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Summary. In Rose-Chambers epidermal cells of Xenopus luevis tadpole tails grow out
on a coverslip, Outgrowth, dissociation and reaggregation were studied by time-lapse cine-
matography. The culture medium consisted of Steinberg’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 cell sheet there may be
sometimes a second sheet. During this kind of movement, named ‘“‘mass-movement” by
OPpPEL, 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
salt solutions the cells get back their spread form on the coverslip and about 10 min later the
firat aggregates with stabilized contacts can be observed. Reaggregation occurs in Ringer’s
salt solution containing 0,02% CaCl,, in isotonic CaCl, solution, in isotonic NaCl- and KCI-
solution, containing at least 0,02% CaCl,. Univalent cations are suggested to act only as
charged groups in cell movement and aggregation.

Potassium cyanide (2,6 X 10-3 M) and PCMB (2,56 X 10-3 M) also allow reaggregation,
but in POMB a secondary dissociation of reaggregated cells occurs: the cells lose their contact
inhibijtion 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 4,0 and
in isotonic sucrose-diluted KCl- and NaCl-solutions with a salt coneentration 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.
Therefore 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 results from muscle physiology.

Zusammenfassung. 1. Das Dissoziations- und Reaggregationsverhalten von Epidermiszel-
len der Larven von Xenopus laevis wird unter verschiedenen Bedingungen in vitro mit Hilfe
des Zeitrafferfilmes untersucht. Die Kultur der Schwiinze erfolgt in Salzldsung nach STEINBERG
und Serum himolysierten Kilberblutes. Fiir die Reaggregation werden serumfreie Salz-
16sungen 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 gelost.
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3. Die Zellrasen lagsen sich mit 0,05 %igem EDTA in Einzelzellen auflésen; dabei tritt
eine Trennung des Zellplasmas in ein zentral gelegenes granuliertes Plasma und einen liyalinen
Plasmasaum auf. Bei lingerer Einwirkung des EDTA werden die hyalinen S&ume eingezogen.
Die Zellen sind dann abgekugelt; es brechen blasenférmige ,,Lobopodien* aus den Zellen her-
vor und verschwinden wieder: ,,Blubbern.

4. In Gegenwart von Ca*+ breiten sich die Zellen wieder auf dem Deckglas aus. Die Bildung
»»Stabilisierter Aggregate’ erfolgt in Ringerlosung (mit 0,02% CaCly), in isotonischer Caleium-
chlorid-Lésung, in isotonischer Kochsalz- und Kaliumchlorid-Lésung, wenn Calciumchlorid
mindestens 0,02%ig enthalten ist. Es wird angenommen, daBl die einwertigen Kationen fiir
die Zellbewegung und Reaggregation nur alg Ladungstriiger wirksam sind.

In KCN-haltiger (2,6 x 10-% M) und in PCMB-haltiger (2,6 x 10-* M)} Ringerlésung ist
ebenfalls Reaggregation moglich. Unter dem RinfluB von PCMB ist die Stabilisierang der
Zellgrenzen jedoch nicht von Dauer. Die Aggregate werden wieder aufgelost; die Zellen zeigen
keine Kontakthemmung mehr, sie wandern tibereinander.

5. Wird das Calciumchlorid der Ringerlosung durch die dquimolare Menge Magnesium-
chlorid ersetzt, so werden die Kontakte nicht stabilisiert, sondern ,,sliding sheets gebildet.
Keine Reaggregation ist in Calcium-haltiger Natrium- oder Kaliumchlorid-Losung einer
Konzentration unter 0,33 M und in Ringerldsung unter pH 4,0 mdéglich., Die Zellen sind
dann auch zu keiner Ortsbewegung mehr fihig. Selbst kurze (3 min) Trypsinbehandlung (2%)
verhindert die Reaggregation der Zellen im serumireien Medinm.

6. Besonders die Versuche zur St6rung des Energiehaushaltes der Zellen legen nahe, dafl
die dabei zu beobachtenden Viskosititsiinderungen im Hyaloplasmasaum auf einer Anderung
des Kontraktionszustandes in ihm enthaltener kontraktiler Proteine beruhen. Die Auswir-
kungen von PCMB, niederem pH und geringer lonenstirke deuten auf die Betoiligung eines
Membranpotentials an der Steuerung der Viskosititsinderung hin. Diese Hypothese wird zu
Ergebnissen der Muskelphysiologie in Beziehung gesetzt.

A. Einlejtung

Wihrend der Entwicklung des Lebewesens entsteht die Anordnung der Zellen
zu verschiedenen Geweben durch zablreiche Zellverlagerungen und Wanderungen
(Hamaxo, 1964; HoutrrETER, 1947; Kour, 1937, 1965; Naxkar, 1960; TowNES
und HorTrrRAETER, 1955). Solche Wanderungen sind fast stets an ein festes Sub-
strat gebunden, ohne das z.B. nur gewisse Blutzellen von Insekten zu aktiver
Fortbewegung fihig sind (MaRrscHALL, 1966). Sollen die Beziehungen von Zellen
untereinander 4n vitro untersucht werden, so ist, will man ein dem Normalver-
halten im Organismus entsprechendes Bild der dabei ablaufenden Vorginge er-
halten, dieser Voraussetzung Rechnung zu tragen, den Zellen also ein geeigneter
Untergrund fiir ihre Wanderungen zu bieten.

Die Feststellung von Curris und Gramves (1965), dall das Ausmal der Ag-
gregation von Zellen in einer Suspension nur von der Adhdsivitit der Qberflichen
abhingt, trifft sicher fiir die gegebenen Versuchshedingungen zu, zeigt jedoch
nur esnen der wirksamen Faktoren fiir die Zusammenlagerung von Zellen in situ.
Untersuchungen an anorganischen Modellen, etwa an Oltropfchen in Wasser
(Harvey und Danterri, 1938), die unter bestimmten Bedingungen ein lebenden
Zellen entsprechendes Verhalten zeigen, lassen sinnvolle Riickschlisse auf die
Grundlagen der Kohésion von Zellen zu (L. Wniss, 1960), doch liegt in dieser
Betrachtungsweise die Gefahr, eine Zelle in bezug auf ihre Adhésivitit wirklich
wie eine leblose Partikel zu behandeln. Mikrozeitrafferfilm-Aufnahmen heben
dagegen den Zusammenhang zwischen morphologischen Veréinderungen und der
Adhésivitit hervor. Sie lagsen uns den Organismus nicht als ,,starre Organisation,
sondern als organisiertes Verhalten (P. Wmiss, 1959) auffassen. Auflere Ein-
fliisse auf die Zelle, wie sie z.B. bei der Aggregation auftreten, bewirken ndmlich
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nicht nur eine rein physikalische Reaktion, sondern fithren zu einer Verdnderung
des physiologischen Zustandes der Zelle (LeviNg u. Mitarb., 1965).‘ .

Das Verhalten von Fibroblasten und fibroblastartigen Zellen in vitro wurde
von mehreren Autoren eingehend beschrieben (ABERCOMBIE, 1961; — und
AMBROSE, 1958 ; — und HEAvsMaN, 1954a, b; — und HEAYSMAN und KARTHAU-
SER, 1057; AMBROSE, 1961; P. Wriss und GARBER, 1952). Uber epitheliale Zellen
fehlen entsprechende Untersuchungen. Zwar wurde mehrfach das Auswandern
von Epithelzellen in Form geschlossener Zellrasen beobachtet und auch be-
schrieben (Apachr und Porrax, 1966; Hrtorcook, 1939; Opper, 1913), TREVAN
und RosERTS (1960) weisen auch auf unterschiedliche Kohésion von Epithelzellen
unter verschiedenen Bedingungen hin, doch gibt es keine Untersuchung an epi-
thelialen Zellen, die sich mit dem Zusammenhang morphodynamischer Ver-
inderung und dem Adhésionsverhalten auseinandersetate. Ziel dieser Arbeit ist,
unter Zeittransformation (Zeitraffung), die Beziehungen von Bewegungsweise und
Aggregationsfihigkeit von Kaulquappenepidermiszellen in vitro an einigen Bei-
spielen aufzuzeigen.

B. Material und Methode
1. Zucht wnd Priparation der Tiere

Untersucht wurden die Epidermiszellen der Larven von Xenopus laevis DAUD. Nach Be-
handlung mit Prolan (Bayer) laichten Frosche. Die Larven wurden bei Zimmertemperatur
aufgezogen und mit einem Pulver aus getrocknetem Ei, Leber und Bremnesseln ernihrt.

Kaulquappen der Stadien 49 und 50 (n. Nizowxoor und FABER, 1956) wurden vor der
Priparation einen Tag hungern gelassen und in sauberes, abgestandenes Leitungswasser um-
gesetzt., Die Schwiinze der Tiere wurden nach 10 min langer Vorbehandlung mit hellroter
Kaliumpermanganatldsung mit einer sterilen Schere hinter dem After abgeschnitten und in
Steinberglsung gegeben, der Cibazol (0,1%) zugesetzt war, Fiir ausreichende Sterilittit bei
der Anzucht der Gewebe ist die Kaliumpermanganatvorbehandlung von groBer Bedeutung.
Der Schwanz darf nicht zu nahe am After abgeschnitten werden, da sonst Verunreinigungen
in das Priparat gelangen.

Die Kultur der Schwiinze erfolgte in Vielzweckkammern nach Rose u. Mitarb. (1958).
Eine solche Kammer besteht aus einer Silikongummiplatte mit einem Loch von 18 mm
Durchmesser in der Mitte, das durch zwei Deckgliser verschlossen wird. Die Gummischeibe
liegt zwischen zwei Platten aus rostfreiem Stahl, die miteinander verschraubt sind und so die
beiden Deckgliiser auf den Gummi pressen. Die Stahlplatten haben in ihrer Mitte eine Boh-
rung, die dem Loch in der Gummischeibe entspricht. Auf dem einen der beiden Deckgliser
liegt das Bxplantat. Es wird mit einem etwa 10 mm breiten Streifen Visking Dialysierschlauch
an die Unterlage gedriickt.

Die Kammern wurden mit einer Nihrldsung aus gleichen Teilen Salzlésung nach Srmrs-
BERG (aus ANSEVIN, 1964) und Kilberserum gefiillt, Das Serum wurde erst nach 90 min
langer Hiimolyse des Blutes bei 370 abzentrifugiert. Es ist im Gegensatz zu dem nicht himoly-
sierten Blutes orangefarben. Abb. 1 zeigt einen Vergleich der Lichtdurchléssigkeit bei verschie-
denen Wellenlingen von himolysiertem (gestrichelte Linie) und von nicht héamolysiertem
(durchgezogene Linie) Kiilberserum. Der Unterschied ist bei 470 my am deutlichsten, Hier
1aBt gewdhuliches Serum 53% des Lichtes durch, vorbehandeltes nar 18,5 %, — jeweils bezogen
auf eine entsprechende, mit destilliertern Wasser gefiillte Kiivette. Bei Werten iiber 600 my
fallen die beiden Transparenzkurven zusammen. Der Gehalt an Lipiden ist bei himolysiertem
Seram von 14000 ppm auf 4500 ppm, an Kohlenhydraten von 550 Pppm auf 422 ppm erniedrigt.
Die Menge der Aminostiuren bleibt konstant.

Nur bei Zugabe hdmolysierten Serums wandern die Epidermiszellen von den Schwinzen
auf das Deckglas aus. Die Kulturlésung enthielt weiterhin 0,05% Cibazol und war mit Tris-
hydroxy-methyl-amino-methan (Tris) und 1 N HCL auf pH 7,8 gepuffert. Diese Pufferung
;st fiir die hier beschriebenen Versuche besonders geeignet, da Tris nicht mit Calcium inter-
eriert.
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Abb. 1. Transpatrenz von Serum hiimolysierten (

II. Versuchsdurchfihrung
Bei 25°C—26°C ist das Auswandern der Zellen nach 36—48 Std beendet. Dann wurden
die Versuche in serumfreiem Medium unternommen. Als isotonisch bezeichnete Lisungen sind
auf 0,64 NaCl bezogen. Die osmotische Wirkung des p-Chlor-Quecksilber-Benzoates (PCMB)
und des Trypsin wurden vernachlissigh, die D-Saccharoselésung war 7,49%ig. Beim Auf-
lésen des PCMB ist darauf zu achten, daB das pH der Salzlésung bereits eingestellt ist, da bei
Zugabe von Salzsiiure das PCMB, selbst im alkalischen Bereich ausgeféllt wird.
Fiir die Durchfithrung der Dissoziations- und Reaggregationsversuche erwiesen sich die
Rose-Kimmerchen als ungeeignet, da kein schneller und vollstindiger Wechsel des Kul-
turmediums mdglich ist. Daher wurden fiir die Versuche die Deckgliiser auf einen gewshnlichen
Objekttriger gebracht. Das Deckglas lag hierbei auf zwei 2 mm hohen, auf dem Objekttriiger
im Abstand von 30 mm aufgeklebten Glasstreifen, die, um die Haftung des Deckglases daran
zu erhohen, mit Silikonfett bestrichen waren. Mit einer Rekordspritze kann die Fltissigkeit
aus dem Zwischenraum von Deckglas und Objekttriger leicht ausgesangt bzw. in diesen ein-
gespritzt werden, ohne die Lage des Priparates unter dem Mikroskop zu veréindern. Die Ver-
dunstung des Wassers kann bei kurzen Versuchszeiten vernachlissigt werden.
Die Streifen Dialysierschlauches wurden wihrend vieler Versuche ttber den Zellen gelassen,
um Stromungseinfliisse zu verringern. Es stellte sich jedoch heraus, daf diesen keine wesent-
liche Bedeutung zukommt, und so wurde, besonders bei den Versuchen mit Trypsin und PCMB,

der Dialysierstreifen, der hier als Diffusionsschranke wirkt, weggelassen.

II1. Untersuchungsmethoden

Die meisten Versuche wurden wenigstens 5—7mal durchgefithrt, um einen Uberblick
tiber die Streuungsbreite der Ergebnisse zu erhalten. Das Bewsgungsverhalten der Zellen wurde
mit Hilfe des Mikrozeitrafferfilmes untersucht. Die phasenkontrastmikroskopischen Aufnah-
men wurden mit einer elektronisch gesteuerten Mikrozeitratferapparatur (Berurrer-Hany,
1965) auf Agfa IFF bzw. Eastman Double X Film hergestellt. Es fanden Zeiss Neofluare und
ein langbrennweitiger Phasenkontrastkondensor von Zeiss Verwendung.

