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Einige histologische Beobachtungen am isolierten
Kaninchenohre.

Von
Assist. B. Malyschew.

Mit 2 Textabbildungen.

(Eingegangen am 21. September 1925.)

Vorliegende Arbeit verdankt ihr Entstehen einer Beobachtung von
Ssyssojew, die er bei der Durchsicht von Préiparaten eines nach Krawkow
isolierten Kaninchenohres in den Versuchen von Kanewskajo gemacht
hatte.

Eine eingehende Untersuchung dieser Praparate gestattete anzu-
nehmen, daB eine bakterielle Emulsion, die in die Gewebe oder durch
die GefiBe des isolierten Ohres eingebracht wird, eine Herdreaktion
hervorruft, in Form einer Anhéufung von sich mobilisierenden lokalen
Zellen .

Diese Beobachtung bedurfte selbstverstindlich weiterer Unter-
suchungen.

Wir wissen ja zudem noch recht wenig, inwiefern die Zellen eines
isolierten Ohres ihre biologischen Eigenschaften behalten, d. h. inwieweit
ein isoliertes Organ seine Lebensfahigkeit behalt.

Noch weniger wissen wir iiber den Charakter der histologischen Ver-
anderungen, die bei verschiedenen pharmakologischen Einwirkungen
oder bei irgendwelchen anderen Arten von Einwirkung im isolierten
Ohre entstehen.

Nun aber gewinnt die Priiffung am isolierten Ohre eine immer groBere
Anwendung in der Klinik und im Laboratorium und bedarf einer Be-
obachtung auch vom histologischen Standpunkte aus.

Aus diesen Griinden wollten wir in der vorliegenden Arbeit die Prii-
fung folgender Fragen vornehmen: erstens, ob tatséichlich reaktive Ver-
anderungen in den Geweben in Form von herdférmigen Ansammlungen
der Zellen existieren; zweitens, ob die Zellen des isolierten Ohres ihre
Fabigkeit zur Phagocytose den eingefithrten Bakterien gegeniiber
bewahren ; drittens, ob die Zellen (Histiocyten) ihre Fahigkeit bewahren,
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Teilchen vitalfirbender und anderer Substanzen, z. B. Eisen, im Proto-

plasma in Form von Granulis abzulagern; endlich, ob auch Mitosen

existieren, d. h. ob die Funktion der Zellvermehrung noch besteht.
Entsprechende Literaturangaben sind recht spérlich.

In der Arbeit von Kanewskajo findet man Hinweise, daB die in das Gewebe
des isolierten Ohres eingebrachten Bakterien zum Teil im Zellenprotoplasma ein-
geschlossen gefunden werden.

Ssyssojew benutzte die Methode der Vitalfirbung, um zu kliren, ob die Zellen
der isolierten Organe der Xalt- und Warmbliiter sich im normalen oder patho-
logischen Zustande befinden. Bei der Untersuchung von isolierten Kaninchen-
ohren, wobei Trypanblau 1 :1000, 1:1500 und 1 : 2000 wahrend 51/,, 6 und
12 Stunden durch die Gefifle geleitet wurde, konnten nur in einem von 4 Fallen
(6 Stunden-Versuch) einige Histiocyten gefunden werden, deren Protoplasma hell-
blaue Koérner der Farbe enthielt.

Weitere Angaben iiber histologische Veréinderungen im isolierten
Ohre sind, soweit mir bekannt, in der Literatur nicht vorhanden.
Unsere Untersuchungen umfassen im ganzen 14 isolierte Kaninchen-

ohren.
Die Versuche wurden folgendermaflen ausgefiihrt:

Das Ohr, unmittelbar nachdem es isoliert war, kam in den Apparat zur Be-
obachtung der isolierten Organe.

Durch die GefaBe wurde auf 37° erwdrmte Ringer-Lockesche Fliissigkeit
s0 lange geleitet, bis die Zahl der ausflieBenden Tropfen eine konstante blieb.

In 4 Fillen wurden 2 Stunden nach der Isolierung unmittelbar in das Ge-
webe mittels einer Spritze 0,2 com bakterieller Emulsion [1 Platindse der Kultur
verdiinnt in 10 cem R.-L.1)] eingebracht (wir benutzten eine Kultur von Staphylo-
coecus aureus, die aus einer Leiche 1—2 Tage vorher geziichtet war).

Wihrend der ganzen Versuchsdauer blieb die R.-L. auf 37° erwirmt.

Diese Versuche dauerten 5, 6, 8 und 9 Stunden.

In einem Falle warde die bakterielle Emulsion mit der R.-L. zusammen durch
die OhrgefiBe geleitet (Versuchsdauer 10 Stunden).

Als Kontrolle benutzten wir das zweite Ohr desselben Kaninchens.

