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Uber den Bau der Erythrocyten.

I1I. Mitteilung.

Untersuchungen iiher die Heinz-Ehrlichschen hiimoglobinimischen
Innenkdérper.

Von
M. Gutstein und G. Wallbach.

Mit 8 Textabbildungen.

(Bingegangen am 4. August 1927.)

Bekanntlich hat man in den Erythrocyten, die sowohl im frischen
als auch fixiertem Praparat bei den tblichen Firbemethoden gewdhn-
lich homogen und strukturlos erscheinen, unter pathologischen Be-
dingungen runde, kérperhafte Gebilde auftreten sehen. Zuerst hat wohl
Heinz hauptséichlich bei Pyrodinvergiftung von Warmbliitern einen
solchen Kérper innerhalb des Erythrocyten geschen, der sich im Supra-
vitalpriaparat stark mit Methylviolett anfarbte. Spiter wurde von Ehr-
lich die Gleichheit dieser Blaukérperchen von Heinz mit seinen héamo-
globindmischen Innenkérpern festgestellt. Diese Gebilde erhielt Ehrlich
durch Methamoglobingifte und hielt sie durch ihre besondere Affinitat
zum Fosin im fixierten Préparat fir gentigend charakterisiert. Beide
Forscher haben wohl angenommen, dafl es sich um nekrotisiertes Proto-
plasma der roten Blutkérperchen handelt, d. h. also um Gebilde, die nicht
vorgebildet im Erythrocyten vorhanden sind, sondern wahrscheinlich
als Reaktionsprodukte auf die Vergiftung entstehen. Bemerkenswert
ist noch, dafl Ehrlich auf Grund der starken Eosinophilie der Ansicht
zuneigte, daBl sie Methdmoglobin oder veréindertes Hamoglobin ent-
halten.

Nach der Auffindung dieser methamoglobindmischen Innenkérper
sind es hauptséchlich 2 Fragen gewesen, die in der Folge zahlreiche Unter-
sucher beschaftigt haben, und zwar 1. sind die Heinz- Ehrlichschen Korper
vorherbestehende Gebilde oder Reaktionsprodukte, die durch die Ver-
giftung entstanden sind ? und 2. die chemische Zusammensetzung dieser
Gebilde; enthalten die Heinz-Ehrlich-Kérper Methdmoglobin oder andere
Abbaustufen des Hamoglobins? Von den Entdeckern Heinz und Hhr-
lich wurde, wie bereits erwéhnt, angenommen, daf} diese endoglobuliren
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Gebilde erst durch den VergiftungsprozeB als solchen entstehen sollten.
Es sollte sich um partielle Nekrosen des Erythrocytenkérpers handeln,
die nun als korperhafte Gebilde deutlich hervortreten. Spiter wurde
von Schmauch hervorgehoben, dall auch in den normalen Erythrocyten
der Katze solche endoglobularen Korperchen sichtbar sind; doch sind
diesem Forscher sicherlich teilweise Verwechslungen mit Jollykérperchen
unterlaufen. Ahnliche Gedankengénge scheinen auch Schwalbe und Solley
zu vertreten, da sie auch solche Gebilde im normalen Blut nach der Ge-
rinnung auftreten sahen. Die meisten Hamatologen dagegen vertreten
im Gegensatz zu diesen Untersuchern die Ansicht, daB es sich in Uberein-
stimmung mit Heinz und Ehrlich um neu entstandene Gebilde handelt,
darunter besonders die Pappenheimsche Schule. Einen anderen Stand-
punkt scheint Schilling einzunehmen, der die Priexistenz dieser Gebilde
als vorliegend erachtet. ,,Heinzkérper sind nur substanziell pathologisch
etwas verdnderte Kapselkdrper und in jedem Erythrocyten, wahrschein-
lich mehr oder weniger gut erhalten, dauernd vorhanden®. Schilling
macht auch darauf aufmerksam, daf es histologisch einleuchtender ist,
wenn die partielle Nekrose des Erythrocytenkorpers, wie Ehrlick behaup-
tet, einen histologisch differenzierten Abschnitt des Erythrocyten be-
trifft. Durch die Vergiftung erfahren jedoch die Heinz-Ehrlichschen
Korperchen (H.E.K.), vielleicht durch Aufnahme von Methimoglobin
oder dhnlichen Abbauprodukten des Hb. (Hamoglobin) eine Erhohung
ihrer Widerstandsfihigkeit gegeniiber himolytischen Einflissen. Ahn-
liche Gedanken vertrat frither schon Pappenheim. .

