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Systematische Untersuchungen fiber die Einwirkung yon tiefen 
Temper~turen auf explantiertes Gewebe liegen bisher nicht vet. Bei 
Durchsicht des Schrifttums finden sieh nut einzelne Arbeiten, die zmn 
Tell yon besonderen Gesiehtspunkten aus sieh mit dem Verhalten be- 
stimmter Gewebsarten bei  niedrigen Temperaturen befassen. Nur ex- 
plantiertes Gesehwulstgewebe wurde in zahlreichen Arbeiten anf seine 
K~lteresistenz nntersucht (KLI~K~, CRAM~, K o o s s , - L o ~ L ,  RSSSL]S, 
]~I6RNER, H6FER, ~r AULER-KoNIGER-SCHLOTTNIANI~-BYLINA- 
SCttMIDT, BREEDIs-FuRTI~, K. HERZOG). 

Diese Untersuchungen wurden durel/ KLI~K~ zum Tell bei ungewShnlich 
tiefen Temperaturen mittels fliissigen Stickstoffs (-- 196 ~ C) und flfissigen Wasser- 
stoffs (--2520 C) durchgeffihrt. Dabei wurde auch die ~)berlebensf~higkeit aus- 
gereiften Normalgewebes berficksichtigt und festgestellt, dab auch nach ausge- 
dehnter Einfrierung bis zu mehreren Tagen noch ein Auswaehsen yon Fibro- 
plasten zustande kam. Mit ~hnliehen Untersuehungen haben sich LAMBERT und 
HANES, l~ASU und BUCelAWTv, befal~t. VERNE und ODIETTE stellten erstmals 
systematische Untersuchungen fiber die Frage der Wachstumsfahigkeit yon 
Geweben an, die einige Zeit ira Eissehrank in RINGs~- oder TyrodelSsung auf- 
gehoben waren und teilten mit, dal~ die Bauer des Oberlebens bei Temperaturen 
zwischen 0 und 1 ~ C yon der Art des Gewebes abhangig ist. 

TANNEN~RG Iiihrte Untersuchungen fiber die Entwicldungspotenzen von 
Fibroplasten im Explantat dureh. Fibroplasten-Reinkulturen wurden yon ihm 
nach l~2t~giger Bebrfitung Zimmer- und Eissehranktemperaturen ausgesetzt 
und zeigton danach eine starke Verfettung, in sp~teren Stadien eine AuflGsUng 
in Einzelzellen. ALBERT FISCHV, R konnte zeigen, dab Kulturen yon Warmblfiter- 
gewebe bei Zimmertemperatur um 200 C fiber lange Zeit ohne Beeintr~ehtigung 
der Waehstumspotenzen aufgehoben werden kSnnen. 

Wir stellten uns die Aufgabe, das Verhalten exp]antierten Gewebes 
yon 8 und 16 Tage alten Hfihnerembryonen und jungen Kaninchen 
systematiseh unter Berficksichtigung der einzelnen Gewebsarten auf 
seine K~lteregistenz zu untersuchen. Dabei wurden die Xulturen un-  
mitre]bar einer ]~issehranktemperatur ausgesetzt, die sich dutch auto- 
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natisehe t~egulierung konstan~ erhMten lieB. Nine Versuehsreihe 
wurde einer Temperatar yon q- 1 bis + 2 o C, eine weitere Versuehsreihe 
einer Tenpera~ar yon - -  2 o C ausgesetzt. Diese Temperaturen wirk~en 
auf die Kulturen yon 24--96 Stunden ein. Zar Nxplantation kamen 
folgende Gewebsarten: Herznuskulatur "con 8 Tage alten Hiihner- 
enbryonen~ Skeletnuskulatar "con 16 Tage al~en tIiihnerembryonen 
und Cornea yon Kaninchen, um aueh die K~lteresisgenz reinen epi- 
ghelialen Gewebes zu prtifen. Die "con nornalen tItihnerenbryonen 
gewonnenen Kultaren wn'den zuni~chst, u n  die ersten Waehstuns- 
henmungen in der Kultur auszusehalten und' um nSgliehs~ reine 
Formen einzelner Gewebe i n  
Explantat zu erhalten, nehr- 
rials ungesetzt. Die Yersuche 
wurden an Geweben darch- 
geffihrt, die sich in der 3., 
6., 7., 11., 15, 20., 21. nnd 
25. Passage befanden. Bei 
Npithel yon der Kaninchen- 
hornhaut warde die 1. und 
2. Passage benutzt, da dieses 
Gewebe "con "corneherein ein 

ausgesproehen epitheliales 
Waehstun zeig~. Zwischen den 
einzelnen Passagen bestand 
der tibliche Zeitraum "con 2 bis 
4 Tagen. 

])ieersbenlJntersuehungen Abb. 1. 515/1. t~ontrollkultur. Herzflbroplasten 
befassen sich n i t  der Ninwir- eines 8~agigen HE. 15. Passage, forr 

96 S~unden bebrfitels, Vergr. 1:10.AF~rbung 
kung "con Gefrierschrankten- naeh m~,om 
peraturen auf tIerzfibroplas- 
ten yon einen 8 Tage alten Htihnerenbryo. Die Untersuehungsergebnisse 
liegen in zahlreiehen angestellten Versuchen gleich oder ghnlich, so dab 
die Besehreibung einzetner Kui~uren a]s Beisloiel ffir Mle gelten kann. Fiir 
alle Un~ersuehungen warden "con gleichen Ausgangsnaterial dureh 
Teilung des Mutterstiiekes bei gleieher Bebriitungsdauer :Kontroll- 
kulturen angelegt, um Vergleielisna~eria] ffir die Untersuehungsergeb- 
nisse zur Verfiigung zu haben. Nine Kontrollkultur (515/1) yon embryo- 
nalem Htihnerherzmuskel zeig~ ein ausgesproehenes l~ibroplastenw~ehs- 
turn, das in gleiehm/~gigen Verb/~nden "corn Mnttersgiick in das N/thr- 
medium "corgedrungen ist. An der Peripherie zeigen die "cerfloehtenen 
Zellverbgnde eine Aufloekerung, eSnzelne Zellen wachsen bier spiegfSrnig 
oder ver/~stelt in das N~hrnediun "cor. Ihr Protop!asna zeigt gelegent- 
lieh eine beginnende Verfettung. Aueh Mitosen sind naehweisbar. Das 

