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Zellmorphologie und Zellausbeute. bei einer neuen
Zytozentrifugentechnik mit gleichzeitiger Gewmnung von

zellfreiem Uberstand

Cytomorphology and Cell Yield in a New Cytocentnfugal Techmque Allowing the Collection of the Cell-free

Supernatant

G. Schwarz

Hettich-Zentrifugen, Forschungs- und Entwicklungsabteilung, Tuttlingen

Zusammenfassung: -

Es wird eine neue Zytozentrifugentechnik fiir die Herstellung
von mikroskopischen Liquorzell-Praparaten vorgestellt. Mit Hilfe
einer Zyto-Kammer, die eine Dichtung zwischen der Zyto-Kam-
mer und dem Objekttrager besitzt, werden die Zellen direkt auf
den Objekttrager aufzentrifugiert. Der zellfreie Uberstand bleibt
nach der Zentrifugation erhalten und kann fiir chemische Analy-
sen benutzt werden. Die feuchte Einzelzell-Schicht wird durch
eine zentrifugale Trocknung fiif ‘die Romanowsky-Giemsa-Far-
bung prapariert. Dies geschieht unmittelbar nach der Zellsedi-
mentation und dem Entfernen des groRten Teils der Uberstands-
flissigkeit mittels einer Pipette. Auf diesem Weg konnen viele
der Gblichen Zellschadigungen und Trocknungsartefakte vermie-
den werden. Die Zélien liegen gut ausgebreitet auf dem Objekt-
trager vor. Bei niedriger Zellkonzentration fand sich eine ver-
starkte Zellausbreitung der Lymphozyten. Proben mit einer ho-
heren Zelizahl ergeben meist sehr gute Praparate. Schwieriger
ist es, zell- und eiweiBarme Proben zu guten zytologischen Pra-
paraten zu verarbeiten. In solchen Fallen hilft die Zugabe von
Albumin. Diese zweistufige Methode ergibt Zellausbeuten bis zu
90 %.

Schldsselwbrter:

Liquor cerebrospinalis — Zytozentrifugation — Zentrifugale
Trocknung — Lymphozyten — Monozyten

Summary:

A new cytocentrifugal technique is presented for the preparation
of microscopical slides of cerebrospinal fluid cells. With the help
of a cyto-chamber having a sealing between the cyto-chamber
and the slide the cells are sedimented directly onto the slide via
centrifugation. The cell free supernatant is still present after the
centrifugation and can be used for chemical analysis. After the
sedimentation and.removing of"the most supernatant fluid by a
pipette the wet cell monolayer is prepared for Romanowsky-
Giemsa-staining by a drying centrifugation step. In this way
many of the injurious changes of the cells and drying artefacts
may be avoided. The cells are well flattened on the slide. With lo-
wer cell concentration it was found an enlargement of the lym-
phocytes. Samples having a higher cell count can be prepared
with high quality. Some difficulties may occur with samples
showing a low cell count and a low protein content. In this cases
we could improve the results by the adding of albumin. This two
step procedure leads to a cell.yield of up to 90 %.

-Keywords:

Cerebrospinal fluid ~ cytocentrifugation — centnfugal drylng -
lymphocytes — monocytes
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Einleitung

Seit ihren Anféngen vor rund 100 Jahren bis heute ist die Liquor-
zytologie auf das engste mit der Entwicklung der Préparations-
und Férbetechnik verbunden (1-15). Trotz einiger Durchbriche
bei der Methodik der Probenvorbereitung befriedigen auch die
heute Ublichen Verfahren bei steigenden Anforderungen noch
nicht in jeder Hinsicht (10-13, 16).

Die Filtermeathode besticht durch eine hohe Zellausbeute (bis zu
90 %) und erhélt den Liquor fir weitere chemische Untersuchun-
gen. Nachteilig ist jedoch die dreidimensionale, wenig ausge-
breitete Darstellung der Zellen. Abhéngig vom Filtermaterial
kénnen alle nicht sonst tblichen Fixier- und Farbemethoden an-
gewendet werden (5, 13).

