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Es ist bekannt, dab das morphologischc Bild der malignen Ge,-:chw/ilste 
oft yon dem ihres Mutterbodens sehr verschieden ist. Aus vielen ]3eob- 
achtungen 156t sich entnchmen, (lag (tie Ursache f/it das vcrhnderte 
morphologische Verhalten der b6s~rtigen Tumoren in ihrem schnellcn, 
eigengesetzlichen Wachstum Iiegt. ,Ie g~rSl3er (tie Wachstumsintensit/it 
dieser Geschwiilste, um so schwieriger lassen sic sieh in dcr Re-el mit 
ihrem ttrspriingliehen Muttergewebe vergleichen. Besonders hi einem 
Punkte unterscheiden sie sich wm den Geweben des KSrpers: sie sind 
weniger ausgereift, d. h., sie haben sich in nur geringem Ma.13e differenziert. 

Diese morphologischcn Feststellungen ~gen  freilich nichts dartiber 
aus, ob die sehnell wachsenden Tumorzellcn ihre Differenzierungsfi~hig- 
keit vollst/~ndig verloren haben, odor ob sie diese zwar noch besitzen, 
aber nieht zur Auswirkung bringen kSnnen. Viele Autoren glauben 
dal3 die bSsartigen Tumorzellen die .Differenzierungsfithigkeit mehr oder 
wcniger verloren haben. So sehreibt W. Hueck: ,,Das Wesen des b6s- 
artigen Geschwulstgewebes besteht in seinem Verlust an (;estalttmgs- 
kraft., an DifferenzierungsfShigkeit." Aueh B. Fischer-WaseIs glaubt: 
,,dal3 der Tumorzelle nieht nur die Differenzierung fehlt, sondern dab 
sie auch die 1)ifferenzierungsfiihigkeit vermissen l/~gt". 

Ob diese Anschauungen riehtig .~ind, 1513t sich nur experimcIlt.ell 
pr~fen. Deshalb wurden die folgenden Versuehe unternommen. Es 
sollte festgestellt werden, ob die Tumorzellen die FShigkeit zur Diffe- 
renzierung wirklieh cndgfiltig verloren haben. Wit stellten unsere Unter- 
suehungen an einem Spindelzellsarkom an mid verstehen daher in dieser 
Arbeit unter Differenzierung die Bildung wm argyrophilcn und kollagenen 
Fasern. 

Aus vielen Experimenten wissen wir, dal3 in der Gewebekultur unter 
bestimmt.en Voraussct.zungen Diffcrenzierungsvorgimgc ausgelSs"c werden 
kSnnen. Differenzierung, ~peziell Faserbildung wurde in vitro auf ver- 
schiedene Wcise errci,:ht, so (lurch Zus~tz yon Askorbinsiiure (A .  v. Jen.ey 
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nnd E. TSrS) oder dureh Ziichtung in einem fortlaufend glteren Em- 
bryona.lextrakt, (P. J. r,',,,iIlardJ. Wir wandt.en in unseren Versuchen abet 
die Methode an, (tie die gebrguehliehste kst (A. Fischer und R. Parker). 
Gew6hnlich wird ngmlieh eine Ausreifung der Zellen und Gewebe in 
vitro durch Waehsbumshemmung zu erzielen versucht. Deni1 ma.n 
well3 aus zahlreichen biologisehen Beobachtungen, dab sioh Waehstum 
und Differenzierung weitgehend aussohliel3en. Allerdings stelle,, nieht. 
wenige Untersueher fest, da.13 verlangsamte Zellproliferation keinen 
Einfluf3 a.uf die Differenzierung in vitro hat (H. B. Fell und W. Lan.da.uer, 
B. Miszur,~,ki, C. Olivo), ja es wird soga.r berichtet., dal3 in den tm:t krgf- 
tigsten gewachsenen KulCuren die stgrkste Faserbildung beobachtet x~alrde 
(H. Bo/ill-De'ulo/eu). 

Da aber ohne grSBere Sehwierigkeiten und ohne Schiidigung der 
Vitalitgt die .Proliferationsintensitg~ des Sarkomgewebes in vitro weit- 
gebend, fa.st bis zum Waehst, umsstillstand vcrhmgsamt werde, n kann, 
versuchten wir trotz maneher entgegensteilender Angaben durch Hem- 
mung des Waci~stums eine Ausreifung der Sarkomzellen zu erreiehen. 

Material und 3lethodik. 

Die Untersuehnngen wurden an einem Tumor ausgefiJhrt, der im 
TierkSrper kaum irgendwelche Differenzierungser,-:cileinungen aufweist., 
niimtieh am Jenuen-Sarkom. Diese (;eschwulst besteht, fast nur  aus 
Sarkomzellen; das 8tromageriist tritt demgegen/iber v6tlig in den 
Hintergrund. Dieser Aufbau reehtfertigt, es, (lie Versm'he nieht an  SOl. 
Reinkt, lturen, sondern an frisch aus dem 8arkomgewebe exphmtierteu 
Kulturen auszuffihren. Inwieu,eit (lie sehr geringe ]~eimischung yon 
Stromazellen in den Kulturen die Deutung der Befunde erschwert, wird 
spgtex er6rter~ werden. 

gur Ziicht.ung eignen sieh a.nl besten 10--12 Tnge alte 71_'umoren. Sie 
wurden steril der Ratte entnommen m~d ihre binde~ewebige K~psei voll- 
st~indig entfernt. Aus dem markigen Toil des Tumors wurden kleine 
Stiickchen herausgeschnitten, in Tyrode-l.,6sung gewa.schen und unter 
verschiedenen Bcdingungen geziichtet.. Der Rest des Tumors wurde zur 
histolc@sc.hen Aufarbeitung {ixiert. 

Die ftir un.sere Unter.~uchungr.'n lmt.wendige kiinstliehe }{emmung 
des Waehstums litl3t, sieh vornehmlich dutch drei verschiedene Z(ichtungs- 
met, hoden erreiehen. Sic wurden yon A. Mazimow, A. Fischer und R. Par- 
t'#r, sowie yon Z. Zakrzew.s'ki at ausgearbeit.et und fiir Ditferenzierungs- 
versuehe vorwiegend all Bfildegewebekulturen benutzt, lhr Ha, upt- 
prinzip besteht darin, (tie Zellen lgngere Zeir wachsen zu lassen, ohne sie 
dureh den Wtmdreiz des Umsetzens zu lebhafter Proliferation anzu- 
staeheln. Ferner werden wachstu,nsfSrdernde Substanzen wie Embryo- 
nalexrra.kt fast ganz vermieden..ia S o l a r -  bei den letztgenannten zwei 
3Iethoden - -  waehstumsbremsende Faktoren in Form yon Hepa.rin 
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zugeftihr~. Diese drei Methoden waren aueh fiir unser Versuehsmaterial 
sehr geeignet. Es wax nur n6t.ig, das Ziiehtungsmedium durch Zusat.z 
yon S~ugetierplasma und -serum fiir S~ugetiergewebe geeignet zu maehen. 

Im ganzen legter~ wit vier Versuehsreihen an, mid zwar: 
1. Sarkomgewebe, geztichtet in Carrel-Flasehen mit Heparinplasma 

naeh A. Fi~scher und R. Parker. 
2. Sarkomgewebe, geziiehtet in Carrel-J}lasehen mit Heparinserum 

nach Z. Zakrzewski. 
3. Ziiehtung auf Deekgl/~sern nach ,4. Maximow und 
4. Ziichtung auf Deckgl~tsern in Passagen naeh der gewShnlichen 

Teehnik. 
Die feste Phase der nach Fischer und Parker in Carrel-Ftasehen 

geztieht, eten Sarkomkulturen bestand aus 0,3 ccm Hfihnerp]asma, 
0,3 ccm Rattenplasma, 0,6 ecru Tyrode-LSsung und I Tropfen sehr ver- 
diinntem Embryonalextrakt  zur Gerinnung. Die flfissige Phase bestand 
aus 0,4 ccm Heparinhiihnerplasma. Sic wurde gew6hnlich vorschrifts- 
m/~3ig nach 4 Stunden abgesaugt. Bei vielen Kulturen blieb sie aber 
naeh dent Vorschlag yon Zakrzewski bis zur ngehsten Waschung, die 
jeden 3. Tag stattfand. Dieses Vorgehen benachteiligt nach seinen Er- 
fahrungen die Differenzierung nieht und verringert die durch h~ufiges 
0ffnen der Flasehen sonst grol3e Gefahr der Infektion augerordentlieh. 
Die nach Zakrzews~i in CarreI-FIasehen geziichteten Sarkomkulturen 
wuchsen in folgendem 5Iedium: Die feste Phase w~r zus~mmlengesetzt 
aus 0,3 ecru ttfihnerplasma, 0,3 ccm Kaninehenserum und 0,6 ecru Tyrode- 
LSsung. Es ist unn6tig Embryonalext.rakt zur Gerinnung hi~uzugeben,  
da diese Misehung ebenso schnel[ wie ein Plasmaextr~ktgemisch koagu- 
liert, eine Beobachtung, die sehon yon R. Taszkan gemaeht wurde. Als 
fliissige Phase diente 0,6 ecru mit Tyrode-L6sung zu gleichen Teilen 
verdiinntes Heparinhiihnerserum. Auch hier wurden die Kulturen jeden 
3. Tag gewasehen und ihre fliissige Phase erneuer~. Falls die Kul- 
turen sehleeht gediehen, wurde nach dem Waschen eine neue feste Phase 
iiber die alte gesehichtet. Die Kulturea~ verloren dann oft ihr schlechtes 
Aussehen. 1)as Heparin wurde als wS,13rige, isotonische L6sung l :  1000 
benntzt und in 10%iger Verdiinnung zum Hahnerplasma oder -serum 
hinzugegeben. Die naeh Maximaw auf Deckgl/~sem geziichteten Sarkom- 
kulturen befanden sich stets in folgendem Medium: 1 Tropfen eines 
Gemisches von 2 Teilen gattenplasma, bzw. Kaninchenserum und 1 Teil 
Hiihnerplasma, sowie I Tropfen Hiihnerembryonalextrakt (4. Zentri- 
fugat). Die Kulturen wurden nach Maximou, s Vorschrift jeden 3. Tag 
gewasehen und ihnen neues Medium in derselben Zusammensetzun~ 
zugesetzt.. Die auf Deekgl~sern in Passagen geziiehteten Kulturen er- 
hielten das gleiehe Medium, wie bei der Ziiehtung naeh Maximow. Sie 
wurden abet jeden 3. Tag mngesetzt. Alle Kulturen wurden bei 37 o 
bebriitet. 
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Insgesamt wurden 5 solche Versuchsserien, jede bestehend a.us den 
oben besehriebenen 4 Versuehsreihen angelegt, wobei das Material 
5 versehiedenen Jensen-Sarkomen entstammte. Nach 15 Tagen Ziich- 
tungszeit wurde der Versuch abgebroehen. Einige wenige Kult.uren, die 
alle dent gleichen Tumor entstammten, wurden noch tiber 5 Woehen, 
insgesamt 56 Tage geziieht.et. 

