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Die endometrialen Kérnchenzellen (KZ) wurden in den letzten Jahren ein-
gehend morphologisch studiert (HAMPERL und Hzrzwee 1954—1958, FEYRTER
und WaeNER 1957-—1958). Da sie mit RegelmiBigkeit in jedem normalen
Sekretionsendometrium und in jeder jungen Decidua nachweisbar, also offen-
sichtlich physiologische Zellelemente sind, mufl ihnen auch eine Funktion zu-
kommen. Die Gewebekultur des Endometriums schien eine Moglichkeit zu sein,
dieser Frage nédherzutreten. Es war also festzustellen: 1. Sind tiberhaupt KZ im
geziichteten Endometrium nachweisbar; 2. wenn ja, welche Faktoren férdern
und welche hemmen ihre Entwicklung.

Menschliches Endometrium ist schon des dfteren geziichtet worden, das erste
Mal 1926 von MAYER und Hgim, weiterhin von Crox und Gry (1927), CAFFIER
(1928), TravuT (1931), HrrscH und Joxes (1933), Azvmr (1937 a—c), RANDALL,
Sterxy, STUERMER (1950), Kenrren (1951), MoorE (1956) und PapanicoLaou
(1958). Bisher ist es aber keinem der Autoren gelungen, sicher nachzuweisen,
ob die aus Endometriumkulturen auswachsenden Zellen epithelialer oder stromato-
gener Herkunft sind; auch ist dabei keinem (vielleicht mit Ausnahme von Car-
FIER, s. unten) ein Zelltyp aufgefallen, der den endometrialen KZ entsprechen
kénnte.

Unsere eigenen Ergebnisse iiber Gewebeziichtungen von Endometrium und
Decidua wurden bereits im amerikanischen Schrifttum ausfithrlich veroffentlicht,
so daB hier darauf verwiesen werden kann. Wir wollen an dieser Stelle lediglich
die Gewebeziichtungsbefunde an den endometrialen KZ aufzeichnen.

Material und Methode

Geziichtet wurden jeweils etwa 100 Réhrchen von insgesamt 56 Endometrien aus allen
Cyclusphasen (nach Tagen genau bestimmt am histologischen Schnitt des Ausgangsgewebes)
nach der ,,Flying-coverslip‘‘-Methode von Gry. Die Explantate wurden in einem Clot aus
Hiihnerembryonalextrakt und Hithnerplasma eingeschlossen. Das Medium war wie folgt zu-
sammengesetzt: 50% physiologische Salzlosung nach Gry, 40% Pferdeserum und 10%
Rinderembryonalextrakt. Nach 7—14 Tagen fixierten wir die Deckglaskulturen in Formalin
und farbten sie anschlieBend in Phloxin-Tartrazin. Diese urspriinglich von LENDRUM (1949)
angegebene Methode muBte fiir die Darstellung der XZ in der Gewebekultur zur Erzielung
optimaler Farbkontraste wie folgt abgedndert werden:

* Diese Arbeit wurde zum Teil mit Mitteln des United States Public Health Service,
Grant C—2451 durchgefiihrt.
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Die in Formalin fixierten Deckglischen werden kurz in Wasser abgespiilt und dann fir
mindestens 1 Std in folgender Losung gefdrbt: Phloxin 0,5 g, Calcium-Chlorid 0,5 g, Aqua
dest. 100 g. Danach wieder Abspiilen in Wasser und Auftropfen einer gesittigten Losung von
Tartrazin in Cellosolve (Athylenglykol), bis die ausgewachsene Gewebemembran eben orange-
gelb geworden ist bei noch dunkqlrotem Mutterstiick (mikroskopische Kontrolle!). Dieser
Zeitpunkt wird fiir gewdhnlich schon nach 10 see, spatesten aber nach 1 min erreicht. Dann
sofortiges Abspiilen des Tartrazin in 100%igem Alkohol zur Unterbrechung der Differen-
zierung. Nochmals frischer 100%iger Alkohol fiir eine halbe Minute; Xylol; Balsam. Eine
Kernfarbung ist fir die Gewebekultur nicht erforderlich, da die Kernstruktur bereits durch
das Phloxin kontrastreich dargestellt wird.

