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Mit 6 Textabbildungen 

(Eingegangen am 13. Juli 1964) 

Die Probleme der morphologischen Einordnung der Lymphocyten und ihrer 
funktionellen Bedeutung haben einer LSsung stets grol~e Schwierigkeiten bereitet 
(G~uNDMA~N; LENNERT; YO•FEY). Der vor allem yon MAXIMOW vertretenen 
Lehre einer pluripotenten Stammzellfunktion steht die Annahme gegenfiber, da~ 
der Lymphocyt  die ~usgereifte Endstufe einer Entwieklungsreihe darstelle. Viele 
Fragen der Abgrenzung der Lymphocyten yon anderen Zellformen, etwa den 
sog. basophilen Stammzellen, den Plasmazellen des lymphoretiknlaren Gewebes 
und ihren Vorstufen, oder auch yon den Mononukleosezellen u.a., sind noeh often. 
Ohne Zweffel sind manche gegenwartige Vorstellungen fiber den Lymphocyten  
yon einer vorwiegend statisch-morphologischen Untersuchungsweise her gepr~g% 
Durch die Entdeekung lymphocytenstimulierender Faktoren jedoeh, niimlich 
in erster Linie dureh den Nachweis, da~ ein aus Phaseolus vulgaris extrahier- 
bares Phytohgmagglutinin (Phaseolin) in vitro eine Umwand]ung yon Blut- 
lymphocyten zu groi3en prolfferierenden Zellen (NowELL ; McKINNEY n. Mitarb. ; 
ELVES u. WILKII~ISON) bewirken kann, kommt  seit den i~lteren Untersuehungen 
yon MAxIMoW erneut ein dynamisches Element in der Betraehtung des lympho- 
cytaren Systems zur Geltung. 

In  dieser Arbeit soll dementsprechend fiber die Ergebnisse der Ziichtung yon 
menschlichen Blutlymphoeyten unter der Einwirkung yon Phytohs 
aufgrund cytologiseher und cytoehemischer Untersuchungen sowie aufgrund yon 
Lebendbeobachtungen im Phasenkontrastmikroskop beriehtet werden, mit  dem 
besonderen Ziel der weiteren und besseren Charakterisierung der dabei ent- 
stehenden groBen blastenartigen Zellen. Mit Hilfe dieser Analysen sollen aueh 
l~berlegungen fiber die m6glichen Beziehungen der in vitro transformierten 
Lymphocyten zu anderen, ~hnlichen Zellen im lymphoretikul~ren Gewebe an- 
gestellt werden. 

Material und Methode 
Aus heparinisiertem Venenblut des Menschen wurden in der Entnahmespritze durch 

einfache Sedimentation weige Blutzellen in dem iiberstehenden Plasma angereichert. Etwa 
2 ml einer derartigen Suspension mit ca. 5000--8000 Leukocyten/mm a wurden zusammen mit 
8 ml des Gewebezfichtungsmediums 199 (TCN 199, Difco) in Kulturflaschen angesetzt und 
0,2--0,5 ml Phytohgmagglutinin (bei Verwendung einer Extraktionsmethode nach ODUNJO 

* Herrn Prof. Dr. H. HAMF~RL ZU seinem 65. Geburtstage gewidmet. 
** Mit Unterstfitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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u. G~oPP) hinzugeffigt. Der Boden der Kulturgef~Be war mit jeweils 10 Deckglgschen, auf 
denen sich die explantierten Zellen absetzten, ausgelegt. In Intervallen yon 6--12 Std his zu 
5 Tagen der Kultivierung in vitro wurden zellbew~chsene Deckgl~schen zur Untersuchung 
entnommen. Insgesamt wurden fiber 40 Zfichtungsversuche durchgeffihrt. 

Die Pappenheim-Fiirbung und die Methylenblaufgrbung nach STOCK~G]~R U. KELL~ER 
dienten der Mlgemein cytologisch-f~rberischen Darstellung der gezfichteten Blutzellen. Zu 
ihrer weiteren Analyse wurde eine t~eihe baustein- und enzymhistochemischer Nachweis- 
verfahren durchgeffihrt (vgl. Tabelle). Zu Einzelheiten der Methodik wird ~uf die zusammen- 
fassende Darstellung yon PEARSE und auf eigene frfihere Untersuchungen verwiesen (FIschER 
u. GRote). 

Ffir ph~senkontrastmikroskopische Lebendbeobachtungen wurden zellbewachsene Deck- 
gl~schen auf einfache, aus einem Stahlr~hmchen angefertigte Beobachtungskammern, die 
mit Kulturmedium ausgeffillt waren, aufgebracht. 

Ergebnisse 
Cytologische und cytochemische Beobachtungen.  W~hrend  der ersten Stunden 

der Zfichtung in v i t ro  sind die einzelnen leukocyt~ren E lemente  noch etwa in dem 

Abb. 1. Leukoeytcnkultur untcr Zusatz yon Phytoh&magglutinin nach 48 Std. - -  Pappenheim- 
F~rbung. - -  Nebcn kleinen Lymphocyten finden sich (Ybergangsstufen his zu gr6i~eren Zellen mit 

gro•em Nu!deolus und basophilem Cytoplasma 

zahlenms Anteil ,  den sie im per ipheren Blur  ausmachen,  wiederzufinden. 

