89.

3. Als chemischen Reiz diirfte das qualitativ wie quantitativ verdnderte
Sekret der Basedowschilddriise, vielleicht auch die Jodmedikation, wirken. An
anderen Kropfbildungen und bei Geschwiilsten des Organs ist ein mechanischer
Reiz vorauszusetzen, bei chronischer Thyreoiditis ein entziindlicher.

4. Ich konnte die Herdbildungen in 759 aller Basedowschilddriisen, aber
nur in 15% anderer Strumen antreffen.

5. Auch in unvergréBerten, makroskopisch normal erschemenden Schild-
driisen finden sich ofter solche Herde. Sie kommen ganz wesentlich hiufiger beim
weiblichen Geschlecht vor, sind #@uBerst selten vor der Pubertit anzutreffen und
werden mit zunehmendem Alter haufiger. Bevorzugt sind andmische Personen
und ganz besonders héufig fette Individuen. Eine geniigende Erkldrung fiir diese
Tatsache ist nicht zu geben.

V.

Beobachtungen an Gewebskulturen in Vitro.
{Aus dem Departement of Pathology, College of Physicians and Surgeons, Columbia University,
New York.).
Von

Robert A, Lambert, M. D. und Frederick M. Hanes, M. D.
(Hierzu 16 Textfiguren.)

L

In den letzten beiden Jahren haben wir von Zeit zu Zeit von den Ergebnissen
verschiedener Untersuchungen an in vitre geziichteten Geweben berichtet. Anfangs
waren unsere Resultate notwendigerweise unvollstindig, denn die Methode war
neu und Erfahrung fehlte. Aber dank der Zunahme unserer eigenen Vertrautheit
mit der Methode und gefordert durch die Resultate anderer sind manche der die
von uns verfolgten Probleme betreffenden Einzelheiten klar geworden. Wir
mochten daher in dieser Arbeit einen vollstindigeren Bericht, als es bisher maglich
war, iiber unsere Ergebnisse erstatten und zugleich auf die zahlreichen Unzu-
linglichkeiten hinweisen, die weiterer Untersuchung bediirfen.

Historisches.

Die Methode, Gewebe in vitro zu ziichten, verdanken wir Prof. B.G. Harri-
son von der Yale-Universitit, der 1907 die erfolgreiche Ziichtung der Gewebe
des Froschembryos in Froschlymphe berichtete. Die Lymphe wurde aus den
dorsalen Lymphsickchen ausgewachsener Frosche gewonnen, kleine Stiicke des
Embryo wurden in hingenden Tropfen des Mediums suspendiert, das sofort danach
gerann. Prof. Harrison untersuchte besonders das Herauswachsen von
Nervenfasern aus Nervenzellen.
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Burrows modifizierte, als er in Prof. Harrisons Laboratorivm ar-
beitete, 1910 die Methode durch Ersetzung der Lymphe durch Blutplasma als
Kulturmedium. Diese wichtige Anderung erweiterte sehr das Anwendungsgebiet
der Methode, indem sie die Ziichtung in vitro der Gewebe praktisch fast aller Warm-
bliiter miglich machte. Bei seinen Untersuchungen gebrauchte Burrows
Hiihnerplasma als Kulturmedium fiir die Gewebe des Hiihnerembryos. In der
Folge wandten Carrel und Burrows die Technik von Harrison und
Burrows beim Wachgenlassen von Geweben verschiedener Saugetiere an,
wobei sie in jedem Falle homologes Plasma als Kulturmedium benutzten. Nach
den Verdffentlichungen von Carrel und Burrows wurde die Arbeit der
Gewebsziichtung von einer Anzahl Forscher (Lambert und Hanes, Lewis
und Lewis, Loeb und Fleischer, Whipple und MecWhorter,
Oppel, Hodara, Braus, Ingebrigtsen, Ruth) aufgenommen,
die die erfolgreiche Anwendung der Methode bei verschiedenen Fragen berichten,
nebst Vorschligen betreffs Verbesserung der Technik. Der Raum gestattet keinen
kritischen Riickblick auf die Arbeit dieser Autoren, wenn auch auf einige der
Arbeiten im Laufe dieses Berichts iiber unsere eigene Tatigkeit verwiesen werden
soll. Am Schlusse dieser Arbeit ist ein volliges Literaturverzeichnis der Arbeiten
iiber Gewebskultur hinzugefiigt, auf die der interessierte Leser verwiesen sei.

Die Methode der Gewebsziichtung in vitro hat das Stadium der zdgernden
Aufnahme tiberwunden. An anderer Stelle haben wir das gewichtige Beweisstiick
besprochen, das, wie wir denken, in iiberzeugender Weise zeigt, daBl die bei in vitro
wachsenden Geweben auftretenden Erscheinungen vollig den im Orgamismus
selbst beobachteten und entsprechenden vergleichbar sind. Sorgfaltiges kritisches
Studium der Methode hat uns von ihrer groBen Niitzlichkeit und VerldBlichkeit
itberzeugt, und diese Ansicht wird von allen jenen geteilt, die die Methode ernst-
haft angewandt haben. Unsere eigene Arbeit hat eine ziemlich groBie Reihe von
Problemen eréffuet, aber diese Probleme sind durch eine biologische Einheit zu-
sammengefaBt, die ihre zusammenhingende Darlegung in einer einzelnen Arbeit
erlaubt. Nach einer kurzen Besprechung der Technik werden wir zunichst die
morphologischen Eigenschaften der im homologen Plasma wachsenden Gewebe
betrachten, zusammen mit gewissen physikalischen Faktoren, welche verschiedent-
tich das Wachsen von Geweben in vitro beeinflussen. Das Gewebswachstum im
heterologen Plasma wird als Nachstes behandelt werden, und schlieflich werden
die Resultate dargestellt werden, die an Geweben erhalten wurden, die in biologisch
modifiziertem Plasma (Zytotoxine, Immunitétskorper) wuechsen.

1.
Die Technik

Die Bereitung von Gewebskulturen ist, nachdem das Blutplasma oder die
Lymphe gewonnen ist, wunderbar einfach. Bei gewissen Tierarten indessen hat
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sich einige Schwierigkeit ergeben, Plasma von dem zentrifugierten Blute zu ge-
winnen, bevor Gerinnung eingetreten ist. Diese Schwierigkeit wird zunéchst
dadurch iiberwunden, daB man sorgfiltig eine Beschmutzung des Blutes mit Ge-
webssiften vermeidet und zweitens, indem man Blut und abgegossenes Plasma
auf niedriger Temperatur halt. Um Blut frei von Gewebsséften zu halten, kann
man eine geblte oder paraffinierte Kaniile verwenden (Burrows, Carrel
und Burrows). Dies Verfahren ist jedoch bei sehr kleinen Tieren wie Mausen,
Ratten und jungen Meerschweinchen wegen der Kleinheit ihrer GefdBe nicht
praktisch. Wir ersannen deshalb eine Methode, die der Notwendigkeit, eine Kaniile
zu benutzen, vorbeugt. Die Technik ist folgende:

Die Carotis wird freigelegt und lings ihrer ganzen Halsstrecke von ihier Scheide getrennt;
zwei kleine, feinzackige Klemmen werden, die eine am distalen Ende des Abschnittes, die andere
proximal angebracht. Die Gefifwand wird zwischen den Klemmen mit sehr feingeriefter Zange
gehalten, so dafi das Lumen nicht verschlossen ist. Das Gefia wird dann nahe dem distalen Ende
durchschnitten, das abgesehnittene Fnde wird durch die Zange vom umgebenen Gewebe empor-
gehoben, die proximale Klammer wird gelost und das Blut kann in paraffinierte Glasréhren spritzen,
die in Eis innerhalb weiter Zentrifugenbecher liegen. Das Plasma und die korpuskuliren Elemente
werden durch Zentrifugierung unter hoher Geschwindigkeit in wenigen Minuten gesondert.

Bei Anwendung dieser Technik haben wir von einer 20 g-Maus Plasma ge-
wonnen, das zur Herstellung von 10 bis 20 hdngenden Tropfenkulturen geniigte.
Wenn das Plasma auf niederer Temperatur gehalten wird, kann es in fliissigem
Zustande fiir eine Stunde bis zu Tagen oder Monaten konserviert werden, was
von der Tierart abhéngt, von der es stammt. Menschliches, Kaninchen- und Tau-
benplasma z. B. kinnen scheinbar beinahe unbegrenzt lange fliissig erhalten werden,
wihrend Rattenplasma trotz aller VorsichtsmaBregeln binnen einer oder zwei
Stunden gerinnt. Menschliches Blut wird am bequemsten mittels einer Nadel,
die vorher in destilliertem Wasser gekocht wurde, aus einer oberflichlichen Arm-
oder Vorderarmvene gewonnen. Bei Ziegen wird dasselbe Verfahren eingeschlagen,
indem man entweder die Jugularis oder die oberflichlichen, das Bein oberhalb
des Knies kreuzenden, vorspringenden Venen benutzt.

