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I so l i erung  der  m e n s c h l i c h e n  Eos inoph i l en  
und ihrer Granula  ~ 

Isolierung eosinophiler Granulozyten 

Eine m6glichst weitgehende Anreicherung mensch- 
licher eosinophiler Leukozyten ist die Voraussetzung 
jeder einigermassen ergiebigen Isolierung menschlicher 
Granula. Menschliche Eosinophile lassen sieh weder auf 
Grund ihrer Zellgr6sse noch ihres spezifisehen Gewichtes 
von den iibrigen Leukozyten abtrennen, da die ~Verte 
fiir die einzelnen Zellarten zu nahe beieinanderliegen. 
Die Eosinophilen unterscheiden sich hingegen durch ihre 
gr6ssere osmotische Resistenz wesentlich yon alien 
iibrigen Zellen des Blutes. Unter  Auswertung dieser 
Eigenschaft  lassen sich die eosinophilen Granulozyten 
des Menschen auf folgende \Veise gewinnen: 

Methodik. Als Ausgangsmaterial  dient menschliches 
Blut, das nicht unter  15% Eosinophile enthal ten soll. 

isolierte Granula aus menschlichen cosinophilen Gramtlozyten 
(Phasenkontrast-Mikroskop, Vergr. 1 : 1000). 

40 cm 3 3,5%ige Na-Zitrat l6sung werden mit  160 cm a 
frisch en tnommenem Venenblut  in einem Standzylinder  
gemiseht und stehengelassen, bis sich die Ery throzyten  
um ¼-1/a der Fltissigkeitss~tule gesenkt haben. Die dazu 
erforderliche Zeit ist v o n d e r  Senkungsgeschwindigkeit  
abhgngig und betr/tgt meist ~ - 2  h. Das fiberstehende 
leukozytenhalt igc Plasma wird abgehebert  und 10 min 
bei einer Tourenzahl  von 3000 U. /min zentrifugiert  
(Zentrifuge Christ U J 2). Der zellhaltige Bodensatz wird 
in 20 cm a 3,5%iger Na-Zitratl6sung aufgeschwemmt,  
kr~iftig geschtittelt ,  bis sich alle Zel lverklumpungen 
ibsen, und 5 rain bei 2000 U. /min zentrifugiert.  Die iiber- 
stehende F1/issigkeit enth/ilt  danach neben ausgewasche- 
nen Plasmabestandtei len reichtich Thrombozyten ;  das 
Sediment  besteht  aus den Leukozyten und den rest- 
lichen Erythro-  nnd Thrombozyten.  Es wird so lange 
mit  Na-Zitrat l6sung gewaschen, bis alle Thrombozyten  
entIernt  sind ; in der Regel geniigen 5-7 Waschungen. Mit 
den Thrombozyten  werden auch die noch vorhandenen 
Ery throzy ten  und die Lymphozyten  teitweise eliminiert.  
Das schliesslich erhaltene Sediment mit  neutrophilen 
und eosinophilen Granulozyten, mgssig zahlreichen 
Ery th rozy ten  und wenig Lymphozyten  wird je tz t  in 
20 cm a Aqua bidesl, krgftig aufgeschtit telt  und sofort 
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w/ihrend 5 min bei 2000 U./min zentrifugiert.  Man ge- 
winnt so eine aufrahmende oberfl~tchliche Schicht aus 
lysiertem Zellmaterial, das ebenfalls noch eingeschlossene 
Eosinophile enthfilt, und einen Bodensatz, der zu 90 his 
95% aus Eosinophilen besteht,  die allerdings teilweise 
miteinander verklebt  sind. 

l solierung eosinophiler Granula 

Die Granula der menschlichen Eosinophilen waren 
bisher fiir experimentelle Arbei ten praktisch unzug/ing- 
lieh. Ihre intrazelluliire Lage verunm6gl icht  eine direkte 
Untersuchung mit chemischen Methoden, und die Iso- 
lierung der Granula ist durch ihre Kleinhei t  erschwert. 
In der Li teratur  angegebene Isol ierungsmethoden be- 
schr/inken sich deshalb auf Granula t ierischer Herkunft ,  
wobei vor  allem Granula aus Pferde-Eosinophilen ver- 
wendet  werden (PETRY t, NEUMANN 2, VERCAUTEREN3). 
Die eosinophilen Granulozyten des Pferdes lassen sich 
auf Grund ihres spezifischen Gewichtes von den iibrigen 
Blutzellen abtrennen und enthalten bedeutend gr6ssere 
Granula (BEHRENS und TAUBERT 4, BEHRENS und 
MARTIn). 

