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D en sich m it der Physiologie der peripheren Nerven beschäftigenden  
Forschern ist das Problem  der peripheren Nervenbarriere wohlbekannt. Aus 
zahlreichen experim entellen Angaben geht hervor, dass die in die U m gebung  
des Nerven eingeführten Lösungen erst nach einer gewissen Zeit —  oft erst 
nach Stunden —  zwischen die Nervenfasern eindringen. W ahrscheinlich ist diese 
Diffusionsbarriere au f Grösse und Form des vom  Nervenstam m  abgeleiteten  
Aktionsstroms von E influss. E s bestand die praktische N otw endigkeit, diese  
verm utlich in der Bindegewebshülle vorhandene Barriere auszuschalten ; so 
führte T asaki (1939) die Technik der Isolierung der m arkhaltigen Nervenfasern  
ein, die von A. V. M uralt  (1946) und Stä m pfli (1946, 1952) w eiterentw ickelt 
wurde.

Es besteht jedoch kein Zweifel, dass die Barriere, so störend sie auch bei 
nervenphysiologischen Untersuchungen wirkte, für die Stabilisierung des zum  
physiologischen N ervenzustand erforderlichen M ilieus von W ichtigkeit sein  
dürfte.

D en H istologen interessiert vor allem die morphologische Seite des Prob­
lems, nämlich die Frage, welchem  histologischen E lem ent des Nerven die Bar­
rierewirkung zugeschrieben werden kann. In einer vorangegangenen Arbeit 
(R öhlich  und W e is s , 1955) verm ochten wir nachzuweisen, dass für die Bar­
rierewirkung die an der Innenfläche des Perineuriums vorhandene Membran 
verantwortlich zu m achen sei, die wir als Perilemma bezeichneten. D as  
Perilemma besteht aus zwei ganz flachen zusammenhängenden Zellschich­
ten, zwischen denen sich eine homogen erscheinende Basalmembran befindet
(Abb. 1).

Hiernach ergab sich die Frage, ob-die Barrierefunktion mit irgendeiner 
chemischen oder strukturellen Eigentüm lichkeit des Perilemmas in Zusam m en­
hang gebracht werden kann. D ie submikroskopische Struktur des Perilem m as 
behandelten wir in einer anderen Mitteilung (R ö h lic h , 1956), während wir in 
der vorliegenden Abhandlung die histochem ische Untersuchung des Perilem m as 
besprechen wollen.
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A bb . 1. Schema der peripheren Nervenhüllen der R a tte . Von oben nach un ten  : ein Stück 
der lockeren Bindegewebsscheide, pralle Bindegewebsscheide, Perilemma, Nervenfasern

M aterial und Methode

W ir untersuchten den N ervus ischiadicus und Plexus brachialis von R a tten  und Meer­
schw einchen sowie die Zweige dieser Nerven. Die M aterialien wurden, wenn n ich t anders ange­
geb en , in  Bouin-Lösung fix iert.

Perjodsäure-Schiff-(PAS-) Reaktion. Die deparaffinierten Schnitte w urden 2, 5, 10 bzw. 
15 M inuten mit 0,3%iger Perjodsäure-Lösung oxydiert, gewaschen, У2— 1 Stunde im  Schiff- 
R eagens behandelt, in 3mal gewechseltem S 0 2-haltigem  W asser gespült, erneut gewaschen, 
en tw ässert und bedeckt. Die K ernfärbung nahm en wir nach der PA S-Reaktion teilweise m it 
JFeigertschem Eisenhäm atoxylin vor.

Métachromasie. N ach D eparaffinierung w urden die in ifeMy-Flüssigkeit fixierten, in 
P a ra ffin  eingebetteten M aterialien für 10 M inuten in 0,04%ige Toluidinblau-Lösung pH  4 
gelegt. Nach Spülung m it dest. W asser untersuchten wir die Schnitte bedeckt in  W asser.