Bei kleinen Tieren einschlieBlich der Hithnerembryonen kann man anstatt
der Methode des direkten Ausflusses aus dem Gefa$, wie sie oben beschrieben wurde,
seine Zuflueht zur Blutentnahme aus dem Herzen nehmen. Zu diesem Zwecke
wird eine Nadel von ziemlich groBem Kaliber gebraucht, die in destillisiertem Wasser
sterilisiert wurde, wie beim Blutenlassen aus Oberflichenvenen. Bei Ratten und
Méusen bedeutet dies Verfahren gewohnlich die Opferung des Tieres, ein ernster
Nachteil in manchen Fallen, wie z. B. bei Immunitétsuntersuchungen, wo es wiin-
schenswert sein kann, verschiedene Male Blut vom selben Tiere zu gewinnen.

Nachdem man sich das Plasma verschafft hat, werden kleine Tropfen davon
auf sterile Deckglaschen gebracht und fein zerteilte Gewebsstiicke (0,5 bis 1,0 mm
im Durchmesser) dazugetan. Die Deckglischen werden iiber in ganzer Breite
hohlgeschliffene Objekttriager amgestiirzt und mit Vaselin verschlossen. Die
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Objekttrager werden dann in einen Brutschrank von 37° C gestellt. Kin gewarmter
Mikroskopschrank wird fiir folgende Untersuchungen bereit gehalten. Es ist
nicht notwendig, das Gewebe wihrend der Zerteilung warm zu halten. Das Zer-
zupfen kann man in einem Gefi mit Rin g er scher Losung vornehmen, um
ein Austrocknen zu verhiiten.

1L

Morphologiseche Charakteristika in vitro wachsender
Zellen.

Der morphologische Charakter, den ein in vitro wachsendes Gewebe annimmt,
entspricht ziemlich genau den von dem Gewebe im Korper selbst gezeigten Wachs-
tumstyp. Gewebe des Bindegewebstyps wachsen in einer von Epithelgeweben
sehr verschiedenen Weise. Wir wiesen zuerst auf den schlagenden Gegensatz im
Charakter des Gewebswachstums in vitro zwischen epithelialen Tumoren und
Bindegewebstimoren von Ratten und Méusen hin und gaben der Meinung Awns-
druck, dafl diese beiden Typen verallgemeinert den Wachstumscharakter in vitro
der entsprechenden normalen Gewebe darstellt. Unsere weitere Erfahrung mit
dem Wachstum gewisser Organe (Milz, Knochenmark, Eierstock, Blutgefie)
von Ratten, Miusen und Meerschweirichen, und verschiedenen Geweben des Hithner -
embryos (Haut, Darm, Herz, Leber und Milz) bestéitigen in weitgehender Weise
diese Ansicht.

Bindegewebs- undepithelialer Wachstumstyp.

Dag Wachsen in vitro von Bindegewebs- und epithelialen Tumoren von Ratten
und Méusen liefert ausgezeichnete Beispiele des Wachstums in vitro ven epithelialen
und Bindegeweben tiberhaupt und kann als Typus beschrieben werden. Wird eine
Kultur von Ratten- oder Mausesarkom friseh bereitet unter dem Mikroskop unter-
sucht, sieht man die Réinder des éingepﬂanzten Gewebes scharf begrenzt; das
Gewebe ist gleichmiBig dicht und undurchsichtig. 6 bis 12 Stunden spéter sind
die Rénder des Gewebes dick besetzt mit vorspringenden Zellen (Textfig. 1) und
man kann sehen, wie viele isolierte Zellen mit sehr unregelméBigen Konturen in
das umgebende Plasma hiniibergegangen sind. Das Gewebe selbst macht den
Eindruck, weniger kompakt und durchsichtiger zu sein als bisher. Die Zellenzahi
im Plasma wéehst jetzt von Stunde zu Stunde, und zugleich wird die urspriingliche
Gewebsmasse immer lockerer in jhrem Zusammenhange und ihre Rénder gehen
unmerklich in radiire Strange von Zellen iiber, die in das umgebende Plasma
vordringen.

Die so in das Plasma vordringenden Zellen tun es durch améboide Bewegungen.
Priift man mit stirkeren VergroBerungen die im Plasma liegenden Zellen, so sieht
man, daf sie zahlreiche und unregelmiBige Pseudopodien hesitzen. Jedes Pseudo-
podium endet in verschiedene fadenformige Fortsitze, die von Zeit zu Zeit aus-
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geworfen und zuriickgezogen werden. Dann und wann verbreitert sich einer dieser
feinen Fortsitze und wird rund wie die Zytoplasmastreifen in ihm. Mittels dieses
Mechanismus wandern die Zellen weiter und weiter in das Plasma hinein und manche
dringen ganz bis zum Ende des Plasmakliimpchens vor.

In einem der Miusesarkompréparate konnte man mittels genauer Messungen

Fig. 1. Rattensarkom nach dreitdgiger Ziichtung in Rattenplasma, zeigt das charakteristische

Wandern der Zellen durch das Plasma. Auf einer Seite des urspriinglichen Gewebsstiickes sieht

man einen Spaltraum, in dem Fibrin fehit. Die in diesem Bezirk sichtbaren Zellen sind dem
Deckglischen adhirent, iber das sie sich schnell fortbewegen.

feststellen, daf einige der Zellen in 48 Stunden iiber eine Strecke von 6 mm in
das Plasma hinauswanderten.

Das Wachsen von Epithelgeweben in vitro unterseheidet sich in hohem Grade
von den Typen, die wir als charakteristisch fiir Bindegewebe beschrieben haben.
Das Wachstum von Mausekrebs in vitro dient sehr schon als Wachstumstyp von
Epithelgeweben iiberhaupt. Nach 24 stiindigem Wachstum bietet eine Krebs-
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kultur den folgenden Amblick: Das urspriingliche Stiick eingebetteten Gewebes
ist diinner und durchscheinender geworden infolge Ausbreitung der Zellen nach
allen Seiten. Diese Zellen indessen wandern nicht einzeln in das Plasma hinein,
wie eg die Zellen des Bindegewebstypus tun, sondern bewegen sich nach anlen in

Fig. 2. In vitro 4 Tage lang geziichteter Miusekrebs. o
Man sieht einen schmalen Rand des urspriinglichen Gewebsstiickes mit dem charakteristischen
schichtenartigen Wachstum von Zellen, die nach auBen von ihm vordringen. Die Sehicht zeigt
einen unregelmiBigen Rand, in welchem die Zellen aufgehduit sind. Die Randzellen zeigen zahl-
reiche Psendopodien, durchdringen das Plasma in verschiedenen Hohen. Zwei Mitosen sind
sichtbar.

einer zusammenhingenden Schicht, die nur eine Zelle dick ist. Der vordringende
Rand des gewachsenen Gewebes setzt sich aus einer sehr zarten Schicht von Cyto-
plasma zusammen, das amoboide Formverinderungen nebst zahlreichen Pseudo-
podien zeigt (Textfig. 2). Die CGrenzen der die Schicht wachsenden Kpithels
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bildenden Zellen kinnen nicht deutlich unterschieden werden; auch besteht eine
Anhsufung von Zellen gerade hinter den vordringenden hyalinen Rand von Zyto-
plasma. Dann und wann werden Massen von Epithelzellen von den breiteren
Schichten detachiert und fahren fort, gruppenweise in das Plasma hineinzuwachsen
(Textfig. 3). Sie wachsen indessen selten als einzeln detachierte Zellen, und das
unterseheidet sie scharf von Bindegewebszellen. Das in vitro Wachstum von Epi-
thel und Bindegewebe stimmt mit bemerkenswerter Genauigkeit mit den Wachs-
tumstypen iiberein, die im Organismus fiir diese Gewebe charakteristisch sind.

Wir haben an anderer Stelle (11 ¢) nachdriicklich die groBe Bedeutung betont,
die der Fahigkeit der Tumorzellen, durch améboide Bewegung zu wandern, zu-
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Fig. 3. Ein kleiner Abschnitt des wachsenden Randes einer Miusekrebskultur. Sie zeigt In-
vasion des Plasmalklfimpchens durch kompakte Gruppen von Zellen. Das alveolire infiltrative
Wachstum von Krebs im Kérper wird nachgeahmt.

kommt, und haben darauf hingewiesen, daB das invasive Wachstum und die meta-
statische Aussaat maligner Tumoren im Korper allein durch die unabhéingige Orts-
bewegung von Tumorzellen erreicht werden kann.

Organe von reinem Bindegewebstypus wie die Milz, das Knochenmark und
die BlutgefaBe zeigen niemals den scheibenartigen epithelialen Wachstumstyp; die
Zellen bleiben getrennt oder in losen Stringen (Textfig. 4). Kulturen von Haut
und Darm zeigen ganz konstant den epithelialen Wachstumstyp, breite Zell-
schichten, die sich nach allen Richtungen vom eingepflanzten Gewebe aus verbreiten
(Textfig. 5 und 6). Kulturen von Leber und Herz zeigen nur den Bindegewebs-
typ des Wachstums. Tm allgemeinen sei bemerkt, daB Bindegewebe reichlicher
wichst als Epithel, und daB die Parenchymzellen spezialisierter Organe wie Pan-
kreas, Leber oder Niere in der Regel nur leichte Andeutungen von Wachstum zeigen.

