ZUR FRAGE
DER FARBERISCHEN DARSTELLUNG DER
ERYTHROZYTEN-MEMBRAN

Mit 5 Abbildungen Von DR. PAUL VONWILLER (Rheinau)
und DR. FRANZ BRUMAN (Ziirich)

Niemand zweifelt daran, daB die Frage, ob diec roten Blutzellen eine
eigene, ihre Oberfliche bekleidende, selbstindig ausgebildete Membran be-
sitzen, eine ganz auflerordentlich praktisch und theoretisch wichtige sei.
Zwar stand man ihr in neuerer Zeit wohl eher ablehnend gegeniiber, liel
vielleicht noch am ehesten eine blof ,funktionelle” solche Membran zu.
Aber eine anatomisch selbstindige Membran, die sich scharf und deutlich
vom Zellkorper differenzieren lasse, wurde nicht angenommen (TZANCK
und DREYFUSS, S.88 ff.).

In neuester Zeit dagegen mehren sich die Stimmen, welche eine solche
anatomisch selbstindige Membran annehmen. Aber es besteht immer noch
keine wirklich histologisch sichere Methode, um sie klar und deutlich dar-
zustellen. Da die klassischen himatologischen Methoden sie nicht zeigen,
ist es begreiflich, daB die Stimmen, welche ihre Existenz behaupten, von
seiten von Forschern ausgingen, welche mit anderen, neueren Methoden
arbeiten. Wir weisen auf die Arbeiten von HOLLANDE hin, welcher einc
solche Membran zu sehen glaubte. Zweitens wird von seiten der Elektronen-
mikroskopiker die Existenz der Membran behauptet und sogar ihre Dicke
gemessen.

Aber wihrenddem HOLLANDE nur mit Walrscheinlichkeit ihre Exi-
stenz nachweisen konnte und seine Bilder offenbar noch nicht scharf und
hinreichend iiberzeugend sind, muf} gegen die Feststellungen der Elektronen-
mikroskopie geltend gemacht werden, daBl die Entstehung und Auswertung
ihrer Bilder bei so groBen und so verhiltnismiiig dicken Objekten, wie es
die Erythrozyten fiir die Elektronenmikroskopie darstellen, noch nicht hin-
reichend abgeklart sind, um so weitgehende Schliisse ganz sicher zuzulassen
(INDUNTI). Aber aus der Tatsache, daB man einerseits mit dem Licht-
mikroskop doch diese Membran eben noch sehen kann und anderseits mittels
der Elektronenmikroskopie sogar ihre Dicke gemessen werden koénne, ergibt
sich, dal es sich offenbar um ein Objekt handelt, das vorlaufig noch in der
Nahe der Grenze der Sichtbarkeit des optischen Verfahrens gelegen ist,
aber ihm vielleicht doch auch durch Verbesserung der Methoden noch besser
zuganglich gemacht werden Lkonnte, und anderseits, daB vermutlich das
Elektronenmikroskop weitere neue Momente zur Losung dieser IFrage wird
beitragen kénnen.

Wir erwihnen hier weiterhin die Arbeit von SALAZAR tber gewissec
merkwiirdige Kunstprodukte und nicht immer leicht zu deutende Veriande-
rungen der roten Blutzellen bei sogenanntem Schock, worauf wir weiter
unten noch einmal zuriickkommen werden.
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1. Versuche mit Trypanblau und Nigrosin

Unser Ausgangspunkt waren Beobachtungen, die ich im Jahre 1945 als
Chef des Laboratoriums der Militirsanititsanstalt I in Flilelen unter Mit-
arbeit von Fraulein E. SENN machen konnte. Eine groBere Anzahl von
Blutausstrichen wurden dabei mit dem von uns vorher bei Arbeiten iiber dic
Netzhaut verwendeten Farbstoffgemisch behandelt. Dieses Farbstoffgemisch
setzt sich bei unseren jetzigen Versuchen folgendermaflen zusammen:

Trypanblau 2% in Wasser oder physiol. Kochsalzldsung 8,0 ccm,
Alkohol absolutus 0,4 ccm,
Essigsidure 30% 0,2 ccm.

