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Die urspriinglich scharf gegeneinander abgegrenzten Theorien iiber
die Frage der extra- oder intracelluliren Genese der Mesenchymfibrille
sind in der letzten Zeit sehr verschwommen geworden. Die prézise
Formulierung und unzweideutige Entscheidung, die Henle, Kolliker,
Ranvier, Merkel, v. Ebner einerseits und Schwann, Meves u. a. anderer-
seits glaubten aufstellen zu kénnen, haben mehr und mehr Uberlegungen
Platz gemacht, die einer klaren Stellungnahme in der einen oder der
anderen Richtung ausweichen. Die Hauptschuld an diesemn Umstand
tragt die gegenwirtige Krise des Zellbegriffes.

Es soll hier nicht im einzelnen verfolgt werden, wie der durch geniale
Arbeiten von M. Heidenhain gelockerte Bau der klassischen Zellehre
zum Schauplatz von Theorien wurde, deren heuristischer Wert ebenso
gering zu sein scheint wie ihre tatsichlichen Begriindungs- und Beweis-
moglichkeiten. Die ,,sogenannte Zelle* (Hueck) wurde zu einer von vielen
Organisationserscheinungen der lebenden Masse degradiert. Das Postulat
von der Einheitlichkeit der korperbildenden plasmatischen Substanz
machte die urspriingliche Fragestellung nach der extra- oder intra-
celluliren Fasergenese iiberfliissig, ohne eine neue Grundlage fiir die
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Erklirung des Vorgangs der Fibrillenbildung schaffen zu kénnen. Da-
durch, daB man der Grundsubstanz die Eigenschaften des ,,echten‘
Lebens zuerkannte, hat man die Frage nach der 47t der Entstehung
der interplasmatischen Strukturen keineswegs geférdert.

Ebensowenig befruchtend erwies sich die Vorstellung, die zwar die
grenzenlose Einheit von celluldren und intercelluliren Bestandteilen
des tierischen Korpers ablehnte und die Realitat des Zellbegriffes, die
Existenz eines Territoriums mit stabiler rdumlich begrenzter Wechsel-
wirkung zwischen Kern und bestimmten Zytoplasmaanteil anerkannte,
aber gleichzeitig die These vom Vorhandensein eines ,extracelluliren
Cytoplasmas aufstellte (Renaut 1893, Hansen 1899, Mall 1902).
Das Cytoplasma soll nicht nur in Zellen organisiert sein, sondern sich
auch auBerhalb des Zellkorpers und auBerhalb der syncytialen zelligen
Zusammenhdnge (Studnicke 1911) vorfinden. Diesem extracelluldr
gelagerten Cytoplasma kime entschieden die Rolle zu, Mutterboden
der gesamten Grundsubstanz zu sein. Die Fibrillenbildung geht laut
dieser Auffassung, falls sie nicht in den Zellen selbst stattfindet, in dem
auBerhalb des organisatorischen Bereiches der Zelle liegenden Cyto-
plasmas oder in der direkt von ihr abstammenden Grundsubstanz vor
sich (Hansen 1899, Studwicka 1902—1903, Hartmann 1910, La-
guesse 1921, Zawarzin 1926 u. a.). Von diesem Standpunkt aus er-
schiene der Widerstreit zwischen der extra- und intracelluliren Theorie
der Fasgergenese als ,jiiberwunden” und gegenstandslos (Wasser-
mann 1929). Denn die primire Entstehung der Mesenchymfibrille
geschihe immer ntraplasmatisch, sei es, daf sie im Endoplasma der
Mesenchymzelle oder in ihren exoplasmatischen Bildungen zuerst her-
vortrith. Das fibrillenbildende Exoplasma bedarf nicht einmal un-
bedingt der Zelle zu seiner formativen Tétigkeit. Und da die Grund-
substanz nach dieser Vorstellung immer protoplasmatischen Ursprungs
ist, kann der Schlu} gezogen werden, daB ,,die fibrillire Differenzierung
sowohl +n den Zellen wie auch in der Grundsubstanz ofne Zellen vor
sich gehen kann‘‘.

Diese Anschauung, die in der Abhandlung von Wassermann: ,Die
Differenzierung der lebendigen Masse (v. Mdllendorffs Handbuch der
mikroskopischen Anatomie) die schirfste Form gefunden hat, tiber-
briickt nur scheinbar die alten Gegensitze zwischen den Vertretern
der intra- und extracelluliren Theorien der Fasergenese. Thr Haupt-
mangel liegt darin, dal sie die Frage nach der Entstehung der Mes-
enchymfibrille allein auf den Wegen der formalen Histogenese zu lésen
versucht. Demgegeniiber muBl man mit besonderem Nachdruck be-
tonen, dall hinter den lebhaften Auseinandersetzungen iiber das Thema
der Faserentstehung immer die Uberzeugung stand, dafi nicht der Ort
der Entstehung mabBgebend ist, sondern dafl im Hinweis auf die Tat-
sache der Entstehung der Fasern innerhalb oder auBerhalb der Zelle
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die Fragen nach der Art der Entstehung beantwortet werden kdnnten.
Nicht auf dem Wo, sondern auf dem Wie lag das innere Gewicht der
Untersuchungen. Durch ,die extreme Ausdebnung des Zellbegriffes
auf die Intercellularsubstanzen (Patzelf 1925) verlor zwar die Ant-
wort auf die Frage nach dem Ort der Entstehung entschieden an Dring-
lichkeit, fir die Erklarung der Art der Entstehung wurde aber nichts
gewonnen.

Nach der heute allgemein verbreiteten Vorstellung entstehen die Fasern
also nicht nur innerhalb der Zelle, sondern auch in der aus der Zelle stammen-
den intercelluldren Substanz, in der Grundsubstanz selbst. Sie ist fahig,
mit oder ohne unmittelbare Beteiligung der Zelle sich fibrillir zu diffe-
renzieren.

Diese durch viele Beobachtungen erhirtete Tatsache bedarf noch
dringend einer weiteren Ausarbeitung. Zwar wurde der Vorgang der
Umwandlung eingehend beschrieben, die Krafte aber, die diesen morpho-
logisch in allen Einzelheiten beschriebenen Prozell einleiten, die Be-
dingungen, unter denen die Faserdifferenzierung sich verwirklichen
kann, der chemisch-physikalische Bau des Substrates, das diesem Vor-
gange zugrunde liegt, ist uns fast vollig unbekannt geblieben. Der
morphologischen Ausarbeitung des Problems muf} eine physiologische
Analyse des Prozesses der Faserbildung folgen. Die Aufgabe der neuen,
funktionell orientierten Morphologie ist d'e kausale Analyse des Vor--
ganges, dessen duflere Umrilformen durch zahlreiche Untersuchungen
schon eingehend geklért sind.

Die Theorien der Fasergenese sind untrennbar gebunden an die Vor-
stellungen iiber den Bau und die histogenetischen Schicksale der Grund-
substanz tiberhaupt. ¥s besteht jetzt allgemein die Neigung, diese
scharf von der intercelluliren Flissigkeit oder den Gewebssiften zu
trennen. Nur die geformten Substanzen, die aus dem lebenden Proto-
plasma stammen, auf Zellen bzw. Zellsyncytien zuriickgehen, vermogen
sich als echte Grundsubstanz zu differenzieren, vermogen die Struk-
turen neu zu bilden. Die Gewebslymphe, die intercellulire Fliissigkeit,
das Blutplasma, die Zellsekrete sind ,,tot* und als solche zur Differen-
rierung nicht fahig.

Diese vollig willkiirliche Trennung ist heute duBerst schwer aufrecht-
zuerhalten. Wenn man bedenkt, wie kompliziert die Funktionen eines
Fermentpartikelchens, wie ungemein verwickelt die Vorgénge in einem
kolloidalen Substrat wie Gewebslymphe oder Blutplasma sind, so er-
scheint es weit tiberholt, den einen oder anderen Teil des Organismus
oder der Gewebe zu etwas Lebendigem oder Unlebendigem zu stempeln.
Fiir denjenigen, der die Umbildungsvorginge am organischen Substrat
nicht durch geheime Lebenskrifte, sondern durch streng bestimmbare
physikalische und chemische Faktoren geleitet sieht, ist ohne weiteres
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denkbar, daf die Organisierung einer Mesenchymfibrille innerhalb Ab-
kémmlingen des Protoplasmas, sowie in anderem, mit dem Protoplasma
in keiner unmittelbaren Beziehung stehendem Material ablaufen kénnte,
daB neben Protoplasmaumbildungsprozessen (,,Umbildungstheorie*‘) auch
zahlreiche andere Momente an der Histogenese der Mesenchymfibrille
beteiligt sein diirften.

Zwar kénnen wir nach den Untersuchungen von Laguesse, Studnickes
u. a. als gesichert betrachten, dafl die protoplasmatischen Netze und
Lamellen, daf sich in Grundsubstanz umgewandelte protoplasmatische
Anteile der ,,Gesamtzelle” bei dem Vorgang der Fibrillenbildung weit-
gehend beteiligen, aber ebenso sicher und kaum anders vorstellbar ist
die Tatsache, dal die Grundsubstanz bestéindig von geldsten Stoffen
mannigfacher Art durchtrinkt ist, daf die Kérperflissigkeiten — Plasma
und Lymphe — ibren stdndigen Bestandteil bilden, daB die celluldren
Sekrete, zahlreiche Fermente, Ausscheidungsstoffe und Stoffwechsel-
schlacken zu ihrer Bildung in hohem Mafle beitragen (Biedermann
1917). Wir haben keinen Grund, das wngemein mannigfach zusammen-
gesetzte interplasmatische Miliew nicht als einheitliche Realildt zu be-
trachten und bei Beziehung des Fibrillenbildungsvorganges auf dieses
Substrat eine willkiirliche Trennung in bildungsféihige ,lebendige* und
bildungsunféhige ,,tote’ Teile durchzufiihren, sondern wir miissen unsere
Betrachtung der Gesamtheit der interplasmatischen Masse widmen.
Dann bleibt die urspriingliche Fragestellung vollauf zeitgemiB, denn
die Grundfragen, die am Anfang der Erforschung der Fibrillengenese
standen, die Frage, ob die Fibrillenbildung extra- oder intracellulir
stattfindet, ob die Grundsubstanz als solche, ohne Riicksicht auf thren
celluliren Ursprung, zur Fibrillenbildung befihigt ist, welche Rolle die
Zelle bei dem Vorgang der fibrilliren Differenzierung der Grundsubstanz
spielt, wurden zwar zuriickgedréingt, aber durchaus nicht geldst.

Es muBl ausdriicklich betont werden, dafl fir die Ausbildung der
Vorstellungen tiber die Entstehung der Mesenchymfibrille die Art des
Materials, das den Untersuchungen zugrunde lag, von groBter Be-
deutung war. Die Wahl des Untersuchungsobjektes (Chordascheide
der niederen Fische — v. Ebner, Geriist des embryonalen Glaskérper-
gewebes — v. Szily, Zahnpapille von Selachiern — Studnicke, subcutanes
Bindegewebe der Selachierembryonen — Laguesse, entziindliche Binde-
gewebsneubildung bei niederen Tieren — Zawarzin und seine Schule,
um nur einige wichtige Etappen herauszugreifen), spielte eine kaum zu
verleugnende Rolle fiir die entsprechende Entscheidung. Wie ver-
schieden aber auch die Untersuchungsobjekte sein mégen, die Ver-
hiltnisse im tierischen Korper bleiben immer uniibersichtlich und ver-
schwommen. Immer wieder wird sogar von den Vertretern der Theorie
des Exoplasmas betont, dal die wirkliche Abgrenzung der echten Grund-
substanz vom Exoplasma, sowie die Unterscheidung zwischen dem
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eigentlichen Cytoplasma von exoplasmatischen Gebilden auf fast un-
iiberwindliche Schwierigkeiten st6ft (Hartmann 1910, Zawarzin 1926,
Wassermann 1926 u. a.).

Die Voraussetzung fiir die eindeutige Klirung des Problems der
Fibrillenentstehung ist das Auffinden eines Objektes, an welchem sich
die fibrillenbildenden Vorgénge in vollem Umfange abspielen und an
dem gleichzeitig die Beziehungen zwischen den Zellen und den ,,exo-
plasmatischen® Bildungen leicht zu {bersehen sind. Diese Verhdlinisse
sind in Kulturen der mesenchymalen Gewebe gegeben, und zwar in un-
erreichbar klarer Form. Der Forscher findet hier die Bedingungen, die
die experimentelle Entscheidung der Frage der Fibrillengenese in hohem
MaBe begiinstigen.

Eine Kolonie der Bindegewebszellen in vitro weist in ihrem Aufbau
dhnliche Verhiltnisse auf, wie sie jedes undifferenzierte Mesenchym in
vivo bietet. Sie stellt ein in einem halb flissigen, halb festen Substrat
ausgespanntes Zellnetz, ein in eiweillreicher kolloidaler Masse schweben-
des zelliges Maschenwerk dar. Uber die Art, wie die einzelnen Zell-
individuen dieses Netzwerkes vereinigt sind, herrschen keine klaren
Ansichten. Nach manchen Anschauungen bilden die Zellen ein syncy-
tiales Geflecht (Carrel, A. Fischer, v. Mollendorff), nach anderen stehen
sie zwar in gewissem Kontakt miteinander, bewahren aber dabei ihre
Selbstandigkeit: ,,adherent reticulum® (Levi 1918, 1923, Lewis 1922).
Die einzelnen Zellen der Kultur sind jedoch stets bis in ihre feinsten
Auslaufer von der plasmatischen Umgebung abgrenzbar. Jeder Zell-
fortsatz, jede vom Zelleib sich ausbreitende Membran ist in ungefiarbtem
wie in gefdrbtem Zustande klar und gut erkennbar. Von gleicher Wichtig-
keit ist auch der Umstand, dall das scharf von der Zelle abgrenzbare
Milieu in seinen Eigenschaften und seiner Natur genau bekannt ist und
in breiten Grenzen experimentell verindert werden kann. Hier ist in
klaren, experimentell vollig iibersichtlichen Bedingungen die Zelle als
solche dem die Zelliicken ausfillenden Substrat gegeniibergestellt.

Nach den grundlegenden Untersuchungen von Maximow (1928 bis
1929) kann es als gesichert gelten, dafl die Gewebekulturen nicht nur
zur Fibrillenbildung fihig sind, sondern auch in hohem MafBe eine
fibrillenbildende Téatigkeit ausiiben. Wenn auch das Geschehen in der
,Kultur sich nicht unmittelbar mit der Histogenese innerhalb des
Korpers vergleichen 186t (Wassermann 1927), so ist doch der Forscher
von heute verpflichtet, die im ¢n wilro-Versuch in beinahe schematischer
Ubersichtlichkeit ablaufenden Prozesse entsprechend zu beriicksichtigen.
Denn wenn auch die dulleren Formen der sich 4n witro abspielenden
Vorgange von denen ¢n wvivo grundverschieden sein kénnen, so sind
doch die Prinzipien, die die Fibrillenbildung beherrschen, immer die
gleichen.
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Das Ziel unserer Untersuchung ist demnach die méglichst eingehende
Erkenntnis der Genese der Bindegewebsfibrillen in der Kultur, und
zwar sowohl ihrer duBeren Formen als auch des ihr zugrunde liegenden
Mechanismus iiberhaupt. Fiir die Gestaltung der Arbeit waren folgende
Hauptpunkte leitend:

1. Wie sind die strukturellen Eigenschaften des Milieus, in welchem
die fibrillenbildenden Vorginge sich abspielen, und was fir Struktu-
rierungspotenzen liegen in ihm ?

2. In welcher Form bilden sich die fibrilliren Strukturen m witro
und was fiir Bezichungen bestehen zwischen den Faserstrukturen und
Zellen ?

3. Welches sind die Wechselbeziehungen zwischen den Zellen und
dem umgebenden Medium und welches ihre Bedeutung vom Standpunkt
der Fibrillengenese ?

Die zahlreichen Teilfragen lassen sich alle in das gegebene Schema
einordnen.

Die Struktur des Plasmamediums der Gewebekultur.

Es ist iiblich, in der Gewebeziichtung vom Plasmakoagulum als von
einem feinstrukturierten dreidimensionalen, aus Fibrinfiden bestehen-
den Netzwerk zu sprechen und diese Fibrinfiden als Stiitzgeriist fiir
die in vitro wachsenden Zellen zu betrachten (Carrel, A. Fischer). Obwohl
die Mehrzahl der Forscher im Anschluf an die klassische Vorstellung
die netzige oder fibrillire Plasmastruktur als gegeben annimmt (Mozi-
mow 1928, Huzelle 1929, Ludwig 1930, usw.), fehlt es uns fast
ginzlich an systematischen Untersuchungen iiber den Aufbau des
Kulturmediums, die diese Anschauung rechtfertigen kénnten. Die Ar-
beiten Bastsells (1917), des einzigen Autors, der sich mit diesem Problem
eingehend auseinandersetzte, scheinen allein die Auffassung iiber den
fibrilliren Bau des Kulturmilieus experimentell begrinden zu konnen.

Nach den Untersuchungen von Baitsell weist das von ihm zur Ziich-
tung verwandte Froschplasma im Dunkelfeld ein Netzwerk von Fibrin-
faidchen oder eine aus feinsten Fibrinnddelchen bestehende Struktur
auf. Bei Férbung nach Mallory nach vorangehender Fixierung mit
Zenkerscher Flissigkeit lassen sich diese feinsten Netzstrukturen leicht
darstellen. Diese Fibrinnetze erfahren bei mechanischer Inanspruch-
nahme (Aufthingen des Koagulums in einer feuchten Kammer und
Beschweren mit Bleigewichten) wesentliche Verdnderungen, indem sich
die einzelnen Fiddchen zu dickeren welligen Biindeln zusammenlagern.
Obgleich Baitsell aus der Tatsache der Umwandlung des Fibrinnetzes
zu faserigen Strukturen weitgehende und zu den allgemein herrschenden
Vorstellungen in scharfem Widerspruch stehende Sechliisse zog, fand
seine Arbeit keine besondere Beachtung. Seine Versuche wurden weder
nachgepriift noch fortgesetzt.
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In allerletzter Zeit werden sogar Stimmen laut, die die Vorstellung
von einem faserigen Bau des Gewebekulturmediums iiberhaupt ab-
lehnen. So betont Bofill- Deulofew (1932) in einer vor kurzem erschienenen
Arbeit ausdriicklich, daf} das plasmatische Milieu seiner Kulturen ginz-
lich strukturlos sei. Es gelang ihm weder mit dem Weigerischen Ver-
fahren, noch durch Versilberung nach der Methode von del Rio Hortega
in zellfreiem Plasmakoagulum irgendwelche faserige oder netzige
Strukturen zur Darstellung zu bringen. Er glaubt daraus schlieBen
zu diirfen, daf die Behauptung des Bestehens eines Fibrinnetzes im
Plasmakoagulum ,Jediglich auf irrtiimlicher Annahme beruht*.

