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Eine Methode zur gleichzeitigen Analyse 
der zellulären und humoralen Komponente 

der Entzündung
Von

O . B í l e k , J .  R o v e n s k y , P .  J a n s  a  u n d  R .  P o s p i s i l  

F o rsc h u n g s in s titu t f ü r  P ä d ia tr ie , B rn o , T schechoslow akei 

(E ingegangen  a m  7. O k to b e r, 1966)

Als einfachste Methode zur Verfol­
gung des Zeitablaufes der Zellemigra­
tion  in ein Entzündungsfeld wird die 
Hautfensterm ethode von R ebxjck und 
Cr o w l e y  [3] angesehen. In  den letz­
ten  Jah ren  wurde sie von einer Anzahl 
von A utoren zur K lärung einiger 
Problem e der entzündlichen Zellula- 
tion  benützt. Die Methode ist einfach: 
m it Hilfe eines sterilen Skalpels oder 
einer Rasierklinge wird auf einer ge­
eigneten Hautstelle, die vorher mit 
Ä ther gereinigt wurde, eine Ablation 
der oberflächlichen Schichten der E pi­
dermis durchgeführt. Auf diese Läsion 
von einigen mm2 wird ein Deckglas 
angelegt. In  beliebigen Zeitabständen 
kann ein Deckglasaustausch erfolgen. 
Dieser Vorgang ermöglicht dann, den 
Z eitablauf der zellulären Em igration 
abzulesen.

Es konnte gezeigt werden, daß die 
Em igration in zwei Phasen, die wir je 
nach der überwiegenden Zellart Do­
m inanten bezeichnen wollen, ver­
läuft. Der Beginn wird von einer 
Neutrophilendominante gekennzeich­
net, die 4 Stunden dauert. Diese wird 
nach 8 —12 Stunden von einer ande­
ren Dom inante abgelöst: das Feld be­

herrschen mononukleäre Zellen. R e- 
btjck und Cro w ley  [3] halten  sie für 
Lym phozyten, die hypertrophierten 
und sich in Makrophagen um gewan­
delt haben. Alle andere A utoren sind 
in dieser Hinsicht mehr zurückhal­
tend. Diese Dominante kann  bis über 
24 Stunden anhalten oder von einem 
zweiten Neutrophilenschub abgelöst 
werden.

W ir wollten die erw ähnte Methode 
zum Studium der R eparationsvor­
gänge — die wir als M anifestation 
biologischer Rhythm en ansehen — 
benützen und die Verknüpfung eini­
ger Regulationskreise analysieren. Es 
zeigte sich aber, daß die Original­
methode für diese Zwecke einige 
Nachteile hat. Auch bei sorgfältig 
durchgeführter Abrasionstechnik ist 
die Tiefe der Läsion verschieden. Wir 
suchten also eine Modifikation auszu­
arbeiten, welche die anatom ische L ä­
sion so weit wie möglich standard i­
siert.

Hinzu treten noch physiologische 
Aspekte, welche unserer Meinung 
nach nicht übersehen werden sollten 
und zwar, daß die H aut selbst als 
Träger des Entzündungsfeldes den
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Vorgang auch ak tiv  modifizieren 
kann , und nicht nur ein passives Ter­
ra in  darstellt, dessen A nteil an der 
Zellulation und Heilung unbedeutend 
ist. Eine Analyse des hum oralen E x­
sudates erlaubt die M ethode über­
h a u p t nicht. Aus diesen Gründen 
m ußten  wir eine — wenn auch mikro­
skopische — Kapillarschädigung ver­
m eiden. Auf eine E röffnung der K a­
pillarschlingen bei der Originaltech­
n ik  weisen die Lym phozyten und 
E rythrozyten  hin, die bestim m t durch 
einen passiven Vorgang, eine passive 
Ausschwemmung im P räp ara t er­
scheinen.

