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BLK. 611.8-018

Neue Metheden zur morphologischen Erforschung
des Nervensystems

Von P. Yonwiller, Rheinau

Unsere neuen Methoden zur morphologischen Erforschung des Nerven-
svatems stellen nur einen Auschnitt dar aus einem viel umfassenderen
Programm unserer Untersuchungen, Tatséchlich erstrecken sie sich auf
das Gesamtgebiet der mit dem Mikroskop arbeitenden Bielogie und
Medizin. Die withrend 25 Jahren zusammengetragenen Ergebnisse wur-
den 1945 in unserem Werke «Lebendige Gewebelehres (erschienen bei
Zollikofer. St. Gallen) in iibersichtlicher Weise zusammengestellt. Seit-
her ist 1950 auch eine Ausgabe in spanischer Sprache (Verlag Nova.
Buenos Aires) erschienen mit dem Titel «Los tejidos vivosy, Was im
tolgenden besonders dargestellt werden soll, ist die Fortsetzung dieser
Untersuchungen mit spezieller Anwendung aut das Nervensystem.

Im wesentlichen handelt es sich um zwei Methoden: 1. die Erforschang
der lebenden Strukturen im Sinne einer frither kanm maglichen Unter-
suchungsweise, nidmlich nach dem Grundsatz der Beobachtung «in vivo
et in situn, d. h. also der verschiedenen Organe, Gewebe und Zellen an
ihrem natiirlichen Standort im lebenden Organismus und mit Hilfe
aller, auch der starksten mikroskopischen Vergrollerungen. Dazu war
die Schaffung einer ganz nenen Methodik und einer vorher nicht existie-
renden Apparatur nétig, wobei das Mikroskop villig umgebaut werden
mulite und sowohl dessen optische als auch seine mechanischen Teile
eine grundsitzliche Anderung erfuhren. Optisch wurde fast ausschlief3-
lich mit der sogenannten Auflichtmikroskopie gearbeitet, ausgehend
von den klinischen Methoden der Kapillaroskopie und Spaltlampen-
mikroskopie, und ein Verfahren entwickelt, welches, im Gegensatz zu
diesen Methoden, die auf schwache Vergroflerungen beschrénkt bleiben,
auch die Anwendung starker und stirkster Vergroflerungen ermaglicht.
Da man es oft mit sehr groflen Objekten zu tun hat, z. B. mit einem
lebenden Menschen, so mullte auch der mechanische Teil des Mikroskops
den neuen Bedingungen angepalit werden, was durch Sidulenstative.
Kreuzschlitten. groBlen Kreuztisch, besondere Halteapparate usw. er-
reicht wurde. Um nicht nur oberflichlich gelagerte, sondern auch in der
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Ticfe des Organismus gelegene Teile der Untersuchung zuginglich
machen zu kinnen - um z. B, am lebenden Herzen mikroskopische Un-
tersuchungen anzustellen —, war ferner die Entwicklung einer besonders
gestalteten, den Organismus und das zu untersuchende Organ ganz beson-
ders schonenden chirurgischen Technik nitig, wie dies am Beispiel der
Kapillaroskopic mit den stiirksten Vergrollerungen an der Membrana
hvaloidea des lebenden Frosches durchgefithrt wurde. In besonderen
Fallen wurde auch die Mikromanipulation mit unseren optischen und
mechanischen Neuerungen kombiniert, z. B, zu Injektionen von Farb-
stoffgemisch in kleinste Arterien der Gehirnoberfliiche am lebenden Tier.

