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In experimentellen Arbeiten hat Héra ausfiihrlich Stellung genommen
zu den zshlreichen Bemiithungen Busse-Grawitz’, der Schlummerzellen-
theorie des fritheren Greifswalder Pathologen Paul Grawitz zu neuem
Leben zu verhelfen. Es konnte die Behauptung widerlegt werden, daB in
implantierten Hornhautstiickchen, auch nach Umhiillung dieser Stiick-
chen mit Kollodium, durch den ,,iibererndhrenden Reiz‘* der Lymphe
des Wirtstieres Leukocyten sich aus Hornhautkérpern und -fasern ent-
wickeln. Busse-Grawilz’ (in folgendem B(r.) Ansichten erwiesen sich bei
kritischer Betrachtung seiner Versuche als irrtiimliche Deutung?!. Das
ergibt sich vor allem, wenn man die zu untersuchenden Hornhdute mit
einer Membran von bekannter Porengréfie umhiillt, die durch ihre Struktur
eine Einwanderung von Leukocyten aus der Umgebung sicher ausschlieBt
(Hira).

Einen weiteren Beweis fiir die Einwanderung der in implantierten
Hornhiuten auftretenden Zellen ergab die heterologe Implantation.
Hora konnte in einer groBen Versuchsreihe zeigen, dal z. B. in Miuse-
hornhiuten, die Kaninchen implantiert wurden, stets Kaninchenleuko-
cyten anftraten, nie aber Miuseleukocyten, wie man sie erwarten miiBite,
wenn sich die vorgefundenen Leukocyten in der Mausehornhaut selbst
bilden wiirden. Die auftretenden Zellen entsprechen also der Tierart
des Wirtstieres, nicht der Tierart der zur Implantation verwendeten
Hornhaut. .

Die Folgerungen aus B@r.s Theorie vom zelligen Abbau beziehen sich
auf die Lehre von der Herkunft der Entziindungszellen. Es wird behaup-
tet, daB die bei entziindlichen Prozessen auftretende leukocytire In-
filtration nicht durch die Emigration dieser Zellen aus dem strémenden
Blut zustande komme, sondern daB auch diese Leukocyten sich durch
Uberernahrung im Gewebe entwickeln. BGr. bestreitet auf Grund seiner
Versuche die Leukocyteneinwanderung iiberhaupt und sagt, daB eine
Einwanderung von Leukocyten z. B. in die Hornhaut auch bei Anwesen-
heit von reichlich Leukocyten in der Umgebung nicht erfolgt. Zellen,

1 Anmerkung bei der Korrektur: R. Heinemann lehnt auf Grund von Kontroll-
versuchen ebenfalls die Deutungen BGr.s ab [Beitr. path. Anat. 106 (1942)].
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die z. B. bei der Implantation ganzer Augen in der Umgebung einer
oberflichlichen Schnittwunde der Hornhant auftreten, sollen dem-
entsprechend keine eingewanderten Leukocyten sein, sondern sich aus
Hornhautkorpern oder Fasersubstanz entwickelt haben. Es sind dies
also die gleichen Behauptungen, die wir schon bei Paul Grawitz finden:
die bekannten SpieBfiguren, die in implantierten Hornhiduten auftreten,
sollen nicht etwa eingewanderte Leukocyten sein, sondern nach Paul
Grawitz soll zu sehen sein, wie die in der Hornhaut entstandenen Leuko-
cyten aus der Hornhaut heraus in die zunichst leukocytenfreie Umgebuing
auswandern.

Bekanntlich will BGr. den ,,zelligen Abbau'* nicht nur in lebensfrisch
entnommenen Geweben gefunden, sondern auch in erhitzten oder kon-
servierten Geweben und in Mumiengeweben nachgewiesen haben (s. oben).
Einer griindlichen Kritik halten solche Ansichten nicht stand, wie sich
bei genavem Studium der BGr.schen Befunde zeigen lafit.

Neben der Implantationsmethode soll auch die Gewebskultur geeignet
sein, die Entstehung von Leukocyten aus Kernen und Grundsubstanzen
der Hornhaut zu beweisen. BGr. glaubt die gleichen ,,Reaktionen’* auch
dann gefunden zu haben, wenn er Hornhdute in Citratplasma kultivierte.

Die Methode der Citratplasmakultur wurde bereits von H. Vollmar
nachgepriift. Vollmar konnte die BGr.schen , Reaktionen” (Entwicklung
von Leukocyten aus Zellen und Grundsubstanzen der kultivierten Horn-
hiute) nicht erzielen. Die erhitzten, formolfixierten usw. Hornhiute
zeigten keine Lebenserscheinungen, ebensowenig wie vermittels der
Carrelkultur Lebensvorginge in solchen geschidigten oder abgetdteten
Geweben nachgewicsen werden konnten.

Das Verhalten der Leukocyten in vitro ist wiederholt studiert worden
{s. das Referat Herzogs in der Deutschen Pathologischen Gesellschaft
Miinchen 1931). Die Arbeiten Carrels, Maximows, sowie spitere von
Wualbach, Pires Svarez u.a. behandeln aber vor allem Probleme wie
Phagocytose, Weiterentwicklung der Leukocyten zu Monocyten und
Fibroplasten. Weniger ist das Verhalten der Leukocyten zu Fremdkérpern
oder anderen Geweben in vitro untersucht worden.

Bei unseren neuesten Versuchen kam es einmal darauf an, die von
BGr. beschriebenen ,,Reaktionen™ in der Citratplasmakultur zu repro-
duzieren. Hier muBte das angegebene Verfahren méglichst genau wieder-
holt werden. Weiterhin sollte untersucht werden, wie weit die Reaktionen
B@r.s iiberhaupt von der Anwesenheit einer Nahrfliissigkeit abhingig
sind. Es lag also nahe, Parallelversuche anzustellen mit einer Lésung,
bei der das Plasma durch physiologische Kochsalzldsung ersetzt wurde.

In seiner Arbeit tiber die Citratplasmakultur behauptet BGr., daBl
seine Reaktionen nur auftreten, wenn als Kulturflissigkeit Citratplasma,
also eine blutkérperchenfreie Fliissigkeit verwendet wird. Bei Kultur in
Citratbiut sollen die Reaktionen ausbleiben. Im Zusammenhang hiermit
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bebauptet BGr., daB in solchen Kulturen niemals Leukocyten in die
kultivierte Hornhaut einwandern. Wir stellten uns also die Aufgabe,
auch die Verhiltnisse bei der Kultur in ungerinnbar gemachtem Blut
(z. B. Citratblut) systematisch zu untersuchen.

Gerade die bereits erwihnte Behauptung BGr.s: ,,Wenn man in vitro
normale und geschidigte Gewebe zusammen mit Leukocyten bebriitet,
wandern die Blutzellen niemals in die Gewebe ein**!, mii8te im Fall ihrer
Bestatigung weittragende Bedeutung fiir unsere heutige Entziindungslehre
haben. Andererseits wire aber ein neuer wichtiger Beweis fiir die Her-
kunft der Entziindungszellen beigebracht, wenn sich die Wanderung der
Leukocyten und vorallem ihr Eindringen in Gewebe in vitro zeigen lieBe.