Der Darstellung der beobachteten Vorginge liegt eine Untersuchung des Laufbildes und
eine Analyse der einzelnen Filmbilder (,, Teilbild-Analyse*‘) nach Kunr (1942, 1949) zugrunde.

Zur genaueren Beurteilung der Lageverhiltnisse der einzelnen Zellen zueinander wurden
die Zellgrenzen durch ein einfaches Versilberungsverfahren, das sowohl an ganzen Schwiinzen
als auch an den Zellragen auf dem Deckglas gute Resultate liefert, angefiirbt. Das Objekt wird
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1 min unfixiert mit 0,6 %iger Silbernitratlésung behandelt und nach griindlichem Spitlen
mit destilliertern Wasser, mindestens 30 min mit einer hellen Lampe bestrahlt. Wihrend dieser
Zeit kann bereits im 4%igem Formol fixiert werden, Nach dieser Behandlung treten die Zell-
grenzen deutlich hervor.

C. Beobachtungen und Befunde
1. Normalverhalten der Bpidermiszellen in vitro

Fir gutes Auswachsen der Epidermiszellen sind enger Kontakt des Gewebes
mit dem Deckglas sowie Serum von himolysiertem Blut erforderlich. Der Kon-
takt mit dem Substrat kann unter anderem durch Andricken einer Agar-Agar-
Schicht oder auch, wie hier angegeben, mit einem Streifen Dialysierschlauch
geschehen. Die Bedeutung des direkten Kontaktes geht aus der Tatsache hervor,
daB die Zellen meist vom dicken Mittelstiick des Schwanzes herauswandern, also
von der Stelle, die in engster Berithrung mit der Unterlage steht. Ist der notige
Kontakt mit dem Deckglas vorhanden, so wandern die Zellen von allen Stellen
des Schwanzes gleich gut aus. In dem erprobten Medium wird innerhalb von etwa
zwei Tagen ein ein- bis zweischichtiger Zellrasen gebildet, der in der Anordnung
der Zellen zum Deckglas hin der Lage zur ,,Basalmembran® in wivo entspricht
(nach Prruererper und ScHUBERT, 1965 handelt es sich hier nur um ein Basal-
membrandquivalent). Die Epidermis der Kaulquappen der verwendeten Stacien
ist ebenfalls zweischichtig (Abb. 2). Die duBere Zellschicht (Deckzellen) besteht
aus sehr flachen, vorwiegend fiinf- oder sechseckigen Zellen von etwa 40 p. Durch-
messer. Dag Plasma dieser Zellen ist sehr hyalin und zeigt im Phasenkontrast
sowie nach Pappenheims panoptischer Féarbung (aus RomEis, 1948) von Ab-
strichpréparaten nur schwache Granulierung. Die Kerne dieser Zellen sind grol3,
flach und an den Réndern oft gelappt und enthalten zwei Nucleoli. Die Zellen
grenzen mit scharfen, im Leben stets glatten Réndern aneinander, die lichtmi-
kroskopisch keinerlei Strukturierung wie z. B. Bizzozero-Knoten erkennen lassen.
Elektronenmikroskopisch jedoch lagsen sich Desmosomen nachweisen (PFLUGFEL-
DER und ScHUBERT, 1965). Die Zellen der unteren Epidermisschicht (Basalzellen)
haben etwa gleiche Gréfle und Form. Ihr Plasma enthélt zahlreiche Organelle,
7. B. Mitochondrien. Der Kern ist oval und meist glattrandig mit zwei Nukleolen.
Die Zellgrenzen sind hier im ungestérten Zustand ebenfalls glatt und im Hellfeld
im lebenden Tier nicht zu sehen, zeigen jedoch bei geringster Schidigung der
Epidermis, etwa durch MS 222 (Sandoz), das zum Bestduben der Tiere verwendet
wird, reversible, bldschenférmige Auflésung, d.h. die Zellen héngen an einzelnen
Haftstellen zusammen, wihrend dazwischen der Zusammenhalt gelost wird
(vgl. Abb. 2d). Diese Zellen liegen der ,,Basalmembran‘ auf. Eine Ubersicht {iber
die Lageverhiltnisse der beiden Zellschichten geben Abb. 2a u. d.

Die Bildung der Zellrasen erfolgt allein durch Auswandern der Zellen und nicht
durch Teilung. Mitosen sind bei Kulturen innerhalb der ersten 48 Std ebenso selten
zu beobachten wie an gefdrbten Schwinzen der verwendeten Entwicklungsstadien.

In der Gewebelkultur haften Basalzellen am Deckglas, wihrend die Deckzellen
auch hier wieder den Abschluf gegen das umgebende Kulturmedium darstellen.
Die urspriingliche Anordnung der Zellen zueinander bleibt also erhalten. Deshalb
ist es notig, daf an der Stelle, an der das Auswandern beginnt, zunichst die basale
Zellschicht nach auflen kommt. Wie dies geschieht, konnte nicht beobachtet
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Abb. 2, a Versilberung der Kpidermiszellgrenzen auf cinem Kaulquappenschwanz. b Auswandernder Zellrasen.

Wanderrichtung von rechts nach links, ¢ Beginnende ,,linrollung des Zellrasens in 2%igem Trypsin. Plasma-

fetzen bleiben am Deckglas hiingen. d Epidermiszellen anf dem Kaulquappenschwanz, Schiidigung dureh 10 min

lange Kinwirkung von 0,05% EDTA: Trweiterung der Intercellularriiume. ¢ Beginnende Dissoziation eines

Zellrasens in WDTA. In der linken Hilfte bereits dissoziierte Zellen. Randzellen des Zellrasens stehen unter Span-

nung, sie fithrt zur ,,Kinrollung*. f Mit EDTA dissoziierte Zellen mit radial gewellten Siumen unterschiedlicher
Grofe. Malistab 50 @

werden. Fine derartige Polaritit in der Anordnung von Zellen wurde von HrrcH-
000K (1939) und Broww (1939) fiir Amphibienepidermis, von WrsszLs (1964) far
Hithnehenepidermis und von ApacuT und Pornax (1866) fir Kaninchen-Cornea-
Epithel in vitro beschrieben.

Wenngleich das morphologische Erscheinungsbild der Epidermiszellen am
Schwanze in situ und am Deckglas in vitro sich weitgehend entsprechen, so
miissen doch wesentliche Veréinderungen, wenigstens an der Membran der Zellen,



124 J. BErEITER-HARN

vor sich gehen. Am normalen, unfixierten Schwanz zeigt die Oberflache der Deck-
zellen starke Esteraseaktivitdt. Die Reaktion wurde, nach PEARSE (1960) ab-
gewandelt, mit Echtblausalz BB als Kupplungspartner und «-Naphtylacetat als
Substrat in Tris-gepufferter Ringerlésung vorgenommen. Bei einer Inkuba-
tionszeit von nur 1 min bei Zimmertemperatur zeichnet der schwarze Nieder-
schlag scharf die Konturen der Deckzellen nach und die tibrige Oberfliche ist
schwach von granulirem Reaktionsprodukt bedeckt. Beilingerer Inkubationszeit
wird der Niederschlag so dicht, daB keine Zellgrenzen mehr sichtbar sind. Die
Durchfithrung des Nachweises sowie die Art der Reaktion entsprechen den von
Grorr und Huurwee (1959) fir die Zelloberfliche verschiedener Zellkultur-
stimme beschriebenen.

Nach etwa einstiindiger Einwirkung von serumhaltiger Kulturlésung auf die
abgeschnittenen Schwinze ist keinerlei Enzymaktivitdt mehr festzustellen. An
ausgewachsenen Zellrasen firben sich nur die Cytosomen (WEISSENFELS, 1962)
deutlich schwarz.

Das Auswandern geschicht mit annfhernd konstanter Geschwindigkeit
(8—12 p/min). Die Zellen am Rande eines Zellrasens zeigen nach der gewebe-
freien Seite groBe, hyaline Siume, zu den benachbarten Zellen aber scharfe
Grenzen. Bisweilen 16sen sich einige der Randzellen aus dem Verband, sie werden
dann spindelférmig (Abb. 8d, h; 10e). Ein einseitiger Saum von halbelliptischer
Torm erméglicht die Forthewegung der Zelle, Diese Bewegung verlduft meist
bogenformig und kommt durch quer iiber den Saum verlaufende Wellen zustande.
Wandert eine Zelle geradlinig, so ist der breite AuBenrand des Saumes die Vorder-
front, und die Bewegungswellen verlaufen von dort nach der Zellmitte zu. Die
Geschwindigkeit dieser Zellen kann bis zu 20 p/min betragen. Die Bildung des
Zellrasens erfolgt bei den Epidermiszellen nicht wie bei Fibroblastenkulturen, die
als Folge anwachsender Populationsdichte eine geschlossene Zellfliche bilden,
sondern hier wandern die Zellen bereits im Verband aus, in Form einer ,,Massen-
bewegung® wie sie von OrpzL (1913) fiir Amphibienzellen und in neuerer Zeit
z.B. von Apacsr und Porrax (1966) fiir Cornea-Epithelzellen angegeben wurde.
Diese Massenbewegung wird moglich, weil die Zellen auf der dem Explantat abge-
wandten Seite einen Saum ausbilden und dadurch das Aussehen der Wanderform an-
nehmen. Das physiologische Hinterende ist deutlich gegen die nichstfolgende Zelle
abgesetzt (Abb. 2b); trotzdem wandern sie als Zellverband.

Die Ausbildung der S#ume innerhalb eines Zellrasens wird durch die Beobach-
tung versténdlich, daB die ersten auswandernden Zellen infolge ihrer Bewegungsak-
tivitdt sich von jhrer Umgebung zu 16sen vermégen ; so kénnte bereits eine Locke-
rung des Kontaktes zwischen zwei Zellen zur Ausbildung eines Saumes durch die
nachfolgende fithren, die dadurch zur Fortbewegung in Richtung des Saumes fahig
ist. Dieses Prinzip 140t sich beliebig weit nach hinten fortsetzen. Im Mikrozeit-
rafferfilm wird an einigen Stellen die Bewegung der Siume sichtbar. Die ,,Mas-
senbewegung** ist also ein fortwéihrendes ,,Nachlaufen der Zellen. Dieser Wander-
vorgang endet spétestens, wenn keine Epidermiszellen mehr dem Schwanze auf-
liegen. Dies ist nach etwa 36—48 Std der Fall. Die Zellen nehmen dann wieder
ihre urspriingliche Form an und sind an allen Seiten deutlich gegeneinander ab-
gegrenzt (Abb. 2d). Die Ursache fiir die Einstellung der Bewegung konnte nicht
ermittelt werden. Die Deckzellen scheinen sich an der Bewegung nicht zu beteili-
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gen, die Zellgrenzen bleiben unverdndert. Die Deckzellen werden also von den
Basalzellen gleichsam mitgetragen. Héufig fehlen in den distalen Gebieten der
Zellrasen die Deckzellen. Die Kulturen sind an diesen Stellen einschichtig.

Fiir Aussehen und Verhalten der Zellen in der Gewcbekultur ist es gleichgiiltig,
ob der explantierte Schwanz von einem Tier des Stadiums 48 oder 51 (NTRUW-
®oor und FARER, 1956) stammt. Bei den jiingeren Stadien sind noch einige Dotter-
schollen in den Epidermiszellen zu finden (Abb. 2b); in den dlteren treten oft in
groferer Zahl Granula auf, die nach Aussehen und fiarberischen Eigenschaften
Cytosomen (WrIsSENFELS, 1962) sind. Die Gréfie der gebildeten Zellrasen ist sehr
unterschiedlich, jedoch nicht vom Alter der Explantate abhingig.

Innerhalb von 30—60 min #dndert sich das Verhalten der Zellen nicht, wenn
das serumhaltige Kulturmedium durch Ringerldsung ersetzt wird. Bei lingerer
Rinwirkung reiner Salzlésung zeigt das Plasma der Zellen starke Vakuolisierung.
Diese Schidigung ist in Serumldsung reversibel. Oft erscheinen die Zellen nach
1 Std noch vollig normal, und Schédigungen sind erst nach 2 Std sichtbar. Die
Cytosomen werden bei Serummangel abgebaut.

I1. Dissoziation der Zellrasen

Bei der Auflosung der Zellrasen in Einzelzellen (Dissoziation) ist eine méglichst
schonende Behandlung der Zellen notwendig, wenn aus ihrem Verhalten noch
sinnvolle Schliisse gezogen werden sollen. Dies scheint durch Verwendung des
Chelatbildners Versen (EDTA) gewihrleistet. Dieser Stoff bindet zweiwertige
Kationen, offenbar ohne die Zellen ernsthaft zu schidigen. Wird rechtzeitig wie-
der Calcium in ausreichender Menge zugegeben, so erholen sich die Zellen schnell.
Da die Dissoziation auf dem Deckglas unter dem Mikroskop durchgefihrt
wird, ist dieser Vorgang kinematographisch zu verfolgen und die Wirkung der
zur Reaggregation zugegebenen Losung ist sofort zu erfassen. Die meisten Zellen
bleiben selbst im Stadium des , Blubberns”” an der Unterseite des Deckglases
héingen, so daf} kein umgekehrtes Mikroskop benutzt werden muf. Allerdings
werden beim Wechseln der Versuchsldsung etliche Zellen abgespiilt.

Fir die Durchfiihrung der Reaggregationsversuche erwies sich als glinstig,
die Zellen zwar zu vereinzeln, aber die Dissoziation abzubrechen, bevor ein Grof}-
teil der Zellen das ,,Blubberstadium® erreicht hat (aus abgekugelten Zellen
brechen optisch dichte ,,Lopobodien‘* hervor und verschwinden wieder, wahrend
gleichzeitig an anderen Stellen neue Protrusionen entstehen). ,,Blubbern® sie
bereits, so sind sie unter einigen Bedingungen nicht zur Ausbreitung féhig, be-
halten aber ihre Sdume, wenn sie sie noch nicht eingezogen hatten.