Methylenblau-Extinktion (Dempsey und Singer , 1949). Die deparaffinierten Schnitte 
leg ten  wir 24 Stunden bei Z im m ertem peratur (20° C) in  0,0005 M  M ethylenblau-Lösungen m it 
verschiedenem pH. Das pH  der Lösungen betrug 3,6—7 (Essigsäure-Azetatpuffer). N ach raschem 
W aschen wurden sie bedeckt in  W asser untersucht.

Alcianblue-Methode (Steedm an , 1950) gelangte nach Pearse (1954) zur Anwendung.
Tetrazoniumreaktion (D a n ielli, 1947). Die R eaktion wurde nach P earse (1954) aus­

g efüh rt, m it der M odifikation, dass w ir zur Farbvertiefung s ta tt H-Säure wassergesättigte 
/j-Naphtol-Lösung m it pH  9 verwendeten.

«
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Lipoidnachtveis. 1. Sudanschwarz B-Färbung. Die Sudanfärbung erfolgte an form alin- 
fixierten Gefrierschnitten, als Lösungsmittel diente 50% iger Alkohol. 2. Berg-Reaktion (1951). 
Die 20 M inuten mit Coffein-Benzpyren-Lösung behandelten Gefrierschnitte wurden bedeckt in 
W asser m it dem Zeissschen Lumineszenzmikroskop un tersucht.

Lipoidextraktion und Enzymverdauung. Die L ipoidextraktion erfolgte nach B a k e r  (1946) 
in warmem Pyridin sowie nach der von uns vereinfachten Kei/tgschen Methode (1944). Im  letz­
teren Fall wurden die n ich t fixierten Nerven 24 Stunden lang in einem kochenden M ethyl- 
alkohol-Chloroform-Gemisch extrahiert.

Speichelverdauung: Die Schnitte wurden bei 37° C 2, 4 und 24 Stunden m it Speichel 
inkubiert. Hyaluronidaseverdauung : In 1 mg/ml H yaluronidase enthaltender pH  6,5 Lösung 
inkubierten wir die Schnitte bei 37° C 12 und 24 Stunden. Die Hyaluronidase war das P rä p a ra t 
»H yalurase К  1004« der Chemischen Fabrik Gedeon R ichter, Budapest.

N eben den erw ähnten histochemischen R eaktionen nahm en wir auch einige eher als 
histologische Methoden zu bezeichnende Reaktionen vor, näm lich die Lilliesche (1951) Allo­
chrom -Färbung (PAS-lFeigerisches Eisenhäinatoxylin-M ethylblaupikrinsäure) und die Gomori- 
sche A ldehyd-Fuchsinfärbung nach der Modifikation von G a b e  (1953).

Zur Darstellung der G itterfasern benutzten wir die Methoden von G o m o r i , P a p  und 
F o o t  ( R o m e i s , 1948).

Ergebnisse

A u f den ersten Blick fällt auf, dass das Perilemma eine stark p ositive  
PA S-R eaktion ergibt (Abb. 3). Wird gleichzeitig auch die Kernfärbung vor­
genom m en, sind die an den beiden Seiten der hom ogenen PAS-positiven Membran 
befindlichen abgeflachten Kerne deutlich zu sehen (Abb. 2). Auch das zu den  
Kernen gehörende Zytoplasm a wird sichtbar, wenn sich die Zellschicht —  w ahr­
scheinlich infolge der bei der histologischen Aufarbeitung erhttenen E inw ir­
kungen —  von der Basalmembran löst (Abb. 4). Hierbei lässt sich beobachten, 
dass das Zytoplasm a der Zellen eine zwar schwache, aber ebenfalls positive  
R eaktion gibt. D ie Bindegewebshülle des Nerven ist beinahe völlig n egativ , 
nur auf der Oberfläche der groben Kollagenfaserbündel befindet sich ein  sehr 
feiner PAS-positiver Belag. Ausser dem Perilem m a geben noch die M embrana 
elastica der Gefässe, die Randabschnitte der Markscheiden und das Zytoplasm a  
einzelner lockerer Bindegewebszellen positive R eaktion.

