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Ein wesentliehes N[erkmal des normalen Zellebens innerhalb des 
Waehstumshofes der Gewebsexplantate ist die gew6hnlich naeh zwei- 
t/~gigem Kulturleben ins Auge fallende starke Verfettung. Ihre Aus- 
dehnung ist einmM abh/~ngig yon mannigfaehen, /~uBeren, beispiels- 
weise in der Zusammensetzung des N/~hrmediums bedingten Faktoren. 
Sie isf weehselnd naeh der Art des zur Explantation verwandten Ge- 
webes, im tibrigen sehwankend bei den einzelnen Tierarten. 

Die chemische Zusammensetzung der Fettstoffe ist nieht einheit- 
lieh. Im groBen und ganzen fiberwiegen die Neutralfette, die sieh in 
einem bestimmten MisehungsverMltnis mit Cholesterin bzw. Cholesterin- 
estern und Lipoiden im engeren Sinne, insbesondere Phosphatiden, 
befinden. Dieses Neutralfett-Cholesterin-Lipoidverhgltnis wird in grol~en 
Ztigen w/~hrend der Dauer des ,,normalen" Ablaufs des Explantatlebens 
gewahrt, verschiebt sieh abet wahrscheinlich zum Zeitpunkt des Alterns 
und Absterbens der Kulturen mehr zugunsten der Lipoide. Ieh m6ehte 
daher den Fettstoffwechs~l der Gewebsexplantate in zwei an sieh 
fliegend ineinander fibergleitende Phasen einteilen. Die erste finder 
sieh in Kulturen mit guten Lebens/s also in der ersten Zeit 
des Kulturlebens, zeitlich betrachtet etwa yore 1.--4. Tage. Die zweite 
Phase ist durch das reiehlichere Auftreten yon Lipoiden ehemisch in 
etwa charakterisiert und ein Zeichen des Uberalterns und Absterbens 
der Kulturen. Hier wirken zweifellos die nekrobiotisehen und auto- 
lytisehen Myeline mit, und zwar um so mehr, je ~tlter die Kulturen werdem 

Besonders ins Auge fallend ist sehon naeh 1--2t/~gigem Kulturleben 
das starke MiBverh/~ltnis zwisehen der Gr6ge der Einzelzellen und den 
ihnen eingelagerten Fetttropfen, mit anderen Worten zwischen sieht- 
barem Fet t  und Zellmaterial. Bei unbefangener Betraehtung kann man 
sich des Eindrueks nicht erwehren, dab die Fettmassen in diesem Aus- 
mage gar nieht in dem Explantat  bzw. seinem Kulturmedium vorhanden 
gewesen sein k6nnen. Rein theoretiseh ist daher die Vermutung sehr 
wohl bereehtigt, dab eine fettige Transformation, also eine Umwandlung 
der Kohlehydrat- wie EiweiBverbindungen in Fettstoffe fiir dieses Mig- 
verh~tltnis verantwortlich zu maehen ist. Von den meisten Autoren - -  
wir k6nnen im Rahmen unserer Fragestellung davon absehen, n/~her 
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darauf einzugehen - -  wurde demgegeniiber auf Grund morphologischer 
Kriterien bereits die gr6Itere Wahrscheinlichkeit des reinen infiltrativen 
Charakters der Explantatverfettung betont. Nachdem schon Nordmann 
die  Beziehungen zwischen Fett- und Glykogenstoffweehsel innerhalb 
der Gewebskulturen eingehend beobaehtet hatte, wendet sich neuer- 
dings Haszler im speziellen gegen die Annahme einer Fettsynthese aus 
Kohlehydraten innerhalb der Gewebskulturen. t~estlos befriedigend 
und endgiiltig entseheidend sind diese Untersuehungen aber nieht, da 
sie auf rein morphologischen Untersuchungen beruhen. 

Lauche versuchte andererseits auf experimentellem Wege dem Pro- 
blem n/therzukommen, indem er Hfihnerzellen in einem Hammelplasma 
in der Erwartung ziichtete, eine Verfettung der Hiihnerzellen mit Hamme]- 
plasma zu erzielen. Da der Sehmelzpunkt des Hammelfetts sehr viel 
h6her liegt als der des Hiihnerfetts, glaubte er unter Zuhilfenahme des 
Mikromanipulators eine genaue Identifizierung der Fettstoffe vor- 
nehmen zu k6nnen, t3berraschenderweise wiesen nun die Hiihnerfibro- 
blasten in dem Hammelplasma nicht die tibliche starke Verfettung auf, 
dagegen im menschlichen Plasma. Immerhin seheint mir aus der Tat- 
saehe, da[~ zur Verfettung iiberhaupt resorbierbare und speicherungs- 
f~hige Fette vorhanden sein miissen, zum mindesten der Schlul~ beo 
reehtigt, dal~ eine fettige Transformation bei dem Fettstoffweehsel der 
Gewebsexplantate stark in den Hintergrund treten mul~. 

