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_ A. Einleitung.

Seit PAUL EHRLICH unterscheiden wir basophile, eosinophile und
neutrophile Leukocyten, eine Einteilung, die auch heute noch eine der
Grundlagen der morphologischen Diagnostik von Blutbildern darstellt.
EnrricH sah in der Farbung eine chemische Reaktion zwischen Farb-
stoff und Substrat und verfocht die Ansicht, daf3 die histologische einer
chemischen Differenzierung der Leukocytengranula gleichzustellen sei.

Seit den grundlegenden Untersuchungen von MICHAELIS einerseits,
BeraE, PrscHiNGER und ZEIGER andererseits, wissen wir aber, dafl den
Begriffen der Acido-, Baso- und Neutrophilie nur relative Bedeutung
zukommt. Die Farbbindung durch ein Substrat wird von einer Reihe
von Faktoren beeinfluBit und zwar der Lage seines Umladebereiches,
dem Fixierungsmittel, dem Ladungscharakter des oder der verwendeten
Farbstoffe, vax pER Waarschen Kriften, der chemischen Affinitit des
Farbstoffes zum Substrat (SceEIBE) und der Cy der Farblosungen.

Wenn es gelingt, exakte Vorstellungen itber den Einflufi aller dieser
Faktoren zu erlangen, wird man dem von PavL EmrLIcH erstrebten
Ziele, mit Hilfe von Farbungen auch Aufschliisse iiber die chemische
Konstitution eines Géwebs- oder Zellbestandteils zu erhalten, niher-
kommen. Vorldufig ist das jedoch nur in begrenztem MaBe der Fall.
Die Férbung allein kann daher eine chemische Analyse nicht ersetzen.

Im Gegensatz zu den groBen Fortschritten auf dem Gebiete der
Chemie der Blutfarbstoffe und der Bluteiweifkorper sind unsere Kennt-
nisse iiber den chiemischen Aufbau der Granula der weifien Blutzellen
noch gering. Nach NEUMANN beruhen die Schwierigkeiten ibrer
chemischen Analyse vor allem auf der Gewinnung eines einheit-
lichen Ausgangsmaterials. Das ist durchaus einleuchtend, da es kaum
moglich ist, hur eine einzelne Leukocytenart isoliert zu erfassen. Selbst
im Eiter, den man im gewissen Sinne als Reinkultur bezeichnen kann,
treten uns verschiedene Leukocytentypen, wie polymorphkernige Neutro-
phile, Lymphocyten, eventuell Monocyten, entgegen. Dazu kommt,
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daB die Befunde an reinem Eiter oft durch Zerfallsprodukte der Zellen
irrefihrend werden. Die Anwendung chemisch-analytischer Verfahren
zur Untersuchung kleinster Zellbestandteile hat weiterhin den Nachteil,
dafl die Lokalisation der isolierten Verbindungen in der Zelle selbst
zusitzlich geklirt werden mufBl. Die Histochemie brachte zwar wesent-
liche neue Erkenntnisse, doch sind die Methoden zur Analyse hoch-
molekularer Verbindungen vom KEiweil- und Kohlenhydratcharakter
noch weniger entwickelt. Aus diesem Grunde versuchten wir mit Hilfe
eines indirekten Verfahrens, der histoenzymatischen Hydrolyse, tiefere
Einblicke im chemischen Aufbau der Leukocytengranula zu erhalten.

B. Untersuchungsverfahren.

Wir liefen Fermente mit bestimmter Substratspezifitdt auf Blut-
zellen einwirken und verfolgten die eingetretenen Veréinderungen im
histologischen Aquivalentbild nach entsprechender Firbung. Auf
diesem Wege erhilt man zwar keine Ergebnisse im Sinne einer che-
mischen Analyse der von den Fermenten angegriffenen Zellbestand-
teile, doch hat das Verfahren den Vorteil, die Zuordnung-des hydro-
lysierten Substrats zu bestimmten Verbindungsgruppen und gleichzeitig
ihre Lokalisation in der Zelle zu erméglichen. An sich wurden Enzyme
insbesondere Trypsin und Pepsin, in der Histologie zur Schnittver-
dauung bereits seit langem verwendet. In neuerer Zeit fand eine ribo-
nucleinsdurehydrolysierende Ribonuklease weitgehende Verwendung zu
Kern- und Plasmastudien (BracuHrT[Brachet-Test]). Von W. LavEs
wurden Hyaluronidasen zum Studium von Gewebs- und Zellglyko-
proteiden in die histologische Technik eingefithrt. Es erschien daher
aussichtsreich, auch die Granula der weilen Blutzellen mit Hilfe von
Fermenten néher zu untersuchen.

Das folgende Schema mdge den Untersuchungsgang erldutern:

1. Herstellung der Ausstriche, Lufttrocknung und Fixierung,

2. Verdauung in gepufferten Enzymgemischen geeigneter Cg,

3. Abspllung und Farbung,

4. Mikroskopische Untersuchung.

Von jedem Priaparat wurden unverdaute und verdaute Ausstriche
vergleichend untersucht.

Material.

Zur Untersuchung gelangten Blut- und Knochenmarkausstriche vom Menschen
(Normalblut, Blut von Fillen myeloischer und lymphatischer Leukédmie), ferner
von Kaninchen, Meerschweinchen und Pferden.

Fixierung.
Im allgemeinen wurden Objekttragerausstriche hergestellt, luftgetrocknet

und mit absolutem Athanol oder Methanol fixiert. Zur Untersuchung der verhalt-
nisméBig leicht wasserloslichen basophilen Granulationen hat sich die Fixierung
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mit Formolalkohol nach ScHa¥rEr bewshrt. Dabei war die Methylenierung des
Substrates durch das Formol zu beriicksichtigen. Bei den Verdauungsversuchen
verlief die Hydrolyse erwartungsgeméfl verzogert, was sich jedoch fiir die Ver-
folgung der Abbauvorginge als durchaus erwiinscht erwies.

Fermente.

Fiir die Hydrolysen wurden folgende Enzyme verwendet:

1. Trypsin und . )

2. Pepsin als gereinigte Prapparate der Firma Merck, in Losungen geeigneter
Wasserstotfionenkonzentration,

3. Hyaluronidasen,

4. Ribonuklease nach BracHET,

" 5. Arginase nach EDLBACHER.

Uber die Fermente der Gruppe 3—5 seien nihere Angaben vorangeschickt.

Hyaluronidasen. CHAIN und DutHIE hatten erstmals bemerkt, daB Hoden-
extrakt die Viscositat der Synovialfliissigkeit stark herabsetzt, wobei Glucuronséiure
und N-Acetylglukosamin in dquimolaren Mengen entstehen. Sie schlossen auf ein
Ferment, eine Mucinase, welches das Mucopolysaccharid der Gelenkschmiere
(Hyaluronséure) abbaut. Die Testis-Mucopolysaccharase wird auch als Hyaluroni-
dase bezeichnet. Es handelt sich wahrscheinlich nicht um ein einheitliches Enzym.
McCreaN und Haurk fanden namlich, daB die Verfliissicung der Synovia durch
Testisextrakte relativ rasch eintritt, der Nachweis von reduzierenden Gruppen
jedoch erst viel spiter mdglich ist. Sie schlossen daher auf einen Faktor, der das
saure Mucopolysaccharid zuerst bis zu einer Di- oder Oligosaccharidstufe depoly-
merisiert (Depolymerase) und auf ein zweites Enzym, welches die Spaltung dieser
Oligosaccharide in Glucuronsdure und N-Acetylglukosamin bewirkt (Hydrolase).
Spater konnte HauN nachweisen, daB mit gereinigter Hodenhyaluronidase bei
der Spaltung von Mucopolysacchariden keine Monosaccharide auftreten. HanN
fand als niedrigste Abbaustufen Disaccharide und entdeckte, daf die Fahigkeit,
Oligosaccharide zu Monosacchariden abzubauen, durch ungereinigte Priparate
leichter als durch gereinigte ausgeldst wird. Er nahm daber an, daf das zweite,
hydrolysierende Enzym beim Reinigungsverfahren entfernt oder inaktiviert
wird. Nach Hapipian und PiriE erstreckt sich die Wirkung der Hodenhyaluro-
nidase nur auf die Hyaluronsdure, nicht aber auf deren Ester, dagegen auch auf
Chondroitinschwefelsdure (HumpHREY). Ester der Hyaluronsiure sollen die
mucolytische Wirkung der Stierhodenhyaluronidase hemmen, ohne selbst ange-
griffen zu werden. Aufler der mucolytischen Wirkung hat das aus Hoden gewon-
nene Enzym die Eigenschaft, die Permeabilitit des Hautgewebes zu erhéhen
(Spreading effect, DuraN-REYNaLs). Mucolytische Fermente in. Bakterienauto-
Iysaten wurden zum erstenmal 1937 von Meyer-Dusos und SMYTH beschrieben.
Sie stellten Autolysate aus Pneumokokken und Streptokokken her, welche Glyko-
proteide hydrolysierende Enzyme enthielten. Auch diese setzten die Perme-
abilitdt der Haut fiir Bakterien und Farbstoffe herab. Es handelt sich um Muco-
polysaccharasen, die Hyaluronsiure zu Monosacchariden (Glucuronsiure und
N-Acetylglucosamin) abbauen.

