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Vorwort.,

Diese Einfithrung in die Methodik der Gewebepflege ist der erste
Versuch, diese Methode in weitere Kreise zu verbreiten. Schon auf der
Universitit soll der werdende biologische Forscher sie kennen lernen,
damit er spiter bei Inangriffnahme eigener Arbeiten frei iiber sie ver-
fiigt. Nach fast zweijihrigem Kursbetrieb hat sich in mir die Uber-
zeugung entwickelt, dall eine Einfiihrung in die Gewebepflege im
Universititsunterrichtshetrieb nitig und mdaglich ist. Mit sehr einfachen
Mitteln und auf elementare Art habe ich Gewebepflege erfolgreich
lehren koénnen. Bis jetzt wurde die Methode in Forschungs-Insti-
tuten von Person zu Person gelehrt, und dabei stand eine reiche Appa-
ratur und viel Assistenz zur Verfligung. Das hinderte frither und auch
jetzt vielfach die Ausbreitung dieser so wichtigen Methode. Der Forscher
braucht natiirlich mehr Assistenz, reichere Apparatur, bessere Finrich-
tungen als ich sie hier aufgezihlt habe. Aber, was mir so wichtig er-
scheint, dall diese Methode ¢in Gemeingut derer wird, die in
Zukunft biologisch forschend arbeiten wollen, kann, wie man
hier sieht, auf verhiltnisméallig einfache Weise, mit billigen Mitteln
erreicht werden.

Zwar steckt die Methode der ,Gewebepflege im Explantat™ noch
in den Kinderschuhen. Sie wird aber in Zukunft bestimmt sein,
gleichberechtigt neben die anderen Methoden der kausalanalytischen
Forschung zu treten, wenn viele Kopfe und viele Hinde an ihrer
Vervollkommnung arbeiten. Es ist erst ein Anfang dazu gemacht.

Wie notwendig ein so allgemeines Kennenlernen der Methodik ist,
beweist die Geschichte des Wissenszweiges, nimlich der Entwick-
lungsmechanik (Entwicklungsphysiologie), aus welcher die Gewebe-
pflege, und enger die Gewebeziichtung hervorgegangen ist. Die Ent-
wicklungsmechanik, populir auch experimentelle Entwicklungslehre
genannt, umfalit eine Reihe von Disziplinen, die manches in der
Methodik  gemeinsam  haben, aber sich doch in  der speziellen
Fragestellung und in der Art ihrer Lisung unterscheiden. Wir
sprechen z. B. wvon Transplantations- und Explantationsmethoden
in der kausalanalytischen Forschung. Sie beide haben als Material
lebende Organismen, Organe, Organteile, Gewebe und Zellen,
mit denen experimentiert wird. Bei ihnen ist das Schicksal des Explan-
tates oder des Transplantates die Hauptsache und nicht auch das des
Organismus, aus welchem sie entnommen sind, wie es bei Regenerations-
experimenten der Fall ist. Die Explantation hat schon eine lange Ge-
schichte hinter sich und zeigt, dafl jeder neue Wissenszweig sich seine
Methodik schafft. Diese Methode wurde 1884 von W. Roux (Gesamm.
Abhandl. II, 8. 247) erdacht, indem er mit Hilfe von Herausschneidung
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der Medullarplatte des Hithnehens und Beobachtung der weiteren Ent-
wicklung in einer warmen Kochsalzlésung kausalanalytisch ermittelte,
dall der Schluli des Medullarrohres nicht nach HIS durch den Druck
der wachsenden Nachbarteile der Medullarplatte, sondern durch Selbst-
schlull dieser Platte erfolgt. Dies war das erste kausalanalytische Ex-
periment, in dem ROUX zur Lisung eines bestimmt gestellten morpho-
logizchen Problems diese Methode anwandte. Es folgte von demselben
Forscher 1893 (11, S. 986 —995; Arch. f. Entwickl.-Mech. I u. III) die
[solation von Furchungszellen des Frosches im Hithnereiweild oder in einer
'y proz. Kochsalzlosung. Hierbei wurde die gegenseitige Nitherung der
Zellen (Zytotropismus), die flichenhafte Vereinigung zu geschlossenen
Komplexen, die nachtrigliche Umordnung und das Wiederanstreten
von Zellen aus dem Verbande im analytischen Experiment beobachtet
kurz, alle Erscheinungen der Zytotaxis, deren weitere Erforschung jetzt
ein grolies Gebiet in der Gewebepflege einnimmt.

In den letzten 20 Jahren, seit den Arbeiten von Harrizon, BUurRrows,
CARRFL u. a. hat die Explantation von Geweben sich hoch entwickelt.
Wenn auch HARRISON seine Experimente aus entwicklungsmechanischen
Griinden angestellt hat, so sind jetzt wieder viele Arbeiten erschienen,
die die Methode der Gewebepflege anwenden und doch nur rein deskriptiv
arbeiten. Das liegt natiirlich daran, dall erst die wichtige Frage nach
der Art eines analysierbaren Nihrmediums restlos gelist werden sollte.
Diese Losung fehlt noch. Aber ist sie erst erreicht, so wird auch die
Methode der Explantation, besonders der Gewebeexplantation fiir die
kausalanalytische Forschung von hochbedeutendem Nutzen sein, wie
ja auch erst durch die Transplantation nach dem Erscheinen wvon
Borxs, BArvurTHS, BRAUS', HArRIsons, Morcaxns, Drigscas, HErssTs
u. a. Arbeiten und den Arbeiten ihrer Schiiler eine Renaissance der
Zoologie aufging, nachdem nach Roux’ Vorgang bewulit kausalana-
Ivtisch zu experimentieren begonnen worden war,

So mull auch mehr und mehr die Zellenlehre aus einer deskriptiven
Wissenschaft eine experimentelle und allméhlich auch kausalanalvtische
werden. Deshalb ist die Methode der Gewebeziichtung zu pflegen: um
die Erhaltungs- und Gestaltungsfunktionen der lebenden Zelle und des
lebenden Gewebes unter verschieden experimentell gesetzten Umstiinden
auszulisen und qualitativ zu beeinflussen.

Berlin-Wilmersdorf, Juni 1922

Riiona ErRpDMANN.
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Umgrenzung des Arbeitsgebietes.

Zum Beginn soll der Begriff .. Explantation®, der 1905 von W. Roux
geprigt wurde, oder Gewebepflege im Explantat kurz definiert werden,
damit die gestellte Aufgabe abgegrenzt werden kann. Gewebepflege
zerfillt in: die Pflege des Ganzexplantates-Totalexplantates und
die Pflege des Teilexplantates- Partialexplantates.

Im Ganzexplantat wird verschiedenes Material gepflegt, mitunter
auch geziichtet. Die Ganzexplantation beschiftigt sich mit der Pflege
des ganzen oder fast des ganzen Organismus, die Teilexplantation mit
der von Organen, Organteilen, Geweben, Zellen, die, von
dem Mutterorganismus entfernt, in ein nichtlebendes Kultur-
medium zu kurzer oder linger dauvernder Lebenderhal-
tung eingefithrt werden.

Die Ganzexplantate werden wir in diesen Ubungen nicht behandeln.
Die Auspflanzung des zentralen Teiles von Hiihnerkeimen, die durch

loux 1884 ausgefiihrt, von Hihnerkeimen durch WortHER und
WairrLE 1912, von ganzen Keimblasen des Kaninchens durch BRacHET
1913, sowie die Erhaltung des zu frith geborenen menschlichen Kindes
gehoren zur Ganzexplantation. Zu dem Ganzexplantat aus dem
Muttertier oder aus dem Ei steht im Gegensatz das Teilexplantat, das
aus dem Organismus genommen ist (Oppen, 1914, S, 93). Die Pflege
der Ganzexplantate unterscheidet sich aber nicht prinzipiell von der,
welche  wir den Teilexplantaten widmen. Der Zusammenhang
zwischen dem Organismus und dem ihm entnommenen Teile ist bei dem
Teilexplantat enger, infolgedessen ist die Gewebepflege schwieriger.
Gewebepflege im Teilexplantat wollen wir kurz einfach ,,Gewebe-
ziichtung™ nennen, wenn wir uns bewulit bleiben, dall nicht alle
Gewebepflege Gewebeziichtung ist, denn Ziichtung bedeutet Ver-
mehrung. Nicht jedes gepflegte Teilexplantat vermehrt sich. Es finden
Ab- und Umbauerscheinungen in ihm statt, die von grofler Wichtigkeit
sind, aber doch hinter der Gewebeziichtung im strengen Sinne an Be-
deutung zuriicktreten, bei der ein quantitatives Wae hstum der Zell-
elemente unter mitotischen Erscheinungen Voraussetzung ist.

Noch ein Wort zur Stellung der Explantation zur Transplantation.
Bei der Transplantation ist das Wichtige, dafl das transplantierte Ge-
webestiick mit einem anderen, lebenden Organismus verbunden
wird, withrend wir bei der Explantation das explantierte Gewebestiick
mit einem nicht lebenden Kulturmedium umgeben. Die
Transplantation von Hautstiickchen, Gelenken, Sehnenbiindern aus
dem Geber in den Geber selbst wieder nennen wir , autoplastische Trans-
plantation‘‘. Die Transplantation aus dem Geber in einen speziesgleichen

Erdmann, Praktikum, I
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Empfanger nennen wir ,,hmnniup]a‘stische Transplantation®, die Trans-
plantation von dem Geber in einen speziesfremden Empfinger nennen wir
,,heteroplastische lra,nspinntntmn“ Wir werden manche Erfahrungen,
die bei der Transplantation im Laufe des letzten Vierteljahrhunderts ge-
macht worden sind, zum Vergleiche mit den Ergebnissen, die wir bei der
Explantation, also unserer eigentlichen Aufgabe, erzielen, heranziehen.

lch habe noch hinzuzufiigen, daf die Transplantationen jetzt, nach
dem Erfolg, in , Implantation” und ,, Interplantation’ zerfallen. Werden
die Gewebestiicke dauernd erhalten und kann das Gewebestiick seine
Gewebefunktion ausiiben, so sprechen wir mit Roux von Implantation
(Beispiel: funktionierendes Kniegelenk, Lexer). Wenn das Transplantat
das aber bei der Ubertragung gelebt haben mul}, wihrend der Transplan-
tation nur voriitbergehend als Briicke oder Leitung dient und spiter
durch kérper-cigenes Gewebe wenigstens in dieser Form ersetzt wird,
sprechen wir mit OrpeL von Interplantation oder funktioneller Sub-
stitution (Haut bei Siugetieren).

Bei der Explantation war das Uberraschende, daBl Teile eine
Zeitlang fortleben, nachdem sie von dem Organismus, zu dem sie
zuvor gehdrten, abgetrennt waren (OppeL, 1914, 5. 9). Dies Verfahren
hat man anfangs auch nach Nebenumstinden der Technik | in-vitro-
Kultur”, , Deckglaskultur®, spiter nach den Forschern, welche die
Methode sehr verbessert und ihr allgemeinere Anwendbarkeit verschafft
haben, . Harrison-CarrerLsche Kultur” genannt.

Mir ist es nicht lieb, wenn der Ausdruck ,,Kultur” ohne weiteres ge-
braucht wird. Der Begriff , Kultur” hat eine so eng umgrenzte Definition
in der Bakteriologie erhalten, dal} es nur zu Begriffsverwechslungen fiihrt,
wenn wir von ,in-vitro-Kultur” sprechen. |, Kultur” im Sinne der Bak-
teriologen bedeutet, dall die eingepflanzten Bakterien jahrelang weiter-
geziichtet werden kinnen, sich also in der Kultur vermehren und aus
derselben Kultur iiberim pf{-n laszen. Wenden wir dieze Begriffe an fiir die
Explantation, =o folgt daraus, dafl wir Gewebe in ein Medium pflanzen,
dann, nachdem es gewachsen ist, Teile des neuentstandenen Gewebes
in ein neues Medium bringen, wiederholt Teile von diesem neuen Gewebe
umpflanzen und dies ad infinitum fortsetzen. Von dem eingepflanzten
Stiick darf keine Zelle erhalten bleiben, Dies ist bis jetzt nur ein
einziges Mal von CArRREL und seinem Mitarbeiter EBerinG erreicht
worden, welche den grofiten Erfolg mit dem Verfahren erzielt haben.
Jiingst ist auch Fiscuer 1922 dasselbe fiir embryonales Epithelgewebe
gelungen.

CarreL hatte embryonales Gewebe aus einem 8 Tage alten Hithner-
embryo in Blutplasma und Embryonalextrakt geziichtet und alle 3—5
Tage dieses Medium erneuert, nachdem das Stiickchen, welches er ein-
gepflanzt hatte, in Rixaerscher Losung gewaschen worden war., Durch
den stindigen Wechsel des Mediums, den Carrgern selbst ungefihr zwei
Jahre lang durchfiihrte, gab er dem Gewebe den fiir dasselbe notigen
Niithrstoff, und durch das Waschen entfernte er die Abbaustoffe. Sein
Mitarbeiter EBELING setzte dies fort, und ihm ist es miglich gewesen,
von derselben Ausgangskultur Zellen zu ziichten, die noch heute, nach
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neun Jahren, leben. Ich betone noch einmal, dies war mesenchymales,
also embryonales Gewebe, das sich, wie bekannt, durch eine grofie Wachs-
tumstendenz auszeichnet. Dieses Experiment ist noch nicht wiederholt
worden. Erst jetzt, im Jahre 1922 ist es gelungen, Epithelzellen drei
Monate lang zu ziichten, und zwar hat Fischer nach vielen Versuchen
durch einen gliicklichen Zufall ein wenig Irisepithel, das noch an der
Linse sitzt, rein zichten konnen. So ist nicht nur die embryonale
Mesenchymzelle, sondern auch die embryonale Epithelzelle bis jetat
withrend lingerer Zeitriume zichtbar. Dies ist also eine wirkliche
Kultur.

Es ist eine ungliickliche Angewohnheit der Forscher, die bis jetzt
auf dem Gebiete der Gewebeziichtung gearbeitet haben, von neuen
Generationen zu sprechen, jedesmal, wenn sie das Gewebestiick in
ein neues Medium setzen. Man sollte von einer Zahl von Generationen
nur sprechen, wenn man zahlenmilig feststellen kann, wie oft die Aus.
gangszelle, welche mit dem Gewebestiick in das Plasmamedium gesetzt
wurde, sich geteilt hat. Das ist bis jetzt noch nicht einwandfrei ge-
schehen, und wir wollen lieber sagen: wir kinnen Abkémmlinge der
explantierten Zellen, z. B. durch 300 maligen Nihrmediumwechsel, jahre-
lang in vitro erhalten. Es bleibt also eine noch unerfiillte Aufgabe,
die Zahl der sich bildenden Zellgenerationen im Explantat festzustellen.

Aber wir wiirden die Aufgabe der Gewebeziichtung zu eng fassen,
wenn wir uns nur darauf beschrinkten, Zellen in das Niahrmedium zu
verpflanzen, von denen wir annehmen, dali sie sich periodisch teilen
konnen, sondern wir miissen auch alle jene Gewebe des erwachsenen
Kdrpers in den Kreis unserer Betrachtungen ziehen, die erst aus einem
Latenzzustand erweckt werden miissen, die von den Zellprodukten, wie
Bindegewebsfibrillen, Muskelfibrillen, befreit werden miissen, um dann
unter Umstinden sich wieder neu zu teilen. Withrend also die eine
Seite der Gewebepflege sich mit embryonalen und vielleicht mit Ge-
schwulstzellen befalit, beschiiftigt sich die Gewebepflege weiter mit dem
Abbau und den Verinderungen, die die erwachsene Zelle im Zucht-
medium erleidet. Wir diirfen hier aber nicht den Ausdruck ..iiberlebend”
anwenden, weil, wenn auch diese Zelle iiberlebend erscheint, sie doch
wirklich lebend ist. Das Nervengewebe im erwachsenen Kérper z. B,
teilt sich fiir gewihnlich auch nicht, nur unter bestimmten Bedingungen
kommt es bei der Regeneration zur Teilung, und doch sagen wir nicht
dali das Gehirn in unserem Korper iiberlebend ist, sondern es ist lebend.
Die Grenzen sind natiirlich sehr verwischt und schwer feststellbar.

Die erste Gruppe von Erscheinungen spielt sich in den ausgewanderten
oder in den neugewachsenen Zellen ab. Die zweite Gruppe geht auch
in dem Gewebekomplex, welchen wir in das Plasmamedium tun, selbst
vor. Bis jetzt hat man sich meistens mit den auswandernden und
sich neubildenden Zellen beschiiftigt. Erst in den letzten Jahren hat man
auch die anderen Phinomene in den Kreis der Betrachtungen gezogen,
wie z. B. den Abbau der Muskel- und Bindegewebe und elastischen
Fasern. Wir werden uns zuerst mit folgender Gruppe von Erscheinungen
befassen, und zwar werden wir aus didaktischen Griinden die Ver-

1*
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inderungen des erwachsenen Kaltbliitlerepithels, dann Lebens-
dullerungen der Zellen, weiter das Verhalten des embryonalen Binde-,
Muskel-, Epithel- und Nervengewebes der Warmbliitler withrend der
Ziichtung betrachten, um dann zu den Erscheinungen an dem erwach-
senen Gewebe iiberzugehen. Esist wichtig, genau jede Zellart zu studieren,

Abb. 1 zeigt das zur Plasmaentnabhme und zom Ansetzen der Kulturen notwendige
Instrumentarium.

damit spiter, wenn man aus verschiedenen Zellarten zusammengesetzte
Gewebe betrachtet, schon Normen gefunden sind, wie sich z. B. die Binde-
gewebszelle, die Epithelzelle im Plasmamedium verhalten. Nach diesen
vorbereitenden Bemerkungen, die unsere Aufgabe begrenzt haben, neh-
men wir die Ziichtung der Froschhaut vor, nachdem wir das dazu notige
Instrumentarium und die dazu nétigen Lisungen vorbereitet haben.

Aufzihlung und Beschreibung der notwendigen Apparate,

Der Operationsraum soll eine Zentrifuge mit nicht zu geringer
Umdrehungszahl, ungefihr 2—3000 Umdrehungen in der Minute —
also keine Handzentrifuge —, einen Thermostaten, der auf 38° C
gestellt nnd womdéglich elektrisch geheizt wird, einen Eisschrank und
einen praktischen Operationstisch enthalten. Das Arbeitszimmer
mul} auller der in den Laboratorien gebriiuchlichen Einrichtungen einen
kleinen Trockensterilisator haben. Das Institut bedarf eines Auto-
klaven, und wenn das nicht moglich, eines Dampftopfes. Der Kurs
selbst erfordert fiir 4 —6 Teilnehmer an Glasinstrumenten :

6 grolle Glasschalen, Durchmesser etwa 23 cm, Héhe etwa
8 em (je 3 davon werden bei jeder Operation gebraucht),

24 Drigalski-Schalen,

48 Petri-Schalen,

3 kleine Schalen mit eingeschliffenem Deckel,

12 dickwandige Zentrifugengliser,

12 dickwandige Reagenzgliser,
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12 dickwandige Reagenzgliser (Linge etwa 10 em, Durchmesser
etwa 7 mm fiir kleine Tiere: Linge etwa 10 em, Durchmesser
etwa 13—14 mm fir grillere Tiere),

100 Stiick |]1,hl:i_:u:-.'q-J|Iiff1-:]1- thl*l;ﬂ[':t;’t']' ( Durchmesser 20 mm,
Tiefe 1,5 mm),
runde oder eckige Deckgliser, die die Offnung des Objekt-

trigers bedecken (22 mm Durchmesser, Dicke 0,20 —0,22 mm)

(es werden auch Micascheiben empfohlen, sie sind gut zu be-

nutzen, wenn man das wachsende Gewebe nicht mit starken Ver-

oriilferungen beobachten will).

6 Plasmaentnahmepipetten (nach Erpyasw, Abb, 2a),

6 'I'rnial'm]}r'[pl'ltl'r] (nach KERDMANN, Abb. 2b),
Lukrsche Spritzen, 3 zu 2 cem, 3 zu 3 oder 4 cem, mit nicht
7l engen Kantilen.

Abb, 2. a) Plasmaentnahmepipetten. b)) Troplenpipetten zum Ansetzen der Kulburén.

Alle Glassachen sind vor Gebrauch tagelang zu wissern und in
Wasser zu halten. Beim Reinigen soll jede Siiure vermieden werden,
nur durch Wiissern, Kochen und Reinigen mit Ginsefedern werden die
Glasgefiile saubergehalten. Falls die Gefille nicht gebraucht werden,
sind sie in hiufig zu wechselndem Leitungswasser aufzubewahren.

Besonders wichtig ist das Reinigen der Deckglischen. Man hélt
sich fiir diesen Zweck ein kleines Porzellantiegelchen bereit, das aber
zu nichts anderem benutzt werden soll. Darin kocht man die neuen
Deckeliischen in reinem Wasser auf und gibt ganz zuletzt einen Schuld
Alkohol hinzu, um alle etwa vorhandenen fettigen Bestandteile zu losen.
Man lillt dann die Deckglischen im Wasser soweit abkiihlen, dall man
sie anfassen kann, und poliert dann vorsichtig da die Glischen sehr
diinn sind und leicht zerbrechen jedes einzelne Deckgliaschen, bis es
ganz trocken und blank ist. Das Tuch, welches man zum Putzen nimmt,
mul} gesiumt und von glatter Leinwand sein, damit keine Fusselehen
auf den Deckglisern bleiben.  Zuletzt poliert man jedes einzelne
Deckglischen mit japanischem Seidenpapier nach; dieses haltbare,
nicht fasernde Seidenpapier ist in den Geschiften fiir medizinische
Bedarfsartikel zu kaufen.

Auch das Reinigen der Kaniilen erfordert Sorgfalt: sie miissen vor
und nach Gebrauch ausgekocht und getrocknet werden: es darf sich
kein Rost hilden.
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An Metallinstrumenten sind aufler den fir jede kleine Tier-
operation iiblichen, noch besondere Scheren, Pinzetten oder Klammern
erforderlich, die fiir jede Operation, je nach der Tiergattung, verschieden
sind und spiter noch beschrieben werden.

Fiir das Ansetzen der Gewebekulturen sind fiir jeden Praktikanten
unbedingt nétig:

| kleine auseinandernehmbare Schere,

2 Nadeln, ganz aus Metall,

2 kleine Lanzetten, ganz aus Metall,

| sehr kleine Pinzette ohne Rillen mit stumpfen Enden (6 —8cem lang),
| Kitansche Pinzette.

Die Deckgliser stellt und reinigt jeder Praktikant selbst.

Siamtliche Glasinstrumente sind von der Firma ,,Labag®, Laboratoriums-
Ausriistungsgesellschaft, Gebriidder Muencke & Klonne & Miiller, Berlin NW 40,
Platz vor dem Neuen Tor la (Einzelverkauf: Luisenstralle 49), zu beziehen.

I. Verinderung der Zellformen in verschie-
denen Medien.

Die zuerst zu losende Aufgabe ist die Ziichtung der Haut
des erwachsenen Frosches in verschiedenen Medien, um die Ver-
anderungen der Zellform in ihrer Abhiingigkeit von der Konsistenz
des Mediums kennen zu lernen. Die Froschhaut soll in folgenden
Medien geziichtet werden:

a) in Froschplasma, in Hithnerplasma

b) in Ringerlosung, in Augenkammerwasser und wverschiedenen

Kombinationen dieser Medien.

In drei verschiedene, zeitlich getrennte Aufgaben zerfillt unsere
Arbeit. Wir haben:

A. Die Kulturmedien zu gewinnen;

B. Die Kulturen anzulegen und zu pflegen;

C. Die Kulturen zu heobachten und die auftretenden Erschei-
nungen zu deuten.

Alle Arbeiten sind gleich wichtig.

Aus didaktischen Griinden empfiehlt essich, mitder Ziichtung vonKalt-
bliitlergeweben zu beginnen, weil die Hinde des Praktikanten sich erst ein-
arbeiten missen und weil bei Kaltbliitlern die Plasmagewinnung leichter
ist als bei Warmbliitlern. Trotzdem der Frosch sich seiner Kleinheit wegen
nicht empfiehlt, ist es nicht zu vermeiden, die einheimischen Froschspezies
zu verarbeiten, da Frische von allen Wirbeltieren am billigsten sind.

A. Gewinnen der Kulturmedien.

Die Bereitung des Froschplasmas macht zuerst Schwierigkeiten,
weil das Blut steril aus dem relativ kleinen Herzen eines einheimischen
Frosches entnommen werden mull. Eine Stunde vor der Operation
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werden die Zentrifugenrchrchen, die Rohrchen fiir das gewonnene
Plasma und die Pipetten zur Plasmaentnahme mit Paraffin ausgekleidet.
Man verfihrt auf folgende Weise:

Drei grofle Schalen (s. Abb. 1) werden sterilisiert und 5 Tiicher,
ungefihr 45—50 cm im Quadrat, die aus kraftigen, nicht fasernden
Stoffen verfertigt sein missen. Es ist notig, dal} diese Tiicher gesiumt
und absolut heil sind, damit keine Fasern storen. Hat man einen Dampf-
sterilisator, so ist es richtig und vorgeschrieben, die Ticher in ihm
zu sterilisieren und die Schalen in einem Trockensterilisator. Hat man
keinen Dampfsterilisator zur Verfiigung, so sterilisiert man die Tiicher
vorsichtig im Trockensterilisator. Man lilit die Schale etwas abkiihlen
und nimmt sie halb warm heraus und stellt sie auf den Tisch, auf dem
man seine Vorbereitungen treffen will. Das zur Auskleidung benutzte
Paraffin, 42—46° Schmelzpunkt, mull am Tage vorher filtriert
werden und zwar stets in Gefiifien, die nur fiir diese Arbeit bestimmt
sind. Ehe diese Gefiille in Gebrauch genommen waren, sind sie in Wasser
ausgekocht und einen Tag in flieBendem Wasser gehalten worden.
Das Vaselin, dunkelgelbes sog. amerikanisches, das zur Auskleidung
der Spritzen bei der Blutentnahme gebraucht wird, mufi auch vorher
filtriert werden und fraktioniert sterilisiert worden sein. Es ist prak-
tisch, sich vielleicht 2 Pfund im Autoklaven sterilisiertes Vaselin in grofe-
ren Glasgefillen fertig zum Gebrauch hinzustellen, und dann kleinere,
auch vorher sterilisierte Gefille fiir den jeweiligen Gebrauch zurecht-
zumachen. Wir brauchen das Vaselin nur, wenn wir die jetzt zu be-
schreibende Methode der Blutentnahme anwenden. Sollten wir das
Blut mit Hilfe eines Glashebers direkt in die Zentrifugenréhrechen
spritzen, wie es bel manchen Tieren moglich ist, so fillt fir diesen ersten
Teil der Medinmgewinnung der Gebrauch des Vaselins ganz fort (s. 8. 15,
Abb. B).

Vorher genau austarierte Zentrifugenrchrehen 4 —6 Stiick,
kleine Reagenzréhrehen . . . . . . . . . . 6—8
Plasmaentnahmepipetten . . . . . . . . . . 4—6

werden in das halbflissige Paraffin gelegt, nachdem sie vorher nach
Vorschrift vorbereitet worden sind (s. 8. 5). Man lilit sie ein paarmal
aufkochen und schwenkt sie mit einer ausgegliihten Pinzette oder
einer groflen Schere im Paraffin.  Es ist dringend zu raten, nicht
von der Arbeit fortzulaufen, da bei der leichten Entziindlichkeit der
Paraffingase schnell eine Entziindung eintreten kann. Falls ein Abzug
vorhanden ist, wird natiirlich nur zu raten sein. unter diesem heim
Paraffinieren zu arbeiten. Wihrend des Erhitzens hat man auf einer
erhihten Rolle ein steriles Tuch aus der Schale ausgebreitet, das als
Widerlager der ausgekleideten Réhrchen dient. Haben die Réhrchen
tiichtig aufgekocht, o nimmt man zuerst, nachdem man jedes einzelne
nochmals in Paraffin tiichtig umgeschwenkt hat, die Zentrifugenréhrehen
einzeln heraus und legt sie zum Ablaufen auf das Widerlager. Am
bequemsten ist es, wenn man die Flamme mit dem kochenden Paraffin
und das Widerlager auf demselben Tische hat. Nachdem nun die Zentri-
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fugenrohrchen gut mit Paraffin ausgekleidet sind, werden sie noch warm
in das vorbereitete Tuch gepackt. Die Tiicher sind in Form von Taschen
eingeschlagen, so dal} die Zentrifugenrohrchen in die Tasche eingelegt
werden konnen (Abb. 3). Es ist darauf zu achten, dali die Réhrchen
nicht aneinander stollen, weil sie dann, sowie das Paraffin erkaltet,
aneinander kleben. Die Rohrehen werden dann zusammen eingeschlagen,
das Tuch mit einer Stecknadel zusammengesteckt und hierauf das Tuch
in einer sterilen Schale sofort auf Eis gestellt. Der gleiche Vorgang
wiederholt sich nun fiir die Reagenzriohrechen und fiir die Pipetten. Es
1st darauf zu achten, dafl die Pipetten nicht verstopft sind. Es ist gut,
sie beim Auskleiden zuerst mit der Spitze nach unten zu kehren und sie
dann umzudrehen, so dal} von den Spitzen aus das iiberschiissige Paraffin
abliuft. Auch sie werden auf das Widerlager, das nach jeder einzelnen

Abb. 3. Tasche, in welche die mit Paraifin anzgekleideten Zentrifogenrihrehen hineingeschoben
werden. Siehe Text 8, 8.

Operation, also Auskleiden der Zentrifugenrchrehen, der Plasmaauf-
nahmreéhrechen und der Pipetten, mit einem neuen, sterilen Tuch be-
deckt wird, zum Ablaufen gelegt und dann schnell, in ein Tuch einge-
packt, auf HEis gestellt. Dazu passende, ausgekochte Gummihiitechen
werden aufgepalt und bereit gestellt. Sie sollen frei von Wasser sein.

Noch wichtiger als das Auskleiden der Glasinstrumente ist das Aus-
vaselinieren der Luerschen Spritze. Dieses stellt an die Kunstfertig-
keit der Praktikanten einige Anspriiche. Das Vaselin ist, wie iiblich,
verfliissigt worden. Wihrend dieser Zeit hat man die Luersche Spritze
in Sodawasser ausgekocht, nachdem man die zu brauchenden Kaniilen
ausgeprobt hat. Man prift jede Kaniile auf ihre Schiirfe und Gliitte
und reibt sie unter Umstinden mit Schmirgelpapier ab oder schleift
sie auf einem Schleifstein mit Rillen.

Fiir jede Tierart sind besondere Kaniilen erforderlich. Alle sollen
ein ziemlich weites Lumen haben, da das Vaselin sonst die Offnungen
verstopft. Fir den Frosch werden kleine, kurze Kaniilen gebraucht,
fiir das Huhn etwas feinere, lingere, sehr spitze Kaniilen, fiir das Meer-
schweinehen etwas dickere, ein wenig abgestumpfte Kaniilen, fiir die
Ratte die gleichen Kaniilen wie fiir den Frosch. Man hat auch Spritzen
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mit auswechselbarem Konus, doch lassen sich diese nicht so gut aus-
kleiden und rveinigen. Es ist gut, mehrere Spritzen auszuvaselinieren,
so dall man bei der Blutentnahme ofter eine neue, eisgekithlte Spritze
gebrauchen kann.

Die Abbildungen 4—7 zeigen die nacheinander folzenden Stadien der Bluat-
entnahme beim Frosch, Rana esculenta.

Abb, 4. Der zur Narkose vorbereitete Frosch ist festgebunden. Original, siehe Text.

Die Spritzen werden mit Vaselin ausgekleidet, das man, wie schon
frither beschrieben ist, gefiltert und im Autoklaven sterilisiert hat.
Wihrend der Zeit, die zum Auflisen des Vaselins, das auf einer
Schiissel mit Sand geschieht, gebraucht wird, sind, wie gesagt, die
Spritzen in Sodawasser mitsamt den Kaniilen, die vorher anfgepalt und
auf ihre Durchlissigkeit probiert worden sind, ausgekocht. Man spritat
das anhaftende und in der Spritze sitzende Wasser gut und griindlich
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aus, ohne aber die Spritze zu sehr abkiihlen zu lassen. Man zieht nun
ein wenig des flissigen Vaselins in die Spritze ein und lilit es wieder
zuriickflieBen und tut dasselbe ein paarmal hintereinander, um alles
Wasser aus der Spritze zu entfernen. Das mit Sodawasser vermischte
Vaselin it man nicht das erste Mal beim Ausspritzen wieder in das
Vaselingefil flieBen. Sodann zieht man wieder ein Teil Vaselin in der
Spritze hoch, hilt nun die Spritze mit der Kaniile nach oben gerichtet
und zieht den Stempel langsam zuriick; das Vaselin liuft auf diese
Weise durch die ganze Spritze. Man driickt nun den Stempel
leise nach oben, indem man ihn hin- und herdreht, so dall ringsum
an den Innenseiten der Spritze alle Stellen mit Vaselin diinn bedeckt
sind. Zuletzt spritzt man das Vaselin zuriick in das Gefili und zieht
noch einmal ein klein wenig frisches heifles Vaselin in die Spritze, mit
dem man besonders die Kaniile auskleidet, was sehnell geschehen mull,
damit das Vaselin heill und fliissig beim Hochziehen bleibt, sonst ver-
stopft sich die Kaniile sehr leicht. Ist alles gut ausgekleidet, so lalit
man den Stempel ein wenig zuriicksinken, soweit er von selbst gleitet,
und legt die so zurechtgemachte Spritze in einer sterilen Schale auf
Eis. Die Liicke, die durch das Zuriickziehen des Stempels entstanden
ist, liBt einen Luftraum zwischen Kaniile und Stempel bestehen, der
das Zusammenkleben verhindert, aullerdem hat man beim Ingebrauch-
nehmen der Spritze diese Luftschicht, die ja steril ist, um sie durch die
Kaniile zu stolien, che man in das Herz einsticht. Es passiert dann
nicht, dall man das Herz infolge der verschlossenen Kaniile zersticht
und das stromende Blut nicht in die Spritze bekommt. In die Schale,
die zum Aufbewahren der ausgekleideten Kaniilen dient, lege man
besser ein steriles Tuch, das man faltet, um die Spritzen zu stiitzen.
Die Spritzen liegen darauf ruhiger als auf dem glatten Glasboden.

Fiir die Plasmagewinnung selbst wihlt man zur Operation moglichst
grolie Tiere und lilt sie sich vom Hindler frisch gefangen bringen,
denn Tiere, die lange im Zimmer und ohne Nahrung gehalten worden
sind, haben fiir die Plasmagewinnung zu wenig Blut.

Der Frosch wird vor der Operation gut abgeseift und unter flielendem
Wasser ordentlich abgespiilt. Man spannt ihn dann auf einem Kork- oder
Holzbrett auf (Abb. 4, siehe 8.9). Um zu vermeiden, dall unniitz Blut
flie3t, soll man auch nicht, wie iiblich, die Beine mit Nadeln anstecken,
sondern sie werden mit Verbandstoffstreifen festgebunden und diese erst
angesteckt auf dem Brett. Die Hinterbeine werden einzeln oder zusam-
mengebunden befestigt, die Enden der Binde schneidet man kurz hinter
dem Knoten ab und nagelt dieses Ende mit einer Kopierzwecke gut fest.
Die Beine darf man nicht zu locker zusammenbinden, sonst macht
sich der Frosch aus der Bandage frei, wiederum darf nicht zu fest
angezogen werden, da man dann das Blut staut. Die Vorderbeinchen
umbindet man, ein jedes fiir sich, ebenfalls mit schmalen Binden und
steckt sie ausgebreitet links und rechts fest auf das Brett an. Auf diese
Weise hat der Frosch eine gute Lage fiir die Operation ; auf dem Riicken,
Hinterbeine zusammengebunden, Vorderbeine ansgebreitet aufgesteckt.
Wenn man dieses Aufspannen geschickt macht, liegt das Tier meist
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sehr ruhig, dal es nur einer sehr schwachen Narkose beim Einschneiden
bedarf. Dies ist fiir die spiitere Ziichtung von Wert; starke Chloro-
formnarkose hemmt das Wachstum des Gewebes, das spiiter in das
gewonnene Plasma eingepflanzt wird,

Man bedarf beim Frosch nur wenig Instrumente beim Operieren:
2 3 Pinzetten, 1—2 grillere zum Festhalten der Haut beim Einschnei-
den, 1 kleinere mit stumpfen Enden, die zum Festhalten oder besser
als Widerstand fiir das Herz dienen soll, 2—3 PEansche Klammern,
2 Knopfscheren (eine grollere fiir die dulbiere Haut, eine kleinere zum
Offnen der Karperhihle).

Hautlappen

Abh, 5. Der narkotisierte Frosch zeigt die Freilegung der ventralen Muoskuolatur.
Original, siche Text,

Die Glasinstrumente miissen vor der Operation wenigstens !/, Stunde
auf Eis gekithlt worden sein. Wiihrend die Metallinstrumente kochen,
fiilllt man ein groBeres und 3 —4 kleine Gefille — etwa Wassergliiser
mit gehacktem Kis und stellt sie bis zum Gebrauch wieder auf das
Eis zuriick.

Bevor man mit der Operation beginnt, mul} der Frosch eine leichte
Narkose bekommen, die nur, wie schon erwiihnt, so schwach sein soll,
dall der Frosch das Einschneiden nicht fithlt und still liegt; ganz kurz
vor dem eigentlichen Offnen der Leibeshihle soll man die Narkose
beginnen. Einige Operateure narkotisieren iiberhaupt nicht. Man dffnet
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dann dem Frosch das Maul und sperrt es durch einen eingeschobenen
Keil weit auf, die starke Atemtitigkeit hort dann auf und das Tier liegt
so still, dall man ohne Narkose operieren kann. Sobald das Tier ganz
ruhig liegt, hebt man mit einer Pinzette die Bauchhaut hoch, schneidet
mit dem spitzen Ende der Knopfschere einen kurzen Schnitt ein und
offnet dann die dullere Haut der Kérperhiéhle durch einen Mittelschnitt,

Abb, 6 zeigt die Offnung der Kiorperhihle, besonders ist auf die Form des Einschnittes zo
achten. Original, siehe Text,

indem man das stumpfe Ende der Schere nach unten hilt, um kein Ge-
webe zu verletzen. Man sucht dann an den Hautlappen Stellen, an denen
man diese senkrecht einschneiden kann, ohne griflere Gefille zu verletzen.
Diese kleinen, seitwiirts hingenden Hautlappen klemmt man mit je
einer PEaxschen Klammer rechts und links fest, um die Flache fiir das
Einschneiden in die Kérperhihle freizubekommen. (Abb. 5.) Nachdem
man das Operationsfeld mit steriler physiologischer Kochsalzlosung,
die entsprechend dem Kaltbliitlerblute nur 0,79, NaCl enthilt, zur
Reinigung tibergossen hat, schneidet man in den Brustkorb ein. Mit
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einer Pinzette hebt man vorsich-
tig das Sternum auf und sticht
stumpf mit der kleineren Knopf-
schere behutsam ein, schneidet
darauf stumpf links und rechts
vom  Sternum  die Rippen ein
und klemmt diesen Deckel nach
dem Kopfende hin  mit einer
PEanschen Klammer fest. Man
sicht nun das Herz im Perikard
vor sich liegen. (Abb. 6.) Es=zind
bei der Plasmagewinnung zwei
Personen notig, eine, die das Tier
narkotisiert und die gekiithlten
Gefille heranholt, und die an-
dere, die in das Herz einzu-
stechen und das gewonnene Blut
schnell zu zentrifugieren hat.
Sobald also das Herz freiliegt —
es ist unnitig und zeitraubend,
beim Frosch den Herzbeutel zu
offnen —, sticht man mit der
eisgekiihlten Spritze (Abb.7) ein
und zieht schnell mdaglichst viel
Blut aus dem schlagenden Herzen
auf. Inzwischen mul} die zweite
Person die Zentrifugenrohrehen
vom Eis herbeiholen, steril mit
Stopfen verschliefen und sie, im
Augenblick, wenn das Blut hin-
eingespritzt wird, in das groflere
Gefall bringen, das eine aus ge-
klopftem FEis und Seesalz eben
hergestellte Kiltemischung ent-
hilt. Es darf in jedes Zentri-
fugenrohrchen nur soviel Blut
eingefiillt werden, dall alles Blut
in der Kaltemischung steht. Nun
wird schnell zentrifugiert, erst
9/, Minute, dann 1 Minute, in-
dem  man zwischendurch die
Réhrehen in neu bereitete Kilte-
mischung in  kleinere Gliser
zum erneuten Kiihlen stellt. Hat
man eine Zentrifuge, in der die
Zentrifugenrihrehen dirvekt in Eis
zentrifugiert werden kénnen, so
ist das Unterbrechen beim Zen-

Abb, 7 zeigt die Lage des Her-

zens, zur Blutentnahme hereit.

