(15. VIL. 1954)

Records were also made of the responses in different
nerves ipsilateral to the cortical region stimulated. The
experiments showed that the CM systems for the nerves
to the proximal arm muscles also have an ipsilateral
cortical representation, whereas they indicate that this
is not the case for the CM systems activating the nerves
to the distal hand muscles in which only contralateral
monosynaptic responses to cortical stimulation could
be recorded.

In the investigations made by previous authors on
the analysis of the corticospinal system in monkeys (see
e.g. review by RucH?), the movements or muscle con-
tractions resulting from cortical stimulation were
recorded. In our experiments the responses in different
peripheral nerves to single cortical stimuli, as well as to
each stimulus in a train of cortical shocks, were recorded.
A single cortical shock elicits a descending volley in the
fast conducting corticospinal neurones of the pyramidal
tract?. In our experiments we found that single cortical
shocks do not elicit any monosynaptic responses in the
different fore limb nerves tested. Repetitive stimulation
had to be used and during the course of stimulation the
monosynaptic responses were built up in a regular way.
It was shown that the repetitive cortical stimulation
builds up a “‘tonic’’ asynchronous discharge and a long-
lasting facilitatory action which successively raises the
excitability of motoneurones; and further, that when
the facilitatory action reaches a certain level, the mono-
synaptic responses to the descending volleys in the fast
conducting CM fibres break through. In a series of
experiments in which the conditioning effect of repetitive
cortical stimulation on the monosvnaptic reflex was
tested, it was found that the cortical field, from which
the facilitation of a certain group of spinal motoneurones
was elicited, not only covered the restricted cortical field
representing the CM system which activates the same
group of motoneurones, but also exceeded it. It is of
great interest to note that ‘‘the facilitatory area’ and
“the CM area” for the same group of spinal motoneurones
have the same posterior border towards the postcentral
gyrus, whereas the “facilitatory area’ extends in the
anterior direction (see BERNHARD and Boum3).

C. G. BerxHARD and E. BouHx

Physiological Depariment II, Karolinska Institutet,
Stockholm, April 27, 71954.

Zusammenfassing

Es wurden Aktionspotentiale verschiedener Nerven
registriert, welche auf jede kortikale Reizung in einem
Zuge von repetitiven Stimulationen folgten, ferner wur-
den monosynaptische Reflexe nach konditionierenden
kortikalen Stimulationen gepriift.

Die Experimente ergaben, dass unter den verschiede-
nen kortikospinalen Systemen das direkte kortikomoto-
neuronale System (das CM-System) die am meisten
abgegrenzte kortikale Reprisentation besitzt.

Y T. C. Rucu, Handbook of Experimental Psychology, chapt. &,
p. 134 (1951).

2 C. G. BernHarD, E. BouM, and I. PETERsSEN, Acta physiol.
Scand. 29, suppl. 106, 79 (1953).

3 C. G. BernHAarD and E. Bouy, Acta neurol. Psychiat., Chicago
1054 (in press).
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PRO EXPERIMENTIS

Die Isolierung eosinophiler Leukozyten
und ihrer Granula

Friihere Versuche zur Gewinnung eosinophiler Zellen
und Granula beruhten auf chemischen Methoden. Wgiss?
beschrieb schon 1891 die Resistenz der Granula gegen
Fermentlosungen. Die Reindarstellung eosinophiler
Granula aus Pferdeblut gelang PeTry? 1908 mittels
Trypsin. NEumanx® isolierte die Granula spiter unter
Verwendung anderer lyvtischer Prozesse {NaOH, Auto-
lvse) und stellte mit der gewonnenen Reinsubstanz um-
fangreiche physikalisch-chemische Untersuchungen an.
In neuer Zeit hat VERcAUTEREN?eosinophile Granula auf
rein phvsikalischem Weg dargestellt, indem er die Ge-
samtleukozyten in einem Homogenisatorapparat zer-
trimmerte und die freien Granula durch wiederholtes
fraktioniertes Zentrifugieren gewann.

Eine von BEHRENS und TAUBERT?® entwickelte Tech-
nik erlaubt nun erstmals, die einzelnen Leukozvtenarten
des Blutes auf Grund des spezifischen Gewichtes von-
einander zu trennen. Es gelingt damit, aus Pferdeblut
eine Suspension eosinophiler Granulozyten herzustellen.
Somit steht uns ein sehr zweckmaissiges Ausgangsma-
terial zur relativ ergiebigen Gewinnung der eosinophilen
Granula zur Verfiigung. Wir verwenden folgende Ar-
beitsmethode:

1. Isolierung eosinophiler Granulozyten. Leukozyvten
werden gewaschen, entwassert und nach dem spezifischen
Gewicht getrennt. Als Ausgangsmaterial dient Pferde-
blut, das steril aus der Halsvene entnommen wird und
durchschnittlich 3-5°, FEosinophile enthiit. 200 cm3
3,39%ige Na-Zitrat-Losung werden mit 800 cm?® Blut
bei der Entnahme gut gemischt und in eciner Stand-
flasche stehengelassen, bis sich die Ervthrozyten auf
halbe Hohe der Fliissigkeitssdule gesenkt haben. Die
erforderliche Zeit betriagt je nach Senkungsgeschwindig-
keit des Blutes 1%-2 h. Dann wird das iiberstehende,
deutlich rotgefirbte Plasma abgehebert. Es enthilt
neben Leukozyten noch massenhaft Ervthrozyten. Die
gewonnene Plasmamenge von etwa 500 cm?® wird in Por-
tionen zu 100-150 ¢m? 4 min lang bei einer Tourenzahl
von 1700/min zentrifugiert (Zentrifuge Stock, Marburg).
Das Sediment wird vereinigt und in 30 cm?® 1°9iger
NaCl-Losung aufgeschiittelt. Durch die etwas hyper-
tonische Salziosung kommt es zu einer leichten Schrump-
fung der Erythrozvten und der neutrophilen Granulo-
zyten, wihrend die eosinophilen Zellen ihr Volumen
kaum verdndern. Bei den Eosinophilen des Pferdes
handelt es sich ochnehin um relativ grosse Zellen, und der
Unterschied in der Zellgrosse lasst sich so noch akzen-
tuieren.

Die Zellen werden wiederum wihrend 4 min bei einer
Tourenzahl von 1700/min zu Boden zentrifugiert. Das
Sediment wird zehnmal gewaschen, jedesmal in 30 cm?
19%iger NaCl-Losung kraftig aufgeschiittelt und kurz
zentrifugiert (21, min bei 1700 T.). Dadurch ldsst sich
nicht nur das Plasmaeiweiss weitgehend eliminieren,

1 A Weiss, Zbl. med. Wiss. 29, 881 {I801).

2 E. PeTry, Wien. klin. Wschr. 21, 1360 (190%); Biochem. 7. 15,92
(1912).

3 A, NeUMANYN, Biochem. 7. 148, 524 (1424); 150, 256 (1924);
Fol. hacmatolog. 36, 95 {1492%); Hdb. allg. Haematol. 1, 354 {1932,
Urban & Schwarzenberg).

4 R. VERCAUTEREN, Enzvmologia 16, 1 (1953).

5 M. Benrens und M. Tavsert, Hoppe Sevler Z. physiol. Cheni.
289, 63 (1952); 290, 228 (1953).
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sondern es werden mit der Waschfliissigkeit auch die im
Sediment noch vorhandenen Erythrozyten und ein Teil
der Leukozyten entfernt. Das anfdnglich rote Sediment
wird weiss und besteht schliesslich fast nur noch aus
Granulozyten, wobei auch die Eosinophilen bereits
deutlich angereichert sind. Nach dem Waschen werden
die Zellen entwissert. Das Sediment wird in 50 cm?
19%iger NaCl-Losung aufgeschwemmt, unter kriftigem
Umschiitteln mit 250 cm?® Azeton versetzt und etwa 1 h
stehengelassen. Nach erneutem Zentrifugieren (2 min
1700 T.) werden die Zellen einmal in 30 cm3 959%igem
Azeton (95 T. Azeton, 5 T. Aqua dest.) und viermal in
30 cm?® reinem Azeton gewaschen. Das Sediment ist jetzt
entwissert; die Zellen sind aber grisstenteils miteinan-
der verklumpt.
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Abb. 1 (links).
Eosinophile (Ausstrichpriparat, Firbung May-Griinwald, Vergros-
serung 560 x}. — Abb. 2 (rechts). Eosinophile Granula des Pferdes
(Ausstrichpriiparat, Firbung May-Grinwald, Vergrdsserung 560 x ).

Zellanreicherung aus Pferdeblut. Schwarze Zellen =

Das Leukozytensediment wird mit 10 cm?® Tetrachlor-
kohlenstoff und 3 g pulverisiertem, wasserfreiem Na,SO,
versetzt und in einer Schiittelmaschine so lange und so
intensiv geschiittelt, bis die Zellverklebungen gelést
sind {¥%-2 h), ohne dass die Zellen wesentlich lidiert
werden. Da die Leukozyten spezifisch leichter sind als
Tetrachlorkohlenstoff, bleiben sie nach dem Schiitteln
in Suspension, wihrend das schwerere Na,SO, rasch
sedimentiert. Die suspendierten neutrophilen und eosino-
philen Granulozyten lassen sich jetzt auf Grund des
spezifischen Gewichtes voneinander trennen. Dazu wer-
den durch verschiedenes Mischungsverhiltnis aus Tetra-
chlorkohlenstoff und Petrolither Ldsungen vom spezi-
fischen Gewicht 1,25; 1,30; 1,325; 1,35; 1,40 hergestellt.
Allen Mischungen wird eine Spur Lezithin beigegeben,
gerade so viel, bis eine kaum sichtbare gelbliche Tinktion
erreicht wird. Erfahrungsgemaiss kann dadurch in der
Folge ein erneutes Verklumpen der Leukozyten ver-
mieden werden.

