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Heidenhain hat der ,,Zellentheorie analytischen Charakters® eine
,,Synthetische Theorie der Gewebe'* gegeniibergestellt. I1hn beschiftigt
die Frage, durch welche Regelung z. B. Driisen wihrend des Wachstums
ihre charakteristischen Formen behalten. Und er nimmt an, daf3 hoch-
komplizierte Gewebssysteme als Ganzes ebenso wie Einzelzellen die
Fahigkeit haben, sich zu teilen und ihre Formeigenschaften auf ihre
Nachkommen zu iibertragen. Geschmacksknospen, Schilddriisenfollikel,
Dinndarmzotten und andere ,, Teilkbrper”™ bringen immer wieder ihres-
gleichen hervor. Wihrend sie wachsen, teilen sie sich so, dafl dieselben
zusammengesetzten Gewebseinheiten wieder entstehen. Die anatomisch-
architektonischen Regeln, nach denen dieser Vermehrungsprozel ab-
liuft, wurden von Heidenhain eingehend untersucht; es sind die Gesetze
des spaltenden und sprossenden Wachstums. Unbekannt sind noch die
physiologischen Krifte, die wahrend des Wachstums die bestehenden
Formen erhalten und sie immmer wieder neu schaffen. Heidenhain weist
darauf hin, dafl die Fortpflanzung solcher Histosysteme eine besondere
Korrelation aller in ihnen enthaltenen geweblichen Einzelbestandteile
voraussetzt. Jedes derartige System beruht nach ihm auf einer be-
sonderen histodynamischen Verfassung, die in dem Ganzen liegt. — Die
vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dieser Frage. Sie handelt von
den Kriften, die bei der Korrelation des Epithel- und Bindegewebs-
wachstums wirksam sind und dazu fithren, daf die dulere Gestalt der
aus diesen beiden Geweben aufgebauten Teile auch wihrend des Wachs-
tums erhalten bleibt.

Dieser Fragekomplex ist ein Teilgebiet des Formproblems, fiir das
Roux mit seiner Entwicklungsmechanik ein Programm von ungeheurem
AusmaB entworfen hat: ,,Die Entwicklungsmechanik ist die Lehre von
der Beschaffenheit und Anordnung aller, sei es physikalischen oder
chemischen, einfachen oder komplexen, physischen oder psychischen
Faktoren, welche die typische oder normale Gestaltung der Lebewesen
determinieren und das Determinierte aktivieren, das Typische alterieren;

1 Als Habilitationsschrift der Medizinischen Fakultat der Universitit Berlin
vorgelegt.
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sie ist ferner die Lehre von den Wirkungsweisen dieser Faktoren. Voraus.
setzung ist nur, daB die Faktoren in ihrem Wirken durchaus dem Kausal.
gesetz unterstehen; das ist die Bedeutung des Wortes mechanistisch
im Sinpne Kants“ (Rouzx).

Nach dem von Rouz gegebenen Anstol hat die experimentelle Bio-
logie mit mannigfachen Methoden die Krifte untersucht, die bei der
Formbildung mitwirken. Die Teilergebnisse sind bunt und vielfiltig.
Aber eine durchgehende Feststellung und wohl grundlegende Erkenntnis
vermag man aus ihnen herauszulesen: Der Kirper bedient sich bei der
Formbildung oft chemischer Mittel.

Das sei ganz kurz fir die verschiedenen Gebiete, die sich mit dem
Formproblem beschiftigen, anschaulich gemacht. Es sind dies Genetik,
Entwicklungsmechanik im engeren Sinne, Teratologie und Endokrinologie.

Die Erbfaktoren haben wohl die weitesttragende Bedeutung fiir alle
Formbildungen. Die Gene, die in den Keimzellen gelegen sind und von
ihnen an die Korperzellen weitergegeben werden, bestimmen stirker
als alle Umweltfaktoren die grundlegenden Ziige unserer Erscheinung,
denn von ithnen hingt es ab, wie die wachsenden Zellen auf die AuBlen-
bedingungen reagieren. Es ist noch wenig bekannt, auf welche Art und
Weise die Gene die Ausbildung der Merkmale zu beeinflussen vermdogen.
Aber ein erster Lichtschimmer fiel auf die Frage nach ihren mdéglichen
Wirkungsweisen, als nachgewiesen wurde, daB es genabhingige Wirk-
stoffe gibt: Bei bestimmten Raupen und ihren Schmetterlingen werden
Pigmentierung und Augenfarbe durch hormonartige Substanzen aus-
gelost, deren Zugehorigkeit zu einem bestimmten Gen im Vererbungs-
experiment erwiesen wurde (4. Kihn). Einer der Wege, die Gen und
Aufenmerkmal miteinander verkniipfen, ist also der der Beeinflussung von
Korperzellen durch chemische Stoffe.

Die experimentelle Analyse der Entwicklung wihrend der Embryonal-
periode ist Sache der Entwicklungsmechanik im engeren Sinne. Ent-
scheidende Gestaltungsvorginge spielen sich an dem meist untersuchten
Amphibienei wihrend der Gastrulation ab. Hier kommen Organanlagen
zur Ausbildung, die die Kraft haben, ihre Nachbarbezirke zu beeinflussen
und sie zur Bildung anderer Organanlagen zu zwingen. Der grofle Schritt
in der tieferen Erfassung dieser Vorginge war getan, als festgestellt
wurde, dal der lebende ,,Organisator’ Spemanns durch abgetitete Ge-
websstiicke, ja durch chemische Stoffe ersetzt werden kann. Der stoff-
liche Charakter der Induktion, die abhingige Differenzierung als chemischer
Vorgang war damit aufgedeckt ( Bautzmann, Holtfreter, Fischer und Weh-
maier, Needham, Waddington).

Ahnliche Erkenntnisse lieferte die experimentelle Teratologie. Mif-
bildungen sind durch alle maglichen chemischen Einfliisse erzeugt worden,
sei es, dall man sie, wie beim Fisch- oder Vogelei direkt auf die in Ent-
wicklung begriffene Frucht einwirken oder sie aus dem Blutkreislauf
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der Mutter durch die Placenta an den Keim herantreten lieB. Ob und
wo eine MiBbildung entsteht, scheint davon abhingig zu sein, ob Zellen,
die gerade besonders lebhaft wachsen, durch chemische Einfliisse darin
gestort werden (Stockard).

Fiir einen Teil der embryonalen und fiir die postfetale Entwicklung
bis zur Pubertit und schlieBlich auch fiir die Altersriickbildungen deckt
sich die Frage der Gestalterhaltung und -verdnderung weitgehend mit
der Lehre der Endokrinologie. Der Mangel oder die Insuffizienz und
ebenso auch die Hypertrophie von verschiedenen endokrinen Driisen
driickt sich klinisch sehr eindrucksvoll in verinderten Kérperformen
aus. Eingehender als in allen den anderen genannten Gebieten wurde hier
schon herausgearbeitet, daf es sich um chemasche Vorginge handelt (,,Har-
mazone™). Die Hormone sind chemische Stoffe. Von verschiedenen ist
die Konstitution bekannt, und die svnthetisch hergestellten Substanzen
besitzen dieselbe spezifische Wirksamkeit in physiologischer und morpho-
genetischer Hinsicht wie die natiirlichen.

So summarisch und einseitig diese kurze Darstellung unserer heutigen
Kenntnisse vom Formproblem ist, sie laft doch erkennen, daB ver-
schiedene Forscher an mannigfaltigen Objekten und mit unterschied-
lichsten Methoden zu einer gemeinsamen Grunderkenntnis kamen, die
tiir die weitere Forschung dieser Arbeitsgebiete grundlegend erscheint:
Formbildungen kimnen auf chemischem Wege berinflufit und teilweise sogar
hervorgerufen werden.

Diese grundsatzliche Feststellung gilt aber vorlaufig nur fiir die Form-
bildungen ganzer Organe und Organismen. Uber die Gesetze des Gewebs-
wachstums und seine Korrelation sind wir bisher noch ganz ungentigend
unterrichtet. Der Entwicklungsphysiologie des Kérperganzen und seiner
Teile steht noch keine dhnlich ausgebaute Gewebsphysiologie zur Seite.

Von pathologischen Anatomen, die das ganze Gebiet {ibersehen, wird
bis in die neueste Zeit nachdriicklich auf diese Riickstindigkeit unserer
Kenntnisse hingewiesen. Nach Benda sind uns die Vorginge der Gewebs-
korrelation so dunkel, dafl wir jeden Strohhalm einer Deutung ergreifen
miilten. Aschoff stellt fest, daB die Korrelationen, die bei der Regenera-
tion im erwachsenen Kérper angenommen werden miissen, uns noch ganz
unbekannt sind. Nach Beneke ist in der Frage nach den Korrelationen
der Organteile noch nicht das letzte und oft noch nicht das erste Wort
gesprochen. In neuerer Zeit hat Rifle wiederholt darauf hingewiesen,
daB das Warum und Wie der Einwirkungen von Zellen aufeinander
unaufgeklért ist. ,,Wir sehen die Erscheinung, ohne ihre Veranlassung
und ihren Mechanismus zu begreifen.” Und noch ganz kiirzlich erklirte
Barst, daBl wir das Wesen von Stérungen der Regulation, der Differen-
zierung und des Wachstums bisher nicht erfassen kdnnen; erst wenn wir
die physiologischen Entwicklungs- und Wachstumskorrelationen kennen,
werden wir auch deren Stdrung begreifen (1938).
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Diese mangelhafte Kenntnis der Korrelationsvorginge betrifft auch
das Epithel und Bindegewebe. Das ist bemerkenswert, weil diese beiden
Gewebe schon seit langem mit besonderer Aufmerksamkeit becbachtet
werden. Ihr gegenseitiges Verhaltnis wird immer wieder untersucht
und erértert, weil unzihlige Befunde in Entwicklungsgeschichte, Ana-
tomie und Pathologie enge Beziehungen zwischen ithnen beweisen. Bei
Driisenentwicklungen z. B. wird jedes Vorspriefen des Epithels von
Verdnderungen im anliegenden Bindegewebe begleitet, so daf sich dieses
der nenen Knospe anzupassen scheint. In der Haut findet die Anordnuny
und Beschaffenheit des Epithels ihren Widerschein in der des subcutanen
Bindegewehes; auf einer sklerotischen Dermis kann z. B. kein weiches
Epithel gedeihen (Kromayer). Die Form der Epithelzellen ist von der
Art des stilitzenden Bindegewebes abbingig; so bleibt das Uterusepithel
nur solange zylindrisch, als es von einer Schicht cytogenen Gewebes
umgeben ist (Josselin de Jongh). Bei allen Katarrhen und vielen Paren-
chymerkrankungen bestehen zugleich ausgesprochene Verinderungen im
Bindegewebe. — Solcherlei Beobachtungen schaffen fast zwangsliufig
die Vorstellung, dafl zwischen beiden Geweben Wechselwirkungen be-
stehen (z. B. dlfejew, Bullock und Rohdenburg).

Aber in so allgemeiner Form von Wechselwirkungen schlechthin zu
sprechen, ist fruchtlos. Damit aus dem Problem ein greifbares Forschungs-
programm entsteht, mufl vor allem geklirt werden, ob nicht etwa nur
eines der beiden Gewebe aktiv formbildend ist, das andere sich dagegen
passiv verhalt, also gewissermallen geformt wird (Gurwitsch).

In diesem Sinne haben schon viele Forscher seit Thiersch Stellung genommen.
Die Mehrzahl ist davon iiberzeugt, daf das Epithel die Fihrung bat, indem es
scine Form, selbstandig entwickelt und das Bindegewebe in eine ihm gemaBe An.
ordnung zwingt. Beneke kommt zu diesem Ergebnis auf Grund von Vergleichen
der sich entwickelnden embryonalen Brustdriise und der gutartigen Geschwiilste
dieser Driise. Den gleichen SchluB ziehen aus dem Aufbau der Fibroadenome der
Mamma Schimmelbusch, Haeckel und Bender. Die Betrachtung der Speicheldriisen-
entwicklung fithrte Flint und Liwenkron zu derselben Feststellung, wobei Flint
allerdings auch dem Bindegewebe Aktivitat zuschreibt, die Fahrung aber dem
Bpithel iiberlaft. Steiner sah Granulationsgewebe in Fistelgangen unter dem Ein-
flufl von dariberwachsendem Epithel einen Papillarkorper bilden, der teilweise
sogar hypertrophisch war; er sieht das als eindeutigen Beweis fiir die gestaltende
Wirkung des Epithels auf das Bindegewebe an. Fischel beschiftigt sich mehrfach
in embryologischen Untersuchungen roit dieser Frage. Nach ihm hat nur der Teil
des Mesenchyms die Fahigkeit zur Selbstdiiferenzierung, der allein aus embryonalem
Bindegewebe oder seinen Derivaten besteht und von einer Bindegewebshiille um-
geben ist. Wenn das Bindegewehe dagegen an Epithellamellen angelagert ist, wie
z. B. im Verdauungstrakt, so erfolgt seine Differenzierung in Abbangigkeit von
diesem. Selbst die Anordnung der Muskulatur in Langs- und Querlagen wird nach
seiner Auffassung vom Epithel bewirkt. Und selbst da, wo das Bindegewebe offen-
sichtlich lebhafter wichst wie in Extremititenanlagen oder Chorionzotten, bestimint
das quantitativ zuriicktretende Epithel die Form. — Nach Eugen Albrecht bangt
selbst im Carcinom, bei dem doch nach Ansicht vieler Pathologen die Epithel-Binde-
gewebskorrelation gesprengt ist, die Art des Bindegewebes vom Epithel ab; jeder
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Krebs schafft sich das fiir ihn passende Stroma. — Ahnliche Anschauungen vertritt
auch Borst (1902).

Ebensogut wird allerdings auch die gegenteilige Ansicht verfochten. Nach
Ribbert ist das Bindegewebe fithrend. Gerade die fibroepithelialen Geschwiilste
der Mamma, aus denen verschiedene Untersucher so sicher eine formgebende Be-
deutung des Epithels herauszulesen glauben, konnen nach seiner Meinung nur
durch aktiv wucherndes Bindegewebe ihre Form erhalten. In spateren Arbeiten
gibt er zwar zu, daB wenigstens im Krebs auch das Epithel selbstandig ist, doch
miiBte es erst durch das entziindlich verinderte Bindegewebe gereizt werden. —
Auch Robert Meyer ist der Ansicht, daBl Beneke und andere zu einseitig das Epithel
in den Vordergrund stellen. Er weist z. B. auf die Entwicklung der Extremitidten
hin, wo sichtlich nicht dem Epithel die Fiihrung zukime. Das Bindegewebe hitte
hier offenbar die Fahigkeit zur Selbstdifferenzierung. Im ganzen betrachtet hilt
er manchmal das Bindegewebe mehr fir ausschlaggebend, manchmal mehr das
Epithel. — Dieser Meinung schlielt sich auch Herzheimer an. — In neuerer Zeit
wird eine dhnliche Auffassung von Hueck zum Ausdruck gebracht. Neben einer
gewissen Unabhingigkeit sowohl des Epithels als auch des Bindegewebes im Wachs-
tum miilte man fiir die Ausgestaltung der endgiiltigen Form doch eine (remein-
schaftsreaktion, ein harmonisches Zusammenarbeiten beider Gewebe anerkennen. —
Auf Grund von vergleichenden Untersuchungen an pathologischem und normalem
Material bei der Bildung des Riechgriibchens kommt auch H. Maurer neuestens
zu dem SchluB, daB beide Keimblatter formgebend sind.

Das Problem, in welcher Weise die beiden Gewebe an der Form-
bildung beteiligt sind, ist also noch recht ungeklirt. Ein und derselbe
Befund wird von verschiedenen Untersuchern als Beleg fiir genau ent-
gegengesetzte Anschauungen herangezogen. Die einen glanben in den
gutartigen Brustdriisentumoren mit Sicherheit eine aktive Fihrung des
Epithels zu erkennen (z. B. Beneke), andere gerade das Gegenteil ( Ribbert).
Eine ebenso widerspruchsvolle Bewertung erfahren die Verhéltnisse bei
der Extremitétenentwicklung (einerseits Robert Meyer, andererseits
Fischel). Der Widerstreit der Meinungen erklart sich leicht, wenn man
beriicksichtigt, durch welches Vorgehen diese Anschauungen gewonnen
wurden: Sie stellen subjektive Auslegungen von gegebenen histologischen
Befunden dar. Beispielsweise werden Organanlagen in verschiedenem
Entwicklungsalter oder Geschwiilste in aufeinanderfolgenden Aus-
bildungsstadien darauthin untersucht, welches Gewebe zuerst wucherte.
Diesem Gewebe wird dann die Fihrung zuerkannt. Nun folgt aber aus
einem post hoc nicht zwingend ein propter hoe. Man kann einem Gewebe
auch mit keinem optischen Hilfsmittel ansehen, ob es aus eigenem An-
trieb zu wachsen anfing oder durch aulfler ihm gelegene Krifte veranlalt
wurde. Die Tatsache der abhingigen Differenzierung wurde ja erst
entdeckt — konnte erst entdeckt werden —, als man von der rein be-
schreibenden Entwicklungsgeschichte zur experimentellen Entwicklungs-
mechanik iiberging. Auch in der Frage, wie sich die beiden Gewebe bei der
Formbildung verhalten, diirfte eine Klirung lediglich durch das Experiment
zu erwarten sein.

Einige wenige Apnfinge in dieser Richtung liegen vor, fiihrten aber
begreiflicherweise noch nicht zu eindeutigen Ergebnissen. So haben
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Ebeling und A. Fischer behauptet, dall Epithelkulturen einen deutlich
formativen Reiz auf Bindegewebskulturen ausiibten. Sie zlichteten nim-
lich Reinkulturen von Irisepithel einige Zeit lang in unmittelbarem
Kontakt mit ¥ibroblastenkulturen und beobachteten auf Schnitt-
praparaten angeblich driisenartige Bildungen, die von Zylinderepithel
ausgekleidet und im Inneren von einer koiloidartigen Substanz erfiillt
waren. Ahnliche Verhiltnisse wurden von Drew fiir Kulturen aus Nieren-
epithel und Fibroblasten und von Doljanski und Roulet fiir Mischkulturen
aus Leberepithel und Mesenchym beschrieben.

