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Vor kurzem hatte einer von uns ! auf die Notwendigkeit einer genauen
Bearbeitung der Frage iiber die morphologische Verteilung der Fettsub-
stanzen in den Zellen der Gewebekulturen in Abhdngigkeit vom Alter
als auch von den morphologischen und funktionellen Eigenschaften (z. B.
Muskelzellen, Leberepithel-, Hautepithelzellen usw.) der geztichteten Ele-
mente hingewiesen. Unter Anwendung einer Modifikation der Fettfir-
bung im Alkoholformol 2, welche auch die feinsten Fetttropfen sichtbar
macht, konnte festgestellt werden, daB in Kulturen verschiedener Ge-
webe, die Hithnerembryonen vom bestimmten Alter (5—7 Tage) ent-
nommen wurden, ,,das in den neugewachsenen Zellen enthaltene Fett
eine ,,fiir die entsprechende Zellenart eigentiimliche Fettausstattung dar-
stellt, welche schon in den Zellen des betreffenden Gewebes gegeben
und determiniert ist. Alle weiteren Vorginge, welche in den Zellen der
Gewebekulturen eine Vermehrung der Fettsubstanzen, iiber die Grenzen
des fiir bestimmte Zellarten eigentiimlichen Fettgehaltes hinaus, herbei-
fithren, stellen eine Verfettung der Zellen dar.”

Gelegentlich der Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel in den
Gewebsexplantaten hatte zum Teil auch E. Eix ® den Unterschied in
der Fettverteilung in verschiedenen Zellarten beobachtet. Diesbeziiglich
hat er z B. in den Endothelien der Leberkulturen ein ganz anderes
Verhalten gefunden als in den Epithelzellen.

Unter Hinweisung auf die Befunde von Szantroch, dal ndmlich be-
treffs des Fettgehaltes und der Fettverteilung eine Spezifitat fiir be-
stimmte Zelltypen besteht, hebt G. Levi* hervor, dafl dadurch die

1 Szantroch, Z.: Arch. exper. Zellforsch. 18 (1933). — 2 Szantroch, Z.: Vir-
chows Arch. 286 (1932). — 3 Riz, H.: Arch. exper. Zellforsch. 13 (1933). —
¢ Levi, G.: Erg. Anat. 31 (1934).
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Identifizierung der verschiedenen Zellarten in der Wanderungszone er-
leichtert wird.

J. Zweibaum  spricht diesen Befunden einen diagnostischen Wert ab
und bemerkt dazu: »la quantité et la grosseur des gouttes dépendent de
nombreuses conditions parmis lesgelles I’état du tissu pris pour la cul-
ture ainsi que 1’état physico-chimique du cytoplasme sur lequel les con-
ditions externes exercent une action trés importante, doivent jouer un
role trés important.« DaB der Zustand der zur Ziichtung verwendeten
Gewebe als auch ihre physiko-chemische Beschaffenheit eine fiir die
Fettverteilung wichtige Rolle spielen, ist selbstverstdndlich. Diese Fak-
toren scheinen aber nach einer, der Art der Zellen, der Art ihrer Funktion
und dem Alter entsprechender GesetzméaBigkeit zu wirken, was neuer-
dings von S. Skowron und 1'. Keller ? bei Gelegenheit der Untersuchungen
iber die Veranderungen der Fettsubstanzen im Eierstock hervorgehoben
wird. Nach diesen Autoren ,,steht diese GesetzmiBigkeit in der Ver-
teilung der Fetttropfen in verschiedenen Schichten des Follikels wihrend
der einzelnen Phasen seines Wachstums im Einklang mit der Beobachtung
von Szantroch, die er an Embryonalgeweben erhoben hat, daB nim-
lich, ,,betreffs der Grofle und der Verteilung der Tropfen eine merk-
wirdige und bestindige Spezifitit fir bestimmte Zelltypen besteht®.

