinnen Filamenten bestehenden Mitochondrien sich in dickere und
kiirzere, bis zur Bildung von Granulationen, umwandeln kénnen;
dieser Vorgang ist aber oft regressiv.

Matsumoto, der die Mitochondrien im Nervus sympathicus
studiert hat, hat ebenfalls feststellen konnen, wie diese in ver-
schiedener Menge erscheinen konnen, verschieden angehauft, wie
sie nie regelmiBig verteilt und dass sie beweglich sind. Unter-
schiede in der Form des mitochondrialen Apparates wurden yon
Policard in den Fibroblasten und in den runden Zellen des
Rattensarkoms angetroffen. In den ersteren erscheinen die Mito-
chondrien spindelférmig, in den zweiten ist das Chondriosoma
aus punktformigen, im Cytoplasma zwischen den Fetttropfen und
den Elementen des Vakuums verstreuten Bildungen geformt.

Aus der Gesamtheit der Beobachtungen geht hervor, dal die
frithere Hypothese iiber die Unverinderlichkeit der Mitochondrien
in Form und Zahl durch Beobachtungen an lebenden Zellen in der
Kultur vollkommen zerstort wird. Die Mitochondrien sind in Zahl,

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 12a
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Lage und Form auBerordentlich verdnderliche Bildungen: ein ein-
ziges Mitochondrium, gleich ob von einem Kérnchen, von einem
Stiabchen oder von einem Faden dargestellt, kann sich in die eine
oder andere Gattung umwandeln, oder mit anderen Mitochondrien
verschmelzen, oder sich in mehrere Chondriosomen teilen (W. und
M.Lewis, G.Levi). Man kann, wie die Lewis’ behaupten, kleine
Veranderungen in den Mitochondrien der verschiedenen Zellgattun-
gen antreffen, aber wegen ihrer Unbestdndigkeit darf man aus
ihnen nicht die Natur der verschiedenen Zellarten bestimmen.

Wihrend der mitotischen Aktivitdt der Zelle verkiirzen sich
die Mitochondrien gleichzeitig mit dem Verschwinden der Kern-
membran und dem Manifestwerden der Chromosomen, sie werden
dicker und vor allem, wie Levi gezeigt hat, dichter; doch be-
gegnete Levi selbst wihrend der Mitosen langen Filamenten,
dhnlich jenen, die man in der ruhenden Zelle findet. Wahrend
der Periode der Metaphase und Anaphase zerstreuen sich die
Mitochondrien, welche das Cytoplasma durchsetzen, gewéhnlich an
den Seiten der Spindel und fehlen in der von dieser letzteren ein-
genommenen Zone (M. und W. Lewis, G. Levi). Am SchluB der
Telophase verteilen sich dann die Mitochondrien in gleichen Teilen
in die zwei Tochterzellen; es ist aber nicht nachzuweisen, ob wah-
rend der Mitose auch die Chondriosomen, speziell die granularen,
sich teilen. Thre Zahl nimmt:in den Tochterzellen mit ihrem Reif-
werden allmahlich zu. In den Fillen, in denen die beiden Tochter-
zellen, wie G. Levi beobachtet hat, von ungleicher Gréfe sind,
geht auch die Verteilmg der Chondriosomen in ungleicher Weise
vor sich.

In den Riesenzellen ist, wie M. und W. Lewis beobachten
‘*konnten, die Zahl und Menge der mitochondrialen Substanz stark
erhoht, und das wére der Vermehrung des cytoplasmatischen und
kernigen Materials zu verdanken.

Die Mitochondrien kénnen auflerdem von den verschiedensten
Faktoren beeinflult werden, ja sie reagieren sogar rascher als jede
andere cytoplasmatische Struktur. So kann ihre Form hauptséach-
lich durch Wérme, durch hypotonische und hypertonische Losun-
gen (M. und W. Lewis) verindert werden. Auch viele andere
Agenten, wie Kohlenoxyd, Sduren, Alkalien, fettlosende Substan-
zen, Kalium hypermanganicum kénnen im Chondriosoma Verdnde-
rungen hervorrufen.



Die Struktur des Protoplasmas. 179

Von Scott wurde das Verbalten des mitochondrialen Appa-
rates in bezug auf verschiedene Wasserstoff-Ionenkonzentrationen
studiert. So hat dieser Autor beobachten kénnen, daB die Sicht-
barkeit und die farberische Reaktion der Mitochondrien von der
pr-Konzentration des Mediums abhéngt, indem sie sich in alkali-
scher Umgebung mit einer pg bis 7,5 und 7,9 besser farben, als in
einer Umgebung mit neutraler Reaktion. Mit Werten, die diese
Ziffer iiberschreiten, bekommt man hingegen Autolyse. Scovt hat
beobachten koénnen, daBl man mit einer p; iber 7,9 allmihlich
eine Verminderung der Zahl und Erhéhung der GroBe der Mito-
chondrien bekommt. Ferner konnte der Autor bemerken, dal die
Mitochondrien der blutbildenden Zellen sich widerstandsfihiger
zeigen als die Leberzellen.

Durch diese Beobachtungen an lebenden Zellen wird auf un-
anfechtbare Weise die wirkliche Existenz des mitochondrialen
Apparates bestatigt; aullerdem zeigen diese Beobachtungen, dafl
weder Form noch Sitz dieses Apparates stabil sind; beide sind
auBerst veranderlich. Diese Untersuchungen bestétigen und er-
weitern mithin die fritheren Forschungen, die mit anderen Me-
thoden ausgefiihrt wurden, und zwar die Versuche von Pensa,
die die grofle Formverédnderlichkeit der Mitochondrien in den Pan-
kreaszellen des Triton cristatus in Beziehung zu ihrer funktio-
nellen Tatigkeit bewies, von Luna tiber die Zellen des Pronephros
der Larven von Bufo vulgaris, von Policard iiber Leberzellen der
Sdugetiere, von Romeis iiber die Spermien von Ascaris megalo-
cephala, von Lewis und Robertson iber die Spermatozoen usw
usw., welche die Verdnderungen des mitochondrialen Apparates
beweisen in Beziehung zu pathologisch-involutiven Verdnderungen.

Jedoch bemerkt G. Levi, daB man nicht ohne weiteres aus den
in Kulturen in vitro beobachteten Tatsachen Riickschlisse ziehen
kann auf die im Organismus bestehenden ; sehr oft ist die homogene
Grundsubstanz des Cytoplasmas gelartig, dann miissen auch die in
ihnen eingeschlossenen Chondriosomen unbeweglich sein; es kommt
nur in der Kultur vor, daBl das Zellprotoplasma einem sehr be-
deutenden Inhibitionsprozel entgegengeht, seinen Gelzustand in
eine Solphase umwandelt (Levi).

Sicher jedoch und trotz Mitberiicksichtigung dieser wesent-
lichen Differenzen mufl man dem mitochondrialen Apparat eine
grofle Bedeutung zuschreiben, und man muBl den beiden Lewis

12%



180 Die morphologischen Ferschungsprobleme.

zustimmen, wenn sie behaupten, daBl die Mitochondrien mit
aller Wahrscheinlichkeit Korper sind, die mit der metabo-
lischen Aktivitdt-der Zelle in Zusammenhang stehen. Bei dieser
Gelegenheit mufl man an die Untersuchungen von Wallin iber
die Natur der Mitochondrien erinnern. Dieser Autor weist die An-
nahme zuriick, daf3 die Mitochondrien normale Bestandteile der
lebenden Zelle seien, glaubt vielmehr, dal diese Bildungen intra-
cellulire Symbionten darstellen. Wallin begriindet diese seine
Annahme mit der von ihm beobachteten Tatsache, daBl man in
Kaninchenleberkultur im Kulturmedium bakterienihnliche Bil-
dungen antreffen kann, daB sie sich aber auch mit denselben
Mitteln firben lassen wie die Mitochondrien. Diese Bildungen,
welche der Autor fiir aus Zellen ausgewanderte Mitochondrien
hilt, konnen den Zelltod in der Kultur iberleben, und auBerdem
kénnen sie in speziellen Kulturmedien wachsen und sich ver-
mehren. Alles dies wiirde nach Ansicht des Autors beweisen, da8
die Mitochondrien autonome Formationen sind, bakterienahnlich,
welche symbiotisch in hoheren Organismen leben.

Betreffs der Beziehungen zwischen mitochondrialem Apparat
und Fettbildungen, welche von einigen Autoren dahin ausgelegt
wurden, daB die Mitochondrien an der Fettbildung teilnehmen,
geht aus den Beobachtungen von M. und W. Lewis, G. Levi,
Luna hervor, daBB manchmal eine Koinzidenz zwischen Umwand-
lung der Chondriosomen und Bildung von kleinen Fetttropfen
statthaben kann, daB aber in den Zellen nie eine Beziehung zwi-
schen Mitochondrien und Fetttropfen und Vakuolenbildung evi-
dent ist. Ebenso geht betreffs des Ursprungs von Pigmentkorn-
chen in den epithelialen Zellen der Retina, welche von manchen
Autoren in Beziehungen zu den Mitochondrien gebracht wurden,
aus den Forschungen von Smith und Luna hervor, daB diese
Beziehung nicht existiert, weil weder die direkte Untersuchung der
lebenden Zellen, noch die firberische Affinitat der Pigmentkorn-
chen und der Chondrioconten jemals eine direkte Umwandlung
der einen in die anderen zeigten. Weiterhin hat die Meinung von
Meves und Duesberg, nach welchen die Myofibrillen der Zell-
elemente von den Mitochondrien herkiamen, eine Stiitze in den Be-
obachtungen von G.Levi gefunden, welcher in Kulturen von
Muskelfragmenten von Hithnerembryonen eine Verdiinnung der
Kontinuitiat der Myofibrillen bemerken konnte, wodurch sie die
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Charaktere der Mitochondrien erhalten sollen. Levi behauptet
deshalb, daBl die Umwandlung der Myofibrillen in Mitochondrien
das Produkt der Differenzierung der Muskelfasern sei, welche auf
dem umgekehrten Wege, den sie wiahrend der Ontogenese ge-
nommen hatten, zuriickkehren.

In der Zelle kann man schlieBlich andere Kérnchen beobachten,
welche nichts mit den Mitochondrien zu tun haben. Sie sind vital
mit Neutralrot farbbar, wihrend sich die Chondrioconten mit
Janusgriin farben. Die Vitalfarbung mit Janusgriin erlaubt jedoch
der Zelle kein langes Uberleben, wihrend die Zelle in Pyrrol-
blau, wie Levi gezeigt hat, manchen Tag iiberleben und sich auch
reproduzieren kann. Doch verursacht die Vitalfirbung mit Pyr-
rolblau Forménderungen der Chondrioconten, wodurch die langen
Filamente kiirzer und dicker werden, ohne daB} sonst die Vitalitat
der Zelle leidet.

SchlieBlich haben W.Lewis und Macklin bei den in vitro
kultivierten Zellen klar gezeigt, daB die Zentrosphare wirklich exi-
stiert, Centriolen enthélt und gegeniiber dem umstehenden Cyto-
plasma ein leicht konzentriertes Gel wire; die Zentrosphire ginge
dann fortwahrenden Verinderungen entgegen, welche in Beziehung
zu den Bewegungen der umgebenden Mitochondrien stiinden.

Es ist weiterhin daran zu erinnern, dal W. Lewis die Riesen-
zentrosphéire, der man unter degenerierenden Zellen begegnet, mit
den schon erwéhnten Zelleinschlissen in Krebszellen von Flimmer
oder auch mit Vaccinkérperchen von Hiickel identifiziert hat.

Andere cytologische Fragen sind mittels Kulturmethoden in
vitro studiert worden, aber diese Beobachtungen wurden aus ver-
schiedenen Griinden mehr an fixierten und gefarbten Praparaten,
als an lebenden Elementen gemacht.

Uber die Frage des nukleoplasmatischen Indexes wurden Un-
tersuchungen von Dogliotti angestellt, welche grundsétzlich mit
den von fritheren Forschern gemachten Beobachtungen iiberein-
stimmen (Hertwig, Rh. Erdmann, Godlewski, Levi usw.).
Es ist bekannt, dafl hauptsachlich durch die Arbeit von Hertwig
und seinen Mitarbeitern das Prinzip der Notwendigkeit einer Be-
ziehung, innerhalb gewisser Grenzen, zwischen Kernmasse und
Cytoplasmamasse festgestellt wurde; eine Beziehung, welche ge-
stort werden kann, sei es in gewissen Perioden der Zellaktivitat,
sei es wegen dullerer Einfliisse. Dogliotti hat Messungen an
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fixierten und gefiarbten Herzmyoblasten, an Myoblasten der Myo-
tomfragmente, an epithelialen und endothelialen Zellen, an ento-
dermalen und Corneazellen vorgenommen; er hat feststellen kén-
nen, wie Zellfliche und Kernfliche innerhalb weiter Grenzen
in allen Geweben wechseln; die absoluten Werte jedoch sind &hn-
lich fiir alle Gewebe, ausgenommen die Elemente der Hornhaut,
in denen die Indexziffern héher sind. Im allgemeinen hat der
Autor die nukleoplasmatischen Indexziffern niedriger gefunden,
als mit den Messungen der Zellen von normalen Geweben. Daraus
geht hervor, dal die groferen Elemente einen niedrigeren Index
haben, und das wire nach Dogliotti nicht von im Zellkorper
eingeschlossenen Paraplasmamassen herzuleiten, auch stiinde es
nicht in Beziehung zum Alter der Kultur, sondern sei zuriickzu-
fithren auf die groflere Imbibition des Cytoplasmas dieser Ele-
mente, weshalb ihre Masse in der Nuklearmasse vorzuherrschen
beginnt. Zum SchluBl machte der Verfasser Messungen an Zell-
elementen in der Telophase und hat bestitigen kénnen, was schon
aus den Arbeiten von Hertwig, Levi und Terni bekannt war,
dal ndmlich zum Schlufl der Mitose ein bemerkenswertes Vor-
herrschen des Kernes iiber das Cytoplasma stattfindet.

Noch eine Bildung ist in den in vitro kultivierten gefirbten
und fixierten Zellen studiert worden : das vakuolidre System. Dieses
System ist von den franzosischen Autoren (Guilliermond, Man-
geot, Parot und Painlevé) mit dem retikuliren Apparat von
Golgi identifiziert worden. Nach diesen Autoren entstiinde der
retikulire Apparat von Golgi durch das kiinstliche Zusammen-
flieBen der Vakuolen, was aus der Wirkung der Fixierung herriihre
und verstirkt werde durch Silber- und Osmiumablagerungen.

Dieses spezielle System ist an den in vitro kultivierten Gewebe-
zellen von Policard durch Fibroblasten und Histiocyten des
Rattensarkoms studiert worden, von Champy in den Keimepithel-
zellen des Ovariums, von Zweibaum und Elkner im Binde-
gewebe des Epiploon junger Kaninchen. Aus der von diesen Auto-
ren gegebenen Beschreibung geht hervor, dafl das vakuoldre Sy-
stem in den Elementen des Bindegewebes aus einer Reihe von
Kanélchen gebildet ist, welche unter Wirkung verschiedener Fak-
toren sich zerstiickeln oder anschwellen und dabei Vakuolen bilden.
Dieses System, das in den Zellen nicht konstant wire, sollte sowohl
in den Fibroblasten als auch in den Klasmatocyten enthalten sein.
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Es kann jedoch eine verschiedene Lage einnehmen: So befindet es
sich nach Policard in den Elementen des Rattensarkoms um
den Kern herum, nach Champy in den Zellen des Keimepithels
entweder um den Kern herum oder um das Centrosoma ; nach den
Beobachtungen von Zweibaum und Elkner sind sie in den
Bindegewebezellen um den Kern herum.

Wenn aber auch die Beschreibungen dieser Forscher das soge-
nannte vakuolidre System als ein wirklich in der lebenden Zelle
existierendes System behandeln, ist doch seine Existenz nicht mit
absoluter Sicherheit anzunehmen; ja sie wird sogar von einigen
Forschern geleugnet, welche sie fiir eine kinstlich geschaffene
Bildung halten, der keine in der lebenden Zelle vorhandene
Formation entspricht.

b) Die Zellteilung.

Die direkte Erforschung der Zellteilung ist Gegenstand genauer
und interessanter Studien von seiten vieler und mafgebender
Forscher geworden (Burrows, Lambert und Hanes, G. Levi,
W.und M. Lewis, Strangeways), so dafl heute, dank der Be-
obachtungen an Gewebekulturen, auch auf diesem Gebiet ein
grofler Schritt vorwarts getan ist.

In den Kulturen findet man Zellen in Mitose sowohl in der In-
vasionszone, als auch in der fruchtbaren Zone, und gerade in
dieser letzteren, welche im Grunde genommen die Kultur im
wahren Sinne bildet, spielt sich alles in lebhaftem Rhythmus ab.

Wihrend der Prophase und Metaphase versucht die Zelle ihre
Fortsatze zu verkiirzen und eine kugelige Form anzunehmen;
manchmal, wie Levi beobachtet hat, kénnen an den Polen der
Zelle zwei dinne Faden erhalten bleiben. Die Chromosomen wer-
den in Form von kleinen Stabchen sichtbar; dann bemerkt man die
Wanderung der zwei Chromosomgruppen gegen die Pole der Zelle,
die Bildung der Spindel und schlieflich die Einschniirung der Zelle
selbst. Die Tochterzellen bleiben fiir einige Zeit miteinander durch
einen diinnen Spindelrest verbunden. Betreffs des Ursprungs der
Chromosomen ist es sehr wahrscheinlich, daB sie sich auf Kosten
der chromatischen Massen bilden, aber iiber den Mechanismus
dieses Prozesses weill man noch nichts; es ist moglich, daf} eine
Veranderung der nukleiren Kolloidphase dabei eine Rolle spielt.
Die Mitochondrien werden wihrend der Anaphase weniger sichtbar;
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sie halten sich an der Peripherie der Zelle und dringen nie in die
Spindel ein (W. und M. Lewis, G. Levi).

Waihrend der mitotischen Periode ist die Zelle lebhaft améboid
(Lambert usw.). Eine von Burrows und Levi beobachtete Ein-
zelheit ist das Aussenden von protoplasmatischen Tropfen von
seiten der Zelle gleich nach Beginn der dquatorialen Einschniirung;
diese Tropfen besitzen eine &uBerst lebhafte amoboide Bewegung.

Abb. 43. a —g Verschiedene Phasen der Mitose in lebenden Zellen bei einer
Mesenchymkultur von einem 7 Tage alten Hithnerembryo. (Nach G. Levi.)

Sie sind zum groBen Teil durchsichtig, und nur selten haben sie
die gleiche Konstitution wie der Hauptteil des Zellkérpers. Dieses
Phéanomen erkliren Burrows und Levi in folgender Weise:
wihrend in der ersten Phase der Mitose die Zelle eine starke Ober-
flichenspannung aufweist und ihre Fortsitze zuriickzieht, erhalt
sich wihrend der Anaphase die erhohte Oberflichenspannung nur
am #quatorialen Teil und geht an den anderen Punkten der Zell-
oberfliche zuriick, weshalb eben diese améboiden Tropfen ausge-
sandt werden.
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Die Schnelligkeit des mitotischen Prozesses erleidet keine
groBen Differenzen in den verschiedenen Zellen und unter ver-
schiedenen Bedingungen, und im allgemeinen schwankt sie zwischen
nicht weiten Grenzen. Die von Lambert und Hanes durch-
gefithrten Messungen zeigen, daB der mitotische Prozefl in den
Zellen der Maus sich in 24-—25 Minuten abspielt, in jenen
der Katze in 15—20 Minuten. Die lingere Zeit wird fiir die
Bildung der dquatorialen Platte beansprucht, wahrend die Tei-
lung des Cytoplasmas sich viel schneller vollzieht. Nach den
Beobachtungen von Lambert und Hanes ist die Schnelligkeit
des mitotischen Prozesses von der Temperatur beeinflult: er soll
bei einer Temperatur von 28° die doppelte Zeit beanspruchen als
bei 39°. Und diese Tatsache, daBl die Erniedrigung der Tempe-
ratur den mitotischen Prozef nicht unterbindet, sondern nur
verlangsamt, ist von Levi bestitigt worden.

Nach den Beobachtungen von G. Levi schwankt bei gleicher
Temperatur der Prozell der Zellteilung innerhalb eines Zeitraumes
von 16 und 40 Minuten; meistens wickelt sich der ganze Proze8
in 18 bis 20 Minuten ab; diese Beobachtungen stimmen mit
jenen von W. und M. Lewis und Strangeways iiberein. Aber
wihrend alle Perioden des mitotischen Vorgangs irgendwie in ihrer
Schnelligkeit schwanken konnen, ist die Periode der Telophase
konstant, und die Lewis’ stellen sogar fest, da in allen Zelltypen
die Dauer der Telophase annéhernd gleich ist. Levihat auBerdem
klargestellt, daB weder die Verdiinnung des Plasmas, noch der Zu-
satz von Embryonalsaft fahig ist, die Zeitdauer des mitotischen
Prozesses abzukiirzen ; beide bewirken in der Kultur die Erhéhung
der Zahl der Mitosen, aber sie beschleunigen nicht ihre Schnellig-
keit; mit anderen Worten: man kann die Dauer der Interkinese
beeinflussen, aber nicht jene der Kinese selbst.

Und in Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung hat Wright
ebenfalls die Beobachtung gemacht, daBl die Zahl der Mitosen, die
man in einer Kultur antrifft und nicht die Schnelligkeit dieses
Prozesses direkt proportional der Konzentration des Embryonal-
saftes ist.

Die Haufigkeit der Mitosen in der Kultur kann in Beziehung
zu verschiedenen Faktoren wechseln. Unzweifelhaft bewiesen ist,
daf8 die in die Invasionszone eingewanderten Zellen sich nicht nur
mitotisch teilen kénnen, sondern dafl auch die aus diesen Teilungen
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herstammenden Tochterzellen ihrerseits selbst wieder einem mito-
tischen Prozefl entgegengehen kénnen. Nach den Beobachtungen
von Strangeways kann sich in einer Zelle der mitotische Prozef3
nach 11—12 Stunden wiederholen.

AufBlerdem scheint es nach den Beobachtungen von Levi, daB3
die Frequenz der Zellteilungen nicht in Beziehung zum Alter des

Abb. 44. a Zelle in Prophase. b Zelle in Metaphase. c Zelle in Anaphase. d Zelle im
Beginn der Telophase; die dquatoriale Einschnirung beginnt an einer Seite. Hyaline
Sprossen an verschiedenen Punkten der Oberfliche. (Nach G. Levi.)

Embryos steht; gewohnlich finden sich in Kulturen von 19tégigen
Hithnerembryonen nur sehr kargliche Mitosen, doch kénnen sie
in sehr grofler Anzahl angetroffen werden. Schliefllich steht die
Frequenz der Mitosen selbst in Beziehung auch zu dem Volumen
des explantierten Fragments.

Levi hat weiterhin ein einigermaflen merkwiirdiges Phénomen
beschrieben ; scheinbar ohne Grund traten rasch zahlreiche Mitosen
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in der Kultur auf, sie begannen normal, wurden aber wihrend
der Prophase und Metaphase unterbrochen; deshalb verharrte die
Zelle in kugeliger Form. Und auch wenn die dquatoriale Ein-
schniirung schon begonnen hatte, schritt sie nicht fort; folglich
wurde die Zelle kugelig und veréinderte sich nicht weiter. Alle
Zellen, in denen der mitotische Prozefl zwar begann, aber nicht
zu Ende gefithrt wurde, gehen unvermeidbar regressiven Pro-
zessen entgegen. Levi schreibt diese Erscheinung einem im
Kulturmedium vorhandenen UberfluB von katabolischen Kultur-
produkten zu, die einerseits die Zellen zur Teilung reizen, anderer-
seits wegen ihrer starken Konzentration fiir die in Mitose befind-
lichen Zellen schidlich werden; denn diese Zellen sind gegen
krankhafte Reize empfindlicher als die ruhenden Zellen. Dies
kénnte man mit der von Burrows iiber die ,,Archusia“ ausge-
sprochenen Meinung in Einklang bringen. ,,Archusia‘ reizt in
mittlerer Konzentration die Zellen zur Proliferation, ruft aber
in hoher einen Vorgang der Selbstverdauung in ihnen hervor.

Unter den Faktoren, welche die Zellen zur Mitose reizen, wollen
wir hier nur an die mitogenetischen Strahlungen der Gewebe von
Gurwitsch erinnern. Dieser Autor will in einer Reihe von Ver-
suchen zuerst fiir die Pflanzengewebe die Existenz von spezifisch
mitogenetischen Faktoren beweisen, die vom Wachstumspunkt
der Wurzeln ausstrahlen (Allium und Helianthus) und Mitosen in
einer anderen Wurzel hervorrufen, die in den Bereich der Strahlen
gebracht worden ist. Diese Irradiationen mii3ten nach den Unter-
suchungen von Gurwitsch im Spektrum lokalisiert sein, sehr
wahrscheinlich jenseits der ultravioletten Strahlen; sie sollen sich
in bestimmten fiir das Licht durchscheinenden Medien verbreiten,
sie sollen von einer Glasscheibe zuriickstrahlen usw. Beim Stu-
dium der mitogenetischen Aktion in den tierischen Embryonal-
geweben glaubt Gurwitsch auch an ihnen seine Lehre be-
weisen zu kénnen.

Der Prozel der direkten oder amitotischen Teilung, der
das erstemal von Remak und dann von Ranvier, der sie in
Axolotl-Leukocyten beobachtete, beschrieben wurde, ist neuer-
dings hauptsichlich von Macklin in vitro studiert worden. Es ist
bekannt, dafl einige Autoren dem mitotischen Proze8 einen hohen
funktionellen Wert geben wollen, die Mehrheit hingegen (Van
Roth, Ziegler, Prenant, Pfeiffer und Nathanson, Gerassi-
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moff usw.) annimmt, dal die Mitose die Veralterung oder einen
degenerativen Zustand der Zelle bedeute, und deshalb wiirde die
Amitose auf eine reproduktive Anstrengung der Zelle bei vermin-
derter Vitalitat hindeuten. Jetzt aber will Macklin durch seine
Untersuchungen beweisen, daBl die Amitose blof ein abortiver
Versuch der Zelle, sich zu reproduzieren, sei.

In den Gewebekulturen kann man haufig die direkte Teilung
des Kernes beobachten, welche langsam vor sich geht; aber ihr
folgt nicht die Teilung des Cytoplasmas. So entstehen zweikernige
Zellen, welche keine Bedeutung fir das Wachstum der Kultur
haben und die Amitosen fiihren nicht zur Bildung zweier Zellen.
AuBlerdem hat Macklin folgendes zeigen konnen: wenn sich
diese zweikernigen Zellen durch Mitosen vermehren, erfolgt, ob-
wohl sich in den Kernen zwei verschiedene Knauel bilden, die
Bildung einer einzigen dquatorialen Platte; und auf diese Weise
fuhrt die Mitose dann zur Bildung von zwei verschiedenen ein-
kernigen Zellen.

¢) Das Problem der gegenseitigen Abhiingigkeit der Zellen
in Kultur.

Es ist bekannt, daBl die Frage nach den gegenseitigen Be-
ziehungen der Zellen einer Umwandlung unterworfen wurde. Die
bisherige Zellehre nahm an, dafl die Zellen in den Geweben unter-
schiedliche Individualitit hétten. Dann ging man zu der An-
nahme iiber, daf die Zellen in den Geweben ausgedehnte Bezie-
hungen zu anderen Zellelementen erhalten kénnen, und auf diese
Weise ein Syncytium darstellen (Sachs und Russow, Sedgwich,
Held, Rhode usw.). Dieses Problem, das eine heftige Diskussion
hervorgerufen hat, ist aufs neue mit der Methode der Gewebe-
ziichtungen akut geworden; denn diese Methode eignet sich aufer-
ordentlich fir ein solches Studium, und das Problem ist Gegen-
stand von Beobachtungen seitens vieler Forscher geworden; ein-
gehend wurde es von G. Levi behandelt.

Die syncytiale Konstitution in der Kultur ist schon von Bur-
rows in Kulturen von Hithnerembryonen konstatiert worden, von
Carrel und Ebeling in Kulturen unbegrenzten Lebens, von
W. und M. Lewis in Kulturen von Muskelfragmenten von Hiihner-
embryonen, von Rous und Jones, welche bemerken konnten,
wie die isolierten Zellen in der Kultur sich zu verbinden trachten.
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Wenn man auch die wirkliche Existenz eines syncytialen Baues
nicht bezweifeln kann, liegt doch der Schwerpunkt des Problems,
wie Levi richtig bemerkt, in der Frage, welches die Natur der
Verbindungen zwischen zwei Zellindividuen sei; die Verbindungen
konnten auf einfachen Adhédsionen oder auf einer plasmatischen
Kontinuitit beruhen, sie kénnten zeitweise oder immer vor-
handen sein. Aus den zahlreichen und schonen Versuchen Levis
geht hervor, dafl auch in den Geweben — wie im Myocard und
Mesenchym, in welchem die Verbindungen zwischen den Zellen
viel enger erscheinen, wenn die Zellen explantiert sind — die Zell-
elemente sich befreien und in das Koagulum auswandern, wobei
sie eine starke protoplasmatische Aktivitat entfalten. Dort be-
haupten sie jedoch nicht immer ihre Unabhéngigkeit und koénnen
sich wiederum verlieren. In diesen Kulturen also, in welchen un-
zweifelhaft Anastomosen zwischen den Fortsatzen der Zellelemente
bestehen, tritt nach einer lingeren oder kiirzeren Zeit eine Losung
der Anastomose ein, wodurch die Zelle frei wird (Levi). Mithin
konnen sich von den Syncytien unter bestimmten Bedingungen
einzelne Zellen befreien, welche dann isoliert in das Kultur-
medium wandern. W.Lewis glaubt deshalb, daB das mesen-
chymale Zellnetz nicht ein Syncytium sei, sondern, dafl es nur
aus Adhisionen der Fortsitze bestehe. Diese Annahme stimmt
mit der Beobachtung von G. Levi iiberein, dafl in den Kulturen
von Herz, Mesenchym, endothelialen Zellen usw. die Oberflichen
und auch die Fortsitze der Zellen nur dann aneinander haften,
wenn sie sich auch in Kontinuitit zu befinden scheinen; er hat be-
obachten kénnen, da die Chondrioconten im Umkreis der Ana-
stomose zwischen den zwei Zellen nicht von einer Zelle zur anderen
iibergehen, sondern getrennt bleiben, fast als ob sie vor einem Hin-
dernis stiinden. Aber wenn es sich auch in diesem Falle nur um
einfache Adhésion handelt, so sind doch andere sichere Beob-
achtungen vorhanden, die zeigen, wie manchmal wirklich eine
protoplasmatische Kontinuitit existiert. So hat Levi, wenn
auch in sehr wenigen Fillen, in der protoplasmatischen Briicke
den Ubergang von kleinen Kérnchen und Chondrioconten von
einer Zelle zur anderen beobachten kénnen; und Luna hat eine
materielle Kontinuitiat zwischen Zellelementen verschiedener Art
beobachtet, wie z. B. zwischen pigmentierten epithelialen Zellen
der Retina und den Fibroblasten, wobei die protoplasmatische
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Kontinuitit durch den Ubergang von Pigmentkérnchen von einer
Zelle zur anderen bewiesen wurde. Chambers hat folgendes
beobachtet: sticht man von zwei mesenchymalen Elementen in
der Kultur, welche so eng verbunden sind, dal die Zellgrenzen
jedes Elementes nicht mehr voneinander zu unterscheiden sind,
eines mit einer Glasnadel, so antworten beide auf den Reiz,
indem sie sich zusammenziehen ; bestand zwischen den Zellen nur
eine Adhésion, so veridnderte sich nur der Kern der betreffenden
Zelle; war hingegen zwischen den zwei Zellen eine plasmatische
Kontinuitdt vorhanden, dann koagulierten alle beide Kerne.

Es ist also zweifellos, dal oft eine echte protoplasmatische
Kontinuitat zwischen Zellelementen vorhanden ist, wenn immer-
hin auch daran zu denken ist, wie Levi annimmt, daf3 die Indivi-
dualitit der Zelle scheinbar verschwindet und eine territoriale Ab-
grenzung zwischen zwei Elementen nicht mehr méglich ist, die
Individualitit der Zelle im biologischen Sinne doch vorhanden
ist, da jeder Kern die eigene Wirkungssphire auf eine bestimmte
Plasmazone besitzt (Levi). So wird jede Zelle in Symplasmen
wenigstens eine potenzielle Individualitat besitzen, die in der Kul-
tur unter gewissen Bedingungen manifest wird.

VIIL. Die physiologischen Forschungsprobleme
der Gewebeziichtungen ,,in vitro«.

Wird ein Gewebefragment in ein indifferentes Kulturmedium
gelegt, das zwar sein Wachstum nicht anreizt, doch sein Weiter-
leben und die Proliferation des Gewebes erlaubt, so zeigen die Zell-
elemente des Fragmentes eine anfingliche Proliferation, deren
Aktivitat steil absinkt; fiir eine mehr oder weniger Jange Zeit bleibt
die Vegetation bestehen, doch kann die Kultur dem Tod nicht
entgehen. Man kann hier selbstredend zwei diametral entgegen-
gesétzte Fragen aufstellen: erstens, warum stirbt die Kultur und
zweitens, warum bleibt sie doch eine Zeitlang am Leben? Die erste
Frage kann leicht beantwortet werden: Das Kulturmilieu enthilt
nicht die Bedingungen, unter welchen das Gewebe sein Leben fort-
setzen kann. Nun driangt sich gleich die andere Frage auf: Welches
sind die Faktoren, uie anfinglich die Proliferation zulassen, doch
scheinbar rasch verzehrt werden, da die Kultur schnell dem
sicheren Tod entgegeneilt.
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Burrows sucht sich dieser Frage zu ndhern. Carrelund Ebe-
ling haben schon bewiesen, dafl die Zellelemente ihre Nahr-
substanzen nicht vom Serumgehalt des Kulturmediums erhalten,
da die Zellen die Serumproteine nicht verwenden kénnen. Weiter-
hin hat Burrows die Meinung gedullert, dall das Explantat
das Niahrmaterial nicht vom Medium, sondern vom Fragment
selber erhilt. Diese Tatsache wird dadurch erhirtet, da3 eine an-
fiangliche Proliferation auch in einem Kulturmedium zu beobachten
ist, das iberhaupt kein Serum enthélt und nur aus Fibrin und an-
organischer Salzlésung zusammengesetzt ist. Burrows nahm an,
daB hier einfach nur ein Transport des Materials vom Zentrum
des Fragments an die Peripherie zu den ausgewanderten Elemen-
ten stattfindet. Wenn nach einigen Passagen das Wachstum der
Kultur aufgehért hat, ist die Gesamtmenge des Gewebes geringer
als die der ausgepflanzten Masse. Es werden also in reinem Plasma,
die peripheren Zellen des Fragmentes mit Hilfe des absterbenden
Zelleiweifles des mittleren Teiles zu mitotischen Zellteilungen an-
gereizt. Diese Hypothese wurde auch von W. und M. Lewis,
Ingebrigtsen, Burrows und Heymann bestatigt.

Man kénnte aber auch einen anderen Nebenfaktor mit einiger
Wahrscheinlichkeit annehmen, der allgemein Wundreiz genannt
wird. Dieser Faktor der Zellproliferation wurde von Haberlandt
an Pflanzengeweben studiert. Nach seiner Theorie miissen durch
die Schnittwunde eine Reihe peripherischer Zellen tédlich verletzt
werden, deren Zellsubstanz frei wird; diese Substanz soll den
ersten Impuls zum Wachstum der anderen Zellen geben. Ob diese
Substanzen in Haberlandtschem Sinne als Reizhormone aufzu-
fassen sind, ist fraglich, da den das Wachstum férdernden Sub-
stanzen von den meisten Autoren keine hormonale Natur zuge-
schrieben wird.

Die Bedeutung des Wundreizes in den Kulturen wurde auch
von Akamatsu erkannt. Dieser Forscher nahm von seinem Ver-
suchstier Blut und ein Stiickchen Lebergewebe. Ein Teil dieses Ge-
webes wurde gleich in das Plasma des eben entnommenen Blutes
explantiert; ein Teil des Leberstiickchens wurde fiir 24 Stunden
in Eis aufbewahrt, dann dem Versuchstier wiederum Blut ent-
nommen, und in diesem neugewonnenen Plasma wurde das auf-
bewahrte Gewebsstiickchen geziichtet. Es zeigte sich, daB diese
Aufbewahrung in Eis das Gewebe gar nicht geschadigt hatte ; das
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Fragment zeigte eine nicht herabgesetzte Wachstumskapazitit;
das Plasma des vor 24 Stunden operierten Tieres aber erméglichte
jetzt ein iippigeres Wachstum, als das zuerst gewonnene Plasma.
Auch Akamatsu nimmt an, dal der bei der Verletzung der Leber
entstandene Wundreiz hier aktivierend auf das Plasma wirkte.

Alle diese freiwerdenden assimilierbaren Stoffe werden, da sie
nur in beschréinkter Menge vorhanden sind, durch den Zellmetabo-
lismus rasch vermindert, die vitale Aktivitit der Zellelemente in
der Kultur wird gradméBig herabgesetzt und die Kultur geht dem
sicheren Tod entgegen.

Der Prozel des Todes wurde von vielen Autoren beschrieben.
Dieser ProzeB wird von charakteristischen Verdnderungen be-
gleitet: die Zellbewegungen horen langsam auf, die Protoplasma-
fortsdtze werden zuriickgebildet, d. h. die Form der Zelle ver-
andert, das Protoplasma vakuolisiert. Diese degenerativen Er-
scheinungen sind unter giinstigen Bedingungen reversibel. Die
von Roffo an Hihnerherzkultur gemachten mikrochemischen
Untersuchungen zeigen das Auftreten von Fettsiure und Chole-
sterin.

Man kann sich vorstellen, da8 das Altern einer Kultur wahr-
scheinlich von Faktoren bedingt wird, die einerseits in den Zellen
selber gewisse Verdnderungen hervorrufen, andererseits die che-
mische Zusammensetzung des Mediums ungiinstig beeinflussen.
Hierher kann auch die Ansammlung katabolischer Stoffwechsel-
produkte gerechnet werden. Die Analyse der Faktoren des Lebens
und in umgekehrtem Sinne des Todes einer Kultur ist, haupt-
sidchlich durch die Bemithungen amerikanischer Autoren, weit fort-
geschritten, wenn sie auch noch viel dunkle Punkte bietet.

Es wurde bei den ersten Versuchen mit Gewebeziichtung
daran gedacht, daf das Blutserum Néhrmaterialien in gréBerer
oder kleinerer Menge enthalten miisse. Aber viele Phinomene
haben ein Bedenken gegen diese Annahme erweckt, bis endlich
Carrel und Ebeling in diese Frage Licht gebracht haben.

Die beiden Forscher ziichteten embryonale Herzfragmente in
einem Kulturmedium, das einerseits aus 10 vH Fibrinogensus-
pension, andererseits aus 90 vH Tyrodelosung mit oder ohne Serum-
gehalt bestand. Die Serumkonzentration in der Tyrodelésung
wurde von O vH bzw. von 2,37 vH bis 90 vH gesteigert. Das
Serum stammte von einem 2 Jahre alten, gesunden Tiere, es
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wurde mit der Tyrodelosung vermischt und durch Berkefeldkerze
filtriert. Die Kulturen wurden nach 48 Stunden untersucht, ihre
relative Wachstumskapazitdt mit der Ebelingschen Methode be-
stimmt und untereinander verglichen. Die Ergebnisse der beiden
Autoren sind aus Tabellen und Figuren ersichtlich; diese zeigen
klar, dafl das Wachstum der embryonalen Herzfragmente von der
Serumkonzentration vollkommen unabhingig ist, ja, es schien
sogar, als ob die hohere Serumkonzentration weniger giinstig
oder direkt toxisch wirkend wire.

a) Einflufl des Alters.

Die lebhaften Lebensprozesse, in erster Linie aber die sehr aus-
gesprochene Teilungstendenz der Zellen embryonaler und neu-
geborener Gewebe, die sich mit dem Alter immer mehr vermindert,
sind von jeher bekannte Tatsachen. Carrel hat diese Erscheinung,
d. i. das Verhiltnis zwischen Aktivitat eines Gewebes und seinem
Alter, zu erklaren versucht. Es ist moglich, meint Carrel, da3
die Wachstumsenergie nicht im gemeinen Sinne vom Alter ab-
hingig ist, sondern sie kénnte gewissen aktivierenden und hem-
menden Substanzen untergeordnet sein, die in den Gewebsséften
enthalten sind. Die aktivierenden Substanzen sind mit dem Alter
umgekehrt, die hemmenden direkt proportional: mit dem Vor-
riicken des Alters wird die erstere immer mehr herabgesetzt, die
letztere vermehrt sich dagegen schrittweise. Die Wachstums-
tendenz und iiberhaupt die vitalen Funktionen eines Gewebes sind
der Konzentration dieser Substanzen im Kulturmedium unter-
geordnet. Setzt man zwei Kolonien von Fibroblasten verschie-
denen Ursprungs, die verschiedenen Wachstumsrhythmus zeigeu,
in ein gemeinsames Kulturmedium, so entsteht ein Synchronismus
in ihrer Proliferation; werden sie dagegen wiederum getrennt und
in verschiedene Medien gesetzt, so wird ihr Wachstumsparalle-
lismus auseinandergehen. Es sollte also die Wachstumstendenz
eines (Gewebes als die Summe verschiedener unabhangiger Fak-
toren betrachtet werden, deren zwei Gruppen leicht voneinander
zu trennen sind, in die innere Wachstumsenergie des gegebenen
Moments und die Qualitit und die Konzentration der die Proli-
feration anregenden oder hemmenden Faktoren im Kulturmedium.
Diese Wachstumstendenz war in vivo schon frither bekannt, und
die allgemeine Erfahrung hat auch gelehrt, da3 die Dauer der pri-

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 13a
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miren Wundheilung vom Alter des Organismus abhéngig ist: Es
ist sehr wahrscheinlich, da die Heilungsprozesse durch dieselben
Faktoren geleitet werden, welche auch die Wachstumsintensitit
des explantierten Gewebes in vitro bestimmen.