Me t h o d e

Z u r  A blation  des S t r a tu m  corneum  
b e n ü tz e n  w ir den V organg , d e n  Szakall [6] 
in  d ie  D erm atologie e in g e fü h r t  h a t. E in  
1,5 X 3,5 em  g ro ß er H e ftp f la s te rs tre ife n  
w ird  a u f  die g ew äh lte  H a u ts te lle  ange­
k le b t  u n d  h e ru n te rg e rissen . D ieser V or­
g a n g  w ird  au f  d erse lben  S te lle  15 — 17mal 
w ie d e rh o lt. D ad u rch  w ird  d ie  oberfläch ­
lich e  H au tsch ich t b is a u f  d ie  Z ona lucida 
e n tf e rn t .  Die F re ileg u n g  d ie se r H a u t­
s c h ic h t k an n  d a ran  e r k a n n t  w erden , daß 
d ie  S telle  feucht g lä n z t u n d  d a s  P flaste r 
n ic h t  m e h r h a ften  b le ib t .  A u f  das d e r­
a r t ig  hergestellte  E n tz ü n d u n g s fe ld  w erden 
0 ,02  m l Chloroform  p . a . a u fg e tra g e n  und 
e in  D eckglas au fg e leg t u n d  f ix ie rt. D er 
G la sau s tau sch  erfo lg t n a c h  4 , 8 , 12 und 
24 S tunden .

D a s  E n tzü n d u n g sfe ld  w u rd e  a u f  der 
v o la re n  Seite des V o rd e ra rm s  un d  ein 
K o n tro llfe ld  an  d e r e n ts p re c h e n d e n  Stelle 
d e s  anderen  V o rd e ra rm s m i t  d e r  k lassi­
s c h e n  M ethode h e rv o rg e ru fe n . N ach  pa- 
n o p tisc h e r  P a p p e n h e im -F ä rb u n g  w urden 
in  jed em  A b d ru c k p rä p a ra t u n g e fä h r  1000 
Z e llen  d u rch g em u ste rt.

E x s u d a t w urde d u rc h  w iederholtes 
A b sp ü len  des E n tz ü n d u n g s fe ld e s  m it 1 m l

K o ch sa lz lö su n g  gew onnen. N a c h  einigen 
W ied e rh o lu n g en  w urde  die F lü ssig k e it 
le ic h t o p a le szen t. D as M ate ria l w u rd e  
p a p ie re le k tro p h o re tisc h  u n te r s u c h t.

E r g e b n isse

Die Untersuchungen wurden an 
80 gesunden Kindern durchgeführt.

Die klassische R e b u c k  und Cr o w - 
LEYSche Methode brachte Ergebnisse, 
die im  vollem Einklang m it jenen in 
der L ite ra tu r stehen. Die von uns 
angegebene Modifikation führte zu 
folgenden Resultaten: Innerhalb der 
ersten 4 Stunden ist das P räpara t fast 
ausschließlich aus Neutrophilen zu­
sam m engesetzt, Monozyten kommen 
höchstens in 5 — 6% vor. Eosinophile 
G ranulozyten wie auch Lymphozyten 
erschienen zu diesem Zeitpunkt nur 
ausnahmsweise. Praktisch völlig fehl­
ten  die Erythrozyten. Nach 8 und 
12 Stunden waren die P räparate  sehr 
reich an  Monozyten. Stellenweise fan­
den wir aus einigen hundert Zellen 
zusammengesetzte Monozytenteppiche 
(Abb. 1) so daß die neutrophilen 
G ranulozyten in Minderheit erschie­
nen. Diese Monozytenteppiche gingen 
in den Randzonen in ein gemischtes 
Zellfeld (Monozyten und neutrophile 
Granulozyten) über. Nach 24 Stunden 
konnten wir in der Mehrzahl der Fälle 
einen zweiten Anstieg der N eutro­
philen beobachten. Nur selten dau­
erte die monozytäre Dominante 24 
Stunden. Ein seltener Befund war 
eine m onozytäre Dominante in den 
ersten Stunden, und eine nachfolgen­
de neutrophile Dominante im späteren 
Ablauf. Dieser Befund wäre sozu­
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sagen als eine Inversion des Zeitab­
laufes der reparativen Zellemigration 
anzusehen. Dieses Bild fanden wir in 
weniger als 10% der Fälle (Abb. 2).

