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1. Einleitung.

MaB und Zahl werden in der Biologie oft mit gewisser Skepsis be-
trachtet, aber exakte Wissenschaft ohne quantitative und qualitative
Betrachtungsmdglichkeit ist undenkbar. DaB bei richtiger Anwendung
quantitativer Methoden in der Morphologie und speziell in der Histo-
logie grundlegende Erkenntnisse geschaffen werden koénnen, zeigt die
Lehre von der Kern-Plasmarelation von R. HeErrwic und die JAKORJ-
sche Regel vom Verdoppelungswachstum der Kerne. HEIDENHAIN
spricht vom Proportionalitatsgesetz als einer allgemeinen Grundwahr-
heit in den organischen Naturwissenschaften, dem eine axiomatische
Bedeutung zukomme.
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Unsere Grundlagen fiir jede vergleichende Betrachtung sind Maf}
urd Zahl und die Exaktheit der Aussagen hingt ab von der MeB-
genauigkeit und physiologischen Streubreite der Werte. DaB diese
Bedingungen in der Morphologie meist ungiinstig liegen, mag eine der
Ursachen sein, daB} quantitative Betrachtungen in so verhiltnismiBig
kleinem Umfang Anwendung gefunden haben. Roésstz und RovLer
haben in ausgedehnten Untersuchungen gezeigt, wie MaBl und Zahl in
der menschlichen Anatomie Wachstums- und Proportionalititsgesetzen
folgen und haben damit die Grundlagen fiir die pathologischen Ab-
weichungen gelegt. Die meisten histologischen Untersuchungen mit
quantitativen Methoden beziehen sich auf Kern- und ZellgréBen-
messungen, die teils direkt ausgefihrt wurden, zum Teil in neuerer
Zeit durch planimetrische Bestimmungen vergleichende Werte der
Gewebsbestandteile geben. Beziehungen von histologischen Messun-
gen zur Grolle der betreffenden Organe sind meist noch nicht auf-
gestellt. Und doch erscheint uns gerade diese Beziehung fiir eine
funktionell vergleichende Betrachtungsweise, wie wir sie anstreben,
recht wichtig. LinzpacH hat in jiingster Zeit am menschlichen Herzen
solche Beziehungen gefunden und grundlegende Feststellungen treffen
kénnen.

Unsere Untersuchungen, die wir auf Veranlassung von Professor
LerreErER durchfiihrten, zielen darauf hin, unter verschiedenen Ver-
suchsbedingungen makroskopische und mikroskopische Anderungen an
der Leber der weilen Maus mit quantitativen Methoden zu erfassen,
um auf diesem Wege auf Stoffwechselvorginge Riickschliisse aus mor-
phologischen Kriterien ziehen zu kénnen. Da diese Problemstellung
sich naturgemaf auf Zahl und GroBe der Leberzellen zu erstrecken hatte,
so fithrten uns unsere Untersuchungen notwendig auch an die Frage
des Wachstums der normalen Miuseleber heran. Diese Ergebnisse und
die méglichen SchluBfolgerungen sollen als Grundlage fiir eine gréBere,
andersartige Versuchsreihe aus dem Fragenkreis der Amyloidose, die
wir mit einer Arbeitsgruppe zusammen durchfiihrten, als methodische
Voruntersuchung niedergelegt werden.

Das Lebergewicht einer etwa 1g schweren, neugeborenen Maus
nimmt von 37,5 mg bis auf etwa 1400 mg bei 30 g schweren erwach-
senen Tieren zu. Theoretisch konnte diese Zunahme auf verschiedene
Weise erfolgen: Bei gleichbleibendem mittlerem Zellvolumen durch Ver-
mehrung der Gesamtleberzellzahl, bei gleichbleibender Gesamtleber-
zellzahl durch VergroBerung des Volumens der vorhandenen Leber-
zellen, d. h. einer Vergréferung des mittleren Leberzellvolumens oder
schlieBlich durch beide Vorgéinge zugleich. Fiir den zugehérigen Capillar-
und GefiBiraum gelten dhnliche Uberlegungen. Da nun das eigentliche
Leberparenchym den weitaus grofiten Teil des Lebervolumens ausmacht,
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so ist verstdndlich, dall Messungen der Volumen- und Gewichts-
zunahme in erster Linie auf die Leberzellen Bezug nehmen miissen.

Nach der Jacossschen Regel vergriBern die Leberzellen durch Verdoppelungs-
wachstum in der Regel ihr Volumen um das 4—8fache, wihrend grofiere Volumina
mit dem 16—64fachen des Ausgangsvolumens seltener sind. Uber Beziehungen
zwischen Organgewicht und LeberzellgroBe finden sich in der Literatur nur un-
genaue Angaben unter Beriicksichtigung des Alters der Mause. Jacors fand bei
neugeborenen Miusen fast ausschlieflich Kerne der kleinsten Klasse. — Nach
Prunn stimmen in allen Altersklassen prozentualer Anteil von Lappchenvolumen
und Lebergewicht bei Schweinelebern itberein. Er nimmt deshalb an, daB die
Leberlappchen sich nach ihrer Herausformung nach der Geburt nicht mehr ver-
mehren. — HEIBERG fand, daff der Kerndurchmesser bei neugeborenen Miusen
von 5,5 u auf 8 u bei erwachsenen Miusen anwichst und schliefit daraus, daf3 das
Wachstum der Zelle einen wesentlichen Faktor beim Wachstum der Leber dar-
stellt. — Trrive kommt durch Leberzellmessungen und Bestimmung des Lépp-
chendurchmessers an verschiedenen Haustieren zu dem SchluB}, daf3 kein Beweis.
vorhanden sei, dafB3 die Leberlippchen durch Zellvermehrung wachsen.

Zur Frage der Kern-Plasmarelation an der Leberzelle liegen bis jetzt nur wenige
Untersuchungen vor, auf die wir noch zu sprechen kommen. Es wird allgemein
angenommen, daf3 auch die Leber diesem Gesetz folgt. PFuHL meint, daB es
praktisch kaum moglich sei, das Verhaltnis von Kern zu Plasma bei Leberzellen
zahlenmaBig festzulegen, da in der Leber paraplasmatische Speicherstoffe das
Verhaltnis von Kern zu Plasma, welches nur das Idioplasma betreffe, verschieben.

Zusammenfassend stellen wir fest, dafl Beziehungen zwischen Organ-
gewicht und Leberzellvolumen bisher nicht systematisch untersucht
wurden, dafl aber der Zellvergriferung beim Leberwachstum eine be-
trachtliche Rolle zukommt. Dies wird dadurch erhirtet, dafl die Leber-
lippchen sich offenbar nach ihrer Ausformung nicht mehr vermehren.
Da das Wachstum der einzelnen Leberlippchen durch Zellvermehrung
in Frage gestellt wird, ist die Frage nach der Konstanz der Gesami-
leberzellzahl wihrend des Wachstums sehr naheliegend.

Zur Untersuchung dieser Frage ist es nun wichtig, die Beziehung
des mittleren Zellvolumens zum Organgewicht einmal zu untersuchen.
Das mittlere Zellvolumen einer Leber stellt sich dar als die Summe
aller Einzelzellvolumina geteilt durch die Gesamtzahl der Leberzellen.
Messungen kénnen nur immer Stichproben erfassen, sei es am Macera-
tionspriparat, sei es am Schnitt. Sie setzen ferner eine gewisse Homo-
genitdt des Gesamtorgans voraus.

Wir gingen nun von folgenden Uberlegungen aus: Zahlt‘, man an
Leberschnitten gleicher Dicke in einem konstanten Mellquadrat bei
gleichbleibender VergriBerung alle mit Kern geschnittenen Leberzellen,
50 steht diese Zabl in direktem Verhiltnis zum mittleren Kern- und
Zeélldurchmesser. Nimmt man die Kern-Plasmarelation als konstant an,
so kénnen verschiedene Leberschnitte miteinander verglichen werden,
da ja die Zahl der Leberzellen in der Flicheneinheit dann eine Aus-
sage iiber das mittlere Zellvolumen gestattet. Der Vorteil einer solchen



Untersuchungen iiber das Wachstum der Leber der weiBen Maus. 537

Methode legt darin, eine groBere Gesamtfliche als Stichprobe iiber-
blicken zu konnen und damit Mittelwerte von groBerer Genauigkeit
zu erhalten.

Setzen wir dann die so gewonnenen Zellzahlen der Flicheneinheit
in Beziehung zum-Organgewicht, so ergeben sich analog zu den vorigen
Uberlegungen folgende Moglichkeiten: 1. Bleibt die Leberzellzahl im
MeBquadrat in allen Gewichtsklassen konstant, so wiirde eine Gewichts-
zunahme der Leber nur durch zahlenmifige Vermehrung der Leber-
zellen erfolgen, da ja das mittlere Zellvolumen gleichbleibt. 2. Nimmt
die Zellzahl im MeBquadrat mit zunehmendem ILebergewicht gesetz-
méfig ab, so muf} sich das mittlere Zellvolumen vergréfern, wéhrend
die Zahl aller Leberzellen konstant bleibt. 3. Finden wir keine Gesetz-
maBigkeit zwischen Zellzahl im MeBquadrat und Organgewicht, sondern
eine regellose Verteilung innerhalb der verschiedenen Gewichtsklassen,
80 ist anzunehmen, dafl Volumen- und Zellvermehrung nebeneinander
hergehen und das Wachstum der Leber beiden Faktoren, der Volumen--
und Zellvermehrung, zuzuschreiben ist.

Voraussetzungen fir derartige Untersuchungen wiirden auBler der
gleichbleibenden Behandlung des Materials von der T6tung des Tieres
bis zum Schnitt gleicher Dicke sein, dafl die Kern-Plasmarelation, das
spezifische Gewicht, sowie die Schrumpfungsvorginge bei der Einbet-
tung keinen groBeren Schwankungen unterliegen. Ferner miissen die
Stichproben so ausreichend sein, daf sie dem tatséchlichen mittleren
Zellvolumen der ganzen Leber entsprechen.

II. Wachstum und Zellzahl.
Zunéchst soll die Methodik und ihre Fehlermgglichkeiten besprochen

werden. .
A. Methodik.

Wir haben im ganzen 120 M4uselebern von Tieren eigener Zucht verschiedenen
Geschlechtes und der verschiedensten Gewichtsklassen untersucht. Wiahrend ein
groBer Teil der Tiere unsere Normalfiitterung mit Milch, Brot und Hafer erhielt,
hatten wir 3 Gruppen von je 10 Tieren gesondert 3 Wochen mit reiner Hafer-
fiitterung oder mit EiweiB in Form von Casein oder getrocknetem Pferdeplasma
untermischt mit etwas Hafer behandelt. AuBerdem konnten noch weitere Tiere
aus anderen Versuchsreihen Verwertung finden, so daB wir iiber ein reichhaltiges
Untersuchungsmaterial verfiigen.

Es wurden von den Tieren die Korpergewichte zum Teil iiber 4 Wochen beob-
achtet. Um eine gleichmifBige Ausblutung zu erreichen, wurden alle Tiere gleich-
mafig durch Dekapitieren getotet, anschlieBend die Leber im ganzen freipripariert,
Zwerchfell, Gefaflstiel und Gallenblase entfernt und das Lebergewicht auf einer
Feinwaage auf 10 mg genau bestimmt.

Wir bestimmten dann sofort das Volumen des frischen Organs in physiologi-
scher Kochsalzlosung mittels eines Volumeters, das eine Ablesung bis auf 10 mm3
erlaubt (Abb. 1). — Das Volumeter besteht aus einer 10 cm® Rekordspritze, deren
Stempel nach innen komisch ausgebohrt wurde. Es wurde eine 1 cm3-Pipette
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mit 0,01 cm® Graduierung darin fest eingesetzt und durch Anbringung einer
Raste ein konstanter Anschlag zwischen Stempel und Spritze geschaffen. Die
Fliissigkeitszufuhr erfolgt durch einen Schlauch am Spritzenansatz mittels einer
kommunizierenden Rihre und ist durch eine Klemme regulierbar. Es wird bis
zum Teilstrich 0,9 em® an der Pipette Fliissigkeit eingelassen, dann der Stempel
mit der Pipette herausgehoben, das Organstiick eingelegt und der Stempel wieder
bis zum Anschlag der Raste eingesetzt. Infolge der Capillarattraktion kann beim
Herausheben der Pipette die geringe Fliissigkeitsmenge nicht abflieflen. Die
Fliissigkeitsdifferenz in der MefBpipette zeigt das verdringte Flissigkeitsvolumen
an und entspricht dem Organvolumen. Als
Fehlermdoglichkeit mul bei der Messung lediglich
darauf geachtet werden, daB der Stempel hereits
angefeuchtet ist und daB keine Luftblaschen
am Stempel hingen bleiben. Fehlermoglich-
keiten von seiten des Organstiickchens bestehen
vor allem in der Art der Fliissigkeitsbenetzung
der Oberfliche, die bei frischen Organen nie
ganz konstant ist. Bei fixierten Organen erhdoht
sich die MeBgenauigkeit durch Abtrocknen der
Oberfliche. Der MeBbereich liegt zwischen
20 mm3 und 980 mms3. GroBere Organe werden
geteilt gemessen, was die Fehlermoglichkeit
etwas erhoht.

Danach wurden die Organe sofort in Susa
24 Std fixiert, anschlieBend in 96 %igen Alko-
hol gebracht, um nach einem zeitlich genau
festgelegten Plan in gleicher Weise iiber Chloro-
form in Paraffin eingebettet zu werden. Dabei
wurde bei 48 Lebern gleichzeitig mittels des
Volumeters die Schrumpfung gemessen. 7,5 u
Binderschnitte wurden nach Jodierung mit
Hamalaun-Eosin und zum Teil mit Azan ge-

Abb. 1. Volumeter. farbt, Fir die Auszahlung empfiehlt sich am
. besten die Hamalaun-Eosinfirbung, die das
Auge nicht so rasch ermiidet wie die Azanfirbung. Die Zellgrenzen treten auch
hier deutlich hervor, sind allerdings bei Azanfirbung noch besser sichtbar.

Die Schnitte wurden sodann mittels eines selbstgefertigten Gitterquadrates,
das im ZeiB-Okular Nr. 6 befestigt war, bei Objektiv 42 (Ap. 0,85) und einer
FlichenvergroBerung von 1: 900 ausgezihlt. Das Gitterquadrat stellten wir aus
einem gewaschenen Réntgenfilm her, der auf Millimeterpapier befestigt wurde.
Mittels Lineal und Rasierklinge wurden in 0,2 mm Abstand die Linien fein nach-
gezogen und das Quadrat dann mit Hilfe eines Sprengringes im Okular befestigt.
Man erkennt ein feines Gitternetz von 16 kleinen Quadraten, die nach genauen
objektmikrometrischen Bestimmungen zusammen eine Fliche von 71820 u* als
Flicheneinheit einnehmen. Fir kleine Lebern schien es zweckmiBig, Olimmersion
zu verwenden. Bei einer FlichenvergroBerung von 1:3700 betrug die Flichen-
einheit 17550 p2.

