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In experimentellcn Arbeiten hat Hdra ausffihrlich Stellung genommen 
zu den zahlrcichen Bemiihungen Bus.se-G,rawitz', der Schlummerzellen- 
theorie des friiheren Greifswalder Pathologen Paul  Grawitz zu neuem 
Leben zu verheKen. Es konnte die Behauptung ~iderlegt werden, dab in 
implantierten Hornhautstiickchen, auch nach Umhiillung dieser Stfick- 
chetl mit Kollodium, durch den ,,iibercrn/~hrendcn Reiz" der Lymphe 
des Wirtstieres Leukocyten sich aus Hornhautkbrpern und -fasern ent- 
wickeln. Busse-G'rawilz' (in folgendem BGr.) Ausichten erwiesen sich bei 
kritischer Betrachtung seiner Versuche als irrtfimliche Deutung 1. Das 
ergibt sich vor allem, welm man die zu untersuchenden Hornhs mit 
eincr Membrau yon bekannter 1)orengr6Be umhiilit, die dutch ihre St.ruktur 
eine Einwanderung yon Leukocyten aus der Umgebung sichcr ausschlie{]t 
( Hbra ). 

Einen weiteren Bewcis ffir die Einw,~ndcrung der in implantierten 
Hornh/~uten auftretenden Zellen crg~tb die heterologe Implantation. 
HSra konnte in einer groBen Versuchsreihe zcigen, di~B z. B. in M~use- 
hornh~uten, die Kaninchcn implantiert wurden, stets Kardnchenleuko- 
cytcn auftraten, nie aber M.~useleukocyten, ~vie man sie erwarten miiBte, 
we,m sich die vorgefundencn Leukocyten in dcr Ms selbst 
bildcn wiirden. Die auftretenden Zellen entsprechen also der Ticrart 
des Wirtstieres, nicht der Tierart der zur Implantation verwende~n 
IIornhaut. 

Die }'olgerungen aus BGr.s Theoric yore zelligen Abbau bcziehen sich 
auf die Lehre yon der Herkunft der Entziindungszellen. Es wird behaup- 
tet, dab die bei entziindlichen Prozesscn auftretende leukocyt~re In- 
filtration nicht durch die Emigration dieser Zellen aus dem str6menden 
Blut zustandc kommc, sondern dab much diese Leukocytcn sich durch 
~bererni~hrung im Gewebe entwickeln. BGr.  bcstreitet auf Grund seiner 
Versuche die Leukocyt.eneinwanderung iibcrhaupt und sagt, dab eine 
Einwanderung yon Lcukocyten z. B. in die Hornhaut auch bei Anwesen- 
heit yon reichlich Leukocyten in der Umgebung nicht erfolgt. Zetlen, 

1 Anmerkung bei der Korrektur: R. Heinemann lehnt auf Grund yon Kontroll- 
versuchen el)enfalls die Deutungen .BG~'.s ab [Beitr. path. Anat. 10S (1942)]. 
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die z .B.  bei der Implantat ion ganzer Augen in der Umgebung einer 
oberfl's Schnittwunde der Hornhant  auftreten, sollen dem- 
entsprechend keine eingewanderten Leukocyten sein, sondern sich aus 
t tornhautk6rpcrn oder Fasersubstanz entwickelt haben. Es sind dies 
also die gleichen Behauptungen, die wir schon bei Paul Grawitz finden: 
die bekannten Spie•figuren, die in implantierten Hornh~uten auftreten,  
sollen nicht etwa eingewanderte Leukocyten sein, sondern nach Paul 
Grawitz soll zu sehen sein, ~-ie die in der Hornh~ut entstandenen Leuko- 
cyten aus der Hornhaut her~us in die zun~ehst leukocytenfreie Umgebdng 
auswandern. 

Bekanntlich will BGr. den ,,zelligen Abbau"  nicht nur in lebensfrisch 
entnommenen Geweben gefunden, sondern auch in erhitzten oder kon- 
servierten Geweben und in ~umiengeweben naehgewiesen h~ben (s. oben). 
Einer grfindlichen Kritik halten solche Ansichten nicht stand, wie sich 
bei genauem Studium der BGr.schen Befunde zeigen 1/~13t. 

Neben der Implant~tionsmethode soll aueh die Gewebskultur geeigmet 
sein, die Entstehung yon Leukocyten aus Kernen und Grundsubstanzen 
der Hornhaut  zu beweisen. BGr. glaubt die gleichen , ,Reaktionen" auch 
dann g efunden zu haben, wenn er Hornhs in Citratplasma kultivierte. 

Die Methode der Citratplasmakultur wurde bereits yon H. Vollmar 
nachgepriift. Vollmar konnte die BGr.schen ,,Reaktionen" (Entwicklung 
yon Leukocyten aus ZeUen und Grundsubstanzen der kultivierten Horn- 
h/~ute) nieht erzielen. Die erhitzten, formolfixierten usw. Hornh'~ute 
zeigten keine I~ebcnserscheinungen, ebensowenig wie vermittels  der 
Carrelkultur Lebensvorghnge in solchen geseh'~digten oder abget6teten 
Geweben nachgewiesen werden konnten. 

])as Verhalten der Leukocyten in vitro ist ~dederholt studiert worden 
(s. das Referat Herzogs in der Deutschen Pathologischen Gesellschaft 
M~inchen 1931). Die Arbeiten Carrels, Maximows, sowie sp~tere yon 
Walbach, Pires Soarez u.a .  behandeln abet  vor allem Probleme ~-ie 
Phagocytose, Weiterent~dcklung der Leukocyten zu Monocyten und 
Fibroplasten. Weniger ist das Verhalten der Leukocyten zu Fremdk6rpern 
oder anderen Geweben in vitro untersucht worden. 

Bei unseren neuesten Versuehen kam es einmal darauf an, die yon 
B~r. beschriebenen ,,Reaktionen'" in der Citratplasmakultur zu repro- 
duzieren. Hier mu[lte das angegebene Verfahren m6glichst genau wieder- 
holt werden. Weiterhin sollte untersucht werden, wie welt die ]~eaktionen 
BGr.s iiberhaupt yon der Anwesenheit einer Ns abhgn~g  
sind. Es h~g also nahe, Parallelversuche anzustellen mit einer L6sung, 
bei der das Plasma durch physiologische Kochs~lzlSsung ersetzt wurde. 

In  seiner Arbeit fiber die Citratplasmakultur behauptet  B(-Pr., dab 
seine Reaktionen nur auftreten, wenn als Kulturflfissigkeit Citrutplasma, 
also eine blutkSrperchenfreie Fltissigkeit verwendet ~drd. Bei Ku l tu r  in 
Citratblut soUen die Reaktionen ausbleiben. Im Zusammenhang hiermit 
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behauptet  BGr.,  dab in solchen Kulturen niemals Leukocyten in die 
kultivierte Hornhaut  einwandern. Wir stellten uns also die Atffgabe, 
much die Verhgltnisse bei der Kultur  in ungerinnbar gemachtem B]ut 
(z. B. Citratblut) systematisch zu untersuchen. 

Gerade die bereits erw/~hnte Behauptung BG:r.s: ,,Wenn man in vitro 
normale und geschgdig~e Gewebe zusammen mit Leukocyten bebriltet, 
wandern die Blutzellen niemals in die Gewebe ein" 1, miil3te im Fall ihrer 
Bestgtigung weittragende Bedeutung fiir unsere heutige Entzilndungslehre 
haben. Andererseits wgre aber ein neuer wichtiger Beweis fiir die Her- 
kunft der Entzilndungszellen beigebracht, wenn sich die Wanderung der 
Leukocyten und vor  allem ihr Eindringen in Gewebe in vitro zeigen liel3e. 

Ln vivo ist die Herkurfft der Entzilndungsleukocyten durch zahlreiche 
Experimente untersucht worden. Wir verweisen hier nur auf die um- 
fangreichen Arbeiten Fischer.Wasels' und seiner Schiller oder die Unter-  
suchungen L6hleins zur Ceratitisfrage. Das Hornhautgewebe ist infolge 
seiner Gefgl3tosigkeit fiir Entzilndungsversuche besonders geeignet. Es  
gibt bei der Implantat ion infolge seines iibersichtlichen Baues sehr ldare 
Resultate. Ebenso lassen sich die in vitro auftretenden Vergnderungen 
an der menschlichen und tierischen Hornhaut  besonders gut iibersehen. 

