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ZUR METHODIK KARYOMETRISCHER UNTER* 
SUCHUNGEN AN GEWEBE KULTUREN

Von O T T O  B U C H E R

M it 2 A bbildu ngen

B ei der ausgedehnten L ite ra tu r, die karyom etrisch en  U ntersuchungen gew idm et 
ist, m ag es au ffa llen , w ie  selten und auch m it w ie w en ig  E r fo lg  d erartig e  M essungen
an in v itro  gezüchteten Gew eben d u rch gefüh rt worden sind. D abei bieten doch gerad e
G ew ebekulturen zum Studium  experim en teller E in flü sse  neben re la tiv  ein fachen, be
kannten V orau ssetzun gen  den V o rz u g , daß das K ern w ach stu m  in der lebenden K u ltu r 
d irekt beobachtet w erden kann. D ie  H au p tsch w ierigk e it bei der D u rch fü h ru n g  karyo-
m etrisch er U ntersuchungen an G ew ebekulturen lieg t darin , daß die K e rn e  hier n icht
eine genau definierbare geom etrische F o rm  (K u g e l oder R otation sellipso id) au fw eisen , 
sondern stark  abgeplattet sind (A bb. 1 ) .  S ie  liegen  im  R an d sch leier der D ec k g la s
kulturen so, daß ihre beiden größeren D urch m esser dem D eckgläsch en  m ehr oder 
w en iger p ara lle l sind, der dritte D urch m esser senkrecht dazu. D ie  Größe der beiden

ersteren A ch sen  (2 a und 2 c) kann in T ota lp räp araten  
leicht erm ittelt w erd en ; zur Bestim m ung des dritten 
D urchm essers (2  b) müßte m an Sch n ittp räp arate  her-
stellen, w as beim  R an d sch le ier einer D eckg lasku ltu r
gew isse  Sch w ierigke iten  bieten und außerdem  das ganze 
V e rfa h re n  stark  kom plizieren würde.

W ir  haben deshalb in unserem  Lab o rato riu m  eine 
e in fach e M ethode au sgearb eitet1 ), die uns gestattet, in 
die K ern größ en verh ältn isse  auch ohne B estim m u ng des 
dritten D urch m essers und ohne B erech nu ng der abso
luten V olum engröße einen E in b lick  zu erhalten. D arü ber

1) Unter M itw irkung von cand. med. Ruth G A T - 
T I K E R  und cand. med. Bruno H O R IS B E R G E R .

A b b . l .  Schem atische D arstel
lung der H ä lfte  eines F ib ro -  
sytenkernes m it eingezeich
neten H albachsen a, b und c.
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möchte ich im A nschluß  an den vor e in iger Z e it  in d ieser Z e itsch rift  ( 19 4 8 : 243— 250) 
erschienenen A u fsa tz  „K a ry o m e tr ik “  von P . W I L F L I N G S E D E R  ku rz berichten , —  
nicht zuletzt m it der A b sich t, zu w eiteren d erartigen  U ntersuchungen an unbeeinflußten 
und experim entell beeinflußten G ew ebekulturen anzuregen.

S e it den ersten, grundlegenden U ntersuchungen von W . J A C O B J  w issen  w ir, daß 
häufig m ehr als eine K ern grö ß e  (n atü rlich  m it einer m ehr oder w en iger großen 
V aria tio n sb re ite ) vorkom m t, wobei sich die den verschiedenen H äu figke itsm axim a ent
sprechenden V o lu m in a w ie  1 2 4 8  verhalten  und som it eine geom etrische 
R eihe bilden. D ie  betreffenden G rößenklassen w urden R egelk lassen  genannt und m it 
den Sym bolen K x, K 2, K 4, K 8 usw . bezeichnet. D a  die ersten U ntersuchungen an ku ge
ligen K ern en  du rch gefüh rt wurden, w ar die B erech nu ng der V olum in a aus den ge- 
gem essenen D urchm essern  kein Problem . E tw a s  größere Sch w ierigk e iten  bot die V o 
lum enbestim m ung bei ellipsoiden K ern en . D en B indegew ebskernen  sow ie den K ern en  
in vitro  gezüchteter Z ellen  vollends begegnete man m it größter Z u rü ck h a ltu n g ; m anche 
F o rsch er hielten w egen der nicht regelm äß igen  F o rm  und der Sch w ierigke iten  bei der 
M essung des dritten D urch m essers Größenbestim m ungen bei diesen O bjekten fü r w en ig  
erfo lgversp rech en d , ja  sogar fü r  undurchführbar.