So verlockend es auch ist, in solchen Befunden den Ausdruck spezifischer form-
bildender Krifte zu sehen, bin ich doch mit Demuth (1933) und K. Bauer der An-
sicht, da die beobachteten Formen durchaus nicht denjenigen Gebilden im Korper
entsprechen, die ibre Beschreiber darin sehen wollen. Und ebenso wie Demuth und
Baauer bin ich auf Grund eigener Beobachtungen davon iiberzeugt, dafl ihr Zustande-
kommen anders zu erklaren ist.

Toré pilanzte Kulturen aus Darmepithel und solche von Darm-
fibroblasten an Stelle der Linse in das Auge junger Kiiken; beide Kultur-
arten zusammen brachten ein darmartiges Gebilde hervor. — Bentley
untersuchte die Wundheilung der Haut in vitro. Xr beschreibt, daB die
Dermis hinsichtlich Zellaktivitdt, Fibrillenbildung und -orientierung
durch wachsendes Epithel beeinflult wurde. Diese Wirkung ging nur
von Hautepithel aus und horte auf, sobald die Basalmembran gebildet
war. — Im allgemeinen sprechen aber die Erfahrungen der Gewebe-
zlichter dafiir, daB Epithel und Bindegewebe in vitro unabhingig von-
einander wachsen (Lewis und Lewss, G. Levi. Maximow, Mitsuda). Sie
beeinflussen sich wihrend des Wachstums nur auf rein mechanische
Weise.

So haben die wenigen bisher vorliegenden Experimente noch nicht
viel zur Kldrung der Formbildung beigetragen. Trotzdem wird man sie
als erste Schritte auf einem Wege bewerten, der sich bei hartnickiger
Verfolgung vielleicht einmal bewihrt.

Einen Hinweis darauf, wie fruchtbar die Betrachtungsweise der Ent-
wicklungsmechanik auch fiir Probleme der Pathologie sein kann, geben
die Arbeiten von Schiirmann und seinen Mitarbeitern Pfliiger und Noerren-
brock sowie von Schirmanns Schilern Schmidt und Miller. Diese Unter-
sucher ziehen den Begriff der Organisatorwirkung fiir die Erklarung des
Aufbaus bestilmmter Tumoren heran; allerlei histogenetisch undurch-
sichtige Befunde wurden auf diese Weise verstindlich.

Meine eigenen Experimente betreffen nicht, wie die bisher genannten
Arbeiten, das Problem der Formbildung, sondern beschiftigen sich mit
der Frage der Formerhaltung. Es wurde schon daran erinuert, dafl syste-
matisierte Zellkomplexe ebenso wie Zellen Nachkommen erzengen kénnen,
die dieselben Formeigenschaften wie sie selbst haben (Heidenhain). Das
Wachstum und die Vermehrung solcher Histosysteme setzt eine Korre-
lation aller an ihrem Aufbau beteiligten Gewebskomponenten voraus;
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das Wesen dieser Korrelation aber ist uns noch unklar. Ausgehend von
umfangreichen Untersuchungen an Gewebekulturen habe ich mir nun
eine Vorstellung dariiber gebildet, worin diese Korrelation speziell fiir
das Wachstum des Epithels und des Bindegewebes bestehen kénnte.
Die Krafte, die das ,,Gleichgewicht dieser beiden Gewebe bestimmen,
sind dieselben, von denen es abhingt, ob die aus Epithel und Binde-
gewebe aufgebauten Histosysteme beim Wachstum ihre Form behalten
oder verlieren. Im Gegensaiz zu dem schon aufgefihrten Theorien iiber
das Verhdltnis der beiden Gewebe bei der Formbildung verzichtet meine Vor-
stellung auf die Annakme undefinierbarer Eimoirkungen der Zellen auf-
einander. Sie sieht in chemischen Séfteverinderungen und spezifischen
Reaktionen der Gewebe das Mittel des Korpers, um bestehende Formen zu
erhalten oder zu verdndern. Durch diese Grundeinstellung reiht sie sich
zwanglos in die Zusammenhinge ein, die uns heute iiber das Formproblem
des Korperganzen und seiner Organe bekannt sind.

Mein Gedankengang iiber die Korrelation des Epithel- und Binde-
gewebswachstums ist folgender:

Der Zustand, den wir als ,,Gleichgewicht™ zwischen diesen beiden
Geweben bezeichnen, besteht — anatomisch betrachtet — in einem be-
stimmten quantitativen und topographischen Verhiltnis beider Gewebe
zueinander. Mehr ist aus dem histologischen Befund nicht heraus-
zulesen. Lediglich das eingebiirgerte Wort ,,Gewebsgleichgewicht
tduscht gegenseitige Beziehungen vor, die dariiber hinausgehen. Denn
es vermittelt die Vorstellung, als ob dieses rdumlich und mengenmiBig
definierte Verhiltnis dadurch zustande kime, daf3 zwei Krifte sich die
Waage halten, Krifte, die von dem einen Gewebe auf das andere ein-
wirken und sein Wachstum so beeinflussen, dal} es zu dem eigenen Wachs-
tum in einem harmonischen Verhéltnis steht. Aber sowohl diese von
den Geweben ausgehenden Krifte als auch ihr Ausgleich, die Einstel-
lung des Gleichgewichtszustandes, sind rein hypothetisch. Dicse Krifte
wurden nie bewiesen?!, fiir ithr Vorhandensein wurden nicht einmal
Indizien gebracht und iiber ihre Wirkungsweise wurden nur ganz vage
Vermutungen gedulBert.

Man darf folglich von diesem Gewebsgleichgewicht auch nicht sprechen,
als ob die darin ausgedriickten Wechselbeziehungen zwischen den Ge-
weben eine reale Gegebenheit wiren. Keinerlei Tatsachen stehen der An-
nahme entgegen, daB lediglich vom Beschauer zwei GriBen aufeinander
bezogen werdeun, die in Wirklichkeit unabhingig voneinander sind. Alle
Befunde aus Entwicklungsgeschichte, Anatomie und Pathologie, die aut

t Die von Holtfreter kiirzlich im Experiment nachgewiesenen Gewebsaffinititen
positiver und negativer Art bilden zu dieser Feststellung keinen Widerspruch.
Denn sie sind den Geweben nur wihrend einer eng umschriebenen Formbildungs-
periode des Organismus eigen, die innerhalb der ganzen Lebensdauer nach unseren
bisherigen Kenntnissen einmalig ist.
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enge Beziehungen zwischen beiden Geweben hinweisen, besagen ja nur,
dafi ihr Wachstum durch irgendwelche ibergeordnete Krifte reguliert
und koordiniert wird. Diese Kréfte brauchen aber keineswegs fiir das
Bindegewebe im Epithel und fiir das Epithel im Bindegewebe zu liegen.
Nach meiner Vorstellung gehen sie vom Korperganzen aus, insofern
namlich, als dieses die chemische Zusammensetzung der Korpersifte
bedingt, auf die die Gewebe spezifisch reagieren. Es lgft sich ndmlich
zeigen, daff das Wachstum des einen Gewebes unabhdngig vom Wachstum
des anderen durch chemische Aufenbedingungen gestewert werden kann.
Beide Gewebe werden von der Siaftezusammensetzung beherrscht, beide
reagieren auf Sifteverinderungen in ihrem Wachstum in typischer Weise.
Nur weil Wachstumsabnormitéten eindrucksvoller sind und unmittel-
barer wahrgenommen werden als eine dahinter verborgene pathologische
Saftebeschaffenheit, wird in dem abnormen Wachstum des einen Ge-
webes die Ursache fiir das gleichfalls verinderte Wachstum des anderen
Gewebes vermutet und von einer Storung des Gewebsgleichgewichtes
gesprochen.

Das Gewebsgleichgewicht und die Wechselwirkungen, die es angeblich
zustande bringen, sind also nach meiner Vorstellung keine reale Gegeben-
heit, sondern Ausdruck einer Betrachtungsweise. Nach meiner Auf-
fassung wird das Wachstum beider Gewebe in erster Linie vom Sifte-
mileu gesteuert. Ahnlich wie sich Merkel die normale Form der Epithelien
entstanden denkt, so kommt nach meiner Vorstellung das normale Ver-
haltnis von Epithel und Bindegewebe, ihr ,,Gleichgewicht™ zustande.
Nach Merkel ist die Gestalt der Kpithelzellen nichts Priformiertes, erb-
lich Festgelegtes, sondern ergibt sich aus den mechanischen und physio-
logischen inneren und dufleren Einflissen. Wenn trotz dieser Abhingig-
keit die Epithelzellen doch meistens bestimmte Formen zeigen, so erklart
Merkel das daraus, dafl die Funktion der Epithelschichten in den meisten
Organen konstant ist. — In analoger Weise wird nach meiner Auffassung
das gegenseitige Verhdltnis von Epithel und Bindegewebe nicht oder
zumindest nicht ausschlieBlich durch Wechselbeziehungen stabilisiert.
Wenn wir gewthnlich beide Gewebe in konstanten raumlichen und mengen-
mifigen Beziehungen zueinander antreffen, so ist das vor allem deshalb
der Fall, weil im gesunden Korper die chemische Zusammensetzung der
Safte sehr regelmifig und gleichartig ist. Auf diese reagieren Epithel
und Bindegewebe in typischer Weise. Sie sind weitgehend unabhiangig
voneinander, aber streng gebunden an die Beschaffenheit ihres Auflen-
milieus: Sie werden also in erster Linie nicht durch gegenseitige Wechsel-
wirkungen, sondern vom Gesamikirper gesteuert. So formt sich im gesunden
Organismus das Gewebshild, das wir als normal empfinden und als dusdruck
cines Qleichgewichtszustandes auslegen. In dem Befund, dafl Epithel und
Bindegewebe histologisch in richtiger Menge, Anordnung und Beschaffen-
heit vorhanden sind, sehe ich vor allem den geweblichen Ausdruck dafiir,
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daB die Sifte des Korpers, soweit ihre Zusammensetzung das Gewebs-
wachstum angeht, gesund sind.

Fir manche Gewebsbilder ist uns die Abhingigkeit von der Safte-
zusammensetzung ganz gelaufiz. So wandelt sich die Uterusschleimhaut
in ihrem epithelialen und bindegewebigen Anteil in zeitlicher Uberein-
stimmung mit dem Zyklus des Ovars und ist dabei ursichlich abhiangig
von dem in die Sifte iibergetretenen Follikelhormon. Der Aufbau des
Brustdriisenparenchyms und die gleichzeitigen Veranderungen im Stroma
erfolgen in Gebundenheit an die hormonalen Umstellungen im Séifte-
milieu der schwangeren Frau. Eine solche Bedingtheit besteht nach
meiner Vorstellung immer, nicht nur in den wenigen Fillen, in denen sie
uns jetzt bekannt ist.

Epithel und Bindegewebe kdnnten nun auf Safteverdnderungen in
gleicher Weise reagieren. Dann bliebe das Gewebsbild auch unter patho-
logischen Umstdnden dem Ausgangsbild dhnlich, nur die absolute Grofie
wiirde beeinflult. Wenn beide Gewebskomponenten im selben Verhalt-
nis zunehmen oder aber schwinden, so wird das aus ihnen zusammen-
gesetzte Gebilde entweder ins GroBle gesteigert oder atrophisch; immer
aber entspricht sein Aufbau dem des normalen Vorbildes.

So ist der wirkliche Vorgang aber nicht. Das pathologische Gewebs-
bild ist ein werzerrtes Abbild der normalen Verhiltnisse. ,,Das Gewebs-
gleichgewicht ist gesprengt.” Beide Gewebe reagieren nimlich auf Sifte-
verschiebungen verschieden, ihre Wachstumsreaktion auf chemische Ein-
fliisse ist spezifisch. Bestimmte Abnormitdten unterdriicken das Wachs-
tum des einen Gewebes, wihrend sie ein Wachstum des anderen noch zu-
lassen. So kann es geschehen, dafl unter gewissen Bedingungen aus-
schlieBlich eins der beiden Gewebe wuchert, weil das andere unter diesen
Umstinden gelahmt ist. Hochgradige Safteverinderungen haben ihr
charakteristisches Gewebsbild; manche sind vorzugsweise dem Binde-
gewebswachstum ungiinstig, andere hemmen in erster Linie das Wachs-
tum des Epithels. Das wird aber nur in extremen Fillen deutlich. Denn
bei schwicheren Stérungen kénnen beide Gewebe noch wuchern, das
eine vielleicht spérlicher als unter normalen Verhdltnissen, das andere
noch ungestort. Ist die Safteverschiebung aber stark, so tritt das eine
8o sehr zuriick, daB das andere dem Bilde das charakteristische Aus-
sehen gibt.

Die Moglichkeiten der Sifteveranderungen sind mannigfaltig, die Ge-
websreaktionen darauf aber sehr einténig. Wie dhnliche Blutbilder ver-
schiedene Krankheiten begleiten, so konnen dieselben Gewebsbilder auch
durch mehrere Einfliisse entstehen; sie sind nicht fiir ganz bestimmte
Abnormititen spezifisch. Denn der Wachstumsvorgang ist so komplex,
dafl der Mechanismus durch mancherlei Umstinde ausgelést oder ge-
sperrt werden kann. Adber die verschiedenen Faktoren, die das Binde-
gewebswachstum unterdriicken, sind von den fir Epithel schidlichen so
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grundsdtzlich verschieden, wie z. B. eine Verdnderung der Sedfte im Sinne
der Hypotonie eine solche im Sinne der H ypertonie ausschlief3t.

Es ist wohl anzunehmen, dall es auch eine ganze Reihe von Safte-
verinderungen gibt, auf die das Gewebe stumm bleibt. Nicht jede
Krankheit ist mit Wachstumsvorgingen verkniipft, obwohl wohl jeder
Krankheitsproze in den Siften zum Ausdruck kommt.

Auch das Ausmall, in dem sich die Zellen an der Reaktion beteiligen,
ist verschieden. Manchmal sind die Sifteveranderungen auf ein um-
schriebenes Gebiet beschrinkt, wie Hypertonie und Aciditit bei der Ent-
ziindung. In solchen Fillen ist es verstindlich, daf8 nur die betroffenen
Zellen darauf ansprechen und dafl nur diese entziindliches Granulations-
gewebe bilden. Aber daneben gibt es ganz sicher auch rein lokales Wachs-
tum als Reaktion auf Sifteverinderungen allgemeiner Natur; die fremden
Stoffe bespiilen alle Zellen des Korpers und finden doch nur in wenigen
einen Widerball. Ein anschauliches Beispiel fur solche Zusammenhange
ist dic Wirkungsweise mancher Wuchshormone: Sie stréomen mit dem
Blut iiberall hin, aber ein Erfolg tritt nur an den spezifischen Zellen be-
stimmter Organe ein. Offenbar mull eine Bereitschaft, eine besondere
Verfassung in den Zellen bestehen, damit sie auf chemische AuBlen-
bedingungen mit Wachstum antworten. Ein grofler Teil der Zellen im
erwachsenen Korper ist flir Wachstumsreize zweifellos taub; sie sind
in ,stationdrem Zustand™, in Wachstumsruhe befindlich. Aber gewisse
Keimlager von jugendlichen Zellen bleiben in fast allen Organen erhalten.
Andere kdnnen durch gesteigerte Funktion in einen wachstumsbereiten
Zustand zuriickversetzt werden. Auch Verwundung des Gewebes macht
Zellen wieder jung und teilungstihig. Nur wenn diese Voraussetzungen
in irgendeiner Weise erfiillt sind, kann iiberhaupt auf Sifteverdnderungen
eine Antwort erfolgen. Da das fast immer auf bestimmte Stellen im
Korper beschriankt ist, wird die Wachstumsreaktion auf allyemeine Sifte-
verinderungen doch meist lokaler Natur sein.

Von den zweifellos sehr zahlreichen Faktoren, die das Epithel- und
Bindegewebswachstum in spezifischer Weise zu beeinflussen vermégen.
habe ich bisher drei Gruppen aufgetunden und im einzelnen gepriift!.
s sind das hypo- und hypertonische Losungen, quellend und entquellend
wirkende wasserlgsliche Salze und schlieBlich oberflichenaktive Sub-
stanzen.

Diese Stoffgruppen wurden in ihrer Wirkung auf Pankreasexplantate
des Hiithnchens und auf Reinkulturen von embryonalem Bindegewebe
und Epithel gepriift. Sie wurden dem gewdéhnlichen Nihrmedium aus
Blutplasma und embryonalem Gewebssaft zugesetzt. Das Wachstum
ist im zusatzfreien Medium schon optimal; keine der untersuchten Sub-
stanzen vermag die Zellproliferation dariiber hinaus zu steigern. fm

! Einen groflen Teil meiner fritheren Experimente zu diesem Thema habe ich
an der Klinik meines fritheren Chefs, Geheimrat Sauerbruch, ausgefiithrt.

Virchows Archiv, Bd. 306. {
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(fegenteil besteht ihr besonderer Einflufl in charakteristischen Wachstums-
hemmungen.

Diese. Hemmungen sind in zwelerles Hinsicht spezifisch. Das sei zu-
niichst an der Gruppe der quellenden und entquellenden Salze erliutert?.

Die Wachstumshemmoung. die ein Salz bet gleicher Konzentration hervor-
bringt, ist bei den beiden Geweben in gesetzmdifiger Weise verschieden.
Jedes dieser Salze verlangsamt entweder das Wachstum des Epithels
stirker als das des Bindegewebes oder umgekehrt. Welches der beiden
Gewebe intensiver betroffen wird, hangt davon ab, ob das Salz quellend
oder entquellend wirkt. Von den hierhergehérigen Salzen haben die-
jenigen mit einwertigem An- oder Kation quellende Wirkung. Es sind
das Natrium- oder Kaliumchlorid, -acetat, -bromid, -jodid, -rhodanid,
-salicylat, -zinnamat. Alle diese quellend wirkenden Salze hemmen immer
das Bindegewebswachstum stérker als das des Epithels. Dagegen wirken
entquellend die Salze mit 2- oder mehrwerticem An- oder Kation, also
Natriumsulfat oder -phosphat und Caleinmchlorid.  Im Gegensatz zu
den quellenden werden diese entquellenden Salze immer rom Bindegewebe
besser verfragen als vom Epithel.