Von Mever, Hoesy, CEHAFFEE und DAawsorN wurde ein mucolytisches Enzym
aus himolytisehen Streptokokken, ferner aus Clostridium Welchii gewonnen,
welches neben Starke auch die sulfathaltigen, sauren Polysaccharide vom Typus -
~ der Chondroitinschwefelsidure und Mucoitinschwefelsaure angreift. Eine Hydro-
lyse von Polyschwefelsdureestern durch Hyaluronidase aus Clostridium Welchii
wird nicht immer erzielt. Sie werden jedoch durch Enzyme aus Pneumokokken,
Streptokokken und Clostridiam perfringens verdaut. Ebenso wie fiir die Hoden-
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Tabelle 1.
Substrate
Poly- Chon-~ .
Enzyme 5 Hyaluron-} schwefel- | droitin- | Mocoitin-
Starke siure |sdureester, schwefel- chﬁfgl'
der Hs. sédure
Testishyaluronidase . . . — -+ — + -
Clostridium perfringens
Hyaluronidase . — e R
(1. Welchii Hyaluronldase - 4 N+ +

hyaluronidase kann man fir das Enzym aus Clostridium Welchii annehmen,
daB} es aus einem Enzymgemisch besteht, von dem ein Bestandteil nur die Poly-
saccharide, ein anderer die Oligosaccharide angreift. Von dieser Hydrolase,
welche im Gegensatz zur Hodenhyaluronidase immer — also nicht nur im unge-
reinigten Enzym — im Enzym aus dem Gasbranderreger Clostridium Welchii
enthalten ist, wird auch Mucoitin- und Chondroitinschwefelsiure angegriffen.
Zu den folgenden Versuchen wurde Hodenhyaluronidase, Enzym aus Gas-
brandbacillen Clostridium Welchii (Friankeltoxin IIT der Behringwerke) und
Enzym aus Clostridium perfringens (Frankeltoxin I der Behringwerke) verwendet.
Die Hodenhyaluronidase
wurde nach der Methode Tabelle 2.

von McCrEaN in folgender —— o p— - "
. rolyseproauktue irksame erment-

Weise gewormen, dor Poly;saﬁzcharide fraktion
Von einem Kilogramm

frische}" Stier}n.)den wurdgn Polysaccharide 1

alle nichtdriisigen Anteile } Depolymerasen

entfernt, das Mark durch Di \Lh d Ji

den Fleischwolf gedreht, 1saec’ ariae \'

diinnbreiig verrieben und v i

mit dem gleichen Volumen Glucuronsiure f  Hydrolasen

n'10 Essigsdure versetzt. N-Acetylglucosamin

Nach 24stiindigem Stehen

im EKisschrank wurde koliert, mit der vierfachen Menge Aceton versetzt und
filtriert. Der TFilterriickstand wurde 2mal mit Aceton-Ather gewaschen und
filtriert. Nach Trocknung wurde zum Gebrauch etwa 1 g Trockensubstanz mit
25 em3 Wasser verrieben und filtriert (Lésung I).

Die weitere Reinigung des Praparates erfolgte durch 2maliges Filtrieren und
Versetzen des klaren Filtrates mit dem gleichen Volumen gesittigter Ammon-
sulfatlosung. Nach Entfernung des sich bildenden Niederschlages wurde die Lé-
sung mit festern Ammonsulfat gesdttigt, der Niederschlag abfiltriert, Filterriick-
stand samt Filterpapier in kleine Stiicke zerschnitten und 24 Std im Cellonphan-
beute] dialysiert. Aus dem Dialysat wurde die Hyaluronidase durch die 4fache -
Menge Alkohol gefallt, filtriert und getrocknet. Die Trockensubstanz war lange
Zeit haltbar. Bei den Versuchen fand vor allem die Losung I Verwendung,

Uber die Wirkung der genannten mucolytischen Enzyme nach den bisherigen
Forschungsergebnissen orientieren die Taballen 1 und 2.

Ribonuclease. Wahrend unsere Kenntnisse iiber die Mucopolysaccharasen im
wegentlichen erst in den letzten 10 Jahren gesammelt wurden, sind Enzyme, welche
die Nucleinsauren spalten, schon erheblich langer bekannt. Als erster hat wohl der
Botaniker OEs 1908 eine Nuklease zu Versuchen an pflanzlichen Zellkernen ver-
wendet. Spater hat vax HERWERDEX planmiBige Versuche an Kernen tierischer
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Zellen durchgefithrt, Er benutzte dazu einen zunichst aus Pankreas, spater
einen aus Milz gewonnenen wenig spezifischen Extrakt., BracHET ist es schliefilich
gelungen, ein spezifisch auf Ribonukleinséuren wirkendes Enzym aus Pankreas zu
gewinnen, - Fiir unsere Versuche wurde das Enzym nach Bracmrr in folgender
Weise aus frischern Rinderpankreas hergestellt: Nach sorgfaltiger Entfernung aller
nichtdriisigen Anteile wurde die Driise fein zerkleinert und mit der I1'/,fachen
Menge 0,1 n Essigsaure fiir 24 Std bei 37° im Thermostat aufbewahrt. Das Gemisch
wurde dann 10 min gekocht und anschlieBend filtriert. Das Filtrat wurdé gegen
Natronlauge neutralisiert und dann nochmals filtriert. Die go gewonnene Ribo-
nuklease wurde nun noch 24 Std dialysiert. Falls die Fermentlésung sofort nach
der Herstellung verwendet wird, kann die Dialyse unterbleiben.

Arginase. Arginase findet sich im Tierkérper in groBen Mengen in der Leber,
Niere, Milz, Muskulatur und im Blut. Thre Wirkung ist auf Arginin gerichtet,
doch greift Arginase auch eine Anzahl shnlicher Guanidinderivate an. Das
Ferment spaltet Arginin in Ornithin und Harnstoff. Zur Gewinnung diente frische
Leber als Ausgangsmaterial. Diese wurde nach sorgfaltiger Entfernung aller nicht-
driisigen Anteile fein zerkleinert und mit Quarzsand gut gemischt. Wihrend des
Zerreibens wurden allmihlich 4 Teile Glycerin dazugegeben und die Masse durch
ein Mulltuch geprefit. Es resultierte ein diinnflissiger Extraks, der nach Ver-
dimnung mit Glycerin (meist im Verhéltnis 1:100) sofort gebrauchsfertig war.
AuBer Leberextrakten wurden auch solche von Milz und Niere hergestellt. Die .
Extrakte sind sehr lange Zeit haltbar. Ferner wurde ein gereinigtes Trocken-
préiparat nach EpLBACHER und StMONS hergestellt. Als Ausgangsmaterial diente
ein Glycerinextrakt aus menschlicher Leber, der mit Wasser auf das Zehnfache
verdiinnt wurde. Die Menge wurde so gewahlt, daB das Gesamtvolumen 250 cm?
betrug. Die Suspension wurde einer dreimaligen Voradsorption mit Tonerde C
nach WiLLsTArTER (je Kubikzentimeter Suspension 30 mg Tonerde), anschlieJend
einer Voradsorption mit Kaolin (je 5 cm® Suspension 0,69 g Kaolin) unterzogen.
Die Adsorbate wyrden verworfen. Nunmehr erfolgte die Hauptadsorption an
eine groBere Menge Kaolin, Elution mit Glykokollpuffer bei py 9 und Fallung
der Elution mit der 10fachen Menge Aceton. Die Ausbeute war nur sehr gering,
die Aktivitit des Praparates jedoch #uBerst stark. 0,5 g des pulverisierten Fer-
mentes wurden vor der Anwendung in 100 cm® H,0 gelést. Da das Trocken-
praparat 30700 E je Gramm enthélt, waren in der Losung etwa 15000 E wirk-
samer Substanz enthalten.

Férbungen.

Es wurden folgende Firbungen angewendet: May-Griinwald-Giemsa, Methylen-
blau, Methylgriin-Pyronin, Eosin-Methylgriin, Triazid.

Die optische Beobachtung erfolgte in ungefirbten Priparaten mit Hilfe des
Phasenkontrastverfahrens, in gefirbten Praparaten mit Olimmersion. Von den
wichtigsten Fillen wurden auBerdem SchwarzweiB und Farbaufmahmen her-
gestellt.

Fiir die Peroxydasereaktion bewihrte sich folgende Vorschrift:

Fixieren der Ausstriche mit einem Gemisch von 4 Teilen 95%igem Alkohol
und einem Teil Formalin durch 3 min, Abspiilen mit destilliertem Wasser, Farben
durch 10 min mit einem Gemisch von 10 cm?® Alkohol (40 %), dem 2—3 Tropfen
30 %iges Perhydrol und einige Kérnchen Benzidin zugesetzt werden.