F ü r  unsere U ntersuchungen benützten w ir B indegew ebekulturen  (des M enschen 
und versch iedener T iere , insbesondere des K an in ch e n s), die in üblicher W eise  in einem  
T ro p fen  von hom ologem  B lu tp lasm a und einem T ro p fen  G ew eb eextrak t oder auch 
E m b ryo n a lextrak t au f D eckgläsch en  im Therm ostaten  bei K ö rp ertem p eratur gezüchtet 
w urden. D ie  K u ltu ren  w urden in C arn oysch er F lü ss ig k e it  fix ie rt und m it E ise n - 
h äm ato xylin lack  nach v. M Ö L L E N D O R F F  g e fä rb t (v g l. W . und M . v. M Ö L L E N 
D O R F F , 19 2 6 : 5 1 7 — 5 19 , oder F . R O U L E T : 274 ).

In  dem vom eingepflanzten M utterstück ausgew achsenen dünnen R and sch leier 
können w ir nun die K e rn e  im T o ta lp räp arat direkt ausm essen. W ir  brauchen also die 
K u ltu ren  nicht erst einzubetten und zu schneiden und haben deshalb —  ganz abgesehen 
von der V ere in fa ch u n g  des V e rfa h re n s  —  auch w en ig er m it artefiziellen V eränd erungen  
der K ern größ en  zu rechnen. W ir  achten jedoch genauestens d arau f, daß alle P rä p a ra te , 
die w ir  verg le ich en  w ollen, technisch genau gleich  behandelt w erden. W ir  zeichnen die 
K e rn e  gew öhnlich  bei I50 0 fa c h e r V ergrö ß eru n g  (w e il w ir  bei den verw endeten re la tiv  
dicken D eckgläsch en  m it der Ö lim m ersion m eistens nicht nahe genug an die gezüchteten 
Zellen  herankom m en können) m it einem  Pro jek tion sze ich en ap p arat. D a  w ir  m it T o ta l
präparaten  arbeiten , besteht auch keine G e fa h r, daß w ir  nur K ern segm ente zeichnen. 
W ir erhalten die im allgem einen leicht sch arf einstellbare größte optische Schnittebene 

,der K e rn e , deren F lä c h e  w ir schließlich m it einem P lan im eter ausm essen.

D ie Fehler, mit denen w ir bei diesem Vorgehen zu rechnen haben, sind, wie w ir an 
anderer Stelle genauer ausgeführt haben (O. B U C H E R  und B . H O R IS B E R G E R ) , gering. 
D er gesamte Methodefehler setzt sich aus einem Zeichnungsfehler und einem P lan i
m etrierungsfehler zusammen. Berechnen w ir als w ichtigstes Streuungsmaß die mittlere 
quadratische Abweichung s, so beträgt diese bei isoofacher Vergrößerung für die Gesam t
methode 1,24% , für das Zeichnen 0,67% und für das Planim etrieren 1,03% .

W ir  sind u rsp rü n glich  von der A rbeitsh ypoth ese  ausgegan gen , daß die dritte, im 
T o ta lp räp arat n icht m eßbare A ch se 2 b (v g l. Abb. 1 )  beim  G rößerw erden der K e rn e  den 
ändern beiden, dem D eckgläsch en  m ehr oder w en iger p ara lle l liegenden und som it gut 
m eßbaren A ch sen  2 a und 2 c proportional zunim m t. D aß diese unseren w eiteren B e 
rechnungen zugrunde liegende V o rau ssetzu n g  rich tig  ist, ze ig t neben den an Sch n itt
p räparaten  vorgenom m enen M essungen des dritten D urch m essers vor allem  auch die 
T atsach e , daß w ir m it der A nw end ung unserer M ethode zur A u sw ertu n g  von b isher 
etw a 50.000 K ern en  in G ew ebekulturen gute R esu ltate  erhalten haben.