Die stumpfe Pinzette hebt das

Herz ein wenig empor und

ribt dadureh der Kaniile einen

Widerstand. Original, siche
Tax k.

L3
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trifugieren nicht notig. Jede weitere Blutmenge, die noch nach
dem zuerst gewonnenen, aus dem wieder voll geschlagenen Herzen
aufgezogen wird, mull wieder in die Kiltemischung gestellt werden,
<o lange, bis sie zentrifugiert werden kann. Das Plasma setzt
sich als helle Fliissigkeit iiber dem Blut in den Zentrifugenréhrehen
ab und wird mit ebenfalls eisgekiihlten Pipetten (siche Abb. 2a 8.5)
abgesaugt und in die ebenso vorbereiteten Plasmaaufnahmerdihr-
chen gebracht. Diese verwahrt man zuletzt in einem Wasserglas,
das ein wenig Kiltemischung enthilt, versieht dieses Glas mit Namen,
Datum usw. und hilt das Ganze bis zum Verbrauch im Eisschrank.
Alle nitigen Handgriffe, auch das Offnen des Tieres, miissen schnell
und sicher geschehen, es darf kein Augenblick vergeudet, kein Hand-
griff unniitz gemacht, beim Operieren kein Blut unniitz vergossen
werden. Alle notwendigen Gegenstiinde sollen einwandfrei vorbereitet
und im rechten Augenblick zur Hand sein. Man probiere auch kurz
vor Beginn der Operation die Zentrifuge aus, damit sie nicht im rechten
Augenblick versagt, auch soll man fiir die Pipetten, die man zum
Absaugen des Plasmas benutzt, gut passende, ausgekochte Gummi-
hiitchen zurechtlegen und diese nur fiir diesen einen Zweck verwahren.
Solange das Herz noch pulsiert und sich wieder mit Blut fiillt, kann
man auch versuchen, Blut aufzusaugen, jedoch ist das beim ersten
Einstechen gewonnene das beste fiir die Plasmagewinnung; das spiter
gewonnene Blut gerinnt oft in der Zentrifuge. Dali das, was man
beim Abpipettieren gewinnt, auch wirklich Plasma ist, zeigt die flissig
zuriickbleibende Substanz, sobald geronnener Blutkuchen im Zentri-
fugenréhrehen zuriickbleibt, hat man nicht Plasma, sondern Serum
gewonnern.

Die fiir die erste Ubung aufier dem Froschplasma bereit gestellten
Medien und Waschfliissigkeiten sind: Augenkammerwasser, Kaltbliitler-
Ringer, physiologische Kochsalzlisung fiir Kaltbliitler, und evtl. Losung
753, eine kolloidale Ringerlésung nach Liesgcanc an Stelle der Ringer-
Losung oder Locke-Lewis-Losung fiir Kaltblutler.

Die Gewinnung des Augenkammerwassers. Der Frosch
wird, genau so, als ob man ihn zur Operation vorbereitet, ordentlich
abgeseift und mit flieBendem Wasser abgespiilt. Das Augenkammer-
wasser wird mit einer vorher ausgekochten Spritze entnommen, die
eine sehr feine Kaniile haben muB. Ein Kkleines, steriles Glischen
zum Aufbewahren des gewonnenen Materials stellt man sich auf
dem Arbeitstische bereit. Man sticht in das Auge schnell und
leicht ein, am besten etwas seitlich in die Augenkammer, und zicht
im gleichen Augenblick, in dem man die Kaniile einsticht, die
Spritze auf. Durch das Platzen der feinen Augenhaut spritzt das
Kammerwasser in einem feinen Strahl hoch auf, und nur durch sehr
schnelles Aufziehen gelingt es, diesen mit der Spritze aufzufangen.
Man spritzt das gewonnene Material in das bereitstehende Glischen,
das nicht mit Paraffin ausgekleidet sein darf, und mufl in den
meisten Fallen auch aus dem anderen Auge das Kammerwasser ge-
winnen, weil es sonst zu wenig fiir das Ansetzen einer grifleren Anzahl
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von Kulturen ist. Die gebrauchten Frische setzt man wieder in den
Behiilter zurtick, da nach einiger Zeit sich das Kammerwasser er-
neuert.

Locke-Lewis-Losung fiir Kalt- Ringersche Léosungiiir Kalt-
bliitler. bliitler.
W o [ Na(l 0.7
NaCl 0,7 K C1 0,025
K C1 0,042 CaC 10,3
Ca Cl, 0,025 Aqgua dest. 100,00

Na H CO, 0,02

= Phvesiologische Kochsalz-
Dextrose (0,25 : o

: lésung fiir Kaltbliitler.
Aqua dest. 90,0 NaCl 0.7

Aqua dest. 100,0

Alle diese Lisungen sind vor Gebrauch zu filtrieren und im
Dampftopf zu sterilisieren.

Es hat sich weiter bei Kaltbliitlermaterial noch eine kolloidale
Ringerlosung, ,,Losung 753" nach Liesecaxe, gut bewihrt, besonders
zum Auswaschen der Gewebe. Die Zusammensetzung dieser Losung
1st von den Merzwerken, Frankfurt a. M., nicht bekannt gegeben
worden, man kann sie nur von dort fertig beziehen. Sie wird in
kleineren und gréfleren Ampullen gebrauchsfertig von den Merzwerken
geliefert.

Natiirlich ist die eben geschilderte Methode der Plasmaentnahme
nicht die einzige, die geiibt wird. Es gibt viele andere. So nimmt
UHLENHUTH eine paraffinierte Kaniile und sticht sie in den rechten
Vorhof von Rana ein, nachdem die zufithrenden Gefille abgeklemmt
sind (Abb. 8)., UHLENHUTH nimmt eine gerade angespitzte Glaspipette,
THoMsoN eine gebogene. Jeder hat tiir sein bestimmtes Objekt die
Weee zu finden, die thn zum Ziele fithren.

B. Ansetzen der kulturen.

Sind alle Medien und Lésungen vorbereitet, so kann man mit dem
Ansetzen der Kulturen beginnen, Die Glasgefille, welche man fiir das
Ansetzen gebraucht, sind am besten kurz vor Gebrauch im Trocken-
sterilisator zu sterilisieren, man sterilisiert '/, Stunde und lalit vor
dem Beschicken mit Nihrmedien und Gewebestiicken die Glassachen
wieder abkithlen. Es sind folgende Glassachen nitig

Hohlgeschliffene  Objekttriger, die in  Drigalskischalen eingelegt
werden, in jede Schale etwa 4—7 Stick, je nach der Grille; eine Anzahl
Petrischalen; eine Anzahl kleinere Doppelschalen; eine verschlossene
Hiilse mit Pipetten zur Entnahme und zum Auftropfen der Nihrmedien.
Diese Pipetten sind (siehe Abb.2b, 8. 5) fir diesen Zweck allein zu ge-
brauchen und diirfen nie mit Farben oder Siuren in Beriihrung kommen.
Man lifit sie passend fiir die Plasmarthrehen zurechtblasen, so dall die
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Kapillare der Pipette bis auf den Boden des Plasmardhrehens reichi
und man jeden Tropfen des manchmal spirlichen Materials aufpipet-
tieren kann.

AuBlerdem braucht man noch Deckgliser in geniigender Menge,
die man in einer kleinen Doppelschale sterilisiert, nachdem sie, wie
vorher schon beschrieben worden ist, sehr peinlich gereinigt und geputzt
sind.,

Das Ansetzen der Kulturen sollte an einem Tisch geschehen, der
nur fiir diesen Zweck verwendet wird. In einem Laboratorium, in dem
dies nicht maglich ist, mull man dann den Tisch, auf dem man arbeiten
will, abridumen, reinigen und mit sauberem Papier bedecken, es diirfen
keine Farben, Siuren oder verunreinigte Kulturen usw. in der Nihe
oder auf dem Arbeitstische selbst bleiben. Man stellt sich die oben
aufgefithrten Glassachen auf dem Tisch zurecht (Abb. 1 8. 4), auller-
dem auf ciner Flamme (die mdglichst mit Sparbrenner versehen sein
goll) ein Sandbad mit einem kleinen Vaselingefill, eine Vaselinpipette,
eine Kitaxsche Pinzette, die allein von allen Instrumenten, welche
zum Ansetzen der Kulturen Verwendung finden, ausgeglitht werden
darf, da sie nicht mit den Gewebestiickechen in Beriihrung kommt.
Alle anderen Instrumente werden ausgekocht und zugedeckt auf den
Tisch gestellt. An Instrumenten braucht man:

| —2 kleine Scheren, die auseinander genommen werden kénnen,
zum Zerschneiden der Gewebestiicke ; 1 —2 Lanzetten und einige Nadeln
und eine feine Pinzette zum Zerzupfen der Gewebestiickchen. Das
Material, von dem man Kulturen ansetzen will, und das Nihrmedium
bleibt, bis man es zur Arbeit braucht, auf Eis. Das Vaselin wird auf-
gelist und dann diber der klein gestellten Flamme stehengelassen.
Die sterilisierten Glassachen und die Hiulse mit Pipetten stellt man
ebenfalls auf dem Tische, an dem man arbeitet, zurecht. Von dem
abgeseiften und mit Ringer abgespiilten Frosch schneiden wir ein
Stiick Riickenhaut scharf heraus. Die Riickenhaut ist geeigneter, da
die Bauchhaut durch den Reichtum an Bindegewebe zu lederartig ist.

Die Gewebestiicke, die man zur Gewebekultur verwendet, verwahrt
man in einem sterilen Schilchen, evtl. in RincErscher Lisung, wie die
Froschhaut auf. Nachdem die Gewebe aus dem lebenden Tierksrper
entnommen sind, bringt man sie schnell auf Eis, damit die Funktionen
des lebenden Gewebes bis zum Einsetzen in das Kulturmedium unter-
brochen werden und erst durch den Aufenthalt in dem Kulturmedien
wieder in Funktion treten. Das Auswaschen der Gewebe in RincErscher
Lisung vor dem Einbringen in das Medium geschicht, damit diese
vollkommen steril in das Medium gelangen und vielleicht anhaftende
Blutkérperchen entfernt werden.

Nachdem man die Vorarbeiten beendet hat und alle nétigen Dinge
handlich bereit gestellt hat, beginnt man mit dem Einsetzen der Gewebe,
wobei man bei jeder Art von Geweben streng alle aseptischen Regeln
beachten und beim Warmbliitler material besonders schnell ar-
beiten mufl, um die Funktion der Gewebe nicht zu lange zu unter-
brechen. Bei Kaltbliitlern, die spiiter ja in Zim m er temperatur wachsen,

Erdmann, Praktikum. 2
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ist diese Regel insoweit wichtig, als durch schnelles Arbeiten griliere
Miglichkeiten gegeben sind, steril zu arbeiten. Die Gewebe, von denen
jede Art einen besonderen Modus der Entnahme und Vorbehandlung
erfordert, werden also mit RincErscher Lisung ausgewaschen und mit
sterilen Instrumenten zu sehr kleinen Stiickehen zerschnitten. Von
diesen kleinsten Stiickchen bringt man die betreffenden, die man zur
Gewebekultur verwenden will, nochmals in RixceErsche Lisung.
Die Deckglaser breitet man mit einer ausgeglithten Kinxschen Pinzette
in Petrischalen aus, wobei man die Schale so wenig wie méglich 6ffnet.
So viele Deckgliser legt man in eine Petrischale, wie man in der dazu
gehorigen Drigalskischale Objekttriger ausgebreitet hat. Auf diese
Deckglischen bringt man die ausgewaschenen, in frischer Ringerlosung
liegenden Gewehestiickehen, die nun so schnell wie mdaglich mit dem
Nihrmedium beschickt werden miissen. Niemals diirfen die Gewebe-
stiickchen trocken werden. Wenn Plasma als Nithrmedium verwendet
wird, mull man sorgen, dali es bis zu diesem Augenblicke, in dem man
es braucht, aufgetaut ist. Es mull daher, wenn man mit dem Kulturen-
ansetzen beginnt, aus der Kiltemischung herausgenommen und in einem
trockenen Gefali auf den Arbeitstisch gestellt werden. Geniigt dies
noch nicht, um das Plasma aufzutauen, so hilt man es am besten eine
Zeitlang in der warmen Hand. Bei Verwendung von anorganisch
bereiteten Nithrmedien ist dies nicht notig, weil diese flissig sind und
gleich verwendet werden kinnen. Fiir jedes Nihrmedium falls
man sich bei einem Male Kulturen ansetzen verschiedener bedient —
hat man eine neue Pipette zu verwenden. Man darf nie mit derselben
Pipette von einem Nihrmedium ins andere hineingehen. Die Pipetten
sollen gutsitzende ausgekochte Gummihiitchen haben, damit sie —
besonders bei Plasma — geringe Mengen von Niahrmedium noch auf-
saugen kinnen. Die Stickehen sind jetzt also auf dem Deckglas, und
ein jedes ist mit einem Tropfen Nihrlosung beschickt. Alle Handgriffe
haben dabei so zu geschehen, dall die Petrischale moglichst wenig
gedffnet wird: beim Hochheben des Deckels verfihrt man am besten so,
dali die Seite, die dem Arbeitenden zugekehrt ist, bedeckt bleibt und der
Atem die Kulturen nicht treffen kann. Die Schale wird, wenn alle
Stiickchen mit Plasma oder anderem Medium beschickt sind, zugedeckt
auf die Seite gestellt, und man versieht jetzt die Objekttriiger, die man
rum Auflegen der fertigen Deckglischen verwendet, mit Vaselinringen.
Mit einer nicht zu feinen Pipette umgibt man die Vertiefung der Objekt-
triiger mit einem Rande von heiliem Vaselin, das nicht so fliissig sein
darf, dal} es breit in die Vertiefung des Objektringes auslauft. Es muf}
rings um die Vertiefung einen festen, schmalen Wall bilden, der die Deck-
gliser und damit die Kulturen gegen die Aulienluft abschliebt und da-
durch das Austrocknen der Gewebe verhiitet. Die Deckgliiser mit dem
im Niihrmediom liegenden Material falit man mit der ausgeglithten
Kinxschen Pinzette an, so dali der Tropfen sich oben befindet, man
driickt die Schniibel der Pinzette fest zu und kehrt die Hand schnell
um und setzt das Deckglischen mit dem jetzt in der Mitte als spitzer
Tropfen nach unten hiingenden Material auf den Vaselinrand des Objekt-
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triagers. Das Gewebestiick hiingt nun in der Héhlung des Objekttrigers,
nach oben durch das Deckglas und ringsum durch den Vaselinrand
gegen das Austrocknen und Eindringen von Luftverunreinigungen
geschiitzt. Zuletzt sieht man alle fertiggestellten Kulturplatten nochmals
nach, driickt noch einmal fest an den Vaselinrand an oder bessert ihn,
wo es nitig erscheint, noch aus. Bei Warmbliitlermaterial verfihrt
man dabei so, dall man jede fertige Platte auf einige Augenblicke in den
Thermostaten stellt, schon, um die Gewebe nicht so lange der Aulien-
temperatur auszusetzen, und dann auch, weil sich in dem wieder weicher-
gewordenen Vaselinrande die Deckgliser besser festdriicken und dieser
sich besser nachfiilllen lilit. Sehr hédufig ist versucht worden, die
Methode des hiingenden Tropfens insoweit umzuindern, dali man in
Rohrehen oder in grofiere Kammern, die luftdicht mit Vaselin ver-
schlossen werden, Gewebestiicke zur Ziichtung bringt. Dieses Ver-
fahren ist dann zu empfehlen, wenn man das wachsende Gewebe nicht
unter dem Mikroskop mit starken Vergrollerungen beobachten will
und wenn man Wert darauf legt, so grofie Stiicke wie moglich zu
giichten. Dem Umfang der Stiicke ist eine Grenze gesetzt, die
nach der Gewebeart variiert. Lockeres Gewebe, wie Driisengewebe,
in dessen Spalten das Nihrmedium leicht eindringen kann, kann in
grofieren Stiicken geziichtet werden, wie z. B. das sehr dichte Ge-
webe der Herzklappe. Fiir spitere Implantations- oder Immuni-
sations - Experimente kann man kleinere Réhrchen oder kleinere
Kammern, in die man mehrere Stiicke nebeneinander pflanzen kann,
benutzen. Ks lassen sich aber bei einiger Ubung ca. 200 Kulturen in
2 Stunden auch nach der Deckglas-Methode anlegen.

Alle Pipetten, die gebraucht worden sind, miissen sofort in Gefiille
mit kaltem Wasser gestellt werden, da das Plasma sonst an den Innen-
wiinden festhiingt und man dieses nur sehr schwer loshekommen wiirde.
Man soll alle Gefilie, die bei dem Ansetzen der Kulturen verwendet
werden, nach Gebrauch stets in kaltem Wasser verwahren. Zum Reinigen
werden sie in reinem Wasser kalt angesetzt und zum Kochen gebracht,
soweit es diinne Glassachen sind, die stirkeren Schalen wiischt man
heill aus. Kein Gefi B3, das zur Ziichtung von Kulturen benutzt wird,
darf nebenher zu anderen Zwecken genommen werden. Farben und
Siuren miissen streng davon fern gehalten werden. Nur von absoluter
Sauberkeit, strenger Trennung der Ziichtungsgefille von anderen,
guter Haltung der Metallinstrumente, die bei noch feineren Arbeiten
von Mikroglasinstrumenten ersetzt werden (SrEmMaxy in Abderhaldens
Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, . Mikro-chirurgizche Ope-
rationstechnik®, Bd. V, Teil 3, Heft 1, S. 15—17). und beim Ansetzen
der Kulturen vom schnellen, sauberen Arbeiten hiingt ein betriichtlicher
Teil des Erfolges ab.

C. Beobachten und Pilegen der Kulturen.

Ehe wir an unsere eigentliche Aufgabe herantreten, ziichten wir
zuerst einige Stiickchen Froschhaut in Froschplasma und Augen-
sk
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kammerwasser allein (1. Ubung), um die vielen Einzelheiten des
Ansetzens der Kulturen uns ganz zu eigen zu machen, um Schnellig-
keit spiter schon erworben zu haben und um fihig zu sein, bei dem
ersten ausgedehnten Experiment die von jedem Praktikanten be-
gangenen individuellen Fehler auszumerzen. Auch ist soviel erst
am lebenden Objekt ganz am Beginn der Ziichtung zu beobachten
und das Einsehen in das lebende Objekt zu iiben, da ja leider das
gefiirbte Material fast nur in
Schnitten bei der heutigen
Generation als Studiumob-
jekt gedient hat. Ich nehme
die Protozoologen aus. Die-
ser Fehler der verflossenen
Periode, in welcher die
mikroskopische  Anatomie
vorherrschte, bereitet zuerst
viel Miihe, bis die Schwierig-
keiten tiberwunden und das
Beobachten der fein-
sten Lichtbrechungs-
unterschiede der Kul-
tur und lebenden Zelle
durch die Lupe, besser
das Binokularund das

Abb. 9. Schnitt durch eine Gewebekultur. Ausbildung Mikros ko P, wirklich
und Verinderung der Wachstumszone und Bildung der o T e e
in das Plasmamedium eindringenden Zellstriinge. Nach &€ L ngt. Fiir die hlhlt(.l"l

Champy 1913, La presse médicale. Pflege der experimentellen
Biologie ist auch dieser Ge-

- :.' |’|ﬂ:~'r“i|!lll;[|illtll. : . ;

T e winn nicht gering anzu-
schlagen. Die nach den
si30 S DeRCUELiCTaRR AUV ESEI eben geschilderten Vorschrif-
ten vorbereiteten  Stiick-

- i"‘-—l.'., Wachstumszone. chen Froschhaut schwimmen

jetzt mit der fritheren
ﬁffg?' Zone der Ausbreitung. Aublenseite der Haut nach
3 oben, dem Deckglischen zu,

in dem hingenden Tropfen.
Das Hinzufiigen des Aungenkammerwassers liell den halbfliissigen
Plasmatropfen schnell gerinnen, dies kann unter Umstiinden allein
schon durch die Hinzufiigung des Gewebestiickchens geschehen.
Das Augenkammerwasser ist dem Muskelextrakt, der hiaufig frither
verwendet  wurde, vorzuziehen, weil es leichter steril gewonnen
werden kann und  wie dieser eine gerinnungsfordernde Wirkung
auf die im Plasma noch enthaltenen fibrinogenen Substanzen aus-
iibt.
Der Tropfen ist halbstarr und mit einem der Vertiefung des Objekt-
triigers zugekehrten Oberflichenhiiutehen versehen, das ein Aneinander-
flielen des Tropfens hindert, falls die Deckglischen fettfrei sind. Staub-
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sicher in den Drigalskischalen, an einem nicht zu hellen Ort, werden die
Kulturen in Zimmertemperatur aufbewahrt.

Die schematische Zeichnung lehrt (Abb. 95, 20), was fiirVerinderungen
wir zu erwarten haben, das Auswanden der Zellen, die sich tellen kinnen
im Rundhof oder Schleier, das Vor-
dringen von Zellschichten zuerst in
alle Teile des Mediums, in die pri-
miire Wachstumszone, und spiter
ein Absterben von Zellen in dieser
und ein Vordringen von Zellschichten
mehr zur Oberfliche des Tropfens
in die sekundire Wachstumszone
In der Mitte bleibt unverindert
der nicht reichlich mit dem Medium
in  Berithrung  kommende  Teil
des Gewebestiickechens, der mei-
stens nekrotisch wird, falls das
Stiickchen zu groli oder das Gewebe
zu fest ist. Bei der Froschhaut st
Nekrose des Innern selten, ber Warm-
bliittlergewebe hiufig.

Es kann nicht genug darauf hin- M.
gewiesen werden, dafl, ehe dasZiich- .. 0 oo gl oo w3 SOHMIDT.
ten der Froschhaut hvgi!'lnl, alle 1920. (Anat. Hefte, MERKEL und BONNET,
2 - . 58, Bd.) Rotzellen (R), Gelbzellen (X)), Melano-
Elemente der Froschhaut bis aufs  phoren (3, u. M.) wid Guanephoren (6) aus
genaueste studiert werden und dalfi ITi-_l.ltr,-ulif:-:'t.:.i_::.!.]::]l.m|::L::IT;111:-1“1'1':-5-][;'1';:?;;L;;r!:'-:llllf-‘u:r:j
bei der Zichtung die vorher er- legene Schicht ist eingestellt.
kannten einzelnen  Zellelemente,
also hier Epithelzellen, Drisenzellen, Basalzellen, kleine Melanophoren,
arolie Melanophoren, Guanophoren, Lipophoren genau verfolgt werden.
Die beigegebenen Bilder orientieren uns ausreichend iiber die einzelnen
Elemente.

Man mache es sich zur unumstiélilichen Regel, die zytologische
Struktur des eingepflanzten Gewebes zuerst kennen zu lernen, hier also
der Froschhaut. Die beigegebenen Flachpriparate, Abb. 10 und 11,
zeigen die einzelnen Bestandteile, wie sie bei Aufsicht uns entgegen-
treten, der Schnitt, Abb. 12, die Zellschichtenfolge der Froschhaut.

Nachdem das eingepflanzte Stiick sich gut ausgebreitet hat, wird
es gezeichnet und gemessen. Nach wenigen Stunden sieht man schon
einige Basalzellen aus dem Rand sich hervorbewegen. Nach ein oder
mehreren Tagen hat sich diese Schicht der Zellen vergriflert. Diese
Neubildung oder der primire Rand besteht aus Basalzellen in iiber-
wiegender Masse, kleinen Melanophoren und einigen wenigen (Guano-
phoren. Ab und zu hat sich eine dem Bindegewebe eigene Chromato-
phore in das Plasmamedium gestreckt: man sieht deutlich die wver-
zweigten Ausliaufer, in denen sich die Pigmentkirner bewegen.

Schon gleich nach der Einpflanzung, aber auch oft spiiter, kann sich
ein Epithelhiiutchen, das aus den oberen verhornten Schichten der
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Froschhaut besteht und das schon vorgebildet war, als dieses Hiutchen

in das Medium gelegt wurde, lésen. Es bleibt ohne Wachstumserschei-

nungen in dem Medium liegen; selbst wenn es in neues Medium ver-
I

§%ca
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Abhb, 11. ERana esculenta nach W, SCHMIDT,. 1921, (Jenaigche Zeitschrift, Bd. 57.) Aus einem
mit Flemmings Gemisch fixierten und mit Pappenheims Methylgriin-Pyronin gefirbten Quer-
gehmitt der Rilckenhant. & u. b, Xantholenkosom im Durchschniit; KEern der Guanophore ()
und der Lipophors (L), In den Guanophoren die Krigtalle, in der Lipophore (@) die Granula sicht-
bar. c. Seitlicher Anschnitt e¢iner Guanophore: locker gelagerte, schollenartige Guannikristalle,
Kern matt durchzchimmernd, die Gruppe von Gouanophoren nach einem mit FLEMMINGS Gemisch
fixierten, mit polyehromen Methylenblau und Eosin gefirbten Flachsehnitt der Rilckenhant,
pflanzt wird, behilt es seine Struktur und Form unverindert. Ver-
hornte Epidermiszellen und kleine Melanophoren setzen es zusammen.
Diese Hiutung des explantierten Stiickes kann sich wiederholen. Sie
entspricht einem dem Froschorga-
nismus  geliufigen Vorgang, der in
der Kultur nur iiberstiirzter und in
kiirzeren Perioden =ich vollzieht.

Wihrend der nichsten Tage der
Ziichtung erscheint nun auch der
sogenannte sekundire Rand um das
Explantat herum, wiithrend der
] primire Rand aus mehreren Zell-

Abb. 12. Rana esculenta nach W. J, schichten bestand., breiten sich die-

Eﬁuf{r‘!m]ﬁ ‘.";'.?.:.lnli. T?H”:L‘:f:p:: :f'.ll 1:1: selben Zellarten, oft ohne Zusammen-

fan Lace dem bnitha (7 d1c bicht hang, in dem_reichlich zur Ver.

Bindegewebe 5 durch Chlor gebleichte  fligung stehenden Medium aus. Je

Melanophoren im Stadiom der Ballung. E:I“'."l' {iii' Kll"'ll'l' “_i”L jll' YN aR e
hingender kann diese Schicht werden, so dali sie wihrend der nichsten
Tage wie ein runder Schleier das Ursprungsgewebe umgibt.

Die Form der Zellen hat sich auch jetzt geindert. Wir ziichteten
dieses Stiick ja in Froschplasma und Augenkammerwasser. Daher war
es nicht nitig, vor acht Tagen das Medium zu wechseln, vorausgesetzt,
dall die Kultur nicht tribe erschien. Fand sich reichlicher Zelldetritus,
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so mulite das Medium sofort gewechselt werden. Dies gesehieht, indem
man das Stiickchen vorsichtig aus dem Medium herausnimmt. es in
Ringerlisung aus-
witscht und es
dann wieder auf
ein neuaes  Deck
olischen mif
Neuen Medium
1-'!“]11'!;“:?.1. ks 1st
ratsam, als zweltes
Medium nicht so
fort wieder Frosch
plasma und Augen-
kammerwasser zu
nehmen, sondern
vielleicht das
Stiiek einen Tag in
Locke- LEwis- Lo-
sung zu lassen, weil
es sich hierdurch
von allen anhat-
tenden Unreinig-
keiten befreit, und
es dann erst wie-

lap i I ] i l Abb, 13. Rana piplens nach E. UHLENHUTH, 1914. ( Journ. exp.
(er In das gleicne Med., Vol. 20.) Rickenhaut drei Stunden in Froschplasma, Hilhner-
Medioam =u tun plasma und Frozchmuskelextrakt ausgepflanzt. Bildung der sog.
B T : primdiren Bandschicht. Die Kleinen Punkte in diesem sind die Zell-
Deser Wechsel kerne, die griferen die Kleinen Melanophoren, Photogramm nach

gefirbtern Priparat.

|

!
Lhh, 14, ‘!LI'-l-l:-IIII!' lios |.-_5|5|||-|r||;-||:|||_||'||r-|_1. Vi Ahh. 15 Epidermishiintchen. das unvarindert
der Obertliiche der Froschhmut, Eure nachden el _:r -|-||-||- :|.'F|||-'=|"I1I:f-l"|-‘=: I«.'.._.Ihl. ,_:_-nil.ll“, e
sig In Gewebekultur oesefzt ist. Skizze nach : :i-.-|| | --|-|-r|‘ ¥ _i_" ':. \ S5 I' 19 32

dem Leben, (B, GASSUL, 1922 Arch. f. Entw.
im Dirack.)y

von Ziichtung und Reinigung kann sich nun je nach dem Aussehen des
otiickes wiederholen. Besser ist es, weniger oft zu wechseln, da mit
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jeder Anderune die schon gebildeten Zellen, sowelt sie nicht mit der
Ursprungshaut in Verbindung stehen, wieder zerstort werden. Hat
-.i;|.'|| acchon l'i!| ;_'I'lll_’rl']'~ -|,'|{i,j'!!|i“|'|'|' I'Ill‘i- :_'|'||i||||,'1_ =i |~;¢'IIIH Ielll ilHl'FI [inr

Ahl, 16, Becinnende |,|-|1:||-'.".|- Wernne und A, 1 Lvusgewanderte | pltiel- vnd i

wnswanderung der implantierten Frosch salzellen im 4 Tage alten Priparat. Skiza

ot =skizze nach dem Leben, (1, (GAS el dem Lele H. ASSUL, 192
SUL, 1922

die Kulturfliissigkeit mit
der Pipette absaugen
und neue Nihrflissig-
keit  hinzusetzen BITE
schinsten Priparate er
#lelt man cewidhnheh,
wenn man nach  dem
ersten oder zwelten Tage
wechselt und dann den
Kulturen eine Woche
Ruhe gomnt. Will man
die Froschhaut wochen
lang ziichten, so muf}
man bedenken. dall nach
jedem  unvorsichtigen
1\".-1'1'i|'-r'| z1h =1 l::llr

primiire und dann der

sekundire Rand neu
bilden., dali aber pe
Abhb, 18. Umgepllanztes Priparat, 4 Wochen alt, reich '..'.,r.b||||i.-i| die Zwelrte

lohe ellvermebhrung und Sehichtenbildung Mk

photogr. pach GASSUL, 1922, Gefarbtes Priiparat Bildung nicht so reich

lich ausfillt wie die

erste, “-‘IHI'.HI:,,'_'"flt.li'lllf.[l' Froschhautstiickchen ist withrend dieser Zeit

durchsichtizer seworden, zum Aeichen, dald die ;‘:t'”:'H, die |ll-1] i-.['i”|_5|.-|-|-”

Rand bilden, zum Teill aus den Zellschichten stammen, welche die
Haut des Frosches hildeten

In den ersten Tagen der Zuchtung teilen sich diese Zellen amito.

tisch. ."'~|-;'|In‘r' erst findet die Zellvermehrung durch recelrechte Mitosen
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statt, die deutlich im lebenden Priparat mit Immersion nachzuweisen
sind und sich auch leicht farberisch (Abb. 19) darstellen lassen. Es emp
fiehlt sich, Totalpriparate und Schnittpraparate in bestimmten Abstanden
von diesen Stuckehen
herzustellen, Konser-
vierung mit OrTHscher
Flissigkeit und Fiarbung
mit Hamatoxylin, und
wenn man die Chromato-
phoren darstellen  will,
Fixierung mit 96 proz.
Alkohol und Nachfiir-
bung mit alkoholischem
Safranin sind zu emp-
fehlen. Beim Konser-
vieren muld daraunt ge
achtet werden, dali das
Stiickehen mit dem Me-
dinm zuzammen konser-
viert wird. Es gelingt
am besten, wenn man
miteiner feinen Kapillar-

i]jfli't{l" nachdem man Abb. 19. In Teilung befindliche Zellen in einem 28 Tage
: i e . alten, in Froschplasma und Augenkammerwasser geziich-
T“]':‘-'H'F”Lﬂ EivH ['l"l'll.ltl‘ll teten Priparat. (Mikrophotogr. geffirbtes Priparat

: R. GASSUL, 1922,
mit dem Deckglischen

umgedreht hat, die Konservierungsfliissigkeit an den Rand des Tropfens
ringsherum verteilt und langsam mit dem Konservieren bis zur Mitte
vorgeht. Ist das Plasma sehr fest, was die Regel nur bel Ziichtung
in Hithnerplasma und Froschplasma ist, so kann man das Deckglischen
schwimmend auf die Konservierungsflissighkeit legen. Es kommt haupt-
?‘-'rl".'l'iliﬁ"ll Li”r'i'l“f clll, « |[l' EIIIH}:I'\\'””fEE"I'iE'l'I llllf! rl['”;:l,‘l!il:i{"l[‘“ :r":["llf'”
mit zu konservieren. Dies gelingt erst nach einiger Ubung. Das Ein-
hetten geschieht in der tiblichen Weise : am besten nimmt man fiir die letz-
ten Stuten Chloroform-Alkohol, Chloroform-Paratfin usw. Man muld aber
darauf achten, dafl die Haut beim Einbetten nicht zu lange in den
betretfenden  Flissigkeiten liegt, weil sie sonst zu hart wird. Feine
Schnitte der explantierten Froschhaut firben sich am besten mit Dela-
field, wobei die Zeitdauer des Verweilens in der Farbe ausprobiert
werden mull. Sind die Gewebe, wie die nekrotischen inneren Teile des
explantierten Stiickes, schon tot, so ist keine Kernfirbung mdglich.
Sehr oft wird sich nur der Zellinhalt diffus farben. In den Randpartien
sind Mitosen dann leicht nachzuweisen., Vielleicht sind Basalzellen,
die sproBartic aus dem eingepflanzten Stiick in das Medium hinein-
wachsen, zu sehen, die Guaninkérner in sich aufgenommen haben,
manche auch rote Blutkérperchen und sonstigen Zelldetritus. Die run-
den Zellen sind fast alle Abkimmlinge der Basalzellenschicht und der
dariiberliegenden Epithelschichten. Dall wirklich die ausgewanderten
Zellen von den Schichten der Haut, die iiber den Basalzellen liegt,
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stammen, kann dadurch bewiesen werden, dall ein solches explantiertes
Hautstiick wieder implantiert wird. Ein Schnitt durch ein solches implan-
tiertes l':_'qpl'rlltt.'lt (siehe Gassvrn 1922) zeigt verminderte Anzahl Zell-
schichten tiber der Basalzellschicht.

Die Rolle des Unterhautbindegewebes im Froschhautexplantat ist
noch nicht ganz geklirt, UnneExnure behauptet, dall das Bindegewebe
ies L!'ui]il{'iffi'l].-‘-l,'J':l'.‘-G keine oder nur
geringe Wachstumserscheinungen zeigt.
Das Bindegewebe der hier gebrauchten
Rana esculenta zeigt besonders in
Froschlymphe oft Wachstumserschei-
nungen, die sich nachweisen lassen
(siche Abb. 20,21, 22). Die Wundstellen
der Bindegewebsfasern verdicken sich,
kleinere Kerne lassen sich im Leben
beobachten. Durch Apposition verlan-
gern sich die Fasern nach der Peripherie
hin, und die Kerne verteilen sich in
ziemlich regelmilliigen Abstianden in
dieser ausgewachsenen Faser. Das

Abb. 20 zelgt das Auswachsen des Binde-
gewebes ans der Haut von Rana escu-  [hngenwachstum erfolgt zogernd. Im
lenta in drei nacheinander folgenden i e : ; 5 2

stadien. Mikrophotogr. nach R, GASSUL,  beigegebenen Bilde ist ein Faserbiindel

022, Gefiirbtes Totalpraparat., : R e
1 SRCheE Ro il I na Ll abgebildet, das sich in 19 Tagen um

Abl. 21 u. 22 zeigen das Auswachsen des Bindegewebes aus der Hant von Rana esculenta in drei
nacheinander folgenden Stadien. Mikrophotogr. nach R, GASSUL, 1922, Gefiirbtes Totalpriparat,
25 u vergrilert hat. Eine Regelmiiliigkeit, wann die Bindegewebe,
wann die Epithelgewebe am stiirksten auswachsen kinnen, ist nicht fest-
gestellt. Ks scheint nicht an den verwandten Kulturmedien zu liegen.

Verhaltender Frosehhautinfesten halbfliissigen und
ganzflitssigen Medien. 2. Ubung. Withrend des Studiums der Frosch-

=

haut, die sich nur in Plasmamedinm und Augenkammerwasser befand,
sind die anderen jetzt zu brauchenden Medien vorbereitet und sterilisiert.
Auller den frither fertiggestellten Medien brauchen wir noch Hiihner-
plasma, das aber erst spiiter von den Kursisten selbstindig hergestellt
wird. Jetzt wird es geliefert. Man hat also fiir die zweite Ubung vorriitig
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Hithnerplasma, Froschplasma, Augenkammerwasser und RINGERsche
Lisung fiir Kaltbliitler. Man stelle sich 3 Mischungen her:

L. Teil E-’;-q._naq-|||:].'l.~»:rn:l und Augenkammerwasser,

iR .. RinceErsche Lisung,

1/, .. Hiihnerplasma, !/, Teil Froschplasma und !/, Teil Augen-
kammerwasser,

;r.,u.y:-,-_,;:‘:..-_.{.- gl

ix

]

e RN, TR
S,

Abb, 25, Rilckenhant von Rana pipiens nach E. UHLENHUTH. (Journ. exp. Med., 1914, Vol. 20.)
Photogramm nach dem Leben, 48 Stupden nach der Explantation., Xuchtmedium wie bei Prip.
aunf Bild 13. Aweischichtenbildung an drei Seiten de: Explantats sichtbar,

Man behilt noch zum Ansetzen einiger Kontrollkulturen ein wenig
reines Froschplasma tbrig. Dann setze man in der Weise, wie auf
™. 17 beschrieben ist, Kulturen an, vielleicht 24 Kulturen:

3 Kulturen in reinem Froschplasma,

3 Hiithnerplasma,

3 Augenkammerwasser,

5] . .» RINGERscher Losung,

5 ” ., Froschplasma und Augenkammerwasser,

5 Froschplasma und Rixcerscher Losung,

3 RiscEnrscher Lisung und Augenkammerwasser,
3 Hiihner-, Froschplasma und Aungenkammerwasser.
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Hat man wenig Plasma und Augenkammerwasser, so kann man
direkt beim  Ansetzen mit mehreren Tropfenpipetten die Mischung
vornehmen.