Die innere Wachstumsenergie ist mit der Residualaktivitat des
Gewebes aller Wahrscheinlichkeit nach proportional; ihr Wert ist
so zu messen, daB man das Gewebe in ein indifferentes Kultur-
medium setzt und seine Proliferationsintensitdt und Lebensdauer
als Anhaltspunkt voraussetzt. Die Residualenergie ist dasjenige
Energiequantum, das die Kultur

qcb,z in diesem Medium funktionieren
/1 laBt. Carrel legte Reinkulturen

4 / von Fibroblasten oder ein Frag-
ment des Herzgewebes in Kultur-

w / medien, um die residuale Wachs-
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zgao des Projektoskops und des Plani-
w meters wurde die Proliferations-
20 7 zone gemessen und auf Tafeln
gezeichnet; dies ergab in an-

» schaulicher Weise eine S-formige
Kurve. Wurden zwei verschieden
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Abb. 45. Residualwachstumsenergie der h('jher, d.h. es produzierte inner-
E ib“’b'am"('lq:gf%e:;‘ﬁ“l‘sg alsMedium. ha]h einer Zeiteinheit eine brei-

tere Proliferationszone. Bei zwei
Hiihnerembryonen von 10- und 17tégiger Brutzeit betrug dieser
Unterschied etwa 30 vH.

Es stellte sich aus den Versuchen von Carrel klar heraus, daB3
das Wachstum auch vom Alter des Serums abhingt: Wurde
Hiithnergewebe in Hiihnerplasma geziichtet, so zeigte sich im
Plasma junger Tiere eine groBere Wachstumsintensitdt, als im
Plasma &lterer Tiere. Carrel und Ebeling ziichteten gleichwer-
tige Elemente, meistens desselben Gewebes, in zwei verschieden
alten Plasmamedien: Bei beiden Versuchen starben die Fragmente
ab, doch war ein ausgesprochener Unterschied in der Lebensdauer
zu erkennen. Im Plasma eines 3 Monate alten Huhnes iiberlebte
das Fragment 14 Passagen, dagegen im Plasma eines 3 Jahre alten
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Huhnes nur 7 Passagen. Bei einem anderen Versuch wurde das
Plasma einem 3 Monate und einem 9 Jahre alten Tiere entnommen;
im ersteren lebte das Fragment 16 Passagen hindurch, dagegen
starb es im letzteren schon nach der dritten. Die Lebensdauer der
Gewebsfragmente im Plasma alter Tiere macht nur 19 vH der im
Plasma junger Tiere geziichteten Fragmente aus. Daraus kann
man schlieBen: die Lebensdauer des Fragmentes in vitro und
damit auch die Wachstumsintensitat ist dem Alter des plasma-
spendenden Tieres umgekehrt proportional.

Bei diesen Versuchen tauchte die Frage nach der Ursache dieses
Phéanomens wieder auf. Es haben Schon, Loeb und Northorp
die Meinung ausgesprochen, dafl die Lebensdauer eines Gewebes
durch eine Substanz bestimmt wird, die mit dem vorriickenden
Alter im Serum erscheint, oder umgekehrt, sie ist durch das Ver-
schwinden einer Substanz bedingt, die im jungen Serum vor-
handen ist.

Die Anwesenheit des dem hemmenden Faktor antagonistischen
férdernden Faktors wurde von Carrel und Ebeling durch die
Thermolabilitit nachgewiesen. Sie haben Serum eines 1 Jahr
alten Huhnes in Pyrextuben 1—8 Stunden lang auf 56° bis 70° C
erwirmt. Das Serum wurde dabei triitbe und das Prézipitat, dessen
Quantitit individuell verinderlich war, konnte durch Zentri-
fugieren entfernt werden; doch blieb der Refraktionsindex des
Serums vor und nach Erwéirmen stets gering ; auch die Wasserstoff-
ionenkonzentration des Residualserums zeigte keine Unterschiede.
Nun wurde in diesem Residualserum und im Normalserum die
Wachstumsfihigkeit einer Fibroblastenreinkultur vergleichend ge-
messen. Im erwirmten Serum vermehrte sich die hemmende Kraft
des Serums durch die Inaktivierung des thermolabilen fordernden
Agens um 30 vH; dabei war die Inaktivierung nicht immer voll-
standig.

Die aktive Substanz ist also thermolabil, die hemmende wird
bei Erwirmung auf 65° nicht zerstért und bleibt bei Albumin-
fraktion im Serum. Es wurde angenommen, daf} die hemmende
Aktion des Serums #lterer Tiere entweder durch Verminderung
der aktivierenden oder Vermehrung der hemmenden Substanzen
bedingt ist, oder aber gleichzeitig durch Verminderung der einen
und Vermehrung der anderen. Da aber diese Substanzen der
Temperatur und auch der Kohlendioxydfillung gegeniiber die er-

13*
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wahnte Eigenschaft aufweist, war die Moglichkeit des Studiums
beider Faktoren wohl gegeben.

Es wurden Seren von 10 Monate und 6 Jahre alten Hithnern
fir eine Stunde auf 65° erwdrmt. In Medien, die 50 vH von den
erwiarmten oder nicht erwarmten Seren enthalten, wurde die
Wachstumsintensitdt von Fibroblasten komparativ gemessen. Es
zeigte sich, dal durch das Erwérmen die hemmende Aktion im
Serum des jungen Huhnes mit 38 vH stieg, im Serum des alten
Huhnes dagegen nur mit 16 vH. Das Ergebnis beweist also, da
im Serum der alten Tiere die thermolabile, wachstumférdernde
Substanz in geringerer Menge vorhanden ist, als im Serum des
jungen Tieres. Es wurde gleichzeitig auch nachgewiesen, da8 nach
Erwirmen zweier verschieden alter Seren immer das altere eine
starkere hemmende Wirkung — in den Versuchen von Carrel und
Ebeling 24 vH — aufweist. Beide Faktoren entwickeln sich also
im Blutserum in umgekehrtem Sinne, wenn auch der hemmende
Faktor immer vorherrscht.

Ahnliche Versuchsresultate wurden durch Kohlendioxydprici-
pitation von sehr jungen und alten Tieren erhalten. Das Préaci-
pitat, in das thermolabile Substanzen {ibergehen, wurde in Tyrode-
fliissigkeit gelost und die wachstumbeeinflussende Wirkung dieser
Lésung mit reiner Tyrodelgsung verglichen : das CO,-Pricipitat von
Seren junger Tiere fordert die Wachstumsaktivitit homologer
Fibroblasten. Im Residualserum von jungen Tieren, aus welchem
das CO,-Pricipitat entfernt ist, ist ein Zuwachs der hemmenden
Aktion zu bemerken; im Residualserum alter Tiere fehlt dieser
Zuwachs.

In einer anderen Versuchsreihe wurde die Wirkung des Re-
sidualserums junger Tiere mit dem entsprechenden Normalserum
verglichen. Ks stellte sich heraus, da8 sich im Residualserum
die hemmende Wirkung um 17 vH vermehrte. Bei dhnlichen ver-
gleichenden Untersuchungen mit Residualserum und Normalserum
alter Tiere war die Zunahme der hemmenden Wirkung nicht
wahrzunehmen.

Es wird also gezeigt, da im Serum junger Tiere ein das Wachs-
tum der Gewebe in vitro fordernder Faktor anwesend ist, der sich
mit fortschreitendem Alter vermindert und endlich ganz aus dem
Serum verschwindet. Sein quantitativer Wert ist dem immer zu-
nehmenden hemmenden Faktor gegeniiber sehr niedrig. Was die
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Art-und Herkunft dieses Faktors betrifft, war mit Wahrscheinlich-
keit anzunehmen, daBl er dem aktiven Faktor der Embryonal-
gewebeextrakte und den Extrakten und Sekreten der Leukocyten
dhnlich sei; tiber sie wird im folgenden berichtet.

Um die chemische Natur dieser wachstumhemmenden Substanz
zu erforschen, wurden von Lilian E. Baker und von Carrel
chemisch-biologische Analysen vorgenommen. Schon die Unter-
suchungen von Carrel und Ebeling haben bewiesen, daB der
hemmende Faktor des Serums an das Euglobulin gebunden ist,
da nach Filtration der CO,-Précipitation die hemmende Wirkung
des Residualserums junger Tiere zunimmt. Vor allem war die
Aktion der vom Serum extrahierten Lipoide zu bestimmen.

Diese Versuche haben von zwei Gesichtspunkten aus die Frage
erortern kénnen. Es wurden einerseits die Lipoide entfernt und
damit die Verminderung des hemmenden Faktors bestimmt; an-
dererseits brachten sie auch den positiven Beweis fiir die Hem-
mungsaktion der Serumlipoide.

Die Extraktion geschah aus der trockenen Serumsubstanz im
Soxhletapparat mittels Ather. Als Testobjekt wurden gleiche Hilf-
ten einer Fibroblastenreinkultur verwendet, und es zeigte sich, dafl
sich in diesem Serum die hemmende Wirkung mit 28 vH vermin-
derte. Bei einer anderen Versuchsreihe zeigte sich im lipoidfreien
Serumpriiparat ein um 78 vH hoherer Wachstumswert als im
Originalserum. Bei diesem Versuch wurde die Extraktion mit
einer Modifikation der fir das Gewinnen von Serumalbuminen
angewandten Y oungschen Methode durchgefiihrt. Es wurde zweifel-
los erwiesen, daB sich durch Entfernung der Lipoide aus dem
Serum die hemmende Wirkung stark vermindert. Es schien aber,
daB auch die Serumproteine eine hemmende Aktion ausiiben, da
ihre Entfernung aus dem Serum diese Wirkung weiter vermindern
konnte; aber diese Wirkung war viel geringeren Grades als die der
Lipoide. Es kénnte aber moglich sein, dafi gewisse Lipoide mit
Proteinen in Verbindung standen und diese die Resthemmung
verursacht haben. DaB aber bei Darstellung des lipoidfreien
Serums die Proteine (Euglobulin, Pseudoglobulin I und IT und
Albumin), die nach Pricipitation wieder gelost waren, nicht beein-
trichtigt wurden und damit auch den Wert der Versuche herab-
gesetzt haben, konnte von den Autoren bewiesen werden. Dies ge-
schah an Seren anderer Art, die das Verhalten der Serumalbumin-

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 13b
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lésungen im Vergleich mit den Originalseren und der Oberflichen-
tension betreffen. Der beweiskriftigste Nachweis wurde durch eine
immunitire Reaktion erbracht. Kaninchen wurden mit Hiihner-
serum und mit Hithnerserumproteinlosung immunisiert und beide
Tmmunseren gaben mit gleichen Testobjekten Reaktionen gleicher
Intensitat.

Auch die in umgekehrtem Sinne vorgenommenen Unter-
suchungen bestéitigen diese Ergebnisse. Es wurden Fibroblasten
in einer Nahrmischung von Tyrodelésung mit und ohne Zusatz
von Serumlipoiden geziichtet, und man erfubr, daB in lipoidhal-
tigen Kulturmedjen. viel kleinere Wachstumshéfe entstanden
(etwa um 70 vH kleiner); die Zellen wurden fettig degeneriert
und das Gewebe starb oft schon nach kurzer Zeit ab. Dem Nornal-
serum gegeniiber zeigte die entsprechende Serumlipoidlosung eine
Hemmungszunahme um 20 vH. Dieser Unterschied wird von
Carrel durch die Hypothese erklart, dal ein Teil der Lipoide
sich mit den Proteinen vereinigt.

Die Ursache der mit dem Alter zunehmenden Wachstums-
hemmung der Blutseren wird also durch eine allméhliche quanti-
tative oder qualitative Verinderung der Serumlipoide erklirt. Ob
die Lipoide auch andere Substanzen in sich geldst enthalten, die
das Wachstum des Explantates hemmen, ist nicht nachgewiesen;
doch kann man mit Wahrscheinlichkeit annehmen, daB die Serum-
lipoide eine kompliziertere Mischung darstellen. Die direkte
hemmende Wirkung der Lipoide konnte auch durch andere, besser
definierte Lipoide nachgewiesen werden; in jedem Falle hatten
Lipoide anderen Ursprungs, wie Eilecithin, Lipoide aus Hiihner-
leber oder Hithnergehirn usw., dhnliche Wirkung.

Es gibt nur eine einzige Zellart, die weiflen Blutkérperchen,
die die Substanzen des Serums direkt verwerten kénnen. Carrel
und Ebeling haben gezeigt, dall die Lymphocyten und die groen
mononukledren Zellen in Medien leben kénnen, in welchen das not-
wendige Nitrogen nur vom Serum geboten wird. In diesen Me-
dien wanderten die amoboiden Zellelemente aus dem Fragment
schon nach einigen Stunden in das Koagulum. Die eine Kultur
lebte 36 Tage, dann wurde sie durch eine Infektion zerstort. Eine
andere Kultur wurde 34 Tage am Leben erhalten. Nur die Lym-
phocyten und die mononukleéren Zellen wurden so lange erhalten.
DaB diese Blutzellen eine sozusagen sekretorische Funktion aus-
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itben und Substanzen erzeugen, die von den Fibroblasten assi-
miliert werden koénnen, wird weiter unten besprochen.

Eine sehr ausgesprochen toxische Wirkung auf die Fibro-
blastenkulturen haben die heterogenen Seren; die wachstum-
hemmende und stéindig zum Tod der Kultur fithrende Wirkung des
heterogenen Serums hingt in erster Linie von seiner Quantitit
im Kulturmedium ab. Ein Zusatz von etwa 15 vH Hundeserum
im Kulturmedium wirkte auf Hiihnerfibroblasten kaum etwas
storend, dagegen fand bei hoherer Konzentration von 30—45 vH
itberhaupt kein Wachstum statt. Schon bei einer Konzentration
von 25 vH fangt die hemmende Wirkung an ausgesprochen zu sein,
und nimmt mit der Konzentrationssteigerung immer zu.

b) Wirkung erwachsener und embryonaler Gewebeextrakte
auf das Wachstum.

Die Tatsache, daf3 die Gewebeelemente weder aus homologen
noch aus artfremden Albuminen dasnotwendige N erhalten konnen,
wurde erwiesen. Es war noch zu erforschen, wie weit die N-Ver-
bindungen des homologen und heterologen Protoplasmas zur Syn-
these neuer Zellen sich eignen; zwar war die Tatsache schon lange
bekannt, daBl die Embryonalgewebe und die Leukocyten diese
N-Produkte reichlich enthalten. Die Versuche von Carrel haben
auch in dieser Richtung neue Ergebnisse gezeitigt. Es zeigte sich
néamlich, daB homologe Muskelextrakte die Proliferationsaktivitit
des Explantats erwachsener Tiere erhohen; aber ein permanentes
Leben wird durch ihren Zusatz in das Kulturmedium dem Ex-
plantat nicht gesichert. Ja, sogar auch heterologe Gewebeextrakte
(Meerschweinchengewebeextrakt auf Fibroblasten der Hiihner)
konnen ausgesprochene Wirkung haben; sie erhshen die Wachs-
tumskapazitit des Explantats, verlingern seine Lebensdauer, doch
verhindern sie den unabwendbaren Tod nicht.

Bei Muskelextrakten war nach der anfinglichen Wirkung eine
fettige Degeneration der Zellelemente zu beobachten und das Ex-
plantat starb nach fiinf bis sechs Passagen. Die wachstumfor-
dernde Wirkung des Ovariumextrakts war noch ausgesprochener:
bis zur dritten, vierten Passage war eine iippige Zellvermehrung zu
beobachten, die aber schnell nachlief, und das Leben in der Kultur
horte etwa nach sieben Passagen auf. In heterologen Gewebe-
extrakten (vom Meerschweinchen oder Kaninchen) erlosch das
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Leben der Hiithnerfibroblasten noch schneller als in Tyrodelosung.
Auch die heterogenen Milzextrakte konnten die Lebensdauer nicht
verlangern; beim Zusatz von Schilddriisenextrakt iiberlebte die
Kultur sechs Passagen. Muskelextrakte hatten auf das Wachs-
tum der Periostfragmente dhnliche Wirkung.

Die Gewebeextrakte erwachsener Tiere enthalten also dhnlich
wie das Serum wachstumfordernde Substanzen, aber nur in kleiner
Quantitit, und sie werden von dem wachstumhemmenden Faktor
allméhlich iibertroffen ; diese letzteren Substanzen wirkten auf die
Zellelemente stark toxisch und fiihrten sie dem sicheren Tod ent-
gegen.

Eine stirkere wachstumférdernde Wirkung hatten die Ex-
trakte von Milzgewebe und die Roussarkomextrakte ; die Wirkungs-
kapazitat dieser Extrakte stand der des Embryonalgewebes nahe.

Die Wirkung von verschiedenen Gewebeextrakten erwachsener
Tiere wurde auch von Heaton untersucht:; er setzte diese Ex-
trakte seinen Kulturen zu und sah, daB in solchen Medien nur
Epithelzellen, aber keine Fibroblasten wachsen.

Die Extrakte des Lebergewebes zeigten eine ausgesprochene
Hemmungswirkung fiir das Fibroblastenwachstum und eine
fordernde Wirkung fir das Wachstum epithelialer Zellen. Be-
statigt sich diese Beobachtung, so lassen sich Leberextrakte
vielleicht verwenden zur Darstellung von Reinkulturen epithe-
lialer Natur.

Wihrend also die von den Zellelementen assimilierbaren N-hal-
tigen Substanzen weder in den Serumproteinen, noch in erwach-
senen Geweben in ausreichender Quantitit aufzufinden waren,
wurden sie in den Embryonalextrakten in enormen Mengen ge-
funden, so daB ihr Zusatz zum Kulturmedium ein unbegrenztes
Leben des Explantats ermoglichte. Diese Extrakte bewirken eine
so starke Zellproliferation, dal, nach dem Carrelschen Axiom,
die Zellkolonie, welche seit mehreren Jahren durch viele tausend
Passagen weitergeziichtet wurde, schon gréBer ware als die Erde,
wenn sie hatte frei im Raum weiterwachsen diirfen.

Die embryonalen Gewebe der Vogel und der Siugetiere ge-
winnen aus Substanzen, die sie vom Ei oder vom miitterlichen
Blutkreislauf erhalten, Prinzipien, aus welchen die Fibroblasten
neue Protoplasmabestandteile synthetisch darstellen. Damit wird
eine unbegrenzte Zellvermehrung ermdoglicht. Carrel nannte diese
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Prinzipien Trephone, aus 7g&pw (= néhre). Sie sollen nicht etwa nur
als Hormone oder Enzyme wirken, sondern sie stellen echte, assimi-
lierbare Nahrsubstanzen dar, da ihr Zusatz in indifferenten Kultur-
medien, z. B. in Fibrinsuspension und Salzlgsung, ein unbegrenztes
Wachstum ermoglicht. Es ist aber hochst wahrscheinlich, daf§
die embryonalen und erwachsenen Gewebe aufler diesen assimilier-
baren Nahrsubstanzen andere Wachstumsfaktoren, in erster Reihe
aber Hormone, enthalten, die die vitalen Prozesse spezifisch be-
einflussen. Das Plasmamedium, Serum oder andere Mischungen,
kénnen also in wahrem Sinne gar nicht Kulturmedien genannt
werden, da die Fragmente in diesen

Fliissigkeiten nicht in absolutem Sinne ‘704”; ,.»——4‘
Néhrstoffe sind. Eine echte Gewebe- /
kultur setzt ein Medium voraus, aus / %Litraht
welchem die Zellelemente Baustoffe fiir % ' A
neue Zellen erhalten. Werden ‘ Fibro- =§M / K wkitront
blasten oder Epithelienfragmente in ein % 7
Nahrmedium gesetzt, so nimmt ihre 17

absolute Menge immer zu; die Zell- 0 / e

elemente wachsen und vermehren sich T

auf Kosten der vom Medium erhaltenen ol 2 ¥ s
und assimilierten Stoffe, die, wie er- Tage

withnt,auch in manchen aus erwachsenem  Abb. 46. - Residualwachstums-
Gewebe hergestellten Medien enthalten jgeandie Ziomans 1a nia.
sind, aber in hochster Konzentration in  genden Tropfen bei Zusatz von
] 5 und 50 vH Embryonalextrakt.
embryonalen Geweben vorkommen. (Nach Carrel.)
Carrel und Ebeling konnten an
einer langen Versuchsreihe nachweisen, daff die Wachstumsinten-
sitdt des Explantats in direktem Verhéiltnis zu der Konzentration
der Embryonalextrakte im Kulturmedium steht. Die Embryonal-
extrakte werden in steigender Konzentration den Medien zu-
gesetzt, wihrend die Mengenverhiltnisse der iibrigen Bestandteile
des Mediums, Fibrin und Serum, unverandert blieben. Die Ab-
hingigkeit der Wirkungsintensitdt von der Konzentration wurde
graphisch in einer Kurve dargestellt. Von 0 bis 10 vH steigt die
Wachstumsintensitit steil aufwirts, von 10 bis 30 vH allmihlicher.
Von 40 vH aufwirts ist die Zunahme der Wachstumsintensitat nur
wenig ausgesprochen. Diese Abhangigkeit der vitalen Prozesse des
Ekplantats von der Trephonenkonzentration, noch mehr der Um-
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stand, daB diese zwei Komponenten (Wachstumsintensitit und
Trephonenkonzentration) bis zu einem gewissen Grade miteinander
direkt proprotional sind, beweist, daBl die wachstumférdernden
Faktoren der Embryonalextrakte nicht eine katalytische Wirkung
haben, sondern durch ibre direkte Assimilation die Lebensprozesse
der Zellelemente fordern.

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der N-Verbin-
dungen der Embryonalextrakte sind teils schon bekannt, wenn
auch iiber die eigentliche Substanz noch nichts Naheres auszu-
sagen ist. Seit etwa 13 Jahren sind mehrere Autoren, meistens
Carrel und Ebeling und ihre Mitarbeiter, Fischer usw., be-
miiht, diese Eigenschaften kennen zu lernen. Die Erfahrungen
haben gezeigt, daf diese Substanzen mit den wachstumférdernden
Substanzen, die in geringer, vom Alter abhdngender Quantitiat in
Geweben und Blutseren, auch denen erwachsener Tiere, vorhanden
ist, identisch sind. Sie verlieren bei Erwarmen auf 65° C in einigen
Minuten ihre Aktivitit, sie werden bei 56° in 30 Minuten teilweise
zerstort oder im Thermostat bei 38° innerhalb 48 Stunden sehr
abgeschwiicht. Sie sind anderen Agenzien, so z. B. Radium und
Rontgenstrahlen, gegeniiber unbestindig und sind auch dem
Tageslicht gegeniiber einigermaBen empfindlich. Die Inakti-
vierung kommt auch bei Zimmertemperatur zustande und wird
von einem spontanen Herabsinken des pg-Wertes begleitet; da-
gegen konnen sie in Eis 1 oder 2 Wochen aufbewahrt werden, ohne
die Aktivitit zu verlieren. Uber ihre MolekulargréBe kann man
sich einen Begriff machen, wenn man in Betracht zieht, da8 die
aktive Substanz, durch Berkefeldkerze filtriert, teilweise, durch
Chamberlandkerze vollkommen zuriickgehalten wird. Nach Eva-
poration ist die wieder geloste Trockensubstanz immer noch aktiv,
sie muf nur in weniger Flissigkeit gelost werden, als sie urspriing-
lich enthielt.

Auch die Wirkung fraktionierter Pricipitation mit Alkohol,
Aceton oder anderen Substanzen wurde untersucht. Die Substanz
kann durch Ausfillung mit 95proz. Alkohol gewonnen werden.
Das Pricipitat wird in Ringerlosung wiederum gelost und in
dieser Losung ist, wie es die Versuche Carrels gezeigt haben, die
Wachstumsintensitit des Gewebes fast so hoch, wie in frischem
Embryonalextrakt. Diese Tatsache konnte auch von Fischer be-
stitigt werden. Fischer hat auch das Verhalten der Embryonal-
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extrakte bei Ammoniumsulfatpracipitation untersucht. Die Ex-
trakte wurden in Ringerfliissigkeit gelost und mit (NH,),SO, sa-
turiert. Das zentrifugierte Pracipitat wurde in destilliertem Wasser
gewaschen und vom Ammoniumsulfat befreit, das, wie die Alkohol-
fallungen, in Ringer gelost wurde. Zusatz von dieser Losung zu den
Kulturmedien bewirkte das Wachstum in dhnlicher Weise, wie der
frische Embryonalextrakt. Beide Ausfillungen zeigen, daBl der
wachstumférdernde Faktor in den ausgefillten Globulinen ent-
halten ist.

Die Albumine wurden durch Saturierung mit Ammoniumsulfat
aus dem Filtrat des Globulins gewonnen; das (NH,).S0, konnte
durch Dialyse entfernt werden. Jedoch hatten weder die alkoho-
lischen, noch diese Albuminfraktionen eine wachstumférdernde
Wirkung. Die fordernde Substanz ist also entweder nur in den
Globulinfraktionen enthalten, oder sie wird durch die rauhe Be-
handlung zerstért (Carrel, Ebeling, Fischer).

Kohlendioxydpracipitate werden in dhnlicher Weise in Ringer-
scher Flussigkeit gelost und das pg der Losung auf 7 bestimmt.
Durch Abfiltrieren der Globuline wurden Albuminfraktionen ge-
wonnen ; beide Fraktionen, die des Globulins und die des Albumins,
hatten eine hohere Aktivitit als die (NH,),S0,-Globulinfraktionen;
die Wirkungskapazititen beider Fraktionen (Globulin und Albu-
min) wiesen ein Verhéltnis von 2,6:1 auf, wiahrend sich fiir das
Verhéltnis des Gesamt-N nach Fischer folgendes ergab:

Fraktionen vH des Gesamt-N
Originalextrakt . . . . . 0,126
Globulin . . . . . . . 0,047
Albumin ., . . . . . . 0,062

Fischer setzte die KEmbryonalextrakte auto- und hydro-
lytischen Prozessen aus. Bei Anwesenheit von Gewebebrei ver-
lor der Embryonalextrakt im Thermostat bei 39° C innerhalb
einiger Stunden seine Aktivitit. Trypsinverdauung gab ein ahn-
liches Ergebnis. Die hydrolytischeni Prozeduren wurden von
Fischer nach der Methode von Kendall (fiur das Gewinnen des
Thyroxins) vorgenommen, wobei zwei verschiedene Fraktionen,
A und B, gewonnen wurden. Die Fraktion A war eine fettige
Substanz, die das Wachstum der Fibroblasten nicht beginstigte ;
die Fraktion B war eine losliche Substanz, welche mit Essigsiure
nicht ausgefillt wurde. Die hydrolysierten Embryonalgewebe-
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extrakte wurden einer quantitativen Analyse auf Aminoséduren im
Vergleich mit Erwachsenenplasma unterworfen, doch konnten die
Befunde nichts Naheres aussagen.

Intensivere Studien wurden von Fischer mittels Absorptions-
versuchen vorgenommen und die Ergebnisse schienen bessere als
die fritheren zu sein, da diese Investigationsmethoden die fraglichen
Substdanzen nicht so. roh behandeln, wie die anderen. Als Ab-
sorptionsstoffe wurden Holzkohle, Tierkohle, Mastix, Gummi ara-
bicum, Bariumsulfat, Agar, Gelatine usw. verwendet. Der erstere
wurde allgemein in 10proz. Konzentration an Embryonalgewebe-
extrakten von verschiedenen H-Tonenkonzentrationen angewendet.
Es - stellte sich heraus, dafl trotz einer Absorption von 50 vH
des Gesamt-N die Flissigkeit fast ihre ganze Wirkung besa. Die
Aminosiduren bleiben bei verschiedener H-Ionenkonzeuntration un-
absorbiert.

In einer anderen Versuchsreihe wurden etwa 30 vH des Ge-
samt-N von der Tierkohle absorbiert; die behandelte Substanz
hatte keine merkenswerte Wirkung auf die Proliferationsaktivitat
mehr.

Die biochemischen Untersuchungen brachten keine nahere Auf-
klirung iiber die fragliche Substanz. Es sind uns ihre biolo-
gischen Eigenschaften, hauptsichlich aber ihre Wirkung auf die
Kulturentwicklung wohl bekannt. Fischer geht von den Eigen-
schaften dieser Stoffe, wie Thermostabilitit, Préacipitierbar-
keit usw. aus, und glaubt, daB} bei den Proteinen der Embryonal-
extrakte gewisse physikalische Eigenschaften, wie Oberflichen-
spannung, Viscositit, osmotischer Druck, elektrische Ladung usw.,
eine ausschlaggebende Rolle spielen. Der von Fischer eingeschla-
gene Weg der physikalisch-chemischen Untersuchung wird unsere
Kenntnisse dieser so wichtigen Fragen der Biologie sicherlich noch
bereichern.

" Auch heterologe Embryonalgewebeextrakte bewirken ein uppi-
ges Wachstum der Fibroblastenkulturen; ihre Anwesenheit in der
Kultur ist, wenigstens fiir einige Zeit, ausreichend. Es wurden z. B.
Embryonalextrakte von der Maus bei Kulturen von Hithnerfibro-
blasten verwendet. und es zeigte sich, dall diese keine geringere
Wirkung hatten, als die homologen Embryonalgewebeextrakte.
In dhnlicher Weise konnten Embryonalgewebeextrakte der Ratten,
Meerschweinchen, Maus, Kaninchen und der Hiihner verwendet
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werden, die auf das ‘Wachstum des Carrelschen Fibroblasten-
stammes die gleiche Wirkung hatten. Es scheint also, dafl die
embryonalen Gewebeextrakte von den einander nahestehenden
Warmbliiterfamilien durchweg assimilierbare Substanzen enthalten
und ihr Zusatz, selbst zu Kulturen heterologer Gewebe. ein unbe-
grenztes Wachstum sichert.

Um die Wirkung gewisser das Wachstum der Kulturen fér-
dernder Substanzen zu studieren, wurden von Heaton Gewebe-
zlichtungen in Drewscher Salzlsung vorgenommen, die dem
Plasmamedium gegeniiber ein chemisch streng definiertes Medium
darstellt. In diese Losungen setzte er Fragmente von Haut,
Darm, Herz und Leber von Hiihnerembryonen. In der anor-
ganischen Salzlosung wuchsen nur Fragmente, die von hochstens
11 Tage alten Embryonen stammten, wihrend die gleichen Organe
von viel dlteren Embryonen im Serum oder Plasmamedium gut
wuchsen. Er muBte also annehmen, daB im Serum Substanzen
enthalten sind, die selbstverstiandlich in der Salzlésung fehlen,
dagegen sicherlich im Embryonalgewebeextrakt vorhanden sind.
Heaton hat noch eine interessante Erscheinung beobachtet,
namlich das Verhalten von Kulturen verschiedener Natur im ge-
kochten Embryonalextrakt; in diesem wachst die epitheliale Kultur
erheblich besser als die Fibroblasten, so da man voraussetzen
kann, daBl in den Embryonalextrakten verschiedene gewebsspezi-
fische Substanzen mit verschiedenen physikalischen, wahrschein-
lich auch chemischen Charakteren vorhanden sind, d. h. daf die
das Wachstum férdernden Substanzen fir beide Zellarten nicht
die gleichen sind. Ob diese Meinung tatséchlich berechtigt ist,
wird durch weitere Versuche erwiesen werden; jedenfalls wire die
Bestatigung dieser Hypothese von grundlegender Bedeutung.

Heaton will die Substanzen, welche Zellteilungen hervor-
rufen, von denen, welche fir die Synthese des neuen Proto-
plasmas in der proliferierenden Kultur verwendet werden, streng
trennen; diese beiden Faktoren sollen ganz verschieden sein, da
z. B. ein embryonales Hithnerherzfragment in der Kultur pul-
sieren kann, ohne dabei Zellteilungen aufweisen zu miissen. Es
wurde zwar schon von Carrel die Moglichkeit ausgesprochen, daf3
in den Kulturen auch Substanzen hormonaler Natur vorhanden
sind, doch war eine strenge Trennung im Sinne Heatons nicht
moglich. Auch die Tatsache konnte gegen Heaton sprechen, daf3
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selbst in anorganischen Losungen Proliferation stattfindet — es
ist aber in diesem Falle umgekehrt annehmbar, daBl die die
Proliferation bedingenden Reizsubstanzen vom Fragment selber
abgegeben werden.

Wright lieB die wirksamen Stoffe der Embryonalgewebeex-
trakte bei der Dialyse durch Kollodiummembranen hindurchtreten,
wihrend die Proteine zuriickgehalten wurden. Das proteinfreie
Diffusat konnte das Wachstum der embryonalen Hiihnerherz-
kulturen gleicherweise wie die Embryonalextrakte selbst férdern.

¢) Die leukocytiiren Trephone.

Wiahrend in den ausgebildeten Organen physiologischerweise
nie eine ausgesprochene Zellproliferation zu beobachten ist, wird
die Frage nicht ohne Interesse sein, woher diese erwachsenen Ge-
webe in den Wunden einen so starken Proliferationsstimulus er-
halten, daB sie nicht nur Kontinuititstrennungen tiberbriicken,
sondern auch bei Substanzverlusten Liicken ausfiillen kénnen. Die
Frage der Zellvermehrung bei der Narbenbildung wurde in diesem
Sinne erst von Carrel aufgenommen. Da eben die Leukocyten
in der Wundheilung eine iiberwiegende Rolle spielen, wurde das
Interesse auf diese Zellen gelenkt, die durch ihre Charaktere
die Vermutung, die Quelle eines derartigen Wachstumsreizes zu
sein, verstindlich machen, obgleich man sich vorstellen kann, daB
auch andere Faktoren mit im Spiele sind.

Carrel hat seine Hypothese damit bekraftigen kénnen, dal3
er die wachstumférdernde Wirkung der Leukocyten direkt in
vitro, ohne andere Faktoren der Entziindung, nachwies. Er
wusch mehrere Male in Ringerlosung die weilen Blutkérperchen;
nach einem Aufenthalt im Eisschrank von einem oder mehreren
Tagen wurden die Leukocyten aufgeschlossen, mit Ringerlésung
versetzt, zentrifugiert und das so gewonnene Leukocytenextrakt
in einer hoheren Verdiinnung als es bei Embryonalextrakten all-
gemein iiblich ist, dem Kulturmedium zugesetzt (2 Teile Plasma
und 1 Teil Leukocytenextrakt). Als Kontrollmedien wurden solche
verwendet, die anstatt der Leukocytenextrakte Embryonalgewebe-
extrakte enthielten. Obgleich die Verdinnung der Leukocyten-
extrakte eine gréBere war, als die der letzteren, zeigten die Kul-
turen die gleiche Wachstumsintensitét, wie bei Anwesenheit von
Embryonalgewebeextrakt. Es wurde aber nachgewiesen, daf
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die Leukocyten auch im Leben wachstumférdernde Substanzen
ausscheiden, wie dies auch fiir die Embryonalgewebezellen fest-
gestellt worden war. In Gabritschewskischalen werden im Plasma
und hypotonischer Tyrodelsung Fragmente von Leukocytenmem-
branen geziichtet. Nach 48 Stunden wurde der Kultur die Serum-
fliissigkeit entnommen und an Testkulturen von Fibroblasten ihre
wachstumférdernde Wirkung ermessen, die einen hohen Aktivi-
tatsgrad aufwies.

Abb. 47. Lymphocytenkultur nach 36tédgiger Ziichtung in D.5. Flasche.
(Nach Carrel und Ebeling.)

Es ist also klar, daf die Leukocyten einerseits trephonenshn-
liche Substanzen ausscheiden, andererseits diese Substanzen auch
aufspeichern, die den Zellelementen ebenso wie die Embryonal-
gewebeextrakte eine embryonale Wachstumsenergie verleihen.
Carrel nannte aus diesem Grunde die Leukocyten Trephocyten,
d. h. Trephonenbildner.

Carrel und Ebeling haben die himolytische Aktion der
Leukocytensekrete auf artfremde Erythrocyten untersucht. Es
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wurden Hiihnerleukocyten verwendet und an Erythrocyten des
Schafes oder des Kaninchens die hémolytische Kraft dieser
Sekrete mit Sicherheit nachgewiesen. Das Leukocytensekret
kann man in Eis fiir liangere Zeit aufbewahren und seine
Wirkungsaktivitdt wohl an seiner himolytischen Kraft ermessen.
Diese Kraft, wie auch die wachstumférdernde Eigenschaft
Fibroblasten gegeniiber, wird bei 38° im Thermostat innerhalb
48 Stunden sehr abgeschwicht und wird bei 56° rasch zer-
stort. Wird im Leukocytenserum die thermolabile Substanz durch
Erwirmen zerstort, so wird eine ausgesprochen wachstumhem-
mende Wirkung des Serums nachweisbar. Man muf3 annehmen,
daB die Leukocyten gleichzeitig Alexine oder natiirliche Hémo-
lysine produzieren, deren Thermolabilitdt auch fiir die Embryonal-
gewebeextrakte nachgewiesen wurde. Diese letzteren Nahrsub-
stanzen verleihen den Zellelementen des Gewebes, scheinbar auch
in vivo, eine hoéhere Proliferationsaktivitit, d. h. sie setzen die
Zellen in einen Zustand, welcher fiir die jungen Zellen charakte-
ristisch ist: sie wirken verjiingend auf die Gewebeelemente. Die
Hypothese, daB diese Substanzen in den Entziindungen, bei der
Regeneration und Wundheilung in vivo eine hervorragende Rolle
spielen, scheint bewiesen zu sein.

Es sind auch die Versuche von Carrel und Ebeling sehr
interessant, in welchen diese Autoren Fibroblasten in der Nahe
eines Milzfragments geziichtet haben. Die ausgewanderten Leuko-
cyten niherten sich den Fibroblasten, die dadurch einen groflen
Wachstumsstimulus erhielten. Es scheint, daB die Leukocyten
aus dem Serum Stoffe assimilieren und aus diesen andere er-
zeugen, welche den Fibroblasten oder den epithelialen Zell-
elementen als Nahrstoffe dienen. Die Leukocyten miissen also als
einzellige wandernde Driisen betrachtet werden, welche, auch in
vivo, Substanzen erzeugen, die den Organzellen niitzlich sind. Die
Leukocyten gewinnen die zu ihrer Sekretion notwendigen Stoffe
auch aus artfremden Proteinen. Es ist bekannt, daB ein Zusatz
von Casein im Kulturmedium eine toxische Wirkung auf die Zell-
elemente des Explantats ausiibt. Wird aber 1 oder 0,1 vH Casein
einer Leukocytenkultur zugesetzt, so wird eine Sekretionsstei-
gerung der Leukocyten stattfinden, und zwar wird diese Stei-
gerung bei 1 vH Casein ausgesprochener, als bei einem Gehalt
von 0,1 vH sein.
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Es wurde schon 6fter erwahnt, dafl die Fibroblasten nicht lange
Zeit im Blutserum leben kénnen. Wird aber dem Medium eine
Menge Lymphocyten und groBe Mononukleire zugesetzt, so be-
kommt die Kultur eine sehr ausgesprochene Wachstumsintensitit.
Diese Erscheinung wirft iiberhaupt Licht auf die Frage der Zell-
erndhrung: Es ist mit,Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daB die
weiBen Blutkérperchen, wie es schon vor 30 Jahren Renant ver-
mutet hat, dem Gewebe Nahrsubstanzen zufiihren. Sie kénnten
als ein Driisenapparat der Assimilation zweiter Ordnung aufgefat
werden, da sie die Nahrsubstanzen fiir die Assimilation der Ge-
webeelemente vorbereiten. Damit wird die Richtigkeit der An-
sichten von Renant und Jolly, daBl namlich die Lymphocyten
wichtige chemische Substanzen an die Zellen bringen, klar er-
wiesen.

Sehr interessant ist auch, daB auf degenerierende Fibroblasten
in der Kultur die weilen Blutzellen sozusagen verjiingend wirken
und ihre Lebensdauer verlingert wird.