Eine andere Fragestellung, die im Anschlufl an die Entstehung der
H.E.K. interessiert, ist die, ob wirklich diese Gebilde den von Ehrlich
eingefithrten Namen ,hdmoglobindmische Innenkdrper’ verdienen.
Ehrlich sah an diesen Gebilden als wesentlichen Bestandteil Hb., in
einer widerstandsfahigeren Form, vielleicht Methb., oder ein polymeres
Hb., und er wurde besonders durch die gesteigerte Fosinophilie ,,dieses
intraglobularen Hb.* zu dieser Ansicht gefiihrt. Ebenfalls sprach auch
fir diese Anschauung die Tatsache, da die H.E.K. durch Methb.-Gifte
hervorgerufen werden. Die H.E.K. werden also als Hb.-haltige Mikro-
cytenabsprengungen aufgefafit, durch welche Ausgleichserscheinung
das Blut seine respiratorische Oberfliche trotz der Giftwirkung zu
erhalten trachtet (Hhrlich).

Gegen die Annahme des Hb.-Gehaltes der H.E.K. wurden von der
Pappenheimschen Schule Einwénde gemacht. Doch glaubte auch
Pappenheim, dafl ein dem Methb. nahestehender Kérper in den Heinz-
korperchen enthalten sei. Ein Vorhandensein von Methb. selbst wurde
jedoch vollkommen abgelehnt; im allgemeinen wurde das Vorhandensein
. von vergifteten nekrobiotischen eiweiBhaltigen, vielleicht auch eiweiB-
freien Blutfarbstoff mit Stromalipoid angenommen. Und auch in der
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néchsten Arbeit aus der Pappenheimschen Schule von Dora Friedstein
wird auch noch das Vorhandensein einer dem Hb. dhnlichen Substanz
angenommen. Als hauptsichlichen Bestandteil der Heinzkérperchen
wurde jedoch ein Lipoid vermutet, das, nach der Vitalfirbung mit Nilblau
und anderen Farbstoffen zu urteilen, ferner nach seinen Léslichkeits-
bedingungen in Form einer LipoideiweiBverbindung enthalten sein diirfte.
Als dann spater Hortwich und Suzuki eine neue Methode ausfindig
machten, die HE.K. zu isolieren, die eine makroschemische Analyse
derselben ermoglichte, wurde von diesen Verfassern auch noch an dem
Vorhandensein von Hb.-Produkten festgehalten, von Methb. jedoch
abgelehnt. Besonders hebt Suzuke hervor: Wiren die roten Blutkdrper-
chen selbst Methb.-haltig, bzw. ihr Hb. vollstandig in Methb. umge-
wandelt, so miite das Tier ja ersticken.

Die néchste Arbeit aus der Pappenheimschen Schule, die sich mit
der Chemie der Substanz der H.E. K. befaBt, stammt von Kunkel. Die
E.H.X. enthalten nach diesem Autor als wesentlichen Bestandteil einen
EiweiBkorper, den man als denaturiertes Histon ansprechen kann.
Der betriachtlichste Teil der H.E.K. besteht jedoch aus Lipoid, das viel-
leicht als Diamidophosphatid aufgefalit werden kann. AuBerdem fand
Kunkel, was wir besonders unterstreichen wollen, in den H.E. K. etwas
Eisen in auBerordentlich geringen Mengen, die spektroskopisch nicht
mehr nachweisbar waren. Wegen dieser geringen Menge war eine nihere
Charakterisieruug nicht moglich; jedenfalls sei es sicher, dafl es sich
nicht um Hb. handelt.