Es ist klar, dal} ein so umfassendes Programm nicht von einem cin-
zelnen allein in allen Teilen realisiert werden konnte, sondern eine grofle
Anzahl von Mitarbeitern und ungewshnliche Mittel vonnéten waren,
und dal} cine gewisse Arbeitsteilung erfolgen mulite. Wahrenddem wir
in Zusammenarbeit mit K(J].i{.‘.l__fif Prof. Kaiser in Wien den Nachweis der
Anwendung unserer Methoden im Gebiete der Virusforschung (spez.
Vaccine) durchfihrten (1950). erfolgten. nachdem schon frither durch
Zusammenarbeit mit Fannotti die Ausbildung einer Kapillaroskopie mit
starken VergroBerungen und durch Pannotti deren Anwendung auf
klinische Fille von Hypertonie (1932) durchgefiihrt worden war, in
neuester Zeit die Arbeiten von Antoine und Griinberger iber Frithstadien
des Karzinoms an der Portio vaginalis des Uterus mit Hilfe des von
Antoine geschattenen Kolpomikreskops (Reichert), das eben jetzt in
endgiiltiger Form herausgekommen ist. Ex kann wohl mit Bestimmtheit
vorausgesehen werden, dall eine ganze Reihe von anderen klinischen
Diﬁzipiincn diesem Beispiel fulgun werden - wir meinen vor allem auch
die Dermatologic —. und es wiire wohl uberaus fruchtbar. wenn auch die
Phvsiologie sich aktiver mit diesem neuen Gebiet befassen wollte. und
zwar sowohl im normalen als ganz besonders auch auf pathologisch-
physiologischem Telde.

2. Wir selber haben uns in Anpassung an die Kriegs- und Nachkriegs-
verhiiltnisse daraul verlegt, auf histologischem Gebicte neue Fort-
schritte zu erziclen, die sich vor allem auf das Gebiet des Nervensystems
beziehen, und also nach den oben genannten Grundsitzen einerseits das
lebende Nervensystem mikroskopisch weiter untersucht und anderseits
aus diesen Lebendbeobachtungen erwachsende neue histologische Me-
thoden ausgebildet.

Aus unseren neueren Vitaluntersuchungen tiber die morphologische
Erforschung des Nervensystems erwihnen wir die Sichtbarmachung eines
groflen markhaltigen Nerven am lebenden Organismus durch die lebende.
unverletzte Haut hindurch, also in vivo et in situ, und dessen mikro-
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photographische Aufnahme. Wenn man bedenkt, dal} es bis in neuere
Zeit unmoglich war, lebende markhaltige Nerven in unverindertem Zu-
stande lingere Zeit hindurch mikroskopisch zu beobachten, indem nach
den gewodhnlichen histologischen Methoden der Frischbeobachtung an aus
dem Kérper entnommenen Nervenfragmenten alsbald die sogenannten
Myelinfiguren auftreten und die weitere Beobachtung verunmaglichen.
so bietet unser neues Verfahren offenbar grofleres Interesze. Seinen Yor-
liuter hatte es in den schon vor 20 Jahren durchgefithrten Untersuchun-
gen unseres Mitarbeiters Fogt, welcher am lebenden Meerschweinchen
den Nervus peroneus unterhalb des Fibulakdptechens durch einen Haut-
schnitt freilegte und so den wirklich Iebenden Nerven, worin noch das
Blut zirkulierte. mit den stirksten Vergrollerungen beobachten und auch
photographisch aufnehmen konnte. Unser neues Verfahren bedient sich
als Objekt kleiner Forellen, bei welchen einer der grifiten Nerven des
Organismus, der Nervus lateralis, so dicht unter der ungewihnlich durch-
sichtigen Kérperhaut verliuft, dal} man ihn mit unserem Verfahren in
vivo et in situ, und zwar ganz ohne jede Verletzung der Haut. sowohl
mit stirksten Vergroflerungen beliebig lang beobachten und ihn auch
mikrophotographisch aufnehmen kann. AuBerdem kann man auaf gleiche
Weise auch die Pigment- und iibrigen Farbzellen der lebenden Haut sowie
auch die Blutzirkulation in der lebenden Iris am vollig unverletzten Tier
mit allen belichigen VergréBerungen aufs genaueste beobachten.