5* 



68 ~'R. B O E I ~ E  u n d  K .  GAERTNER ] �9 

A b b .  2. 515/2.  K u l t u r  a u s  g l e i c h e m  
lVlut ters t f ick wie  515/1,  w u r d e  n a c h  
2Ast i ind iger  B e b r f i t u n g  ffir  12 S~un- 
d e n  e i n e r  T e m p e r a t u r  y o n  §  b i s  
~- 2 o C u n d  12 S t u n d e n  e ine r  so l chen  

y o n  ~- 18 ~ a u s g e s e t z t ,  a n s c h l i e B e n d  ' 
w i e d e r  42 S t u n d e n  b e b r i i t e t .  V e r g r .  

1 : 1 0 .  F ~ r b u n g  n a c h  MIWCK. 

Mutterstfick zeigt im Zentrum eine beginnende Auflockerung, die 
Randzone in. der unmittelbaren Umgebung des Mutterstiiekes ist 
noch dicht, ihr schlieI~en sich konzentrisch geschichtete Fibroplasten 
an (s. Abb. 1). 

Eine gleich alte yore gleichen ~utterst i ick stammende I(u]tur wurde 
nach dem Umsetzen zun~chst 24 S~uncien bei 370 C bebriite~ und an- 
schliel~end flit 12 Stunden einer Temperatur yon + 1 bis -~2 ~ C aus- 
gesetzt, dann 12 Stun4en bei Zimmerteraperatur (etwa 180 C) aufge- 
hoben, unc[ schlieBlieh erneut 42 Stunden bebrfitet. AnschlieBencl er- 

folgte die Fixiermag und F~rbung der 
gesamten Kultur  mit MI~CKschem tt.~ma- 
toxylin (515/2). 

Im Vergleich zu 4er eben beschrie- 
benen fortlaufend bebrfiteten Kultur  
findet sich eine deutliche Wachstums- 
hemmung. Es ist zwar ein gleichm~I~iger 
t tof auswachsender Fibroplasten vor- 
handen, der jedoch nicht so breit ist 
wie im KontrolIpri~parat. Das Mutter- 
stfick zeigt noch keine Aufhellung und 
nur an einer Seite eine beginnende kon- 
zentrische Schichtung der Fibroplasten~ 
ImWachstumshof fallen reichlich Mitosen 
auf. Das Zellprotop!asma ist noch nicht 
so stark verfettet wie in der Kontrol]- 
kultur, an den Ze]len selbst ]assen sich 
jedoch gegenfiber 4er Kontrollkultur 
keine Ver~nderungen feststellen (siehe 
Abb. 2). 

Man darf in solchen Bildern wohl nicht den Ausdruck der K~lte- 
wirkung an. sich sehen, sondern muir vielmehr annehmen, dal~, wie es 
durch d ie  obengenannten Arbeiten bereits bekannt ist, bei Wegfall der 
Brutschranktempera~ur iiberhaupt eine Einschr&nkung des Wachs- 
turns stattfindet. Damit tr i t t  auch ein geringerer Verbrauch des ~ h r -  
mediums ein, bzw. eine Itemmung des Fettstoffwechsels, so da~ schliei~- 
lich auch die Verfettung tier Zellen hintangehalten wird. Die grSBere 
Anzahl der Mitosen ist mSglicherweise cIarauf zuriickzufiihren, dal~ das 
w~hrencI 4er K&lteeinwirkung unterbrochene Wachstum bei der Be- 
briitung aufgeholt wird. 

Auf &hnliche Befunde hat SPEA~ hingewiesen, der Kulturen ftir 4 Stunden 
einer Tempera~ur yon 0,50 G aussetzte und sie anschliel~end in den Brutschrank 
brach~e. Dabei ergab eine Priifung nach 6 Stunden zunehmend eine grSBere 
~r wodurch nach der Annahme des Verfassers die zun~chs$ gegeniiber 
den Kontrollkulturen beobachtete Wacbstumseinschr~nkung aufgeholt wird. 
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In gleicher Weise wurde Skeletmuskulatur yon einem 16 Tage alten 
Hfihnerembryo behandelt. Die Kulturen wurden bis zur 3. Passage in 
der fiblichen Form umgesetzt und normal bebriitet (545/1 und 545/2). 
Die Kontrollkultur zeigt auch hier wiederum einen breiten Wachstums- 
her yon Muskelfibroplasten yon kleinerer Form mit starker Ver- 
flechtung. Das Mutterstiiek zeigt eine beginnende leichte Aufloakerung 
und eine gesehiahtete l~andzone. Die ausgewaehsenen Zellen sind nur 
wenig verfettet, anah Mitosen finden sich nur relativ spfi.rlich. In der 
der Temperatur yon + 1 bis + 2 o C ausgesetzten Kultur/~llt  wiederum 
eine leiahte Wachstumshemmung auf. Der Wachstumshof ist gegen- 
tiber der Kontrollkultur verschm~lert. Auch hal noah keine deutlieha 
konzentrische Schichtui~g cIer auswaahsenden Fibrop!asten um das 
~uttersttick eingesetzt. Ebenso ist ~noah keine deut]iche Aufhellung 
des Mutterstfickes erkeimbar. Die ausgewachsenen Zellen sind noah 
diahter Verfloehtan als in der Kontrolle, eine Verfettung der Zellen ist 
nieht naehweisbar. Dagdgen linden siah in der gul]ersten Peripherie 
offenbar absterbende Zellen mit sehr breitem regellos begrenzten Froto- 
plasma nnd plumpen, verklnmpten Kernen. 

