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Vor kurzem hatte einer yon uns 1 auf die Notwendigkeit einer genauen 
Bearbeitung der Frage fiber die morphologisehe Verteilung der Fettsub- 
stanzen in den Zellen der Gewebekulturen in Abh~ngigkeit vom Alter 
als auch yon den morpho]ogischen und fnnktionellen Eigenschaften (z. B. 
Muskelzellen, Leberepithel-, Hautepithelzellen usw.) der gezfichteten Ele- 
mente hingewiesen. Unter Anwendung einer Modifikation der FettfSr- 
bung im Alkoholformol 2, welche auch die feinsten Fetttropfen siehtbar 
macht, konnte festgestellt werden, da[3 in Kulturen verschiedener Ge- 
webe, die ttfihnerembryonen yore bestimmten Alter (5--7 Tage) ent- 
nommen wurden, ,,das in den neugewaehsenen Zellen enthaltene l~ett" 
eine ,,ffir die entsprechende Zellenart eigentfimliche Fettausstattung dar- 
stellt, welche schon in den Zellen des betreffenden Gewebes gegeben 
und determiniert ist. Alle we]teren Vorgs welche in den Zellen der 
Gewebekulturen eine Vermehrung der Fettsubstanzen, fiber die Grenzen 
des ffir bestimmte Zellarten eigentfimlichen Fettgehaltes hinaus, herbei- 
fiihren, stellen eine Verfettung der Zellen dar." 

Gelegentlich der Untersnchungen fiber den Fettstoffwechsel in den 
Gewebsexplantaten hatte zum Teil auch E.  R i x  ~ den Unterschied in 
der Fettverteilung in verschiedenen Zellarten beobaehtet. Diesbezfiglieh 
hat er z .B.  in den Endothe]ien der Leberkulturen ein ganz anderes 
Verhalten gefunden als in den Epithelzellen. 

Unter Hinweisung auf die Befunde yon Szantroch ,  dab ns be- 
treffs des Fettgehaltes und der Fettverteilung eine Spezifits ffir be- 
stimmte Zelltypen besteht, hebt G. L e v i  4 hervor, da~ dadurch die 

1 Szantroch, Z.: Arch. exper. Zellforsch. 13 (1933). - -  2 Szantroch, Z.: Vir- 
chows Arch. 286 (1932). __ 3 Rix ,  E.: Arch. exper. Zellforsch. 13 (1933). - -  
a Levi, G.: Erg. Anat. ~1 (1934). 
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Identifizierung der versehiedenen Zellarten in der Wanderungszone er- 
leichtert wird. 

J. Zweibctum 1 sprieht diesen Befunden einen diagnostisehen Wert ab 
und bemerkt dazu: >>la quantit6 et la grosseur des gouttes d6pendent de 
nombreuses conditions parmis lesqelles l '6tat  du tissu pris pour la cul- 
ture ainsi que l 'gtat  physieo-ehimique du eytoplasme sur lequel les con- 
ditions externes exereent une action tr6s importante,  doivent jouer un 
role tr~s important.<~ DaB der Zustand der zur Ztichtung verwendeten 
Gewebe als aueh ihre physiko-chemische Besehaffenheit eine Ifir die 
Fettverteilung wichtige Rolle spielen, ist selbstverst/~ndlieh. Diese Fak- 
toren scheinen aber nach einer, der Art der Zellen, der Art ihrer Funktion 
und dem Alter entsprechender Gesetzm/~Bigkeit zu wirken, was neuer- 
dings yon S. Skowron und 5". Keller 2 bei Gelegenheit der Untersuehungen 
fiber die Ver/inderungen der Fettsubstanzen i m  Eierstock hervorgehoben 
wird. Nach diesen Autoren ,,steht diese Gesetzmggigkeit in der Ver- 
teilung der Fet t t ropfen in versehiedenen Schichten des Follikels ws 
der einzelnen Phasen seines Waehstums im Einklang Init der Beobachtung 
yon Szantroch, die er an Embryonalgeweben erhoben hat, dab n~Lm- 
lieh, ,,betreffs der Gr6ge und der Verteilung der Tropfen eine merk- 
wtirdige und bests Spezifit/it fiir best immte Zelltypen besteht".  

Zweibaum befaBt sich insbesondere mit  der Fettverteflung in den 
Sarkomze]len yon Rous. Er gibt an, dab eine totale Fettdegeneration 
manchmal  in zahlreichen Sarkomzellen sehon im Laufe des ersten Tages 
zu sehen ist. Er  sehliel3t daraus, dab das gesamte Zellplasma der Sar- 
komzellen der Verfettung gegeniiber vieI weniger widerstandsfs is~ 
als in den ,,normalen" Ze]len. 

