Virchows Archiv, Bd. 329, S. 289—318 (1956)

Aus der Chirurgischen Universitatsklinik Basel (Vorsteher: Prof. Dr. R, Nissex)

Uber die unterschiedlichen Entwicklungstihigkeiten
der Zellen des Blutes und der Lymphe in vitro

Yon
LortE HUuLL1GER

Mit 29 Textabbildungen
(Eingegangen am 25, Mai 1956)

Einleitung

Schidigung vascularisierter Gewebe zieht meist eine entziindliche
Reaktion und oft eine bindegewebige Narbenbildung nach sich. Das
entziindliche Exsudat enthilt neben polynucledren Leukocyten Rund-
zellen verschiedener Grofle und Kernbeschaffenheit. Herkunft und
weiteres Schicksal dieser Rundzellen sind bis heute nicht eindeutig
geklirt. Arrngbwer (1956)! hat kiirzlich die alte Maximowsche Auf-
fassung des himatogenen Ursprungs dieser Rundzellen einer eingehen-
den experimentellen Priifung unterzogen. Er gelangte dabei zur Ansicht,
daB der iiberwiegende Teil der Rundzellen im frischen Exsudat himato-
gener Natur ist, und daBl diese Rundzellen durch intensive mitotische
Tatigkeit am Aufbau des jungen Bindegewebes teilnehmen. Seine An-
sicht stiitzt sich auf die folgenden Beobachtungen:

1. Die perivasculdre Rundzelleninfiltration ist vorhanden, bevor sich
die lokalen Gewebeelemente zu teilen beginnen.

2. Bei leukopenischen Tieren ist das Granulationsgewebe stark
reduziert.

3. Vergleichende Ziichtung verschiedener Bindegewebe (subcutanes,
intramuskuléires Bindegewebe, kleine epigastrische Gefidfle) ergeben in
der Kultur konzentrisch wachsende Gewebekulturen. Aus der Leuko-
cytenhaut des Blutes entsteht unter gleichen Bedingungen eine andere
Kultur. Lange Zellziige durchdringen das Plasma. Ausgewanderte
Zellen oder Zellgruppen sind imstande, entfernt vom Mutterstiick
Gewebekolonien zu bilden. Zellziige, Zellkolonien und isolierte Zellen
zeigen zahlreiche Mitosen. Die aus der Leukocytenhaut des Blutes
entstehende Gewebekultur 146t eine dem Geschehen in vivo am ehesten
vergleichbare Organisation des umgebenden Plasmamaterials zustande
kommen.

Der Leukocytenfilm des Blutes besteht aus verschiedenen Zellarten :
Granulocyten, Monocyten, Lymphocyten. Die Entscheidung, welche

1 Fiir die Anregung zu dieser Arbeit sei Herrn Dr. M. Atneéwer, Chir-
urgische Universitatsklinik Basel, an dieser Stelle bestens gedankt.
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der Zellarten verantwortlich ist fiir die Entstehung des proliferierenden
fibrocytdren Gewebes in vitro, ist nicht méglich.

Die Granulocyten machen in vitro ausschliefilich regressive Ver-
anderungen durch. Thre Uberlebenszeit in vitro betriigt nicht mehr
als 3—4 Tage (STERACKI 1955). Von den Monocyten wird angenommen,
daB sie in Gestalt und Funktion noch wandlungsfihige Zellen sind. Thre
Umwandlungsfihigkeit in Makrophagen, Epitheloidzellige, Histiocyten
und Riesenzellen (Broom 1928, Carger und Esmrine 1922, 1925,
Dunrine und Furra 1935, EBERT und SanDERs 1939, ERRICH 1934,
Fiscerr 1925, pe Haaw 1928/29, Lewis und Lewrs 1925, Masuet 1927,
Maxmmow 1928, ReBuck 1940, REEVES 1934, Smemaxy 1930) wird
kaum mehr in Frage gestellt. Thre Umwandlung in Fibrocyten wird. von
Maxmow (1928), Broom (1928) und ALLgowEer (1955) angenommen,
Nach Eprica (1934) kénnen sich die Vorstufen der Monocyten, nicht
aber die reifen Monocyten in Fibrocyten umwandeln.

Die Auffassungen tiber die Entwicklungsfahigkeit der Lymphocylen
sind dagegen weniger abgekldrt. Die Unitarier (MAxmMow 1907, 1928,
WEIDENREICH 1909 u.a.) sehen die Lymphocyten als junge, ent-
wicklungsfahige Zellen an, aus denen sich alle anderen Blutzellen bilden
kénnen. Von Ascvo¥r (1913), MARCEAND (1901) u.a. werden die
Lymphocyten andererseits als reife, ausdifferenzierte Elemente an-
gesehen. Die verschiedenen Auffassungen iiber Entstehung und Schick-
sal der Lymphocyten werden im folgenden etwas ausfithrlicher dar-
gestellt:

Die Lymphocyten werden in der Liymphe des Ductus thoracicus und
anderer kleinerer LymphgefiBe dauernd ins Blut abgegeben. Yorrey
(1932) und SawpERs (1940) berechneten, dafi die Lymphocyten des
Blutes 2—2,5mal je Tag ersetzt werden. Trotz dieser enormen Zufuhr
von Lymphocyten bleibt die relative und absolute Zahl der Lymphocyten
im Blut konstant. Das Schicksal der notwendigerweise aus dem Blut
verschwindenden Lymphocyten ist bis heute nicht eindeutig geklért.
Die Ergebnisse der vielen Arbeiten werden in einer ausgezeichneten
Monographie durch Yorrry (1950) zusammengefafit und durch eigene
Arbeiten erginzt. Wir versuchen hier die hauptséichlichen Auffassungen
kurz zu charakterisieren:

BuwTtinG und Hustox (1921) behaupten auf Grund von histologischen Unter-
suchungen der Darmmucosa, da} die Lymphocyten das Darmepithel durchwandern
und im Darmlumen zerstérf werden. Diese Lymphocyten bilden einen Teil der
natiirlichen Abwehrkriafte der Darmwand. Eine Zerstérung der Lymphocyten im
Blut oder eine Umwandlung in andere Blutzellen schlossen sie aus, da sich die
cellulire Zusammensetzung des Blutes in einem beidseits ligierten Venenstiick
nach 24 Std nicht verinderte. ErF (1940) zeigte, daB injizierte autologe und
heterologe Lymphocyten bei gastroenterektomierten Tieren ebenso rasch aus dem
Blut verschwinden wie bei Kontrolltieren. Er folgerte daraus, daB die Lympho-
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cyten nicht nur via Darmwand aus dem Blut verschwinden. Ssdvarn (1937)
schlof auf Grund von histologischen Untersuchungen des lymphatischen Gewebes
auf einen Kreislauf der Lymphocyten vom Blut in die Lymphknoten und via
Lymphe und den Ductus thoracicus zuriick ins Blut.

Maxtmow (1907) unterband bei Tieren die A. renalis, in den infolgedessen ge-
schrumpften Nieren beobachtet er eine Umwandlung der Lymphocyten in Erythro-
blasten, Myeloblasten und Megakaryocyten.

In spiteren Untersuchungen an Blutleukocytenkulturen des Meerschweinchens
beobachtete er die Entstehung von Fibrocyten und Bindegewebe. Er sieht damit
die Beteiligung der hamatogenen Zellen, speziell auch der Lymphocyten, an der
Neubildung von Gewebe in entziindlichen Prozessen als bewiesen an.

