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Systematische Untersuchungen iiber die Einwirkung von tiefen
Temperaturen auf explantiertes Gewebe liegen bisher nicht vor.- Bei
Durchsicht des Schrifttums finden sich nur einzelne Arbeiten, die zum
Teil von bespnderen Gesichtspunkten aus sich mit dem Verhalten be-
stimmter Gewebsarten bei niedrigen Temperaturen befassen. Nur ex- -
plantiertes Geschwulstgewebe wurde in zahlreichen Arbeiten auf seine
Kilteresistenz untersucht (Krinkg, CRAMER, K00sE-LoMMEL, ROSSLE,
HoérnER, HOFER, MORIMOTO, AULER-KONIGER-SCHLOTTMANN-BYLINA-
ScemipT, BrEEDIS-FURTH, K. HERZOG).

Diese Untersuchungen wurden durch Kringe zum Teil bei ungewshnlich
tiefen Temperatiren mittels fliissigen Stickstoffs (— 196° C) und fliissigen Wasser-
stoffs (— 2520 C) durchgefithrt. Dabei wurde auch die’ Uberlebensfihigkeit aus-
gereiften Normalgewebes beriicksichtigt und festgestellt, dal auch nach ansge-
dehnter Einfrierung bis zu mehreren Tagen noch ein Auswachsen von Fibro-
plasten zustande kam. Mit dhnlichen Untersuchungen haben sich LamsERT und
Haxgs, NasU und BuooiaNTE befalit. VERNE und ODIETTE stellten erstmals
systematische Untersuchungen iiber die Frage der Wachstumsfihigkeit von
Geweben an, die einige Zeit im Eisschrank in RINGER- oder Tyrodelosung auf-
gehoben waren und teilten mit, dafi die Dauer des Uberlebens bei Temperaturen
‘zwischen 0 und 1°C von der Art des Gewebes abhingig ist.

TaxxeNsERG fiihrte Untersuchungen iiber die Entwicklungspotenzen von
Fibroplasten im Explantat durch. Fibroplasten-Reinkulturen wurden von ihm
nach 1—2tégiger Bebriitung Zimmer- und Eisschranktemperaturen ausgesotzt
und zeigten danach eine starke Verfettung, in spiteren Stadien eine Auflssung
in Einzelzellen. A1BERT FiscHER konnte zeigen, dafl Kulturen von Warmbliiter-
gewebe bei Zimmertemperatur um 200 C iiber lange Zeit ohne Beeintrachtigung
der Wachstumspotenzen aufgehoben werden konnen.

Wir stellten uns die Aufgabe, das Verhalten explantierten Gewebes
von 8 und 16 Tage alten Hithnerembryonen und jungen Kaninchen
systematisch unter Berflicksichtigung der einzelnen Gewebsarten auf
seine Kilteresistenz zu untersuchen. Dabei wurden die Kulturen un-
mittelbar einer Bisschranktemperatur ausgesetzt, die sich durch auto-
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- matische Regulierung konstant erhalten lieB. Eine Versuchsreihe
wurde einer Temperatur von -1 bis 29 C, eine weitere Versuchsreihe
einer Temperatur von — 29 C ausgesetzt. Diese Temperaturen wirkten
auf die Kulturen von 24-—96 Stunden ein. Zur Explantation kamen
folgende Gewebsarten: Herzmuskulatur von 8 Tage alten Hithner-
embryonen;, Skeletmuskulatur von 16 Tage alten Hiithnerembryonen
und Cornea von Kaninchen, um auch die Kélteresistenz reinen epi-
thelialen Gewebes zu priifen. Die von normalen Hithnerembryonen
gewonnenen Kulturen wurden zunfichst, um die ersten Wachstums-
hemmungen in der Kultur auszuschalten uvnd um moglichst reine
Formen einzelner Gewebe im
Explantat zu erhalten, mehr-
mals umgesetzt. Die Versuche
wurden an Geweben durch-
gefithrt, -die sich in der 3.,
6., 7., 11., 15., 20., 21. und
25. Passage befanden. Bei
Epithel von der Kaninchen-
hornhaut wurde die 1. und
2. Passage benutzt, da dieses
Gewebe von vorneherein ein
ausgesprochen epitheliales
Wachstum zeigt. Zwischen den
einzelnen Passagen bestand
der iibliche Zeitraum von 2 bis
4 Tagen.

