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Weitere Beobachtungen an blutbildenden Organen
in Gewebekulturen®.
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Mit 3 Abbildungen im Text.
{ Bingegangen am 27. Juni 1932.)

Bei meinen neueren Untersuchungen bediente ich mich in Uber-
einstimmung mit meinen fritheren Versuchen?! folgenden Verfahrens:
Die aus den Kaninchen keimfrei entnommenen Milz- und Knochenmark-
stiickchen werden zerstiickelt und in Reagensrohrchen gebracht, die
heparinhaltiges, mit einer Tyrodelésung doppelt verdiinntes Eigenplasma,
enthalten. Vor der Gerinnung des Plasmas werden die einzelnen Reagens-
réhrehen mit verschiedenen Organextrakten und biochemischen Produkten
versetzt. Nach 2 Tage langem Stehen im Brutschrank Fixieren der
Organteilchen in 7Tellyesnicky-Losung oder in 4%igem Formalin. Ein
Teil der Paraffinschnitte wird mit Himatoxylin-Eosin, der andere Teil
mit Methylenblau-Eosin gefarbt. In vielen Féllen wird auch die Eisen-
reaktion mit Berlinerblau ausgefithrt.

Es soll jetzt die Wirkung der Leber- und Milzextrakte, des Bilirubins,
Cholesterins, der Ferro- und Ferrisalze kurz besprochen werden:

Wirkung des (75%igen alkoholischen) Leberextraktes.

Auffallend die groBe Menge brauner Pigmentschollen und nadelférmiger Krystalle
am freien Rande der Milzstiickchen. Die Krystalle teils vereinzelt, teils rosetten-
formige Gruppen bildend; zum Teil frei, zum Teil innerhalb von Makrophagen.
Bei Bewegen der Mikrometerschraube kann man deutlich, insbesondere in der
Umgebung der intracellulir gelegenen Krystalle, helles grasgriines Pigment wahr-
nehmen, das nach allen Anzeichen als Bilirubin angesprochen werden darf. An
der Eisenreaktion unter unseren Praparaten ist aufiler den Hématoidinkrystallen
und dem grinen Pigment auch noch Eisenpigment sichtbar.

Auch im Knochenmark in den Randteilen grofie Mengen nadelférmiger brauner
Krystalle. Das Organ zellreich; insbesondere viel primitive Blutzellen mit groBen
hellen blasenférmigen Kernen und einem doppelten Kernkorperchen. Auch die

* Diese Untersuchungen wurden durch die Unterstiitzung der Rockefeller-
Stiftung ermoglicht.
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Normoblasten vermehrt, einige von ihnen in direkter Kernteilung. Normale, reife
rote Blutkérper — wie im allgemeinen in den meisten mehr als 48 Stunden iiber-
lebenden Organstiickchen — bloB in geringer Zahl in normalem Zustand anzutreffen.
Ihre Zerfallsprodukte innerhalb der Makrophagen. In vielen Makrophagen auch
grimes Pigment.

Keiner der anderen Organextrakte bewirkte das Auftreten so groBler Mengen
von nadelférmigen Krystallen am Rande der Milz- und Knochenmarkstiickchen
wie der Leberextrakt.

Wirkung des (wésserigen) Milzextrakies.

Knochenmark. Insbesondere am Rande die Myeloblasten vorwiegend
Normoblasten vermindert. Bei der Gegenwart von Ferrisalzen nimmt

Abb. 1. Kaninchen 7. Milz. Im Plasma Bilirubin, Ferrochlorid.

diese Wirkung ab; noch mehr, wenn neben den Ferrisalzen auch noch
Cholesterin verwendet wurde. Wird neben das Knochenmarkstiickchen
ein kleines Milzstiickchen gelegt, dann erscheint das Knochenmark an
der dem Milzstiickchen zugewendeten Seite zellirmer.