Hiernach ergibt sich die Frage, zu welcher Gruppe der PA S-positiven  
Gewebskom ponenten die Perilemmasubstanz gehört. In Anlehnung an P ea r se  
(1954) haben wir diese Substanzen auf nachfolgender Tabelle zusam m engefasst. 
Im  weiteren verfolgen wir die Methode, die einzelnen Gruppen der Tabelle auf 
Grund der für sie charakteristischen histochem ischen Reaktionen einzeln aus- 
zuschliessen und so den Kreis der in Frage kommenden Substanzen im m er  
mehr einzuschränken.

I. Polysaccharide Glykogen

II. M ukopolysaccharide a. saure b. neutrale
Chondroitinschwefel- N. m. p. s. des Schwei-

säure
Hyaluronsäure
Heparinmonosulfat

nemagenschleims

3 Acta Morphologica VII/2
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III. Muko- und Glykoproteine

IV . Glykolipoide Zerebroside
(Inositol-Phosphatide)

V. U ngesättigte Fettsäuren  
und Phospholipoide

Lezithin, K ephalin , Phosphatidyl-Serine, 
Sphyngom yelin

W ie aus der Tabelle hervorgeht, bestehen die beiden letzten Gruppen aus 
Lipoiden. Deren Anw esenheit kann daher ausgeschlossen werden, wenn die nach  
der Lipoidextraktion vorgenommene PA S-R eaktion positiv ausfällt. Nach der 
Lipoidextraktion blieb die Intensität der Perilem m a-PAS-Färbung unverändert, 
led iglich  die Färbung der Markscheiden wurde schwächer. Die positive PAS- 
R eaktion ist dem nach nicht auf die Anw esenheit von Glykolipoiden, ungesättig­
ten  Fettsäuren und Phospholipoiden zurückzuführen.

Polysaccharide (I. Gruppe) können ebenfalls nicht anwesend sein, da die 
PA S-R eaktion auch nach 2, 4 und 24stündiger Speichelverdauung positiv  ausfiel.

Für saure Mukopolysaccharide (Gruppe l ia )  sieht man M étachrom asie, 
M ethylenblau-E xtinktion unter pH  4 und Alcianblue-Färbung als bezeichnend  
an. W ir fanden, dass das Perilemma in allen drei Fällen negative R eaktion gab. 
Nur die Gefässwand, die Granula der M astzellen und das Zytoplasm a einiger 
Bindegew ebszellen färbten sich m etachrom atisch. Die M ethylenblau-Extink­
tion  tra t bei pH 5 ein, von Alcianblue wurde das Perilemma nicht gefärbt. 
Hyaluronidase-Verdauung (12 und 24 Stunden) war auf die PA S-R eaktion ohne 
E influss, was ebenfalls gegen die Anwesenheit der zu dieser Gruppe gehörenden  
H yaluronsäure und gegebenenfalls der Chondroitinschwefelsäure spricht.

Charakteristische histochemische M ethoden für die verbliebenen neutralen  
M ukopolysaccharide (Gruppe 116) sowie Muko- und Glykoproteide (III. Gruppe) 
sind heute nicht bekannt, so dass wir h insichtlich  dieser Gruppen noch keine  
U nterschiede festzustellen vermögen.

Proteine. Von den Eiweissreaktionen nahm en wir die Tetrazonium reaktion  
vor, wobei das Perilem m a positiv reagierte. D ie P ositiv ität der R eaktion bedeutet 
gleichzeitig, dass das anwesende Eiweiss T yrosin, Tryptophan und H istidin  
enthält.

Lipoide. Sudanschwarz wird vom  Perilem m a schwer aufgenom m en, die 
Farbe wird erst nach 60 Minuten Färben deutlich . Bei der Bergschen Coffein- 
B enzpyren-R eaktion w eist das Perilemma deutlich wahrnehmbare gelbliche  
Fluoreszenz auf (Abb. 6). D ie Autofluoreszenz des Perilemmas kann vernach­
lässig t werden.
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Schliesslich sei erwähnt, dass bei Anwendung der Lillie  sehen Allochrqm- 
M ethode die rote Farbe des Perilemmas nach der PA S-R eaktion auf Wirkung 
von Methylblau erhalten bleibt und sicht nicht in Blau um wandelt. Vom  
Gomorisch.cn A ldehyd-Fuchsin wird das Perilemma nicht gefärbt, weder hei 
vorheriger Oxydation noch ohne diese, lediglich die in den R andabschnitten  
der Bindegewebshülle verlaufenden elastischen Fasern färben sich.