Der Grad der Wachstumshemmung hiingt davon ab. in welchem Mafe
eine Substanz die fiir sie charakteristische physikalisch-chemische Elgen-
schaft hat, mit welcher Intensitit sie also quellend oder entquellend wirkt.
Bekanntlich ordnen sich diese Salze nach dem Grade ihrer quellenden
Wirkung in einer bestimmten Reihenfolge, die nach ihrem Knudecker
Hofmeistersche Reihe genannt wird: Die quellende Wirkung des Nutrium-
chlorids und -acetats ist ziemlich gering, sie steigt an beim Natriumnitrat.
-bromid und -jodid und ist sehr erheblich beim Natriumrhodanid, -sali-
evlat und -zinnamat. In derselben Reihenfolge steigert sich ihre gewebs-
spezifische Wirkung. Je stirker quellend ein Salz wirkt, um so geringer
ist der notwendige Zusatz, der stirkste Bindegewebshemmung hervorruft.

Analoge Verhdltnisse bestehen fiiv die Wirkungen, die durch Ver-
anderungen des osmotischen Druckes an den Geweben hervorgebracht
werden. Auch die hier eintretenden Wachstumshemmungen sind in
zweievlei Hinsicht spezifisch: Hypotonie schidigt das Bindegewebswachstum
slirker als das des Epithels, Hypertonte wird umgekehrt vom Bindegeuwebr
hesser wvertragen. Also haben auch hier entgegengesetzte physikalisch-
chemische Einfliisse eine spezifische, in gewisser Hinsicht gegenteilige
Wirkung auf die beiden Gewebe. Und ferner steigt die gewebsspezifische
Wirkung mit dem Ausmaf der physikalisch-chemischen Verdnderung. Je
starker z. B. die Hypotonie der untersuchten Losung ist, um so geringer
ist der Zusatz, der das Bindegewebswachstum ganz unterdriickt?

! Siehe Arch. exper. Zellforsch. 14, 616 (1933); Dtsch. Z. Chir. 242, 655 (1934,
und diese Arbeit, Experimenteller Teil, $. 107—112, mit Tabellen 2. 3 und 4.

2 Siehe Arch. exper. Zellforsch. 14, 811 (1933): Dtsch. Z. Chir, 242, 655 (1935)
und diese Arbeit, Experimenteller Teil, S. 106—107, mit Tabellen I und 4.
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Auch die dritte der untersuchten Stoffgruppen zeigt Spezifitdt. Es sind
zahlreiche Substanzen von sehr verschiedener Oberflichenaktivitiit be-
kannt. Ich habe sie in groBer Zahl und verschiedener Art untersucht,
und zwar Cholesterin, ein oberflichenaktives Kolloid, die Reihen der
oberflichenaktiven Alkohole, Fettsiuren und Basen. Sie alle hemmen
das Bindegewebswachstum stirker als das des Epithels. Auch hier be-
steht Parallelitit zwischen Ausprigung der physikalisch-chemischen
Wirkung und Intensitit der gewebsspezifischen Beeinflussung: Je stirker
eine Substanz ‘ie Oberflichenspannung herabseizt, wm so geringer ist
wiederum der notwendige Zusatz, der das Bindegewebswachstum villig
unterdriickt. — Die nmgekehrte Priifung konnte in dieser Versuchsgruppe
nicht vorgenommen werden, denn es sind keine Stoffe bekannt, die
dic Oberflichenspannung erheblick erhéhen?,

Auf die Experimente selbst gehe ich in Einzelheilen an dieser Stelle
nicht ein. Sie werden im experimentellen Teil mit Angabe der Technik
und der Versuchsprotokolle wiedergegeben. Auch die zu diesen Experi-
menten vorliegende Literatur wird dort zusammengestellt. Die Beob-
achtungen anderer Untersucher bestitigen fast ausnahmslos meine Be-
funde. Teilweise beziehen sie sich auf ein anderes Material als in meinen
Versuchen. Das spricht dafiir. dafl die hier erérterten Zusammenhinge
nicht allein fiir die von mir untersuchten Gewebe giiltig sind, sondern
eine allgemeinere Bedeutung haben.

An diese ihrem Wesen nach kurz geschilderten Experimente iiber die
spezifische Beeintlussung der Wachstumsgeschwindigkeiten von Epithel
und Bindegewebe habe ich die Theorie gekniipft, daBl das Gewebs-
wachstum auch im Organismus wenigstens zum groflen Teil durch wech-
selnde chemische Saftezusammensetzung gesteuert wird. FEs erscheint
mir recht méglich, dall anch im kranken Kérper durch dhnliche Sifte-
verinderungen das Wachstumstempo der Gewebe in spezifischer Weise
verdndert und dadurch das Gewebsbild verzerrt wird. Die von mir
untersuchten Stoffgruppen sind zwar nur Beispiele; ob gerade sie in
den realen Bedingungen des Tierk6rpers im beschriebenen Sinne zur
Auswirkung kommen, soll nicht erértert werden. Doch sind diese Bei-
spiele nicht ganz ohne Uberzengung gewihlt: Wir wissen, daf3 der Korper
iber vielerlei Mittel verfiigt, um die Tsotonie der Rifte za schiitzen.
Allgemein wird darin ein Hinweis erblickt, daff Konstanz der Gefrier-
punktserniedrigung fiir den normalen Ablauf des Kérpergeschehens von
Bedeutung ist. Ebenso ist uns bekannt, daB Quellung und Entquellung
und Oberflichenaktivitit fiir das Eiweil des Korpers wie fiir alle in
kolloidalem Zustand befindlichen Substrate von eingreifender Wichtig-
keit sind. Und es ist deshalb nicht ohne weiteres von der Hand zu weisen,
dal} die untersuchten Sifteverinderungen — neben anderen — auch das

1 Siehe Z. Krebsforsch. 33, 378 (1931).
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Gewebswachstum in dem beschriebenen Sinne beeinflussen. So konnte
man es z. B. deuten, daf} in einem entziindeten Gebiet mit der bekannten
osmotischen Hypertension eine bindegewebige Proliferation begiinstigt
wird oder dafl im krebskranken Korper infolge der hidufig herabgesetzten
Oberflichenspannung seiner Sifte eine vorwiegend epitheliale Wucherung
einsetztl. Unsere Kenntnisse iiber die allgemeinen und lokalen Sifte-
verhiltnisse im Kérper sind freilich vorliufig noch zu gering, als daf
hier schon mit Sicherheit kounkrete Beispiele genannt werden kounnten.

Wenn diese aus Versuchen an Gewebekulturen abgeleitete Anschauung
auch fiir das Wachstum im Korper giiltig sein soll, so ist Voraussetzung.,
daBl die untersuchten Stoffe das Wachstum direkt beeinflussen. Nur
wenn sie in der Gewebekultur unmittelbar in das Zelleben eingreifen,
kénnen die in vitro-Befunde auf die Verhéltnisse in vivo iibertragen
werden. Heubner und v. Mollendorff (1937) haben nun allerdings die
Anschauung vertreten, daf die Zusammenhéinge in meinen Experimenten
anders liegen. Nach ihrec Meinung verdndern die zugefiigten Substanzen
die physikalische Beschaffenheit des Nahrmediums, und nur durch diesen
Umstand, also auf rein mechanische Weise, soll einmal das Bindegewebe.
ein anderes Mal das Epithel in der Kultur bessere Wachstumsbedingungen
vorfinden. — Wenn diese Anschauung richtig wire, so wiirde damit
allerdings meiner Vorstellung vom Wesen der Gewebskorrelation weit-
gehend der Boden entzogen:; denn fiir eine solche rein mechanische
Wirkungsweise meiner Versuchsbedingungen auf dem Umwey iiber den
Nihrboden finde sich im Koérper nur recht gezwungen ein Analogon.
Ich habe aus diesem Anlafl umfangreiche Experimente ausgefiihrt, die
die behaupteten Zusammenhinge von mechanischen Strukturverhdlt-
nissen des Nahrmedinms und Wachstumsgeschwindigkeit der Gewebe-
kulturen untersuchen. Ihre Darstellung erfolgt nur im experimentellen
Teil, weil sie Fragen von ausschlieBlich gewebeziichterischem Interesse
behandeln. Diese Untersuchungen haben nun nicht den geringsten An-
halt dafiir erbracht, dafl die Deutungen von Heubner und v. Mollendorff
berechtigt sind. Und auch die in der Literatur vorliegenden hierher-
gehirigen Angaben vermdgen die Deutung der beiden Verfasser nicht
zu stiitzen. Ich stelle sie im experimentellen Teil im Zusammenhang
mit meinen Experimenten dar.

Danach glaube ich folgern zu diirfen, daB die spezifischen Wachstums-
hemmungen in meinen Versuchen nicht auf mechanischem Wege zu-
stande kommen. Sie erfolgen doch wohl dadurch, daf3 die Versuchsfaktoren
unmittelbar in das Zelleben eingreifen und den Wachstumsvorgang
beeinflussen. Auf welche Weise das erfolgen konnte, habe ich schon
frither ertrtert (1933). Meine Vorstellunyg ist die, daB die untersuchten

1 Ich abstrahiere dabei vollig vom Faktor der Malignitat und habe nur den
geweblichen Aufbau im Auge.
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Substanzen die Zellpermeabilitit verindern'. Wenn der Eintritt von
wachstumswichtigen Stoffen in die Zellen durch die Versuchssubstanzen
reguliert wird, so wiirde damit auch das Wachstum selbst betroffen
werden. TFreilich ist ein Beweis fitr eine solche Annahme bei dem heutigen
Stande unserer Kenntnis nicht méglich. Ein solcher Krklirungsversuch
kann zur Zeit nichts weiter bedeuten als einen Himweis auf ernwiighare
Moglichkeiten.

Allgemeiner gesehen ist er der Ausdruck dafiir, daf3 die Forschung
sich nicht darauf beschrinken soll. die 4uBleren Ursachen des Wachstums
festzustellen. Die Fuktoren, die dafiir verantwortlich gemacht werden,
soliten auBerdem zu dem Wachstumsvorgang selbst in eine konkrete
Beziehung gebracht werden. Dieser Prozef3 stellt sich uns als stoffwechsel-
chemisches, kolloidchemisches, fermentchemisches oder energetisches Pro-
blem dar, und mit wenigstens einer dieser Teilerscheinungen miissen Wachs-
tumsreiz und Wachstumsbremsung auch gedanklich verkniipft werden.
Freilich fehlen uns zu einer solchen Arbeitsrichtung vorliaufig noch vielerlet
Kenntnisse. Aber nur wenn {berhaupt in diesemm Sinne gedacht und
gesucht wird, werden allmiblich die festen Grundlagen dazu geschaffen.

Zusammenfassung. Das Problem der Epithel- und Bindegewebs-
korrelation wird auf Grund von Untersuchungen an Gewebekulturen
behandelt. Es wurden verschiedene physikalisch-chemische Bedingungen
aufgefunden. die im Experiment das Wachstum der beiden Gewebe in
spezifisch verschiedener Weise zu hemmen vermoégen. An diese Befunde
wird die Vorstellung gekniipft, dafi das Gewebswachstum auch im
Korper durch chemische Bedingungen beeinflufit, wenn nicht reguliert
wird, es wird durch die Siftezusammensetzunyg gesteuert. Die Gewebe
reagieren darauf in einer einem jeden eigentiimlichen Weise. Sie sind
also dem Korperganzen passiv unterworfen und in ihrem Wachstum in
erster Linie von ithm und weniger voneinander abhingiy.

Diese Anschauung unterscheidet sich grundsétzlich von den Theorien,
die bisher iiber das Verhiltnis von Epithel und Bindegewebe aufgestellt
wurden. Im Gegensatz zu diesen sieht sie weniger in undefinierbaren
Kriften und Wechselwirkungen das Mittel zur Gewebssteuerung als in
der spezifischen Reaktion jedes Gewebes auf physico-chemische Ein-
fliisse. Diese Auffassung eines Vorganges, der einen Teil des Form-
problems darstellt, fiigt sich zwanglos in die Zusammenhinge ein, die
heute vom Wesen der Formbildung bekannt sind.

Experimenteller Teil.
Die im Vorstehenden dargestellte Theorie vomn Wesen der Korrelation
des Epithel- und Bindegewebswachstums habe ich aus Befunden an
! Heubner machte mit Recht darauf aufmerksam, daB meine Ableitung nicht

in allen Einzelheiten mit unseren physikalisch-chemischen Kenntnissen vereinbar
ist. Doch wird dadurch nicht die ganze Vorstellung in Frage gestellt.



102 Else Knake:

Gewebekulturen abgeleitet. Es ist nicht zu leugnen, daf solche Unter-
suchungen nur eine schmale Basis fiir ein so ungeklartes und schwieriges
Problem abgeben. Doch wurde schon dargestellt, wie wenig Konkretes
und Begriindetes auf diesem Gebiete bisher tberhaupt vorliegt. Das
eingehendste histologische Studium der Frage fiihrte nur zu rein speku-
lativen und iiberdies widerspruchsvollen Behauptungen. Bei einer solchen
Sachlage erscheint mir jeder experimentelle Beitrag erwiinscht. auch wean
dabei eine Vereinfachung des Versuchsobjekts unumgénglich ist. Zweifal.
los kann man die Verhiltnisse in der Gewebekultur auch nicht mit denen
im Kérper identifizieren. Aber es erscheint mir immerhin fruchtbarer,
aus Befunden an Gewebekulturen auf Zelleigenschaften zu schliellen, als
aus morphologischen Bildern in Schnittpriparaten Eigenschaften von
Zellen herauszulesen, sie neu zu benennen und daran weitgehende Theorien
zu kniipfen!. Ich betrachte Untersuchungen an Gewebekulturen als
einfache Modellversuche fiir die komplexen Verhiltnisse im Korper.
Man darf diese Methode dann fiir ein bestimmtes Problem heranzichen,
wenn die Grundvoraussetzungen fiir die Untersuchung der Krage im
Gewebekulturversuch sinngemafl nachgeahmt werden kénnen; sie dirfen
aber dabei in vereinfachter Form vorliegen. Diese Bedingung trifft fur die
Frage der Gewebskorrelation gerade in Verbindung mit Gewebekulturen
zu. Bs mull nimlich zunichst einmal ein reaktionsfihiges Objekt vor-
handen sein. Das ist in unserem Fall in lebenden Epithel- und Binde-
gewebszellen gegeben, die auf die Versuchsbedingungen mit spezifisch
verdndertem Wachstum antworten kénnen. Ferner miissen die Faktoren,
die im Tierkorper fiir die Gewebskorrelation verantwortlich sein sollen,
im Kulturversuch sinngemifl dargestellt werden koénnen. Das ist in
idealer Weise der Fall; denn die fir ursichlich gehaltene pathologische
Siftebeschatfenheit kann durch eine besondere Zusammensetzung ces
Nahrmediums nachgeahmt werden. SchlieBlich miissen Kontrollméglich-
keiten bestehen, die erkennen lassen, ob die Versuchsbedingungen spezi-
fisch oder unspezifisch wirken. Das geschieht in unseren Experimenten,
indem entgegengesetzt gerichtete Versuchsbedingungen darauf gepriift
werden, ob sie, wie zu fordern, die gegenteilige Wirkung haben. — Wie
diese Analyse zeigt, sind Gewebekulturen durchaus geeignet, die Frage
der Gewebskorrelation experimentell zu untersuchen.

Ein Teil der Experimente, aus denen ich meine Vorstellung vom
Wesen der Korrelation des Epithel- und Bindegewebswachstums ab-
geleitet habe, wurde schon frither veréffentlicht. Heubner hat gegen sie
verschiedene Einwinde erhoben. Darauf glaube ich im einzelnen nicht
eingehen zu miissen, da die im folgenden dargesteliten Experimente die
frither beobachteten Zusammenhinge bekriftigen und zugleich die Liicken
ergénzen, auf die Heubner hingewiesen hat.

! So versucht Kromayer ..durch Annahme der verinderten Epithelio- und
Desmophilie der Carcinomepithelien Wachstum und Metastasierung der Carcinom-
zellen befriedigend zu erkliren*.
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Material.

Das Material fiir alle Versuche an Reinkulturen waren héhere Passagen
von Irisepithel und Fibroblasten verschiedener Herkunft vom Hiihner-
embryo, meistens sogenannte Osteoblasten. Fir Versuche an Misch-
kulturen! wurde Pankreasgewebe vom Hihnerembryo oder von jungen
Kiiken benutzt.

Tn meinen fritheren Versuchen an Mischkulturen handelte es sich
um den Nachweis, dall bei Gegenwart oberflichenaktiver Substanzen.
quellend wirkender Salze oder bei bestehender Hypotonie des Mediumsx
das Bindegewebswachstum weitgehend unterdrickt wird, das Epithel
dagegen in einem solchen Medium noch gedeihen kann und groBenteils
in der Wachstumszone an Stelle des Bindegewebes tritt. Zu diesem
Zweck mullte ein Organ gewahlt werden, das ohne experimentelle Be-
einflussung, also in normalem Zichtungsmedium, vorwiegend binde-
gewebig wachst. Diese Anforderungen erfiilit das Pankreas des 17 bix
19tigigen Hithnerembrvos. — In den jetzt ausgefithrten Versuchen kommt
es in Erginzung der fritheren Befunde darauf an zu zeigen, dall die gegen-
teiligen - physikalisch-chemischen Einfliisse auch den entgegengesetzien (fe-
webseffekt haben, also das Epithelwachstum weitgehend wnterdriicken, ohne
das Bindegewebswachstum zu verhindern. Eine solche Wirkung ist nur
an einem Organ festzustellen, das unbeeinflult vorwiegend epithelial
wichst; daran kann gezeigt werden, dal die Versuchseinfliisse dax
Epithelwachstum weitgehend z2urfickdrangen und dafl an seine Stelle
Bindegewebe tritt. Ein fiir diesen Zweck geeignetes Versuchsobjekt stellt
das Pankreas des schon geschlipften Kikens dar.