Schazillo hat die Frage der Trephone im allgemeinen von
anderem Standpunkt aus behandelt. Er untersuchte die Wirkung
der Trephone bei der Assimilation verschiedener Nahrstoffe, wo-
bei selbstverstdndlich — gegeniiber Carrel und Ebeling,
Fischer usw. — eine Analogie zwischen Trephonen und Hor-
monen vermutet werden muflte. In dhnlicher Weise suchte er diese
Trephonenwirkung in Regenerationsprozessen in vitro zu erkennen.
Bei diesen Versuchen wurden als Untersuchungsobjekte Herz und
Milz ausgehungerter Frosche verwendet. Der Wirkungsmecha-
nismus der Trephone wurde mit dem der Hormone (Adrenalin,
Schilddriisen-, Thymus-, Testis-, Ovariumhormone usw.) ver-
glichen. Wéhrend die Inkrete zwar die Auswanderung der Form-
elemente erhéhen, kann man diese Wirkung doch nicht der der
Trephone gleichstellen. Es ist klar, dafl die Inkrete auf Lebens-
prozesse nur katalytisch wirken, diese beschleunigen. DaB in
den Trephonen aufler den echten Néhrstoffen auch Hormone vor-
handen sind, ist wahrscheinlich ; das wurde auch schon von Carrel
und Ebeling ausgesprochen.

Die Inkrete regen die Zellen zu intensiveren Oxydationspro-
zessen an, die von einer Beschleunigung der Emigration und der
karyokinetischen Teilung begleitet ist. Die Trephone erhéhen da-
gegen die synthetischen Prozesse in den Zellen, d. h. den Aufbau

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 14
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neuen Protoplasmas. Schazillo findet ebenfalls, daB die Tre-
phone in den Lymphocytenausziigen sich in reinerem Zustand
befinden als im Embryonalextrakt.

d) Die Desmonen.

Die schénen Erfolge der Gewebeziichtungen haben selbstver-
standlich den Wunsch erweckt, die Einheit des Organismus, die
Zelle, zu isolieren, und die Moglichkeit und die eventuellen Be-
dingungen ihres autonomen Lebens zu ergriinden. Da die Mog-
lichkeit und die Bedingungen des unbegrenzten Lebens von Zell-
kolonien schon klargelegt war, schien die erstere Aufgabe leicht
Isslich zu sein. A. Fischer unternahm zuerst Versuche in dieser
Richtung; er isolierte eine kleinere Anzahl von Bindegewebs- oder
Epithelzellen und legte sie in ein Kulturmedium, das firr das
Wachstum einer groBeren Zellkolonie das giinstigste war. Es be-
stand aus einem festen Skelettsystem, aus Fibrin, und aus einer
Nihrlésung, die geniigende Mengen von Trephonen, d.h. frische
Embryonalextrakte, enthielt. Aber trotz dieser giinstigsten Lebens-
bedingungen waren die isolierten Zellen nie vegetationsfahig und
gingen innerhalb einiger Tage, ohne Wachstum oder Teilung zu
zeigen, zugrunde.

Die so isolierten Fibroblasten schienen in diesem in jeder Be-
ziehung zweckentsprechenden Medium lebensfahig zu sein, doch
kam es nie zu einer Zellteilung: die isolierte Einzelzelle ist nicht
proliferationsfihig. Diese Eigenschaft zeigt den Mikroorganismen
gegeniiber einen Unterschied: Der Mikroorganismus als allein-
stehendes Individuum kann unter giinstigen Bedingungen rasch
zu einer Kolonie werden; die Einzelzelle des Organismus ist dazu
nicht fahig und beweist damit, daf sie eine gewisse Abhingigkeit,
die Notwendigkeit des Zusammenwirkens in einer Gesamtheit, d. i.
in einer Zellkolonie, in sich tragt. Die Einzelzelle auBlerhalb des
Verbandes verlor ihre Reproduktionsfahigkeit und es scheint,
daB aus unbekannten Griinden die Zellkolonie die biologische
Einheit darstellt, die zur Vermehrung berufen ist. ,,Il paraitrait
que la faculté régénerative des tissus fait défaut, du moment ou
le nombre d’élément cellulaire dépasse un certain minimum mais
nous n’en savons rien de précis.*

Die Ursache dieses Phéanomens sucht Fischer in interessanter
Weise zu erkléren. Der Zusammenhang zwischen Zellkomplexen, wie
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das z. B. in Geweben zu sehen ist, wird in den Kulturen auch nicht
aufgehoben; hier sehen wir anastomotische oder mitochondriale
Beziehungen zueinander, durch welche ein Stoffaustausch leicht
vor sich geht. Deshalb zeigen die isolierten Zellen die Tendenz,
sich zu vereinigen; diesen Gewebezellen gegeniiber stehen jeden-
falls die wandernden Zellen, die eine solche Tendenz nicht aufweisen.
Innerhalb der Zellkolonie wird eine kollektive Wirkung von den
Zellindividuen ausgeiibt, die ihre Teilungsphéinomene regulieren.
Dabei zeigt sich in breiteren Gebieten ein Teilungsrhythmus, als
ob ein ganzes System durch einen gemeinsamen Teilungsfaktor
beherrscht wire. Es wiren eigentlich zwei brauchbare Hypothesen,
die diesen Synchronismus der Teilungstendenz der Gewebeterri-
torien erkliren konnten; die eine, die von Haberlandt an
Pflanzengeweben aufgestellt und experimentell begriindet wurde,
nimmt Teilungshormone an. Ein anderer Weg wurde von Gur-
witsch eingeschlagen. Er nimmt an, dafl zwischen dem Reiz-
empfinger und den Teilungsreizen entstehende Beziehungen in
groBem Ausmafe von raumlichen Faktoren bedingt werden, d.h. von
der Konfiguration der Zelle, die eben iiber ihre Reaktivitiat auf den
Reiz entscheidet. Er vergleicht die Reizperzeption mit einem der
Resonanz ahnlichen Vorgang, wo natiirlich der Reizfaktor oszilla-
torischer Natur, d. h. Strahlung, sein sollte. Der Teilungsreiz ist
also nach Gurwitsch eine ,,vom Organismus selbst produzierte
Strahlungsart, die Teilungen anregt, die wir daher als mitogene-
tische Strahlen bezeichnen diirfen‘‘. Gurwitsch erkennt selber an,
daf} die Haberlandtsche Theorie ,,den Anschein einer fast un-
mittelbaren Evidenz‘‘ hat; doch wenn er die Fortpflanzungsge-
schwindigkeit des Reizfaktors in den Antheren von Lillium aus-
rechnet, so ergibt sich, daf zur Zuriicklegung einer Strecke von
etwa 12 mm 3 Stunden notwendig sind, was einem Diffusions-
vorgang chemischer Stoffe entspricht; das wird manche Bedenken
gegen seine sonst klar und logisch aufgebaute Hypothese erwecken.
Nur fortgesetzte Arbeit wird entscheiden konnen, welcher Natur
der eigentliche Teilungsfaktor sei, wobei es nicht auszuschlieBen
ist, daBl mehrere zusammenwirken. Ob diese hypothetischen Fak-
toren der Zellteilung in irgendwelcher Beziehung zu dem von
Fischer beobachteten Phinomen stehen, ist vorliufig wohl kaum
zu entscheiden.

Fischer suchte seine Hypothese, daB namlich die Zellteilung

14*
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und andere vitale Phinomene der Zellen auch von einem Stoff-
austausch durch protoplasmatische Briicken (,,ponts‘) geregelt
werden, an Herzexplantaten zu beweisen. Zu dieser Beweisfiihrung
hat hauptséachlich Olivo vieles beigetragen. Wenn man zwei Herz-
fragmente, deren Kontraktionsrhythmus verschieden ist, in ein
gemeinsames Kulturmedium setzt , so entsteht bald zwischen beiden
Fragmenten eine Kontinuitét, die von einem Synchronismus in der
Pulsation begleitet wird. Durch Kontinuitétstrennung geht auch der
Synchronismus verloren. Bei diesen Phénomenen mufl wohl eine
Substanz oder Substanzen angenommen werdeh, deren Austausch
durch die protoplasmatische Kontinuitit, d. h. durch eine Anasto-
mose, vermittelt wird. Diese Substanz soll nach Fischer eine Art
Spezifizitit aufweisen; denn als er zwei Herzfragmente verschie-
dener Tierarten affrontierte, kam eine Synchronie nicht zustande.
Die Existenz einer strengen Spezifizitit wurde aber in den Ver-
suchen von Olivo widerlegt, da es ihm gelang, zwischen Herzfrag-
menten von Huhn und Taube eine Anastomose und damit Kontrak-
tionssynchronismus hervorzurufen. Die letztere Tatsache scheint
vieles zum Problem der heterogenen Transplantationen beitragen
zu kénnen. Es kann. mit aller Wahrscheinlichkeit angenommen
werden, daB beim Einheilen des Transplantats eine Art- und Ge-
webespezifizitit, wenn auch nicht im strengsten Sinne, mitwirkt.

Es geniigt nach Fischer nicht, dal zwei Fragmente einander
beriihren, es miissen die genannten Stoffe aufgenommen, von den
Zellen ,,inkorporiert* werden. Die zwei von Fischer affrontierten
heterogenen Herzfragmente (vom Kanarienvogel- und Hiihner-
embryo) konnten dieses cytoplasmatische Prinzip nicht utilisieren.
Centanni und seine Schule haben hier ein eigentiimliches Phé -
nomen beobachtet. Wenn man zwei homologe Gewebe affrontiert
in der Weise, daf3 zwischen beiden etwa eine Distanz von 1 mm
vorhanden ist, so kommt zwischen beiden Geweben eine blasto-
trope Anziehung zustande, neue Zellsprossen nahern sich gegen-
seitig und iiberbriicken bald die Distanz. Es scheint also, dafl
die ,,incorporatio‘‘ nicht, wie Fischer es annimmt, nur durch
cytoplasmatische Briicken zustande kommt, sondern auch von
weitem vielleicht durch Stromung in das Kulturmedium wirken
kann, ja sogar eben diese Fernwirkung ist dazu befahigt, die
protoplasmatische Einheit zustande zu bringen. In dieser Richtung
sollte die Forschung noch fortgesetzt werden.
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Fischers Hypothese nimmt also einen intracellularen cyto-
plasmatischen Stoffwechsel an. Den aktiven Substanzen, die von
einer Zelle durch die Protoplasmabriicken in die anderen Zellen
hiniiberstrémen, gab. er den Namen ,,Desmone‘‘ von OJeouig.
Sie sollen die somatischen Funktionen, in erster Linie der Gewebe-
zellen, regulieren. Sie weisen — nach Fischer — weitgehende
Spezifizitat auf, und zwar nicht nur die Art des Tieres, sondern
auch die des Gewebes betreffend: denn angeblich kommt die
Desmonwirkung zwischen zwei Gewebearten, wie dem Binde-
gewebe und dem Epithel, nicht zustande. Eine Bindegewebs-
zelle kann bei Anwesenheit einer Epithelzellenkolonie nicht zur
Teilung gebracht werden und umgekehrt: eine Desmonwirkung
iben auf die isolierte Einzelzelle nur gewebeeigene Zellkomplexe
aus. Die Tumorzellen haben nach Fischer die Eigenschaft, auch
heterogene Desmone verwenden zu konnen, auf denen eben ihr infil-
trativer Charakter beruht; eine mesenchymale Tumorzelle reagiert
auf die Desmone epithelialer Zellen, wihrend die Normalzelle nie
den Zusammenhang des eigenen Gewebsverbandes verlassen kann;
erfahrt sie aber die onkogene Umwandlung, so wird sie die um-
gebenden heterotropen Gewebe infiltrieren. Ob wirklich die Theorie
der Desmone den infiltrativen Charakter der Tumoren erkliren
kann, ist noch sehr fraglich, jedenfalls warf die Desmonen-Hypo-
these eine ganze Reihe von Fragen auf, die ihre Losung verlangen.

Noch ein anderer Effekt der Desmone wurde von Fischer
nachgewiesen. Er setzte zu sterbenden Kulturen von Hithnerfibro-
blasten, in welchen die Zellelemente kaum mehr wuchsen, die da-
gegen Zeichen der Degeneration in sich trugen, Leukocyten ent-
haltende Plasmamembranfragmente des Hithnerblutes. Die Wirkung
war evident. Die vakuolisierten Fibroblasten bekamen ihr gesundes
Aussehen zuriick und fingen an sich lebhaft zu vermehren. Als
Faktoren einer derartigen Verjingung konnten zwei Moglichkeiten
in Betracht kommen: 1. daf die toxischen Substanzen und die
nekrotischen Zellen phagocytiert und eliminiert wurden; 2. daf3
die Leukocyten Substanzen mitgefiihrt haben, die von den Fibro-
blasten verwertet werden konnten. Fischer ist der Meinung, dal3
diese Substanzen nicht die eigentlichen Trephone seien, da das
Medium der degenerierenden Kulturen schon urspriinglich Em-
bryonalgewebeextrakte enthalten hat; nach Fischer sind diese
Substanzen die Desmone.
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Setzt man zu einer degenerierenden Fibroblastenkultur junge,
lebhaft proliferierende Kulturelemente, so wird die veraltete Kultur
sozusagen verjiingt, neubelebt. Dieses Phinomen soll ebenfalls
durch Produktion von Desmonen bedingt sein.

Z ech hat das Fischersche Phénomen an Pflanzenzellen be-
obachten koénnen und kam ebenfalls zu dem Ergebnis, da die in
vitro isolierten Pflanzeneinzelzellen nicht mehr teilungsfahig sind.

e) Archusia und Ergusia.

Uber die Erscheinung der Motilitit der Korperzellen wurden
von Burrows sehr interessante Beobachtungen gemacht. All-
gemein wird angenommen, dafl die Bewegungen der Korperzellen
mit denen der Amdben identisch seien; diese strecken Pseudo-
podien aus, die sich an Gegenstéinden festhalten; durch die Ver-
kiirzung dieser Fortsétze wird der Korper vorwirtsbewegt. Solch
ein Mechanismus wiirde bei den Korperzellen einen dhnlichen
Aufbau aus Endoplasma, Ektoplasma und einer &uBleren Membran
voraussetzen. Nach Burrows und auch nach Fischer soll aber
die Korperzelle aus einfachem, fliissigem Protoplasma bestehen,
in welchem der Nucleus schwimmt, aus Centrosomata, aus Mito-
chondrien, aus Fett und Proteinkérpern. Das Protoplasma ent-
behrt jeder Organisation und es fehlt auch die &uBerlich be-
deckende Haut der Amében. Oppel und Osowski sind der
Meinung, daBl die Bewegung epithelialer Membranen auch ohne
amoboide Bewegung ablaufen kann, und sie nannten dies ,,Massen-
bewegung®, ohne jedoch deren Ursache klar erfafit zu haben.
Holmes dagegen vertritt die Ansicht, daB es sich wie bei den
Amoében um protoplasmatische Bewegungen handelt.

Nach Burrows bewegen sich die Korperzellen durch einen
anderen Mechanismus, als die Amében, und zwar entlang ge-
wissen Diffusionslinien, die vom Medium zum Fragment und
umgekehrt auftreten. Sie konnen ohne irgendeine Verdnderung
in ihrer Kontur auch lange Strecken zuriicklegen. Um diese Er-
scheinung zu illustrieren, brachte er das Beispiel vom gemahlenen
Pfeffer: wird das Pulver auf die Wasseroberfliche gestreut, so
bewegen sich die Koérnchen in allen Richtungen fort, um an der
Wasseroberflache gleichmiBig verteilt zu werden. Diese Erscheinung
wird durch das Freiwerden oberflichenspannungerniedrigender
Substanzen bewirkt und etwas Analoges sollte nun bei den Be-
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wegungen der Korperzellen zu beobachten sein. Die Geschwin-
digkeit der Kérnchen hingt von den Oberflichenspannungsdiffe-
renzen ab; wenn das Wasser diese oberflichenspannungerniedri-
genden Substanzen enthilt oder damit gesittigt ist, so bewegen
sie sich langsamer oder {iberhaupt nicht mehr.

Von Burrows wurde die Auswanderung der Zellelemente von
Milzfragmenten in das Medium beobachtet und gesehen, daf}
diese Zellen amobenéhnliche Stadien durchmachen, daB sie aber
auch lingere Strecken zuriicklegen ohne solche Anderungen.
Hier mifte man einen Mechanismus annehmen, der nicht dem
der Amében #dhnlich ist, d. h. die Bewegungen werden nicht mit
sichtbaren Zellhewegungen durchgefithrt. Eher soll hier eine
Affinitat der Zellsubstanzen zu den Bestandteilen — Eiweil3,
Fette usw. — des festen Mediums angenommen werden; in wisse-
rigen Losungen sind die Bewegungen nicht moglich, da dort
eben keine oberflichenspannungerniedrigenden Substanzen abge-
geben werden, sondern nur solche, die andernfalls von den Pro-
teinen und Fetten eines festen Mediums absorbiert werden. Diese
Anziehung zwischen Medium und Zellen wird z. B. auch durch
folgendes gezeigt: ist das Plasmagerinnsel nicht gut am Deck-
glas befestigt, so wandert die Zelle nicht hinauf, sondern das
Plasmateilchen (bestehend aus Protein oder Fett) wird in das
Fragment hineingezogen. Burrows nennt die von der Zelle frei-
gegebene Substanz ,,Ergusia® oder arbeitende Substanz, die
ebenfalls bei der Koagulation des Fibrinogens zu Fibrin eine
Rolle spielt.

Im Milzfragment wird erst die Auswanderung von Lympho-
cyten, Leukocyten und Erythrocyten in das Blutplasma und
spater die der fixen Bindegewebszellen beobachtet. Die Lympho-
cyten und Leukocyten koagulieren das Fibrinogen zu einem Gel
und wandern darin durch schmale Kanélchen, die durch Losungs-
mittel der Zellen selbst erzeugt werden, wihrend keine améboide
Bewegung stattfindet. Die Epithelzellen, die nicht auseinander-
gehen, bewegen sich in kontinuierlichen Membranen; sie koagu-
lieren das Plasma und bleiben daran haften. Spiter aber folgt
eine Auflosung des Koagulums dadurch, dafl die duBeren Zellen
sich vorwirts bewegen.

Die Ergusia wird nicht sofort produziert, sondern es wird erst
ein priméres Oxydationsprodukt in gentigender Konzentration an-
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gesammelt, das von dem- wachsenden Gewebe mittels Salzlgsung
zu extrahieren ist; ist diese Substanz in hoher Konzentration im
Kulturmedium enthalten, so werden die Zellen zu lebhafterer Wan-
derung, bei noch héherer zu Wachstum und Teilung angeregt. Die
allzu starke Konzentration fiihrt zur Selbstverdauung der Zelle.
Diese ,,treibende Substanz‘‘ fithrt nach Burrows den Namen
,,Archusia‘‘. Die Latenzperiode der Zellwanderung ist die Zeit, in
welcher die Substanz zu einer entsprechenden Konzentration ge-
speichert wird; die Lange der Latenzperiode hiangt also von der
Menge des Mediums und von der Zahl der Zellen ab und kann will-
kiirlich durch Zusatz von dieser Substanz verkiirzt werden.

Die Theorie der Archusia und Ergusia wurde auch zur Er-
klarung anderer pathologischer Phidnomene, insbesondere des
Geschwulstwachstums, herangezogen, das nach Burrows auch
durch Verinderungen der Oberflichenspannung zu erklaren ist.
In den Zellen, als flissigen Systemen, kénnen sich mit Sauer-
stoff Reaktionen abspielen, die eben die Archusia erzeugen; aus
diesen entsteht die Ergusia und damit die Zellwanderung. Gleich-
zeitig wird aber auch durch hochkonzentrierte Ergusia das fixierte
Protein und Fett des Mediums verdaut und die Zellen zum Wachs-
tum veranlaft.

Der Bewegungsmechanismus der Korperzellen ist also, nach
Burrows, einfacher als der der Amoben und des Paraméciums.
Die Bewegungsphinomene beruhen auf Doppelreaktionen, deren
eine das Wachstum, die andere die Bewegung bedingt. Ob die
von Burrows beschriebenen Phdnomene und noch mehr ihre
Deutung die einzig richtige ist, kann nicht vorausgesagt werden.
In jedem Falle hat diese einfachere Erkliarung den komplizierten
teleologischen Akten gegeniiber auch eine gewisse Berechtigung
und nur die weitere Forschung kann zeigen, inwieweit sie standhalt.

Die Archusia von Burrows sollte eigentlich mit den von
Carrel als wachstumférdernde Faktoren angenommenen Substan-
zen identisch sein; die wachstumhemmenden Substanzen Carrels
sollen dagegen mit der Ergusia einen gewissen Parallelismus auf-
weisen. Inwieweit die Substanzen bei Wachstum und Motilitat
identisch seien, scheint noch eine ungeldste Frage zu sein. Burrows
identifiziert die wachstumhemmenden Substanzen mit dem Vita-
min A, die wachstumférdernden mit dem Vitamin B und leitet
daraus die Erklirung des Tumorproblems ab. Auch Erdmann



Stoffwechselstudien. 217

will durch eine in bezug auf die Vitamine nicht aushalancierte Didt
Spontantumoren hervorgerufen haben.

f) Stoffwechselstudien.

Schon von jeher lag die Frage auf der Hand, woher im Ex-
plantat die proliferierenden Zellelemente die zu ihrem Meta-
bolismus notwendigen Substanzen gewinnen, oder woher die Proli-
ferationselemente die Substanzen bekommen, die zur Synthese
ihres Protoplasmas erforderlich sind.

Diese Fragen der allgemeinen Physiologie konnten erst mit den
Methoden der Biochemie gelést werden, wobei die Untersuchungen
sich in zwei Richtungen bewegen muBliten: Die eine Richtung
muBte sich zu den fiir den Zellkatabolismus in Frage kommenden
Substanzen wenden und nachweisen, welche Stoffe und wie diese
von den Explantationselementen assimiliert werden, ihr quanti-
tatives Verhaltnis unter normalen und pathologischen Bedingungen.
Die andere Richtung beschiftigte sich mit den anabolischen Stoff-
wechselprodukten und stellte ihre Bedeutung fur die normalen
und pathologischen Lebensverhéltnisse fest. Und eben die Me-
thode der Gewebeziichtung in vitro ist dazu berufen, diese Frage
des Zell- und Gewebestoffwechsels zu erforschen. Unsere Kennt-
nisse in dieser Richtung sind sehr wenig entwickelt und es wire
eine intensivere und systematischere Arbeit in dieser Richtung
am Platze.

Die Versuche von Burrows haben gezeigt, daB} die Explan-
tationselemente vor allem Sauerstoff bendtigen. Das Gewebe
wichst zwar auch in einer Atmosphére von reinem Stickstoff, da
die Zellen noch eine Energiereserve mitgebracht haben, doch gehen
sie ohne Sauerstoff rasch zugrunde. Je jiinger das wachsende Ge-
webe ist, desto mehr O wird es entbehren kénnen; dltere Zellen
verbrauchen viel mehr Sauerstoff als junge.

Burrows suchte in seinen Arbeiten nachzuweisen, wie hoch
die Siule des Plasmamediums sein darf, daB darin das Haimoglobin
zu Oxyhdmoglobin werden kann. Bei Versuchen mit 0,3—3 mm
hohen Plasmasiulen erwiesen sich die 0,5—0,7 hohen als die
giinstigsten. In verschieden hohen Medien wurden Lymphganglien
geziichtet. Es zeigte sich, daB in den tieferen Schichten des
Plasmamediums, unterbalb 0,7 mm, keine Mitosen stattfinden,
auch keine typischen Fibroblastenauswanderungen, sondern nur
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eine Auswanderung abnormaler unregelméBiger groBler Zellen
und Riesenzellen. In diesen tieferliegenden Zellen zeigen sich
pathologische Zellverinderungen, die von Sauerstoffnot der Ele-
mente zeugen. Man sieht, daB die Dicke der Plasmasiule in
den Kulturmedicn ein wichtiger Faktor ist, da von ihr der
respiratorische Stoffwechsel des Explantats abhidngt. Es scheint
dabei, daBl der Sauerstoff in den Zellen nicht direkt die Reaktionen
verursacht, sondern zur Bildung der von Fischer Archusia ge-
nannten Substanzen dient, die in den Gewebeextrakten reichlich
vorhanden sind, da die embryonalen Gewebeextrakte diese Re-
aktionen beschleunigen, die beiihrer Anwesenheit auch in Anaero-
biose zustande kommen. Barta untersuchte, ob in sehr hohen
Plasmasiulen,d. h. unter Bedingungen der relativen Anaerobiose, die
Kultur beim Zusatz von Embryonalgewebeextrakten entwicklungs-
fahig ist, und fand, dal auch in den tieferen Schichten typische
Fibroblasten in Mitose zu finden sind. Die Embryonalgewebe-
extrakte neutralisieren die schidliche Wirkung der Anaerobiose.

Versuche iiber Atmung des explantierten Gewebes wurden von
Rh. Erdmann und ‘Schmerl vorgenommen. Diese Autoren
haben ihre Versuche an ungeziichteter und geziichteter Froschhaut
vorgenommen. Sie gingen von der Voraussetzung aus, daB den
Atmungsversuchen Warburgs gewisse Fehlerquellen anhaften
konnen, da ein Gewebe nach den bei der Explantation gemachten
Frfahrungen eine gewisse Latenzzeit iiberwinden muB, bis es sich
dem neuen Medium anpafit und Zellwanderungen und Zellteilungen
aufweist. Das soeben explantierte Gewebe befindet sich nicht auf
der Hohe seiner Lebenstiichtigkeit, es soll erst geziichtet werden, bis
neue Zellteilungen auftreten, und erst dann kann man es zu Atmungs-
versuchen verwenden. Eine andere Fehlerquelle steckt darin, daBl in
einem Gewebestiickchen mehrere Zellarten vertreten sind. Eine
zuverlissige Bestimmung der AtmungsgroBe eines Gewebes kann
sicherlich nur an Reinkulturen ausgefiihrt werden. DaB sich eine
Kultur besser zu diesen Versuchen eignet, als das itberlebende Ge-
webe, wird klar, wenn man bedenkt, daB dieses letztere wihrend der
Versuche abstirbt, dagegen die Kultur wihrend dieser Versuche
funktionstiichtig ist und am ILeben bleibt.

Erdmann und Schmerl haben daher die Atmungsfunktion
sowohl iiberlebender als auch geziichteter lebender Froschhaut,
und auflerdem geziichtete Reinkulturen von Froschepithel be-
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stimmt. Die Atmungsmessung geschah nach der Methode War -
burgs in reinem Sauerstoff, wobei vorausgesetzt wurde, daB der
Wert D/A (Diffusionskonstante zu Sauerstoffverbrauch) fiir die
Froschhaut ungefahr der gleiche ist, den Warburg fiir Lebergewebe
angegeben hat. Die Kulturen wurden in Atmungstrége von 4—-5 cem
gebracht und mit einer gewohnlichen analytischen Wage (Emp-
findlichkeit = 1/,, mg) die Differenzen gewogen. Versuchszeit war
1—2 Stunden, und es wurde bei einer Temperatur von 22° C ge-
arbeitet. Das Trockengewicht der Kulturen in jedem Atmungs-
gefa betrug 1 mg, bei den Versuchen mit frischer, iiberlebender
Froschhaut 2-—3 mg. Die Kulturen wurden in Plasma oder in
Ringerlosung gehalten.

Als Ergebnis dieser Messungen sind folgende Werte erhalten

worden :
Atmung pro Milligramm Gewebe in einer Stunde:

1) frische Haut ... .. .. 3,1 cmm O,
2) Kulturen in Plasma . . . 6,1 cmm O,
3) Kulturen in Ringerlésung 1,5 cmm O,
4) reines Epithel. . .. ... 4,3 cmm O,

Das Uberraschendste bei diesen Zahlen ist die Summe fiir die
Epithelatmung. Man konnte tatsichlich erwarten, da in diesen
Versuchen das Epithel am stédrksten atmet; die Autoren finden
selber keine sichere Erklarung fiir diesen Befund. Sie glauben den
Unterschied der Kulturen gegeniiber der frischen Haut mit den
grolen neugebildeten epithelialen Réndern erkliren zu diirfen,
wobei eine Verschiebung des Epithels zu Bindegewebe stattfindet.

Die Versuche von Erdmann und Schmerl wurden von Bérn-
stein und Klee fortgesetzt. Diese Kulturversuche wurden unter
gleichen methodologischen Bedingungen wie die ersteren durch-
gefiihrt. Als Versuchsmaterial haben die beiden Forscherinnen
erstens Riicken- und Schwanzhaut von Rana esculenta var. ridi-
bunda, Schwanzhaut von Rana esculenta-Larven, dann aber auch
Riickenhaut von ganz jungen oder ausgewachsenen Froschen ver-
wendet. Die Atmungsversuche wurden sowohl an ungeziichteter,
als auch an geziichteter Haut vorgenommen, und es ergaben sich
im Mittel folgende Werte der Atmungsgréfien:

1,566 fiir ungeziichtete Haut von Froschlarven,

1,69 ”» 2 2 jlmger Fr('ische,
0,72 ,, »s ,» ausgewachsener Frosche,
4,37 ,, Kulturen von Froschlarvenhaut,

5,45 ,, . der Haut junger Frosche.
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Es war dabei die interessante Erscheinung zu beobachten, daf3
die durch Pilze verunreinigten Kulturen viel hohere Werte gaben
(10,4—12,45) als die sterilen Kulturen, dagegen waren die At-
mungsgroflenwerte der Haut von narkotisierten Froschen erheb-
lich niedriger (— 0,46) als normalerweise. Bérnstein und Klee
sind der Meinung, dal der Unterschied in der Atmungsgréfe von
Froschlarven, bzw. der Haut junger und ausgewachsener Frosche,
durch den stirkeren Bindegewebegehalt der letzteren bedingt sein
soll. Die hoheren Werte der Kulturen gegeniiber der ungeziichte-
ten Haut stimmen mit den von Erdmann und Schmerl erhal-
tenen Ergebnissen iiberein.

Die Wirkung der Kohlendioxyde auf die Kultur wurde von
Bauer untersucht. In diesen Kulturen wurden subcutane Binde-
gewebe in Locke-Lewislosung geziichtet und aus Bomben ihnen
das in destilliertem Wasser gewaschene, auf 36—40° erwdrmte und
mit Wasserdampf geséttigte Kohlendioxyd zugeleitet. Die Kultu-
ren waren in Kammern eingeschlossen, welche Ein- und Aus-
stromungsoffnungen fiir das Gas enthielten. Wurde eine groBere
Quantitiat von Gas verwendet, so wurde das Protoplasma der Zel-
len triiber, weniger transparent, die Kernmembran und Nucleolen
sichtbarer. Diese Erscheinungen treten bei kleineren Mengen
von Gas weniger hervor. Bei Farbungen mit Neutralrot zeigte sich
ein von der py abhingiger Unterschied : bei einem pg-Wert von 6,6
bis 7,0 haben die Granula eine gelblichrote Farbe angenommen,
bei py = 7,6 wurden sie gelblich. Wurden sie der Kohlendioxyd-
wirkung ausgesetzt, so nahmen die Granula eine rote Farbe an,
ohne Zufuhr von CO, sind sie rotlichgelb geworden. CO, hemmt
die Bewegungen der Mitochondrien, verzigert die Zellteilungen
in der Prophase, dagegen nicht in der Telophase. Unter CO,-
Wirkung treten gewisse UnregelméBigkeiten der Zellteilung auf,
jedoch nie die Bildung zweikerniger Zellen.

Kohlendioxyd wirkte auf die Funktion pulsierender Herzfrag-
mente hemmend, und es trat oft ein Stillstand der Kontraktionen
ein, die beim Aussetzen wieder einsetzen. Bauer ist der Meinung,
da3 CO,-Wirkung und Wirkung von Sauerstoffmangel, wobei Va-
kuolen und Granula im Zellplasma auftreten, nicht gleichzustellen
sind, da dieses Phianomen durch Behandlung mit CO. nicht ge-
steigert wird. Die Giftigkeit des Kohlendioxyds fiir die Kulturen
stieg parallel mit seiner Menge und Wirkungsdauer.
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Die fritheren Versuche, den Medien N-haltige und nicht-N-hal-
tige Substanzen zuzusetzen, haben gezeigt, daB3 die Zellen diese
nicht immer assimilieren kénnen. Die anorganischen Salzlosungen
von Lewis kénnen nicht in echtem Sinne Kulturmedien genannt
werden.

In dhnlicher Weise wurde die Utilisierbarkeit von verschiedenen
Zuckern auch von Suzuki untersucht. Er setzte zum Kultur-
medium 2 vH Galaktose, Raffinose, Maltose, Inulin, Dextrose,
Livulose oder Saccharose ‘usw. Saccharose und Laktose hatten
eine hemmende Wirkung auf die Zellentwicklung, sonst wurde bei
den anderen Zuckerarten nie ein giinstiger Einflul beobachtet. Von
der Voraussetzung ausgehend, dal sowohl im Tierkérper, als auch
in der Kultur der Zucker verwendet wird, ja sogar unentbehrlich
sein muf3, wurde Dextrose verschiedener Konzentration, von 0,002
bis 10 vH, den Medien zugefithrt. Es stellte sich heraus, daf die
Konzentrationen von 0,02—0,05 vH iiberhaupt keine das Wachs-
tum fordernde Wirkung haben, bei 0,1—0,5 vH ist diese Wirkung
ausgesprochen, und nur die héheren Konzentrationen hemmen das
Zellwachstum und verursachen frithzeitige Degeneration der Ele-
mente.

M. Lewis hat zeigen kénnen, dal Fragmente die durch Nah-
rungsmangel, durch Bakterieneinflufl usw. verursachte Degenera-
tion auch in indifferenten Medien ohne Zusatz von Embryonal-
extrakten regenerieren kénnen. Die Dextrose macht auch die sonst
ungiinstigen Medien, welche z. B. Eieralbumin, Allantoisfliissig-
keit enthalten, brauchbar. Die Anwesenheit von Proteinen im Me-
dium fiihrt das Fragment rasch zum Tode; in dextrosehaltigen
Medien wird sein Leben verlingert. In dextrosehaltigen Medien
werden die Vakuolenbildung und iiberhaupt die Degenerationser-
scheinungen verzogert. Werden grofiere Dextrosekonzentrationen
(2—5 vH) angewendet, so tritt eine Ansiuerung der Kulturen, wahr-
scheinlich durch Zerfall der Dextrose, ein, die von Zelldegene-
ration begleitet wird. Kuczynski, Tenenbaum und Werthe-
mann suchten die Schidlichkeit des hohen Kohlehydratgehaltes
der ¢ Nahrmischung (enthaltend Pepton, Glykogen, Normosal
und Plasma), in welcher das Explantat 0—30 Tage lang leben
konnte, durch Zusatz von Insulin zu beseitigen. In diesem Medium
zeigten die Epithelien ein sehr iippiges Wachstum. Es scheint,
daB die Methode der Gewebeziichtungen in vitro den Wirkungs-
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mechanismus verschiedener Substanzen, wie den des Insulins bei
der Zuckerumsetzung, an der Zelle direkt studieren 148t.

Uber den Kohlehydratstoffwechsel des Gewebes, der aber nicht
an Kulturen, sondern an iiberlebenden Fragmenten studiert wor-
den ist, haben wir sehr wichtige Daten aus der Schule Warburgs
erhalten. Die Versuchsergebnisse dieser Autoren, deren Arbeiten
meistens den Stoffwechsel des Krebsgewebes behandeln, werden
durch folgende Gesetze ausgedriickt: Zucker kann in den Ge-
weben nicht nur oxydiert, sondern auch unter Bildung von Milch-
siure gespalten werden. Das Uberwiegen der anaeroben Glykolyse
ist fir Neoplasmagewebe charakteristisch. In jedem Falle aber
,;ohne Glykolyse kein Wachstum®. Dieses Gesetz Warburgs
wurde an Gewebekulturen in vitro zuerst von Krontowski
nachuntersucht.

Man miite also glauben, da die Explantationselemente ihren
Energiebedarf in erster Linie mit Kohlehydraten decken. Kron-
towski und Bronstein haben versucht, mit den entsprechenden
mikrochemischen Methoden den Zuckerverbrauch von Gewebe-
fragmenten in der Kultur nachzuweisen und quantitativ zu be-
stimmen. Es ist klar, da diese Versuche groBe technische Schwie-
rigkeiten bereiteten, da man in Betracht ziehen muf}, da8 die Frag-
mente von 0,5—0,8 mm Durchmesser etwa‘0,0000G—.0,000B g
ausmachen.

Die Fragmente von Milz (Bindegewebe) und Niere (Epithel)
von Kaninchen und Méusen wurden in Néhrbéden gebracht, deren
Zuckergehalt mikrochemisch bestimmt war: Kaninchengewebe
wurden in unverdiinntem Kaninchenplasma, in Plasma und Ty-
rodelésung (1:1) oder in Kaninchenplasma und Kaninchenmilz-
extrakt (1:1), dagegen Méausegewebe in einer kombinierten Mi-
schung geziichtet. Eine Zeit nach der Explantation wurde der
Zuckergehalt mit der mikrochemischen Methode von Hagedorn-
Jensen bestimmt. Es wurden 758 Kulturen von Nieren- und Milz-
gewebe angefertigt.

Diese Untersuchungen zeigten, da8 in den Gewebekulturen ein
energischer Zuckerverbrauch stattfindet. Wihrend in den rasch
wachsenden Explantaten nach 2téigiger Wachstumsdauer der
Zuckergehalt 0,02 vH ausmachte, war in der Kontrollkultur (durch
Erwirmen getotetes Gewebestiickchen) 0,14 vH Zuckergehalt
nachgewiesen. Es wurde also gezeigt, daBl im Laufe der ersten
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2 Tage von den gut wachsenden Geweben mehr als 80 vH des
Zuckergehaltes verbraucht wurde. Die verbrauchte Zuckermenge
konnte auch in Zahlen ausgedriickt werden: 1 mg (als Einheit) des
explantierten Gewebes (in gut wachsenden Kulturen) hat im Laufe
von 48 Stunden nicht weniger als 0,08 mg Zucker verzehrt, d. h., auf
Trockengewicht des Gewebes berechnet, verbraucht das explan-
tierte Gewebe innerhalb 2 Tagen die Hélfte der Zuckermenge, die
das Gewebe selbst ausmacht. In den rasch wachsenden Kulturen
wird die gesamte Zuckermenge innerhalb 4—5 Tagen vollkommen
verzehrt, und es bleibt keine Spur von Zucker iibrig. Die mit Krebs-
zellen vorgenommenen Versuche zeigten, dafl bei diesen ein noch
starkerer Zuckerverbrauch stattfindet, als bei Normalzellen. Diese
Versuchsergebnisse von Krontowskiund Bronstein geben den
von Warburg erhaltenen Resultaten eine gute Stiitze.

Im folgenden wurde von Krontowski die Stoffwechselanalyse,
d. h. die Bestimmung der biochemischen Prozesse, die Anderung
der H-Ionenkonzentration als physikalisch-chemisches Kriterium,
einbezogen. Er ging von der Voraussetzung aus, daf} die dem
Kulturmedium zugesetzten Substanzen unter Einfluf des Zell-
metabolismus zerlegt werden miissen (saure Produkte des Zuckers),
und damit die Reaktion des Mediums verdndert werde. Es sollen
also die pg-Werte des Mediums vor der Explantation und nach
einer Zeiteinheit gemessen werden. Damit glaubt Krontowski
den biologischen Lebensproze der Kulturen qualitativ werten
zu kénnen, den Stillstand oder die Anderungen dieses Prozesses
nachzuweisen.

In seinen Versuchen hat Krontowski die H-Ionenkonzen-
tration mittels der Indikatoren nach Clark und Lubbs gemessen.
Es wurden Milzfragmente 2 Tage alter Kaninchen in Gabri-
tschewskischalen geziichtet in homogenem Plasma ohne (Kon-
trolle) oder mit Zusatz von verschiedenen Substanzen. Messungen
wurden nach 48stiindiger Vegetation vorgenommen: In den Kon-
trollkulturen war der pg = 7,1—7,0, withrend mit 1 vH Glukose-
gehalt 6,1 und 6,0 (Versduerung der Kultur), mit 1 vH Maltose
5,3—6,4, dagegen mit Mannit 7,0, also keine Abweichung vom pg-
Wert der Kontrollkulturen.

Die Brauchbarkeit dieser Methode, d. h. die Tatsache, dafi
diese py-Wertunterschiede durch direkte vitale Aktion der Zell-
elemente zustande kommen, war dadurch erwiesen, daB anstatt
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lebenstiichtiger Fragmente aseptisch autolysierte tote Gewebe-
stiickchen in das Medium gesetzt wurden, wo also Fermente reich-
lich vorhanden waren : In diesen Kulturen war der charakteristische
Unterschied nicht wahrzunehmen. Ja iiberhaupt, wo nicht aus-
gesprochenes Wachstum und Versiduerung des Mediums stattfand,
war keine Anderung der pg-Werte zu beobachten. Auch Farben-
indikatoren, die das Wachstum der Kultur nicht hemmten, konn-
ten angewandt werden: Neutralrot oder Lackmustinktur, die dem
Kulturmedium zugesetzt wurden. Mit Lackmus blieben die Kon-
trollkulturen blau, dagegen sind die Versuchskulturen rot gewor-
den. Es wird sowohl das Medium als auch das Gewebe rot. In
Mannitkulturen, wo kein Unterschied im pg-Wert zu beobachten
war, und die Kulturen nicht nach der sauren Seite hin verschoben
worden sind, entstand keine rote Verfirbung. In dhnlicher Weise
kann dem Medium auch Chinin zugesetzt werden. Wird Chininum
bimuriaticum 1:1000 den Kontrollkulturen (ohne Zucker oder ohne
Fragment) zugegeben, bleiben sie blau, die Versuchskulturen wer-
den rot. Eine groBere Empfindlichkeit wird mit 1:10000 Chinin
erreicht, in welchem auch die Kontrollkulturen rétlich werden.

