KARYOMETRIK

Von DR.P. WILFLINGSEDER

(Chirurgische Klinik [Prof.B.Breitner] und Histologisch-Embryos
logisches Institut der Universitit Innsbruck [Prof. G. Sauser])

Mit 1 Abbildung

Auf der Suche nach ,festen Beziehungen zwischen Morphologie und
Funktion und Wachstum, die mehr Licht in das biologische Geschehen
bringen konnten (BREITNER), haben seit der Jahrhundertwende M a 8
und Z ahl einen hervorragenden Platz gewonnen.

Weitumspannende Folgerungen haben sich aus den GesetzmiBigkeiten,
denen die ZellkerngroBe unterworfen ist, ergeben (SAUSER-Bioquanten-
theorie), und es bleibt kaum mehr ein Gebiet der biologischen Forschung,
welches durch die quantitativ-zytologische Arbeit nicht befruchtet worden ist.

Als Martin HEIDENHAIN mit seiner Protomerentheoric der synthe-
tischen Morphologie das Tor gedffnet hatte, waren es gleich eine Reihe von
Forschern, die dem genialen, deduktiv gezielten Wurf durch Messen den
soliden Boden mathematischer Relationen erarbeiten konnten (BOVERY,
HERTWIG, HEIBERG).

Die landlaufige Mikrometrie beschrankte sich auf die Feststellung von
Mittelwerten aus etwa 20—30 gemessenen Kerndurchmessern. Sie diente
lediglich der ziemlich wertlosen Angabe von sehr schwankenden Durch-
schnittswerten der Zellkerngroéfle verschiedener Organe, wie wir sie heute
noch in den Lehrbiichern finden. Die Karyometrik ist ein verhiltnismiBig
junger Forschungszweig. Sie beginnt mit der Entdeckung des Gesetzes vom
rhythmischen Wachstum der Zellkerne in ganzzahligen Proportionen eines
Grundquantums durch einen Schiller HEIDENHAINs, den Tiibinger
Anatomen JAKOB]J im Jahre 1925. JAKOB] gelangte zu seinen Ergebnissen
durch die Einfithrung einer subtilen Mefitechnik und seiner variations-
statistischen Untersuchungsmethode.

Besonders von anatomischer Seite sind in den letzten 20 Jahren simt-
liche Organe des Menschen und die verschiedensten Organe von Tieren und
Pflanzen karyometrisch untersucht worden. Die Giiltigkeit des JAKOB]J-
schen Gesetzes hat sich ausnahmslos bestitigt.

Die karyometrische Kontrolle der gesunden und erkrankten Zellen bei
verschiedener Funktion und bei Geschwulstwachstum fithrten zur Entdeckung
weiterer interessanter mathematischer Gesetzmifligkeiten im Zelleben.

Entsprechend der Fragestellung besonders auf histophysiologischem,
histogenetischem und histopathologischem Gebiet wurden nicht nur prak-
tische Resultate gefordert, sondern auch die Methode der Kernmessung sowie
das Darstellungsverfahren weiterentwickelt. Die scharfe Kritik innerhalb
zweier Jahrzehnte hat vereinzelte Irrtimer aufgedeckt, Fehler beseitigt und
Einwinde widerlegt, so dafl wir heute in der Karyometrik ein Untersuchungs-
verfahren besitzen, das vielen praktischen Anforderungen der biologischen
Forschung voll geniigen kann.
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Die Methodik im wesentlichen ‘zu beschreiben, sei diec Aufgabe der fol-
genden Ausfithrungen.

Eine Voraussetzung fiir allgemein vergleichbare Resultate der Kern-
messung ist die vollkommen gleichmifige Handhabung der Materialentnahme
und der praparatorischen Technik. Es kann daher im Hinblick auf die Gleich-
artigkeit des Ausgangsmaterials nur lebenswarm fixiertes Material verwendet
werden. Zur Konservierung eignet sich wegen der gleichmaBigen Durch-
dringung des Gewebes am besten die Heidenhainsche Susalésung mit nach-
folgender Paraffineinbettung. Die relative Veranderung der Zellkerngroflen
bei Verwendung verschiedener Fixierung und Einbettungsmethoden sind ver-
schiedentlich untersucht worden (HERTWIG, DEUTIKE). Der Volums-
abfall der Kerne betrigt je nach Material, Fixierfliissigkeit und Einbettung
30 bis 55%, was zu beriicksichtigen wire, wenn man sich die wahre Grofe der
lebenden Zellkerne vor Augen halten wollte. Die Ergebnisse der verschiedenen
Autoren divergieren aber in bezug auf den Volumsabfall bei verschiedener
praparatorischer Technik so weit, daB uns die Verwendung von Umrech-
nungskoeffizienten nicht zulassig erscheint und Vergleiche von MeBresultaten
verschiedener Autoren nur dann angestellt werden diirfen, wenn die Gleich-
heit der Methode garantiert ist.?)