Die Auszahlung erfolgte fiir jedes der 16 kleinen Quadrate in der Weise, daB3
zuerst die Gesamtkernzahl der Leberzellen bestimmt wurde, wobei die Kern-
kalotten mitgezahlt wurden. Danach wurde die Zahl der doppelkernigen Zellen
bestimmt. Nach Addition der 16 Werte ergab die Differenz von Gesamtkernzahl
(L) und Zahl der doppelkernigen Zellen (D) die Zahl der mit Kern geschnittenen
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Leberzellen (X) im MeBquadrat (Flicheneinheit). Es wurden dabei die vom
Quadratrand links und oben geschnittenen Kerne mitgezahlt, wihrend die rechts
und unten geschnittenen Zellen uuberticksichtigt blieben. Doppelkernige Zellen,
von denen ein Kern auBerhalb des MeBquadrates lag, galten als eine Zelle mit
einem Kern. Innerhalb der 16 kleinen Quadrate wurden vom Gitternetz geschnit-
tene Kerne und Doppelkerne je nach ihrer Lage zum einen oder anderen Quadrit-
chen gezahlt. Die doppelkernigen Zellen sind nach einiger Ubung leicht an ihrer
Lage, sowie an den Zellumrissen zu erkennen. Nur manchmal kénnen Proto-
plasmastrukturen eine sichere Differenzierung erschweren, doch ist diese Fehler-
moglichkeit infolge ihrer Seltenheit als gering einzuschéitzen. Fiir unsere Mes-
sungen benétigen wir nur die scheinbare Zahl der doppelkernigen Zellen im Schnitt,
so dal} unsere Werte nach den Prunrschen Berechnungen etwa verdoppelt werden
miiiten, um den tatséichlichen Prozentsatz der doppelkernigen Leberzellen fest-
zustellen.

Die VergroBerung hatten wir so gewahlt, dafl wir fiir mittlere Lebergewichts-
klassen das MeBquadrat zwischen 2 Zentralvenen durchschieben kénnen und so
anndhernd den Querschnitt eines Hepatons erfassen. Dabel sind die Leberzellen
noch leicht zu erkennen und zu differenzieven. Die Grissoxschen Felder sind
bei der Maus normalerweise sehr gering ausgebildet und werden erst erkennbar,
wenn Proliferationsherde von Mesenchymzellen um Pfortadersste auftreten.
Dadurch, daB die Leberzellen in frisch fixiertem Zustand ganz dicht beieinander
liegen, kann der schmale Capillarraum zunéichst vernachlassigt werden. Die Endo-
thelkerne liegen bei allen Gewichtsklassen schmal und oft kommaformig zwischen
den Leberzellen und lassen nur ejnen schmalen Capillarspalt mit wenigen Erythro-
cyten und Leukocyten erkenmen. GroBere GefiaBriume und Randgebiete des
Schnittes wurden immer anuBerhalb des MeBquadrates gelassen.

Anfinglich zéhlten wir fiir jeden Schnitt 20 Flicheneinheiten aus und nahmen
davon den Mittelwert, nachdem sich aber zeigte, daBl die mittlere Abweichung
sich nicht merklich verschiebt, zihlten wir nur noch 15 und spiter 10 Flichen-
einheiten aus. ¥ir Routineuntersuchungen an groBeren Versuchsreihen sind
Mittelwertbestimmungen aus 5 Flicheneinheiten durchaus ausreichend, um die
Grofenordnung des mittleren Zellvolumens festzulegen. Doch gibt es Lebern,
die unter besonderen Versuchsbedingungen eine inhomogenere Verteilung der
LeberzellgroBen aufweisen, bei denen 20 Flicheneinheiten zur exakten Bestim-
nmung des Mittelwertes nétig sind. Wahrend anfinglich 4—5 Std zur Auszahlung
eines Schnittes bendtigt wurden, konnten wir so die Zeit auf etwa 3/, Std zur
Ausmessung eines Leberschnittes herabsetzen, was fiir gréBfere Reihenunter-
suchungen sehr zweckmafBig war.

Gleichzeitig mit den Leberzellen wurde jeweils die Zahl der Endothelkerne
im MeBquadrat ausgezihlt.

Fiir die mathematische Auswertung unserer Ergebnisse verwandten wir den
arithmetischen Mittelwert (M), die mittlere Abweichung (6) und den mittleren
Fehler des Mittelwertes (m), nach den Angaben von RéssLE und ROULET sowie
von GEBELEIN.

B. Untersuchungsergebnisse.
1. Das relative Lebergewicht bei verschiedener Fiitterung.
Vergleiche zwischen Leber- und Kérpergewicht bei Tieren unter nor-
maler Mischfiitterung mit Hafer, Brot und Milch, sowie auch bei Tieren
mit reiner Haferfiitterung zeigen, dafl das Lebergewicht innerhalb
einer zwar verhéltnismaBig groBen Streubreite annihernd proportional
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zum Korpergewicht ansteigt. Das relative Lebergewicht — ausgedriickt
in Milligramm ILebergewicht je Gramm Kérpergewicht -— betrigt
bei 56 Tieren der verschiedensten Gewichtsklassen im Mittel 45,8 mg/g
bei einer mittleren Abweichung von ¢ + 4,5 mg/g und einem mittleren
Fehler des Mittelwertes von m -+ 0,6 mg/g (Abb. 2). Hierbei hat man
den Eindruck, dal} niedere Gewichtsklassen bis etwa 15 g relativ leichte
Lebergewichte besitzen, wihrend Tiere hoherer Gewichtsklassen von
etwa 20 g an zu schwereren Lebergewichten innerhalb der Streubreite
neigen. Die betrichtliche
Relaives Lebergewioht 453 mg/g | Schwankungsbreite diirfte
zum Teil auf individuelle
. Unterschiede zuriickzufiihren
sein, zum Teil mogen darin
auch die physiologischen
Schwankungen des Leber-
gewichtes in den Phasen
der Assimilation und Se-
kretion, wie sie von HorLm-
GRENX und FoORSGREN be-
schrieben wurden, zum Aus-
druck kommen. Tiere mit
. reiner Hafer- und Wasser-
fitterung zeigen in der
1. Woche ein deutliches
Absinken des Gewichtes, das
. nur langsam wieder aufgeholt
¢ § 7%@”;:‘4/[0/7 (2 B8 ¥ wird; Ki?rpergewieht u‘nd
Abb. 2. Lebergewicht und Kdrpergewicht. Lebergewmht halten  sich
dann in mittleren Grenzen.
Bei Eiweilifiitterung (getrocknetes Pferdeplasma oder Casein) mit
etwas Hafer tritt als Umstellung auf die normale Mischfiitterung zuerst
eine leichte Gewichtsabnahme ein. Die Tiere nehmen dann rasch wieder
zu und zeigen ein gutes Gedeihen. Nach 3 Wochen Fiitterung war das
Anfangsgewicht bei wachsenden Tieren meist um etwa 2—3 g iiber-
schritten. Das relative Lebergewicht betrug bei 10 Tieren mit Plasma-
fiitterung im Mittel 50,8 mg/g (o0 + 4,69 mg/g, m 4 1,5 mg/g), bei 10
mit Casgein gefiitterten Tieren 48,1 (¢ +4- 5,1, m 4 1,7). Die Werte des
relativen Lebergewichtes liegen hier also etwas iiber dem Normalmittel-
wert, doch iiberschreiten sie noch nicht wesentlich die Streuung der
Differenz der Mittelwerte.
Zwei Tiere, die bei einer Erndhrung mit Riitben und Wasser inner-
halb von 6 Tagen mit ihrem Kérpergewicht von 20 g auf 15 g zuriick-
gingen, zeigen beide ein relatives Lebergewicht von 37 bzw. 34 mg/g.

7500
ng

7000

Lebergewicht

500
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Diese starke Abnahme des relativen Lebergewichtes, die einen
rascheren Riickgang des Lebergewichtes im Verhiltnis zur allgemeinen
Gewichtsabnahme anzeigt, ist zweifellos als Folge des Hungerzustandes
anzusehen.

Unter besonderen Versuchsbedingungen sind auch betrichtliche
Steigerungen des relativen Lebergewichtes weit tiber die Streubreite
der Normaltiere moglich. Das relative Lebergewicht gibt uns trotz
einer physiologischen Streubreite gute Einblicke in die Stoffwechsel-
unktionen der Leber unter verschiedenen Bedingungen.

2. Zohl der Leberzellen Tabelle 1. Auszihlungen an einem Leberlappen
(Beispiel).

Tier Nr. A8 (Mischfiitterung), Korpergewicht

23 g, Lebergewicht 1260 mg, relatives Leberge-

und Endothelien in einer
konstanten Fldchen-

einheit. wicht 54,6.
Bestimmt “man an | Zahl der mit

. . : : Zahl d K Zahl d
V'erSChledenen Schnitten doppelk:rjnigeir Zellen gesohr?iﬁlenen 'Endgthellggrne
eines Leberlappchens die n o Leberzeflen in o
Zahl der mit Kernen ge- D ‘ X B
schnittenen Leberzellen
(X) im MeBquadrat, so 32 {82 ig?
falls auf, daB diese Zahl 27 108 130
in  verschiedenen Ce- 19 115 138
. . . 25 | 109 129
sichtsfeldern nur eine 29 107 118
eringe Schwankungs- ‘ 25 f 104 131
gering g
breite zeigt und um ig %(1)3 , }gi
einen Mittelwert gehduft 28 109 133
auftritt. Die Zahl der ittelwert M — 22,8 1078 1306
doppelkernigen Leber- (0= +41; m +1,2)

zellen weist dagegen von
Gesichtsfeld zu Gesichtsfeld im gleichen Schnitt deutliche Schwankungen
auf, ohne dafl die Zellzahl X sich deswegen wesentlich dndert. Die
Zahl der Endothelkerne verhilt sich #hnlich. Auch sie treten um einen
Mittelwert gebduft auf, nur ist die Streubreite etwas groBer.
Untersuchungen an mehreren Tieren ergaben nun, daB diese Zellzahl
in allen Lappenteilen der Leber, auch in den kleinsten fiir die betreffende
Leber innerhalb .der Fehlerbreite stets konstant blieb. Wir zihlten
an 3 Lebern jeweils 6 Lappenteile an mehreren Schnitten durch und
konnten diese Regel immer wieder bestitigh finden. Interessant ist es,
daB dabei die Zahl der doppelkernigen Leberzellen prozentualen Schwan-
kungen nicht nur im Schnitt, sondern auch in verschiedenen Lappen-
teilen derselben Leber unterliegt, ohne daB auch hier der Mittelwert
der Zellzahl X wesentlich verschoben wiirde. DaB mit dem Auftreten
von sehr vielen doppelkernigen Leberzellen der Mittelwert gelegentlich
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etwas hoher erscheint, liegt zum Teil daran, daB dann auch mehr Zellen
mit Kern geschnitten werden.

An zahlreichen anderen Lebern wurden 2 und mehr Lappenteile
untersucht und immer dieselben Beobachtungen gemacht.

Wir konnen daher schlieflen, daf3 das mittlere Zellvolumen inner-
halb aller Lappenteile einer Leber anndhernd dasselbe bleibt. Umge-
kehrt gibt uns daher die Bestimmung aus einem Lappen, ja sogar aus
einem Schnitt ein Maf3 des mitileren Zellvolumens fiir die gesamie Leber.

Tabell u ; 6L . Die prozentuale Ver-
abelle 2. Messungsergebnisse an appenteilen : .
der Leber eines Tieres. teilung der doppelkerni

Tier Nr.A 26, Korpergewicht 20,0 g, Leber- 86 Zellen ist innerhalb

gewicht 785 mg, Lebervolumen 730 mm?3, der Leber deutlichen
e Zl | gam Schwankunger.l unter-
der doppel- | der mit Kern | o, “po s worfen. Man sieht aller-

Leberlappen kernigen | geschnittenen | t}irllgn 0 . .
Zellen Leberzellen | ChelXerne dings gelegentlich auch
D x | B sehr gleichméBigeBilder,
I 41 144 ‘ 136 doch ist dies nicht die
o 29 142 boo126 Regel. Da das mittlere
111 26 147 L1188 Zellvolumen, gemessen
v : 50 145 130 .
v 57 150 |o121 an der Zahl der mit
VI 38 148 [ 118 Kern geschnittenen Zel-
Mittelwerte 40 146 ‘ 128 len von der Schwankung
‘ m= 410 |  der doppelkernigen Zel-

6 — 26 Pp g

: len nicht wesentlich be-
eintrichtigt wird, kénnen wir schlieen, dal die Leber die Fihigke:t
besitzt, bei gleichbletbendem miitlerem Zellvolumen die Zahl der doppel-
kernigen Zellen 2u erhohen. Dies bedeutet bei gleichem Zell- und
Kernvolumen eine VergriBerung der Grenzoberflichen zwischen Kern
und Plasma. Wir kénnen dies als weiteren Beweis dafiir ansehen,
daBl die doppelkernigen Zellen Ausdruck gesteigerten Stoffwechsel-
geschehens sind. Wir halten es auf Grund unserer Untersuchungen
fiir erwiesen, daBl die Zahl der doppelkernigen Zellen innerhalb der ein-
zelnen Leber und auch innerhalb einer Tierklasse nicht konstant ist.
In einzelnen Lebern fanden wir gehduft dunkle, zum Teil pyknotische
Leberzellkerne, die fast stets einen der Doppelkerne darstellen, wihrend
der andere Kern normale Struktur zeigt. Vielleicht ist dies dahin-
gehend zu deuten, dafl einer der Doppelkerne wieder verschwinden
kann, ohne dall die Zelle dabei zugrunde geht.

3. Leberzellzahl X wund Endothelzellzahl B in ihrer Beziehung
zum Lebergewicht.

Wir haben nun bei insgesamt 120 Tieren verschiedener Fiitterung
und Behandlung den Mittelwert der Zellzahl (X) sowie die Zellzahl
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der Endothelien (B) zu dem ‘jeweiligen Lebergewicht in Beziehung
gesetzt. Aus der beiliegenden graphischen Darstellung (Abb. 3) ergibt
sich eindeutig, daB die Leberzellzahl X eine Funktion des Leber-
gewichtes ¢ darstellt, derart, dafl mit zunehmendem Lebergewicht die
Zahl X gesetzmiBig abnimmt und damit das mittlere Zellvolumen sich

vergroBert. Dabei zeigt
X auch bei verschie-
denen ILebern gleicher
Gewichtsklassen nur ge-
ringe Schwankungen um
den Mittelwert (Abb. 4
bis 7). So erscheint es
gemil unserer einleiten-
den Betrachtung wahr-
scheinlich, daf die Ge-
wichtszunahme der Le-
ber alletn durch die
Volumenzunahme der
Leberzellen bedingt ist.

Indem wir das Er-
gebnis unserer mathe-
matischen Betrachtun-
gen zundchst vorweg-
nehmen, bemerken wir,
dal}

. Konstante

~ V/Lebergewicht?
ist. Wir haben dann von
25 Tieren, bei denen
10—20Fldcheneinheiten
ausgezdhlt waren, den
Mittelwert dieser Kon-
stanten aus X und G
berechnet:
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Abb. 3. Anzahl der Leberzellen, (X) und Endothelien (B)
je Flicheneinheit in Beziehung zum Lebergewicht.