In den anfinglichen Versuchen war der Farbstoff in geringerer Pro-
portion vertreten, 1% oder */,%. Das dndert, aufler der Farbedauer, am
Ergebnis nichts Wesentliches. Anfanglich farbten wir einige Stunden, spater
12—24 Stunden, ja noch linger. Zuerst fiel nur das auf, daBl die in der
Niahe von Leukozyten liegenden roten Blutzellen eine deutliche, dunkel-
gefirbte, scharf abgegrenzte Membran an ihrer Oberfliche zeigten. Nach
und nach gelang es sodann, eine solche an allen Erythrozyten eines Blut-
ausstriches nachzuweisen. Wir besitzen also von jetzt an eine sichere und
cinfache Methode zum Nachweis der Erythrozytenmembran.

Wir geben hier zunachst ein Bild zur Ubersicht iiber einen derartig ge-

Abb.1. Abb 2.

Abb. 1. Ausstrich von menschlichem Blut.

Firbung mittels Trvpanblau-Alkohol-Essigsinre-Gemisch. Fixvierung mit Formolalkohol.
Olimmersion /9, Periplanat. Okular 4X, Micca Leits.

Abb. 2. Netzhautschnitt vom Rind.
Gleiche Firbung und Fivierung. Micca Leits. Mittlere VergroBering.
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farbten Blutausstrich. Man sieht daran ganz deutlich, wie bei scharfer Ein-
stellung jedes rote Blutkorperchen von einem scharf markierten, dunkeln
Rand an seiner Oberfliche begrenzt wird (Abb. 1).

In der Folge hat es sich gezeigt, daB das Vorgehen mit unserem Farb-
stofigemisch an gewoéhnlichen Blutausstrichen nicht das einzig mogliche
darstellt. Vielmehr stieBen wir bei unseren Netzhautuntersuchungen zunichst
an Flichenpriparaten der Netzhaut und in der Folge auch an Schnitt-
praparaten desselben Objektes auf Bilder, welche die scharfgefarbte
Erythrozytenmembran bei ganz farblosem Zellplasma dieser Zellen und
ebenso farblosem Blutplasma zeigten (Abb. 2).

Erst kiirzlich stieBen wir auf eine weitere Moglichkeit der Darste(lung der
uns interessierenden Oberflichenstruktur der roten Blutkdrperchen, namlich
mittels des Farbstoffes Nigrosin (CIBA). Die Zusammensetzung des Farb-
stoffgemisches geschieht analog dem obenerwahnten Trypanblaugemisch,
und zwar verwendeten wir 1%ige Nigrosinldsung in physiologischer Koch-
salzlosung mit den oben angegebenen Zusitzen von Alkohol und Essigsiure.
Wir bemerkten die Firbung zuerst an unseren Netzhautpriparaten, sowohl

Abb. 3. Netzhautschnitt vom Rind.

Firbung mit Nigrosin-Alkohol-Essigsiure
Fixvierung mit Formolalkohol. Mittlere Ver.
grofierung. Micca Leitz. Die kreisformigen
Konturen der einzelnen Erythrozyten sind
beim Klischieren etwas zu hell geworden
und daher im folgenden Driuck nur schwer
sichtbar

Abb. 4. Ausstrich von menschlichem Blut,

Firbung mit alizarin-sulfosaurem Natrium. Fluorit-Olimmersion /19 Fl. Periplanat. Okular 10X,
Leica-Aufsatz, nachtrigliche Vergriflerung. — Deutliche Membranfiarbung, besonders gut sichtbar
im zentral gelegenen Erythrozyten. In weiterer Umgebung sieht man einen konzentrischen Rif
des leicht tingierten Blutplasmas, hervorgevufen beim Eintrocknen des Aussiriches.

24 Vonwiller-Br uman



Flichenpriparaten als Schnitten (vgl."Abb.3). In der Folge konnten wig
sie auch an Blutausstrichen vom Menschen erzeugen; eventuell fixiert man
vorher einige Stunden mit Formolalkohol.