Die Wachstumsart des Pankreas hingt nimlich vom Alter des explau-
tierten Organs ab (Knake 1935); wihrend aus dem Pankreas des 17 bis
19tigigen Hithnerembryos im normalen Medium iiberwiegend oder sogar
fast ausschlieBlich Bindegewebe wichst, besteht beim Organ des 20 bis
2ltigigen Hiihnerembryos ein grofler Teil der Wachstumszone aus
Epithel. Dieser Anteil wird bei Explantaten aus dem Pankreas des 1 bis
2 Tage alten Kiikens noch reichlicher; hier bildet es oft ganz allein die
Wachstumszone. Ich habe diese wechselnden Verhiltnisse auf die
Dotterresorption in den Darm bezogen, da ich ein Ansteigen des Epithel-
wachstums mit fortschreitender Dotterresorption beobachtete. s wurde
zur Erklarung dieser Parallelitit angenommen, dal gleichzeitig mit der
Resorption des Dotters dic Pankreastitigkeit einsetzt oder gesteigert
wird und dal} diese physiologische Funktion fiir die Epithelzellen mit

! Unter Mischkulturen versteht man Explantate aus Organen, die wie diese
verschiedene Gewehskomponenten in sich vereinigen. Aus ihnen wachsen in der
(Gewebekultur zunidchst fast immer mehrere Zellarten nebencinander aus; in unserem
Zusammenhange interessieren davon nur der epitheliale und der bindegewebige
Anteil. Durch besondere Verfahren kann unter Umstanden aus Mischkulturen eine
einzige Zellsorte isoliert und dann als sogenannte Reinkultur weitergeziichtet
werden.
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einem wachstumsbereiten Zustand verkniipft ist (1935). Die Koinzidenz
beider Vorginge wurde von I. Fischer und Ries durch Vitalfirbungs-
versuche bestiitigt. Ein dhnliches Zusammentreffen von Driisenfunktion
und Wachstumsbereitschaft des Parenchyms wurde von Francescon und
Zambelli fir die Milchdriise im Explantat beschrieben.

Mefmethoden.

In Reinkulturversuchen kann die WachstumsgroBe genau bestimmt
werden. Es stehen dazu die Methoden der Arealmessung und der Mitosen-
zihlung zur Verfiigung. Die vorliegzenden Versuche wurden mit der
Arealmessung ausgefiihrt.

In Jetzterer Zeit haben wir in unserem Laboratorium fiir quantitative Ver-
suche verschiedentlich die Mitosenzihlung bevorzugt ( Paulmann, Silva-Lufrentz).
Der Grund liegt nicht etwa in einer UnverliBlichkeit der Avealmessung. Ich halte
diese fir sehr genan, wenn alle methodischen Voraussetzungen sorgfiltig beachtet
werden: Parallelversuche von Poulmann und mir (unverdffentlicht) mit Mitosen-
zahlung einerseits und Arealmessung andererseits haben auch gute Ubercinstimmung
crgeben. Der Vorzug der Mitosenzihlung als MeBmethode ist vielmehr rein prak-
tischer Art: Die Arealmessung erfordert unter Umstinden cinen bedeutend groBeren
Arbeitsautwand. Wenn namlich, wie es die Methode verlangt, wirklich nur solche
Halften miteinander verglichen werden, die in Zellform und -groBie, Wuchsform
der Gesamtkultur und Lagerungsdichtigkeit der Zellen {ibercinstinunen, sind zahl-
reiche Versuche nicht anszuwerten, weil sie diese Voraussetzungen nicht erfiillen.
Das ist besonders hiufig der Fall, wenn beide Halften unter verschiedenen mecha-
nischen Bedingungen wachsen. Tatsichlich habe ich fiir verschiedene Versuchs-
reihen nicht nnr die jeweils ausgewerteten 18 Experimente gemacht, sondern
hiufig ein Vielfaches davon. Demgegeniiber hat die Mitosenzithlung, wenn sie im
cinzelnen auch zeitraubender als die Arealmessung ist, den groBlen Vorteil, daB
jeder Versuch als auswertbar gilt, ganz gleich, ob die beiden Kulturhilften in ihrer
Wachstumsart iibereinstimmen, Alerdings erscheint es mir noch zweifethaft, oh
nicht doch z. B. Lagerungsdichtigkeiten die Mitosenzahl becinflussen kénnen und
also auch hier beim Vergleich von Hilften zu heriicksichtigen wiren: Anhalts-
punkte fiir solche Zusammenhiange liegen vor (Gaidlard;j. Die Grundlagen der
Mitosenzihlung als MeBmethodik miiBten noch kritisch nachgepriift werden. Fiir
die Arealmessung ist das bereits geschehen (Edm. Mayer 1930), und man darf bei
sinngemdfer Beobachtung aller ihrer Voraussetzungen die Arealmessung als durch-
aus zuverldssig betrachten.

Bei den Versuchen mit Mischkulturen muBB anders vorgegangen
werden. Feststellungen der absoluten WachstumsgréBe durch Areal-
messung oder Mitosenzahlung haben hier keinen Wert, weil sie nicht,
wie bei Reinkulturhilften, auf gleiche Ausgangsvolumina bezogen werden
kénnen. Die Voraussetzung fiir beide Methoden ist ja. daB die in Ver-
gleichsobjekten aufgefundenen Werte von gleich groflen und gleich dicken
Ausgangsmutterstiicken hervorgebracht wurden, was bei gut geteilten
Reinkulturen praktisch der Fall ist. Diese Voraussetzung erfiillen frische
Explantate niemals, und eine Methode zur Bestimmung der Wachstums-
gréBe von Mischkulturen fehlt bisher. In meinen Versuchen an Misch-
kulturen war es nun gar nicht notwendig, die absolute Gréfle des Epithel-
und Bindegewebswachstums zu bestimmen. Hier interessiert allein das
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prozentuale Verhiltnis, in dem sich beide Gewebsarten an der Bildung
der Wachstumszone beteiligen. Dieser Anteil wurde in meinen Versuchen
geschitzt und die Kulturen dementsprechend in 4 Kategorien eingeordnet.
Diese Methode wird, obwohl sie nur auf Schitzung beruht, hinreichend
genan, wenn jede einzelne Kultur schrifslich protokolliert wird und wenn
geniigend grofle Zahlen von Kontroll- und Versuchskulturen miteinander
verglichen werden. — Auch Williner wendet ein dhnliches Verfahren an
und begriindet seine Berechtigung (1927).

Versuchsanordnung wnd Awsicertung.

Die Versuche an Reinkulturen wurden auf Deckglisern ausgefiihrt,
und zwar an halbierten Kulturen. Es kam immer je eine Epithel- und
tine Fibroblastenhilfte in etwa 0,7 mm Entfernung zusammen auf ein
Deckglas. Dabei wurden die Bindegewehshalften im Tropfen, die Epithel-
kulturen auf dem Tropfen mit Extraktdecke geziichtet. Die Kontroll-
halften wurden im normalen Medium, die Versuchshilften im g¢leichen
Medium mit Zusatz des zu untersuchenden Stoffes geziichtet; fiir diese
wurde im Kontrollmediumn ein Volumausgleich durch Ainger-Lésung ge-
schaffen. — Die morphologischen Verhdltnisse, also Zellform und -gréGe,
Fettgehalt, Dicke der Wachstumszone und Lagerungsdichtigkeit der
Zellen wurden protokolliert und beim Vergleich der Hilften beriick-
sichtigt. — Die Umrisse der Kulturen wurden alle 24—48 Stunden mit
dem Abbéschen Apparat gezeichnet und die Figuren mit dem Planimeter
ausgemessen. Die in den folgenden Tabellen angegebenen GriBen sind
absolute Werte in '/, qmm. In jeder Versuchsgruppe wurden die Mittel-
werte aller Kontroll- und Versuchshalften bestimuint, der mittlere Fehler
des Mittelwertes und der Wert —n%i)fff berechnet. Ist dieser Wert kleiner
als 2, 50 bheruht die Differenz der Mittelwerte auf zufilligen Schwan-
kungen des Versuchsmaterials; liegt er zwischen 2 und 3. s0 ist sie mit
Wahrscheinlichkeit nicht auf die normale Streuung, sondern auf die
Versuchsbedingungen zurtickzufithren. Das ist mit Sicherheit der Fall,
wenn der Wert 7?51%— grofler als 3 ist; die Differenz gilt dann als
significant.

Die Berechnung geschah im einzelnen nach folgenden Formeln:

Mittelwert M = A + b (A= angenommener Mittelwert).

Streuung g = ]/Egagw h? (8 = Abweichung jeder Variante vom ange-
nowmmenen Mittelwert A).

Mittlerer Fehler des Mittelwertes m = — .

Diff. My, — My, &

mpite Ymg 4 mp
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Bei den Versuchen an Mischkulturen wurde jeweils ein frisch ent-
nommenes Pankreas in Stiickchen zerteilt und diese teilweise im normalen
Medium?, zum anderen Teil im Versuchsmedium angesetzt. Auch hier
enthilt das Kontrollmedium an Stelle der Versuchslgsung einen Volum-
ausgleich durch Ringer-Losung. Die Pankreaskulturen wurden (mit Aus.
nahme der Versuchsgruppe 3C) immer auf dem festen Medium mit
Extraktdecke geziichtet.

1. Wirkung eines hypertonischen Mediums auj Reinkulturen von Fibro-
blasten und Irisepithel.

Versuchsmedtum: | Tr. Plasma - 1 Tr. EEvorauch

Extraktdecke: 1 Tr. EE + 1 Tr. EEversuch

(EEvorsuch: 3 EE 4+ 1 NaCl 2,7%)

Konlrollmedium: 1 Tri. Plasma + 1 Tr. EEgontrolle

Kxtraktdecke: 1 Tr. EE + 1 Tr. EEgontrolle
(EEKonteone: 3 ElX <+ | Ringer)

Morphologische Bemerkungen. Die Zellen beider (rewebsarten zeigen
lebend im hypertonischen Medium meistens ein sehr klares transparentes
Cytoplasma, das sich schirfer gegen das Medinm abhebt als der tribere
Zelleib der im normalen Medium wachsenden Kontrollhilften. Bei den
Epithelversuchshilften treten die einzelnen Zellterritorien oft sehr deut-
lich hervor. Die Fibroblastenkulturen haben im hypertonischen Medium
oft etwas schmilere und fettirmere Zellen als ihre normal geziichteten
Schwesterhdlften. Zuweilen sind sie aber auch reicher an Kérnchen, von
denen sich die meisten mit Scharlachrot oder Sudan III firben; da-
zwischen liegen einzelne Granula, die ungefarbt bleiben. Bemerkenswert
ist, daB die Fibroblastenleiber hiufig zahlreiche bucklige und halbkugel-
formige Ausbuchtungen haben, die auf lebhafte Cytoplasmabewegung
im Moment der Fixation hindeuten. Diese Erscheinungen entsprechen
morphologisch durchaus dem Wogen und Wallen des Protoplasmas, dax
an der sich teilenden Zelle vor der Durchschniirung bekannt ist. — An
den Epithelkulturen waren solche Verdnderungen nur ganz selten und
immer nur leicht angedeutet.

Literatur. Zusammenstellungen iiber die Wirkung von Verinderungen des
osmotischen Druckes auf Gewebekulturen finden sich z. B. bei Levi, v. Mollendorff
(1937, 1938) und FVerne. — Die Arbeiten von Carrel und Burrows, Lambert, Ruth
und Hogue (1917) werden hiufig als Beleg dafiir angefiihrt, dal leichte Hypotonie
das Wachstum begiinstigt. Es ist aber zu bemerken. daB diese Untersuchungen
noch aus der Zeit stammen, ehe die Umsatztechnik allgemein angewandt wurde.
Sie beziehen sich daher nicht auf Reinkulturen und bertchten von vermehrter Zell-

auswanderung, z. B. bei Milzkulturen. — Auch nach Willmer werden die amshoiden
Bewegungen der Zellen durch Hypotonie begiinstigt (1927). — Ebeling fand in

seinen an Reinkulturen ausgefiibrten Experimenten im hypotonischen Medium
gleichfalls eine stirkere Auswanderung, dabei aber kein wirkliche Substanzvermeh-
rung. Hingegen war bei Hypertonie des Mediums die Zellproliferation in den ersten
Tagen gréfer und zugleich dichter; spater trat Schidigung ein (1914). — Nach

1 Als normales Medium gilt 1 Tropfen Hihnerplasma — 1 Tropfen Hihner-
embryonalextrakt (= LEE).
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Olivo und Gomirato ist die Reaktion des Gewebes auf Verinderungen des osmotischen
Druckes je nach dem Entwicklungsgrad, den es in vivo erreicht hatte, verschieden.
An einem bestimmten Objekt fand er bei Hypotonie des Mediums eine Erhéhung
des Mitosekoeffizienten. — v. Millendorff beobachtete sowohl bei Hypo- als auch
bei Hypertonie einen schadigenden Einftufl auf die Zellteilung. Und zwar wirkt sich
vermehrter Salzgehalt hinderlich auf alle Teilvorginge der Mitose aus, die mit
Quellung verbunden sind; Verringerung des Salzgebaltes hat einen umgekehrten
EinfluBl (1938). — Aduler verglich die Wirkungen der Hypertonie auf Epithel- und
Bindegewebskulturen. Fibroblasten waren, wie auch in meinen Experimenten,
resistenter dagegen als Epithel. Am wenigsten widerstandsfihig waren Sarkom-
zellen. — Nuch Juchimsky 1iBt sich Benzpyrensarkomgewebe im iso- und hyper-
tonischen, aber nicht im hypotonischen Medium ziichten.

Tabelle 1. Wirkung eines hypertonischen Mediums auf Reinkulturen

von Irisepithel und Osteoblasten.

Irisepithel- Osteoblasten- Irisepithel- Ostenblasten-
kulturen kulturen Lulturen- kultuyen
Ver- | GroBe am 4. Tag | Grofe am 3. Tag | Ver- | GroBe am 4, Tag | Grofe am 3. Tag
suchs- in *,, qmm in ¥/, gmum suehs- in Y, gmm in Y, gqmany
Nr. NT.
a Kon-| b Ver- ] a Kon- | b Ver- " e Kon | b Ver- | a Kon-| b Ver-
troll- suchs- troll- suchs- troll- suchs- troll- | suchs-
halften | hidften | haltten | hiliten halften | halften | halften | hillften
z ; 1 i
6476 | 25 10 84 | 68 o] 34 | 12 132 82
6293 27 ) 12 76 1 59 6473 34 29 84 78
65291 27 0 24 95 1 81 6485 26 14 99 89
6276 3B 22 119 | 138 6430 36 20 122 73
6279 1 28 | 17 81 69 6540 1 28 13 77 Th
6274 23 l 14 05 104 65341 20 1 13 111§ 100
62546 33 18 86 1 98 5442 20 9 131 | 10l
6258 22 l 15 72 | 58 6471 42 | 34 140 1 83
Epithelkulturen: My = 29; m, = 2. Osteoblastenkulturen: M, = 102; m, — 6.
Mp == 18; my = 2. My = 85; my, .= 3.
Diff. Diff.
ST = 3,9, S s 2
Mpige, Mmp;re,
Ergebnis. Epithelkulturen erfahren in einem hypertonischen Medium eine

hedeutend stirkere Wachstumshemmung als Bindegewebskulturen im gleichen
Medium. Die Differenz der Wachstumsgréflen von Versuchs- und Kontrolthalften
ist. bei Epithelkulturen significant. d. h. mit Sicherheit auf die Versuchsbedingungen,
Ditf. ‘ .
>3 > Bei Bindegewebs-
mpif. © .
) . . . L . . © D, .
kulturen ist das mit grofer Wahrscheinlichkeit der Fall ( Aot > 2. < 3> .
In fritheren Versuchen wurde gezeigt, dag umgekchrt }I_i']]otonlie des Versuchs-
mediwms das Bindegewebswachstum stirker verlangsamt als das des Epithelst.

also die Hypertonie des Mcdinms, zuriickzufithren (

2. Wirkunyg eines Zusatzes von Kaliwmrhodanid in isotonischer Lésung
auf Reinkulturen von Fibroblasten wund Irisepithel.

Versuchsmedium: 1 Tr. Plasma -+ 1 Tr. EEvasuch

Extraktdecke: 1 Tr. EE 4 1 Tr. EEversuen

(EEversucn: 16 Tr. EE < 1 Tr. KCSN)
1 Tr. Plasma + 1 Tr. EEgontrole
1 Tr. EE — 1 Tr. EExontrolle
(EExontrolte: 16 Tr. EE — 1 Tr. Ringer)

L Disch. Z. Chir. 242, 655 (1934).

Kontrollmedium :
Extraktdecke:
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Morphologische Bemerkungen. Die Fibroblastenkulturen erreichen im
Versuchsmedium bei weitem nicht die Zellagerungsdichtigkeit wie in
den Kontrollhélften, denn der wachstumshemmende Einfluf8 durch die
Versuchsbedingungen ist auferordentlich stark. — Diese Ungleichheit
in der Wachstumsart mu8}, da sie eine unmittelbare Folge der Versuchs-
einfliisse ist, in Kauf genommen werden, obwohl sie den Voraussetzungen
der Arealmessung widerspricht, Es ist das sinngemafl anch erlaubt, weil
die geringere Dichtigkeit der Wachstumszone eine weitere Bestdtigung

Abb. 1. Fibroblastenkultur mit Zusatz von Rhodankalinm.

fiir die starke Hemmung des Fibroblastenwachstums ist, die auch in
den Werten der Arealmessung deutlich zum Ausdruck kommt.

Die Fibroblasten enthalten im Versuchsmedium eine groBle Zahl
kleinerer und besonders auch gréberer Granula, die zum grollen Teil
stark lichtbrechend sind. Durch diese Einlagerungen werden sie viel
breiter als die Zellen der Schwesterhilften im normalen Medium. Sie
machen immer einen sehr stark geschadigten Eindruck (Abb. 1). — An
den Epithelkulturen sind die einzelnen Zellterritorien zuweilen durch
feine Spalten getrennt. Auch dort, wo man sie nicht voneinander ab-
grenzen kann, sind die Kerne meistens in groferen Abstanden iiber das
Syneytium verstreut als in den Kontrollhdlften (Abb. 2).

Sowohl bei Fibroblasten als auch bei Epithel bestehen also Verschieden-
heiten in der ZellgréBe zwischen Versuchs- und Kontrollhdlften. Es
widerspricht das zwar den Voraussetzungen der Meflimethode, ist aber
als unmittelbare Folge der Versuchsbedingungen nicht zu vermeiden.
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Da die Verschiedenheiten beide Gewebe betreffen, diirften sie das Gesamt-
resultat dieser Versuchsreihe auch nicht allzusehr beeinflussen. Sowohl
die WachstumsgroBe als auch der Gesundheitszustand zeigen an, dab
bei Gegenwart eines stark quellend wirkenden Salzes die Fibroblasten
bedeutend stirker geschadigt werden als Epithel.