In 3 Versuchen brachten wir dasselbe in den Apparat auf dieselbe Zeitdaner
wie das Ohr, an dem der Versuch ausgefiihrt wurde. Eine Kontrolle wurde noch der-
art ausgefiihrt, daB in das Gewebe eines frisch isolierten Ohres, welches mit R.-L.
nicht durchgespiilt war, die Staphylokokkenemulsion eingespritzt und daraufhin
das Ohr in den Thermostaten bei 37° in einem Glase mit R.-L. auf 6 Stunden ge-
stellt wurde.

Eine Kontrolle endlich bestand darin, daBl das Ohr, in welches keine Bak-
terien eingespritzt wurden, einfach bel Zimmertemperatur wihrend der ganzen
Versuchsdauer bewahrt wurde.

Wihrend des Versuches wurde das Ohr wie iiblich durch Stecknadeln an einer
Korkplatte fixiert, und dieselben blieben den ganzen Versuch hindurch in dem
Gewebe stecken.

Vor und nach dem Versuche wurden die Ohren gewogen, um auf diese Weise
AufschluB iiber den Grad des Odems zu erlangen.

Nach dem Versuche entfernten wir die Haare durch Rasieren und schnitten aus
verschiedenen Stellen des Ohres 10 Stiickchen aus, darunter auch die Stelle, wo vor-

1) R.-L. = Ringer-Lockesche Flissigkeit.
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her die Stecknadel gesteckt hatte. Die Stiickchen wurden in Zencker-Formol
fixiert und in Celloidin eingebettet. Weiterhin wurden die Stiickchen zumeist
von der Fliche aus geschnitten und Serien iber ein Schnitt gemacht. Gefirbt
wurde mit Azur II-Eosin, Haématoxylin-Eosin; auBerdem wurden Reaktionen
auf Eisen angewandt nach Perls und in einigen Fillen mit Ammoniumsulfat.

Ich will hier nicht auf die Beurteilung der biologischen Reaktion
eingehen, die in den GefaBen des Ohres auftritt, wenn in dieselben oder
direkt ins Gewebe Bakterien eingefiihrt werden; auch lasse ich vorerst
beiseite die Frage iiber den Ursprung des Odems im isolierten Ohre, da
diese Fragen nicht zu meinen unmittelbaren Aufgaben gehoren. Ich
wilt deshalb zur Schilderung der histologischen Verdnderungen, die im
isolierten Ohre beobachtet worden sind, tibergehen.

Wie in den Fallen, wo Bakterien eingefiithrt worden waren, so auch
in den Kontrollfallen, ist das Gewebe des Ohres etwas 6dematos.

Der Grad des Odems ist in den verschiedenen Versuchen nicht gleich.
In manchen Fillen findet man eine ausgesprochene Anschwellung der
kollagenen Fasern; in anderen Féllen dagegen lassen sich Anzeichen eines
Odems mikroskopisch kaum feststellen. Die Kernstruktur bleibt
meistenteils bewahrt; Karyorrhexis und Pyknoseerscheinungen konnten
nur in seltenen Fallen gefunden werden.

Blof in 2 Fallen, wo Bakterien in das Gewebe eingespritzt wurden, tra-
ten bedeutende Verdnderungen in der Kernstruktur der Zellen (Karyor-
rhexis, Pyknose) auf. In manchen Zellen konnte eine Vakuolisation des
Protoplasmas beobachtet ‘werden.

Das Endothel der GefaBwande bleibt meistenteils bewahrt. Stellen-
weise stoBt man auf eine Schwellung der endotheliellen Zellen, mitunter
sogar auf ihr volliges Ablosen vom Zellverband, so daB sie frei im Ge-
faBlumen zu liegen kommen. Teilweise dhneln diese geschwollenen und
losgelosten Zellen, ihren morphologischen Eigenschaften nach, den
Fibroblasten. Deutlicher ausgepragt ist eine AbstoBung der Endo-
thelien in dem Versuche, wo die Bakterien durch die Gefille geleitet
wurden. Gréflere Ansammlungen von losgelosten endotheliellen Zellen,
die die GefaBlichtung verschlieBen, werden iiberhaupt selten gefunden.

Im GefaBlumen st6Bt man auf verschiedene Erythrocyten und poly-
morphkernige Leukocyten.

Im Gewebe findet man hin und wieder pseudoeosinophile Leuko-
cyten (rsp. neutrophile Leukocyten des Menschen).

An Stellen, wo Bakterienemulsion eingespritzt wurde, sieht man im
Gewebe grofle Mengen von Bakterien. An diesen Stellen farben sich
die Zellen schlechter, Histiocyten phagocytieren die Bakterien nicht,
somit scheint die Funktion dieser Zellen gestort zu sein.

