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Leukozytenemigrationsfordernde Wirkung
durch Leukozytenschidigung

In fritheren Arbeiten wurde beschrieben, dass ¢s mit
vielen lebenden Bakterien gelingt, an Leukozyten in vitro
Chemotaxis hervorzubringen oder in geeigneten Verdiin-
nungen mit Suspensionen lebender Bakterien eine Leuko-
zytenauswanderungsférderung zu erhalten-2, Bei gram-
negativen Keimen ldsst sich zeigen, dass diese Wirkung
den aus ihnen extrahierbaren Lipopolysacchariden zu-
kommt; Polysaccharide und andere Extrakte gramposi-
tiver Keime, sowie ihre Bouillonndhrmedien sind un-
wirksam3, Durch Ziichtung grampositiver Keime auf
gewissen, tierisches Material enthaltenden Nahrboden ge-
lingt es, in der Kulturfliissigkeit hitzestabile, hoch-
molekulare, emigrationsférdernde Stoffe nachzuweisen® 5.
Die Chemotaxis, durch lebende grampositive Keime er-
zeugt, ist eine dichte einseitige Anh#ufung von Leuko-
zyten, wihrend Lipopolysaccharide gramnegativer Bak-
terien eher eine grossere Ausdehnung der «chemotaktisch»
gerichteten Auswanderungszone bewirken. Es ist somit
sicher, dass grampositive und gramnegative Keime iiber
verschiedene Mechanismen zu demselben biologischen
Effekt kommen. Bei dieser Sachlage bleibt es méglich,
dass die Anhdufung der Leukozyten auf der Seite der
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grampositiven Bakterienkultur nicht nur durch direkte
Wirkung von Bakterienstoffen entsteht, sondern dass sie
zustande kommt durch leukozytire Zellstoffe, welche bei
Schidigung oder Reizung der Leukozyten durch Bak-
terienprodukte frei werden.

CarrerL und EBELING® zeigten, dass benachbarte Leuko-
zytenkulturen nicht ineinanderwandern, sondern sich ab-
stossen. Lipopolysaccharide heben dieses Phdnomen der
Abstossung nach unseren Befunden auf?. Wir unter-
suchten daher die Frage, ob Leukozytenkulturen so be-
handelt werden konnen, dass sie eine chemotaktische Wir-
kung auf andere Leukozyten ausiiben. Kulturfiltrate aus
grampositiven Bakterien schienen in diesem Zusammen-
hang von besonderem Interesse.

Versuchsanovdnung: Grampositive Keime wurden in
Bouillon und in synthetischem Nahrmilieu geziichtet. Nach
24 h wurden die bewachsenen und die mitgefiihrten un-
beimpften Ndhrmedien kerzenfiltriert. 0,5 cm? einer mit
Ieukozyten stark angereicherten Plasmasuspension wurde
mit 2,5 ¢cm® Kerzenfiltrat wahrend 3 h in silikonisierten
Zentrifugenglisern bei Zimmertemperatur stehengelassen.
Nach Zentrifugieren wurden die derart behandelten Leu-
kozyten neben normal explantierte Leukozytenkulturen
des gleichen Tieres gebracht und weitere 18 h in einer
feuchten Kammer bei 37°C bebriitet. Die aus den Kultur-
medien gewonnenen Keime und die Kerzenfiltrate wurden
cbenfalls auf ihre chemotaktische Wirkung gepriift. Alle

§ A, Carrer und A. H, EBELING, J. exper. Med. 36, 365 (1922).
7 B. Scuag, F. W, Kauxt und G, Husgr, Helv, physiol. Acta
15, 116 (1957),

Abb. 1. Anhidufung von Leukozyten auf der Seite der Staphylo-
kokkenkultur

Abb. 2, Unverinderte zirkuldre Auswanderung der Leukozyten
entsprechend der Kontrolle bei Anwesenheit des Filtrates der
Staphylokokkenkulturfliissigkeit
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Abb, 3. Unbeeinflusste zirkulire Auswanderung bei Anwesenlicit
von toten Leukozyten

Filtrate und Leukozytensuspensionen wurden auf ihre
Sterilitdt gepriift.