Die Grofle der ausgewachsenen Zellmembranen wurde im Vergleich zum Gesichtsfeld
der schwachen VergroBerung geschétzt und von 14 bis 4+ angegeben. Alle in einer Membran
enthaltenen KZ wurden gezdhlt und dann ihre Zahl pro 1+ MembrangroBe ausgerechnet.

Ergebnisse

In der gewohnlich nach 6 Tagen voll entwickelten, vom Explantat aus-
gewachsenen Zellmembran lassen sich in einem Teil der Fille (s. Abb. 5) zwischen

2 L)

Abb. 1. Sechs Tage alte Kultur einer 10 Wochen alten Decidua. Zwei endometriale Xornchenzellen
(KZ) mit nierenférmigem Kern zwischen groBen decidualen Zellen. Firbung: Tartrazin-Gomori.
Vergroferung 1000mal

den groflen deciduashnlichen Zellen tatsichlich ganz charakteristische KZ nach-
weisen, deren Eigenarten durch die flache Ausspannung der Zellen in der hauch-
diinnen einschichtigen Membran noch viel ausgeprigter erscheinen als im
Paraffinschnitt.

Der Zellkern dieser KZ ist meist nierenférmig (3. Abb. 1), es kommen daneben
aber auch alle fibrigen im Paraffinschnitt beobachteten abenteuerlichen Kern-
formen vor. Die Kerne sind auch in der Kultur chromatinreicher als die der
benachbarten grofleren Zellen. Man erkennt aber hier in den meisten der KZ-
Kerne einen oder mehrere deutliche Nucleoli, wihrend das iibrige Kerngeriist
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homogen erscheint. Die Kerne liegen immer exzentrisch in einem meist unregel-
méBig gelappten Cytoplasmaleib, der sich zuweilen wie ein langer bauchiger

Abb. 2. Sieben Tage alte Kultur eines Endometriums vom 25. Cyclusiag. Abgerundete Kdérnchen-
zelle zwischen grofen Stromazellen. Firbung: Tartrazin. VergréfBerung: 2500mal

Abb. 3. Sechs Tage alte Kultur einer 8 Wochen alien Decidua. Kornchenzelle in breitem cytoplasmati-
gschem Zusammenhang mit einer decidualen Zelle. Firbung: Tartrazin., VergréSerung: 900mal. (Aus
HELLWEG und SHAKA.)

Fortsatz nach einer Seite erstreckt. Das Cytoplasma enthilt ein bis zahlreiche
stets kreisrunde phloxinophile Kérnchen, deren Gréfle von der Grenze des Auf-

26%*



378 . HeruwEe und J. A. SHARA:

losungsvermogens im Mikroskop bis fast zur Dicke eines roten Blutkérperchens
schwankt. Diese Kornchenzellen liegen teils abgerundet und frei zwischen den
ibrigen Zellen (s. Abb. 2), teils aber hingen sie durch mehr oder weniger breite
Cytoplasmafortsitze mit den Nachbarzellen zusammen. Zuweilen erkennt man
sogar in einem riesigen Cytoplasmaleib einen groBen, einer decidualen Zelle ent-
sprechenden Kern und am anderen Ende einen KZ-Kern mit umgebenden
phloxinophilen Kérnchen (s. Abb. 3). Fiir gewohnlich trifft man die lose zwischen
den iibrigen Zellen liegenden KZ in der Nihe des Explantats (s. Abb. 4). Thre
Kornchen sind sehr viel dicker als die der in den peripheren Membrananteilen
gelegenen KZ.

Die Zahl der KZ in der auswachsenden Membran schwankt von Fall zu Fall
stark. In Kulturen von Endometrien aus der Proliferationsphase waren die
ersten KZ in 9 Tage alten Zellmembranen nachweisbar, in Kulturen von Endo-
metrien aus der Sekretionsphase in 6 Tage alten Membranen. Morphologische
Unterschiede zwischen den von proliferierenden und den von sezernierenden
Endometrien auswachsenden Zellen finden sich nicht. In alten abbrechenden
Zellmembranen erkennt man Degenerationsformen von KZ: Die Kerne zerfallen
in Fragmente, die Kérnchen verklumpen, das Cytoplasma wird aufgebliaht und
vacuolisiert. Mitosen von KZ haben wir auch in der Gewebekultur nie beobachtet.

