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XV. Zur Frage der Bakterienehemotaxine 
von Rolf Meier. 

(17. X. 41.) 

So allgemein anerkannt die Tatsschc ist, (lass 1)eini lokali-ierten 
Bakterieninfekt eine 1;eukocytenanreiclic~i~ug erfolgt, so weni g ein- 
wandfrei ist die Frage entxchieden, ob bei tiieser leukocytiiren R w k -  
tion spezifiseh chemotaktisch wirkende Sjtoffe (lei, Baktericil eine 
Rolle spielen. Die Schwierigkeit, diese li'rage cinwandfrei z i i  ent- 
scheiden, ergibt sich wesentlich aus zwei 'Catsachcu. 

Die Priifung chemotaktixcher TTirkurigen dur.ch Einbringrn tler 
Substanz in den tierischen Orgnnismus erlaubt nicht, mit Siclir.rhcit 
zwischen der chemotaktischen TVirkung rtvn Suhtanzen der I3 a k - 
t e r ien  selbst und Wirkungen, die erst t3iwch Bellsch5digung, An- 
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derung der Blutzirkulation und ahnliche Prozesse zustandekommcn, 
zu entseheiden. Bereits Xarchandl)  hat auf Grund derartiger Uber- 
legungen die alteren Versuche, die sich des Nachweises chemotak- 
tischer Wirkung im t i e r i s chen  Organ i smus  bedienten, als nicht 
beweiskraftig fur die Entscheidung der Frage abgelehnt, ob die ein- 
gefuhrte Substanz oder sekundare Verhaltnisse die Chemotaxis be- 
dingen. Dass diese Kritik berechtigt ist, geht aucb daraus hervor, 
dass solche Stoffe, die bei Applikation am Tier Leukocytenan- 
lockung und sogar Eiterbildung hervorrufen, wie Terpentin und ahn- 
liche Substanzen, nach eigenen Versuchen2) in vitro keine chemo- 
taktische Wirkung besitzen. Dieser Befund zeigt deutlich, wie 
schwierig es ist, auf Grund des Einbringens von Stoffen in den 
tierischen Organismus mit Sicherheit die chemota k tische Wirkung 
als direkte Wirkung des eingebrachten Stoffes auf dw Leukocyten zu 
erschliessen. Es ergibt sich aus diesen Tatsachen, dass nur die 
direkte Prir€ung an Leukocyten in vitro unter Ausschluss des tieri- 
schen Organismus eine klare Anta-ort ergeben kann. Sol1 die in vitro 
eventuell eintretende Wirkung nun weiter den Reweis erbringen, dass 
gleiche Stoffe auch im tierischen Organismus fur die chemotaktische 
Wirkung in Frage kommen, so genugt offenbar der Nachweis nicht, 
dass chemotaktisch wirkende Produkte auf kunstlichen Nahrboden 
vorhanden sind, sondern es muss der Nachweis crbraeht werden, 
dass chemotaktisch wirkende Stoffe auf nativem, zdlfreiem, kiirper- 
eigenem Material in vitro entstehen. Weiterhin muss fur den Nach- 
weis einer spezifischen chemotaktischen Wirksamkeit gefordert 
werden, dass die Wirkung von allgemeinen physikalisch-chemisehen 
Anderungen des Niihrbodens, z.  B. pH-, grobe Konzentrations- 
Bnderungen etc., die auch als Ursache chemotaktischer Wirkungen 
angesehen werden, unabhangig ist. 

Auf Grund dieser Uberlegungen kann cler Nachweis spezifischer 
chemotaktisch wirkender Bakterienprodukte, die als auch im tieri- 
schen Organismus bedeutungsvoll angesehen werci (in konnen, nur 
dann als gelungen betrachtet werden, wenn folgerde Bedingungen 
erf ullt sind : 

1. Die chemotaktische Wirkung muss auf die leukocytaren 
Zellen in vitro erfolgen. 

2. Die chemotaktisch wirksamen Produkte mussen bei Zuchtung 
der Bakterien auf zellfreiem, nativem, korpereigencm Material ent- 
stehen und von den Bakterien abgctrennt wirksam sein. 

