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Uber die Bedentung
des Serums fiir den Abbau geschidigten Gewebes:
Untersuchungen an Explantaten ™.
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Otto Lébbert.
{ Eingegangen am 20. Mdirz 1939.)

Die an frischen Infaurkten zu beobachtende entkernte Randzone wird
geit den Untersuchungen von Schirmann vielfach als dys- bzw. anorisch
bedingt aufeefallt, d. h. also als Sehadigung lebenden Parenchyms durch
unmittelbare Einwirkung von Blutflissigkeit, die nicht mehr durch eine

Tefilwand abgegrenzt wird. Ebenso wird die sog. Randnekrose an
Explantaten in Serum und an Transplantaten als anorisch bedingt
aufgefalit. Einige Einwinde gegen die Annahme einer dysorischen
Gewebsschivdigung hat Schitrmann selbst gemachr, ohne sie wirksam
entkriften zu konnen, so z. B. den Hinwels auf die fehlende Muscularis-
nekrose beim Aneurysma dissecans. Gegen eine dysorische Entstehung
der entkernten Randzone spricht ferner dic Feststellung  Rossles, dafl
bet Tumortransplantaten gerade die auBersten Randzellen oft sicher
iberleben. Dieser Befund wurde auch bei spiteren Explantatversuchen

des Ofteren bestitigt. — Diese und andere ,, Ausnahmen™ haben zu ver-
schiedenen Erklarungsversuchen gefithrt, die aber die Widerspriiche nieht
befriedigend geldst haben, — Die im Zentrum der Infarkte bzw. Ex.

und Transplantate entstehende Parenchymzerstérung  gilt allgemein
und unwidersprochen als autolytisch bedingt.

Iy ist nicht sichergestellt, dafl unmittelbar, d. h. also anorisch zur
Einwirkung kommendes Serum, bisher ungeschidigtes Gewebe primir
abbaut. Es ist dies auch experimentell mit den meist angewendeten
Methoden kaum zu beweisen, da eine vorhergehende anoximische
Gewebsschidigung einfach nicht zu umgehen ist. Dagegen it sich
manches dafiir anfithren, dall gerade auch unmittelbar einwirkendes
Serum  auf nur unwesentlich geschiadigtes, d. h. noch lebensfahiges
Gewebe zunachst stets erhaltend wirkt (Guillery).

Im Zusammenhang mit den zuletzt genannten Arbeiten sollte durch
idie vorliegende Arbeit genauer geklirt werden. ob die Randentkernung
des Explantates nur als Folge der Serumwirkung und nicht ebenso als
Folge einwirkender Gewebsbestandteile gedeutet werden konnte. Es
schien so besser als bisher die Moglichkeit gegeben zu sein, die Ent.
stehungsbedingungen der Randzonen zu erkennen.

LD, 3.
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Zur Gewinnung blutfreier Organsifte wurden Kaninchen verwendet, aus der
Carotis entblutet und anschliefend mit einer einfachen Durchstrémungsapparatur
bei noch schlagendem Herzen von einer Jugularis aus mit Tyrodelssung durch-
spiilt. Nach dem Herzstillstand wurde die Durchstrémung von einer Carotis aus
fortgesetzt. Die Verwendung mehrerer Liter Flissigkeit, voriibergehende Zugabe
von Suprarenin, die Verwendung eines Wasserbades zur Einhaltung der Kérper-
temperatur und die Einschaltung von Manometern zur Beachtung des geeigneten
Durchstromungsdruckes soliten dazu dienen, alle Organe méglichst vollkommen
blutfrei zu machen und dabei die Gewebe moglichst wenig zu schidigen. An-
schlieBend wurden von Leber, Nieren und Milz kleine Stiicke als Explantate und
zur Anfertigung von Kontrollpriparaten entnominen, der Rest der Organe zer-
kleinert, mit sterilem Sand zerrieben und mit Tyrodelésung versetzt. In die durch
Zentrifugieren erhaltenen Gewebssifte von Leber, Nieren und Milz wurden die
vorher entnommenen Explantate gebracht und 6, 12 und 24 Stunden im Brut-
schrank bei 37¢ aufbewalrt. Zum Vergleich wurden Organstiicke in defibrinicrtem
Bhit und in Serum vom gleichen Tier ebenso behandelt. AnschlieBend Formal-
infixation, Paraffineinbettung, Serienschnitte, Himatoxylin-Eosin-Firbung.