Vergleichende quantitative Untersuchungen des lymphopoetischen und des
erythropoetischen Gewebes (KINDRED 1942) ergaben ein Defizit des erythro-
poetischen bei einer enormen Uberproduktion des lymphopoetischen Apparates.
KinDRED sah darin eine Bestatigung der alten Theorie von Maxmmow (1907) und
von JorDAN und SpEDEL (1923), die behauptet, dall die kleinen Lymphocyten
die Funktion von Erythroblasten itbernehmen. YorrFEY (1950) nimmt auf Grund
von quantitativen histologischen Untersuchungen des Knochenmarks ebenfalls
eine Weiterentwicklung der kleinen Lymphocyten an. Auch Farr (1951), der
autologe Lymphocyten markiert, sie wieder injiziert und sie zum groften Teil im
Knochenmark und zu einem kleineren Teil im lymphatischen Gewebe wieder ent-
deckt, kommt zu demselben Schiull wie Yorruy.

Alle diese Auffassungen sind teilweise hypothetisch, sichere Beweise fur die
Umwandlungspotenzen der Lymphocyten fehlen zur Zeit. Die Frage der Weiter-
entwicklung der Lymphocyten wurde zwar mit Hilfe von verschiedenen Methoden
in vivo und in vitro untersucht. Die meisten Untersucher arbeiteten jedoch mit
aus verschiedenen Zellarten zusammengesetztem Ausgangsmaterial (Tabelle 1) wie
Entziindungsgewebe (BErerL 1927, Kovoucr 1939, REBUCK 1947), Lymphknoten
(BErcEL 1930, BErMAN 1942, pE Bruvw 1948, Lartra 1934, SgEmany 1930,
Sarom1 1925), Blutleukocyten (ALrcSwER 1955, ERrIcH 1934, pE Haax 1928/29,
Harr und Fourre 1938, Maxivmow 1928, SEEMANN 1930), vorwiegend lympho-
cytirem Exsudat (KREYBERG 1929, REEVES 1934). KoLovucH und REBUCK unter-
suchen experimentelle Entziindungsherde in bestimmten zeitlichen Intervallen
durch Probeexcisionen. Auf Grund der histologischen Bilder beschreiben sie eine
Umwandlung der himatogenen Entzindungszellen, speziell der Lymphoeyten in
Makrophagen.

REEvEs hat in Untersuchungen von entziindlichem Gewebe keinen Anhalts-
punkt fir eine Umwandlung der Lymphocyten in Makrophagen gewonnen. In
den Kulturen von Lymphknoten beschreiben BereEL, BERMAN, DE BRUYN, LATTA
wiahrend einer Versuchsdauer von maximal 72 Std eine Hypertrophie der kleinen
Lymphocyten, anschlieflend eine Umwandlung in Monocyten, Makrophagen und
eventuell Riesenzellen. SHiomr und SeemMaxy bingegen kénnen in zum Teil bis
7 Tage dauernden Versuchen keine progressiven Verinderungen der kleinen
Lymphocyten beobachten. In den Xulturen von Blutleukocyten beobachtet
DE HAAN eine relative Zunahme der Monocyten. Er fithrt diese Zunahme auf die
Hypertrophie von kleinen Lymphocyten zurtick. ALLGGWER, EaricH und MAXIMOW
beobachten an linger geziichteten Blutleukocyten gewebsartige Verbinde won
Fibrocyten. MaxiMow nimmt an, daB diese Fibrocyten sowohl aus Monocyten
als auch aus Lymphocyten entstehen. EmricH hat keine sicheren Anhaltspunkte
fir eine Weiterentwicklung der Lymphocyten. ArrcOwrr enthilt sich einer
Interpretation.



292

Lorre HULLIGER:

Tabelle 1. Lymphocyten verschiedenster Herkunft in Gewebekultur

Gewebeziichtung von Blutleukocytenfilm, Lymphknoten, entziindlichem Exsudat.

Autor Material Dauer Medium Regultate
ALLGOWER Buffy coat nach Carrel Umwandlung in fibrocytires
1956 1 Woche | natives Plasma Gewebe
ohne Extrakt
BERGEL Lymph- - keine oT Umwandlung der kleinen Lym-
1930 knoten Angaben Plasma phoeyten in grofie und Mono-
cyten
BerMAN Lymph- nach 50 Std oT Umwandlung in Polyblasten,
1942 knoten hep. Plasma fibroblastenahnliche Zellen,
Embr.extr, Riesenzellen
Dr Bruyw Lymph- nach etwa oT Umwandlung der Lympho-
1948 knoten 50 Std gefrorenes cyten in Makrophagen {Be-
Plasma 4 Milz- | wegungsénderung)
extrakt
Engrice Buffy coat | vom 1. Tag oT nach 1Tag Auftreten von fibro-
1934 an homologes cytenartigen Zellen, keine
Serum Anhaltspunkte fiir Umwand-
lung der Lymphocyten in
Polyblasten.” Nach 6 Tagen
gewebeartig
Dr Haaw Buffy coat keine Kaninchen- | progressive Umwandlung der
1928/29 Angaben serum Lymphocyten in Monocyten,
Kammer Polyblasten (Fibroblasten)
Hart und Bufty coat keine Plasma, 4~ nur Monocyten, keine Fibro-
Forrr 1938 Angaben Embr. extr. blasten beobachtet
' oT
LaTTa Lymph- | nach 72 Std oT Umwandlung in Monocyten
1934 knoten Plasma + und Makrophagen
Milzextr.autol :
Embr.extr.
KrEYBERG Tbe Exsudat | nach 24 Std Kammer nach 24 Std Umwandlung der
1929 (pE Haax) Lymphocyten in Poly-
Serum. oder blasten, Fibroblasten wund
Exsudat Riesenzellen
Maximow Buffy coat | nach etwa Carrel Lymphocyten wandeln sich in
1928 6—7 Tagen Plasma + Polyblasten und Fibrocyten,
Embr.extr, um
KM.extrakt
RervEs Blut 2 Tage oT Umwandlung der Monocyten,
1934 Entzin- nicht aber der Lymphocyten
\ dungsgewebe ' in Makrophagen
SEEMANN Blut max. 56 Std oT echte Lymphocyten, zeigen
1930 Lymph- | keine progressive Entwick-
knoten lung
Lymphe
SHromr Lymph- bis 7 Tage oT keine Umwandlung der kleinen
1925 knoten Serum Lymphocyten beobachtet,
NN.extrakt sterben nach 5—7 Tagen ab
Milzextrakt

NN.extrakt: Nebennierenextrakt; KM. extrakt: Knochenmarkextrakt; Embr.extr. :
Embryonalextrakt; OT: Objekttrigerkulturen; Carrel: Carrel-Flaschenkulturen.
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KREYBERG beobachtet in inkubiertem iuberkulésem Hxsudat eine weitgehende
Umwandlung der Lymphocyten in Makrophagen. REEVES kann in dhnlichem
Zichtungsmaterial nur eine Umwandlung der Monocyten, nicht aber der Lympho-
cyten, in Makrophagen beobachten. EBERT (1940) konnte in Lymphknoten, die
er in durchsichtige Ohrkammern bei Kaninchen einpflanzte, noch nach 7 Tagen
lebende Lymphocyten beobachten. Er hatte keine Anhaltspunkte fir eine Um-
wandlung der Lymphocyten in andere Zellformen.

Das Ausgangsmaterial dieser Untersuchungen ist jedoch aus ver-
schiedenen Zellarten zusammengesetzt. Es ist nicht mdglich, sicher zu
entscheiden, welche Zellarten sich weiterentwickeln.

Eine eindeutige Antwort auf die Frage nach der Entwicklungspotenz
der Lymphocyten wére zu erwarten durch Untersuchungen mit mar-
kierten Lymphocyten in vivo oder durch Ziichtung von reinen Lymphocyten
i vitro.