Nach Abspiilen mit destilliertem Wasser, Kontrastfarbung mit verdiinnter
Giemsalosung etwa 45 min, Abspiilen und Abtrocknen,

Bei positivem Ausfall lassen sich in den Granulocyten gelbbraune kérnige
Niederschlage erkennen.
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€. Untersuehungen und Befunde.
Zum ndheren Verstdndnis der Untersuchungsergebnisse an den
einzelnen Granulationen seien jeweils die wichtigsten bisherigen Mit-
teilungen der einschligigen Literatur vorausgeschickt.

I. Die Blutmastzellen oder basophilen Leukocyten.

Im Jahre 1877 beschrieb EERLICH Zellen mit metachromatischen und baso-
philen Granula, die er fast in allen Geweben, besonders im Bindegewebe und auch
im Blut fand. Da er diese Zellen mit der Gewebserndhrung in Verbindung brachte,
nanute er sie Mastzellen. EHRLICH unterschied noch nicht zwischen histiogenen
und himatogenen Mastzellen. Ihr Zellkern ist strukturarm und infolge seines
Mangels an Chromatin stets nur schwach gefarbt. Die Granula sind meist
regelméBig geformt, grol3, sie wolben oft den Zelleib vor und sind stark basophil.
Bei Farbung mit May-Griinwald-Giemsalésung erscheinen sie dunkelviolett bis
malvenfarbig. Sie sind relativ leicht wasserlsslich, dagegen unloslich in Alkohol,
Ather und anderen Fettlosungsmitteln, sehr bestindig gegen Siuren und Basen.
Wie alle Zellen der myeloischen Reihe geben auch die Mastleukocyten eine positive
Oxydase- und Peroxydasereaktion.

Beim Menschen kommen basophil getiipfelte Leukocyten im normalen Blut
nur zu 0,5—1,0% vor. Eine erhebliche Vermehrung bis iber 50% kann bei
chronischer myeloischer Leukamie auftreten. Bei diesem Krankheitsbild soll
auch nach Rontgenbestrahlung ein deutlicher prozentualer Anstieg der basophilen
Leukooyten stattfinden.

Uber die Herkunft der basophilen Leukocyten wurden zwei Ansichten lange
Zeit mit groBer Heftigkeit verteidigt. EHrLIcH hielt sie fiir selbstéindige, aus dem
Knochenmark stammende, den eosinophilen und neutrophilen ebenbiirtige
Leukocyten, die sich aus Myeloblasten tiber die Stufe der basophilen Myelocyten
entwickeln. HETDENTAIN sah demgegeniiber die Basophilen als Degenerations-
formen normaler Leukocyten an. Auch ParPENHEIM und seine Schiiler BENAcHIO,
Karpos und ProscEER hielten die basophilen Leukocyten fiir Degenerations-
produkte. Sie sollen nach diesen Autoren aus-Lymphocyten im Blut entstehen.
So will ProscHER alle Uberginge vom normalen Lymphoeyten zum typischen
basophilen Leukocyten gesehen haben. Diese Anschauung wurde durch die
Untersuchungen von BENacHIO und KaRDOS gestiitzt, die im normalen Knochen-
mark keine Mastzellen oder Mastmyelocyten fanden. Die von diesen Autoren
gefundenen, von ihnen fiir nicht einwandfrei basophil angesehenen Granulationen
wurden’ fiir Vorstufen von eosinophilen und neutrophilen Granula gehalten.
Demgegeniiber sieht Gopini die von PréscHER beschriebenen Ubergangsprodukte
von Lymphocyten zu basophilen Leukocyten als Kunstprodukte fehlerhafter
Technik an.

WEIDENREICH trennte zwei Gruppen von Blutmastzellen:

1. Typus Mensch; ein Typ, der sich auch beim Kaninchen und anderen Tieren
findet und aus  degenerierten Lymphozyten entstanden sein soll, 2. Typus Meer-
schweinchen; das sind Mastzellen mit scharf segmentierten Zellkernen, die aus
Mastmyelocyten im Knochenmark hervorgehen. Auch PAPPENHEIM unterschied
die beiden Typen, bezeichnete jedoch die Mastzellen des Meerschweinchens als
,»unechte Mastzellen* und hielt sie fiir nicht ausgereifte eosinophile oder neutro-
phile Leukocyten. Die ,,echten‘‘ Mastleukocyten des Menschen und des Kaninchens
sah er als degenerierte Lymphocyten an.

Demgegeniiber vertrat MaxiMow den EmrLicuschen Standpunkt. Degene-
rierte Zellen fand er nirgends, wohl aber Mitosen in basophilen Leukocyten,
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weshalb er diesen auch den degenerativen Charakter absprach. Den gleichen,
heute allgemein als richtig angenommenen Standpunkt vertraten schon Rincron
und DowxEy.

Die Frage, ob Unterschiede zwischen Blut und Gewebsmastzellen bestehen,
wird verschieden beurteilt. Wahrend TURK und LEVADITI eine Trennung hdmato-
gener und histiogener Mastzellen ablehnten, werden von vielen anderen wie von
Nieerr und Maximow erhebliche Unterschiede herausgestellt. Wahrscheinlich
bestehen gewisse Beziehungen zwischen den Gewebs- und Blutmastzellen, eine
Vermutung, die durch die Untersuchungen von ZIMMERMANN erhirtet wird, der
feststellte, daB Tiere mit vielen Gewebsmastzellen normalerweise wenig Blut-
mastzellen besitzen. Umgekehrt findet man bei Tieren mit wenig Gewebsmast-
zellen relativ hohe Zahlen von Blutmastzellen. Ahnliche Beobachtungen machte
GRAHAM. .

SchlieBlich hob HorMerREN 1937 die gute morphologische Ubereinstimmung
der Granulationen beider Zellarten hervor.

Uber die Funktion der Mactzellen ist bisher wenig bekannt, EmRLIcE und
Maximow glaubten, daf die Gewebsmastzellen bei den Ernshrungsverhiltnissen
des Bindegewebes eine Rolle spielen. _

Die basophilen Granula der himatogenen Mastzellen werden von TUrk fiir
Stoffwechselprodukte gehalten. RiNezoN meint, dafl die basophilen Leukocyten
als Phagocyten funktionieren und chemotaktisch seien. Er steht damit im Gegen-
satz zu GrAHAM, der sie fiir untdtig halt. Hauser will die Gewebsmastzellen an
einem Aufbau mucoider Sekretstoffe beteiligh wissen. Da Prr Hepesivs alle
metachromatischen Granula der Leukocyten bei akuten Eiterungen verstirkt
fand, hielt er sie aktiv an der Toxin-Antitoxinbildung beteiligt. Zur gleichen
Zeit stellten HorMGREN und WILANDER fest, daB die histiogenen Mastzellen-
granula aus Polyesterschwefelsiuren bestehen. Da durch die Untersuchungen
von JoRPES auch das aus Leber gewonnene Heparin als eine Polyesterschwefel-
saure erkannt wurde, glaubten nun HotMGREN und WILANDER, dall die Gewebs-
mastzellen, die sie besonders héufig perivasculéir fanden, die Aufgabe hitten,
diesen gerinnungsverhindernden Stoff ins Blut abzugeben (Heparinocyten).
Sie fanden in Organen, die mikroskopisch die meisten histiogenen Mastzellen ent-
hielten, auch die hochsten Polyesterschwefelsaurewerte.

Uber die chemische Zusammensetzung der Mastzellengranula waren bis zu den
Untersuchungen von HormeREN und WILANDER die verschiedensten Meinungen
geduBert worden. EHRLicH glaubte, dall es sich bei den Granula um EiweiB-
korper handle. ARNoLD hielt sie spéter fiir glykogenartig, da sie sich schwach mit
Carmin farben lieflen, was von STAMMLER bestritten wurde. Allgemein abgelehnt
wird die Annahme, daB es sich um Fettkorper handle. Auch fir Volutin wurden
die Mastzellengranula von einigen Forschern gehalten. (Volutin st ein zuerst
von dem Botaniker A. MEYER bei Spirillum volutans entdeckter Stoff der Bak-
terienzelle, der starke Basophilie und Saurefestigkeit zeigt.) Da man in Volutin-
kiigelchen spéater Nucleinsiuren nachwies, untersuchte vaNn HERWERDEN die
basophilen Granula von Gewebs- und Blutmastzellen auf enzymatischem Wege
mit einer Nuklease. Er konnte jedoch keine einwandfreien Ergebnisse erzielen.
Bereits 1908 hatte WEIDENREICH festgestellt; Bei der Bildung der Granulationen
scheint der Kern durch die Abgabe chromatischer Stoffe in das Plasma hervor-
ragend mitbeteiligt. Ebenso meint MEIROWSKI, dal an dem Austritt von Kern-
substanz in das Protoplasma bei Mastzellen nicht mehr gezweifelt werden kénne.
Per HepeNIUS wiederum lehnt in neueren Untersuchungen das Vorkommen von
Nucleinséuren in den Granula der Mastleukocyten ab, da Nucleinsduren keine
Metachromasie geben. Da schon EHrricE auf eine firberische Ahnlichkeit der
Granula mit Knorpel hingewiesen hatte, wurde auch die Meinung vertreten, daB
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in den Granula Chondroitinschwefelsfiure enthalten sei. Histochemisch wollen
WERMEL und SassucHIN in den basophilen Granula der Gewebsmastzellen
Glykoproteide nachgewiesen haben. '

W. Laves konnte auf histoenzymatischem Wege zeigen, daB sich die Granula
der Gewebsmastzellen durch Clostridium Welchii Hyaluronidase im Gewebs-
schnitt hydrolysieren lassen, ein Befund, der eine weitere Stiitze fiir die Auffassung
von HorMGREN und WILANDER bildet, da das Enzym Mucoitinschwefelsaureester
angreift.