Resultat. Die lebenden Keime, im abgebildeten Falle
Staphylokokken, bewirken an der Leukozytenkultur die
beschriebene Anhaufung von Leukozyten auf der Seite der
Bakterien (Abb. 1). Die Kulturfiltrate haben keine chemo-
taktische Wirkung (Abb. 2). Die in der oben beschricbenen
Weise mit Kerzenfiltrat behandelten Leukozyten haben
verschiedene Wirkungen, je nachdem ob synthetisches
Milieu oder Bouillon verwendet wurde. Die synthetischen
Nihrmedien, bewachsen oder nicht bewachsen, veriandern
die Leukozyten in der Weise, dass sie nicht mehr aus-
wandern. In diesem Zustand haben sie weder eine an-
ziehende noch abstossende Wirkung auf die normale, da-
neben liegende Leukozytenkultur (Abb. 3). Die Kerzen-
filtrate aus Bouillon, bewachsen und unbewachsen, schi-
digen die Leukozyten nicht stark, ihre Wanderungstitig-
keit bleibt in gewissem Umfange erhalten. Von der Kul-
tur mit derart vorbehandelten Leukozyten wird eine aus-
gespraochene 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 sorgfiltiges Manipulieren keiner Schiadigung
ausgesetzt waren.

Wenn eine Beeintrichtigung der Zellen stattgefunden
hat, wirken diese chemotaktisch auf normale Leukozyten-
kulturen. In stark geschddigtem oder totem Zustand ha-
ben die Leukozyten weder anziehende noch abstossende
Wirkung. Es sind somit im «buffy coat» Zellen enthalten,
die durch leichte unspezifische Schidigung derart ver-

Abb. 4. Auswanderungsfdrderung der Leukozyten auf der Seite der
sgeschidigtens Leukozyten

dndert werden, dass sie normale lLeukozyten zur Aus-
wanderung stimulieren,

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, das Zustande-
kommen dieses Phinomens auszulegen. Wir mochten hier
nur zwei diskutieren.

Durch die beschrichene Becinflussung oder Reizung
konnen aus lebenden Leukozyten Substanzen freigesetzt
werden, die cinen spezifischen leukozytenemigrations-
fordernden Charakter haben. Der chemische Charakter
derselben wiire niher zu bestimmen.

Eine andere Erklirungsmdiglichkeit hdngt zusammen
mit der Beobachtung, dass lonenaustauscher mit nega-
tiver Gitterladung Leukozyten abstossen, lonenaustau-
scher mit positiver Gitterladung sie anzichen®, Dic nega-
tiven Oberflichenladungen intakter Leukozyten®® kon-
nen fiir das Zustandekommen der Abstossung verant-
wortlich sein. Schidigungen der Zellen kénnte zu La-
dungsdnderungen der Zelloberflichen fithren, wie sie auch
bei geschiddigten Endothelien auftreten?®, Abgetétete
Leukozyten zeigen diese Oberflicheneigenschaften nicht.
Die Beobachtung, dass lebende homologe Spermicen eine
starke chemotaktische Wirkung besitzen, tote aber ohne
Einfluss sind', kann fiir diese Betrachtungsweise spre-
chen, schliesst jedoch die erste nicht aus,
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Trotzdem noch andere Erklarungsmoglichkeiten in Be-
tracht kommen, zeigen die vorgelegten Befunde, dass von
geschidigten Zellen unter bestimmten Schidigungsver-
hidltnissen leukozytenemigrationsfordernde Effekte aus-
gelost werden konnen. Damit wird es moglich, das Auf-
treten leukozytdrer Reaktionen im Gewebe bei entziin-
dungserregenden Einwirkungen, die selbst keine leuko-
zytenemigrationsfordernde Wirkung besitzen, einer ein-
heitlichen Deutung zuzufithren.