3 .  Eigenschaften des Prdfungsmateriale, wie Abweichung des 
pH, Konzentrierung von Begleitstoffen uber das im Gewebe mogliche 
Mass, die als unspezifische Ursachen einsinniger leukocytarer Wan- 
~~ 

1) Nurehand,  Handbuch dcr allgemeinrn Pathologie, Bd. 4, Entzundung. 
2 )  Meter, E., Z. ges. exptl. Med. 87, 283-339, (1933), und unveroff. Versuche. 
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derung in Betracht kommen konnen, sintl als Wirknngsursachv aus- 
zu schliessen. 

Da Versuche, welche diesen Anforderuiigen entsprechen, i t i  c1t.r 
Literatur meines Wissens nicht vorliegen, wurde der Versuvh p- 
macht, nach Zuchtung von Bakterien auf tirrischem Plasma Killtar- 
filtrate mit chemotaktischer Wirkung zu ge-n-inncn . 

Methode .  
Im  einzelnen wurde folgendermassen vorgegmgen : 
Die Herstellung der Kulturfiltrate erfolgte in der Weise, dzss 

Bakterien entweder auf nativem Hiihnerplasnia odcr anderem tieri- 
schem Plasma, das nach einem besonderen Verfahren ohne Zusatz 
korperfremder, gerinnungshemmender oder gerinnungsfiirdt*rndor 
Stoffe gewonnen wurde, geziichtet wurden. Nach verschiedenen Be- 
briitungs-Perioden wurde das Plasmagerinnsel zerstort, die Knltur- 
fliissigkeit abfiltriert und durch Filtration mit Bakterien-dichteni 
Filter sterilisiert. Das Filtrat wurde mehrfach auf Sterilitat gepruft 
und gegebenenfalls durch Zusatz von Phosphstpuffer ouf pH 7-7,2 
eingestellt. Dieses Filtrat wurde direkt fur die Priifung verwindt. 
Die Priifung auf chemotaktische Wirksamkei t erfolgtc im allgenieinen 
an Hiihnerleukocyten. Diese werden als Schicht auf den Erythro- 
cyten nach Zentrifugieren gewonnen. Nach Abheben dcs Plasmas 
wird die Leukocytenschicht durch geringe Mengen Embryonales trakt 
zur Gerinnung gebracht, abgehoben und nach Entfernung der rest- 
lichen Erythrocyten in quadratische Stncke von m. 1 ?&-2 mni 
Kantenlange zerschnitten. Diese werden im Zentrum einer ( ' o w d -  
Flasche in Huhnerplasma angesetzt. Rie wantlern unbeeinflus~t 
gleichmassig nach allen Seiten aus, so dass eine kreisformige Aus- 
wanderungszone von ca. 8-10 mm Durchniwser in etwa 18-30 Stun- 
den zustandekommt. Fur die Priifung cler cheniotaktischen IVirk- 
samkeit von Bakterienkulturfiltraten u-irti ein Xkrotropfen des 
Filtrates in bestimmter Entfernung von den1 die Leukocyten enthal- 
tenden Stiickchen auf das Plasmagerinnsel aufgebracht. Bei pohi- 
tiver Wirkung ergibt sich eine ganz iiberwiegende Wanderung in der 
Richtung des Tropfens. Ein gewisser Anhaltspunkt iiber die Rtarkt: 
der Wirkiing lasst sich daraus erhalten, dass bei verschiedener Ent- 
fernung des Tropfens von den Leukocyten nur der am naic*heten 
liegende oder auch die entfernter angebrachten Wirksamkeit zc $1 'g en. 
Fur jeden einzelnen Versuch ist eine peinlichste Sterilitatskontrolle 
am Ende des Versuches notwendig, da ohne diese liontrolle sekundiw 
hereingebrachte Bakterien zu Thuschungrn Anlas~ geben konnen. 

Trotzdem diese Methode der chemotaktischen Prufung als ein- 
wandfrei geniigend bekannt ist, sei dureh einige Abbildungen twlegt, 
dass die einsinnige Anlockung ausschliesslich auf die ringebr:tc.hten 



Fig. 1. h’i,g. 5. 



‘I’nfr.1 11. 