1. EDTA in Ringerlésung

Die Geschwindigkeit der Vereinzelung der Zellen eines Zellrasens ist sehr
von der Vorbehandlung abhingig. Wird die serumhaltige Kulturlésung bei der
Ubertragung des Deckglases auf den Versuchsobjekttriger durch Ringerlésung
ersetzt, so muB die Kinwirkungszeit des EDTA bis zur ausreichenden Dissoziation
wesentlich erhoht werden. Werden die Iulturen vor der Dissoziation etwa 10 min
mit Ringerldsung vorbehandelt, so ist selbst mit 0,1 %igem EDTA keine Auflésung
des Zellrasens mehr moéglich. Wird dagegen die Serumlésung sofort durch 0,05 %ige
Ca-freie EDTA-Ringerlosung ersetzt, so beginnt die Vereinzelung der Zellen oft
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Abb. 3a—h. Morphologische Verfinderungen der Zellen bei der Vereinzelung mit 0,05% EDTA. s und e; Gegen-
iberstellung der beiden Zelltypen. a Siume der Zellen radidr gefaltet. Bei der Zelle rechts unten sind einige Falten
miteinander verschmolzen. ¢ Hyaloplasmasiume der Zellen sind glatt und lappig. b—d und f—h Bildfolge aus
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bereits nach 30 sec am Rande des Zellrasens. Je nach dem Voranschreiten dieses
Vorganges wird die Behandlung nach 3-—5 min beendet, oder wenn die Dissozia-
tion durch vorhergegangene Kinwirkung von Salzlésung verlangsamt ist, nach
8—12 min. Eine solche kurze Vorbehandlung ist fir die weitere Versuchsdurch-
fithrung ohne feststellbare Folgen.

Zwei Typen der Dissoziation, die nebeneinander und gleichzeitig zu beobachten
sind, lassen sich unterscheiden: bei der ersten wandern die Zellen vom Rande
weg, die Trennung erfolgt also nur vom freien Rand des Zellrasens aus. Die Fahig-
keit zur Ortsbewegung geht mit fortschreitender EDTA-Wirkung verloren. Beim
zweiten Typ trennen sich die Zellen an allen Stellen der Kultur mehr oder weniger
gleichzeitig voneinander, chne dafl dabei eine Ortsverénderung cintritt. Meist
sind beide Méglichkeiten am gleichen Pridparat zu beobachten. Die zweite Form
tritt meist nur etwas spéter auf. Bei dieser Art der Vereinzelung ziehen sich die
Zellen zusammen und die Verbindungen der Zellen untereinander reifien unter oft
deutlichen Spannungen ab (Abb. 2e). Die Zellen bleiben daher bisweilen durch
Plasmafiden miteinander in Verbindung (Abb. 3e, f, g). Als morphologische Ver-
dnderung tritt bei der Trennung der Zellen eine Sonderung in hyalines und granu-
lires Plasma auf, d.h. die granuldren Bestandteile der Zelle werden um den Kern
herum angesammelt. Diesen Plasmabezirk umgibt ein mehr oder weniger runder
Hyaloplasmasaum, der meist von radidr angeordneten ,,Wellen* durchzogen ist,
in denen das Plasma stdndig zentripetal zu strémen scheint, wie im Zeitraffer-
Laufbild zu sehen ist (Abb. 2f, 3a, ¢). Die tangentiale Verlagerung der Wellen
ist sehr geringfiigig. Bei lingerer Kinwirkung des EDTA ziehen sich die Zellen
immer weiter zusammen. Wihrend zu Beginn des Vorganges der Zellkern noch
sichtbar war (Abb. 3b), wird er jetzt durch immer stirker zusammengeballtes
Granuloplasma verdeckt (Abb. 3b, ¢, d, ¢). Einige der Wellen verschmelzen mit-
einander (Abb. 3a, 2f); dann zieht sich die Zelle plotzlich schneller zusammen,
und das Plasma bricht in Form breiter, optisch dichter Pseudopodien hervor
(Abb. 3h, 4¢, 16h). Diese ,,Lobopodien’* wandern héufig kreisférmig oder halb-
kreisférmig um die Zelle herum (Horrrrerer, 1946: Cyclosis). Dieses ,,Kreisel-
blubbern kann direkt, ohne Zeitraffung, beobachtet werden. Zellen in diesem
Stadium haften am Glas, verklumpen aber miteinander, wenn sie durch die
Stromung des Mediums aneinandergetrieben werden.

In ein und demselben Priparat gibt es neben Zellen mit runden, radial ge-
wellten Sdumen auch solche, die nach kurzer EDTA-Einwirkung flach ausge-
breitet sind (Abb. 3b, 16a), deren S&ume nach lingerem Einflul von EDTA
sich stark bewegen und umschlagen oder auch iber ihre gesamte Breite un-
regelmiBige Faltungen zeigen (Abb. 3e). Bei diesen Zellen tritt bisweilen auch
Pinocytose auf. Es konnte sich bei diesen beiden Zellformen um Unterschiede
zwischen Deck- und Basalzellen handeln ; Ubergéinge sind moglich (Abb. 3D, ¢, d).
Im ,,Blubberstadium® sind keine Unterschiede mehr feststellbar.

Losen sich Zellen vom Rande der Kultur los, so handelt es sich in den meisten
Fillen um solche der Basalschicht. Den Deckzellen wird dadurch ihr Substrat
entzogen, was sic zur Kontraktion veranlafit. Diese Zellschicht 1ost sich hierbei

einem Mikrozeitrafferfilm. b 10 min 40 sec, ¢ 12 min 20 sec, d 14 min, f 14 min 40 sec, g 16 min 20 sec, h 18 min
40 sec nach Zugabe von EDTA in Ca-freicr Ringerltsung. Abb, ¢ und d zeigen leicht radidr gefaltete Hyaloplasma-
saume, die dann lappig werden (f und g). MaBstab 33 w in b fiir b—d und f—h, in a fiir a und e
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immer mehr von der darunterliegenden, ohne dafi dabei der Zusammenhalt der
Deckzellen untereinander gelést wird. Nur an Stellen besonders starker Spannung
reiBBen die Zellen an ihren Grenzen auseinander. Die losgeldsten Zellen bleiben in
Klumpen aneinander hingen (Abb. 2e, 9h). Diese ,,Einrollung® des Zellrasens
erfalt nicht nur die Deckzellen, sondern auch etliche Basalzellen.

Wird das EDTA isotonischer Saccharose-Losung zugesetzt, hat diese keinen
Einfluf} auf das Dissoziationsverhalten der Zellen. Lediglich die Sdume der Zellen
erscheinen klarer, mit schéirfer ausgeprigten Radidrwellen; die ,,blubbernden®
Zellen bleiben, wenn sie durch Stréomung auseinandergespillt werden, stérker
aneinander haften und bilden dann groBere Klumpen.

2. Dissoziation mit Trypsin

Durch Ca-freie Ringerldsung, die 2% Trypsin (Merck) enthilt, lassen sich die
Zellrasen nicht in Einzelzellen auflésen. Auch bei Zusatz der tiblichen Menge EDTA

¢35?© 30

a d

Abb. 4a—d. Verschiedene Formen des ,, Blubberns® bei Xaulquappenepidermiszellen. a In Trypsin, b In EDTA-
Ringerldsung, ¢ In PCMB. d In Ringerldsung, in der das Caleium durch Magnesium ersetzt wurde

(0,05%) lost sich nur der Zellrasen als Ganzes vom Deckglas (Abb. 2¢). Die Ab-
losung der Zellschicht vom Deckglas entspricht genau dem auch bei Dissoziation
in EDTA beobachteten ,,Einrollen”, nur werden bei Gegenwart von Trypsin
alle Zellen von diesem Vorgang erfafit. Es bleiben dabei oft Plasmafetzen am Deck-
glas héngen, die noch einige Minuten unter Zeitraffung sichtbare Bewegungen
ausfithren. Vor der Behandlung bereits aus dem Verband geldste Zellen ,,blubbern*
unter Trypsineinwirkung mit zahlreichen kleinen, oft fingerférmigen Protrusionen
(Abb. 4a, 13g). Die Zellen nehmen hierbei nicht immer Kugelgestalt an, sondern
bleiben oft linglich und der ganze Zell-Leib windet und kritmmt sich. In diesem
Stadium neigen die Zellen stark zu Verklumpung.

III. Reaggregation der Zellen

Wie in der Einleitung bereits dargelegt wurde, spielen Zellbewegungen fiir die
Bildung von Zellverbdnden eine wichtige Rolle. Bei den hier beschriebenen Reag-
gregationsversuchen werden verschiedene Faktoren (wie z.B. das pH der Lésung,
ihre Tonenstirke oder der Energichaushalt der Zellen) verdndert, deren Einflul
auf die Reaggregationstihigkeit oder die Bewegungsweise von Zellen bekannt ist,
Mit Hilfe des Mikrozeitrafferfilmes lassen sich aus dem Bewegungsverhalten der
Zellen Schliisse {tber die mogliche Wirkungsweise der einzelnen Faktoren ziehen.
Elektrophysiologische Methoden, die bei der Klirung der Frage nach der Steue-

rung von Zellbewegungen sinnvoll mitwirken kénnten, sind wegen der geringen
Grobe des Objektes nicht anwendbar.
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1. Reaggregation in Ringerlésung

a) Ausbreiten der Zellen. In EDTA sind die runden Sdume der Zellen, wie
bereits beschrieben, meist deutlich radidr gefaltet (Abb. 2f, 3a); andere Zellen
haben ihre Sdume eingezogen und ,,blubbern’ (Abb. 3h, 4b). Durch Zugabe von
Ringerlosung (0,02% CaCly) édndert sich in kurzer Zeit das Bild vollstindig.
In etwa 20—90 sec werden die Siume glatt oder bleiben nur noch leicht gewellt
(Abb. 10a—d), was jedoch nicht mit der scharfen radidren Faltung in EDTA
verglichen werden kann. Sie nehmen an Flichenausdehnung bedeutend zu, und
viele der zunichst die ganze Zelle umgebenden Siume werden auf einer Seite
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Abb. ba u. b. Ausbreiten der Kaulguappen-Epidermiszellen in Ringerldsung nach EDTA-Dissoziation. b In
dem durch die Pfeile gekennzeichneten Zoitabschnitt treten Uberlappung der Hyaloplasmasiume der Zellen
A und B auf

eingezogen, was zur Bildung der ,,Wanderzellen fithrt. (z. B. Abb. 10d). Das
,,»Blubbern‘ geht kontinuierlich in das Ausbreiten des Saumes iiber. Die Flachen-
ausbreitung erfolgt gleichméfBig (Abb. 5a), nicht stufenweise, wie P. Wrmiss
(1958) fiir Fibroblasten angibt. Die Kurven der Flichenzunahme steigen zunéchst
fast linear und werden dann immer flacher. Es wird nicht nur ein zundchst fast
runder Saum gebildet, sondern auch das Granuloplasma ist nicht mehr so dicht
geballt. Der Zellkern wird wieder sichtbar (vgl. Abb. 10a mit d). Gleichzeitig
flachen sich die Zellen ab, wie dies sehr eindrucksvoll fiir menschliche Conjunk-
tiva-Zellen von A. C. Tavror (1961) gezeigt wurde.

Gewohnlich liegen die dissoziierten Zellen so nahe beieinander, dafi sie sich
beim Ausbreiten berithren. Dies fiihrt zu einer Kontraktion des Saumes, wodurch
der kontinuierliche Verlauf der Flichenzunahme gestért wird (Abb. 5b). Diese
Kontaktretraktion kommt nicht sofort zur Answirkung, sondern es treten oft
vorher Uberlappungen der Siume auf.

Wihrend des durch die beiden Pfeile (Abb. 5b) bezeichneten Zeitabschnittes
{iberlappen sich die Zellen. Der linke Pfeil bezeichnet das Auftreten einer starken
Uberschneidung der beiden Séume; sie wird durch EKinziehen des Saumes der
Zelle B an dieser Stelle aufgehoben. Zelle A reagiert schwicher; sie verlangsamt

9 4. Zellforsch., Bd. 79



130 J. BerEITER-HAHN:

zunichst nur das Ausbreiten ihres Saumes, das dann zum Stillstand kommt.
Inzwischen haben sich die beiden Zellen voneinander getrennt, sie breiten sich
wieder aus, berithren sich daher erneut, was zu nochmaligem Einziehen der Siume
an der Berithrungsstelle fithrt (rechter Pfeil). Die Zelle B wandert jetzt fort; die
Zellen konnen sich weiterhin ungestért ausbreiten.

Dieser deutliche Einfluf der Beriihrung zweier Zellen auf die gesamte Flichen-
aushreitung setwt eine breite Kontaktzone voraus. Ist diese klein, so sind die
Reaktionen entsprechend geringer (Abb. 6). Bei
schnell wandernden Zellen ist die Kontaktretraktion

I

0L

I~ P besonders stark, jedoch nur bei einer der beriihren-
= <\ den Zellen, so daB im Zeitrafferfilm der Eindruck

entsteht, als ,,rollten die Zellen aneinander ab.
" TN - Die frisch ausgebreiteten Zellen zeigen entweder
LT runde oder halbelliptische, einseitige Siume (Wander-
form) oder je einen Saum an den beiden Enden,
BN A die sich nur von der Stelle bewegen kénnen, wenn
® o einer der beiden Sdume deutlich gréBer ist als der

L andere.

% -;z,\/f\ Verklumpte Zellen erholen sich in Ringerlosung

nicht mehr. Bisweilen sind auch einzelne ,,Blubber-
™ zellen‘ noch nach 20 min zu finden, obwohl die meisten

a0 | LI | ] anderen Zellen bereits Aggregate gebildet haben.

saull Manche Zellen, die bereits S3dume aunsgebreitet haben,

ziehen diese ohne zunichst erkennbare Ursache wie-

s0 R A der ein und beginnen zu ,,blubbern®. A. C. TaAYLOR
T T

(1961) fihrt ein derartiges Verhalten auf Degeneration

Abb. 6. Reaktion zweier Zellen bei
gegenseibiger Berthrang. Darstel-
lung der Kontaktzonen. Die
waagerechte Flilfslinie bei 0 sec
tiegt genau zwischen den beiden
Zellen bei der ersten Berithrung,
Bei 40 sec sind die Zellen itber
einen groBeren  Abschpitt in
engem Kontakt., Die waagerech~
ten und die senkrechten Hilfs-
linien stellen das Bezugssystem
flir die Verlagerungen der Zell-
grenzen dar

infolge Serummangels zuriick.

b) Reaggregation der Zellen. Bei Zellen mit run-
dem Plasmasaum, die zu keiner Fortbewegung fahig
und optimal ausgebreitet sind, verhindert die Kon-
taktretraktion die Bildung einer dauernden Beriih-
rungszone. Liegen zwei Zellen ndher zusammen oder
bewegen sie sich aufeinander zu-— die Bewegungsrich-
tung ist stets zufillig (Kunmw, 1937), wie die Laufbild-
untersuchung von Mikrozeitrafferfilmen zeigt, liegt hier

keine Chemotaxis oder dgl. vor — kann beispielsweise
der Saum einer Zelle an der Beriihrungsstelle weit eingezogen werden, so dal}
eine tiefe konkave Einbuchtung entsteht, in die sich das ,,Pseudopodium® der
gegeniiberliegenden Zelle hineinschiebt. Auch konnen die beiden Saume wechsel-
weise in sehr kleinen Ildchenbereichen an der Beriithrungsfront vorgestreckt
und wieder zuriickgezogen werden (Abb. 6). Abb. 6 zeigt die Grenzen zweier
Zellen im Berithrungsbereich. An den Figuren 14 sec—I8 sec ist deutlich zu
sehen, wie das Aufeinandertreffen der beiden Siume an den Kontaktstellen zu-
nichst zu einer lokalen Kontraktion fithrt. Die drei unteren Diagramme veran-
schaulichen die schnelle Erweiterung der Kohésionszone, in der die wellen-
formige Randbewegung der Siume zum Stillstand kommt. Diese Kontaktzone
ist im Phasenkontrast als scharfe Zellgrenze sichtbar (Abb. 7a, b, e, f). In dicsem
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Bereich ist die Kontakthemmung voll wirksam. Im Zeitrafferfilm sind bei einer
Raffung auf !/,, keine Bewegungen der Zellgrenzen und keine Uberlappung mehr
zu sehen. Die vorher deutliche Trennung in hyalinen Plasmasaum und Granulo-
plasma wird aufgehoben. Da die Siume entlang der Beriihrungsfront oft einge-
zogen werden, kann die Grenzlinie im Phasenkontrastbild durch ,,Halo* ver-
deckt sein (Abb. 9d).