In vivo ist die Herkunft der Entziindungsleukocyten durch zahlreiche
Experimeunte untersucht worden. Wir verweisen hier nur auf die um-
fangreichen Arbeiten Fischer-Wasels’ und seiner Schiiler oder die Unter-
suchungen Lékleins zur Ceratitisfrage. Das Hornhautgewebe ist infolge
seiner GefaBlosigkeit fir Entziindungsversuche besonders geeignet. Es
gibt bel der Implantation infolge seines iibersichtlichen Baues sehr klare
Resultate. Ebenso lassen sich die in vitro auftretenden Verinderungen
an der menschlichen und tierischen Hornhaut besonders gut iibersehen.

Als wir — im Gegensatz zu BGr. — das Einwandern von Leukocyten

in vitro beobachten konnten, bemithten wir uns, die Bedingungen zu
untersuchen, unter denen eine Einwanderung in die kultivierte Hornhaut
erfolgt bzw. unterbleibt. Wir konnten nachweisen, daf physikalische
Ursachen fiir den verschiedenen Ausfall der Versuche und auch fiir das
Fehlen einer Einwanderung in den Citratblutkulturen BGr.s verant-
wortlich gemacht werden miissen.
" Wir verwendeten zu unseren Versuchen formolfixierte Hornhdute.
Nach BGr. toten ja unsere gebriuchlichen Fixierungsmittel (Formol,
Alkohol, Sublimat, Hitze usw.) die Gewebe nicht ab, so dafl auch in
fixierten Geweben , Reaktionen’* zu erhalten sein sollen. Nach BGr.
sollen die Hornhautkorper im geschidigten Gewebe einen ,abortiven
Abbau’ liefern, d. h. die Hornhautkorper wandeln sich nur teilweise zu
fertigen Leukocyten um, ,.die Fasern bilden nicht {iberall Rundzellen,
sondern kleinste kreisrunde Chromatinkugeln' 2. Wenn Bfr.s Behaup-
tungen zutreffen, dann miiite bei unseren Versuchen mit formolfixiertem
Material diese ,,abortive Reaktion' zu erhalten sein.

Wir untersuchten 101 Kulturen mit itber 2000 histologischen Schnitt-
praparaten. Davon wurden 39 Kulturen (ungefihr 500 Schnitte) nach
dem von BGr. hauptsichlich angewandten Citratplasmaverfahren durch-
gefithrt. Die folgende Ubersicht bringt eine gekiirzte Zusammenstellung,
der unsere ausfiihrlichen Versuchsprotokolle zugrunde liegen.

1 Busse-Growitz: 7. exper. Med. 108, 249 (1940); dasselbe bebhauptet BGr. in
der Schweiz. med. Wachr. 1942 [, 413.
? Bugse-Grawitz: Z. exper. Med. 108, 257 (1940).
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A. Citratplasmakultur nach Busse-Grawitz und Kontrollen.

1. Kaninchenhornhdute in menschlichem Citratplasma.

2. Kaninchenhornhaute in physiologischer NaCl-Lssung.

3. Kaninchenhornhiute in Citratkochsalzldsung.

Die Hornhaute eines an Phosphorvergiftung verendeten Kaninchens wurden
25 Tage in Formol fixiert, dann am Limbus von der Sklera getrennt und in 18 kleine
Sektoren mit einer Bogenlange von 1—2 mm und einen restlichen gréBeren zur
Kontrolle zerschnitten.

Diese Hornhaute kamen 24 Stunden in sterile physiologische Kochsalzlésung,
um das Formol auszuwaschen.

1. Von einem gesunden Menschen wurden 20 cero Blut zu 4 cem Natr. citr. acid.!
entnommen und stindig unter sterilen Bedingungen 1Y, Stunden mit 3000 U
zentrifugiert. Das villig klare Plasma wurde vorsichtig mit einer Pipette abgehoben
und davon wurden je 2 cem in 6 sterile Reagensglaser gefiillt. (Mehrere Ausstriche
des restlichen Citratplasmas wurden gefirbt und enthielten keinerlei Zellen.) Jedes
der Reagensgliser wurde mit je einem der oben beschriebenen Hornhautstreifen
beschickt und wurde mit sterilen Mulltupfern verschlossen in den Brutschrank
gestellt.

2. 6 weitere Reagensgliser enthielten als Kontrollversuch je einen Hornhaut-
streifen in steriler physiologischer NaCl-Losung.

3. 6 andere Reagensglaser enthielten je einen Hornhautstreifen in 2 cem einer
Citratkochsalzlosung (entsprechend dem Citratblutversuch: zu 20 cem steriler phy-
siologischer NaCl-Lésung 4 cem 3,8 %iges Natr. citr. acid.).

Die Temperatur des Brutschranks war bei diesen Versuchsreiben nicht konstant
zu halten; sie schwankte zwischen 24 und 42 Grad.

Die Hornhautstreifen blieben 1—6 Tage in den Kulturen. Von jedem Hornhaut-
streifen wurden nach erneuter Formolfixierung und Paraffineinbettung mehrere
Schnitte in Langsrichtung angefertigt und mit H.-E. und nach van Gieson gefirbt.

Ergebnis. In einigen Schnitten sind die Hornhautkdrper etwas gréBer
und blasser, dann aber in gleicher Weise in der Mitte und am Rand der
Hornhaut und unabhingig vom Medium, also im Kochsalzbad wie im
Zitratplasma. Eine ,,Reaktion’ der Hornhaut, d. h. eine Entstehung von
Zellen ist nicht nachzuweisen. Ein Unterschied im Verhalten der in Nahr-
flussigkeit (Zitratplasma) und der ohne Nihrflissigkeit {in physiologischer
NaCl-Lésung bzw. in Na(l-Zitratlosung) kultivierten Hornhdute findet
sich nicht.

B. Citratplasmakulturen und Blutkulturen.

a) Versuche mit menschlichem Blut usw.

1. Kaninchenhornhaut in menschlichem Citratplasma.

2. Kaninchenhornhaut in menschlichem Citratblut.

3. Kaninchenhornhaut in defibriniertem menschlichem Blut.

Kaninchenhornhaut, die 6 Tage in 10%igem Formol gelegen hat, wird einige
Millimeter vom Limbus entfernt ahgetrennt, um sie frei von Skleragewebe zu er-
halten, und wird wie bei A in 18 kleine Sektoren und einen gréfleren Restsektor
zerschnitten. Nach 2stiindigem NaCl-Bad zur Beseitigung des Formols werden
die Stickchen auf 18 sterile Reagensgliser verteilt.

