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ZUR METHODIK KARYOMETRISCHER UNTER:-
SUCHUNGEN AN GEWEBEKULTUREN

Von OTTO BUCHER
Mit 2 Abbildungen

Bei der ausgedehnten Literatur, die karyometrischen Untersuchungen gewidmet
ist, mag es auffallen, wie selten und auch mit wie wenig Erfolg derartige Messungen
an in vitro geziichteten Geweben durchgefiihrt worden sind. Dabei bieten doch gerade
Gewebekulturen zum Studium experimenteller Einfliisse neben relativ einfachen, be-
kannten Voraussetzungen den Vorzug, dall das Kernwachstum in der lebenden Kultur
direkt beobachtet werden kann. Die Hauptschwierigkeit bei der Durchfiihrung karyo-
metrischer Untersuchungen an Gewebekulturen liegt darin, dall die Kerne hier nicht
eine genau definierbare geometrische Form (Kugel oder Rotationsellipsoid) aufweisen,
sondern stark abgeplattet sind (Abb. 1). Sie liegen im Randschleier der Deckglas-
kulturen so, daB ihre beiden groBleren Durchmesser dem Deckglaschen mehr oder
weniger parallel sind, der dritte Durchmesser senkrecht dazu. Die Groéfe der beiden
ersteren Achsen (2a und 2c) kann in Totalpriparaten
leicht ermittelt werden; zur Bestimmung des dritten
Durchmessers (2b) miifite man Schnittpraparate her-
stellen, was beim Randschleier einer Deckglaskultur
gewisse Schwierigkeiten bieten und auflerdem das ganze
Verfahren stark komplizieren wiirde.

Wir haben deshalb in unserem Laboratorium eine
einfache Methode ausgearbeitet!), die uns gestattet, in
die KerngroBenverhiltnisse auch ohne Bestimmung des
dritten Durchmessers und ohne Berechnung der abso-
luten VolumengroBe einen Einblick zu erhalten. Dariiber

Abb. 1. Schematische Darstel-

lung der Hilfte eines Fibro-
zytenkernes mit eingezeich- 1) Unter Mitwirkung von cand. med. Ruth GAT-
neten Halbachsen a, b und c. 'TIKER und cand. med. Bruno HORISBERGER.
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mochte ich im Anschlufl an den vor einiger Zeit'in dieser Zeitschrift (1948: 243—=250)
erschienenen Aufsatz ,Karyometrik“ von P. WILFLINGSEDER kurz berichten, —
nicht zuletzt mit der Absicht, zu weiteren derartigen Untersuchungen an unbeeinfluBten
und experimentell beeinfluiten Gewebekulturen anzuregen.

Seit den ersten, grundlegenden Untersuchungen von W. JACOB]J wissen wir, da3
haufig mehr als eine Kerngrofle (natiirlich mit einer mehr oder weniger groflen
Variationsbreite) vorkommt, wobei sich die den verschiedenen Haufigkeitsmaxima ent-
sprechenden Volumina wie 1 2 4 8 verhalten und somit eine geometrische
Reihe bilden. Die betreffenden Groflenklassen wurden Regelklassen genannt und mit
den Symbolen K,, K,, K,, K, usw. bezeichnet. Da die ersten Untersuchungen an kuge-
ligen Kernen durchgefithrt wurden, war die Berechnung der Volumina aus den ge-
gemessenen Durchmessern kein Problem. Etwas grolere Schwierigkeiten bot die Vo-
lumenbestimmung bei ellipsoiden Kernen. Den Bindegewebskernen sowie den Kernen
in vitro geziichteter Zellen vollends begegnete man mit grofiter Zuriickhaltung; manche
Forscher hielten wegen der nicht regelmaBigen Form und der Schwierigkeiten bei der
Messung des dritten Durchmessers GroBlenbestimmungen bei diesen Objekten fiir wenig
erfolgversprechend, ja sogar fiir undurchfithrbar,

Fir unsere Untersuchungen beniitzten wir Bindegewebekulturen (des Menschen
und verschiedener Tiere, insbesondere des Kaninchens), die in iiblicher Weise in einem
Tropfen von homologem Blutplasma und einem Tropfen Gewebeextrakt oder auch
Embryonalextrakt auf Deckglaschen im Thermostaten bei Korpertemperatur geziichtet
wurden, Die Kulturen wurden in Carnoyscher Fliissigkeit fixiert und mit Eisen-
himatoxylinlack nach v. MOLLENDORFF gefarbt (vgl. W, und M.v. MOLLEN-
DORFF, 1926: 517—519, oder F. ROULET: 274).