2. Versuche mit alizarinsulfosaurem Natrium

Frische, aber gut luftgetrocknete und moglichst diinne Blutausstriche auf
Objekttriagern oder Deckglischen werden nach den Prinzipien der himatolo-
gischen Technik mit der Schicht nach abwarts fiir 12—48 Stunden in einer
1—2%igen LoOsung von alizarinsulfosaurem Natrium gefirbt, nachher mit
destilliertem Wasser abgespiilt, mit Filtrierpapier abgetupft und luft-
getrocknet mit neutralem Kanadabalsam oder Zederndl eingeschlossen.

Von OKAJIMA wurde vor Jahren eine Methode angegeben, welche durch
Verwendung einer Losung von alizarinsulfosaurem Natrium und Phosphor-
molybdinsdure eine intensive braunschwarze Farbung der Erythrozyten
erzeugte.

Mit unserer Methode erfolgt eine hell- bis dunkelblauviolette Firbung
der Zelloberfliche der Erythrozyten, wahrend das Stroma hellbraunlich
tingiert wird.

Die photographische Darstellung der erhaltenen Strukturen machte an-
fanglich wegen ihrer Feinheit Schwierigkeiten und war nur auf einem ge-
wissen Umweg zu erreichen: Unter Verwendung eines angepaBten monochro-
matischen Griinfilters, des Mikroaufsatzes fiir die Leica, sehr feinkornigen
Negativmaterials (z. B. Agfa Isopan 10/10 Din) und Vergréfierung auf

Abb. 5. Gleiche Technik.
Auch hier ist die Membranfirbung dewtlich zu erkennen; die Erythrozyten und das
Plasma erscheinen dunkler wegen ldingerer Firbedauer als bei Abb. 4.
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extrahartem Hochglanzpapier konnte 'eine- befriedigende Darstellung der
Zellmembranfarbung erreicht werden, die auch die Reproduktion gestattete.
Aufnahmen auf Farbenfilm (z. B. Agfa-Tageslichtfilm unter der Verwendung
der Monla-Lampe mit Tageslichtfilter) waren relativ leicht herzustellen und
zeigten im Diapositiv aufs deutlichste die Farbe und Ausbildung der Erythro-
zytenmembran (Abb. 4 und 3).

Diskussion

Es erhebt sich jetzt die Frage, ob die mit unsern Methoden dargestellten
Strukturen mit eventuellen Erythrozytenmembranen identisch sind. Das Vor-
handensein einer Membran bei den roten Blutkérperchen wurde seit vielen
Jahren auf Grund von Diffusionsversuchen von den Physiologen postuliert
(HOBER usw.). Aber auch die Tatsache, dal das Ionenmilieu in den
Erythrozyten ein ganz anderes ist als dasjenige im umgebenden Plasma,
miifite notwendig das Bestehen einer sich mindestens funktionell auswir-
kenden Grenzmembran wahrscheinlich machen; iiber deren Dicke waren
die Ansichten allerdings sehr verschieden. Die Einfithrung des Elektronen-
mikroskops in die Biologie hat mit einem Schlag die ganze Frage weit-
gehend geklirt; WOLPERS konnte mit seinen Mitarbeitern das Vorhanden-
sein einer definierten und scharf abgrenzbaren Membran nachweisen. Sie
ist sowohl unfixiert wie-fixiert nachweisbar und scharf gegen das darunter-
liegende Stroma abgegrenzt; ihre Dicke variiert je nach den Untersuchungs-
bedingungen zwischen 15—25 myt, JUNG hat diese Ergebnisse auf die Patho-
logie der Erythrozyten iibertragen und gezeigt, dafl die Himolyse durch
Ultraschall, Hitze- und Kalteeinwirkung und Ultraviolettbestrahlung ver-
schiedene Mechanismen hat und nur die Kalte- und Ultravioletthamolyse
durch elektronenoptisch feststellbare Membranverinderungen bedingt ist.