1 Die Citronensiure bildet 2 Natriumsalze. Wir verwendeten zunichst das
saure Citrat. In den spateren Versuchen beniitzten wir dann auch das neutrale
Salz, das in vorliegender Arbeit ausdriicklich als Natr. citr. neutrale hezeichnet ist.
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L. Wic bei A werden zu 4 cem 3.3 %igen Natr. citr. acid. 20 cem Blut steril von
gesunden Menschen entnommen und mit 3000 U 1/, Stunde zentrifugiert. Das klave
Citratplasma wird vorsichtig mit der Pipette abgesogen und auf 6 obiger Reagens-
gliser it Hornhautstreifen verteilt.

2. 10 cem menschliches Blut werden zu 2 cem Natr. eitr. acid. steril entnommen
unid gut geschiittelt ebenfalls aut 6 Reagensglaser mit Hornhautstreifen verteilt.

3. 10 cem Blut werden steril von gesundem Menschen entnommen und etwa
10 Min. in einem 50-cem-Erlenmeyerkolben mit Glasperlen kraftiz geschiittelt.
Die Glasperlen werden schnell von Fibrinmassen umgeben und bilden einen grofien

ol

Abb. 1. Ausmangsmaterinl zur Versuehsreibe 3. Formolfixierte Kanivchenhurnhaut,
Hornhautkdrperchen, Fasern, Epitheliberzng sind deutlich dargestellt.

Kiumpen. Das defibrinierte Blut wird mit einer Pipette auf die restlichen 6 Reagens-
gliser verteilt. Mit sterilen Tupfern verschlossen kommen die 18 Reagenzgliser
1--—6 Tage in den Brutschrank mit konstanter Temperatur von 37 Grad.

Von jedem Hornhautstreifen werden dann 10—30 Paraffinschnitte senkrecht
zum Radius angefertigt und mit H.-E. und nach zan Gieson gefirbt.

Ergebnis. 1. Das Hornhautgewebe auns den Zitratplasmakualturen zeigt
vom 1.—86. Tag keine Verinderungen im Vergleich zum Ausgangsmaterial
(Abb. 1}. In einigen Schnitten sind die Hornhautksérper kleiner und
stirker gefirbt und manchmal an einer Seite von den umgebenden Horn-
hautlamellen gelost, so daB sie geschrumpft aussehen. Dies findet sich
aber dann im ganzen Schnitt gleichmaBig, am Schnittrand und in der
Mitte. Formverinderungen. die als Umbildung der Hornhautkdrper zu
Leukocyten zu deaten wiren, sind nicht nachweisbar,

2. Die Hornhautstreifen im Citratblut zeigen nach eintigiger Kultur
an jedem Schnitt vereinzelte deutlich als Leukocyten erkennbare gelappt-
kernige Zellen, die besonders an den Schnittriandern des Hornhaut-
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streifens haften. Einige Leukocvten liegen bereits in den klaffenden
Spalten zwischen den Lamellen.

Das Hornhautgewebe ist unverandert.

Nach 2tdgiger Kultur liegen mehrere Leukoeyten am Rand und in
Spaltraumen der Hornhaut (Abb. 2). Die meisten sind deutlich gelappt-
kernig, stark gefirbt, einige zerfallen. Das Hornhautgewebe sieht genau
so wie in den Kontrollschnitten aus.

Nach Stigiger Kultur: Einige Hornhautbezirke, die stark aufgelockerte
und klaffende Spaltriume zwischen den Lamellen zeigen, enthalten in

Abb. 20 Versuchsrethe B Hornbaut nach 2tigizer Citrathlutkualtur.  a einzelne
Leunkoceyten am Schinittrand., b kKleiner Leukocytenspiel,

diesen bis tief in die Hornhaut hinein zahlreiche ganz deutlich erkennbare
Leukocyten, meist an den Lamellen haftend. aber auch frei in den Spalten
iegend. Die Hornhautkérper wie die Lamellen zeigen auller der Auf-
lockerung keinerlei Verdanderungen.

Nach 4tagiger Kultur (Abb. 3): Noch ausgepriagteres Bild wie in den
vorigen Schnitten: Viele stark mit kleinen pyknotischen Zellen angefiillte
»opiele”, vom Schnittrand in die Hornhaut eindringend und unter dem
sich abldsenden Epithel. Diese Zellen sind aber immmer noch deutlich als
Leukocyten zu erkennen, wie auch nach 3- und 6tagiger Kultur (Abb. 4).

Auffillig war bei allen Priparaten, dufl die Hornhautstiickechen nur
an einigen Stellen diese Einwanderung und Anhdufung von Leukocyten
am Rand zeigten, wihrend andere Schnitte gar keine oder nur ganz
sparliche aufwiesen. Wahrscheinlich ist die spiter auch genauer unter-
suchte Schichtung des Blutes (s. 8. 694) in den Kulturréhrchen hier
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verantwortlich zu machen, so daf Teile der Hornhaut in leukocyten-
reicher, andere in leukocytenfreier Fliissigkeit zu liegen kommen.

Abb. 3. Vemuchsreihe B, Hornhaut nach  ititgiger Citratblutkultur. ¢ vorderes Horn-
hantepithel und Bowmansche Membran, b Deseemetsche Membran nund Kammerepithel.
¢ zailveiche Leukoeytenspiclie.

). 1=

Abb, 4. Versnehsreihe B. Hornhaut nach Gtiwiger Citratblutkultur. Bezeichnungen s, Abb. 3.

3. Kaninchenhornhiute in defibriniertem Menschenblut: Nach 1- und
2tagiger Kultur sind ganz vereinzelte Leukocyten am Rand der Hornhaut
zu sehen,
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Am 3. Tag erscheint die Hornhaut in vielen Schaitten vollig unberihrt,
in einigen haftet hier und da ein Leukocyt am Rand. Am 4. Tag keinerlei
Zellen an oder in der véllig normalen Hornhaut.

Am 5. und 6. Tag liegen grofle geronnene Erythrocytenklumpen mit
wenigen Leukocyten um den Hornhautstreifen. Das Hormhautgewebe
sieht dem Ausgangsmaterial vollig gleich aus.

Dieser Unterschied zwischen den Ergebnissen der Versuchsreihen 2 und 3 ver-
anlaBte uns, die Leukoeyten in normalem, defibriniertem und Citratblut nach ver-
schiedenen Zeiten zu zihlen. Es ergabeu sich folgende Zahlen:

knrz nach der Entnahme nach 42 8t. nach 66 St.
normales Blut: 9866
Citratblut: 9130 9641 9050
defibrin. Blut: 3483 3313 2515

{Die Zahlen sind jeweils das Mittel von 3 bzw. 6 Zahlungen.)

Nach 3 Tagen waren die Leukocyten in der Zahlkammer nur sehr schwach zu
sehen und nicht mehr zahlbar. Das Blut wurde vor dem Zihlen immer kriftig
geschiittelt, um Zellen und Plasma gleichmiBig zu vermischen.

