


Zeitschrift für Zellforschung 78, 118-166 (1967) 

Dissoziation und Reaggregation von Epidermiszellen 
der Larven von Xenopus laevis (Daudin) iil vitro 

Zeitrafferlauf bild- und Teilbildanalyse * 

JURQEN ~EREITER-HARN * * 
Institut für Kinematische Zellforschung an der Johann Wolfgang Goethe-Universitat, 

Franlrfnrt a. M. (Direktor: Prof. Dr. W. IZUIIL) 

Eingegangen am 20. Dezember 1966 

* Dissertation der Naturwissenschaftlichen Fakultät der Universitit Frankfiirt a. M. 
1966. 

** Herrn Prof. Dr. W. KUHL zum 76. Geburtstag gewidmet. 



Summay. Zn Rose-Chambers epidermal cells of Xenopus laevis tadpole tails grow out 
On a coverslip. Outgrowth, dissociation and reaggregation were studied b y  time-lapse cine- 
matography. The culture medium consisted of Stcinberg's salt solution and Serum of haemo- 
lysed calf blood. For dissociation and reaggregation experiments serum-free salt solutions were 
used. 

The outgrowth of the sheets is brought about by a movement of the hyaline border of the 
cells being attached to the coverslip. On the medium side of the first oell shect there may bc 
somctimes a second sheet. During this kind of movement, named "mass-movement" by 
OPPEL, the cells do not lose the connexion to each other. 

Dissociation of the cell sheets with Versene (0,05%) causes differentiation of a hyaline 
border and a granular cytoplasm. After prolonged action of EDTA the hyaline border is re- 
tracted, the cells round themselves and begin to  "bubble". Brought into Ca++ containing 
aal t  solutions the cells get back their spread form on the coverslip and about 10 rnin later the 
first aggregates with stabilized contacts can be observed. Reaggregation occurs i n  Ringer's 
salt solution containing 0,02% CaCI„ in isotonic CaCl, solution, in isotonic NaCl- and KCl- 
solution, containing at  least 0,02% CaCI,. Univalent cations are suggested to  a c t  only as 
charged groups in  cell movement and aggregation. 

Potassium Cyanide (2,6 X 10-3 M) and PCMB (2,5 X 10-3 M) also allow reaggrcgation, 
biit in PCMB a secondary dissociation of reaggregated cells occurs: the cells lose their contact 
inhibition and begin to wander each upon another. 

No stabilized cellular contacts can be obtained, when in Ringer's solution calcium is re- 
placed by magnesium. Reaggregation does not occur in Ringer solution below pH 4,O and 
in isotonic sucrose-diluted KC1- and NaC1-solutions with a salt concentratioii below 0,33 M. 
In these cases cells lose their ability of locomotion. Addition of 2% Trypsin for only 3 min 
prevents the reaggregation in serum-free media. 

Alterations in  energy supply of the cells result in viscosity changes of the cytoplasm. 
Thereforc a correlation of viscosity and contractile state of proteins and its dependence of a 
membrane potential between the interior of the cells and the medium is suggested. This 
hypothesis is compared with resulta from muscle physiology. 

Zusammenfassung. 1. Das Dissoziations- und Reaggregationsverhalten von Epidermiszel- 
len der Larven von Xen0pu.s iaevis wird unter verschiedenen Bedingungen in vitro mit Hilfe 
d e s  Zeilrafferfilmes untersucht. Die Kultur der Schwänze erfolgt in Salzlösung nach STEINBERQ 
und Serum hämolysierten Kälberblutes. Für die Reaggregation werden serumfreie Salz- 
lösiingen verwendet. 

2. Am Auswandern der Zellrasen beteiligen sich alle dem Deckglas anliegenden Zellen. Sie 
bilden einen Plasmasaum in die Richtung aus, in der sie sich fortbewegen. Der Zusammenhalt 
zwischen den Zellen wird hierbei nicht gelöst. 
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3. Die Zellrasen lasscn sich mit O,OS%igem EDTA iii Einzelzellen auflösen; dabei t r i t t  
eine Trcnniing des Zellplasmas in ein zentral gelegenes granuliertes Plasma iind einen liyaliiieii 
Plasrnasaum auf. Bei liingerer Einwirkung des EDTA werden die hyalinen SL~irne eingezogen. 
Die Zellen sind dann abgelragelt; es brechen blaseiiförmige ,,Lobopo&en" aus den Zellen her- 
vor lind verschwinden wieder: ,,Blubbern". 

4. I n  Gegenwart von Ca++ breiten sich die Zellen wieclcr auf dem Declrglas aus. Dic Bildung 
,,stabilisierter Aggregate" erfolgt in Ringerlös~ing (mit 0,02% CaCl,), in isotoniscber Calcium- 
chlorid-Lösung, in isotonischer Kochsalz- und Baliiimchlorid-Lösung, wenn Calciumcl~lorid 
mindestens 0,02%ig entlialten ist. Es wird angeiiommen, daß die einwertigen ICationen fiir 
die Zellbewegung und Reaggregation nur als Ldungstriigar wirlcsam sind. 

In  KCN-hiiltiger (2,ß X 10-8 M) iind in PCNIB-haltiger (2,5 X 10-3 M) Ringerlösiing ist 
ebenfalls Reaggregation möglicli. Unter dem Einfliiß von PCMB ist die Stabilisierung der 
Zollgrenzen jedoch nicht von Dauer. Die Aggregate werden wieder a~ifgelösli; clic Zellen zeigen 
lreine ICoiltalrtliemmiing mehr, sie ~vandern übereinander. 

5. Wird das Calciumchlorid der Ringerlösung diircl~ clie iicluimolare Menge Magnesiiim- 
clilorid crsetzt, so werden die IContalcte nicht stabilisiert, sondern „sliding slicets" gebildet. 
ICeine Reaggregation ist in Cdciiim-haltiger Natrium- oder ISldiumclilorid~Lösiing einer 
Konzentration unter 0,33 M und in Ringerlösung unter pH 4,O möglich. Die Zellen sind 
dann auch zu lcciner Ortsbewegung mehr fällig. Selbst Irnrzc (3 min) Trypsiribeliandliing (2% ) 
verhindert die Reaggregation der Zellen in1 seriimfrcien Mediiim. 

G. Besonders clie Versuche ziir Störiing des Energiehnuslialtes der Zellen legen nahe, do.ß 
die dabei zii beobaclitenden Vislcositatsiinderungoii im Hyaloplasmasaum auf einer Anderiing 
cles IContralrtionsziistniides in ihm entlialtener kontraktiler Proteine beruhen. Die Auswir- 
lrungen von PCMB, niedcrcm p7-T und geringer Lonenstlrke deuten auf dic Betciligiing eines 
Membranpotentials an der Steiiarnng der Viskositkitsänderung hin. Diese Hypothese wird zu 
Ergebnissen der M~islrelpliysiologie in Besiehiing gesetzt. 

Während der Entwicklung des Lebewesens entsteht die Anordnung cler Zellen 
zu verschiedenen Geweben clurch zahlreiche Zellverlageriingeri und Waiiclerungen 
(HAMANO, 1964; HOLTBRETER, 1947; ICviir~, 1937, 1965; NAICAI, 1960; TOWNES 
uncl HOLTBKETER, 1955). Solche Wanderungen sind fast stets an ein festes Sub- 
strat gebunden, ohne das z.B. nur gewisse Blutzellen von Insekten zu aktiver 
Fortbewegung fähig sirid (MAESCI-IALL, 1966). Sollen clie Beziehungen von Zellen 
untereinander in vitro untersucht werden, so ist, will man ein dem Normalver- 
halten im Organisnlus entsprechendes Bilcl der dabei ablaufenden Vorgänge es- 
halten, dieser Voraussetzung Rechnung zu tragen, den Zclleii also ein geeigneter 
Untergrund für ihre Wanderungen zu bieten. 

Die Feststellung von CURTIS und Gna~vms (1965), daß das Ansniaß clcr Ag- 
gregation von Zcllcn in ciner Sthspension nur von der Aclliäsivitiit, der Oberflächci~ 
abhängt, trifft sicher fiir die gegebenen Versuchsbedingungcn zu, zeigt jedoch 
nur einen der wirksamen Faktoren für die Zusammenlagerung voll Zellen in situ. 
Untersuchungen an anorganischen Modellen, etwa a n  Ü1tropfchen in Wasser 
(HARVEY und DANIELLI, 1938), clie unter bestimmten Becliiigungen ein lebenden 
Zellen entsprechencles Verhalten zeigen, lassen sinnvollc Rüclrschlüsse auf clie 
Gr~~ndlagen der Iiohäsion von Zellen zu (L. W ~ r s s ,  1960), clooh liegt in cliescr 
Rctrachtungsweise clie Gefahr, eine Zelle in bczug auf ihre Adhäsivitat wirklich 
wie eine leblosc Partikel zu behandeln. Mikroxeitrsfferfilm-Aufnahmen heben 
dagegen. clen Zusammenhang zwischen morphologischen Veränderungen uncl der 
Adhäsivität hervor. 8i.e lassen uns den Organismus nicht als „starre Organisatiori, 
sondern als organisiertes Verhalten" (P. Wmss, 1959) auffassen. Äußere Ein- 
flüsse auf die Zelle, wie sie z.B. bei cler Aggregation auftreten, bewirlren nämlich 



nicht n u r  eine rein physikalische Realrtion, sondern führen  z u  e iner  Veränderung  

des physiologischen Zustarides der Zelle (LEVINE U. Mitarb.,  1 965). 
Das Verhalten von  Fibroblasten uncl fibroblastartigen Zellen in v i t r o  wurde 

von mehreren Autoren eingehend beschrieben (ABERCOMBIE, 1961 ; - und 
ABIBROSE, 1958 ; - und  HEAYSMAN, 1954a, b ;  - und H~AYSMAN und ICARTJIAU- 

SIR, 1957; A ~ s n o s m ,  1961; P. WEIS$ und GARBER, 1952). O b e r  epitheliale Zellen 
fehlen entsprechende Untersuchungen. Zwar wurde mehrfach das A u ~ ~ a n c l e r n  
von  Epithelzellen jii F o r m  geschlossener Zellrasen beobachtet  u n d  a u c h  be- 

schrieben (ADACI-II u n d  POLLAK, 1966; HITCRCOCR, 1939; OPPEL, 1913),  TREVAN 
und ROBEETS (1960) weisen auch auf unterscliieclliche IZohasion von Epithelzellen 
unter verschiedenen Bedingungen hin, doch gibt es lreiiie ~ n t e r s u c h u i i g  a n  epi- 
thelialen Zellen, clie sich mit d e m  Zusammenhang morphodynamischer  Ver- 

änderung iilld dem Adhäsionsverhalten auseinandersetzte. Ziel ciieser Arbe i t  ist ,  
unter Zeittransformation (Zeitiaffung), die Beziehungen v o n  Bewegungsweise und 
Aggregationsfähigkeit von I<aulquappenepidermiszellen in vi t ro an einigen Bei- 
spielen aufzuzeigen. 

B. Material lind Methode 
I .  Zucht und Präparation der Tiere 

Untersiicht wurden die Epidcrmiszellen der Larven von Xenopus laevis DAVD. Nach Be- 
handlung mit Prolan (Baycr) laichten PrOsche. Die Larven wurden bei Zimmerternperat~ir 
aufgezogen und mit einem Pulver aus getrocknetem Ei, Leber und Brennesseln erniihrt. 

Kaulquappen der Stadien 49 und 50 (n. NIEWKOOP ~ u i d  FABER, 1956) wurden vor der 
Präparation einen Tag hungern gelassen lind in sauberes, abgestandenes Leitiingswasser uni- 
gesetzt. Die Schwänze der Tiere wurden nach 10 min langer Vorbehandlung mit hellroter 
Kaliiimpermanganatlösiing mit einer sterilen Schere hinter dem After abgeschnitten iind in 
Steinberglösung gegeben, der Cibazol (0,1%) zugesetzt war. Für ausreichende Sterilitiit bei 
der Anzucht der Gewebe ist die ICaliumpermanganatvorbehandlung von großer Bedentung. 
Der Schwanz darf nicht zu nahe am After abgeschnitten werden, da sonst Verunreinigungen 
in das Priiparat gelangen. 

Die ICultiir der Schwänze erfolgte in Vielzweclrkamniern nach ROSE U. 8Iitarb. (1 958). 
Eine solche Kammer besteht a i~s  einer Silikongummiplatte mit einem Loch von 18 inm 
Durchmesser in clcr Mitte, das clurch zwei Declrgläser verschlossen wird. Die Guinmischeibe 
liegt zwischen zwei Platten aus rostfreiem Stahl, die miteinander verschraiibt sind und so die 
beiden Deckgläser auf den Gummi pressen. Die Stahlplatten haben in ihrer Mitte eine Boli- 
riing, die dem Loch in der Giimmischeibe entspricht. Auf dem einen der beiden Declrgliiser 
liegt das Explantat. Es wird mit einem etwa 10 mm breiten Streifen Visking Dialysier~clilai1~1-1 
an die Unterlage gedrückt. 

Die Kammern wurden mit einer NLhrlösiing aus gleichen Teilen Salzlösung nach STIIN- 
BERG (aus ANSEVIN, 1964) lind Kälberserum gefüllt. Das Serum wurde erst nach 90 inin 
langer Hämolyse des Blutes bei 37O abzcntrifugiert. Es ist im Gegensatz zn dem nicht h&moly- 
sierten Blutes orangefarben. Abb. 1 zeigt einen Vergleich der Lichtdurchlässigkeit bei verschic- 
denen Wellenlängen von hämolysiertem (gestrichelte Linie) und von nicht hämolysiertem 
(d~irchgezo~erie Linie) Kälberserum. Der Unterschied ist bei 470 m y am deutlichsten. Hier 
läßt gewöhnliclies Senim 53% des Lichtes durch, vorbehandeltes nur 18,5 % , -jeweils bezogen 
auf eine entsprechende, mit destilliertem Wasser gefüllte Küvette. Bei Werten über 600 my 
fallen die beiden Transparenzkurven zusammen. Der Gehalt an Lipiden ist bei h&molysiertem 
Serlim von 14000 ppm auf 4500 ppm, an Kohlenhydraten von 550 ppm auf 422 ppm erniedrigt. 
Die Menge cler Aminosäiiren bleibt konstant. 

Nur bei Zugabe hämolysierten Ser~ims wandern die Epidermiszellen von den Schwänzen 
auf das Deckglas aus. Die Kulturlösung enthielt weiterhin 0,05% Cibazol lind war mit Tris- 
hyhoxy-methyl-amino-mcthan (Tris) und 1 N HCL auf pH 7,8 gepuffert. Diese Pufferung 
ist für die hier beschriebenen Versuche besonders geeignet, da Tris nicht mit ~ ~ ; l ~ i , ~ ~  inter. 
feriert. 
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Abb. 1. Translinrciis von Soriim hiimolysicrteii (- - - - -) iind niolit IiilinolysiorLoii (-1 KUll>orbliif.es 

I I .  Versuchsdurchfuhrz~ng 
Boi 25OC-2G°C ist das Auswandern der Zellen nach 3 6 4 8  Std beenclet. Dann wiirden 

die Versuclie in serumfrciem Medium iinternommen. Als isotoniscli bezeichnete Lösungen sind 
auf O,G4 NaCl bczogen. Die osmotische Wirlruag des p-Clilor-Qiiecksilber-Benzoates (PCMB) 
und des Trypsin w~irden vernaclillässigt, die D-Sacch~roselösung war 7,49%ig. Beim Aiif- 
lösen des PCMB ist daranf zu acliten, daß das pH der Salzlosi~ng bereits eingcstdlt ist, da  bei 
Zugabe von Salzsäiire das PCMB, selbst im all~alischen Bereicli aiisgeflällt wird. 

Fiir dio Diircl~fulir~ing der Dissoziations- uncl Reaggregationsverstiche erwiesen sich die 
Rose-ICäminerchen als ungeeignet, da kein sclineller und vollstänc2iger Wechsel des 1Z.111- 
tiirmediiims möglich ist. Daher wurden fiir die Versiiclie ciie Declrgläser auf einen gewölinlichen 
Objektträger gcbraclit. Das Deckglas lag hierbei aiif zwei 2 mm hohen, siif dem Objel~ttrüger 
im Abstand von 30 mm aufgeklebten Glasstrcifen, die, iim clie Haftung des Deckglases daran 
zu erhöhen, mit Sililrodett bestrichen waren. Mit einer Rekordspritzc lrann die Blüssiglreit 
aus dem Zwischenr~nm von Declrglas und Objelrttrüger leicht a~isgesaiigt bzw. in diesen ein- 
gespritzt werden, oline die Lage dos Praparates unter dem Milcroskop zii versndern. Die Ver- 
dunstung cles Wassers kann bei Irnrzcn Versnchszeiten vernacliliissigt werden. 