Schon nach 6--12s t f indiger  Kul t iv ie rung  mi t  Phy toh~magglu t in in  bahnen  sich 

jedoch Ver~nderungen an, die d~nn mi t  wei terer  Fo r tdaue r  der Zfichtung immer  

deut l icher  he rvor t re ten :  

Die neutrophilen Granulocyten weisen zunehmende degenerative Ver~nderungen auf mit 
Kernpyknose und Aufl6sung des Cytoplasm~s, wobei die Granulationen noch l~nger erhalten 
bleiben. Nuch dreit~[giger Ziichtung sind neutrophile Granulocyten in den Kulturen kaum 
mehr aufzufinden. Die eosinophilen Leukocyten sind resistenter und fiberleben l~nger. 

Die Monocyten b]eiben in einem Beobachtungszeitraum yon etw~ 5 Zfichtungstagen Ms 
grol3e, flach ausgebreitete und phagocytierende Zellen erhalten. Nicht selten lassen sie aber 
nach mehreren T~gen in vitro Degenerationserscheinungen his zu einem Zellzerfall erkennen. 

Thrombocyten sind immer in gr61]erer Zahl in den Kulturen, teils einzeln liegend, teils zu 
Agglomeraten verbacken, vorhanden. Sie werden im Laufe der Kultivierung zunehmend yon 
monocyti~ren Elementen phagocytiert. 

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 338 5 
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Die anff/tlligsten Ver/~nderungen betreffen die Lymphocyten. Meist schon nach 
24stiindiger, gelegentlieh erst naeh 48st/indiger Ziiehtung in vitro ist die Zahl der 
kleinen Lymphoeyten zugnnsten gr6gerer Zellelemente sehr stark vermindert. 
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Es linden sich dann gew6hnlich alle Ubergangsformen (Abb. 1) zwischen den 
diehtkernigen, ursprfingliehen kleinen Lymphoeyten und den jetzt iiberwiegen- 
den gr6Beren Zellen. Nach mehr als zweit/~giger Ztichtung enthalten die Kulturen 
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neben den spgrliehen Monocyten  und bei nunmehr  fast v611igem Verschwinden 

der kleinen L y m p h o e y t e n  nur  noeh groge, ,,blasten"/Lhnliche Zellen (Abb. 2a. 

u n d c ) .  Sic ve rmehren  sieh rasch mitot isch mi t  einem steilen Gipfel der Mitose- 

ak t iv i t s  um den 3. Tag (Abb. 2b und d). Das Cytoplasma dieser Zellen Jst 

deut l ich basophil.  Besonders b e i d e r  Methylenblau-F/~rbung erfolgt eine starke 

Anf/~rbung des Cytoplasmas,  das hgufig grobe Vacuolen enth~lt .  Die /Lul3eren 

Zel lkonturen zeigen ganz unregelm/~gige Ausl/Lufer als Ausdruck einer lebhaf ten  

Motilit/~t der Zelloberflgehe. Besonders kennzeichnend ist der groge Nucleolar-  

Appara t  in dam locker s t ruk tur ic r ten  Zellkern. 

Abb. 3 a--d. Phytoh~magglutin-instimulierte groge Zellen nach 72 Std der Kultur. - -  a Sudansehwarz- 
F/~rbung; im Cytoplasma grobe sudanophile Granula. - -  b Pappenheim-F/;rbung; im Cytoplasma 
Vacuolen nach Herausl6sung der Lipidgranula. - -  c Adenosintriphosphatase-Naehweis mit positiver 
Reaktion an den Zells~umen und den Zellgrenzen. - -  d Beispiel einer Zelle mit deutlich positivem 
Ausfall der Reaktion zum Nachweis tier sauren Phosphatase nach BARKA und ANDERSON, Die Mehr- 

zahl der Zellen ist nur schwach positiv odor negativ 

Diese grogen basophilen, , ,blasten"~hnlichen Zellen weisen fast  immer  eine 

Neigung zur Lagerung in Gruppen und  kleineren dichten Inseln auf, wie es vor  

allem die Abb. 2a  u n d c  zeigen. Dies Verhal ten  ist teilweise darauf  zurfiekzu- 

f/ihren, dag dureh die mitot isehe Vermehrung  der einzelnen Zellen kleine Klone  

solcher Zellen entstehen.  Eine Gruppen- bzw. Inselbi ldung erkl/~rt sich weiterhin 

durch die Tendenz dieser Zellen zur Anhef tung  an eine Unter lage,  n ieht  selten 

aueh dutch  die Ausbi ldung eines haftfuB/~hnlichen basalen Zellfortsatzes (Abb.2 e). 

Bei Kontrollzfiehtung yon Blutzellen in Abwesenheit yon Phytoh~magglutinin treten 
diese grogen Zellen nieht auf (FlsCI~EI~ u. Gt~oPP). Sic entstehen aber in der geschilderten 
Weise, wenn solehen Xontrollkulturen erst n~eh 3--6 Tagen Phytohgmagglutinin zuge- 
setzt wird. 

5* 
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Die Ergebnisse der baustein- und enzymeytoehemischen Analyse der grogen 
,,blasten"artigen Zellen in dem Entwieklungsstadium, in dem sie sich nach drei- 
t~giger Kultivierung vorfinden, sind in der Tabelle aufgefiihrt und dem Verhalten 
der Lymphocyten des Ausgangsmaterials vergleiehsweise gegenfibergestellt. 

Die Pyroninophilie des Cytoplasmas der grogen ,,blasten"artigen Zellen ent- 
sprieht ihrer Fgrbbarkeit durch andere basisehe Farbstoffe. Auff/~llig ist bei der 

Tabelle.  Ergebnisse der baustein- und enzymcytochemischen Untersuchung der Lymphocyten 
und der PhytoMimagglutinin-stimulierten groflen Zellen 

M e t h y l e n b l a u b i n d u n g  
(S~OCKINar~ 9. K~.~rN~) . . . .  