Zw isch en  dem K ern volu m en  V  =  4/3 J i a b c  und der gem essenen P ro jektion sfläch e 
F  =  ? i a c  besteht die B ezieh u n g  V  z= 4/3 b F . H ätten  w ir nun bei jedem  K e rn  auch noch
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den H albm esser b, so könnten w ir das V olum en so fort berechnen. D a  uns aber die 
absolute K ern größ e w eit w en iger in teressiert als das gegen seitige  V erh ä ltn is  der K e rn 
volum ina, können w ir —  unter B en ützun g der V orau ssetzu n g, daß sich b den H a lb 
achsen a und c proportional verän d ert —  das uns unbekannte b aus der G leichung 
e lim inieren, w ie w ir an anderer Ste lle  m athem atisch abgeleitet haben (v g l. O. B U 
C H E R  und B . H O R I S B E R G E R ) .  V erh a lten  sich  näm lich die K e r n v o l u m i n a  
V j  V 2 V 4 w ie i 2 4 . . . ,  so verhalten sich  die ihnen in unserem  F a ll ent
sprechenden P ro jektionsfläch en , deren Größen w ir bereits p lan im etrisch  bestim m t 
haben, w ie fo lg t:

F ,  F 2 F 4 F g — i y
3_

das heißt, der Q uotient der steigenden geom etrischen Reihe beträgt 1/4  =  1,5 8 7 5 .

W ürden sich jedoch nicht die Volum ina, sondern die K e r n o b e r f l ä c h e n  
0 i : 0 2 : 0 4 : wi e 1 : 2 : 4 : . . .  verhalten (vgl. dazu G. H E R T W IG , 1938), dann verhielten
sich, wie sich in analoger W eise ableiten läßt (vgl. O. B U C H E R  und R. G A T T IK E R ) , 
die gemessenen Flächen

F i : F 2 : F 4: F 8 : = i : 2 : 4 : 8 :

Im  allgem einen w erden 15 0 — 200 K e rn e  zur v a r i a t i o n s s t a t i s t i s c h e n  
V e r a r b e i t u n g  der K ern größ en verh ältn isse  eines bestim m ten P rä p a ra te s  genügen. 
B e i einem w enig  ausgeglichenen K e rn m a te ria l brauchen w ir indessen größere S tic h 
proben: So haben w ir fü r  die in A bb. 2 w iedergegebenen K ern größ en -Freq uen zkurven  
aus m enschlichen F ib rob lastenku lturen  in der Innen- w ie  in der Außenzone je  
1000  K e rn e  gem essen.

F ü r  die statistisch e  A u sw ertu n g  des gew onnenen Zah len m ateria ls  und die E r 
m ittlung einer V erte ilu n g sk u rv e  m üssen wdr die E in ze lw erte  in geeigneter W eise  in 
K la sse n  zusam m enziehen, w ie das P . W I L F L I N G S E D E R  in d ieser Z e itsch rift  an 
einem konkreten B eisp ie l geze ig t hat. Daß fü r die K ern größ en bio logisch  nur das loga- 
rithm ische E in te ilu n gsp rin zip  in F ra g e  kommt, ist durch die A rbeiten  von E . H I N T Z -  
S C H E  (19 4 5 , 19 4 6) eindeutig geze ig t w orden : D er auf der A b sz isse  au fgetragen e  
A bstan d  zw ischen K x und K 2 muß gle ich  groß sein w ie der Sch ritt von IC, zu K 4 oder 
von K 4 z u  K 8 u s w ., da es sich gru n d sätz lich  j a  im m er um das gleiche, näm lich um eine 
V erd oppelun g des K e rn es , handelt. In  unserem  F a lle  muß, da wrir ja  m it den P r o je k 
tionsflächen arbeiten, das F  der nächst höheren R ege lk lasse  also im m er i,58 75m al 
größer sein.

