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Fiir die Kenntnis krankhafter Wachstumsarten als dynamisches
Geschehen bestehen insofern Schwierigkeiten, als wir vergebens nach
den Bedingungen der Wachsumsauslosung und des Wachstumsstill-
standes fragen. Entsprechend unserem sonst giiltigen Wissen von
Krankheitsvorgingen diirfen wir auch hier vermuten, dafl kein grund-
sitzlicher Unterschied zwischen dem gesuchten Krankheitsverlauf und
ihm vergleichbaren normalen Wachstumsereignissen bestehen wird,
daB wir aus der Kenntnis vergleichbarer normaler Vorgéinge auch beim
Wachstum auf dessen krankhafte Arten schliefen konnen. Aussichts-
reich ist die Untersuchung normaler Geschehnisse hier aber auch deshalb
ganz besonders, weil die bedeutendste Art normalen Wachstums, das
embryonale, durch das Zuriicktreten aller iibrigen Leistungen des
Koérpers wahrend dieser Zeit hinter diese eine ausgezeichnet ist. Bei
der embryonalen Entwicklung wird also die Wachstumsleistung in
ganz besonders reiner und uaverwickelter Form zu finden sein.

Als grundlegenden Vorgang bei der embryonalen Entwicklung
s'ellen wir uns vor, daf bei der Vereinigung der Geschlechtszellen Krifte
freiwezrden und auf vorhandene oder zugefiihrte Stoffe derartig ein-
wirken, dal3 diese Stoffe fiir dsn Bestand der lebendigen Substanz ge-
eignet und in sie eingebaut worden. Im Verlauf dieser Vorginge scheinen
unter anderem Hemmungen zu entstehen, die einzelne der wirksamen
Krifte oder Aufbaustoffe unnrauchbar machen. Vielleicht werden auch
geradezu irgendwelche notwendigen Bedingungen verbraucht. Wir
kommen nicht weiter als bis :u Vermutungen dariiber, ob die Ausbildung
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von Hemmungen oder der Verbrauch notwendiger Bedingungen die
grofiere Rolle spielt. Jedenfalls entsteht ein Stadium der Unzuldnglich-
keit von Wachstumsbedingungen, das der abgeschlossenen Entwicklung
und dem Wachstumsstillstand entspricht. Aus der Gleichgewichtslage
hinaus, als welche dieser Zustand bezeichnet werden kann, und in neue
Kriftewirkungen hinein fithren fast ganz unbekannte Einfliisse beijener
tibergrofen Zahl von Wachstumsvorgéngen, die unabhéingig von den
urspriinglichen embryologischen, beispielsweise bei Entziindungen und
bei Gewachsbildungen stattfinden. Bekanntlich wird auch hierbeiin einem
Teil der Fille das Gleichgewicht wiederhergestellt. Ebendiese Frage der
Wiederherstellung des Gleichgewichtes, der Ausbildung von Hemmungs-
wirkungen ist von allen die offenbar wichtigste. An dieser Stelle ist un-
sere Vorstellung vom Wesen des Gewdichses mehr als sonst unzulénglich.

Unter den Moglichkeiten, an diese Fragen heranzutreten, ist in an-
gedeuteter Weise die Untersuchung des embryologischen Wachstums
eine besonders aussichtsreiche. Unterstiitzend kommt hinzu, dal wir
im Besitze einer Arbeitsweise sind, die das Wachstum auch experimentell
in etwa aus der Summe der iibrigen Vorgénge herauszulésen gestattet,
die ferner die Untersuchung des lebendigen Geschehens auflerhalb des
Organismus ermdglicht. Diese Arbeitsweise ist die kiinstliche Gewebe-
ziichtung, die auch ihrer bisherigen Ergebnisse wegen geeignet erscheint,
fiir diese Fragen immer wieder herangezogen zu werden. Die enge Ver-
mischung von Wachstumsvorgiingen und andersartigen bei den sonst
moglichen Arbeitsweisen und die betrichtlichen daraus entstehenden
Schwierigkeiten machen die Gewebeziichtung nicht zuletzt zur Methode
der Wahl.

Die vorhandenen ausfithrlichen Berichte! iiber die Krgebnisse der
Gewebeziichtung entwerten einen neuen derartigen Bericht im voraus
und gestatten die ausschlieBliche Besprechung einzelner Sonderfragen.

Als Untersuchungen der Energetik des Wachstumsvorganges sind
an erster Stelle Arbeiten von Carrel, Ebeling und Drew zu nennen,
jene Untersuchungen der Extrakt- und Serumwirkungen, deren Er-
gebnisse im Laufe der Jahre so vollig umgewertet wurden. Altere
Arbeiten schienen zu beweisen, daB im Embryonalextrakt wachstums-
férdernde Stoffe enthalten sind, die ausschlieSlich die Bedeutung des
Extraktes fiir das Wachstum ausmachen.

Tm Serum wurden Stoffe vermutet, die ausschlieflich Nahrmaterial
bedeuten. Diese Lehre entstand vor allem aus der Beobachtung, dafB
im Serum (Plasma) allein die Kultur verhiltnismaBig bald abstirbt,
wahrend durch Zugabe von Embryonalextrakt die Kultur geeigneter
Gewebe unsterblich zu werden scheint. In den neueren Versffentlichun-
gen der genannten Forscher werden diese Einfliisse, die von Serum und

Y Oppel, Erdmann, Lubarsch-Wolff u. a.



Untersuchungen an Gewebekulturen. 313

Extrakt ausgehen, geradezu vertauscht. Diese Wandlung begann mit
der Entdeckung von wachstumshemmenden und -fordernden Stoffen
im Serum, die in geeigneter Anordnung des Versuches entfernt und durch
die Wachstumsinderungen bestimmt werden konnen. Untersuchungen
iiber Organextrakte, die in ihren Wirkungen mit dem Embryonalextrakst
verglichen werden kénnten, lehrten zwar nicht einen einzigen Extrakt
kennen, der dem Embryonalextrakt véllig gleichwertig ist, aber es
fanden sich doch einzelne Organe, deren Extrakte in der Wirkung dem
embryonalen nahekamen. Neben Milz und Knochenmark ergaben vor
allem Leukocyten solche Extrakte. Als es dann gelang, Fibroblasten-
kulturen auf Nihrboden zu iibertragen, auf denen vorher Leukocyten
gelebt hatten, zeigten sich Verbesserungen des Wachstums der Fibro-
blasten, vergleichbar den mit Embryonalextrakt erzielten. Aus diesen
nur in den wesentlichen Ziigen wiedergegebenen Arbeiten entstand die
Lehre von den im Embryonalextrakt enthaltenen Trephonen und den
Hormonen des Serums. Das heilit, es wurde so dem Extrakt die Be-
deutung des Nahrstoffes, dem Serum die Rolle des fermentativ oder
sonstwie fordernden Bestandteiles zugewiesen. Am Beispiel der Leuko-
cytenwirkung bildete sich die Vorstellung, dafl die zum Wachstum
notwendigen Stoffe durch lebendige Zellen (Leukocyten und embryonale
Zellen) vorbereitet sein miissen, ehe sie von der wachsenden Zelle ver-
wendet werden konnen.

Wie schon angedeutet, ist zu erwarten, dafl bei der Untersuchung
des lebendigen und wachsenden Gewebes nicht der eine oder andere
Faktor gefunden wird, der eine ausschlieSliche oder auch -nur iber-
wiegende Bedeutung hat. Vielmehr ist zu erwarten, dafl ein Bedingungs-
komplex vorliegt von groBter und verwickelter Vielheit. Und es ent-
spricht nicht nur der Vorstellung, sondern erhellt aus vielfacher Er-
fahrung, daB geringfiigige Anderungen offenbar untergeordneter Fak-
toren nennenswerten Einfluf auf das Wachstum nehmen konnen.
Daraus folgt die Schwierigkeit, den einzelnen Faktor zu werten und
nach solchen erfolgreich zu fahnden, die iibergeordnete Bedeutung haben.
Es ist wohl erlaubt, zur teilweisen Beseitigung solcher Schwierigkeiten
alle solche Faktoren von der Untersuchung auszuschlieBen, deren
Bestéindigkeit bekannt ist. Oder anders gesagt, alle diese nicht als Un-
bekannte, sondern als Konstante in die Rechnung einzusetzen. Was
iibrigbleibt, ist weiter eine unbekannt groBe Zahl von Umsténden, teils
vielleicht solchen, deren Bestéindigkeit uns nicht bekannt ist, teils sicher-
lich anderen, die als unbestindig die gesuchten darstellen, die im Sinne
von Roux realisierende sind. Mehr als diese Orientierung scheint im
voraus von hier aus nicht gewonnen werden zu kénnen.

Weitere Aufschliisse entstehen aus den methodischen Moglichkeiten.
Das zu verwendende Untersuchungsverfahren : die meBbare Wachstums-
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leistung als Indicator fiir die wirkenden Faktoren oder umgekehrt die
gleichbleibenden #uferen Bedingungen als Indicator fiir verschiedene
Wachstumsleistungen verschieden wachsender Gewebe, hat zur Voraus-
setzung, daBl die Fehlerquellen geniigend klein und die erhaltenen Aus-
schlage gentigend groB sind, um verwendet werden zu kénnen. Da eine
feststehende und allgemein giiltige Untersuchungsweise nicht denkbar ist,
so wird die Auswahl unter diesen und die Bestimmung der geeigneten
das erste Erfordernis sein. Da aus der Untersuchung der Embryonal-
extrakt- und Serumwirkungen zunichst die gesuchten Aufschliisse zu
erwarten sind, so wird die Priifung der dazu angegebenen Verfahren
ebenfalls obenan stehen. Aus den vorliegenden Mitteilungen iiber diese
Verfahren 148t sich entnehmen, daB sie mutmaBlich Anderungen er-
fahren miissen, um geniigend genaue Ergebnisse zu gewihrleisten.
Die eigenartige Tatsache, daf die Embryonalextrakte als solche wirksam
sind, gleich von welchem Tiere sie stammen und bei dem Gewebe
welchen Tieres sie angewendet werden, bedarf der niheren Priifung
ebensosehr wie die nur ungefihre Angabe, daf Unterschiede in der
Wirksamkeit durch das Alter des verwendeten Embryo bedingt werden.
Bedenken entstehen auch dadurch, da8 bei der Art der Herstellung des
Embryonalextraktes das gesamte Serum des verwendeten Embryos
im Extrakt enthalten sein muB. Also wird eine gegeniiberstellende
Untersuchung von Extrakt und Serumwirkungen gar nicht durch-
filhrbar sein. GroBere Schwierigkeiten bereitet der Vorstellung auch
die scheinbar unvermeidliche Verwendung von Plasma. Denn mib
dessen vielleicht notwendiger Geriistsubstanz, das heiBt zusammen mit
dem Fibrin, werden vermutlich unbestimmt groBe Mengen von Serum,
also spezifisch wirksamen Stoffen, verwendet. Deren Ausschaltung
erscheint vorerst unmoglich. Bedenken entstehen ferner gegen Ver-
groferungen der Kultur im Verlauf von Stunden oder Tagen als Aus-
druck des Wachstums., Denn wenn schon sichergestellt ist, daf die
Kultur wachsen kann, so ist doch gleichzeitig eine Flachenzunahme
durch Anderung der Zellverteilung denkbar und in vielen Fillen als
Einwand gegen echtes Wachstum erwiesen worden. Das zwischen
Uberlebungserscheinungen und echtem Wachstum gefundene Unter-
scheidungsmittel des nur wochenlangen Uberlebens im Gegensatz zu
monatelangem Wachstum kommt ja dabei als methodisch ungeeignet
nicht in Frage. Es ist nicht durchfithrbar, dem angestellten Versuch
monatelanges weiteres Ziichten folgen zu lassen, um hinterher sagen
zu konnen, daB es sich damals wirklich um einen Wachstumsversuch
handelte. Auch geht es nicht an, nach monatelangem Ziichten die
Kultur zum Versuch zu verwenden, weil sich dabei ebensowenig be-
weisen 148t, daB unter den Versuchsbedingungen immer noch Wachstum
stattfindet und es sich jetzt nicht nur um Uberleben handelt. Weiter
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ist anzunehmen, daB jedes Explantat, gleich ob es unmittelbar dem
Organismus oder einer beliebig alten Kultur entstammt, so oft es iiber-
haupt wachsendes Gewebe ist, eine gewisse Menge von Wachstums-
méglichkeiten in den Versuch mitbringt. So wiirde also nicht zu ent-
scheiden sein, ob unter dem Einflufl des Versuches oder aus eigenen
Bestinden das Wachstum erfolgte, sondern nur Verbesserungen oder
Verschlechterungen der Wachstumskraft waren eindeutig abzulesen.
So erweist sich das mégliche Verfahren als behaftet mit Eigentiimlich-
keiten, die zum mindesten vorerst Bedenken entstehen lassen und
Priifungen der Methode zur Voraussetzung machen. Gesetzt, dafl die
bestehenden Bedenken sich dabei beseitigen lassen, miiite am Ex-
plantat, das lebendig im Sinne von wachstumsfihig sich in einer Ruhe-
lage befindet, in der es nicht wichst, die Auslosung des Wachstums
versucht werden durch Zugabe wachstumsbedingender Stoffe. Aus der
Uberlegung wire unter solchen Stoffen der Embryonalextrakt allerdings
der letzte, falls es sich dabei um einen Extrakt organisierter Bestandteile
des Embryos handelt. Man wird sich zunichst nicht vorstellen, daf3
aus dem Zerfall organisierter Teile (das heifit aus deren Extrakt) die
Aufbaustoffe fiir andere Teile entstehen. Auch wiirde man damit
die Aufgabe ja nur verschieben und nicht 16sen; denn selbst wenn aus
dem Zerfall oder Extrakt des einen Teiles der andere gebildet wird,
so muBl doch irgendwann einmal eine unmittelbar aus Dotterbestand-
teilen aufbauende Kraft vorhanden gewesen sein. Diese Kraft ist die
gesuchte. ' ‘

Aus ihren erwihnten Arbeiten entnehmen Carrel und Ebeling, dafB
es sich beim Embryonalextrakt nicht um extrahierte organisierte Stoffe
handelt, sondern um Aufbaumaterial, das von aullen dem Embryo
zugefiihrt und durch Einwirkung seiner lebenden Zellen umgewandelt,
in geeignete Form gebracht wurde. Daraus ergiben sich mehrere neue
Moglichkeiten fiir die weitere Untersuchung. Allem Anschein nach
kommt das Vermégen, vorhandene und angebotene Stoffe in geeignete
Aufbaustoffe zu verwandeln, keinesfalls allen embryonalen Zellen zu.
Denn beim eierlegenden Tier stellen EiweiB- und Dotterbestandteile,
beim lebendgebirenden miitterliche Blutbestandteile fraglos Vorstufen
der Aufbaustoffe dar, und wenn das iibrige, die Umwandlung dieser
Vorstufen, Sache der Embryonalzelle schlechthin wire, so miilten die
Explantate der einen Art von Embryonen auf Niahrboden aus un-
verbrauchten Eibestandteilen, die anderen auf solchen aus Blutbestand-
teilen wachsen, ohne auf Embryonalextrakt angewiesen zu sein. Die
dem widersprechenden Tatsachen lehren, dafl nicht jede embryonale
Zelle die gedachten Fahigkeiten besitzen kann. Wenn aber trotzdem
die Uberlegungen der genannten Forscher richtig begriindet sind, dann
gibt es immerhin Arten von Embryonalzellen, die solche Fahigkeiten
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besitzen und darin vermutlich die Leukocyten noch iibertreffen. Diese
Zellen bestimmter Art konnten gleichméflig verteilt und Bestandteil
aller embryonalen Gewebe sein, oder sie sind an Stellen im Embryo
angehduft, von wo aus sie das gesamte angebotene Material bearbeiten
und danach weitergeben kénnen. Der Versuch miilite lebren, welche
von diesen Moglichkeiten verwirklicht ist, und der Einwand, dafl im
erstgenannten Falle der gleichm#fiigen Verteilung jedes beliebige, zur
Kultur verwendete Teil des Embryo auf Grund des Besitzes solcher
Zellen ohne Extraktzugabe wachsen miiite, ist nicht stichhaltig. Es
ist namlich nicht gesagt, dafl diese besondere Zellart im Explantat
erhalten bleiben mufl und also ihre Wirkung entfalten kann, wie ja
auch sonst bei der Ziichtung die eine Zellart die andere verdriingt.
Wo andererseits, wenn es sich um Leistungen von Zellen handeln sollte,
die nicht gleichmaBig verteilt sind, diese Zellen zu suchen wiren und
welches Organ sie besidBe, 140t sich nicht erschliefen, denn die vorzu-
stellende Zuginglichkeit fiir die zu bearbeitenden Stoffe und ebenso
die Moglichkeit der Weiterleitung und Verteilung, wiirde durch den
Dotter- und Korperkreislauf an fast allen Orten gewihrleistet sein. Der
Ort dieser Leistung wiirde im iibrigen nur so lange Beachtung verdienen,
alg daraus Schliisse auf die Art der Leistung erhofft werden.

Demnach ist im Versuch zu ermitteln, ob das Wirksame des Embryo-
nalextraktes solche Stoffe sind, die im lebenden Embryo zu den nicht-
organisierten, etwa im Blute kreisenden gehoren, oder ob es sich um
Zellbestandteile handelt, die im Tode und im Extraktionsverfahren
freigemacht wurden.

