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Uber die Unterscheidung von zwei Lymphocytentypen
im Phasenkontrastmikroskop

Von
E. GRUNDMANN
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Der kleine reife Lymphocyt ist definiert als eine Zelle von der Grofie des
Erythrocyten mit einem sehr kompakten, angendhert runden Kern und mit einem
dulerst schmalen, basophilen Cytoplasmasaum. Wie das Zellvolumen, so variieren
auch die strukturellen Einzelheiten: Zahl, GroBe und Féarbbarkeit der Granula
im Cytoplasma kénnen verschieden sein, die Kernkontur erscheint bald glatt,
bald eingedellt oder eingekerbt, und im Kerninneren sind manchmal 1—2 Nu-
cleolen nachzuweisen. Der optische Eindruck wird jedoch von den hervorstechen-
den Gemeinsamkeiten bestimmt und der Lymphoocyt im allgemeinen als einheit-
liche Zellform betrachtet (vgl. die neueste Ubersicht von TrowrrL). Einzelne
Versuche, Form und Férbbarkeit der Cytoplasmagranula als Kennzeichen fir
verschiedene Lymphocytentypen zu benutzen (Hu, ALTUNIC u. a.), blieben letzt-
lich ohne Erfolg, wie auch die These, die groBen Lymphocyten seien , Reiz-
formen® der kleinen (Krima), zumindest umstritten ist.

Gegen diese vorherrschende Ansicht von der Einheitlichkeit der Lympho-
cyten spricht die Cytomorphologie der lymphatischen Organe. Bei der Ratte
[GrunDMANN (1), (2)] und in gleicher Weise beim Menschen [GRUNDMANN (3)]
geht die Lymphocytenbildung ndmlich an zwei verschiedenen Stellen vor sich,
und zwar einmal in den Follikelzentren, zum andern an den Sinus von Milz und
Lymphknoten. Da beiden Orten eigene lymphoblastische Vorstufen angehéren,
kénnen zwei in allen Reifungsstufen gut unterscheidbare Entwicklungsreihen
aufgestellt werden. Auch die reife Endform in den Follikelzentren, der ,,Follikel-
Lymphocyt®, weist mit einem relativ groflen, meist mehr oder minder mittel-
stindigen Nucleolus eine deutlich andere Kernzeichnung auf als der multi-
nucleoldre ,,Sinuslymphocyt®.

Durch phasenkontrastmikroskopische Untersuchungen sollen die am fixierten
und gefirbten Priparat erhobenen Befunde iiber die Existenz zweier Lympho-
cytenformen iiberprift und — wenn méglich — erweitert werden.

Methoden und Befunde

Kleine Stiicke der lymphatischen Organe (Lymphknoten, Milz) von Ratten, Meerschwein-
chen, Kaninchen und Goldhamstern wurden unmittelbar nach Dekapitation der Tiere lebens-
frisch entnommen und entweder sofort phasenoptisch untersucht oder erst in eine bereitstehende
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Losung gebracht und dann in bestimmten Abstinden aufgearbeitet. Als Aufbewahrungs-
und EinschluBllosungen wurden verwandt:

10%ige Rohrzuckerlosung in Aqua dest.
10%ige Rohrzuckerlosung in Leitungswasser
10%ige Rohrzuckerlosung + 0,9 %ige NaCl-Losung } a
10%ige Rohrzuckerlosung + molare NaCl-Losung
1%ige Os0,-Losung in Veronal-Acetat-Puffer py 7,2—7,4 - 0,045 g Rohrzucker pro cm?®
96 %iger Alkohol 4 Eisessig (3:1)
40 %ige Essigséure
Wir machten uns dabei die Erfahrungen zunutze, die wir in einer fritheren Untersuchungs-
reihe iiber die experimentelle Beeinflussung des supravitalen Kernbildes gewonnen hatten
— (AuTMaNNY und GrUNDMANN). Die Versuche mit
. J ik Osmiumsaure sollten darither hinaus die Bezie-
P o+ W P hungen zum elektronenoptischen, die Beobach-
¢ ,_,..‘IJ'.' £ \.’/ v tungen im Alkohol-Eisessig-Gemisch die zum
4 \ } ; & ' lichtoptischen Fixationsbild herstellen. Die Be-
: ) i > obachtungen erstreckten sich ausschlieBlich auf
% \ - die Lymphocyten; groBere Zellen, also die lym-
’ 1 phatischen Vorstufen und die Reticulumzellen,
blieben auller Betracht.