Als ~,~ir - -  im Gegensatz zu BGr. - -  das Einwandern yon Leukocyten 
in vitro beobachten konnten, bemiihten wir .uns, die Bedingungen zu 
untersuchen, unter denen eine Einwanderung in die kultivierte Hornhaut  
erfolg~ bzw. unterbleibt. Wir konnten nachweisen, dab physikalische 
Ursachen ffir den versehiedenen Ausfall der Versuche und auch ffir das 
Fehlen einer Einwanderung in den Citratblutkulturen BGr.s verant- 
wortlich gemacht werden miissen. 

Wit  verwendeten zu unseren Versuchen formolfixierte Hornhgute.  
xNach BGr. tSten ja unsere gebr~uchlichen Fixierungsmittel (Formol, 
Alkohol, Sublimat, Hitze usw.) die Gewebe nicht ab, so dal3 auch in 
fixierten Geweben ,,Reaktionen" zu erhalten sein sollen. Naeh BGr.  
sollen die Hornhautk6rper im geschs Gewebe einen ,,abortiven 
Abbau" liefern, d. h. die Hornhautk5rper  wandeln sich nur tcilweise zu 
fertigen Leukoeyten um, ,,die Fasern bilden nieht iiberail P~undzetlen, 
sondern kleinste kreisrunde Chromatinkugeln "~'. Wenn BGr.s Behaup- 
tungen zutreffen, dann miilSte bei unseren Versuchen mit formolfixiertem 
Material diese ,,abortive Reaktion" zu erhalten sein. 

Wir untersuchten 101 Kulturen mit iiber 2000 h!stologischen Schnitt- 
prgparaten. Davon wurden 39 Kulturen (ungefghr 500 Schnitte) nach 
dem yon BGr. hauptsiichlich angewandten Citratplasmaverfahren durch- 
gefiihrt. Die folgende !5~bersicht bringt eine gektirzte ZusammensteUung, 
der unsere ausffihrlichen Versuchsprotokolle zugrunde liegen. 

Busse.Grawitz: Z. exper, Med. 108, 249 (194o); dasselbe l)ehauptet BGr. iT1 
der Schweiz. reed. Wsehr. 1942 [, 413. 

Bu4se.Grawitz: Z. exper. ~[ed. 108, 257 (1940). 
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A.  C i t r a tp l a smaku l tu r  n a c h  Busse -Grawi t z  und Kont ro l len .  

1. Kaninchenhornh/iute in menschlichem Citratplasma. 
2. Kaninchenhornhaute in physiologischer NaC1-L6sung. 
3. Kaninche~hornh/tute ,in Citratkochsalzl6sung. 
Die Hornh~ute eines an Phosphorvergiftung verendeten Kaninchens wurden 

25 Tage in Formol fixiert, darm am Limbus yon der Sklera getrennt und in 1S kleine 
Sektoren mit einer Bogenl~nge yon 1--2 mm und einen restlichen gr6Beren zur 
Kontrolle zerschnitten. 

Diese I-Iornh~utc kamen 24 Stunden in sterile physiolo~sche Kochsalzl6sung, 
um das Formol auszuwasche,1. 

1. Von einem gesunden Menschen wurdea 20 cem Blut zu 4 ccm Natr. citr.  acid. ~ 
entnommen und st~ndig unter sterileu Bedin~ngen  11/, Stunden ,nit 3000 U 
zentrifugiert. Das v611ig klare Plasma wurde vorsichtig mit einer Pipette abgehoben 
und davon wurden je 2 ecru i11 6 sterile Reagensgl/iser geftillt. (5iehrere Ausstriche 
des restliehen Citratplasmas wurden gef/trbt und enthielten keinertei Zellen.) Jedes 
der Reagensgliiser wurde mit je einem der oben besehriebeuen Hornhautstreifen 
beschickt und wurde mit sterilcn Mulltupfern verschlossen in den Bn~tschrank 
gestellt. 

2. 6 weitere Reagensglhser enthielten als Kontrollversuch je eine~l Hornhaut-  
streifen in steriler physiologiseher NaC1-L6sung. 

3. 6 andere Reagensgl'~ser enthielten je einen Hornhautstreifen in 2 ccm einer 
CitratkochsalzlSsung (entsprechend dem Citratblutversueh: zu 20 ccm steriler phy- 
siol%dscher NaC1-L6sung 4 ccm 3,8%iges Natr. citr. acid.). 

Die Temperatur des Brutschranks war bei diesen Versuehsreihen nicht konstant  
zu halten; sic sehwankte zwisehen 24 und 42 Grad. 

Die Hornhautstreifen blieben 1--~ Tage in den Kultureu. Von jedem Hornhaut-  
streifen wurden nach erneuter ]~'onnolfixierung und Paraffiueinbettung mehrere 
Schnitte in L/ingsrichtung angefertigt und mit H.-E. und nach van Gieson gef~irbt. 

Ergebnis. I n  e inigen S c t m i t t e n  s ind  die H o r n h a u t k S r p e r  e t w a s  gTSBer 
u n d  blasser ,  d a n n  a b e t  in g le icher  Weise  in  de r  Mi t re  und  a m  R a n d  de r  
H o r n h a u t  und  unabh/ tng ig  v o m  Med ium,  also im KochsaLzbad  w i e  im 
Z i t r a t p l a s m a .  E ine  , , R e a k t i o n "  der  Hor ,  lhaut.,  d. h. eine E n t s t e h u n g  you  
Zel len  ist  n i ch t  naehzuweisen .  E i n  U,~tersehied im  V e r h a l t e n  der  i n  N/ thr-  
f l t i ss igkei t  (Z i t r a tp l a sma)  und  der  ohue  N/ ihrf i t i ss igkei t  (in p h y s i o l o g i s e h e r  
Na( J l -LSsung  bzw.  in NaC1-Zi t ra t lSsung)  k u l t i v i e r t e n  H o r n h ~ u t e  f i nde t  
s ieh n ich t .  

B. C i t r a tp la smaku l tu ren  und B lu tku l t u r en .  

a) t:ersuche mit ~nenschlichem Blur usu'. 
1. K~ninehenhornhaut in mensehlichem Citratplasma. 
2. I,:aninchenhornhaut in nmnschlichem Cit,'atblut. 
3. Kauinchenhornhaut in defibriniertem menschlichem Blur. 
Kaninchenhornhaut, die 6 Tage in 10%igem Formol gelegen hat, wird einige 

Millimeter vom Limbus entfernt abgetrennt, um sie frei wm Skleragewebe zu er- 
halten, und wird wie bei .-k in 18 kleine Sektoren und einen gr613eren Restsektor  
zersehnitten. Nach 2stiindigem NaC1-Bad zur Beseitigung des Formols werden 
(lie Stiickchen auf 18 sterile Reagensglaser verteilt. 

Die Citronens/iure bildet 2 Natriumsalze. Wir verwendeten zun/~ehst das 
sau,'e Ci~rat. In den spateren Versuehen beniitzten wir darm auch das neutrale 
Salz, das in vorliegender Arbeit ausdrfieklich als Natr. citr. neutrale hezeiehnet ist. 
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l. Wie bei A werden zu 4 ecru 3.S%igen Natr. citr. acid. 20 corn Blur steri[ yon 
ge,~undeu Mensehen en~nommen und mit 3(~0 U ~-.~ Stnnde zentrifllgiert. Dtts Mare 
Citr;~tpb~sma wird vorsiehtig mit der Pipette ~bgesogen u,ld auf 6 obiger Reagen~- 
glgser mit H.ornhautstreifetl verteilt. 

2. I0 ccm menschliehes ]31ut werden zu 2 ecru Natr. citr. acid. steril entnommetl 
und gut geschfittelt ebenfalls auf 6 Rcagensglgtser mit Hornhautstreifen verteilt. 

3. 10 ecru Blut werden sterfl yon gesundem Menschen entnommen und etwa 
10Min. in einem 50-cem-Erlenmeyerkolben mit Glasperlen krgftig gesckii%elt. 
Die Glaspvrlen werden schnell yon Fibrinm,~sse~l umgeben und bilden eiuen grol~en 

AI~,. 1, Ausaungsmateri~l zut" Vevsuehsreihe 1',. F o r r n o l f i x i e r t t ~  ]-~.a, r l i l l [ :he I3 .h~r l lhuu l .  
lt*~rnhautk51"Imrehen, F,~sern, EpitheIfibewzng sind dmttlieh dargeztelIt. 