Das Fehlen von tber 6000 Leukocyten;emm im defibrinierten Blut klarten
Schnitte vom Fibringerinnsel ans dem Erlenmeyerkolben. der zum Defibrinieren
henuntzt wurde, auf: Zwischen den Fibrinfiden befinden sich massenhatt Leukoceyten
neben den ebenfalls eingeschlossenen Erythroeyten. Es kénnen daher im defibrinier-
ten Blut kaum solche Anhiufungen und Einwanderungen von Leukoeyten in Horn-
haut wie im Citrathlut beobachtet werden.

Diese Versuchsreihe erbrachte den Beweis, daf} im Citratblut, entgegen
der Meinung BGr.s, Leukocyten innerhalb der Hornhaut auftreten. Dabei
kounten ,,Ubergiinge** zwischen Hornhautkérpern und Leukocyten nicht
beobachtet werden, so daBl sich fir eine Entstehung der Leukocyten aus
der Hornhautsubstanz kein Anhalt ergibt. Die Zunahme der in den Horn-
hiduten vorhandenen Leukocyten bei lingerer Kultur und die Beobach-
tung, dal zuniichst immer nur reife, spiter schrumpfende Leukocyten
auftreten, sprechen fir Einwanderunyg der Leukocyten aus dem Kultur-
medium, nicht aber fiir eine Neuentstehung aus der Hormhautsubstanz.

b) Versuche mit Kaninchenblut.

Schon die Versuchsreihe Ba 2 zeigte, daB Leukocyten, und zwar
menschliche, aktiv in eine Kaninchenhornbaut eindringen. Es lag nabe,
gewissermaBen die Versuchsanordnung umzukehren, d.h. als Kultur-
fliissigkeit Kaninchencitratblut zu wihlen und in diesem die Hornhaut
des Menschen zu kultivieren. Da die polymorphkernigen Leukocyten des
Menschen und des Kaninchens bekanntlich sich durch ihre Granulation
unterscheiden lassen, war zu hoffen, dafl in einem solchen ,,umgekehrten’
Versuch nunmehr in menschlicher Hornhaut Kaninchenleukocyten auf-
treten miilten. Bei heterologen Hornhautimplantationen war ja bereits
der Beweis erbracht worden, dafl die in implantierten Hornhduten auf-
tretenden Leukocyten immer der Tierart des Wirtstieres entsprechen,
ganz unabhingig von der fiir die Implantate verwendeten Tierart (Hdra).
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Es wurde daher menschliche Hornhaut, die 72 Stunden in Formol fixiert und
1 Stunde in steriler Kochsalzlosung gelegen hatte, in 7 schmale Sektoren zer-
schnitten und auf 7 sterile Reagensglaser verteilt.

Das Kaninchenblut gerinnt viel leichter als Menschenblut. Es fordert mehr Citrat
und oft tritt auch dann noch Gerinnung ein.

Zu dieser Versuchsreihe wurden 9 com Kapinchenblut mit 1cem 3,8%igem
Natr. citr. acid. versetzt und gut geschiittelt auf die 7 Reagensglaser zu den Horn-
hiuten verteilt. Der Brutschrank war stindig 37 Grad warm. Die Reagensgliser
wurden taglich mebrmals geschiittelt.

Ergebnis. In mehreren Ribrchen trat Gerinnung nach 1—2 Tagen ein.

Die 1 tagige Kultur zeigt ganz vereinzelte Leukocyten am Rand der
Hornhaut.

Die ltdgige Kultur zeigt ebenfalls besonders an den Schnittrindern
vereinzelt Leukocyten.

Am 2. Tag ist die Hornhaut von Erythrocytenhaufen umgeben, an
oder in der Hornhaut sind keine fremden Zellen oder Veranderungen des
Gewebes zu sehen,

Am 3. Tag haften ganz spirlich Leukocyten am Rand.

Am 4. 5. und 6. Tag sind die Hornhaute wieder von geronnenen Blut-
klampen umgeben, in denen die Leukocyten keinerlei Affinitit zu der
Hornhaut zeigen.

Allerdings ist in keinem Pritparat einc cosinophile Granulation der
Leukoeyten festzustellen. Da die eosinophilen Granula der Kaninchen-
lenkocyten aber sonst in formolfixiertem Gewebe gut als solche zu er-
kennen sind, mull angenommen werden, daf die Citratbehandlung die
Firbbarkeit der Granula beeinflullt. Diese Kulturen sagten somit tiber
das Verhalten der Leukocyten gar nichts aus, zeigten aber auch keine
Reuktionen des Hornhautgewebes. Verinderungen an den Hornhaut-
korpern im Sinne BGr.s haben wir also nicht nachweisen kdnnen,

C. Tigliche Erneuerung des Kulturmediums.

Samtliche Kulturen wurden bisher ohne Erneuerung des Plasma- bzw. Blut-
bades ausgefithrt. Da nun ein stindig frisches Medium fir Gewebereaktionen giin-
stiger zu sein versprach. wurden neue Versuche mit Citratplasma angesetzt: Ka-
ninchenhornhaut in 2igly erneuertem Citratplasma.

Die Kaninchenhornhaut wurde wie bisher behandelt. Je ein Streifen kam in
zellfreies menschliches Citratplasma (2 cem Natr. citr. acid. zu 9 cem Blut, 1%, Stun-
den mit 3000 U zentrifugiert). Die Brutschranktemperatur betrug 37--38 (irad.
Alle 48 Stunden wurde das Citratplasma durch frisches ersetzt. Nach Y, 3. 4, 5,
6 und 11 Tagen Kultur warden je eine Hornhaut in Paraffin gebetiet und 1015
H.-E.-Schnitte hergestellt.

Ergelnis. Simtliche Schnitte vom '',—6. Tag zeigen weder an den
Sehnittrandern, noch an aufgelockerten und ausgefransten Stellen, noch
inder Mitte irgendein anderes Bild als die Kontrollschnitte vom Ausgangs-
material, also wiederum keine ., Reaktion™™ {Abb.5 u. 6). Am 11. Tag
sind die Hornhautkérper in allen Schnitten stark verblaBt. aber noch gut
als solche erkennbar,

Virchows Arehiv, Bibl 504, 13
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Abb, 5, Ausganesmaterial zuae Reihe €0 Formolfixierte Kaninchenhornhant,

Abb. 6. Versuchsreihe C. Hormbant nach 3tigiger Citratplasmaknitur (Methode Dusse-
Groifz). Keine ., Reaktion an den Hornhautkdvpern pachweisbar, die als Umwandlung
{abortiver Abban) zn deuten wire.

D. Frednzung zur Reihe B,
Y, tigige Citratplasma- und Citrathlutkulturen.

Um keine Veranderungen zu Ubersehen, die vielleicht nur bel kurzfristigen
Kulturen auftreten, wurden Hornhautstreifen (Kaninchen), die genau wie in den
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bisherigen Kulturen vorbehandelt waren, nach 12stiindiger Verweilzeit in mensch-
licher Citratplasma-, Citratblut- und fibrinfreier Blutkultur untersucht.