Methy lg r f in -Pyron in  (Pyroninophi l ie)  
S u d a u s c h w a r z  . . . . . . . . . .  
Sudansc hwarz  n a e h  E x t r a k t i o n  m i t  

Chloroform/Methanol  . . . . . .  
Luxo l  fas~ b lue  . . . . . . . . . .  
P A S - R e a k t i o n  . . . . . . . . . .  
A s t r a b l a u  . . . . . . . . . . . .  
E i s e n b i n d u n g s r e ~ k t i o n  fiir saure  

Mueopolysacehar ide  (HALE} . . . 
SI-I- Gruppennachwe i s  (CH~vRE- 

MONT U. F~.DERIe)  . . . . . . .  

Saure  P h o s p h a t a s e  
Met~l l s~lzmethode  ( G o ~ o R I ) . . .  
A z o m e t h o d e  ( B ~ K A  u. ANDERSON) 

Alkal ische  P h o s p h a t a s e  
Ne t a l l s a l zme t hode  ( G o M o R I ) . . .  
A z o m e t h o d e  ( K ~ L o w )  . . . . .  

A d e n o s i n t r i p h o s p h a t a s e  
(PADYKULA u .  HERMAN ) . . . . .  

NaphLhol  AS -Ace t a t -E s t e r a se  . . . 
N a p h t h o l  ASD-Ch lo race t a t -Es t e r a se  
L e u c i n a m i n o p e p t i d a s e  . . . . . .  
C y t o c h r o m o x y d ~ s e  (BURSTONV.) . . 
Succ inodehydrogenase  . . . . . .  
D P N K -  u n d  T P N H - D i a p h o r a s e  . . 
L a e t a t - D e h y d r o g e n a s e  . . . . . .  
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Sudan-F~rbung der Nachweis grober Granula yon 1--2 # Durchmesser im Cyto- 
plasma (Abb. 3 a). Nach Extraktion mit Methanol/Chloroform oder anderen Fett- 
15sungsmitteln bleiben die Zellen ungef/irbt: anstelle der Granula zeigt dann das 
Cytoplasm~ Vacuolen, wie sie auch bei der Pappenheim-F~rbung auftreten 
(Abb. 3b). Die grogen basophilen Zellen sind PAS-negativ. Beim StI-Gruppen- 
nachweis (naeh CH~V~MON~ U. FR~Ds erkennt man eine leiehte Anf/~rbung 
des Cytoplasmas. 

Die Enzymausstattung der groBen basophilen Zellen wird dureh das Ergebnis 
d e r  e b e n f a l l s  i n  d e r  T a b e l l e  a n g e f f i h r t e n  cytochemischen R e a k t i o n e n  e h a r a k t e r i -  

s i e r t .  H e r v o r z u h e b e n  i s t  e i n m a l  d i e  i n  v i e l e n  Z e ] l e n  n a e h w e i s b a r e  d e u t l i e h  p o s i t i v e  

A TPase-Realction, d i e  g a n z  v o r w i e g e n d  a n  d e n  Z e l l s / ~ u m e n  l o k a l i s i e r t  i s t  ( A b b .  3 e). 

G e l e g e n t l i c h  l g B t  s i c h  a n  d e r  G r e n z e  z w e i e r  Z e l l e n  e i n e  d e u t l i c h e  D o p p e l k o n t u r  
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erkennen. Die Spezifitgt 
des Ergebnisses dieser Re- 
aktion wird nnterstriehen 
dureh einen negativen Aus- 
fall bei Verwendung von 
Na-/~- Glyeerophosphat an- 
stelle yon Adenosintriphos- 
phat  als Substrat  und 
ferner dutch die fehlende 
Hemmung der I~eaktion 
bei Zngabe yon Cystein 
zum Inkubationsansatz.  
Erwghnenswert ist weiter- 
hin der I~eaktionsausfall 
beim Naehweis der s a u r e n  a 

P h o s p h a t a s e  bei Anwen- 
dung der Azofarbstoff- 
methode (naeh BA~KA und 
A~D~SO~): Wghrend die 
iiberwiegende Zahl der 
groBen ,,blasten"artigen 
Zellen negativ oder nur 
sehwach positiv reagiert, 
besitzen einzelne derartiger 
Zellelemente eine deutliehe 
bis s~arke Fermentaktivi-  
tg~ (Abb. 3d). BeimNaeh-  
weis der sauren Phospha- 
tase mit  Hilfe der Me- 
tallsalzmethode ( G o M o R I )  b 
fehlen dagegen solehe stark 
positiv reagierenden Zel- 
len; bei dieser Methode ist 
erst nach l~ngerer Inkuba-  
tionszeit eine hSchstens 
schwache Aktivit/~t der 
sauren Phosphatase in den 
genannten Zellelementen 
feststellbar. 