Das Ergebnis solcher Untersuchungen erschlieft weitere Arbeits-
moglichkeiten. So etwa ist zu erwégen, ob die chemische Beschaffenheit
der zum Aufbau geeigneten Stoffe, verglichen mit der chemischen Be-
schaffenheit der iibrigen, normalerweise vorhandenen Korperfliissig-
keiten, iiber die Bedingungen des Aufbaues und Wachstums neue Auf-
schliisse gibt.

SchlieBlich darf nicht auler acht gelassen werden, was es bedeutet,
wenn die Meinung von Carrel und Ebeling sich bestatigen 1afit. Wir
miiten dann annehmen, daB die an lebendige Zellen gebundene Um-
wandlung von Stoffen in solche, die zum Aufbau geeignet sind, eine
spezifisch-embryonale Stoffwechselkraft in bestimmten Zellen voraus-
setzt, eine solche, die verbraucht wird oder Hemmungen erfahrt, so dafi
es zum Wachstumsstillstand kommt.

s bedarf kaum des Hinweises, wie eng solche Aufschliisse mit
Fragen des krankhaften Wachstums zusammenhiéngen und die Fragen
nach dessen Auslosung und Stillstand beriihren.

Eine letzte Erwigung verdient die Wahl des Untersuchungsobjektes.
Zweifelsobne liefert der Hithnerembryo das am leichtesten zu hand-
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habende Material. Das gilt zunichst fiir die Gewinnung der Feten,
sodann mit Riicksicht auf die beim Sédugetierblut viel grofieren Schwierig-
keiten der Plasmagewinnung. Endlich ist die Verwendung von Hiihner-
gewebe auch deshalb von Wert, weil die Mehrzahl der vorliegenden
Arbeiten an diesem Objekt ausgefithrt wurde. Die Méglichkeit, freinde
und eigene Befunde miteinander zu vergleichen und auf vorhandene
Angaben aufzubauen, ist damit ohne weiteres gegeben. Natiirlich ist
derWachstumsvorgang beim Hubn nur dann einigermafen beachtenswert,
wenn sich die Befunde verallgemeinern lassen, so daB Vergleichsunter-
suchungen an anderem Material, besonders an Siugetieren, notwendig
gind. Es gibt eine groBe Menge widerspruchsvoller Angaben in den
vorliegenden Versffentlichungen, die daran denken lassen, daB Unter-
schiede in den Ergebnissen durch Unterschiede im verwendeten Mate-
rial mindestens teilweise begriindet sind. Zur Klirung solcher Wider-
spriiche wird die gleichzeitige Verwendung mehrerer Tierarten mut-
‘maflich beitragen. Auch mit Riicksicht auf die wiinschenswerte Be-
herrschung der technischen Schwierigkeiten und Moglichkeiten scheint
es ratsam, mit der Ziichtung verschiedenartiger Gewebe zu beginnen.

Das Untersuchungsmaterial und die verwendeten Ziichtungsverfahren.

Die technischen Einzelheiten der im folgenden beschriebenen Ver-
suche lassen sich zum Teil nicht aus dem Zusammenhang der Schil-
derung einzelner Versuchsreihen herauslosen. Nur in gewissem Um-
fange ist die zusammenfassende Darstellung méglich.

Die Anzahl der als Ausgangsmaterial verwendeten Explantate
betrigt 249. Davon entfallen 30 auf wirbellose Seetiere, und zwar
auf Hydrozoen (Cordylophora) und Anthozoen (verschiedene Actiniarien),
auf Echinodermen (Asteroideen), einige choetopode Annliden und
- decapode Crustaceen. Weitere Ziichtungen betreffen niedere Wirbel-
tiere, nédmlich 8 Fische und 11 Frosche. Die Ziichtung von Siugetier-
gewebe (und zwar ausschlieflich Bindegewebe) wurde in 200 Versuchen
unternommen. Darunter waren 8 Ziichtungen von erwachsenen Miusen,
6 von erwachsenen Meerschweinchen, 83 von Gewebe erwachsener und
embryonaler Kaninchen. Vom Hiihnerembryo wurden 103mal Kulturen
angelegt.

Dieses Ausgangsmaterial von 249 Kulturen war in einem Teil der
Falle nur wenige Tage lang der Ziichtbarkeit oder anderer Aufgaben
wegen benutzt. In anderen Fillen wurde in wochen- oder monatelang
fortgesetzter Ziichtung das urspriingliche Explantat zur Herstellung
eines Stammes benutzt, von dem bald frither, bald spater Tochter-
kulturen (Passagen) zum Versuch verwendet wurden. Je nachdem wur-
den weiter im einzelnen Versuch aus dem verwendeten Material neue
Tochterkulturen hergestellt. Die Gesamtzahl der auf diese Weise
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angelegten Kulturen und Ubertragungen betriagt 876. In dieser Zahl
sind also enthalten die angestellten Versuche zusammen mit auBlerhalb
von Versuchen angelegten Passagen.

Von den bekannten ZiichtungsgefiBen wurden zahlreiche benutzt
und je nach Art des verfolgten Zieles wechselnd geeignet gefunden,
Die Methode des am Deckglase hingenden Tropfens erwies sich vor-
zugsweise beim Arbeiten mit Geweben niederer Tiere brauchbar und
ferner iiberall da, wo die Ndhrbodenbestandteile ohne erstarrende oder
mit nur unvollkommen erstarrenden Zusitzen benutzt wurden. Die
Adhésion des moglichst flach gestalteten hingenden Tropfens ergab
in solchen Versuchen eine vielfach ausreichende Starrheit des Tropfens
und Fixation .des Explantates in diesem. Die Methode besitzt ferner
darin groBe Vorteile, daBl sie die mikroskopische Untersuchung mit
stiirkeren Vergrofierungen gestattet als die iibrigen, besonders als die
gleich einfachen und ist dadurch oft allen anderen iiberlegen. Die
Schwierigkeiten der Asepsis und die geringe Menge des Mediums sind
ausgesprochene Nachteile dabei. Bei vielen Ziichtungen, die auBer-
halb jeder Untersuchung nur dahin zielten, einen Gewebestamm
weiter zu erhalten, war die Kultur im Reagensglase, das mit Watte
und Gummikappe verschlossen wurde, die bei weitem handlichste
Arbeitsweise. Die verhaltnismiBig geringe Weite und grofle Tiefe des
Gefafes ist kaum ein Nachteil, sobald die ohnehin unentbehrlichen
langen Platinspatel benutzt werden. Gleichzeitig sind die Infektions-
gefahren beim Arbeiten mit schrig gehaltenen Reagensglisern besonders
gering. Die tibrigen, von verschiedenen Seiten empfoblenen Ziichtungs-
gefifle kamen nur in Ausnahmen zur Verwendung und zeigten keine
nennenswerten Vorteile im Vergleich mit den von Carrel angegebenen,
wohl am meisten benutzten Schalen. Bei entsprechender Auswahl
unter den verschiedenen Formen dieser Schalen sind sie fiir die Zwecke
des mit Messungen verbundenen Versuches und fiir viele andere, auch
fir histologische Zwecke bei weitem die giinstigsten. Auch den An-
forderungen an die Asepsis kann mit diesen Ziichtungsgefiflen am
besten entsprochen werden. Zu besonderen Zwecken wurden ferner
Kulturen in Petrischalen geziichtet. Die Schalen wurden in andere,
weitere hineingestellt, die mit Glycerin oder fliissigem Paraffin gefallt
waren und das Austrocknen so verhinderten. In gelegentlich an-
gestellten Durchstromungsversuchen wurden bald der von Romeis
angegebene Apparat, bald Carrelsche Schalen, bald improvisierte
Kammern verwendet, die aus feinen Glasrdhren und Glasleisten mit
Kitt auf Objekttrigern hergestellt wurden. Solche Kammern dienten
der genaueren mikroskopischen Untersuchung im Durchstrémungs-
versuch, genauer als sie die GroBe und Glasdicke der anderen Schalen
gestatten.
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Die Nahrbéden und zur Ziichtung verwendeten Substanzen waren
entsprechend der groflen Verschiedenheit der untersuchten Gewebe-
arten sehr zahlreich. Beim Arbeiten mit Geweben von Seetieren wurden
verwendet 5—20proz. Gelatine und Agar in Konzentration von 0,5
bis 2,0% als erstarrende Stoffe. Dazu oder ausschlieBlich wurde See-
wasser gegeben, und zwar entsprechend der Benutzung von Nordsee-
tieren, natiirliches oder kiinstlich bereitetes Nordseewasser. Als Zu-
sitze zur Kulturfliissigkeit wurden Extrakte ganzer Tiere oder einzelner
Teile verwendet, die durch Autolyse, Eintrocknen im Vakuum, Aus-
pressen des Gewebesaftes, Zerstiickelung oder Verreiben im Mérser
gewonnen und je nach Art der Herkunft durch Berkefeldfilter keimfrei
gemacht oder ohne weiteres verwendet wurden,

Die Ziichtung von Fisch- und Froschgeweben geschah in Ringer-
losung, Extrakt der genannten Herstellungsart und Froschlymphe,
Agar oder Gelatine angegebener Konzentrationen.

Die Gewinnung des Plasmas, das allen Erfahrungen nach fast un-
entbehrlich ist und nur durch minderwertige Stoffe ersetzt werden kann,
stellt die groBte Schwierigkeit in der Gewebeziichtung iiberhaupt dar.
Diese Schwierigkeiten, zusammen mit den hohen Anforderungen an
die Asepsis, bedingen zweifelsohne durch ihre GroBe die verhaltnis-
miBig seltene Verwendung der Gewebeziichtung, die an sich zu biolo-
gischen Arbeiten verschiedenster Art sicher ganz besonders geeignet ist.
Es ist bezeichnend, dafl zwar zahlreiche Forscher gelegentlich einmal
die Gewebeziichtung verwendet haben, daB dic Methode aber nicht
dazu angetan erscheint, dem Bestande unserer Untersuchungsverfahren
schlechthin eingereiht zu werden. Die Bemiihungen um die Beseitigung
der zugrunde liegenden Schwierigkeiten sind sehr zahlreich gewesen.
Sie gingen vor allem von solchen Arbeiten aus, die sich mit Saugetier-
geweben beschiftigten und entsprechend Plasma von Saugetieren ver-
wendeten. Dessen Gerinnungsverhéltnisse sind derart ungiinstige, daB
sie mit denen des Hiihnerblutes kaum verglichen werden konnen.
Darauf beruht ein Teil der widersprechenden Angaben, die das Ver-
fahren bald als denkbar einfach, bald als undurchfiihrbar schwer be-
zeichnen.

Das Hiihnerplasma gerinnt bei geschickter Entnahme in eisgekiihlten
und paraffinierten Gefalen aus der stark blutenden Arterie oder Vene
(etwa des Fliigels) auch bei wochenlanger Aufbewahrung in der Kalte
nicht, wenn es nach kurzem Zentrifugieren des Blutes abpipettiert,
in paraffinierte GefiBe gebracht und mit Paraffinum liquidum iiber-
schichtet wurde. Keimfreies Arbeiten ist natiirlich dabei unerlaBlich,
weil Filtersterilisation oder sonstige Eingriffe unméglich sind, Un-
vermeidlich tritt die Gerinnung mehr oder weniger schnell ein, wenn
das Blut nicht unmittelbar aus dem BlutgefdB in das Zentrifugenglas
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geflossen, sondern mit der Wunde in Beriithrung gekommen war, das heil3t
Beimengungen von Gewebesaft erhalten hatte. Nimmt man hinzu,
dal die gut zugdinglichen Gefdafie beim Huhn nicht gerade. grof sind
und entsprechende Anforderungen an die Operationstechnik gestellt
werden, so ergibt sich eine keinesfalls leichte Arbeitsweise. Hinzu
kommt ferner der sicher oft wesentliche Umstand, dall bei umfang-
reichen Arbeiten fiir die Gewinnung von Plasma und Serum ein grofles
Tiermaterial verbraucht wird und daf auch der Bedarf an nétigen Ein-
richtungen und Hilfskréften eine héchst umstéindliche Arbeitsweise
entstehen 140t.

Das Plasma der Saugetiere unterscheidet sich durch seine viel
leichtere Gerinnung vom Vogelplasma. AuBerdem bestehen Unter-
schiede in der Festigkeit des Gerinnsels und in der Verfliissigung, die
das wachsende Gewebe bedingt. Beim Menschenplasma ist die Ver-
fliissigung besonders grof und stérend. Die Blutentnahme geschieht,
je nach Art des verwendeten Tieres, aus der angeschnittenen und
spritzenden Arterie, bei den iiblichen Versuchstieren aus Carotis oder
Femoralis, notigenfalls auch durch Herzpunktion mit gedlter Kaniile
und beim Menschen mit gleichartig vorbereiteter Kaniile aus der Arm-
vene. Bei Verwendung von Rinderplasma wurde bei der Schlachtung
aus den spritzenden Halsgefifien Blut entnommen. Es ist wie beim
Hubn wichtig, daf Beimengungen von Gewebesaft oder Gerinnseln
vermieden werden. Im ganzen ist es bei den verwendeten Saugetieren
eher leichter als beim Huhn Blut zu entnehmen. Weit schwieriger als
bei diesem ist es aber, aus dem erhaltenen Blut Plasma zu gewinnen.
Dazu ist erforderlich, daB vor dem Zentrifugieren sehr sorgfiltig mit
Eis gekiihlt wird, daB hochstens 2 Minuten lang ausgeschleudert wird,
unter Verwendung einer Zentrifuge mit hoher Umdrehungszahl. Erst
nach dem Abpipettieren des gewonnenen Plasmas und erneuter His-
kithlung kann durch erneutes Zentrifugieren versucht werden, die
restliche Blutmenge auszunutzen. Es bleibt meist bei dem Versuch,
dessen Gelingen durch die einsetzende Gerinnung vereitelt wird. Etwas
giinstiger gestalten sich die Verhiltnisse durch die Verwendung solcher
Behilter fiir die Zentrifugengliser, die weit genug sind, um die Eis-
kithlung wihrend des Zentrifugierens zu . gestatten. Das erhaltene
und in paraffinierten Glisern kalt aufbewahrte Plasma hilt sich unter
Paraffinum liquidum im Gegensatz zu dem des Huhnes nur kurze Zeit
ungeronnen., Die dadurch notwendige hiufige Plasmabereitung bei
fortlaufenden Arbeiten bedeutet eine grofie Erschwerung.

Von den Verfahren, die zur Vereinfachung des Arbeitens angegeben
sind, erschienen in der Nachpriifung 2 von bedingtem Wert. Das eine,
von Krontowski- Poleff angegebene, besteht darin, dal durch Zusatz
von oxalsaurem Natrium zu einer Blutmenge und von Calciumchlorid
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zu einer anderen Blutmenge und durch Zentrifugieren Oxalatplasma
und Calciumchloridserum als 2 getrennte Bestandteile erhalten werden,
die auch ohne besondere Vorsichtsmafinahmen nicht gerinnen, die
andererseits nach der Vereinigung gleicher Teile ein gerinnendes Plasma
ergeben. Von Baria ist eine Verbesserung der Methode dadurch erzielt
worden, dafl er dquimolekulare Mengen der beiden Zusiitze verwendet,
In dieser Fassung gestaltet sich die Arbeitsweise so, daf 1,11 g CaCl,
auf 200 Wasser und 1,34 g C,0,Na, auf 200 geldst und von jeder Losung
110 7u ¥f1o Blut zugefiigt werden. Auf diese Weise wird zwar fiir manche
Zwecke sehr viel gewonnen, leider aber gar nichts bei der Verwendung
der Carrelschen Schalen. Denn dieses kiinstliche Plasma erstarrt
weniger gut als das natiirliche, und zwar um so viel weniger, daB im
hingenden Tropfen zwar die notige Festigkeit erreicht wird, aber in
der Schale ein im Verhiltnis zu seiner GroBe zu diinnes, zerreifiliches
und kaum am Glase haftendes Fibrinhautchen erhalten wird. Auch
indem man versucht, fiir besonders gut gerinnende Plasmasorten diese
Vereinfachung nutzbar zu machen, etwa fiir Meerschweinchenplasma,
kommt man zu keinem anderen Ergebnis.

Viel genannt ist ferner die von Fbeling ausgearbeitete Methode der
Verwendung von ,,reinen Fibrinogenlosungen®‘. Zunichst ist wohl diese
Bezeichnung unzutreffend. Was aus Hiithnerplasma nach Verdiinnung
1 : 10 mit Wasser, Zusatz von 1 cem einer 1proz. Essigsiure auf 100 cem
des verdiinnten Plasmas durch Schiitteln und Zentrifugieren erhalten
wird, diirfte eher ein durch Ansiuerung und Verdiinnung vor der Ge-
rinnung geschiitztes Plasma sein. Jedenfalls wird es sich nicht um reineg
Fibrinogen handeln, dessen chemische Reindarstellung bekannt ist
und in anderer Weise vorgenommen wird. Im iibrigen bedeutet die
Methode vielleicht deshalb keine wesentliche Verbesserung, weil Plasma,
das Ausgangsmaterial ist. Beim Vogel hat es offenbar keinen groBen
Wert, einmal gewonnenes Plasma, das ohnehin haltbar ist, durch
weitere Bearbeitung vor der Gerinnung zu schiitzen. Beim Siugetier
ist die Anwendung deshalb schwierig, weil man hier groBere Plasma-
mengen, die bis zur Essigsidurefillung ungeronnen bleiben, kaum ge-
winnen kann. Es ist ja eben eine solche Methode zur Verbesserung
notwendig, die es gestattet, wirklich groBe Mengen von Plasma als
Vorrat in ungeronnenem Zustande zu erhalten. Oder auch reines
Fibrinogen keimfrei zu gewinnen, das mit anderen Blutbestandteilen
zusammen ein ausreichend festes Gerinnsel liefert.