Die Befunde von Kunkel, dall die H.E.K. kein verdndertes Hb.,
dagegen erhebliche Mengen Phosphatide enthalten, muf daher die An-
nahme von Heinz und Ehrlich, dall es sich um neu gebildete Kérper
handelt, als sehr fraglich erscheinen lagsen. Denn es ist nicht einzusehen,
warum die Methb.-Gifte imstande sind, Gebilde zu erzeugen, die sich
durch eine véllig andere chemische Zusammensetzung auszeichnen.
Dagegen wiirde die Ansicht Schillings, daBl es sich um préexistente
Gebilde handelt, den Befunden Kunkels nicht widersprechen. Doch
wird die Ansicht Schillings von den meisten Hamatologen bestritten,
mit der Begriindung, dafl die normalen Erythrocyten keine Struktur
erkennen lieBen (Weidenreich u. a.). Diese Einwénde erscheinen aber
nicht mehr stichhaltig, nachdem wir in der vorhergehenden Mitteilung
Methoden beschrieben haben, die an Erythrocyten zwei wohl charakteri-
sierte Gebilde erkennen kassen, Innenkérper und Innenkérperchen.
Unsere Befunde, die z. T. mit Schillings Angaben iibereinstimmen diirften,
sind um so beachtenswerter, als sie die Gebilde neben dem Hb. und in
einer Kontrastfarbe zu demselben erkennen lassen. Es dréingte sich daher
uns die Frage auf, ob die H.E.K. dasselbe sind, wie die von uns in nor-
malen Erythrocyten gefundenen Innenkorper oder Innenkérperchen.
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Zur Erzeugung der H.E.K. spritzen wir in Anlehnung an die Pappen-
heimsche Methodik ein Gemisch von 1proz. Toluylendiamin (1:2:4)
und 1proz. Pyrodin zu gleichen Teilen in Dosen von 0,5 ccim Méusen
oder 5 ccm Kaninchen an 2 aufeinanderfolgenden Tagen ein. Bereits
nach 2 Tagen traten die H.E.K. auch im ungefirbten Ausstrichpriparat
deutlich hervor. Die Fixierung der Ausstrichpréparate erfolgte nach
unseren fritheren Methoden durch 24 Stunden Aufenthalt in Alkohol-
Ather aa, dann wurden nach Abspiilen der Priparate mit Wasser die
folgenden Féarbungen vorgenommen.

I. Farbung mit basisehen Farbstotfen.

Bei Farbung mit basischen Farbstoffen reiflen die H.E.K. den Farb-
stoff starker an sich als der iibrige Leib des Erythrocyten. Es gelangen
daher die H.E.K. elektiv zur Darstellung. Im
folgenden wollen wir nur eine kleine Auswahl
von Farbungen mit basischen Farbstoffen
beschreiben, da die iibrigen Farbstoffe in der
Regel sich prinzipiell gleichartig verhalten.

1. Carbolmethylenblaumethode.

Technik. Die Blutausstriche gelangen
nach der Fixation fiir etwa 1/, Minute in eine
Carbolmethylenblaulosung (1proz. wasserige
Methylenblaulésung und 5% Carbolsdure zu
gleichen Teilen). Abspiilen mit Wasser,
Trocknen.

Firbungsergebnisse. Die Erythrocyten
werden teilweise von einer auBerordentlich

Abb. 1. Carbolmethylenblau-
methode. Die Erythrocyten wer-
den unscharf begrenzt. Eine be-
sonders starke Farbung zeigt
die Membran der HEX. Um
diese Membran zeigt sich eine
schwiicher gefdrbte Zone. Mehrere
freiliegende H.E.X. mit deutlicher
Membran und heller AuBenzone.
Samtliche Abbildungen sind bei
1/, Immersion und Okular 4
(Leitz) von Herrn M. Landsbery

. . . gezeichnet.
feinen Membran begrenzt oder sie sind un-

scharf begrenzt. Eine besonders starke Firbung zeigt die Membran
der H.E.K. Um diese Membran zeigt sich oft eine schwicher gefarbte
Zone. Im Ausstrich zeigen sich noch mehrere freiliegende H.E.K.
mit deutlicher Membran und z. T. heller AuBlenzone (Abb. 1).

2. Methylviolettmethode.

Technik. Die fixierten Blutausstriche gelangen etwa fiir 1/,—1/, Mi-
nute in Methylviolett'. Abspiilung und Trocknung.

Férbungsergebnisse.  Undeutlich begrenzte Erythrocytenkérper,
starke violette Farbung der Membran der H.E.K. mit heller Auflenzone.
In der Mitte der Abbildung befindet sich ein Erythrocyt mit deutlicher
Membranfarbung, der im Begriff ist, sein H.E.K. auszustoBen (Abb. 2).

1 Es wurden, soweit nicht eine andere Zusammensetzung ausdriicklich an-
gegeben ist, Iproz. wisserige Losungen der Farbstoffe verwendet.