r~ Ungefghr jeden 3. Tag wurden Kulturen mit Z~nkerseher Fliissigkeit, 
oder mit 10%igem Formalin fixiert., und zwar gew6hnlieh aus jeder Ver- 
suchsreihe eine. Sic wnrden da.rauf in Paraffin eingebettet und serien- 
weise gesehnitten..Die 5,a dicken Sehnitte wurden mit Hiimalaun-Fosin, 
mit der Versilberungsmet.hode naeh Bielachowski, mit Azan un,t naeh 
'can Gieson gefgrbt. Es wurde daranf geaehtet,, da[3 die versehiedenen 
Serienschnitte ether Kultur m6glichst mit allen 4 Fgrbemethoden behandelt 
wurden. Wit arbeiteten jedoeh nicht alle Sarkomkulturen histologiseh 
auf. sondern etwas mehr a Is den dritten Teil: ngmlieh 40. Diese 40 Kul- 
tm'en ergaben so einheitliche Befunde, daf~ yon weiteren Pr/i, paraten 
keine neuen Ergebnisse zu erwarten waren. Wir glauben, auf diese 
Weise eine hinreichend Mare Vorstelhmg tiber die Differenzierungs- 
f/ihigkeit von Je~sen-Sarkomgewebe in vitro erhalten zu haben. 

t[isloh)gi,' des Jcnscn-S;Irkoms. 

Das Jen~en-Sarkom (Abb. 1) bestcht zum weitaus gr613ten Tell aus 
grol3en, breiten und ziemlich langgestreekten, spindelf6rnfigen Zellen, die 
einen dieken, gew6hnlieh noeh ]gngliehen nicht selten abet auch rund- 
lichen Kern besitzen. J)ie Zellen liegen regeltos, ohne eine bestAmmt.e 
Anordmmg beieinander. Ihre CIr6f~e und die der Kerne ist recht verschie- 
den. Meistens wird aber das spindelf6rmige Aussehen beibehalten. Es 
finden sieh viele Mitosen. Aul3erdem sehen wir, aber in nur sehr geringer 
Zahl, Zellen yon rundliche.r Form mit einem runden, sieh stark fgl'benden 
Kern. Sic sind kleiner a.ls die eben besehriebenen Zellen. Stromazellen 
sind sehr selten zu sehen, h6chstens 2---4 im Gesieht, sfeld bet mittlerer 
Ver~rBBerml~~ e, mit. Ausnahme weni,~er._. Tumorbezirke.. die ungew6hnlich 
reich an Capilhtren sind. Die Stromazellen sind sehr sehma.1 und h~ben 
einen langgestreckten (liinnen Kern. Dadureh sind sie yon den Sarkom- 
zellen leieht zu unterscheiden. Gr6I~ere ~Blutgef/~I3e fix~den sich selten 
lind im allgemeinen nuch nur wenige Capillaren. Bindegcwebige Septen 
sind gar nieht nachzuweisen. 

l)er Tumor enth~lt nur wenige diinne mit, Azan oder nae, h van Gieson 
fgrbbare, kollagene Fasern. Sic liegen immer einzeln: weder vereinigen 
sic sieh miteinander, noch bilden sie ein Netzwerk aus. Oft, laufen sie 
zueinander parallel und ziehen in leichtcn Windungen an 8--9 Zellen 
vorbei. Es wird bet weitem nieht jede Zelle yon ether ti'aser beriihrt. 
Ganze ZellgTuppen Yon 20---30 Zellen besitzen keine Fasern, manche nut 
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ganze kurze, diinne, sehwach f&rbbare Fgserchen. So weehseln fi~ser- 
reiehere mit  fasergrmeren Gebieten ab, immer a.ber bleibt die Fasermenge 
im Verh/iltnis zur Zellzahl spgrlich. Argyrophile Fibrillen sind ebenfalls 
nur wenig zu linden, wenn aueh etwas mehr als kollagene. Sie bilden an 
manchen Stellen sin Netzwerk, oft aber bleiben aueh sie vereinzelt. Sie 
sind dann kurz, leieht gex~qmden und verlaufen regellos. 

Da das St.romtt des Je, n.een-Sarkoms nut sehr sehwaeh ~msgebildet ist,, 
und sieh aueh Fasern deft  befinden, we weder Blutgefgge noch Stroma- 
zellen vorhanden sind, muB angenommen werden, dab die Fibrillen 

:kbb. 1 . . l e u s e n - S a r k m n ,  Zcnkcr, dtzan. Ver,gr6~crung 340nml. 

iiberwiegend yon den Sarkomzellen gebildet werden. Diese Annahme 
wird gest.iitzt dureh die Beobaehtung, dab die F~sern meistens in tier 
N~ihe der Tumorzellen liegen und die ,Zahl der Bindegewebsfibrillen 
'gr6Ber isf. als die Zahl der Stromazellen selbst. 

Da a.lso unseres Eraehtens das Jen.se~-Sarkom, wenn auch nut  in 
sebr geringem MaBe, kollagene und argyrophile Fasern bilden kann, 
verstehen wir hier unter Differenzierung die verslgirkle Bildung solcher 
.Bindegewebsfasern in vitro. 

3,11gemcines iiber dic Ziichtung yon Sarkomgewcbe in vitro. 
In der Gewebekultur wird bis jetzt nut  eine geringe Zahl wm malignen 

Bindegewebsgesehwfilsten dauernd in regelmglJiger Weise, also in sog. 
fCeinkulturen geziichtet. Es handelt sieh bei ihnen in der Regel um 
Impft, mnoren. Norma.les Bindegewebe, auch cla.s der I4atte, w/~chst in 
vitro gew6hnlieh sehneller als Sarkomgewebe. Seine Wt~chstumszone 
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ist sehon jeden 2. Tag naeh dem Umsetzen in der gegel gr61ter und diehter, 
seine Waehstumsii~tensit/~t mithin dementspreehend stgrker. ])as Sar- 
komgewebe wgchst in vitro meistens nieht nut  langsamer als Binde- 
gewebe veto gleiehen Tier, sondern auch langsamer als es in vivo ge- 
waehsen ist. Seine Ziichtung in der gewebekultur kann aber erleichtert 
werden dutch Zusatz yon Heparin. eine Angabe, die Zakrzewsk i  a~. als 
allgemein giiltig fiir alle Tumoren gemaeht hat und die versehiedentlieh 
best/itigt wurde. Dureh t teparin wird jedoeh das Waehstum verlang- 
saint, und es mag ver~,amderlieh erseheinen, clal.~ gerade ein waehstum- 
hemmendes Mittel eine I)auerziiehtung erm6glieht. Man mug ~ber 
unterseheiden zwisehen dem Gedeihen einer Kul tur  und ihrer Prolife- 
rationsintensitgt. Gew6hnlieh ist. das eine mit dem andern engverkn[ipft .  
Jedoeh kann ausgepflanztes Sarkomgewebe --- wenigstens in den ersten 
Tagen - -  sehnell waehsen, ohne (IM~ die Zellen a.uf (tie D~mer lebens- 
krgftig bleiben. Das Sarkomgewebe gedeiht dann nieht in vitro, sondern 
stirbt bald ab. Hinzugesetzt.es t teparin bremst zwar darauf sein Waehs- 
rum, abet es erhglt nach Zakrzewskis  a',- Erf~hrung (tie Zellen in gutem 
Zustand. Auf diese Weise wird eine zwar langsame, aber dauernde 
Proliferation erm6glieht. 

Aueh bei unseren Versuchen war (so welt. ein Vergleieh m6glieh ist) 
die Waehstumsintensit/it. des Sarkomgewebes in der Kultur  geringer als 
auf dem Tier, ein Verhalten, das unserer Aufgabe, Differenzierung dutch 
verla.n~sam~es._. Wachstum'. zu erreichen, sehr ~_,mle~en~o. kommt, l)esgleichen 
gelang es aueh uns nut" dureh Zusatz yon Heparin, die Kulturen auf 
lgngere Zeit am Leben zu erhalten, wodureh aul~erdem eine weitere Ver- 
langsamung des Waehstums eint.rat. Kontrollkulturen ohne Heparinzusa.tz 
wuehsen yon Anfang an lebhMter und waren stets viel gr613er. Sie gingen 
jedoeh naeh nicht langer Zeit zngrunde. Eine makroskopiseh sichtbare 
Verflfissigung des Kultumnediums tr~Lr selten ein. 

Cytologic ties ,lensen-Sarkoms in vitro. 
Gewebekultureu des J e n s e n - S a r k o m s  produzieren zu Anfang drei 

Arten yon Zellen (Abb. 2. Abb. 3). Es werden beobachtet Histiocvt.en. 
das sind rundliche oder vielgestaltige, bewegliehe, freiliegemte Zellen. 
Da. sie in vitro au[~erordentlich lebhaft sind, werden sie auch Wander- 
zellen genannt. Sie und besonders ihre Kerne k6nnen dabei ,:lie ver- 
sehiedenst.en Formen annehmen. Anfimgs vermehren sie sieh sehr, 
spgter aber nehmen sie an Zahl at) m~d sind nach 10--11 Tagen Zfieh- 
tungszeit aus der Kultur  fast ganz versehwunden. Daneben finden sieh 
noeh zwei Arten yon Spindelzetlen, (tie im Oewebeverband waehsen. 
Da.bei fiberwiegt die eine Art an Zahl ganz bedeutend. Es sind dies lange, 
plumpe Spindelzellen mit grob granuliertem Zelleib nnd ovalem ehro,natin- 
reiehem Kern. Daneben linden sieh sehr spSrlich sehlankere Spindel- 
zellen mit zarterem, stSrker liehtbreehendem Cytot~lasma und l~ingliehem 
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A b b ,  2, \ V a c h s t m n s z o n e  eine, r 9t~'igigen .lensen-Sarkomkultltr, lcbcnd photogr;udlicrt.  
"~e rg r i i l ] e rung  60nml .  