In  der vorliegenden Arbeit versucl~ten wir naehzuprfifen, ob auch die 
Zellen yon Sarkomkulturen eharakteristisehe Merkmale in bezug auf den 
Gehalt und die Verteilung des morphologiseh sichtbaren Fettes aufweisen. 

Eigene Untersuehungen. 
Als Material zu unseren Untersuchungen diente ein Stature yon 

Jensen-Rattensarkom, den der eine yon uns (Zakrzewski) fiber 3 Jahre  
lang in Reinkultur in vitro ztichten konnte. W~hrend der ganzen Zfich- 
tungszeit behielten die Zellen ihre Malignit/~t, was dureh wiederholte 
gehngene Verimpfungen ' auf Tiere kontrolliert werden konnte. Das 
Zfiehtungsmedium bestand aus einem Teil eines Gemisches yon Rat ten-  
und Hfihnerplasma im Verh/iltnis yon 3 : 1 und eineln Teil unverdtinn- 
t enRa t tense ru ln .  Zur Plasmagewinnung wurde 1 Ing Heparin (Hynson,  
Westcot, Dunning)  (0,05% L6sung in 0,85 NaC1) zu ]0 ccm Rat tenblut  
und die gleiche Menge zu 20 ccm Hf ihnerbh t  vor dem Abzentrifugieren 
zugesetzt. 

1 Zweibau~n, J.: Arch. exper. Zellforsch. 14 (1933). 
2 Ss S. u. T. Keller: Z. Zellforsch. o.1 (1934). 
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Aus dem Stature wurden mehrere Serien yon Deckglaskulturen an- 
gelegt und in fiblicher Weise ira Brutschrank bei 38 o C aufbewahrt.  Je 
12 Stunden wurden yon jeder Serie einige Kulturen rnit SudanlSsung 
in Alkoholformol sowohl mit  Modifikation I a]s auch mi~ Modifikation I I  
fixiert und gef~rbt. Die Modifikation I I  1 wurde bevorzugt, well sie nur 
die Fet~tropfen fs und das Auftreten yon feinkSrnigem Sudannieder- 
schlag gs vermeiden lgl~t. 

Unsere ersten Befunde waren nicht eindeutig. W~hrend wit ngm- 
lich in den Ku]turen einer Serie innerhalb des ersten bis dritten Tages 
nach dem Anlegen der Kulturen keine siehtbaren Fet t t ropfen in den 
Zellen nachweisen konnten, enthielten die gleichalten Zellen einer zweiten 
Serie eine gewisse Menge yon kleinen und staubf5rmigen Fettgranula. 
Diese Granu]a nahmen ira Laufe der ns Tage an Zah[ and GrSl~e 
noeh deutlich zu. 

Dieser Unterschied hat  die Frage auftauchen lassen, ob den Sarkom- 
zellen fiberhaupt ein Gehalt an' morphologiseh siehtbarem Fet~ zukommt 
- -  dann ws die Anwesenheit yon Fettgranu]a eine sekunds Ersehei- 
nung - -  oder ob nieht etwa der FettgehMt der Sarkomze]len groften 
Sehwankungen unterliegt, und dann kein charakteristisches Merkmal fiir 
diese Zellen darstellt. Als mafigebend fiir die LSsung dieser Frage schien 
uns die Untersuehung der Tumorzellen im nattirlichen Verband mit  dem 
Organismus. Zu diesem Zwecke wurden Gewebekul~uren dieses Sarkoms 
auf Ra t tan  verimpft.  Naehdem Tumoren yon betr~icht]icher GrSBe 
herangewachsen waren, wurden sie den Tieren exstirpiert, in 5 % Kalium- 
biehromat 8 T., Formol 2 T. fixiert, am Gefriermikrotom in 5--10,u 
dieke Sehnitte zerlegt und mit  Sudanl6sung in Alkoholformol naeh 
Modifikation I gefgrbt. Die Untersuchung ergab vollkommen klar und 
unzweideutig, da~ die Zellen des Sarkomgewebes keine siehtbaren Fett-  
granula enthalten, w~thrend die in der N~he der Geschwulst reiehlich 
vorhandenen Bindegewebszellen eine betrs Menge yon Fet t t ropfen 
enthalten. Es lag also die Annahme nahe, dal~ das Anftreten der Fet t -  
granula, welehe wir in den Sarkomzellen der zweiten Serie gefunden 
haben, gewissen sekund~tren, den Sarkomze]len selbst fremden Faktoren 
zuzuschreiben ist. 