D ie  beste V a ria t io n sk u rv e  erhalten w ir  dann, wenn w ir —  w ie das auch 
E . H I N T Z S C H E  getan hat —  zw ischen je  zw ei R egelk lassen  noch drei Z w isch en -1 
k lassen  einschieben. D ie  M itten dieser Z w isch en klassen  erhalten w ir in e in fach er 
W eise , indem w ir  den logarithm ischen A b stan d  der M itten zw eier au fe in an d erfo lgen 
der R ege lk lassen  durch v ie r d ivid ieren  ( 1 /4 log 1 ,5 8 7 5  =  0 ,0 5 0 18 ). W enn w ir zum 
Logarith m u s einer R egelk lassen m itte  dreim al 0 ,0 5 0 18  h inzuzählen, erhalten w ir  som it 
die Logarith m en  der M itte der drei Z w isch en klassen , mit der v ierten  A ddition  die 
M itte der nächst höheren R eg e lk lasse  usw . D ie  Logarithm en der K lassen gren zen  
kann m an berechnen, indem man zum (vom ) Logarithm u s der K lassen m itte  0,02509 
( =  Ya I >5^75) h inzuzählt (bzw. abzählt) sow ie auch —  etw as w en iger genau —  
als arithm etisches M ittel aus den L og arith m en  der M itte aneinandergrenzender K la s 
sen. D ie  Logarith m en  au feinan d erfo lgend er K lassen gren zen  unterscheiden sich n atü r
lich  eben falls um 0 ,0 50 18 , und man kann fü r die B erech nu ng der w eiteren  K la s se n 
grenzen  selbstverstän d lich  von der ersten in der beschriebenen W eise  erm ittelten 
K la sse n g re n z e  ausgehen.

D am it kennen w ir  das P rin z ip , nach w elchem  w ir die E in te ilu n g  in R egel- und 
Z w isch en klassen  vornehm en können. W as w ir jedoch noch nicht kennen —  und eigen t
lich  zuerst w issen  sollten — , ist die genaue L a g e  der w ich tigsten  R eg e lk lasse  (der
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H au p tk lasse), a u f die sich die B erech nu ng der übrigen K la sse n  aufbaut. E n tsp rich t 
die Größe der gem essenen K ern e  u n gefäh r einer N o rm alverte ilu n g, das heißt, erg ib t 
die Freq u en zku rve  der verschiedenen K ern größ en  eine G au ß -Lap lacesch e K u rv e  
(G lo cken ku rve), dann läßt sich die M itte leicht berechnen (v g l. E . H I N T Z S C H E  
19 46 , P . W I L F L I N G S E D E R  19 4 8 ).

B e i den K ern en  der G ew ebekultur haben w ir erst bei großen Stichproben an 
nähernd eine sym m etrische V erte ilu n g  gefunden, so daß w ir ö fters gezw ungen sein 
w erden, fü r ein k leineres K ern m ateria l em pirisch  eine geeignete K lassen ein te ilu n g  zu 
finden. W ir  haben deshalb fü r  eine m ittlere P ro jek tion sfläch e  von K 1 —  98, 10 0 , 10 2 , 
10 4 , 10 6 , 10 8  und i io q ,«  die K lassen ein te ilu n g  ausgerechnet und entsprechende L isten  
zur E in tra g u n g  der p lan im etrisch  erm ittelten W erte  angefertig t. B ei einer V ergrö ß e
rung von iso o m a l —  m it der w ir gew öhnlich  arbeiten —  erhalten w ir die in T ab elle  I 
in qmm angegebenen W erte .

Die W ahl des geeigneten Klassentypus, welche die biologischen Eigenschaften des 
ausgewerteten Kernm aterials am besten wiedergibt, ist sehr wichtig. So darf ein einem 
bestimmten Kerngrößenbereich zugehörendes H äufigkeitsm axim um  nicht zwischen zwei 
K lassen fallen, da mit seiner A ufteilung auf zwei K lassen die Kerngrößen-Frequenzkurve 
einen ganz anderen Charakter erhalten würde.

