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Untersuchungen an flimmerndem Ependym in Kultur. 
Von 

REINttARD FRIEDE. 

(Eingegangen am 16. M~irz 1955.) 

Flimmerndes Ependym in Gewebekultur wurde bisher nur selten beobachtet, 
was bei der Leiohtigkeit seiner Gewinnung und Erhaltung fiberraschend ist. 

tJber Waehstum yon Ependym der Hirnventrikel in vitro berichten KA•EL, 
M~TINOWITSC~, SE~EBnC~KOW, MICE~aLOW, ohne indes eine Flimmertgtigkeit 
beobachtet zu haben. W~Iss sehliel3t aus der intensiven Verflfissigung in Ependym- 
kulturen auf eine sekretorisehe T~tigkeit des Ependyms (Seka'etion proteolytischer 
Fermente); Angaben fiber eine Flimmertgtigkeit fehlen auch hier. 

SCm~VD~.~A~ beobaehtete am Plexus ohorioideus yon ]=Iiihnehen flimmerndes 
Epithel bis zu 23 Tagen in vitro. Flimmerndes Ependym hat Hoou~ an einem Klein- 
hirnexplantat yon einem mensehliehen Embryo beobachtet. In dieser Kultur fanden 
sieh 12 ttohlrgume, die mit flimmerndem Ependym ausgekleidet waren. Dieses wurde 
dureh 83 Tage lebend beobachtet. Eine weitere Arbeit yon C~LOPI~: ,,Beobach- 
tungen am Ependym der Gehirnventrikel im Explantat" war uns leider nirgends 
zuggnglich. 

Ohne die Hilfsmittel der Gewebezfichtung kam flimmerndes Ependym schon viel 
fr/iher zur Beobaehtung; zuerst 1836 yon Pv~KI~J~, dann yon V~E~T~,  ttAN~O- 
VER, LUSC~KA, LEYDIG, VIRC~OW U.a. (Eine Zus~mmenstellung dieser ~lteren 
Literatur bringt STOKLASA.) Diese Befunde sind in der Folgezeit in Vergessenhei~ 
geraten oder wurden bestritten. Eine neuerliche Bestatigung erfolgte 1930 durch 
S~O~ASA. Dutch die Flimmertgtigkeit entstandene LiquorstrSmungen wurden yon 
VOIgWILLER, ITKI~ und WIGODSKAJA, neuerdings wieder durch A~)~_~ beschrieben. 

Experimentelle Untersuehungen fiber die Flimmert~tigkeit des Ependymes diirf- 
ten nieht vorliegen, w~hrend die Beeinflussung flimmernder Epithelien der Peri- 
pherie schon viels untersucht wurde. Die Monographie yon GRAY fiber die 
Flimmerbewegung (1928) gibt hier in vielen Punkten Aufschlfisse. Umfassende Un- 
tersuchungen fiber die Beeinflussung flimmernden Epithels (der Oesophagussehleim- 
haut des Frosches) in Gewebskultur durch die verschiedensten Substanzen hat 
UMEDA durehgeffihrt. 

Material  und Methodik. 

Zur Gewinnung yon flimmerndem Ependym wurde bei embryonalen Kfiken im 
Alter yon 7--21 Tagen nach ErSffnung der Sch~de]deeke aus dem Grol~hirn durch 
zwei parallele, frontale Schnitte eine Seheibe getrennt. Diese soll etwa 3--4 mm 
Dicke haben und entspreehend der Ausdehnung der Ventrikel mehr occipital ent- 
nommen werden. In einem Uhrglas mit TY~OD~.seher LSsung l~l]t sieh dann der 
Ventrikel leicht entfalten. Der meist unter 1 mm Durehmesser dicke Cortex kann 
als dfinne Membran abgetrennt werden. Diese Cortexmembran wird in kleine Mutter- 
stiicke zerlegt, die mit Hfihnerplasma und Embryonalextrakt im h~ngenden Tropfen 
gezfiehtet werden. 