Da dem Medium der Gewebekulturen das geronnene Blutplasma
als standiger und wichtigster Bestandteil zugrunde liegt und es allein
die Struktur des Kulturgerinnsels bedingt, erscheinen uns diese Er-
orterungen iiberholt; es wurde mnémlich tbersehen, daf das Problem
der Struktur des Plasmakoagulums in Untersuchungen auf dem Gebiete
der Blutgerinnungslehre eine eingehende Awusarbeitung bereits ge-
funden hat. ;

A. Mayer (1907) konnte erstmsdlig bei Dunkelfeldbeleuchtung als erste An-
zeichen der Gerinnung das Auftreten kleiner sich zu Reiben agglutinierender
Fibrinkérnchen beschreiben. Stibel (1914), dem wir besonders eingehende Studien
des mikroskopischen Bildes des Gerinnungsvorganges verdanken, sab bei ein-
tretender Gerinnung das Fibrin in deutlicher Nadelform sich ausscheiden. Die
Nadeln haben die Eigenschaft, sich miteinander zu mehr oder weniger weitmaschigen
Netzen zu verflechten. Auf Grund dieser Beobachtungen kam Stibel zu der Uber-
zeugung, dab es sich bei der Bildung des Fibrins um einen Krystallisationsprozel3
handelt, eine Anschauung, die bereits lange vorher von Virchow (1856) und von
Ranvier (1875) ausgesprochen und von Schimmelbusch (1885) auf Grund seiner
mikroskopischen Studien des Blutgerinnungsprozesses vertreten wurde. Die Beob-
achtungen von Stibel fanden eine weitgehende Ausarbeitung und Bestdtigung
(Howell 1914, Barrat 1920). Mangold (1924) und seine Schiler Kitamura (1924),
Masuda (1925) und Watonabe (1925) beschrieben charakteristische Abweichungen
in der Struktur des Plasmagerinnsels bei verschiedenen Tierspezies und unter
pathologischen Bedingungen.

Alle Untersucher stimmen miteinander darin iiberein, daB das Auf-
treten von feinsten Fibrin-, Krystallen als die erste Stufe des Vorgangs
der Plasmagerinnung zu betrachten ist, und daf diese beim weiteren
Verlauf der Gerinnung sich zu Fédchen und spéter zu Fibrinnetzen
zusammenschlieBen.

Dieses klassische Schema der Koagulumbildung ist aber nicht in allen
Fillen anwendbar. Hekma (1914—1916, 1932) konnte in einer Reihe
von Arbeiten zeigen, daB die Fibrin-Gelbildung nicht nur in Form eines
groben oder zarten Netzwerkes ablaufen kann, sondern daf das Fibrin
auch oft als eine echte vollkommen strukturlose Gallerte ausfillt.

,,Das Fibrin kann in verschiedenen Gelformen auftreten, und zwar
wéren ein gallertiges, ein elastisches und ein festes starres Gel zu unter-
scheiden. Das erstere ist strukturlos und optisch leer. Das Fibringel
kann leicht von einem Zustand in den anderen iiberfiihrt werden. So
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kann unter verschiedenen Einwirkungen ein gallertiges Gel in ein pektoses
umgewandelt werden, wobei die gelbildende Micelle weitgehend entquellen
mufl. Die entquollenen ,,Micellarkrystalle” ordnen sich in der Léangs-
richtung und treten dann als ultramikroskopische oder mikroskopische
Elemente auf. In strukturloser Gallerte erscheinen Kornchen, Flocken,
Membranen, Fadchen und Biindel. Dieser Umwandlungsprozefl kann
auf verschiedenen Entwicklungsstufen stehenbleiben. Barrat (1920) be-
richtet andererseits, dal} das in Fidchenform ausgeschiedene Fibringel bei
steigendem Alkaligehalt der Lésung allméhlich wiederum unsichtbar wird,
bis sich das ganze Fibrin in eine strukturlose Masse umgewandelt hat.
Uber ahnliche strukturlose Fibringerinnsel berichtet Howell (1921).

Es unterliegt also keinem Zweifel, dal} die Fibringele in verschieden-
artigster Form (strukturlose Gallerte, fédige Netze, feste Membranen)
ausflocken kénnen, und daB es sich dabel nur um verschiedene ineinander
dibergehende Zustinde ein und derselben Substanz handelt. In strukturlosen
Koagula kénnen fadige Strukturen erscheinen, ebenso vermdgen aber
die fadig strukturierten Blutgerinnsel sich in eine strukturlose Gallerte
wieder umzuwandeln. Die Struktur des Plasmagerinnsels kann also
nicht als besténdig, sondern nur als wandelbar betrachtet werden.

Dem unter normalen Bedingungen gebildeten Plasmakoagulum liegt
eine netzfaserige Struktur zugrunde. Diese Fasernetze konnen ohne
jede besondere Bearbeitung mittels Ultramikroskop beobachtet werden.
Sie lassen sich mit Weigertscher Fibrinfarbung darstellen.

Das Medium, das bei den meisten gewebsziichterischen Arbeiten
benutzt wird — das Plasma vom Huhn — nimmt in bezug auf seine
Strukturierung eine etwas abweichende Stellung ein. So beschreibt
Stiibel (1920), dafB auch in thm (bei der durch Hinzufiigen von Gewebs-
extrakt hervorgerufenen Gerinnung) zwar das Fibrin in Form von
zahlreichen winzigen Nédelchen, die gleichmiBig das ganze Gesichts-
feld erfillen, auftritt; aber im Gegensatz zu anderen Plasmen ist das
im Vogelplasma entstandene Fibrinnetz so schwach lichtbrechend und
so fein, dal} es sogar im Dunkelfeld nur duBerst schwer wahrgenommen
werden kann.

- Die Ursachen, warum das Vogelplasma ein abweichendes Verhalten
zeigt, sind ungekldrt geblieben. Wir mochten annehmen, dafl der feine Bau
des Geriistes des Hithnerplasmakoagulums mit seiner volligen Unféhig-
keit zur Retraktion (Vinci und Christoni 1909, Fuchs 1931) zusammen-
hingt. Die Morphologie des Blutgerinnsels wird anscheinend durch den Grad
der Syndrese, zu dem die einzelnen Fibrinfiden fihig sind, entscheidend
bestimmi. Da die Blutplittchen die ausgesprochene Eigenschaft haben,
die Syndrese des TFibrins zu begiinstigen, oder gar zu ermoglichen,
indem sie auf fermentativem Wege dem Fibrin die Kontraktionsfahig-
keit verleihen (Fondo 1928) oder indem sie nur den homogenen Aui-
bau des Fibrinnetzes rein mechanisch aufheben (Fuchs 1931), mull das
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vollkommen thrombocytenfreie Vogelplasma andere morphologische Be-
schaffenheit aufweisen als die Plasmen, bei denen infolge ihres Thrombo-
cytengehaltes die Fibrinkontraktion sich mehr oder weniger lebhaft
auswirks.

Die Fibrinausscheidung bei der Gerinnung von Plasma kann also
wn verschiedener Form erfolgen, je nach den physikalisch-chemischen Be-
dingungen, unter denen sie abliuft und je nach der Art des Plasmas selbst.
Es ist aber durchaus zuw erwarlen, daff eine Ausscheidung wvon groben
Fibrinstrukiuren, wie sie in strukturlosen Fibringelen vorkommt, unter

Abb. 1. Blutkuchen. Azan. Immer. Y55 OKk. 8. Leica-Aufnahme.

entsprechenden Bedingungen auch in metastrukturierten Plasmen (z. B.
Hiihmerplasma) aufireten kann.

Unbedingte Voraussetzung fiir unsere Untersuchungen war die genaue
Kenntnis des Substrats, in dem sich die fibrillenbildenden Vorginge
abspielen, des plasmatischen Milieus, in dem die Zellkulturen sich ent-
wickeln. Wir haben deshalb versucht, systematisch zu verfolgen, wie
das Plasmagerinnsel der Kulturen sich unter verschiedenen Bedingungen
morphologisch verhalt.

Wir benutzten dazu Paraffinschnitte von formol- und zenker-
fixiertem Material; sie wurden nach der Methode von Foot und nach
Maresch- Bielschowsky versilbert, nach dem Heidenhainschen ,,Azan®-
Verfahren sowie nach der Fibrinfirbungsmethode von Weigert gefirbt.

Zum Unterschied vom gewohnlichen Blutkuchen mit seinem breiten
und starren Fibrinmaschenwerk, das aus wirr angeordneten Septen und
den in ihm eingeschlossenen Blutzellen besteht (Abb. 1), bietet das voll-
kommen durchsichtige gallertige, sich nicht zusammenziehende Hiihner-
plasmagerinnsel auch mikroskopisch ein vollkommen homogenes
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Aussehen. Bei Betrachtung von versilberten und mit Azan gefirbten, wie
auch nach der Wesigertschen Fibrinfirbung verarbeiteten Schnitten be-
statigt sich immer wieder die v6llige Unmdéglichkeit, mit den angewandten
Methoden irgendwelche Strukturen darzustellen. Das Silber schligt
sich in Form feinster Kornchen nieder, die manchmal vollkommen gleich-
méBig verteilt sind, manchmal aber sich stellenweise verdichten und
dadurch dem Schnitt eine eigenartige Maserung verleihen; es gelingt
aber in keinem Falle, diese auftretenden Silberniederschlige auf eine
priformierte Struktur zuriickzufithren. Es braucht kaum erwihnt zu
werden, dafl sich am Rande von Spalten und Rissen, wie sie in jedem
Schnitt vorkommen, die
Silberkérnchen etwas dich-
ter niederschlagen konnen.
Nach Azanfarbung ist der
Schnitt ganz homogen, rot-
blaulich. Die Préparate,
die nach Weigert bearbeitet
wurden, lassen keine Fi-
brinnetze erkennen.

Das Gemisch von Plasma
und dem zweiten Haupt-
bestandteile des Kultur-
mediums — dem Embryo-
nalextrakt — zeigt unter
den gleichen Versuchsbe-
dingungen ebenfalls keine
Struktur.

Wir haben versucht
zu kldren, ob bei lingerem
Stehen bzw. Bebriiten bei Korpertemperatur im mikroskopisch-homo-
genem Plasmaextraktgemisch das Erscheinen von neu entstandenen
Strukturen zu beobachten ist, ob unter der Wirkung von Bebriitung
gewisse ,,Reifungs“-Vorgéinge im Plasmagerinnsel auftreten kénnen.

Zu diesem Zweck haben wir Plasma in 1 ¢cm hohe Rohrehen gebracht, die mit
Kork verschlossen und paraffiniert wurden. Das Plasma wurde durch Zusatz
von Embryonalextrakt zur Koagulation gebracht. Der Rdéhreheninhalt wurde

nach verschieden langer Bebriitungszeit bearbeitet. Diese Versuche wurden selbst-
verstindlich unter strengsten SterilitdtsmaBnahmen durchgefiihrt.

Das Plasma behilt eine Zeitlang seinen homogenen Bau. Nach
3—4 Tagen treten aber Verinderungen auf, die das erste Glied einer
Reihe von weitgehenden Strukturierungsvorgéngen bilden. Bei mikro-
skopischer Betrachtung eines etwa 4 Tage lang bebriiteten Plasma-
gerinnsels sehen wir in dem wurspringlich homogenem Plasma ein
duBerst feines, kleinmaschiges, gleichméBig dichtes Fibrinfasernetz auf-
treton. Die Maschen des Netzes sind von anndhernd gleicher GréBe.

Abb. 2. 4 Tage lang bebriitetes Plasma. Azan,
Immer. Y. Ok. 8. Leica-Aufnahme.
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Dort, wo sich die Fiden kreuzen, verdichten sie sich zu feinsten
Knétchen. Am besten lassen sich diese Netze in Azanpraparaten be-
obachten, in denen sie oft einen hellen blauroten Farbton annehmen
(Abb. 2). Diese Plasmastrukturierung entspricht genau derjenigen, die
Baiisell (1917) am Froschplasma gesehen und in seiner Arbeit (S.122)
abgebildet hat. Die Plasmastrukturen lassen sich mit den Versilberungs-
methoden kaum darstellen; die Weigertsche Fibrinfarbung fallt leicht
positiv aus.

Bei lange dauernder Bebritung verdichten sich oft die fadigen Netze,
auch die Fadchen selbst nehmen an Dicke zu. Das weitere Schicksal
der Plasmastrukturen kann in zweierlei Richtungen
verlaufen: Oft sieht man die aufgetretenen Strukturen
sich allmahlich lockern, die Fiaden zerbrickeln und
das ganze Netzgebilde sich in eine kornige Masse um-
wandeln; tritt aber diese Auflésung nicht ein, so
schreitet die Ausbildung von Fibrinstrukturen weiter
fort, und als Endergebnis findet man dann die ur-
spriinglich feinen Netze in ein Filzwerk von Fiden
unmgewandelt. Diese heben sich scharf von ihrer Um-
gebung ab, verlaufen in verschiedensten Richtungen,
sind manchmal dichter zusammengeballt, manchmal
lockerer verteilt. Die Bildung von Fibrinstrukturen
scheint von gewissen Zentren auszugehen, in deren
Bereich sich die Waden zusammenschlieflen.

Im Laufe der Zeit kann also das urspringlich kawm

Abb. 3.
Ausziehbarer Glas- . .
rahmen zum An-  wahrnehmbare Fibringerist des Plasmas in Gegenwarl von

spannen des

Plasmahraterens.  mbryonalextrakt sich in Fibrinfasernetze umwomdeln 1.

Im Hinblick auf die Baitsellschen Versuche war es
durchaus naheliegend, zu priifen, ob bei mechanischer Inanspruchnahme
eine weitere Umgestaltung des Fibrinfasernetzes des Hithnerplasma-
gerinnsels erveicht werden kann. Diese Versuche haben wir an ge-
spannten Plasmahdutchen ausgefithrt.

Um eine Spannung der Plasmahéutehen zu erzielen, benutzten wir entweder
starre oder ausziehbare Glasrahmen; die letzteren wurden aus zwei Teilen zu-
sammengestellt, wie es aus Abb. 3 hervorgeht. Der Rahmen wurde in ausgezogenem
Zustande durch einen am Stiel des beweglichen Armes angebrachten Paraffin-
tropfen befestigt. Die Versuche wurden folgendermaBen ausgefithrt: In flach-
gehaltenen Rahmen wurde durch Eintauchen in Plasma bzw. Plasmaextrakt-
gemisch ein Hautchen eingespannt und nach Gerinnung durch nachtriglichen
Plasmazusatz verdickt. Die Spannung wurde am néchsten Tage durch- Ausziehen
des Rahmens verstirkt. Die so beschickten Rahmen wurden in Kolben gebracht,
die, um das Hintrocknen zu vermeiden, geringe Mengen von Wasser enthielten.

1 Es ist hochst auffallend, wie sich verschiedene Plasmaproben andersartig
verhalten; oft lassen sich in groBeren Versuchsreihen tiberhaupt keine Struktu-
rierungen beobachten.
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Die Kolben wurden sorgfaltig paraffiniert und verschieden lange im Brutschrank
aufbewahrt. ’

Als erste Wirkung der Spannung beobachtet man, daf die gleich-
miflig ausgebreiteten und ein wirres, engmaschiges Netz bildenden

Abb. 4. Gespanntes Plasmah#utchen. Azan. Immer. Y/, Ok. 8 Leica-Aufnahme.

Féadchen sich stellenweise in parallel verlaufende Strukturen umwandeln.
Die Fadchen verdichten sich hier und da (Abb. 4) und schlieflen sich zu
Biindeln zusammen. Diese zu Faserbiindeln zusammengefiigten fibrilliren

Abb. 5. Gespanntes Plasmah#utchen. Azan. Immer. Y, Ok. 8. Leica-Aufnahme.

Gebilde bleiben eine gewisse Strecke beisammen, um sich dann pinsel-
férmig in Einzelfiden aufzulésen (Abb. 5). Es ist von der Bebriitungs-
zeit sowie von der Stiarke der angewandten Zugwirkung abhingig, ob
es dabei nur zur Ausbildung einzelner Biindel kommt, oder ob sich ein
dickes Fasergeriistwerk bildet (Abb. 6).
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Wihrend in starren Glasrahmen der Spannungszustand des Plasma-
héutchens zur Entwicklung von verstirkten Faserstrukturen beitragt,
ohne jedoch die Fasern gleichsinnig zu richten, ordnen sich in aus-
gespannten Rahmen die Fibrinbiindel in der Richtung des stérksten
Zuges an. Diese Neuorientierung trigt ihrerseits zur Weiterdifferen-
zierung der einzelnen Fibrille bei. Die Fibrillen losen sich teilweise von
ihrer Umgebung, die Faserbiindel nehmen einen leicht welligen Verlauf,
endlich liegen oft die einzelnen Biindelchen als ausgebildete, korkzieher-
artige, starre Gebilde zwischen nicht soweit entwickelten Strukturen.

Abb. 6. Gespanntes Hiihnerplasmahdutchen. Azan. Immer. */;5. Ok. 8. Leica-Aufnahme.

Der fibrillire Aufbau des Plasmagerinnsels 1436 sich am besten in Azan-
praparaten verfolgen. Die Fibrillen treten in einem leicht bléulichrot
gefirbten Grund als stahlblaue Gebilde hervor. In Silberpriparaten
erscheinen die Fasern goldbrdunlich. Niemals sind sie schwarz (Abb. 7).