10*
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3. Carbolfuchsinmethode.

Technik und Farbungsergebnis entsprechen vollkommen den soeben
beschriebenen Methoden. Erythrocytenmembran deutlich sichtbar,
scharf abgegrenzt. Innerhalb des Erythrocyten zentrisch oder exzen-
trisch die H.E.K. mit starker Rotfarbung ihrer Membran. Bemerkens-
wert ist hier, dafl am Rande der H.E.K. oft ein kleines dunkles Piinkt-
chen hervortritt, offenbar unser frither beschriebenes Mikrogranulum
{Abb. 3). (Vgl. auch II. Mitteilung.)

II. Firbung mit sauren Farbstoffen.

Die sauren Farbstoffe haben den Vorteil, daB sie schon beischwéacherer
Fixierung der Ausstriche, die Erythrooyten zu firben gestatten ohne
Gefahr der Schidigung und daB sie mit Leichtigkeit eine Kontrastfarbung
der H.E.K. zu dem iibrigen Erythrocytenleib erméglichen.

Abb. 2. Abb. 3, Abb. 4.

Abb. 2. Methylviolettmethode. Undeutlich begrenzte Erythrocytenkorper, stark violette Firbung
der Membran der H.E.X. mit heller AuBenzone. Rechts findet sich ein Erythrocyt mit deutlicher
Membranfirbung. der im Begriff ist, sein HE.K. auszustoBen.

Abb. 3. Carbolfnchsinmethode. Erythrocytenmembran deutlich sichtbar, schari abgegrenzt.
Tnnerhalb des Erythrocyten, in der Mitte oder auBerhalb von ihr die HEK. mit starker Fuchsin-
farbung ihrer Membran. Am Rande der H.E.K. ein kleines dunkles Piinktchen, das Mikrogranulum.

Abb. 4. Pikrinsiure-Guineagriinmethode. Erythrocyten unscharf begrenzt, Erythrocytenleib
griin, die HE.K.-Membran ebenfatls griin gefiirbt, wihrend diese Gebilde selbst einen gelben
Farbenton angenommen haben. An einem hinreichend unversehrten Erythrocyten Gelbfirbung des
Erythrocytenkorpers wegen des Hb-Gehaltes, griine Erythrocytenmembran deutlich erkennbar.

4. Pikrinsdure-Guineagrimmethode.

Technik. Die fixierten Blutausstriche gelangen etwa fir 1/,—1/, Mi-
nute in eine gesittigte wisserige Pikrinséurelosung, bis gerade eine
deutliche Anfirbung des Ausstriches zutage tritt. Nach Abspiilen ge-
langen die Ausstriche fiir etwa 1/, Minute in Guineagriin. Abspiilen und
Trocknen.

Férbungsergebnisse. Die Erythrocyten sind unscharf begrenzt,
der Erythrocytenleib nimmt einen griinen Farbton an. Die H.E.K.-
Membran ist griin gefirbt, wihrend der H.E.K. selbst einen gelben Far-
benton angenommen hat. Ist der Erythrocyt noch hinreichend unver-
sehrt so daB der Erythrocytenkorper infolge seines Hb-Gehaltes sich
gelb farbt, so ist die griine Erythrocytenmembran deutlich erkennbar
(Abb. 4).
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5. Erythrosin-Guineagriinmethode.

Technik. Die fixierten Blutausstriche gelangen zunichst in Erythro-
sin (ca. 1/, Minute), nach Abspiilen Farbung (*/, Minute) mit Guinea-
grim. Abspiilen und Trocknen.

Die Farbungsergebnisse entsprechen vollkommen der vorigen Me-
thode, nur sind alle vorher mit Pikrinsdure gelb gefirbten Teile jetzt
rot gefirbt.

Doppelfarbungen lassen sich auch in der Weise erzielen, dafl man
die Ausstriche mit einem sauren Farbstoff vorfarbt und gewisse basische
Farbstoffe folgen laft.

6. Erythrosin-Victoriablaumethode.

Technik. Die Ausstriche gelangen zuerst in eine Erythrosin- oder
Eosinlosung fir 1/, Minute. Nach Abspiilung 10—15 Sekunden Férbung
mit Victoriablau-B (Kahlbaum). Sobald der
Ausstrich einen leicht bldulichen Farbton an-
nimmt, wird die Farbung unterbrochen, da
sonst zu leicht eine Zerstérung des Blutaus-
striches erfolgt. - Abspiilen und Trocknen.

