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Es ist bekannt, daB das morphologische Bild der malignen Geschwiilste
oft von dem ihres Mutterbodens sehr verschieden ist. Aus vielen Beob-
achtungen liaft sich entnehmen, daB die Ursache fiir das verinderte
morphologische Verhalten der bosartigen Tumoren in ihrem schnellen,
eigengesetzlichen Wachstum liegt. Je grofler die Wachstumsintensitit
dieser Geschwiilste, um so schwieriger lassen sie sich in der Regel mit
ihrem urspriinglichen Muttergewebe vergleichen. Besonders in einem
Punkte unterscheiden sie sich von den Geweben des Korpers: sie sind
weniger ausgereift, d. h., sie haben sich in nur geringem MaQle differenziert.

Diese morphologischen Feststellungen sagen freilich nichts dariber
aus, ob die schnell wachsenden Tumorzellen ihre Differenzierungsfahig-
keit vollstindig verloren haben, oder ob sie diese zwar noch besitzen,
aber nicht zur Auswirkung bringen kdénnen. Viele Autoren glauben,
dall die bésartizen Tumorzellen die Differenzierungsfihigkeit mehr oder
weniger verloren haben. So schreibt V. Hueck: , Das Wesen des hos-
artigen Geschwulstgewebes besteht in seinem Verlust an Gestaltungs-
kraft, an Differenzicrungsfihigkeit.”” Auch B. Fischer-Wasels glaubt:
»daB der Tumorzelle nicht nur die Differenzierung fehlt, sondern dal}
sie auch die Differenzierungstihigkeit vermissen laft™"

Ob diese Anschauungen richtig sind, liflt sich nur experimentell
priiffen. Deshalb wurden die folgenden Versuche unternommen. Es
sollte festgestellt werden, ob die Tumorzellen die Fihigkeit zur Diffe-
renzierung wirklich endgiltig verloren haben. Wir stellten unsere Unter-
suchungen an einem Spindelzellsarkom an und verstehen daher in dieser
Arbeit unter Differenzierung die Bildung von argyrophilen und kollagenen
Fagern.

Aus vielen Experimenten wissen wir, dafl in der Gewebekultur unter
bestimmten Voraussetzungen Differenzierungsvorginge ausgelést werden
kénnen. Differenzierung, speziell Faserbildung wurde in vitro auf ver-
schiedene Weise erreicht, so durch Zusatz von Askorbinsiure (A, v. Jeney
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und . T6r6) oder durch Zichtung in einem fortlaufend dlteren Em-
bryonalextrakt ( P. J. Guillerd ). Wir wandten in unseren Versuchen aber
die Methode an, die die gebréduchlichste ist (d. Fischer und R. Parker).
Gewohnlich wird namlich eine Ausreifung der Zellen und Gewebe in
vitro durch Wachstumshemmung zu erzielen versucht. Denn man
weifl aus zahlreichen biologischen Beobachtungen, dafi sich Wachstum
und Differenzierung weitgehend ausschlieflen. Allerdings stellen nicht
wenige Untersucher fest, dal verlangsamte Zellproliferation keinen
BinfluB auf die Differenzierung in vitro hat (H. B. Fell und W. Landauer,
B. Miszurski, C.Olivo), ja es wird sogar berichtet, dall m den am kraf-
tigsten gewachsenen Kulturen die starkste Faserbildung beobachtet wurde
(H. Bofill-Deulofeu .

Da aber ohne gréflere Schwierigkeiten und ohne Schidigung der
Vitalitit die Proliferationsintensitit des Sarkomgewebes in vitro weit-
gehend, fast bis zum Wachstumsstillstand verlangsamt werden kann,
versuchten wir trotz mancher entgegenstehender Angaben darch Hem-
mung des Wachstums eine Ausreifung der Sarkomzellen zu erreichen.

Material und Mcthodik.

Die Untersuchungen wurden an cinem Tumor ausgefiithrt, der im
Tierkorper kaum irgendwelche Differenzierungserscheinungen aufweist,
nimlich am Jensen-Sarkom. Diese Geschwulst besteht fast nur aus
Sarkomzellen; das Stromageriist tritt demgegeniiber vollig in  den
Hintergrund. Dieser Aufbau rechtfertigi es, die Versuche nicht an sog.
Reinkulturen, sondern an frisch aus dem Sarkomgewebe explantierten
Kualturen auszufibren. Inwieweit die sehr geringe Beimischung von
Stromazellen in den Kulturen dic Deutung der Befunde crschwert, wird
spater erdrtert werden,

Zur Zichtung eignen sich am besten 10—12 Tage alte Tumoren. Sie
wurden steril der Ratte entnommen und ihre bindegewebige Kapsel voll-
standig entfernt. Aus dem markigen Teil des Tumors wurden kleine
Stiickchen herausgeschnitten, in Tyrode-Losung gewaschen und unter
verschiedenen Bedingungen geziichtet. Der Rest des Tumors wurde zur
histologischen Aufarbonmw fixiert.

Die fiir unsere Untersuchungen notwendige kunﬁthchc Hemmung
des Wachstums 1dB8¢t sich vornehmlich durch drei verschiedene Zuchtunga-
methoden erreichen. Sie wurden von . Maxtmow, 4. Fischer und R. Par-
ker, sowie von Z. Zukrzewski * ausgearbeitet und fiir Differenzierungs-
versuche vorwiegend an Bindegewebekulturen benutzt. Lhr Haupt-
prinzip besteht darin, die Zellen lingere Zeit wachsen zu lassen, ohne sie
durch den Wundreiz des Umsetzens zu lebhafter Proliferation anzu-
stacheln. Ferner werden wachstumsférdernde Substanzen wie Embryo-
nalextrakt fast ganz vermieden. ja sogar — bei den letztgenannten zwei
Methoden — waeh.st.l.mlablemsen(le Faktoren in Form von Heparin
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zugefithrt. Diese drei Methoden waren auch fiir unser Versuchsmaterial
sehr geeignet. Es war nur nétig, das Zichtungsmediom durch Zusatz
von Sdugetierplasma und -serum fiir Siugetiergewebe geeignet zu machen.

Im ganzen legten wir vier Versuchsreiben an, und zwar:

1. Sarkomgewebe, gesiichtet in Carrel-Flaschen mit Heparinplasma
nach A. Fischer und R. Parker.

2. Sarkomgewebe, geziichtet in Currel-Flaschen mit Heparinserum
nach Z. Zakrzewsks.

3. Zuchtung auf Deckglidsern nach A. Maximow und

4. Ziichtung auf Deckglisern in Passagen nach der gewohnlichen
Technik.

Die feste Phase der nach Fischer und Parker in Carrel-Flaschen
geziichteten Sarkomkulturen bestand aus 0,3 cem  Hiihnerplasma,
0.3 cem Rattenplasma, 0.6 cem Tyrode-Losung und 1 Tropfen sehr ver-
diinntem Embryonalextrakt zur Gerinnung. Die fliissige Phase bestand
aus 0,4 ccm Heparinhithnerplasma. Sie wurde gewdhnlich vorschrifts-
méfBig nach 4 Stunden abgesaugt. Bei vielen Kulturen blieb sie aber
nach dem Vorschlag von Zakrzewski bis zur nichsten Waschung, die
jeden 3. Tag stattfand. Dieses Vorgehen benachteiligt nach seinen Er-
fahrungen die Differenzierung nicht und verringert die durch hiufiges
Oftnen der Flaschen sonst groBe Gefahr der Infektion auBerordentlich.
Die nach Zakrzewski in Carrel-Flaschen geziichteten Sarkomkulturen
wuchsen in folgendem Medium: Die feste Phuse war zusammengesetzt
aus 0,3 cem Hithnerplasma, 0,3 cem Kaninchenserum und 0,6 cem Tyrode-
Losung. Es ist unnétig Embryonalextrakt zur Gerinnung hinzuzugeben,
da diese Mischung ebenso schnell wie ein Plasmaextraktgemisch koagu-
liert, eine Beobachtung, die schon von R. Taszkan gemacht wurde. Als
flissige Phase diente 0,6 cem mit Tyrode-Losung zu gleichen Teilen
verdiinntes Heparinhithnerserum. Auch hier wurden die Kulturen jeden
3. Tag gewaschen und jhre fliissivce Phase erncuert. Falls die Kul-
turen schlecht gediehen, wurde nach dem Waschen eine neue feste Phase
iiber die alte geschichtet. Die Kulturen verloren dann oft ihr schlechtes
Aussehen. Das Heparin wurde als wabrige, isotonische Lasung 1: 1000
benutzt und in 10%iger Verdinnung zum Hiihnerplasma oder -serum
hinzugegeben. Die nach Maximow auf Deckglisern geziichteten Sarkom-
kulturen befanden sich stets in folgendem Medium: 1 Tropfen eines
Gemisches von 2 Teilen Rattenplasma bzw. Kaninchenserum und 1 Teil
Hiihnerplasma, sowie 1 Tropfen Hithnerembryonalextrakt (4. Zentri-
fugat). Die Kulturen wurden nach Maximows Vorschrift jeden 3. Tag
gewaschen und ihnen neues Medium in detselben Zusammensetzung
zugesetzt. Die auf Deckglasern in Passagen gezichteten Kulturen er-
hielten das gleiche Medium, wie bei der Ziichtung nach Maximow. Sie
wurden aber jeden 3. Tag umgesetzt. Alle Kulturen wurden bei 379
bebriitet.
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Insgesamt wurden 5 solche Versuchsserien, jede bestehend aus den
oben beschriebenen 4 Versuchsreihen angelegt, wobei das Material
5 verschiedenen Jemsen-Sarkomen entstammte. Nach 15 Tagen Zich-
tungszeit wurde der Versuch abgebrochen. Einige wenige Kulturen, die
alle dem gleichen Tumor entstammten. wurden noch iiber 5 Wochen,
insgesamt 56 Tage geziichtet.