Die Zytozentrifugation mit eingelegter Filterkarte ist eine weit
verbreitete Methode, die dem Sayk-Sedimentierkammer-Prinzip
nachempfunden wurde (2, 4, 17). Die Zelldarstellung ist — mit
Einschrénkungen — gut (5, 11-14). Leider tritt ein hoher Zellver-
lust durch seitliches Abwandern der Zellen in die Filterkarte auf.
Es werden Ausbeuten von 11-54,1 % angegeben (5, 12).

Die Sedimentierkammer nach Sayk zeigt die besten morphologi-
schen Resultate und wird in neurologischen und neurochirurgi-
schen Kliniken als die Standardmethode verwendet (2, 10, 13,
17). Der groBe Nachteil besteht im hohen Zellverlust zwischen
40 und 67 % und mehr. Vor allem die weniger auf der Unterlage
haftenden Lymphozyten gehen verloren (8, 13, 18).

Sowohl bei der obigen Form der Zytozentrifugation als auch bei
der Sayk-Sedimentierkammer-Methode wird der Liquor von der
Filterkarte aufgesaugt und steht somit nicht mehr fiir weitere La-
boruntersuchungen zur Verfigung.

Um die Nachteile der oben beschriebenen Methoden zu liber-

winden, bedarf es einer verbesserten Praparationstechnik. Wir
haben uns deshalb das Ziel gestellt, auf der Grundlage der Zyto-
zentrifugation eine neue Zytopraparationsmethode zu entwik-
keln, die eine gute Zellmorphologie mit einer hohen Zellaus-
beute verbindet und die Gewinnung des zellfreien Liquors fiir
weitere chemische Untersuchungen gestattet.

Material und Methoden

Die Methodik zur Praparation empfindlicher Zellen wurde von
uns in den letzten Jahren entwickelt und speziell fir die Verhalt-
nisse bei Liquor cerebrospinalis vertieft (19, 20, Hettich-Fir-
menschriften, unveréffentlichte Ergebnisse)*.

Fir die vorliegenden Untersuchungen verwendeten wir ein mo-
nonukleéres Zellkonzentrat (Lymphozyten, Monozyten) als Li-
quor-Modell. Die Lymphozyten und Monozyten wurden mittels
Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation aus heparinisiertem Voll-
blut isoliert. Einen ml Blut aus der Fingerkuppe verdinntén wir
mit gleicher Menge PBS (Dulbeccos PBS ohne Ca**, MG**, PM
16, Serva, Heidelberg). Die Probe wurde auf 3 ml Ficoll-Trennl6-
sung (Biochrom, Berlin) gegeben und 15 min bei RZB** = 400
xg zentrifugiert. Die die Lymphozyten und Monozyten enthal-
tene Interphase wurde abgehoben und 3 x mit PBS gewaschen
(6 min, RZB = 400 xg). In dieser Stamm-Zellsuspension wurde
mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Kammer die Zelizahl ermittelt.
Durch Verdiinnen stellten wir die Arbeits-Zellsuspensionen mit
Konzentrationen zwischen 200 und 2 Leukozyten her. Die Albu-
minkonzentration (RSA, Sigma, St. Louis, USA) betrug, wenn

nicht anders vermerkt, 200 mg/l, entsprechend der EiweiRkon- -

zentration von gesundem Liquor (19, 20). Fiir die modellhafte Er-
forschung der Verhiltnisse -bei pathologischem Liquor mit er-
héhtem Eiweilgehalt verwendeten wir eine Albuminkonzentra-
tion von 6000 mg/I.