Die Streifen Dialysiersclilaiiolies wurdcn wälirend vieler Vcrsiiche iiber don Zellen gelassen, 
iim Strömiingseinflusse Zn verringern. Es stellte sich iedocli licraiis, claß diesen keine wcsent- 
lichc ~ e d e u t t y n ~  zukommt, und s'wurde, besonders bc"i den Versiichen mit Trypsin und PCMB, 
der DiaIgsierstrcifon, der hier als Diffnsionsschranlre wirkt, weggelassen. 

I I I .  Untersuclzungsmetl~oden 
Die mcisten Versiiclie wurden wenigstens 5-7inal cl~crclie;efülirt, um einen Uberhliclr 

über die Streuuiigsbreite der Ergebnisse zu erlialteii. Das Rewegungsverlialten der Zollen wurde 
mit Hilfe des Milrrozcitrafferfilmes ~intersuclzt. Die pliase~~lrontrastmilu~oslropisclien Aufnali- 
men wurden mit einer elektronisclz gesteuerten B~ilrrozeitraffcrapparat~~r (BKLZPXT~R-HAIIN, 
1965) auf Agfa IFB bzw. Eastman Double X Film hergestellt. Es faiiclenZeiss Neofluare iind 
ein langbrennweitiger Pliasenkontrastlcondcnsor von Zeiss Verwendung. 

Der Darstellung der beobachteten Vorgänge liegt eine Unters~ichiing des Laufbildcs lind 
eine Analyse der einzelnen Filmbilder („Teilbild-Analyse") nach 1Z.un~ (1942, 1949) zugrunde. 

Ziir genaiieron Beurteilung der Lagevcrhältnisse der einzelnen Zellen zueinander wurden 
die Zellgrenzen durch ein einfaches Versilberungsverfahren, das sowohl an ganzen Scliwiinzen 
als auch an den Zellrasen a~if  dem Declrglas gute Resultate liefert, angefärbt. Das Objelrt wird 



1 min unfixiert niit O,A%iger Silberniti~atlösung behandelt und nach griincllichem Splilcri 
mit destilliertem Wasser, mindesteiis 30 min mit einer hellen Lainpe bestrahlt. Während cliescr 
Zeit kann bereits iin 4%igem Forrnol fixiert werden. Nacli dieser Beliancllung treten dic Zell- 
grenzen deotlioh liorvor. 

C. Boobachtungon und Bofnndo 
I. Normalverhnlten der Epidermiszellen in vitro 

Für gutes Auswachsen der Epidermiszelleil sincl enger IContalct des Gewebes 
mit dem Deckglas sowie Serum von hämolysiertcin Blut erforderlich. Der ICoii- 
takt init dem Substrat lrann unter anclercm durch Anclriiclren einer Agar-Agar- 
Scliicht ocler auch, wie hier angegeben, mit einem Streifen Dialysierschlauch 
gesclielien. Die Bedeutung cles ciirelrten ICoiital.;tes geht aus der Tatsache hervor, 
dsß dio Zellen meist vom diclren Mittelstück des Schwanzes herauswandern, also 
von der Stelle, die in engster Bcriilirung mit der Unterlage steht. Ist  der nötige 
Rontalrt mit dem Deckglas vorhanden, so wandern die Zellen von allen Stellen 
cles Soh\vanzes gleich gut aus. I n  dein erprobten Medium wird innerhalb von etwa 
zwei Tageri ein ein- bis zweischichtiger Zellrasen gebildet, der in cler Anordnung 
der Zcllen zum Dccbglas hin der Lage zur „Basdmembran" in vivo entspricht 
(riach P P L U ~ F ~ ~ L D E R  und SCHUBDRT, 1965 handelt es sich hier nur um ein Basal- 
mcmbranäcluivalent). Die Epidermis der ICa~zlquappen der verwencleten Staclien 
ist ebenfalls zweischichtig (Abb. 2). Die anßcre Zellschicht (Declrzellen) besteht 
aus sehr flaclien, vorwiegend fiinf- oder sechseclcigeil Zellen von ctwa 40 Durch- 
messer. Das Plasma dieser Zellen ist sehr hyalin und zeigt im Phasenkontrast 
sowie nacli Pappenheiins panoptischcr Färbung (aus ROMEIS, 1948) von Ab- 
strichpräparaten nur schwache Granulierung. Die Kerne dieser Zellen sind groß, 
flach ~ i n d  an clen Rändern oft gelappt uiicl enthalten zwei Nucleoli. Die Zellen 
grenzen mit scharfen, im Leben stets glatten Ränclern aneinander, clie lichtini- 
lcrosl<opiscli lceinerlei Strukturierung wie z. B. Bizzozero-Rnotcn erlreiliien lassen. 
Elelrtronenmil~oskopisch jecloch lassen sich Desmosomen ~iach~veisen (PFI~UGPEL- 
DER uncl SCHUBER~L', 1965). Die Zellen cler unteren Epiclermisschicht (Basalzellen) 
halsen etwa gleiche Größe iincl Farin. Ilir Plasina enthält zalilreiche Orgailelle, 
z.B. Mitochoncirien. Der Kern ist oval uncl meist glattrandig mit zwei Nukleolen. 
Die ZeIlgrenzen sind hier im ui~gestorten Zustand ebenfalls glatt und im Hellfelcl. 
im lebendeil Tier nicht zu sehen, zeigen jedoch bei geringster Schiidigung der 
Epiderinis, etwa clurch M8 222 (Sancloz), das zum Bestäuben der Tiere verwendet 
wird, reversible, bläschenförrnige Auflösung, d. h. clie Zellen hängen an einzelnen 
Haftstcllen zusammen, wahrend clazwischen der Zusammenhalt gelöst wird 
(vgl. Abb. 2d). Diese Zellen liege11 der ,,Basalinembran" auf. Einc Übersicht iiber 
die Lageverhältnisse der beiclen Zellschichtei~ geben Abb. 2a 11. d. 

Die Bilclung cler Zellrasen erfolgt allein clurch Auswaiidern der Zellen iiild nicht 
clurch Teilung. Mitosen sincl bei ICultnreil innerhalb der ersten 48 Std ebenso sclten 
zu beobachten wie an gefärbten Scliwänzen cler vertvendeten Entwicl~lungsstadien. 

