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(Eingegangen am 3. April 1924.)

I. Einleitung, Material, Technilk.

Die vielumstrittene Frage iiber die Lebens- und Wachstumsfahigkeit
in vitro der beiden weniger spezialisierten (Gewebsarten, des Binde-
gewebes und des Epithels, ist jetzt durch eine ganze Reihe von Unter-
suchungen in positivem Sinne gelést worden. Alle gegen diese Tatsache
gemachten Einwinde diirften zur Zeit nur ein historisches Interesse
haben. Es ist sogar moglich, wie es von Lewts und seiner Schule gezeigt
wurde %), verschiedenartige Explantate auf kiinstlichen Nahrboden
lebend zu erhalten. Mir ist es unter anderem gelungen, Bindegewebs-
arten und Epithelien der Amphibien auf heterogenem Blutplasma
dauernd (1 oder 2 Monate lang) zu kultivieren8).

Was aber die morphologische Deutung der in den Gewebskulturen
beobachteten Vorginge anbetrifft, so herrscht in dieser Beziehung noch
eine sehr groBe Verschiedenheit der Meinungen. Nach den ersten Ar-
beiten von Harrison und Correl war man geneigt zu denken, daf die
explantierten Organstiickchen in vitro als solche weiter existierten
und wuchsen. So beschrieb man die Neubildung von typischen Harn-
kanilchen und deren Auswachsen als solcher in das umgebende Fibrin-
gerinnsel in den Nierenkulturen usw. Es schien, mit anderen Worten,
daB man in vitro typische Organstrukturen fortziichten konnte.
Champy 2~5) war der erste, welcher sich daran machte, die Gewebskulturen
mit Hilfe histologischer und cytologischer Methoden eingehend zu
untersuchen. Er hat, wie bekannt, seine Befunde in dem Sinne gedeutet,
daB alle Prozesse in den Gewebskulturen auf eine weitgehende Ent-
differenzierung hinauslaufen, wobei das Epithel alle seine Kennzeichen
einbiift und mit dem Bindegewebe zusammen in einer gleichartigen
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indifferenten lockeren Zellmasse aufgeht. Solch ein allgemeines- Gesetz
der Gewebgverdnderung in vitro scheint schon a priori deswegen recht
unwahrscheinlich zu sein, weil man dabei eine bereifs eingetretene
ungleiche Verteilung der Entwicklungspotenzen zu leugnen und den
Zellbestand der beiden Gewebe als dquipotent aufzufassen hitte, was,
wenigstens fiir hochentwickelte Tierformen, kaum wahrscheinlich sein
diirfte. In meiner Arbeit iiber Kulturen der embryonalen Gewebe$)
habe ich schon auf einige Verwandlungen der embryonalen Epithelien
und auf den deutlich ausgesprochenen Antagonismus zwischen Epithel
und Bindegewebe hingewiesen. Dabei wurde die groBe Variabilitit im
Schicksal der einzelnen Kulturen betont und von einer friihzeitigen Auf-
stellung von allgemeinen Regeln fiir das Verhalten der Explantate
gewarnt. Die neuerdings von Fischer %) gewonnenen reinen Epithelkul-
turen und die von ihm und Ebeling 12) beschriebenen Versuche der Ver-
einigung und Weiterztichtung von Mischkulturen aus Epithel und Binde-
gewebe, welche von zwei verschiedenen reinen Zellstdmmen, , strains
of cells” stammen, stehen auch in einem schroffen Widerspruch zu den
Abgaben von Champy und stimmen andererseits mit den meinigen iiber-
ein. In meiner letzten Arbeit iiber die Kulturen der Submaxillaris?),
welche speziell dem Verhalten eines entodermalen Driisenepithels in
vitro gewidmet war, konnte ich die grofe Abhingigkeit der Zellform
und der gegenseitigen Bezichungen der Epithelzellen von ihrer Lage
und den &uBeren Bedingungen feststellen. Ich habe gezeigt, dafl in
vitro nicht nur zusammenhdngende Epithelschichten, sondern auch
isolierte Hpithelzellen vom Bindegewebe morphologisch unterschieden
werden kénnen.

Die vorliegende, mit der vorhergehenden fast gleichzeitig begonnene
Arbeit ist einem weiteren histologischen Studium der Epithelverwand-
lungen in vitro gewidmet, wobei hier als Objekt, im Gegensatz zur Sub-
maxillaris, ein Deckepithel gewshlt wurde, das Ubergangsepithel der
Harnblasenschleimhaut. Dieses Objekt ist bis jetzt in vitro kaum unter-
sucht worden — mir ist jedenfalls nur eine Arbeit von Awroroff und
Timofejewsky bekannt?), welche in Kulturen der Harnblase junger Hunde
Bildung von dickeren oder diinneren Epithelmembranen beschreiben.
Eingehendere histologische Angaben fehlen vollstindig. Das genannte
Objekt ist aber deswegen empfehlenswert, weil die normale Struktur
des Ubergangsepithels eine groBe Abhingigkeit von seiner Funktion
zeigt und erst in der letzteren Zeit aufgekliart zu sein scheint [Danini 19)],
und weil es in diesem Falle sehr leicht ist, entweder ganz reine Epithel-
kulturen oder Mischkulturen von Epithel und Bindegewebe mit ent-
schiedenem Uberwiegen des Epithels zu bekommen.

Das Material, welches dieser Arbeit zugrunde liegt, umfaBt 4 Ver-
suchsreihen. Als Versuchstier dienten mir Kaninchen verschiedenen
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Alters — in den ersten 2 Versuchsreihen neugeborene (ca. 2—3 Tage alte),
in den tiibrigen junge, ungefihr 6 Wochen alte Tiere.

Nach der sterilen Eréffnung der Bauchhéhle wurde die Harnblase weit aufge-
schnitten, wobei der Urin herausfloB, und die mit feinen Falten bedeckte Schleim-
haut ausgestiilpt. Mit einer feinen krummen Schere wurden alsdann kleine ober-
flachliche Schleimhautfetzen tangentiell herausgeschnitten und in warme Ringer-
sche Losung iibertragen. Bei nicht zu kleinen Tieren ist es dabei moglich, ganz
reine Epithelstiickchen zu erhalten oder wenigstens solche mit sehr sparlichem
Bindegewebe. Die Stiickchen wurden alsdann in 3 Versuchsserien in auto- oder
homogenem Blutplasma mit Zusatz von Knochenmarkextrakt in hingendem Trop-
fen, wie iiblich, kultiviert. In einer Versuchsserie diente als Kulturmedium auto-
genes Serum mit Zusatz von Knochenmarkextrakt. Nach je 4 oder 5 Tagen wur-
den Trangplantationen vorgenommen. Die Untersuchungsdauer betrug 10—13
Tage. Die Kulturen wurden sowohl lebend beobachtet, als auch an zweckmafig
fixierten und entweder in toto gefirbten oder nach Celloidineinbettung in Schnitt-
serien zerlegten Praparaten. Die Totalpriparate wurden in der Carnoyschen Mi-
schung (C) fixiert mit nachfolgender Farbung mit Delafield schem Hamatoxylin ().
Die fiir Schnittserien bestimmten Kulturen wurden fast ausschlieBlich in Zenker-
Formol (ZF) fixiert und die Schnittserien mit Eosin-Azur IT (EAz) oder Eisenhéima-
toxylin (Eb) nach Heidenhain gefirbt. Um das Golgische Binnennetz zu im-
pragnieren, wurde die Flissigkeit von Champy (Ch) mit nachfolgender Osmierung
nach Kolacev (Os) angewandt. Diese Methode ist ausfiihrlich bei Nassonow 13) be-
schrieben. Zugleich wurden selbstverstindlich Kontrollpraparate der ursprimg-
lichen Schleimhaut angefertigt und untersucht.

IL. Beschreibung der Vergleichspriparate (Abb. 1).
An ZF-EAz-Praparaten der Harnblasenschleimhaut neugeborener Ka-
ninchen zeigt die Schleimhaut zahlreiche mit Epithel iiberzogene Falten.

Das Epithel besteht aus wenigen, gewchnlich 3—4 Zellagen und ist durch
keine ausgesprochene Membrana propria vom Bindegewebe abgegrenzt. Man
kann im Epithel 3 Zellarten unterscheiden, welche allerdings miteinander durch
zahlreiche Ubergangsformen verbunden sind. Direkt auf dem Bindegewebe rubt
eine Lage von Zellen verschiedener Gestalt, mit verhiltnismafig hellen, grobkontu-
rierten Kernen wund spirlichem, stark basophilem, homogenem Protoplasma.
Ihre Kerne, welche meistenteils oval, mitunter auch etwas eingekerbt sind, sind
arm an Basichromatin, und besitzen ein sehr lockeres Chromatingeriist mit einigen
groBeren Chromatinschollen und einem oder zwei Nucleolen, Die Form dieser
Zellen vom ersten Typus wechselt von einer polygonalen zu einer langgezogenen
spindeligen oder birnférmigen. Letztere Zellen stellen schon alle Uberginge zn
Zellen vom zweiten Typus vor, die mit dem Bindegewebe nur durch einen fufl-
formig ausgezogenen, zwischen den Zellen der basalen Schicht hindurchtretenden
protoplasmatischen Fortsatz verbunden sind. Der grofte Teil ihres Zellkorpers
befindet sich oberhalb der ersten. Zellage. In den Zellen der basalen Lage werden
Mitosen angetroffen, welche in den iibrigen Zellagen fehlen; deswegen kann diese
Zellage auch als germinative bezeichnet werden (G, z, Abb. 1).

