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Leukozytenemigrationsf6rdernde Wirkung 
durch Leukozytenschiidigung 

In  fri iheren Arbei ten  wurde  beschr ieben,  dass  es mi t  
vielen lebenden Bakter ien  gelingt,  an L e u k o z y t e n  in vitro 
Chemotax is  he rvorzubr ingen  oder  in gee igne ten  Verdi in-  
nungen  mi t  Suspensionen lebender  Bak te r i en  eine Leuko-  
zy t enauswande rungs f6 rde rung  zu e rha l t en  L2. Bei gram- 
negat iven  Ke imen  1/isst sich zeigen, dass diese ~Virkung 
den aus ihnen ex t r ah i e rba ren  L ipopo lysacchar iden  zu- 
k o m m t ;  Po lysacchar ide  und  andere  E x t r a k t e  gramposi -  
t iver  Keime,  sowie ihre Bouil lonnS.hrmedien sind un-  
wirksam s. Durch  Zi ichtung g rampos i t ive r  Keime auf  
gewissen, t ier isehes Mater ia l  e n t h a l t e n d e n  NXhrb6den ge- 
lingt es, in der  Kul turf l t i ss igkei t  h i tzes tabi le ,  hoch-  
molekulare,  emigra t ions f6 rde rnde  Stoffe nachzuweisen  4,5. 
Die Chemotaxis ,  du rch  lebende  g rampos i t ive  Ke ime  er- 
zeugt, ist eine d ichte  einsei t ige Anh~ufung  yon  Leuko-  
zyten,  w/ ihrend Lipopolysacchar ide  g r amnega t i ve r  Bak-  
terien eher  eine gr6ssere A u s d e h n u n g  der  <,chemotaktiseh,~ 
ger ich te ten  Auswande rungszone  bewirken.  Es  ist somit  
sicher, dass  g rampos i t ive  und  g ramnega t ive  Ke ime  tiber 
verschiedene Mechan i smen  zu demse lben  biologischen 
Ef fek t  kommen.  Bei dieser  Sachlage b le ib t  es m6glich, 
(lass die AnhXufung der  Leukozy ten  auf  der  Seite der  
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g rampos i t iven  Bak te r i enku l tu r  n ich t  nur  du rch  d i rek te  
Wi rkung  von Bak te r i ens to f fen  en t s t eh t ,  sondern  dass sie 
zus tande  k o m m t  durch  leukozytAre Zellstoffe, welche bei 
Sch/ tdigung oder  Reizung der  L e u k o z y t e n  du rch  Bak-  
t e r i enp roduk te  frei werden.  

CARREL und  EBELING 6 zeigten,  dass  b e n a c h b a r t e  Leuko-  
zy t en k u l t u r en  n ich t  i ne inande rwande rn ,  sonde rn  sich ab-  
stossen.  L ipopolysacchar ide  heben  dieses Ph~tnomen der  
Abs tossung  nach  unseren  Befunden  aufL "Wir un te r -  
such ten  dahe r  die Frage,  ob L e u k o z y t e n k u l t u r e n  so be-  
h an d e l t  werden  k6nnen,  dass sie eine chemotak t i s che  Wir-  
kung  auf andere  Leukozy ten  ausiiben. Ku l tu r f i l t r a t e  aus 
g rampos i t iven  Bakte r ien  schienen in diesem Zusammen-  
hang  yon  besonderem Interesse .  

Versuchsanordnung: Grampos i t ive  Keime wurden  in 
Bouillon und  in s y n t h e t i s c h e m  N~thrmilieu gezi ichtet .  Nach  
24 h wurden  die bewachsenen  und  die mi tgef i ih r ten  un-  
be impf t en  NAhrmedien  kerzenfi t t r ier t .  0,5 cm 3 e iner  mi t  
Leukozy ten  s ta rk  a n g e r e i c h e r t e n P l a s m a s u s p e n s i o n w u r d e  
mi t  2,5 cm 3 Kerzenf i l t r a t  w/ ihrend 3 h in s i l ikonisier ten 
Zentr ifugenglXsern bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  s tehengelassen .  
Nach  Zentr i fugieren wurden  die de ra r t  b e h a n d e l t e n  Leu-  
kozy ten  neben  normal  exp lan t i e r t e  L e u k o z y t e n k u l t u r e n  
des gleichen Tieres geb rach t  und  weitere  18 h in einer  
feuchten  K a m m e r  bei 37°C bebr i i te t .  Die aus den K u l t u r -  
medien  gewonnenen  Keime und  die Kerzenf i l t r a te  wurden  
ebenfal ts  auf  ihre chemotak t i s che  Wi rkung  gepriif t .  Alle 
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Abb. 1. Anh~iufung yon Leukozyten auf der Seite der Staphylo- 
kokkenkultur 