Mischung von spezi- cm?® Tetra- -
fischem Gewicht chlorkohlenstoff cm?® Petrolather
1,4 80 20
1,35 77,5 22,5
1,325 72,5 27,5
1,30 70 30
1,25 65 35
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[ExPERIENTIA Vor. X/[7]

Als Trennungsfliissigkeiten hilt man sich die laut
Tabelle lezithinhaltigen Tetrachlorkohlenstoff-Petrol-
dther-Mischungen vorritig.

Die Mischungen werden in einem 100 cm?®-Messzylin-
der hergestellt. Fiir das Schichtverfahren reicht die so
erzielte Genauigkeit aus.

In einem Zentrifugenrohr von 1 bis 1% cm Weite und
10 cm Linge werden nun etwa 2 cm?® der Leukozyten-
suspension mit einer Fliissigkeitssdule von fallendem
spezifischem Gewicht iiberschichtet. Die Uberginge des
spezifischen Gewichtes miissen moglichst fliessend sein,
was am besten mit folgender Technik erreicht wird: Um
eine bessere Durchmischung zu gewéhrleisten, wird beim
Uberschichten jeder Portion noch eine kleine Menge des
Gemisches mit dem nichst hthern spezifischen Gewicht
nachgegossen, so dass sich beim Einfiillen folgende
Reihenfolge ergibt: zuunterst 2 c¢m?® Leukozytensus-
pension, dann etwa 1,5 cm?® s 7,4, etwa 1,5 cm?3 s 7,35,
etwa 0,5 cm?¥ s 1,4; etwa 1,5 cm?® 5 7,33, etwa 0,5 cm?
s 1,35; etwa 1,5 cm?® s 7,30; etwa 0,5 cm?® s 1,33; etwa
1,5 cm?® s 7,25; etwa 0,5 ¢cm?® s 1,30; zuoberst etwas
Petroldther. Nun wird mit einem diinnen Metalldraht
horizontal ziemlich kriftig umgeriihrt, so dass durch
eine gewisse Vermischung ein fliessender Ubergang
s 1,4-s 1, 25 entsteht. Dann wird das Rohrchen verkorkt
und 5 min bei einer Tourenzahl von 3000/min zentrifu-
giert. Die Zellen stellen sich dabei nach ihrem spezifi-
schen Gewicht in einer entsprechenden Schichthohe ein,
wobei das spezifische Gewicht der Eosinophilen um 1,33
liegt. Die Fraktion der Eosinophilen ist meist an einem
leicht gelblichen Farbton zu erkennen und liegt direkt
oberhalb der Neutrophilen. Die Eosinophilen miissen
sehr sorgfiltig mittels einer fein ausgezogenen, rund
2 cm?® fassenden Pipette und einer mechanischen -Abzug-
vorrichtung herauspipettiert werden?.

Ist der Reinheitsgrad noch nicht geniigend, werden
die Zellen nach Zugabe von Petrolither zu Boden zen-
trifugiert und demselben Schichtungsverfahren erneut
unterworfen, bis eine Zellsuspension gewonnen wird, die
zu 80-100% aus Eosinophilen besteht. Die Zellen sind
bei sorgfiltigem Arbeiten morphologisch intakt, zeigen
unveridnderte Farbbarkeit und sind in fixiertem Zustand
sehr lange haltbar. Durch Uberfiihren in den rasch ver-
dunstenden Petroldther lassen sie sich trocknen und als
weisses Pulver gewinnen.

2. Gewinnung eosinophiler Granula. Werden die Zellen
in Tetrachlorkohlenstoff und Na,SO, aunf die oben be-
schriebene Art in der Schiittelmaschine behandelt, so
konnen die Zellmembranen leicht zerstort und die eosi-
nophilen Granula in Suspension gebracht werden, sofern
intensiver und linger geschiittelt wird. Je nach der
Apparatur sind dazu 8-12 h notwendig. Die Granula
werden danach durch das angegebene Schichtungsver-
fahren isoliert. Es gelingt, aus 800 cm?® Pferdeblut rund
50 mg Trockensubstanz an eosinophilen Granula zu

gewinnen, M. Beurens und H. R. MARTI

Physiologisches Institut dev Medizinischen Akademie
dev Justus-Liebig-Hochschule, Giessen, und Medizinische
Universitdtsklinik, Zivich, den 2. Mdérz 1954.

Summary
A method is described for isolation of eosinophile
leucocytes and their granula. The separation from the
other cellular elements of blood is based on the dif-
ferential specific weight.

1 Pipettiervorrichtung und Schiittelmaschine sind durch die
Firma Otto Kobe, Marburg an der Lahn, zu beziehen.