In dem vom eingepflanzten Mutterstiick ausgewachsenen diinnen Randschleier
konnen wir nun die Kerne im Totalpraparat direkt ausmessen. Wir brauchen also die
Kulturen nicht erst einzubetten und zu schneiden und haben deshalb — ganz abgesehen
von der Vereinfachung des Verfahrens — auch weniger mit artefiziellen Veranderungen
der KerngroBen zu rechnen. Wir achten jedoch genauestens darauf, dafl alle Priparate,
die wir vergleichen wollen, technisch genau gleich behandelt werden. Wir zeichnen die
Kerne gewohnlich bei 1500facher Vergroerung (weil wir bei den verwendeten relativ
dicken Deckgliaschen mit der Olimmersion meistens nicht nahe genug an die geziichteten
Zellen herankommen konnen) mit einem Projektionszeichenapparat. Da wir mit Total-
praparaten arbeiten, besteht auch keine Gefahr, daBl wir nur Kernsegmente zeichnen.
Wir erhalten die im allgemeinen leicht scharf einstellbare grofite optische Schnittebene
.der Xerne, deren Flache wir schliellich mit einem Planimeter ausmessen.

Die Fehler, mit denen wir bei diesem Vorgehen zu rechnen haben, sind, wie wir an
anderer Stelle genauer ausgefithrt haben (O. BUCHER und B. HORISBERGER) gering.
Der gesamte Methodefehler setzt sich aus einem Zeichnungsfehler und einem Plani-
metrierungsfehler zusammen. Berechnen wir als wichtigstes Streuungsmall die mittlere
quadratische Abweichung s, so betrdgt diese bei 1500facher Vergroferung fiir die Gesamt-
methode 1,24%, fiir das Zeichnen 0,67% und fir das Planimetrieren 1,03%.

Wir sind urspriinglich von der Arbeitshypothese ausgegangen, dafl die dritte, im
Totalpraparat nicht meBbare Achse 2 b (vgl. Abb. 1) beim Groéflerwerden der Kerne den
andern beiden, dem Deckglaschen mehr oder weniger parallel liegenden und somit gut
meBbaren Achsen 2a und 2c proportional zunimmt. Dafl diese unseren weiteren Be-
rechnungen zugrunde liegende Voraussetzung richtig ist, zeigt neben den an Schnitt-
praparaten vorgenommenen Messungen des dritten Durchmessers vor allem auch die
Tatsache, daB wir mit der Anwendung unserer Methode zur Auswertung von bisher
etwa 50.000 Kernen in Gewebekulturen gute Resultate erhalten haben,

Zwischen dem Kernvolumen V = 4/3 mab ¢ und der gemessenen Projektionsfliche
F = 7 a c besteht die Beziehung V = 4/3 b F. Hatten wir nun bei jedem Kern auch noch
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den Halbmesser b, so konnten ‘wir-das Volumen sofort berechnen. Da uns aber die
absolute KerngroBe weit weniger interessiert als das gegenseitige Verhiltnis der Kern-
volumina, kénnen wir — unter Benlitzung der Voraussetzung, daB sich b den Halb-
achsen a und c proportional verindert — das uns unbekannte b aus der Gleichung
eliminieren, wie wir an anderer Stelle mathematisch abgeleitet haben (vgl. O. BU-
CHER und B.HORISBERGER). Verhalten sich namlich die Kernvolumina
vV, V, V, wie T 2 4 ..., so verhalten sich die ihnen in unserem Fall ent-
sprechenden Projektionsflachen, deren GrdBen wir bereits planimetrisch bestimmt

haben, wie folgt:
3 3

3_ — —
F, F, F, F, ...=1 }2%:\25:)2°
3—_
das heit, der Quotient der steigenden geometrischen Reihe betrigt V4:I,5875.