In anderen Teilen des Ohres, die weiter von der Einspritzungsstelle
der Bakterien gelegen sind, wo weniger Bakterien vorhanden sind, konnte
eine Bakterienphagocytose seitens der Histiocyten festgestellt werden,

Virchows Archiv. Bd. 259. 25
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und zwar in 4 aus den 5 in dieser Richtung vorgenommenen Ver-
suchen.

Dabei wurden die phagocytierten Bakterien ofter in den Histio-
cyten getroffen (Abb. 1), welche neben den Capillaren liegen (Adventitielle
Zellen Marchands). Manche Histiocyten enthalten auch andere Ein-
schliisse, die sich mit Azur farbten — wahrscheinlich handelte es sich
um kleinste Agarteilchen, die mit der bakteriellen Emulsion eingefiihrt
worden waren.

In dem Versuche, wo die Bakterienemulsion durch die Gefifie ge-
leitet wurde, lie sich ihre Phagocytose durch die Pseudoeosinophilen
innerhalb des Geféf3lumens feststellen. In diesem Falle fiillten die Bak-
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Abb. 1, Staphylokokkenphagocytose seitens der Histiocyten des isolierten Kaninchenohres, Vers. 5.
Dauer 8 Stunden. Leitzimmers. Nr, 12. Ok, 8.

terien auch die kleinsten Capillaren aus, drangen aber ins Gewebe des
Ohres fast gar nicht ein. In jenen Fillen, wo ein solches Vordringen fest-
zustellen war, konnte auch eine Phagocytose durch die Histiocyten
gefunden werden.

Im Protoplasma der Endothelzellen konnten Bakterien nicht ge-
funden werden. ‘

Die Frage beziiglich der reaktiven Anh&ufung von Zellen unter dem
Einflu der ins isolierte Ohr eingefithrten Bakterien kann an unserem
Material nicht endgiiltig gelost werden.

Man sieht tatsichlich herdférmige Anhdufungen von Histiocyten
und lymphoiden Zellen, mitunter mit Phagocytoseerscheinungen; ofter
findet diese Erscheinung neben den Blutgefaflen statt. Manchmal sind
diese Anhdufungen recht ausgesprochen, jedoch aber konnte bisher
kein besténdiger und scharfer Unterschied im Vergleich zu den Kontroll-
priaparaten festgestellt werden.

In keinem einzigen Falle haben wir Mitosenbilder gefunden.
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AuBer Phagocytose gelang es noch eine sehr bemerkenswerte Er-
scheinung festzustellen, die fir die Erhaltung der biologischen Eigen-
schaften seitens der Zellen des isolierten Kaninchenohres spricht.

Es handelt sich nimlich um Ablagerung von Eisen in den Zellen und
Geweben, die in der Nihe der Einstichstelle der Stecknadel gelegen
waren.

Diese Stellen wurden in 12 Kaninchenohren genau untersucht: In 7 Fallen,
wo die R.-L. durch die GefaBe geleitet worden war; in 1 Falle, wo das Ohr vorher
nicht durchgespiilt wurde und welches bei Zimmertemperatur bewahrt wurde;
in diesen Fillen betrug die Dauer des Versuches 5—10 Stunden.

AuBer diesen Versuchen wurden, um die Frage, inwiefern die Eisenablagerung
in den Ohrgeweben einen biologischen Prozef darstellt, zu erkliren, zum Ver-
gleiche noch 2 Kontrollversuche ausgefithrt: 1. Zwei Ohren wurden 6 Stunden
vor der Isolierung mit einer Stecknadel durchgestochen und unverziglich nach der
Isolierung zur Untersuchung genommen; 2. in 2 Versuchen waren die isolierten
Ohren, ohne vorher durchspiilt zu werden, von einer Stecknadel durchgestochen
und, nachdem Bakterien ins Gewebe eingespritzt wurden, bei 37° fiir 24 Stunden in
den Thermostaten gestellt, wo sich eine Féulnis entwickelte.

In jenen 7 Fallen, wo durch die GefaBe die R.-L. geleitet wurde, waren
die Erscheinungen folgendermafBen: an der Einstichstelle ist eine Off-
nung vorhanden, von einem breiten Ringe kollagener Bindegewebefasern
umgeben.

Zwischen diesem Gewebe liegen langlich gezogene Zellen, offenbar
teils Histiocyten, teils Fibroblasten.

In ihrem Protoplasma kann man keine Koérner bemerken, die die
Eisenreaktion nach Perls geben.

Die Kerne dieser Zellen ergeben hin und wieder bei der Eisenreak-
tion auch diffuse blaulich-griine Durchfarbung.