Uber dic Ergebnisse dieser Versuchsreihe ist zusammenfassend folgen-
des zu berichten:

Bei Einwirkung der bluffreien Gewebssifte auf entblutete Organ-
stitcke haben sich nirgends Zonen ausgebildet. Nach 6 Stunden lassen
die Organe gegeniiber Kontrollpraparaten der frisch entnommenen und
unbehandelten  Organstiicke keinerlei  Abweichungen erkennen. Die
Zellkerne sind groBtenteils tadellos erhalten und zeigen ein deutliches
Chromatingeriist. Die Epithelgrenzen sind bei den gewundenen Hamn-
kanilchen zum Teil verwischt, aber gleichmiBig im ganzen Praparat.
Nach 12 Stunden zeigt sich im Nierenpriparat eine teilweise fortge-
schrittene Tntkernung, die aber auch iitber das ganze Praparat gleicher-
maflen verteilt ist. Bei der Milz zeigt sich ein ebenfalls iiber das ganze
Priparat gleichmiBig verteilter Zerfall der Pulpa bei gut erbaltenen
Lymphfollikeln und zum Teil auch Sinusendothelien. — Nach 24 Stunden
zelgt sich bei sdmtlichen Organen eine weiter fortgeschrittene, das ganze
Explantat gleichermallen befallende Zerstérung; d.h. die noch vor-
handenen Epithelkerne sind grolenteils pyknotisch bei im ganzen gut
erhaltener Organstruktur. Die Befunde zeigen so weitgehende Uberein-
stimmung, daB ein Unterschied, ob z. B. ein Leberstick in Leber-,
Nieren- oder Milzextrakt aufbewahrt wurde, nicht zu erkennen ist.

Uber eine Ausnahme muf ich herichten: Die mit einem Milzextrakt behandelten
Leberexplantate zeigten eine ganz schmale, unvollstindige. entkernte Randzone.

Beil den mit defibriniertem Blut behandelten Explantaten finden sich
nach 6 Stunden angedeutet, nach 12 und 24 Stunden deutlich aus-
gepriagt entkernte Randzonen. Beim Leber- und beim Nierenexplantat
sind dabei in nahezu simtlichen Priparaten gut erhaltene Zellen und
Zellgruppen erkennbar. die zumn Teil am dullersten Saum der entkernten
Randzone, zum Teil in dieser eingeschlossen liegen. In einzelnen Ein-
rissen finden sich kleine Blutlachen, in denen eingeschlossen abgesprengte,
zum Teil entkernte und vollig destruierte, zum Teil auch sehr gut
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erhaltene Zellen mit guter Kernfirbbarkeit liegen. Die zentralen Ab-
schnitte der Explantate lassen noch gute Zellstruktur erkennen, die
Kerne sind aber nach 24 Stunden meist pyknotisch, zum Teil vollig
geschwunden. Eine ,innere nekrotische Zone® findet sich bei Leber-
und Nierenexplantaten nicht. Die Milzexplantate zeigen eine deutliche
Dreischichtung, d.h. einen schmalen Saum zerfallenen Gewebes, das
keine Kernfirbung mehr zeigt, darunter eine etwas breitere Zone gut
erhaltenen Gewebes und einen nach 6 Stunden bereits nachweisbaren,
nach 24 Stunden voll ausgebildeten, vollig zerfallenen, zentralen Abschnitt.

Eine alle Einzelheiten beriicksichtigende Auffithrung der mikroskopischen
Befunde eritbrigt sich, weil sie sich im wesentlichen mit den bei gleichartigen Ver-
suchen schon wiederholt mitgeteilten Befunden decken. Aus diesem Grunde kaun
wohl auch die Wiedergabe von Mikrophotogrammen unterbleiben.