Abb. 2, Unver~inderte zirkul~ire Auswanderung der Leukozyten 
cntsprechend der Kontrolle bei Anwesenheit des Filtrates der 

Staphylokokkenkulturfltissigkeit 
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Abb. 3. Unbeeinflusste zirkulfire Auswanderung bei Anwesenheit 
yon toten Leukozyten 

Filtrate und Leukozytensuspensionen wurden auf ihre 
Sterilit/it geprtift. 

Resultat .  Die tebenden Keime, im abgebildeten Falle 
Staphytokokken, bewirken an der LeukozytenkuItur die 
beschriebene Anh~iufung yon Leukozyten auf der Seite tier 
Bakterien (Abb. 1). Die Kulturfiltrate haben keine chemo- 
taktische Wirkung (Abb. 2). Die in der oben beschriebenen 
Weise mit Kerzenfiltrat behandelten Leukozyten haben 
verschiedene \Virkungen, je nachdem ob synthetisches 
Milieu oder Bouillon verwendet wurde. Die synthetischen 
NXhrmedien, bewachsen oder nicht bewachsen, veriindern 
die Leukozyten in der Weise, dass sic nicht mehr aus- 
wandern. In  diesem Zustand haben sie weder eine an- 
ziehende noch abstossende \Virkung auf die normaIe, da- 
neben liegende Leukozytenkultur (Abb. 3). Die Kerzen- 
filtrate aus Bouillon, bewachsen und unbewachsen, schli- 
digen die Leukozyten nicht stark, ihre WanderungstAtig- 
keit bleibt in gewissem Umfange erhalten. Von der Kul- 
tur  mit derart vorbehandelten Leukozyten wird eine aus- 
gesprochene chemotaktische Reaktion mit Ausbreitung 
des bewanderten Areales, wie es fiir Lipopolysaccharide 
typisch ist, hervorgerufen (Abb. 4). 

Die Versuche zeigen, dass die abstossende Wirkung 
zweier Leukozytenkulturen nur dann auftritt, wenn die 
Zellen durch sorgffiltiges Manipulieren keiner Schiidigung 
ausgesetzt waren. 

\¥enn  eine Beeintr/ichtigung der Zellen stattgefunden 
hat, wirken diese chemotaktisch auf normale Leukozyten- 
kulturen. In stark gesch~idigtem oder totem Zustand ha- 
ben die Leukozyten weder anziehende noch abstossende 
Wirkung. Es sind somit im (~buffy coat, Zellen enthalten, 
die durch teichte unspezifische Schiidigung derart ver- 

Abb. 4. Auswanderungsftlrderung der Leukozyten auf der Seite der 
,gesch~dtgten* Leukozyten 

iindert werden, (lass sie normale I.eukozyten zur Aus. 
wanderung stimulieren. 

Es gibt verschiedene M~glichkeiten, das Zustande- 
k()mmen dieses Phiinomens auszulegen. Wir mOchten hier 
nur zwei diskutieren. 

I)urch die beschriebene Beeinflussung oder l¢.eizung 
kSnnen aus lebenden l.euk(}zyten Substanzen freigesetzt 
werden, (lie einen spezifischen leukozytenemigrations- 
f¢irdernden Charakter imbcn, i)er chemische Charakter 
derselben w/ire niil~er zu lx.stimmen. 

