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Zah]reiche Untersucher haben die Methode der Gewebezfichtung 
benutzt, um den Vorgang der Krebsentstehung zu studieren. Sie liel3en 
solche Stoffe oder bestimmte Bedingungen auf Gewebekulturen ein- 
wirken, die aueh in der experimente]len Krebsforsehung am Tier an- 
gewendet werden. 

Dariiber hinaus haben abet angesehene Forscher aueh dann ,,krebs- 
~hnliche" Umwandlungen normaler Gewebestfieke ~m Explantat  be- 
sehrieben, wenn ke~nerlei cancerogene Faktoren zur Anwendung ge- 
langten. Die ,,krebs~hnliehe" Umwandlung sol] allein durch die Explan- 
ration in vitro, also lediglich durch die Befreiung des Gewebsfragmentes 
aus den regulierenden Korrelationen des Organismus, bewirkt worden 
sein. 

Wir interessierten uns ffir beide Fragestellungen, d .h .  sowoh] ffir 
eine etwaige Caneerisierung mit Hilfe krebserzeugender ehemiseher Sub- 
stanzen wie aueh ffir die so oft behauptete ,,krebs~hnliehe" Umwandlung 
norma]er Organstrukturen allein dutch den Fortfa]] der KSrperregula- 
tion. Insbesondere wollten wir klKren, ob diese ,krebsKhn]iehen" Ge- 
webe als Krebse im pathologiseh-anatomisehen Sinne zu bezeiehnen sind. 

Als Versuehsobjekte dienten uns die Prostatae 6--8 Wochen alter 
M/s als caneerogene Substanz Methylcholanthren. 

Material und Methodik. 
Von M~usen eines Inzuchtstammes, dernur sehr selten Geschwtilste und noch 

nie Prostataspontantumoren hervorgebracht hatte, wurden die hinteren Prostata- 
lappen entnommen, in kleine Stiicke yon etwa 2 mm Kantenl~nge geteilt und a]s 
l~ollkulturen geziichtet. Bei der Exstirpation der Prostatalappen lieB sich gelegent- 
]ich die Mitnahme yon periprostatischem Fettgewebe nicht vermeiden, geder 
Prostatalappen ergab 2 Kulturen, yon denen eine in Medium mit Zusatz yon 
gel6stem ~r die andere als Kontrolle mit dem L6sungsmittel 
des Methylcholanthrens allein geziichtet wurde. Die restlichen beiden kamen 
in normalem Medium zur Explantation. Insgesamt pflanzten wir ]25 Kulturen 
in 27 RollrOhrchen aus. Das N~hrmedium setzte sich je R6hrchen aus 7 Tropfen 
Rattenserum, 7 Tropfen Tyrodel6sung und 4 Tropfen Hiihnerembryonalextrakt 
zusammen. Dazu kamen die Versuchs- bzw. Kontrollzus~tze. Es wurden also 
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3 Kulturgruppen angesetzt und zwar die erste in der genannten Mediummisehung 
mit Zusatz von Methyleholanthren in Aceton, die zweite nur mit Zugabe yon 
Aceton ohne Methylcholanthren und die dritte mit Zusatz des gleichen Volumens 
Tyrodel6sung. Die tIerstel]ung der MethyleholanthrenlSsung gesehah wie folgt: 
100 mg 5lethylcholanthren werden in 100 cm 3 Aceton gel6st; davon wird 1 cm 3 
in 10 em 3 heiges Aqua dest. unter st~ndigem Rfihren eingetroloft; 1 cm 3 dieser 
ko]loidalen LSsung wird mit 4 cm 3 menschliehem M~nnerserum vermischt. Dem 
Kulturmedium wurden yon dieser L6sung 2 Tropfen zugesetzt; so ergab sieh 
eine Endkonzentration yon ungef/~hr 2 y Methy]eholanthren je Kubikzentimeter 
N~hrfltissigkeit. Die Kontrollkulturen erhielten nur Serum mit Aeeton. 

Die Kulturen wurden w~hrend des Versuches zweimal wSehentlich in Tyrode 
gewaschen und mit ffisehem 2~r/~hrmedium versehen. Sie wurden nieht umgesetzt. 
Die Reinigung des ben6tigten Glasgeri~tes yon dem sehr lest anhaftenden Methyl- 
eholanthren erfolgte mit Chromsehwefels~ure, w~hrend die Messer in absolutem 
Alkohol davon befreit wurden. 

Die Kul~uren wurden nach 5, 10, 15, 20 und 25 Tagen in Paraffinschnitten 
histo]ogisch untersueht (Carnoy, Paraffin, Hi~matoxylin-Eosin, Azan). Weitere 
50 Prostataexplantate konnten nach 35t~giger Ziiehtungsdauer auf die gleiehen 
M/~use retransplantiert werden, denen sic entstammten. Wahrend den zur histo- 
logisehen Untersuchung bestimmten Kulturen das Methylcholanthren oder die 
AcetonkontrollSsung in der gesamten Zfiehtungsperiode zugesetzt wurde, setzten 
wir diese Subs~anzen bei den zur Reimplantation vorgesehenen Kulturen nach 
dem 25. Ztichtungstage ab, um das ihnen anhaftende Cancerogen mSgliehst zu 
eliminieren. Das erschien uns besonders im Hinblick auf die Ergebnisse SH~A~S 
von Wiehtigkeit, der bei einer Maus 14 Monate nach subcutaner Implantation 
yon nur 0,4 y Dibenzanthraeen die Entstehung eines Sarkoms beobachtete. 

Die Zf ich tungsdauer  yon  25 Tagen ver t rugen  die meis ten  Gewebe- 
stficke gut ,  wie es schon PRIC~ und  LAS~TZKI fests te l len konnten .  
Berei ts  nach  2 - - 3  Tagen b a t t e n  die Ku] tu ren  deut l iehe  Si~ume aus 
Eloithel- und  Bindegewebszel len.  Dabe i  wiesen in den  ers ten  10 Tagen 
die Me thy lcho lan th renku l tu ren  besonders  d ichte  Ep i the ]membranen  auf, 
wi~hrend die Ace tonkon t ro l lku l tu ren  und  noch mehr  die Normalku] tu ren  
geringeres Eloi thelwachstum zeigten.  Epi the l sprossen  e n t s t a nde n  immer  
an den  Stel len angeschni t t ener  Driisensch]~uche. Nach  l0  Tagen t r a t e n  
in si~mtlichen Ku] tu rg ruppen  Mediumverf l i i ss igungen auf, die aueh durch  
Verkleben dieser Stel len mi t  P l a sma  n ich t  zu beherrschen waren.  Von 
diesem Z e i t p u n k t  an umgaben  zahlreiche Makrophagen  die  Wachs tums-  
zone als schmaler  Saum. Die 5{utterstf icke der  Acetonkont ro l l -  und  
Norma lku l tu r en  wiesen bere i ts  nach  weIfigen Tagen Nekrosen  auf, 
wghrend  solche bei  den  Methy lcho lan th renku l tu ren  erst  nach  dem 
10. Zf ich tungs tag  auf t ra ten .  

tIistologische gntersuchungen. 
Die normale Miiuseprostata (Abb. 1) bes t eh t  aus d icht  ncbeneinander -  

l iegenden Drfisensch]~uchen, die  yon e inem einschicht igen hohen Zyl in-  
derep i the l  ausgekle ide t  werden,  welches einer  B a s a l m e m b r a n  aufsi tz t .  
Das  Eloithel spr ingt  oft  in F o r m  k]einer Leis ten  in die Dr i i senl ich tungen 
vor.  Le tz te re  s ind verschieden weir  und  en tha l t en  Sekret ,  das  durch  
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Eosin stark anf~rbbar ist. Um die Driisen ist ein schmaler Binde- 
gewebssaum nach Art eines Mantels angeordnet, der weiter nach aul~en 
in ein lockeres Stiitzgewebe iibergeht, in welchem sich Gef~13gruppen 
befinden. 

a) Kulturen ohne Zusatz (Volumenausgleich durch TyrodelSsung). 
Bereits nach 5t~giger Zfichtung in vitro ist das Prostatagewebe deutlich 
umgebaut. Die Driisen sind erweitert, das Zylinderepithel ist in seiner 
ursprfing]ichen Form nur noch an einzelnen Driisenabschnitten vor- 

Abb .  1. N o r m a l e  M~usepros t a t a .  Wei t e  Drt~sen m i t  e inseh ich t igem Zyl inde rep i the l  aus-  
gekleidet .  Das  Ep i the ]  r a g t  in  F o r m  k]einer  Le is ten  in  die Dr t i s en l i ch tungen  vor .  Lockeres  

inters t i t ie l les  Bindegewebe ,  schmaler ,  d i ch te re r  ~ i an t e lb indegewebssaum.  I n  den  
Dr i i s en l i ch tungen  homogenes  Sekret .  H . E .  90real .  

