(Aus dem Pathologischen Institut der Universitdt Heidelberg. [Direktor:
Geheimrat Ernst].)

Uber ein eigentiimliches firberisches Verhalten der roten
Blutkorperchen.

Von
Dr. Erich Eckstein,
Asgistent am Institut.

Mit 3 Textabbildungen.
{ Eingegangen am 27. August 1923.)

Durch die von Alzheimer als Gliamethode angegebene Methylblau-
Eosinfirbung werden Erythrocyten in auffallend eleganter Weise
prachtvoll leuchtend rot dargestellt. Es lag nahe, diese Methode allge-
mein bei Hyperdmien und Hamorrhagien anzuwenden. Der Erfolg
entsprach jedoch nicht den Erwartungen. Wohl gelang die Rotffirbung
in einem Teil der Priparate; hiaufig wurden die Erythrocyten jedoch
ausnahmslos blau, und recht oft fanden sich im gleichen Schnitt rote
und blaue neben- und durcheinander. Damit brachte die allgemeine
Anwendung der Alzheimerfirbung neben einem partiellen MiBerfolg
einen eigenartigen Befund: rote Blutkorperchen nehmen von 2 ihnen
angebotenen Farbstoffen, dem Methylblau und dem Eosin, bald den
einen, bald den andern an. Herr Geheimrat Ernst hat mich immer wieder
auf diese eigentiimliche Erscheinung aufmerksam gemacht und ihr
nachzugehen angeregt; die im folgenden angefithrten Untersuchungen
sind aus diesen -Anregungen heraus entstanden.

Die Betrachtung zahlreicher mit Methylblau-Eosin gefirbter Organ-
schnitte ergab im ganzen mehr negative als positive Gesichtspunkte.
Erythrocyten waren z. B. in der einen Leber rot, in der andern Leber
blau. Sie waren innerhalb der Gefdfie rot oder blau und waren es auber-
halb der GefaBe. In einem Zahnschen Infarkt der Leber waren alle
Erythrocyten rot. Bei einer embolischen Herdnephritis waren nicht
nur die Erythrocyten in Gefdfien, sondern auch die in Kapselrsumen und
Harnkanélchen prachtvoll rot. Bei einer subakuten Glomerulonephritis
waren die Erythrocyten in den prall gefiiliten die Harnkan#lchen
umspinnenden Capillaren fast alle blau. In einem Ponsgliom fanden sich
in den stark erweiterten BlutgefdBen nur blaue Erythrocyten, in den
Capillaren des normalen Ponsgewebes unmittelbar daneben riur rote. Wohl
als einziges positives Ergebnis konnte man feststellen, daf im Nerven-
system (Gehirn und Riickenmark) die Neigung der Erythrocyten zur Blau-
firbung eine recht geringe, in den iibrigen Organen eine recht groBe ist.
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Mit Notwendigkeit ergab sich aber ein SchluB: jene Umstimmung
der Erythrocyten, die zur Verinderung der Farbbarkeit fithrt, findet
erst nach dem Aufhéren des Kreislaufes statt; ,,blaue’ und ,,rote®
Erythrocyten konnen nicht beim Lebenden préformiert sein, wenn
wir bei der gleichen Leiche etwa in der Hirnrinde nur rote, in der Leber
nur blaue Erythrocyten finden. Die Umstimmung der Firbbarkeit ist
vielmehr eine Folge des nach Stillstand des Kreislaufs zur Dauerwirkung
werdenden Organmilieus.

Aus diesen Erwigungen ergaben sich von selbst 2 Fragen:

1. Wie farben sich frisch dem Blutkreislauf entnommeneErythrocyten ?

2. Wodurch lafit sich die Farbbarkeit solcher Erythrocyten experi-
mentell umstimmen ?

Fir nicht vorbehandelte Erythrocyten wurde mit grofiter Wahr--
scheinlichkeit Rotfarbung angenommen; der weitere Plan war nun der,
den EinfluB verschiedener chemischer Substanzen, von Toxinen, Tumor-
preBsiften zu untersuchen.

Um die Gewebsverhiltnisse einigermafien nachzuahmen und die
geplante Beeinflussung bequem zu ermdglichen, wurden die Erythrocyten
in Agar eingebettet.

Der erste nach Alzheimer gefirbte Agargefrierschnitt bot nun einen
sehr iiberraschenden, fiir die weiteren Untersuchungen schlagartig
richtungangebenden Befund: ein halber Kubikzentimeter eben der Vene
entnommenen Blutes wird in ein kleines angewirmtes Férbeschilchen
(sogenanntes Salzfafichen) gebracht, das Schilchen mit verfliissigtem
auf etwa 48 Grad abgekiihltem Agar aufgefillt, und umgeriithrt. In
wenigen Minuten ist der Blutagar erstarrt. Er wird nun sofort in For-
mol gebracht. Vom Moment der Venenpunktion bis zum Einbringen
in Formol ist hochstens eine Viertelstunde verflossen; und doch fiarben
sich die Erythrocyten nicht einheitlich. Rote und blaue Erythrocyten
sind aber nicht regellos durcheinandergelegen, sondern ihr Vorkommen
ist topographisch orientiert. Von auflen nach innen folgen sich

1. eine schmale Zone roter Erythrocyten

2. eine breitere Zone blauer Erythrocyten

3. die zentral gelegene, rot gefirbte Hauptmasse der Erythrocyten.

Diese topographische Orientierung der verschieden gefirbten,
véllig wmvorbehandelten Erythrocyten dringte den Gedanken auf,
die Ursache der verschiedenen Féarbbarkeit in den verschiedenen
Gasbindungszustdnden des Himoglobins zu sehen. Es wiren also
Unterschiede des Baues, die den Unterschied der Farbung bedingen.
Die Frage wire: wie firben sich reduziertes Hamoglobin, Oxyhimo-
globin, Methémoglobin, Stickoxydulhimoglobin, Stickoxydhimoglobin,
Cyanhémoglobin, endlich, welche Wirkung hat die Anlagerung der
Kohlensaure an den Globinteil des Hamoglobins ?
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In diesen vorlaufigen Mitteilungen sei nur iiber die Wirkung des
Sauerstoffs, der Kohlensiure und eines indifferenten Gases berichtet,
die Wirkung des Kohlenoxyds nur gestreift. Wir fragen uns also: wie
wirkt Sauerstoffaufnahme oder -abgabe, Kohlensiureaufnahme oder
-abgabe auf die Farbbarkeit der Erythrocyten ?

Uben aber iiberhaupt die in Agar eingebetteten Erythrocyten die
Funktion der Gasaufnahme und -abgabe aus? Um AufschluB uber diesc
Frage zu erhalten, betrachten wir die bei der Agareinbettung zu beobach-
tenden Vorginge. Der durch Kochen verflissigte Agar ist zunichst
luftleer; die Erythrocyten diirften an ihn einen groBen Teil ihrer Gase
abgeben. Dadurch und durch das Umrithren erhilt der Agar wieder
einen gewissen Luftgebalt. An dem Blut dokumentieren sich diese
Vorginge dadurch, daf es beim Zugieflen des Agars zunichst ganz
dunkel wird, diese’ Farbe aber schon in wenigen Sekunden wihrend des
Umrithrens wieder in ein helleres Rot iibergeht. Entnimmt man nun
nach dem Erstarren den Blutagarkuchen dem Férbeschilchen, so erkenmt,
man, daB die plane, an die Luft angrenzende Grenzflache deutlich
heller rot ist als die konvexe Grenzfliche, die an das Glas des Schal-
chens angrenzte. Der Block wird nun halbiert; es zeigt sich ein Farb-
unterschied der Schnittfliche: im AnschluB an die plane Grenzfliche
findet sich ein etwa 1 mm breiter hellroter Streifen, wiahrend die iibrige
blécke, deren heide Seitenflichen den erwihnten Farbunterschied
zeigen. Bereits in wenigen Minuten sndert sich das Bild: auch an der
konvexen - und der neugeschaffenen kimstlichen Grenzflache treten
schmale hellrote Randstreifen auf. Alle Randstreifen werden von 5
zu 5 Minuten breiter, und nach etwa 3/, Stunden sind die Seiten-
flichen gleichmiBig hellrot. Durchschneidet man nun den Bloek, so
zeigh sich auf der Schnittfliche noch der Querschnitt eines kleinen
dunkelrot gebliebenen Kernes.

Es findet also durch das Stehen an der Luft eine Beeinflussung des
eingebetteten Blutes statt, und zwar nicht nur von den beiden natiir-
lichen (plane und konvexe), sondern auch von der neugeschaffenen
kiinstlichen Grenzflache aus.

. Bringt man den Agarblock in eine Kohlensdureatmosphére oder
in eine von Kohlensiure durchperlte Ringerlosung, so wird er tief
dunkelblaurot. Diese Anderung kann durch Einbringung in Sauerstoff-
atmosphiéire oder in sauerstoffdurchperite Ringerlésung weitgehend,
wenn auch nicht vollstindig rtickgingig gemacht werden.

‘Weitere Probleme bietet die Fixierung des Blutes. Versetzt man
Blut im Reagenzglas mit dem gebrduchlichen, mit Leitungswasser oder
mit destilliertem Wasser hergestellten Formol, so erfolgt Himoglobin-
austritt, und der vollige Verlust der Férbbarkeit ist die Folge. Diesen
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Hiamoglobinaustritt kann man dadurch verhindern, daf man das Formol
isotonisch macht, am besten, indem man es mit Ringerldsung ansetzt
fein Teil Formalin auf 4 Teile Ringer) und entsprechend der angewandten
Formalinmenge Kochsalz zugibt. Dieses isotonische Formol verhindert
den Wassereintritt und damit den Hamoglobinaustritt. Ist es aber
wirklich ein Fixationsmittel in dem Sinn, dafl es auch den gegebenen
Gasbindungszustand des Erythrocyten fixiert? Formol enthilt Sauer-
stoff und Kohlensdure entsprechend dem herrschenden Partialdruck
dieser Gase und der gegebenen Temperatur. Mull aber nicht mit der
Moglichkeit gerechnet werden, dafl etwa ein kohlensiurereicher Ery-
throcyt an ein kohlensiurearmes Formol einen groflen Teil seiner
Kohlensiure abgibt, wie er an ein nicht isotonisches Formol sein Hamo-
globin abgibt? Ist dies aber der Fall, dann ist der Erythrocyt nicht in
dem Sinn fixiert, dafl der beim Einbringen in das Fixationsmittel ge-
gebene Zustand festgehalten wurde. Das Formol mufl also nicht nur
isotonisch sein zur Verhinderung des Hiamoglobinaustritts, es muf
auch dsopneumatisch sein zur Verhinderung des Gasaustritts.

Aus den angestellten Erwigungen ergeben sich eine Reihe von
Fragestellungen und Vermutungen: wird die Farbbarkeit der Erythro-
cyten durch Aufnabhme oder Abgabe von Sauerstoff oder Kohlensdure
beeinfluBt? Farben sich unvorbehandelte Erythrocyten verschieden,
wenn man sie in einem nur Sauerstoff, nur Kohlensdure oder nur ein
imdifferentes Gas enthaltenden Formol fixiert ¢ Krgeben sich weitere
Unterschiede, wenn man mit Sauerstoff vorbehandelte Erythrocyten
in einem nur Sauerstoff enthaltenden, mit Kohlensiure vorbehandelte
in- einem nur Kohlensiaure enthaltenden Formol fixiert (isopneuma-
tische Fixation)? Wenn der Gasbindungszustand des Erythrocyten fiir
seine Farbung mallgebend ist, so darf die Farbbarkeit bereits fixierter
Erythrocyten durch Gasbehandlung nicht mehr beeinflufit werden.
Endlich werden wir erwarten, dall andere Gewebszellen, Zelikerne, Inter-
zellularsubstanzen ihre Farbbarkeit durch Gasbehandlung nicht dndern.

Ich mdchte nun tber das Ergebnis der Untersuchung einer grofien
Zahl von Blutagarblocken berichten. Die Befunde an der Peripherie
und im Zentrum des Blockes seien gesondert betrachtet.

Der Befund der Blockperipherie a8t bereits makroskopisch 2 Haupt-
typen unterscheiden: der eine zeigt sich am unvorbehandelten und
an dem mit Sauerstoff, Wasserstoff oder Kohlenoxyd vorbehandelten
Block, der andere an dem mit Kohlensiure vorbehandelten Block.
Im 1. Fall zerfillt die Peripherie in 2 Zonen : eine schmilere rote AuBen-
zone und eine breitere blaue Innenzone; dabei unterbleibt an der Auf-
liegefliche des Blocks in Formol die Ausbildung der peripheren Differen-
zierung. Im 2. Fall ist die Peripherie in ganzer Breite rot; auch sie
ist an der Aufliegeflache im Fixationsmittel deutlich weniger ausgebildet.
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Mikroskopisch erkennt man an den Erythrocyten der Peripherie mehrere
Arten von Verdnderung, die sich einteilen lassen in Anderungen der
Firbbarkeit und in grébere morphologische Verdnderungen. Beide
sind vielfach miteinander kombiniert. Die Unterschiede in der Féarb-
barkeit bestehen darin, daB der Erythrocyt sich rot oder blau farbt oder
die angebotenen Farben ablehnt, also seine gelbliche Eigenfarbe er-
kennen liBt. Die morphologischen Veriinderungen sind: VergroBerung
der Erythrocyten, Auftreten intraglobuldrer Granula und der véllige
Himoglobinverlust (Hsmolyse). Periphere Erythrocyten sind (trotz
des Einschlusses in Agar!) vielfach deutlich groBer als zentrale. Die
MaBe betragen, mit dem Okularmikrometer gemessen, iber 4—35 Teil-
striche fir die vergréferten peripheren, 31/,—4 Teilstriche fiir die zen-
tralen (Zeil Immersion 2 mm, Okular 7 X ). Recht mannigfach ist das
Bild der granulierten Erythrocyten: es gibt fein- und grobgranulére,
sparlich- ~und dichtgranulire; die Farbe der Granula im gefdrbten
Praparat ist rot, braun, rotgelb bis gelb bis gelbweil. Die Granula
finden sich auf rotem, farblosem, auch auf blauem Grunde. Im Dunkel-
feld ist der granulierte Erythrocyt nicht mehr optisch leer, schwarz,
mit griinlichem (rote) oder rotlichem (blaue) Rand, sondern er zeigt
auf schwarzem Grunde entsprechend der GréBe, Dichte und Farbe
seiner Granula rot, gelbweil oder blau aufleuchtende Bildungen. Ein
granulierter Erythrocyt ist eher groBer, auf keinen Fall kleiner als ein
nichtgranulierter ; Faltungs- und Schrumpfungserscheinungen kénnen also
keine Rolle spielen. Der voéllige Himoglobinaustritt fithrt als schwerste
Verinderung zum vélligen Verlust der Farbbarkeit; es bleibt ein im
Dunkelfeld optisch leerer oder ganz fein granulirer Erythrocyten-
schatten.

Wir untersuchen nun zunichst das mikroskopische Verhalten der
Peripherie eines unvorbehandelten Agarblocks. Die rote AuBenzone
kommt dadurch zustande, daf in ihrem Bereich die Erythrocyten rot
gefirbt sind. Im Gegensatz zu den zentralen ebenfalls roten Erythrocyten
zeigen die peripheren nicht die Bikonkavform mit ungefarbter Delle,
sondern sie sind in ihrer ganzen Fliche gleichmifig rote Scheiben.
Im Vergleich zu den zentralen sind sie etwas vergroBert oder gleichgroB.
Im Dunkelfeld sind sie optisch leer, einige wenige granulir. Auf die etwa
4 Teilstriche des Okularmikrometers (Zeil Objektiv 16 mm, Okular 7 x)
breite rote. AuBenzone der Peripherie folgt eine 25—30 Teilstriche
breite blane Innenzone. Die Bikonkavform ist hier mehr oder weniger
angedeutet; im Dunkelfeld sind die Erythrocyten optisch leer. Die
Grenze der blauen Innenzone gegen das rote Zentrum ist eine fast
lineare; nur wenige der anderen Farbe finden sich in schmaler Zone iiber
diese Grenze hinaus. Bemerkenswert ist, dafl die beschriebene periphere
Differenzierung an der Aufliegefliche des Blockes im Formol ausbleibt.
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Behandelt man den Agarblock mit Sauerstoff, Wasserstoff oder
Kohlenoxyd, so ergeben sich gewisse Anderungen. Der periphere rote
Saum kann etwas breiter werden; es treten hier mehr bis zahlreiche
granulierte Formen auf. Nicht selten findet sich eine mehr oder weniger
intensive Hamolyse, nicht nur in der roten Peripherieauflenzone, sondern
auch in der duBeren Hilfte der blanen Peripherieinnenzone. Die Breite
der Peripherie schwankt etwas, jedoch nur wenig; niemals, auch wichi
bei mehrere Stunden langer Vorbehandlung, dringt die blave Peripherie-
innenzone wesentlich gegen das Zentrum vor.

Die beobachteten Unterschiede der Peripherie verschieden vor-
behandelter Agarblécke sind quantitativer, nicht qualitativer Natur;
sie verlieren weiter dadurch an Bedeutung, daB Blut verschiedener
Personen auch bei gleicher Vorbehandlung sich durchaus nicht immer
ganz gleich verhilt. Beispielsweizse kann die Menge granulierter Formen
oder die Intensitit der Himolyse recht betrichtlich wechseln. Offen-
bar ist die Resistenz der Erythrocyten gegen die genannten Beein-
flussungen eine verschiedene.

Fixierung eines mit einem Gas vorbehandelten Blocks in isopneu-
matischem Formol hat allseitige Ausbildung der Peripherie und eine
etwas gréflere Breite der blauen Zone zur Folge. Stets ist jedoch die
Grenze gegen das rote Zentrum eine lineare.

Sicher ist auf Grund der erwihnten Tatsachen, daf} die Ausbildung
der Peripherie erst im Formol erfolgt; kann man sie doch z. B. an der
planen Grenzfliche willkiirlich entstehen lassen oder verhindern, je
nachdem man diese Grenzfliche in Formol nach oben sehen oder als
Aufliegefliche dienen 1aft. Welche Bewandtnis hat es aber mit der
Rotfirbung der Erythrocyten in der Auflenzone und der Blaufirbung
in der Innenzone? Ich glaubte zunichst die Rotfirbung durch den
Sauerstoff, die Blaufirbung durch die Kohlensiure der Luft bedingt.
Bereits die schweren morphologischen Verinderungen muBten diese
Vermutung zweifelhaft erscheinen lassen. Wire sie richtig, so miiBite
hei einem mit Sauerstoff vorbehandelten Block, der in einem nur Sauer-
stoff enthaltenden Formol fixiert wird, die blaue Innenzone, bei einem
mit ‘Wasserstoff vorbehandelten Block, der in einem nur Wasserstoff
enthaltenden Formol fixiert wird, die rote AuBenzone nicht gebildet
werden, Beides ist nicht der Fall; eine rote AuBBenzone findet sich auch
bei volliger Abwesenheit von Sauerstoff, eine blaue Innenzone auch
bei volliger Abwesenheit von Kohlensiure.

Wesentlich anders verhilt sich die Peripherie eines mit Kohlen-
séure vorbehandelten Blocks. Die Erythrocyten sind hier durchweg
intensiv rot, grobgranuliert und bieten im Dunkelfeld ein prachtvolles
Bild (rote Granula auf schwarzem Grunde). Bikonkavformen finden
sich nur vereinzelt. Die Breite dieser roten Zone betrigt 3540 Teil-
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striche. des Okularmikrometers (Zeifl Objektiv 16 mm, Okular 7 X),
gegen beispielsweise 4 Teilstriche der roten AuBenzone und 26 Teil-
striche der blauen Innenzone eines mit Sauerstoff vorbehandelten
Blocks. Fixiert man éinen vorher der Kohlensiurewirkung ausgeset‘z’teﬁ
Block in isopnenmatischem Formol, so verbreitert sich die rote Randzone
auf etwa 60 Teilstriche (Querdurchmesser des ganzen Schnitts nicht ganz
400 Teilstriche). Dabei ist die Granulierung in den #uleren Teilen der
Randzone weitgehend verschwunden, die Erythrocyten sind zum groBen
Teil wieder homogen rot, im Dunkelfeld optisch leer. Der briiske
Wechsel des Gasmilieus fithrt also zu weitergehenden morpholegischen
Verinderungen als die Belassung unter Kohlenstiurewirkung auch wih-
rend des Vorgangs der Fixierung..

Die granulierten Erythrocyten der Kohlensidureperipherie sind
weiterhin beeinfluBbar. Sauerstoffbehandlung bringt keine wesentliche
Anderung, wohl aber Wasserstoff- und Kohlenoxydbehandlung. Wasser-
stoff 148t das Rot der Peripherie, von einem ganz schmalen Randsaum
abgesehen, vollig verschwinden. Die Erythrocyten sind nun klecksig
blau oder schattenhaft blau, im Dunkelfeld fast alle optisch leer. Der
Agar enthiall kleinste blaue Kérnchen und ist zu einem plumpen Maschen-
werk mit kleineren und grofleren Maschenriumen zerrissen, - offenbar
eine mechanische Wirkung des nach Entfernung ans der Kohlensdure-
umo"ebung plétzlich freiwerdenden Gases.

“Weniger intensiv ist die Kohlenoxydwirkung. Auch hier st die
Granulierung weitgehend geschwunden.” Die- Erythrocyten sind nun
zunichst in einer etwa 20 Teilstriche breiten Zone (Objektiv 16 mm
Okular 7 X ) blau, schattenhaft oder mehr oder weniger klecksig, weiter-
hin ganz hellrot, wenig oder tiberhaupt nicht granuliert.

"Wir erkennen also bei der Beeinflussung der Blockperiphérie eine
Sonderstellung der Kohlensiure; Blocke, die mit den tibrigen Gasen be-
handelt sind, und nicht behandelte Blécke zeigen keine wesentlichenUnter-
schiede. Wasserstoff und Kohlenoxyd zeigen aber eine recht deutliche
Wirkung, wenn sie Erythrocyten antreffen, die durch Kohlenssure be-
reits'stark veriindert sind. Die Veriinderungen der Blockperipherie schei-
den fiir unsere Fragestellung aus; die Erythrocyten in Organschnitten
siid’ ot oder blau, aber nicht so weitgehend morphologisch versindert.

DPas durch andere Firbbarkeit der Blutkérperchen schon makroskopiseh
hervorgehobene Zentrum wiederholt die Form des ganzen Blocks: d. h. wie
auf dem Blockquerschnitt die 3 Grenzlinien sich in 2 rechten und 1 spitzen
Winkel treffen, so treffen sich auch die Grenzlinien des Zentiuimguer-
schnitts gegen die Peripherie in 2 rechten und 1 spitzen Winkel. Wie
verhalten sich nun mikroskopisch die zentral gelegenen Erythrocyten?

“In einem sofort nach dem Erstarren in Formol gebrachten Agar-
bloek firben sich die Erythroeyten im Zentrum rot. Sie zeigen Bikonkav-
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form, mit grofer ungefirbter zentraler Delle und schmalem rotem
Randwulst (scheinbar Rettungsringform). Der Rand ist rund oder
héufiger leicht eingekerbt (beginnende Schrumpfung). Im Dunkelfeld
sind die Erythrocyten optisch leer. Behandelt man den Agarblock vor
der Fixierung mit Sauerstoff, Wasserstoff oder Kohlenoxyd, so zeigt
sich keine Anderung der Farbbarkeit, Form und des Dunkelfeldbefunds
der zentralen Erythrocyten. Anders bei Behandlung mit Kohlensiure.
Bei geniigend langer Einwirkung ist schon makroskopisch das Zentrum
des Schnittes blau. Alle Erythrocyten zeigen sich bei mikroskopischer
Betrachtung blau gefarbt. Aber auch ihre Gestalt hat sich ver#indert.
Sie sind unter Wahrung ihres Durchmessers und der Bikonkavform
gequollen, was sich in einer Verbreiterung des Randwulstes und einer
entsprechenden Verkleinerung der zentralen Delle duBert; die scheinbare
Rettungsringform ist plumper geworden. Die periphere Begrenzung
ist meist eine kreisrunde, was im Gegensatz zu der sehr haufig leicht
eingekerbten Peripherie nicht oder anders vorbehandelter Blutkdrperchen
hervorgehoben zu werden verdient. Nicht ganz selten finden sich etwas
kleinere, homogen blaue Scheiben. Mit Kohlensiure vorbehandelte
Erythrocyten sind homogen blau, im Dunkelfeld optisch leer.

- ; Hat die Kohlensidure nicht lange genug eingewirkt, so wird nicht das
ganze Zentrum blau, sondern es bleibt je nach der Dauer der Einwirkung
ein griferer oder kleinerer roter Kern bestehen. Dieser Kern wiederholt
nicht in Gestalt seines Querschnittes die Gestalt des ganzen Blocks, son-
dern zeigt eine ovalire Begrenzungslinie gegen die bereits blau gewordenen
peripheren Teile des Zentrums. Mikroskopisch ist die Grenze zwischen dem
roten Innenbezirk und dem blauen Aufenbezirk eine recht breite, indem
sich in breiter Zone rote und blaue Erythrocyten gemischt finden; auch
in den zentralen Teilen sind blaue Erythrocyten nicht ganz selten.

Wir haben nun gesehen, dafl durch Kohlensiureeinwirkung eine
Umstimmung der Erythrocyten im Sinne der Blaufirbung erreicht wird.
Wenn aber Kohlensiurebindung Blaufirbung bedingt, dann muB sich
der Erythrocyt nach Entfernung der Kohlensiure, also nach Wieder-
herstellung des Status ante wieder rot firben. Das ist in der Tat der
Fall. Wird ein Blutagarblock nach Kohlenséurevorbehandlung Sauer-
stoff ausgesetzt, so firben sich die Erythrocyten seines Zentrums
wieder rot, und das Zentrum erreicht wieder seine urspriingliche Aus-
dehnung und Form. Die letztere Tatsache fallt besonders bei Agar-
blocken auf, bei denen infolge kiirzerer Vorbehandlung die Kohlen-
sdurewirkung nicht ins Innerste des Zentrums vorgedrungen ist. Be-
handelt man solche Bldcke mit Sauerstoff, Wasserstoff oder Kohlenoxyd,
so ist die Folge im wesentlichen die gleiche, wenn auch das Ausmaf
der Veranderung ein etwas verschiedenes: der kleine rote, ovalir sich
abgrenzende Innenkern wird viel groBer, der blaue, nach auBen folgende
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Saum wird entsprechend kleiner; dabei ist der groBler gewordene rote
Kern nicht ovalar geblieben, sondern seine Grenzlinien bilden wieder
zwei rechte und einen spitzen Winkel.

Unvorbehandelt in ein nur Sauerstoff oder nur Wasserstoff ent-
haltendes Formol gebrachte Agarblicke zeigen Rotfirbung der zentralen
Erythrocyten. Enthalt dagegen das Formol nur Kohlensiure, so wird
der blaue duBere Streifen bedeutend breiter und dringt somit in das
aubere Gebiet des Zentrums vor. Viel intensiver wird diese Wirkung,
wenn man nicht Nativblut, sondern in Ringerlosung gewaschene Ery-
throcyten in Agar einbettet. Der blaue Streifen ist nun noch viel mehr
verbreitert, und auch in dem kleinen roten zentralen Kern finden sich
neben den roten sehr zahlreiche blaue Erythroeyten.

Die durch Kohlensgurezufuhr erreichte farberische Umstimmung
der Erythrocyten wird also durch Kohlensiureentziehung wieder
rilckgingig gemacht. Wie verhalten sich nun fixierte unvorbehandelte
Erythrocyten gegen Kohlensiurebehandlung und fixierfe, mit Kohlen-
siure vorbehandelte Erythroeyten gegen Sauverstoffbehandlung? Beide
bleiben unverdndert: der fixierte Erythrocyt ist durch Kohlenséure
nicht mehr beeinfluBbar; wurde er nach Kohlensdurezufuhr fixiert,
80 bleibt der Versuch des Kohlensidureentzugs wirkungslos, d. h. der
Erythrocyt bleibt rot bzw. blau.

Wenn wirklich die Bindung der Kohlenséure an die. Globinkompo-
nente des Blutfarbstoffs der Blaufarbung der Erythrocyten zu Grunde
liegt, so konnen wir eine Umstimmung der Farbbarkeit bei anderen
Zellen, bei Zellkernen und bei Interzellularsubstanzen durch einfache
Gasbehandlung nicht erwarten. .In der Tat werden Kerne oder Proto-
plasma - der Leberzellen, der Nierenepithelien, der Schlingenelemente
der Nierenglomeruli, kollagene Fasern durch Sauerstoff- oder Kohlen-
séureeinwirkung in keiner Weise beeinflufit; alle genannten Gebilde firben
sich bei den erwihnten Vorbehandlungen nach Alzheimer stets blau.

Fassen wir die beobachteten Tatsachen unter Ausschlufl der Befunde
an der Blockperipherie zusammen: frisch eingebettete unvorbehandelte
und mit Sauerstoff, Wasserstoff und Kohlenoxyd vorbehandelte Ery-
throcyten firben sich nach Alzheimer rot. Bei Behandlung mit Kohlen-
saure farben sie sich blau. LaBt man der Kohlensdureeinwirkung eine
Prozedur folgen, die den Wiederaustritt der Kohlensiiure zur Folge hat
(Sauerstoff, Wasserstoff, Kohlenoxydeinwirkung), so tritt wieder Rot-
farbung ein. Der Gasgehalt. des zur Fixierung dienenden Formols ist
tir die Farbbarkeit unvorbebandelter Erythrocyten nicht gleichgiiltig.
Kohlensiurebehandlung fixierter Erythrocyten hat keine Blaufdrbung
zur Folge. Bei nach Kohlensiureeinwirkung fixierten Erythrocyten
kann die Blaufirbung durch Sauerstoff, Wasserstoff- oder Kohlen-
oxydbehandlung nicht mehr verhindert werden. Andere Zell- und
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Gewebselemente zeigen keine Beeinflussung ihrer Farbbarkeit durch
Zufithrung oder Entziehung der respiratorischen Gase.

Unter Beriicksichtigung aller genannten Tatsachen diirfte die SchluB-
folgerung berechtigt sein: Ein kohlens@urefreier bzw. sehr wenig Kohlen-
sdure enthaltender Erythrocyt farbt sich nach Alzheimer rot; ein kohlen-
siurereicher farbt sich blaw. Gleichgiiltig ist es, ob das Hdmoglobin redu- -
ziert ist oder Samerstoff oder Kohlenoxyd gebunden hat; der Erythrocyt
farbt sich in diesen Fillen siets rot.

Damit diirfte aber auch die Méglichkeit gegeben sein, die in der Natur,
d. h. am Sektionsmaterial zu beobachtende Zwiespéltigkeit der Erythro-

Fall 1.

cytenfarbung zu erkléren: Blaufirbung deutet auf postmortale Kohlen-
sdureproduktion hin. Damit wird ohne weiteres die Tatsache verstindlich,
daf geradeim Zentralnervensystem eine Blaufarbung so selten vorkommt;
denn hier hort sofort nach dem Tode die Funktion und sehr bald auch
der Stoffwechsel auf, wihrend andere Organe viel linger, unter giinstigen
Bedingungen zum Teil viele Stunden lang leben und Stoffwechsel zeigen.

Anhang: Zur Technik.
Das Blut wird in einem Reagensglas mit etwas Citratringerlosung
aufgefangen. Man kann dieses Nativblut beniitzen oder durch mehr-
faches Waschen in Ringerldsung eine Blutkérperchenaufschwemmung
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herstellen. Einbettung in 51/, proz. Ringeragar, der nicht mit Uber-
druck hergestellt sein darf. Der kalottenférmige Blutagarblock wird
durch zwei zu einander rechtwinklig stehende Halbierungsschnitte
gevierteilt. Ein solcher Viertelblock hat 2 natiirliche (plane und konvexe)
und 2 kiinstliche (durch die Vierteilung entstandene) Grenzflachen.

Fall 2.

Erklir. s.

Grenzflichen sind solche Oberflichen des Blockes, von denen aus die
Brythrocyten beeinfluft werden, und zwar in Oberflachennihe anders als
in Oberflichenferne. Daraus ergeben sich die Begriffe Peripherie und Zen-
trum. Die Gasbehandlung erfolgt in groBen Gaswaschflaschen, deren zu-
fithrendes Glasrohr eine Korkscheibe durchbohrt. Die Blécke werden auf
die Korkscheibe gestellt oder in die von dem Gas durchperlte Ringerldsung
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gelegt. Durch Nachschaltung einer oder mehrerer weiterer Waschflaschen
kann der Gasdruck gesteigert und das Riickstromen atmosphérischer Luft
verhindert werden. Nach dem gleichen Prinzip erfolgt die Fixierung in
Sauerstoff-, Wasserstoff-, Kohlensiureformol (unipneumatische Fixation).
Die Formollgsung wird etwa 2 Stunden von dem gewiinschten Gas durch-
perlt, hierauf der zufithrende Gummischlauch der Formolflasche und
der abfithrende einer nachgeschalteten Flasche abgeklemmt. Das Ganze
bleibt bis zur vollendeten Fixierung (mindestens 24 Stunden) stehen.

Die Einhaltung der oben angegebenen Konzentration des Fixierungs-
mittels ist unbedingt erforderlich; bei schwicherer Konzentration
sind die Resultate andere. )

Durchschneidet man einen unfixierten Block, so entsteht an jedem
Teilstiick eine neue Grenzfliche; durchschneidet man einen fixierten
Block, so entsteht eine Schnittfliche, *denn fixierte Erythrocyten
werden nicht mehr beeinflufit. .

Wird ein fixierter Blutagarblock parallel zu einer kiinstlichen Grenz-
flache durchschnitten, so bestehen zwei Moglichkeiten: fithrt man den
Schnitt sehr nahe an der Grenzfliche, so entsteht ein Flachschnitt der
Peripherie; fithrt man ihn in mehr als Peripheriebreite von ihr entfernt,
so ergibt sich ein Querschnitt durch Peripherie und Zentruni. Hieraus
folgt, daB auf das Mikrotom nicht eine Grenzfliche, sondern eine neu
gesetzte Schnittfliche zu legen ist.

Die Schnitte werden mit dem Gefriermikrotom hergestellt, etwa
40 p dick. Die Farbung erfolgt in der iiblichen Weise: ein Tag Glia-
beize, 2 Stunden Phosphormolybdénsaure, 1 Stunde Mannsche Lisung.
Differenzieren in 96 proz. Alkohol, Aufziehen auf Deckglas, Abtrocknen,
Xylol, Canadabalsam. '

Legt man Wert auf die Darstellung der Erythrocytenform, so empfiehlt
sich Fixierung des Nativbluts im Reagensglas mit dtinnerem Formol
(1 Teil Formalin auf 9 Teile Ringer, dazu die entsprechende Menge
Kochsalz); Farbung der Schnitte mit Himalaun-Eosin. Eine Mitfarbung
des Agars wird durch kurze Differenzierung in Salzsiiure-Alkohol
verhindert. Die Methode ergibt auch brauchbare Leukocytenbilder,

Erklirung der Abhildungen.
Fall 1.

Nativblut, in Agar eingebettet. Gasbehandlung in durchperlter Ringerlosung
1Y/, mal vergroBert.
. unvorbehandelt.
. 2 Stunden Sauerstoffeinwirkung.
3. 2 Stunden Kohlenoxydeinwirkung.
. 2 Stunden Wasserstoffeinwirkung.
. 2 Stunden Kohlens#ureeinwirkung.
4., 6., 8. Gleiche Vorbehandlung wie 3., 5. u. 7. Fixation in isopneumati-
schem Formo).
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Man beachte das Ausbleiben der peripheren Differenzierung an der Aufliege-
fliche bei Block 1, 2, 3 u. 5, ihre allseitige Ausbildung bei der isopneumatischen
Fixation, da der Block hierbei von dem durchstrémenden Gas stindig bewegt wird.

Fall 2.

Ringeraufschwemmung gewaschener Erythrocyten, in Agar eingebettet.
Gasbehandlung auf der Korkscheibe der Gaswaschflasche. 11/,mal vergréBert.

1. unvorbehandelter Block.

Die rote PeriphericauBlenzone ist hier breiter, daher bereits makroskopisch
gichtbar.

2. 2 Stunden Kohlenséure.

Die rote Peripherie ist so schmal, dafl sie makroskopisch nicht erkennbar ist.

3. 2 Stunden Kohlensaure, hierauf

1 Stunde Sauerstoff.

Man beachte den blaulich schimmernden Kern in dem wieder rot gewordenen
Zentrum.

Fall 3.
Nativblut in Agar eingebettet. Gasbebandlung in durchperlter Ringerldsung,
2mal vergriflert.
1. 1 Stunde Kohlensiure.
Die Kohlensiurewirkung ist noch nicht bis zur Blockmiite vorgedrungen.
Ovale Abgrenzung des rot gebliebenen Kerns.
2. Kohlensiiure 1 Stunde, hierauf
Sauverstoff 1 Stunde.

3. Kohlensiure 1 Stunde, hierauf
Wasserstoff 1 Stunde.

4, Kohlensiure 1 Stunde, hierauf
Kohlenoxyd 1 Stunde.

Bei 2, 3 und 4 ist das rote Innengebiet viel grofler geworden und ahmt die
Form des ganzen Blockes nach. Der rote Rand bei 2 gut erhalten, bei 3 kaum
sichtbar, bei 4 sehr blaf.

5. Kohlensure 1 Stunde;

TFixation;
Sauerstoff 1 Stunde.
Ein EinfluB der Sauverstoffbehandlung ist nicht erkennbar,