Bei den in Serum aufbewahrten Explantaten finden sich im wesent.
lichen die gleichen Befunde wie bei den mit defibriniertemm Blut be-
handelten. --- Typische entkernte Randzonen, darin vereinzelt auf-
fallend gut erhaltene Randzellen und Zellgruppen. Der zentrale Ab-
schnitt ist bei Leber- und Nierenexplantaten gleichermallen gut erhalten.
Bei den Milzexplantaten findet sich ein deutlich destruierter Zentral-
abschnitt.

Bet der Dewtung vorstehender Befunde scheint sich zuniichst zu
ergeben, dafl das Entstehen einer entkernten Randzone an die Anwesen-
heit von Blutbhestandteilen bzw. von Serum gebunden ist. Zu diesem
Schlu3 mufl man kommen, wenn man annimmt, daf die nach dem Aus-
waschen des Tieres hergestellten Organsifte wirklich blutfrei waren.
Da sich nun bei der histologischen Untersuchung der ausgewaschenen
Organe nur noch vereinzelt spérliche rote Blutkérperchen fanden und
die Organe bei der Extraktbereitung mit reichlich Tyrodelosung versetzt
wurden, so dall diese Blutspuren noch einmal eine hochgradige Ver-
ditnnung erfuhren, ist mit der praktischen Richtigkeit der Anniahme
zu rechnen, dafl wirklich blutfreie Organsifte verwendet wurden. — Es
ist ja bekannt, dall im voraus nie zuverlissig mit dem Erfolg des Aus-
waschens gerechnet werden kann, und dafl manche Organe trotz sorg-
faltigen Durchspiilens betrichtliche Blutmengen zurickbehalten. So
ergab sich z. B. auch einmal bei einem mit Milzextrakt behandelten
Leberstiick eine schmale entkernte Randzone. Dieses lieB sich dadurch
zwanglos erkliren, dall die Milz. aus der der Extrakt bereitet wurde.
beim Entbluten des Tieres ihr Blut nur sehr unvollstindig hergegeben
hatte, wie es auf einem histologischen Kontrollpraparat deutlich zu
sehen war, wihrend in Kontrollpriparaten von Leber und Nieren nur
vanz vereinzelt Blutkérperchen zu finden waren. Die Extrakte dieser
letzten Organe hatten keine entkernten Randzonen hervorgerufen.

Um nun genauer die wirksame Serumkonzentration zu ermitteln,
wurde folgender Versuch gemacht:
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In Reagensglasern wurden stufenweise Serumverdinnungen mit Tyrodeldsung
angesctzt, so daf} sich cin Prozentgchalt von 100, 33, 11, 3.3, 1.0 und 0,3 ergab.
In diese Scrumverdiinnungen wurden Explantate von Kaninchenleber, -niere und
-milz eingebracht und 24 Stunden bei 37° aufhewahrt. Formalinfixation, Paraffin-
einbettung, Stufenscrien, Hamatoxylin-Eosin-Farbung.