Wiirden sich jedoch nicht die Volumina, sondern die Kernoberflachen
01:02:0a: wie 1:2:4: ... verhalten (vgl. dazu G. HERTWIG, 1938), dann verhielten
sich, wie sich in analoger Weise ableiten 1iBt (vgl. O. BUCHER und R. GATTIKER),
die gemessenen Flichen

Fi:Fo:Fa:Fs: —=1:2:4:8:

Im allgemeinen werden 150—200 Kerne zur variationsstatistischen
Verarbeitung der KerngroBenverhiltnisse eines bestimmten Priparates geniigen.
Bei einem wenig ausgeglichenen Kernmaterial brauchen wir indessen gréBere Stich-
proben: So haben wir fiir die in Abb. 2 wiedergegebenen KerngroBen-Frequenzkurven
aus menschlichen Fibroblastenkulturen in der Innen- wie in der AuBenzone je
1000 Kerne gemessen.

Fiir die statistische Auswertung des gewonnenen Zahlenmaterials und die Er-
mittlung einer Verteilungskurve miissen wir die Einzelwerte in geeigneter Weise in
Klassen zusammenziehen, wie das P. WILFLINGSEDER in dieser Zeitschrift an
einem konkreten Beispiel gezeigt hat. Dal} fiir die KerngréBen biologisch nur das loga-
rithmische Einteilungsprinzip in Frage kommt, ist durch die Arbeiten von E. HINTZ-
SCHE (1945, 1946) eindeutig gezeigt worden: Der auf der Abszisse aufgetragene
Abstand zwischen K, und K, muf} gleich grof sein wie der Schritt von K, zu K, oder
von K, zu K usw., da es sich grundsitzlich ja immer um das gleiche, nimlich um eine
Verdoppelung des Kernes, handelt. In unserem Falle muB}, da wir ja mit den Projek-
tionsflaichen arbeiten, das F der nichst hoheren Regelklasse also immer 1,5875mal
grofler sein.

Die beste Variationskurve erhalten wir dann, wenn wir — wie das auch
E. HINTZSCHE getan hat — zwischen je zwei Regelklassen noch drei Zwischen-
klassen einschieben. Die Mitten dieser Zwischenklassen erhalten wir in einfacher
Weise, indem wir den logarithmischen Abstand der Mitten zweier aufeinanderfolgen-
der Regelklassen durch vier dividieren (1/,log 1,5875 = 0,05018). Wenn wir zum
Logarithmus einer Regelklassenmitte dreimal 0,05018 hinzuzahlen, erhalten wir somit
die Logarithmen der Mitte der drei Zwischenklassen, mit der vierten Addition die
Mitte der nidchst hoheren Regelklasse usw. Die Logarithmen der Klassengrenzen
kann man berechnen, indem man zum (vom) Logarithmus der Klassenmitte 0,02509
(= Y/, log 1,5875) hinzuzahlt (bzw. abzihit) sowie auch — etwas weniger genau —
als arithmetisches Mittel aus den Logarithmen der Mitte aneinandergrenzender Klas-
sen. Die Logarithmen aufeinanderfolgender Klassengrenzen unterscheiden sich natiir-
lich ebenfalls um 0,05018, und man kann fiir die Berechnung der weiteren Klassen-
grenzen selbstverstindlich von der ersten in der beschriebenen Weise ermittelten
Klassengrenze ausgehen,

Damit kennen wir das Prinzip, nach welchem wir die Einteilung in Regel- und
Zwischenklassen vornehmen konnen. Was wir jedoch noch nicht kennen — und eigent-
lich zuerst wissen sollten —, ist die genaue Lage der wichtigsten Regelklasse (der
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Hauptklasse), auf die sich die Berechnung "der-iibrigen Klassen aufbaut. Entspricht
die Grofle der gemessenen Kerne ungefahr einer Normalverteilung, das heifit, ergibt
die Frequenzkurve der verschiedenen Kerngrofen eine GauB-Laplacesche Kurve
(Glockenkurve), dann 1iBt sich die Mitte leicht berechnen (vgl. E. HINTZSCHE
1946, P. WILFLINGSEDER 1948).

Bei den Kernen der Gewebekultur haben wir erst bei groBen Stichproben an-
nihernd eine symmetrische Verteilung gefunden, so daB wir ofters gezwungen sein
werden, fiir ein kleineres Kernmaterial empirisch eine geeignete Klasseneinteilung zu
finden. Wir haben deshalb fiir eine mittlere Projektionsfliche von K, — 98, 100, 102,
104, 106, 108 und 110 qu die Klasseneinteilung ausgerechnet und entsprechende Listen
zur Eintragung der planimetrisch ermittelten Werte angefertigt. Bei einer Vergrofe-
rung von I500mal — mit der wir gewohnlich arbeiten — erhalten wir die in Tabelle I
in qmm angegebenen Werte.

Die Wahl des geeigneten Klassentypus, welche die biologischen Eigenschaften des
ausgewerteten Kernmaterials am besten wiedergibt, ist sehr wichtig. So darf ein einem
bestimmten KerngroBenbereich zugehorendes Haufigkeitsmaximum nicht zwischen zwei
Klassen fallen, da mit seiner Aufteilung auf zwei Klassen die KerngroBen-Frequenzkurve
einen ganz anderen Charakter erhalten wiirde.

In Abb. 2 sieht man nun die Kurven dargestellt, die wir aus der Einteilung der
MeBergebnisse von 2000 Kernen aus menschlichen Fibroblastenkulturen in die sechs
»Standardklassen® der Tabelle I erhalten haben. Die Einteilung in die Klasse
K, =110qu (Abb.2g) ergibe die gleiche Kurve — nur um eine Klassenbreite nach
links verschoben — wie die Einteilung in die Klasse K, =98 qu (Abb. 2a), da in
beiden Fillen als Klassengrenzen die gleichen Zahlenwerte vorkommen, wie aus
Tabelle I zu ersehen ist. Der Zufall will es, daB bei dem diesen Untersuchungen zu-
grunde gelegten Kernmaterial die Unterschiede zwischen den infolge der verschiedenen
Klasseneinteilung verschiedenen Frequenzkurven nicht so stark sind wie in manchen
andern Fillen (vgl. O. BUCHER und B. HORISBERGER, Abb. 4 a—f). Es ist des-
halb nicht einfach zu entscheiden, welches nun im vorliegenden Fall die ,,richtigen®
Kurven sind. Noch wichtiger als die Abklarung dieser Fragestellung ist indessen, daf}
experimentell beeinfluBte Kulturen und parallel gefithrte Kontrollkulturen, welche
miteinander verglichen werden sollen, in den gleichen Klassentyp eingeteilt sind.

Die Berechnung einiger Kurvencharaktere (fiir Einzelheiten vgl. Ch. WILLIGENS
1932/33, A. SCHWARZ 1943, ferner O. BUCHER und R. GATTIKER 1050) ergibt fiir
die Symmetrie der Kurven die besten Resultate bei den Einteilungsklassen ,,102“ und
»104% sowie den Kurven, deren Mitten wir als geometrische Mittel aller planimetrierten
Werte erhalten haben. Die Berechnung der Wolbungskoeffizienten zeigt, da — unab-
hiangig vom Klassentyp — die KerngroBen-Frequenzkurven der Innenzone einer Normal-
verteilung niherstehen als die der in bezug auf das Wachstum akiveren AufBlenzone, am
nachsten beim Klassentyp ,,08

Bestimmen wir die Mitte der Frequenzkurven unter der Annahme einer symmetri-
schen Verteilung und errechnen wir davon ausgehend die Klasseneinteilung, so erhalten
wir die Kurven der Abb.2h. Die Tatsache, da wir zum gleichen Resultat gelangen, ob
wir vom Kernmaterial der AuBenzone oder von dem der Innenzone ausgehen — die
fir die Mitte von Ki und K2 errechneten Werte unterscheiden sich tatsichlich um den von
uns abgeleiteten Faktor 1,5875 — ist eine weitere Bestdtigung dafiir, daB die von uns aus-
gearbeiteten Berechnungsgrundlagen stimmen.