Farbungsergebnisse. Der Erythrocytenleib

zeigt einen hellblanen Farbton, die HE.X.,
in der Mitte oder auBlerhalb davon im Ery-
throcyten gelagert, ebenfalls extraglobulir,
zeigen eine dunkelviolette Membran. Der
H.E.K. selbst ist eosinrot (Abb. 5).

Die zuletzt beschriebene Methode ist
technisch nicht ganz leicht, da das Victoria-
blau nur sehr kurze Zeit einwirken darf. Viel

Abb. 5. Erythrosin-Viktoriablau-
methode. ¥Es handel{ sich hier
um Erythrocyten, die nicht wie
bei den vorigen Abbildungen mit
Pyrodin, sondern mitNilblau ver-
giftet wurden. Erythrocytenleib
zeigt hellblauen Farbenton, mit
scharf begrenzter Membran, Die
H.E.EK. haben eine dunkelviolette
Membran, wihrend diese Gebilde
selbst eosinrot gefdrbt sind.

einfacher und zuverlissiger ist es, wenn man

die mit sauren Farbstoffen vorbehandelten Ausstriche mit Tannin beizt
und dann mit einem basischen Farbstoff nachfarbt. Bezgl. des Wesens
der Tanninmethode verweisen wir auf die I. Mitteilung. (Fol. haemat.
Arch. 33.)

7. Carbolgentianaviolett- Tannin- Pyroninmethode.

Technik. Die fixierten Blutausstriche gelangen fiir 1/, Minute in
Carbolgentianaviolett. Nach dem Abspiilen Beizung mit 5proz. Tannin-
I6sung (2—3 Minuten), Abspiilen mit Wasser, ganz kurze Farbung mit
Pyronin (ca. 1/,—1 Minute).

Firbungsergebnisse. Die HE.K. sind hellviolett gefirbt und von
einer dunkelvioletten Mermabran begrenzt, an die sich nach auBen ein
heller roter Hof anschlieBt. Die Erythrocyten sind meistens ungefarbt,
lassen aber oft eine rote Membran erkennen (Abb. 6).



150 M. Gutstein und G. Wallbach:

IH. Supravitalfirbungsmethoden.

Technik. In Abénderung von Pappenheims Methode der Supra-
vitalfairbung der H.E. K. durch mit Farbstofflosung vorbehandelte Ob-
jekttriger, wobei die ausgestrichenen Erythrocyten vor ihrer Eintrock-
nung in einer feuchten Kammer gehalten werden, damit der Farbstoff
langere Zeit auf die unfixierten Erythrocyten einwirken kann, haben
wir nach dem Vorgange von Guistein (I. Mitteilung) zu einem Tropfen
Blut etwa 1—2 Osen Farbstoff zugesetzt und dieses Gemisch mit einem
Deckglas zugedeckt. Diese Methode hat den Vorteil, daf man die An-
farbung der iiberlebenden Erythrocyten unter dem Mikroskop deutlich
verfolgen kann, und daB sie eine schnelle Anfarbung der H.EX. der im
Serum schwimmenden unverdnderten Erythrocyten gestattet. Als
Farbstoffe benutzen wir fiir diese Methode hauptsschlich Nilblau,
Victoriablau oder Methylviolett (/,proz. Losungen).
Farbungsergebnisse. Nach wenigen Se-
kunden kann man deutlich beobachten, wie
der H.E.K. den Farbstoff aufnimmt: er fithrt
innerhalb des Erythrocytenkorpers tanzende
Bewegungen aus. AuBerdem finden sich frei-
liegende H.E.K., die sich ebenfalls mit den
b, 6. CarboLGentianaviole,, VO™ U8 benutzten Farbstoffen antarben.
Taunin - Pyronin - Methode. Die  1Deutlichist oft der Austritt der endoglobuldren
H.EX. (ebenfalls durch Nilblau  (Jebilde aus dem Erythrocyten zu verfolgen.
hervorgerufen), sind violett ge- . -
firbt und von einer violetten Die Erzeugung der H.E.K. erfolgte bei
ﬁii’ﬁbiﬁﬁefeiifnfg&? I‘;;ef s;crf‘ uns, wie oben hervorgehoben, durch ein Ge-
schlieBt. Erythrocyten ungefarbt, —misch von 2 Methb.-Giften, entsprechend den
assen efne rote Membran e yorschriften der Pappenheimschen Schule.

