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Untergruppierung der «Blasten» wurde in dieser orientie-
renden Ubersicht nicht versucht, es fand sich jedoch eine
ausgesprochene Variabilitdit an Ubergangsformen in den
positiven Kulturen.

Homologe Granulozyten als nicht DNA synthetisierende
Endzellen von kurzer (20-50 h) Uberlebenszeit bieten
sich damit als potentes Mitogen an, welches die selektive
Beobachtung biochemischer und morphologischer Ver-

Anzahl Blasten und Mitosen in Leukozytenmischkulturen nach 140 h

0,

3

Kultur Blasten Mitosen

Homologe GLM Genetisch 21,7 3,2

nicht Verwandte (8,6-63,2) (0,7-8,2)

GLM Geschwister 18,9 3,0
(3,3-59,9) (0-4,4)

GLM Zwillinge 3,2 0
(1,7-3,8)

Lymphozyten allein; <4 0

autologe GLM

Lymphozyten + PHA-P 67,8 4,1
(34,5-92,0) (3,9-4,6)

Granulozyten allein; 0 0

Granulozyten + PHA-P

Mitosen ausschliesslich in Lymphozytenkulturen stimuliert durch
PHA-P oder durch homologe Granulozyten. GLM, Granulozyten-
Lymphozyten-Mischkultur.
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dnderungen transformierter Lymphozyten erlaubt. Die
positive Lymphozytentransformation durch homologe,
nicht aber autologe und isologe Granulozyten ist in Uber-
einstimmung mit Resultaten der gemischten Lympho-
zytenkultur®3 und eine indirekte Bestitigung anderer
Beobachtungen?, dass Granulozyten Triger von Trans-
plantationsantigenen sind. Die Zahl der Zellen mit be-
kannter mitogener Aktivitit wird damit erweitert, und es
dringt sich die Adaptation dieses Histokompatibilitdts-
testes zur immunzytologischen Differenzierung von nor-
malen und neoplastischen Geweben auf.

Summary. Lymphocyte stimulation in vitro could be
obtained with allogeneic but not autochthonous or iso-
geneic granulocytes. Blastoid transformation, mitosis and
activated DNA synthesis measured by H3-thymidine in-
corporation occurred simultaneously. The cytoimmuno-
logical relevance and further applications of the findings
are discussed.
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Das bioelektrische Potential an der zytoplasmatischen Membran der Granulozyten

Die gemessenen Ionenverteilungen zwischen dem
Zellinnern der Leukozyten und dem jeweiligen Suspen-
sionsmedium 2, die Messungen des Membranpotentials
bei Einzellern mit améboider Bewegung? und die Er-
gebnisse an Erythrozyten? legten nahe, diese Grosse fiir
Leukozyten zu bestimmen. Es ist zu vermuten, dass
Grosse und Vorzeichen dieser Potentiale von den um-
gebenden Bedingungen der Leukozyten abhingen, und
dass ein Zusammenhang mit der physiologischen Aktivi-
tdt dieser Blutzellen existiert. REDMANNS-7 zeigte, dass
das Deckglaspriaparat (monolayer) ein giinstiges Unter-
suchungsobjekt fiir das Studium der Beziehungen
zwischen dem bioelektrischen Potential an der Membran
von Einzelzellen und den Milieueinfliissen und Zell-
funktionen darstellt.

Methodik. Die Granulozyten wurden auf Glasobjekt-
tragern angereichert®.

1) Granulozyten aus Vollblut: Einige Tropfen Human-
blut werden auf Objekttriger gebracht und 30 min bei
37°C bebriitet. Nach anschliessendem Abspiilen des
Gerinnsels mit dem Untersuchungsmedium ergibt sich
eine mehr oder weniger dichte Besetzung von Leukozyten
auf dem Objekttriager. Es handelt sich bei den haftenden
Zellen zu 99% um Granulozyten®.

2) Kaninchenexsudatleukozyten: Die Exsudatleuko-
zyten wurden in entsprechender Weise auf die Objekt-
trager gebracht. Das verwendete Exsudat wurde nach den
Angaben von BURMEISTER? gewonnen. Sein zelluldrer
Anteil gliedert sich durchschnittlich in 819, polymorph-
kernige LeuKozyten und 199, Lymphozyten.