Dieser Zustand soll als ,,Stabilisierter Kontakt‘ bezeichnet werden. Entspre-
chend wird der Begriff ,stabilisiertes Aggregat“ gebraucht. Solche stabilisierte
Aggregate sind in Ca-haltiger Ringerlésung friihestens 10 min nach deren Zugabe
zu beobachten.

Die einzelnen Bezirke einer Zelle verhalten sich hinsichtlich der Stahilisierung
der Kontakte vallig unabhingig voneinander. Eine Zelle kann also an einer Stelle
bereits eine deutliche Grenzlinie zur Nachbarzelle ausgebildet haben und an einer
anderen Stelle den Saum tiberlappen (Abb. 7a, e).

¢) Hinfluf des pH-Wertes auf die Reaggregation. Die Versuche wurden gewdhn-
lich bei pH 7,8, dem pH der Kulturlgsung durchgefiihrt. Da nach einigen Autoren
(BavguaM und Prrmrca, 1960; Curris, 1957, 1962 u.a.; KucHner u. Mitarb.,
1960; SrmINBERG, 1958) die Ladung der Zellmembran fiir deren Adhésivitit von
ausschlaggebender Bedeutung ist, erschien es sinnvoll, das Verhalten der Zellen
auch bei niedrigem pH zu untersuchen. Da die fiir diesen pIH-Bereich in Frage
kommenden Pufferlésungen alle einen Einflull auf das Verhalten der Zellen aus-
itben, muBten ungepufferte Lésungen verwendet werden. Den hier zitierten Wer-
ten liegen Messungen zugrunde, die nach der Durchfithrung des Versuches vor-
genommen wurden, da Riickstinde auf pH 7,8 gepufferter EDTA-Lésung stets
das pH der Versuchslsung um etwa 0,7 heraufsetzen. Der Einheitlichkeit der
Versuchsbedingungen wegen wurde auch dieser Ringerlésung Tris zugesetzt, das
in niederen pH-Bereichen keinerlei Putferwirkungen mehr aufweist. Zur Finstel-
lung des pH diente 1 N HCL

Noch bei pH 4,3—4,7 tritt normale Reaggregation ein. Auch hier sind bereits
nach 15 min stabilisierte Kontakte zu beobachten. Zellen im ,,Blubberstadiam“
bilden Sdume aus, radifr gefaltete Sdume werden glatt oder schwach gewellt.

Bei pH 3,4 hort nach kurzer Zeit das vorber lebhafte ,,Blubbern’ auf. Diese
Zellen sind dann abgekugelt und lagern sich héufig zu Klumpen zusammen, Die
Sdume der Zellen werden sehr kontrastarm, glatt und erscheinen im Zeitraffer-
Film als ob sie vollig flach an das Deckglas gedriickt wéren (Abb. 7g). Bei einer
Raffung auf 1/,, zeigen sie nur am Rande eine sehr schwache Plasmabewegung;
es tritt jedoch keine Ortsverdnderung ein. Unter diesen Bedingungen findet keine
Reaggregation mehr statt, die Adhdsivitit an Glas ist dagegen nicht aufgehoben,
vielmehr entsteht bei der Betrachtung des Zeitraffer-Filmes der Eindruck, als sei
sie verstirkt. In einem Versuch wurde nach 15 min langer Einwirkung von
Ringerlésung pH 3,5, das pH auf 7,8 erhéht. 7 min spéter hatten ca. 90% der
Zellen leicht gewellte, kontrastreiche Siume. Es wurden jedoch nur wenige
Aggregate gebildet.

2. BinfluB zweiwertiger Kationen auf die Reaggregation der Zellen

a) Calcium. Das Vorhandensein zweiwertiger Tonen, besonders des Calciums,
gilt als wesentliche Voraussetzung fiir die Bildung eines Zellverbandes (Comaxw,

O*
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Abb. 7a—b, Teilbilder ans Mikrozeitrafferfilmen. a Reaggregat 15 min in Ca-haltiger Ringerldsung, Die Zellgren-
zen sind nur an wenigen Stellen stabilisiert: Schema e, Die gestrichelten Linien bezeichnen Uberlappungen und
noch nicht stabilisierte Grenzbezirke, b Anderes Reaggregat 37 min lange Binwirkung von Ca-Ringerltsung. Zell-
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1954 ; Cumrmis, 1957, 1960; PrrHIcs, 1961 ; STEINBERG, 1958). Bei den meisten der
hier beschriebenen Versuche enthielt die Salzlésung keine Magnesium-Tonen. Fiir
die Reaggregation der Epidermiszellen geniigt also im AuBenmedium die An-
wesenheit von Calcium. Es stand den Zellen als Chlorid in der Konzentration von
0,02% (0,0018 M) zur Verfiigung. Diese Konzentration entspricht etwa einem
Zehntel der Ca-Konzentration im Froschblut. Das Aggregationsverhalten unter
dieser Bedingung wurde im vorhergehenden Kapitel ausfiihrlich besprochen.

Bei noch geringerer CaCl,-Konzentration (0,0009 M) lagern sich zwar noch viele
Zellen zusammen, doch werden die Siume nicht mehr véllig eingezogen und die
Kontakte nicht mehr stabilisiert. Da die meisten Zellen unter dieser Bedingung
nur an einer Seite einen hyalinen Saum aufweisen, dhneln die neu gebildeten Zell-
verbénde in Aussehen und Verhalten einem auswachsenden Zellrasen.

b) Magnesium. Nach Curtis (1962), Dax (1947) und Stmineere (1958) ist
Calcium bis zu einem gewissen Grad durch andere zweiwertige Ionen ersetzbar.
Wegen der hohen Toxicitit der meisten in Frage kommenden Ionen wurde hier
nur Magnesium auf seine Wirkung hin untersucht. Es wurde in Ca-freier Ringer-
lésung als Chlorid 0,0018 M zugesetzt. Zunschst entspricht die Wirkung der des
Calciums. Die im EDTA strahlig gewellten Sdume werden meist wieder glatt, die
,,blubbernden®‘ Zellen breiten wieder Siume aus und nach etwa 12 min haben sich
groflere Zellverbinde gebildet. Diese Zellverbinde zeigen jedoch keine stabili-
sierten Grenzen; die starke Plasmabewegung am Zellrand bleibt erhalten (vgl.
Abb. 8d, h u. Abb. 7b). Diese Bewegung &dullert sich nicht so sehr in einer Ver-
gnderung der UmriBlinie, sondern in einer Plasmabewegung in der Randzone,
die nur beim Betrachten des Mikrozeitratfer-Laufbildes und nicht durch Verglei-
chen von Teilbildern zu erfassen ist. Uberhaupt scheint die Plasmabewegung —
nicht die Ortsbewegung — lebhafter als in Ca-haltiger Salzlésung. Die Granulen
des zentralen Plasmabezirkes sind miteinander verklumpt. Wird nur das EDTA
nach der Dissoziation der Zellen entfernt und durch Ca-freie Ringerlésung ersetzt,
so werden die Sdume sofort glatt und véllig homogen, meist sind sie auf cine
Zellseite beschrankt (Abb. 7¢).

Das Glitten der Siume nach EDTA in Mg-Ringer ist nur von kurzer Dauer,
bald werden sie breit gewellt, und in der #uBersten Randzone ,,wedelt” der
Plasmasaum in die Salzlésung hinein. Bei vielen Zellen treten, wenn bereits ein
deutlicher Sanm aunsgebreitet wurde, wieder Protrusionen hervor, so dafl Zellen
entstehen, die ,,blubbern‘‘, obwohl sie einen typischen Saum besitzen (Abb. 7h,
4d). Die Protrusionen gehen oft auch durch Verdichtungen von Wellen aus dem
Saum hervor. Die Plasmaviskositéat ist offenbar gegeniiber der in Ca-haltiger
Losung stark erniedrigt. Die Kontaktretraktion ist sehr deutlich, die Zellen
tiberlappen sich héchstens in der Breite der dullersten dunkleren, stark bewegten
Plasmazone. Bei der Aggregation wird die Saumbreite verringert, doch werden
die Siume nicht ganz eingezogen. Die Randbewegung wird nicht gehemmt. Die
Aggregate dhneln auswandernden Zellrasen (vgl. Abb. 8d, h u. Abb. 7b).

grenzen groBtenteils stabilisiert: Schema f. Undeutliche Zellgrenzen mit ? gekennzeichnet. ¢ Mib EDTA disso-

ziierte Zellen in Ca-freier Ringerlosung ohne EDTA. d Dieselben Zellen seit 5 min in Ca-haltiger Ringerlosung.

g BDTA-dissozierte Zellen seit 5 min in Ca-haltiger Ringerldsung pH 8,5. h TDTA-dissoziierte Zellen seit 30 min

in Ringerlosung, dic statt Calcium Magnesium enthélt. Kine Zelle (x) zeigt kleine Protuberanzen am Hysaloplas-
masaum. MaBstab 33 (v
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Abb, 8a—h. Einzelbilder aus Mikrozeiteafferfilmen, a—e, e—g Glattwerden der Hyaloplasmasiume in EDTA-
KCl-Losung dissoziierter Zellen und deren Reaggregation bei Gegenwart von 0,02% CaCly a 15 sec, b 45 sec,
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3. Eintluf einwertiger Kationen auf die Reaggregation der Zellen

Im Gegensatz zur Bedeutung zweiwertiger Kationen fiir die Bildung von
Zellaggregaten, ist tiber die der einwertigen noch wenig gearbeitet worden (Cur-
118, 1962).

Die Natrium- und Kalium-freien Losungen enthielten 0,02% CaCl,. Die Tso-
tonie wurde, soweit notwendig, mit D-Saccharose eingestellt. Zur Pufferung wurde
wie iiblich Tris/HCl-Puffer benutzt. Bereits die Dissoziation wurde mit Na-K-
freien Losungen durchgefiihrt.

In 0,02%iger CaCl,-Saccharoseldsung tritt keine Reaggregation ein, es werden
auch keine Sdume ausgebreitet, sondern die Bewegung der Zellen hért nach kurzer
Zeit (etwa 5 min) auf. Die Salzlésungen fiir die folgenden Reaggregationsversuche
enthalten Calcium alle in dieser Konzentration.

In isotonischer wie in verdiinnter KCl-Lésung weisen die Zellen ein sehr
charakteristisches Aussehen auf. Die Zellsume und das Grundplasma sind hyalin,
klar,und die Granula des zentralen Plasmabezirkes sind miteinander verklumpt
(Abb. 8e—f). Dies entspricht den Feststellungen von Br.asrus (1962) an Blutzellen
von Anodonte cygnea. In isotonischer KCl-Lésung mit 0,06% EDTA sind die
Sgume radidr, schmal gewellt oder am Rande lappig (Abb. 8a). Diese Wellen glat-
ten sich nach Zugabe von Ca-haltiger isotonischer Kaliumlésung innerhalb einer
Minute (Abb. 8a—c). Die Sdume breiten sich aus, und es werden Aggregate ge-
bildet (Abb. 8e—f). Geringe Ortshewegung ist méglich.

0,33 molare KCI-Losung mit Ca*t+ ermoglicht den Zellen immer noch das
Ausbreiten der Siume und die Zusammenlagerung zu einzelnen kleinen Aggre-
gaten, doch miissen die Zellen dicht beieinander liegen, da sie zu keiner Fort-
bewegung fihig sind. Die Bewegungsuntihigkeit beruht hier nicht auf mangeln-
der Adhésion an der Unterlage, sondern auf zu geringer Plasmabewegung; der
Saum kann nicht in Falten gelegt werden. Die Zellréinder sind héufig ausgebuchtet.
Dies scheint die Grenzkonzentration zu sein, bei der noch Reaggregation in ge-
ringem MaBe moglich ist. In einer weiteren Versuchsreihe konnte bei dieser
Salzkonzentration keine Zusammenlagerung von Zellen mehr festgestellt werden.

Entsprechende Versuche mit Kalium-freier, isotonischer und verdiinnter
NaCl-Losung ergaben grundsatzlich die gleichen Ergebnisse: In Ca-haltiger
isotonischer NaCl-Losung tritt im normalen Zeitraum Reaggregation ein (Abb.
9a—d). Die Sdume sind jedoch nicht so klar wie bei Kalinm-Einflul. Sie sind
glatt oder leicht gewellt mit kleinen dunklen ,,Flecken®, die ihnen ein ,,schmutzi-
ges”* Aussehen verleihen. Sie zeigen am Rand unter Zeitraffung wedelnde Be-
wegung, die jedoch bei weitem nicht so ausgeprigt ist wie bei Trypsinbehandlung.
Die Inhomogenitdt der Sdume nimmt bei lingerer Finwirkung der Kochsalz-
Iésung zu (vgl. Abb. 9a mit 9£).