Gewebekulturen von junger Decidua bis zur 10. Schwangerschaftswoche er-
geben mit den Endometrienkulturen fast identische Zellmembranen, die meist
reichliche KZ enthalten. Nach der 14. Schwangerschaftswoche explantierte
Decidua dagegen weist nur noch strangférmig auswachsende Fibroblasten auf,
also weder grofie deciduadhnliche Zellen, noch KZ.

Besprechung

Die eingangs gestellte Frage, ob sich KZ in den aus den Endometriumexplan-
taten auswachsenden Membranen nachweisen lassen, konnten wir positiv be-
antworten. Woher stammen aber diese KZ? Sind sie aus dem HExplantat aus-
gewandert, oder sind sie an Ort und Stelle neu gebildet? Wir haben darauf
hingewiesen, dall die KZ Unterschiede in ihrer Form und in der GroBe ihrer
Granula aufweisen, die sich zu ihrer Lage in der Zellmembran und der Art des
Ausgangsgewebes in Beziehung bringen lassen. Die KZ in direkter Ungebung
eines Deciduaexplantats mit ihren relativ groBen Kérnchen entsprechen in Form
und GroBe genau den KZ im Ausgangsgewebe. Einige trifft man unmittelbar
auf dem Ubergang vom Explantat zur Membran, andere etwas entfernt davon,
aber mit ihrer Langsachse noch radidr zum Explantat eingestellt, wobei der Kern
dem Cytoplasmaleib zur Peripherie hin vorausgeht (s. Abb. 4). Sie zeigen keine
protoplasmatische Verbindung zu den umgebenden Zellen. Diese KZ sind mit
groBer Wahrscheinlichkeit ausgewandert. Diese Annahme wird weiterhin unter-
stiitzt durch die Beobachtung, daB fast alle KZ etwas um die Zeit ihres Er-
scheinens in der Membran aus dem Explantat verschwunden sind, wie wir auf
Schnitten paraffineingebetteter Explantate nachweisen konnten, und zwar trotz
reichlichen Vorhandenseins von KZ im Ausgangsgewebe dieser Explantate.

BEs fragt sich nun, ob daneben auch die zweite Moglichkeit verwirklicht wird,
nimlich KZ in der Membran neu entstehen kénnen. Wir glauben, auch fir diese
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Annahme geniigend Anhaltspunkte gefunden zu haben. Die in den peripheren
Teilen der Membran anzutreffenden KZ sind groBenteils noch im Zellverband
verankert, ihre Kerne sind noch nicht so hyperchromatisch und ihre Kérnchen
erheblich kleiner als die meisten der sicherlich ausgewanderten KZ. Man glaubt
oft, die Entwicklung der KZ hier noch eine Stufe weiter zuriickverfolgen zu
kénnen, als dies in den Paraffinschnitten moglich war. Durch ihre flache Aus-
spannung lassen sich die immer in einer Ebene liegenden Kerne an ihrer ganz
charakteristischen Form sofort erkennen, selbst wenn die Zellen noch keine Korn-
chen enthalten. Die Vermutung, daB diese KZ an Ort und Stelle entstehen,

Abb. 4. Sechs Tage alte Kultur einer 10 Wochen alten Decidua. Aus dem Mutterstiick (links) radidr
auswandernde Kornchenzellen, wobei der Kern dem Cytoplasmaleib zur Peripherie hin
vorausgeht. Farbung: Tartrazin. VergroBerung: 1125mal. (Aus HELLWEG und SHAKA.)

wird noch erhirtet dadurch, daB in einigen Endometrien aus der Proliferations-
phase das Ausgangsgewebe keine oder nur ganz vereinzelte, die Membran aber
méBig viele meist noch im Zellverband verankerte KZ aufweist. Auch finden
sich KZ immer nur in einer gut ausgebildeten Membran zwischen deciduadhnlichen
Zellen; zwischen den gelegentlich auswandernden Fibroblasten konnten wir
sie nie nachweisen.

Wir halten es nicht fiir ausgeschlossen, dall bereits Carrier (1928) die KZ in
der ausgewachsenen Membran der von ihm geziichteten Deciduae gesehen hat,
wenn er zwischen den grofien deciduadhnlichen Zellen kleine an Endothelzellen
erinnernde spiralige Elemente beschreibt. Koérnchen konnte er in den Zellen
nicht erkennen, da er seine Kulturen nicht mit Phloxin-Tartrazin firbte.