K =122300 + 390 (¢ +3,2%),m = + 78 (0,6%).
Zeichnet man diese Kurve

12230

X =2

Vo

in unsere Ergebnisse ein, so zeigt sich, daf mit Ausnabhme von wenigen
Fillen die Ergebnisse sich fiir alle 120 Tiere eng um diese Kurve grup-
pieren. Bestimmen wir fiir alle unsere empirischen Ergebnisse die Ab-
weichung vom Kurvenmittelwert und errechnen daraus die mittlere
Abweichung fiiv X beil K = 12230 so ergibt sich o - 3,08% bei einem
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Tabelle 3. Zahlenbeispiele fir die Kurve in Abb. 3.

Zahl :
i v, | Tevergovin | 05z foppe | zabl | rcomstagts | Endothctah
Leberzellen = 1/

(mg) % p.¢ B
A 22 186 9 377 12307 128
A 21 415 41 225 12520 117
A 23 490 28 192 - 11930 119
A27. 670 33 161 12320 130
A28 680 44 158 12200 115
A 26 785 28 145 12340 130
Al4 950 16 124 11982 113
A6 1020 41 122 12360 119
A 18 1110 15 116 12435 140
A8 1260 20 108 12332 133 .
A 20 1400 21 99 11800 127

mittleren Fehler des Mittelwertes von X, m, + 0,28%. Die Fehler-
grenze liegt damit fiir X = 4- 30 = - 9,24%. Werte, die aulerhalb
dieser Grenze liegen, befinden sich daher nicht mehr im Zufallsbereich.

Bei weiterer Betrachtung unserer Zahlen (s. Abb. 3) zeigt sich, daB
ein 1 Tag altes Tier mit einem Lebergewicht von 37,5 mg und einer
Zellzahl X von 475 weit unterhalb dieser Fehlerbreite liegt. Auch bei
einem Tier mit 159 mg Lebergewicht nihert sich der Wert erst der
unteren 3-o-Grenze. Ein Tier mit 180 mg liegt bereits in der Kurve.
Von da an folgt die Leberzellzahl bei allen Tieren innerhalb der Fehler-
grenze der Kurve. FErst bei Gewichten ab 1400 mg niliern sich die
Werte wieder der oberen Fehlergrenze. Wir kinnen doher sagen, daf
tnnerhalb der Gewichisgrenze von 200 mg und 1500 mg die Zellzahl X
und damit das mittlere Zellvolumen innerhalb einer Fehlerbreite von - 9,2%
gesetzmdfig eine Funktion des Lebergewichles darstellf. Grenzwerte von
200 mg und 1500 mg machen eine vorsichtige Beurteilung notwendig.

Ganz anders als die Leberzellen verbilt sich die Zahl der Endothel-
zellen je Flicheneinheit (B} im Vergleich zum Lebergewicht. Wir kénnen
fur alle nichtbehandelten Normaltiere die Regel aufstellen, daf innerhalb
aller Gewichtsklassen die Endothelzellzahl je' Flacheneinheit zwischen
100 und 140 schwankt, wobei die hiufigsten Werte um 120 liegen.
Schwere Lebern ohne Proliferationsherde neigen dazu, niedere Werte
bis 100 zu zeigen. Bei 140 Endothelkernen treten bereits Proliferations-
herde mesenchymaler Zellen auf, die von M. B. Scamipt als ,,Milz-
gewebe der Leber” bezeichnet wurden. Diese sind bei Normaltieren
selten und treten meist erst bei groferen Tieren auf. Wir mdochten
annehmen, dall solche Tiere irgendeinen Infekt durchgemacht haben.
Meist findet man bei ihnen BiBwunden. Werte iiber 140 Endothel-
kerne gehen fast regelmifBig mit zunehmender Ausdehnung der Proli-
ferationsherde einher, so daBl wir die Zahl der Endothelkerne als
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Abb. 4. Tier NT. A 22, Kérpergewicht 5,5g, Abb. 5. Tier Nt. B 3. Kérpergewicht 16,2g,
Lebergewicht 186 mg. Leberzellzahl X = 377, Lebergewicht 890 mg. L.eherzellzahl X==126,
Endothelzellzahl B = 128. Endothelzellzahl B = 122.

: g . s e - N
Abb. 6. Tier Nr. C 3. Koérpergewicht 20,5 g. Abb. 7. Tier Nr. A 20. Korpergewicht 29,0 g.
Leberzellzahl X = 119. B = 120. Leber- Leberzellzahl X = 99. B = 127. Leber-
gewicht 1000 mg. gewicht 1400 mg.
Abb. 4—7. Kern- und Zellbild der Leber verschiedener Gewichtsklassen bei gleicher
Vergrollerung. (Lineare VergréBerung 1:800.)
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empfindlichen Test fiir Reizungen des Mesenchyms aus infektiésen oder
anderen Ursachen ansehen mochten. Die obere Grenze mit 140 Zellen
ist anscheinend etwas willkiirlich angesetzt, aber bei Normaltieren
treten Werte dariiber nur auf, wenn gleichzeitig stérkere Proliferations-
herde vorhanden sind, welche wir nicht mehr als normal bezeichnen
kénnen.

Eine Endothelkernzahl ohne Proliferationsherde iiber den oberen
Grenzwert von 140 sahen wir nur bei den beiden Hungertieren, die in
6 Tagen 5g Gewicht verloren hatten und deren Lebergewicht sehr
stark abgefallen war. Da das mittlere Leberzellvolumen dabei dem
Gewicht durchaus entsprach, ist diese Vermehrung der Endothelkerne
nur eine scheinbare, da ein dem Leberzellvolumen analoges Verschwinden
der Endothelkerne nicht eingetreten ist.

Es bleibt also in allen Gewichtsklassen die Zahl der Endothelkerne
je Flacheneinheit gleich. Da im Unterschied zur Leberzelle die Endothel-
zelle wihrend des Wachstums ihr Volumen nicht wesentlich vergroBert,
so folgt daraus, daf} der Volumenzunahme der Leberzellen, d. h. einer
numerischen Abnahme der Leberzellen im Mefiquadrat, eine absolute
Zunahme der Endothelzellen gegeniibersteht (s. Abb. 3). Daraus geht
weiter hervor, daf3 auch der Capillarraum absolut vergroBert wird.

Auch bei Tieren mit Proliferationsherden und Endothelkernver-
mehrung bis 200 und mehr verschiebt sich die Leberzellzahl in der
Flicheneinheit nur ganz gering gegen die obere Fehlergrenze. Dies
bedeutet, daB die Endothelproliferation sich zun#chst innerhalb des
vorhandenen Capillarraumes abspielt, ohne auf das Leberparenchym
wesentlich verdringend zu wirken. GewichtsmiBig sind Proliferations-
herde und Endothelvermehrung nur eine unwesentliche Fehlermoglich-
keit. Erst bei starken Umbauerscheinungen der Leber, wie wir sie in
einem Teil unserer Versuche wahrnehmen konnten, sind diese Fehler
in die Beurteilung mit einzubeziehen. '

Zur Morphologie sei noch bemerkt, dafl Unterschiede in den Proto-
plasmastrukturen der Leberzellen keine Verénderungen des mittleren
Zellvolumens verursachen, die die Fehlerbreite der Methode iiber-
schreiten. Auch bei Normaltieren finden wir Unterschiede in den Proto-
plasmastrukturen, die von Alter und Geschlecht unabhéngig sind und
sichtlich zur augenblicklichen Stoffwechsellage in Beziehung stehen.
Es wechseln Bilder von wabigen pflanzenzellihnlichen Leberzellen mit
Zellen dichten oder scholligen Protoplasmas, ohne dall die Werte der
Zellzihlung dadurch beeinflullt werden.

Untersuchungen von ForserREN und HOLMGREN zeigen eine tages-
zeitliche Schwankung des Leberstoffwechsels unabhéngig von der Nah-
rungsaufnahme. Demnach hat die weile Maus eine assimilatorische
Phase der Glykogenspeicherung zwischen 24 und 2 Ubr wéhrend die
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Sekretionsphase von 12~—14 Uhr ihren Hohepunkt erreicht. Damit soll
auch das Lebergewicht gewissen Schwankungen unterworfen sein. Um
solche Einfliisse weitgehend auszuschalten, hatten wir die Tiere immer
zu gleichen Zeiten (zwischen 10 und 12 Uhr) vor der Fiitterung getétet.
Bei Eiweififiitterung herrscht das dichte und schollige Protoplasma vor.

Mitosen sind normalerweise duberst selten anzutreffen. Bruzs und
MARBLE geben fiir die normale Rattenleber auf 20000—30000 Leber-
zellen eine Mitose an. -Fir die normale Miuseleber diirften dhnliche
Verhaltnisse zutreffen.

Von verschiedenen Untersuchern sind gewisse Regeln iiber die Zahl
der doppelkernigen Leberzellen aufgestellt worden. Auch wir bemiithten
uns eine Abhéngigkeit zu finden, kénnen aber nach unseren ausgedehnten
Untersuchungen nur wiederholen, daf der prozentuale Anteil der doppel-
kernigen Zellen nicht nur in der einzelnen Leber gewissen Schwan-
kungen unterliegt, sondern dall wir auch bei verschiedenen Tieren
Schwankungen zwischen 10 und 40% der relativen Schnittwerte er-
halten, die aber von Fiitterung und anderen Einfliissen unabhingig
und von Tier zu Tier auch innerhalb derselben Versuchsreihe ver-
schieden sind. Wir koénnen daher aus der Zahl der doppelkernigen
Zellen wohl auf eine augenblicklich erhohte Stoffwechselfunktion schlie-
fen, doch mull man sich unseres Erachtens hiiten, Vermehrung oder
Verminderung spezifischen Versuchsbedingungen ohne weiteres zuzu-
ordnen.

4. Das Verhiltnis der einzelnen Leberlappen zum Gesambvolumen der Leber.

Wenn wir aus der Funktion des mittleren Zellhalbmessers in bezug
auf das Organgewicht den Schlufl zogen, daBl eine GesetzmiBigkeit
des Wachstums bei allen unseren Mé&uselebern vorliegt und wenn wir
dies auf die Konstanz der Leberzellzahl zurtickfithren, so ist auch anzu-
nehmen, daBl das Verhéltnis der einzelnen Leberlappen zum Gesamt-
volumen der Leber konstant bleibt, zumal wir feststellen, dal das
mittlere Zellvolumen innerhalb der einzelnen Leber gleichbleibt.

Bei unseren Untersuchungen tiber die Schrumpfung, iber die noch
eingehend berichtet wird, haben wir routinemé8ig fast immer denselben
Leberlappen entnommen und besitzen so von 25 Tieren die Volumen-

werte fiir die Gesamtleber und jeweils den gleichen Leberlappen (linker
it
Gesamtlebervolumen ergibt im Mitbel-

Hauptlappen). Das Verhéltnis —5—————_
a.ppenvo umen

wert von 25 Tieren 14,6 mit einer mittleren Abweichung o + 0,26

und einem mittleren Fehler des Mittelwertes von - 0,05. Die Leber-

gewichte dieser 25 Tiere liegen zwischen 600 und 1400 mg. Wir sehen

daher in diesem konstanten Verhiltnis einen neuen Beweis fiir unsere

Anschauung von der konstanten Leberzellzahl.

Virchows Archiv. Bd. 818. 36



548 - Maxrren Siess und HUBERT STEGMANN:

III. Mathematische Betrachtungen.
A. Finfiihrung.

Zum besseren Verstindnis der mathematischen Ableitung fiir X als
Funktion des Lebergewichtes ¢ ist es gut, sich nochmals unsere eingangs
erwihnte Problemstellung und unsere bisherigen Ergebnisse zu ver-
gegenwirtigen. Nachdem die Leberzellzahl X als' Funktion des mitt-
leren Zellvolumens gesetzmdifig innerhalb der Gewichtsklassen von 200
bis 1400 mg Lebergewicht abnimmt, das miftlere Leberzellvolumen
innerhalb der einzelnen Leber in allen ihren Lappen gleichbleibt und
die Einzellappen der Leber zum Gesamtvolumen in allen Gewichts-
klassen im gleichbleibenden Verhiltnis stehen, erscheint unsere An-
" nahme berechtigt, daf die VergroBerung der Leber innerhalb der ge-
nannten Grenzen auf VergroBerung des mittleren Zellvolumens: beruht,
wihrend die Gesamtzellzahl konstant bleibt. :

Wir fassen daher die Voraussetzungen fiir unsere Berechnungen
zusammen: ' .

- 1. Die Gesamtzellzahl der Leberzellen éndert sich wihrend des Wachs-
tums nicht, d. h. die Zellmauserung durch Zellanbau und -abbau bleibt
konstant. Damit beruht die Gewichtszunahme der Leber wihrend des
Wachstums allein auf dem Gewichtszuwachs der einzelnen Zellen, wobei
wir ‘annehmen, dal der Capillar- und GefiBlbindegewebsraum in kon-
stantem Verhiltnis zum jeweiligen Lebergesamtvolumen verbleibt.

2. Das Verhiltnis von Kernmasse zu Plasmamasse bleibt wahrend:
des Lebens im Mittel unverdndert.

3. Stellen wir uns vor, man wiirde aus einer groflen und aus einer
kieinen Leber je einen Wiirfel gleichen Volumens herausschneiden, so
wiirden diese Wiirfel unter den oben genannten Voraussetzungen jeweils
die gleiche Kernmasse, die gleiche Zellplasmamasse an Leberzellen und
den gleichen Capillarraum besitzen. Bei der kleinen Leber setzt sich diese
Kern- und Zellplasmamasse aus vielen kleinen Leberzellen zusammen,
die dicht beieinanderliegen, bei der groBen Leber dagegen aus wenigen
dafiir aber groflen Kernen mit dem zugehdrigen Plasma. Da der Capillar-
raum gemessen an der Zahl der Endothelkerne im gleichen Verhéltnis
zur Leberzellmasse in diesem Wiirfel bleibt, die Endothelien ihr Volumen
aber nicht merklich vergréfern, so bleibt die Zahl der Endothelkerne
in der groBen und in der kleinen Leber die gleiche, nur das anfinglich
sehr schmale und feinverzweigte Capillarnetz wird sich zu einem gro-
beren, weniger verzweigten Netzwerk umwandeln, das denselben Gefa3-
raum besitzt. Betrachten wir diesen Wiirfel nun nicht réumlich, sondern
denken ihn uns in gleich diinne Scheiben geschnitten und sehen ihn’
von der gleichbleibenden Quadratfliche aus an, so ergibt sich daraus
unsere empirisch schon gefundene Beobachtung: die Zahl der geschnit-
tenen Leberzellen im MeBquadrat ist in der kleinen Leber gro und
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in der groBen Leber klein und zwar unmittelbar als Funktion des mitt-
leren Zellvolumens. Weiter ergibt sich daraus, da8 diese Uberlegung
entsprechend der Homogenitdt des Materials fiir jede der einzelnen
geschnittenen Scheiben gelten mull. Die geschnittene Kernfliche in
diesen Quadraten mufl sowohl fir die groBe Leber wie auch fir die
kleine anndhernd konstant bleiben und damit das Verhdlinis der ge-
schnittenen Kernfliche zum. Gesamiquadral einen bestimmien konstanten
Wert besitzen, welcher zum Ausdruck der Kern-Plagsmarelation wird.
DalBl die Endothelkernzahl in diesem Quadrat ebenfalls innerhalb der
Schwankungsbreite konstant bleibt, ergibt sich von selbst.