Ungefihr jeden 3. Tag wurden Kulturen mit Zenkerscher Fliissigkeit,
oder mit 10%igem Formalin fixiert, und zwar gewéhnlich aus jeder Ver-
suchsreibe eine. Sie wurden darauf in Paraffin eingebettet und serien-
weise geschnitten. Die 5 u dicken Schnitte wurden mit Himalaun-Eosin,
mit der Versilberungsmethode nach Bielschowski, mit Azan und nach
van Gfeson gefirbt. Ks wurde darauf geachtet, dafl die verschiedenen
Serienschnitte einer Kultur méglichst mit allen 4 Farbemethoden behandelt
wurden. Wir arbeiteten jedoch nicht alle Sarkomkulturen histologisch
auf. sondern etwas mehr als den dritten Teil: nimlich 40. Diese 40 Kul-
turen ergaben so einheitliche Befunde, dafl von weiteren Priparaten
keine neuen Krgebnisse zu erwarten waren. Wir glauben, auf diese
Weise eine hinreichend klare Vorstellung iiber die Differenzierungs-
fahigkeit von Jensen-Sarkomgewebe in vitro erhalten zu haben.

Histologie des Jensen-Sarkoms.

Das Jensen-Sarkom (Abb. 1) besteht zum weitaus gréBten Teil aus
groBlen, breiten und ziemlich langgestreckten, spindelfrmigen Zellen, die
einen dicken, gewdhnlich noch linglichen, nicht selten aber auch rund-
lichen Kern besitzen. Die Zellen liegen regellos, ohne eine bestimmte
Anordnung beieinander. Thre Grofe und die der Kerne ist recht verschie-
den. Meistens wird aber das spindelférmige Aussehen beibehalten. Es
finden sich viele Mitosen. Auflerdem sehen wir, aber in nur sehr geringer
Zahl, Zellen von rundlicher Form mit einem runden, sich stark farbenden
Kern. Sie sind kleiner als die eben beschriebenen Zellen. Stromazellen
sind sehr selten zu sehen, hochstens 2—4 im Gesichtsfeld bei mittlerer
Vergriflerung, mit Ausnalime weniger Tumorbezirke, die ungewshnlich
reich an Capillaren sind. Die Stromazellen sind sehr schmal und haben
einen langgestreckten diinnen Kern. Dadurch sind sie von den Sarkom-
zellen leicht zu unterscheiden. Grofiere BlutgefaBe finden sich selten
mund im allgemeinen auch nur wenige Capillaren. Bindegewebige Septen
sind gar nicht nachzuweisen.

Der Tumor enthdlt nur wenige diinne mit Azan oder nach van Gieson
farbbare, kollagene Fasern. Sie liegen immer einzeln: weder vereinigen
sie sich miteinander, noch bilden sie ein Netzwerk aus. Oft laufen sie
zueinander parallel und ziehen in leichten Windungen an 8—9 Zellen
vorbei. Es wird bei weitem nicht jede Zelle von einer Faser beriihrt.
Ganze Zellgruppen von 20-—30 Zellen besitzen keine Fasern, manche nur
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canze kurze, diinne, schwach farbbare Faserchen. So wechseln faser-
reichere mit faserarmeren Gebieten ab, immer aber bleibt die Fasermenge
im Verhaltnis zur Zellzahl sparlich. Argyrophile Fibrillen sind ebenfalls
nur wenig zu finden, wenn auch etwas mehr als kollagene. Sie bilden an
manchen Stellen ein Netzwerk, oft aber bleiben auch sie vereinzelt. Sije
sind dann kurz, leicht gewunden und verlaufen regellos.

Da das Stroma des Jensen-Sarkoms nur sehr schwach ausgebildet ist,
und sich auch Fasern dort befinden, wo weder Blutgefille noch Stroma-
zellen vorhanden sind, mull angenommen werden, daBl die Fibrillen

Abb. 1. Jensen-Sarkom, Zenker, Azan., VergriBerung 340mal.

iiberwiegend von den Sarkomzellen gebildet werden. Diese Annahme
wird gestiitzt durch die Beobachtung, dafB die Fasern meistens in der
Nahe der Tumorzellen liegen und die «Zahl der Bindegewebsfibrillen
gréBer ist als die Zahl der Stromazellen selbst.

Da also unseres Erachtens das Jensen-Sarkom, wenn auch nur in
sehr geringem Mafle, kollagene und argyrophile Fasern bilden kann,
verstehen wir hier unter Differenzierung die verstirkic Bildung solcher
Bindegewebsfasern in vitro.

Allgemeines iiher die Ziichtung von Sarkomgewebe in vitro.

In der Gewebekultur wird bis jetzt nur eine geringe Zahl von malignen
Bindegewebsgeschwiilsten dauernd in regelmifliger Weise, also in sog.
leinkulturen geziichtet. Es handels sich bei ihnen in der Regel um
Inipftuwmoren. Normales Bindegewebe, auch das der Ratte, wichst in
vitro gewdhnlich schneller als Sarkomgewebe. Seine Wachstumszone



410 Maryan Rozynek:

ist schon jeden 2. Tag nach dem Umsetzen in der Regel groler und dichter,
seine Wachstumsintensitat mithin dementsprechend stirker. Das Sar-
komgewebe wichst in vitro meistens nicht nur langsamer als Binde-
gewebe von gleichen Tier, sondern auch langsamer als es in vivo ge-
wachsen ist. Seine Ziichtung in der Gewebekultur kann aber erleichtert
werden durch Zusatz von Heparin. eine Angabe, die Zakrzewski 32 als
allgemein giiltig fiir alle Tumoren gemacht hat und die verschiedentlich
bestitigt wurde. Durch Heparin wird jedoch das Wachstum verlang-
samt, und es mag verwunderlich erscheinen. dall gerade ein wachstum-
hemmendes Mittel eine Dauerziichtung ermdglicht. Man mufl aber
unterscheiden zwischen dem Gedeihen einer Kultur und ihrer Prolife-
rationsintensitit. Gewdohnlich ist das eine mit dem andern eng verkniipft.

Jedoch kann ausgepflanztes Sarkomgewebe — wenigstens in den ersten
Tagen — schnell wachsen, ohne dall die Zellen auf die Dauer lebens-

kraftig bleiben. Das Sarkomgewebe gedeiht dann nicht in vitro, sondern
stirbt bald ab. Hinzugesetztes Heparin bremst zwar darauf sein Wachs-
tum, aber es erhilt nach Zakrzewskis % Erfahrung die Zellen in gutem
Zustand. Auf diese Weise wird eine zwar langsame, aber dauernde
Proliferation ermdoglicht.

Auch bei unseren Versuchen wur (so weit ein Vergleich méglich ist)
die Wachstumsintensitat des Sarkomgewebes in der Kultur geringer als
auf dem Tier, ein Verhalten, das unserer Aunfgabe, Differenzierung durch
verlangsamtes Wachstum zu errcichen, sehr gelegen kommt. Desgleichen
gelang es auch uns nur durch Zusatz von Heparin, die Kulturen auf
langere Zeit am Leben zu erhalten, wodurch aullerdem eine weitere Ver-
langsamung des Wachstums eintrat. Kontrolltkulturen obne Heparinzusatz
wuchsen von Anfang an lebhafter und waren stets viel gréller. Sie gingen
jedoch nach nicht langer Zeit zugrunde. Eine makroskopisch sichtbare
Verflissigung des RKultunmediums trat selten ein.

Cytologic des Jensen-Sarkoms in vitro.

Gewebekulturen des .Jensen-Sarkoms prodnzieren zu Anfang drei
Arten von Zellen (Abb. 2. Abb. 3). Iis werden beobachtet Histiocyten.
das sind rundliche oder viclgestaltige, bewegliche, freiliezende Zellen.
Da sie in vitro anBerordentlich lebhaft sind, werden sie auch Wander-
zellen genannt. Sie und besonders ihre Kerne kénnen dabei die ver-
schiedensten Formen annehmen. Anfangs vermehren sie sich sehr,
spater aber nehmen sie an Zahl ab und sind nach 10—11 Tagen Ziich-
tungszeit aus der Kultur fast ganz verschwunden. Daneben finden sich
noch zwel Arten von Spindelzellen, die im Gewebeverband wachsen.
Dabei iiberwiegt die eine Art aun Zahl ganz bedeutend. Es sind dies lange,
plumpe Spindelzellen mit grob granuliertem Zelleib und ovalem chromatin-
reichem Kern. Daneben finden sich sehr spérlich schlankere Spindel-
zellen mit zarterem, stiarker lichtbrechendem Cytoplasma und langlichem,
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Abb. 2. Wachstumszone einer 9tigigen Jensen-Sorkomkultur, lebend photographiert.
VergroBerung 60mal.

ADb. 3. Wachstnmszone einer 10tdgigen Jensen-Sarkomknltur, lebend photographiert,
Vergrilerung 120mal.
schmalerem Kern (Abb.4). Von diesen drei Zellsorten werdon nach
LS - - .
Uberzeugung fast aller Untersucher die groben, plumpen, in grofler
Virchows Archiv. Bd. 302, 27
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Mehrheit vorhandenen Spindelzellen als Sarkomzellen angesehen (G. Lewt).
Die sparlichen schlanken Fibroblasten werden als Abkémmlinge der
Stromazellen bezeichnet. Diese Auffassungen stiitzen sich auf ver-
gleichende Betrachtungen der in vitro wachsenden und in histologischen
Ausgangspriparaten vorhandenen Zellen. Zwar sind diese oben beschrie-
benen, morphologischen Unterschiede der beiden Arten von Spindel-
zellen nicht grundsitzlicher Art. Daf} aber die fiberwiegend vorhandenen
plumpen Spindelzellen tatsichlich bsartig sind, beweist die Uberimpfung
auf das Tier. Denn diese
Zellen bilden, auf eine
Ratte tibertragen, einen
schnell wachsenden Tu-
mor, an dem das Tier
zugrunde geht. Ob die
Histiocvten  cbenfalls
maligne Eleniente sind,
ist noch nicht in siche-
rer Weise nachgewiesen.
Aber viele Beobachtun-
gen sprechen fiir ihre
Bosartigkeit. A. Currel
und . H. Ebeling? sind
der Ansicht, dafl ihre
Anwesenheit in der Ge-
webekultur  fur  das
Wachstum der Spindel-
zellen notwendig ist.

Abbo 4, Aus der Wachstnuszone ciner Rartentibro- H. B . Fellwnd J. 4. 4dn-
blastenkultnr, lebend photograpbiect, S . o
Vergroferung 270mal, drews sowie H. Hirsch-

feld und E. Klee- Ruuri-
dowicz haben Ubergangsformen zwischen Histioeyten und Sarkom-
spindelzellen beschrieben sowie die Moglichkeit ihres genetischen Zu-
sammenhangs erwogen und auch E. . Craciun glaubt, daff diese
Histlocyten eine duflerst maligne Form der Sarkomzellen darstellen.

Yersuchsbelunde,
1. Eigene Beobachinngen an den lehenden Sarkomkulturen.

TUngefahr nach 6-—12 Stunden wachsen die ersten Zellen aus den in
Carrel-Flaschen angesctzten Kulturen aus. Wir sehen zuerst in der
Mehrzahl rundliche Wanderzellen, die sog. Histioeyten. Sie befinden
sich dicht gedrangt am Rand der Kultur und wandern dann rasch peri-
pherwiirts, oft sehr weit in das plasmatische Medium hinein. Schon nach
3 Tagen Ziichtungszeit liegen sie nicht mehr in dicht gelagerten Gruppen,
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sondern nur noch einzeln, wenn auch nahe beieinander. 3—4 Tage nach
dem Ansetzen zeigen die Histiocyten Anzeichen von Degeneration. Sie
beladen sich mit stark leuchtenden Fetttropfen, nehmen an Umfang zu
und zeigen eine verianderte Lichtbrechung. Allmibhlich sterben sie ab.
Da der Nachschub aus dem Mutterstiick immer geringer wird, verschwin-
den sie schlieBlich aus der Kultur. Inzwischen sind aber schon spindel-
formige Zellen in der Wachstumszone erschienen. Sie sind gréber, massiver
und gedrungener und ihr Protoplasma ist dichter und weniger licht-
brechend als bei gutartigen Rattenfibroblasten. Diese Zellen sind die
spezifischen Sarkomzellen. Sie nehmen an Zahl schnell zu, wachsen im
Gewebsverband und treten in der Wachstumszone infolge des Zugrunde-
gehens der Histiocyten immer deutlicher hervor. Nach etwa 10 Tagen
Ziichtungszeit besteht die Wachstumszone schlielich fast nur noch aus
den spindelformigen Sarkomzellen. Zu dieser Zeit liegen noch in geringer
Zahl Wanderzellen am Rande der Wachstumszone im Plasmamedium.
Einige wenige 16sen sich immer noch aus dem Mutterstiick heraus und
verstreuen sich iber die Kultur. Das Mutterstiick, besonders das der
in Carrel-Flaschen geziichteten Kulturen flacht sich in den ersten Tagen
immer mehr ab; es wird immer diimner und durchsichtiger, so dal} sich
der Umfang der Sarkomkulturen zunichst schnell vergréfiert. s handelt
sich hier also nicht nur um ein aktives Wachstum durch Zellteilung,
sondern auch um ein Auswandern der Zellen in die Peripherie. Die
Kulturen selbst sind gewdhnlich fast kreisrund und gleichmiBig dicht.
Nach 9-—10tagiger Zichtung wachsen sie in den Currel-Flaschen nur
noch sehr langsam weiter und vergrofern ihren Umfang nur wenig.

Die auf Deckglisern geziichteten Kulturen zeigen ungefihr die glei-
chen Verhaltnisse. Allerdings wachsen sie nicht nach allen Seiten gleich-
miifig schnell und dicht.

Bei allen Ziichtungsarten werden in der Wachstumszone nur ganz
vereinzelt und nur in wenigen Kulturen Spindelzellen beobachtet, welche
die von uns oben beschriebenen Unterschiede gegentiber den Sarkomn-
zellen zeigen und damit als Fibroblasten des Stromas angesehen werden
milssen.

2. Histologische Befunde an den Sarkomkulturen.

Unsere Beobachtungen erstrecken sich auf die Morphologie und das
Verhalten der Zellen des ausgepflanzten Jensen-Sarkoms besonders im
Mnutterstiick, dessen Aufbau nur im histologischen Schnittpriparat unter-
sucht werden kann, anf die Entstehung und Entwicklung argyrophiler
und kollagener Fasern in den Sarkomkulturen, sowie auf die Verinde-
rungen des plasmatischen Mediums unter dem Einflufl der Zellkolonie,
Diese drei Beobachtungsgruppen sollen einzeln fir sich beschrieben
werden.

27+
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Im Mutterstiick der Sarkomkultur befinden sich regelmidfig schon
nach kurzer Zichtungszeit weniger Zellen als im Ausgangstumor (Abb. 5,

Abb. 8. Schnitt durch eine stigige Jersen-Barkomkultur, Zenker, Azon.
VergroBerung 100mal.

Abh. 6). Wir schen dort viele regressive Erscheinungen: sich schlecht
firbende Zellen, pvknotische Kerne, viele Zelltriunmer und amorphe
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Substanzen. Diese Beobachtung wird wohl verstindlich, wenn man
bedenkt, daB die Tumorzellen in vitro sehr anfillig sind und leicht ab-
sterben (. Fischer). Da das Mutterstiick jhnen im Vergleich zur Wachs-
tumszone schlechtere Ernadhrungsbedingungen bietet, sehen wir gerade
dort relativ wenig Zellen. Die Zellarmut wird scheinbar noch dadurch
erhoht, daB sich das Mutterstiick abtlacht und verbreitert, so daf3 der
Abstand zwischen den Zellen gréBer geworden ist. Es ist bemerkens-
wert, dafl hiufig gerade im Mutterstiick sehr junger Kulturen viele
Zellen absterben und sich nur relativ wenige Zellen histologisch gut
darstellen lassen. R. Réssle untersuchte die Transplantation von Tumoren
auf das Tier histologisch von den ersten Anfangsstadien an. Er stellte
fest, dafl kurz nach dem Verimpfen ein Massensterben der Geschwulst-
zellen einsetzt. Nur wenige Zellen bleiben lebensfihig, und aus ihnen
entsteht der neue Tumor. Wir glauben, dall es sich bei unseren Befunden
in vitro um die gleiche Erscheinung handelt. Auch das Auspflanzen in
die Gewebekultur iiberstehen nur wenige, vermutlich aber sehr bos-
artige Zellen.

In allen Kulturen des Jensen-Sarkoms, jiingeren wie dlteren. herr-
schen auch im Mutterstiick die spindelférmigen, etwas plumpen Sarkom-
zellen mit nicht selten rundlichem Kern vor (Abb. I4). Sie stimmen
morphologisch mit den Geschwulstzellen des Aunsgangstumors iiberein.
In jiingeren — 3-—O6tigigen Kulturen — zeigen sich besonders in der
Wachstumszone, kleine rundliche Zellen mit rundem, aber anch oft viel-
gestalticem Kern. Sie entsprechen morphologisch den in der Wachs-
tumszone der lebenden Sarkomkulturen beobachteten Histioeyten. Ihre
Zahl bleibt relativ gering. Die Sarkom- und Wanderzellen zeigen awch
in der Kultur einen gewissen Polymorphismus. Oft [aBt es sich deshalb
nicht feststellen, welcher Gruppe manche Zellen angehéren. Sie diirften
Ubergangsformen darstellen. Zellen, dic infolge ihres Aussehens als
Stromazellen angesehen werden kénnen, sind in allen Kulturen ebenso
spirlich wie im Ausgangstumor. Nur hin und wieder findet sich — und
dann gewdhnlich im Mutterstiick —soleh eine schlanke Zelle mit sechmalem,
langgestrecktem Kern. Die Zellen des Stiitzgeriists haben sich also
weder im Mutterstiick der Sarkomkultur noch in ihrer Wachstumszone
vermehrt.

Der Zusammenhanyg der Zellen ist im dufleren Teil der Wachstums-
zone sehr locker. Gewdhnlich wachsen dort alle Zellen in langen Reihen
strahlenférmig in die Peripherie und lassen viel Raum zwischen sich.
Nach innen zu liegen die Zellen viel dichter beieinander. Die innere Wachs-
tumszone kann man von demn Mutterstiick zwar lebend, aber nicht im
histologischen Schnittpraparat abgrenzen. Nur der dullere Teil der
Wachstumszone 148t sich wegen seines sehr lockeren und radiiren
Wachstums von allen anderen Bezirken gut trennen. Den inneren Teil
der Wachstumszone rechnet man dagegen im gefirbten Priparat wohl
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gewdhnlich dem Mutterstiick zu. Zwischen ihnen wird die Unterschei-
dung deshalb schwierig, weil die Zellen in beiden ungefihr gleich dicht
und in dhnlicher gegenseitiger Anorduung liegen. Diese Feststellung
ist wichtig fir die Beurtellunu der Frage, ob auch in der W d(hstums-
zone von Sarkomkulturen Fasern entstehen kénnen.

Viele Sarkomzellen vertliissigen das plasmatische Medium nm sich
herum (Abb. 7). Es fehlt daher in ihrer Nihe. Sie befinden sich in einem
ungefarbten Hof, der optisch vallig leer ist. Wir sehen besonders in der

Abh. 7. ZuBerster Teil dee Wachstumszone einer 14tigizen Jengen-Surkomkultur, Zenker,
. s
Azan. VergriBerung 250mal,

Wachstumszone die Sarkomzellen gewdhnlich in Liicken oder Spalten
des Plasmas, die dort nicht priaformiert waren, sondern durch die aktive
abbauende Titigkeit der Sarkomzellen entstanden sind. Im Mutter-
stiick, wo die Zellen sehr dicht liegen. ist kaum noch plasmatisches
Medium vorhanden. Die Zellen haben es von allen Seiten verdaut.
Nirgends laB3t sich npachweisen. dafl sie eine Grundsubstanz gebildet
haben.

Das plasmatische Medinm ist fast immer homogen und strukturlos,
bisweilen aber leicht gefasert. Es firbt sich stets gleichmiBlig mit Azan
graubliulich, nicht selten auch graurdtlich, mit van Gicson hellrot.

Die kollagenen Fasern einer 3tigiven Kultur verlaufen nicht mehr
einzeln wie im Ausgangstwmor, sondern bilden schon ein Netzwerk. Sie
sind noch diinn, weich. leicht geschlingelt und schlieen gréBlere Gruppen
von Sarkomzellen ein. Das Netzwerk ist gleichmiBig iiber die ganze
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Kultur ausgebreitet. Eine Vereinigung der Fasern zu dicken Biindeln
findet noch nicht statt. Manche Kulturen, aber noch nicht alle, zeigen
jetzt schon mehr Fibrillen als der Ansgangstumor. Sie sind ebenfalls
ditnn und gewdhnlich kurz, manchmal aber verlaufen sie in vielen Win-
dungen in der Nihe der Sarkomzellen. Oft bezeichnen sie den Weg,
den die schon auBerhalb der Zellkolonie befindlichen Zellen bei ihrer Aus-
wanderung genommen haben. In unmittelbarer Nihe der einzelnen
Fasern sehen wir Histiocyten und viel hidufiger noch Sarkomzellen. Es
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Abb. 8, Schnitt durch das Mutterstiick einer Gtigigen Jensen-Sarkowkwltue. Zenker, Azan.
VergroBerung 240mal,

finden sich aber auch kollagene Fasern in der Umgebung der wenigen
Zellen, die wir aus morphologischen Griinden als Stromazellen betrachten,

6tagige Kulturen besitzen eindeutig mehr kollagene Fibrillen als der
Ausgangstumor (Abb. 8). Die Faserbildung ist bei den im Wachstun
gehemmten Kulturen am stirksten. Weniger Bindegewebsfibrillen haben
die auf Deckglisern mit der gewdhnlichen Umsetzungstechnik geziich-
teten Sarkomkulturen produziert. Innerhalb von 6 Tagen ist in vitro
aus den vereinzelt laufenden Fasern des Ausgangstumors zundchst ein
zartes und weites Netz, schliefilich ein enggespanntes Maschenwerk ent-
standen, das fast jede im Mutterstiick befindliche Sarkomzelle umgibt
und aus recht dicken kollagenen Fasern besteht. Diese firben sich mit
van Gieson in typischer Weise. Die Wachstumszone enthilt jetzt weniger
Bindegewebsfibrillen als das Mutterstiick. Diese Beobachtung laBt sich
von diesem Zeitpunkt an bei allen gleichaltrigen und ilteren Kulturen
machen. Im Gegensatz zur Wachstumszone vereinigen sich die kollagenen
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Fasern des Mutterstiicks bisweilen schon zu dickeren Biindeln und ballen
sich an manchen, noch regellos im Mutterstiick verteilten Stellen zu
dichteren Strukturen zusammen. Diese stark differenzierten Gebiete
gind besonders zellarm. Alle kollagenen und argvrophilen Fasern liegen
extracellular. Ganz kleine Fibrillen schmiegen sich den Zellen eng an,
so daf} aus ihrem Verlauf die Zellform besonders leicht erkannt werden
kann. Aber nie tritt eine Faser mit dem Zellinnern in Beziehung. Gréflere
Fibrillen haben gewohnlich einen geringen Abstand von den Zellen. Mehr
als eine Zellbreite liegen einzeln verlaufende Fasern selten von den

Abb. Y. Schaitt durch das Mutterstitek ciner 9tiwigen Jensen-Sarkomkultur, Zenker, Azun.
VergroBerunyg $30wmal.

Sarkomzellen entfernt. Sie befinden sich entweder in dem noch un-
verdnderten Medium oder in dem von den Sarkomzellen durch Ver-
fliissigung des Plasmas gebildeten, farb- und strukturlosen Hof, oft aber
auch an der Grenze zwischen Zellhof und Nahrplasma. Gelegentlich,
aber im ganzen nur selten, stellen wir argyrophile und kollagene Fasern
auBerhalb der Kultur in weiterer Entfernung von en nichsten Sarkom-
zellen fest. Da sich manchmal in ihrer Nihe auch keine Uberreste ab-
gestorbener Zellen nachweisen lassen, mull ihre acellulire Fntstehung
in Erwigung gezogen werden (L. Doljunski und Fr. Roulet ®). ;

Otdgige Kulturen weisen im histologischen Priparat noch mehr kolla-
gene Fasern auf als die eben beschriebenen 6 Tage alten (Abb. 9). Die
argyrophilen Fibrillen haben sich nicht in dem gleichen MaBe vermehrt
wie die kollagenen. Auch nach 9tigiger Ziichtung besitzen die langsam
wachsenden, im Heparinplasma und Heparinserum geziichteten Zell-
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Abb. 10, Sehnitt durch das halbe Mutterstuck einer 9tagigen Jensen-Sarkomkultur, Zenker,
Azan, VergriéBerung 240mal.

kolonien mehr Fasern als die auf Deckglisern regelmiBiy umgesetzten
Kulturen. Diese aber haben ihrerseits wieder mehr Fasern produziert
als der Ausgangstumor.
Die im Wachstum ge-
hemmten Sarkomkul-
turen zeigen jetzt im
Mutterstiick ringformi-
we, konzentrisch ange-
ordnete.  breite kol
lagene  Fasernmassen
(Abb. 10), die es voll-
stindig ausfillen und
aus einem Filz diinner
und dicker. welliger, in
gleicher Richtung ver-
laufender Fasern be-
stehen (Abb. 11). Zwi-
schen den Bindegewebs-
fibrillen sind nur noch
wenige  Sarkomzellen
zu sehen. Diese liegen
einzeln, gewohnlich
durch dicke, kollagene Biindel voneinander getrennt, #hnlich wie
Knorpelzellen in der Knorpelgrundsubstanz. Sie lassen groBtenteils

Abh. 11, Schnitt durch das Mutterstiick einer Qtigigen
Jengen-Sarkomkultnre. Zenker, Azan., Vergroferung 750mal.



490 Maryan Rozynek:

weder fiarberisch noch morphologisch Anzeichen von Degeneration er-
kennen. Auf sonstige Veranderungen der Zellen im Laufe der Fibrillen-
bildung soll hier nicht eingegangen werden. Zellen, die von besonders
viel Fasern umgeben sind, firben sich manchmal schlecht und zeigen
einen pyknotischen Kern. Im Vergleich zum Mutterstiick bleibt die
Faserproduktion des Teiles der Kultur, den wir im Priparat deutlich
als Wachstumszone erkennen, relativ schwach. Die Fasern sind hier
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Abb, 12, Schnitt durch eine I4tdgige Jensen-Sarkomkultur, Zenker, Azan, VergriBerung
240mal.

zart, kurz und diinn. Sie verlaufen meistens einzeln und radial. Im Mutter-
stiick der normal wachsenden 9tdgigen Sarkomkulturen sind keine ring-
formigen, zellarmen Strukturen nachweisbar, sondern nur ein dichtes,
aus dicken kollagenen Fasern bestehendes Filzwerk. das jede Zelle um-
gibt und dessen einzelne Aste oft bis zu Zellbreite dick werden kinnen.

Bei 12— 15tagigen Kulturen hat die Faserbildung hinsichtlich ihrer
Menge, sowie ihrer strukturellen und qualitativen FEntwicklung wohl
den Hohepunkt erreicht (Abb. 12). Die stirkste Faserbildung ist wie
gewdbnlich im Mutterstiiek festzustellen. Viele kollagene Fasern haben
sich hier zu dicken und starren kollagenen Bindern verschmolzen. Thr
homogenes Aussehen, ihre starke Farbbarkeit und ihre starre Architek-
tonik lassen sie schon fast sklerotisch erscheinen. Andere Fuserbiindel
sind aber aus dicht gepackten Einzelfasern aufgebant, die entweder
parallel eng nebeneinander licgen oder sich gegenseitig verflechten.
Immer ist bei den kollagenen Fasern des Mutterstiicks die Neigung
vorhanden, sich in konzentrischen Kreisen anzulegen. Jedoch werden
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solche ringférmigen Strukturen selten in vollkommener Weise gebildet.
Denn hiufig ziehen dicke Faserbiindel kreuz und quer durch das Mutter-
stiick und iiberlagern die kreisrund angeordneten Fibrillen. Die Sarkom-
zellen des Mutterstiicks liegen in schmalen Liicken, die die Bindegewebs-
fibritlen freigelassen haben. Wo sich besonders viele Fasern befinden.
sind stets wenig Sarkomzellen zu sehen. Da sie sich oft nicht mehr ein-
wandfrei firben lassen, sondern pyknotische Kerne zeigen, durfen wir
annehmen, dafl sie allmihlich absterben. Niedergeschlagene Kalksalze
sind nirgends im Mutterstiick bemerkt worden. Uberreste von plas-
matischermn Medium sind dort nur sehr selten zu sehen. wahrend sie von
anderen (W.v. Mallendorff. A. Puravicing) oft im Mntterstiick von
Bindegewebskulturen beobachtet wurden. '

In der Wachstumszone ist die Fasermenge weiterhin viel geringer
als im Mutterstiick. Gewohnlich hoért die iberans starke Faserbildung
des Mutterstiickes schlagartig an der Grenze zur Wachstumszone auf
(Abb. 14). Nur an einigen wenigen Stellen gehen die Bindegewebs-
fibrillen allméhlich in die Wachstuinszone iiber. Hier liegen sie einzeln,
bilden auch bei 12tdgigen Kulturen selten ein Netzwerk, und dann auch
nur iiber ein kleines Gebiet. Sie sind kiirzer und diinner als die Fasern
des Mutterstiicks und firhen sich einwandfrei mit Azan, nach van (Gicson
und nach Buelschowsky.

In der Wachstumszone werden aber noch andere faserige Bildungen
beobachtet, die infolge der engen Beziehungen der Wachtumszone zum
plasmatischen Medium sich allméhlich entwickeln und in dlteren Kulturen
deutlich zu sehen sind. Sie sollen im néchsten Abschnitt besprochen
werden.

Eine 33tagige Sarkomkultur zeigt uns keine wesentlichen neuen
Befunde (Abb. 13).

Cinige Kulturen aus dem gleichen Tumor wurden 56 Tage lang
geziichtet. Bei der histologischen Bearbeitung erwiesen sie sich als
abgestorben. Doch hat sich das Fasergeriist an manchen Stellen noch gut
erhalten. und es ist deutlich zu erkennen. wie zwischen den von kollagenen
Fasern gebildeten Liicken die Zellen gelegen haben. Wir konnen noch
feststellen, dal jede Zelle von einem enggesponnenen fibrilliren Netz-
werk umgeben war. An anderen Stellen befinden sich die kollagenen
Fasern im Stadium des Zerfalls.

Zusammenfassend lafit sich sagen, daf in den Mutterstiicken aller
langsam wachsenden Sarkomkulturen in auBerst starkem Mafe Binde-
gewebsfasern gebildet werden. Ihre Wachstumszonen besitzen gewohn-
lich viel weniger Fibrillen. Oft sind hier zahlreiche Gebicte faserarm.
auch wenn sie reich an Zellen sind, héutig sind aber auch dort Biude-
gewebsfibrillen in reichlicher Menge entstanden. Genau so unregelmi(iy
wie in der Wachstumszone st die Faserbildung der ant Deckglisern in
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Passagen geziichteten Kulturen. Stets aber bleibt sie geringer als die
Fibrillenproduktion der im Wachstum gebremsten Sarkomikulturen.

Die von uns benutzten drei Differenzierungsmethoden haben sich in
unseren Versuchen hinsichtlich Faserbildung als nicht gleichwertig er-
wiesen. Nimlich die nach Wazximow geziichteten Kulturen differenzierten
sich in geringerem Mafe als die nach Fischer- Parker oder nach Zakrzewslht
behandelten; wihrend die beiden letzten Methoden ungefihr das g¢leiche
leisteten.

AbD. 13, Schnite durel das Muatterstitek einer 3dtigigen Jewsen-Sarkomkulture., Zenker,
Bielschowsky., VergriBerung 240mal.

Berichtet wurde schon davon, dall die Sarkomzellen haufig ihren
Niahrhoden. das Plasmaextraktgemisch angreifen und um sich herum
verflitssigen.  Besonders die Zellen der Wachstumszone liegen wie die
Osteoklasten des Knochens in den von ihnen im Plasmaextraktgemisch
vebildeten Hohlen. Da die Sarkomzellen besonders im dulleren Teil der
Wachstumszone sehr locker wachsen, bleibt viel plasmatisches Medium
zwischen ihnen bestehen. Aber auch weiter nach innen zu lassen sich
an manchen Stellen noch Uberreste des Plasmas erkennen. Sie zeigen
die Form von langen, schmalen Streifen und Béindern, die zur Peripherie
hin immer weiter werden. Denn die Sarkomzellen wachsen in langen
Reihen strahlenférmig nach auBen und entfernen sich mit ihren Lings-
seiten immer mehr voneinander. Diese Plasmabander sind nicht selten
schmiler als die Zellen selbst. Bei oberflachlicher Betrachtung kénnen
sie in solchen Fillen fiir eine von den Zellen produzierte Grundsubstanz
angesehen werden. Doch eine genauere Betrachtung zeigt deutlich ihre
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nicht unterbrochene, fortlaufende Verbindung mit dem peripher liegenden
plasmatischen Medium. Diese Plasmastreifen und alles Nahrbodenplasma

in der Nihe der Zellen
iiberhaupt. ist in den
ersten Tagen nach dem
Ansetzen der Kultur
vollkommen homogen
und strukturlos. Unge-
fihr nach dem 6. Tag
zeigt sich in ihm eine
leichte, spiter immer
stirker werdende
Durchfaserung. Im An-
fang sehen wir nur eine
ganz  zarte faserige
Zeichnung (Abb. 14).
Im Laufe der nichsten
Tage wird sie Immer
scharfer und deutlicher.
Allmahlich heben sich
sclbstindige  Fibrillen
aus dem durchfaserten
Plasma  hervor und
modellieren sich immer
schiarfer aus thm heraus
(Abb. 13). Sie farben
sich allmahlich in typi-
scher Weise mit Azau,
sehen dabet aber noch
etwas glasig und durch-
sichtig aus. Spiter
kann man daun nicht
mehr sagen, ob es sich
bel thnen schon um kol-
lagene Fasern oder noch
um gefasertes Plasma
handelt (Abb. 16). Diese
Vorginge spielen sich
am deutlichsten und
am schnellsten in un-
mittelbarer Nihe der
Sarkomzellen ab, also

Abb, 14, Schnitt durch eine Ytigige Jensen-SarkomKkultur,
Zenker, Azan. YVergroferung 560mal,

T

AbDL. 15, Schuitt dnreh die Wachstumszone einer 1#tigigen
Jensen-Sarkomkultur. Zenker, Azan. VergroBerung 5601nal.

besonders in den langen Plasmabandern zwischen den Sarkomzellen der
Wachstumszone. In etwas weiterer Entfernung der Sarkomzellen treten
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cliese Verinderungen in geringem Mafle auf, und auflerhalb des Bereiches
der Kultur fehlen sie ganzlich. Sie sind nicht in allen Kulturen in
gleichmiBiger Stirke vorhanden. Diese aus dem Plasma entstehenden
Fasern verlaufen meistens in leichten Windungen stets parallel zur
Zellinge und befinden sich gewohnlich an den Rindern der von den
Sarkomzellen gebildeten Plasmahdhlen. Sie sind diinn, liegen fast immer
einzeln und bilden nur dort ein Netzwerk aus, wo sie sich in gréBerer
Zahl finden, also dort, wo die Zellen der Wachstumszone dichter gelagert
sind als an anderen Stellen. Die Plasmafasern lassen sich histologisch

Abb. 16, Schnitt durceh die Wachstumszone einer 2tigiren Jensen-Sacvkomkultur, Zenker,
Az, Vergroderung SHumall

von zweifellos echten Kollagenfusern dadurch unterscheiden, dafl sie
ohne scharfe Begrenzung mehr oder minder ausgesprochen ins Plasma
iibergehen. Dieses sehr schmale Ubergangsgebiet firbt sich auch mit
Azan weder wie das Plasmaextraktgemisch noch wie die Plasmafaser.
Seine IFarbe stellt eine Ubergangsnuance dar.

Alle diese Befunde hinsichtlich Faserbildung stehen im Widerspruch
zu den Feststellungen Zakrzewskis *, der nachgewicsen zu haben glaubte,
daB} ,.das wesentliche Merkmal einer Geschwulstzelle in ihrem Mangel
an Differenzierungstendenz unter der Einwirkung von physiologischen
Differenzierungstaktoren liegt™. Es bleibt unverstandlich, warum unsere
Untersuchungen zum entgegengesetzten Resultat fithrten, obwohl wir
dafiir das gleiche Material und die gleichen physiologischen Differen-
zierungsfaktoren benutzten. Allerdings ist aus Zakrzewskis Arbeit nicht
zu entnehmen, ob er seine Befunde mit den gleichen histologischen
Methoden erhoben hat, da er wohl im Gegensatz zu uns vornehmlich
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die biologische Seite der Differenzierung und nicht ihre morphologische
untersucht hat.

Dentung der Befunde.
Welche Zellen bilden hauptsdchlich die Fasern?

Da unsere Sarkomkulturen auch gutartige, vom Stroma des Aus-
gangstumors abstammende Zellen enthielten, soll zunichst untersucht
werden, welchen Anteil sie an der Fibrilenbildung genommen haben
kénnen. Zweifellos haben sie in vitro ebenfalls Fasern gebildet. Und
es ist fiir unsere Frage nach der Differenzierungsfihigkeit der Sarkom-
Zellen wichtig zu entscheiden, ob die in der Kultur beobachteten Binde-
gewebsfasern ausschliefilich oder auch nur vorwiegend durch ihre Téatig-
keit entstanden sind.

Unsere Beobachtungen und Uberlegungen sprechen dafiir, daB die
Fibrillenproduktion ganz vorwiegend von den Sarkomzellen ausgegangen
ist. Wir gehen von zwei fiir diese Fragestellung duBerst wichtigen histo-
logischen Befunden aus. Zuerst einmal ist die Zahl der gutartigen Zellen
im Ansgangstumor verschwindend gering. Auch unsere Sarkomkulturen
enthalten mithin von vornherein fast nur bdsartige Zellen. Aber auch
weiterhin vermehren sich die Stromazellen in der Sarkowmkultur nicht,
wie wir histologisch feststellen konnten. Also iiberwiegen auch im Laufe
der Ziichtungszeit vollstindig die Sarkomzellen.

Dabei setzen wir freilich voraus, dall die Zellen, die in vitro und in
vivo morphologisch einander gleichen, auch tatsichlich in ithrem Wesen
itbereinstimmen. Es koénnte jedoch der Einwand ecrhoben werden, dafl
die gutartigen Spindelzellen sich stark in der Sarkomkultur vermehrt,
aber dabel ihr Aussehen so verindert haben, daf sle nicht mehr als solche
erkannt werden koénnen. Dann wiirden sie zu Unrecht zn den malignen
Zellen gerechnet werden. Beide Uberlegungen sind aber sehr unwahr-
scheinlich. Denn gerade die gutartigen Zellen bewahren ihr morpho-
logisches Aussehen mit groBer Konstanz, wihrend die Form der Tumor-
zellen mehr oder weniger grolen Schwankungen unterworfen ist. Es
ist unseres Wissens nicht beschrieben worden, daf3 die gutartigen Fibro-
blasten ihre Gestalt indern, weder bei normaler Ziichtung noch bei Ver-
suchen, die in vitro das Eindringen von Tumorzellen in normales Gewebe
beobachteten. Auch wir beschrieben zwar Ubergangsformen zwischen
Sarkomzellen und Histiocyten. aber keine zwischen normalen Fibro-
blasten und Sarkomspindelzellen bzw. Wanderzellen.

Aber die morphologische Untersuchungsmethode bringt uns allein
nicht weiter. Die Richtigkeit unserer auf diese Weise erhobenen Befunde
kann bestitigt werden durch biologische Nachpriffungen. Zur Ent-
scheidung der Frage, ob unsere Sarkomkulturen in nennenswerter Zahl
Sarkomzellen enthielten, wurden einige Kulturen aufs Tier verimpft.
Sie waren iber 14 Tage nach der Methode von Fischer und Parker
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geziichtet worden, hatten also wohl. wie alle anderen l4tdgigen Kulturen,
Fasern in reichlicher Menge gebildet. Ungefibr nach 10 Tagen zeigte
sich an der Impfstelle ein kleiner Tumor, der anfangs langsam, spiter
aber sehr rasch grofer wurde. Als er nach weiteren 12 Tagen etwa
pflaumengrofs war, wurde er operativ dem Tier entnommen und histo-
logisch untersucht. Es handelte sich um ein typisches Jensen-Sarkom.
Sein Fasergehalt war nicht deutlich gréfler als der sonst in Tierpassagen
geziichteten Jensen-Sarkome. Die Zellen dieser Geschwulst erwiesen sich
als mit der berwiegenden Mehrzahl der Zellen in den Sarkomkulturen
morphologisch vo6llig identisch. Diese erfolgreiche Verimpfung aufs Tier
beweist nun, dafl sich in der Kultur Sarkomzellen befunden haben,
und zwar in der Zahl, die fir das Gelingen der Impfung notwendig ist.

Es ist von der Virulenz der Geschwulstzellen abhingig, wieviel Zellen
dafiir notig sind. Nach einer neueren Arbeit von . Symeonidis, die sich
mit diesem Problem beschéftigte, steht | die Zellanzahl, die fiir die erfolg-
reiche Verimpfung eines Transplantationstumors nétig ist, im direkten
Verhiltnis zum Durchschnittsvirulenzgrad dieser Geschwulstzellen™. Aus
dieser Arbeit und der darin herangezogenen Literatur lifit sich ersehen,
dal} die Zahl von 50 000 Zellen ungefihr das Minimum darstellt, mit der
es unter giinstigen Umstdnden mitunter gelingt, ein Ehrlich-Sarkom
aufs Tier zu ibertragen. Es sei angenommen, dafl ebenso viele Zellen
zur erfolgreichen Verimpfung eines .Jensen-Sarkoms von normaler Viru-
lenz notwendig sind. Eine Gewebekultur enthilt aber etwa 60000 Zel-
len (4. Fischer). Es ist nicht ausgeschlossen, dali unsere Sarkomkul-
turcn weniger enthielten, da das Mutterstiick zellarm war und ein an-
sehnlicher Teil der Wachstumszone beim Ausschneiden im Zitchtungs-
medium zuriickbleiben mufite. Diese Ziffern lassen die Annahme zu,
dall mindestens %/ aller Zellen in der Sarkomkultur Sarkomzellen waren,
Andererseits besagt aber diese Feststellung nicht, dafl das restliche
Sechstel aus gutartigen Zellen bestand. So groll war die Zahl der Zellen
im histologischen Priparat nicht, die morphologisch einwandfrei ihre
Herkunft von den gutartigen Fibroblasien crkennen liefen.

Das TImpfergebnis hat also damit die morphologische Feststellung
bestitigt, dall die Mehrzahl unserer Zellen Sarkomzellen waren.
5V

AuBer den oben erwithnten histolegischen Befunden und der gelungenen
Verimpfung sprechen noch manche Uberlegungen dafiir, dal} die Binde-
gewebsfasern durch die Titigkeit der Sackomzellen entstanden sind.

Wir konnen im histologischen Priparat erkennen, dafl sich die Fasern
stets iiber das ganze Mutterstiick in haufig gleichmalliger Dichte aus-
breiten (Abb. 17). Dieser Befund spricht wohl dafiir, dafl alle im Mutter-
stiick verstreuten Zellen an der Fibrillenbildung beteiligt waren, mithin
auch die Sarkomzellen. Wiren die Fasern ein Produkt der Stromazellen,
so diirften sie nur selten und so unregelmiflig verteilt anzutreffen sein
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wie diese Elemente. Weiterhin kénnen wir beobachten, dal in der
niheren Umgebung der wenigen normalen Fibroblasten — wie schon
oben beschrieben — auch nicht mehr kollagene Fasern vorhanden sind,
als an anderen Stellen des Mutterstiicks. Daraus schlieBen wir, dafl die
Spindelzellen der bésartigen Geschwulst in  jhrer Differenzierungs-
fahigkeit den Fibroblasten nicht nachstehen.

Wir beobachten ferner in vitro die Entwicklung komplizierter Faser-
systeme, ganz dhnlich denen, wie sie bei gutartigen Bindegewebskulturen
zu schen sind. Wollte man annehmen, dall nur die Stromazellen de.
Sarkomkultur die Fasern gebildet hiitten, so ware es schwer verstiindlich,
dafl diese geringe Zahl von Zellen ungefahr das gleiche leisten kann,
was in der Bindege- '
webskultur nur  die
Gesamtheit der Zellen
zustande bringt.

Wir haben weiter-
hin beschrieben, daf}
in manchen Kultaren
schon 3 Tage nach
dem Ansetzen oft mehr
Fasern gefunden wer-  abvh. 17 Schnitt durch das Mutterstick einer Bitdgizen
den a]S im Al.lsgangs- Jrnsr'n—bal1'k{{l;lrl'iyl:zjtf;lcr;:““/;:rril(r;";,l"ﬁ-z:'I.x'f'hn'r'slf?l.
tumor, daf} aber immer
statt der vereinzelt laufenden Bindegewebsfibrillen ein Fasernetzwerk
entstanden ist. Auch diese Feststellung spricht dafiir, dafl {n der Sar-
komkultar schon von Anfang an Zellen vorhanden sind, die in bedeu-
tender Zahl an den Differenzierungsvorgingen teilnchmen. Unsere
Praparate zeigen aber, dall die gutartigen Zellen sich {iberhaupt nicht
so sehr vermehren, dal sie in stirkerem Malle an der Fasergenese mit-
wirken kinnen. Auch aus diesemm Grunde miissen wir annehmen, daf}
gich daran hauptsiichlich die Sarkomzellen beteiligen. Alle dicse Be-
obachtungen machen es sicher, zumindestens aber sehr wahrscheinlich,
daf} die Bildung und weitere X¥ntwicklung der Fasern ganz iitherwiegend
von den Sarkoinzellen ausgegangen ist.

Wie entstehen die Fasern?

Ahnliche Verdnderungen des plasmatischen Mediums, wie wir sie in
unmittelbarer Nithe der Sarkomzellen sehen (s. 5. 423 ff.), hahen L. Dol-
janski und Fr. Roulet sowle A. W. Rwmnjontzew und W. Suntzowa hei
ihren Untersuchungen an gutartigen Bindegewebskulturen beschrieben.
Sie zogen aus ihren Beobachtungen den Schlufi, dall die Bindegewebs-
fasern im plasmatischen Medium mit Hilfe von Stoffen entstehen, die
von den Zellen sezerniert werden, ins Plasma diffundieren und seine
Durchfaserung begiinstigen. Da die Konzentration dieser Stoffe in der

Virchows Archiv, Bd. 302, 28
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nichsten Umgebung der Zellen am gréBten ist, geht die Faserbildung
dort auch am schnellsten und deutlichsten vor sich. Diese Anschauung
iiber die Entstehung der kollagenen und argyrophilen Fasern lift sich
auch auf unsere Sarkomkulturen iibertragen. Denn sic weisen die gleichen
Befunde auf. Unsere Praparate zeigen, dafl dieser eben beschriebene
Vorgang der Fibrillenbildung sich besonders in der Wachstumszone
abspielt, ungefahr am 6. Tage beginnt und nach weiteren 6 Tagen noch
nicht abgeschlossen ist. Er verlauft jedoch nicht in allen Kulturen in
gleichmifliger Stiirke, bisweilen fehlen diese Verinderungen des Nahr-
mediums fast vollkommen. Die Fibrillen entstehen bei unseren Versuchen
aber haufig auch im vollig unverénderten Plasma und ebenso dort, wo,
wie im Mutterstiick, sich kein plasmatisches Medium mehr befindet. Dort
ist es von den Zellen oft voéllig abgebaut worden, so dal der Raum
zwischen ihnen leer erscheint. Die hier vorhandenen Fasern scheinen
ganz plotzlich zu entstehen, und sowohl bei jlingeren wie bei ilteren Kul-
turen ohne irgendwelche Beteiligung des Nahrmediums. Solche Fasern
fanden wir besonders im Mutterstiick, und zwar schon von den ersten
Tagen der Zichtung an. Diese Beobachtungen scheinen fiir die An-
sichten von 4. Mazimow und G. Momigliano-Levi zu sprechen. Sie karmen
auf Grund ihrer Befunde zu der Vorstellung, dafl ein von den Zellen
sezerniertes Sol plotzlich in den Gelzustand iibergeht und auf solche
Weise Fibrillen bildet.

An Hand unserer Priaparate glauben wir also, dafl die Fasern in vitro
auf zwei verschiedene Weisen gebildet werden. Es bleibt aber unent-
schieden, ob es sich dabei tatsichlich wm qualitative oder quantitative
Unterschicde handelt. Denn es witre denkbar, dal3 die Faserbildung sich
im Mutterstiick und in der Wachstumszone auf grundsiitzlich gleichem
Wege, aber nur mit verschiedener Geschwindigkeit abspielt. So kénnte
sie in der Wachstumszone so langsam verlaufen, dafl man hier alle Sta-
dien der Fasergenese genau verfolgen kann, also auch die Etappen, die
bei der iiberstiirzten Fibrillenbildung im Mutterstiick der Beobachtung
entgehen.

Ohne auf das Probler der extra- oder intracelluliren Faserentstehung
niher einzugehen, moéchten wir zusammenfassend betonen, dafl wir
argyrophile und kollagene Fasern stets nur auBlerhalb der Zellen gesehen
haben und daB sie nie in Bezichung zum Zellinnern traten. Damit be-
stitigen wir die Befunde der Mehrzahl der Gewebeziichter, die fast
stets fiir die extracellulire Faserbildung eingetreten sind. Ausnahmen
bilden z. B. D. Odiette und M. E. Lewrs, deren Untersuchungen sind aber
nicht unwidersprochen geblieben (. Levt).

Wodurch wird die verstirkte Foserbildung in vitro ausgelost ?
Nachdem auseinandergesetzt wurde, welche Zellen der Sarkomkultur
hauptsichlich die Fasern gebildet haben und auf was fir eine Art und
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Weise die Fibrillen in vitro entstanden sind, soll nun untersucht werden,
durch welche Umstiande bei einem in vivo sehr faserarmen Tumor in
der Gewebekultur eine reichliche Fibrillenproduktion ausgelost wurde.

Das kiinstlich unterhaltene Leben in vitro begiinstigt auf zweierlei
Weise die Differenzierung von Zellen. Die Gewebekultur befreit das
Gewebe von den Einflissen des Korpers, sie schafft also dadurch die
Voraussetzung, dafl latent vorhandene, aber im Organismus nicht zur
Auswirkung gelangende Eigenschaften manifest werden. Ferner liegt
es in der Hand des Experimentators, die Lebensbedingungen des Gewebes
so zu gestalten, wie es fiir seine Fragestellung notwendig ist.

In unseren Versuchen wurde, um die Faserentstehung zu begiinstigen,
das Kulturwachstum kinstlich gebremst. Und die Befunde sprechen
dafiir, dall die Verlangsamung der Proliferation die Differenzierung der
Sarkomzellen begiinstigt hat. Denn wir kénnen feststellen, dafl simt-
liche im Wachstum gehemmten Kulturen im verstirktem Mafle Fasern
gebildet haben, und daf} gerade die meisten Fasern in den am lang-
samsten wachsenden Kulturen entstanden sind. In diesen Kulturen
entwickelten sich die kollagenen Fibrillen auch am schnellsten und
cindruckvollsten zu komplizierteren Strukturen. Die Differenzierung des
Sarkomgewebes war also bel unseren Versuchen von der Wachstums-
geschwindigkeit abhingig. Dafl in den auf Deckglisern geziichteten
Kontrollkulturen ebenfalls in miBigem Grade Differenzierungserschei-
nungen aufgetreten sind, erkliren wir durch die geringe Proliferations-
intensitit des Sarkomgewebes in vitro gegeniiber der Wachstums-
energie in vivo.

BEs fragt sich aber, ob auch die Loslésung des bésartigen Gewebes
vom Einflufl des Kirpers die Faserproduktion in vitro erméglicht hat.
Folgende Krwigungen sprechen gegen diese Annahme. Man nimmt zwar
fiir Spontantumoren an, daf} bei ihrer Entstehung und mangelhafter Aus-
reifung die allgemeine Krebsdisposition des Organismus irgendwie mit-
beteiligt ist. Unsere Untersuchungen sind aber an Impftumoren aus-
gefithrt worden. Deren Trager sind nun his zur Verimpfung véllig ge-
sunde Tiere, die wahrscheinlich nie an einer Spontangeschwulst erkrankt
wiren. Thnen fehlt also der allgemeine Faktor, der fiir die geringe Diffe-
renzierung eines malignen Tumors mitverantwortlich sein konnte. Rr
kann deshalb nicht fiic die mangelhafte Ausreifung verantwortlich ge-
macht werden.

Es bleibt noch zu erdrtern, ob nicht die Explantation an und fir
sich die Fibrillenbildung beglinstigt hat. L. Doljanski und Fr. Roulet
sowie v. Jeney und T'oro vertreten die Ansicht, ,,dafl die Gewebe, die in
vivo nur ein spirliches Fibrillengertist bilden, in dem Augenblick, in
dem sie in das Plasma der Kultur kommen, za hochster fibrillenbildender
Tatigkeit angeregt werden . Nach ihrer Ansicht befinden sich die

28*
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Bindegewebszellen in vitro in einem fiir die Differenzierung giinstigen
Milicu. Die Bindegewcbsfasern entstehen ja direkt aus dem Plasma-
medium, haben also das Material zur Faserproduktion reichlich zur Ver-
fiigung. Daraus koénnte man folgern, dafl die Fibrillenbildung in einem
sehr konzentrierten, eiweifireichen Zichtungsmedium am stirksten ist.
Doljanski und Roulet erwidhnen derartige Versuche, die diese Ansicht
bestatigen. Unsere dementsprechend ausgefiihrten Experimente am
Surkomgewebe fiihrten zu keinem eindeutigen Ergebnis, da die Kulturen
derartige konzentrierte Ziichtungsmedien nicht vertrugen und abstarben.
Deshalb kdnnen wir zu diesem Problem keine Stellung nehmen.

Vergleich der Faserbildung bei benignen wnd malignen Kulturen.

Es bleibt noch zu untersuchen, ob sich die Entstehung und Entwieck-
hang der Bindegewebsfasern bei Sarkom- und gutartigen Bindegewebs-
knlturen unterscheidet. Unsere histologischen Befunde machen es wahr-
scheinlich, dafi Sarkornzellen argyrophile und kollagene Fibrillen auf
gleiche Art wie Bindegewebszellen bilden. Auch in zeitlicher Hinsicht
hestehen anscheinend keine Unterschiede. Die ersten Bindegewebsfasern
entstehen in der gutartigen Bindegewebskaltur schon sehr frih (6. Homi-
gliano-Levt, A, W. Rumjontzew und A Sunfzowaj. Am  3.—4, Zich-
tungstage beginnt sich ein Tasernetz zu entwickeln, dus sich spitter in
ein aus dicken Fasern bestehendes Flechtwerk umwandelt. Ungefahr
nach 2 Wochen ist der Hohepunkt der Faserentwicklung in vitro er-
reicht. Auch die Sarkomzellen scheinen dieselbe Zeit zu benitigen. Sie
bilden nach 3 Tagen ein Netzwerk von kollagenen Tasern, das spiter
in ein dichtes Fasergetlecht iibergeht, und sich mit ungefihr 9—10 Tagen
im Mutterstiick zu Strukturen entwickelt, die fiir Gewebekulturen
typisch sind. Diese sind nach Ablauf der 2. Woehe vollstandig ausgebildet.

Die Gewebekultur ist eine selbstindige biologische Irscheinung
besonderer Art mit eigenen Gesetzen und Entwicklungsméglichkeiten,
die nicht ohne weiteres denen des tierischen Organismus entsprechen.
So foigt der Aufhbau der Fasersysteme in vitro den Bedingungen, die
i der Kultur vorhanden sind, er entspricht den dort vorhandenen
Spanuungslinien (W. v, Hollendorff). Durch Anderung des Spannungs-
svstems mittels Zug entstehen neue Faserstrukturen, die sich den nun
herrschenden mechanischen Anforderungen anpassen (0. Diiggeli, Th. Hu-
zelle). Die zentralen Anteile des Mutterstilcks sind bei langsam wach-
senden Kulturen oft arm an Lebenserscheinungen und hier bilden sich
infolgedessen selten gesetzmiiBige Anordnungen aus; wohl aber an der
Grenze zur Wachstumszone hin. In der Randzone des Mutterstiicks sind
die Fasern lagenweise in konzentrischen Ringen angeordnet. Dazu
kommen noch senkrecht von oben nach unten verlaufende Faserziige,
,,die um den Kern des Mutterstiicks herum nach innen zu der hinteren



Untersuchungen iiber die Fibrillenbildung des Jensen-Sarkoms in vitro. 431

und vorderen Begrenzungsfliche zustreben™ (W.wv. Mollendorff). Oft
ist jedoch diese Grundform im Mutterstiick nicht typisch ausgebildet,
sondern wird durch UnregelmiBigkeiten gestért. In der Wachstums-
zone verlaufen die Fasern ganz vorwiegend radiir, werden nach aullen
zu immer diinner, zarter und seltener, withrend sie nach innen zu sich
mit den Faserringen des Mutterstiicks vereinigen. Diese Strukturen
sind fiir alle Bindegewebefasern bildende Kulturen typisch, einerlei von
welchen Organen oder Tieren sie abstammen. Unsere Sarkomkultnren
haben gleichfalls Fasersysteme entwickelt, die sich von den Strukturen
gutartiger Bindegewebskulturen weder im Mutterstiick noch in der
Wachstumszone unterscheiden. Fiir gutartige Bindegewebskulturen
wird weiter beschrieben, dal} die Faserbildung in dem Mutterstlick viel
stirker ist als in threr Wachstumszone. Auch in diesem Punkt besteht
zwischen dem Sarkomgewebe und dem normalen Bindegewebe keine
Differenz.

Wir haben weiterhin gefunden, dafl nicht wenige Sarkomzellen im
Mutterstiick sich im Stadium der Nekrobiose oder des Verdimmerns
befinden. Und zwar sind das besonders die Zellen, die zwischen dichten
Fasermassen liegen (Abb.11). Bei langsam wachsenden Bindegewebs-
kulturen wurden ebenfalls im Mutterstiick regressive Vorginge beob-
achtet (W.v. Millendorff. 4. Paravicini).

Es ist noch zu erdrtern, ob die Faserproduktion des Sarkomgewebes
in vitro genau so stark ist, wie die des gutartigen Bindegewebes. Dariiber
konnen wir keine endgiiltigen Angaben machen. Vergleiche unserer
histologischen Priiparate mit photographischen Abbildungen verschie-
dener Autoren, die Differenzierungsversuche an normalem Bindegewebe
angestellt haben, scheinen fiir eine geringere Faserbildung des Sarkom-
gewebes zu sprechen. Jedoch ist das Vergleichsmaterial wenig einheit-
lich, weil oft verschiedenes Gewebe mit wechselnder Methodik geziichtet
wurde. So ist es schwierig, zu einem endgiltigen Urteil zu kommen.
Es wire aber nicht verwunderlich, wenn die Faserproduktion unserer
Sarkomzellen tatsichlich geringer ist. Denn der Ausgangstumor — das
Jensen-Sarkom — ist vor tiber 30 Jahren entstanden. Seine Zellen
haben moglicherweise infolge ihrer lebhaften Proliferation seitdem nicht
mehr die Gelegenheit zur Faserbildung gehabt, und sie kénnten deshalb
die Fiahigkeit, Fasern zu produzieren, nur noch in abgeschwichtem
MaBe beibehalten haben. Auch dafiir géibe es entsprechende, an henignen
Gewehekulturen gesammelte Erfahrungen. Aus Versuchen Olivos weil}
man nimlich, dafl der zur Zeit seiner Untersuchungen 16 Jahre alte
Carrelsche Fibroblastenstamm, der wohl aus einer Mischung von Muskel-
zellen, Fibroblasten und auch Endothelzellen besteht (G. Levi), weniger
Fasern gebildet hat als frisch ausgepflanzte Kulturen. Diese mit der
Zeit fortschreitende Einschrinkung in der Differenzierungsfihigkeit der
Sarkomzellen wire aber noch genauer zn untersuchen.
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Folgerungen fir die Biologre der Tumorzellen.

TUnsere Versuche haben aufgedeckt, dafl die Sarkomzelle die Fahigkeit
besitzt, in vitro mehr Bindegewehsfasern zu bilden als im Ausgangs-
tumor. Sie ist also demnach prinzipiell imstande, sich unter entsprechen-
den Bedingungen zu differenzieren. Unsere Versuche zeigen weiter, daf}
das Sarkomgeuebe Fagersysteme hoherer Ordnung entwickeln kann, die
denen gutartiger Mesenchymkulturen gleichen. Wir méchten annehmen,
dal dafiir die den gut- und bosartigen Bindegewebszellen gemeinsame
Eigenschaft, imm Gewebsverband zu wachsen, mit verantwortlich ist.
Die Sarkomzellen sind weiterhin anscheinend imstande, je nach der
Stirke der Wachstumshemmung mehr oder weniger Fasern zu produ-
zieren. Ihre tatsichliche Differenzierungsleistung scheint im umgekehrten
Verhiltnis zu threr Wachstumsintensitit zu stehen. Das mayg erkliren,
waram es trotz bestehender Differenzierungsfahigkeit in der Regel nicht
zu einer Ausreifung kommt. Namlich im Tierkérper, wo das Sarkom-
gewebe besonders gut gedeihen kann, wird vorziiglich sein Wachstum
begiinstigt. Wenn es aber eimmal sich unter besonderen Umstinden
differenziert, wird es dacturch nicht gutartig. Es behilt seine Bosartigkeit
nach wie vor, was wenigstens fur wuser Material die erfolgreiche Riick-
impfung der Sarkomkultur auf das Tier erwiesen hat. Die Malignitat
des Jensen-Sarkoms scheint danach nicht in direkter Beziehung zu seiner
Differenzierungsfithigkeit und tatsiichlicher Differenzierungsleistung zu
stehen.

Zusammenfassung.

1. Das Sarkomgewebe des Jensen-Impftumors bildet in vitro bei
verlangsamtem Wachstum in bedeutend stiirkerem Mafle argyrophile
und kollagene Fusern als in vivo.

2. Es wird sehr wahrscheinlich gemacht, dafl diese Bindegewebs-
fasern durch die aktive Titigkeit der Sarkomzellen entstanden sind.

3. Aus diesen Untersuchungen wird geschlossen, dal die Sarkomzellen
dic Fahigkeit zar Differenzierung nicht verloren haben.

4. Sarkomkulturen, die in vitro vermehrt Fasern gebildet hatten,
lassen sich mit Ecfolg auf ein Tier verimpfen. Der (Gehalt des neu ent-
standenen Impftumors an Bindegewebsfasern ist aber nicht deutlich
vermehrt; er ist wohl so gering, wie bei allen Jensen-Impfsarkomen.

5. Alle Beobachtungen, die an normalen Bindegewebskulturen hin-
sichtlich  Faserentstehung und  Faserentwicklung gemacht wurden,
treffen auch hel Sarkomkulturen zu.

6. Die Bedeutung dieser Befunde fitr die Biologie der Sarkomzellen
wird kurz besprochen.



Untersuchungen iiber die Fibrillenbildung des Jensen-Sarkoms in vitro, 433

Schrifttumsangabe.

1 Bofill-Deulofeu, H.: Z. Zellforsch. 14, T4+ (1932). — 2 Carrel, A.and A. H,
Ebeling: J. of exper. Med. 48, 105 (1928). — ® Carrel, 4. and A. H. Ebeling: J. of
exper. Med. 48, 286 (1928). —* Craciun, E. (.: C. r. Soc. Biol. Paris 108, 309 (1931).
5 Doljanski, L.u. Fr. Roulet: Virchows Arch. 291, 260 (1933). — ¢ Doljansk:, L.
w. Fr. Roulet: Protoplasma (Berl.) 23, 443 (1935). — " Diiggeli, O.: Z. Zellforsch. 26.
351 (1937). —3 Fell, H. B. and J. A. Andrews: Brit. J. exper. Path. 8, £13 (1927). —
O Fell, H. B. and W. Lundauer: Proc. roy. Soc. Loud. B 1138, 133 (1935). —- 10 Fischer,
A: Gewebeziichtung. Minchen: R. Miller u. Steinicke 1930. — 1 Fischer, A. n.
R. Puarker: Arch. exper. Zellforsch. 8, 325 (1929). — 1% Fischer-Wasels, B.: All-
yemeine Geschwulstlehre, Handbuch der normalen und pathologischen Physiologie.
Bd. 14, Teil 2. 1927. — 3 (faillurd, P. J.: Protoplasma (Berl.) 23, 145 (1935). —
W Hirschfeld, H. u. E. Klee-Ravidowicz: Z. Krebsforsch. 30, 406 (1930). —
35 Hueck, W.: Morphologische Pathologie. Leipzig: Georg Thieme 1937, —
18 Huzella, Th.: Anat. Anz. 67, Erg.-H., 36 (1929). — 17 Jeney, v. 4. . E. T'06:

Virchows Arch. 298, 87 (1936). — 8 Levi, (1.0 Frg. Anat. 31 (1934). — 19 Lewis,
M. R.: Contrib. to Embryol. Carnegie Inst. Wash. Publ. 226, 45 (1917). — 20 Mawi-
mow, A.: 7. mikrosk.-auat. Forsch. 17, 625 (1929), —- *1 Miszurski, B.: Arch.

exper. Zellforsch. 20, 122 (1937). —- ** Mdllendorff, W.v.: 7Z. Zellforsch. 15, 131
(1932). -— * Momigliano-Levi, (.. Z. Zellforsch. 16, 389 (1932). — 2 Odietie, D.:
C. 1. Assoc. Anat. 27. Réun. 416 (1932). -—— % Olivo, C.: Boll. Soc. Biol. sper. 3.
109 (1930). — 26 Paravicini, A.: Z. Zellforsch. 21, 733 (1934). — 27 Rossle, R.:
Sitzgsber. Preufl. Akad. Wiss., Math.-naturwiss. KL ITL 1936. — 2% Rumjuntzew:,
A, Wou, W, Suntzowa: Arch. exper.Zellforsch. 17, 360 (1935). —- 2% Symeonidis, A.:
Virchows Arch. 300, 429 (1937). — * Taszhun, B.: Virchows Arch. 299, 106
(1937), — 3 Zakrzewski, Z.: Klin, Wschr. 1932 1, 113, -~ 3 Zakrzewski, Z.: Arch,
exper. Zellforsch. 13, 152 (1932). — 38 Zakrzewsh?, 7. Z. Krebstforsch. 36, 513 (1932).