Die Zytopréparation erfolgte mit einer laboriiblichen Tischzentri-
fuge mit Zytozubehdr (UNIVERSAL 1200, Andreas Hettich, Tutt-
lingen). Die Zellen wurden aus jeweils 200 ul der Arbeits-Su-
spensionen in einer Zyto-Kammer mit 30 mm? Sedimentierfla-
che (Nr. 1275) auf einen sauberen und fettfreien Obijekttrager
aufzentrifugiert (3 min, RZB = 270 xg). Diese Zytozentrifugation
er_ntspricht einer Reagenzglas-Zentrifugation, da aufgrund einer
Dichtung am unteren Rand der fest auf dem Objekttrager aufsit-

* Unter wissenscaftlicher Mitarbeit von Frau Dr. Daniela Klar und Frau Dipl.-Biol.
Anke Lenz

»* RZB = Relati

Ihacehl

igung, x Erdbeschleunigung (g)
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Abb. 1: Gewinnung der Uberstandsfliissigkeit und zentrifugale
Sedimenttrocknung:

1 a) Abpipettieren der zellfreien Uberstandsfitissigkeit bis auf ei-
nen Resttropfen, der das weitgehend ungestérte Zellsediment
bedeckt.

1b) Prinzip der zentrifugalen Sedimenttrocknung. Der letzte
Uberstandstropfen bzw. die Restfeuchte wird seitlich abzentrifu-
giert und von einer kreisférmig ausgestanzten Filterkarte aufge-
nommen.

zenden Zyto-Kammer kein Material verlorengehen kann (Abb.
1a). Di€ zellfreie Uberstandsflissigkeit wurde vorsichtig bis auf
eine Restmenge abgesaugt, die das ungestérte Zellsediment be-
deckt halt (Abb. 1b). Um das Zellsediment nicht zu stéren, wurde

mit einer Pasteurpipette unter Sichtkontrolle an der Oberflache -

der Uberstandssdule abgesaugt. Am Ende muR noch soviel
Flissigkeit iber dem Sediment stehen (ca. 40 ul), daR auch der
untere Rand des Flussigkeitsmeniskus noch nicht das Zellsedi-
ment berlihrt. Die Zyto-Kammer wurde nun vorsichtig entfernt,
so daR der Objekttrager mit dem Zellsediment und einem ge-
wélbten Tropfen Uberstand zuriickbleibt. Die zentrifugale Sedi-
menttrocknung erfolgte mit Filterkammer (Nr. 1281) und einge-
legter Filterkarte fir eine Minute bei RZB = 1100 xg (Abb. 1b).
Der trockene Objekttrager wurde zur weiteren Bearbeitung ent-
nommen und die feuchte Filterkarte verworfen.

Das trockene Zellsediment farbten wir in der Zytokammer
(Durchmesser = 17,5 mm);, Nr. 1272) nach Romanowsky-Giemsa
(Standard-Férbung nach Wittekind, Fa. Heyl, Berlin).

Zur schnellen und sauberen Trocknung der Objekttréger nach
der Férbung dienten speziell fir diesen Zweck konstruierte Zen-
trifugiergestelle (1s-Gestell fir 6 Objekttrager, Nr. 1285, 1 min,
RZB = 270 xg). Die splilfeuchten Objekttréger waren so in kiirze-
ster Frist trocken und wurden mit Eukitt (Riedel-de-Haen) und ei-
nem 24 x 24 mm Deckglas eingedeckt.

Die Zell- und Kerndurchmesser wurden mittels eines Okularmi-
krometers vermessen: Ausgehend von éinem vorbestimmten
zentralen Koordinatenpunkt wurden jeweils alle Lymphozyten
bzw. Monozyten erfafit, die bei der Objekttriger-Tischbewegung
2ufillig'in das Beobachtungsfeld (eingespiegelter Leuchtrahmen
beim Photomikroskop Axiophot (Zeiss, Oberkochen) gelangten.
Es wurde bei 1000facher VergréRerung (O1) gemessen.