Noch in 0,33 molarer NaCl-Losung konnen ,blubbernde® Zellen innerhalb
von 10 min, also etwas verlangsamt, Siume ausbreiten, die sich nur wenig im
Aussehen von denen in isotonischer I{ochsalzlgsung unterscheiden. Sie sind
am Rande stérker eingebuchtet (Abb. 9e—h). Es lagern sich etwa 50% aller
einzelnen Zellen zu kleinen Aggregaten zusammen (Abb. 9h). Ortsverdnderung

¢ 3 min 45 sec, e 9 min, f 16 min, g 20 min (andere Stelle als a—c und e—f) nach Zugabe von CaCl-KCl-Lésung.
d Ubersicht iiber ein Reaggregat in Ca-freier, Magnesium-haltiger Ringerlosung: Dic Zellen bleiben meist spindel-
formig, g 22 min nach Zugabe von Mg-Ldsung. Es werden keine stabilisierten Kontakte ausgebildet. MaBstab 50
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Abb, 9a—d. Ausbiciten der Siume und Reaggregation in isotonischer NaCl-Lisung (0,02% CaCly). Vier Teil-
hilder aus einem Mikrozeitrafferfilm. a 2 min 17 see, b 8 min 34 sec, ¢ 13 min, d 15 min 18 sec nach Zugabe der
NaCl-Léisung: Reaggregation beendet. e—h Dissozilerte Zellen in verdtinnter (3:7 mit isotonischer Saccharose-
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ist nicht méglich. Zugabe von Ringerlosung fithrt zu einer Verbreiterung der
Siume. Die Zellen kénnen sich dann auch fortbewegen. Uberlappungen werden.
nicht beobachtet. Bei noch geringerer NaCl-Konzentration (0,11 M) werden noch
Saume ausgebildet, doch tritt keine Reaggregation mehr ein.

Auch bei Fehlen von Nat und K+ in isotonischer CaCl,-Losung tritt ordent-
liche Reaggregation ein. Die Sfiume der Zellen werden auch hier in der Berifihrungs-
zone eingezogen. Héufig kontrahiert sich eine Zelle ohne ersichtlichen Grund,
was meist zur Folge hat, daf die angrenzende Zelle sich ebenfalls zusammenzieht.
Solches Verhalten ist aber auch unter sehr verschiedenen anderen Bedingungen
zu beobachten.

4. Storung der Energieversorgung reaggregierender Epidermiszellen

Sowohl fiir die Bewegung als auch fiir die Aufrechterhaltung einer bestimmten
Zellform ist Energie notwendig (Lerrre und Scanercn, 1954). s liegt daher
nahe, Folgen einer Unterbrechung dieser FEnergiezufuhr fir das Verhalten dis-
soziierter Epidermiszellen zu untersuchen.

a) Hemmung der ATP-ase. Die Spaltung von ATP 1Bt sich z.B. durch
2,5x10-* M p-Chlor-Mercurium-Benzoat (PCMB) reversibel hemmen: Fluorid
wirkt spezifischer auf die ATP-ase, interferiert jedoch auch mit Caleium. Wird
der Hemmstoff den Kulturen in dieser oder einer niedrigeren Konzentration zuge-
geben, so wird er zundchst die ATP-ase-Aktivitdt an der Zellmembran und in
dem direkt darunterliegenden Plasmabezirk hemmen, den Gebieten, die in erster
Linie fiir das Verhalten einer Zelle anderen Zellen gegeniiber verantwortlich sein
diirften.

Wiahrend der ersten 5—10 min ist keinerlei Wirkung des PCMB festzustellen.
Die Zellen breiten sehr schnell wieder ihre Siume aus (Abb. 10a—d). Die vorher
welligen Siume glitten sich und die Zellgrenzen in den Zusammenlagerungen
werden an einigen Stellen bereits deutlich. Spétestens jedoch nach 10 min nimmt
die Bewegung der Zellriinder zu. Die vorher scharfen Grenzen werden undeutlich
und die frisch gebildeten Aggregate hiufig wieder aufgeldst. Die Dissoziation
geschieht entweder durch Abwandern der Zellen, oder durch teilweises Einziehen
der Sdwme. Die vorher glatten oder leicht welligen Siume zeigen oft Umschlag-
bewegungen am distalen Rand und starke Pinocytose (Abb. 11e). Die Zellen haben
hiufig nicht einseitige Hyaloplasma-Sdume, sondern je einen an den beiden
Polen (Abb. 10e, f). Die Forthewegung dieser Zellen ist zundchst sehr lebhaft.
Nach lingerer PCMB-Einwirkung nehmen die Auffaltungen der Sdume so stark
zu, daB keine Ortsverdnderungen mehr moglich ist.

Bei anderen Zellen treten am Rand der Siume dunkle Flecken auf, ,,Plasma-
tropfen®, die unter Zeitraffung keine eigene Bewegungsaktivitdt erkennen lassen
(Abb. 11b). An den Siumen erkennt man einen inneren Bezirk, der im Phasen-
kontrast dunkler erscheint, dessen Plasma relativ geringer viskds ist und einen
auBeren, helleren mit viskdserem Plasma (Abb. 11b, ¢, g). Bei lingerer Einwirkung
wird der duBlere Teil eingezogen und der innere Saumbereich zeigt starkes ,,Blub-
bern® (Abb. 1l¢, g). Dieses unterscheidet sich deutlich von dem entsprechenden

16sung) NaCl-Losung. ¢ nach 8 min in verdiinnter NaCl-Losung (0,02% CaCly). b 6 min sphter, andere Stelle.
¢ Zellen mit stirker eingebuchteten, vom Deckglas teilweise gelosten Siumen. d Ubersicht; nur wenige Zellen
haben kleine Aggregate gebildet. Bei der Dissoziation verklumpten zahlreiche Zellen, MaBstab 50 b
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Abb. 10a—h, Einflul von PCMB 2,5 X 10-% M in Ringerldsung (0,02% CaCl,) a—d Glatbung der Siume und
Ausbreiten in EDTA dissoziierter Zellen. & 10 min, f 12 min 80 see, g 17 min nach Zugabe von PCMB., Die Kon-
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Verhalten in EDTA (vgl. Abb. 4b, ¢). Das granulierte Plasma wird in diesen Fallen
nicht abgelkugelt, sondern die Zellen bleiben linglich. Diese Phase kann bereits
nach 10 min langer Einwirkung von PCMB (2,5 x 10-3 M) erreicht sein.

Tiefgreifende Verfinderungen zeigen die Zellen im Verhalten gegeneinander.
Die Kontakthemmung ist weitgehend aufgehoben, die Zellen wandern unter- und
tibereinander (Abb. 10e, f; 11e). Die Aufhebung der Kontakthemmung ist nicht
nur bei vorher dissoziierten Zellen sondern auch an den im EDTA nicht aufge-
losten Zellrasen zu beobachten (Abb. 12a, b). Nach einer Rinwirkungszeit von
etwa 10 min haben die dem Deckglas anhaftenden Zellen leicht gewellte, einseitige
Saume ausgebildet und wandern vom Explantat weg, iiber das Deckglas bzw. die
darunterliegenden Deckzellen (Abb. 12a, b). Diese behalten ihre deutlichen,
glatten Zellgrenzen auch unter dem Einflull von PCMB bei. Erst nach Auflésung
des Zusammenhanges der Basalzellen reiien die Verbindungen zwischen den Deck-
zellen auf und bilden einen netzartigen Verband. Nicht in allen Versuchen ist die
Dissoziation durch das PCMB so deutlich wie in Abb. 124 u. b, oft sind nur die
Zellgrenzen durch Bewegung des Randplasma gelockert. Die derart dissoziierten
Zellen verlieren ebenfalls weitgehend ihre Adhésionsfihigkeit zum Glas und
»,blubbern dann, wie die anderen, durch EDTA aus dem Verband geldsten Zellen
unter dem Einfluf des PCMB. Das ,,Blubbern® hoért nach lingerer PCMB-
Einwirkung auf.

b) Cysteineinwirkung. PCMB blockiert spezifisch SH-Gruppen. Diese Hem-
mung kann durch Cystein aufgehoben werden. Die Versuche an Kaulquappenepi-
dermiszellen bestétigen dies. Die in PCMB stark gefalteten Sdume mit Pinocytose-
aletivitdt werden nach Zugabe von 2,5 % 10-3 M Cystein innerhalb von 1-—2 min
glatt, es tritt keine Pinocytose mehr ein; die Uberlappungen werden riickgingig
gemacht (Abb. 111). War die Konzentration des PCMB nur etwa 10-% M, so ziehen
sich die Sdume der Zellen in 2,5x10~* M Cystein nach ca. 5 min zusammen
und weisen an ihren Réndern zahlreiche kleine ,,Pseudopodien auf (Abb. 11d,
12¢). In diesem Zustand verharren die Zellen fiir etwa 2 min, dann breiten sich
die Sdume wieder aus (Abb. 124).

Cystein (1,25 x10-% M, 1x10-% M) hebt die Wirkung des PCMB nur noch
teilweise und kurzfristig auf. Es werden beispielsweise die Siume noch glatt, je-
doch nach kurzer Zeit beginnen diese Zellen zu ,,blubbern® (Abb. 10h).

In 2,5 10—® molarer Cysteinlésung ohne vorausgegangener PCMB-Behand-
lung bilden die Zellen Aggregate wie in gewdhnlicher Ringerldsung, nur ,,blubbern-
de* Zellen sind nicht fihig, Siume auszubreiten. Nach etwa 20 min ,erstarren®
auch hier die Zellen fiir kurze Zeit.

¢) KON-Wirkung. KCN hemmt die Atmungskette und stort so die Versorgung
der Zelle mit ATP. Ein Vergleich der Wirkung des JXCN mit der des PCMB scheint
wegen ihrer Gemeinsamkeit in der Storung des Energichaushaltes der Zelle ange-
bracht. KCN wurde ebenfalls 2,510 M verwendet. In KXCN-haltiger Rin-
gerlosung breiten die Zellen ihre Saume aus und bilden stabilisierte Aggregate.
Bereits 8 min nach Hinzufiigen des KCN ziehen jedoch einige Zellen ihre Siume
ein, wobei strahlenférmige Plasmastringe am Deckglas héngen bleiben. Diese

takthemmung ist weltgehend aufgehoben; die Siume werden verkleinert. h 80 sec nach Zugabe PCMB-freier
2,6 % 10-° M Oysteinlssung. s werden nur einige Siume glatter; die niedere Konzentration hat nur kurzen
und geringen TinfluB auf die Zellen. Links oben ,,blubbern® zwel Zellen. MaBstab 50 w
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Abb, 11a—h. Einflu$ von PCMB (a—d: 10-% M, e—f: 2,5 x 10-% M) auf dissoziierte Zellen. a Lrste sichtbare
Schitdigung: der Saumrand ist in kleinen Falten aufgeworfen. b, ¢ Manche Siume lassen eine hellere distale und
eine dunklere proximale Zone erkennen, Untere Zelle Fig, ¢ ohme Saum. d Dieselben Zellen wic b und ¢ nach
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Kontraktion geschieht sehr langsam und ist als Vorgang nur unter Zeitraffung
(auf 1/,5) zu beobachten. Nach dem Einziehen der Siume zeigen diese Zellen auch
unter Zeitraffung keine Bewegung. Bs konnte sich um eine bereits postmortale
Veréinderung handeln. Die Séiume der itbrigen Zellen sind grof und glatt (Abb. 12h).

d) ATP-Wirkung. Um sicher zu sein, daB der Einfluf des PCMB nicht mit der
Ansammlung tiberschiissigen ATP zu erkliren sei, wurden Kontrollversuche mit
10-2 M und 2,6 x 10— M ATP in Ringerlésung durchgefithrt. Unter diesen Bedin-
gungen kénnen die Zellen Séume ausbreiten und Aggregate bilden, doch sind
sie nicht zur Stabilisierung der Zellgrenzen fihig. Die Stabilisierung wird hier
nicht durch besonders heftige Bewegungsaktivitit verhindert, sondern die Zell-
grenzen tberlappen sich, ohne bei einer Raffung auf !/,, wesentliche Bewegungs-
alztivitit erkennen zu lassen. Die Zellen erscheinen auch sehr klar, mit verklumpten
Granulen, dhnlich wie in isotonischer Kaliumchloridlssung (vgl. Abb. 12e, f mit
Abb. 81, g).

10-2 M ATP fiihrt zu kurzfristigem Auftreten von Faltungen auf den S&umen
(Abb.12g). Diese Falten sind auch unter Zeitraffung (auf 1/,,) fir wenige Sekunden
vollig bewegungslos. Bei Nachlassen der Starre ist lebhafte Plasmastromung in
ihnen zu sehen (unter Zeitraffung!).

5. BinfluB von Trypsin auf die Reaggregation der Zellen

Bei diesen Versuchen wurden die Dialysierschlauchstreifen von den Priparaten
entfernt, um die grofien Trypsinmolekiile nicht von den Zellen fernzuhalten. Da die
Vereinzelung der Zellen durch Trypsin, auch in Gegenwart von EDTA nicht zu
erreichen ist, wurden die Zellen zunichst mit Versen aus dem Verband gelost
und dann der Rinflul des Trypsin (2%) in Ca-freier Ringerlosung auf die Be-
wegung der Zellen untersucht.

Im Trypsin zeigen die Siume der Zellen ein lappiges Aussehen, sie weisen fiber
ihre ganze Breite hin Falten auf (Abb. 13c—e). Die Siume sind dabei oft von der
Unterlage losgelést und ,,wedeln® frei in der umgebenden Fliissigleit; nur der
zentrale Plasmaanteil haftet noch am Deckglas (Abb. 13d). Das ,,Wedeln™* der
Plagmasdume ist eine relativ langsame Bewegung; sie ist im Film bei einer Raf-
fung auf 1/,, deutlich zu sehen. Im allgemeinen ist jedoch die Bewegungsintensitit
des Plasmas durch Trypsin verstirkt (Pinocytose). Eine Filmeinstellung zeigt,
wie in EDTA ein glatter Zellsaum mit kleinen Wellenbewegungen am Rande unter
dem EinfluB von Trypsin iiber zundchst groBflichigere Wellenbewegungen in
., Wedeln® ibergeht.

Neben diesen Zellen sind noch viele zu beobachten, die dhnlich wie in EDTA
radidre Wellen zeigen, in denen das Plasma schnell zentripetal zu flieflen scheint
(Abb. 13f). Im Gegensatz zum Verhalten in Versen ,,oszillieren” diese Wellen
in tangentialer Richtung. Meist lassen sie in der Mitte ihres Saumes einen dunk-
leren konzentrischen Ring erkennen, Bisweilen werden Uberginge zwischen diesen
beiden Typen beobachtet. Die Zellen mit radidrstrukturierten Hyaloplasmaséiumen
zeigen deutliche Kontaktretraktion. Sie liegen zunéchst oft so dicht heieinander,
daB sich die Saume bertthren: an dieser Stelle werden diese etwas verkleinert und

14 min langer Rinwirkung von 2,5 x 10-3 M Cystein. Xeine Uberlappungen, keine Pinocytose, ¢ 5 mip 8 gec nach

Cystein-Zugabe. Infolge der geringen Cysteinkonzentration setzt sich die Wirkung des_ PCMB Wle.(le_l‘ durch.