Abb. 3. ~V~cllStlllllSZOEte einer ll)t/t~ig'en .]ens~J~-S~rk~n~.k,Jtur, lcbend photo~raphiert ,  
VergrSl3ez~m~ 121llnM. 

schmalerem Kern (Abb. 4). Von diesen drei Zellsorten werdcn naeh 
~berzeugung fast aller Untersueher die groben, plmnpen, in groBer 

Virehows  Archiv.  Bd. 302. 27  
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_~[ehrheit vorhandenen Spindelzellen a~ls Sarkomzellen angesehen (G. Levi). 
Die spgrlichen sehlanken Fibroblasten werden aLs Abk6mmlinge der 
Stromazellen bezeiehnet. Diese Auffassungen st/itzen sieh auf ver- 
gleichende Betraehtungen der in vitro waehsenden und in histologisehen 
Ausgangsprgparaten vorhandenen ZeUen. Zwar sind diese oben besehrie- 
benen, morphologisehen Untersehiede der beiden Arten yon SpindeI- 
zellen nieht grundsgtzlicher Art. Daft abet die iiberwiegend vorhandenen 
plumpen Spindelzellen tat.s/tehlieh b6sartig sind, beweist die lJberimpfung 

auf das Tier. Denn diese 
Zellen bilden, auf eine 
R.~tte fibertragen, einen 
sehnell w+~chsenden Tu- 
mor, an dem das Tier 
zugrm~de geht. Ob die 
Histioeyten ebenfMls 
maligne Flemente sind, 
ist noeh nieht in siehe- 
rer Weise naehgewiesen. 
Aber vide Beoh~tehtun- 
gen spreehen f{ir ihre 
BSsartigkeit. A. Cur re[ 
und A. H. El)cling"- sind 
der An.~ieht, dal3 ihre 
Anwesenheit in der (le- 
webekult.ur ffir das 
Waehst.um der Spindel- 
zellen notwemlig ist. 

Abb.  4. 2~as dot W~,.chsT.uut~,zmm eiz,.er ILattenfibro-  H.B .  F('[I und J . .4 .  A)~- 
blastellktlllllr,  lebmtd. I,hotograld~iert,  

Vergr6Berung  270real. d.rew8 sowie H. Hirach- 
/eld und E. Klce.Rawi. 

dowicz h~ben (~'bergangsformen zwisehen Hist.ioeyten und S;.~rkom- 
spindelzellen besehrieben sowie die MSglichkeit ihres genetisehen Zu- 
sammenhangs erwogen und aueh E. G. Craci'un glaubt, dM3 diese 
Histiooyten eine ii, uBerst maligne Form der Sarkomzetlen darstellen. 

~,'ersnchsbt4unde. 

1. Eigene BeobachO~ngen an den lebenden Sarkomkulturen. 

Ungef~hr naeh 6--12 Stunden wachsen die ersten Zellen aus den in 
Carrel-Flasehen ~mgesetzten Kulturen aus. Wir sehen zuerst in der 
Mehrzahl rundliche Wanderzellen, die sog. Histioeyten. Sie befinden 
sich dieht gedrgn~ am Rand der Kultur und wandern dann r~s(-h peri- 
pherwiirts, oft sehr weit. in das pla.smatisehe Medium hinein. Seho~ naeh 
3 Tagen Ziiehtungszeit liegen sie nicht mehr in dieht gelagerten C, ruppen, 
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sondern nur noeh einzeln, wenn aueh nahe beieinander. 3--4 Tage nach 
dem Ansetzen zeigen die Histioeyten Anzeiehen yon Degeneration. Sie 
beladen sieh mit stark leuehtenden Fett, tropfen, nehlnen an Umfang zu 
und zeigen eine ver/~nderte Liehtbreehung. Allm~thlieh sterben sie ab. 
Da der Naehsehub aus dem Mutterstiiek immer geringer wird, versehwin- 
den sie sehlieBlieh aus der Kultur. Inzwisehen sind abet sehon spindel- 
fSrmige ZeUen in der Waehstmnszone ersehienen. Sie sind grSber, massiver 
und gedrungener und ihr Protoplasma ist diehter und weniger lieht- 
breehend als bei gutartigen llattenfibroblasten. Diese Zellen sind (tie 
spezifisehen Sarkomzellen. Sie nehmen an ZaM sehnell zu, waehsen im 
Gewebsverband und treten in der Waehstumszone infolge des Zugrunde- 
gehens der Histioeyten immer dentlieher hervor. Naeh etwa 10 Tagen 
Ztiehtungszeit besteht die Waehst.umszone schlieftlich fast nur noeh aus 
den spindelf6rmigen Sarkomzellen. Zu dieser Zeit liegen noeh in geringer 
Zahl Wanderzelien am Rande der Waehstmnszone im Plasmamedium. 
Eini_~e weni~e 16sen sich immer noeh aus dem Mutterstiiek heraus und 
verst.reuen sieh fiber (lie Kultur. Das Mutterst.fick, besonders da.s der 
in Carrd-Flasehen geziiehteten Kulturen flaeht sieh in den ersten Tagen 
immer mehr ab; es wird immer dfinner und durchsiehtiger, so dab sich 
der Umfang der Sarkomkulturen zun~ehst schnell vergT61~ert. Es handelt 
sieh bier also nieht nvr mn ein aktives Waehstmu dureh Zellteilung, 
sondern aueh um ein Auswandern der Zellen in die Peripherie. Die 
Kulturen selbst, sind gew6hnlieh fast kreisrund und gleiehmi~l]ig dieht. 
Naeh 9--I0tggiger Ziiehtung waehsen sie in den Carrel-Flasehen nur 
noeh sehr langsam welter und vergr6gern ihren Umfang nut wenig. 

Die auf Deekgl~sern geziiehteten Kulturen zeigen ungefi~hr die glei- 
ehen Verh~ltnisse. Allerdings waehsen sie nicht nt~eh allen Seiten gleieh- 
m~gig sehnell und dieht. 

Bei allen Ziiehgungsarten werden in der Waehstumszone nut g~.nz 
vereinzelt und nut in wenigen Kulturen Spindelzelle~ beobaehtet, welehe 
die yon uns oben besehriebenen Untersehiede gegenfiber den Sarkom- 
zellen zeigen und damit als Fibroblasten des Stromas angesehen werden 
mii.~sen. 

2. Histologische Be/zoule an den Sarko, rnkulluren. 

Unsere Beobachtungen erstrecken sich auf die Morphologie und das 
Verhalten der Zetlen des ausgepflanzten Je'~,~e~,-Sarkoms besonders im 
Mntterstiiek, dessen Aufbau nur im histologischen Schnittpr/ipar~t unter- 
sucht werden kann, auf die Entstehung und Entwickhmg argyrophiler 
und kollagener Fasern in den Sarkomkulturen, sowie auf die Veri~nde- 
rungen des plasmatisehen 3[ediums miter dem Einflug der Zellkolonie. 
Diese drei Beobachtungsg;rui)pen sollen einzeln fiir sieh besehrieben 
werden. 

27* 
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Im Mutterstfiek der Sarkomkultur befinden sich regelmSBig schon 
n a ,  e]:l k l l r z e r  ~ " " . , Zuehtungszett weniger Zellen als im Ausgangstumor (Abb. 5. 

=kbb. 5.  J c T t s l ' n . - S a r k o m ,  Zcnker ,  Azure .  Vergr6ae[ 'un, ' .z" l l ) O m a l .  

X b b .  6.  8 c h n i t t  d u t c h  e i n e  3 t S g i g e  Jemeen-Sarkontk~fltur.  Z,mi,'er, A z m l .  
Vr l'g't'(i ~o I'll II~ 1 (10real .  

Abb. 6). \Vir schen dort vielc rcg-ressive ~rschelnuno~en: sich schleeht 
f'krbende Zellen, pyknotische Kerne, vide Zelltriimmer mid amorphe 
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$ubstanzen. Diese Beobachtnng wh'd wohl verstgndlieh, wenn m~m 
bedenkt, dab die Tumorzellen in vitro sehr anfgllig sind mid ]eieht ab- 
sterben (el. Fischer). Da das Mutt.erstiick ihnen im Vergleieh zur Wachs- 
tumszone schlechtere Ernghmmgsbedi_ngungen bietee, sehen wir gerade 
dol~: relat:iv wenig Zellen. Die Zeltarmut, wird seheinbar noah dadureh 
erh6ht, dal3 sich das Muteerst./iek abflaeht und verbreitert, so dab der 
Abstand zwischen den Zellen gr68er geworden ist~. Es ist~ bcmerkens- 
wert, daft hgufig gerade im Mutterstiiek sehr jnnger Kult, uren viele 
Zellen absterben und sigh nur relativ wenige Zellen histologisch gut 
darstellen la.ssen. R. Rdsale, untersuehte die Transplantation von Tumoren 
auf das Tier histologisch yon den erst, en Anfangsstadien an. Er stellte 
lest., (lag kurz naeh dam Verimpfen ein Massensterben der Gesehwulst.- 
zellen einselz~. Nur wenige Zellen b]eiben lebensfghig, und aus ihnen 
entsteht der neue Tumor. Wir gla.uben, dab es sieh bei unseren Befunden 
in vitro um die gleiehe Erseheimmg ha.ndelt. Aueh das Auspfhmzen in 
die ('lewebekultur fiberstehen nur wenige, vermutlich aber sehr b6s- 
artige Zellen. 

In allen Kulturen des Je~.sen-Sarkoms, jiingeren wie 5,1reran. herr- 
sehen aueh im Mutterst.iiek die spindelf6rmigen, etwas plumpen Sarkom- 
zellen mit. nieht se[t.en rundliehem Kern vet (Abb. 14). Sic stimmen 
morphologiseh mit den Gesehwulstzellen des Ausgangst.umors iiberein. 
In jfingeren - -  3--6titgigen Kulturen - -  zeigen sieh besonders in der 
Waehst.mnszone, kleine rundliehe Zellen mit rundem, aber aueh oft, viel- 
gestaltigem Kern. Sie entspreehen morphologiseh den in der Waehs- 
tumszone der lebenden Sarkomkulturen beoba.ehteten Hist.ioeyten. Ihre 
Zahl bleibt, relativ gering. Die Sarkom- und Wanderzellen zeigen aueh 
in der Kultur einen gewissen Polymorphismus. Oft, liittt, es sieh deshalb 
nieht feststellen, welcher Gruppe manehe Zellen angeh6ren. 8ie diirften 
{.?bergangsformen darstellen. Ze[len. die infolge ihres Aussehens als 
Stromazellen angesehen warden k6nnen, sind in allen Kulturen ebmlso 
spii, rlieh wie im Ausgangstumor. Nur hin und wieder finde~ sieh - -  und 
dann gew6hnlieh im )Iutterstiiek -soleh eine sehlanke Zelle ,nit sehmalem, 
langgestreekt, em Kern. Die Zellen des Stiitzgertists haben sieh also 
weder im Mutterstiiek der Sarkomkultur noeh in ihrer Wachslmmszone 
vermehrt.. 