Eigene Untersuchungen.

Die Fixierung der Ausstriche erfolgte wegen der Wasserloslichkeit
der basophilen Granula mit Formolalkohol nach SCHAFFER. Zur
Firbung wurde ausschliefilich die May - Grinwald - Giemsa-Farbung
angewandt. Diese Technik bewidhrte sich trotz der Bedenken, die
Maxmiow gegen die wasserhaltigen Farblosungen geltend machte.
Vorversuche ergaben, da8 sich die basophilen Granula auch nach mehr-
stilndigem Aufbewahren der Ausstriche in Wasser gut darstellen lieBen.

Uniersuchungen am Kaninchenblut.

Im normalen Kaninchenblut kommen basophil granulierte Leuko-
cyten zu etwa 4—6% vor. Es handelt sich zumeist um ziemlich groBe,
fast ausschlieBlich mononucledre Zellen mit schwach blaugrau gefarbtem
Protoplasma. Die basophilen Granula sind von gleichféormiger Gréfie,
ziemlich grobkérnig und unregelmiBig iiber den ganzen Zelleib verteilt.
Nach ProsceER J48t sich nun beim Kaninchen durch Injektion avirulenter
Reinkulturen des Pockenvirus eine Verinderung des Blutbildes im Sinne
einer basophilen Leukocytose erzeugen. Einem erwachsenen Kaninchen,
welches zunéchst 3% basophil granulierte Leukocyten bei 38 % Lympho-
cyten und 59% neutrophilen und pseudoeosinophilen segmentkernigen
Leukocyten besaB, wurden 1cm® und am folgenden Tage nochmals
1y cm® einer avirulenten Reinkultur vom Pockenvirus in die Ohrvene
injiziert. Wahrend am darauffolgenden Tag die prozentuale Anzahl der
basophilen Leukocyten nur 4% betrug, kam es am 5. Tag nach Ver-
suchsbeginn zu einer basophilen Leukocytose von 15%. Die restlichen
weillen Blutkorperchen bestanden jetzt zu 35% aus Lymphocyten und
zu 38% aus pseudoeosinophilen und neutrophilen Leukocyten.

Im Stadium dieser Basophilie wurden nun zahireiche Blutausstriche
angefertigt und mit Formolalkoho! fixiert. Die Ausstriche wurden fiir
15, 30, 60 und 90 min in FrAxkrLscher Gasbrandbacillen- Hyaluronidase
(Frankeltoxin I und IIT der Behringwerke) bei einer :Temperatur
von 36° eingebracht. Nach 15 min dauernder Enzymeinwirkung waren
im gefdrbten Préparat noch basophil granulierte Leukocyten zu finden,
nach 30 min nicht mehr. Die neutrophilen Granula der segmentkernigen
Leukocyten waren gleichfalls verdaut, nur die Lymphocyten zeigten
sich unverdndert. Die Auszéhlung des Blutbildes ergab jetzt: 40%

Virchows Archiv. Bd. 318. 6
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Lymphocyten und 60% segmentkernige Leukocyten ohne Granula.
Unter ‘den segmentkernigen, ungranulierten Leukocyten fanden sich
nach Frinkeltoxineinwirkung 12% Zellen, die nach GroBe und
Beschaffenheit des Kernes als Blutmastzellen anzusehen waren. Im
Gegensatz zu den anderen Leukocyten fanden sich'in diesen Zellen
belle Vacuolen, die in ihrer Grofie den basophilen Granula entsprachen.
In Kontrollversuchen, bei denen die fixierten Blutausstriche in Wasser
eingebracht wurden, traten erst nach 2Y/, Std Auflésungserscheinungen
an den basophilen Granulationen auf (Abb. 1a u.b).

-

i Y
il b
Abb. 1lau.b. Kaninchenblut. Basophiier Leukocyt. & normal; b nach Hydrolyse mit
1. Welchii Hyaluronidase.

Gleichartige Versuche wurden mit Testis-Hyaluronidase angestellt.
Die basophilen Granula der Blutmastzellen des Kaninchens zeigten
auch pach 2 Std dauernder Verdauung noch keine Verinderungen.
Die neutrophilen Leukocytengranula dagegen waren bereits nach 30 min
vollstindig hydrolysiert.

Untersuchungen mit Ribonuklease fithrten zu folgenden Befunden:

Die fixierten Blutausstriche wurden bei einem Temperaturoptimum
von 60° 30, 60, 90 und 120 min in die aus Rinderpankreas frisch bereitete
Enzymlssung gestellt. An den Zellkernen traten nach 30 min bereits
erhebliche Auflockerungen auf, wihrend die basophilen Granula jedoch
noch erhaltén waren. Nach 60 min zeigten auch diese Abblassung und
Entrundung. Nach 90 min wihrender Verdauung liel sich in nach
May-GRUNWALD-GIEMsA gefdrbten Priparaten keine basophile Granu-
lation mehr erkennen, wihrend die Kernfirbung der segmentkernigen
Leukocyten weitgehend abgeschwiicht, zum Teil fast vollsténdig auf-
gehoben war, so dall nur noch ein schwachblauer Protoplasmasaum
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resultierte. ¥s wurden nun von den gleichen Tieren Knochenmark-
ausstriche hergestellt, deren Behandlung derjenigen der Blutausstriche
entsprach. Awuch im Knochenmark fand sich eine Vermehrung der
basophilen Leukocyten und Mastimyelocyten. Die Hydrolysen ergaben:
Die basophilen Leukocyten und Myelocyten wurden durch. Frénkeltoxin
und Ribonuklease verdaut; Stierhoden-Hyaluronidase war unwirksam.
Die neutrophilen Granula waren durch alle Mucopolysaccharasen,
jedoch micht durch Ribonuklease, angreifbar. An den Kernen des
Knochenmarkes zeigten sich nach Verdauung mit Ribonuklease nur
Verdnderungen der Myelocyten und deren Abkémmlingen, nicht aber
an den Zellkernen der lymphatischen Reihe (THomA).

Untersuchungen am Meerschweinchenblut.

Auch am Meerschweinchen laBt sich eine experimentelle basophile
Leukoeytose erzeugen. Nach dem Vorschlag Ringeons wurde dabei
einem ausgewachsenen méinnlichen Meerschweinchen, welches bereits
im Blut 2% basophile Leukocyten besafl, 1 cm?® artfremdes und
zwar menschliches Serum, subcutan unter die Bauchhaut gespritzt.
Im Gegensatz zu RINGEON, der nur im Knochenmark nicht aber
im peripheren Blut eine basophile Leukocytose beschreibt, konnte
bereits nach 2 Tagen auch im Blut ein Ansteigen der Blutmastzellen
auf 11% beobachtet werden. Aufierdem waren 31% Lymphocyten
und 58% neutrophile und pseudoeosinophile Leukocyten zu finden.

Die Blutausstriche wurden mit Formolalkohol nach ScEAFFER
fixiert. Nach Behandlung mit Hodenhyaluronidase zeigten nur die
neutrophilen, nicht aber die basophilen Leukocytengranula Verdauungs-
erscheinungen. Durch Frinkeltoxin wurden sowohl basephile als auch
neutrophile Granula verdaut (Abb.2a—c). Einen vom Kaninchenblut
abweichenden Befund ergab die Verdauung mit Ribonuklease. Auch
nach 2Ystimdiger Hydrolyse, als die Kerne schon die stirksten Auf-
losungserscheinungen aufwiesen, konnte an den Kérnchen noch keine
Vertiinderung entdeckt werden. Mit Wasser behandelte Kontrollausstriche
des Meerschweinchenblutes zeigten nach 3 Std noch keine Verdnderungen.

Die gleichen Ergebnisse waren auch am Knochenmark des Meer-
schweinchens zu verzeichnen. Die basophile Leukocytose war hier so
ausgeprdgt, daB sich in jedem Gesichtsfeld mindestens 1, meistens
mehrere basophile Leukocyten vorfanden.