Fip, t i  b’ic. i 

Fig. 10. FIR. I I 
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chemotaktisch wirksamen Produkte zu beziehen ist. Figur 1 zeigt die 
kreisformige unbeeinflusste Auswanderung der Leukocyten. Figur 2 
zeigt die einseitige Anlockung durch Anbringen eirier mit Pfeil be- 
zeichneten Bakterienkultur. Figur 3 zeigt die Anlockung der Leuko- 
cyten durch zwei an gegenubclrliegenden Seiten der Leukocyten ange- 
lirachte Bakterienkulturen. Eine derartig gelenkte Anhaufung der 
Leukocyten kann nur durch die chemotaktisch wirksamen Produkte 
tler Bakterien und nicht durch zufallige andersartige Einwirkungen 
zustandekommen. Der gezeigte Versuch lasst sich bei entsprechender 
technischer Ubung mit Sicherheit reproduzieren. 

Es wurde fur die Prufung chemotaktiseher Wirkung mit dieser 
Methode die Einfuhrung der Substanz mit Hilfe von Glaskapillaren, 
die in den Hals der CarreZ-Flasche gelegt werden, riicht verwandt. 
Dieses Verfahren hat den Nachteil, dass leicht Zrrreissungen der 
oberen Plasmaschicht eintreten, in deren Gefolge Flussigkeits- 
stromungen auftreten konnen, die die Leukocytenmnderung storen 
konnen. Auch ist bei der Kapillarmethode die Gefalir der Sekundar- 
i nf ek t ion erhe blich grosser . 

Versuchsergebnisse .  
Die Abbildungen 4-14 zeigen den Ausfall der chemotaktischen 

Prufung mit einer Reihe von sterilen Plasmakulcurfiltraten ver- 
xchiedener Bakterien. Es handelt sich um Filtrate v o ~ i  Streptococcen-, 
Pneumococcen-, Bact. eoli- und B. prodigiosus-Kulturen. Dieser 
Effekt der sterilen Kulturfiltrate entspricht der Wirkung der direkt 
auf das Plasma geimpften Bakterien. Gleichzeitig merden die Kon- 
trollversuche mit Filtrat des unbeimpften, gleich lange bebruteten 
Plasmas bzw. ohne Zusatz abgebildet. Diese geben keine chemo- 
taktische Wirkung. 

Das pH der Plasmakulturfiltrate lag zwischen 6.6 und 7,8. Alle 
Kulturfiltrate wurden auch bei neutraler Reaktion Init gleichem Er- 
gebnis gepruft. Um die Bedeutungslosigkeit der veranderten H- 
Ionen-Konzentration fur die chemotaktische Wirkung weiter zu 
helegen, wurden verschiedene chemotaktiseh positive Filtrate auf 
pH 5,4-8,4 gepuffert, in Intervallen von etwa 0,2 pH. I n  diesem 
p,-Bereich wurde die chemotaktische Wirksamkeit der Filtrate nicht 
wesentlich beeinflusst. I n  allen Einzelversuchen WUI cle die SterilitBt 
des aufgesetzten Tropfens durch direkte Beobachtung und durch 
Abimpfung kontrolliert. Fur die Bewertung wurden nur solche Ver- 
wche verwandt, in denen alle Kontrollen auf Sterilitat einwandfrei 
waren. 

Es  darf somit aus diesen Versuchen geschlossm werden, dass 
Bakterien auf zellfreiem, korpereigenem Material fitoffe zu bilden 
imstande sind, die eine chemotaktische Wirkung besitzen. 
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Neben diesen chemotaktisch wirkentleri Kulturfiltraten w-l-urdeii 
auch eine Rcihe von Filtraten erhalten, die keine chemotakiische 
Wirkung besassen. Fehlende chemotaktiscihe Wirkung kann d:iclurc.h 
vorgetauscht werden, dass im Kulturfiltrat ahstofisend wirkendt. Pro- 
dukte vorhsnden sind. Pur die ubrigen negativeii Ergebnisse ifit 
wahrscheinlich einci zu kurze Wachstumszeit der Hakterien die Tr- 
sachr des Fehlens chemotaktischer Wirkxamkeit dcr Kulturfjltratc. 
Stellt man die Filtrate nach dem Zeitpunkt des Abtrennens von ctrr 
Kultur zusammen, so ergibt sich deutlicli ein Maximum an diemo- 
taktiseher Wirksamkeit, das bei den versclhiedencn Rakterien vari- 
iert. Die lange Wachstumsdauer fur die Erreichung des Maximums 
ist etwas auffallend, da bei direktem Aufimpfen von Bakterien 
bereits nach ca. 10-14 Stunden ein st:trk positiver Effekt zu er- 
kennen ist. Worauf diese Erscheinung beruht, kann nicht gesagt 
werden. Miiglicherweise ist nur die Konzentration im ges:tmten 
Kulturfiltrat bei kurzer Bebrutungsdauer zu  klein, um n:tchgem-iesen 
werden zu konnen. 