4. Die Schrumpfungsbedingungen bis zum fertigen mikroskopischen
Schnitt, der eine konstante Dicke aufweisen muB, bleiben dieselben
und diirfen bei verschiedenem Zustand des Protoplasmas der Leber-
zellen keine Schwankungen aufweisen, die die Fehlerbreite der Methode
tibersteigen.

B. Benennungen.

Zur mathematischen Formulierung ist es notwendig, Bezeichnungen

einzufithren, auf die im folgenden zuriickgegriffen wird (Abb. 8).

Lebergewicht (des frischen Organs) . . . . . . . . . . .. G (mg)
Lebervolumen (des frischen Organs) . . . . . . . . . . .. V (mm?)
Leberparenchymvolumen (einschlieBlich des Capillarraumes des

frischen Organs) . . . . . . . . . . . . .. ... Vp
Lebergefafivolumen (grofere Gefale des frischen Organs) . . ¥,
Flacheneinheit (konstant) . . . . . . . . .. . . .. . .. a? (u?)
Schnittdicke (konstant) . . . . . . . . . e e e e ho (1)
Gesamtzahl der Leberkerne in @2 . . . . . . . . . . .. L
Zahl der doppelkernigen Leberzellen in a? . . . . . . . . . D
Zahl der mit Kern geschnittenen Leberzellen in 2. . . . . . X=L—D

Zah) der insgesamt in a? geschnittenen Leberzellen (= Zahl der
mit Kern geschnittenen (X) + der ohne Kern geschnittenen
(2) Leberzellen in @2 . . . . . . . .. ... ... .. Z =X+z
Zahl der geschnittenen Endothelkerne in o2 . . . . . . . . B
Wahrer mittlerer Halbmesser der Leberzellen am Organschnitt Ry, (u)
Gemessener mittlerer Halbmesser der Leberzellen am Organ-
schnith . . . . . . oL oL oo R, (1)
Dieser ist immer kleiner, da am Schnitt nicht immer der
optimale Durchmesser getroffen ist und dadurch der Mittelwert
herabgedriickt wird. '
Verhiltnis zwischen gemessenem und wahrem Halbmesser der

Leberzellen . . . . . ..... e g_m —»

R, und R, schliefen den schmalen Capillarspalthalbmesser v
ein, der fir die Berechnung als Mantel nm die ganze Zelle ver-
laufend gedacht ist.
Wahrer mittlerer Kernholbmesser am Organschnitt . . . . . 7 ()
Mefbarer mittlerer Kernhalbmesser am Organschnitt . . . . 7, (u)
Verhiltnis zwischen wahrem und meffbarem mittlerem Kernhalb-

messer am Organschnitt . . . . . . . . . . . . . . .. ;\m =0

w
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Wahres mittleres Zellvolumen am frischen Organ (einschlieBlich

Capillarraum) . . . . . . . . ... ... v, (U®)
. Wahres mittleres Zellvolumen am Organschnitt . vy (u8)
Konstanten. P
Kern-Plasmarelation...;...............Tw=c
w
Schrumpfungsfaktor (wobei V' das Lebervolumen nach der
Voo
Schrumpfung darstellt) . . . . . . . . ... .. ... 7:—@5:1

Abb. 8. Schematisierende Skizze zur Erlduterung der Bezeichnungen. L = Zahl der in
o geschnittenen Leberkerne (10); D = Zahl der in a* geschunittenen Doppelkerne von
Leberzellen (1); X = Zahl der in a® mit Kern geschunittenen Leberzellen: L—D (10-—1=9);
Z = Zahl der in o® geschnittenen Leberzellen (mit Kern und ohne Kern). Im Schnitt
nicht exakt feststellbar. Hier etwa 16; z = Zahl der ohne Kern geschnittenen Leber-

zellen (7); £= 1,8 (in diesem Beispiel); B = Zahl der Endothelkerne in a* (10).

X

- Vp
Gesamtleberzellzahl im Organ . o= C

4

. Vy
Gefibfaktor . =1k

V
Spezifisches Gewicht . . . . . . . % =g

C. Die Ableitung der Gleichung: X = %

Fiir unsere Berechnungen stellen wir uns die polygonalen Leber-
zellen idealisiert als Kugeln vor, wobei wir den Capillarraum aus Ver-
einfachungsgriinden zunichst rechnerisch mit einbeziehen. Zellplasma
mit zugehorigem Capillarraum bilden daher in unseren Berechnungen
ein Ganzes.

1. Grundgleichung.

Nach unseren bisherigen Darlegungen und Definitionen betrigt die

Zahl der im Flichenquadrat a? geschnittenen Leberzellen:

a2
2= gy (1)




Untersuchungen iiber das Wachstum der Leber der weilen Maus. 551

Da aber
R,=¢- R, (2)
ist, ergibt sich (2) in (1) zu
a2
L= Ry ®)
Nun ist das Volumen einer Leberzelle im Organschnitt
’ 4
Vi=5Ryx (4)
oder
E/3 ,
R,= |/ 2y @)
4"y in (3) gibt
2
G ! ()

= oy
h 47

2. Berechnung von v,.
Die Schrumpfung 7 des frischen Organs bis zum Organschnitt betragt:
V. VeV
TV, ®)
Da aber V, nur einen kleinen Prozentsatz des Gesamtvolumens

betréigt (5%) kann die Schrumpfung fiir ¥, als anndhernd gleich der
Gesamtschrumpfung angesehen werden.

I:

Daher gilt
Vé — VZ/ . 12
Al I (6"
d=1-V, (6")
Nach unserer Definition ist aber
Va . Vo —C
W v
Vo
b= 0
(7) in (6"") zu
, v,
’[)z == . Ep . (8)

Den GefiBanteil der groferen GefiBe am Gesamtvolumen nehmen
wir als konstant an

V!]
b= (9)
da aber
v —v—7, (10)
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gilt (9) in (10) zu

V,=V—V-k=TV(1—Fk (11)
(11) in (8) ergibt

=100y (12)
Da aber

G

y=1 (13)
ist

SRR Ll Y (14)
(14) in (5) ergibt

a2
= (15)

3. Berechnung von X.

1
R a—ke V&
¢ V( 4-n-0-s)

Die Zahl der in ¢? geschnittenen Leberzellen Z kann nicht direkt
bestimmt werden. Wir kennen nur die Zahl der in a? mit Kern ge-

Abb. 9.

schnittenen Leberzellen X. Es ver-
halt sich nun nach einfachen Uber-

legungen
Z _2R,+h
X Sy b (16)

Aus Abb. 9 ist verstandlich, daB
bei gleichbleibender Schnittdicke 7 Zell-
plasma und Kern erst von % geschnitten
werden, wenn die Mittelpunkte der Zelle
naher als R, (fir die Zelle) und néher
als r,, (fiir den. Kern) an & geriickt sind.
Setzen wir nun gleichmaBige Verteilung
voraus, so ergibt sich nach Wahrschein-
lichkeitsgesetzen, dafl die Haufigkeit von
Z und X sich wie das Verhiltnis des

Zell- und Kerndurchmessers zuziiglich der Schnittdicke % verhalt. Lassen wir

% unendlich klein werden, so verhalt sich — — —2.

Nach der Kern-Plasmarelation ist

17') in (16) zu

Z Ry

X Ty
R,
= (17)
R,=c-r, (17

X

@R
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Da der mittlere Kernhalbmesser r, sich bei konstanter GriBSe A
andert, ist auch zunichst das Verhiltnis Z/X nicht fiir alle Gewichts-
klassen als konstant anzusehen. Es ist zu priifen, ob die systematische
Schwankung von Z/X noch innerhalb der Fehlergrenze liegt.

4. Endgleichung.
Setzen wir (18) in (15) so ergibt sich die Endgleichung:

a? 1
= = (19
x o ABIA=EN @2-cory+h) V& (19)
" (4'W'S'C> (279 + 1)
PO 2
)('3 2: pem} _‘.____ji !
yer=K 8/ BT (L—) (¢t h) (19
SReE=E
4-5-C (2 7+ h)
X= (19")

]/677 )

D. Die Konstante K.
Wir nahmen bisher in unserer Ableitung an, dali der Ausdruck

a2

_921/;(3-1-(1—1@)2. 2crw+h)
45C @+ B)

eine Konstante bildet. Um Irrtiimern vorzubeugen und um die Fehler-
mdglichkeit klarzulegen, werden daher im folgenden die Teilfaktoren
der Konstanten tberpriift.

Aus 25 Lebergewichten der Gewichtsklassen zwischen 180 mg und
1400 mg hatten wir wie bereits erwihnt zusammen mit den empirischen
Werten von X den Mittelwert der Konstante K = 12230, o - 390
{4+ 3,2%) und der 3-0-Grenze von 9,6% berechnet, der mittlere Fehler
des Mittelwertes betrigt dabei 4 78 (+ 0,6%). Nachdem wir fiir X
auf Grund dieses Mittelwertes an 120 Tieren eine miftlere Abweichung
vom Mittelwert mit 3,08% und einer 3-o-Grenze von -~ 9,24% und
damit eine fast véllige Ubereinstimmung mit der aus 25 Tieren errech-
neten Konstanten entnehmen durften, kann der mittlere Fehler des
Mittelwertes von K kleiner angenommen werden und betrigt bei
120 Tieren -+ 35 (0,28%). Wir miissen daher fordern, daB eventuelle
Schwankungen der Teilfaktoren kein Uberschreiten der Fehlerbreite
verursachen, es muf} aber beriicksichtigh werden, dafl bei den folgenden
Bestimmungen eine gewisse Fehlerbreite der jeweiligen Methodik mit
eingerechnet werden mulf.

1. Spezifisches Gewicht.

Mit der eingangs erwihnten Methode wurde grundsitzlich bei jeder
Leber auBler dem Gewicht das Volumen am frischen Organ bestimmt.
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Der Mittelwert s = G/V ergab bei 120 Messungen 1,09, ¢ 4- 0,02 (+ 1,8%)
und einen mittleren Fehler des Mittelwertes von 0,0017 (4 0,16%).
Wir sehen hier also eine ganz geringe Schwankungsbreite des spezifischen
Gewichtes, die zum Teil auf den wechselnden Gehalt an Fett, Eiweil3
und Glykogen, zum Teil auch auf die Fehlerbreite der Methodik zuriick-
zufiihren ist. Vergleiche des spezifischen Gewichtes mit der Plasmadichte
der Leberzellen und Auftreten von Proliferationsherden ergaben keine
Abhingigkeit vom morphologischen Zustande der Leber. Das spezifische

Gewicht ist daher fir
Tabelle 4. Schrumpfung der Leber wvom frischen  unsere Berechnungen als

Organ bis zum Paraffinblock. konstant anzusehen.
: 2

Frischvolumen . . . . . \ 1000+4,2 | m=0,6 .
Lebervolumen nach Susa- 2. DieOrganschrumpfung

fixierung . . . . . . MNo+23 | m=03 bei der Einbettung.
Lebervolumen nach .

100% Alkohol . . . . | 870414 | m=0,2 In der Literatur
Lebervolumen nach J konnten wir fiir die

Chloroform . . . . . I 820+23 | m=0,3 £ .
Lebervolumen nach J Schrumpfung bei Susa-

Paraffin. . . . . . . | 660126 | m=04 fixierung und unsere

Einbettungsmethode

iiber Chloroform keine irgendwie verwertbaren Angaben finden, so daf3
wir gezwungen waren, diese Bestimmung gesondert durchzufithren.

Zum Teil wurden die bisherigen Schrumpfungsbestimmungen durch Léngen-
messungen in den verschiedenen Fliissigkeiten der Einbettungsreihe durchgefithrt
(ParrExy und Pmmpor), zum Teil durch direkte Zellmessung am Salamander-
knorpel (G. Herrwia). Beide Methoden schienen fiir unsere Zwecke nicht anwend-
bar, Lingenbestimmungen stoBen bei der Leber auf Schwierigkeiten und Messungen
am Salamanderknorpel, die zwar den Vorteil der getrennten Kern- und Plasma-
schrumpfungsbestimmung haben, erschien uns wegen der Fremdartigkeit des
Gewebes ungiinstig. Wir schalteten daher in unseren Untersuchungsgang 50 Leber-
schrumpfungsbestimmungen derart ein, dafl dieselben Lebern auch nachher wie
iiblich zur Ausziblung kamen. Mittels des Volumeters lief§ sich die Schrumpfung,
wie unsere Messungen ergaben, verhiltnismiBig einfach und exakt bestimmen.
Als Fliissigkeit wurde zum Teil die betreffende Fliissigkeit der Einbettungsreihe
beniitzt: Frisches Organ — physiologische Kochsalzlésung, fixierfes Organ —
96% Alkohol — 100 %iger Alkohol -— Chloroform und nach weichem und hartem
Paraffin wurde kurz vor dem AusgieBen durch Einlegen in Xylol die oberste
Paraffinschicht entfernt und das Volumen in Xylol gemessen. Daf die Organe
jeweils oberflichentrocken zur Messung kamen — mit Ausnahme des frischen
Organs — sei nochmals erwihnt.

Die Ergebnisse der Messung sind aus jeweils 48 Messungen ermittelt
worden.

Nahmen wir das frische Organvolumen mit 100 an, so verlduft die
Schrumpfung in den verschiedenen Flissigkeiten der Einbettungsreihe
zunichst sehr gleichmiBig, der mittlere Fehler der Mittelwerte, sowie
die Streuung ist gering (Abb. 10).
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Die Schrumpfung bis zum Paraffinblock betrigt 34%, wobei die
Schrumpfung im Paraffin am stérksten ist (50% der Gesamtschrumpfung).

Bei den Frischvolumenbestimmungen erscheint die Schwankungsbreite und
damit der mittlere Fehler relativ am hochsten, fiir Alkohol am geringsten. Man
kénnte dem verschiedenen Protoplasmazustand der Leberzellen bei der Fixierung
diese grofiere Schwankungsbreite zuschreiben, da nach der Fixierung der Schrump-
fungsproze mit einer geringen Streuungsbreite und gleichméaBiger erfolgt. Zum
Teil ist aber auch bei der Frischvolumenbestimmung mit einer groBeren Fehler-
breite der Methode zu rechnen. Vergleicht man den Schrumpfungsgrad mit dem
Protoplasma der Leberzellen am Schnitt, so gewinnt man den Eindruck, daf
Leberzellen mit wabigem Protoplasma von pflanzenzellahnlichem Charakter etwas
geringere Schrumpfungswerte .
aufweisen, wahrend dichtes 9%\
Protoplasma stirkereSchrump-. % =
fungsgrade zeigen kann. Doch §%
ist diese Regel nicht ohne §80

) L]
Ausnahme. Beim Vergleich mit § 5| —~—~Mitlere Abweichung NS
o 87 vom Miftelwert AN
der Auszahlung am Schnitt § 4 om, rieImer I N
lassen sich keine sicheren Aus- ‘
sagen tiber Schrumpfungsgrad 100% 7% 87% 82% 6% 62%

und Abweichung dev Leber- gy fixiert  mi%  Chloro-  Porlfin Sehnitt
zellzahl X vom Mittelwert  Onor  (Susq)  Alkohol  form

machen. Eine Abhéngigkeit der Abb. 10. Organschrumpfung wihrend der
Schrumpfung von der Grifie Einbettung.

des untersuchten Leberlappens

war nicht festzustellen, In wunseren Schrumpfungsbestimmungen ist nur die
Gesamtschrumpfung enthalten.” Wie sich das Verhaltnis von Kernvolumen und
Plasmavolumen wihrend der Schrumpfung verhilt, kénnen wir mit unserer Methode
nicht erfagsen. Nach unseren Untersuchungen méchten wir aber annehmen, daB
auch dieses Verhiltnis hochstens geringfiigige Differenzen aufweist, die fiir die
Fehlerbreite unserer Berechnungen ohne Belang sind.