Die weiter folgenden Zellen vom zweiten Typus sind in einer oder zwei Lagen
angeordnet. Im Vergleich mit den Zellen der ersten Lage sind sie viel umfangreicher,
schwach oder kaum basophil und daher viel heller gefarbt. Ihre Kerne erscheinen
gleichsam angeschwollen, sind 2—3 mal gréBer als die Kerne der basophilen Zellen
und haben meistens eine recht unregelmifige gefaltete Membran. Sie haben eben-
falls ein schwachgefiirbtes Kerngeriist und 3 oder 4 Nucleolen. Im Protoplasma
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148t sich eine grofere oder geringere Vakuolisation beobachten, weiche dicht am
Kern beginnt und in besonders ausgesprochenen Fallen einen bedeutenden Teil des
Zellkérpers einnehmen kann, wodurch ihm eine wabige Struktur verliehen wird.
Was die Form dieser Zellen anbetrifft, so erscheinen sie an Schnittpriparaten ge-
wohnlich polygonal. In recht seltenen Fillen kann man auch an ihnen einen langen,
bis zum Bindegewebe reichenden protoplasmatischen Stiel beobachten.
SchlieBlich sind die oberflachlichen Deckzellen zu erwahnen, welche in ihrer
Grofe stark variieren und sich schwach farben; ihr Kern ist meistens kleiner und
von kugeliger Gestalt. Wie bekannt, kénnen sich die Kerne in diesen Zellen durch
Amitose teilen, wodurch zwei- oder mehrkernige Zellen entstehen, Die kugeligen
Kerne der Deckzellen besitzen gewohnlich 1 oder 2 deutlich ausgesprochene echte
Nucleolen. Die Gestalt dieser Zellen wechselt von einer abgeflachten bis zur kubi-
schen, mit kissenartig vorgewolbter freier Oberfliche (D, Abb. 1). Bei ilteren
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und behauptet, daBl alle Zellen des Ubergangsepithels, die groBen Deck-
zellen &lterer Tiere ausgenommen, mit dem Bindegewebe in Verbindung
stehen, weswegen diese Epithelart als mehrreihig und einschichtig resp.
zweischichtig aufgefalit werden muB. Der dem Bindegewebe aufsitzende
Teil der Epithelzellen ist gewohnlich feingezackt, was wahrscheinlich
ihre festere Verbindung bedingt. Wie gesagt, ist keine Membrana propria
wahrnehmbar.

y
o

III. Tepographie der Kulturen.

Die kleinen ausgeschnittenen Stiickchen der Harnblasenschleimhaut
rollen sich stets mit der freien Epithelfliche nach auBen zusammen, so
daB die Wundfliche sich stark zusammenzieht und oft durch das sich
aktiv bewegende Epithel vollig verdeckt wird. Zunichst werde ich die-
jenigen Explantate erwihnen, welche im Plasma kultiviert wurden.

Sehr bald tritt eine stark ausgesprochene Verfltissigung des umgebenden
Fibrins ein, wobei das Explantat entweder in der entstandenen Héhle frei schwebt



752 N. @. Chlopin: Uber In-vitro-Kulturen von Geweben der Siugetiere

oder am Fibrin der Hohlenwand kleben bleibt. Solche abgerundete, it Epithel
itberdeckte Stiickchen haben das Aussehen eines kleinen Teilorganismus, wie ich
sie schon frither in verschiedenen anderen Fillen beschrieben habe ). Ihr Epithel-
iberzug wird oft fast allseitig sehr dick, viel dicker als auf den Kontrollpraparaten,
und enthilt oft bis zu 10 iibereinander gelegene Kernreihen.

Auf Abb. 2 ist solch ein abgerundetes Explantat im Querschnitt dargestellt.
Man sieht einen dicken, mit unregelméifigen Héckern versehenen Epitheliiberzug
(links). Tm Innern befindet sich -eine zum Teil degenerierte Bindegewebsmasse.
In der Epithelschicht kénnen mit Fliissigkeit gefiillie Hohlrdume entstehen. Eine
solche intraepitheliale Cyste sieht man auf der Abbildung oben (H). Von diesem
typischen Falle weichen reine
Epithelexplantate dadurch ab,
daB sie im Innern, unter dem
Epitheliiberzug, keinen Binde-
gewebskern enthalten, sondern
nur eine eiweilhaltige Fliissig-
keit, eventuell auch spirliche
Detritusmassen. Solche Kulturen
haben das Aussehen von hohlen
Epithelbechern und sind einer
Gastrula dhnlich. Die Wund-
stelle bleibt hier gewdhnlich
nicht epithelisiert, offenbar, weil
das fiir die aktive Epithelbe-
wegung notige feste Substrat
fehlt. Die Dicke der Epithel-
schicht ist bei solchen Explan-
taten nicht so groll, wie es oben
beschrieben wurde, sondern er-
scheint von etwa 2-—4 Zellreihen
gebildet. Die GroBe der Hohle
kann in weiten Grenzen variieren,
je mnach den Dimensionen des

Abb.2, Querschnitt durch eine abgerundete und epitheli-
sierte, 4 Tage alte Kultur der Harnblasenschleimhaut
von einem neugeborenen Kaninchen. Dicke Epithel-  abgetrennten Epithelstiickchens;
schicht (Ep) an der Oberfliche, darunter Bindegewebe in einigen Fillen ist sie sehr un-

(Bg), welches im Zentrom nekrotisch ist (f); H = intra-
epitheliale Hohlriume; Ep’ = sich abrundende Epithel- b.edeutend, 50 c}a['S man (?_her von
zellen. Rings um das Explantat eine breite Ver- — €1N€r unregelma_Blg gekriimmten
flilssigungszone. Schnittpriparat. Fixiert ZF, gefarbt Epithelinsel reden kénnte. Inder

BAz. Obj. Leitz 8. Ok. 4. die Hohle ausfiillenden Flussig-

keit wird durch Fixierung ein

kérniger Niederschlag hervorgerufen, was auf die Ausflockung geldster Eiweil3-
korper zuriickzufithren ist.

Was nun die eventuelle Epithelisierung der Schnittfliche anbetrifft, so er-
folgt sie, wie gewohnlich, durch aktive Bewegung sich abflachender Epithelzellen.
Ist der direkte Weg durch eine Detritusmasse oder ein Fibringerinnsel versperrt,
so umwachsen die vorgleitenden Epithelschichten das Hindernis, wodurch ein
diinnwandiges, sackartiges Anhéngsel am Explantat entsteht. Auf Abb. 12 und 13
ist die Stelle, wo die aktive Epithelbewegung begonnen hat, und ein kleiner Bezirk
der entstandenen Sackwand im Querschnitt abgebildet. Eine ausfithrliche Be-
schreibung der Struktur solcher Epithelschichten findet man im néchsten Abschnitt.

Wir sehen also, daB in den Explantaten vom oben erwihnten Typus
das Epithel kein ausgebreitetes Wachstum zeigt, seine Ganzheit bewahrt
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und in diesem Zustande wahrend der ganzen Untersuchungsdauer ver-
bleiben kann; dabei kénnen in ihm verschiedene, weiter unten bespro-
chene Verwandlungsprozesse konstatiert werden. An solchen abge-
rundeten, frei umherschwimmenden Stiickchen laBt sich aber noch ein
anderer Vorgang beobachten, der mehr oder weniger ausgesprochen
erscheint — . die Abrundung und Isolierung einzelner Epithelzellen,
welche sich in Form kleiner Kiigelchen von der Oberfliche der Epithel-
schicht lostrennen und in der umgebenden Fliissigkeit zu schweben
kommen. In den meisten Kulturen findet man diesen Vorgang nur
schwach ausgesprochen; in selteneren Fillen ist die Anzahl der abge-
rundeten Zellen grofer. Nur in einem Falle konnte ich einen fast voll-
stindigen Zerfall der ganzen Epithelschicht in einzelne abgerundete
Zellen feststellen. Da eine stark ausgesprochene Abrundung von Zellen
gewohnlich in &lteren, mehrere Tage nicht transplantierten Kulturen
eintritt und mit manchen degenerativen, im n#chsten Abschnitt be-
sprochenen Veridnderungen der Zellen parallel verliuft, so konnte man
diesen Vorgang auf gewisse schiidliche Einfliisse seitens des umgebenden
Mediums zuriickfithren. Ich will aber schon hier hervorheben, daBl nicht
alle losgetrennten Zellen der Nekrobiose verfallen, sondern nur solche,
welche in der Flissigkeit schwebend bleiben. Diese sind allerdings nach
kiirzerer oder lingerer Frist dem Tode geweiht. Ganz anders ist aber
das Schicksal solcher Zellen, welche sich auf der Deckglasoberfliche
oder auf dem umgebenden nicht verfliissigten Fibrin niederlassen und
dort haftenbleiben. Solche Zellen schmiegen sich dem festen Substrat
an und wachsen in letzteres hinein, falls es Fibrin ist.