In einem weiteren Versnch mit Gewebe yon Skeletmnskulatur eines 
16 Tage allen ttiihnerembryos wurde so vorgegangen, dab mehrere Kul- 
turen dann f~a" 24 Stnnden einer Temperatur yon d-1 bis ~-2 ~ C aus- 
gesetzt wurden (652/1, 652/2, 653/1, 653/2). AnschlieI~end wurden diase 
Kulturen 96 Stunden bebrtitet, dann fixiert und gafiirbt. Die Xon- 
trollen wurdan durehgehend bebrtitet. 

Im Vergleich zu den Kontrollkulturen ergab siah zunachst ein 
vSlliger Stillst~nd des Waehstums, im weiteren Verlauf, bis etwa 
48 Stunden naeh tier Bebriitung, noch eine erhebliehe Wachstums- 
hemmung, die jedoeh dann nahezu ~ufgeholt wurde. Die Kontroll- 
kulturen zeigen ein anfgehelltes Mutterstiiak mit diehter konzentrisaher 
Schiahtung der ausgewachsenen Fibroplasten nnmittelbar am Rande 
des Mutterstiickes nnd einer verflochtenen gleichmgBig braiten Waahs- 
tumszone mit einzelnen in Mitose befindlichen Zellen und ziemlich 
starker Verfettnng der ausgewachsenen Fibroplasten. In mit tti~ma- 
toxylin-Seharlaahrot gefgrbten Kontrollkulturen tritt die starke Ver- 
fettung sehr sch6n hervor. Auff~llig ist dabei, dal~ die Verfettung naeh 
der Peripherie bin zunimmt, wghrend das stark aufgehellte Mutterstiiak 
nut eine ganz feine Bestgubung der Zellen mit FetttrSpfehen erkennen 
lgl~t. 

In den Versuehskulturen ist der Waehstumshof gegenfiber des Xon- 
trolle noeh gering verschm~lert. Im fibrigen finder sich ein ~hnliahes 
Bild wie in der Kontrolle. Ein Unterschied ist lediglich am Mntterstiiak 
erkennbar, das noeh nicht eine go deutliehe Aufhellung nnd in seiner 
Umgebung auch noch keine deutliche konzentrische Sahiehtung der 
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ausgewachsenen Fibroplasten erkennen l/s Auch die Verfettung ist 
etwas geringer and beschrankt sich auf die peripheren Anteile der Kultnr. 

Weiterhin wurclen Kulturen yon Skeletmuskulatur eines 8 Tage 
alten Hiihnerembryo zunachst bis zur 6. Passage ohne Kalteeinwirkung 
behandelt. ~aeh der 6. Passage vcurden die Versuchskulturen, naehdem 
sie in frisehes ~qahrmedium umgesetzt waren, 1 Stunde bebriitet un4 
dann fiir 48 StuncIen der Eisschranktemperatur ausgesetzt (654/], 
654/2, 656/1, 656/2). Die Kontrollen wurden fortIaufend bebriitet. Bei 
den einer Temperatur v~ q-1 bis -~2 ~ C ansgesetzten Kulturen trat 
ebenso wie bei den bisherigen Versuchen in der Kalte kein Wachstum 
ein. Auch naeh dem Aufenthalt im Eissehrank war das Waehstum 
gegeniiber den Kontroliku!turen im Vergleich zu den entsprechenden 
Zeitraumen zunaehst gehemmt, o Es bestan4 nach 48 Stunden Brut- 
schranktemperatur ein Wachstnmshof wie bei der Kontrollkultur nach 
24stiindiger Bebriitung. Dann 'erfolgte jedoch ein rasches Aufholen, 
allerclings blieb der Waehstumshof gegenfibdr den Vergleiehskulturen 
immer etwas zuriiek. Die Kontrollkultur zeigt alas oben sehon wieder- 
holt besehriebene 'Bild der zentralen Aufhellung des Mut~erstiiekes mit 

