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Anna Kotlarewsky.

Physiologische und mikrochemische

" Beitriige zur Kenntniss der Nervenzellen
in den peripheren Ganglien.

Vorgetragen in der Sitzung vom 6. November 1886.

Die Aufgabe dieser Arbeit ist eine Fortsetzung der
Untersuchungen iiber die Nervenzellen der peripheren
Ganglien, welche auf Anregung von Herrn Prof. Dr. Flesch
von Frl. Koneff *) ausgefithrt und publizirt worden sind.
Die Ergebnisse der Untersuchungen lassen sich in Fol-
gendem zusammenfassen.

In den Spinalganglien und dem Ganglion Gasseri der
Sadugethiere existiren nach ihrer Struktur und mikroche-
mischen Beschaffenheit verschiedene Zellformen. Diese
Verschiedenheit kann nicht auf einer postmortalen Ver-
dnderung beruhen, da sie auch am absolut frischen Ma-
terial und am unmittelbar nach dem Tode in Osmium-
sdure fixirten Objekten ganz deutlich zu sehen ist.

Weiter haben die Ziahlungen an verschiedenen Ob-
jekten ergeben, dass das Mengenverhiltniss der Zellformen
an verschiedenen Orten nicht von der Zeit, welche seit
dem Tode verflossen ist, beeinflusst wird. Dagegen
scheint es, dass das Mengenverhéltniss sich im Laufe der
Entwickelung &ndert. Es ist wahrscheinlich, dass beim

¥) Flesch, Tageblitter der Naturforscher-Versammlung zu
Magdeburg, Seite 196, und Strassburg, Seite 412,

Flesch und Koneff, Bemerkungen iiber die Struktur der
Ganglienzellen. Neurologisches Centralblatt, 1886, 1. April.

Koneff, Beitrige zur Kenntniss der Nervenzellen in den
peripheren Ganglien. Mittheilung in der Sitzung der Naturfor-
schenden Gesellschaft vom 22. Mai 1886 durch Herrn Prof.
Flesch. Auch Berner Inaugural-Diesertation.
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Embryo dunkel erscheinende Zellen, dass ebenso die
Zwischenform der entwickelten Thiere ein indifferentes
Entwickelungsstadium der extremen Zellformen darstellen.
Von den letzteren sind die grossen hellen als die in der
Entwickelung am meisten vorgeschrittenen anzusehen ; die
Beschaffenheit des Kernes eines Theiles der dunklen Zellen
weist darauf hin, dass die dunkelste Form als von Alters-
verdnderungen betroffen aufzufassen ist.

Die weitere Aufgabe ist es, der physiologischen Be-
deutung dieser Verschiedenheiten ndher zu treten. Zu
diesem Zwecke soll in erster Linie versucht werden, Be-
ziehungen des ungleichen Tinctionsvermégens zu den vi-
talen Eigenschaften der Zellen zu finden.

Es sollte ferner versucht werden, die gegenseitige
Beziehung der extremen Zellformen, zwischen denen Mittel-
formen nachgewiesen waren, zu ermittein. Die Koneff’schen
Untersuchungen hatten gezeigt, dass die verschiedene Tinc-
tionsfihigkeit-sowohl durch Wachsthums- und Involutions-
Vorginge es als auch durch funktionelle Verinderungen
ihre Begriindung finden konne. Der Nachweis der wirk-
samen Einflisse ist bis jetzt noch nicht erbracht: um ihn
zu fithren, muss vor Allem die Natur der Einfliisse,
auf welchen die ungleiche Tinctionsfdhigkeit beruht, be-
ziehungsweise die Bedeutung und Vertheilung der sich
ungleich firbenden Substanzen ermittelt werden,

In beiden Hinsichten glauben wir, durch die fol-
genden Untersuchungen wesentlich vorwérts gekommen
Zu sein.

I. Untersuchungen an der lebenden und iiber-
lebenden Zelle.

Einen Weg zur Untersuchung der chemischen Unter-
schiede der lebenden Zellen schienen uns die Unter-
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suchungen von FEhrlich*) anzudeuten. Bekanntlich hat
Ehrlich in einer vor Kurzem erschienenen Abhandlung
den Nachweis erbracht, dass dem lebenden Koérper ein-
verleibtes Methylenblau sich unter glinstigen Verhéltnissen
in der lebenden Nervensubstanz abscheide. Er hat gezeigt,
dass diese Abscheidung in bestimmter Beziehung zu der
chemischen Struktur jenes Farbstoffes einerseits stehe,
dass sie anderseits in gewissen physiologischen Eigen-
schaften der betheiligten Gewebselemente unter gegebenen
ausseren Verhiltnissen begriindet sei. Dass die chemische
Struktur des Farbstoffes eine Bedeutung habe, ging dar-
aus hervor, dass dem Methylenblau verwandte Stoffe (Thio-
nin, Dimethylthionin, Methylenazur) in analoger Weise wirk-
sam waren, Verbindungen also, in welchen zwei bestimmte
Affinitdten durch eine zweiwerthige schwefelhaltige Gruppe
oder bloss durch Schwefel in Bindung gesetzt waren. Wo
die betreffenden Affinititen, wie im Bindschedler’schen
Dimethylphenylengriin, durch einwerthige Wasserstoff-
atome gesittigt waren, traten andere Reactionen ein.
Ehrlich hat daraus geschlossen, dass die Nervenfirbung
durch den Eintritt des Schwefels bedingt sei. **) Ehrlich’s

*) Ehrlich, P., Ueber dic Methylenblaureaction der lebenden
Nervensubstanz. Deutsche medicinische Wochenschrift, Nr. 4,
1886 (Separatabdruck).