In  A bb. 2 sieht m an nun die K u rve n  dargeste llt, die w ir aus der E in te ilu n g  der 
M eßergebnisse von 2000 K ern en  aus m enschlichen F ibrob lastenku lturen  in die sechs 
„S ta n d a rd k la sse n “  der T ab elle  I erhalten haben. D ie  E in te ilu n g  in die K la s se  
K x =  i io q ,«  (A bb. 2 g )  ergäbe die gleiche K u rv e  —  nur um eine K lassen b re ite  nach 
links verschoben —  w ie die E in te ilu n g  in die K la s se  K j  =  98 q/ti (A bb. 2 a ), da in 
beiden F ä lle n  als K lassen gren zen  die g leichen  Z ah len w erte  Vork om m en, w ie aus 
T ab elle  I  zu ersehen ist. D er Z u fa ll w ill es, daß bei dem diesen U ntersuchungen zu
grund e gelegten K ern m a te ria l die U ntersch iede zw ischen den in fo lge  der verschiedenen 
K lassen ein te ilu n g  verschiedenen F req u en zkurven  nicht so stark  sind w ie in m anchen 
ändern F ä lle n  (v g l. O. B U C H E R  und B . H O R I S B E R G E R ,  A bb. 4 a— f) . E s  ist des
halb n icht e in fach  zu entscheiden, w elches nun im vorliegenden F a ll  die „r ic h tig e n “ 
K u rv e n  sind. Noch w ich tiger als die A b k läru n g  dieser F ra g este llu n g  ist indessen, daß 
experim entell beeinflußte K u ltu ren  und p ara lle l gefü h rte  K ontro llku lturen , w elche 
m iteinander verg lich en  w erden sollen, in den gleichen K la sse n ty p  e in geteilt sind.

Die Berechnung einiger Kurvencharaktere (für Einzelheiten vgl. Ch. W IL L IG E N S  
1932 / 33 , A . S C H W A R Z  1943, ferner O. B U C H E R  und R. G A T T I K E R  1950) ergibt für 
die Sym m etrie der K urven  die besten Resultate bei den Einteilungsklassen „ 10 2 “  und 
,,104“ sowie den Kurven, deren Mitten w ir als geometrische Mittel aller planimetrierten 
W erte erhalten haben. Die Berechnung der W ölbungskoeffizienten zeigt, daß —  unab
hängig vom Klassentyp —  die Kerngrößen-Frequenzkurven der Innenzone einer N orm al
verteilung näherstehen als die der in bezug auf das W achstum akiveren Außenzone, am 
nächsten beim Klassentyp „98“

Bestim men w ir die M itte der Frequenzkurven unter der Annahme einer sym m etri
schen Verteilung und errechnen w ir davon ausgehend die Klasseneinteilung, so erhalten 
w ir die K urven  der Abb. 2 h. Die Tatsache, daß w ir zum gleichen Resultat gelangen, ob 
w ir vom Kernm aterial der Außenzone oder von dem der Innenzone ausgehen —  die 
fü r die M itte von K i und K2 errechneten W erte unterscheiden sich tatsächlich um den von 
uns abgeleiteten Faktor 1,5875 —  ist eine weitere Bestätigung dafür, daß die von uns aus
gearbeiteten Berechnungsgrundlagen stimmen.

D ie  gestrich elte  K u rv e  links in den Abb. 2 a— f rep räsen tiert die K ern grö ß en 
verh ältn isse  in der an das M utterstück angrenzenden Innenzone, die ausgezogene K u rv e  
rechts die der (den äußersten Z ellagen  des R an d sch le iers entsprechenden) Außenzone. 
D ie  den beiden K ern grö ß en -F req u en zm axim a der zw ei Zonen zugehörenden K e rn 
vo lum in a verh alten  sich w ie 1 2, die von uns plan im etrierten  F läch en  als w ie

3__
1 y 2 2 — 1 1 ,5 8 7 5  (v g l. auch in T ab elle  I I  K x und K 2). D a  die beiden Zonen
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T a b e l l e  I.  K l a s s e n e i n t e i l u n g  b e i  v e r s c h i e d e n e r  L a g e  d e r  M i t t e  v o n  K 1