Jede noch so geringe Spannungsinderung innerhalb des Plasma-
gerinnsels ruft entsprechende Verschiebungen im Gleichgewicht der
Fasernetze hervor. Das gelegentliche Auftreten von gerichteten Struk-
turen, die ab und zu auch in ungespanntem Gerinnsel beobachtet werden
kénnen, sind mit grofter Wahrscheinlichkeit auf die ortlich auftretenden
Spannungsdifferenzen zuriickzufiihren.

In diesem Zusammenhang verdient die Tatsache Erwahnung, daf
im Bereich der Randzone oder in den Schichten, die an eingeschlossene
Luftblasen grenzen, ebenfalls deutliche Verdichtungen der Plasma-
strukturen mit verstirkter Affinitdt zum Anilinblau ziemlich regel-
miBig auftreten. Diese ortlichen Verdichtungen sind aber nie deut-
lich gefasert, sondern stellen eine lokale, gleichmiflige Kondensierung
des Gesamtgeriistes dar.
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Es kann also aus dem wursprimglich wmikroskopisch fast homogene
Hiihnerplasmakoagulum ein Faserwerk entstehen, das ber mechanischer
Inanspruchnahme die hichste Entwicklung zu welligen Faserbiindeln erlongt.

Diesem Vorgang der morphologischen Plasmaumwandlung liegen
zweifellos tiefere, chemisch-physikalische Anderungen des Substrates
zugrunde. Vieles spricht dafiir, daBl das Fibrin des Gerinnsels dabei in
einen neuen chemisch-physikalischen Zustand tibergeht.

ADbb. 7. Gespanntes Plasmahiutchen. Versilberung nach Foed. Immer. */,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

Der Erforschung der stofflichen Grundlage dieses Umbildungsvor-
ganges stellen sich groBe Schwierigkeiten entgegen. Die Fibrinnatur
der urspringlich im Plasmakoagulum auftretenden Fasernetze ist un-
bestreitbar. . Die Eigenschaften der sich spater entwickelnden Struk-
turen weichen aber von denen des Fibrins ab. Die Art ihres Gesamt-
aufbaus, ihr welliger Verlauf erinnern sogar an die Struktur der kollagenen
Fasern. Diese Ahnlichkeit kommt auch in ihrem Verhalten zu Farb-
stoffen (Farbung nach van Gieson und mit Azan) zum Ausdruck, denn
bei fortschreitender Strukturierung steigt ihre Affinitdt zu Fuchsin S
und Anilinblau. Demgegeniiber sind aber andere chemische Reaktionen
der durch Spannung erzeugten fibrilliren Gebilde von denjenigen des
Kollagens verschieden; die Plasmafibrillen sind z. B., auch wenn sie
vollentwickelt sind, durch Trypsin gut verdaulich.

Wir weisen hier nur kurz auf diesen Umstand hin und behalten uns
eine Besprechung der stofflichen Grundlage des sich im Plasmagerinnsel
abspielenden Umwandlungsprozesses in anderem Zusammenhang vor.

Virchows Archiv. Bd. 291. 18
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Histogenese und Morphologie der Mesenchymfibrille und der kollagenen
Faser in Gewebekulturen.

Die erste Beobachtung iiber das Auftreten von Mesenchymfibrillen in Gewebe-
kulturen stammt von Baitsell (1917). Er sah in Kulturen von Froschgewebe in
homogenem Plasma Faserbiindel auftreten, die sich nach Mallory intensiv blau
farbten. Er hielt sie fiir kollagene Fasern, die durch Umformung des Fibrins ent-
standen waren.

In einer fast gleichzeitig erschienenen Arbeit konnte M. Lewis (1917) die Mog-
lichkeit der Bildung kollagener Fasern in vitro bestitigen. Da die Verfasserin die
Entstehung der Fasern in fibrinfreier Locke-Lewisscher Losung beobachtete, konnte
sie sich der Ansicht Baitsells iiber ihre Entstehung nicht anschliefen.

Die Ergebnisse der Baitsellschen und Lewisschen Versuche wurden in nach-
folgender Zeit oft bestritten. Die Autoren (Maximow, Nageotte) stellten mehr-
fach die kollagene Natur der von Baitsell und von Lewis beschriebenen Fasern
in Frage.

Die erste sichere Darstellung des argyrophilen Geriistes und von kollagenen
Fasern in der Gewebekultur verdanken wir Maximow (1928—1929). Er machte
seine Studien an Kulturen von Kaninchenthymus sowie Meerschweinchenleuko-
cyten. Die sich entwickelnden Fasersysteme wurden von ihm beschrieben und ihre
wahre Natur auler Zweifel gestellt. Die Stérke des Fasergeriistes nimmt mit
dem Alter der Kultur (bis zu 60 Tagen) dauernd zu. Die Fasern entstehen immer
extracellulir in der niheren Umgebung der Zellen. Das Fibrin nimmt an ihrer
Bildung nicht teil. Die Fasern entstehen auch nicht durch Umformen der Grund-
substanz. Sie miissen als ,,Produkte eines Niederschlages oder einer Krystallisation
einiger Ioslicher Substanzen im Medium® betrachtet werden.

Die nachfolgenden Arbeiten enthalten hauptsichlich die Nachprifungen und
die Bestitigungen der Maximowschen Befunde oder sind der Ausarbeitung von
Teilfragen gewidmet.

So beschreibt Huzella (1929) ein sich in Gewebekulturen bildendes Gitterfaser-
geriist, das anBerhalb der Zellen als Folge eines eigenartigen Sekretionsvorganges
gebildet wird, und entwickelt anschlieBend seine Anschauung tiber die physio-
logische Bedeutung dieses Gertistes (1930—1931).

Ludwig (1929) beobachtete in Kulturen das Auftreten von ,,Primitiviibrillen®
(Tonofibrillen) und verlegt ihren Ursprung in das Ektoplasma der Zelle.

Olivo (1930) gelang es, nachzuweisen, daB sogar die Kulturen des 18 Jahre
alten Carrelschen Fibroblastenstammes zahlreiche Fibrillen bilden kénnen.

Bofill-Deulofew (1932) untersucht die Beziehungen zwischen Wachstums-
geschwindigkeit der Kultur und ihrer Fahigkeit, argyrophile Strukturen zu bilden.
Diese Beziehungen lassen sich aber schwer erfassen. Jedenfalls sind auch die
kraftigsten argyrophilen Netze in der Wachstumszone der intensiv proliferierenden
Hithnerherz-Fibroblastenkolonien zu sehen.

Momigliano-Levi (1930—1932) verfolgt den Prozef der Faserbildung an Serum-
kulturen von Hithnerembryonen im Dunkelfeld. Die Plasmakulturen zeigen bei
Versilberung nach der Methode von Ackucarro-del Rio Hortega die fibrilliren Gitter
schon nach 24 Stunden. Die Bindegewebsfasern bilden sich ausschlieflich aufler-
halb der Zellen, wobei diese sich anscheinend durch Erzeugung von ,,gewissen
Substanzen‘‘ an der Faserbildung beteiligen. Die argyrophilen Gitterfasern werden
als fritheste Erscheinungsform des Kollagens gedeutet.

Zu unseren Untersuchungen verwandten wir Kulturen verschiede-
ner Organe und Gewebe von 8—16 Tage alten Hithnerembryonen.
Die Kulturen wurden entweder frisch angesetzt oder stammten aus
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verschieden alten Zellstimmen. Die Ziichtung geschah in homologem
Plasma auf Deckglidsern oder in Flaschen nach der klassischen Methode
von Carrel. Neben den einfachen Carrel-Flaschen wurden solche mit
abnehmbarem Boden benutzt. Die Mengen des zugesetzten Embryonal-
extraktes wurden in weiten Grenzen variiert. CGrofle Versuchsreihen

Abb. 8. 6 Tage alte Fibroblastenkultur. Versilberung nach Foof. Immer.}Y,,.. Ok. 8.
Leica-Aufnahme,

wurden nach der Methode von Fischer und Parker (1929) angelegt,
wobei der Embryonalextrakt durch regelméaBiges Fiittern mit Heparin-
plasma und dazwischen folgende Tyrodewaschungen ersetzt wird
(,,gehemmte Kulturen“). Andere Versuchsreihen wurden in besonderen
Explantationsgefaflen angelegt (Doljanski 1933), wobei das Gewebe-
stiick von einem Plasmamantel umgeben und diese ,,Plasmakugel’ in
verschiedene regelmiBig gewechselte Nahrfliissigkeiten (Embryonal-
extrakt, Hihnerserum, Heparinplasma) getaucht wird. Alle Kulturen
wurden bei 39° bebriitet.

18*
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Die meisten unserer Befunde sind an Serienschnitten erhoben worden.
Das Material wurde in Zenkergemisch oder Formalin fixiert. Die

Abb.9. 2 Tage alte Fibroblastenkultur. Versilbe-
rung nach Foof. Immer. /;,. Ok.8. Leica-Aufnahme.

Fixierung, das Waschen und das
Hirten geschah in den Flaschen
selbst, wobei es beim Gebrauch
der Flaschen mit abnehmbarem
Boden gelingt, das erstarrte Ge-
rinnsel mit der Kultur miihe-
los in Form eines vollkommen
planen Plattchens vom Flaschen-
boden zu frennen. Die aus-
geschnittene Kultur wird nach
Einbetten in Paraffin in Schnitte
von 5 u Dicke zerlegt. Als
Farbeverfahren wurde Versilbe-
rung mit Kerngegenfirbung
nach der Methode von Maresch-
Bielschowsky oder Foot und

Heidenhainsche Azanfirbung angewandt. Fiir spezielle Zwecke dienten
uns die Weigertsche Fibrinférbung, verschiedene Verdauungsmethoden,

ADb.10. 1 Tag alte Fibroblastenkultur. Versilberung nach Foof. Tramer,1/;,. Ok.8. Leica-Aufnahme,

sowie Chondriomdarstellung (Eisen-Hématoxylin) mit vorangehender

Fixierung in Osmiumsduregemischen.

a) Mesenchym-(,,Stlber- ) Fibriile.
Die Erscheinungsform der versilberten Mesenchymfibrille ist auBer-
ordentlich mannigfaltig. In Kulturen von mittlerem Alter finden sich



Abb. 11. 7 Tage alte Leberendothelkultur. Vercilberung nach Foot.
Leica-Aufnahme.

Immer. Y;,.

Abb. 12. 3 Tage alte Leberendothelkultur. Versilberung nach Foof.
Leica-Aufnahme.

Immer. .

Ok. 8.

0Ok. 8.



278 L. Doljanski und Fr. Roulet:

Abb. 13, 3 Tage alte Leberendothelkultur. Versilberung nach Foof. Immer. Y- Ok.
Leica-Aufnahme.

Abb. 14. 2 Tage alte Fibroblastenkultur. Versilberung nach Foof. Immer. ¥/;,. Ok.
Leica-Aufnahme.
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feinste, nicht zusammenhingende, diinnste Fédchen, ziemlich lose ver-
streute grobere Fibrillen, dann wieder ausgedehnteste, aus feinsten
Féserchen bestehende Netze, sowie schlieBlich kriftige Faserbiindel,
die sich ihrerseits wieder zu Netzen oder Ziigen von radiir oder zirkulir
verlaufenden groberen
Biindeln anordnen.

Die diinnsten Fasern,
die oft noch kaum zu ver-
silbern sind, stellen die
urspriinglichste ~ Erschei-
nungsform derSilberfibrille
dar. Sie sind duBerst zart,
meist von vollkommen
gleichméBiger Beschaffen-
heit und heben sich schon
im frithesten Stadium (nach
24 Stunden), wenn auch
schwach, so doch schon
deutlich  wahrnehmbar,
von ihrer Umgebung ab.
In ihren weiteren Ent-
wicklungsstufen sind sie in
den Silberpriparaten mit
aulerster Deutlichkeit zu
verfolgen (Abb. 8). Thre
GroBe wechselt in weiten
Grenzen. Diese Silber-
faserchen kénnen oft auch
kommaférmig oder keulen-
artig erscheinen, oder sie

lassen sich als lange, durch

3 3 . 3 _ Abb. 15. 7 Tage alte Fibroblastenkultur. Versilberung
ZWel Imme.rsmns G‘eSIChTJS nach Fool. Immer. Y;,. Ok. 8. Leica-Anfnahme.
felder  hindurchziehende

Faden verfolgen. Ihre Enden sind stets zugespitzt. In ihrem Verlauf
zeigen die Féserchen oft Knickungen und scharfe, charakteristische
Kriimmungen.

Die Silberfibrille tritt meist in unmittelbarer Nihe einer Zelle in Er-
scheinung (Abb. 9 und 10). Niemals haben wir in unseren Préparaten
sntracelluldres Auftreten und intracellulire Lagerung der Fibrillen beob-
achten konnen. Ebenso sind die freien Zellausldufer, die sich oft durch
das Silber in leicht grauer Ténung darstellen lassen, mit duBerster Deut-
lichkeit von Fibrillen zu unterscheiden. Der scharf umgrenzte Zelleib
ist in Silberpraparaten bis zur aullersten Cytoplasmaschicht immer
faserfrei.
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Dort, wo der Vorgang der Fibrillenbildung stark ausgeprégt ist, er-
scheint jede Zelle von zahllosen Féserchen dicht umsponnen (Abb. 11).
Wenn die Zahl der Fibrillen nicht allzu grof3 ist und infolgedessen die
Verhiltnisse klar zu iberblicken sind, kann man sich leicht iiberzeugen,
daf Form und Verlauf der Fibrille weitgehend von der Zellgestalt be-
stimmt wird (Abb. 12). Der erste Eindruck, den man bei der Betrachtung
von solchen Priparaten gewinnt, ist der, daf die Zellen von den Fibrillen
begleitett werden, und daf3 die Anordnung und Gestalt der Zellen fir
die Orientierung der Faserchen gewissermaflen verantwortlich gemacht

i 7y

Abb. 16. 2 Tage alte Fibroblastenkultur. Versilberung nach Foof. Immer. !/;,. Ok. 8.

Leica-Aufnahme. .
werden kann. Die Fibrillen schmiegen sich den kleineren und groBeren
Zellfortsatzen, die in das freie Plasma hineinstrahlen, eng an, indem
sie die Begrenzungslinien dieser Fortsitze streng nachahmen (Abb. 13).
Wenr. die Fagern in gréBerer Zahl auftreten, erscheint der Zellfortsatz
wie von einer Fibrillenhiille umgeben. Die Umrisse der Zellkérper selbst:
werden durch einzelne oder durch Gruppen von Silberfibrillen begrenzt
{Abb. 14). Dieses Gebundensein an Zellgrenzen wirkt sich bei fort-
schreitender Fibrillenbildung in der Weise aus, dafll oft architektonisch
komplizierte Faserstrukturen entstehen, denen eine Zellgestalt zugrunde
liegt (Abb. 15).

Jede Zelle der Kultur scheint wie von einem Kraitfeld umgeben
zu sein, im Bereich dessen sie auf die Gestaltung der fibrilliren Struk-
turen einwirkt. Man sollte das Gesamtgeriist der Kultur nicht als starres
Skelet betrachten, sondern als ein anpassungsfihiges Werk, das dem
im Bereich der Kultur herrschenden Spiel der Krifte elastisch an-
gepalit ist.
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Zelle und Zellkomplexe bestimmen eindeutig die Architektonik des
Fasergeriistes.

Die Beziehungen der Fasern zur Zellgrenze sind nicht immer zu ver-
folgen. KEs fehlt nicht an Stellen, die deutlich zeigen, wie die Fibrillen
an einer Zelle vorbeiziehen, ohne im geringsten zu ihr in Beziehung
zu treten, wie die Silberfiserchen Zellfortsitze durchqueren, ohne daf
ihr Verlauf eine Ablenkung dabei erleidet, oder wie sich einzelne Fibrillen
vom Gefiige eines pericelluldren Fasernetzes 10sen, um sich einem anderen
Netze einzuverleiben. Ebenso begegnet man in der Peripherie der
Kultur Fasern, die sich aus dem Zellgefiige loslosen und in das freie
Plasma hineindringen (Abb. 16).

Abb, 17, 5 Tage alte Leberendothelkultur. Versilberung nach Fool. Immer. ¥/;;. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

Man kann sich leicht iiberzeugen, dafl die fibrillenbildenden Vor-
giange immer in innigstem Zusammenhang mit der Zellkolonie selbst
- stehen. Die Fibrillenbildung geht am stirksten dort vor sich, wo die
Zellen am dichtesten liegen. Mit Abnahme der Dichte der Zellverteilung
wird auch das Fibrillengeriist lockerer. Die feinsten Féserchen sind
aber auch in der weitesten Umgebung der Kultur-frei im Plasma anzu-
treffen. Das Mutterstiick wird ebenfalls in geringem Mafle von Silber-
fibrillen durchsetzt, die von der Umgebung eindringen. Die gewebe-
eigenen Gitterfaserstrukturen lassen sich immer leicht von diesen unter-
scheiden.

Der von der Zelle ausgehende formative Impuls kann sich nicht nur
an Zellgrenzen, sondern auch diffus in der Umgebung der Zelle aus-
wirken. Die Wirkung duflert sich dabei grundsétzlich in gleicher Form:
Die argyrophile Substanz schligt sich als feines Faserwerk nieder
(Abb. 17), aber in weiterer Entfernung der Zelle. Die gesamte Umgebung
kleinerer oder groBerer Kulturbezirke wird oft génzlich in argyrophile
Netze umgewandelt. Die Silberfiserchen, die auf diese Weise entstehen,
sind besonders fein, und die Netze, die sie bilden, sind auBerordentlich
zart, dicht und zeigen sehr gleichmiBigen Aufbau.
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Die Zellen, die in dieses diffuse Fibrillenmaschenwerk einwachsen,
scheinen zuerst in ihm wie in einem Spinngewebe aufgehingt zu sein.

Abb. 18. 1 Tag alte Leberendothelkultur.
Versilberung nach Foof. Immer. */;,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme,

Bald aber wird das Faserwerk von
ihnen ginzlich umgestaltet und in
das System des argyrophilen Ge-
riistes der Zellkolonie allméhlich ein-
geordnet. Hier, bei sekunddrer Um-
wandlung des Fasergeriistes, dullert
sich die gestaltende Funktion der
Zelle besonders iibersichtlich und klar.