Mittlers Zelle mit hellecem und dunklerem Saumbereich. d ,,Blubbern® in 2,5 x 10-* M PCMB. Teilbilder aus
Mikrozeitrafferfilmen, MaBstab 50



142 J. Bergrrsr-Hanx:

Abb. 124, b, Aufldsung eines Zellrasens in 4,5 3 107* M PCMB. ¢, d Cystein 2,5 3¢ 10-* M. ¢ 14 min nach dessen

Zugabe, Baumrdnder mit winzigen Psewdopodien. A 6 min spiter, die Siume breiten sich wieder aus. e—g Einfluf

von ATP auf dissoziierte Zellen, ¢, £ 2,5 » 10-% M ATP, keine stabilisierten Kontakte innerhalb von 40 min nach

Zugahe Ca-haltiger Salzlésung. e ATP 10-2 M, . KON 2,6 3 10~* M. Teilbilder aus Mikrozeitrafierfilmen, MaBstab
80
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Abb. 13a—h, LinfluB von Trypsin nuf dissoziierte Zellen, a Hyaloplasmasaum der Zelle in Ca-frefer EDTA-

Ringerlosung glatt. b nach 3 min in 2%igem Trypsin treten dunklere Flecke auf. ¢~ d Die Hyaloplasmasfiume

,,wedeln. ¢ Pinocytoseblischen an ciner Sanm. { Radiale Faltung der Siwme. Konzentrische Ringe auf dem

Saum sind crkennbar. g ,,Blubbern'* der Zellen in Trypsin. h,,Blubbern “in EDTA zum Yergleich mit Abb, g.
MafBstab 50
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nach wenigen Minuten bleibt der Abstand der Zellen voneinander konstant. Anch
Zellen mit einseitigem Saum zeigen keine Ortsverdnderungen, sie scheinen bei
schneller Plasmabewegung ,.auf der Stelle zu treten*. Die Cytosomen werden
unter Trypsineinwirkung aufgelsst.

In Ca-haltiger Ringerlosung breiten nach Trypsinbehandlung einige der Zel-
len wieder Saume aus, die schmale radiire Wellen aufweisen (s. ohen). Auf den
grofien lappigen Siumen sind haufig dunkle, kieine Flecke zu sehen, die schnell
verlagert werden (Abb. 13b, e). Diese kleinen dunklen Bezirke treten nur selten
bereits in Trypsinlésung auf. Pinocytose und die Saumitberwerfung bleiben durch
das Calcium unbeeinflufit. Reaggregation der Zellen fand in Ringerldsung nie
statt, auch nicht nach nur 3 min langer Einwirkung des Trypsin. In serumhaltiger
Kulturldsung wurden nach etwa 4 min die Sdume der Zellen wieder glatt. Die
Frage, ob dann noch Reaggregation méglich ist, wurde nicht untersucht.

Zur Kontrolle, ob die beobachteten Vorginge nur auf lingere Einwirkung des
Ca-Mangels zuriickzufithren sind, wurde noch EDTA-Ca-freie Ringerldsung zu
dem Priiparat gegeben. Die Sdume werden jetzt geglattet, vollig unstrukturiert
und mehr oder weniger auf eine Zellseite begrenzt (Abb. 7c¢). Kontaktretraktion
ist deutlich ausgeprigt; geringe Ortsbewegung ist zu beobachten, jedoch keine
Reaggregation und keine Pinocytose.

D. Auswertung der Beobachtungen
1. Brliuterungen zum Zellmaterial

Sollen Untersuchungen an Zellen in vitro Vorgéinge in setuw aufkliren helfen,
so miissen die Zellen moglichst weitgehend ihre Differenzierungshéhe beibehalten.
Sie diirfen also nicht zu lange den Kultivierungseinfliissen ausgesetzt sein. Die
Erfiillung dieser Forderung bringt einige Nachteile mit sich.

Das tiir die hier angestellten Versuche verwendete Zellmaterial ist nicht ein-
heitlich. Einmal wegen der Zweischichtigkeit der Zellrasen und damit des Vor-
handenseins zweier Zelltypen, zum anderen, weil es sich um Frischpriparate
und nicht um bereits tiber lingere Zeit kultivierte Zellstimme handelt. Bei
dissoziierten Zellen lassen sich nur selten die beiden vorher unterscheidbaren
Zelltypen (Basalzellen und Deckzellen) erkennen. Nur in einigen Téllen sind Zel-
len mit besonders groBen hyalinen Siumen und wenig dichtem Granuloplasma
zu beobachten. Diese halte ich fiir Deckzellen. Die beiden Zelltypen zeigen auBer-
halb des Zellverbandes weitgehend gleiche Form und gleiches Verhalten. Bei der
Dissoziation hingegen unterscheiden sie sich, Die Deckzellen 16sen sich nicht so
leicht voneinander, und es tritt eine Kontraktion vorwiegend dieser Zellage ein.

Die Verwendung eines Zellkulturstammes fiir Aggregationsversuche hat den
Vorteil einheitlicher Reaktionen auf die verschiedenen Versuchshedingungen. Bei
erst wenige Stunden oder Tage kultivierten Zellen spielen eine groBe Zahl nicht
klar erfafibarer Falctoren wie z.B. der jeweilige Ernihrungszustand der einzelnen
Tiere und Unterschiede im Calcium-Gehalt der Tiere aus verschiedenen Ovula-
tionen (Cummrs, 1957) eine Rolle. Sehr verschieden ist die GréBe der Schwanz-
fléche, die durch den Dyalisierschlauchstreifen an das Deckglas gedriickt wird
und somit anch die Ausdehnung der ausgewachsenen Zellrasen. Entsprechend ist
die Reaktion der Zellen oft verschieden. So tritt z. B, in manchen Versuchsserien
keinerlei , Binrollen‘‘ der Zellrasen unter EDTA-EinfluB auf, bei anderen sehr
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deutlich. Das Trypsin fithrt bei einigen Zellen zu stark gefalteten Sdumen mit
Pinocytose (Abb. 13c—e). Andere Zellen weisen unter denselben Bedingungen
runde, bis auf oszillierende Radisrwellen glatte Siume auf (Abb. 13£). Bei herab-
gesetzter Tonenstirke sind neben Zellen mit diinnen Siumen, mit nur am Rand
schwach welligen Réndern (Abb. 9e, f) solche mit sehr kontrastreichen, meist
nicht die ganze Zelle umschlieBenden Siumen mit tief eingebuchteten Réndern
zu sehen (Abb. 9g). Diese beiden Typen unterscheiden sich in ihrem Aggregations-
verhalten.

Da, bei gleicher Bewegungsweise nie Unterschiede in der Aggregationsfihigkeit
zu beobachten waren und die Voraussetzungen fiir die Adhésion von Zellen von
ihrer Herkunft weitgehend unabhingig sind, kénnen die erwéhnten Unterschiede
unberiicksichtigt bleiben. Zudem bestehen vielfiltige Uberginge zwischen den
einzelnen Zellformen. Selbst bei Untersuchungen an Zellstimmen kénnen grofie
Differenzen in der Reaktionsweise der Zellen auftreten (LmvinsoN und GREEN,
1865), weshalb beim Studium der Zellaggregation auch statistische Methoden mit
Erfolg angewendet werden (Curtis und Greaves, 1965; L. R. TayLor, 1961).

Der Vorteil der hier verwandten Zellen liegt in der Kiirze der Kultivierungszeit,
wiithrend der ihr urspriingliches Aussehen und ihre Differenzierung weitgehend er-
halten bleiben. Die Annahme, daB diese Zellen in vitro ein dem im lebenden Tier
dhnliches Verhalten zeigen, scheint daher berechtigt. Einschrinkend mufl aber
aut das Verschwinden der Esterase-Aktivitit auf der freien Oberflidche der Deck-
zellen, bereits nach einstiindiger Behandlung mit Kultwldsung, hingewiesen
werden. Die Aufienseite der Deckzellen ist am frischen Schwanz mit einer diinnen
Schicht SH-positiven Materials (Nachweis nach CHEVREMONT und FREDTRIC aus
PrarsE, 1960) tiberzogen. Nach einstiindiger Behandlung mit Kulturlgsung fillt
die Realction negativ aus. Zwischen diesen beiden Verdnderungen und dem Aus-
wandern der Zellen kénnten Zusammenhéinge bestehen, da z.B. bei gleich langer
Inkubation in Ringerlésung, in der kein Auswandern stattfindet, keine Verdnde-
rungen in der Hsterase- und SH-Reaktion feststellbar sind. Die Bearbeitung dieser
interessanten Frage lag nicht im Rahmen der vorliegenden Untersuchung.

II. Kritik der Methodik

Zahlreiche Faktoren sind fiir die Adhédsion der Zellen von Bedeutung, so z.B.
der Proteingehalt der Losungen (CurTis und GRAEVES, 1965; LIEBERMAN und
OveE, 1958; Moscona, 1963; Moskowirz, 1963; A. C. TavLor, 1961; L. WEIss,
1959a, b), der Gehalt an zweiwertigen Kationen (Coman, 1954; Curris, 1957,
1960; PrrHICA, 1961; STEINBERG, 1958), der pH-Wert (BaANeHAM und PETHICA,
1960; CorTis, 1963; GaNcury, 1962; HovrrrrETER 1946; KucHLER u. Mitarb.,
1960; SrEINBERG, 1958), die Temperatur (HuMPHREYS, 1963; STRINBERG, 1958;
1961; L. Wriss, 1964), die Tonenstirke (BaneEaM und PETHICA, 1959) und
die Viskositét der auBeren Zellplasmaschichten (Cumris, 1960, 1962; MuLLINs,
1959). Bei solcher Vielfalt der Moglichkeiten, einen Vorgang zu beeinflussen, ist es
notwendig, die Versuchsbedingungen moglichst genau zu bestimmen und ent-
behrliche Faktoren auszuschalten, um die Wirkung der einzelnen um so deutlicher
zu erfassen.

Nach A. O. Tavror (1961) ist die Adhisivitét von Zellen in serumfreiem
Medium hoher als in serumhaltigem. Da aullerdem tiber die Wirkung der einzelnen
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Serumbestandteile auf das Verhalten von Zellen noch wenig bekannt ist, ist es
sinnvoll, die Versuche in reiner Salzlésung durchzufiihren, wodurch die Versuchs-
bedingungen genau reproduzierbar sind.

Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur durchgefithrt, da die hierbei
auftretenden Schwankungen aullerhalb des fiir die Zellaggregation bedeutsamen
Bereiches bleiben. Der pH-Wert von 7,8 des Kulturmedium wurde méglichst auch
wihrend der Versuche beibehalten, da er sich fiir das Wachstum der Zellen als
vorteilhaft erwiesen hatte (JonEs und Erspatm, 1963), und auch fir die Dissozia-
tion der Zellen giinstig ist. Zur Reaggregation muB die Salzlésung nur Calcium in
einer Mindestkonzentration von 0,0018 M enthalten, Magnesium erwies sich als
enthehrlich.

ITI. Adhésion und Kohision

Corrrs (1964) halt fir die Kohdsion von Zellen aneinander die Wirkung der
gleichen Faktoren und Krifte wie fir die Adhdsion einer Zelle an Glas wahrschein-
lich. Dem widersprechen die verschiedenen Wirkungen des EDTA und des Tryp-
sin. anf die Dissoziation der Kaulquappenepidermiszellen. Durch das EDTA wird
zundchst der Kontakt der Zellen untereinander geldst, durch das Trypsin die
Adhédsivitdt zum Glas aufgehoben, ohne Vereinzelung der Zellen, auch bei gleich-
zeitiger Wirkung von EDTA. Die Betrachtung des Zeitraffer-Laufbildes zeigt, daf}
die Zellen beim ,Einrollen* des Rasens unter starken Spannungen (Abb. 2¢)
stehen, die Zellgrenzen aber nur an besonders durch Zug beanspruchten Stellen
aufreifien. A. C. Tavror (1961) gibt an, daB sich tote und lebende Zellen gleich
gut an Glas anzuheften vermdgen. Tote Zellen sind jedoch nicht imstande ein
Aggregat zu bilden, sondern werden z. B. bei Wunden in der Kaulquappenepi-
dermis nach auflen abgestofen. Auch ist zur Adhédsion an Glas nicht unbedingt
Calcium im Aullenmedium nétig (Abb. 7¢), wohl aber zur Aggregathildung.

IV. Adhisivitdt ohne Calcium

Sobald die Zellen die Haftungam Deckglas verlieren, beginnensie zu ,,blubbern’.
Sie héngen dann nur noch lose an der Unterlage und werden leicht durch Strémun-
gen des umgebenden Mediums weggespiilt. Die ,Restadhésivitat® diicfte mit
der Haftfihigkeit der Zellen in Gegenwart von Calcium nicht viel Gemeinsames
aufweisen, da sie verstérkt unter Bedingungen auftritt, die selbst nach Zufuhr von
Calcium eine Reaggregation verhindern, z.B. bei Trypsinbehandlung oder in
Saccharose-Lésung. Borie (1965) stellt Verklumpung von Hela-Zellen nach
Einwirkung von Parathyroidhormonen fest und halt das Verkleben der Zellen
unter diesen Bedingungen hinsichtlich der Rolle des Calcium fiir die Kohésion
von Zellen fiir widerspriichlich. Dieses Verhalten der Zellen kénnte aunf Freisetzung
eines , klebrigen Stoffes’* beruhen. Moscona (1963) gibt dies fiir chemisch disso-
ziierte Zellen mariner Schwimme an. Er halt allerdings diesen Stoff fiir die wesent-
liche Voraussetzung physiologischer Adhésivitit; auch L. Wrrss (1960) vermutet
Mitwirkung mucoiden Materials bei der Verbindung von Zellen. Ahnliche Zusam-
menlagerungen sind an Granulocyten in Citratblut zu beobachten (FLuck, 1952).