¥¥) Ob hier die Anwesenheit von Schwefel oder die Art der
Bindung der beiden Affinititen durch ein zweiwerthiges Ra-
dical fiir die Reaction bedingend
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sei, ist nach Prof. Flesch noch festzustellen, -
Flesch, Referat iiber die Arbeit von Ehrlich. Zeitschrift
fiir wissenschaftliche Mikroskopie, III. Band.
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Untersuchungen haben weiter ergeben, dass fiir das Zu-
standekommen der Methylenblaureaction alkalische Re-
action und wahrscheinlich die Anwesenheit des freien
Sauerstoffes massgebend sei. Die Bedeutung der alka-
lischen Reaction erschloss er daraus, dass einige dem
Methylenblan verwandte Farbstoffe, namentlich Thionin,
Dimethylthionin und Methylenazur, in der lebenden Nerven-
substanz in dem Farbenton deponirt wurden, welchen sie
bei alkalischer Reaction annehmen. Die Nothwendigkeit
der Anwesenheit des freien Sauerstoffes schien daraus
wahrscheinlich zu werden, dass die Fiarbung der Ge-
schmacksnervenenden des Frosches besonders dann rasch
erfolgte, wenn durch kiinstliches Aufsperren des Maules
die Zunge der atmosphirischen Luft ausgesetzt wurde,
dieselbe dagegen hiufig ausblieb, wenn die Zungenober-
fliche andauernd dem Gaumen angelagert blieb.

Da nun FEhrlich weiter angiebt, dass auch an den
Nervenzellen zuweilen die Farbung beobachtet wird, so
trat uns die Frage entgegen, ob vielleicht die eine der
uns beschiftigenden Zellformen ausschliesslich oder in
hoherem Maasse als die andere zur Aufnahme des Farb-
stoffes geneigt sei. Nach den von Ehrlich ermittelten Be-
dingungen fiir das Zustandekommen der Reaction konnte,
falls beide Zellformen sich verschieden verhielten auf eine
ungleiche Reaction derselben, beziehungsweise alkalische
Reaction der einen Form, ferner moglicherweise auf gros-
seren Sauerstoffreichthum ihrer Nachbarschaft geschlossen
werden. Die Durchfithrung der Untersuchung nach dem
aus FEhrlich’s Mittheilung hervorgehenden Plane konnten
wir leider nicht versuchen. Ein Theil der von Ehrlich
benutzten Farbstoffe war uns nicht zugdnglich, so dass
~ wir auf die Anwendung des Methylenblau beschrinkt waren.
Da aber letzteres eine eigenartige Farbung bei alkalischer
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Reaction nicht annimmt, su mussten wir versuchen, die
Alkalescenz etwa betheiligter Zellen durch direkte Tinc-
tion in geeigneten Farbstoffen zu erproben.

A. Versuche mit Methylenblau. Die Versuche durch
Einverleibung des Methylenblau wurden in der Weise an-
gestellt, dass eine Losung des Farbstoffes in 0,7°/, Koch-
salzlosung in die Lymphsdcke des Riickens oder in die
Bauchhtohle eines -Frosches injicirt wurde. Einige Zeit
nach der Injection wurden die Ganglien moglichst schnell
auspréparirt und in Kochsalz oder Glycerin untersucht.
Es war nicht ganz gleichgiiltig, welcher Farbstoff ver-
wendet wurde; das von uns zuerst benutzte, im Herbst
1882 bei Hrn. Konig in Berlin bezogene Préiparat wurde
weit besser vertragen, als ein neuerdings aus derselben
Quelle erhaltenes. Da FEhrlich sich der direkten Infusion
in die Bauchvene bediente, so konnen die von uns er-
mittelten Zeiten fiir das Zustandekommen der Reaction
moglicherweise von den auf dem Wege der Gefiassinfusion
zu erlangenden differiren.

Das Resultat unserer Versuche war im Wesentlichen
die Thatsache, dass schon nach 1 bis 2 Stunden eine Far-
bung der Zellen vorhanden war, so zwar, dass die kleinen
Zellen intensiver gefirbt waren, als die grossen. Es be-
sitzen also die kleinen chromophilen Zellen eine grossere
Neigung zur Tinction im lebenden Zustande, als die gros-
seren chromophoben.

Nach den von Ekrlich ermittelten Angaben fiir die
Nerverfasern hitte man also anzunehmen, dass die sich
farbenden Zellen alkalisch reagiren. Bei dem ausge-
sprochenen Gegensatze beider Zellformen mussten wir nun
zundchst versuchen, eine saure oder wenigstens neutrale
Reaction der chromophoben Zellen zu statuiren. Dies zu
ermitteln war der Zweck der folgenden Versuchsreihe.
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B. Injection von Alizarinnatriumlosung beim lebenden
Thiere. Mittheilungen von Lieberkihn ™) haben gezeigt,
dass an dem Gehirne nach Einverleibung einer 5 °/, Lo-
sung von Alizarinnatrium in die Vena jugularis eine gelbe
Farbung auftritt, wie sie der verwendete Farbstoff bei
Behandlung mit Sduren anzunehmen pflegt. Lieberkiihn
hat weiter festgestellt, dass Zusatz von Alkalien die gelb
gefarbten Theile roth tingirt, dass somit in der That eine
Sdurereaction vorliegt. Ankniipfend an diese Versuche
haben wir in gleicher Weise, wie nach Einverleibung von
Methylenblau, an mit Alizarinnatrium injicirten Froschen
Spinalganglien untersucht. Das Resultat war ein nega-
tives : es konte nie Gelbfirbung konstatirt werden. Aller-
dings bietet die Untersuchung Schwierigkeiten wegen des
reichlichen gelben Pigmentes in den Nervenzellen. Da
aber die alkalisch reagirenden kleineren Zellen keinerlei
Farbung, weder rothe noch gelbe, zeigten, so mussten
wir annehmen, dass iiberhaupt auf dem von uns betrete-
nen Wege keine Aufnahme des Farbstoffes am lebenden
Thiere stattfindet. Zur Controle wurden moglichst frische
Spinalganglien in einer sehr verdiinnten Losung von Ali-
zarinnatrium zerzupft; dieselben zeigten viovlette Farbung
eines Theiles, bei langer Einwirkung aller Zellen Dies
wiirde auf eine alkalische Reaction zu beziehen sein.