Abb. 2. Epithelkultur mit Zusatz von Rhodankalium. Die Kulturen von Abb. 1 und 2

wachsen seit 3 Tagen zusamunen im gleichen Tropfen.

Literatur. Cytologische Beobachtungen iiber die Wirkung von Kalium- und
Calciumehlorid werden von Rumjantzew mitgeteilt. Jazimirska-Krontowska heob-
achtete, daf Kaliumehlorid das Fibroblastenwachstum starker hemmt als Calcium-
chlorid. Der Zelleib wird durch KCl bis zum 2,5fachen vergroBert, durch CaCl, etwas
verkleinert. — Sailo stellte fest, daB Natriumsalicylat bei gleicher molarer Kon.
zentration das Fibroblastenwachstum stirker hemmt als das Epithelwachstum.
Auch T'6ré fand bei Zusatz der (stark quellend wirkenden) Salzsiure und Milchsiaure
zu Darmexplantaten eine Verschiebung des Verhiltnisses von Epithel und Binde-
gewebe, und zwar zugunsten des Epithels. — Alle diese Untersuchungen stehen also
mit meinen Versuchsergebnissen in gutem Einklang. Dagegen fand ». Méllendorff,
allerdings hei nur sehr kurzer Beobachtungsdauver nnd nicht durchgehend, an seinen
Fibrocytenkulturen eine erhebliche Mitosenférderung durch einige miBig quellend
wirkende Salze, dagegen eine Verminderung durch ein entquellend wirkendes
Salz (1937).
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Tabelle 2.
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Wirkung eines Zusatzes von Rhodankalium in isotonischer

Losung auf Reinkulturen von Irisepithel und Osteoblasten.

Irisepithel- Osteoblasten- Irisepithel- Osteoblasten-
kulturen kulturen kulturen Kulturen -
Ver- | GréBe am 4, Tag | GrisBe am 3. Tag| Ver- | GroGe am 4. Tag | Grofe am 3. Tag
sucha- in Y, gmm in#yy quom sw-hs- in Y gmm in ¥, qum
NT. Nr. S
" I3 Kon- | b Ver- {a Kon- | b Ver- T |3 kon | b Ver | a Kon- | b Ver
troil- | suchs- [ troil- | suchs- troll- | suchs- | troll- suchs-
hilften | hilften | halften | hdlften halften | hilften | hilften | hillften
6491 | 82 s 31 95 ] 38 | 6455 29 13 164 | 93
65492 22 | 28 104 [ 38 6446 30 29 107 62
1472 22 | 21 70 44 6457 44 39 148 71
1475 | 33 \ 25 88 | 41 6460 | 41 | 31 117 78
1412 656 50 117 | 33 6451 35 | 22 153 = 63
6452 39 24 135 98 6448 20 15 104 | 58
436 42 27 107 57 65489 56 21 77 0 28
5433 24 | 20 142 | 83 5490 38 25 500 34
Iriskulturen: M, = 36: m; = 3. Osteoblastenkulturen: My = 113: m,
My = 26: mp =2 My, = 57: my -
Diff Diff.
o 2,8. : =0,
M pyfr, mpire,

Ergebnis. Detr Unterschied in der WachstumsgroBe zwischen Versuchs- und
Kontrollhalften geht hei den Lpithelkulturen mit grofler Wahrscheinlichkeit

Diff. . . . - . s
( -2, <3\), beim Bindegewebe mit absoluter Sicherheit auf die Versuchs-
\ mpifr, / Dist
iff.

. I pife,

durch Zusatz von Rhodank;]inm erfihrt, ist betrichtlich groBer als die des Epithels.
Das quellend wirkende Salz ist also besonders fiir das Bindegewebswachstum un-
ginstig. — Tabelle 3 zeigt, daB im Gegensatz hierzu cin entquellendes Salz in erster
Linie das Epithelwachstum beeintrachtigt.

\
bedingungen zuriick ( > 6 ). Die Hemmung, die das Bindegewebswachstum

3. Wirkung von Dinatriumphosphat in isotonischer Lisung auf Rein-
kulturen von Fibroblasten und Irisepithel.
Versuchsmedium: 1 Tr. Plasma -4 1 Tr. EEversuch
Extraktdecke: [ Tr. El + 1 Tr. EEvemsucn
(EEversuen: 3 Tr. BE = 1 Tr. Na,HPO,)

Kontrollmedium: 1 Tr. Plasma <+ 1 Tr. EExontrole
Cxtraktdecke: 1 Tr. EE + 1 Tr. EEKontrolle

(EEKontroie: 3 Tr. EX -~ 1 Tr. Ringer)

Morphologische Bemerkungen. Die Fibroblasten, besonders der inneren
Wachstumszone, sind sehr schmal und haben ein klares, transparentes
Cytoplasma, das sich scharf vom umgebenden Medium abhebt. Die
duBeren Zellen werden dagegen hdufig durch eingelagerte Fetttrépfchen
aufgebliht. Auch in dieser Versuchsreihe zeigen viele Fibroblastenleiber
das Wogen und Wallen des Cytoplasmas, wenn auch nicht so stark aus-
geprigt wie bel den Kulturen im hypertonischen Medium. Die Kulturen
(Abb. 3} sind nicht in so gutem Zustand wie die Kontrollen (Abb. 4),
aber die Schidigung ist verhiltnismiBig gering: alle Kulturen lassen
sich im normalen Medium weiterziichten.
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Die Irisepithelkulturen werden viel stirker geschiadigt. Am aut-
fallendsten ist die starke Dissoziation der Epithelzellen. Alle Membranen

3,

Schwesterhéilfte der Xultur in Abb,
in zusatzfreiem Nedium.

1.

4

* miel T
’""’ggf £
A e o

Abb,

teakultur mit Zusatz

triunphosphat.

Abb, 3, Fit

I6sen sich fast vollig in ihre Einzelbestandteile auf. Die Zellen runden
sich nicht ab, sie bleiben ausgebreitet, aber sie verlassen oft ihre urspriing-
liche Ebene und sind durch breite Spalten voneinander getrennt. Das
Cytoplasma ist merkwiirdig substanzlos und tritbe, enthilt aber nur
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wenige und nur sehr feine Fetttrdpfchen (Abb. 3 und 6). — Ungefahr
die Hilfte der Mutterstiicke (ohne die zu stark geschidigte Wachstums-
zone) lassen sich in normalem Medium weiterziichten.

Tabelle 3. Wirkung eines Zusatzes von Natriumphosphat (Na,HPO,)
in isotonischer Lésung auf Reinkulturen von Irisepithel
und Osteoblasten.

[risepithel- Ostovoblasten- Trisepithel- Osteoblasten-
kulturen kulturen kulturen kulturen
Ver- | GréoBe am 4, Tag |} GroBe am 3. Tag Ver- | Grofe am 4. Tag | GrofBle am 3, Tag
s\{t_-hs- in */,, qum in ¥, qmm .s\}\::-hs- in Y, gmm in Yy, qmin
Nr. Nr. - -
a Kon-| b Ver- { a Kon-!| b Ver- a Kon-{b Ver-{ o Kon- | b Ver-
troll- | suchs- | troil- suchs- troll- | suchs- | troll- | suchs-
halften | halften | hilften | hilften hiélften | halften | halften f hiilften
| i
63390 45 26 79 ¢ 87 68837 69 | 35 129 | 121
6924 27 1 18 95 ¢ 67 6830 66 . 49 134 1 146
6925 41 21 73 46 6984 50 1 24 98 068
HYH) 27 20 86 . 72 6935 34 ' 22 100 9%
HRR+ 51 36 147 131 68986 70 54 92 70
6891 25 0, 30 72 75 6991 104 | 62 102 ! 86
BR40) 68 | 5l 167 119 6989 84 | 54 122 96
6333 39 | 33 7 149 6987 70 | 52 96 ! 66

Trisepithelkulturen: M, == 54; my == 6. Ostenblastenkulturen: M, = 112: m, == 8.

My =37 myy =4, My, = 94: my = 3.
.). .
_Dift. 2.4. itf. 1.6,
mpjfr. myife.

Ergebnis. Die Wachstumshemmung infolge des Zusatzes eines entquellenden
Salzes ist beim Ipithel so stark, daB sic mit grofer Wahrseheinlichkeis auf die

. . " Diff. v .
Versuchshedingungen bezogen werden darf (~~~—~ — 2, <3) Dagegen wird
. ) o . DifE. , L i ) i
das Bindegewebswachstum im statistischen Sinne nicht eindeutig geschidigt
" Diff. ' . . .
( ~ > 1, {2). — Das entquellend wirkende Dinatriumphosphat schafft also
Diff.

die umgekehrten Verhiltnisse wie das quellend wirkende Rhodankalium (siehe
Tahelle 2).

4. Die Wirkung hypertonischer Lisungen und entquellender Salze in
isotonischer Lésung auf Mischkulturen® (Pankreas des 0O—2tégigen
Kiickens). )

Versnuchsdaver 3—4 Tuage.

Bei der Protokollierung-der Versuche wurden die Kulturen nach
dem Aufbau ihrer Wachstumszone in 4 Gruppen eingeordnet, ndmlich:
1. In der Wachstumszone iiberwiegt das Bindegewebe. 2. Der binde-
gewebige Anteil ist ebenso groB wie der epitheliale. 3. Der epitheliale
Anteil ist gréfer. 4. Es wichst nur Epithel. In der folgenden Tabelle 4
sind die urspriinglichen Gruppen 2—i# zusammengefaf3t und der urspriing-
lichen Gruppe 1 gegeniibergestellt.

1 Siehe FuBnote auf S. 103,
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Ergebnis. Hypertonie und entquellend wirkende Salze haben die gleiche we-
websspezifische Wirkung, sie unterdriicken namlich das Epithelwachstum weit-
gehend. Wiahrend 70—80°% der unbeeinfluften Kulturen vorwiegend epitheliales
Wachstum zeigen. wachsen unter dem Einflufl hypertonischer Lésungen oder ent-
quellender Salze in isotonischer Ldsung 60—95% vorwicgend bindegewebig aus. —

[T

s
-

Hiermit sind meine fritheren Befunde zu vergleichen (1933). Dort wurde gezeigt.
daB unter dem EinfluB von Hypotonie oder quellend wirkenden Salzen in isotoni-
scher Losung umgekehrt das Bindegewebswachstum maximal geschidigt wird. - —
Entgegengesctzte  physikalisch-chemische Einflissse haben also auch an Misch-
kulturen den entgegengesetzten Gewebseffekt.

Virchows Archiv. Bd. 306, b
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Das Medium besteht immer aus 1 Tropfen Plasma und einem Tropfen
Versuchs- bzw. Kontrollextrakt. Der Versuchsextrakt enthielt einen
Zusatz des betreffenden Stoffes, der Kontrollextrakt die gleiche Menge
Ringer-Losung wie unten im einzelnen angegeben. Die Extraktdecke
bestand immer aus einem Tropfen unverinderten Extrakt und einem
Tropfen Versuchs- bzw. Kontrollextrakt.

EFversuen: 5 EE + 2NaCl 1,8%  ERgontrole: 3 EE = 2 Ringer

EEversuch: 3 ER = INa,HPO, EEgontrotie: 3 EE = 1 Ringer

FEversuch: 6 BI -+ 3Na,80, EEkontrone: 6 EE + 3 Ringer

Tabelle +. Wirkung von Hypertonie oder entquellenden Salzen in iso-
tonischer Lésung auf das Verhaltnis von Epithel und Bindegewebe
in der Wachstumszone von Mischkulturen (Pankreasexplantaten).

In den Kontroll- In den Versuehs-
kulturen kulturen
\rr der -y Kontroll- Versuehs-
Medinm- wiichst @ wichst kulturen wichst witchst knituren
\.‘,',.,'l'u,h‘nm‘, mehr ! ebensoviel Gesumt- mehr chensoviel | Gesant-
) ha = Binde- | oder mehr zahl Binde- | oder mehr ziahl
gewebe | Epithel gewebe | Epithel
bei % | bei % hei % bei %
) B
Hypertonie . . 29 | ! 165 67 33 154
i
Na,HPO, . . . 27 | 73 197 94 6 189
. > { - . D
Na,50, . .. 21 | 79 124 62 ! 38 14

Auch der EinfluBl entquellender Salze und hypertonischer Losungen auf Misch-
kulturen wurde von mir frither schon einmnal untersucht (1933). Damals stellte
ich fest, daB diese Faktoren | keine Anreicherung des Epithelwachstums zur Folge
haben und also insofern nur wie unspezifische isotonische Verdinnungen des Mediums
wirken™. Das ist aber nicht so zu verstehen, als ob das Epithel- und Bindegewebs-
wachstum durch sie iiberhaupt nicht in spezifischer Weise beeinflufit witrde. Diese
Frage konnte an dem damaligen Versuchsobjekt, dem vorwiegend bhindegewebig
wachsenden Pankreas des Huhnembryos, gar nicht in Angriff genommen werden
(s.,,Material-* 8.103); daran war nur festzustellen, daf Hypertonie und entquellende
Salze nicht etwa ebenso wie Hypotonie oder quellende Salze wirken. Jetzt
(Tabelle 4) wurde dartiber hinaus hewiesen, dalB sie den gegenteiligen Effekt mit
sich bringen.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, daB Hypertonie und
entquellende Salze das Epithelwachstum maximal schadigen und daB
im Gegensatz dazu Hypotonie und quellende Salze in erster Linie das
Bindegewebswachstum beeintrachtigen. Diese Feststellung bezieht sich
sowohl auf Reinkulturen als auch auf Mischkulturen. Eine gewisse
Verschiedenheit besteht allerdings im Ergebnis dieser beiden Versuchs-
anordnungen. Ich halte sie zwar fiir meine eigentliche Fragestellung nicht
von grundsétzlicher Bedeutung, mull aber kurz darauf eingehen, worin
sie besteht und wie ich sie mir erklare.

Im Reinkulturversuch erfahren immer beide Gewebe eine Hemmung, und zwar
ist diese, wie schon beschrieben, je nach dem Charakter der physikalisch-chemischen
Verinderung an dem einen oder dem anderen (iewebe ausgepriagter. Reinkulturen
von Epithel werden starker als Bindegewebe durch Hypertonie oder entquellende
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Nalze geschadigt; Reinkulturen von Bindegewebe dagegen erfahren durch Hypo-
tonie nder quellende Salze eine stirkere Wachstumsverlangsarmung als Epithel.
Im Mischkulturversuch beschrankt sich diese Wachstumsverlangsamung auf die
im Reinkulturversuch starker gehemmte (lewebssorte. Die andere ist zwar zu-
weilen auch nicht in bester Gesundheit, wird aber im Wachstumstempo nicht he-
troffen: sie wichst weder langsamer noch schneller. Aber sie proliferiert reichlicher
als in den Kontrollen. Denn die Stellen der Wachstumszone, die bei unbeeinfluBBten
Kulturen vom anderen Partner cingenommen werden, bleiben im Versuchsmedium,
in demn dieser Partner nur spirlich gedeihen kann, nicht leer: sie werden mehr oder
weniger vollstindig auch noch von der wachstumsfihigen Zellsorte besetzt. In
semischtgewebigen Kulturen verbindet sich also mit der starken Bindegewebs-
hemmung  durch  oberflichenaktive und  quellende  Stoffe oder hypotonische
Lasungen ein reichlicheres Fpithelwachstum, und umgekehrt tritt gleichzeitig mit
der hochgradigen Epithelunterdriickung durch hypertonische Lsungen und ent-
quellende Salze ein veichlicheres Bindegewebswachstum auf. — Teh glaube nicht
mehr. dafl dieses reichlichere Wachstum auf cine direkte fordernde Wirkung durch
den lahmgelegten Partner zuriickzufithren ist. IS5 hingt wohl damit zusammen,
daf} frische Explantate weniger empfindlich sind als Reinkulturen, was hiufig be-
schrichen wurde. Diese grofere Resistenz mayg dazu fithrven, daf die im Reinkultur-
versiuch weniger gehemmte Gewebssorte im frischen Explantat ungestort wiichst
unel hichstens in ihrer Gesundheit hetroffen wird., Ich hahe frither schon aus-
cinandergesetzt, dal diese Zusammenhinge vorliufig nur vermutungsweise ge-
dentet werden konnen. weil die teehnischen Voraussetzungen fite eine experimentelle
Klirung noch nicht hestchen (1934),

Fir mein cigentliches Thema halte ich die beschriehene Differenz wwischen
Rein- und Mischknlturversuchen nicht fitr wesentlich. Wenn man Untersuchungen
an Gewebekulturen als Modellversuche fiir die Verhiltnisse in vivo gelten 1afit,
so ditrfen die Besonderheiten. die wohl allein auf Kigentitmlichkeiten der Gewebe-
kuleur zurickgehen, als belanglos vernachlassigt werden.

9. Die Wirkung besonderer mechanischer Ziichtungsbedingungen ruf
Reinkulturen von Fibroblusten und Irisepithel und auf frische Expluntate
wus dem Pankreas.

Von Orzechowski. Heubner und Orzechowski und von . Mallendorff
wurde bezweifelt, dafl die gewebsspezifischen Einflisse der von mir
untersuchten Faktoren durch direkte Einwirkung auf die Zellen zustande
kommen. Der beobachtete Unterschied im Wachstum beider Zellarten
beruht nach Heubner und Orzechowski lediglich auf ihrer verschiedenen
leaktionsfahigkeit gegeniiber Verinderungen, die der Zusatz meiner
Versuchslosungen zum Ziichtungsmedium in dessen mechanischer Struk-
tur hervorruft. Sie erinnern an die .alte gewebeziichterische Erfahrung,
dafl Fibroblasten nur beim Haften an gewissen geformten Oberflichen
wachsen und ihr Wachstumstempo von diesen Formen abhingt™. In ge-
ronnenem Blutplasma wiren die entstehenden Fibrinfiaden solche Formen.
Deren Dichte und Straffheit wiirde durch Verdiinnung des (erinnungs-
ansatzes (Hypotounie) abgeschwicht, und auch ein EinfluB quellungs-
beglinstigender Salzionen im gleichen Sinne wire leicht verstandlich. Die
Wirkung der oberflichenaktiven Stoffe soll damit zusammenhingen,
daB diese wahrscheinlich gerade an denjenigen Grenzflichen, an denen
sich die Ausliufer der Fibroblasten festhaften, einen monomolekularen

5*
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Uberzug bilden, der ihnen einen stofflich andersartigen Charakter gibt.
~Durch die Herabsetzung der Oberflichenspannung ist dem Fibro-
blasten die Moglichkeit genommen, eine langgestreckte spindelige Gestalt
anzunehmen, wenn nicht {iberhaupt an der Grenzfliche eine narkotische
Konzentration herrscht. Der Weg, auf dem das Wachstuin der Fibro-
blasten erfolgt, ist jedenfalls versperrt. Die in membrandsen Verbdanden
wachsenden Epithelzellen bediirfen der Leitschienen des Fibrinfadens
nicht. Fiir sie besteht die Méglichkeit, in abgerundeter Zellform zu
wachsen.”
Gegen diese Auffassungen ist nun Verschiedenes einzuwenden.

Zunichst ist die Deutung, die Heubner und Orzechowski meinen
Hypotonieversuchen geben, dadurch gegenstandslos, dall auch bei
Kontrollkulturen (wie auch in den betreffenden Arbeiten angegeben ist)
der Gerinnungsansatz im gleichen Mafle, nur unter Aufrechterhaltung der
Isotonie, verdiinnt wurde; es wurde ja ein Volumausgleich durch Ringer-
Losung geschaffen.

Ferner ist dieser Auffassang ganz allgemein entgegenzuhalten, daf
ihr Anschauungen zugrunde liegen. die lange umstritten waren und jetzt
wohl als widerlegt angesehen werden diirfen. Die Frage, ob im Plasma-
gerinnzel Fibrinfaden vorhanden sind, wird =eit 1019 diskutiert (Lews
S.23%8). Im Gegensatz zn den alten Vorstellungen vom Fibrinschwamm
vsebt aus neueren Untersuchungen Howells hervor, dafl das Plasma
normalerweise in Form eines krystallinischen Gels und ohne sichtbare
Struktur gerinnt. Die Fibrinfiden sind duflerst winzig, unterhalb des
Aufldsungsvermdgens nicht nur des Mikroskops, sondern auch des Ultra-
mikroskops. Sie konnen also schon wegen der Differenz der GroBen-
ordnungen den auswandernden Zellen nicht als Stiitze oder Leitschienen
dienen (Groffeld 1934).

Warum aber die Struktur des Plasmagerinnsels nur fir die Fibro-
blasten von so vitaler Bedeutung sein soll, dai sich daraus meine Versuchs-
crgebnisse erkliren lassen, erscheint etwas willkiirlich. Die Arbeiten
Froffelds, die Heubner und Orzechowski in diesem Zusammenhang zitieren,
wurden nicht mit quantitativen Methoden und nicht in vergleichenden
Untersuchungen an Epithel! und Bindegewebe unternommen und geben
infolgedessen auch keine geniigende Basis fiir diese Anschauungen. Es
ist der Uberzeugung dieser beiden Verfasser auch die gegenteilige Meinung
von 4. Fischer gegeniiberzustellen, daB namlich Wachstumm und Ver-
mehrung gerade bei Epithelzellen mehr von mechanischen Faktoren
abzuhdngen scheint als bei Fibroblasten (1930, 8. 177 £.). Quantitative

1 Was Grofijeld in seiner Arbeit als Epithel bezeichnet, ist nicht Epithel im histo-
logischen Sinne. wie er selbst betont (1933). Diese Feststellung befindet sich im
Einklang mit dem Urteil verschiedener erfahrener Gewebeziichter (G. Lewi, Demuth
1933, Des Ligneris).



Beitrag zur Frage der Gewebskorrelation. 117

Experimente zu diesem Thema liegen aber auch von A. Fischer nicht
vor; ich habe sie ausgefiihrt und gehe weiter unten darauf ein.

Auch ». Mollendorff (1397a) zweifelt, ob der in meinen Experimenten
beobachtete Wachstumseffekt auf zellspezifische Kinfliisse zuriickgeht.
Nach seiner Meinung sollen vielleicht quellende Einflisse auf das Medium
die Hauptrolle spielen, da ja Epithelmembranen auch noch im ver-
flissigten Medium wiichsen, ja teilweise sogar selbst verflissigten, wih-
rend eine Plasmaverflissigung fiir Fibroblasten ein ernstes Wachstums-
hindernis bedeutete.

Gegen die letzte Behauptung ist nur kurz an die Tatsache zu erinnern,
daB in den letzten Jahren von rein fliissigen Medien gerade dann gerne
Gebrauch gemacht wird, wenn monatelange oder jahrelange Fibroblasten-
zitchtung beabsichtigt (und erreicht) wird (Parker, Des Ligneris, Hogue ).
Fibroblasten finden genau wie Epithelzellen unter solchen Verhaltnissen
cinen hinreichenden Halt am Deckglase. Wenn die Soliditit des Plasma-
gerinnsels fiir das Fibroblastenwachstum wirklich von so vitaler Bedeu-
tung wire, wie es als Dogma aus den Anfangszeiten der Gewebeziichtuny
{iberliefert wird, so besténde aller Grund, die Ziichtung in rein flitssigem
Medium zu vermeiden.

Dariiber hinaus vermag ich ». Mdéllendorff auch sonst nicht zu folgen.
Er selbst hat ja genau die gleichen Substanzgruppen wie ich studiert,
und zwar in ihrer Linwirkung auf die Mitose von Fibroblastenkulturen.
Dabei fand er so spezifische Veranderungen. daBl er daraus eine Theorie
ither den Mechanismus der Mitose abzuleiten vermochte. Wenn dabet,
wie er es fiir seine Experimente in Anspruch nimmt, die zugesetzten
Substanzen direkt auf die Zellen einwirkten, so ist nicht einzusehen,
warum dasselbe nicht auch fir meine Experimente giiltig sein soll. Allec-
dings war unsere Methodik verschieden. ». Mdllendorff fiigte zu der in
normalem Medium gewachsenen Kultur die Versuchsivsungen in den
Hohlschliff des Objekttrigers hinzu. Die Substanz diffundierte durch das
verinnsel und wirkte auf die Zellen ein. In meinen Experimenten wurde
die Versuchslésung dem Plasma-Extrakt-Medium vor der Gerinnung
zugesetzt, heeinflufte also — was nicht zu bestreiten ist — moglicherweise
dessen Gerinnungsvorgang, kam dann aber wahrend der ganzen Ver-
suchsdauer von mehreren Tagen in standigen Kontakt mit den in das
Medium vordringenden und es aktiv verflissigenden Zellen. Und es
besteht kaum eine Moglichkeit, wie die von v. Mdllendorff in ganz kurz.
fristigen Versuchen festgestellte direkte Einwirkung auf die Zellen in
meinen verhiltnismiBig langfristigen Experimenten ausbleiben sollte,
zumal er ja selbst nicht glaubt, daBl die Versuchssubstanzen restlos im
Plasmagel adsorbiert werden. Das Argument, was er fiir seine Versuche
zugunsten einer direkten Einwirkung auf die Zellen anfithrt, kann ich
jedenfalls im vollen Umfange auch fiir meine Experimente in Anspruch
nehmen, ,,dafl piamlich mit allen Substanzen schidigende Wirkungen

Virchows Archiv. Bd. 306, Sa
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hervorgerufen werden konnten, die zum Teil sich sehr wohl auf die
Wirkung der Substanzen und nicht etwa auf uncharakteristische All-
gemeinschiadigungen beziehen lassen*. Entsprechende morphologische
Verinderungen der Zellen wurden ja auch von mir kurz beschrieben
und vorher schon von Demuth (1931) und neuestens von Rumjantzew
in quantitativen Experimenten festgestellt. Demuth kommt denn
auch auf Grund seiner Messungen von Zellkern und Zelleib zu dem
Schluf3, daB, abgesehen von der Beeinflussung des Mediums durch die
zugesetzten Substanzen, auch eine direkte Einwirkung auf die Zellen
erfolgt.

Obwohl ich glanbe, die Deutungsversuche von Orzechowski, Heubner
und v. Mollendorff schon durch diese Hinweise weitgehend entkriftet
zu haben, erschienen mir die von diesen Verfassern herangezogenen Zu-
sammenhénge doch noch aus allgemeineren Griinden einer experimentellen
Untersuchung wert. Denn Behauptungen iiber die Bedeutung der
mechanischen Struktur des Nahrbodens fiir das Wachstum findet man
in der gewebeziichterischen Literatur und dariiber hinaus gelegentlich
allgemeiner Abhandlungen iiber das Wachstum aullerordentlich hiufig
und meistens in so vorbehaltloser Darstellung, als ob es sich um gesicherte
Tatsachen handelte. Das dariiber vorliegende gewebeziichterische Material
rechtfertigt jedoch keineswegs eine solche Wiedergabe. Quantitativ aus-
wertbare Experimente wurden dazu nur ganz vereinzelt angestellt (£be-
ling, Levi, Willmer, 8. S. 120—130). Im allgemeinen basiert allerdings die
Behauptung, dafl die mechanischen Faktoren des Nahrmediums fiir das
Wachstumstempo von Gewebekulturen von groBer Bedeutung sind, gar
nicht auf diesen quantitativen Experimenten, sondern auf den aus den
Anfangszeiten der Gewebeziichtung stammenden Versuchen, in denen
alle moglichen Geriistsubstanzen, wie Spinnweben, Glaswolle, Baum-
wollfiden usw. ausprobiert wurden. Bei der Erwihnung dieser Fxperi-
mente wird gewohnlich iibersehen, daf3 ein regelméBiges, mefbares Wachs-
tum in diesen Versuchen iiberhaupt nicht bestand; es kann darum
aus ihnen auch nichts iiber die Abhingigkeit der Wachstumsgeschwindig-
keit von mechanischen Faktoren abgeleitet werden. Diese Untersuchungen
wurden ferner nur an Fibroblasten ausgefithrt, dagegen nicht auch ver-
gleichsweise an Epithelzellen; infolgedessen darf daraus auch nicht
geschlossen werden, dal} das Stiitzgeriist fiir die Fibroblasten von vitalerer
Bedeutung als fiir Epithelzellen wire. Aus diesen Anfangsexperimenten
folgt einzig und allein die Tatsache, daB3 eine Zellauswanderung nicht
frei in das flissige Medium erfolgt, sondern entlang irgendeinem soliden
Halt. — Dieser braucht keine fidige Struktur zu haben; die Oberfliche
des Deckglases wie auch die des Explantates selbst ist dazu fiir Fibro-
blasten ebensogut wie auch fir Epithelzellen geeignet. — Diese Versuche
diirfen weiterhin nicht dazu herangezogen werden, den Wachstums-
vorgang im Plasmagerinnsel zu erkldaren, denn es gibt darin kein grobes
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Fibringeriist, das den Wattefiden usw. irgendwie vergleichbar wére
(Edm. Mayer 1933).

Auch die bekannten Versuche von Weif§ werden oft filschlicherweise
als Kronzeugen dafiir angefithrt, daBl die mechanische Spannung die
Wachstumsgeschwindigkeit begiinstige. Das ist nicht bewiesen, weil das
Material nicht daraufhin untersucht wurde (Levi 8. 243). Ahnliche Experi-
mente wurden von.Diiggeli unter ausdriicklicher Beriicksichtigung dieser
Zusammenhéinge ausgefithrt. Er stellt eine bevorzugte Proliferation in
den Hauptspannungsrichtungen, jedoch ohne Mitosenvermehrung, fest.

Die grofite Verwirrung iiber die tatsichliche Bedeutung mechanischer
Faktoren fur das Wachstum von Gewebekulturen geht wohl aber auf
die miBverstandene sogenannte Oberflichenmethode fiir Epithel nach
A. Fischer zuriick. Als es A. Fischer 1922 erstmalig gelang, Epithel,
und zwar Irisepithel, in Rein- und Dauerkulturen zu ziichten, wich er
in einer Kleinigkeit von der Technik der Fibroblastenziichtung ab:
Er lie} das Medium gerinnen, setzte die Kultur (und zwar erst in spateren
Passagen!) auf die feste Oberfliche und bedeckte sic mit einer Spur
Extrakt. Seitdem gilt es als feststehende Lehre, dafl Epithel besser oder
gar ausschlieBlich auf der Oberfliche wiichst. Die Analogie zu der Eigen-
schaft des Epithels, in vivo Oberflichen zu bekleiden, hat sicherlich zu
dem MiBverstindnis beigetragen. Denn 4. Fischer beschreibt ganz
richtig nur Verschiedenheiten in der Form (nicht in der Wachstums-
geschwindigkeit) von Zellen und Gesamtkulturen, je nachdem ob diese
in oder auf dem Gerinnsel wachsen. Tatsichlich ist diese erste Moglich-
keit, Epithel rein und dauernd zu kultivieren, nicht der Oberflichen-
methode, sondern allein der gliicklichen Wahl des Ausgangsmaterials
zu verdanken. Es hat némlich vor allen anderen bisher untersuchten
epithelhaltigen Explantaten den technisch ungeheuer groBen Vorteil,
dall daraus von vornherein reines Epithel wichst und daB dieses das
Medium nicht starker verfliissigt als Fibroblasten, so da8 eine Dauer-
ziichtung nicht in Frage gestellt wird. Von der Ziichtung in oder auf
dem Gerinnsel ist dieser Erfolg vollig unabhingig. Ich habe mich mit
aller Sicherheit davon uberzeugt, dafl man dasselbe Objekt, Irisepithel
vom 8—9tigigen Hithnerembryo, genau so gut im Tropfen wie auf dem
Tropten ziichten kann und dabei Rein- und Dauerkulturen erhilt (Experi-
menteller Teil, 5D, S. 131). BeeinfluBt wird davon lediglich die Form
von Zellen und Gesamtkultur, und auch das nur in gewissem Grade und
nicht durchgehend, was mit den Angaben von d. Fischer u. a. (Fischer
und Ebeling, Demuth, Winnikow ) iibereinstimmt.

Da keine systematischen Untersuchungen in der Literatur vorliegen,
die das Verhaltnis von Mediumkonsistenz und Wachstumsgeschwindighkeit
klidten, bin ich dieser Frage in eigenen Experimenten nachgegangen.
Ich untersuchte die fiir mich wichtigsten Fragen, also ob es wirklich
mechanische Bedingungen gibt, die fiir Bindegewebswachstum giinstig,
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fiir Epithel aber ungiinstig sind, und ferner, ob die Dichtigkeit des
Gerinnsels etwas mit der Wachstumsgeschwindigkeit zu tun hat.

Fir die erste Teilfrage liegt es nahe, Bindegewebskulturen den Ziich-
tungsbedingungen zu unterwerfen, die fiir Epithel als optimal gelten,
und umgekehrt. Es wurden also Experimente an halbierten Reinkulturen
ausgefihrt, von denen die eine Hilfte auf die dem Gewebe ,,natiirliche",
die andere auf die ihm ,,fremde’* Art wuchs. Von beiden Reihen von
Halften wurden die WachstumsgréBSen und deren Mittelwerte bestimmt
und die Differenz der Mittelwerte mit dem Verfahren der statistischen
Fehlerrechnung auf Significanz gepriift. Zum Vergleich wurde fest-
gestellt, wie grof die Differenz der Mittelwerte wird, wenn beide Hilften
unter gleichen Bedingungen wachsen, und zwar entweder unter den fiir
diese Gewebsart angeblich mechanisch giinstigen oder aber unter den
angeblich mechanisch ungiinstigen Verhéltnissen. Als natiirlich™ bzw,
,,mmechanisch giinstig’* galt dabei fiir Bindegewebskulturen die Ziichtung
im Gerinnsel, fir Epithel auf dem steifen Medium mit Extraktdecke:
als fremd bzw. mechanisch ungiinstig die fiir das andere Gewebe ¢iinstige
Zichtungsart. So ergaben sich 6 Versuchsreihen, nimlich je 3 an Epithel
und 3 an Bindegewebsreinkulturen, und zwar jeweils folgende Kom-
binationen: Beide Hilften wachsen im Gerinnsel; beide werden auf den
Tropfen gesetzt und mit Extraktdecke bedeckt; die eine Halfte wird
auf die erste Art, ihre Schwesterhilfte auf die andere Art geziichtet. —
In keiner dieser 6 Versuchsreihen ergab sich eine significante Differenz
(—"]1)‘“' < 2> (s. Tabelle 5—7, 9—11 und 13).

\ MDiff,

Die Verdiinnung des Gerinnungsansatzes spielt zwar, wie schon aus-
einandergesetzt, fir die Auswertung meiner eigenen Experimente keine
Rolle, weil sie stets Versuchs- und Kontrollkulturen in gleicher Weise
betraf. Doch ist es im Rahmen der allgemeinen Frage nach der Aus-
wirkung mechanischer Wachstumsbedingungen interessant, festzustellen,
ob die Wachstumsgeschwindigkeit von der Dichtigkeit des Gerinnsels
abhingt. Deshalb wurde von Reinkulturen die eine Hilfte in Nativ-
plasma, die Schwesterhilfte im gleichen Plasma nach Verdiinnung mit
Ringer-Losung 1:1 geziichtet. Auch dabei ergab sich sowohl an Epithel-
als auch an Bindegewebskulturen keine -significante Differenz der
Mittelwerte, obwohl die Halften -unter so verschiedenen mechanischen
Bedingungen wuchsen (s. Tabelle 8, 12 und 13).

SchlieSlich beriicksichtigte ich noch die Moglichkeit, da3 sich Wachs-
tumsschwierigkeiten infolge ungeeigneter mechanischer Kulturbedin-
gungen erst bei lingerer Einwirkung herausstellen kénnten. Es wurde
schon berichtet, daf8 Epithelkulturen mit dem gleichen Dauererfolg im
Tropfen geziichtet werden kénnen wie ublicherweise auf dem Tropfen.
Entsprechendes gilt fiir Bindegewebe. Fibroblastenkulturen gedeihen
ganz notmal, auch wenn man sie auf den Tropfen setzt und mit Extrakt
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bedeckt. Von beiden Geweben ziichtete ich je zwei Stimme iiber etwa
2 Monate, und zwar wurde je einer von Anfang an, der andere erst nach
der 6, Passage der ungewdhnlichen Ziichtungsbedingung unterworfen
(Experimenteller Teil 5 D, S. 130—132).