Untersuchungen an Menschenblut.

Auf Schwierigkeiten stief die Untersuchung der Mastzellengranula
beim Menschen. Wegen ihrer geringen Zahl im Normalblut und der
Seltenheit einer pathologischen Vermehrung muBite das Untersuchungs-
verfahren geiindert werden.

6%
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Ausstriche normalen Menschenblutes wurden mit Formolalkohol
nach ScHAFFER fixiert und nach May-GRUNWALD-GiEmsa ‘gefiirbt.
Im Mikroskop wurde dann ein basophiler Leukocyt eingestellt und der
Objekttriger auf dem Objekttisch befestigt. Ks folgte eine kurze
Entfarbung mit Salzsiure-Alkohol, Nachspiillen mit Aqua destillata,
Uberschichten des Objekttrigers mit Fermentlosung und Einstellen
des Mikroskopes in den Thermostat. Es kamen die gleichen Enzyme
zur Anwendung, wie bei den oben geschilderten Versuchen. Die baso-
philen Granula wurden durch Stierhoden-Hyaluronidase nicht ange-
griffen.

Wirksam waren jedoch Clostridium Welchii- und Perfringens-Muko-
polysaccharasen, durch welche vor allem die basophilen, aber auch die
neutrophilen Granula hydrolysiert wurden. Diese verhielten sich jedoch
der Ribonuklease gegeniiber noch zu einem Zeitpunkt resistent, als an
den Kernen bereits deutliche Auflockerungen eingetreten waren,

II. Die eosinophilen Leukocyten.

Die eosinophilen Leukocyten kommen im normalen Blut bis zu 4% der
weillen Blutkorperchen vor. Sie entstehen nach der heutigen Auffassung
als Zellen des myeloischen Gewebes im Knochenmark, eine Ansicht, die durch
Auffindung von Mitosen und Ubergangsformen von Myelocyten zu polymorph-
kernigen Leukocyten begriindet ist. Auffallend ist, daBl die Fosinophilen nur
zwei Kernsegmente besitzen, die Neutrophilen dagegen drei oder vier. Im Verein
mit der Tatsache, daB sich im Protoplasma der Eosinophilen eine viel gréBere
Kornchenmasse als in dem der Neutrophilen befindet, kommt Komocki zu der
Auffassung, daf} bei der ersten Zellart Kernsubstanzen zur Bildung der Granula
gebraucht werden. Ja, die eosinophilen Zellen sollen zerfallen, wenn der Kern
infolge Bildung der Kérnchen erschépft ist.

Uber die Funktion der eosinophilen Leukocyten ist nur wenig bekannt.
WEIDENREICH hat bekanntlich die These verfochten, daB die eosinophile Granu-
lation ein Umwandlungsprodukt des Hémoglobins sei. Auch KreiN und Sar-
TIKOW schlossen aus dem reichlichen Vorhandensein von eosinophilen Zellen in
Blutzerfallsherden auf eine himoglobinogene Natur der Granula. lhrer Meinung
nach phagocytieren die neutrophilen Granulocyten das aus den zerfallenden
Erythrocyten freiwerdende Himoglobin und werden dadurch zu eosinophilen
Leukocyten. NrUMANN vermutet, daB die eosimophilen Granula i vivo wohl
wichtige Speicherfunktionen zu erfiillen hétten, etwa beim Zu- und Abtransport
von EiweiBkorpern und auch anderen Stoffen. SchlieBlich fand ihre Fihigkeit,
CrarcoT-LEYDENsche Krystalle zu bilden, besondere Beachtung, da sie auf eine
sezernierende Tatigkeit hinweist, ]

Uber die chemische Natur der eosinophilen Granulation liegen zahlreiche
Arbeiten vor, ja sie ist wohl die bisher bestuntersuchte Granulation. Das ist dem
Umstand zu verdanken, daB ihre Isolierung verhiltnismiBig leicht gelingt.
Allerdings muf} einschrinkend gesagt werden, daff die Untersuchungen vor allem
an Pferdeblut-Eosinophilen ausgefiihrt wurden. Es muB in Betracht gezogen
werden, dafl aber im chemischen Bau der eosinophilen Granulasubstanz wesent-
liche Unterschiede zwischen den einzelnen Tierarten bestehen, so daf die am
Pferdeblut erhobenen Befunde nur mit 4uBerster Vorsicht in Vergleich zu denen
menschlichen Blutes gesetzt werden konnen. Nach NEUMANN ist das Substrat



86 Worreang Laves und Karn THoMA:

der eosinophilen Granula ein sehr komplizierter Korper, der aus folgenden An-
teilen zusammengesetzt sein soll:

a) Ein spezifischer nicht mit Hémoglobin identischer Farbstoff, der durch
griindliche Wiasserung des Ausgangsmaterials entfernt werden kann. .

b} Ein stickstoffhaltiger Anteil; der hochstwahrscheinlich "eiweiBartiger
Natur ist. Der Stickstoffgehalt betrug sowohl nach PETrY als nach Nrumanw
bis zu 14%, war allerdings starken Schwankungen unterworfen. Als Abbau-
produkte wurden Tyrosin und Leucin gefunden.

¢} Ein Lipoid, welches einen betrichtlichen Teil des eosinophilen Granulums
beansprucht.

d) SchlieBlich wird von NEUMANK noch ein Wechselnder Eisengehalt und auch
eine gewisse Menge Hamoglobin postuliert.

Aug der Vielfalt der Untersuchungsergebnisse anderer Autoren, die in der
Hauptsache an menschlichem Blut gewonnen wurden, sei folgendes noch in
Kiirze erwihnt:

EnrricH lehnte den Eiweilicharakter der eosinophilen Granula ab. WEIss
hielt die Kornchen dagegen fiir Eiweiflkorper bestimmter Zusammensetzung
Er érhielt durch Vanillin-Schwefelsdure-Ferrisulfat eine violettblaue Farbung,
die entsprechend der RErcuHL-MikoscHschen Reaktion auf aromatische Aldehyd-
kérper hinweist. Auch BERa und BRUNsWIX sahen durch die Ninhydrinreaktion
die Anwesenheit von Eiweill bestatigt. BrumenTHAL und ROMIEU vermuten
Vitellincharakter.

Besonders umfangreich ist die Literatur itber den Fettgehalt der eosinophilen
Granula. Das Lipoid ist mit den gebrauchlichen Farbstoffen nur unter besonderen
Bedingungen darstellbar, es liegt in den Granulis vermutlich als Lipoproteid vor.
Scrwarz 148t zwei Méglichkeiten offen: Entweder fithren die Zellen neben der
eosinophilen Granulation Fetttropfen, oder die eosinophile Granulation kann unter
Umstinden Fettreaktion zeigen. Nach ComessaTi und ARNOLD ist das Fett ent-
weder phagocytiert oder durch einen degenerativen Prozel} in der Zelle selbst ent-
standen. Wahrend mit den iiblichen Fettfarbemethoden sehr stark voneinander
abweichende Resultate erzielt wurden, gelingt heute mit einer von GOLDMANN
ausgearbeiteten Farbung der Lipoidnachweis regelméBig. Auch GOLDMANN ist
der Ansicht, daB es sich bei den eosinophilen Granula um einen EiweiB-Lipoid-
komplex handelt.

AuBer Eiweil und Fett sollen nach verschiedenen Autoren auch Kohlen-
hydrate am Aufbau der granularen Substanz beteiligh sein. So beobachtete bereits
EnrricH, daB sich nach Verwendung von Jodddmpfen bestimmte granulire
Zellteile briunen, wie es beim Glykogen der Fall ist. Da die Jodreaktion sowohl
an das Protoplasma als an die Granula gebunden auftreten kann, so wird das
Glykogenvorkommen in eosinophilen oder auch basophilen Leukocyten ver-
schieden beurteilt. Seit RomMirv wissen wir, daB auch die Lecithine eine positive
Jodreaktion geben, so daf} iiber den Kohlenhydratkomplex der Leukocyten nur
sehr wenig Sicheres bekannt ist.

Ohne das Thema erschépfend behandelt zu haben, ist aus der gegebenen
Zusammenfassung . wohl zu ersehen, dafl die chemische Zusammensetzung der
eosinophilen Leukocytengranulation besonders des menschlichen Blutes noch
nicht vollig geklért ist.

Kigene Untersuchungen.
Die eosinophilen Granula wurden an Sternalpunktaten ganz frischer
Leichen studiert. Die prozentuale Verteilung der Blutzellen im Knochen-
markausstrich entsprach im allgemeinen derjenigen intravital gewonnener
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Punktate. Der hohere Anteil eosinophiler Zellen — besonders ihrer
Jugendformen — beruhte auf agonaler Ausschwemmung. Ferner be-
nitzten wir klinisches Material von Fosinophilien. Die Ausstriche
wurden mit Athylalkohol fixiert und nach May-GRUNWALD-GIEMSA
oder mit Eosin-Methylenblau geftirbt.