a) Bei lebensfrischer Priparation er-
zeugt eine 10%ige Rohrzuckerlosung in
=, g Agqua dest. in den meisten Zellen ein

- ¥ E &  charakteristisches Bild (Abb. 1): Die Kerne

L]

N ggan ‘h";-- S P4

Py

: 1{“1.': " "' sind angenihert rund und von einer feinen,

& . glatten Membran umgeben. Das Innere
ist vollig homogen und milchglasartig triib.
(Die in Abb. 1 erkennbaren Kontraste
werden durch iiberschwimmende Granula
hervorgerufen.) Im Cytoplasma sind stark
kontrastgebende Kornchen zu erkennen,

Abb. 1. Verschieden grofle Lymphocyten
aus der Milz eines Goldhamsters, lebens-
friseh in 10 %iger Zuckerlésung (Aqua
dest.) gequetscht. Homogene Kerne, unter-
schiedlich viele Cytoplasmagranula.
Phasenkontrast, Vergr. 1200fach

die meist rund sind und teils einzeln, teils
in Reihen angeordnet liegen. KEs fillt auf, daBl manche Zellen sehr viele, andere
nur wenige Granula besitzen (Abb. I).

LaBt man ein stecknadelkuppengroBes Gewebsstiick etwa 2 Std in Rohrzucker-
losung liegen und fertigt dann ein Quetschpriparat an, so ist vielfach das eben
beschriebene Bild noch erhalten. Andere, vor allem die frei schwimmenden Zellen
haben dagegen in ihrem Inneren verschiedene, scharf abgesetzte, runde Ver-
dichtungen, die Nucleolen entsprechen. Manchmal findet sich ein grofier Haupt-
nucleolus, oft vergesellschaftet mit der Kernmembran innen aufliegenden Rand-
nucleolen (Abb. 2, links), wihrend andere Kerne mehrere Nucleolen in unregel-
méiBiger Anordnung aufweisen (Abb. 2, rechts). Alle Zellen, die sichtbare Nucleolen
haben, lassen sich einem der beiden Typen zuordnen. Dabei fillt auf, dafl die
groBnucleolire Form meist keine Cytoplasma-Granula besitzt, ja daB das ganze
Cytoplasma fehlt, wahrend die multinucleoliren Lymphocyten runde Koérnchen
in der ganzen Kerncircumferenz, besonders hiufig aber eine kleine Granulakappe
aufweisen (Abb. 2, rechts).

b) Bei Untersuchung in 10%iger Rohrzuckerlisung in Leitungswasser sind alle
Zellen kleiner. Auch jetzt ist die Kernstruktur im wesentlichen homogen und
milchglasartig tritb, man sieht aber sofort nach Herstellung des supravitalen
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Priparates deutliche Nucleolen. Dabei fallen wieder 2 Zelltypen auf: einer mit
einem grollen Hauptnucleolus ohne oder mit nur wenigen Cytoplasmagranula
(Abb. 3,links), einer mit mehreren kleinen Nucleolen und vielen Granula im
Cytoplasma (Abb. 3, rechts). Generell enthalten die gréBeren Lymphocyten
mehr Granula als die kleinen (vgl. Abb. 3, oben und unten). Im Gegensatz zum
Bild in 10%iger Rohrzuckerldsung in Aqua dest. (vgl. Abb. 1) sind die Granula
durchweg viel kleiner und als einzelne kaum abgrenzbar. Auch sind die Nucleolen
weniger scharf abgesetzt.