In einer gesonderten Untersuchung wurde die Einwirkung bis zum einge-
deckten Schnitt verfolgt. Am angeschnittenen Paraffinblock wurden in Lings-
und Querrichtung 4 Markierungspunkte mit einer feinen Nadel senkrecht in das
Lebergewebe eingestochen, deren Abstinde genau am Block gemessen wurden.
Die Messungen wurden nach dem Schnitt sowie nach der Streckung des Schnittes
in Wasser verschiedener Temperatur und nach Farbung am eingedeckten Priparat
wiederholt und an zahlreichen Schnitten durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren sehr
gleichm#Big und zeigten eindeutig, daB parallel zur Messerkante keine Anderung
beim Schnitt auftritt und auch bei Streckung im Wasser bei Temperaturen zwi-
schen 35 und 50° (Schmelzpunkt des Paraffins 48%) keine Ausdehnung erfolgt.
Dagegen besteht in der Schnittrichtung ein deutlicher Stauchungseffekt der zu
einer Verkiirzung von 1 auf 0,92 fithrt. Bei der Streckung in Wasser wird diese
Stauchung innerhalb des genannten Temperaturbereiches nur zu einem kleinen
Teil ausgeglichen, so daf das endgiiltige Verhiltnis bis zum eingedeckten Schnitt
1 zu 0,94 betrigt. Diese Verkiirzung wird vermutlich mehr das Plasma und den
Capillarspalt betreffen als die Kerne.

Unter Einberechnung dieser Bestimmungen betragen daher die fiir
den Schnitt giiltigen SchrumpfungsmaBe (Tabelle 5).

Die Schrumpfungsbestimmungen zeigen bei 48 Untersuchungen eine
Streuung von + 4,2%. Diese gibt fiir K Werte innerhalb der Streubreite
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Tabelle 5.
Schrumpfung Frische Leber . in %Z?:gfin ‘ Leber im Schnitt
Volumenschrumpfung . . | 100 mm? (%) | 66 mm? (u®) l 62mm3 o + 4,2%
Flachenschrumpfung. . . | 100 mm? (4?) | 75 mm? (u?) | 7T1mm?e -+ 2,6%

[87 mm (p)
81 mm (u)

Lineare Schrumpfung . .
’ M~8mmo-1,6%

|
I

100 mm (u) J 87 mm (u)

der Methode und laft eine eindeutige systematische Abweichung
vermissen. Wir kénnen daher die Schrumpfung I mit einem Mittel-
wert von 0,62 und einer mittleren Abweichung von + 4,2% bei einem
mittleren Fehler des Mittelwertes von 4 0,004 als konstant ansehen.

3. Der Gefiffaktor.

Zur Ermittlung des Verhiltnisses des Volumens gréBerer Gefifle
zum Gesamtlebervolumen benutzten wir das Wégeverfahren. Da wir
bei unseren bisherigen Messungen nur Capillarraum und kleinere Zentral-
venen mit erfassen, sollten in dieser Bestimmung GefiB- und Binde-
gewebsraum aller Gefile groBerer Ordnung mit dem zugehérigen Binde-
gewebe gemessen werden. Da diese aber im Leberlappen nicht gleich-
miBig verteilt sind, sondern im Zentrum die groferen Gefifle liegen,
wurde ein Leberlappen einer Leber von 1000 mg Gewicht in Serien
geschnitten (10 ) und jeder 5. Schnitt untersucht, um so eine propor-
tionale Verteilung zu erhalten. Es wurden séimtliche 72 Schnitte bei
gleicher Vergroflerung auf Papier gleicher Dicke projiziert und Schnitt-
urmrifl sowie die Umrisse aller grofleren GefdBle des Bindegewebes ein-
gezeichnet. Mittels des Wigeverfahrens wurden dann die ausgeschnit-
tenen Leberumrisse als Gesamtvolumen gewichtsmiBig erfaBt und nach
Ausschneiden aller ‘GefdBbindegewebsriume der Gewichtsverlust und

damit der prozentuale Anteil des Gefidfibindegewebsvolumens bestimms.
. GefaBvolumen Vy 11,86 ¢
Es betrigt =

Tebervolumen ~ ¥~ 206,738 — 0,057. Der GefﬁJBra,um,
den die griBeren Gefifle in der Leber einnehmen, betrigt daher 5,7%
des Gesamtlebervolumens. Es ist daher:
V,=V-(1—k)=094-7V.

Aus naheliegenden technischen Griinden konnte diese sehr miithsame
Untersuchung nicht auf eine groBere Anzahl von Tieren ausgedehnt
werden. Wir haben mit dieser einen sorgfiltig durchgefiihrten Be-
stimmung keine Konstanz des Faktors K bewiesen. Doch werden bei
der GriBenordnung von 5,7% des Gesamtvolumens der Leber, auch
wenn wir gewisse Schwankungen wihrend des Wachstums annehmen
wollten, diese sich nur sehr gering auswirken und keine systematische
Abweichung bedingen. Bei dem geringen Prozentsatz wiirden solche
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Abweichungen noch vollig innerhalb der Streubreite von K liegen.
Wir halten daher die Bestimmung der GréBenordnung des Verhilt-
nisses von Gefafiraum zu Gesamtvolumen fiir unsere Untersuchungen
fiir ausreichend.

4. Die Kern- Plasmarelation an der Leberzelle.

Nachdem wir in unseren bisherigen Uberpriifungen der Teilfaktoren
der Konstantengleichung keine systematische Abweichung, die die
Fehlerbreite fir die Konstante K iiberschreiten wiirde, feststellen
konnten, kommt der Kern-Plas-

marelation fiir die Bestimmung Tabelle 6.
der Konstantenfaktoren ¢ und st ’ - 112/230 ibtrarer
2:¢- h Ve Sse (
T??—Tw—,_’_h‘ grundlegende Bedeu- G ) : meser rm (1)
w T ) .}
tung ‘zu. 200 357 2,71
. . 300 273 3,10
Wir haben die Kern-Plasma- 400 J 295 ‘ 3,42
relation mit besonderer Methodik 508 1&;7 | 3,65
. 60 172 3.92
unter glelchz.eltilger Verwendung 700 155 ; 112
der Kernvariationskurve unter- 800 | 142 430
sucht. Die Ergebnisse seien hier 900 131 4,48
R . 1000 122 ! 4,64
soweit sie fiir die mathematischen 100 115 ‘ 478
Betrachtungen erforderlich sind, 1200 108 4,93
- [
vorweggenommen. Das Ergebnis }igg { 182 g’(l)g
dieser sebr miihsamen Unter- 1500 | 93 ‘ 5.32

suchungen an rund 40 Lebern

verschiedener Gewichtsklassen war fiir uns zu. Beginn selbst iiber-
raschend und fiihrte eigentlich erst auf die dargelegten Vorstellungen
vom Wachstum der Leber.

a) Der mittlere Kernhalbmesser der Leberzelle wihrend des Wachstums,
Als wichtigstes Ergebnis fanden wir, dal} die Kernfliche in einer Flichen-
einheit innerhalb aller Gewichtsklassen bei einer Streaung von o - 8,6%
konstant bleibt. Auf das MeBquadrat a2 = 71820 u® umgerechnet be-
trigt diese Kernfliche im Mittel 8274 u? (¢ + 8,6%, m 4-1,1%). Da
innerhalb der Gewichtsklasse von 300 mg bis 1400 mg keine systemati-
sche Abweichung auftritt, ist es daher moglich, aus diesem Mittelwert
und der mittleren Leberzellzahl X in o — errechnet aus dem Mittel-
wert der Konstanten K und dem Lebergewicht — den mittleren Kern-
halbmesser fiir die verschiedenen Gewichtsklassen zu errechnen.

Es gilt:

. /e 0)

da 72,7+ X = der Gesamtkernfliche in a? ist.
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An den Grenzwerten von 200 und 1400 mg Lebergewicht ergibt sich
durch das Verhalten von Z/ X und p bei gleicher Schnittdicke eine gewisse
Verschiebung im Sinne einer Nivellierung, die wir aber hier vernach-
lissigen durfen. ,

b) Die Kern-Plasmarelation. Wie wir bereits ausfithrten, ist das
Verhiltnis der Leberzellzahl Z in o? zu den mit Kern geschnittenen
Leberzellen X in a? einer gewissen systematischen Abweichung unter-
worfen, die bei konstanter Schnittdicke durch die Anderung des mitt-
leren Kernhalbmessers gegeben ist. Nachdem wir nun die Griéfen-
ordnung kennen, in der sich der mittlere Kernhalbmesser wahrend des
Wachstums dndert, ist es moglich, sowohl Z/X wie auch die Kern-Plasma-
relation ¢ und den Faktor ¢ auf Grund der errechneten Mittelwerte zu
bestimmen. Bei konstanter Kernfliche in der Flicheneinheit ist das
Verhiltnis _

a 71820 u?
Q= Gesamtkernfliche in a® 82742 8,68, (21)
o 40,74 m=40,1.

Die Beziehung des Quotienten @ zur Kern-Plasmarelation ist wie
folgt gegeben:

Flicheneinheit a2 _ Z-Bym
Q= Gesamtkernfliche in a2 X -1 @ (22)
Z  [Rpu\? /
0—2. (71;) . (22')
Da aber
B 0By
m o 1w
und
Ry _ ¢ ist, folgt
T .
VA 2
Q=3 -c (03) (23)
/o’ ist fir unsere Gewichtsklassen konstant und betrigt 0,95.
2
(4] =0.90.
Nach (18) ist & = (2_26;%@ eingesetzt in (23) ergibt
_Zoemth . (
Q= @tk C 0,90. (24)

Da nach unseren bisherigen Ergebnissen der Geltungsbereich unserer
Voraussetzungen die Gewichtsklassen zwischen 200 und 1500 mg Leber-
gewicht umfalt, bei der Konstanten @ infolge der groBlen Streubreite
von - 8,6% eine systematische Abweichung innerhalb der CGewichts-
klassen nicht erkennbar wird, so miissen wir die Kern-Plasmarelation ¢
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fiir eine mittlere Gewichtsklasse bestimmen, da wir auch hier fiir Z/X
einen Mittelwert erwarten dirfen.

Ein Einsetzen der verschiedenen Kernhalbmesser wiirde nur eine
scheinbare Anderung der Kern-Plasmarelation ergeben, in Wirklichkeit
handelt es sich dabei um die Grenzwerte der Fehlerbreite von c.

Fir 7, = 4,8 ergibt sich aus der beiliegenden Kurve (Abb. 11)
c=234 ¢ =007 (29%) und m = 0,01 (4 0,4%). Dabei ist in R,
noch der Capillarraum mit einbegriffen. Nach Untersuchungen von
StoweLL umfalit das gesamte

Gefabindegewebe einschlief- c=-’;l 0/’5’;99/’ec/lim.lﬂg'a’e/'/]{.t,’r'rl-/‘7/11‘5‘//}17/:cz/a:ﬁ'aﬂj c= —',,f"i
lich groBer GefiBe, Capillar- w g (EETAN), o (b8 Mw
lumen und Bindegewebe bei 2'5% S Gnr) ¢ (n = 75m)—
der Rattenleber im Mittel 2%#7~gpi==

etwa 28% des Gesamtleber- 2%~3% e
volumens. Ubertragen wir a7 220

diese Grofien zur Veranschau- ;70 //

lichung des Capillarspaltes auf ’ //

die Maus und ziehen 5% des Kt~ 6 7 9 74
Volumens der grofleren Gefifie 79 - ‘9';3 * 942
ab, 50 bleiben fiir den Capillar- Abb. 11.

raum noch 23%. Da bei
unserem mittleren Zellvolumen ¥, der Capillarraum mit einberechnet ist,
wirde sich fiir den eigentlichen Zellhalbmesser R ohne Capillarspalt
folgender Wert ergeben:

47k, 100 100

Sn RS 100093~ 77

By % /100
B ﬁ:mg

Ry _ 234
Es verhilt sich also 7, : B : R, =1 : 2,15 : 2,34. Das tatsiichliche Ver-
Z . , . e
hiltnis %Kellvolumen betragt damit 99 ~Y 10 und damit das Verhiltnis
ernvolumen 1 1

Kern 1
Plasma > §

Dieses Verhiltnis gibt natiirlich nur Anniherungswerte, ist aber in
der GréBenordnung durchaus anschaulich und zeigt wie schmal der
Capillarspalt trotz des verhiltnismiBig groBen riaumlichen Anteils des
Capillarraumes ist, wobei natiirlich noch zu bedenken ist, daB in Wirk-
Tichkeit nicht jede einzelne Leberzelle ganz von einem Capillarmantel
umgeben ist. Es wird daraus auch verstindlich, daB gewisse Schwan-
kungen in der Capillarweite sich nur unwesentlich auf die Fehlerbreite
unserer Messung auswirken. Weiter geht daraus hervor, daf der
Capillarspalt mit zunehmendem Zellvolumen wiichst, dafiir aber weiter
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Tabelle 7.
1 | @ R,+2h g 2R +h |
Tw iR —p e o ¢ 2 Z_E w + Z
. | rwc‘g iE, Tk @ f X" 2r, +h “ ¢ x
3 ’ 7,02 - 0,859 ‘j 0,737 ’; 1,59 ‘ 1,17
4 9,36 0,846 0,715 / | 1,68 1,20
4,8 \ 11,23 T 0,838 0,702 C] 1,74 1,21
5 | 170 0,836 0,698 / | L6 | 1,22
6 | 1404 | 0,832 0692 .V | 182 | 125

auseinandergedringt wird, so daB im Flichenquadrat trotzdem eine
konstante Capillarfliche vorhanden ist, die sich nur aus feinen einem
Maschenwerk in ein gréberes Netzwerk bei groBen Lebern umwandelt.
Da das Volumen der Capillarendothelien nicht wesentlich zunimmt,
und jhre Zahl in der Flicheneinheit konstant bleibt, ist einer bestimmten
- Leberzellmasse (nicht einer einzelnen Leberzelle) normalerweise eine
bestimmte Zahl Endothelien als Ausdruck des Capillarraumes zunéchst
zugeordnet. Dieses Verbéltnis kann sich unter bestimmten Stoffwechsel-
-belastungen dndern, doch. dndert sich hierbei offenbar die Capillarweite
zunéchst nicht, die Endothelzellen liegen eben dann nur dichter an-
einandergedréingt.
¢) Das Verkalten der Faktoren Z|X und ¢ wihrend des Wackstums
Wir sind mit diesen Berechnungen nun in der Lage, das Verhalten
der Faktoren Z/X und p innerhalb der verschiedenen Gewichtsklassen
zu priifen.
Z (2 c ry+h)
X T @ rwth

o= —gﬂ errechnet sich nach der Ableitung, fir die wir Herrn Dipl.-
» .