Gewdahnlich ziichten wir, den natiirlichen Verhiltnissen maglichst
entsprechend, in halbfliissigen Medien, also hier entspricht Frosch-
plasma und Augenkammerwasser einem solchen. Froseh-, Hiihner-
plasma und Augenkammerwasser gemischt stellen ein festes Medium
vor, die anderen Medien sind mehr oder minder fliissig. Hiihner-

kY
)

€ o

.
Abb. 24 wie Abb, 28, aber nach gefirbtem Priparat in einem sich verfliissigenden Medium. T

Formverfinderung der Ep:thelzellen in diesem 18t deotlich

plasma allein ist ein sehr starres Medium, Rixcersche Flissigkeit allein
ein absolut fliissiges Medium und fiir die Kultur unbrauchbar. Beide
werden nur als dullerste Kontraste verwandt. In dem einem kinnen
die Zellen nicht sich fortschieben, da kein Widerstand vorhanden, in
dem steifen Hithnerplasma ist dies auch nicht moglich, da das Medium
zu starr ist und infolgedessen der Widerstand zu groli. Auswanderung
von Zellen und Zellteilung sind hier fast nicht vorhanden, hiochstens
sind in das flissige Medium einige durch das Zerschneiden des Gewebes
aus dem Zusammenhang geloste Zellen hineingeschwemmt, aber nicht
aktiv hinausgewandert.
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Die Epithelzellen haben in einem festen Medium gewohnlich poly-
edrische Gestalt, von oben gesehen sind sie polygonal, im Schnitt kubisch :
die Grille des Hofes ist gering, er besteht aus einer dichten Membran,
erst nach 14 Tagen, wenn sich das Medium verflissigt, nehmen die
Zellen eine langgestreckte Form an den fuliersten Rindern des Hofes an.

In einem halbfliissige m Medium bildet sich ein sehr grofier Hof von
Zellen, die um das Stiick herum noch polygonal sind und zusammenhingen.
Je weiter nach aullen man die Zellen beobachtet, je loser wird thr Zu-
sammenhang, je langgestreckter wird ihre Form, einzeln wandernsie dann
in das noch unverbrauchte Medium hinaus. Nach 20 tigiger Ziichtung sind
viele Zellen stabartig und das Zellplasma ist von schaumiger Struktur,

[neinem fliissige n Medium (Augenkammerwasser)nehmen alle Zellen
zuerst eine gestreckte Gestalt an, die sich schon nach wenigen Stunden
(18 Stunden) ineine runde verwandelt, in welcher die Zelle bis zu ihrem
Tode verharrt. Zu einer echten Hofbildung kommt es nicht, iiberall hin
werden Zellen und Zellschleier getrieben. Alle diese Verinderungen kinnen
nun in dem sich im Laufe der Zeit stets verflissigendem Plasmamedium
frither oder spiter in einer Kultur beobachtet werden.

Weiter haben wir genau das Schicksal der einzelnen Zellarten ver-
folgt und gefunden:

Die grollen Melanophoren teilen sich nicht in der Gewebeziichtung.
Nachdem sie den ersten Tag sich ausgestreckt haben, zichen sie sich
im Verlauf der nichsten Tage zusammen und bleiben im Stadium der
Ballung bis zu ihrem Tode, der oft sehr spit erfolgt. Sind sie gestorben,
=0 werden die kleinen Pigmentkornchen von vielen anderen Zellarten
phagocytiert. Dies erschwert natiirlich das Erkennen der anderen
Zellgruppen.  Die kleinen Melanophoren sind oft in aktiver Bewegung
anzutreffen. Die Guanophoren teilen sich sicher, Basalzellen und Driisen-
zellen ebenfalls, Epithelzellen, soweit sie noch nicht verhornt sind.
[Uber das Schicksal des Bindegewebes ist weiter oben berichtet, doch
tritt bei Rana esculenta nicht das ein, was UnLENHUTH von dem Binde-
gewebe des Rana pipiens erzihlt. Unvpesnurs findet, dafl das Binde-
gewebe inaktiv bleibt und von den Epithelzellen iiberwuchert wird,
=0 dall nach mehrwichentlicher Ziichtung eine Hohlkugel entsteht, die
innen aus dem inaktiven Bindegewebe, aullen aus neugebildeten
Epithelzellen besteht. Es sollte hier an der lebenden Epithelzelle gezeigt
werden, dafi ihre Form eine Funktion der Festigkeit des
Mediums ist und dal} die Schnelligkeit der Auswanderung von
Zellschichten und Zellen durch den gleichen Faktor bedingt ist.

1. Lebensiiuierungen der Zellen und Gewebe
in verschiedenen Medien.

T 3 : o ; - -2 5
Unter Lebensiiuflerungen der Zelle wihrend ihres Verweilens in
dem Kulturmedium sind zwei Gruppen zu unterscheiden, solche, die
der Zelle auch im friiheren Gewebsverbande eigen sein wiirden und
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solche, die sich in dem Kulturmedium neu oder erneut zeigen. Als Zeichen
des auch in der neuen Umgebung weiter ablaufenden Zellgeschehens
werden die Fortsatzbildung der Zellen, die aktive Wanderung, die
[Fahigkeit zu  phagozytieren, die sofortige Bildung von indirekten
Teilungsfiguren bei embryonalen Zellen, das Durchfiihren der Zell-
durchschniirung und die Weiterbildung der schon vorhandenen Zell-
strukturen angesehen werden miissen.

Als ?(-llgv-whuiun das sich nur in dem neuen Medium abspielt,
werden wir die Entdifferenzierung oder den Abbau des Gewebes oder
des Zellinhalts ansehen und das fortgesetzte Teilen des sich nicht
abgebaut habenden, oder wenn das vorkommen sollte, das fortgesetzte
Teilen der abgebauten, erwachsenen im Gewebeverbande sich nicht
teilenden Zelle, das Auftreten direkter oder indirekter Teilungen, weiter
das Neubilden von Zellstrukturen in vorher abgebauten Zellen, wenn
auch das letztere Phiinomen noch anzweifelbar ist.

Als Anpassungs- oder auch als Absterbeerscheinungen werden die
Speicherung von Fett, Fettsiiuren, und die Bildung von Vakuolen und
der sog. Degenerationsgranula angesehen werden miissen, wenn sie
nicht gewohnlich in der Zelle vorkommen.

In diesem Abschnitte sollen einzeln das Auswandern, das Sichum-
wandeln, das Sichteilen von lebenden Zellen der versehiedensten
Art in verschiedenen Medien beschrieben werden und die Fihigkeit
der Zelle zur Riesenzellbildung und zur Phagozyvtose mpfmnentt]l
gezeigt werden. Dabel wird die Beobachtung der le benden Zelle mit
ihren Inhaltskérpern und die Darstellung derselben besonders betont.
Ein Versuch wird gemacht, lebende und tote Zellen zu unterscheiden.
Zu diesem Zweek werden wir uns erst die Medinmgewinnung bei Warm-
bliitlern, Vigeln oder Siugern ganz zu eigen machen und nachdem
erst die Plasmagewinnung der Siuger, als die leichtere Operation, be-
herrscht wird, lernt man auch ‘\ng-:-kpl.hnn gewinnen., Die Katze ist
wohl das geeignetste Objekt zum Beginn, die Ratte das schwerste,
da Katze n|1|:-1~«mn, nicht so empfindlich ist wie Rattenplasma, das mit-
unter schon in der Pipette gerinnt.

lch gebe einige kurze Anleitungen fiir die spiter zu brauchenden
Tierarten Katze, Ratte, Huhn, Meerschwein, Maus, Hund
und Mensch.

Katzenplasma: Die Katze mull vor der Operation narkotisiert
werden. Man setzt sie entweder unter eine Glasglocke. in die zugleich ein
mit Chloroform getriimkter Wattebausch gebracht wird, oder man fertigt
besser aus einem Stiick Verbandstoff eine Maske, in die man zwischen
trockener Watte das mit Chloroform getriinkte Wattestiick hinein-
legt, ahnlich wie bei der Narkose beim Menschen und kontrolliert den
Fortgang der Narkose durch Priifen der Herzschlige. Wiihlt man dieses
Verfahren, so mull man vorher die Katze an allen vier Pfoten an den
Operationstisch anbinden und eben vor Beginn der eigentlichen Operation
narkotisieren. Hat man keinen kriifticen Diener zur Hand, so narkoti-
siert man leicht unter der Glasglocke an und bindet dann zwecks tieferer
Narkose das Tier fest. Die Narkose soll so tief sein, dali das Tier still-



LebensiuBerungen der Zellen und Gewebe in verschiedenen Medien. 31

liegt, jedoch soll jedes unniitz starke Narkotisieren vermieden werden,
weil Gewebe von stark narkotisierten Tieren schlecht wiichst und zu
starkes Narkotisieren auch nachteilig auf das Plasma selbst einwirkt.
Js miissen reichlich viel Réhrechen und grofle Rihrechen zum Auffangen
des Blutes und des Plasma fertiggestellt werden, ebenso muld ein reich-
liches Instrumentarium bereit sein. Man gebraucht: mehrere gut-

Abb, 25. Katze, Brustkorh geiifnet, Herz freigelegt, Perikard gedfinet. Es izt daraui zu achten,
dal die Bauchhihle geschlossen bleibt, Siehe Text (Original),

geschliffene Knopfscheren, Klammern zum Festklemmen des gedffneten
Brustkorbes, grofie und kleinere Pinzetten, dabei eine mittelgrofie
Pinzette mit stumpfen Enden zum Hochheben des Herzens. Die Haut
wird am Brustkorb mit Sublimat abgerieben, iiber dem Brustbein ein-
geschnitten, zur Seite geklappt und festgeklemmt. Die freigelegte
Muskulatur wird mit Rixarerscher Losung abgespiilt. Nun hebt man
vorsichtig das Sternum hoch am Processus xiphoideus und schneidet
mit dem stumpfen Ende der Knopfschere nach unten mittels eines
Medianschnittes in den Brustkorb ein bis nahe an den Hals. Die beiden
Hilften des Brustkorbes (Abb. 25) werden durch einen Transversalschnitt
weiter gedffnet, wobei man die dort liegenden Gefiilie beachten muli und so
unblutig wie maglich arbeiten soll, und dann zur Seite hin festgeklemmt.
Man soll so rasch wie miglich arbeiten, damit man die Narkose nicht
zu lang auszudehnen braucht und schnell in das schlagende Herz ein-
stechen kann. Mit einer kleinen Knopfschere erdffnet man den Herz-
beutel, stiitzt das Herz von unten mit der stumpfendigen Pinzette und
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sticht mit der Kaniile in den Ventrikel ein. Es ist gleich, an welcher
Stelle man einsticht, da durch das Einstechen mit der verhiltnismallig
starken Kaniile der Ventrikel so heftig verletzt wird, dall von jeder Stelle
das Blut in die Spritze einstromt (Abb. 26).

Alle weiteren Handgriffe erfolgen genau so, wie sie schon beim
I'rosch beschrieben sind, mit dem wichtigen Unterschied, dall noch

Abb, 26, Katze. Der Moment der Blutentnahme. Es ist darauf zu achten, dal die Spitze der
Kaniile nicht das Herz durchaticht und dab der Stempel der Spritze erst hochgehoben wird,
wenn die Nadel got in das Herz eingefiihrt izt. Siehe Text (Original).

grifiere Schnelligkeit notwendig ist, eine Hauptbedingung zur Gewin-
nung einer guten und reichlichen Menge Plasma. Zwischen Blutent-
nahme und Zentrifugieren darf hichstens ein Zeitraum von Sekunden
vergehen. Das gewonnene Plasma wird in die schon frither beschriebenen
dickwandigen Reagenzrohrchen abpipettiert, steril verschlossen. Ge-
braucht man das Plasma nicht gleich, so kommt es in eine Gefrier-
losung, die man einen Tag iiber den anderen wechselt. Bei heiliem
Wetter mul} jeden Tag gewechselt werden. Das Plasma ist bis zu
acht Tagen lang brauchbar. Wenn man Versuche anstellt, bei denen
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es auf eine bestimmte Hydrogen-lTonen-Konzentration ankommt, soll es
hesser vermieden werden, vorher gewonnenes Plasma zu gebrauchen.

Bei groBen Tieren wird man zur Plasmagewinnung nur dann das Herz
henutzen, wenn sehr viel Plasma gebraucht wird (etwa zu Kurszwecken).
Sonst empfiehlt es sich, Blut aus der Karotis zu entnehmen, nachdem
das Gefall mobilisiert und das Blut gestaut worden ist. Dieses Verfahren
erfordert jedoch gréflere Ubung und ist fiir Kurszwecke nicht ratsam,
weil eben oft, falls nicht sehr schnell gearbeitet wird, das Blut gerinnt.
Ich lasse den Kursisten selbst von Anfang an alle Operationen aus-
fithren und ziehe deshalb zuerst die Blutgewinnung aus dem Herzen vor.

Beim Hund entnimmt man das Blut fiir die Plasmagewinnung
aus der vorderen Brustvene mittels einer vaselinierten Hohlsonde.
Das zuerst ausflieende Blut lillt man unbenutzt, da leicht gerin-
nungsfordernder Gewebssaft mit einflie3t, der durch das Einfiihren des
Schneppers in die Venenwand mit in das Blut gelangen kann. Das
spiter quellende Blut lialit man in die paraffinierten Rohrchen ein-
strimen und verfihrt weiter in der schon geschilderten iiblichen
Weise.

Bei der Blutentnahme vom Kaninchen ist die allgemeine iibliche
Art, aus der Ohrvene Blut zu gewinnen zur Plasmabereitung nur selten
mit Erfolg angewendet. I£s wiithrt zu lange Zeit, ehe man geniigend Blut
erhitlt. Bel dieser verhialtnismiiliig langsamen Entnahme erwirmt die
Hand zu stark die eisgekiihlte Spritze, und in den meisten Fillen gerinnt
das Blut schon beim Zentrifugieren. Will man das Tier schonen, so mull
man auch hier die Karotis freilegen ; die beste Art der Gewinnung bleibt
immerhin das Einstechen in das schlagende Herz. Auch bei Herz-
punktion, sei es z. B. ein Meerschweinchenherz, das man punktiert, ist
im allgemeinen die Blutentnahme bei diesem Verfahren zu langsam.
Vielleicht aber lafit sich diese sparsamste Methode noch ausbauen.

Die Punktion kann in folgender Weise (nach Friesos) ausgefiihrt
werden: Man schneidet tiber dem Herzen die Haare ein wenig ab und
reibt die Hautstelle mit Jod ein. Man trinke die ausvaselinierte Nadel
mit Paraffinum liguidum und steche mit der Spritze wie tiblich in das
Herz ein. Auch hier nehme man nicht das erste Blut, weil vielleicht
GGewebssaft in ihm enthalten sein kann.

Aus Sparsamkeitsriicksichten werden oft trage nde Tiere zur Plasma-
gewinnung benutzt, man meint, zugleich mit der Plasmagewinnung, auch
die Embryonen verwenden zu kinnen. Ich mochte dies Verfahren nur
dann empfehlen, wenn das Tier erst im Beginn der Trichtigkeit sich
befindet. Stark triachtige Tiere erweisen sich fiir die Narkose sehr un-
geeignet. Auch habe ich oft empirisch festgestellt, daBl das Wachstum
im Plasma tragender Tiere sehr minimal ist. Vielleicht aber ist auch
das bei diesen Tieren nitige starke Narkotisieren die Ursache, daff Gewebe
in dem Plasma tragender Tiere nicht wachsen.

Bel der Ratte und dem Meerschweinchen verfahre man zur Blut-
entnahme aus dem Herzen wie bei der Katze beschrieben ist, mit Ausnahme
beim Einschneiden in den Biustkorb. Bei den eben genannten Tieren
eriffnet man den Brustkorb nicht durch Medianschnitt, sondern man

Erdmaunn, Praktikum, 3
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Abb. 27, Ratte. Im Gegenzatz zur Katze ist
hier mit zwei Seitenschnitten der Brustkorh ge-
dffnet und das Brustbein mit dem Teil der ihm
anliegenden Rippen zuriickgeklappt. Siche Text

A
{Original). \,\\\
i T |
Nal

schneidet beiderseitig beim Rippenknick ein (Abb. 27), den Knopf der
Schere nach unten cerichtet, kleljlpt- dann das geloste Stiick rostat zu-
riick und befestigt es mittels einer Klammer. Alle weiteren Handgriffe
sind den bei der Katze beschriebenen gleich.

LamBErT und Haxgs geben eine ausgezeichnete Anleitung, wie bei
kleineren Tieren schnell Plasma aus Gefilien gewonnen wird. Sie prii-
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parieren z. B. bei der Maus die Karotis frei, binden sie oberhalb der
Rinschneidestelle ab und befestigen sie unten mit einer Arterienklammer.
Dann wird scharf in die Karotis eingeschnitten. Die Rinder des Ein-
sehnittes werden mit feinen Klammern festgehalten und das Gefill
ganz durchtrennt. Das Ende des Gefilies und die es haltenden Klammern
sind mit Olivendal bedeckt. Dann wird die Klammer unterhalb gediffnet,
und das Blut kann jetzt in die paraffinierten Glasgefille von sehr
schmalem Durchmesser flieflen. Das Zentrifugieren und die tibrigen
Operationen sind den frither geschilderten gleich. Die ersten Tropfen
werden nicht gebraucht. Junge Ratten geben gewdhnlich 1 cem Blut,
wenn das Tier getotet werden soll, so kann man zweimal soviel nehmen,
aber man soll solches Blut nicht gebrauchen, wenn man Immunitits-
studien machen will.

Beim Menschen benutzt man, wie sonst bei der Blutentnahme
iiblich, die Armvene. Das Menschenplasma, das ohne Narkose ja leicht
gewonnen werden kann, wie auch ja bei dem Hund, verfliissigt sich
leicht, ohne Zusatz von Hiihnerplasma ist es unbrauchbar.

Besonders eingehend michte ich die Gewinnung von Hithnerplasma
schildern. Da fast das ganze Jahr Hiihnerembryonen zu haben sind
und man mindestens dreimal dasselbe Huhn zur Plasmagewinnung
brauchen kann, so empfiehlt es sich, dies besonders zu iiben,

Man soll sich zur Regel machen, dall alle Tiere, welche man zur
Plasmagewinnung gebrauchen will, mindestens einige Tage vor der
Operation im Stall selbst zu beobachten. Man fiittere sie in dieser Zeit
mit Nahrung, die viel Wasser enthilt. Wenn man seine Tiere selbst
aufzieht, was ja bei der zumeist gebrauchten Ratte sehr leicht ist, wird
man am sichersten sein, normale, noch zu keiner anderen Operation
gebrauchten Tiere zu haben.

Operation am Huhn: Beim Huhn gewinnt man zuniichst Plasma
durch Blutentnahme aus einer Fligelvene, um das Tier zu schonen
und fiir mehrere Blutentnahmen zu gebrauchen. Man legt das Tier
auf dem Riicken auf den Operationstisch nieder, nachdem man ihm
sorgsam eine Watteunterlage untergelegt hat, damit es nicht zu sehr
auskiihlt. Nun bindet man die Beine und darnach die Fliigel mit Binden
fest, recht behutsam, ohne das Blut zu stauen. Unter den Fliigel,
in den man hineingehen will, legt man eine Watterolle, um ihm eine
erhihte, sichere Lage zu geben. Die Operationsstelle befreit man vor-
sichtig von allen Federn, die man nicht abreilen, sondern ab-
schneiden soll. Sodann reibt man das Operationsfeld kriiftig mit
einem Wattebauseh und steriler Kochsalzlosung ab, um allen etwa
anhaftenden Sehmutz zu entfernen. Nachdem man das Huhn beruhigt,
im Notfalle ihm eine leichte Chloroformnarkose gegeben hat, hebt man
die Fliigelhaut mit der Pinzette auf und schneidet mit einer scharfen
Knopfschere (Abb. 28) iiber dem Gefiille in die Haut ein, driingt stumpf
ab und klemmt links und rechts mit je einer PEaxschen Klammer die
Hautriinder fest. So erhiilt man eine ziemlich weit offene Operations-
stelle (Abb. 29), an der man das Gefall deutlich liegen sieht. Das Gefily
wird nun vorsichtig hochgehoben und der Blutstrom mit einer Arterien-

Q*
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klemme abgestaut. Bevor man nun zur Blutentnahme einsticht, wird
es notig sein, die Narkose zu verstirken. Man mufl das Tier gut be-
obachten und die Stirke der Narkose genau austarieren, so dafl das
Tier zwar ruhig liegt, aber auch die Narkose gerade so leicht wie

Abb, 28, Huhn zur Operation vorbereitet, Die Bolle, welche den Fliigel hebt, ist nicht sichtbar.
Auch das den Kopf bedeckende Tuch izt fortgelaszzen. Siehe Text (Original).

maoglich ist. Schnarcht das Huhn, so ist die Narkose gut gelungen.
Sobald der Blutstrom angestaut ist, sticht man mit der eisgekiihlten
Spritze in das Gefill ein und lost im gleichen Augenblick die Klammer,
g0 dal} das Blut schnell in ziemlich grofier Menge einstromt. Die Zentri-
fugenréhrehen, welche zum Auffangen des Blutes dienen, miissen beim
Huhn in griflerer Anzahl bereitgestellt werden. Man nimmt auch etwas
grifere Plasmarohrchen, da man mit grélleren Blutmengen zu rechnen
haben wird.
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Im allgemeinen unterscheiden sich die einzelnen Handgriffe und
die Art der Arbeit nicht wesentlich von der Art der Plasmagewinnung,
die vorher schon bei anderen Tieren beschrieben ist, bis auf alle “die

Einzelheiten, die durch die Beschaffenheit des Tieres selbst bedingt

e
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Abb. 20, Fliigelvene des Huhnez zur Blutentnahme vorbereitet. Die beiden PEANschen Klam-

mern rechts und links klemmen die abpriparierte Haut zuriick, Die zum Stauen des Blutes
benmtzte Arterienklemme darf nicht zu massiv sein, Siehe Text (Original).

werden. Zu sagen wiire nur noch, dafl beim Huhn, ganz gleich, ob man
aus einem Gefill oder aus dem Hiihnerherzen das Blut gewinnt, noch
rascher gearbeitet werden mull als etwa bei der Ratte, da die Tem-
peratur des Hithnerblutes 387 C ist. Ist das Tier sehr jung, so braucht
man beim Blutentnehmen aus den Gefillen meist nicht in die Muskulatur
einzuschneiden, bei ilteren Tieren dagegen mufl das Gefall stumpf
und unblutig freigelegt werden. Zu junge Tiere sind fiir die Operation
ungiinstig, weil ihre Haut leicht einreil}t, am besten verwendet man
7—8 Monate alte Tiere. Dasselbe Huhn kann ofter zur Blutentnahme
benutzt werden. Man entnimmt aus den Fliigelgefallen erst an einer,
dann an der anderen Seite und zuletzt aus dem Herzen. Am hesten
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wird das Tier nach der Entnahme aus dem Gefall sofort verbunden.
Man lilit es bis zur nichsten Entnahme etwa !/, Jahr laufen, Dabei
gelingt es, dall man ein paarmal aus demselben Gefili Blut entnehmen
kann, oft aber vernarbt die schon frither benutzte Stelle nicht gut
und die Verwachsungen stéren dann, wenn man diese Stelle spiiter
wieder benutzen will,

Weiter brauchen wir auller Physiologischer Kochsalzlosung, RINGER-
scher Losung, Loke-Lewisscher Lnxun},_. alles natiirlich fiir Siugetiere
angesetzt, Embryonalextrakt, den wir auf folgende Weise h{*-wltvn.

Embryonalextrakt: Die bequemste Art ist folgende: Aus dem
triichtigen Uterus beim Siugetier oder aus dem Ei beim Vogel wird
der Embryo steril entnommen und in steriler Ringerlosung abgespilt.
Das so vorbereitete Tier wickelt man in ein steriles Gazelippchen,
von dem die Ringerlosung zum groliten Teil wieder aufgesogen wird.
Der Embryo wird dann in sterilen Glasgefilien mit sterilen Instrumenten
schnell zerschnitten und verrieben und der Embryonalbrei in ein ste-
riles, mit einem Deckel versehenen Filter gebracht, auf dem man vorher
ein steriles, mit Ringer angefeuchtetes Stiick Filtrierpapier leicht an-
gedriickt hat. Da der Embryo sehr wasserreich ist, werden sich
immer Tropfen von Fliussigkeit abfiltrieren, die mdaglichst sofort, ver-
diinnt wie 1:3, zu benutzen sind, hochstens aber einige Stunden auf
Eis gehalten werden kinnen, da sonst die wachstumsbeschleunigenden
Substanzen nicht mehr bei spiterer Verwendung zu wirken scheinen.
Aulier dem geschilderten Verfahren, Embryonal-Extrakt zu gewinnen,
wird noch folgende Methode nach Drew t*mpfﬂhlml

Man -'-.vhnf-uie*t Miiuse- oder Ratten-Embryonen in feine Stiickehen
und bringt sie in ganz wenig DREwsche l*]qunquml (siehe 8. 104). Diesen
Brei it man 2—3 mal frieren und auftauen, damit die f{*l]«:'n so viel
wie moglich sich aus dem Verbande losen. Dann zentrifugiert man,
bis eine klare oder schwach opaliszierende Flissigkeit sich absetzt.
DrEw empfiehlt 2 Teile dieser Flissigkeit und 3 Teile der DrEwschen
Fliissigkeit, die das Plasma ersetzen soll.

A. Auswanderung der ecingepllanzten Zellen gezeigt an
der Milz.

Nachdem wir erst in Gedanken uns die nachfolgenden Schritte des
Experiments zurechtgelegt, alle Instrumente und Losungen bereit-
gestellt haben, so nehmen wir die bis zu diesem Zeitpunkt anf Eis ge-
stellte Milz. Gerade hier ist die Auswanderung der Zellen am besten
zu beobachten, und die Anfertigung von Deckglaskulturen bei Milz
und auch bei Knochenmark ist verhiltmismiliig leicht. Um Tiere zu
sparen, benutzt man dasselbe Tier zuerst zur Plasmagewinnung, nimmt
die Milz dann steril heraus und bewahrt sie, bis man sich die Glas-
schalen, sterile Instrumente und Lésungen zum Kulturenansetzen zu-
rechtgestellt hat, auf Eis auf. Hat man 2 Zimmer zur Verfiigung, so
stellt man diese Dinge schon vor der Operation auf. Je schneller
man arbeitet, je besser. Nachdem die Milz — man nimmt entweder



Auswanderung der eingepflanzten Zellen gezeigt an der Milz. a5

Katzen-. Ratten-, Meerschwein- oder Hiihnermilz, nur nicht Miuse-
milz, weil die Zellen sehr klein sind — aus dem schwach narkotisierten,
hesser geschiichteten falls ein frsches Tier verwandt wird Tiere
herausgenommen ist, wird mit dem Ansetzen der Kulturen in der
frither geschilderten Weise verfahren. Man wird gut tun, die Milz ein
paarmal in RixcERscher Lisung abzuwaschen und dann aus dem
Inneren der Milz kleine Stiickehen i das Nihrmedium einzusetzen.
Wir ziichten als dritte Ubung die Milz:

in arteicenem Plasma,

in Plasma und Rimnagerscher Losung,

in Plasma und Embryonalextrakt,
i

N reinem Serum.

Man wihle am besten
moglhichst cleichgrolie
Sticke, damit man spiter
einen  Anhalt hat, wie
stark die Auswanderung
der Zellen stattgefunden
hat.

Am nichsten Tage
wird man deutlich, schon
mit blollem Auge, weils-
liche Ringe um das ein-
gepflanzte Stiickehen
sehen konnen. Der Durch-
mes=er l”!'ﬁl'ﬁ I‘;thl‘i:‘ir'i“_ﬂl‘.‘*
1st wahrscheinlich grolier
ber den in Serum einge-
setzten  Stiickchen.,  Ge-
rade hier wandern die
Zellen am sehnellsten aus.

1 reiner RinGgeErscher Lisung,

Am dichtesten ist der Abb. 30, Awswandernng der Zellen der erwachsenen
:f 'H : ] wanz hei { : Ill : hatzenmilz in homogenem Plazsma, 3 tig ge Kultur, éin
scllclikialla el aen ils- Teil des Haofes i3t 2wecks Umnpllanzung schon abpipettiert

I'I!Elfl'l[‘i!il‘“. auch haben  und ‘_,:]“_tkI"“'J;:I1{'I'I"':.‘",";iIEI:':'r'I'Ik";Il:'I‘:I:"'I'l'l’,’l"l'l"El'i_:l'l','r’l ':":'I_‘,':Irl‘l'i':'ll.fl"]"""-
hier die Zellenm ein nor-
males Aussehen, wihrend in dem Serum abenteuerlichen Pseudopo-
dien, stark ausgezogenes Zellplasma und blasse Kerne sich zeigen.
Viele Zellen sterben ab. In dem Plasma der Katze konnen die
Milzzellen sehr lange leben und es fillt besonders der Reichtum an
eosinophilen Leukozyten auf. Am tiberniichsten Tage wird man diesen
Zellenkranz unter der Lupe mit einer feinen Kapillarpipette absaugen
und in ein neues Medium bringen (Abb. 30). So ist man sicher, nur
ausgewanderte Zellen zu erhalten, die dann nach weiteren 2 Tagen
wieder in neues Medium verpflanzt werden miissen. Unter Umstinden
findet auch eine Vermehrung einiger Elemente statt.

Die erwachsene Milz, ,.die Stitte des Unterganges vieler Erythro-
zyten und der Neubildung vieler weiller Blutzellen™ enthilt auBer
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Bindegewebszellen, die uns hier nicht interessieren, infolgedessen viele
Ervthrozyten und viele
weille  Blutzellen. Dazu

kommt - und das 1st
fiir uns besonders wichtig
ein weltverzwelgtes

Venen - und Arterien-
system. Die Wand der
kapillaren Milzvenen ist
eine durchbrochene. Sie
enthilt retikulir angeord-
nete Zellen, welche ein
Maschenwerk bilden (Netz-
syncytium). Betrachten
wir unser eingebettetes
Stuck am ersten Tag, so
finden wireine ganze Reihe
von grollen blasigen Zellen,
deren Kern sich mit Giemsa
blau farbt. Diese Zellen

Abb. 1. Katzenmilz. Zellen des Reticulums aus der  =ind Zellen aus dem Reti-
Peripherie des Hofes, Mikrophotogramm nach einem mit el Bie linten ]lll.'l_'-_’,ﬂ-

Gieman gefiirbten Totalpriparat (Original),
zytieren. Am zweiten Tage
findet man in ihnen sehr haufig die
Reste roter Blutkorperchen (Abb. 31).
Sowohl die eosinophilen Leukozyten
der Milz als auch des Knochenmarks teilen

Abb, 22 u, 32a. Riesenzellbildung in der Rattenmilz in Menschenplasma 5 Tage geziichtet. In

fdlar Mitte der beiden vielkermigen Hiegsenzellen eine vakKuolige =phire. um welche sich viele

Kerne lagern, Um den Kernkranz Fettgranula, Nach LAMBERT wmd HANES, 1911, Journ.
exp. Med., Bd. 14.
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gsich schnell hintereinander in den ersten drei von uns gewihlten
l1l't|il‘!i]1i:-‘- .‘-:ii‘ zl.lr-: i-;!l'illl‘, FIlJ]IE{T_u'r'HLh‘ J':ill:l']l'ih‘“ 1-:|[|li|-]| ;.{u;_{rll'ruh' ;_H*lll']:_
Sie kinnen auf zweierlei Arten sterben. Entweder sie sterben durch
Aunsstollen ﬁjir];!]i:'hrl' 1'1L-il|l::l[ihi|i']' Granula oder auch durch Aus-
stolBen des Kernes, der vorher ]I}'lirlnli:«u'h peworden ist. Nach 2 Wochen
Ilrlj_jf-filhj' finden sich nur kleine ].I‘;'Ir][i|'1+h?_:~'ll'rl und retikulire Zellen und
eventuell |':j;u|:-}_ru-'n'vhrc;f.wl|r!| der ,"'r|'lla-f_!-.';lp.-':-| vor. Fine progressive knt-
wicklung der Zellen machen nur die |.f|.'|t'| |+]|n;—‘_ vten in einem Plasma
moedium mit Serum durch big zu threm schon r|||:|'|+h4|5_u-|u-1i.aL-J| VOr-
geschrichenen Ziele, namlich in Plasmazellen; eine Rickbildung der
Lymphozyten in Bindegewebszellen ist von mir nicht beobachtet
worden. Man hiite sich, Milzlippchen mit etwas Fett einzupflanzen,
weil dadurch die an sich schon schwierige mikroskopische Deutung
der Bilder noch ]iLh]I'IElI:i;-",i.E'T"| wird. Die dem t-ijlgl'[bﬂ;lll?.ti'rl Milzstiick-
chen eigenen Riesenzellen wandern sehr selten in den freien Zellenhof.
Man findet sie aber noch in Schnitten durch das 1m Plasma ein-
gepflanzte Stiick. Doch bilden sich auch vielkernige Riesenzellen
m der Milz (Abb. 32 u. 32a). Hat man die eingepflanzten Stiicke

abb. 33, 1':r|||:'r_'|'.|rh|||: :"'I:IH. vom 16 .|'_|;_r|- :|:I|-|| |-I“||‘||'-._||. 1. el "Ligy

i R 1 aj i _ I b o =

Ringer und 29 Agar, 3. in Serum, 4. in frischem Seram und 29, Apar, 5. in auf 50° C erhitztem Serum

s L] TPt E iE i T 1 il 2 T

und 2% Agar, 6. in anf 50° C erhitztem Hilhne rplazma. Nach INGEBRIGTSEN, 1912, Journ. exp
Med, Bd. 168

Pl

gezlichtet in Ringer allein, 2. in

sehr hiufig umgebettet, so bleibt schlieflich nur das retikuliire Gewebe
zuriick, von dem kleine, basophil sich firbende, lymphozytenihnliche
Zellen sich ablésen. I

S0 wenigstens verhilt es sich bei der Milz der Katze, der Ratte,
des Meerschweinchens, des Huhnes. Es kann sein. dal} das Milzgewe be
anderer Tierarten wieder andere Erscheinungen hervortreten 1af3t.
| e I.‘Illhl':l.'fllkilh' Milz (Abb. 33) kann — falls vorhanden — als Vergleichs
objekt betrachtet werden.
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4. Ubung. Man nehme die Milz eines 16 Tage alten Hiihner-
embryos und habe folgende 6 Medien zurechtgestellt:

RixGERsche Liisung, Rixcersche Lisung und 29, Agar, auf 50° C erhitztes
Hiihnerserumu. 29 Agar nicht erhitztes Hithnerserum u. 29, Agaru. Hiihnerplasma.

Agarlisung. Eine 29, Losung Agar in destilliertem Wasser hilt man im
Wasserbad zwischen i_’.{l—h..*" { fliissig. Hat man das Serum bereitet, so nimmt
man die Agarlisung ans dem Wasserbade und liflt sie bis ca. 40 C abkiihlen.
Dann mischt man die Agarlosung vorsichtig mit dem Serum in der j,,l“llnﬁthtc‘l'l
Zusammensetzung. Sofort miissen dann die Kulturen angesetzt werden. Sind in der
Lisung kleine Stiickehen geronnener Agar, =0 mull man den ProzeB wiederholen,

Serumbereitung. Man mache es sich zur Regel, dall man aus dem Herzen
des Tieres, von dem man schon 2—4 Rohrehen Blut zur Plasmagewinnung ent-
nommen hat, noch Blut fiir dic Serumgewinnung entnimmt. Nach ein paar
Minuten hat sich das Herz gewdhnlich so voll geschlagen, dall man Blut fiir die
Serumgewinnung entnehmen kann.,  Dies kommt in ein nieht mit Paraffin aus-
gekleidetes steriles Zentrifugenréhrehen. Man liBt das Rohrchen 15 Stunde lang
kithl stehen, sticht dann mit einer ausgegliithten Platinnadel den H[ule hen ab,
sentrifugiert, pipettiert ab und verwahrt das Serum auf Eis.

Abbildung 33 1—6 zeigt nun, wie stark die Auswanderung in den 6 verschie-
denen Medien ist. Nur in 5 und 6 haben sich die Fibroblasten der Milz entwickelt.
Es sind also auf Figur 33 5 und 6 zwei Schichten sichtbar. Die leicht grau punk-
tierten Schichten sind die ausgewanderten Lymphocyten und einige eosinophile
Leukozyten der Milz auf allen Bildern.,

Totalpriparate farbt man mit Giemsa oder auch Himatoxylin und
Sudan I1I. Es empfiehlt sich, auch Schnitte durch das eingepflanzte
Stiuck zu machen.