Es wurde bereits mehrfach erwiahnt, daf die eosinophile Granulation
von den bisher angewandten Enzymen nicht angegriffen wurde. Es
konnte sich also nicht um Polysaccharide bzw. Ribonukleotide handeln,
wobei allerdings noch gepriift werden multe, ob die genannten Sub-
stanzen nicht in geringerer Kon-
zentration am Aufbau der Granula
beteiligt sind (Abb. 3).

Wir gingen bei der enzymati-
schen Analyse dieser Granula von
der Lage ibrer Umladebereiche aus.
Féarbt man Ausstriche nachMommMsEN
mit gepufferten Giemsalosungen, so
laBt sich feststellen, daB ibr Um-
ladebereich etwa bei py 11 liegt.
Es handelt sich also um eine stark
basische Substanz. Kam ein Eiweil3-
kérper in Frage, so war die An-
nahme naheliegend, daf} ein Histon
vorliogen Kinne, cin Proteid, dus 37 Mbliches B, swsrin.
bekanntlich durch seinen hohen Ge-  Verdauung mit Trypsin clektiv erhalten.
halt an basischen Aminosduren, vor
allem Arginin und Liysin, gekennzeichnet ist. Nach W. Pavrt liegt
der Umladebereich der Diaminodicarbonsiure Arginin bei pg 9, der des
Liysins bei py 9,9.

Zum Nachweis wurde Arginase benutzt. Die enzymatische Hydro-
lyse mit dem verdiinnten Glycerinextrakt erfolgte 40 min bis zu 48 Std
lang. Bei Verwendung des Leberextraktes zeigten sich die ersten Ver-
inderungen an den eosinophilen Granula etwa nach 45 min. Die Korne-
lung war zwar fast durchwegs noch erhalten, jedoch ergab die Eosin-
Methylenblaufirbung nicht mehr das leuchtende Rot, sondern mehr
eine violette Farbténung. Auch war die Zahl der Granula bereits
geringgradig vermindert, das Protoplasma nicht mehr so dicht gekornt,
wie im Normalpraparat. Auffallend war, daf diese Befunde vor allem
an den reifen Zellen hervortraten, wiihrend die Jugendformen ihren
Farbcharakter beibehielten. Lingere Enzymwirkung lief die Unter-
schiede deutlicher werden. Nach 1—2 Std war eine vollige Umkehr
des Ladungscharakters und der Farbbindung im Sinne einer Basophilie
erreicht. Ein betrichtlicher Teil der Granula war also in Losung gegangen,
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der Rest adsorbierte basische Farbstoffe. Die jugendlichen eosino-
philen Zellen wiesen nunmehr entsprechende Verdnderungen auf, doch
waren sie bei weitem nicht in dem MaBe ausgeprigt wie an den aus-
gereiften. Formen. Nach 6stiindiger Verdauung war schlieBlich der
optimale Wirkungseffekt erreicht. Selbst bei genauem Durchmustern
der Blutpriparate konnte kein Eosinophiler mehr gefunden werden.
Trotzdem lielen sich die Ausstriche noch gut differenzieren. Die Zell-
kerne wiesen zum Teil Verdauungserscheinungen auf, Plasma und Kern
auBerdem eine abgeschwichte Farbadsorption. Eosinophile Zellen
waren lediglich an der Plasmaanordnung bzw. an der geringen Segment-
zahl der Kerne zu diagnostizieren. Das Bild dnderte sich auch nach
2stiindiger und Jingerer Hydrolyse nicht weiter.

Orientierende Versuche mit Nieren- und Milzextrakten ergaben,
daB die Wirksamkeit des Nieren- der der Leberextrakte entsprach.
Das Milzenzym war dagegen weitaus weniger wirksam. Selbst nach
30stiindiger Verdauung waren unverénderte eosinophile Granula noch
nachweisbar.

Versuche mit gereinigter Arginase erbrachten keine neuen Gesichts-
punkte. Hervorzuheben ist lediglich, daf auch die Granulationen der
jugendlichen eosinophilen Zelltypen in gleicher Weise der Auflosung
unterlagen, wie die der reifen Formen. Wir sahen also auch bei eosino-
philen Promyelocyten und Myelocyten den Wechsel von Eosin- zu
Methylenblauadsorption, die dauernde Verminderung der Zahl der
Koérnchen und letzten Endes die vollige Auflgsung der granuldren
Substanz. Der einzige Unterschied gegeniiber den Glycerinextrakten
bestand im gleichzeitigen Ablauf der Verdauungsvorginge an reifen
Eosinophilen und ihren Vorstufen.

PerrY und NEUMANN hatten Untersuchungen an den eosinophilen
Granula des Pferdeblutes durchgefiihrt. Auch wir glaubten, die Er-
gebnisse an Pferdeblutausstrichen weiter erginzen zu kénnen. Weder
durch Glycerinextrakte noch durch gereinigte Arginase lieBen sich
jedoch trotz 48stiindiger Hydrolyse Veriinderungen der Granula hervor-
rufen. Daraus ergibt sich, daB offenbar auch diese Granula bei einzelnen
Tierklassen durchaus nicht durch die gleiche Zusammensetzung gekenn-
zeichnet sind.

II1. Die neutrophilen Leukoeyten.

Rund 70% der- weiBen Blutkorperchen sind neutrophil. Die Entwicklungs-
reihe fithrt von den ungekérnten Myeloblasten iiber Promyelocyten zu den Stab-
und Segmentkernigen des strdmenden Blutes. Das charakteristische Merkmal
dieser Gruppe ist die reichliche neutrophile Granulation in mehr oder weniger
oxyphilem Protoplasma. Das Vorhandensein-der Kérneling in lebenden zirku-
lierendén Zellen wird von verschiedenen Autoren iiberhaupt geleugnet. So
behauptet pE MouLiN, die typische Granulation sei nichts anderes als ein Ko-
agulationsprodukt, das erst beim Absterben der Zelle durch-aechanische Reize
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entstehe. Seitdem die Kornelung im Dunkelfeld in der lebenden Zelle sichtbar
gemacht werden. konnte, kann an ihrem priformierten Zustande nicht mehr
gezweifelt werden. : :

Uber die Funkiion der neutrophilen Granulation ist wenig bekannt. Die
Granula werden entweder als Sekretions- oder Degenerationsprodukte gedeutet.
UngewiB ist auch, ob die Oxydase- und Peroxydasereaktion an die granulire
Substanz gebunden ist.

Auch hinsichtlich der chemischen Zusammenseizung gibt es nur wenige hypo-
thetische Feststellungen. Nach DEcaAsTELLO-KRIUKOFF entsteht die Koérnelung
aus karyogenen Fasern, die durch das Protoplasma schlieflich abgeschniirt
werden. Auch PAPPENHEIM beobachtete Sprossungen, die vom Chromatin aus
in das Protoplasma ziehen und deren Verbindung mit dem Kern schlieflich
erlischt. Er folgert demgemiB, dafl protoplasmatische Granulationen aus sich
vom Kern losldsenden Stiickchen Kernsubstanz, oder auch infolge Fragmentie-
rung der Kernteile entstehen, Der negative Ausfall der FruLcmNschen Nucleal-
reaktion wird mit zu geringer Konzentration der Nucleinstoffe im Granulum
erklart.

In ganz andere Richtung weisen die Untersuchungen KuTscBERENKOs, der
mit Thionin zuweilen eine metachromatische Farbung der Granulation beobachtete,
die er fiir glykogen-bedingt ansah. Prr HEDpENIUS hat ferner, ausgehend von
der Feststellung Lisoxns, daB metachromatische Farbung eine spezifische Eigen-
schatt der Schwefelsdureester von Polysacchariden bilde, eine Vitalarbungs-
methode zum Nachweis metachromatischer Granula mitgeteilt. Er erhielt beim
Bebriiten frisch entnommenen Zitratblutes mit Toluidinblau stets eine Meta-
chromasie der neutrophilen Granulation. HEeDENIUS legte sich weder auf eine
bestimmte biologische Bedeutung der Kérnchen fest, noch behauptete er ihre
Identitédt mit Heparin. Er lie} vielmehr die Moglichkeit offen, daB die Granula
neben dem Polysaccharidanteil Eiweif und Fette enthalten koénnen. Lipoide
wurden inzwischen von GGOLDMANN nachgewiesen.

Eigene Untersuchungen.