MR den gew6hnlichen morphologischen Methoden war also, um 
das Ergebnis der bisherigen Untersuchungen nochmals kurz zusammen- 
zufassen, eine Klgrung nach der HerkunR der Fettstoffe innerhalb 
der Explantatzellen nicht endgiiltig zu erzielen. Ich entsehlol~ reich 
daher, auf dem Wege chemischer Analyse dem Problem ngherzutreten. 
Die Fragestellung war yon vornherein begrenzt durch den Mangel an 
brauehbaren Methoden, jedenfalls weitgehend abh~ngig yon der ~6g- 
lichkeit der Anwendung schon vorhandener Fett- bzw. Lipoidbestim- 
mungsmethoden. Erste Aufgabe war daher die Ausarbeitung geeigneter 
Methoden, die aueh in den Explantaten vorhandenen relativ geringen 
Mengen quantitativ erfassen. 

In friiheren ausgedehnten eigenen Fettstoffwechseluntersuchungen 
hatte sieh zur Bestimmung der Neutralfette die Bloorsche Modifikation 
der Bangschen Mikromethode besonders bew~hrt 2. Bei der Bestimmung 
der Gesamtfette in den Gewebskulturen gingen wir so vor, dad wir 
jeweils 40 Kulturen sofort nach dem Ansetzen, weitere 40 K.uRuren 
nach 4t~tgigem Aufenthalt im Brutschrank analysierten. Die in dieser 
gro~en Summe yon Kulturen vorhandenen Fettmassen geniigten roll- 
kommen, um ein einigerma~en genaues, quantitativ zuverlgssiges Er- 
gebnis zu gew~hrleisten. Die N/~hrmediummischungen wurden mit 

1 Arch.. exper. Zellforsch. 1.~, 581 (1932/33). Siehe auch Rona: Praktikum 
der physiologisehen Chemie, 2. Teil. 
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graduierten Pipetten vorgenommen, so dab eine g~nz gleichm~l~ige 
Zusammensetzung si~mtlicher Plasmatropfen gew~hrleistet war. Natiir- 
lich besteht ein gewisser Fehler darin, dal~ die einzelnen explantierten 
Gewebsst~Sc/ce nicht gleich gro$, die Wachstumstendenz und d~mit die 
in Erscheinung tretenden Fettmassen unterschiedlich sind. Dieser an 
sich geringfiigige Unterschied scheint sich bei der grol~en Zahl von jeweils 
40 Kulturen einigermaBen auszugleichen, jedenfalls fs er bei der 
Auswertung der Ergebnisse nicht sonderlich ins Gewieht. 

Die Frggestellung dieser ersten, auf der Bestimmung der Oesamt- 
fette der Gewebskulturen sofor~ n~ch dem Ansetzen und nach 4t/~giger 
Expl~ntatdauer beruhenden Versuchsreihe zielt nach der Feststettung 
hin, ob innerhalb der Gewebsexplantate (Mutterstiick q-Wachs tums-  
her q-Nghrmedium) eine Zu- oder Abnahme der Fettstoffe mel3baren 
Ausmal~es erfolgt. Das Ergebnis ist uus der Tabelle 1 ersichtlich. Unter 
a) sind die Bestimmungen an den Explantaten,  unter b) sog. Lear- 
bestimmungen verzeichnet, die sich auf ehffache Mediumtropfen be- 
ziehen, deren Gesamffettgehalt  unter vollkommen an~logen Verhglt- 
nissen direkt nach dem Ansetzen und nach 4tggigem Aufenthalt  im 
Brutschrank festgestellt wurde. 

TabelIe 1. G e s a m t f e t t  in %. 