handen. Dagegen stSl~t man fiberall auf knospenfSrmige Epithelsprossen, 
die sich aus mosaikartig aneinanderliegenden Zellen zusammensetzen, 
wodurch das Epithel mehrschichtigem Plattenepithel ~hnlich wird. Die 
Epithe]ien wuchern entweder in die Lichtung der Driisen vor oder 
dringen in das umgebende Bindegewebe ein. Im letzteren Falle wird 
die Basalmembran von den Epithelien durchbrochen, ihre Bruchstiicke 
liegen regellos zwischen den Epithelzellen. Vereinzelt st61~t man in 
diesen Proliferationszonen anf Mitosen. In den Driisenlichtungen be- 
finder sich homogenes Sekret, welchem abgeschilferte Epithelzellen und 
Zelltriimmer beigemischt sind. Durch das Fehlen der Ausfiihrungsgi~nge 
ist eine Sekretstauung vorhanden, die die Driisen erweitert. Dabei 
werden benachbarte erweiterte Driisen aneinandergedr~ngt, wobei durch 
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Zerfall ihrer gewucherten Epithelien an der Beriihrungsstelle gr6Bere 
Hohlr~umen entstehen. Auf diese Weise vermfildert sich die Anzahl der 
ursprfinglieh vorhandenen Drfisen. An den Kernen vieler Epithelzellen 
ist bereits jetzt Karyolyse und Pyknose zu beobachten. Das Binde- 
gewebe zeigt im Mutterstfick wenig Proliferation, dagegen eine starke 
l~aserbildung und Hypertrophie der Fibroblasten sowie Hyalinose der 
Grundsubstanz. AuBen wird das Mu~terstfick yon einer schmalen 
Waehstumszone umgeben, die, wie bereits bei der mikroskopischen 

Abb.  2. Zehnt/~giffe Norma lku l tu r  im  Schnitt .  Starke Epi the lwucherungen,  die mehrschich-  
t igem Pl~t tenepi thel /~hnl ich sehen nnd  sich in F o r m  k o m p a k t e r  Zellnester im  umgebenden  
Bindegewebe ausbrei ten.  Driisen zlun Teil verengt ,  in den L ich tungen  Sekret  und  sp/~r- 
liche Zelltrfir~mer. Bindegewebe etwas dichter  als in der unbehandelte,1 Pros ta ta .  Vet- 

einzelte Mitosen, 1rater ihnen auch a typische (s. Bi ldausschnit t  a b e i  st/~rkerer 
VergrOBerung in Abb.  3). X u l t u r  110 • • • 2, ~I.E. 105real. 

Betraehtung in vitro zu sehen war, hauptsgchlich yon Epithelzellen 
gebildet wird. Letztere umkleiden als schmaler Saum die Oberflgche 
des Mutterstiickes und zeigen ebenso wie die Drfisenepithelien knosloen- 
f6rmige Proliferationszonen, in welehen die mosaikartige Lagerung der 
Epithelien deutlich erkennbar ist. Das Hervorgehen dieser Zellen aus 
den im Mutterstfick vorhandenen Drfisenschlguchen ist an vielen Stellen 
nachweisbar. Innerhalb der Waehstumszone tr i t t  das Bindegewebe 
gegeniiber dem Epithel zuriick; es besteht aus sich locker verflechtenden 
Fibroblasten, die nur vereinzelt den Epithelsaum durchbrechen. 

Die 10tggigen Kulturen (Abb. 2) zeigen im Mutterstiick erhebliche 
EpithelproliferatJonen, die sich sowobl in die Drfisenlichtungen als aueh 
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in das umgebende Bindegewebe ausdehnen. Immer zeigt das Epithel die 
Tendenz, die Oberflgohe der Kultur zu umkleiden und das Bindegewebe 
zu durchwachsen. Mitosen sind verschiedentlich im Epithel anzutrelien, 
unter ihnen auch vereinzelt atypische Tdlungsfiguren. In der ttaupt- 
sache handelt es sich dabd nm Verklumpung oder Absprengung yon 
Chromosomen, wghrend tripolare Mitosen (Abb. 3) seltener anzutreffen 
sind. Andererseits sieht m~n viele direkte Kernteilungsfiguren. Er- 
weiterte Driisen liegen neben anderen, die dutch Epithelproliferationen 

Abb. 3. Aussehni t t  a aus der in Abb. 2 dargestel l ten K u l t u r  bei s ta rker  Vergr6~er lmg,  
Plat tenepithel~hnliehe,  mosaikar t ige  Lage rung  der Epithe]ien, Bei b eine t r ipolare Mitose. 
Kerne  var i ie ren  leicht in bezug auf  KerngrSfie und  Chromat ingehal t .  Nucleolen oft mul t ipel  

und  versehieden groft, K u l t n r  110 • x • 2, I-I.E. 990real. 

verengt werden. 1)as Bindegewebe der Mu~terstiieke weist gegoniiber 
den 5tggigen Kulturen keine Vergnderungen anf, dagegen besteht die 
Waehstumszone {asg ausschliel~lich aus Fibroblasten. Yon dem urspriing- 
lichen krgfgigen Epithelsaum linden sieh nut nooh Reste. 

Bei den 15tggigen Knlturen nehmen die Nekrosen der Mutterstiieke 
gr6Beren Umfang an. Infolgedessen ist der Zustand der Epithelien nur 
in den l~ndabschnitten beurteilbar. Kleinere und grSl]erc mosaikartig 
aufgebaute Epithelknospen liegen in einem taserreichen hyalinen Binde- 
gewebe, das die Epithelinseln zu erdriicken scheint. Dabei sind die dem 
Epithel unmitte]bar angrenzenden Bindegewebsabschnitte reicher an 
Zellen als die weiter entfernt liegenden. Die Driisen sind vie]lath zer- 
fMlen, ihre Lichtungen werden yon Zelltriimmern ausgefiillt. Sekret ist 
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nur noeh in erhaltenen Drfisen vorhanden. Die Wachstumszonen be- 
stehen aussehlief3lich aus Fibroblasten. 

Die 20tiigigen Kulturen weisen heine neuen Befunde auf. Zell- 
triimmer in den Drtisensehlauehen demonstrieren den Epitheluntergang. 
Das Bindegewebe ist etwas gewuehert und in Hyalinisierung begriffen, 
jedoch werden Mitosen in Fibroblasten nur selten gefunden. Aueh die 
25t~gigen Kulturen zeigen ein g]eiehes Aussehen. Einzelne Epithel- 
knospen weisen eine konzentrische Sehiehtung der Zellen mit starker 

Abb. 4. Epithelknospe aus 25t~igiger Normalkultur. Beginnende konzentrische Lagerung 
der Epithelien mit Verdiehtung und starker Eosinophilie des Cytoplasmas, letztere im 
Zentrum der Epithelknospe zunehmend. Viele ]Kernvacuolen (a), deutliche ]Kernpoly- 

morphie. Im umgebenden Bindegewebe 2 i~itosen (b). lKultur 143/2, 1-I.E. 630real. 

Eosinophilie des Protop]asmas auf, w~hrend sich in den Kernen Vacuolen 
ausbilden (Abb. 4). Epithelmitosen sind nur noch selten erkennbar. 
Die Wachstumszone wird ausschliel]lich yon Fibroblastensiiumen ge- 
bildet, zwischen denen vereinze]t Epithelmembranreste vorkommen. 

b) Mit Methylcholanthren behandelte Kulturen. Ffinftiigige Kulturen 
(Abb. 5) zeigen erhebliche knospige Epithelprotiferationen mit zahlreichen 
Mitosen (Abb. 6). Unter letzteren finder man relativ hiiufig Chromo- 
somen~bsprengungen. Zum Tei] sind die Driisen erweitert und enthalten 
Sekret, das bereits mit Zelltriimmern vermischt ist. Der Epithelsaum 
der Drtisen ist oft mehrschichtig. Dabei besteht die innere Epithellage 
aus typischen Zylinderzellen, w~hrend die iiuBeren neugebildeten Zellen 

Virchows Arch. ~d. 327. 3 
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Abb .  5. Ff inf t~gige 1Viethylcholanthrenkul tur  l m  Schni t t .  S t ~ ' k e r  U m b u u  des P r o s t a t a -  
gewebes  m i t  p l a t t enep i t he lhhn l i chen  Ep i the tp ro l i f e ra t ionen .  S t a rke  A u f l o c k e r u n g  des 
S t i i t zb indegewebes ,  Man te lb indegewebe  e twas  d i ch te r  (a). S t~rkere  VergrSi3erlmg" der  

als b beze ichne ten  E p i t h e l k n o s p e  s. in  Abb .  6. K u l t n r  149 •  H . E .  126real .  