Immerhin ist es bemerkenswert, dafl nicht
alle Methb.-Gifte, die H.E.K. zu bilden fihig sind. So vermdgen z. B.
Toluylendiamin oder Pyrogallol, trotzdem sie starke Mthb.-Bildner
sind, nicht, die H.E. K. hervorzurufen. Auch ist hervorzuheben, daf} die
Methimoglobindmie nicht parallel geht mit der Bildung der H.X. K. Wir
miissen auch darauf aufmerksam machen, dafl die in der Literatur immer
wiederkehrende Angabe, die H.E.X. entstehen nur durch Hb.-Gifte,
auch nicht ganz zutreffend ist. Denn es ist uns gelungen im Nilblau
einen Stoff ausfindig zu machen, der zu einer ganz anderen Gruppe von
organischen Koérpern gehért, namlich einem basischen Farbstoff aus der
Oxazingruppe, der regelmifig bei der weillen Maus, H.E.K. hervorzu-
rufen imstande ist, ohne gleichzeitige Methimoglobindmie zu erzeugen.

Die Technik der Nilblaueinfithrung gestaltet sich derartig, daf einer
weilen Maus 0,25 cem einer 0,5 proz. filtrierten Nilblausulfatlésung unter
die Haut, am besten unter die Riickenhaut, eingespritzt wurde. Die Ein-
spritzungsstelle zeigt bereits am nichsten Tage eine Nekrose. Am 2. Tage
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nach der 1. Einspritzung finden sich schon massenhaft oft H.E. K., extra-
und intraglobular vor. Makroskopisch zeigt das Blut einer solchen
Maus eine ganz schwach blauliche Farbe. Doch mufl der Sitz des Nil-
blaus im Blute sicherlich im Plasma sein, da die Innenkérper selbst
und die sonstigen geformten Bestandteile des Blutes bei mikroskopischer
Betrachtung vollkommen farblos erscheinen.

Es muf} natiirlich die Frage aufgeworfen werden, ob die endoglo-
buldren Gebilde, die wir mit dem Nilblau erzeugt haben, tiberhaupt mit
dem H.E.K. gleich sind. Dafiir spricht jedoch nicht nur ihr Verhalten
im ungefiarbten Priaparat, insbesondere ihre duflere Form und ihre Lage
im Erythrocyten, sondern ganz besonders ihr farberisches Verhalten
gegeniiber den von uns angewandten Féarbemethoden. Ohne die ein-
zelnen Farbungsversuche zu wiederholen, wollen wir besonders hervor-
heben, dal das farberische Verhalten der Nilblaukérper und der H.E.K.
dasselbe ist, und zwar im Ausstrichpraparat
ebenso wieim Supravitalpraparat (vgl. Abb. 7).

Dabei moéchten wir betonen, dall uns zum
erstenmal gelungen ist, durch einen Stoff
die H.E K. hervorzurufen, die in keiner
Beziehung zur Methb.- Bildung steht. Wir ha-
ben wiederholt das Blut unserer Nilblau- ., -

7. Methylviolettmethode.
méuse spektroskopisch auf Methb. unter- Mit Nilblan vergitete Erythro-

sucht, ohne auch nur eine Andeutung eines f,iﬁf]?;mD,;‘;nAE‘e’i‘j‘;‘fQ“tsﬁfiﬁﬁﬁ

Absorptionsstreifens im Rot gefunden zu  ders deutliche Membrantirbung
der HEK.

haben.

Was die Frage nach dem Ursprung der H.E.K. betrifft, so glauben
wir, daB unsere Untersuchungen es ziemlich wahrscheinlich machen,
daB die bei den beschriebenen Vergiftungen auftretenden Gebilde als
bereits in normalen Erythrocyten vorhanden angesehen werden miissen.
Dafiir spricht vor allem das farberische Verhalten der H.E.K. gegeniiber
den oben beschriebenen Farbemethoden, mit denen wir in normalen
Saugetiererythrocyten das Vorhandensein des Innenkorpers und Innen-
korperchens nachweisen konnten. Noch nicht sicher zu entscheiden
ist aber die Frage, mit welchem dieser beiden Gebilde des normalen
Frythrocyten die H.E.K. zu vergleichen sind. Doch scheinen uns einige
Eigenschaften der H.E.K. fiir die Annahme zu sprechen, daf} sie sich
vom Innenkdrperchen ableiten. Die Griinde, die dafiir sprechen, sind:

1. Die H.E.K. sind erheblich kleiner als die Innenkérper, wie wir sie
mit den beschriebenen Farbemethoden dargestellt haben;

2. befinden sie sich oft am Rande der Erythrocyten, was wir oft an
den Innenkérperchen, nicht aber am Innenkdrper beobachtet haben;

3. ihr Verhalten bei der Supravitalfarbung: sie lassen sich supravital
mit Nilblau, Victoriablau und Methylviolett darstellen, ebenso wie die
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Innenkérperchen des normalen Erythrocyten, im Gegensatz zu dem
Innenkérper, der supravital tiberhaupt nicht sichtbar gemacht werden
kann.

Bei dieser Gelegenheit mochten wir darauf hinweisen, daf die H.E.XK. bei
unseren Farbemethoden dasselbe Aussehen erkennen lassen, wie der von Schilling
abgebildete himoglobindmische Innenkérper im Blut von mit Phenylhydrazin ver-
gifteten Katzen. Besonders méchten wir darauf aufmerksam machen, daBl das
Granulum am Rande der Innenkérperchen, wie wir es bei der Carbolfuchsinmethode
darstellen konnten, auch in den Schillingschen Abbildungen deutlich hervortritt.

Gegen die Annahme einer Gleichheit von H.E.K. mit den Innen-
korperchen spricht nicht die Tatsache, daff die Pikrinséure-Guineagriin-
methode die H.E.K. gelb, die Innenkérperchen des normalen Erythro-
cyten dagegen griin erscheinen laBt; denn der normale Erythrocyt mit

seinem reichlichen Hb.-Gehalt, das sich be-
sonders an der Peripherie befindet, kénnte
u. E. wohl eine andere Verteilung zwei saurer
Farbstoffe auf die im Innern gelegenen Kor-
perchen bewirken, insbesondere da bei den
Vergiftungen mit Pyrodin oder Nilblau nach

Abb. 8. Hrythrosin-Guineagriin-
Methode. Es handelt sich hier
um Erythrocyten, wie sie sich
etwa 4 Wochen nach Pyrodin-
vergiftung beim Kaninchen vor-
fanden. Deuflich ist die griine
Erythrocytenmembran, das Ha-
moglobin ist rot gefirbt. Inner-
halb des Erythrocyten der helle
griine InnenkOrper, innerhalb
dessen sich meist in der Mitte das
dunkelgriine Innenkérperchen be-
findet. Die Abbildung entspricht
Abbildung 7 der zweiten Mit-
teilung.

Verschwinden des meisten Hb das H.E.K.
der Wirkung der Farbstoffe (Farbung und
Entfarbung) leichter zuginglich ist.

Eine besondere Stiitze fiir unsere An-
nahme, daf der H.E.K. ein verindertes Innen-
kérperchen darstellt, glauben wir in einem
Ausstrichpraparat zu haben, das etwa 4 Wo-
chen nach dem ersten Auftreten der H.E.K.
nach Pyrodinvergiftung beim Kaninchen an-
gefertigt wurde. Abb. 8 stimmt vollkommen

mit Abb. 7 unserer vorigen Mitteilung iiber-
ein. Bei dieser Erythrosin-Guineagriinmethode ist in sehr zahlreichen
Erythrocyten innerhalb des hellgriinen Innenkorpers deutlich ein scharf
begrenztes dunkelgriines Innenkérperchen sichtbar, wahrend beim nor-
malen Erythrocyten nur vereinzelt solche Bilder auftreten.

Das Fehlen des Hb in den vergifteten Erythrocyten ist u. M. nach
der hauptsichlichste Grund, weshalb die H.E.K. so leicht nachgewiesen
werden kénnen, im Gegensatz zu den Innenkodrperchen der normalen
Erythrocyten, die meistenteils durch das Hb. verdeckt und nur durch
besondere Farbemethoden neben dem Hb. sichtbar gemacht werden
konnten. Eine vollige Gleichheit der H.E.K. und der Innenkérper-
chen kann jedoch nicht vorliegen, da sie wesentliche Unterschiede
bei der Hiamolyse zeigen. Wahrend namlich normale Erythrocyten in
hypotonischen Salzlosungen vollig zerstért, und deshalb in dem Bodensatz
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nichts mehr von Innenkérpern und Innenkérperchen aufzufinden ist,
konnte die Pappenheimsche Schule die H.E.K. durch eine solche Himo-
lyse isolieren und genau chemisch untersuchen. Diese chemischen Unter-
suchungen haben auch einwandfrei gezeigt, dafl die H.E.K. reichlich
Phosphatid, etwas Cholesterin und ein basisches Eiweifl (Histon) ent-
halten. Damit stimmen auch unsere firberischen Analysen iiberein.