Die reinste Suspension von Lymphocyten findet sich in der Lymphe.
Die Lymphe des Ductus thoracicus enthalt nach den Angaben der
meisten Untersucher (Tabelle 2) weniger als 1% Monocyten, die iibrigen
Zellen sind Lymphocyten verschiedener Grofle und Kernbeschaffenheit.
Lymphe des Ductus thoracicus wurde bisher von den in Tabelle 3
zusammengefaliten Autoren geziichtet.

Broowm (1928) arbeitet im Anschlufl an die Ziichtung von Blutleukocyten durch
Maxmow mit Ductuslymphe. Er beschreibt in seinen Kulturen eine kontinuierliche
Umwandlung der kleinen Lymphocyten in grofle Lymphocyten, in Monoeyten und
schlieBlich in Polyblasten und Fibroblasten. In einer spiteren Arbeit beobachtet
Broom (1937) bei der Ziichtung der Ductuslymphe von immunisierten Tieren nach
Zugabe des Antigens zur Kultur eine Umwandlung der Lymphocyten in Myelo-
cyten und Granulocyten. Broowm sieht damit die Umwandlungsfahigkeit der
Lymphocyten als bewiesen an. Harrn und Furre (1938) und MEDAWAR (1940),
die ebenfalls Ductuslymphe ziichten, kénnen die Beobachtungen von Broow jedoch

Tabelle 2. Cellulire Zusammensetzung der Lymphe

Autor Monocyten Lymphoeyten Plaﬁgla' Methode
grofe \ mittlere l kleine elien
Broom 1937 vereinzelt] 20 | — 80 — Supravital
Giemsa,
Bu~ring und keine 20 — 80 — Supravital
HusTon 1921 Giemsa,
Harr und Furte 0,3 1,1 7.8 90,7 — Supravital
1938 ‘
Kixpwarrn 1927 0,03 0,8 10,0 88,0 — Supravital
MeDaAWAR 1940 0,6—2,3 ] 6—24 — 63—87 — Giemsa -+
Supravital
Muragam: 1936 0,7 16 — 83,3 — Giemsa -
Supravital
Rous 1908 5,6 —_ \ — \ 94,4 — —
SANDERS und Mit- 1,3 43 ° — @ 944 — Supravital
arbeiter 1939 i |
THORNE 1922 10 —_ | — 90 — Supravital
Yorrey 1932 — 5 \ — 95 — —

Virchows Arch. Bd. 329 20
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Tabelle 3. Ziichtung won Ductuslymphe

Autor ‘ Lymphgewinnung Gewebeziichtung Resultate
Broom 1928 Venenwinkel OT und Carrel | Entstehung von ein-
Einschneiden Plasma mit ver- zelnen Fibroblasten
Lymphe lauft aus | schiedenen Ex-
Aufsangen trakten
Harr und Furte| Kaniile am Venen- or Kleine Lymphocyten
1938 winkel Plasma - sterben nach 24 Std
| Embr.extr. ab, keine Umwand-
J lung

Mepawar 1940 | Kaniile am. Venen- J orT Nach 24 Std sind die

winkel ‘ Plasma - meisten Lympho-

Embr.extr., cyten tot
Knochenmark-
extrakt

Muraramr 1936 | Vas efferens der OT und Carrel | Nach 6—7 Tagen,

Poplitealdriise Plasma und ver- auch in Carrel-

Einschneiden schiedene Extrakte Flaschen, sterben
Aufsaugen der alle Lymphocyten
d Lymphe ab. In einer Kultur
Auftreten von Fi-

broblasten, nicht

f erklarbar

OT Objekttragerkulturen; Carrel Carrelflaschen

nicht bestitigen. Auch Muraramr (1936), der periphere Lymphe ziichtet, beob-
achtet keine progressiven, nur regressive Verinderungen der Lymphocyten.

Es sind somit keine sicheren Beweise fiir die Weiterentwicklung
der Lymphocyten vorhanden.

Im AnschluB an die Ziichtung von Blutleukocyten durch ALLadwWER
schien es uns von Interesse zu untersuchen, ob auch die Lymphocyten
oder nur die Monocyten fiir die Bildung des fibrocytéiren Gewebes in
Blutleukocytenkulturen verantwortlich sind. Wir ziichteten, zur Ab-
klirung dieser Frage Blutleukocyten und Lymphocyten der Ductus-
lymphe unter gleichen Bedingungen. Diese Untersuchungen werden im
folgenden beschrieben.

Material und Teehnik

1. Gewinnung der Lymphe

Die Lymphe wird durch Kaniilierung des Ductus thoracicus gewonnen. Aus-
gehend von einer von BorLmax (1948) beschriebenen Methode wird die Kanile
im abdominalen Teil des Ductus thoracicus eingebunden. Wir operieren junge
Kaninchen von 1—2 kg nach 36stiindigem Hungern in intravenotser Barbiturat-
narkose (Numal-Roche). Das Abdomen wird in rechter Seitenlage durch einen
Schnitt entlang dem linken Rippenbogen bis gegen den M. quadratus lumborum
eroffnet. Die Gediarme werden mit der Leber nach rechts, die linke Niere nach
links gelegt und mit Haltern fixiert. Die retroperitoneal liegenden Organe sind
sichtbar; die Aorta nach oben von einem Zwerchfellschenkel bedeckt, mit dem
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Abgang der A. tricuspidalis, nach links an den Wulst der Riickenmuskulatur
grenzend. Mit einer Pinzette erdffnet man das Retroperitoneum in der Rinne Jinks
von der Aorta und priapariert die Aorta sorgfiltis vom umliegenden Bindegewebe
frei. SchlieBlich 16st man das Bindegewebe zwischen Aorta und dem darunter
liegenden Ductus thoracicus. Der an der linken Seite der Aorta sichtbare Ductus
wird auf eine Lange von etwa 10 mm mdglichst freipripariert. Zwei Faden werden
zuerst unter Ductus und Aorta durchgefiihrt, die Enden von rechts her zwischen
Aorta und Ductus nach links gezogen, so dal der Ductus allein in den beiden
Faden liegt. Der obere Faden wird gekniipft, distal davon erdffnet man den an-
schwellenden Ductus mit einer scharfen Injektionsnadel und fithrt einen mit
Heparin gefiiliten Polyiathylendrain Nr. 90 ein. Sobald die Lymphe einschieft,
kniipft man den distalen Faden um den Ductus und den Drain. Der Drain wird
mit dem proximalen Faden nochmals fixiert und dann in der Wélbung des Zwerch-
fells nach ventral und durch die Bauchwand nach auBen gefiihrt. Die Laparotomie-
wunde wird verschlossen. Die Tiere werden wéhrend der Versuchsdauer von 6 bis
8 Std in einer leichten Narkose gehalten und bei Beendigung durch Herzpunktion
getotet. Die ganze Operation hat unter sterilen Kautelen zu erfolgen. Der Drain
wird durch 24stiindiges Einlegen in 70% Alkohol sterilisiert und 1 Std vor der
Operation mit Heparinlosung gespiilt und gefillt. Die Lymphe flieBt in sterile,
silikonierte Zentrifugenglaschen. Sobald ein Glischen voll ist, wird es bei 2000 Um-
drebungen 3 min lang zentrifugiert. Bis zum Ansetzen der Kulturen nach 1—6 Std
148t man die Glischen mit der zentrifugierten Lymphe bei Zimmertemperatur
stehen. Die Lymphfliussigkeit gerinnt nicht, wenn sie sofort zentrifugiert wird.
Ein gerinnungshemmendes Mittel ist uberfliissig.

Voriibergehende Sanguinolenz der Lymphe lie sich aufheben oder verringern
durch prioperative und postoperative Injektion von 0,05 g Prostigmin s.c. Es
handelte sich histologisch immer um Erythrocyten, Granulocyten waren keine
anzutreffen. Wir nehmen an, dal die Sanguinolenz die Folge einer postoperativen
Darmatonie ist, die das diapedetische Durchtreten der Erythrocyten in die Lymph-
bahnen ermdéglicht. Nach Prostigmin war meist auch ein besserer LymphfluB zu
beobachten.