Fir die Zellzéhlungen (Anteil gut beurteilbarer Zellen, Ausbeute)
wurden immer 5 Orte im Sediment ausgewertet: Zentrum und
jeweils die Mitte zwischen Zentrum und Sedimentrand in den 4




Koordinatenrichtungen anhand vorgegebener Koordinaten. Pro
Koordinatenpunkt kam, je nach Zellbelegungsdichte, eine Fliche
von 0,04 bis 0,80 mm? (V2 bis 10 Flichen des eingespiegelten
Leuchtrahmens, Messungen mit Objekt- und Okularmikrometer)
bei 400facher VergréRerung zur Auszihlung. Bei 100 Leukozyten/
ul wurden 5 Leuchtrahmenfelder pro Sediment (= 1,3 %) ausge-
wertet; bei niedriger Belegungsdichte, bei z. B. 5 Leukozyten/ul
waren es 50 Felder pro Sediment (= 13,4 % der Sedimentfliche).
Fir statistische Signifikanz-Priifungen der Unterschiede in den
Tabellen 1-3 wurde der Student t-Test angewendet.

Ergebnisse
Zellmorphologie und Préparatequalitét

Die Ergebnisse der Zytopréparation erwiesen sich als stark ab-
héngig von der Probenbeschaffenheit (Zellzahl, EiweiRgehalt)
und den Préparationsbedingungen, z. B. der Trocknungsge-
schwindigkeit (Abb. 2, Tab. 1-3). Um den EinfluB der Prépara-
tion auf die Zellausbreitung zu bestimmen, wurden die Zell- und
Kerndurchmesser der Lymphozyten und Monozyten als einfach-
ste morphometrische Parameter bestimmt. Die Lymphozyten

Abb. 2: Zytologisches Ergebnis der Zyto-Praparation und EinfluB verschiedener Parameter auf die Préparatequalirf:?'t:‘a und bj Verbes-
serte Zellmorphologie bei erhéhter Trocknungsgeschwindigkeit; a) RZB = 50 (xg), b) RZB = 800 (xg). c und d) Srablhswrupg der Zellen
durch Albumin bei zellarmen Proben (5 Leukozyten/ul): c) Geplatzte Zellen bei niedrigem Albumingehalt (200 mg/l), d) mtak{e Zellen
bei erhéhtem Albumingehalt (6 000 mg/l). Geringer Einflul3 von Albumin bei zellreichen Proben (100 Leukozyten/ul), die gegeniiber ze.ll-
armen Proben eine deutlich verbesserte Morphologie aufweisen; e) niedriger Albumingehalt (200 mg/l), f) Zugabe von 20 ul Albumin-
lésung (18000 mg/l) zu Resttropfen vor zentrifugaler Trocknung.
Mikroskopische VergréBerung: 1000fach; Zytokammer: 30 mm?: Einfillmenge: 200 ul.
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zeigten einen groBen Zelldurchmesser zwischen 12 und 15 um
(Tab. 1). Die Lymphozyten lagen bei 6 Leukozyten/ul ausgebreite-
ter vor als bei 100 bis 200 Leukozyten/u! (p < 0,001). Fur die
Kerndurchmesser der Lymphozyten ergab sich eine stédrkere
Ausbreitung mit geringerer Zellkonzentration (p < 0,001 bzw.
< 0,01 : groBer Kerndurchmesser bei 6 und 100 Leukozyten/ul).
Im Gegensatz zu den Lymphozyten zeigten die Monozyten eine
geringere Abhéngigkeit der Zellausbreitung von der Zellkonzen-
tration. Lediglich beim Zelldurchmesser fand sich gine stérkere
Spreitung bei geringer Zellkonzentration von 6 Leukozyten/ul ge-
geniiber den hohen Zellkonzentrationen (p < 0,01 beim grof3en
und p < 0,001 beim kiecinen Zelldurchmesser). Die Kernausbrei-
tung bei den Monozyten lieB keine statistisch absicherbaren Un-
terschiede erkennen (p >0,05). Die Monozyten hatten einen
Durchmesser von 15-18 um. .