K lasse 98 100 102 104 106 108 110

10 4 ,1— 116 ,7  

116 ,8 —  1 3 1 , 1

106 .2— 1 19 ,1

1 19 .2 — 133,7

108,3— 12 1,5  

12 1 ,6 — 136,4

1 10 ,5 — 123,9 

124,0— 139 ,1

112 ,6 — 126,3 

126,4— 14 1,8

114 .7 — 128,7

128.8— 144,4

116 ,8 — 13 1 , 1  

1 3 1 ,2 — 147.1

K./2 13 1 .2 — 147,1

147.2—  165,1

165.2— 185,4 

18 5 ,5— 208,1

133-8 — 150,1

150 .2 — 168,5 

168,6—  189,1

189.2—  2 12 ,3

1 3 6 ,5 -  I 53,i 
1 5 3 , 2 -  17 1,9

172 .0 — 192,9

193.0— 216,6

139 .2— 156,5 

156,6— 175,2

175.3— 196,7 
196,8— 220,8

14 1,9 — 159 ,1 

159,2— 178,6 

178 ,7— 200,5 

200,6— 225,1

144.5— 162,5

162.6— 182,0 

18 2 ,1— 204,3 

204,4— 229,3

147.2— 165,1

165.2— 185,4 

185,5— 208,1

208.2— 233,6

K , 208.2— 233,6 

233 ,/— 262,1
262.2— 294.3 

294 ,4— 330,4

2 12 .4 — 238,3

238.4—  267,5 

267,6—  300,3

300.4— 337,1

2 16 ,7—  243,1 

243,2— 272,9 

273 ,o— 306,3 

306,4— 343,8

220,9— 247,9 
248,0— 278,2

278.3— 312 ,3
312 .4 — 350,6

225,2— 252,6

252.7— 283,6

283.7— 318 ,3  

3 18 ,4 — 357,3

229.4— 257,4

257.5— 288,9
289,0— 324,3

324,4— 364,1

233-7— 262,1 
262,2— 294,3

294.4— 330,4

330 .5— 370,8

K , 330 ,5— 370,8 

370,9— 416,2

4 16 .3— 467,2

467.3— 524,4

337 ,2 — 378,4 

378,5— 424,7
424.8— 476,8

476 .9 — 535-2

343,9— 386,0 
38 6 ,1— 433,2

433 .3— 486,3
486.4— 545,9

350 .7— 393,5 
393,6— 441,7

441.8— 495,8

495 .9— 556,6

357.4— 401,1

401.2— 450,2

450 .3— 505,4

505 .5— 567,3

364,2— 408,7

408.8— 458,7

458.8— 514,9 

515 .0— 578,0

370,9— 416,2

4 16 .3— 467,2

467.3— 524,4 
524.5— 588,7

k 4 524,5— 588,7

588.8— 660,8

660.9— 741,8

741.9— 832,6

535.3— 600,7 
600,8— 674,3

674 .4— 756,9 
757,0— 849,6

546,0— 612,7

6 12 .8— 687,8

687.9— 772,1 
772,2—  866,6

556,7— 624,8 

624,9— 701,3 

701,4— 787,2 

787,3— 883,6

567.4— 636,8

636.9— 714,8

714 .9— 802,3

802.4— 900,6

578 ,1— 648,8 

648,9— 728,3 

728,4— 817,5 

8 17 ,6 — 917,6

588.8— 660,8

660.9— 74!,8
741.9— 832,6 

832,7— 934,6

k 8 832.7— 934,6

934.7— 1049,1 

1049,2— 1177 ,6

849 7— 953,7 
953,8— 1073,0 

1073,1 — 1201,6

866,7— 972,8 

972,9 — 1091,9 

1092,0— 1170 ,5

883,7— 991,8 

991,9— 1 1 13 ,3  

1 1 1 3 ,4 — 1249,8

900,7— 1010,9  

10 1 1 ,0 — 1134 ,7  

1134 ,8 — 1273,7

917 ,7— 1030,0

10 30 .1— 115 6 ,1

115 6 .2 — 1297,8

934 ,7— 1049,1 
1049,2— 1177 ,6  

H 77 ,7— J3 32,8
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fließend ineinander übergehen, erg ib t sich  fü r 
die A u sw ertu n g  der K ern größ en verh ältn isse  
in G ew ebekulturen eine neue S c h w ie rig k e it: 
E s  muß s o rg fä lt ig  d arau f geachtet werden, 
daß beim  Zeichnen der K ern e  die beiden Z o 
nen nicht verw isch t w erden, sonst können, w ie 
an anderer Ste lle  ausgefüh rt (v g l. O. B U 
C H E R  und R . G A T T I K E R ,  A bb. i und 
3  a— f) , je  nach dem zu fä lligen  M isch u n gs
verh ältn is die m an n ig fa ltigsten , im einzelnen 
schw er an alysierb aren  K u rv e n  entstehen.