Es konnte nun folglich festgestellt werden, dM3 ein friihzeitiges Auf- 
t reten der Fet t t ropfen und die darauf folgende Verfettung der Sarkom- 
zellen jedesmal in Kulturen zustande kommt :  

1. Wenn das zur Ziichtung verwendete Plasn~a entweder yon einem 
zu alten Tier s tammt  oder yon einem solehen, dem in kurzen Zei~ab- 
sehnitten rnehrmals Blut entnommen wurde. 

2. Wenn das Plasma l~tnger als 6 Tage im Eissehrank aufbewahrt  
wird; 1. und 2. beziehen sich auch auf Blutserum. 

1 Szantroch, Z . :  Arch. exper. Zellforsch. (erscheint Friihjahr 1935). 
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3. Wenn Plasma oder Serum yon einem Tier (Hfihner, t~atten) ge. 
wonnen wird, dessen Blur aus ngher unbekannten Griinden flit Zfich- 
tungszweeke sich ungfinstig erweist. 

4. Wenn die Kulturen in einer Temperatur fiber 380 gezfiehtet werden. 
5. Wenn dem Zfichtungsmedium zuviel waehstumsf6rdernde Sub- 

stanzen (Embryonalextrakt) zugeiiigt werden. 
6. Wenn beim Anlegen der Kulturen technisehe Fehler begangen 

werden (Quetschung der Explantate bzw. Kulturen, Ubertragen yon 
Resten des alten Plasma- 
gerinnsels usw.). 

Abb.  1. I~f ihnerembryo 7 Tage.  Eine 
24 S tunden  a l te  t~u l t a r  des g e r z g e w e b e s ;  
Sudan  in Alkoholformol  Modif ikat ion I I .  

550mal,  u m  1/4 reduz te r t ;  
Mikrophotographie .  

•bb. 2. Jensen-Sarkom; eine 48 Stunden 
alte Kultur; Sudan  in Alkoholformol ~r 

l i ka t i on  I I .  650mal,  u m  1]4 reduz ie r t ;  
iYIikrophctographie. 

In dem Fet t index (gleieh Null, gering, stark) gewinnt man also ein 
gutes Mittel zur Absehgtzung des Zustandes, sowohl der Sarkomzellen 
als aueh und vor allem der Zfiehtungsmedien, denn die in optimalen 
Bedingungen geziiehteten Sarkomzellen enthalten zweifellos keine mor- 
phologiseh siehtbaren Fettgranulg. Werden jedoeh die ])eekglaskulturen 
lgngere Zeit nieht umgesetzt, so degenerieren sie sehlieBlieh unter Auf- 
treten yon Fetttropfen. Aber aueh dann bietet der Vorgang der Ver- 
iettung and der Degeneration einen Untersehied im Vergleieh mit Kul- 
turen yon Organgeweben, woven wir uns fiberzeugen konnten, indem 
gleiehzeitig und in gleiehen Bedingungen mehrere Serien yon I-Ierz-, 
Leber- und I-Iautkulturen yon Iti ihnerembryonen im Alter yon 7 Tagen 
und parallele Serien yon Sarkomkulturen angelegt wurden. Abb. 1 zeigt 
eine 24 Stunden alte Kultm" veto IIerzgewebe, we in allen Zellen kleine 
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Fet t t ropfen sichtbar sind. Sie stellen, wie oben bemerkt,  die natiirliche 
Auss~attung der Gewebezellen dar, die bereits im Organ selbst vorhanden 
ist. In  Abb. 2 sehen wir mehrere Zellen der Wanderungszone einer 
48 Stunden alten Sarkomkultur.  Obwohl diese Kultur  zweimal so alt 
ist als die Kul tur  des Herzgewebes yon Abb. 1, so sind doch in den 
Sarkomzellen keine Fet t t ropfen siehtbar. Die /iuBerst feine und blasse 
Granulierung, welche erst dureh Betraehtung der photographisehen Auf- 

nahme mit  einer Lupe zu Gesieht 
tritt ,  ist keine Fettgranulierung, 
denn sie fgrbt sieh nieht mit  Sudan, 
i/iB~ sieh dagegen sehSn vital dureh 
Neutralrot darstellen. Ohne sieh 
mit  dieser Granulierung hier n~her 
zu befassen, wollen wir nur be- 
merken, dab sie in allen Zellen 
vorhanden ist und mit  dem Alter 
der Kultur,  in manehen Zellen 
gr6ber und zah]reieher aufzutreten 
sehein~. In  den Prgparaten,  die 
mit  Sudan und tt~magoxylin ge- 
fgrbt sind, t r i t t  sie meistenteils als 
feine hellblaue Granulierung (in der 
Art yon winzigen Vakuolen) zutage 
und nnterseheidet sieh dadureh yon 
den rot gef~rbten l~etttropfen. In  
den photographisehen Aufnahmen 
sind die Granula den tiefschwar- 