t 

konzentrischer Sehiehtung der dem Mutterstiiek unmittelbar anliegen- 
den ausgewachsenen Fibroplasten, sowie einen Wachstumshof yon 
vielfach,verzweigten, stellenweise sehr dicht gelagerten Fibroplasten, 
die naeh der Peripherie zunehmend Verfettung des Protoplasmas zeigen. 
Mitosen sind nur sparlich nachweisbar. In der Versuchskultur ist der 
Waehstumshof nur mehr unwesentlieh kleiner. Die Aufhellung des 
Mutterstiickes ist auch im Gange, aber noch nieht so welt vorgeschritten. 
Die Verfettung der peripheren Fibroplasten ist nicht so stark ausge- 
bildet, auch hier fallen wieder reiehlichere Mitosen anti Im Untergang 
befindiiehe Zellformen ocIer sonstige auf eine besondere Schadigung der 
Kultur hinweisende Veranderungen sind nieht erkennbar. In den mit 
Hamatoxylin-Scharlaehrot gefarbten Praparaten 4er gleiehen Versuehs- 
reihe ist die Verfettung der peripheren Zone in der Kontrollku]tur sehr 
viel starker vorhanden als in tier Versuchskultur, die eine wesentlieh 
feintropfigere and geringere Verfettung erkennen laBt. Die hoeh- 
gradige Verfettung in 4er Kontrollku]tur erklart sieh wohl daraus, dal~ 
bei gleiehzeitiger Bebriitung 5 Tage bis zur Beendigung des Ver- 
suehes - -  nicht umgesetzt wurde. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurden in der 21. Passage befind- 
liche tIerzmuskelkulturen yon einem 8 Tage alten Hfihnerembryo 
96 Stunclen einer Temperatur -con • 1 bis -w2 ~ C ausgesetzt, nachdem 
sie zunachst unmittelbar nach clem Umsetzen 1 Stunde bebrfitet worden 
waren, l~ach diesen 4 Tagen warden die Ku]turen in den Brutsehrank 
gebracht und zeigten nach 24 und 48 Stunden keinerlei Ze]lwaehstum 
mehr. Die Kontrollkulturen weisen das fibliche wiecIei'holt besehriebene 
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Bild auf: Aufhellung des Mutterstfickes, konzentrische Fibroplasten- 
sehicht, breite Fibroplastenwachstumszone mit naeh aul]en zunehmen- 
tier stel]enweise starker Verfettung der Zellen. Im Versuchspri~parat 
sind keinerlei ausgewaehsene Ze]len erkennbar. Man sieht nur im 
~utterstfick einzelne feintropfig verfettete Zellen, zum Tell mit runden 
Kernen, Zellgrenzen sin4 in dem relativ dieken Mutterstfick nur ver- 
einze]t auszumachen, 
und zwar beiZellen, die 
mehr einen spiel~f6r- 
migen Fibroplas~entyp 
erkennen lassen. Stel- 
len~eise sieht es so aus, 
als ob sieh im Mutter- 
sttick lymphocyti~re 
Zellformen finden,ohne 
daI~ es sich natiirlich 
um solche handelt. 
Offenbar ist im ~utter- 

A b t J ,  3. A b b ,  4. 
2~bb. 3. 7~5/1. K u l t u r  y o n  l ~ e r z f i b r o p l a s ~ e n  e ines  8 t ~ g i g e n  H E .  21. P a s s a g e ,  w u r d e  
~ a e h  U m s e t z e n  1 S t u n d e  b e b r t i t e t ,  ansch l i e l~end  96 S t u n d e n  e i n e r  T e r n p e r a t u r  y o n  + 1 
Dis + 20 C a u s g e s e t z t .  N a c h  d a r a u f f o l g e n d e r  B e b r i i t u n g  e r f o l g t e  ke ln  W a c h s t u m  m e h r .  

V e r g r .  1 : 10. F i~ rbnng  m i t  t t a m a t o x ~ l i n - S c h a r l a c h r o t .  
A b b .  4. 74~I2. K o n t r o l l k u l t u r  y o n  g l e i c h e r  t I e r k u ~  wie  7~5/1, w u r d e  n a c h  U m s e t z e n  
120 S t u n d e n  f o r t l a u f e n d  b e b r i i t e t .  S t a r k e  V e r f e t t u n g  t ier  Ze l len  de r  P e r i p h e r i e .  V e r g r ,  

1 : 10. F ~ r b u n g  m i t  I t ~ m a t o x y l i n - S c h a r l a c h r o t .  

stfick eine Aufl6sung in Einzelzellen vor sich gegangen (745/1, 744/2, 
s. Abb. 3 und 4). 

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Kulturen yon Iterzfibro- 
plasten yon Hfihnerembryonen in der 25. Passage nach dem Umsetzen 
zun~chst 24 Stunden bebriitet (892/1, 892/2, 893/], 893/2). Die Kon- 
trollkulturen wurden auch weiterhin im Brutschrank belassen, die 
fibrigen Kulturen dagegen fiir 24 Stunden in den Eisschrank (~- 1 bis 
~-20 C) gebracht und dann erneut der Brutsehranktemperatur ausgesetzt. 
Eine Wachstumshemmung bestand lediglieh ffir die ersten 24 Stunden 
naeh dem Aufenthalt im Gefriersehr~nk, danach ho]ten die Gefrier- 
kulturen die Kontrollkulturen im Hinblick auf die Ausdehnung der 
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Waehstumszonen durchaaus ein. Auch sonst sind gegenfiber den Kon- 
trollkulturen keine auff~lligen Untersehiede nachweisbar. Die Ver- 
fettung der Zetlen entsprieht sich aueh ira wesen'tlichen. Lediglich die 
in Mitose befindliehen Fibroplasten seheinen in der Gefrierschrank- 
kultur gegentiber der Kontrollkultur wiedernm leieht vermehrt, aber 
nieht so aauff~llig wie bei den obenbeschriebenen Versuchen. 

Bei Kulturen yon Herzfibroplasten eines 8 Tage alten Hiihner- 
embryos, die sieh in der 25. Passage befanden, erfolgte naeh dem Um- 
setzen eine 24st/indige Bebriitung. Danach wurden die Kulturen 
48 Stunden einer Temperatur yon -k 1 bis -b 20 C a.usgesetzt und dann 
96 Stunden la.ng erneut bebrfitet. Die Kontrollkultaren zeigen das 
fibliche Bild des zum Tell aaufgehellten Mutterst/ickes mit einem diehten. 
dem Mutterst/iek unmittelbar anliegenden Fibroplastenfi]z und einem 
gleichm~Big breiten, sich naeh der Peripherie bin aufloekernden Waehs- 
tumshof yon Fibropla.gten. Die einzelnen Ze]len zeigen naeh der Peri- 
pherie zunehmend eine starke Verfettung (895/2). Die im Eissehrank 
behandelten I(ulturen blieben zunachst naaeh der Einwirkung der 
niederen Temloera.tur im Wa.chstum ]eieht zuriiek, holten jedoch im 
weiteren Verlauf die Kontrollkultur, was die Ausdehnung des Wa.chs- 
tumshofes a.ngeht, durehaus ein. Besondere Zel]seh~digungen sind 
ebenso wie in den bisher besproehenen Kulturen nicht feststellbar. 
Auch die Zahl der Mitosen erscheint nicht fibermgBig reichlich. I)iese 
Ta.tsache finder vie]leicht ihre Begrtindung da.rin, dab nach der Ein~ 
wirkung der niedrigen Tempera.tur noeh geniigend lange die Brut- 
sehra.nktemperatur eimvirkte, so daaB im Yerg]eich zur Kontro]]e ein 
gewisser Ausgleich im Wachstum erfolgen konnte. 