Der Zusamnmnhang der Zellen ist. im /tugeren Tell der Wachstums- 
zone sehr locker. Gew6hnlieh wa.ehsen dort alia Zellen in langen I~eihen 
strahlenf6rmig in die Peripherie und lassen viel gaum zwisehen sieh. 
Nach innen zu liegen die Zellen viel diehter beieimmder. Die innere W~ehs- 
tumszone kann man yon dem Mutterstiiek zwar lebend, a, ber nieht im 
histologisehen Sehnittprgparat abgrenzen. Nut der gugere Tell der 
Waehst.umszone lgl]t sieh wegen seines sehr loekeren und radi/tren 
Wachstums yon allen anderen Bezirken gut t.rennen. Den immren Tefl 
der Waehstumszone reehnet, man dagegen im gefgrbten Prii~parat. wohl 
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gew6hnlieh dem Mutterstiie, k zu. Zwischen ihnen wird die Untersehei- 
dung deshalb sehwierig, well die Zelien in beiden ungefShr gleieh dieht, 
und in /i, hnlieher ge~enseitio_er Anorchmng liegen. Diese J:eststellung 
ist wiehtig fiir die Beurteilung der Frage, ob aueh in der Waehstums- 
zone yon Sarkomkulturen Fasern entstehen k6nnen. 

Viele Sarkomzellen verfltissigen das plasmatisehe Medium nm sich 
herum (Abb. 7). Es fehlt daher in ihrer Nghe. Sir befinden sigh in einem 
ungef'grbten Her, der optiseh v611ig leer ist. Wir sehen besonders in der 

. \ b b .  7. s "Peil t ler  V(ac 'hstmlt ,~zmte e ine r  1 ttiir Jcn.gen-Sark,mkultltr, Z~m.ker, 
.~.gilll. x~'oi'~s ~ 

Waehst.umszone die Sarkomzelle,l gew6hnlMl in Liieken oder Spalten 
des Plasmas, die dort nicht pr~i.formiert waren, sondern dureh die aktive 
abbauende Tii, tigkeit der Sarkomzel]en entstanden sind. Im Mutter- 
st/irk, we die Zellen sehr diehL liegen, ist. kaum noeh plasmatisehes 
Medium w)rhanden. Die Zellen haben es von allen Seiten verdaur. 
Nirgends lgl3t, sieh na.ehweisen, da[3 sie eine Grundsubst.anz gebildet. 
h~ben. 

Das plasmatisehe Medimn ist fast. immer homogen und strukturlos, 
bisweilen abet leieht gefasert. Es Iitrbt sieh stets gleiehm/i.13ig mit Azan 
graul)litulieh, nieht selten aueh graurbtlieh, mit van  Gieson hellrot. 

Die kollagenen ]~asern einer 3tSgigen Kul~ur verlaufen nieht mehr 
einzeln wie im Ausgangstmnor, sondern bilden sehon ein Netzwerk. Sie 
sind noeh diinn, welch, leieht, gesehlii.ngelt und sehlieBen gr6Bere Gruppen 
yon Sarkomzellen ein. Das Netzwerk ist gleiehmS, gig iiber die ganze 
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Kultur  ~msgebreitet. Eine Vereini~mg der Fasern zu dicken Biindeln 
finder noch nicht statt .  Manohe Kulturen, abet noeh nieht alle, zeigen 
jetzt schon mehr Fibrillen ~ls der Ausgangstumor. Sie sind ebenfMls 
d(inn und gew6hnlieh kurz, manehmal abet verlaufen sie in vielen Win- 
dungen in der N/the der Sarkomzellen. Oft, bezeiehnen sie den Weg, 
den die schon aul3erhMb der Zellkolonie befindliehen Zellen bei ihrer Aus- 
wanderung genommen haben. In unmittelba.rer Nghe der einzelnen 
Fasern sehen wit Histioeyten und viel hgufiger noeh Sarkomzellen. Es 

Abb. S. Sehn i t t  du tch  das  Muttez~t, itck ciner 6 t ~ i m m  ,/e,n,~e?t-Sarkr)lukllltur. Ze~ker, Azan. 
Vergi .6gerung 2:t0mnl. 

linden sieh aber auch kollagene Fasern in der Umgebung der wenigen 
Zellen, die wir aus morphologisehen Grtinden als Stromazellen betraehten. 

6t/~gige Kulturen besitzen eindeutig mehr kollagene Fibrillen Ms der 
Ausg,zngstumor (Abb. 8). Die _Vaserbildung ist bei den im Wachstum 
gehemmt.en Kulturen am stgrksten. Weniger Bimtegewebsfibrillen haben 
die auf Deckgli{sern mit. der gew6hnlichen Umsetzungsteehnik geziieh- 
t eten Sarkomkultnren produziert. Innerhalb yon 6 T~gen ist in vitro 
aus den vereinzelt laufenden Fa.sern des Ausga.ngst.umors zungehst ein 
zartes und weites Netz, schlieBlieh ein enggespann~es Maschenwerk ent- 
standen, das fi~st jede im Mutterst.iiek befindliche Sarkomzelle umgibt 
und aus reeht dieken kollagenen Fasenl besteht. Diese fgrben sieh mit 
rata Gieson in typi,seher Weise. Die Wachst, umszone enthS, lt jet.zt, weniger 
]3indegewebsfibrillen als das Mutterst/ick. Diese Beobaehtung I'XI3t sieh 
yon diesem Zeitpunkt a.n bei allen gleielu~ltrigen und ~tlteren Kulturen 
maehen. Im Gegensatz zur Waehstumszone vereinigen sieh die kollagenen 
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Fasern des Mntterstiieks bisweilen schon zu dickeren Biindeln und ballen 
sich an manchen, noch regellos im Mutterstiick verteilten Stellen zu 
dichteren Struk~uren zusammem Diese stark differenzierten Gebiet.e 
sind besonders zellarm. Alle kollagenen und argyrophilen Fasern liegen 
extraoellular. Ganz kleine Fibrillen schmiegen sieh den ZeIlen eng an, 
so dab aus ihrem Verlauf (tie Zeilform besonders leieht erkamlt, werden 
kann. Abet hie tritt eine Faser mit dem Zellinnern in Beziehung. Gr6Bere 
Fibrillen haben gew6hnlieh einen geringen Abstand von den Zellen. Mehr 
als eine Zellbrei~ce liegen ehlzeln verlaufende Fasern selten w_m den 

A b b .  9. Schz l i t t  ,ht l 'ch d;.Is Ml t t t e l ' s t ib :k  e i t le r  9ti~gigell . l , 'rta*??t-~arkmllkllltltr,  Z c n k e r ,  _'kzAtn. 
~,'ei'g.l'ii~Ol'llliK 430real.  

Sarkomzellen entfernt. Sie befinden si(.h entweder in dem noch un- 
vergnderten Medium oder in dem yon den Sarkomzellon dureh Ver- 
il{issigung des Plas,m~s gebildete,L farb- und strukturlosen Hof, oft. abet 
aueh an der Grenze zwischen Zellhof und Nii.hrplasma. Gelegentlieh, 
a.ber im ganzml nur s_'elten, stellen wit argyrophile und koll~gene Fasern 
aul~erhalb der Kult.ur in weiterer Entfernung yon den n/ichsten Sarkom- 
zellen fest. Da sich manchmal in ihrer Nghe auch keine 0berreste a.b- 
gestorbener Zellen naehweisen lassen, muI3 ihre aeellul/ire Entstehung 
in Erwitgung gezogen werden (L. DoIjanaki und Fr. Router ~). 

9tggige Kulturen weisen im histologischen Pr/iparat noeh mehr kolla- 
gene Fasern auf als die eben besehriebenen 6 Tage atten (Abb..q). Die 
argyrophilen Fibrillen haben sich nicht, in dem gleiehen M.aBe vermehrt, 
wie die koll~genen. Aueh nach 9t/tgiger Ziichtung besitzen die langsam 
waehsenden, ira. Heparinplamm~ und Heparinserum geziiehteten. Zeli- 
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_kbb. l I). Sehn i t t .  d u r c h  das h a l b e  M u t t c r s t t i c k  e ine r  !)t~lgigen Jcn,~en-Sarkomklfltur, Zcnl,'cr, 
Azan.  Vergr61Jerung 210ma l .  

kolonien mehr Fasern als die ~mf Deekgls regelmi~13ig umgesetzten 
Ku]turen. Diese aber h~tben ihrerseits wieder mehr Fasern produziert 
Ms der Ausgangstmnor. 
Die im Wa(.hstum ge- 
hemmtcn b'arkomkul- 
t.uren zeigen jetzt im 
Mutterstiiek ringfSrmi- 
ge, konzentrisch an(~e- 
ordnete, breite kol- 
lagene Fasernmassen 
(Abb. 10), (tie es voll- 
stSndig ausf/illen und 
aus einem Filz d/inner 
und dicker, welliger, in 
gleicher gicht.ung ver- 
laufender Fasenl be- 
stehen (Abb. I1). Zwi- 
sehen den Bindegewebs- 
fibrillen sind mlr noch 
wenige Sarkomzellen 
Zll  sehen. Diese lichen Abb. t I .  S f q m i t t  d u t c h  d~u~ M u t t c r s t i t c k  ei~ler f)t~,dgen 

,- J ( ' ~ s t ' . t ~ - S i L r k o l l l l K l . l l t . l t l  ' , Z,'nk~r, Azan.  Verg'riil3oi'ltrlg 750real .  
einzeln, gew6hnlich 

(tureh dieke, kollagene Bimdel voneinander getrennt, '~hnlieh wie 
Knorpelzellen in der Knorpelgrundsubstanz. Sie lassen gr613tenteils 
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weder fgrberiseh noeh morphologiseh Anzeiehen yon Degeneration er- 
kennen. Auf sonstige Verinderungen der Zellen im Laufe der Fibrillen- 
bilduug sell hier nieht, eingegangen werden. Zellen, die yon besonders 
viel Fasern mngeben sind, fgrben sieh manehmal sehleeht und zeigen 
ehmn pyknot.isehen Kern. Im Vergleieh zum N[utterstiiek bleibt die 
l~'aserprodukt.ion des Teiles der Kultur,  den wit im Prgparat  deut.lieh 
als Waehst.umszone erkennen, relal~iv sehwaeh. Die Je~asern sind hier 

A b b .  t2 .  S c h n i t t  d~lrch e i n e  14tSgiKo densen-Sarkomkultur, Zcnker, A z a n .  Vel 'gr61acrung 
2411mal. 

zart, kurz und dtinn. 8ie verlaufen meistens einzeln und radial. Im  Mutter- 
stiick der normal wachsenden 9tggigen Sarkomkult.uren sind keine ring- 
f6rmigen, zellarmen Strukturen naehweisbar, sondern nur ein dicht, es, 
aus dicken koll~genen Fasern bestehendes Filzwerk. das jede Zelle mn- 
gibt. und dessert einzelne -&ste oft bis zu Zellbreite diek werden k6nnen. 