Methodik. Die auf die oben beschriebene Art gewonne- 
nen menschlichen eosinophilen Zellen werden in 10 cm a 
Aqua bidest, wieder aufgeschwemmt,  gut  geschiittelt ,  
mit einem linsengrossen Stiick eines Benetzungsmit tels  
(Aerosol MA = Dihexyl-Na-sulfosuccinat  6) versetzt  und 
10 rain stehengelassen. Durch die oberfl~chenaktive 
Substanz kommt es zur vollst~ndigen Zytolyse der 
Eosinophilen;  Zellkern und Zytoplasma werden aufge- 
liSst. Die noch vorhandenen gri3sseren Zell tr i immer wet- 
den anschliessend durch 10 rain langes Zentrifugieren 
bei 3000 U. /min entfernt .  Die iiberstehende Fliissigkeit 
enth~lt  massenhaft  Granula, die beim Zentrifugieren mit  
h6herer Tourenzahl  (15 min bei 6000 U./min) sedimentie- 
ren. Die so erhaltenen Granula werden wiederum in 
Aqua bidesl, suspendiert .  Durch erneutes Zentrifugieren 
mit  3000 U. /min werden allf/illig noch vorhandene 
Zellen oder Zell trf immer el iminier t ;  mit 6000 U. /min 
gewinnt man die nun bereits einmM gewaschenen 
Granula. Es empfiehl t  sich, die Granula nicht mehr als 
2-3real auf diese Art  in Aqua bidest, zu waschen, da sie 
sonst verklumpen und teilweise an der Wand des R6hr- 
ehens kleben bleiben. 

Die derart  isolierten Granula sind durch die Behand- 
lung mit  Aqua dest. etwas gequotlen, im iibrigen aber 
morphologisch unver/ indert  (s. Abb.). Sic lassen sich mit  
Eosin f/irben. Der morphologische Reinheitsgrad er- 
reicht  90-95 % und kann im Ausstrichpr~tparat mit  der 
Giemsafgtrbung bes t immt  werden. (Fixat ion:  Methyl- 
alkohol 3 rain; F~trbung: 6 Tropfen Giemsa/10 cm a 
Aqua (test. 5 min). 160 cm a Blur  ergeben e twa 5 mg 
Granulasubstanz. 
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S u m m a r y  

A m e t h o d  is desc r ibed  for  i so la t ion  of t he  g ranu la  
f rom h u m a n  eos inophi ls .  The  eos inophi le  l eucocy tes  are 
s e p a r a t e d  on the  bas is  of t he i r  o smot i c  r es i s t ance  and  
s u b s e q u e n t l y  lysed  wi th  d is t i l led  w a t e r  a n d  a w e t t i n g  
agent .  

T h e  S t a b i l i t y  of  E r y t h r o c y t e s  in S o l u t i o n s  
of  E v a n ' s  B l u e  D y e  

Most  t e c h n i q u e s  of m e a s u r i n g  b lood vo lume  b y  m e a n s  
of E v a n ' s  Blue dye  (T-1824) invo lve  c o n c e n t r a t i o n s  in 
t he  p l a s m a  of a b o u t  5 mg/1, Th is  a m o u n t  is safe a n d  
can be a c c u r a t e l y  measu red .  Much  h ighe r  c o n c e n t r a t i o n s  
of t h e  dye  are  used,  for  examp le ,  in  t h e  e s t i m a t i o n  of 
p l a s m a - t r a p p i n g  wi th in  t h e  p a c k e d  red  cell c o l u m n  z, 
a n d  s o m e t i m e s  for t he  m e a s u r e m e n t  of b lood  v o l u m e  in 
an imals  ~. In  these  i n s t ances  it is i m p o r t a n t  to  k n o w  
w h e t h e r  t he  b lood  cells are  a f fec ted  by  the  dye  b o t h  
f rom the  po in t  of v iew of a c c u r a c y  and  of poss ib le  s ide-  
effects .  ALLEN and  GREGERSEN 2 f o u n d  t h a t  dog e r y t h r o -  
cy t e s  were  m a r k e d l y  h a e m o l y s e d  a t  a p l a s m a - d y e  con-  
c e n t r a t i o n  of 1.0 to  2.0 m g / m l  whi ls t  h u m a n  red  cells 
were  s t ab l e  in s imilar  concen t r a t i ons .  
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Fig. 1.-The effect of varying concentrations of T-1824 on the packed 
red cell volume of rabbit, goat, human and dog blood. 

r ec t ion  for  p l a s m a - t r a p p i n g  d e t e r m i n e d  in  a n o t h e r  ex- 
p e r i m e n t  on b lood  of t h a t  species  was  app l i ed  to  t he  
o b s e rv ed  p a c k e d  cell vo lume .  The  e x p e c t e d  p a c k e d  red  
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Fig. 2.-The effect of varying concentrations of T-18~4 on the packed 
red cell volume oi human blood. 

cell v o l u me  for each  m i x t u r e  of b lood  a n d  dye  was 
e s t i m a t e d  f rom cont ro l ,  dye- f ree ,  h a e m a t o c r i t  d e t e r m i n -  
a t ions  m a k i n g  a l lowance  for  t r a p p e d  p l a s m a  and  for the  

a b 

In  t he  course  of m e a s u r i n g  p l a s m a - t r a p p i n g  w i th in  t h e  
packed  red  ceil co lumn  of goa t  b lood  t h e  ef fec t  of h igh  
c o n c e n t r a t i o n s  of E v a n ' s  Blue on  the  r ed  cells was  in- 
ves t iga ted .  S i m u l t a n e o u s  o b s e r v a t i o n s  on  h u m a n ,  r a b b i t  
and  dog e r y t h r o c y t e s  were  used  as cont ro ls .  V a r y i n g  
a m o u n t s  of a so lu t ion  of T-1824 c o n t a i n i n g  25 nlg/nl l  
d issolved in 1% sal ine were  a d d e d  to  1.0 ml  a l iquo t s  of 
hepar in i sed  blood.  The  dye  was  de l ive red  f rom an 
" A g l a "  micro-syr inge ,  and  the  m i x t u r e s  a l lowed to  s t a n d  
at  room t e m p e r a t u r e  for a b o u t  1 h. T h e y  were  t h e n  
p laced  in W i n t r o b e  h a e m a t o c r i t  t ubes  and  cen t r i f uged  
at  15 cm radius  a n d  3000 r .p .m,  for 55 min.  A co r r ec t ion  
for t r a p p e d  p l a sma  was m a d e  accord ing  to  the  f ind ings  
of CHAPLIN" and  ~IOLLISON 1, for h u m a n  blood.  The  s a m e  
cor rec t ion  was app l i ed  to  t he  o b s e r v e d  h a e m a t o c r i t  
va lues  for  dog a n d  r a b b i t  b lood  as for  h u m a n  b lood  
because  p l a s m a - t r a p p i n g  s e e m s  to  be of t h e  s a m e  o r d e r  
for  all these  species  3. In  t he  case  of goat  b lood  a cor- 
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Fig. 3.-The effect of T-1824 on dog erythrocytes as shown by phase 
contrast microscopy, a normal blood ; b, c, and d blood mixed with 1-0, 

4.3, and 9-1 mg of dye/ml of plasma respectively, 

v o l u m e  of dye  so lu t ion  added .  Tile o b s e rv ed  p a c k e d  cell 
vo lume ,  also co r r ec t ed  for p l a s m a - t r a p p i n g ,  was  t h e n  
e s t i m a t e d  as a p e r c e n t a g e  of t he  e x p e c t e d  value.  In  
v iew of t h e  f ind ings  of ALLEN a n d  GREGERSEX z i t  was 
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