Aus diesem Grunde sowie auch aus der 
Tatsache, daß allgemein mit zu kleinen Stich
proben und ohne das logarithmische K lassen
einteilungsprinzip gearbeitet wurde, sind die 
einzigen uns aus der Literatur bekannten K ern- 
größen-Verteilungskurven aus Gewebekulturen 
von W E R  M E L  und IG N A T JE W A  (1932), 
W E R M E L  und P O R T U G A L O W  (1935) und 
von G A IL L A R D  und B A K K E R  (1938) nicht 
brauchbar. Ganz unverständlich ist auch, w el
chen Zusammenhang W E R M E L  und M it
arbeiter zwischen ihren errechneten Kurven und 
den hineingezeichneten symmetrischen „Ideal - 
kurven“ sehen wollen. Auch die Meßresultate 
von G. C. D O G L IO T T L  (1927), F . D E M U T H  
(19 3 1)  und von E . F R E E R K S E N  (1933) sind 
statistisch gesehen wertlos.

D a  w ir es in der w achsenden G ew ebe
ku ltur also nicht m it einem  einheitlichen 
K ern m a te ria l zu tun haben, erhält m an bei 
m eh rm aliger A u sw ertu n g  ein und derselben 
K u ltu r niem als in allen E in zelh eiten  überein
stim m ende K ern größ en -F req u en zku rven , da 
die A u sw ah l der Stichprobe aus der G rund ge
sam theit im m er bis zu einem  gew issen  G rade 
dem Z u fa ll überlassen  ist ; außerdem  spielt 
die Größe der Stich probe dabei eine w ichtige 
R olle . E s  ist jedoch  m öglich, K u rv e n  zu er
halten, zw ischen denen die A nw end ung s ta ti
stisch er P rü fv e r fa h re n , z. B . der * 2-M ethode, 
keine gesicherten  U ntersch iede mehr erg ibt.

A bb. 2. Kerngrößen-Frequenzkurven aus 
menschlichen Fibroblastenkulturen.
Die gestrichelte K urve links repräsentiert die 
K erngrößenverhältnisse aus der an das M u tter 
stück angrenzenden Innensone, die ausgesogene 
K urve  rechts die aus der den äußersten Z e ll
lagen des Randschleiers entsprechenden A u ß en 
sone der K ultur. A u f  der x-Achse sind die 
planim etrisch bestim m ten Größen der P ro jek
tionsflächen der Zellkerne, a u f der y-Achse  
die dazugehörigen Frequenzen au f getragen. D ie  
verschiedenen F requenzkurven  entsprechen der 
E in teilung  der M eßresultate in  verschiedene  
K la sse n ty p en : a) K t =  98 q/.i, b) K 1 =  100 qfi.- 
c) Ky — 102 qfx, d ) K) — 104 qfi, e) K t =  106 qfi, 
f )  K^ =  108 q/A,, g) K 1 =  110 q/i; h) K t und  K 2 
als geom etrische M itte  berechnet.

Zum  N ach w eis nur g e rin g e r D ifferen zen  in
den K ern größ en von versch ieden behandelten K u ltu ren  m üssen oft T ausend e von 
K ern en  gem essen werden, um zu verlässige  R esu ltate  zu erhalten.

So haben w ir z. B. nur zur Beantwortung der Frage, ob zwischen r, 2 und 4 Tage 
in vitro gezüchteten Kaninchen-Fibrozytenkulturen Kerngrößenunterschiede bestehen, ins
gesamt 9200 K erne ausgewertet. A ls Resultat zeigte sich, daß die Kerne m it der Zunahme 
der Verw eildauer in vitro etwas an Größe verlieren, jedoch nicht so viel, daß neben der 
Frequenz auch die Lage der Regelklassen beeinträchigt würde.

Sch ließ lich  soll noch d arau f hingewriesen werden, daß bei der A u sw ertu n g  eines 
bestim m ten K e rn m a te ria ls  —  dies g ilt nicht a llein  fü r die V erh ä ltn isse  der G ew ebe
ku ltur —  durch verschiedene U ntersuch er noch ein g ew isser, im E in z e lfa ll zw eifellos 
recht versch ieden großer individueller F eh ler zum M ethodefehler hinzukom m t. Beim  
V e rg le ic h  der R esu ltate  (z. B . versch iedener M itarb eiter) ist an diese M öglich keit zu
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T a b e l l e  2

B e i s p i e l  d e r  E i n t e i l u n g  d e r  p l a n i m e t r i s c h  b e s t i m m t e n  K e r n 
g r ö ß e n  a u s  i n  v i t r o  g e z ü c h t e t e n  m e n s c h l i c h e n  F i b r o b l a s t e n  i n  

d e n  K l a s s e n t y p  »1 0 0 « ( M i t t e  v o n  K 1 = 1 0 0 ji<,2).