Die giinstigste Schnittdecke betragt im allgemeinen 8 Mikra, wie die
Erfahrung und die Berechnung mit groem mathematischem Apparat
(BAUTER) bestitigt haben,

Die Farbung verdndert die KerngroBen nicht mehr; sie kann daher je
nach Material variieren. Besonders gute Konturen geben Eisenhimatoxylin,
Delafield, Chromotrop und Azan. Die Anforderung an die Qualitit der Pra-
parate ist aullerordentlich hoch zu stellen.

Nach dem histologischen Befund werden die gewiinschten Ausschnitte
mit Hilfe eines Projektionszeichenapparates (,,Me F*“ der Firma Reichert)
etwa auf das 2ooofache vergroBert und alle im Zentrum des Projektions-
feldes scharf abgebildeten Zellkerne gezeichnet. Mit Hilfe des Feintriebes
gelingt es bei einiger Ubung schnell, die Konturen jener Zellkerne heraus-
zufinden, deren Zentrum im Schnitt liegt. Diese grofiten Kugelschnitte sind
an der scharfen Kontur leicht zu erkennen. Liegt die Kernmittelzone, deren
Dicke PFUHL mit ein Mikron berechnet, nicht im Schnitt, dann wird die
Kernmembran auch nicht tangential getroffen und damit unscharf erscheinen.
Die viel diskutierte Gefahr, Kernkalotten mitzumessen, besteht bei entspre-
chender Aufmerksamkeit also nicht. In den korrekt nachgezeichneten, an-
niahernd kreisfdrmigen Kernkonturen werden der kleinste und der groBte
Durchmesser bestimmt. Betrigt die Differenz beider hochstens 10% des

') Die Messungen mit dem Mikrometerschraubenokular erreichen im allge-
meinen nicht die Genauigkeit der Zeichen-Projektionsmethode. Die Arbeit mit
dem Mikrometerschraubenokular ist allerdings bedeutend einfacher und zeit-
sparend. Iiir besondere Fragestellungen, wie Erytropoese (LEIBETSEDER), sind
cbenso brauchbare Resultate erzielt worden.
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groBeren, so ist die Anwendung 'der Kugelformel') zur Berechnung des
Kernvolumens gestattet. Der wirkliche Radius ergibt sich als halbes arith-
metisches Mittel obiger Durchmesser, geteilt durch die VergroSerung. Die
Volumsbestimmung langlicherer Kerne (z. B. Follikelepithelzellen) erfolgt
nach der Formel fiir Rotationsellipsoide®) oder durch entsprechende An-
niaherung an andere, zusammengesetzte Rotationskorper (z. B. glatte Muskel-
zellen = Zylinder mit 2 endstindig aufgesetzten Halbkugeln). Mit der Ab-
weichung von der Rotationsform ist der Meflkunst allerdings ein Ende gesetzt.

Die Melgenauigkeit darf dem Aufloésungsvermogen des Mikroskopes
nicht nachstehen. Bei einer 2000fachen VergroBerung ist die Ablesung
auf der Zeichnung mit 0,5 mm hinreichend genau, da 0,5 mm Zeichen-
abstand 0,25 Mikra im Praparat entsprechen und sich der mogliche Fehler
bei der Reduktion des Durchmessers auf den Halbmesser auf 0,125 Mikra
reduziert, einen Wert, der tatsidchlich ja schon unter der theoretischen Auf-
Iésungsgrenze liegt. Beim Reichertschen ,,Me F“, das sich bei unserer
eigenen karyometrischen Arbeit sehr bewahrt hat, liegt mit der numerischen
Apertur 1,30 die Grenze des Auflésungsvermogens bei 0,21 Mikra,

Die Fehler, welche beim Abzeichnen bzw. durch die Strichdicke ent-
stehen, gleichen sich bei einer geniigend groBen Zahl von Messungen durch
ihre Plus- und Minuswerte aus. Unregelmiflig gestaltete Kernbilder werden
von der Messung ausgeschieden. Bei kugeligen Kernen z. B. darf eine Durch-
messerdifferenz nicht iiber dem als Grenze des Auflésungsvermodgens be-
rechneten Streifenabstand liegen.