Bilirubin.
Die Rolle des Bilirubins und im allgemeinen der Gallenbestandteile
bei den mit der Blutregeneration zusammenhingenden Vorgingen
erregte meine Aufmerksamkeit schon bei meinen . seinerzeit (1924)
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in Amerika ausgefithrten Versuchen. Dies hatte zur Folge, daB ich
nach Beendigung meiner Untersuchungen auf dem Gebiete der Leber-
extrakte, noch an derselben Arbeitsstelle mit den Versuchen 2 begonnen
hatte, die die Wirkung des mechanischen Tkterus auf die blutbildenden
Organe zum Gegenstand hatten. Als Fortsetzung dieser Versuche wurde
auch die selbstdndige Wirkung des Bilirubins auf die Blutregenerations-
vorginge gesondert beobachtet. Meine mit Hilfe der Blutkorperzihlung
erhaltenen Befunde fithrten jedoch noch zu keinem einheitlichen Ergebnis.
Bei jenen Versuchen, in denen das Knochenmark der unmittelbaren
Bilirubinwirkung ausgesetzt worden war, konnte ich das Auftreten einer
Hyperplasie beobachten 2. Bei den Untersuchungen, bei denen ein mit
dem jetzigen tbereinstimmendes Verfahren angewendet worden war,
konnte ich jedoch zeigen, dafl diese Wirkung des Bilirubins nicht eintritt,
wenn es vorher mit Ather und Alkohol extrahiert war. Die Zahl der
kernpyknotischen Zellen nimmt zwar etwas zu, das Organstiickchen
wird jedoch im ganzen nicht zellreicher; es sind in demselben mehr
Zellen lymphoiden Charakters zu sehen. Auf Grund dieser Erhebungen
sprach ich vor Jahresfrist meine Zweifel in bezug auf die alleinstehende
Bedeutung des Bilirubins aus 4

Im Laufe meiner wiederholten Versuche fiel mir auf, daf} in den
Randteilen der Milz Normoblasten dann gruppenweise erscheinen, wenn
das Plasma auBer mit Bilirubin auch noch mit einer Eisenverbindung
versetzt worden war (Abb. 1).

Diese Beobachtung brachte mich auf den Gedanken, aus der Milz
einen alkoholischen Extrakt anzufertigen und diesen mit Bilirubin bzw.
mit dem Leberextrakt vereinigt in das die Knochenmarkstiickchen ent-
haltende Plasma zu bringen, einmal in der Gegenwart von Hisenver-
bindungen, ein andermal ohne diese.

Wirkung des alkoholischen Milzauszugs.

Allein verwendet kommt es im Knochenmark zu keiner nennenswerten Zell-
vermehrung. Normale reife rote Blutkérper auch in diesen Priparaten nicht
sichtbar, blof ihre Zerfallsformen (Schistocyten, Sphaerulae) in Makrophagen.
Rotes und griines korniges Pigment in groBer Menge in Zellen angeordnet.

Wird auBler diesem KExtrakt auch noch Leberextrakt und Ferro-
chlorid zu dem Knochenmarkexplantat hinzugefiigt, dann zeigt dieses
nach 48 Stunden einen auffallenden Zellreichtum im Vergleich zu den
Vergleichsversuchen. AuBler den primitiven Blutkdrpern erscheinen nun
zahlreiche, sehr viel direkte Teilungen aufweisende Normoblasten.

In der Milz erscheint bei dhnlicher kombinierter Behandlung aufler
zahlreichen Hamatoidinkrystallen auBerordentlich viel lebhaft griines
Pigment, das zum groBten Teil innerhalb der Makrophagen angeordnet
ist. In vielen Makrophagen sieht man auBerdem grobere und feinere
eosinophile Koérnchen unter das griine Pigment verstreut.
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Wirkung des alkoholischen Milzextraktes wnd des Bilirubins.

Knochenmark. Zellreichtum ; insbesondere in den Randteilen erscheinen Gruppen
von Normoblasten und Megaloblasten. Mehrere von diesen in direkter und indirekter
Kernteilung. Ziemlich viel Megakaryocyten; in den Makrophagen viel eosinophiles
Pigment und Schistocyten.

Diese Wirkung schien zuzunehmen, wenn gesondert Ferrochlorid und Chole-
sterin hinzugefiigt wurde. In einem dieser Versuche erschienen in den Randteilen
des ausgepflanzten Knochenmarkes Normoblasten und Erythroblasten mehrfach
geschichtet (Abb. 2 und 3). Die kombinierte Wirkung der beiden Stoffe kommt
insbesondere darin zum Ausdruck, daf die Kerne der Erythroblasten pyknotisch
werden und auch Megaloblasten in gréBerer Menge erscheinen.