Bei Einhaltung optimaler Bedingungen konnten gute Prépara-
tionsergebnisse erzielt werden (Abb. 2b, e, f; Tab. 1-3). Die Zel-
len waren iberwiegend gleichméafBig im kreisférmigen 30 mm?
Sediment verteilt.

Trocknungsgeschwindigkeit

Die Trocknungsgeschwindigkeit 18Rt sich durch die eingestelite
RZB bei der zentrifugalen Trocknung beeinflussen. Eine zu nied-
rige Trocknungsgeschwindigkeit produziert die bekannten Trock-
nungsartefakte, wie geschrumpfte und intensiv gefarbte Zellen.
Im Hintergrund finden sich Kristallniederschlage. Dieser Bereich
geht von RZB = 0 bis ca. 120 xg. Mit Erh6hung der Trocknungs-
geschwindigkeit zeigen sich die Zellen besser ausgebreitet und
lassen das typische Farbemuster der Romanowsky-Giemsa-Féar-
bung erkennen. Die Kristallbildung wird verhindert. Neben der
Schrumpfung von Zellen treten bei geringer Trocknungsge-

schwindigkeit auch geplatzte Zellen auf, bei denen stellenweise °

Chromatin austritt, und es finden sich verwaschene Zellstruktu-
ren (RZB = 50 xg; Abb. 2a). Mit deutlich erhéhter Trocknungsge-
schwindigkeit gelang eine weit bessere Zelldarstellung (RZB =
800 xg; Abb. 2b). .

Zell- und EiweiBgehalt

Mit hohem Zellgehalt (z. B. 100—200 Leukozyten/ul) lassen sich
meist gute Praparate herstellen. Schwieriger ist die Situation bei
Proben mit geringerem Zell- und Eiweil3gehalt, was fir Liquor-
untersuchungen im Normbereich typisch ist.

Im Bereich von 2—-13 Zellen/ul und bei niedrigem Eiweil3gehalt
(200 mg Albumin/l) waren nur 25—36 % aller mononukledren

Tab. 1: Zell- und Kerndurchmesser bei Lymphozyten und Mono-
zyten zentrifugal getrockneter Préparate bei drei Zellkonzentra-
tionen. Sedimentation: RZB = 270, 3 min; zentrifugale Trock-
nung: RZB = 1100, 1 min; Romanowsky-Giemsa-Farbung; Zyto-
Kammer: 30 mm?% Einfillmenge: 200 ul; Mittelwert mit
Standardabweichung von jeweils 30 Zellen von 6 Praparaten.

Zelltyp Parameter Konzentration an Lympho-

zyten und Monozyten *
6/ul 100/l 200u!

Lymphozyten ** Zelldurchmesser, :
145+1,8 126+1,2 11,9+1,9

gro®

Zelldurchmesser, .

kiein 128+1,5 109+23 99*15
Kerndurchm.,

groB ) 11,315 105+09 9,1+0,9
Kerndurchm.,

klein 92+1,2 80+11 7,1x09

Monozyten **  Zelldurchmesser,

176+2,4 161+15 164+18

grof

Zelldurchmesser,

klein 15,2+2,0 13,6+1,4 13,3+15
Kerndurchm., . )

groR 14,4+1,3 139+1,1 139+1,8
Kerndurchm.,

klein 45+1,3 47+15 49+19

* Summe der Lympho- und Monozyten
** Angaben der Durchmesser in um
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Tab. 2: Einflu3 der Konzentration an Lymphozyten und Monozy-
ten auf die Qualitit der zentrifugal getrockneten Préparate. Pré-
parationsbedingungen: siehe Tab. 1. In der Ausbeuteberechnung
sind alle Verluste wéhrend der gesamten Préparation enthalten,
da auf die Zellzéhlung in der Stamm-Zellsuspension (Fuchs-Ro-
senthal-Kammer) bezogen wurde. Mittelwert mit Standardabwei-
chung von je 6 Objekttragern.

