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Die Tuberkulinhautreaktion ist eine Form des Nachweises einer Allergie vom
verzégerten Typ gegen Tuberkulin (Ubersicht bei Girrissen, 1965). Durch die
Untersuchungen von Erves u. Mitarb. (1963), PrarmaiNn u. Mitarb. (1963),
Cowring und QuacrLiNo (1964), HirscaaORN u. Mitarb. (1964) sowie HErLmax
und McFARLAND (1965) ist bekannt, dal weile Blutzellen von Mantoux-posi-
tiven Spendern in Zellkulturen auf Zugabe von Tuberkulin in einem bestimmten
Prozentsatz eine blastenartige Umwandlung und eine Steigerung ihrer Mitose-
aktivitit erkennen lassen. Mit dieser Beobachtung der Ubereinstimmung von
Hauttest (etwa Mantoux-Test) und Verhalten der weillen Blutzellen in der Ge-
webekultur — also in vitro — war eine Moglichkeit geschaffen, in vitro eine
gleichwertige Aussage im Hinblick auf das Vorliegen einer Tuberkulinallergie zu
machen wie — in vivo — mit Hilfe der Mantoux-Reaktion. Bei fritheren Unter-
suchungen war aufgefallen, dall Lymphocyten von aktiv Tuberkuldsen eine ge-
ringere Neigung zur Umwandlung zeigten als solche Patienten mit einer ausgeheil-
ten Tuberkulose (ScHAFER et al., 1966). Diese Untersuchungen wurden etwa
gleichzeitig von Hermman und McFarpanp (1966) bestatigt.

Wir waren weiter interessiert zu erfahren, inwieweit das unterschiedliche
Verhalten der Blutlymphocyten in der Zellkultur unter dem Einflull von auto-
logem Spenderplasma und Tuberkulin klinisch-diagnostisch verwertet werden
kann in dem Sinne, daf hierdurch das Vorliegen einer Allergie vom verzdgerten
Typ auf Grund einer Diathese sessiler Antikérper gegen Tuberkulin gewisser-
mallen quantitativ bestimmt wird. Diese unsere Untersuchungen fithrten wir an
funf Personengruppen, ndmlich an gesunden, nie ernstlich an Tuberkulose er-
krankten Zellspendern, die jedoch einen positiven Tuberkulinhauttest hatten, an
solchen mit ausgeheilter, inaktiver Lungentuberkulose, an Spendern mit akuter
Lungentuberkulose, an solchen mit chronischer, jedoch aktiver Lungentuber-
kulose sowie an Spendern mit extrapulmonaler Tuberkulose durch, wobei wir bei
dieser orientiecrenden Untersuchung bewult Einzelheiten des klinischen Bildes
auBer acht lieBen. Zweitens sind wir dabei der Frage nachgegangen, ob die in der
fritheren Arbeit (SCHAFER et al., 1966) beschriebene Hemmung der durch Tuber-
kulinzugabe veranlafiten blastenartigen Transformation von Lymphocyten durch
das — hier autologe — Plasma von Patienten mit aktiver Tuberkulose auf einen
gegen Tuberkulin gerichteten humoralen Antikérper zurtickzufithren ist.

* Mit Unterstiitzung aus Mitteln ,,Férderung der Krebsforschung des Herrn Kultus-
minister des Landes Nordrhein-Westfalen.

1 Virchows Arch. path. Anat., Bd. 342



2 H. WurtkEe, I. WurTRE-GORNANDT und O. HAFERKAMP:

Material und Methodik

Leucocyten- und Serumspender. Von 61 Personen, unterteilt in fiinf Versuchsgruppen,
untersuchten wir das Verhalten der weiflen Blutzellen in der Zellkultur nach Zugabe von
Tuberkulin. Alle Personen wiesen einen positiven Mantoux-Hauttest auf, wobei gereinigtes
Tuberkulin GT (Hoechst) in der Dosierung von 1 IE bis héchstens 100 IE verwendet wurde.
7 Personen waren klinisch und réntgenologisch gesund und nie ernstlich an Tuberkulose er-
krankt gewesen (Versuchsgruppe 1), 5 wiesen eine ausgeheilte Lungentuberkulose auf (Ver-
suchsgruppe 2). 14 Personen waren an einer frischen, meist exsudativen Lungentuberkulose
erkrankt (Versuchsgruppe 3). 32 Patienten zeigten eine alte, iiber Monate verlaufende chro-
nisch-cirrhotische Lungentuberkulose (Versuchsgruppe 4). Bei 3 Patienten lag eine extra-
pulmonale Tuberkulose vor (Versuchsgruppe 5). Diesen 61 Personen wurde zur Leukocyten-
gewinnung 20 ml Venenblut mit einer Stahlkolbenspritze, die vorher mit Hepatin ausgespilt
worden war, und gleichzeitig 10 ml Venenblut zur Gewinnung von Serum entnommen.