Abb. 3. I-I t ihnerembryo, 7 Tage;  eine 1=~ zen, seharf gesehnigtenen Fett-  
S t lmden  al te  K u l t u r  des t Ie rzgewebes ;  Sudan  tropfen gegeniiber unseharf, v e r -  
in Alkoholformol ~N[odifikation I I ;  650real, schwommen, und dadureh leieht 

1lm ~, reduz ie r t ;  Mikrolohotographie.  
erkenntlich. W/thrend in den 

n/~ehsten Tagen die Fettmenge in den Kulturen des Herzgewebes sehr 
stark zunimmt, bieten die Sarkomzellen vom gleiehen Alter kaum 
merkliehe UnCersehiede dar. 

Nur bier und da k6nnen in manehen Zellen ganz sp~trliehe feine Fett-  
tr6pfehen auftreten. Bei den 6 Tage alten Kulturen des Herzgewebes 
(Abb. 3) ist die Verfe~tung bereits total;  die Umrisse der Zellen und ihrer 
Kerne sind versehwommen, die Zellen vollkommen mig Fet t t ropfen 
gel/lilt, die in allen Dimensionen yon staubf6rmigen Granula bis zu Riesen- 
tropfen auftreten. Die Sarkomkulturen gleichen Alters zeigen dagegen 
weiterhin eine grol3e Widerstandsf/ihigkeit der Verfettung gegeniiber; 
zwar sind sehon 6frets in den Zellen kleine Fett tr6pfehen siehtbar, doch 
ist die Mehrzahl der Zellen noeh immer durch Abwesenhei~ yon Fet t -  
tropfen ausgezeiehnet. Diesen Zustand weisen noeh die 10 Tage alten 
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Kulturen auf, wie es aus Abb. 4 ersichtlieh ist. Zu gleieher Zeit nimmt 
die Neutralrotgranulierung in manchen Zellen deutlieh zu; doeh gibt es 
selbst in 10 Tage alten und noeh /s Kulturen, prgchtige Zellen, 
we]che keine siehtbaren Fette enthalten und in denen die Neutralrot- 
granulierung nur/s fein erseheint (Abb. 5). 
Die Fetttropfen, welehe in den Sarkomzellen 
der nicht umgesetzten Kulturen gewShnlich erst 

Abb.  4. Jensen.Sarkom; eine 240 S tunden  al te  ~ u l t u r ;  
Sudan  in 2klkoholformol ]Vlodifikation I I .  650inal, Uln 

1/~ reduz ie r t ;  ~N[ikropho~ographie. 

Abb.  5. Jensen-Sarkom; eine 
240 S tunden  alte XXultar; 
650real, uln ~/~ reduz ie r t ;  

M~krophotographie.  

gegen Ende der ersten Woehe aufzutreten anfangen, sind zuerst sehr 
sp~rlieh, zerstreut und feink6rnig. Im Laufe der ns [rage kann die 
Zahl der Fetttropfen anwaehsen, sie nehmen abet nur langsam und 
wenig an GrSl~e zu und liegen zerstreut zwisehen den l~Teutralrotgranula. 
In den Rundzellen dagegen werden sie mit dem Alter grS[~er und ordnen 
sich dann gew6hnlich kranzf6rmig rings um den Kern (vgl. die zwei 
unteren l%undzellen in Abb. 6) an. Doch scheinen die Fette in der 
Degeneration der Sarkomze]len eine untergeordnete l~olle zu spielen. 
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In 14~ Tage alten Kulturen (ohne Um- 
setzung) kann man nebeneinander alle 
Stadien der Degeneration und des Zerfalls 
yon Sarkomzellen beobaehten. Als erstes 
Zeiohen der Degeneration tritt  meistens 
eine Vakuolisierung des Zellplasmas auf, 
welehe weiterhin sehr stark zunimmt 
(Abb. 7). Zwisehen den einzelnen Vaku- 
olen sind reiehliehe Neutralrotgranula 
und kleine Fetttropfen sichtbar, beson- 
ders deutlich in der Umgebung des Kernes. 
Endlieh zerfallen die Zellen unter Bildung 
granulierter und vakuolisierter Plasma- 
massen, in welchen bier und da noeh Uber- 
reste yon zerfallenen Kernen sichtbar sind 

abb. 6. d*~se~-Sa~kom; ~ 22S (Abb. 8). Die geringe Teilnahme der Fette 
Stunden alte Kultur; SuSan in an der Degeneration der Sarkomzellen ist 
Alkoholformol ModifJkatJon II; sehr eharakteristiseh und tritt  durch Ver- 