¢) Das supravitale Zellbild in einer Mischung von 10%iger Rohrzuckerldsung
mit 0,9% NaCl-Léosung zeigt wesentlich mehr Einzelheiten im Kernraum: Aufler
den Nucleolen finden sich ver- . mm— R T
schieden grofle, meist unscharfe ' % 'ﬁﬁg

Kontraste, und die Kernmembran
ist relativ dick. An ihrer Innen-
wand liegen vielfach Chromatin-
verdichtungen. Wiederum kann
man die beiden Lyphocytentypen
unterscheiden (Abb. 4). Zusitzlich
zu den friiheren Befunden zeigen Abb. 2. Zwel Lymphocyten aus der Rattenmilz im

die groBnucleoldren Lymphocyten  Quetschpriparat in 10 %iger Zuckerlésung (Aqua
. dest.), hergestellt nach 2 Std. Links ein gronucleolirer
an der Kernwand einen Kranz Follikel-Lymphoeyt, rechts ein multinucleolirer

groBer Randkontraste, der manch- Sinuslymphocyt. Phasenkontrast, Vergr. 1200fach
mal fadig mit dem Zentralnucleolus

verbunden ist. Die Beurteilung der Cytoplasmagranula ist wesentlich schwie-
riger als in den vorangegangenen Untersuchungen.

d) Eine Mischung von 10%iger Rohrzuckerlésung mit molarer NaCl-Lisung
erzeugt ein ganz anderes Bild: Die Zellen sind aufgequollen, und vor allem das
Cytoplasma ist stark verbreitert und schniirt manchmal kleine Blasen ab (Abb. 5).
Die Granula liegen der glatten Kernmembran unmittelbar an. Man findet wieder
einen Zelltyp mit wenigen, relativ groflen und einen mit vielen, vergleichsweise
kleinen Granula, die oft eine Kappe auf dem Kern bilden (Abb. 5,rechts). Im
Inneren des Kerns liegen nur kleine Verdichtungen teils als Kornchen, teils als
Faden, und Nucleolen sind nicht sicher abgrenzbar.

e) Legt man stecknadelkuppengroBe Gewebsstiicke 4 Std lang in ein Gemisch
von 0,046 g Rohrzucker/je cm®in einer 1 % igen Losung von Osmiwmitetroxyd und fertigt
in der gleichen Mischung ein Quetschpriparat an, so sind wie im Supravitalbild
in Zucker 4+ Aqua dest.-Zubereitung die stark vergroBerten Kerne als weitgehend
homogene, milchglasartig getriibte Kugeln zu erkennen {(Abb. 6), in denen man nur
manchmal in einer optischen Ebene einen Nucleolus abgrenzen kann. Gut dar-
gestellt sind die Granula im Cytoplasma, die teils als Kiigelchen, teil als gerade
oder im stumpfen Winkel abgeknickte Stdbchen vorliegen. Stdbchen finden sich
vor allem in solchen Lymphocyten, die viele Granula besitzen (Abb. 6,rechts),
wihrend andere Lymphocyten nur einzelne, runde Koérnchen im Cytoplasma
aufweisen (Abb. 6, links).

f) Nach 4—5 Std Aufbewahrung in einer Mischung von 3 Teilen 96 %igem
Alkohol und 1 Teil Eisessig zeigt das Quetschpraparat (in 40%iger Kssigsdure)
scharf konturierte Zellen (Abb. 7). Die Lymphocyten, die im Kern entweder eine

2k
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Abb. 5

Abb. 6

Abb. 3. Lymphocyten der Goldhamstermilz, lebenstrigch in 10 %iger Zuckerldsung (Leitungswasser)
gequetscht. Links grofnucleolire Follikel-Lymphocyten, rechst multinucleolidre Sinuslymphocyten,
jeweils zwei GroBenklassen untereinander. Phasenkontrast, Vergr. 1200fach

ADbb. 4. Lymphoeyten aus einem Kaninchenlymphknoten, lebensfrisch in einem Gemisch von 10 %iger

Zuckerlosung mit 0,9 %iger NaCl-Losung zu gleichen Teilen gequetscht. Links grofnucleolidre Follikel-

Lymbphocyten, rechts multinucleoldre Sinuslymphocyten, jeweils zwei GréBenklassen untereinander.
Phasenkontrast, Vergr. 1200fach

Abb. 5. Zwei Lymphocyten in einer Mischung von 10 %iger Zuckerlésung mit molarer NaCl-Liosung
zu gleichen Teilen. Links ein Follikel-Lymphocyt, rechts ein Sinuslymphocyt. Phasenkontrast,
Vergr. 1200fach