Eine gleichartig behandelte Kultur dieser Versuchsreihe zeigte Mler- 
dings sehwerste regressive Ver~nderungen an den ausgewachsene~ 
Fibroplasten (894/1). Die ausgewachsenen Zellen sind vie]fach abge- 
rundet, die Kerne pyknotiseh, das Protoplasma erseheint schollig. 
Nur vereinzel~ sind noeh ausgesproehene Fibroplastenformen naehweis- 
bar, die jedoeh auch degenerative Vorg~nge erkennen ]a.ssen, zum Tell 
sind sie aufgebl~ht und zeigen einen verklumpten Kern. Vielfach 
finden sieh aueh Kerntriimmer im Waehstumshof. Der Zellverband 
aals soleher ist zerstSrt. Die Grfinde, die fiir das unterschiedliehe Yer- 
hMten gleiehaartig beha.ndelter Kulturen gegenfiber der K~lteeinwirkung 
ma.Bgebend waren, lassen sieh nicht fibersehen. 

Weitere Kulturen yon tIerzfibrololasten eines 8t~gigen Itfihner- 
embryos wurden genau so behandelt, nut konnt~ die Temperatur yon 
-~ 1 bis -k2 ~ C sta.~t 48, 96 Stunden einwirken. Bei dauernder Kon- 
trolle dieser Kulturen wurde festgestel]t, dab naeh 48 Stunden das 
Waehstum wie iiblieh sistierte. Ein Zellunterga.ng war aber noch nieht 
festzustellen. Erst nach weiteren 24 Stuhden saah man in der Peripherie 
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des Wachstumshofes eine Aufl6sung in Einzelzellen, welche vielfach 
plump und feingranulier~ waren. Nach 96 Stunden wurden die Kul- 
tttren wieder wie die vorangegangenen in den Brutsehrank gebraeht 
und 48 Stunden dort belassen. Die Kontrollen wurden fortlaufend 
bebrtitet (896/1, 896/2, 897/1, 897/2). Nach der 13ebriitnng tra~ jedoch 
nunmehr kein Wachstum in der Kultl~r ein. Die Kulturen waren also 
bereits abgestorben. Neben noch erkennbaren t~ibroplastenzfigen 
linden sich tiberM1 absterbende Zellformen, die stellenweise noch in 
Verb/~nden znsammenliegen und dann vor Mlem in der Periloherie zum 
Teit geradezu epithe]artig aussehen. Die Zel]en sind grog, unregelm~tgig 
geformt, znm Tei] rund]ich, zum Teil polygonM, zeigen vielfach dicke 
chromatophile verklumpte Kerne, vie]fach ist auch nur noch schatten- 
haft ein Kern nachweisbar. Manehe Zellen sind besonders grog und 
offenbar ira ZerfM1 begriffen. Hgufig sieht man auch Kerntrtimmer 
isolierg im Wachstumshof. Im tt~matoxylin-Scharlachrot-Pr~parat 
sind einzelne mit Fetttr6pfchen beladene Ze]len nachweisbar. Vor allem 
die noch erhaltenen Fibroplasten in der Peripherie zeigen in ihrem 
Pro~oplasma Ablagerungen yon feinen tPetttrSpfchen, aber auch im 
Protoplasma bereits untergegangener abgerundeter Zellen sind Fett- 
tr6pfchen vorhanden. Die Kontrollku]turen zeigen das iibliche 13i]d 
ohne besondere Auff~lligkeiten mit einem breiten Waehstumshof, ver- 
fetteten Zellen und Auflockerung des Mutterstiiekes, 

Die gleiche Versuchsanordnung wurde bei Kulturen yon tterz- 
fibroblasten tier 9. Passage getroffen (298/1, 298/2, 299/1, 299/2). Aueh 
bier war naeh 72 Stunden eine beginnende Aufl6sung des Fibroplasten- 
kranzes in Einzelzellen zu beobaehten, die in den n~chsten 24 Stunden 
weiter fortschritt. Nach anseMieBender Bebriitung erfolgte gleiehfMls 
kein Wachstum mehr. Die fixierten und gefgrbten Kulturen zeigen die 
besehriebenen gilder, schwere Zellseh~digungen, die den besprochenen 
durehaus gleiehen. Solche gilder stimmen mit den lJntersuehnngs- 
ergebnissen yon TASrNE~mSRG iiberein. ]~s handelt sieh bei den ge- 
sch~digten Zellen zweifellos um ~'ibroplasten, die.eine gewisse Ahn]ieh- 
keit mit Makrophagen haben. 