Die gestrichelte Kurve links in den Abb.2a—f reprisentiert die KerngroBen-
verhiltnisse in der an das Mutterstiick angrenzenden Innenzone, die ausgezogene Kurve
rechts die der (den duBlersten Zellagen des Randschleiers entsprechenden) AuBenzone.
Die den beiden KerngroBen-Frequenzmaxima der zwei Zonen zugehérenden Kern-
volumina verhalten sich wie 1 2, die von uns planimetrierten Flachen als wie

s_.
1 \/22:1 1,5875 (vgl. auch in Tabelle IT K, und K,). Da die beiden Zonen
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Tabelle I. Klasseneinteilung bei verschiedener Lage der Mitte von K,

Klasse 98 100 102 104 106 108 110
104,1— 116,7 106,2— 119,1 108,3— 121,5 110,5— 123,0 112,6— 126,3 114,7— 1287 116,8— 131,1
116,8— 131,1 119,2— 133,7 121,6— 136,4 124,0— 139,1 126,4— 141,8 128,8— 144,4 131,2— 147.1
Ky, 131,2— 147,1 133,8— 150,1 136,5— 153,1 139,2— 156,5 141,9— 150,1 144,5— 162,5 147,2— 165,1
147,2— 165,1 150,2— 168,5 153,2— 171,09 156,6— 175,2 159,2— 178,6 162,6— 182,0 165,2— 185,4
165,2— 185,4 168,6— 189,1 172,0— 192,9 175,3— 196,7 178,7— 200,5 182,1— 204,3 185,5— 208,1
185,5— 208,1 189,2— 212,3 193,0— 216,6 196,8— 220,8 200,6— 225,1 204,4— 229,3 208,2— 233,06
K, 208,2— 233,6 212,4— 238,3 216,7— 243,1 220,9— 247,90 225,2— 252,60 229,4— 257,4 233.7— 262,1
233,7— 262,1 238,4— 267,5 243,2— 272,9 248,0— 278,2 252,7— 283,06 257.5— 288,09 262,2— 204,3
262,2— 204.3 267,6— 300,3 273,0— 300,3 278,3— 312,3 283,7— 318,3 280,0— 324,3 294,4— 330,4
204,4— 330,4 300,4— 337,1 306,4— 343,8 312,4— 3506 318,4— 357,3 324,4— 364,1 330,5— 370,8
K, 330,5— 370,8 337,2— 378,4 343,9— 386,0 350,7— 393,5 357,4— 4011 364,2— 408,7 370,9— 416,2
370,0— 416,2 378,5— 424,7 386,1— 433.2 393,6— 441,7 401,2— 450,2 408,8— 458,7 416,3— 467,2
416,3— 467,2 424,8— 476,8 433,3— 486,3 441,8— 495,8 450,3— 505,4 458,8— 514,9 467,3— 524,4
467,3— 524,4 476,0— 535,2 486,4— 545,9 495,0— 556,6 505,5— 567.3 515,0— 578,0 524.5— 588,7
K, 524,5— 588,7 535,3— 600,7 546,0— 612,7 556,7— 624,8 567,4— 6368 578,1— 648,8 588,8— 660,8
588,8— 660,8 600,8— 674,3 612,8— 687,8 624,0— 701,3 636.9— 14,8 648,0— 728,3 660.9— 741,8
660,0— 741,8 674,4— 756,9 687,9— 772,1 701,4— 787,2 714,9— 802,3 728,4— 817,5 741,0— 832,6
741,9— 832,6 757,0— 849,6 772,2— 866,6 787,3— 883,6 802,4— 900,6 817,6— 917,6 832,7— 034,6
K, 832,7— 934,6 849 7— 953,7 866,7— 972,8 883,7— 091,8 900,7—1010,9 917,7—1030,0 034,7—1049,1
934,7——1049,1 953,8—1073,0 972,0—1091,9 991,0—1I113.3 1011,0—1134,7 1030,1—1156,1 1049,2—1177,6

1049,2~1177,6

1073,1—1201,6

1092,0—1170,5

1113,4—1249,8

1134,8—1273,7

1156,2—1297,8

1177,7—1332,8




flieBend ineinander iibergehen, ergibt sich fiir
die Auswertung der KerngroBenverhéltnisse
in Gewebekulturen eine neue Schwierigkeit:
Es mull sorgfiltig darauf geachtet werden,
daBl beim Zeichnen der Kerne die beiden Zo-
nen nicht verwischt werden, sonst konnen, wie
an anderer Stelle ausgefiithrt (vgl. O. BU-
CHER und R. GATTIKER, Abb. 1 und
3a—f), je nach dem zufilligen Mischungs-
verhaltnis die mannigfaltigsten, im einzelnen
schwer analysierbaren Kurven entstehen.