Zwesbaum befalit sich insbesondere mit der Fettverteilung in den
Sarkomzellen von Rous. Er gibt an, dall eine totale Fettdegeneration
manchmal in zahlreichen Sarkomzellen schon im Laufe des ersten Tages
zu sehen ist. Er schliet daraus, dal das gesamte Zellplasma der Sar-
komzellen der Verfettung gegeniiber viel weniger widerstandsfahig ist
als in den ,,normalen‘ Zellen.

In der vorliegenden Arbeit versuchten wir nachzupriifen, ob auch die
Zellen von Sarkomkulturen charakteristische Merkmale in bezug auf den
Gehalt und die Verteilung des morphologisch sichtbaren Fettes aufweisen.

Eigene Untersuchungen.

Als Material zu unseren Untersuchungen diente ein Stamm von
Jensen-Rattensarkom, den der eine von uns (Zakrzewski) iiber 3 Jahre
lang in Reinkultur in vitro ziichten konnte. Wihrend der ganzen Ziich-
tungszeit behielten die Zellen ihre Malignitit, was durch wiederholte
gelungene Verimpfungen' auf Tiere kontrolliert werden konnte. Das
Zichtungsmedinm bestand aus einem Teil eines Gemisches von Ratten-
und Hithnerplasma im Verhaltnis von 3 : 1 und einem Teil unverdiinn-
ten Rattenserum. Zur Plasmagewinnung wurde 1 mg Heparin (Hynson,
Westcot, Dunning) (0,05% Losung in 0,85 NaCl) zu 10 com Rattenblut
und die gleiche Menge zu 20 cem Hithnerblut vor dem Abzentrifugieren
zugesetzt.

v Zweibaum, J.: Arch. exper. Zellforsch. 14 (1933).
2 Skowron, 8. u. 7. Keller: Z. Zellforsch. 21 (1934).
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Aus dem Stamm wurden mehrere Serien von Deckglaskulturen an-
gelegt und in {iblicher Weise im Brutschrank bei 38° C aufbewahrt. Je
12 Stunden wurden von jeder Serie einige Kulturen mit Sudanlésung
in Alkoholformeol sowohl mit Modifikation I als auch mit Modifikation IT
fixiert und gefarbt. Die Modifikation I11 wurde bevorzugt, weil sie nur
die Fetttropfen farbt und das Auftreten von felnkormgem Sudannieder-
schlag ginzlich vermeiden 14B%.

Unsere ersten Befunde waren nicht eindeutig. Wahrend wir nim-
lich in den Kulturen einer Serie innerhalb des ersten bis dritten Tages
nach dem Anlegen der Kulturen keine sichtbaren Fetttropfen in den
Zellen nachweisen konnten, enthielten die gleichalten Zellen einer zweiten
Serie eine gewisse Menge von kleinen und staubférmigen Fettgranula.
Diese Granula nahmen im Laufe der ndchsten Tage an Zahl und Gréfie
noch deutlich zu.

Dieser Unterschied hat die Frage auftauchen lassen, ob den Sarkom-
zellen iiberhaupt ein Gehalt an morphologisch sichtbarem Fett zukommt
— dann wire die Anwesenheit von Fettgranula eine sekundére Erschei-
nung — oder ob nicht etwa der Fettgehalt der Sarkomzellen grofien
Schwankungen unterliegt, und dann kein charakteristisches Merkmal fur
diese Zellen darstellt. Als maBgebend fiir die Losung dieser Frage schien
uns die Untersuchung der Tumorzellen im natirlichen Verband mit dem
Organismus. Zu diesem Zwecke wurden Gewebekulturen dieses Sarkoms
auf Ratten verimpft. Nachdem Tumoren von betrichtlicher GréBe
herangewachsen waren, wurden sie den Tieren exstirpiert, in 5% Kalium-
bichromat 8 T., Formol 2 T. fixiert, am Gefriermikrotom in 5—10 y4
dicke Schnitte zerlegt und mit Sudanlosung in Alkoholformol nach
Modifikation I gefarbt. Die Untersuchung ergab vollkommen klar und
unzweideutig, daBl die Zellen des Sarkomgewebes keine sichtbaren Fett-
granula enthalten, wihrend die in der Nahe der Geschwulst reichlich
vorhandenen Bindegewebszellen eine betrichtliche Menge von Fetttropfen
enthalten. Es lag also die Annahme nahe, daBl das Auftreten der Fett-
granula, welche wir in den Sarkomzellen der zweiten Serie gefunden
haben, gewissen sekundiren, den Sarkomzellen selbst fremden Faktoren
zuzuschreiben ist.