In einer wei~eren Versuehsreihe wurden, wie berei~s oben kurz 
erwghnt, die Kul~uren jeweils einer konstanten Temperatur vow - -  2 0 C 
ansgesetzt,. 

tterzmusknlatur yon einem 8 Tage alten trIfihnerembryo wurde naeh 
der 6. Passage 24 StuncIen bebr/ite~ nnd dann 24 Stunden der Tem- 
peratm- yon ~ 2  ~ C ausgesetz~. Danaeh wurde eine Kultnr (2653/1) 
unmittelbar fixiert, zwei weitere wurden anschliegend je 48 Stunden 
bebrtitet. Die tmmittelbar naeh der Entnahme ans dem Eissehrank 
fixierte Kultur zeigt einen ausgedehnten TUntergang der ausgewachsenen 
Fibrot)lasten mit Abrundung der Ze/len nnd Pyknose der Kerne. Die 
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Zellen haben sich a.us ihrem Verb~nd vielf~ch ge]Ss~ , sind aber alle noch 
gut  kernf~rbbar. In der unmittelbaren 19mgebung des Mutterstfiekes 
linden sigh neben ~bgestorbenen Zellformen: jedoch auch noch zuh]- 
reiehe gut erhaltene ~ibrololastenzfige. Die fortlaufend bebriitete Kon- 
trollku]tur (2653/2) zeigt eine breite, n0rma] entwickelte ~ibropla'sten- 
zone, die in der unmitte]b~ren Umgebung des Mutterstfiekes besonders 
dieht ist und naeh der Peripherie hin sich zunehmend aufloekerL Die 
n~ch dem Einwirken der Temperatur yon ~ 2 o C erneut 48 Stunden 

A b b .  5. 2650/1.  A n s s c h n i t 6  a u s  K u l ~ u r  y o n  ] t e r z ~ i b r c l a l a s t e n  e ines  8 t h g i g e n  t I E , ,  11. P a s -  
sage .  Kult~ur W u r d e  n a e h  2 ~ s t i i n d i g e r  B e b r f i t u n g  e i n e r  T e m l ) e r a t u r  y o n  - -  l O b i s -  2 o C 
48 S t u n d e n  a u s g e s e t z t ,  a n s c h l i e ~ e n d  24 S t u n d e n  e rne l l t  b e b r f i t e t .  E s  erfQlgte  k e i n  
W a c h s ~ u m  m e h r ,  A u f 1 6 s u n g  des  Z e l l v e r b a n d e s  m i t  Z e l ] u n t e r g a n g .  V e r g r .  1 : 9 8. F h r b u n g  

n a e h  I~IINCK. 

bebrfiteten Kulturen (2654/1, 2655/1) zeigten nach 24 Stunden noch 
keinerlei Waehstum. Naeh 48 Stunden trat jedoeh eine Erholung der 
Knlturen und ein neues Auswachsen yon l~ibroplasten ein. Im Waehs- 
tumshof finden sieh aber neben den neu ausgewachsenen Fibroplasten- 
zfigen z~hlreiche Degenerationsformen yon l~ibrolol~sten , abgerundeten 
Zellen mit pyknotisehen und wcuolisierten Kernen, sowie Kerntrfimmer. 
Die neugebildeten l~ibrololasten zeigen relutiv zuhlreiehe Mitosen und 
naeh der Peripherie bin zunehmend eine st~rke Veffettung. Die Kon- 
trollkulturen, die ~ortl~ufend 48 Stunden bebrfitet wurden, lassen, ab- 
gesehen yon einer Veffettung der Zellen, keine auff~lligen BeSonder- 
heiten erkennen. 

]~ine weitere Serie yon Kulturen des gleiehen ikusgangsgewebes 
3urchlief vor den Versuctlen zum Teil 6, zum Teil 11 Passagen und 
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wurde wie folgt behandelt: Die Kulturen wurden naeh dem Umsetzen 
24 Stunc~en bebr/itet, dann der Temperatur yon - -  20 C 48 Stunden 
ausgesetzt, ansehliefiend wurde eine der Ku]turen fixiert, die /ibrigen 
wieder 48 Stunden is den Brutschrank gebraeht .  Der Waehstums- 
her der unmittelbar naeh der K~lteeinwirkung fixierten Kultur  besteht 
fast nur noeh aus sehwer geseh~digten l~ibroplasten, die sich aus dem 
Gewebsverband gelSst haben (2649/1). Die Kontro]lkultur, cIie 48 Stun- 
den bebriitet~ wurde, zeigt bei weitgehender Auflockerung des Mutter- 

Abb.  6. 2650]2. A u s s c h n i t t  aus  iKon t ro l lku l tu r  zu  2650/1, die f o r t l a u f e n d  48 S t u n d e n  
beb r i i t e t  wurde .  Vergr .  1 :98.  F ~ r b u n g  n a c h  I~I~-OK. 

sttickes einen breiten, vielfach verzweigten Wachstumshof yon Fibro- 
plasten (2649/2). Bei den erneut bebrfiteten Kulturen trat  ein Wachs- 
turn nieht mehr ein~ die Ze]len haben sich nunmehr weitgehend aus dam 
Gewebsverband gel6st und erinnern fiberhaulot nieht mehr an Fibro- 
plasten, sondern vielfaeh an lymphocyt~re Zellformen, zum Teil auch 
an Makrophagen, ohne dal] as sich natfirlich um solehe handelt (2650/1, 
s. Abb. 5). Die Kontro]lkulturen, die 48 Stunden bebrfitet wurden, 
zeigen das fibliehe, normale Bild (2650/2, s. Abb. 6). 