Die Technik der enzymatischen Hydrolyse entsprach dem fiir die
basophilen Zellen angegebenen Vorgang. Als Untersuchungsmaterial
dienten vornehmlich normale Blutausstriche, Sternalpunktate gesunder
Personen, ferner solche von leukdmischen Patienten. Fixierung mit
Athylalkohol, Firbung nach May-GROUNWALD-GiEMsA. Bei einzelnen
Priparaten erfolgte Hitzefixation und Firbung mit Exrricas Triazid-
gemisch. Auflerdem wurde die Peroxydasereaktion an unverdauten
und enzymbehandelten Priparaten vorgenommen. Es wurde mit
orientierenden Versuchen mit Pepsin und Trypsin begonnen. Die
Granula erwiesen sich Pepsin gegeniiber als ziemlich resistent. Nach
30—45 min wihrender Verdauung waren sie meist noch darstelibar.
Trypsin dagegen zerstorte Kernsubstanzen, Plasma und Granulation
nach kurzer Einwirkungsdauer. Die Schichtseite des Objekttrigers war
nach Trypsinverdauung gleichsam abgewaschen; erhalten blieb lediglich
die eosinophile Granulation (s. Abb. 3). Es wire verfehlt, wollte man aus
dem Erfolg der Pepsin- und Trypsinwirkung Schliisse auf die neutro-
phile Granulation ableiten. Sowobl der Zellkern als das Zellplasma
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enthalten EiweiBkorper, welche durch beide Fermente abgebaut werden
kénnen. Die durch die Hydrolyse der Proteine bedingte Auflockerung
des Zellkomplexes 148t daran denken, dall auch Substanzen aus dem
Zellverband gelost werden, die in keiner Beziehung zur eigentlichen
Fermentwirkung stehen. AuBlerdem war die Empfindlichkeit der Sub-
strate gegeniiber der alkalischen Reaktion der Enzymldsungen zu be-
riicksichtigen. Hervorzuheben bleibt immerhin die nicht unbetridcht-
liche Resistenz der neutrophilen Kornelung gegeniiber Pepsin.

Da die wbrigen En-
zyme, insbesondere Hyal-
uronidasen, die Zellstruk-
tur selbst nach langer
Einwirkung nicht angrei-
fen, konnte man die in
Erscheinung  tretenden
Verinderungen an den
Granulis als spezifische
Fermentwirkungen wer-
ten. Unter diesem Ge-
sichtspunkt war der enzy-
matischen Hydrolyse mit
den verschiedenen Hyal-
uronidasen erhGhte Be-
deutung beizumessen. Be-

Abb. 4. Neutrophiler Leukocyt des menschlichen reits nach 30 min langer
Blutes nach Hydrolyse mit Testis-Hyaluronidase, Hvdrol . T .
Granulation véllig hydrolysiert. ydrolyse mit estis-

Hyaluronidase  erfolgte
keine Anfirbung der neutrophilen Granulation mehr. Zum gleichen
Ergebnis fiihrten Untersuchungen mit den Frénkel - Kulturfiltraten.
Analoge Befunde ergaben sich an Kaninchen- und Meerschweinchen-
blut. Die neutrophilen Granula des peripheren Blutes verhielten sich
ebenso wie diejenigen ihrer Knochenmarksvorstufen (Abb. 4).

" Die Verdauung mit Ribonuklease erschien aus dem Grunde wichtig,
weil von verschiedenen Autoren der Ubertritt chromatischer Stoffe in
das Protoplasma postuliert worden war. Da sowohl in den Kernchro-
matinen als im Plasma der Blutzellen Ribonucleinsduren vorkommen,
bestand die Méglichkeit, dafi auch die neutrophile granulidre Substanz

. Ribonukleotidcharakter besitzt. Diese Annahme fand jedoch durch
die Versuche keine Bestitigung. Es muBl zwar zugegeben werden, da$
die Kornelung bei lingerer Fermentwirkung aufgelost wird, eine Er-
scheinung, die jedoch nur im Vergleich mit den am Kern und Plasma
stattfindenden Verdnderungen beurteilt werden darf. Es zeigte sich
ndmlich, daB die neutrophilen Granula erst zu dem Zeitpunkt keinen
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Farbstoff mehr adsorbierten, als sich an Kern und Plasma eine deutlich
abgeschwiichte Basophilie bzw. bereits Aufléseerscheinungen im Sinne
des ,,Brachet-Testes” bemerkbar machten. Man kann von so labilen
Gebilden wie den neutrophilen Kérnchen kaum erwarten, dafl sie der
Einwirkung eines starken Enzyms bei einer Temperatur von 60°C
lingere Zeit ausgesetzt werden kénnen, ohne Veriinderungen zu erleiden.

Wesentlich erscheint noch das Verhalten der Peroxydasereaktion. Der
charakteristische Farbniederschlag an den neutrophilen Kérnchen trat
nach Behandlung mit den Hyaluronidasen nicht ein, wihrend die Reak-

tion mit den genannten
Fermenten an den eosi- Tabelle 3. Wirkung verschiedener Fermente auf die

nophilen Granulis auch Granula der Leukocyien.

nach der enzymatischen . Granula

Hydrolyse positiv aus- Enzym ne?lt]ro- eo}slirllo- ‘ba sophile
. . ile ile

fiel. Ebenso gaben in P } L |

Wasser eingestellte Kon- Pepsin . . . . . . . | ‘

| -+

trollpréparate  durch- Trypsin. . . . . . .
wegs die Reaktion. Testls-H_yaluromdase . |
.. . Cl. perfringens-Hyal-
Tabelle 3 moge in uronidase . . . . . o= 4k
schematischer Weise die  Cl. Welchii-Hyaluro- J

]

beobachteten Enzym-  piemblesss || — | (47
wirkungen erldutern. Arginase . . . . . . _ + _
Ergebnisse.

In den Untersuchungen hatte sich zeigen lassen, daB die basophilen
Granula von Mensch, Meerschweinchen und Kaninchen durch Muko-
polysaccharasen des Clostridium perfringens und Welchii, nicht aber
durch Testis-Hyaluronidase hydrolysiert werden. Es ist daher anzu-
nehmen, daf diese Granula einen Polyschwefelsiureester der Hyaluron-
siure vom Typ einer polymeren Mukoitinschwefelsdure enthalten.

Die Annahme Hanxs, Perfringens-Hyaluronidase wiirde die Muco-
itinschwefelssiure nicht angreifen, scheint zundchst zu unseren Be-
funden in Widerspruch zu stehen. Wahrscheinlich ist es aber von
ausschlaggebender Bedeutung, ob die Mucoproteide in monomerer
oder polymerer Form vorliegen. Mucoitin- und Chondroitinschwefel-
siure sind aber in ihrer monomeren Form Oligosaccharide.

In den Gewebsmastzellen hatten nun schon HoLMGREN und Wr-
LANDER, sowie W. Laves Mucoitinpolyschwefelsdure nachgewiesen.
Da das Heparin gleichfalls eine derartige Verbindung darstellt, wurden
die Gewebsmastzellen von HormereN und WILANDER als Heparino-
cyten bezeichnet und als Bildungsstitten dieses physiologischen Anti-
koagulans angesehen. Obgleich unsere Befunde den Schlull nicht zu-
lassen, daBl die basophilen Granula mit Heparin identisch sind, so
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sprechen doch folgende von THoMA und WIERCINSKY mitgeteilten Ver-
suche dafiir, daB sie einen, die Blulgerinnung wverzégernden Korper
enthalten.

Extrakte aus Meerschwemchenknoehenmark im Stadium der baso-
philen Leukocytose nach In]ektlon artfremden Serums verldngern im
Quick-Test die Gerinnungszeit menschlichen Blutes proportional der
Zahl der Basophilen im Ausgangsmaterial um 20—100% . Knochenmark-
extrakte von Tieren ohne Basophile haben auf die Blutgermnung
~ keinen EinfluB.

Eine krankhafte Vermehrung dieser Granulocyten konnte mithin
fir eine-besondere Blutungsbereitschaft durch Verzégerung der Blut-
gerinnung von EinfluB sein.

STrREBEL und STEIGER haben nun den Fall eines Patienten be-
schrieben, der nach Entfernung einer Oberlidcyste heftige postoperative
Blutungen bekam. Die Blutuntersuchung ergab eine Basophilie von
25%, allerdings wurden weder Thrombocytenzahlen, noch die Blutungs-
bzw. Blutgerinnungszeiten angegeben, so dafl die Ursache der starken
Nachblutung nicht als vollig geklirt angesehen werden kann.

Bei Leukimien ist das Auftreten von heftigen Blutungen als eines
der hiufigsten Frithsymptome bekannt. Ob die bei jeder leukémischen
Myelose auftretende Vermehrung der basophilen Leukocyten das
Auftreten dieser Blutungen begiinstigh, bleibe dahingestellt, da ja hier
auch die Entwicklung der Thrombocyten geschidigt sein kann.