.Kh, mpen. ])as defibriniei~e Blue wird mit, einer Pipette auf die restliehen 6 Reagens- 
ght.ser verteilt. Mit sterilen Tupfern versehlosseu konnuen die 18 Reagenzglgser 
l---6 Tage ill den Brutsehrank mit konstanter Temperatur yon 37 Grad. 

Von jedem Hornhautstreifen werden dann l r>-30 Paraffinschnitte senkreeht 
ZUlH Radius angefertigt und mit H.-E. und nach van Gieaan gef/trbt. 

Erge, bn is .  1. D a s  H o r n h , m t g e w e b e  a.us den  Z i t r a t p l a sma .ku l t u r en  zeigt  
v o m  1 . - -6 .  T a g  ke ine  V e r S n d e r u n g e n  im  Vergle ieh  zu ,n  A u s g a n g s m a t e r i a l  
(Abb.  1). I n  e in igen  Sehni t t e r t  s ind  die H o r n h a u t k 6 r p e r  k le iner  u n d  
stfi.rker ge{grbt  u n d  m a n c h m a l  an  e iner  Sei te  yon  den  u m g e b e n d e n  H o r n -  
haut la .mel len  gelSst,  so dab  sie g e s e h r u m p f t  aussehen.  Dies  finder, s ieh 
abe r  da.nn im ganzen  S e h n i t t  g le ichmgBig,  a m  S c h n i t t r a n d  und  in  de r  
Mit.te. ~Formvergnderungen ,  die als U m b i l d u n g  der  H o r n h a u t k 6 r p e r  zu  
L e u k o e y t e n  zu d e u t e n  w/iren,  sincl n ieh t  naehweisbar .  

2. Die  H o r n h a u t s t r e i f e n  im Cit, r a t b l u t  zeigen n~ch e i n t g ~ g e r  K u l t u r  
an  j e d e m  S e h n i t t  ve re inze l t e  deu t l i eh  ~tls I ~ u k o e y t e n  e r k e n n b a r e  g e l a p p t -  
kern ige  Zellen,  die besonders  an  den S e h n i t t r / i n d e r n  des H o r n h a u t -  
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streifens haften. Einige Leukoeyten liegen bereits in den kl~xffenden 
SpMten zwisehen den Lamellen. 

Das Hornhautgewebe ist unver/tndert. 
Naeh 2ts Kultur  liegen mehrere Leukoeyten am l ~ n d  und in 

Spaltrgumen der Hornhaut  (Abb. 2). Die meisten sind deutlieh gelappt-  
kernig, stark gefitrbt, einige zerfallen. Das I-Iornhamtgewebe sieht  geu~ul 
so wie in den Kontrollsehnitten aus. 

Naeh 3titgiger Kultur  : Einige Hornhautbezirke, die stark aufgeloekerte 
und klaffende Spaltrgume zwisehen den Lamellen zeigen, enthal ten in 

.~.bb. 2. Vt ' rS l lch .~rc ihe  B .  t i , . u ' n l l a u t  n a c ] l  2tii,..,i,~,l,~" C i t r a t l ~ l u t k l l [ t u r .  a c i n z t . l n c  
ge l l kO~:y t e i l  il~[l]. /'~O|ll|i[tl'~lll([. b k]oiI | ( ' l '  Lol lkor  

diesen his tier in (lie Hornhaut hinein zahtreiche ganz deutlich erkennbare  
Leukoeyten,  meist an den Lamellen haftend, abet auch frei in den Spalten 
liegend. Die Hornhautk/5rper wie die Lamellen zeigen au[3er tier Auf- 
loekerung keinerlei Veriinderungen. 

Naeh 4g/igiger Kultur (Abb. 3): Noeh ausgeprfigteres Bild wie in den 
vorigen Sehnitten: Viele stark mit kleinen pyknotischen Zellen angefiillte 
,,Spiege", vom Sehnittrand in die Hornhaut  eindringend und un te r  dem 
sigh abl6senden Epithel. Diese Zellen sind abet immer noeh deutl ieh als 
Leukoeyten zu erkennen, wie aueh naeh 5- und 6t/igiger Kul tur  (Abb. 4). 

Auffitllig war bei allen Pr'Xparaten, da[3 (tie Hornhautst i ickehen nur 
an einigen Stellen diese Einwanderung und Anh/iufung yon Leukoeyten  
am Rand zeigten, w/ihrend andere Sehnitte gar keine oder nu r  ganz 
spgrliche aufwiesen. Wahrseheinlieh ist die spgtter aueh genauer unter- 
suehte Sehiehtung des Blutes (s. S. 694) in den KulturrShrehen hier 
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ver~nt, wortlich zu machen, so da[3 Teile der Hornhau t  in leukot:yten- 
reicher, andere in leukocytenfreier Flfissigkeit zu liegen kommen.  

_kill). :~. ~/t-i~ll(:ll~roiht~ I~. ~[Ol'I~ihi].ll~ Imcl~ ttill4ig~t" (~ i [ . l ' ~ tb l l l t k l l l t u l ' .  a ~:or(h'rt',~ . [ Io rn -  
h~tll~oplt~]llq ]1111[ ]9011'77/r ~lt, rnbr;J t l .  6 ar)t'sl;~tt~t~t[~t'ht~ ~lOlll[ll: ' itll 1lIld ~.~trTll l l t ' l ' t ' [ ) i thol.  

r zaJlh'tq~?hc' [,~:ltkovytvFt'~l)icL~(~. 

.~, b b .  ~t. Xrcrsuehsreih,, I~. l [ o r n h a u t  n a e h  6 t~ i~ig t ' r  C i t J ~ t  b l u t k u l t u r .  Dt, zt- c h n u n ~ e n  ~ . . \  b b. 3. 

3. Kaninehenhornhttute in defibriniertem Menschenblut:  Naeh 1- und 
"2ttigiger Kul tu r  siud ganz vereinzelte Leukoeyten  am Rand  der H o r n h a u t  
zu sehen. 
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Am 3. Tag erscheint die H o r n h a u t  in vielen Schni t ten  vOllig unberf ihr t ,  
in einigen h~dtet hier und  dt~ ein Leukocyt  am Rtmd. Am 4. Tag keinerlei  
Zellen an oder in der v611ig normalen  Hornhau t .  

Am 5. und  6. Tag liegen groBe geronnene E r y t h r o e y t e n k l u m p e n  mit  
wenigen Leukoeyten u m  den Hornhauts t re i fen.  Das Hon lhau tgewebe  
sieht dem Ausgangsmaterial  vSllig gleich aus. 

Dieser Unterschied zwischen den Ergebnissen der Versuehsreihen 2 und 3 ver- 
anlaBte uns, die Leukoeyten in normalem, defibriniertem lllld Citratblut nm'h ver- 
sehiedenen Zeiten zu zihlen. Es ergM)eu sieh folgende Zahlen: 

knrz naeh der Entnahme n'u~h 42 St. naeh 66 St. 
norm~des Blur : 9866 
Citrat blur : 9150 9 641 9 050 
defibrin. Blur : 3 483 3 313 2 S 15 

(Die Zahlen sind jeweils das Mitt.el wm 3 bzw. 6 Z/ihhmgen.) 

N~eh 3 Tagen waren die Leukoeyten in der Z~ihlk,~mmer nur sehr sehwach zu 
sehen und nicht mehr z~hlbar. Das Blur wurde w)r dem Z/ihlen immer kritftig 
gesehiittelt, um Zellen und Plasma gleichmSl3ig zu vernfischen. 

Das Fehlen yon tiber 6000 Leukoeyten,,emm im defibrinierten ]31u~ klhrten 
Sehnitte yore Fibringerinnsel ans dem Erlenmeyerkolben. der zum Defibriaieren 
bermtzt wurde~ ~mf: Zwisehen den Fibrinfbiden befinden sieh ma.~enhaft Leukoeyten 
nebcn den ebenfalls eingesehlossenen Erythroeyten. Es k6nnen daher im defibrinier- 
ten Blut kaum solche Anhgufungen trod Emwanderungen yon Leukoeyten in Horn- 
haut wie itn Citratblut beob~chtet werden. 