Hauptsichlich die erstere Methode, dem Medium Lackmustink-
tur 1 oder 2:10 beizufiigen, ist eine so einfache, so sichere und ver-
laBliche Methode, daB} sie eine weitere Beachtung sicherlich ver-
dient.

0. Swetzy setzte zu Ringerlésung Eieralbumin, Burrows und
Neymann Kohlehydrate, Fette, Peptone und x-Aminosiuren,
aber immer erfolglos.

Diese Tatsachen konnten auch von Schazillo schon friihzeitig
nachgewiesen werden. Er zeigte, dal die dem Kulturmedium zuge-
setzten Nahrstoffe Globulin, Albumin und Myosin selbst in diinnen
Konzentrationen Strukturverdnderungen des Chondriosomenappa-
rates der Zelle und andere Verédnderungen im Wachstum hervor-
rufen. Casein soll das Wachstum nicht hemmen, und die Pepton-
losungen fordern es. Von den Lipoiden wirkt Cholesterin hemmend,
Lecithin in gleicher Konzentration férdernd auf die Entwicklung
isolierter Gewebe. Andere Néhrstoffe, wie Eiweilkérper, Kohle-
hydrate, Lipoide wurden in Ubereinstimmung mit anderen Auto-
ren als das Wachstum deprimierende Substanzen gefunden, was
sich aus dem Zerfall der Chondrioconten manifestiert. Es stellte
sich heraus, dafl die Explantationselemente die Eiweikorper
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am wenigsten utilisieren und gegeniiber diesen Substanzen sehr
empfindlich sind. Weniger charakteristisch ist die Erscheinung
Kohlehydraten und Lipoiden gegeniiber.

In shnlicher Weise haben Carrel und Ebeling die Wirkung von
Eieralbumin, Eigelb und Bouillon untersucht. Sie fanden auch,
daB in diesen Medien das Explantat iiberleben kann, aber von
einer echten Kultur nicht die Rede ist, da die Zellelemente die
im Medium geldsten Substanzen nicht zur Synthese von neuem
Protoplasma verwenden konnen. Die absolute Menge des Explan-
tats wird trotz einer anfinglichen Proliferation immer geringer.

Schon die Versuche Burrows’ haben diese Tatsache fiir die
Aminosiuren erwiesen und sogar beobachtet, dal diese Substanzen
in hoherer Konzentration im Kulturmedium auf das Explantat
toxisch wirken. Carrel und Ebeling haben diese toxische Wir-
kung bei einer langen Reihe von Aminosduren (Glycin, Lysin,
Leucin, Phenolalanin, Asparagin, Histidin, Prolin, Oxyprolin usw.)
zeigen kénnen. Von Carrel wurden verschiedene Peptone in
dhnlichem Sinne untersucht. Er fand, daf nur das Wittepepton
das Wachstum weitgehend begiinstigen kann. Das Pepton von
Parke-Davis aktiviert sehr wenig zur Proliferation, wahrend
die Peptone Fairshild und Armour toxisch wirken. Da das
Wittepepton aus Proteasen zusammengesetzt ist, wird es sehr
wahrscheinlich, daB die ersten Abbauprodukte der Proteinmolekel
das assimilierbare N darstellen, das zur Proliferation der Explan-
tationselemente notwendig ist. Carrel nimmt auch an, daB die
Proteine des embryonalen Gewebebreies sich von den Proteinen
des Serums darin unterscheiden, daB die ersteren sich leichter von
den Zellfermenten angreifen lassen und damit das assimilierbare
Néhrmittel der proliferierenden bindegewebigen oder epithelialen
Elemente darstellen.

Schon Carrel hat die Behauptung aufgestellt, dal in den Em-
bryonalextrakten aufer den nutritiven Substanzen auch andere
Bestandteile hormonaler Natur vorhanden sein koénnen. Man
kann mit Recht voraussetzen, daB Gewebe, wie Schilddriise,
Nebenniere, Testis, Ovarium und die anderen endokrinen Driisen,
Hormone produzieren. Auch wurde angenommen und nachge-
wiesen, daB in gewissen Geweben, wie Leber, Niere, Herz usw.,
vitaminhaltige Bestandteile seien, umso eher, als die Vitamine,
wenn auch in sehr minimaler Quantitit, ganz wichtige Anhéngsel

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 15
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der Nihrsubstanzen sind. Hopkins, Osborne und Mendel
haben die Beziehungen zwischen Kérperwachstum und A-Vita-
minen klar zeigen kénnen. Eine eben solche Beziehung zu dem
Faktor B ist nicht klar nachgewiesen worden, doch ist seine re-
gulierende Wirkung auf wichtige vitale Funktionen unzweifelhaft.

Bisceglie suchte die Wirkung vitaminhaltiger Substanzen di-
rekt am Explantat zu bestimmen. Es wurden die Faktoren A und

Abb. 48. Entwicklung der in homogenem Erwachsenenplasma unter Wirkung von A-Vitamin |
geziichteten Meerschweinchenmilzkultur in der 18. Lebensstunde. (Nach Bisceglie.)

B an Leber- und Milzfragmenten neugeborener Meerschweinchen
in homologen und heterologen Kulturmedien untersucht. Ein Zu-
satz von A-Vitaminen in die in homogenem Plasma geziichtete
Leberkultur verleiht einen Proliferationsreiz, der vorzugsweise epi-
thelialer Natur ist. Die Kulturen blieben 2—3 Tage linger am
Leben erhalten, als die Kontrollkulturen. Der Faktor B besaB eine
geringere Wirkung. Setzt man einer degenerierenden Kultur
A-Vitamin zu, bekommen die Zellen innerhalb 24 Stunden eine
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neue Wachstumspotenz, und ihr Leben wird fiir weitere 2—3 Tage
verldngert. Das B-Vitamin ist zu einer dhnlichen Wirkung nicht
fahig. In heterogenem Plasma bekommen die Leberkulturen unter
Wirkung der A-Vitamine einen ausgesprochenen Wachstums-
impuls, jedoch bleibt das Wachstum immer schwécher, als das der
Kulturen in homogenem Plasma. In diesen Kulturen ist die Pro-
liferation vorzugsweise bindegewebiger Natur. Die Ergebnisse der
Milzkulturen waren ganz ahnliche. Es wurde also gezeigt, daB die
Vitamine, und zwar hauptséichlich der Faktor A, beim Wachstum

Abb. 49. Der periphere Teil der Invasionszone einer Milzkultur am 7. Lebenstage,
deren Vitalitdt infolge Zusatz von A-Vitamin am 5. Tage zuriickgekehrt ist.
(Nach Bisceglie.)

in vitro eine wichtige Rolle spielen, indem sie die Assimilierungs-
prozesse begiinstigen und die Zellen zur Proliferation reizen.
Heaton untersuchte die Wirkung von Hefeextrakten, die Sub-
stanzen enthalten, welche groBe Ahnlichkeit mit dem Vitamin-
faktor B und nahe Beziehungen zur ,,antineuritischen Substanz
des Vitamins von Kimerley und Peters besitzen. Die Wirkung
der Hefe bzw. der Hefeextrakte wurde durch Autolyse bzw. Er-
hitzen auf 145° nicht gestort. Diese Hefeextrakte zeigen eine grofle
Ahnlichkeit mit den Leberextrakten Heatons, sie besitzen einen
das Wachstum der Fibroblasten hemmenden thermolabilen, in

15%*
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héchstens 75proz. Alkohol 16slichen und einen das Epithelwachs-
tum fordernden, noch in 97 proz. Alkohol 16slichen Faktor.

Haben wir einem embryonalen Gewebefragment giinstige Le-
bensbedingungen gesichert, wobei als wichtigste Bedingung die
Versorgung des ungehinderten und fortlaufenden Zellmetabolismus
ist (Entfernen der anabolischen Produkte durch Waschen der Kul-
turen und Verabreichen assimilierbarer Substanzen, um den Kata-
bolismus zu erhalten), so kénnen wir diesen Kulturen ein unbe-
grenztes Leben sichern. So wurde von Carrel im Jahre 1911 ein
Stamm von Fibroblasten eines embryonalen Herzgewebes gewon-
nen, der seit dieser Zeit in aufeinanderfolgenden Subkulturen wei-
tergeziichtet wurde ; diese Kultur wird 48stiindlich in ihrer Menge
verdoppelt und nichts 146t daran denken, daf} ein Veralten dieses
Zellstammes zu erwarten wére. Solche Zellstimme als Reinkultu-
ren haben fir die physiologische Forschung mittels Kulturen in
vitro eine sehr grole Bedeutung bekommen. Diese Reinkulturen
kann man aus allen Gewebearten gewinnen; manche lieBen sich
Monate, andere Jahre hindurch ziichten. AuBer dem von Carrel
geziichteten Fibroblastenstamm wird noch ein anderer in Kopen-
hagen von Fischer gepflegt; er ist schon fast 5 Jahre alt. Beide
Stémme dienten als physiologisches Reagens fiir viele Versuche,
die sehr wichtige Fragen der Biologie zu lésen suchten.

Auf Grund all dieser Versuche ist es klar, daB die Zelle nicht
ein vorausbestimmtes Ende haben muB, sondern sie stirbt aus
Ursachen, die auflerhalb ihres innersten Wesens liegen. Wahrend
fur die hoher organisierten Zellgruppen, wie es bei tierischen
Organismen der Fall ist, die sogenannte Veraltung existiert oder
wenigstens vorgetduscht wird, fehlt diese Todesursache, wenn
die Zelle vom Organismus getrennt geziichtet wird. Diese Zellen
werden potentiell unsterblich.

g) Studien zur Muskelphysiologie.

Wahrend iiber die Histogenese und Morphologie des Muskels
viele Arbeiten existieren (Heidenhain, Meves, Duesberg, Re-
nant usw.), sind es sehr wenige, die auf die Beziehungen zwischen
diesen und der Physiologie Licht gebracht hitten. Unter den ersten
diesbeziiglichen Arbeiten miissen jene von Bottazzi genannt
werden. Er war der Meinung, daBl das Protoplasma schon im
frithesten Entwicklungsstadium, wo aus dem Chondriom noch
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keine echten Myofibrillen entstanden sind, die Eigenschaft der
Kontraktilitidt besitzt. Um diese Beziehung der morphologischen
Differenzierung zur funktionellen Evolution zu erldutern, wurden
sehr frith von Engelmann und Weiss Versuche gemacht, spater
von Hooker und V1és, und zuletzt von Levi die Frage wiederum
behandelt; diese letzteren Autoren waren der Meinung, dafl die
Kontraktilitit nur nach vollbrachter Differenzierung die Zelle
charakterisiert.

Die Einfithrung der Gewebekulturen als technisches Hilfsmittel
ermoglichte es, dieses Problem erstens im frithesten Entwicklungs-
stadium des embryonalen Herzens zu studieren, dann aber, das
Phénomen der Kontraktionen auf lange Zeit unter dem Mikroskop
zu verfolgen. Die erste Beobachtung der Herzmuskelkontraktionen
in vitro wurde von Burrowsgemacht. Dierhythmischen Kontrak-
tionen wurden nicht nur an Zellsyncytien, sondern auch an iso-
lierten Einzelzellen beobachtet, wobei zwischen Pulsation der
Einzelzelle und Syncytium kein Synchronismus herrschte. Die
Zellen verkiirzten sich um ein Fiinftel ihrer Léange rhythmisch in
kurzen Intervallen. Burrows hat diese rhythmischen Kontrak-
tionen 30 Tage lang in vitro verfolgen konnen ; in den Explantations-
versuchen Carrels waren sie 104 Tage lang zu beobachten. Diese
rhythmische Forménderung wurde wohl auch von M. Lewis beob-
achtet, der pro Minute 115 Kontraktionen zihlte. In diesen Féllen
ging eben aus dem Phénomen der Pulsation mit Sicherheit hervor,
daB die Proliferationselemente tatsichlich muskuldrer Natur sind.

Auf die Frage Antwort zu geben, in welchem Moment der em-
bryonalen Entwicklung und gleichzeitig damit, in welcher Hohe
der morphologischen Differenzierung die Zellen funktionstiichtig
werden, wurde von mehreren Seiten versucht.

Die schonsten Arbeiten in dieser Richtung sind Olivo und
Krontowski zu verdanken. Es zeigte sich jedenfalls, daB die
Fihigkeit der Kontraktilitat desto groier ist, von je jingeren Em-
bryonen das Herzmuskelfragment herstammt; die 2—3 Tage lang
bebriiteten Embryonen sind fiir diese Versuche am besten zu ver-
wenden. In diesen ist jeder Teil des Herzens durch sehr aus-
gesprochene Selbstandigkeit ausgezeichnet. Die Kontraktions-
kapazitit bleibt bis zum 7.—8. Inkubationstag in derselben Hohe,
von hier ab nimmt sie taglich ab. Der Automatismus und die
Sensibilitdt steigt gradmaBig abwérts, und nach dem 10.—12. In-
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kubationstag sind die spontanen Kontraktionen schwer zu er-
kennen; nach dem 15. Tag horen der Automatismus und die Sen-
sibilitdt ganz auf.

Die Dauer und Intensitdt dieses Phidnomens hingt von den
mehr oder weniger giinstigen Lebensbedingungen ab, welche dem
Explantat geboten werden. In einem echten Nihrmedium (Plasma
und Embryonalgewebeextrakt) sind die spontanen Kontraktionen
bis zum 15. Tag der Explantation zu beobachten. In indifferentem
Medium (Plasma und physiologische Kochsalzlosung) ist dieses
Phénomen nicht so lange wahrzunehmen. Eine Ansammlung von
katabolischen Stoffwechselprodukten wirkt hemmend auf die
Sensibilitét, da eine Waschung des Fragmentes mit Ringerlésung
die nachgelassene Kontraktionsintensitit wiederbelebt.

Olivo ist der Meinung, da das Aufhéren der Pulsationsfihig-
keit in einer morphologischen Entdifferenzierung der Explanta-
tionselemente des Herzmuskels durch die Embryonalgewebe-
extrakte bedingt sei. Je #lter die Embryonen sind (also auch bei
1—6 Tage alten Hiihnchen), desto mehr dhnelt die Struktur der
Fasern denen der Erwachsenenherzen und desto schneller ver-
schwinden die Myofibrillen, jedoch bleiben die Myoblasten durch
manche histologischen Charaktere erkennbar ; erst spéter gehen alle
Unterschiede verloren. Ohne Zusatz von Embryonalgewebeextrakt
in das Medium kénnen die Herzfragmente eines 17 Tage lang be-
briiteten Hiithnerembryos einen Entdifferenzierungsgrad bekom-
men und werden pulsationsfihig; dagegen besitzen die Fragmente
neugeborener Kaninchen diese Fahigkeit ohne Nahrsubstanzen
nicht, da — wie Olivo meint — die Fasern degenerieren, bevor
noch ein entsprechender Entdifferenzierungsgrad der Muskel-
elemente erreicht ist. Nur die morphologische Entdifferenzierung
kann den Muskelzellen die Fihigkeit des Automatismus zuriick-
geben, d. h. wenn die Fasern einen negativen Entwicklungsproze
durchmachen, indem ihre Zellen indifferente Elemente werden. Es
wird also auch verstindlich, daB die Funktionstiichtigkeit der
Herzmuskelzellen von ihrem Entdifferenzierungsgrad abhingt.

Die ersten Kontraktionen der Herzanlage traten bei Olivo
wiahrend der Differenzierung des neunten Paares der Urwirbel auf.
Zuerst waren sie nur auf ein kleines Gebiet beschrankt, das sich
langsam auf die ganze Herzwand ausbreitet. Die Kontraktionen
sind immer rhythmischer, immer hiufiger und kréftiger. Von den
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ersten Kontraktionen erfolgen nur 4—5 pro Minute; sie treten
im mittleren Abschnitt der Herzanlage auf. Hier sind noch
keine Myofibrillen zu beobachten, und es sollen deshalb die ersten
Kontraktionen gar nicht sarkoplasmatischer Natur sein. Es er-
schienen andere nicht gleichartig pulsierende Anteile, die aber bald
konfluieren, und es wird unter den Kontraktionen der verschiede-
nen Herzgebiete ein vollkommener Synchronismus herrschen. Man
muB annehmen, da3 die Kontraktionsreize durch alle Zellen dif-
fundieren. Erst nach dem Erscheinen der Myofibrillen kann die
Herzwand mit CaCl; zur dissoziierten Kontraktion gereizt werden,
die dann selbstindig fortdauern kann: Olivo erklart diese Er-
scheinung durch eine Dissoziation der fibrilliren und sarkoplasma-
tischen Kontraktionen. Die Kontraktilitat kann durch elektrische
Reize erh6ht werden, sie beschleunigen den Rhythmus. Bei Extra-
kontraktionen folgen keine Kompensationspausen.

Bei Myotomen wird die Kontraktilitiat auf Induktionsschlige
nach 60—65stindiger Bebriitung auftreten. Die Reizbarkeit ist
am Anfang sehr klein; die Kontraktionen (Verkirrzung und Aus-
dehnung) sind sehr gering, doch kann man durch fortgesetzte Rei-
zung tetanisierend einwirken. Die Charaktere der Kontraktionen
sind denen der glatten Muskeln &dhnlich. Die Myotome zeigen
keine spontanen Kontraktionen und werden durch Reize auch bald
erschopft. Wenn sie ermiidet sind, dehnen sie sich langsam. Sie
sind elektrischen Reizen und Temperaturschwankungen gegeniiber
sehr empfindlich.

Die Funktionsfiahigkeit ist vor dem Erscheinen der Myofibril-
len eingetreten, und Olivo weist darauf hin, dafl sowohl in den
Anlagen der Skelettmuskulatur, als auch der Herzanlage die
Kontraktionen rein sarkoplasmatisch sind.

Es wurde schon von Fischer gezeigt, dall zwei affrontierte
Herzfragmente, die anfinglich einen ungleichen Kontraktions-
rhythmus hatten, nach 24—72stiindiger Ziichtung eine vollstin-
dige funktionelle Einheit zeigen, d. h. ein Synchronismus beherrscht
sie. Fischernahm einen Austausch von artspezifischen Substanzen
zwischen den Zellen beider Fragmente an, da es ihm nicht gelang,
zwischen heterogenen Herzfragmenten einen Synchronismus hervor-
zurufen. Diese Tatsache wurde aber von Olivo widerlegt, indem er
Herzfragmente von Hithner- und Taubenembryonen affrontierte;
die entstandene anastomotische Einheit hat auch den Synchronis-
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mus der Pulsationen bedingt. Diese Ergebnisse sind deshalb auch
schon von Wichtigkeit, da sie Licht auf die Frage der Beziehungen
heterogener Gewebe und praktisch auf die Frage der Heterotrans-
plantation werfen kann.

Die zwei heterogenen Herzfragmente Olivos wurden in Hiih-
nerplasma geziichtet; sie erlaubten Emigration und Wachstum
beider Fragmente. Ihre Kontraktionen dauerten einige Tage lang.
Durch das Zusammenwachsen beider Fragmente entstand ein syn-
chroner Kontraktionsthythmus, welcher aber verloren ging, als
die zwei Fragmente durch einen Schnitt getrennt wurden.

Abb. 50. Links Explantat vom Taubenherz (C), rechts Explantat vom Hiihnerherz (P).

Die Kontraktionen sind synchron. Die Kontraktionen des Taubenherzens eilten erst denen

des Hiihnerherzens voraus. Die Kontraktionswellen folgen der Richtung des Zeichens.
Die Zahlen 18 bezeichnen die Zahl der Kontraktionen pro Minute. (Nach Olivo.)

Auch an isolierten Elementen der Herzfragmente (M. Lewis)
konnten rhythmische Kontraktionen beobachtet werden.

Krontowski unternahm vergleichende Versuche, in welchen
der Kontraktionsrhythmus durch verschiedene Markiermethoden
registriert worden ist. Durch diese Methode wurden von Kron-
towski physikalische (Temperatur-) Einflisse auf das explan-
tierte Herzfragment untersucht. Er setzte zwei verschieden grofe
Fragmente desselben Herzgewebes einander gegeniiber; die beiden
Stiickchen waren durch eine Zellbriicke miteinander verbunden,
doch trotz ihrer anastomotischen Einheit war der Pulsationsrhyth-
mus beider Fragmente bei 39° von verschiedener Geschwindigkeit :
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das Kkleinere Stiickchen machte pro Minute 136 Kontraktionen, das
gréBere 104. Beim Erhohen der Temperatur wurden die Kontrak-
tionen unregelmiBig und seltener; als die Temperatur wieder her-
abgesetzt und bei 39,5° belassen wurde, zeigte das kleinere
Stiickchen 124, das groBere 64 Kontraktionen. Bei Temperatur-
erniedrigung blieb das kleinere Herzstiickchen langer am Leben
erhalten und zeigte noch deutliche Kontraktionen, als das groBere
schon abgestorben war.

Abb. 51. Die Kultur ist dieselbe wie auf der vorhergehenden Abbildung. Die Explantate
vom Taubenherz und vom Hiihnerherz sind zerschnitten worden und man hat je zwei
Taubenherzen und zwei Hiihnertherzen erhalten. Die Kontraktionen der zwei Teile des
ersten Paares sind synchron, die zwei Teile des zweiten Paares sind von verschiedenem
Rhythmus, sowohl unter sich als auch dem ersten Paar gegeniiber. (Nach Olivo.)

Uber die Resistenz der Explantate Temperaturschwankungen
gegeniiber wurde auch von Lambert und Hanes berichtet. Diese
Autoren haben Herz- und Darmfragmente von Hiithnerembryonen
untersucht, und sie sahen, daB zwischen den Girenzen von 26° und
44° einerseits rhythmische Kontraktionen, andererseits peristal-
tische Bewegungen zu beobachten sind. Zwischen 22° und 24° C
zeigten die Herzexplantate immer noch 11—20 Kontraktionen pro
Minute und hérten erst unter 22° auf zu pulsieren. Bei lingerer
Einwirkung von 40° traten Rhythmusstérungen auf, bei welchen
das groBere Fragment sich als das empfindlichere erwies (Allo-
rhythmie, Bigeminie bei 39,5°); die Ursache dieser Erscheinung
konnte nicht mit Sicherheit festgestellt werden.
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h) Das Pigment.

Uber den Ursprung der Pigmentkérnchen existieren viele Mei-
nungen, es herrscht aber darin absolut keine Ubereinstimmung.
Das Studium mittels der Gewebekultur brachte nur einzelne und
wenig zusammenhéngende Ergebnisse iiber dieses Problem.

Scilj hat im Jahre 1911 angenommen, da8 die Pigmentkérn-
chen vom Kern abstammen, der oft degenerativen Prozessen ent-
gegenschreitet. Smith hat diese Frage sowohl in vivo als auch in

Abb. 52. 72 Stunden alte Kultur der Pigmentschicht der Retina von einem 8 Tage alten
Hiihnerembryo. In den meisten Zellen sind die Pigmentkérnchen um die Zentrosphire
an der einen Seite des Kerns angeordnet. (Nach Smith.)

vitro studiert und behauptet, daBl der Ursprung aus dem Zellkern
wenigstens beim Huhn nicht bewiesen ist. Es wurde auch die
Hypothese aufgestellt, dafl die Pigmentkérnchen aus den Mito-
chondrien herstammen, jedoch Luna z. B., der diese Frage an
Explantaten studiert hat, hat eine derartige Umwandlung der
Mitochondrien in Pigmentkérnchen nie beobachtet. Aber auch
Smith selbst ist gegen diese Hypothese, da in den in vivo beob-
achteten Zellen die farblosen Kornchen weniger lichtbrechend sind,
als die Mitochondrien, und da unter dem Mikroskop nie eine Um-
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wandlung der Mitochondrien in Pigmentkornchen beobachtet
werden konnte. Sonst erinnern die Bewegungen der Pigmentkorn-
chen kaum an die der Mitochondrien, und wihrend die Pigment-
kornchen mit Neutralrot sich farben, werden die Mitochondrien
mit Janusgriin gefarbt. Es scheint also, dal die Pigmentkérnchen
weder aus dem Kern entstehen, noch durch Umwandlung der
Mitochondrien gebildet werden ; sie haben aller Wahrscheinlichkeit
nach nichts mit dem Fettstoffwechsel zu tun. Zuletzt hat Smith
bemerkt, daB in lebendigen Zellen die Pigmentkornchen zwischen
Zentrosphare und der Peripherie sich lebhaft bewegen. Die ersten
Zeichen der Pigmentbildung zeigen sich 48 Stunden nach der
Explantation. Die Pigmentbildung wird durch zwei Stadien
charakterisiert: 1. Bildung von Chromogen; 2. Bildung des Pig-
mentes, wahrscheinlich durch Aktion enzymatischer Faktoren.

Die physiologischerweise vorkommenden Pigmente der Epithel-
zellen der Froschhaut sind epithelialer oder bindegewebiger Her-
kunft. Zu den letzteren gehoren die morphologisch und mikro-
chemisch wohlcharakterisierten grofen Melanophoren und die
Lipophoren. Mit den Lipophoren zusammen sollen oft die weniger
bekannten Guanophoren vorkommen.

Mitsuhashiist der Meinung, daB in kleinen Melanophoren das
Melanin nicht im Epithel, wo es aufgespeichert wird, entstanden
ist, sondern im Bindegewebe. Jedoch erscheinen bei der Explan-
tation im Epithel frithzeitig graugriine, an das Guanin erinnernde
Kornchen, deren Herkunft und Natur von Mitsuda in seinen Ver-
suchen festgestellt werden sollte. Dabei ergab sich die Frage, ob
dieses Fragment nur in vitro oder auch in vivo vorkommt.

Die angesetzten Froschhautkulturen gaben bemerkenswerte Re-
sultate. Bei Umsetzung der Kulturen wurde das Bindegewebe vom
Epithel abgetrennt, die Guanophoren fanden sich zwischen beiden
Schichten und blieben am Bindegewebe haften. Sie waren griin-
gelb, von unregelméBiger Form und wechselnder Menge. Im pola-
risierten Licht zeigten sie Doppelbrechung, mit Carmin-Fettfar-
bung und bei Eisennachweis bleiben sie unverdndert. In den unge-
teilten Epithelzellen werden von ,,Guanin®“-Kérnchen vollgefiillte
Zellen gefunden; sie sehen griingelb bis graugriin aus, sind rund-
lich, unregelmiBig oder von fadenformiger Gestalt. Das ,,Guanin®
ist nicht doppelbrechend, gegen Siuren und Alkalien ist es ziem-
lich bestéindig und mit Fettfarbstoffen nicht fairbbar. Mitsuhashi
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will wegen dieser Eigenschaften das ,,Guanin ebenso wie das
Melanin von den fetthaltigen Pigmenten trennen und sie in eine
Gruppe der ,,proteinogenen‘‘ Pigmente einreihen.

Die neuentstandenen Epithelien enthalten lichtbrechende Vaku-
olen und Pigmente mit einem hellbraunen oder graugriinen Farb-
ton. Die Vakuolen sitzen im Ekto- und Endoplasma. Die in diesen
Zellen gefundenen Kdérnchen zeigen nach ihren féarberischen Eigen-
schaften, Form und Lokalisation andere Charaktere als das ,,Gua-
nin*“. Der Autor ist der Meinung, dafl echtes Guanin in vitro iiber-
haupt nicht gebildet wird. Dagegen erscheinen 1—2 Tage nach
der Explantation in den ausgewachsenen Epithelgeweben und
auch im Medium, ganz dicht an den Epithelzellen, kleine Fett-
tropfchen, die sich dann vermehren. Sie konnten vielleicht Stoff-
wechsel- und Zerfallsprodukte des Gewebes selber sein.

Luna hat seine Versuche an den pigmentierten Zellen der
Chorioidea nach der Methode Levis ausgefiihrt. Er benutzte
Hiithnerembryonen von 8—I18tégiger Inkubation; die Chorioidea-
fragmente wurden entweder isoliert oder mit anderen Membranen
des Auges zusammen in einer diinnen Plasmaschicht geziichtet.
Die Pigmentzellen zeigten in diesen Kulturen aktive Bewegungen,
wanderten in das Koagulum gleichzeitig mit den mesenchymalen
Zellen, d. h. 2 oder 3 Stunden nach der Explantation, wahrend die
Zellen des pigmentierten Epithels erst nach 5—6 Stunden zu wan-
dern anfangen. Die Wanderung der Chorioideazellen ist sehr lang-
sam und sie erreichen erst etwa am 2.—3. Tag die distale Grenze
der Invasionszone, die von mesenchymalen Zellen gebildet ist und
auch epitheliale Elemente der Retina enthélt. Luna glaubt, dal
diese Erscheinung vielleicht durch die grole Quantitit von Pig-
ment verursacht wird, die diese Zellen mit sich schleppen. Man
muBl auch in Betracht ziehen, dafl die Emigrationsgeschwindig-
keit mit dem Inhibitionsgrad direkt proportional ist. Das Alter
des Embryos hat wenig EinfluB auf die Emigrationsgeschwindig-
keit. Die Pigmentzellen der Chorioidea wandern in Reihen, wobei
untereinander anastomotische Verbindungen bestehen; doch sind
auch einzelne Elemente in gréBerer Zahl anzutreffen. Wahrend die
mesenchymalen Zellen ihre Form &ndern, bewahren diese Zellen ihre
urspriingliche Form, und da nach Levi die Formanderung Ausdruck
der Lokomotionsaktivitdt der Zellen ist, wiirde man die langsamen
Bewegungen und Forménderungen aufeinander beziehen konnen.
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Die Pigmentzellen konnen verschiedene Metamorphosen er-
fahren, hauptséchlich in &lteren Kulturen, was wahrscheinlich Aus-
druck des alterierten Metabolismus ist. Die Pigmentkérnchen
kénnen anschwellen und sich in lichtbrechende Tropfen umwandeln ;
diese Tropfen lassen sich in der Retina mit Sudan III firben,
wahrend die der Chorioidea mit derselben Farbe ungefirbt bleiben ;
dagegen firben sie sich intensiv mit Eisenhdmatoxylin: zwischen
beiden Pigmentarten miissen also chemisch bedingte Unterschiede
vorhanden sein. Wird das Pigment der Zellen entfirbt, so bleiben
kleine K6rnchen zuriick, die sich nach Altmann-Kull mit Eisen-
himatoxylin rotblau firben; nach Luna stellen diese Kérnchen
die Chondriosomen der Zellen dar, in welchen das Pigment auf-
gespeichert wird. Er will sich Busaccas und anderer Autoren
Meinung anschlieen, da sich ndmlich Chondriosomen in Pig-
ment umwandeln. Die mit Eisenhdmatoxylin firbbaren und in
der Kultur angetroffenen grolen Kérnchen sollen nach ihm durch
Alteration der Chondriosomen entstanden sein, wie auch Levi
solche Alterationen (Schwellung, Kugeligwerden, stark Licht-
brechend- und stark Farbbarwerden) der Chondriosomen in der
Kultur beobachtet hat.

Die Pigmentkornchen der Hornhaut bewegen sich nur sehr
langsam, doch konnte die Natur dieser Mobilitit nicht geklart
werden.

Takashima hat in seinen Studien iiber die Genese von Mela-
ninpigment die Wirkung des Tyrosins auf die Chorioidea in vitro
untersucht. Es wurden zu den Versuchen, wie bei anderen Autoren,
Hiithnerembryonen verwendet und dem Kulturmedium Tyrosin zu-
gesetzt. Wenn die Embryonen aus der frithesten Embryonalzeit
herstammten, folgte eine bedeutende Schwirzung des Gewebes
schon innerhalb 1 oder 2 Tagen. Bei Temperatursteigerung komm#t
auch bei Anwesenheit von Tyrosin keine Pigmentvermehrung im
Gewebe zustande. Tyrosinmelaninbildung konnte durch chemische
Reize, Sduren und Alkalien, auch gehemmt werden. Nach dem
Autor soll es sich hier um fermentative Prozesse handeln, wobei
das entstandene Tyrosinmelanin keinen Unterschied dem echten
natiirlichen Melanin gegeniiber aufweist, da beide in verschiedenen
chemischen Reaktionen dasselbe Verhalten zeigen ; jedenfalls scheint
die Tyrosinase bei der Melaninpigmentbildung eine wichtige Rolle
zu spielen. Diese Versuche Takashimas geben iiber das Wesen
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der Melaninpigmentbildung der Chorioidea experimentell bewie-
sene Anhaltspunkte, die noch dadurch verstirkt werden konnten,
daB im Pigmentgewebe der Hithnerembryonen ebenfalls durch die
Hoffmannschen oder Millonschen Reaktionen direkt nachweis-
bare Tyrosinsubstanz zu finden ist.

Eine andere Frage, die der Herkunft des braunen Pigments in
den Leberzellen, wurde von Mitsuda behandelt. Schon Lubarsch
hat sich in dem Sinne geduBert, dal das Problem betreffend Her-
kunft und Alter des Pigments der Leberzellen durch diese Methode
ein entsprechendes Investigationsmittel gefunden hat. Mitsuda
hat seine Versuche auf zweierlei Weise vorgenommen : zuerst mit der
Methode der Transplantation, dann mit der Explantation. Diese
Doppelfiihrung der Versuche 14t die Ergebnisse zweifellos sehr
gut kontrollieren, und, wie z. B. in diesen: Fillen, wenn beide Er-
gebnisse iibereinstimmen, eine entsprechend groBere Sicherheit ge-
winnen. Es wurden sowohl Leberzellen als auch Gallengangepithe-
lien explantiert. Es zeigte sich die eigentiimliche Erscheinung, daf,
wihrend im Explantat selber noch nach 13 Tagen stark mit Pig-
ment beladene Zellen zu finden waren, die in das Koagulum aus-
gewanderten Zellen kein Pigment enthielten. Das graubrdunliche
Pigment in den Leberzellen schien nicht dadurch entstanden
zu sein, dafl durch Absterben vieler Zellen Pigment frei ge-
worden ist, das nun von den anderen Zellen aufgenommen und
gespeichert wurde, da in den zerfallenden Zellen selber eine héhere
Pigmentspeicherung vorzufinden war, als in den Explantations-
elementen. Es scheint also, da Pigment durch diese Zellelemente
selbst erzeugt werden kann. Die gro3te Menge von Pigment wurde
in den é&lteren, noch gut erhaltenen Zellen am Rande des Frag-
mentes gespeichert, dagegen fehlte es in den jungen Zellen fast
ganz. Die jungen Bindegewebszellen und die Elemente des Gallen-
gangepithels waren ebenfalls pigmentfrei. Durch mikrochemische
Reaktionen konnte der Autor nachweisen, daB dieses Pigment dem
Abnutzungspigment der menschlichen Leber dhnlich oder viel-
leicht identisch ist.

Alle diese Erscheinungen, aber in erster Reihe die Tatsache,
daB die neugebildeten Leberzellen, welche auBlerhalb ihres Organ-
zusammenhanges entstanden sind, kein Pigment enthalten oder neu-
bilden, konnten durch die Methode der Transplantation auch be-
statigt werden. Damit wird gezeigt, daB die pigmentspeichernden
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Zellen der Leber, von ihrem Organ entfernt, die Eigenschaft, Pig-
ment aufzunehmen oder zu bilden, nicht verlieren, daB aber die
neugebildeten Zellen diese Fahigkeit nicht mehr besitzen.

Es wurden nur in sehr spérlicher Zahl Versuche iiber die Genese
der verschiedenen organischen Pigmente vorgenommen. Doch
scheinen die eingeschlagenen Wege die Hoffnung zu erwecken, daf3
mit dieser Methode noch viele Fragen der Biologie des Pigments
gelost werden konnen.

i) Versuche iiber Nervenelemente ,,in vitro*.

Unter den experimentellen Studien an Nervenelementen steht
die Frage der Nervenfasern im Vordergrund; dabei wurden haupt-
siachlich von Levi verschiedene Faktoren untersucht, die die mor-
phologisch-physiologischen Charaktere der Nervenelemente be-
einflussen. Die erste Frage wurde zuerst an Froschlarven und
spéater durch die Einfithrung der Gewebeziichtungen an Kalt- und
Warmbliitermaterialien beantwortet. Im Jahre 1907 hat Harri-
son gezeigt, dal} die Ganglienzellen 24 Stunden nach der Explan-
tation plasmatische Fortsatze bekommen, welche sich immer mehr
verlingern und deren Ende in unregelméifigen Pseudopodien aus-
laufen. Die Endbaumchen oder Plakoden bewegen sich amdboid,
mit deren Hilfe kann die Nervenzelle sich bewegen oder umge-
kehrt, das Plasma wird vorgeschoben; in einer Minute wird so 1 u
zuriickgelegt, wobei die Faser fixer Zellen stark gestreckt wird.
Diese Befunde wurden von mehreren Forschern, unter diesen von
Braus, bestitigt. Ahnliche Ergebnisse wurden mit dem Rhomb-
encephalon der Hithnerembryonen erhalten (Levi). Aus dem
Rhombencephalon wuchsen dicke Fasern heraus, die schon in
5 Stunden eine betrachtliche Lange erreichten ; aus den Endbiaum-
chen entstanden fiacherférmige Gebilde, aus welchen wiederum
neue Fasern herauswachsen kénnen.

Uber die Eigenschaften der Nervenfasern, hauptsichlich iiber
ihre Regenerationsfahigkeit, wurden von Perroncito, Moncke-
berg und Bethe Untersuchungen gemacht, wobei gezeigt werden
konnte, dafl die regressiven Veranderungen der Zylinderachsen
nicht mit dem Phéinomen embryonaler oder junger Neuriten iden-
tisch sind. Diese letzteren wurden hauptséachlich von Ingebrigt-
sen an Kleinhirn und Ganglien junger Hiithner oder Sauger vor-
genommen. Die ausgewachsenen Neuriten, die nicht anasto-
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mosieren, wurden abgeschnitten ; nach etwa 20 Stunden erscheinen
rasch die regressiven Verdanderungen, die etwa 2 Tage hindurch fort-
schreiten. In der ersten Zeit stellen sich am zentralen Stumpf Re-
generationserscheinungen ein: die abgeschnittenen Fasern fangen
an in die Lange sprossend zuzunehmen und wachsen in das Ko-
agulum hinein. Es gibt also eine Regenerationsfahigkeit der Nerven-
elemente, da sie sich bei der Explantation in vitro zu regenerieren
vermochten; dann aber waren die differenzierten Nervenelemente
fahig, sich bei Amputation der reifen Fasern wiederum zu
regenerieren.

Zuletzt untersuchte Levi die Resistenz und Regenerations-
fahigkeit der Neuriten und Neuroblasten in lebenden Kulturen
in vitro. Es wurden bei diesen Versuchen Fragmente des Mes-
encephalon und des Telencephalon der 6—7 Tage lang bebriiteten
Hithnerembryonen verwendet, die in homogenem Plasma und
Lockelosung geziichtet worden sind. Die vorgenommenen Opera-
tionen wurden mittels des Mikromanopulators unter dem Mikro-
skop ausgefiihrt, wobei die Fasern mit feinen Nadeln glatt durch-
schnitten werden konnten, ohne Verletzungen an den Nerven-
elementen hervorzurufen.

Wurden die reifen Fasern mit Hilfe einer Nadel ausgezogen,
ohne sie abzureifilen, so zeigten sie regelmifBige Ondulationen,
deren Zahl und Lénge vom Ausdehnungsgrad abhéngt. In einigen
Minuten gewinnen die Fasern ihre urspriingliche Lange zuriick.
Regressionsphdnomene traten nur dann auf, wenn die Ausdehnung
allzu stark war und auch Verletzungen verursacht hatte.

Man hat an den Neuriten Lésionen gesetzt, ohne die Kon-
tinuitdt zu trennen. An der Stelle des Traumas treten ver-
schiedene Verdnderungen auf: Wird der Neurit mit der Nadel blo8
beriihrt, so entsteht eine sphérische, opake und homogene Schwel-
lung. Oft entstehen auch weit ab von der geschidigten Stelle Schwel-
lungen, kurze, feine améboide Fiaden, oder der Faserstamm kann
in ein Netz von Elementarfiden, die ihn bilden, zerfallen, die dann
wiederum zusammentreten. Beiso entstandenen Schwellungen 146t
sich die neurofibrillire Substanz durch mechanische Reize préci-
pitieren. Doch scheint es trotz so grofer Veréinderung der Neuron-
substanz, als ob die dicke Gelsubstanz der Neurofibrillen eine sehr
labile Konstitution hat, da der Neuron leicht seine Struktur modi-
fiziert. Auch distal von den Verletzungen kénnen perlschnurartige
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Anschwellungen und Faden erscheinen. Diese Erscheinungen sind
fliichtig, doch an Phinomene erinnernd, die beim normalen Wachs-
tum auch vorkommen, mit dem Unterschied, daB hier — wahr-
scheinlich durch die Verletzungen — diese Prozesse beschleunigt
werden. Diese Erscheinungen dauern aber nur einige Minuten und
verschwinden vollkommen.

Die Neuriten haben eine grofle Resistenz Traumen gegeniiber
und sind zu einer vollkommenen Restitutio ad integrum fahig. Wird
eine Nervenfaser angeschnitten, so stromt aus den beiden Stiimpfen
eine kleinere Quantitit von Substanzen heraus, die von neuro-
fibrillirer Natur zu sein scheinen. Diese Substanz wandelt sich
gleich in kornigen Detritus um. Schon wihrend der Operation oder
nachher schwellen die Stumpfenden zu Kdépfen an. Die so ent-
standene Substanz zwischen beiden Stiimpfen ist von der Dicke
und den physikalischen Eigenschaften des Koagulums abhéangig und
kann von fast 0 bis 20—30 1 gehen.