Qualitéats- Konzentration an Lymphozyten und
Parameter Monozyten*
2/pd 13/ 100/pd 200/pd

Morphologisch
gut auswertbare
Lymphozyten und
Monozyten*
(Anteil in %)

253+18,0 256+9,7 846+14 885+ 44

Ausbeute an
Lymphozyten und
Monozyten*

(%)** 108,0+228 893+9,0 866+68 725+103

* Summe der Lympho- und Monozyten;
** Bezogen auf Fuchs-Rosenthal-Kammer

Zellen gut auswertbar. Demgegeniber stieg die Zahl gut aus-
wertbarer Zellen auf Werte zwischen 85 und 88 %, wenn die Zell-
zahl auf 100—200 erhéht wurde (p < 0,001; Tab. 2, 3). Die Zell-
morphologie zeigte sich wesentlich verbessert (Abb. 2c, e). Bei
geringer Zellzahl in der Probe wirkte sich eine Erh6hung der Al-
buminkonzentration von 200 auf 6 000 mg/I stabilisierend auf die
Zellen beim TrocknungsprozeR aus (Abb. 3c, d). Der Anteil gut
auswertbarer Lymphozyten und Monozyten stieg von 36 % bei
niedrigem Albumingehalt auf 60 bis 67 % bei erhohtem Albu-
mingehalt in der Zellprobe bzw. nach Zugabe von 20 ul Albumin-
I6sung (18000 mg/l) zum letzten Uberstandstropfen vor dem
zentrifugalen Trocknen (p < 0,01, Tab. 3).

Bei hoher Zellkonzentration (100 Leukozyten/ul) verbesserte sich
die Erhohung der Albuminkonzentration dagegen die Zellquali-
tat nicht. Der Anteil gut differenzierbarer Lymphozyten und Mo-
nozyten nahm mit 77 % gegenliber 85 % nicht zu, sondern eher
ab (p < 0,05; Tab. 3). ’

Tab. 3: EinfluB der Albuminkonzentration auf die Qualitit der
zentrifugal getrockeneten Préparate sowie ihre Wechselwirkung
mit der Konzentration an Lymphozyten und Monozyten. Prépara-
tionsbedingungen: siehe -Tab. 1. Die Zellausbeute bezieht sich’
auf parallel préparierte und luftgetrocknete Zellsedimente
(100 %-Wert). Dazu wurden die Zellen in der Zyto-Kammer auf
den Objekttrager zentrifugiert. Der obere Teil des Uberstandes
wurde vorsichtig abgesaugt, ohne das Sediment zu stéren und
das Sediment luftgetrocknet. Somit erfaBt die angegebene Zell-
ausbeute allein die Verluste wéhrend der zentrifugalen Trock-
nung. Mittelwert mit Standardabweichung von je 6 Objekttra-
gern. ;

Albumin-

Konz.

(mg/l) : 200 6000 200 200 6000
Zugabevon -

20 p! Albumin

(18000 mg/l) - - + - -
‘vor Trocknen .

Zellkonz. (Zellen/pul) 5 5 5 100 100
Morphologisch gut

auswertbare Lympho- i

zyten und Monozyten* 356+ 598+ 67,1t 850+ 76,7*
(Anteil in %) 13,8 11,0 20,5 32 59
Ausbeute an Lympho-

zyten und Monozyten* 924+ 57,1+ 841% 1020+ 97,0+
(%)** 10,5 115 12,7 87 7,2

* Summe der Lympho- und Monozyten;
** Bezogen auf 11 luftg k Objek
gale Trocknung
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Zellausbeute

Die Ausbeute an mononukleédren Zellen bewegte sich bei 7 von
9 Gruppen im Mittel zwischen 84 und 108 %. Die Unterschiede
waren nicht signifikant (p > 0,05; Tab. 2, 3).