Diese Versuehsreihe erbraehte den Beweis, dab im Citratblut ,  en tgegen  
der Meinung BGr.s, Leukoeyten  innerha lb  der Hornhau t  auf t re ten.  Dabei  
konn t en  ,,Uberg'~nge" zwisehen HornhautkSrpe  m u n d  Leukocv ten  nieht  
beobachtet  werden, so dab sieh ftir eine En t s t ehung  der L e u k o e y t e n  aus 
der Hornhau t subs tanz  kein Anhal t  ergibt. Die Zunahme der in d e n  Horn-  
h/ iuten vorhandeneu Leukocyten bei li~ngerer Ku l tu r  und  die Beobaeh-  
tung,  dall zun/iehst immer nur  reife, spikter schrulnpfende Leukoey t en  
auf t rc ten,  spreehen fiir E inwanderung  der Leukocyten  aus dem K u l t u r -  
medium, ifieht aber fiir eine Neuentstehung aus der H o r n h a u t s u b s t a n z .  

b) I:ers~Lche mit Kaninchenblut. 
Sehon (tie Yersuchsreihe B a 2  zeigte, dab Leukocyten,  u n d  zwar 

menschliehe, aktiv in cinc K a n i n c h e n h o r n h a u t  eindringen. Es lag  mflm, 
gewissermaBen die X ersueh~anordnung umzukehren,  d . h .  a ls K u l t u r -  
fliissigkeit Kan inchenc i t r a tb lu t  zu wS, hlen und  in diesem die H o r u h a u t  
des Menschen zu kult ivieren.  Da  die polymorphkernigen L e u k o c y t e n  des 
Menschen und  des Kan inchens  bek~umtlich sich durch ihre G r a n u l a t i o n  
untcrscheiden lassen, war zu hoffen, dag in einem solchen , , umgekehr ten"  
Versuch numnehr  in menschhcher Hornhau t  K a n i n c h e n l e u k o c y t e n  auf- 
t re ten  mtiBten. Bci heterologen H o r n h a u t i m p l a n t a t i o n e n  war ja  bereits 
der Beweis erbracht worden, dab die in implan t ie r ten  Hornh/~uten auf- 
t re tenden  Leukocyten immer der Tierar t  des Wirtst ieres entsprechen,  
ganz unabh~n~g  yon der fiir die Imp lan ta t e  verwendeten Tierar t  (H6ra). 
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Es wnrde daher menschliehe Hornhaut, die 72 Stunden in Formol fixiert und 
1 Stunde in steriler Kochsalzl6stmg gelegen hattc, in 7 schmale Sektoren zer- 
sehnitt<,n und attf 7 sterile Reagensgl~,ser verteilt. 

Das Kaninehenblut gerinnt viel lcichter Ms Menschenblul:. Es fordert mehr Citrat 
und oft tritt aueh dalm noch Gerinnung ein. 

Zu dieser Versuchsreihe wurden 9 ccm Kaninchenblut mit 1 cem 3,8%igem 
Natr. citr. acid. versetzt und gut geschiittelt auf die 7 ReagensgD.ser zu den Horn- 
h/tuten verteilt, l)er Brutschrank war st.andig 37 Grad warm. Die Reagensglgser 
wurden t/iglieh mehrmals geschiittelt. 

Ercdebnis, I n  mehreren RShrehen t ra t  Ger innung naeh 1- -2  Tagen ein. 
Die *'atggige Ku l tu r  zeigt ganz vereinzelte Leukoeyten am R a n d  der 

Hornhaut .  
Die l tagige Ku l tu r  zeigt ebenfalls besonders an den Sehnittr~indern 

vereinzelt Leukoevten.  
Am 2. Tag ist (tie Hornhau t  von Ery th rocy tenhaufen  umgeben,  an 

(~dm- in der Hornhaut  sind keine fremden Zeilen oder Ver/inderungen des 
Gewebes zu sehen. 

Am 3. Tag haften ganz spgrlieh Leukoeyten am Rand.  
Am 4.. 5. und  6. Tag sind die I-[ornhgute wieder yon geronnenen Blut- 

k lmnpen  umgeben,  in denen die Leukoeyten keinerM Affinititt z u  tier 
Hornhau t  zeigen. 

Allerdings ist in keinem Priiparat eine eosmophile Granula t ion  der 
Leukoevten festzustellen. Da die eosinophiten Granula  der Kanim.hen-  
leukocvten abet  sonst in formolfixiertem Gewebe gut Ms solche zu er- 
kennen sind, muB angenommen werden, dal~ die Ci t ra tbehandhmg die 
F/irbbarkeit  der (3ranula beehffluBt, l)iese K u l t n r e n  sagten somit /iber 
das Verhalten der Leukoeyten gar niehts aus, zeigten abet  aueh keine 
Reakt ionen des Hornhautgewebes. Ver/i.nderungen an den Hornhau t -  
k6rpern im Sinne Bf;.r.s haben wit' also nieht  naehweisen k6nnen.  

C. T~gliehe Erneuerung des Kul turmediums.  
S~i.mttiche Kullmren wurdcn bisher ohne Erneuerung des Plasma- hzw. Blur- 

hades ausgefiihrt. D~ nun ein stgndig frisches Medium fiir Gewebere{Lktioncn giin- 
stigcr zu sein versprach, wurden neue Versuehe mit Citratplasma angesetzt: Ka- 
~dm:he~Lhornhaut i~ 2b)'gig et'ne,!tertem Citratpla.~ma. 

Die Kaninehenhornhaut wurde wie bisher behandelt. Je ein Streifen kam in 
zellfreies menschlivhes Citratplasm~ (2 ,:era Natr. eitr. acid. zu 9 ecru Btut, I t:2 Stun- 
den mit 3[1(10 U zentrifugiert). Die Brutschranktemperatur betrug 37--38 (lrad. 
AIIe 4,q Stunden wurde das (:itratplasm~ dnreh frisches ersetzt. Naeh U,,. 3. 4, 5, 
6 und 11 Tagen Kultur wurdcn je eine H~)rnhaut. in Paraffin ge}.etLet und 10--15 
H.- E.-Sehnitte her~esteltt. 

Ergeb;~i.~'. Sgmtliehe Sehnitte vom t~- -6 .  Tag zeigen weder an den 
Sehnit . trandern, noch an aufgeloekerten und  ausgefransten Stellen, noeh 
in der Mitte irgendein anderes Bild als die Kontrol lsehni t te  yore Ausgangs- 
material ,  also wiederum keine .,Reaktion'" (Abb. 5 u. 6). _\m I i .  Tag 
sind die Hornhautk6rper  in allen Schni t ten stark verb[aBt, abet  noch gut 
als solehe erkennbar.  

ViJ','h,jw, Archiv. Bd. :;0!). 4,5 
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A b b .  5, _ktL~V:,lngsrn~ltcrizil zttv /.{eihe C. |et~rt~toltixievtc ~an in~ . l i e t th~wr lhan t .  

AI)b.  t;. V r i ' s u c h s r e i h e  C. i-[(n 'nball t  na(.b. 3 t i i g i g c r  Cit.rll.tpht.m~l,'~,kn|t~ir (Sh: t .hodr  l~'~,.~.~e- 
/.~',z~*,'$'tzl. K o i u e  . , IRe~kth)n"  ~r dotl Hornha l f lk~h 'pe r tz  n a e b w e i s h a r ,  d ic  gin [ - ~ w - t n t H u r l ~  

( a l ) n r t i v c r  A bb~tn} z~l dexltett ~v~rc, 

D. Er~finzung zur Reihe B. 
~/2t~ige Citratplasma- m~d Citratblutkulturen. 

Um keine Ver~nderungen zu tibersehen, die vielleieht nur bei kurzfrisgigen 
Kult.uren auftreten, wurdert Horn}lautst.ret[en (i(anit~chen), die genau wie ill den 
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hisherigen Kulturen vorbehandelt waren, nach 12stimdiger Verweilzeit in mensch- 
!icher Citratpla~stm~-. Cit, ratblut- und fibrinfreier Blutkultur untersucht. 

Ergebnis. 1. Die ~/2tiigige (~tratplasmakultur  hat  das Hornhaut -  
gewebe nieht  vergndert. 