Somit erhilt man schliefilich in vitro sowohl aus zusammen-
hiingenden Epithelschichten bestehende Explantate, rein oder mit
Bindegewebe, als auch einzelne freigewordene, der Deckglasoberfliche
angeschmiegte oder ins Fibrin eingewachsene Epithelzellen. o

In seltenen Fillen aber fallen die Verhaltnisse in vitro ganz anders
aus: noch bevor das Fibrin verflissigt wird, beginnt ein energisches
Wachstum des Epithels, welches sowohl in diinnen Membranen an der
Deckglasoberfliche, als auch in kompakten Epithelhaufen und in iso-
lierten Zellen in das Fibrin einwuchert. Allerdings bleiben auch in diesen
Fallen groBere Epithelschichten da, welche sich abrunden und das
Fibrin nachtriglich verflissigen.

Ein Teil einer solchen 7 Tage alten reinen Epithelkultur ist auf
Abb. 3 dargestellt, wo man zahlreiche kompakte Epithelinseln neben
vielen isolierten oder nur lose zusammenhingenden Zéllen verschie-
dener Form sieht. Aus den Epithelhaufen wachsen Zellstringe und
einzelne Zellen hervor; dadurch erhalt das Explantat ein Aussehen,
-welches den Bindegewebskulturen sehr &hmlich ist. Die einzelnen
Epithelkomplexe konnen durch Ziige von Zellen miteinander verbunden
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sein. In der Umgebung der einen Zellhaufen kann eine Verflilssigung
des Fibrins eintreten, wahrend an anderen dies vollstindig fehlen
kann. Im ersteren Falle bleibt selbstverstandlich ein weiteres Heraus-
wachsen von Zellen aus. Wenn man solche Kulturen beobachtet,
ist es gewili sehr verlockend, diese Erscheinung als Anaplasie des
Epithels mit Verwandlung in Bindegewebe zu erkliren. Aber diese
Annahme wire viel zu voreilig. Bei einer eingehenden histologischen

Abb. 3. Eine reine 7 Tage alte Harnblasenepithelkultur von einem ca. 1!/, Monate alten Kaninchen.
Im Fibrin unregelm#Big wuchernde kompakte Epithelinsel (Eps) und isolierte Epithelzellen (Epz)
von verschiedener Gestalt. Rechts ein Teil eines groBeren Epithelkomplexes (Epi’) mit einem
herauswachsenden Epithelstrang (5); ¢ = verflilssigter Fibrinbezirk mit kleinen Abschnitten von
Epithelmembranen (Epm). Totalpraparat. Fixiert Carnoy, gefarbt H. Obj. Leitz 3, Ok. 12,

Analyse offenbaren sich viele Details, welche zu einer anderen Er-
klarung fiihren.

Was nun die im Serum kultivierten Stiickchen anbetrifft, so weisen
sie kein ausgebreitetes Wachstum auf und runden sich ab. Dabei treten
in ihnen bald degenerative Erscheinungen auf, welche viel stirker aus-
gesprochen sind und sich viel schueller entwickeln, als in den Plasma-
Explantaten.

Nach diesen Besprechungen der allgemeinen topographischen Be-
ziehungen in den Explantaten kénnen wir uns jetzt zu einer eingehenden
Analyse der histologischen Verwandlungsprozesse wenden.
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IV. Die Verwandlungsprozesse der einzelnen Gewebe.
A. Epithel.

Wenden wir uns zuerst dem Deckepithel der abgerundeten Explantate
zu, welches kein extensives Wachstum zeigt und in welchem die typischen
Charakterziige des KEpithels am deutlichsten erhalten bleiben. Die
Struktur der Epithelschicht erfahrt verschiedene Umwandlungen,
wodurch ihr urspriinglicher Charakter stark verdndert wird. Dabei
erstrecken sich diese Verdnderungen gewohnlich nicht auf die ganze
Epithelschicht, sondern treten nur in einzelnen Bezirken auf; dadurch
erhilt ein und dasselbe Explantat in seinen verschiedenen Teilen ein
verschiedenes Aussehen.

Sehr oft erfahrt die Epithelschicht schon wihrend der ersten Tage
nach der HExplantation eine sehr bedeutende Verdickung bis auf 10
oder noch mehr Kernreihen. Dabei beruht diese Verdickung zunéchst
meistenteils nicht auf einer Zunahme der Anzahl der ibereinander ge-
lagerten Zellschichten, sondern darauf, dafi die Zellen sich senkrecht
zur Oberfliche des Epithels stark ausziehen, wodurch nur die Anzahl
der Kernreihen und die Dicke der ganzen Schicht bedeutend zunehmen.
Auf Abb. 4 ist solch eine verdickte Epithelschicht abgebildet. Es ist
deutlich zu sehen, wie kolossal die Zellen in die Lénge gezogen und
wie diinn ihre Fortsitze sind. Nur der kernhaltige Teil der Zellen
bleibt verdickt. Somit erhalten die einzelnen Zellkorper eine spindel-
oder keulenartige Gestalt, je nachdem sie sich in der Mitte oder néher
zur Peripherie befinden. Die diinnen Zellfortsiitze laufen durch mehrere
Zellreihen hindurch. Stellenweise -kann man einen Zellenfortsatz bis
zur bindegewebigen Unterlage verfolgen (#). Man erhélt den Eindruck,
als ob die Zellen stark zusammengedréingt waren und auf ihrer Unter-
lage viel zu wenig Platz hatten. HEs ist sehr wahrscheinlich, daf} alle
Zellen ohne Ausnahme, wenigstens mittels ihrer fadenférmigen Fort-
sitze, mit der Unterlage verbunden bleiben. Wenn wir diese Verhalt-
nisse mit den Befunden von Danini10) am normalen Ubergangsepithel
vergleichen, erhidlt die Annahme von der Mehrreihigkeit, aber Ein-
oder hochstens Zweischichtigkeit des Ubergangsepithels eine weitere
Stittze.

Was nun die Unterschiede in der Morphologie der einzelnen Zell-
reihen anbetrifft, so werden sie in einigen Kulturen, welche im Zentrum
Bindegewebe enthalten, recht hartnéickig bewahrt: die basalen Zell-
reihen werden durch die gréBere Basophilie des Protoplasmas und ver-
haltnismaBig helle Kerne, wie in den Kontrollpraparaten, gekennzeichnet,
die dulleren Zellreihen sind, im Gegenteil, heller gefarbt und zeichnen
sich durch einen bedeutenden Polymorphismus der Kerne aus. Letztere
sind oft gefaltet und wechseln stark in bezug auf ihre Grofle. Auf der
Oberfliche kénnen die zwei- oder mehrkernigen Deckzellen erhalten
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bleiben; in anderen Fillen kénnen sie auch desquamiert sein. Zwei-
kernigkeit kann auch in den mittleren Zellrethen beobachtet werden.

Auf der schon erwihnten Abb. 4 sieht man, daB zwischen den
Epithelreihen deutliche Spaltraume bestehen, in welchen zum grofien
Teil keine deutlichen Zellbriicken beobachtet werden kénnen, stellen-
weise sieht man solche aber doch. Das Fehlen von Zellbriicken in den
Explantaten ist aber eher eine Ausnahme; in den meisten weiter unten
beschriebenen Fillen treten sie sehr deutlich hervor.

Die Abgrenzung des Epithels gegen das Bindegewebe bewahrt ent-
weder ihren normalen Charakter, oder sie wird, besonders dort, wo das
unterliegende Bindegewebe
degeneriert (D), durch eine
sehr deutliche gerade Linie
vorgestellt. Oft entsteht,
augenscheinlich infolge des
Zusammenschrumpfens des
zu Detrituszerfallenen Binde-
gewebes, ein deutlicher Spalt
zwischen lefzterem und dem
Epithel (Abb. 4).

Trotzdem hat das Epithel
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Abb. 4. Neugeborenes Kaninchen. Kultur von 3 Tagen.
Verdicktes Harnblasenepithel mit langgezogenen Zellen.
‘Freie Epithelfliche oben; unten zusammengeschrumpf-
ter Détritus (D); Ph = phagocytierter EinschluB, von
einer Vakuole umgeben ; stellenweise Intercellularbriicken
sichtbar; F = ein bis zar Unterlage reichender Fortsatz
einer langausgezogenen Epithelzelle; in einigen Zellen
Vakuolen. Schnittpriparat. Fixiert ZF, gefarbt EAz.
Obj. hom. Imm. Leitz */;,.a. Ok. 2.