»Verklumpten Zellen® fehlt der Kontakt mit dem Deckglas, sie kénnen sich
daher auch in Ca-haltiger Salzlésung nicht ausbreiten, sondern , blubbern® weiter.
Dieses Verhalten ist fiir suspendierte Amphibienzellen allgemein (HOLTFRETER,
1946) und nicht von der Gegenwart zweiwertiger Tonen in der Kulturfliissigkeit
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abhéngig, sondern vom Kontakt mit einem festen Substrat. Das Einziehen der
Séume kann also allein durch Loslésen der Zellen vom Deckglas erreicht werden.
Bei starker Kohidsion der Zellen fithrt die Ablésung vom Svbstrat zur ,,Kin-
rollung® des Zellrasens, da wegen des starken Zusammenhaltes keine Vereinzelung
moglich ist.
V. Reaggregation

Die Schwierigkeit bei der Untersuchung des Adhésions- bzw. Kohésions-
mechanismus liegt nicht in der Vielzahl der beteiligten Faktoren sondern vor allem
in der Unkenntnis ihres EinfluBbereiches. So wird z.B. das Calcium an die Zell-
membran angelagert (Curtrs, 1957), dndert so deren zeta-Potential und ihre
Permeabilititseigenschaften und beeinfluBt die Viskositét des Cytoplasmas (P.
Weiss und Scotr, 1963).

1. Serum und Reaggregation

Zellen, die unter Trypsineinfluf} ,,blubbern‘, sind nicht ganz abgerundet, ihre
. Pseudopodien® sind schmal, oft fingerférmig. Die Zellen kriimmen sich. Diese
ginzlich andere Bewegungsweise als im EDTA 143t sich nicht allein durch einen
Mangel an Kontakt mit dem Substrat sondern nur durch eine spezifische Schédi-
gung der Zelle, besonders deren Membran erkliren; wie sie von LEvinsoN und
GreeN (1965) nachgewiesen wurde. Hier ist die Adhédsion zum Glas stark ver-
ringert. Bei Zellen, die nicht ,,blubbern’, kénnen grofie Teile ihrer Sdume frei im
umgebenden Medium ,,wedeln* (Abb. 13d); die Plasmabewegung ist gegeniiber
Zellen in Ca-freier Ringerlésung sehr verstirkt. Trotzdem ist keine Ortsbewegung
mdglich. Bei Berithrung zweier Zellen tritt keine Kontaktretraktion auf. Die
Siume werden in Calcium-haltiger Ringerldsung nicht glatt sondern bleiben stark
gewellt. Reaggregation der Zellen ist in Ringerlésung nicht méglich, sie scheinen
die Fahigkeit zur Reaktion auf Anderungen ihrer Umgebung weitgehend verloren
zu haben. Wird dem Kulturmedium jedoch Serumn zugefiigt, so kénnen sich die
Zellen wieder erholen. Dies entspricht ganz den Ergebnissen von Moscona
(1961, 1963), L. Wriss (1960) und LieserMaN und Ove (1959), die adhisions-
férdernde Wirkung von Serum beobachteten. Curris (1962, 1963), Curris und
GrEavEs (1965), Moskowrrz (1963) und A. C. Tayror (1961) dagegen wiesen auf
die adhisionshemmende Wirkung von Serum hin. Diese widerspriichlichen Er-
gebnisse diirften ihren Grund in den verschiedenen Dissoziationsmethoden haben.
Moscoxa und L. Weiss benutzten Trypsin zur Trennung der Zellen, die anderen
Autoren hingegen nicht. Auch Kaulquappenepidermiszellen reaggregieren in
reiner Salzlésung nach Versenierung, nicht dagegen nach Trypsinierung. Auf die
Bedeutung der Dissoziierungsmethode fiir die Reaggregation wurde bereits von
L. Weiss (1959a) und HumprrEYs (1963) hingewiesen. Der hier angegebene
EinfluB} einer Vorbehandlung der Zellrasen mit Salzlésung auf die Dissoziations-
zeit stimmt mit den Ergebnissen von A. C. TAvLor (1961) iiberein. Er konnte
in Salzlésung geziichtete menschliche Conjunktiva-Zellen mit 0,05% EDTA nicht
vom Glas ablosen, wohl aber in serumhaltigem Medium kultivierte.

2. Bewegungsweise und Reaggregation

Bei simtlichen, hier dargestellten Versuchen zeigt sich ein enger Zusammenhang
zwischen Bewegungsaktivitit und Reaggregationsfdhigkeit. Ortsverdnderung ist
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notwendig, damit die Zellen miteinander in Kontakt kommen kdénnen, aber nicht
Voraussetzung zur Bildung von Aggregaten, wenn die Zellen dicht genug beicin-
anderliegen (z.B. in Salzldsungen gervinger Tonenkonzentration). Die Ortsverinde-
rung ist abhiingig von der Plasmabewegung und der Adhésivitit der Zellen zum
Deckglas (RIcETER, 19G40).

Unter dem EinfluB von Trypsin ist rege Plasmabewegung zu beobachten, die
Siume ,,wedeln® und zeigen Pinocytose, doch ist die Haftung der Zellen an dlas
Deckglas gering. Entsprechend ist auch keine Fortbewegung méglich. Zellen
mit starker Pinocytoseaktivitit zeigen auch in PCMB nur sehr geringe Ortsver-
@nderungen, ebenfalls wegen Mangel an Glasidhérenz. Verringerung der Adhisi-
vitit ist auch bei zu geringer Tonenstéirke im Aufenmedium festzustellen. Hier
sind bei den Zellen mit stark eingebuchteten Hyaloplasmasdumen (Abb. 9g)
die Saumrinder vom Deckglas gelést: es ist keine Fortbewegung méglich, Iir-
niedrigung der Adhésivitit bei gleichzeitiger Erhchung des zeta-Potentials in
Na-freier Losung stellten Dax (1947) fiir Arabica Eier und HEAD und SEaman
(1960) an menschlichen Erythrocyten fest.

Ist der pH-Wert sehr niedrig, hért die Plasmabewegung auf. Trotz starlker
Adhésion kénnen die Zellen sich nicht von der Stelle bewegen und keine Aggregate
bilden.

Wird den Zellen statt Calcium Magnesium geboten, so ist das Plasma in leb-
hafter Bewegung, die Zellen haften auch am Deckglas und sind fahig zu ,,wandern®'.
Sie zeigen jedoch eine sehr starke Kontaktretraktion (also kaum Uberlappungen),
die die Ausbildung stabilisierter Zellgrenzen verhindert. Die Zellen lagern sich
zu einem ,sliding sheet’ (TrREVAN und RoBERTS, 1960) zusammen. Das Plasma
ist in diesen Zellen von relativ niedriger Viskositit, was die kleinen runden
Protuberanzen auf den Siumen mancher Zellen anzeigen (Abb. 7h).

3. Viskositit des Cytoplasmas

Nach Curtis (1961, 1962) ist die Adhésivitit von Zellen stark von der Viskosi-
tit der Zellmembran und der darunterliegenden Plasmaschichten abhingig. Bei
kleinen Objekten ist nur die Bestimmung relativer Viskosititsunterschiede durch
Messung der Granulabewegung moglich (ScawOBEL, 1952). Die hier verwendeten
Epidermiszellen haben jedoch keine Granula in den fiir die Aggregation wesent-
lichen Saumbezirken — nur von deren Verhalten soll in den folgenden Abschnitten
die Rede sein. —. Hier ist nur aus der Intensitdt der im Mikro-Zeitraffer-Laufhild
sichtbaren Plasmabewegung auf den Fliissigkeitsgrad einzelner Zellbezirke zu
schliefen. Der iiherwiegende Teil der Saumflichen erscheint hell und homogen
und zeigt nur geringe Plasmastromung. Die duflersten, dunkleren Randgebiete
(Abb. 7d, 8¢, Ob—h, 121, 13a) und die radidren Faltungen bei EDTA-Einflu
(Abb. 2f; 3a, ¢, d; 10a) oder nach Trypsinbehandlung (Abb. 13f) sind dagegen
Orte heftiger Bewegung. Der stirkere Phasenkontrast dieser Stellen diirfte auf
groferer Dicke, als einer Holge der geringen Viskositit, dieser Zellbezirke beruhen.
Keine oder nur geringe Plasmabewegung lassen die dunklen Flecke an manchen
Séumen PCMB-geschidigter Zellen (Abb. 11b) unter Zeitraffung erkennen, sie
héngen wie , Flissigkeitsblasen” am Cytoplasmasaum. Sehr deutlich zeigen
Zellen in 10-* M ATP die kontrastreichen Faltungen als Orte geringer Viskositét
(Abb. 12g). Der Saum erscheint zunéchst in seinen Faltungen wenige Sekunden
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vollig erstarrt bis unter starker Plasmastrémung die Falten langsam verschwin-
den. Damit hort auch die heftige Stromungsaktivitit auf. Ein weiteres Beispiel
fiir den Zusammenhang von Plasmadichte und Viskositéit ist das ,,Blubbern‘ der
Zellen unter verschiedenen Versuchsbedingungen. Bei diesem Vorgang ist das
Plasma sehr dinnfliissig und ,,versucht auszuflieBen*, die Spannung der Zell-
obertliche (es ist nicht sicher, ob es sich um die Zellmembran im Sinne von Ro-
BERTSON (1959) oder Lmsseps (1963) handelt oder ob am Zustandekommen der
Spannung noch einige darunterliegende Schichten beteiligt sind) — halt jedoch
cdie Zelle zusammen. Das ,,Blubbern laBt sich dureh ,,Spannungsinderungen’’
in der Zellmembran erkléren: Nimmt an einer Stelle die Oberflichenspannung ab,
so kann das Plasma als ,,Lobopodium* die Membran hier vorwélben. Die dadurch
wirkenden Scherkrifte veranlassen die Membran zur Kontraktion. Diese Vermu-
tung wird durch die Beobachtung gestiitzt, daf nach lingerer PCMB-Einwirkung
das ,,Blubbern® der Zellen aufhért, ohne daB die Lobopodien verschwinden. Die
Zelloberfliche ist also zu keiner Kontraktion mehr fihig.

4. Viskositit und Zellbewegung

Im engstem Zusammenhang mit Viskositétsinderungen des Zellplasma stehen
die Plasmabewegungen von Zellen (GoLpAcrE, 1954; Arien, 1961). Diese Be-
wegungen kommen durch abwechselnde Kontraktion und Erschlatfung einzelner
Plasmabezirke zustande und sind ATP-abhingig (LerTRe und ScurErcH, 1954).
Nach den elektronenmikroskopischen Untersuchungen von WoHLFAHRT-BoTTER-
MANN (1962a, b) und den Glycerinextraktionen von HoFrmanN-BerLING (1961,
1963) ist die strulkturelle und physiologische Vergleichbarkeit dieser Kontraktionen
mit Muskellkontraktionen gesichert. Es ist also zuldssig, Viskositdatsinderungen im
Zellplasma in Hinblick auf muskelphysiologische Ergebnisse zu betrachten.

Nach LerTtrE und ScHLEICH (1954) wird zur Erhaltung der Zellform im aus-
gebreiteten Zustand ATP verbraucht, da ATP-Mangel bei Fibroblasten zu Pro-
trusionen fihrt, die den bei der Mitose auftretenden entsprechen. Glycerinextra-
hierte Zellen dagegen behalten ihre Form bei, kontrahieren sich jedoch irreversibel
nach ATP-Zugabe. Es wird daher die Vergleichbarkeit des glycerinextrahierten
Modelles mit einer lebenden Zelle verneint. Die hier beschriebenen Versuche mit
dem ATTP-ase-Hemmer PCMB an lebenden Epidermiszellen stimmen im Wesent-
lichen mit den Befunden an Fibroblasten tberein. Hier fithrt die Hemmung der
ATP-Spaltung zu einer besonderen Form des ,,Blubberns’ (Abb. 5¢, 10h).

Bs ist jedoch zu priifen, ob die Formkonstanz ausgebreiteter Zellen notwendig
an eine Kontraktion der &uBeren Plasmaschichten gebunden ist und ob die Pro-
trusionen bei ATP-Mangel értlich begrenzte Plasma-Erschlaffungen sein miissen.
Eing damit verkniipft ist die Frage, welcher Plasmazustand der energieverbrau-
chenden Kontraktion entspricht. Unter der Voraussetzung, dall wihrend des
relativ kurzen Beobachtungszeitraumes keine weiteren viskositétsheeinflussenden
Vorgénge in der Zelle ablaufen, scheint nach den gewonnenen Ergebnissen Plasma
niedriger Viskositit kontrahiert zu sein und Plasma héherer Viskositit im erschlafften
Zustand. Dies stimmt mit den Untersuchungen von GoLpacrE und Lorcu (1950)
und GorpacrEe (1952) an Amdben berein, wonach bei Kontraktion durch ATP
die Viskositit des Cytoplasmas wegen des freiwerdenden Synerese-Wassers ab-
nimmt. SzeNT-GyorayI (1957) korreliert Viskositdtserniedrigung und Kontrak-
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tion cines Myosingels unter ATP-EinfluB. Der Starre-Zustand mit niedrigviskésen
Saumfalten in 10-2 M ATP, der nach wenigen Sekunden nachldBt, entspricht den
Beobachtungen an extracellulirem Myosin.

Der Spindelapparat bei Zellteilung in der Metaphase hat hohe Viskositét und
muB zu diesem Zeitpunkt in erschlafftem Zustand vorliegen, da die Spindelfasern
sich in der Anphase kontrahieren, wie z.B. die Untersuchungen von Jacqunz
und BressLE (1954) zeigen.

Erhohung des ATP-Gehaltes auf 2,5x 103 M im Aullenmedium fithrt zu einer
Bewegungsminderung der Zellen; es scheint dies eine Folge der ,,Weichmacher-
witkung des ATP zu sein.

KCN (10-3 M), das als Atmungsgift die Synthese des ATP hemmt, fiithrt im
Gegensatz zu PCMB nicht zum Einziehen der Sawme, sondern die Zellen bleiben
weit ausgebreitet; nur einige ziehen sich langsam zusammen, wobei sfrahlen.
formig Plasmastringe am Deckglas hingen bleiben (Abb. 12h). Die Zellen ,,blub-
bern® dann nicht, sondern bleiben in Ruhe. Diese Form der Kontraktion kénnte
bereits eine postmortale Verinderung sein, da die Zellen selbst bei einer Raffung
auf /4 keinerlei Bewegung mehr erkennen lassen.

Der Unterschied der Schidigung durch PCMB und durch KCN mufl im An-
griffspunkt der beiden Inhibitoren liegen.

Geht man von der Annahme aus, das optisch wenig dichte, hyaline Plasma
der Zellsdume sei in erschlafften Zustand, zu dessen Aufrechterhaltung nur wenig
Energie bendtigt wird, so ist die Form der Zellen in KCN versténdlich. Durch
Blockierung der ATP-Zutuhr wird zunédchst die Kontraktionsfdhigkeit des Plas-
mas aufgehoben, dann wird die Tonenpumpe der Zellmembran gehemmdt.