Ausgehend von dieser Forderung, ergibt sich fiir die hiufigsten Zellkern-
groBen des Menschen (50—250 Kubikmikra) bei Anwendung der Kugel-
formel die oben angefiihrte maximal zuldssige Durchmesserdifferenz von 10%.

Die eingangs erwihnten mathematischen GesetzmiBigkeiten, die dem
biologischen Geschehen innewohnen, werden aber erst offenkundig, wenn
die bunte Fiille der angefallenen Kernvolumina variationsstatistisch aus-
gewertet wird. Das Problem der materialgerechten Statistik der KerngroBen
hat vor kurzem der Berner Anatom E. HINTZSCHE einer befriedigenden
Losung zugefiihrt. Seit JACOBJs Entdeckung hatte man sich zunachst
damit begniigt, die Hiufigkeiten anfangs nach den Kerndurchmessern und
spiater nach den Volumswerten in Sidulen zu ordnen. Die GroBe der ein-
zelnen Klassen hing dabei von der jeweils beobachteten Mefgenauigkeit ab,
die damit im Durchmesser z. B. bei der Zeichenmethode im allgemeinen um
0,5—0,25 ¢ differierten. Die von JACOB]J beschriebenen Haufigkeitsmaxima
waren dabei zwar immer zu erkennen; da sich diese aber auf Volumsklassen
aufbauten, die durch die Millimeterablesung bedingt sind, fielen sie nicht
immer mit den von HINTZSCHE geforderten ,,materialgerecht” ermittelten
Maxima zusammen. Bei der graphischen Darstellung erhielten die Kurven
auffillig oft bizarre Formen, wurden mit steigendem Volumen in die Lange

3

Hv= % rPm 2 v:% ab?m,worinadiegroBe,b diekleine Halbachse bedeuten.
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Ta-
Beispiel: 200 Kerne aus einer Struma nod. par.tubul. mikro-

Zur Berechnung der Regelklasse eine Variation,

Kernvolumen zwischen zwei Nullfrequenzen herausgegriffen
Kubikmikra

61|66|71|76|82(87 (093|100 |106 (113|121 [128|136 143 |152
Anzahl- o|l2|o]lo|1|10]6|18|11]23]|15|38|11| 8] 5
der Kerne S—— —— — e, e’ e R N
(Frequenz) 2 o 17 52 64 22
Jakohjsche V—z
Symbole und Unter- | 0,5 0,50 |0,71\— 0,84 K1 1,19
klassenkoeffizienten 2

Aus der Variation mit dem groBten Maximum, in diesem Fall aus (v 76 — v 180)
wird die Regelklasse als geometrisches Mittel berechnet.
Anzahl der gemessenen Kerne 1357

H : Produkt der Volumina der — 1/82.871%.93%. usw....... 1712
K 1 ist also gleich Vgemessenen Kerne V 7793 7

log 82+ 10 log 87 + 6 log 93 usw.+ 2 log 171
157
Regelklasse K 1 =126.5 Kubikmikra

log K1=

gezogen und abgeflacht. Selbst bei normalem Gewebe zeigten die Kurven
keine Ahnlichkeit mit jener, die als ,,GauBsche Kurve“ (variations-
statistisch als , Kurve der Normalverteilung® bekannt) zu erwarten gewesen
ware. Trigt man namlich auf der Abszissenachse, wie oben erwihnt, die
Kernvolumina auf, so erheben sich die Haufigkeits(Frequenz)maxima iiber
Abszissenwerten, die eine geometrische Reihe mit dem Faktor 2 bilden:
Die Maxima riicken also mit wachsenden Volumswerten (nach rechts)
immer weiter auseinander, wihrend sie sich mit sinkenden Volumswerten
immer mehr zusammendringen. Da man aber eben aus der Lage der Haufig-
keitsmaxima das bedeutsame Gesetz abgeleitet hatte, demzufolge das Volums-
wachstum der Kerne in Verdoppelungsschritten erfolge und man dabei jeden
dieser Schritte als biologisch gleichwertig betrachten miisse, forderte
HINTZSCHE, daB auf der Abszissenachse anstatt der Volumswerte deren
Logarithmen aufgetragen werden miiBiten (siehe Abb. 1). Durch diese MaB-
nahme wird namlich erreicht, daB die Frequenzmaxima, die ,,Kernklassen®,
dquidistant werden, da die Logarithmen einer geometrischen Reihe (hier:
Ya 1 2 4 8) eine arithmetische Reihe bilden.