I. Imvitro-Nachweis zellgebundener Antikorper gegen Tuberkulin
in der Gewebekultur

2ml mit 5000—8000 weillen Blutzellen angereicherten autologen Spenderplasmas aus
jeweils 20 ml Venenblut wurde zusammen mit 8 ml Gewebeziichtungsmedium TCM 199
(Difco) in Kulturflaschen gegeben, die mit je 10 Deckgldschen ausgelegt waren. Von jedem
Probanden wurden 2 Kulturflaschen angelegt, wobei einer Flasche als Leerversuch kein Anti-
gen und der anderen Flasche 10 IE GT/ml Tuberkulin zugegeben wurde. Der Kulturversuch
verlief bei 37° im Warmeschrank tiber 4 Tage. Am 1., 3. und 4. Tag wurden jeweils 2 Deck-
glaschen entnommen und nach ParreNuEEmM gefirbt. (Genaue Technik der Kulturen wie bei
ScHAFER et al., 1966.)

Auswertung der Kulturen. Als MaB fur die Reaktion der weillen Blutzellen in der Zell-
kultur haben wir 4000 lymphoide (rundkernige) Zellen ausgezahlt und die Zahl der Mitosen
und blastenartigen Transformationen dieser Zellformen im Prozentsatz bestimmt. Die um-
gewandelten Lymphocyten sind durch einen locker strukturierten, etwas eosinophilen Kern
mit meist einem, manchmal auch 2—3 runden, etwas dichteren Nucleolen und ein tief baso-
philes Plasma gekennzeichnet.

II. Nachwets gegen Tuberkulin gerichieter humoraler Antikérper
mittels des passiven Himagglutinationstestes nach BOYDEN
in der Modifikation von STAVITZKI

Das nach Defribrination mit Glasperlen aus den 10 ml Venenblut gewonnene Serum
wurde bei 56° im Wirmebad (30 min) inaktiviert und dann zweimal mit Hammelerythro-
cyten (10 Teile Serum/1 Teil dichtgepackte Hammelerythrocyten) absorbiert, um Normal-
antikorper gegen Hammelerythrocyten auszuschalten. Von dem so behandelten Serum haben
wir dann je drei Verdinnungsreihen mit physiologischer Kochsalzlésung (pH 7,2) beginnend
mit einer Verdiinnung von 1:2 und fortlaufend bis zu einer solchen von 1:1024 hergestellt.
In die erste Reihe wurde je ein Tropfen (0,05 ml) einer 2,5%igen Hammelerythrocyten-
suspension gegeben (Kontrolle 1). In die zweite Reihe gaben wir je einen Tropfen einer
2,5%igen Erythrocytensuspension von tannierten Hammelblutkérperchen (Kontrolle 2). Zur
Herstellung der tannierten Hammelerythrocyten nahmen wir eine 2,5%ige Erythrocyten-
suspension und jeweils die gleiche Menge einer 1:20000 verdiinnten Tanninlésung (Merck)
und lieBen diese Mischung 10 min bei 37° im Wasserbad stehen. Anschliefend wurden die
Erythrocyten dreimal gewaschen und in die Ausgangskonzentration zuriickitberfithrt. In die
dritte Reihe wurde je ein Tropfen der mit dem Antigen beladenen, wie bei Kontrolle 2 tan-
nierten Erythrocyten gegeben (Hauptversuch). Zur Herstellung dieser sensibilisierten Krythro-
cyten nahmen wir tannierte Hammelblutkérperchen und liefen 2 Std bei 37° im Wasser-
bad eine Tuberkulinlésung (1 mg-%) auf sie einwirken. Danach wurden die Hammelerythro-
cyten dreimal gewaschen und die Erythrocytensuspension in die Ausgangskonzentration zu-
riickgefithrt. Die Réhrchen blieben 12 Std im Kihlschrank stehen. Anschliefend wurde die
Stérke der Agglutination und die Serumverdiinnung, bis zu welcher eine Agglutination vor-
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lag, abgelesen und als Titer angegeben; bei Kontrolle 1 oder 2 lag in keinem Falle ein hoherer
Titer als im Hauptversuch vor. Im #brigen entsprachen die methodischen Einzelheiten den
Angaben von HAFERKAMP et al. (1963).