C. Versuche iber die Reaction der Nervenzellen.
Nach dem negativen Resultate der mit Alizarinnatrium
angestellten Versuche schien es geboten, auf anderem
Wege die etwaige saure Reaction der chromophoben
Nervenzellen nachzuweisen. Zu diesem Zwecke wurden

%) Lieberkiihn, Ueber die Einwirkung von Alizarin auf die
Gewebe des lebenden Korpers, Marburger Sitzungsberichte,
Nr. 3, 1874.
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frische Préparate in 0,7°, Kochsalzlosung untersucht,
in welcher einige der bekannten Reagentien in so starker
Verdiinnung gelost waren, 'dass die Losung unter dem
Mikroskope farblos erschien. Die verwendeten Farb-
stoffe waren Phenolphtalein (ein gelblich-weisses krystal-
linisches Pulver, das sich in Alkalien mit fuchsinrother
Farbe ldst); Lakmoid (uns von Hrn. Prof. Perrenoud zur
Verfiigung gestellt, Reaction gleich der des Lakmus-
papieres); Cyanin (blau, wird durch Sduren entfiarbt). Es
sind die Versuche mit den zwei ersten Reagentien nicht
einwandsfrei, weil bekanntlich die meisten Farbstoffe erst
nach vollendetem Absterben der Gewebe die Zellen tin-
giren, weil ferner freie Kohlensdure fiir beide nicht zur
charakteristischen Sdurewirkung ausceicht. Fir das Cya-
nin ist in Versuchen von Cerfes¥) der Nachweis erbracht,
dass es lebende Infusorien ohne Schddigung zu firben
vermag; ausserdem geniigt die Gegenwart freier Kohlen-
sdure zur Entfirbung. In allen Féllen lassen sich bei
sorgfédltiger Beobachtung die Verdnderungen der Zellen,
welche dem vollstdndigen Absterben vorangehen, recht-
zeitig erkennen; es ist die Lokalisation der Farbe nach
dem Absterben (Kernfirbung) eine andere, als wahrend
der ersten Zeit der Beobachtung. Beides gibt uns eine
Sicherung, dass der Zustand der Zelle, in welchem sie
zur Beobachtung kam, den vitalen Verhéiltnissen moglichst
entsprach. Die Versuche ergaben: bei Anwendung ganz
schwach alkalischer Phenolphtalein- Losung diffuse Fér-
bung der Zellen, nirgends Entfarbung, wie es bei saurer
Reaction zu erwarten wire; ebensowenig wird Cyanin-

- r

*) Certes, Sur un procédé de coloration des Infusoires et
des ¢léments anatomiques pendant la vie. Zoologischer Anzei-
ger. 14, Jahrgang 1881, Nr, 73, 8. 208, 287

Bern. Mittheil. 1887. Nr. 1170.



losung entfirbt. Saure Reaction kann sonach fiir alle
Zellen ausgeschlossen werden. Es scheint sonach, dass
die sich durch Methylenblau nicht firbenden Zellen neu-
tral oder ganz schwach alkalisch reagiren miissen. Das
Lakmoid, welches allerdings sehr giftig wirkt, zeigt, mit
dieser Annahme iibereinstimmend, iiberall blaue Tinction,
aber von ungleicher Intensitét.

Ueber den zweiten Punkt, die Nothwendigkeit der
Annahme, dass die Farbung der Zellen auf die Gegen-
wart freien Sauerstoffs hindeute, haben wir gleichfalls —
leider erfolglos — versucht, auf experimentellem Wege Auf-
schluss zu erhalten. Die betreffenden Versuche, fiir deren
Ermoglichung wir den Herren Prof. Nencki und Dr. Ber-
linerblau verpflichtet sind, gingen von dem Gedanken aus,
dass grosserer Sauerstoffreichthum eines Gewebetheiles
vielleicht durch schnellere Oxydation von Indigoweiss zu
Indigoblau nachgewiesen werden konne. Zu diesem Zwecke
wurden frische Praparate, an Faden befestigt, unter Queck-
silberabschluss in Indigoweisslosung gebracht, deren Her-
stellung Hr. Dr. Berlinerblau freundlichst iibernommen
hatte. Leider zeigte sich, dass, in der angewendeten
Form wenigstens, eine Durchtrinkung des Priparates mit
Indigoweiss nicht erfolgte. Wir miissen uns daher auf
folgende Betrachtungen beschrianken, die allerdings nur
zuldssig sind unter der Voraussetzung, dass der Stoff-
wechsel in den Ganglien dhnlichen Bedingungen unter-
liegt, wie in dem centralen Nervensystem.