Die Erscheinung amgboider Wanderung ist eine solch iiberraschende Rigen-
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schaft des Gewebswachstums in vitro, daf wir zuerst im Zweifel waren, ob die
Zellen im Plasma wirklich in hoherem Grade an Zahl zunehmen durch karyo-
kinetische Zellteilung, oder ob sie nur aus dem eingebetteten Gewebe ausgewandert
seien. Es ist wahr, daB} fixierte und gefirbte Priparate eine groBere oder kleinere
Zahl in Mitose begriffener Zellen zeigten, aber diese waren nicht immer reichlich;

Fig. 4. Bindegewebswachstum von RattenblutgefiBgewebe am 15. Tage des Wachstwms in vitro
(zweite Ubertragung). Der Wachstumstyp erinnert sehr an den von Sarkom. Man kann drei
Mitosen erkennen.

in der Folge indessen lernten wir in lebenden wachsenden Kulturen Zellen zu
identifizieren, die in mitotischer Teilung begriffen waren, und die Zahl dieser in
einem einzigen Priparat ist oft {iberraschend grof (Textfig. 7). ‘
Zellteilung Der ganze Proze karyokinetischer Zellteilung ist leicht
zu verfolgen, wenn die Priparate mit dem Mikimskop in einer warmen Kammer
untersucht werden. Die Zelle, die eine Teilung durchmachen soll, zieht gewGhnlich
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ihre Pseudopodien zuriick und wird kugelig, die Kernsubstanzist von dem Zellsplasma.
durch ihre etwas grofere Brechkraft unterscheidbar und die einander folgenden
Verédnderungen in ibrer Anordnung sind mit dem Fortschreiten der Karyokinese
ohne Schwierigkeit zu beobachten.

Fig. 5. Viertigige Kultur von Hithnerembryonendarm in Taubenplasma, der Epithel- und
Bindegewebswachstum zeigt. Die kompakte Schicht von epithelialen Zellen ist nicht uniihnlich
der in Kulturen von Krebs beobachteten (Fig. 2).

Eine Zelle, die sehr lange protoplasmatische Ausliufer besitzt, zieht diese
nicht immer wihrend der Teilung zuriick. Der Zellkorper indessen nghert sich
beinahe immer einer ovalen Form; die Ausléufer, bedeutend zuriickgezogen, strahlen
von der Zelle aus. Nach der Teilung flieft dann das Zytoplasma in-die Ausliufer
zuriick und bringt sie auf ihre urspriingliche GréBe. Die Schnelligkeit der Zell-

Virchows Archiv f. pathtol, Anat. Bd, 211, Hit, 1. 7
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teilung ist merklich durch die Temperatur beeinflufit, unter welcher das Praparat
gehalten wird, ebenso bestehen Sehwankungen in der fiir die Teilung beanspruchten
Zeit bel den Zellen verschiedener Art. Die Bindegewebszellen der Katze teilen
sich in 15 bis 30 Minuten bei 37° C, wihrend die Bindegewebszellen der Ratte
25 bis 46 Minuten erfordern, in der Regel, um den ProzeB bei dieser Temperatur
auszufithren. Zeichnungen in 10 Minutenintervallen von einer sich teilenden
Rattenzelle sind in Textfig. 8 abgebildet. Vier Zeichnungen in 5 Minuteninter-
vallen (Textfig. 9) zeigen Einzelheiten der spéiteren Teilungsphasen. Es sei bemerkt,
daB der groBere Teil der Zeit auf die Bildung der dquatorialen Scheibe verwandt
wird, und daB nach dem Auseinanderweichen der Tochterchromosomenmassen die
Teilung des Zytoplasmas schnell fortschreitet. Unmittelbar nach der Teilung,
_ ~ mitunter bevor das Zellplasma sich véllig ge-
Wi teilt hat, werfen die beiden Tochterzellen
& : Pseudopodien aus und sind bald nicht mehr
©e : von ihren Nachbaren unterscheidbar.
Der Temperatureinfluf auf die Art der
& . Teilung, der oben erwihnt wurde, wird in
_ A - einemn andern Teile dieser Arbeit austiihilicher
& : ; erortert werden. Es gibt ohne Zweifel noch
\ andere Faktoren als die Temperatur, die die
_ Teilungsart beeinflussen. Wir haben beob-
e e -d 8 » achtet, daB in ungesunden und kiimmerlich
- @ wachsenden Kulturen der ProzeB verzogert
ist. Auch haben wir bemerkt, dal unge-

Fig. 6. Eine stark vergroferte Partie
des epithelialen Auswachsens in Fig. 5.
Die Zellriinder sind sehr dentlich. Man
bemerkt groBe Fettkugeln in den Zellen.

wohnlich groBe Zellen eine lingere Zeit zur
Teilung beanspruchen, als es kleinere Zellen
desselben Typs tun. Wir sahen indessen,

daB die von den Zellen einer gesunden
aktiv wachsenden Kultur fiir ihre Teilung beanspruchte Zeit iiberraschend kou-
stant innerhalb gewisser Grenzen ist. Wir haben z. B. im Laufe zweier Stunden
Beobachtungen iiber 12 sich teilende Zellen in zwei KatzenblutgefaSkulturen
eingetragen, die unter 37° gehalten wurden. Die zwischen dem Auseinander-
weichen der Tochterchromosomenmassen und der villigen Teilung des Zytoplasma
vergehende Zeit — ein leicht im Prozef festzustellender Punkt — betrug im
Mittel 5'/, Minuten. Die lingsten und kiirzesten Perioden waren 4% bazw. 6%
Minuten. :

In einem einzigen Préparat haben wir 100 Zellen gezzhlt, die eine gleichzeitige
Teilung durchmachten. Da eine Mitose in der Regel in 15 bis 30 Minuten vollendet
ist, so ist leicht einzusehen, daB eine starke Zunahme in der Zellzahl in solchen
Kulturen stattfinden mubB.

Die Zellteilung, wie wir sie in Gewebskulturen beobachtet haben, ist deutlich
nitotisch. Wir haben zahlreiche Priparate nach ihrer Beobachtung im frischen
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Zustande geféirbt, um unsere Auslegung der verschiedenen Phasen der Karyokinese,
wie sie in lebenden Zellen beobachtet wurde, zu stiitzen. Sorgfaltige Durch-
suchung sowohl frischer wie gefirbter Priparate hat keinen endgiiltigen Beweis
daftir erbracht, daf die Zellen sich durch Amitose teilen, obschon wir in multi-
nukleiiren Zellen gewisser Typen Figuren gefunden haben, von denen wir iiberzeugt

Fig. 7. Rattensarkomkultur in Taubenplasma nach 2 Tagen. Der charakteristische strahlen-
formige Wachstumstyp ist gut dargestellt. 18 Mitosen sind sichtbar.

sind, daf sie als eine Kernsprossung anzeigend aufzufassen sind (Textfig. 14).
Zellen dieses Typs wurden am hiufigsten in Tumorkulturen gesehen.

Die folgende Becbachtung zeigt, daB die zweikernigen Zellen, die 6fters in Kulturen von
Geschwulst sowie von normalem Gewebe vorkommen, durch mitotische Teilung, ohne Teilung
des Zellplasma, zustande kommen konnen. Es handelt sich nidmlich um eine Zelle, welche in
der Wirmekammer beobachtet, eine typische Karyokinese durchmachte. Doch folgte darauf
keime Teilung des Zellplasma. Eine halbe Stunde spiiter zeigte sich wiederum Psendopodien-

7*
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bildung. Jetzt wurde das Priparat fixiert und gefiirbt, wobei man wahrnehmen konnte, dais
die Zelle zwei Kerne besaSB.

Fettanhadufungen. Eine sehr iiberraschende Eigenschaft in vitro
wachsender Zellen ist die rasche Anhiiufung von Fettkornchen im Zellplasma.
Zahireiche lichthrechende Tropfehen erscheinen im Zellplasma von Zellen, die
aktive amoboide Bewegungen zeigen. Diese Tropichen farben sich glinzend mit
Sudan III und sind isotrop. Sie nehmen an Zahl mit dem Alter der Zellen zu,
bis das Zytoplasma mit ihnen buchstéiblich beladen ist. Sie treten zuerst in der
Peripherie der Zelle in Form eines lichthrechenden Saums von Trépfchen der
gleichen Gréfe auf und zeigen wenig Neigung, sich zu vereinigen. Mit der Zu-
nahme an Zahl filllen sie schrittweise das Zellplasma aus, aber es bleibt immer
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Fig. 8. 9 Beobachtungen in™i0 Minuten-Intervallen cines Rattenbindegewcbes wilhrend des

Teilungsprozesses (warme Kammer, 340 C). Eine Zelle von 78 Tage alter Kultur; alle Phasen

sind sichtbar. Man beachte die Zutlickziehung von Pseudopodien mit kompakter Form, die
wihrend fritherer Phasen angenommen wurde.

eine Zone um den Kern herum frel. Werden passende Praparate von wachsenden
Zellen fixiert und nach Altmanns Methode zur Darstellung von Zellgranula
gefarbt, so sieht man, wie das den Kern umgebende Zytoplasma, das bis dahin
keine Fettropichen enthielt, mit Zellgranula erfiillt ist, und diese Kérnchen zeigen
eine bemerkenswerte Ahnlichkeit in ihrer Anordnung mit den peripherischen Fett-
tripfchen (Textfig. 10). Man kann sich nicht dem Eindruck entziehen, daf die
Zellgranula die Vorliufer der Fettropfchen sind, und daB sie direkt mit der As-
similation des Fettes zu tun haben. Der Begriff dieser ,,granularen Fettsynthese'
wurde zuerst von Altmann und seinen Schilern aufgestellt und hat eine
Stiitze durch die Arbeit von J. Arnold und vielen andern erhalten. Gold -
mann®) hat kiirzlich den Beweis erbracht, was dic allgemeine Vorstellung von
einer Verwandtschaft zwischen Protoplasmakirnchen und dem Prozef der Fett-
anhiiufung in Zellen unterstiitzt. Er beobachtete, daB in vital gefarbten Zellen
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von tuberkuldsen und andern entziindlichen Reaktionen in demselben Grade Zell-
granula verschwinden, wie Fettgranula angehiuft werden. Der Wechsel scheint
ein gradueller Ersatz zu sein. Goldmann war nicht geneigt, seine Befunde
als Beweis fiir eine ,,granulire Fettsynthese* zu erkldren, aber seine Beschreibungen
stimmen so gut mit den unseren iiberein, daB wir denken, seine Arbeit bringt eine
weitere Stiitze fiir Altmanns Hypothese.