20* 
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Ergebnisse. 
Oft ist in den ersten Tagen das Vorhandensein yon flimmerndem 

Ependym nicht zu erkennen. Damit kann iibereinstimmen, dab aueh in 
dem Pri~parat yon HOGUE das Ependym erst am 35. Tage entdeckt 
wurde. In einer Serie yon Kulturen vermehrt  sieh im Laufe der ersten 
Tage meist die Zahl der sichtbar Flimmerependym enthaltenden yon 
Tag zu Tag. K51mte man bier zunKehst meinen, dab sieh das Ependym 
in dieser Zeit erst differenziert, so zeigt sich bei dauernder Beobaehtung 
doeh meist, dab die sparer Flimmerbewegung zeigenden Kulturen aueh 
sehon anfangs dureh die Intensitgt des Wachstums der nervSsen Ele- 
mente auffal]en. Die auswachsenden feinen Nervenfasern sind dichter 
gelagert und ]/~nger als bei anderen Pr~paraten. Auch die Auswanderung 
yon Zel]elementen ist yon Anfang an reiehlicher. Diese Steigerung der 
Waehstumsintensitat kann so stark sein, dab man etwa in den ersten 
3 Tagen zuweilen dureh ein auffallend gutes Waehstum veranlaBt wird, 
ein anscheinend nichtflimmerndes Pr~parat  noch einmal durehzu- 
mustern und dann in der Tiefe des Mutterstiickes eben durehseheinend 
die Flimmerbewegung erkennen kann. Das Erkennen friseher, flimmern- 
der Kulturen wird, wie eben angedeutet, oft dadurch ersehwert, dal~ sieh 
das Mutterstiiek sehr oft mit der nichtflimmernden Seite dem Deekglas 
anlegt. Ni t  dem zunehmenden Alter der Kulturen, das meist mit einer 
Verkleinerung und Verdiinnung des Mutterstiickes einhergeht, wird auch 
das Flimmerependym leiehter erkennbar. Eine Ausdifferenzierung liegt 
demnaeh kaum vor, nicht einmal ein wesentliches Waehstum scheint 
uns a]s Ursaehe der verzSgerten Erkennbarkeit  wahrseheinlich. 

Uberl~Gt man eine Serie flimmernder und nichtfiimmernder Kulturen 
sich selbst, so wird nach einigen Tagen eine deutliehe ErhShung der 
Lebensdauer durch die Anwesenheit yon flimmerndem Ependym er- 
kennbar. W~hrend Kulturen ohne Flimmerbewegung sehon naeh einigen 
Tagen eine zunehmende Verfettung und Rarefizierung des Bestandes an 
ausgewanderten Zellen zeigen, geht das Waehstum flimmernder Kul- 
turen meist nur wenig beeintrgoehtigt weiter, eine Verfettung der aus- 
gewanderten Zellen erfolgt spi~ter und in geringerem Grade. So ergaben 
z .B.  am 8. Tage vorgenommene Querschnitte durch eine l~eihe yon 
35 Kulturen, daG die Kulturen, welche keine Flimmerbewegung gezeigt 
hatten, nekrotisch waren, bis auf eine mit diehtem Fibroeytenschleier 
ohne nervSse Elemente. Alle Kulturen, die in den ersten Tagen Flimmer- 
bewegung gezeigt hatten und noch zeigten, lebten und wiesen mehr oder 
weniger reichlich ausgewanderte nervSse Elemente auf. Dariiber hinaus 
konnte gelegentlich auch eine gewisse Abh/~ngigkeit yon der Menge 
fiimmernden Ependyms beobachtet werden; Kulturen, bei denen erst 
relativ spat eine kleine Anzahl flimmernder Zellen entdeckt worden war, 
wiesen auch spgrlich nervSse Elemente auf. Andererseits sieht man bei 
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den am lgngsten fiberlebenden Kulturen meist ausgedehnte, ftimmernde 
Gewebsfl~chen. Aus diesen Beobaehtungen kann man den SehluB ziehen, 
daiB kleine Inse]n ftimmernder Zellen nieht den  gleichen EinfluB auf das 
Waehstum haben, wie gro~e flimmernde Ependymverb~nde. 