Neben den zwei eben beschrie-
benen Formen des Auftretens der
Mesenchymfibrille in Gewebekultu-
ren gibt es noch eine dritte, die
von den vorher erwihnten ab-
weicht. An frei im Kulturmedium

liegenden Zellen kann wman das Erscheinen von Fibrillen von aufBler-

ordentlicher Stérke beobachten.

Diese bilden sich an den Wianden

von Spaltrdumen des Plas-
mas, in denen die Zellen
liegen, und passen sich ge-
nau der Spaltbegrenzung an
(Abb. 18).

In diesen Spaltrdumen
kann man deutlich verfolgen,
daf3 die argyrophile Substanz
sich nicht nur in fadiger
Form, sondern auch in Ge-
stalt von ungleichmaBigen
Kornchen entwickeln kann.
Die Koérnchen erfahren wei-
terhin eine Langenzunahme
und ordnen sich linear an
(Abb. 19). Durch das Zu-
sammenriicken dieser allméh-
lich an Linge zunehmenden
Partikelchen und Stébchen

2

Abb. 19. 3 Tage alte Fibroblastenkultur. entstehen schlieBlich wiede-

Versilberung rfach Fool. Immer. ¥ Ok. 8.

Leica-Aufnahme.

rumdicke,argyrophileFasern,
die sich ihrerseits auch an

der Bildung des Gitterwerkes beteiligen. Die so entstandenen Faser-
gebilde sind meist von auffallender Stérke.

Autf die Moglichkeit der Entstehung der Mesenchymfibrille aus reihenférmig
zusammengeschlossenen Koérnchen haben schon Flemming (1897), Golowinsky (1907),
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Mewes (1910) aufmerksam gemacht. Es wurde dabei auf die Beziehung der
fibrillenbildenden K&rnchen zum chondriomalen Apparat der Zelle hingewiesen.
Die Natur dieser Gebilde, die in in vitro-Kulturen entstehen, schaltet diese Moglich-
keit aus. Die Kérnchen treten immer extracellulir auf, ohne irgendwelchen Zu-
sammenhang mit dem Chondriom in einem ihrer Entwicklungsstadien zu zeigen.

Abb. 20. 7 Tage alte Fibroblastenkultur. Versilberung nach Foof. Immer. '/;,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

Man kann sich leicht iiberzeugen, daf} die auf diese Weise entstandenen
fibrilliren Gebilde sich auch in ihrem weiteren Verhalten von den

Abb. 21. 14 Tage alte Fibroblastenkultur. Versilberung nach Foof. Immer. */;,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme. .

anderen unterscheiden. Die durch bindelformiges ZusammenschlieBen
der feinsten Fibrillen gebildeten Fasern weisen oft eine pinselartige
Auflssung und Aufsplitterung in feinste Hinzelfibrillen auf (Abb. 20),
wahrend die durch Zusammenriicken von Kérnchen entstandenen ihren
massiven Bau beibehalten; ihre Enden erscheinen dann stumpf und
wie abgebrochen. Sie liegen oft als dicke, ungeformte Brockel oder
echte Splitter in dem Plasma verstreut (Abb. 21).
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In einem endgiiltiz ausgebildeten Silberfasergeriist einer &lteren
Mesenchymkultur lassen sich die Beziehungen der Fibrillen zueinander
und zu den einzelnen Zellen kaum mehr verfolgen. Der fertige Faser-
bau besteht aus dickeren Fibrillenbiindeln und argyrophilen Stibchen,
sowie zwischen ihnen liegenden feinen Netzen. Die gréberen Elemente
des Geriistes weisen keine direkte Beziehung zu einzelnen Zellen und
Zellsprossen auf; sie werden im Gegenteil stets als vollkommen selb-
stindige Gebilde angetroffen. Sie liegen als m#Big oder stark schwarz

Abb. 22. 14 Tage alte Leberendothelkultur. Versilberung nach Foof. Immer. /.. Ok. 8.
Leica-Aufnahme,

tingierte Faserbiindel (Abb. 22) langs oder quer zur Wachstumsrichtung
der Zellziige und passen sich in keiner Weise dem Zellverlauf an. IThre
Anordnung wird einzig und allein durch die Gesamtstruktur der Kultur
als einer architektonischen Einheit bestimmt.

Die viel erdrterte Frage, ob die argyrophilen Fasern echte Netze
zu bilden imstande sind, oder ob sie ihre Unabhingigkeit innerhalb
des Fibrillenkomplexes beibehalten, kénnen wir im Sinne der Theorie
der Selbstéindigkeit (v. Ebners 1902, Rankes 1913, Quasts 1926) be-
antworten. Die Fasern auch in der Kultur sind unabhingig von-
einander. Die Zusammenhinge zwischen den Fibrillen sind selten so
innig, daB man von einem geschlossenen Netz sprechen kénnte. Die
Fasern konnen sich. zweifellos iiberlagern, auf weite Strecken zusammen
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verlaufen, die Faserbiindel kénnen sich aufsplittern, dullerst selten aber
gehen sie ineinander iiber. Oft sieht man, dafl die Einzelfibrillen sich
gabelférmig verzweigen (Abb.23). Solche Gabelungen wurden vielfach als
die erste Stufe zur Bildung der echten Netze betrachtet, aber wie sich
immer wieder leicht feststellen 148t, kommt es hier nie zu weiterer Auf-
teilung, noch zur Bildung von Einheiten groflerer Ordnung. Meistens
liegt diesen Bildern eine Nachahmung der Zellstrukturen und der ver-
zweigten Zellausldufer zugrunde. Eine Ausnahme bilden die bereits
beschriebenen im Plasma diffus ohne direkte Beziehungen zu Zellen ent-
standenen Silberfasern, deren netzige Struktur auller Zweifel steht.

Abb. 23. 7 Tage alte Fibroblastenkultur. Versilberung nach Foof. Immer. 1/;,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

b) Die kollagenen Fasern.

In diesem Abschnitt sollen in der Kultur auftretende Faserstruk-
turen besprochen werden, die nach ihrem férberischen und physikali-
schen Verhalten allgemein -als kollagene gedeutet werden. Da diese
Strukturen teilweise mit dem im vorigen Kapitel beschriebenen argyro-
philen Geriist tbereinstimmen, miissen wir eine grundsétzliche Er-
lauterung der Frage vorausschicken, inwiefern iiberhaupt eine scharfe
Trennung zwischen argyrophilem und kollagenem Fasersystem mog-
lich ist.

Als Ergebnis von zahlreichen experimentellen Arbeiten tritt mehr
und mehr die Vorstellung in den Vordergrund, dall die Mesenchym-
fibrille (Silberfibrille) ,.als direkte Vorstufe der kollagenen Faser be-
trachtet werden muB. Aus diesem Grunde wird die erstere oft als ,,pra-
kollagene® (Golowinsk: 1903, Laguesse 1921, Plenk 1927) bezeichnet. '

Nach dieser Auffassung kann eine scharfe Trennung zwischen kol-
lagenem und argyrophilem Fasersystem iiberhaupt nicht durchgefiihrt
werden. Das kollagene Biindel entwickelt sich aus den feinsten Netzen
der mit Silber darstellbaren Mesenchymfibrille und weist standig Ver-
wandtschaft mit ihren Ursprungsstrukturen auf. Die direkten Uber-
ginge und unmittelbaren Umwandlungen der Silberfasern zu kollagenen
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Biindeln lassen sich an embryonalem Material (Laguesse 1921, Mallory
1903, Alfejew 1926), sowie an Organen unter pathologischen Bedin-
gungen (Rdssle und Yoshida 1909, Russakoff 1909, Krauspe 1922,
Orsds 1926—1927) genau verfolgen.

Die Beobachtungen an Objekten, bei denen beide Faserarten gleich-
zeitig nebeneinander auftreten, zeigen, dafl unsere Methoden, die ur-
spriinglich als spezifisch fiir den Nachweis fir kollagene bzw. Gitter-
fasern galten, die klare Unterscheidung beider iiberhaupt nicht ermdég-
lichen. Es hiufen sich die Angaben (Laguesse 1921, Nageotte 1922,

Abb. 24. 2 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Priparat. Immer. Y,,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

Orsos 1927, Wassermann 1928), dall es mit Heidenhainscher Azan-
farbung, mit der Methode von Mallory und sogar nach van Gieson (Russa-
koff 1909) gelingt, Silberfibrillen zur Darstellung zu bringen. Anderer-
seits ist es anscheinend nicht schwer, die typischen kollagenen Biindel
zu versilbern (Wassermann 1928, Nageotte 1930).

Die nahen morphologischen Beziehungen beider Faserarten, sowie
die Unbestimmtheit ihrer chemisch-firberischen Eigenschaften er-
schweren ihre Trennung ungemein.

Da die stoffliche Eigenart der Silberfibrille schon an sich sehr proble-
matisch ist und von keiner Seite sichergestellt wurde, liegt die Frage
nahe, ob iiberhaupt zwischen Silber- und kollagener Fibrille irgend-
welche stofflichen Unterschiede bestehen, ob ein Proze der Reifung
des Prikollagens zu Kollagen angenommen werden darf. Gegen die
Anschauungen der Forscher (Mall 1902, Hansen 1905, Ranke 1913,
Matsus 1915 u. a.), die die Theorie der Reifung des Prikollagens zum
Kollagen vertreten, sprechen zahlreiche Befunde.
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So konnte Nageotle (1927) in seinen Experimenten an Kollagen-
losungen (,,Collagéne A“), die durch Maceration von Sehnen des Ratten-
schwanzes in verdiinnter Essigsiure hergestellt wurden, zeigen, daf sich
bei der Gerinnung des Kollagens ein Fasergeriist entwickelt, das sich
bei Silberimpragnation wie ein Gitterfasergeriist verhdlt. Ebenso ein-
deutig sind seine Befunde an einer kiinstlichen Odembeule (Ranvier),
die im subcutanen Gewebe erzeugt wurde: die kollagenen Biindel splittern

Abb. 25, 7 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Priaparat. Immer. Y/,. Ok. 10.

sich auf und bilden ein zartes Netzwerk von Fasern, die sich ihrerseits
wieder leicht versilbern lassen (1922). Schon diese beiden einfachen
Versuche lassen erkennen, dafl das wechselnde Verhalten beider Faser-
strukturen nicht mit einer Anderung ihrer chemischen Natur einher-
gehen muB.

Diese und viele dhnliche Beobachtungen machen die Annahme mehr
und mehr wahrscheinlich, daBl zwischen der Silberfibrille und der jugend- -
lichen kollagenen Faser eine chemische Gleichheit besteht, daf Pri-
kollagen und Kollagen nur verschiedene Bezeichnungen fiir das gleiche
Substrat sind.

So muB Plenk (1927), der die Theorie der Eigenart der Silberfibrille
vertritt, doch zugeben, daBl es dahingestellt bleibt, ,,0b sich das Pri-
kollagen vom Kollagen wirklich chemisch oder vielleicht nur durch
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eine etwas andere Struktur unterscheidet. Wassermann (1929) geht
noch weiter, indem er behauptet, dal man keine entscheidenden Ein-
winde dagegen vorbringen kann, wenn ,,die Silberfibrille geradezu als
die jugendliche kollagene bezeichnet‘ wird. Unsere Befunde am Fibrillen-
apparat der Gewebekulturen zwingen uns, uns der Wassermannschen
Anschauung vollkommen anzuschlieBen.

Die zuerst in der Kultur erscheinenden und mit dem Azanver-
fahren darstellbaren Fasergebilde sind nach ihrem Aussehen mit den
Silberfasernetzen vollkommen identisch. Sie entwickeln sich schon

Abb. 26. 14 Tage alte Leberendothelkultur. Azan-Préparat. Immer. */;,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

sebr friithzeitig und konnen dichte Lager bilden. Sehr oft ist schon am
Ende des 2. Tages die gesamte Wachstumszone der Kultur in ein
blauliches Filzwerk eingebettet (Abb. 24). Die einzelnen Fibrillen sind
gleichméBig diinn, leicht blaulich gefarbt und bilden ein engmaschiges
Reticulum mit leichten Verdickungen an den Knotenpunkten. Diese
netzartigen Geflechte scheinen keine wunmittelbaren Beziehungen zu den
Zellen zu haben; sie sind meistens in die Intercellularrdume eingespannt
(Abb. 25). Hier und da kénnen sie sich verdichten; diese Verdichtungen
finden sich hauptséchlich in der Nahe des Mutterstiickes (Abb. 26)
und ldngs der radidr aussprossenden Zellstrahlen. Die Verdichtung der
Faser-Netzstruktur geht mit einer weitgehenden Umwandlung der
netzbildenden Fibrillen parallel. Die ndher aneinandergeriickten Fiser-
chen schlieflen sich zu Einheiten groBerer Ordnung zusammen, die eine
gewisse Selbstandigkeit im Bereich des Maschenwerkes gewinnen. Die
groberen Faserbiindel sind meist gewellt, oft korkzieherartig. Sie sind
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nicht homogen und lassen bei genauer Betrachtung erkennen, dafl jedes
Biindel aus feinsten Féaserchen zusammengesetzt ist, in die es sich sehr
oft an seinen Enden wieder aufsplittert. Die groberen Biindel kénnen

Abb. 27. 14 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Priaparat. Immer. Y/;,. OKk. 8.
Leica-Aufnahme.

Abb, 28. 21 Tage alte Leberendothelkulbur, Azan-Priparat. Immer. ;.. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

sich zusammenlegen und groBere Lager von kollagenen Fasern bilden

{Abb. 27), die hin und wieder wie Narbengewebe aussehen (Abb. 28).

Oft schieben sich solche Biindel in das Mutterstiick hinein und schniiren

grofere oder kleinere Teile des Explantates ab. Im Gegensatz dazu
Virchows Archiv. Bd.291. 19
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zeigen sie wenig Neigung, in die AuBlenzone vorzudringen, in deren
Bereich nur die jingeren und zarteren Fasersysteme zu finden sind.

Wir méchten betonen, dall die kollagenen Strukturen ebenso wie die
argyrophilen Fasern nicht nur als sich in der Umgebung der Zelle diffus
ausbreitende Netze entstehen konnen, sondern auch als an der Zell-
grenze verlaufende, scharf umrissene, selbstindige Fasern. Das Zu-
sammenschliefen der Zellen zu einem zelligen Reticulum fihrt auch
hier wiederum zur Bildung von retikulirem Faserwerk.

Das Verhalten der Fasern bei spezifischen Farbungen ist in den
einzelnen Entwicklungsstufen der Kultur verschieden. Die urspriimg-
lich sich an den Zellgrenzen entwickelnden Fasern zeigen gleiche Affinitit
zu Silber und Anilinblau. In nach Foot versilberten Schnitten erscheinen
diese Fibrillen schwarz, in mit der Azanmethode verarbeiteten sind sie
dunkelblau. Kleine Bimndelchen, die durch ZusammenschlieBen von
argyrophilen Fibrillen entstehen, verhalten sich ebenso.

Anders reagieren hingegen die sich diffus entwickelnden fibrilliren
Netze. Sie haben eine ausgesprochene Affinitdt zum Anilinblau; mit
Silber lassen sie sich fast nicht darstellen. Die jugendlichen Kulturen, die
in Silberpraparaten nur spérlichen Fibrillengebalt aufweisen, zeigen in
Azanschnitten ausgedehnteste Filzwerke von Fibrillen. Die genaue Be-
trachtung von Parallelschnitten, die mit beiden Methoden bearbeitet
wurden, zeigh immer wieder, dafl, obgleich sich alle mit Silber darstell-
baren Fasern auch nach Azan férben lassen, die Azanfirbung doch noch
weit mehr fibrillire Strukturen zur Darstellung bringt. Dieser Um-
stand spricht dafiir, dall das Kollagen in den ersten Stufen seiner Er-
scheinung nur mit Azan dargestellt werden kann, und dalB seine Ver-
silberung erst spiter gelingt.

Von Bedeutung fiir den Ausfall der Farbung ist auch die Beziehung der Fasern
zu den Zellen. Die feinsten pericellularen, fibrillaren Netze weisen im Gegensatz
zu den oben beschriebenen schon vom Augenblick ihrer Entstehung an eine aus-
gesprochene Argyrophilie auf (s. Heringa 1932).

Das reife kollagene Biindel zeigt wiederum besondere Eigenheiten.
Obwohl es sich unter gewissen Umstinden mit Silber darstellen laft,
bemerkt man jedoch, daB seine Argyrophilie allméhlich verloren geht,
sobald das Biindel eine gewisse Dicke erreicht hat. Diese voll ent-
wickelten Faserbiindel werden nach Versilberung nur braunlich oder
briaunlichgelb. Die entsprechenden Silberpréaparate geben keinen Auf-
schluB} iiber die wirkliche Dichte des Faserlagers, die in den Azanpripa-
raten deutlich zutage tritt. Die Abb.29a und b von entsprechenden
Stellen in Silber- und Azanschnitten veranschaulichen diese Verhilt-
nisse deutlich : Die Hauptmasse des Kollagens kommt in Silberpraparaten
kaum zur Geltung.

Die ausgebildeten kollagenen Biindel behalten diese farberischen
Eigenschaften nur, solange ihre Fasern in engstem Zusammenhang
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bleiben.. In dem Moment aber, wo dieser Zusammenhang zerstért wird,
kommt ihre Argyrophilie wieder zum Vorschein. Die einzelnen Fasern, in
die sich die Fibrillenbiindel aufsplittern, lassen sich wieder mat Silber darstellen.

Das farberische Ver-
halten der Einzelfasern
in Kulturen spricht also
gegen jede Annahme
ihrer stofflichen Um-
wandlung. Das gleiche
Fibrillengeriist 146t sich
sowohl versilbern wie
durch Azan zur Darstel-
lung bringen. Die wech-
selnde  Reaktion der

Bindegewebsfasern in
verschiedenen Entwick-
lungsstufen des Geriistes
guBert sich nur im
zeitweisen Verschwinden
und Wiederauftreten der
Argyrophilie. Um diese
Erscheinung zu erkliren,
sind wir nicht unbe-
dingt auf die Annahme
einer chemischen s Um-
bildung der Fibrille an-
gewiesen.