Die von uns hier angewandten Farbemethoden lassen daraufschlieBen,
dalB sich innerhalb der H.E. K. kein Hb befindet. Gegen das Vorhandensein
von Hb. spricht besonders der Umstand, dafl die H.E.K. eine besonders
starke Affinitdt zu basischen Farbstoffen zeigen. Diese besteht nicht nur,
wie Pappenheim behauptete, bei Supravitalfirbungen; wir konnten nim-
lich in unseren Ausstrichpraparaten die H.E.X. mit vielen basischen Farb-
stoffen darstellen. Die besondere Affinitit der Gebilde zu basischen Farb-
stoffen diirfte ohne Zweifel auf ihrem Phosphatidgehalt beruhen. Daf
Phosphatide, z. B. Lecithin, besonders stark mit basischen Farbstoffen
sich anférben, hat einer von uns frither nachgewiesen (Guistein).

Die Gegenwart von Hb wurde von Ehkrlich daraus geschlossen,
dal} die H.E K. sich besonders stark mit Eosin und anderen ,,Hb-Farb-
stoffen anfarben. U. E. spricht diese Farbbarkeit mit Eosin nicht gegen
die Lipoidnatur der H.E.K., denn das Verhalten 148t sich so erkliren,
daB diese Gebilde infolge ihres hohen Lipoidgehaltes aus dem Eosin
und &hnlichen sauren Farbstoffen die freie Farbséure, die stark lipoid-
I6slich ist, aufnehmen. Beidieser Farbung wire die Aufnahme des sauren
Farbstoffes nicht auf dem Wege einer chemischen Verbindung, sondern
als Losung aufzufassen. Ubrigens verhalten sich die H.E.K. fiarberisch
nicht ganz wie Hamoglobin, denn Ehrlich ist es bereits aufgefallen,
dal} die Farbung mit Hosin bei den H.E.K. viel stirker hervortritt,
als bei dem Hb. Auch konnte Pappenheim und seine Schule feststellen,
daf fiir die Farbung der H.E.K. besonders die lipoidloslichen Chloreo-
sine (Rose bengale) geeignet sind, und mit solchen Farbstoffen sich auch
Supravitalfirbungen hervorrufen lassen. Die gewdhnlichen KEosine
farben dagegen nicht so gut; auch ist es noch nicht gelungen, das Hb
der Erythrocyten supravital anzufirben.

Es ist bemerkenswert, dall Friedstein mit besonderem Nachdruck
auf einen Vergleich zwischen H.E.K. und eosinophilen Granulationen
hinweist. Beide Gebilde zeigen im Ausstrichpriaparat eine starke Eosino-
philie, beide farben sich dagegen supravital nur oder hauptsichlich mit
basischen Farbstoffen. Gerade fiir die eosinophilen Granula ist in letzter
Zeit von A. Neumann die Lipoidnatur dieser Gebilde nachgewiesen wor-
den. Zu demselben Ergebnis kamen auch noch nichtversffentlichte
Versuche von Guistetn und Blumensaat; nach Guistein nehmen die
eosinophilen Granula infolge ihres hohen Lipoidgehaltes ebenfalls auf
physikalischem Wege die Eosinsiure auf.
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Ganz einwandfrei hat Kunkel durch chemische Analysen der isolierten
H.E.K. zeigen konnen, daBl diese Gebilde kein Hb enthalten. Er fand
in den H.E.K. zwar etwas Kisen, doch in so &uBerst geringen Mengen,
dafl es sich spektroskopisch nicht mehr nachweisen lief. Auf Grund
dieser Befunde diirfte nicht mehr daran zu zweifeln sein, dafl die H.E. K.
weder Hb noch abgebaute Hb-Abkémmlinge enthalten.
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