Iri der Gewebelrultur haften Basalzellen am Declrglas, während clie Dcclczcllen 
airch hier wieder den Abschluß gegen das umgebende Ihlturmedium darstellen. 
Die iirspriingliche Anordnui~g cler Zellen zueinander bleibt also erhalten. Deshalb 
ist es nötig, claß an der Stelle, a11 der clas Auswaiiderii beginiit, zunächst die basale 
Zellschiclit nach außen kommt. Wic dies geschieht, konnte nicht beobachtet 
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Abb. 2. a Vcrsilbcruiig der ICpidcrniiszcllgrcnzcn auf ciiiciii ~ 1 l ~ ~ q l i ~ ~ l ~ ~ ~ i i ~ ~ 1 l T ~ t l 1 l ~ .  b Auswniidoriidor Zelliiiseil. 
~~~niidcrriclitiiiig von reclil;s iiiicli liiil~s. c Begiiiricnde „lCinrolluiig" clos Zelirnsciis in Z%igciii Trypsin. Plnsiiln- 
fetzen blcibcii ain Doclrglss liilngcn. CI Epideriiiisicllcii ; ~ i i f  deiii I<niilqunppcnscli~\~sn6~. Rchüdigiing diircli 10 iilin 
lange Iciiimirlciiiig voii 0,05% EDTA: Ern'citcr~irig dci Intcrcelliili~rriii~~~i~!, c Begiiiiieiirlc Dissozintioii eines 
Zellrnsrns in EDTA. Tn der liiilioii Hillfto bereits dissoziierte Zellcn. ltandzcllcn des Zellriiseiis stehen iiiiter Slian- 
iiiing, sie fiilirt siir ,,Einrolliing". E Mit EDl'A dissoziierte Zelli3ri iiiit ri~clinl gcwclltcii Süiiineii iiiitcrscliierlliclici' 

GröDc. Blul~slkil) 50 (L 

werclen. Eirie derartige Polaritjt in cler Ailorclnuilg von Zellen wurclc von RITCII- 
GOGIC (1939) nncl BROWN (1 939) fiir Amphibienepiclermis, von WESSBLS (1964) fiir 
Hiihnclienepiclermis lind. von ADAOHI und POT,T~AIC (1966) fUr ICaiunchen-Cornea- 
Epithel in vitro beschrieben. 

Wenngleich das morphologische Erscheinilngsbild. cler Epjdcrn~iszelleii am 
Schwanze in sitti uncl am Deckglas in vitro sich weitgehend entsprechen, so 
miissen doch wesentliche Veränderungen, wenigstens an cler Membran der Zellen, 



vor sich gehen. An1 normalen, unfixierten Schwanx zeigt die Oberfläche der Declr- 
zellen starke Esteraseaktivität. Die Reaktion wurde, nach PIZARSE (1960) ab- 
gewariclelt, mit Echtblausalz BB als ICupplungspartner und a-Naphtylacetat als 
Substrat in Trjs-gepufferter Ringerlösung vorgenommen. Bei einer Inlruba- 
tionszeit von nur 1 min bei Zimmertemperatur zeichnet der schwarze Nicdei- 
schlag scharf clie Konturen der Declrzellen nach und clie übrige Oberfläche ist 
schwach von graiiulärem Rcaktio~isprodulrt bedeckt. Bei lhngerer Inkubationszcit1 
wird der Nieciersclilag so dicht, claß keine Zellgrenzen mehr sichtbar sind. Die 
Durchführung des Nachweises sowie die Art cler Reaktion entsprechen den von 
GROPP und HELLWEG (1959) für die Zelloberfläclie verschiedener Zellkultur- 
stamme beschriebenen. 

Nach etwa einstündiger Eiil~virlr~~ng von serumhaltiger Iiiilturlösurig auf dic 
abgesclinittenen Schwänze ist keinerlei Enzymalctivität mehr festzustellen. Ai1 
ausgcwachsanen Zellrasen färben sich nur die Cytosomen (WEISSEN~BT~S, 1962) 
deutlich schwarz. 

Das Auswandern gcschieht mit annäherncl koristanter Geschwindiglieit 
(8-12 pln~in). Die Zellen am Rande eines Zellrasens zeigen nach der gewebc- 
freien Seite große, hyaline Säume, zu clen benachbarten Zellen aber scharfc 
Grenzen. Bisweileil lösen sich einige der Randzelleil aus dem Verband, sie werden 
dann spindelförmig (Abb. 8c1, h ;  10e). Ein einseitiger Saum von halbelliptischer 
Form ermöglicht die Fortbewegung der Zelle. Diese Bewegung verläuft meist 
bogenförmig lind kommt durch quer über den Saum verlaufencle Wellen zustande. 
Wandert eine Zelle geradlinig, so ist der breite Außenraticl dcs Saumes die Vorder- 
front, uncl die Bewegiingswellen verlaufen von dort nach der Zellrriittc zu. Die 
Geschwincliglceit dieser Zellen kann bis zu 20 plrnin betragen. Die Bildung des 
Zellrasens erfolgt bei clen Epiclermiszellen nicht wie bei Fibroblastelzlcultureil, die 
als Folge anwachsender Populatiorisclichte eine geschlossene Zellfläclie bilden, 
sondcrn hier wandern die Zellen bereits im Verband aus, in Form einer „Massen- 
bewcgiing" wie sie von OPPDL (1913) für Amphibienzellen uncl in neuerer Zeit 
z.B. von ADACHI nncl POLLAII (1966) fiir Cornea-Epithelzellen angegeben wurde. 
Diese Massenbeweg~~ng wlrcl möglich, weil die Zellen auf der dem Explantat abge- 
wandten Seite einen Saum ausbilden uncl cladurch das Aussehen der Wanclerf orm an- 
nehmen. Das physiologische I-Iinterencle ist deutlich gegen die nächstfolgende Zelle 
abgesetzt (Abb. 2b); trotzclem wandern sie als Zellverband. 

Die Ausbildung der Siiiime innerhalb eines Zellrasens wird durch die Beobach- 
tung verständlich, daß clie ersten auswanclernclen Zellen infolge ihrer Bewegungsak- 
tivität sich von ihrer Umgebung zu löseri vermögen; so konnte bereits eine Locke- 
rung des IZontalctes zwischen zwei Zellen zur Ausbildung eines Saumes durch die 
nachfolgende führen, clie cladurch zur Fortbewegung in Richtuilg clcs Saumes fähig 
ist. Dieses Prinzip läßt sich beliebig weit nacli hinten fortsetzen. Im Milcrozeit- 
rafferfilm wird an einigen Stellen clie Bewegung der Säunie sichtbar. Die „Mas- 
scnbewegung" ist also ein fortwährencles ,,Nachlaiifen" cler Zellen. Dieser Wancler- 
vorgang enclet spätestens, wenn lceiile Epidermiszellen mehr clem Schwanze auf- 
liegen. Dies ist nacli etwa 3 6 4 8  Stcl der Fall. Die Zellen nehmen dann wiedcr 
ihre iirspriingliche Form an uncl sincl an allen Seiten deutlich gegcneinancler ab- 
gegrenzt (Abb. 2d). Die Ursache fiir die Einstellung der Bewegung konnte nicht 
ermittelt werden. Die Dcclixellen scheinen sich an cler Bewegung nicht zu beteili- 
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gen, die Zellgrenzen bleiben unveränclert. Die Declrzellen werden also von den 
Basalzellen gleichsam mitgetragen. Hilufig fehlen in den distalen Gebieten der 
Zellrasen die Declmellen. Die IZulturen sincl an diesen Stcllen einschichtig. 

Für Ausselieil iincl Verhalten der Zellcn in der Gewcbelrult~~r ist es gleichgcltig, 
ob der explantierte Schwanz von einein Tier des Stacliums 48 oder 51 (NIEUW- 
aoop iincl FABEE, 1958) stammt. Bei den j iingereil Stadien sind noch einige Dotter- 
schollen in den Epiclermiszelleri zii finden (Abb. 2b) ; iii den älteren treten oft in 
größerer Zahl Graiiula auf, die nach Aussehen und färberisclien Eigenschaften 
Cytosomen (WZISS~NBELS, 1962) sincl. Die Größe cler gebiicletcn Zellrasen ist sehr 
unterschiedlich, jedocli nicht vom Alter dcr Explantate abh&i-igig. 

liinerhalb von 30-60 min ailclert sich das Verlialtcii clcr Zcllen riiclit, wen11 
clas serumhaltige IC~dturineclium durch Ringerlösung erseht wird. Bei längerer 
Einwirlrung reiner Salzlös~ing zeigt clas Plasma, der Zelleri starke Valruolisierung. 
Diese Schacligung ist in Serunllösung reversibel. Oft erscheinen clie Zellen nach 
1 Std noch völlig normal, nncl Schäciigungei~ sind erst riach 2 Std siclitbar. Die 
Cytosomen werclen bei Seruiiimangel abgebaut. 

I I .  Dissoziation der Zeilraser~ 
Bei der Auilösung der Zellrasen in Einzelzellen (Dissoziation) ist  cine mbgliclist 

sclionencle Behandlung der Zellcn notweilclig, wenn aus ihrem Verlinlten noch 
sinnvolle Schliisse gezogen werde11 sollen. Dics scheint durcli Verwendung cles 
Clielatbilclncrs Versen (EDTA) gewahrleistet. Dieser Stoff biilclet zweiwertige 
ICatiorien, offenbar ohne die Zellen ernsthaft zu sclitidigen. Wird recl-itzeitig wie- 
cler Calcium in ausreichender Menge zugegeben, so erholen sicli dic Zcllen schncll. 
Da ciie Dissoziatiori auf clcni Declcglas unter dem Milrroslrop clurchgefiihrt 
wird, ist ciieser Vorgang Icinematographiscli zu verfolgeil und clie Wirlrung der 
zur Rcaggregatioii zugegebenen Lösiing ist sofort zu erfassen. Die meisten Zellen 
bleiben sclbst im Stadium des „Bl~ibberns" an der Unterseite des Deckglases 
hängen, so claß kein ~~mgelrehrtes Milrroslrop beiiutzt werden mnß. Allcrdiiigs 
werden beiin Wechseln der Versuchslösung etliche Zellen abgespült. 

Für die Dnrchfiilii~ing der Reaggregationsversuclie erwies sich als giinstig, 
clie Zellen zwar zu vereinzeln, aber clie Dissozjation abzubreclieii, bevor eiii Groß- 
teil der Zellen das ,,Ul~ilsberstaclium" erreicht lzat (ans abgekugelten Zellen 
b~echen optiscli cliclitc „TAopoboclienL' hervor iincl verschwinden wieder, wälirend 
gleiclizeitig an anderen Stcllen iieue Protrusionen entsteheil). „Blubberri" sie 
bereits, so sind sie uriter einigen Bedingungen nicht zur Ausbreit~nig fällig, be- 
halten aber ihre Saume, wenn sie sie noch nicht cingezogeii hatteii. 

1. EDTA in Ringerlösung 
Die Gcscliwiiicliglreit cler Vereinzelnng der Zellen ejiies Zellraseiis ist selir 

von der Vorbehandlung abhängig. Wircl die ser~imhaltige I<ulturlosung bei der 
Ubertragnng des Deckglases auf dcn Versuclisobjelrtträger durcli Riiigerlosung 
ersetzt, so mi113 clie Ein~virlrungszeit des EDTA bis zur ansreicheilden Dissoziation 
wesentlich erhobt werclen. Wercleii die I<lilturcn vor cler Dissoziation etwa 10 min 
mit Ringerlösung vorbehaiidelt, so ist selbst mit 0,1 %igem EDTA lreine Auflösung 
des Zellrasens mehr möglich. Wircl dagegen clie Serumlösiing sofort durch 0,05 % ige 
Ca-freie EDTA-Ringerlösung ersetzt, so beginnt die Vereinzeluing cler Zellcn oft 



Abb. 3%-h. 3forpliologisohc Vcrün(1crungen der Zcllon 
iiberstcllung der bcidcri Zelltypon. a Süuiiie dcr Zellen ra 
niitciuandcr versclimolaon. c H~'alopli~smssäiirne der z 

bci clor Vereinzelung niit 0,06X XUTA. n iind c; Gegen- 
idiär gefaltet. Boi der Zcllc rechts untcn sind einige Balten 
ellen sind glatt iirici lappig. b-(1 und f-11 Bildfolge aus 
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bereits nach 30 sec am Rande des Zellrasens. J e  nach dem Voranschreiten dieses 
Vorganges wird die Behandliing nach 3-5 min beendet, oder weliii die Dissozia- 
tion durch vorhergegangene Einwirkung von Salzlösung verlangsamt ist, nach 
8-12 min. Eine solclze kurze Vorbehandlung ist fur die weitere Vcrsuchsdurcli- 
ftihrung ohne feststellbare Folgen. 

Zwei Typen der Dissoziation, die neberieinailclcr und gleichzeitig ZLI beobachten 
sincl, lassen sich unterscheiden: bei clcr ersten wandern clie Zellen vom Hancle 
weg, clic Trennung erfolgt also nur vom freien Rand cles Zellrasens ans. Die Fähig- 
keit zur Ortsbewcgung gellt mit fortschreitender EDTA-Wirlrung verloreil. Beim 
zweiten Typ trennen sich die Zellen an allen Stellen der ICultrir mehr oder weniger 
gleichzeitig voneinamcler, ohne daß dabei eine Ortsveräiiclerung eintritt. Meist 
sind beidc Mögliclikeiten am gleichen Präparat zu beobachten. Die zweite Form 
tritt meist nur ctwas später auf. Bei clieser Art der Vereinzclurig ziehein. sich die 
Zellen zusaminen uncl die Verbindungen der Zellen untereinander reißeil unter oft 
clentliclien Spannungen ab (Abb. 2e). Die Zellen bleiben daher bisweilen durch 
P1,zsniafäcleii miteinancler iri Verbindung (Abb. 3 C, f, g). Als morphologische Ver- 
änderung trit t  bei der Trennung der Zellen eine Sonderung iil hyaliiies uncl grariu- 
läres Plasma auf, d. h. clie graimlären Bestandteile der Zelle werden uin den I h n  
hernrn angesammelt. Diescri Plasmabczirlr umgibt ein melir ocler weniger runder 
Ilyaloplasrnasaum, der mcist von radiiir aiigeorclncten ,,Welleni' clurchzogen ist, 
in cleiieii das Plasma ständig zentripetal zu strömcn sclicirit, wie im Zeitraffer- 
Laufbild zu sehen ist (Abb. 2f, 3a, C) .  Die tangentiale Verlagerung der Wcllen 
ist sehr geringfiigig. Sei längerer Xin~virlr~rng des EDTA ziekieri sich die Zellen 
immer weiter zilsaminen. Wahrend zu Beginn des Vorganges cler Zelllrerii noch 
siolitbar war (Abb. 3b) ,  wird er jetzt durch immer stärlcer zusainmengeballtes 
Granuloplasma verdeckt (Abb. 3b, C, d, e). Einige dcr Wellen verschmelzeii mit- 
einander (Abb. 3a, 2f) ;  clariri. zielit sich clie Zelle plötzlicli schneller zusaminen, 
uncl das Plasma briclit in Forin breiter, optiscli dioliter Pseudopoclien liervor 
(Abb. 3 11, 4 C,  1 G h). Diese „ Lobopoclien" wandern häufig lrreisförmig ocler lialb- 
lrreisförinig um die Zelle herum ( H o ~ ~ v l t r r ~ a ,  1946: Cyclosis). Dieses „ICreisel- 
blubbern" kann direkt, oline Zeitrafiung, beobachtet sverclen. Zellen in cfiesein 
Staclinm haften ain Glas, verklumperi aber miteinander, wenn sie durcli die 
Stromuiig des Meciiilins aneiilanclergetriebcii werclen. 

111 ein uni1 demselben Prjlparat gibt es neben Zellen mit runden, raclial ge- 
wellten Säumen auch solche, die nacli kurzer EDTA-Einwirlrung flach ausge- 
breitet sind (Abb. 3b, lGa), cleroii Säume nacli längerem Einfluß von EDTA 
sich starlr bewegen uncl umschlagen oder auch übcr illre gesamte Breite un- 
regelmäl3ige Faltnngen zeigen (Abb. 3e). Bei cbesen Zellen tritt biswcilcn auch 
Pinocytose auf. Es könnte sicli bei cliesen beiden Zellformeri um Unterscliicde 
zwischen Declr- und Basalzellen liaiideln ; Übergänge sind möglich (Abb. 3b, C, d). 
Iin „Blubbersta&um" sincl lreine Unterschiede mehr feststellbar. 

Lösen sich Zellen vom Raride der I<ultur los, so lianclclt cs sich in den meisten 
Fällen nin solclie der Basalschicl~t. Den Declrzellen wird daclurch ihr Substrat 
entzogen, was sie zur lioiitraktion veranlaßt. Diese Zellsclicht löst sich hierbei 

cine~rl ~Liltrozeitrt~ffcrfilni. b 10 iilin 40 sec, C 12 niin 20 sec, d 14 inin, f 14 niin 40 sec, g 16 rnill 20 sec, 11 18 inin 
40 sec nach Zugabc von EDTA in Ca-frcicr Ringerlösung. Abb. C u ~ i d  CI zeige11 Iciolit radiär gctaltote Hyalolilnsma- 

ssiiine, dic dann lappig werden (f und g). Maflstab 38 in b für b-d und f-11, in a fiir a iirid e 



immer mehr von der darunterliegenden, ohne daß clabei cler Zusammenhalt der 
Declrzellen uritereinender gelöst wird. Nur an Stellen besonders starker Spannung 
reil3en die Zelien an ilirerl Grcnzcn auseiriander. Die losgelösten Zellen bleiben i r i  