Bei der obenerwihnten Dicke der Membranen ist nun nicht zu erwarten,
daBl diese der lichtoptischen Beobachtung ohne weiteres zuginglich sind,
denn sie liegt eine Zehnerpotenz unterhalb der Grenze der Auflésungsfihig-
keit des Lichtmikroskops. BECHHOLD und VILLA haben schon vor Jahren
eine Methode angegeben, um subvisible Gebilde sichtbar zu machen, so daf
auch in unserem Fall die Moglichkeit der Darstellung der Membran nicht
ohne weiteres ausgeschlossen werden konnte. Wir haben eben bei den Ery-
throzyten ganz besonders giinstige optische Verhiltnisse, indem die Mem-
bran als einzig stark definierte und strukturierte Bildung zwischen zwei fast
oder ganz homogenen Nachbarbildungen (Stroma der Erythrozyten und
umgebendes Plasma; im Falle der gewaschenen Erythrozyten fillt auch
letzteres weg) eingefiigt ist; bei einer Farbung derselben ist mit einer Uber-
deckung durch umgebende Strukturen und einer Verwischung nicht zu
rechnen, so dal} eine scharfe Darstellung erwartet werden kann. Es ist klar,
daB uns die erhaltenen Bilder nur das Vorhandensein einer Randstruktur
zeigen: iiber ihre Breite und iiber den feineren Aufbau lafit uns die licht-
optische Untersuchung vollig im Stich.

Man konnte ferner noch einwenden, da} die dargestellte Struktur uns nur
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durch eine Niederschlagsbildung des Farbstoffes vorgetiuscht wird, die sich
auBen an der Zelle findet und gar nichts mit der Membran zu tun hatte.
Soweit uns die bisherigen mikroskopischen Untersuchungen zeigen, handelt
es sich um einen sehr feinen, ganz homogenen Saum, der auch unter den ver-
schiedensten Versuchsbedingungen und, soweit er sich darstellt, immer von
gleicher Dicke erscheint. Wiirde es sich um eine Niederschlagsbildung im
Sinne Liesegangscher Ringe handeln, dann miiiten z. B. bei Verwendung
verschiedenster Farbstoffkonzentrationen und Firbedauer Unterschiede in
der Ausbildung auftreten, was wir aber stets vermifit haben. Auch folgt die
Fiarbung genau den Konturen des Erythrozyten, z. B. bei seiner Deformie-
rung in die Stechapfelform. Ferner wird das Plasma des Blutes vom Farb-
stoff nur leicht hellgelb bis hellbraunlich gefarbt und nie blaulich oder blau-
violett; das spricht.gegen die Annahme, dafl es sich um eine Plasmafirbung
in den Randgebieten des Erythrozyten handelt.

Erganzend soll noch bemerkt werden, daB auch das moderne Phasen-
kontrastverfahren membranihnliche Bildungen bei Erythrozyten sehr klar
nachweisen 1iBt (KOHLER und LOOS).

Im Zusammenhang mit diesen Fragen haben wir versucht, die Breite der
dargestellten Membran zu messen; auch bei Verwendung von langwelligem
UV-Licht und maximal schiefer Beleuchtung blieb das Bild dasselbe, so daf}
wir nur sagen konnen, daf ihre Dicke sich unter 100 mu bewegt, was mit
den elektronenoptisch erhaltenen Ergebnissen, wenigstens beziiglich der
Grenze nach oben, gut iibereinstimmt,

Die weitere Analyse des Farbevorganges hat uns gezeigt, dafl derselbe
von bestimmten physikalisch-chemischen Eigenschaften der Farblésung ab-
hingt; Einzelheiten iiber diese Fragen sind einer spiteren Mitteilung vor-
behalten.

Zusammenfassung

Es gelingt nach einer neuen Methode mit Trypanblau, Nigrosin und
alizarinsulfosaurem Natrium die Membran der Erythrozyten darzustellen;
die bis jetzt erhaltenen Resultate werden diskutiert.
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