Es wurde weiter versucht, die Natur dieser chemotaktisch wir- 
kenden Produkte &was naher zu charakt crisiercn. Zunaehst wurtle 
die Ultrafiltrierbarkeit gepriift. Nur in einem Vcrsuch gelang w, 
rin Ultrafiltrat durch eine grohporige Kollodiiimmeinlr~ran xu er- 
hslten, dessen Wirksamkeit angenahert clerjenigen des Ausgangh- 
kulturfiltrates entsprach. In  allen anderen T‘ersuchen war das eiweis:,- 
frrie Ultrafiltrat negativ, wahrend in allen Wersuchcn cler UltrafiltcAr- 
riickstand erheblich an Wirksamkcit ziin:ihm. Die chcmotaktisch 
wirksame Substanz ist somit hochmolekiilar otler an eine grosse 
Xolekel adsorbiert. 

Diese Fcststellungen uber die Natur der Bnktrr.irnchemotaxine 
stehcn in gewisseni Gegcnsatz zu Angahrn vori XcnZCQw I), tlthr a i ~  
kunstlich erzeugten Pleuraergussen cintb von ihm Leiikotaxin I K -  
zeichnete Substanz crhalten konnte, die iiach seinen Angaben (ii A-  
lysabel ist und sowohl die Ka~illardurc.hlassigk~~it erhoht :tls clip 
Leukocyten anloekt. Die von iJ1emkin angcfuhrtmi Befunde u l w  tlic 
ehemotaktische Wirksamkeit seiner Su1)st anz ficheinen wegtJn clcr 
angewandten Versuchsanordnung entspwvhend den cingarigh gtA- 
m:tchteii Erorterungen nicht voll beweiskritftig. Da Xcrikiw, iingiht, 
dass seine als Leukotaxin bezeichncte Sabstanz tlislgsabel h t ,  ist 
sie mit der in den Plasmakulturfiltral en vorh:mltm~n SiiF&~nz 
wahrscheinlich nicht idrntisch. Urn ein noch etwas ~~~citerg~..lic.ndrs 
Urteil uber dime Frage zu erhalten, wiirden rerschiedcae I’lxsma- 
kulturfiltrate auf die f i n  die JIenkin’sch(~ Substanz charakteri;.iische 
Permealnilitat-erhbhende Wirkung gepruft . Dies geschieht so. dabs 
der Eintritt von intravenos injizicrtem Titppanblau in cine intr;ikuian 

~ 

I) X e i d a ~ ? .  V., Dynamics of inflammation, Keu Y irk, Tht. ALicnd ln i i  Corn11 . 1940. 
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Tabelle I. 
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Menkin**) 
Trypanblau-Reakt. 
1.Priif. 12.Priif.13.Priii 

el810 F 145 Streptoc. Hiihnerplasma 

F 119 

F 243 oiol 7,o 

7,o 
I 

F 146 ,, 

+ + + + + +  
+ + +  + + +  __I-__ 
+ + + I +  + + 

-I--/- 

F 273/, 1 B. Coli ~ ,, 0101 

PI Streptoc. I RinderplasmE ” 

F 273/,, 1 B. Prodig. 