Das gleiehe Ergebnis wurde in einer Serie erzielt, in der mehrere Kul- 
turen yon tterzmuskelfibroplasten yon einem 8 Tage alten ttfitmerembryo 
nach cIer 6. Passage in vier gleiehe Stficke aufgetei]t worden waren. 
Diese Stfieke wurden zun/~chst 24 Stunden bebrfitet und zeigten durch- 
weg ein normales ]~ibroplastenwachstum, das sieh bei allan 4 Stiieken 
entsprach (1960/1--4, 1961/1--4, 1962/1---4, 1963/1--4). Nach der Be- 
br~itung wurde Tei]kultur 1 48 Stunden, die Teilkulturen 2 und 3 je 
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72 Stunden einer Temperatur yon ~ 20 C ~usgesetzt. ~Nach Entnahme 
aus dem Eisschrank wurde die Teilkultur 1 sofort fixiert, ebenso die 
Teilkultur 2, w~hrend die Teilkultur 3 48 Stunden erneut bebrfitet 
wurde. Die Teilknltur 1 zeigt bei der Untersuchung eine AuflSsung der 
ausgew~ehsenen Fibroplasten in Einzelzellen mit Abrundung und Ver- 
klumpung der I(erne. Vielfach haben sich die Zellen vSllig aus ihrem 
Wachstumsverband ]osgelSst. D~s Mutterstfiek ist aufgehellt und zeigt 

Abb. 7. 2115. Ausschni t t  aus ~ u l t u r  vonCornea  elnes jungen E:aninchens. Nornaales 
Epithelw~chst ' / lm in geschlossener iV][embran. Vergr. 1:98. F~rbung nach ~IINCK. 

einen ~ufgelockerten Fflz yon Fibrop]~sten ~m Rand. Im ]nit H~ma- 
toxylin-Sch~rl~chrot gefgrbten Schnitt ist eine leichte Verfettung der 
Zel]en aueh im Mutterstfick erkennbar, die jedoch nicht besonders hoch- 
gradig ist. Die Teilkultur 2 l~lR eine st~rke Aufloekerung des Wachs- 
tumsverbandes und vorgeschrittene regressive Ver~nderungen an den 
Zellen erkennen. Die Kernf~rbb~rkeit der Ze]len ist zum Teil bereits 
erheblieh beeintr~tehtigt, vielf~eh finden sieh nur noch sch~ttenhaft  
erkennbare Konturen untergegangener Fibroplasten. Die Verfettung 
entspricht dem Grade der Teilkultur 1. In tier TeilkuRur 3, die nach 
72stiindiger Kglteeinwirknng noehmM 48 Stunclen bebriitet wurde, ist 
gegenfiber der Teilkultur 2 ein weiter fortgesehrittener Untergang der 
Fibropl~sten erkennbar. Offenbar ist es durch die K~lteeinwirkung 
zum vSlligen Zelltod gekommen. Im Mutterstiick erkennt man deut- 
]ich z~hlreiche abgerundete groI~e Ze]lformen mit pyknotisehem Kern, 
offenb~r untergegangene Fibroplasten. Die Teilkultur 4, die als Kon- 
tr0lle fortlaufend 96 Stunden bebriitet wurde, zeigt bei fast VSlliger 
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Aufloekerung des Mutterstiickes einen breiten Waehstumshof ~r 
Fibroplasten, dis sieh naeh der Peripherie hin vie]fach auflockern und 
verzweigen und ~Tor ~llem in den peripheren Bezirken sine sehr starke 
Verfettung erkennen lassen. Ein Vergleieh dieser Kul tur  mit den der 
K~lte ~usgesetzten Ku]turen Zeigt besonders deutlieh, wie weitgehend 
in den K~ltekulturen die Fibroplasten geschi~digt und zugrunde ge- 
g'angen sind. 

Abb .  8. 1846. A n s s c h n i t t  a u s  K u l t u r  y o n  Cornea  e ines  j u n g e n  E :an inchens .  2. P a s s a g e .  
K u l t u r  w u r d e  n n m i t t e l b a r  n a c h  2~s t f i nd igem A u f e n t h a l t  i m  E i s s c h r a n k  bei  - -  1 b i s  
- - 2  ~ C f lx i e r t .  ~ e i n e  e r k e n n b a r e  Ze l l s chhd igung .  V e r g r .  1 : 98. F~rbung '  n a c h  I~INOK. 

lJm den Einflul] tiefer Temper~turen ~ueh ~m epithelialen Gewebe 
zu untersuchen, wur4e Corneu yon jungen I~aninchen expla.ntiert und 
Temperaturen yon - -20  C yon versehiedener Dauer ~usgesetzt. An einer 
Kul tur  yon Corne~epithel sines jungen Kaninehens in der 2. Passage 
(1844, 1846) fanden sich nach 24sttindigem Einwirken einer Temper~tur 
yon - -  2 .0 C bei unmittelb~r anschliel3ender Fixierung im Verg]eich zu 
Kontro]lkulturen keine wesentliehen Veriinderungen. Unter  Verflfissi- 
gung des N.~hrmediuins ist es zum Auswaehsen breiter epitheli~ler 
Verb~tnde gekommen, die eine gute Kernf~rbbarkeit  und eine v5ilig 
normale Zellstruktur erkennen lassen. In  mehreren/~hnlichen Versuchen 
fund sich stets d~s gleiehe Ergebnis (s. Abb. 8). Wenn d~gegen im An- 
sehlul~ an das Einwirken cler Telnperatur yon - -  2 o C sine erneute Be- 
brtitung einsetzte, t ra ten sehwere Verfi.nderungen an den ~usgewach- 
senen Zeilen ein. Mehrere Kuituren (2061, 2063), die 36 Stunden nach 
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erfolgter Explantation ein gutes epitheliales Wachstum gezeigt hatten, 
wurden anschlieltend 24 Stunden in den Eisschrank bei - -2  o C gebracht. 
Nach tier Enbnahme aus dem Eisschrank sahen die Kulturen vSllig 
unver/~ndert aus. ~unmehr wurde eine Bebrfitung yon 24 Stunden 
angeschlossen, dabei kam es zu einer vSllige n AuflSsung der ausgewach- 
senen epi,thelialen Zellverb~nde. Es linden sich in der Umgebung der 
~utterstiicke zahlreiehe kleine rundliche Zellen ~nit grol~em chromato- 
philem Kern un4 schmalen Protoplasmasaum. Auff~llig is~ die aus- 