Abb .  6. Anssehn i t t  aus  pro l i fe r ie r tem Ep i the lbez i rk  der  in Abb .  5 da rges te l l t en  Methyl -  
c h o l a n t h r e n k u l t u r .  ~ o s a i k a r t i g e  A n o r d n u n g  der  Epi the lze l len  m i t  m e h r e r e n  Mitosen  (a). 
K e r n e  un te r sch ied l i ch  groB, meh re r e  h y p e r c h r o m ~ t i s c h .  Nucleolen  oft  mul t ipeL l~u l tu r  

149 •  H . E .  774mal .  
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ein flaeheres Aussehen haben. Die Basalmembran wird yon den ge- 
wueherten Epithelien an vielen Stellen durehbroehen. An den isoliert 
zwisehen den Fibrob]asten ]iegenden Epithelinseln ist keine Basal- 
membran oder der Rest einer solehen vorhanden. 

Den auffiilligsten Befund gegentiber den Normalkulturen bildet 
neben den zahlreiehen Epithelmitosen das Verhalten des Bindegewebes. 
Es ist sehr Sloarlieh ausgebildet. Die einzelnen Fibroblasten dureh- 
fleehten sieh netzartig. Zwisehen ihnen finder sieh sehwaeh mit Eosin 

Abb. 7. 20tggige 31ethyleholanthrenkultur. Neben cystisch erweiterten Drfisen solche 
mit plattenepithelartigen Epithelwucherungen, die die Driisenlichtungen ausftillen. Weitere 

Auflockerung des Bindegewebes. Kultur 90 • I-I.E. 105real. 

anf/irbbare Ylfissigkeit. Nur in unmittelbarer Umgebung der Drfisen 
sind die Fibroblasten entslareehend dem friiheren Mantelbindegewebe 
diehter gelagert. Fibroblas~enmitosen sind im Mutterstfiek nicht vor- 
handen. Die ~Zachstumszone besteht ausschlieBlich ~us Epithelmem- 
branen, unter we]chen die Fibrob]asten diehter zusammenliegen Ms 
in den zentrMen Mutterstiickabsehnitten. Gelegentlich im Mutterst/iek 
aufzufindende solide Epithelze]lhaufen sind dureh tangentiMe Drfisen- 
ansehnitte bedingt. Auch in sp/s Stadien linden sieh gleichartige 
Bilder (Abb. 7). Allerdings vermindert sieh die Zah] der Epithelmitosen. 
Das Bindegewebe bleibt Sl0/irlieh und beh/ilt seine netzartige Anordnung. 
Vom 10. Ziiehtungstage an beginnen sieh Nekrosen auszubilden, wobei 
die Kerntr/immer sieh in den Drfisenliehtungen anh/iufen. Dutch das 
Ineinandergreifen der nekrotisierenden und pro]iferierenden Vorg/inge 

3* 
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entstehen bunte Bilder, zumal die knospeniSrmigen Epithelsprossen 
nieht immer deutlich vom Bindegewebe abzugrenzen sind. Nur die 
Azanf~rbung li~Bt in solchen F~llen eine Unterscheidung beider Zellarten 
zu. Auffallend ist bei den i~lteren Kulturen die Lagerung und das 
Aussehen der Epithelien. W/ihrend in friiheren Ziichtungsabsehnitten 
groge i%egelmi~gigkeit in bezug auf Gr61?e und Anordnung der Epithel- 
zellen zu beobaehten war, treten jetzt solche mit unregelm~Big gelormten, 
verschieden grogen, oft pyknotisehen Kernen auf, die sieh uneinheitlieh 

Abb.  8. Zehnt~gige Acetonkontrol lkul tur .  Sehr dicbtes Bindegewebe,  Driisen z u m  Tell 
cyst isch umgewande l t .  Epi the l  zylindrisch, bei a mehrschicht ig ,  p la t tenepi thelar t ig .  An  
tier Wachs tumszone  mehrschicht ige  E p i t h e l m e m b r a n  (b), die bei c yon  Fibroblas ten  
durehbrochen  wird.  Bi ldausschni t t  d bei s t~rkerer  VergrSlterung in Abb.  9. K u l t u r  

109a x X x 1, H .E .  90raM. 

um die Driisenlichtungen anordnen. Derartige Kerne stellen guhekerne 
dar. Die l~ibroblasten, an denen bereits seit dem 15. Ziichtungstag 
tropfige Verfettungen nachzuweisen waren, zeigen jetzt verschiedentlich 
Kernvacuolen, die eine Schadigung der Zellen ausdriicken. In der Um- 
gebung mehrerer Kultnren trifft man auf Fettgewebe, das bei der 
Exstirpation der Prostatae mitentfernt und mitexplantiert wurde. 

c) Kontrollen mit Aceton. In ihrem Aufb~u gMchen die Kontroll- 
kulturen weitgehend den Normalkulturen. Auffallend ist bereits in den 
ersten Stadien der Zfichtung das Auftreten zahlreicher Epithelmitosen 
(Abb. 8 und 9), die an Zahl die in den Methylcholanthrenkulturen 
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vorkommenden iibertreffen. Die neugebildeten Epithelzellen dringen in 
die Lichtung der erweiterten Drfisen ein und sprossen auch in das an- 
grenzende Bindegewebe vor (Abb. 10). Dieses ist sehr dicht, hyalinisiert, 
stellenweise dutch F]iissigkeitseinlagerung aufge]ockert. Fibroblasten- 
mitosen sind in grSBerer Anzahl als in den Normalkulturen anzutreffen. 
Die Wachstumszone der 5- und ]0t~gigen Kulturen besteht fast aus- 
sch]ieBlich aus Epithe]zellen. In sp/iteren Stadien zerfallen die Epithel- 
sgume und werden durch Fibroblasten ersetzt. Eine fibroblastensch/~di- 

Abb.  9. Randgeb ie t  einer Drfise aus einer 10thgigen Acetonkont ro l lku l tur  (Bildausschnit t  d 
aus der  Abb.  8), Pla t tenepi thel~r t iges  Epi the l  m i t  Mitosen (a), das sich an  den Beri ihrlmgs- 
p u n k t e n  m i t  dem Bindegewebe zwischen den Fibroblas ten  verl iert .  Einzelne der  Drtisen- 
l ichtung anliegende Epithelzel len (c) sind bereits in U n t e r g a n g  begriffen. Kultt~r 

109~ • • • 1, ]I-I.E. 67~mal. 

gende Wirkung des Acetons geht aus dem Auftreten yon Kernvacuolen 
hervor, die in 20- und 25t~gigen Kulturen gefunden werden. 

Man kann somit festste]]en, dab in allen Kulturgruppen ein vSlliger 
Umbau des norma]en Prostatagewebes erfolgt. Die dabei zu beobach- 
tenden Epithelpro]iferationen se~zen sich ~u8 grol]en lolattenepithe]~ 
artigen Zellen znsammen, we]che vie]e Mitosen und auch Amitosen auf- 
weisen. Das normale Verhgltnis yon Epithel zum Bindegewebe ist auf- 
geboben; die Epithe]zel]en dringen unter ZerstSrung der Basa]membran 
der Driisen in das umgebende Bindegewebe ein, um hier vereinzelt 
Zellnester zu bilden, in deren Zentren die Epithelien Kernvacuolen und 
starke Eosinophilie des Protop]asmas zeigen. Eine _~hnliehkeit mit Ze]l- 
nestern vom Typ des Plattenepithe]krebses ist unverkennbar. Zwischen 
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d iesen  sehr  s t a rk  k r e b s ~ h n l i e h e n  B i l d e r n  f i nden  sich die  v e r s c h i e d e n s t e n  

U b e r g a n g s f o r m e n ,  bei  d e n e n  n u r  das  e ine  ode r  ande re  M e r k m a l  der  

K r e b s ~ h n l i c h k e i t  ausgep r~g t  ist.  D ie  A n z a h l  de r  E p i t h e l m i t o s e n  is t  in  

den  M e t h y l c h o l a n t h r e n -  u n d  A c e t o n k o n t r o l ] k u l t u r e n  gegen i ibe r  d e n  

N o r m M k u l t u r e n  s t a rk  v e r m e h r t .  D e u t l i c h e  U n t e r s e h i e d e  s ind im  Ver-  

h a l t e n  des  B i n d e g e w e b e s  e r k e n n b a r ,  das  sich be i  den  N o r m a l -  u n d  

K o n t r o ] l k u l t u r e n  v e r d i c h t e t ,  w ~ h r e n d  es in  d e n  M e t h y l c h o l a n t h r e n -  

k u l t u r e n  locker  ve rb l e ib t .  

Abb. 10. l~andbezirk einer 20tfigigen Acetonkontrollkultur. Zwei Driisen (a) mit ge- 
wuchertem abg'eflachtem Epithel ausgefiillt. Fibroblasten dicht gel~geI't mit gro]en, teils 
hyperchromatischen, tells pyknotische~x Kernen. Bei b dringen die Epithelzellen in alas 
umgebende Bindegewebe vorund  erreichen bei c die Oberfl~che der Kultur, nm hier 

eine Epithelmembran zu bilden. Kultur 155a, H.E. 370maI. 

G e n ~ u e r e n  E i n b l i e k  in  das  Verha ] t en  u n d  die Zah l  de r  E p i t h e l m i t o s e n  

in d e n  e inze lnen  Z e i t i n t e r v a l l e n  de r  d re i  a n g e s e t z t e n  K u l t u r g r u p p e n  

v e r m i t t e l n  beige~figte Tabe l l e  u n d  K u r v e .  Be i  de r  Z~h lung  w u r d e  die 

A n z a h l  de r  Mi to sen  u n t e r  je 5000 E p i t h e l z e l l e n  in den  v e r s c h i e d e n e n  

Tabelle 1. 

Methyl- Ziichtungs- Normal- Mitosen Kontroll- Mitosen cholanthren- 1Viit osen 
dauer kulturen kulturen 
Tage %o o/o ~ kutturen o/o ~ 

5 
10 
15 
20 
25 

9 
15 
14 
7 

12 

1,8 
3,0 
2,8 
1,4 
2,4 

37 
19 
5 
8 
4 

7,4 
3,8 
1,0 
1,6 
0,8 

33 
32 
21 
16 
8 

6,6 
6,4 
4,2 
3,2 
1,6 
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Zfichtungsstadien jeder Versuchsserie bestimmt. Um gute Durchschnitts- 
werte zu erh~lten, wurden dabei Schnitte aller zu einer Vcrsuchsserie 
gehSrenden Kulturcn wahllos znr Beurteilung herangezogen. 

Noch anschau]icher ist das Verhalten und die Zahl der Epithel- 
mitosen aus 
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Abb. i i .  Steiler Anstieg der ZeHteilungs~iguren bei dell :~J[ethyloholanthren- und Aoeton- 
kontroHkulturen, Abfall derselben naoll dem 5. bzw. I0. Tag. A ~ t h e r n d  gleichbleibende 
~M{itosenanz~hl in allen Ziiohtungsstadien bei den N o r m a ~ t u r e n .  - -  Normal- 

kulturen;  - -  - -  - -  A o e t o n k o n t r o ~ u l t ~ e n ;  . . . . . . . .  Methylcholanthrenkulturen. 

Ergebnisse der Autoretransplantation in vitro geziichteter 
Prostatakulturen. 

Um eine m5glicherweise unter der Einwirkung yon Methylchol- 
anthren entstandene maligne Umwandlung der Kulturen zu erfassen, 
wurden 25 Methylcholanthren- und entsl0rechend 25 Acetonkontroll- 
kul~uren den gleichen M~Lusen retransplantiert, denen sie entnommen 
worden waren. 

Technik. Die aus dem N/~hrmcdium herausgeschnittenen Kulturen 
wurden yon einem kleinen Hautschnitt  aus in eine stumpf gebahnte 
Tasche in der Subcutis der Flankenregion mSglichst weir vorgeschoben 
und die Wunde mit einigen N~Lhten verschlossen. Dabei erfolgte die 
Retransplantation der Methylcholanthrenkulturen immer in die rechte 
Flankengegend, w~hrend die Kontrollkulturen ~uf der linken Seite ira- 
plantiert wurden, Von den 25 Miiusen starben 13 interkurrent. 

Die Sekt ion  ergab in  11 FMlen Ek t r om e l i e ,  e i nma l  eine du rch  Ste inverschluB 
des Ure te r s  he rvorgerufene  t t y d r o n e p h r o s e  und  in  e inem Fa l l  eine Broncho-  
pneumonie .  Die schon e inge t r e t ene  s t~rke  F imln is  ve rh i nde r t e  b ier  die Wieder -  
a, u f f indung  der  Transp]~n ta te .  
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Die 12 iiberlebenden MiSuse wurden 43--65 Tage nach erfolgter 
Reimplantation der Kulturen getStet. Bei 4 MKusen konnten sowohl die 
Methylcholanthren- als auch die entsprechenden Kontrollkulturen wieder 
aufgefunden werden. Sic waren grauweil~ und etwa stecknadelkopfgro$. 
Bei den restlichen 8 Tieren fanden sich nur vergrS~erte Lymphknoten."  

Die histologische Untersuchung (Carnoy, Paraffin, H.E., Azan) der 
reimplantierten Methylcholanthrenkulturen (Abb. 12) zeigt mehreredicht 

Abb .  12. A u t o r e t r a n s p l a n t a t  e iner  35 Tagc  in v i t ro  gezi ichte ten ,  d a v o n  25 Tage  m i t  
M e t h y l c h o l a n t h r e n z u s a t z  b e h a n d e l t e n  P r o s t a t a k u l t u r  n a c h  6wSchigem A u f e n t h a l t  in  vivo.  
NormaHs ie rung  der Ep i the l -B indegewebskor re l a t i on .  Drf isenepi the l  infolge S e k r e t s t a u u n g  
kub i sch  bis f lachzyl indr i sch ,  e inschicht ig .  B indegewebe  locker ,  abe r  bere i t s  d ieh te r  als 

in  den  E x p l a n t ~ t e n .  M~nte lb indcgewebe  n o c h  n i c h t  4eu t l i ch  wiedergebi lde t .  
T r a n s p l ~ n t a t  147, t t . E .  124real.  

nebeneinanderliegende Prostatadrfisen, die teilweisc cystisch erweitert 
sind und mit Eosin stark angef~rbtes Sekret enthalten. Das die Drfisen 
auskleidende Epithel ist kubisch bis zy]indrisch :gest~ttet und racist 
einschichtig angeordnet. Die ~ul~ere Begrenzung wird durc~h eine Basal- 
membran gebildet. Nur an einzelnen Stellen sind kleine knospenfSrmige 
Epithelleisten, wie sic bereits in der normalen Prostata zu sehen waren, 
oder ein streckenweise zwei- oder mehrzeiliges Drfisenepithel vorhanden. 
Die Zellkerne der Epithe]ien sind alle yon gleicher GrSi~e und weisen 
nur vereinzelt Mitosen ~af. Unterschiede der Kernform und KerngrSl~e, 
wie sie in den Mteren Methy]cholanthrenku]turen zu beobachten waren, 
bestehen nicht mehr. 
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Die Drfisen haben also unter den regulierenden Einflfissen des Orga- 
nismus ihre ursprfingliche Gestalt wieder angenommen. Nur die durch 
das Fehlen der Ausf/ihrungsg~nge hervorgerufene cystische Erweiterung 
der Driisen unterscheidet die Transplantate yon normMem Prostata- 
gewebe. Die Fibroblasten umspinnen Ms Mantel- und Stiitzgewebe die 
Drfisen. Vom Rande des Explantates her sind Gef/il~e in das Bindegewebe 
eingesproBt. In einem Transplantat finder sieh neben einer Driise eine 

Abb .  13. A u t o r o t r a n s p l a n t a t  e iner  35 Tage  in  v i t ro  gez i ichte ten ,  d~von  25 Tage  m i t  
A e e t o n z u s a t z  b e h a n d e l t e n  P r o s t a t a k u l t u r  n a e h  6w6ch igem A u f e n t h a l t  in vivo.  Anl~er 
der  s t a rken ,  d u t c h  $ e k r e t s t a n u n g  b e d i n g t e n  cys t i sohen  E r w e i t e r u n g  tier Drfisen ke in  
U n t e r s c h i e d  gegenf iber  dem m i t  M e t h y l c h o l a n t h r e n  b e h a n d e l t e n  T r a n s p l a n t a t .  A u c h  h ie r  
N o r m a l i s i e r u n g  des Verh~ilt.nisses y o n  Ep i the l  u n d  Bindegewebe .  T r a n s p l a n t e r  147a ,  

H . E ,  105Inal.  

Bfildegewebswncherung, die sich durch grogen Zellreichtum auszeichnet. 
Dabei entstehen wirbelartige Figuren, wie man sie gewShnlich in Fibro- 
men beobaehten kann. 

Die Kontrollkulturen weisen gleiches Aussehen anf (Abb. 13). Drfisen 
und Bindegewebe haben ihr natfirliches Verh/iltnis zueinander wieder- 
erlangt und unterseheiden sich nieht yon den Methylcho]anthrentrans- 
plantaten. An manchen Stellen ist zwar noeh eine diehtere Lagerung 
yon Fibroblasten vorhanden, doch entsprieht die Masse des Binde- 
gewebes dem der normalen Prostata. 

Die in NTaehbarsehaft der Transplantate gelegenen Lymphknoten 
weisen einen ehronisehen Sinuskatarrh auf. 
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Ergebnisse. 
Faint man die Resultate unserer Explantationsversuche zusammen, 

so ist festzustellen, dal~ in allen Ku]turgruppen bereits naeh wenigen 
Tagen ein deutlieher Umbau des Prostatagewebes erkennbar ist. Erheb- 
liche Pro]iferationen des Epithels bilden das Hauptmerkma] am Mutter- 
stfick und in der Wachstumszone. Dabei sind die Epithelien mosaik- 
artig aneinandergelagert und gleiehen im Aussehen nichtverhorntem 
Plattenepithel. Epithelmitosen sind in allen Kulturgruppen, besonders 
aber bei den mit NIethyleholanthren und Aceton behandelten, zu be- 
obachten. 

Eine spezifisehe Wirkung entfaltet das Methylcholanthren in unseren 
Versuehen nur auf das Bindegewebe. W~hrend in den Normal- und 
Kontrollku]turen eine Vermehrung, starke Faserbildung und Hyper- 
trophie der Fibroblasten erkennbar ist, verbleibt das Bindegewebe in 
den Methylcholanthrenkulturen zart und auigeloekert, ganz entspreehend 
den Verhaltnissen in der normalen Prostata. Diese Anordnung gilt 
sowohl ffir die Mutterstficke als aueh in spi~teren Zfichtungsabsehnitten 
fiir die Waehstumszone. 

Die geschilderten Ver~nderungen, insbesondere das Verhalten des 
Epithels, veranla•ten uns, die in der Literatur erschienenen Berichte 
fiber das Waehstum yon Organkulturen nachzulesen, dabei insbesondere 
das Verhalten yon Epithel- und Bindegewebe zu studieren und mit 
unseren Ergebnissen zu vergleichen. 

Bereits MITSCDA konnte an explantiertem Speieheldrfisengewebe erwaehsener 
Kanineben Epithelproliferationen mit Mitosen beobachten und fand eine gewisse 
Obereinstimmung mit epitheliMen ]~lastomen. Dabei zeigten die Epithelien die 
Tendenz, das Bindegewebe zu durehwachsen und einzuschlieBen, eine Beobaehtung, 
die wir auf Grund unserer Ergebnisse best~tigen kSnnen. 

Zu gleichen Ergebnissen gelangte C~oPI~ bei der Zfichtung yon Speichel- 
drfisengewebe und Harnbl~sensehleimhaut des Kaninchens. Auch MAXII~IOW 
beriehtet fiber ,,krebsi~hnliche Verwandlung der Milehdrfise yon Kaninchen in 
Gewebekulturen". Die zu beobaehtenden Vergnderungen bestanden in starker 
Wucherung und Hypertrophie des Epithels der Ausfiihrungsgi~nge mit Aufhebung 
der normalen Beziehungen zwisehen Epithel und Bindegewebe. Mehrpolige Mitosen 
ned Amitosen traten haufig auf. Als wichtigstes Merkmal des krebsartigen Cha- 
rakters des Epithels bezeichnet er dessen infiltratives Waehstum in das umgebende 
Bindegewebe in Form yon kompakten Zellnestern mit Hornperlen. Diese ,,carcino- 
mat5sen" Vergnderungen entstanden stets polyzentrisch und tauchten gleiehzeitig 
an versehiedenen Stellen auf. 

Aueh LASG sah ,,eareinomi~hnliche" Bilder bei der Zfichtung yon Lungen- 
gewebe junger oder erwaehsener Kaninchen. Bereits naeh dem 4. Tag land sich 
im Mutterstfiek ein epitheliMes Zellwaehstum in Form kompakter, runder, seh]auch- 
fSrmiger Epithelzapfen, die ,,krebsi~hnlich" in das Lungengewebe vordrgngen nnd 
h~ufig Mitosen aufwiesen. 

O. KXeEL gelangte bei Ziiehtung yon Leber, P~nkreas, Darm und Magen yon 
ttiihnerembryonen zu gleicben Resultaten. Transplantationen solcher Kulturen 
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auf verschieden Mte Hiihner liegen jedoch niemMs Tumoren entstehen. Weitere 
Beobachtungen gleieher Art wurden yon A. FISCJZER an Irisepithelkulturen und 
yon C~AMru und CoeA bei Ziichtung eines gutartigen Adenoms gemacht. 

An dieser Stelle seien auch die Ergebnisse yon I. LASNI~rZKI erw/ihnt, die 
bei ihren mit Methylcholanthren behandelten Prostat~kulturen Epithelwachstum 
und das Auftreten yon anaplastischen Zellkomplexen mit abnormen Mitosefiguren 
beobachtete. 

Nile Forscher spreehen yon ,,krebs/~hnlichem" Waehstum des Epi- 
thels in ihren Organkulturen und begriinden die K rebs~hn]iehkeit mit  
der starken Wuchernngsf~higkeit des Epithels, dem Auftreten ver- 
schieden gwol3er plattenepithelartiger Zellen, teilweise mit  Ubergang in 
Verhornung, ihrer F~higkeit zur Infiltration und der Sprengung der 
ftir das betreffende Organ normalen Epithel-Bindegewebskorrelation. 
Als weiteres ~4chtiges Zeichen wird das Erseheinen zahlreieher Mitosen 
und Amitosen hervorgehoben, wobei den pluripolaren Mltosen beson- 
dere Bedeutung beigemessen wird. 

Aueh in unseren Versuehen konnten ~dr alle diese Ver/inderungen 
vorfinden, die, ohne Kenntnis ihres Ursprungs, als krebsverd/~ehtig an- 
zuspreehen sind. Wtirde der Pathologe an der Prostata in situ derartige 
Ver/~nderungen und Proliferationen am Epithel mit  den vielen Mitosen 
und Amitosen zu Gesieht bekommen, so miiBte er sie als pr~eaneer6s 
bezeiehnen, obgleieh gerade an der mensehliehen Prostata  in hSherem 
Alter solide und driisige Epithelwueherungen auftreten, die trotz mor- 
phologiseher Ahnliehkeit mit  einem Krebs gutartige atypisehe Neubil- 
dungen darstellen (OBERNDORFER, NELLER und NEUBi~RGEt~, WALT- 
~IARD). MAXI~OW bezeiehnet das infiltrative ~raehstum des Epithels 
in seinen Kulturen als das hauptsgehliche MerkmM der krebsartigen 
Verwandlung. Wir konnten in unseren Kulturen an keiner Stelle Zeiehen 
echter Infiltration beobaehten, sondern lediglich eine Durehdringung 
des Bindegewebes mi t  gewucherten Epithelzellen, ein Vorgang, der naeh 
SA~TESSON als Invasion zu bezeiehnen ist. Bereits 1942 wurde yon 
E. K~rA~:]~ bezweifelt, dag es sieh bei den yon MAxI~ow beobachteten 
Infiltrationsvorg/~ngen an normMem Gewebe in vitro um echte Infiltra- 
tion gehandelt hat, zumal dieser Befund an Hand der gegebenen Ab- 
bildungen (es handelt  sieh fast ausnahmslos um Zeiehnungen), kaum 
zu beurteilen ist. Der eehte Infiltrationsvorgang ist immer mit Destruk- 
tion verbunden und stellt naeh E. KNAKE die einzige physio]ogisehe 
Eigensehaft dar, die maligne Ze]len in vitro yon allen normalen Zellen 
unterseheidet. 

Die yon vielen Gewebeziiehtern in vitro beobaehteten ,,krebs/ihn- 
]ichen" Ver~inderungen an versehiedenartigen Organgeweben sehen wegen 
der verwirrenden Buntheit  des Epithe]s in bezug auf Zel]grSBe, Mitosen- 
reichtum und Sprengung der norma]en Korrelation zwisehen Epithel und 
Bindegewebe zwar oft einem Krebs /~hnlich, niemals war jedoeh eine 
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mit Destruktion einhergehende Infiltration erkennbar. Am krebs~hnlich- 
sten sind die Befunde MAxI~ows an Brustdrfisen yon Kaninchen zu 
nennen, doch auch bier fehlt die Destruktion. 

~ach dem Gesagten ergibt sieh, dab organisierte Gewebe, wie Lunge, 
Brustdrfise, Leber, Darm, Pankreas usw. nach Ziichtung einer gewissen 
Zeit in vitro ihre typische Architektonik verlieren. Die auswachsenden 
Ze]len weisen nicht die fiir das betreffende Organ als regular ge]tende 
Strukturierung auf und verlieren ihre typischen Merkmale. W~hrend 
man lrfiher auf Grund der Versuche C~A~P:cs annahm, dab alle Zellen 
in der Gewebeku]tur zu einem gemeinsamen indifferenten Zelltyp sieh 
hinentwieke]n, weil~ man seit ]angem, dab Epithel und Bindegewebe 
selbst nach jahrelanger Ziichtung auBerhalb des Organismus ihre be- 
sonderen Merkmale beibehalten. In vitro w~tehst das Bindegewebe in 
loekeren Zel]str~ngen aus, wobei sieh die einzelnen Fibroblasten gras- 
artig verfleehten. Das Epithel dagegen bildet zusammenh~ngende Mem- 
branen, die durch mosaikartige Aneinander]agerung der Zellen entstehen. 
G]eichgii]tig welche Epithelart, ob Platten-, Zylinder- oder kubisches 
Epithel explantiert wird, immer entsteht ein morphologisch einheit]ieher 
Epithelze]ltyp, ebenso wie in der Kultur aus den verschiedenen mesen- 
chymalen Zelle]ementen nur Fibroblasten hervorgehen. 

In der ~lteren Histologie, welche die Zellen als statisehe Systeme 
betrachtete, wurden derartige Strukturen a]s Entdifferenzierungsvor- 
g~tnge gedeutet und daran Hypothesen fiber eine Potenzerweiterung 
oder -verminderung gekniipft. 

Durch zahlreiche Transplantationen yon Gewebekulturen auf Wirts- 
tiere wurde aber immer wieder der Beweis erbracht, dab dig Grund- 
eigensehaften der verschiedenen Zellarten erhalten b]ieben und diese 
sich genau wie normalerweise in rive anordneten (C. C~A~:r I. T6~6), 
eine Beobachtung, die auch wir bei unseren Autoretransplantaten machen 
konnten. Es ist daher nicht anzunehmen, dab der an Geweben naeh 
der Explantation beobachtete Verlust morphologiseher und funktio- 
neller Eigensehaften auf einer Entdifferenzierung beruht. 

Die t~etransplantation liefert somit den sicheren Beweis, dab exp]an- 
tiertes Gewebe anderen Gesetzen gehoreht als sie im Organismus be- 
stehen. Als Ausdruck dieser Abh~ngigkeit entsteht eine neues Gewebs- 
bild, das, verg]iehen mit dem in situ, vom gewohnten Aussehen ab- 
weicht. Es diirfen daher die in vitro auftretenden Gewebsver~nderungen 
nieht mit den in vivo bekannten verglichen werden. So besitzt eine 
in vitro auftretende StSrung der Epithel-Bindegewebskorrelation nicht 
dieselbe Bedeutung wie in rive, und Gewebsvers die in rive 
als krebsverds anzuspreehen sind, liefern in vitro keinen ttinweis 
auf eine etwa eingetretene Umwandlung in b6sartiges Gewebe. 
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In der Gewebekultur sind die Gewebe sehr gleichmgBigen guSeren 
Bedingungen unterworfen, wghrend sie in r ive yon den verschiedensten 
hormonellen, nervSsen und anderen Einflfissen abh/ingig sind. Diese 
Tatsache leitet zu der Frage fiber, ob die GleiehfSrmigkeit explantierten 
Gewebes durch die Konstanz des Milieus der Gewebekultur hcrvor- 
gerufen wird. Dann wgren die besonderen in vitro zu beobachtenden 
Gewebevergnderungen als Anpassungsvorggnge zu deuten. Allerdings 
sind derartige Akkommodationsformen nur in wachsenden Geweben zu 
beobaehten. Wenn im Medium keine wachstumsfgrdernde Substanzen 
vorhanden sind, also Wachstumsruhe hen'scht, so bewahren die Gewebe- 
kulturen auch in vitro ihre spezifischen Merkmale. 

Die Ernghrung der Zellen in vitro erfo]gt nut  durch Diffusion. Aus 
der Anatomie und Pathologie wissen wir, dab das mehrschiehtige P]atten- 
epithel bis auf seine basale Zellsehicht ebenfalls dutch Diffusion ernghrt 
wird. Wenn daher die verschiedenen Epithelarten beim Wachstum in 
vitro nur einen einzigen Epithelzelltyp hervorbringen, der morphologisch 
mehrsehichtigem Plattenepithel gleicht, so darf angenommen werden, 
dab dieser Typ Ausdruck einer Anpassung an die speziellen in vitro 
herrschenden Ernghrungsverhgltnisse und mechanischen Bedingungen 
darstellt. Die in unseren Versuchen beobaehteten Epithelver/~nderungen 
im explantierten Prostatagewebe sind demnaeh Ms normales Epithel- 
wachstum anzusehen. 

Wir haben nun zu untersuchen, wie das Verhalten des Epithels in 
vitro begrifflich einzuordnen ist und ob die in der pathlogischen Ana- 
tomie ffir ghnliehe Gewebsvergnderungen geltenden Bezeichnungen aueh 
ffir nnsere Versnehsergebnisse anwendbar sind. 

Eine direkte Metaplasie ist yon vornherein abzu]ehnen, da sie im 
Widerspruch zum Grundgesetz der Spezifitgt der Gewebe steht, wonaeh 
beim Mensehen und bei hSheren Tieren die ausdifferenzierten Zellen 
stets nur Zellen der gleiehen Art bilden. 

Von vielen Gewebezfiehtern und Pathologen (A. FIsogE~, GG. I-I~-  
zoG, O. LU~AlCSC~ und E. WOLFF u. a.) wurde eine Gleichartigkeit des 
Gesehehens in der Gewebekultnr und im Organismus angenommen. 
Info]gedessen wurde das Waehstum einer Kultur  a]s regeneratorischer 
Vorgang aufgefM~t und die dabei auftretenden morphologischen Ver- 
gnderungen der Ze]len als regeneratorische Umdifferenzierungen gedeutet. 

Der pathologisch-anatomische Begriff der Regeneration erfal~t den 
Wiederersatz eines Zell- oder Gewebsdefektes aus unvergndert gebliebe- 
hen Zellen der Umgebung. Ein Defekt ist jedoeh in einer normalen 
Gewebekultur nieht vorhanden. DeshMb dfirfen die in Gewebekulturen 
am Epithel und Bindegewebe zu beobaehtenden Zellwueherungen nicht 
als Regenerationsvorggnge gedeutet werden. Aus dem gleiehen Grunde 
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ist die mit der Zellwneherung einhergehende Strukturvergnderung der 
Zellen nieht Ausdrnek einer indirekten Metaplasie, d.h. also einer 
regeneratorisehen Umdifferenzierung. Jedem Pathologen ist die im 
Gefolge ehroniseher Entztindung auftretende Umdifferenzierung yon 
Epithelzellen bekannt, aus denen sieh hgufig Geschwtilste entwiekeln. 
Besonders am Respirationstrakt, der tIaut und dem weiblichen Genital- 
apparat erfolgen Gesehwulstbildnngen oft auf dem Boden ehroniseher 
Entzfindungen. Die morphologisehe Xhnliehkeit der bei derartigen Pro- 
zessen in rive auftretenden Gewebsvergnderungen mit den in vitro zu 
beobaehtenden veranlaBte viele Gewebezfiehter nnd Pathologen, Paral- 
lelen zu ziehen und beide Vorggnge miteinander zu vergleiehen. Tat- 
sgehlieh handelt es sieh bei den in vitro und in situ zu beobaehtenden 
Gewebsvergnderungen um giinzlieh differente Vorggnge, die demnaeh 
versehieden zu beurteilen sind. 

An der Portio, der Cervix, der Lunge und anderen Organen wiirden 
derartige Epithelvergnderungefl die Bedeutung einer regeneratorisehen 
Umdifferenzierung haben, die bei entspreehender Mitosevermehrung, 
dem Auftreten pathologiseher Mitoseformen nnd Zeiehen yon Infiltration 
als krebsverdiiehtig angesproehen zu werden verdienten. 

In der Kultur dagegen tragen demrtige Epithelvergnderungen nur 
den Charakter einer milieubedingten Anpassung. Da hierbei eehtes Zell- 
waehstum auitritt, also das Epithel aktiv an der Vermehrung in vitro 
beteiligt ist, m~Sehten wir fiir diesen Vorgang die Bezeiehnung alctive 
Akkommodation vorsehlagen und ihn so vonder  passiven Akkommoda- 
tion, Pseudometaplasie (Lu~a~scg), Allo- oder Dysmorphie (Ol~TS,), 
histologisehe Akkommodation (Bo~sT) abtrennen, Begriffe, die nut eine 
passive Formvergnderung der Zellen kennzeiehnen. 

Die Frage, ob die in vitro entstandenen Gewebsveriinderungen tat- 
sgehlieh irreversibel sind nnd ob eine Umwandlung in b6sartiges Gewebe 
eriolgte, kann allein dureh die Retransplantation der Kultnren auf das 
Tier beantwortet werden, wobei im Falle der B6sartigkeit hier maligne 
Tumoren entstehen miiBten. Eine solehe Beweisfiihrnng wurde bisher 
nut yon KAPEL und zwar mit negativem Ergebnis versueht. 

DaB die Zusammenhgnge yon nns riehtig aufgefagt sind, k6nnen wit 
dutch die l:~iiekverpflanzung der Prostatakulturen beweisen. Bereits 
naeh wenigen Woehen in rive hatten die ehemaligen Kulturen ihr fiir 
Mguseprostata typisehes Aussehen wiedergewonnen, wobei Epithel- nnd 
Bindegewebe ihr ,,normMes" Verhgltnis zueinander wiedererlangten. 

Wir haben weiterhin die Frage zu beantworten, ob dem yon uns 
verwendeten Methyleholanthren ein besonderer Einflul3 auf das Waehs- 
turn der Prostatakulturen zukommt. Wghrend I. LXSX*TZKI eine Ve r -  
mehrung der Epithelmitosen in ihren Knlturen auf die Wirknng des 
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Methylcholanthrens zuriiekffihrt, konnten wir uns davon nicht fiber- 
zeugen. Vielmehr scheint die Mitosevermehrung, die am ausgesproehen- 
sten in den ersten Zfiehtungsstadien erkennbar war, nur auf einer 
Acetonwirkung zu bernhen. Dagegen erwies sieh das Methyleholanthren 
als zellseh/~digend, was besonders an dem Auftreten yon Mitosest6rungen 
dentlieh wnrde. Zwar konnten derartige St6rungen in allen Ku]tur- 
gruppen beobaehtet werden, jedoch am st~rksten bei den mi~ Methyl- 
cholanthren behandelten. 

Diese Befunde gleiehen denjenigen yon MAI:ER, V. M6LLE~DO~FF, 
BENEVOLENSKAJA, IV~oRIGAMI, LEWIS und HEARNE-CREEC}r. Letztere 
sah eigentfimliche Sehlingen- und Knotenbildungen an den Chromo- 
somen bei mit Dibenzanthraeen nnd Methyleholanthren behandelten 
Zellen, wghrend die fibrigen Untersueher abirrende Chromosomen, Kern- 
fragmentation, Auftreten mehrkerniger Zellen und tripolare Mi~osen 
beobaehteten. II. LETTR~ land bei Einwirkung yon Atmungsgiften und 
eancerogenen Kohlenwasserstoffen auf Fibroblasten Plasmabewegungen, 
Plasmaabsehnfirungen und AbstoBung yon Zellteilen, w/ihrend EARnE bei 
Methyleholanthrenanwendung an Fibroblasten Zellverbreiterungen mit 
Einziehung der Ausl/iufer und Aneinanderlagerung der Zellen feststellen 
konnte. 

v. ~V[(JLLENDORFF und MAXlr~ow beobaehteten aber auch in nor- 
malen Fibroblastenknlturen Kernanomalien und MitosestSrungen. Des- 
halb warnt ersterer davor, derartige StSrungen ohne weiteres auf den 
EinfluB eaneerogener Kohlenwasserstoffe zu beziehen. 

Eine besonders ins Auge fallende Wirkung entfaltete das Methyl- 
eho]anthren in unseren Versuchen anf das Bindegewebe. MT/ihrend an 
den Aeetonkon~roll- und Normalkulturen eine Verdiehtung desselben 
zu beobaehten war, blieb es in den Methyleholanthrenkulturen sp~rlieh 
und locker. LASNITZKI sah ein gleiehartiges Verhalten in ihren Ver- 
suehen und diskutiert die Frage, ob die Dfirftigkeit des Bindegewebes 
in den Methyleholanthrenkulturen Folge des gesteigerten Epithelwaehs- 
rums oder eine Methyleholanthrenwirkung ist. Auf Grund ihrer Ergeb- 
nisse und derjenigen yon EARLE und VOEGTLI~ wird das Methylehol- 
anthren ffir die Bindegewebsverminderung in ihren Kulturen verant- 
wortlieh gemaeht. Wir stimmen dem zu, da wir uns ebenfalls yon einer 
t{emmung des Fibroblastenwaehstums fiberzengen konnten. Eine Stei- 
gerung des Epithelwaehstums ist sehon deshalb nieht ffir die Dfirftigkeit 
des Bindegewebes verantwortlieh zu maehen, weil es sieh in allen 
Versuehsgruppen gMehartig verhielt, i)berdies wissen wit aus den 
Untersuehungen yon E. K~AXE fiber die Epithel-Bindegewebskorrela- 
tion, dal3 physikaliseh-ehemische Faktoren (1940a) und ehemisehe Sub- 
stanzen (1951) Epithel und Bindegewebe auf eine voneinander ver- 
schiedene Weise beeinflussen k6nnen. 
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Schlie$1ich ist die Frage zu erSrtern, ob cancerogene Kohlenwasser- 
stoffe, insbesondere Methylcholanthren,  in  vitro normale  Zellen in 
maligne umwande ln  kSnnen.  

Von fast allen Forschern wurden  bei diesen Versuchen Re inku l tu ren  
mesenchymalen Gewebes, insbesondere F ibroblas ten  verwendet ,  welche 
cancerogenen Kohlenwasserstoffen und  anderen  in  vivo sicher krebs- 
erzeugenden Agent ien in verschiedenster  Konzen t ra t ion  ausgesetzt 
wurden.  

1935 berichtete DES LIG~EI~m, da$es  ihm in einem yon 6 Fallen gelungen 
sei, normale embryonale Hfihnerfibroblasten mit Hilfe yon Dibenzanthracen in 
Geschwulstzellen zu verwandeln. Naeh 4wSehiger Zilehtung mit dem Carcinogen 
und einer weiteren Woche ohne dasselbe wurden die Kulturen 6 Leghornhilhnern 
in die Brustmuskulatur injiziert. Bei einem Tier bfldete sich nach 6 Wochen 
ein Myxosarkom. Mehrere Naehuntersucher (B~scEGLIE und D~ G~ACIA, LA~IOSOW, 
IVAC~ENTZOVA und TSCttERTKOVA) konnten mit gleieher Methodik nur negative 
Ergebnisse aufweisen; die verimpften Kulturen brachten keine Geschwfilste hervor. 
Weiterhin bewiesen AMEs, CAR~ und P~RDY eindeutig, dab der Des Ligneris- 
Tumor engste Beziehungen zum Rous-Sarkom Nr. 1 hat. Es dfirfte sich bei diesen 
Versuehen also um eine Verunreinigung der Kulturen mit dem Rous-Virus ge- 
handel~ haben, wie es in vorausgehenden Experimenten yon CARREL, FISCHER 
und dessen Schiller LASER bei Arsenanwendung anseheinend auch der Fall war, 
da eine Reproduktion ihrer Ergebnisse nicht glfiekte (:DEFRISE, CAL5 und HosoNo). 

In den iolgenden Jahren versuchten VOEGTLI~r und EARLE, Fibroblasten- 
kulturen in vitro mit Hilfe yon Methylcholanthren zu caneerisieren. 1 y je Kubik- 
zentimeter Medium rief Degenerationen hervor und ffihrte zum Tode der Kultur, 
w/~hrend 0,2 y je Kubikzentimeter Medium WachstumsstSrungen verursachten 
und naeh 225 Tagen den Tod der Kultur zur Folge hatten. Ein ~bergang in 
Malignits trat nicht tin. 

Auch G~Y und GEY versuchten wiederholt Fibroblasten in vitro zu eanceri- 
sieren, was jedoch in keinem Falle gelang. RUFrmLI verwendete ]~enzpyren in 
Konzentrationen yon 1:150000 bis 1:7500000, nm embryonale Hilhnerherzfibro- 
blasten und Chondrob]asten in vitro zu caneerisieren, jedoch trat !Jbergang in 
Malignit~t nicht ein. LARIO~OW, IVACHE~TZOVA und TSCHERTKOVA sahen leichte 
Waehstumsanregung ihrer Fibroblastenkulturen bei Benzpyren- und Dibenz- 
anthracenanwendung in den ersten 4--5 Tagen. Es fanden sich jedoeh keine 
morphologischen Zellver~nderungen, die auf beginnende bSsartige Entartung hin- 
deuteten. Auch Transplantationen der 1--2 Monate in vitro gezilehteten Kulturen 
auf ttfihner fiihrten nieht zur Tumorbildung. 

Weitere Untersuchungen yon Mo~IG~I fiber die Einwirkung yon Dimethy]- 
aminoazobenzol auf Hfihnerherzfibroblasten blieben erfolglos, da nach Verimpfung 
niemals Sarkome entstanden. Allerdings wurden die Transplantationen bereits 
nach wenigen Passagen in vitro durchgefilhrt. Ebenfal]s negative Ergebnisse 
werden yon ]~EI~EVOLE~ffSKAJA, TI3fOFEJEWSKI und BElqEVOLE~SKA~fA und FUR- 
~ADO DIAS beschrieben. In ihren Versuchen wurden Hfihnerherzfibroblasten und 
embryonales Rattengewebe den verschiedensten Konzentrationen eancerogener 
KoMenwasserstoffe ausgesetzt. Die Zfichtungsdauer betrug bis zu 150 Tagen, 
Transplantationen derartiger Kulturen ffihrten nicht zur Ausbildung eines Tumors. 
MAOAT~ zfiehtete M~use- und Hilhnerherzfibroblasten wenige Tage mit Zusatz 
caneerogener KoMenwasserstoffe im Medium. AnsehlieBend wurden die Kulturen 
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mehrere Wochen in normMer N~hrflfissigkeit gezfichtet. Nach etwa 4 Wochen 
wuchsen die so behandelten Kulturen schneller Ms die entspreehenden Kontrollen, 
wiesen st~rkere Verflfissigungszonen auf und infiltrierten beigegebenes Muskel- 
gewebe. Eine Uberimpfung derartiger Kulturen auf Mause ffihrte nicht zur Bil- 
dung yon Geschwfilsten. LEWIS und WOL~AOH berichten ebenfMls tiber die Ein- 
wirkung cancerogener Kohlenwasserstoffe auf Gewebekulturen. Eine gegenfiber 
den Kontrollen naehweisbare Wachstumssteigerung der Kulturen wurde nieht 
beobachtet. Allerdings betrug die Einwirkungszeit in den Versuchen von LEWIS 
nur 24148 Std. 