B. Umbildung der Knochenmarkzellen.

Besonders lehrreich ist das Verhalten der Knochenmarkzellen
im kiinstlichen Medium und zwar ist das rote, nur wenig Fett ent-
haltende Mark des jungen Huhnes zum Versuch besonders geeignet.
Die Methode des Ansetzens der Kulturen ist die gleiche wie bei der

Milz, nur mul} darauf geachtet werden, dall das Knochenmark direkt
aus dem getoteten Tier in das Nihrmedium ohne Ringerzusatz gebracht
wird. Zu diesem Zwecke wird es sich empfehlen, das Knochenmark des
Huhnes, welches wir fiir die fiinfte Ubung brauchen, auf folgende Weise
zu gewinnen. Dem leicht narkotizierten Huhn wird mit einem scharfen
Skalpell die Fligelhaut eingeritzt. Mit einer scharfen Knochenschere
wird der Knochen in der Mitte durchgeschnitten, mit einer Hohlsonde
das Knochenmark herausgenommen und sofort in das Kulturmedium
gebracht. Man wiihle sich ein junges Tier, dessen Knochen reichlich rotes
Knochenmark enthalten, da das weille Knochenmark durch seinen Fett-
gehalt kein gutes Beobachtungsobjekt bietet. Zuerst studiere man das
Knochenmark in einem Tropfen Plasma, nachdem es ca. '/, Stunde
im Thermostaten gewesen ist, damit man sich die vorhandenen Ele-
mente des Knochenmarkes einpriigt. Man kann le bend folgende Ele-
mente unterscheiden (Abb, 34):

die Erythrozyten,

die Erythroblasten,

ungranulierte Zellen,

granulierte Zellen,

Riesenzellen;
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Diese zerfallen sehr leicht, sind aber im Innern des eingepflanzten
Stiickchens auch spiter noch unverindert zu erkennen. Die Erythro-
zyten des Huhnes unterscheiden sich von den Erythroblasten durch das
vorhandene Hamoglobin. Bei den Erythroblasten, deren Kern und
Plasma rundlich ist, findet sich das Hiamoglobin nur in Spuren. Die
eosinophilen Leukozyten fallen durch ihre Granulierung auf.  Beim
Huhn sind sowohl stab-
formige wie rundliche : .
Granulationen vorhan-
den. Auch Fettzellen
lassen sich lebend unter-
scheiden (Abb. 34). _

Die Schicksale dieser £ "
verschiedenen Zellarten D ¥
im Plasmamedium sind Ly ]
folgende: Die eosino- | 2
philen Leukozyten 8% S
wandern  mit  grolier \
Schnelligkeit aus und /
teilen sich  mehrmals 3
hintereinander, so dal} ) PSR
viele kleine Zellen ent- P *fpa L9
stehen,  Diese verlieren \\_ Lo : = S
sehr oft die Granula, der
Kern wird pyknotisch
und die Zellen sterben
ab. Oder die Granula ver-
grofiern  sich, werden
Degenerations - Granula

dhnlich und farben sich Abh, 34, l{llu.::hmm:.-lrli des 1-r-.l.'m-!1.~i.|:'|'u':1|._Hulnls r| Tag im
dann Bebr starl it - Eims gmihie: Avsvesdara galien 1n Som Zolkcins
Neutralrot. Doch g{"'h{'l'l_ In‘n'm, unten 2 granunlierte FHI'ITI-E']}. in der llit'tu ungranulierte
. r . Form, Links und richts oben 2 Fettzellen, Nach dem Leben,
auch diese Zellen, wenig- Or ginal.
stens beim Huhn, inner-
halb von 5 Tagen zugrunde. Beim Meerschwein wareii noch nach
10 Tagen eosinophile Leukozyten sichtbar. Ob diese nun aus den
Vorstuten der Leukozyten in der Gewebekultur neugebildet worden sind
oder ob es die iiberlebenden Leukozyten sind, bleibt zu entscheiden.
Hat man das Knochenmarkstiickchen nach einigen Tagen umgebettet,
s0 erscheinen besonders viele kleine . Lymphozyten”™ am Rande des
eingebetteten Stiickes, die sich dann mit ihren fingerartigen Fort-
siitzen langsam an die Peripherie des Mediums bewegen. Bei hiu-
figem Umbetten wandern schlieBlich nur aus dem iibrigbleiben-
den Retikulum diese Kkleinen , Lymphozyten aus. Sie sind stark
basophil und haben bei Giemsafirbung einen vakuoligen Kern,
der wenig mit Chromatin gefiillt ist. Der Protoplasmarand ist sehr
oft zackig in der lebenden Zelle, nimmt natiirlich ein glattes Aussehen
im gefirbten Priparat an.
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Ab und zu findet man auch noch Bindegewebszellen, die aus den
Kapillargefilien und aus dem Knochenmarknetzwerk stammen, sowie
grofle Endothelzellen. Ihese
machen genau dieselben Ver-
ianderungen durch wie in der
Milz und kinnen auch stark
phagozytieren. Die Riesen-
zellen, die mit dem Knochen-
mark eingepflanzt werden,
sind oft am zweiten Tage
noch erhalten. Ab und zu
findet man bei jungen Tieren
aullferdem  noch  Knochen-
zellen, die lebend mit ithren
vielen kleinen, stark licht-
brechenden  Knochenspiellen
cinen iiberraschenden Anblick
gewihren.

Abb. 35 wie 34, aber 2 Tage in Plasma geziichtet. Das |HI||{|'H.‘=-|{1lIIiHI'h{' Bild
Bosct e vandorade Biseusle,dl ungowasdlts  wird beherracht durch die ab
gerade ausstoBt, darunter ein LymphozytinitVakuolen  gebauten Fettzellen, falls man
nm den Kern. Nach dem Leben, Original. fettreiches Knochenmark
genommen hat. Die Fettzelle
oder Fetthlase (Abhb. 36) ver-
liert das gespeicherte Fett
(Abb. 36a). dieses list sich
schaumartig auf und fiarbt sich
dann spater auch nicht mit
Osmium. Aus der alten Fett-
blase lost sich dann eine
junge Fettzelle ab, die wie-

Abh 30. Umgewandete Rettzellen In der Gewsbe:  dor unter Umstanden Fett

Die Bilder 36, 36a u 360 sind nach 48 Stunpden .-apvir}wa'n kann, aber =sich
Aiichtung des Hilhmerknochenmarks nach mit Osminm wih Al ra T 1ad o T T
fixierten mit Sairanin gefirbten Priparaten dargestellt, durchihre Kleinheit von derUs

sprungsfettzelle unterscheidet
(Abb. 36b).
Diese  geschil-

{
'.:r .

".
T
e —

¥
A i

\ G derten 't!‘l.'-!:':‘l-
e ‘}" i s derungen  kin-
L K. \g T

nen lebend mit
dem heizbaren
. Objekttisch be-

Abbh., 36b. Umege-
wandelte Fettzellen ”h“{'htl‘i wers-
in der Gewebekul- g, Pesonders

Abb. 36a. Umgewandelte Fettzellen in der Gewebe- tur. Nach Erdmann.
kultur., Nach Erdmann. Original. Orlginal. -'”lffﬂ“l‘llll st

die starke Beweglichkeit der Fettzelle, die mit threm Inhalt sich wie
eine grofie Riesenzelle durch das Gesichtsfeld bewegt (Abb. 35). Leicht
sind diese Zellen lebend durch die stark lichtbrechenden Fettkugeln
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erkenntlich. Gefiarbt fallen sie durch ihr schaumiges Aussehen auf. In
der Gewebekultur findet also der Abbau des Fettes in freie Fettsiuren
statt, eine KErscheinung, die sehr oft auch bei pathologischen Zu-
standen eintritt.

Man kann, wenn man rechtzeitig das Medium wechselt, die ver-
schiedenen Zellarten getrennt auswandern sehen. Zuerst, wie gesagt,
die eosinophilen Leukozyten, dann die Lymphozyten. Hier bietet sich
also Gelegenheit, Experimente mit der gewiinschten Zellart zu machen.

Das Knochenmark ist in den verschiedensten Medien vielfach unter-
sucht worden, aber sehr hiufig sind Auswanderung und echtes
Wachstum gerade beim Studium des Knochenmarks verwechselt
worden. Die einzigen Erscheinungen des echten Wachstums sind die
Loslosung der kleinen . Lymphozyten, die histologisch den Polyblasten
Maximows am niichsten stehen. Alle anderen Erscheinungen haben mit
echtem quantitativen Wachstum nichts zu tun, selbst dann, wenn sich
aus den Vorstufen der eosinophilen Leukozyten vollausgebildete Leuko-
zyten in der Gewebekultur entwickeln.

(. Erscheinungen der Phagozytose und der Riesenzell-
bildung.

Kein geeigneteres Objekt gibt es, um die phagozytierende Titigkeit
der Zelle im Leben zu zeigen, als die Milz (7. Ubung). Man nehme, wie
schon beschrieben, Milz vom Huhn oder vom Menschen und ziichte

Abb, 37, Schnittbild einer Ablb, 38,
vielkernigen Riesenzelle in Tuberkelbazillen. Schnitt
welcher s.ch zahlreiche Ly- i
Eopodinmsporen befinden,
Nach LAMBERT, 1912, YERATTI, 1919 Nr. 1
Journ, exp, Med., Band 15.

Phagozyten wmgeben einen Haufen von
durch ein sieben Tage
in P.aasma geziichtetes Gewebestiick auz der Lunge
eines tuberkultsen erwachzenen Kaninchens, Nach
2 Bollettino della Soe.
Medic. Chir. di Pavia.

sie in einem beliebigen Medium, Hithnerplasma und Embryonalextrakt
emerseits oder fiir den Menschen Menschenplasma und Hithnerplazma,
dem man sterilisierte Lykopodiumsporen hinzugefiigt hat. Es ist dabei
zu beachten, dali die Lykopodiumsporen frei im Medium schwimmen
und nicht, wie es mitunter getan worden ist, erst auf das Deckglas ge-
bracht werden. Nach 1—2 Tagen sicht man verschiedene Stadien, die
zur Bildung von Riesenzellen fithren. Viele kleine Zellen umgeben eine
einzelne Spore, manche Zellen haben sich zu einem grolien Synzytium
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zusammengeschlossen, in dessen Mitte 1 oder mehrere Sporen sich be-

finden.

sich aus vielen Zellen gehildet hat (Abb.

Abb, 39

, A, 41,

Riesenzellen, v e'kernge
38 nach VERATTI, 1919,

Abb,

s geht deutlich daraus hervor, dall diese Art von Riesenzellen

37).
Das  gleiche lifit sich auch
zeigen, wenn man in die Kultur am
zweiten Tage der Ziichtung viel-
leicht Tuberkelbazillen einfiigt. Auch
hier umgeben, wie Abhb. 38 zeigt, die
Zellen zuerst den Bakterienhaufen, der
spiter aufgenommen wird. Es ist

auf

Material wie

mit und ohne Tubsrkelbazillen,

wichtig, dali man nicht gleich am ersten
Tage, nachdem die Kulturen angesetzt sind,

die Bazillen

zufiigt,

weil frisches Plasma

eine stark bakterizide Titigkeit ausiibt, und
erst am zweiten Tage wird ein Gleichge-

Abb, 42,

dem viereckigen

Miusesarkomazelle,
grofe Karminteilchen auigenom-
men hat., YVier griBere gind iiber

wicht

zwischen

Plasma und Bak-

terien hergestellt.

Die

selbst

Bakterien sate
wiirden,

wenn nicht Zellen A
indem Plasma sich 4

hefinden,
weitergedeihen.

e

renden Zellen aber

nehmen die Bak- %
terien
vernichten

allein

phagozytie-

und
eine v

auf

grofie Anzahl der-

e

Kern kenntlich,

selben

und 41).

(Abb, 40

Beachte die Prendopodien,
LAMBERT und HANES,
14.

Journ. exp. Med., Bd,
bung mit Himatoxylin,
priiparat. )

Nach
1811,
{ bilr-

Total-

Aulier Lykopo-
diumsporen lassen
sich auch Karmin-
teilchen oder ja-

Abb, 43,
dem gleichen Priiparat, in welcher
niur diesog, Degenerat:onsgranula
nach lingerer Zilchtung sichtbar

Minzezarkomezelle, ans

werden,

panische Tusche benutzen. Immer aber kinnen diese aufgenommenen,
von den spiter, — wie wir sehen werden in der Gewebeziichtung sich
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bildenden Granulationskérner — gut unterschieden werden (Abb. 43).
Die Tumorzellen zeigen dies deutlich. Sie sind zuerst auch benutzt
worden, um die phagozytierende Titigkeit der Zelle in vitro zu zeigen
(Abb., 42),

Wenn die Endothelzellen der Milz und die T'umorzellen besonders
gute Objekte darstellen, so kann man aber auch alle anderen Zell-
arten benutzen. Fast jede Mesenchymzelle kann Fremdkorper auf-
nehmen, daher wird bei der Deutung spiterer Befunde dieses Moment
stets in Rechnung gezogen werden miissen, denn nicht alle Einschliisse
in lang geziichteten Zellen sind von der Zelle selbst gebildet, sondern
Kerne, totes Zellplasma, tote Zellen aus der Kultur werden wahllos
aufgenommen. Das Nahrungsbediirfnis der Zellen in der Gewebekultur
ist sehr stark. Besondere Beachtung verdienen die Endothelz:llen, die
am schnellsten sich aus ihrer Umgebung befreien und am heftigsten
phagozytieren. Diese Eigenschaft des retikulo-endothelialen Systems
verdient besondere Beachtung, da sie ja nicht nur in der Gewebekultur,
sondern auch bei vielen pathologischen Zustinden nachzuweisen ist.

D. Zellteilung der lebenden Zelle und Darstellung ihrer
Inhaltskorper.

Fiir die 8. Ubung werden Deckglaskulturen von Mesenchymzellen,
sei es Huhn oder Meerschwein, die im Plasma oder LockEe- LEwis Losung
geziichtet werden, verteilt, die in dem
spiateren Verlauf des Praktikums vom
Kursisten selbst ausgefithrt werden.
Jetzt soll an ihnen das Lebend-
beobachten und die Darstellung
der Inhaltskérper der Zelle geiibt
werden. Wir heben die Kultur, nach-
dem wir sie ung bei mittlerer Ver-
griflerung angeschen und das einge-
gepflanzte Stiick und den neuge-
bildeten  Zellsaum  unterschieden
hahun, mit der Kiihnschen Pinzette Abb. 44, Heizbarer Objekttizch, beim
vorsichtig ab und legen sie auf einen Durchmustern von Kulturen zu emp-
sterilen, flachen, auf 37,5 erwirmten ‘

Objekttriger (Brutschrank) und umringen sie neu vorsichtig mit
Vaselin. Der halbfeste Plasmatropfen oder die Kulturlosung hilt bei rich-
tigem Behandeln die Zellen in ihrer fritheren Lage,

Hat man die Mesenchymzellen (Abb. 45) vorsichtig auf einem flachen
Objekttriger unter Immersion eingestellt und sie entweder vermittels
eines heizbaren Objekttisches (Abb. 44) oder, da dieser im allgemeinen
nicht fiir jeden Schiiler zu haben ist, anf einer Petrischale mit auf 38 —40°C
erwirmtem Wasser, das man hiufig wechselt, gelegt, so lassen sich an
der lebenden Zelle folgende Einzelheiten beobachten. Der gewdéhnliche
Ruhekern kann ohne jede Schwierigkeit erkannt werden, er ist homogen
und stark durchscheinend. Sein Lichthrechungsvermdigen ist dem des
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Zellplasmas ihnlich. Sehr oft kann der Kern nur durch die Anordnung
der Mitochondrien und der Granula um ihn herum erkannt werden und
durch das Vorhandensein der Nukleoli in ihm. Die beiden, den Binde-

Abb, 45, Mesenchymezellen des Hiilhperembryos in LOCKE-LEWIS-Lisang
verschieden lang geziichtet, vital gefarbt mit Neutralrot und Januvsschwarz
nach W, LEWIS, 1919. Johns Hopkinz Bull., Bd. 30,

gewebszellen eigenen Nukleoli sind gut erkennbar. Sie haben eine
unregelmiBBige Aulienstruktur und scheinen lebend zerklifftet. Ganz
im Gegensatz zu dem gefiirbten Priparat, in welchem der Nukleolus als
runder, scharf umgrenzter Punkt erscheint. Keine Kernmembran ist
in der lebenden Zelle erkenntlich. Trotzdem ist die Grenze zwischen
Kern und Zellplasma in der Periode zwischen zwei Kernteilungen gut
erkennbar. Wihrend der Prophase geht der geschlossene Charakter
des Kernes verloren und die Chromosomen sind als traubenformige Ge-
hilde erkenntlich. Auch die Spindel, aber nicht Spindelfasern lassen sich
erkennen. Der Kernsaft ist allmihlich verschwunden und das Zellplasma
umringt jetzt die verdichtete Masse des Chromosomenmaterials. Es mul}
alzo nach Zellen mit solchen Kernformen gesucht werden. Im Zell-
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teilungsvorgange die lebende Zelle zu studieren wird nur bei langsamem
Studium gelingen. Doch lassen sich immer einzelne Stadien des Mitosen-
ablaufs durch die eben geschilderte Methode aus der Masse der wachsen-
den Mesenchymzellen finden.

Das Zellplasma der lebenden Zelle ist selten homogen, fast
immer mit Inhaltskdrpern beladen. Das eigentliche Zellplasma, das
gewdhnlich als halbfliisssige  Substanz angesehen wird, enthalt ver-
schiedenfache Einschliisse, die lebend erkenntlich sind, die Mitochon-
drien und die Granula. Durch die von uns gewiihlten Zuchtbedingungen,
also hier z. B. durch das Ansetzen der Mesenchymezellen in Locke-
Lewis-Lisung, die zu den sehr flissigen Medien gerechnet werden mul3,
breiten sich die Zellen unter dem Deckglas aus. Man kann ein Endo-
plasma mit staubihnlichen Kérnchen und ein fast homogenes Aufien-
plasma erkennen. Es ist kein Zentriol als scharf umschriebener Korper
in der lebenden Zelle vorhanden, sondern nur eine klare Zentro-
sphiire. Doch da ein so scharf und leicht erkenntlicher Korper wie
das Zentriol im gefirbten Praparat erscheint, so miissen wir annehmen,
dal} das, was in der gefirbten Zelle als Zentriol erscheint, eine Ver-
dichtungs- und Verdiinnungszone des Zellplasmas lebend darstellt.

Die Mitochondrien (Abb. 45) haben wechselnde Gestalt., Ge-
wihnlich sind sie lang und fadenartig und mitunter verzweigt. In al-
teren Kulturen wachsen die Stibehen zu kleinen Brockehen, die sich ab-
runden kinnen. In degenerierenden Kulturen hiiufen sie sich um die
Zentrosphiire.  Chemisch bestehen sie jedenfalls aus Phospholipin und
Albumin. lhre wirkliche Bedeutung im Zellhaushalt ist bis jetzt noch
nicht geklirt. Manche Forscher glauben, dald sie mit den Zellfunktionen,
wie Atmung, Assimilation, Speicherung von Niihr- und Abbaumaterial
zusammenhingen. Andere schreiben ihnen die Bildung von Neuro-
und Myofibrillen oder auch elastischen Fasern zu. Durch Fiirbung
mit Janusgriin und Janusschwarz sind sie lebend nachweisbar.

Die Granula erscheinen im Laufe der Ziichtung in groBerer Masse
und werden bei Neutralrot-, Methylenblau (EnrvicH)- und Brillant-
kresyl-Fiarbung so kriftig getint, dall sie in der lebenden Zelle erkennt-
lich sind. Diese Granula sind nicht lebende Substanz. Ihr
[Inhalt kann wieder abgebaut werden und vielleicht als Nihrmaterial
der Zelle wihrend des Aufenthaltes im Ziichtungsmedium verwandt
werden. Noch andere Autoren halten sie nur fiir Ansammlungen von
Degenerationsprodukten, wiederum andere fiir Kornchen, die aus Ei-
welll und Fett zusammengesetzt sind. Auch ihre chemische Struktur
harrt noch der Aufklirung. Wenn man tote Zellen firben will, werden
diese Korner allein nicht tingiert. Wahrscheinlich Liflit das Zellplasma
die Farbe nicht durch.

Totalfirbung: Die Mesenchymzellen sind an dem ersten Tage der
Ziichtung nur mit wenigen sich mit Neutralrot firbenden Kdrnehen
erfiillt (Abb. 45). Vom zweiten Tage an erscheinen die stark licht-
brechenden Granula reichlich, die sich mit den Mitochondrien in der
Zelle bewegen. Diese Kornchen sind von vielen Autoren als De-
generationsgranula angesehen worden. Mikrochemisch sind sie durch

Erdmann, Praktikum. 4
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folgende Reaktionen gekennzeichnet: Sie nehmen elektiv Neutralrot in
der Verdiinnung von 1 : 80 000 in RingEr-Lisung oder LOCKE-LEWIS-
Liosung auf. Je ilter die Kulturen werden, desto stiirker vermehren
sich die Granulationen und koénnen spiter ganz die Zelle erfiillen.
Auller diesen sogenannten Degenerationsgranula sind, wie schon gesagt,
in den Mesenchymzellen auch Mitochondrien, die sich mit Janus-
griin oder Janusschwarz in Verdiinnung 1 : 40 000 firben. Beide
Farbungen konnen als Kursitbungen leicht nachgepriifft werden,
nur mull man geeignete gute Vitalfarben anwenden, die man genau
ausprobieren mufl, wie lange und eventuell wie stark verdiinnt man
sie. am besten anwendet. Man fiarbt erst ein Priparat mit Neutral-
rot, ein anderes mit Janusgriin oder Janusschwarz, hierauf ein drittes
Priparat mit beiden Lisungen hintereinander. Man bringt das Deck-
glas mit den in dem Medium liegenden Gewebestiick auf einen flachen
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Abb, 46, Teilung der Fibroblasten des embryonalen Huhnes, von 8%*—10%° beobachtet, XNach
LEYI, 1919. Arch. ital. Anat, Embriol., Bd. 15.

Ohjekttrager, so, dal} das Material nach oben liegt und saugt mittels
einer Kapillarpipette das Medium vorsichtig ab. Hierauf beschickt man
das Gewebestiick mit einem Tropfen der oben erwihnten Farblosungen
und lalt die Vitalfarben einen Augenblick auf das Gewebe einwirken.
Nun wird das Deckglas umgedreht auf den Objekttriger gelegt, mit
Vaselin geringt und das gefiirbte Gewebe mittels Olimmersion be-
trachtet. Ist die Farbung etwas schwach, =0 kann man nachtriiglich
mit der Kapillare noch etwas Farblosung vorsichtig unterfliefien lassen.

In doppelt gefirbten Priparaten zeigt sich folgende Tonung: Die
Degenerationsgranula sind rot . die Mitochondrien sind dunkelgriin oder
schwarz. Spiter, nach 3— 4 Tagen, finden sich in diesen Zellen sehr viele
Vakuolen. Man nimmt an, dal} die Degenerationsgranula wieder ah-
gebaut werden, um der Zelle als Nahrung zu dienen. Der Vakuolen-
reichtum absterbender Zellen ist erstaunlich, von Plasma ist wenig
mehr in der Zelle zu bemerken (Abb. 45).
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Die Zellteilung: Die wichtigste Lebensiullerung der Zelle in der
Gewebekultur ist ihre Befihigung, sich entweder mitotisch oder amito-
tisch zu teilen. Wir wihlen wieder als besonders giinstiges Objekt,
um die Teilung zu studieren, die in Locke-Lewis oder Plasma ge-
ziichtete Mesenchymzelle des Huhnes und kinnen bei den flach unter
das Deckglas ausgebreiteten, langgestreckten Zellen die Kernstrukturen
leicht erkennen. In dieser 9. Ubung wird die Teilung e in e r lebenden Zelle
verfolgt. Wir
haben hier einige
Abbildungen von
LeEvi (Abb. 46),
der beim gleichen
Material mit
aullerordentlicher
Sorgfalt die Zell-
teilung beobachtet
hat, wiedergege-
ben, Die Bildung
der Kernschleifen,
das Einstellen der
Chromosomen in
die Kernteilungs-
ficur, das Ausein-
anderriicken  der
Chromosomenlilit
sich ot he-
obachten. In 36
Minuten ist die

Hllf]“nﬁ der Toch- Abh. 47. Rattensarkomzellen in lebhafter Wanderung, Absnteuerliche

terkerne und Paendopodienbildung. Anhiufung von ,.Degenerations® kidrnern in  der
2 > ; felle, Kornchenstromung, Nach LAMBERT und HANES, 1811,
thr  Auseinander- Journ. exp. Med. Bd. 14,

riicken erfolgt. Am interessantesten aber ist die nun folgende Zellplasma-
teilung in 99 Minuten. Die Zellen haben sich withrend des mitotischen
Vorganges abgerundet und haben kleine Fortsiitze gebildet. Diese Fort-
sitze ziehen aus der Zellkugel mit ihren beiden neugebildeten Kernen zwei
unregelmiabige Kugelhilften nach zwei verschiedenen Seiten auseinander.
Diese Kugelhilften runden sich erst ab und formen sich spiter zu
einer flachen, kubischen Zelle. Spiter streckt sich diese kubische Zelle
und bekommt die der Mesenchymzelle eigne, langgestreckte Ausgangs-
form. Ist das Medium zu fliissig, so kann keine Zellteilung erfolgen.

Hat man Sarkomzellen irgendwelcher Herkunft vorritig, so kann
man die Stromung der Degenerationskorner in der Zelle, das schnelle
Wandern der Sarkomzellen im Priiparat, die fortwihrende Pseudo-
podienbildung leicht beobachten (Abb. 47).

E. Erscheinungen des Zelltodes.
Die 10. Ubung wird sich mit der Frage hefassen, wie duflern sich
dic Absterbeerscheinungen der Zelle in der Kultur. Kulturen
4%
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von Mesenchymzellen, die erst kurze Zeit wachsen, sind in allen Einzel-
heiten bekannt; wir legen eine solche Kultur von wachsenden Hiihner-
mesenchymzellen mit dem Deckglas auf einen flachen Objekttriger und be-
obachten sie auf einem heizbaren Objekttisch. Jetzt stellen wir mit der Im-
mersion eine geeignete Zelle ein. Dann fithrt man mit einer feinen Kapillare
eine Losung von Kaliumpermanganat 1:40 000 bis 1 : 80 000 unter das
Deckglas, saugt die {iberschiissige Losung ab und ringt das Priiparat mit
Vaselin wieder ein. K M, 0, gibt an das Protoplasma freien Sauerstoff ab.

Abb, 45, 1—11. Eine 45 Stunden alte Kultur von Hilhnermesenchymzellen von dem Bein eines

T Tage alten Hilhnerembryoz, Mit Kaliomperganat behandelt und 18 Minuten darauf fixiert in

ZENKERscher Lisung und gefirbt mit Eisenhfimatoxwylin- Eosin. Nach W. LEWIS, 1821,
Am, Journ., of Anat., Bd. 28

Nun lassen sich Erscheinungen des Zelltodes im Zeitraum von
1/, Stunde schrittweise verfolgen.

Das Chromatin des Kernes konzentriert sich im Kern (Abb. 48),
das Volumen des Kernes verkleinert sich und rings um den Kern sind
kleine Vakuolen sichtbar (Abb. 45 4, 7. 10). Da Kaliumpermanganat
chromatin kondensierend wirkt und man auch in den Vorstadien, welche
der Zellteilung vorangehen, eine solche Konzentrierung des Kerninhaltes
und Wasserabgabe findet, so geht man wohl nicht zu weit, wenn man
annimmt, dal auch der Sauerstoffreichtum einen Anstof zur Kernteilung
bildet. Auch jetzt kann man Kernteilung beobachten (Abb. 48,1,2,3).

In der mit Kaliumpermanganat behandelten Kultur folgen nun
weiter Absterbeerscheinungen in der Zelle selbst, die sich mit zahl-
reichen Vakuolen fiillt und ganz besonders da, wo in der gefirbten Zelle
das Zentriol sich befindet, einen eigenartigen homogenen Hof bildet, Auch
die Degenerationskdérner und Mitochondrien gehen allmiihlich
unter Vakuolisierung und Verklumpung zugrunde, so dali schlieBlich nur
eine strukturlose Masse tibrighleibt, die frither lebende Zellen vorstellte,
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(Abb. 49, 12, 13, 14, 15). Alle diese Vorgiinge lassen sich lebend gut be-

obachten, aber auch das gefiirbte Priiparat zeigt, wenn es schon behandelt

ist, diese Verinderungen. Langsamer gehen nun die Absterbeerscheinungen

in nicht mit Kalimmpermanganat behandelten Zellen vor sich, die sich

selbst iiberlassen werden und deren Medium nicht gewechselt wird.
In den in vitro ge- s

ziichteten Mesenchym- ey

zellem  des  Hiihner-

embryos treten beil der

Degeneration Valu-

olen und Korner auf,

die sich um das Zentriol

anhiufen, das an einer

Seite oder einem Ende

des Kerns liegt. Parallel 5

mit der Anhidufung der

Kiarner entwickelt sich

ein wachsender, heller

Hof um das Zentriol,

die Zentrosphiare. Sie

wird gréller als der

Kern.  Die Mitochon-

drien liegen gewdshnlich

mehr oder weniger ra-

dial um das Zentriol und Abb. 49, 12—15. Wie Bild 48, Dle Absterbeerschei-
die Zentrosphire, teils nung:n mehren sich. Die Mitochondrien und Granula
2 g . werden unkenntlich,

im Zytoplasma zwischen
den Degenerationskornern und -vakuolen, teils in der klaren peripheren
Zone, in der es keine Degenerationskorner gibt. Bei der Kultur von
Zellen derselben Korperstelle treten abwechselnd zwel Typen des Zell-
abbaues auf: 1. Der vakuolire Typ, entweder mit umfangreicher
Vakuolization um die Zentrosphiire, die allmihlich das ganze Zellplasma
verdriingt, oder verbreiteter Sphiire, die gewohnlich nicht scharf umran-
det ist und mit radialer Anordnung der Mitochondrien um die Sphiire
herum: 2. der Riesensphirentypus mit geringer Vakuolisation um die
Sphiire, mit verbreiteter Zentrosphiire, die scharf umrandet ist und Zen-
triol, Mark- und Rindenzone erkennen lifit, oder mit konzentrischer oder
racdialer Anordnung der Mitochondrien um die Sphiire herum. Stets
finden sich ein oder zwei Kdrnchen, Zentriolen in der Sphire; die Mark-
und Rindenschicht aber, die meist aus Degenerationsprodukten bestehen,
sind mehr zufillige Gebilde. Strahlungen sind weder im lebenden noch
im fixierten Priiparat zu sehen, auch nicht in der sich teilenden Zelle.
Bei dem vakuoliren Zelltypus ist das zytoplasmatische Netzwerk, das
sich von der Sphire aus verbreitet, von halbfester Beschaffenheit und
verbindet die halbfeste Sphiire mit einer mehr oder weniger dichten peri-
pheren Lage. Die Vakuolen und Granula liegen in dem fliissigeren Teil
des Plasmas, in dem sie durch Stréomu ngen hin und her getriechen
werden. Die Mitochondrien sind radiiir angeordnet und liegen im festeren
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Netzwerk. In Zellen mit verbreiteter Sphire zeigt =ich kein inter-
vakuolires Netzwerk, aber gewohnlich ist um die Sphiire ein sich fir-
bendes Zytoplasma gelegen, indem Mitechondrien, Granula und Va-
kuolen liegen. In normalen Mesenchymzellen findet man nach 20 bis
24 stiindiger Kultur 1—2 Zentriolen meist an der einen Seite des Kerns

oder an  seinem
v ; Ende, hiufig in
¥ . einer Einbuchtung.
e Mitochondrien
sind nicht radiar
angeordnet, lang,

f;ll:ivtlllq"u'|ni}‘r_ oft e
gabelt und ohne
Bezichungen zum
Zentriol. Nicht in
allen Kulturen sieht
man die Vergrile-
rung der Zentro-
sphiitren; abher ihr
Erscheinen kenn-

zeichnet doch eine

Abhb, 50, Mesenchymales Gewebe ans dem Herzen eines 7 tigigen B0, “:1[[{‘ I{.Hllh'i"'_
Hilhnerembryos in normaler LOCKE - LEWIS - Lisung  (nuach ol . .
HOGUE, 1919, Journ. exp. Med., Bd. 30). Lhenso  interes-

sante Beobachtun-
ren kann man mit
Zuchtversuchenvon
h:\'lll'l'1l'l'li!-l{'l’!l'r'l l]'!“!
h}'pntuniﬁt'hn'n Li)-
SUNgen anstellen
(11. Ubung). Man
hereite sich  aus
LocKE - LEwis - Li-
sung eine hyper-
toni=zche und eine
H“n.":u'(nﬂi.n:q']i:' Lii-
sung. Die Zucht-
lo=ung besteht aus
15 ecem Bouillon,
0,25 mg Dextrose,

Abb, 51, Iws gleiche Gewebe, aber in hypotonigcher Lésung 3 Tage Z11 S5 cen \
gexlichtet. Um das Explantat herum sind die Zellen gestorben z ot 1_’_“
(nach HOGUE wie Bild 50). LOoCKE - LEwIs - Li-
sung. Von dieser

Stammlosung wird ein bestimmtes Volumen durch Kochen bis 1/, oder
I.I; des Volumens |'i1|gm];impf1_ die h}.'|m1nm'.-1'hq' Lisung aber ].u*]'gv-
stellt, indem man die Stammlosung mit destilliertem Wasser versetzt.
Der Gehalt an Kochsalz werde nun an beiden abgeinderten Losungen
berechnet. Da Hiithnerbouillon praktisch denselben Kochsalzgehalt
hat, wie Locke-LEwis-Lisung, so brauchten keine Extraberechnungen
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hierfiir angestellt zu werden. Man setzt nun drei verschiedene Kultur-
]‘i‘jh['n Vi {-]]1|||'1.,'[||1}1l|;']|1 |'1[i|1['ll'|‘ht"l'?.("ll ent 'n'l‘ftr-T' b 7.8 oder 9 'I'u;gv
e R e 1/, der Kulturen in normaler Locke- LEwis- Lisung
mit Hiihnerbouillon, !/, in hypertonischer, !/, in hypotonischer Lisung
vorbereitet. Diese werden nacheinander verteilt.

Das Aussehen der Zellen in normalen Kulturen ist bekannt (Bild 50).
Fs ist wichtig, zu beachten, dal3 in ihnen gewdhnlich nach 48 Stunden
die am weitesten ausgewanderten Zellen zuerst sterben, und dall in der
Nithe des eingepflanzten Stiickes die Zellen am lingsten leben. Ge-
rade das entgegengesetzte findet sich in hypotonischen Lisungen.
Es sterben zuerst die Zellen um das Explantat, auch ist die Auswande-
rung in hypotonischen Lisungen langsamer ls in normaler Lisung, da das
Nahrmedium  nicht
konzentriert genug
1st. Macht man die
hypertonische Li-
sung sehr stark, so
dali sie 1,8%, Koch-
salz enthilt, so ster-
hen alle Zellen,
nimmt man aber
geringere Konzentra-
tion, wie z. B. 1,5
und 1,2Y%,, so zeigten
die einzelnen Zellen
eigenartige Veriinde-
rungen. Sie bildeten
fadenartige Fort-

sitze, die Mitochon- Abb, 52, Das gleiche Gewebe, das nach 435 Stunden Wachstum in

fl!‘i{‘ll \'[‘I'Ht'il‘ﬂr'il"i(‘!l narmaler I.--.:~1|1|:.-: it Il_'p1+-:1-||_tim'i||-r Lz :|1|_=~;f.'4*~~':|lm'.l||'_:: \_'!uruh'
r und dann wieder 24 Stunden in normaler LOCK E-LEWIS-Lisung

und das {f\,'td]”lu:-;tml, weiter gezilichtet wurde. Die neugebildeten Zellem aus dem ein-

- . ; gepilanzten Gewebestilck dberwachsen die zuerst ansgewanderten

zieht sich zusammen. abgestorbenen Zellen.

Wenn man die Zellen

mit Neutralrot und Janusschwarz vorfirbt, so kann man sehen, dali

die Mitochondrien verschwinden, sowie die Zelle stirbt, Im Verlauf des

Absterbeprozesses wird sie kleiner.

In der hypotonischen Losung hat im allgemeinen die Kultur ein
verringertes Wachstum bis zu ihrem Tode, da die Nahrstoffe weniger
konzentriert sind. Doch miissen die Zellen weiter hinaus wandern, um
Nahrung zu erlangen. Infolgedessen werden mehr Abbauprodukte in
das Medium ausgeschwemmt. So indert sich das Medium und viele
Zellen sterben. Die einzelnen Zellen bilden in hypotonischen Lo-
sungen grofle Vakuolen., besonders um den Kern herum. Das Zell-
plasma nimmt sehr viel Wasser auf und teilt sich in einen Granula
enthaltenden und einen homogenen Teil. Der Kern ist stark vergroliert.
Bei Farbung mit Neutralrot sind hier und da noch Neutralrotkérner
sichtbar. Noch besser der Beobachtung zuginglich sind die Kulturen,
wenn man sie erst in normale Locke-LEwis-Losung setzt und nach
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24 Stunden diese absaugt und entweder hyper- oder hypotonische Li-
sungen hinzufiigt (Abb. 52). Unter Immersion lassen sich alle diese
Vorgiinge in der lebenden Zelle verfolgen.

In diesem zweiten Teil unserer Einfithrung haben wir uns iiberzeugt,
dali die Zellen in der Gewebekultur die Lebensaulerungen zeigen, die
wir lebenden Zellen im allgemeinen zuerkennen, wir sahen die Zellen
sich teilen, phagozytieren, sich fortbewegen, wir beobachteten in der
Zelle das Spiel der wandernden Mitochondrien und Granula, die Vakuolen-
bildung und das Auftreten von Strukturen, die wir fast immer nur im
gefirbten, selten im lebenden Priparat gesehen, wie Kernkorperchen,
Teilungsspindel und Chromosomen. Ohne Mihe konnen wir die so ver-
nachlissigte Lebendbeobachtung in dem isotonischen, vollstindig
klaren Plasmamedium pflegen. Ein wichtiger Fortschritt, der weiter
verfolgt werden sollte.

111, Auflerungen echten Wachstums.

A. Echte Wachstumerscheinungen
des embryonalen Bindegewebes und Ab- und Umbau des
erwachsenen Bindegewehes,

Im Laufe unserer Betrachtungen haben wir die wverschiedensten
Zuchtmedien kennengelernt, die fast alle empirisch gefunden
sind, wie z. B. die Froschlymphe fir das Nervengewebe von
Harrison. Mit der Weiterentwicklung der Methodik der Gewehe-
zuchtung aber wurde der Zusammensetzung des Mediums mehr und
mehr Bedeutung zugemessen und planmiillige Untersuchungen ange-
stellt, welche Kigenschaften fiir das Wachstum oder auch die Diffe-
renzierung von Zellen ein Medium haben muli, um allen Anforderungen
zu geniigen., Yon CARREL ist nachgewiesen, dali, je jiinger das Tier, aus
dessen Blut Plasma gemacht wird, ist, desto besser die Mesenchymzelle
wachsen kann. Weiter steht fest, dal} ither Jahre dauerndes Leben
von Mesenchymzellen nur in einem Medium mdoglich ist, in welchem
sich Plasma eines jungen Tieres oder Embryonalextrakt befindet.
ks ist also wohl sicher, dali Wachstumshormone oder Wachstumsenzyme
in den Korpersiften dieser Tiere kreisen. RiNGERsche Lisung, LockEe-
LeEwissche Losung, Liesecaxas kolloidale Lisungen erlauben ein bis
zu 14 Tagen andauverndes Wachstum embryonaler Warmbliitler- und
erwachsener Kaltbliitler-Zellen bei  hiufigem Wechsel des Madiums.
Dies zeigt, dall in den erwachsenen Zellen selbst der Kalthlitler., wie
es ja bei der embryonalen Zelle allgemein angenommen wird, Wachs-
tumsheschleuniger sich befinden, die im Laufe der Zeit aufgebraucht
werden.

Der Ab- und Umbau der erwachsenen Warmbliitler-Zelle ist his
jetzt nur im Plasmamedium beobachtet worden und besonders giinstig
scheint fiur die Aktivierung der Zelle ein Waschen in arteignem Serum
bei tiglichem Wechsel des Plasmas nach Cnampy,
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Ganz grob gesprochen, stellen wir uns jetzt die Aufgabe, wie ge-
langen wir in den Besitz einer Gewebe-, , Kultur im wahrsten Sinne
des Wortes, eines Aggregats von Metazoenzellen, die nicht von uns 11
das Medium gesetzt wurden. Weiter miissen wir diese neugebildeten
Zellen beliebig oft zum Ansetzen von Tochter-, Knkel- und Generationen-
folgen n'® Potenz benutzen konnen (12. [Tbung).

Diese Forderung ist bis jetzt nur 'ha-l der Ziichtung von Mesenchym-
zellen des embryonalen Hithnerherzens erfiillt, -llul hier auch voll-
kommen einwandfrei. Doch ist von FiscHEr 1922 zuerst eine drei-
monatliche Ziichtung von Lidepithel berichtet.

Die bis jetzt angestellten Untersuchungen haben die Erscheinungen
des Zellebens in mannigfacher Verschiedenheit uns klar gemacht, doch
kénnen noch immer nicht die Erscheinungen des echten, also quanti-
tativen Wachstums der Zellen von den Praktikanten an selbst an-
gefertigten Priiparaten studiert werden. Wirhaben im Laufe des Kurses
zur Beobachtung der lebenden Zelle bei Einiibung der Vitalfarbung und
weiter bei Be ulﬂ.[ htung der Zellteilung Priparate von Mesenchymzellen
ausgeteilt, die frisch in dem Medium gewachsen waren. ks war leicht,
an ihnen die neugebildeten Zellen von dem eingepflanzten Stiick zu
unterscheiden. Schwieriger aber ist es, ein solch beweisendes Praparat
nun selbst anzufertigen.

Wir werden jetzt das iiber Wochen ausgedehnte Wachstum der em-
hryonalen Bindegewebszelle studieren und zum Gegensatz oder Ver-
gleich der Erscheinungen der erwachsenen Bm:h'g{'urlnf.l‘*]ll- in der
Gewebekultur her anziehen. Zum Studium der embryonalen wachsenden
Bindegewebszelle wird gewdhnlich die Mesenchymzelle genommen, die
aus dem embryonalen Herzen der Maus, der Ratte oder des Huhnes
herauswiichst. Esist von Vorteil, wenn der benutzte Embryo nicht mehr
als ein Drittel seiner Entwicklungszeit durchgemacht hat, das Huhn
also, welches wir als Objekt withlen, nicht mehr als 7 7 Tage alt ist. Vorder
Arbeit mull Huhnerplasma, Ringerlosung und Embryonalextrakt vom
Huhn bereit sein, reichlicher Vorrat von allen diesen Medien ist eine
Haupthedingung. Das Ei wird an seinem stumpfen Pol geiffnet.
Man benutzt eine Knopfschere, Die Polkappe der Eischale, unter welcher
sich die Luftkammer befindet, wird abgeschnitten. Vorsichtig lallt man
nun den Inhalt des Eies in eine bereitstehende flache, =terile Schale
laufen. Hierbei ist zu beachten, dall der Embryo oben auf dem Dotter
ausgebreitet liegt, Jetzt hebt man mit einer Pinzette und einem Spatel
den Embryo in eine frische, kleinere sterile Schale, indem man mit
der Pinzette den Embryo vorsichtig anfafit und mit dem Spatel
den Embryo stiitzt, damit er nicht zerflielit. Der Embryo ist gallert-
artie, deshalb ist Vorsicht beim Herausheben nitig.  Die nun zum
Abspiilen benutzte Rixcersche Lisung ist auf 37° C angewiirmt. In
eine sterile Schale bringt man ein steriles feuchtes Gazelippehen und
breitet vorsichtig den Embryo darauf aus, wenn der Embryo so klein
ist, dafl man nicht ohne Lupe auskommen kann. Ist der Embryo
grifler, so nimmt man die Organe, die man ziichten will, hier also das
Herz, einfach heraus und legt es in eine sterile Schale. Je weniger
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man die Organe mit Instrumenten anfal3t, desto besser, Schnelligkeit
ist hier erste Bedingung. Das Herz wird zerstiickelt und wie bei den an-
deren Ubungen entweder mit reinem Plasma, mit RiNcerscher Lisung
und Plasma, mit Embryonalextrakt und Plasma oder in Ermange-
lung von allen diesen Medien mit Locke-Lewisscher Losung beschickt.
s ist ganz besonders bei Warmbliitlern darauf zu achten, daB zugleich
mit den im Medium befindlichen embryonalen Gewebestiickchen auch
Deckgliser mit je einem

Tropfen der verschiedenen

"¢ angewandten Medienohne

Material inden Brutofen ge-
bracht werden, damit man
bei  etwaigen Verunreini-
cungen die Quelle der Infek-
tion sicher kennt und sie bei
weiteren  Versuchen aus-
schalten kann. Manche
Forscher empfehlen, das
Gewebestiick  zuerst  auf
das Deckglas zu hringen
und dann den Plasma-
tropfen, andere dagegen
heschicken erst mit Plasma
und legen dann das Gewebe-
stiick hinein  (CHAMPY).
CHampY meint, dall der

Abb. 53. ?!.Iu'5|~1|l'1_1_,1'|1|:-:l‘:lh'n des I:IIItL!F;LI'lI_]TIIiILIZ!L"ﬁ."t'\'I.'i:]H".-u .E*:"”’T':'-'” auf diese Weise
som I8 4ggon Efbersmboyo, £ Toge in Butms g, besser Sanerstoff aus der
Stiick unten ist das eingepilanztz, allmihlich nekrotisch Luft aufnehmen kann.
werdende Gewebe, (Original nach ERDMANN.) b PR

Nach kurzer Zeit, gewohn-

lich nach 24—48 Stunden,
breitet sich ein schleierartiger Ring um das eingepflanzte Stick aus.
Dieser schleierartige Ring besteht zum grolien Teil ans Mesenchymzellen
(Abb. 53), die oft ein vakuoliges Aussehen haben. Sie kinnen die
abenteuerlichsten  Formen annehmen, haben einen blasigen, fast
homogenen Kern und verzweigte spitze Auslaufer.

Schneidet man nun e Stick dieses Hofes oder Schleiers aus und
bringt ihn in neuaes Medium, =o ist man ganz sicher, dall man Mesen-
chymzellen fast rein bekommt, nachdem die Blut- und Muskelzellen
des embryonalen Herzens nicht mit iibertragen worden sind.

Nur auf diese Weise ist es miglich, die Gewebekulturen iber lingere
Zeit am Leben zu erhalten, denn die nekrotischen alten Zellen miissen
frither oder spiter entfernt werden. Auf diese Weise ist es CARREL
und EBerLiNG gelungen, Gewebe in 358 Passagen durch 18 Monate am
LLeben zu erhalten unter guten Wachstumsbedingungen. Im .Jahre
1914 wurde die Wachstumsgeschwindighkeit dieses  Gewebes, das
schon 2 Jahre unter Kulturbedingungen gewesen war, gepriift und es
fand sich, dal, verglichen mit einem neu eingepflanzten Stiick embryo-
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nalen Hiihnerherzens, das solange in Kultur gewesene Herz schneller
sich fortpflanzte, einen grofieren Ring von Zellen erzeugte, wie ein frisch
in Kultur genommenes Stiick. Die Abkémmlinge dieser Zellen leben
noch heute, es sind bis April 1919 1347 Passagen gemacht worden.
Das Merkwiirdige dabei ist, dall sich die Zellen bis jetzt nicht diffe-
renziert haben, sondern Mesenchymezellen, Vorstufen von spitterem Binde-
gewebe, Knorpel, Knochen- oder Muskelzellen sind.

Sl I

Abb, 54, Gefirbtes Priparat der 732, Passage (April 1917). AbKimmlinge der am 17. Jan. 1912
eingepflanzten Mesenchymzellen des embryonalen Hithperherzens in einem Medinm von Hithner-
plasma und Embryona'exteakt wie 1:1. (Nach EBELING, 1919 Journ. exp. Med., Bd. 30.)

Um quantitatives Wachstum wirklich einwandfrei nachzuweisen,
verfahren wir folgendermalien: Nachdem wir uns Kulturen angelegt
haben, zeichnen wir uns mit einem Zeichenapparat die Umrisse von
innen und messen die beiden grofiten Durchmesser mit einem Olkoular-
mikrometer. Unter jede Kultur legt man direkt in die Schale diese
Zeichnung und seriert sowohl die Kulturen als auch die Zeichnungen.
Am besten liallt man jetzt die Privparate 24—48 Stunden ruhig im Brut-
ofen stehen und kontrolliert dann den ausgewachsenen Zellenhof, der
aulier Mesenchymzellen fiir gewdéhnlich noch embryonale Blutzellen
und mitunter Myoblasten enthiilt. Jetzt fertigt man sich von einem
Priparat wieder eine Zeichnung an, lillt aber ein Priiparat vollstindig
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ungestirt stehen. Vom 3. Priiparat schneidet man sich in jetzt zu be-
sprechender Weise den Zellenhof ab und pflanzt ihn in gleiches, neues

Al 55,
aug gewinchzenen Me-
senchymzellen des em-
bryonalen Hiihner-
herzens 1 Stunde nach
iler berpflanzung,
thie Lellen waren 48
Monate geziichtet,
Nach CARREL 1914,
Journ, exp. Medizin
Band i,

Ausschnitt

Medium (13. Ubung).

Das Abschneiden des neugewachsenen Zellhofes
erfordert eine gewisse Ubung (Abb. 553). Den heizbaren
Objekttisch legt man auf den Tisch der binokularen
Lupe, setzt sich seine frisch geschliffenen Instrumente
zurecht, hat aufgeliostes Vaselin, aufgeldstes Medium,
sterile  Objekttriiger und  Deckgliser in  Greifnihe.
Jetzt dreht man genau so, als ob man die Priparate
mit frischem Nahrmedium versehen wollte, das Deck-
glischen um, entfernt die alte Kulturfliissigkeit vor-
sichtie und bringt Waschfliissigkeit, entweder art-
eigenes Serum oder RixceErsche Lisung sorgsam auf

das Praparat. Alle diese Operationen miissen unter

Dazgelle Stilck nach 48 Standen,

A, 56,
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der Lupe geschehen. Mit einem sogenannten Kataraktmesser schneidet
man aus dem Hof ein viereckiges Stiick aus und setzt es vorsichtig
mit einem dreizackihnlichen Messer in das neuae Medium. Dann ist
man sicher, nur neu ausgewachsene Zellen bei der zweiten Uber-
pflanzung iibertragen zu haben. Die embryonalen Bindegewebszellen
vertragen diese anscheinend rauhe Behandlung sehr gut. Es kommt
besonders darauf an, schnell und sauber zu arbeiten und grioliere
Temperaturschwankungen zu vermeiden,

Die Umbettung mul} nun je nach
dem Stande der Kultur jeden 3. oder
4. Tag wiederholt werden. Ieh habe ge-
funden, dall das embryonale Meer-
schweinchengewebe nur jeden 3. und
4. Tag umgebettet werden muld, wih-
rend das am meisten gebrauchte
Hithnergewebe oft frither das Medium
verflisssigt und  schon nach kiirzerer
Zeit eine Umbettung verlangt. Hat
man nun einen Zellenstamm sich ge-
ziichtet, der eine Reihe wvon Um-
bettungen ertragen hat, so wird die
Arbeit leichter und leichter, da eine
oewisse unbeabsichtigte Selektion der
Zellen durch diese Art des Zellebens
erreicht worden ist.

Mit solchen Staimmen, die CARREL
und Eperine jahrelang, jetzt 9 Jahre
weitergefithrt, lassen sich nun  die
interessantesten  Experimente aus-
fithren, die ganz besonders wichtig fi
die  Ernahrungsphysiologie der Zelle
werden konnen. Mit einer solchen, aus
undifferenzierten Mesenchymzellen be-
stehenden Kultur (Abb. 56) lalt sich
entscheiden, welche Nihrstoffe diese Abb. 57. Mesenchymzellen des embryo-

; : nalen Huhnes, Gefiirbtes Priiparat (Os-
eine Zellenart ll!lht"dlllgt g(‘hl"ﬂl![’ht. minmdimpfe, Eizenhiimatoxyiin-Eosin,)

Wir wissen heute schon, daB ohne Em- Dy Bitamstitcilin oy Depriitet.
bryonalextra Ict._ ein langdauerndes Zell- J”?Jﬁﬂft':::l d':ﬁl’;’;‘i‘ﬁ:; *-}tlllfl".jl:;jiujilr::|u£ :'1":
leben wunmoglich ist. Wir werden  gewachsen, an der geniigend Platz war,
sicher noch finden, welche Medien Sl ”:'Li; ;,’.f';:m}"“"' CRIEe
notig sind, um die Zellen zur Differen-
zierung zu bringen, was bei diesen Mesenchymzellen noch nicht
gelungen ist, oder zu unterscheiden, ob wirklich erst die ausgeiibte
Funktion die Zellstruktur bedingt oder ob das Hinzufiigen von Em-
bryonalextrakt der Differenzierung hinderlich ist.

Gut gelungene Priparate dieser Art eignen sich besonders zur An-
fertigung von Totalpriparaten, die eine Ubersicht iiber die Topo-
graphie des eingepflanzten Stiickes und der auswachsenden Zellen geben.
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Es wird beim Konservieren von Totalpriiparaten genau wie bei der
prij :
Froschhaut verfahren, nur mufl noch viel vorsichtiger gearbeitet wer-

Abb. 55, Mesenchymgewebe des embryonalen
Huhnes, Ein dlinliches Priiparat wie das auf
Abb, 57 abgebildete, Dicht gedringte Lage
Bedingt die veriinderte Form der Mesenchyvm-
zellen, 24 Stunden bebriitet, Nach M. LEWI1S,
1917, Publ. Carneg. Inst. Nr. 226,

=ublimat
Kaliumbichromat
Natriumsulfuricum .
Aqua dest.

den, damit die zarten embryo-
nalen Zellen nicht verletzt werden
(Abh. 57 und 58.)

Man gebraucht zum Fixieren
der Totalpriparate die gewdihn-
lich angewendeten Fixierungs-
fliiszigkeiten, man vermeide aber,
wenn es irgend angeht, nach Mog-
lichkeit, Fixierungsflissigkeiten,
in welchen sich Alkohol befin-
det, da Alkohol das Plasma-
medium ausfillt.  Dieses aus ge-
falltem Eiweild bestehende Fiallungs-
produkt umhiillt die Priparate
mit einem feinen Schleier, der
bei Betrachten der Stiicke mit
[mmersion stort. Daher habe ich
trotz  anderweitiger  Bedenken
besonders oft mit OrTHschem
Gemisch fixiert, weiter mit Car-
nois, seltener mit Sublimatalkohol
oder nur da, wo es unbedingt not-
wendig ist, mit Alkohol, wie bei
der Glykogen- und elastischen
Fagerfirbung. Will man Stiicke
fixieren, die in einer Salzlosung
geziichtet worden sind, so ist es
unter Umstinden wichtig, das
Salzmedium durch ein indifferen-
tes Medium, vielleicht Serum aus-
zuwaschen. Ich gebe hier nur die
Vorschriften fiir die am leichte-
sten anwendbaren Darstellungs-
moglichkeiten.  Die gebriauchlich-
sten  Fixierungsflissigkeiten sind
folgende

ZExKERsche Fliissigkeit.
Die Zexkersche Flissigkeit be-
steht aus einer Mischung von:

.00
25

1.0
LR

Diese Substanzen werden in der Wirme gelist. Man setzt ihnen kurz vor

Gebrauch 5 Teile Eisessig zu.
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Die zu fixierenden Priparate werden 24 Stunden lang in die Losung eingelegt,
dann 24 Stunden lang griindlich in flieendem Wasser nachgewaschen. Darnach
gehirtet in Alkohol von aufsteigender Konzentration,

OrrHsches Gemisch.
Formol 10 proz. (das in den Handel kommende ist 40 proz., man mul} es ent-
sprechend verdiinnen), MULLERsche Losung.
Dieses Orra sche Gemisch ist in Mischung nur sehr begrenzt haltbar, man muscht
es deshalb bei jedesmaliger Anwendung frisch und zwar
Miillersche Lisung . . . . . . . . . « « « . « . 9Teile
T e MR R Sl s e I S S Tt [ 11

MiéLLeErsche Flussigkeit.

30 g schwefelsaures Natron und 60 g pulverisiertes doppelchromsaures Kali
werden in 3000 cem destilliertem, vorher aufgekochtem Wasser gelist.  Die
Lisung erfolgt bei Zimmwertemparatur langsam (in 3—6 Tagen). Man bereite
deshalb die Losung mit erwirmtezm Wasser oder stelle die Flasche in die Nihe
dez Ofens.

Fixierung nach CARNOY.

Misahal @bsplit: . = . . & e s o2 o2 s ks BTedls,
e L e e a wneat s e w ar an e
Acid, acetic, glac. . L N 1 Ly

CHamPysche Losung.
Diese wird hergestellt aus:

1 proz. wissrige Losung von Acid. chromic. 7 Teile,
3 proz. i 5 .. Kalium bichromie. T
2 proz. I - o Usminmsaure LR

Man konserviert in dieser Lisung 24 Stunden und wischt schncll in Agua dest.
Dann  bereitet man eine Lisung aus: 1 Teil wiissriger Lisung von gereinigter
Pyrogallussiure, 2 Teile 1 proz. L:::,un-r von Chromsanure. Intlu-‘,m Mizchung bleiben
die Priparate 24 Stunden. Darnach waschen in Aqua dest. '/, Stunde. Man bereitet
weiter eine 3 proz. wisserige Lisung von Kalium bichromie. uml lalit darin die Pri-
parate 3 Tage liegen. 24 Stunden wiissern in Aqua dest.

Sublimatalkohol nach ScHAvDINN.

Man lost 7 ¢ Sublimat in 100 cem kochendem destilliertem Wasszer, nimmt von
dieser konzentrierten wiissrigen Lodsung 2 Teile. Alkohol abzolut. 1 Teil. Es wird
aunch der Zusatz von einigen Tropfen Essigsiure empfohlen, den ich nur bei Amphi-
biengewebe anwende.

Firbung nach GIEMS A,

Am leichtesten gelingen dem Anfiinger die abgeiinderte Giemsa-
farbung, die iibliche Himatoxylin- Eosinfirbung, schwieriger schon die
Heidenhain- Firbung mit  beliebiger Nachfirbung des Plasmas  fiir
Totalpriiparate.

Die abgeiinderte, den Bediirfnissen der Gewebeziichtung angepalite
Giemsa-Firbung ist nur fiir Total priparate anzuwenden. Nachdem
man das Deckglas mit dem Priiparat mit der Ki'uxschen Pinzette um-
gedreht hat, entfernt man vorsichtig mit einer feinen Glaspipette das
noch vorhandene Plasma und pipettiert, vom dufieren Rande anfangend,
OrrHsches Gemisch zum Konservieren darauf. Nach ca. !/, ""!-II.II'II’I{"
wird dieses abpipettiert, in derselben Weise Aqua dest. und nachdem
man dies wieder entfernt hat, Alk. 70°,. Man bereitet sich die Farb-
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lisung in folgender Weise: Auf 1 cem Aqua dest. '/, Tropfen Giemsa-
losung und pipettiert nun die Farbe auf, nachdem man den Alkohol
in Aqua dest. ausgewaschen, vorsichtig vom Rande anfangend bis das
Priiparat bedeckt ist. In dieser Liosung bleibt das Priparat 24 Stunden.
Darnach wird mit Aqua dest. gespiilt mittels Pipette und differen-
ziert in 969, Alkohol. Dies geschieht unter dem Mikroskop und zwar
bis zum ritlichen Farbumschlag. Dann bringt man das Priparat in
reinen Alk. 96¢,, in Alk. absol., in Alk. absol. &+~ Xylol, bis das
Priparat ganz aufgehellt ist und schliefit dann in Zederndl ein.

Firbung mit Himatoxvlin nach Delafield.

Man konserviert die Priaparate wie vorher angegeben in einer der Konservie-
rungsfliissigkeiten, am gebriuchlichsten ist die Konservierung in Orrischem Ge-
misch, und bringt sie dann in Alk. 70 ", nachdem sie in Aqua dest. gespiilt
worden sind. Die Farblosung bereitet man aus 30 cem Aqua dest. und 6 Tropfen
Himatoxylin nach Delafield, Farbdauer 24 Stunden. Spiilen in Brunnenwasser,
um die Farbe aufzubellen, differenzieren in Salzsiure - Alkohol 1 0, unter dem
Mikroskop, bis die Kerne deutlich hervortreten, spiilen in Brunnenwasser, um die
anhaftende Salzsiure herauszuwiissern, spiilen in Aqua dest., Priparate durch die
Alkoholstufen fiihren; einlegen in Alk. absol. und Xylol; Xylol; einbetten
Zedernal.

Himatoxylinfarbung nach HErtpEN AN,

Priparate wie schon an"{uq-ln_rn konservieren und in Alkohol 709 bringen.
Beizen in folgender Lasung: 2.5 g schwefelsaures Eisenammonoxyd gelost in 100
cem Agua dest. Darin 'E}]N'Iwn die Praparate 6—12 Stunden; uh:-tpuh'n ein paar
Stunden in Aqua dest. Farben mit WeicerTs Hamatoxylin (30 com Hamatoxylin
WEIGERT + 30 ecem Aqua dest.) 12—36 Stunden. Jthﬁpult-n in Brunnenwasser.
Man differenziert nun in der oben schon angegebenen Eisenlosung: zuerst bringt
man kurz die Priparate in die Lisung in der angegebenen Konzentration und ver-
diinnt diese dann auf'/; dieser Konzentration mit Aqua dest. und differenziert
darin weiter bis zum deutlichen Hervortreten der Kernstrukturen. (Beobachten
unter dem Mikroskop.) Abspiilen in Brunnenwasser ca. 15 Min. Nach der Kern-
fairbung kann man noch eine Nachfirbung machen mit einer Plasmafirbung
{ Lichtgriin oder Eosin). Man bringt die Praparate bis zu Alk. 70 ° , und fiigt dem
Alk. 96 °, ein wenig Eosin oder Lichtgriin zu, beobachtet unter dem Mikroskop
diese Farbung und fiithrt dann die Praparate wie vorher angegeben durch die Alko-
holstufen, Xylol + Alkohol absol.;: Xylol; Zedernal.

Farbung nach Fixierung von PreExaxT, CHampy oder ZENEKER.

Konservieren und Kernfirbung der Priparate wie bei Eisenhimatoxylin
Heipexnars angegeben.  Nach Differenzierung Nachfirbung mit  Eryvthrosin
4—24 Stunden.  Zum Differenzieren dieser Firbung wird folgende Lésung an-
gewandt:

Orange wilirige gesittigte Losung . . . . . . 8 Teile,
Lichtgriin ™ 4
Alk. abs. -

_ 6 Tropfen "l."v:.ltllj_hu ,"ltnrnrllmu:w
Priparate durch Alkoholstufen fithren; Xylol + Alk. abs. ; Xvlol pur.; Zedernil,

Anschlieflend an das embryonale Bindegewebe untersuchen wir die
Veriinderungen des erwachsenen Bindegewebes und zwar an dem
Unterhautbindegewebe eines Siugetieres (14. Ubung). Das Unterhaut-
bindegewebe des Kaninchens ist von Maxivmow studiert worden, und wir
folgenhierseinen Angaben. Nachdem man wie iiblich im arteigenen Plasma
kleine Stiickehen des Unterhautbindegewebes einige Stunden geziichtet
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hat, wechselt man das Medium, indem man vorher das Stick entwederin
RiscERscher Lisung oder in Serum oder in einem Gemisch von Plasma
und Rixaerscher Lisung auswischt. Hierdurch werden alle Inhalts-
kirper der erwachsenen Bindegewebszelle, die nicht mehr abgebaut
werden kinnen, allmihlich aus dem eingepflanzten Stick entfernt.
Die Zelle erhilt dadurch einen gewissen Anreiz zu erneuter Tatigkeit,
der auch wahrscheinlich durch die Wundhormone, die aus den zer-
schnittenen Randzellen auswachsen, verstirkt wird. Nach kurzer Zeit

Abb. 53, Unterbautbindepewebszellen des erwachsenen Kaninchens, BSchmittbild (ZENKER,

AZUREOSIN, MAXIMOW). Die strukturlosem Massen stellem das Plasmamedinm vor, Ihie

Bindegewebszellen (Fibroblasten) sind mit feinen Granulationen verschiedenster Art gefillt. IThre

Form gleicht der embryonaler Mesenchymzellen, Beachte die Mitose links oben in  einer

Wanderzelle. Das Priaparat ist 5 Tage geziichtet. Nach MAXIMOW, 1016, Arch. Russ. Anat,
Embriol., Bd. 1.

verlingern sich nun die dem Medium zunichst gelegenen Bindegewebs-
zellen (Abb.59). Thre michtigen Fortsitze ragen weit in das Medium hinein
und sehr bald fangen diese Zellen an, sich zu teilen. Nach mehreren
Wechseln kann man nun neuentstandene Bindegewebszellen iitberpflanzen,
die dann wochenlang weitergeziichtet werden konnen. Es ist also klar,
dall das erwachsene Bindegewebe wieder aktiv werden kann und s=o
Eigenschaften zeigt, die gewohnlich nur dem Siugetierkdrper bei der
Regeneration eigen sind.

Unter den neugebildeten Zellen finden sich zwei sehr verschieden
ausschende Zellarten, michtige Bindegewehbszellen, stark vakuolig,
die den gewihnlichen Mesenchymzellen gleichen und von Maxivow
als ,,Wanderzellen (Abb. 60) angesprochene Gebilde, die sich wihrend
ihres Verweilens in dem Medium sehr stark mit groben Kérnern beladen,
die den sog. Degenerationskérnern, wie wir sie auch in den embryonalen

Erdmann, Praktikum. i)
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und erwachszenen Bindegewehszellen wihrend der Ziichtung in geringem
Malie finden, gleichen. Bei vitaler Neutralrotfirbung nehmen diese
Korner die Firbung sehr stark auf. Auch in ihnen finden sich Mitosen,
die hesonders in Schnittbildern leicht aufzufinden sind.

Bei dem Studium der erwachsenen Gewebe ist es notwendig, auller
den Totalpriparaten, die nur von sehr kleinen und diinnen Stiickchen
angelegt werden konnen, zur Schnittmethode zu greifen und zwar
unterscheiden wir hier zwei verschiedene Arten, die neu entstandenen
Gewebe zur Verarbeitung mit dem Mikrotom vorzubereiten. Entweder
wir betten das eingepflanzte Stiick und die neuentstandenen Zellen
mitsamt dem Medium ein oder nur das eingepflanzte Stiick. Die zweite
Art unterscheidet sich wenig von der allgemein iiblichen Art des Ein-
bettens und Schneidens. Bel der ersten Art ist folgendes zu bheachten.

Abb. 60, Dazselbe Gewebe wie auf Abb, 59 dargestellt, aber eine S3telle mit vielen Wanderzellen

ausgewiihit. DBeachte die riesengrofe Mesenchymezelle mit Vakuolen und die mit groben Granu-

lationen gefilllten Wanderzellen, 2 Tag: geziichtet, Nach MAXIMOW, 1017, Arch. Huss, Anat,
Embriol.,, Band 1.

Entweder wir ziichten die Stiicke schon gleich auf Deckglischen, welche
einen Uberzug von Zelloidin erhalten haben und dann sterilisiert worden
sind; oder es mull darauf geachtet werden, dall die kolloidale Plasma-
masse auch konserviert wird, damit die neu entstandenen Zellen, auf
die es uns besonders ankommt, nicht verloren gehen. Eine allgeemeine
Regel beim Einbetten dieser kleinen Stiicke ist die, dall alles, was an
Fliissigkeiten zum Einbetten benutzt wird, vorher filtriert werden mull,
auch das verwendete Paraffin, weil man sonst diese kleinen Stiickchen
nicht herausfinden kann. Man nimmt, wie vorher beschrieben, das
Deckglischen mit dem Gewebe vom Objekttriiger ab, dreht es vorsichtig
um und entfernt die iiberschiissige Flissigkeit mit einer Kapillarpipette,
Hierauf konserviert man das Stiickchen, indem man rund herum um das
Medium von der Konservierungsfliissigkeit mit einer Kapillarpipette zu-
tropft und allmihlich mit der Konservierungsfliissigkeit immer mehr zur
Mitte geht, bis schlieilich das ganze Stiick bedeckt ist. Man lalit es
1/, Stunde stehen, und ebenso vorsichtig entfernt man die Konservierungs-
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und spiter die Hartungsfliissigkeiten, Ist das Stiick in Chloroform
oder in Ather. je nach der gewihlten Einbettungsmethode (Chloroforms-
paraffin, Zelloidin), so wird sich gewohnlich schon das eingebettete Stiick
von dem Deckglischen lisen, auf dem es bis zu diesem Moment ge-
bliechen ist. Sollte es sich nicht abheben, so entfernt man mit einem
feinen Messer das Stiick mit dem Medium von dem Deckglas und hat
dann ein scheibenformiges Gebilde vor sich, in dessen Mitte sich das
eingepflanzte Stiick befindet. Wenn man nun Flachschnitte macht,
erhiillt man mit dieser Methode ein topographisches Bild der nen ent-
standenen Zellen, ohne dall eine piu:rilt_r- verloren geht. Die iiblichen
Firbemethoden kénnen nun nach den l.‘nlnplvf*h[’mli‘n Konservierungs-
methoden angewandt werden. Von Ma ximow wird besonders empfohlen,
mit Zenker zu fixieren und mit Azur-Eosin (Maximow) die Schnitte
zu fiarben.

Die zweite Art der Einbettung wird gewéhnlich angewandt, wenn
wenlg Zellenauswanderung und Zellenneubildung vorhanden ist und
es besonders darauf ankommt, die Vorginge in dem eingepflanzten
Stiick zu studieren (Herzklappe, Muskulatur usw.). Man fixiere mit den
fiir die betreffenden 'l*'éirhungen angegebenen Flissigkeiten. Nachdem
das Gewebe darin 1/, bis 2 Stunden gelegen hat, bringt man es aufwirts-
gehend in die "‘a!knlmu_ﬂlm, heglmmml mit 709, Alkohol. In jedem
Alkohol verbleibt das Stiick etwa 1/, bis 2 Stunden, je nach seiner
GroBe und nach der Art der Gewebe. Je zarter ein Gewebe ist, desto
vorsichtiger miissen die Konservierungsfliissigkeiten zugesetzt werden.
Im Alk. abs. liBt man das Stiickchen nur etwa !/, Stunde liegen und
bringt es in Chloroformalkohol und sodann in reines Cholroform. worin
es iitber Nacht liegen bleiben kann, ohne geschidigt zu werden. Es
empfiehlt sich sogar, Stiicke, die aus irgendeinem Gr |1||t1r:' nicht gleich
bis zum volligen Einbetten gebracht werden koénnen, in Chloroform,
dem man dann ein wenig weiches Paraffin zufigt, zu Hrru'ilhrml. Vom
Chloroform bringt man die Stiicke in Chloroformparaffin, d.i. weiches
Yaraffin mit Zusatz von reinem Chloroform (weiches Paraffin hat einen
Schmelzpunkt von ca. 40—42° (). In Chloroformparaffin it man das
Material wenigstens 2 Stunden liegen, damit es recht aufgehellt werde,
lingeres Verweilen schadet, wie oben schon erwihnt, nichts. Sodann
bereitet man sich zwei kleine Glasschilchen mit weichem Paraffin,
bringt die Stiicke erst in das eine, dann in das zweite Schilchen, damit
alles anhaftende Chloroform gut entfernt wird, und bringt das Material
schliefilich in ein drittes, zurechtgestelltes Schiillchen mit geschmolzenem
harten Paraffin (hartes Paraffin hat einen Schmelzpunkt von eca. 50
bis 52° (). Der Paraffinofen mull genau auf der Temperatur des Schmelz-
punktes gehalten werden, weil héhere Temperaturen die Gewebe zer-
stiren,

Zum eigentlichen Einbetten schmilzt man hartes Paraffin in einem
kleinen Glasschilchen, das am besten einen etwas gerundeten Boden
hat. Dahinein legt man das Gewebestiick mitten anf den Boden mit
der Fliche, an der man mit dem Schneiden beginnen will, nach unten. Man
hilt, um das Paraffin schnell zum Erstarren zu bringen, das Glaschen

h*
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mit dem eingebetteten Stiick in eine Schiissel mit Eis wasser, sobald
sich obenauf eine diinne Haut bildet, lilt man das Eiswasser iiber das
Einbettegefill fliefien und stellt schlieflich zum endgiiltigen Hartwerden
das Ganze eine Zeitlang in das Eiswasser hinein.

Besonders zu beachten ist beim Einbetten der Gewebesticke, dall
man die zarten, empfindlichen Stiicke nie mit Pinzetten anfalit beim
Umlegen von einer Fliissigkeit in die andere, sondern man bedient
sich eines Spatels, womit man die Stiicke aufhebt, oder besonders kleine
Stilcke saugt man mit einer ganz trockenen Pipette auf. Spatel oder
Pipette sind beim Umlegen in die verschiedenen Paraffinsorten anzu-
wilrmen. Sind die Stiicke sehr klein, so arbeite man unter der Lupe.

Sehr kleine Stiicke des Gewebes, die man im Paraffin schwer finden
kann, sind, wenn sie bis zum Alkohol von 96°%, gebracht sind, mit
einem Tropfen Eosin anzufiirben. (Diese Farbe ist spiiter vor dem
eigentlichen Fiarben wieder auszuwaschen, dies geht meist schon bei
der Alkoholbehandlung vor sich.)

B. Echtes Wachstum des embryonalen Muskelgewebes und
Ab- und Umbau der erwachsenen Muskulatur,

Fir das Studium des Muskelgewebes wihlen wir das Amnion
des Hihnerembryos, das Herz und die Skelettmuskel desselben von
am besten 5—6 Tage alten Embryonen (15.. 16., 17. Ubung).

Abb. 61 u. 61a. Zellen des Amnion eines b Tage alten Hilhnerembryo, 48 Stunden
in Kultur (Locke-Lewis) Abb, 61, fixiert mit Joddimpfen, gefiirbt nach Mallory,
Abb. 61 a. Nach M. Lewis wie Bild 60,

Die glatte Muskulatur des Amnion.

Nachdem wir wie gewdhnlich kleine Stiickchen des Amnion in
Locke-LEwisscher Lisung oder in Plasma vorbereitet haben, lassen
sich schon nach kurzer Zeit der Bebriitung die verschiedenen Elemente
des Amnion erkennen. Das Amnion besteht aus den sog. epithelialen
Zellen, die ein einschichtiges Zylinderepithel bilden, dessen Elemente
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Fetttropfen und Dotterkugeln enthalten. Schon die normale , epitheliale™
Zelle ist stark vakuolig. Das zweite Element ist die glatte Muskel-
zelle des Amnion, Nerven sind bis jetzt nicht im Amnion nach-
gewiesen worden. In der Kultur breiten
sich die | epithelialen* Zellen als grolie,
flache, fast immer hexagonale (Abb. 61)
Zellen aus. Sie bilden hidufig in der
Kultur eine Art Membran, wihrend die
Muskelzellen in Form von schmalen
Streifen, eine hinter der anderen, in der
Richtung der Auswanderung durch das
Medium sich schieben. Alle Muskelzellen
sind durch ihre starke Lichtbrechung
kenntlich. Sowohl M. Lewis wie Levi
erwithnen, dafli die Muskelzelle von den
Mesenchymzellen  durch  ihr  Licht-
brechungsvermégen lebend zu  unter-
scheiden ist. Diese bandartigen, langge-
streckten, an beiden Enden zugespitzten
und nicht verzweigten Muskelzellen sind
oft rund herum um das eingepflanzte
Stiick in rhythmischer Zusammenziehung.
Hat sich aber eine solche Muskelzelle
unter dem Deckglas ausgebreitet, so
zieht sie sich gewohnlich nicht mehr jrd
zusammen, sondern wird erst wieder
kontraktionsfihig, wenn sie sich aus der &
ausgebreiteten Lage in die gestreckte Lage  app. 62, 3 Muskelzellen des Amnion,
puriickgewandelt hat. In der sich zu- T sston e b
sammenzichenden, lebenden Muskelzelle den. Von einem s tigigem Hithner-
sind keine Fibrillen zu sehen, sondern nur };1',.‘:72"1,5:.1L‘;‘.}"‘f‘hh’.i'.i'.'.ff.i’n!ﬁi.‘:f;
eine Verdickung des Plasmas an den Nueh M. Iewls 197 272 Bubl.
Knotenpunkten der Zelle (Abb. 62).

Dauerpriaparate der Muskelzelle lassen sich sehr gut nach Fixierung
mit ZeENKERscher Lisung und Firbung nach Hemexuais darstellen,

Die Muskelzelle des Herzens.

Wird embryonales Herzgewebe eingepflanzt. so haben wir schon
bei der 13, Ubung gesehen, daf} in den meisten Fillen mesenchymales
Gewebes auswiichst., Dieses bleibt in einem Medinm, das Plasma und
Embryonal-Extrakt enthilt, undifferenziert. Von einem 4 Tage lang
bebriiteten Embryo ziichtete Levi Zellen aus dem Herzgewebe (Abb. 65),
die lebhaft auswanderten und iiber deren Charakter sich nichts aus-
sagen lifit. Sie kinnen werdende Muskelzellen oder Mesenchymzellen
sein. Sie sind in lebhafter Teilung. Dagegen erweisen sich Zellen, die aus
dem Herzen eines 6 Tage alten Embryo ausgewachsen sind, deutlich
sowohl strukturell als auch funktionell als Muskelzellen. Sie wurden
3 Tage lang schlagend beobachtet und morphologisch (s. Abb. 66) zeigen
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sie ganz die Eigenschaften der Herzmuskelzellen. In solch zweifel-
haften Fiillen hat man sich nur an die Funktion zur Stellung der
Diagnose zu halten.

Die Herzmuskelzelle des sechs Tage alten
Embryo zeigt auch in der Gewebekultur
lebend keine Streifung, wohl aber in der f
Bewegung eine Verdickung und  Verdim-
nung der Plasmamasse um den Kern
herum. Die sehr kleine Zelle zeichnet sich \
auch im Leben durch ihre spitzen, selten ' r
verzweigten Fortsiitze aus. Wihrend der )
Zellteilung runden sich diese Zellen ab und
bleiben nur mit ihren Nachbarn durch
feine Fortsiitze verbunden, wihrend sie sonst
in der Gewebekultur meist ein Synzytium
bilden. Fiir gewohnlich gilt als Charakte-
ristikum ihr gestreckter Kern. Dieses Kenn-
zeichen fillt in der Gewebekultur fort.
Die Muskelzelle hat meistens einen runden

Abb. 63 u. 64, Glatte Muskelzellen dez Amnion von einem \
4 Tage alten Hithnerembryo, 48 8tunden in Locke-Lewis ge-
glichtet. Bejde Bilder aups derselben Kultur, Bild 63 zeigt \
die kontraktile Substang nach der Firbung als grane Fiden \
in der Zelle. Bild ¢4 ist aus demselben Priparat aus einer
Atelle, an welcher gich die ¥ellen ansbreiten kdnnen. Nach

M. LEWIS 1017 wie bei Bild 62,

Kern, wahrscheinlich weil der grillere Vorrat an Raum in dem
fliissigen Medium die weitere Ausdehnung des Zellkernes gestattet.,
Von Levi (Abb. 66) ist die Entwicklung von Fibrillen, die sich durch
Firbung nachweisen lassen, in spiteren Stadien des Embryvonallebens
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festgestellt worden. Gut gelungene Priparate zeigen Zellen, die
70—120 mal in der Minute schlagen. Gewdhnlich schlagen ganze Zell-
schichten koordiniert. Auch Stiicke des zerteilten embryonalen Herzens

Abb. 65, Zellen aus dem Herzgewebe eines 4 Tage 15 Stunden alten Hilhnerem bryos gewachsen.

49 Stunden gezilchtet, Es =t nicht zo erkennen, ob die susgewanderten Zellen Mesenchym-

gellen oder Myoblasten sind. Fixiert und gefirbt nach Maximow, abgefindert nach Lewvi.
Nach Levi 1919, Arch. Ital. di Anpat. & di Embricl. Bd. 16,

schlagen in den von uns gebrauchten Kulturmedien. Teile des Herzens
kinnen noch 4 -5 Tage nach der Explantation schlagen, und abge-
schnittenes und wieder eingepflanztes Herzgewebe schligt noch nach
126 Tagen. Die gleichen Fiarbemethoden, wie beim Amnion angegeben
sind, konnen hier angewandt werden. (Abb. 63 u. 64.)

Die quergestreifte Muskulatur.

Schon durch die duflere Art der Bewegung unterscheiden sich die
Myoblasten, die spiiter die Skelettmuskel bilden, von den vorher be-
schriebenen Zellarten. Ein explantiertes Stiick vom Skelettmuskel
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des Huhnes, 8 Tage alt, zeigt wie immer Bindegewebszellen, wenig
isolierte Muskelfibrillen und viele hier und da zerstreute Myoblasten.
Diese sind synzytial miteinander verkniipft; trennen sich nun ab und
zu Zellen von diesem
vielkernigen Synzytium
und wandern fort, so
entsteht der typische
isolierte Myoblast ohne
Fibrillen. Man wird
also annehmen kinnen,
dal} die synzytiale Ver-
bindung durch die bel
der Fortbewegung aus-
geschiedene  fibrillire
Substanz gebildet wird.
Wihrend nun die Herz-
muskelzelle eine schla-
gende Bewegung  aus-
fithrt und die Amnion-
muskelzellen eine flie-
Bende, fithren die Ske-
lettmuskeln eine ruck-
M0 weise  Bewegung  aus.
Y Lewis hat in den Zellen
' des 8 bis  10tégigen
Embryo keine Streifung
gesehen und behauptet,
dal} nur nach dem Tode
Verdichtungs- und Ver-
diimumgs:znnt-rcn als
Streifen der Muskulatur
sichthar werden.
Vitalfarbung  zeigt
bei allen drei beschrie-

Abb, 86, Zellen ans einem 6 Tage alten embryonalen Herzen,
Die Zellen schlugen biz zom 3. Tage und wurden daonn fixiert.
Typische Herzmuskelzelle. Fixierung, Firbung wie bei Bild 65. henen Zellarten Mito-

HNach Levi 1918, " iz
chondrien. Farbung

nach Fixierung wie fiir das Ammion beschrieben, gibt auffallend
schine Bilder.

Die glatte Muskulatur des erwachsenen Tieres.

Von groller Bedeutung war es, als CHAMPY 1914 zum ersten Male
gezeigt hat, dal} Blasenmuskelgewebe — er nahm die Blase des Ka-
ninchens — einer Entdifferenzierung und spiteren mitotischen Teilung
fihig ist. Der glatte Muskel entdifferenziert sich auf folgende Weise:
Die Muskelzellen bilden eine Art verjiingtes Zellplasma, das um den
Kern herum und zwischen den einzelnen Fasern sich sammelt (Abb. 67).
Die Enzyme dieses neugebildeten Zellplasmas miissen die Fihigkeit
haben, die Muskelfibrillen zu lésen. Sehr bald bleibt nur der obere und
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untere Pol der Zelle mit Fibrillen erfiillt. Die Zellmitte nimmt ein
gianzlich undifferenziertes Aussehen an, sie teilt sich unter Bildung
von gut ausgebildeten Kernfiguren. Nach 23 Teilungen ist es nicht
mehr maoglich, die Muskelzelle als =olche zu erkennen, wenn sich nicht
ab und zu ganz feine Fi-
brillen in einzelnen Zellen
vorfinden. Die neugebil-
deten Zellen sind rundlich.
So erstaunlich dieser Um-
bau der glatten Muskulatur
auf den ersten Blick auch
erscheint, so brauchen nur
die schon bekannten Fihig-
keiten der glatten Musku-
latur, die sich bei der Re-
generation zeigen, zum Ver-
gleich herangezogen zu wer- ||
den. Auch bei der Regenera- |1
tion findet sich diese Ent-
differenzierung und spiitere
amitotische oder mitotische
Teilung der glatten Muskel-
zelledeserwachsenenTieres.
Gefirbt wird hier besonders
nach dem Verfahren von
HEIDENHAIN - PRENANT
nach ]*‘IJ{I{*I‘IIPI“;.: T'Li'l:lf"h Abb, 67, Entdifferenziering der Blazenmuskulatur des
CrAMPY (1S [ |Illl‘tf.'}|. Khe I-E:mim-lrw.ns. Fixiert nach Champy, Fiarbung nach Prenant.
Wil" flﬂﬁ 's\'af*hstmn {IE"I‘ Nach Champy 1914, \l:“:ll'ttii'l;c:fulxp et Gen, Bd. 53,
Epithel - Zelle  eingehend
studieren, fassen wir noch einmal zusammen, was wir bis jetzt iber
die Merkmale der Fibroblasten und Myoblasten gelernt haben. Haben
wir nur Mesenchymgewebe in der Kultur und erscheinen an beiden
Polen seharf zugespitzte Zellen — nadel- oder spindelihnliche Formen,
s0 sind diese stets von embryonalen Muskelzellen abzuleiten. Die
Mesenchymzelle oder eigentliche spitere Bindegewebszelle ist
durch ihre stark verzweigten Ausliufer, ihren wenig lichtbrechenden
Zellinhalt, das Vorhandensein von Mitochondrien und Granulations-
kirnern im Plasmamedium kenntlich. Die beiden letzten Charakte-
ristica teilt sie auch noch mit den Muskelzellen, deren Formbestiin-
digkeit grifler ist als die der Fibroblasten, wenn der Myoblast iso-
liert liegt. Selbstverstiindlich kann erst die Fihigkeit, sich zusammenzu-
ziechen, die Endentscheidung sichern. Embryonale Herzmuskeln (Abb. 66)
sind oft durch ihre synzytiale Anordnung kenntlich und durch ihre
plumpen Formen. Das ganz junge embryonale Herz enthilt Endothel-
zellen und Mesenchymzellen, die teils schon in Muskelge webe umgewandelt
sind, teils diese Umwandlung schon physiologisch durchgemacht haben,
aber noch nicht morphologisch zeigen, teils auch aus noch nicht diffe-
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renzierten Mesenchymzellen. Es fehlen uns bis jetzt Normentafeln
der i-'t'\'ul"ﬂ'f.l"li'hlHrl}_r. in denen 7. B. einwandfrel nacheewiesen
ist, embryonales Herz vom Huhn, so und so viele Tage bebriitet, liefert
|H|'--|' }'Iill'llll‘ll Vil xf'“[']l. 1|j4~.-|_- :f':l'”i'l_['tl'rl ',.'“'!I]ill'l'rl zuerst aus 111‘!:] b
treffenden Gewebe, wenn es in dem und dem Medium so und =0 lange
geziichtet wird. Schwieriger ist das Erkennen der erwachsenen,
abgebauten Formen, und nur geduldiges Beobachten fithrt zur richtigen
“i?l.}_[ﬂumn

C. Eechtes Wachstum der Epithelgebilde. gezeigt an dem
embryonalen Epithel und Verhalten der erwachsenen
Sehilddriusen und Gesehleehtsdriisen,

Es 15t eicentiimlich, dal} alle die Zellarten, die wir vom iulieren
Keimblatt ableiten, also Haut-, Sinnes- und ]jI'I“I*-CI'!I.I'[I'il|l!'|ii'rl, 1=l
spit geziichtet worden sind und dal} die Eifolge, die bei der Ziichtung
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Abh, 68, Totalpriparat einer 8 tigigen Gewebeknltur der embryvonalen Hithnerhaut von
13 Toge altem Eimbryio, Beachte das fast reine Auswachzen der F'.|'-r||"'|..':" lem olwen rechts=,

das tiberwiegende Anwachzen der Zellen des Unterhautbindegewebes an fast allen anderen

Wundrindern, Totalpriiparat, (Orth, Glems:, Omgnal nach Erdmann.,

der Haut erzielt worden sind, gering zind und keine echte Kultur,
die jahrelang lebt, bis jetzt gelungen ist. Wenn wir z. B. ein Stiick
embryonale Hithnerhaut von einem Embryo, beil dem die Federanlagen
noch nicht dullerlich erkenntlich sind, in Hithnerplasma mit Ringer im
Verhiiltnis wie 1 : 1 verdiinnt legen (19. Ubung), so entwickeln sich be-
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,ull]l[li'l!'r-i -'-IiL]'|~; |“1' _1'|.|L--~1-|I{'[]I".'III'.-".L'HI'II HIH'. I“i' |':||-ii'|u-|;.54-!!|-1g hh-ilu'rl weltaus
im Wachstum zuriick. So wird das embrvonale Bindegewehe aus einem
stiick Haut heraus-
wachsen (Abb. G8)
und sich nur rond
herum um das kKx
plantat mit einer
ditnnen Schieht ne u -
gebildeter Epithel
'I.l.'”q'l]]:lq_‘Lii'L‘i{I':I.i}ﬁ""
Epithelzellen nehmen
]JI,‘I-HI_ HII|!||| ."-I.']H,' tl1"!
elne halbmondfor
mige Gestalt an und
eignen sich besonders
zum Studinm der Mi
tosen. Wohl nirgends
lassen siech die Mito-
senn des Vorelge-
we bes besser nach-
welsen, als i den
Kpithelzellen tles
Huhnes.  Auch ist

\hh 60 Epithelzellen auz demselben Priparat

Abb. 70, Stirker vergrioferte Zellen der Abbildung 89, um die Clhiromoscmer
wiithrend der Metaphase zun zeigen.

withrend der Zichtune die Ziahlung der einzelnen Chromosomen leicht,
withrend man sonst im allgemeinen Schwierigkeiten bei der Zihlung
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der Kernteilungsfiguren hat (Abb. 70). Manche dieser Zellen zeigen
schwarzes Pigment und, was besonders zu beachten ist, sie haben
runde, niemals scharf gezackte und mit spitzen oder stumpfen
Pseudopodien versehene Riinder. Diese Glattrandigkeit scheint dem

Abb, 71. Reines Epithelgewebe ohne Beimischung von Bindegewebe nach 8 Woehen
Ziichtung., Nach Fizcher 1922, Journ. exp. Med, Bd, 34,

Epithelgewebe des Vogels eigen zu sein, im Gegensatz zu den
Epithelzellen der Froschhaut, deren Gestalt (=. Abb. 24, 8. 28) sehr stark
wechselt. Noch nach 8 Tagen bewahrt in der Gewebeziichtung die
Epithelzelle ihren Charakter, und die neugebildeten Zellen sind, wie
Abb, 69 zeigt, wirklich wieder der Form nach Epithelzellen. Es mul} ein
gewisser Antagonismus zwischen Epithelzellen und Bindegewebszellen
bestehen, Die Bindegewehbszellen mit threr starken Wachstumstendenz
scheinen die schnelle Vermehrung der Epithelzellen zu verhindern. Beim
Frosch (Rana pipiens) sind die Verhiltnisse gerade umgekehrt. Hier
wiichst nach UnLExauTH das Bindegewebe nur minimal, doch scheint
diese Regel nicht durchgehend zu sein, denn bei Rana esculenta habe
ich oft bei etwas flissigen Medien auch Bindegewebswachstum bei
Hautkulturen gesehen (s. 8. 26).

Priparate von der embryonalen Haut lassen sich sehr gut mit der
Herpschen Nervenfiarbung fiirben, jede andere Firbung ist aber auch
erfolgreich.

Beim Studium der embryonalen Hiithnerhaut fallen die Feder-
anlagen auf. Die Bestandteile der Haarscheide und der Haarkeime
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beginnen sehr oft heftig zu wachsen, besonders wenn Teile derselben
beim Zerschneiden der Gewebe verletzt worden sind. Auch hier ist das
Bindegewebe weitaus am stirksten wachsend, wahrscheinlich weil
Bindegewebe schon an sich den Bedingungen, die der Gewebekultur
eigen sind, besser angepalit ist als die Epithelzelle, die ja an reichliche
Luftzufuhr in ihrem ganzen Leben gewdhnt ist.

HeELpsche Nervenfarbung,

Konservieren der Priparate in Epi-ru' Formalin 15—18 Stunden, abspiilen
und beschicken mit Alk. 70 9/, firben in verdiinnter Lésung (6—8 Tropfen der
Farblasung auf 15 cem Wasser) von HeLbschem Molybdansiure-Hamatoxylin
12 Stunden.  Differenzieren 24 Std. in  Boraxferryeyankalilosung von 5—6°¢
gelist in Aqua dest. Abspiilen in Brunnenwasser, durch Alkoholstufen fiithren, Xylol
+ Alk. abs.; Xylol Cederndl.

FiscHER gelang es, wie schon erwithnt, jetzt endlich, im Jahre 1922,
reines Epitelgewebe zu ziichten, und zwar ging er so vor: Mit einem
Katarakt-Messer nahm er aus dem embryonalen Hithnerauge die Linse
heraus. Ein feiner, schwarzer Rand der Iris bleibt unbeabsichtigt an
der Linse hingen. Die Linse wird dann in 3—4 kleine Stiicke ge-
schnitten und wie gewohnlich in einem Medium geziichtet, das aus
Embryonal-Extrakt und Hiihnerplasma zu gleichen Teilen besteht.
Die Linsenelemente wachsen nicht, aber mitunter kann nach 48 Stunden
eine kleine Wucherfliche von Epitel unter dem Mikroskop oder der
Lupe gefunden werden. Sehr oft aber zeigt sich erst Epithelwachstum
nach mehreren Umpflanzungen. Sollte man schon gleich in dem ersten
Medinum Fibroblasten entdecken, so ist keine Hoffnung, dall man reine
Epithelkulturen bekommt.

Zu der 20. Ubung also wird man sich Embryonal-Extrakt und
Plasma des Huhnes zurecht stellen und aus einem jungen Hithner-
embryo die Linse herausschneiden. Man bemuht sich, nur die Linse
herauszubekommen, denn es bleibt immer ein wenig Gewebe der Iris
daran hiingen. Ehe man die Linse zerschneidet, macht man sich die
hiingenden Tropfen zurecht. Da Epithelgewebe einer Unterlage zum
Wachstum zu bediirfen scheinen, so setze man erst einen Tropfen von
Plasma und Embryonal- Extrakt auf das Deckglischen. Sobald dies
geronnen ist, lege man das Gewebe auf die Oberfliche des Tropfens.
Abbildung 71 zeigt eine 6 Wochen alte Kultur von reinen Epithelzellen,
in der man auch Mitosen sehen kann. Diese Kultur ist jetzt schon
iither 4 Monate weitergefiihrt. Und so wird es in Zukunft moglich sein,
mit reinem Epithelgewebe Experimente der verschiedensten Art aus-
zufithren.

Ektoderm der Haut und des Amnion wachsen aus in der Form von
Membranen, ebenso das Pigmentepithel der Retina. Auch die Epithel-
zellen der Froschhaut schieben sich in halbfliissigen Medien membran-
ahnlich vor. Die Leberzellen, die Schilddriisenzellen, das Nierenepithel
der Tubuli wachsen oder wandern meistens auch als zusammenhiingende
Zellflichen aus, wiihrend die Blut- und Wanderzellen der Milz, des
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Knochenmarks, der Lymphknoten und der Thymus als isolierte Zellen
auswandern und isoliert bleiben.

Zum Studium der Driisenzellen withlen wir die Schilddriise eines
jingeren Tieres. Die embryonale Schilddriise hat kein spezielles In-
teresse, da sie sich nieht in dem Plasmamedinum von der erwachsenen
Schilddriise abweichend verhilt (21. Ubung).

Hat man sich Schilddriisen-Gewebekulturen von der Schilddriise des
Kaninchens in homogenem Plasma angesetzt, so kann man schon am
nichsten Tage bemerken. dall der kolloidale Inhalt in den Lumina sich
zusammenballt und teilweise resorbiert wird., Die Zellen, welche die
Lumina auskleiden, werden im Verlaufe der nichsten Tage haher und
fangen an, sich zu teilen, so dali die Lumina fast ganz ausgefiillt sind.
Neue kolloidale Masse wird nicht gebildet. Wihrend dieser Vorgang in den
unverletzten Teilen der Schilddriise vor sich geht, beobachten wir, daly
der mittlere Teil degeneriert, wihrend die Randpartien, in welchen die
Tubuli angeschnitten sind, allmihlich vernarben, so dall eine gewebe-
dahnliche Verbindung entsteht, die kaum an die frithere Schilddriise
erinnert (Abb. 72). Zellen, die ganz am iiullersten Rande des einge-
pflanzten Stiickes
sind,schieben neue
Abkommlinge in
das Medium. Sind
Stellen  getroffen,
die reichlich Bin-
degewebe enthal-
ten, so findet auch
hier ein  starkes
Wuchern des Bin-
degewebes e
ein Zuriickbleiben
des Epithelwachs-

tums statt. Ie
Abb, 72  Narbengewebe, emntstanden aus den wverletztenm Driisen- e - :
sehliiuchen der Schilddriize (links), reehts die kolloidleeren Driisen- “'i_"n.'l'l’ﬂl(](’ﬁ 15t

schlinche und dazwischen das wuchernde Bindegewebhe. Nach anfioc - L Ty
Champy 1915, Arch, de Zool. Exp. et Gén. Bd, 55. ]‘I il llfl}? zu Trans

plantationen  be-
nutzt worden und nach den Arbeiten von Christianis wissen wir,
dali die indifferent gewordenen Driisen sich im Transplantat wieder
differenzieren. In der Gewebekultur findet kein Wiederherstellen der
Funktion in neugebildeten Zellen statt, wahrscheinlich weil der fehlende
Blutstrom die fiir die Neubildung des Kolloids nitigen Stoffe nicht herbei-
fithren kann, withrend im Korper des Wirtes dies maoglich ist. Sehr
schlechte Resultate sind bei der Schilddriise bei heteroplastischer
Transplantation erzielt worden, withrend in dem hingenden Tropfen
kein grolier Unterschied des Verhaltens der Thyreoideazelle in spezies-
fremden Medien sich finden Lilit.

Besonders interessant sind die im Gewebe auftretenden, sehr normal
sich abspielenden Mitosen, die zeigen, dall ebenso wie die Zellen der
erwachsenen Muskulatur auch die Zellen der nicht fotalen Driise latent
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vermehrungsfihig sind. Es ist notwendig, jeden Tag die Gewebestiickchen
mit Serum auszuwaschen und in frisches Plasma zu tun.  In den Plasma-
hof hinein wachsen Driisenzellen in Form von Biindern oder Zellknit-
chen, die oft noch einen Kutikularsaum zeigen.

Auch das Verhalten der kolloidalen Substanz ist hemerkenswert.
Schon nach 24 Stunden hat in den kleineren Driisengiingen eine voll-
stindige Resorption der kolloidalen Substanz stattgefunden. Bis zu
24 bhiz 48 Stunden hat aber die Driise noch neue kolloidale Substanz
ausgeschieden, so dali sie noch ungefihr 48 Stunden in der Gewebe-
ziichtung funktioniert. Je griller das eingeflanzte Drisenstick ist, je
linger kann man noch Kolloid in ihm nachweisen, spiter aber findet die
Entdifferenzierung, der vollstiindige Abbau der spezifischen Zellstruktur
statt, hierauf fiingt das Driisenepithel an zu wuchern und kann die Lumina
vollstéindig ausfiillen. Alle Driisenschliuche aber, die,alssie in das Plasma-
medium gesetzt wurden, verletzt worden waren, haben schonnach 2 Tagen
ein vollstiindiges Epithel gebildet, so dal}, wenn man einen Schnitt durch
das eingepflanzte Stiickehen macht, der Unterschied zwischen den ver-
letzten und den unverletzten Driisenschliauchen sofort ins Auge springt
(Abb. 72). Es finden sich in der embryonalen und in der erwachsenen
Schilddriise in der Gewebeziichtung Mitosen. Im erwachsenen Gewebe,
das nicht geziichtet worden ist, hat man bis jetzt noch keine Mitosen
gefunden. Mitochondrien, siderophile Kdérnchen und Fettkiorner exi-
stieren noch linger, aber nicht mehr polar angeordnet in der Zelle. Das
Bindegewebe, das nach Unampy durch das sehr starke Wachstum des
Epithels in einem Zustand der Hemmung gehalten ist, also nicht wachsen
kann, wird durch die sich aushreitenden Epithelien stark zusammen-
gedringt, an Stellen aber, an denen das Epithel fehlt, finden sich die
iiblichen Bindegewebszellen. Nach einigen Tagen aber sind die Driisen-
zellen entdifferenziert, sie haben nach CuraMmpey keinen bestimmten Cha-
rakter. Ihre Form ist eher von dem Milieu als von der genetischen Potenz
abhiingig. Sie teilen sich lebhaft nahe an der Oberfliche des Plasmas,

Wir heschriimken uns hier nur auf das Studium der Schilddriise,
die verglichen mit der Niere ein einfach gebautes Organ ist und sich
verhiltnismilBig unkompliziert in dem Kulturmedium verhalt. Die
Niere, sobald sie schon embryonal wirklich funktionell Niere ist, macht
tiefgreifende Verinderungen als embryonales und erwachsenes Organ
durch, deren Beschreibung aber hier zu weit fiihren wiirde. Sie ist ein
hoch differenziertes Organ, das ganz im Dienste der Funktion steht
und einseitig differenziert ist, wie es auch die Regeneration der ver-
letzten Niere zeigt. Dagegen steht die Schilddriise auf einer tieferen
Stufe, gemessen an der Schnelligkeit und Langsamkeit, mit der sich
die Zellelemente sowohl der embryonalen als auch der erwachsenen
Driise an die Gewebeziichtung anpassen. Denn die embryonale
Schilddriise zeigt die gleichen Vorgiinge, welche sich in der Thyreoidea
des erwachsenen Tieres abspielen, nur sind die Abbauerscheinungen
nicht so zahlreich; sonst gehen die eben beschriebenen Vorginge, ganz
verschieden von den in der Niere stattfindenden Vorgingen, sowohl
im embryonalen wie auch im erwachsenen Gewebe vor sich.
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Je hoher differenziert eine Zelle ist, je einschneidender sind die
Andernngen, unter welchen sich der Abbau, der in der Bildung wvon
Zellformen gipfelt, die in dem Kulturmilien weiter leben kénnen, im
Medium sich abspielt, bis er wie bei Sinnesepithelien oder Nervenzellen
kaum oder selten mehr vor sich geht.

Nicht nur die Schilddriise, sondern auch die Prostata des erwachsenen
Meerschweinchens funktioniert nur 2 Tage in der Gewebeziichtung.
Sie erzengt also kein nenes Sekret. Um das nachzuweisen (22. Ubung),
verfahre man auf folgende Weise:

Man pflanze wie iiblich kleine Stiickchen Prostata in arteigenes
Plasma und setze sich eine Serie Kulturen, die man am ersten Tage,
eine Serie, die man am zweiten Tage, eine dritte Serie, die man am
dritten oder vierten Tage benutzen will, an. Ehe man die Kulturen
ansetzt, entnehme man etwas Samenblasenflisssigkeit, verdiimne diese
mit RinceErscher Lisung und bringe sie dann mit kleinen Stick-
chen Prostata eines Meerschweinchens zusammen, Nach kurzer Zeit
koaguliert die Flissigkeit. Ziichtet man Prostatagewebe, wie schon
gesagt, in arteigenem Plasma, so beobachtet man am ersten und zweiten
Tage noch dieselbe Reaktion in der Samenblasenfliissigheit. In den Kul-
turen, die man erst am dritten oder vierten Tage heobachtet, ist sie
verschwunden, Ein am vierten Tage der Ziichtung beobachtetes Pro-
statastick ist lebend, seine Zellen vermehren sich. Die feinen Kornchen,
die der normalen Prostata eigen sind, sieht 'man nicht mehr. Die
Kulturen haben dann ein Aussehen, wie solehe Kulturen., in denen
Bindegewebe und Epithel gemeinsam geziichtet werden.

Das sich die Geschlechtszellen, soweit sie schon in die Spermien-
bildung eingetreten sind, diese zwangsliufig beenden, ist schon von
SunpwaLL, CHampey, M. LEwis in den verschiedensten Medien beobach-
tet worden, aber erst GonpscumipT hat gezeigt, wie die Ergebnisse,
die durch die Lebendbeobachtung der Hodenzellen in dem Kultur-
medium gewonnen sind, fruchtbringend verwertet werden kinnen. Ich
halte es fiir verfriitht, alle méglichen Gewebe zu ziichten, wenn man
nicht ein bestimmtes Problem losen will, das nur mit Hilfe der
Ziichtung des einen, betreffenden Gewebes gelost werden kann.
Die Schiatzung der Methode der Gewebeziichtung leidet, wenn plan-
lose Versuche an allen moglichen Geweben angestellt werden. Das Experi-
mentieren mit Insekten empfiehlt sich. da hier durch die Arbeiten der
Forscher genau die zytologischen Stadien, besonders der Geschlechts-
zellen der Insekten bekannt sind. Wenn man gerade Material hat, so stu-
diere man also noch den Schmetterlingshoden in vitro, und zwar nach
den Angaben von GorpscaminT. GonpscumipT withlte die Puppe von
Samia cecropia, die sich ihrer Grolle wegen zu diesen Versuchen gut
eignet. Wir nehmen, falls diese nicht erhiltlich, eine der grifleren ein-
heimischen Puppen und betten sie ventralwiirts in ein Schiilchen mit
mit Vaselin, nachdem man die Puppe mit Alkohol abgewaschen und leicht
narkotisiert hat. Mit einer feinen aber starken Capillarpipette ziche
man aus dem Herzschlauch die Lymphe, nachdem man vorsichtig ein
kleines Fenster in den Chitinpanzer geschnitten hat (23. Ubung). Die
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gewonnene Lymphe wird in eisgekiihlte Gefille getan, zentrifugiert
und dann in eisgekiihlten Gefillen aufbewahrt, Esist dringend darauf
zu achten, dall kein Darminhalt die Lymphe verunreinigt, da sonst
die Lymphe schwarz wird. Es empfiehlt sich auch, mit Glasmessern und
-nadeln, statt mit Metallinstrumenten zu arbeiten. Man bereitet sich
zum Auswaschen des Hodens Rincersche Lisung nach Crarg, die
folgende Zusammensetzung hat:

Crangeche Ldsumg: NaCl . .50 - - = « . . 0,869
TR o e el o L 0149
Callle s e e W e s o ORE0S
NaH=C0. . . & = = = « & 019,
MHPO - - - 0 - e et 050015,

Hierauf entnimmt man steril die beiden oder das eine Hodenhblischen
der Puppe. Die Hodenbliischen haben gewdéhnlich eine sehr starke

o [ f o

Abb. 78, a—g. Nacheinanderiolgende Stadien der Achsenfadenbildung in der jungen,
lebenden Spermatocyte.  Nach Goldschmidt 1017, Arch. £ Zellforschung, Band 14,
Beschreibung siche Text.

Membran und sehen bei manchen Formen griinlich aus. Beim Priparieren
kann man entweder die schon benutzte oder eine neue Puppe nehmen.
Man offne ventralwiirts die Leibeshihle in der Nihe des 13. bis 16. Abdo-
minalringes, lege den Inhalt der Korperhahle vorsichtig beiseite und ziehe
dann mit der Pinzette das Hodenbliischen an seinem Ausfithrungsgange
heraus. Man wasche es in RiscErscher Losung gehorig ab, offne es und
setze Kulturen mit der Lymphe oder in Ringerlosung in der iiblichen
Weise an. In der Lymphe durchlaufen die Spermatogonien alle Stadien
der Spermienbildung, die gut im Leben zu studieren sind, in ungefihr
3 Wochen. Sind aus irgendeinem Grunde die Geschlechtszellen ge-
storben und nur die Follikelzellen lebend erhalten, so wachsen diese
sehr stark, withrend in Kulturen, in welchen die Geschlechtszellen noch
leben, die Follikelzellen in bescheidenen Grenzen gehalten werden,
Es besteht hier also eine gegenseitige Beeinflussung zwischen den
Zellen bindegewebiger und den Zellen epithelialer Natur.

Erdmann, Praktikum, 6
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Will man die Entstehung der Achsenfiden niher studieren, so wiihle
man sich junge Spermatocyten zur Beobachtung aus, wie sie sich in
jedem Hoden finden. Die Achsenfiden der Spermatozoen erscheinen
schon vor den Reifeteilungen in der Zelle und werden dann mit dem
Zentrosom fertig vorgebildet auf die Tochterzellen verteilt. In den
jungen Spermatocyten beginnt, wenn die Zelle zur Achsenfadenbildung
schreitet, die dem Follikelraum zugekehrte Zelloberfliche sich mit
zahlreichen Zotten zu bedecken (Abb. 73a). In Abb. 73bsind schon viele
Zotten zu sehen, eine davon, die nicht gebogen ist, wichst dann vollig
starr aus, Auf Skizze d, e sind die Formverinderungen des Auswuchses

Abb, 74 o u. b, ,-ha-.-il:i.]{ll_l:m der typischen Spermienbiinde]l in dem mit Spermatiden ans-
gekleideten Follikel. a zeigt die noch u1.|f:|,l'4':k|:|iillwltﬂ| Achsenfiiden, b die in die Follikelhéhle
ausgestreckten Achsenfiiden der Spermatiden. Nach Goldschmidt, wie Abb. 73,

in einem l3minutigen Zwischenraum skizziert. Bei ¢ hat sich in der-
selben Zelle noch ein zweiter starrer Fortsatz mit einem Protoplasma-
kiigelchen gebildet. In diesem Zustand verharrt die Zelle. Dann ver-
lieren die Pseudopodien ihren Charakter. Sie fliefien ab, und der starre
Achenfaden bleibt mit Zentrosom, das hier lebend zu beohachten sein
soll, ibrig. Jetzt werden die Achsenfiden immer linger, bis sie das
Follikellumen ganz ausfiillen (Abb. 73 f, g).

Will man diesen normalen Verlauf abiandern, so nimmt man nach
GorpscaMmipT eine Ringerlosung nach VeErxox, die folgendermalien
zusammengesetzt ist: NaCl 0,75; NaHCO, 0,01; CaCl, 0,024;: KCl
0,021/,

Die eben beschriebenen Vorginge traten dann schon in den Spermato-
gonien auf. Die Entwicklung einer Ursamenzelle zu einem Spermatozeen
ist also nach GorpscumipT eine zwangslaufige physikalische Reaktion,
an der zwei Komponenten beteiligt sind, einmal die Follikelmembran,
die die spezifischen osmotischen Verhiiltnisse schafft, die an jedem
Punkt der Spermiogenese einwirkend gemacht werden kimnen und die
Zusammensetzung des Plasmas selbst.

Von den Zellen des menschlichen Gewebes an bis zu den Proto-
zoenzellen hat man versucht, die Methode der Gewebeziichtung aus-
zuwerten. Am besten erforsecht sind die Frosch-, Hithner-, Meer-
schweinchen- und Kaninchengewebe. Es wird sich also empfehlen,
daf} Anfiinger nur Arbeiten mit Tierarten vornehmen, die schon durch-
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studiert sind. Aber selbst die Gewebe der erwiihnten Tierarten sind
nicht alle gleichmiillig durchforscht. So sind erst die banderartigen
breiten Zellen, die aus dem endodermalen Darm des Huhnes aus-
wachsen, sehr spiit als sympathische Nervenfasern erkannt worden.
Es sollen also vom Anfianger zuerst noch keine Gewebe mit sehr ge-
mischter Zusammensetzung zu ziichten versucht werden, sondern das
embryonale Herz, Unter-

hautbindegewebe  und ‘ . i
Epithelgewebe als  die EL’ 1@
am besten durchforsch- _ - . £ . U
ten, sollten zuerst stu- ' " @ N @ @ y
diert werden. a e ' ' — d.l-.'@ &

Erst am Schlusse des N A NS
'.‘;1 I z i 'I Zhi = = Ty o 1 et}
Abschnittes  also  wel . ’ 4 @ .
: , _ ¥ F - | g I il o
den wir folgende Ubung P PevN R s
anstellen (24. Ubung). R L
um nachzuprifen, ob
CHAaMPY recht hat, wenn
er behauptet, dali Zel-

len, seien  sie  binde- w ey P
gewebiger, seien sie epi- :ﬂaﬂ j‘-ﬂ;ﬁ—‘-—:.lﬁ-ﬂ—‘:;@?-“"—{“——-—"ﬂ €y
thelialer Herkunft in der S : S P
Gewebeziichtung nach
lingerem Verweilen sich
sehr ahnlich werden ( Ab-
bildung 75).

Wir nehmen also
einen ungefihr zehn-
tigigen Hiihnerembryo
und legen gleichzeitig
Kulturen der Haut,
der Milz und der em-
bryonalen Niere, der
Schilddriise  und  des
Hodens an, und zwar
in reinem Hiihnerplas-

' » . m T, ) - ] . I I
ma. Je {II! n 'l g wed h- Abb. 75, Bchematizche Darstellung sog. entdifferenzierter
seln Wir das }thl_ Yellen verschiedenen |1 r.=~'|-_r_u|1|£u_.-a,_ Nach Champy, 1914,

La presse médicale.

medium, nachdem wir

das Gewebe in Hihnerserum ausgespiilt haben. Dies wird 3 Tage
fortgesetzt, dann eingebettet, gehiirtet und geschnitten, darnach ge-
firbt nach Cmampy und PreENaxT (Siche Seite 64). Dann wird sich
zeigen, ob und welche Gewebearten sich entdifferenziert haben und
sich dhnlich geworden sind. Es ist notwendig, dali der ganze Plasma-
tropfen gehiirtet wird, damit die in das Plasma eingewanderten Zellen
mit geschnitten werden. Fir das Epithel steht es beim Huhn jeden-
falls fest, dali es sich nicht in der Gewebeziichtung nach Form und
Struktur so stark verdindert, als man es nach Cnampys Angaben

6*
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glauben sollte. Auch Levr glaubt nach seinen Erfahrungen beim
embryonalen Gewebe nicht, dali die schon funktionierende Herz-
muskulatur sich stark verindert.

Hierauf schreite man zum zweiten Teile der t‘}]llll}_{' und wieder-
hole die Beihe der Anordnung fiir die betreffenden Gewebe des er-
wachsenen Kaninchens. Hier miissen dann nach CHampy die in das
Plasmedium eingedrungenen Zellstriinge eine so starke Verinderung
der Struktur ihrer Zellen erfahren haben, dall die verschiedenen Ge-
webe nicht mehr leicht voneinander zu unterscheiden sind. Hierbei
stollen wir schon auf unentschiedene Fragen. Es wird im Laufe der
nichsten Jahre geklirt werlen miissen, welche Gewebe bei Kaltbliitlern
und bei Warmbliitlern in der Gewebeziichtung ihre Ausgancsstruktur
erhalten und welehe nicht.

IV. Ablauf progressiver und regressiver
-r L] 'I'l. 1}
Yorginge.

A. Yerhalten der Sinnesepithelien in dem Kulturmedium.

E= 1st mehrfach schon daraut hingedeutet worden, daly die Zichtung
der Epithelien wenig geiibt worden ist. Die Sinnesepithelien machen

Abb, 76. Schematizche Darstellung einer Zelle des Abb. 77 a. Pigmentepithelzellen von
Pigmentepithels der Retina,  Simtliche Typen de Hana pipiens. Nach Uhlenhoth,
Pigmenteranula sind geseichnet. Die feinen Fiden sind 1916, Journ, of experim. med, Bd. 24.

die Mitochondrien. Die gestrichelten Granula stellen

die granen Pigmentgrannla vor, wihrend die sehwarzen

and umriinderten 8tibohen die verschiedenen Groben

und die verschiedenen Gestalten der farblosen und der

sehwarzen Pigmentzrannla zeigen sollen., Nach Smith,
1920, Johns Hopking Hosp.-Bull. Bd. 31.

Abb. 77 h. Eine andere Pigmentepithelzelle, die gich langzam in dem Mediam
vorsehiebt, mit vollstindiger Gestaltverdinderung, wie Abb, 77 a.
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aber eine Ausnahme, obgleich es sich gezeigt hat, dali die Pigmentzellen
der Retina mn'rn':l.'n]m] und erwachsen sich nicht in der Gewebekultur

teilen, lebend im Medium
bleiben und nur eine Um-
ordnung der Pigmentgra-
nula  zeigen. Um  diese
.-I".Lu{||-1'1|||5_{ der Polaritit der
Pigmenteranula  darzustel-
len, verfahre man in folgen-
der Weise:

Man stelle sich Frosch-
plasma und Augenkammer-
wasser her und lege sich
Kulturen des Retinapig-
mentepithels und des Iris-
|;ig|t|ltt111-l:iil1+rtﬁ tes erwach-
senen  Frosches an.  Zum
Vergleich explanticre man
kleine Stiickchen des Retina-
epithels  eines  Hithnerem-
bryos vom Alter von 5—15
Tagen entweder in Loke-
Lewis- Lisung oder in Plas-
ma. Man wende bei diesen
Priiparaten bei spiterer Be-
obachtung bei einigen Ex-
plantaten  Mitochondrien-
und  Neutralrotgranulafiir-
bung wie beschrieben an.

Piementzellen der
vetina (s. Abb. 80). Die
Pigmentzellen strecken zu-
erst feine Protoplasmafort-
siatze 1ns Medium, die keine
Pigmentegranula enthalten,
spiiter reichen die Zellen
einzeln oder in syneytialem
Zuzammenhang schleierartig
hervor. Die Granulaarten in
dieser Zellform sind  wver-
wirrend. Wir sehen stiibchen-
artige, schwarze oder braune
Pigmentgranula, graue als
Vorstufen der Pigmentgra-
nula von manchen Autoren
gedeutet, Mitochondrien
und Neutralrotkirner. Die
Pigmenteranula wandern

K

Abb. 75, a w. b. Zwei sich bewegende Irispigment-

zellen in einem halbfesten Medium.

a ist 11 Tage

nach der Explantation gezeichnet, b 12 Tage. Nach

Uhlenhuth, wie

Abb. 77.
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in den Zellen in bestimmten Bahnen von der Peripherie der Zelle
bis zum Kern, und bis fast zum entgegengesetzten peripheren Rand,
aber ein Bezirk der polar angeordneten Zelle bleibt frei von Pigment-
kisrnern (25, Ubung).