Serie 

7 
8 

10 
11 
13 
15 
17 
19 
21 
23 

D (1.rch- 
schnitti. 

a) E x p l ~ t e  

Nach Frisch 4: Tagen 

0,33 0,46 
0,38 0,40 
0,26 0,44 
0,14 0,29 
0,20 0,21 
0,22 0,26 
0,15 0,17 
0,15 0,15 
0,15 0,15 
0,15 0,15 
0,17 0,18 

Bemerkung 

Frisch sofort 
n~ch dem 
Ansetzen 
bestimmt 

Serie 

16 
18 
2O 
22 

Durch- 
schnittl. 

b) Leerbestim-mungen 

Frisch 

0,34 
0,18 

Nach Bemerkung 4: Tagen 

0,39 IFrisch sofort 
0,32 InachdemAn_ 

setzen best. 
0,16 0,16 
0,15 0,15 
0,17 0,16 
0,15 0,14 

0,158 0,153 
--3Yo 

Bemerkenswert ist zungchst, dab die Werte der Kulturserien 7, 8, 
10, 11 (Explantate), wie 9 und 12 (Leerbestimmungen) aul~erordentlich 
schwanken, vor allem scheint innerhalb des 4tggigen Kulturlebens eine 
ganz erhebliohe Zunahme des Gesamffettes erfolgt zu sein. Diese schein- 
bare Zunahme des Gesamtfettes war in Wirklichkeit durch einen methodi- 
schen Fehler vorgetguscht. Ich ging ngmlich bei diesen ersten Kultur- 
serien so vor, dab ich die frisch best immten Kulturen wohl auf Deck- 
glgsern zur Gerinnung kommen liel3, sie aber nioht erst auf die Objekt- 
trgger auflegte und nicbt die verschlossenen Kul~urkammern auf 380 
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erw/Lrmte. Der im Sinn einer Fettzunahme stark positive Aussehlag 
wurde nun durch die infolge der Erw~rmung im Brutsehrank erfo]gende 
Wasserverdunstung innerhalb der Kulturkammern und die dadurch 
bewirkte Konzentrierung des Mediums der 4 Tage alten Kulturen vor- 
get~Luscht. So s sieh das Ergebnis yon dem Augenblieke an, we 
aueh die frisch bestimmten Kulturen zun~ehst 2 Stunden in den ge- 
schlossenen Kulturkammern der Brutsehranktemperatur ausgesetzt 
wurden. Die mumlehr bestimmten Ges~mtfettmengen stimmen weit- 
gehend mit den Anfangswerten iiberein. Der Durehsehnittswert be- 
tr~gt naeh 2 Stunden 0,17%, nach 4~ Tagen 0,18%, das wiirde eine Ge- 
samtzunahme yon 6% bedeuten, eine Zahl, die sieherlieh innerhalb 
der methodisehen Fehlergrenzen liegt, zumal wenn man beriieksichtigt, 
dal~ dureh die nieht absolut gleichgrogen Mutterstfieke keine vollkommene 
Gleiehheit zwisehen den friseh und den nach 4 Tagen bestimmten Kul- 
turen besteht. Jedenfal]s kann yon einer erhebliehen absoluten Fett- 
vermehrung anf Kosten yon andersartigen Bestandteilen nicht die 
tl.ede sein. 

Zum Vergleich wurden die gleichen Bestimmungen an einfachen 
Plasmatropfen ohne Zusatz von Gewebsstiieken gemacht. Hier ergibt 
sieh eine geringe Fettabnahme yon durehsehnittlich 3%, die ebenfalls 
in den wahrseheinliehen Fehlerbereich der angewandten Bestimmungs- 
methode fallen. Andererseits zeigen diese Zahlen, mit weleher Genauig- 
keit die verwandte chemisehe Methode arbeitet, da ja wegen des Fehlens 
der Gewebsstiieke die friiher Wie sp~ter bestimmten Pl~smatropfen in 
bezug auf den t~ettgehMt eine votlkommene Gleiehheit aufweisen miissen. 

In 1Jbertr~gung dieser exakt ehemisch gewonnenen Zahlen auf das 
Problem der tterkunft der Fettstoffe innerhalb des Waehstumshofes 
der Explantate wiirde das also aussagen, d~g die MSgliehkeit einer 
fettigen Transformation, also eine Umwandlung aus Kohlehydraten oder 
Eiweigstoffen wenigstens in einigermagen beaehtlicher Ausdehnung zu 
verneinen ist, d ages  sieh mit aller Wahrseheinliehkeit um eine Fett- 
infiltration handelt. Dahingestellt muB allerdings aueh jetzt noch 
bleiben, ob dabei der Fettphagoeytose oder der Fettsynthese der Vor- 
rang gebtihrt. Aber nach allen Erfahrungen morphologiseher Art diirfte 
die letzte bei weitem iiberwiegen. 