Am abgetrennten und iberlebenden Faserstumpf sind sehr
interessante Erscheinungen zu beobachten. Sie zeigen eine Zeit-
lang die Lebensphénomene der normalen unverletzten Fasern; die
regressiven Erscheinungen treten nach Ablauf verschiedener Zeit-
perioden ein, manchmal schon nach 4—5 Stunden, ein andermal
erst nach 23—30 Stunden. An Stelle der Verletzung erscheinen
die schon beschriebenen Schwellungen und werden nadelférmige
amdoboide Fortsdtze ausgesandt, die in einigen Minuten ver-
schwinden. In 2—3 Minuten wird der isolierte Faserstumpf
wiederum scheinbar normal, zeigt Wachstumsphédnomene, die
durch amdéboide Bewegungen des Endbdumchens vor sich gehen.
Das Wachstum kann in 15 Minuten etwa 7 u, im Mittel pro
Stunde etwa 20 yu zuriicklegen, und diese Wachstumsgeschwin-
digkeit scheint nicht geringer als die der normalen Faser zu sein.
Die Wachstumsintensitit und auch die Dauer des Uberlebens
scheint von der Liange des abgetrennten Stumpfes ganz unab-
héngig zu sein. Auch 15 u lange Stiicke wuchsen stundenlang.
Am proximalen Ende des Stumpfes kénnen die vitalen Erschei-
nungen ganz fehlen, oder es erscheinen sphéarische oder unregel-
mibige Schwellungen; auch kénnen dinne, blasse Fasern aus-
geschickt werden, die sich in amoboide Aste aufteilen. Allem
Anschein nach nehmen die Neuritstiicke, um unabhéngig von den
Neuroblasten wachsen zu konnen, vom Nahrmedium Substanzen

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 16
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auf und vermehren die absolute Quantitit des Materials. Die
trophische Wirkung der Neuroblasten kann letzten Endes doch
nicht entbehrt werden, da die isolierten Neuriten in einigen Stun-
den dem sicheren Tod entgegengehen.

Wenn die Distanz zwischen den beiden zentralen und sphéri-
schen Faserstiimpfen (in weichem und diinnem Koagulum) so
klein ist, daB die Stumpfenden einander beriihren, so kann sich die
Kontinuitit wieder herstellen. An den Stumpfenden erscheinen im
allgemeinen sphérische Schwellungen, die sich vereinigen, und nach
einiger Zeit ist die Stelle der Durchtrennung nicht mehr zu erkennen.
Es ist hier nur zu fragen, ob nicht die Trennung nur vorgetiuscht
war, und ob die Wiederherstellung der Kontinuitit durchtrennter
Fasern iiberhaupt moglich ist? Einige Versuche scheinen diese
Zweifel ganz widerlegen zu konnen. Ja selbst wenn die beiden
Stiimpfe etwas entfernt sind, kann nach lingerer Zeit selbst der
zentrale Stumpf mit amgéboiden Bewegungen den peripherischen,
abgetrennten Stumpf erreichen; dies kann auch dann noch ge-
schehen, wenn der peripherische Stumpf keine améboiden Bewegun-
gen mehr zeigt. Es ist interessant, daB sich ein zentraler Stumpf
auch mit einem nicht ihm gehorigen peripherischen Stumpf ver-
einigen kann.

Schon Harrison und spiter Ingebrigtsen haben gezeigt,
daB die Neuroblasten im Koagulum aktiv emigrieren. NachOlivo
sollen diese Bewegungen durch sehr kleine sphirische Bildungen
oder mit Hilfe ihrer Neuriten geschehen; die Neuroblasten emi-
grieren nur, wenn der Neurit schon entstanden ist, mit dem er sich
an das Fibrinnetz anhéingen kann. Mit dem Explantat bleibt der
Neuroblast nur durch eine oder zwei Verlingerungen verbunden,
die bei Emigration der Zelle sehr angespannt werden.

Levi hat auch an den Neuroblasten Operationen ausgefiihrt.
Wenn die Feinnadel bis zum Kern eingestochen wurde, so ver-
wandelte sich der Neuroblast gleich in kérnigen Detritus und der
Neurit verschwand spurlos. War dagegen die Wunde nicht so tief
und der Kern nicht angegriffen, so erschienen im Cytoplasma
lichtbrechende Kérnchen, doch scheinen die Zellen keine groBSen
Schiden davongetragen zu haben, da sich auch ihre Form nicht
andert. Auch Druckverletzungen verursachen beim Neurit grobere
Granulationen im Cytoplasma des Neuroblasten.

Es ist durch diese Versuche gezeigt worden, daB beim Wachs-



Versuche iiber Nervenelemente ,,in vitro*, 243

tum embryonaler Neuriten die distalen Endfasern die Hauptrolle
spielen; die trophische Funktion der Neuroblasten kann, wenig-
stens fiir einige Zeit, entbehrt werden. Die am6boiden Bewegungen
der Faserenden sind autonom und sind sicherlich nicht durch Ein-
flisse bedingt, welche die Faser von ihrer Zelle bekommt, deren
Natur nur wenig bekannt ist. Eben diejenige Aktivitdt der Faser,
deren Abhangigkeit vom Neuron vorausgesetzt worden war, scheint
eigentlich noch am unabhingigsten zu sein: die amdboiden
Bewegungen und das Wachstum hoéren, solange die Faser iiber-
lebt, trotz der Abtrennung von den Mutterzellen nicht auf. Daf}
gewisse Anhéngsel der Strukturelemente, vom Kern oder dem Cyto-
plasma unabhéngig, auch aktiv werden, wurde schon oft erwiesen,
z. B. an den Intestinalzellen der Anodonta, an den Schwinzen der
Spermatozoen usw. Die Autonomie der Nervenfasern wird aber
zuerst durch diese Versuche erwiesen, doch wire erwiinscht, daf
auch umgekehrt die Abhéngigkeit vom Neuroblast, die Ein-
fliisse, welche sie von der Nervenzelle bekommen, analysiert wiir-
den. Levi ist iiberzeugt, daB die abgetrennten Fasern vom Néhr-
medium Substanzen aufnehmen, d. h. es geht nicht etwa ein rein
physikalisches Phénomen vor sich, sondern es handelt sich um
Assimilation. Ein dhnliches Beispiel, wo abgetrennte Plasmateile
autonom anwachsen konnen, ist in der Metazoenwelt kaum be-
kannt, es wird also nicht ohne Interesse sein, die trotzdem vor-
handenen, auch trophischen Beziehungen zwischen Neuroblast und
Neuriten zu erforschen.

Levi versucht jedenfalls, die autonome Massenzunahme der
Neuriten zu erklaren. Das Vorherrschen der anabolischen Prozesse
iiber die katabolischen soll auf den Neuroblast beschrankt sein; in
diesem Falle wiirde der Neuron den Neurit mit neuem Material
versehen, oder aber diese anabolischen Prozesse gehen sowohl im
Neuroblast, als auch im Neurit vor sich, und der letztere ist fahig —
wie diese Versuche zeigen —, von der Néhrflissigkeit Substanzen
aufzunehmen, die im Neurit selber in lebendige Substanz umge-
wandelt werden.

Dafl diese Eigenschaften des Neuriten nur bei embryonalen
Elementen vorkommen, ist eine wohlbekannte Tatsache. In dhn-
lichem Sinne an peripherischen Nerven erwachsener Siugetiere
vorgenommene Versuche von Ingebrigtsen gaben stets negative
Resultate. Dagegen wurde die erst von Ingebrigtsen erwiesene

16*
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Tatsache, dal der embryonale Neuritenstumpf auch in vitro
durch améboide Aktivitdt des zentralen Stumpfes reagieren kann,
von Levi bestitigt und unsere Kenntnisse iiber die vitalen Eigen-
schaften und die Autonomie des Neurons bereichert.

IX. Die pathologischen Forschungsprobleme
der Gewebeziichtungen ,,in vitro*.

a) Entziindungen.

Das Studium der Entziindungsprozesse findet in der Me-
thode der Gewebeziichtungen entsprechende Forschungsmittel,
und wenn auch bisher Untersuchungen nur in spirlicher Zahl
vorgenommen worden sind, zeigen die Ergebnisse jetzt schon, daf3
sich auf diesem Investigationsfeld neue Moglichkeiten erdffnen.
Die Literatur iiber Entziindungen im allgemeinen ist unglaublich
groB3, doch gibt es noch mehrere Probleme, die einer Losung be-
diirfen. So z. B. die Frage der Lymphocyten, die entweder auf
hdmatogenem oder auf histogenem Wege entstehen. Mehrere
Autoren (Arnold, Senator, Schridde, Baumgarten, Orth
usw.) nehmen eine Abstammung vom Blutwege her an, nach
anderen hingegen sollen sie von Gewebsverbinden hergeleitet sein.
Nach Ribbert entstehen~die Lymphocyten der Entziindungs-
exsudate durch schnelle Vermehrung der priexistierenden Lympho-
cyten des normalen Gewebes.

Einen ganz neuen Weg hat die Grawitzsche Schule im Ent-
zlindungsproblem eingeschlagen mit einer Lehre, die schon vor
etwa 30 Jahren entstand und jetzt durch die Methode der Gewebe-
ziichtungen gestiitzt werden sollte. Trotzdem diese Lehre viele
Gegner gefunden hat, ist sie sehr beachtenswert. Im Mittel-
punkt dieser Lehre steht die Behauptung, daB im Entziin-
dungsgewebe die Rundzellen durch Umwandlung -der lokalen Ge-
webselemente entstehen und nicht, wie sonst angenommen wird,
himatogenen Ursprungs seien. Diese seit drei Jahrzehnten an-
gefochtene Lehre wurde von Grawitz seit 1914 wiederum auf-
genommen und in einer Reihe von Kulturversuchen zu unter-
stiittzen gesucht. In diesen Arbeiten wurden Herzklappenfrag-
mente geziichtet und nachgewiesen, daB beim Abbau des Binde-
gewebes in der Kultur Rundzellen erscheinen. Dies noch nicht
gut erklirbare Erscheinen der Rundzellen wurde auch anderer-
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seits beschrieben ; bei Transplantationen (von Fettgewebe in einen
Gehirndefekt nach Marchand), in den Regenerationserschei-
nungen, itberhaupt bei Wundheilung und in erster Linie in den
Entzindungen. In den Kulturen von Herzklappen wurden von
Grawitz, Schlahe und Uhliz in diesem Umwandlungsphé-
nomen des Gewebes drei Zelltypen beschrieben: ein myxoma-
toser Typ, ein Koérnchenzellentyp und ein Infiltrationszellentyp.
Die Rundzellen erscheinen in der letzteren, dem Infiltrations-
gewebe dhnlichen Formation, wo frither die Bindegewebsfibrillen
lagen. Die Frage der Rundzellen ist interessant. Es wurde
namlich verschiedentlich schon behauptet, daBl die Saugerherz-
klappen keine GefaBversorgung haben, wenn auch Ausnahmen
gefunden worden sind; nach Rappe konnen z. B. aus unbe-
kannten Griinden, meistens in der Mitralis, GefaBle erscheinen.
Aber in der Kultur muBl eine hdmatogene Ursache mit aller
Wabhrscheinlichkeit ausgeschlossen werden; hier kénnten die For-
mationen nur durch Abbau des Bindegewebes entstehen. Nach
Grawitz geschieht diese Umwandlung in der Weise, dafl nach dem
Abspielen des Ablagerungsprozesses sich im Medium die in feinste
Kornchen verteilten Chromatinstibchen sammeln; sie verdichten
sich zu neuen Kernen, welche sich einen neuen Plasmahof ge-
winnen. Das Eigentiimlichste in dieser Lehre ist die Behauptung,
dafl neue Kerne ohne Teilung aus anderen entstehen kénnen, und
eben diese neue Auffassung hat die meisten Gegner gefunden.

Die Grawitzschen Arbeiten wurden von Rhoda Erdmann
nachuntersucht. Sie ziichtete in tiblicher Weise Herzklappen von
Reptilien und Mammaliern (Ringelnatter, Ratte, Katze) und suchte
hauptséachlich das Entstehen der Kerne zu erforschen. Sie glaubt,
die Grawitzschen Ansichten mit den ihrigen in manchen Punkten
vereinbaren zu konnen, und bestétigt auch den Abbau der fibril-
laren Strukturen. Der Abbau der Bindegwebsfibrillen geschieht
in der Weise, wie das schon von Grawitz und Hannemann
selbst beschrieben worden ist. In der Mitte der Fibrillen, an
deren zwei Polen die fibrillire Struktur gut zu erkennen ist,
befindet sich ein Kern, der nach Hannemann auch dort ent-
standen ist. Hannemann denkt an ein Kernbildungszentrum,
in welchem der Kern entsteht. Dagegen stellt Erdmann fest,
dafl die ausgewachsene Herzklappe viel mehr Kerne enthilt, als
das von der Grawitzschen Schule angenommen wird; dabei ent-
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stehen in der Kultur neue Kerne nur durch direkte Teilung schon
préexistierender Kerne. Der Abbau wird durch eine Verflissigung
der Interzellularsubstanz eingeleitet, womit eine Auswanderung
von Rundzellen ihren Anfang nimmt. Beim Aufbau des neuen
Gewebesystems wird ein Entstehen von Bindegewebsfibrillen nicht
beobachtet, dagegen eine Fragmentation alter Kerne, welche
Kollagen und Elastin enthalten. Es entstehen elastische Faser-
chen, die in das freie Medium hineinwachsen. Mit diesen Arbeiten
wurde klar erwiesen, dal der von Grawitz nachgewiesene Ab-
bau des Herzklappengewebes ein sehr beachtenswertes Phanomen
ist, daBl aber die Neubildung des Gewebes nicht, wie er es an-
nahm, durch Neuentstehen von Kernen zustande kommt, sondern
praexistierende Elemente in Anspruch nimmt. Diese Versuche
werfen Licht auf die im Korper verlaufenden Abbauphénomene
des Gewebes, an dessen Stelle neues Gewebe tritt. In der Kultur
spielt beim Abbau und bei der Neubildung die Milieuanpassung
der Elemente eine groBe Rolle, und Erdmann will bei diesem
Kulturneubildungsphdnomen gegeniiber der Champyschen ,,de-
différenciation“ der Zelle eher iiber ,,rédifférenciation‘ sprechen,
d. h. iiber eine Neudifferenzierung des fibroblastischen Gewebes.

Marchand nimmt einen multiplen Ursprung (vasalen und
histogenen) der Polyblasten an. Er behauptet also, daB die
Polyblasten sowohl aus Blutzellen als auch aus Gewebszellen ent-
stehen, und damit ist ein multipler Ursprung, ein hématogener
und histogener, gegeben.

Unter der ,,GefiBwandzelle von Marchand miissen ver-
schiedene Zelltypen verstanden werden. Marchand und Herzog
schreiben den adventitiellen Klasmatocyten die gréte Bedeu-
tung zu.

Dagegen vertritt Maximow seit 1902 einen andern Stand-
punkt in bezug auf die Histogenese der Entziindungsgewebe.
Er unterscheidet drei Zelltypen im Entziindungsfeld: erstens die
Granulocyten (polymorphkernige, kérnige Leukocyten), die von
den GefidBen hinauswandern, aber nie definiertes Gewebe bilden;
sie degenerieren rasch und verschwinden bald; zweitens Fibro-
blasten, das sind die lokalen gew6hnlichen Bindegewebselemente,
die auf den Entziindungsreiz mit einer ausgesprochenen mito-
tischen Proliferation antworten und die Grundlage der Granula-
tionsgewebe bilden; drittens die Polyblasten, die amdboiden
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mononucledren Phagocyten des Entziindungsexsudats, welche in
verschiedenen Formen erscheinen koénnen: als die eigentlichen
mononucledren Makrophagen (von Metschnikoff), polynukledren
Riesenzellen usw. Sie sollen teils durch Mobilisation der lokalen
Klasmatocyten des Bindegewebes, teils aus wandernden Lympho-
cyten und Monocyten des Blutes entstehen; sie wandern in das
Gewebe hinein, hypertrophieren und erfahren die charakteristische
Umwandlung. Die Mitbeteiligung des Vasalendothels bei Entziin-
dungen oder mehr in der Form von Polyblasten ist weniger klar;
so viel steht aber fest, daB sie sich nie in amdboide Elemente
umwandeln. Tschaschin, Lang und andere haben die Ergeb-
nisse von Maximow bestatigt.

Was die Plasmazellen anbetrifft, konnten diese ebenfalls histo-
genen (Unna, Borst, Whilfield, de Buck usw.) oder hima-
togenen Ursprungs sein, d. h. sie sind einfach modifizierte Lympho-
cyten (Marschalko, Schottlinder, Krompecher, Domi-
nici, Weidenreich usw.).

Fir das Studium der Infektion wurde die Methode der Gewebe-
ziichtungen in vitro in gréem Umfang betreffs der Tuberkulose-
infektion angewendet, da eben die Tuberkuloseinfektion charak-
teristische Léasionen, den Tuberkel, hervorruft, in welchem die
Histogenese der eigenartigen Formation, die noch nicht gentigend
klar erfa8t wurde, leicht zu studieren ist. Die Reaktion des Ge-
webes bei der spezifischen Tuberkuloseinfektion, die im Organismus
in charakteristischen Entziindungsneubildungen sich manifestiert
und von einer langen Reihe von Forschern studiert worden ist
(Kostenitsch, Wolkow, Klebs, Metschnikoff usw. usw.),
gab gute Gelegenheit, der Explantationstechnik ein neues Investi-
gationsfeld zu ertffnen. Es haben sich in diesem Sinne Smith’,
Veratti, Timofejewsky und Benewolenskaja, Lewis,
Maximow, Lang und Bisceglie Verdienste erworben.

Wenn man einer Gewebekultur Tuberkelbazillen zusetzt, findet
in der Kultur eine Proliferation und Auswanderung von Zell-
elementen statt, welche die Bakterienhaufen umgeben, etwa im
Sinne des positiven Chemotropismus herangelockt; diese Zellen
sind mit phagocytaren Eigenschaften versehen, sienehmen in ihrem
Protoplasma die Bakterien in grofler Zahl auf.

Unter diesen Zellen hat das Auftreten von Riesenzellen eine
auflerordentlich rege Diskussion schon seit langer Zeit erweckt und
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ihr Erscheinen in den Kulturen wiederum zu Studien Gelegenheit
gegeben. Leo Loeb hat in Hodenkulturen Riesenzellen gefunden ;
Lambert, spater Weil, haben sie kiinstlich in Kulturen von em-
bryonaler Milz durch Zusatz von Fremdkorpern (Lycopodium-
sporen) hervorgerufen und behaupten, daBl an ihrer Bildung die
mononucledren oder die retikuldren Zellen oder die Zellen der Milz-
pulpa teilnehmen, wédhrend die Fibroblasten keine Riesenzellen
bilden kénnen. Lewisund Webster behaupten, dal die typischen
Riesenzellen in mit Tuberkelbazillen
infizierten ~Kulturen durch Ver-
schmelzen von groBen wandernden
mononucleiaren Zellen oder durch mito-
tische Teilung des Kernes eines die-
ser Elemente zustande kommen, wo-
bei das Protoplasma nicht der Teilung
des Kernes folgen kann. Maximow
fand in dhnlichen mit Tuberkelbazillen
infizierten Kulturen Riesenzellen,
welche nach ihm durch Fusion der
retikuldren Zellen entstehen. M. und
W. Lewis sahen in Kulturen von
Monocyten Riesenzellen durch Ami-
tose entstehen. In #dhnlicher Weise
schreibt Veratti die Entstehung der
Riesenzellen der Amitose zu, wihrend
) . Smith sie durch Fusion entstehen
Abb. 53. An der Invasionszone frei .
gefundene Riesenzelle einer mit 140t. Nach Timofejewsky und
e e bresenliey " Benewolenskaja sind beide Ent-
stehungsmechanismen mdoglich. Bis-
ceglie sieht die Langhansschen Riesenzellen durch Fusion
entstehen, doch will er die andere Moglichkeit auch nicht aus-
schlieBen.

Eine andere sehr wichtige Frage ist, wie erwdhnt, die Histo-
genese des Tuberkels. Die Beschreibung der Gewebsumwand-
lungen, d.h. das Erscheinen von groBen runden oder polygonalen,
mit homogenem Protoplasma versehenen epitheloiden Zellen
stimmen allgemein iiberein. Uber die Genese dieser Zellen gehen
die Meinungen auseinander, und zwar ist hauptsichlich die Frage
der epitheloiden Zellen noch ziemlich unklar. Die Literatur iiber
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diese Fragen ist allzu grol und uns interessieren nur die Ergebnisse
der Gewebeziichtungen.

Nach von Veratti an Lebergewebe von Kaninchen gemachten
Kulturversuchen sollen die Elemente des die Tuberkelbazillen um-
gebenden Tuberkels nicht, wie Smith behauptet, lymphocytéirer
Natur sein, sondern sie sind Histiocyten (Makrophagen). Die
Riesenzellen stammen meistens von diesen Elementen ab.

Maximow untersuchte den Reaktionsmechanismus des Lym-
phoidgewebes des Omentum und auch des losen Bindegewebes bei
der Tuberkuloseinfektion in vitro. Thm lag bei diesen Versuchen
daran, die Frage der Histogenese des Entziindungsgewebes im all-
gemeinen — wobei die Frage des Ursprungs der mononucledren
Exsudatzellen selbstredend auch herangezogen werden mufite —
zu losen. Die aktiven Elemente in diesen infizierten Kulturen von
Lymphoidgewebe waren die retikuldren Zellen, welche sich stark
vergroferten, mitotisch vermehrten und, in grofle epitheloide
Polyblasten umgewandelt, mobilisiert wurden. Sie hatten die sehr
ausgesprochene Fiahigkeit der Phagocytose. Durch lokale An-
sammlung dieser Zellen um Bakterienhaufen herum stellten sie
Formationen dar, welche den Tuberkeln des mit Tuberkelbazillen
infizierten Organismus sehr &hnlich waren. In diesen Formationen
war dann eine zentrale Verkidsung zu beobachten. Die Endothel-
zellen nehmen an der Bildung der tuberkeldhnlichen Formation
nicht teil und bilden auch keine Riesenzellen. Es scheint also,
daB die Tuberkelbazillen auf die Histiocyten im Sinne eines
Wachstumsreizes wirken; sie sind fur diesen Reiz empfindlicher,
als die Lymphocyten.

In den Arbeiten von Timofejewsky und Benewolenskaja
wurde Milz- und Lungengewebe von Kaninchen in Nahrmedien
gezlichtet, wobei den Kulturen Tuberkelbazillen des humanen
Typus zugesetzt wurden, um die Reaktion der Kulturelemente in
Gegenwart der Bazillen zu beobachten. In diesen Kulturen fand
eine Hemmung auf das Wachstum der Fibroblasten statt, dagegen
hat die Gegenwart der Tuberkelbazillen eine erhchte Bildung
groBer Wanderzellen mit dem Charakter der Polyblasten hervor-
gerufen. Als Zeichen der starken Phagocytose waren in ihrem
Protoplasma Tuberkelbazillen in groBer Zahl eingeschlossen. Diese
Zellen werden von den Bazillen chemotaktisch herangelockt, sie
sammeln sich um diese in groBer Zahl an und bilden Formationen,
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die ihrem Bau und Bestand nach den im Organismus entstehenden
epitheloiden Tuberkeln sehr @hnlich sind. Unter den Elementen
von epitheloidem Charakter werden manchmal auch vielkernige
Riesenzellen beobachtet; im Zentrum dieser Bildungen, wo die
Tuberkelbazillen angehduft sind, geht in der Folge Nekrose vor sich.

In den Kulturen von Lungengeweben sind an der Bildung
hauptséchlich Alveolarepithelzellen, in der Milz die retikuliren
Zellen und die mononucledren unkornigen Leukocyten beteiligt.
Im Protoplasma dieser Zellen findet in protoplasmatischen Va-
kuolen eine Verdauung der Tuberkelbazillen statt, die ihre Siure-
festigkeit langsam verlieren und in feine Kérnchen zerfallen.

Dann haben die beiden russischen Forscher Kulturversuche
an weilen Blutkorperchen in autogenem Plasma mit Zusatz
von Tuberkelbazillen angestellt. Die Leukocytenmembran wurde
in Tyrodelésung in kleine Stiickchen zerschnitten, die mit einer
Platinose in eine Suspension von humanen Tuberkelbazillen ge-
taucht und endlich in einen Tropfen Tyrodelésung iibertragen und
mit Plasma bedeckt wurden. Die Tuberkelbazillen stammten von
einer 1 Monat alten Glycerin-Kartoffelkultur und waren in ihrer
Virulenz abgeschwicht, wiesen aber noch einen betrachtlichen To-
xingehalt auf. In der Kultur zeigten die weiBen Blutkorperchen so-
fort amoboide Bewegungen ; um das Fragment der Leukocytenmem-
bran erschien bald ein weiBlicher Kreis von Leukocyten, die in das
Koagulum ausgewandert waren. Nach 2—3 Tagen ist dieser Hof
schon voll entwickelt. Die gekérnten Leukocyten gehen in der
Kultur bald zugrunde, dagegen nehmen die ungekérnten Lympho-
cyten, Leukocyten und Monocyten an GréBe zu, haben runde, ovale
oder auch unregelmafige Kerne, die verhiltnismiBig recht chro-
matinarm sind und einen oder mehrere Kernkérperchen aufweisen.
Thr Protoplasma ist basophil, enthélt Fetttrépfchen und der Kern
wird gegen die Peripherie gedriickt. Diese Zellen verfliissigen all-
mahlich das Fibrin, und es bildet sich im Zentrum ein helles Feld.
Die Kultur besteht fast ausschlieBlich aus diesen phagocytierenden,
sich amoboid bewegenden Zellen. Sie ergreifen die zerfallenden
Zellen, rote Blutkérperchen und andere Fremdkérperchen in der
Kultur und bilden aus dem Himoglobin der Erythrocyten ein
gelbliches Pigment. Sie kénnen sich in groBen Syncytien mit vielen
Kernen vereinigen und dadurch entstehen mit bloBem Auge sicht-
bare Riesenzellen.
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Bei Anwesenheit von Tuberkelbazillen werden die Bakterien
bald von leukocytédren Ansammlungen umgeben. Sie wandern in
die dichtesten Stellen der Bakterienhdufchen ein. Scheinbar iiben
die Tuberkelbazillen keine besonders schédliche Wirkung auf die
amoboide Bewegung der Zellen und ihre Lebensdauer aus. Die
Zellen konnen durch Vereinigung einzelner Zellen zu Riesenzellen
werden; diese Bildung ist auch manchmal in lebenden Kulturen
zu beobachten. Der Kampf zwischen den Tuberkelbazillen und
den kornigen Zellen wird allgemein mit dem Siege der ersteren be-
endigt: die Zellen gehen zugrunde und zerfallen. Sie sind diesen
Bazillen gegeniiber allzu schwach und haben in der Abwehraktion
gegen die Tuberkuloseinfektion fast keine Bedeutung. Dagegen
besitzen die nichtkérnigen Zellen, d. h. die Lymphocyten und Mono-
cyten, eine groflere Resistenz, sie sind am 2. Tage immer noch um
die Tuberkelbazillenhaufen gesammelt. Die ganze Zellansamm-
lung bekommt einen lymphoidalen Charakter. Die nichtkornigen
Leukocyten fangen jetzt erst an, ein ausgesprochenes Wachstum
zu zeigen, und dadurch wandelt sich langsam der lymphoidale
Typ in einen epitheloidalen um, wenn auch eine solche Verschie-
bung des Zelltyps nicht immer zustande kommt. In 3—4tégigen
Kulturen sieht man fast nur solche grolen améboiden Zellen, die
sich aus nichtgekérnten Leukocyten entwickeln. In einigen sind
mehrere phagocytierte Bakterien vorhanden; durch Vordringen
der phagocytierenden Zellen werden die Bakterien in Kkleinere
Haufen zerteilt. Die Zellen, welche die Bakterien umgeben, zeigen
keine deutlichen Degenerationszeichen. Am 11. Tage sind die
groBen Phagocyten in der Kultur regelmafig verteilt, ihr Proto-
plasma enthalt grole Mengen von Tuberkelbazillen, welche frei
iiberhaupt nicht mehr vorkommen.

Die Autoren sind auf Grund dieser Beobachtungen der Meinung,
daB die epitheloiden Zellen des Tuberkels hamatogenen Ursprungs
sein kénnten; die nichtkérnigen Leukocyten in der Kultur wiirden
sich in Phagocyten umwandeln, welche nach ihrer Morphologie
und Funktion den epitheloiden Zellen des Tuberkels &hneln. Diese
Versuche zeigen aber auch, daf die nichtkérnigen Leukocyten
durch ihre Resistenz Tuberkelbazillen gegeniiber und durch ihr
Vermigen, diese Bakterien (wenigstens in der Kultur) zu zerstéren,
im Kampf des Organismus gegen eine Tuberkuloseinfektion eine
grofle Rolle spielen miissen.
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Bisceglie ziichtete Leber- und Milzgewebe embryonaler Ka-
ninchen in homogenem Plasma unter Zusatz von Tuberkel-
bazillen des humanen Typus. In den Leberkulturen sieht er ling-
liche oder sternformige, mit Fortsitzen versehene Zellen aus-
wandern, die untereinander anastomotisch verbunden sind.
Diese Fibroblasten isolieren sich bald und wandern in das Ko-
agulum, um sich um den Bakterienhaufen herum anzusammeln.

Man sieht also, da die
Kochbazillen zwar die
Proliferationsfahigkeit der
Kultur unterdriicken, aber
dennoch auf die Prolifera-
tionselemente einen positiv
chemotropischen Reiz aus-
iiben. Es wird eine, wenn
auch nicht sehr intensive
Phagocytose beobachtet.
Langsam erscheinen andere
Zellelemente, die sich an
die ersten konzentrisch an-
reihen und die tuberkel-
ahnliche Formation bilden.
Riesenzellen waren mei-
stens an der Peripherie
dieser Bildungen zu sehen.
Epitheliale Elemente waren
an der Bildung der tuberkel-
Abb, 54. Mit phs;gocytierten.Kochbazillen beladene #hnlichen Formationen nie
o o mbryelen Kaninhnlebrkuue i otiligs, T wiire alsonach
Bisceglieden die Tuberkel
bildenden Epitheloidzellen eine rein histogene Natur zuzuschreiben ;
sie entstehen, wenigstens in den Leberkulturen, aus Fibroblasten;
ob auch die Kupfferzellen an der Bil dung dieser Zellen teilnehmen,
konnte nicht sichergestellt werden.

An Milzkulturen war zuerst eine histiocytire Reaktion auf
die Tuberkuloseinfektion wahrzunehmen, sekundir waren auch
die Fibroblasten beteiligt, doch war ihre phagocytéire Fahigkeit
weitaus geringer als die der ersteren und die regressiven Er-
scheinungen traten in ihnen auch friiher auf.
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Von allen Geweben hat betreffs der Tuberkuloseinfektion das
Lungengewebe die gro3te Bedeutung. Hier spielen die Alveolar-
phagocyten, — runde oder polygonal unregelmaBige Zellen, welche
in verschiedenen Formen auftreten, so als Staubzellen bei Selbst-
reinigung der Lunge, als groBe Exsudatzellen bei Entziindungen,
als Herzfehlerzellen bei Stauungsprozessen usw., — als Abwehr-
organe eine auBlerordentlich wichtige Rolle.

Abb. 55. Ausgewanderte histiocytire Zellen einer embryonalen Kaninchenmilzkultur, die
sich um einen Bazillenhaufen sammelten und eine tuberkelihnliche Formation bildeten.
(Nach Bisceglie.)

Es herrschen sehr verschiedene Auffassungen tber die Ab-
stammung dieser Elemente. Nach einigen Autoren (Arnold,
Schaffer usw.) sind die Alveolarphagocyten freigewordene Epi-
thelzellen der Alveolarwand, denen auch Elemente anderen Ur-
sprungs, wie Leukocyten und Bluthistiocyten, beigemischt “sein
diirften. Nach anderen Autoren (Aschoff und Kiyono) kénnten
die phagocytiren Elemente aus anderen Organen (Leber, Milz,
Knochenmark) durch Loslésung aus ihrem Verbande von reti-
kuliren Histiocyten herstammen. Einige Autoren betrachten die
Endothelien der Lungencapillaren als die Quelle dieser phago-
cytiren Elemente. So viel steht jedenfalls fest, daB die Ab-
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stammung der Alveolarphagocyten im allgemeinen iiberhaupt
nicht geklart ist.

Lang suchte die Frage durch Ziichtung von Lungengewebe
von Kaninchen in homogenem Plasma und Embryonalextrakt zu
lésen. Nach ihren morphologischen und funktionellen Eigen-
schaften sollten nach Lang die Zellen bindegewebige und

Abb.56. 6 Tage alte Kultur. Aus dem explantierten Fragment hervorgegangene Fibroblasten,
die tcilweise Bazillen enthalten. (Nach Lang.)

histiocytéire Zellelemente mit améboiden und phagocytierenden
und speichernden Fihigkeiten sein. Diese Zellen entsprechen den
Makrophagen Metschnikoffs (oder den Polyblasten von Ma-
ximow) im Entziindungsgewebe oder den mobilisierten Reticulum-
zellen der Lymphdriisenkulturen. Die Auffassung, welche
den epithelialen Ursprung der Alveolarphagocyten aus ,,kérnigen
kernhaltigen Epithelzellen der Alveolen in Abrede stellt, scheint
viel Berechtigung zu haben.
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Als Quelle der amdboiden Phagocyten und Makrophagen
miissen die Septumzellen betrachtet werden. Diese Zellen liegen
in den Septen und scheinen epitheliale Elemente zu sein; sie sind
es aber nicht (das zeigt auch schon ihr Sitz drinnen in den Septen),
sondern im Rahmen des retikuloendothelialen Systems gelegene,
bindegewebige Zellelemente mit embryonalen Entwicklungsfahig-
keiten. Sie schwellen an und wandeln sich progressiv in phago-
cytierende Zellen um, wie das in der Lungenkultur von Lang

Abb. 57. Das Bild ist dem der verkidsten Pneumonie dhnlich; groBe Bazillen enthaltende

Zellen in den Alveolarriumen; die Septumzellen sind mobilisiert, teils in das Lumen

gelangt; das Capillarendothelium ist von den Septumzellen durch den Nucleus zu unter-
scheiden. (Nach Lang.)

zu verfolgen war. Das interstitielle Lungenparenchym gehort also
dem mesenchymalen System des Organismus an, aus welchem die
histiocytiren Elemente entstehen. Die aktiv amdboiden, spei-
chernden Makrophagen oder Alveolarphagocyten sind mobilisierte
Septumzellen. Neben diesen histogenen Histiocyten spielen die
Bluthistiocyten nur eine untergeordnete Rolle (Lang), wihrend
dem Endothel der Lungencapillaren und des Bronchialsystems
kaum irgendeine Bedeutung als Quelle der Alveolarphagocyten
zuzuschreiben ist.
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Lang ziichtete mit Tuberkelbazillen infizierte Lungengewebe.

In diesen Kulturversuchen wurde die Bildung von tuberkel-
dhnlichen Strukturen ebenso wie in den anderen Kulturen be-
obachtet. Was die Histogenese dieser Formation anbetrifft,
meinte Lang, dafl dem Capillarendothel (im Gegensatz zu Foot,
der seine Beteiligung an der Bildung der Epitheloidzellen des
Tuberkels und des Entziindungsexsudates annimmt) iiberhaupt
keine Bedeutung zuzuschreiben ist. Das respiratorische Epithel
kommt auch nicht in Betracht. Allein die Septumzellen sind aktive
Elemente; sie werden als Alveolarphagocyten — mobilisierte
Histiocyten — in amdboide und phagocytierende grole Endo-
theloidzellen umgewandelt. Es wurden in der Kultur des Lungen-
gewebes keine typischen Riesenzellen gefunden, die jedoch in
echten Tuberkeln wahrscheinlich eine wichtige Rolle spielen; man
. mul} also annehmen, dafl im Organismus

%y, auch die hiimatogenen Zellen in diesen

» 0% *
_ ire ! Reaktionsprozessen eine wichtige Rolle
$ O Y

Vi

'/ spielen.
e M. R. Lewis hat verschiedene
a b Kulturversuche an weillen Blutkorper-

Abb. 58. a Die Tuberkelbazillen zel- - ohep yorgenommen und das Verhalten
gen Proliferation im Protoplasma

eineramdboiden, epitheloiden Zelle. dieser Kulturen verschiedenen Korpern
b Ef;,ﬁgfggz?ﬁeﬁ‘es(;‘j;’,'if;],‘fgf“ und Tuberkelbazillen gegeniiber unter-

sucht. In diesen Kulturen war eine
Umwandlung der weiBlen Blutkorperchen in Makrophagen, Epi-
theloidzellen und in Riesenzellen beobachtet worden. Die Kulturen
waren ungefihr 2—4 Wochen am Leben zu erhalten. Die Zell-
elemente hatten sich die Fremdkorper einverleibt und oft verdaut,
sie wurden hypertrophisch; diese Elemente wurden nicht nur
ihrem Aussehen, sondern auch ihrem funktionellen Verhalten nach
den Makrophagen der sonstigen Gewebe sehr dhnlich.

In einer Kohlensuspension, in welcher die Partikelchen etwa
14 Durchmesser hatten, war zwar das Wachstum der Kultur nicht
unmoglich gemacht; sie zeigte aber das charakteristische Auftreten
von Clasmatocyten, Epitheloidzellen und Riesenzellen. Alle Zell-
typen verhielten sich der Kohlensuspension gegeniiber anders.
Die grofite Quantitit von Kohlepartikelchen war in den Clas-
matocyten angehiuft, die Epitheloidzellen waren nur wenig be-
laden, die Riesenzellen dagegen sehr beladen, so daB der Kern
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wie ein kleiner, klarer Raum auf einem dunkeln Hintergrund
wirkte.

Die Phagocytose der Tuberkelbazillen zeigte ganz &hnliche
Phanomene. In den mit Tuberkelbazillen infizierten Kulturen
waren die polymorphkernigen Zellen schon nach 48 Stunden ab-
gestorben und das groBite der Zellelemente bestand aus mono-
nukledren Zellen. Die Tuberkelbazillen waren in Vakuolen ein-
geschlossen. Das Schicksal der Zellen ist auch schon von anderen
Forschern beschrieben worden. Die Riesenzellen dieser Kulturen
waren mehr oder weniger unregelmifig, in ihnen befanden sich
Tuberkelbazillen in verschiedenen Stadien der Verdauung. Unter
den 2000-angelegten Kulturen fanden sich in jeder eine oder mehrere
Riesenzellen des Langhansschen Typus.

Bei den Entziindungsprozessen des Nervengewebes war eine
der interessantesten Fragen die der Herkunft und Natur der
Glugezellen. Es hat sich Veratti mittels Gewebeziichtungen mit
dieser Frage beschiftigt und hat erwahnenswerte Erfahrungen ge-
sammelt. Dieser Forscher ziichtete Hirngewebe erwachsener Ka-
ninchen und sah unter den Residuen der der Nekrose anheim-
gefallenen Nervenelementen viele rundliche Zellen mit kleinem
Kern und fein granuliertem Protoplasma erscheinen, die gegen die
Peripherie wanderten und sich um das Explantat herum sam-
melten. Diese Zellelemente stammen von den adventitiellen Zellen
her, welche nach und nach in runde Elemente sich umwandelten
und den Glugezellen &hnlich wurden. Der Autor meint, auf diese
Weise die so komplizierte Frage der Herkunft der Glugezellen
gelost zu haben.

Loeb, Moor und Fleisher haben den EinfluBl der Saccharo-
myceten auf die Kultur von Nierengewebe untersucht. Sie inji-
zierten die Mikroorganismen den Versuchstieren intravends und
dann wurde das Gewebe entnommen. Sie wollen ein durch die
Saccharomyceten beschleunigtes Wachstum dieser Nierenkulturen
beobachtet haben.

M. Lewis hat den EinfluBl der Typhusbazillen auf die Kultur-
elemente untersucht. Sie ziichtete Darmfragmente von Hiihner-
embryonen unter Zutat von Typhusbazillen. Die Zellen erweichen
und innerhalb der mit Neutralrot fairbbaren Vakuolen sieht man
die Typhusbazillen. Die Bazillen werden nicht aktiv phago-
cytiert, sondern sie dringen in die Zellen ein, wenn die Vakuolen

Bisceglie u. Juhdsz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 17
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schon gebildet sind. Im Kern erscheinen dagegen keine Vakuolen.
Der Autor hat auch den Einschlufl von Bazillen in Bindegewebs-
zellen des Mesothels und in Klasmatocyten beobachtet.

Wir sehen also, daf fiir die Entziindungslehre mittels der Kultur-
methode viele wichtige Daten zusammengetragen worden sind;
jedoch die groBfen und fast uniiberbriickbaren Gegensitze zeigen,
da diese Forschungsrichtung nur die ersten Schritte zuriick-
gelegt hat. Aber eben die Vielfaltigkeit der Ergebnisse la8t schon
jetzt einen Reichtum von Moglichkeiten vermuten; deshalb darf
man den auflerordentlichen Wert des Forschungsmittels auf diesem
Gebiete der allgemeinen Pathologie nicht iibersehen.

b) Immunitit.