+ +  1 + + + I + + S  0101 
+ + +  + + +  + + S  

+ + + + + +  
______ 

_______ 

+ + + + - t +  I 
_ ~ _ _ _ -  

+ + + + + + + + +  
+ + + + + +  
+ +  + +  

+ + + + + +  
--I-- 

~ . ~ _ _  I ____- 

4- +- + I +  + + I  
______ 

F 179 1 Pneumoc. 

TI Streptoc. 

F 241/, Streptoc. 

F 78 9 7  

_________ 
7,o 

01010 + + + I  ~ 

I-r- 
F 273/1 1 /Huhnerplnsmr 

1 unbeimpft 
I unbebriitet I ” 

- 7,5 

- / - I -  
*) lhe i  Kreuze bedeuten maximale chemotaktische Anlockiing. 

**) Augefiillter schwarzer Kreis bedeutet voll positive Trypsnblau-Reaktion; 
bei Ausfullung von Sektorteilen entsprechend geringere Reaktionsstarke ; leerer Kreis 
negative Trypsnblau-Reaktion. 
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gcsetzte Quaddel des zu prufenden Praparates festgestellt wirti. Es 
zeigte sieh nun bei der Prufung einer grossen Zahl yon chemotaktisvh 
positiven uhd negativen Kulturfiltraten keine Parallelitat zwischrn 
der chemotaktischen Wirksamkeit in vitro und der Permeabilitat- 
beeinflussenden Wirkung. Es liess sich die yon Illc.n kin. beschricAbene 
Kapillarpermeabilitat-steigernde Wirkung m c h  an Kulturfilt raten 
finden, doch zeigt die Tabelle I, dass in chemotaktiseli positiven 
Filtraten der Permeabilitst-steigernde Faktor meist, nicht riachm t4sb;rr 
ist. Aus den bisherigen Befunden gewinnt man sogar den Eindruck, 
dass ein Permeabilitat-steigernder Faktor in ho herem Prozermatz 
in chemotaktisch negativen oder sogar in abstossencl auf die Leuko- 
cyten wirkenden Filtraten vorhanden is1 . 

Zusammenf  assung.  
Der Nachweis spezifischer Chemotaxinch der Bakterien lasst sich 

m f  Grund von Tierversuehen nicht klaren da keine sichere Treririung 
zwischen chemotaktisch wirksamen Produkten tler Bakterien und 
solehen aus dem geschadigten Gewebe entstehendcn Stoffen, dem 
Einfluss der p,-Anderung, allgemeiner h l e r u n g  der physikalisch- 
chemischen Struktur des Gewebes und dem Einfluss der geanrlerten 
Blutzirkulation moglich ist. Die Prufung suf spezifische chemo- 
taktische Wirksamkeit muss aus diesem Grunde in vitro unter Aus- 
schluss der storenden Faktoren erfolgen. 

Durch den Nachweis chemotaktischer Wirksamkeit an Baktrrien- 
produkten, die durch Ziichtung von Bakteritm auf kimstlichem 3 ahr- 
boden gewonnen werden, kann auch dann, wenn dicl Priifung auf 
chemotaktische Wirksamkeit in vitro erfolgt, nicht, der Beweis er- 
bracht werden, dam diese Produkte uriter den Bedirigungc~n des 
tierischen Organismus entstehen und eine Rolle spielen. 

Es wurde nun der Nachweis erbracht, dass riach Ziichturig von 
Bakterien auf tierischem Plasma von den Bakterien durch derile 
Filtration abtrennbare Stoffe entstehen, (lie in vitro bei physio- 
logischem pH starke chemotaktische Wirkung zeigcn. 

Die Stoffe, welche Trager dieser Wirkung sincl, xind entrectcr 
hochmolekular oder an einen hochmolekularen Trager adsorbiert . 
Sie sind bis zu einem gewissen Grade thermostabil. 

Die aus solchen Plasmakulturen erhaltcnen chemotaktisch wirk- 
samen Stoffc erweisen sieh als nicht gleichartig mit dem von J l e n k i n  
beschriebenen, die Kapillarpermeabilitat-steigern den Stoffe ( , ,T,euko - 
taxin"), der von diesem Autor aus kunstlichen Exsudaten e r l i a l t ~  
wurde. 

Wissenschaftliche Laboratorien der Gesellschaft) 
fur Chemische Industrie in Basel. 