Weiter erschien mir die ehemisehe Analyse <ter Gewebsknlturen ge- 
eignet, der Frage der Cholesterinentstehung innerhMb der Explantate 
naehzugehen. An sieh lehnt j~ die Mehrzahl der Untersueher die intra- 
organism~re Bildung ab, wenn aueh Thannhauser am bebrtiteten wie 
unbebriiteten Ei eine zwar geringe, aber eindeutige Zunahme des Ge- 
samtcholesterins feststellte. Jedenfalls seheint mir die Gewebekultur 
mehr als das Experiment am TierkSrper mit seiner nur sehwer kon- 
trollierbaren Cholesterinbilanz berufen, zur Kl~trung der Frage beizu- 
tragen, ob die tierisehe Zelle zu r  Cholesterinsynthese bzw. Chotesterin- 
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bildung aus andersartigen Stoffen befghigt ist. Von der Tatsaehe der 
starken Beteiligung des Cholesterins und seiner Ester bei der Explantat- 
verfettung sehleehthin konnte ieh mieh in frfiheren ausgedehnten 
Untersuehungen bereits tiberzeugen. 

Die methodisehe Sehwierigkeit bestand wiederum darin, dab die in 
den Kulturen vorher wie nachher vorhandenen Cholesterinmengen so 
gering sind, dab eine Zu- oder Abnahme der anMytisehen Feststellung 
leieht entgehen kann. Es muBte daher jeweils eine Gesamtmenge yon 
80 Kulturen friseh wie naeh 4t~giger Bebriitung der ehemischen Ana- 
lyse unterworfen werden. Die guten Erfahrungen, die wit mit der Bloor- 
sehen Modifikation der Banqsehen Mikromethode gemaeht hatten, vet- 
anlM~te uns - -  vor allem im ttinblick auf den Mangel an besseren Me- 
thoden - - ,  die auf die Bestimmung des Gesamteholesterins im Rahmen 
fraktionierter FettstoffanMyse hinzielenden Teile dieser Methode zur 
Anwendung zu bringen. Der Gang ist kurz folgender: Gesamtfettstoffe 
und Lipoide werden aus dem Plasma dureh eine Alkoholgthermisehung 
extrahiert. In diesem Extrakt  wird das Cholesterin colorimetriseh be- 
stimmt. Von der quantitativen Genauigkeit der Methode konnten wit 
uns in friiheren Vergleichsversuehen im Blutserum mit der Autenrieth- 
Funksehen Methode fiberzeugen. 

Das Ergebnis ist aus der Tabelle 2 ersiehtlieh. DiG hier verzeiehneten 
Zahlen diirften zun/~ehst einmM ein reeht ansehauliehes Bild yon der 
Genauigkeit der Methode ab- 
geben. Weiter ist klar nnd ein- T~belle 2. Cho le s t e r in  in %. 

deutig ersiehtlieh, dab eine An- Serie Frisch Nach 4 Tagen 
derung des Gesamtcholesteringe- 
halts nieht stattfindet, da der 24 0,014 0,015 
Durchsehnittswert vor wie naeh 25 0,016 0,015 
0,016 % betr/~gt und such die Ein- 26 0,016 0,016 

27 0,016 0,016 
zelbestimmungen beachtlieh/iber- Durchschnittl. 0,016 0,016 
einstimmend gefunden wurden. 
Wir miissen also auf Grund unserer Untersuehungen den Explantat-  
zellen die Fghigkeit der Cholesterinsynthese trotz sieher bestehender 
M6gliehkeit der Cholesterinspeicherung absprechen. 

Sehr lohnend wgre es, der Frage naeh der Veresterungsm6gliehkeit 
des Cholesterins dureh die Explantatzellen nachzugehen, zumM Rohr- 
schneider bereits friiher an unserem Insti tut  dureh Injektion yon Chole- 
sterin-01-Gemisehen in die Augenvorderkammer des Kaninchens diese 
Fghigkeit der Makrophagen unter Beweis stellte. Leider sind die in 
den Kulturen vorhandenen Mengen fiir die ehemisehe Tremmng des 
Cholesterins und seiner Ester zu klein. 

Wie ieh sehon eingangs erwghnte, ist naeh allen eigenen Erfahrungen 
und naeh Angaben anderer (Krontowski und Pole/l) dig Fettstoffzu- 
sammensetzung innerhMb der Zellen des Waehstumshofes in dem Sinne 

Virchows Archiv .  Bd. 297. 7 
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wohl charakterisiert, dab mit  dem Uberaltern der Kulturen die Lipoid- 
komponente erheblich an Umfang zunimmt. Auch hier interessiert vor 
allem die Frage, ob es sich dabei lediglich um eine Lipoidinfiltration 
oder eine wirkliche, zahlenm/s faBbare Lipoidentstehung und abso]ute 
Vermehrung handelt. Da erf~hrungsgem/s unter den Lipoiden die 
Phosphatide das Hauptkont ingent  darstellen und ihr Phosphorgehalt 
(Lipoidphosphor) ein Spiegelbild ihrer Zu- oder Abnahme ist, ver- 
suchten wir auf diesem Umwege eine Klarung zu ermSglichen. 

Unter  Zugrundelegung der nephelometrischen Methode yon K l e i n -  

m a n n  1 extrahierten wit zun/ichst aus den Gesamtexplantaten mit  Ather- 
Alkohol den Lipoidphosphor. Das Fil trat  wurde dann im Platintiegel 
eingedampft und der l~iickstand verascht. Nach Aufnahme der Asche 
mit  Schwefelss wurde die Phosphorss mittels des Nephelometers 
nach Erzeugung einer Triibhng mit  einem Strychnin-Molybd/s 
bestimmt. Es genfigten jeweils etwa 30 Tropfenkulturen. Bei der 
Schwierigkeit der Methodik ist es unausbleiblich, daft man immerhin 
mi~ einem Fehler yon etwa 5--10% rechnen muB. Eine grSBere Genauig- 
keit 1/~Bt sich schwerlich erzielen. Unter  Berficksichtigung dieser Tat- 
sache kSnnen wir feststellen, da2 (Tabelle 3) zwar nach 4t~gigem 
Kulturleben eine Zunahme yon etwa 8% Lipoidphosphor chemisch fest- 
stellbar ist, w/ihrend die Leerbestimmungen eine praktisch aufter acht 
zu lassende Abnahme yon 1,6% aufweisen. Doch liegt das meiner An- 
sicht nach durchaus im Rahmen der Fehlergrenze. Mindestens kann 
ich reich dahingehend festlegen, dab eine wesent l i che  Zunahme des 
Lipoidphosphors sicher nicht in Betra,cht kommt.  

Tabelle 3. L i p o i d p h o s p h o r  in ~  o. 

Serie 

29 
30 
31 
33 
34 

Durchschnittl. 

39 
40 

a) Explantate 

Frisch 

2,82 
3,52 
2,99 
2,44 
2,70 

Nach 4: Tagen 

3,58 
3,76 
3,30 
2,36 
2,66 

2,89 3,13 
+ 8,3% 

Nach 8 Tagen 
2,95 2,99 
3,29 3,19 __ 

Durchschnittl. 3,12 3,09 
- -  1 %  

Serie 

35 
36 
37 
38 

Durchschnitfl. 

b) Leerbesti~mnungen 

Frlsch Nach 4 Tagen 

3,30 3,21 
3,09 3,08 
3,00 2,91 
3,06 3,02 
3,11 3,06 

-- 1,6% 

Um nun auch den Anteil festzulegen, den die nekrobiotischen bzw. 
autolytischen Myeline an der morphologisch faBbaren, verh/s 

1 Kleinmann:  Biochem. Z. 174 (1926). 
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Lipoidvermehrung haben, wurden weitere Kulturen erst nach 8tggiger 
Bebrfitung chemisch analysiert. Auch bier interessiert insbesondere die 
Frage nach der absoluten Vermehrung bzw. Neuentstehung des Lipoid- 
phosphors. Es zeigt sich, d~13 ein verwertb~rer Unterschied zwischen 
den Kulturen, die sofort nuch dem Ansetzen und denen, die erst nach 
8ti~giger Bebriitung bestimmt sind, iiberhaupt nicht besteht. Eine wirk- 
liche Zunahme liegt also nicht vor, zum mindesten erfolgt keine wesent- 
liche Umwandlung yon anorganischem zu organischem Phosphor. 

Zusammen/assung. Die vorliegenden chemischen Untersuchungen 
an Gewebskulturen sollten zur Kli~rung der Frage dienen, ob die starke 
Vermehrung der Fettstoffe innerhalb des Wachstumshofes der Gewebs- 
explantate einer absoluten Vermehrung gleichzusetzen ist, oder ob es 
sich vielmehr lediglich um eine Fettinfiltration, insbesondere aber nicht 
um eine fettige Transformation hundelt. Diese Frage diiffte auf Grund 
der vorliegenden Untersuchungen eindeutig im Sinne der Fettinfiltration 
gekl~rt sein. Ebenso kann mit Sicherheit eine Cholesterinsynthese inner- 
halb der Explantate in Abrede gestellt werden, wie auch eine Zunahme 
an Lipoidphosphor als Ausdruck einer t~ts~chlichen Lipoidvermehrung 
sowohl w~hrend des besten Kulturlebens wie in fiberalterten Kulturen 
in mel~barem AusmaI3 auszuschlieI3en ist. 
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