IClumpen aneinaiidcr hüngen (Abb. 2e, 9h). Diese „Einrollurig" des Zellrasetis 
erfaßt nicht niir die Dcclrzellen, sondern auch etliche Basalzelleii. 

Wird das EDTA isotonischer Saccharose-Tdsung zugesetzt, hat diese lrcineii 
Einfluß auf das Dissoziationsverhalten der Zcllen. Lediglich die Sänme der ZelIeii 
ersclieineil lilarer, mit schärfer ailsgeprägten Radiärwellen; clie ,,blubberncleil" 
Zellen bleibcn, wenn sie dnrcli Strömung auseinanclergespült werden, stärlrer 
aneinander haften und bilden clanri größere Iilumpen. 

2. Dissoziation init Trypsin 

Durch Ca-freie Ringerlösung, die 2% Trypsin (Merclr) entliält, lassc~i sicli clic 
Zellrasen niclit in Einzelzellen auflösen. Auch bei Zusatz der iiblichen Menge EDTA 

Abb. 4a-d. Vcrscliieilene I-oriiieti des ,,Uliilibcriis" bei ICniilc~unppeiicpidermiszalleii. a Iti Trypsin, 1> I n  EUYA- 
Ititigerlüsiing. C 111 IJC:BID. d I n  Ringerlüsiiiig, iii der dns Cnlciiiin clitrcli filagnesiiim crsetzt a l i r d e  

(0,05% ) löst sich nur cler Zellraseri als Ganzes vom Declcglas (Abb. 2 C). Die  Ab- 
lösiing der Zcllschicht vom Deckglas entspricht genau dem aucli bei Dissoziation 
in EDTA beobachteten ,,Einrollen", nur werden bei Gegenwart von Trypsin 
alle Zellen von cliesem Vorgang erfaßt. Es bleiben clabei oft Plasmafetzen a m  Deck- 
glas liängen, die noch einige Minuten unter Zeitraffnng sichtbare Bcwegiingen 
ausfiihren. Vor cler Behancll-~ing bereits aus clem Verband gelöste Zellen „blubbern" 
unter Trypsiiieinwirkung mit zahlreichen lrleiiien, oft fiiigerförmigen Protrusioi~en 
(Abb. 4 a, 13 g). Die Zellen nehmen hierbei niclit iminer ICugclgestalt an, sonclern 
bleiben oft l&nglich zincl clcr ganze Zell-Leib windet und kriimmt sich. Tn cliesein 
Stadiixrn neigen ciie Zellen stark zu Verlcluinpiing . 

I I I .  Reaggregation der Zellen 
Wie in der Einleitung bcreits dargelegt wurde, spielen Zellbewegnngen für  clic 

Bildung von Zellverbanclcn eine wichtige Rolle. Bei den hier beschriebenen Reag- 
gregationsversiiclien wcrcleri verschieclene Fal<toreil (wie z.B. clas pl-I der Lösniig, 
ihre Toneiistirlre ocler der Eiiergiehaushalt cler Zellen) verändert, cleren Eiiifluß 
auf clje Reaggregationsfahiglreit ocler die Bewegungsweise von Zellen belcaimt ist. 
Mit Eilfe cles ~oze i t ra f fe r f i l rnes  lassen sich aus dem Bcwegnrigsverlialtcn cler 
Zellen Schliisse über die mögliche Wirkungsweise cler einzelne11 Fal~toren ziehen. 
Elektrophysiologische Methoden, clie bei cler ICliirung der Frage nach der Steile- 
rung von Zellbewegungeii sinnvoll iiiitwirlren könnten, sincl wegen der geringen 
Größe cles Objektes iiicllt anwenclbar. 
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1. Reaggregation in Ringerlösung 

a)  Ausbreiten d e ~  Zeilen. In  EDTA sincl clie runden Säume cler Zellen, wie 
bercits bescl.iriebeii, meist cleutlich radiär gcfaltet (Abls. 2f, 3 a ) ;  anclere Zclleii 
habcn ihre Säume eingezogen und ,,bl.~ibbcrri" (Abb. 3h, 4b). Durch Zugabe von 
Ringerlösung (0,02% CaCl,) ändert sich in kurzer Zeit clas Bild. vollstäiiclig. 
111 etwa 20-90 sec werdcn die Säume glatt oder blciben nur noch leicht gewellt 
(Abb. 10a-d), was jedoch iziclit mit der scharfen racliären Faltung in EDTA 
verglichen werde11 kann. Sie nelimen nii Flächenausdehnung bedeutend zu, uiicl 
viele der zunächst die ganze Zelle umgebenden Säuinc werden auf einer Seite 

3, b 
Abb. 53, U. b. Ausbreilcii tlcr Xaulqiil~~i~icn-Epidcrniiseollcn in Iliiigrrlosuiig iitccli EDTA-Dissaaintion. b Iii 

dem diircli die Pfeile gclcciiiizciclii~cton Zoitabscliilitt trcteii Ul>erlnp~iiiig cler IIynloplasiii:i8Biiiiic dcr Zclloii 
A niid I1 uiif 

eingezogen, was zur Bilclung der „W,znderzellen" f iihrt. (z. B. Abb. 10cl). Das 
„Blubbern" gellt koiitii~uierlich in das Ausbreiten des Saulnes iiber. Die Fläclien- 
ausbreitung erfolgt gleiclimäßig (Abb. 5a),  niclit stufeiiweise, wie P. W ~ r s s  
(1958) fiir Fibroblasteil angibt. Die ICurven der Pl&clienzunal~mc stcigcn zuriächst 
fast linear und werden claaii iinmer flaclier. Es wircl nicht nur ein eiiiliichst fast 
runcler Xauiri gebilclet, soilclerii ancli dns Granuloplasina ist aiclit mehr so cticht 
geballt. Der Zellkern wircl wieder sichtbar (vgl. Abb. 10a niit cl). Gleichzeitig 
flachen sich clie Zellen ab, wie clies sehr eiiiclruclcsvoll ffir iiiei~scliliclic Conjilrllr- 
tiva-Zellen von 8. C. TAYLOX (1961) gezeigt wurcle. 

Ge~vohillicli liegeil clie clissoziierten Zcllen so ilalie beieinander, claß sie sich 
beim A~isbreiten berühren. Dies fii1ii.t zu cincr Koritiaktion cles Saiimes, ~voclurch 
cler l~ontiii~erliclie Vcrlituf clcr Pläclienzuiiahine gestört wircl (Abl?. 51s). Dicse 
ICoi~tslrtretral~tion lrommt nicht sofort ziir Auswirlriing, sondern es trcteii oft 
vorher Oberlappungen cler Säuine auf. 

W&lireiicl des clurch clie beiclen Pfeile (Abb. Ci b) bezcichiieteii Zeitabsclinitteü 
überlappen sich die Zellen. Der linke Pfcil bezeicliiiet das Auftreten eiiier starlren 
Oberschneicl~~n~ cler bciclen Säuine; sie wird durch Eiiizielieii cles S a ~ ~ m e s  cler 
Zelle B a n  dieser Stelle aufgehoben. Zelle A reagiert scliwäclier; sie verlangsamt 

D 8. Zcllforscli., B(1. 70 



zurlachst nur das Ausbreiten ilires Saumes, das dann zum Stillstancl kommt. 
Inzwischen liabeii sich &e beidcn Zelleii voneinaiidcr getrennt, sie breiten sich 
wieder aus, beruIiren sich clsher erneut, was zu nochmaligem Einziehen der Saume 
an dcr Rerühriingsstelle ffihrt (rechter Pfeil). Die Zelle B wandert jctzt fort; die 
Zellcii können sich weiterhin ungestört ausbreiten. 

Dieser clei~tliohe Einfluß der Berxihrung zweier Zellcii auf die gesamte Pllichen- 
ausbreitung setzt eine breitc JCoiitaktzone voraus. Ist diese lrlein, so sincl dic 

Realitioiicn cntslsrechencl geringer (Abb. 6). Bei 
sclinell waiicleriideii Zellen ist die Kontalctretraktioii 
besonders stark, jeclocli niir bei einer cler berühreii- 
den Zellen, so claß iin Zeitrafferfilm der Einclruclr 
entsteht, als „rolltenu clie Zelleii aneinander ab. 

Die frisch ausgebreiteten Zellen zeigeii entweder 
ri-inde oder halbelliptische, einseitige Säume (Wander- 
form) oder jc eincii San111 an clen beidei~ Enden, 
clie sicli nur von der Stelle bewegen liölinen, wenii 
eiiier cler beiden Sailiue clentiich größer ist als der 
anclere. 

Verklz~nlpte Zelleii erholen sich in Wiigerlösung 
niclit melir. Bisweilen sincl auch einzelne „Blubbci- 
zellen" iiocli nach 20 iiiin zu fincleii, obwolil clie meistcii 
anderen Zellen bereits Aggregate gebildet halsen. 
Manclie Zellen, die bereits Säumc ansgebreitet habcii, 
ziehen ciiese ohne zunaclist erkennbare Ursache wie- 
cler ein uncl beginnen zu „blubbern". A. C. T A Y L O ~ ~  
(1961) fuhrt cin derartiges Verhalteri auf Degeneration 
irifolge Serummangels znriiclr. 

Bub. 6. ße:ibtloii zwcicrZclieii bei 
gogenscitigcr ~c~uhi .u i ig .  Darstoi- b )  Reaggregution der Zellen. Bci Zelle11 mit riln- 

f ~ ~ ~ g e . $ ~ t e I C ~ ~ ~ $ , " " ~ I  of:z dem Plasmasaiim, ckie zu lreiiier Fortbewegung fällig 
liegt wxnii twischen clen beideii unc1 optimal ausgebreitet shcl, verhindert clie Koii- 
Zellcii bci der crsten Ueiuhrung. 
Bol 40 sec tlic iLbcr talctretraktioli clic Bilclung eiiier daneriicleii Rcriih- 
cilien gloßolcll Abschnitt in ri~iigszoiie. Liegen zwei Zelleii näher znsammein odei. 
engen1 Kontakt. Die mnngorooh- 
ten lind die sen~rrec~iteii Rilfs- bewegeil sie sich aufeinander zu - dic Bewegiingsriclz- 
linicn stei'cii das Beziigsqgstcm tuiig ist stets zufällig ( l i u ~ i ; ,  1937), wie die Lauf bild - 
für die Vrrli~geimigcn der Zell- 

gsenzcn ciar iintersacliung von Milrrozcitrafferfilmeri zeigt, liegt hier 
keine Chemotaxis oder clgl. vor - kann beispielsweise 

der Saum einer Zelle an cler Beriihruiigsstclle weit eiiigezogeii werden, so d a 8  
eine tiefe lronlrave Einbuchtaiig entstclit, in clie sich clas „Pscuclopodium" der  
gegeniibcrliegeiicleri Zelle liiiieizischicbt. Auch lcönnen clie beiclen Sä~ime wechsel- 
weise iii  sehr ldeinen Flächenbereichen an cler Berülii.nngsfroiit vorgestreclrt 
u ~ c l  wiccler zuriiclrgezogen werden (Abb. 6). Abb. 6 zeigt clie Grenzen zweicr 
Zelleii im Beriihriingsbereich. An clen Figuren 14 sec-18 sec ist deutlich zu 
sehen, wie clas Aufeiiiaiiclertreffen cler beicleii Säume aii cleii IZontalrtstellcn zu- 
nächst zu einer lokalcn IContraktioii fiihrt. Die drei unteren Diagramme veiarl- 
scliauliohen die schnelle Erweiteriing der I<oh&sionszone, iii der die welleil- 
förmige Randbewegung der Saume zum Stillstand lrommt. Diese Iiontaktzoiie 
ist im Phasenlrontrast als scharfe Zellgrenze sichtbar (Abb. 7a, b, e, f ) .  I n  clicseln 
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Bereich ist die Kontakthemtnung voll wirksam. Im Zeitrafferfilm sind bei einer 
Raffung auf I/„ keine Bewegungen der Zellgrenzen und Ircirie uberlappung mehr 
zu sehen. Die vorher deutliche Trcnnnng in hyalinen Plasmasaum urid Granulo- 
plasma wird aufgehoben. Da die Säume entlang der Beriihriingsfront oft einge- 
zogen werden, lraniz die Grenzlinie im Phasenlrontrastbild durch ,,Halou ver- 
declct sein (Abb. 9d) .  

Dieser Zustand so11 als ,,Stabilisierte?. Kontalct" bezeichnet werden. Entspre- 
chend wird clcr Begriff „stabilisiertes Aggregat" gebraucht. Solche stabilisierte 
Aggregate sind in Ca-lialtiger Ringerlösung frühestens 10 min nach deren Zugabe 
zu beobacliten. 

Die einzeliien Bczirlre einer Zelle verhalten sich hinsichtlich der Stabilisierung 
dcr Kontalrte völlig unabhängig voneinailcier. Eine Zelle kann also an einer Stelle 
bereits eine deutliche Grenzlinie zur Naclibarzelle ausgebildet haben und an einer 
anderen Stcllc den Sauin iiberlappen (Abb. 7a, e). 

C) Einflzcß des pH-Wertes aul die Reaggregation. Die Versuche wurden gewöhn- 
lich bei pII 7,8, clem pFI der Iiillturlösung durchgefiilirt. Da nach einigen Autoren 
(BANGIIAM und PETIIICA, 1960; CURTIS, 1957, 1962 ~1 .a . ;  ICuc~~r,nn n. Mitarb., 
1960 ; STBIN~BRC, 1958) clie Ladung cler Zellniembran für deren Aclhäsivität von 
ausscli1,zggebencler Bedeuturig ist, erschien es sinnvoll, das Verhalteil der Zellen 
aucli bei niedrigem PI-I zu untersucllen. Da clie fiir cliesen pH-Bereich in Frage 
lroinmenclen l'nfferlösiingen alle eirien Einfliiß auf das Vorhalten der Zellen aus- 
üben, mußteii ungepufferte Lösuilgen verwcnclet werden. Den hier zitierten Wer- 
teri liegen Mcssurlgen zugrunde, die nach der D~~rchfiilirung des Versuches vor- 
gcnonzmen wurclen, da Riiclrstandc auf pH 7,8 gepufferter EDTA-Lösung stets 
das pI-I der Versuchslös~ing um etwa 0,7 heraufsetzcn. Der Einheitlichlreit der 
Versuclisbecliiiguiigen wegen .wurde aucli dieser Ririgerlösiiiig Tris zugesetzt, das 
in  niederen pEI-Bereichen keinerlei Pufferwirlrililgen mehr aufweist. Zur Einstel- 
lung clcs pH diente l N HC1. 

Nooli bei pII 4,3-4,7 tritt normale Reaggregation ein. Aucli hier sind bereits 
nach 15 min stabilisierte Kontakte zii beobachten. Zellen im „Blubberstadium" 
bilden Sä~ime nus, radiär gefaltete Säume werden glatt oder schwach gewellt. 

Bei pI1 3,4 hört nach lrurzer Zeit das vorbcr lcbliafte „Blubbern" auf. Diese 
Zellcn sind dann abgekugelt und lagern sich häufig zu Klumpen zusammen. Die 
Säume der Zellen werden sehr lrontrastarm, glatt und erscheinen im Zeitraffer- 
Film als ob sic völlig flach an das Dcolcglas gedrückt wären (Abb. 7g). Bei einer 
Raffuiig auf 11% zeigen sie nur am Rande eine sehr sclzwache Plasmabewegung; 
es tritt jedoch keine Ortsveränderung ein. Unter cliesen Bccliiigungen findet keine 
Reaggregation mehr statt, clie Adliäsivität an Glas ist dagegen nicht aufgehoben, 
vielmehr entsteht bei der Betrachtnng dos Zeitraffer-Filmes der Eindr~zck, als sei 
sie verstärlrt. 11-1 eincm Versuch wurde nach 15 min langer Einwirlrung von 
Riilgerlösung p13 3,5, das pI-I auf 7,8 erhöht. 7 min später hatten ca. 90% der 
Zellen leicht gewellte, kontrastreiche Säume. Es wurden jedoch nur wenige 
Aggregate gebildet. 

2. Eidlnß  zweiwertiger Kationen auf die Reaggregation der Zellen 

n)  Calcium. Das Vorhandensein zweiwertiger Ionen, besonders des Calciums, 
gilt als wesentliche Voraussetzung für die Bildung eines Zellverbandes (COMAN, 



Abu. ;:L-1). Tcilbilder in18 IIilirozeitmffcrfiI~ncn~ n Rei~ggrcgt~t 15 iiiin iu Ca-linltiger Itingerlös~iiig. Uic Zrllgi.rii- 
ZPII sind ~ n l r  nil ivciiigcii Stolle11 stnbilisicrt: Sclieiiit~ C. Die gestriclicltell Linien l)rzeicline~i uberlaliriungcn iiri<l 
~iocli nicht stnbilisierto Grenzbwirlic. b Andcrrs ncnggregnt 37 ~ n i n  lange Eiriwirkiing von Ca-Birigerlöstirig. Zell- 
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1954 ; CURTIS, 1957, 1960 ; PETIIIOA, 1 961 ; STELNBEIZC, 1958). Bei den meisten dcr 
hier beschriebenen Versiiclie enthielt die Salzlösung lrcine Magnesium-Ioncn. Fiir 
die Reaggregation der Epidermiszellen genügt also im Außenmeclium clie An- 
wesenheit von Calcium. Es stand deii Zellen als Cliloricl in der Iioiizentration von 
0,02% (0,0018 M) zur Verfiigiing. Diese I<oiizentration entspricht etwa cinem 
Zelintel cler Ca-I<onzeiitratioii im Froschblut. Das AggregationsverhaEten unter 
dieser Bedingung wurde im vorhergehenden Kapitcl ai~sführlicli besprochen. 

Bei noch geringerer CaC1,-Iconzentration (0,0009 M) lagern sich zwar noch viele 
Zellen zusammcn, cloch werden die Säuinc niclit mehr völlig eingezogen und die 
IContalrte nicht mclir stabilisiert. Da die meisten Zelleri unter dieser 13ediizguiig 
nur aii einer Seite einen liyalineii Saum aufweisen, hhneln clie neu gebildeten Zcll- 
verbände in Ausselien und Verlialtcii einem auswachsenden Zellrascn. 

b )  Magnesi%b??&. Nach CURTIS (1962), DAN (1 947) und STEINBERC (1958) ist 
Calciiiin bis z ~ i  cinem gewissen Grad clnrcli andcre zweiwertige Ioiieii ersetzbar. 