Die meisten basophilen 
Zellen besitzen auBerdem eine 
geringe Aktivi~t der Naph- 
thol AS-Acetat-Esterase mit 
einzelnen, verstreut liegenden 

A b b .  4 a - - e .  B i l d s e r i e  a u s  e i n e r  c 
L e b e n c l b e o b a c h t u n g  e i n e r  E : u l t u r  
m i t  P h y t o h ~ m a g g l u t i n i n  n a c h  24 S t d ;  P h a s e n k o n t r a s t ;  I n t e r v a l I  zwisehe i1  d e n  A u ~ n a h m e n  j e  
1 m i n .  - -  B e r e l t s  d e u t l i c h e  N e i g u n g  d e r  grol3en a k t i v i e r t e n  L y m p h o c y t e n  z u  e i n e r  A n h e f t u n g  a n  e i n  

S u b s t r a t  ( h i e r  k l e i n e s  A g g l u t i n a t  y o n  T h r o m b o c y t e n )  
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Granula. Die Reakt ionen zum Nach- 
weis der Cytochromoxydase sowie ver- 
schiedener Dehydrogenasen und  Dia- 
phorasen zeigen einen deutlich positiven 
Ausfall. Bei den iibrigen Enzymnach-  
weisen bleiben die , ,blasten"-artigen 
Zellen ungef i rbt .  

Lebendbeobaehtungen im Phasen- 
kontrastmikrosko]): Bei der Unter-  
suchung sowohl yon phytoh~mag- 
glutininfreien Kontrol lkulturen wie aueh 
yon Blutzell-Kulturen mi t  Phytoh~mag- 
glu~inin ]assen sieh innerhalb der ersten 
12--24 Std kleine Lymphoeyten und  in 
weir geringerer Zahl Monoeyten mit  
ihren kennzeichnenden Verhaltensweisen 
beobachten:  Die Lymphocyten zeigen 
abwechselnd mi t  Perioden eines Ver- 
harrens am Orte eine amSboide Motili- 
t~t  mi t  h~ufig sich ~ndernder Wande- 
rungsrichtung. Dabei flie~t in diese 
t~ichtung ein breiter Hyaloplasma- 
schleier aus, in den dann der Ze]ikern 
mi t  sieh anpassenden, manchmM wie 
akt iv erscheinenden Ver~nderungen 
seiner Form nachwandert .  D~ der 
hintere Pol eines solchen Lymphocyten 
h~ufig sehwanz~hnlieh ausgezogen 
bleibt, en ts teht  die charakteristisehe 
Handspiegelform des wandernden 
Lymphocyten.  Das schmale Cytoplasma 
en t h i l t  wenige grob-stabfSrmige Mito- 
chondrien. In  dem Zellkern des leben- 
den kleinen Lymphocyten sind mehrere 
kleine rundliche Verdiehtungen zu er- 
kennen, ohne dag sieh darunter  hetero- 
ehromatisehe Strukturen sicher yon 
Nucleolen unterscheiden lieBen. 

Die Monocyten sind demgegenfiber 
in der Kul tur  eher wanderungstrEge. 
Sie breiten sich sehr flach aus. Kenn- 
zeichnend sind die leieht exzentrische 
Lage des kleinen Zellkerns, eine radiEre 
Anordnung der fe ingramdiren Mito- 
chondrien und  cytoplasmatisehen 
Granula in einer perinucle~ren Region 
und  vor allem die undulierenden Be- 
wegungen der Cytoplasmas~ume. Die 
Monoeyten zeigen deutliche Phago- 
cytose- und Pinocytoseerscheinungen. 

B e r e i t s  n a e h  1 2 - - 2 4 s t f i n d i g e r  

Z i i c h t u n g  u n t e r  d e r  W i r k u n g  y o n  

Abb. 5a--d. Serie aus einer Lebend- 
beobachtung einer l~ultur nach 72stfindi- 
ger Einwirkung yon Phytoh~magglutinin; 

Phasenkontrast; Intervall zwischen den einzelnen Aufnahmen 40 s e e . -  Aktivierte Zelle mit basaler 
,,Verw~rzehmg" auf einem igglutinat  aus Thromb0cyten und zugrunde gehenden Granulocyten; 

sehr lebhafte Motfliti~t des freien Zellk6rpers 
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Phytohgmagglutinin/~ndert sieh dieses Bild: Man findet immer weniger isolierte 
Lymphoeyten in am6boider Lokomotion. Dagegen/iberwiegen j etzt grSgere Zellen, 
die nut noch ab und zu in ruekartigen Sehiiben und groger Gesehwindigkeit um- 
herwandern und immer mehr dazu /ibergehen, sieh an Oberfl/~ehen anzuheiten. 
Dabei ,,verwurzeln" sie sieh meist mit einem basalen Fortsatz entweder unterein- 
ander (vgl. Abb. 2 e) oder an einem Substrat (Abb. 4 und 5). Derartige Ansatz- 
flgehen zur Anheftung bieten sieh in den Kulturen etwa an degenerierenden 
Granuloeyten oder an kleinen Agglomerationen yon Thromboeyten. Der Kern 
dieser Zellen wird zunehmend heller, der Nueleolarapparat grSger (Abb. 5). Am 
auffglligsten abet ist die iiberaus lebhafte Motilit/~t, die die groBen ,,blasten"- 
artigen Zellen nunmehr entfalten: Mit dem freien Zellk6rper (vgl. Abb. 5) ffihren 
sie gleiehsam pumpende Bewegungen aus; dureh rasches am6boides Fliegen des 
Cytoplasmas andern sie ihre Form innerhalb weniger Minuten mehrmals. St/~ndig 
werden Cytoplasmaforts/~tze ausgestogen und wieder zur/iekgebildet. Mehr noch 
als an den urspr/ingliehen kleinen Lymphoeyten seheint der Zellkern aktiv seine 
Form zu/indern: er ,,ffihrt" nieht selten eine bestimmte Bewegung an, die dann 
erst vom Cytoplasma weitergefiihrt wird. Diese sehr aktive, kaum yon I~uhe- 
perioden unterbroehene Motilit/tt dieser Zellen verhindert eine genauere Beob- 
aehtung eytoplasmatiseher Einzelheiten oder Strukturen. Es ergeben sieh jedoeh 
an ihnen kehle Hinweise fiir das Vorkommen yon Phagoeytose oder Pinoeytose. 