Das Ergebnis ist folgendes: Bei den ILeberexplantaten finden sich
deutlich erhaltene Periphericzellen bei Einwirkung von 100-; 33- und
11%igem Serum. Bei den weiteren Verdiinnungen sind histologisch
gut erhaltene Auflenzellen nicht mehr nachweisbar. Die entkernte
Anflenzone findet sich in simtlichen Explantaten, und zwar wird sie
mit fallender Serummkonzentration deutlich schmaler, ist aber auch bei
Einwirkung von 0,3%igem Serum noch sicher nachweisbhar (vgl. den
obenbeschricbenen Versuch mit unvollstindig entblutetem Milzextrakt).
—- Die zentralen Abschnitte sind bei 100-, 33- und 11% igem Serum fast
gleich gut erhalten. Bei Einwirkung von 3% igem Serum hat sich eine
deutliche zentrale Zerfallschicht ausgebildet, die etwa 1, des Priparates
einnimmt und ohne scharfe Grenze in die weiter peripher gelegene,
ziemlich gut erhaltene Zwischensehicht iibergeht. Bei 1% igem Serum
ist die zentrale Zerfallschicht bedeutend gréfler und nimmt fast 2, des
Priparates ein; die Zwischenschicht ist entsprechend schmaler. Bei
0.3 % igem Serum ist diese zentrale Zerfallschicht noch bedeutend grofier
und geht stellenweise direkt in ie entkernte Randzone iiber. -— Bei
den Nierenexplantaten finden sich ganz dhnliche Verdnderungen. mit
dem Unterschied, dafl die Zonen hier nicht so gut abgrenzbar sind und
der Zerfall im Bereiche der gewundenen Harnkandlchen weit stirker
ist als in dem der geraden. Die Befunde bel den Milzexplantaten weichen
insofern ab, als keine besonders erhaltenen Peripheriezellen nachweisbar
sind und bereits bei 3% igem Serum Zonen iiberhaupt nicht mehr ab-
grenzhar sind. Vielmehr ist hier wie bhel den weiteren Serumverdiin-
nungen ein volliger Zerfall des ganzen Gewebes eingetreten.

ZusammengefaBt: Gut erhaltene | AuBenzellen’™ finden sich nur bei
relativ: hohen Scrumkonzentrationen. Entkernte Randzonen finden sich
aber noch bei stirksten Verdinnungen. Eine destruierte Zentralschicht
bildet sich auch bei kleinen Explantaten dann aus. weun die Konzen-
tration des einwirkenden Serums geringer wird, und zwar wird der
zentrale destruierte Abschnitt bei fallender Serumkonzentration groBer.

Die meisten der bei den Versuchen verwendeten Explantate hatten eine durch-
schnittliche Kantenlinge von ctwa 3 mm. DaB sich bei Stiicken dieser Grofie
und einer Versuchsdauer von hochstens 24 Stunden in konzentriertem  Serum
keine ..innere autolyvtische Schicht™ ausbildete (abgesehen von den Milzexplantaten,
die ja stirker zur Autolyse neigen), entspricht den bei dhnlichen Versuchen von
anderer Scite hiufig gemachten Beobachtungen. Wahlt man fiir die Explantate
grofere Ausmale, so bildet sich auch bereits nach 24 Stunden in konzentriertem
Serum eine deatliche zentrale Zerfallschicht aus, wie sich an cinem Vergleichs-
versuch mit einem etwa 1 cem groBen Leberexplantat zeigen lieB.
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Die bisher geschilderten, dem urspringlichen Arbeitsplan entsprechen-
den Versuche fiihrten zu einer Beobachtung, die anschlieBend noch
erortert werden mul:

Ein Milzstiick war nach 12stindigem Aufenthalt in defibrinjertem
Blut von einer diinnen Blutschicht bedeckt, die eine der Zonenbildung
an Organen vergleichbare Schichtung zeigte. Es fand sich ein duflerer
Saum geschrumpfter, schwach mit Hamatoxylin firbbarer roter Blut-
korperchen; nach innen folgte eine Schicht verquollener und ausge-
langter Blutkorperchen, dann folgte, nach dem Orgunstick zu, die
Hauptmasse gut erhaltener und normal firbbarer roter Blutkérperchen.
Hier lagen, wie auch in den benachbarten obersten Schichten des Organ-
stiickes, kleinste Ansammlungen von Leukocvten. Die Schichtung
dieses dem Milzstiick aufsitzenden Blutes fithrte wegen der Ahnlichkeit
mit der Zonenbildung bei Serumeinwirkung auf Explantate zu folgendem
weiteren Versuch:

Durch Zentrifugieren defibrinierten Blutes wurde auf cin etwa 0.5 cem groBles
Leberstiick eine durchschnittlich 5 mm hohe Schicht von  Blutkorperchen ab-
gesetzt, das durither befindliche Serum stehengelassen und das Ganze 24 Stunden

ae

bei 37" aufbewahrt.  Anschliefend Hiamatoxylin-Eosin-Farbung nach Gelatine-
ecinbettung.