IVcgen der liohen Toxicitiit der nieistcn iii Frage boinineiiden Ionen wurde hier 
nur Magnesium auf seine TVirlcuilg hin untersucht. Es wurde in Ca-freier Ringer- 
lösung als Chloricl 0,0018 M zugesetzt. Ziinaclist entspricht clie Wirln~ng der des 
Calciuins. Die im EDTA strahlig gewellten Säume werden incist wieder glatt,, die 
, ,blnbberndcnC' Zellen breiten wieder Stiurne aus und nach etwa 12 min haben sich 
größere Zellverbäiicle gebildet. niesc Zellverbäiide zeigen jedoch lieine stabili- 
sierten Grenzen; clie starke Plasmabcwegung ain Zellrand bleibt erhalten (vgl. 
Abb. 8d, 11 u. Abb. 7b). Dicse Bewegung äußert sich niclit so sehr in einer Ver- 
Anderung der Umrißlinie, sonclerii in einer Plasmabewcgung in der Randzoiie, 
dic nur beim Betrachten des Mil~rozeitraffer-Laufbildes und niclit durch Verglei- 
chen von Teilbilclerii zu erfassen ist. Ubcrhaupt scheint clie Plasmabewegung - 
niclit clie Ortsbewcgung - lebhafter als in Ca-haltiger Salelösuiig. Die Grariiilen 
des zeiitralen Plasmabezlrlies sind miteinanclei verklumpt. Wird nur das EDTA 
nacli der Dissoziation der Zellen entfernt uiicl durch Ca-freie Ringerlösung ersetzt, 
so werden clie Xäiiine sofort glatt und vollig liomogen, meist sincl sie auf cinc 
Zellseite beschränkt (Abb. 7c). 

Das Glätten cler Säume nach EDTA in Mg-Ringer ist nur von lcixrzer Dauer, 
balcl werclen sie breit gewellt, und in der äußersten Randzoiie ,,wedelta der 
Plasmasauin in clie Salzlös~ing hinein. Bei vielen Zellen treten, wenn bereits ein 
deiitliclier Saiiin ausgebreitet wurde, wiecler Protrusioiien hervor, so daß Zellen 
entstehen, clie ,,blnbbcrii", obwohl sie einen typisclicn Saum besitzen (Abb. 711, 
4d). Die Protrusionen gelicn oft auch clurch Vercliclituiigeri von Wellen aus dem 
Sauin hervor. Die Plasinavislcosit&t ist offenbar gegeniiber der iii Ca-lriz~ltiger 
Lösniig starlr crnieclrigt. Die Iioiitalrtretralctioii ist sehr deutlicli, clie Zellen 
überlappen sicli lioclistcns iii cler Breite cler äußersten cluiilrlereii, starlc bewegten 
Plasmazone. Bei der Aggrcgation wircl rlie Sauinbreite verringert, doch wcrden 
cfie Säuine niclit ganz eiiigczogcn. Die Ra?zdbezuegu?~g wircl niclit gehemmt. Dic 
Aggregatc Lhnelii auswaiiderndeii Zellrasen (vgl. Abb. 8 d,  h u. Abb. 7 b). 

grenecn grül3tciitclls stt~bilisiert: Sclieiiia f .  Uiidciitlichc Zcllgrcnzcn init ? gcltciiiieciclinct. c Mit EDSA disso- 
ziierte Zellcn in Ca-frcicr ltingcrlösiirig oli~ie EDTA. d Uioselboii Zellen seit 6 iiiiii iii Ca-lialtigei Ringerlösung. 
g ICDSA-<lissorierto Zollcii seit B rnin in Cn-hk~ltigcr Riiigi:rI«siing 117-1 3,6. 11 EnT.4-dlssoi.iicrto Zellcn seil 30 iniii 
iii Xingcrlüsiing, dic s ta t t  Calciuiii Blagiiosiiiiri oritliält. Eine Zellc (X) zeigt Bleiiic Protubcrnuzcn am IIyalaplns- 

irinsauiri. Rlallstnb 53 IL 



Ahb. Sa-11. Einzelbiidor aus 3~l;rozeitraffcrfil1non. n-C, c-g Glattwerden der Hyaloplnsmas&urno i n  EDTA- 
KCI-Lösung dissoziisrter Zcllcn und deren Ileaggregntion bei Gegenwart von O,OB% CnCI,. a 15 sec, Li 45 scc, 
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3. Eirif1~:'luß einwertiger ICationeii auf clic Reaggregation der Zellen 

Im Gegensatz zur ßedeiitung zweiwertiger ICationeii fiir die Bilduiig von 
Zellaggrcgatcn, ist über clic cler einwertige11 noch wcnig gearbeitet wordeii (CUR- 
TIS, 1962). 

Die Natrium- uncl ICalium-freien Lösungen enthielten 0,02% CaCl,. Dic Iso- 
toriic wnrcle, soweit notwendig, mit D-Saccharose eingestellt. Zur Puffer~ing wurde 
wie üblicli Tris/IICl-P~iffer beiiutzt. Bereits clie Dissoziation wurde mit Na-IC- 
freien Lösnngen durcligefiilirt. 

I n  0,02 %iger CaC1,-Saccharoselösnng tritt lieine Reaggregatioii ein, es wercleii 
auch Beine Säumc aiisgebreihet, sonclern die Bewegung tler Zellen hört nach lciirzer 
Zeit (etwa 5 iriiii) auf. Die Salzlösungeii fiir die folgendeil Rcaggregationsversuclic 
enthalten Calcium alle iii dieser IConzentration. 

111 isotonisclier w'e iri verdiinnter ICC1-Lösung weisen clie Zelleii ein selir 
charakteristisches Ausselicn auf. Die Zellsäumc und das Grunclplasina sincl liyalin, 
klar, uncl clie Graiiiila des zentralen Plasmabezirkes sincl miteinander verMunlpt 
(Abb. 8 e-f). Dies eiitspriclit clen Peststelluiigen von BLASIUS (1962) an Blutzellen 
voll Anoclontn cygnea. I n  isotonischer I(C1-Lösung mit 0,05% EDTA sincl ciie 
Säuine racliär, sclimal gewellt oder am Raiicle lappig (Abb. 8a). Diese Wellen glät- 
ten sich iiacli Zugabe von Ca-lialtiger isotonischer TCaliumlösiing Inncrlialb einer 
NIiiiute (Abb. Ba-C). Die Sä~iine breiten sich ans, uiicl es werclen Aggregate ge- 
bilclet (Abb. Se-f). Geringe Ortsbewegung ist iuöglich. 

0,33 molare ICC1-Lösuilg mit Ca++ crmöglicht clen Zellen immer noch clas 
Ansbrciten der Säumc und clie Znsaininerilagerung zu. einzelnen lcleinen Aggre- 
gaten, clocli rnüsseii clie Zellen clicht beieinaiicler liegen, da sie zu lreiner Fort- 
bewegung fähig sincl. Die Uewegiingsiirifähiglceit beruht hier nicht auf mangeln- 
der Aclhäsion an der Unterlege, sonclerii auf zu geringer Plasmabewegurig; cler 
Sauiii lianii nicht in Falten gclcgt werclen. Die Zellränder sind häufig ausgebuchtet. 
Dies scheint clie Grenzkonzentration zu sein, bci cler noch Reaggregatioii in ge- 
ringem Maße möglicli ist. I n  einer weiteren Versuchsreihe konnte bei clieser 
Salzl~oiizeiitration keine Znsammenlager~ing von Zellen mehr festgestellt werclen. 

Entsprechende Versuche mit Kalium-freier, isoto~~ischer und verclunilter 
NaC1-Lösring ergaben griiiiclsätzlicli die gleichen Ergebnisse: I n  Ca-haltiger 
isotoilischer NaC1-Lösung tritt im iiorinalen Zeitraum Reaggregatioii ein (Abls. 
9a-d). Die Säume sincl jedoch nicht so klar wie bei ICaliiim-Einflnß. Sie sincl 
glatt oder lcicht gcwellt mit lcleinen cluiilden „I?lecl~en", clie iliiien ein ,,schmntzi- 
ges" Aussehen verleihen. Sie zeigen am Rand unter Zeitraffung wedelncle Be- 
wegung, clie jedoch bei weitem iliclit so ausgeprägt ist wie beiTrypsiiibehaildlul~g. 
13ie Iiihomogenität cler Saume niinmt bei längerer Ein~virlcung cler ICochsalz- 
lösung zu (vgl. Abb. 9 a mit 9 f).  

Noch in 0,33 molarer NaC1-Lösung lcöniien „blubberncle" Zellen innerlialb 
von 10 rniii, :~lso etwas verlaiigsaint, Säume ausbreiten, clie sich nur wenig im 
Aussehen von cleiien in isotoiiischer ICoclisalzlösung unterscheiclen. Sie sincl 
am Rande stärlcer eingebuchtet (Abb. 9e-11). Es lagern sich etwa 50% aller 
cuizelnen Zellen zu kleiilen Aggregaten zusammen (Abb. 9h). Ortsveräncleruiig 

C 3 inin 45 scc, e 9 rnin, f 10 inin, g 20 rnin (andere SLelle aia U-C und C-f) nach Zugclbe von CaC1,-UC1-Ldsiing. 
d ~bcrsiclil  uber ein Iteaggrcgat in Ca-freier, Ilagncaium-1i:~ltIger Ringcrlüsung: Dic Zellen bleiben rncist spindel- 
fijrmig. g 22 ~ n i n  nacli Zugabe von 3Ig-Llisiirig. Es werden lteinc stabilisierten Rontalctß ausgebildet. IIaOstab 50 p 



Abu. On-d. Atisbrcitcn der Siiuiiic lind Renggrcyation 
bilder niis einem MikrozeitrnEferPiliii. U 2 miii 1 7  sec, !J 2 
NnCI-Lusuiig: Reagg.teg.ztion heondet. c-li Dissoziierte 

i in isotoiiisolier NaC1-Lösung (0,02% CaCI?). Vier ?'eil- 
I min 34 sec, c 13 min, cl 15 miii 18 sec ii;~cli Ziignbe der 
: Zellen iu verdiinntcr (3:7 mit isotonisclier Sacchnrosc- 
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ist nicht möglich. Zugabe von Ringerlösuiig führt zu einer Verbreitcrung der 
Säume. Die Zelleii können sich dann auch fortbewegen. nberlappungen werden 
nicht beobaclitet. Bei noch geringerer NaC1-IConzentration (O,11 M) werden noch 
Säume aiisgebilclet, doch trit t  keiiie Reaggregatiori mehr ein. 

Auch bei Fehlen von Na+ uncl I<+ in isotonischer CaC1,-Lösung tritt ordeiit- 
liche Reaggregation ein. Die Säume der Zelleii werden auch hier in der Berührungs- 
Zone eingezogen. I-Iänfig lrontrahiert sich eine Zelle ohne ersichtlichen Grund, 
was ineist zur Folge hat,  daß clic angrenzende Zelle sicli ebenfalls zusammenzieht. 
Solches Verlialten ist aber auch unter sehr verscliiedeneii ariclcren Bedingungen 
zu beobachten. 

4. Störung der Energieversorgung reaggregierencler Epiclermiszcllen 

Sowolil für clie Bewegurig als auch fiir clie Aiifrechterhaltung einer bestimmten 
Zellform ist Energie notwendig (LETTRB und SCIILXICIT, 1954). Es  liegt daher 
nahe, Folgen einer Unterbrecliiliig clicscr Energiczufuhr für clas Verhalten &s- 
soziicrter Epiclermiszellen zu untersiichen. 

U) IIemmung d e ~  ATP-ase. Die Spaltung von ATP läßt sicli z.B. durch 
2,5 X l O W 3  M p-Chlor-Mercuriuin-Benzoat (PCMB) reversibel hemmen : Fluorid 
wirlrt spezifisclier auf clie ATP-asc, interferiert jecloch auch mit Calcium. Wircl 
cler EIemnistoff dcn Icnlturen in dieser oder einer niedrigeren ICoiizeiitration znge- 
geben, so wird er ziinächst clie ASP-ase-Alctivität an der Zellmembran uncl in 
clem direkt darunterliegenden Plasmabezirlr hemmeil, clon Gebieten, clie in  erster 
Linie für das Verhalteii eiiler Zelle anderer1 Zelleil gegenüber verantwortlicli sein 
dürften. 

Wälirend der erstcn 5-10 min ist keinerlei \Virlcnng des PCMB festzustellen. 
Die Zellen breiten sehr schiicll wieclcr ihre SiLume aus (Abb. 10a-cl). Die vorher 
welligen Säume glätten sicli uncl die Zellgrenzen jn den Zusammenlageriingen 
werden an einigen Stellen bereits cleutlich. Spätestens jecloch iiacli 10 min nimmt 
die Bewegung der Zellräncler zu. Die vorher scharfen Grenzen werclen uncleutlich 
und die frisch gebilcleten Aggregate häufig wieder aufgelöst. Die Dissoziation 
geschielit entweclcr durch Abwa?zde~n der Zellen, oder durch teilweises A'inxiehen 
der Säume. Die vorher glatten oder leicht welligen Siiume zeigen oft Umschlag- 
bewegnngen am clistale~l Rancl iiiid starke Piriocytose (Abb. 11 e). Die Zellen haben 
häufig nicht einseitige I-Iydoplasma-Säume, soilclern je einen a n  den beideii 
Polen (Abb. 10e, f). Die Fortbewegung clieser Zellen ist  zunächst sehr lebliaft. 
Nacli längerer PCMB-Eiriwirlrnng nehmen clie Auffaltungeii der Säume so starlr 
zu, daß keine Ortsvcränclcr~ingen mehr möglich ist. 

Bei anderen Zellen treten am Rand der Säume diiiilcle Fleclcen auf, „Plasma- 
tropfen", clie unter Zeitraffung keiiie ejgcile Bewegniigsalrtivität erlrennen lassen 
(Abb. 11 b). An den Säiimen erkennt 1nai1 cinen inneren Bezirk, cler im Phasen- 
lcontrast clunlder erscheint, clesseil Plasma relativ gcringcr viskös ist und einen 
äußcren, liclleren mit vislcöserein Plasma (Abb. 11 b, C, g). Bei längercr Eiiiwirlcuag 
wird cler äußere Teil eingezogen uiid der innere Saumbereich zcigt starl~es „Blub- 
bern" (Abb. l l c ,  g). Dieses unterscheidet sich cleutlich von dem entsprechenclen 

lösung) NaCI-Lösring. c nnch 8 min in verdiiiiiiter NnC1-Lösuiig (0,02% CaC12). b G rnin sptttcr, andere Stelle. 
c Zelleii iilit slürlrer oingebiiclitoten, vom Declrgliis teilweise gclöstcn Siuinen. d Übersiclit: nur wenige Zellßn 

liabcn kleine Aggregate gebildet. Bei der Dissoziation vrrItlririil>teti znlilreiclie Zellen. Blaßstab 60 p 



Abb. 10u-h. EinfltiO von PCJIB 2,5 X l O - =  Y in ltingerlbsung (0,02% CaCI,) U-d Glättung der Säume lind 
Ausbreitcii in EDTA dissoziierter Zellcn. e 10 min, f 1 2  min 30 sec, g 17 iriiii rinch Zugabe von l'Ci\IB. Dic Kori- 
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Verlialten in EDTA (vgl. Abb. 4b, C). Das granulierte Plasma wird in diesen Fällen 
nicht abgekugelt, sondern clie Zellen bleiben läiiglich. Diese Phase kaiin bereits 
nach 10 miil langer Einwirlrung von I'CMB (2,5 X 1 0 - W )  crrciclit seiri. 

Tiefgreifende Veränderungcil zeigen die Zellen iili Vcrlialten gegerieiriander. 
Die I!ontnlctl~emnzung ist weitgchcnd aufyehoben, die Zellen wandern unter- uiid 
iibereinander (Abb. 10 e, f ; 11 e). Die Aufhebung cler Kontalrtliemmiing ist iiiclit 
nur  bei vorher dissoziierten Zelleil soiideriz auch ail den iiii EDTA nicht aufgc- 
löstcll Zellrasen zu beobachten (Abb. 12a, b). Nach eiiier Ein~virlruiigseeit von 
etwa 10 miii habcii die clem Declrglas aiiliaftenclen Zellen leicht gewellte, einseitige 
Säume ausgebildet uncl wandern vom Explantat weg, über dasDeckglas bzw. dic 
clarunterliegenden Declczelleii (Abb. 12a, b). Diese behalten ihre deutliclieii, 
glatten Zellgrenzeii auch unter dem Eiiiflaß von PCMB bei. Erst nacli A-~dlosung 
des Z~isamineiihangcs der Basalzellen reißcn die Verbinclungen zwischen den Deck- 
zellen auf und bilclen einen netzartigen Verband. Niclit in allen Versuchen ist clie 
Dissoziation cl~irch das PCMB so deutlicli wie in Abb. 12a U. b, oft sincl i i~w die 
Zellgrenzen d~ircli Bewegung des Raildplssina geloclrert. Die clcrart clissoziicrten 
Zellen verlieren cbenfalls weitgellend illre Adliiisionsfähiglceit ziim Glas lind 
„blubbernu daiiii, wie clie aildereiz, clurcli RDTA RLIS dein Verbaricl gelösten Zellen 
 inter clem Eiilfluß des PCMB. Das „Blubbern" hört liacli längerer PCMB- 
Einwirkung auf. 

b) Cystei?zein~ui~ICz~~zg. PCMB blocliiert spezifisch SH-Gruppen. Diese Ileili- 
mung kann clurcli Cysteiil aufgehoben werden. Die Versnche an ICaulq~lappeilepi- 
clermiszellen bestätigen clies. Die in PCMR starlc gefalteten S,iume mit Pinocytose- 
alrtivitiit merclen iiacli Zugabe von 2,5 X 1 0-3 M Cystein innerhalb von 1-2 rnin 
glatt, es tri t t  keine Piiiocytosc mehr ein; clie ~berlapp~mgcil werden riiclrgaiigig 
gemacht (Abb. l l f ) .  War die IConzer~tratioil des PCMB nur etwa 10-B M, so zielien 
sich die Säume cler Zellen iii 2,5 X 10-3 M Cysteisi iiach Ca. 5 iniii zusninmen 
iincl weiseii an ihren Räncleril zahlreiche klcine „Pseuclopodien" auf (Abb. 11 d, 
12c). Iii diesen1 Znstand verharren clie Zellen fiir etwa 2 min, dann breiten sich 
die Säumc wicder aus (Abb. 12d). 

Cystein (1,25 X 10-3 M, 1 X 10-6 M) hebt clie Wirlung cles PCMB inir noch 