Bei 12---15titgigen Kulturen hat, die Faserbildung hh~sichtlich ihrer 
3Ienge sowie ihrer st.rukturelten und qualit~tiven ~:nt.wiekluw, wohl 
den H6hepunkt  erreieht (Abb. 12). Die stSrkste Faserbihtung ist wie 
gew6hnlieh im Mut.terst.iiek festzustellen. Viele kollagene Fasern haben 
sieh hier zu dicken und starren kollagenen Bgndern versehmolzen. Ihr  
homogenes Aussehen, ihre starke Fgrbbarkeit  und ilire sta, rre Arehitek- 
tonik lassen sie schon fast skleroiSseh erseheinen. Andere Faserbfindel 
sind a.ber a.us dieht gepaekten Einzelfasern aufgebaut, die em;weder 
parallel eng nebeneimmder liegen oder sich gegenseitig verfleehten. 
Immer  ist bei den kollagenen Fasern des Mutterst/ieks die Neigung 
vorhanden, sieh in konzentrisehen Kreisen anzulegen. Jedoeh werden 
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solche rin~6rmigen Strukt.uren seiten in vollkommener Weise gebildet. 
Denn h/~ufig ziehen dieke Faserbiindel kreuz und quer durch d~s Mutter- 
stfick und iiberlagern die kreisrund angeordneten Fibrillen. Die Sarkom- 
zellen des 5Iutterstiicks liegen in schmalen Lficken, die (lie Bindegewebs- 
fibrillen freioelassen haben. We sieh besonders viele Fasern befinden. 
sind stets wenig Sarkomzellen zu sehen. Da sie sieh oft nicht mehr ein- 
wandfrei f~rben ]assen, sondern pyknotisehe Kerne zeigen, diirfen wit 
annehmen, dai~ sic ~fllm~h[ich ~bstcrben. Niedergesehk~gene Kalksalze 
sind nirgends im Muttersttiek bemerkt worden. ~berreste yon plas- 
matischem 5Iedium sind dort. nur sehr selten zu sehen, wiihrend sic yon 
a.nderen (W.v.  MSllendor[/, A. Pa, r~vicini) oft im Mntterstiiek yon 
Bindegewebskulturen beobaehtet wurden. 

In der Wachstumszone isg die Fasermenge weiterhin viel geringer 
als im )'Iutterst.iiek. GewOhnlieh h6rt die iiberans sta.rke Faserbildung 
de~ Mutterstfiekes sehlagartig an der Grenze zur Waehstumszone auf 
(Abb. 14). Nut  ~m einigen wenigen Stellen gehen die Bindegewebs- 
fibri|len ~dhn~hlieh in die Waehstumszone iiber, tJAer liegen sie einzeln. 
bilden aueh bei 12tbigigen Kulturen selten eha Netzwerk, und dann auch 
mtr fiber ein kleines Gebiet. Sie sind kiirzer und dtinner als ,tie Fa-sern 
des Mutterstiicks und f~trbea sieh einwandfrei mit Azan, n~ch v~, Gi,~so-u 
und naeh Bielschow.sky. 

In der Waehstumszone werden aber noeh a.ndere faserige Bildungen 
beobaehtet, die iufolge der engen Beziehungen der Waehtumszone zum 
plasmatisehen Medium sieh alhniihlieh entwiekeln und in/ilteren Kult.uren 
deutlieh zu sehen sind. Sie sollen im n/iehsten Absehnitt besi.)roehen 
werden. 

Eine 33tS, gige Sarkomkultur zeigt uns keine wesentliehen neuen 
Befunde (Abb. 13). 

Einige Kulturen aus dem gleiehen Tumor wurden 56 Tage lang 
geztichtet. Bei der histologisehen Bearbeitung erwiesen sie sieh als 
abgestorben. Doeh hat sieh das ]~asergertist an manehen Stellen noeh gut 
erhalten, und es ist, deut.lieh zu erkennen, wie zwisehen den yon kolh~genen 
Fasern gebildeten lAieken (lie Zellen gelegen haben. Wit kSnnen noeh 
feststellen, da~3 jede Zelle yon einem enggesponnenen fibrill~iren Netz- 
werk umgeben war. An anderen Stellen befim]en sich die kollagenen 
Fasern im Stadium des Zerfalls. 

Zusammenfassend lhi3t sieh sagen, daft in den Mutterstiieken aller 
l~mgsam wachsenden Sarkonlkulturen in /~uBerst starkem Mage Binde- 
gewebsfasern gebildet werden. Ihre Waehstumszonen besitzen gew6hn- 
lieh viel weniger Fibrillen. Oft sind bier zahlreiehe Gebiete faserarm. 
aueh wenn sie reich an Zellen sind, hitufig ~ind aber a.ueh dort Binde- 
gewebsfibrillen in reiehlieher Menge entstanden. Genau so unregelmgl]ig 
wie in der Waehst.umszone ist (tie Faserbitdung der a,lf Deekgl~sern in 
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Passagen gez/_ichteten Kulturen.  Stets a~er bleibt, sie geringer als die 
Fibril lenproduktion der im Waehs tum gebremsten Sa.rkomkult.uren. 

Die yon uns benutzten drei Differenzierungsmerhoden haben  sieh in 
unseren Versuchen hinsichtlich Faserbikhmg als nichf, gteichwertig er- 
wiesen. Nii, mlich die nach Maxi,~ou,, gez/ichteten Kulturen differenziert.eu 
sieh in geringerem MaBe als die nach FLscher-Pa,'ker oder n~,ch Za/crzew~l,'i 
behandelten;  wS, hrend die beidvn let,zten Methoden ungef{ihr das gleiehe 
leisteten. 

Abb.  13, S c h n i t t  d in 'oh  dab 3t.utt(,r'~t(ick ~:int'v 3: l t f ig igen dcmsc~t-Savk,)rlzkltlttH,. Zr)lh'cr, 
13ieL~'cho,'.*l~'!l. Vers.,,riSgvrung ~.I{llllll I. 

Berichtet wurde schon d~won, dal3 die Sarkomzellen h/~ufig iilren 
Xithrhoden. das Plasmaextraktgemisch angreifen und u,n si(,h herum 
verfliis.-:igen. Besonders die Zellen der Wachstlm~szone liegen wie die 
O.-_teoklasten des Knoehens in den w n  ihnen im Plasmaextraktgemiseh 
:;ebihloten H6hlen. 1)a die Sarkomzellen besonders im ~iml3eren Teil der 
Waehstmnszone sehr locker waehsen, bleib~ vie] ptasmatisehes 3ledium 
zwischen ihnen best.ehen. Aber aueh welter naeh innen zu lassea sieh 
an ma.nchen Stellen noeh L'berreste des Pla.alm~s erkennen. Sie zeigen 
,lie Form vt,n langen: schmalen Streifen und .B~tn~lern, (.lie zur Peripherie 
hin immer weiter werden. Demt (tie Sarkomzellen waehsen in langen 
R~eihen strahlenf6rmig n~ch auf~en und entfernen sich mit  ihren Litngs- 
seiten immer mehr voneinander. Diese Plasmab'gnder sind nieht, selten 
sehmitler als die Zellen selbst. Bei oberflgehlieher .Betracht.ung k6nnen 
sie in solehen Fitllen fiir eine yon den Zellen produzierte ( I rundsubstanz 
angesehen werden. Doch eine genauere I~etraehtun~ zeigt deutlich ihre 
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nicht unterbrochene, fort laufende Verbindung mit. dem peripher liegenden 
pla.smatischen Medium. Diese Plasmastreifen und alles N/~hrbodenplasma 
in der NS&e der Zellen 
~iberhaupt, ist. in den 
ersten Tagen nach dent 
Ansegzen der Kultur 
vollkommen homogen 
und strukturlos. Unge- 
f~hr naeh dem 6. Tag 
zeigt sieh in ihm eine 
leiehte, sp~er  immer 

st~Lrker werdende 
Durehfaserung. Im An- 
fang sehen wh" nut eine 
ganz zarte faserige 
Zeichnung (Abb. lt). 
Im Laufe der ns 
Tage wird sie immer 
sehgrfer und deut.licher. 
Alhni~hlich heben sieh 
selbst.Xndige Fibrillen xbb. 14. Sehx~itt d~treh e ine  ,t~ti~gige , l , "n .w'~-Sark , )mkl t l t t t r ,  

�9 Z e ~ t . k e r ,  , \ z a n .  VergI'&o, e l ' t l l~  51;I)iI1al. 
aus dem durehfaserten 
Plasma hervor und 
modellieren sieh immer 
seh/~rfer aus ihm heraus 
(Abb. 15). Sie f~rben 
sieh alhn~hlieh in t.ypi- 
sober Weise mit. Azau. 
sehen dabei abet noeh 
etwas glasig un(1 durch- 
sichtig ~u,s .  Spi~ter 
kann man daun nichb 
mehr sagen, ob es sieh 
bei ihnen sehon um kol- 
lagene Fasern oder noch 
um gefasertes Plasma 
handelt (Abb. 16). Diese 
Vorg/mge spielen sieh 
am deutliehsten und 
am sehnellsten in un- 

At)b. 15. S c b u i t t  t|lll'(!h , l ie Wach.~t tmlSZnne e i n e r  I t t i kg igen  
mitt.elbarer Niihe der .Te .~scu -Sa rkomku l tu r .  Z c ~ k e r , _ , k z a m  Ver,,,-r/;i~erun~ 560raM.  

Sarkomzellen ab, also 
besonders in den langen Plasmab/~mtern zwisehen den Sarkomzellen der 
Wachstumszone. In egwas weiterer Eni.fernung der Sarkomzellen treten 



424 M~ryan l.~ozynek: 

diese Ver~inderungen in geringem Malle a.uf, und aul~erhalb des Bereiches 
der Kultur fehlen sie g/inzlieh. Sic sind nieht, in allen Kulturen in 
gleiehmgl~iger St~rke vorhanden. Diese a.us dem Plasma entstehenden 
Fasern verlaufen meistens in leiehten Windungen stet.s parallel zur 
Zell/i.nge und befinden sich gewShnlich an den Rtindern der yon den 
Sarkomzellen gebildeten PlasmahShlen. Sie sind diinn, liegen fast immer 
einzeln und bilden nut dort ein Netzwerk aus, wo sie sich in gr613erer 
Zahl linden, also dorL wo die Zellen der Waehstumszone dichter gelagert 
sind als an anderen Stellen. Die Plasmafasern lassen sic.h histologisch 

-X_bb. If;. S c h n i L t  t h l t ' ch  d i e  \ V a c h s t l u n s z l m e  tqnt, l '  9t.iigi~ren Jen,*en-~arkomkultur,  Zcnl,'cr, 
~.Z;LII. Vt:l'l.~l'iiilt'Flll:t~ ,~;IJIll;/[. 

yon zweifellos echten Kollagenfasern dadurch unterscheiden, d~d3 sic 
ohne seha.rfe Begrenzung mehr oder minder ausgesprochen ins Plasm~ 
iibergehen. Dieses sehr schma.le L'~bergangsgebieg fgrbt, sich ~meh mit, 
Azan weder wie das Plasmaextraktgemisch noeh wie die Plasmafaser. 
Seiue l"arbe stellt eine (~bergang~nuanee dar. 