Sehon in den ersten Tagen setzt in den Kultnren eine Verflfissigung 
ein, die fiber das Ma8 des Ublichen hinausgeht. Die Verflfissigung 
schreitet in der Folgezeit rasch fort. Das Flimmerependym und auch 
die ausgewanderten Zellen erfahren hierdurch keine Beeintr~ehtigung, 
vielmehr seheint die Verfliissigung eher eine Vorbedingung ffir das Sicht- 
barwerden der Flimmerbewegung zu sein. Das flimmernde Ependym 
erseheint am l~ande des Mutterstiickes als ein heller homogener Saum, 
dessert Breite grSBer erseheint, als die HShe der Ependymzellen ist. 
Innerhalb dieses Randsaumes liegen die lipoiden TrSpfehen weniger dieht, 
als in den restliehen Teilen des Mutterstfiekes. Auswandern einzeiner 
flimmernder Zellen wurde nie beobachtet; die Zellen wachsen nut  im 
Verband. 

Kulturen, die reiehlich flimmerndes Ependym enthalten, bleiben ohne 
besondere Behandlung, nur sieh selbst fiberlassen fiberrasehend lange 
am Leben. So konnten Wir unverminderte Flimmerbewegung his zum 
]8. Tag bei nnbehandelten Kulturen sehen; meist finden sich auch noch 
in diesen sp~iten Stadien gut erhaltene nervSse Elemente. I)~s ErlSschen 
der Flimmerbewegung erfolgt allm~hlich. Nach und nach fallen immer 
mehr Cilien aus, die Bewegung macht einen unregelmaBigen Eindruck. 
Sehliel31ieh erkennt man bet vorher ganzlieh flimlnernden Flaehen nur 
mehr verstreut Flimmert~tigkeit. Schon in dieser Phase sind die aus- 
gewanderten Zellen und die Randelemente des Mutterstfickes fiber- 
wiegend abgerundet, verfettet  und im Absterben begriffen. Mit der 
Flimmertatigkeit erlischt auch das Leben der Kultur  insgesamt. 

Bet ~ilteren Kulturen kommt es zu einer allm~hlichen Einschmelzung 
des ~utterstfiekes. Dabei sind die ependymfernen Anteile mehr betroffen 
als die anliegenden, so dalB sieh die Gewebsreste uln das Ependym for- 
mieren. Durch Auswachsen bildet dieses entweder ependymbekleidete 
AuBenfl~Lehen oder unregelm~Big geformte Hohlr~ume im Innern des 
Muttersttiekes. SCI~r~UD~I~A~I~ hat  ~hnliehe Bildungen bet flimmerndem 
Epithel yore Plexus beobachtet. In den Endstadien bleibt yon den 
Mutterstfieken nur ein ziemlieh schmaler, dem Ependym anliegender 
Saum erhalten, an dem man meist noeh einzelne auswachsende Zellen 
sehen kann. 

Der Flimmersehlag erzeugt in diesen Systemen eine StrSmung, die oft 
lose Elemente mit sieh fiihrt. Zuweilen machen erst solche auf eine t ief 
im Mutterstfick gelegene Flimmert~itigkeit aufmerksam. Solehe KSrper 
(meist handelt es sieh um Erythrocyten oder abgerundete Gewebs- 
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elemente) k6nnen in einer grogen Verfliissigungszone kreisende Bewe- 
gungen ausffihren, wobei sie in der Nachbarsehaft der Cilien v o n d e r  
sehnellen StrSmung raseh mitgerissen werden. In kleineren Hohlrgumen 
kommt es zu unregelmAgig tanzenden Bewegungen. In unregelm~gig 
geformten ,,Ventrikelsystemen" kann man zuweilen komplizierte Be- 
wegungsabl~ufe entlang der Wandungen beobaehten, wobei jedesmal 
an denselben Einbuehtungen und Vorspriingen dieselben Besehleuni- 
gungen oder Verz6gerungen auftreten. 

Kann man eine groBe flimmernde Fliiche in der Aufsicht beobaehten, 
so erweist sieh die Bewegung der einzelnen Cilien als nieht streng par- 
allel, sondern es bilden sieh ineinander iibergehende FlimmerstrSme und 
Flimmerwirbel. 