Aus diesen Experimenten ergibt sich eindeutig, daB die oft behaupteten
Zusammenhinge zwischen Wachstumsgeschwindigkeit und mechanischer
Struktur des Nihrbodens, wenn iiberhaupt, hochstens in Sonderfillen
(ritltigkeit haben kénnen. Esist auf Grund meiner Experimente natiirlich
nicht auszuschlieflen, daBl es irgendwelche mechanischen Bedingungen
gibt, die auf das Wachstumstempo tatsichlich einen Einflufl haben;
aber solche Bedingungen miiften erst experimentell nachgewiesen werden.
In der allgemeingiiltigen Art, wie es oft behauptet wird, besteht sicherlich
keine Abhangigkeit beider Faktoren voneinander.

Vor allen Dingen haben diese Experimente auch keinerlei Unterschied
in der Reaktion von Epithel und Bindegewebe auf verschiedene mechanische
Bedingungen ergeben. Auch hierfir gilt, wie fiir alle negativen Fest-
stellungen, selbstverstindlich die obige Einschrinkung. Solange aber
solche Bedingungen nicht experimentell aufgedeckt sind, verdient mein
Befund Beriicksichtigung, daB die Wachstumsgeschwindigkeiten von
Epithel und Bindegewebe in gleicher Weise von mechanischen Be-
dingungen unabbéngig sind.

Diese Feststellungen erscheinen mir allgemein fir die Gewebeziichtung
von Bedeutung, dariiber hinaus aber auch fiir die Auswertung meiner
oben dargestellten Befunde. Es darf danach behauptet werden, daf3
die verschiedene Reaktion wvon Epithel und Bindegewebe auf bestimmte
physikalisch-chemische Bedingungen in einer diesen beiden Zellarten inne-
wolhmenden spezifischen Empfindlichkeit gegen diese begriindet ist.

Versuchsprotokolle zu 5.

Alle Experimente wurden als Deckglasversuche an halbierten Rein-
kulturen ausgefithrt. Das Medium war mit Ausnahme der in Tabelle 8
und 12 dargestellten Experimente fiir Versuchs- und Kontrollhilften
quantitativ und qualitativ gleich; es bestand jeweils aus einem Tropten
Plasma und einem Tropfen Extrakt. Bei Ziichtung im Gerinnsel wurden
«ie Kulturen, gleichgiitig ob Fibroblasten oder Epithel, in den Plasma-
tropfen gesetzt, dann wurde Extrakt zugefiigt und umgerithrt. Bei
Zichtung auf dem Medium wurden Plasma und Extrakt ohne Kultur
gemischt und erst, nachdem das Medium véllig steif, nicht mehr faden-
ziechend, sondern schneidbar geworden war, die Kultur darauf gesetzt.
Sie wurde, gleichgiiltig ob sie aus Epithel oder Bindegewebe bestand,
mit einer dinnen Schicht Extrakt bedeckt.

: A. Fibroblastenkulturen.
a) Beide Halften wachsen auf verschiedenen Deckglasern im Tropfen.
Die am 3. Tag griBere Hilfte wird a genannt.
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Tabelle 5. Beide Hilften von Fibroblastenreinkulturen wachsen im

Gerinnsel.
Versuchsdauer 3 Tage.
Vor- ‘GréBe in Ver- 91‘638 in
suchs- Gewebe fa‘q(; /10 amm suchs- Gesvebe E:;‘s(; ‘10 Amim
NT. T 5 1 N e a | b
431 Gefile 13 116 | 92§ 2594 | Osteoblasten | 28 108 | 93
486 - 14 235 | 2211 2595 T 28 116 | 116
557 Ve 17 {128 1120] 572 Gefifle 19 | 177 | 162
558 . 17 158 | 1441 2177 | Osteoblasten 21 110 { 93
1843 . 16 | 115 | 1014 1839 Gefalle 16 101 | 79
1842 . 16 | 114 | 92] 2415 Herz 35 90 | 81
1841 . 16 1056 1 77] 538 Gefale 20 1248 | 170
1840 v 16 155 1119 589 . 19 189 1179
2597 Herz 39 103 ] 73 391 )l 20 | 196 [ 175
M, = 142; m, = 11. Diff. _ |
i\lb = 122, Mp = 10. myyief, T

Ergebnis. Schwesterhalften, die beide im Gerinnsel wachsen, zeigen, wie zu
erwarten, in ihrer WachstumsgroBe keine nennenswerte Differcnz. Die vorhan-
denen Unterschiede gehen auf die allen biologischen Objekten innewohnende

Diff. <2>.

Impiff,
b) Beide Hailften wachsen auf verschiedenen Deckglisern auf dem
Gerinnsel mit Extraktdecke. Die am 3. Tag gréBere Hilfte wird a
genannt,

spontane Streuung zurick (

Tabelle 6. Beide Halften von Fibroblastenrcinkulturen wachsen auf
dem Gerinnsel mit Extraktdecke.
Versuchsdauer 3 Tage.

Ver- :j,;riiﬁe in Ver- E}rijﬂe in
suchs- Gewebe z’ase- e dmm ) chs- Gewebe f;fe i QI
Nr. SAg N b NT. 1 . n
2718 Herz 41 124 | 93] 2054 Herz 17 129 | 121
2719 ’e 41 110 | 107 ] 2055 ’e 17 106 | 104
2721 . 41 87 | 87] 2056 Gefille 16 107 | 7
2720 v 41 791 731 2058 - 16 93 | 91
592 GefaBe 20 | 183 j179] 434 ye 13 140 | 134
593 ’e 20 | 178 | 1581 433 ’e 13 187 | 164
594 . 20 | 203 [165 597 ’e 20 172 | 152
596 ve 20 | 218 | 187 556 v 17 159 | 136
2053 Herz 16 | 131 | 128 558 ye 17 104 | 88
M, =139; my = 10. Diff.
i\[b = 124, mp = 9. muyifr, e

. /" Diff, )
Ergebnis. Auch hierfiir trifft das zu Tabelle 5 Gesagte zu. ( pe— >1, <2)
A L.

¢) Eine Halfte wichst im Gerinnsel; sie wird a genannt. Die andere
Hilfte wird auf den Tropfen gesetzt und mit Extraktdecke versehen;
sie heifit b.
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Tabelle 7. Von Fibroblastenreinkulturen wiachst eine Halfte (a) im
Gerinnsel, die andere Halfte auf dem Gerinnsel mit Extraktdecke.
Versuchsdauer 3 Tage.

Ver- lQrfj(}e in Ver- 91‘688 in
suchs- Grewebe z]us- 1o AMID Y ohs- Gewebe Pas- 110 Qo
Nr. sage a b Nr. sage a b
5513 GefaBe 18 83 | 108 | 1716 | Osteoblasten | 12 | 116 | 112
3511 - 18 78 1 931 554 Gefille 17 129 ¢ 132
5508 . 18 135 | 172] 574 ’e 19 165 | 174
1698 ve 11 101 | 98§ 1721 | Osteoblasten 12 138 | 110
1705 .- 11 101 | 9511717 ' 12 82 | 106
1699 . 11 751 8611710 Herz 13 103 9%
1709 - 13 78 1 88§ 1719 | Osteoblasten 12 135 | 118
1703 ' 14 38 1 8311720 ' 12 140 90
1713 | Osteoblasten | 12 91 | 95 1699 Gefifle 11 757 86
My = 108; my = 6. Diff. 0.3
My == 108; my == 6. Mmpiee

Ergebnis. Obwohl beide Halften unter verschiedenen mechanischen Bedingungen
wachsen, sind ihre Wachstumsunterschiede nicht groBer, als es der normalen

. T . . / Diff. \
Strenung biologischer Objekte entspricht ( = < l).
MDIff.

d) In dieser Versuchsreihe ist das Medium fiir beide Halften quanti-
tativ gleich, aber qualitativ verschieden. Die a-Hilften bekommen
I Tropfen Plasma -~ 1 Tropfen Extrakt. Fir die b-Halften wurde das-
selbe Plasma mit Ringer-Losung 1:1 verdinnt; von dieser Verdiinnung
wird jeweils 1 Tropfen mit I Tropfen Extrakt gemischt. Beide Hilften
wachsen im Gerinnsel.

Tabelle 3. Von Fibroblastenkulturen wiachst eine Halfte (b) in cinem
Medium, bei dem das Plasma zur Halfte mit Ringer verdiinnt wurde.
Versuchsdauner 3 Tage.

Ver- ‘(v;m'jﬁe in Ver- 91‘680 in
suchs- Gewebhe i:;‘f' o MM Reichs Gewebe Paf: ‘1o fmmm
Nr Sake a i b Nr. see Q i b
1835 | Osteoblasten 12 77 1! 102 ] 53547 Gefifle 29 145 | 145
2162 . 21 856 | 93 | 5848 . 29 168 | 170
1860 Gefile 24 93 j 81 { 5862 . 29 90 | 137
1859 ’s 24 7 ‘ 123 § 5855 “ 29 119 | 136
1858 ' 24 81 91 | 5867 o 29 122 94
1857 . 24 112 | 134 § 5870 . 29 111 | 131
2164 | Osteoblasten 21 104 1 102 § 5872 - 29 156 | 168
2165 21 99 | 112 | 5873 - 29 | 168 | 155
2011 Gefalle 29 76 . 96 | 5874 v 29 131 1136
My = 113; my = 7. Diff. 1.1
Nfb == 123. mp = 6. Mpiff, -

Ergebnis. Sogar unter diesen in mechanischer Hinsicht recht unterschied-
lichen Bedingungen sind die Wachstumsdifferenzen von Schwesterhilften nicht

Diff.
griofler als die normale Streuung biologischer Objekte. (E;ﬁ? >1, <2>
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&

Tabelle 7 und 8 haben also ergeben, daf solche Unterschiede in den mecha-
nischen Zichtungsbedingungen, wie sie in der gewebeziichterischen Praxis tat-
sachlich vorkommen, auf die WachstumsgréBe von Bindegewebskulturen keinen
Einfluf haben. Die entstehenden Differenzen sind nicht gréfer als die Streuung
von Schwesterhilften unter gleichen mechanischen Bedingungen (Tabelle 5 und 6).

B. Irisepithelkulturen.
a) Beide Hailften wachsen auf verschiedenen Deckglisern im Ge-
rinnsel. Die am 4. Tag grolere wird a genannt.

Tabelle 9. Beide Halften von Irisepithelkulturen wachsen im Gerinnsel.

Vers'urchs- Passuge Grife in Yy, anun Vf:r.:_\ll.chs- Passage Gribe in ¥y, QTLA
Nr. a ; b ANt i l b
i !
1907 10 56 1 52 720 20 ad L 62
1824 14 53 1 51 5168 11 43 | 39
1825 14 656 57 6971 14 50 | 57
690 21 66 57 6770 12 8 78
721 20 57 48 6968 14 51 | 43
5167 11 42 39 6964 14 34 | 32
2528 21 [ o 6963 14 35 1 55
2531 21 55 . 58 65962 14 7707 T4
1906 10 67 6l 1944 17 1 36
My =57 my = 3. Diff.
‘\’[b = —)3, mp == 3. mDiff_ -

Ergebnis. Ebenso wie Bindegewebskulturen (Tabelle 5 und 6) zeigen Epithel-
schwesterhilften unter gleichen mechanischen Bedingungen, wie zu erwarten, nur
die Wachstumsunterschiede, die in statistischem Sinne als normale Streuung hio-

Diff. )

logischer Objekte anzusehen sind ( =1
\ M Diff,

b) Beide Hilften wachsen auf verschiedenen Deckglasern auf dem
Gerinnsel mit Extraktdecke. Die am 4. Tag grofiere wird a genannt.

Tabelle 10. Beide Héalften von Irisepithelkulturen wachsen auf dem
Gerinnsel mit Extraktdecke.
Versuchsdauer 4 Tage.

PN Gra8e in b, - e Grofle in ',
v 01;'1;( hs- Pu.ssage robe In qQmm A% Cl;v;f,hh- ]_-"nssuge rove 1n ‘ qQImm
HY ‘ b a i b
500 17 87 | 59 2473 22 67 { ik
637 17 28 26 1913 10 60 | 60
640 17 32 30 1834 14 70 l 39
639 17 35 29 1333 14 62 49
1939 17 58 53 1829 14 45 2
1909 10 80 75 1830 14 85 70
1911 10 64 60 1850 37 53 | 38
2534 21 64 62 1940 17 53 | 46
724 19 71 49 1852 15 33 | 31
My = 58; my = 4. _Diff. .
l\flb = 50; mp = 4. IllDiff_ e

Dift.
Ergebnis. Das zu Tabelle 9 Gesagte trifft auch hier zu. (m];;f 51 < 2>.
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¢) Die a-Hilften wachsen im Gerinnsel. die b-Halften aut dem Ge-
rinnsel mit Extraktdecke.

Tabelle 11. Von Irisepithelkulturen wichst eine Halfte (a) im Gerinnsel,
die andere (h) auf dem Gerinnsel mit Extraktdecke.
Versuchsdauer 4 Tage.

Versnetis: | py e |90 M et | gy | T8 I Mot
o i b S @t b
3934 15 30 28 11 1 30
3920 12 25 29 10 53 55
1733 11 32 3R 17 31 ' 31
425 15 15 50 11 35 . 63
426 i5 31 52 Il 30 ' 28
40 14 32 652 15 65 . 44

570 25 40 33 15 33 i o4
724 22 St 47 15 1 36
t93s 30 28 33 5 38 i 43
= 4. —
My = 4..:., ny, = j Ditt. o
My, = 43 my, == 3. myisf. ’

Ergebnis. Genau so wenig wie bel Bindegewebskulturen (s. Tabelle 7) rafen
verschiedene  mechanische  Ziichtungsbedingungen  an Epithelschwesterhilften
Wachstumsunterschivde hervor. die ither die normale Strenung biologischer Objekte

Diff.

hinausgehen | ~—— )
. MDIfY,

d; In dieser Versuchsreihe ist, wie bei Tabelle 8. das Medinm far
beide Hilften quantitativ gleich. aber qualitativ verschieden; die b-Hilften
wachsen in einem durch Ringer-Lisung auf die Hélfte verdiinnten Plasma,
Beide Hilften wurden auf dem Tropfen mit Extraktdecke geziichtet.

Tabelle 12. Von lrisepithelkulturen wichst eine Hilfte (b) auf einem
Medium, in dem das Plasma zur Halfte mit Ringer verdinnt wurde.
Versuchsdauer 4 Tage.

- "; () T 1 10 . X J' <) » f ll‘l
R U T R D
i 3] Q b
1843 15 54 41 5164 11 a3 . 55
1847 15 54 69 3128 il 650 64
1538 T 58 16 4368 L1 86 I
1837 11 118 96 4798 10 127 92
1836 11 58 59 4797 9 93 ! 76
1819 14 70 63 4799 10 103 \ S1
1817 14 62 67 4803 10 39 ‘ 72
4166 18 +4 46 1762 12 +1 PH)
4212 20 51 67 1848 37 40 ‘ 37
My == 69; my = 6. Diff. 0.7
)'Ib = ()4 my = 4, mpirr. T
Erygebuis. Das fir Tabelle 11 Gesagte trifft auch hier zu. {~~D-‘~f~f—< )
: \ DIDifF,
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. . Diff. .
Tabelle 13. Zusammenstellung der Werte Yﬂ}*m aus den Tabellen 5—12.
Diff.

‘ Zi'x_t- htungsart ;

cre
Gewebe 1‘nmlf)c€le ']'11%:;;_;;‘ Bemerkungen
. Gerinnsel
Fibroblasten m’im 1.3 ¢ aist immer die am 3. Tag grofere Haifte
- ¢ aufiauf 1,2 | a ist immer die am 3. Tag grolere Halfte
. ; im, auf 4,3 ;
Plasma ‘
—% 1.1
Epithel im/im 1 Ca st immer die am <+, Tag groBere Hilfte
- auf/anf 1.3 | aist immer die am +. Tag grofere Halfte
im/auf 0.7
Plasma -
T 0.7

In Tabelle 13 werden der Ubersichtlichkeit wegen die Werte fiir

—-"_noch einmal zusammengestellt. Es zeigt sich ganz eindeutig, daf

die in diesem Abschnitt untersuchten verschiedenen mechanisehen Ziich-
tungsbedingungen keine significante Differenz der WuchstumserdBen
verursachen.

Vielleicht konnte es auf den ersten Blick tiberraschen, dafl die Werte

.. Diff. . - . . . . .
fiir — - gerade in den Experimenten am gréfiten sind, in denen beide
Mpiff. ‘

Hilften unter denselben mechanischen Bedingungen wachsen. Der Grund
liegt aber in der Art der tabellarischen Zusammenstellung: Da beide
Kulturhdlften unter gleichen Verhiltnissen geziichtet wurden, war kein
aullerer Grund vorhanden, welche Hilften als a-Hilften und welche alx
h-Hilften bei der Errechnung der Mittelwerte einander zugeordnet
werden sollten. Es wurde, wie angegeben, in diesen Versuchsreihen so
verfahren, dall jeweils die am 3. bzw. 4. Tag gréflere a genannt wurde.
Auf diese Weise setzen sich die Mittelwerte einmal (bei a) aus allen
grifleren und das andere Mal (bei b) aus allen kleineren Hilften zu-
samnmen, und die Differenz beider Mittelwerte wird damit novwendiger-
weise maximal grofl. In den anderen Versuchsreihen wuchs eine Hilfte
unter normalen (a), die andere Hilfte unter Versuchsbedingungen, und
damit war von vornherein festgelegt, welche Halften bei der Bestimmung
der Mittelwerte zueinander gehdrten. Da die mechanischen Verhiltnisse,
wie sich ergeben hat, auf die WachstumsgriBe keinen entscheidenden
Einflu haben, findsn sich sowohl unter den Kontroll- (a) als auch
unter den Versuchshélften (b) jeweils ein Teil kleinerer und ein Teil
groBerer Kulturen. Die Differenz zwischen ihnen wird damit not-
wendigerweise kleiner, als wenn jeder Mittelwert aus einer Gruppe von
Extremen gebildet wird.
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C. Pankreasexplantate.