2. Die Hornhau t  im defibrinierten Blur ist yon Ery throeytenmassen  
umgeben, aber nieht vergndert.  

3. Die C, i t ra tblutkul tur  ergab ebenfMls Ery throeytenklumpen mit 
Leukoeyten  am die Hornhaut .  An einigen St, ellen jedoeh einige Leuko- 
eyten am Sehnit t rand haftend. 

E. und F. ~,'erhalten v(m Hornhautgewebe in arteigener Kulturfliissigkeit. 

1. Menschliche Hornh~ut in menschlichem Citr~tph~sma. 
2. Menschliche Hom~haut in menschlichem Citr~tblut. 
3. Kaninchcnhornhaut in Kanincheneitratplasma. 
4. Kaninchcnhornhaut in Kaninehencitr~tblut. 
Die menschliche Hornhaut zu den Versuchsreihcn 1 und 2 stammte yon einem 

12 Wochen ,~lten Kind. Sic wurde wie in deu bisherigen Versuchen behandelt. 
Auch zu den Versuchsreihcn 3 und 4 wurden die I(~minchenhornhSute wie in 

den bisherigen Vcrsuchen hehandelt. 
D~s Kaninchenblut wurde dicsmal im Verh/~lttfis 3 : 7 mit Xatr. tier. ~cid. 

versetzt. 
Von den 4 Reihen ~vurden i -.-'Tthgige Kulturen untersueht. Paraffineinbettu,lg 

und H.-E.-F/irhungcn. 
Ergebnis. 1. Men,~chliche HornhnT~t i u mer~vchlichem Citratplasma. Die 

Sguglingshornhaut  zeigt im AusgangsmateriaI  neben den schmalen 
dunkelgefi~.rbten, spitz auslaufenden HornhautkSrperehen gewShnlieher 
Hornh/tute verschiedene, gleiehmitBig fiber d~s ganze Bild verteilte 
HornhautkSrperehen,  die grSl~er, oval bis bandfSrmig, blasser gefgrbt  
sind und  eine feinkSrnelige Struktur  aufweisen. Es sind abet zweifellos 
Hornhautk6rper .  Das vSllig gleiehe Bild zeigen die Kul turen yon l.:_~, 1, 
2, 4, 5 und 6Tagen.  

In  der Hornhau t  arts der 3tggigen Plasmakul tur  sind s/imtliehe Horn-  
hautkSrperehen oval bis bandart ig verbreitm% btasser gefgrbt und zeigen 
eine ganz feine dunkle KSrnelung. 

2. Alle menschlichen Hornhdute in me~schlichem Citratblut zeigen keh~e 
~-erS, nderungen der HornhautkSrper  im Verg[eich zum Ausgangsmaterial .  

Nach  l tggiger Kul tur  haften ganz vereinzelt Leukocyten  am R a n d  
der Hornhgu te  neben Ery throcyten .  

Naeh 2 Tagen liegen an maneheu aufgelockerten Stellen wenige, aber 
deutlieh erkennbare Lcukocyten in den Spalten der Hornhau t  und am 
Rand,  wghrend kaum Ery throey ten  vorhanden sind. 

Naeh 3 Tagen enthglt  die Hornhau t  in den SpMten vide  dcutliche 
gelappVkernige Leukocyten,  wghrend am R a n d  nur  spiirlieh Eryt .hrocyten 
liegen, so dal3 das Vorhandensein der Leukoeyten  nieht dureh Einspiilen 
erkl/irt werden kann. 

45* 
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Naeh  4 Tagen sind die Hornhau tk6rper  wieder, ganz gle ichmgBig 
libel den Schni t t  verteil t ,  verbre i te r t  und verblaBt.  Am R.ande u n d e u t -  
l i the  Leukoeyten .  

Am 5. und 6. :rag nur wenige, niehg sehr deut l iehe L e u k o e y t e n  anl 
Rand.  Das Gewebe ist nieht vergnder t .  

3. Sgmtl iehe Prgpara te  von ~/2--6tggiger Kul tur  der Kaninchenhorn- 
haut in Kani'nchencitratplaama zeigen das normale  Bild einer H o r n h a u t  
mi t  unvergnder ten  Lamellen und Hornhau tkbrpern .  

4. Die Kaninchencitratbl~tkulturen der Kaninchenhornhaut ge rannen  
wieder naeh wenigen T'~,~en, so dab die Hornhauts t re i fen  beim Her-  

ausnehmen yon einer roten Sehicht  umgeben waren .  
])as Oewebe ist bei allen H ornhgu t en  unver/ indert .  

Naeh 3 Tagen haf ten in einigen Sehni t ten ve re inze l t e  
Leukoevten  am Rand.  

Nach 5 m~d 6 "lTagen sind in dem geronnenen B l u r  um 
die Hornhgute  gar keine Zeliformen mehr e rkmmbar .  

In dell Kaninehencitra,  tbh~tkulturen t ra t  die Oe r innung  
vor allem in unmi t te lbarer  Naehbarsehaf t  der e iuge leg ten  
Hornhau t  auf. Das suehten wit zu vernMden,  indenl  wit 
in den folgenden Ve, rsuchen (lie Hornhautstreif( 'hel~ no('h 
mit dem Citrat  bzw. anderen ge r innungshemmenden  
Mitteln durehtrknkten.  

G. Versuche nHt versehiedenen ger innungshemnlenden  
3litteln, Ku]tur ill versehiedenen Sehichten 

der K u l t u r f l i i s s i ~ k e i t .  

Die ergebnislosen Versuehe mit dem Ka.nineheneitn~tbhlt und 
(lie nieht in jcdem Versueh eindeutig erfolgte Einwanderung yon 
Leukocyten aus menschlichem Blut erfovderten neue Versm:he. 

a) Es mugte die Gerinnung des Kaninehenblutes verhindert werden. 
b) Nach den bisherigen Ergebni.~en war daran zu denken, dab sich (lie Leuko- 

eyten bei 1Lingerem 5tehen des Citratblutes ihrem spezifiseb.en Gewieht entsprechend 
an einem bestimmten ()rt ansammdn, dt,r fiir weitere Versuehe festzustellen war. 
\Vir bl'a,:hten daher die Hornhautstiiekchen in verscKiedene Sehichten tier B2ultur- 
fliissigkeit, indem wit sic mittels tines Fadens aufhgngtcn (Abb. 7). 

1. Mens(:hliche Hornhau~ in Kaninchencitratbh~t. ~) Die Hoi'nhaut hgngt an 
einem Faden in dcr obersten Sehicht. b) Die Hornhaut liegt am Boden des Reagens- 
giases. 

2. Menschliehe Hornhaut in menschlichem Citratblut. a) Die Ho,'nhaut himgt 
wie b e i l  a in der obcrsten Schieht. b) Die Hornhaut Iiegt wie hei 1 b am Boden des 
( ;lases. 

3. Menschtiche Hornhaut h~ K~minchen-He/xlrln.-Btut. a) Die Hornhaut hS.ngt 
an einem Faden in der Trennungsschicht zwischcn den Blutzellen und dem Plasma. 
b) Die Hornhaut liegt am Boden (h.'.s Cl,~scs. 

4. Kaninehenhornhaut ia menschliclmm Heutrb~-Blut. a) Die Hornhaut h/ingt 
wie bei 3a in der Trennungsschicht zwischcn den Blutzellen und dem 7Plasma. 
b) Die Hornham, liegt am Boden de~ (;tases. 
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Die Hornhiute zu den Versuchen la, lh,  2a, 2b wurden melu'ere Tage in 
Formol fixiert, 18 Stunden in st eriler KoeIk, u~lzl6sung gesptilt und dann 24 Stunden 
in sterilem 3,8%igem neutralen Natr. eitr. ~ufbewahrt. um auch die Hornhaute 
m6gliel~st gerinnungshemmend zu maehen. Ebenso wurden die menschliehen Horn- 
hautstreifen in den Versuchen G 3a, 3b. 4a. 4b 24 Stunden in steriler Heparin- 
16sung (20 l-Iemmungseinheiten/cem) aufbewahrt. Vor dem Einbringeu der Horn- 
haute in die Kulturen wurden sit noeh einmal kurz in NaC1-L6sung gespSlt, ,,m 
tibersehiissiges Citr~tt oder Heparin zu beseitigen. 