Im folgenden wurde der Einflug einiger Pharmaka auf die Flimmer- 
bewegung nntersuchr 

Es wurden die Dosen bestimmt, die eine Hemmung der Flimmerbewegung be- 
wirkten. Die Bestimmung erfolgte durch Aufbringen eines kleinen Tropfens der in 
Tx~oDEscher LSsung gelSsten oder verdiinnten Substanz auf die Kultur. Versuche, 
dutch eine stroboskopisehe Einrichtung, wie sie GossLmz kiirzlieh beschrieben hat, 
ein direktes Zeitlupenbild der Flimmerbewegung zu erhalten, erwiesen sich am 
Kulturmateri~l durch die Dicke desselben und die Vielzah] der Flimmern als wenig 
erfolgreich. 

Als einheitliehes Versuchsergebnis wurde ermittelt:  Der Einflug yon 
Konzentrationen, die unter der lghmenden ]iegen, ist auf die Flimmer- 
bewegung so gering, dab man ihn auch bei weehselndem, 5fteren Ver- 
gleichen mit Kontrollkulturen meist nieht eindeutig festste]len kann. 
Ist  jedoeh die hemmende Konzentrat ion erreieht, so wird die Flimmer- 
bewegung sehr raseh, in Sekunden bis wenigen Minuten, unterdrfiekt. 
Dabei wird die Bewegung zun~chst unregelm~Biger, bald darauf sehlagen 
einze]ne Cilien sehr langsam, es erfolgen noch einige tr~ge Hill- und tter- 
bewegungen, bis der Stillstand eintritt. Dies erfolgt in der Peripherie des 
]~s ffiiher Ms im Zentrum. Wird nun mit Tu 
L~sung rasch gespfilr so ist die Flimmerbewegung wieder e rweekbar ,  
wobei die gesehilderten Vorggnge in umgekehrter Reihenfolge ablaufen. 
Die Gesamtdauer des Versuches vom Beginn bis zur Wiederherstellung 
fiberschreitet kaum 5 rain. Bei ganz massiven Dosen ist die L~hmung 
irreversibel, sonst l~l~t sich der Versueh mehrmMs reproduzieren. Eine 
Reihe der Kulturen geht im Laufe der Folgezeit zugrunde, doeh wohl 
nut  auf Grund des allgemeinen Eingriffes in die Lebensbedingungen, 
da andere, mit gleichen Substanzen behandelte, die die gleiehe Reaktion 
gedeigt hatten, fiber mehrere Tage am Leben erhalten werden konnten. 

Bei der Bestimmung der l~hmenden Dosen ist zu beobaehten, dab 
entweder bei Erreichung der erforderliehen Konzentrat ion die I temmung 
in der besehriebenen Weise eintritt, oder sieh kein eindeutiger Effekt 
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beobachten 1/~Bt. Eine graduelle Abstufung 1/~l~t sich hier auch bei eng 
neben der l/~hmenden ]iegenden Konzentrationen nicht beobaehten. Der 
Einflul~, den man auch bei solchen Konzentrationen annehmen kann, 
ist demnach sehr gering. Ein Teil der Versuche wurde auf  dem geheizten 
Objekttiseh gemaeht, ein anderer bei Zimmertemperatur ;  die ermittelten 
Werte zeigten keine grunds/~tzlichen Unterschiede. 

Die Austestung der l/~hmenden Konzentrationen ergab fibelTaschend 
und ganz unphysiologisch hohe Konzentrationen. Die hier angegebenen 
Werte geben nur die durehsehnittliehe Konzentrat ion an, da naturgem/i6 
Sehwankungen zwischen den einzelnen Kulturen bestehen. 

Aqua destillata hat te  eine prompt  reversible hemmende Wirkung; die 
folgenden Substanzen waren daher in TYRODE gelSst oder verdfinnt. 
Aeetylcholinchlorid war in 8--10~oiger und niedriger konzentrierten 
LSsungen unwirksam (!), l~hmte die Flimmerbewegung erst bei 10--20% 
reversibel und erst bei 50% irreversibel. /~or-Adrenalhl war in der uns 
zug/~ngliehen HSchstkonzentration yon 0,1% unwirksam. Strychnin 
nitr. zeigte eine 1/~hmende Wirkung erst bei 0,05--0,1%. Luminal-Na 
war in manchen Kulturen noch bei 1,25~o wirkungslos, w/~hrend bei 
anderen bereits 0,66% hemmend wirkten; sichere Hemmung erfolgte 
bei 2%. Cardiazol war mit  2~o noeh wirkungslos, hemmte erst bei 10~o 
mit  Sieherheit. Coffein natr.  benz. war in einem Falle noch bei 25% 
wirkungslos, meist wirkten jedoch Konzentrationen fiber 10% hemmend. 

Auch wenn man beriicksichtigt, dab die aufgetropfte Substanz bei 
der Diffusion durch das N/~hrmedium sicher eine Verdiinnung erf/~hrt 
(die aber nieht viel grSi3er sein kann als 1 : 1), bleibt doeh als Ergebnis, 
dal~ die Flimmerbewegung eine fiberrasehende Resistenz gegen pharma- 
kologische Beeinflussung hat. 

Bespreehung der Ergebnisse. 

Die gewonnenen Befunde lassen Schlfisse auf die Physiologie der 
Flimmerbewegung, auf pathologische Befunde u n d  die Wertigkeit des 
Liquors zu. 

,A. Die Flimmerbewegung ist, wie die Befunde zeigen, gegen die Ein- 
wirkung yon I~oxen sehr resistent. Dies s t immt mit  einer Reihe yon 
Beobachtungen fiberein. 

Die Flimmerbewegung der Oesolohagusschleimhaut des Frosches bleibt fiber 
2 Std in einer Wasserstoffatmosph~re aktiv. Bei den Kiemen yon 1V[ytilus beobach- 
fete GRAY noch Aktivit/~t bei starker Minderung des Sauerstoffgehaltes und auch 
bei der relativ sehr hohen Konzentration yon 0,1% IqaC~ schlugen die Cflien noch 
eine halbe Stunde. ]3ei einigen Protocoen vollzieht slch die X~limmerbewegung fiber- 
haupt anaerob (~)UTTEX%, COLE). Bei h6heren Tieren kann sie anaerob verlaufen, hat 
abet zur 1/~ngeren Ti~tigkeit Sauerstoff n6tig (G~AY). S~rOXLASA beobaehtete l~lim- 
merbewegung an Hirnpartien noeh 25 Std nach dem Tode. 
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F fir eine nervSse Steuerung der Flimmerbewegung bestand bei der 
sehr geringen Wirksamkeit yon Adrenalin und Aeetylcholin kein An- 
haltspunkt. 

Dies steht nicht mi~ allen Befunden der Liter~tur in Ubereinstimmung. Die MSg- 
lichkeit niederer Organismen (Larven yon Anneliden, Mollusken u. a.) den F]immer- 
schlag aktiv unterbrechen zu kSnnen, weist auf eine Steuerbarkeit hin. McDonALD, 
Lv.Isu~ und LESNEMA~ erzeugten beim Frosch durch Reizung sympath. Nerven 
eine Beschleunigung, bei parasympath. Nerven eine Verlangsamung der Flimmer- 
bewegung der Oesophagusschleimhaut. 

B. Ffir die Pathologie wird dutch die au•erordentliehe Resistenz der 
flimmernden Zellen das Erhaltenbleiben des Ependymsaumes bei an den 
Ventrikel grenzenden groBen Erweichungen verst~ndlich. Das Ependym 
ist zwar dann nieht immer noeh flimmernd, doch dfirfte die Widerstands- 
f~higkeit der Zellen nicht verlorengegangen sein. 