Beim Huhn geht die Polaritit, die diesen Zellen eigen ist, nicht ganz
bei der Ziichtung verloren. Dagegen sind die jetzt zu studierenden
Zellen des Pigmentepithels der Iris und der Retina vom Frosch

stirkerer Umordnungserscheinungen fahig. Die
pigmentierten Zellen des Retinaepithels, die
polar gebaut sind, grenzen mit der pigmen-
tierten Basis an die Retina (Abb. 77, a b). In
dem Teil sind gelbe Olkugeln vorhanden. Die
3 Zelle verliert in der Gewebekultur die ihr
zukommende Differenzierung in zwei verschie-
dene  Abschnitte und beide Pole der Zelle
werden einander gleich, Ebenso wverschwindet
das Pigment und die strukturellen Anhiinge. Die
Zelle nimmt die Form einer Bindegewebszelle an
und bleibt nicht mehr hexagonal. Auch fir
die Pigmentzelle der Iris gilt das gleiche. Alle
strukturellen  Verschiedenheiten verschwinden
(Abbildung 78 a, b), die Zellen werden beweglich
und spindelfirmig. Die beiden Zellarten werden
in dem halbfliizssigen Kulturmedium einander
dhnlicher und nehmen bis zum gewissen Grade
die gewdhnliche Form der Bindegewehszellen
an. Die Retina selber hat sich stirker hierbei
abzubauen wie die Iriszellen. Aber zu einer
Teilung kommt es bei dieser Zellgruppe nie
in dem Explantat, dagegen fillt die starke
Mitosenbildung der bindegewebigen MULLERschen
Abb. 78 e. Chorivideazelle  Faser auf. Hier (Abb. 79) zeigen sich die gleichen
und Mesenchymzelle des = x e
12tigigen Hithnerembryos,  Lorscheinungen wie in der Muskulatur der Blase
:ifrﬁm:alnl:}ltlﬁh:rﬁ:ﬂft:l.ll (vel. 8. 67). _Aual_:u die 13‘1g|1'mt11:r,vile_n der (_‘hnrluidv_a
di anat.e di embriol. Bd.15.  verhalten sich in der Kultur bindegewebeartig
(Abb. 78¢). Beide Zellgruppen sind im gleichen
Medium und verhalten sich doch so verschieden. Es miissen besonders
hier doch inhéirente Unterschiede der Zellen bestehen, die in ihnen fest
verankert sind.

Damit diese beiden geschilderten pigmentierten Zellarten sich dhn-
licher werden kiinnen, mufl die pigmentierte Retinazelle groliere regressive
Veriinderungen dure ‘hmachen als die pigmentierte Iriszelle, UnLexnvrh
macht fiir die pigmentierte Retinazelle geltend, dali diese Zelle jetzt
von einem allseitig gleichmiiBig wirkenden Medmm umgeben sei, withrend
sie sonst an den entgegengesetzten Polen verschiedenen Einfliissen
unterworfen war.

Beim Hithnerembryo ist dies nicht so stark ausgepriigt, wie wir ge-
sehen haben (Abb. 80 u. 81). Doch wird sich gerade mit Hilfe der

I
%1::
o
]
i
g
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I] \ \hs. TO9 anu. b Miillersehe Fasern des schildKrdten

: L anges, 7 Tage geziichtet |.:| |.- =y i.||.||
| Einzelne isalierte Fasern sind zusamome estellt 1t
den progress)ven L hhau der Millersche 5 HsErn Si 2O ] T §
- Champy, 1814, Arch. de z --!. exp. et gén. Bd. 5
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(Gewebeziichtung die schwebende Frage, ob die Mitochondrien sich
in Pigment umwandeln konnen, lésen lassen. (Vgl. das Schema
,\hh_ T“.'r

Bis heute sind dreli Ansichten vorhanden, wie die Pigmentgranula
entstehen kinnen. Sind sie Produkte des Zellkerns, der Mitochondrien,
des durch Enzyme umgewandelten Zellplasmas ¥

Die interessantesten und fiir theoretische Entscheidungen wich-
tigsten Aufschhiisse werden wir durch die Ziichtung der i*:!!ilhi*h‘.v”t*. die

Abh, B1. Dasg gleiche Priparat, aber stirker vergrobert., Inm den meiten Zellen sind die
Pigmentgranula um die Zentrozphire angeordnet an der einen Seite des Kerng,  Nach
Smith, wie Abh, 78 u. 21,

schon 1im normalen Leben an verschiedene Medien grenzt, se1 es Korper-
fliissighkeiten und Bindegewebe, sei es Aullenwelt und Gewebe, erhalten.
lhr ist eine grolle Gestaltungsmioglhchkeit gegeben. Sie hat die ver-
schiedensten Anhiinge, Flimmerhaare, Biirstenbesitze usw., und In-
haltskdrper, wie Pigmentkorner und Granula mannigfaltiger Art. Es
1st ihr eine ausgesprochene Individualitiat eigen, dali sie fester organisiert
erscheint, wie die schon im Korper potenzenhaltige Bindegewebs-
zelle.
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B. Verhalten der nervosen Elemente.

Das zweite Ubungsgebiet dieses Abschnittes umfafit die Erscheinun-
gen, die in dem gewihlten Medium in Zellen und Strukturen des Ner-
vengewebes vor sich gehen. Friih st das embryonale Nervengewebe
studiert, ja nur dem Wunsche Hargrisoxs, die Streitfrage experimen-
tell zu lisen, ob die Nervenfasern Pro-
dukte der Ganglienzellen sind oder vom
umgebenden Plasma  erzeugt werden —
eine Frage, die noch vor 25 Jahren zur
Klarung stand —verdanken wir iiberhaupt i
einen versprechenden Anfang der Me-
thode der Gewebepflege zuerst bei
Kaltbliitlern (Froschlarven) und spiter
durch  Burrows  bhei  Warmbliitlern
(Hithnerembryo). Die Methode wurde

a b (i

Abb, 82, a—c. Kuoltur aus dem Medullarrohr des embryonalen Frogches. Entstehen yon Aus-

linfern der Ganglienzellen und die Verbindung mit anderen Zellen im Gewebe, fiinf nacheinander-

folgende Stadien desselben Nervenkomplexes. a 24 Stunden, b 254, Stunden, ¢ 34 Stunden
nach der Explantation. Nach Harrizon, 1913, Transact congr. Americ. Phys. and Surg IX.

aber erst durch die Plasmagewinnung, die Burrows und CARREL ver-
vollkommneten, weiteren Kreisen beachtungswert. Um  das  Aus-
wachsen der Nervenfasern unter dem Deckglas zu beobachten, wird
es sich empfehlen, entweder Froschembryonen oder Hiihner-
embryonen zu benutzen (26. Ubung). Man withlt nach Harrisox
Stadien der Embryonalentwicklung des Frosches, bei denen manche
Zellen des Medullarrohres noch keine Fortsiitze haben.  Man iiber-
zeugt sich durch einen Gefrierschnitt oder durch einen Schnitt mit
dem Rasiermesser unter dem Mikroskop nach Methylenblaufirbung,
wie viele Ganglienzellen des Medullarrohres schon Fortsitze gebildet
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Abb.82 d, Kultur aus demMedullarrohr des embryonalen
Frosches, Entstehen von Auslinfern der Ganglienzellen
und die Verbindung mit anderen Zellem im Gewebe,
4. Stadinm desselben Nervenkomplexes, 46 Stunden
nach der Explantation. Nach Harrison, wie Ahb. 88,

haben. Dann trennt man
das Medullarrohr von den
anderen Geweben des Kir-
pers und teilt es in Stiick-
chen, die mit dem Binoku-
lar auspriipariert worden
sind. Nun sind sie fertig zum
Einsetzen in das Kultur-
medium. Die  Stiickchen
miissen  sehr klein  sein.
Harrison, der zuerst diese
Experimente gemacht hat,
hat die Stiickchen in Frosch-
lymphe  geziichtet. Wir
wollen aber aus technischen
Griinden nicht dieses fiir
Nervengewehe historisch
ilteste Medium zur Ziichtung
benutzen, sondern wir stellen
ein Medium aus Frosch-
plasma und Augenkammer-
wasser her.

Schon nach kurzer Zeit
sicht man LebensiiuBerungen
der Zellen. Eine ganze Reihe
von Zellen umgeben jetzt
das eingepflanzte Stiick und
hilden schleierartige Gewebs-
inseln.  Nach 48 Stunden
aber werden die Gewebs-
schleier durch die Ver-
fliissigung des Plasmas zer-
rissen und hier und da bilden
sich von Zellen freie Riume.
Da man im allgemeinen nicht
allein Nervengewebe explan-
tiert hat, soist es wichtig, zu
wissen, dall sowohl die
embryonale Muskelzelle als
auch die Epidermiszelle der
Froschlarve sich in dem ge-
wiithlten Medium differen-
zieren., Die Muskelzellen der
Froschlarve erwerben Quer-
streifung, die Epithelzellen
Cilien, auch wenn diese
Zellen von  ihrem Mutter-
boden getrennt sind.
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So kann es nicht er-
staunen, wenn die Ganglien-
zellen nach 24 Stunden
dichte plasmatische Fort-
sitze aus dem Zellschleier
hervorstrecken. 10Stunden
spiter hat sich dieser Aus-
wuchs melbar verlingert
und in vier getrennte Fa-
sern geteilt. Immer linger
streckt sich nun der Aus-
wuchs, bis er schlielilich
iiber 1 mm lang geworden
ist. Das Ende jeder Faser
zelgt fingerformige unregel-
miillige Pseudopodien, die
in stiindiger Bewegung sind.
Sie bestehen aus amdhoi-
den Protoplasma, welches
von der Ursprungsstelle
stammt. Diese Endbium-
chen der Fasern oder Pla-
koden sind die Bewegungs-

mittel der Nervenzelle.
Das  Plasma wird unge-
fihr im Zeitraum von

1 Minute 1 u weit vorge-
schoben, und die Zelle
riickt entweder nach oder
die Faser wird stark ge-
streckt (Abh. 82).

Diese schon im Jahre
1904 wvon HARRISON ge-
fundenen Ergebnisse sind
von vielen Forschern he-
statigt und erweitert. lch
erwihne nur hier die Ar-
beiten von Braus.

Hat man keine Frosch-
embryonen, =0 empfiehlt
es sich, Hithnerembryonen
zu verarbeiten. Das Rhom-
bencephalon eines vierti-
gigen Hiithnerembryos
eignet sich besonders gut
zum Ansetzen von Kul-
turen. Hierbei ist iullerste
Schnelligkeit notig und es

£

Abh, 82 e,
Frosches,
und die YVerbindung mit anderen
o, Btadium  dezselben

nach der Eplantation. Diese

Nervenkomplexes,
Abbildung

Zellen im
AR
st

01

Kultur anz dem Medullarrohr des t'th!_'."-"'II-:lh‘rl
Entstehen von Ausliufern der Ganglienzellen

Gewehe,
Stunden
WENEer

stark vergribert wie die vier vorigen. Nach Harrison,

wie Abb. BZ,
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empfiehlt sich nicht, das excidierte Stiickchen erst in Waschfliissig-
keiten zu bringen, sondern man zerteilt das Gewebe schnell in einem
trocknen sterilen Glasschilehen und bringt es in das Kulturmedium,

P P
AR L

Abb. 83, Ganglienzelle, die gch aus dem Yerbande der fibrigen

Spinalzanglien freigemacht hat und groBe Fortsitze in das Medinm

strecke,  Vier Tage alte Kultur ans den Spinalganglien  eines

7 Monate alten Kaninehen, Nach dem Leben. Nach Ingebrigtaen,
1913, Journ, of experim. med., Bd. 17,

LEvi hat besonders
gute Erfolge durch
diese Methode erhal-
ten und auch die
Bildung von End-
baumchen, auch Fa-
serverflechtungen
und das selbsttitige
Auswandern "von
Ganglienzellen  ge-
schen.  Er betont,
dali die Lebens-
dauer einer Kultur
hichstens 2448
Stunden betrigt.
Man sieht also dar-
aus, dall von einem
eigentlichen Wachs-
tum der Warmblit-
ler-Nervenfaser nicht
die Rede sein kann.
Die  Lebenserschei-
nungen bestehen nur
in der Umgruppie-
rung des Zellplasmas,
das sich in der ex-
plantierten Ganglien-
zelle schon befindet.
I XGEBRIGTSEN
ziichtet  Nervenfa-
sern aus Spinalgang-
lien des Kleinhirns
einer eben geborenen
Katze (s. Abb. 83).
Hier fallen im gefiirhb-
ten Priiparat die vie-
len Gliafasern und
die eine Nervenfaser
auf (Abb. B6). Le-
bend LBt sich dieser

Unterschied nicht leicht nachweizen. IxcEBricTsEN hat Formalin-
fixierung, HeLD sche Molybdian-Hamatoxylinfirbung mit nachfol-
gender Differenzierung in Weigertscher Flissigkeit zur Darstellung
seiner Priparate verwandt, doch war das Resultat nicht ganz befrie-
digend. Levi fixiert mit Zenker, dann in der Maximowschen Losung
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und firbt mit HeLpschem Molybdiin-Hiamatoxylin, Er wiischt vor der
Fixation mit Rincerscher Flissigkeit aus.  Wir gehen hier auf dies

o

ol

Abb, 84, Fortsitze der Ganglienzellen und der Gliazellen ans einem Stiickehen des Cortex eines
3 Wochen alten Hundes, 3 Tage im Medinm. Nach Ingebrigtzen, wie Abb. 83,

schwierige Gebiet, das Wachstum der Glia- und Nervenfasern, nicht weiter
ein, sondern studieren noch am lebenden Priiparat die Bildung von A na-
stomosen und Endverzweigungen der Nervenfasern nach G. Luvr.
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Im Verlauf von zwei Stunden beobachtet Levi deutlich in art-
cigenem Plasma die Bildung von feinen Faserbriicken zwischen zwel
parallel nebeneinander liegenden Fasern des Rhombenkephalons eines
3 Tage alten Hithnerembryos im Leben (25. Ubung). In dieser aus
dem Rhombenkephalon
auswachsenden dicken
Fasern laufen zuerst die
Nervenstriinge parallel.
Diese dicke Faser streckt
sich im Verlauf von 5 Stun-
den und wiichst zu einem
sehr langen Faden aus.
Bei dem untersuchten Bei-
spiel wachsen die heiden
Aste des urspriinglichen
Nervenstranges nicht mit
gleicher  Geschwindigkeit.
Sie waren im Anfange gleich
grofli, am Schlufi der Be-
obachtungszeit ist der eine
doppelt so lang wie der
andere (Abb. 83). In den
schon gebildeten feinsten
Fadchens des Endbium-
chens bilden sich neue
Faserchen. Diese Fiiser-
chen werden dann mit
Plasma gefiillt, und es ent-
steht ein ficherartiges Ge-
bilde, das sich spiter
strecken und wieder neue
Fasern aus sich heraus-
wachsen lassen kann. So
wiederholt sich das Spiel
der Bildung von End-
knospen oder Endplakoden
Abb. 85 Nach Levi. Anastomosen- und Plakoden- fortwiihrend und dient da-

bildung aus dem Rhombenkephalon eines jiingeren Z, die Nervenfasern zu
lihnerembryos, 3 Tage geziic . ME avi, 1817 5
Hilhnerembryo Sgn: EnECIAET. COIARL LSl ATy verliingern.  Auch  kurze

Atti delln B, Acad. dei Lincei. V. Serie, Bd. 12,

Neuriten, deren Verbindun-
gen mit der Ganglienzelle noch sichtbar sind, verlingern sich auf diese
Weise. Die Spinalganglien dringen aus dem Gewebe im allgemeinen
als dicke, kriftige Zylinder zuerst heraus, in denen man die einzelnen
Fasern deutlich unterscheiden kann. Im Verlauf von ungefihr 7 Stunden
ist aus den kurzen Fortsiitzen ein langes fidiges Gebilde entstanden,
das an seinen Enden zahlreiche Verastelungen hat.

Um dies nachzupriifen, beobachte man eine Stelle des Priparats
fortgesetzt und zeichne sie in kurzen Zeitabstinden. So sieht man,
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dal eine Nervenfaser zuerst an ihrem einen Aste zahlreiche Endknospen
hatte, die sich dann bald in ein Gewirr von vielen Fiden auflisen.
Sehr haufig entsteht auch durch Bildung von freien Stellen aus einem
Nervenplexus ein verzweigtes Fasergeflecht, das zahlreiche Anastomosen
besitzt, also der
frither die ganze
Fliiche ausfiillende
Nervenplexus  ist
aufgeteilt in  ein
feinstes Gitterwerk.
Wieder kimnen sich
diese Fasern zu-
sammenschlieBen
zu einem Nerven-
strang und sich
spater wieder 1n
feinste  Fiserchen
auflosen. FEinzelne
Neuroblasten kin-
nen aus dem Plas-
ma auswandern und
neue  Verzweigun-
gen bilden. Es ist
aber Vorbedin-
cung, dall feine
Verbindungen mit
dem Ursprungsge-
wehe existieren, ist
die Zelle vollstindig
getrennt, so stirbt
sie nach kurzer Zeit
ab. s scheint also,
als ob sie ihre
Nahrung aus dem
eingepflanzten Ge-
webe zieht.

Es wird be-
hauptet, dali das
starke Lichtbre-
e O L O e R
auswachsende Ner- parat, dag den Unterzchied zwischen Nervemfortsiatzen und Glin-
Senliaes Eeradlich fasern zeigt. Nach Ingebrigtzen. 1913, Journ. of exper. med. Bd, 18,
macht. Ich michte lieber raten, zum Einpflanzen nervises embryonales
Gewebe zu excidieren. Das ist bei der relativen Grilie der Strukturen
moglich.

Die in fixierten Priparaten erscheinende Gesamtheit der Fibrillen
existiert nicht im Leben, doch sind lebend einzelne fibrillire Fasern
beobachtet worden.
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Abb. 87, Awswachsende sympathische Nervenfaser aus
dem  Darmkanal einez 7 tig'gen Hihoerembryos, 2
Tage in LoKe-Lew(s-Lisnng. Nach Matzsumoto, 1920,
Johng Hopkins Hosp.-Buall, X, 349,

Zum Schluli fertigen wir
uns noch Kulturen von den
Darmschlingen des Hiihner-
embryos an (7 Tage alt). Aus
ihnen wachsen breite Binder
in der Loke-Lewis- Flissig-
keit, schon 1n  kurzer Zeit
heraus. Diese zeigen Mitochon-
drien und Neutralrotkorner:
es sind sympathische Nerven-
fasern (Abb. 87).

Die Hinfalligkeit der ner-
visen  Elemente im allge-
meinenist grofl, echtes Wachs-
tum, manifestiert durch mi-
totische Teilungen, ist nicht
beobachtet worden. So haben
wir von den Mesenchymzellen
des  embryonalen  Hihner-
herzens bhis zu den nerviisen
Elementen der Retina eine
Beihe, die wieder die Ab-
hiingigkeit von Funktion und
Zelldifferenzierung zur Potenz-
grolie zeigt, Je groller die
funktionellen Anspriiche an
eine Zelle sind, je differenzier-
ter sie ist, je geringer ihre
Umbildungsfihigkeit und Le-
hensdauer in dem Explantat.
Je hoher das Gewebe in der
Wirbeltierreihe steht, je frither
tritt schon diese Potenzbe-
schriinkung ein, wie wir bei
Frosch und Huhn sehen.

. Yerhalten des Herz-

klappengewebes,

s ist schon seit Cons-
HEIM strittig, ob alle bei der
Entziindung erscheinenden
Rundzellen der Pathologen
lympho-  oder leukocytiiren
Ursprungs  sind, oder ob
das umgebende Bindegewebe
Rundzellen ausschmilzt.
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Die Herzklappe der erwachsenen Katze, Ratte oder Ringelnatter
eignet sich zum Studium des Abbaues des Bindegewehes oder der ela-
stischen TFasern, bei dem auch Rundzellen frei werden, wie schon lange
von Grawrrz betont.  Man bereitet sich Ringelnatterplasma oder je nach
Wahl Ratten- oder Katzenplasma vor (27. Ubung). Bei der Zuhereitung
des Ringelnatterplasmas muli man besonders darauf achten, dali das
Plasma selbst keine dem Blut vorher schon eigenen Bakterien enthiilt,
da das Blut der wechselwarmen Tiere mit kommensalen Bakterien
beladen ist, die dann
natiirlich bei der Plasma-
bereitung mit in das
Plasma gelangen. Es
empfichlt sich  also,
gleich nach Bereitung
des Medinms einen Aus-
strich zu machen, um
zu schen, ob man veil
oder wenig Bakterien im
Plasma hat.

DDas  Herauspripa-
rieren der Herzklappe
ist nur unter der binoku-
laren Lupe moglich. Man 3 b, 88, o e vebafibrillen wad clastischen
iffnet mit einem Sek- Fasern versteiften Teil und den unteren schieierartigen Teil.
: : Nach Erdmann 1921, Arch. f. Entwicklunesmech. d. Org.. Bd, 48,
tionsschnitt das Herz-
sagittal und sieht dann die Mitralis unter der Lupe frei in das Lumen des
Ventrikels hineinhiingen. Sie ist durch ihre weillliche Fiarbung im Gegen-
satz zu dem ritlichen Herzgewebe kenntlich (Abb. 88). Man schneidet die
Mitralis oder irgendeine andere Klappe an einer Ansatzstelle ab und zer-
teilt sie in RinceErscher Losung in kleine Stiickehen. Es empfichltsich, ehe
man das Gewebe zerstiickelt, die schleierartice Unterhiilfte abzuschneiden
und in einem besonderen Schiilchen getrennt zu zerstiickeln. Ebenso die
steife, durch derbe Bindegewebsfibrillen gestiitzte andere Hilfte.

Man =oll die Stiicke mit der binokularen Lupe durchmustern und
sechen, ob man nicht Stiickchen der Herzklappe bekommen hat, in
denen sich kleine Gefille befinden. Diese miissen ausgemerzt werden,
well sie spiiter bei der Deutung der Verinderungen nur Verwirrung
anrichten konnten.

Man beobachte die Kulturen in Abstiinden lebend und konserviere
nach 6, 18 oder 24 Stunden die Stiickehen in Alkohol fiar elastische
Faserfirbung, in Orraschem Gemisch oder nach Carxoy fiir die anderen
Farbungen. Die Lebendbeobachtung der Herzklappe zeigt dem ungeiib-
ten Beschauer nur wenig Veriinderungen in den ersten Tagen, spiter
aber sieht man mittelfeine und feine Fibrillen einen Schleier um das
eingepflanzte Gewebestiick bilden. Threm Lichtbrechungsvermdagen nach
sind sie elastische Fasern und lassen sich auch im Schnitt gut farberisch
darstellen. In den ersten Tagen zeigen zur Kontrolle hergestellte Total-
praparate Auswanderung von runden Zellen. Bei giinstiger Wahl kann

-
i

Erdmann. Praktikum.
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mansehen dalidie-
se runden Zellen
aus vorher lang-
sam sich bewegen-
den Bindegewebs-
zellen entstanden
sind. Diese run-
den Zellen zeigen,
dali sich die Kitt-,
Bindegewebs- und
elastische Sub-
stanz des einge-
pflanzten Stiickes
im Plasmamedium
gelost hat. Hier-
durch werden die
erwachsenen Bin-
degewebszellen
frei und wandern
langsam in das
umgrenzendePlas-
mamedium. Durch

Abb, 86, Dasselbe Material 3 Tage bebriitet, zeigt die Auflockerung die .-lllf'-ihﬁl]l‘lg der

des Gewebes nnd die Fiilllung der Kerne mit Kernsaft.
mann 1921, wie Bild B8,

i 4

Abb, 80, Dasselbe Priparat bei stirkerer Vergrilerung,
Nach Erdmann 1921, wie Bild 88, =50,

Nach Erd- 7 :
erwihnten Sub-

stanzen erscheinen grofie Va-
kuolen in dem eingepflanz-
ten Stiick (Abb. 89 u. 90).
Die  Verinderungen lassen
sich gut an Schnittbildern
nachweisen. Man sieht die
Bindegewebszelle mit  ihren
langen derben Fortsiatzen,
die aus ihr herauswachsen,
umgeben von Vakuolen, frei
liegen. In manchen Zellen
kann man ein amitotisches
Zerbrechen der Kerne erken-
nen, aus denen hiéchstwahr-
scheinlich neue kleine, runde
Zellen, die spiiter reichlich
im  Priparat sind, gebildet
werden. Letztere kann man
besonders gut an Priaparaten
der Herzklappe der Ratte be-
obachten. Die runden, ausge-
wanderten Zellen differenzie-
ren sich spiter wieder in
Zellen (Abb. 91) mit prikol-
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Abb, 81, In Plasma eingepflanztes Gewebestiickehen der Herzklappe der erwachsenen

schlange nach 14 tigigem Verwesilem im Plasmamedium. Man beachte den Unter-

schied zwischen den neugebildeten und den eingepflanzten lebenden Gewebsteilen
Nach Erdmann 1921, wie die voriecen Bilder

Ahb, 82, Totalpriparat der Schiangenherzklappe. Zeigt die Erwelchungs
alinen, 3 Tage geziichtet, Erdmann, wie die vorigen Bilder
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lagenen Fasern zuriick. Da wir kein Diagnostikum haben, ob die
Fibrillen bindegewebig oder elastisch sind, denn sie firben sich
nicht bei den entsprechenden Firbungen, =o kdnnen wir sie mit
Cwampey ,prikollagen nennen. Sie werden durch Firbung nach
vax Gieson gelblich gefirbt. Die prikollagene Substanz bildet wahr-
scheinlich die Matrix fiir kollagene und elastische Fasern.

Es zeigt sich also deutlich, daf} das erwachsene Herzklappengewebe
einschneidender Verinderungen, die als Ab- und Umbau gedeutet wer-
den konnen, fihig ist. Man firbt die Schnitte, die man sich aus
geziichteten Stiickchen vom 1, 2, 3, 4 usw. Tage hergestellt hat, mit Binde-
gewebsfiirbungen (vas Greson) und elastischer Fasernfarbung bei der
Schlange.

Blaue Elasticafirbung modifiziert fiir Herzklappen der Schlange.

Diese Farbung wird nur fiir Schnitte angewandt. Man bringt das Material,
um e3 zum Schneiden vorzubereiten, in:

Allz. absol. . . . . . . . . . . . . . . 1—2Stonden,
Chloroformm . . . . . . ... .. .. . 28Stunden,
Chloroform-Paraffin . . . . . . . . . . iiber Nacht,
weiches Paraffin . . . . . . . . i % . . b—8 Stonden,
hartes i : S N [ s

darnach Einbetten in Paraffin.

Die gewonnenen Schnitte werden vorgefarbt in Lithion-Karmin 24 Stunden;
ausspiilen in Aqua dest.; Nachfirbung in blauer Elasticafirbung 1016 Stunden.
Die Farbmischung bereitet man aus: 100 cem Salzsiure-Alkohol 4 5 cem
Fuchselin, Kurz differenzieren in Alkohol 96, und weiterfithren der Priaparate,
wie bei den vorher beschriebenen Methoden angegeben.

V. Nutzbarmachung der Methode der
(xewebeziichtung zur Losung noch
strittiger lIragen.

Mit Hilfe der Methode der Gewebeziichtung sind bis jetzt eine Reihe
von Versuchen ausgefithrt, die fest umschriebene biologische Fragen
zu lisen versuchten. s =oll hier gesagt werden, dall besonders solche
Probleme in Angriff genommen werden sollten, die nur mit Hilfe der
Methode gelist werden kiénnen. Stehen demn Experimentator andere
Wege offen, so mufl er natiirlich diese auch gehen und erst als Er-
ginzung sich der Methode der Gewebeziichtung bedienen. Die Methode
der Gewebeziichtung kann nur in eng umschriebenen Grenzen ange-
wandt werden, sie ist kein Allheilmittel, num neue Ergebnisse zu finden
und darf auch keine Modesache sein.

So erschien es sehr aussichtsreich, Tumorgewebe zu ziichten., Trotz
der Bemiithungen vieler Forscher ist esx noch nicht gelungen, Tumor-
gewebe jahrelang oder monatelang zu ziichten., wie es bei der embryo-
nalen Bindegewebszelle oder der embryonalen Epithelzelle moglich ist,
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Man kann Tumormaterial bis jetzt nur einige Wochen ziichten. e
Frage, die durch diese Versuche gelist werden soll, ist die: Wie unter-
scheiden sich Tumorzellen und Stromazellen? Wie unterscheiden sich
Sarkom- und Karzinomzellen in bezug auf ihre Potenzen ?

Abb. 4. Rattensarkomzellen, 3 Tage in Tanbenplazma geziichtet. Das An-
fangswachstum im fremden Plasma nicht gestort, apiter zeigen sich Schidi-
pungen. Nach Lambert und Hanes 1911. Journ. of exp. med. Bd. 14,

Hat man Tumormaterial irgendwelcher Art zur Verfiigung, =o
empfichlt es sich, anch dieses verschiedenen Ziichtungsbedingungen zu
unterwerfen. s ist gerade von Tumorzellen behauptet worden, dafi die
Spezifitit des Nihrmediums bei ihnen nicht besonders ausgeprigt zu sein
scheint. So wiichst nach Trnomsox menschliches Karzinom in Hiihner-
plasma und Embryonalextrakt des Huhnes (vergl. auch Abb. 94, 95, 97).
Miausekarzinome und -sarkome sind fast immer in Rattenplasma ge-
ziichtet worden, doch haben die Plasma-Medien bis jetzt sich sehr un-
giinstig fiir die Ziichtung erwiesen, weil die Verfliissigung des Plasmas schon
in wenigen Stunden bis zu einem Tage geschehen kann, so dall ein
hiaufiges Wechseln des Mediums notwendig ist. Bei den von TrHoMmsoN
und DrEw gebrauchten Medien soll das nicht der Fall sein. Wiire dies
richtig, so wiirde eher der physikalische als der chemische Charakter
des Mediums einen besseren oder schlechteren Erfolg bei der Ziichtung
verursachen. Doch wird stets Embryonalextrakt hinzugefiigt.

Um Tumorkulturen anzusetzen, narkotisiere man schwach das be-
treffende Tier und nehme steril den Tumor heraus, spiile ihn 1in RINGER-
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scher Losung ab und schneide die weiBlichen. nicht nekrotischen Teile
fiir die Bearbeitung ab (28, Ubung). Sie werden dann genau so, wie
jedes andere Gewebe in kleine Stiickehen zerteilt und in die betreffen-
den Medien getan., Ks l:'-n”}fil-}ill_ sich nicht. menschliche Tumoren, die

/ f.':.

Abb, 95, Minsekarzinomzellen, 5 Taze in Tanbenplasma geziichtet, Nach Lambert u. Hanes 1911,
Journ. of exp. med. Bd. 14

ja verhilltnismillig leicht aus jeder chirurgischen Klinik zu bekommen
sind, zu nehmen, da diese sehr hiufig schon nekrotisch sind und Bak-
terien enthalten. Am  leichtesten wird ein Miusesarkom zu be-
schaffen sein.

Interessant ist die von vielen Forschern gemachte Beobachtung,
daf das Stroma des Tumors eine andere Auswanderungsgeschwindigkeit
hat wie die Tumorzellen (Abh. 96). IDiese sind fast immer an
der aullersten Peripherie des Mediums zu finden, wo sie in dichtem Kranze
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gelagert erscheinen. Will man dberpflanzen, so mull man an dieser
Zone die Zellen sammeln. Die Stromazellen dagegen wandern langsam
aus. lhre bindegewebige Natur ist besonders bei dem abgebildeten
Hundekarzinom erkenntlich. Hat man dieses Hundekarzinom 3 Wochen
lang geziichtet, so sind nur runde Karzinomzellen in dem Medium

Abh, 96, Basalzellen-Karzinom des Hundes. 3 Tage in homoge nem Plasma gesiichtet. Keipt

dentlich die Trennung der Karzipom- und der Stromazellen.  Weitans die meisten Zellen des

Karzginoms sind in das Plasma ansgewandert, das sich an drei Seiten um das eingepflanzte Ur-
aprongsstiick schon verfliissigt hat, Nach dem Leben (Erdmann, Original).

vorhanden; die ohne bindegewebigen Zusammenhang das Medium er-
fiillen. Genau so wie die Epithelien wiichst das Karzinom in Schleiern,
das Sarkom ist dem Bindegewebe dhnlicher und wiichst in einzelnen
sStringen.

Die einzelne Tumorzelle, die sich also frei im Plasma (Seite 46, Abh. 42
u. 43) bewegt, ist von anderen Gewebszellen durch mehrere Figenschaften
ausgezeichnet. Selten gibt es Zellen, deren Pseudopodien solche aben-
teuerliche und groteske Form annehmen wie die der Tumorzelle. Auch die
Grille der Tumorzelle imponiert im allgemeinen. Granula der ver-
schiedensten Art finden sich reichlich in ithnen. Lebend beobachtet man
die stark lichtbrechenden sog. Degenerationsgranula und die durch ihr
verschiedenes Lichtbrechungsvermigen kenntlichen Fettkiigelchen,
Beide lassen sich auch getrennt fiarberisch darstellen. Zellteilungen mit
sonderbaren Kernteilungsfiguren sind in  den Tumorzellen hiauofig
Doch sind auch regelmiiflige Mitosen reichlich vorhanden.

Totalpriiparate werden am besten mit Himatoxylin-Eosin angefertigt
und kiénnen besonders bei Karzinomen gut mit starken Vergrillerungen
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beohachtet werden, weil der schleierartive i::"l.!.'!'iy.~1|i[l1!1fllt‘_‘{ hichstens
23 Zellschichten dick ausgebreitet ist. (Siehe Abb. 95.)

" s,
i

Abb, 9y, Miuzsekarzinomazellen, stirker wvergrilert, in Meerschwelnchenplasma
weglichtet, Nach Lambert und Hanes wie Bild 95,

Auch stellen die Tumorzellen ein geeignetes Objekt dar, um vermittels
Lykopodiumsporen oder Karmin usw. die Phagoeytose nachzuweisen.
Man bringt Lyvkopodiumsporen, Karmin oder japanische Tusche in das
Medium (Seite 45 u. 46, Abb. 37—43) und sieht alsbald, wie die Zellen
diese aufgenommen haben.

DrEW zche Lisung.
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Man hilt sich Salzlisungen 10mal so stark als sie spiiter gebraucht werden,
in Flaschen. Also: Na Cl. K Cl, Na H C0O,, CaCl,. CaH,(FPO,)., Mg HPO,. Dann
fiille man 10 cem diezer Lisuneen in eine Flasche und uge 40 cem dest. Wasser
dazu. Die Ca Cly-Losung, die CaH,(PO,),-Lizung und die NaHCO,-Lisung sind
cerade vor dem Gebrauch angesetzt und dann im Dampftopf kurz sterilisiert.
Es ist nicht richtig, diese Losungen in Autoklaven zu sterilisieren. Dann fiige
man auch 10 cem von jeder dieser Lisungen hinzu. Die fertige Lisung =oll
schwach blau opalezzieren. Will man doch den Autoklaven benutzen, so soll
man nur dann die Losungen benutzen, wenn sie kein Prazipitat zeigen.
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Farbung von Fett mit Sudan III oder Scharlach R.

Die Priparate werden wie iiblich bei der Fettfirbung mit nicht Fett lisen-
den Fliissigkeiten konserviert (Osmiumsiure, Formol usw.), gewissert in agua
dest. und 5 Min. in Alkohol 50%.

Als Farblosung verwendet man Sudan III oder Scharlach R, die beide in ge-
sittigter Lasung angewandt werden und fertig im Handel zu haben sind; Fiarbdauer :
10 Min. bis !/, Stunde. Abspiilen in Alkohol 50 proz., auswaschen in Aqua dest.
Nachfirbung mit Himatoxylin Delafield, wie dort angegeben; nach dem Differen-
zieren bringt man die Priparate in Brunnenwasser, wo sie nachblauen, fiihrt sie
durch die Alkoholstufen; Alk. abs. -+ Xylol; Xylol; Zederndal.

Glykogenfirbung nach Best nach Fixierung mit 96, Alkohol

Vorfirbung mit Himatoxylin Delafield, wie angegeben; darnach Firbung
in folgender, stets frisch zu bereitender Mischung:

Besrsches Karmin (filtriext) .. . . . . . . . 2Teile,
Liqu. ammonii caugb.. . . . . . + .« « o = s 3 -
Mefholadleahol oot Sl wrd et b, 00 R RBS

Diese Mischung, die, wie schon gesagt, jedesmal vor der Farbung frisch zu be-
reiten ist, darf nicht filtriert werden.
Fiarbdaner: 1 Stunde.

Zum Entfarben bereite man sich folgende Lisung:

Metbylalkohol = . < & 0 @ o -5 w s v o 2Telle;
Aleahal Rhanll ocsn tal T e (e e s el s
Aqua dest. . . . . . o D s

Die Entfairbung dauert ca. 10—12 Minuten, wahrend der Entfarbung soll man
die Mischung ein paarmal wechseln. Abspiilen in 80° Alkohol; darnach Alk.
96 proz.; Alk. absol.: Alk. absol. + Xylol; Xylol; Zedernil.

Die Karminfarbe, die zu obiger Farbung verwandt wird, bereite man sich
folzenderweise :

Ammon. chlorat. . . . . . 2g
Lithion carbonic.. . . . . .05 g einmal aufkochen lassen.
Aqua dest. . . . . . .. . 80g

Nach Erkalten 20 cem Ligu. ammonii caust. zusetzen. Diese Losung ist im
Dunkeln anfzubewahren, sie ist brauchbar etwa vom 3. Tage an und durch einige
Wochen.

Die Frage, wie wirken Bakterien und lebende Zellen aufeinander,
wenn sie experimentell zusammengebracht werden, kiénnen wir im
hingenden Tropfen gut beobachten.

Wie wir gesehen haben, entstehen Vakuolen im Laufe der Ziichtung
von }u]v:-;um:hym:wilvn (Vergl. Abb. 53, 8. 58) ganz besonders gerade in
dieser Zellart, wihrend die Epithelzellen im Verhiltnis zu den Mesen-
chymzellen viel kleinere Vakuolen haben, ebenso die Myoblasten. Withrend
diese in einer 14 Tage alten Kultur, nachdem man sie fixiert und gefiirbt
hat, wie ein feines Sieb aussehen, gleichen die Mesenchymzellen mehr
einem durchlocherten Tuche. Man nimmt an, dali die Vakuolen in den
Kulturen ganz besonders friith sich bilden, wenn die De xtrose der Locki-
Lewis-Lisung z. B. aufgebraucht ist oder wenn sie aus experimentellen
Grimden fortgelassen ist. Jedenfalls aber steht fest, je kiirzer die
Zellen in der Kultur sind, je weniger Vakuolen haben sie. Daher zeigt
der Versuch von M. LEwis, die Tuberkelbazillen mit wachsenden Mesen-
chymzellen zusammen brachte, iiberraschende Resultate, denn hier
wurde schon nach einem Tage, nachdem die Bakterien der Kultur zu-
gefiljgt waren, eine so starke Vakuolisierung wie sonst nie erreicht

(Abb, 98).