Mit der Einfiihrung des Logarithmus ergab sich auch die Moglichkeit, die
Regelkerngrofie, als das geometrische Mittel aus den gesamten Volums-
werten, wie HINTZSCHE angab, verhaltnismaBig einfach, nimlich arith-
methisch zu berechnen (siehe Tab. 1).
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belle 1
foll. (boa Q, Operationsmaterial lebenswarm in Susa fixiert)

die Spanne

162 |171 [180 | 191|200 |210 | 221|233 |245 |256 |268 283 |295 {308 |322 |338 [352(367(382

9
—_— ———— ——

1,41 (V2) 1,68 K2 2,38 282 (2Y2)

Die Klasseneinteilung erhilt man wie in Tabelle 2 ersichtlich ist. Die tat-
sichlich gefundenen Volumsklassen werden innerhalb der berechneten Klassen-
grenzen (Tabelle 2, Kolonne 5) zusammengefaBt. Damit kann der Kernindex ab-
gelesen werden: K1 329% : K2 15%. Zur graphischen Darstellung werden auf der
Abszisse die Koeffizienten (= Klassenvolumen) mit ihrem log -Wert (Tabelle 1)
aufgetragen, auf der Ordinate der Anteil in Prozenten (Abb. 1). Die Aufstellung
der ,,Normalkurve“ erfordert zusitzlich einige statistische Rechenarbeit
wie in Tabelle 3 gezeigt wird.

HINTZSCHE bestimmte die GroBenverteilung der Osteoklastenkerne
und der Epithelzellkerne von menschlichen Eierstockfollikeln und konstru-
ierte dazu die Normalkurven, das sind Kurven GauBlscher Verteilung, mit
gleicher Streuungsbreite (siehe Tab. 3). Er fand eine Ubereinstimmung der
beiden Kurven in jenen Filen, wo sich das Gewebe in einem ,ausge-
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Tabelle 2

Bestimmung der Klassengrenzen, der Klassenmitten (Kolonne g)
und der Klassenkoeffizienten fiir die im untersuchten Fall ermittelte
Regelklasse 126,5 Kubikmikra. Alle notwendigen Werte fiir die Kernklassen
unterhalb undiiberhalb K 1 — K 2 werden in einfacher Weise fortlaufend durch
Halbierung bzw. Verdoppelung der Zahlen in Kolonne 1 und 5 gewonnen.

I | 2 3 4 5
. . Volumen
S;'I;clft?ljesc&;d k(l)g. der dFe‘?gRe\g;}lligse;le \I/:o]g. des der Klassen
Unterklassen- assen- K1=1265 o umerns vonK1—K 2
koeffizienten koeffizienten Kubikmik;a vonK1—K 2 Kubikmikra
K1 0,00000 2,10321 2,10321 126,5
1,09 0,03703 2,13994 138
K1,19 0.07526 2,17757 151
1,30 0,11289 2,21420 164
K 1,41 0,15052 2,25238 179
1,54 0,18815 2,20046 195
K 1,68 0,22578 2,32809 213
1,83 0,26341 2,36572 232
K2 0,30103 2,40334 253

glichenen” Zustand befand, also keine besondere funktionelle oder Wachs-
tumstatigkeit des Organes vorlag?).

HINTZSCHE sieht damit die Moglichkeit gegeben, jede Abweichung der
KerngroBenverteilung eines Gewebes von der normalen Variationsregel zu
messen und so einen objektiven, mathematischen Ausdruck fiir verinderte
oder auch krankhafte Funktion oder fiir Wachstumsanomalien zu gewinnen.
Der theoretische und praktische Wert eines solchen Messens liegt auf der
Hand. So konnten z. B. der EinfluB von Medikamenten und Giften
(CLARA, KRAEMER) und die Wirkung kanzerogener Substanzen
karyometrisch kontrolliert werden, und neuere Untersuchungen stehen
zur Diskussion, wie weit die Karyometrik praktisch diagnostischen Wert
in der Klinik jener Geschwiilste besitzt, bei denen die bisher bekannten
morphologischen Kriterien oft nicht gentigen (DE QUERVAIN, SMITH,
WILFLINGSEDER). SMITH verglich die GréBen der Kernkdrperchen
bei gut- und bosartigen Schilddriisengeschwiilsten und fand, daB sie sich wie
1 2,6 verhalten. Wir haben die GroBenverteilung der Zellkerne des Schild-
driisenepithels und verschiedener gut- und bosartiger Kropfe untersucht und

dasselbe Verhiltnis (1 2v_2: 1 2,8) nachgewiesen. Dieser Blastomkoef-
fizient VZ liegt genau zwischen 2 Gipfeln der ,logonormalen® Kurve gut-