teilweise uilcl lrurzfristig auf. Es werden beispielsweise clie Säunie noch glatt, je- 
cloch nacli knrzer Zeit beginneil diese Zellen zu „bliibbern" (Abb. 10 Si). 

I n  2,5 X 10-3 molarer Cysteinlösung ohne vorausgegangener PCMB-Beharid- 
liiiig bilden &C Zelleii Aggregate wie in gewöhnlicher Riiigerlösung, nur ,,blnlsbern- 
cle" Zelleri sirid riicht fiihig, Säumc auszubreiten. Nach etwa 20 iuin ,,erstarren" 
auch hier clie Zellen fiir lrurzo Zeit. 

c )  .i!CN- Wirlcung. ICCN liemmt clie Atmungslcette und stört so clie Versorgung 
der Zclle mit ASP. Ei11 Vergleich cler Wirkung des ICCN mit cler des PCRlB scheint 
tvegen ihrer Gemeinsainkcit in der Störung cles Energichaiishaltes der Zelle ange- 
bracht. ICCN ~ m r d e  ebenfalls 2 , 5 ~  lP3 M verwendet. I n  ICCN-lialtiger Rin- 
gerlösung breiten clie Zellen ihre Säume aus lind bilclen stabilisierte Aggrepte. 
Bereits 8 inin nach Hinzufugen cles ICCN ziehen jedoch einige Zelleii ihre Säume 
ein, wobei st;rahlenföririige Plasmastrange am Deckglas hängen bleiben. Diese 

talrthemmung ist wcitgelicncl nnfgehoben: die Säunic ~verdcn verlcleincrt. 11 30 sec nncli Zugalie PCbIU-freier 
2,6 X 10-' M Cybteinlosung. Es werden nur einige Säurne glntler: clie niedere Konzentration Iiat nur lruraen 

lind geringen Eiiifluß auf die Zellen. Links oben ,,bliibbcrn" zwei Rolleil. Naßstab 50 



Abb. 11~-11. EinfluD von PCNB (a-d: 10-D 11, c-f: 2,s X 10-8 31) aiif clissoziierte Zelleii. a Erste siclltb.zrc 
ScliBdigiing: der Sniiiiirnud ist In Itleitreii Pirltcn aiifgeworfeir. b, c &Ianclie Säiiiric lnsseii eine Irellere distale tiiid 
eitle dunklerc prosiiiiale Zonc erkennen. Untere Zelle Fig. c ohne Snutii. d Dieselben Zelleir wie b und C itnclr 

I 
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IContraktion geschieht sehr langsam 11nd ist als Vorgang nur unter Zeitraffilng 
(auf I/„) zu beobachten. Nacli dem Eiiizieheri cler Siiume zeige11 cliese Zellen auch 
unter Zeitraffnng keine Bewegung. Es könnte sich um eine bereits postmortale 
Veränderung handeln. Die Säume cler übrigen Zellen sind groß und glatt (Abb. 12 h). 

cl)  ATY- Wirkung. Um sicher zu sein, daß der Einfluß des PCMB nicht mit der 
Ansaminlung überschiissigcn ATP zu erklären sei, wurcleri Ii;ontrolIversucl~e mit 
10-2 M und 2,5 X 10-3 M ASP in Ringerlösung clurcligefiihrt. Unter cIiesen Bedin- 
gungen können die Zellen Säume ausbreiten und Aggregate bilden, doch sind 
sie l icht  zur Stabilisierung cler Zellgrenzeii fähig. Die Stabilisierung wird hier 
nicht durch besonders heftige Bewegungsal<tivität verlundert, sondern die Zell- 
grenzen überlappen sich, ohne bei einer Raffung auf I/„ wesentliche Bewegnngs- 
aktivität erkennen zu lassen. Die Zellen erscheinen aiich sehr lilar, init verlrlninpten 
Gra~lulen, iihnlich wie in isotonischer I<aliumchloricllösung (vgl. Abb. 12e, f mit 
Abb. 8f, g). 

10-2 M ATP führt zu kiirzfristigem Auftreten von Faltiiiigeii anf clen Säumen 
(Abb. 12g). Diese Falten sind auch unter Zeitraffung (auf 11%) für wenige Seknnclen 
völlig bewegnngslos. Bei Nachlassen cler Starre ist lebhafte Plasmaströinung in 
ilinen zu sehen (unter Zeitraffurig!). 

5. Eiiiflu ß von Trypsin auf die Reaggregation der Zellen 

Bei diesen Versuchen wurden die Dialysierschlauchstreifen von den Präparaten 
entfernt, um die großen Trypsinmoleküle nicht von den Zellen fermulialten. Da clie 
Vcreinzel~ing cler Zellen durch Trypsin, auch in Gegenwart von EDTA nicht zu 
erreichen ist, wurden cbe Zellen zunächst mit Verscn aus den1 Verbancl gelost 
~ ~ n d  dann cler Einfli~ß des Trypsin (2%) in Ca-freier Ringerlösniig auf die Bc- 
wegung cler Zellen izntersuclit. 

I m  Trypsin zeigen die Säume der Zclleii ein lappiges Aussehen, sie weiseil über 
ihre ganze Brcite hin Falteii auf (Abb. 13c-C). Die Sänme sincl dabei oft von der 
Unterlage losgelöst und „wedeln" frei in der umgebenden Fliissiglreit; nur der 
zentrale l'lasmaaiiteil haftct noch am Deckglas (Abb. 13d). Das „Weclelii" der 
Plasmasänmc ist eine relativ langsame Bewegung ; sic ist im Film bei einer Raf- 
fnng auf I/„ deutlich zu sehen. Im allgemeinen ist jeclocli die Bewegungsinteilsität 
des Plasmas durch Trypsin verstärkt (Pinocytose). Eine Filmeinutellririg zeigt, 
wie in EDTA ein glatter Zellsanm mit kleinen Welienbeweguilgcn am Rande unter 
dem Einfluß von Trypsin über z~inächst großflächigere Wellenbewegungen in 
„Wedeln" iibergeht. 

Neben diesen Zcllen sind noch viele zu beobachten, die äliillicli svie in EDTA 
radiäre Wellen zeigen, in clenen das Plasina schnell zentripetal zu fließen scheint 
(Abb. 13f). Jm Gegensah zum Verhalten in Versei1 „oszilliereii" diese Wellen 
i n  tangentialer Richtung. Meist lassen sie in dcr Mitte ihres Saumes einen clunlr- 
leren lconzentrischen Ring erlcenncn. Bisweilen ~verclen ubergänge zwischen cliesen 
beideii Typen beobachtet. Die Zellen init radiärstrnl<ttnrierten I-Iyaloplasmasäumen 
zeigen cleutliclie IContaktrctralrtion. Sie liegen zunächst oft so clicht beieinarider, 
claß sich die Säume beriihren: an clieser Stelle werdcn cliese etwas verkleinert uncl 

1-1 min lntigcr Einwirlriing von 2,5 X 10W )J Cystcin. lZeine ~bcrlappungeii ,  keiiio Pinocyto~e, C .5 inin 8 sec Iincli 
Cgsl.oin-Ziignbc. Iiifolgc der gcriiigcn Cysteinl~oiiaciitrntion setzt sich die Wirltiing des PC3Ill wiecicr durcli. 
IIittlorc Zclle init holleccin iincl diinltlercin Saii~nbcreicli. d ,,Bliibberii" in 2,s X 10-3 M PCJIB. Tcilbililcr aus 
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nach wenigen Minuten bleibt der Abstand der Zellen vonchlander konstant. Auch 
Zellen mit einseitigem Saum zeigen lreinc Ortsveränderusigen, sie scheinen bei 
schneller Plassnabewegung „auf der Stelle zu treten". Die Cytosomen werden 
unter Trypsineiiiwirliung aufgelöst. 

I n  Ca-haltiger Riiigerlösung breiten nach Trypsinbehandl~~ng einige cler Zel- 
len wiedcr Saume aus, clie schmale radiäre Wellen ailfweisen (s. oben). Auf d c n  
großen lappigen Säumen sind hhidig dunlde, ldeine Fleclie zu sehen, die schnell 
verlagert werden (Abb. 13b, e). Diese kleincn dunklen Bezirlce treten nur seltori 
bereits in Trypsinlösung auf. Pinocytose und clie Saumüberwerfung bleiben dnrch 
das Calcium unbceinflußt. Reaggrcgation der Zellen fancl i n  Ringerlösung nic 
statt, auch niclit nach nur 3 min laiiger Einwirlsung des Trypsin. I n  seriimhaltiger 
I<ultiirlosung wurden nach etwa 4 min die Sät~ine cler Zellen wieder glatt. Die  
Frage, ob dann nocli Reaggregatioii möglich ist, wurde nicht untersucht. 

Zur IControlle, ob clie beobachteten Vorgänge nur auf längere Einwirlrung des  
Ca-Mangels ziirüclrzuführen sind, wurde noch EDTA-Ca-freie Ringerlösung ZLI 

clem Prliparat gegeben. Die Säume werden jetzt geglättet, völlig unstrulsturiert 
und mehr ocler weniger auf eine Zellseite begrenzt (Abb. 7 C ) .  I<ontalctretralrtion 
ist deutlich ausgeprägt; geringe Ortsbeweguilg ist zu beobachten, jedoch Ireisie 
Reaggregation und lreine Pinocytose. 

D. Aiiswortirng der Bcobachtiiiigcn 
I .  Erläuterungen z u m  Zellmaterial 

Sollen Untersuchungen an Zellen in vitro Vorgange in sifu aufklaren lielfers, 
so miissen die Zellen möglicl~st weitgehend ihre Differenzierungsliöhe beibehalten. 
Sie clfirfen also nicht zu lange clen ICultivierungseinfliissen ausgesetzt sein. Die  
Erfiilhng dieser Borderung bringt einige Nachteile mit sicli. 

Das für die hier angestellten Versuche verwenclete Zelltnaterid ist  nicht cisii- 
heitlich. Einmal wegen cler Zweiscliiclitigkeit der Zellrasen und damit cles Vor- 
hanclenseins zweier Zelltypen, zum anderen, weil es sich um Frischpräparnte 
und nicht um bereits iiber längere Zeit kultivierte Zellstänime handelt. B e i  
dissoziierten Zellen lassen sich nur selten clie beiden vorher unterscheiclbaren 
Zelltypen (Basalzelleii und Declizellen) erkennen. Nur in einigen Fällen sind Zel- 
len mit besonders großen hyalinen Säumen uncl wenig dichtem Grariuloplasma 
zu beobachten. Diese halte ich fiir Declizellen. Die beiclen Zelltypen zeigen aiißer- 
halb des Zellverbancles weitgehencl gleiche Form und gleiches Verhalten. Bei cler 
Dissoziation liingegen nnterscheiclen sie sicli. Die Declczellen lösen sich nicht so 
leicht voneiriaiider, und es tritt eine ICoritraktiosi vorwiegencl dieser Zellage ein. 

Die Verwendung eines Zellliulturstammes für Aggregationsversuclie hat cien 
Vorteil einheitlicher Reaktionen auf die verschiedene11 Versuchsbedingiingen. Uei 
erst wenige Stunclen oder Tage lc-ciltivierten Zellen spielen eine große Zahl iiicl~t; 
lrlar erfaßbarer Palctoreii wie z.B. der jeweilige Erniihrungszustailcl der einzelne11 
Tiere und Uiiterscliiecle im Calcium-Gelialt cler Tiere aus verscliicderiei~. Ovula- 
tionen (CURTIS, 1057) eine Rolle. Sehr verscliieclen ist clie Größe der Schwasiz- 
fläche, clie clurcli den Dyalisiersclilaiichstreifeii an das Declrglas geclriickt wircl 
und somit aiicli clie Ausdelin~ing dcr ausgewachsenen Zellrasen. Erstspreclieiici ist 
die Reaktion der Zellen oft verscliiedea. So tritt z.B. in  man.chen Versucl~sserion 
keinerlei „Einrollen" der Zellrasen unter EDTA-Einfluß auf, bei anderen seliir 



a 
I cleutlich. Das Trypsin fiihrt bei einigen Zelle11 zu stark gefalteten Säumen mit 
I Pinocytose (Abba 13~-0). Andere Zellen weisen unter denselben Beclingungen 
1 runde, bis auf oszillierende Racliärwelleii glattc säume auf (Abb. 13f). Bei herab- 

gesetzter Ionenstärke sind neben Zellen mit clünncn Säunien, mit nur am R a ~ l d  
schwach welligen Ränclern (Abb. ge, f )  solche mit sehr koritrastreicheii, meist 
nicht  die ganze Zelle umschließenden Säumen mit tief eingebuchteten Rändern 

I 

z u  sehen (Abb. 9g). Diese beiden Typen untersclieiden sich in  ihrem Aggregations- 
verhalten. 

D a  bei gleicher Bewegiingsweise nie Unterscliiecle i r i  der Aggregationsfähigbeit 
z u  beobacliten waren und die Voraussetzungeii für clie Acliiäsiori von Zellen von 

t ihrer  IIerlrunft weitgehend unabhängig sind, können die erwälinten Uiiterscliiede / unberiicliiiclitigt bleiben. Zudem bestellen ~e l fä i t ige  obergärige zwischen den 
einzelnen Zellformen. Selbst bei Untersuchungen ari Zellstämmen körinen große 
Differenzen in der Reaktionsweise der Zellen auftreten (LEVINSON und GREEN, 
1965), woshalb beim Studium der Zellaggregation auch statistische Metliodcn mit 
Erfolg angewendet werclen (CURTIS und GREAVES, 1965; L. R. TAYLOR, 1961). 

Der Vorteil der hier verwandten Zellcn liegt in cler Iciirzc cler Kultivierungszeit, 
während der ihr ursprüngliches Aussolicn und ibro Differenzierung iveitgehencl er- E 

i hal ten  bleiben. Die Annahme, daß diese Zellen iri vitro ein dem im lebenclen Tier 
1 ähnlichcs Verhalten zeigen, scheint daher berechtigt. Einschr&nlrencl muß aber 

auf das Verschwinden cler Esterase-Alrtivität auf cles freien Oberfläche der Declr- 
Y zellen, bereits nacli einstüncliger Behancllurlg mit Kultiirlös~ing, hingewiesen 
t 

werclen. Die Außenseite cler Declrzellen ist am frischen Schwanz mit einer cliiniien 
Schicht  SEI-positiven Materials (Nacliweis nach CIIEVREMONT und FREDER~C aus 
PEARSE, 1960) Überzogen. Nach einstüridiger Behancllniig mit ICulturlösung fallt 
clie Reaktioii negativ aus. Zwischen cliesen beiden Veränderungen uncl dem AUS- 
wandern cler Zellen lrönnteii Zusammenhänge bestehen, cla 2.13. bei gleich langes 

i Iriirubation in Ririgerlösniig, in der kein Auswandern stattfiiidet, keine Verände- 
rungen in cler Esterase- rincl SH-Reaktion feststellbar siiicl. Die Bearbeitung clieser 

1 iilteressaiiten Frage lag nicht im Rahmen der vosliegcncleii Untersuchuiig. 

i 
1 I I .  Kritik der iVethodik 

I Zahlreiche Faktoren sincl für die Adhäsion der Zelle11 von Bedeutung, so z. B. 
f d e r  Proteingelialt der Lösungen (CURTIS und GRAEVES, 1965 ; LIEBERMAN und 

OVE, 1958; M o s c o ~ n ,  1963; M o s ä o w ~ ~ z ,  1963; A. C. TAYLOR, 1961; JA. WEISS, 
1959a ,  b),  der Gehalt an zweiwertigen Kationen (COMAN, 1954; CURTIS, 1957, 

r 1960;  PETHICA, 1961; STEINBIRG, 1958), cler pH-Wert (BANGHAM und PETHICA, I 

1960 ; CWRTIS, 1963 ; GANGULY, 1962 ; W~LTPRETER 1946 ; ICUCHLZR U. Mitarb., 
1960 ; XTEINBERG, 1958), clie Temperatur (HUMPHREYS, 1963 ; STEINBERG, 1958 ; 
1961;  L. WEISS, 1964), clie Ioncnstärke (BANGHAM und PETHICA, 1950) und 
d i e  Vislrosität der äußeren Zellplasmaschichteii (CURTIS, 1960, 1062 ; MULLINS, 
1959). Bei solclier Vielfalt cler Mögliclilreiten, einen Vorgang zu beeinflussen, ist es 
notwendig, die Versuchsbeclingurigen inöglichst genau zu bestimmen uncl ent- 
beIirliche Faktoren auszuschalten, uni clie Wirkung der einzelner1 um so cleutliclier 
zu erfassen. 

Nach A. C. TAYLOR (1961) ist dic Adhäsivitiit von Zellen in serumfreiem 
Me&m höher als in serumlialtigem. Da außerdem über clie TVirkung cler einzelnen 



Seruinbestandteile auf das Verhalten von Zellen noch wenig bebannt ist, ist es 
die Versuche in reiner Salel6sung durchznfiihren, wocliirch clie Versuchs- 

bedingungen genau reproduzierbar sind. 
Die Versuclie wurden bei Zimmertemperatur durchgefiihrt, da  die hierbei 

anftreten.den Scliwanlrungen außerhalb des für die Zellaggregation beclentsainen 
Bereiches bleiben. Der pH-Wert von 7,8 des I<ulturmedium wurde inögliclist ancli 
während der Versuclie beibehalten, cla er sich für das Wachstum der Zelleii als 
vorteilhaft erwiesen hatte (JONES und ELSDALB, 1963), und auch fiir die Dissozia- 
tion der Zellen günstig ist. Zur Reaggregation muß die Salzlösung nur Calcium iri 
einer Minciestkonzentration von 0,0018 M enthalten, Magiiesium erwies sich als 
entbehrlich. 

1x1. Adhäsion und Kohäsion 

CURTIS (1964) halt fiir ciie Kohäsion von Zelleri. aneinander clie Wirlrnilg clcr 