Ergebnisse
1

Die weillen Blutzellen zeigen nach 24 Std in allen Kulturen ein gleichférmiges
Bild. Die kleinen, typischen Lymphocyten sind nur noch in geringer Zahl vor-
handen. Das Bild beherrschen groflere, lymphocytendhnliche, rundkernige Zellen
mit einem hellen, breiten Cytoplasmasaum. Die neutrophilen Granulocyten sind
als solche zwar noch zu erkennen, verlieren aber ihre scharfen Zellgrenzen und
zeigen Ubersegmentierungen und Kernpyknosen. Bei allen Kulturen, denen kein
Tuberkulin zugegeben wurde, bleibt das morphologische Geschehen auch iiber
die folgenden Tage gleichformig. Unterschiede im Verhalten der Lymphocyten
zeigen sich am 3. und 4. Tage der Zellkultur, wenn der Zellspender einen positiven
Mantoux-Hauttest aufwies und dem Kulturmedium Tuberkulin zugesetzt worden
war. Einzelne Lymphocyten haben sich am 3. Tage zu blastenartigen Zellen um-
gewandelt oder befinden sich in Mitose.

Tabelle 1. Leukocytenkulturen aller untersuchten Personen mit einem positiven Mantoux-
Hauttest bei 100 und weniger IE Tuberkulin GT
Ziichtungsmedium: 8 ml TCM 199 (Difco), 2 ml autologes Plasma, 100 IE Tuberkulin GT
pro ml Medium.

Personen Anzahl % blastenartic umgewandelte Zellen
(% in Mitose befindlicher Zellen)

gesund:  Gruppe 1: keine Erkrankung an Tuber- 7 1,2—2,6 (0,1—0,4)
kulose bekannt
Gruppe 2: geheilte Lungentuberkulose 5 4,8—8,6 (0,3—1,1)
erkrankt: Gruppe 3: frische Lungentuberkulose 14 0,2—1,6 (0—0,1)
Gruppe 4: chronische, jedoch noch 32 1,2—3,6 (0,1—0,6)
aktive Lungentuberkulose
Gruppe 5: frische extrapulmonale 3 3,7—8,7 (0,5—0,7)
Tuberkulose

Die zahlenmaBige Auswertung dieser Kulturen zeigt (s. Tabelle 1), dall in der
Versuchsgruppe 1, also jenen Personen, die nie ernstlich an einer Tuberkulose
erkrankt waren, die Werte fiir die blastenartic umgewandelten Lymphocyten
zwischen 12% und 2,6% (Mitosen zwischen 0,1% und 0,4%) liegen. Bei der
Versuchsgruppe 2, d.h., den Personen mit ausgeheilter Tuberkulose, variieren
diese Zahlen zwischen 4,8% als der unteren Grenze und 8,6% als der oberen
Grenze transformierter Zellen (zwischen 0,3% und 1,1 % Mitosen).

In der Versuchsgruppe 3 (Patienten mit einer frischen, pulmonalen Tuber-
kulose) ergibt sich eine Variationsbreite blastenartig umgewandelter Lymphocyten
von 0,2—1,6% (zwischen 0—0,1% Mitosen). Bei der Versuchsgruppe 4, Patienten
mit einer alten, jedoch noch aktiven Tuberkulose, verteilt sich die Transforma-
tionsrate von 1,2—3,6% (Mitosen von 0,1—0,6%).

1*
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Die drei Patienten (Versuchsgruppe 5) mit einer frischen, extrapulmonalen
Manifestation des tuberkulésen Krankheitsgeschehens zeigten Werte transfor-
mierter Lymphocyten zwischen 3,7% und 8,7% (0,5—0,7% Mitosen), wobei eine
Patientin mit der Umwandlungsrate von 3,7% noch zusétzlich einen alten, jetzt
reaktivierten Lungenproze hatte. Die pulmonalen Prozesse bei den beiden ande-
ren Patienten dieser Gruppe waren inaktiv.

11
Die Bestimmung der gegen Tuberkulin gerichteten Antikérper im Serum lief3
nur in zwei Féllen, und zwar bei Versuchsgruppe 4 (alte, noch aktive Lungen-
tuberkulose) eine Titerhohe von 1:512 und 1:256 aufdecken, wohingegen bei Ver-
suchsgruppe 1 und 2 praktisch keine Titer vorhanden waren. Die Mehrzahl der

Tabelle 2. Verteilung der Titerhihe der gegen Tuberkulin gerichieten humoralen Antikorper bet
den Gruppen 3, 4 und 5. (Angabe der Zahl der Patienten)