Abb. 6. Drei Lymphocyten in einer Mischung von 1 %igem Osmiumtetroxyd mit Rohrzucker.
Phagenkontrast, Vergr. 1200fach

Abb, 7. GroBnucleolire Follikel-Lymphocyten (#) und multinucleolire Sinuslymphocyten (S) sowie
zwei Reticulumzellen aus einem Ratten-Lymphknoten. Quetschpridparat in 40 %iger Essigédure nach
5stiindiger Fixation in einem Alkohol(96 % )-Eisessig-Gemisch 3:1, Phasenkontrast, Vergr. 1200fach
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grofle, nucleolire Zentralverdichtung oder mehrere, unregelméBig verteilte Kon-
traste enthalten, sind jetzt wieder als 2 Typen unterscheidbar. Nach einiger
Ubung gelingt es leicht, jeden Lymphocyten einer der beiden Formen zuzuordnen.
Das Cytoplasma ist geschwunden.

Eriérterungen

Die Methode, iiberlebende Zellen in verschiedenen, eventuell wechselnden Medien zu
untersuchen, hat nicht nur das Verstdndnis des fur alle Dauerpriparate unumginglichen
Fixationsartefaktes gefordert, sondern daritber hinaus wesentliche Einblicke in den Feinbau
der Zelle, vor allem des Zellkernes, erméglicht. So wiesen die in ithrem Ansatz neuartigen
Studien von BeLAR (2) und wenige Jahre spiter die Versuche von Zricer (1) nach, daf der
Vitalzustand des Zellkernes duflerst labil und schon durch geringe Milieusinderungen zu
beeinflussen ist. Das konnte nach Einfithrung der Phasenkontrastmikroskopie vielfaltig
bestétigt werden (z. B. ZOLLINGER, ANDERSON und WILBUR, STOCKINGER, BOxE, EXDERLIN,
ArLTMANN und GRUNDMANK u. a.), denn auch das phasenoptische Bild ist keinesfalls konstant
sondern jeweils Ausdruck einer Reaktion der Zellbestandteile auf das einwirkende Milieu.
Stark saure Lésungen bedingen z. B. eine Entquellung des chromosomalen Kerngeriistes.
Rohrzuckerlésungen dagegen in den verschiedensten Konzentrationen konnen den Zellkern
als ganzen sowie die ihn aufbauenden Chromosomen quellen lassen. Eine Entquellung aufiert
sich morphologisch durch ein deutliches Hervortreten der vom Schnittbild her gewohnten
fadig-kornigen Innenzeichnung des Kernes, eine Quellung als homogene, milchglasartige
Tritbung des ,,Karyoplasmas, worunter man seit BELAR (1) den gesamten Innenraum des
Zellkernes — von den Nucleolen abgesehen — versteht. Systematische Untersuchungen
dieser zum Teil reversiblen Vorgéinge (R1s und Mikrsky, ANDERSON und WILBUR, ALTMANN
und GRUNDMANN) haben tibereinstimmend gezeigt, dall die entscheidenden Verinderungen
allein die Chromosomen betreffen. Wahrscheinlich fullen diese in den meisten Kernen das
,,Karyoplasma‘“ vollstindig aus, und ein freier ,,Kernsaft'* tritt erst nach artefizieller De-
hydratation der Chromosomen auf (ALTMANN).

Diesen Befunden gliedern sich die hier mitgeteilten Beobachtungen liickenlos
an: Einschlufl der Lymphocyten in 10 %iger Rohrzuckerlésung bedingt eine homo-
gene Tribung des ganzen Kernes als Ausdruck einer Quellung (Abb. 1). Zugabe
von Salzlésung, die ja bereits eine leichte Entquellung bewirkt, 146t in dem ver-
kleinerten Kern unscharf begrenzte Kontraste auftreten (Abb. 4), und die Anwen-
dung eines Alkohol-Eisessig-Gemisches erzeugt recht scharf abgesetze Ver-
dichtungen (Abb.7). Hierbei handelt es sich um einen typischen Fixations-
artefakt, der aber nicht als willkiirliche Zerstérung der Bauelemente, sondern als
ein Sichtbarmachen der sonst nicht darstellbaren Strukturen zu werten ist [ZEI-

GER (2)], also als ein ,,Aquivalentbild” (Nissr) des Vitalzustandes.