Bs ergab sich folgender Befund: An der Berithrungsstelle von Serum
und Blutkérperchen hat sich eine etwa I mm tiefe Schicht ansgebildet,
in deren Bereich die Ervthrocyten restlos zerfallen und zit einer amorphen
wabigen Masse zusammengesintert sind. Diese Schicht hat sich schwach
mit Himatoxylin gefirbt. lis folgt gegen das Explantat zu eine ziemlich
scharf begrenzte, ganz schmale Uhergangszone, in deren Bereich die
Krvthrocyten vollig ausgelangt sind und keine Farbe angenommen
haben. Der weitaus gréfite zentrale Abschnitt zeigt weniger ausgedehnten
Zerefall, 1aBt noch herdformig erhaltene Ervthroovten erkennen und
zeigt im panzen guten Hamoglobingehalt. An der Berithrungsstelle mit
dem KExplantat hat sich eine dhnfiche schmale . Ubergangsschicht™
ausgebildet, wie sie oben beschrieben wurde. —- Das Organstiick selbst
zeigt eine spirliche, aber deutlich aunsgeprigte Ruandentkernung, eine
relativ. gut erhaltene Zwischenschicht und weitgehenden Zerfall des
zentralen Abschnittes.

Einer zusammenfassenden Deutung der mitgeteilten Versuchsergebnisse
muf} ich einen Hinweis auf die eingangs erwihnten Arbeiten voraus-
schicken. Das Wort |, Nekrose™ wurde in den bisherigen Ausfithrungen
mit Absicht vermieden, da am histologischen Praparat durch die {iblichen
Farbemethoden lebendes von totem, also nekrotischen Gewebe iiber-
haupt nicht sicher zu trennen ist. (uillery kommt durch seine zum Teil
noch nicht verstfentlichten Untersuchungen zu dem SchlaB, dal ledig-
lich ein Teil der gut erhaltenen auflersten Peripheriezellen als sicher
lebend anzusprechen ist. Alle iibrigen Krscheinungen sind Abbau-

Virchows Archiv. Bd. 304, 23
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vorgange an schwer geschidigtem oder totem Gewebe. Diese Annahme
erfihrt auch durch die Untersuchungen von Heim eine weitgehende
Bestatigung. Danach ist also speziell die sog. nekrotische Rand-
zone nicht Ausdruck der dysorischen Gewebsschidigung, sondern es
handelt sich hier um eine heterolytische Entkernung bereits vorher
anoximisch geschidigten Gewebes. In dem Vorhandensein nachge-
wiesener ,lebenden AuBenzellen’* ist ein Anhalt dafiir zu erblicken,
daB Serum auch auBlerhalb der Blutgewebsschranke zunichst gewebs-
erhaltend wirkt.

Ich sehe in meinen Versuchsergebnissen eine weitgehende Bestitigung
vorstehender Ansichten. Wenn die an Explantaten entstehenden ent-
kernten Randzonen tatsichlich ausschlieBlich der Einwirkung von Serum
und nicht von anderen Gewebssiften zuzuschreiben sind, so beweist
das noch keine dys- bzw. anorische Schidigung dieser Bezirke. Dus
erhellt erst recht daraus, dal} sich an Blutgerinnseln nach dem Zentri-
fugieren oder nach einfacher Senkung des Blutes nach mehrstiindiger
Einwirkung des eigenen Serums ganz dhnliche , Zonen' ausbilden wie
an Qrganexplantaten; und zwar ist hicr nach 24 Stunden eine besonders
breite, vollig destruierte Aullenschicht feststellbar. Dieses als anorische
Schidiguny aufzufassen geht aber erst recht nicht an, da jo Blutkorper-
chen und Serum in vivo diberhaupt in innigst moglicher Berithrung
stehen. Die von der Serumberiihrungsstelle her schichtweise abuebauten
Blutkorperchen waren tot, bevor dag Serum nekrolytisierend zur Wirkung
kam. Dal bei diesen Versuchen keine iiberlebenden Randzellen gefunden
wurden, beweist natiirlich nichts gegen die primir gewebserhaltenden
Eigenschaften unmittelbar zur Einwirkung kommenden Serums.