Alle diese Befunde hinsicht.lieh Faserbildung stehen im Widersprueh 
zu den Feststellungen Zakrzewskis :~'~, der na.chgewiesen zu h~ben glaubt.e, 
(lab ,.das wesentliehe Merkmal einer Gesehwulst.zelle in ihrem Mangel 
an Differenzierungstendenz unter der Einwirkung yon physiologisehen 
Differenzierungsfaktoren liegt". Es bleibt unverst~ndlich, warum tmsere 
Untersuehungen zum entgegengesetzten gesultat  fiihrten, obwohl wit 
dafiir das gleiohe MateriM und die gleiehen physiologisehen Differen- 
zierungsfaktoren benutzten. Allerdings ist aus Zakrzewskis Axbeir nichg 
zu entnehmen, ob er seine Beflmde mit. den gleichen histologisehen 
Methoden erhoben hat, (1~ er wohl im Gegensat.z zu uns vornehmlieh 
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die biologische Seite der I)ifferenzierung und nieht ihre morphologische 
untersucht hat. 

Deutung der Befunde. 

Welche Zellen bilden tu~uptsdchlich die Fase,rn ? 

D~ unsere Sarkomkulturen aueh gutartige, vom Strom~ des Aus- 
gangstumors abstammende Zellen enthielten, soll zungehst untersucht 
werden, welchen Anteil sie ~m der Fibrillenbildung genommen tmben 
kSnnen. Zweifellos hubell sie in vitro ebenf~lls ]?asern gebildet. Und 
es ist fiir unsere Frage nach der Differenzierungsfghigkeit der Sarkam- 
Zellen ~iehtig zu en~.scheiden, ob die in der Kultur beoba.ehteten Binde- 
gewebsfasern ~usschliefllich oder aueh nut vorwiegend durch ihre Tgtig- 
keit entstanden sind. 

Unsere Beobaehtungcn und l~berlegungert spreehen daffir, d~[3 die 
.Fibrillenproduktion ganz vorwiegend yon den Sarkomzelleu ausgegangen 
ist. Wir gehen yon zwei fiir diese Fragestellung guBerst wichtigen histo- 
logisehen Befunden aus. Zuerst einmal ist. dim Zahl der gutart.igen Zellen 
im -knsg~ngstumor versehwindend gering. Aueh unsere Sarkomkulturen 
enth~lt.en mithin yon vornherein fast nur b6sartige Zellen. Abet' a.ueh 
weiterhin vermehren sieh die Stromazellen in der 8arkomkultur nieht, 
wie wit histologiseh feststellen konnten. Also i~berwiegen aueh im L,mfe 
der Ztichtungszeit. vollstSndig (tie Sa.rkomzellen. 

Dabei setzen wir freilieh vor~ms, d~[3 die Zellen, die in vit.ro und in 
vivo morphologiseh einander gleiehen, atmh t~,tsgehlieh in ihrem Wesen 
iibereinstinnnen. Es k6nnte jedoch der Einwand erhoben wercten, d~f~ 
(tie gutartigen Spindelzellen sieh stark in der Sarkomkultur vermehrt, 
abet dabei ihr Aussehen so vergn(lert haben, d~[3 sie nieht mehr als solehe 
erkannt werden k6nnen. Dann wiirden sie zu Unreeht zn den malignen 
Zellen gerechnet werden. Beide l~berlegungen sind abet sehr unwahr- 
seheinlieh. Denn gerade die gutartigen Zellen bewa.hren ihr morpho- 
logisehes Aussehen mi* grol3er Konstanz, wghrend die Form der Tumor- 
zellen mehr oder weniger gro[~en Sehwankungen unterworfen ist.. Es 
ist unseres Wissens nicht besehrieben worden, dalt (_tie gutartigen Fibro- 
bla.sten fllre Gestalt 'a.ndern, weder bei norm~ler Ziiehtung noeh bei Ver- 
suehen, die in vitro das Ehlctringen yon Tumorzellen in normales Gewebe 
beobaeht.eten. Aueh wir besehrieben zwar 0bergangsformen zwisehen 
S,~rkomzellen und Histioeyten. ~ber keine zwischen norm~len Fibro- 
blr und Sarkomspindelzcllen bzw. Wanderzellen. 

Abet die morphologisehe Untersuehungsmethode bringt uns allein 
nieht welter. Die Riehtigkeir unserer ~xnf diese Weise erhobenen Befunde 
kann bestgtigt werden dutch biologisehe Naehpriifungen. Zur Ent- 
seheidung der Frage, ob imsere Sttrkomkulturen in nennenswerter Z~hl 
Sarkomzellen enthielten, wurden einige Kulturen a.tffs Tier verimpft. 
S, ie waren fiber 14 Tage naeh der Methode yon Fischer und Parf,'er 
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gezfichtet worden, hatten a.lso wohl. wie a lle an(leren lgt/tgigen Kutturen, 
Fasern in reichlicher Menge gebildet. Ungefithr naeh ]0Tagen  zeigte 
sieh an der [mpfsteIle ein kleiner Tumor, der anfangs langsam, spgter 
abet sehr rasch gr6ger wurde. Als er naeh weiteren 12 Tagen etwa 
pflaumen~oft  war, wurde er operativ dem Tier ent.nommen und histo- 
logisch untersueht. Es handelte sieh um ein typisehes Jewse~>Sarkom. 
Sein Fasergehalt. war nieht deutlieh gr6fter als der sonst in Tierp~tssagen 
gezfieht.eten .lenaen-Sarkome. Die Zellen dieser Gesehwulst. erwiesen sieh 
als mit  der iiberwiegenden Mehrzahl der Zetlen in den 8arkomkulturen 
morphologiseh v611ig identiseh, l)iese erfol~eiehe Verimpfung aufs Tier 
beweist nun, daI] sieh in der Kultur  Sarkomzellen befnnden haben, 
und zwar in der Zahl, die fi.ir das Ge]ingen der impfung notwendig ist.. 

gs  ist, v o n d e r  Virulenz der Gesehwulstzellen ;rbhgngdg, wieviel Zellen 
daffir n6tig sind. Nach einer neueren Arbeit yon A. Sy'meonidis, (tie sieh 
mit diesem Problem besehgftigte, steht ,,die Zellanzahl, die fiir die erfolg- 
reiehe Verimpfung tines Transphmtationstmnors n6tig ist, im direkten 
Verhgltnis zum Durehsehnit.tsvirulenzo'ad dieser Oesehwulstzellen". Aus 
dieser Arbeit und der darin herangezogenen Literatur 1/tBt sieh ersehen, 
dal] die Zahl yon 50 000 Zellen ungefghr das )[inimmn darst,ellt., mit. der 
es unter giinstigen Umstgnden mitunter gelingt, ein Ehrlich-Sarkom 
aufs Tier zu fibertragen. Es sei angenommen, (lal] ebenso viele Zellen 
zur erfolgreiehe.n Verimpfung tines ./en.se'n-Sarkoms yon normaler Viru- 
lenz not.wendig sind. Eine Gewebeknltur enthii.lt aber etwa 60000 Zet- 
len (.4. ~'i,~cher). Es ist nieht ausgesehlossen, dal] unsere Sarkomkul- 
turen weniger enthielten, da (las Muttersttiek zellarm war m~d tin an- 
sehnlieher Tell der Waehstumszone beim Aussehneiden im Ziichtungs- 
medium zurfiekbleiben mul]te. ])iese Ziffern lassen die Annahme zu, 
dal3 mindestens a/a slier Zellen in der 8arkomkultur Sarkomzellen wa.ren. 
Andererseits besagt aber diese ~Fest.stel[ung nieht, dal] das restliehe 
Seehsgel aus gut.artigen Zellen bestand. So grol~ war (lie Zahl der Zellen 
im histologisehen Pr:aparat nieht, die morphotogiseh einwandfrei ihre 
Herkunft  yon den gutartigen ].qbroblasten erkennen liegen. 

1)as Impfergebnis hat also (kmfit die morphologisehe Feststelhmg 
bestiitigt, dab die ~[ehrzahl unserer Zellen Sarkomzellen waren. 

AuBer den oben erw:ahnten histolegisehm~ Befunden und der gehmgenen 
Verimpfung spreehen noeh manche l~rberlegungen dafiir, dal' (lie Jlinde- 
gewebsfasern dureh die q_'~itigkeit, der barkomzellen entstanden sind. 

Wit k6nnen im histologisehen Pr~iparat erkennen, dag sieh (tie ~'asern 
stets fiber das ganze ,-~'[utterstiick in hSmfig gleiehm:~tl]iger I)iehte aus- 
breiten (Abb. 17). l)ieser Befund sprieht wohl dafiir, dal3 alle im Mutter- 
stiiek verstreuten Zellen an der ]~'ibrillenbildung bet.eiligt waren, mithin 
aueh die Sarkomzellen. Wih'en die Fasern ein Produkt der S~romazellen, 
so dfirften sie nur selten unit so unregelmalao verteilt anzutreffen sein 
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wie diese Elemente. Weiterhin k6nnen Mr beobaehten, dab in der 
n~theren Umgebung der wenigen normMen Fibroblasten - -  wie schon 
oben besehrieben - -  aueh nieht mehr kollagene Fasern vorhanden sind, 
als an anderen St.ellen des 5[utterstiicks. Daraus sehlieBen wir, dab (tie 
Spindelzellen der b6sart.igen Geschwulst ill ihrer Differenzierungs- 
fgthigkeit den Fibroblasten nieht naehstehen. 

Wit beobaehten ferner in vitro die Entwiekhmg komplizier~r Faser- 
systeme, ganz ghnlieh denen, wie sie bei gutar'dgen Biadegewebskutturea 
zu sehen sind. Wollte man annehmen, dab nur die Stromazeilen de, 
Sarkomkultur die l?asern gebildet h~itten, no wgre es sehwer verst~mdlieh, 
dal$ diese geringe Zahl yon Zellen ungefghr das gleiehe leisten kant .  
was in der Bindege- 
webskultur nut die 
Gesamtheit der Zellen 
zustande bringt. 