Die Explantationsmethode fand bei mehreren Autoren zur
Erérterung verschiedener Fragen der Immunitédtslehre Verwen-
dung. TUnter den ersten dieser Autoren (Carrel und Inge-
brigtsen, Levaditiund Mutermilch, Przygode, Hadda und
Rosenthal) sind Lambert und Hanes zu nennen, die eben fiir
das Studium der Cytotoxinlehre durch ihre Arbeiten den Weg ge-
offnet haben. Sie haben im Plasma von Meerschweinchen und
Ratten mittels Immunisierung mit Ratten- oder Miusesarkom-
zellen die Bildung von Cytotoxinen hervorgerufen und ziichteten
in diesem cytotoxischen Plasma Zellen der entsprechenden Ge-
schwiilste. Sie erhielten entweder gar kein oder nur beschrianktes
Wachstum, etwa Auswanderung einiger Zellelemente. Die Tat-
sache der Cytotoxinbildung wurde dann von Foot an mit
Hithnerknochenmark immunisiertem Kaninchenplasma und von
Walton durch Gewebeziichtung im Plasma von gegen Kaninchen-
leber oder Kaninchenhoden immunisierten Kaninchen bestatigt.

Im folgenden suchten die beiden Autoren Lambert und
Hanes die Spezifizitit der Cytotoxine in der Kultur nachzu-
weisen. Sie zeigten, daBl Cytotoxine gegen Rattensarkomzellen
nicht nur durch die entsprechenden Zellelemente selbst, sondern
auch durch Immunisierung mittels defibrinierten Rattenblutes zu
erzielen sind. Die Hamolysine sind im Plasma gut nachzuweisen.
Auch durch Einspritzen von Hautbrei von Rattenembryonen
konnte Lambert Cytotoxine erhalten. Mit Rattenblut waren
Cytotoxine gegen Rattensarkomzellen zu gewinnen. Die von
Lambert und Hanes mit Gewebebrei vom Herzen oder Darm
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der Hiihnerembryonen erzeugten Cytotoxine erwiesen sich als
nicht streng spezifisch.

Die beiden Autoren haben auch mehrere Untersuchungen iiber
die Frage der Geschwulstimmunitdt vorgenommen. Sie haben
in immunen Tieren Fragmente virulenter Rattensarkome geziich-
tet. Die Ratten waren entweder kiinstlich immunisiert oder sie
wiesen eine Panimmunitit gegen Carcinom und Sarkom auf. An-
dere zeigten nur einen groferen Widerstand; denn die einge-
pflanzten Geschwiilste gediehen bei diesen Tieren nur in einer
kleinen Prozentzahl. Diese Versuche fielen ganz negativ aus,
da zwischen Kulturen im Plasma normaler und immuner Tiere
kein Unterschied zu beobachten war; das Explantat wurde im im-
munen Plasma gar nicht abgeschwicht und das Zuriickimpfen in
gesunde Tiere gab dieselbe Prozentzahl des Gedeihens, wie das
der Kontrollkulturen. Damit wurde klar erwiesen, daf3 eine Ge-
schwulstimmunitét nicht durch die Anwesenheit von Cytotoxinen
bedingt ist, daB also keine humorale Geschwulstimmunitat
existiert.

Uber dieSpezifizitit der Toxine haben auch Had da und Rosen-
thal, in demselben Sinne, wie vor ihnen Lambert, Versuche
vorgenommen. Sie konnten den Nachweis erbringen, dafl sowohl
die normalerweise vorkommenden, als auch die immunen Himo-
lysine in heterogenem Plasma und auch die Isobdmolysine des
Hiihnerplasmas das Wachstum der Knorpel und Hautgewebe von
Hiihnerembryonen in vitro deutlich hemmen. Walton hat eben-
falls nachweisen kénnen, daB Cytotoxine gegen Leber- und Hoden-
zellen von Kaninchen keine enge Spezifizitat anfweisen. Walton
erhielt durch Immunisierung mit Hithnerknochenmark bei Kanin-
chen Cytotoxine, welche das Wachstum der Knochenmarkfrag-
mente anderer Gattungen zu hemmen vermochten. Das Fehlen
einer engen Spezifizitit der Cytotoxine wird man vielleicht besser
verstehen, wenn man die Spezifizitit der Zellbausteine nur im
Sinne von Abderhalden voraussetzt.

Carrel und Ingebrigtsen ziichteten Knochenmark- und
Lymphdriisenfragmente von Meerschweinchen in Anwesenheit von
Ziegenerythrocyten. In solchen Kulturen sind innerhalb 4 Tagen
spezifische Hamolysine erschienen, deren Menge am 5. Tage noch
zugenommen hat. Die Menge der erzeugten Hamolysine war be-
trachtlich: 2 Vol. Extrakt von Massenkulturen in Gabritschewski-

17*
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schalen erzeugten vollstéindige Hémolysine in 1 Vol. der 5proz.
Erythrocytensuspension in physiologischer Kochsalzlsung. Die
Hamolyse ging ohne Zusatz von Komplement vor sich, doch
war diese Fahigkeit bei Erwérmen auf 58° verloren gegangen;
nach Zusatz von frischem Meerschweinchenserum wurde sie wieder
hergestellt.

Diese Versuche wurden unlingst von Kuczynski, Tenen-
baum und Werthemann an Milzstiickchen von Kaninchen
wiederholt. Vor Anlegen dieser Kulturen wurden den Tieren
Hammelblutkérperchen intravenés injiziert, andererseits wurden
den Kulturen auch Hammelbluterythrocyten zugesetzt. Diese Ver-
suche gaben durchweg negative Ergebnisse. Die Ursache dieser
den Erfahrungen von Carrel und Ingebrigtsen widersprechen-
den Ergebnisse soll in der verschiedenen Methodik gesucht werden.

Liidke ziichtete Milz- und Knochenmarkgewebe von gegen
Typhusimmunisierten Kaninchen in Kaninchen- oder Meerschwein -
chenserum. Nach 24—36—48 Stunden wurde die Milz extrahiert
und der Extrakt auf Antistoffe untersucht. In #hnlicher Weise
hat Liidke Immunisierungsversuche mit Hammel- und Rinder-
blutkérperchen vorgenommen und es gelang ihm, spezifische
Amboceptoren mit Rinderbluterythrocyten zu gewinnen. Neben-
bei entstanden auch Partialamboceptoren fir Hammelblutkor-
perchen.

Reiter untersuchte die von Wassermann, Pfeiffer,
Deutsch usw. in vivo nachgewiesene Bildungsstitte der. Anti-
kérper, und zwar die hamopoietischen Organe. Es handelte sich in
diesen Versuchen um Neubildung, Aufspeicherung und Aussendung
von Antikérpern. Es ist aber sicher, daf3 es sich bei diesen Ver-
suchen meistens um ein Uberleben und keine Kultur handelte,da der
Autor von Beginn darauf ausging, ,,méglichst ganze Organe zur
Kultur zu verwenden‘, wenn er sich auch dabei bewut war, da
auf diese Weise mit einer ,,relativ beschrinkten Lebensméglichkeit*
der Kultur‘ zu rechnen war. Ob die geringeren Ausschlige dieser
Versuche, die Pricipitationen betreffend, nur darauf zuriickzu-
fithren sind, daB diese, wie nach Kraus, Levaditi, Schiffmann
u. a., innerhalb der Blutbahn gebildet werden, ist wohl fraglich.
Umgekehrt war bei Agglutininen fast unmittelbar nach der Anti-
geneinverleibung eine deutliche Antikérperbildung zu erzielen.
Auch unter diesen ungiinstigen Lebensbedingungen war die Ab-
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wehrfunktion der Zellelemente sehr ausgesprochen. Es wurde vom
Autor selbst festgestellt, dal der Ausschlag der Antikérperproduk-
tion mit der im Tier beobachteten verschieden starken Fahigkeit
der Zellen parallel geht, da in der ersten Phase die Antikérper-
produktion wenig ausgesprochen ist; nach der Latenzzeit in der
zweiten Phase wird sie beinahe explosionsartig; wihrend der
Akme sind die Antikorper reichlich vorhanden und ihre Menge
laBt in der dritten Phase nach. AuBler den hamopoietischen
Organen konnte auch die Niere die Fihigkeit der Antikorper-
bildung aufweisen. Die in vitro und in vivo vorgenommenen
Untersuchungen stimmten iiberein.

Die Bildung von Agglutinin in der Kultur wurde von Przy-
gode an Gewebekulturen von Milz erwiesen. Diese Kulturen
wurden von Geweben angelegt, die aus mit Typhusbazillen infi-
zierten Kaninchen gewonnen wurden. Der Autor legte auch Kul-
turen von normalem Milzgewebe an, welche zuerst 5—6 Stunden
lang in einer Typhusbazillensuspension verweilt hatten. In 9 bis
12 Tagen konnte man in beiden Fillen aus den Explantaten Ag-
glutininmengen gewinnen, deren Titer bei der ersten Versuchsreihe
1:800 bis 1:1600, bei der letzteren 1:200 bis 1:400 war. Dieser
Forscher explantierte auch Milzgewebe eines Kaninchens, das kurz
vorher normales Pferdeserum intravends eingespritzt erhielt. Er
stellte auch in diesen Versuchen die Bildung von spezifischen
Pricipitinen fest.

Eine lange Reihe von Versuchen iber Immunitétsprobleme
wurde von Levaditi und Mutermilch vorgenommen. Sie
haben die Wirkung der Bakteriengifte, Toxalbumine und anderer
Gifte auf die lebenden Zellelemente der Kultur untersucht. Zu
der ersten Versuchsreihe wurden Diphtherietoxine verwendet und
die Autoren haben von den in der Kultur sich abspielenden Pha-
nomenen unter Mitarbeit von Comandon mikrokinematogra-
phische Aufnahmen gemacht. Es zeigte sich, daf in den Herz-,
Nieren- und Riickenmarkkulturen das Erscheinen der spindel-
formigen Zellen durch Diphtherietoxine gehemmt wird. Diese
hemmende Wirkung der Toxine zeigt sich erst nach Ablauf einer
Inkubationsperiode von 24 Stunden; wihrend dieser Zeit findet
noch eine Auswanderung der Spindelzellen statt. Bei Erwidrmen
auf 100° wird das Toxin fiir das lebende Tier unschédlich gemacht,
fir die Kulturelemente wird seine Wirkung nur abgeschwicht.
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Das Antidiphtherieserum neutralisiert, im Gegensatz zum Normal-
serum, die Giftwirkung des Toxins. Es ist dagegen interessant,
daB die Diphtherietoxine nicht das Wachstum der himopoieti-
schen Organe hemmen.

Was die Kontraktion der Hiihnerherzfragmente anbetrifft,
konnte es klar nachgewiesen werden, daB zwischen Kontraktilitat
und Erscheinen der spindelférmigen Zellen kein Parallelismus exi-
stiert, und daB beide Phinomene voneinander ganz unabhiingig
sind. Ahnliche Ergebnisse zeigten die Versuche iibér Ricin-
wirkung auf das Explantat. Sie haben nachgewiesen, daB auch
diese Substanz die Proliferation der spindeligen Zellen im Herz-
und Nierenfragment hemmen. Die himopoietischen Organfrag-
mente bilden hier keine Ausnahme. Durch Erwéirmen bis 100° wih-
rend 5 Minuten gibt es keine hemmende Wirkung mehr. Aus einer
Ricinlésung wird die toxische Substanz sehr schnell von den
Zellen fixiert; die Zeit, in welcher die Fixation zustande kommt, ist
mit der Konzentration der Losung umgekehrt proportioﬁal. Die
durch Ricinwirkung hervorgerufenen Zellverinderungen sind un-
abiinderlich, da bei Uberfiihrung der Kulturen in reines Plasma die
giftige Ricinwirkung bestehen bleibt.

Sich auf diese Ergebnisse stiitzend, haben Levaditiund Muter-
milch Versuche iiber kurative und praventive Behandlung mittels
antidiphtherischen Serums an Herzfragmenten vorgenommen. Es
stellte sich folgendes heraus: wird ein Herzfragment mit Diph-
therietoxin vergiftet, so kann es nachher durch Behandlung mit
Antitoxinen geheilt werden. Wird ein Herzfragment dagegen erst
in Antitoxin gebracht und dann gewaschen, so gewinnt das Herz-
fragment eine Resistenz gegeniiber dem Diphtheriegift. Durch
Fixierung des Antitoxins wird in den Zellelementen eine gewisse
passive Immunitét entstehen. Durch eine nachherige Behandlung
der mit Diphtherietoxin vergifteten Zellen mittels Antitoxinen war
eine vollstindige Heilung dann zu erzielen, wenn die Giftwirkung
nicht langer als 5 Minuten dauerte: in diesem Falle setzte in der
Kultur ein normales Zellwachstum ein. Wenn dagegen das Frag-
ment der Toxinwirkung 20 Minuten ausgesetzt worden war, so war
nur eine partielle Heilung zu erzielen. Die Zeit aber, in welcher
die Giftwirkung noch riickgéingig zu machen ist, hiingt von der
Toxinkonzentration ab. Die mit Diphtherieantitoxinen vorbehan-
delten Kulturen zeigten auch, daB die Antitoxine in den Zellen
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gebunden werden; es handelt sich nicht um ein einfaches Per-
sistieren der Antikorper in der Fliissigkeit, ja, es scheint sogar,
dafBl die Zellen refraktir werden, was von der Anwesenheit der
Antitoxine in der Zirkulation wahrscheinlich unabhéngig ist.

Ahnliche Versuche wurden von beiden Autoren mit Kobragift
durchgefiihrt. Dieses Gift unterdriickt das Wachstum sowohl des
embryonalen Herzfragmentes als auch der Milz. Unter Kobra-
giftwirkung ergaben diese Kulturen keine Proliferationszonen. Da-
bei hingt der Hemmungsgrad von der Konzentration des Giftes ab:
eine 10000000fache Verdimnung wird nur eine Verspitung des
Wachstumsphénomens hervorrufen, durch 1000fache wird eine
vollkommene Giftwirkung verursacht. Das auf 100° erwédrmte
Kobragift verliert seine Aktivitdt nicht. Die Fixation des Giftes
in den Zellen geht ziemlich schnell vor sich. Es wurde auch unter-
sucht, ob nicht das durch Kobragift geschadigte Herzfragment durch
eine Behandlung zu heilen wire. Kommt das Gewebe 10—20 Mi-
nuten nach der Giftbehandlung mit Antigiftserum in Berithrung,
so wird die Wirkung aufgehoben. Hier zeigten sich ahnliche
Verhéltnisse wie bei den Untersuchungen mit Diphtherietoxinen.
Die Frage, ob eine vorherige Behandlung des Gewebes mit Anti-
giftserum diesem eine gewisse Resistenz gegen das Kobragift
verleiht, konnte auch beantwortet werden. Selbst noch nach ein-
stiindigem Kontakt des Gewebes mit Antigiftserum bleiben die
Elemente dem Gift gegeniiber empfindlich. Es scheint also, daf
die Antiseren fiir Diphtherie- und Kobragift nicht gleich seien, was
aber im Unterschied zwischen beiden Giften begriindet ist.

Man sieht also, daBl eine Behandlung mit Antitoxin das Gewebe
vor der Toxinwirkung schiitzt. Im Mechanismus dieses Phinomens
liegt aber etwas Bemerkenswertes. Man stellte sich allgemein
folgendes vor: die Antitoxine des Organismus sind im Zirkulations-
system anwesend; indem sie sich mit den erscheinenden Toxinen
verbinden, neutralisieren sie diese letzteren und verhiiten ihre Gift-
wirkung auf den Organismus. Wenn wir aber ein Gewebefragment
mit Diphtherieantitoxin behandeln und es mehrere Male waschen,
bleibt das Gewebe gegen Diphtherietoxin refraktir. Die lebende
Bindegewebszelle bindet also die Antitoxine, die in den Zellen
einen immunitéren Zustand hervorrufen.

Es war noch die Frage zu l6sen, ob der Immunitétszustand
vererbbar ist, d. h. ob die Resistenz der immunisierten Mutterzelle
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auf die Tochterzellen zu iibertragen ist. Diese Frage konnte eben-
falls bejaht werden. Es wurde von den Autoren die Vererbbarkeit
der antitoxischen Diphtherieimmunitét in vitro erwiesen.

Es wird auch die Meinung geduflert, daBl die Antikérper die
Zellen iiberempfindlich machen. Bei der passiven Anaphylaxie ist
der anaphylaktische Antikérper an die Zellen gebunden und es
werden auch die Antigene herangezogen. Der anaphylaktische
Schok wire eine briiske Vereinigung der gebundenen Antikérper
und der eingefiihrten Antigene. Also das Phinomen der Immunitét
und der Anaphylaxie wiren mit dem gleichen Mechanismus zu er-
klaren.

Schilf ziichtete in Anwesenheit von Choleravibrionen Milz-
fragmente von Meerschweinchen und erhielt in diesen Kulturen
ebenfalls spezifische Bakteriolysine.

Was die biologischen Eigenschaften des filtrierbaren Fleck-
fiebervirus anbetrifft, haben Krontowski und Hach nach-
gewiesen, dafl diese Krankheitserreger unter den Bedingungen der
Explantation trotz der Abwesenheitder wachsenden lebenden Zellen
auBerhalb des Organismus (bei Kérpertemperatur) virulent zu er-
halten sind. Dabei haben auch diese Untersuchungen wie die
von Wolbach und Schlesinger, Kuczynski zeigen konnen,
daB die Methode der Gewebeziichtungen ein sehr brauchbares
Mittel zur Erforschung sowohl der Biologie des Virus als auch
verschiedener Fragen der Infektions- und Immunitétslehre beim
Fleckfieber darstellt. Krontowski und Hach haben mittels
Gewebekulturen aus der virulenten Milz eines fleckfieberkranken
Meerschweinchens nach 24 Stunden bis 8 Tage langer Explan-
tation in Medien, welche das Plasma oder Serum eines von Fleck-
fieber genesenen Meerschweinchens enthalten, bei gesunden Meer-
schweinchen wiederum die Krankheit erzeugen konnen. Damit
wird eben gezeigt, dafl die humoralen Immunstoffe nicht das
Fleckfiebervirus abtéten. Auch Milzextrakte immuner Meer-
schweinchen konnten in Kulturen, in welchen das virulente Milz-
stilckchen mit einigen Milzstiickchen immuner Tiere zusammen-
geziichtet war, zu keinem positiven Ergebnis fithren. Diese Kul-
turen blieben ebenso wie die anderen infektios. Nur wenn eine
kleine Anzahl von Gewebekulturen (40—45) eingeimpft wurden, war
die Erkrankung deutlich abgeschwiicht; war diese Anzahl grofer,
so war die Erkrankung ebenso stark wie in den Kontrollkulturen.
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Diese Versuche zeigen klar, dafl das Wesen der Immunitit beim
Fleckfieber nicht durch die humoralen Faktoren allein erklirt
werden kann. Schon die fritheren Versuche, gewisse Fragen der Im-
munitétslehre mittels der Gewebeziichtungen zu kliren, haben auf
neue Tatsachen hingewiesen, welche in der Immunitétsforschung
immer grofere Bedeutung zu erlangen scheinen, namlich die
Gewebsimmunitéit. Es haben in erster Linie die sehr bedeutenden
Erfahrungen von Besredka und Neufeld und ihrer Mitarbeiter
darauf hingewiesen, dafl aufler der humoralen Immunitit noch
eine ortliche Immunitét der Zellen bei dem Abwehrproze8 des Orga-
nismus eine wichtige Rolle spielt, ja daBl sogar die verschiedenen
Mikroben zu den Derivaten bestimmter Keimblitter, d.h. zu ge-
wissen Geweben, eine elektive Affinitdt besitzen. Und eben die
Methode der Gewebeziichtungen in vitro scheint ein entsprechendes
Investigationsmittel zu Forschungen darzustellen, welche die Rolle
der Gewebeelemente bei Immunititsphinomenen und die Be-
ziehungen dieser Rolle zur humoralen Immunitit aufzudecken
vermogen.

X. Versuche der Kultur des filtrablen Virus.

Trotzdem sowohl die bakteriologische, als auch die mikrosko-
pische Technik die Ziichtung und die Sichtbarmachung des groften
Teils der pathogenen Mikroorganismen erméglichte, haben sich
diese Methoden trotz sorgfiltiger Ausfithrung oft als unzulinglich
erwiesen. Um nur ein sehr charakteristisches Beispiel zu erwédhnen,
ist die Ziichtung des Leprabacillus mit der heutigen bakteriolo-
gischen Technik noch nicht gelungen ; ebenso wenigist das Problem
der Rickettsien gelost worden. Noch wenigerhat sich die iibliche bak-
teriologische Technik in der Forschung der Gruppe invisibler Virus-
arten bewéahrt, da sie auf einfachen kiinstlichen Nahrmedien nicht
zu ziichten waren. Und hauptsichlich bei dieser Gruppe der pa-
thogenen Krankheitserreger wiirde eine systematische Erforschung
der biologischen Eigenschaften des Virus einerseits und sein Ver-
halten unter verschiedenen Lebensbedingungen andererseits vor-
laufig ausreichend sein. Eben eine solche Erforschung ihrer
Lebensbedingungen kénnte vielleicht dazu fithren, dal ein Milieu
gefunden wird, das teils auf moglichst einfache Basis reduziert
wird, teils aber vielleicht auch das Virus selbst an solche ein-
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facheren Lebensbedingungen gewéhnen kann. Morphologische
Untersuchungen, die in diesem Falle von nur sekundérem In-
teresse sein konnten, wiirden auch erleichtert werden.

Es- war berechtigt, die Methode der Gewebeziichtungen in
vitro zu solch biologischer Erforschung vieler problematischer
Krankheitserreger zu wihlen, da eben die Gewebekultur den
Mikroorganismen ein dem Organismus &hnliches Milieu bietet,
in welchem gewisse, noch nicht bekannte Faktoren zu erforschen
oder auch willkiirlich zu bestimmen sind. Es scheint, daBl auch
gewissen Problemen der Immunitdt mit dieser Methode néher zu
kommen ist. Die bis jetzt vorgenommenen Versuche — wenn sie
auch wertvolle Ergebnisse gebracht haben —haben noch bei weitem
nicht alle Moglichkeiten dieser Forschungsrichtung erschopft.

Im Jahre 1912 wurde von Zinser und Carey versucht,
Mikroorganismen, deren Ziichtung mit den bekannten Methoden
der Bakteriologie noch nicht gelungen war, im lebenden explan-
tierten Gewebe am Leben zu erhalten. Diese Forscher wendeten
ihre Aufmerksamkeit auf die Leprabazillen und suchten im Milz-
gewebe junger Ratten die dem menschlichen Bacillus dhnliche
Rattenlepra zu ziichten. Die Bazillen vermehrten sich in der
Kultur nicht und waren in 7—10 Tagen ganz aufgelost.

Das Verhalten des Negrischen Korperchens wurde von
Steinhardt und Lambert studiert, indem sie Hirngewebe von
Kaninchen und Meerschweinchen in Plasma ziichteten. Es wurden
zu diesem Zwecke entweder Meerschweinchen intracerebral infi-
ziert und zwecks Anlegen der Kultur getotet, oder es wurde das Hirn-
gewebe von an Wut eingegangenen Meerschweinchen oder Kanin-
chen gewonnen. Mit van Gieson-Farbung waren rote Korperchen
festzustellen, welche den Negrischen Korperchen gleich waren,
die sich aber weder in der Kultur entwickelten, noch sich ver-
mehrten. '

Die typischen morphologischen Befunde von Prowazek, Vol-
pino, Casagrandi usw. haben unsere Kenntnisse iiber den
Pockenerreger nicht viel weiter gebracht, und durch die gewthn-
liche bakteriologische Technik eine Reinkultur von Vaccinen zu ge-
winnen, ist trotz der Arbeiten verschiedener Autoren, Hornet,
Plotz usw., mehr als fraglich. Ja sogar iiber das Wesen und die
Entstehung der Pockenimmunitit herrscht noch keine Meinungs-
iibereinstimmung (Prowazek und Yamamoto, Sato).
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Die ersten Versuche, bei Forschungen iiber den Pockenerreger
die Methodik der Gewebeziichtungen anzuwenden, d. k. sein Ver-
halten in der Kultur zu untersuchen, stammen von Steinhardt
und seinen Mitarbeitern (Israeli, Grund und Lambert). Diese
drei Autoren haben normale Gewebestiickchen scheinbar nicht
ganz steriler Hornhaut von Kaninchen und Meerschweinchen in
vitro geziichtet; sie wurden in eine gewdhnliche im Handel be-
findliche Impflymphe getaucht und so mit dem Vaccinevirus be-
laden in homologes Plasma gebracht. Die ungeniigende Sterilitéit
dieser Versuche schlof3 die Moglichkeit, vollkommene Ergebnisse
zu bekommen, schon im voraus aus, wenn auch diese ersten Versuche
neuer Forschung den Weg gecffnet haben. Es gelang den Autoren,
diese Kulturen drei Generationen hindurch 34 Tage lang zu ziichten,
wobei die Vaccine ihre Virulenz nicht verlor. Die Virulenz des Er-
regers konnte durch die gewéhnliche Impfmethode nach Cal-
mette und Guérin an der Haut von Kaninchen gepriift werden,
es fehlte aber die dann von Gins vorgenommene Impfung in die
Hornhaut mit gleichzeitigem Nachweis der Guarnierischen Kor-
perchen. Diese Impfungen sollen stets positiv ausgefallen sein.
Die Autoren haben éhnliche Versuche auch mit anderen Organen
(Leber, Herzmuskel und Nierengewebe) durchgefiihrt, diese fielen
aber alle negativ aus. Aus den positiven, an der Hornhaut
durchgefithrten Versuchen glaubten die Autoren den Schluf ziehen
zu diirfen, daB das Vaccinevirus auBerhalb des Organismus in Ge-
webekulturen (von Hornhaut) wenigstens einige Wochen lang am
Leben zu erhalten ist; wahrend dieser Zeit vermehrt sich der Er-
reger aktiv und verliert nicht seine Virulenz.

Gins setzte sozusagen die angefangene Versuchsreihe fort,
hatte aber das Verdienst, mehrere Fehlerquellen, wie nichtsterile
Arbeitsbedingungen und Unterlassen der Hornhautimpfung, aus-
zuschlieffen. Um die Hornhaut steril in die Kulturen zu bringen,
wusch Gins sie mehrere Male in Ringerlosung. Es gelang ihm auf
diese Weise, in mehreren Fillen sterile Kulturen zu gewinnen; der
groflere Teil der Kulturen war jedoch mit banalen Keimen ver-
unreinigt. Die Hornhautfragmente wurden bei 30—31° Tempe-
ratur bebriitet. Diese Kulturen hielten sich 7 Tage lang in gutem
Zustande; nach 11 Tagen waren sie aber fast vollkommen ver-
schwunden. Solange die Zellelemente der Kulturen erhalten waren
(7 Tage), lieB sich auch das Vaccinevirus gut konservieren und
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der Forscher dachte an die Moglichkeit der Vermehrung des
Virus auflerhalb des Organismus; diese letztere Hypothese soll
durch die Feststellung von Zelleinschliissen in den neugebildeten
Hornhautzellen, die ohne weiteres als Vaccinekérperchen ange-
sprochen wurden, bekraftigt sein. Versuche mit Hautstiickchen
fielen stets negativ aus.

Es ist einleuchtend, daB auch die von Gins angewandte Me-
thode keine ausreichende Beweisfithrung gebracht hat. Nun
suchte Hach eine Methodik auszuarbeiten, welche mit geniigen-
der Sicherheit auch schwierigere Fragen 1osen kann. Er setzte
als Grundbedingung voraus, daB einerseits die Kulturen vor Ver-
unreinigung mit banalen Bakterien absolut verschont bleiben,
andererseits da3 das Testobjekt von einem schon im Kérper in-
fizierten Organ herstammt und nach Maéglichkeit immer ungeféhr
gleiche Mengen des spezifischen Virus enthélt. Es wurde also
Kaninchen reines Passagevaccinevirus in die Hoden nach No-
guchi eingeimpft, und deren von Verunreinigungen freie Organe
fir Kulturzwecke verwendet. Das Ausgangsmaterial zur Infi-
zierung wurde vom Autor selbst gereinigt und seine Virulenz im
Verlaufe von Passagen gesteigert. Die mit diesem Virusstamm
infizierten Kaninchen starben an generalisierter Infektion; in den
inneren Organen und im Gehirn dieser Tiere konnte das Vaccine-
virus nachgewiesen werden. Die Organe, Hoden und Milz, der
so infizierten Tiere wurden 5—6 Tage nach der Impfung steril
herausgenommen - und Fragmente in Gabritschewskischalen in
einem Medium aus Ringerlésung und Blutplasma bei 37—38°
geziichtet. Oft wurde dem Explantat ein Stiickchen Milz- oder
Nierengewebe hinzugefiigt, da ein solches Verfahren nach den
Erfahrungen von Steinhardt und Lambert die Kulturen giin-
stig beeinflusst. Die Kulturen zeigten allgemein ein gutes Wachs-
tum; schon am 3. Tage war eine breite Wachstumszone aus teils
hypertrophischen wandernden Elementen (Lymphocyten und reti-
kulidre Zellen) und eine groBle Anzahl junger Fibroblasten ent-.
standen. Dagegen wiesen die Hodenstiickchen seltener ein gutes
Wachstum auf.

Nach 5—12tédgiger Bebriitung wurden die proliferierenden
Kulturen in Mengen von 2—19 auf 19—25 qem frischrasierter
Haut nach Calmette und Guérin, oder in Mengen von 2—5 auf
die Hornhaut geimpft. Als Kontrolle wurden mit nicht geziichteten
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virulenten Organstiickchen (von Organen, aus welchen die
Kulturfragmente gewonnen wurden) in dhnlicher Weise Kaninchen
geimpft.

Bei der Einimpfung der Explantate entstanden bei Kaninchen
in allen Fallen konfluierende oder fast konfluierende hamor-
rhagische Eruptionen auf der Haut, dabei auch eine spezifische
Keratitis, in welcher die typischen Guarnierischen Korperchen
immer 48 Stunden nach der Impfung in groBer Anzahl nachzu-
weisen waren. Ein Unterschied in den Ergebnissen der Impfung
mit Milz- oder Hodenexplantaten, die gutes Wachstum aufwiesen,
wurde nicht bemerkt. In der Zeit der Explantationsperiode war
eine bedeutendere Virulenzabschwichung des Vaccinevirus nicht
zu beobachten. Es wurde in diesen Versuchen klar festgestellt, daf3
das Vaccinevirus in virulenten Organen bei 37—38° am Leben zu
erhalten ist, ohne dafl es wahrend 12 Tagen eine Virulenzab-
schwichung erfahren hatte.

Parker jr. und Neye ziichteten Hodengewebe, das erst kurz
vor Anlegen der Kultur infiziert wurde. Sie stellten zu diesem
Zwecke eine Infektionssuspension aus glycerinierten Hoden dar,
die erst 71 Tage lang im Eisschrank verweilte; innerhalb dieser
Zeit rechnete man mit dem Absterben der Zellen. Das zum Ex-
plantationsversuch verwendete Hodenfragment wurde in diese Sus-
pension 5 Minuten eingetaucht und in einem Medium von Plasma
und Ringerlésung 5 Tage lang bebriitet; mit diesem Material wur-
den neue Hodenstiicke infiziert. Die Hodenstiickchen konnten
durch viele Passagen weiter geziichtet werden und waren nach
132 Tagenimmer noch infektionsfahig ; dagegen war nach 198 Tagen
das Virus im Impfversuch nicht mehr nachzuweisen, konnte aber
scheinbar in den Kaninchen eine Hautimmunitdt hervorrufen.
Mit einem Filtrationsverfahren konnten die beiden Forscher nach-
weisen, dafl das Virus sich in den Kulturen vermehrt habe, da in
der 11. Generation einer Kultur 51000 mal soviel Virus vorhanden
war als in der Ausgangskultur. Die Lebensweise des Virus (ob
intra- oder extracellulir) konnte nicht erforscht werden.

Uber die Frage des Pockenerregers wurden Versuche von
Craciun und Oppenheimer durchgefithrt. Die beiden Forscher
suchten die im Dunkelfeld als Granula nachweisbaren und nach
dem Verfahren von McCallum und Craciun durch Zentrifu-
gieren isolierbaren, mit bakteriologischen Methoden nicht ziicht-
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baren, angeblich aktiven Faktoren der Pocken in Gewebekultur zu
ziichten. Das bei der Zentrifugierung gewonnene Material wurde
in Lockel6sung gewaschen, von neuem zentrifugiert und der Kul-
tur zugesetzt. In Abstdnden von etwa 8 Tagen wurde die Viru-
lenz der alle 3—5 Tage verjiingten Kulturen durch Einimpfen auf
die Kaninchencornea gepriift. Es zeigte sich, da die Virulenz des
Pockenvirus in der Kultur iiberhaupt nicht geschwicht wurde, ja
sie scheint im Laufe von 24 Tagen sogar zuzunehmen.

In den ersten Versuchen iiber das Poliomyelitisvirus von Fle x-
ner und Lewis konnte das virulente Filtrat im bakteriologischen
Medium lange erhalten bleiben. Spéter versuchten Flexner und
Noguchi dieses Virus in Medien zu ziichten, welchen Organ-
stiickchen zugesetzt wurden (eine Methode, die schon von Tarozzi
beschrieben worden ist).

Levaditi ging von den Erfahrungen von Marinesco und
Minea aus, die nachgewiesen haben, dafl dieses’ Virus in den
Spinalganglien von Vertebraten lingere Zeit lang am Leben er-
halten bleibt. Es lag also auf der Hand, das Virus in Kulturen von
Ganglien zu ziichten. Er verwendete fiir diesen Zweck Spinal-
ganglien poliomyelitiskranker Affen, die im Plasma gesunder Affen
geziichtet wurden. Das Virus war in diesen Kulturen mehrere
Tage lang zu erhalten und seine Virulenz blieb nach einigen Pas-
sagen ungeschwicht. Das erste Phinomen, das sich bei diesen
Kulturen zeigt, ist das Erscheinen mehrkerniger Leukocyten um
das Fragment herum. Diese Leukocyten stammen von Ent-
ziindungsherden, die vom Virus im interstitiellen Gewebe der
Ganglien hervorgerufen worden sind. Bei den mehrmaligen Pas-
sagen sieht man mitotische Zellteilungen der Bindegewebskapsel
und es erscheinen spindelférmige Zellen. Bei jeder Passage konnte
ein Teil des Ganglienfragmentes intracerebral oder intraperitoneal
eingeimpft werden, der auch 21 Tage nach dem Anlegen der ersten
Kultur immer noch das Virus in urspriinglicher Virulenz ent-
hielt. Es ist in diesen Versuchen nachgewiesen worden, daB das
Poliomyelitisvirus aulerhalb des Organismus sich in Kulturen bei
Anwesenheit von lebendigen Zellen in vitro mehrere Tage hin-
durch erhalten und vermehren 14B8t. Es scheint, daB zwischen
Mikrobe und Zelle eine Symbiose herrscht; da aber in diesen Kul-
turen die nervisen Elemente langsam abstarben, dagegen die
Bindegewebselemente der Kapsel erhalten blieben, meint Le-
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vaditi, daB die Symbiose nicht die Nervenzelle, sondern die
bindegewebigen Elemente betrifft.

In dhnlicher Weise wie bei den Versuchen iiber das Poliomyelitis-
virus hat Levaditi Versuche an syphilitischem Material durch-
gefithrt. Er infizierte intratestikulér Kaninchen mit Spirochéten
eines dermotropen Stammes, der regelméfBig durch viele Pas-
sagen geziichtet wurde. Fragmente des so infizierten Hodens
wurden in Gabritschewskischalen kultiviert; Passagen wurden
4—btagig vorgenommen, zu welchen auch neue gesunde Hoden-
stilckchen hinzugesetzt wurden. Es fand in diesen Kulturen
ein tippiges Wachstum statt. Die Spirochaten waren in den Kul-
turen anfangs sehr beweglich, nach der zweiten Passage waren
schon in grofler Zahl unbewegliche Spirochdten zu sehen. Nach
der dritten Passage wuchsen die Kulturelemente noch immer
kraftig, doch Spirochidten waren nicht mehr zu finden. Die jetzt
intraoculdr (in die vordere Augenkammer) oder extratestikulir
geimpften Kulturen riefen in gesunden Kaninchen nicht die syphi-
litische Erkrankung hervor.

Diese Versuche zeigen also, daf}, im Gegensatz zu dem Poliomye-
litisvirus in einer Kultur, die das Leben und Wachstum der Zell-
elemente erlaubt, die Spirochaeta pallida sich nicht vermehren
kann, sondern umgekehrt rasch ihre Vitalitit verliert und nach
einigen Passagen ganz abstirbt.

Eine vorlaufige Mitteilung von Steinhardt hat auch iber
Kulturen der mit Spirochaeta pallida infizierten Kaninchenhoden-
fragmente berichtet, wo sich die Spirochaeta angeblich vermehrt
hitte.

Auch iiber den Wuterreger hat Levaditi Versuche vorge-
nommen. Er wendete dabei die schon bei den Versuchen iiber das
Poliomyelitisvirus beschriebene Technik an. Der Forscher ziich-
tete Spinalganglienfragmente infizierter Affen in Affenplasma
mehrere 5—6tégige Passagen hindurch. Bei diesen Bedingungen
war die Virulenz des Virus fir Kaninchen, wenigstens fiir einen
Monat, ohne Abweichung erhalten geblieben. Die nach 5 Passagen
verimpften Kulturen haben bei Kaninchen die typische Erkrankung
hervorgerufen. Auch nach Impfung mit infizierten Kleinhirnkul-
turen entstand die Krankheit nach 10—11tégiger Inkubationszeit.

Rh. Erdmann fithrte zuerst in Deutschland, dann in Amerika
systematische Versuche an der Hiihnerpest in der Weise fort, dafl
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sie Knochenmarkstiickchen in hochvirulentem Pestserum ziichtete.
Die Virulenz dieses Serums wurde in der Kultur so weit ab-
geschwicht, dafl es, gesunden Hithnern eingeimpft, selten Krank-
heitserscheinungen hervorrief. Es zeigte sich also, daB nicht nur
keine Vermehrung des Hiihnerpestvirus in der Kultur stattfand,
wie das von mehreren Autoren fiir andere unbekannte Virusarten
beobachtet wurde, sondern umgekehrt, die Wirkung sank allméah-
lich, und zwar ging der Virulenzverlust schneller vor sich, als beim
Aufbewahren auf Eis oder bei Erwirmung. Die Kulturen haben
jedoch auch manchmal tédliche Krankheitserscheinungen hervor-
gerufen; am resistentesten zeigten sich die Hithner, welche vorher
teilweise schon immunisiert worden waren; in diesen Hiihnern
hatte sich die Inkubationszeit, die gew6hnlich 3—5Tage ausmacht,
auf 12 Tage verlingert. Diese Beobachtung zeigt klar, dafB das
Pestvirus in den Kulturen nicht abgestorben ist, sondern sich nur
seine Virulenz dnderte. Im weiBlen Knochenmark war die Virulenz
des Erregers bald und vollkommen abgeschwécht, im roten
Knochenmark blieb sie linger erhalten, aber auch hier kam eine
bedeutende Abschwichung in 6 Tagen zustande. In &hnlicher Weise
konnte eine Virulenzabschwichung des Hiihnerpestvirus durch
Zichten des infizierten Gehirngewebes im Plasmamedium erzielt
werden. Durch Impfung mit abgeschwéchtem Serum oder Gehirn-
kulturen war in Hithnern ein ausgesprochener Immunitétszustand
hervorgerufen worden: Die so immunisierten Hiihner vertragen
sonst tddliche Dosen von virulentem Gehirn; mit ihrem Serum
konnte man wiederum eine passive Immunitét erzielen, die etwa
4 Wochen lang anhielt und mit aktiver Immunisierung weiter ge-
stirkt werden konnte.

Krontowski und Hach hatten sich der Frage der Atiologie
des Fleckfiebers angenommen, die trotz der vielen Forschungs-
arbeiten und der Mikrobenkulturen, man koénnte sagen, noch ver-
wickelter geworden war. Es ist also klar, dal diese Autoren die
Ergebnisse der experimentellen Forschung des Virus mit keiner-
lei morphologischen Feststellungen, mit keinem bestimmten
Mikroorganismus in Zusammenhang bringen wollten. Vielleicht ist
diese Einstellung auch dadurch verstidndlicher, daf ihnen die
Kuczynskischen Arbeiten noch nicht bekannt sein konnten.
Zuerst wollten sie die Aufgabe erfiillen, eine Reinkultur des Fleck-
fiebererregers darzustellen, um erst dann die Erforschung des Er-
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regers selber auch vom morphologischen Standpunkte aus anzu-
greifen.

Die Versuche wurden an Organen fleckfieberkranker Meer-
schweinchen durchgefiihrt, an welchen das Fleckfiebervirus auf
zweierlei Weise studiert werden konnte: 1. durch aseptische Aufbe-
wahrung in Ringerscher Losung bei Kérpertemperatur, wobei das
Gewebe allméhlich abstirbt, oder 2. durch Ziichtungen der gleichen
Organe in vitro.