Wir sind nicht imstande, mit Sicherheit zu bekriftigen, daf die Zellgranula
in Fettropfchen umgewandelt werden, denn wir haben gefunden, da$ es unmoglich
ist, den ProzeBl durch die Zwischenstadien hindureh zu verfolgen. Diese Schwierig-
keit hat die Bemithungen anderer beeintriichtigt, in ibren Versuchen eine Be-
ziehung- zwischen den Zellgranula und der Assimilation von Nihrmaterial durch
die Zelle zu beweisen. Wir sind indessen der Meinung, da8 dieses Problem am
leichtesten dureh die Methode der Gewebsziichtung in Angriff genommen werden

¢ d

Fig. 9. 4 Beobachtungen in Pausen von 5 Minuten einer sich teilenden Rattenbindegewebszelle,
cdie Einzelheiten spiiterer Teilungsstadien zeigen. Man beachte die Anwesenheit zahlreicher
kleiner Fettkigelchen.

kann, und haben die Empfindung, daB diesem Teile des Gegenstandes, weitere
Forschung gewidmet werden sollte.

Die Anhaufung von Fettropichen in wachsenden Zellen ist von einigen Beob-
achtern als eine fettige Degeneration des Zellplasma ausgelegt worden. Wir
kénnen im Augenblick diese Granula als Beweis von Zelldegenerationen nicht be-
trachten; sie sind vielleicht, wie wir glauf)en, der stirkste Beweis fiir eine aktiv
aufbauende Funktion seitens der Zelle. Sie werden aller Wahrscheinlichkeit nach
von der Zelle aus den Bestandteilen des im Plasma vorhandenen Fettes syntheti-
siert, Zahlreiche Fettgranula enthaltende Zellen zeigen aktive amoboide Bewegun-
gen und unterziehen sich einer karyokinetisehen Teilung (Textfig. 9). Das sind
Zeichen von Lebenskraft, die nicht mit der Ansicht in Einklang gebracht werden
kinnen, daff das Fett das Resultat fettiger Degeneration des Zellplasma sei. Die
Anhéufung von Fett in in vitro wachsenden Zellen zeigt eine Schwichung ab-
banender Tatigkeit dureh leichtverstindliche Einfliisse an und bedeutet hier wie
in den Korperzellen eine Infiltration und nicht eine Degeneration.

Tnfolge zufalliger UnregelmaBigkeiten in der Dicke der verschiedenen Portionen
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der als Kulturmedien verwandten Plasmatropfen passiert es zuweilen, dall Zellen
von einem Teile des eingepflanzten Gewebes in eine sehr diinne Lage von Plasma
einwandern, wahrend jene von einem andern Teil eine relativ dicke Portion des
Plasma durchdringen. Unter solchen Umstéinden enthalten die von einer nur
diinnen Schicht von Plasma umgebenen Zellen betriichtlich weniger Fett, als e«
die in einem UberfluB von Plasma Yegenden Zellen tun.

Fig. 10. 2 Miusesarkomzellen mit Protoplasmagranula uand Fete. Die Protoplasmagranule
sind zentral gelagert und schwach mit Fuchsin gefirbt. Die Fettkdrnchen sind durch Osmium-
siure gefarbt. Man beachte die gleiche Grifie beider Arten von Kérnchen.

Neben Fettkornchen findet man gelegentlich im Zytoplasma runde Koérperchen
von wechselnder GroBe, welche Vakuolen sehr #hnlich sind. Sie unterscheiden
sich leicht von den Fettkirnchen dadurch, daB sie weniger lichtbrechend sind.
auch haben sie einen mebr rotlichen Ton, wihrend die Fettkorperchen mehr gelblich
erscheinen. Verdiinnt man das Plasma mit destilliertem Wasser, so zeigen div
Zellen nach zwei oder drei Tagen viele solche vakuolenartige Gebilde, deren GroBc
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von dem Grade der Verdiinnung direkt abhéngig ist. “Dieses Experiment beweist,
daB die Vakuolenbildung als eine Art hydropische Infiliration zu deuten ist.
Phagozytose Nicht nur Leukozyten, sondern auch Bindegewebszellen
und Tumorzellen (Sarkom und Karzinom) zeigen deutliche phagozytare Tatigkeit
in vitro. Sie nehmen leicht Karminpartikelchen (Textfig. 11) oder Eisenrost,
die in das Plasma gebracht sind, auf. Die von den Zellen aufgenommenen Karmin-
partikelchen unterliegen héufig der Auflosung und firben die Zellgranula. Die
so erhaltenen ausgezeichneten Bilder entsprechen der Granulafarbung nach A1t -

Fig. 11. Zwei Miusesarkomzellen aus einer 4 Tagekultur; zeigen Phagozytose von Karmin-
kornchen., Fettkiigelchen erscheinen als helle kleine Liicken.

manns Methode, die schon beschrieben wurde. Tote Zellen sieht man nieht
selten von grofen uninukledren Riesenzellen verschlungen. Zwei solcher Zellen
in Textfig. 12 wurden in einem 8 Tagepriiparat von Rattensarkom in Meerschwein-
chenplasma gesehen. 10 andere phagozytéire Zellen waren in demselben Priparat
vorhanden. Die grofen uninukledren ,,Deckglischen‘‘riesenzellen, die in Kulturen
von Milz und Knochenmark gesehen wurden, sind ebenfalls aktiv phagozytir.
Eine eizelne Riesenzelle dieses Typs kann 4 oder 5 uninukleiire Zellen enthalten,
die in Auflosung begriffen sind.
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Subkulturen. Stiickchen in Plasma eingebetteten Gewebes besitzen
nicht geniigende Mittel, ihren Nahrungsvorrat zu ernevern oder den Wirkungen
angehéufter Produkte des Zellstoffwechsels sich zu entziehen. FEin Leben unter
solchen Bedingungen ist nur fiir eine relativ kurze Zeit moglich; 5 bis 10 Tage
stellen in der Regel die Grenze aktiven Wachstums dar. In dieser Zeit werden die
Zellen im Plasma mit Fettriopichen angefiillt und liegen gewthnlich nach 8 bis 10
Tagen Bebriitung schlafend mit wenig Lebenszeichen da. Wenn jetzt das Gewebe
in einer solchen Kultur vom Plasma losgezupft und in einen Tropfen frischen
Mediums gebracht wird, beginnt das Wachstum von neuem und dauert eine Woehe
oder 10 Tage linger. Dies Verfahren kann unbegrenzt oft wiederholt werden. Wir
haben Kulturen von der Rattenkarotis, die 314 Monate in vitro gewachsen sind

und jetzt noch aktiv wachsen. Textfig. 8
ist die Abbildung einer Reihe von Be-
obachtungen iiber eine Zelle im Verlaufe der

s ‘ Teilung, nachdem sie 78 Tage auBerhalb des
‘m Korpers gewesen war.

sk Viele der vom alten in das neue Plasma

itberfithrten Zellen sind ganz mit Fett erfiillt.

% Wir haben solche Zellen nach ihrer Uber-

filhrung sorgfiltig beobachtet und haben be-

“ merkt, dafl wihrend der ersten wenigen Tage

nach dem Transport der Fettgehalt der Zellen

deutlich vermindertist. Augenscheinlich hat

Fig. 12. Zwel Zellen von einer 9 Tage- der erneuerte Nahrungsvorrat in irgendeiner

kaltur von Rattensarkom in Meer- Weise den Zellstoffwechsel verbessert, aber
schweinchenplasma zeigen Phagonytose . .

toter Zellen. es ist schwer zu sagen, ob das ein Resultat

des aunfgefiilllten Vorrats an Sauwerstoff ist

oder der Befreiung der Zelle von den Einfliissen toxischer Substanzen, die aus dem

Zellgtotfwechsel hervorgehen.
V.
ths1ka11qehe Einflisseauidas Wachstumvon Geweben
in Kulturmedien.