Frisch entnominenes Pankreas von Kiiken, die vor 0—2 Tagen ge-
schlitpft waren, wurde in Stiickchen zerteilt und ein Teil im Tropfen nach
Art von Fibroblastenkulturen, der andere Teil auf dem Gerinnsel nach
dem fir Epithel idblichen Verfahren geziichtet. Das Medium war fur
beide Gruppen quantitativ und qualitativ gleich, es bestand aus 1 Tropfen
Plasma und 1 Tropfen Extrakt: nur bekommen die auf dem Gerinnsel
wachsenden Explantate die iibliche Decke aus Extrakt. Die unter-
suchten 437 im Gerinnsel bzw. 426 auf dem Gerinnsel wachsenden Kul-
turen stammen aus dem Pankreas von 7 Kiitken. Wie in Tabelle 4 wurden
auch in der folgenden Tabelle 14 die urspriinglich im Protokoll vor-
handenen (ruppen 2—4 zusammengefa it und der urspriinglichen Gruppe 1
vegenilbergestellt.

Tabelle 14, Wirkunyg der Ziichtung im GGerinnsel oder auf dem Gerinnsel
auf das Verhdltnis von Epithel und Bindegewebe in der Wachstums-
zone von Pankreasexplantaten.

Bei den im Gerinnsel Bei den aur demn Gerinnsel
wachsenden Kulturen Gesamtzall wachsenden Kulturen Guesantzohl
besteht die Wachstumszone der im besteht die Waehstumszone | oder auf dem
- - - (rerinnsel — T S e Gerinnsel
iberwiegemd | aus ebenso- witchsenden | iiberwiegend | ans ebenso- witehisenden
aus Fibro-  viel oder mehr]  Kulturen wws Fibro-  iviel nder mehe Kulturen
blasten bei | Kpithel bei blasten bel | Epithel bei
68 % ‘ 32% 437 58 % : 429, 426

Ergebnis. Auch auf die Waehstumsart von Mischkulturen haben verschiedene
mechanische Zichtungshedingungen keinen nennenswerten Einflul: Von den unter-
suchten Pankreasexplantaten wachsen bei Zichtung im Gerinnsel 68%, bel Zuch-
tung auf dem Cerinnsel 38°% vorwicgend bindegewebig.

Morphologische Bemerkungen.

Die Rulturen wurden nach den — meistens mit Kisenhdmatoxylin
Heidenhoin und oft auch wmit Scharlachrot — gefirbten Priaparaten
protokolliert.

1. Fibroblasten.

Keine der beiden Zichtungsarten in oder auf dem Gerinnsel hat
charakteristische Formen fiir die Gesamtkultur oder fiir die einzelnen
Zellen. Vielschichtigkeit entsteht sowohl bei Zichtung in als auch auf
dem Medium. Die beiden Hauptwachstumsarten, nimlich netzférmige
Verflechtungen von Zellstringen oder scheinbar unverbundenes Uber-
einanderlagern vorwiegend zweidimensional wachsender Zellschichten
gibt es hier wie da. Spindelformige, an den Polen zugespitzte, durch Aus-
laufer zusammenhidngende Zellen oder syncytiale Bander aus einrethig
angeordneten Zellen mit schmalen Spalten zwischen ihren Langsseiten
sind weder fiir die eine noch fiir die andere Ziichtungsart charakteristisch.
Der Fetttroptfchengehalt ist bald bei Zichtung im Medium, bald heim
Wachstum an der Oberfliche gréfler.
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Nur fiir die im halbverdiinnten Plasma wachsenden Kulturen be-
stehen einige Eigentiimlichkeiten, die aber auch nicht ganz durch-
gehend auftreten: Die Zellen sind hier meistens schmal, an den Polen
deutlich zugespitzt und in verschiedenen Schichten netzartig miteinander
verflochten. Die feinen Spalten zwischen ihnen, die aus zellfreiem Medium
hestehen, werden dadurch etwas breiter. Es verdndert sich also nur die
Zellbreite, nicht die Zellagerungsdichtigkeit. Héaufig aber ist die Wachs-
twmszone der in verditnntem Plasma geziichteten Hilften weniger dicht,
<. h. weniger zellreich und zugleich breiter als die der Kontrollen. Solche
Hilften diirfen nicht miteinander verglichen werden. Gerade dieser
Umstand macht es sehr miihsam, eine geniigende Anzahl gleichartiy
wachsender und damit fitr die Arealmessung geeigneter Kulturen zu
bekommen. — Auf den Fetttropfchengehalt hat die Verdinnung des
Plasmas keinen gleichmiBigen Einflul, was allerdings nicht in Einklang
mit den Befunden von Willmer steht (1933).

Wenn ich also bei Fibroblasten keine charakteristische Wuchsform
fiir die eine oder andere Ziichtungsart feststellen konnte, so sind die
mechanischen Ziichtungsbedingungen doch keineswegs ohne Einflufl auf
die Morphologie von Zellen und Gesamtkultur. Wenn nidmlich zwei
Schwesterhilften unter verschiedenen Verhiltnissen wachsen, so reagieren
sie darauf oft ganz verschieden, thre Variabilitat ist viel groBer als wenn
thnen die gleichen mechanischen Verhiltnisse zur Verfiigunyg stehen.
Danach sind bei Fibroblasten bestimmte Zell- und Gesamtwuchsformen
weder an ein bestimmtes Ziichtungsverfahren noch an eine bestimmte
Kultur gebunden. Sie ergeben sich als Reaktion der in der Kultur
liegenden TFormmdéglichkeiten auf ihre dufleren Lebensumstinde.

Fiir die Arealmessung hat das praktische Konsequenzen. Es ist ein
sehr grofBer Aufwand an Experimenten notwendig, bis sich eine Reihe
von Kulturen zusammenfindet, in denen beide Hdlften trotz verschiedener
mechanischer Bedingungen vergleichbar wachsen. Auf gleiche Wuchsform
durfte aber in dieser Versuchsreihe bei Anwendunyg der Arealmessung
nicht verzichtet werden. Denn hier sind verschiedene Wuchsformen
zwar hiufige, aber nicht zwingend notwendige Folgen der Versuchs-
bedingungen. Die Variabilitit ist gréfler, aber die eine oder anderc
Wuchsform ist nicht gesetzmaBig an eine bestimmte Ziichtungsart ge-
bunden. Hingegen ist in den in Tabelle 2 dargestellten Experimenten
die duBerst lockere spirliche Wachstumsart der sichtlich geschidigten
Fibroblasten eine zwingende Folge der Versuchseinfliisse, des zugesetzten
Rhodankaliums, und als solche auf keinen Fall zu vermeiden.

Epithelkulturen.
Ich stimme mit A. Fischer darin iiberein, dal} die physikalischen
Ziichtungsverhiltnisse fiir die Wuchsform von Epithel bedeutungsvoller
sind als fiir die von Fibroblasten. Wahrend firr Bindegewebskulturen
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nur festgestellt werden konnte, daB die Variabilitit bei Haiften unter
verschiedenen mechanischen Bedingungen gréfler wird, bestehen bei
Epithelkulturen doch Wuchsformen, die fiir das eine oder andere Ziich-
tungsverfahren ziemlich charakteristisch sind. So findet man das typische
pflasterepithelartige Aussehen der Kulturen mit nahezu rund oder oval
begrenzter Peripherie besonders hiufig bei Zichtung auf dem Tropfen
(Abb. 2). Die Zellterrito-
rien zind von schwanken-
der Grobe, die rundlichen
Kerne liegen verschieden
dicht, sehr kernarme Be-
zirke existieren neben sol-
chen, in denen sich eine
wahre Brut von Kernen
drangt. Auch die Kern-
grofen sind recht ver-
anderlich. — Werden die
Epithetkulturen im Ge-
rinnsel geziichtet, so sind
sie meistens kleiner, aber
sehr dick. Entweder liegen
mehrere gleichfdrmige
Zellagen iibereinander und
Isen sich an der Peri-
pherie in dicke Kolben und
Zapfen auf (Abb.7), oder
es wachsen auler eciner

membrandsen  Schicht
viele Zungen iiber- und
durcheinander. Die Kerne

sind nicht selten radiir Abb. 7. Hiéutige Wuchsforn von Fpithelkulturen.
die im Tropfen wachsen.

zur Gesamtkultur gestellt,
oval, manchmal sogar schmal linglich, die Zellen sind hiufig nicht
pflasterepithelartig, sondern gestreckt vieleckig (wenn auch nur ganz
selten wirklich spindlig, wie so haufig in der Literatur behauptet wird).
Kerne und Zellen sind ziemlich einheitlich mittelgroB. — Diese Eigentiim-
lichkeiten sind zwar nicht mit ausnahmsloser RegelniBigkeit an die eine
oder andere Ziichtungsart gebunden, ergeben sich aber doch bei Vergleich
gréferer Reihen als Durchschnittsbilder. — Hinsichtlich des Fetttropf-
chengehaltes konnte ich keine regelmiBigen Besonderheiten feststellen.

Beziiglich der Konsequenzen fiir die Arealmessung gilt das fiir Fibro-
blastenkulturen Gesagte.

Literutur. Quantitative Untersuchungen iber die Zusammenhinge von Nihr-
boden und WachstumsgrisBe liegen nur sehr spirlich vor. Ebeling sah bei isotonischer

Virchows Archiv. Bd. 306. 9
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Verdiinnung des Mediums eine grofiere, aber weniger dichte Wachstumszone ohne
wirkliche Massenzunahme des neugebildeten Gewebes (1914). — Lewi berichtet
allerdings, daB auch die Mitosenzahl im isotonisch verdinnten Medium erhoht
sein kann, doch wire das nur in geringem Grade und nicht regelmafig der Fall. —
Willmer stellte keinen EinfluB auf die Zellteilungszahlen fest. wenn bei konstanter
Gesamtmediummenge und gleichem Extraktgehalt der Plasmaanteil durch Tyrode-
beigabe vuriiert wurde (1933). — Fischers Beschreibung, daB Epithelkulturen im
Gerinnsel mit réhrenformigem Typ nur sehr spirlich wachsen, ist nicht als quan.-
titative Angabe zu werten!. Auch er heobachtete, dall bei langerer Zichtang im
Gerinnsel ein sehr intensives und regelmaBiges Wachstum einsetzen kann.

Die wenigen in der Literatur vorliegenden quantitativen Unter-
suchungen stehen also mit meinen Untersuchungsbefunden im Einklang:
Die besprochenen mechanischen Bedingungen haben keine Wirkung auf
die Wachstumsgrofe.

Andererseits zeigen vielerlei Beobachtungen, wie leicht Form und
Anordnung der Zellen von dufleren Fuktoren beeinflullt werden.

Schon Ullenhiuth hat das fiir die Froschhaut beschrieben. — DaB die Lage der
einzelnen Zellschichten in bezug auf das Medium den Aufbau der Gesamthkultur
fornt, zeigte Edmund Mayer fir Fibroblasten (1933) und Rebinow fir Kpithel-
kulturen. — Auf Ebeling und . Fischer geht die Angabe zurick, daBl [risepithel-
zellen bei Ziichtung im Gerinnsel linglich werden, ohne ihren lpithelcharakter zu
verlieren (1922). Ebeling (1925) und Demuth (1933) dehnten diese Feststellung anf
Schilddrisenepithelzellen aus. Winnikow sah allerdings keinen direkten Zusammen-
hang zwischen Explantationsbedingungen und dieser oder jener Struktur der
Wachstumszone. Aber auch Jablonsti fand bhei verschiedenen Ziichtungsverfahren
ein Vorwiegen von bestimmten Wuchsformen. Nachihm dndert sich die Feinstruktur
der Epithelzellen, ihre Form und ihr gegenseitiges Verhiltnis mit den duBleren Be-
dingungen. — Grofffeld hat sogar angegeben, dall ein teils festes, teils flussiges
Medium zur getrennten Herausziichtung verschiedener Gewebe aus ein- nnd dem-
selben Explantat dienen kann (1931, 1933). Dabei deckt sich sein Begriff Jipithel
zwar nicht mit dem der Histologic (s. 8. 116), seine lixperimente zeigen aber
sehr anschaulich, wie sehr die Zellen durch die physikalischen Faktoren threr Um-
gebung geformt werden. — Auch Digyeli beschreibt, wie die Zellform durch ihr
Lageverhiltnis zum Medium beeinfluBlt wird.

Nomit besteht fast allgemeine Ubereinstimmung darin, daB enge
Bezichungen zwischen Mediumkonsistenz und Zell- und Wuchsform be-
stehen. Auch meine Experimente sprechen in diesem Sinne.

D. Fortgesetate Ziichtung von Fibroblastenkulturen auf dem Gerinnsel
und von Epithelkulturen im Gerinnsel.

Ich ziichtete einen Fibroblastenstamm aus den groBen Herzgefiflen
und hielt ihn von Beginn bis zur 22. Passage auf dem Tropfen mit Extrakt-
decke. Ebenso behandelte ich einen Osteoblastenstamm von der 6. bis
22, Passage. Beide Stamme wuchsen genau so gut wic Fibroblasten im
Gerinnsel. Der erste Stamm neigte etwas dazu, daff die Kulturen klein
und dick blieben, weil sich thre Mutterstiicke nicht so sehr durch spontanes

! Denn scine Abb. 83 zeigt, dafl es sich in diesem Falle nicht um gesunde,
kraftige Kulturen handelte.
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Auseinanderweichen des Gewebes abflachen wie bei Ziichtung im Tropfen.
Man muf das beim Teilen der Kulturen heriicksichtigen, es ergeben sich
daraus aber keinerlel Schwierigkeiten fir die Dauerziichtung. Abgesehen
von dieser Eigentiumlichkeit war dieser Stamm und ebenso der Osteo-
blastenstamm nicht von normal geziichteten Stdmmen zu unterscheiden.
Is ist besonders zu betonen, daB beide Bindegewebsstamme nicht im
ceringsten epithelartiges Aussehen annabhmen. Die Zellen flachten sich
nicht ab; sie waren bei
GefaBfibroblasten manch-
mal schmal, manchrmal
breiter und wuchsen deut-
lich netzartig. Die Zellen
des Osteoblastenstammes
waren immer schmal und
regelmiBig radidr gelagert,
wie es fir diese Art von
Kulturen charakteristisch
ist (Abb. 8).

Ferner ziichtete ich
einen  Irisepithelstamm
von Beginn bis zur 12. Pas-
sage und einen anderen
von der 3. bis zur 23. Pas-
sage im  Gerinnsel. Die
Kulturen waren gewdhn-
lich gedrungen, vielschich-
tig und losten sich am
Rande in breite Zungen
und kolbenartige Ausliu-
fer auf (Abb. 9). Zuweilen

bestand die ganze Kultur

aus netzartiec  verfloch- Abb. 3. Fibroblastenkuitur 15 Passagen auf dem
) = Tropfen mit Extraktdecke gezitehtet.

tenen Epithelbdndern und
-zungen. Membransses Wachstum mit typischer Mosaiklagerung der
Zellen (3. Abb. 2) war seltener als bei Ziichtung auf dem Tropfen

und blieb dann niemals einschichtig. Zellgrenzen waren -— wie bei
Ziichtung auf dem Tropfen — nicht immer zu erkennen. Die runden

oder ovalen Kerne lagen oft ohne besondere Ausrichtung, oder sie
reihten sich auch radiir zur Gesamtkultur aneinander. Statt zu-
sammenhingender Membranen bildeten in héheren Passagen manchmal
nur breite nebeneinanderliegende Epithelbinder die Wachstumszone.
Es kam auch vor, daf} diese Binder in sich wieder durch feinste Spalten
zwischen den Zellingsreihen aufgesplittert wurden, wobei die Zellen mit
denen benachbarter Langsreihen nirgends durch Zellausldufer in Kontakt
g*
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traten. Auch’dann blieb der Epithelcharakter fast immer einwandfrei
erhalten; nur einzelne Bezirke kénnen, wenn man sie nicht im Zusammen-
hang mit der iibrigen Kultur sieht, gelegentlich zweifelhafter Natur sein. —
Diese Aufsplitterung zusammenhingender Membranen tritt allerdings
zuweilen auch bei anhaltender Ziichtung auf dem Gerinnsel auf, immerhin
ist sie bei lingerer Ziichtung im Tropfen haufiger. Die Wachstums-
intensitdt wird durch fort-
gesetzte  Ziichtung im
Tropfen nicht beeinfluBit.

Zusammenfassung des
experimentellen Teiles,

In Bestatigung friherer
Untersuchungen hat sich
ergeben, dafl die beiden
Zellarten  Epithel und
Bindegewebe auf eine von-
einander verschiedene
Weise beeinfluBbar sind.
Physikalisch-chemische
Verinderungen, die das
Wachstum des einen Ge-
webes sehr stark beein-
trichtigen. sind fir das
andere weniger schidlich.
In Erginzung fritherer
Versuche tiber den EinfluB
der Hypotonie auf das
Wachstum von Gewebe-
kulturen wird jetzt nach-

AbD. 9, Epithelkultur 16 Passagen im Tropfen cewiesen, daf vaertonie
gezlichtet. o : 3

des Nihrmediums das
Epithelwachstum stirker schidigt als das Bindegewebswachstum. Die
Gegenwart. eines stark quellenden Salzes beeintriichtigt ferner das Binde-
gewebswachstum viel stirker als das Epithel, wihrend umgekehrt ent-
quellende Salze das Epithelwachstum weitgehend hemmen, wihrend sie
fir das Bindegewebswachstum fast indifferent sind. Diese Feststellungen
beziehen sich sowohl auf Reinkulturen als auch auf Mischkulturen. Im
Gegensatz zar Auffassung anderer Forscher wird die Ansicht aufrecht.
erhalten, daBl die erhobenen Befunde nicht dadurch zustande kommen,
dall durch die Versuchssubstanzen einzig und allein die physikalischen
Verhiltnisse des Ziichtungsmediums verindert und damit fiir die eine
oder die andere Gewebsart mechanisch gilnstigere Wachstumsmaoglich-
keiten geschaffen werden. Aus der Literatur ergibt sich lediglich, daf
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die mechanischen Ziichtungsbedingungen einen starken Einflul auf die
Wuchsform haben: ihre Auswirkung auf die Wachstumsgrofe wurde
bisher nicht systematisch untersucht. In eigenen umfangreichen Experi-
menten werden diese Zusammenhinge quantitativ nachgeprift. Es ergibt
sich, dafl Schwesterhilften von Reinkulturen oder Mischkulturen aus
ein und demselben Ausgangsobjekt unter verschiedenen mechanischen
Zichtungsbedingungen lediglich solehe Unterschiede in ihrer Wachstums-
ur6Be haben, wie sie allen biologischen Objekten als normale Streuung
cigentiimlich ist.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft bin ich fir die Unterstiitzung
dieser Untersuchungen zu groBem Dank verptlichtet.
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