Was die erstere Methode anbetrifft, haben die Erfahrungen
gezeigt, daB bei aseptischer Aufbewahrung bei Korpertemperatur
die Virulenz des Fleckfiebervirus rasch abgeschwécht wird und in
einigen Tagen vollig verloren geht. Die aseptischen Auf-
schwemmungen von Gehirnsubstanz blieben in den Versuchen von
Otto und Chou nur etwa 24 Stunden lang virulent, und nur bei
Olitzki blieb diese Virulenz 3—5Tage lang bei aerober, 1—2Tage
lang bei anaerober Aufbewahrung bestehen. Mit diesen Ergeb-
nissen stimmten auch die von Krontowski und Hach tber-
ein. Die Virulenz des Fleckfiebervirus nimmt innerhalb 24 Stun-
den merklich ab und die Verimpfungen der 3—5 Tage lang auf-
bewahrten Milzstiickchen gaben ein véllig negatives Resultat.

Da die Virulenz des Fleckfiebererregers mit dem Absterben des
Gewebes parallel ging, so konnte man a priori daran denken, dafl
in der Gewebekultur der Erreger sich mit den proliferierenden
Elementen zusammen vermehren wird. Zu diesem Zweck wurden
Gewebsstiickchen fleckfieberkranker Meerschweinchen geziichtet
und die Kultur in gesunde Meerschweinchen eingeimpft. Wahrend
das als Kontrolle benutzte aseptisch aufbewahrte Gewebsstiick-
chen, dem Meerschweinchen eingeimpft, eine normale Temperatur-
kurve ergab, war die Einimpfung der Kultur von einer typischen
Fleckfieber-Temperaturkurve begleitet. Die pathologisch-histo-
logischen Veranderungen der Organe entsprachen dieser Krankheit.
Es ist. also gezeigt worden, dafl das Fleckfiebervirus in Gewebe-
kulturen virulent am Leben erhalten bleibt.

Die Autoren wollten aber auch nachweisen, wie weit die Lebens-
fahigkeit des Fleckfiebererregers vom Wachstum des Gewebes ab-
héngt, d. h. wie weit ein Parallelismus zwischen der Vitalitit der
beiden vorhanden ist und ob es nicht méglich ist, eine von den
beiden Ingredienzien auszuschlieflen, d. h. entweder das Virus zu
vernichten, ohne das Leben des Gewebes zu beeintrichtigen, oder

Bisceglie u. Juhasz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 18a
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das Gewebe zu toten, ohne das Virus zu schidigen. Es wurde
eine Art biologischer Einwirkung angewendet, da aller Wahr-
scheinlichkeit nach physikalische oder chemische Wirkungen nicht
zum Ziele gefiihrt hétten. Um den ersten Zweck, die T6tung
des Virus, zu erzielen, wurde das Milzfragment eines kranken
Tieres im Plasma eines Meerschweinchens, das Fleckfieber iiber-
standen hatte, geziichtet, vorausgesetzt, dal im Serum bakterizide
bzw. virulizide Faktoren anwesend sind. Diese Versuchsreihe ist
vorldufig noch nicht beendigt.

In einer anderen Versuchsreihe suchten die beiden Forscher
das Explantat derartig zu beeinflussen, dal das Virus dabei nicht
geschédigt wird: Sie ziichteten das Milzgewebe in cytotoxischem
Serum oder Plasma immunisierter Kaninchen, welche an jedem
finften Tag Injektionen (insgesamt 3—5 Injektionen) von Milz-
aufschwemmung normaler Meerschweinchen erhielten. In diesen
gegen Milzzellen spezifisch cytotoxischen Medien wuchs die Kultur
iberhaupt nicht oder nur ganz unbedeutend. Durch intraperito-
neale Injektion dieser Kultur konnte bei Meerschweinchen das
Fleckfieber hervorgerufen werden. Die so entstandene Krankheit
verlief in typischer Weise, verursachte eine 10 Tage lang dauernde
typische Fieberphase und das Blut dieser kranken Meerschwein-
chen konnte die Krankheit bei intraperitonealer Einfithrung iiber-
tragen. Die anatomisch-pathologischen Verénderungen aller er-
krankten Tiere (Gehirn, Leber und andere Organe) zeigten ty-
pische Fleckfieberkn6tchen. Nun zeigen diese Ergebnisse, daf fiir
das Leben des Fleckfiebervirus auBerhalb des Organismus die
Proliferation der Kulturelemente nicht unbedingt notwendig ist.
Ein Parallelismus zwischen der Lebenstiichtigkeit beider Ingre-
dienzien (Gewebezellen und Fleckfiebervirus) ist nicht vorhanden,
da der Krankheitserreger seine Virulenz auch nicht verliert, wenn
das Wachstum des Gewebes mit Cytotoxinen gehemmt wird.

Es ist bekannt, dafl gewisse Mikroorganismen zuweilen sich
schwer vom Organismus in Kulturmedien iberfithren lassen; bei
diesen liegt Angewohnung vor. Es wire begreiflich, daf sich
die Erreger des Fleckfiebers an einfachere Medien, als es Gewebe-
kulturen sind, gewShnen miissen. Die Wachstumshemmung der
Kulturen durch Cytotoxine, die den Erreger nicht schidigen
konnen, kénnte die Vereinfachung der Lebensbedingungen ein-
leiten, um die Erreger spiter auf tote Medien zu gew6hnen.
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Sehr intensiv hat sich mit der Frage des Fleckfiebererregers
auch Kuczynski beschiftigt; nach ihm sind diese Virusstdmme
Proteusstdmme und in bezug auf ihr antigenes Verhalten stehen sie
den X-Stammen sehr nahe. Es soll eigentlich nicht eine Rickettsia-
Gattung geben, sondern sie sei bloB eine unter besonderen bio-
logischen Verhéltnissen sich bildende Form von Proteusbazillen,
daher soll dieses Virus ,,Proteus Rickettsia Prowazeki ge-
nannt werden. In seinen Versuchen mittels Gewebekulturen wurde
das Zitratplasma vom Menschen oder Meerschweinchen als Néhr-
medium verwendet, mit Verdauungsprodukten des menschlischen
Blutes, die durch hydrolytische ErschlieBung mit Schwefelsdure
gewonnen waren, verdinnt. Dieses lymphadaptierte Plasma
soll den Verhiltnissen der Lymphe, aber. noch mehr des Léuse-
darms, nahe stehen. Diese Plasmanidhrsubstanz wurde mit Hirn-
brei der an Fleckfieber erkrankten Meerschweinchen vermischt und
in kleine Kollodiumséckchen gefiillt, die dann mittels Laparotomie
in die Bauchhohle gesunder Meerschweinchen gebracht wurden.
Nach 3—10Tagen wurden die Kollodiumséckchen herausgeholt und
teils mikroskopisch, teils biologisch untersucht. In den nach
Giemsa gefiarbten Préparaten waren iberall zahlreiche azurrote
Piinktchen zu sehen, die der Rickettsia Prowazeki der Kleider-
liuse gleich waren. Bei Einimpfen dieser Kulturen in gesunde
Meerschweinchen entstand das Krankheitsbild wiederum und vom
erkrankten Tier waren wiederum neue Kulturen zu gewinnen.

Otto und Winkler haben die ersten Versuche von Kuczyn-
ski mit den in die Bauchhohle der Kaninchen gebrachten Kollo-
diumséickchen wiederholt, sie hatten aber nur negative Ergebnisse.
Kuczynski ist der Meinung, daBl diese MiBerfolge auf die An-
wendung von Zitratplasma zuriickzufiithren sind.

In einer nichsten Versuchsreihe wurden die Versuchsbedin-
gungen geéindert. Er verwendete jetzt aufler Gehirn auch Milz-
gewebe infizierter Tiere, das entweder in reines Meerschweinchen-
plasma oder in ein Gemisch von Meerschweinchenserum und Kanin-
chenplasma versetzt worden war, ohne Zitratzusatz, da diesem
gegeniiber das Virus empfindlich zu sein scheint. Die in Uhr-
schalen oder in besonderen Glaskammern angesetzten Kulturen
waren nach 4—19 Tagen mit positivem Erfolg verimpft wor-
den. Im folgenden hat Kuczynski das Virus auch auf kiinst-
lichen Nahrmedien zu gewinnen versucht, ohne Mitbeteiligung des

18*
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lebenden Gewebes, wobei eine neutrale Mediumreaktion, die An-
wesenheit von Blutplasma und Aminoséuren zur Zucht notwendig
waren. Die frither als Grundbedingung angenommene Anaero-
biose hat sich, wie auch bei den Gewebeziichtungen, als irrig er-
wiesen. Auf Nahragar aus 2/; Aminoséureagar und !/; Serum
wurde das Virus serienweise fortgeziichtet. Unter den in diesen
Kulturen nach van Gieson gefiarbten typischen Rickettsia-Formen
wurden auch andere Formen beobachtet. Sonst haben auch Ba-
rykin und Kritsch aus Reinkulturen auf Hirn- oder Milznéhr-
boden Préparate dargestellt, in welchen an die violetten Kugeln
der Kuczynskiviruszellen erinnernde Kérperchen zu sehen
waren. Das mit virulenter Kultur hergestellte Kaninchenserum
agglutiniert dieses Virus stérker als den X 19, dabei war in der
Steigerung des Titers fiir X 19 und Virus kein Parallelismus wahr-
zunehmen.

Von Wichtigkeit ist bei diesen Versuchen, was auch von
Krontowski bestdtigt wird, daf es durch die Forschungen viel-
leicht méglich wird, einerseits das Virus zu einfacheren Lebens-
bedingungen, als die Gewebekulturen sie darstellen, zu gewohnen.
andererseits zur Weiterziichtung des Virus das entsprechende
tote Nahrmedium zusammenzustellen.

Bei den Kulturversuchen mit dem Virus des Rocky Moun-
tains spotted fever kamen Wolbach und Schlesinger teils zu
anderen Ergebnissen als Kuczynski, Krontowski und Hach.
Diese Autoren ziichteten infizierte Hodenfragmente in normalem
homogenem Plasma. Den Kulturen wurden Gehirnstiickchen
kranker Meerschweinchen zugesetzt. Die Kulturen wurden nach
Waschen in Ringerlosung durch Passagen in frischem Plasma
weitergeziichtet, und die Infektiositdt der Subkulturen durch
Impfung in gesunde Meerschweinchen bestimmt. Die Impfungen
fielen nach 8—14 tégiger Ziichtung positiv aus, die Rocky Moun-
tains spotted fever-Kulturen waren nach 2—3 Passagen 28 Tage
lang virulent. In den Hodenkulturen wurden die der Rickettsia
Prowazeki gleichenden Mikroorganismen in phagocytierenden amo-
boiden Zellen endothelialen Ursprungs intracellular nachgewiesen.
Da aber das Virus nur so lange am Leben erhalten bleibt wie die
Gewebekultur selbst, waren die Autoren der Meinung, dafl zur Ver-
mehrung des Virus ein lebendes Gewebe notwendig ist.

Parker und Neye haben auch Versuche iiber die Frage des
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Herpesvirus durchgefiihrt. Sie ziichteten das Gehirn intracere-
bral infizierter und im Krampfstadium getéteter Kaninchen. Bei
der Passage wurde das Plasma der Kulturen mit frischem nor-
malem Plasma vertauscht und ein Stiickchen frischen Kaninchen-
hodens zugesetzt. In ahnlicher Weise wurden Kulturen mit Hoden-
gewebe als Ausgangsmaterial angelegt, die mit virulenter Hirn-
emulsion behandelt waren. Diese Kulturen lebten 10 Passagen
hindurch, etwa 50 Tage lang. Uber die Frage der Vermehrung des
Virus konnte nichts ausgesagt werden, doch ergab sich bei Viru-
lenzpriifungen der Kulturen mittels Uberimpfung positives Er-
gebnis, wihrend der Impfversuch mit Plasma allein, in welchem
das Virus 14 Tage lang bei 37,5° aufbewahrt wurde, negativ ausfiel.

Welcher Wert diesen Ergebnissen zuzuschreiben ist, kann man
heute kaum bestimmen. Es ist klar, daB der eingeschlagene Weg
gut gewiahlt und vielversprechend ist, da die bis jetzt erhaltenen
Ergebnisse viele Fragen, insbesondere betreffend biologische Eigen-
schaften und Verhalten der filtrablen Virusarten dem Gewebe und
der Zelle gegeniiber, beleuchtet haben, und die Hoffnung, andere
kompliziertere Probleme der Mikrobiologie auch lsen zu kénnen,
erwecken.

XI. Die Geschwiilste.

Von den vielen Problemen, die mit der Methode der Gewebe-
ziichtungen ,,in vitro* erforscht werden, erweckte die Tumorfrage
das meiste Interesse der Forscher. Ja, man konnte sogar fast be-
haupten, daB alle Arbeiten auf diesem Gebiete ein wenig Licht auf
das Problem der Geschwiilste geworfen haben, auch dann, wenn
diese die Losung anderer Fragen bezweckt haben. Als Beispiel
konnte hier die Frage der Entdifferenzierung der Gewebe in den
Explantaten erwahnt werden, die zu so vielen Diskussionen Ge-
legenheit gab, und deren Beziehungen zur Geschwulstgenese von
dem bedeutendsten Erforscher dieser Frage (Champy) klar vor
Augen gefithrt wurde. Andererseits gab das Suchen nach den Fak-
toren des organischen Wachstums Gelegenheit zur Aufklirung der
Tumorfrage.

Die ersten Versuche, Tumorgewebe in vitro zu ziichten, stam-
men von Volpino, der Mausekrebsfragmente in halbfestes Pferde-
serum versetzte; es gelang ihm, die Fragmente bei einer Tempe-
ratur von 37° 30—40 Tage lang am Leben zu erhalten. DaBl das



278 Die Geschwiilste.

Leben in diesen Kulturen nicht erloschen war, wurde eben da-
durch bewiesen, dafl beim Wiedereinpflanzen des Fragmentes in
Miuse eine mit dem Primértumor identische Geschwulst entstand.
Jedoch konnte man bei diesen Versuchen kaum Zweifel hegen,
daB es sich hier eher um ein Uberleben als eine Kultur handele,
wenngleich Volpino selber behauptete, dal am 70. Lebenstage
der Kulturen immer noch karyokinetische Zellfiguren zu treffen
waren.

Eine groBe Zahl von Arbeiten iiber Geschwulstexplantationen
erschienen in den Jahren von 1910 bis 1915, die meisten durch
den Fleil amerikanischer Autoren.

Carrel und Burrows gelang es im Jahre 1910, Roussarkom
und ein menschliches Sarkom der Fibula zu verpflanzen, und
sie konnten in der Kultur des ersten eine aulerordentlich lebhafte
Proliferation beobachten, die einer Neubildung von spindeligen
und polygonalen Zellen Platz gab, welche grofle lichtbrechende
Kornchen enthielten. Sie erhielten auch Kulturen von mensch-
lichem Sarkom, was aber wegen der fibrinolytischen Eigenschaft
dieser Geschwulst schwer gelang. Die Kultur des Roussarkoms
erreichte eine Lebensdauer von 24 Uberpflanzungen innerhalb
etwa 40 Tagen. Carrel und Burrows versuchten mit Erfolg auch
die Ziichtung von transplantablem Méiuse- und Rattensarkom,
einer Geschwulst der Brustdriise der Hiindin, einem Riesenzellen-
sarkom, einem Fibrosarkom, einem Lippen- und einem Brustkrebs.

R.A.Lambert und F.Hanes beschiftigten sich in einer
langen Reihe von Versuchen mit Ratten- und Méusesarkomen und
-carcinomen ; sie untersuchten histologisch die farbbaren Granula-
tionen, die in den Kulturzellen erscheinenden Fetttropfchen und
das Erscheinen eigenartiger vielkerniger Elemente, die an die durch
Fremdkorper entstandenen Riesenzellen erinnern; dann machten
sie auch Untersuchungen, vom immunitiaren Standpunkt aus die
Probleme betrachtend,iiber dasVerhalten derExplantatein natiirlich
immunem oder kiinstlich immunisiertem Plasma. Lambertkonnte
auf diese Weise zeigen, dal zwar einerseits die Geschwulstkultur
in den ersten Passagen intensiv wéchst, daB aber spater das Wachs-
tum immer langsamer wird, wihrend die Aktivitat des Binde-
gewebes zunimmt; andererseits sind die Mitosen atypisch und
brauchen zu ihrem Ablauf lingere Zeit als sonst iiblich. Sowohl
Carrel und Burrows, als auch Lambert und Hanes haben eine
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Wanderung der Sarkomzellen in das Koagulum durch aktive Be-
wegungen beobachtet. Die direkte mikroskopische Untersuchung
dieser Mobilitat 148t annehmen, daBl die aktiven Bewegungen un-
abhingig von dem passiven Transport durch die Blut- und Lymph-
wege erfolgen, und daf die Geschwulstzellen durch diese Beweg-
lichkeit im ganzen Organismus zerstreut werden. Nach den Be-
rechnungen dieser Autoren kann eine Tumorzelle in 4 Wochen den
Weg zuriicklegen, der das Zentrummit der Achselhohle verbindet.

Die Beobachtungen von A. Fischer und Policard haben
diese lebhafte Beweglichkeit der Sarkomzellen véllig bestétigt und
gezeigt, daB die Bewegung durch Ausstrecken pseudopodien- und
cilienartiger Fortsitze geschieht. Die Beweglichkeit der gewohn-
lichen Histiocyten, mit diesen verglichen, soll viel geringer sein
(Policard).

Lambert und Hanes haben auch die Wirkung von Immun-
seren auf Geschwulstkulturen studiert; die Ergebnisse werden im
folgenden besprochen.

Doyen,Lytchkowsky,Browns und Smirnow (1913) ziich-
teten Tumorfragmente, Loose und Ebeling (1914) ein mensch-
liches Sarkom, und alle erhielten entsprechende Ergebnisse.
Maccabruni (1914) ziichtete mit positivem Ergebnis Fragmente
von menschlichem Gebiarmutterkrebs, wobei er die Proliferation
sowohl von Krebszellen, als auch von Bindegewebselementen be-
obachtete. Eine Schwierigkeit, die auch von anderen Autoren an-
getroffen wurde, die Verflissigung von Kulturplasma, d. h. der
Verlust des Fibrins, das hier als Stiitzsubstanz diente, machte ein
lingeres Leben der Kultur unmoglich. Doch ist es M. gelungen,
diese Schwierigkeit durch das Benutzen von Blutserum schwange-
rer Frauen zu beseitigen. D.und J. S. Thomson (1914) ziichteten
Papillomfragmente von menschlichen Ovarien, Hayami und
Fujnawa Fragmente von Roussarkom, wobei hauptsichlich der
EinfluB der Gewebeextrakte auf das Wachstum studiert wurde.

Albrecht und Joannovies (1918) berichteten iiber Kultur-
versuche mit menschlichen Tumoren, Veratti (1919) mit einem
Adenocarcinom der Brustdriise eines Hundes. Der letztere Autor
benutzte das Plasma desselben Hundes; er sah epitheliale Ele-
mente proliferieren, die ausgesprochenere atypische Charaktere
aufwiesen, als das eigentliche Neoplasma. Auch dieser Autor be-
stitigte die Verfliissigung des Plasmas.
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Neben den Beobachtungen Verattis iiber das Erscheinen aus-
gesprochen atypischer Tumorelemente in der Kultur miissen auch
die Versuche von Champy und Coca erwdahnt werden. Diese
Autoren behaupteten, daBl ein Fragment von einer gutartigen,
adenomatosen Geschwulst in der Kultur weitgreifende Entdiffe-
renzierung erfahrt, so daB sich die adenomatose Priméargeschwulst
in eine krebsige umwandelt. Nun sucht Champy, sich auf die
von ihm bewiesene Entdifferenzierung der ,,in vitro*“ geziichteten
Zellen berufend, die Tumorgenese zu enthiillen. Nach ihm zeigt
die Krebszelle das gleiche Verhalten wie die normale Zelle, vom
Organismus isoliert, in vitro geziichtet. Die Entdifferenzierung
kommt durch Mitosen zustande, die bei den Normalzellen in vitro
entstehen und Ausdruck einer hochgradigen biologischen Unab-
héngigkeit sind, wie auch das unbegrenzte Wachstum und die
atypischen Charaktere des Neoplasmas Zeichen einer funktionellen
Unabhingigkeit dieses Gewebes sind. Auf dem gleichen Gewebe
entstehen verschiedene Tumoren; das ist abhidngig vom Differen-
zierungsgrad, den das Gewebe erreicht hat. Dagegen erleidet ein
sehr wenig differenzierter Tumor kaum einige Umwandlungen in
der Kultur, wihrend ein in vitro geziichtetes Neoplasma, das
hohere Differenzierungsgrade aufweist, zum niedrigsten Typ der
morphogenetischen Reihe herabsinkt.

Wir haben an anderer Stelle die Meinungen verschiedener Auto-
ren iiber Champys Probleme der Entdifferenzierung und iiber die
ganz entgegengesetzten Ergebnisse hauptsichlich amerikanischer
Autoren schon erwdhnt. Man kann beim heutigen Stand der Sach-
lage annehmen, daB die Entdifferenzierung, weil sie wohl kein
konstantes Phianomen ist, anderweitig Platz fir Entdifferenzie-
rungsphinomene, wie z.B. bei den Ziichtungen der Nerven-
elemente, macht. Wenn man andererseits bedenkt, daB die Zu-
sammensetzung des Kulturmediums einen wichtigen EinfluBl nicht
nur auf die Proliferationskapazitdt der Zellen, sondern auch auf
die Charaktere der Zellen an der Invasionszone besitzt, wird man
leicht verstehen, dal die Entdifferenzierung groBenteils von der
Qualitit des Kulturmediums und nicht vom Fehlen funktioneller
Reize, wie das Champy behauptet, abhingt.

Das Zuriickkehren enes Gewebes in ein undifferenziertes Sta-
dium beweist sicherlich noch nicht seine onkogene Umwandlung;
die Frage der Cancerisierung eines Gewebes ist im Grunde ein bio-
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chemisches Problem; im innersten Zellbau geht still das Werk
vor sich, die morphologischen Verdnderungen sind eher nur Effekt
und nicht Ursache der onkogenen Umwandlung.

Das schlieBt aber noch nicht aus, daf die Kultur in vitro in
den Zellelementen Verdnderungen verursacht, durch welche sie
onkogenen Reizen gegeniiber empfindlicher werden. Die Versuche
von A. Fischer und A. Juhasz-Schéaffer suchen das zu bewei-
sen. Fischer ziichtete Gewebestiickchen mit Teerpulver und mit
Arsen, und nach mehreren Passagen sah die Kultur aus, als ob
sie Tumorzellen enthielte, zeigte Verflissigung des Plasmas usw.
Dieselben Ergebnisse erhielt Juhasz-Schaffer, der dem Me-
dium einer Kultur von Embryonalzellen Teerextrakt zusetzte. Auf
diese Weise entstand innerhalb kurzer Zeit in den normalen Zellen
eine Umwandlung in Tumorzellen, obwohl es bekannt ist, dal die
Krebsbildung durch Wirkung dieser Substanzen sonst lingere Zeit,
Monate oder auch Jahre, in Anspruch nimmt. Nun konnte man
also sagen, daB die Zellen durch das Leben und die Vermehrung
auBerhalb des Organismus, von allen die Entwicklung regulieren-
den Einfliissen des Organismus isoliert, in einen fiir onkogene
Reize pradisponierten Zustand versetzt werden; der Zustand ist
mit den pridcancerosen Lisionen zu vergleichen.

Dieser Versuchsreihe (1910—1920) folgten in den letzten Jah-
ren (1920—1926) eine neue Reihe interessanter Versuche, die
hauptsiachlich von Carrel, Fischer, Rh. Erdmann, Drew usw.
stammen, und deren Ergebnisse sehr originelle Standpunkte iiber
die Geschwulstgenese vertreten.

Die als Versuchsobjekt verwendeten Geschwiilste waren Mause-
krebs und -sarkom, Flexner-Joblingscher Tumor, doch vor
allem das Roussarkom.

a) Wachstumstypen der Geschwiilste.

In Gewebestiickchen von Geschwiilsten entstehen Prolifera-
tionen, die je nach der verpflanzten Tumorart wechseln. Doch
sind zwei Grundtypen der Proliferation hervorzuheben: die epi-
theliale bei epithelialen Geschwiilsten und die bindegewebige bei
sarkomatoser Geschwulst. Das erste, was bei der Kultur von Tumor-
zellen beobachtet wird und bei allen Geschwulstgeweben vorkommt,
ist das Auftreten von im Kulturplasma isolierten Zellen, die dann
in der weiter entwickelten Kultur meistens an der Peripherie der

Bisceglie u. Juhasz-Schiffer, Gewebeziichtungen. 18b
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Invasionszone einander begegnen. Bei den epithelialen Tumoren
wird dann die Invasionszone von einer Epithelschicht besetzt, die
aus runden, polygonalen Zellen besteht; oder aber es entstehen
Saulen aus neugebildeten Zellen, welche als Zapfchen von der
Grenze des Fragmentes in das Koagulum hineinwachsen. Manch-

Abb. 59. In vitro 4 Tage lang geziichtetes Mdusekrebsgewebe. Man sieht einen schmalen
Rand des urspriinglichen Gewebestiickes mit der charakteristischen, geschichteten Anord-
nung der Zellen, die nach auBen vordringen. (Nach Lambert und Hanes.)

mal konnen epitheliale Zellsprossen, in Form von Tuben oder aus
Zellen gebildeten Siulen, die an Formationen erinnern, welche
in den Kulturen der Schilddriise angetroffen werden, sich vom
Mutterfragment losreien. In den Kulturen von Sarkomgewebe
wird die Invasionszone von améboiden Zellen und von einer Art
Retikulumgewebe besetzt, das aus spindeligen oder sternformigen
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Zellen (Fibroblasten) besteht. W.Lewis und O.Gey haben in der
Kultur von Mausesarkom das Vorhandensein von Klasmatocyten
beobachtet, die nach diesen Autoren innerhalb der ersten zwei
Stunden erscheinen; sie sind sehr beweglich, unregelmafig, mit
chromatischen Kernen versehen, ihr Cytoplasma ist reich an Mito-
chondrien, Fetttropfen, Vakuolen und Granulationen.

Versuche an Roussarkom wurden in erster Linie von Carrel,
Fischer und Borrel vorgenommen. In diesen Kulturen wird
das Entstehen von zwei
Zelltypen beobachtet:

Rundzellen (Carrelsche
Makrophagen) und Spin-
delzellen (Fibroblasten).
In der Kultur proliferie-
ren beide Zellarten, so-
wohl die Makrophagen,
als auch die Fibrobla-
sten, sehr aktiv, um, wie
Borrel sagt, ein wahres
Sarkomgewebe zu bil-
den. Die Makrophagen
sind mit einem oder
mehreren Kernen und
granuliertem Arkoplas-
ma versehen, das eine
kleinere oder gr(')'Bere Abb. 60. Zwei Mdusesarkomzellen mit Protoplasmakdrn-
Zahl von Fetttropfen chen und Fett. Die Protoplasmakornchen sind zentral

. gelagert und schwach mit Fuchsin, die Fettkornchen mit
oder ein GEﬂeCht "’On Osmiumsiure gefarbt. (Nach Lambert und Hanes.)
Stibchen oder mito-

chondriale Filamente enthilt. Es wurden Riesenmakrophagen
angetroffen (Borrel). Die Fibroblasten sind in &hnlicher Weise
mit einem einzigen Kern versehen, ihr Protoplasma ist mit Fett-
tropfchen vollgepfropft und das Arkoplasma enthélt ein an Mito-
chondrien reiches System. Sowohl in den Makrophagen, als auch
in den Fibroblasten gelingt es durch Farbung mit May-Griinwald
das Vorhandensein von eosinophilen Substanzen zu demonstrieren,
die als fiir das Roussarkom charakteristische Gebilde betrachtet
werden (Borrel). Diese beiden Zelltypen sind nach 2 jahriger
Ziichtung in der Kultur immer noch nachzuweisen (Fischer).
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Die 2 Jahre lang von Fischer in vitro geziichteten Roussarkom-
zellen zeigen sehr erweichte Protoplasmakérper. Der Kern bzw.
die Kerne sind von einer Zone nicht erweichten und nicht granu-
lierten Plasmas umgeben. Die Améboidzellen oder Makrophagen
bilden kein Gewebe, zeigen die Fahigkeit, das Kulturplasma zu
verfliissigen und besitzen phagocytiren Charakter. Es wurde
auch die Moglichkeit der Améboidzellen, sich in Fibroblasten

Abb.61. Fibroblasten und Riesenmakrophagen in einer Kultur von Roussarkom.
(Nach Borrel.)

umzuwandeln, gezeigt (Fischer), und diese Umwandlung der
Makrophagen in Fibroblasten konnte von Carrel und Ebeling
auch bestétigt werden. Es ist Fischer gelungen, aus einer ein-
zigen Amoboidzelle in der Kultur Elemente zu bekommen, die
sehr an Bindegewebselemente erinnerten, doch Fischer selbst will
sich der Annahme nicht verschlieBen, daB es sich hier um eine
Mischkultur handelte.

Bei der Beobachtung der Zellteilungen von Sarkomzellen
hat Fischer konstatiert, daB die Zelle des Roussarkoms in
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vitro sich oft in mehrere Teile teilt und daB oft zwei Zellen
verschmelzen; die Verschmelzung zweier Zellen kann wiederum
Teilungen hervorrufen. Mitosen wurden aber nicht beobachtet.

a b
Abb. 62a,b. Makrophagen des Roussarkoms mit zahlreichen Mitochondrien.
(Nach Borrel.)

Abb. 63. Fibroblasten aus Roussarkom mit mitochondrialen Filamenten. (Nach Borrel.)

Eine wichtige Eigenschaft der Neoplasmakulturen ist die Fihig-
keit,sich zu entwickeln,auch wenn nur eine einzige Zelle verpflanzt
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wird, wihrend Normalgewebe eine bestimmte Zahl von in Kolonie
zusammenhéngenden Zellen braucht, um in vitro proliferieren zu
konnen. Die Neoplasmazellen besitzen, in Gegensatz zu den Nor-
malzellen, auch die Féhigkeit, das Kulturplasma zu verflissigen
und kénnen sowohl das Blutplasma, als auch das Gewebeplasma
verwenden (Fischer). Das Phinomen der Plasmaverfliissigung
wurde, wenn auch in verschiedenem Grade, von vielen Forschern
konstatiert, und eben wegen dieser Erscheinung ist die Beobach-
tung und ein lingeres Studium dieser Kulturen schwer, manchmal

a b
Abb. 64a, b. Sarkomatdse Zellen nach 67— 69 Passagen. (Nach A. Fischer.)

sogar ganz unmoglich, wenn auch mit der Methode Fischers die
Schwierigkeiten zum Teil beseitigt wurden.

A. Fischer fiithrte in den letzten Jahren eine neue Ziichtungs-
methode ein, mit der er seit zwei Jahren die Zellen eines Rous-
sarkoms am Leben erhalten kann. Er ging von der Idee aus,
daB vielleicht die Fihigkeit des Tumors in vivo, das Nachbar-
gewebe anzugreifen, auch in vitro manifest bleibt und er setzte
Roussarkomfragmente in die Ndhe von Fragmenten normaler
Muskelgewebe, so daB sie sich beriihrten. Das letztere von einem
Hiihnertumor stammende Fragment wurde, von Bindegewebe und
Sehnen befreit und in Ringerlésung getaucht, im Eisschrank auf-
bewahrt. In der Kultur wurde dieses Fragment ganz nahe an das



Wachstumstypen der Geschwiilste. 287

Sarkomfragment gebracht; die Neoplasmazellen iiberfielen lang-
sam das ganze Muskelgewebe. Die wichtigste Aufgabe des Muskel-
gewebes bestand darin, den Sarkomzellen als festes Nahrmaterial
zu dienen, das nicht wie das Blutplasma verfliissigt wird. Die
Zerstérung des Muskelgewebes wird durch seine immer aus-

Abb. 65. Nach der Methode von A. Fischer geziichtete Roussarkomfragmente.
Die sarkomatosen Zellen haben das Muskelfragment angegriffen. (Nach A. Fischer.)

gesprochener werdende Durchsichtigkeit, durch den muskuldren
Detritus und durch den Kranz von Sarkomzellen, der es umgibt,
charakterisiert.

Die Aktivitiat des Sarkoms war so groB3, dal die Kultur nicht
nur sofort und unter allen Umsténden entstand, sondern daf3 eine
einzige Sarkomzelle geniigte, um das Muskelgewebe zu durch-
wuchern.



288 Die Geschwiilste.

b) Wachstum der Geschwulstgewebe unter verschiedenen
Einfliissen.

1.Die Wirkung von homologem und heterogenem Plasma.

Bis zu den ersten Versuchen von Carrel und Burrows
glaubte man allgemein, dafl autogenes Blutplasma das entspre-
chende Kulturmedium sei. Die folgenden Versuche konnten aber
beweisen, dall das Wachstum von Tumorfragmenten auch in homo-
genem und oft auch in heterogenem Plasma moglich ist.

Abb. 66. Rattensarkomkultur in Taubenpiasma nach 2 Tagen. Der strahlenférmige
Wachstumtyp ist charakteristisch. (Nach Lambert und Hanes.)
Lambert und Hanes haben in ihren Arbeiten am Ratten-
sarkom und Méusekrebs sowohl autogenes Plasma verwendet, als
auch Blutplasma von Meerschweinchen, Kaninchen, Hund, Ziege,
Taube und vom Menschen, und sie fanden, daB auch manches
heterogene Plasma die Kulturentwicklung erhalten kann. Bis-
ceglie ziichtete Miduseadenocarcinom in Kaninchenplasma.
Andere Autoren (Lumsden) erhielten gleichfalls Prolifera-
tionen von Tumorfragmenten in heterogenem Plasma. Bei der
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Untersuchung der Toxizitdt einer langen Reihe von Plasmen
haben Lambert und Hanes gezeigt, daB das Plasma von Mausen
und Meerschweinchen fiir Kulturen von Rattensarkom gut zu ver-
wenden ist, da dagegen Plasma von der Ziege das Wachstum so
weit hindert, als seien toxische Substanzen enthalten. Die anders-
artige Wirkung verschiedener Plasmen betrifft einerseits den An-
fang und die Dauer des Wachstums, andererseits die Uberpflanz-
barkeit und Struktur der Zellen. Die besten Resultate gibt jeden
falls, wie von mehreren Seiten bestitigt wurde, das homogene
Plasma.

Die Versuche iiber groBere oder geringere Wachstumshemmung
der Tumoren durch heterogene Plasmen haben insbesondere vom
Standpunkt der natiirlichen Immunitéit ein besonderes Interesse.
Die Autoren, die mit Problemen der kiinstlichen Immunisierung
gegeniiber Tumoren sich befallt haben, zeigten in den Seren ent-
sprechend behandelter Tiere das Vorhandensein von Antikérpern
gegen den Tumor. Lambert und Hanes immunisierten Ratten
mit Méusesarkom und verflanzten diese Geschwulst in das Immun-
plasma und sahen, daBl ihr Wachstum hinter dem der Kontroll-
kulturen weit zuriickbleibt. Die Autoren erhielten entsprechende
Ergebnisse durch Immunisierung von Meerschweinchen mit Sar-
kom, Leber oder defibriniertem Rattenblut.

Lumsden immunisierte Ratten mit Mausekrebsemulsion und
verwendete das Plasma dieser immunisierten Tiere fiir die Ziich-
tung des Krebsgewebes. Nun sah er, dafl die Zellen innerhalb
24 Stunden abstarben. Sogar als er Mischkulturen aus normalen
und Krebszellen machte, starben die Krebszellen gleichfalls in
24 Stunden ab, wihrend die Normalzellen regelméBig ihre Ver-
mehrung fortsetzten; der Autor zieht aus diesen Ergebnissen die
Folgerung, daB bei diesem Phanomen die Bildung von Antikérpern
anzunehmen ist, die sich gegen die Geschwulst mehr oder weniger
spezifisch verhalten.

Andererseits ist das Vorhandensein von wachstumsfordernden
Substanzen im Plasma tumortragender Tiere durch Policard und
Boucharlat bewiesen worden; sie konnten zeigen, daB das
Nierengewebe neugeborener Ratten nicht im Erwachsenplasma,
wohl aber in solchem von Tumortrigern wichst. Policard und
Boucharlat nahmen an, daB sich im Plasma dieser Tiere auto-
lytische Produkte befinden, welche diejenigen Substanzen ersetzen

Bisceglie u. Juhész-Schiffer, Gewebeziichtungen. 19
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konnen, die der Kultur im allgemeinen mit dem Embryonalextrakt
oder mit den Leukocyten zugesetzt werden. Diesen Versuchen
stehen diejenigen von Korbler gegeniiber, der mit menschlichen
Materialien (Lymphdriisen, Bindegewebe und Krebsgewebe, im
Plasma von gesunden und normalen Tumortrégern geziichtet) ex-
perimentierte: er fand, daf das Tumortrigerplasma hemmende
Wirkung auf das Wachstum ausiibt.

Man suchte durch diesen Weg auch die Faktoren der natiir-
lichen Resistenz Tumoren gegeniiber zu erforschen, insbesondere
beim Roussarkom. Diese Versuche wurden in erster Linie von
Fischer und Carrel durchgefiihrt.

Fischer fand unter 50 Hiihnern verschiedener Rassen eines,
das sich gegeniiber isoliertem Roussarkom vollkommen refraktir
verhielt und versuchte im Plasma dieses Tieres unter Zusatz von
Muskelfragment desselben Ursprunges mit seiner eigenen Methode
Roussarkom zu ziichten. Obwohl es ihm gelang, 2 Monate hin-
durch das Sarkom im beschriebenen Kulturmedium zu ziichten,
konnten in seinen Zellen iiberhaupt keine Verdnderungen erkannt
werden. Wir wissen jedoch nicht, ob die Tumorzellen, die wie
sonst proliferierten, auch ihre Malignitit bewahrt hatten. Die
Versuche Carrels hatten den Zweck, zu erforschen, ob das Serum
der Hiihner, die dem Roussarkom gegeniiber eine natiirliche Immu-
nitit aufweisen, nicht die Fahigkeit des Filtrates, den Tumor zu
erzeugen, vernichten kann. Und tatséchlich konnten einige unter
den verschiedenen Hiithnerserien das Virus des Roussarkoms zer-
storen. Junge Hithner sind im allgemeinen empfindlicher als alte.

Nach allen diesen Versuchen scheint die natiirliche und mehr
noch die erworbene Immunitédt dadurch ausgezeichnet zu sein, daf3
sie nicht von spezifischen Antikérpern des Blutserums bedingt
ist. Das Blutserum koénnte vielleicht iiber den Resistenzgrad des
Organismus dem Tumor gegeniiber etwas aussagen; doch enthilt
es keine Substanzen, die als Antikorper fungieren und das Wachs-
tum des Tumors hindern koénnten. Die Resistenz ist eine histogene
und humorale Synthese sensu latiori.

2. Die Wirkung von Extrakten und Filtraten normaler
und neoplastischer Gewebe.

Seit den ersten Zeiten der Einfithrung der Gewebeziichtungen

in vitro suchte man dem Kulturmedium Extrakte embryonaler
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Gewebe oder Gewebe junger oder erwachsener Tiere zuzusetzen,
um damit der Kultur leichtere und bessere Lebensbedingungen zu
bieten. Wir haben iiber die Versuchsresultate der Ziichtungen
von Neoplasmageweben schon berichtet, und es ist jetzt noch die
Wirkung der dem Kulturmedium zugesetzten Extrakte von em-
bryonalem Gewebe, von Knochenmark und den Leukocyten, die
die Vermehrung der Geschwulstzellen in der Kultur beschleunigen
(Carrel, Burrows, Erdmann usw.), zu erwihnen.

Es wurde auch die Wirkung von Extrakten und Filtraten ver-
schiedener Geschwiilste (Roussarkom, Miusecarcinom, Ratten-
sarkom) auf das Wachstum des Tumors selber und auf normale
Gewebe von mehreren Autoren untersucht. Diese Versuche sollen
die Anwesenheit wachstumférdernder Substanzen in der Kultur
beweisen, die das unbegrenzte Wachstum der Tumoren bis zu
einem bestimmten Grade erklirlich machen kénnten. Carr el und
Burrows haben die Wirkung des Roussarkomfiltrates auf das
Wachstum desselben Tumors in vitro untersucht und fanden, daf3
der letztere von den Filtraten einen energischen Wachstums-
stimulus bekommt. Carrel setzte dann auch in die Kultur von
Fibroblasten Roussarkomextrakte und bekam auf diese Weise
eine lebhaftere Proliferation. Stammte jedoch das Extrakt von
teilweise nekrotischen Sarkomen her oder von einem Sarkom, das
von Kachexie begleitet war, wurde das Wachstum langsamer oder
blieb vollig aus. Diese hemmende Wirkung der nekrotisch wer-
denden oder zu Kachexie fithrenden Tumoren ist héchstwahr-
scheinlich durch die Anwesenheit von autolytischen und anderen
zelluldren Zerfallsprodukten in diesen Extrakten bedingt, die,
wie durch Versuche in vivo mittels autolysierender Mittel ge-
zeigt wurde (Blumenthal, Fichera), dem Organismus eine
groflere Resistenz gegeniiber Tumoren verleihen.