Ergebnis. 1. Die 1 ,tagige Citratplasmakultur hat das Hornhaut-
gewebe nicht verdndert.

2. Die Hornhaut im defibrinierten Blut ist von Erythrocvtenmassen
umgeben, aber nicht verindert.

3. Die Citratblutkultur ergab ebenfalls Ervthrocytenklumpen mit
Leukocyten um die Hornhaut. An einigen Stellen jedoch einige Leuko-
cyten am Schnittrand haftend.

E. und F. Verhalten von Hornhautgewebe in arteigener Kulturfliissigkeit.

1. Menschliche Hornhaut in menschlichem Citratplasma.

2. Menschliche Hornhaut in menschlichem Citratblut.

3. Kaninchenhornhaut in Kaninchencitratplasma.

4. Kaninchenhornhaut in Kaninchencitratblut.

Die menschliche Hornhaut zu den Versuchsreihen 1 und 2 stammte von einen:
12 Wochen alten Kind. Sie wurde wie in deu bisherigen Versuchen behandelt.

Auch zu den Versuchsreithen 3 und 4 wurden die Kaninchenhornhiute wie in
den bisherigen Versuchen hehandelt.

Das Kaninchenblut wurde diesmal im Verhdltnis 3 : 7 mit Natr. cier. acid.
versetzt.

Von den 4 Reiben wurden !, , —7tigige Kulturen untersucht. Paraffineinbettung
und H.-E.-Farbungen.

Ergebnis. 1. Menschliche Hornhaut in menschlichem Citratplasma. Die
Sauglingshornhaut  zeigt im  Ausgangsmaterial neben den schmalen
dunkelgefarbten, spitz auslaufenden Hornhautkérperchen gewishnlicher
Hornhédute verschiedene, gleichmiflig tiber das ganze Bild verteilte
Hornhautkorperchen, die gréfer, oval bis bandformig, blasser gefarbt
sind und eine feinktrnelige Struktur aufweisen. Es sind aber zweifellos
Hornhautkérper. Das villig gleiche Bild zeigen die Kulturen von 1., 1,
2, 4, 3 und 6 Tagen.

In der Horuhaut aus der 3tigigen Plasmakultur sind simtliche Horn-
hautkdrperchen oval bis bandartig verbreitert, blasser gefarbt und zeigen
eine ganz feine dunkle K&rnelung.

2. Alle menschlichen Hornhduwle in nienschlichem Citrathlut zeigen keine
Veranderungen der Hornhautkérper im Vergleich zum Ausgangsmaterial.

Nach ltagiger Kultur haften ganz vereinzelt Leukocyten am Rand
der Hornhaute neben Erythrocyten.

Nach 2 Tagen liegen an manchen aufgelockerten Stellen wenige, aber
deutlich erkennbare Leukocyten in den Spalten der Hornhaut und am
Rand, wihrend kaum Erythrocyten vorhanden sind.

Nach 3 Tagen enthalt die Hornhaut in den Spalten viele deutliche
gelapptkernige Leukocyten, wihrend am Rand nur spirlich Erythrocyten
liegen, so daf} das Vorhandensein der Leukocyten nicht durch Einspiilen
erklirt werden kann.

45%
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Nach 4 Tagen sind die Hornhautkdrper wieder, ganz gleichmaflig
iiber den Schnitt verteilt, verbreitert und verblafit. Am Rande undeut-
liche Leukocyten.

Am 5. und 6. Tag nur wenige, nicht sehr deutliche Leukocyten am
Rand. Das Gewebe ist nicht verindert.

3. Samtliche Priparate von 1/ ,—b6tagiger Kultur der Kaninchenhorn-
haut in Kaninchencitratplasma zeigen das normale Bild einer Hornhaut
mit unverinderten Lamellen und Hornhautkdrpern.

4. Die Kaninchencitrathlutkulturen der Kaninchenhornhaut gerannen
wieder nach wenigen Tagen, so dall die Hornhautstrcifen beim Her-
ausnehmen von einer roten Schicht umgeben waren.
Das Gewebe ist bei allen Hormbiduten unverindert.

Nach 3 Tagen haften in einigen Schnitten vereinzelte
Leukoevten am Rand.

Nach 3 und 6 Tagen sind in dem geronnenen Blut um
die Hornhdute gar keine Zellformen mehr erkennbar.

In den Kaninchencitratblutkulturen trat die Gerinnung
vor allem in unmittelbarer Nachbarschaft der cingelegten
Hornhaut auf. Das suchten wir zu vermeiden, indem wir
in den folgenden Versuchen die Hornhautstreifchen noch
mit dem (itrat bzw. anderen gerinnungshemmenden
Mitteln durchtrinkten.

Abb. 7. Ver-
suchsreihe (5.
Schematische
Darstellung
der Hornhaut-
kultur in
verschiedenen
Sehiehten  des
Citrathlutes.

(. Versuche mit verschiedenen gerinnungshemmenden
Mitteln, Kultar in verschiedenen Schichien
der Kulturfliissigkeit.

Die ergebuislosen Versuche mit dem Kaninchencitratblut und
die nicht in jedem Versuch eindeutig erfolgte Einwanderunyg von

Leukocyten aus menschlichem Blut erforderten neue Versuche.

a) Es muBte die Gerinnung des Kaninchenblutes verhindert werden.

b) Nach den bisherigen Ergebnissen war daran zu denken, daB sich die Leuko-
evten bei laingerem Stchen des Citratblutes threm spezifischen Gewicht entsprechend
an einem bestiminten Ort ansammeln, der fiir weitere Versuche festzustellen war,
\ir brachten daher die Hornhautstiickchen in verschiedene Schichten der Kultue-
fliissigkeit, indem wir sie wittels eines Fadens aufbingten (Abb. 7).

1. Menschliche Hornhaut in XKaninchencitratblut. a) Die Hornhaut hangt an
cinem Faden in der obersten Schicht. b) Die Hornhaut liegt am Boden des Reagens-
ulases.

2. Menschliche Hornbaut in menschlichem Citratblut. a) Die Hornhaut hangt
wie bei la in dec obersten Schicht. b) Die Hornhaut liegt wie bei b am Boden des
Glases.

3. Menschliche Hornhaut in Kaninchen-Heparin-Blut. a) Die Hornhaut hangt
an einem Faden in der Trennungsschicht zwischen den Blutzellen und dem Plasma.,
b) Die Hornhaut liegt am Boden des (lases.