1016 Nutzbarmachung der Methode der Gewebeziichtung.

Man verfahre (29. Ubung) wie folgt: Nachdem Kulturen von Hiihner-
mesenchymzellen hergestellt sind in Lock - LEwis- Lisung, so lasse man sie
24 Stunden wachsen. Dann fiige man vorsichtig mit einem kleinen Spatel
eine geringe Anzahl Bakterien hinzu, nachdem man unter der Lupe die

Kulturen umgedreht hat.
., Hierauf befestice man sie
wieder auf einem neube-
ringten, hohlgeschliffenen
Objekttriager. Zwei  Mo-
mente =ind noch zu beach-
ten. Man lege sich auch
Kulturen derselben Bakte-
rien im hingenden Tropfen
in  Locke-Lewis-Lisung
an, die ohne Gewebe sind
und lasse auch einige Kul-
turen ohne Bakterien
stehen,

Schon  am  nachsten
Tage sind die Mesenchym-
zellen  voller  Vakuolen.
Nicht alle Stimme arbei-
ten so rasch. KEs kommt
auf die Virulenz des Stam-
mes an. ob schnell sehr
viele Vakuolen gebildet
werden. Jedenfalls zeigt
dieser Versuch deutlich,

dall das Zellehen schidi-
Abb, 93, Me=enchyvmzellen des embryvonalen Huhnes nach : ; =
Einfiigen von Typhusbakierien., Beachte die grofen Va- El'H{l{‘ hl“{f[' yon fll']‘] Bak-
kuolen in den Zellen. Nach W. Lewis. 1921 Journ. of  $oaprien aunsceschieden wer-

exp, med, Bd 33, = 3

den miissen. Welcher Art
sie sind, mull noch erforseht werden. Es gibt auch zum Nachdenken An-
lafi, warum man die Bakterien nicht gleich beim Ansetzen der Kul-
turen mit hineinsetzen kann, denn dann erzielte man kein Bakterien-
wachstum, vorausgesetzt, dall man nur wenig Bakterien eingesetzt hat.
Die bakterizide Wirkung der embryonalen Gewebe ist so stark, dall kein
Gleichgewicht zwischen Bakterienzelle und Gewebezelle sich sofort ein-
stellt. .Je dlter aber die Zelle in der Kultur ist, je schwiicher reagiert sie
gegen die Angriffe der Bakteriengifte.

Mit Hilfe der Gewebeziichtung muld sich das Problem losen lassen, oh
die Zellen des Reticulums in einem genetischen Zusammenhange mit
Wanderzellen, Endothelzellen und Riesenzellen stehen. Lewis hat dies
durch Ziichtung der Lymphknoten des Menschen zu entscheiden versucht.

Die Lymphknoten des Menschen, die leicht zu beschaffen sind,
enthalten Lymphocyten mit und ohne gelappten Kern, Lymphoblasten,
Plasmazellen, eosinophile Zellen, Mastzellen und die Zellen des Reti-
culums und der Lymph- und Blutgefille nach Stinr.
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Man verfahre beim Anlegen der Kulturen (30. Ubung) auf folgende
Weise: Aus einem eben operierten oder eben gestorbenen menschlichen
Kirper entnommene Lymphknoten pripariere man von allem Fett und
Bindegewebe frei und lege wieiiblich Kulturen im menschlichen Plasma
mit !/, Hiihnerplasma gemischt an., Man will nachweisen, ob die sog.
Spindelzellen in einem genetischen Zusammenhange mit Wanderzellen,

Endothelzellen und Riesenzellen stehen.

el -‘H.,_

Abb. 99, a—jf. Endothelzellen aus menschlichen Lymphknoten. a—c typische Endothelzellen
(nach Lewis), 2 Tage in Menschenplasma geziichtet, d—e Ubergangsformen, aus denen spitze
spindelzellen werden. Nach W. Lewis. 1921, Journ. exp, Med. Bd. 54,

Schon nach kurzer Zeit bewegen sich die Lymphozyten in allen
miglichen Formen aus dem eingeflanzten Lymphknotenstiickchen
heraus. Man tut gut, die Bahn eines solchen zeichnerisch zu verfolgen.
Weiterer Entwicklung sind diese FFormen soweit ich beobachten konnte,
nicht fahig.

Die ,,Wanderzellen** der Pathologen erscheinen nach den Lympho-
zyvten. Sie bewegen sich schnell aus den Lymphknoten heraus und zeigen
starke Formverinderungen. Hierauf folgen die Endothelzellen, die stark
phagocytieren, aber sich langsam bewegen, wie wir schon zugleich mit
der Bildung von Riesenzellen frither (s. Seite 40) verfolgt haben.

Gewohnlich sind die Endothelzellen rund. der Kern liegt in der
Mitte, er kann eingedellt sein. Das Plasma ist nur mit staubartigen
Kérnehen, keinen Granulationen am Anfang der Ziichtung gefiillt.
Oft ist der Rand des Plasmas auch fein gezihnt. In der Kultur werden
nun diese Zellen allmihlich auf zwei verschiedene Arten geiindert.
Entweder bilden sich aus ihnen die sog. Spindelzellen, die sich nur
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durch die gestreckte Form und den ausgezogenen Kern von den Endothel-
zellen unterscheiden (Abb. 99¢). Oder aber durch fortgesetzte Kern-
teilungen und Vergriflerungen des Plasmas werden Riesenzellen aus
diesen Formen. Es konnen auch mehrere Wanderzellen zur Bildung
einer Riesenzelle zusammentreten. Bei all diesen Zellarten findet kein
Zusammenschlufl zu echten Geweben statt.

s scheint alzo ein Zusammenhang zwischen Endothelzellen und fibro-
blastihnlichen Spindelzellen einerseits und Endothelzellen und Riesen-
zellen andererseits zu bestehen. Auch schliellen sich die Wanderzellen,
die hichstwahrscheinlich junge Endothelzellen sind, zu Riesenzellen
zusammen. Aber es scheint kein Zusammenhang zwischen Lymphocyten
einerseits, Wanderzellen, Endothelzellen und Riesenzellen andererseits
zu bestehen, wenn man thr Verhalten in der Gewebekultur ansicht.

Als letzte Ubung werden wir einige Angaben von Happa und
RosENTHAL nachprifen. Happa und RosExTHAL haben schon 1913
versucht: | ,mit Hilfe des Zellzlichtungsverfahrens neue Einblicke in
die Wirkungsweise cytotoxischer Sera anf Gewebszellen zu gewinnen®,
Zwar bestehen nach ihnen — und dieses ist ja schon 1913 geschrieben
— noch erhebliche technische Schwierigkeiten, aber wenn diese iiber-
wunden sind, so darf die Kultur lebender Zellen aulierhalb des Korpers
fast als eine Idealmethode der Cytotoxin-Untersuchung bezeichnet
werden, denn sie gewiihrleistet: 1. fiir lange Zeit die Lebendigkeit der
kultivierten Gewebe, 2. schafft sie unter vitalen Bedingungen die
Moglichkeit eines tagelangen Kontakts der Gewebezellen mit den cyto-
toxischen Substanzen und gibt hierdurch feinste biologische Reaktions-
moglichkeiten. Happa und RosExTHAL selbst nun untersuchten den
Einflufi haemolytischer Sera auf die Haut und den Knorpel des Huhnes.
Es wurde Hiithnerhaut in Kaninchenplasma geziichtet und sie
fanden, daf} die Organzellen sich aufierhalb des Korpers in heterogenem
Plasma entwickeln kémnen, doch lilt sich zeigen, dall feinere Unter-
schiede in der Fiarbbarkeit bestehen. Dagegen scheinen Zellen des
Hithnerknorpels, die einerseits in Normalplasma, andererseits in
Kaninchenplasma geziichtet werden, stirker geschiidigt zu werden als die
Organzellen der Haut. Die gleichen Versuche wurden fir Haut und
Knorpel einerseits in Normalplasma, andererseits in isolytischem
Hithnerplasma ausgefiithrt. Hier zeigt sich auch bei dem Knorpel kein
Wachstum, bei der Haut dagegen tippiges Wachstum. Durch weitere
Experimente kommen die Autoren zu folgendem Ergebnis ihrer Kultur-
versuche: | Die Ergebnisse unserer Kulturversuche mit Hiithnerknorpel
und Hithnerhaut in Hithnerblut-Kaninchenimmunplasma zusammen mit
unseren fritheren Befunden vereinigen sich zu dem einheitlichen Resul-
tat, dald Plasmen, die Normal-, Iso- oder Immunhaemolyzine enthalten,
auf die zur Proliferation gelangenden Zellen der lebendigen Hithnerhaut
und des lebenden Hithnerknorpels eytotoxisch zu wirken vermogen,
und dal} die proliferierenden Zellen der genannten Gewebekulturen
sich durch ihre differente Reaktionsfihigkeit gegeniiber den Himo-
Iysinen bis zu einem gewissen Grade gegeneinander abgrenzen lassen.
Um diesen Versuch (31. Ubung) teilweise nachzupriifen, stellen wir uns



Nutzbarmachung der Methode der Gewebeziichtung. 105

Hithner- und Kaninchenserum und Hiihner- und Kaninchenplasma her.
Gleich grofie Stiicke Hithnerhaut setzen wir in diese vier verschiedenen
Medien, lassen sie 1—2 Tage darin und firben dann das Priiparat mit
einer einfachen Haematoxylin-Eosin-Firbung. Es zeigt sich (s. Abb. 100

u. 101), dali die Kermmem-
bran und die Kernkorper-
chen deutlicher darstellbar
sind in arteigenen Medien
wie die artfremden.

Noch viel komplizier-
tere Probleme hat man mit
Hilfe der Gewebeziichtung
in Angriff zu nehmen
versucht. Besonders aus-
sichtsreich erschienen die
Versuche, die auf den
Gebieten der Serologie,
Immunologie und Bak-
teriologie unternomimen
worden sind. In der vor-
letzten Ubung ist das
fiir die Bakteriologie ge-
zeigh worden.  Doch sind
alle diese Versuche noch
vereinzelt, da die Unter-
lage, die Ziichtung von
einer Art Zellen und die
davernde Erhaltung dieses
Stammes bis jetzt noch
nicht allgemein von den
Forschern auf diesen drei
ehen erwihnten Gebieten
geitbt wird. Zwar haben
schon  STEINHARDT und
LaMeERT 1913 versucht,
Pockenvirus in  Cornea-
[ipithel zu ziichten. Mit
diesem, einige Tage ge-
ziichteten  embryonalen,
infizierten Material wurde
dann auf die iibliche Weise
ceimpft, d. h. das Material
wurde in die rasierte Hant

Abb, 100 u. 101, Embryonale Hilhoerhaut in Hijhnerplasma
n. Kaninchenplagma geziichtet. Beachte das Farbloswerden
der Kernmembran und des Kernkarperchens im heterogenen

Plasma.

Nach Hadda and Rosenthal, 1913, Feitsehrift £ Im-
munititsforsch, u, exp, Therap., Bd., 16,

eingerieben. Es zeigten sich eine Reihe von Pusteln, doch ist nicht
nachgewiesen, ob das Pockenvirus sich in dem Zuchtmedium ver-

mehrt hat.

Einen Schritt weiter ging ErRpmaxy 1917 und 1920. Hier wurde
virulentes Gehirnmaterial von an Hiihnerpest erkrankten Tieren in
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Hiihnerplasma geziichtet und virulentes Serum auf normalem embryo-
nalen Hiithnergewebe geziichtet, Die Hiihnerpest ist eine hochvirulente
Krankheit. Sie titet das Huhn gewdhnlich in 36—48 Stunden. Mit
dem so geziichteten Material konnte aber eine Abschwiichung des
Virus nachgewiesen werden. Wenn man so geziichtetes Material in
normale Hithner verimpfte, so starben sie erst nach 14 Tagen. Ge-
trocknetes Gehirnmaterial solcher Tiere aber konnte zu erfolgreicher
aktiver und passiver lImmunisierung gegen Hithnerpest verwandt
werden. Diese Methode der Immunisierung wird sich wahrscheinlich
auch auf alle anderen Krankheiten, die durch filtrierbare Vira erzeugt
werden, {ibertragen lassen. 1920 hat auch Kvczinsky versucht, mit
Hilfe eines etwas abgeiinderten Mediums Fleckfiebervirus zu ziichten.
Diese Versuche sind aber noch nicht abgeschlossen.

Hier werden sich noch viele neue Verwendungsmoglichkeiten der
Zichtung der lebenden Gewebe finden lassen. Damit vielen spéiteren
Forschern diese Methode geliufig wird, mull sie schon am Schlul} des
Universitiits-Studinms wenigstens in dieser vorliegenden elementaren
Weise gelehrt werden. Selbstverstiindlich kann der Forscher mit noch
feineren Methoden der Gewebeziichtung, als sie in diesem Anfianger-
Praktikum der Gewebeziichtung geschildert sind, arbeiten. So empfiehlt
es sich, fiir Forschungsarbeiten die Zusammensetzung der Medien auf
thre Hydrogen-Jonen- Konzentration zu prifen. Am besten sollen die
Zellen in einem Medium wachsen, das 7,2 Hydrogen-Jonen-Konzen-
tration hat. Man bedient sich der Methode von L. MicHaELIS oder der
Methode von FELrtox zur Feststellung der Hydrogen-Jonen-Konzen-
tration. Man gebraucht die erstere, wenn man groliere Mengen Fliissig-
keit zu untersuchen hat, die andere bei minimalen Quantitiiten.

Um feinere Operationen an der Zelle selbst auszufithren, also, um
evtl. Fibrillen oder Pseudopodien abzuschneiden oder Kerne herauszu-
nehmen oder anzustechen, ist der sogenannte Barber-Apparat zu emp-
fehlen; in kurzer Zeit wird ein Apparat von Zeill auf den Markt ge-
bracht, der noch besser als der Barber-Apparat Mikrosektionen er-
laubt. In den 3 Ebenen des Raumes konnen Nadeln verschoben
werden, mit denen dann die Zelle oder das Gewebe zerschnitten oder
entkernt werden kann.

Die hier ausfithrlich beschriebenen Ubungen stellen die ersten Ver-
suche dar, die Methode der Gewebeziichtung im Kursbhetrieb lehrbar
zu machen. Noch bessere Ubungen werden sich im Laufe der Zeit
finden, die dem Anfinger noch giinstigere Resultate sichern.

Eines aber ist gewild, die Zusammensetzung der Medien wird sich
bestimmt andern. Vergeht doch nicht eine Woche, in der nicht neue
Zusammensetzungen von analysierbaren Medien empfohlen werden. Es
besteht selbztverstiindlich das Bestreben, alle organischen Bestandteile
des Mediums auszuschlieffen, damit man ein quantitativ bestimmtes
Medium hat. So beschreibt Epenine 1920 ein Medium, das aus Fibrin,
Serum und Embryonal- Extrakt des betreffenden Tieres besteht. Das
Fibrin vertritt die Stelle des Plasmas. Es ist durch Fillung aus dem
Plasma des Tieres gewonnen und kann infolgedessen chemisch be-
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stimmt werden, doch auch in diesem Medium sind 2 Komponenten,
deren chemische Zusammensetzung nicht bekannt ist: Serum und
Embryonal - Extrakt. Das Serum in grifieren Mengen angewandt,
hemmt das Wachstum und darf nur in geringeren Quantititen ver-
wandt werden. Das Wachstum fordernde ist hier der Embryonal-
Extrakt, dessen chemische Zusammensetzung ja unbekannt ist und
der mit dem Serum als isotonischer Iliissigkeit gemischt wird.

Solange man noch Embryonal-Extrakt und Plasma nimmt, sind
stets unbekannte Griflen in dem Medium. Bis jetzt haben wir an-
genommen, dall Wachstumshormone, die ithren Sitz in der lebenden Zelle
haben, unbedingt notwendig sind, um embryonale oder entdifferenzierte
Zellen am Leben zu erhalten. Es ist auch nicht ausgeschlossen, dali dies
vielleicht Wundhormone sein kénnen, denn mit dem Embryonal- Extrakt,
der noch notwendiger zu sein scheint, als das Plasma, werden stets auch
Wundhormone aus den zerquetschten Zellen im Embryonal-Extrakt
sich finden. Ob Wundhormone oder Wachstumshormone dasselbe sind,
ist noch nicht untersucht. Verwandt in ihrer Wirkung werden sie
sicher sein. Wir sind heute also noch nicht zu Ende mit dem Aus-
probieren der rechten Medien. Wir haben noch nicht die Stufe er-
reicht, die schon lange die Bakteriologie kennt, nur mit analysierbaren
Medien zu operieren. Doch auch hier ist fiir die Aufzucht mancher
Formen ein gewisses unbekanntes Agens notwendig, das mit dem Blute,
mit der Lymphe oder mit der Aszitesfliissigkeit dem Nihrmedium zu-
vefithrt wird.

Wenn nun in Zukunft diese letzte Frage der Auswahl des Mediums
vollstiindig einwandfrei geliost ist, also die Zusammensetzung des
Mediums chemisch quantitativ vollkommen analysierbar ist, so wird
sich hoffentlich ein anderer Nachteil der Gewebeziichtung tiberwinden
lassen, namlich der, dall man nur verhiltnismaliig kleine Stiicke
ziichten kann. Wird die Methode der Gewebeziichtung erst handlich,
erfordert sie nicht mehr so viel Zeit wie jetzt, so wird man =sich an
die Losung schwierigerer Probleme mit Erfolg heranwagen koénnen.
Dann erst wird die Ernihrungsphysiologie feststellen kémnen, welche
Nahrungsstoffe und welche dufleren Bedingungen Bindegewebzzellen
oder Epithelzellen zu ihrer dauvernden Erhaltung bediirfen. Dann erst
wird das kausalanalytische Experiment an Zellen und Geweben
in grollerem Umfange einsetzen konnen, sowie bei der Explantation
von Organen, Organteilen und Embryonen erst bedeutsame Fort-
schritte gezeitigt wurden, seitdem Roux durch die Explantation
einen der Grundsteine seiner kausalanalytischen Forschung, der Ent-
wicklungs-Mechanik, gelegt hat.
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Zns-':mmnenstellmlg des Materials und der ein-
schliigigen Literatur,

Ehe ich eine Zusammenstellung der Ubungen und der dabei gebrauchten
Materialien gebe, méchte ich fiir diejenigen, die sich weiter orientieren wollen,
folgende Zusammenfassungen erwihnen:

OrrEL, A., 1914, Gewebekultur und Gewebepflege im Explantat. Sammlung
Vieweg: .. Tagesfragzen aus den Gebieten der Naturwissenschaft und der Technik™,
Heft 12, Orpper schildert besonders die Anwendung der Gewebepflege als Mittel
der kausalanalytischen Forschung. — Erpmaxx, Ru., 1921, Einige grundlegende
Ergebnisse der Gewebeziichtung aus den Jahren 1914 —1920. Sonderdruck aus:
s Ergebnisse der Anatomie und Entwicklungsgeschichte™, Bd. 23 mibt eine fast voll-
stiimndige Literaturangabe bis zum Jahre 1919, "I."iu'l.-l‘l\'nil ist auch die Zusammen-
stellung von Levi, G., 1919, Ricerche Istologiche sul alecuni tessuti in istato di
sopravivenza in vitro. Bollet. 1 —2 della Societa Med. Chir. di Pavia, 5. 1 —-5991).

Zum tieferen Eindringen in die Spezialprobleme und eine richtige Fragestellung
mdichte ich folgende Arbeiten empfehlen: Fiir die Probleme der Zellbewegung,
Zellwanderung und Zellanniherung Rovx, W., Arch. f. Entwicklungsmechanik,
Bd. 1, 8. 43; Bd. 3, 8. 380. — Besonders wichtig sind die gesammelten Abhand-
lungen iiber Entwicklungsmechanik der Organismen desselben Verfassers 1895,
Leipzig, Bd. 1 und 2.

Wichtig ist anch fiir die allgemeine Orientierung: Driescm, H., 1808, Re-
sultate der Entwicklungs-Physiologie der Tiere. Sonderdruck aus: ,,Ergebnisse
der Anatomie und Entwicklungsgeschichte™, Bd. 8

Von Bedeutung wird sich auch L. Logps iltere Methode 1898, geronnenes
Blut von Limulus als Nihrmedium zu brauchen, erweisen. Loesp, L., 1920,
The movements of the amoeboeytes and the experimental production of amoebo-
cyte (cell-fibrin) tissue. Washington Univ. Studies, Vol. 8: Scientific Series, Nr. 1.
pp. 3—T79. — Loes, L., 1921, Amoeboid movement, tissue formation and the
consistency of ]]TUlnpl-ﬂﬁlll Science, N. 8., vol. 53, p. 261.

Auch von Botanikern ist die Methode der Ge webepflege angewandt, So
findet sich eine Zusammenfassung dieser und dhnlicher Materien von HABER-
LAEDT, G., 1922, Uber J"'Olill*lllln;__hhﬂrmmh.‘ und ihre Bezichungen zur Wuand-
heilung, Befruchtung, Parthenogenesis und Adventivembryonie.  Biologisches
Zentralblatt, Bd. 42, Nr. 4, 8. 145—172: und Lamerecar, W., Uber die Kultur
und Transplantation kleiner Blattstiickehen. Beitrige zur all;_rm':u'lm'n Botanik,
1. Bd., 1918.

Als wichtig fiir die feinere Technik sind folgende beiden Arbeiten zu er-
withnen: Barsggr, M. A., 1911, Technique for inoculation into living cells. Journ.
Inf. Diseases 8, 348360, 5 figs. in text. Bareer, M. A., 1914, The pipette
method in the isolation of single microorganism and in the inoculation of substances
into living cells. Philippine Journ. Sci. 9, Ser. B., 307385, 19 figs. in text.
Dazu eine weitere Arbeit von Cuampers, R., 1918, The micro-vivisection method.
Biol. Bull. 34, 120136, 8 figs. in text.

Fiir die richtige Zusammensetzung des Mediums in bezug auf die H vdrogen-
lonen-Konzentration sind die Arbeiten von L. Micaagnis und FELTOX 2u
erwithnen: Mricnaeris, L., Die allcemeine Bedeutung der Wasserstoffkonzentration
fiir die Biologie. In OprExHEMER, C.: .Handbuch der Biochemie der Menschen
und der Tiere.” Jena 1913, Suppl. 10: Die Wasserstoff-lonen- Konzentration.
Berlin 1914: Die Bedeutung der Wasserstoff-lonen-Konzentration des Blutes und
der Gewebe, Deutsche Med. Wochenschrift 1914, Bd. 40, 8. 1170. — Fevrox,
L. D)., The Colorimetric Method for Determining the Hydrogen Ton Concentration
of Small Amounts of Fluid. From the Patholog. Laborat. Johns Hopkinsg Med.
School. Baltimore 1921, Febr. 1, pag. 2993005,

1} Ieh mdchte nicht uanterlassen anf die kurze, szoeben erschienene Zusammenstellung von
H. BRAUS: Methoden der Explantation (Gewebekulturen in vitro) hinzuweizsen. (Sonderabdrck
Handb. binl. Arbeitsmethoden, ABDERHALDEXN, Lief. 68.) DBezonders anf Zichtung der Kalt-
hliktergewehe 6 hiet singegangen.
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1. Ubung.

meite 19— 26.

Material: Haut des erwachsenen Frosches.

Medien und Waschfliissigkeiten: Froschplasma, Augenkammerwasser,
Ringerlisung, physiologische Kochsalzlosung und Locke-Lewis-Losung firr Kalt-
hlitler.

Einschligige Arbeiten: Unvesavrh, K., 1914, Cultivation of the Skin
Epithelium of the Adult Frog, Rana Pipiens. Journ. of exp. Med., Bd. 20, 5. 614. —
UnLexauTtH, K., 1916, Die Zellvermehrung in den Hautkulturen von Rana pipiens.
Arch. f. Entw.-Mech., Bd. 42, 8. 168 —207. — Gassvr, R., Implantation der ex-
plantierten Froschhaut. 1922, Arch. f. Entw., im Druck.

2. Ubung.

Beife 26—20.

Material: Riickenhaut von Rana esculenta und Rana fusca.

Medien und Waschfliissigkeiten: Hiihnerplasma, Froschplasma, Augens
kammerwasser und Ringerlésung fiir Kaltbliitler.

Einschligige Arbeiten: Unresnvra, E., 1915, The Form of the Epi-
thelial Cells in Cultures of Frog Skin, and in its Relation to the Consistency of
the Medium. Journ. of exp. Med.. July 1., Bd. 22, 8, 76 —104.

3. Ubung.

Seite 38 —41.

Material: Milz der erwachsenen Katze.

Medien und Waschflissigkeiten: Plasma und Embryonal-Extrakt der
Katwee; falls keine Katze vorhanden, Plasma und Embryonal-Extrakt der Ratte,
Ringerlosung fiir Warmbliitler,

Einschligige Arbeiten: Lamserr, R. A., 1912, The production of foreign
body giant cells in vitro. Journ. of exp. Med., Bd. 15.

4. Ubung.
Seite 41 —42.
Material: Embryonale Hithnermilz, 16 Tage alt.
Medien und Waschfliissigkeiten: Hiithnerplasma, Hiihnerserum, Ringer-
losung fiir Warmbliitler, 29, Agarlisung.
Einschligige Arbeiten: INxcepricTsex, R., 1912, Studiez on the growth
of tissue outside the organism. Journ. of exp. Med., Bd. 16, Nr. 4, 5. 421 —431.

5. und 6. Ubung.

Seite 42 —45.

Material: Knochenmark eines jungen und eines gut gefiitterten ilteren Huhnes.

Medien und Waschfliissigkeiten: Hiihnerplasma.

Einschligige Arbeiten: Foor, N. Ch., 1912, Uber das Wachstum des
Knochenmarks in vitro. Experimenteller Beitrag zur Entstehung des Fettgewehes,
Zieglers Beitrige zur Pathologie. Bd. 53, S. 446. — Foor, N. Ch., 1913, The
growth of chicken bone marrow in vitro and its bearing on hematogenesis in adult
life. Journ. of exp. Med., Bd. 17, S.43 —60. — Erpmaxx, Rh., 1917, Some observations
concerning chicken bone marrow in living cultures. Proc. Soc. Exp. Biol. and Med.,
Bd. 14, 8. 109 —112. Erpmaxw, Rh., 1917, Cytological observations on the behaviour
of chiken bone marrow in plasma medium. Am. Journ. Anatom. Bd. 22, 8. 73—124.

o~ L3
7. Uhung.
Seite 45—47.
Material: Hiithner-, Ratten- und Menschenmilz.
Medien und Waschfliissigkeiten: Das betreffende Plasma und Em-
bryonal-Extrakt des Tieres, das gebraucht wird. Falls man den Menschen nimmt,

Erdmann, Praktikum. =
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Menschen- und Hiihnerplasma.  Sterile Lycopodiumsporen, sterile zerriebene
Karminteilchen, japanische Tusche. Ein Réhrchen mit einer Reinkultur von
Tuberkelbazillen.

Einschlagige Arbeiten: Verarr, E., 1919, Richerche histologiche sul
aleuni tissuti in istato di sopravivenza in vitro. Boll. Soc. Med. Pavia. — LamBerT
und Haxes, 1911, Migration by amoboid movement of sarcoma cells growing
in vitro and its bearing on the problem of the spread of malignant growth in the
body., Journ. Americ. Med. Ass., Bd. 6, S. 791 —792. LaMmBERT, R. A., und
Haxges, F. M., 1911, On the pagocytic inclusion of carmin particles by sarcoma
cells growing in vitro with consequent staining of the cell granules. Proc. soe.
exper, Biol. Med., Bd. 8, 5. 113—114.

S. Ubung.

Seite 47 —50,

Material: Fertige Kulturen von Mesenchymzellen des Huhnes oder des
Meerschweinchens, Janusgriin, Janusschwarz, Neutralrot gelost in Locke-Lewis-
Lisung ohne Dextrose in Verdiinnungen: Janusgriin: 1 : 40 000; Neuotralrot:
1 : 80 000; Ringerldsung.

Einschlagige Arbeiten: Lewis, M., 1917, Development of connective-
tissues fibres in tissues cultures of chick embryos. Contrib. of Embr., N. 17. Ex-
tracted from Publ. 226 of the Carnegie Institution of Washington. — Lewis, W. H.,
1920, The effect of potassium permanganate on the mesenchyme cells of tissue
cultures, Americ. Journ, Anat., Bd. 25,

9. Ubune.

Seite 50—51.

Material: Fertige Kulturen von Mesenchymzellen des Huhnes oder des
Meerschweinchens, Janusgriin, Janusschwarz, Neutralrot, gelost in Locke-Lewis-
Lisung ohne Dextrose, in Verdiinnungen; Janusgriin 1 : 40 000; Neutralrot
1 : 80 0(0); Ringerlisung.

Einschliagige Arbeiten: Levi, G., 1916, 1l ritmo e le modalita della
mitose nelle cellule viventi coltivate in vitro. Arch. Ital. Anat. Embriol., Bd. 15.

10. Ubung.

Seite 51-—53.

Material: Mesenchymzellen des Hithnerembryos. in Locke-Lewis-Losung
geziichtet, hypertonische und hypotonische Losungen von Locke-Lewis-Losung,
Ringerldsung.

Einschlagige Arbeiten: Hocue, M. J., 1919, The effect of hypotonic
and hypertonic solutions on fibroblasts of the embryonic chick heart in vitro.
Journ. of exp. Med., Bd. 30, 5. 617.

11. Ubung.

Seite 53— 56,

Material: Mesenchymzellen des Huhnes, einige Tage geziichtet, Kal. per-
manganat-Losung in Verdimnung 1 : 40 000—1 : 80 000, Ringerlosung.

Einschligige Arbeiten: Lewis, W. H., 1921, The effect of potassium
permanganate on the mesenchyme cells of tissue cultures. Amer. Journ. Anat.,
Bd. 28.

12. und 13. Ubung.

Seite 56— 62,

Material: Hihnerembryonen vom 13.—18. Tage.

Nihrlosungen und Waschflissigkeiten: Hihnerplasma, Embryonal-
extrakt, Locke-Lewis-Lisung, Ringerlosung.

Einschliagige Arbeiten: Carrer, A.. 1914, Present conditions of a strain
of connective tissue 28 month old. Journ.of exp. Med., Bd. 20, Nr. 1, 8, 1—-2, —
EpeLixa, A, H., 1919, A strain of connective tissue 7 years old. Journ. of exp.

Med., Bd. 30, 8. 531 —3537.
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14. Ubhung.

Seite 62—74.

Material: Unterhautbindegewebe des erwachsenen  Meerschweinchens,
Kaninchens oder Huhnes,

Nihrlosungen und Waschfliissigkeiten: Plasma des betreffenden
Tieres, Embryonal-Extrakt, Ringerlosung.

Einschligige Arbeiten: Siehe achte Ubung und Maxmow, A., 1916, The
cultivation of connective tissue of adult mammals in vitro. Arch, russ. 4" Anat.,
Histol. et Embriol.,, Bd. 1.

[5.. 16, und 17, Uhung.

Seite 68 —72.

Material: Hiihnerembryvonen, verschieden lang bebriitet, am besten 5 bis
fi Tage.

Nihrlésungen und Waschfliissigkeiten: Locke-Lewis-Lisung, Ringer-
ldsung.

Einschlagige Arbeiten: Lews, M., 1917, Muscular Contraction in Tissue
Cultures. 272, Publ. Carneg. Inst. Lewis, M., 1917, Behaviour of eross striated
musele cells in tissue cultures. Am. Journ. of Anat., Bd. 22. — Levi, G., 1919,
Ricerche Istologiche sul aleuni tessufi in istato di sopravivenza in vitro. Bollet,
1—2 della Societa Med. Chir. di Pavia, p. 1—599.

18, Ubung.
Seite T2 —74.
Material: Blasenmuskulatur vom Kaninchen.
Nihrlosungen und Waschfliissigkeiten: Homogenes Plasma und
Serum, Ringerlésung.
Einschlagige Arbeiten: Cuamey, C., 1913, Notes de biologie eyvtologique.
Généralités I, Le muscle lisse 11. Arch. de zool. exp. et gén., Bd. 42, 8. 53.

19. und 20. Ubhung.
Seite 74 —7T7.
Material: Hiithnerembryonen von 10—13 Tagen oder Meerschweinembryonen.
Niahrlosungen und Waschfliissigkeiten: Homogenes Plasma und
Embrvonal-Extrakt des betreffenden Tieres. Ringerlisung.
Einschligige Arbeiten: FiscHer, A., 1922, A three months old strain
of epitelium. Journ. of exp. Med., Bd. 24, 5. 367 —373.

L
21. Ubung.

nelte 77T —T4Y.

Material: Schilddriise eines jungen Kaninchens.

Nihrlosungen und Waschfliissigkeiten: Homogenes Plasma und
Serum, Ringerldsung,

Einschliagige Arbeiten: Caampey, C., 1915, Quelques resultats de la
methode des enltures des tissues. V. La glande thyroide. Arch. de Zool. Exp. et
zinéral, Bd. 55, S. 16—79.

22, Ubhung.
Seite 79—80.
Material: Prostata des Meerschweinchens, Samenblasenfliissigkeit des
Meerschweinchens.
Nahrlosungen und Waschfliissigkeiten: Plasma, Serum, Ringerlisung.
Einschlagige Arbeiten: Cuamrey, (., 1919, Perte de la sécrétion spécifique
des cellules cultivées in vitro. Compt. rend. Soc. Biol., Bd. 83, S. 842,

RE



116 Zusammenstellung des Materials und der einschlagigen Literatur.

23, Ubung,

Seite 80—82,

Material: Puppen eines griBeren Schmetterlings, am besten Samia cecrobia.

Nahrlosungen und Waschfliissigkeiten: Clark- und Vernonssche
Liosung nach Vorschrift, siehe 5. 81, Ringerlésung. :

Einschlagige Arbeiten: GovLpscusipr, R., 1917, Versuche zur Spermato-
genese in vitro, Arch. f. Zellforschung, Bd. 14, 5. 421450,

24, Ubung.

Seite 8384,

Material: a) Hiihnerembryo, ca. 15 Tage alt, Haut, Milz, Niere, Schilddriise,
Hoden; b) erwachsenes Kaninchen, Unterhautbindegewebe, Milz, Niere, Schild-
driise. Hoden,

Nihrmedien und Wascehfliissigkeiten: Hiihner- und Kaninchenplasma,
Hithner- und Kaninchenserum, Ringerlosung.

Einschlagige Arbeiten: Cuamey, C., 1913, La dédifférenciation des tissues
cultivés en dehors de I'organisme. Bibl. anat., Bd. 23.

25. Ubung.

Heite B4 —88,

Material: Erwachsener Frosch, Hiithnerembryo.

Nihrmedien und Waschfliizsighkeiten: Froschplasma, Hiithnerplasma,
Augenkammerwasser des Frosches, Locke-Lewis-Lisung, Ringerlosung.

Einschligige Arbeiten: Unvexnurn, E.. 1916, Changes in Pigment
Epithelium Cells and Iris Pigment Cells of Rana Pipiens. Induced by Changes in
Environmental Conditions. Journ. of exp. Med., Bd. 24, 5. 689 699, SMITH,
Davip T., 1920, The Pigmented epithelium of the Embryvo Chicks Eve studied in
vivo and in vitro. The Johns Hopkins Hosp., Bull,, Bd. 31, Nr. 353, 5. 239 — 246,
— Luxa, E., 1917, Note citologica sull epitelio pigmentate della retina cultivate
in vitro. Arch. Ttal. d’Anat. ed di Embr. XV. Caaxrey, C., 1914, Quelques
resultats de la methode de culture des tissues. 1II. La rétine. Arch. de Zool.
Expér. et Générale, Bd. 53, 8. 5.

26. Ubung.

Seite 89 —96.

Material: Froschlarve, Huthnerembryo, eben geborene Katze oder Meer-
schwein.

Niahrmedien und Waschfliissigkeiten: Plasma und Serum des betref-
fenden Tieres, Ringerlésung.

Einschligige Arbeiten: Harrison, R. G., 1906/07, Observations on the
living developing nerve fiber. Proc. soe. exp. Biol. and Med., Bd. 4, 5. 140,
Harrisox, K. G., 1910, The development of peripheral nerve fibers in altered
surroundings. Arch, f. Entw.-Mech., Bd. 30, 8, 15—-33. — Harrisox, R. G., 1911,
The outgrowth of the nerve fiber as a mode of protoplasmic movement., The
Journ. of exp. Zool., Bd. 9, 8. 787 — 848, — LEevi, G., 1916, Sull’ origine rete nervose
nelle culture di tessuti. R. Acc. Lincei, Bd. 25, Serie 9, 1. Sem., Blatt 9. —
IxcepricTsEN, K., 1913, Regeneration of axis cylinders in vitro. Com 1, and
2, Journ. of exp. Med.. Bd. 17, 5. 182, and Bd. 18, 8. 412. — Bravs, H., Die Ent-
stehung der Nervenbahnen, Samml wiss. Vortr. Geb. Nat. u. Med. (Vogel, Leip-
zig), 3. Heft. — Marsumoro, T., 1920, The Granules, vacuoles and mitochondria
in the sympathic nerve fibers, cultivated in vitro. Bull. Johns Hopking Hosp.,

S. 01 —93,
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27. Ubung.

Seite 97 —100.

Material: Ringelnatter, Ratte, Katze.

Niahrmedien und Waschiliissigkeiten: Das zu jedem Tiere gehbrige
Plasma, Ringerldsung,

Einschligige Arbeiten: Grawrrz, P., 1914, Abbau und Entziindung des
Herzklappengewebes, S. 132, Berlin, Schitz. — Erpmaxs, Ru., 1921, Das Ver-
halten der Herzklappen der Reptilien und Mammaliee in der Gewebekultur, Arch.
f. Entw.-Mech., Bd. 46,

28, Ubune.

Seite 100-— 105,

Material: Ein Tiersarkom, ein Tierkarzinom.

Nihrmedien und Wasehfliiggigkeiten: Das zu dem betreffenden Tier ge-
hiriger Plasma, Hiithnerplasma, Drewsche Lisung, Embryonal-Extrakt vom Huhn,
Ringerlosung.

Einschligige Arbeiten: Lampert, K. A, 1913, Comparative studies
upon cancer cells and normal cels. 1L The character of growth in vitro with special
reference to the cell divisions, Journ, of exp. Med, 17, Bd. 5, 8. 499510,
Drew, A. H., 1922, A comparative Study of normal and malignant tissuse, grown
in artificial culture, Brit, Journ. exp. Path., Bd. 3, S, 20—29,

29. Ubung.

meite 105—106.

Material: Hiihnerembryo, ein Stamm Tuberkelbazillen.

Nihrmedien und Waschfliissigkeiten: Locke-Lewis-Lisung, Ringer-
lisung.

Einschligige Arbeiten: Lewis, M., 1920, The formation of vacuoles due
to Bacillus typhosus in the cells of tissue of the Intestine of the Chick embryo.
Journ. of exp. Med., Bd. 31, 5. 203—311. — Suyru, H. F., 1915, The reaction
between Bacteria and animal tissues under condition of artificial cultivation.
Journ. of exp. Med., Bd. 21, 5. 103; Smyru, H. F.. 1916, The reaction between
Bacteria and animal tissune under condition of artificial cultivation. The culti-
vation of tubercle bacilli with animal tissues in vitro. Journ. of exp. Med.,
Bd. 23, S. 283.

30. Ubune.

Seite 106 —107.

Material: Menschliche Lymphknoten.

Nihrmedien und Waschfliisgigkeiten: Menschenplasma, Hiihner-
plasma, Ringerltsung.

Einschliagige Arbeiten: Lewis, W. H., and WessTER, L. T., 1921, Giant
cells in cultures from human lymph nodes. Journ. exp. Med., vol. 33. — Lewis,
W. H., and Weesster, L. T., 1921, Migration of lvmphoevtes in plasma cultures
of human lymph nodes. Journ. of exp. Med., vol. 33, Nr. 2, pp. 261—270.

31. Ubung.

Seite 108100,

Material: Hithnerembryo.

Nihrmedien und Waschfliissigkeiten: Kaninchenplasma, Hiihner-
plasma, Ringerlosung.

Einschligige Arbeiten: Happa, S. und Rosexrtaarn, F., 1913, Studien
iiber den Einfluf der Hiamolysine auf die Kultur lebender Gewebe auflerhalb des
Organismus. Zeitschrift fiir Immunititsforschung w. exp. Therapie, Bd. 16,

5. 524 —548.
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