1) Anmerkung bei der Korrektur: Am Schweizer Anatomenkongrell 1048 wurde
von HINTZSCHE ein besonders anschauliches Darstellungsverfahren fiir das
Kernverteilungsgesetz beim Zyklus der Uterusschleimhaut demonstriert.
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Tabelle 3
Berechnung der ,,Normalkurve« zum Beispiel von Tabelle 1
(Formeln nach A. SCHWARZ)

y
(F"-Ie‘gl‘::ll;: Ilaut < xf x2f der N{rmal- der tats'échlichlenVertei]ung
aber perzem:.lell kurve zu dieser Normalkurve auf
angeschrieben) X — g =X + 0,382
85 —2 —17 36 0,54 izs  (Ko71)
20 1 — 26 26 2,42 3,250 (K 0,89)
32 o] o o 3,99 4,000 (K1)
11 —+1 -} 11 11 2,42 1,375 (K 1,19)
I +2 + 2 4 0,54 0,125 (K 1,41)
2 (Summe) 78,5 —30 77 9,92
XZ
log y =log 3,00 — = log e = 0,6010 — 0,2171 x*
(der Normalkurve) °
o® (= mittlere quadratische Abweichung) = Zder <M _ 77 . 1
= quadratische Abw 8= "Fdert 785
3 y der Normalkurve 002, . I
i = S t=rgsi=gf
(der tatsachlichen 76,5
Verteilung)

Die Abweichung der O-Ordinate der Normalkurve von der Kurve der
tatsichlichen Verteilung ergibt sich aus der Formel

x-f
K = —E—f = _0,382.

Diese O-Ordinate fuBt somit auf dem Wert der ,,idealen Regelklasse.

artiger Krépfe. Diese Kerngruppe ist auch HINTZSCHE deshalh wieder-
holt aufgefallen. In unseren Untersuchungen erwies sich diese ,,Mittelklasse'
als Haufigkeitsmaximum der parafollikuliren Zellen und ebenso auch als
Kernklasse der Zellen maligner Schilddriisenadenome. Zur Beleuchtung
karyometrischer Moglichkeiten in der Erforschung histogenetischer Pro-

bleme sei erwahnt, daB diese Geschwulstzellenklasse mit dem Faktor Vg
quantitativ auch identisch ist mit der von FLORENTIN schon 1930 ge-
messenen Kernklasse des parafollikuliren Epithels der Schilddriise, den
interfollikularen Zellen NONIDEZ’ und den ,,Hellen Zellen® GODWINSs
und FEYRTERs?).

1) Anmerkung bei der Korrektur: LEIBETSEDER brachte kirzlich karyo-
metrisch den Nachweis, daB die Erytropoese in fiinf Sukcedanteilungen vor sich
geht, die formale Genese der Megaloplasten bei pernizioser Anamie in acht
Halbierungsteilungen. Wr. Z. inn. Med. 29 (1948): 397, und Forsch. Tir. Arzte-
schule 1948, Innsbruck; im Druck.
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Zur Handhabung der MeBresultate hat sich uns die Verwendung einer
Formel, dhnlich jener, wie sie schon CLARA 1928 vorgeschlagen hat, gut
bewahrt. Die Jacobjschen Symbole K /2, K 1, K 2, K 4 usw. fiir die Haupt-
kernklassen haben wir auf Unterklassen ausgedehnt. Bei der Wahl von
3 Zwischenklassen lauten die Koeffizienten 0,50 0,59 0,71 0,84 1,00

1,19 1,41 1,68 2,00 usw. Wird zu diesen Koeffizienten die Prozentzahl
der in der jeweiligen Gipfelklasse gefundenen Kerne angefiigt, dann haben
wir einen einfachen Index (siehe Tab. 1), der fiir viele praktische Frage-
stellungen schon einen sehr guten Uberblick gibt und eine karyometrische
Diagnose erlaubt. Fiir besondere Fragestellungen ist nach HINTZSCHE
die Konstruktion der Normalkurve zweckmiBig (Tab. 3). Es miifiten dann
zum obigen Index noch Charaktere, wie Wolbungskoeffizient, mittlere
quadratische Abweichung, MaB der Asymmetrie oder andere kommen. Der
weniger Geiibte wird dem so komplizierten Index dann aber die vergleichende
graphische Darstellung der Kurven vorziechen (Abb. 1).

Zusammenfassung

Die moderne Karyometrik wurde kurz umrissen, die Meftechnik und das
Darstellungsverfahren praktisch erlautert und unter Anfithrung neuerer
Einzelergebnisse auf die Bedeutung dieser Untersuchungsmethode in der
Biologie hingewiesen.
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