Aus diesem Grunde sowie auch aus der
Tatsache, daB allgemein mit zu kleinen Stich-
proben und ohne das logarithmische Klassen-
einteilungsprinzip gearbeitet wurde, sind die
einzigen uns aus der Literatur bekannten Kern-
groBen-Verteilungskurven aus Gewebekulturen
von WERMEL und IGNATJEWA (1932),
WERMEL und PORTUGALOW (1935) und
von GAILLARD und BAKKER (1938) nicht
brauchbar. Ganz unverstindlich ist auch, wel-
chen Zusammenhang WERMEL und Mit-
arbeiter zwischen ihren errechneten Kurven und
den hineingezeichneten symmetrischen ,Ideal-
kurven sehen wollen. Auch die MeBresultate
von G.C.DOGLIOTTL (1927), F. DEMUTH
(1931) und von E.FREERKSEN (1933) sind
statistisch gesehen wertlos.

Da wir es in der wachsenden Gewebe-
kultur also nicht mit einem einheitlichen
Kernmaterial zu tun haben, erhilt man bei
mehrmaliger Auswertung ein und derselben
Kultur niemals in allen Einzelheiten iiberein-
stimmende Kerngroflen-Frequenzkurven, da
die Auswahl der Stichprobe aus der Grundge-
samtheit immer bis zu einem gewissen Grade
dem Zufall iiberlassen ist; auBerdem spielt
die GréBe der Stichprobe dabei eine wichtige
Rolle. Es ist jedoch moglich, Kurven zu er-
halten, zwischen denen die Anwendung stati-
stischer Priifverfahren, z. B. der 22-Methode,
keine gesicherten Unterschiede mehr ergibt.
Zum Nachweis nur geringer Differenzen in

T
Ky, K K2 Ky

Abb. 2. Kerngrifen-Frequenzkurven aus
menschlichen Fibroblastenkulturen.

Die gestrichelte Kurve links reprisentiert die
KerngroBenverhiltnisse aus der an das Mutter-
stiick angrenzenden Innenzone, die ausgezogene
Kurve rechts die aus der den duBersten Zell-
lagen des Randschleiers entsprechenden AuBen-
sone der Kultur. Auf der x-Achse sind die
planimetrisch bestimmten GriBen der Projek-
tionsflichen der Zellkerne, auf der y-Achse
die dazugehdrigen Frequenzen aufgetragen. Die
verschiedenen Frequenzkurven entsprechen der
Einteilung der MeBresultate in wverschiedene
Klassentypen: a) Ky = 98 qu, b) K; = 100 qu.
c) Ky =102 qu, d) K, = 104 qu, e¢) K; = 106 qu,
f) Ky =108 qu, g) Ky =110 qu; ') K; und Ky
als geometrische Mitte berechnet.

den KerngroBen von verschieden behandelten Kulturen missen oft Tausende von
Kernen gemessen werden, um zuverlassige Resultate zu erhalten.

So haben wir z. B. nur zur Beantwortung der Frage, ob zwischen 1, 2 und 4 Tage
in vitro geziichteten Kaninchen-Fibrozytenkulturen KerngroBenunterschiede bestehen, ins-
gesamt 9200 Kerne ausgewertet. Als Resultat zeigte sich, daB die Kerne mit der Zunahme
der Verweildauer in vitro etwas an GroBe verlieren, jedoch nicht so viel, daB neben der
Frequenz auch die Lage der Regelklassen beeintrichigt wiirde.

SchlieBlich soll noch darauf hingewiesen werden, dal bei der Auswertung eines
bestimmten Kernmaterials — dies gilt nicht allein fiir die Verhaltnisse der Gewebe-
kultur — durch verschiedene Untersucher noch ein gewisser, im Einzelfall zweifellos
recht verschieden groBer individueller Fehler zum Methodefehler hinzukommt. Beim
Vergleich der Resultate (z. B. verschiedener Mitarbeiter) ist an diese Moglichkeit zu
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Tabelle 2

Beispiel der Einteilung der planimetrisch bestimmten Kern-
gréfBen aus in vitro geziichteten menschlichen Fibroblasten in
den Klassentyp »100. (Mitte von K, =100 u?).