Aus den uns in den letzten Jahren beschiftigenden histologischen
Untersuchungen am Nervensystem erwihnen wir vor allem die Netz-
hautuntersuchungen sowie soleche am Gehirn, Riickenmark und peri-
pheren Nervensystem. Im Gegensatz zu Goldmann und Spatz verwen-
deten wir Trypanblau und dhnlich wirkende Farbstoffe nicht in unge-
mischter Lisung. sondern mit Beigabe Kleiner Dosen von Alkohol und
Essigsdure. Dicse scheinbar unwesentliche ;&nderung hat aber grund-
sitzliche Bedeutung. Wahrend ndamlich den fritheren Beobachtern immer
auffiel, daf} bei Injektion von Tryvpanblau in den lebenden Organismus
sich wohl fast alle Organe fiirbten, mit einziger Ausnahme des Nerven-
systems, errcicht man durch unser Verfahren eine geradezn elektive
Farbung des Nervensvstems. Am elektivsten erwies sich dabei das
Nigrosin. Aber die Schwierigkeit besteht darin, dafl unter den zahlreichen
im HTandel sich befindenden Nigrosinen es schwer ist, ein wirklich neuro-
tropes Nigrosin herauszufinden. Mit einem solchen aber erzeugt man Bil-
der. welche den Silberimpriignationsbildern sehr dhnlich zind, aber eben
auf eine methodisch grundsiatzlich ganz verschiedene Weise zustande
kommen, o z B. die grollen Ganglienzellen der Netzhaut mit allen

Dendriten und dem Axon tief schwarz in sonst farbloser Umgebung.
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Unsere Methoden liefern, im Gegensatz zur vitalen Methvlenblautir-
bung, die oft nachtriglich abblaflt, sicher haltbare Priparate und er-
zeugen im Gegensatz zu den Silberimpragnationen, welche oft aus unbe-
kannten Grinden versagen, bei gleicher Anwendung auch immer dasx
uleiche Frgebnis.

In ihrer Anwendung am frischen Gewebe ist von Bedeutung, dal} un-
sere Farbstoffgemische nur langsam ing Gewebe eindringen. An streng
nach Schichten geordneten, diinnen Organen, wie der Netzhaut. ergibt
sich damit der Vorteil, dafl man nach Belieben entweder nur die ober-
flichlichsten Schichten oder, bei lingerer Einwirkung. auch die tieferen
anfiirben und aullerdem hier entweder von der Glaskirperseite oder
von der Aderhautseite her das Gemisch einwirken lassen kann oder
auch gleichzeitig zwei verschiedene Farbstoffgemische. das eine von
aullen, das andere von innen her eindringen lassen kann. Zu diesem
Zwecke haben wir ein besonderes Instrument, einen Mikrokompressor
herstellen lassen. Dieser ermoglicht es, mit bloBen zwei Farbstoffgemisch-
tropfen, z. B. mit Trypanblau ven aulen. Pirotroprot von innen her zu
fiirben, so dal} dadurch eine blaue Aullen- und eine rote Innenzone und
cine ungefirbt bleibende Mittelschicht entsteht., welche nachtriglich
uoch am Schnitt mit Himalaun nachgefirbt werden kann. Mit unseren
Methoden gelang es, elektive Farbungen der Nervenfaserschicht und
der Ganglienzellenschicht, ferner elektive IFirbungen der Sinneszellen.
vor allem auch der Zipfechenelemente mit ihren charakteristischen peri-
pheren und zentralen Fortsitzen, zu erzeugen sowie elektive Firbungen
der beiden Limitantes, Fiir mikrophotographische Aufnahmen von iiber
mehrere Ebenen sich erstreckende Gebilde, wie z. B. Ganglienzellen mit
ihren Axonen und Dendriten, wurde eine besondere Art der Mikrophoto-
graphie von uns ausgearbeitet, die wir als «Stufenmikrophotographier
bezeichnet haben und welche die Aufnahme verschiedener Priparat-
chenen aut der gleichen photographischen Platte ermoglicht. wodurch
diese verschiedenen Expositionen sich zu einem Gesamtbild erginzen.