Im Gegenteil gestat-
ten die Beobachtungen
am Verhalten des Faser-
gerlistes in Gewebekul-

turen den Schluf3, dall  Abb. 29. 14 Tage alte Fibroblastenkultur. a Versilberung
di . I Tibrill nach Foof. Immer. ;. Ok. 8. Leica-Aufnahme.
1¢ einzelnen ribrilen, b 14 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Praparat.

die einerseits das Gitter- Immer. */1». Ok. 8. Leica-Aufnahme.

geriist der Kultur bilden

und sich andererseits zu kollagenen Biindeln zusammenschlieflen, vollig
identisch sind.

Dem Versuch von Plenk (1927), die Unterschiede zwischen kollagenen
und Silberfasern durch die Existenz eines versilberbaren, die Fibrille
umscheidenden Héutchens, einer argyrophilen Kittsubstanz, zu erkliren,
mochten wir eine Vorstellung gegeniiberstellen, die mnicht die Argyro-
philie selbst (sie ist jeder Mesenchymfibrille nach einer gewissen Ent-
wicklungsstufe eigen), sondern die Tatsache ihres zeitweisen Schwundes
fur erkldrungsbediirftig halt.

19*



292 L. Doljanski und Fr. Roulet:

Der Umstand, daf die Silberfibrillen, ohne ihre Silberreduktions-
fiahigkeit zu verlieren, beim ZusammenschlieBen zu Btndeln morpho-
logische Einheiten bilden, die sich nicht versilbern lassen, zwingt zur
Annahme, daB fiir den zeitweiligen Schwund der Argyrophilie ein aufler-
halb der einzelnen ¥ibrille liegender Faktor verantwortlich gemacht
werden mulf3.

Das wechselnde Verhalten der Mesenchymfibrille unter verschiedenen
Bedingungen scheint einzig und allein durch die Art threr gegenseitigen
Lagebezichungen bedingt zu sein.

Die Frage, ob durch Zusammenschlufl der Mesenchymfibrillen zu
Kollagenbiindeln die physikalischen Eigenschaften der Fibrille ent-
sprechende Anderungen erfahren, oder ob das Vorhandensein gewisser
Stoffe, die das ZusammenschlieBen der Fasern zu Biindeln erleichtern
oder sogar ermoglichen, fiir das Verlorengehen der Argyrophilie ver-
antwortlich gemacht werden muBl — eine Erkldrung, die wir fir die
wahrscheinlichste halten — ist mit den uns zur Verfugung stehenden
Mitteln nicht zu entscheiden.

Den Zeitpunkt des ersten Auftretens der Bindegewebsfibrillen in der
Kultur kann man nicht frith genug ansetzen. Schon die ersten aus-
sprossenden Zellen (6—7 Stunden nach der Explantation) sind von
Fibrillen umgeben. Der Aufbau des Fasergeriistes geht parallel dem Wachs-
tum der Zellkolonze.

Im Gegensatz dazu erfordert der ZusammenschluB der Fasern zu
hoheren Einheiten sowie die Entwicklung dicht gelagerter kollagener
Strukturen lingere Zeit; nach 2 Wochen etwa ist aber der Hohe-
punkt dieser Entwicklung in den meisten Kulturen erreicht. In ge-
hemmten Kulturen spielt sich dieser Prozell der Organisierung des
Fasergeristes dabei viel schneller als in normal wachsenden ab. Die
Bildung seiner Bausteine — der Mesenchymfibrillen — ist. von der
Proliferationsintensitdi vollig unabhdngig.

Der Vergleich der faserbildenden Potenzen von Mesenchymzellen
verschiedenen Ursprungs zeigh, dafl den Fibroblasten keinerlei bevor-
rugte Fahigkeiten in dieser Richtung zukommen. Die Kulturen von
Leberendothel, von Milz, Knochenmark, Herzmyoblasten, sowie echtem
Bindegewebe aufiern ihre fibrillenbildende Tatigkeit in gleicher Inten-
sitat. Die entsprechenden Angaben von Rdssle und Yoshida (1909),
Fiessinger (1911), Plenk (1927) finden hier ihre volle Bestatigung.

Auf dem Schnitt einer Kultur, die cine lingere Zeit geziichtet wurde
und ihre fibrillenbildende Tétigkeit dabei voll entwickeln konnte, sieht
man, daf die neugebildeten kollagenen Fibrillen das urspriingliche
Mutterstiick wie konzentrische Ringe umfassen. Es bleibt vom Mutter-
stitck nur ein kleiner Kern fibrillenfrei. Neben den einzelnen kollagenen
Ringen, an denen die fibrilliren Strukturen besonders dicht erscheinen,
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lassen sich auch Schichten von geringerem Fibrillengehalt erkennen.
Diesem von konzentrischen Faserringen umgebenen Mutterstiick schlieffen
sich die radiir angeordneten Fibrillenziige an, die an ihrer Basis mit
dem konzentrischen Fibrillengeflecht innig verbunden sind; sie losen
sich dann peripherwirts in feinste Fibrillennetze auf.

Die Beziehungen zwischen Kultur und umgebendem plasmatischem
Mediom vom Standpunkt der Fibrillengenese.

Wie wir in der Einleitung zu zeigen versuchten, ist die Kenntnis
der Beziehungen zwischen én vitro wachsenden Zellen und dem sie um-
gebenden Milieu von grundsétzlicher Bedeutung fiir das Verstindnis
des Vorganges der Fibrillenentstehung.

Uber die Struktur des Nahrmediums der Kultur herrschte bisher
vollkommene Unklarheit; so kam es, dall das Problem der Beziehungen
zwischen Zelle und Nahrbodenplasma nie angegriffen wurde. Wir wollen
versuchen, diese Beziehungen sowie die Zusammenhinge zwischen den
Strukturen des. Plasmagerinnsels und den neu entstandenen Binde-
gewebsfibrillen einer Besprechung zu unterwerfen.

Entgegen den allgemeingiltigen Vorstellungen, daB die sich ¢n witro
entwickelnden Zellen in den Maschen des Fibrinnetzes des Plasma-
koagulums liegen und an den Fibrinfiden entlang wandern, indem sie
diese als Stiitzgeriist beniitzen, laBt sich leicht zeigen, daf die Ver-
héaltnisse zwischen Zelle und Plasma doch nicht so einfach liegen.

Die Zelle in der Kultur ist imstande, das Plasmokoagulum anzugreifen
und es weitgehend zu verdndern. Das Koagulum erfdhrt in der Umgebung
der Zellkolonie eine Umbildung, die in der Néahe von Zellen am stirksten
zur Ausprigung kommt.

Die Wirkung der Zelle auf das Plasma &uBlert sich in erster Linie in
der Verdauung des plasmatischen Geriistes, das sie unmittelbar um-
gibt, und in gewissen Umwandlungsvorgingen, die die Zelle an ent-
fernteren Plasmabezirken hervorruft.

An entsprechend bearbeiteten Priparaten kann man sich leicht
davon iiberzeugen, dafl von einem bloBen Fortbewegen der Zellen inner-
halb von priformierten Maschenrdumen keine Rede sein kann. Die
Zellen, die im Schnitt angetroffen werden, liegen in Plasmaliicken
und Spalten, die manchmal deutlich in Erscheinung treten, manchmal
aber, wenn sie die Zelle dicht umschlielen, nur schwer wahrgenommen
werden konnen. Die Zelle der Kultur ist imstande, wurmstichihnliche
Gange in das umgebende Kulturmedium zu bahnen. Oft laBt sich ver-
folgen, wie eine in einer Plasmeliicke liegende Zelle mit einem benach-
barten Bezirk der Kultur noch durch einen Gang in Verbindung steht.
Mehrere dieser Génge schliefen sich zu Spaltriumen zusammen, die
dicht von Zellen erfiillt sein kénnen. Oft sieht man, wie eine zusammen-
hingende Zellreihe bei weiterer Fortbewegung gréBere Lacunen in
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dem festen Medium aushshlt (Abb. 30). Es entsteht auf diese Weise
in der Peripherie der Kultur ein Bezirk, den wir als ,,Frontzone* be-
zeichnen mdochten. Der sich am Plasma abspielende Vorgang erinnert
sehr an den osteoclastischen Knochenabbau. Schmale Zellziige dringen
weit in das zellfreie Plasma hinein (Abb. 31). Zwischen ihnen bleiben
Plasmastreifen Hegen, die sich allmihlich verjingen.

Bei weiterem Fortbewegen der Zellen werden immer wieder plas-
matische Bezirke abgeschniirt und abgebaut. Oft bleiben dann léing-
liche Plasmainseln allseitig von Zellen umgeben inmitten der Wachs-
tumszone liegen, um spéter allméhlich ganz zu verschwinden. Die

Abb. 30. 7 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Praparat. Immer. ¥/;,. Ok. 8,
Leica-Aufnahme.

Réander der abgeschniirten Plasmainseln und Streifen sind nicht glatt,
sondern weisen oft nischenartige Aushohlungen auf, in denen den
Abbau férdernde Zellen nach Art von Osteoclasten liegen.

Wir miissen uns vorstellen, daB3 die Zellen der entwickelten Kultur
mit Ausnahme der auBlersten Peripherie nicht vom urspriinglichen
Plasma umgeben sind, sondern sich in einem durch ihre eigene Téatig-
keit ginzlich verdnderten Substrat befinden. Wir werden nicht fehl-
gehen, dieses intercelluldre Substrat als die eigentliche ,,Grundsubstanz‘¢
der Kultur zu betrachien.

Neben dem Abbau des Plasmas, dessen Intensitdt in verschiedenen
Kulturen sehr verschieden sein kann und dessen Ergebnis stels ein
pericellulires Fibrillen - Geriist ist, wspielt sich in Kulturen beim
stetig fortschreitenden Wachstum noch ein anderer Vorgang ab. Das
oft vollkommen homogene, nur selten leicht fidig strukturierte Plasma
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Abb. 31. 10 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Préparat. Immer. Y/;,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

Abb. 32. 3 Tage alte Leberendothelkultur. Azan-Priparat. Immer. ¥/,,. Ok. 10.
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Abb. 33. 4 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Préparat. Immer. ¥;,. Ok, 8.
Leica-Aufnahme.

Abb. 34. 10 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Priaparat. Immer. Y;.. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.
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erleidet in der Ndhe der Kultur eine Verinderung. Sein Netzwerk
vergrobert sich mit zunehmender Néhe der Wachstumszone. Die Fiden
werden dichter und Jassen sich mit Azan allméihlich besser darstellen
(Abb. 32). In alteren Kulturen laft sich ein in der Nihe der Zellkolonien
auftretender allgemeiner Farbenumschlag in Blau feststellen.

Diese Vergroberung der Netzzeichnung im Plasma wird vom Auf-
treten parallel angeordneter Fasern begleitet (Abb. 33). Am besten
146t sich dieser Vorgang an den zwischen den Zellen eingeschlossenen
Plasmainseln und -streifen verfolgen. Hier ist das Plasma am ein-
deutigsten strukturiert. Die Faserung dieser Bezirke geht den Zell-
ziigen parallel und kommt an den Réndern der Plasmaliicken zur starksten
Ausbildung. Die Faserchen, die urspriinglich alle Merkmale des Fibrins

Abb. 35. 7 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Praparat. Immer. Y;,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

aufweisen, werden dicker, geordneter, selbsténdiger. Mit Abnahme der
Fahigkeit, sich firberisch wie Fibrin zu verhalten, steigt ihre Affinitit
zu Anilinblau an.

Das plasmatische Kulturmedium wird also von in wvitro wachsenden
Zellen unmittelbar omgegriffen. Die Zellen wachsen nicht in préformierte
Maschenrdume, sondern bauen bes shrem Fortschreiten das Plasmagerinnsel
ab. Neben diesem Abbaw dufert sich die Anwesenhest von Zellkolonien
durch diffuse Umwandlung des Plasmas in ihrer Umgebung, die zu einer
steigenden Durchfaserung des wrspriinglichen Plasmageriistes fihrt. Je
niher dem Zellkorper sich diese Vorginge abspielen, desto stirker treten
die beschricbenen Verdnderungen auf.

Der sich in der Kultur abspielende Vorgang der Fibrillenbildung
ist von dem Prozel} des von den Zellen bewirkten Plasmaab- und -um-
baues kaum zu trennen. Wihrend in zahlreichen Kulturen dieser
Vorgang sich allein unmittelbar an der Zellgrenze abspielt (Abb. 34)
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dort, wo die eindeutigen Verhélinisse vorliegen, verlduft er in anderen
in einer Weise, die eine besondere Besprechung erfordert.

Dort, wo die Plasmafaserung weit vorgeschritten ist, kénnen wir
die an den Zellgrenzen und in der Zellndhe sich bildenden Mesenchym-
fibrillen ihrer Beschaffenheit und ihrem férberischen Verhalten nach
nicht leicht vom zerfaserten Plasmakoagulum abgrenzen (Abb. 35).
Die Fasern, die bei fortgeschrittener Plasmastrukturierung entstehen,
weisenjin Azanpriparaten fast denselben intensiv blauen Farbenton

Abb. 36. 4 Tage alte Leberendothelkultur. Azan-Priparat. Immer. Y;.. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

auf wie die echten kollagenen Fibrillen; auch ihr Verlauf ist oft voll-
kommen identisch.

In jedem Praparat kann man Stellen finden, an denen sich die am
Rande der Spaltriume am stirksten ausbildenden , plasmatischen‘
Fibrillen zu dicken, selbstindigen Biindeln zusammenschlieflen, um
spiter in typische kollagene Fasergeriiste iiberzugehen. Dieser Uber-
gang ist immer flieBend, und miihelos lassen sich Schritt fir Schritt
alle Uberginge von noch homogenem Plasma zu typischen Bindegewebs-
fasern verfolgen. Immer wieder schlieBen sich die aus dem Plasma
stammenden Fibrillen zusammen, lésen sich von dem Plasma ab, und
verlieren sich als typische Bindegewebsfibrillen zwischen den Zellen
der Kultur. Auch die an den Plasmagrenzen entstandenen und noch
mit dem Plasma in Verbindung stehenden dichten Plasma-Faserstruk-
turen sind in den meisten Priparaten von echten Bindegewebsfibrillen
nicht mehr zu unterscheiden (Abb. 36). Oft trifft man sogar wenig struk-
turierte Plasmabriicken, die sich 4n fofo in kollagene Biindel fortsetzen.
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Die in Kulturen diffus vor sich gehenden Umwandlungen der plasma-
tischen Grundsubstanz fithren zur Ausbildung von mesenchymalen
Netzwerken, die ebenfalls den Netzen des wurspriinglich vorhandenen
Fibrins genau entsprechen.

Ohne auf die Bedeutung der Beziehungen zwischen dem faserbilden-
den Vorgang und der Struktur des Mediums, in dem sich dieser ab-
spielt, ndher einzugehen, wollen wir uns hier mit folgender Feststellung
begniigen: Zur Bildung einer Bindegewebsfibrille ist die unmitielbare
Fiihlungnahme der Zelle oder des Zellkomplexes mit der plasmabischen
Grundsubsianz anscheinend unentbehrlich. Die Beobachtungen an Gewebe-
kulturen zeigen, daf die an den Zellgrenzen und in der ndchsten Umgebung
der Zellen sich abspielenden fibrillenbildenden Vorginge durch fliefende
Ubergiinge mit eigenartigen Strukturierungsprozessen des Plasmas selbst
verbunden sind; der Prozef3 der Fibrillenbildung erscheint in Zellkulturen
als Brgebnis einer ortlichen Kondensierung sich diffus abspielender, gleich-
sinnig gerichieter, bei weiterer Entfernung von der Zelle allmdhlich ab-
klingender Organisierungsvorginge.

Zusammenfassende Besprechung.
1.

In der vorliegenden Arbeit haben wir versucht, eine eingehende Be-
schreibung des Vorgangss der Fibrillenbildung in der Gewebekultur zu
geben. Wir beschrinkten uns bisher auf die rein morphologische Ana-
lyse dieses Prozesses. Die Deutung unserer Befunde wollen wir im
Rahmen einer allgemeinen Besprechung der sich bekdmpfenden Theorien

der Faserentstehung vornehmen. ,

' Das Studium des Vorganges der Fibrillengenese in Gewebekulturen
zwingt uns, entschieden fiir die VorsteHung einer ewtracelluliren und
extraplasmatischen Entstehung der Bindegewebsfibrillen einzutreten. Wir
schlieffen uns damit einer Richtung an, die im Beginn der histogeneti-
schen Forschung vorherrschend war, spiter aber infolge einer Uber-
schitzung der Bedeutung der Zelle stark zuriickgedrangt wurde, in-der
letzten Zeit aber wieder mehr und mehr in den Vordergrund tritt. Es
sei hier in wenigen Worten die historische Entwicklung der Gedanken
skizziert, die dieser Anschauung zugrunde liegen.

Im AnschluB an die Theorien von Henle, Kolliker und Ranwvier, die die Ent-
stehung der Fibrillen in die die Spaltriume zwischen den Zellen ausfiillende halb-
flitssige Zwischensubstanz verlegten, entwickelte v. Ebner (1897) als erster auf
Grund seiner systematischen Untersuchungen iiber den Vorgang der Fibrillen-
bildung an der Chordascheide der niederen Fische, sowie am Zahnbein Vorstel-
lungen, denen noch heute eine grundsitzliche Bedeutung beizumessen ist.

Br kam zu der Ansicht, daf die Bindegewebsfibrillen auch in bedeutender
Entfernung von Zellen aus einer von diesen gebildeten homogenen Masse von kol-
loidalem Bau unter dem EinfluB orientierender Spannungen ,,geprigt werden
und sich spater zu selbstindigen Fasern ausbilden. v. Bbuer versuchte diesen
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Bildungsmodus der Fasern nachzuahmen, indem er tierischen Schleim und Hithner-
eiweill unter orientierenden Druck stellte. Auf diese Weise konnte er fibrilldre
Gebilde erzeugen, die echten Bindegewebsfibrillen sehr shnlich waren. Obgleich
v. Bbner seinen Versuchen eine rein physikalisch-chemische Deutung gab, liel er
auch eine andere Moglichkeit offen, indem er nimlich annahm, daB ,,die Faser-
bildung unabhéngig von den Oberflichenspannungen rein durch die ererbte Selbst-
differenzierung lebender Substanz zustande kime*.