FEhrlich *) theilt die Parenchyme des Organismus in
drei Gruppen, nédmlich: 1) in solche von hoher Sauer-
stoffsiattigung, in denen Indophenolblau erhalten bleibt ;

¥) Ehrlich, Das Sauerstoffbediirfniss des Organismus. Eine
farbenanalytische Studie. Berlin, 1885.
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2) in solche, die zwar Indophenol-, nicht aber Alizarin-
blau reduziren und 3) in Stellen der hdochsten Sauerstoff-
aviditat, die Alizarinweiss bilden. Die graue Substanz
des Nervensystemes muss zu der ersten, bestversorgten
Gruppe gerechnet werden. Die Tinctionsfihigkeit der
Nervenzellen fiir das im lebenden Korper zirkulirende
Methylenblau wiirde sonach in der hohen Sauerstoff-
sattigung der nervosen Centren eine begiinstigende Grund-
lage finden. Bemerkenswerth erscheint uns in diesem
Sinne, dass die Nervenzellen frither die Reaction zeigen,
als die Nervenfasern*). Im Weiteren legen die Be-
trachtungen FEhrlich’s darauf Gewicht, dass gerade diese
Organe, fiir welche eine maximale Sauerstoffsdttigung
nachgewiesen ist, auch den Sitz des intensivsten Lebens-
prozesses darstellen. Dem entsprechend finden wir die
Thatsache, die mit den Experimenten FEhrlich’s im Ein-
klange steht, dass die sich firbenden Zellen zugleich ein
weit stdrkeres Reductionsvermigen fiir Ueberosmium-
sdure**) — wir konnen hier zufiigen, wahrscheinlich auch
fiir Chromséure — zeigen, als die chromophilen Zellen.

Als Resultat der vorstehenden Versuche und Be-
trachtungen glauben wir feststellen zu konnen, dass die
chromophilen und chromophoben Zellen der Spinalganglien
schon im lebenden Zustande, sowohl in ihrem chemischen
Verhalten, als in der Intensitédt ihres Stoffwechsels wesent-
lich differiren. Es ist im hohen Masse wahrscheinlich,
dass den chromophilen Zellen eine stirkere Alkalescenz
und grossere Sauerstoffsittigung zukommt, als den chromo-

*) Die ausfiihrlichen beziiglichen Versuche werden an einer
anderen Stelle veroffentlicht.

**) Koneff, Beitrige zur Kenntniss der Nervenzellen in den
peripheren Ganglien. Seite 29.



phoben; letztere zeigen ferner geringeres Reductions-
vermogen, als die ersteren,

II. Mikrochemische Untersuchungen an den
erhiirteten Nervenzel;en.

Bekanntlich sehen wir an unseren gewohnlichen Tinc-
tionspraparaten nicht ein Produkt der Einwirkung chemi-
scher Agentien auf die lebende Zelle, sondern das Re-
sultat komplizirter Gerinnungsvorginge der Zelisubstanz
durch den Einfluss der Hartungsmittel und der nach-
folgenden Einwirkung der Farbemittel auf jene Gerin-
nungsprodukte. Farbungen lebender Substanz gelingen
iiberhaupt nur in Ausnahmsfillen und selbst wenn sie ge-
lingen, ergeben sie ein ganz anderes Bild, als die Tinction
des gehédrteten Organes mittelst des ndmlichen Farbstoffes.
Es ist ferner bekannt, dass die Art der Hirtung von
wesentlichem Einfluss auf das spétere Verhalten der Ge-
webe gegeniiber Farbstoffen ist. Es wiirde zu weit fiihren,
wenn wir auf die zahllosen Modifikationen der Hértungs-
und Tinctionsmethoden, die zur Erlangung bestimmter
Bilder empfohlen werden, eingehen wollten.

Um wirklich brauchbare Schliisse auf die Beziehungen
des jeweiligen mikroskopischen Bildes eines Objektes zu
dessen Constitution im lebenden Zustande zu erhalten,
miisste man in allen Féllen so vorgehen, wie es in muster-
hafter Weise Awuerbach *), allerdings in eciner Zeit, in
welcher die Zah] der verwendbaren Reagentien noch eine
sehr kleine war, fiir einige Gewebe versucht hat; man
miisste am absolut frischen Objekte alle Verinderungen,
von der Einwirkung des ersten Reagenz an, direkt unter

*) Auerbach, Organologische Studien. Breslau bei Morgen-
stern. 1. Heft.
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dem Mikroskope kontroliren; aus techmischen Griinden
wird dies in den meisten Féllen unmoglich sein. Selbst
wenn wir in der Voraussetzung, dass deren Gewebe sich
genau verhielten wie bei Warmbliitern, solche Versuche
an durchsichtigen Thieren *) anstellen wollten, so wiirde
mit dem ersten Eintritte der Gerinnung die Triibung des
Priaparates der nothigen Anwendung der stirkeren Ver-
grosserung ein uniiberwindliches Hinderniss bereiten.

An Stelle der direkten Beobachtung muss daher die
Reflexion auf Grund der Vergleiche des in den einzelnen
Stadien der Priparation nachweisbaren efundes und des
Vergleiches der verschiedenen Befunde nach Einwirkung,
in ihrem Wesen bekannter, verschiedenartiger Agentien
treten. Wir konnen z. B. die Wirkungsweise der Hértungs-
mittel so verfolgen, dass wir deren chemischen Eigen-
schaften variiren lassen. Wir konnen ferner die Ein-
wirkung verwandter Mittel auf ein und dasselbe Gewebe
in dessen lebendem Zustande und in verschiedenen Stadien
der Hartung mittelst differenter Agention priifen. Wir
haben uns auf diese beiden Variationen der Untersuchungs-
methoden in den folgenden Versuchen beschrinkt. Dass
die moglichen Variationen zahlreicher sind und dass
wichtige Riickschliisse auf die Constitution der lebenden
Gewebe auch auf anderem Wege erlangt werden konnen,
soll dabei ausdriicklich betont werden. Beispielsweise
kénnen wir den Einfluss der Spannungsverhiltnisse eines
Gewebes auf dessen Verhalten gegen Tinctionsmittel heran-
zichen, wie ihn Dr. Flesch **) am hyalinen Knorpel kon-

*) Ein geeignetes Objekt diirfte z. B. die von Weissmann
untersuchte Leptodora hyalina abgeben.