len die Tiefe der Hautläsion praktisch 
die gleiche war. Wir entfernten nur 
die verhornten Schichten der E pider­
mis und überschritten in keinem Fall

A b b . 1. M o n o zy ten tep p ich  w äh ren d  d e r  M onozy tendom inan te

Die elektrophoretische U ntersu­
chung des Exsudats zeigte dessen 
große Ähnlichkeit m it den Serumei­
weißkörpern. Abb. 3 dem onstriert 
das Eiweißbild eines Exsudats, wel­
ches im Laufe der ersten 4 Stunden 
gesam m elt wurde.

B e spr e c h u n g

W iederholte histologische K ontrol­
len zeigten, daß in den einzelnen Fäl-

die Zona lucida. Im  Vergleich m it der 
Methode von R e b u c k  und Cr o w l e y  
waren unsere Präparate in den ersten 
Stunden zellärmer. Dagegen erbrach­
te die klassische Technik n u r zwei 
Zellarten: Neutrophilen und  Mono­
zyten. Bei unserer Technik blieben 
die Kapillarschlingen der H au tpap il­
len in tak t und waren von 2 — 3 Zell­
schichten bedeckt. Das war der Grund 
für die anfangs weniger reichliche und 
verzögerte Emigration der Zellen. Es
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ist auch kaum zu bezweifeln, daß die 
Em igration als ak tiver Vorgang der 
Zellen anzusehen ist.

biologischer Antigene nicht benützen, 
weil m an dann eine anamnestische 
Im m unreaktion nie m it Sicherheit
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A b b . 2. Typischer V erlauf der Emigration (A) und Inversion in 10% der F älle  (B)

Zur Erhöhung der Em igration be­
n ü tz te n  R ebu ck  und  Cr o w ley  
[3] Antigenreize (Diphtherie-Toxoid, 
A lttuberkulin  usw.); diese Stoffe wur­
den au f die Wunde aufgetragen. Wir 
wollten diese leukotaktische Wirkung

ausschließen kann. Da es aber nötig 
ist, durch einen Reiz die Emigration 
zu erhöhen, benutzten wir Chloro­
form aus folgenden Bedenken: Der 
lokale, im Gewebe entstehende leuko- 
tak tische Reiz wird von einer Anzahl
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verschiedener M ediatoren verm ittelt. 
Die blockierenden Mechanismen wer­
den durch Chloroform aufgehoben. 
W ir haben uns in Yorversuchen über­
zeugen können, daß das Chloroform 
als Akzelerationszeit w irkt, denn die 
Aktivierung erfolgt dann schneller, 
als der natürliche Verlauf im beschä­
digten Gewebe, angefangen von Dvs- 
ionie und Dysosmie bis zu biologisch 
hochaktiven Substanzen wie z. B. 
Plasmin, HAGEMANscher Fak tor, B ra­
dykinin usw. Die Folge ist dann eine 
früher beginnende und quantita tiv  
größere Zelle migration.

Ein Unterschied von der Original­
methode ist allerdings zu verzeichnen. 
In  den späteren Phasen der E n tzün­
dung ist in den meisten Fällen, doch 
nicht gesetzmäßig, ein zweiter Neu- 
trophilenscliub zu beobachten, wie 
das von allen Autoren festgestellt 
wurde. Eine kausale E rklärung kön­
nen wir zur Zeit nicht geben. Eine 
sekundäre Infektion ist nicht auszu­
schließen. Die größere Fläche des 
Feldes ist eine günstige Voraussetzung 
für diesen Vorgang.