In Verfolg dieser Aufgabe, deren Losung fiir die Gewebeztichtung
eine Daseinsfrage zu bedeuten scheint, wurden zahllose Versuche unter-
nommen, um zu brauchbaren Ergebnissen zu fiihren. Die simtlichen
bekannten Moglichkeiten, Plasma vor der Gerinnung reversibel zu
schiitzen, wurden durchgepriift. Zusitze von Salzlsungen, von Kohlen-
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siure, Kalkfallungsmittel, Siuren oder Verdiinnung ergaben entweder
Beeintrichtigungen des Wachstums oder keine Vereinfachung der
Arbeitsweise. Auch alle Bemiihungen, die Reindarstellung von Fibrino-
gen in chemisch einwandfreier und gleichzeitig keimfreier Weise durch-
zufiihren, schlugen insofern fehl, als bisher keine Moglichkeit gefunden
wurde, groBe technische Schwierigkeiten dabei zu beseitigen. Das gilt
auch fiir die Verwendung von Heparin, das zwar vielfach eine ver-
einfachte Arbeitsweise ergeben kann, sich bei den hier zu erérternden
Versuchen aber auch zumeist als ungeeignet erwies. Es besteht die
Absicht, die abgebrochenen Versuche zur Vereinfachung des Verfahrens
wieder aufzunehmen.

Aus naheliegenden Uberlegungen heraus entstand ferner die Absicht,
das Plasma als Geriistsubstanz durch andere Stoffe zu ersetzen. Unter
natiirlichen Bedingungen wichst embryonales Gewebe ja niemals und
anderes -Gewebe nur in einzelnen Fillen auf oder im Plasma. Der die
natiirlichen Verhiltnisse nachahmende Versuch diirfte also, streng-
genommen, nur selten Plasma verwenden. Die Erfahrung lehrt, daB
die Gewebe eben auch auf Plasma wachsen; aber das ist noch keine
ausreichende Rechtfertigung fiir dessen Verwendung. Regelrecht wichst
das Gewebe vielmehr, etwa im Hiihnerei, gar nicht infiltrierend in ein
Medium, sondern infiltrierend in sich selbst innerhalb der Organgrenzen,
im iibrigen aber expansiv zwischen Eidotter und Eiweif. Die Lage-
fixation scheint dabei zu geschehen durch die Widersténde der Dotter-
oberfliche — in den also der Embryo so nicht hineinfallen kann —
und durch das infiltrierende Wachstum bestimmter Teile der Eihiillen
in die Dotterhaut. Ahnliche Verhiltnisse gelten ja auch fiir den im
Uterus wachsenden Embryo: infiltrierend wachsen nur Teile der Ei-
haute. Versuche, etwas von diesen Verhiltnissen nachzuahmen, schei-
terten bisher. Vor allem stort die Farbung und starke Lichtabsorption
der Eidottersubstanz, die so als Kulturmedium entweder die Unter-
suchung der Kultur im durchfallenden Licht nicht gestattet oder bei
geringerer Schichtdicke das Gewebe nicht ausreichend umschlief3t.
Ferner gelang bisher nicht, eine der Dotterhaut vergleichbare feinste
Gerinnungshaut an der Oberfliche solcher Schichten zu bilden, wenig-
stens nicht unter den Bedingungen der chemischen Unversehrtheit und
der Asepsis.

Zum Abschluf des Berichtes iiber diesen schwierigsten Teil der
Ziichtungstechnik ist zu bemerken, dal die dem Fibringerinnsel inne-
wohnende Fihigkeit der Schrumpfung zu MiBerfolgen fiihren kann,
die vermindert werden durch ausgiebige Benetzung der Winde der
Kulturschale mit der noch nicht erstarrten Fliissigkeit. So wird auch
auf groBer Fliche eine gut haftende Schicht erhalten. Auch nachtrég-
liche Verletzungen dieser Schicht haben oft Schrumpfungen zur Folge,
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die zu fortschreitenden Zerreilungen der Schicht fiihren und Explantate
freilegen konnen. Notigenfalls werden derartige Schwierigkeiten um-
gangen, indem man die Plasmaschicht auf einen schon erstarrten Unter-
gufl von Agar bringt. Dieser haftet am Glase wie am Plasma in aus-
reichender Weise, um gelegentlich eine Verbesserung der Arbeits-
bedingungen zu ergeben. Es ist bekannt, daB je nach Art der Zusitze
zum Plasma, je nach dem Mall der Verdiinnung mit Lockeldsung,
nach der Menge und Konzentration zugesetzter Extrakte und Sera die
Gerinnungszeit wechselt. Dem muB durch die Schnelligkeit des Ar-
beitens Rechnung getragen werden. HEs ist nidmlich erforderlich, dafl
sich das Explantat in der gewiinschten Lage im Plasma befindet, ehe
die Gerinnung vollzogen ist. Nachtriigliches Eindringen in das Plasma
wihrend des Wachstums ist nur in Ausnahmen zu erreichen. AuBerdem
stort von Anfang an die Verschieblichkeit des nur auf das geronnene
Plasma aufgelegten Explantates. Und wenn erst eine Fliissigkeitsschicht
auf das Gerinnsel aufgebracht ist, so ist das nachtrigliche Festwachsen
des schwimmenden Gewebstiickes vollstdndig unmoglich. In entgegen-
gesetzter Richtung ist es nicht gleichgiiltig, wie tief in das Plasma vor
der Gerinnung die Einpflanzung erfolgte. Wenigstens nicht immer.
Die Wachstumsbedingungen sind n#mlich bei 2 Explantaten ver-
schieden, von denen das, eine oberflichlich, das andere tief und véllig
itberdeckt im Plasma eingeschlossen ist. Wachstum erfolgt in beiden
Fallen, aber bei oberflichlicher Einpflanzung ein so viel besseres, daf
bei vergleichenden und messenden Untersuchungen eine groSe Ein-
formigkeit dieses Teiles der Technik erforderlich ist. Die giinstigste
Lage des Explantates in der Oberfldche des Gerinnsels wird hergestellt,
indem man im Augenblick der eben beginnenden Gerinnung die Ein-
ptlanzung vornimmt. Bei mehreren Explantaten gleichzeitig erfordert
das einige Ubung. Die fiir die Plasmaarbeiten glinstigsten Gefille sind
graduierte Reagensgliser mit eingepaBten Pipetten.

Agar wurde als erstarrender Zusatz und als Ersatz des Plasma
mehr versucht als benutzt. Die Gewinnung des Serums bietet keine
Besonderheiten. ‘

Die Embryonalextrakte von Warmbliitern wurden anfangs in An-
lehnung an vorhandene Vorschriften gewonnen: Der keimfrei ent-
nommene und zerkleinerte Embryo wird méglichst vollstindig mit
Lockescher Losung blutfrei gewaschen, im Mérser mit keimfreien Sand
und dem gleichen Volumen Lockescher Losung zerrieben, zentrifugiert,
abpipettiert und bei Bedarf Berkefeld-filtriert. Vor dem Zentrifugieren
wird der Gewebsbrei fiir eine Stunde in den Brutschrank bei 37° ge-
‘bracht. Eine im Brutschrank 24 Stunden lang aufgehobene und auf
Platten tiberimpfte Probe dient der Feststellung der Keimfreiheit.
Im allgemeinen wurden die Extrakte in groBeren Mengen hergestellt,
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in keimfreie Ampullen abgefiillt, eingeschmolzen und kalt aufbewahrt.
Beim Kaninchen gelingt es bei geeigneter Operationstechnik, mehrere
Triachtigkeiten eines Tieres zur Gewinnung von Feten zu benutzen.

Die Sterilisation der zahlreichen verwendeten Fliissigkeiten wurde
iiberall da angewendet, wo dasnachtrigliche Keimfreimachen einfacherist
als die keimfreie Behandlung withrend der Herstellung. Vorausgesetzt
natiirlich, daf aus der Sterilisation keine Nachteile entstehen. Neben
der Behandlung im strémenden Dampf wurde ausgiebig von der Berke-
feld-Kerze Gebrauch gemacht. Deren Filtrate sind nur dann schwer
herzustellen, wenn es sich bei Extrakten oder Serum um Losungen
handelt, die das Filter zu schnell verstopfen. In solchen Fillen wurde
mit Asbestfiltern vorfiltriert, mit selbstverfertigten oder mit den Seitz-
schen Asbestfiltern. Dieses allein liefert oft schon keimfreie Losungen
und macht dann die 2. Filtration iiberfliissig. Wenn eine solche not-
wendig ist, mul} sie sofort vorgenommen werden; denn im Verlauf von
Stunden verschlechtert sich die Filtrierbarkeit wieder erheblich. Auch
die verwendeten Salzlésungen wurden meist im Berkefeld-Filter keimfrei
gemacht. Die Lockesche Fliissigkeit mull anderenfalls, im Dampf,
in getrennten Anteilen sterilisiert werden. Und zwar werden NaCl,
KCl und MgHPO, in gemeinsamer Losung, CaH,(PO,),, CaCl, und
NaHCO; in getrennten Losungen in Dampf gebracht und erst nach dem
Erkalten werden die Anteile vereinigt (in der richtigen Reihenfolge).

Im iibrigen entstehen fiir die Asepsis bei den Gewebeziichtungen
verschiedene Aufgaben je nach Art des verwendeten Gewebes. Bet
niederen Tieren enthalten die Gewebefliissigkeiten normalerweise zahl-
reiche Mikroorganismen, die bekanntlich auch bei den niederen Wirbel-

_tieren noch verhaltnismifig haufig sind. Dabei handelt es sich um
Lebewesen, die meist in einem beziehungsarmen Gemeinschaftsverhiltnis
mit den Zellen des betreffenden Tieres leben, so dafl also in vielen
Fallen ibr Vorhandensein nicht die Bedeutung einer Infektion, sondern
nur die eines Nebenbefundes besitzt. HEs gelingt im Versuch oft leicht,
durch Vorbehandlung des Gewebes im Durchstromungsverfahren,
die Zahl solcher Mikroorganismen stark zu vermindern oder sie voll-
standig verschwinden zu lassen. Bei den Geweben von wasserlebenden
Tieren sind fiir die keimfreie Entnahme so gut wie keine Méglichkeiten
gegeben, vielmehr enthilt jede Art der Desinfektion die Gefahr einer
unerwiinschten Tiefenwirkung und Schadigung der zur Auspflanzung
entnommenen Teile. Nur bei Krebsen und Echinodermen wurde die
abgetrocknete Oberfliche mit Jod desinfiziert und das Gewebe konnte
unter einwandfreien Bedingungen entnommen werden. Im iibrigen
ist nicht mehr zu tun, als daBl unter den Bedingungen der Asepsis trotz-
dem gearbeitet, so jede weitere Infektionsmoglichkeit vermieden wird,
wodurch trotz eines hohen Prozentsatzes unbrauchbarer Kulturen
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eine Anzahl geeigneter Ausgangskulturen erhalten wird. Bei hoheren
Wirbeltieren sind die Bedingungen der Asepsis die bekannten und
miissen besonders streng befolgt werden. Denn die verwendeten Fliissig-
keiten sind ja meist geeignete Nahrboden fiir Spaltpilze, denen aufer-
dem durch Zahl und Umstéinde der nétigen Arbeiten reichlich Gelegen-
heit zum Eindringen gegeben wird. Zur Vermeidung eines Teiles der
MiBerfolge ist es notig, grundsitzlich jede zu verwendende Fliissigkeit
erst bakteriologisch auf ihre Keimfreiheit hin zu priifen. Ein Teil der
Arbeitsbedingungen ist auch in der Art der verwendeten Arbeitsrdume
bedingt. Es erwies sich als notig, alle Fliissigkeiten, die nicht unmittel-
bar verwendet wurden, in zugeschmolzenen Gefillen aufzubewahren.
Die Zahl der Infektionen wird auch dadurch erheblich vermindert,
dafl man die Zerkleinerung des Gewebes und die Auspflanzung in Glas-
kiisten vornimmt, die seitlich offen und geriumig genug sind, um beim
Arbeiten nicht zu hindern und Infektionen aus der Luft, durch Spre-
chen usw. vermeiden lassen.

Das im tibrigen erforderliche Instrumentarium besteht aus den
notwendigen und bekannten ophthalmologisch-chirurgischen Instru-
menten, aus Platinspateln jeweils geeigneter Form, aus Nadeln und
Kaniilen des gleichen Materials. Das Absaugen von Kulturfliissigkeit
geschieht mit Rekordspritzen und passenden geraden oder gebogenen
Nadeln, die gelegentlich auch fiir die Mischung und das Einfithren von
Kulturfliissigkeiten geeignet sind.

Fiir die Ziichtung selbst 1ift sich zusammenfassend nur sagen,
dafl Abstinde und Zahl der Passagen in etwa belanglos sind, solange
es nur darauf ankommt, das Gewebe dauernd lebendig zu erhalten.
Die Moglichkeit der Infektion wichst natiirlich mit der Hiufigkeit
der Ubertragung in ein neues Medium. Andererseits verbessert sich
die Wachstumsstérke bei kiirzeren und verschlechtert sich bei gréBeren
Abstinden der Ubertragungen. Die meist benutzte Zeitspanne von
2 Tagen ist vielleicht unnotig kurz. Jedenfalls geniigen Passagen jeden
6. oder 8.Tag vollkommen, um einen Stamm lebendig zu erhalten.
Das gilt bei Verwendung Carrelscher Schalen. Im Versuch #ndern
sich die Verhiltnisse natiirlich. Hier ist oft zur Beschleunigung der
Wachstumsvorgénge der Zeitabstand von 2 oder 3Tagen vorzuziehen.
Auch zur Vorbereitung der Kultur fiir den Versuch wird man solche
Abstinde wahlen. Das ist notwendig mit Riicksicht auf die Erfahrung,
daB sich der lingere Zeit hindurch geziichtete Stamm vielfach anders
verhilt als das frische Explantat auf dem ersten Nihrboden. Dieser
hier nicht néher zu besprechende Unterschied kann nicht ausschlieflich
ausgedriickt werden durch die Dauer der Ziichtung, sondern hingt
gleichzeitig ab von der Zahl der Ubertragungen. Deren Technik 148t
sich nicht. einheitlich angeben. Bald ist es vorteilhaft, bei der Uber-
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tragung das Gewebestiick in Lockescher oder Ringerscher Fliissigkeit
auszuwaschen, bald empfiehlt es sich mehr, es unmittelbar aus dem er-
starrten Plasma hinaus- in erstarrendes hineinzubringen. Als Regel
wird nicht das ganze Explantat, sondern dessen auf dem Plasma mit
dem Starmesser zerlegte Hilften werden {iibertragen. Gelegentlich
erfolgt eine Zerkleinerung in zahlreichere Stiicke. In jedem Falle ist
es wichtig, die Teile vor der Ubertragung sorgfiltig aus der alten Plasma-
schicht herauszuschneiden. Anhaftende Reste davon stellen mechanische
Wachstumshindernisse dar, die im Versuch erheblich stéren konnen.
Bei groBeren Abstinden der Passagen als 4tégigen, wie sie bei der
Ziichtung in 2 getrennten Schichten erlaubt sind, muB die Fliissigkeits-
schicht etwa alle 4 Tage vom Plasma abgesaugt und durch neue ersetzt
werden. Auch dabei kommt zur Verbesserung der Wachstumsbedin-
gungen das Auswaschen mit physiologischer Salzlgsung in Frage.

Die verwendete Untersuchungsart war fast ausschlieBlich die
Messung an der lebenden Kultur. Sie geschieht unter dem Mikroskop
oder in der vertikalen Mikroprojektion. Bei der Verwendung des
Mikroskops empfiehlt sich das aus der Histologie bekannte Verfahren.
Mit Hilfe des Kreuztisches werden 2 aufeinander senkrecht stehende
groBite Durchmesser bestimmt und aus der Ablesung konnen unter
Beriicksichtigung der fiir die Vergrofierung geltenden Werte absolute
Zahlen erhalten werden. Oder die Werte der Kreuztischeinteilung
werden umgerechnet fiir bestimmte Vergroferung und auf Millimeter-
papier iubertragen. Die gefundenen Punkte werden so miteinander
verbunden, dafl eine UmriBzeichnung entsteht, die durch Umrechnung
auf natiirliche GroBenverhiltnisse bezogen werden kann. Diese Me-
thoden werden benutzt, wenn etwa im hingenden Plasmatropfen kleinste
Objekte bei starker Vergréfierung zu messen waren. In anderen und
den meisten Fallen wurde die Schalenkultur in der Vertikalprojektion
gemessen, ein Verfahren, das auch den spéter abzubildenden Kurven
zugrunde legt. In der Projektion wird eine Umrillzeichnung angefertigt,
aus der in naheliegender Weise zu den Werten der natiirlichen Grofle
gefunden werden kann. Vielfach ist tibrigens deren Kenntnis ohne
Bedeutung. Zumeist wurde mit dem Winkelschen Mikroluminar 16 mm
bei einem Abstand von 54 cm und bei 32facher Vergrofierung gearbeitet.