Das Blur zu den Versuchsreihen 1 und 2 wurde wie bisher steril entnommen, 
jedoeh mit neutralem Natr. citr. versetzt: zu 7 ecru Kaninchenblut, 3,5 ecru neu- 
trales Citrat. 

Das Blur zu den Versuc.hsreihen 3 und 4 wurde mi~ 20 Hemmun~seinheiten pro 
Kubikzen~imeter Liquemin (Heparin) Roche versetzt (1 eeln physiolo~ehe N~C1- 
L6sung mit 200 H.-E. zu 9 ecru menschlichem bzw. Kaninchcnblut). D,~s menseh- 
liehe Bhtt gerann daraufhin nicht, das Kaninchenblnt dagegen wieder m~eh wenigen 
!l';~gen. 

Es wurden 1, 4 und 6t/igige Kulturcrt untersueht. 
Um bessere Blutf/irbungen zu ertu~lten, wurden die Hornhautstreifen nach dcr 

Kuttur in Orthseher Fliissigkeit fixiert. 

Ergebl~is. 1 a und 2a.  Di~ ;  Hornhauts t re i fen  aus den oberen 
Schiehten zeigten ~nt 1., 4. und  6. Tag keinerlei VerS, nderun~en.  Weder 
neue Gebilde noeh vergnderte Hornhau tk6rperehen  f inden sich in den 
yon jeder Hornhau t  hergestellten 30 Schni t ten.  D~ die oberste Sehieht, 
aueh bei Ci t ra tb lu tkul tur  nu t  allS ( ' i t ra tp lasma besteht, entspricht  also 
aueh alas Ergebnis dieses Versuehes ganz dem einer Citratplasmakuk.ur.  

2 b. Die Hornhgute  aus der Bodensehieht  des mensehliehen Citra.tbluts 
zeigen nur  ganz selten einen Leukocyten  am R a n d  haften. Hornhau t -  
k6rper und  Lamellen zeigen keinerlei geak t ionen .  

t b. Die ltggige Ku l tu r  am Boden des Kaninehene i t ra tb lu tes  (Abb. 8) 
zeig~ in einem Stiiek getroffener Sklera ganz deutlieh mehrere Leukoeyten 
mit  eosinophilen Granula  h in te re inander  in dem lockeren Gewebe liegen, 
wghrend Vergleiehssehnitte (Abb. 9) aus P lasmakul tu ren  mit  dem gleiehen 
Skleragewebe vSilig frei yon eosinophilen ZeIlen sind. Naeh 4~ und  6 Tagen 
en tha l ten  die Hornhgute  keine f remden Zellen und zeigen selbst aueh 
keine Reakt ionen.  

3t~. Die Hornhgute ,  die in der Trennungssehieht  zwisehen P lasma 
und ro ten  BlugzeIlen des Kanh lehen- t i epa r inb lu t e s  hingen, sind ~tnl 
1. und  6. Tag yon zahlreiehen Leukoeyten  umgeben. Daneben  liegen 
geronnene Erythroeytammassen, die ebenfalls zahlreiehe Leukoevten  ein- 
sehliel3en. Die ttggige Ku l tu r  war dutch Verunreinigung f~ml geworden. 

4a. Die Kaninehenhornh/ iu te  in der Trennungssehieht  z~visehen 
Ery th roey ten  und  Plasma des mensehl iehen Hepa.rinblutes (Abb. 10) 
zeigen naeh ltSgiger Ku l tu r  massenhMt deut[ieh erkennbare Leukoeyten  
an der Hornhau t  und vom Sehni t t rand  her in Spalten eindringend,  so 
dat3 t.ypisehe Spiegfiguren entstehen.  Der 4. und 6. Tag zeigt dagegen 
kaum Ansammhmgen  yon Leukoeyten.  Vermutl ieh sind bei diesen Horn-  
hituten nu t  Teile in den Sehni t ten getroffen worden, die entweder in das 
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Abb .  8. \ ' e r snr !~sre ihe  (i. ~fi igigt .  I.:anin~rn~:~tra~bl~l~kul~ur t, fnt'~ ~ewebslii.L'k{*.~ "~ml~ 
hi[ll[tl[~ ('t~l']t(~ll: (~][t'r|s('h'l. II1~ (_;c\~,'~'ll( �9 l t l l 'hrc 're Ci)silhl:[)hH( �9 .1~. i l l  n ht ' f l -)  I.L'I ki~('>'t~,H. 

a ll_tjrrJhaut, b ~klet~d.st, r~!ifell, c Leukq~.ytt.'~l. 

:~bh. ~.L Versuc t l s r e ihe  G. Z u m  Verglei~:t~ mi~ A.bb. $ :  Dtus g l e i che  t [ ~ r n h t ~ u t m a t e r i a l  nae l t  
m c h r t ~ g i g c r  Citratl~la,*mak~ltxxr. ]r [ t e a k t i o n  der  I ~ ) r n h a ~ t k i i r p e r .  A u c h  ,li~ S k l c r a  

i s t  f re t  yon  l~eukocy ten .  

zellfreie Plasma oder in die Erythrocyten am Boden des geagensglases  
hineingeragt haben. 
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3b und 4b.  Simltl iche Schni t te  der  Hornh'gute aus der  Bodenschicht  
tier menschlich(m und Kan inehen-Hepar inb tu tku l tu re t t  zeigen atd~er ganz 
sel tenen ~ml R~md hafftenden Leukocy ten  ~mch keinertei  andere  R('- 
ak t ionen d~'r HornhS.ute. 

Aus der  Versuchsrcihc G geht  hervor,  dab  eine E inwanderung  yon 
Leukocy ten  vor allem dann  erfolgt,  wenn das Hornhau t s t i i ekehen  iu der  
Trenmmgssch ieh t  yon P lasma und BlutkSrt)er, 'h( 'n liegt. Damig erg~b 
sich (tie Yordemmg, (lie einzelncn Schichten des K u l t u r m e d i u m s  nochmals  
auf ihren Lcukocytengehal t .  zu untersuchen (s. Versuchsreiht~ J).  

\ h h .  I lL  VPl '~l l , 'hs l ' ( ' ih0 ( i .  l t~al l i r t r  l i t  I l l t ' l l s c h l i c h o i i i  I{01)~ll'iIlbltlt. h i t c h  I T a g .  
1 ) e l l t l i c h e  L c u k t ~ ' y  t;~ms piel,le. 

11. Vcrsuche mit vorbehandel ter  menschl icher  Hornhaut .  
Wir versuchtelt noch K~minchencitratblutkuituren. na(:h(tcm (lie Hornhaut- 

streife,1 24 Stunden bzw. einen kurzca Moment in TcrpentinSl gclegen batten t. 
t)~ die Hornh/iute auch in diesen Versuchen moist am Boden des Reagenzglases 
tagen, wo sieh gar keine Leukoeyten befinden, erhielten wir nut 2 Zufaltsergebnisse 
in (ten lttigigen Kulturen. 

Hier (Abb. l l) sind an einigett 8tellen ganz deutlichc eosinophiIe Leukocvten 
hintereinander in Horn-hautspalten eingedrungen. Die tibrigen Kukuren waren 
itt bezug auf Leukocyteneinwanderung und auf zellige Reaktionen des Hornhaut- 
gewebes v611ig ergebnislos. 

J. Leukocytengehal t  aus einzelncn Sehichten des Kul tu rmediums .  

Bei ka l te r  Wi t t e rung  gelang es, zentr i fugier tes  C i t r a tb lu t  im geagens -  
gl~s zu gefrieren und mi t  Gef r ie rmikro tom und gefrorenem Messer L/rags- 

Die leukocytenan|ockende Wirkung des Terpentins i~t ja allgemein beka.nnt. 
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schnitte dureh die Blutss herzustellen, ohne dab die diinnen Eis- 
sehnitte sofort in der Luf t  zerflossen. Dadureh konnte festgestellt werden, 

.kbb. l l .  \ ' e l ' smqls reJ l l e  H.  5 l i t  T0rpei l t . in  v o r b c h a n d e l t e  ine l l sch l i chc  I l m ' n l m u t .  n a c h  
eint i i l~igec t(ult3li" iH I(~.~dm:helwit rarbl~R.  E i n z e l n e  l~ct~ka~rytell {a) s i n d  in ~ p a l t c n  

(!i itl~[~( [ I'll rl~t!ll. 