65(}mal, u m  1[~ ~ e d u z i e r t ;  
~Iikrophotogr~phie. gleieh der Abb. 8 und 3 (Kultur des 

tterzgewebes) besonders deutlieh hervor. 
Wenn m~n bedenkt, dab den normalen Zellen versehiedener Gewebe 

meistenteils ein spezifischer, aber der Menge naeh stark v~riierender 

A b b .  7. Jensen-Sarkom; e i n e  336 S t u n d e n  
a l t e  ] s  S u S a n  in  A l k o h o l f o r m o l  

~r  I I ;  650rea l ,  u m  1/4 r e d u z i e r t ;  
M i k r o p h o t o g r a p h i e .  

A b b .  8. Jen~en-Sarkom; e i n e  288 S t u n d e n  
a l t e  l~Lultur; S u S a n  in A l k o h o l f o r m o l  

~ I o d i f i k a t i o n  I I ;  650real ,  u m  1/~ r e d u z i e r t ;  
~ l [ i k r o p h o t o g r a p h i e .  
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gehal t  an morphologisch sichtbarem Fet t  eigentfimlich ist, dal3 weiterhin 
in Sarkomkulturen, im geeigneten Ziichtungsmedium eine nennenswerte 
Verfettung nicht auftri t t  selbst dann, wenn sie 14 Tage ohne U~rlsetzung 
geziiehtet werden, dal~ aber diese Kulturen unter gewissen Bedingungen 
(z. ]3. ungeeignete Zusammensetzung des Ziiehtungsmediums) sehon 
sehr h'fihzeitig verfetten, so liegt der Schlul~ nahe, dab die Veriettung 
der Ze]]en nicht sehleeh.tweg Ms die Folge yon Schgdigungen al]gemeiner 
iNatur angesehen werden darf, sondern da~ sie auf ein Feh]e~, oder auch 
einen {Jbersehul~ yon besonderen, fiir den Fettstoffweehsel tier Fette 
wiehtigen Substanzen zurficlCzuftihren ist. Das Experiment mit den 
Sarkomkulturen scheint daranf hinzuweisen, dab diese Substanzen yore 
Medium aus auf die Zellen einwirken; die grof~en Unterschiede an Fett-  
gehMt zwisehen normalen Zellen verschiedener Gewebe untereinander, 
and die Unterschiede zwischen den Zellen gleiehartiger Gewebe in Ab- 
hangigkeit yore Alter und yon der Funktion lassen dagegen die Annahme 
zu, dab auf~er diesen vermutlichen Substanzen, die als exogene Faktoren 
den Fettstofiwechsel der Zellen beeinflussen, die Zellen aueh noch fiber 
endogene Faktoren verfiigen, die ftir die charakteristische Verteilung 
des Fettes yon ausschlaggebender Bedeutung sind. 

Zusammenfassung. 

i. Fiir die Jensen-Sarkomzellen ist eine vollkommene Abwesenheit 
yon morphologisch siehtbaren Fettgranula eigentiimlich. 

2. I)ieses Merkmal bleibt in den t~einkulturen stets erhMten, solange 
die optimMen Ziichtungsbedingungen gew/~hrleistet sind. 

3. Die Jensen-Sarkomzellen sind im Vergleich mit den IXTormMzellen 
der Verfettung gegenfiber viel widerstandsf~higer; sie fallen der Ver- 
fettung in den nicht umgesetzten Kulturen viel spiiter anheim, als die 
Normalzellen. 

4. Die Yerfettung der Sarkomzellen t r i t t  frfihzeitig und ausgesprochen 
nut  dann ein, wenn die Ziichtungsbedingungen ungfinstig sind (ungeeignete 
Zasummensetzung des Zfichtungsmediums) oder wenn beim Ansetzen der 
Kulturen teehnische ]Fehler begangen werden. 

5. In  dem Fett index (gleieh NM1, gering, stark) gewinnt man ein 
gates Mittel zur Abseh~tzung sowohl des Zustandes der Sarkomzellen, 
a}s auch vor ahem der richtigen Zusammensetzung des Zfiehtungs- 
mediums. 