Bei der Herstellung der Zeichnungen ist eine gewisse Ubung dazu
erforderlich, dal die notwendige Genauigkeit zugleich mit einiger
Schnelligkeit des Arbeitens erreicht wird. Das gilt, sobald es sich um
Gewebe von Warmbliitern handelt, die auBerhalb des Brutschrankes
ziemlich schnell durch die Abkiihlung geschidigt werden oder doch
Anderungen ihrer Wachstumsstirke erfahren konnen.

Die Umrifizeichnungen werden, gleichgiiltig auf welche Weise sie
entstanden sind, zur Berechnung des Flicheninhaltes benutzt. A. Fischer
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hat dieses Verfahren der Intensititsbestimmung zuerst verwendet,
das in vielseitiger Weise veréindert werden kann, je nach Art des ver-
folgten Zielés. Die Flachenbestimmung selbst geschieht mit einer meist
ausreichenden Genauigkeit dadurch, dafl die Zeichnung auf Millimeter-
papier ausgezihlt und so unmittelbar die Anzahl der Quadratmillimeter
gefunden wird. Diese Art der Bestimmung hat bei groBeren Versuchs-
reihen den Nachteil des sehr zeitraubenden Zihlens. Um groébere
Unterschiede ausdriicken zu kénnen, geniigt es vielfach, daB der Um-
fang des kreisformig gedachten Explantates bestimmt -wird. Ahnliche
Ergebnisse und Bedingungen hat das Verfahren, an der als kreis-
formig gedachten Zeichnung mehrere Durchmesser zu bestimmen und
aus deren mittlerem Wert einen mittleren Kreisumfang zu bestimmen.
Dieses Verfahren ist das einfachste.

Am genauesten sind die mit dem Planimeter gemessenen Werte,
die je nach Art des Instrumentes unmittelbar oder nach einer Um-
rechnung’ verwendet werden konnen. Solche Messungen liegen den
mitzuteilenden Tabellen und Kurven zugrunde.

Gleichgiiltig ob das eine oder das andere Verfahren gewihlt worden
war, ergibt sich aus der Uberlegung fiir alle Falle ein unvermeidlicher
Messungsfehler. HEs ist namlich, streng genommen, nicht erlaubt,
die projizierte Fliche dem rdumlich wachsenden Gebilde gleichzusetzen
und die oberhalb oder unterhalb der projizierten Umrisse liegenden Teile
bei der GroBenbestimmung zu vernachlissigen. Indessen ist deren
Erfassung mit keiner der uns bekannten Methoden méglich, und der
entstehende Fehler mufl in Kauf genommen werden.

Von der Messung und ihren Zahlenwerten findet man leicht zu an-
schaulichen graphischen Darstellungen und iibersichtlichen Tabellen.
Die erste Moglichkeit ist, die gefundene Anzah! der Quadratmillimeter
unmittelbar als Wachstumsausdruck zu verwenden. Aber da es nicht
moglich ist, die Explantate genau gleich grof zu machen, wird man bei
der Messung unmittelbar nach der Einpflanzung

A,
etwa 0,566 qmm in einem und 1,27 qmm im anderen p
Fallefinden. Nach 2 Tagen wird etwa die Messung
3,23 und 4,18 ergeben. Aus der Abb.1 geht her- O ‘

vor, daB diese Zahlen nichts besagen iiber die
Wachstumsstirke, die offenbar, ohne sich in den

Abb. L.

Zahlen auszudriicken, im 1. Falle grofier ist als

im 2. Die gesuchten Zahlen werden in dem Verhaltnis M—
AnfangsgroQe

gefunden; das heiBt also im Beigpiel der Abbildung und der Zahlen
4 = 3,23 = 5,76 undﬁ = 4,18 ==3,20. Diese Verhiltniszahlen be-
4 0,56 ’ B 127 =

treffen erst die Wachstumsstirke und driicken aus, dafl die Kultur 4

Virchows Archiv. Bd. 270. 22
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stirker gewachsen ist als B. Etwas anders werden die Ergebnisse,
wenn die Wachstumsstéirke ausschlieBlich ausgedriickt wird durch das
ZuwachsgroBe
AnfangsgroBe -
stimmt als 4,—4 = 3,23—0,56 = 2,67. Die erhaltenen Werte fiir die
Intensitét (I) von A und B sind um 1 niedriger, namlich 74 = 4,76
und IB = 2,29. Das Verhiltnis beider Wachstumsintensititen zu-
einander — eine in Vergleichsversuchen ausschlaggebende Zahl —
hat sich dabei verschoben zugunsten von I B, welches bei der ersten Art
der Bestimmung im Verh&ltnis zu 74 kleiner war. Zu den gleichen Zahlen
gelangt man natiirlich bei der Bestimmung des prozentualen Zuwachses.
und findet einen Zuwachs von 476% und 229%.

Diese Grundlagen der Bestimmung enthalten zahlreiche Darstellungs-
moglichkeiten, die aus der Art der anzustellenden Priifung gefunden
werden. Soll etwa das Wachstum fiir bestimmte Zeitabschnitte gra-
phisch dargestellt werden, so wird man die Zeit in Tagen und die GriSe
in gemessenen Quadratmillimetern angeben. In anderen Fallen wird
an Stelle der letzgenannten Zahl der fiir die Wachstumsstiirke gefundene
Wert gesetzt., Sollen endlich Unterschiede im Verhalten mehrerer Kul-
turen ausgedriickt werden, so bedient man sich entweder getrennter Kur-

Verhaltnis Die GroBe des Zuwachses wird dabei be-

14
ven oder einer einzelnen, gebildet aus der Zeit und dem Quotienten 15"

Die Unterscheidung der Uberlebungsvorginge won echtem Wachstum.

Als Uberleben sollen solche Vorginge bezeichnet werden, bei denen
unentbehrliche Stoffe oder Krifte zu dem betreffenden Vorgang nicht
mehr erworben werden, sondern nur noch aus dem Bestand an solchen
Stoffen oder Kraften Leistungen erfolgen, die mit dem Verbrauch der
gedachten Bestdnde aufhoren.

Als echtes Wachstum werden im Gegensatz dazu solche Vorgénge
bezeichnet, bei denen (fiir die Leistung unentbehrliche) Stoffe oder
Krifte neu erworben werden. Hs werden also Leistungen vollfithrt,
zu denen der Bestand an Stoffen oder Kriften nicht ausreicht, der
sich im Zeitpunkt der Abtrennung des Teiles vom Ganzen im ab-
getrennten Teil befand.

Es ist bekannt, daBl unter diesen beiden verschiedenen Bedingungen
als Fortsetzung eines gerade ablaufenden Geschehens oder als neu
einsetzendes Ereignis an der Kultur Veréinderungen der dulleren Form
und der inneren Struktur vorkommen kénnen, die sich zunichst nicht
voneinander unterscheiden.

Bringt man 2 herausgeschnittene Gewebestiicke unter die Bedin-
gungen der Gewebekultur, aber das eine davon unter Verwendung
von Embryonalextrakt, das andere ohne dessen Zugabe, so kann man
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nach Stunden oder Tagen Verinderungen gleicher Art erhalten. Der
einzige, in den ersten Tagen aber nicht festzustellende Unterschied
ist die Zeit, wihrend der das Verhalten beider Stiicke gleich ist. Das
eine wird unbegrenzt lange bei geeigneter Behandlung die anfinglichen
Veranderungen weiter zeigen, das andere wird zugrunde gehen.

Die anfingliche Gleichheit im Verhalten beider Teile ist auch bei
Verwendung feinster Untersuchungsarten eine vollkommene. Die
Auswanderung der Zellen in die Umgebung ist der Zellzahl nach und
im Bezug auf die Lénge der durchwanderten Strecken vollkommen
gleich. Das Aussprossen von Zellen, die im geweblichen Zusammen-
hang mit dem Explantat bleiben und zu dessen VergréBerung fiihren,
zeigt keinerlei Verschiedenheiten. Ebensowenig die Zahl und Art der
Kernteilung, die Art der Zellgranulationen und Zellformen. Trotzdem
beweist das Endergebnis, dafl es sich um verschiedene Vorginge handelt,
zum mindesten von einem bestimmten Zeitpunkt ab. Man kénnte ein-
wenden, dafl in beiden Fallen Wachstum vorgelegen habe, das aber
in einem Falle aus unbekannten Griinden zum Stillstand gekommen ist.
Diese Meinung wird leicht dadurch widerlegt, daBl man genau gleiche
Ergebnisse hat, wenn man an Stelle der iiblichen N#hrbéden Locke-
Losung verwendet, in die als Geriistsubstanz etwa Wattefiden gebracht
werden. Es kann nicht angenommen werden, daB auch jetzt Wachstum
stattfindet; denn weder der notwendige Energieverbrauch noch die
erforderlichen Stoffe kénnten aus der Salzlésung bestritten werden.
Vielmehr wird es sich in beiden genannten Fillen um Verschiedenheiten
handeln miissen im Sinne der gegebenen Definitioh des Uberlebens
und des echten Wachstums.

Wird zu gleichen Versuchen Gewebe verwendet, das nicht unmittel-
bar vorher dem Kérper entnommen, sondern tage- oder wochenlang
nach der Entnahme auf Eis aufbewahrt wurde, so 148t sich in oft be-
stitigter Weise ebenso gutes, wenn nicht noch besseres Wachstum
im einen und Uberleben im anderen Falle nachweisen.

Vielleicht kann man die Ausdrucksweise noch genauer wihlen
und sagen, dafBl in beiden Fillen die Explantate iiberleben und erst
von dem Zeitpunkte ab, in dem die eine Kultur zugrunde geht, die
Leistung der anderen wirklich gréfer gefunden wird, als ihren Bestanden
entspricht. Daraus ergibt sich, dafl die Feststellung von Wachstums-
vorgingen in der Kultur erst moglich ist, nachdem die gleichartig aus-
sehenden Uberlebungserscheinungen ausgeschaltet sind. Es wire denk-
bar, dal die Wachstumsvorginge erst einsetzen, nachdem die Uber-
lebungserscheinungen abgeklungen sind. Es kénnte sein, daf aus dem
Bestande des iiberlebenden Teiles eine Wachstumsstirke ermoglicht
wiirde, die gleich grof3 ist mit der, die nach dem Abklingen des Uber-
lebens aus dem echten Wachstumsvorgang geschaffen wird. Ebensogut

22%
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konnte es sein, dafl in dem Zeitabschnitt des Uberlebens sich auch
schon solche Stoffe oder Krifte im Wachstumsgrad duBlern, die zu-
gefithrt wurden, etwa in Form von Extrakt. Mit anderen Worten
wire eine Summation gegebener Wachstumsmoglichkeiten so gut denk-
bar wie ihre getrennte, zeitlich aufeinander folgende Wirkung.

Die Feststellung dieser Verhiltnisse ist aus besprochenen Griinden
unerlidfilich. Sie kann in sehr einfacher Weise geschehen. Falls namlich
die Krifte gleichzeitig wirken, mull die Wachstumsstarke grofier sein
als bei ihrer Wirkung nacheinander.

Von 2 moglichst gleich grofen Explantaten vom Herzen des Hiihner-
embryo wird das eine eingebettet in Lockesche Loésung und Hithner-
plasma (1,5 : 0,5) und mit Lockescher Losung iiberschichtet. Das andere
wird bei sonst gleicher Behandlung eingebettet in Plasma und Lockesche
Losung, die 5proz. Embryonalextrakt enthalt. Die Kulturen werden
sofort und nach 48stiindigem Bebriiten gezeichnet und gemessen. Die
Versuche werden wiederholt. Das Ergebnis zeigt Tab. 1 und Abb. 2.

Tabelle 1. 4
]
ver- Relativer | Zilcht ” J )
elatlver tenrtungs- L 9
Sl};f s Kultur-Nr. Zuwachs substanz '§ 20 >
1 118/6a 4,2 Plasma
2 118/6b 3,8 Locke g 1 2z J3lage
3 118/6e | 43 Extrakt Abb. 2. Echtes Wachstum
4 118/6d 3.2 Pl gemeinsam mit  Uberle-
5 118/7a | 2,9 : s bungserscheinungen  (a);
’ [ Locke Uberlebungserseheinungen
6 118/ | 2,6 | allein (b).

Daraus geht hervor, da8 echtes Wachstum schon einsetzt, ehe die
Uberlebungserscheinungen abgelaufen sind. Die Krifte aus beiden
Quellen summieren sich, ausgedriickt als vergroflerte Wachstumsstirke.

Diese Feststellung hat zum Ergebnis, daf Messungen nur Wert
haben, wenn sie nach abgelaufenen Uberlebungserscheinungen im
Stadium des ausschlieflich echten Wachstums vorgenommen sind.

Das wirft auch Licht auf die viel besprochenen Unterschiede zwischen
Passagen von Stimmen, die lingere Zeit geziichtet waren, und frisch
dem Organismus entnommenen Gewebestiicken. Zwischen beiden be-
stehen oft storende Verschiedenheiten der Wachstumsstirke, die
mindestens teilweise in den dargelegten Verhiltnissen begriindet sein
miissen. Aus dem Gesagten geht unmittelbar hervor, dal es zur Schaf-
fung klarer Versuchsbedingungen nétig ist, das Explantat in einen
Zustand zu versetzen, in dem es frei von allen Wachstumskriften ist.
Das gilt fiir das frisch entnommene Gewebe so gut wie fiir die zum Ver-
such verwendete altere Passage. Auch sie besitzt ja im Augenblick
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der Auspflanzung Bestinde an wirksamen Faktoren und kann so gut
iiberleben wie weiterwachsen. Man wird niemals den Wachstumserfolg
eines Eingriffes bestimmen konnen, solange dieser Erfolg mit den
Wirkungen unbestimmbarer Faktoren summiert erscheint.

Die Aufgabe kann auf 2 Arten gelost werden. Es ist moglich, das
véllige Abklingen aller Uberlebungserscheinungen abzuwarten, ehe die
Verwendung des Gewebestiickes zum Versuch erfolgt. Dazu wird unter
Uberpriifung durch Messungen solange ohne Ubertragungen in Plasma,
verdiinnt und itherschichtet mit Lockescher Losung, geziichtet, bis
das Wachstum zum Stillstand kommt. Solche Kulturen fangen nach
Zugabe von Embryonalextrakt erneut zu wachsen an. Auf diese Weise
ist also eine ausschlieBliche Bestimmung der Extraktwirkung méglich.
Die Kurve Abb. 3 enthilt
das Ergebnis solcher Ver- [
suche. v

EineSchwierigkeit bleibb N , //
dabei noch bestehen. Das s
Abnehmen des Wachstums \ /|
beim Abklingen der Uber- ~_ _—
lebungserscheinungen er- ¢ z # ¢ s v loge
folgt nicht steil, sondern Abb.8. Nachdem die Uberlebungserscheinungen abge-

let: . B " lanfen sind, wird durch Embryonalextrakt (y) echtes
zuletzt um geringe etrage' Wachstum ausgeltst. Kultur 108 ; Kaninchen von12Tagen

Diese werden schlieBlich
Kleiner, als daB die Methoden zu ihrer Bestimmung ausreichten. Also
ist damit zu rechnen, daB zum Schluf} ein unmeBbarer Rest von Wachs-
tum ibrigbleibt, und es wird vorteilhaft sein, auch nach dem meBbaren
Wachstum noch einige Zeit vergehen zu lassen, ehe man mit dem Ver-
such beginnt. Es ist aber schwer, den Zeitpunkt zu bestimmen, bis
zu dem man warten kann, ohne das Gewebe zu schidigen. Erst das
Endergebnis dieser Schidigung, der eingetretene Tod, 143t sich wieder
bestimmen, wihrend der dahin aufsteigende Teil einer Schiadigungskurve
anfangs ebenso unmefbare kleine Werte enthalten muf3, wie die Wachs-
tumskurve in ibrem absteigenden Teil. Folglich ist es nicht moglich,
die gesuchte Bestimmung der Zeit messend vorzunehmen, sondern sie
mulB auf ungefahr aus der Erfahrung abgelesen werden. Diese ergibt,
daB in hohem Prozentsatz der Kulturen kein Wachstum mehr erfolgt,
wenn nach dem letzten mefBbaren Zuwachs linger als 24 Stunden ge-
wartet wird. Durchschnittlich wurde nicht diese Zeit, sondern eine
kiirzere von 4—8 Stunden eingehalten, soweit es sich um mdoglichst
genaue Versuchsergebnisse an ungeschadigten Kulturen handelte.