Es konnte nun folglich festgestellt werden, daf ein frithzeitiges Auf-
treten der Fetttropfen und die darauf folgende Verfettung der Sarkom-
zellen jedesmal in Kulturen zustande kommt:

1. Wenn das zur Ziichtung verwendete Plasma entweder von einem
zu alten Tier stammt oder von einem solchen, dem in kurzen Zeitab-
schnitten mehrmals Blut entnommen wurde.

2. Wenn das Plasma linger als 6 Tage im Eisschrank aufbewahrt
wird; 1. und 2. beziehen sich auch auf Blutserum.

1 Szantroch, Z.: Arch. exper. Zellforsch. (erscheint Friithjahr 1935).
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3. Wenn Plasma oder Serum von einem Tier (Hithner, Ratten) ge-
wonnen wird, dessen Blut aus naher unbekannten Griinden fiir Ziich-
tungszwecke sich ungiinstig erweist.

4. Wenn die Kulturen in einer Temperatur iiber 38° geziichtet werden.

5. Wenn dem Ziichtungsmedium zuviel wachstumsférdernde Sub-
stanzen (Embryonalextrakt) zugefiigt werden.

6. Wenn beim Anlegen der Kulturen technische Fehler begangen
werden (Quetschung der Explantate bzw. Kulturen, Ubertragen von
Resten des alten Plasma-
gerinnsels usw.).

Abb. 1. Hilhnerembryo 7 Tage. Eine ADbb. 2. Jensen-Sarkom; eine 48 Stunden

24 Stunden alte Kultur des Herzgewebes; alte Kultur; Sudan in Alkoholformol Modi-

Sudan in Alkoholformol Modifikation II. fikation IT. 650mal, um '/, reduziert;
550mal, um Y/, reduziert; Mikrophotographie.

Mikrophotographie.

In dem Fettindex (gleich Null, gering, stark) gewinnt man also ein
gutes Mittel zur Abschétzung des Zustandes, sowohl der Sarkomzellen
als auch und vor allem der Ziichtungsmedien, denn die in optimalen
Bedingungen geziichteten Sarkomzellen enthalten zweifellos keine mor-
phologisch sichtbaren Fettgranula. Werden jedoch die Deckglaskulturen
lingere Zeit nicht umgesetzt, so degenerieren sie schliefllich unter Auf-
treten von Fetttropfen. Aber auch dann bietet der Vorgang der Ver-
fettung und der Degeneration einen Unterschied im Vergleich mit Kul-
turen von Organgeweben, wovon wir uns iberzeugen konnten, indem
gleichzeitig und in gleichen Bedingungen mehrere Serien von Herz-,
Leber- und Hautkulturen von Hithnerembryonen im Alter von 7 Tagen
und parallele Serien von Sarkomkulturen angelegt wurden. Abb. 1 zeigt
eine 24 Stunden alte Kultur vom Herzgewebe, wo in allen Zellen kleine
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Fetttropfen sichtbar sind. Sie stellen, wie oben bemerkt, die natiirliche
Ausstattung 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 Kultur des Herzgewebes von Abb. 1, so sind doch in den
Sarkomzellen keine Fetttropfen sichtbar. Die duBerst feine und blasse
Granulierung, welche erst durch Betrachtung der photographischen Auf-
nahme mit einer Lupe zu Gesicht
tritt, ist keine Fettgranulierung,
denn sie farbt sich nicht mit Sudan,
laBt sich dagegen schén vital durch
Neutralrot darstellen. Ohne sich
mit dieser Granulierung hier naher
zu befassen, wollen wir nur be-
merken, dafl sie in allen Zellen
vorhanden ist und mit dem Alter
der Kultur, in manchen Zellen
gréber und zahlreicher aufzutreten
scheint. In den Prédparaten, die
mit Sudan und Hématoxylin ge-
farbt sind, tritt sie meistenteils als
feine hellblaue Granulierung (in der
Art von winzigen Vakuolen) zutage
und unterscheidet sich dadurch von
den rot gefarbten Fetttropfen. In
den photographischen Aufnahmen
sind die Granula den tiefschwar-
Abb. 3. Hithnerembryo, 7 Tage; eine 144 260, Scharf geschnittenen Fett-
Stunden alte Kultur de§ 'Herz.gewebes; _Sudan tropfen gegenl’iber unscharf, ver-
in iﬂ‘l"ﬂ‘ﬁ%ﬁ;}eTfoggﬁi‘;ﬁ’;t(gm p‘ifigfna]’ schwommen, und dadurch leicht