Vergleicht man die Haufigheit der KZ im Ausgangsendometrium mit der in
der auswachsenden Zellmembran, so fillt anf, dafl sich die beiden Werte durchaus
nicht immer decken (s. Abb. 5). Wihrend die Zahl der KZ im Ausgangsendo-
metrium zum Zyklusende hin allméhlich ansteigt, zeigt ihre Héaufigkeitskurve
in der ausgewachsenen Membran zwei Gipfel: einen mafBig hohen am Ende der
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Proliferationsphase und einen zweiten steilen um den 21.—23. Cyclustag. Nach
dem 23. Tag bis zur Menstruation erscheinen so gut wie keine Kornchenzellen
mehr in der auswachsenden Membran trotz reichlichen Vorhandenseins im
Ausgangsendometrium. Die Héufigkeitskurve der KZ in der Membran ist fast
deckungsgleich mit der Kurve, die die GroBe und Zahl der geziichteten Membranen
von Endometrien aus verschiedenen Cyeclusphasen wiedergibt. Dabei sind
die Gipfel in der MembrangroBe nicht etwa durch Odem des Stromas be-
dingt, wie es im Endometrium wahrend des normalen Cyclus beobachtet wird,
sondern durch Zellvermehrung. Die Gipfel des groBten Zellwachstums in
diesen Membranen liegen in beiden Fillen zu den Zeiten der Mitoseaktivitit
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Abb, 5. KurvenmiBige Darstellung der Haufigkeit der Kornchenzellen an den einzelnen Cyclustagen

im Ausgangsendometrium (— - —, ®) und in der ausgewachsenen Membran. ( , 0), sowie der Zahl

und GroéBe der von einem Fall ausgewachsenen Membranen (— -—-—, X). Die Cyclustage beziehen
sich auf den Tag der Gewebsentnahme, d.h. der Explantation

im endometrialen Stroma. Wir haben allerdings nie eine Mitose einer KZ
gesehen, weder im Paraffinschnitt noch in der Kultur. Wie frither schon einmal
erwahnt, ist es gut vorstellbar, dafl die endometrialen Stromazellen schon zu
einem bestimmten Zeitpunkt in der Proliferationsphase in ihrer Differenzie-
rungsrichtung determiniert sind, diese Differenzierung aber erst in der Sekre-
tionsphase verwirklicht wird, etwa so wie in der Photographie auf die Be-
lichtung die Entwicklung folgen mufl. Es wére aber auch denkbar, daB zumindest
ein Teil der KZ oder ihrer Vorstufen durch eine Zellteilung in ungleiche oder
ungleich determinierte Tochterzellen zu den Zeiten der Mitoseaktivitit im Stroma
entstiinde, wie es der Befund der Abb. 4 nahelegt. Das wiirde die Haufigkeit der
KZ zu den Zeiten der Kurvengipfel erklaren sowie weiterhin die Feststellung,
daB nach Aufhéren der Mitoseaktivitit im Sekretionsendometrium (Mitosen
kommen wihrend der Sekretionsphase nur vom 22.—24. Cyclustag vor (HerT16,
personliche Mitteilung) plétzlich keine KZ in den von diesen Endometrien aus-
wachsenden Membranen nachweisbar sind.

Das Auftreten von KZ in der Gewebekultur ist noch in einer weiteren Be-
ziehung aufschlufireich: Es zeigt sich einerseits, daf} die aus Endometrienkulturen
auswachsenden Zellen keineswegs vollkommen undifferenziert sind, wie frithere
Untersucher annahmen (Hem 1928); andererseits beweist es, dafi zumindest
ein Teil der auswachsenden Zellen stromatogen ist. Da aber KZ immer nur in
Verbindung mit pridecidualen oder decidualen Stromazellen vorkommen und
wir eine feste Verbindung in einzelnen Féllen sogar noch nachweisen konnten,
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miissen alle auswachsenden Zellen stromatogen sein, was keiner der bisherigen
Untersucher sicher entscheiden konnte. Ausgewachsene epitheliale Elemente
waren in unseren Kulturen nie nachweisbar.