die Neigung, die oben er-
wahnten 3 Zellagen in vitro
zu verlieren; dies kann auf
zwei Wegen zustande kom-
men. Entweder beginnt das
Epithel, nach der Desqua-
mation der HduBersten Zell-
lagen, sich stirker zu fér-
ben, wobei das Zellproto-

plasma meistenteils homogen

erscheint, so dafl die farbreichen Verschiedenheiten der einzelnen Zell-
lagen verschwinden; oder — in den des Bindegewebes entbehrenden und
aus einer gekriimmten Kpithelschicht bestehenden Explantaten — lduft
der Prozef auf eine Umbildung der inneren Zellagen hinaus, welche dabei
das Aussehen der dufleren bekommen kénnen, sogar bis auf das Entstehen
von zwei- oder mehrkernigen Zellen. Dabei verschwindet die polare
Differenzierung der Epithelschicht; die letztere wird ganz gleichartig und
ihre Zellen konnen sich sowohl nach auflen, als auch nach innen ab-
runden und isolieren. Diese Tatsache 148t sich dadurch erkliren, dafB
auf die Epithelschicht beiderseits gleiche #uBere Faktoren einwirken.
In anderen Fillen lassen sich weitergehende Verinderungen im Epi-
thel nachweisen. In den basalen Lagen der verdickten Epithelschicht
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konnen die Zellgrenzen sowohl an ZF-EAz-, alsauch an ZF-Eh-Priparaten
undeutlich werden oder sogar vollig verschwinden, wodurch man den
Eindruck eines Syncytiums erhilt. Solch eine Verwandlung verbreitet
sich aber niemals auf die peripheren Teile der Epithelschicht, wo die
einzelnen Zellterritorien voneinander immer deutlich abgegrenzt blei-
ben. Auf Abb. 5 sieht man links einen syncytiuméahnlichen . Bezirk,
welcher einem querdurchschnittenen basalen Teil der Epithelschicht
gehort. Da die abgebildete Schicht gekriimmt ist, sind die rechts
gezeichneten Zellen der mittleren und
dulleren Lage mehr tangential getroffen.
Hier treten mit Eh gefirbte SchiuB-
leisten sehr deutlich hervor, wodurch
die einzelnen Zellkonturen eine be-
sondere Schérfe. erhalten. Stellenweise
sieht man noch ein anderes Struktur-
detail (z. B. rechts oben Abb. 5): die Zell-
korper erscheinen etwas geschrumpft
und auseinandergewichen, wodurch eine
feine zickzackformige Spalte entsteht,
welche beiderseits durch schwarz im-
pragnierte, ebenfalls gezackte Zellrander
umsdumt ist. Im Spaltraum kénnen
keine Intercellularbriicken gefunden
werden.
ImProtoplasmader Epithelzellenbe-  sp, 5. Neugeborenes Kaninchen. Kultur
obachtet man fast immer ein Auftreten  von 4 Tagen. Schoitt durch das Deck-
. . epithel des Explantats; links (S) syn-
von kleinen Vakuolen, welche dicht am  cytiumahnliche Struktur mit einzelnen
Kern entatehen, spiter aber ihre Tage Ttk e Obrtihe in et
andern kénnen. Dort, wo die Vakuolen  zackte Zellrinder. Schnitbpriparat. ¥i-
im Syncytium nebeneinander liegen, er- X ZF> %zfli;bf/j: obi- hom. Imm.
halt man den Eindruck, als obim Proto-
plasma dadurch neue Zellterritorien geschaffen werden — die Vakuolen
erscheinen als kleine intercellulire Spalten, das zwischen. ihnen gelegene
Protoplasma als intercellulare Briicken. Auf diese Weise kénnte man
" das Auftreten von Zellbriicken in vitro erkléren, welche im normalen
Ubergangsepithel nicht vorhanden sind. Selbstverstindlich will ich
dabei auch andere Entstehungsmoglichkeiten von Zellbriicken nicht
leugnen. Dieselbe Annahme kann auch andere, weiter unten beschrie-
bene Strukturen in den Epithelschichten erkliren.
Was nun die Zellverbindung durch intercelluldre Briicken anbetrifft,
50 kann sie in den meisten anderen Fillen konstatiert werden und ist
sowohl an EAz-; als auch an Eh-Priparaten wahrzunehmen. Die
dntercellularbriicken kénnen auf den Abb. 4 und 5 gesehen werden.
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Gewohnlich sind sie fast in der ganzen Dicke der Epithelschicht zu sehen
und nur an der freien Oberfliche befinden sich stets die SchluBleisten,
welche sowohl auf tangentiellen Schnitten in Netzform, als auch auf
Querschnitten als schwarze Punkte (Abb. 13) durch Eh sehr deutlich
dargestellt werden.

Was nun die gegenseitigen Beziechungen der durch Intercellular-
briicken verbundenen Zellen betrifft, so weichen sie von den normalen
oft sehr stark ab und deuten auf einen tiefgehenden Umbau und Neu-
anordnung der Zellen hin.

Die urspriingliche mehrreihige
Struktur des Ubergangsepithels
wird zu einer mehrschichtigen. Die
dabei entstehenden Bilder sind in
Abb. 6 dargestellt. Man sieht hier
einen Teil einer kleinen Ausstiil-
pung der Epithelschicht mit sehr
deutlichen Intercellularbriicken.
Einzelne Zellen sind stellenweise
durch sich verzweigende und ana-
stomosierende protoplasmatische
Strainge anderer Zellgruppen all-
seitig umgeben, so dafl man den
Eindruck bekommt, daB die einen
Zellen von anderen eingeschlossen
Abb. 6. Neugeborenes Kaninchen, Kultur von werden. Dabei scheinen die protO-
3 Tagen. Teil des Deckepithels mit interceliu- plasmatischen Fortsitze der um-

laren Briicken; einige Zellen sind von den Fort- R i
satzen der Nachbarzellen allseitig umgeben. schlieflenden Zellen, wenigstens

Schnittpﬁf’;r.aﬁnii_xiﬁzzg’lngagﬁ Az Obi- zum Teil, einen syncytialen Chas-

rakter anzunehmen. Die umschlos-
senen abgerundeten Zellen sind mit der sie umgebenden protoplasma-
tischen Wand allseitig durch Intercellularbriicken verbunden.

Wie koénnte man sich nun die Entstehung solcher Strukturen er-
kliren? Wenn man das oben iiber die Entstehung von intraepithelialen
syncytienghnlichen Bezirken Gesagte ins Auge falt, so kénnte man ver-
muten, daB die soeben erwahnten von anderen Zellen umschlogsenen
Elemente sekundar durch Vakuolenbildung im Syncytium entstanden
wiren. Durch gegenseitige Verschiebungen einzelner Zellen gegenein-
ander ware der Befund viel schwieriger zu erklaren. Die angefiihrten
Tatsachen zeigen uns zweifellos, daf innerhalb einer kontinuierlichen
Epithelschicht, welche aus dicht zusammengedringten Zellen besteht,
tiefgreifende Umwandlungsprozesse ausgeldst werden, welche die ur-
spriingliche Struktur von Grund aus umbauen.

Weitere strukturelle Verinderungen, zu denen ich nun iibergehe,




mit besonderer Bertcksichtigung des Epithels. 759

beruhen auf dem Auftreten von intercelluliren Hohlriumen, welche eine
bedeutende Auflockerung der friither kompakten Epithelschicht verur-
sachen konnen. Sie konnen auf zweierlei Art entstehen. Erstens kommen
sie dadurch zustande, dal einige mitten im Epithel gelegene Zellen
der Nekrobiose anbeimfallen. Sie losen ihre Verbindung mit den um-
gebenden Zellen auf, im Kern 183t sich Karyolyse oder Pyknose beob-
achten; schliefilich zerfallt die ganze Zelle zu einem Haufchen kornigen
Detritus. In anderen Fallen ist die Bildung von intercelluliren Hohl-
rgumen durch eine fortschreitende Speicherung von Fliissigkeit in den
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Abb. 7. Neugeborenes Kaninchen, Kultur von 4 Tagen. Deckepithel des Explantats. Links und

oben freie Epithelfliche; unten deutliche intercelluliire Briicken. Grofere und kleinere intercellulire

Hohlrdume. In der oberen Hohle eine abgerundete isolierte Epithelzelle; Ph = phagocytierter
Einschluf. Schnittpriparat, TFixiert ZF, gefirbt EAz Obj. hom. Imm. Leitz /s, a. Ok. 2.

intercelluldren Spalten verursacht. Die Zellen werden durch die Fliissig-
keit auseinandergedringt und die Intercellularbriicken stark ausgedehnt,
wodurch die Zellen Sternform erhalten.

Auf Abb. 7 sind solche intraepitheliale Hohlen abgebildet. Unten
sieht man miteinander durch protoplasmatische Briicken verbundene
Zellen. Einige intercellulire Spaltriume sind etwas erweitert. Im
Zentrum sieht man eine grofle mit Flissigkeit gefullte Hohle, die
von einem lockeren Reticulum aus nur teilweise vom Schnitt getroffenen
Zellen durchzogen ist. Threr Gestalt nach sind diese Elemente. obgleich
sie dem Epithel gehoren, Bindegewebszellen duBlerst ahnlich. In der
Hohle befindet sich eine offenbar degenerierende abgerundete Epithel-
zelle mit fragmentiertem Kern. Rechts sieht man &hnliche kleinere
Hohlen.
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Die Entstehung von intraepithelialen Hohlen in vitro ist wahrschein-
lich in verschiedensten Epithelarten méglich: ich habe ihr Vorkommen
sowohl in embryonalen Epithelien, als auch in den Submaxillaris-
kulturen neugeborener Tiere gesehen® 7).

Weitere Veréinderungen der Epithelstruktur finden an den Stellen
der aktiven Epithelbewegung statt, wo die Zellen sich stark abflachen
und in einer oder zwei diinnen Zellschichten irgendein festes Substrat
(Detritus, Bindegewebe oder Fibringerinnsel) umwachsen. Im Uber-
gangsepithel beteiligen sich die Zellen der tieferen Lagen an der Epithe-
lisierung. Die Zellen sind miteinander durch Intercellularbriicken ver-
bunden. Die Abb. 12 und 13 erldutern diese Beziehungen.

Wenden wir uns nun einigen innerhalb der einzelnen Zellen vor-
kommenden Veréinderungen zu. Ich habe oben das Auftreten von kleinen
Vakuolen schon erwihnt. Die Vakuolen treten in verschiedenen Zell-
schichten auf und verdndern sich nach zwei Hauptrichtungen. Was den
feinwabigen Bau des Protoplasmas anbetrifft, welcher in den Kontroll-
praparaten fiir die mittleren Zellagen so charakteristisch ist, so ver-
schwindet er bald nach der Explantation. Daher erscheint das Proto-
plasma der meisten Zellen in vitro zundchst homogen; die unten be-
schriebenen Vakuolen entstehen in vitro.

An nach Koladev osmierten Priparaten kann man konstatieren, daf}
die Vakuolen innerhalb des Golgischen Netzes auftreten und das letztere
stark auseinanderziehen (Abb. 15). In den einen Fallen nimmt die GroBe
der einzelnen Vakuolen nicht besonders zu. Zunichst sieht man neben
dem Kern einzelne Vakuolen (Abb. 4); dann nimmt ihre Anzahl bedeutend
zu, 0 daf} der Zellkorper von kleineren oder grofleren Vakuolen vollstindig
durchsetzt erscheint (Abb. 16). Gewdhnlich laBtsich diese Erscheinung an
Zellen beobachten, welche sich von der Epithelschicht lostrennen und ab-
runden. Wasg ihr weiteres Los anbetrifft, so wird davon etwas weiter
unten berichtet werden. In anderen Fillen nimmmt die Gréfie der einzelnen
Vakuolen sehr stark zu; sie flielen zusammen und nehmen den ganzen
zentralen Teil der Zelle ein (Abb. 8). Dabei wird der Kern gegen die
Peripherie abgedringt und abgeplattet, das Protoplasma aber auf einen
diinnen peripherischen Saum reduziert. Solche blischenférmige Zellen
gleichen auf Schnitten vollstandig ringférmigen Fettzellen, mit dem Unter-
gchiede, daB hier in den Zellen sich keine Spur von Fétt nachweisen 146t und
die Vakuolen eine wisserige Fliissigkeit enthalten. Diese Umwandlung kann
sowohl in einzelnen Zellen eintreten, als auch groBe Bezirke der Epithel-
schicht betreffen; sie ist wahrscheinlich als ein degenerativer Vorgang
aufzufassen und ist besonders in alternden, mehrere Tage nicht trans-
plantierten Kulturen anzutreffen. Eine besonders starke, rasch vor sich
gehende Vakuolisierung wird in den im Serum kultivierten Kulturen be-
obachtet — sie beginnt dort schon wilrend des ersten Tages nach der
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Explantation. In 3 Tage alten Kulturen ist -dieser Vorgang sehr stark
ausgesprochen (Abb. 8) und dehnt sich fast auf die ganze Epithelschicht
aus, welche dadurch das Aussehen von Fettgewebe erhilt. Nur in
der basalen Zellage bleiben die Vaknolen dauernd klein, weswegen die
entsprechenden Zellen feinwabig erscheinen.

Mit dieser ,,vakuoligen Verwandlung® darf ein anderer Vorgang nicht
verwechselt werden: namlich das Auftreten von Nahrungsvakuolen um
allerlei Einschliisse. Es Jassen sich tatsichlich fast in allen Kulturen
golche Zellen beobachten, in welchen neben dem Kern groBere oder
kleinere, von einem hellen Saum umgebene Klumpen gelegen sind
(Abb.4, 7, 10, Ph). In anderen Fillen sind es keine Klumpen; sondern
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Abb. 8. Junges Kaninchen, Kultur von 4 Tagen im Serum. Deckepithel des Explantats. Intra-

celluliire Vakuolen, welche den mittleren und #uBeren Zellagen das Aussehen von Fettgewebe ver-

leihen; By = Bindegewebe, Schnittpriaparat. Fixiert ZF, gefarbt EAz Obj. hom. Imm. Leitz
*h:a, Ok. 2.

noch kaum veréinderte Zellen mit Kern und Protoplasma (Abb. 9). Es
kénnen alle Uberginge zwischen ersteren und letzteren gefunden werden
Da. solche Zellen mit Einschliissen ein durchaus normales Aussehen be-
wahren, wobei eventuell nur der Kern durch -die Vakuole meehanisch
deformiert wird (Abb. 9), kann man nicht umhin, solche Bilder als Phago-
cytose seitens der Epithelzellen aufzufassen. Wie diese letztere zustande
kommt, ist schwer zu sagen, da die betreffenden Epithelzellen den typi-
schen Verband mit den umgebenden epithelialen Elementen bewahren und
keine Veranderungen der Form zeigen, welche an aktive Phagoeytose
denken lassen konnten. Dennoch kann wenigstens eine mégliche Herkunft
der phagocytierten Einschliisse festgestellt werden — in vielen Fillen
handelt es sich um eine Einwanderung von Lymphocyten aus dem unter-
Virchows Archiv. Bd. 252. 49
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liegenden Bindegewebe ins Epithel. Man sieht dann in den basalen Zell-
lagen typische améhoide Lymphocyten, welche zum Teil zwischen den
Epithelzellen gegen die Peripherie vordringen, zum Teil ins Zellinnere ge-
langen, wo sie sich bald abrunden und von einer Vakuole umgeben werden
(Abb.9). Alsdann treten in ihnen degenerative Erscheinungen auf: im Pro-
toplasma entstehen feine Vakuolen, der Kern schrumpft zusammen und
schlieflich verwandeln sie sich in ein Klimpchen mit kaum wahrnehm-
baren Kernresten, welches in der Grofe immer weiter abnimmt. Da
dabei in der einschlieBenden Zelle, wie schon erwihnt, keine degenera-
tiven Erscheinungen auftreten, ist die ganze Erscheinung wohl als ein
Phagocytosevorgang seitens der epithelialen Zelle aufzufassen, und
nicht umgekehrt, als eine Vernichtung der Epithelzelle durch einen
eingewanderten Phagocyten. Andererseits ist es méglich, dafi unter

o

Abb. 9. Neugeborenes Kaninchen, Abb. 10. Dieselbe Kultur. Abb. 11. Junges Kaninchen. Kul-
Kultur von 8 Tagen. Eine Zelle Eine keulenformige Zelle tur von 7 Tagen. Eine ing Fibrin
aus dem Deckepithel mit einer aus dem Deckepithel mit ausgewanderte Epithelzelle. Va-
anderen Zelle in einer Nahrungs- Zellrest in Nahrungsva- kuolen sind rings um den Zelikern
vakuole. Schnittpriaparat. Fixiert kuole. Dasselbe Schnitt- und die Sphéare angeordnet. ,,In-
ZFR, gefirbt Bh. Obj. hom. Imm. priparat und VergroBe- tracellulire Briicken. Totalpri-
Leitz Yy, a, Ok. 4. rung wie Abb. 6. parat. Fixiert C, gefarbt H. Obj.

hom. Imm. Leitz !/, a, Ok 4.

Umstdnden auch degenerierende Epithelzellen von ihren Nachbarn
verschlungen werden. Der Mechanismus dieser Art von Phagocytose
bleibt allerdings unklar, Was aber die Tatsache selbst anbetrifft,
so sind die in den Praparaten beobachteten Bilder sehr eindeutig und
beweisend.

Was nun die weiteren cytologischen Einzelheiten des Zellprotoplas-
mas anbetrifft, so will ich nur den durch die Osmiummethode dargestell-
ten Golgischen Apparat kurz erwihnen. Sogar in fast 2 Wochen alten
Kulturen behalten die Epithelzellen ein wohlentwickeltes Golgisches Netz,
welches neben dem Kern liegt (Abb. 14). Es weist keine nennenswerten
Abweichungen vom normalen Zustand, wie er z. B. von Deinekall) im
Ubergangsepithel beschrieben wurde, auf. In den oberflachlichen
Zellen befindet sich das Netz oft unterhalb des Kerns. Der raumliche
Zusammenhang zwischen den in den Zellen auftretenden Vakuolen
und dem Golgischen Apparat (Abb. 15) wurde schon oben erwihnt.
Wenn man die in der neueren Zeit vorgeschlagene Auffassung [Nasso-
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now'4)] des Golgischen Netzes, als eines intracelluliren Sekretions-
organs ins Auge fal3t, konnte man auch von einer Beteiligung desselben
an der Bildung der Vakuolen reden. Dann wére die in vitro beobach-
tete ,,vakuolige Metarmorphose® fiir eine abnorme sekretionsahnliche
Tatigkeit des Golgi-Netzes zu erklaren.

Abb. 13,

Abb. 12 und 13. Neugeborenes Kaninchen. Kultur von 3 Tagen. Aktive Epithelbewegung. Freie
Epithelfliche oben. Deutliche intercellulire Briicken und stellenweise SchluBleisten im Querschnitt.
Schaittpriparat. Fixiert ZF, gefarbt Eh. Obj. hom. Imm. Leitz /5 a, Ok. 2.

Von anderen Zelleinschliissen kénnte man noch erwihnen, daB
Fett sogar in dlteren Kulturen nur in sehr seltenen Fiallen und in ge-
ringen Mengen gefunden werden kann (Abb. 14 oben).

Abb. 15.

Abb. 14.

Abb. 14 und 15, Junges Kaninchen. Kultur von 13 Tagen. Golgische Netze in den Zellen des

Deckepithels; in Abb. 14 nicht vakuolisierte Zeilen; in Abb. 15 Aufireten von Yakuolen innerhalb

des Golgischen Netzes; der Kern ist von dem Schnitt nicht getroffen. Schnittpraparat. Fixiert Ch,
impragniert Os. Obj. hom, Imm, Leitz .}y, &, Ok. 4.

Es ist bemerkenswert, daB Mitosen im Ubergangsepithel in vitro sehr
selten sind — in den dicken, das Explantat umkleidenden Epithelschich-
ten konnte ich keine einzige karyokinetische Figur finden. Einzelne
Mitosen sah man nur in der Nahe der Schnittfliche, wo die Epithel-
zellen nicht so dicht nebeneinander liegen und an den Stellen der aktiven
Epithelbewegung. Ihre Gesamtzahl in allen von mir untersuchten

49%
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Kulturen betrug aber nicht mehr als 10. Bilder der amitotischen Durch-
schniirung der Kerne sind hingegen viel haufiger (Abb. 26—29). In dieser
Hinsicht weicht das Ubergangsepithel von allen anderen von mir unter-
suchten Epithelarten stark ab.

Wenden wir uns nun zum aktiv wachsenden Epithel und zu den
einzelnen, isolierten Epithelzellen.

Die eine Art der Entstehung isolierter Epithelzellen ist die folgende.
Es wurde bereits erwihnt, dall sich einzelne Epithelzellen von den
epithelisierten, in der Flissigkeit schwimmenden Explantaten isolieren
und abrunden kénnen. Oft kann man an der Peripherie der Explantate
kissenartig nach auBen vorragende Epithelzellen bemerken (Abb. 16).
Es konnen entweder die zweikernigen Deckzellen, oder auch, nach

@ | ‘X

Abb. 16. Abb. 17. Abb. 18. Abb. 19.

Abb. 16—19. Junges Kaninchen. Kultur von 13 Tagen. Abb. 16 kissenartig vorgewdlbte Epithel-

zelle, welche sich vom Deckepithel abldst; Abb. 17 kugelrunde, freischwimmende Epithelzelle;

Abb. 18 ahnliche Zelle, welche sich auf dem unverfliissigten Fibrin niedergelassen hat, mit kurzen

stachelférmigen Fortsitzen; Abb. 19 weiteres Stadium der Formverinderung: die auf dem Fibrin

ruhende Epithelzelle nimmt Spindelgestalt an. Man beachte das Vorriicken der Vakuolen gegen

die Peripherie und ihr allmahliches Verschwinden. Schnittpraparat, Fixiert ZF, gefarbt EAz.
Obj. hom. Imm. Leitz Y5, a, Ok. 4.

deren Desquamation, einkernige darunterliegende Zellen sein. Das
Protoplasma solcher Zellen erscheint gewdhnlich von kleineren oder
groferen Vakuolen durchsetzt. Der Kern farbt sich mit EAz oder H
dunkel, so daB seine Struktur schwer zu bestimmen ist. Man kann jeden-
falls auf dem dunklen Hintergrund einige noch dunklere groBe Chroma-
tinschollen bemerken. Solche Zellen wolben sich immer mehr hervor,
bis sie vollig frei und kugelig geworden sind und frei in der Fliissigkeit
schweben. Die ganze chromatische Substanz des Kernes (EAz-Pra-
parate) zieht sich dabei zu einem sehr grofien kompakten Nucleolus
zusammen, welcher mitten im Kern gelegen ist. Der iibrige Teil des Ker-
nes bleibt hell gefarbt, heller als das basophile Protoplasma. Die recht
dicke Kernmembran ist scharf umrissen (Abb. 17 und 25).- Die frither
im ganzen Zellkérper zerstreuten Vakuolen sammeln sich an der Peri-
pherie des Protoplasmas an und nehmen an Zahl zu; neben dem Kern
kommt ein homogener Hof zum Vorschein, welcher der Lage nach einer
Sphére entspricht.
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Bleiben die in der Fliissigkeit schwebenden Zellen lingere Zeit in
diesem Zustande, so treten in ihnen nekrobiotische Erscheinungen auf —
Karyorrhexis und Zerfall zu Detritus. Ganz anders steht es mit den
Zellen, welche sich auf der Deckglasoberfliche oder auf dem nicht ver-
fliissigten Fibrin niederlassen und haftenbleiben. Sofort duflert sich
ihr Stereotropismus — die Zellen schmiegen sich dem festen Substrat
an, dehnen sich in die Linge und nehmen Spindelform an (Abb. 18, 19).
Wenn sie in gréBerer Anzahl nebeneinander liegen, konnen sie groBere
oder kleinere diilnne Membranen bilden und scheinen dabei lebensfahig
zu sein; es konnen in ihnen auch Mitosen beobachtet werden. Die all-
méahliche Verinderung der Zellform ist besonders deuntlich in den Zellen,
die der Fibrinwand der verfliissigten Hoéhle anliegen: auf der Ober-
fliche der fritheren kugelrunden Zellen treten zunéchst kleine spitze
Auslaufer auf (Abb. 18), die Vakuolen nehmen an Zahl ab und bilden
einen schmalen Saum unter der Zellperipherie, wo sie schliellich ginzlich
verschwinden. Vielleicht werden sie einfach nach auflen entleert. Dann
streckt sich die Zelle in die Lange und nimmt eine unregelmiBige Spindel- -
form an (Abb. 19). Nun kénnen solche Zellen unter verschiedenen Form-
verdnderungen ins Fibrin weiter einwuchern. In solchen isolierten Zellen
kann man auch amitotische Kernteilung beobachten. Verschiedene
Stadien der Amitose in abgerundeten Zellen sind auf Abb. 25—29
wiedergegeben. Der Kern dehnt sich aus, erhialt Hantelform und zertallt
schlieBlich in zwei Teile.

Unter den freien ins Fibrin eindringenden Zellen frifft man allerlei
Formen, welche zwischen der améboiden, spindligen und verzweigten
schwanken. Die amoboiden Zellen (Abb. 20) besitzen an ZF-EAz-
Praparaten ein dunkles, stark basophiles, homogenes Protoplasma
mit einem helleren, runden oder ovalen; sphirenartigen Hof in der Mitte,
neben dem Kern. Der Kern liegt gewshnlich exzentrisch, ist unregel-
méaBig oval, heller gefirbt als das Protoplasma und enthélt 2 oder mehr
dunkle Kernkorperchen von verschiedener Form. Was die spindel-
formigen oder verzweigten Zellen anbetrifft, so ist ihre Gestalt sehr
polymorph (Abb. 21, 22). Auch hier ist das stark basophile Proto-
plasma homogen oder undeutlich wabig und manchmal mit einer helleren
Sphére versehen. Der Kern ist oval, hell homogen oder schwachi gefleckt,
oft mit einem Stich ins Rosa (nach EAz) und enthalt 1—2 grofie oder
mehrere kleine Kernkorperchen. Die Form der Verzweigungen wechselt
ganz auBerordentlich; mitunter wird sie hochst verwickelt.

Wie aus dieser Beschreibung erhellt, sind die  verzweigten isolierten
Epithelzellen ihrer Form nach'den Fibroblasten duflerst shnlich, unter-
scheiden sich von ihnen aber in den meisten Féllen durch die erwahnten
Kern- und Protoplasmaeigenschaften. Jedenfalls sind auch solche Zellen
anzutreffen, die noch stérker zum - Fibroblastentypus neigen wund
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von echten Fibroblasten kaum mehr zu unterscheiden sind. Uber Ami-
tose in den isolierten Epithelzellen wurde schon gesprochen (Abb. 23, 24).

Das Aussehen der isolierten Epithelzellen nach Eh ist ganz verschie-
den: Eh farbt in den Kernen das, was EAz kaum angreift. Die Kerne
der kugeligen oder améboiden Zellen werden durch H stirker und
diffus gefirbt, mit undeutlich hervortretenden Nucleolen, viel dunkler,
als das schwach tingierte Protoplasma (Abb. 25). In den veristel-
ven Zellen, deren Kerne gréfer und heller erscheinen, ist die Kern-
und Protoplasmastruktur mit derjenigen echter Fibroblasten absolut
identisch — dasselbe staubférmige Chromatin und 3—4 eckige Nucleolen

Abb. 20.

Abb. 21. Abb. 22, Abb. 23. Abb. 24,

Abb. 20—24. Junges Kaninchen. Kultur von 13 Tagen. Ins Fibrin eingewucherte Epithelzellen

verschiedener Gestalt, ein- oder mehrkernig; in Abb, 20, 21 und 28 neben dem Kerne eine helle

Sphére. Schnittpriparat. Fixiert ZF, gefarbt EAz. Obj. hom. Imm. Leitz */1z a, Ok. 4 (Abb. 20,
22 —24), Ok. 3 (Abb. 21).

in den Kernen, und.blasses wabiges Protoplasma (Abb. 30). Wenn man
also nur Eh-Priparate vor sich hitte, kénnte man eine vollkommene
morphologische Ubereinstimmung der isolierten Epithelzellen und der
Fibroblasten annehmen.

Obgleich die beschriebenen isolierten Epithelzellen die Eigenschaft,
das Fibrin zu verflilssigen, verloren haben, scheint dieser Verlust nicht
unwiderruflich zu sein: es ist oft moglich, weit im Fibrinnetz einzelne
wiederum abgerundete Zellen zu finden, welche von einem kleinen Hof
verflissigten Fibring umgeben sind.

Eine andere Art der Entstehung isolierter Epithelzellen beruht
nicht auf ihrer Abrundung mit nachiriglichem Einwachsen, sondern
auf einem direkten Wachstum von Epithelschichten und einzelnen
Zellen vom Explantat heraus; dieses Wachstum erfolgt entweder
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ins Fibrin hinein oder auf der Deckglasoberfliche (Abb. 2). Warum
in diesen seltenen Fallen die Abrundung des Explantates und die Ver-
fliissigung des Fibrins entweder iiberhaupt nicht  er-

folgen oder verzogert sind, ist schwer zu entscheiden. e
Jedenfalls erhalten wir, als Folge dieses Wachstums, ‘
welches in ein Auseinanderkriechen der epithelialen o R

Elemente auslauft, zahlreiche unregelmafige, teils im
Fibrin, teils an der Deckglasoberfliche zerstreute, kom-
pakte, epitheliale Inseln, Membranen und einzelne Abb. 25.
Zellen verschiedener Form. Die Membranen bestehen

Abb. 26. Abb. 27, Abb. 28, Abb. 29.

Abb. 25—29. Dieselbe Kultur. Verschiedene Stadien der Amitose in isolierten abgerundeten Epithel-
zellen, Totalpriparat. Fixiert ZF, gefsirbt H. Obj. Leitz 8, Ok. 4,

gewdhnlich aus dicht einander anliegenden stark abgeflachten Zellen,
Die Epithelinseln bestehen aus einem kompakten Haufen Epithelzellen
und bedingen in einigen Fallen eine Verfliissigung des Fibrins; dann
bleiben sie ohne weitere Verinderungen. Manchmal aber bleibt die Ver-

@
L

Abb. 30. Junges Kaninchen. Kultur von 7 Tagen. "TIsolierte. Epithelzelle, welche bei dieser Farbung
von einem Fibroblast nicht zu unterscheiden ist. Totalpraparat. Fixiert O, gefirbt H. Obj. hom.
Tmm. Leitz /12 a, Ok. 4.

flissigung an der einen Seite der Insel oder auch iiberall aus. AuBerdem
a3t sich aber auch ein Herauswachsen einzelner Epithelzellen nachweisen ;
sie dringen in Form amd&boider, abgerundeter oder mit zugespitzten
Ausldufern versehener Elemente ins Fibrin ein. Einzelne Epithelinseln
kénnen durch lingere Zellstrange miteinander verbunden bleiben.
Alle diese Beziehungen kann man auf Abb. 2 sehen. Was die feinere
Beschaffenheit dieser Zellen und ihre Formverinderungen anbetrifft,
so gilt fiir sie alles oben Gesagte. Daher willich mich hier nicht wieder-
holen und nur noch eine Beobachtung hervorheben. Auf Totalprépa-



768 N. G. Chlopin: Uber In-vitro-Kulturen von Geweben der Siugetiere

raten ist es oft moglich, in den mit Vakuolen versehenen Zellen eine sehr
regelmaBige Verteilung der Vakuolen lings der Peripherie des Zelleibes
festzustellen; die Vakuolen bilden einen Saum um den Kern und den
zentralen Teil der Zelle herum (Abb. 11), Es scheint, als wére hier
der kernhaltige zentrale Teil der Zelle mit der Peripherie durch diinne,
zwischen Vakuolen verlaufende, ,intracellulire’ protoplasmatische
Briicken verbunden.

B. Bindegewebe.

In den epithelreichen Kulturen spielt das Bindegewebe eine rein
passive Rolle, wird vom Epithel umschlossen und hat keine Moglichkeit,
hervorzuwachsen. In ihm treten schon sehr bald degenerative Kr-
scheinungen anf, die eine vollstandige Umwandlung des Bindegewebes zu
Detritus herbeifithren. Im Gegensatz zu den Epithelzellen treten im
Bindegewebe grofle Mengen Fett auf. An Ch-Os-Praparaten ist es moglich,
in den Fibroblasten einen typischen Golgi-Apparat zu demonstrieren;
er ist hier vom Golgi-Apparat der Epithelzellen sehr verschieden und
wird von einem kleinen, aus wenigen dicken Balken bestehenden Kliimp-
chen vorgestellt.

Die abgestorbenen Zellen werden oft durch iiberlebende Makro-
phagen phagocytiert. Die Lymphocyten koénnen, wie oben erwahnt,
ins Epithel einwandern.

In einigen des Epithels entbehrenden Kulturen des bindegewebigen
Teils der Harnblasenschleimhaut habe ich das gewthnliche ,,grasartige®
Wachstum des Bindegewebes ohne Fibrinauflosung feststellen kénnen.

Y. Zusammenfassung und Schlufl.

Die beobachteten Tatsachen lassen sich auf folgende Weise zusammen-
fagsen:

1. Das Epithel der Harnblase von neugeborenen und jungen Tieren
ist, sowohl in den rein epithelialen, als auch in den mit Bindegewebe
vermischten Kulturen wachstums- und lebensfahig.

2. Es kénnen 2 Typen von Entwicklung der Explantate beobachtet
werden: a) Abrundung und Epithelisierung der Stiickchen mit starker
Fibrinverfliissigung, aber ohne Bildung von Epithelmembranen; b) ak-
tives Wachstum des Epithels an der Deckglasoberfliche oder auf dem
Fibrin in Form von Membranen, kompakten Massen oder einzelnen
Zellen. Letzterer Typus kommt viel seltener vor.

3. Die Struktur und die Dicke der das Explantat tiberdeckenden
Epithelschichten kann sehr stark variieren.

4. In den basalen Epithelschichten konnen die Zellgrenzen stellen-
weise verschwinden, wodurch syncytiumahnliche Strukturen zustande
kommen.
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5. Meistenteils sind deutliche intercellulire Briicken vorhanden.

6. An der Peripherie der Epithelschichten sind SchluBleisten vor-
handen.

7. Durch Entwicklung intercellulirer Hohlrdume kann die Epithel-
schicht stellenweise stark aufgelockert werden.

8. Infolge des Auftretens von grofien intracelluliren Vakuolen
kann das Epithel das Aussehen von Fettgewebe mit ringformigen Zellen
bekommen.

9. Durch die Osmierungsmethode kann in den Epithelzellen ein
Golgi-Netz von typischem Aussehen demonstriert werden. Die Vakuolen
treten in den Zellen innerhalb des Golgi-Netzes auf, wodurch letzteres
stark auseinandergedehnt wird.

10. In einigen Epithelzellen in den Epithelschichten kénnen Nah-
rungsvakuolen mit phagocytierten Zellen und Zellresten gefunden werden.

11. Von zusammenhéngenden Epithelschichten kénnen sich ein-
zelne Zellen isolieren, abrunden und in der umgebenden Fliissigkeit
schweben; hier verfallen sie entweder der Degeneration, oder sie lassen
sich auf einem festen Substrat nieder und wuchern fort.

12. - Die freien im Fibrin oder an der Deckglasoberfliche wachsenden
Epithelzellen konvergieren entweder zum amoboiden oder zum spind-
ligen und verzweigten Typus. Die Zellen vom letzteren Typus sind ihrer
dufleren Form nach den wuchernden Fibroblasten oft sehr shnlich, unter-
scheiden sich aber von ihnen durch die Beschaffenheit des Kerns und
des Protoplasmas und durch die Fihigkeit, auf amitotischem Wege mehr-
kernig zu werden. In seltenen Fillen kann die Fibroblastenahnlichkeit
vollkommen werden.

Es liegt nahe, zu denken, daB man in den Zellen und Geweben der
Metazoen zweierlei Differenzierungsarten unterscheiden kann: einerseits
eine sozusagen konstitutionelle Differenzierung, welche bei der Onto-
genese in der Verteilung der prospektiven Potenzen besteht und einen
fixen Zellbestand vorstellt, andererseits eine rein funktionelle Differen-
zierung, welche labil ist, und nur unter ganz bestimmten suBeren Be-
dingungen zustande kommen und bewahrt werden kann, wie z. B.
die Sekretion der Driisenzellen, eine bestimmte Bauart der Epithel-
schichten u. dgl. Die durch eine funktionelle Differenzierung hervorge-
rufenen Strukturen kénnen unter Einwirkung verinderter Daseins-
bedingungen verschwinden. Was 'aber ihre konstitutionelle Basis,
den Bestand an bestimmten prospektiven Potenzen betrifft, so wird sie
auch bei experimentellen Bedingungen hartnickig bewahrt, jedenfalls
kann ihr nichts Neues hinzugefiigt werden.