erkenntlich. Wiahrend in den
nichsten Tagen die Fettmenge in den Kulturen des Herzgewebes sehr
stark zunimmt, bieten die Sarkomzellen vom gleichen Alter kaum
merkliche Unterschiede dar.

Nur hier und da kénnen in manchen Zellen ganz spérliche feine Fett-
tropichen auftreten. Bei den 6 Tage alten Kulturen des Herzgewebes
(Abb. 3) ist die Verfettung bereits total; die Umrisse der Zellen und ihrer
Kerne sind verschwommen, die Zellen vollkommen mit Fetttropfen
gefiillt, die in allen Dimensionen von staubférmigen Granula bis zu Riesen-
tropfen auftreten. Die Sarkomkulturen gleichen Alters zeigen dagegen
weiterhin eine grofle Widerstandsfahigkeit der Verfettung gegentiber;
zwar sind schon ofters in den Zellen kleine Fetttropichen sichtbar, doch
ist die Mehrzahl der Zellen noch immer durch Abwesenheit von Fett-
tropfen ausgezeichnet. Diesen Zustand weisen noch die 10 Tage alten
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Kulturen auf, wie es aus Abb. 4 ersichtlich ist. Zu gleicher Zeit nimmt
die Neutralrotgranulierung in manchen Zellen deutlich zu; doch gibt es
selbst in 10 Tage alten und noch &lteren Kulturen, prachtige Zellen,
welche keine sichtbaren Fette enthalten und in denen die Neutralrot-
granulierung nur duBerst fein erscheint (Abb. 5).
Die Fetttropfen, welche in den Sarkomzellen
der nicht umgesetzten Kulturen gewshnlich erst

A<

Abb. 4. Jensen-Sarkom; eine 240 Stunden alte Kultur; Abb. 3. Jensen-Sarkom; eine

Sudan in Alkoholformol Moditikation II. 650mal, um 240 Stunden alte Kultur;
¥/, reduziert; Mikrophotographie. 650mal, um Y/, reduziert;
Mikrophotographie.

gegen Ende der ersten Woche aufzutreten anfangen, sind zuerst sehr
spérlich, zerstreut und feinkdrnig. Im Laufe der ndchsten Tage kann die
Zahl der Fetttropfen anwachsen, sie nehmen aber nur langsam und
wenig an Grofe zu und liegen zerstreut zwischen den Neutralrotgranula.
In den Rundzellen dagegen werden sie mit dem Alter groBer und ordnen
sich dann gewdhnlich kranzférmig rings um den Kern (vgl. die zwei
unteren Rundzellen in Abb.6) an. Doch scheinen die Fette in der
Degeneration der Sarkomzellen eine untergeordnete Rolle zu spielen.
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Abb. 6. Jensen-Sarkom; eine 228
Stunden alte Kultur; Sudan in
Alkoholformol Modifikation II;
650mal, um !/, reduziert;
Mikrophotographie.