Zwei Gruppen zeigten demgegeniiber deutlich verringerte
Werte. So wurde bei 5 Leukozyten/ul und einem erhohten Ei-
weillgehalt (6000 mg/l) eine signifikant erniedrigte Ausbeute mit
57 % gefunden (p < 0,001; Tab. 3). Bei diesen Praparaten wur-
den relativ viele Zellen bei der zentrifugalen Trocknung aus dem
urspriinglichen Sediment seitlich in Richtung des Filterkarten-
randes geschwemmt und fehiten somit im Auszéhlbereich. Ein
anderer, allerdings weniger erniedrigter Ausbeutewert fand sich
bei der hohen Zellkonzentration von 200 Leukozyten/ul mit 72 %
(p < 0,05; Tab. 2). Dennoch zeigten diese Préparate eine sehr
hohe Belegungsdichte von 970 Leukozyten/mm?,

Diskussion

Die vorgestelite Praparationstechnik erweist sich aufgrﬁnd der
durchgefihrten Experimente mit dem Liquor-Modellsystem als
gut geeignet fiir die zytologische Liquoraufarbeitung.

Da die Zyto-Kammer einen Dichtungsring besitzt, entsteht beim
Zusammenbau mit dem Objekttrager ein geschlossenes Sy-
stem, so dal® wahrend der zentrifugalen Zellsedimentation keine
Zellen verlorengehen konnen, es sei denn, daf die sich an den
Kammerwanden festsetzen.

Beim Absaugen der Uberstandsfliissigkeit oder bei der Weiter-
verarbeitung der Zellsedimente, z. B. der zentrifugalen Trock-
nung, kénnen Zellverluste auftreten. Mit einer Ausbeute von
durchschnittlich 94% bei den 7 nicht signifikant unterschied-
lichen Versuchsgruppen kommt dieses System an die Grenzen
des Uberhaupt erreichbaren Zellertrages und Ubertrifft deutlich
die Angaben fiir die Sedimentierkammer bzw. der Zytozentri-
fuge mit eingelegter Filterkarte. Lediglich die Millipore-Filter-Me-
thode erbringt eine vergleichbar hohe Zellausbeute (5, 8, 9,
11-15, 18, 21-30). Unter unglnstigen Bedingungen (geringe
Zellhaftung, Uberbelegung) kann es jedoch zu deutlich verrin-
gerten Ausbeuten kommen, wie in zwei Versuchsgruppen mit 57
und 72 % aufgetreten.

Die Rickgewinnung des zellfreien Liquors fiir Laboruntersu-
chungen ist ebenfalls durch die abgedichtete Zyto-Kammer ge-
wabhrleistet. Damit entspricht dieses System der immer wieder
gestellten Forderung nach Erhalt des zellfreien Uberstandes, ins-
besondere bei geringem Probenvolumen, z. B. bei Kinderliquor:
(9, 15, 23, 24, 31).

Fir die Beurteilung der Zellmorphologie ist die Sayk-Sedimen-
tierkammer als Referenz anzusehen (13). In vielen Praparaten
entspricht die Qualitit der Zellen, die mit unserer Zytozentrifuga-
tionsmethode prapariert' wurden, dem Sayk-Sedimentierkam-
mer-Standard, insbesondere bei zellreicheren Praparaten (Abb.
2¢, d, e). Der Anteil der gut differenzierbaren Zellen lag dort mit
85-88 % bei hohen Werten. Der Grund fiir die Abhangigkeit der
Zellmorphologie von der Zellbelegungsdichte auf dem Objekt-
trager ist noch nicht genau bekannt, dirfte aber in einem verén-
derten Trocknungsverhalten bei vereinzelten Zellen gegeniber
einer relativ dichten Zellschicht zu suchen sein.