In 4hnlicher Weise 148t Merkel (1909) die ersten Fasern innerhalb der homogenen
gallertigen Intercelluldrsubstanz entstehen, die die Réiwme zwischen den Mes-
enchymzellen susfiillt und die er als Sekret der letzteren deutet. Die Zellen nehmen
an der Bildung von Fasern keinen unmittelbaren Anteil. Die Bindegewebsfibrillen
treten zuerst als feinste, netzartige Geflechte auf; bei weiterer Entwicklung ent-
stehen aus den Netzen durch Losung der Verbindungen selbsténdige Fasergebilde.

Die von v. Ebner und Merkel vertretenen Anschauungen fanden zuerst wenig
Anklang. Obwohl eine Reihe von spateren Arbeiten anderer Autoren (Russakoff
1909, Dubreuil 1913, Hertzler 1915) eine volle oder teilweise Bestétigung der
Theorie der extracelluliren Fasergenese enthielten, gingen die meisten Forscher
auf diesem Gebiet einen anderen Weg, und erst in der letzten Zeit kamen, haupt-
sichlich in Arbeiten von Baitsell und Nageotie die klassischen Vorstellungen wieder
zur Geltung.

Baitsell (1916—1930) verfolgt in einer langen Untersuchungsreihe den ProzefB
der Faserbildung unter verschiedenen normalen und pathologischen Bedingungen
und kommt ebenfalls zu der Uberzeugung, daBl die Fasern immer extracellulsr,
aber aus verschiedenartigstem, nicht durch Protoplasmaumwandlung entstandenes
Material gebildet werden. Er studiert die Faserbildung bei der Wundheilung an
der Froschhaut (1916) und stellt dabei fest, daBl die Bindegewebsfibrillen selb-
standig aus Fibrinfaden entstehen. Diese schliefen sich zu dimnen Biindeln zu-
sammen und verwandeln sich allméihlich in grébere, wellig gerichtete Faserkom-
plexe. Obgleich die Beschaffenheit der so entstandenen Fibrillen nicht ganz mit
derjenigen des Kollagens iibereinstimmt (z. B.in ihrer leichten Verdaulichkeit
dureh Trypsin), halt Baitsell ihre kollagene Natur fiir sichergestellt. Das farberische
Verhalten und das Aussehen der Fasern scheint ihm ein geniigender Beweis zu
sein. In das schon organisierte Fasergeriist wandern nachtriglich die Zellen ein.
Ahnlich gehe der Prozef der Fasergenese bei Amphibienlarven (1921) vor sich.
Hier spiele sich die Fibrillenbildung in der Umgebung der Chorda in einer als Zell-
sekret aufzufassenden, homogenen, gallertigen Substanz, ebenfalls morphologisch
vollkommen unabhingig von den Zellen, ab. Gleiche Befunde konnte Baitsell
an dem periaxialen Mesenchym des Hithnehens (1925) erheben. Beim Studium
der Fibrillenbildung bei experimenteller Hodentuberkulose des Meerschweinchens
konnte er ebenfalls feststellen, daf} die Fibrillen aus dem geronnenen Exsudat
ohne nachweisbare Beteiligung der Zellen entstehen (1930). Baifsell entscheidet
nicht, ob die Zellen bei diesem Vorgang sich tiberhaupt irgendwie beteiligen. Er
halt es jedoch nicht fiir ausgeschlossen, daB sie gewisse Sekrete ausscheiden, die
auf den ProzeB der Faserentstehung EinfluB haben. Die Arbeiten von Baifsell
wurden von Harrison (1925) bei seinen Experimenten an Amphibien vollauf be-
statigt.

Bedeutende Fortschritte in der Analyse des Geschehens der extracelluldren
¥asergenese haben wir Nageotte zu verdanken (1916—1931). Seine Lehre 138t
sich folgendermaBen darstellen: Die Faserbildung geht immer in der Grundsubstanz
vor sich, die als ,,albuminoides Koagulum* gedacht wird. Diese ,,ist ebensowenig
lebendig wie ein Korallenstock®. Die Albumine verfallen dem Vorgange der ,,Meta-
morphose’* — sie wandeln sich in Kollagen um. Durch Einwirkung von Salzen
wird das Kollagen des intercelluléren Milieus gefallt und bei dem Ubergang vom
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Sol- in den Gelzustand orientieren sich die Kollagenpartikelchen neu und bilden
die kollagenen Fasern. Die Umbildung von Grundsubstanz geht unter Einwirkung
von Zellen vor sich. Diese sind fahig, nicht nur die Grundsubstanz selbst zu bilden,
sondern sie auch durch ihre Sekrete weitgehend zu verdndern. Der Verfasser
gibt folgendes Bildungsschema des Kollagens an:

Ferments
Albuminoides Substrat ~Kollagensol Neutralsalze

LN\
Fibrillares Kollagengel

Wahrend Baiisell hauptsichlich an der Umwandlung des Fibring zu Kollagen
festhalt, denkt Nageotte, obgleich er dieser Umwandlungsart eine grole Bedeutung
beimiBt, vor allem auch an die Umwandlung anderer EiweiBlstoffe (geléste EiweiBle
des Blutes und der Lymphe, des toten Cytoplasmas usw.). Sein Schema der Kol-
lagenbildung hat Nageotte auch an in wvitro-Versuchen glinzend nachgeprift und
erhirtet.

In der neuesten Zeit haben die Nageotfeschen Versuche eine Bestitigung
durch Heringa (1926 und 1931) erfahren. Seine weiteren Untersuchungen an
der Nabelschnur des Kalbes und am subcutanen Gewebe von neugeborenen
Ratten zwangen ihn zu der Annahme, dafBl die Bindegewebsfibrille in inter-
cellulir gelagertem faserbildendem Sol entsteht. Im Gegensatz zu Nageotle
nimmt er an, daB die Zellen nicht das koagulierende oder ,,metamorphosierende*
Ferment, sondern das Kollagen selbst ausscheiden. Das Hauptgewicht seiner
Untersuchungen verlegt Heringe auf die physikalisch-chemische Analyse des
Prozesses. Zusammenfassend lassen sich seine Anschauungen folgendermalen
wiedergeben: Die Entstehung von Fibrillen ist ein Prozefl von Gelbildung in einem
tibrillenbildenden Sol. Bei Ubergang aus dem Sol- in den Gelzustand fillt Kollagen
in Form von lianglichen Micellen aus. Die letzteren reihen sich zu Fadchen an-
einander. Bel weiterer Entwicklung schlieBen sich auf Grund der den Micellen
inhdrenten Eigenschaften die einzelnen Fibrillen zu faserigen Komplexen zu-
sammen: Die physikalischen Eigenschaften der fertigen Fibrillen werden durch
die ,,spiralige Eigenform‘ der Kollagenmicelle bedingt.

Nageotte und Heringa haben als erste die Moglichkeit der Entstehung
von kollagenen Fasern aus leblosem chemischem Substrat nicht nur
erwogen, sondern auch durch aufschluBreiche Experimente bewiesen.
Hierin liegt die besondere Bedeutung ihrer Untersuchungen; sie diirfen
weitgehende Beriicksichtigung auf dem Gebiete der Genese der Binde-
gewebstibrille beanspruchen. Wir werden bei der Deutung eigener Be-
fande aus diesen Feststellungen die notigen Schliisse ziehen.

2.

Wir wenden uns nun dem Problem der extra- oder intracelluldren
Entstehung der Bindegewebsfasern zu.

Die Vorstellungen iiber intracellulire Entstehung der Bindegewebsfasern hat
zuerst Flemming (1897) in aller Ausfithrlichkeit entwickelt; er beschrieb, wie einzelne
Teile des Mitoms sich zu faserigen Fibrillen ausbilden. Durch Spuler (1897) und.
Golowinski (1909) unterstitzt, fand diese Lehre weiteren Ausbau bei Mewes (1911),
der die chondriomale Natur der Flemmingschen Filarmasse sicherstellte. Die
Chondriokonten schlieflen sich zu langeren Gebilden zusammen, riicken gleich-
zeitig an die Zelloberfliche und lagern sich dort als fertige Mesenchymfibrille ab.
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Trotz mancher Bestatigungen (Romeis 1914, Frederikse 1917) wird von
der Mehrzahl der Autoren (Levi 1911, Dubreuil 1913, Laguesse 1923, 1926,
Maximow 1928) die Vorstellung, daB die Mesenchymfibrille aus protoplasmatischen
Strukturen entstehe, abgelehnt. HEs ist keinem gelungen, einen direkten Uber-
gang der Elemente des Chondrioms in Bindegewebsfibrillen zu sehen. Mewes suchte
dieses durch die Annahme zu kliren, dafB die Plastosomen wihrend der kritisehen
Zeit eine chemische Umwandlung erfahren, die sie farberisch unsichtbar macht.
Diese Annahme zu beweisen, ist Mewes nie gelungen. Auch das nihere Studium
des chondriomalen Apparates der Bindegewebszelle in seiner Verteilung inner-
halb des Zellkérpers macht seine Beteiligung an dem Vorgang der Fibrillengenese
wenig wahrscheinlich (Wassermann 1928).

Obgleich die Beteiligung des Chondrioms bei der Entwicklung der
Fibrille allgemeine Ablehnung fand, bleibt die Vorstellung, daB die
Mesenchymfibrillen innerhalb des Zellkdrpers entstehen oder entstehen
konnen, fast iberall anerkannt. Den wenigen Befunden, die fur die
Entstehung der Fibrillen auBerhalb des organisatorischen Bereiches
der Zelle sprechen, stehen weit mehr Angaben iiber ihre intracellulire
Entstehung gegeniiber. Dieses ist vor allem darauf zuriickzufiihren,
daB es nicht allzu schwer ist, mit verschiedenen farberischen Methoden
sicher intracellulir gelagerte Fasersysteme zur Darstellung zu bringen.

So konnte Mazimow (1902) und kurz danach Mallory (1904) im Corium und
Perichondrium des Embryos, sowie im Granulationsgewebe und in Geschwiilsten
innerhalb der mesenchymalen Zellen feinste Faserstrukiuren beobachten, die
Mallory als ,,Fibroglia-fibrills‘* bezeichnete. Ihre Stellung zur Zelle setzte er zu der
der Gliafagern zu der Gliazelle in Analogie. Coca (1906) sah dhnliche Fasern in den
Mesenchymzellen der Hithnerembryonen. Tello (1922) beschrieb argyrophile Netze
innerhalb von Bindegewebszellen bei Saugetierembryonen, die voritbergehend auf-
treten. und mit fortschreitender Entwicklung der kollagenen Fasern schwinden.
Die Frage, ob diese Strukturen zur Entstehung der Mesenchymfibrillen in direkter
Beziehung stehen, wurde nicht einheitlich entschieden. Krauspe (1912), Laguesse
(1920), Alfejew (1926), Plenk (1927), rechnen die ,,Fibroglia-fibrills* den argyro-
philen Bindegewebsstrukturen zu, wihrend Meves (1911), Ferguson (1911—1912)
und Mazimow (1915) eine gegenteilige Anschauung vertreten. Der letztere neigt
dazu, die Malloryschen Fasersysteme eher den Tonofibrillen zuzurechnen, d. h.
den von Heidenhain in Knorpel-, Epithelzellen usw. beschriebenen und von Maxzimow
in Fibrocyten beobachteten langen, geschwungenen Fasern, die sich mit Eisen-
hématoxylin stark farben lassen und nach allgemeiner Meinung mechanische Be-
deutung haben (,,Mechanofibrillen von v. Tschermak), ohne sich jedoch histo-
genetisch weiter entwickeln zu kénnen.

Wenn man auch von dem Befund der sicher intracelluliren
Fagersysteme, deren Bedeutung wir noch nicht durchschauen kénnen,
absieht, bleiben immer noch grofle Schwierigkeiten in der Lokalisation der
Fibrillenentstehung bestehen, wie es die Befunde von Hansen (1905),
Dantschakoff (1908), Fergusson (1912), Krauspe (1922), Yamasak: (1928)
u. a. zeigen. Es scheint hier der Beurteilung des Ortes der Entstehung der
Mesenchymfibrille eine uniiberwindliche Grenze gesetzt, die durch die
Eigenart der zu untersuchenden Materie bedingt ist. Die Schwierig-
keiten, die einer klaren Entscheidung im Wege stehen, sind so groB,
daB3 die Forscher, die sich entschieden fiir die extracellulire Genese der
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Mesenchymtfibrille einsetzen, wie z. B. Wassermann und Heringa, sich
doch gezwungen sehen, auch eine intracellulire Entstehung anzu-
nehmen, oder wenigstens zu erwégen.

Mit vollem Recht behauptet Plenk (1927), dafi an dem dem Histo-
logen zur Verfiigung stehenden Material so gut wie immer eine extra-
und intracellulire Entstehung der Fibrillen morphologisch ,,bewiesen‘
werden kann. Seine SchluBfolgerung, dafl ,,diese Frage durch Unter-
suchung und Beriicksichtigung der Frihstadien allein tiberhaupt nicht
zu losen ist”, mochten wir dahin erweitern, dafl die Erforschung im
Spatstadium der Entwicklung ebensowenig zur Bestimmung des Ortes
der Faserentstehung beitragen kann. Ein vollstindig ausgebildetes
mesenchymales Gewebe bildet zusammen mit seinem Fasergeriist eine
Einheit, bei der die Trennung in einzelne Elemente zwecks histogeneti-
scher Analyse nahezu eine Unméglichkeit darstellt.

Wir sind iiberzeugt, daB wir die histogenetischen und strukturellen
Verhaltnisse innerhalb des fibrillenbildenden Mesenchyms nicht erfassen
kénnen, solange wir auf die Beurteilung der ausgebildeten Zustinde
angewiesen sind; uns scheint, eine Loésung des Problems ist nur zu
erhoffen, wenn es gelingt, den Prozel} der Entstehung der Fibrille direkt
0 statue nascends zu betrachten.

Die erwiinschten Bedingungen sind in Gewebekulturen gegeben,
wo man nicht auf blofie Beurteilung von statischen Bildern angewiesen
ist, sondern die fibrillenbildenden Vorginge in ihrer Dynamik erfaf(t
werden kdénnen.

Die Untersuchungen an Gewebekulturen sprechen entschieden fir die
ausschliefliche Entstehung der Mesenchymfibrille auferholb der Zelle.

Die Ergebnisse der Arbeiten von Mawximow (1929), Huzella (1929),
Olivo (1930), Momigliano-Levi (1932) sind ibereinstimmend und ein-
deutig.

Eine andere Darstellung finden wir in Untersuchungen von M. Lewis (1917) und
von Ludwig (1930). Nach Lewis entstehen die Fasern ausschlieBlich innerhalb
der Zellen. Ludwig scheint die Lewisschen Befunde der Entstehung der Fasern,
die er Primitivfibrillen nennt und mit Tonofibrillen identifiziert, zu bestitigen.
Wir schlieBen uns auf Grund unserer Untersuchungen der Meinung Blooms an,
der mit vollem Recht behauptet, dall die meisten von Lewis beschriebenen Struk-
turen in das Bereich der Tonofibrillen gehéren. Wir zweifeln auch nicht, daB die
intracelluliren Fasern, die Ludwig beschrieben hat — sofern nach seinen Bildern
geurteilt werden kann —, zu den Tonofibrillen gerechnet werden miissen und
glauben, daf sie von ihm zu Unrecht den Mesenchymfibrillen gleichgesetzt werden.

Im ganzen Verlauf unserer Untersuchungen haben wir niemals An-
haltspunkte fiir eine intracellulire Entstehung der Mesenchymfibrille
finden konnen. Die Bindegewebsfasern entstehen immer extracellulir,
sei es dicht an der Zellgrenze, sei es in ihrer néheren Umgebung. Zwar
sind die Verhéltnisse in der Kultur mit ausgebildetem Fasergeriist ebenso
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uniibersehbar wie im Korper und erlauben ebensowenig eine klare Ent-
scheidung, jedoch sind die Beziehungen zwischen den eben aussprossen-
den Zellen und den sich bildenden Fasern klar und unproblematisch.
Jedes, auch das zarteste Féserchen, 1afit sich vom Augenblick seiner
Entstehung an exakt von dem Zelleib abgrenzen.

Wenn man von der Entstehung von Fasern in der weiteren oder
naheren Umgebung der Zelle absieht — ein Vorgang von grundsétz-
licher Bedeutung —, und sich nur den an den Zellgrenzen sich abspielen-
den Vorgéngen zuwendet, so zeigt sich auch hier die véllige Autonomie
der entstehenden Fasern. Die ersten Féserchen schmiegen sich oft den
Zellgrenzen an, ahmen ihre &uBieren Formen nach, lassen sich aber immer
von dem Zelleib abgrenzen und gehen nie durch die Zelle selbst hindurch.
Bei Zusammenziehung der Zelle und der Zellfortsitze bei ihrer Fort-
bewegung sowie bei der die Mitose begleitenden Zellumgestaltung be-
wahren sie ihre vollstindige Unabhangigkeit.

Die Verhiltnisse liegen in den Gewebekulturen um so klarer, als sich
bei der Azanfirbung sowie bei Versilberung keine intracelluliren Faser-
strukturen (Mallorysche ,,Fibroglia-fibrills®, T'ellosche Silbernetze) dar-
stellen lassen. Da die mit diesem Verfahren behandelten Zellen ,,optisch
leer“ erscheinen, ist jede Verwechslung und MiBdeutung ausgeschlossen.

In mit Eisen-Hématoxylin gefdrbten Kulturen sieht man oft in
der Zelle langere, sich nicht verzweigende, sehr diinne fibrillire Zige,
die vollkommen den Heidenhainschen Tonofibrillen gleichen. Diese
Fibrillen weisen, wie sich immer feststellen 1a8t, keinerle: Beziehungen
zu der Mesenchymfibrille auf. Sie unterscheiden sich grundsitzlich in
Lage, Form und Beschaffenheit von ihnen; es finden sich auch keine
Ubergiinge zwischen ihnen und Bindegewebsfasern.