Titerhohe

4, 1:2  1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512

Gruppe 3: Frische Lungen- 1 1 4 — — 6 — 2 — —
tuberkulose

Gruppe 5: frische extrapulmonale 1 1 _ = — — 1 _— = —
Tuberkulose

Gruppe 4: alte Lungentuberkulose 8 1 3 4 5 5 4 — 1 1

Tabelle 3. Gegeniiberstellung von Titerhihe der gegen Tuberkulin gerichteten Antikérper im Serum
und dem Prozentsaiz blastenartig wmgewandelter Zellen der entsprechenden Zellspender

Titerhdhe 13 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64  1:128 1:256  1:512 1:1024

%blasten- 1,3 19 03 1,7 15 06 12 1,0 1,1 11  —
artigum- 14 69 09 24 16 10 13 — @ —  — —

gewandelter 1,8 — 1,2 2,7 22 1,5 1,7 — — — —
Zellen 2,2 — 1,7 38 29 16 29 — — — —
3,1 — — — 2,8 1,6 32 — — — —
3,1 — — — 62 1,2 — — — — —
37 — — — 63 1,8 — — — — —
8,3 — — — 68 33 — — — — —

untersuchten Seren von den Gruppen 3—b5 zeigte eine Titerhdhe von 1:4 bis 1:32
(s. Tabelle 2). Bei 10 von 49 Patienten der drei Gruppen liefien sich keine humo-
ralen Antikérper gegen Tuberkulin nachweisen. Fiir eine bestimmte Versuchs-
gruppe charakteristische Konstanz der Titerhohe war nicht feststellbar, wie
schon allein aus Tabelle 2 hervorgeht. In Tabelle 3 sind die Titerhohen der ver-
schiedenen Seren dem Prozentsatz der blastenartigen Transformation der Lympho-
cyten des entsprechenden Spenders gegeniibergestellt. Danach kann man bei
Tillen ohne -— mit der passiven Hamagglutination — nachweisbare humorale
Antikérper gegen Tuberkulin sowohl hohe als auch niedrige Umwandlungsraten
der Lymphocyten finden, und zwar in etwa in der gleichen Verteilungsbreite wie
bei den Fallen mit geringem oder hohem Antikorpergehalt im Serum. Eine irgend-
wie geartete Beziehung zwischen mitose- und blastenartiger Umwandlungsrate
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der Lymphocyten und dem Titer der passiven Hamagglutination — als Ausdruck
der Anwesenheit von humoralen Antikdérpern gegen Tuberkulin — besteht also
nicht.

Diskussion

Uberblickt man die hier mitgeteilten Ergebnisse einer Beobachtung von
Lymphocyten, die von Spendern mit einem positiven Mantoux-Hauttest ge-
wonnen waren in der Zellkultur, so zeigt sich wieder, dall sich nur dann ein Teil
der Zellen umwandelt, wenn dem autologes Spenderplasma enthaltenden Kultur-
medium Tuberkulin zugesetzt war. Ein Vergleich der Versuchsgruppe 3 und 4
(frische und chronisch-aktive Tuberkulose) mit der Versuchsgruppe 2 (ausgeheilte,
inaktive Tuberkulose) zeigt die deutlich stérkere Proliferationsneigung der Lym-
phocyten von Spendern mit ausgeheilter Lungentuberkulose gegeniiber solchen
mit aktiver Lungentuberkulose. Durch Austausch von Lymphocyten und Plasma
verschiedener Spender in Zellkulturen von geheilten und noch erkrankten Tuber-
kulosepatienten hatten kiirzlich ScHAFER et al. (1966) hierfir einen ,,Hemm-
faktor im Plasma aktivtuberkultser Patienten verantwortlich gemacht, dessen
Anwesenheit eine geringere Zahl umgewandelter blastenartiger Zellen bedingt.
Diese Beobachtungen waren auch von HEmMaN und McFarrvanp (1965, 1966)
gemacht worden.

Weiter zeigen die vorliegenden Untersuchungen, daf} die Proliferationsneigung
von Lymphocyten gesunder, nie ernstlich an Tuberkulose erkrankter Personen in
etwa mit der frisch an Tuberkulose erkrankten Personen iibereinstimmt, was
offenbar fiir letztgenannte Gruppe auf der Anwesenheit des Hemmfaktors und
fir die ersterwahnte Gruppe auf einer mangelbaft ausgebildeten Allergie
vom verzogerten Typ gegen Tuberkulin beruht. Die hochsten Werte umgewan-
delter Lymphocyten erreichten die Personengruppen mit ausgeheilter Tuber-
kulose (Gruppe 2) und Patienten mit einer frischen extrapulmonalen Tuberkulose
(Gruppe 5) bei altem, inaktiven Lungenprozel3. Etwa in der Mitte zwischen bei-
den Extremen liegen die Umwandlungsraten der Lymphocyten von Patienten
mit einer alten, jedoch noch aktiven Tuberkulose.