Neben diesen dufleren Faktoren sind innere Struktureigentiimlichkeiten fiir
das Kernbild entscheidend, vor allem die Bereitschaft der Chromosomen, auf
einen entsprechenden Eingriff ihr Bindungswasser abzugeben. Diese Bereitschaft
zeigt nun regionale Unterschiede im Kern, und so kommt es, dal} einzelne Kern-
partien stérker schrumpfen als andere. Erst dadurch entstehen die beschriebenen
Verdichtungen (vgl. ALTMANN u. GRUNDMANN), die zum grofBlen Teil den ,,hetero-
chromatischen Chromozentren“ von Hzrrz (1), (2) entsprechen, genauer den
,,sekundédren® Chromozentren. DaB es sich hierbei wirklich um chromosomale
Kondensationen handelt, zeigt die Beobachtung, wonach molare NaCl-Losung,
welche die chromosomale Desoxyribonucleinsiure aufzulésen vermag (vgl. z. B.
Ris und Mirsky), das Kernbild zerstort (Abb. 5, s. auch ZorLINGER, ANDERSON
und WILBUR, BOkE, ENDERLIN, ALTMANN und GRUNDMANN).



22 E. GRUNDMANN :

Relativ unbeteiligt scheinen dabei die Nucleolen zu sein, denn man kann sie
in Zuckerlosung — allerdings erst nach einiger Zeit — ebenso darstellen (Abb. 2)
wie in saurer Fixierungsfliissigkeit (Abb. 7). Sie fehlen bei lebensfrischer Pré-
paration in Zuckerlosung (Aqua dest.) (Abb. 1), allerdings auch im Zucker-Osmium-
Gemisch (Abb. 6). Schon bei Anwendung einer Zuckerlésung in chlorhaltigem
Leitungswasser sind die Nucleolen aber sofort deutlich (Abb. 3), ja, diese Methode
eignet sich besonders gut zur isolierten Darstellung der Kernkérperchen in tiber-
lebenden Zellen.

Die durch ,heterochromatische Kondensation und durch die Nucleolen
gebildete Kerninnenzeichnung besitzt, wie bereits von HEIDENHAIN festgestellt
worden war, in géwissen Grenzen einen ,,organologischen®, genauer einen gewebs-
spezifischen Charakter (vgl. auch ArtMANN). Im gleichen Sinne konnten wir in
den hier vorgelegten Beobachtungen mit allen angewandten Methoden, soweit
sie das Kerninnere, wenigstens die Kernkorperchen, sichtbar machten, 2 Liympho-
cytentypen abgrenzen, von denen einer durch einen relativ grofien Hauptnucleolus,
der andere durch mehrere kleine, nucleolenartige Chromatinverdichtungen ge-
kennzeichnet ist (vgl. Abb. 2—4, 7). In vorangegangenen Untersuchungen konn-
ten beide Typen bei der jungen Ratte auch im Schnittpraparat unterschieden
werden, und es hatte sich ergeben, daf die groSnucleoldre Form in den Follikeln,
die multinucleoldre an den Sinus von Milz und Lymphknoten gebildet wird
[GrUNDMANN (1), (2)]. Wir hatten deshalb ,,Follikel-Liymphocyten® von ,,Sinus-
lymphoeyten unterschieden, und die gleiche Einteilung erbrachten auch analoge
Untersuchungen am lymphatischen Gewebe des Menschen [GrRuNDMANN (3)].
Da man mit Hilfe einer modifizierten Methylenblaufirbung (STocKINGER und
Kerrxer) die Nucleolen der Lymphocyten auch im Ausstrichpréparat gut dar-
stellen kann, haben wir die quantitative Verteilung beider Lymphocytenformen
bei 10 Normalpersonen untersucht [GRUNDMAXN (3)]. Es ergab sich, dal 2/,
aller Liymphocyten zum Follikeltyp, Y/, zum Sinustyp gehéren, und zwar in
nahzu konstanter Relation.