3) Messverfahren: Die Messung der Potentiale erfolgte
nach den Angaben von REDMANN®? in einer thermo-
statisierten Messkammer unter mikroskopischer Kon-
trolle. Zur Zellpunktion wurden Glasmikroelektroden
verwendet (Spitzendurchmesser < 0,5 pm, abgewinkelte
Spitze, Tip-Potential <<5 mV, elektrischer Widerstand
ca. 30 M, Filllung mit 3M KCl-Losung). Die Messkette
fithrt symmetrisch iiber Fliissigkeitsbriicken und Kalo-
melelektroden zum Eingang eines Gleichspannungsver-
stirkers (Negativ-Capacitance-Elektrometer, Fa. DISA
Elektronik, Kopenhagen). Anzeige und Registrierung er-
folgte mittels Oszilloskop und Kamera.

Evgebuisse. Die Ergebnisse an Blutleukozyten stammen
aus Untersuchungen an 2 Kollektiven: 1) 18 Personen ver-
schiedenen Alters und Geschlechts; 2) 12 Studenten,
ménnlich, 20-22 Jahre). Die zum Vergleich mitgeteilten
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Werte von Exsudatlenkozyten stammen aus 5 Versuchen
mit 3 weiblichen Kaninchen. Beim Einstich in die Zelle
zeigt das Oszilloskop sofort einen negativen Ausschlag,
der im Verlauf von 5-10 sec kleiner wird (Figur 1, a und
b). Beim Herauszichen der Elektrode springt der Elek-

Membranpotential [mV]

e
10 Sekunden

Fig. 1. Potentialverlaufe bei der Punktion von Granulozyvten mit
einer Glasmikroelektrode. |, Einstich; 4, Ausstich (siche 1. Zelle in
Registrierung a}, Filmregistrierung 6,9 sfcm. a) und b) normale Ver-
1aufe bei je 2 Zellen. ¢) Positivierung bei Berithrung der Zellen kurz
vor dem Einstich. d) Potentialverlauf beim Aufsetzen und Abheben
der Mikroelektrode vom Deckglas (Fibrin).
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Fig. 2. Hiufigkeitsvertcilung der gemessenen Potentiale von 289
menschlichen Leukozyten (2. Kollektiv, Pufferlosung).
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Durchschnittliche Membranpotentiale (I\Tﬁ) von Granulozyten
Material n Medium MP [mV] +m (mV]
1. Kollektiv 168  NaCl (0,9%) —5,1 0,2
1. Kollektiv 170 Pufferlés.® —6,1 0,2
2. Kollektiv 276 NaCl (0,9%) —4,3 0,2
2. Kollektiv 289  Pufferlos.» —4,9 0,2
Lxsudatleukozyvten 145  Pufferlgs.» —~6,9 0,3

» Pufferlésung nach Hepeskov und Esmann'®, s, Zahl der Mess-
werte beziehungsweise Zellpunktionen. m = + ]/M MNjn—Vn; A:

Abweichung des Einzelwertes vom arithmetischen Mittel (MP).

tronenstrahl auf die Nullinie zuriick. In manchen Fillen,
besonders bei Elektroden mit hohem Tip-Potential, ergab
sich kurz vor dem Einstich ein deutlicher Positivierungs-
effekt (Figur 1, ¢). Auch in diesen Fillen wurde das
Potential immer von der Nullinie ausgehend bis zum
tiefsten Punkt der Kurve ausgewertet. Figur 1, d zeigt den
Potentialverlauf bei Berithrung des mit Plasmaeiweiss
(Fibrin) bedeckten Deckglases mit der Mikroelektroden-
spitze. Die Ergebnisse sind in der Tabelle zusammen-
gefasst, Fiir eine grossere Anzahl von Zellen eines Kollek-
tivs ergibt sich eine annidhernd symmetrische Normal-
verteilung der gemessenen Potentiale (Figur 2}, die der
Potentialverteilung in einer K.B.-monolayerkultur® ent-
spricht. In allen untersuchten Fillen ist das mittlere
Potential in der Ca*+-haltigen Pufferlésung grosser als in
der physiologischen NaCl-Losung. Der Grund hierfiir
konnte in der vermuteten membranstabilisierenden Wir-
kung der Cat+-Ionen gesehen werden.

Die Deutung der gemessencen Potentiale ist schwierig,
zumal zuverldssige Werte iiber die ionalen Konzentra-
tionsverhdltnisse zwischen intra- und extrazclluldrem
Raum der Granulozyten noch nicht vorliegen. Es deutet
aber einiges darauf hin, die gemessenen Grossen als Cl—-
Diffusionspotentiale anzunehmen. Eine ausfithrliche Dar-
legung dieser Hypothese wird in einer weiteren Arbeit
erfolgen.

Summary. The bioelectric potential between the in-
terior of granulocytes taken from whole blood and
exudatleucocytes and 2 extracellular media was examined
with microelectrode-technique. The order of magnitude
amounts to about —3 mV. The potentials of the cell
population are Gaussian distributed.
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