Ahnliche elektive Farbungen wie an der Netzhaut gelangen auch am
Gehirn an Schlachthausmaterial durch Injektion in die Blutgefifle. Da-
bei zeigt sich die elektive Farbung zunéchst in der Umgebung der inji-
zicrten Blutgefile und breitet sich erst nach und nach in grifleren Ge-
bieten aus,

Wesentlich 1=t nun ferner, dall die gleichen Farbstoffgemische sich
auch am konservierten Material verwenden lassen. wodurch alzo die
Miglichkeit entsteht, das gleiche Objekt. z. B. die Netzhaut. das eine
Mal vital bzw, supravital und elektiv und das andere Mal konserviert
zu fiirben. wodurch sich natirlich wertvolle Vergleichspunkte ergeben.
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Die Farbung am konservierten Material ist nicht so elektiv wie am fri-
schen Material, aber ex gelingt dennoch. z. B. die motorischen Vorder-
hornzellen mit all ithren Fortsiitzen duflerst intensiv schwarz zu farben,
also viel weitgehender als mit den gewihnlichen histologischen Methoden.

In neuester Zeit haben wir unseren bisher iiblichen Farbstoffen ein
neues Glied hinzugefiigt, niamlich das Wasserblau. Damit gelangen am
konservierten Material des Lbroschischiadicus ausgesprochene Neuro-
fibrillenfarbungen. Also auch diese feinsten Einzelheiten des Baues der
Nerven sind unseren Verfahren zuginglich.,

Ein Nebenprodukt unserer Untersuchungen stellen diejenigen iiber
den farberischen Nachweis der Erythroeytenmembran dar. Im Anschlull
an eine 1949 gemeinsam mit unserem Mitarbeiter Bruman mittels Try-
panblau, Nigrosin und Alizarin erzeugte solche Firbung konnten wir
neuerdings mit unserem Wasserblau-Essigsaure-Gemisch einen weiteren
Fortschritt auf diesem Gebiete erzielen (Clermond-IFerrand 1952).

Zu den subtilsten Einzelheiten der Nervensvstemstruktur gehoren die
Fortsiitze der Sinneszellen, speziell der Stibchen- und Zipfchenzellen
der Netzhaut. Man kennt sie grosso modo aus den Ergebnissen der
fritheren Methoden, also besonders der Silberimpriignationen von Ramon
v Cajal, dessen klassisches Werk iiber die Netzhaut (in deutscher Uber-
setzung Wiesbaden 1894) cinen Hohepunkt der Netzhautforschung dar-
stellt. Mit den gleichen Methoden hat in neuerer Zeit Polyack (Chicago
1941) dicses Thema in ecinem umfangreichen und reich illustrierten
Werke weitergefithrt. Aber trotzdem bleiben zahlreiche Probleme noch
ungeldst. So pflegen die Silbermethoden jeweils einzelne Ziipfchen- und
Stibchenelemente mit ihren Fortsiatzen darzustellen, wihrenddem sie
doch. vor allem die Stibchen. in ungeheurer Menge vorhanden sind.
Methoden. welche nun alle diese Elemente. ebenfalls mit deren so cha-
rakteristischen Fortsitzen, gleichzeitig darstellen wiirden, konnten also
vine willkommene Ergiinzung zu den die Verhiltnisse leicht als zu ein-
fach erscheinen lassenden Silberimpridgnationsmethoden hilden. Eine
solche Methode sind wir nun im Begriffe zu entwickeln.

Da nun diese Elemente, vor allem thre Achsenzylinder und deren En-
digungen. zu den allerverletzlichsten Formelementen des Organismus
zehoren und schon gleich nach dem Tode sich verindern und zerfallen.
so ist absolut frisches Material dazu unerldBlich, ferner allerbeste Fixie-
rung. vor allem mit Flemmingscher Losung. sodann Firbung mit
Wasserblau-Eszigsiiure-Gemisch. nach Yorfirbung der Kerne mit Eosin-
Alizarin. sorgfiltigste Finbettung und diinnste Schnitte. Auf diese
Weise gelingt es, dicse zartesten Gebilde im Schnitt auf cine vorher un-
hekannte Weise darzustellen.