Annliche Untersuchungen wurden von Tutuarima et al. (15) mit
unserem Zyto-System an klinischen Liquor-Proben durchge-
fihrt. Etwa 500 ul (oder weniger) Liquor wurde fir 1 min bei
RZB = 240 xg in der Zyto-Kammer zentrifugiert und danach
etwa 400 u! (oder weniger) vom Uberstand abpipettiert. Es blieb
eine diinne Flassigkeitsschicht iber dem Zellsediment stehen.
Mit einer Pipettenspitze, die mit Sephadex G10 Partikeln gefulit
war, wurde die Restflissigkeit abgesaugt. Die Zeliausbeute be-
trug 90 % und die Zellmorphologie entsprach den Ergebnissen
der Sedimentierkammer-Technik (15).

Wir konnten mit unseren Ergebnissen bestatigen, dal® der Trock-
nungsproze® der Zellen der wichtigste Faktor fir die Morpholo-
gie der Romanowsky-Giemsa-gefarbten Zellen ist. Die Zellen
missen schnell trocknen, wobei osmotische Effekte vermieden
werden missen, die mit einem Verdunsten von Uberstandsfiiis-
sigkeit in Beziehung stehen (1-3, 8—10, 15, 32). Ebenfalls besté-
tigen konnten wir die Literaturangabe, wonach die Zellzahl einen
bedeutenden EinfluB auf die Praparatequalitat hat (1, 3, 10, 33,
34). Zum Einflul von zugegebenem Eiwei8 als Schutzfaktor fir
die Zellen beim Trocknen gibt es unterschiedliche Erfahrungen
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(3, 5. 8, 15, 33, 34). Auch in unseren Experimenten war die Aus-
wirkung einer Erhdhung der Albuminkonzentration nicht einheit-
lich. Bei zellarmen Proben konnte eine deutliche Stabilisierung
der Zellen beobachtet werden. Demgegenuber war bei zelirei-
chen Proben kein positiver EiweiReffekt zu bemerken. Die ge-
messenen Zell- und Kerndurchmesser der Lymphozyten und
Monozyten entsprechen den Normwerten aus der zytologischen
und hématologischen Literatur (5, 11, 20, 27, 35, 36). Die Ten-
denz, daf} die Lymphozyten mit héherar Zelldichte etwas weni-
ger ausgebreitet und kompakter sind, wird auf die Wechselwir-
kung der Zellen untereinander zurickgeflhrt, die auch den
TrocknungsprozeR beeinflussen (34). Die teilweise unterschiedli-
che Reaktion von Lymphozyten und Monozyten konnte durch
die unterschiedliche Zelliform, Kern- und Plasmakonsistenz und
die unterschiedliche Féhigkeit der Ausbreitung auf der Glasober-
flache verursacht sein. Monozyten breiten sich im Gegensatz zu
Lymphozyten sehr schnell auf Oberflichen aus, wie man im Pha-
senkontrastmikroskop beobachten kann. Methodenabhéngige
Unterschiede in der ZellgréRe von Liquorzellen fand auch Kieine
(11) fir zytoplasma-arme und -reiche Zellen.

Mit unserer Zyto-Technik kann parallel eine Reihe gleichwertiger
Préparate fir die Romanowsky-Giemsa-Féarbung hergestelit wer-
den. Es ist zu vermuten, daf dies auch fir die Anwendung ande-
rer Farbungen, zytochemischer und immunzytochemischer Un-
tersuchungen gilt, was den Forderungen der modernen Liquor-
zytologie (37—-39) entgegenkommen wiirde. Fir die Feuchtfixie-
rung, z. B. mit Alkohol, miBte man die feuchten Sedimente un-
mittelbar nach der Sedimentation und nach dem Absaugen der
Uberstandsfliissigkeit weiterverarbeiten, d. h. nicht zentrifugal
trocknen.

Das verwendete Liquor-Modell hat sich bisher fur die methodi- .

schen Untersuchungen gut bewahrt. Weitere Studien, in Zusam-
menarbeit mit klinischen Liquor-Laboratorien, werden zur Ergén-
zung der Modelluntersuchungen durchgefihrt.
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