HEs lassen sich also vorerst fir den Kliniker schon aus den vorliegenden Be-
funden folgende Hinweise erzielen: 1. Eine sehr niedrige Proliferationsrate der
Lymphocyten nach Tuberkulinzusatz ist bei dem klinischen Verdacht einer
Tuberkulose mit dem Bild einer frischen Erkrankung vereinbar. 2. Eine sehr hohe
Proliferationsrate spricht bei dem Ausschluf} einer extrapulmonalen Tuberkulose
fiir eine in Abheilung befindliche Erkrankung. 3. Eine mittlere Proliferationsrate
weist auf eine Aktivitdt des tuberkuldsen pulmonalen Krankheitsgeschehens hin.
Dabei muB fiir diese Aussagen als Bedingung gelten, dafl die Kulturen mit auto-
logem Plasma angesetzt sind.

Vorerst bestehen keine sicheren Zusammenhénge zwischen der Titerh6he der
mittels passiver Hamagglutination nachgewiesenen humoralen Antikdrper gegen
Tuberkulin und der — auf der Anwesenheit von sessilen Antikorper beruhenden —
Stirke der Proliferationsrate und Mitosehdufigkeit der Lymphocyten. Dariiber
hinaus konnten wir aus den vorliegenden Untersuchungen auch keine Beziehungen
der im Serum nachweisbaren humoralen Antikorper gegen Tuberkulin zum klini-

schen Bild der Erkrankung aufdecken, wie es auch von BrRopEAGE (1954) betont
wurde.
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Zusammenfassung

In Kulturen weifler Blutzellen von 61 Personen mit positivem Mantoux-
Hauttest wird der Prozentsatz blastenartig umgewandelter, lymphoider Zellen
und deren Mitosen nach Zugabe von Tuberkulin GT und autologem Plasma be-
stimmt. AuBlerdem wird von den gleichen Personen das Serum auf humorale Anti-
korper gegen Tuberkulin mittels der passiven Himagglutination (Boyden) unter-
sucht. Die gesunden, nie auffdllig an Tuberkulose erkrankten Personen sowie
Patienten mit einer frischen (offenen) Lungentuberkulose weisen eine geringe
Zahl umgewandelter Zellen und nur wenige Mitosen in der Kultur auf, wahrend
Personen mit einer inaktiven, ausgeheilten Tuberkulose und die mit einer frischen,
extrapulmonalen Tuberkulose bei inaktivem, alten Lungenprozel} einen hohen
Prozentsatz nmgewandelter Zellen mit héherer Mitoserate erkennen lassen. Der
Prozentsatz der umgewandelten Lymphocyten von Patienten mit einer alten,
aktiven Tuberkulose liegt in der Mitte zwischen den beiden vorher genannten
Extremen. Die Hohe der Titerstufen bei der serologischen Untfersuchung auf
humorale Antikérper gegen Tuberkulin ergibt keine Beziehungen zu dem Pro-
zentsatz der blastenartigen Umwandlung der Lymphocyten und ihrer Mitoserate
in der Kultur nach Zugabe von autologem Plasma und Tuberkulin.

Further Investigation of the In Vitro Proof of Cell-Bound Antibody in Tubereulosis
with Respect to the Clinical Picture and Humoral Antibodies Against Tuberculin
Summary

After addition of Tuberculin GT and autologous plasma, the percentage of
lymphoid cell blast forms and their rate of mitosis were determined by tissue
culture of the leucocytes of 61 people who gave a positive reaction to the Mantoux
Skin Test. In addition, the sera of the same group of people were examined with
the Boyden Hemagglutinat Test for the presence of humoral antibodies. People free
from tuberculosis as well as those with active (contagious) pulmonary tuberculosis
showed only a small percentage of lymphoid cells that had undergone transfor-
mation to blast forms and an equally small number of mitotic forms. On the other
hand, patients with inactive, healed tuberculous lesions and those with recently
acquired extrapulmonary tuberculosis with old, inactive tuberculous lesions of the
lung produced a bigh percentage of lymphoid cell blast forms and a higher rate
of mitosis. The percentage of lymphoid blast forms in cultures of the leucocytes
of patients with old, active tuberculosis lay somewhat between the described
two extremes. No correlation was found between the results of the serological
investigation for humoral antibodies against tuberculin and the percentage of
lymphoid cells transformed to blast forms nor their rate of mitosis.
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