*¥) Flesch, Bemerkungen zur Kritik der Tinctions-Pripa-
rate. Zeitschrift fiir wissenschaftliche Mikroskopie, Band II.

F'lesch, Untersuchungen iiber die Grundsubstanz des hya-
linen Knorpels. Wiirzburg 1880. A. Stuber’s Verlag.



— 14 —

trolirt hat. Ich selbst habe Versuche gemacht, den Ein-
fluss eines Reagenz auf die Nervenzellen bei Variation
der Temperatur des Pridparates zu priifen. Es bediirfen
indessen derartige Versuche einer speziellen Durcharbei-
tung, welche ich in der mir verfiighbaren Zeit nicht auf
eine grossere Zahl von Fragen ausdehnen konnte.

Die gewohnlichen, zur Untersuchung des Nerven-
systemes verwendeten Hdirtungsmittel sind Losungen ge-
wisser Sauren oder saurer Salze. Die meisten derselben
pflegen in der Form, in welcher sie gewéhnlich zur An-
wendung kommen ausser der Coagulation der Albuminate
und den sonstigen, in den ahsterhenden Zellen vorgehenden
Veréinderungen durch die Bildung von Niederschligen
(Reductionsprodukten der Metalle) Nebenwirkungen zu
zeigen, welche die weitere mikroskopische Untersuchung
erschweren, *) Die Anwendung der Pikrinsiure bietet
in dieser Hinsicht einen Vortheil, hat aber mit den
Sduren Eines gemeinsam, dass ndmlich das von Saure-
bildung hegleitete Absterben der Zellsubstanz in einem
Medium von ungleicher Reaction erfolgt. Es darf aber
die Pikrinsdure in ihrer Wirkung iiberhaupt nicht zu den
Séuren gerechnet werden. Ihre Reaction ist neutral;
die Conservirung der Priparate ist jedenfalls eine bessere,
als nach Einwirkung aller anderen Sduren und selbst der
sauren Salze, nach welchen stets Schrumpfungserschei-

*) Fiir die Chromsdure und deren Salze kann durch einen
von H. Virchow eingefiihrten Kunstgriff dieser Nachtheil besei-
tigt werden. Niheres dariiber enthilt :

Virchow, Ueber die Einwirkung des Lichtes auf Gemische
von chromsauren Salzen (resp. Chromsiure), Alecohol und extra-
hirten organischen Substanzen. Technische Mittheilungen. Arch.
f. mikrosk. Apat. Bd. XX1V, 1885, p. 117—119.
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nungen wahrnehmbar sind. Es musste demnach interes-
sant sein, die Hirtung in sauren Medien zu vergleichen
mit der in ausgesprochen alkalischen Fliissigkeiten. Man
hitte zu diesem Zwecke an den Alkohol denken kénnen,
welchen man durch Zusatz von Alkalien préiparirt hitte.
Dies lag um so ndher, als ja der Alkohol an sich ein
nicht unzweckméssiges Conservirungsmittel der Nerven-
zellen darstellt. *) Wir haben davon abgesehen, weil bei
diesem Verfahren man nicht hétte entscheiden konnen,
ob wirklich das zugesetzte Alkali gleichzeitig mit dem,
bekanntlich sehr schnell in die Gewebe eindringenden,
Alkohol die Gewebetheile erreichen konnte. Auf Vor-
schlag von Herrn Prof. Nencki haben wir daher Ver-
suche mit den Losungen einiger Metallsalze (Chlorsilber-
ammonium und basisches Bleiacetat) angestellt. Dem
entsprechend verfiigen wir iiber eine Versuchsreihe iiber
die Einwirkung einer Anzah! von Hirtungsmitteln, deren
Ergebnisse sich in der Weise gruppiren lassen, dass wir
der Reihe nach die Héirtungen in Sduren, sauren Salzen,
neutralen Fliissigkeiten und alkalischen Salzen vergleichen
kdnnen.

Die auf diesem Wege vorbereiteten Objekte haben
wir in verschiedener Weise tingirt. Neben der Verglei-
chung der verschiedenen Farbstoffe musste uns hierbei
die Wirkungsweise der einzelnen Farbstoffe unter varii-
renden Bedingungen (in chemisch verschiedenen Ldsungen,
beziehungsweise bei Verwendung verschiedener DBeizen)
interessiren.

A. Hirtung in Sduren. Folgende Sduren kamen zur
Anwendung: Salpetersdure (3 %, Losung), Chromsédure

*) Nissl, Ueber die Untersuchungsmethoden der Grosshirn-
rinde. Tageblatt der 58. Versammlung deutscher Naturforscher
und Aerzte in Strassburg im Elsass. 8, 506.