Diskussion 
Die im vorigen Abschnitt geschilde~en Befunde sollen in erster Linie zu einer 

weiteren und besseren Charakterisierung des Zelltyps beitragen, der unter der 
Phytoh~magglutinineinwirkung aus den Blutlymphocyten entsteht. Bereits in 
einer fr/iheren Arbeit ( F I s c ~  und GRoPP) wurden einige Eigenschaften der 
,,blasten"artigen, basophilen Zellen hervorgehoben und auf ~hnliehe Ergebnisse 
anderer Arbeitsgruppen verwiesen. Mit der vorliegenden Untersuehung wird dieses 
Bild erweitert dutch die Ergebnisse einer histoehemisehen Bausteinanalyse und 
dureh die Vervollst/indigung der Kenntnisse der Enzymausstattung. Sie liefert 
ferner eine Vorstellung des Verhaltens der stimulierten Zellen unter den Bedin- 
gungen der Lebendbeobaehtung. Einige Befunde sind darunter besonders her- 
vorzuheben: 1. der Naehweis grober sudansehwarzfgrbbarer Lipidgranula im 
Cytoplasma; - -  2. die reeht starke Aktivit/tt an saurer Phosphatase (Azofarb- 
stoffmethode naeh BAn~;A und A~DERSO~) bei einzelnen dieser Zellen im Vergleieh 
zu einer negativen Reaktion anderer, sonst gleiehartiger Elemente; - -  3. der 
Naehweis einer Adenosintriphosphatase an den Zells/~umen und Zellgrenzen; - -  
4. unter den allgemeinen Eigensehaften die gugerst lebhafte Motilit~tt bei einer 
Art Verwurzelung an einem Substrat sowie das Fehlen yon Pinocytose und 
Phagoeytose. 

Der Befund sud~nschwarzfi~rbbarer Lipidgranula stimmt mit der Beobachtung yon 
ELVES U. Mitarb. fiber das Vorhandensein osmiophiler Granula bei elektronenmikroskopischer 
Untersuchung der phytohgmagglutinin-stimulierten Lymphoeyten iiberein. Die genannten 
Autoren glauben, dab sie sich aus dem endoplasmatischen Reticulum oder aus Strukturen des 
Golgi-Apparates entwickelt haben kLnnten. Diese Lipidgranula sind jedenfa]ls ein charakte- 
ristisehes Merkm~l der phytohgmagglutinin-stimulierten Zellen; d~ sie durch Fett]Lsemittel 
leieht herausgelLst werden, findet man bei den iiblichen cytologischen Fiirbungen nur die 
verbleibenden Vacuolen des Cytop]asmas, die nach verschiedenen Untersuehern eine bezeich- 
nende Eigenschaft dieser Zellen darstellen. Es ist daher auffgllig, d~lt es QVAGL~O U. Nitarb. 
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nieht gelang, in den gro~en ,,bl~sten"artigen Zellen Sudanschw~rz-f~rbbare Strukturen 
darzustellen. 

Das Vorhandensein yon Adenosintriphosphatase (ATPase) in cytochemisch f~l~barer Menge 
kSnnte mit der besonders lebhaften Motilitgt der groBen phytoh~magglutinin-~ktivierten 
Zellen in Zusammenhang stehen. Ftir diese Ann~hme spricht die Bedeutung, die allgemein 
dem ATP nach den Untersuehungen unter anderem yon LETTR~ und SCttLEI(Jtt und I-IOF- 
~A~N-B]~RLING und WEBER uls Energiequelle fiir die Formerhaltung und die Motilitat der 
Ze]le bzw. ihrer Oberfl~che zuzumessen ist. 

Tats~ehlich mu~ die auff~llige Aktivierung a]ler Motilit~tsphanomene im Laufe der 
Umw~ndlung zu den groBen ,,blasiGen"artigen Zellen in der Kultur a]s eine Besonderheit~ 
erscheinen, zumal sie gleiehzeitig verkniipft ist mit einer Neigung dieser Zellen zur Fixierung 
an einem Substr~t mittels einem ,,haftfiiBchen"~hnliehen basalen Cytoplasmafort~sa~z. Das 
Tempo dieser Bewegungsvorg~nge ist unter den Motilit~tserscheinungen lebender Zellen 
allenfalls dem von Megakuryoeyten verg]eiehbar, ldber die Bedeutung der Aktivierung der 
Zellbewegungen im Laufe der Umwandiung zu den gro~en ,,blgsten"~hnlichen Zellen lg~t sich 
noch keine Aussage machen. In diesem Zusammenhang sei allerdings darauf hingewiesen, 
dal~ TANAKA U. Mit~rb. bei phasenkontrastmikroskopischen Studien yon phytoh~mugglutinin- 
induzierten grolten ,,blasten"artigen Zellen keine besondere Bewegungs~ktivit~t vermerkten. 
Wir mSehten dennoch unseren in mehreren Versuehsreihen gesicherten Beobuchtungen einer 
aktiven Motilitat, wie sie such etwu aus der Abb. 6 ersiehtlieh ist, geniigend Beweiskraft ftir 
die Annahme zubilligen, d~l] diese Eigensehaft zu den eigentiimlichen Merkmalen der stimu- 
lierten gro~en ,,blasten"~hnliehen Zellen gehSrt. 