Aus allen beobachteten Tatsachen erhellt, daB die Entwicklung der
Epithelzellen in vitro grofien Schwankungen unterworfen ist, welche mit
den Existenzbedingungen im engsten Zusammenhang stehen. Die fiir
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das Epithel so charakteristische, hartnickig bewahrte kompakte An-
ordnung der Zellen wird in vitro durch seine andere Eigenschaft unter-
stiitzt — die Fahigkeit, den Nahrboden zu verflissigen. Die Verfliissi-
gung des Nahrbodens beraubt das explantierte Gewebsstiickchen des
fir das Wachstum notwendigen Substrats.

Die normale Struktur des Ubergangsepithels hat wahrscheinlich
eine funktionelle Bedeutung, welche mit der starken Contractilitat
der Harnblage in Zusammenhang steht. Nach der Isolierung aus dem
Organismus fallen selbstverstindlich alle funktionellen Reize fort und
die durch Funktion bedingte Differenzierung kann sich weiterhin je
nach den Potenzen der entsprechenden Zellen und den neuen Existenz-
bedingungen verandern. Es kommen sowohl die fiir das entsprechende
Gewebe als solches charakteristischen, als auch die fiir alle nicht hoch
spezialisierten Zellen des Organismus gemeinsamen Eigenschaften zum
Vorschein.

Die abgerundeten epithelisierten Explantate stellen ein weiteres
Beispiel eines in vitro lebensfahigen ,,Teilorganismus™ vor.

Die in der deckenden Epithelschicht solcher Explantate beschriebenen
Umbauprozesse, welche dié urspriingliche Struktur von Grund aus &n-
dern, zeigen, wie labil die verschiedenen Bauarten des Epithels sind.

Dabei werden aber die ,epithelialen‘ Merkmale doch hartnéckig be-
wahrt und sogar noch scharfer ausgeprigt: es treten meistenteils die fiir
das Epithel so charakteristischen intercellularen Briicken auf, deren An-
wesenheit im normalen Ubergangsepithel geleugnet wird [Damnini )],
stellenweise kénnen SchluBleisten konstatiert werden u. dgl.

Was die isolierten Epithelzellen anbetrifft, so geht bei ihnen gerade
die typische Epitheleigenschaft, die Cytharme, verloren. Ganz ebenso
wie alle sonstigen nicht hoch spezialisierten Zellen, nehmen sie im fliissi-
gen Medium Kugelgestalt an. Dieselben isolierten Zellen nehmen aber
auf einem festen Substrat entweder eine polygonale, spindlige und ver-
zweigte, oder eine abgerundete und amoboide Form an. Nur diese zwei
Gestaltstypen und deren Ubergangsformen sind iiberhaupt, wie es scheint,
moglich, ja sogar denkbar, Unter den Bindegewebszellen sind die Fibro-
blasten Vertreter des ersten, die verschiedenen Wanderzellen des
zweiten Formtypus. In zusammenhingenden Epithelschichten wird die
Form einzelner Zellen durch ihre feste Verbindung miteinander bestimnmt.
Sobald sich die Zellen aber voneinander trennen, kommb die allgemeine
Formregel zum Vorschein und die Zellen nehmen eine der obenerwéhnten
Gestalten an. Die Form der isolierten Epithelzellen ist somit als eine
durch gleiche Existenzbedingungen verursachte Konvergenzerscheinung
aufzufassen. In meiner vorigen Arbeit?) habe ich &dhnliche Formver-
anderungen fiir die Epithelzellen' der Submaxillaris beschrieben. Da
es sich nun herausstellt, daB ganz verschiedene Epithelarten durchaus
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ahnliche Veréinderungen durchmachen koénnen, ist es natiirlich, anzu-
nehmen, da wir es hier mit einer fiir alle moglichen Epithelarten giil-
tigen Erscheinung zu tun haben. Die verschiedenen Epithelarten sind
demnach im Organismus wahrscheinlich nur funktionell differenziert,
potenziell stehen sie aber einander viel naher, als man es von vornherein
glauben mochte.

Wenn man andererseits die Verwandlungen der Epithelien in vitro
mit denselben des Bindegewebes vergleicht, sieht man, daB, ebgleich
diese beiden Gewebsarten in vielen Hinsichten in schroffem Gegensatz
zueinander stehen, ibre Elemente dennoch bei shnlichen suBeren Be-
dingungen in derselben Richtung konvergieren kénnen.

Ganz ebenso wie das fir das Bindegewebe so charakteristische
,.grasartige” Wachstum lockerer Zellstringe und isolierter Zellen bei
Anwesenheit von verfliissigten Hohlrdumen im Fibrin zu einem Wachs-
tum in Form von zusammenhingenden Schichten wird [Clarke?®), Chlo-,
pin®)], kann auch das Epithel beiderlei Wachstumsformen zeigen:
das ,,typisch epitheliale Wachstum von Zellen, die miteinander in
fester Verbindung bleiben — dies ist der bei weitem haufigste Fall —,
oder ein gewdhnlich viel schwicher ausgesprochenes und von mir nur
an Epithelien erwachsener Tiere festgestelltes Wachstum in Form von
isolierten, spindeligen oder verzweigten Zellen.

Wenn man es mit einem schichtenghnlichen Wachstum von Binde-
gewebe zu tun hat, ist man nicht geneigt, von einer Differenzierung oder
Entdifferenzierung - des Bindegewebes in der Richtung zum Epithel
zu sprechen. Mit ebensowenig Recht kann man also auch von einer
Entdifferenzierung des Epithels zu einer Art von Bindegewebe sprechen.
Es 'ist vielmehr ein im Organismus nur unter auBergewdhnlichen Be-
dingungen eintretender funktioneller Zustand. Im Organismus ‘der
hoéheren Vertebraten gibt es bekanntlich zwei Organe, wo sich das Epi-
thel stark auflockern kann — die Thymus und das Stratum intermedium
der Zahnanlage. Hier nehmen die im Verlauf der normalen Entwicklung
zuerst ganz typischen Epithelzellen mit der Zeit eine verzweigte Stern-
form an, welche sehr an Bindegewebszellen erinnert.

Gegen eine Gleichstellung der wuchernden isolierten Epithelzellen
mit &hnlichen Zellen bindegewebiger Herkunft sprechen auch direkte
Tatsachen: bei Anwendung geeigneter Methoden konnen die verzweigten
Epithelzellen von den ihrer Form nach hochst shnlichen Fibroblasten
durch bestimmte, oben erwahnte farberische Kennzeichen meistenteils
ganz leicht unterschieden werden. Daf in einigen recht seltenen Fallen
das tinktorielle Kriterium versagt, diirfte wohl kaum im Sinne von echten
,,Ubergangsformen® gedeutet werden. Ein weiterer Unterschied - ist
die Fahigkeit der isolierten Zellen des Ubergangsepithels, durch Amitose
zwei- und mehrkernig zu werden. Isolierte, im Fibrin zerstreute Zellen



772 N. G. Chlopin: Uber In-vitro-Kulturen von Geweben der Siugetiere

kénnen sich unter entsprechender Formveréinderung augenscheinlich
wiederum zu groBeren oder kleineren Inseln verbinden. Manchmal
kann eine Verfliissigung des Fibrins um einzelne Epithelzellen herum
eintreten. Histologisch vollkommen dhnliche Zellen brauchen aber ihrem
Wesen nach nicht identisch zu sein, oder, wenn wir die oben erwihnte
Terminologie gebrauchen, kénnen Zellen mit ganz verschiedener kon-
stitutioneller Differenzierung wunter Umstinden eine konvergente
funktionelle Differenzierung erleiden.

Wenn man also die Gesamtheit der Veréinderungen des Epithels
in vitro ins Auge fait und mit den Veréinderungen des Bindegewebes
vergleicht, so erscheinen ihre Entwicklungswege zwar in ihrem Ganzen
verschieden, in dén Einzelheiten aber konnen die Elemente dieser beiden
Gewebe sozusagen fiireinander funktionell eintreten und bei gleichen
funktionellen Zustanden eine ausgesprochene Konvergenz der Form und
des Wachstumstypus zeigen.

Die verschiedenen Faktoren, welche die Entwicklungsrichtung der
Explantate beeinflussen kénnen, habe ich in einer anderen Arbeit ) bereits
formuliert. Sowohl die dort beschriebenen Tatsachen, als auch die am
Epithel erwachsener Tiere gewonnenen Befunde machen es wahrschein-
lich, daB, je nachdem, welche Faktoren in vitro die Oberhand gewinnen,
das Gewebe entweder ein organotypisches oder ein zelliges Wachstum
zeigen kann. Im ersten Falle konnen regulatorische Vorginge und
weitere Entwicklung resp. Regeneration beobachtet werden [ Bienhoff 15),
Chlopin®)], im zweiten atypisches Wachstum von Membranen, Zell-
inseln oder isolerten Zellen, welche ihre funktionelle Differenzierung
eingebiifit haben. Die von den Geweben wihrend der Ontogenese er-
haltene konstitutionelle Ausgestaltung kann hingegen dabei weder
um- noch dedifferenziert werden und duBert sich stets in den in vitro
zutage tretenden Verwandlungen und Umgestaltungen.

Zum Schluf} ist es mir eine angenehme Pflicht, meinem hochverehrten
Lehrer und ehemaligen Chef, Herrn Prof. Dr. A. Maximow, fiir das stete
wohlwollende Interesse, welches er meinen Arbeiten éntgegenbrachte,
meinen aufrichtigsten Dark auszusprechen.

St. Petersburg, November 1923.
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