C. Am bedeutungsvollsten dfirften aber unsere Befunde ffir die phy- 
siologisehe Wertigkeit der durch den Flimmersehlag erzeugten Liquor- 
strSmungen sein. Wghrend die Beflimmerung, wie erw~hnt, schon frfiher 
erkannt wurde, liegen Beobachtungen fiber die dureh die Flimmert~tig- 
keit erzeugten Liquorstr6mungen erst dureh VO~WILL~, WIGODSKAJA, 
ITKIN vor, und in letzter Zeit durch ADAI~L ]~s liegt nahe, dieser st~ndigen 
Durchmischung des Liquors, die in intaktem Hh'n (beim Frosch) in Form 
ganzer StrSmungssysteme abl~iuft, eine Bedeutung ffir den Stoffweehsel 
beizulegen; aueh SC~LVD~ANg zieht dies in seinen oben erw~hnten 
Untersuehungen in Erw~gung. Ein Beweis hierffir ist indes bisher nicht 
erbracht worden. In  unseren Befunden einer waehstumsfSrdernden und 
,,lebensverl~ngernden" Wirkung der Anwesenheit yon flimmerndem 
Ependym ist aber ein Beweis ffir die Bedeutung der Liquorzirku!ation 
ffir den Stoffwechsel des Parenehyms zu erblicken. Aus dieser Perspek- 
tive gewinnt aueh das Glykogenvorkommen im embryonalen Plexus 
chorioideus an Bedeutung (die Angaben YOSKIMURAS fiber reiehlichen 
Glykogengeha]t im Plexus auch Erwachsener haben sich nieht bestgtigt, 
CIACCIo u. SCAGLIO~). Das Schwinden des Glykogengehaltes im Plexus 
(Lom'~R, SCHlVr~D, CIACcIO u. SCAGLIONI) nnd die etwa gleichzeitige 
Reduktion der Beflimmerung des Ependyms scheinen anzudeuten, dab 
die Wertigkeit des embryonalen und phy]ogenetiseh niedrigen Liquor- 
systems offenbar eine andere ist, als die des ontogenetiseh h6her ent- 
wickelten. 

Offenbar stellt das embryonale und phylogenetisch niedrige Liquor- 
system ein wesentliches trophisches System dar. 

Mit zunehmender Verbreiterung der Hemisphgrenwandungen wird eine 
Zufuhr yon Substanzen aus den Ventrike]n rein mechaniseh immer 
problematischer. Das Liquorsystem verliert dann seine ursprfinglich 
trophische Bedeutung, die Beflimmerung wird reduziert und die 
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Sekre t ion  spezifischer Subs tanzen  du tch  die Plexus  e ingeschrgnkt .  
I m m e r h i n  seheinen eine Reihe yon t~es t funkt ionen bes tehen zu bleiben,  
tel ls  im Sinne einer Neuroerinie ,  tei ls  in F o r m  yon Sekre t ion  be- 
s t i m m t e r  Subs tanzen  (z. B. Vi t amin  C, WOLr-H~IDEOG~R) dureh  die 
Plexus.  H ie r au f  einzugehen ist  hier  n icht  der  Ort.  

Zusammenfassung. 
1. F l i m m e r n d e s  E p e n d y m  yon embryona len  Kfiken wird in Gewebe- 

k u l t u r  beschr ieben und  die Methode  zur  routinem~13igen Gewinnung be- 
sprochen.  

2. Das W~chs tum der  nerv6sen E lemente  in K u l t u r  wird  durch  die 
Anwesenhe i t  yon  F l i m m e r e p e n d y m  wesent]ich begfinst igt .  

3. Die Lebensdaue r  der  K u l t u r e n  wird erhSht ;  Hi rngewebe  b le ib t  bis 
zu 18 Tage  ohne F f i t t e rung  ]ebensf~hig, wi~hrend g le ichbehandel te  Kul -  
t u r en  ohne F l i m m e r e p e n d y m  innerha lb  1 Woche  abs te rben .  

4. I n  ~l teren K u l t u r e n  bes teh t  eine Neigung zur  Bi ldung  yon ependym-  
bek le ide ten  I-Iohlr~umen oder  Gewebsau]]enfl~chen. Die bier  angrenzen-  
den Teile des Mut ters t f ickes  ble iben am l~ngsten ]ebensf~hig. Die Schlag- 
r i ch tung  innerh~lb solcher Sys teme erzeugt  eine ro t ie rende  St r6mung,  
die lose Gewebselemente  mi t  sich ffihren kann.  Auf  gr61~eren Fl~ehen 
k o m m t  es zur  Bi ldung  yon  F l immers t r6men .  

5. Die F l immerbewegung  selbst  is t  sehr res is tent .  Dureh  P h a r m a k a  
wird sie ers t  in unphysiologisch hohen K onz e n t r a t i one n  gel~hmt.  Bei 
kurzer  Einwh~kung ist  die L~hmung  reversibel .  K onz e n t r a t i one n  unter -  
ha lb  der  kr i t i schen  haben  geringen Einflul~ auf  die F l immerbewegung .  

6. Die physiologische Bedeu tung  yon f l immerndem E p e n d y m  ~fir das  
L iquor sys t em wird d iskut ie r t .  
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