Eine andere ErkllirungsmSglichkeit h~ingt zusammen 
mit der Beobachtung, (lass Ionenaustau~her mit nega- 
tiver Gitterladung l,eukozyten abstossen, hmenaustau- 
scher mit positiver (;itterladung sic anziehen t. Die nega- 
tiven Oberfl[ichenladungen intakter l,eukozyten% ~ kt~n- 
hen fiir das Zustandekommen tier Abstnssung verant- 
wortlich sein. Sch~idigungen tier Zellen k6nnte zu l.a- 
dungsiinderungen tier Zelh)tx'rfliicimn fiihren, wie sie auel~ 
bei gesehitdigten Fndothelien auftretenl°  Abget6tete 
l.eukozyten zeigen diese Olx, rfllicheneigensehaften nicht° 
l)ie Bcobachtung, (l,xss lebende homologe Spermien eine 
starke chemotaktische Wirkung ix~sitzen, tote aber ohne 
Einfluss sind n, kann fiir diese i~etrachtungsweise spre- 
chen, schliesst jeth)ch die erste nicht aus. 

1t. A. Am¢ ÎÎ ~ISoN, C-|d Spring Ilari,or Syrup. Quant. Biol. I, 
'J2 (l:~:l:l). 

9 E. |:R|TZE, I). |)OElttNG, |L  MANEKE lilt(| R. S('lltlENt SthweiZ, 
reed. Ws('hr. sa, 7M:I (1:~5:¢). 

to p. N. SARWVER und .|. %V. |)ATE, Amer. J. Physiol. 175, I0:} 
( I :~r,:}). 

I t  [~ l l | ) t l l ) l iZ i ( ' r t ( '  ]},( ' f l l l |dP. 



470 Braves conmmnications - Brevi conmnicazioni ~ExI'ERIENTIA VOL. XV/12] 

T ro t zdem  noch andere  Erkt~irungsm6glichkei ten in Be- 
t r a c h t  kommen ,  zeigen die vorge leg ten  Befunde,  dass  von  
gesch~idigten Zellen un te r  b e s t i m m t e n  Schgdigungsver -  
h~ittnissen l eukozy tenemig ra t ions f6 rde rnde  Ef fek te  aus- 
gel6st  werden  k6nnen.  D a m i t  wird  es m6glich,  das  Auf- 
t r e t en  leukozyt~irer Reak t ionen  im Gewebe bei entzi in-  
dungse r r egenden  E inwi rkungen ,  die se lbs t  keine leuko- 
z y t e n e m i g r a t i o n s f 6 r d e r n d e  \Vi rkung  besi tzen,  e iner  ein- 
hei t l ichen D e u t u n g  zuzuft ihren.  

B. SCHAR und  R. MEIER 

Forschun~slaboratorien der C I B A  Aktiengesellschafl, 
Pharmazeutische Abteihtng, Basel, 7. Oktober 1959. 

Summary 
Leukocy t i c  cells a f te r  s l ight  damage  produce  s t imu-  

la t ion of mig ra t ion  of o t h e r  no rma l  leucocytes ;  no rma l  
l eukocytes  inh ib i t  to some e x t e n t  migra t ion  of o the r  
no rma l  leukocytes ,  killed leukocytes  have  no effect.  The 
signif icance of th is  resul t  is, t h a t  s econdary  accumula t ion  
of l eukocytes  w i th  no t  p r i m a r y  chemotac t i c  subs t ances  
m a y  be exp la ined  b y  the  in te rac t ion  of d a m a g e d  leuko- 
cytes.  

A m i t o s i s  in a N e w  A s c i t e s  T u m o r  ~ 

In  a t t e m p t i n g  to p roduce  an ascit ic form of a me thy l -  
c h o l a n t h r e n e - i n d u c e d  sa rcoma  in the  h a m s t e r  (Mesocri- 
cet2*s auratus), one resu l ted  which  d isp layed  an unusual  
n u m b e r  of po lynuc tea ted  cells. The cells of the  original  
t u m o r  employed  in these  expe r imen t s  normal ly  divide by  
mitosis  as t h e y  grow subcu taneous ly ,  ye t  t r a n s f o r m a t i o n  
to  t he  ascit ic form resul ted  in a h igh  pe rcen tage  of the  
t u m o r  cells con ta in ing  more  t h a n  one nucleus.  Microscopic 
e x a m i n a t i o n  showed these  occur  by  budd ing  of a d a u g h t e r  
nucleus  f rom the  p a r e n t  nucleus,  a t y p e  of nuclear  divis ion 
which  accord ing  to  KATER ~ can be classified as ami to t i c  
division.  