~ - - - ~  "l~s~ 

/eukacxten 

Er'xlhr'ocyten 

Abb. 1"2. Versuehs- 
i'eihe ,]-. 8chieht, un~ 
d e r  I{ l ln tbes ta l ld te i le  

in  d e n  
C i t r a t b h t t  k n l t u r e n .  

da[l sieh die Leukocyten  infolge 8ehiehtbiIdung als diinnes Hitutchen 
zwisehen den am Bodeu liegenden Ery throeyten  und dem dariiber 

stehenden Plasma ansammeln (Abh. [2). 
Mit dem Naehweis einer Leukoeytenschiei l t  im 

Cit,ratblut fanden die bisherigen unsieheren Ergeb- 
nisse der Blutku[turett  mit  teiIweise ganz eimteu- 
tiger Leukoeyt.eneinwanderung und geilweise v6llig 
fehlenden Leukoeyten  ihre Erklgrung. Um diese 
Sehiehtbildung zu begfinstigen, wurden in weiteren 
Versuehen die Kut turr6hrehen zentrifugiert. 

K. Kultur  mit Verwemhmg grol]~,r 3Ien~en m*utralen 
Natriumeitn~ts. 

Mmlschliche Hornhaut inKaninchencitratblu~ am Seidcn- 
laden in der LeukocytensehichL 

14 ecru Kaninchenblut und 6 ccm Xatr. cit.r, nmm'. 
21) 3Iin. 351.~) U; 2 und 3 Tage Brut.schrankkultur. 

Ergeb+~i.s. Die Prgparate  zeigen weder Einwande-  
{-~ - rung yon  Blutzellen noeh aus dem Gewebe entstehende ~,eb~lde. Viel- 

}eicht ist tier ~Iilierfolg so zu erklttren, dab die grol3etl Mengen yon 
neut.ralem Natr iumei t ra t  eine Seh'gdigung der Kaninehenleukocvten 
bedingen. 
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L. Wiederhohmg des Versuehes mit mensehlicher Ifornhaut 
in menschlichem Citratblut und l{anineilencitratblut. 

Wit gewmmen bei Versuchen mit menschlicher Hornhaut den Eindruek, dal3 
durch die vorherige Formolfixierung das Gewebe stark schrumpft. Somit bestand 
die M6glichkeit, dab die zu nahe beieinanderliegenden HornhauthuneIlen den 
Leukoc~en gar keinen Raum zum Einwandern freilassen konnten. L'm dies zu 
umgehen, suehten wir nunmehr die gewasehenen HornhS, ute durch Zupfen mittels 
finer Nadel ctw~s aufzulockern. 

Die Hornh~mt wurde vor dem Fixiercn in ]?ormol zum Quellen in Wasser 
gelegt, dann in die iiblichen Sektoren zerschnitten, vorsichtig gezupft und 24 Stun- 
(lea in X~ttr. citr. neutr, gelegt. 

Abb. 13. Versuehsreihe L. Mensehliche Hr in mensehlichem Citratblut (3tiigige 
Knitnr). Zahlreiehu eiuwaudermle Leukoeyten. 

1. 4 eem N~tr. t'itr, neutr, zuf 16 cem mensehliehes Blut, gut geschiittelt und 
20 Mill. bei 30t)~) U zentrifugiert. 

2. 6 ecru Natr. eit.r, neutr. ~uf 14 cem Kaninehenblut, 20 Min. bei 304~) U 
zentrifugiert. 

Hornhaut an Seidenf~dcn in Leukoeytensehieht. 
I. und 2. je 3 Tage im Brutschnml~. 

Ergebnis. 1. Mensehliche H o r n h a u t  in mensehl ichcm C i m t t b l u t :  Die 
Sehn i t t e  ze igen  massenh~f t  deu t l i che ,  g u t  gef/~rbte L e u k o e y t e n  in d e n  
Spa l t en  dee sehr  a u f g e l o e k e r t e n  H o r n h a u t .  S te l lenweise  f inden  sich a b e t  
auch  E r y t h r o c y t e n ,  so d~13 das  BiM n ieh t  ganz  e indeu t ig  ist. I n  m e h r e r e n  
Pr i~paraten s ind  j edoch  ma~ssenhaft Leukoeytenspief~e  his t ief  in (tie 
H o r n h a u t  h inein  in s e h m a l e n  Spa l t en  m~ehzuweisen,  (lie dmt t l ieh  e in-  
g e w a n d e r t  und  n ieh t  e ingespi i l t  s ind (Abb.  13). 
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2. Offenbar infolge des sehr grol3en Citratgehalte.~ t ra t  Hgmolyse era. 
Keine E inwanderung  yon Zelleu, aber a, ueh keine U m w a n d h m g  der 
HornhautkSrper .  

3[. KaninehenoxMatblutkul tur ,  menschliche th)rnhaut .  

Da das K~minehen(:itra~l}lut meistens gerann, wghrend das menschliche Citrat- 
1)lu~ be[ricdigende Nrgebnisse brachte, versueht.en wir die (_lerinnung ztt unter- 
driieken ,lurch N~-Ox:tlat: Die menschliche Hornh~mt (Ahb. 14) wurde wie bisher 
w}rbclmndt, lt und gezupft, nur start in Natr. eigr. diesmal in Natriumox~lat ( 1.34 % 

:kill}. 1-1. Verbllchsroiht!  ~I, A1L';trallg'Sill~tterial. 

gelegt, um eine Gerinnung des Blutes um die Hornh~ut herunl zu vermeiden. 
Dann wurden zweim~l je 10 ecru Kaninchenblut mit 0.5 ccm 1,34%igem Nat.rium- 
oxalala gut vermiseht und in SpitzglS.,sern diesmal nut mit wenigen Umdrehungon 
und nut 5 Min. lang zentrifugiert. Hornhaut an Seidenfa.ten in Leukocytenschieht. 

Ergebnia. Kul tu r  1 (2 Tage [Abb. 15]) und  K u l t u r  2 (3 Tage im ]3rut,- 
schrank [Abb. 16 u. 17]) ergaben massenhaft  deutliehe Leukocyten  in 
allen Spal ten der Hornhau t  bis tief ins [nnere hinein, w/thrend das Aus- 
gangsmater ial  v611ig zellfrei ist. 5lit  diesem Versueh ist also naehgewiesen, 
dab auch die Kaninchenleukoeyten  ein formolfixiertes Hornhau t s t i i ek  zu 
infi l tr ieren verm6gen. 

In  dieser Versuehsreihe - -  wie aueh in friiheren - -  bemi ih ten  wir uns, 
die Granula t ion  der Leukoeyten gen~uer darzustellen. Leider gelang das 
nieht  in  befriedigender Weise. Die ffir Blutdars te l lung iibliehen Spezial- 
met.hoden ergaben keine besseren Resultate.  Sehon bei Verwendung  
kleinerer Citratmengen,  wie sie fiir menschliehes Blug ausreiehen, s ind die 
Granula  der Leukoeyten sehleeht zu erkennen.  Lediglieh in einem Ver- 
such (G 1 b) fanden wit in der versehentlieh der H o m h a u t  anha f t enden  
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Sklera ; " " " I~oslnop}nhe der Leukocy ten~ 'amda .  Bei Mien Versuchen, die 
mit grStleren Zitratmengcn (Kaninehenblut)  angesetzt  waren, zeigten 

. \bh .  1.5.  Vorsucl~sreJhe  M. .Mens, .hl ivhc I l l ) r n h a n t  fll K~ininchcn,,xtd~rtbl , l t .  (2 T a g c L  
~I~l~4~4(_q/llllf|; 111 Ili(' ]~loPn]lll'ill~I)il]t~.ll t ' i l ldl ' i l l~.ttd(. [A.Ilk,lcytcil .  