5. Viskositatsinderungen und Umwelteinfliisse

Nach Drarrr (1960) und Darnty (1960) ist fiir lebende Zellen das Vorhanden-
sein eines Membranpolentials zwischen Zellinnerem und dem AuBRenmedium le-
bensnotwendig. Es wird durch aktiven Transport der Tonen gegen ein elektroche-
misches Gefélle, durch eine ,,Jonenpumpe® hergestellt. Hierzu wird Energie be-
notigh. Analog der Muskelzellmembran scheint auch bei anderen Zellen ein Ein-
fluf} des Membranpotentials auf den Kontraktionszustand des Plasmas wahr-
scheinlich, Wird die Tonenpumpe blockiert, z.B. durch die Hemmung der ATP-
Spaltung, wie dies durch PCMB geschieht, muB dies zu einem Abfall des Potentials
fithren und damit zu einer Anderung des Kontraktionszustandes des Cytoplasmas.
Je nachdem ob diese Hemmung nur an einzelnen Stellen der Membran oder gleich-
méBig geschieht, tritt eine Erhéhung der Bewegungsaktivitét (lokale Kontraktion)
oder eine allgemeine Viskositétserniedrigung des Cytoplasmas ein. Beide Reak-
tionsweisen sind bei Kaulquappenepidermiszellen zu beobachten. Im ersten Falle
bewegen sich die Plasmasiume lebhaft und zeigen heftige Pinocytose (Abb. 11e),
im anderen Fall bleiben die Siume der Zellen weitgehend glatt; es sind aber deut-
lich zwei Plasmabezirke, ein distaler, heller und ein proximaler, optisch dichterer
Bereich zu unterscheiden (Abb. 11b, ¢, g). Bei lingerer PCMB-Wirkung verliert
der helle, distale Bezirk immer mehr an Flache, bis an dem zentralen Granula-
plasma nur noch Plasmatropfen héingen (Abb. 1lc, h). Nimmt man analog der
Muskelkontraktion an, daB auch fiir das Erschlatfen ATP gespalten werden muf}
(HassELBACH, 1963), so ist dies eine Erklirung dafiir, weshalb die Zellen in, wie
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oben behauptet, kontrahiertem Zustand verharren, da das PCMB inzwischen
weiter in die Zellen eingedrungen ist und nicht mehr nur die ATP-ase an der
Zellmembran hemmt. Cysteinzugabe ermdglicht, wenn die Schidigung noch nicht
allzusehr fortgeschritten ist, wieder das Ausbreiten der Siume. Wird Cystein
2,5 1078 M zu noch nicht stark geschidigten Zellen gegeben, so fithrt es zunichst
auch zu Kontraktion und Starre der Séume mit winzigen Pseudopodien (Abb. 11d,
12¢). Nach kurzer Zeit jedoch breiten sich die Siume der Zellen wieder aus und
werden glatt (Abb. 12d).

Bei zu geringen Cysteinkonzentrationen (1,25 x 10-3 M und 10-% M) werden
zwar die Sdume der Zellen zundchst glatt, sie pinoeytieren anch nicht mehr.
Doch nach kurzer Zeit beginnen die Zellen trotzdem zu ,blubbern’. Dieses
,,Blubbern’* in Cystein entspricht genau dem in Abwesenheit von Cystein. Selbst
Zellen, die unter dem ersten Einflull des Cysteins sich wieder véllig erholt zu
haben scheinen, lassen nach einiger Zeit einen inneren und einen duBeren Plasma.-
bezirk verschiedener Dichte unterscheiden (vgl. Abb. 11f mit Abb. 11g). Dies
156t sich durch eine Abséttigung des Cysteins durch noch in den Zellen gespeicher-
tes PCMB erkliren. Das Cystein ermoglicht als erste Wirkung die ATP-Spaltung
an der Zellmembran. Aus dem Inneren der Zelle herausdiffundierendes PCMB
blockiert nach einiger Zeit das Cystein und hebt so seine Wirkung auf, wenn es
in zu geringer Konzentration vorhanden ist. Nach AB® (1963) kann die Schidigung
der Zellen durch PCMB nur durch héhere Cysteinkonzentration als PCMB-Kon-
zentration aufgehoben werden. Auffallig ist, daff der erneut auftretende PCMB-
EinfluB nicht zu starker Bewegungsaktivitit des Saumes mit Pinocytose, sondern
zu allgemeiner Verflissigung des hyalinen Plasmas fiihrt.

Mit der Annahme, dall das PCMB zunichst an der Zellmembran wirkt, 1i8t
sich auch die Aufthebung der Kontakthemmung durch diesen Inhibitor erkliren.
Die Zellmembran verliert durch die Stérung des Membranpotentials die Mog-
lichkeit auf Aullenreize zu reagieren. Nach SzeNT-GyoreYI (1965) spielen SH-
Gruppen bei der Oncogenese, die ebenfalls zu einer Beeintrachtigung der Kontakt-
hemmung fithrt, eine wichtige Rolle. Aus diesen Erwigungen und den hier ge-
wonnenen Krgebnissen 148t sich cine enge Beziehung des Energichaushalles einer
Zelle und, ihrem Adhdsionsverhalten vermuten.

Diec hier vorgetragene Beziehung von Plasmaviskositit und Kontraktions-
zustand bestitigen die Beobachtungen iiber die Reaggregation in Magnesium-hal-
tiger, aber Calcium-freier Ringerlosung. Mg*+ férdern die Spaltung von ATP, was
zu erhdhter Bewegungsaktivitit und Verringerung der Plasmaviskositit fithrt,
Die Kontaktretraktion ist sehr ausgeprigt. Kontakthemmung ist nicht méglich,
da den Zellen der starken ATP-ase-Aktivierang wegen die Fihigkeit zur Er-
schlaffung ihres Plasmas fehlt. Diese scheint hier wie bei der Muskelzelle von der
Gegenwart von Ca-Tonen abzuhéngen. Calcium férdert zwar auch die ATP-Spal-
tung, verhindert jedoch die Kontraktion. Nach theoretischen Erwigungen von
SzeNT-GyoRaYI (1957) vermag es wohl die Lockerung der Phosphatbindung
durch Komplexbildung mit dem ATP zu erreichen, ist jedoch unfihig, die frei-
werdende Energie zu {ibertragen.

Trypsin greift die Zellmembran an, sie verliert hierbei ihre unterschiedliche
Permeabilitit gegeniiber Nat und K+, (LeviNsoxN und GrBEN, 1965). Nach obigen
Ausfithrungen muB dies eine Steigerung der Bewegungsaktivitit der Zelle und
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im Lxtremfall den vélligen Zusammenbruch der Tormkonstanz der Zelle (,,Blub-
bern) bewirken. Die hohe Bewegungsaktivitdt zeigt sich in der heftigen Pino-
eytose und in der unter Zeitraffung schnellen Plasmastrémung in den Zellen mit
radial gewellten Siumen, In serumfreier Salzlésung ist keine Erholung mehr még-
lich, die Zellen behalten in Ca-haltiger Ringerlosung ihre Bewegungsweise bei.
Verringerung der Natrium- und Kaliumkonzentrationen im AuBenmedium
miiBten analog der Muskelerregung zu einer Anderung des Bewegungsverhaltens
ciner Zelle fithren. Bei der Bewertung der hierzu durchgefithrten Versuche ist
zu beachten, daB auch in den als Natrium- und Kaliumfrei hezeichneten Lasungen
immer noch Spuren dieser beiden Tonen aus dem Gewebe vorhanden sein werden.
Fehlt Kalium in isotonischer, Ca-haltiger NaCl-Losung, so sind die Kaul-
quappenepidermiszellen voll beweglich und aggregationsfahig. Fehlt das Natrium
in isotonischer Ca-haltiger KCl-Lésung, so ist nur sehr geringe Ortsbewegung
maéglich; das Plasma erscheint besonders hyalin und deutlich von verklumpten
Granulen abgesetzt. Die Plasmabewegung ist gegeniiber der in NaCl-Losung deut-
lich verringert. Das Zellplasma scheint in erschlafftem Zustand zu sein. Dies ent-
spricht dem Verhalten von Muskelzellen, die bei Fehlen von Nat im AuBen-
medium nicht erregbar sind. Erstaunlich ist jedoch, dall bei Fehlen von Natrium
und Kalium im Auflenmedium in isotonischer CaCly-Losung Zellbewegung und
Reaggregation moglich sind. Zwar kann zur Aufrechterhaltung der Krregbarkeit
glatter Muskelzellen nach KoBavasur (1965) Natrium durch Ca-Uberschull er-
setzt werden, doch nur bei Gegenwart von IK+. Demnach scheint bei den hier
untersuchten Epidermiszellen das Membranpotential nicht notwendig nur ein
Na+-K+-Potential zu sein. Nach Hopexixy und Horowicz (1959) (zit. n. DRAPER,
1960) kénnen auch Chloridionen zur Ausbildung eines Membranpotentials fithren.
In 0,33 molarer NaCl- und KCl-Losung ist die Reaggregation der Zellen trotz
ihres verschiedenen Aussehens etwa gleich gut; in CaCl,-Lésung der gleichen
Tonenstérke (u = 0,33) reaggregieren die Zellen ebenfalls. Dies legt nahe, dali die
emmwertigen Kationen fir die Zellaggregation keine gualitativ unterschiedliche
Wirkung haben, sondern dafl sie nur als Ladungsiriger von Bedeutung sind.
Die endgiiltige Klirung dieser Frage erfordert weitere eingehende Untersuchungen.
Bei niederem pH-Wert (unter 4,0) liegen die Zellen sehr flach ausgebreitet am
Deckglas und sind zu keiner Ortsbewegung fihig. Nach DaN (1947) steigt bei
Secigeleiern das zeta.Potential mit steigendem pIL. Damit sinkt gleichzeitig die
Adhésivitidt der Zellen und es dndert sich die Permeabilitit der Zellmembran
gegenitber Tonen, was eine Anderung des Potentials zwischen Zellinnerem und
AuBenmedium und damit des Bewegungsverhaltens der Zelle zur Tolge haben
mufl. Die Adhisivitdt der Kaulquappenepidermiszellen bleibt iibereinstimmend
mit den Ergebnissen von Dax (1947) an Seeigeleiern erhalten bei niederem pI.
Reaggregation ist also nur wegen mangelnder Beweglichkeit nicht moglich. In
Zellsuspensionen kann dies durch Riihren ausgeglichen werden (Curris, 1963),

Durch die Annahme einer Beeinflussung des Potentials zwischen Zellinnerem
und AunfBenmecium durch das zeta-Potential 148t sich aunch die viskositétsstei-
gernde Wirkung von Caleium erkliren. Das Calcium wird nach Currs (1957) an
die Zellmembran gebunden, womit notwendig eine Senkung des zeta-Potentials
verbunden ist, was zom Anstieg des Potentials zwischen den beiden Seiten der
Zellmembran und damit der Plasmaviskositat fithrt.
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6. Kontaktverhalten der Zellen

Die Zeitratfer-Filmanalyse des Kontaktverhaltens zweier Zellen zeigt, daB
an der Bertihrungsstelle wenigstens eine der beiden Zellen ihr ,,Pseudopodium**
einzieht, nach kurzer Zeit diesen Saumabschnitt meist aber wieder ausstreckt.
Diese Reaktion ist bei Fibroblasten sehr heftig (AsmrcoMBIB und HEAYSMAN,
1954; AMBROSE, 1961), bei epithelialen Zellen dagegen nur von geringem Ausmal
(Abb. 6), doch allgemein verbreitet [auch bei FleLa-Zellen und Schweinenieren-
zellen an Filmen von RIcHTER (1964 a, b, ¢) beobachtet]. Da diese Kontaktretralk-
tion bei Epithelzellen nur in sehr kleinen Flichenbereichen auftritt, — einzelne
Berthrungsstellen an einer Zellmembran reagieren unabhiéingig voneinander
(P. Wriss, 1963) — und keine langanhaltende Wirkung ausiibt, wurde sie bisher
itbersehen (P. Wrrss, 1958). Die Reaktion auf Beriihrung scheint also bei Epithel-
zellen und Fibroblasten im Prinzip gleich, nur im Ausmaf verschieden zu sein, wie
auch Kontakthemmung keine dem ,,Alles-oder-nichts-Prinzip® unterworfene
Verhaltensweise ist (TruvAw und Roserts, 1960).

Wegen hoher Bewegungsaktivitit des Plasmas im &uflersten Randbereich des
Saumes ist aus der Verdnderung der Zellkonturen an der Berithrungszone zweier
Zellen kein Riickschluf auf den Kontraktionszustand des Plasmas zur Zeit
des Kontaktes, der nicht mehr von einer Kontaktretraktion gefolgt ist, moglich.
Nach HocxiNas (1960, zit. nach Curris, 1962) soilen Zelloberflichen sich nicht
mehr abstoBen, wenn ihre Bewegungen ,,phasengleich® sind. Diese Phasengleich-
heit kénnte durch die Kontaktretraktion erreicht werden.

Auch hier wird die Unabhéngigkeit verschiedener Stellen der Zelloberfliche
voneinander deutlich, denn eine Zelle kann bereits itber groBere Bereiche ,,stabili-
sierte Kontakte™ gebildet haben, obwohl daneben noch méchtige Uberlappungen
auftreten. Morphologisch sind die stabilisierten Kontalkte, dureh volle Wirksam-
keit der Kontakthemmung, durch deutlich sichtbare Zellgrenzen ausgezeichnet.
Nach den vorhergegangenen Betrachtungen iiber den Zusammenhang von Be-
wegungsaktivitit und Viskositdt hat es den Anschein als wire an Stellen stabili-
sierter Kontakte die dicht unter der Zellmembran liegende Plasmaschicht in
erschlafftem, hoher viskdsem Zustand.

Meinem Lehrer, Herrn Prof. W. Kuwnr, danke ich herzlich fiir die Einfahrung in die Metho-
de der kinematischen Zellforschung, die Anregung zu dieser Arbeit und fiwr sein Verstindnis
fiir die, bei der Durchfithrung dieser Untersuchung aufgetretenen Probleme. Frau G. KvHL
bin ich fir ihr freundliches Interesse, clas sie dieser Arbeit entgegengebracht hat, sehr ver-
bunden. Herrn Dr. I. B. Ricarer verdanke ich wertvolle Hinweise und vielféltige Unter-

gtiitzung. Frl. L.-M. HorstMaNN danke ich fiir die Bestimmung des Eiweif-, Zucker- und
Fettgehaltes von Kélberserum.
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