gleichen. Fnlrtoren uncl Icrlifte wie fiir die Adhäsion einer Zelle a n  Glas wahrschein- 
licli. Dein widersprechen. die verschieclenen Wirlrungen des EDTA uncl des Tryp- 
sin auf clie Dissoziation der Haulquappenepideriniszellen. Durch clas EDTA ~vircl 
zniiächsl; cler I<ontalrt der Zellen untereinander gelöst, clurch clas Trypsin clie 
Adhäsivitat zum Glas aufgelloben, ohne Vereinzelung der Zellen, auch bei gleicli- 
zeitiger Wirl~ung von EDTA. Die Betrachtung des Zeitraffer-Laufbildes zeigt, claß 
clic Zellen beim „Einrollen" des Rasens unter starken Spannungen (Abb. 2c) 
stehen, die Zellgrenzen aber nur an besonders durch Zug beanspruchten Stellen 
aufreißen. A. C. TAYLOR (1961) gibt an, daß sich tote uncl lebencle Zellen gleich 
gut an Glas anzuheften vermögen. Tote Zellen sind jedoch nicht imstande ein 
Aggregat zu bilden, sondern werden z. B. bei Wunclen in cler ICaulcluappenepi- 
clermis nach außen abgestoßen. Auch ist zur Aclhäsion an Glas nicht unbeclingt 
Calci~ini im Außenmcclium iiötig (Abb. 7c), wolil aber zur Aggregatbildung. 

I V .  Adhäsiuität ohne Calcium 

Sobald die Zellen clieFIaftung am Deckglas verlieren, beginiieii sie zu, ,blubbern". 
Sie lilingen dann nur noch lose an der Unterlage uncl werden leicht durch Strömun- 
geil des umgebenden Mecliums weggespiilt. Die „Restadhäsivität" dürfte mit 
der I-Iaftfähiglreit cler Zellen in Gegenwart von Calcium nicht viel Gemeinsames 
aufweisen, cla sie verstärkt unter Bedingungen auftritt, clie selbst nach Zufulir von 
Caleiiim eine Rcaggregation verhjnclern, z.B. bei Trypsinbeliandlung oder in 
Saccharose-Lösung. BORT~E (1965) stellt Verklumpung von HeLa-Zellen nach 
Ein~virlrnng von Paratliyroidhormonei1 fest iiild hält clas Verkleben der Zellen 
untcr cliesen Bechngungen liinsiclitlieh der Rolle cles Calcium fiir die ICohasion 
von Zellen für ~viciersprüchlicli. Dieses Verhalten cler Zellen lrönnte auf Freise.tzung 
eines ,,lilebrigeri Stoffes" beruhen. MOSCONA (1963) gibt dies fiir chemiscli clisso- 
ziierte Zellen mariner Schwäinme an. Er hält allerdings diesen Stoff für clie weserit- 
liclie Voraussetzung pliysiologisclier AdliäsivitM; auch L. WEISS (1960) vermntct 
Xttvirlrung mucoiclen Materials bei cler Verbiiidung von Zellen. Älinliclie Z~isarn- 
menlagernngen sind an Gran~~locyten in Citratbl~it zu beobachten (FLEGI~, 1952). 

„Verlrlnrnpten Zellen" fehlt der ICoiitalrt mit dem Deckglas, sie können sich 
dalier auch in Ca-haltiger Salzlösung nicht ausbreiten, sondern „blubbernu weiter. 
Dieses Vcrhalten ist für suspenclierte Amphibieneelleil allgemein (HOLTPRETER, 
1946) uilcl niclit von cler Gegenwart zweiwertiger Ionen in der Iiulturflüssiglrcit 
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abhsngig, sonclern vom Kontakt mit einen1 festen Substrat. Das Einziehen der 
Siiume kann also allein clurcli Loslösen cler Zellen vom Declrglas erreicht werden. 
Bei starlrer I<ohiision der Zellen fiilirt clie Ablösuiig vom Substrat zur „Ein- 
rollung" des Zellrasens, cla wegen. des starken Zusammenhnltes kcine Vereinzelung 
möglich ist. 

V .  Reaggregntion 
Die Scliwierigkeit bci der Untersuchung des Aclliäsions- bzw. I<oliäsions- 

mecliariismiis liegt niclit in cler Vielzahl cler beteiligten Faktoren sonclern vor allem 
in der Unkenntnis ilires Einflußbereiches. So wird z.B. das Calcium an die Zell- 
membran angelagert (CURTIS, 1957), änclert so cleren zeta-Potential uncl ihre 
Permeabilitätseigenschaften lind beeinflußt clie Viskosität cles Cytoplasmas (P. 
W ~ r s s  iincl SCOTT, 1963). 

1. Serum und Reaggregation 
Zclleil, die unter Trypsineinfluß „blubbernii, sind nicl~t ganz abgerniidet, illre 

„Pse~iclopoclien" sind schmal, oft firigerförmig. Die Zellen lirfimmeii sich. Diese 
gäiizlicli andere Bewegungsweiae als im EDTA läBt sicli niclit allein durch einen 
Mangel a n  IContalrt mit clcin Sizbstrat sondern nur clnrch eine spezifische Schädi- 
gnng der Zelle, besonclers cleren Membran eilrliiren; wie sie von LBVINSON ~incl 
GREEN (1965) nachgewiesen wurde. Hier ist clie Aclliäsion zum Glas starlr ver- 
ringert. Bei Zellen, clie iliclit „blubbern", lroniien großc Tcile ihrer Saunie frei im 
umgebenclen Meclium „wecleln" (Abb. 13 cl) ; clie Plasmabewegung ist gegcn~ber 
Zellen in Ca-freier Ringerlösung sclir verstärlct. Trotzclem ist lteine Ortsbemegung 
möglicli. Bei Berührung zweier Zellcn tritt lieine I<oritalrtretralction auf. Die 
Salme werden in Calcium-lialtiger Ringerlösung niclit glatt sondern bleiben starli 
gewellt. Reaggrcgation der Zellen ist in Ringerlösung nicht möglich, sie sclieinen 
clie Fähigkeit zur Realrtion auf Änclerungen ilirer Umgebung weitgehend verloren 
zu haben. Wircl dem I iul t i i rmec~~~rn jedoch Serum ziigefiigt, so können sicli clie 
Zellen wieder erholen. Dies entspricht ganz den Ergebnissen von Mosoowa 
(1961, 1963), L. WEISS (1960) uncl L~EBBRMAN iiiicl OVE (1950), clie aclhäsions- 
forderiicle TiVirkuiig voii Serum beobachteten. CURTIS (1962, 1963), CURTIS uncl 
GREAVES (1965), MOSICOWITZ (1963) uncl A. C. TAYLOE (1961) dagegen wiesen auf 
clje adhäsionslienzmeiide TVirlriing von Serliin hin. Diese wiclerspriichliclien Er-  
gebnisse dui-ften ihren Qrnncl in den verscliieclencn Dissoziatioiisinet1iocle11 habeii. 
M o s c o ~ n  und L. WEISS benutzten Trypsin zur Trennung cler Zellen, clie anderen 
Autoren hingegen nicht. Auch I<aulq~iappenepiclermiszellen reaggregieren in 
reiner Salzlösung i1acl.i Verseiiierung, niclit dagegen nach Trypsiilierung. Auf clie 
Bedeutung der Dissoziierungsinethocle für clie Reaggregatioii twrcle bereits voii 
L. WEISS (1959a) nncl HUMPIIREYS (1963) lilnge~viescn. Dcr hier angegebene 
Einfluß einer Vorbehandlung cler Zellraseii mit Salzlösiing auf clie Dissoziations- 
zeit stimmt mit clen Ergebiiisseii von A. C. TAYLOR (19GL) iiberein. Er Ironnte 
in Salzlösnng geziichtete menscliliche Conjunlctiva-Zellen init 0,05 % FDTA nicht 
vom Glas ablösen, wolil aber in seriimhaltigem Meciii~iu kultivierte. 

2. Bewegungsweisc uncl Reaggregatioli 

Bei siimtlichen, hier clargesteUtenVersuchen zeigt sicli ein enger Zusainmenhang 
zwischen Bezoegzcngsaktivitüt iincl Reaggregatio?zsfähigIceit. Ortsveriinderung ist 

I 
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notweiiclig, damit clie Zellen miteinander in Icontalit kommen können, aber niclit 
Voraussetzung zur Bildung von Aggregaten, wenn die Zellen cliclit genug beieiii- 
anderliegen (z.B. in sa,lzlösungei~ geringer Ionenkoiizentration). Die Ortsver&ii~lc- 
rung ist abhängig von der Plasmabewegung iiild cler Adhasivität der Zellcii zuin 
Deckglas (RICHTER, 1964 C). 

Unter dem Einfluß von Trypsin ist rege Plasmabewegung zu beobachten, die 
Säume „wedeln" und zeigen Pinocytose, doch ist die Haftung der Zcllen an  tlns 
Deckglas gering. Entsprecliencl ist auch lreine Fortbewegung inöglich. Zellcil 
init starlier Pinooytoseaktivität zeigen auch in PCMB nur sehr geringe Ortsver- 
äilclorungen, ebenfalls wegen Mangel an Glasiidhärcnz. Verringerung der Adliäsi- 
vität ist auch bei zu geringer Ionenstärlce im. A~~ßenmecliuin festzustellen. H ic r  
sind bei den Zellen. nzit stark eirigebuclitcten Hyaloplasmasäninen (Abb. 9g) 
clie Saumränder vom Deckglas gelöst: es ist lreine Fortbewegung rnöglicli. E r -  
niedrigung cler Adhäsivität bei gleichzeitiger Erhöhung cles zeta-Potentia1.s in 
Na-freier Lösung stellten DAN (1947) fiir Arabica Eier und I ~ A D  und SXAMAN 
(1960) an inenschlichen Erythrocyten fest. 

Ist  der pH-Wert sehr niedrig, liört die Plasmabewegung auf. Trotz starlrcr 
Aclhiision können die Zellen sicli nicht von der Stelle bewegen nncl licine Aggregntc 
bilden. 

Wircl den Zellen statt Calcium Magnesium geboten, so ist clas Plasma in leb-  
hafter Bewegung, clie Zellen haften auch am Deckglas und sincl ftihig zn ,,wamlern". 
Sie zeigen jeclooh eine sehr starlre IContalitretralition (also kaum Ubcrlappungeii), 
die clie Ausbilclnng stabilisierter Zellgrenzen verliindert. Die Zellen lagern sich 
zu einem „slidiiig sheet" (TRE~AN uncl ~ O B E E T S ,  1960) zusammen. Das Plaurria 
ist in cliesen Zellen von relativ niedriger Viskosität, was clie lileineii rundeii 
Proti~beranzen ailf deii Säiimeil mancher Zellen anzeigen (Abb. 7h). 

3. Vislrosität des Cytoplasmas 
Nacli C u n ~ ~ s  (1961, 1962) ist clie Adhäsivität von Zellen stark von der Viskosi- 

tät der Zellmembran uncl der darunterliegenden Plasmaschichtcn abhängig. Boi 
kleinen Objekten ist nur clie Bestimmung ~elativer Visliositätsunterschiecle durcli  
Messung cler Granulabewegung möglich ( S o ~ w ö - n ~ ~ ,  1952). Me lver verwendeten 
Epiderrniszellen haben jeclocli keine Granula in den fiir clic Aggregation weselzt- 
liclien Saiimbezirlcen - nur von deren Verhalten soll in den folgenden Abschnitten 
clie Recle sein -. Eier ist nur aus cler Intensitgt der im Mikro-Zeitraffer-Laufbild 
sichtbaren Plasmabewegung auf den Flüssiglreitsgracl einzelner Zellbeziiike zu 
scliließen. Dcr 6berwiegencle Teil der Saumflächen erschein,t hell und liomogeil 
und zeigt nur geringe Plasmaströinung. Die äußersten, dunlrleren Randgebiete 
(Abb. 7c1, 8c, 9b-h, 12f,  13a) uncl die radiärcn Faltililgen bei EDTA-EinflulJ 
(Abb. 2f;  3a, C, cl; 10a) ocler nach Trypsinbelianclliing (Abb. 13f) sind dagegen 
Orte heftiger Bewegung. Der stärlcere Phascnkontrast dieser Stellen dürfte aiii 
größerer Diclre, als einer Folge der geringen Vislrosität, dieser Zellbeziiike beruhen. 
Keine ocler nur geringe Plasmabcweguilg lassen die dunklen Fleclre an manchen 
Säumen PCMB-geschgdigter Zellen (Abb. 11 b) unter Zeitraffung erliennen, s ie  
hgngen wie „Flüssiglieitsblasen" arn Cytoplasmasaum. Sehr cleutlich zeige11 
Zellen in 10-2 M ATP die lrontrastreichen Faltungen als Orte gerkger Viskosität 
(Abb. 12g). Der Saum erscheint zunächst in seinen Falti~ngen wenige Sekunden 
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völlig erstarrt bis unter starker Plasmaströmung die Palten langsam verscliwin- 
den. Damit hört auch die heftige Strömungsaktivität auf. Ein weitcrcs ReispieI 
für den Zusaininenharig von PlasmacLiclite lind Visliosittit ist das „Blubbernu dcr 
Zellen unter verschiedenen Vers~lchsbedi~igungen. Bei cliesem Vorgang ist clas 
Plasma sehr clünnflüssig und „versucht aiiszufließen", clie Spannung der Zell- 
oberfläche (es ist nicht sicher, ob es sich um clie Zellmembran iin Sinne von Ro- 
BERTSON (1959) oder LESSEPS (1963) llandelt oder ob am Zustanclelrommen cler 
Spannung noch einigc darunterliegcnde Scliichten beteiligt sind) - hält jedocli 
clie Zelle zusammeii. Das ,,Bl-L~bbern" läßt sich clurcli ,,Spannungsänder~~ngcn" 
in der Zellmcinbran erlrläreii: Nimmt an einer Stelle clie Oberflaclienspanniing ab, 
so lsa,nii das  Plasma als ,,Lobopodium" cLie Meinbraii liier vorwölbeil. Die dacliirch 
wirlreiiden Scherkräfte veranlassen clie Membran zur Kontraktion. Diese Verinu- 
tung wircl clurcli clie Beobachtung gestützt, claß nach längerer PCMB-Eiiiwirkuilg 
das  „Bliibbern" cler Zellen aufhört, ohne daß clie Lobopodien verscliwänclen. Die 
Zelloberfläclie ist also zu keiner IContraktion mehr fähig. 

4. Viskosität und Zellbewegung 
Im engstem Zusainmenliaiig miL Viskositätsäilclerungeii cles Zellplztsiiia stelzen 

clie Plasmabewcgiingen von Zelleii (GOLDACRE, 1954; ALLEN, 1961). Diese Be- 
wegungcn liommen clnrch abwechselnde IContralrtion und Ersclilaffung einzelner 
Plasinabezirlie zustancle nncl sincl ATP-abhängig (T,ETTRE uncl SCRLBTCII, 1954). 
Nach den elelrtroiiei~inilsrosl~opisclien Untersucliuiigeii von WOHLPNIRT-BOTTER- 
MANN (1 962a, b) 11nd den Glyceririextralrtioiien von HOPFBIANN-BERT~INC (1961, 
1 963) is t  clic strnliturelle i in~l  pliysiologisuhe Vergleiclibarlreit clieser IContralrtioiieii 
mit Muslrelkontralitionen gesichert. Es ist also zulässig, Viskosittitsändarz~ngcn im 
Zellplasma in EIinbliclr auf mus1celpk~/siologiscke Ergebnisse zu betrachten. 

Nach LETTRB und SCTTT~EICII (1954) wird zur Erhalt~ing der Zellform im ans- 
gebreiteten Zustand ATP verbraiiclit, cla ATP-Matigcl bei Fibroblasten zu Pro- 
trusionen Iülirt, clie clen bei cler Mitose aclftretenclcn entsprechcri. Glyceri~icxt~ra- 
liierte Zelleii clagegen belialten ihre Forin bei, kontrahieren sich jcclocli irreversibel 
nacli ATP-Zngabe. Es wird claher die Vergleichbarkeit cles glycerinextraliierten 
Modelles mit  einer lebenclen Zelle verneint. Die liier bescliriebeneii Versnclie mit 
dein ATP-ase-ITeiiimer PCMB an lebenclen Epidermiszelleii stimmen im Wesent- 
liclien mit  clcn Befunden an Fibroblasten überein. Hier führt clie Heinmuiig cler 
ATP-Spalt~ing zii einer besondereii Forin dcs „Blnbberns" (Abb. 5 0 ,  1011). 

Es  is t  jedocli zu priifen, ob clie Formlronstanz ausgebreiteter Zelleii iiotwenclig 
an eine Icontralrtion der äußeren Plasmascliicl.iten geb~niden ist uncl ob clie Pro- 
trusioiien bei ATP-Mangel örtlich begrenzte Plasma-Erschlaffungcn sein miissen. 
E n g  clamit vcrlrnüpft ist die Fragc, melclier Plasmaznstancl der energievcrbrau- 
chenclen Iiontralrtioii entspriclit. Unter cler Voraussetzung, claß während cles 
relativ lrnrzeii Beobachtungszeitraunies lreiiie weiteren vislrositätsbeeinflnssenden 
Vorgänge i n  cler Zelle ablaufen, scheint nach clen gewoiineiien Ergebnissen Plasrna 
niedriger Viskositcit kontrahiert zu sein und Plasma höherer Viskosität inz erschZnffte?z 
Zustn?&d. Dies stimmt mit den Untersncliungeii von GOLDACRE uiicl LORCII (1950) 
uiicl G~LDACRE (1952) an Aniöbeii ~ibcreiil, wonacli bei IContralrtion clnrch ATP 
die Viskosität des Cytoplasmas wogen dcs frei-tverdenden Syiiercse-Wassers ab- 
nimmt. SZENT-GY~RGYI (1957) lrorreliert Viskositätserniedr~ig~ing und Rontrali- 



tioii eines Myosingels unter ATP-Einflnß. Der Starre-Zustand mit nieclrigviskösei~ 