Abb. 9. 2063. A u s s c h n i t t  aus  K u l t u r  v o n  Cornea  eines j u n g e n  K a n i n c h e n s .  1. Passage 
K u l t u r  w u r d e  naeh  36st i indiger  Beb r i i t ung  24 S~unden e iner  T e m p e r a t u r  y o n  1 tJis 

2 ~ C ausgesetz~ u n d  ansehl ieBend e r n e u t  2~ S t u n d e n  bebr i i t e t .  V611ige Auf lSsung des 
Ze l lve rbandes .  Vergr .  t :98, F g r b u n g  m i t  H ~ m a t o x y l i n - S c h a r l a c h r o t .  

gesprochene Abrundung 4er losgelSsten epitheliulen Zellen. Ganz 
vereinze]t finc[en sich noch zus~mmenh~ngende, uber offenbar auch 
zusummengeschnurrte Zellverb~nde, ~die mit schm~len Protop]~sma- 
brficken mit den ben~chb~rten Zellkomplexen zusummenh~ngen 
(s. Abb. 9). In solchen Verb~nden ist be i  Fi~rbung mit H~m~toxylin- 
Scharlachroi eine Verfettung des Protoplasm as nachweisbar, w~hrend 
die losgelSsten Zellen keine Verfettung erkennen l~ssen. Im ~[utter- 
stfic]~ finden sich gleichfalls zahlreich e abgerunc[ete ZeHfornaen sowie 
eine feine Best~ubung mit FetttrSpfchen. 

II1 einer weiteren Versuchsreihe wurden ]~ulturen yon I(aninchen" 
hornh~ut n~ch 36stfindiger Bebrfitung , die ein gutes epitheliales Wachs- 
turn bewirkte, so behundelt, dub nach 48stiindigem Einwirken einer 
Temperatur yon 2 o C eine Kultur unmittelbar danach fixiert wurde 
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(2067), w~hrend zwei weitere (2065, 2068) erneut 24 Stunden bebrfitet 
wurden. Die nicht bebriitete Ku]tur zeigt einen noch gut erh~ltenen 
Epithe]s~um ohne wesentliche erkennb~re Zellsch~digung. Die beiden 
bebrfiteten XuRuren dagegen zeigen c[as gleiche Bild, wie es bereits 
besehrieben wurde: Aufl5sung des ausgewaehsenen Eplthels, bzw. Ab- 
15sung veto Mu~terstfick mit Untergang und Abrundnng der epithelialen 
Zellen, Pyknose der Kerne und zusammengesehnurrten Zellverb~nden. 
Ein Waehstum wurde ~uch bei Abwandlung der Versuehe nach l~nger 
dauernder K~Reeinwirkung an Xulturen yon Corneaepithe] in keinem 
FaHe beobachtet. Anders d~gegen verhalten sieh KuRuren yon Cornea- 
epithel, die nnmittelbar nach dem Umsetzen, wenn also noeh keine 
epithelialen Zellverbande ansgewachsen sind, tier X~tlte ausgesetzt 
werden. Es warden folgende Versnche angestelR: CorneakuRuren (2115 
bis 2121) wurden nnmittelbar n~ch dem Ansetzen ! Stunde bebrtitet 
und dann auf 2r S~nnden einer Temperatnr yon - - 2  o C ausgesetz~. 
Danach erfolgte eine erneute Bebriitung yon 39 Stnnden. In diesen 
Kulturen land sieh ein ausgesproehen gutes epitheli~les Wachstum, 
das gegenfiber nich~ kaltebehandeRen KontrollkuRuren nut sehr wenig 
verzSgert war, In solehen Xulturen hat sieh naeh allen Seiten ein breiter 
Epithelsgum ~om ~[utterstiiek vorgesehoben. Die epitheli~]en Zellen 
weisen ziemlieh zahlreiehe Mitosen auf. 

Daraus l~St sich der I~iickschlu~ ziehen, dab bei Kglteeinwirkung 
das Mutterstiiek zungehst keine wesentliehe Sehgdigung erleidet, wenn 
noeh kein W~ehstum yon epitheliglen Zellen eingetreten is~. 

Zusammen]assung. 
Die Einwirkung yon Temper~turen zwischen + 2 und --2 0 C auf 

Herzmuskelfibrop]~sten, Skeletmuske]fibroplasten und Corneaepithel 
wurde systematiseh untersucht. D~bei land sich bei nieht zu ]anger 
Einwirkung der X~lte naeh anf~ng]ichem Sistieren des Waehstums, 
das als Folge des Stillstandes der Stoffwechselvorg~nge in der K~lte 
~ngesehen wirc~, nach erneuter Bebriitung ein besonders gutes Wachs- 
turn. Die K~Re wird ~ls Wachstumsreiz angesehen. Bei l~nger dauern- 
der Kglteeinwirknng kommt es znm Untergang der ausgewachsenen 
Zellen. Der Zellverband 15st sieh in zahlreiehe Einzelzel]en auf: Das 
Mut~erstiiek kann ~uch bei lgngerem Einwirken yon Temperaturen 
zwisehen 4 2  und - - 2  ~ C seine Wachstumspotienzen behalten. Diese 
Wachstnmspotenzen kommen dann nieht mehr zur Auswirkung, wenn 
die Kglte auf eine Xultur einwirkt, die bereits ~usgewaehsen ist. t~ei 
epithelialen XuRuren wirkt eine Bebrtitung naeh Xa.ltebehgndlung 
besonders schgdigend auf den ~usgewgehsenen Zellverband. 
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