An der Peripherie des Ringes aus zusammengedriickten kollagenen
Fasern findet man Histiocyten, deren morphologische Eigenschaften
gut ausgesprochen sind. Die Kerne dieser Zellen ergeben bei der Eisen-
reaktion keine diffuse Durchfirbung.

Ihr Protoplasma dagegen enthdlt das Eisen in grofen Mengen in
Form von Kérnern verschiedener Grofe.

In einem Falle fand die Ablagerung von Kisen im Protoplasma zu-
gleich mit einer Phagocytose von Bakterien statt.

Eisenablagerungen wurden nicht nur in den Bindegewebezellen ge-
funden, sondern das Eisen wurde in Form von Granulas auch im
Protoplasma der Deckepithelzellen und im Epithel der Haarwurzeln
nachgewiesen.

Nahe der Stelle, wo die Stecknadel gesteckt hatte, ergeben bei der
Reaktion aufs Eisen die Kerne und das Protoplasma der Zellen eine
diffuse Durchfirbung. In weiter gelegenen Teilen findet man deutliche
epitheliale Zellen, in deren Protoplasma nebst gelblichem, eisenfreiem
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Pigment, auch blaulich-grine Eisenkérner sichtbar sind. (Abb. 2.)
Hautpigment sowie das in Chromatophoren eingeschlossene Pigment
gaben kein einziges Mal die Eisenreaktion.

Das Eisen lagert sich ebenfalls in Form von Granula im Proto-
plasma der Bindegewebezellen ab, die um die Haarwurzeln herum ge-
legen sind; und auch das Knorpelgewebe ergibt bei der Eisenreaktion
eine diffuse Durchfarbung.

In 2 Fillen, wo die Stecknadel in unmittelbarer Nihe der Wand einer
ziemlich groflen Arterie gesteckt hatte, fanden wir diffuse und teils korn-
formige Eisenablagerungen zwischen den Muskelfasern der GeféBwand
und in denselben.
~ Das Bild der Eisenablagerung, welches man in den unisolierten

Ohren bekommt, wenn man

T e - dieselben vorher mit einer

: = B “  Stecknadel durchgestochen

i % NIARSY, - : hat, ist fast dasselbe wie

_,..h_; b 'QI"J‘"_-v > ; das eben beschriebene. Nur

Ry i A S sind in der Umgebung Er-

& a7 . () S G scheinungen ejiner Hyper-

- O & & ‘ AW S/ Wi dmie und geringe Anhiu-

A ¥ 2 - fungen von Pseudoeosino-
philen zu finden.

Abb. 2. Eisenablagerung im Protoplasma der Deckepithel- In den 2 Féllen, WO

zellen des isolierten Kaninchenohres in Form von Granulas. :
Berlinerblaureaktion. Vers. 3. Dauer 5 Stunden, Leitz- fhe Ohren 24 Stunden‘ lang
immers. Nr. 12. Ok. 8, im Thermostaten geblieben

sind und in Faulnis tiber-
gegangen waren, ergab die Eisenreaktion eine ausgedehnte diffuse Durch-
farbung der Zellen und der Gewebe. Eisenablagerung im Protoplasma
wie der Bindegewebezellen, so auch der Epithelzellen, wurde nicht
gefunden.

Die diffuse Eisendurchtrankung spricht zweifelsohne fiir einen patho-
logischen Zustand der Gewebe. Dagegen aber fanden wir in unseren
Hauptversuchen, von denen friher die Rede war, wo das Leben der Ge-
webe mittels Durchleitung der R.-L. unterhalten wurde, das Eisen im
Protoplasma der Zellen in Form von Granulas.

Dieser Umstand kann, wie mir scheint, dadurch erklirt werden, daB
die biologische Fihigkeit der Zellen, das Eisen wie die Farbe aus ihrer
kolloidalen Losung zu absorbieren, erhalten ist.

In dieser Weise bestitigen unsere Versuche, dal eine Phagocytose
seitens der Gewebehistiocyten und Pseudoeosinophilen im isolierten
Ohre stattfindet; zugleich ergeben sie auch, daB das Eisen sich im
Zellenprotoplasma entsprechend dem Typus einer kolloidalen chemischen
Reaktion ablagert.
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Diese Umstéande gestatten anzunehmen, dafl die Zellen des isolierten
Kaninchenohres ihre biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften
linger bewahren als es frither angenommen wurde.

Diese Annahme soll durch weitere Versuche, die in unserem Labora-
torium nach der Methode der Vitalfairbung vorgenommen werden,
gepriift und bestatigt werden.

Unsere Versuche konnen als ein weiterer Beweis gelten, dal Krawkow:
recht hatte, als er d4uBerte, dafB die Zellen und die Gewebe der isolierten
Organe ihre biologischen Funktionen in hohem Grade bewahren.
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