Bei  gleichzeit iger Berf icksicht igung der  cy tochemischen Beobach tungen  yon  
QUAGLINO U. Mitarb .  und  der  e lek t ronenmikroskopischen  Unte r suchung  yon  
TANAKA U. Mitarb.  sowie ELVES U. Mitarb .  lassen sich die Merkmale  der  ak t iv ier -  
t en  L y m p h o c y t e n  der  K u l t u r  wie folgt skizzieren:  eine besondere  ZellgrS~e; e iner  
sehr lebh~fte schubar t ige  Mi toseakt iv i t~ t ,  die nach einem In t e rva l l  dem Beginn 
der  Ak t iv i e rung  folgt ;  eine ausgepr~tgte Basophi l ie  (und auch Pyroninophi l ie)  des 
Cytoplasm~s,  die auf  e inem hohen l~ibosomengehal t  be ruh t  ; eine lockere Chroma- 
t i n s t r u k t u r  des Zel lkerns;  ein fas t  r iesenhaf ter  Nuc leo la rappar~ t  und  schlie~lich 
besondere Verhal tensweisen,  wie die ak t ive  Moti l i t~t ,  die auffall ige Neigung zu 
einer Verwurzelung an einem Subs t r a t  und  das Fehlen  yon Phagocy tose  und  Pino- 
cytose.  

Die Anwendung  yon Ku l t i v i e rungsme thoden  bei  menschl ichen weifien Blut-  
zellen ha t  eine Reihe s Au to ren  (vor al lem MAXIMOW; AWl~OROW und  TIMO- 
FV~JEWSK~) ZU einer  dyn~misch  geprs  Anschauungsweise  des L y m p h o c y t e n  
bewogen. Diese ging in der  dem L y m p h o c y t e n  zugebi l l igten Potenz  bis zu der  
A n n a h m e  einer a l lgemeinen S tammzel l funk t ion  des h~matopoet i schen  Gewebes. 
Xhnliche Vorste l lungen erarbe i te te  in neuerer  Zei t  nn te r  anderem eine Bris toler  
Arbe i t sgruppe ,  voran  YOFFS~u Die einzelnen Deta i ls  der  yon den genannten  
~lteren Auto ren  ve r t r e t enen  Meinungen und  manche  ihrer  Feh l in te rp re t~ t ionen  
b rauchen  bier  n ieht  e rSr ter t  zu werden.  Gegenfiber der  Theorie aber,  nach  der  der  
L y m p h o e y t  eine endgii l t ige differenzierte  Zellform dars te l l t  (s. HE~LMV~YER und  
B]~GE~A~;  L:~N~E~T), br ingen die neueren Ergebnisse  der  Zfiehtung mensch-  
l ieher Blutzel len  in v i t ro  ]ene Beobaeh tungen  yon MAXIMOW U. a. in einer a l l  
gemeinen Weise zu erneuter  Aktua l i tg t .  

Beweise dafiir,  d~l~ sich die grof~en ,,bl~sten"artigen Zellen der  K u l t u r  t a t -  
s~chlieh un te r  der  E inwi rkung  yon Phy toh~magg lu t in in  aus den kleinen L ympho-  
cy ten  entwiekeln,  wnrden von mehreren  Arbe i t sg ruppen  vorgebrach t  (CA~sTAmS ; 
ASTALDI U. Mit~rb.  ; BE~MAr und  S~ULBE~G; ELVES U. ISl~AELS; ELVES und  
W~L~:~NSON; LInG und  ItUSSA~D; F~SCHE~ und  GRoPe'). E inen  quan t i t a t i ven  
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Beleg lieferten McKI~s~Y u. Mitarb. mittels Untersuehungen zur DNS-Synthese 
der Zellen im Laufe dieser Umwandlungsvorg/~nge. Aueh naeh den bier mitgeteil- 
ten Beobachtungen kann es nieht zweifelhaft sein, dag die phytoh/~magglutinin- 
aktivierten Zellen der Kultur  nur aus den Blutlymphoeyten entstehen und um- 
gekehrt, dag sieh unter den besonderen Zfiehtungsbedingungen bei Phytohs 
agglutinhl-einwirkung nahezu ss Lymphoeyten des Ausgangsmaterials zu 
den grogen ,,blasten"artigen Ze]len umwandeln. Der menschliehe kleine Blut- 
lymphoeyt ist demnaeh keine Endstufe einer Differenzierungsreihe ohne Ent- 
wieklungspotenz, sondern viehnehr eine Zellform, tier zumindest in vitro eine 
ausgeprs Transformationsf~thigkeit und morphogenetisehe Plastizit/~t zu- 
kommt. 

D~mit k6nnte ~uch die Frage gestellt werden, ob eine Unterseheidung verschiedener 
Lymphocytenarten aufgrund morphologiseher Merkmale Mlein, etwg der Kernform, der 
Nucleoli usw. (s. GlgUNDNIANN, LENNERT), gerechtfertigt ist; denn die unterseheidenden Merk- 
male gehSren zu denen, die sich im Verlaufe der Lymphocytentransformation Ms besonders 
wriabel erweisen. 