Hine zweite Moglichkeit besteht darin, mit Vergleichskulturen zu
arbeiten. Aus der moglichst genauen Teilung eines Gewebestiickes in
2 gleich grofle werden 2 Explantate erhalten, von denen eines in der

[

-

relativer Zuwachs
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gerade gewiinschten Zusammensetzung von Bestandteilen des Mediums
geziichtet wird, wahrend das zweite unter sonst gleichen Bedingungen,
aber ohne Zusatz von Embryonalextrakt, eingepflanzt wird. Die An-
ordnung des betreffenden Versuches hat dabei im einzelnen zu ent-
scheiden, welche Zusitze in beiden Schalen und welche nur in einer
gemacht werden. Im richtig geleiteten Versuch zeigt sich dann, daf
die eine Kultur zugrunde geht und nur die andere weiterwichst iiber
beliebig lange Zeitrsume. Man findet also einen Wachstumsverlauf, bei
dem der Wachstumsgrad im Vergleichsversuch von Anfang der niedrigere
war und im weiteren Verlauf eher oder spiter den Nullwert erreichte.
(Gleichzeitig besalh der Hauptversuch eine unverminderte Stérke, die von
vornherein hthere Werte ergab. Bei diesem Verfahren ist die Gefahr ver-
mieden, daB die Kultur zugrunde geht, weil zu spat nachgefittert wurde
und sie gewissermafen verhungerte. Es ist im Gegenteil erreicht, daf} die
Kultur von Beginn an beste Daseinsbedingungen hat. Trotzdem aber ist
ermoglicht, die Wachstumsstirke auch zu Beginn des Versuches zu zer-
legen in ihre Bestandteile, in die aus echtem Wachstum und die aus Uber-
leben bedingten Anteile. Diese Moglichkeit geht aus der Abb. 4 hervor.

o

= T
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I T e——
§3 \ e —a |
N . \ ”__,/f
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0 2 4 [2 8 70 12 Tage

Abb. 4, Uberleben und echtes Wachstum bei der Kultur (o) werden mit Hilfe

der Vergleichskultur (b) getrennt. Aus der Rechnung ergibt sich fiir das echte

Wachstum der Kultur (@) die Kurve (¢). Kulturen Nr. 98 und 99, Kaninchen-
embryo, 12 Tage alt.

Zusammenfassend 146t sich also sagen, dall wegen der eigenartigen
Bedingungen und Schwierigkeiten des Gewebeziichtungsverfahrens die
Einzelheiten der Methode eine weitestgehende Beachtung erfordern,
insbesondere da, wo Uberlebungsvorginge und echtes Wachstum als
Vorbedingung fiir den Versuch auseinandergehalten werden miissen.
Die Trennung beider Vorginge gelingt mit vollkommener Genauigkeit
und ohne unertrigliche Erschwerungen des Verfahrens, wenn weder
wachsende noch iiberlebende, sondern ruhende Kulturen verwendet
werden. Dann kann das erst im Versuch beginnende Wachstum aus-
schlieBlich auf die Bedingungen des Versuches bezogen werden.

Storende Einfliisse der Eaplantatgrofe.

Tm allgemeinen wird man bei Gruppenversuchen nicht nur bemiiht
sein, moglichst gleiche Gewebeteilchen zur Auspflanzung zu verwenden,
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sondern man wird vor allem darauf achten, daf die Stiicke moglichst
klein sind. Es besteht das bekannte Verhiltnis zwischen Wachstums-
stirke und ExplantatgroBe: je kleiner das Gewebestiick ist, desto
schneller und besser wichst es an.

Aus technischen Griinden ist es unmdoglich, die Gleichheit der Stiicke
und ihre moglichst geringe GroBe gut zu verwirklichen. Mit Hilfe der
Lupe und geniigend feiner Instrumente kann man allerdings diesen
Apforderungen teilweise geniigen und kann bei der Priparation des
Stiickes unter dem Mikroskop zu recht genauen Ergebnissen kommen.
Die Schwierigkeiten sind besonders dann zu bewdltigen, wenn man
Qkulare verwendet, die ein aufrechtes Bild entwerfen. ‘Aber diese Ver-
suche haben nur den Wert, wirklich klar zu erweisen, dal gleich groBe
Stiicke gleiche Starken haben und dafi Unterschiede verschwinden,
nachdem die Stiicke gleich groB gemacht werden. Solche Arbeitsweise
ist als regelrechte natiirlich unbrauchbar, zu schwierig, enthélt zu grofie
Infektionsgefahren und zieht zu leicht andersartige, z. B. mechanische
Schadigungen nach sich. Als Regel ist geradezu erforderlich, dal zur
Auspflanzung Stiicke verwendet werden, die so wenig wie méglich mit
Pinzetten, Nadeln und schneidenden Instrumenten beriihrt und be-
schadigt wurden. Also muBl man haufig mit GroéBenunterschieden
rechnen.

Zwar ist nichts dariiber bekannt, welcher Art die Faktoren sind,
die das bessere Wachstum des kleineren Stiickes bedingen. Aber es
148t sich aus Messungen entnehmen, daB ziemlich regelmiBige Ver-
haltnisse dafiir gelten. Das grofiere Explantat bleibt um einen be-
stimmten Betrag in der Grofie der Wachstumsstirke hinter dem kleineren
zuriick. In der Tab. 2 sind aus

allen moglichen Messungen solche Tabelle 2.

Werte zusammengestellt. Da es Groge | Relativer | Groge | Relativer
gsich nur darum handeln soll, o mm* | Zuwachs | in mm® | Zuwachs
diese Unterschiede der damit 12,32 1,0 5,41 5,3
verbundenen  Ungenauigkeiten 8,15 3,6 4,63 6.1
und Stérungen wegen zu besei- é’gg i’g 3’33 gsg
tigen, so schien es ausreichend, 5.93 12 1:08 8:3

aus groleren Reihen solcher
Zahlen zu entnehmen, in welchem Verhiltnis die Wachstumsstirke
abnimmt, wihrend die FlichengroBfe zunimmt. Daraus geht hervor,
dafi die Starken ungefahr in dem Malle wachsen, in dem die Oberfliche
des Explantates im Verhaltnis zur Masse groBer wird. Dieses Ergebnis
ist ein sehr naheliegendes; denn es ist klar, daB die Stirke des Wachs-
tums, als eines vorwiegend die Oberfliche des wachsenden Teiles be-
treffenden Geschehens, bestimmt wird von der Grofe dieser Ober-
flache. Als Folgerung ergibt sich, dafl zur weiteren Korrektur. der
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gemessenen Wachstumsstirke deren Wert herabgesetzt wird entsprechend
dem gefundenen Verhalten. Und zwar wird verbessert der verhaltnisméBig
zu kleine Wert des groBeren Explantates. Die Zahlen werden gefunden
in einfacher Weise durch Umrechnung der gemessenen. Sie wurden nicht
regelméBig benutzt, sondern nur bei nennenswerten GréBenunterschieden
in Vergleichsversuchen.

Damit sind die Grenzen erreicht, bis zu denen vorlidufig die Genauig-
keit der Versuchsergebnisse vorgeschoben werden konnte. Der Erfolg
solcher Verschiebung ergab sich deutlich bei allen Arbeiten, bei denen
diese gefundenen Fehler beseitigt waren. Die folgenden Mitteilungen
enthalten in ihren zahlenm#Bigen Angaben Werte, die in den ange-
fithrten Punkten der Berichtigung unterzogen wurden.

Untersuchungen diber Extraktwirkungen.

Die Bedeutung des Embryonalextraktes fiir das Wachstum der
Gewebekultur findet ihren Ausdruck in der besprochenen Tatsache,
daB ausschlieBlich solchen Extrakten die Fihigkeit zukommt, dauerndes
Wachstum der Kultur zu unterhalten. Die einzige unserem bestehenden
Wissen nach geltende Ausnahme machen die Kulturen von Gewéchsen.
Eindeutig klargestellt sind diese Verhidltnisse indessen noch nicht.
Teils ist bisher nicht eine ausreichende Menge verschiedenartiger Ge-
wichse geziichtet worden, teils ist nicht in allen Fallen geniigend lange
Zeit hindurch das Leben der betreffenden Gewichskultur verfolgt
worden, um sagen zu konnen, daBl es auch ohne Embryonalextrakt
dauernd fortbesteht. So entspricht es unserem bisherigen begriindeten
Wissen nur zu sagen, dafl das Roussche Hiihnersarkom sicher ohne
jede Extraktzugabe in Skelettmuskulatur vom Huhn als Medium be-
liebig lange wachsend lebendig bleibt (4. Fischer), und daBl zahlreiche
menschliche und tierische Krebse in Extrakten von Krebsen wahr-
scheinlich ebenso gute Wachstumsbedingungen finden, wie andere
Gewebe im Embryonalextrakt.

Bei dem absichtlichen vorlaufigen Verzicht auf die Untersuchung
von Qewichskulturen gilt also fiir alle zur Erérterung gestellten Ge-
webearten, daB ohne HFmbryonalextrakt Wachstum nicht zustande
kommt.

Dieser Umstand ist in ganz besonderem Mafle befremdend, wenn
die zum Versuch verwendeten Gewebe vom erwachsenen Tier stammen,
oder jedenfalls nicht von Embryonen. Denn ohne Riicksicht darauf,
ob es sich um junge oder alte Tiere handelt, miissen fiir ihre Gewebe
unter natiirlichen Bedingungen die Moglichkeiten zum Wachstum
vorausgesetzt werden. Das Wachstum in der Kultur, bedingt durch
Vorhandensein von Embryonalextrakt, kann ja bei solchen Geweben nicht
als Wachstum unter natiirlichen Bedingungen bezeichnet werden.
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Die erste sich daraus ergebende Folgerung ist von grofier Wichtig-
keit: So viele der im Blut oder Gewebe des erwachsenen Tieres vor-
handenen Stoffe wir einzeln oder zusammen in der Gewebekultur
darauf priifen, ob sie zum Wachstum fiihren, wir haben bisher nicht
einen unter normalen Verhiltnissen vorkommenden gefunden, der
Wachstum auszulésen vermag. Nur Stoffe von wachstumsfordernden
Eigenschaften lassen sich nachweisen. Auch im Zusammenhang mit
den hijer vorgelegten Arbeiten wurde in monatelangen und zahlreichen
Versuchen in allen erdenklichen Anordnungen und unter allen Begiin-
stigungen, die unseren Kenntnissen nach fir das Wachstum des Ge-
webes geschaffen werden konnen, erfolglos versucht, das Wachstum
auszulésen. Auf die nihere Darstellung solcher Versuche, das heifit
unaufhorlicher Milerfolge, soll verzichtet werden.

Nur auf eine einzige Weise kann am Gewebe des erwachsenen Tieres
echtes Wachstum durch Bestandteile des erwachsenen Gewebes aus-
gelost werden. Das gelingt mit autolysierten Gewebeausziigen. Das
Gewebestiick — Skelettmuskulatur von 1 Jahr alten Kaninchen —
wird zerschnitten, gewaschen und im Mérser mit Sand und gleichem
Volumen Lockescher Losung zu Brei verrieben. Dabei wird aseptisch
gearbeitet. Der gewonnene keimireie Brei wird 24 Stunden lang bei 37°
autolysiert. Daraufhin wird zentrifugiert und die abgefiillte Fliissigkeit
durch die Berkefeld-Kerze filtriert. Das auf seine Keimfreiheit hin
gepriifte Filtrat wird unverdiinnt als Zusatz zum Plasma verwendet
(0,5 Plasma und 1,5 Extrakt). Beim Arbeiten mit ruhenden — nicht
wachsenden — Kulturen zeigt dieser Extrakt eine deutliche Wachstums-
wirkung. Aus einer Versuchsreihe von 10 Versuchen, die simtlich gleiche
Ergebnisse hatten und nur Verschiedenheiten in den normalen Grenzen
individueller Schwankungen zeig-
ten, ist durch Berechnung der
mittleren Wachstumsstiirke die
Kurve Abb. 5 entstanden.

Diewachstumsauslosende Wir-
kung geht aus den Versuchen un-
mittelbar hervor. DaB ruhende  Abb.5. Autolysierter Gewebeextrakt; mittlere

. Wachstumsintensitét aus 10 Versuchen. Kultur

- Kulturen verwendet wurden, sei Nr. 121/9a—k; Kaninchen von 15 Tagen.
ausdriicklich betont. Trotzdem

wurden 5 von den Versuchen iiber 8 Passagen weitergefiihrt, bei
jedesmaliger Zugabe von gleichen Mengen des gleichen Extraktes. Das
geschah, um auch den unmittelbaren Vergleich mit der sonst iiblichen
Versuchsanordnung zu erméglichen und hatte zum Ergebnis, daB keine
der Kulturen vor Ablauf dieser Frist zugrunde gegangen war. Sonst
sterben Kulturen, die ohne geeigneten Extrakt geziichtet werden, nach
4—>5 Passagen ab.
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Diese Versuche wurden angestellt zur Priifung gleichartiger Xr-
gebnisse von Drew, die bisher aus unbekannten Griinden nicht die
Beachtung gefunden haben, die ihnen zuzukommen scheint. Drews
Angaben lassen sich durch diese Ergebnisse bestétigen und seine un-
bestimmte Stellungnahme zu der Frage, ob das Autolysat nur das
Wachstum verbessert oder geradezu bedingt, scheint bei der hier be-
nutzten Anordnung unnétig. Von einer Wachstumsverbesserung kann
keine Rede sein, wenn die Wirkung erst nach dem Wachstumsstillstand
erzielt wurde.

Zusammenfassend gilt also die bemerkenswerte Tatsache, dafl die
normalerweise im Korper vorhandenen gelosten Stoffe ausnahmslos
keine unmittelbar geeigneten Aufbaustoffe sind. Die Stoffwechsel-
energien des wachsenden Organismus kénnen offenbar gar nicht zur
Wachstumsleistung herangezogen werden und scheinen also zwangs-
laufig ausschlieBlich den iibrigen Leistungen zur Verfiigung zu stehen.
Nur aus der Zerstorung von Zellen, wie sie durch die kiinstliche Autolyse
nachgeahmt wird, entstehen nachweisbare Stoffe, die zum Wachstum
verwendbar sind. Damit wird zugleich auch dem Verstdndnis néher ge-
bracht, daB und weshalb im lebendigen Organismus nach geschehener Ver-
wendung dieser Stoffe das Wachstum wieder zum Stillstand kommen muB.

Es ist auch ohne die genannten Versuchsergebnisse naheliegend,
daran zu denken, daB die Wirksamkeit des Embryonalextraktes auf
stofflichen Veriinderungen miitterlicher Blutbestandteile oder ent-
sprechender Stoffe im Ei beruht, vergleichbar den bei der Autolyse
stattfindenden Vorgingen. Hinderlich ist fiir die Vorstellung als eine
erklirende der Umstand, daB die Wirkung des Embryonalextraktes
unspezifisch zu sein scheint. Wenigstens ist es mit Hilfe der Wachs-
tumsmessung nicht moglich, am Gewebe des Hithnerembryos Unter-
schiede der Wirksamkeit zwischen den Embryonalextrakten von Ka-
ninchen und Huhn zu finden. "Auch umgekehrt wirken am embryonalen
Kaninchengewebe die Extrakte von Hiihner- und Kaninchenembryonen
vollkommen gleich stark. Die Tab.3 belegt solche Versuche zahlenmafig.

Tabelle 3.
Relativ. Relativ.
Kultur Tjerart Extrakt vom Zu- Kultur Tierart EBxtrakt vom Za-
Nr. wachs Nr.

wachs

187/9 | Huhn | Kaninchen | 7,3 |131/2| Kaninchen Huim - 3,3

187/10 us » 3,6 1131/4 " ‘ . 2,2
187/11 ” 5 6,1 {131/5 ' : " 3,7
193/3 ” Huhn | 4,6 |132/6 . Kaninchen | 2,1
]93/6 : s ; 2 ‘ 2,9 132/7 ss s 214

Dieser eigenartige Umstand ist vorlaufig und in diesem Zusammen-
hang keiner Erklirung zuginglich. Er verdient nur, seiner Sonder-
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barkeit wegen festgestellt und gegenwirtig gehalten zu werden mit
Riicksicht auf weiter unten besprochene Befunde.

Bemerkenswert ist auch, daf die Wirkungsstirke der Ausziige
von Embryonen verschiedenen Alters nicht gleich groB sein soll. Diese
Feststellung scheint allerdings im Schrifttum nirgends genauer dar-
gelegt zu sein. Bei der deshalb angestellten Priifung dieser Angaben
fand sich nun ein erkldrender Fehler in der Berechnung. Die iibliche
Weise der Extraktherstellung geschieht nach der Vorschrift, das Vo-
lumen der verwendeten Embryonen mit gleichem Volumen Fliissigkeit
zu verdiinnen. Vorausgesetzt nun, daB wirksame Stoffe im Embryo
in bestimmter Menge vorhanden sind, so wiirde deren Konzentration
ohnehin mit zunehmendem Alter der Embryonen verringert werden.
Die Konzentration wiirde aber vor allem durch die Zugabe mit dem
Alter wachsender - Volumina Fliissigkeit erheblich abnehmen. Diese
Abnahme miifite, entsprechend der erheblichen Volumzunahme des
Embryo wéihrend seiner Entwicklung, betrichtlich groB sein, und es
miibten auf diese Weise also Stoffe, deren Wirksamkeit von der Kon-
zentration abhingt, durch die Art der Extraktbereitung ausgeschaltet
werden. So ergibt sich also aus einem rechnerischen Fehler ein mog-
licherweise falscher Schlufl. Mbglicherweise nur, denn es koénnte ja
trotzdem eine Abnahme der Wirksamkeit vorhanden sein.

Diese Mingel der Extraktherstellung konnen natiirlich leicht ab-
gestellt werden. Dazu wurden die Extrakte, nachdem der Fehler in
ihrer Herstellung erkannt war, nicht mehr in der oben erwihnten Weise
gewonnen, sondern auf ein jedesmal gleiches Volumen, berechnet auf
den einzelnen Embryo, gebracht. Dieses Volumen betrigt fiir den
Hilthnerembryo 7 cem und fiir den Kaninchenembryo 15 com. Gelegent-
lich wurde auch abweichend von diesen Zahlen mit anderen Fliissigkeits-
mengen gearbeitet, dann aber der Auszug hinterher nicht als 100 proz.,
sondern als entsprechend stidrkerer oder schwicherer verwendet. Ver-
suche mit solchen Extrakten ergaben, dafl Unterschiede in der Wirkung
in bezug auf das Alter der Feten nicht festzustellen waren. Entsprechend
der Zahl der Versuche und gelegentlichen UnregelmaBigkeiten in den
Ergebnissen ist es aber nicht gestattet, sich ein abschlieBendes Urteil
zu bilden.

Von der Art der Extraktherstellung findet man zu weiteren Fragen.
Es ist besprochen worden, dafl die urspriingliche Bewertung von Serum
und Embryonalauszug in neuerer Zeit eine durchgreifende Wandlung
erfahren hat. Das Serum scheint aufer férdernden und hemmenden
Faktoren nichts fiir das Wachstum zu enthalten. Durch Zugabe von
Serum kann also nur die Wachstumsstirke vergroBert oder verkleinert
werden, und solange nicht andere Bedingungen erfiillt sind, ist mit
Serum allein kein Wachstum zu erzielen. Diese anderen Bedingungen,
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die scheinbar vom Embryonalextrakt erfiillt werden, lassen sich sehr
schwer von der Serumwirkung getrennt untersuchen, weil im Embryonal-
auszug unvermeidlich Serum enthalten ist, wenn auch embryonales.
Da wir wissen, daf die GroBle der Serumwirkung abhingt vom Alter
des Tieres und mit dem Alter abnimmt, wird das Embryonalserum
mutmaflich besonders wirksam sein. Die Abtrennung der Wirkung
des embryonalen Serum von der tibrigen Wirkung des Embryonal-
extraktes wird also besonders wiinschenswert. Den Embryo vor der
Extraktbereitung vom Serum zu befreien, wire die eine dafiir bestehende
Moglichkeit. Eine andere, in der Ausfithrung einfachere, kénnte darin
bestehen, dafl die Wirkung des Embryonalserum allein bestimmt und
mit der Wirkung des Gesamtauszuges verglichen wird. Durch die
Untersuchung einzelner Teile des CGesamtextraktes wird sich auch
etwas dartiber aussagen lassen, ob die Extraktwirkung bedingt ist durch
Bestandteile der Zellen oder durch Stoffe, die in den Gewebefliissigkeiten
vorhanden waren und vielleicht von Zellen geliefert wurden.

Mit Riicksicht auf diese Fragen wurde bei alteren Feten, bei denen
die technischen Schwierigkeiten nicht zu groB sind, nach dem Durch-
schneiden des Nabelstranges das ausstromende Blut aufgefangen. Bei
anhaltender Herztitigkeit ist es moglich, mehrere Tropfen davon zu
gewinnen. Dieses Blut gerinnt je nach dem Alter des Embryos gar nicht
oder doch nicht leicht, und kann also ohne grofe Schwierigkeiten in
fliissigem Zustande erhalten werden. Nach Zugabe von gleicher Menge
Lockescher Losung wird zentrifugiert und eine klare Fliissigkeit er-
halten. Diese wird an Stelle von Embryonalauszug verwendet. Der
beim Ausschleudern erhaltene Niederschlag wird erneut mit einigen
Tropfen Lockescher Losung versetzt. Die mikroskopische Untersuchung
dieser Fliissigkeit beweist, da die Blutzellen erhalten sind und morpho-
logisch nachweisbare Schidigungen nicht aufweisen. Es wird darauf
geachtet, dafi alles, was zu Schadigungen dieser Zellen fithren kann,
vermieden wird, ehe die Trennung der fliissigen und zelligen Blut-
bestandteile durchgefiihrt ist. Vor allem wird die geschilderte Arbeit
moglichst schnell ausgefithrt, und die verwendeten Gefille werden
eisgekithlt. Man darf dann wohl auf Grund der Arbeitsweise sagen,
daB die gewonnene zellfreie Fliissigkeit keine Stoffe enthilt, die sie
nicht schon im strémenden Blut des Embryo enthalten hatte. Und man
darf verneinen, daB diese Fliissigkeit Stoffe enthalt, die erst nachtraglich
aus geschidigten oder zerfallenen Zellen frei geworden sind.

Die Priifung dieses embryonalen Serums ergibt nun, daB seine
Wirkung gleich zu sein scheint der des Embryonalauszuges. Knt-
sprechend den Schwierigkeiten bei der Gewinnung des embryonalen
Serums muBte auf grofere Versuchsreihen verzichtet werden. Die Er-
gebnisse von 5 angestellten Versuchen, die vollig miteinander {iberein-
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stimmen, veranschanlicht Abb. 6. Sie enthiilt die mittleren Werte der
in den Versuchen gefundenen Wachstumsstirken.

Der Vergleich zwischen der Wirkung des Embryonalextraktes und
des Embryonalgerums zeigt also keinerlei Unterschiede in der Wirk-
samkeit. Zu bedenken ist

+

dabel nur, dafl beim EX- § A~ ~
traktionsverfahren  nicht 37 ~
nur auch Serum erhalten TZ

werden kann, sondern viel- % 7 /|

leicht sogar mehr Serum %

alsbeim Ausbluten. AuBer- 7 z # d 8 w fege

Abb. 8. Wirkung von reinem Embryonalserum; mittlere

demn werden im Auszug Werte aus 5 Versuchen., Kulturen Nr. 175/6, 7, 8; 176/2, 8.

auch andere, moglicher-

weise wirksame Stoffe enthalten sein, und endlich auch solche, die durch
die Zellzerstorung frei gemacht werden. Obgleich die Gradmessung
ergibt, dall Unterschiede in der Wirkung von Auszug und Serum nicht
bestehen, darf man also nicht schlieBen wollen, daB die Wirkung aus-
schlieBlich auf Stoffen des Serums beruht, sondern man darf nur fest-
stellen, dal die groBite Menge der Wuchsstoffe des Embryo sich gelést
in dessen Serum befindet.

Die Herkunft der Wuchsstoffe als nichste Frage ist sehr schwer
zu entscheiden. Hs wiirde notig sein, aus der Nabelvene und -arterie
getrennt Blut zu entnehmen, wozu die Embryonen von Huhn und
Kaninchen zu klein sind. Aus den durchgefiihrten Versuchen wiirde
hervorgehen, ob die Umwandlung der miitterlichen Blut- oder der
Eidotterbestandteile in den fetalen Chorionzotten oder erst im Embryo
selbst erfolgt. Im voraus Jaft sich dariiber gar nichts vermuten. Man
miillte in der angegebenen Richtung eine Analyse dieser Frage versuchen.
Diese urspriinglich beabsichtigte Arbeit wurde mit Riicksicht auf Be-
funde unterbrochen, die im folgenden mitgeteilt werden.

Zusammenfassend - gesagt wurde also dem Embryonalauszug mit
seiner ausschlaggebenden Bedeutung fiir das Wachstum auch durch
neue Untersuchungen in Frage kommender Stoffe seine Sonderstellung
nicht genommen. Wir miissen annehmen, daf die normalerweise im
Blut kreisenden Stoffe nicht unmittelbar Aufbaustoffe darstellen.
Nur die aus der autolytischen Gewebezerstérung frei gemachten Stoffe
stellen unmittelbar Aufbaustoffe dar und sind in etwa dem Embryonal-
extrakt vergleichbar.

Die Wirkung des Embryonalextraktes scheint wenigstens teilweise
unspezifisch zu sein, da sich Ausziige verschiedener Tiere gegenseitig
vertreten kénnen.

Durch das Alter der Embryonen bedingte deutliche Unterschiede
der Wirksamkeit werden nicht gefunden, solange die Konzentration
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der wirksamen Bestandteile unveréindert bleibt. Im Versuch, nicht
aber unter natiirlichen Bedingungen, kann diese Konzentration erhalten
bleiben, und da sie unter natiirlichen Bedingungen mit zunehmendem
Alter des Embryos abnimmt, kann dadurch das Nachlassen des Wachs-
tums dem Verstéindnis nahergebracht werden.

Zur Feststellung der Herkunft der wirksamen Bestandteile des
Embryonalauszuges wurden die im embryonalen Blute kreisenden
Stoffe getrennt vom iibrigen Embryonalauszug untersucht. Sie zeigten
sich in solchem Mafe wachstumsauslosend, dafl sie moglicherweise die
wichtigsten wirksamen Teile des Embryonalextraktes iiberhaupt dar-
stellen. Aus der Art der Gewinnung lifit sich vermuten, daB die ge-
nannten Stoffe nicht dem Zellzerfall entstammen, sondern unter natiir-
lichen Bedingungen im Blute des Embryos kreisen. Diese Stoffe ent-
stehen den Versuchen nach erst im Embryo oder in den fetalen Eihauten
und scheinen weder im kreisenden Blut lebendgebdrender Muttertiere
noch im Eidotter oder Eiweill des Huhnes vorhanden zu sein. Es ist
also daran zu denken, daf} die Bildung von Aufbaustoffen eine spezifische
Leistung darstellt.

Uber gegenseitige Beeinflussung wachsender Qewebekulturen.

Es ist bekannt, dall beim Wachstum des Explantates eine gleich-
bleibende Wachstumsstérke in einigen Tagen erreicht wird, die im
weiteren Verlauf ungefahr beibehalten wird. Etwa auftretende Schwan-
kungen pflegen sich durch solche in entgegengesetzter Richtung von
einem Tag zum anderen oder auch innerhalb mehrerer Tage wieder
auszugleichen. GroBere Anderungen der Stérke treten bei gleich-
bleibenden Bedingungen nicht auf. Dabei wird abgesehen von solchen
Verinderungen, wie sie die amerikanischen Forscher am Jahrzehnte alten
Fibroblastenstamm beobachten konnten, die nach Jahren auftreten
und jahrelang bestehen bleiben. Bekannt ist ferner auch, daB unter
gleichen Bedingungen die Stérke verschieden ist fiir Gewebestiicke
verschiedener Herkunft. So erreicht etwa im Hihnerplasma und
Embryonalextrakt vom gleichen Tier das Herzexplantat vom 4. Be-
briitungstag eine andere Wachstumsstarke als das vom 8. oder 20. Tage.
Methodisch ist zur Feststellung nur nétig, daBl in vollkommen gleich-
bleibenden Zeitabstianden auf neues Medium iibertragen wird, und zwar
in Zeitabstanden, die vorteilhaft ebenso gro3 gewahlt werden, wie die
zwischen 2 Messungen, die also 48 Stunden betragen. Unter solchen
Bedingungen werden Kurven der Wachstumsstirke wie die in Abb. 7
dargestellten erhalten.

Bei den Arbeiten, iiber die in vorhergehenden Abschnitten berichtet
wurde, schien es hiaufig eine erlaubte methodische Vereinfachung zu sein,
daf man mehrere Explantate in einer Schale gemeinsam ziichtete.
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Ohne weiteres naheliegend war das bei Vergleichsversuchen.
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Abb. 9. Die Wachstumsart der Kultur wird von der Nachbarkultur beeinflugt.
Einsehnitte und Liicken im Plasma schalten die Beeinflussung nicht aus, Hithner-
embryonen vom 5, (w———) und 18. (— — -~} Tage. Kultur Nr. 144/4 und 148/8.

Dieses Verhalten, das deutlich genug war, um schon ohne Messung
und Rechnung aufzufallen, wurde anfangs nur als Stoérungsfaktor
gewertet, dessen Beseitigung wiinschenswert erschien. Indessen gab
schon bald die RegelmiBigkeit dieser Beeinflussung und die Unméglich-



342 H. Guillery:

keit, sie leicht zu beseitigen, die Veranlassung dazu, diesen Beziehungen
ihrer selbst wegen nachzugehen, Auffallend war an den Befunden auch,
dal} weder eine unregelmaflige Beeinflussung, noch eine mittlere Wachs-
tumsstirke entstand. Sondern mehr oder weniger deutlich blieb die
groBte Wachstumsstirke unverindert, wihrend die kleineren gréBer
wurden. Auch das geht aus den abgebildeten Kurven verschieden
deutlich hervor.

Bei dem Wunsch, eine Erklarung fiir dieses Verhalten zu finden,
lag es nahe, an chemische Wirkungen zu denken oder sich doch wenig-
stens vorzustellen, dal ein Stoffaustausch zwischen den Kulturen, ver-
mittelt durch das Medium, stattfinden wiirde. Die gegenseitige Be-
einflussung miifite demnach verschwinden, sobald die Wege dieses
Stoffaustausches versperrt wiirden.

Zu diesem Zweck wurden Explantate verschiedener Wachstums-
stiarke in Schalen vereinigt, in denen sie ohne Zugabe von Flissigkeit,
ausschlieBlich im halbstarren Plasma geziichtet wurden. Das Plasma
befand sich zur Verbesserung seiner Haftfihigkeit auf einem Untergufl
von Agar (2proz.), der moglichst dick gewshlt wurde (2,0—3,0 Agar
auf Carrel-Schalen von 5 cm Durchmesser). ‘

Bei solchen Ziichtungen wurden, nachdem die gegenseitige Beein-
flugsung der Gewebestiicke in der geschilderten Weise sichergestellt war,
die einzelnen Kulturen durch tiefe Einschnitte voneinander getrennt.
Diese Einschnitte wurden bald bis auf die Agarschicht, bald bis auf
den Schalenboden gefithrt. Die Absicht war, dadurch Liicken im
Medium zu schaffen, die als Schranken fiir den Stoffaustausch wirken
sollten. Solche Versuche hatten zum FErgebnis, dall die gegenseitige
Beeinflussung in keiner Weise behindert zu werden schien, je nachdem
sogar noch zunahm (vgl. Abb.9). Es war nun daran zu denken, daB’
die sehr unvollkommene Anordnung der Versuche fiir den Miflerfolg
verantwortlich sein kénnte. Die Einschnitte zwischen den Kulturen
klafften an der einen Stelle weit, an einer anderen kaum oder gar nicht,
und es war nicht erlaubt, zu sagen, dafl wirkliche und uniiberwindliche
Schranken fiir den Stoffaustausch errichtet worden seien.

Eindeutiger schien das Hrgebnis werden zu miissen durch Ver-
breiterung der Liicken in der Plasmaschicht. Dazu wurde, ebenfalls
mit einer Agarschicht als Untergull, eine nur kleine Zahl von Explan-
taten (2—3) in eine gemeinsame Schale gebracht. Sobald sich dann
die Wachstumsstirken einander ndherten, wurden Streifen der Plasma-
und Agarschicht zwischen den Kulturen herausgeschnitten, so dafl
breitere Réaume entstanden, durch die hindurch ein Stoffaustausch
unmoglich zu sein schien. Es braucht kaum gesagt zu werden, daf
auch so keine guten Versuchsbedingungen hergestellt waren und daf
der Versuch, Plasmastreifen herauszuschneiden, ohne die Kultur zu
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storen oder zu infizieren, hiufiger milllang, als er durchgefiihrt werden
konnte. Es geniigte ja auch fiir den einzelnen Versuch nicht die ein-
malige Ausfithrung, die vielmehr in jeder Passage aufs neue gelingen
mufBte. Indessen gelang das zu wiederholten Malen. Mehrfach wurden
dabei auch ohne nachweisbare Schidigung der Kulturen die geschaffenen
Liicken im Plasma und Agar mit sterilen Tupfern ausgetupft. Es sollte
dadurch um so sicherer unméglich gemacht werden, dafl ein Stoff-
austausch durch die Liicken hindurch stattfinden konnte. Die Versuche
hatten kein einheitliches Ergebnis. Einige Male schien die vorher deut-
liche Beeinflussung nachher zu verschwinden, in anderen Féllen, ent-
sprechend den Abb. 9 u. 10, fiel die Beeinflussung nicht fort.
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g g Abb. 10. Durch Einschnitte in das Plasma

Es lie sich ja auch nicht sagen,
ob in der gut verschlossenen Schale
und dem Feuchtigkeitsgehalt in ihr
die Feuchtigkeit in den Liicken der

und Entfernen der eingeschnittenen Teile

wird die gegenseitige Beeinflussung der Kul-

turen nicht anfgehoben. Hiihnerembryonen

vom 5. ( ) und 18. (— — —) Tage.
Kultur Nt. 144/6 und 148/11.

Schicht nicht geniigen kénnte, um den Stoffaustausch zu ermdoglichen.
Ohne allzu grofle Aussicht auf Erfolg wurde deshalb die nachtrigliche
Trennung vorher vereinigter Kulturen durch Glaswinde ausgefiibrt.
Dazu kamen die Gewebestlicke bekannter und verschiedener Wachs-
tumsstirken gemeinsam in Plasmaschichten ohne Unterguf von Agar.
Sobald die erwarteten Verdnderungen der Wachstumsstéirke deutlich
waren, wurden schmale Streifen von Glas (Objekttrigern) auf halbem
Weg zwischen den Kulturen aufgestellt. Dabei wurde von den Glasstreifen
die Plasmaschicht meist nicht zerrissen und unterbrochen, sondern nur
eingedriickt. Es war also zu erwarten, dafl unter dem Glase der Stoff.
austausch stattfinden wiirde, der vorher auch durch Liicken im Plasma
nicht hatte verhindert werden koénnen. Ehe indessen dieser Fehler,
der nicht vor den Versuchen, sondern erst nach einigen solchen erkannt
wurde, abgestellt war, zeigten die ersten Versuche schon das in Abb. 11
dargestellte Ergebnis: die gegenseitige Beeinflussung verschwand.

Das lieB sich in weiteren Versuchen mit groer, wenn auch nicht mit
vollsténdiger Regelmifigkeit bestétigen.

Wie nebenbei bemerkt sei, befinden sich bei diesen und allen folgenden
Versuchen die technischen Schwierigkeiten so hart an der Grenze des

Virchows Archiv. Bd. 270. 23
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Moglichen, daf grofere Versuchsreihen kaum aufgestellt werden kénunen.

Gleichzeitig konnen hier aber auch k

leinere Versuchszahlen dadurch

an Beweiskraft gewinnen, da der einzelne Versuch schon mehrere Ge-
webekulturen enthilt, von denen jede nicht nur iiber sich selbst, sondern

5 } zugleich iber ihre Nachbarkultur
® ~ 8 | etwas aussagt. Die Versuche ent-
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Abb.12a. Nach der Vereinigung in gemeinsamer Schale
erfolgt gegenseitige Beeinflussung des Wachstums.

schiedener Wachstumsstirken wur-
den moglichst genau gleich grofie
Tochterkulturen angelegt.

Je eine
Kultur mit groferer Wachs-
tumsstirke wurde gemeinsam
geziichtet mit je einer anderen
von der geringeren. Von die-
sen Paaren ungleicher Partner
kam das eine ohne jede
Trennung in eine Schale und
zeigte nach einiger Zeit die zu
erwartende Annaherung der
Starken. Das andere Paar
wurde in einer Schale ver-

einigt, in der die beiden Kul-

turen von Anfang an durch
Glaswande getrennt wurden.

Das sehr klare Ergebnis wird
durch die Kurven der Abb.12
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Abb. 12b. Bei Vereinigung in gemeinsamer Schale
und gleichzeitiger Trennung durch Glaswidnde ent-
steht keine Beeinflussung. In Abb. 12a und 12b
Hithnerembryo vom 5. (; ) und 18, (— — —)

Tage, Kulturen Nt.210/52 und b; 215/9a und b.

dargestellt. Die Glaswande
hindern in diesen Versuchen
das Zustandekommen von Be-
einflussungen.

Es zeigte sich also, dal} Ein-
fliisse von einer Kultur auf die

andere nachweislich stattfanden, die durch Glaswinde unmoglich ge-
macht werden konnten. Die Bedingungen, unter denen dabei das Glas
als Hindernis wirkte, die zun&chst noch nicht genauer in Betracht
gezogen worden waren, bedurften néherer Untersuchung.

Die Anordnung der Glasstreifen in der Schale und in bezug auf die
darin vorhandenen Gewebestiicke wurde in einer weiteren Versuchsreihe
in verschiedener Weise verindert. Dabei leitete die Vorstellung, daf3
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die Behinderung durch das Glas bestehen miite in einer VergroBerung
der Entfernung zwischen den Kulturen. Der gedachte Stoffaustausch
wiirde nicht mehr auf geradem Wege, sondern auf dem Umwege vor
sich gehen, der durch die Breite der Schranken bedingt wurde. Durch
Wechsel in der GroBe dieses Umweges, das heifit durch wechselnde
Stellung der Glaswinde zwischen den Kulturen, muBte Niheres iiber
die bestehenden Einfliisse zu erfahren sein.

Zu diesem Zwecke wurden Anordnungen getroffen, wie sie in den
Abb. 13—17 dargestellt sind.

Abb. 13, Abb, 14. Abb. 15, Abb. 16. Abb. 17.

4—6 Explantate wurden in einer Schale vereinigt und waren so
ausgewihlt, daB eine der Kulturen eine erheblich bessere Wachstums-
starke als die anderen besaB, die ihrerseits moglichst gleiche Wachstums-
starke hatten und nahe miteinander verwandt waren. Die Kultur von
groBerer Wachstumsstirke ist in den Zeichnungen mit fettgedrucktem -
versehen. Im iibrigen ist mit + oder — bezeichnet, ob die betreffende
Kultur eine Anderung der Wachstumsstirke erfahren hat oder nicht.
Die Glaswinde sind als Striche eingetragen. Die Abb. 13 entspricht
dem schon Gesagten und zeigt, dal bei nahe benachbarten Kulturen,
die in keiner Weise getrennt sind, eine Beeinflussung erfolgt, wéhrend
die abgetrennten Kulturen in der Wachstumsstirke nicht veréindert
werden. Auch die in Abb. 14 gegebene Anordnung gibt keine neuen
Aufschliisse, sondern bestatigt nur die alten. Auffallend ist dagegen
der Befund, der Abb. 15 u. 16 entspricht. Je nachdem, ob die Kultur
starksten Wachstumsgrades zentral oder peripher in einer Kreuzfigur an-
geordnet ist, scheinen ihre Wirkungen zur Geltung zu kommen oder unter-
bunden zu werden. Die Glasstiicke wirken als Schranken, die scheinbar
nicht umgangen werden. Es wiirde zu erwarten sein, daf die Glaswénde,
die zwar in einem UnterguB von Agar angebracht sind, seitlich sich
aber nicht beriihren und ebensowenig die Schalenwinde, den Stoff-
austausch zwar verzogern, aber nicht unterbinden kénnen. Messungen
lehrten auBerdem, daf die Strecken, die als Umwege fiir den Stoffaus-
tausch in Frage kamen, vielfach kleiner waren als die in anderen Féllen
vorhandenen geraden Wege. So schien es mehr und mehr wahrschein-
lich, daB die gefundenen Einflisse nur auf geraden Wegen stattfanden,
daB sie nicht um KEcken gehen konnten. Die Abb. 17 zeigt eine An-
ordnung, die dariiber Aufschlul geben sollte. Sie zeigt ferner, dal

23*
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dieser Aufschlufy wirklich zu erhalten war. Die Kulturen a und b sind
von ¢ durch Glaswinde getrennt, die nur fir geradlinige Einfliisse
ein Hindernis bedeuten. Die Kultur d ist der Strecke nach von ¢ weiter
entfernt als a und b durch den Umweg von ¢ entfernt sind. Trotzdem
findet ein Einflul zwischen ¢ und d statt, wihrend auf die kleinere
Entfernung zwischen a und ¢ bzw. b und ¢ keine Beeinflussung zustande
kommt. Der einzige dafiir ersichtliche Grund ist die Biegung in den
letztgenannten Strecken.

Diese zunichst hochst merkwiirdige Tatsache ist auf keine Weise
einer KErklarung zuginglich, solange zwischen beiden Kulturen ein
Stoffaustausch angenommen wird. Die geltenden GesetzmiBigkeiten
fiir die Diffusion oder andere Vorgiinge chemisch-stofflicher Art geben
keinerlei Aufschliisse iiber diesen Befund. Dagegen legen die letzt-
besprochenen Versuche die Vermutung nahe, dafl es sich bei den Be-
einflussungen um Kréfte handelt, die ihren Kraftfeldern nach oszilla-
torischer Art sind und strahlender Energie entsprechen. Fiir die Ab-
gicht, weitere und unterstiitzende Anhaltépunkte fiir diese Meinung
zu finden, sind im wesentlichen 2 Wege gegeben. Deren einer ist der
schon beschrittene : der Nachweis mit Hilfe der biologischen Wirkungen.
Er scheint in besonderem Mafle giinstig zu sein, weil erfahrungsgemsf
vielfach biologische Reaktionen durch Krifte oder Stoffe von zu ge-
ringem Mal} oder zu kleiner Menge ausgeldst sind, als dall sie physi-
kalisch oder chemisch nachzuweisen wéren.

Ging, wie vermutet werden muBte, das Wachstum in der Kultur
einher mit chemischen Vorgéngen, in deren Verlauf strahlende Energie
als wachstumsférdernder Faktor gebildet wurde, dann war an die
Méglichkeit zu denken, daBl der Embryonalextrakt dabei eine Rolle
spielen konnte. Besonders wahrscheinlich wurde das auf Grund der
erwidhnten unspezifischen Wirkungsweise des Auszuges, wie dies sich
z. B. in der Wirkung des Kaninchenextraktes auf Hithnerkulturen und
umgekehrt &uBerte. Der Embryonalauszug koénnte nun etwa Stoffe
enthalten, die zusammen mit anderen, etwa im Gewebe vorhandenen,
strablende Energie freiwerden liefen. Oder der Auszug konnte auch
in gich die notigen Stoffe zur Bildung solcher Energie enthalten. Endlich
wire moglich, dafl der Embryonalextrakt gar nicht im unmittelbaren
Zusammenhang mit diesen Vorgéngen steht, sondern dafl ihm eine ganz
andere Rolle zufiele. Der Ursprungsort der genannten Energie miiite
dann in anderem Zusammenhang, etwa in dem Embryonalgewebe,
ohne jede nihere Bestimmung gesucht werden. Im wesentlichen war
zu erreiclien, dafl eine gréfere Quelle der Energie gefunden wiirde,
als die wachsende XKultur darzustellen schien, denn nur so wiir-
den sich auch groBere Moglichkeiten fiir die Versuchsanordnung
ergeben.
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Zu diesem Zwecke wurden in einhalsigen Carrelschen Schalen,
entsprechend der Abb. 18 u. 19, Kulturen angelegt, die samtlich gleiche
Wachstumsstéirke besaBen und deren Lage zueinander und zum Schalen -
halse aus den Abbildungen hervorgeht. In den Schalenhals wurde
eingepallt ein Glasrohrchen, das an einem HEnde zugeschmolzen war.
Es wurde mit passendem Gummischlauch dicht in den Schalenhals
eingepallt, sowohl zum Schutze gegen Austrocknen, wie zur Vermei-
dung von Infektionen. Das Rohrchen wurde mit Watte gefiillt und diese
mit unverdiinntem Embryonalextrakt getrankt. Es kam bei dem Ein-
fithren des so hergerichteten Réhrchens mehrfach vor, dafl sich dieses
mit der Plasmaschicht an der Ansatzstelle des Halses beriihrte. Dann
war ein Ubertritt des konzentrierten Auszuges in die Schale moglich,
ebenso wie seine Diffusion und entsprechende Wachstumsbeeinflussung
der benachbarten Kulturen. Des-
halb mufite darauf geachtet werden,

Abb. 18. Abb. 19.

daf die durchtrinkte Watte nicht aus dem Rohrchen herausragte,
sondern eher etwas hinter dem offenen Rande zuriickblieb, ferner darauf,
daB das Rohrchen nicht zu tief in den Hals eingefiithrt wurde. Um einen
Ubertritt des Inhaltes des Réhrchens génzlich ausschliefen zu konnen,
wurde in 3 von 6 Versuchen vor dem Einfiihren des Rohrchens der Rand
seiner Offnung infiziert. Wenn jetzt ein Ubertritt stattfinden sollte,
s0 miifBite zuerst die Infektion iibertreten, was ohne weiteres festzustellen
gein wiirde.

Diese Versuche, die rein technisch eine wiinschenswerte Voriibung
zu folgenden darstellen, hatten ein vollkommen negatives Ergebnis.
Das heilit, die gesuchte Energie ist im Embryonalauszug nicht nach-
zuweisen.

Der Bericht iiber die Einzelheiten der Versuchsanordnung wird nur
deshalb gegeben, weil in einer folgenden Versuchsreihe mit der gleichen
Anordnung gearbeitet wurde mit nur einer Abweichung. AufBer der mit
Embryonalextrakt getrinkten Watte kam in das Réhrchen, und zwar
nahe an seine Offnung, der Kopf oder ein Sttick Kopf von 3--6 Tage alten
Hiihnerembryonen. Diese Teile wurden schonend so angebracht, daB
sie von der durchtrinkten Watte umgeben waren.

Im ersten Versuch stellte sich heraus, daB in der Wiarme des Brut-
schrankes die Embryonalkopfe oder Kopfteile mit fortschreitender Auto-
lyse so sehr verfliissigt werden, daf3 die ohnehin durchtrinkte Watte die
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Fliissigkeit nicht zu fassen vermag, der UberschuB in die Schale lauft
und das Versuchsergebnis gefdhrdet. Also war es nétig, die Képfe nach
bestimmter Zeit zu entfernen und durch neue zu ersetzen. Die Schalen
wurden nicht dauernd mit derartigen Rohrchen versehen, sondern tig-
lich nur etwa 6—~10 Stunden lang. Das in sémtlichen 4 so angestellten
Versuchen gewonnene Frgebnis war vollkommen eindeutig und ist
in den Abb. 18, 19 und 20 dargestellt. Als positiv sind dabei solche Kul-
turen bezeichnet, die eine Verbesserung der Wachstumsstiirke er-
fahren haben, als negativ solche, die keine Verinderung zeigten. Die
zwischen den Kulturen ¢, o und d der Abb. 18 eingezeichneten Striche
entsprechen feinen Glasstreifen aus Deckglisern, die die Kulturen gegen
einander abblenden und gegenseitige Beeinflussungen verhindern
sollen.

Das eindeutige Ergebnis dieser Versuchsreihe lautet also, daf die ge-
meinsam von Extrakt und embryonalem Gewebe ausgehende deutliche
Wirkung sich der Erwartung entsprechend verhalt, sich ausschlieBlich
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Abb. 20. Beecinflussang des Wachstums durch Embryonalgewebe (im Schalenhals), zugefiihrt bei v
Die Bezeichnungen a—d beziehen sich auf Abb.18. Die Kurven gzeigen die nur gradlinig
wirksame Beeinfiussung. Hiithnerembryo vom 5. Tag. Kultur Xr. 210/12a—d. — Die aus Griinden
der Ubersichtlichkeit tibereinander gezeichneten Kurven haben verschiedene Lagen des Nullwertes.

geradlinig fortpflanzt und nicht anders als auf physikalisch-optische
GesetzmaBigkeiten bezogen werden kann. Auch hier sei besonders dar-
auf aufmerksam gemacht, dafi die Strecke zwischen Energiequelle und
der Kultur b aus naheliegenden Griinden grofer gewahlt war als die ge-
bogene Strecke zwischen Schalenhals und den Kulturen ¢ und d.
Wenn die bisherigen Beobachtungen und die daraus abgelesenen
Folgerungen richtig sein sollten, dann miilten auch Reflektionswir-
kungen der nachgewiesenen Energie zu erhalten sein. Allerdings schien
es moglich, daf die Undurchlissigkeit des Glases fiir die nachgewiesenen
Einfliisse Glasspiegel zu solchen Versuchen ungeeignet machte und Me-
tallspiegel vorzuziehen waren. Aus solcher Uberlegung entstand eine
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letzte Anordnung, die eine Bestétigung der Befunde bringen sollte und
die in Abb. 21 dargestellt ist.

In Petrischalen wurden in einen Untergufl von Agar Glaswinde ein-
gebracht, die den ausgezogenen Linien der Zeichnung entsprechen. Die
fettgedruckten Linien geben die Stellung kleiner Metallspiegel an,
die 1 und 2 cm Seitenldnge haben. Die punktierten Linien sind dazu be-
stimmt, zusammen mit entsprechenden, am Boden der Petrischale auien
angebrachten Hilfslinien, die genaue Orientierung der einzelnen Teile
zueinander wihrend des Versuches
zu ermoglichen. Das war erforder-
lich teils zum nachtriglichen An-
bringen der Spiegel, teils zur Nach-
priifung der richtigen Lageverhalt-
nisse einzelner Teile, insbesondere
beim Einpflanzen der Kulturen.
Der Anordnung liegt eine genaue
geometrische Zeichnung zugrunde,
in der die Spiegelstellung und Blen-
denwirkung bestimmt worden ist.
Die Feldmitte ist als Wirkungs-
zentrum gedacht und zur Auf-
nahme der wirkenden Stoffe be- Abb. 21,
stimmt. Die nicht abgeblendeten
Kulturen ¢, ¢, e, g miilliten bei vorhandener Wirkung eine Beeinflussung
ihres Wachstums im Sinne der Verbesserung erfahren. Die abgeblen-
deten Kulturen & und j miilten unbeeinflufit bleiben, die Kulturen
d und & miifiten nach dem Anbringen der Spiegel eine VergriBe-
rung der Wachstumsstiirke zeigen. Diese VergréBerung kann aber nur
auf Spiegelwirkung zuriickgefiihrt werden, wenn Beeinflussungen der
Nachbarkulturen a, ¢, ¢ und g auszuschlieBen sind. Dieses geschah da-
durch, daf die Kulturen, deren Einfluf} unerwiinscht war, gelegentlich
durch eingebrachte Glaswinde abgeblendet oder zumeist vollstéindig
entfernt bzw. gar nicht erst eingepflanzt wurden. Obgleich der Versuch
nur 4mal durchgetfithrt werden konnte, war bei der Anzahl der Explan-
tate geniigend Gelegenheit gegeben, simtliche Moglichkeiten der An-
ordnung zu verwirklichen und mehrfach zu wiederholen.

Die mit Agar ausgegossenen Schalen wurden probeweise in den Brut-
schrank gebracht, nachdem die Glaswéinde der Schilderung entsprechend
angeordnet waren und die von den Glaswénden umstellte Schalenmitte
von dem erstarrten Agar wieder befreit worden war. Stellte sich heraus,
daB diese Vorbereitungen nicht zu einer Infektion der Schale gefiihrt
hatten, so wurden die zum Versuch gewihlten Explantate bekannter
Wachstumsstéirke an den vorgesehenen und aus der untergelegten
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Zeichnung genau abgelesenen Stellen im Plasma eingepflanzt. Die dann
in der iiblichen Weise folgenden Messungen und Ubertragungen machten
tiir einen Teil der Explantate den anzustellenden Versuch aus. Fiir den
Spiegelversuch mit den Explantaten d und % wurden diese mehrere Tage
lang in den Schalen gemessen, notigenfalls gegen Nachbarkulturen ab-
geblendet. Nachdem ihre unbeeinfluBite Wachstumsstarke sicher-
gestellt war, wurden die Spiegel eingebracht. Dieser schwierigste Teil
des Versuches scheiterte, von 4 Fallen abgesehen, daran, dafl entweder
der Spiegel nicht richtig stand oder beschlagen war und mit keimfreier
Watte abgewischt werden mufBite und jedenfalls zwischen Schale und
Instrumenten so oft hin und herging, dafl ausgiebige Infektionsmaoglich-
keiten gegeben waren. Als wirksame Substanz wurden wie vorher
Embryonalgewebe und -auszug verwendet, indem in der Schalenmitte,
die frei von Agar war, auf dinner, mit Auszug durchtrinkter Watte-
schicht das Embryonalgewebe aufgelegt wurde. Die Schalen wurden in
andere, weitere gestellt, in denen sich Paraffinum liquidum befand, das
vor dem Verdunsten ven Flissigkeit schiitzen sollte.

Die Ergebnisse der Versuche zeigen die Abb. 22, 23 und 24. Sie ent-
sprechen genau den Voraussetzungen und zeigen eine direkte Beein-
flussung der Kulturen a, ¢, ¢ und g und eine indirekte, auf die Mitwirkung
des Spiegels zu bezichende der Kulturen d und %. Sie zeigen endlich die
Undurchlassigkeit des Glases an den Kulturen b und j.

Die Richtigkeit der aufgestellten Behauptung, dafl es sich um Beein-
flussungen handeln miisse entsprechend physikalisch-optischen Gesetz-
miiBigkeiten, ist damit wohl bewiesen. Die Moglichkeit der experimen-
tellen Bestatigung ist natiirlich noch lange nicht erschépft. Weitere solche
Moglichkeiten sind vor allene mit der Verwendung von Quarz und Ge-
fafen aus solchem Material gegeben. Solche Versuche sind vorgesehen.

Hinausgeschoben sind auch weitere Arbeiten, die sich mit dem physi:
kalischen Nachweis der gefundenen Energie beschaftigen sollen. Es ist
gesagt, worden, inwiefern dieser Nachweis nicht unbedingt gefordert
werden mufl. Da er aber nicht im voraus als unmdglich bezeichnet werden
kann, so wird man ibn wenigstens versuchen. Dazu gehért eine Vor-
stellung vom Zustandekommen der Beeinflussung. Vielleicht sind an
ihrer Entstehung lebendige Zellen beteiligt. Die fehlende Wirkung des
reinen Embryonalauszuges spricht daftic. Wie sich beweisen lief3,
wirken herausgeschnittene iiberlebende Embryonalteile eine nicht
niher bestimmte Zeit lang, aber es ist anzunehmen, dall sie jedenfalls
kaum lange genug wirken, um den photographischen Nachweis zu er-
méglichen. Dieser wiirde ja eine der néchst gelegenen Nachweisarten
sein. Die meiste Aussicht wiirde zweifelsohne bieten, den photographi-
schen Nachweis am lebenden und unbeschadigten Embryo zu versuchen.
Diesen auBerhalb des Uterus oder der Eischale lange lebend zu erhalten,
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ist aber bekanntlich nicht moglich. Dagegen gelingt es ohne allzu grofle
Schwierigkeiten am bebriiteten Hiihnerei, in die Kalkschale ein Fenster
zu schneiden, das man aseptisch anlegt und mit sorgfaltig aufgekittetem
Glase verschlieBt. Man beobachtet durch das Glasfenster hindurch
Herztatigkeit und GroBenzunahme und iberzeugt sich leicht davon,
daBl dieser Embryo tagelang weiterlebt. In diesem Stadium der Vor-
versuche befindet sich zur Zeit die Frage des photographischen Nach-

weises. Wird an Stelle des Glas- 5
fensters ein solchesaus Quarzgesetzt, 4 e <
8o miiBten die erfiillbaren Vorbedin- 3 ol
gungen zum Versuch vollzihlig ge- ,
geben sein. Selbst wenn man damit 5
rechnet, dalB tagelange Belichtungs- y “
zeiten erforderlich sind, so bestehen 5 | i
dafiir keine grofleren Hindernisse L— =
mehr. Es bleibt aber abzuwarten, i
ob bei allen erfiillten Bedingungen ‘ A —
5 © g /] // a4
P /\ /\ ” i 4
4 / S 2
NI
3 3
; /] N ul - At
s 3 d
| 29N
8t /] S
< / / % oy
R 7 ) P
3 3 / J = \\/
N AT 8
z ; 4
X :g y .
N < &
N 3 N I
N —— L™ N—L— i
NE) / z
Y
: ) | .
4 \'l' 2 / \‘
4
N -]
z // 3 /“ N //\ 74
0 Z ¥ ¢ 8 W 12 #iage e Toge

Abb. 22. Beeinflussung des Wachstums durch riumlich getrennt (am 5. Tag) angebrachtes
Embryonalgewebe. Vgl. Abb. 21 Kulturen a, ¢, ¢ und g. Hithnerembryo vom 5. Tage. Kulturen
281/5a—d.

Abb. 28. Anderung des Wachstums nach dem Aufstellen der Spiegel am 5. Tage. Keine Beein-
flussung durch das Embryonalgewebe vorher. Vgl. Abb.21d und 4. Hiihnerembryo vom 5. Tage.
Kuituren 231/9a; 238/2a und f; 283/6c.

Abb. 24. Keine Beeinflussung durch Embryonalgewebe oder Nachbarkulturen beim Abblenden
durch Glaswinde. Vgl. Abb. 215 und . Zugabe von Embryonalgewebe am 5. Tage. Hiihner-
embryo vom 5. Tage. Kulturen 231/2 a und f; 281/9 b und 283/2 c. ‘
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die Wirkungen des Embryos ihrer Stirke nach ausreichen und eine
solche Richtung nehmen, um den photographischen Nachweis zu er-
moglichen. Diesen wird man aus guten Griinden voranschicken, um erst
dabei zu ermitteln, ob fiir interferometrische Messungen und andere
mdgliche Arten der weiteren Untersuchung Aussicht auf Erfolg besteht.

Aber auch ohne weitere Bestétigung ergibt sich aus den biologischen
Versuchen mit aller wiinschenswerten Klarheit, da beim embryonalen
Gewebe das Wachstum unter Mitwirkung von Einfliissen geschieht, die
physikalisch-optischen Gesetzen gehorchen.

Dieses zuniichst so unerwartete Ergebnis fiigt sich in den Rahmen
unserer allgemeinbiologischen Anschauungen ohne Schwierigkeiten ein.
Um etwas Neues handelt es sich dabei gar nicht. Abgesehen von dem
Vergleich dieser Energiequelle mit der gleichartigen in den Leucht-
organen von Tieren finden sich auch sonst geniigend Beispiele dafiir,
daf die nachgewiesene Energie im embryonalen Gewebe nichts AuBer-
gewohnliches darstellt. Bekanntlich sind chemische Vorginge zur
Bildung solcher Energie befshigt, und es ist gelaufig, sich die Stoff-
wechselvorgiinge im Organismus mit einer Unzahl chemischer Prozesse
verkniipft zu denken. Es ist weiter dann nicht einzusehen, warum sich
darunter nicht auch solche befinden sollten, die die genannte Energie frei
werden lassen. Auch der Einfluf} dieser Energie auf chemische Vorgénge
ist so wenig neu, wie ihr EinfluB auf biologisch-chemisches Geschehen.

Wichtiger als solche Beachtung allgemeiner Gesichtspunkte ist die
Stellungnahme zu den Arbeiten von Gurwitsch, die in ihren Ergebnissen
engste Beriithrung mit den dargestelllen Untersuchungen haben. Die
zuletzt genannten von diesen, die Anordnungen entsprechend den Abb. 18
und 21, sind nach dem Kennenlernen der Arbeiten von Gurwiisch und von
diesen beeinflufit entstanden.

AnschlieBend an theoretische Erwigungen findet Gurwitsch Verlauf,
Zahl und Ort der Mitosen dazu geeignet, etwas iiber die Dynamik der
Zellteilung zu erfahren. Das verwendete Material ist embryonales Ge-
webe, besonders pflanzliches. Es zeigt sich, dafl die Mitosen, die ausge-
zéhlt und ihrem Orte nach auf Karten eingezeichnet werden, in rhyth-
mischen Schiiben auftreten. Die Zellen teilen sich gleichzeitig oder gar
nicht. Diese Rhythmen sind zum Teil nicht unmittelbar, sondern erst
mittelbar festzustellen, da sie sich unter Umstinden iiberlagern. Aus
ihrem Vorhandensein wird darauf geschlossen, dafl die zur Zellteilung
fithrenden Bedingungen zerlegt werden konnen in Moglichkeitsfaktoren
und in Verwirklichungsfaktoren. Die ersteren sullern sich als Teilungs-
bereitschaft, die Verwirklichungsfaktoreninden Anfrieben, die Rhythmen
der Zellteilung entstehen lassen.

Samtliche teilungsbereite Zellen teilen sich beim Auftreten des rhyth-
mischen Impulses, und bei den nicht teilungsbereiten findet die Mitose
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erst beim nichsten Antrieb statt, Also ist ein auBlerhalb der Zelle gelege-
ner verwirklichender Faktor vorhanden. Dessen Wirkungsfeld ist nach
Aussage von Karten, die den Ort der Mitosen angeben, immer dekre-
mentlos und homogen, d. h., es entspricht nicht einem chemischen,
sondern einem physikalischen Kraftfeld. Der Teilungsreiz kann demnach
nicht chemischer Natur sein.

Bei der Zellreaktion, die nach experimentellen Brandwunden an der
Froscheornea auftritt, entstehen Mitosen, die in der weiteren Umgebung
der Wunde zahlreicher sind als in der niheren. HEs gehen also scheinbar
von der Wunde Hemmungseinfliisse aus, die sich auch nachweisen lassen
durch die gegenseitige Beeinflussung mehrerer und verschieden alter
Wunden In solchen Versuchen zeigt sich weiter, dafl die von Wunde zu
Wunde wirksamen Faktoren sich nur geradlinig fortpflanzen und gerade-
zu Schatten werfen konnen. Der seiner Richtung nach an einer Wunde
vorbei sich fortpflanzende Reiz wirkt auch jenseits der Wunde. Aber er
biegt nicht um und betrifft ausschlieBlich ein geradlinig begrenztes Ge-
biet.

An Pflanzen gelingt es ferner, Wurzeln in Glasréhren hineinwachsen
zu lassen, die so gebogen sind, dafl bei ausschlieBllich geradliniger Fort-
pﬂar‘lzung des Teilungsreizes Stellen groBer Wirkungsstirke und
andere von geringerer entstehen miissen. Bei nachtriglicher histolo-
gischer Untersuchung und Bestimmung der Orte der Mitosen finden sich
vermehrte oder verminderte Mitosenzablen an den der Rechnung ent-
sprechenden Stellen. Indem es endlich gelingt, den Strahlungsgesetzen
entsprechende Induktionswirkungen nachzuweisen, die zwischen rdum-
lich getrennten Wurzeln stattfinden, scheint sichergestellt zu sein, daf3
es sich bei den extracelluliven Teilungsfaktoren um Strahlungen handelt,
die als ,,mitogenetische Strahlen‘ bezeichnet werden.

Hs folgen weitere Untersuchungen fiiber die induzierenden Wir-
kungen, die Diffraktionsverhiltnisse und Dispersion, Feststellung der
Durchléssigkeit verschiedener Medien fiir die gefundenen Strahlen und
anderes. Die Wellenlinge wird ungefihr mit 1900—2000 Angstrom
angegeben. Spiegelversuche millingen bei der Verwendung von Mikro-
skopspiegeln. Das Strahlungszentrum wird in der Zwiebelwurzel an-
genommen. Analogien zum histologischen Ursprungsort und der Ent-
stehungsweise der Strahlungen bei Leuchtorganen von Tieren werden
gefunden. Auch Induktionswirkungen zwischen Pflanze und Tier sind
beschrieben. Im ganzen aber werden Untersuchungen an Tieren wegen
zu groBer methodischer Schwierigkeiten als vorldufig unausfithrbar be-
zeichnet.

Gurwitsch selbst wertet seine Befunde nur vorsichtig und glaubt, nur
einen von mehreren Faktoren gefunden zu haben. Besonders mit Riick-
sicht auf die Lehre Haberlondis von Wundhormonen wird das betont
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und das Verhaltnis beider Faktoren zueinander erwogen. Auch wird
ausdriicklich gesagt, daB nur Zellteilungsbedingungen gefunden sind,
von denen noch nicht behauptet werden kann, da sie Wachstumsbe-
dingungen darstellen.

Der von Gurwitsch und seinen Schiilern gefithrte Nachweis mitogene-
tischer Strahlen steht offenbar in enger Berithrung mit den hier nach-
gewiesenen physikalischen Wachstumsbedingungen. Wenngleich es aber
anch selbstverstindliche Pflicht ist, diese Beziehungen zu betonen, so
muB} doch gleichzeitig hervorgehoben werden, daf die Angaben von Gusr-
witsch von seiten der Anatomen wiederholt bestritten worden sind und
nur seltene, bisher jedesmal ablehnende Nachuntersuchungen erfahren
haben. Schon beim Lesen der Mitteilungen Gurwitschs entstehen Be-
denken gegen einige seiner Angaben und in der Nachpriifung, besonders
durch Frederikse, lieBen sich schwerwiegende Einwinde gegen Gur-
witsch erbheben.

Hier, bei den Arbeiten an der Gewebekultur, fanden sich zunichst
unabhéngig von Gurwitsch physikalische Einfliisse auf das Wachstum,
und wenn diese hinterher mit der &lteren Beschreibung dhnlicher Ein-
fliisse verglichen werden, so geschieht das mit allem Vorbehalt und nicht
in der Absicht einer bestétigenden Nachuntersuchung. Zwar scheinen
die Ergebnisse an der Gewebekultur in erforderlichem MaBle eindeutig
zu sein, aber mit Ricksicht auf Verschiedenheiten der Verfahren darf
daraus eine Bestatigung der Angaben von Gurwitsch nicht ohne weiteres
abgeleitet werden. Auch ist zu beachten, daff Wachstum und Zellteilung
nicht zwangsldufig verbundene Vorgénge sind. Vielmehr besitzt die Zell-
teilung zundchst nur die Bedeutung der OberflichenvergroBerung und
steht damit noch nicht in untrennbarem Zusammenhang mit Wachstums-
vorgéngen. .

Die Bedeutung der nachgewiesenen Energie fiir das Wachstum la8t
sich noch nicht iibersehen. Vorldufg ist nur der Nachweis eines Wachs-
tumsfaktors sichergestellt. Aber wie eingangs besprochen wurde, setzen
wir eine groBe Zahl solcher Faktoren voraus, und welche Rolle der ein-
zelne fiir das Wachstum spielt, bleibt weiter eine unbeantwortete Frage.

Ob es mdaglich sein wird, auf dem beschrittenen Wege weiter vorzu-
dringen, 186t sich noch nicht iibersehen. Daf} es versucht wird, bedarf
kaum der Erwihnung. Und daf der erfolgreiche Versuch méglicherweise
zu weiteren Ergebnissen fithren kann, darf man vermuten. Ob aber und
wie solche Untersuchungen ausfithrbar sein werden, ist angesichts der
groBen methodischen Schwierigkeiten vorerst fraglich.

Zusammenfassend 146t sich also sagen, daB sich benachbart wachsende
Gewebekulturen in einer Weise beeinflussen, die nicht als stoffliches
Geschehen irgendwelcher Art gedeutet werden kann. Vielmehr zeichnen
sich die von einer Kultur zur anderen wirkenden Kriafte dadurch aus, daB
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sie sich ausschlieBlich geradlinig fortpflanzen. Sie gehorchen ferner den
Reflektionsgesetzen und miissen als physikalisch-optische Einfliisse ge-
deutet werden. Es entsteht die Vorstellung, dafi es sich um Krifte
handelt, die aus chemischen Umsetzungen bei Stoffwechselvorgingen
hervorgehen und mutmaBlich ihrerseits erneut in das chemische Ge-
schehen bei der Bildung oder Aufnahme der Aufbaustoffe eingreifen. Ob
die nachgewiesenen Kriite eine fiir den Wachstumsvorgang wesentliche
oder untergeordnete Bedeutung haben, 1Bt sich noch nicht beurteilen.
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