Methods and Results. The original  m e t h y l c h o l a n t h r e n e -  
induced  t u m o r  was a spindle  cell sa rcoma a and  had  no 
ami to t i c  f igures present .  Using sterile condi t ions ,  v iable  
solid t u m o r  was  r em oved  f rom the  th igh  region of the  
hams te r .  1 g of th is  t u m o r  was homogen ized  in t0  ml of 
sterile isotonic saline p i t  7. E a c h  of 20 no rma l  adu l t  
female h a m s t e r s  was in jec ted  in t r ape r i tonea l ly  wi th  1/2 ml 
of the  to ta l  homogena te .  T w e n t y - e i g h t  days  la ter  all the  
hams t e r s  had  grea t ly  d i s t ended  abdomens .  They  were 
sacrif iced and  the  per i tonea l  fluid w i t h d r a w n  using a 
sterile 16 gauge needle  and  syringe.  This  fluid was smear-  
ed, fixed, and  t h e n  s ta ined  by  the  Feulgen  react ion.  In  
addi t ion  to  t he  ascit ic fluid, each an imal  had  large masses  
of solid t u m o r  nodules  sp read  t h r o u g h  the  per i tonea l  
cavi ty .  This  mate r ia l  was f ixed in 10% formal in  and  
s ta ined wi th  h e m a t o x y l i n  and  eosin. 

"The new ascit ic t u m o r  was m a i n t a i n e d  by  in jec t ing  
0.5 ml of fresh ascit ic t u m o r  in t r ape r i tonea l ty  in to  normal  
adul t  female ham s t e r s  using steri le technique .  

The volume of ascitic fluid which  was ob ta ined  f rom 
each an imal  var ied f rom 3 to 10 ml and  was  hemorraghic .  

1 This investigation has been aided by the U.S. Public Health 
Service (Grant No. C 321), and an institutional grant of the American 
Cancer Society. 
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Microscopic e x a m i n a t i o n  of the  ascitic fluid showed t h a t  
excluding red blood cells there  were 95-98% t u m o r  cells 
present ,  the  remain ing  cells be ing leucocytes.  Th i r t een  to 
25°.0 of t he  t u m o r  cells were po lynuc lea ted ,  of these  
60-75% had  two nuclei p resen t  in each cell (Figure 3). 
The remain ing  cells had  more  t h a n  2 nuclei (Figure 4) 
wi th  1 2°/0 hav ing  as m a n y  as 10 nuclei (Table). 
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Fig. 1. Nucleus with a well defined bud 
tqg. '2.- Nucleus with the bud more discreet and demonstrating the 

less densely stained bridge 
Fig. 3.--A binneleate ascites cell with a small granule of DNA ill the 

cytoplasm 
Fig. 4. An ascites cell with 7 nuclei present 

Fig. 5 . -  A binueleate ascites cell with a well defined bridge in which 
parallel filaments are present 

The nuclei wi th in  one cell were e i ther  d iscreet  f rom one 
an o t h e r  or a t t a c h e d  by  br idges  which  var ied  in th i ckness  
f rom single s t r an d s  a p p r o x i m a t i n g  the  th ickness  of chro-  
m a t i n  t h reads  to wid ths  s l ight ly  less t h a n  the  d i ame t e r  
of the  smal ler  nucleus.  The nuclei  w i th in  one cell were 
usual ly no t  equal  in size and  t h e y  t e n d e d  to  be i r regular  
in shape  ; ceils, however ,  were a lways  oval  in shape.  Phase  
microscopy  and  microscopic  obse rva t ions  on m a n y  s ta ined 
cells in var ious  degrees of nuclear  b u d d i n g  ind ica ted  t h a t  
the  p a r e n t  nucleus buds  off equal  size or smal ler  nuclear  
s egmen t s  in much  the  same m a n n e r  as an amo eb a  send ing  
ou t  p seudopods  (Figure 1). A connec t ion  or br idge  be- 
tween  the  p a r en t  nucleus  and  the  bud  appears  as the  bud  
becomes  more  discreet  (Fig. 2) and gradual ly  s t re tches ,  
narrows,  and  even tua l ly  pa r t s  comple te ly  or r emains  as 
a ve ry  th in  s t rand .  I t  was qui te  ev iden t  t h a t  these  br idges  
s ta in  less dense ly  than  the  nuclei which  t h e y  connect .  