Desgleichen zeigt sich nach entsprechender Bearbeitung (Vital-
farbung mit Janusgriin, Farbung mit Eisen-Hématoxylin nach voran-
gehender Fixierung mit Osmiumgemischen), dafl zwischen dem Chondriom
der Zelle und dem Vorgang der Fibrillenbildung keine morphogenetischen
Beziehungen bestehen. Das Chondriom liegt in Form von Stébchen
und Granula ausschlieBlich in der Mitte des Zellkorpers; die Randzone
der Zelle — das Ektoplasma —, das nach vielfach geduBerter Ansicht
fir die Bildung von Fasern in Frage kommen koénnte, ist immer frei
von Plastosomen. Ebenso lassen sich keine Parallelen zwischen dem
Aktivititszustand, in dem sich das Chondriom befindet, und der In-
tensitit der Faserbildung aufstellen.

Der sich mit grofter Intensitat in Kultur abspielende fibrillenbildende
Prozef verliuft in niherer oder wedterer Umgebung der Zelle; es finden
stch aber keinerles Anzeichen dofiir, daf dieser Vorgang innerhalb des
Zellkérpers vor sich gehen kann: die Fibrillen enistehen nie in der Zelle
selbst.
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3.

Ebenso entscheidend ist eine zweite, auf Grund von Erfahrungen
an Gewebekulturen zu erhebende Feststellung:

Die Bindegewebsfibrillen kénnen nicht nur auBerhalb der Zellen
entstehen, sondern dariiber hinaus in einer ,,Grundsubstanz*, die in keiner
morphogenetischen Beziehung zum Protoplasma steht oder jemals ge-
standen hat.

Wir haben in der Einleitung bereits dargelegt, dafl die Mehrzahl
der Autoren (Studnicka 1903, Hansen 1905, Laguesse 1921, Zawarzin
1926) u. a., ohne die intracellulire Fibrillogenese abzulehnen, zur
Annahme einer extracelluliren Faserentstehung neigt. BewuBt oder
unbewuflt von der Vorstellung geleitet, daB eine echte histogenetische
Ditferenzierung nur in einem lebenden Substrat stattfinden kann, ver-
legen die meisten Autoren den Vorgang der Fibrillenentstehung in die
Nahe der Zellumgebung, in die protoplasmatischen Lamellen, Exo-
plasmen oder in die Grundsubstanz selbst, die — als Abkémmling des
Protoplasmas aufgefaflt — voll oder begrenzt die Eigenschaften des
Lebens besitze. Die stoffliche Grundlage der Substanz, in der die Faser-
bildung sich abspielt, ist stets urspriingliches Zellprotoplasma oder ein
Produkt seiner Umwandlung (Wassermann 1928). Auf diese Weise
kommt man zum paradox klingenden SchluBl, daf die Fibrillenbildung
stets intraplasmatisch vor sich geht, selbst wenn sie extracellulir statt-
findet.

Den Versuchen, die in der Materie liegenden Schwierigkeiten durch
mehr oder weniger gezwungene Hypothesen zu iiberbriicken, wird
sofort die Notwendigkeit genommen, wenn man sich der Gewebeziichtung
als Arbeitsmethode bedient. Die in der Kultur in gréferem Ausmape
extracellulir statifindende Fibrillenbildung liuft in einem Substrat ab,
das mit einer Grundsubstanz im Sinne Wassermanns, Studnickas, Laguesses
u. a. nicht das geringste zu tun hat.

Die eingehendste Untersuchung der lebenden Zellkolonien und ge-
farbten Kulturen zeigt immer wieder einwandfrei, daf die Zellen ein-
schlieBlich ihres &uBersten Ektoplasmas stets scharf von dem umgeben-
den plasmatischen Milieu abgegrenzt werden konnen. Ebenso sind die
protoplasmatischen Fortsitze und die Membranen, die sich von den
Zelleibern ausbreiten, immer als solche deutlich von der Umgebung zu
unterscheiden. Nie lassen sich protoplasmatische Bildungen feststellen,
die den exoplasmatischen Lamellen von Laguesse oder Exoplasmen von
Studnicka entsprechen kénnten.

Das Feld, auf dem die Fibrillenbildung sich abspielt, ist immer das
Néhrbodenplasma selbst, in urspringlichem oder durch die Lebenstitigheit
der Kultur verdndertem Zustand. Nur dort, dicht an den Zellgrenzen, aber
ebensooft in ihrer weiteren Umgebung, finden sich thre ersten Anfinge, geht
thre weitere Entwicklung fort.

Virchows Archiv. Bd. 291. 20a,
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Diesen unter fast schematisch iibersichtlichen Bedingungen der
Kultur gemachten Beobachtungen kommt eine grundsitzliche allgemeine
Bedeutung zu. Wenn auch Wassermann sich nicht durch die ,iiber-
raschenden Ergebnisse der Gewebeziichtung (in seiner Besprechung
der: Maximowschen Befunde) gezwungen fihlt, den ,,durch die histo-
genetischen Studien geschaffenen, sicheren Boden zu verlassen’, so
sehen wir keine Veranlassung, die sicher extraplasmatische Entstehung
der Fasern in Gewebekulturen als einen Ausnahmefall zu betrachten,
denn — wir haben es schon in der Einleitung betont —— wenn auch die
duferen Formen des Vorganges in vilro von denen én vivo verschieden
sind, so liegt kein stichhaltiger Grund zu der Annahme vor, da8 auch
die ‘beherrschenden Prinzipien verschiedener Natur seien. Die Tat-
sache, daBl die Fibrillen in Gewebskulturen exfroplasmatisch entstehen,
ist zwingend genug, um ein fiir allemal ,,der spekulativen Verwischung
der Unterschiede zwischen Protoplasma und Grundsubstanz® (Plenk)
ein Ende zu machen und die Gesamtfrage auf wissenschaftlich ge-
sichertem Boden zu erdrtern.

4.

Der Vorgang der Fibrillengenese geht also nicht intracelluldr vor sich,
er. muf sich auch nicht innerhalb der durch Protoplasmavmwandlung ent-
standenen Grundsubstanz abspielen; die Fibrillen entwickeln sich in der
Kultur frei in dem zwischen den Zellen liegenden plasmatischen Medium.

Das eigentliche Problem, das noch der Losung harrt, ist folgendes:
Welche Rolle spielt die Zelle bei dem Vorgang der Fibrillenentstehung
und was ist die Funktion des den Zellen in Kultur zugefiigten Mediums,
das wir der natiirlichen Grundsubstanz in bezug auf die histogenetischen
Potenzen gleichstellen miissen. Die beiden Fragenkomplexe sind so
irmig miteinander verbunden, daf sie nur im Zusammenhang miteinander
besprochen werden kénnen.

Es kann nicht bezweifelt werden, daf der Zelle bei dem Vorgang
der Fibrillenbildung eine entscheidende Rolle zukommt. Der blofle
Vergleich eines zellhaltigen Koagulums mit seinem weit entwickelten
Fasergeriist mit einem entsprechend bebriiteten zellfreien Gerinnsel
+— in dem es beéstenfalls zur Entwicklung einer netzigen Fibrinstruktur
kommt - veranschaulicht die ausschlaggebende Bedeutung der Gegen-
wart einer Zellkolonie. Nicht weniger {iberzeugend wirkt die Verteilung
der Fasern innerhalb der Kultur selbst mit ihrer stirksten Verdichtung
im Bereiche der dichten Zellansammlungen und ihrer fortschreitenden
Abnahme nach der Peripherie der Kultur hin. Auch die Beobachtung,
daB “die Fibrillen mit Vorliebe in unmittelbarer Nachbarschaft der
Einzelzelle auftreten, spricht eindeutig fir eine Beteiligung der Zelle
bel: diesema Vorgang:. Die Fibrillenbildung ist eine Funktion der Zell-
kolonie. Uber den Mechanismus dieses Vorgangs, iiber die Art und Weise,
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wie unter dem Einflul der Zellen die Bindegewebsfibrille entsteht,
lassen sich vorliufig nur Vermutungen dullern.

. Zwei Moglichkeiten der Art der Zellbeteiligung bei dem fibrillen-
bildenden Proze8 sind denkbar:

1. Die Zellen scheiden selbst Kolla,gen oder kollagenshnliche Sub
stanzen aus, die in der Néahe der Zelle in faseriger Form ausfallen.

2. Die Zellen wandeln das sie umgebende 1nterp1asmat1sche Substrat
zu Kollagen um.,

Die Vorstellung, daB die Zelle das Kollagen als solches ausscheidet,
ist zwar mehrfach in &alteren Arbeiten erwidhnt, und auch in neuerer
Zeit von Heringa (1926) — in zwar etwas unbestimmter Form: ,,Le sol
collagtne doit ses micelles caractéristiques aux cellules conjonctives;
aux fibroblastes — in den Bereich der Moglichkeit geriickt worden, hat
aber im grofien und ganzen keinen Anklang gefunden.

* Ein Ubergang von Stoffpartikelchen aus der Zelle in das umgebende
Medium wurde von keiner Seite beobachtet. Der Umstand, daBl das
Chondriom bei der Fibrillenbildung sich im Zustande erhohter Titig-
keit befindet (Dubreuil 1913), eine Erscheinung, die wir in Kulturen
nicht beobachten konnten, erlaubt keine bindenden Schliisse, da diese
Titigkeit sich auf die Bildung verschiedenster Stoffe beziehen konnte.
Die einzige Grundlage dieser Annahme kénnten die Beobachtungen
von M. Lewis bilden, die die Fibrillenbildung in Kulturen beschrieb, die
in Salzlosung angesetzt waren. Diese Versuche kéunen doch nicht in
diesemn Sinne verwertet werden, weil einmal die Locke-Lewissche Fliissig:
keit Bouillon enthielt und zweitens die frisch explantierten Gewebe:
stiicke eine gewisse Menge von Zwischensubstanzen mit in die Kultur
bringen, deren Differenziernngspotenzen auller Zweifel stehen.

Eigene Befunde mit ausgewachsenen (ewebsstiickehen zeigen, daf die Fibrillen-
bildung (wenn man von der ‘Bildung der Tonofibrillen absieht, die die Haupt:
menge der bei Lewisschen Kulturen entstandenen Fibrillen bilden), nach drei-
stiindiger Durchspillung ganz kleiner Gewebsfragmente mit Ringerscher Lijsung
weitgehend aufgeboben werden kann.

Die Mehrzahl der Autoren, die eine Fernwirkung der Zelle auf den
Vorgang der Fibrillenbildung annehmen, vertreten die Anschauung,
daB bei diesem ProzeB die Zellen nicht das Kollagen als solches, sondern
gewisse Substanzen ausscheiden, die sich nachtriiglich in Kollagen um-
wandeln. So meint Schaffer (1933), die Zelle nehme an der Fibrillen-
bildung teil, indem sie ,,durch einen Sekretionsvorgang, den wir mikro-
skopisch bis jetzt noch nicht verfolgen kénnen, das Material zum Auf-
bau und Anbau“ der fibrillenbildenden Substanz liefert. Rdssle und
Yoshida (1909) betrachten ,,die Gitterfasern als Ausscheidungsprodukt
von Zellen”. Zur Zeit der Ausscheidung ist die Gitterfasermasse fliissig-
fadig. Sie erstarrt erst nachtriglich in der umgebenden Fliissigkeit zu
festeren Gebilden. Auch fiir Maurer (1915) bildet die Zelle bei Fibrillo-

20%
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genese den ,,Ausgangspunkt, indem sie in besonderer Form gewisse
Substanzen synthetisch aufbaut und ausscheidet. Biedermann (1917)
stellt sich die morphogenetische Funktion der Zelle in der Art vor, daf§
,,die vorhandenen Zellen fortdauernd neues, geldstes Bildungsmaterial®
fiir die Fibrillenbildung liefern (,,geformte Sekrete®).

- Diese Vorstellungen fiihren uns unmittelbar weiter. Es unterliegt
keinem Zweifel, dafl die Zellen sich mafBgebend an dem Aufbau des
Substrats, in dem die Fibrillenbildung stattfindet, beteiligen kénnen.
Diese formative Titigkeit der Zelle mufB aber nicht unbedingt an die
Bildung einer direkten Vorstufe des Kollagens gebunden sein.

Unsere Beobachtungen sprechen dafiir, da die Funktion der Zellen
bei dem ProzeB der Fibrillogenese hauptséchlich in der Umformung
der intercelluldren Masse besteht. Das Studium der Genese der Fibrillen
in der Kultur zeugt immer dafiir, daf} die Umwandlungsprozesse an dem
wmgebenden Medium bei der Entstehung der Kollagenfibrille eine grund-
legende Rolle spiclen miissen.

5.

Es kann nicht nachdriicklich genug betont werden, dafl der Vor-
gang der Hxplantation selbst ein auslisendes Moment fiir intensivste
Fibrillenprodukiion darstellt. Die Gewebe, die in vive gewShnlich nur
ein spérliches Fibrillengeriist bilden, werden in dem Augenblick, in
dem sie in das Plasma der Kultur kommen, zu hochster fibrillenbilden-
der Téatigkeit angeregt. Ks entwickeln sich dichteste kollagene Faser-
lager, wie wir sie sonst nur in Ausnabmeféillen (z. B. bei Narben-
bildung) sehen.

Da wir aus der gesamten gewebezilichtlerischen Erfahrung wissen,
daB die Zellen in Kultur wenig zur Differenzierung neigen, sondern da8
der Explantationsreiz sich eher als Dedifferenzierungsfaktor auswirkt,
8o mull in diesem Ausnahmefall die Erklirung fir die erhohte Fi-
brillentéitigkeit in der Auslosung spezifischer Wechselbeziehungen
zwischen Zelle und umgebendem Plasma gesucht werden. Die Erfah-
rungen an Gewebekulturen lehren immer wieder, dafi der fibrillenbildende
Prozef immer eine Folge der direkten Fihlungnahme zwischen Zelle und
wmgebendem plasmatischem Miliew darstellt.

Das zeigt auch folgender Versuch: Setzt man eine Kulturhalfte in ein Medium,
dem unverdiinntes Plasma zugrunde liegt, und die andere in eine stark verdiinnte
Plasmalosung (1:15), so ist die Faserbildung im konzentrierten Plasma bedeutend
stirker als im verdinnten.

Wir haben in Kapitel 4 dieser Arbeit dargelegt, dal die fibrillen-
bildenden Prozesse von Organisationsvorgingen im Plasmagerinnsel, die
durch die Anwesenheit der Kultur bedingt werden, oft gar nicht zu
trennen sind, daf die Fibrillenbildung, falls sie nicht als Folge des
Plasmaabbaues auftreten, sich als eine lokale Kondensierung der sich
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diffus im Plasma abspielenden Organisierungsprozesse sich &ubert.
Der Ubergang der plasmatischen Strukturen zu kollagenen Fasern
ist vollig kontinuierlich; die sich entwickelnden Netze der Mesenchym.-
fibrillen sind von den urspriinglichen Plasmastrukturen kaum zu trennen.
Diese Beobachtung zeugt ebenfalls eindeutig fiir die innige genetische
Beziehung zwischen den neugebildeten- Bindegewebsfasern und dem
Substrat, in und aus dem sie entstehen.

Die Einwirkung der Zelle auf das Plasma kann mechanisch oder
chemssch gedacht werden. Ks ist denkbar, dafi die Zellen in ihrer Um-
gebung gewisse Spannungszustinde schaffen, unter deren EinfluB sich
das intercellulire Milieu umbildet, oder dal} sie gewisse Stoffe (wahr-
scheinlich fermentativer Natur) sezernieren, die das umgebende Milieu
in Kollagen umwandeln.

Die Bedeutung von Spannungszustdnden fiir die Morphogenese der
Fasern wurde auch in letzter Zeit wohl auf Grund der neuesten For-
schungsergebnisse auf dem Gebiete der Physik faseriger Stoffe stark
betont (Giersberg 1921, Huzells 1925). Wir wissen, dafl man durch Ein-
fluB von Zug und Druck den Micellen mancher faserbildenden Gele eine
gewisse Orientierung verleihen kann, die die Ausbildung faseriger Struk-
turen ermoglicht oder bedingt (Mark, Herzog). Die Versuche von Collin
(1928) haben ferner gezeigt, dall unter Spannung gestellte Substrate
(z. B. Gelatine) ihre Yarberischen Eigenschaften und morphologische Be-
schaffenheit weitgehend dndern koénnen.

Andererseits aber hat uns die moderne physikalische Chemie gelehrt,
daB die Eigenart der sich in faseriger Form ausscheidenden chemischen
Komplexe auch in der Kigenart der sich bildenden Micellen bedingt
sein kann. Es wurde gezeigt, dafl in den sog. ,,Stdbchensolen® iiber eine
Aneinanderreihung der Micellen hinaus auch ein spontanes Zusammen-
schliefen der Fibrillen zu parallelfaserigen Bildungen vorkommt (Szeg-
vart 1924, Zocher 1925, Herringa und Mitarbeiter). Der AnstoB zur
Fibrillenbildung mufl also nicht unbedingt von aulen kommen, sondern
kann in dem chemischen Substrat selbst liegen.

Das unter Spannung gestellte plasmatische Gerinnsel wandelt sich
— wie wir in Kapitel 2 auseinandersetzten — in einen straff ge-
richteten Faserkomplex um. Baitsell (1917), der als erster diese Ver-
dnderungen am Plasmagerinnsel beschrieb, vertritt die Meinung, daf
dieser Faserkomplex dem echten kollagenen Fasernetz gleichgestellt
werden muBl. Seiner Auffassung nach geht das unter Spannung gesetzie
Fibrin direkt in Kollagen tiber.

Die Analyse der unter Spannung entstandenen Fasersysteme zeigt
eindeutig, daB, obwohl weitgehende Anderungen der morphologischen
und chemischen Eigenschaften des Fibrins hier auftreten, obwohl gie
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neu entstandenen Fasern im Aussehen und féarberischen Verhalten an
Kollagen erinnern, doch von einer wirklichen Analogie dieser beiden
Substanzen keinesfalls die Rede sein kann (gute Férbbarkeit der Span-
nungsstrukturen nach Weigert, leichte Verdaulichkeit durch Trypsin,
morphologisch ungeniigende Ausreifung).

Unserer Meinung nach handelt es sich bei diesem Umwandlungs-
prozell um eine Erscheinung, die wir seit den klassischen Untersuchungen
v. Ebners gut kennen.

v. Ebner (1897) setzte Eiereiweil}-, Gummi- und Leimfidden unter orientieren-
den Zug und brachte sie in Alkohol zum Erstarren. Auf diese Weise gelang es
ihm, fibrillare Strukturen darzustellen, die stark an Bindegewebsfasern erinnerten.
In neuerer Zeit ist Giersberg auf Grund von Untersuchungen iiber die Schalen-
hautfasern der Reptilien- und Vogeleier zu ganz &hnlichen Resultaten gelangt.
Bei der Bildung der Eihiillen entsteht zunédchst eine klebrige kolloide Masse, aus
der sich nachtriglich, unabhiingig von jedem gestaltenden Einflu8 lebender Zellen
infolge der Zugwirkung, der die Eier wahrend ihrer Rotation im Eileiter ausgesetzt
sind, die Fibrillen differenzieren. Wie v. Ebner versuchte auch Giersberg diesen
Vorgang experimentell nachzuahmen. Er benutzte dazu Sticke des Ligamentum
nuchae oder der Schalenhaut von Reptilien, die er durch Behandlung mit Kali-
lauge in eine amorphe kolloide Masse verwandelte und dann mit Essigsdure wieder
zum Erstarren brachte. LieB er auf diese Masse wahrend der Neutralisierung eine
Zugspannung einwirken, so trat in deren Bereich beim Erharten Faserbildung
auf. Huzello (1925) konnte unter mechanischer Zugwirkung in fixiertem Zell-
sekret auBerhalb des Korpers ,,typische argyrophile Faserkonstruktionen nach-
ahmen. FEr berichtet tiher Erzeugung der Fasern in unter hohem Druck aus der
gereizten Manteldriise der Weinbergschnecke hervorschieBendem Sekret. Bresslaw
(1928) sah, daB in den Eikapseln einer Landplanarie unter der mechanisch als
Zugspannung zu bewertenden Saugwirkung des Embryonalpharynx, die einge-
sogene Dottermasse fibrillaire Struktur annahm.

Es steht auBer Zweifel, daBl die durch Zug bewirkte Plasmaumwand-
Iung in den Bereich der beschriebenen Erscheinungen gehért. Das
Fibrin kann unter mechanischer Einwirkung eine Umwandlung in ge-
richtete Fasersysteme erfahren, &dhnlich wie zahlreiche andere Sub-
stanzen (Gummi, Leim, Schleim, EiereiweiB) von entsprechender physiko-
chemischer Konstruktion. Es liegt aber keine Veranlassung vor, den
Vorgang der Umwandlung des Fibrins in vitro dem morphogenetischen
Geschehen bei der Fibrillenbildung im Kérper oder in der Zellkultur
gleichzustellen. Wenn sich auch gewisse Vergleichspunkte zwischen den
Spannungsversuchen und den histogenetischen Prozessen in wvivo er-
geben, so liegt kein logischer Zwang vor, allein an Hand mancher be-
stehender Analogien eine Erklarung fiir den Vorgang der Fibrillogenese
zu geben 1.

1 Wir méchten hier betonen, daBl im Gegensatz zu den voreiligen Schliissen
der spiteren Autoren v. Ebner selbst seine Ergebnisse mit groBiter Vorsicht aus-
wertete. ,,Es ist vorldufig nicht moglich — schrieb er — direkt nachzuweisen, daf
tatsichlich wahrend der Bildung der Fibrillen die theoretisch geforderten Span-

nungen bestehen, und es sind nur Wahrscheinlichkeitsgriinde, die man dafiir geltend
machen kann'* (1906, S. 56).
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Das Studium der Verhidltnisse in der Kultur spricht eher dafir,
dafBl der Vorgang der Fibrillenbildung ¢n keiner Weise mit den in der
Kultur herrschenden Spannungskriften in Zusammenhang gebracht werden
kann.

Der Versuch, in Kulturen sich iiber die Rolle der Spannung Rechen-
schaft zu geben, kann ohne Schwierigkeiten durchgefiibrt werden. Die
urspriinglichen Fibrinstrukturen im Plasma geben ein genaues Bild
der in dem Medium herrschenden Spannungsverhaltnisse; ihr Studium
gibt beim Vergleich mit der Richtung der sich bildenden Mesenchym-
fibrillen eine Moglichkeit, die Bedeutung der Spannungen fiir deren

Abb. 87. 7 Tage alte Fibroblastenkultur. Azan-Préparat. Immer. 1,,. Ok. 8.
Leica-Aufnahme.

Genese auszuwerten. Die Abb. 37 zeigt uns eine Zelle mit ihrem um-
gebenden Kraftfeld. Die urspringlich netzige Struktur des Plasma-
koagulums erfihrt in der Nihe der Zelle eine starke Verinderung. Die
durch Zellen erzeugten Spannungszusténde wirken auf das Fibrinnetz,
indem sie die einzelne Fibrinfibrille dem Verlauf der Spannungslinien
einordnen. Wie aus der Abbildung deutlich zu ersehen ist, verlaufen
alle zu Fibrillenbiindeln zusammengesehlossenen Fidchen senkrecht zu
der Langsachse der Zelle. Der Verlauf der neu entstandenen Mesenchym-
fasern stimmt keineswegs zu der Verteilung der Spannungskrifte, wie
sie die Anordnung der Fibrinfiden so deutlich wiederspiegelt. Die
Mesenchymfibrille entsteht in der Nahe der Zelle immer parallel der
Lingsachse des Fibroblasten.

Wenden wir uns dem Studium der frither mehrfach beschriebenen
diffus auftretenden Netze mesenchymaler Fibrillen zu, so finden sich
auch dort keinerlei Anzeichen dafiir, dal sie unter der Wirkung
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irgendwelcher im Plasma bestehenden Spannungszustinde stehen. Die
fibrillaren Netze entstehen ganz diffus und zeigen keine gerichtete
Orientierung.

Die unter der speziellen Fragestellung der Bedeutung der Spannung
fur die Orientierung der Fasersysteme angestellten Untersuchungen
gaben uns Gelegenheit, tiber die morphogenetische Rolle der Spannung
auch einen direkten Uberblick zu bekommen. Die Kulturen, die mit
Hilfe einer besonderen Vorrichtung unter verschieden gerichteten Span-
nungen geziichtet wurden, zeigen nie eine verstirkte Bildung von Mes-
enchymfibrillen in der Spannungsrichtung. Die Verteilung der neu auf-
tretenden Faserstrukturen entspricht durchaus der Verteilung der Zell-
masse innerhalb der ,,gerichtetén‘ Zellkolonie.

So leicht die Unabhingigkeit der Mesenchymfibrillen von den Span-
nungszustinden im Moment ihrer Entstehung sich beweisen laBt, so
schwer sind die genetischen Beziehungen zwischen Zelle und Fibrille
am voll entwickelten Fasergeriist zu iiberblicken. Dieses steht unter
dauernden, von den Einzelzellen und der Gesamtheit der Kultur aus-
gehenden, mannigfachen gestaltenden Einwirkungen. Die Zellen orien-
tieren die Fasern im Bereich und im Sinne ihres Kraftfeldes, die Kultur
als Ganzes ordnet sie zu einer groflen architektonischen Einheit.

Die mechanische Wirkung der Zelle beschrinkt sich also auf eine Richtung
der fertigen Faserstrukturen, hat aber auf den Vorgang ihrer Entstchung
keinen nachweisbaren Einfluf.

6.

So kommen wir zum SchluB, daBl der Vorgang der Fibrillengenese
am ehesten durch von der Zelle ausgehende stoffliche Einwirkung auf das
umgebende Medium zu deuten tist, dafi das intercellulire Miliew wunter
dem Einfluf von den Zellen ausgeschiedemen Sekreten sich zu Kollagen
wmwandelt. Die Nageotteschen Vorstellungen bekommen so durch Ver-
suche an Gewebekulturen eine experimentelle Unterstiitzung und Be-
statigung.

Die Frage, welche Substrate unter der Einwirkung der fraglichen
Zellsekrete sich zu Kollagenstrukturen umwandeln koénnen, 1afit sich
experimentell angreifen. Schon Nageotte (1930) hat ausdriicklich darauf
hingewiesen, dall die Anschauung Baitsells von der ausschlaggebenden
Bedeutung des Fibrins fir die Faserentstehung unbegriindet ist. Zwar
rdumt Nageotte den Vorgingen der Fibrinumwandlung bei den Prozessen,
die zur Bildung der kollagenen Fasern fiilhren, eine grofle Rolle ein.
Er konnte aber zeigen, daB ebensogut totes Cytoplasma der Knorpel-
zelle (1922) sowie anderes organisches Material [Schwannsche Scheiden
in einem auswachsenden Nerven (1916)] als faserbildende Substanzen
in Betracht kommen. Der Umwandlung in geliste Eiweillstoife der
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Korpersifte kommt bei der Kollagenbildung sogar die wesentlichste
Rolle zu.’

Die grole Bedeutung des im Plasma enthaltenen Fibrins bei Um-
wandlungsprozessen des intercelluldren Milieus der Kultur zu Kollagen
unterliegt keinem Zweifel. Wir haben mit Ausfithrlichkeit gezeigt, wie
innig die urspriinglichen Fibrinstrukturen mit den in der Kultur ent-
stehenden Mesenchymfasersystemen verbunden sind.

Andererseits haben die Versuche von Momigliano-Levi (1932) iiber-
zeugend bewiesen, dafl die Fibrillenbildung auch in den mit fibrinfreiem
Serum angesetzten Kulturen sich abspielt. Wir haben aus anderem An-
laB diese Versuche wiederholt und kénnen die Ergebnisse von Momigliano-
‘Levi voll bestitigen. Dariiber hinaus ergaben unsere Versuche mit an-
deren Kultursubstraten, dafB sich auch in diesen Fibrillen entwickeln.

Wir haben versucht, die Kulturen auf Agar-Agar mit geringem Zusatz von
Embryonalextrakt zu ziichten; obwohl die Zellen sehr ungern auf diesem Medium
proliferieren, gelingt es manchmal, ein spérliches Wachstum der angesetzten Frag-
mente zu erhalten. Die Agar-Agar-Kulturen erwiesen sich in diesen Fallen als
fibrillenhaltig.

Die Art des Substrats, aus dem die Fibrillen hervorgehen, scheint von
sekunddrer Bedeutung zu sein. Es sind verschiedenartige EiweifSkomplexe,
die unter dem Einfluf3 der Zelltitigkeit sich zu Kollagen wmwoendeln kinnen.

Die Uberlegung, welche EiweiBstoffe im lebenden Kirper die Um-
wandlung durchmachen, mull vorliufig ergebnislos bleiben. Thre Be-
deutung fiir unsere Fragestellung ist auch gering. Wir wissen ja, daB
die ,fibrillengebende Substanz im Korper nicht einheitlich ist. In-
dem wir sie ganz allgemein der Intercellularmasse gleichstellen, erkennen
wir zugleich, wie zahlreich die Stoffe sind, die sie zusammensetzen. Wir
haben keinen Grund, bei dem Vorgang der Fibrillenentstehung einem
seiner Bestandteile (geloste Eiweillstoffe, die aus Blut und Lymphe
stammen, Produkte der Zellausscheidungen, auch totes oder meta-
morphosiertes Zellprotoplasma, Kittsubstanzen im Sinne Schaffers) einen
Vorrang einzurdumen.

Eine gewisse Einschrinkung erfihrt diese Feststellung vielleicht nur in bezug
auf das Fibrin. Die grofie Verwandtschaft seiner physikalisch-chemischen Be-
schaffenheit mit der des Kollagens macht die Annahme wahrscheinlich, daB bei dem
Vorgang der Bildung der Kollagensubstanz unter normalen und :pathologischen
Bedingungen das Fibrin manchmal eins wesentlichere Rolle spielen kénnte. Das
gesamte Geschehen in der Kultur, die Beobachtungen von direktem Ubergang der
Fibrinstrukturen in das System der kollagenen Fasern sprechen ebenso dafiir. Es
ist vielleicht nicht ausgeschlossen, dal die iibermiBig starke fibrillenbildende
Tatigkeit der Zellkolonien in vitro auf dem Umstand beruht, daBl das fibrinreiche
Plasma als besonders forderndes Substrat den Zellen zugefithrt wird. Die Beob-
achtungen an den Kulturen zeigen aber, da8 sogar Fibrin oft nicht als solches,
sondern nur nach vorheriger Umbildung (s. S. 298) in Kollagen ibergeht.

Wenn aber auch dem Fibrin eine gewisse bevorzugte Stellung bei
der Kollagenbildung zukommt, so kénnen wir doch die in der Einleitung
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ausgesprochene Behauptung, daB kein Grund vorliegt, ,,das ungemein
mannigfach zusammengesetzte interplasmatische Milien nicht als ein-
heitliche Realitét zu betrachten®, jetzt — als experimentell bestirkt —
wiederholen und aufrechterhalten.

Die Entscheidung iiber die Art des Stoffes, mit dem die Zelle die
Fibrillenbildung bewirkt, kann schwer getroffen werden. Ks liegt am
néchsten, anzunehmen, daf es ein gewisses
Ferment ist, das den entscheidenden Bei-
trag liefert.

Die Beobachtungen bei dem Vorgang
i - == der Entstehung der Fibrillen zeigen, daf3

Abb. 38. Carrel-Flasche fir die Wirkung des fraglichen Stoffes die

Diffusionsyersuch. Eigenart hat, sich fast ausschlieflich in
unmittelbarer Nidhe der Zelle zu dullern.
Ob diese Erscheinung auf seiner leichten Zerstérbarkeit innerhalb der
Kulturmedien oder auf seiner geringen Diffusionsféhigkeit beruht, miissen
wir dahingestellt sein lassen. Die manchmal auftretenden diffusen Um-
wandlungen mancher plasmatischen Bezirke zu Mesenchymfasernetzen,
auch in weiterer Entfernung der Zellkomplexe, sprechen bei begleitender
Auflockerung des Plasmas eher fiir die zweite Deutung.

Es liegt nahe, zur Stiitzung der Behauptung, dafl die Zellwirkung
auf humoralem Wege bzw. fermentativem Wege sich dullert, die Wirk-
samkeit dieses hypothetischen Stoffes getrennt von der Zelle zu priifen.

Schon die Beobachtungen an dem Prozel3 der Plasmaverénderung
unter der Einwirkung der von der Zelle aunsgeschiedenen Stoffe in einer
Zelikultur selbst erlaubt weitgehende Schliisse. In diesem Zusammen-
hang wollen wir an eine in Kapitel 4 gegebene Beschreibung erinnern.
Wir haben dort geschildert, wie sich in der Kultur neben dem Vorgang
der Bildung von Bindegewebsfibrillen auch allgemeine Plasmaumwand-
lungsprozesse abspielen. Diejenigen Bezirke des Plasmas, die sich in
unmittelbarer Niahe der Kolonie befinden, erfahren im Gegensatz zu
der Plasmaperipherie Verinderungen, die in fortschreitender Auffaserung
und in einem Farbumschlag (Farbbarkeit mit Azan, keine Weigerische
Fibrinreaktion) sich duBern und mit dem Vorgang der Fibrillengenese
innigst verbunden sind. Da diese Verdnderungen des Plasmas sich ohne
Kontakt mit den Zellen abspielen, ist die humorale Fernwirkung der Kultur
auf das Gerinnsel zwingend anzunehmen.

Die Wirksamkeit der von den Zellen ausgeschiedenen Stoffe auf
das Plasmakoagulum kommt am stirksten zum Ausdruck in folgenden
zwel Versuchen:

1. Ein Gewebestiick wird von einem Plasmamantel umgeben und in besonderen
Gefifen (Doljanski 1983) in verdimnten Embryonalextrakt getaucht, Nach 7 Tagen
ist das Wachstum der Zellen noch auBerst spirlich. Dagegen erfahrt das umhiillende
Plasma unter dem EinfluB des Gewebefragmentes eine weitgehende Umbildung.



Studien iiber die Entstehung der Bindegewebsfibrille. 315

2. Eine Carrel-Flasche wird in der Weise verindert, daB mittels eines Ansatzes
mit Glasfilterboden (Schott, Jena) Plasma und Kultur getrennt gehalten werden
(Abb. 38). Die trennende Glasschicht ist 1 mm dick, ihre Poren geniigen, um wohl
Zellen, aber nicht kolloidalen Micellen die Passage zu verbieten.

Die weitere Behandlung der Kulturen und des Plagmas bei diesen Versuchen
erfolgte in iiblicher Weise.

Abb. 39, Azan-Praparat. Immer. ¥;,. Ok. 8. Leica-Aufnahme.

Hier dringen die von der Zellkolonie ausgeschiedenen Stoffe wn-
mittelbar in ein sicher zellfreies plasmatisches Milieu ein. Das Ergebnis
der Versuche ist klar und eindeutig.

Wir finden das Plasmakoagulum durchsetzt von  fibrillgren Bil-
dungen, die den echten kollagenen Fasern wvollkommen dhnlich sehen.
Es handelt sich hier um gréflere und kleinere Faserbiindel von aus-
gesprochen welliger Beschaffenheit und dichtem Aufbau. Sie verlaufen
vollkommen unabhingig von den urspriinglichen Fibrinstrukturen und
kénnen ofters sich pinselartig aufsplittern. Sie farben sich mit Azan
intensiv blau, mit Weigerischer Fibrinfirbung lassen sie sich nicht dar-
stellen (Abb. 39). Obwohl sie nicht die volle Resistenz der ausgebildeten



316 L. Doljanski und Fr. Roulet:

Kollagenfibrille gegentiber dem Trypsin besitzen, steigt ihre Unverdau-
lichkeit bedeutend mit fortschreitender Reifung.

Es gelingt also, in einem in vitro-Versuch ohne unmittelbare Gegen-
wart von Zellen in urspringlich kaum organisiertem Hithnerplasma-
koagulum durch humorale Fernwirkung der Zellen Strukturen zu er-
zeugen, die mit fortschreitender Entwicklung die Eigenschaften des
Fibrins mehr und mehr verlieren, um allmihlich die Charakteristika
des Kollagens anzunehmen; diese zunehmende Ausbildung der Eigen-
schaften, die fertigen Kollagenfasern zukommen, ist ein auch fiir die
Entstehung der Bindegewebsfaser in wvitro charakteristischer Vorgang.
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