Math. RETcHARDT! zu Dank verpflichtet sind, wie folgt
- Ry+2h
= 4R, 20

e A
Wir kénnen daraus ersehen daB g?- 54 in der Konstanten K inner-

halb der GuBeren Grenzen tnserer Gewichtsklassen eine systematische
Abweichung erkennen lifit, die bei einem Mittelwert von 1,21 eine
Abweichung von ‘

4 0,04 fiir 7 = 6

— 0,04 fiir 7, = 3 p

o=

zelgt o und Z/X verschieben sich dabei also gegensmmg Die Abweichung
betrigt an den Grenzen =+ 3,2%, die Konstante K verschiebt sich dabei
an den Grenzen nicht iiber die einfache mittlere Abweichung, so da8

1 Wir mochten an dieser Stelle Herrn Dipl.-Math. Reromarpr, Titbingen,

fiir freundliche Ratschlige und Uberpriifung der mathematischen Ableitungen
herzlich danken. :



Untersuchungen iiber das Wachstum der Leber der weifen Maus. 561

wir diese geringe Abweichung fiir unsere Berechnungen vernachléssigen
diirfen, die allein durch die konstante Schnittdicke verursacht wird.
Lassen wir sie unendlich klein werden, so entféillt diese geringe Ver-
schiebung. Nur bei der Bewertung der Grenzen unserer Gewichts-
klassen miissen wir diese Verschiebung in Betracht ziehen, so daB3 wir
bei Lebern mit 200 mg und. iiber 1400 mg nach unseren Ergebnissen
eine gewisse Zellvermehrung nicht ausschlieBen kénnen. ,

d) Der Schnittdicke h kommt eine geringe Bedeutung zu, da wir
auch bei einer angenommenen Fehlerbreite von etwa + 05u (£ 6%)
eine Abweichung der Konstanten von hochstens -+ 1% haben.

. Z@gsammenfassung.
Fassen wir das bisherige zusammen, so ergeben sich fiir die ver-
schiedenen Teilfaktoren der Konstanten K folgende Werte:
K=X-{t2=122300 + 3,08% 30 +9,24%
m = -4 35(0,28%)

a? = 71820 u2

h=175pu

I=0,620 40028 (42%), m= + 0,004

s =1,09,0 £+ 0,02 (£ 1,8%), m = + 0,0017

k = 0,057

Z

Y-QZZ 1,2].0( :‘:0,04: (Z}: 3:2%)

c = {;E@ = 2,34 40,07 (2,9%)
w az
Q= Gesamtkernfiiche in a2

Der Wert der noch unbekannten Gesamtleberzellzahl ' errechnet
3 .
sich bei den angegebenen Werten mit ' = 0,066 %‘— = 66000000 Leber-

zellen. Bei dem Verhalten der iibrigen Teilfaktoren der Konstanten muf
auch dieser Wert innerhalb der Fehlerbreite eine Konstante darstellen.

Wir sehen, daf fiir alle Teilfaktoren der Konstanten die Fehler-
breite der 3-0-Grenze fiir X nicht erreicht wird, wobei zu bedenken ist,
daB die Streuung der Teilfaktoren zu einem Teil durch die Fehlerbreite
der Methode bedingt ist. Die einzige systematische Abweichung, die

= 8,680 0,74 m= +0,1.

. Z : .
die Konstante erfahrt, ist durch das Verhiltnis S al gegeben. Dieses

ist aber fiir Gewichtsklassen zwischen 300 und 1400 mg ohne Bedeutung.
Dagegen konnen wir bei den Grenzwerten von 200 mg Lebergewicht
eine gewisse Zellvermehrung im Leberwachstum noch nicht ganz aus-
schlieBen, ebenso sehen wir bei Tieren iiber 1400 mg Lebergewicht
— Gewichte, die wir nur unter besonderer Stoffwechselbelastung auf-
treten sehen — wieder eine leichte Zellvermehrung einsetzen, die aber
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noch nicht durch die Feblerbreite der Methode manifest wird. In Ana-
logie zu LinzBacH mochten wir daher annehmen, dafl die normale
Leber der Maus bei 1400 mg Gewicht ihr kritisches Gewicht und die
Grenze der reinen Hypertrophie erreicht.

Nach Uberpriifen der wichtigsten Teilfaktoren unserer Formeln und
der Tatsache, dall unsere empirisch gefundenen Werte innerhalb der
genannten Gewichtsklassen zwischen 200 und 1400 mg Lebergewicht
mit der abgeleiteten Kurve iiberéinstimmen, diirfen wir damit auch die
Voraussetzung unserer Formel iiber das Wachstum der Leber als stati-
stisch gesichert und bewiesen ansehen.

Einzuwenden wire, daB die Konstante des Gefilifaktors nur an
einem Tier bestimmt wurde und daBf der Capillarraum noch nicht ge-
sondert methodisch miterfait worden ist. Nachdem das Volumen der
groBen Gefifle aber nur einen sehr geringen Prozentsatz des Gesamt-
volumens ausmacht, sind eventuelle Schwankungen wihrend des Lebens
noch innerhalb der Fehlerbreite der Methode. Die Bestimmung des
Capillarraumes war uns bisher methodisch noch nicht méglich, da uns
ein Integrationsstrich nicht zur Verfiigung stand. Wir glauben aber,
daB wir aus dem Verhalten der Zahl der Endothelkerne bei Normal.
tieren wihrend des Wachstums der Leber die dargelegten Schliisse
ziehen diirfen, zumal sie indirekt wieder durch das Verhalten von X
und @ bewiesen werden, da der Capillarraum in Gleichung und Messung
mit enthalten ist. Feinere Schwankungen der Kern-Plasmarelation an
einzelnen Zellen konnen mit dieser Methode nicht erfallt werden.

Unsere Ergebnisse und die Gleichung entsprechen zu einem Teil den Tat-
sachen, die Linzeacm an ahnlichen Untersuchungen iiber die Herzmuskelfaser
gefunden hat. Linzeace hat fiir das Herz als erster die Zellzahlkonstanz nach-
gewiesen. Seine mathematische Formulierung ist etwas anders abgeleitet. Die
Ahnlichkeit der Befunde, sowie die Tatsache, dafl die mathematischen Voraus-
setzungen der Ergebnisse LiNzBacHs von SCHLOMKA nicht unwidersprochen
blieben, machen es notwendig, kurz dazu Stellung zu nehmen.

Wenn wir unsere Gedankenginge auf die Linzacrschen Ergebnisse
anwenden, dann bedeutet die Tatsache, da} die Zahl der Herzmuskel-
fasern und der Herzmuskelkerne in einem Mefquadrat konstanter
Fliche gesetzmiBig mit dem Herzgewicht abnehmen, dal bei gleich-
bleibender Zahl der Herzmuskelfasersegmente die Volumenzunahme des
Gesamtherzens auf der VergroBerung des einzelnen Herzmuskelfaser-
segmentes beruht und dabei das Verhéltnis von Linge und Breite in
den Kinzelsegmenten konstant bleibt, was LiNzBacH auch aus seinen
Uberlegungen geschlossen hat. Die Zahl der im Mefquadrat geschnit-
tenen Faserscheiben steht in direktem Verhéltnis zum mittleren Volumen
der Fasersegmente. LinzBAcH hat fiir diese zunichst einen willkiir-
lichen Wert angenommen. Nach unseren Uberlegungen entsprechen
die einzelnen Segmente der einzelnen Herzmuskelzelle im Syncytium
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mit zugehoérigem Plasma und Kern. Fir diese Einheit besteht ein
gleichbleibendes Verhiltnis von Linge zur Breite. Damit erklirt sich
dann von selbst, dafl die Kernzahl in der Fldacheneinheit der gleichen
Kurve folgt, die Differenz beider Kurven ist ein direkter Ausdruck
nicht nur des Verhiltnisses von Linge zu Breite, sondern auch der
Konstanz der Kern-Plasmarelation, die Linzacg damit auch fiir das
Herz eindeutig nachgewiesen hat.

Der Herzmuskel wichst also wie die Leber der weilen Maus durch
Volumenzunahme der einzelnen Parenchymzellen bei Konstanz der
Kern-Plasmarelation und der Zellzahl. Die Zahl der geschnittenen
Herzmuskelfasern und Kerne je Flicheneinheit driickt das mittlere Zell-
volumen des Herzmuskels fiir das jeweilige Gewicht aus. Damit entfillt
von selbst ein Einwand von SchLoMka, der in seinen Berechnungen
eine gleiche Linge der Herzmuskelfasern angenommen hatte. Dies ist
aber weder von LiNzBacH behauptet, noch in der Formel enthalten.
Vergleiche des mittleren Zellvolumens mit dem Organvolumen setzen
aber voraus, daf} die vorgenommene Messung ein Spiegelbild des ganzen
Herzens gibt, d. h. diese mufl im ganzen Herzen gleich sein oder wenn
sie wie LiNzZBACH es tut, nur an einem bestimmten Teil des Herzens
(inker Papillarmuskel) jeweils vorgenommen wurde, muB diese Zahl
immer im gleichen Verhiltnis zu den iibrigen Herzmuskelteilen stehen.
Dies ist der Ahnlichkeitssatz, von dem LinzeacH spricht. Diese Frage
ist aber entscheidend wichtig zur Beurteilung des hyperplastischen
Herzens, denn eine Hyperplasie kann dadurch vorgetduscht werden,
dall das normalerweise konstante Verhiiltnis des mittleren Zellvolumens
zwischen linkem und rechtem Ventrikel sich verschiebt und die nicht
dem linken Herzmuskelfaservolumen entsprechende GewichtsvergriBe-
rung des Herzens durch eine entsprechende GewichisvergréBerung des
rechten Herzens bedingt ist. Wir miissen daher fordern, daf fiir nor-
male Herzen das Verhiltnis der Messungen am rechten und linken
Papillarmuskel in allen Gewichtsklassen konstant ist, eine Hyperplasie
wire mathematisch dann einwandfrel bewiesen, wenn die Faserzahl
bei gleichbleibendem Verhéltnis von rechtem zu linkem Ventrikel fiir
das Organgewicht zu hoch wire.

Die Zahl der Endothelzellen in der Flicheneinheit verhilt sich am
Herzmuskel withrend des Wachstums anders als in unseren Unter-
suchungen an der Leber. Da das Volumen der einzelnen Endothel-
zellen auch am Herzmuskel sich nicht wesentlich vergroBert, muff an-
genommen werden, dafl es fir grofere Herzgewichte zu einem MiB-
verhiltnis zwischen Herzmuskelfasern und zugehérigem Capillarvolumen
kommt, wie LinzBacH mit Recht schlieft. Im Unterschied zu unseren
Untersuchungen an der Leber bleibt also wihrend des Wachstums des
Herzens das Verhdltnis von Capillarvolumen zu Parenchymvolumen

Virchows Archiv. Bd. 318. 37
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nicht konstant. Da aber das Parenchymvolumen gegeniiber dem Capil-
larvolumen einen wesentlich gréfieren Raum einnimmt, kann dies in
der Verschiebung der Konstanten nicht viel ausmachen. Da die Kon-
stante nach der LinzpacHschen Formulierung ein konstantes Verhilinis
von Capellarvolumen zu Parenchymuvolumen wvoraussetzt, das Capillar-
volumen aber tatsidchlich mit zunehmendem Herzgewicht relativ kleiner
wird, muf die Konstante mit der VergréBerung des Herzgewichtes
etwas zunehmen. Wir mdchten annehmen, dall dies die Ursache der
von SCHLOMEA gefundenen geringgradigen VergréBerung der Konstanten
ist. Dies wiirde die Genauigkeit der LinzBacHschen Untersuchungen
nur bestitigen.

IV. Die Kern-Plasmarelation und die Versehiehung der KerngriBen-
variation wihrend des Wachstums der Leber.

A. Einlettung und Lilerotur.

Auf Grund einer theoretischen Untersuchung iiber die Beziehungen zwischen
seiner Protomerentheorie und der von Herrtwic aufgestellten Kern-Plasmaregel
stellte HErpENEATN 1912 die bekannte Wachstumsformel

MK 2MK 4MK 8MK (Masse Kern)
MP  2MP 4MP SMP (Masse Plasma)

usw. auf.

JacoBs — von ganz anderer Fragestellung ausgehend — entdeckte 1925
durch Einfithrung einer subtilen Me8technik und durch seine variationsstatistische
Methode das Gesetz vom Wachstum der Zellkerne in der geometrischen Reihe
1:2:4:8 usw. und erbrachte damit, von anderer Seite kommend, den induktiven
Beweis fiir die HerpexmANsche Protomerentheorie.

In seinen ersten Untersuchungen an den Leberzellkernen der weiflen Maus
bekam Jacoss eine viergipfelige Variationskurve mit den Gipfelvolumina V1,
V2, V4, V8, wobei V2 mit seiner Kerngrofie K2 den hochsten Gipfel der Kurve
erreichte und deshalb als Regelzelle bezeichnet wurde.

Gleich in seinen allerersten Arbeiten hat sich Jacoms iiber die Bedeutung
von Kern- bzw. ZellgréBe und Funktion Gedanken gemacht. — Allein schon
die Verteilung der GroBenklassen innerhalb der kleinsten Lebereinheit, des Hepa-
tons ergab hierfiir wichtige Hinweise.

So stellte er fest, daB die kleinste Zellform V1 fast immer nur im Zentrum
und der Peripherie des Leberldppchens — grofie Formen V4 und V8 haupt-
gichlich in der intermediiren Zone zu finden waren, wihrend er die hiufigste
Zellform V2 als ,,Regelzelle® diffus iiber das ganze Lappchen verteilt fand. Diese
charakteristische Lokalisation war nur bei Lebern festzustellen, welche Lappchen
mit radidrer Struktur der Zellbalken und GefiBe besitzen. Bei Lebern ohne diese
Struktur (Amphibien, Echidna, Saugetierembryonen) fand er nur eine einzige
Zellklasse.

Mit der radisren Anordnung der BlutgefiBe aber sind auch die Bedingungen
fiir verschiedene Stoffwechselverhilinisse gegeben und JacoBs hat gleich im An-
schluB an seine ersten Untersuchungen auf die Bedeutung dieser Dinge hinge-
wiesen. Spéter konnte auch sein Schiiler BiIRkrENMATER belegen, dafl sich un-
mittelbar um GefaBe herum stets groBe Zellklassen mit groBen Kernen finden
und in den zahlreichen Arbeiten, die sich in der Folgezeit zur Aufgabe gemacht
hatten, Funktion und KerngroBenvariation zueinander in Beziehung zu setzen,
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konnte von den verschiedensten Untersuchern der Nachweis erbracht werden
daB sich das Bild der KerngréBenvariation insofern éndern kann, als eine Zu-
nahme der Funktion in entsprechender Weise mit der Bildung hoherer Kern-
klassen verbunden ist.

In Jacoess umfassender Arbeit ,,Uber die verschiedenen Arten des gesetz-
miBigen Zellwachstums und ihre Beziehungen zur Zellfunktion ... (1942) ist
eine weitgehende Ubersicht iiber alle Forschungsergebnisse in dieser Richtung
gegeben und wir halten uns daher fiir berechtigt, nur soweit auf diese Literatur
einzugehen, als sie zur Beleuchtung unserer Fragestellung notwendig erscheint.

Wichtig ist die Tatsache,
daB Kern- und damit ZellgroBe
eines jeden funktionsbeanspruch-
ten Organs zunehmen. vikr

Hmvrzscae und  Taxwer .
untersuchten in verschiedenen
Zeitabstinden nach Futterauf-
nahme die GroBe der Darm-
epithelzellen. Sie stellten dabei Anzof!
fest, daB3 sich der Anteil der der Zellen

kleinen Zellkerne mit zunehmen- %_

der Tatigkeitsdauer vermindert,  %0r

wihrend sich der Anteil der - ]

groferen Kernklassen betricht- 7o}

lich vermehrt. Interessant ist 20

dabei noch, daB im Colon — %L

entsprechend dem spateren Ein- @

treten der Inanspruchnahme des WF

Epithels — eine KernvergrsBe- ZZ:

rung erst spiter eintritt. st
Auf der anderen Seite fithrt “r

eine geringe Inanspruchnahme gg:

der Zellen zur Abnahme der wt

grofleren — und einer entspre- 0 'f‘ ?’ '4%'*' - "[‘ e ‘tﬁ'

chenden Zunahme der kleineren vive w Ve %]

Zellkerne . Abw. 12. Kernvariationskurve nach JAcoBJs (1926)
Da uns im Speziellen die mit Abbildung der Kern- und Zellgrogen.

Leber interessiert, erscheint uns

besonders auch die Arbeit von CaspErsson und Hormerex von Bedeutung,
welche nachweisen konnten, dafl die Variation der LeberkerngréBe wihrend der
verschiedenen Phasen der Leberarbeit schon wechselt. Sie kombinierten die
chemische Leberglykogenbestimmung mit der variationsstatistischen Zellkern-
messung und stellten fest, dafl die Variation der LeberkerngréBe der Variation
des von ihnen gleichzeitig bestimmten Leberglykogens folgt, d. h. daB bei
gesteigerter Leberfunktion — charakterisiert durch den Glykogengehalt — die
Kerngrofile zunimmt oder umgekehrt.

In zusammenfassender Form folgert Jacosy (1942), wo er zahlreiche weitere
Arbeiten mit entsprechenden Ergebnissen anfithrt, daf ,,im Zelleben unter physio-
logischen wie pathologischen Bedingungen jede ausgiebige spezifische Zelltatigkeit,
welche in besonders starkem Umfang das Gesamtplasma der Zelle in Beschlag
nimmt, zu einer entsprechenden Kern- und Plasma- gleichzeitig betreffenden Wachs-
tumszunahme der Zellen fiihrt, welche — soweit untersucht — jeweils nach Art
des rhythmischen Verdoppelungswichstums abliuft*.

Virchows Archiv. Bd. 318. 37a
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Er nannte dieses Wachstum das ,,Arbeits- oder Leistungswachstum®, weil in
all diesen Fllen eine ,,besondere Zellarbeit oder Zelleistung*‘ nachgewiesen werden
konnte.

So ist es verstindlich, daB wir uns im Rahmen unserer Unter-
suchungen an Miuselebern gerne der von JacoBs angegebenen Methode
bedienten, um mit ihrer Hilfe Riickschliisse auf den Funktionszustand
der jeweils untersuchten Leber ziehen zu kénnent.

B. Vorversuche (Variationsstatistik nach Jaconmys).

Bei rund 20 Tieren, die nach dieser Methode zur Untersuchung
kamen, erhielten wir das Bild der typischen Variationskurven. Wie
andere Untersucher bei anderen Versuchsbedingungen (s. JacoBs 1942)
stellten wir fest, dall oft Verschiebungen der Haufigkeitsmakima auf-
treten. Vorwiegend erhielten wir bei eiweigefiitterten Tieren eine Ver-
schiebung nach rechts —, auffallenderweise aber auch in einzelnen
Fillen nach links, so dafl wir zunéchst nicht in der Lage waren, ganz
bestimmte, fiir eine spezielle Versuchsbedingung (z. B. Hafer- oder
Eiweilfiitterung) typische SchluBfolgerungen aus dem Ergebnis der
Variationsstatistik zu ziehen.

Wir hielten es deshalb fiir richtig, die Leber von Normaltieren sehr
eingehend — und von verschiedensten Qesichispunkten aus (s. Einleitung)
zu studieren. -Aus den dort bereits beschriebenen Versuchen wihlten
wir typische Tiere aus und stellten dann wieder unsere karyometrischen
Untersuchungen an. Vor allem erschien es uns auch von Bedeutung
die HeErTwigsche Kern-Plasmarelation in jedem unserer Fille ebenfalls
zu kontrollieren, um jeweils die Konstante ,,c* bestéitigt zu bekommen.

C. Kern- Plasmarelation.

Prumn berichtet, dafl die Kern-Plasmarelationsbestimmung an Leberzellen
immer sehr zweifelhafte Werte bringt. Er erwiahnt PLENK, der nach der Geburt
zunichst eine Verkleinerung der Leberzellen und spiter eine GroBenzunahme
beobachtet hat, wobei sich der Kern am Wachstum weniger beteiligt als die Zelle.
Auch L. KavrManx stellte eine Anderung des Kern-Plasmaverhaltnisses wahrend
des Wachstums bei Taubenlebern fest, und zwar nimmst nach ibrer Untersuchung
in ‘den ersten Tagen nach dem Ausschliipfen aus dem Ei das Plasma an Masse
relativ stark zu, wahrend es bei alten Tauben wieder abnimmt. In &hnlicher
Weise berichtet LATYSCHEWSKY von einer Anderung der Kern-Plasmaverhaltnisse.

Es ist das Verdienst von v. VOLKMANN zusammen mit v. MARCEK, eine Methodik
entwickelt zu haben, mit Hilfe derer es erstmalig gelang, differenzierte Gewebe-
zellen dreidimensional zu vermessen. Sie bestimmten .aus jeder einzelnen Zelle
das Kern- und Plasmavolumen und errechneten hieraus die Kern-Plasmarelation. '
Als Versuchsobjekt diente ihnen unter anderen die Leber des Frosches und
dabei konuten sie feststellen, daB die Kern-Plasmarelation sowohl beim gut-

1 An dieser Stelle sei Herrn Prof. Jacoss fiir Uberlassung des Mikro-Zeichen-
apparates sowie fiir all seine freundliche Unterstiitzung und Ratschlige herz-
lichst gedankt.
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ernahrten wie beim hungernden F¥rosch konstant bleibt. Als hiufigsten Wert
der Kern-Plasmarelation bei der Leber des Frosches fanden sie das Verhaltnis 1 :8.
AuBerdem konnten sie mit jhrer Methode auch das von Jacoss aufgestellte Ver-
doppelungsgesetz bestatigen.

Fir uns war es nun wichtig, eine Methode zu entwickeln, die es
ermoglicht, am gleichen Organ die Kern-Plasmarelation zu bestimmen,
die Kernvariation zu untersuchen und gleichzeitig durch Auszéhlungen,
Gewichtsbestimmungen usw. alle Faktoren zu ermitteln, welche wir in
die bereits erlduterten mathematischen Ableitungen und Gleichungen
einsetzen konnten.

Es war daher unerldaflich, am Schnittpriparat zu arbeiten, und
wir waren uns von vorneherein im klaren, dafl eine Methode, welche
aus noch so exakten Messungen am histologischen Schnitt Riickschliisse
auf die Verhéltnisse in der 3. Dimension zieht, einer gewissen Fehler-
breite unterworfen sein muB.

In Analogie zu dem von uns verwandten Flachenquadrat, das zur
Auszéhlung der Zellkerne am Schnitt verwandt wurde, gingen wir
daher so vor, dal wir zur Zeichnung und Ausmessung der mit dem
Zrissschen Zeichenapparat auf das Reiflbrett projizierten Kerne ein
stets gleich grofles Zeichenblatt (62245 mm?) verwandten.

Ausgehend von dem Gedanken, dafi die Kern-Plasmarelation trotz
wechselnder Zellzahl je Flicheneinbeit und trotz wechselnder Kern-
grofe konstant bleiben muB, sofern die Leber ein zellkonstantes Organ
ist, folgerten wir, daBl die Summe aller auf einer konstant bleibenden
Zeichenblattfliche gezeichneten Kernflichen (= Gesamtkernfliche je
Blatt) stets die gleiche bleiben mufB (s. math. Ableitung).

Die Kern-Plagsmarelation liee sich also errechnen aus
Zeichenblattfliche (= Zellfliche -}- Capillarraum -} intralobulires Bindegewebe)

Kernfliche je Zeichenblatt ’

Wir verwandten je Priaparat 8 Zeichenblitter und errechneten dar-
aus die Gesamtkernfliche je Blatt im Mittel.

Wir halten es fiir angezeigt, im folgenden die Fehlermdoglichkeiten
bzw. deren Vermeidung zu besprechen.

Grenzen der Methodik.

1. Die zur Untersuchung kommenden Organe miissen alle gleichmiBig aus-
geblutet, lebensfrisch fixiert und unter gleichen Bedingungen bis zur Farbung
des Schnittes behandelt sein.

2. Es miissen grundsatzlich alle auf das Zeichenblait projizierten Kerne ge-
zeichnet werden, wobei zu beriicksichtigen ist, daB zu diesem Zweck die Bedienung
der Mikrometerschraube unerlafilich ist, um den 7,54 dicken Schnitt in allen
Schichten zu durchmustern und so auch die tiefer liegenden Kerne zu erfassen.

3. Wie bei der Leukocytenauszéhlung in der Zahlkammer erfat man die
vom Blattrand geschnittenen Kerne so, dafl man z. B. die rechts und unten liegenden
Kerne mitzeichnet, links und oben aber wegliBt. Man kann aber weitgehend
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schon durch die Verschiebung des Zeichenblattes auf dem Reibrett solche ungiinstig
liegenden Kerne vermeiden. Selbstverstindlich darf weder das Blatt noch das

Tabelle 8. Beispiel (Tier Nr. C 8).

Kern. | zanl der
Zeichenblattfliche | fache | Zellzahl Nt el
mm? Zellen
L. Blatt. . . . . 7233 27 ‘ 3
2.Blatt. . . . . 7586 34 5
3. Blatt. . . . . 7116 28 3
4.Blatt. . . . . 7221 28 ‘ 4
5. Blatt., . . . . 6468 | 25 4
6.Blatt. . . . .| 7094 30 2
7.Blatt. . .. .| 7611 | . 33 6
S.Blatt. . . . . 6719 28 1
Summe | 57048 | 233 | 28
Mittlere Kernflache jo Blatt: 5—7g§ — 7131 mm?.
62245 mm?
@ = Sistmme O _

Priparat wihrend des Zeich-
nens verschoben werden,

4. Die doppelkernigen
Zellen werden gekennzeich-
net. Durch Manipulieren
mit der Mikrometerschraube
kann man bei Azanfirbung
leicht die Zeligrenzen er-
kennen.

5. Die Konstanz der
Schnittdicke hat zur Folge,
daB bei einem Uberwiegen
der grofikernigen Zellen die
Chance fiir die Messung
des Zellkernes in seinem
optimalen Durchmesser ge-
ringer wird (s. Abb. 13).

6. Kernkalotten werden
mitgezeichnet,', um Kern-
zahl' und Kernfliche im
Schnitt vollig zu erfassen.

7. Die ,,Bindegewebskomponente® kann weitgehend dadurch ausgeschaltet
werden, dafl bei der angegebenen 2000fachen VergrsBerung das gewihlte Zeichen-

ee@ ()

Abb. 13. Die vorkommenden Kerngréfien im
Vergleich zur konstanten Schnittdicke.

Ergebnis.

blattformat stets zwischen
Zentralvene und GLISSON-
sches Dreieck fillt, so daB
also nur das intralobulire
Bindegewebe in der ,,Plas-
mafliche* ‘mitinbegriffen ist.

Trotz mancher bei der Messung am histologischen Schnitt nicht zu
vermeidenden Fehler, erhielten wir auffallend gleichmiBige Resultate.
Aus Untersuchungen an 42 ILebern verschiedener Gewichtsklassen
(Abb. 14) ergibt sich der Muitelwert des Quotienten ¢ als Ausdruck

der Kern-Plasmarelation
Zeichenflache

€ = Komflacho je Zeichenblatt

= 8,68.

Mittlere Abweichung vom Mittelwert o — - 0,74 = L= 8,6%
20=4+148= +172%
30=+4+222= 4258%
Mittlerer Fehler des Mittelwertes bei 42 Untersuchungen:
m= +011= +1,2%.
Der Mittelwert der Kernfliche je Blatt (Kb) errechnet sich wie folgt:
62245 mm? Zeichenblattflache

Q — 8,68 =

Kb ~ Kernflache je Blatt
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62245
kb= 8,68

Kb=T171 mm?2.
Mittlerer Fehler = 4+ 8,6%

= 4 616 mm?
das bedeutet 4,3 Kerne der Klasse (V1/K 1)
oder 2,7 Kerne der Klasse (V 2/K 2).

Bewertung der Ergebnisse.

1. Wir konnten bei der Ausmessung der Kernfliche je Flachen-
einheit feststellen, daBl ihre Gréfenordnung mit einer mittleren Ab-
weichung von ¢ = &+ 8,6% und einem mittleren Fehler des Mittelwertes
von 1,2% wund damit der errechnete Quotient ¢ als Ausdruck der
Kern-Plasmarelation innerhalb derselben Streubreite konstant bleibt,
d. h. bei den 42 von uns untersuchten Lebern kann mit der angegebenen
Methode die HErTwIGsche Kern-Plasmaregel bestétigt werden.

In einem einzigen Fall, bei einem Lebergewicht von 180 mg erhielten
wir einen Extremwert mit @ = 5,8, die Kernflache ist also wesentlich
zu grol3.

Hierbei muf natiirlich die Frage aufgeworfen werden, ob in diesem
Falle eine Storung der Kern-Plasmarelation vorliegt, etwa in der Form,
wie dies PLENK und L. KAUFMANN bei nicht ausgewachsenen Tieren
festgestellt haben. Dafir spricht, daf dieser Wert auferkalb der 3-o-
Grenze liegt, wihrend die Zellzahl je Flicheneinheit noch innerhalb
der 1-¢-Grenze liegt. Man mufl allerdings dabei berticksichtigen, daf
fir diesen extremen Wert die Konstante K, wie wir bereits erortert
haben, mit einer Abweichung von 3% eingerechnet werden mufB. Bei
den kleinen Leberkernklassen, wie sie in diesem Fall vorliegen, liegt
das Schnittoptimum wesentlich giinstiger als bei den grifieren Kern-
klassen und es werden relativ mehr Zellen mit Kern geschnitten als
bei groflen Lebern, so dal also die relativ grofie Kernfliche zum Teil
auf die Verschiebung der Faktoren ¢’ und Z/X (s. mathematische Ab-
leitungen) zuriickzufithren ist.