Drew hat die Wirkung von Filtraten normaler und neopla-
stischer Gewebe (Méusesarkom und -carcinom) auf das Kultur-
wachstum untersucht. Es ist bekannt, daBl die Gewebe junger und
erwachsener Tiere einer sparlichen Proliferation Platz geben, die
nach einem lingeren oder kiirzeren Brutschrankaufenthalt mani-
fest wird. Drew sah, dafl Herz- und Nierenfragmente der Ratte,
die in gewohnlichen Kulturmedien in einem Stadium der ,,Schlif-
rigkeit*, wie er sich ausdriickte, verharren, in einem Kulturmedi-
um, das Filtrat autolysierter Niere enthilt, gleich anfangen zu

19%*



Abb. 67a,b.
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proliferieren; in 48 Stunden ist die Invasionszone von einer Zell-
schicht besetzt, deren Elemente mehrere Mitosen aufweisen.
Wenn dagegen das Nierenfiltrat in der Kélte bei 0° hergestellt
war, zeigte sich keine wachstumfordernde Wirkung. Andererseits
besaB ein in der Kilte hergestelltes Sarkom- oder Krebsfiltrat
diese Wirkung. Aus diesen Versuchen Drews ist leicht ersicht-
lich, dal die Neoplasmazellen kontinuierlich wachstumférdernde
Substanzen produzieren.

Untersuchungen iiber die Wirkung von Extrakten und Filtra-
ten neoplastischer Gewebe (Mausekrebs) auf das Wachstum nor-
maler und neoplastischer Zellen in der Kultur wurden von
Bisceglie mittels gegeniibergesetzter Gewebestiickchen vor-
genommen.

Aus der Gesamtheit seiner Versuche ergibt sich, da das Neo-
plasmaextrakt nicht nur eine einzige Wirkung auf das Wachstum
der normalen Gewebe ausiitbt. Wahrend manche Gewebe (z. B.
die Milz und die Schilddriise) einen starken Wachstumsstimulus
erhalten, werden andere in ihrem Wachstum gehemmt. In diesem
Falle ist es klar, daBl hier die verschiedene Empfindlichkeit der
verschiedenen Zellarten dem Extrakt gegeniiber ausschlaggebend
ist. Gewebestiickchen vom MAusekrebs scheinen dagegen die
Wirkung ihres eigenen Extraktes, wenn er in einer bestimmten
Konzentration gereicht wird, vorteilhaft verwenden zu konnen.
In diesen Kulturen konnte beobachtet werden, daf3 von den ersten
Stunden des Kulturaufenthaltes an eine ausgesprochene Zellwande-
rung gegen das mit Krebsfiltrat gefiillte Capillarrohr stattfindet.
Diese Zellwanderung ist von einer Phase der Zellproliferation be-
gleitet; es bilden sich zungen- oder pinselférmige Zellformen,
welche sich gegen die gegeniiberliegende Offnung des Capillar-
rohres hin orientieren. Die Proliferation an der affrontierten
Seite ist immer lebhaft und hier fangt sie auch frither an, als an
den iibrigen Stellen des Fragmentes.

Diese Versuche fiihren letzten Endes zu den gleichen Ergeb-
nissen, wie diejenigen von Drew, doch wird in ihnen die ver-
tretene Idee klarer gezeigt, und Bisceglie fand, dafl die Tumor-
filtrate elektiv die Neoplasmazelle zur Proliferation reizen.

Erklirung zur nebenstehenden Abb. 67a,b.

Abb. 67. In einer mit Roussarkomfltrat behandelten Monocytenkultur beobachtete Fibro-
blasten. a Fibroblasten mit Fortsitzen. b Fettkérnchen enthaltende Fibroblasten.
(Nach Carrel und Ebeling.)
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Nun glauben wir die Hypothese Murrays akzeptieren zu
diirfen, daB ndmlich die bosartigen Tumoren stindig und spontan
Reizsubstanzen bilden, die nur von alterierten Normalzellen er-
zeugt werden, und daB der biochemische Mechanismus der un-
endlichen Wachstumsfiahigkeit des Tumors, wenigstens teilweise,
durch diese Reizsubstanzen geleitet wird.

Abb. 68. Kultur eines Adenocarcinomfragmentes, dem ein mit Krebsextrakt gefiilltes
Kapillarrohrchen gegeniibergesetzt ist. Man sieht die lebhafte Proliferation an der dem
Kapillarréhrehen gegeniiberliegenden Seite des Fragmentes. (Nach Bisceglie.)

Auch Mottram hat die Beobachtung gemacht, daB der
Flexner-Jobling-Tumorextrakt das Wachstum normaler Gewebe
in vitro beschleunigt, wihrend der Extrakt ausder Niere erwachsener
Tiere hemmt. Er konnte jedoch zeigen, daB die im Extrakt ent-
haltene hemmende Substanz erwachsener Gewebe durch Radium-
emanation gestért wird. Diese bestrahlten Erwachsenengewebe-
extrakte begiinstigen das Wachstum und die Zellteilungen. Diese
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Ergebnisse fanden in denjenigen von J. und M. Rouffart ihre
Bestatigung.

Was die Geschwiilste anbetrifft, ist Mottram der Meinung,
dal man nicht so sehr an die Faktoren der Wachstumférderung
denken solle als eher an das Verschwinden eines das Wachstum
hindernden Faktors, da eben die Zellen eine natiirliche Tendenz
zu unbegrenztem Wachstum zeigen.

Betreffs der Anwesenheit wachstumfordernder Substanzen in
der Kultur hat Burrows mit seinen Mitarbeitern eine Versuchs-
reihe vorgenommen, deren Zweck es war, zu bestimmen, ob das
Wachstum der Zellen in der Kultur durch Ansammlung eines
von der Zelle selbst durch ihren normalen Stoffwechsel erzeugten
Produktes beférdert wird, das die erzeugende Zelle zur Prolifera-
tion reizt. Burrows entfernte von einer Kultur durch Waschungen
diesen Wachstumsstoff und damit entstand eine Wachstumsver-
langsamung. Das Wachstum ist nach Burrows nicht die Eigen-
schaft junger Zellen, sondern eine Reaktion der unbeweglichen,
in Geweben nebeneinander gelagerten Zellen, zwischen denen sich
durch die herabgesetzte Zirkulation der Wachstumsstoff dann an-
sammelt. Die Embryonalgewebe, die eine starke Vermehrungs-
tendenz aufweisen, sind eben durch solche zusammengedrangten
Zellen und durch Mangel an GefaBlversorgung charakterisiert. Der
Krebs zeigt in dieser Beziehung dhnliche Eigenschaften. Burrows
nimmt also mit Fischer an, daB die isolierten Zellen sich nicht
vermehren kénnen, da die won ihnen selbst erzeugten Reizsub-
stanzen oder ,,Archusia‘® nur in sehr spérlicher Konzentration
entstehen, so daf sie nicht fahig sind, die Zelle zur Teilung anzu-
regen. Es ist notwendig, daf sich die Reizsubstanz, um wirken zu
kénnen, in einem mittleren Konzentrationsgrad befindet; denn
auch die allzu starke Konzentration zerstért die Zelle durch Auto-
digestion. Burrows fithrt also den Ursprung des Krebses auf
eine Ansammlung dieser Substanzen innerhalb enger Zellzwischen-
rdume mit spirlicher Blutversorgung zuriick; dort erreichen die
Wuchsstoffe eine so hohe Konzentration, daB ihre Wirkung
manifest wird. Auf diese Weise sucht Burrows die Genese der
durch chemische Substanzen oder Bakterien hervorgerufenen
Tumoren zu erkldren. Das schidigende Agens verursacht zuerst
ein Zusammendréngen der Zellen, das dann zur Ansammlung der
Archusia fiihrt.
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Die Hypothese Burrows wurde von anderen Autoren nicht
akzeptiert, obwohl auch sie bestédtigen, da die stérkste Zellver-
mehrung sich innerhalb eines sehr engen Raumes abspielt. Um
die Hypothese Burrows iiber die Tumorgenese zu klidren, gingen
einige Autoren von den Ergebnissen Warburgs aus, die bewiesen
haben, daB iiberhaupt Zellvermehrung ohne Glykolyse nicht mog-
lich ist, und daBl die Neoplasmazelle ein teils anaerobes Leben
fihrt. Diese Autoren #uBerten sich dahin, daf3- durch die unge-
niigende Sauerstoffzufuhr in den sehr zusammengedringten Zellen
die intraorganische Oxydation herabgesetzt wird, und die relative
Anaerobiose die entsprechenderen und widerstandsfahigeren Zellen
zur Glykolyse anregt. Dieses Phinomen, das anfangs gelegentlich
oder forciert entsteht, wenn der Reiz bestehen bleibt, kann als
vererbter Charakter in die nachfolgenden Zellgenerationen iiber-
gehen, d. h. er wird obligat. Die so endgiiltig in bezug auf ihren
Metabolismus veridnderten Zellen wiirden die bésartigen Elemente
darstellen, die nicht mehr das Sauerstoffdefizit verspiiren.

Eine andere Ursache, welche die in engem Raum zusammen-
gedrangten Zellen zur Proliferation anregt, stellen neben der unge-
niigenden Blutversorgung und der Gedringtheit der Zellen die aus
den abgestorbenen Zellen entstandenen, zur Proliferation anreizen-
den Substanzen dar. Diese Substanzen konnten wohl Kata-
lysatoren oder Wachstumsstoffe oder auch echte Bausteine des
Protoplasmas sein, wie das von manchen Autoren behauptet wurde.

In jedem Fall liBt die Gesamtheit dieser Versuche die Tatsache
bestehen, daB in der Neoplasmazelle oder in ihren perizelluliren
Flissigkeiten wachstumerregende Substanzen vorhanden sind.
Héchstwahrscheinlich sind diese Substanzen die priméren oder
sekundiren Ursachen des unbegrenzten Wachstums. Der einmal
im Organismus entstandene Tumor erfreut sich einer Selbstdndig-
keit hochsten Grades, auch was seine innere Organisation an-
betrifft, da die Reizfaktoren ihn restlos zur Vermehrung anspor-
nen. Diese Reizfaktoren miissen als Autokatalysatoren betrachtet
werden, die, wihrend sie kontinuierlich morphogenetische Phé-
nomene hervorrufen, durch diese rastlos wieder erzeugt werden.

3. Chemische und physikalische Einfliisse.

Es ist bekannt, daB die Ionenkonzentration des Mediums einen
gewaltigen EinfluB auf das Wachstum und die Entwicklung der
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Zelle ausiibt. Wir haben an anderer Stelle iiber die Versuche und
iiber die Wichtigkeit der Kaliumionen in der Biochemie der Ge-
webe berichtet.

Hier soll nur auf die Arbeiten von Zwaardemaker hin-
gewiesen werden, die in ihren Grundziigen denjenigen von Campel
und Wood gleichen, welche zeigen, dafl die Wirkung des K durch
Emanation von f-Strahlen bedingt ist. Gurwitsch machte spiter
auf die Bedeutung der sogenannten mitogenen Strahlungen beim
Wachstum aufmerksam, iiber die im Kapitel VIII schon berichtet
wurde.

Roffo verglich die Wirkung des Magnesiums mit der des Cal-
ciums auf normale und neoplastische Gewebe und stellte fest, daf}
allgemein beide das Wachstum dieses Gewebes hemmen, daf
aber bei beiden Geweben verschiedene Konzentrationen notwen-
dig sind, um gleiche Wirkungen hervorzurufen. Und in der Tat,
withrend CO,Ca in einer Verdinnung von 1:500 das Wachstum
von Herzfragmenten erlaubt, ist eine Konzentration von 1:1000
erforderlich, um bei Neoplasmazellen Wachstum zu erhalten. Auch
das Eosin hemmt nach Roffo und Villanueva das Wachstum
in vitro. Die mineralischen Kompositionen des Selens mit K-
und Rb-Tonen wirken gleichméBig hemmend auf das Wachstum
der normalen und neoplastischen Kulturen, wenn auch beide Ge-
webe verschiedene Empfindlichkeit diesen Substanzen gegeniiber
aufweisen. Wihrend z. B. das selenige Kalium in einer Ver-
diinnung von 1:10000 das Wachstum von Normalgeweben er-
moglicht, ist fir das Wachstum neoplastischer Gewebe eine Kon-
zentration von 1:100000 notwendig.

Die Frage der Ionenkonzentration des Mediums hat so, wie
es auch von Boebe, Clowes und Frisbie, Clowes und Water-
man gezeigt wurde, eine grole Bedeutung fir die Entwicklung
der Kultur, da die Krebsgewebe sich von den normalen eben durch
dieses Vorherrschen des K iiber das C unterscheiden lassen, und
der K/C Koeffizient mit der Bosartigkeit wachst oder fallt.

Von dieser Voraussetzung ausgehend, machte Mendéléef Ver-
suche  iiber die Wirkung von Calcium- und anderen Metallionen
auf das Wachstum der Explantate.

Es wurde auch der EinfluB innerer Sekrete auf das Wachs-
tum der Tumoren in vitro untersucht; die Zahl dieser Versuche ist
jedoch beschrinkt.
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Carra verwendet in seinen Versuchen iiber die Wirkung inner-
sekretorischer Driisen auf das Wachstum des Miuseadenocar-
cinoms Fragmente von Milz, Niere, Schilddriise, Testikel, Leber
und sah, dal diese Gewebe verschiedene Wirkungen auf die Ent-
wicklung der Gewebe ausiiben. Die Milz und die Niere wirkten

Abb. 69. Schnitt durch eine mittels Sauerstoffbehandlung getétete, mit Hamatoxylin
gefirbte Sarkomkultur. Der Farbkontrast zwischen Zellkernen und Protoplasma scheint
hier geringer zu sein, als bei einer gewdhnlichen Sarkomkultur; das Protoplasma hat
anscheinend den Farbstoff in stirkerem Grade als gewonlich aufgenommen.
(Nach A. Fischer und Buch-Andersen.)

stets ausgesprochen hemmend auf das Wachstum des Neoplas-
mas, so sehr, dafl die Entwicklung in manchen Kulturen an allen
Seiten des Fragmentes aufhorte und manchmal an der gegeniiber-
liegenden Seite auch Autolyse stattfand. Die Schilddriise und der
Testikel dagegen begiinstigten das Wachstum, so daB sich an der
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gegeniiberliegenden Seite eine sehr aktive Proliferation zeigte; die
Leber dagegen iibte keine Wirkung auf das Geschwulstgewebe aus.

Diese Versuche bestdtigen mit einer feineren und empfind-
licheren Methode das, was schon Brancati, Apolant, Fichera,
Korentschewsky, Serafini, Sisto, Biach und Weltmann
usw. einst nachgewiesen haben, namlich die gréBere oder kleinere
Rezeptivitat der verschiedenen Organe.

A. Fischer ziichtete mit seiner eigenen Methode Gewebe-
stiickchen aus Roussarkom und fand, dal am autoklavierten
Muskelfragment die Sarkomzellen besser gedeihen, als am nicht
behandelten Muskelgewebe. In letzterem Falle, wie Fischer er-
klirt, konnten die Sarkomzellen nicht in die Muskeln eindringen,
und dadurch war ihr Wachstum gehindert. Homologe und hetero-
loge Milzgewebe, Fragmente von Schilddriise oder Thymus stellen
ausgezeichnete Nahrsubstanzen dar. Die Meinung also, dal die
Milz eine hemmende Wirkung auf die Tumorenentwicklung aus-
ibt, konnte, wenigstens beim Roussarkom, nicht bestatigt werden
(A. Fischer).

A. Fischer und Buch-Andersen haben in dhnlicher Weise
die Wirkung des Sauerstoffdruckes auf das Wachstum der nor-
malen und bosartigen Zellen studiert und sind von der Voraus-
setzung ausgegangen, daBl man durch Wechsel des Sauerstoff-
druckes auch die Reaktionsgeschwindigkeit im Stoffwechsel andern
konnte. Die Autoren haben konstatieren kénnen, daf3 der erhéhte
Druck eine andere Wirkung auf die normale als auf die sarkoma-
tose Zelle ausiibt, insofern diese letztere innerhalb kurzer Zeit zer-
stort wird, wihrend die Bindegewebszellen am Leben bleiben. Die
Autoren konnten sonst mit dem Sauerstoffdruck eine gemischte
Kultur von Fibroblasten und Sarkomzellen in eine reine Kultur
von Bindegeweben umwandeln.

¢) Der Stoffwechsel der in vitro geziichteten Tumorzellen.

Ein anderes Forschungsgebiet, das sich gut durch die Gewebe-
ziichtungen in vitro bearbeiten 148t, ist die Frage des Stoffwechsels.
Bis jetzt ist die Zahl der vorgenommenen Versuche ziemlich ge-
ring; die meisten beschéftigen sich mit der Frage des Zuckerstoff-
wechsels. Die so wichtigen Ergebnisse Warburgs konnen hier
hochstens gestreift werden, da sie nicht die in vitro proliferierenden,
sondern nur iiberlebende Gewebe des Neoplasmas betreffen.
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Warburg und seine Mitarbeiter (Minami, Negelein und
Posener usw.) haben aus Tumorgeweben Schnitte gemacht, die
in Anwesenheit von Glucose bedeutender Bildung von Milchséure
Platz gaben, was sich in Versduerung des Mediums dufBlert und
auch mittels Zinklaktat gemessen werden kann. Die Tumorschnitte
leben auch in Abwesenheit von Sauerstoff, wenn nur das Kultur-
medium Zucker enthélt. Doch miissen die Tumorzellen wegen ihres
Energiebediirfnisses die glykolytischen Phédnomene in Anspruch
nehmen. Von der Neoplasmazelle wird die Glykolyse vorgezogen,
da sie auch bei Anwesenheit von Sauerstoff die oxydativen Pro-
zesse kaum in Anspruch nimmt. Auch die Embryonalzellen er-
zeugen in zuckerhaltigen Kulturmedien glykolytische Phéinomene,
jedoch nur, wenn nicht Sauerstoff vorhanden ist, da bei dessen
Anwesenheit die Embryonalzellen nur den oxydativen Prozessen
Platz machen.

Wind ziichtete in Carrelschen Glasschalen in einem Kultur-
medium von Plasma- und Embryonalextrakt, dem eine Gas-
mischung verschiedener Konzentration zugefithrt wurde, Rous-
sarkomfragmente und sah, daBl diese in Anwesenheit eines Gas-
gemisches von Sauerstoff und 5 vH Kohlensiure Milchsiure im
Verhdltnis von 3 vH des Gewebegewichtes produziert haben.
Auch unter anaeroben Bedingungen konnte Wind das Wachs-
tum des Tumors nachweisen.

Zuletzt haben Krontowski und Bronstein fiir gleiche
Zwecke die Methode der Gewebeziichtungen in vitro verwendet
und zeigten, daB die schnell wachsenden Gewebe eine groe Quan-
titdt von Zucker verbrauchen. Die Kultur von Normalgewebe ver-
braucht innerhalb 2 Tagen 80 vH des am Anfang des Versuches in
der Néhrlosung anwesenden Zuckers und endlich am 4.—5. Ver-
suchstag ist mit der Methode Hagedorn-Jensen keine nach-
weisbare Spur von Zucker mehr vorhanden.

Die Kultur von Tumorfragmenten (M&usecarcinom) zeigt da-
gegen, dal die von den Neoplasmen verbrauchte Zuckermenge
viel groBer ist; sie ist schon am 2.—3. Tag aus dem Medium voll-
kommen verschwunden. Diese Ergebnisse entsprechen einander
insofern, als die rasch wachsenden Gewebe (embryonale und neo-
plastische), die zu ihren intensiveren Vitalprozessen notwendige
Energie aus einem erhohten Zuckerverbrauch gewinnen.
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d) Die Zuriickpflanzung der Tumorkulturen in Tiere.

Die Ziichtung von Tumorfragmenten in vitro und die Moglich-
keit, Reinkulturen von den einzelnen Elementen des neoplastischen
Gewebes zu gewinnen, hat mit sich gebracht, daff durch Zuriick-
pflanzungen dieser Reinkulturen die Frage weiter behandelt werden
konnte, welche Elemente des Transplantats den Tumor erzeugen.
Und damit wire gleichzeitig auch das Problem gelost, welche Zellen
eigentlich die Trager der neoplastischen Bosartigkeit seien.

Schon in ihren ersten Versuchen konnten Carrel und Bur-
rows, Lambert und Hanes die Moglichkeit einer Zuriick-
pflanzung in Tiere von in vitro geziichteten Tumorfragmenten
(M&usesarkom und -carcinom), die dann wieder den Primartumor
erzeugen, nachweisen. Roffo injizierte Tumorexplantate in Rat-
ten und erhielt histologisch ganz reine Metastasen, ohne die ne-
krotische Zone und mit sehr hoher Proliferationsaktivitat; da-
mit wurde bewiesen, dafl die Tumorzellen in vitro auch mehrere
Generationen hindurch ihre Aktivitdat und ihre spezifischen Eigen-
schaften bewahren.

Ahnliche positive Ergebnisse wurden von Drew erhalten, der
Kulturen von Mdusesarkom in Mause zuriickinjizierte ; dieser Autor
behauptet aber, dafl das Sarkom in der Kultur rasch degeneriere
(schon nach 48 Stunden), und dafl es nicht mehr den Tumor er-
zeugen koénne, wenn es nicht bald zuriickgepflanzt wiirde.

Sehr wichtige Ergebnisse wurden von Rh. Erdmann mit Kul-
turen von Méusekrebs und -sarkom und mit dem Flexner-Job-
lingschen Tumor erhalten; der Zweck ihrer Versuche war, die Be-
dingungen, unter welchen die Kultur mit Erfolg zuriickgepflanzt
werden kann und die Elemente des Tumorgewebes, denen die Bos-
artigkeit zuzuschreiben ist, zu bestimmen. Der Autor ziichtete
Sarkomfragmente von Sdugetieren mehrere Wochen hindurch in
Tumortrigerplasma und erhielt nach Reimplantation der Kultur
einen Primiartumor. In bezug auf den Krebs wurde gefunden,
daBl die im Tumorplasma geziichteten Kulturen, in welchen eine
gleichzeitige Proliferation von Stromazellen und von Krebszellen
stattfand, die Fahigkeit besaBen, von sich aus den Tumor zu bil-
den; nur durften sie nicht allzu lange in vitro gehalten werden.
Waren dagegen die Tumorzellen in Normalplasma geziichtet,
so wandelten sich diese in Elemente um, die sich nach Reim-
plantation wie Normalzellen verhielten. Daraus folgt, daf die
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neoplastischen Zellen Elemente von verindertem Metabolismus
darstellen, die mit einem, vorlaufig unbekannten, Charakter ver-
sehen sind, welcher in dem seiner Entwicklung nicht entsprechen-
den Kulturmedium verloren geht.

Die Versuche Erdmanns am Flexner-Joblingschen Krebs
suchten die Beantwortung der Frage, welche Elemente des Tumor-
gewebes die Tréger der Bosartigkeit sind, d. h. an welche Elemente
das Virus, gleich ob lebendiges oder chemisches, gebunden ist.
Er fand, daB Reinkulturen der krebsigen Zellen des Flexner-

Abb. 70. Freie Krebszellen in Leberplasma geziichtet. (Nach Rh. Erdmann.)

Joblingschen Tumors nicht die Fahigkeit besitzen, bei Zuriick-
pflanzung in das Tier den Tumor zu erzeugen. Andererseits haben
auch die Stromazellen desselben Tumors in Reinkultur die Fahig-
keit, den Tumor bei Reimplantation zu erzeugen, verloren. Die
Geschwulsthildung bleibt ebenfalls aus, wenn man Reinkulturen
von Krebszellen und Stromazellen gleichzeitig injiziert. Die Ge-
schwulst entsteht ausschlieBlich nur dann, wenn in derselben Kul-
tur sowohl die krebsigen, als auch die stromalen Zellelemente
gleichzeitig proliferierend vorhanden sind. Es wurde also gezeigt,
daB in Reinkulturen die onkogenen Faktoren, die Erdmann als
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X-Stoffe bezeichnet hat, verloren gehen. Die Frage, an welche
Zellelemente aber dieses Virus (in breitestem Sinne) des Tumors
gebunden ist, oder ob es von den Zellen selbst erzeugt wird oder
in diesen mit enthalten ist, ist nicht gelost.

Es scheint aus den letzten Versuchen Erdmanns hervor-
zugehen, dafl das Virus des Flexner-Joblingschen Krebses den
Endothelzellen gegeniiber eine strenge Affinitiat besitzt. Wird
normale Milz in Medien geziichtet, welche Tumorplasma enthalten,

Abb. 71. Stromazellen einer Flexner-Jobling-Krebskultur in Leberplasma geziichtet.
(Nach Rh. Erdmann.)

so sieht man Endothelzellen in das Koagulum hineinwandern und
diese Wanderung setzt um so friihzeitiger ein, je konzentrierter in
der Kultur die vom Tumor stammenden Substanzen vorhanden
sind. Wird andererseits das Tier mit Substanzen (Chinatusche), die
das retikuloendotheliale System reizen, behandelt, so erscheint die
Geschwulst gleich nach Einfiihrung des Flexner-Joblingschen
Krebsfiltrates. Erdmann ist also der Meinung, daB die Endothel-
zellen nihere Beziehung zu dem Virus des Flexner-Jobling-
schen Tumors besitzen.
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Zu diesen, an nicht filtrablen Mause- und Rattentumoren
(Sarkome und Krebse) durchgefithrten Versuchen gesellen sich die
an filtrierbaren Hithnersarkomen gemachten Versuche Carrels.
Dieser Forscher hat eine gro8e Anzahl von sehr interessanten Ver-
suchen auf dem Gebiete der Tumorfrage durchgefiihrt, die die
Onkologie mit groBen Schritten vorwirts gebracht haben. Eines
dieser Probleme ist die auch von anderen behandelte Frage,
welche Zellelemente des Sarkomgewebes im Roussarkom fiir die
malignen Charaktere des Tumors verantwortlich sind. Nach
der allgemeinen Meinung bilden die Fibroblasten das bosartige
Element des Sarkoms. Nun suchte Carrel Reinkulturen von
diesen Elementen zu erhalten; solche Fibroblasten, in Hiihner in-
jiziert, verlieren nach 7—8téagiger Kulturvegetation die Fahigkeit,
die Geschwulst wieder zu erzeugen. Nur die Inokulation von jungen
Zellen (nach 3--4 Tagen) kann Tumor erzeugen. Diese Tatsache
will Verfasser mit der Anwesenheit von anderen Zellelementen
oder von bosartigen Fibroblasten erkliren, die aber rasch ver-
schwinden.

Ahnliche Versuche wurden auch an Teersarkomgewebe durch-
gefiithrt und ergaben die gleichen Resultate. Daraus folgt, daf,
wenigstens bei den von Carrel untersuchten Geschwulsttypen, die
Fibroblasten nicht die Trager der Bosartigkeit seien; werden sie
in Hiithner uberpflanzt, lassen sie eine neoplastische Proliferation
nicht zu. Man mul} also annehmen, wie das Carrel durch ein
Paradoxon ausdriicken wollte, daB ,,I’élement malin des sarcoms
a cellules fusiformes n’est pas le fibroblast.

Die Versuche des amerikanischen Forschers sollten auch be-
weisen, dal der Fibroblast der Wirkung des Roussarkoms gegen-
iiber unempfindlich ist und dadurch dieses nicht in eine bosartige
Zelle umwandelt. Wenn man tatsichlich dem Nahrmedium einer
normalen Fibroblastenkultur filtrierten oder nicht filtrierten
Roussarkomextrakt zusetzt und diese Kultur durch eine kiirzere
oder langere Zeit ziichtet (von 2 Wochen bis zu mehreren Monaten),
so erhalten die Fibroblasten nicht bosartige Charaktere, da die Im-
plantationsversuche mit diesen Kulturen durch subcutane Ein-
spritzung in Hiihner stets negativ ausfallen.

Da die Versuche Carrels an Fibroblasten ergebnislos waren,
wandte er sich gegen den &hnlichen Zelltyp, der in den Kulturen
von Tumorfragmenten erscheint. Es ist bekannt, daf} in der Kultur
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von bosartigen Geschwiilsten die zuerst im Koagulum massenhaft er-
scheinenden Zellen monocytenihnliche améboide Elemente sind.
Carrel suchte also diesen Zelltyp in Reinkultur zu erhalten. Nach
mehreren Uberpflanzungen, die 10—30 Tage lang dauerten,
wurden die Kulturen in Hithner eingespritzt. In allen Fallen bil-
deten sich rasch Tumoren, die das Tier durch Lungenmetastasen
bald getotet hatten. Wurde nur die Kulturflissigkeit allein ein-
gespritzt, so bildeten die Geschwiilste sich gleichméafig aus. Auch
Makrophagenkultur von Sarkom chemischen Ursprungs gab die-
selben Frgebnisse. Nun zeigte sich also, dafl die Bésartigkeit der
Roussarkome chemischen Ursprungs an die Makrophagen gebunden
ist; nur wenn die Makrophagen zuriickinjiziert werden, entsteht
wiederum die gleiche Geschwulst.

Da aber zwischen den Makrophagen des Gewebes und den
Leukocyten des Blutes eine gewisse Ubereinstimmung besteht,
wurde die Moglichkeit angenommen, daf3, nach Carrels Hypothese,
diese letzteren dem Virus gegeniiber empfindlich sind und daher die
Fihigkeit besitzen, sich in bosartige Elemente umzuwandeln. Diese
Hypothese konnte andererseits durch die Versuche von Peyton
Rous bestitigt werden, die beweisen, dafl das Blut der tumor-
tragenden Hithner die Krankheit iibertragen kann. Die Versuche
von Pentimalli und Burger zeigen, daB zum Ubertragen der
Krankheit Serum allein nicht geniigt, es sind dazu die corpus-
culiren Elemente unerlidfilich. Diese Versuche erhalten wiederum
von Carrel ihre Bestitigung. Werden normale Leukocyten des
Blutes oder Reinkulturen von normalen Blutmakrophagen mit
Roussarkomfiltrat zusammengebracht und in vitro geziichtet,
so wandeln sich die Makrophagen nach einiger Zeit (20—21 Tage)
in sarkomatdse Zellen um, die, in Tiere inokuliert, die Krankheit
entstehen lassen; doch bekommen sie schon in der Kultur ein ty-
pisch sarkomatéses Aussehen. Die gleiche Umwandlung erfahren
die Leukocyten bei Anwesenheit der Filtrate von Teer- oder Arsen-
sarkom. Diese Versuche beweisen, daB die Blutzellen und die
Gewebemakrophagen gewohnlich die Trager der Bosartigkeit bei
Hiihnersarkomen sind.

e) Die Frage der Geschwulstgenese.

Wenn auch bis jetzt dieses groBe Problem, das so viele Forscher
beschiftigt hat und noch beschéftigen wird, nicht ganz geldst ist,

Bisce lie .Juhdsz-Schiffer, GQewebeziichtungen. 20
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mull man doch anerkennen, daf durch die Gewebeziichtungen in
vitro grofle Fortschritte, wenigstens was die Genese der Sarkome
anbelangt, gemacht worden sind. Carrel, dem die meisten und
wichtigsten Versuche am Roussarkom zu verdanken sind, suchte
den filtrierbaren Faktor in vitro experimentell herzustellen und
damit die Natur dieses Prinzips zu erforschen.

Seit den Versuchen von Rous und Pentimalli ist bekannt,
daB das filtrierbare Prinzip des Hiihner-Roussarkoms schidigen-
den Wirkungen gegeniiber wenig resistent ist. Es verliert seine
Virulenz innerhalb 24 Stunden in Kochsalzlésung bei 38° C (Rous)
sehr schnell unter Wirkung von Chloroform, Kalilauge, Aceton,
Sublimat, Formalin oder Jod (Pentimalli). Dagegen gelang es
Carrel, dieses Prinzip linger aktiv zu erhalten, indem er seiner
Serum- oder Tyrodelssung Muskelfragmente oder Leukocyten
zusetzt.

In gleicher Weise bewies Carrel, dal das Prinzip des Rous-
sarkoms sich in einer Kultur von Monocyten stark vermehrt. Er
meint, dal das Virus sich entweder an der Oberfliche oder im
Innern der Monocyten reproduziert. Diese Versuche wurden auch
mit Leukocyten, mit Fragmenten von Milz, Embryonalgewebebrei
und mit leerer Kultur wiederholt und gefunden, daB sich das Virus
in jedem Falle bei Anwesenheit von lebendigen Geweben stark
vermehrt, wihrend es ohne Gewebestiicke seine Aktivitit rasch
verliert. Es handelte sich nun darum, nachzuweisen, welche Rolle
die Gewebe bei dieser Vermehrung des Prinzips haben, und zwar
1. ob das lebendige Gewebe allein dem Virus nur die notwendigen
Lebensbedingungen zu seiner spontanen Vermehrung bietet, 2. ob
das Virus von den lebendigen Zellen gebildet wird, oder 3. ob nicht
das in einem inaktiven Zustande in der Kultur vorkommende Virus
von den Zellen Substanzen erhilt, die es aktiv machen. Die Ver-
suche Carrels, die hier einzeln aufzuzihlen nicht méglich ist,
zeigten in ihrer Gesamtheit, daB das filtrierbare Agens sich nicht in
zwei Teile teilt, in einen inaktiven und in einen aus der Zelle ent-
standenen aktivierenden Teil. Es vermehrt sich mit seiner Akti-
vitét im Innern der Zelle oder wird vielleicht von der Zelle selbst er-
zeugt. Der amerikanische Forscher wies aber auch nach, daB die
Vermehrung des Prinzips der Roussarkome direkt von der Quanti-
tat, Aktivitat und Natur der im Kulturmedium anwesenden Zellen
abhingig ist. Festzustellen ist: wird Roussarkomfiltrat einer Rein-
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kultur von Fibroblasten und einer Kultur von Leukocyten zu-
gesetzt, so verschwindet in der ersteren das Prinzip, in der zweiten
wird es vermehrt. Wird andererseits die Aktivitdt eines Gewebes
durch Sauerstoffmangel oder durch Koagulation zerstort und wird
es dann mit Roussarkomfiltrat in vitro geziichtet, so vermehrt
sich das letztere nicht. Die Abhéngigkeit der Wirkung von der
Quantitit des Gewebes wurde von Carrel auch bewiesen. Die Ge-
schwiilste entstanden nur dann, wenn mit dem Roussarkomfiltrat
eine grofere Quantitit von Embryonalgewebebrei inokuliert wurde,
wogegen das Ergebnis bei Versuchen mit wenig Gewebebrei nega-
tiv ausfiel.

Diese Versuche fithren also zu dem Schluf}, daBl das Prinzip
der Roussarkome sich wie ein ultravisibler Organismus verhilt, der
die Féhigkeit, sich zu vermehren, aufweist. Ist aber dieses Virus
ein ultravisibler Organismus, so ist es auch ein lebendiges Wesen.
Seine Fahigkeit zur Vermehrung kann und darf zwar diese An-
nahme nicht unterstiitzen; denn Vermehrung ist nicht immer ein
Beweis von Leben. Ostwald hat bei autokatalytischen Phéno-
menen, wo wiahrend der Reaktion und durch sie das Prinzip, das
die chemische Reaktion bewirkt, vermehrt wird, Beispiele dafiir
gegeben. Twort zeigte, dal das Virus auch ein Enzym sein kénne,
das sich vermehrt, oder Protoplasma, das sich nicht zu einer Zelle
organisiert hat.

Centanni zog den Begriff des Autokatalysators schon im
Jahre 1904 fiir die Erklidrung der Natur des filtrablenVirus heran.
Er meinte, daBl das Virus letzten Endes nichts anderes ist, als ein
Modifikator der biologischen Reaktionen, der unter giinstigen Be-
dingungen fahig ist, sich selbst zu erzeugen. Er ist aller Wahr-
scheinlichkeit nach ein Zwillingsbruder der Modifikatoren anderer
gewohnlicher chemischer Reaktionen, die von Ostwald als Auto-
katalysatoren bezeichnet worden sind, d. h. der Prinzipien, die
chemische Vorgénge beschleunigen oder vermutlich hemmen und
selbst wihrend der Reaktion entstehen. Nun stellt sich Centanni
folgende Frage: wenn in der anorganischen Welt die Existenz
solcher Prinzipien bewiesen wird, kann dariiber noch Zweifel be-
stehen, daB auch in der organischen Welt, die so viel komplizierter
ist, solche Organisationen entstehen, die ihren eigenen Stimulator
erzeugen? Nach seiner Anschauung wird das filtrierbare Virus
sich allein nicht vermehren kénnen, sondern nur im Zusammen-

20*



308 Die Geschwiilste.

hange mit einer histiologischen Zellfunktion, in welcher das den
Zellstoffwechsel storende Gift spontan entsteht.

Zu der Hypothese eines solchen von der Zelle selbst erzeugten
chemischen Virus brachte zuletzt Carrel einen wertvollen Bei-
trag. Er wollte untersuchen, ob die durch chemische Substanzen
entstandenen Geschwiilste fihig seien, durch ihr Ultrafiltrat wie-
der Neoplasmen zu erzeugen; in diesem Falle wiirde an der Exi-
stenz eines ultravisiblen Mikroorganismus gezweifelt werden miis-
gsen. Carrel hat zu diesem Zweck Teer, Arsen, Indol verwendet,
die zusammen mit dem Embryonalgewebebrei in kleinen Dosen
Hiihnern injiziert wurden. Er bekam bei einigen Hithnern nicht
nur das baldige Entstehen der Geschwulst, sondern mit dem Fil-
trate dieser auf chemischem Wege entstandenen Tumoren konnte
er wiederum bésartige Neoplasmen erzeugen, die Metastasen bil-
deten und bald zum Tod des Tieres fiihrten.

Der Zusatz von Filtraten der Arsen- oder Teertumoren gab
den Kulturen von Makrophagen (Carrel) oder Leukocyten (Ebe-
ling) das typische Aussehen der Sarkomkulturen (Verdauung des
Fibrins, Reproduktion des tumorerregenden Prinzips); in Hiihner
inokuliert, bilden sich Tumoren. Nur das Filtrat von Indolsarko-
men wies diese Fihigkeit in den Monocytenkulturen nicht auf.
Aus den Versuchen Carrels, die zwar bis jetzt von Murphy
und Landsteiner noch nicht bestétigt worden sind, scheint
hervorzugehen, daB Arsen, Indol und Teer die Féhigkeit be-
sitzen, Geschwiilste zu erzeugen, die durch ihre Filtrate zu iiber-
tragen sind. Von einer spezifischen chemischen Substanz aus-
gehend, gelangt man zur Produktion einer Substanz, die dem Virus
dhnlich ist und die sich unbegrenzt immer wieder bilden kann.
Wenn auch diese Versuche nicht die endgiiltige Losung der Frage,
ob das Prinzip der Tumoren chemischer oder belebter Natur sei,
gebracht haben, was auch Carrel anerkennt, weist es doch schon
darauf hin, daB das ultravisible Virus der filtrierbaren, chemisch
entstandenen Tumoren ein in den Normalzellen der Hiithner oder
in den Hithnerembryonen vorhandener Mikroorganismus ist, der
aber nur bei Anwesenheit gewisser chemischer Substanzen zur
Tumorbildung schreitet. Diese Hypothese findet aber keine ent-
sprechende experimentelle Grundlage, wihrend die Hypothese der
chemischen Natur des Virus eher den Ergebnissen dieser Forscher
entspricht.
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Diese so hochinteressanten Ergebnisse, die zwar nur die Genese
des Sarkoms betreffen, kénnen wohl auch allgemein fiir die Er-
klirung der Geschwulstgenese tiberhaupt und fiir die des Krebses
insbesondere herangezogen werden.

Aus dem heutigen Stande unserer Kenntnisse eine endgiiltige
Antwort auf diese Frage zu geben, wire kaum méglich. Doch die
vielseitige Beweisfithrung mittels der an epithelialen und binde-
gewebigen Geschwiilsten erhaltenen Ergebnisse, deren Entstehen
auf chemischem, physikalischem, parasitischem oder mikrobischem
Wege zweifellos ist, lassen daran denken, dafl alle Agentien die
gleiche Wirkung haben. Sie alle rufen die bosartige Umwandlung
wohl nicht direkt, sondern nur indirekt hervor dadurch, daf sie
zuerst eine Stérung im Zellmetabolismus verursachen, die weiter-
hin zum Entstehen der onkogenen Substanz fihrt. Diese Substanz
besitzt dann endgultig die Fiahigkeit, die Normalzellen in bosartige
umzuwandeln.

Wenn man in Betracht zieht, dafl die epithelialen und binde-
gewebigen Geschwiilste durch physikalische,chemische, parasitische
Mittel zu erzeugen sind, die sowohl bei den folgenden Transplanta-
tionen des Tumors, als auch in den Metastasen nicht mehr an-
getroffen werden und scheinbar auch nicht mehr notwendig sind,
liegt der Gedanke nahe, dafl an die Stelle der duBleren Reize,
welche zuerst die onkogenen Veridnderungen hervorgerufen haben,
innere Reize treten, die von den Zellen selbst erzeugt werden.

Wir kénnen heute nur unsere Vermutung duflern, daf} die neo-
plastische Umwandlung der Normalzelle eine Antwort auf die
durch sie selbst bei gestértem Biochemismus erzeugten Produkte
ist, wobei die Stérung primér durch einen Stimulus, sensu latiori,
verursacht wurde.
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