(*/2 %), Osmiumsdure (1°/,), Pikrinsdure (1°,), Flem-
wing’sche Mischung. Die Osmiumséure muss von den ande-
ren Sauren getrennt werden, wegen der Eigenfarbe, die in
Folge ihrer Reduction in den Geweben auftritt und ander-
weitige Tinctionen nicht oder nur schwer zur Geltung kom-
men lasst. In allen Féllen war eine Nachbehandlung mit
Alkohol und Celloidin oder Paraffin gebraucht. Diejenige
Conservirung, welche dem Bilde der frisch untersuchten
Zellen am ndhesten kommt, liefert Pikrinsdure; am un-
giinstigsten hinsichtlich der Form der Zellen verhiit sich
die Flemming’sche Mischung. Allen, aus Saurehidrtungen
entsprungenen Préparaten gemeinsam ist: scharfe Ab-
grenzung der Zellen, ausgesprochene Tinctionsfahigkeit
des Zellkorpers, geringe Tinctionsfahigkeit des Kernes mit
Ausnahme des oder der Kernkorperchen. Die Granula-
tionen des Zellkorpers erweisen sich zum Theile resistent
gegen gewisse Farbstoffe. Ausser den Kernkdrperchen
erscheinen einzelne Granula des Kerngeriistes geféarbt.
Héartung der frischen Praparate in Osmiumsiure zeigt in
Verbindung mit der Hartung eine ungleiche Reductions-
kraft der verschiedenen Zellformen. Die Beschaffenheit
der Zellen kommt den in Pikrinsdure erhéltlichen Prapa-
raten nahe. Die Farbungsunterschiede sind bei den
Tinctionsversuchen zu besprechen.

B. Hirtung in saquren Salzen. Als Paradigma haben
wir hier das doppeltchromsaure Kali in Form der
Miiller’schen Losung verwendet. Die Miiller’sche Losung
ergibt unabhéngig von jeder Nachbehandlung (Gefrier-
schnitte) ausgesprochene Differenzirung der chromophilen
und der chromophoben Zellen. Gegeniiber Farbstoffen ver-
halten sich die Préparate wie nach Sdurebehandlung.

C. Hirtung in neutralen Medien. Von neutralen Hér-
tungsmitteln haben wir angewendet neutrales Bleiacetat
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und Alkohol. Die Zellformen der mit Bleizucker (10 9/,
Losung) behandelten Priparate zeigen vorziigliche Con-
servirung. Gegen Firbungen verhalten sich die Zellen wie
nach Héartung in Sduren. Hartung in Alkohol zeigt wenig
gute Erhaltung der Zellfform (wahrscheinlich wegen der
Wasserentziehung).

D. Hirtung in alkalischen Medien. Verwendet wurde
basisches Bleiacetat (das offizinelle Priparat wurde ent-
weder mit Wasser oder mit Alkohol auf das Zehn-, Zwan-
zig- oder !Vierzigfache verdiinnt) und ammoniakalische
Silberchloridlosung. Letztere war so bereitet, dass die
Losung 1 Theil Silberchlorid in 100 Theile Wasser durch
Ammoniakzusatz geldost enthielt. Wir erhielten das Pri-
parat von Hrn. Staatsapotheker Prof. Perrenoud. Beide
Losungen dringen nur langsam in die Praparate ein, so
dass nur die oberflichlichen Schichten der Priparate ver-
wendbar sind. Die Controle iiber die Tiefe, bis zu welcher
das Hirtungsmittel eingedrungen ist, gibt Behandlung
der Schnitte mit Schwefelwasserstoffwasser oder chrom-
saurem Kali.

Der Nachweis des Silbers ergibt sich aus der nach-
triaglichen Briaunung der Priparate unter dem Einflusse
des Lichtes. Fiir die Ergebnisse miissen wir beide Me-
thoden trennen. Die Bleisalzlisung scheint ungleich auf
beide Zellformen zu wirken; an Spinalganglien des Ka-
pinchens sind die chromophilen Zellen stark geschrumpft,
dabei mehr weniger vom Bleisalz impragnirt; die chromo-
phoben Zellen erscheinen fast farblos. Auch nachtrigliche
Fiarbungen verschiedener Arten bringen die Differenzi-
rung beider Zellformen gut zur Geltung. Dieselbe That-
sache kann an Spinalganglien des Froscheés konstatirt
werden. Hirtung mit alkalischer Silberchloridlisung ergibt

Bern. Mittheil. 1887. Nr. 1171,
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vorziigliche Differenzirung beider Zellarten, die sich aller-
dings an den Priparaten nicht auf die Dauer conserviren
lisst ; die Conservirung der Zellform ist an beiden Arten
eine gute.

Alle Hartungsversuche fithren uns zu dem Resultate,
dass unter allen Umstinden die verschiedenen Formen
der Nervenzellen ihren verschiedenen Charakter wahr-
nehmen lassen; jedoch scheint es, dass die Hértung in
alkalischen Medien die besten Bedingungen gibt, um die
chemische Differenz des Zellkorpers hervortreten zu
lassen. Besondere Beachtung verdient das Verhalten des
Zellkorpers gegeniiber den Metallverbindungen. Wir kon-
statiren, dass die chromophilen Zellen ausnahmslose eine
grossere Affinitdt zu den Losungen der Metalle zeigen,
als die chromophoben.

Die Tinctionsversuche miissen wir in drei Gruppen
scheiden ; 1) Behandlung der gehédrteten Objekte mit Me-
tallen, 2) Behandlung mit spezifischen Kernfirbemitteln,
3) Behandlung mit Farbstoffen, welche gewdhnlich nur
den Zellkdrper oder einzelne Bestandtheile des Zellkorpers
farben. Ein Theil der Farbungen wurde an Priparaten ver-
sucht, welche nach allen verschiedenen, in dem vorigen
Abschnitte behandelten Hartungsmethoden hergestellt
waren. Die Mehrzahl der Versuche hezieht sich dagegen
auf in Miiller’scher Losung conservirte Objekte.