B. ScHARr und R, MEIER

Forschungslabovatovien dev CIBA Aktiengeselischaft,
Phavrmazeutische Abteilung, Basel, 7. Oktober 1959.

Summary

I.eukocytic cells after slight damage produce stimu-
lation of migration of other normal leucocytes; normal
leukocytes inhibit to some extent migration of other
normal leukocytes, killed leukocytes have no effect. The
significance of this result is, that secondary accumulation
of leukocytes with not primary chemotactic substances
may be explained by the interaction of damaged leuko-
cytes.

Amitosis in a New Ascites Tumor’

In attempting to produce an ascitic form of a methyl-
cholanthrene-induced sarcoma in the hamster {Mesocri-
cetus auvatus), one resulted which displayed an unusual
number of polynucleated cells. The cells of the original
tumor employed in these experiments normally divide by
mitosis as they grow subcutaneously, yet transformation
to the ascitic form resulted in a high percentage of the
tumor cells containing more than one nucleus. Microscopic
examination showed these occur by budding of a daughter
nucleus from the parent nucleus, a type of nuclear division
which according to KaTeER? can be classified as amitotic
division.

Methods and Results. The original methylcholanthrene-
induced tumor was a spindle cell sarcoma?® and had no
amitotic figures present. Using sterile conditions, viable
solid tumor was removed from the thigh region of the
hamster. 1 g of this tumor was homogenized in 10 mi of
sterile isotonic saline pH 7. Each of 20 normal adult
female hamsters was injected intraperitoneally with !/, ml
of the total homogenate. Twenty-eight days later all the
hamsters had greatly distended abdomens. They were
sacrificed and the peritoneal fluid withdrawn using a
sterile 16 gauge needle and syringe. This fluid was smear-
ed, fixed, and then stained by the Feulgen reaction. In
addition to the ascitic fluid, each animal had large masses
of solid tumor nodules spread through the peritoneal
cavity. This material was fixed in 109; formalin and
stained with hematoxylin and eosin.

“The new ascitic tumor was maintained by injecting
0-5 ml of fresh ascitic tumor intraperitoneally into normal
adult female hamsters using sterile technique.

The volume of ascitic fluid which was obtained from
each animal varied from 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.

2 M. McA, Karer, Bot. Rev. §, 164 {1940},

3 B. R. Lurz, G.P.FuLron, D. 1. Part, A. H. HANDLER, and
D. F. StevENs, Cancer Res. 171, 64 {1951).
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Microscopic examination of the ascitic fluid showed that
excluding red blood cells there were 95-98%, tumor cells
present, the remaining cells being leucocytes. Thirteen to
25%, of the tumor cells were polynucleated, of these
60-75%, had two nuclei present in each cell {Figure 3).
The remaining cells had more than 2 nuclei (Figure 4)
with 1-29; having as many as 10 nuclei (Table).
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Fig. 1.—Nucleus with a well defined bud
¥ig. 2. —Nucleus with the bud more discreet and demonstrating the
less densely stained bridge
Fig. 3.— A binucleate ascites cell with a small granule of DNA in the
cytoplasm
Fig. +.— An ascites cell with 7 nuclei present
Fig. 5.— A binucleate ascites cell with a well defined bridge in which
parallel filaments are present

The nuclei within one cell were either discreet from one
another or attached by bridges which varied in thickness
from single strands approximating the thickness of chro-
matin threads to widths slightly less than the diameter
of the smaller nucleus. The nuclei within one cell were
usually not equal in size and they tended to be irregular
in shape; cells, however, were always oval in shape. Phase
microscopy and microscopic observations onmany stained
cells in various degrees of nuclear budding indicated that
the parent nucleus buds off equal size or smaller nuclear
segments in much the same manner as an amoeba sending
out pseudopods (Figure 1). A connection or bridge be-
tween the parent nucleus and the bud appears as the bud
becomes more discreet (Fig. 2) and gradually stretches,
narrows, and eventually parts completely or remains as
a very thin strand. It was quite evident that these bridges
stain less densely than the nuclei which they connect.