Eine ahnliche Wirkung wie das Phytoh/~magglutinin k6nnen bakterielle Anti- 
gene, wie Tetanus-, Diphtherie-Toxoid u. a., vor allem aber aueh das Tuberkulin 
auf Lymphoeyten ausiiben, vorausgesetzt, dag es sieh um kompetente Lympho- 
eyten eines sensibilisierten Spenders handelt (P~ARMAI~ u. Mitarb.). Aueh dann 
entstehen bei der Ziiehtung in vitro die gleiehen groBen mitoseaktiven Zellen. In 
einer ganz allgemeinen Weise ergibt sieh daraus, dab es sich bei der Entstehung 
der ,,blasten"artigen Zellen nm eine immunologische lymphoeytenspezifisehe 
t~eaktion auf ein Antigen hande]t. MSglieherweise beruht aber die besondere 
Wirksamkeit des Phytohs nur auf einer Kopie einer derartigen, 
sonst yon spezifischen Antigenen hervorgerufenen Reaktion. Zu der Frage des 
Wirkungsmeehanismus des Phytoh/~magglutinins tragen j/ingste Untersuehungen 
yon MIOHALOWSKI n. Mitarb. nnter Verwendung eines dutch einen Fluoreseenz- 
farbstoff markierten Phytohgmagglutinins bei, Danaeh ls sieh annehmen, dag 
diese Substanz am Zellkern des Lymphoeyten angreift. 

Sehlul~folgerungen 
Es lieBe sich die Frage stellen, ob die phytohgmagglutinin-induzierte Trans- 

formation der Lymphoeyten einer t~iiekdifferenzierung zu einer Stammzelle des 
lymphoe34gren Systems, ja, vielleieht welter znr/iek noeh einer primitiven Stamm- 
zelle des hs Systems entsprieht (ASTALDI), oder ob es sieh um 
eine besondere Form einer Stimulation und Aktivierung handelt. Diese Frage 
d/irfte zum gegenwgrtigen Zeitpunkt nicht sicher zu entseheiden sein: Die Kennt- 
nis derartiger Umwandlungen beruht bisher ganz vorwiegend auf Beobaehtungen 
an einem Blutzellziichtungs-System in vitro, bei dem die Vorggnge immer naeh 
der gleiehen Art einer voriibergehenden Stimulation mit einem Mitoseschub 
ablaufen, ohne dab die dann entstehenden groBen ,,blasten"artigen Zellen eine 
weitere Entwieklung zeigen. Allerdings konnten ELVES u. Mitarb. nachweisen, 
dab die phytohgmagglutinininduzierten grol~en Zellen 7" Globulin zu bilden in der 
Lage sin& In Anbetracht der MSgliehkeit des Erwerbs soleher Fghigkeiten, wie 
aueh aufgrund der Beobaehtung, dal~ unter anderen Knlturbedingungen (FIsoI~E~ 
und GuoPp) die Lymphocyten aueh eine andere Form einer Umwandlung zeigen 
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k6nnen, liege sieh vielleieht eher sehliegen, dab es sich um eine Aktivierung einer 
Zellform handelt, die sonst als i~uheform vorliegt und aufgrund ihrer Modula- 
tionsf/ihigkeit (ASTALm) je naeh der Art des einwirkenden Reizes eine Umwand- 
lung erfahren kann. 

Die in der Kul tur  unter der Phytoh/~magglutinin-stimulation auftretenden 
groBen ,,blasten"artigen Zellen besitzen morphologiseh eine bis ins einzelne 
gehende ~hnliehkeit mit  gewissen Zellformen, die im Lymphknoten unter krank- 
haften Bedingungen auftreten, oder aueh zu Zelten, die zu den Vorstufen der 

A b b .  6 a  u. b. S o g e n a n n t e  b a s o p h i l e  S t a m m z e l l e n ;  G i e m s a - F ~ r b u n g .  - -  a A n s s c h n i t t  aus  e i n e m  
L 3 q n p h k n o t e n  b e i  L y m p h o g r a n u l o m a  i n g u i n a l e .  - -  b Z w e i  d e r a r t i g e  Ze l Ien  i n  e i n e m  Mf lzs inus  be i  e i n o m  

F a l l  -con g e n e r a l i s i e r t e r  hype re rgJ sche r  T h r o m b a n g i o p a t h i e  

Plasmazellen gereehnet werden (LENN~r Besonders fgllt die Jihnliehkeit der 
in der Kul tur  entstehenden grogen Zellen mit den sog. basophilen Stammzellen 
(B~G~MA?r Lr auf. Die Abb. 6 zeigt zum Vergleieh derartige Zellen 
sowohl aus einem Lymphknoten bei Lymphogranuloma inguinale (Abb. 6a), wie 
aueh bei einem Fall einer generalisierten hyperergisehen Thrombangiopathie in 
den Milzsinus (Abb. 6b). Die bisher ungeklgrte Stellung der sog. basophilen 
Stammzellen, yon denen angenommen wird (vgl. LEYC~T), dab sie unter anderem 
bei einer antigenen Stimulation auftreten und bei denen aueh Beziehungen zur 
Antik6rperproduktion zu vermuten sind, k6nnte - -  wenn man die Bildung der 
grogen basophilen Zellen in der Kul tur  als Modell f/Jr ihre Entstehung ansieht - -  
einer Aufklgrung nghergebraeht werden. Man diirfte dann annehmen, dab es 
sieh bei den sog. basophilen Stammzellen nieht etwa um Vorstufen von Lympho- 
eyten handelt, sondern um aktivierte Zellformen, die bei gegebener spezifiseher 
Stimulation im Rahmen bestimmter Entz/indungen oder anderer Alterationen 
des Lymphknotens auftreten. 
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Manche Eigenschaften der grogen ,,blasten"artigen Zellen der Kultur, unter 
anderem anch das Vorhandenseili yon Adenosintriphosphatase und ihre besondere 
Lokalisation (ScI~UBEI~T U. RII~-nBm~o), der gelegentlich st/irkere GehMt des 
Cytoplasmas an saurer Phosphatase und einzelne der anderen morph01ogiseh- 
f/~rberischen Eigenschaften, k6nnten auch an Beziehungen zu dem plasmaeellu- 
l~ren System denken lassen: die Morphologie der aktivierten Zellen der Kultnr  
und diejenige der sog. Plasmazellvorstufen ist j edenfMls yon so groBer Ahnlichkeit, 
dag yon der vergleiehenden Betrachtung her ein Unterschied nicht aufzufinden 
ist. Ob abet tats/~chlich die sog. basophilen Stammzellen oder die Plasmazellvor- 
stufen unter dem Blickpulikt einer Identits  mit den aktivierten Lymphocyteli 
in vitro betraehtet werden dtirfen und ob sich die Mlein auf einer statiseh aus- 
geriehteten Cytologie aufgebauten Einteilungsschemata der lymphoiden Zellen 
durch die mehr dynamische Auffassung unterschiedlicher Transformationsfghig- 
keiten innerhMb eines Zellsystems ersetzen lassen, mti[~ten zukiinftige Forschun- 
gen erweisen. 