Die zu groBe Kernfliche braucht also durchaus nicht noch eine
Verschiebung der Kern-Plasmarelation bei kleinem Lebergewicht be-
deuten. Wir haben es dabei also mit dem bereits besprochenen Fehler
zu tun, der durch die wechselnde KerngroBe bei konstanter Schnitt-
dicke verursacht wird, der aber nur bei extremen Grenzwerten offen-
sichtlich werden kann.

Man sieht daraus, dafl fir Grenzwerte aus dieser Messung noch
keine sicheren Schliissse auf die Storung der Kern-Plasmarelation ge-
zogen werden diirfen. Vielmehr miifite noch fiir die Beurteilung dieser
Frage eine groBere Tierzahl derselben Gewichtsklasse untersucht werden.,
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Im iibrigen decken sich die gewonnenen Zellzahlen in der hier ver-
wandten Flicheneinheit bei entsprechender Umrechnung mit den vor-
ausgegangenen Auszihlungen, wobei allerdings die mittlere Abweichung
etwas groBer wird, weil die ausgezdhlte Gesamtfliche kleiner ist und
die bei der Zeichnung benutzte Flicheneinheit im ganzen einen wesent-
lich kleineren Querschnitt durch das mikroskopische Bild der Leber
erfaBlt, als das von uns zur Auszihlung benutzte MeBquadrat.

Zusammenfassend kénnen wir also feststellen, daB die Kern-Plasma-
relation im Prinzip konstant bleibt und dal wir Abweichungen bis
aulerhalb der 3-o-Grenze nur in einem Falle (bei einem Lebergewicht

72 . T
771 g:: Qz/oﬁ/enf der Kern-Plasma~Relation
ol Mitteim

1o/v/- . o ., '..-. '-:
L] [ ae |V
C
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QV N Mg

100 200 300 400 500 600 700 800 900 7000 7700 7200 1300 1400 7500 7600 7700 7800 7900°™Mg
Lebergewicht

Abb. 14. Die Kern-Plasmarelation, ausgedriickt durch den Quotienten @ bei verschieden
schweren Lebern.

unter 300 mg) festgestellt haben. Folgende Punktschar gibt im Dia-
gramm die von uns gewonnenen Ergebnisse bei der Bestimmung der
Kern-Plasmarelation wieder (Abb. 14).

D. Die Kerngropenvariation.

Wie wir bereits berichtet haben, konnten wir in unseren karyome-
trischen Voruntersuchungen wie zahlreiche andere Untersucher gelegent-
lich Verschiebungen der Hiufigkeitsmaxima innerhalb der Jacoss-
schen Variationskurve beobachten. Dies hat uns veranlaf3t, bei einer
Auswahl von normalen Tieren verschiedener Alters- und Gewichtsklassen
unter gleichzeitiger Berechnung der Kern-Plasmarelation und Aus-
zahlung der Zellen und Kerne, die variationsstatistische Auswertfung am
Schnitt weiterzufithren und unter entsprechender Abénderung die bisher
iibliche Methodik auf eine funktionelle Problemstellung auszurichten.

Nach der von JAcoBs angegebenen Methode erhdlt man eine Varia-
tionskurve, welche mit ihren Kulminationspunkten die verschiedenen
GroBenklassen V1, V2, V4, V8 usw. herausstellt.

Unter der Voraussetzung, daf die Kern-Plasmarelation konstant
bleibt, kann man aus der GroBenzunahme des Kernes auf das Wachs-
tum der Zelle schliefen.

Als Konstante fiir die Variationsstatistik nimmt man nach Jacoss
die Kern- bzw. Zellzahl (entweder 200 oder 250) und erhilt dann die
Verteilung auf die einzelnen Gréflenklassen. Wohl fordert Jacoss, dal
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jeweils alle Kerne im Gesichtsfeld gezeichnet werden, um eine subjektive
Auswahl der Kerne zu vermeiden. Wir konnten jedoch immer wieder
feststellen, dafl bei einer 2. und 3. Ausmessung und Auswertung des-
selben Praparates eine verschiedene Verteilung auf die einzelnen Gréfien-
klassen ermittelt wurde.

Fiir die Bestimmung der Kern-Plasmarelation waren wir gezwungen,
bei jeder Leber eine konstante Flicheneinheit auszumessen und hatten
dadurch die Méglichkeit, in unserer Kerngroflenvariation als Konstante
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Lebergewicht: 186 mg &2omy 7296mg

Leberzellen: 688 259 792
Abb. 15. Die Verteilung der Kerngréfenklassen bei verschiedenem Lebergewicht. (Man
heachte die Abnahme der Leberzellzahl mit zunehmendem Lebergewicht in stets gleich-
bleibender Zeichenfiiche und die entsprechende Verschiebung der Keranvariation zu
erdferen Kernklassen.)

¢ V8

nicht eine bestimmte Anzahl von Kernen oder Zellen (also 200 oder 250)

sondern eine konstante Schunittflicheneinheit zu benutzen, die wir zweck-
méBigerweise so gewidhlt haben, daB fiir die Variationsstatistik eine
Mindestzellzahl von etwa rund 200 Zellen erreicht wurde.

Wir haben deshalb mit der Zellzahl gearbeitet, weil wir das Zell-
wachstum ermitteln wollten, welches ebensogut durch die Vergriferung
des Kernes z. B, (V1/K1) zu (V2/K2), wie durch das Enistehen von
doppelkernigen Zellen (V 1/K 1) zu (V2/2K 1) gegeben sein kann (Abb. 13).

Rein methodisch hat es sich fiir uns als gleichgiltig erwiesen, ob
man fiir die Variationsstatistik mit dem Kernvolumen oder dem Kern-
durchmesser arbeitet, denn wir haben fiir unsere Vergleiche der Varia-
tionsstatistik nicht die Hohe der Variationsgipfel verwandt, welche
man nach HINTZSCHE. ermitteln miifte, um symmetrische Gipfel zu
erreichen, sondern wir haben einfach die Zellzahl der einzelnen GréBen-
klassen miteinander verglichen. Sie wird aus der Variationskurve er-
mittelt, indem man die einzelnen Klassen voneinander trennt und die
Zahl der in der betreffenden Grofenklasse vorkommenden Zellen in
Saéulen darstellt.
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Die doppelkernigen Zellen miissen wir zu diesem Zweck gesondert
behandeln und bei der Aufstellung der Variationsstatistik der ihnen
entsprechenden GréfBenklasse zuordnen, z. B. (V4/2K2) = (V4/K4).

Stellt man nun die Kernvolumina innerhalb der einzelnen Klassen
entsprechend der Variationskurve zusammen, so finden wir beim nor-
malen Tier bereits groBe Schwankungen, die sich im Extremen so dar-
stellen, dafl einmal der Gipfel mehr links (bei V1 und V2), das andere
Mal mehr rechts (bei V8 und V16) zu liegen kommt,

Entsprechend dieser Verschiebung der Kerngréfien dndert sich auch
die Zellzahl, wie dies ja bei der Konstanz der Xern-Plasmarelation
zu erwarten ist (s. Abb. 15).

Die Darstellung ist so zu verstehen, dal bei V8 und dariiber hinaus
wesentlich weniger Zellen notwendig sind als etwa bei V1 und V2, um
dasselbe Gesamtkernvolumen zu erreichen, z. B, (V8/K8) = 8 (V1/K 1).

Die in ihrem Variationsbild véllig verschiedenen Normaltiere unter-
scheiden sich bei absolut normalem histologischem Befund praktisch
nur durch ihr Lebergewichi, d.h. kleine Lebern haben kleine Kerne,
groBe Lebern haben grolle Kerne. Anders ausgedriickt, entsprechend
der bereits angestellten Erérterungen iiber den mittleren Kernhalb-
messer: r,,, errechnet aus der Gesamtkernfliche je Blatt, wird mit zu-
nehmendem Lebergewicht grofer (vgl. 8. 557 Tabelle 6).

E. Zusammenfassung.

a) Die Ergebnisse der empirischen Messung (Variationsstatistik)
stimmen mit unseren mathematischen Betrachtungen durchaus iiberein.
Allerdings ist bei der empirischen Messung die Fehlerbreite eine grofiere.

b) Die bisher unter funktionellen Gesichtspunkten studierten Kern-
groBenvariationen haben das Lebergewicht mit den Verschiebungen der
Variationskurve nie in Beziehung gesetzt. Nach unseren Untersuchungen
ist anzunehmen, daB die Unterschiede der Variationskurve gewichis-
bedingt sind, oder anders ausgedriickt, da schwereren Lebern grofiere
Kerne entsprechen, so daB also die Frage der gewdhlten Versuchs-
bedingungen auf das absolute und relative Lebergewicht verlegt wird,
dem unserer Ansicht nach die entscheidende Bedeutung zukommt.

Der Jaconssche Begriff des Leistungswachstums, der sich auf Kern,
Zelle und Gesamtorgan bezieht, erfihrt durch diesen neuen Gesichts-
punkt seine Bestétigung.

Y. SchluBbetrachtung und Zusammenfassung.

Wir haben durch unsere Untersuchungen mit einer mathematischen
Beweisfiihrung gezeigt, dafl das Wachstum der Leber bei der weillen
Maus bestimmten Gesetzen von allgemein biologischer Bedeutung unter-
worfen ist.

Das relative Lebergewicht, ausgedriickt durch das Verhiltnis von
Lebergewicht zu Kérpergewicht nimmt wihrend des Wachstums nur
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geringfigig zu und schwankt bei unbehandelten mit normalem Misch-
futter oder Hafer gefiitterten Tieren um einen Mittelwert griBerer
physiologischer Streubreite, eiweiBigefiitterte Tiere zeigen etwas schwe-
rere relative Lebergewichte.

Das Wachstum der Leber durch Zellvermehrung hort nach der Geburt
auf, ist aber in den ersten Wochen doch noch deutlich nachweisbar,
wahrend das Wachstum durch VolumenvergroBerung der Zellen bereits
einsetzt. Nach dem Ubergang vom Saugen auf die normale Misch-
futterung, der nach unseren Beobachtungen gerade bei Tieren von
etwa 200—300 mg Lebergewicht stattfindet, bleibt die Gesamtleber-
zellzahl wihrend der Zeit des stirksten Wachstums bis zu einem Leber-
gewicht von etwa 1400 mg bei ansgewachsenen Mausen konstant, wobei
auch unter den einzelnen Lappenteilen der Leber ein konstantes Ver-
hiltnis besteht. Normalerweise stehen also Zellanbau und Zellabbau
in dieser Zeit in einem konstanten Verhéltnis zueinander. Die Selten-
heit der Mitosen 148t auf eine normalerweise langsame Dynamik dieser
Umbauvorgénge schlieBen. Lebergewichte iiber 1400 mg sehen wir nur
unter besonderen Stoffwechselbelastungen, so daB wir in Analogie zu
LinzeAcH in dieser Gewichtsklasse von 1400 mg von einem kritischen
Lebergewicht sprechen kénnen. Die Gewichtszunahme der Leber wih-
rend des groBten Teils ihres Wachstums beruht also auf der Volumen-
zunahme der einzelnen Leberzelle allein, wobei das mittlere Zellvolumen
entsprechend der Groflenzunahme des Gesamtorgans um das 5—T7fache
wachst. — Die Kern- Plasmarelation in der Leber bleibt wihrend dieser
Zeit im Mittel konstant, feinere Schwankungen kénnen wir methodisch
noch nicht erfassen. Das Verhaltnis von Kernmasse zu Plasmamasse
betréigt nach Abzug des zugehdrigen Capillarraumes etwa 1:9. Die
Kernvariationskurve, welche auf die Flacheneinheit bezogen wurde, zeigt
wiahrend des Wachstums eine deutliche Verschiebung von den klein-
sten zu den groBen Kernklassen. — Der Capillarraum und wie wir
annehmen konnen auch der Gesamtgefdfiraum wichst proportional zom
Parenchymvolumen durch Vermehrung der Endothelien und Binde-
gewebszellen. — Aus der Zahl der doppelkernigen Leberzellen kénnen
wir wohl auf eine augenblickliche erhhte Stoffwechselfunktion schliefien,
da sich bei gleichbleibendem mittlerem Zellvolumen die Grenzfliche
zwischen Kernmasse und Plasmamasse vergrofiert. Doch konnen wir
aus diesen Versuchen allein keine besondere Regel ableiten.

Die zusammenfassende Betrachtung von relativem und absolutem
Lebergewicht, der Leberzellzahl im MeBquadrat als Ausdruck des mitt-
leren Zellvolumens sowie der Kernvariationskurve und der Kern-
Plasmarelation kann uns zusammen mit cytomorphologischen Beob-
achtungen quantitative Aussagen iiber Funktion und Stoffwechsel der
Leberzellen ermoglichen. Wir sind damit in der Lage, Vergréferungen
des relativen Lebergewichtes wie auch des Gesamtlebergewichtes, die
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sich unter bestimmten Stoffwechselbedingungen ergeben kénnen, als
hyperplastische oder hypertrophische Vorginge zu unterscheiden. AuBer-
dem ergibt sich die Moglichkeit, die intracapillire Zellvermehrung und
das Auftreten von mesenchymalen Proliferationsherden als empfind-
" lichen Test fir Reizung des Mesenchyms quantitativ zu verwerten.
Diesbeziigliche Untersuchungen, die bereits abgeschlossen sind, sollen
im Rahmen einer Arbeitsgruppe anschlieBend veroffentlicht werden.

Die Zellzahlkonstanz, die LinzBacH fiir das menschliche Herz erst-
malig nachgewiesen hat, besteht also nach unseren Untersuchungen auch
fir die Leber der weilen Maus, mit dem Unterschied, daf der Capillar-
raum des menschlichen Herzens sich nicht im gleichen Verh#ltnis zum
Parenchymvolumen vergréBert, wihrend dieses Verhéltnis in der Leber
der weilen Maus gewahrt bleibt.

Einer freundlichen Anregung von Dr. FriepricH-Freksa (Kaiser-
Wilhelm-Institut fiir Biochemie) folgend, méchten wir zum Unterschied
von Geweben wie dem Nervensystem, bei denen keine Zellteilung mehr
stattfindet und der Leber, bei der noch deutlich Umbauvorginge fest-
zustellen sind, von einer dynamischen Zellzahlkonstanz der Leber-
parenchymzellen sprechen.

Die in bezug auf die Zellzahlkonstanz gleichen Ergebnisse an ver-
schiedenen Organen beim Menschen und beim Tier legen den Gedanken
an ein allgemeines Wachstumsgesetz hoher differenzierter Organe nahe.
Mit Verfeinerung der Methode werden auf diesem Wege vermutlich
noch manche im Hinblick auf die Funktion wichtige Fragen gelost
werden koénnen.
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