A. Behandlung mit Metallen. Osmiumsdure auf in
Miller'scher Fliissigkeit erhdrtete Priparate angewendet,
wirkt in erster Linie auf die chromophilen Zellen. Von
frisch in Osmiumsidure behandelten Préiparaten unter-
scheiden sich die nachtriglich gefarbten sehr wesentlich, weil
es sich in den letzteren nur um eine langsam zustandekom-



s 1 =

mende Braunung handelt. Die Differenzirung der chromo-
philen und chromophoben Zellen wird nicht wesentlich
deutlicher, als vor der Farbung. Das gesammte Priparat
ist nur gleichméssig dunkler geworden.

Die Nachfirbung der Nervenzellen durch Silber ist
bekanntlich von Golgi methodisch verwerthet worden. In
unseren Versuchen haben wir uns von dem von Golgi ge-
iibten Verfahren in der Weise entfernt, dass wir statt mit
Silbernitrat mit ammoniakalischer Silberchloridlésung ge-
arbeitet haben; dass wir ferner die Reduktion im Briit-
ofen erfolgen liessen. Wir erhielten so schon nach
24 Stunden gute Bilder; hierbei ist an giinstigen Préipa-
raten die Differenzirung der Zellen eine gute und gegen-
iber dem fritheren Zustande gesteigerte. Die Praparate
sind nicht haltbar; unzweifelhaft besitzen aber die Nerven-
zellen der Spinalganglien ebenso wie die der Centralorgane
und die peripheren Nervenfasern eine spezifische Eigen-
schaft, welche (gegeniiber anderen Gebilden) an den mit
chromsaurem Kalium durchtréankten Priparaten ein star-
kes Imbibitionsvermogen fiir das ;verwendete Silbersalz
bedingt.

2. Behandlung mit Kernfdarbemitteln ergibt iiberall ein
fiir die histologische Auffassung der Nervenzellen bemer-
kenswerthes Resultat : durchweg, auch an Gefrierschnitten
frischer Objekte (Pikrocarmin) ndmlich finden wir, dass
die Kernfirbemittel weit fester an den Zellkérpern der
Nervenzellen, als an deren Kernen, theilweise sogar als
an den Kernen der benachbarten Gewebe haften. Eine
Ausnahme bilden nur diejenigen Nervenzellen, in welchen
der Kern Formen angenommen hat, die auf Altersverin-
derungen zu deuten scheinen. Nur das Kernkorperchen
zeigt eine &ahnliche Affinitdt zu iden Kernfirbemitteln
wie der Zellkérper und die Chromatirtheile der umge-
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benden Kerne. Dass jedoch die Farbbarkeit des Kern-
korperchens nicht ganz denselben chemischen Compo-
nenten zuzuschreiben ist, wie die des Zellkérpers, geht
aus der Ungleichheit der Farbennuancen hervor, die unter
Umstdnden beobachtet werden. So verzeichnen wir an
Spinalganglien des Frosches nach Erhdrtung in Flem-
ming’scher ‘Mischung und Saffraninfirbung dunkle, diffuse
Farbung des Zellkérpers, mehr gelbe Farbung des Kern-
korperchens in dem blass tingirten Kerngeriiste. Sehr be-
merkenswerth ist das Verhalten der Granula des Zell-
korpers gegeniiber den kernfirbenden Farbstoffen ; durch
einen Theil derselben werden diese Granula gefirbt (Gen-
tianaviolett, Hsematoxylin nach Sdurehidrtung). Wesent-
lich ist jedenfalls hierfiir die Anwesenheit einer geeig-
neten Beize. Carmin in neutraler Losung farbt die Gra-
nula nicht, Boraxcarmin firbt sie sehr intensiv. Da die
Differenzirung heller und dunkler Zellen auch an mit neu-
tralem Carmin tingirten Prdparaten vorhanden ist, so ist
sie nicht von der Menge der Granula abhéngig. *) Be-
sonderes Interesse bietet die simultane Wirkung zweier
Kernfirbemittel bei Doppelfarbung nach Merkel's Me-
thode mit indigschwefelsaurem Natrium und Carmin in
boraxhaltiger Losung. Dass dieses Verfahren fiir die Dif-

¥) Die Menge und Grosse dieser sich firbenden Granula
kann eine so betrichtliche werden, dass sie die Eigenfarbe des
Zellprotoplasmas, in welches sie eingestreut sind, iibertont. Benda
(Ueber eine neue Firbemethode des Centralnervensystems und
Theoretisches iiber Hematoxylinfirbungen. Separatabdruck aus
den Verhandlungen der Physiologischen Gesellschaft zu Berlin.
1885—86, Nr. 12, 13 u. 14) hat geglaubt, den Unterschied der
chromophilen und chromophoben Zellen auf die Menge der vor-
handenen Granula zuriickfithren zu sollen, Durch die oben mit-
getheilten Ergebnisse der Carminfirbung wird diese Annahme
widerlegt.
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ferenzirung der chromophilen und chromophoben Zellen
vorziiglich geeignet ist, hat bereits Prof. Flesch mitge-
theilt. ¥*) Wir ‘haben dieselbe mit besonders giinstigem
Erfolge an in Bleiessig erhérteten 'rdparaten angewendet.
Gleichzeitige Untersuchungen von IKrl. Gefiss haben ent-
sprechende Resultate bei anderen Behandlungsmethoden
erzielt. {Es finden sich ndmlich zwischen den rosatingirten
chromophoben und den blau gefirbten chromophilen Zel-
len Zwischenformen, ndmlich Zellen mit ungefirbtem
Kerne, der von einer blauen Zone umgeben ist, wihrend
die Randschicht der Zelle noch die rosarothe Firbung
zeigt. Beide Fiarbungen betreffen die Grundmasse (das
Hyalopiasma oder Paraplasma) der Zellsubstanz und nicht
die stets intensiv roth gefirbten Granula. |

3. Aus unseren Versuchen mit Farbstoffen, die nicht
als Kernfirbemittel wirken, haben wir hervorzuheben die
mit Eosin, Fuchsin und Nigrosin erzielten Ergebnisse.