Ich glaube annehmen zu diirfen, daB die im Handel erhiltlichen
Bilirubinpriparate mit diesem lipoidloslichen Stoffe ,,verunreinigt** sind.
Diese Bilirubinpréparate zeigen eben deshalb eine Wirkung auf die
Erythropoése. Diese Wirkung nimmt aus demselben Grunde ab, wenn
die Bilirubinpriparate vor ihrer Verwendung mit Alkohol und Ather
extrahiert werden und sie nimmt wieder zu, wenn der alkoholische
Milzauszug dem System wieder beigefiigt wird. Zur Bildung der Normo-
blasten bedarf es scheinbar beider Stoffe, d. h. des Bilirubins und des

lipoidartigen Anteils.

Wirkung der Ferro- und Ferrisalze.

Unter der Einwirkung der Eisenverbindungen werden die Gewebe-
stilckchen besser erhalten. Die sonst wiederholt zu beobachtende Nekro-
biose in den Randteilen ist hier schwicher und kann sogar auch ganz
fehlen.

Wird das Plasma mit einem Ferrosalz versetzt, dann ist der Eisen-
gehalt der Milz im allgemeinen scheinbar ein groBerer als bei der Ver-
wendung eines Ferrisalzes. Eine deutliche Hisenreaktion war jedoch
auch dann zu beobachten, wenn die Verabreichung von Leberextrakt
und Bilirubin mit Ferrisalzen vereinigt worden war. In einem Falle
auch bei der Verwendung von Leberextrakt, Cholesterin und einem
Ferrosalz.

Cholesterinwirkung.

Im allgemeinen scheinen die Organe ziemlich zellreich. Auffallend
ist, daf} ein Teil der reifen roten Blutkdérper auch nach 48 Stunden noch
erhalten ist und nicht so zerfillt wie bei den anderen Explantaten. Hier
finden sich nur im Inneren der Gewebestiicke inner- und auBerhalb von
Zellen angeordnete rote Blutkdrperchentriimmer. Offenbar bildet das
Cholesterin einen Schutz gegen ein sonst zur Geltung gelangendes hidmo-
Iytisches Agens. Die Milzknétchen zellreich; mit Lymphocyten gefillt.

Auch im Knochenmark vornehmlich lymphoide Zellen. Wurden
auller (alkoholischem) Milzauszug und Bilirubin auch noch Cholesterin
und Ferrosalze verwendet, dann waren ausnahmsweise auch hyper-
chromatische rote Blutkérper in geringer Menge am Rande des Knochen-
markstiickchens zu finden.
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Abb, 2. Kaninchen 17. Knochenmark. Im Plasma Bilirubin, Ferrochlorid
und. alkohol. Milzextrakt.

Abb. 3. Kaninchen 17. Knochenmark. Im Plasma Bilirubin. Ferrochlorid
und alkohol. Milzextrakt.
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SchluBfolgerungen.

Aus den bisherigen Ergebnissen 148t sich feststellen, daB die ver-
wendete Versuchsanordnung sich blof dazu eignet, uns iiber die Ent-
wicklung der roten Blutkérper bis zum Normoblastenstadium einigen
AufschluB} zu geben. Zur Beleuchtung der auf die Ausbildung der reifen
roten Blutkorper einwirkenden Faktoren scheint das bisher angewendete
Verfahren sich nicht zu eignen. Es erscheint wahrscheinlich, daf bei
der Entstehung der primitiven Blutkérper (,,primitive groBe Lympho-
cyten’) und bei der Heranbildung der Normoblasten und Megaloblasten
jeweils andere Reize eine Wirkung ausiiben. Bei jenen diirften die
Bestandteile der Leberextrakte, bei diesen das Bilirubin, der alkoholische
Milzextrakt sowie die Ferroverbindungen eine wichtige, vielleicht spezi-
fische Rolle spielen. Man hat auch mit der Moglichkeit zu rechnen, daf
bei dem Schlufivorgang der Zellreifung, bei der Aushildung der reifen
roten Blutkérper, noch ein neuerer auslésender Faktor anderen Charakters
zar Geltung komme. Vielleicht bedingen eben diese in einer ausgeprigten
Reihenfolge zur Geltung gelangenden Faktoren den Umstand, daB die
restlose Frkenntnis der bei der Blutregeneration mitspielenden Lebens-
erscheinungen so grofle Schwierigkeiten bereitet.
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