Es bietet sich noch eine andere 
hypothetische Erklärung. B ekannt­
lich kommt es in jedem beschädigten 
Gewebe zum Ausfall des Fibrins, als 
Voraussetzung der Reparation. Bei 
unserer Methode konnten wir bei der 
histologischen Untersuchung der H au t­
läsion am dritten  Tag eine parakera- 
töse, aus Fibrin gebildete Schicht 
nachweisen. Da, wie R id d l e  und 
B a r n h a r t  bewiesen haben [4], die 
Neutrophilen ein fibrinolytisches E n­
zym enthalten, kann es angenommen 
werden, daß ein massiver Neutro-

philenschub in den späteren Phasen, 
wenn schon eine Fibrinschicht aus­
gebildet ist, eine notwendige Bedin­
gung für die definitive Epithélisation 
ist. Da wir diese Hypothese zur Zeit 
nicht beweisen können, beenden wir 
unsere Beobachtungen nach 24 S tun ­
den.

Da R e b u c k  und Cr o w l e y , die 
Entdecker der Hautfensterm ethode, 
die mononukleären Zellen in den spä­
teren Entzündungsstadien für tra n s ­
formierte Lym phozyten halten und  
wir für diese Zellen ausschließlich die 
Benennung Monozyten im Sinne von 
U n d r it z  [7, 8] benützen, möchten 
wir noch darau f hinweisen, daß die 
mononukleären Zellen in unseren P rä ­
paraten allen morphologischen K rite ­
rien der Monozyten entsprechen. Oh­
ne morphologische Dogmen anw en­
den zu wollen, stützten wir uns auf 
unsere Zellbilder, wo wir massive 
M onozytenteppiche, doch praktisch 
keine Lym phozyten sahen, von Ü ber­
gangsformen gar nicht zu reden. Diese 
Ansicht wird auch durch die von 
L e d e r  und Schomertts [2] durch ­
geführte Analyse des nukleolären A p­
parats bestärk t.

Z u sa m m en fa ssu n g

Es wird eine neue Modifikation der 
Hautfensterm ethode beschrieben. Die 
Vorteile im Vergleich zur klassischen 
Methode sind:

1. Die Läsion ist maximal s tandar­
disiert.

2. Bei dem angegebenen Vorgang 
ist die Zellemigration ein ausschließ­
lich ak tiver Prozeß.
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3. E s wird kein Antigen zur Em ig­
rationserhöhung benutzt.

4. Die zelluläre und  die humorale

K om ponente kann bei der Repara 
tion  gleichzeitig analysiert wer 
den.

L it e r a t u r

1. Christensen, L. R.: Activation of 
plasminogen by chloroform. J . gen.

Phys. 30, 149 (1946).
2. Led er , L. D., Schomerus, H.: Nucleo-

lenuntersuchungen zur Genese der Mak­
rophagen an Hautfensterpräparaten. 
K lin. Wschr. 41, 87 (1963).

3. R ebtjck, J . W., Crowley, J . H.:
A m ethod of studying leucocytic 
functions in vivo. Ann. N. Y. Acad. 
S ei. 59, 757 (1955).

4. R iddle , J . M., Barnhart, M. I.:
U ltrastructu ral study of fibrin dis­
solution via emigrated polymorpho­

nuclear neutrophils. Amer. J . Path . 45, 
805 (1964).

5. R u s , P.: The cytology of inflammatory 
exudate, Munksgaard, Copenhagen 1959.

6. Szakáll: zit. Spruit, D., Malten, 
К . E.: Epidermal w ater-barrier for­
m ation after stripping of norm al skin. 
J .  invest. Dermat. 45, 6 (1965).

7. Undritz, E.: Hämatologische Tafeln. 
Sandoz A. G., Basel 1952.

8. Undritz, E.: Die regionären Monocyten 
der Blutkörperchennester. Folia hae- 
m at. (Frankfurt) 70, 32 (1950).

M U D r . O. BÍLEK
Cernopolni 9
B rno, Tschechoslowakei

Acta Paediatrica Academiae Scientiarum Hungaricae 8, 1967


	2. szám
	Bílek, O.-Rovenský, J.-Jansa, P.-Pospíšil, R.: Eine Methode zur gleichzeitigen Analyse der zellulären und humoralen Komponente der Entzündung

	Oldalszámok������������������
	211����������
	212����������
	213����������
	214����������
	215����������
	216����������


