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Einleitung.

Die morphologische Vorstellung, dafl rote Blutkorperchen in hyper-
tonischen Losungen wie eine Blase schrumpfen und in hypotonischen
Losungen einfach platzen und das Hémoglobin abgeben, wird heute
nicht mehr aufrechterhalten. Lassen sich doch auf diese Art physi-
kalische, chemische und serologische Hamolyse nicht erkliren. F. Ron-
som ! fand, daB eine Herausldsung des Cholesterins durch Saponin
Austritt des Himoglobins zur Folge hat, ohne dafl eine besondere Quel-
lung oder Schrumpfung stattgefunden héatte. . 4lbrecht® sah bei
‘leichtem Frhitzen, das nach ldngerer Zeit auch zu Himolyse fiihrte,
Abschniirungsprodokte im Erythrocyten auftreten, die er als kleine,
ungefirbte, matt glanzende Kiigelchen beschreibt und glaubt, dafl deren
Hauptmasse aus Fettsubstanzen bestehe. Er faflt den Hamolysevorgang
als Verseifung in der Hiille der Erythrocyten auf. E. Albrecht und
Hedinger 3 waren es auch, die erkannten, dafl die Stechapfelformen der
Hamolyse vorangehen. Sie zeigten ferner in ihren Versuchen, daf die
fettartige Oberflichenschicht der roten Blutkorperchen des Kaninchen-
blutes bei 51° zum Schmelzen kam. Dieser Schmelzpunkt war mit dem
des Hithnereilecithins gleich. Aus dieser Tatsache und den genannten
Versuchen ergab sich, dafl Lecithin einen wesentlichen Bestandteil am
Aufbau der roten Blutkdrperchen bildet und daff dieses Lipoid bei der
Héamolyse eine Rolle spielt. K. Albrecht* schreibt ferner, dafl keine
Rede davon sein konne, ,,dafl entsprechend der gewdhnlichen Annahme
eine zunehmende Wasserimbibition und schliefilich Platzen der roten
Blutkérperchen ... eintrete’. H. Bechhold ® sah bei Sublimathdmolyse
im Erythrocyten wollkniduelartige Strukturen auftreten und faBt die
Himolyse als ,,Folge der Entmischung der drei in der Blutkorperchen-
hiille vereinigten Bestandteile, des Proteingeriistes, des Lecithins und des
Cholesterins‘® auf. A. Dietrich ® beobachtete, daB knapp vor der Himo-
lyse am Rande der Erythrocyten kleine, glinzende Piinktchen auftreten
und meint, dal dies Lipoidkérnchen sein konnten. W. W. Lepeschkin*
hat kugelige Tropfen am Rande von Froscherythrocyten gesehen, die



Cber die Hiamolyse roter Blutkdrperchen. 3923

sich in hypertonischen Salzlosungen befanden. Er deutet diese Tropfen
als himoglobinhaltige Protoplasmakérnchen.

Aus diesen Beobachtungen geht hervor, daB der morphologische
Vorgang bei der Hamolyse nicht ein einfaches Quellen oder Schrumpfen
der Erythrocyten ist. Wir machten es uns deshalb zur Aufgabe, die
gestaltlichen Vorginge bei der Hdmolyse, insbesondere die Rolle, welche
die einzelnen Bestandteile des roten Blutkirperchens dabei spielen, mit
Hilfe neuer Methoden zu analysieren.

Eigene Befunde.

Eine sehr eindrucksvolle Ubersicht iiber den Hamolysevorgang erhilt
man, wenn man hdmolysierende Streptokokken auf rote Blutkirperchen
einwirken laft.

Hamolysierende Streptokokken und rote Blutkirperchen wurden in einer
gewohnlichen Nahrbouillon angesetzt und in den Brutschrank gestellt. Ein Kontroll-
versuch mit Bouillon und roten Blutkérperchen ohne himolysierende Streptokokken
wurde gleichzeitig angesetzt. Nach je 1 Stunde wurden beiden Réhrchen Proben
entnommen, einige im hiangenden Tropfen beobachtet, andere 15 Sek. in 96 %igem
Alkohol fixiert und nach Manson-Schwarz 5 Sek. mit Methylenblau, wieder andere
nach der Giemsa-Methode gefarbt.

Bereits nach 2 Stunden waren im hingenden Tropfen in der Hiille
vieler Erythrocyten, die unter Kokkeneinwirkung gestanden hatten,
kleine, runde, glinzende Kdérnchen zu sehen. Mit Methylenblau nach
Manson-Schwarz im Ausstrich gefiarbt, wiesen die Erythrocyten eine
bliuliche Farbe auf, ebenso wie die kleinen Kornchen. Zwischen den
kleinen Kérnchen konnten stets schmale Verbindungsbriicken fest-
gestellt werden, so dafl man den Eindruck einer netzartigen Struktur
hatte, auf der die Kornchen aufgelagert waren. Die groBeren dieser
Kornchen firbten sich oft tiefblau. Bei der Farbung nach Giemsa firbten
sich die netzartige Struktur und die kleineren Kornchen rosa bis rot,
die groBeren stets blaulich. Nach 4 Stunden waren fast simtliche roten
Blutkorperchen stark gekornt, wihrend jeweils die Kontrollproben
ungekérnte rote Blutkorperchen zeigten. Nach 6 Stunden waren schon
massenhaft Blutschatten vorhanden. Die dicht granulierten roten Blut-
korperchen zeigten in dem fliissigen Medium ruckartige Bewegungen.
Wurde lingere Zeit ein und derselbe Erythrocyt beobachtet, so sah
man, wie, kurze Ausldufer, die mit kleinen, meist runden Kérnchen
besetzt waren, von der Oberfliche der Blutkdrperchen gewissermafBen
herauswuchsen. Diese Ausldufer vollfithrten ebenfalls ruckartige Be-
wegungen, die an Molekularbewegung erinnerten. Oft waren die Aus-
laufer nur kurz und mit einem Kornchen besetzt. Die Molekularbewegung
eines solchen Kérnchens wurde immer lebhafter, die Verbindung zum
Erythrocyten immer diinner, bis diese schlieBlich entzweiri und das
Kérnchen ruckartig ein Stiickchen weggeschleudert wurde. Manchmal
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waren die Auslaufer linger, astformiy verzweigt und mit zablreichen
kleinen und griBeren Kornehen bhesetzt. Die Kérnchen, dic auf
solchen astartigen Gebilden saBen, farbten sich mit Methylenblau tief
dunkelblau und mit Giemsa ebenfalls dunkelblau. Von den veristelten
Gebilden losten sich entweder einzelne Kérnchen ab, manchmal zwei,
hie und da wurden ganze Aste bei der Ablésung beobachtet. Ofters
konnten ganze Rethen von Kérnchen gesehen werden, die dann lebhaft
an die, zwischen den Blutkorperchen liegenden Streptokokken erinnerten,
sich von diesen aber durch ihre Kleinheit unterschieden; auch lagen die
Kornchen nicht so eng wie die Kokken. Die Losldsung der Kdrnchen
von den Erythroeyten kounte so lange beobachtet werden, als irgendwo
noch Granula der Oberfliche des Erythroeyten anhafteten. Ubrig blieb
ein durchsichtiges, rundes, feinmaschiges Gebilde, das die Form des
ehemaligen Erythroevten hatte und auf dessen Peripherie noch hie und
da ein oder zwei Kérnchen zu finden waren; das Innere des Erythrocyten
war danu meist frei von ihnen.

Die anffilligste Verdnderung in den roten Blutkérperchen withrend
dieser, durch Streptokokken ausgelosten Hémolyse war also das Auf-
treten kleiner, glinzender Kérnchen und ihre Ablosung vom Erythro-
cyten. Um Naheres iber die Natur dieser ,,Hamolysekirnchen (HK)
zu erfahren, wurden rote Blutkdrperchen zuerst unfixiert, dann fixiert
mit verschiedenen Lésungen hémolysiert und nach verschiedenen Me-
thoden gefarbt. Zu wunseren Versuchen erwies sich eine Benzpyren-
Glycerin-Serumltxung  (Bp-GI-8-L), dic nach A. Graffi® hergestellt
wurde, als besoundery geeignet. Diese Losung konnte durch das Glyeerin

- einerseits hypertonisch gemacht werden, andererseits ist das in ihr
enthaltene Benzpyren ein ausgezeichnetes Mittel zur Darstellung kleinster
Spuren von Fettsubstanzen unter dem Fluorescenzmikroskop (W. H.
Ghinther 9). Mit dieser Lowuing konnten wir also Hamolyse und gleich-
zeitiy Firbung von Fettsubstanzen erzielen.

Bevor jedoch diese Lisung zur Hamolyse roter Blutkorperchen ver-
wendet wurde, muBten wir das Verhalten der roten Bluthiérperchen gegen-
itber Glycerin allein prifen.

Aus diesem Grande wurde Glycerin, gekochtes Glycerin (da bei der Bp-GL-S-L
das (ilycerin zwecks Losung des Bp ebenfalls gekocht werden mu8) und Bp-Glyeerin
in drei verschiedenen Eprouvetten mit roten Blutkdrperchen angesetzt. In be-
stimmten Zeitabschnitten bis zu 5 Stunden wurden den Réhrehen Proben ent-
nommen, Deckglischenaufstriche angefertigt und unfixiert und ungefirbt be-
trachtet.

Ein Teil der roten Blutkorperchen zeigte mehr oder minder aus-
gebildete Stechapfelformen. HK konnten selbst nach lingerer Versuchs-
dauer nicht beobachtet werden. Da die drei Fliissigkeiten verhaltnis-
miBig zahfliissig waren, wurden sie mit Rinderserum verdimnt im
Verhaltnis 30 Teile Glycerin zu 100 Teilen Sorum. Zu verschiedenen
Zeiten wurden wieder Proben entnommen und auf die gleiché Art wie
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oben Ausstriche angefertigt. Nach 5 Minuten waven in dev ersten Losung,
die reines Glycerinserum enthiclt, Stechapfelformen und vereinzelt HK
in den roten Blutkérperchen zu schen, in stark erhéhtem Mafle fanden
sich HK in der Losung: gekochtes Glycerin-Serum und in der Losung:
Bp-GI-S. Wir versuchten, dic von diesen Lésungen hervgestellten, un-
fixierten Ausstriche mit Giemsa und Methylenblau nach JManson-Schwcarz
zu farben, was aber nur nach vielen Versuchen und unter groflen Schyie-
rigkeiten wegen des leichten Abschwimmens der Blutkorperchen gelang.
In ein und demselben, nach Giemsa gefarbten Praparate konnte maun die
verschiedensten Stadien des Himolyscablanfes beobachten. Kreisrunde,
etwas vergroflerte rote Blutkorperchen wiesen eine deutliche Granulation
auf, teils aus kleinercn, teils aus grofieren Kéenchen bestebend. Die
kleineren Kornchen in den roten Blutkérperchen waren stets unter-
einander verbunden, so dafl eine Nefzstruktur sichtbar war, meist standen
auch die groferen damit im Zusammenhang. Die Farbe des Netzes und
der kleinsten Kérnchen war im allgemeinen hell- bis dunkelrot, die der
grofferen meist dunkelblau, doch kamen immer Abwelchungen vor,
insofern, als sich manchmal cinige kleine Koérnchen blau und grifiere
rot firbten. An vielen, nur noch zart gefirbten Erythrocyten waren
astartige, verzweigte dusldufer zu sehen, die mit blau gefarbien Kérnchen
besetzt waren. Nach Munson-Schavarz firbten sich die HIK mit Methylen-
blau bliulich bis dunkelblau und zeigten in Form und Verhalten wih-
rend der Himolyse von der oben geschilderten Streptokokkenhamolyse
keine Abweichungen. Die HK wiesen also stellenweise basophile Eigen-
schaften auf.

Wir fragten uns weiter, verhalten sich role Blutkirperchen in eincin
hypotonischen Medium gestaltlich genau so wie in einem hypertonischen ?
Zur Losung dieser Frage verwandten wir destilliertes Wasser. Auf frische,
lufttrockene Blutausstriche wurde ganz kurz destilliertes Wasser cin-
wirken gelassen. Bei der Farbung mit Giemsa und nach Manson-Sehwarz
treten dieselben Schwierigkeiten auf, gegen die wir bereits in den voran-
gegangenen Versuchen gekimpft hatten. Schlieflich konnten wir aber
auch in diesem Falle verwendbare Priparate erhalten, die uns vor Augen
tiihrten, daB rote Blutkorperchen im hypotonischen Medium dieselben
Formverinderungen, also Auftreten einer Netzstruktur und basophile
HK mit nachfolgender astartiger Ablosung vom Blutkérperchen zeigten,
wie in der-hypertonischen Lésung.

Bei den vorangegangenen Versuchen wurden stets unfixierte Blut-
ausstriche gefidrbt, was allerdings den Nachteil hatte, daf bei dev Farbuny
oftmals fast alle Blutkérperchen abgeschwemmt wurden. Um dies zu ver-
meiden wurde gepriift. ob die Himolyse an frisch angefertigten, luft-
trockenen und dann mit Fiwierungsmitteln behandelten Blutausstrichen
ebenso verliuft, wie an nicht fixierten Ausstrichen. Dabei stellten wir
fest, dufl tatsdchlich der Hamolysevorgang im vorher fixierten Blut-
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ausstrich gestaltlich ganz gleich verlauft, wenn die Fixicrungsfliissigkeit
nur ganz kurze Zeit eingewirkt hat, die roten Blutkérperchen also nuar
sanfirict’ wurden; bei langerer Einwirkung des Fixierungsmittels wird
eine Hamolyse der roten Blutkdrperchen unméglich. Frische, luft-
trockene Blutausstriche wurden dementsprechend 1 Sek. mit 96 %igem
Alkohol oder 1 Min. mit 4%igem Formalin fixiert, anschlieBend 5 Min.
einer 30 %igen Glyeerin-Serumlisung ausgesetzt und nach Giemsa und

Abbo L Stavke Kérnung der Ereyvthroeyten, hervorgerufen diireh cine hypertonische Lisuns.
1 =ek. in 96%igem Alkahol anfixiert, 5 Min, mit 30%iger Glyeerin-Sermimlosung Lehandelt.
Giemsa, Anfuahme im Hellfeld,

Manson-Schwurz gofarbt. Dabel ist wichtig, da die Blutausstriche
vollkommen trocken sind, da die Blutkdrperchen nasser Blutausstriche
durch den Alkohol teils himolysicrt, teils agglutiniert werden. In auf
solche Art gewomnenen Priparaten zeigten die roten Blutkdrperchen
dieselben gestaltlichen Verdnderungen wie in unfixierten Praparaten.
Auf die Abb. 1 (Erythrocyten mit HK) und Abb. 2 (HK in Ablésung
von fixierten Erythrocyten) paBt vollkommen die oben gegebene Be-
schreibung der HK an unfixierten Erythrocyten, obwohl sic von an-
fixierten Praparaten stammen. Die gestaltlichen Verdnderungen an
anfixierten roten Blutkérperchen sind dabei nicht nur in der hyper-
tonischen Losung, sondern anch im hypotonischen Medinm, denen bei
Streptokokkenhdmolyse ¢leich.

Der Himolysevorgang wird also durch Anfixierung nicht grund-
sdtzlich abgedandert, diese bictet uns aber den Vorteil der guten Be-
obachtungs- und Abbildungsméglichkeit.
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Ein etwas abweichendes Verhalten von dem bisher geschilderten Ablauf des
Hiimolysevorganges wurde bei besonders rascher Himolyse mit Ruyescher Lisung
(Ac. acet. glac. 1,0, Formalin 2,0, Aqua dest. ad 100,0) beobachtet. Dirse Himolyse
zeichnet sich dadurch aus, daB3 es in Priparaten, die 1 Sek. lang mit 96%igem
Alkohol anfixiert wurden, fast in derselben Zeit zur Hamolyse aller roten Blut.
korperchen kommt. Auch das dabei zu beobachtende Bild ist ein anderes.

An mit Methylenblau nach Manson-Schwarz gefarbten Praparaten waren die
roten Blutkdrperchen durchwegs in ithrem Inneren optisch leer und ungefarbt,
auflen herum jedoch stets von einem blawen Hof umgeben, der meist 1/;—1/, des
Erythrocytendurchmessers breit war. Dieser tiefblaue Saum nahm vom Erythro-
cvten weg an Farbintensitit ab und ging ganz allmihlich in die Farbe des Unter-

Abb. 2. Krythroeyten wilrend der ILimnlyse mit astartigen. verzweigten, kornchen-
besetzten Ausliufern. 1 3ck. in 96%igem Alkobio]l anfixiert, 5 Min. mit Suciiger Giveerin-
Serumlosung behandelt., Giemsa-Fiarbung,

grundes iber. Indiesen blauen Siumen lagen kleinere und groBere, runde Karnchen,
dic stets heller waren als der blaue Hof, in welchem sie eingebettet lagen. Lagen
mehrere Erythroeyten nebeneinander. so dafl ihre Hofe sich berithrten oder in-
einander iibergingen, o war deren blaue Farbe satter, als wenn Ervthroevten
cinzeln gelagert waren. Stellenweise waren in den blauven Saumen keine Kérnchen,
sondern groBere mattblane Tropfen zu schen. Diese , Blasen® saflen auf dem Rest
der Hitlle des Erythrocyten eng aneinander. Fehlten die blanen Siume oder waren
sie nur zart um den Erythrocvten angedeutet, so fanden sich meist rundliche,
polyehromatisch, das heiit rotviolett gefarbte Karnchen oder langliche, gerade oder
gebogene bzw. hantelformige, polychromatisch  gefdrbte Stdbchen. Meist lagen
Kornchen und Stibehen nebeneinander und umgaben den Erythrocyten an Stelle
der ehemaligen Hiille in einfacher Reihe (Abb. 3).

Die bei der schnellen Hamolyse auftretenden Gebilde im Erythrocvten (Hofe,
Kornchen und Stibehen) zeigen also ebenfalls Basophilie, genau so wie viele
Hamolyseksrnchen.

AuBler den angefithrten farberischen Reaktionen der HK mit Giemsa
und Manson-Schwarz wurden noch folgende Farbungen ausgefihrt:
mit Fuchsin, Neutralrot und nach Gram, wobei bei dieser Methode die
Farbezeiten etwas verkiirzt wurden. Bei allen drei Firbemethoden

wurden lufttrockene Blutausstriche 1 Sek. in 96 %igen Alkohol anfixiert
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und § Min. einer 30%igen GI-S-L ausgesetzt. Die dabei aufgetvetenen
Netzstrukturen farbten sich mit Fuchsin und Neutralrot blaB rot, nach
Glram schwach grampositiv. Die HK, vor allem solche in Ablésung,
farbten sich mit Fuchsin und Neutralrot intensiv rot, nach Gram stark
grampositiv. Anch in diesen Versuchen zeigt sich also dic Neigung der
HK, sich mit basischen Farbstoffen zu firben.

Nach den gestaltlichen Verdnderungen dev roten Blutkorperchen
bei der Héamolyse und den firberischen Eigenschaften der dabei auf-
tretenden HK beschiftigte uns die Rolle, welche die Fettsubstanzen der
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Abb. 3. Rasch himolysierte Kryvthroeyten, links mit den blaven, im Bild dunkien Hofea,

rechts dic kirnehien- nnd stiabehentdrmigen Aunsfillungen der blanen Plasmahofe. 1 Sek.

in- 96 %igem Alkohol anfixiert. 2 Sck. mit Rugescher Losung hamolysiert. Fiarbung nach
Meanson-Schwrars it Methyvlenblaw., Aufnahme im Hellfeld.

roten Blutkérperchen dabei spielen. Dazu war es notwendig, rote Blut-
korperchen zu hamolysieren und gleichzeitig Fettfarbstoffe einwirken
zu lassen. Da es sich aber nur um Spuren von Fettsubstanzen handelt,
mnften wir ein besonders empfindliches Fettdarstellungsmittel ver-
wenden. Benzpyren bietet uns diese Eigenschaften und hat noch dazu
den Vorteil, im Hamolytikum gel8st zu sein (s. oben).

Die systematischen Versuche wurden nun mit der Bp-Gl-S-L be-
gonnen. 1cem Serum enthielt 0,01 mg Bp und 0,5% Glycerin.

Frisch angefertigte, lufttrockene Blutausstriche von gesunden Menschen wurden
1Min. in 4%igem Formol anfixiert, dann mit Leitungswasser abgespiilt. anschlieBend
wurde die Bp-GI-S-L anfgetropft. Wir lieflen sie 5 Min., 1/, Stunde, ¥/, Stunde,
dann in Abstinden von 1 Stunde bis 12 Stunden einwirken. Danach wurden die
Praparate mit Leitungswasser abgespiilt, an der Luft getrocknet und mit Ol-
immersion unter dem Fluorescenziikroskop betrachtet. :

Niemals konnte dabei in den intakten roten Blutkérperchen irgend
eine blaue, fiir das Benzpyren in Loésung kennzeichnende Fluorescenz



Ther diec Himolyse roter Blutkorperchen. 399

beobachtet werden, obwohl ja die roten Blutkérperchen sicherlich Fett-
stoffe enthalten. In der geringen Bp-Konzentration konnte die Ursache
des MiBerfolges nicht liegen, da Paramecien, die mit der gleichen Losung
behandelt wurden, eine lebhafte Blaufluorescenz zeigten (W. H. Giinther ).
Anders wird das Bild erst, wenn man die Glycerin- und hiemit auch dic
Bp-Konzentration so steigert, daff Hamolyse auftritt (in 1 cem Serum
1—30% Glycerin). Der Ablauf des Hémolysevorganges war bei den
hoheren Konzentrationen des Glycerins rascher als bei den niedriger

Abb. . Beginnende Ifdamolyse der Meythroeyten. Mit Benzpyren beladene Hamolyse-

kornchen auf der schwiicher fluovescierenden Hulle der roten Blutkorperchen, 1 Min,

mit ciner hypertonischen Benzpyren-Glyecrin-Serumlésung hehandelt.  Auntnahme im
n.v, Licht.

konzentrierten Losungen, grundsatzlich aber der gleiche. Wir wollen
deshalb das Ergebnis der Versuche bel einer Losung beschreiben, die
in 1 cem Serum 0,2 my Bp und 30% Glycerin enthielt.

Nach I Minute waren simtliche Erythrocyten an ihrer Peripheric
mit kleinen, intensiv heliblauw fluorescierenden Kirnchen besetzt, die
meist den Rand des Erythrocyten iberragten und das Bild eines ge-
zihnten Randes ergaben. Zwischen den Kérnchen war stets eine matt-
blau fluorescierende Verbindungsbriicke zu sehen (Abb. 4). Das Innere
der Erythrocyten fluorescierte nur ganz gering diffus blau und enthielt
nur vereinzelt kleinste, blau fluorescierende Kérnchen. All diese Kérn-
chen entsprechen durchaus den obenerwihnten Himolysekdrnchen und
sind im Hellfeld betrachtet, als runde, stark glinzende Kiigelchen zu
sehen, die losgeldost vom Frythroeyten Molekularbewegung zeigten.

Nach 2 Minuten Einwirkungsdauer hatte sich das Bild nicht wesent-
lich geandert, nur war die Gréofle und Zahl der fluorescierenden HK

Virehows Archiv. Bd. 308. 22
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vermehrt. Nach 3 Minuten waren sic noch zahlreicher. Die Mehrzahl
der roten Blutkorperchen war kreisrund. An einzelnen Stellen gingen
von der Peripherie der Erythrocyten kleine, fidige und mattblau fluores-
cierende Fortsitze aus, die mit hellblau fluorescierenden Kérnchen
besetzt waren. Solche Erythrocyten erwiesen sich im Hellfeld als Stech-
apfelformen. War es bereits zum Austritt des Erythrocyteninhaltes
gekommen (4.—5. Min.), so konnte man rote Blutkorperchen oder auch

ADbD, 5. Links Erythrocyten knapp vor der Hinnolyse, in der Mitte withrend der Hamolyse.

Die Netzstrukturen mit den Himolyvsekdrnchen sind in manchen Ervthrocyten ausgetreten.

3 Min. mit einer hypertonischen Benzpyren-€ilycerin-Scerumliésung behandelt,  Anfnahme
im w.v. Licht.

nur Reste der Hiille der Erythrocyten beobachten, die im Zusammen.
hang mit unregelméBig begrenzten, mattblan fluorescierenden Massen
standen. Diese wiesen eine feinst-nefzige Struktur auf und waren mit
zahlreichen, hellblau fluorescierenden, runden Kérnchen besetzt (Abb. 5).
Bei Dunkelfeldbeleuchtung bot sich ein dhnliches Bild (Abb. 6) wie im
Fluorescenzmikroskop.

Zum Nachweis der Fettsubstanzen wurden weiters noch Nilblausulfat
und Sudan verwendet.

Frische, lufttrockene Blutausstriche wurden 1 Sek. in 96 % igem Alkohol anfixiert.
abgespilt, getrocknet, 3 Min. in eine 30%ige (1-S-L gebracht, wieder abgespiilt
und getrocknet, !/, Stunde mit Nilblavsulfatlosung gefarbt, mit Leitungswasser
abgespiilt und mit Olimmersion betrachtet.

Die HK firbten sich blau, wobei die noch an den Erythrocyten
haftenden sich schwicher fiarbten als solche, die sich bereits von ihnen
abgelost haben oder noch auf verzweigten Auslaufern salen.



Uber die Hamolyse roter Blutkorperchen. 331

Um die Sudan-Firbung anwenden zu kénnen wurden HK durch
1Y/, Min. langes, trockenes Erhitzen tber der Flamme erzeugt. Die
dabei in verhiltnismiBig wenig Erythrocyten auftretenden HK farbten
sich rot.

Da manche der HK deutlich basophil (s. oben) sind, lag es nahe,
diejenigen Firbemethoden an ihnen anzuwenden, die in der Himatologie
an Jufttrockenen Blutausstrichen zur Darstellung basophiler Granulation

AlD, 6. Erythroevten wihrend der Hiumolyse durch hypertonische Benzpyren-Gilycerin-
Serum-Losung mit  deutlich rmnden, glinzenden Himolysekivrnchen. Aufnahme im
Dunkelfcld (vel. Abb, 5

in Erythrocyten verschiedentlich angewendet wurden. Tatsdchlich gelang
es wuns bei Anwendung der hémolytischen Pyroninlosung (E. Schroder 1°)
sowie der Forestschen Methode in normalen roten Blutkdérperchen das
Aunftreten von mehr oder minder reichlichen HK, die einer Netzstruktur
aufgelagert waren, zu beobachten. Besonders die gréferen farbten sich
gut it den basischen Farbstoffen.

Bespreehung.

Die Angaben in der Literatur, daB durch verschiedene andere
Einwirkung in gesunden roten Blutkérperchen kleine Kérnchen entstehen
und in krankhaft verinderten Erythrocyten eine bereits vorbandene
Granulierung verstirkt wird, sind manpigtaltige. E. Albrecht * beobach-
tete solche Kérnchen nach leichtem Erhitzen, 4. Dietrich ® bel Serum-
himolyse, W. W. Lepeschkin 7 bei Erythrocyten in hypertonischen Salz-
l6sungen, J. Steffenson ™ nach Behandlung mit Gallocyaninchromalaun,
Kiyoshi Sakai?, der zwecks Nachweis einer Erythrocytenmembran
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zu verschiedenen basischen Farbstoffen 1 oder 2% Carbolsiure, also
ein Hémolytikum zusetzte, erhielt in den meisten Fillen eine Granu-
lierung der Ratten- und Kaninchenerythrocyten. Auch wir konnten
in allen unseren Versuchen diese Kornchen wiederfinden und haben diese
Hémolysekornchen™ (HK) zum Gegenstand eingehender Untersuchung
gemacht. Ihr Auftreten liefl sich unter fast natiirlichen Bedingungen
im hidngenden Tropfen bei Einwirkung von hémolysierenden Strepto-
kokken beobachten. Dabei tritt zunachst im Erythrocyten eine feine
Netzstruktur auf, der die HEK aufgelagert sind. Dann beginnt ihre
Ablésung vom roten Blutkérperchen. Dabei vollfithren die HK Mole-
kularbewegungen, bis sie sich schlieBlich —— wie besonders bel langsamer
Hiamolyse festzustellen — mit einem kleinen Ruck ginzlich vom Erythro-
cyten losen. Durch diesen Vorgang werden im Frythrocyten Energien
frei, wie W. W. Lepeschkin 7 aunimmt. Er gibt als Ma8 der frei werden-
den Energie bei der Hamolyse fiir 1 g Trockensubstanz von Rinder-
erythrocyten 2 g/Kal an und meint, daB eine derartige Molekularenergie
nur noch bei Explosivstoffen erzeugt wird.

Augenblicksbilder aus diesem, in seinem Ablauf beobachteten Vor-
gang wurden an Ausstrichpriparaten festgehalten und gefirbt. Dabei
war es ganz gleichgiiltig, welche Art der Himolyse angewendet wurde
{Gl-8-L, dest. Wasser, Rugesche Lésung usw.). Es scheint also jede
Hiimolyse mit dem Aufireten solcher Hdamolysekornchen einherzugehen,
jedenfalls fehlen sie in so gut wie keiner Beschreibung der zahlreichen
mit diesem Gegenstand befafiten Beobachter.

Manche Untersucher haben allerdings wollknduelartige Strukturen
gesehen, so H. Bechhold ® bei Saponin- und Sublimathdmolyse, 4. Diet-
rich 8 bei Ssrumhidmolyse. Auch bei unseren Versuchen fanden sich
besonders bei Dunkelfeldbeleuchtung solche wollknauelartige Strukturen
in den roten Blutkorperchen zu Beginn der Hémolyse, doch 18sten
sie sich stets. bei fortschreitender Hamolyse in kleine Kornchen auf,
sind also nur als ein Vorstadium der HK zu betrachten.

Bei besonders schneller Hamolyse, wie sie durch Rugesehe Lésung hervor-
gerufen wird, treten keine typischen HK auf, sondern eigentiimliche blasige Gebilde
oder Stabchen. Diese Abweichung von dem gewghnlichen Hamolysevorgang ist
woh! ‘durch die Besonderheiten der hiimolysierenden und zugleich fixierenden
Loésung zu erklaren.

Um, soweit durch Farbung méglich, zu ergriinden, aus welchen
Stoffen die HK bestehen, wurden verschiedene Farbemethoden angewendet.
Sie farbten sich gut mit basischen Farbstoffen, was fiir einen Geshalt
an FHiweif3 spricht. Wir stellen uns dementsprechend vor, da8 durch
den Hamolysevorgang aus dem Plasma der roten Blutkérperchen basi-
sches Eiweill entsteht bzw. nachweisbar wird, unter der Annahme, die
auch 7. Casperson ** vertritt, daB die Basophilie vor allem auf Eiweif3-
substanzen zurtickzufithren ist. Dafl EiweiBlsubstanzen in den HK vor-
handen sind, beweist auch der positive Ausfall der Gram-Firbung.
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AuBler Eiweil enthalten die HK noch Fettsubstanzen. Bei fortschreiten-
der Hamolyse werden sie in den HK immer besser darstellbar. Anscheinend
geht im Erythrocytenplasma eine teilweise Entmischung von Fetten und
Eiweif vor sich. Nach Behandlung mit dem besonders empfindlichen
Fettfarbemittel Benzpyren fluorescieren die HK unter dem Luminescenz-
mikroskop intensiv blau, die netzartige Grundstruktur dagegen nur
mattblau. Auch durch den positiven Ausfall der Farbung mit Sudan,
Nilblausulfat und Neutralrot wurde die Anwesenheit von Fetten gesichert,
die schon von anderen vermutet wurde (E. Albrecht, A. Dietrich usw.);
schon £. Albrecht* nahm an, daB die bei Kochsalzeinwirkung auf die
roten Blutkorperchen entstandenen Sprossen vor allem aus Lecithin
bestehen.

Als dritten Hauptbestandteil enthalten die HK offenbar auch noch
Himoglobin. Dal das Hémoglobin iiber die HK die roten Blutkdrperchen
verlaBt, glauben wir daraus entnehmen zu kdnnen, daB in ungefiarbten
Priaparaten im hingenden Tropfen die Erythrocyten mit zunehmender
BK-Bildung und deren Ablésung vom Erythrocyten mebhr und mehr
den normalen griinlichen Farbton verlicren. Allerdings konnen wir
W. W. Lepeschkin nicht ganz folgen, wenn er die bei der Hamolyse
entstehenden Trépfchen (HK) einfach als himoglobinhaltige Protoplasma-
tropfchen ansiecht. Wiirde es sich um unverdndertes Plasma handeln,
dann miite das Plasma in nicht hdamolysierten Erythrocyten Farbstoffe
genau so aufnehmen wie die Tropfchen bzw. HK; das ist aber nicht
der Fall. Viel eher trifft die Meinung A. Dietrichs ¢ zu, dalBl es sich um
Lipoidtrépfehen handle, die auch Hamoglobinreste einschlieBen.

Uberblicken wir also die Ergebnisse unserer Firbeversuche, so
kommen wir zu dem SchluB, da8 in den HK zwar grundsitzlich die
Bestandteile des Erythrocyten vorhanden sind, daf§ sie sich aber anders
verhalten als im normalen roten Blutkérperchen. Da nicht anzunehmen
ist, daf} die ganz verschiedenen Einfliisse gleichartige chemische Ver-
inderungen auslosen, hat die Annahme Bechholds die groBte Wahr-
scheinlichkeit fiir sich, daf es sich bei der Hdimolyse wm eine Art Ent-
mischungsvorgang der Bestandteile des Erythrocytenplasmas handelt, der
ihre Recaktionsfihigkeit gegeRiiber unseren Firbemitteln andert und
seinen Niederschlag in der Ausbildung der Himolysekirnchen findet.

Bei unseren Versuchen ist uns eine gewisse Ahnlichkeit der bei der
Hiamolyse -auftretenden korperlichen Gebilde mit manchen Strukturen
aufgefallen, die unter krankhaften Verhiltnissen in roten Blutkérperchen
gefunden werden. Wenn man himolytische Farbemethoden zur besseren
Darstellung von basophiler Punktierung anwendet, dann sollte man sich
dariiber im klaren sein, daB solche Methoden unter Umstanden geeignet
sind, schon in gesunden roten Blutkorperchen basophile Hémolyse-
kérnchen hervorzubringen. Mit den von Schilling** beschriebenen
Erythrokonten haben wiederum die bei Anwendung der Rugeschen
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Losung im ausgetretenen Erythrocytenplasma nachweisbaren Stibchen
eine gewisse Ahnlichkeit. Vielleicht ergibt sich auf Grund dieses Ver-
gleiches eine Moglichkeit, diese bisher ritselbaften Gebilde einer Deutung
zuzufithren.

Zusammentassung.

Mittels Streptokokkenhidmolysin und anderer Hamolytika wurde
withrend des Ablaufes des Himolysevorganges an den ersten Blutkérper-
chen das Auftreten einer Netzstruktur beobachtet, auf der zahlreiche
Kornchen, die als Himolysekornchen bezeichnet werden, zum Vorschein
kamen. Die Himolysekdrnchen weisen griéBtenteils eine Basophilie auf
und bestehen aus EiweiBl, Fettsubstanzen und wahrscheinlich auch
Hamoglobin. Der Hamolysevorgang wird als teilweise Entmischung der
drei Komponenten des roten Blutkérperchens, des Proteingeriistes, der
‘Fettsubstanzen und des Himoglobins gedeutet.
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