Im Gegensatz zu den Versuchen mit den mucolytischen Enzymen
fithrten die Untersuchungen mit Ribonuklease nicht zu eindeutigen
Ergebnissen. Wihrend an den basophilen Granula von Mensch und
Meerschweinchen auch nach lingerer Enzymwirkung keine Verinde-
rungen auftraten, zeigten die Granulationen des Kaninchenblutes eine
gewisse Labilitdt. Es ist daher nicht auszuschlieBlen, daB sie neben dem
Polyschwefelsdureester auch Ribonucleinséduren enthalten. Das gleiche
diirfte auch fiir die basophilen Granula anderer Tierarten zutreffen.
Die Konzentration ist aber offenbar zu gering, dafl sich ihre Heraus-
16sung durch die enzymatische Hydrolyse im Farbbild morphologisch
nicht bemerkbar macht.

Die Versuche an der neutrophilen Granulation hatten zu dem Er-
gebnis gefithrt, daf sie nicht nur von der Frinkelbacillen-, sondern auch
von der Stierhoden-Hyaluronidase angegriffen wird. Hodenhyaluroni- -
dase hydrolysiert Hyaluron- und Chondroitinschwefelsdure, nicht aber
die Ester der Hyaluronsiure. Ganz abgesehen davon, dafl die Wirkung
der Hodenhyaluronidase sehr stark von der Reinheit des Enzyms ab-
hangt, spielt sicher auch der Polymerisations- bzw. Veresterungsgrad
des Substrates eine bedeutsame Rolle. Hochgereinigte Préparate
besitzen eine gesteigerte depolymerisierende Aktivitdt. In unseren
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Untersuchungen wurde aber ein verhdltnismiBig ungereinigtes Préparat
verwendet. Die rasche Wirkung desselben auf die neutrophilen Granula
diirfte daher jedenfalls einem niedriger veresterten Polysaccharid, als
in den basophilen Granula vorliegt, entsprechen.

Unsere Vermutung geht dahin, dafi die neutrophilen Granula wahr-
scheinlich einen Schwefelsiureester der Hyaluronsiure enthalten.
Hierfiir 148t sich die Beobachtung von MEYER nnd CHAFFEE anfiihren,
nach welcher sich nicht die Hyaluronsdure, wohl aber deren Schwefel-
sidureester mit Toluidinblau firben. Auch ist die Metachromasie der
~ Neutrophilen schwicher als die der Basophilen.

Uber die Aufgaben und das Schicksal der neutrophilen Granulation
lagsen sich vorldufig nur Vermutungen aussprechen. Bekanntlich finden
sich im Plagma eine Reihe von Glykoproteiden, z. B. das Seroglykoid,
das Haptoglobin, das Seromucoid, ferner ein krystallisierbares Muco-
proteid (nach BaDER und Mitarbeitern). Nach Brix enthilt das Sero-
mucoid eine neutrale Polysaccharidkomponente. Als Bestandteil der-
selben wurde Glucosamin festgestellt. Ninsson sowie Wrst fanden
den Serumgehalt an Hexosamin bei febrilen Zustéinden erhoht. Auch
in den Fraktionen der Globuline sind kleine Mengen an Kohlenhydraten
enthalten. Der Gesamtgehalt des Blutplasmas enthilt etwa 0,18—0,26 %
Kohlenhydrate, die an Euglobulin gebunden sind. Der eine von uns
(W. Laves) hat daher die Hypothese geduBert, daf die Granula der
Neutrophilen und wahrscheinlich auch der Basophilen beim Zerfall der
weillen Blutkérperchen in das Blutplasma tbertreten und nach Losung
seinen Glykoproteidspiegel beeinflusse.

Fir das Verhalten der mneutrophilen Granulation unter patho-
logischen Bedingungen kommt einer Beobachtung von MOLLENDORFF
Bedeutung zu. Er fand eine Abnahme der Spezialgranula der Neu-
trophilen in Entziindungsherden. Aus den Arbeiten Durax-REYNALS
und McCLeaN wissen wir, daB eine groBe Anzahl pathogener Bak-
terien zur Mucopolysaccharasenbildung befahigt sind. Man nimmt an,
dafl die Hyaluronidase den Bakterien das Eindringen in das Gewebe
und ihre Verteilung durch Hydrolyse der Hyaluronsiure des Binde-
gewebes im Korper erleichtert (Spreading effect). In Entzimmdungs-
herden, also an Sammelstdtten polymorphkerniger Leukocyten, scheint
nun auch die Polysaccharidsdure, die der mneutrophilen granuliren
Substanz zugrunde liegt, intracellulir abgebaut zu werden, ein Vorgang,
der sich auch in vitro reproduzieren lafit. Diese Erscheinung sei als
weitere Stiitze fiir den Hyaluronsiurecharakter der neutrophilen
Granulation angefiihrt.

Die Hydrolyse der eosinophilen Granula durch Arginase spricht
dafiir, dall Histone einen wesentlichen Bestandteil derselben bilden.
Histone nehmen eine Ubergangsstufe zwischen den Protaminen und
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den hochmolekularen EiweiBkorpern ein. Sie finden sich mit den
Nucleinséiuren salzartig in den Zellkernen verbunden. In diesem Zu-
sammenhang erscheint der Befund. (THoMA) von Wichtigkeit zu sein,
daB die Kerne der eosinophilen Leukocyten eine erhthte Resistenz
gegeniiber Ribonuklease aufweisen. Im Verein mit der Tatsache, daf}
die eosinophilen Zellen meist nur aus zwei Kernsegmenten bestehen,
wird die Annahme naheliegend, dafl sie zur Bildung der Granula Kern-
substanz verbrauchen. Kine #hnliche Ansicht vertritt auch Komocxkr.
Wie oben beschrieben, zeigte es sich nun, dafl die Granula nach Ver-
dauung mit Arginase eine Umkehr ihres Ladungscharakters aufwiesen,
wodurch ein Restsubstrat von elektronegativem Charakter in Erschei-
nung trat. Offenbar handelt es sich hierbei um Nucleinséurebestand-
teile, die mit dem Histon verbunden sind. Die Acidophilie der eosino-
philen Granula berubt also auf einem starken Uberwiegen der basischen
Histone. In guter Ubereinstimmung damit wiirde die Feststellung von
Nrumany und PrTRI stehen, die Leucin und Tyrosin in den Granula-
tionen nachwiesen, Aminosduren, die auch im Thymushiston gefunden
worden sind. ' :

AbschlieBend sei noch kurz auf das Verhalten der Oxydasen und
Peroxydasen eingegangen. Bekanntlich ist es noch nicht véllig geklirt,
ob diese Fermente im Plasma oder in den Granulationen lokalisiert
sind. Wir fanden nun, daB8 der enzymatische Abbau der Granula mit
dem Verschwinden der Oxydasereaktionen einhergeht. Ferner ergab
sich, daB z. B. nach Hydrolyse mit Testishyaluronidase zwar die neutro-
philen. Granula und die von ihnen normalerweise gegebene Oxydase:
reaktion verschwand, daf sie aber an den nicht angegriffenen eosino-
philen Granula erhalten blieb, Befunde, die fiir die’ granulagebundene
Lokalisation dieser Haminfermente sprechen. SchlieBlich zeigten auch
die Unterschiede in der enzymatischen Angreifbarkeit der Granula des
menschlichen und des Blutes verschiedener Tieren, dafl an Tiermaterial
erhobene Befunde nur unter Vorbehalt auf menschliche Blutzellen
iibertragen werden diirfen.

Zusammenfassung.

Die initgeteilten Untersuchungen sollten unter Anwendung histo-
enzymatischer Verfahren Beitrige zur Kenntnis der chemischen Be-
standteile der Leukocytengranulationen liefern. Bei vorsichtiger Aus-
wertung der Befunde kénnen folgende Ergebnisse hervorgehoben werden:

1. Die Anwendung von Enzymen ermdéglicht es, charakteristische
Unterschiede zwischen den Granulationen aufzudecken. So wurde
gefunden, daB die basophile Kornelung auf der Anwesenheit einer
hochmolekularen Polysaccharidsiure vom Typus einer hochveresterten
Mucoitinschwefelsiure beruht, der zum mindesten heparinihnliche



Untersuchungen an den Granulationen der weillen Blutkorperchen. 95

Eigenschaften zukommen. Die neutrophile Granulation enthilt wahzr-
scheinlich einen Hyaluronsiureester, wihrend in den eosinophilen
Granula die Anwesenheit eines Histonkorpers erwiesen werden konnte.

2. Es wurde weiterhin gefundén, dafB3 die Granulationen der weilen
Blutkérperchen von Tierart zu Tierart verschiedene Zusammensetzung
aufweisen. So unterscheiden sich die basophilen Granula der Menschen
von jenen des Kaninchens, die eosinophilen von denjenigen des Pferdes.
Diese Befunde sind bei vergleichenden Untersuchungen verschiedener
Gattungen zu berficksichtigen.

3. Die Frage der Lokalisation von Oxydasen und Peroxydasen konnte
dahin geklirt werden, daB diese Fermente Bestandteile der granuldren
Substanzen bilden.

Wir danken Herrn Professor Dr. H. Scumipr (Behringwerke, Marburg), fiir
die uns liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellten Kulturfiltrate.
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