Der LymphfluB wird aufrechterhalten durch dauernde intravenodse Zufuhr des
verlorenen Flissigkeitsvolumens in Form einer Mischung von Ringerlésung und.
5%iger Glucose im Verhdltnis 1:1.

2. Gewebeziichtung

a) Leukocytenfilm des Blutes . Bei der Halfte der Tiere wurde im Anschlufl
an die Lymphgewinnung Herzblut gewonnen zur Herstellung eines Leukocyten-
filmes nach den Angaben von ALLGOWER (1956).

b) Leukocytenfilm der Lymphe. Der Bodensatz von 20—30 cm® Lymphe wird
in einem Zentrifugenglas angereichert und zentrifugiert. Der angereicherte Boden-
satz 1aBt sich meist ohne Zusatz herausnehmen. Wenn er allzu locker ist, wird
natives Kaninchenplasma zugegeben. Hiihnerplasma wird bei der Lymphe ver-
mieden, da es sich herausstellte, dafl es die Auswanderung der Lymphocyten be-
eintréchtigt.

¢) Angetzen des Gewebes. Die Filme von Blut und Lymphe werden in kleine
Stiickchen von 1-—2 mm Kantenlinge geschnitten, die Stiickchen entsprechend
der von ALLGOWER (1956) beschriebenen Methode in nativem, homologem Plasma
ohne Zusitze angesetzt.

Carrel-Flaschen. Einerseits werden Leukocytenstiickchen von Lymphe allein
angesetzt, je 3 Sttickchen je Flasche in 1,5 em® nativem Plasma. Andererseits
werden Leukocytenstiickchen von Lymphe und solche von Blut zusammen in der-
selben Flasche angesetzt als sog. konfrontierte Kulturen.

20%*
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Rollertubes. Auf speziellen Deckglischen werden 3 Tropfen natives Plasma
ausgebreitet, ohne dal die Tropfen ineinanderflieBen. In 2 Tropfen setzt man je
1 Stiickchen des Lymphfilmes und in einem Tropfen 1 Stiickchen des Blutfilmes
an. Die Deckglischen werden in feuchten Kammern bei Zimmertemperatur stehen-
gelassen, bis das Plasma geronnen ist. Nachher werden sie in den speziellen
Reagensglisern mit 1,5 cm® Nahrmedium, bestehend aus 50% Kaninchenserum,
50% Gryscher Losung und 1000 E Penicillin je Kubikzentimeter, in den Rotator
im Wérmeschrank gebracht.

4) Erneuern der Nihrldsung. Carrel-Flaschen. Nach 2—3 Tagen wird zum ersten-
mal die sich bildende, iberstehende TFliissigkeit abgesogen und 2—3 Tropfen
frisches natives Kaninchenplasma auf die Kultur gebracht. Spiter werden die
Kulturen 2mal je Woche erndhrt, die ersten 3—4mal mit Plasma, nachher mit
25%igem Serum, um die Plasmaschicht iitber den Kulturen nicht weiter zu erhchen.

Rollertubes, Zweimal je Woche wird ein Drittel der Nahrlosung durch neue
ersetzt.

¢) Organextrakte. Bei einem Teil der Kulturen wurde vergleichsweise Extrakt
aus Nebenniere oder aus Milz zugesetzt. Die frischen Organe werden zerkleinert,
in der Morserschale fein zerrieben, mit gleichem Volumen Grvscher Losung auf-
geschwemmt und anschlieBend zentrifugiert.

Tabelle 4

Total der Versuche. . . . . . . . .. ’ 18
Mittlerer LymphfluB wahrend der Ver- |

suchsdauer von 6—8Std . . . . . . 5,2 em?®/kg/Std, mit Extremwerten

von 3,1—7,4 em®/kg/Std

Leukocytenfilm von Lymphe

Total der Kulturen. . . . . . . . . 360

In Carrelf-Flaschen . . . . . . . . . 235

In Rollertubes . . . . . . . . . .. 125
Leukocytenfilm vom Blut des gleichen

Tieres bei 10 Tieren . . . . . . . . 10

Total der Kulturen. . . . . . . . . 190

In Carrel-Flaschen . . . . . . . . . 65

In Rollertubes . . . . . . . . . .. ‘ 125

Differentiolbilder der Ausstriche von Blut (Durchschnitt von 200 Zellen je Versuch)

Lymphocyten Zwischen- Granu-
Nr. Monocyten
Klein mittel | eroB v formen locyten
8 20 | 90 — 10,0 9,0 70,0
9 nicht zéhlbar
10 35,0 13,0 1,0 7,0 4,0 40,0
11 6,5 ! 19,0 6,5 3,0 2,0 63,0
12 — 80 0.5 7.0 5,0 78.5
13 — 13,0 3,0 1,0 — 83,0
14 — 4,0 1,0 11,0 5,0 79,0
15 — 6,0 2,0 — 4,0 88,0
16 2,5 13,5 1,0 6,5 6,56 70,0
17 35,0 9,5 1,5 4,0 2,0 48,0
18 2,5 | 42,5 | — 10,6 4,5 40,0
Mittel 84 | 138 | L6 6,0 4,2 66,0
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Bei anderen Kulturen wurde ein Extrakt aus Leukocyten zugegeben. Die
Leukocyten von 36—40 cm?® Blut werden in einem Erlenmeyer-Kolben mit GEYscher
Losung aufgeschwemmt und mit feinen Glasperlen 30 min lang rotiert. Die Lésung
wird zentrifugiert und die iiberstehende Flussigkeit abgesogen und zu den Kulturen
gegeben.

3. Cytologische Untersuchungen von Blut und Lymphe

Wihrend der Lymphgewinnung bestimmen wir periodisch die Zellzahl der
Lymphe und fertigen Ausstriche fur die cytologische Untersuchung an. Ebenso
wird in groBeren zeitlichen Abstdnden das Blut der Tiere cytologisch untersucht.
Die Ausstriche werden nach PAPPENHEIM gefdrbt. Vergleichsweise farbten wir
Ausstriche nach der Methode von SEEMANN mit Neutralrot.

Da es am Rande der Ausstriche zu einer Hiufung von Monocyten und groflen
Lymphocyten kommt, zéhlten wir immer eine halbe Objekttrigerbreite aus, um
eine richtige prozentuale Verteilung zu erhalten. Je Ausstrich zahlten wir min-
destens 200 Zellen aus. Die mittlere Verteilung der Lymphzellen eines Tieres
berechneten wir aus 100 ausgezahlten Zellen. Die prozentuale Zusammensetzung
der verschiedenen Zellarten verdnderte sich in der gesammelten Lymphe wihrend
der Versuchsdauer von 6—8 Std nicht in auffallender Weise. Wir geben deshalb
in Tabelle 4 und 5 nur die mittlere Verteilung der Zellarten je Versuch an.

4. Histologische Untersuchung der Kulturen

Die Rollertubes-Kulturen werden in toto auf dem Deckglas fixiert und mit
Himaloun Mayer oder nach PapPENHEIM gefirbt. Das Ausgangsmaterial wurde
zu Vergleichszwecken ebenfalls in einem Tropfen Plasma angesetzt, sofort fixiert
und auf die gleiche Weise behandelt wie die inkubierten Kulturen. Wir fixierten
taglich 2 Deckglidschen mit je 3 Kulturen.

Tabelle 5. Differentialbilder der Ausstriche von Lymphe
(Durchschnitt von 1000 Zellen je Versuch.)

- Lymphocyten Zwischen-
Nr. Monocyten
klein ‘ mittel ‘ grof3 formen
1 98,8 ' 1,0 0,2 — —
2 65,9 \ 28,3 4,0 — 1,8
3 891 | 65 1,1 0,8 2,5
4 79,1 : 15,6 3,1 0,1 2,1
5 83,2 12,5 1,3 0,3 2,7
6 91,6 7,1 1,1 — 0,2
7 91,5 7,9 0,1 — 0,5
8 68,0 26,3 2,5 0,4 2,8
9 85,4 12,2 1,1 0,2 1,1
10 91,8 7,0 1,5 — 0,7
11 81,5 15,9 1,6 0,1 1,1
12 77,4 15,0 7,7 0,5 0,4
13 57,7 33,9 7.8 0,3 0,3
14 28,4 64,8 3,7 0,1 3,0
15 62,5 35,7 1,6 — 0,2
16 55,5 37,1 5,5 0,2 1,7
17 71,3 26,5 1,7 0,3 0,2
18 83,8 13,8 2,6 — 0,3
Mittel 76,2 | 19,7 2,7 0,2 1,2
Mittel nach 95,9 2,8 0,2 1,1
Supravitalfarbung — — — —
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5. Photographische Dokwmentierung

Die Kulturen in Carrel-Flaschen wurden
alle 2—3 Tage unter dem Mikroskop angesehen
und interessante Befunde photographisch fest-
gehalten.

Die Photographien der lebenden Kulturen
wurden mitm aximal 50facher VergroBerung
gemacht.

Die fixierten Roller-tubes Kulturen dienten
dem mniheren histologischen Studium und
dessen  photographischer ~Dokumentierung.
Die Ubersichtsphotos wurden mit 50facher,
die Detailaufnahmen mit Olimmersion mit
300facher VergroBerung gemacht.

Ergebnisse
Die Zahlen der Versuche und der
Kulturen sind in Tabelle 4 zusammen-
gefallt.

1. Celluliire Zusammensetzung
von Blut und Lymphe

Die Zellzahlen von Blut und Lymphe
sind in Tabelle 4 und 5 zusammen-
gestellt.

In den nach ParpENHEIM und mit
Neutralrot gefirbten Ausstrichen von
Blut und Lymphe des Kaninchens unter-
schieden wir {folgende mononucledre
Zellarten:

a) Kleine Lymphocyten. Zellen, die
maximal ErythrocytengréBe erreichen,
einen kleinen Protoplasmasaum erkennen
lassen, bei mittlerer Firbedauer dunkel-
blau pyknotische Kernstrukturen haben
und erst bei schwicherer Férbedauer

Abb. 1. Lymphe, kleine Lymphocyten,
1 Erythrocyt. Vergr. 1000mal
Abb. 2. Lymphe, mittlere Lymphocyten,
1 Wanderform, Vergr. 1000mal
Abb. 3. Lymphe, 2 groBe Lymphocyten.
Vergr, 1000mal
Abb. 4. Lymphe, 1 Monocyt, 2 kleine
Lymphocyten. Vergr. 1000mal
Lymphe, 1 Zwischenform, 1 kleiner

i Abb. 5.
Lymphocyt. Vergr. 1000mal
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eine grobschollige Chromatinstruktur zeigen (Abb. 1). Mitosen der
kleinen Lymphocyten wurden keine beobachtet.

b) Mittlere Lymphoeyten sind groBer als Erythrocyten, erreichen
jedoch den doppelten Erythrocytendurchmesser nicht. Sie haben wenig
Protoplasma, der Kern 1aBt ein grobscholliges Chromatingerist erkennen,
das manchmal radspeichenartige Strukturen zeigt. Typische Plasma-
zellen wurden keine beobachtet. In Abb. 2 ist ein mittlerer Lymphocyt
in der langgezogenen Wanderform, der sog. ,hand-mirror Form
(pE BrUYN 1948) zu sehen.

Vereinzelte mittlere Lymphocyten wurden in Ana- oder Telophase
beobachtet.

¢) GroBe Lymphocyten sind groBer als 2 Erythrocytendurchmesser,
haben ein intensiv dunkelblaugefirbtes Protoplasma, einen dunkelroten
Kern mit grobem Chromatingeriist. Der Kern ist meist rund (Abb. 3),
kann jedoch leichte Einbuchtungen haben. Vereinzelte Mitosen von
groflen Lymphocyten wurden beobachtet.

d) Monocyten sind meist gréfer als die groBen Lymphocyten. Der
Kern ist rund oder nierenférmig eingebuchtet. Er ist zart blaugefirbt
und reticuldr strukturiert. Das Protoplasma ist blaugrau oder sehr hell
und enthilt oft Vacuolen (Abb. 4).

¢) Zwischenformen von Monoeyten und Lymphocyten. Diese Gruppe
wurde gebildet, weil sich einzelne Zellen weder in die Gruppe der Mono-
cyten noch in diejenige der groBen Lymphocyten einteilen lieBen, sondern
Charakteristika beider Zellgruppen aufwiesen, sowohl bei der Firbung
nach PApPPENHEIM als auch bei der Supravitalfirbung. Diese Zellen
haben die Gréfle der grofien Lymphocyten. Der Kern ist feiner struk-
turiert als bei den groBlen Lymphocyten, er hat aber nie das zarte
Reticulumgeriist der Monocyten. Das Protoplasma ist dunkler blau
(Abb. 5).

2. Beobachtungen an lebenden Kulturen in Carrel-Flaschen
und an fizierten Kulluren aus Rollertubes

Zwischen den Kulturen von Lymphleukocyten, die allein geziichtet
wurden, und solchen, die zusammen mit Blutleukocyten gezlichtet
wurden, konnte kein Unterschied festgestellt werden. Die folgenden
Beobachtungen wurden bei beiden Ziichtungsarten gemacht.

1./2. Tag. Blutleukocytenfilm. Die Auswanderung der Zellen aus
dem Mutterstiick ist nach 24 Std beendet (Abb. 6). Man erkennt ver-
schiedene Zellformen und -gréBen (Abb.7). Nach 24 Std finden sich
zwischen degenerierenden Granulocyten und unveridnderten Lympho-
cyten deutlich vergréBerte Zellen mit lockerem Chromatingeriist und
viel Protoplasma mit Pseudopodienbildung (Abb. 8). Man kénnte diese
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Abb. 7.

Blut, Auswanderungszone, einzelne Zellen, 24 Std alte fixierte Kuitur.
Vergr. 300mal

Zellen in Anlehnung an die Nomenklatur von Maximow ,,Polyblasten®
nennen.

Lymphleukocytenfilm. Die Auswanderung der Lymphocyten aus
dem Mutterstiick geht tiber 48—72 Std vor sich (Abb. 9). Die Zellen
sind in der gleichen GréBenordnung (Abb. 10) wie die Zellen in gleich-
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Abb. 8, Blut, Auswanderungszone, ,,Polyblasten®. 48 Std alte fixierte Kultur.
Vergr. 300mal

Abb. 8. Lymphe, Auswanderungszone, 38 Std alte lehende Kultur. Vergr. 50mal

alten Blutkulturen (Abb.7). Die Lymphocyten (Abb.10) haben sich
wenig, aber immerhin deutlich vergréBert gegeniiber dem Ausgangs-
zustand (Abb. 11) zu Beginn der Ziichtung. Ganz vereinzelt findet man
ausgesprochen vergréBerte Zellen mit lockerem Chromatingeriist von
der Art der ,,Polyblasten* in den Blutkulturen.
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Abb. 10. Lymphe, Auswanderungszone, einzelne Lymphocyten, 24 Std alte fixierte Kultur.
Vergr. 300mal
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Abb, 11. Liymphe, kleine und grofie Lymphocyten, fixiert unmittelbar nach dem Ansetzen.
Vergr, 300mal

3./4. Tag. Blutleukocytenfilm. Die Zelldichte in der Auswanderungs-
zone hat abgenommen (Abb. 12), die Granulocyten sind verschwunden.
Die groBen protoplasmareichen Zellen haben sich um ein Mehrfaches
ihres Ausgangsvolumens vergrofert (Abb. 13). An vielen Stellen sind
daneben unverinderte Lymphocyten zu beobachten. Ubergangsformen
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Abb. 12. Blut, Auswa‘nderungszone, 4 Tage alte lebende Xufur. Vergr. 50mal
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Abb, 13, Blut, Auswanderungszone, einzelne ,,Polyblasten, 3 Tage alte fixierte Kultur.
Vergr. 300mal

zwischen den Lymphocyten und den groSen protoplasma reichen Zellen
haben wir keine beobachtet. An einzelnen Stellen, meist am Rande
des Mutterstiickes (Abb. 14) oder im Bereich von Verfliissigungszonen
hiufen sich die groBen runden Stellen. An verschiedenen Stellen
nehmen sie spindelige Form an (Abb. 15).
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Abb. 14, Bluf, Rand des Mutterstiickes, 4 Tage alte fixierte Kultur. Vergr. 300mal

Abb. 15. Blut, einzelne spindelférmige Zellen. 4 Tage alte fixierte Kultur. Vergr. 300mal

Lymphleukocytenfilm. Die meisten Zellen sind gleichmiBig rund
und unverdndert klein. Neben den unveridnderten Lymphocyten mit
klaren Kernstrukturen sind immer mehr degenerierende Zellen zu be-
obachten (Abb. 16). Daneben haben sich einzelne Zellen ganz enorm
vergroBert (Abb. 17). Meist sind diese Zellen abgerundet und gefillt
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Abb. 17. Lymphe, cinzelne Makrophagen, 4 Tage alte fixierte Kultur, Vergr. 300mal

mit phagocytiertem Material; manchmal, vor allem in Kulturen, die
viele groBe Zellen enthalten, sind sie aber auch spindelformig (Abb. 18),
dghnlich wie in Blutkulturen.

5. Tag und spdter. Blut-Leukocytenfilm. An verschiedenen Stellen
der Kulturen, am Rande des Mutterstiickes {(Abb. 19) oder auch in
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Abb. 18. Lymphe, Verfliissigungszone, 4 Tage alte lebende EKultur. Vergr. 50mal

Abb. 19. Blut, Rand des Mutterstiickes, 8 Tage alte lebende Kultur. Vergr. 50mal

der Auswanderungszone wachsen fibrocytire Zellen aus. Zahlreiche
Mitosen (Abb. 20) sind im Bereich der Fibrocytensprossungen
zu beobachten. Die lebhaft wachsenden Fibrocyten bilden einen
gewebeartigen Verband und organisieren das umgebende Plasmamedium
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Abb. 20. Blut, fibrocytérer ZellsproB, 8 Tage alte fixierte Kultur. Mitosen. Vergr. 300mal

Abb. 21. Blut, fibrocytéres Gewebe, 14 Tage alte fixierte Kultur. Vergr. 50mal

(Abb. 21). Die einzelnen Zellen kénnen verschiedene Formen annehmen,
teils mehr epitheloide (Abb. 22), teils mehr spindelige (Abb. 23). Die
kontinuierliche Ziichtung solcher Kulturen in Passagen scheint keine
Schwierigkeiten zu bieten (Abb.24). In den wenigen Kulturen, in
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Abb. 22. Blut, epitheloide Zellformen, 17 Tage alte lebende Kultur. Vergr. 50mal

Abb, 23. Blut, spindelige Zellformen, 25 Tage alte lebende Kultur. Vergr. 50mal

denen es nicht zur Proliferation von Fibrooyten kommt (Abb. 25), sind
dhnliche Makrophagen und Riesenzellen zu beobachten wie in Kulturen
von Lymphe (Abb. 26).

Lymphleukocytenfilm. Die kleinen Zellformen degenerieren zu-
nehmend, sie werden pyknotisch, verlieren die Kernstruktur und zer-
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Abb. 24. Blut, 24 Std nach dem Umsetzen der Kultur, 23 Tage alte lebende Kultur,
Vergr., 50mal

Abb. 25. Blut, Makrophagen und Riesenzelle, 9 Tage alte lebende Kultur. Vergr. 50mal

fallen. Zwischen den zahlreichen Zelleichen vergréfern sich einzelne

Zellen immer mehr bis zur Bildung von mehrkernigen Riesen-

zellen (Abb. 27). Um die groBen Phagocyten herum kann man einen

Hof beobachten, der von toten Zellen ganz gesdubert ist (Abb. 28).
Virchows Arch. Bd. 329 21
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Abb. 27. Lymphe, Riesenzelle, 8 Tage alte fixierte Kultur. Vergr. 300mal

An einzelnen Stellen, speziell am Rande von Verflissigungszonen mit
typischen Plasmastrukturen, kénnen einzelne Zellen spindelférmige Ge-
stalt annehmen (Abb. 29). In einzelnen Versuchen (Tabelle 5, Versuch
15) sind diese Zellen héufiger, in anderen seltener. Im allgemeinen sind
die spindelformigen Zellen in den Lymphkulturen viel seltener als in



Entwicklungsfahigkeiten der Zellen des Blutes und der Lymphe in vitro 311

SOTRE

RIS

Abb. 28. Lymphe, Makrophagen rdumen unter den toten Lymphocyten auf. 7 Tage
alte lebende Kultur. Vergr. 50mal

Abb. 29, Lymphe, einzelne fibroblastenéhnliche Zellen. 20 Tage alte fixierte Kultur.
Vergr, 300mal

den Blutkulturen. In 2 von total 360 Lymphkulturen konnten wir
Mitosen der spindelférmigen Zellen und Bildung eines proliferierenden
fibrocytiren Gewebes beobachten.

21%*
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Diskussion
1. Ziichtungsmaterial

Wir untersuchten die Entwicklungsfihigkeiten der Lymphocyten in
vitro durch Ziichtung von Lymphe des Ductus thoracicus, die fast aus-
schlieBlich Lymphocyten enthilt.

Nach unseren Untersuchungen finden sich in der Ductuslymphe 96 %
kleine und mittlere Lymphocyten, die éibrigen 4% entsprechen grofieren
Zellformen, die nicht einfach zu klassifizieren sind. Von diesen sind 2,7 %
groBe Lymphocyten, 0,2% Monocyten, die ibrigen 1,2% lassen sich
nicht eindeutig zur einen oder anderen Gruppe zéhlen, wir bezeichneten
sie als Zwischenformen. Einzelne mittlere und groBle Lymphocyten
weisen morphologische Ahnlichkeiten mit Plasmazellen auf (Rad-
speichenstruktur des Kernes). Eindeutige Plasmazellen konnten jedoch
nicht festgestellt werden. Wir verzichteten deshalb auf eine weitere
Klassifizierung, da sie fiir unsere Fragestellung nicht von Belang war.
Die Gruppe der Zwischenformen ist nicht neu, SEEMaN® (1930) hat
diese Zellformen ,,monozytoide Zellen® genannt und damit zum Aus-
druck gebracht, daf’l er sie zum monocytdren System rechnet, das er
vom lymphocytiren System trennt. Im Gegensatz dazu nannte
Maxmow (1928) diese Zellformen ,,Ubergangsformen® und sah in ihnen
einen wichtigen Beweis fiir die Theorie der Umwandlung von Lympho-
cyten in Monocyten.

Die in Tabelle 2 zusammengestellten Zahlen der prozentualen cellu-
laren Zusammensetzung der Ductuslymphe sind unterschiedlich. Diese
Unterschiede sind wahrscheinlich auf verschiedene Einteilungen zurtick-
zufithren. Diejenigen Untersucher, die iiber 1% Monocyten angeben,
haben anscheinend die Zwischenformen zu den Monocyten gezéhlt.
Wenn Rous (1908) und THORNE (1922) sogar 5,6 und 10% Monocyten
angeben, so sind darin wahrscheinlich die Zwischenformen und die grofien
Lymphoeyten einbegriffen. Broom hingegen gibt nur vereinzelte Mono-
cyten an, er zdhlt die Zwischenformen anscheinend zu den grofien
Lymphocyten, die bei ihm 20% ausmachen. Sein Ausgangsmaterial
scheint sehr reich an Zwischenformen und grofien Monocyten zu sein,
eventuell infolge der experimentellen Peritonitis bei seinen Tieren.

Morphologische Kriterien sind anscheinend nicht gentigend fiir die
Differenzierung der verschiedenen monocytiren Formen des Blutes und
der Liymphe. Sie haben auch bisher keine endgiltigen Erkenntnisse
iiber Genese und Weiterentwicklung dieser Zellen gebracht. Wir maflen
deshalb funktionellen Kriterien wie Wanderungsart, Wachstum und
Formverinderungen mehr Bedeutung bei.

Blut und Lymphe enthalten, abgesehen von den Granulocyten,
gleiche Zellen, aber in verschiedenen Anteilen. Der Blutleukocytenfilm
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besteht in unseren Versuchen aus 12% groflen mononucledren Formen,
22% kleinen und mittleren Lymphocyten und 66% Granulocyten. Der
Lymphleukocytenfilm enthilt 96% kleine und mittlere Lymphocyten,
4% groBe mononucleire Formen und keine Granulocyten. Die ver-
gleichende Ziichtung dieser beiden Filme ergab verschiedene Resultate.

2. Ziichtungsresullate

In den Kulturen von Blut vergréBern sich viele Zellen in den ersten
2—3 Tagen um ein Mehrfaches ihres Ausgangsvolumens, sie nehmen
spindelige Form an. Die groflen Zellen bilden ein Netz von spindeligen
Stellen. Zwischen dem 5. und dem 8.Tag treten an verschiedenen
Stellen gleichzeitig Mitosen auf. Es bildet sich ein lebhaft wachsendes
fibrocytires Gewebe.

In den Kulturen von Lymphe erkennt man in den ersten 24 Std eine
Auflockerung der Kernstruktur und eine kleine Volumenvergréflerung
bei den meisten Zellen. In den folgenden Tagen vergréBern sich diese
Zellen nicht weiter, sie gehen nach 4—7 Tagen durch Pyknose oder
Karyolyse zugrunde. Kine kleine Zahl von Zellen vergréBert sich zu-
nehmend. Diese Zellen phagocytieren tote Zellen aus ihrer Umgebung
und werden dabei zu dunkel granulierten Makrophagen und Riesen-
zellen; vereinzelte Zellen nehmen auch spindelige Form an. Mit Aus-
nahme von zwei von total 360 Kulturen (einer Rollertube- und einer
Carrel-Flaschenkultur), kam es jedoch nicht zur Proliferation von Fibro-
cyten und zur Gewebebildung. In den 2 Kulturen beobachtete man
ein fibrocytires Gewebe, dag von gleichalten Blutleukocytenkulturen
nicht zu unterscheiden ist. In zwei weiteren Kulturen finden sich
Ansétze zur Gewebebildung, ohne dafl Mitosen zu beobachten sind.
Diese Unterschiede wurden, abgesehen von den beschriebenen Aus-
nahmen, in allen Kulturen, in den reinen Lymphkulturen wie in den
mit Blutkulturen konfrontierten, in den Carrel-Flaschen wie in den
Rollertubes beobachtet.

Wie ist dieses verschiedene Verhalten der beiden Leukocytenfilme
zu erkliren ? Ist der Grund in verschiedenen Ziichtungsbedingungen
oder in verschiedener Zusammensetzung der beiden Filme zu suchen ?

Konfrontierte Kulturen in Carrel-Flaschen und in Rollertubes stehen
unter identischen Ziichtungsbedingungen. ALLGOWER (1956) beobachtete
eine Weiterentwicklung der Blutleukocyten in Fibrocyten in Kulturen,
die er in nativem Plasma ohne Organextrakte ziichtete. Wir nahmen
deshalb an, daf dieses Medium auch fiir die vergleichsweise Ziichtung
von Lymphe geniigen und eine gleiche Entwicklung der Lymphzellen
ermdglichen wiirde. Frithere Untersucher ziichteten Lymphocyten unter
Zugabe verschiedener Organextrakte wie Milzextrakt (BLoom, e BRUYN,
Larra, Murarami), Nebennierenextrakt (Saromi), Knochenmarkextraks

Virchows Arch. Bd. 829 21a
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(Broom, MaxiMow, MURAEAMI). Sie beschreiben eine Verlingerung
der Uberlebenszeit der Lymphocyten in vitro unter der Wirkung
dieser Extrakte. Unsere vergleichsweise mit Zusatz von Organextrakten
geziichteten Lymphkulturen wunterschieden sich jedoch nicht wvon
solchen, die ohne Zusiitze geziichtet wurden.

Das verschiedene Verhalten der beiden Filme kann demnach nicht
mit verschiedenen duperen Ziichtungsbedingungen erklirt werden. Ver-
schiedene ,,innere* Bedingungen kénnten in den beiden Filmen dadurch
entstehen, dafl in den Kulturen des Blutfilmes die Granulocyten frith
zugrunde gehen und als Fermentspender wirken. Die Lymphkul-
turen enthalten keine solchen Fermentspender. Diese Wirkung scheint
jedoch fiir die Lymphkulturen nicht von Bedeutung zu sein, da weder
in den mit Blutleukocyten konfrontierten Kulturen noch nach Zusatz
eines Leukocytenextraktes eine Verdnderung im kulturellen Verhalten
der Lymphkulturen festzustellen ist.

Man konnte sich vorstellen, dafl ein lokal umschriebener Verfliigsi-
gungsprozeB, wie ihn MUBLETHALER (1952) als Ursache der Entstehung
von Makrophagen annimmt, von Bedeutung wire. Wir beobachteten
aber in vielen Kulturen von Lymphe lokale Verfliissigungszonen, ohne
daB es zu einer Wirkung auf das Verhalten der Zellen kam. In Kulturen
von Blutleukocyten fanden sich die fibrocytiren Sprossungen auffallend
hiufig im Bereich von lokalen Verflissigungszonen.

Was die quantitative Zusammensetzung der beiden Filme anbetrifft,
so ist die Zellzahl in einem angesetzten Stiickchen von 1 mm Kanten-
linge in den beiden Filmen grofBenmiBig etwa gleich, beide Filme werden
aus 30—40 em? Blut bzw. Lymphe gebildet, die 8000—10000 bzw. 6000
bis 14000 Zellen enthilt. Dagegen ist die prozentuale Zellzusammensetzung
der beiden Filme verschieden. Die Lymphleukocytenstiickchen enthalten
etwa 3mal weniger groe mononucledre Zellen als die Blutleukocyten-
stiickchen. Diese grofien mononucletiren Zellen erweisen sich als sehr
aktive Phagocyten. In den Lymphkulturen haben sie grofie Mengen
an toten Lymphocyten zu bewéltigen. Sie vergrofiern sich zunehmend
durch das phagoeytierte Material. In den Blutleukocytenkulturen sind
die pbagocytierenden Zellen 3mal héufiger, gleichzeitig ist das zu phago-
cytierende tote Zellmaterial kleiner, da sich die Granulocyten auflésen
und weniger fiir die Phagocytose in Frage kommen als die kleinen
Lymphocyten. Die grofien mononuclesiren Zellen entwickeln sich dem-
entsprechend in den Blutleukocytenkulturen weniger zu ausgesprochenen
Phagocyten, sie bilden vielmehr Netze von spindeligen Zellen. In diesem
Zusammenhang ist das Verhalten einiger Lymphfilme, die relativ viel
groBe Zellen enthielten, von Interesse (Tabelle 5, Versuch 8, 12, 13,
14, 16). In den Kulturen dieser Filme kam es zu einer auBerordentlichen
Hiufung von spindeligen Zellen und von Makrophagen. In zwei von den
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total 360 Kulturen kam es sogar zur Ausbildung eines proliferierenden
fibrocytéiren Gewebes. Umgekehrt beobachteten wir in Blutleukocyten-
kulturen, die zu Beginn nur wenig groBe mononucleidre Zellen enthielten,
wenige, aber enorm vergriBerte Makrophagen, zum Teil eigentliche
Riesenzellen, ohne daB es zur Proliferation von spindeligen Zellen
kam.

Es scheint uns, dafl die groBen mononucledren Zellen in Blut und
Lymph dhnliche Entwicklungsfédhigkeiten in Richtung Fibrocyten oder
Makrophagen haben. Die Richtung, in der sie sich entwickeln, scheint
unter anderem durch die Menge des phagocytierten Materials bestimmt
zu werden. Wenn die Zellen eine gewisse Menge an totem Zellmaterial
aufgenommen haben, sind sie anscheinend nicht mehr zur Entwicklung
in Richtung der Fibrocyten und zur Proliferation fahig.

Lymphleukocytenstiickchen bestehen vorwiegend aus kleinen und
mittleren Lymphoecyten. Wenn man annimmt, dall diese Zellen den
Ausgangspunkt fir die in den Blutleukocytenkulturen beobachteten
Proliferationen von Fibrocyten darstellen, so miiBte sich dieser Prozef
in den Lymphleukocytenkulturen ganz besonders eindriicklich demon-
strieren, da diese Zellen mehr als 4mal h#ufiger sind. Wir konnten
jedoch in keiner Art von Lymphkulturen progressive Verinderungen der
kleinen und mittleren Lymphocyten feststellen. Die kleinen und mitt-
leren Lymphocyten konnen also nicht verantwortlich sein fiir die fibro-
eytdre Entwicklung der Blutleukocytenkulturen.

In fritheren Ziichtungsversuchen mit Lymphe des Ductus thoracicus
(Broom 1928, 1937, Harr und Furta 1938, MEDAWAR 1940) oder eines
peripheren Lymphgefifles (MuragaMI 1936) wurden teilweise andere
Beobachtungen gemacht. Broom beschreibt eine kontinuierliche Weiter-
entwicklung der kleinen Lymphocyten in groBe und schlieBlich in
Fibroblasten. In der Existenz der sog. Ubergangsformen, wie er unsere
Zwischenformen nennt, sieht er einen Beweis fiir diese Auffassung.
Sein Ausgangsmaterial scheint sehr reich an solchen Ubergangsformen
gewesen zu sein. Eine Erklirung fiir die Zusammensetzung der Lymphe
in seinen Versuchen kann man in der experimentellen Peritonitis und in
seiner Technik fir die Lymphsammlung finden. Er schneidet den Ductus
thoracicus an und saugt die ausgelaufene Lymphe in der Umgebung des
Ductus mit einer Pipette auf. MupawAaRr, die diese Technik in einem
Fall wiederholte, fand in der so gewonnenen Liymphe 5% sichere Mono-
cyten unter den 23% groflen Mononucledren. Die Zusammensetzung
der Lymphe gleicht damit derjenigen des Blutes und es wundert uns
nicht, daBl BrooM mit solchem Ausgangsmaterial viele fibroblasten-
ahnliche Zellen beobachtete. Trotzdem hat er in seinen Kulturen an-
scheinend kein zusammenhéngendes Gewebe von proliferierenden Fibro-
cyten erhalten.
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Alle anderen beschreiben nur degenerative Verinderungen in den
Kulturen von Lymphe. HALL und FurTH, MEDAWAR, die nur in Objekt-
-tragern ziichten, geben an, daBl die Lymphocyten unter diesen Be-
dingungen in den ersten 24—48 Std absterben. Wir machten mit
Objekttragerkulturen dieselbe Erfahrung und verlieBen diese Technik
zugunsten der Carrel-Flaschen — und Rollertubestechnik. Speziell 'die
Rollertubestechnik erméglicht giinstige Kulturbedingungen fiir die sehr
sauerstoffbediirftigen Liymphocyten (Trowsin 1952). Die Beobach-
tungen von MURARAMI und unsere eigenen stimmen im Hinblick auf
eine Uberlebenszeit der kleinen Liymphocyten in vitro von 4—7 Tagen
iberein. :

“Wenn wir uns schlieBlich fragen, ob die in vitro erhobenen Befunde
auf die Vorginge im Organismus ibertragen werden kénnen, so 1a8t sich
sagen, daB die aus der Lymphe gewonnenen Lymphocyten unverindert
ins Blut eingeschwemmt werden. Hs ist nicht anzunehmen, daB sie im
Blut Veriinderungen durchmachen, die im Plasmamedium in vitro nicht
auch zu beobachten wiren. Es ist dagegen méglich, daf die aus dem
Blut emigrierten Lymphocyten am Orte der Entziindung noch zu anderen
Veréinderungen fihig sind.

Unsere Untersuchungen an Gewebekulturen geben aber keine An-
haltspunkte, um den kleinen und mittleren Lymphocyten weitere
Entwicklungsfahigkeiten zuzuerkennen, wohl aber den groBen Lympho-
cyten, den Zwischenformen und den Monocyten.

Zusammenfassung

Ausgehend von der Frage nach den Entwicklungspotenzen der ver-
schiedenen Blutleukocyten ziichteten wir vergleichsweise Blutleukocyten
und Lymphleukocyten des Ductus thoracicus unter gleichen Bedingungen
in vitro. , ;

Die beiden Filme aus Blut und aus Lymphe enthalten mit Aus-
nahme der Granulocyten die gleichen Zellen, aber in verschiedenen An-
teilen: Der Blutleukocytenfilm setzt sich zusammen aus 66% Granulo-
cyten, 22% Kkleinen und mittleren Lymphocyten und 12% groBen
mononucleiren Formen; der Lymphleukocytenfilm enthilt 96% kleine
und mittlere Lymphocyten und 4% grole mononuclesre Zellen.

In den Kulturen des Blutleukocytenfilmes bildete sich nach 5 bis
7 Tagen in sehr vielen Fillen ein proliferierendes fibrocytdres Gewebe;
in den Kulturen von Lymphe hingegen kam es nur ganz ausnahmsweise
zur Bildung eines solchen Gewebes, die meisten Zellen gingen in den
Lymphkulturen nach 5—7 Tagen zugrunde, einige wenige Zellen, etwa
der Zahl der grofien Mononucledren entsprechend, wandelte sich zu
Makrophagen und Riesenzellen um.
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Auf Grund der vergleichenden Ziichtung von Blut- und Lymphzellen
ist anzunehmen, dafl die kleinen und mittleren Lymphocyten nicht ver-
antwortlich sind fiir die Bildung des fibrocytiren Gewebes; sonst miiBte
sich dieser ProzeB in den zum gréBten Teil aus diesen Zellen bestehenden
Lymphkulturen ganz besonders eindriicklich demonstrieren. Diegrofien
mononucledren Zellen, Monocyten und grofie Lymphocyten scheinen
den Ausgangspunkt fiir die beobachtete Umwandlung in Fibrocyten
darzustellen. ’
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