In 14 Tage alten Kulturen (ohne Um-
setzung) kann man nebeneinander alle
Stadien der Degeneration und des Zerfalls
von Sarkomzellen beobachten. Als erstes
Zeichen der Degeneration trith meistens
eine Vakuolisierung des Zellplasmas auf,
welche weiterhin sehr stark zunimmt
(Abb. 7). Zwischen den einzelnen Vaku-
olen sind reichliche Neutralrotgranula
und kleine Fetttropfen sichtbar, beson-
ders deutlich in der Umgebung des Kernes.
Endlich zerfallen die Zellen unter Bildung
granulierter und vakuolisierter Plasma-
massen, in welchen hier und da noch Uber-
reste von zerfallenen Kernen sichtbar sind
(Abb. 8). Die geringe Teilnahme der Fette
an der Degeneration der Sarkomzellen ist
sehr charakteristisch und tritt durch Ver-
gleich der Abb. 8 und 3 (Kultur des
Herzgewebes) besonders deutlich hervor.

Wenn man bedenkt, da den normalen Zellen verschiedener Gewebe
meistenteils ein spezifischer, aber der Menge nach stark variierender

1
A

"

Abb. 7. Jensen-Sarkom; eine 336 Stunden Abb. 8. Jensen-Sarkom; eine 288 Stunden

alte Kultur; Sudan in Alkoholformol alte Kultur; Sudan in Alkoholformol
Modifikation II; 650mal, wm Y/, reduziert; Modifikation II; 650mal, um '/, reduziert:
Mikrophotographie. Mikrophotographie.
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Gehalt an morphologisch sichtbarem Fett eigentiimlich ist, dall weiterhin
in Sarkomkulturen, im geeigneten Ziichtungsmedium eine nennenswerte
Verfettung nicht auftritt selbst dann, wenn sie 14 Tage ohne Umsetzung
geziichtet werden, daf aber diese Kulturen unter gewissen Bedingungen
(z. B. ungeeignete Zusamrensetzung des Zichtungsmediums) schon
sehr frithzeitig verfetten, so liegt der Schlufl nahe, daff die Verfettung
der Zellen nicht schlechtweg als die Folge von Schadigungen allgemeiner
Natur angesehen werden darf, sondern daB sie auf ein Fehlen, oder auch
einen UberschuB von besonderen, fir den Fettstoffwechsel der Fette
wichtigen Substanzen zuriickzufihren ist. Das Experiment mit den
Sarkomkulturen scheint darauf hinzaweisen, dafl diese Substanzen vom
Medium aus auf die Zellen einwirken; die groBen Unterschiede an Fett-
gehalt zwischen normalen Zellen verschiedener Gewebe untereinander,
und die Unterschiede zwischen den Zellen gleichartiger Gewebe in Ab-
hangigkeit vom Alter und von der Funktion lassen dagegen die Annahme
zu, dafl auBer diesen vermutlichen Substanzen, die als exogene Faktoren
den Fettstoffwechsel der Zellen beeinflussen, die Zellen auch noch iiber
endogene Faktoren verfiigen, die fiir die charakteristische Verteilung
des Fettes von ausschlaggebender Bedeutung sind.

Zusammenfassung.

1. Fiir die Jensen-Sarkomzellen ist eine vollkommene Abwesenheit
von morphologisch sichtbaren Fettgranula eigentiimlich.

2. Dieses Merkmal bleibt in den Reinkulturen stets erhalten, solange
die optimalen Zichtungsbedingungen gewiihrleistet sind.

3. Die Jensen-Sarkomzellen sind im Vergleich mit den Normalzellen
der Verfettung gegeniiber viel widerstandsfihiger; sie fallen der Ver-
fettung in den nicht umgesetzten Kulturen viel spiter anheim, als die
Normalzellen.

4. Die Verfettung der Sarkomzellen tritt frithzeitig und ansgesprochen
nur dann ein, wenn die Ziichtnngsbedingungen ungiinstig sind (ungeeignete
Zusammensetzung des Zichtungsmediums) oder wenn beim Ansetzen der
Kulturen technische Fehler begangen werden.

5. In dem Fettindex (gleich Null, gering, stark) gewinnt man ein
gutes Mittel zur Abschitzung sowohl des Zustandes der Sarkomzellen,
als auch vor allem der richtigen Zusammensetzung des Ziichtungs-
mediums.