4. Kaninchenhornhaut in menschlichem Hepnrin-Blut. a) Die Hornhaut hingt
wie hei 3a in der Trennungsschicht zwischen den Blutzellen und dem Plasma.
b} Die Hornhant liegt am Boden des Gilases.
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Die Hornhdute zu den Versuchen la, 1h, 2a, 2b wurden mehrere Tuge in
Formol fixiert, 18 Stunden in steriler Kochsalzlosung gespiilt und dann 24 Stunden
in sterilem 3,8 %igem neutralen Natr. citr. aufbewahrt. um auch die Hornhiute
mdglichst gerinnungshemmend zu machen. Ebenso wurden die menschlichen Horn-
hautstreifen in den Versuchen G 3a, 3b. 4a. 4b 24 Stunden in steriler Heparin-
I6sung (20 Hemmungseinheitenjeem) aufbewahrt. Vor dem Einbringen der Horn-
hiute in die Kulturen wurden sie noch einmal kurz in NaCl-Losung gespilt, um
iberschissiges Citrat oder Heparin zu beseitigen.

Das Blut zu den Versuchsreihen 1 und 2 wurde wie bisher steril entnommen,
jedoch mit neutralem Natr. citr. versetzt: zu 7 ccm Kaninchenblut, 3.5 cem neu-

trales Citrat.

Das Blut zu den Versuchsreihen 3 und 4 wurde mit 20 Hemmungseinheiten pro
Kubikzentimeter Liguemin (Heparin) Roche versetzt (1 cem physiologiseche NaCl-
Losung mit 200 H.-E. zu 9 cem menschlichem baw. Kaninchenblut). Das mensch-
liche Blut gerann daraufhin nicht, das Kaninchenblut dagegen wieder nach wenigen
Tagen.

Es wurden 1, 4 und 6tagige Kulturen untersucht.

Um bessere Blutfirbungen zu erhalten, wurden die Hornhautstreifen nach der

Kultur in Orthscher Flussigkeit fixiert.

Ergebnis. 1a und 2a. Die Hornhautstreifen aus den oberen
Schichten zeigten am 1., 4. und 6. Tag keinerlei Veranderungen. Weder
neue Gebilde noch verinderte Hornhautkérperchen finden sich in den
von jeder Hornhaut hergestellten 30 Schnitten. Da die oberste Schicht
auch bei Citratblutkultur nur aus Citratplasma besteht, entspricht also
auch das Ergebnis dieses Versuches ganz dem einer Citratplasmakultur.

2b. Die Hornhdute aus der Bodenschicht des menschlichen Citratbluts
zeigen nur ganz selten einen Leukocyvten am Rand haften. Hornhaut-
kévper und Lamellen zeigen keinerlei Reaktionen.

1b. Die ltigige Kultur am Boden des Kaninchencitratblutes (Abb. 8)
zeigs in einem Stiick getroffener Sklera ganz deutlich mehrere Leukoevten
mit eosinophilen Granula hintereinander in dem lockeren Gewebe liegen,
wihrend Vergleichsschnitte (Abh. 9) aus Plasmakulturen mit dem gleichen
Skleragewebe vollig frei von eosinophilen Zellen sind. Nach 4 und 6 Tagen
enthalten die Hornhiute keine fremden Zellen und zeigen selbst auch
keine Reaktionen.

3a. Die Hornhidute, die in der Trennungsschicht zwischen Plasma
und roten Blutzellen des Kaninchen-Heparinblutes hingen, sind am
I. und 6. Tag von zahlreichen Leukocyten umgeben. Daneben liegen
geronnene Erythroeytenmassen, die ebenfalls zahlreiche Leukocvten ein-
schlieBen. Die 4tigige Kultur war durch Verunreinigung faul geworden.

4a. Die Kaninchenhornhiute in der Trennungsschicht zwischen
Erythroevten und Plasma des menschlichen Heparinblutes (Abb. 1()
zeigen nach ltigiger Kultur massenhaft deutlich erkennbare Leukocyten
an der Hornhaut und vom Schnittrand her in Spalten eindringend, so
dall typische Spiefifiguren entstehen. Der 4. und 6. Tag zeigt dagegen
kaum Ansammilungen von Leukocyten. Vermutlich sind bei diesen Horn-
hiauten nur Teile in den Schnitten getroffen worden, die entweder in das
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Abb. R Versnebsreihe G ogtéigige Kaninchencitentdlwtkultur vines Gewebstickes vom
Litubus cornteae (Muensehh, Im Gewebe ehrere cosinophile (Kaninchen-! Leukoeytoen,
o Hornhaut. b sSklecastreifen, ¢ Leukoevten.

Abb. 8. Versucharethe G. Zum Vergleleh mit Abb. 8: Des gleiche Horphautmaterinl nach
mehrtigiger Citratplasmakuwltur. Keine Reaktion der Hornhautkarper. Auch die Sklera
ist frei von Leukocyten,

zellfreie Plasma oder in die Erythrocyten am Boden des Reagensglases
hineingeragt haben.
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3b und 4b. Nimtliche Schnitte der Hornhdute aus der Bodenschicht
der menschlichen und Kaninchen-Heparinblutkulturen zeigen aufler ganz
seltenen am Rand haftenden Leukocyten auch keinerler andere Re-
aktionen der Hornhiute.

Aus der Versuchsreihe G geht hervor, dafl eine Einwanderung von
Leukoeyvten vor allem dann erfolgt, wenn das Hornhautstiickehen in der
Trennungsschicht von Plasma und Blutkérperchen liegt. Damit ergahb
sich die Forderung, die einzelnen Schichten des Kulturmediums nochmals
anf thren Leukoceytengehalt zu untersuchen (s. Versuchsrethe J).

A\, 1L Versuchsreihe Go Kaninchenhornhant in menschlichem Heparinblut nach t Tag.
Dentliche LeukocytenspieBe.

H. Versuche mit vorbehandelter menschlicher Hornhaut.

Wir versuchten noch Kaninchencitratblutkulturen. nachdem die Hornhaut-
streifen 24 Stunden bzw. cinen kurzen Moment in Terpentingl gelegen hattent.
Da die Hornhdute auch in diesen Versuchen meist am Boden des Reagenzglases
lagen, wo sich gar keine Leukoeyten befinden, erhielten wir nur 2 Zufallsergebnisse
in den ltagigen Kulturen.

Hier (Abb. 11) sind an einigen Steflen ganz deutliche ecsinophile Leukocyten
hintereinander in Hornhautspalten eingedrungen. Die tibrigen Kulturen waren
in bezug auf Leukocyteneinwanderung und auf zellige Reaktionen des Hornhaut-
gewebes vollig ergebnislos.