Mechanisehe Faktoren. Verschiedene mechanische Faktoren be-
einflussen das Wachstum von Geweben in vitro. DaB eine mechanische Unter-
stiitzung fiir das Auswachsen von Geweben notwendig ist, ist von Harrison (%)
bewiesen worden. Das Maschenwerk von Fibrin im Tropfen geronnenen Plasmas
dient diesem Zwecke, und benutzt man Serum allein als Kulturmedium, mub das
Fibrin durch irgendein passendes Mittel ersetzt werden wie Spinngewebe (Harri-
son) oder Faden verschiedener Art (Carrel und Burrows). Das Deck-
olischen selbst kann als mechanische Stiitze fiir die wachsenden Zellen dienen,
die sich seiner Oberfliiche anheften und stark abgeflacht werden.
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Nach den Untersuchungen von Lewis und Lewis ist es moglich, eine Ziichtung des
Hihnerembryogewebes in Agar statt in geronnenem Plasma durchzufithren. Wir fanden aller-
dings, daf die Zellen in den Agarndhrboden nur wenig eindrangen, sondern nuor unter dem Deck-
glischen wanderten. Darum bietet Agar einen Vorteil gegentiber dem fliissigen Nihrbiden
weil das Gewebe gegen das Deckglas festgehalten ist. Die Beobachtung Harrisons, dah
das Zellenwachstum nur stattfindet, wenn das Gewebsstiickchen eine solide Fliche beriihrt, konnen
wir bestitigen. In dem héngenden Tropfen haften die wachsenden Zellen fest an dem Deckelas.

Eine haufige und gut umgrenzte Variation des normalen Wachstumstyps
mechanischen Ursprungs verdient eine Beschreibung. Wir haben das die Ringform
des Wachsens genannt. Bei dieser Art breiten sich die wachsenden Zellen nicht
in das Plasma gleichformig nach allen Richtungen von der zentralen Gewebsmasse
aus, sondern das Plasma zieht sich von dem Gewebe in einer eiformigen oder kreis-
formigen Figor zuriick und 146t das Gewebsstiick an einem Ende des Umfanges
liegen wie die Fassung in einem Siegelring. In diesen offenen Ring hinein, der
aur Serum enthélt, wandern die Zellen in einer einzigen Lage, eng adhirent
dem Deckglischen, hinein. Solche Préparate eignen sich ausgezeichnet fiir die
Untersuchung der feineren Zellstrukturen mittels spezifischer Methoden.

Schwund desHibrinnetzwerkes als Resultat einer digestiven Tétigkeit tritt auf,
wenn man gewisse Plasmaarten benutzt. Dieses Phinomen kann man regel-
méBig beobachten, wenn man Ratten- und Méusegewebe im menschlichen Plasma
ziichtet. Das in solchen Praparaten stattfindende Wachstum verldunft léngs des
Deckglasehens, der einzigen den Zellen verbliehenen Stiitze.

Das von den Zellen gezeigte Bestreben, sich lings den Linien geringsten Wider-
standes zu bewegen, wird in vielen Kulturpriparaten gut illustriert, wenn man
Zellen beobachten kann, die in zwei bestimmten Ebenen auswandern, von denen
die eine der Unterfliche des Deckgléischens entspricht, die andere der Unterfliche
des geronnenen Plasmakliimpehens. Daneben kann man eine dritte Reihe von
Zellen zwischen den beiden ersten liegen sehen, namlieh im Gerinnsel selbst (Text-
figur 13). Die sich iiber glatie Oberflichen forthewegenden Zellen der beiden ersten
Gruppen werden deutlich abgeflacht und bilden trotz des namlichen Ursprungs
einen iiberraschenden Gegensatz zu den dichteren, aber sehr unregelmiBig oestalte-
ten Zellen, die durch das Plasma hindurchwachsen.

Zungabe von Fremdkorpern zu Kulturen: Riesen-
zellenbildung. Wir haben gelegentlich in Kulturen Zellen beobachtet, die
Teilchen von Sehmutz, Paraffin oder Baumwollfasern einschlossen, die zuféllig bei
der Anfertigung der Kultur hineingebracht worden waren. Wir waren ferner im-
stande, willkiirlich {ypische Fremdkorperriesenzellen in vitro hervorzurufen durch
Hineinbringen von Lykopodiumsporen in Kulturen von Hiithnerembryonenmilz.
Diese Sporen liefern ausgezeichnete Objekte fiir diesen Zweck vermoge ihrer passen-
den Grofle und auch deshalb, weil ihre charakteristische Gestalt und Lichtbrechung
ihre leichte Erkennbarkeit im Plasma gestatten, auch wenn sie von dichten Zell-
massen umgeben sind.
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Wir waren imstande, auf diesem Wege den Mechanismus der Riesenzelibildung
zu beobachten. Aktiv wandernde Zellen hiufen sich um die Sporen herum an
und werden im Laufe von 2 bis 4 Tagen zur Bildung eines breiten multinuklesren
Gewebes verschmolzen. Eine oder mehrere Zellen konnen so umschlossen werden.
Solche Riesenzellenmassen werden oft abgeflacht und zeigen Pseudopodien.

Die an der Bildung von diesen Fremdkérperriesenzellen teilnehmenden Wander -
zellen schlieBen sowohl Endothelzellen als groBe Milzpulpazellen ein. DaB Binde-
gewebszellen nicht an jhren Formationen teilnehmen, konnten wir durch ergénzende

¥ig. 13. Kultur von Rattenblutgefaf, die Auswanderung von Zellen in drei Ebenen feigt: die
proximale Gruppe breitet sich auf der Unterfliche des Deckglischens aus. Die mittlere Gruppe
irregulirer Spindelzellen durchdringt das Plasmakliimpchen, und die distale (unterste Gruppe:
liegt auf der Unterfliche des Gerinngels. Die iiber glatte Oberflichen wandernden Zellen (erstv
und letzte Gruppe) sind stiirker abgeflacht als jene, die durch das Fibrinmaschenwerk dringern.

Versuche beweisen, bei denen Sporen in Kulturen gebracht wurden, die nur Binde-
gewebe enthielten. s gibt noch eine andere Gruppe von groBen, flachen, multi-
nukledren Zellen, die, wie wir glauben, auch als Fremdkorperriesenzellen angesehen
werden miissen. Sie entwickeln sich mit grofer Konstanz in Kulturen von Milz
und Knochenmark. Es sind groBe Zellen, die von 100 w bis 1 mm Durchmesser
schwanken und 5 bis 200 Kerne enthalten. Man findet sie ohne Abweichung aut
dem Deckglischen gebildet, wo sie sich in einer diinnen Schicht auf seiner Ober-
fliche ausbreiten. Das hiutige Zytoplasma solcher Zellen ist in Pseudopedien
verlingert; sie verindern dauernd durch amdboide Bewegungen ihre Gestalt.
Manchmal kann man viele Kerne sehen und dann werden wiederum als Folge
eines Zuriickziehens der Psendopodien und der Annahme einer kompakteren Form
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iiberhaupt keine Kerne sichtbar. Diese Riesenzellen zeigen sowchl Phagozytose
anderer Zellen als auch von Fremdkorpern; auch enthalt ihr Zytoplasma stets
groBe Fettropfen (Textfig. 16). Wir haben niemals eine karyokinetische Teilung
in diesen Riesenzellen beobachtet, wenn man auch selten, wie es von kleineren
Riesenzellen im ersten Teil dieser Arbeit berichtet wurde, Bilder sieht, die an
Kernsprossung denken lassen.

Fig. 14. Mangesarkomzellen in menschlichem Plasma: 6 Tagepriparat, das eine multinukleiire

Riesenzelle zeigf, mit Kernen ungleicher Grobe, augenscheintich durch Sprossung gebildet. Eine

wninukledire Zelle ist zum Vergleich dargestellt. Zahlreiche kleine Fettktrmehen, die mit Sudan 111
gefirbt sind, sind in beiden Zellen zu sehen.

Wir sind geneigt, diese multinuklesren Gebilde als Fremdkorperriesenzellen
zu erklaren, wobei das Deckglaschen selbst als Fremdkorper wirkt, der als ihr
Bildungsreiz dient.

Temperatur Stickchen des Herzmuskels von bis zu 11 Tagen alten
Hiihnerembryonen zeigen rhythmische Kontraktionen, wenn man sie in Plasma
aufhewahrt, und in shnlicher Weise Darmstiicke von noch #lteren Embryonen
peristaltische Bewegungen. Diese Erscheinungen bieten den sichtbaren Beweis
von Lebenskraft, der ein sehr brauchbares Kriterium fiir die Wirkungen verschiede-



108

ner #&uflerer Einfliisse wie Hitze und Kélte auf das Leben von Kulturen dieser
Organe ist. Unter Benutzung dieser Organe haben wir zundchst die Wirkungen
verschiedener Temperaturen auf das Gewebswachstum in vitro erforscht und
zweitens die Widerstandskraft von Gewebe gegen Hitze und Kélte untersucht,
indem wir die Methode der Gewebsziichtung zur Bestimmung des Grades der iiber-
standenen Schidigung verwandten.