Regel-
klassen

Zwischen
klassen

Natürliche Größe 
(P räp ara t)  

j.12

I500fache Vergrößerung 
(Z eichnung) 

m m 2

Frequenz 

in Prozenten

K lassen 
mitten

K lassen
grenzen

K lassen
mitten

K lassen
grenzen

Innen
zone

Außen
zone

B 1/0—i 79,4 75.0— 840 178,5 168 6— 189,1 9,6 0-3
C1/2—i 89,1 84 ,1— 94,3 200,5 189,2— 212 ,3 17.0 o,7

K i 100,0 94,4— 105,9 225,0 2 12 .4 —238,3 21,5 2,3
A i—2 I I  2.3 106,0 — 1 18,9 252.5 238,4— 267,5 00 00 4,2
B i—2 126,0 119 ,0 — 133,4 283,5 267,6— 300.3 15,1 10,9
C i—2 141,4 133,5— 149,8 318,3 300 ,4 - 337,1 6,6 15.9

Ko 158,8 149,9 — 168,1 357,2 337 ,2—378,4 3 , i 20,6
A2—4 178,2 168 ,2 — 188,7 401,0 378 ,5— 424,7 0,9 18,2
B z—4 200,0 1 88,8 — 2 1 1,9 450,0 4 24 ,8 -476 ,8 0,2 10,8

denken; im m er m üssen die V ersuch sku lturen  und die K o n tro llku ltu ren  von der gleichen  
P e rso n  ausgew ertet werden.

E s  geht aus diesen A u sfü h ru n gen  h ervor, daß K ern m essun gen  auch an den abge
platteten Z ellkern en  von G ew ebekulturen , w ie übrigens auch an B indegew ebskernen in 
H äutch enpräparaten , m it der von uns entw ickelten M ethodik durchaus m öglich  sind. 
D am it zeig t sich  eine w eitere, in teressante M öglich keit zur quantitativen  A u sw ertu n g  
von G ew ebekulturen in vitro , und w ir möchten zu w eiteren  d erartig en  U ntersuchungen 
anregen. B ei der V era rb e itu n g  und B eu rteilun g der M eßresultate soll m an sich jedoch 
im m er der gesch ild erten  Feh lerm öglich keiten , die m an and ererseits  auch nicht über
schätzen soll, bewußt sein und auch die m odernen M ethoden der S ta tistik  anwenden.

Z u s a m m e n f a s s u n g

E s  w ird  angeregt, karyom etrisch e U ntersuchungen auch an G ew ebekulturen in 
v itro  durchzuführen, und eine h ierfü r geeignete M ethodik beschrieben.

Summary
Tissue cultures in vitro have rarely been used for caryom etric studies. T his 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 lias been shown that with the increase of the nuclei, the short axis increases pro
portionately to both the larger axes (see fig. i). 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 fo llow s: 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. I f  two volumes have a relationship of 1 : 2 ,  e. g. if  the volume corresponds to the 
frequency m axim a of the nuclei in the inner zone which borders upon the central portion.
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and of the outer zone, then the corresponding projection surfaces maintain the proportion 
of i : 1.5875, as already deduced.

T o  make a statistical evaluation and to plot a distribution surve, single planimetric 
values must be properly classified. The principle of logarithm ic distribution has been used 
for this purpose. The calculation of group lim its is also shown. The chief difficulty lies in 
choosing the type of classes (see chart 1 and fig. 2) which w ill render the biological 
characteristics of the m aterial examined, most evident. The classes must be so selected 
that the frequency m axim a appertaining to a definite group of nuclei sizes are not sep
arated into two classes. W ere it possible to assume that plotting would result in single 
peaked geometrical curves, their centres could be calculated geom etrically. W here, however, 
this assumption does not apply, the right classification must be found empirically.

When m aking caryom etric exam inations of tissue cultures, the author most frequently 
applies the method described in this paper.
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