Bemerkenswert erscheint weiterhin, dafl unsere beiden Kurven der GrofBe
der Zellmembranen und der Hiufigkeit der KZ weitgehend der Progesteron-
Konzentration im Serum wihrend des normalen Menstruationscyclus (FORBES)
entsprechen. Inwieweit auch hier ein Zusammenhang besteht, milssenweitere
Untersuchungen kliren. Es ware vorstellbar, dafl das Zahlenverhiltnis zwischen
KZ und grolen Zellen in der auswachsenden Membran durch Zusatz von Hormonen
beeinflufbar ist. Bisherige, noch nicht abgeschlossene Versuche deuten in diese
Richtung.

Dafl KZ nur in Deciduakulturen von bis zu 14 Wochen alten Schwangerschaften
nachweisbar sind, deckt sich mit den an Paraffinschnitten erhobenen Be-
funden. Interessanterweise ist es auch nur bis zu diesem Zeitpunkt méglich,
eine zusammenhingende Zellmembran zu ziichten. Wir haben friher immer
wieder darauf hingewiesen, daB das Schicksal der KZ weitgehend an das
der Deciduazellen und ihrer Vorstufen gekniipft ist. Die einzige Ausnahme
schien das Verschwinden der KZ nach dem 3. Schwangerschaftsmonat bei Er-
haltenbleiben der Deciduazellen zu sein. Die Ergebnisse der Gewebekulturen
zeigen aber, daBl auch die Deciduazellen sich nach dem 3. Schwangerschafts-
monat dndern; wenn sie auch histologisch noch kaum verdndert erscheinen, so
fehlt ihnen offenbar die Wachstumspotenz der jungen Deciduazellen, in der Kultur
eine zusammenhingende Zellmembran zu bilden.

Zusammenfassung

In Gewebekulturen von Endometrium und Decidua wurden zwischen den
groBen deciduadhnlichen Zellen typische Kérnchenzellen nachgewiesen, von denen
einige ausgewandert, andere aller Wahrscheinlichkeit nach in der auswachsenden
Membran selbst entstanden sind. Die Haufigkeitskurve der KZ in der Kultur
von Endometrien aus verschiedenen Cyclusphasen weist im Gegensatz zu der
im Ausgangsendometrium zwei Gipfel zu den Zeiten der Mitoseaktivitédt im endo-
metrialen Stroma auf und liuft der Kurve von der Zahl und GréBe der aus-
wachsenden Membranen parallel. Die Untersuchungen sprechen dafir, dafl die
aus Endometriumkulturen auswachsenden Zellen stromatogen sind. In den
Deciduakulturen waren zusammenhdngende Zellmembranen, also sowohl KZ
als auch groBe deciduale Zellen, nur nachweisbar, wenn das Explantat aus jungen,
nicht fiber 14 Wochen alten Graviditdten stammte. Aus Kulturen dlterer Decidua
wuchsen nur noch spérliche Fibroblasten aus. Die hier gemachten Beobachtungen
an den KZ stellen einige der schon an Paraffinschnitten erhobenen Befunde noch
klarer heraus: die Wanderungsfihigkeit dieser Zellen, ihre Entwicklung und Ab-
losung aus dem Netzverband der sie umgebenden Zellen sowie die Art ibrer
Degeneration.

Summary

In tissue cultures of normal endometrium and from decidua typical “K’’ cells
(Kérnchenzellen) were demonstrated among the outgrowth of the large deciduallike
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cells. Some of the “K’ cells had migrated out from the parent tissue frag-
ments. Others in all probability had originated within the membranous out-
growths. The endometrial tissues were obtained at different phases of the men-
strual cycle. The frequency curve of the “K” cells in the membranes from
these tissues disclosed 2 peaks which appeared at the times of the greatest
mitotic activity in the endometrial stroma. The curve ran parallel to that formed
by plotting the total number and the sizes of the outgrowing membranes. Our
investigations supported the concept, that the cells growing from an endometrial
tissue culture are stromal in origin. Sheets of cells grew out from the decidual
tissue culture; i.e., membranes of “K” cells, as well as large decidual cells were
formed, if the explants were obtained from early pregnancies not older than
14 weeks. Only a sparse outgrowth of fibroblasts took place from cultures of
older decidua. The observations made here on the “K* cells bring out more
clearly some of the findings already made in paraffin sections; namely, in regards
to the ability of these cells to migrate, their origin and transit through the net-
work of surrounding cells, and their ageing and degeneration.
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