Bei Untersuchungen iiber die Wirkung verschiedener Temperaturen auf das
Wachstum von Geweben (Hithnerembryoneunherz und -darm) haben wir gefunden,
daB die unteren und oberen Grenzen des aktiven Bindegewebswachstums an-
nihernd 26 und 44° C. sind. Peristaltik und Herzschlag werden noch innerhalb
dieser Grenzen beobachtet, aber regelmaBiger bei Temperaturen unter 38° bemerkt.

Fig. 15. GroBe, dicke Riesenzellen, die sich um 7 Lykopodiumsporen gebildet haben. Die
runden Liicken repriisentieren Fett und Vakuolen.

Alg allgemeine Regel kann man den Satz aufstellen, dafl das Wachstum langsamer,
aber die Titigkeitsperiode langer ist bei den niederen Temperaturen (25 his 32°)
als bei den hoheren Temperaturen (38 bis 44°). Dasg groBite Wachstum findet
zwischen 36 und 39 ° statt.

Vergleichende Beobachtungen iiber die Zellteilungsart bei 28 und bei 38 °
zeigten, daB die zur Teilung erforderliche Zeit ungefshr zweimal so lang bei dex
niederen Temperatur ist. Ahnliche Untersuchungen an Ratten- und Katzen-
bindegewebszellen zeigten noch deutlicheren Untersehied; z. B. erforderten in
einer Kultur von Katzenbindegewebe, die bei 38 ° untersucht wurde, die Zellen
15 bis 25 Minuten zur Teilung (alle Phasen), wihrend bei 28 © 1 bis 2 Stunden be-
ansprucht wurden.

Bei Untersuchung der Widerstandskraft von Geweben gegen Hitze und Kilte
haben wir die Zellen diesen Einfliissen unterworfen, wihrend das Gewebe im ge-
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wohnlichen héngenden Tropfenpréparat suspendiert war. Diese Technik hat
zwei Vorteile: erstens erhilt man ein vollig isotonisches Medium und zweitens
kann das Gewebe leicht gehandhabt werden, bei wenig Gelegenheit zu mechanischer
Beschidigung. Das feste Anhaften des Gerinnsels erlaubt aueh freie Bewegung
der Objektiriger, sei es im Heifluftbad oder in Eis-Salzmischung.
Widerstandsfahigkeit von Zellen gegen Hitze Wih-
rend die obere Wachstumsgrenze fiir Hithnchengewebe 43 bis 449 ist, hatein Auns-

Fig, 16. FEine groBe Deckglischenriesenzelle von einem Hithnerembryonenpriparat, Milz in

Taubenplasma. Man beachte grofie Fettugeln im Zentrum und den feinen spitzengewebeartigen

Charakter des diinnen Pseudopodienrandes. Eine uninukleire Wanderzelle ist zum Vergleich
dargestellt.

setzen gegen Temperaturen von 45 bis 47 ° (HeiBluft) fiir 45 Minuten keine ernste
Schadigung zur Folge, wie durch die nachfolgende Téatigkeit bewiesen wird, wenn
es bet 37° in den Brutschrank gestellt wird. Wenige Zellen indessen iiberleben
eine Temperatur von 48 bis 50 °©. Hihere Temperaturen sind gleichméBig schidlich.
Von Interesse ist die Bemerkung, da$ fiir Méuse- und Rattengewebe der Warme-
todpunkt 3 bis 4 © niedriger als fiir Hithnchengewebe liegt, ein Unterschied, der
ziemlich genau mit dem Unterschied in der normalen Korpertemperatur der beiden
Tierarten itbereinstimmt,
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Eine Versuchsreihe wurde angestellt, um die Resistenz gegen Hitze von Ratten-
und Mausesarkomzellen bzw. aktiv wachsenden Bindegewebszellen zu bestimmen.
Kurz gesagt, zeigten die normalen Zellen einen etwas hoheren Widerstand gegen
Hitze als die Geschwulstzellen. Dieser Befund ist von besonderem Interesse, da
es wohl bekannt ist, daB Sarkomzellen eine viel hohere Resistenz gegen Kilte
wie auch gegen die Einwirkung verschiedener chemischer Agentien bieten, als
normale Zellen.

Widerstandskraft von Geweben gegen Kalte. Hiihnchengewebe,
das fiir 1 bis 4 Tage in den Eisschrank bei — 4 © gebracht ist, eine Temperatur,
die itber dem Gefrierpunkt des Gewebes liegt, wichst aktiv bei nachfolgender Be-
brittung. Herzschlag und Peristaltik werden haufig beobachtet. 10 Tage oder
langer im Eisschrank gehaltene Gewebe zeigen keine Lebenskraft mehr. . i

Bei Untersuchungen der Wirkungen des Gefrierens durch extrem niedrige
Temperaturen haben wir gefunden, daB diese Gewebe kurzes Gefrieren iiberleben,
aber durch ausgedehntes Gefrieren getdtet werden, ebenso wenn sie sehr niedrigen
Temperaturen, selbst fiir eine relativ kurze Zeit, unterworfen werden. Die Hrgeb-
nisse einer grofen Zahl von Versuchen zeigen, kurz gesagt, da die Wirkung niederer
Temperaturen verbunden mit Gefrieren der Expositionsdauer und der Temperatur-
tiefe proportional ist. Die folgende Tabelle zeigt klar die Ergebnisse unserer Ver-
suche:

iiberlebt: getotet:
Gewebe : CO, (Temp.?) 1/, Minute 2 Minuten.
ewebe: —200C. (Eis-Salz) 5—10 Minuten 30 Minuten.

Hithnohenembryonenherz 1400  (Rjs-Sals)  bis 2 Stunden  6—I2 Stunden.

Ein Uberleben wurde von Bindegewebswachstum in nachfolgend bebriiteten
Kulturen angezeigt. DaB oft auch ein Uberleben von Muskelzellen statthatte,
zeigte sich durch Peristaltik und rhythmische Kontraktionen in vielen Gewebs-
stiicken.

Weniger iiberzeugende Untersuchungen wurden an normalen und Tumor-
geweben von Ratten und M#usen ausgefithrt. Die groBe Widerstandskraft von
Tumorzellen, die sich bei den Transplantationsversuchen fritherer Autoren zeigten,
konnten wir bestitigen. Die genauen vergleichenden Studien werden in einer
spiteren Arbeit erscheinen.

Die Wirkung von Kilte auf karyokinetische Teilung ist sehr deutlich. Wenn
Zellen im Verlaufe der Teilung fiir einige Stunden in den Eisschrank gebracht
werden, bleibt der ProzeB stehen, so lange die Zellen unter dieser niederen Tem-
peratur gehalten werden, aber er schreitet fort in der gewohnlichen richtigen Weise,
wenn das Praparat in den Brutschrank zuriickgebracht wird.

V.
Kultivierung von Geweben in artiremdem Plasma.

Wir fanden sehr bald bei unseren Untersuchungen iiber das Wachstum von
Ratten- und Méausetumoren in vitro, daB Maus- und Rattenplasma als Kultur-
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medien ausgetauscht werden konnen, daB aber das Wachstum stets kraftiger war,
wenn man homologes Plasma benutzte. Das brachte uns darauf, das Wachstum
gewisser Gewebe in verschiedenem heterologen Plasma zu untersuchen. Drei
Gewebe — Rattensarkom, Miusekrebs und Ratfenmilz — wurden in unserer
ersten Versuchsreihe verwandt und im Plasma des Meerschweinchens, Kaninchens,
Hundes, der Taube, Ziege und im menschlichen Plasma geziichtet. Kontroll-
kulturen in homologem Plasma wurden stets angelegt.

Meerschweinchenplasma. Fir die verwandten Gewebe als Kultur-
medium, nur etwas weniger passend als Rattenplasma, fanden wir Meerschweinchen-
plasma; der Unterschied besteht hauptsachlich in der Ausdehnung und Schnelligkeit
der Zellauswanderung. Zeichen aktiven Wachstums sind gewdhnlich nach dem
7. Tage nicht mehr vorhanden, wenn sie auch gelegentlich 12 oder 15 Tage an-
dauern. Verimpfungen der Tumorkultur auf Tiere fallen positiv aus. Verschiedene
Kulturen von Rattengewebe im Meerschweinchenplasma wurden jeden 7. Tag
in neue Tropfen des Plasmas gebracht; ihr Wachstum war gesund und kréftig
noch nach vier solchen Transporten, d.h. nach einem Monat Aufenthalt in art-
fremdem Medium. Diese Préparate waren nicht von denen &hnlichen Alters in
homologen (Ratten-)Plasma unterscheidbar.

Diese Beobachtung ist von groBer Tragweite fiir die Frage, die sich oft bei
experimentellen Tumoruntersuchungen erhoben hat, in Verbindung mit gewissen
Theorien iiber Tumor- und Gewebstransplantation, namlich die Spezifizitédt der
Nahrung innerhalb der Tierart. Nach Ribberts Ansicht, deren Grundprinzip
es ist, daB Zellen nicht imstande sind, irgendeinen organischen Nahrungsstolf von
einem fremden Wirt zu assimilieren, wiirden wir gezwungen sein, zu glauben, daf
diese aktiv wachsenden Zellen einen Monat oder linger auf einem Nahrboden von
Salz und Wasser leben bleiben kinnen, oder wir miiften mit Ehrlich an-
nehmen, daB eine geniigende Menge von einem X-Stoff (eine hypothetische spezi-
fische, nur in homologen Seren vorhandene Nihrsubstanz) zur Unterhaltung des
Lebens wihrend dieser Zeit zuriickgehalten wurde. Ein richtiger Schlul}, scheint
uns, ist der, daf die Rattenzellen fihig sind, alle notige Nahrung aus dem Meer-
schweinchengerum  aufzunehmen, wnd daf ein Miflingen von Rattensarkom-
impfungen, um bei Meerschweinchen Tumoren zu produzieren, auf andere Faktoren
als auf den Nahrungsersatz zuriickzufiihren ist.