In den hier vorgelegten Beobachtungen findet die daraus abgeleitete Gliederung
der Lymphocyten in 2 Systeme noch eine weitere Stiitze in dem Verhalten der
Cytoplasmagranula. Auch deren Aussehen ist charakteristisch von dem an-
gewandten XinschluBmittel abhéngig: Sie quellen z. B. in Zuckerlésungen zu
relativ kontrastreichen, groBen, fast zihlbaren Koérnchen an (Abb. 1). Dal} es
sich wenigstens zum Teil um Mitochondrien handelt, ergaben die Beobachtungen im
Zucker-Osmiumséure- Gemisch, wobeiman neben Kérnchen vielfach ziemlich groBe
Stabchen abgrenzen konnte (Abb. 6), die den lichtoptisch und auch elektronen-
optisch (z. B. MiLLER) in Lymphocyten dargestellten Mitochondrien entsprechen.
Ein Vergleich der beiden Lymphocytentypen ergibt, daf die groBnucleoliren
Follikel-Lymphocyten durchweg weniger Granula besitzen als die multinucleoldren
Sinuslymphocyten, denen die Granula oft als eine breite Kappe aufsitzen (Abb. 2, 3,
5, 6). Die Kappenbildung als solche ist nicht fur diese Zellform spezifisch, denn
sie findet sich auch bei Follikel-Lymphocyten. Wenn die Mitochondrien aber
unter Einflufl einer Zuckerlésung anschwellen (vgl. ZoLLINGER, ENDERLIN u. a.)
und schlieBlich zerplatzen, erweist sich ein Teil der Granula der Sinuslympho-
cyten als wesentlich widerstandsfahiger, d. h. in den Sinuslymphocyten kénnen
noch Granula nachgewiesen werden, wenn die Follikel-Lymphocyten ihr Cyto-
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plasma schon verloren haben (Abb. 2). Zahlenrelationen der Granula zu bestimmen,
ist uns wegen einer auBerordentlichen Streuung nicht gelungen; granulafreie
Lymphocyten (Arruwic) haben wir nicht beobachtet.

Zusammenfassung

Kleine Stiicke lebensfrisch entnommener lymphatischer Gewebe von ver-
schiedenen Laboratoriumsnagetieren werden in unterschiedlichen EinschluB-
fliissigkeiten phasenkontrastmikroskopisch untersucht, und zwar in 10%iger
Rohrzuckerlosung (in Aqua dest. sowie in Leitungswasser) im Gemisch mit
0,9%iger oder mit molarer NaCl-Losung sowie in einer Alkohol-Eisessig-Mischung.
Dag Bild der Lymphocyten ist von dem jeweiligen Medium abhdngig und fir dieses
weitgehend spezifisch. Alle Préparationsmethoden, die Einzelheiten der Kern-
strukturen, mindestens die Nucleolen darstellen, erlauben eine Differenzierung
der Liymphocyten in einen grofnuclecldren und in einen multinucleoldren Typ.
In Analogie zu Befunden an Schnittpraparaten werden die einen als Follike]-
Lymphocyten, die anderen als Sinuslymphocyten angesprochen. Ein weiteres
Unterscheidungsmerkmal bietet das Cytoplasma, das bei der grofinucleoliren
Form nur relativ wenige Granula besitzt, die unter der quellenden Wirkung von
Zuckerlosungen rascher und vollstandiger zerstért werden als die vielen, dicht
liegenden Granula der multinucleoldren Sinuslymphocyten.

Summary

Small fragments of fresh lymphatic tissue from various laboratory rodents
were examined by phase contrast microscopy using various media: — a 10%
sucrose solution of both distilled and tap water, — a mixture of 10% sucrose
solution with both 0.9% NaCl and molar NaCl solutions and with a glacial acetic
acid aleohol compound. The appearance of lymphocytes is dependent upon and
specific for its medium. In the technics used in which the details of the
nucleus are visible, or at least the nucleolus, a differentiation can be made of
macronucleolar and multinucleolar types. These forms are analogous to the
follicle and the sinus lymphocytes respectively, as seen in paraffin sections.
A further differential point are the cytoplasmic granules. In the macronucleolar
forms they are relatively sparse. They are more readily and quickly destroyed
by the sucrose solution than are the more abundant compact granules in the
multinucleolar sinus lymphocytes.
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