Abb. 16. Versuchsrcihe 3I. Menschli(:hc ~ornhaut 3 Tagc in l(aninehcnoxalatblut kultivicet. 
L a n g e  Leuk,) ~yten.~pietle. 

die auL~erhMb der Hornhau t  gelegenen, also der Kulturflfissigkeit an- 
geh;Srenden Leukoeyten keine Eosinophilie, obwoM im Kaninehenblut  ja 
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eosinophile Spezialleukoeyten weitans die hgufigsge Form der dorg v o f  
kommenden Granuloeyten darstellen. Aueh im Kaninehenoxalatblug isg 
die Eosinophilie der Granuloeyten nieht mehr naehweisbar. Man kSnnte 
auf Grund dieser Tatsaehe bestreiten, dal] die in den Hornhguten v o f  
handenen Leukoeyten dem KaninehenoxMatbiut entstammen. Wetm 
man abet bei ImmersionsvergriSf~erung die Leukoeyten unger starker 
Abblendung genau betrachtet, so hag man den Eindruek, dab die dann 
erkennbaren Granula in den Kaninehenleukoeyten viel gr6ger sind 

Abh.  17. Versm.hsre ihe  M. S t f i rkere  Vet~,-ri)llt.rung t ier  Abb .  16. Die g e l a p p t c n  K e r n ,  dt, r 
I .el lkllcyt( .I i  S[ild floILLH(:[I el'kt~Illl}~iir. 

als in vergleichsweise untersuehten 3Ienschenleukocyten. Der betr/icht- 
lithe Gr6genuntersehied zwisehen den Oranula der Mensehen- und 
Kaninehenspezialleukoeyten ist aber aus der vergleiehenden H/s 
wohI bekannt (Klieneberger). 

[)bersicht. 

[n unseren Versuctlsreihen konnte also gezeigt werden, dab bei sog 
Citratplasmakultur eine Entstehung yon Leukoeyten oder ihrer Vor- 
stufen aus Hornhautgewebe nieht stattfindet. In Citratplasma kulti- 
vierte Hornh5ute verhalten sich genau so wie Hornhaute, die in Koehsalz- 
16sung oder in Citr~tkoehsalzl6sung eingelegt werden. 

Bei Kultur von Kaninehenhornhguten in mensehliehem Citratblut. 
waren die Ergebnisse nieht immer eindeutig. Es fanden sich in einem 
Teil der Versuehe Leukoevten innerha.lb tier Hornhiiute. Wit kolmten 



beukocyteneinwanderung in vitro. 699 

aber zeigen, dal3 das untersehiedliehe Ergebnis dieser Versuehe davon 
,~bhing, in welehe der sich im (i'it.ratb[ut bildenden Sehiehten die Horn- 
haut eingelegt wurde, hn gea.gensglas senken sieh die Erythroeyten des 
Citratblutes zu Boden (analog der Blutsenkungsreaktion). {~'ber dieser 
grythroeytensehicht findet sieh ein feines Kiiutehen, das die Leukoeyten 
enthglt. Endlieh ist die Leukoeytensehieht fiberlagert yon zellfreiem 
Citratplasma. Aus dieser Dreisehiehtung ergibt sieh, dab einwandernde 
Leukoeyten nur dam~ zu erwarten sind, wenn die Hornhaut in der leuko- 
eytenhaltigen mittleren Sehieht der Kulturfliissigkeit liegt. Wir konnten 
dies in zahlreiehen Versuehen zeigen und ebenso naeh Belieben leukoevten- 
freie Hornhgute erzeugen, wenn wit die Hornhaut auf den Boden des 
.Reagensgla.ses oder in die oberste Sehieht braehten. Sehon dureh diese 
willkiirliehe Beeinflugba.rkeit des Versuehes ist gezeigt, da[3 yon einer 
Ent, stehung der Leukoeyten in der Hornhaut keine ilede sein kann. Aueh 
bestanden die in den Hornhguten auftretenden Ent.z/indungsspieSe immer 
aus reifen Leukoeyten, nieht aus den bekannten Vorstu%n oder Oebilden, 
die man als sieh entwiekelnde Leukoeyten hgtte deuten k6nnen. Die 
Sehiehtbildung im Kulturmediun~ konnten wit aueh histologiseh sehr klar 
zeiven, als wir den Inhalt eines Kultnrriihrehens zu einem Eisbloek 
gefrieren lieBen und als (lanzes auf dem gefriermikrotom sehnitt.en. 

Es ~elang ziemlieh h'ieht, auf diese Weise mensehliehe Leukoeyten in 
tim'isehe und mensehliehe Hornhgute ei,twandern zu lassen. Unsere Ve,'- 
suehe, Ka,finehenleukocvte,~ zum Einwandern zu bringen, sehlugen zu- 
nii.chst fehl, wei[ Ka,finehenblut mit der iibliehen Menge yon Natrium- 
vitrat sieh nicht ungerinnbar maehen li~13t. Erst als wit zur Oerinnungs- 
hemmung Natriumoxalat verwendeten, wanderten aueh die Kaninehen- 
leukoeyten in die Hornhiiute ein. Leider vergndern die gerinnungs- 
hemmenden Substanzen (tie Leukocyten so stark, dab eine Granula- 
f/irbung nur nnvollkommen gelingt. Eine Bestimmung der Tierart, yon 
der (lie Leukoeyten stammen, ist unt.er den angeweudeten Versuehs- 
bedingungen kaum mSglich. Sic eriibrigt, sieh abet, da das positive 
Ergebnis bei Einlegung in die Leukoeytensehieht des Kulturmediums. 
negativer Ausfall bei Kultur in den leukoeytenfreien Sehiehten ja sehon 
eindeutig gegen eine Entstehung der Leukoeyten aus der Hornhaut 
spreehen. Ebensowenig wie bei Hornhautimplantation handelt es sieh 
bei der Citratplasmakultur unl ein Verfahren ,,reine Gewebsreaktionen'" 
zu erzeugen. Die in den implantierten Hornhiiuten auftretenden Zellen 
stammen (Hdra) aus dem Wirtstier, und in den Citratblutkulturen werdeu 
die Infiltratzellen vonde r  Kultm'fltissigkeit geliefert. 

Zusmmuen[assun~. 

Die Citratplasmakulturen yon BT(6"se-G'ra.witz sind kein Beweis fiir die 
Entstehung der Entziindungsleukoeyten aus dem entz(indeten Gewebe. 
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U n s e r e  C i t r a t p l a s m a k u l t u r c n  i i i h r t en  hie  zur  E n t s t e h u n g  yon L e u k o c y t e n  
aus der  e inge leg ten  H o r n h a u t .  

W e n n  m a n  H o r n h i i u t e  a b e t  in die d u t c h  S e d i m e n t i e r u n g  en t s t~mdeue  
L e u k o e y t e n s e h i e h t  e incr  C i t r a t b l u t k u l t u r  bring't,  so b i lden  e i n w a n d e r n d e  
L e u k o e y t e n  i nne rha lb  der  H o r n h ~ u t  die g le ichen  , ,Spiel~figuren: ' ,  wie sie~ 
bei  I m p l a n t a t i o n s v e r s u e h e n  u n d  bei  t ier e x p e r i m e n t e l l e n  K e r a t i t i s  so 
lc ieh t  zu e rha l t en  sind. Kan inchenhornh t~u t ,  k u l t i v i e r t  in m e n s e h l i e h e m  
Blu t ,  und  M e n s c h e n h o r n h a u t ,  k u l t i v i e r t  in K a n i n e h e n b I u t ,  g e b e n  bei  
V e r w e n d u n g  geeigmeter  g e r i n n u n g s h e m m e n d e r  S u b s t a n z e n  v611ig g le ieh-  
arti~m Resu l t a t e .  

Die ~likrophotogramme wurden mit der Contax aufgenommen. Frl. Liesel 
Woernle leistete uns bei den photograplli~chen Arbeiten f~ehmhnnisehe Hilfe. 
HerTn Dr. 3Ia','x (ehemisehe Abteihmg des Pathologisehen :Instituts, Leiter t~roI. 
Dyckprl~o//) sind wit fiir seine R~tsehlitge zur Verhinderung der st6renden Blut- 
gerinmmg zu i);ml~ verpfliehtet. 

.4~merkttng bei der Korrektur: Vorliegende Befunde wurden bei Verwendung 
fm'molfixierter Hornh/~ute erhoben. An un~rem Insti tut  hat Kirsche~ho/e~" die 
gleiehen Kulturversuehe mit frisehem mensehlichem und Kaninehenmaterial 
durehgefiihrt. Die Ergebnisse waren die gieiehen, insbesondere waren aueh hier 
keine Ver/inderungen an Zellen oder Fasern zu beob~ehten, die :~ls Yeubildung 
yon Leukoeyten gedeutet werden k6nnen. (I.V. Kirscltenh.o.ier: Diss. Miinehen. 
erseheint 1!)43.) 
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