Wit haben weiter- 
hin bescllrieben, (lab 
in manehen Kulturen 
sehon 3 Tage naeh 
dem Ansetzen oft mehr 
])'asern g e f l l n d e l T t  wer: ,~l)t). 17. S c h n i t t  dur( :h  (hts M u t t e . ~ t i h ' k  e i n e r  3:;tdgilz,.n 

den als im Allsgangs- .?eT~seJ;-Sarkomknltur. Zenker, lgi'lxcbo, "ek?! 
V f:rgr() ~c i'lllliz l (Hlllta, l. 

tumor, d~B abet immer 
slsal:t der vereinzelt laufenden Bindegewebsfibrillen ein Fasernetzwerk 
ent~standen Lst. Aueh diese Feststellung sprieht daffir, dal3 in der Sa,'- 
komkultur ~ehon yon Anfang an Zellen vorhanden sind, die in bedeu- 
tender Zahl an den Differenzierungsvorggngen teilnehmen, l.,rnsere 
PrSp~ra~:e zeigen abet, dal3 die gutartigen Zellen sieh iiberhaupt night 
so sehr vermehren, dab sie in stitrkerem MaBe an der Fasergenese mit- 
wirken kOnnen. Aueh aus diesem Orunde miissezx wit annehmen, clal.l 
sieh daran hauptshehlieh die Sarkomzellen beteiligeu. Alle diese Be- 
obaeht, ungen maehen es sicher, zumindestens aber sehr wahrseheinlich, 
dab (lie Bildung und weitere Entwicldung der Fasern ganz iiherwiegend 
yon den Sarkomzellen ausgegangen ist. 

Wie e~tstehen, die Fase,Tb ? 

Ahn]iche Ver/tnderungen des plasmatisehen Mediums, wie wit sic in 
unmittelbarer NShe der Sarkomzellen sehen (s. S. 123 ff.), haben L. Dol- 

janski  und Ft .  Roul,t  ~' sowie A. IV. Rumjarttzew und IV. S~,ntzowa bei 
ihren Untersuchungen an gutartigen Bindegewebskulturen besehrieben. 
Sie zogen aus ihren Beobaehtungen den Sehlu(~, dab die ]~indegewebs- 
fasern im plasmafischen Medium mit Hilfe yon Stoffen entstehen, (tie 
yon den Zelten sezerniert werden, ins Plasma diffundieren und seine 
])urchfaserung begfinstigen. Da die Konzentration diesev St, offe in der 

V i r e h o w s  A r c h l y .  Bd .  302. 28  
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niiehsten Umgebung der Zellen am gr6f3ten ist, geht die Faserbildung 
dort aueh am sehnellsten und deutliehsten vor sieh. Diese Ansehauung 
fiber die Entstehung der kollagenen und argyrophilen Fasern l~igt sieh 
aueh auf unsere S~rkomkulturen iibertragen. Denn sic weisen die gleiehen 
Befunde auf. Unsere Prii.parate zeigen, dag dieser eben besehriebene 
Vorgang der Fibrillenbildung sieh besonders in der Wachstumszone 
abspielt, ungefShr am 6. Tage beginnt und naeh weit.eren 6 Tagen noeh 
nicht abgesehlossen ist. Er verlhuft jedoeh nicht in allen Kulturen in 
gleiehmSffiger SgSrke, bisweilen fehlen diese Ver~inderungen des N~ihr- 
mediums fast vollkommen. Die Fibrillen entstehen bei unseren Versuehen 
aber h~ufig aueh im vSllig unver~nderten Plasma und ebenso dort, wo, 
wie im Mutterstiiek, sieh kein pla~matisehes Medium mehr befindet. Dort 
ist es yon den Zellen oft vStlig abgebaut worden, so dab der Raum 
zwisehen ihnen leer erseheint. Die hier vorhandenen Fasern seheinen 
ganz pl6tzlieh zt, entstehen, und sowohl bei jiingeren wie bei 5lteren Kul- 
turen ohne irgendwelehe Beteiligung des N~ihrmedimns. Solehe Fasern 
fanden wir besonders im Mutterstiick, und zwar sehon yon den ersten 
Tagen der Ztiehtung an. Diese Beobaehtungen scheinen fiir die An- 
siehten yon A. Mrzximow und G. Momiglia, no-Levi zu spreehen. Sit kamen 
auf Grund ihrer Befunde zu der Vorstellung, dall ein yon den Zellen 
sezerniert.es Sol p]St.zlieh in den Celzustand iibergeht und auf solehe 
Weise 7Fibrillen bildet. 

An Hand mlserer Pr~parate glauben wit also, dab die Fasern in vitro 
auf zwei ~,ersehiedene Weisen gebildet werden. Es bleibt abet  unent- 
sehieden, ob es sieh d~bei tatsSehlieh um qualitative oder quant i ta t ive 
Untersehiede handelt. Denn es witre denkbar, da[t die Faserbildung sieh 
im Mutters t fek und in der Waehstumszone auf grundsittzlich gleiehem 
Wege, abet  nur mit versehiedeuer (.lesehwindigkeit abspielt. So kSnnte 
sie in der Waehstumszone so langsam verlaufen, dab man hier alle Sta- 
dien der Fasergenese genau verfolgen kann, also aueh die Etappen,  die 
bei der iiberstiirzten Fibrillenbildung im Mutterst0ek der Beobaehtung 
entgehen. 

Ohne auf das Problem der extra- oder intraeellulhren 7Faserentstehung 
nSher einzugehen, m6ehten wir zusammenfassend betonen, dab wir 
argyrophile und kollagene Fasern stets nut augerhalb der Zellen gesehen 
haben und dab sie nie in Beziehung zum Zellinnern traten. Damit  be- 
st~.tigen Mr die Befunde der Mehrzahl der Gewebezii.ehter, die fast. 
stets ftir die extraeelhditre Faserbildung eingetreten sind. Ausnahmen 
bilden z. B. D. Odiet~e mM M. t?. Lewis, deren Untersuehungen sind aber 
nieht unwidersproehen geblieben (G. Levi). 

Wodurch .wird die verstigrkte, Fa.serbildung in vitro ausgelgst ? 

Nachdem auseinandergesetzt wurde, welche Zellen der Sarkomkultur 
hauptsSchlich (fie J0'asern gebildet haben und auf was ffir eine .4_rt und 
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Weise die Fibrillen in vitro entstanden sind, soil nun untersucht werden, 
durch welehe Umsti~nde bei einem in r ive  sehr faserarmen Tumor in 
der Gewebekultur eine reichliche Fibrillenproduktion ausgel6st wurde. 

Das kfinstlich unterhMtene Leben in vitro begfinstigt auf zweierlei 
Weise die Differenzierung yon Zellen. Die Gewebekultur befreit das 
Gewebe yon den Einflfissen des K6rpers, sie schafft also dadurch die 
Voraussetzung, dal3 latent vorhandene, aber im Organismus nicht zur 
Auswirkung gelangende EigenschMten manifest werden. Ferner liegt 
es in der Hand des Experimentators,  die LebensbedinTangen des Gewebes 
so zu gestalten, wie es ftir seine Fragestellung notwendig ist. 

In  un~ren  Versuchen wurde, um die Faserentstehung zu begiinstigen, 
das Kulturwachstum kiinstlieh gebremst. Und die Befunde sprechen 
dafiir, dab die Verl~ngsamung der Proliferation die Differenzierung der 
Sarkomzellen begitnstigt hat. Denn wir k6nnen feststellen, dab s~mt- 
]iehe im Waehstum gehemmten Kulturen im verst~h'ktem MaBe Fasern 
gebildet haben, und dM3 gerade die meisten Fasern in den am lang- 
~amsteo wachsenden Kulturen entstanden sind. In diesen Kulturen 
entMekelten sieh die kollagenen Fibrillen auch am sehnellsten und 
eindruckvollsten zu komplizierteren Strukturen. Die Differenzierung des 
Sarkomgewebes war also bei unseren Versuehen yon der Waehstums- 
gesehwindigkeit abhgngig. Daft in den auf Deckgl:~sern gez/iehtete, n 
Kontrollkulturen ebenfMls in mSgigem Grade Differenzierungsersehei- 
mmgen aufgetreten sind, erkl~iren wit' dureh (lie geringe Proliferations- 
intensitiit des Sarkomgewebes in vitro gegeniiber der Waehst, ums- 
energie in vivo. 

Es fragt sieh abet, ob aueh die Losl6sung des b6sartigen Gewebes 
veto EinfluB des KSrpers die Je'aserproduktion in vitro ermSglieht hat. 
Folgende Erwi~gungen spreehen gegen diese Annahme. Mtm nimmt, zwar 
flit Spontantumoren an, dab bei ihrer Entstehung und mangelhMter Aus- 
reifung die allgemeine Krebsdisposition des Organismus irgendwie mit- 
be~,eiligt ist. Unsere Untersuehungen sind aber an /mI)ftumoren aus- 
gefiihrt worden. Deren Tr~ger sind nun his zuc Verimpfung v611ig ge- 
sunde Tiere, (tie wahrseheinlieh nie an einer Spontangesehwulst erkrankt  
wgren. Ihnen fehlt also der allgemeine ]?aktor, der ffir die geringe Diffe- 
renzierung eines ma.lignen Tumors mitverantwortlieh sein k6nnte. Er 
kann deshalb nieht fiit" die mangelhafte Ausreifung verantwortlieh ge- 
maeht werden. 

Es bleibt noch zu er6rtern, ob nieht die Explantation an und fiir 
sich die Fibrillenbildung begiinstigt hat. L. Delian.ski und Ft. R~.det 
sowie v. Jeney und :Tdr6 vertreten (tie An,sieht, ,,da.13 die Gewebe, die in 
r ive nur ein spgrliehes l?[brilhmgeriist, bih:ten, in dem Augenbliek, in 
dem sie in das Pla.sma der Kl,ltur kommen, zu hSeh~ter fibritlenbildender 
T{~t.igkeit angeregt werden" a. Naeh ihrer Ansieht befinden sieh die 

28* 
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Bindegewebszellen in vitro in einem fiir die Differenzierung giinstigen 
Milieu. Die Bindegewcbsfasern entstehen ja direkt aus dem Plasma- 
medium, haben also das Mat.eria[ zur ]?aserproduktion reichlieh znr Ver- 
f(igung. Dar 'ms k6nnte man folgern, dab die Fibriilenbildung in einem 
sehr konzentrierten, eiweif~reichen Ztichttmgsmedium am st./trksten is*s. 
Dolj(,'nski und Rat, let erwiihnen derart, ige Versuehe, die diese ,~n~ieht 
best~i.tigen. Unsere dementsprechend ausgeffihr~:en Experimente am 
Sarkomgewebe fiihrten zu keinem eindeutigen Ergebnis, da die Kulturen 
dera.rtige konzentrierte Z(ichtungsmedien nieht vertrugen und abstarben. 
l)eshalb kSnnen wir zu diesem Problem keine Stellung nehmen. 