Aus der Versuchsreihe mit stufenweisen Serumverdiinnungen zeigt
sich klar, dal die gut erhaltenen, also wahrscheinlich lebenden Peripherie-
zellen bei fallender Serumkonzentration verschwinden. Auch hierans
lifit sich auf eine primir gewebserhaltende Wirkung des Serums schlieflen.

Im iibrigen bestitigt es sich, dafl der Abbau des Explantates cinen
komplexen Vorgang darstellt, indem zu der von innen her fortschreiten-
den Autolyse ein von auBen wirkender Abbauvorzang hinzukommt,
welcher dem umgebenden Serum zuzuschreiben ist. Dabei scheint die
histologisch gut erhaltene Zwischenschicht (die bei kleinen Explantaten
den ganzen inneren Abschnitt einnimmt, so daB also hier keine ,,zentrale
Autolyse™ histologisch nachweisbar ist) gerade durch das Serum vor
der Autolyse geschiitzt zu werden. Gerade bei kleinen Explantaten.
bei denen sich in Vergleichsversuchen in konzentriertem Serum keine
innere Zerfallschicht ausbildet, findet sich eine solche, deutlich aus-
gepragte Schicht, sobald man mit der Serumkonzentration weiter
heruntergeht, und zwar wird diese Schicht bei fallender Serumkonzen-
tration anf Kosten der inneren Abschnitte der erhaltenen Zwischen-
schicht deutlich groBer. Diese letzte Annahme einer Schutzwirkung
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des Serums vor Autolyse erwidhne ich nur mit allem Vorbehalt., Es
handelt sich hier sicher um komplizierte physikalisch-chemische Vor-
ginge, die mit rein morphologischen Untersuchungen nicht geklirt
werden kénnen. Zudem ist das untersuchte Material zu gering, um hieraus
sichere Schliisse ziehen zu kdnnen.

Unter anderem ist es in diesem Zusammenhang nicht ganz verstind-
lich, warum sich bel stark verdiinntem Serum nach 24 Stunden bereits
eine grofle zentrale Autolyse ausbildet, wahrend bei dem im eigenen
Organextrakt behandelten gleichen Organstiick noch eine durchgehend
gute Zellstruktur zu finden ist. Wenn sich bei diesem letzteren Versuch
keine Zonen aushildeten, so kionnte man das dadurch erkliren, dafl die
im Organinnern etwa frei werdenden autolytischen Fermente die gleichen
sind wie die, welche sich in dem umgebenden Gewebssaft bilden. Auch
dann bleibt aber noch die Frage unbeantwortet, waram dic Autolyse
auch nach 24 Stunden noch nicht histologisch deutlich fallbar in Gang ist.

Zuzammenfassune.
Unmittelbar, d. h. ohne Trennung durch die Blutgewebsschranke
zur [inwirkung kommendes Serum erhilt lebendes bzw. lebensfihiyges

Gewebe und baut totes Gewebe heterolyvtiseh ab. — Dieser Abbaw er-
streckt sich auch auf die eigenen celluliren Blutbestandteile. ~- Alles

spricht dafiir, dall die entkernten Auflenzonen an Explantaten nicht
durch das Serum nekrotisiert, sondern abgebaut worden sind, nachdem
sic abgestorben waren.

An Organstiicken in blutfreien Organsiften entsteht keine entkernte
Randzone.

Bei Einwirkung stufenweise verdiinnten Serums nimmt die zentrale,
autolytische Nchicht entsprechend der fallenden Sernmkonzentration
bedeutend an Grole zu. Es wird die Vermutung ausgesprochen, dafl
Nerum die Parenchyme vor autolytischem Zerfall schiitzt.
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