Nattirliche Grofie 1500fache Vergrofierung Frequenz
R 1- |Zwiscl (Praparat) (Zeichnung) .
egel- |cwischen- w? mm? in Prozenten
klassen | klassen
Klassen- Klassen- Klassen- Klassen- Innen- | Auflen-
mitten grenzen mitten grenzen zone zone
Bijy—: 70,4 75.0— 840 1785 168 6—189,1 0,6 0.3
Cify—1 89,1 84,1— 04,3 200,5 189,2—212,3 17,0 0,7
K, 100,0 94,4—105,9 | 2250 | 212.4—238,3 21,5 2,3
Ar—» 112.3 106,0—118,9 252.5 238,4—267,5 18,8 4,2
B:—: 126,0 119,0—133,4 283,5 267,6—300.3 15,1 10,9
Ci—z 141,4 | 133,5—149,8 | 3183 | 300,4—337,1 6,6 15,9
K, 158,8 | 149,0—168,1 | 3572 | 337,2—378,4 31 20,6
Aay 178,2 168,2—188,7 401,0 378,5—424,7 0,9 18,2
B.—, 200,0 188,8—211,9 450,0 424,8—476,8 0,2 10,8

denken; immer miissen die Versuchskulturen und die Kontrollkulturen von der gleichen
Person ausgewertet werden,

Es geht aus diesen Ausfithrungen hervor, daBl Kernmessungen auch an den abge-
platteten Zellkernen von Gewebekulturen, wie ibrigens auch an Bindegewebskernen in
Hiutchenpriparaten, mit der von uns entwickelten Methodik durchaus moglich sind.
Damit zeigt sich eine weitere, interessante Moglichkeit zur quantitativen Auswertung
von Gewebekulturen in vitro, und wir mochten zu weiteren derartigen Untersuchungen
anregen. Bei der Verarbeitung und Beurteilung der MeBresultate soll man sich jedoch
immer der geschilderten Fehlermdglichkeiten, die man andererseits auch nicht iber-
schitzen soll, bewuft sein und auch die modernen Methoden der Statistik anwenden.

Zusammenfassung

Es wird angeregt, karyometrische Untersuchungen auch an Gewebekulturen in
vitro durchzufithren, und eine hierfiir geeignete Methodik beschrieben.

Summary

Tissue cultures in vitro have rarely been used for caryometric studies. This is due
to the fact that the nuclei in the hanging drop cultures do not possess a clearly definable
geometric form but are greatly flattened.

The author has worked out a method by which it is possible to obtain a clear idea
of the sizes of the nuclei without defining the third dimension and without calculating the
absolute volume.

It has been shown that with the increase of the nuclei, the short axis increases pro-
portionately to both the larger axes (see fig. 1). The short axis being perpendicular to the
cover-glass, it is not measurable in the total preparations of tissue cultures. The method
used is as follows: the largest projected plane of the nuclei, determined by the two axes
and lying parallel to the cover-glass, is drawn with a 1,500-fold enlargement and the
surface so obtained, measured with the planimeter. The variation in method is relatively
small. Tf two volumes have a relationship of 1:2, e. g. if the volume corresponds to the
frequency maxima of the nuclei in the inner zone which borders upon the central portion.

130 Bucher



and of the outer zone, then the corresponding projection surfaces maintain the proportion
of 1:1.5875, as already deduced.

To make a statistical evaluation and to plot a distribution surve, single planimetric
values must be properly classified. The principle of logarithmic distribution has been used
for this purpose. The calculation of group limits is also shown. The chief difficulty lies in
choosing the type of classes (see chart 1 and fig. 2) which will render the biological
characteristics of the material examined, most evident. The classes must be so selected
that the frequency maxima appertaining to a definite group of nuclei sizes are not sep-
arated into two classes. Were it possible to assume that plotting would result in single
peaked geometrical curves, their centres could be calculated geometrically. Where, however,
this assumption does not apply, the right classification must be found empirically.

When making caryometric examinations of tissue cultures, the author most frequently
applies the method described in this paper.
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