Durch die von uns angewendeten neuen Methoden gelingt es also,
viele und zarteste Formgebilde des Nervensvstems in vivo et in situ zu
beobachten und sic in moglichst lebenswahrer Form im Priaparat darzu-
stellen.

Zusammenfass s

. Es wird die Beobachtungsmethode des Nervensyvstems «in vive el
in situ» beschrichen und an einem neuen Beispiel. der Beobachtung
eines groflen markhaltigen Nerven, des Nervusz lateraliz. im unverletaten
lebenden Fischorganismus, mit EinschluBl auch der stirksten Vergriolle-
rungen, durchgelithrt und auBerdem auch noch durch mikrophotogra-
phische Aufnahme des Befundes erweitert.

2. Die mit neuartigen Farbstoffgemischen am frischen und am Konser-
vierten Material durchgefithrten Fiirbungen des Nervensvstems wurden
durch Verwendung eines Wasserblau-Essigsdure-Gemisches weiter ent-
wickelt, womit Farbungen der Sinneszellen der Netzhaut mit ithren sonst
so besonders schwer darstellbaren Fortsiitzen an Rindernetzhiuten und
Neurofibrillenfiirbungen am Froschischiadieus erhalten wurden.

3. Ein Nebenprodukt unserer Untersuchungen stellt die farberische
Darstellung der Ervthroevtenmembran in unseren Netzhautschnitten
dar.

Késumé

[. Lauteur déerit une méthode d'examen du systéme nerveux «in
vivo et in situys, en particulier d'un grand nerf & myéline, le nervus
lateralis, que I'on peut observer sur le poisson vivant ¢t intaet, a Paide
des grossissements les plus forts. et il montre des prises de vue micro-
photographiques.

2. En appliquant des colorants nouveaux sur du matériel frais ou
conserve, Pauteur a pu, a aide d’un mélange de bleu-acide acétique.
colorer le svstéme nerveux et mettre en évidence les cellules sensitives
de la rétine avee leurs prolongements d'ordinaire si difficiles a colorer
(sur des rétines de bawuf) et les neurofibrilles du nerl seiatique de la
grenouille.

3. Un résultat intéressant et accessoire de zes recherches est la colo-

ration des membranes des érvthroeyvtes dans les coupes de rétine.

Riassunto

1. A, descrive un nuovo metodo di ricerca sul sistema nervoso din
vivo et in situy eseguito su un grosso nervo mielinico, il nervo laterale
del pesce vivo e illeso. Le ricerche furono pure eseguite con i massimi

ingrmulinwnti e le nli['rul'nmgraﬁt'.
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2. Le colorazioni di materiale fresco e conservato ottenute con nuove
miscele di sostanze coloranti fureono sviluppate olire usando una miscela
di blu acqueo e acido acetico. Fu cosl possibile ottenere colorazioni delle
cellule sensitive del retina del vitello ¢ specialmente dei loro tentacols
di solito difficilmente rappresentabili e delle neurofibre del nervo ischia-
dico della rana.

3. Fu pure pogsibile impregnare con 1 dati coloranti la membrana degli
eritrociti.

Summary

1. The methods for the observation of the nervous system in vivo et
et sutwe ave deseribed and demonstrated with a new example: the observa-
tion ol a large medulated nerve, the N. lateralis, in the undamaged living
fish, including the highest magnifications. Microphotographs of the find-
ings are given,

2. Staining of the nervous system with new dve mixtures, on fresh
and preserved material, has been extended bv the use of an aqueous
blue acetic acid mixture. Staining of the sensory cells of the retina, with
their processes which are otherwise so hard to demonstrate, was ob-
tained in the ox retina by this method and also stains of neuro-fibrilli in
the frog ischiadicus.

3. As a bye-product of these investigations, we obtained a stain-
demonstration of the ervthrocyte membrane in our retina sections.
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