Eosin an Bleizuckerpraparaten ergab uns im Gegen-
satz zu anderen Geweben die Kerne der Nervenzellen
ziemlich dunkel tingirt innerhalb des gleichméssig diffus
gefirbten Zellkorpers. Noch intensiver wird die Kern-
farbung bei Bleiessighdrtung ; auffallend ist jedoch dabel,
dass in den chromophoben Zellen die Kerne farblos bleiben.
Fuchsinfirbung hat uns an Alkoholpriparaten Interes-
santes ergeben. Zwischen kleinen, blass tingirten und
grosseren, dunkleren Zellen zeigt sich ein Uebergang, in-
dem anscheinend im Anschluss an den Kern ein diffus
gefarbter Saum an manchen Zellen sichtbar wird, der sich

#) I'lesch, Notizen zur Technik mikroskopischer Unter-
gsuchungen am centralen Nervensystem. Zeitschrift fiir wissen-
schaftliche Microskopie und fiir microskopische Technik, Bd. II,
1886, S. 49—52, :
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bis zur vollstindigen Ueberfairbung des Zellkdrpers aus-
breitet.

Nigrosin hat uns an Bleiessigpriparaten interessante
Bilder ergeben. Der Farbstoff haftet ausschliesslich am
Paraplasma, so dass der Zellkorper ein reticulirtes Aus-
sehen zeigt. Je nach der Vertheilung der Tinction zei-
gen sich folgende Zellformen: a) Grosse, chromophobe
Zellen mit feiner Granulirung; &) kleinere und mittel-
grosse, schwach tingirte Zellen mit grobmaschigem Para-
plasma, schwacher Kernfirbung; c¢) kleine und mitte!-
grosse Zellen mit dunklem Kerne, dunkler Farbung des
umgebenden Protoplasma’s; d) kleine und mittelgrosse
Zellen mit dunklem Kerne, lichter ¥arbung des centralen,
dunkler des peripheren Protoplasma’s; e) kleine, mittel-
grosse und grosse, durchaus dunkelgefirbte Zellen.

Die Ergcbnisse der Tinctionsversuche zeigen uns,
dass in den Nervenzellen eine wesentlich andere Ver-
theilung der Zellsubstanz vorliegt, als in anderen Ge-
weben. Diesen Nachweis glauben wir zu fithren, indem
wir zeigen, dass die Einwirkungen der verschiedenen
Farbemittel auf die eben abgestorbene wie auf die durch
Hirtung weiter verdnderte Nervenzelle konstante Ver-
schiedenheiten gegeniiber anderen Gewebeelementen zeigen.
Fiir die Nervenzellen charakteristisch ist die Armuth des
Nervenkernes an Chromatinbestandtheilen, die Farbbarkeit
ihres Protoplasma’s durch verschiedene Agentien. Es muss
dahingestelit bleiben, wie weit die letztere abhingig von
der vorherigen Imprignation mit den Metallverbindungen
der Hartungsflissigkeiten ist. Aus den Ergebnissen der
Behandlung frischer Ganglien mit Osmiumsiure sehen wir
ja, dass der Substanz der Nervenzelle unter Umsténden
die Féahigkeit zukommt, durch Reduktionsvorginge Metalle
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in ungleichem Maasse zu fixiren. Bemerkenswerth er-
scheint es, dass Héartungen in alkalischen Medien der Con-
servirung jener chemischen Differenzen in den Préparaten
besonders giinstige Bedingungen zu bieten scheint.

Wir haben im ersten Theile der Untersuchung wahr-
scheinlich gemacht, dass im Leben die von uns be-
handelten Ungleichheiten der Nervenzellen auf eine Ver-
schiedenheit ihrer Sauerstoffsattigung, also ihres Verhal-
tens im Stoffumsatz, hinzuweisen schienen. In den Fir-
bungsversuchen ist es uns gelungen, Zwischenformen
mittelst der Merkel’schen Farbung zu fixiren, bei welchen
die in den chromophilen Zellen iiberwiegende, zur Bin-
dung des Indigo neigende Substanz in bestimmter Loka-
lisation auftrat und sich mehr weniger weit iiber die Zelle
bis zu volliger Alleinherrschaft ausbreitete. Es berechtigt
dies uns zur Vermuthung, dass hier verschiedene durch das
Auftreten und die Ausbreitung jener Substanz charakteri-
sirte Zustiinde im Stoffwechsel der Zelle fixirt worden sind.
Dies weiter zu verfolgen und festzustellen, ob wir in jenen
Vorgédngen den Ausdruck von nutritiven und Wachsthums-
vorgangen oder funktioneller physiologischer Veridnde-
rungen zu sehen haben, wird die Aufgabe spiterer Unter-
suchungen sein.

Zum Schlusse halte ich es fiir eine angenehme Pflicht,
meinem hochverdienten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Flesch,
Privatdocenten der Anatomie an der medizinischen Fa-
kultit, fir seine freundliche Leitung und vielfache Unter-
stiitzung bei dieser Arbeit meinen aufrichtigsten Dank
auszusprechen.
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