DleerstenUntersuchungen Abb. 1. 515/1. Kontrollkultur. Herzfibroplasten
befassen sich mit der Einwir. eines Stigigen HE. 15. Passage, fortlaufend

kung von Gefrierschranktem- 96 Stunden bebﬁgﬁ MYI?E%: Fi0-. s
peraturen auf Herzlibroplas-

ten von einem 8 Tage alten Hithnerembryo. Die Untersuchungsergebmsse
liegen in zahlreichen angestellten Versuchen gleich oder dhnlich, so daf
die Beschreibung einzelner Kulturen als Beispiel fiir alle gelten kann. Fiir
alle Untersuchungen wurden vom gleichen Ausgangsmaterial durch
Teilung des Mutterstiickes bei gleicher Bebriitungsdauer Kontroll-
kulturen angelegt, um Vergleichsmaterial fiir die Untersuchungsergeb-
nisse zur Verfiigung zu haben. Eine Kontrollkultur (515/1) von embryo-
nalem Hiithnerherzmuskel zeigt ein ausgesprochenes Fibroplastenwachs-
tum, das in gleichméBigen Verbinden vom Mutterstiick in das Nihr-
medium vorgedrungen ist. An der Peripherie zeigen die verflochtenen
Zellverbidnde eine Auflockerung, einzelne Zellen wachsen hier spieBformig
oder verdstelt in das Nahrmedium vor. Ihr Protoplasma zeigt gelegent-
lich eine beginnende Verfettung. Auch Mitosen sind nachweisbar. Das
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Mutterstiick zeigt im Zentrum eine beginnende Auflockerung, die
Randzone in der unmittelbaren Umgebung des Mutterstiickes ist
noch dicht, ihr schlieBen sich konzentrisch geschichtete Fibroplasten
an (s. Abb. 1).

Eine gleich alte vom gleichen Mutterstiick stammende Kultur wurde
nach dem Umsetzen zunichst 24 Stunden bei 37° C bebriitet und an-
schlieBend fiir 12 Stunden einer Temperatur von -1 bis 4-20C aus-
gesetzt, dann 12 Stunden bei Zimmertemperatur (etwa 189 C) aufge-
hoben, und schlieBlich erneut 42 Stunden bebriitet. AnschlieBend er-
folgte die Fixierung und Farbung der
gesamten Kultur mit Minorschem Hima-
toxylin (515/2).

Im Vergleich zu der eben beschrie-
benen fortlaufend bebriteten Kultur
findet sich eine deutliche Wachstums-
hemmung. Es ist zwar ein gleichméBiger
Hof auswachsender- Fibroplasten vor-
handen, der jedoch nicht so breit ist
wie im Kontrollpraparat. Das Mutter-
stiick zeigt noch keine Aufhellung und -
nur an einer Seite eine beginnende kon-
zentrische Schichtung der Fibroplasten.

\ . ImWachstumshoffallenreichlich Mitosen
Y eiéf&é’f;vﬁ‘?fgffgfu‘c’;ﬁﬁ:ﬁ auf. Das Zellprotoplasma ist noch nicht
24stiindiger Bebritung fiir 12 Stun- g0 stark verfettet wie in der Kontroll-
(:?30 gﬁird T;gggggzzgzgsiliﬁi - kultur, an den Zellen selbst lassen sich
o e iCateeat weleiont jedoch_gogontibor_dor Kontrollkuliur
1:10. Farbung nach MINCE. keine Verinderungen feststellen (siehe

' Abb. 2). ’

Man darf in solchen Bildern wohl nicht den Ausdruck der Kilte-
wirkung an sich sehen, sondern muf} vielmehr annehmen, daB, wie es
durch die obengenannten Arbeiten bereits bekannt ist, bei Wegfall der
Brutschranktemperatur iiberhaupt eine Einschrinkung des Wachs-
tums stattfindet. Damit tritt auch ein geringerer Verbrauch des Nihr-
mediums ein, bzw. eine Hemmung des Fettstoffwechsels, so daB schlief-
lich auch die Verfettung der Zellen hintangehalten wird. Die gréBere
Anzahl der Mitosen ist mdglicherweise darauf zuriickzufithren, dafl das
wahrend der Kélteeinwirkung unterbrochene Wachstum bei der Be-
briitung aufgeholt wird. '

Anf shnliche Befunde hat SPEAR hingewiesen, der Kulturen fiir 4 Stunden
einer Temperatur von 0,5° C aussetzte und sie anschlieBend in den Brutschrank
brachte. Dabei ergab eine Priifung nach 6 Stunden zunehmend eine groBere
Mitosenzahl, wodurch nach der Annahme des Verfassers die zuniichst gegeniiber
den Kontrollkulturen beobachtete Wachstumseinschrinkung aufgeholt wird.
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In gleicher Weise wurde Skeletmuskulatur von einem 16 Tage alten
Hiihnerembryo behandelt. Die Kulturen wurden bis zur 3. Passage in
der iiblichen Form umgesetzt und normal bebriitet (545/1 und 545/2).
Die Kontrollkultur zeigt auch hier wiederum einen breiten Wachstums-
hof von Muskelfibroplasten” von kleinerer Form mit starker Ver-
flechtung. Das Mutterstiick zeigt eine beginnende leichte Auflockerung
und eine geschichtete Randzone. Die ausgewachsenen Zellen sind nur
wenig verfettet, auch Mitosen finden sich nur relativ spérlich. In der
der Temperatur von -+ 1 bis -+ 2° C ausgesetzten Kultur f4llt wiederum
eine leichte Wachstumshemmung auf. Der Wachstumshof ist gegen-
iiber der Kontrollkultur verschmaélert. Auch hat noch keine deutliche
konzentrische Schichtung der auswachsenden Fibroplasten um das
Mutterstiick eingesetzt. Ebenso ist-noch keine deutliche Aufhellung
des Mutterstiickes erkennbar. Die ausgewachsenen Zellen sind noch
dichter verflochten als in der Kontrolle, eine Verfettung der Zellen ist -
nicht nachweisbar. Dageégen finden sich in der #uBersten Peripherie
offenbar absterbende Zellen mit sehr breitem regellos begrenzten Proto-
plasma und plumpen, verklumpten Kernen.

In einem weiteren Versuch mit Gewebe von Skeletmuskulatur eines
16 Tage alten Hithnerembryos wurde so vorgegangen, daB mehrere Kul-
turen dann fiir 24 Stunden einer Temperatur von -1 bis 20 aus-
gesetzt wurden (652/1, 652/2, 653/1, 653/2). AnschlieBend wurden diese
Kulturen 96 Stunden bebriitet, dann fixiert und gefirbt. Die Kon-
trollen wurden durchgehend bebriitet.

Im Vergleich zu den Xontrollkulturen ergab sich zunichst ein
volliger Stillstand des Wachstums, im weiteren Verlauf, bis etwa,
48 Stunden nach der Bebriitung, noch eine erhebliche Wachstums-
hemmung, die jedoch. dann nahezu aufgeholt wurde. Die Kontroll-
kulturen zeigen ein aufgehelltes Mutterstiick mit dichter konzentrischer
Schichtung der ausgewachsenen Fibroplasten unmittelbar am Rande
des Mutterstiickes und einer verflochtenen gleichmiBig breiten Wachs-
tumszone mit einzelnen in Mitose befindlichen Zellen und ziemlich
starker Verfettung der ausgewachsenen Fibroplasten. In mit Hima-
toxylin-Scharlachrot gefirbten Kontrollkulturen tritt die starke Ver-
fettung sehr schén hervor. Auffillig ist dabei, daf die Verfettung nach
der Peripherie hin zunimmt, wihrend das stark aufgehellte Mutterstiick
nur eine ganz feine Bestdubung der Zellen mit Fetttropfchen erkennen
liBt. ' '

In den Versuchskulturen ist der Wachstumshof gegeniiber der Kon-
trolle noch gering verschmélert. Im ibrigen findet sich ein &hnliches
Bild wie in der Kontrolle. Ein Unterschied ist lediglich am Mutterstiick
erkennbar, das noch nicht eine so deutliche Authellung und in seiner
Umgebung auch noch keine deutliche konzentrische Schichtung der
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ausgewachsenen Fibroplasten erkennen 14B8t. Auch die Verfettung ist
etwas geringer und beschrénkt sich auf die peripheren Anteile der Kultur.

Weiterhin wurden Kulturen von Skeletmuskulatur eines 8 Tage
alten Hithnerembryo zunichst bis zur 6. Passage ohne Kilteeinwirkung
behandelt. Nach der 6. Passage wurden die Versuchskulturen, nachdem
sie in frisches Nihrmedium umgesetzt waren, 1 Stunde bebriitet und
dann” fiir 48 Stunden der Eisschranktemperatur ausgesetzt (654/1,
654/2, 656/1, 656/2). Die Kontrollen wurden fortlaufend bebriitet. Bei
den einer Temperatur von -1 bis 4-2° C ausgesetzten Kulturen trat
ebenso wie bei den bisherigen Versuchen in der Kilte kein Wachstum
ein. Auch nach dem Aufenthalt im Eisschrank war das Wachstum
gegeniiber den Kontrollkulturen im Vergleich zu den entsprechenden
Zeitraumen zuniichst gehemmt. +Bs bestand, nach 48 Stunden Brut-
schranktemperatur ein Wachstumshof wie bei der Kontrollkultur nach
24stiindiger Bebriitung. Dann ‘erfolgte jedoch ein rasches Aufholen,
allerdings blieb der Wachstumshof gegeniiber den Vergleichskulturen
immer etwas zuriick. Die Kontrollkultur zeigt das oben schon wieder-
holt beschriebene Bild der zentralen Aufhellung des Mutterstiickes mit
konzentrischer Schichtung der dem Mutterstiick unmittelbar anliegen-
den ausgewachsenen Fibroplasten, sowie einen Wachstumshof von
vielfach . verzweigten, stellenweise sehr dicht gelagerten Flbroplasten
die nach der Peripherie zunehmend Verfettung des Protoplasmas zeigen.
Mitosen sind nur spérlich nachweisbar. In der Versuchskultur ist der
Wachstumshof nur mehr unwesentlich kleiner. Die Aufhellung des
Mutterstiickes ist auch im Gange, aber noch nicht so weit vorgeschritten.
Die Verfettung. der perlpheren Flbroplasten ist nicht so stark ausge-
bildet, auch hier fallen wieder reichlichere Mitosen auf. Im Untergang
befindliche Zellformen oder sonstige auf eine besondere Schiidigung der
Kultur hinweisende Verdnderungen sind nicht erkennbar. In den mit
Himatoxylin-Scharlachrot gefirbten Praparaten der gleichen Versuchs.-
reihe ist die Verfettung der peripheren Zone in der Kontrollkultur sehr
viel stirker vorhanden als in der Versuchskultur, die eine wesentlich
feintropfigere und geringere Verfettung erkennen liSt. Die hoch-
gradige Verfettung in der Kontrollkultur erklirt sich wohl daraus, daf§
bei gleichzeitiger Bebriitung 5 Tage — bis zur Beendigung- des Ver-
suches — nicht umgesetzt wurde. ‘

In einer weiteren Versuchsreihe wurden in -der 21. Passage befind-
liche Herzmuskelkulturen von einem 8Tage alten Hithnerembryo
96 Stunden einer Temperatur von + 1 bis 4 2° C ausgesetzt, nachdem
sie zunichst unmittelbar nach dem Umsetzen 1 Stunde bebriitet worden
waren. Nach diesen 4 Tagen wurden die Kulturen in den Brutschrank
gebracht und zeigten nach 24 und 48 Stunden keinerlei Zellwachstum
mehr. Die Kontrollkulturen weisen das iibliche wiederholt beschriebene
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Bild auf: Aufhellung des Mutterstiickes, konzentrische Fibroplasten-
schicht, breite Fibroplastenwachstumszone mit nach aulen zunehmen-
der stellenweise starker Verfettung der Zellen. Im Versuchspriparat
sind keinerlei ausgewachsene Zellen erkennbar. Man sieht nur im
Mutterstiick einzelne feintropfig verfettete Zellen, zum Teil mit runden
Kernen, Zellgrenzen sind in dem relativ dicken Mutterstiick nur ver-
einzelt auszumachen, ‘
und zwar beiZellen, die
mehr einen spieBfor-
migen Fibroplastentyp
erkennen lassen. Stel-
lenweise sieht es soaus,
als ob sich im Mutter-
stiick  lymphocytére
Zellformen finden,ohne
daB es sich natiirlich
um solche handelt.
Offenbar ist im Mutter-

ADbD, 3. , Abb. 4. :
Abb. 3. 745/1, Kultur von Herzfibroplasten eines Stigigen HE. 21. Passage, wurde
nach Umsetzen 1 Stunde bebriitet, anschlieBend 96 Stunden einer Temperatur von +1
bis +2° C ausgesetzt. Nach darauffolgender Bebriitung erfolgte kein Wachstum mehr.
Vergr, 1:10. Farbung mit Himatoxylin-Scharlachrot.
Abb. 4. 744/2. Kontrollkultur von gleicher Herkunft wie 745/1, wurde nach Umsetzen
120 Stunden fortlaufend bebriitet. Starke Verfettung der Zellen der Peripherie. Vergr.
1:10. Farbung mit Himatoxylin-Scharlachrot.

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

In einer weéiteren Versuchsreihe wurden Kulturen von Herzfibro-
plasten von Hithnerembryonen in der 25. Passage nach dem Umsetzen
zundichst 24 Stunden bebriitet (892/1, 892/2, 893/1, 893/2). Die Kon-
trollkulturen wurden auch weiterhin im Brutschrank belassen, die
dbrigen Kulturen dagegen fiir 24 Stunden in den Kisschrank (41 bis
-+ 29C) gebracht und dann erneut der Brutschranktemperatur ausgesetzt.
Eine Wachstumshemmung bestand lediglich fiir die ersten 24 Stunden
nach dem Aufenthalt im Gelrierschrank, danach holten die Gefrier-
kulturen die Kontrollkulturen im Hinblick auf die Ausdehnung der
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Wachstumszonen durchaus ein. Awuch sonst sind gegeniiber den Kon-
trollkulturen keine auffilligen Unterschiede nachweisbar. Die Ver-
fettung der Zellen entspricht sich auch im wesentlichen. Lediglich die
in Mitose befindlichen Fibroplasten scheinen in der Gefrierschrank-
kultur gegeniiber der Kontrollkultur wiederum leicht vermehrt, aber
nicht so auffillig wie bei den obenbeschriebenen Versuchen.

Bei Kulturen von Herzfibroplasten eines 8 Tage alten Hiihner-
embryos, die sich in der 25. Passage befanden, erfolgte nach dem Um-
setzen eine 24stiindige Bebriitung. Danach wurden die Kulturen
48 Stunden einer Temperatur von -1 bis + 29 C ausgesetzt und dann
96 Stunden lang erneut bebriitet. Die Kontrollkulturen zeigen das
iibliche Bild des zum Teil aufgehellten Mutterstiickes mit einem dichten,
dem Mutterstiick unmittelbar anliegenden Fibroplastenfilz und einem
gleichméaBig breiten, sich nach der Peripherie hin auflockernden Wachs-
tumshof von Fibroplasten. Die einzelnen Zellen zeigen nach der Peri-
pherie zunehmend eine starke Verfettung (895/2). Die im Eisschrank
behandelten Kulturen blieben zuniéichst nach der Einwirkung der
niederen Temperatur im Wachstum leicht zuriick, holten jedoch im
weiteren Verlauf die Kontrollkultur, was die Ausdehnung des Wachs-
tumshofes angeht, durchaus ein. Besondere Zellschidigungen sind
ebenso wie in den bisher besprochenen Kulturen nicht feststellbar.
Auch die Zahl der Mitosen erscheint nicht iibermaBig reichlich. Diese
Tatsache findet vielleicht ihre Begriindung darin, daB nach der Ein-
wirkung der niedrigen Temperatur noch geniigend lange die Brut-
schranktemperatur einwirkte, so dall im Vergleich zur Kontrolle ein
gewisser Ausgleich im Wachstum erfolgen konnte.

Eine gleichartig behandelte Kultur dieser Versuchsreihe zelgte aller-
dings schwerste regressive Verinderungen an den -ausgewachsenen
Fibroplasten (894/1). Die ausgewachsenen Zellen sind vielfach abge-
rundet, die Kerne pyknotisch, das Protoplasma erscheint schollig.
Nur vereinzelt sind noch ausgesprochene Fibroplastenformen nachweis-
bar, die jedoch auch degenerative Vorginge erkennen lassen, zum Teil
sind sie aufgebliht und zeigen einen verklumpten Kern. Vielfach
finden sich auch Kerntriimmer im Wachstumshof. Der Zellverband
als solcher ist zerstort. Die Griinde, die fiir das unterschiedliche Ver.
halten gleichartig behandelter Kulturen gegeniiber der Kalteelnvvlrkung;
maBgebend waren, lassen sich nicht iibersehen.

Weitere Kulturen von Herzfibroplasten eines Stdgigen Huhner-
embryos wurden genau so behandelt, nur konnte die Temperatur von
41 bis 4-2°0C statt 48, 96 Stunden einwirken. Bei dauernder Kon-
trolle dieser Kulturen wurde festgestellt, daB nach 48 Stunden das
Wachstum wie iiblich sistierte. Ein Zelluntergang war aber noch nicht
festzustellen. Erst nach weiteren 24 Stunden sah man in der Peripherie
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des Wachstumshofes eine Auflésung in Einzelzellen, welche vielfach
plump und feingranuliert waren. Nach 96 Stunden wurden die Kul-
turen wieder wie die vorangegangenen in den Brutschrank gebracht
und 48 Stunden dort belassen. Die Kontrollen wurden fortlaufend
bebriitet (896/1,-896/2, 897/1, 897/2). Nach der Bebriitung trat jedoch
nunmehr kein Wachstum in der Kultur ein. Die Kulturen waren also
bereits abgestorben. Neben noch erkennbaren Fibroplastenziigen
finden sich iiberall absterbende Zellformen, die stellenweise noch in
Verbédnden zusammenliegen und dann vor allem in der Peripherie zum
Teil geradezu epithelartig aussehen. Die Zellen sind groB, unregelmiBig
geformt, zam Teil rundlich, zum Teil polygonal, zeigen vielfach dicke
chromatophile verklumpte Kerne, vielfach ist auch nur noch schatten-
haft ein Kern nachweisbar. Manche Zellen sind besonders grofi und
offenbar im Zerfall begriffen. Hiufig sieht man auch Kerntrimmer
isoliert im Wachstumshof. Im Hématoxylin-Scharlachrot-Priparat
sind einzelne mit Fetttropfchen beladene Zellen nachweisbar. Vor allem
die noch erhaltenen Fibroplasten in der Peripherie zeigen in ihrem
Protoplasma Ablagerungen von feinen Fetttrépfchen, aber auch im
Protoplasma bereits untergegangener abgerundeter Zellen sind Fett-
tropfchen vorhanden. Die Kontrollkulturen zeigen das iibliche Bild
ohne besondere Auffilligkeiten mit einem breiten Wachstumshof ver-
fetteten Zellen und Auflockerung des Mutterstiickes,

Die gleiche Versuchsanordnung wurde bei Kulturen von Herz-
fibroblasten der 9. Passage getroffen (298/1, 298/2, 299/1, 299/2). Auch
hier war nach 72 Stunden eine beginnende Auflésung des Fibroplasten-
kranzes in Einzelzellen zu beobachten, die in den nichsten 24 Stunden
weiter fortschritt. Nach anschlieBender Bebriitung erfolgte gleichfalls
kein Wachstum mehr. Die fixierten und gefirbten Kulturen zeigen die
beschriebenen Bilder, schwere Zellschédigungen, die den besprochenen
durchaus gleichen. Solche Bilder stimmen mit den Untersuchungs-
ergebnissen von TANNENBERG iiberein. Es handelt sich bei den ge-
schidigten Zellen zweifellos um Fibroplasten, die eine gewisse Ahnlich-
keit mit Makrophagen haben.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden, wie bereits oben kurz
erwithnt, die Kulturen jeweils einer konstanten Temperatur von — 2°C
ausgesetzt.

Herzmuskulatur von einem 8 Tage alten Hithnerembryo wurde nach
der 6. Passage 24 Stunden bebriitet und dann 24 Stunden der Tem-
peratur von — 2°C ausgesetzt. Danach wurde eine Kultur (2653/1)
unmittelbar fixiert, zwei weitere wurden anschlieBend je 48 Stunden
bebriitet. Die unmittelbar nach der Entnahme aus dem Eisschrank
fixierte Kultur zeigt einen ausgedehnten Untergang der ausgewachsenen
Fibroplasten mit Abrundung der Zellen und Pyknose der Kerne. Die
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Zellen haben sich aus ihrem Verband vielfach gelst, sind aber alle noch
gut' kernfirbbar. In der unmittelbaren Umgebung des Mutterstiickes
finden sich neben abgestorbenen Zellformen jedoch auch noch zahl-
reiche gut erhaltene Fibroplastenziige. Die fortlaufend bebriitete Kon-
- trollkultur (2653/2) zeigt eine breite, normal entwickelte Fibroplasten-
zone, die in der unmittelbaren Umgebung des Mutterstiickes besonders
dicht ist und nach der Peripherie hin sich zunehmend auflockert. Die
.nach dem Einwirken der Temperatur von — 2°C erneut 48 Stunden
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Abb. 5. 2650/1. Ausschnitt aus Kultur von Herzfibroplasten eines 8tagigen HE,, 11, Pas-

sage. Kultur wurde nach 24stiindiger Bebriitung einer Temperatur von -— 19bis— 2°C

48 Stunden ausgesétzt, anschlieBend 24 Stunden erneut bebriifet. Es ‘erfolgte kein

‘Wachstum mehr, Auflésung des Zellverba.ndes mit Zelluntergang. Vergr 1:98, Farbung .
nach MINCK,

bebriiteten Kulturen (2654/1, 2655/1) zeigten nach 24 Stunden noch
keinerlei Wachstum. Nach 48 Stunden trat jedoch eine Erholung der -
Kulturen und ein neues Auswachsen von Fibroplasten ein. Im Wachs-
tumshof finden sich aber neben den neu ausgewachsenen Fibroplasten-
ziigen zahlreiche Degenerationsformen von Fibroplasten, abgerundeten
Zellen mit pyknotischen und vacuolisierten Kernen, sowie Kerntriimmer.
Die neugebildeten Fibroplasten zeigen relativ zahlreiche Mitosen und
nach der Peripherie hin zunehmend eine starke Verfettung. Die Kon-
trollkulturen, die fortlaufend 48 Stunden bebriitet wurden, lassen, ab-
gesehen von einer Verfettung der Zellen, keine auffalhgen Besonder-
heiten erkenmen.

Eine weitere Serie von Kulturen des gleichen 'Ausgangsgewebes
Aurchlief vor den Versuchen zum Teil 6, zum Teil 11 Passagen und
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“wurde wie folgt behandelt: Die Kulturen wurden nach dem Umsetzen
24 Stunden bebriitet, dann der Temperatur von — 2°¢C 48 Stunden
ausgesetzt, anschlieBend wurde eine der Kulturen fixiert, die iibrigen
wieder 48 Stunden in den Brutschrank gebracht.. Der Wachstums-
hof der unmittelbar nach der Kilteeinwirkung fixierten Kultur besteht
fast nur noch aus schwer geschidigten Fibroplasten, die sich aus dem
Gewebsverband gelost haben (2649/1). Die Kontrollkultur, die 48 Stun-
den bebriitet, wurde, zeigt bei weitgehender Auflockerung des Mutter-

Abb. 6. 2650/2. Ausschnitt aus Kontrollkultur zu 2650/1, die fortlaufend 48 Stunden
bebriitet wurde. Vergr. 1:98. Férbung nach MINCE.

stiickes einen breiten, vielfach verzweigten Wachstumshof von Fibro-
plasten (2649/2). Bei den erneut bebriiteten Kulturen trat ein Wachs-
tum nicht mehr ein, die Zellen haben sich nunmehr weitgehend aus dem
Gewebsverband geldst und erinnern iiberhaupt nicht mehr an Fibro-
plasten, sondern vielfach an Iymphocytére Zellformen, zum Teil auch
an Makrophagen, ohne daB es sich natiirlich um solche handelt (2650/1,
s. Abb. 5). Die Kontrollkulturen, die 48 Stunden bebriitet wurden,
zeigen das iibliche, normale Bild (2650/2, s. Abb. 6).

Das gleiche Ergebnis wurde in einer Serie erzielt, in der mehrere Kul-
turen von Herzmuskelfibroplasten von einem 8 Tage alten Hithnerembryo
nach der 6. Passage in vier gleiche Stiicke aufgeteilt worden waren.
Diese Stiicke wurden zunéchst 24 Stunden bebriitet und zeigten durch-
weg ein normales Fibroplastenwachstum, das sich bei allen 4 Stiicken
entsprach (1960/1—4, 1961/1—4, 1962/1—4, 1963/1—4). Nach der Be-
brittung wurde Teilkultur 1 48 Stunden, die Teilkulturen 2 und 3 je
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72 Stunden einer Temperatur von — 2° C ausgesetzt. Nach Entnahme’
aus dem Eisschrank wurde die Teilkultur 1 sofort fixiert, ebenso die
Teilkultur 2, wihrend die Teilkultur 3 48 Stunden erneut bebriitet
wurde. Die Teilkultur 1 zeigt bei der Untersuchung eine Auflésung der
ausgewachsenen Fibroplasten in Einzelzellen mit Abrundung und Ver-
klumpung der Kerne. Vielfach haben sich die Zellen véllig aus ihrem
Wachstumsverband losgeldst. Das Mutterstiick ist aufgehellt und zeigt

Abb. 7. 2115. Ausschnitt aus Kultur von Cornea eines jungen Kaninchens. Normales
Epithelwachstim in geschlossener Membran. Vergr. 1:98. Farbung nach MINCK.

einen aufgelockerten Filz von Fibroplasten am Rand. Im mit Héma-
toxylin-Scharlachrot gefirbten Schnitt ist eine leichte Verfettung der
Zellen auch im Mutterstiick erkennbar, die jedoch nicht besonders hoch-
gradig ist. Die Teilkultur 2 148t eine starke Auflockerung des Wachs-
tumsverbandes und vorgeschrittene regressive Verdnderungen an den
Zellen erkennen. Die Kernfarbbarkeit der Zellen ist zum Teil bereits
erheblich beeintrichtigt, vielfach finden sich nur noch schattenhaft .
erkennbare Konturen untergegangener Fibroplasten. Die Verfettung
entspricht dem Grade der Teilkultur 1. In der Teilkultur 3, die nach
72stiindiger Kilteeinwirkung nochmal 48 Stunden bebriitet wurde, ist
gegeniiber der Teilkultur 2 ein weiter fortgeschrittener Untergang der
Fibroplasten erkennbar. Offenbar ist es durch die Kalteeinwirkung
zum volligen Zelltod gekommen. Im Mutterstiick erkennt man deut-
lich zahlreiche abgerundete grofie Zellformen mit pyknotischem Kern,
offenbar untergegangene Fibroplasten. Die Teilkultur 4, die als Kon-
trolle fortlaufend 96 Stunden bebriitet wurde, zeigt bei fast Volliger



Untersuchungen iiber Kalteeinwirkung auf explantiertes Gewebe. 77

Auflockerung des Mutterstiickes einen breiten Wachstumshof von
Fibroplasten, die sich nach der Peripherie hin vielfach auflockern und
verzweigen und vor allem in den peripheren Bezirken eine sehr starke
Verfettung erkennen lassen. Ein Vergleich dieser Kultur mit den der
Kilte ausgesetzten Kulturen zeigt besonders deutlich, wie weitgehend
in den Kaltekulturen die Fibroplasten geschiidigt und zugrunde ge-
gangen sind.

Abb. 8. 1846. Ausschnitt aus Kultur von Cornea eines jungen Kaninchens. 2. Passage.
Kultur wurde unmittelbar nach 24stiindigem Aufenthalt im Eisschrank bei — 1 bis
— 920 ¢ fixiert. Keine erkennbare Zellschadigung. Vergr, 1:98. Farbung nach MINCK.

Um den EinfluB tiefer Temperaturen auch am epithelialen Gewebe
zu untersuchen, wurde Cornea von jungen Kaninchen explantiert und
Temperaturen von —2° C von verschiedener Dauer ausgesetzt. An einer
Kultur von Corneaepithel eines jungen Kaninchens in der 2. Passage
(1844, 1846) fanden sich nach 24stiindigem Einwirken einer Temperatur
von — 29 C bei unmittelbar anschlieSender Fixierung im Vergleich zu
Kontrollkulturen keine wesentlichen Verénderungen. Unter Verfliissi-
gung des Nahrmediums ist es zum Auswachsen breiter epithelialer
Verbinde gekommen, die eine gute Kernfirbbarkeit und eine véllig
normale Zellstruktur erkennen lassen. In mehreren dhnlichen Versuchen
fand sich stets das gleiche Ergebnis (s. Abb. 8). Wenn dagegen im An-
schluB an das Binwirken der Temperatur von — 2° C eine erneute Be-
briitung einsetzte, traten schwere Verdnderungen an den ausgewach-
senen Zellen ein. Mehrere Kulturen (2061, 2063), die 36 Stunden nach
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erfolgter Explantation ein gutes epitheliales Wachstum gezeigt hatten,
wurden anschlieflend 24 Stunden in den Eisschrank bei —2° C gebracht.
Nach der Entnahme aus dem FEisschrank sahen die Kulturen vollig
unverindert aus. Nunmehr wurde eine Bebriitung von 24 Stunden
angeschlossen, dabei kam es zu einer volligen Auflésung der ausgewach-
senen epithelialen Zellverbdnde. Es finden sich in der Umgebung der
Mutterstiicke zahlreiche kleine rundliche Zellen mit groBem chromato-
philem Kern und schmalen Protoplasmasaum. Auffillig ist die aus-

Abb. 9. 2063. Ausschnitt aus Kultur von Cornea eines jungen Kaninchens. 1. Passage

Kultur wurde nach 36stiindiger Bebriitung 24 Stunden:einer Temperatur von —1 bis

— 2° C ausgesetzt und anschlieBend erneut 24 Stunden bebriitet. Véllige Auflésung des
Zellverbandes. Vergr. 1:98, Farbung mit Hamatoxylin-Scharlachrot,

gesprochene Abrundung der losgeltsten epithelialen Zellen.: Ganz
vereinzelt finden sich noch zusammenhingende, aber offenbar auch
zusammengeschnurrte Zellverbinde, die ‘mit schmalen Protoplasma-
briicken mit den benachbarten Zellkomplexen zusammenhingen
(s. Abb. 9). In solchen Verbinden ist bei Féarbung mit Himatoxylin-
Scharlachrot eine Verfettung des Protoplasmas nachweisbar, wihrend
die losgelosten Zellen keine Verfettung erkennen lassen. Im Mutter-
- stiick finden sich gleichfalls zahlreiche abgerundete Zellformen sowie
eine feine Bestiubung mit Fetttropfchen.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Kulturen von Kaninchen=
hornhaut nach 36stiindiger Bebriitung, die ein gutes epitheliales Wachs-
‘tum bewirkte, so behandelt, daB nach 48stiindigem Einwirken einer
Temperatur von — 20 C eine Kultur unmittelbar danach fixiert wurde



Untersuchungen tiber Kélteeinwirkung auf explantiertes Gewebe. 79

(2067), withrend zwei weitere (2065, 2068) erneut 24 Stunden bebriitet
wurden. Die nicht bebriitete Kultur zeigt einen noch gut erhaltenen
Epithelsaum ohne wesentliche erkennbare Zellschidigung. Die beiden
bebriiteten Kulturen dagegen zeigen das gleiche Bild, wie es bereits
. beschrieben wurde: Auflosung des ausgewachsenen Epithels, bzw. Ab-
. lésung vom Mutterstiick mit Untergang und Abrundung der epithelialen
Zellen, Pyknose der Kerne und zusammengeschnurrten Zellverbinden.
Ein Wachstum wurde auch bei Abwandlung der Versuche nach ldnger
dauernder Kalteeinwirkung an Kulturen von Corneaepithel in keinem
Falle beobachtet. Anders dagegen verhalten sich Kulturen von Cornea-
epithel, die unmittelbar nach dem Umsetzen, wenn also noch keine
epithelialen Zellverbinde ausgewachsen sind, der Kilte ausgesetzt
werden. Es wurden folgende Versuche angestellt : Corneakulturen (2115
bis 2121) wurden unmittelbar nach dem Ansetzen 1 Stunde bebriitet
und dann auf 24 Stunden einer Temperatur von —2°C ausgesetzt.
Danach erfolgte eine erneute Bebriitung von 39 Stunden. In diesen
Kulturen fand sich ein ausgesprochen gutes epitheliales Wachstum,
das gegeniiber nicht kiltebehandelten Kontrollkulturen nur sehr wenig
verzogert war. In solchen Kulturen hat sich nach allen Seiten ein breiter
Epithelsaum vom Mutterstiick vorgeschoben. Die epithelialen Zellen
weisen ziemlich zahlreiche Mitosen auf.

Daraus 148t sich der RiickschluB ziehen, da bei Kilteeinwirkung
das Mutterstiick zunéchst keine wesentliche Schidigung erleidet, wenn
noch kein Wachstum von epithelialen Zellen eingetreten ist.

Zusammenfassung,

Die Einwirkung von Temperaturen zwischen -2 und —2°C auf
Herzmuskelfibroplasten, Skeletmuskelfibroplasten und Corneaepithel
wurde systematisch untersucht. Dabei fand sich bei nicht zu langer
Einwirkung der Kilte nach anfinglichem Sistieren des Wachstums,
das als Folge des Stillstandes der Stoffwechselvorginge in der Kilte
angesehen wird, nach erneuter Bebriitung ein besonders gutes Wachs-
tum. Die Kilte wird als Wachstumsreiz angesehen. Bei linger dauern-
der Kilteeinwirkung kommt es zum Untergang der ausgewachsenen
Zellen. Der Zellverband lost sich in zahlreiche Einzelzellen auf. Das
Mutterstiick kann auch bei lingerem FEinwirken von Temperaturen
zwischen -+ 2 und — 29 C seine Wachstumspotenzen behalten. Diese
Wachstumspotenzen kommen dann nicht mehr zur Auswirkung, wenn
die Kilte auf eine Kultur einwirkt, die bereits ausgewachsen ist. Bei
epithelialen Kulturen wirkt eine Bebriitung nach Kéltebehandlung
besonders schidigend auf den ausgewachsenen Zellverband.
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