Eine besondere Bedeutung haben nun aber die neueren Untersuchungen yon 
EAI~LE, dem es gelang, normMe M~usefibroblasten in der Gewebekultur durch 
Methylchol~nthreneinwirkung in bSsartige zu verwandeln. Verimpfungen auf 
M/~use ffihrten zur Bfldung yon weiter verimpfbaren Sarkomen. Da abet auch 
die Kontrollen gleiche Ergebnisse zeigten, wobei die MSglichkeit einer Verun- 
reinigung mit Methylcholanthren negiert wird, kann die maligne Umwandlung 
der Zellen nicht dem Methyleholanthren zugeschrieben werden, sondern muB 
andere Grfinde haben. GEu beobachtete sog~r eine spontane Umwandlung nor- 
maler Zelleh in mMigne ohne Zusatz eines cancerogenen Stoffes und nimmt an, 
dM~ ein derartiges Ereignis h~ufiger vorkommt als man es allgemein vermutet. 

In neuester Zeit haben (~OLDBLATT und G. CA~EaOS, sowie LA~DSC~OTZ fiber 
gelungene Malignisierung normaler K6rperzellen in vitro ohne Verwendung can- 
eerogener ]~oblenwasserstoffe beriehtet. 

Angeregt durch die Untersuchungen WARBURCS fiber die anaerobe Glykolyse 
der Tumoren versuchten erstere durch Einschaltung anaerober Phasen w~hrend 
21/2jAhriger Zfichtungsdauer, Herzfibroblasten 5 Tage alter Ratten in Sarkom- 
zellen umzuwandeln. Bei den angesetzten 6 Stammkulturen konnte in 2 Versuchs- 
reihen neoplastisches Gewebe beobachtet werden, das nach subcutaner oder intra- 
ocul~rer Verimpfung auf Ratten verschiedener StAmme spindel- oder polymorph- 
zellige Sarkome entstehen lie]. Die Kontrollen erbrachten niemals Tumoren. 

LANDSC~TZ zfiehtete tIiihnerherzfibroblasten in dialysiertem Plasma, Embryo- 
nMextrakt und menschlichem Nabelsehnurserum 6--8 Wochen lang. Wurden 
derartige Kulturen erwaehsenen Hghnen unter die Haut transplantiert, so bfldeten 
sieh ,;Bindegewebs~umoren". In anderen Versuehen konnten mit nur 3 Woehen 
Mten Kulturen nach Verimpfung Tumoren beobachtet werden, die mikroskopiseh 
Ms Geschwtilste yon reticulo-sarkomat6ser N~tur imP0nierten. Der Grund zur 
Umwandlung wird in der Verarmung des Mediums an den ffir das normMe Wachs- 
rum notwendigen niedermolekularen wasserl6slichen Substanzen gesehen. 

Zusammenfassend  k a n n  gesagt werden, dM~ bisher in keinem Fall  
MMignitgt in  vitro erzeugt wurde~ wobei eine der aus dem Tierversuch 
b e k a n n t e n  cancerogenen Substanzen eine unbes t re i tbar  ursachliche Rolle 
gespielt h~tte, eine F@ststellung, die bereits im Jahre  1940(b) yon 
E. K~AKE gemacht  wurde. Auch in unserem FMle t r a t  eine U m w a n d l u n g  
normMer Zellen in  b6sartige n ieh t  ein, obwohl Methylcholanthren  langere 
Zeit dem N~hrmedium zugesetzt worden war. 

Als Tatsachen sind die zuletzt  aufgefi ihrten Unte r suchnngen  ftir das 
gesamte Problem der exper imentel len Geschwulstforsehung sehr wichtig. 
Sie zeigen, dM] eine Cancerisierung mesenchymaler  Elemente  in vitro 

Virchows Arch. Bd. 327. 4 
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mSglich ist, wiihrend eine krebsige Umwandlung epithelialer Zellen noch 
nicht gelang. Die genannten Ergebnisse bringen jedoch in den Vorgang 
der Geschwulstentstehung ebenso wenig Licht wie die Versuche yon 
EARLE. 

Wie unsere Darstcllung zeigt, liegt jetzt schon eine stattliche Zahl 
yon Experimenten vor, Gewebekulturen zu cancerisieren. Umwand- 
lungen norma]er Gewebe in maligne sind in vitro mehrfach gelungen, 
abet bisher niemals in eindeutiger Abh~ngigkeit yon Substanzen, die 
aus dem Ticrversuch als eancerogen bekannt sind. So liegt die Ver- 
mutung nahe, dal~ diese Stoffe auf die Mitwirkung des Organismus 
angewiesen sind. Vielleicht ist ihr Angriffspunkt nicht die Zelle selbst. 
Dem widerspricht jedoch, dai~ sic in Krebszellen nachgewiesen werden 
konnten (GRAFFI). Wahrscheinlicher ist, dab sie nicht in ihrer ursprfing- 
lichen Form, wie sic dem KSrper zugesetzt wurden, krebserzeugend 
wirken, sondern erst nach einer chemischen Umwandlung, die yore 
Organismus bewirkt wird. In diesem Fall w~re es verst~ndlich, dab 
bishcr niema]s krebsige Umwandlungen in vitro aufgetreten sind, bei 
denen die Ursache mit Sicherheit eine sog. cancerogene Substanz war. 

Zusammenfassung. 
Prostatagewebe 6--8 Wochen alter Inzuchtm~use wurde in 75 Roll- 

kulturen mit und ohne Methylcholanthrenzusatz 25 Tage lang gezfichtet 
und nach 5, 10, 15, 20 und 25 Tagen im Totalpr~parat und in Paraffin- 
schnitten histologisch untersucht. Weitere 50 Prostatakulturen konnten 
nach 35t~giger Ziichtung in vitro den gleichen M~usen retransplantiert 
werden, denen sic entstammten. 

Bereits nach wenigen Tagen war das Prostatagewebe in allen Kultur- 
gruppen deutlich umgebaut, wobei die Epithel-Bindegewebskorrelation 
vS]lig gesprengt wurde. ]:)as Epithel wies erheb]iche Proliferationen auL 
die sich aus mosaikartig gelagerten Zellen zusammensetzten, so dab 
plattenepithelartige Formationen entstanden. Gegenfiber den Normal- 
kulturen enthielten die Methylcholanthren- und Acetonkontrollkulturen 
in grS~erer Zahl Epithelmitosen. Atypischc Tei]ungsfiguren wurden in 
allen Kulturgruppen, jedoch in besonderer Anzahl bei den mit Methyl- 
eholanthren behandelten Kulturen beobachtet. 

Das Bindegewebe wies in den Normal- und Aeetonkontrollkulturen 
eine Verdichtung mit Hypertrophic und starker Faserbildung der Zel]en 
auf, w~hrend es in den Methylcholanthrenexplantaten sp~rlieh und auL 
gelockert blieb. 

In den sp~tteren Zfichtungsstadien traten an den Fibroblasten der 
Methylcholanthren- und Acetonkontrollkulturen degenerative Verfet- 
tung und Kernvacuolen auf. 
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Die  g e f u n d e n e n  E p i t h e l v e r ~ n d e r u n g e n ,  die y o n  v ie l en  F o r s c h e r n  an 
~nderen Organexplantaten als,,krebs~ihnlich" angesehen wurden, werden 
durch die besonderen in vitro herrschenden Verh~Itnisse erk]~rt End 
die dadurch bedingten Strukburver~inderungen der Epithe]ien a]s ,,aktive 
Akkommodation" bezeichnet. 

Als B e w e i s  ~iir die t~ ich t igke i t  d ieser  A u f f a s s u n g  s ind  die E r g e b n i s s e  

der  A u t o r e t r a n s p ] a n t a t i o n  y o n  K u ] t u r e n  zu wer t en .  Die  in  v i t r o  vol l -  

k o m m e n  gesp reng t e  E p i t h e l - B i n d e g e w e b s k o r r e l a t i o n  des  P r o s t a t a -  

gewebes  war  bere i t s  wenige  ~vVochen n a c h  d e m  Aufen tha l~  der  K u l t u r e n  

in v i v o  w i e d e r  no rma l i s i e r t ,  wobe i  das  E p i t h e l  se in  urspr f ing l iches  Aus-  

sehen  w i e d e r g e w a n n .  E i n  U b e r g a n g  in  B6sa r t i gke i t  im  Sinne  de r  p a t h o -  

]ogischen A n a t o m i e  war  bei  k e i n e m  T r a n s p l a n t a t  zu  b e o b a c h t e n .  
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