J. Leukoeytengehalt aus cinzelnen Schichten des Kulturmedinms,
Bei kalter Witterung gelang es, zentrifugiertes Citratblut im Reagens-
glas zu gefrieren und mit Gefriermikrotom und gefrorenem Messer Lings-

! Die leukocytenanlockende Wirkung des Terpentins ist ja allgemein bekannt.
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schnitte durch die Blutsiule herzustellen, ohne dall die ditnnen Kis-
schnitte sofort in der Luft zerflossen. Dadurch konnte festgestellt werden,

r‘-
(e
X

Abb, 11, Versuchsreihe H. Mit Terpentin vorbehandelte menschliche Hornhautr nach
eintigiger Kultwr in Kaninchencitrarblut. Einzelne Leukoexten (x) sind in Spalten
cingzedrangen.
dall sich die Leukocyten infolge Schichtbildung als diinnes Hautchen
zwischen den am Boden legenden Erythroeyten und dem dariiber

stehenden Plasma ansammeln (Abb. 12).
Q Mit dem Nachweis einer Leukocytenschicht im
Citratblut fanden die bisherigen unsicheren Ergeb-
nisse der Blutkulturen mit teilweise ganz etadeu-
tiger Leukoecyteneinwanderung und teilweise vollig

-~ ™ . . -~ . - .
N~ fechlenden Leukoeyten ihre Erklarung. Um diese
Aasma Schichtbildung zu begiinstigen, wurden in weiteren

Leukocyten  Versuchen die Kulturréhrchen zentrifugiert.

| Erythrocyten

K. Kultur mit Verwendune groBer Mengen neuntralen
Nafriumeitrats.
Abb. 12. Versuchs- Menschliche Hornhaut in Kaninchencitrathlut am Seiden-
reihe J.  Schichtung  faden in der Leukocytenschicht.
der Bl}ltbfst:mdtcile 14 cem  Kaninchenblut und 6 ¢em Natr. c¢itr. neutr.
in den 9 . - 9 rwe Prteehrnll
Clratblut kulturen. 20 Min. 3500 U; 2 und 3 Tage Brutschrankkultur,

Ergebnis. Die Priparate zeigen weder Einwande-
rung von Blutzellen noch aus dem Gewebe entstehende Gebilde. Viel-
leicht ist der MiBerfolg so zu erklaren, dall die groBen Mengen von
neutralern  Natriumecitrat eine Schadigung der Kaninchenleukocyvten
bedingen.
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L. Wiederholung des Versuches mit mensehlicher Hornhaut
in menschlichem Citrathlut und Kaninchencitratblut.

Wir gewannen bei Versuchen mit menschlicher Hornhaut den Eindruck, dafi
durch die vorherige Formolfixierung das Gewebe stark schrumpft. Somit bestand
die Moglichkeit, dafl die zu nahe beieinanderliegenden Hornhautlamellen den
Leukocyten gar keinen Raum zum Einwandern freilassen konnten. Um dies zu
umgehen. suchten wir nunmehr die gewaschenen Hornhaute durch Zupfen mittels
viner Nadel etwas aufzulockern.

Die Hornhaut wurde vor dem Fixieren in Formol zum Quellen in Wasser
gelegt, dann in die iiblichen Sektoren zerschnitten, vorsichtig gezupft und 24 Stun-
den in Natr. citr. neutr. gelegt.

Abb. 13, Versuchsreihe L. Menschliche Hornhaut in menschlichem Citratblut (3tigige
Kuitur). Zahlreiche einwandernde Leukocyten.

1. 4 cem Natr. eitr. newtr. auf 16 cem menschliches Blut, gut geschitttelt und
20 Min. bei 3000 U zentrifugiert.

2. 6 cem Natr. citr. neutr. auf 14 cem Kaninchenblut, 20 Min. hei 3000 U
zentrifugiert.

Hornhaut an Seidenfaden in Leukocytenschicht.

L. und 2. je 3 Tage im Brutschrank.

Ergebnis. 1. Menschliche Hornhaut in menschlichem Citratblut: Die
Schnitte zeigen massenhaft deutliche, gut gefarbte Leukocyten in den
Spalten der sehr aufgelockerten Hornhaut. Stellenweise finden sich aber
auch Ervthroeyten, so dall das Bild nicht gunz eindeutig ist. In mehreren
Priparaten sind jedoch massenhaft Leukocytenspiefle bis tief in die
Hornhaut hinein in schmalen Spalten nachzuweisen, die deutlich ein-
gewandert und nicht eingespiilt sind (Abb. 13).
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2. Offenbar infolge des sehr grollen Citratgebaltes trat Hamolyse ein.
Keine Einwanderung von Zellen, aber auch keine Umwandlung der
Hornhautksrper.

M. Kaninehenoxalathlutkultur, mensehliche Hornhaut.

Da das Kaninchencitrathlut meistens gerann, wihrend das menschliche Citrat-
blut hefriedigende Ergebnisse brachte, versuchten wir die Gerinnung zu unter-
dricken durch Na-Oxalat: Die menschliche Hornhaut (Abb. 14) wurde wie bisher
vorbehandelt und gezupft. nur statt in Natr. citr. diesmal in Natriumoxalat (1.34%)

L WPk LN

e el

Abb. 14, Versuchsreihe M. Ausgangsmaterial.

gelegt. um eine Gerinnung des Blutes um die Hornhaut herum zu vermeiden.
Dann wurden zweimal je 10 cem Kaninchenblut mis 0.5 cem 1,34 %igem Natrium-
oxalat gut vermischt und in Spitzglisern diesmal nur mit wenigen Umdrchungen
und nur 5 Min. lang zentrifugiert. Hornhaut an Seidenfaden in Leukoceytenschicht.,

Ergebnis. Kultur 1 (2 Tage [Abb. 15]) und Kultur 2 (3 Tage im Brut-
schrank [Abb. 16 u. 17]) ergaben massenhaft deutliche Leukocyten in
allen Spalten der Hornhaut bis tief ins Innere hinein, wihrend das Aus-
gangsmaterial vollig zellfrei ist. Mit diesem Versuch ist also nachgewiesen,
daf} auch die Kaninchenleukocyten ein formolfixiertes Hornhautstiick zu
infiltrieren vermégen.

In dieser Versuchsreihe — wie auch in fritheren — bemiihten wir uns,
die Granulation der Leukocyten genauer darzustellen. Leider gelang das
nicht in befriedigender Weise. Die fiir Blutdarstellung iiblichen Spezial-
methoden ergaben keine besseren Resultate. Schon bei Verwendung
kleinerer Citratinengen, wie sie fiir menschliches Blut ausreichen, sind die
Granula der Leukocyten schlecht zu erkennen. Lediglich in einem Ver-
such (G 1b) fanden wir in der versehentlich der Hornhaut anhaftenden
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Sklera Kosinophilic der Leukocytengranula. Bei allen Versuchen, die
mit grf}Beren Zitrutmengen (Kaninchenblut) angesetzt waren, zeigten
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Abb. 15, Versnehsreihe M. Mensebliche Hornhaut  in Kaninchenoxalatblnt (2 Tage),
Massenhaft in die Hornhautspalten eindringende Lenkneyten.

Abh. 18, Versuchsreihe M. Menschliche Hornhaut 3 Tage in Kaninchenoxalatblut kultiviert,
Lange Leukoeyvtenspiefle.

die aullerhalb der Hornhaut gelegenen, also der Kulturflassigkeit an-
gehorenden Leukocyten keine Hosinophilie, obwohl im Kaninchenblut ja



698 J. Hora und H. Wohlgemuth:

eosinophile Spezialleukocyten weitaus die hdufigste Form der dort vor-
kommenden Granulocyten darstellen. Auch im Kaninchenoxalatblut ist
die Eosinophilie der Granulocyten nicht mehr nachweisbar. Man konnte
auf Grund dieser Tatsache bestreiten, dal3 die in den Hornhduten vor-
handenen Leukocyten dem Kaninchenoxalatblut entstammen. Wenn
man aber bei ImmersionsvergréBerung die Leukocyten unter starker
Abblendung genau betrachtet, so hat man den Eindruck, dafl die dann
erkennbaren Granula in den Kaninchenleukocyten viel griofler sind

Abb. 17. Versuchsreihe M. Stirkere VergroBerung der Abb. 16, Die gelappten Kerne der
Lenkoceyten sind deutlich erkennbar.

als in vergleichsweise untersuchten Menschenleukocvten, Der betricht-
liche GroBenunterschied zwischen den Granula der Menschen- und
Kaninchenspezialleukoeyten ist aber aus der vergleichenden Hamatologie
wohl bekanut (Klieneberger).

Uhersicht.

In unseren Versuchsreihen konnte also gezeigt werden, daBl bei sog.
Citratplasmakultur eine Entstehung von Leukocyten oder ihrer Vor-
stufen aus Hornhautgewebe nicht stattfindet. In Citratplasma kulti-
vierte Hornhidute verhalten sich genau so wie Hornhiute, die in Kochsalz-
16sung oder in Citratkochsalzlésung eingelegt werden.

Bei Kultur von Kaninchenhornhauten in menschlichem Citratblut
waren die Ergebnisse nicht immer eindeutig. Es fanden sich in einem
Teil der Versuche Leukocvten innerhalb der Hornhiaute. Wir konnten



Leukocyteneinwanderung in vitro, 699

aber zeigen, dall das unterschiedliche Ergebnis dieser Versuche davon
abhing, in welche der sich im Citratblut bildenden Schichten die Horn-
haut eingelegt wurde. Im Reagensglas senken sich die Erythrocyten des
Citratblutes zn Boden (analog der Blutsenkungsreaktion). Uber dieser
Erythrocytenschicht findet sich ein feines Hautchen, das die Leukocyten
enthdlt. Kndlich ist die Leukocytenschicht iiberlagert von zellfreiem
Citratplasma. Aus dieser Dreischichtung ergibt sich, dal einwandernde
Leukocyten nur dann zu erwarten sind, wenn die Hornhaut in der leuko-
eytenhaltigen mittleren Schicht der Kulturflissigkeit liegt. Wir konnten
dies in zahlreichen Versuchen zeigen und ebenso nach Belieben leukocyten-
freie Hornhiute erzeugen, wenn wir dic Hornhant auf den Boden des
Reagensglases oder in die oberste Schicht brachten. Schon durch diese
willkiirliche BeeinfluBbarkeit des Versuches ist gezeigt, dall von einer
Entstehung der Leukoeyten in der Hornhaut keine Rede sein kann. Auch
bestanden die in den Hornhduten auftretenden Entziindungsspiefle immer
aus reifen Leukocyten, nicht aus den bekannten Vorstufen oder Gebilden,
die man als sich entwickelnde Leukocyten hitte deuten kénnen. Die
Schichtbildung im Kulturmedium konnten wir auch histologisch sehr klar
zeigen, als wir den Inhalt eines Kulturrihrchens zu einem  Eisblock
gefrieren lieBen und als Ganzes auf dem Gefriermikrotom schnitten.

Ex gelang ziemlich leicht, autf diese Weise menschliche Leukocyten in
tierische und menschliche Hornhdute einwandern zu lassen. Unsere Ver-
suche, Kaninchenleukoceyvten zum Einwandern zu bringen. schlugen zu-
nichst fehl, weil Kaninchenblut mit der iblichen Menge von Natrium-
vitrat sich nicht ungerinnbar machen 1aft. Erst als wir zur Gerinnungs-
hemmung Natriumoxalat verwendeten, wanderten auch die Kaninchen-
leukoeyten in die Hornhdute ein. Leider verindern die gerinnungs-
hemmenden Substanzen die Leukoeyten so stark, dall eine Granula-
farbung nur unvollkommen gelingt. Eine Bestimmung der Tierart, von
der die Leukocyten stammen, ist unter den angewendeten Versuchs-
bedingungen kaum miglich. Sie eribrigt sich aber, da das positive
Ergebnis bei Einlegung in die Leukoeytenschicht des Kulturmediums.
negativer Ausfall bei Kultur in den leukocytenfreien Schichten ja schon
eindeutig gegen eine Entstehung der Leukoeyten aus der Hornhaut
sprechen. Ebensowenig wie bei Hornhautimplantation handelt es sich
bei der Citratplasmakultur um ein Verfahren ,reine Gewebsreaktionen™
zu erzeugen. Die in den implantierten Hornhduten auftretenden Zellen
stammen { Héra ) aus dem Wirtstier, und in den Citratblutkulturen werden
dic Infiltratzellen von der Kulturflussigkeit geliefert.

Zusammenfassung.
Die Citratplasmakulturen von Busse-fraaeitz sind kein Beweis fiir die
Entstehung der Entziindungsleukoeyten aus dem entziindeten Gewebe.
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TUnsere Citratplasmakulturen fiithrten nie zur Entstehung von Leukocyten
aus der eingelegten Hornhaut.

Wenn man Hornhdute aber in die durch Sedimentierung entstandene
Leukocytenschicht einer Citratblutkultur bringt, so bilden einwandernde
Leukoeyten innerhalb der Hornhaut die gleichen ,,Spiefifiguren’, wie sie
bei Implantationsversuchen und bei der experimentellen Keratitis so
leicht zu erhalten sind. Kaninchenhornhaut, kultiviert in menschlichem
Blut, und Menschenhornhaut, kultiviert in Kaninchenblut, geben bei
Verwendung geeigneter gerinnungshemmender Substanzen vollig gleich-
artige Resultate.

Die Mikrophotogramme wurden mit der Contax aufgenommen. Frl. Liesel
Woernle leistete uns bei den photographischen Arbeiten fachminnische Hilfe.
Herrn Dr. Marz (chemische Abteilung des Pathologischen Instituts, Leiter Prof.
Dyekerhoff) sind wir fiir seine Ratschlige zur Verhinderunyg der stérenden Blut-
gerinnung zu Dank verpflichtet.

Anmerkung bei der Korrektur: Vorliegende Befunde wurden bei Verwendung
formolfixierter Hornhiute erhoben. An unserem Institut hat Kirschenhofer die
gleichen Kulturversuche mit frischem menschlichem und Kaninchenmaterial
durchgefithrt. Die Ergebnisse waren die gleichen, insbesondere waren auch hier
keine Verinderungen an Zellen oder Fasern zu beobachten, die als Neubildung
von Leukocyten gedentet werden konnen. (W. Kirschenhofer: Diss. Miinchen.
erscheint 1943.)
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