Sauinfalten in 10-2 M ATP, der iiach wenigen Sekunden nachläßt, entspricht clen 
Beoliachtuiigen an extracellulärem Myosin. 

Der Spindelapparat bei Zellteilung in der Metaphase hat hohc ViskositSt tiiid 
muß zu ctiesem Zeitpunkt in erschlafftcin Zustancl vorliegen, cla die Spindelfasern 
sicli in  der Anphase kontrahieren, wie 2-13. die Untersuchungen vori JACQUEZ 
und BIESELE (1 954) zeigen. 

Erhöli~~ng des ATP-Gehaltes auf 2,5 X 10-3 M im Aiißeninedium fiihrt z u  einer 
Betvegungsminclerung der Zellen; es scheint dies eine Folge der „Weichmuclier- 
wirknng" cles ATP zu sein. 

ICCN (10-3 M), clas als Atmuizgsgift clie Synthese des ATP hemmt, fiihrt im 
Gegensatz zu PCMB niclit ztun Einziehen cler Sauine, sondern die Zellen bleibe11 
weit ausgebreitet; nur einige zielicii sich langsam z i i samen ,  wobei strahleii- 
förniig Plasmastränge am Deckglas hängen bleiben (Abb. 12h). Die Zellen ,,blub- 
bern" dann nicht, sondern bleiben in Ruhe. Diese Form cler 1';ontraBtion lröniite 
bereits eine postmortale Vcränderurig sein, da clie Zellen selbst bei einer Raffung 
auf I/„ lreinerlei Bewegung mehr erlreiinen Iasseii. 

Der Unterscliied der Schäctigung durch PCMB und durch IiCN miiß i m  An- 
griffspunkt cler beiden Inhibitoren liegen. 

Geht man vori der Annahme aus, clas optisch wenig dichte, hyaline Plasina 
cler Zellsäume sei in erschlafften Zustand, zu dessen AixErechterhaltuilg nur  wenig 
Energie benötigt ~vircl, so ist clie Form der Zellen in I<CN verständlich. Durcli 
Bloclrjerung der ATP-Z~duhr wird zunächst clie Iiontsaktionsfäliiglceit cles Plas- 
mas aufgehoben, dann ~vircl clic Ionenpiimpe der Zellmembran gelienimt. 

5. Viskositäisäiiderui~geil uiicl Umwelteinflüsse 
Nacli DSAPER (1960) nncl DAINTY (1960) ist fiir lebencle Zellen das Vorlzaiideii- 

sein eines illembranpotentials zwischen Zellinnerem und dem Außeizinecli~~m le- 
beilsnotwenclig. Es ~vircl clurch aktiven Transport der Ionen gegen ein elektroclie- 
inisches Gefälle, durch eine ,,Ionenpumpec' hergestellt. Hierzu wird Energie be- 
nötigt. Analog cler Muslrelzellmembran scheint auch bei anclereii Zellen ein Ein- 
fluß cles Membranpoten.tials anf clen Rontraktionszustand cles Plasmas walir- 
scheinlich. Wird clie Ionenpiimpe bloclriert, z. B. clnrcli clie Hemmung der ATP- 
Spaltiing, wie clies cliircli PCMB geschieht, muß clies zti einem Abfall cles Potentials 
fiihren uncl clainit zu einer Änderung des Iiontraktionszustandes des Cytoplasmas. 
Je  naclzclein ob diese Heinm~~iig nur an einzelnen Stelle11 der Membran oder gleich- 
mäßig gescliieht, tritt eine Erhöhung cler Bewegungsalrtivität (lokale Kontraktion) 
oder eine allgemeine Viskositätsernieclrignng des Cytoplasmas ein. Beide Realr- 
tionsweisen sind bei Iinulquappenepiclermiszellen zu bcobachteii. I m  ersteil Falle 
bewegen sich cLie Plasmasäume lebhaft iiiid zeigen heftige Pinocytose (Abb. 11 e), 
im aiidcren Fall bleiben clie Säume cier Zellen weitgehend glatt; es sincl aber cleut- 
licli zwei Plasmabezirke, ein clistaler, heller nnd ein proximaler, optiscli clichterer 
Bereich zu untersclieideii (Abb. 11 b, C, g). Bei längerer PCMB-Wirkung verliert 
der helle, distale Bezirlr immer inehr an Fläche, bis aii dem zentralen Granula- 
plasma imr noch Plasmatropfen hängen (Abb. 11 C, h). Nimmt man analog der 
Muskellrontraktion an, da13 auch für clas Erschlaffen ATP gespalten ~ v e r c l e ~  inuß 
(HASSELBACH, 1963), so ist dies eine Erklarnng clafür, weshalb clie Zellen ii i ,  wic 
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oben behauptet, kontrahiertem ZustancZ verharren, rla das PCMD inzwischen 
weiter in die Zellen eingedrungen ist und niclit mehr nur die AT1'-ase an der 
Zellmembran hemmt. Cysteinzugabe ermögliclit, wenn die Schädigung noch niclit 
allzusehr fortgeschritten ist, wieder clas Ausbreiten dcr Säume. Wird Cystein 
2,5 x 10-3 M z ~ i  noch niclit stark geschädigten Zellen gcgebeii, so führt es zuriächst 
auch zu IContralrtion und Starre clcr Säume mit winzigen Pse~~dopoclien (Abb. 11 CI, 
12 C). Naoli lrurzer Zeit jedoch breiten sich die Säume der Zcllen wieder aus und 
werden glatt (Abb. 12d). 

Bei zu geringen Cystcinlronzentratioilen (1,SS X 10-S M ~incl 10-B M) werdcri 
zwar die Säume der Zellen zunäclist glatt, sie pinocytiereii auch riicht mehr. 
Doch nacli lrurzer Zeit beginnen clie Zellen trotzdeni zu „blubbernM. Dieses 
„Blubbern" in Cystein entspricht genau clem iii Abwesenlieit voll Cystein. Selbst 
Zellen, die unter clem ciqsten Einfluß cles Cysteins sicli wieder völlig crliolt zii 
liaben sclieinen, lassen nacli einiger Zeit einen inneren uncl eineii äußeren Plasmn- 
bezirlc verschieclener Dichte uiitersclieideii (vgl. Abb. 11 f mit Abb. 1 1 g). Dies 
1bßt sich clurcli eine Absiittigung des Cysteins durch nocli in clen Zellcn gespeiclier- 
tes PCMB erklären. Das Cystein ernioglicht als erste FVirlcung clie ASP-Spaltung 
an  der Zcllmeinbran. Aus dcin Inneren der Zelle herauscliffuiidierencles PCMB 
blocluert nach einigcr Zeit das Cystein uncl liebt so seine Wirlruilg auf, menn es 
in  zu geringer Iionzentration vorlzanden ist. Nacli ABE (1963) kann die Schädigung 
der Zellen durcli PCMB nur durch höhere Cystcinkonzentration als PCMB-Kon- 
zentration aufgehoben werden. Ariffiillig ist, claß der erneut auftreteiide PCMB- 
l3influß nicht zu starker Bewegungsaktivität cles Saumes init Pinocytose, sonclern 
zu allgemeiner Verflüssigung cles liyalincn Plasmas führt. 

Mit der Annahme, daß clas PCMB zunäcl-ist an cler Zellinembran wirkt, lkßt 
sich aucli cüe Anfhebung cler I<ontal<theminung clurch cliescn Inhibitor erlrläreii. 
Die Zellinembran verliert clurch clie Störung cles Mem)sranpoteiitials clie Mög- 
lichkeit auf Aulienreize zu reagieren. Nach SZXNT-GY~RGYI (1965) spielen SH- 
Gruppe11 bei dcr Oncogenose, die ebenfalls zu einer Beeinträclitigiing der Iiontalrt- 
liemmung iührt, eine wichtige Rolle. Aus diesen Erwägungen uncl clen hier ge- 
wonnenen Ergebnissen ]aßt  sich eine enge Beziehung des Energiehaußhnltes einer 
Zelle und ilirem Aclhäsionsverhalten vermuten. 

Die hier vorgetragene Beziehung voll Plasmavislcosität uiicl I<oiitrnktions- 
zustand bestätigen clie Beobachtungen über die Reaggrcgation in Magnesinm-lial- 
tiger, aber Calciuin-freier Ringerlösting. Mg+ t förclern clie Spaltnilg von ATP, was 
zu erhöhter Bewegungsaktivität und Verringerung der Plasmavislrosität fiihrt. 
Die ICoiitalctretral~tion ist sehr ausgeprägt. Kontalsthemmung ist nicht möglich, 
cla clen Zellen der starken ATP-ase-Alrtivierting wegen clie Fähigkeit zur Er- 
schlaffung ihres Plasmas fehlt. Diese scheint hier wie bei der Muskelzelle von der 
Gegenwart von Cn-Tonen abzul~ängen. Calcium fördert zwar auch die ATP-Spal- 
tuag, verhinclert jedocli die Hontralrtion. Nach theoretischen Erwagangen von 
SZMNT-GYÖRGYI (1957) vermag es wohl die Lockerung der Phosphatbindung 
durch I(omplexbilc1ung mit clem ATP zu erreichen, ist jedoch unfähig, clie frei- 
werdencle Energie zu Übertragen. 

Trypsin greift clie Zellmembran an, sie verliert hierbei illre iii~terschieclliche 
Permeabilität gegeniiber N a '  iiricl I<-' . (LZVINSON und GRXEN, 1965). Nach obigen 
Atisfiihrungeii muß clies eine Steiger~liig der Bewegungsaktivitat cler Zclle lind 



ini. Xxtremfall den völligen Zusammenbruch cter Formkoristanz der Zelle ( , , R l ~ b -  
hern") bewirlcen. Die holie Bewcgiingsaktivitat zeigt sich hi der heftigen Pille- 
cytose u n ~ l  in der untcr Zcitraffung schnellen Plasmaströmung iii clen Zelle11 mit 
raclial gewellten Säumen. In  serumfreicr Salzlösung ist licine Erholung inehr mög- 
lich, clie Zellcn bclialten in Ca-haltiger Ringerlösung ihre Bewegungswcise bei. 

Vcrringcruiig rlcr Natrium- und ICalinmkonaeiitrationen iin Außenmecliuiii 
miißteii analog der Muskelerregung zu einer Änderung cles Be-cvegungsverlialtciis 
ciner Zelle fulire~i. Bei cler Bewertung cler hicrzu clurchgefulirten Versuche ist 
zu bcacliten, daß auch in den als Natrium- und Kaliumfrci bezeichneten Lösungei~ 
immer noch Spiireri clicser bciden Ionen aus dem Gewebe vorhanden sein werclen. 

Pehlt Kalium in isotonisclicr, Ca-haltiger NaC1-Lösung, so sind clie 1Caul- 
pappenepiclcriniszellen voll beweglich uiicl aggregationsfähig. Felilt clas Natriuiil 
in isotoiuschcr Ca-haltiger KCl-Lösung, so ist nur sehr geringe Ortsbcwegung 
möglicb; {las Plasina erscheint besonders hyalin uncl deutlich von verlrlumpteii 
G-ianiileri abgcsetzt. Die Plasinabewegung ist gegenüber der in NaC1-Lösung cleiit- 
licli verringert. Das Zellplasma scheint in erschlafftem Zustand zu scin. Dies ent- 
spricht clem Verhalteil von Muslrelzelleii, ciie bei 1~elilei-1 von Na+ im Aiißen- 
iiiedium nicht erregbar sincl. Erstaunlich ist jedocli, daß bei Fehlen von Netriuin 
und Kalium irn Anßenmcclium in isotonischer CaC1,-Lösung Zellbewegaiig nntl 
Renggregation moglicli sincl. Zwar kaiin zur Auhecliterlialtung rler Erregbarlicit 
glatter M~~slrelzelleii iiacli KOBAYASHI (1965) Natriiim cliircli Ca-~berscl iuß er- 
setzt nw-den, doch nur bei Gegenwart von I<+. Deinnach scheint bei clen liier 
untersuchten Epiclermiszellen das Membraiipotential nicht notwendig niir cin 
Na+-I<+-Polential zu sein. Nacli I-IODGICIN uncl Honow~cz  (1959) (zit. 11. DIZAFER, 
1960) können aucli Chloridionen zur Ansbilclnng eines Membranpotciitials fiilireii. 

I n  0,33 niolarcr NaC1- ulicl ICC1-Lösuizg ist die Reaggregation der Zellen trotz 
ilires verschiedenen Aussehens etwa gleich gut;  in CaC1,-Lösung cler gleichcii 
Ionenstarlre (y = 0,33) rcaggregieren die Zellen ebenfalls. Dies legt iiahe, claIJ clic 
einwertigen Kationen für clie Zellaggregatioii lceine qualitativ unt;erschicclliche 
1;Virlriing liaben, sondern claß sie 11ur als Ludz~ngaträger von Bedeutung siiicl. 
Die endgiiltige IClkniig ciiescr Frage erforclert weitere eingehende Uiitersuchiingen. 

Bei ilieclerein pH-Wert (unter 4,O) liegen die Zellen sehr flach ausgebreitet am 
Decliglas riiicl siiicl zti lreiner Ortsbewegung fähig. Nach DAN (1947) steigt be i  
Seeigeleiern das zeta-Potential mit stcigcndem pI-I. Damit sinlrt gIeichzeitig die 
Adhäsivität cler Zellen und es ändert sich cEe Perincabllitiit cler Zellnzenibraiz 
gegeiiiiber Ionen, was eine Äncleruiig des Potentials zwischen Zclliiinerem uncl 
Außenmeclium iiiicl clamit des Bcwegnngsverhaltcns der Zelle zur Folge halsciz 
muß. Die Arlli\liasivität cler I<anlcluappeiiepidermiszellen blcibt iibereinstiminencl 
mit den Ergebnissen von DAN (1947) aii Seeigeleiern erhalten bei iziederem pH. 
Reaggregation ist also nur wegen inangelnder Beweglichkeit nicht inöglich. I11 

Zells~ispensione~i lranii dies cliirch Riihreii aiisgeglichen werdeii (CURTIS, 1963). 
Dnrcli ciie Annahme einer Beeinflussung des Potentials zwisclien Zellinnerelil 

und Anßenmeclium clnrcli clas zeta-Potcntial Iaßt sich aiich clie viskositätsstei- 
geriide Wblruilg von Calci-Llm erlrlkeii. Das Calciuin wircl llacli CTJR.~.~~ (1957) a n  
die Zellmembran gebuildcn, womit notweilciig eine Senlri~iig cles zeta-Potentials 
verbunden ist, was zu111 Anstieg cles Poteiitials zwischen cleil beiclei~ Seiten der 
Zellmembran ancl clamit der Plasinavislrosität fiihrt. 
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6. IContalctverhaltcn cler Zcllen 
Die Zeitraffer-Filmanalyse des I<ontalitverhaltens zweier Zellen zeigt, daß 

an der Beriihrungsstcllc wenigstens eine dcr beiclcii Zellen ihr „Pseudopodium" 
einzieht, nacli lriirzer Zeit diesen Saumabschnitt meist aber wieder ausstreclct. 
Diese Realition ist bei Fibroblasten sehr heftig (ABERCO~IBIE und HEAKSMAN, 
1954; AMBROSE, 1961), bei epithelialen Zellen dagegen nur von geringem Ausmaß 
(Abb. G ) ,  clocli allgemejn verbreitet [auch bei E-IeLa-Zellen lind Scliweineiziaren- 
zellen an Filmen von RICHTER (1964a, b, C) bcobachtetl. Da diese I<ontalctretrals- 
tion bci Epithelzellen nur iii selir lcleinen Plächcnbcreiclicn auftritt, - eineclne 
Beriilirungsstellen an einer Zellmembran reagieren unabhängig voneinailder 
(P. WBIS~, 1963) - uncl keilie langanhaltende Wirlruiig ausübt, wurde sie bisher 
übersehen (P. WEISS, 1958). Die Realition auf Berülirnng scheint also bei Epitliel- 
zellcn und Fibroblasten im Prinzip gleicli, niir im Ausmaß verscliieden zu sein, wie 
auch I<ontalrtliemmnng keine clem „Alles-oder-niclits-Prinzip" uiiterworfene 
Verhaltensweisc ist (SRUVAN und ROB~RTS,  1960). 

Wegen hoher Bewcgungsaktivitat des Plasmas hn äußersten Rai~dbereirli des 
Sailmcs ist aus der VerBnclerung der Zelllconturcn an  der Bertihrungszone zweier 
Zellen kein l~üclrscliluß auf clen Iiontralrtionszustancl cles Plasinas zur Zeit 
des Kontaktes, cler nicht mclir von einer T~ontalrtretralctiori gefolgt ist, möglich. 
Nach E I o c l r ~ ~ c s  (1960, zit. nach CUIETIS, 1962) sollen Zelloberfläclien sich niclit 
mehr abstoßen, wenn illre Bewegungen ,,phasengleicli" sind. Diese Pliasengleich- 
hcit lrönnte clurch cfie I<ontalrtretralction erreicht werclen. 

Aiich hier wird die Unabhäiigiglreit verschiedener Stcllen der Zelloberfl&che 
voiieiiiancler deutlich, clenn eine Zelle ]rann bereits über größere Bereiclic „stabili- 
sierte T<oiitalcte" gebildet liaben, obwolil daneben noch mächtige Ubcrlappurigen 
auftreteri. Morpl~ologiscli sincl clie stabilisierten Xoritalrte, clurch volle Wirlrsam- 
keit cler Bontalcthemmziiig, clurcli deutlich sichtbare Zellgrenzcn ausgezeichnet. 
Nach den vorhergegangencn Betrachtungen über den Z~isarnmeilhang von Be- 
wegungsalrtivitiit und Viskositiit hat CS den Anschein als wäre an Stellen stabili- 
sierter Kontakte clie clicht unter der Zellmembran liegende Plasinascliicht in  
erscl~lafftem, höher vislsösein Zustaiicl. 
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