Vcrgleich &:r F(I,~erbiIdung bei be, ni.qne',7t u.nd m:digne~ K~dturen. 

Es bleibt noch zu unt.ersuchen, ob sich die EnLstehung und Entwick- 
hmg der 13indegewebsfase,'n bei Sarkom- und gutartigen ~Bindegewebs- 
kulturcn unterscheidet. Unsere histologischen Befunde machen es wahr- 
seheinlich, dab Sarkomz~tlen argyrophile und kollagene J?ibrillen auf 
glciehe Art wie ]:;indegewebsze]len bihten. Aueh in zeitlieher Hinsichl; 
},estehen an,eheinend keine [.rntersehiede. Die ersten Ilindegewebsfasern 
entstehen in der gutartigen Bindegewebskultur sehon sehr friih (G. 3[omi- 
gb:an.o-Leci, A. W. Ru.m.ja~tzew und A.Sun::o,~,r Am 3 . - 4 .  Zticb- 
hmgstage heginnt sieh ein ]!'asernctz zu entwickeln, das sich spii, ter in 
ein aus dieken ~Fasern bestehendes ]:lecht.werk umwand('lt. Ungefi~hr 
nac, h 2 Wochen ist der HBhepunkt der Faserentwickhmg in vitro er- 
reieht. Auch (lie Sarkomz~llen s('heinen dieselbe Zeit Z(l benStigen. Sie 
Mlden nac'h 3 Tagen ein Netzwerk v~n k~llagenen Fase,'n, das spii, ter 
iu ein dichtes :Fasergefleeht iibergeht, urt([ sich mit ungefithr 9--10 3_'~tgen 
im Mutterstiick zu Struktm'en entwickelt, die fiir Gewebekulturen 
typiseh sind. Diese sind nach Ablauf der 2. Woche vollst~ndig ausgebildet. 

Die Oewebekultm. ist eine selbstimdige biologische ]~rseheinung 
besonderer Art mit eigenen (lesetzen und J~'mt.wickhmgsna~iglichkeiten, 
(.lie nieht ohne weiteres denen des tierischen Organisnms entspi:echen. 
So f(~lgt, der Aufbau der ]~'asersysteme in vitro den Bedingungen, (lie 
in tier I(.ulbur vorhanden sind, er entsprieht den dort vorhandenen 
Spannungslinien (W. v. MOlle?utor//). l_)urch And,'.nmg des Spannungs- 
systems mittt~ls Zug entstehen neue Je'aserstrukturen, (tie sich den nun 
herrsehenden meehanischen Anfor(terungen anpassen (0. Diiggeli, Yh. Hu- 
zdla.). Die zentralen Anteile des Mutterstiicks sind bei langsam waeh- 
senden Kulturen oft arm an Lebensersehein, mgen und hier bilden sieh 
infolgedessen selten gesetzmiigige Anordrmngen aus; woht abet an der 
(.;renze zur Waehstumszone bin. [n der .Randzone des 3[ut~;erstiieks sind 
(tie Fasern lagenweise in konzentrischen t~ingen angeordnet, iDazu 
kommen noeh senkreeht, volt oben naeh unt.en verlaufende 1:aserztige, 
,,die um den Kern des .5[utterstiieks herum nach innen zu der hinteren 
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tmd vorderen t/egrenzungsfl~ehe zustreben" (W .  v. MSlle.,~clor//). Oft 
ist jedoch diese Grundform im Mutterstiick nicht typisch ausgebildet, 
sondern wird durch Unregelm~il~igkeiten gest6rt. [n der Waehstums- 
zone verlaufen die ]?asern ganz vorwiegend radi'~r, werden nach aul3en 
zu immer diinner, zarter und seltcner, wahrend sie nach innen zu sich 
mit den Fascrringen des ~Iutterstiicks vereinigen. Diesc Strukturen 
sind fiir file Bindegewebefasern bildende Kulturen typiseh, einerlei yon 
welehen Organen oder Tieren sie abs~ammen. Unsere Sarkomkultnren 
haben gleiehfalls Fasersysteme entwiekelt, die sieh yon den Strukt.uren 
gutartiger Bindegewebskulturen weder im Mutterstiick noch in der 
Waehstumszone unterseheiden. Fiir gutartige Bindegewebskulturen 
wird weiter beschrieben, dag die Faserbildung in dera Mutterst/iek ~-iel 
st.iirker ist als in ihrer Waehstumszone. Aueh in diesem Punkt  besteht 
zwischen dem Sarkomgewebe und dem normalen Bindegewebe keine 
I)i fferen z. 

Wit haben weiterhin gefunden, (tab nicht wenige Sarkomzellen im 
Mutt.erstfiek sich im Stadium der Neka'obiose oder des Verdiimmerns 
befinden. Und zwar sind das besonders die Zellen, rue zwksehen diehten 
Fasermassen liegen (Abb. 11). Bei langsam wachsenden Bindegewebs- 
kulturen wurden ebenfalls im 3Iut.t, erstfick regressive V0rgange beob- 
aehtet t ~ iV. v. Miille~ulor]/. A.  Paravicini) .  

Es ist noeh zu er6rtern, ob die Fasert)roduktion des Sarkomgewebes 
in ~'itro genau so stark ist, wie die des gutartigen Bindegewebes. Dartiber 
k6nnen wit keine endg/iltigen Angaben maehen, Vergleiehe unserer 
histologisehen Praparate  mit phocographisehen Abbildungen versehie- 
de~er Autoren, (lie Differenzierungs~,ersuehe an normalem Bindegewebe 
angestellt haben, scheinen fiir eine geringere .Faserbildung des Sarkom- 
gewebes zu spreehen. Jedoeh ist das VergleiehsmateriM wenig einheit- 
lieh, well oft versehiedenes Gewebe mit weehselnder 5'Iethodik geziiehtet 
wurde. So ist es sehwierig, zu einem endgiiltigen Urteil zu kommen. 
Es ware abet nieht ver~-underlieh, werm die Faserproduktion unserer 
Sarkomzellen tatsiiehlieh geringer ist. Denll der Ausgangstumor - -  das 
,]e~e.l~-Sarkom - -  ist vor iiber 30 Jahren entstanden. Seine Zellen 
haben mSglieherweise infolge ihrer ]ebhaften Proliferation seitdem nieht 
mehr (lie Gelegenheit zur J0"aserbildung gehabt, und sie kSnnten deshalb 
die F~,thigkeit, Fasern zu produzieren, nur noch in abgesehw'~iehtem 
3faBe beibehalten haben. Aueh dafiir g~i.be es entspreehende, an benignen 
Gewebekulturen gesammelte Erfa.hrungen. Aus Versuehen Olives wei/.l 
man niimlich, dal./ der zur Zeit seiner Untersuehungen 16 Jahre alte 
Carrelsehe Fibroblastenstamm, der wohl aus einer Nischung yon Muskel- 
zellen, Fibroblasten und auch Endothelzellen besteht (G. L,~vi), weniger 
Fasern gebildet hat als friseh ausgepflanzte Kulturen. Diese mit  der 
Zeit fortsehreitende Einsehritnkung in der Differenzierungsf~ihigkeit der 
Sarkomzeilen w.~re abet noeh genauer zu untersuehen. 
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Unsere Versnehe haben aufgedeckr dab die Sarkom~lIe (lie F~higkeit 
bositzt, in vitro mehr Bindegewebsfasern zu bilden als im Ausgangs- 
tumor. Sie ist also demnaeh prinzipiell imstande, sich unter entspreehen- 
den ]~edingungen zu differenzieren. Unsere Versuehe zeigen welter, dab 
das Sarkomge~,ebe Fasersysteme h6herer Ordnung entwickeln kann, (tie 
denen gutart.iger Mesenehymkulturen gleiehen. Wit m6ehten annehmen, 
(tab dM6r (tie den gut- und b6sartigen Bindegewebszellen gemeinsame 
Eigensehaft, im Gewebsverband zu waehsen, mit  verantwort]ieh is~. 
Die Sarkomzellen sind weiterhin a.nseheinend imstande, je naeh der 
Stitrke der Waehst, umshemmung mehr oder weniger Fasern zu produ- 
zieren. Ihre tat.shehliehe DifferenzierungsMstung seheint im umgekehrten 
Verhiiltnis zu ihrer Waehstumsintensitiit zu stehen. ])as mag erkliiren, 
warum es trotz bestehender Differenzierungsf~ihigkeit in dec l~egel nieht 
zu einer Ausreifung kommt.  Niimtieh im Tierk6rper, ,wo das Sarkom- 
gewebe besonders g,,t gedeihen karat, wird vorziiglieh sein Wachstum 
begiinst, igt. Wenn es abet einmal sieh unter besonderen Umstgnden 
differenziert., wird es dadurch nieht gutart.ig. Es behiilt seine B6sartigkeit 
naeh wie vor, was wenigst.ens fiir m~ser Material die erfolgreiche l-'~iiek- 
impfung tier Sarkomkultur auf das Tier erwiesen hat. Die Malignit.~it 
des ,Je.~,sen-Sarkoms scheint da m~eh nicht in direkter Beziehung zu seiner 
Differenzierungsfiihigkei~ und tatsiiehlieher Differenzierungsleistung zu 
stehen. 

Zusammenhtssung. 

1. Das Sarkomgewebe des .]e~e.~-Imi)ftumors bildet in vitro bei 
verhmgsamtem Wachstum in bedeutend stii.rkerem Mage argyrophile 
und kollagene iFasern als in vivo. 

2. Es wird sehr wMu'seheinlieh gemacht, daft diese Bindegewebs- 
fasern (lurch (lie aktive Tittigkeit (ler Sa.rkomzellen entstan(len sind. 

3. Aus diesen Unt.ersuehungen wird geschlossen, dab (tie 8arkomzellen 
(tie Fiihigkeit zur Differenziecung nieht, verloren haben. 

4. Sarkomkulturen, die. in vitro vermehrt  .Fasern gebildet batten, 
lassen sieh mit Erfolg auf ein Tier verimpfen. ])er (.lehalt des neu ent- 
standenen [mpftunmrs an Bindegewebsfasern ist. abet nieht deutlieh 
vermehrt ;  er ist. wohl so gering, wie bei allen Jo, r~seu-Impfsarkomen. 

5. Alle Beobaehtungen, (tie an normalen Bindegewebskulturen hin- 
si(:htlieh J~'aserent.stehung m~d Faserentwieklung gemaeht wurden, 
treffen aueh bei Sarkomkulturen zu. 

6. DiG Bedeutung dieser 2Befunde fiir (tie ]~iologie der Sarkomzellen 
wird kurz besproehen. 
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