Kaninchenplasma. Das Wachstum sowohl von Méuse- als auch
Rattentumoren ist viel weniger umfangreich im Kaninchen- als im Meerschwein-
chenplasma; auch ist die Verfliissigung des Fibrins oft ganz deutlich. Ratten-
sarkom wachst sebr langsam, aber kann im Wachsen 10 oder 12 Tage fortdauern.
Ubertithrung in Rattenplasma hat erneute Tatigkeit im Gefolge. Verimpfungen
auf Tiere nach viertigigem Wachstum im Rattenplasma fallen positiv aus.

Hundeplasma. Priparate von Rattensarkom in Hundeplasma wachsen
einen oder zwei Tage und zeigen dabei ein feines diffuses radiires Herauswachsen
von hellen Zellen, die nach dieser Zeit rasch zerfallen. Ubertragung von Stiicken
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Rattensarkom in Rattenplasma nach 2, 4 und 6 Tagen in Hundeplasma zeigten,
daf die Zellen nicht linger als 2 Tage im Hundeplasma iiberleben und bilden so
einen strengen Gegensatz zum Verhalten von Rattensarkom in Meerschweinchen-
plasma.

Ziegenplasma. Uberhaupt kein Wachstum tritt auf, wenn Ratten-
oder Mausegewebe in Ziegenplasma geziichtet werden und das eingepflanzte Ge-
webe zerfallt rasch. Ubertragung in homologes Plasma am 1., 2., 8. und 4. Tage
zeigen, daf 24 bis 36 Stunden die Grenze der Lebensfihigkeit der Gewebe im
Ziegenplasma bilden. Das fithrt zum Gedanken, daB Ziegenplasma bestimmte
fiir Rattenzellen toxische Substanzen enthiilt; die eingepflanzten Zellen wachsen
nieht nur nicht, sondern das Leben selbst hort in kurzer Zeit auf. Carrel und
Ingebrigtsen haben in Fortsetzung unserer Beobachtungen gezeigt, daf
Ziegengerum nach Erhitzung ein viel glinstigeres Medium fiir Meerschweinchen-
leukozyten wird, was die Anwesenheit thermolabialer zytotoxiseher Substanzen
normaliter im Ziegenplasma anzeigt.

Taubenplasma. Rattensarkom wichst in Taubenplasma 3 bis 5 Tage
sehr schon.  Normales Rattenbindegewebe wiichst linger (8 bis 12 Tage). Teilungs-
figuren sind zahlreich. Versuche, diese Gewebe kontinuierlich in Taubenplasma
durch Erneuerung des Mediums zu ziichten, wie es mit Meerschweinchenplasma
mdglich ist, sind ohne Erfolg geblieben. Durch Zickzackiibertragungen (Tauben-
plasma-Rattenplasma-Tanbenplasma usw.) indessen kann aktives Wachstum
bheinahe unbegrenzt erhalten werden. Rattengewebe wachsen gut in Mischungen
von Tauben- und Rattenplasma. Diese Befunde zeigen, daB Tanbenplasma keine
fiir Rattenzellen zytotoxischen Substanzen enthélt. Unsere Ergebnisse konnten
nach Ehrlichs Hypothese erklért werden; d. h., da8 Rattenzellen im Tauben-
plasma nicht einen Nihrstoff finden, der fiir ihr kontinuierliches Wachstum und
thre Vermehrung notig ist.

Menschliches Plasma. Die iiberraschendste und konstanteste, bei
Benutzung von menschlichem Plasma gefundene Erscheinung ist die fortschreitende
Verfliissigung des Ribrins, die nach 6 oder 7 Tagen tatsiichlich vollendet ist. Trotz
dieses Verlustes von Fachwerk findet cine aktive Wanderung von Zellen lings
des Deckgliischens statt; wird Rattenmilz im menschlichen Plasma geziichtet,
werden Riesenzellen von bemerkenswerter GroBe auf dem Deckglisehen gebildet.

Hiihnchengewebe wachsen am besten in Hiihnchen- oder Taubenplasma; das
Wachstum ist in Ratten-, Kaninchen- und Menschenplasma schwach. Die Gewebe
der Katze wachsen in Ratten-, Kaninchen- und Taubenplasma, und Rattengewebe
wachsen in Katzen- und Taubenplasma; aber in jedem Falle ist das Wachstum
weniger kriftig als in homologem Plasma.

Neben den Unterschieden in Dauer und Ausdehnung des Wachstums in art-
fremdem Plasma bestehen groBe Unterschiede im Charakter des Auswachsens in
gewissen artfremden Medien. Diese Erscheinung wird am besten durch das Aus-
wachsen von Rattensarkom in Meerschweinchen- und Taubenplasma illustriert.
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In dem einen sieht man bemerkenswert moosartige Zellen, im andern auBerordent-
lich groBe helle, geschwollen aussehende Zellen; noch andere Beispiele konnten an-
gefithrt werden. Diese Veréinderungen der Morphologie in verschiedenen Medien
miissen, wie wir denken, zum groBten Teil auf physikalische Einfliisse auf das
Wesen des geronnenen Plasma zuriickgefithrt werden, wie z. B. die Dichtigkeit
des Fibrinnetzwerkes. Im Taubenplasma zeigen die Zellen wenig Neigung, den
Klumpen zu durchdringen. Sie wandern lings des Deckgliischens oder iiber die
Unterfliche des Koagulums aus. Wie wir in einer Erdrferung der mechanischen
Faktoren betonten, eignen sich Zellen, die sich iiber glatteOberflichen forthewegen,
dazu, sich abzuflachen, wiihrend bei der Durchwanderung eines Fibrinnetzwerkes
eine kompaktere und unregelmiaBigere Form angenommen wird (Textfig. 13).

Bei einem Riickblick anf die obenerwihnten Versuche sieht man, daf allein
im Ziegenplasma das Wachstum von Miuse- und Rattengewebe ausbleibt. Das
ist, aller Wahrscheinlichkeit nach, anf die Anwesenheit von fiir Ratten- und Mause-
zellen giftigen Substanzen im Ziegenserum zuriickzufithren. Wir sahen, daff
Plasma von jenen Tierarten, die den Ratten am engsten verwandt sind, d. h. von
Méusen und Meerschweinchen, die besten heterologen Medien fiir die Ziichtung
von Rattengeweben liefert. Diese Verwandtschaft indessen erstreckt sich nicht
iiber die iibrigen benutzten Tierarten. Das Wachstum von Rattensarkom ist z. B.
kraftiger und von lingerer Dauer im Taubenplasma als im Hundeplasma. Und
wiederum ist menschliches Plasma entschieden giinstiger als Kulturmedium fiir
Rattengewebe, als es Ziegenplasma ist.

Zusammenfassend kann konstatiert werden, daf8 der in dieser Arbeit zutage-
geforderte, fiir Forscher auf dem Gebiete des experimentellen Krebses interessanteste
Punkt der ist, daBl normale Zellen gegen eine verinderte Umgebung eine ebenso
grofie Widerstandskraft besitzen und ebenso fihig sind, fremdes Nahrmaterial
zu assimilieren, wie die Zellen der virulentesten transplantablen Krebse.

VL
Immunitiatsstudien.

Zytotoxine. Ausreichende Methoden fiir den Nachweis in vitro von
zytotoxischen oder zytolytischen Substanzen, abgesehen von Hamolysinen, sind.
nicht ausgearbeitet worden. Es ist deshalb nicht iiberraschend, daB auch die
Frage betreffs der Moglichkeit, in artfremden Spezies spezifische Immunkirper
fiir die Zellen verschiedener Organe hervorzurufen, noch von vielen als ungeldst
angesehen wird. Die Methode, Gewebe in vitro zu ziichten, scheint uns besonders
geeignet fiir Untersuchungen dieser Art, da die direkte Einwirkung des modi-
fizierten Serums auf ausgewéhlte wachsende Gewebe leicht unter dem Mikroskop
beobachtet werden kann.

In unserer ersten Versuchsreihe wurden Ratten gegen Miusesarkom durch
subkutane Injektion eines ,,Breies” von diesem Gewebe immunisiert. Plasma
von so immunisierten Ratten wurde dann fiir verschiedene Serien von Miuge-

Virchows Archiv f. pathol. Apat. Bd. 211. Hift, 1. 8
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sarkomkulturen verwandt. In allen Praparaten verlief das Wachstum des Méuse-
sarkoms sehr langsam und bestand in Auswanderung weniger Zellen nach einem
Zwischenraum von 2 oder 3 Tagen. Im Vergleich mit Kontrollpraparaten war
das Wachstum unbedeutend. Dieses Ergebnis stimmt mit gut bekannten Tat-
sachen iiberein, die das Schicksal von Miusesarkomzellen betreffen, die auf
normale Ratten und solche Ratten verimpft wurden, die vorher mit Miusegewebe
behandelt waren. Es zeigte sich, dafi in normalen Ratten die Mausezellen sich
8 bis 10 Tage linger vermehren und kleine Tumoren bilden, wihrend, wie Ru ssell
gezeigt hat, in immunisierten Ratten die artfremden Zellen einen frithen Tod
erleiden. Seine Befunde weisen, wie anch unsere es tun, auf die Existenz toxischer
Substanzen im Serum immunisierter Tiere hin. Der Wert unserer Beobachtung
liegt in der Tatsache, daB die angewandte Methode ein Studium der Wirkung des
Serums allein erlanbt; der Einfiuf lokaler Gewebsreaktionen ist beseitigt.

Rattensarkomkulturen in normalem Meerschweinchenplasma geben gleich-
miBig gutes Wachstum, was schon frither in dieser Arbeit beschrieben ist. Wir
haben Meerschweinchen mit Sarkombrei, Leber und defibriniertem Blut immuni-
siert und dann Plasma von diesen Tieren als Kulturmedium fiir Rattensarkom
verwandt. Ks trat tiberhaupt kein Wachstum der Sarkomkulturen auf, wenn die
Meerschweinchen mit Sarkombrei immunisiert waren, und ein schwaches Weiter-
wachsen von Zellen war das einzige Zeichen des Uberlebens, wenn wir defibri-
niertes Rattenblut fiir die Immunisierung verwandten.

Es kann demnach aus diesen beiden Versuchsreihen geschlossen werden,
daB das Plasma eines Tieres, das Injektionen eines fremden Gewebes bekommen hat,
als Kulturmedium fiir dieses Gewsbe ungeeignet ist. Die Tatsache, daB nicht
nur eine Behinderung des Wachstums, sondern auch oft eine rasche Auflosung
der Zellen in diesen Kulturpriparaten auftritt, 148t wenig Zweifel, daf die Wirkung
durch Antikdrper zytotoxischer Natur hervorgernfen wird. Die Frage nach der
Spezifizitit dieser Antikorper, soweit es sich um Organe der Tumorzellen handelt,
ist nicht endgiiltig durch unsere Versuche gelost. Die Moglichkeit indessen, diesen
Punkt durch shnliche Untersuchungsmethoden aufzukliren, liegt auf der Hand.

Krebsimmunitat. Die Methode, Gewebe aulerhalb des Korpers zu
ziichten, ist wunderbar fiir das Studium von Kvebsimmunitat geeignet, da sie
die Kontrolle gewisser Faktoren erlaubt, die beim Gelingen oder Miblingen trans-
plantierter Zellen beteiligt sind — Vaskularisation, Stromabildung, zellulire Re-
aktionen, Phagozytose usw. Dieser groBen Menge modifizierender Einfliisse bet
der Gewebstransplantation mu ohne Zweifel das Fehlen von Ubereinstimmung
in den Ergebnissen zugeschrieben werden, die von einigen sorgtéltigen Untersuchern
{(Ehrlick, Russell, da Fano, Goldmann, Iyzzer) ehaltes
wurden, die diese Frage zu losen versuchten und das Schicksal von verimpiten
Mausekrebsen untersuchten. Auf ihre verschiedenen Auslegungen soll hier nichi
niher eingegangen werden. Eine kurze Darlegung indessen von Russells Be-
obachtungen wird dazu dienen, zu zeigen, wie die Methode der Gweebskultur dabet
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hilfreich sein kann, einiges Licht auf dieses schwierige Problem zu werfen. Er
fand, daB die spezifische Stromareaktion auf iiberimpftem Krebs bei empfing-
lichen Méusen, bei immunen Miusen nicht auftritt. Er bemerkie ferner, daB die
Krebszellen eine Zeitlang in diesen refraktéiven Tieren langsam proliferierten und
erst nach 8 bis 10 Tagen unterlagen. Das temporire Uberleben und die Vermeh-
rung der Zellen, vermutet er, beweist die Abwesenheit einer Serumimmunitiit;
ihren schlieBlichen Tod fiihrt er auf den MiBerfolg des Wirtes, ein Stroma herzu-
vichten, zuriick. In geronnenem Blutplasma auBerhalb des Korpers wachsende
Tumorzellen finden in Fibrin ein stiitzendes Fachwerk analog dem Stroma eines
Tumors, so daB der Einflul des Serums allein verantwortlich gemacht werden mu8,
wenn Krebszellen, die sehr leicht in normalem Plasma wachsen, zu wachsen un-
fahig sind oder in ihrem Wachstum im Plasma immuner Tiere modifiziert werden.
Ein virulentes Rattensarkom aus Ehrlich s Laboratorium wurde fiir Kultur-
zwecke bei unserer Untersuchung dieser Frage verwandt. Plasma wurde von
6 Typen immuner Tiere gewonnen: 1. refraktéire Tiere von einem Stamm weiBer
Ratten, bei denen Verimpfungen von Sarkom 80 bis 90 9, positive Erfolge gaben;
2. refraktire Tiere von unbekannter Rattenvarietit, bei denen der Prozentsatz
von positiven Erfolgen nur 20 bis 30 betrug (Rassenimmunitit); 3. immune alte
Tiere, deren Immunitit wahrscheinlich auf ibr Alter zuriickfilhrbar war; 4. Tiere,
bei denen sowohl Sarkom- als Karzinomverimpfungen negativ gewesen waren
(Panimmunitét); 5. Tiere, deren Tumoren (Sarkom) der Rilckbildung und Ab-
sorption unterlagen; 6. kiinstlich immunisierte Ratten von einer Tierreihe, die
2 cem Rattenblut bekommen und folgenden Sarkomverimpiungen widerstanden
hatten (der Prozentsatz resistenter Ratten der Serie betrug 40). Im ganzen
wurden 18 immune Ratten verwandt und von jeder geniigend Plasma, fiir 15 bis 20
Kulturpraparate gewonnen,

Wir fanden, daB Sarkom leicht in Plasma von jedem verwandten Tiere wiichst;
auch differierte der Charakter des Wachstums nicht wesentlich von dem in Kontroll-
priaparaten beobachteten, bei denen Plasma von normalen und tumorbehafteten
Tieren benutzt war.

Um die Lebensfihigkeit des sarkomatosen, im Plasma verschiedener Typen
immuner Tiere gesiichteten Gewebes zu priifen, wurden empfingliche Ratten mit
Gewebe geimpft, das 3 Tage bei 37° gewachsen war. Der Prozentsatz positiver
Ausfille war ebenso hoch nach solchen Verimpfungen wie bei der Reihe Kontroll-
tiere, die mit Stiicken Sarkom geimpft waren, die eine dhnliche Zeit lang im Plasma
von normalen empfanglichen Ratten gewachsen waren. Die Art
des Wachstums war ebenso gleichm#fig wie schnell und wies darauf hin, daB die
Zellen in keiner Weise als Resultat der Einwirkung von Immunserum bei einer
Brutschranktemperatur wihrend dreier Tage verindert waren. Hinsichtlich der
im letaten Kapitel erwahnten Untersuchungen iiber die Wirkung von Zytotoxinen
in Gewebskulturen fiihlen wir uns iiberzeugt, da8 die eben beschriebenen Versuche
den schliissigen Beweis dafiir lefern, daB Immunitit gegen verpflanzbaren Krebs

8*
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nicht auf die Anwesenheit von Antikérpern zytotoxiseher oder zytolytischer Natur
in den Korpersaften immuner Tiere zuriickzufithren ist.
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Beitrag zur Forschung iiber Endotheliome der Lymphwege.

(R. R. Istituti Clinici di Perfezionamento in Mailand.)
(Klinik fiir Gewerbekrankheiten.)

Von

Dr. Cavlo Vallardi
(Hierzu Taf. I und 2 Textfiguren.)

Zahlreiche Beitrage haben in diesen letzten Jahren das Kapitel der endo-
thelialen Geschwiilste bereichert und die ziemlich unklare Pathologie der Ge-
schwiilste weiter geklirt; aulerdem wurden dadurch die histogenetischen Anhalts-
punkte noch mehr erweitert, indem sie den Nachweis leferten, dafl ganze Organe
und anatomische Bestandteile (Lymphdriisen, LymphgefiaBe, Endothelien) eine
wichtige R lle bei der Entwicklung der Neubildungen spielen.

Hs diirfte uns zu weit fithren, hier die so sehr bestrittene Frage der Morphologie
der von den Lymphwegen ausgehenden Geschwiilste nédher zn besprechen, nur
moehte ich hier daran erinnern, daf neuere histopathologische Untersuchungen
die Moglichkeit der Entwicklung der epithelialen Geschwiilste aus den Lymph-
driisen und LymphgefdBen ausschlieBen wollen und, sich auf die betreffenden
Beschreibungen stiitzend, sogar dem Zweifel Raum geben, da es sich in den bisher
bekannten Féllen nicht um eine solche Geschwulstart handelte. Unter den priméirven