Zusammeniassung 
Bei der Ztichtung yon menschliehen weigen Blutzellen unter der Einwirkulig 

eines aus Phaseolus vulgaris extrahierten Phytoh~magglutinins entstehen aus 
den kleinen Blutlymphoeyten groBe ,,blasten"artige Zellen, die sich mitotiseh 
vermehren. Zu ihren wiehtigsten MerkmMen aufgrund f/~rberischer, baustein- 
und enzymeytochemischer Analyse geh6ren: ein ausgepr~Lgt basophfles Cyto- 
plasma mit groben sudanophilen Granula; ein locker strukturierter Zellkern und 
sehr groBe Nueleoli; eine dentliche ATPase-Aktivit/~t an den Zells~umen; eine in 
vereinzelten Zellen auftretende st/~rker positive Reaktion der sauren Phosphatase 
(Azofarbstoffmethode). - -  Bei phasenkontrastmnikroskopiseher Lebendbeobach- 
tung zeigen die phytoh~magglutinin-stimulierten Zellen eine verst/~rkte, sehr leb- 
hafte Cytoplasmamotilit/~t zugleieh mit einer Neigung, sich mittels eines basalen 
Fortsatzes an ein Substrat anzuheften. 

Die Kultivierungsversuche beweisen, dM3 der Blutlymphocyt IIieht eine End- 
stufe ohne Entwicklungspotenz ist, sondern vielmehr eine Zellform mitausgepr~g- 
ter Transformationsf/~higkeit. Die besondere Art der Umwandlnng des kleinen 
Lymphoeyten zu der ,,blasten"artigen Zelle dfirfte einer Aktivierung entsprechen, 
wie sie offenbar aueh nnter einem antigenen Stimulus hervorgerufen werden kann. 

Die aktivierten Zellen der Kultnr  besitzen eine grol~e Ahnlichkeit mit den sog. 
basophilen Stammzellen und gewissen Plasmazellvorstufen im lymphatischen 
Gewebe. Es wird die M6glichkeit er6rtert, dag es sich bei diesen Zellformeli um 
aktivierte Lymphoeyten handeln k6nnte. 

Studies of the Phytohemagglutinin.induced Transformation o~ Human Blood 
Lymphocytes to Blast-like Cells 

Summary 
When human white blood cells are cultured in vitro in the presence of phyto- 

helnagglutinin extracted from Phaseolus vnlgaris, large "blast-like" cells develop 
from the small lymphocytes and divide mitotically. From the analyses of their 
stMnilig properties and enzyme-cytochemicM behavior their most important 
characteristics may be stated as: a pronounced basophilic cytoplasm with coarse 
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sudanophi l ic  granules,  a loosely s t ruc tu red  nucleus, ve ry  large nucleoli,  a d is t inc t  
ATPase  ac t i v i t y  a t  the  cell borders,  and  a s t rong ly  posi t ive  acid  phospha tase  
reac t ion  in ind iv idua l  cells (azo-dye method) .  Phase  microscopic s tudies  of l iving 
cells s t imula ted  with  phy tohemagg lu t in in  reveal  an increased and  ve ry  l ively 
mot i l i t y  of the  cytoplasm.  At  the  same t ime the  cells show a t endency  to adhere  
to a subs t ra te  b y  means  of a basa l  process. 

The exper iments  on the  cul tures  indicate ,  t h a t  the  blood l ymphoc y t e  is no t  
an end-s tage  cell wi thou t  deve lopmenta l  potent ia l i t ies ,  bu t  r a the r  a t y p e  of cell 
possessing obvious abil i t ies  to  undergo t rans format ion .  The  d i s t inc t  t y p e  of 
change of the  small  l ymphocy te  to the  "b las t - l ike"  form m a y  well correspond to 
an ac t iva t ion ,  as i t  a p p a r e n t l y  m a y  also be called for th  b y  an ant igenic  s t imulus.  

The ac t i va t ed  cells of the  cul ture  are ve ry  s imilar  to  the  socallcd basophil ic  
s tem cells (hyperbasophi l ic  cells) and  cer ta in  p l a sma  cell precursors  found in 
l y m p h a t i c  t issue. The poss ib i l i ty  is discussed,  t h a t  these  cell forms m a y  represent  
a c t i v a t e d  lymphoeytes .  
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