Abb. 2. PAS-Reaktion, Weigertsche E isenhäm atoxylin-Kernfärbung. Fixierung nach Orth.
Q uerschnitt durch den N ervus ischiadicus der R atte. Immersionsvergrösserung. Die Pfeile

bezeichnen die Kerne
Abb. 3. PAS-Reaktion. F ixierung nach Bouin. Querschnitt durch den Nervus ischiadicus der

R atte
Abb. 4. PAS-Reaktion. IFeigertsche E isenhäm atoxylin-Kernfärbung. Fixierung nach Orth.
Q uerschnitt durch den Nervus ischiadicus der R atte. Immersionsvergrösserung. Die Pfeile zeigen 

die sich von der Basalmembran ablösende Zellschicht 
Abb. 5. Tetrazonium reaktion. F ixierung nach Bouin. Q uerschnitt durch den N ervus ischiadicus

der R atte

3*
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D a es den Anschein erw eckte, als ob das Perilemma histochem isch der 
Basalm em bran der N ierentubuli nahestehe, suchten wir das gegebenenfalls 
vorhandene Gitterfasernetz durch Gitterfaser-Imprägnation nachzuweisen. Die 
G om ori-, Pap- und Fooi-sche Im prägnation ergab das gleiche Bild : in der Ebene 
des Perilem m as war ein feines, aus sehr dünnen Fasern bestehendes N etz zu 
seh en . B ei stärkerer Yergrösserung konnte festgestellt werden, dass das Gitter­
fasern etz  m it einer hom ogenen farblosen Membran zusam m enhängt und ent­
w ed er in  dieser oder auf ihrer Oberfläche liegt. In einigen Fällen führten wir 
n ach  der Imprägnation die PA S-R eaktion durch ; hierbei färbte sich die homo­
gene Membran rot, woraus wir schliessen, dass es sich um die Basalmembran  
des Perilem m as handelt.

Abb. 6. .Bergsche Benzpyren-Fluoreszenzmethode. Q uerschnitt durch den N ervus ischiadicus 
der R a tte . Das am Rand des N ervenfaserstranges verlaufende Perilem ma gibt positive Reaktion.

P L  =  Perilemma.

Besprechung

W ie aus vorstehenden Befunden hervorgeht, gehört die PAS-positive 
S u b stan z  entweder zur Gruppe der neutralen M ukopolysaccharide oder der 
M uko- bzw. Glykoproteide, die w ir mit histochem ischen M ethoden noch nicht 
zu  unterscheiden verm ögen. D a jedoch ein neutrales M ukopolysaccharid tieri­
sch en  Ursprungs bisher nur im  Schweinemagenschleim nachgewiesen wurde, 
ersch e in t es nicht wahrscheinlich, dass diese Substanz im  vorhegenden Fall in 
F rage kom m en könnte. W eiterh in  ergibt sich die Frage, ob es überhaupt einen 
S in n  h a t, das neutrale M ukopolysaccharid und das Mukoproteid histochem isch  
sch a rf zu unterscheiden ; lau t M e y e r  (1938) sind beide K ohlenhydrat-Eiw eiss­
k om p lexe, deren K ohlenhydratkom ponente im  allgemeinen aus H exose und 
H exosam in  aufgebaut ist. M uko- und Glykoproteide unterscheiden sich vonei­
nander lediglich in ihrem H exosam ingchalt, und dieser Aufteilung kom m t in 
erster Linie biochem isch-präparative Bedeutung zu. W ir sehen also, dass ein 
w esentliches Aufbauelem ent des Perilemmas aus einem an Eiweiss gebundenen 
höheren polymeren K ohlenhydrat besteht, das wir als Mukoproteid bezeichnen. 
D iese  Auffassung wird noch dadurch bestärkt, dass die als E iweissreaktion zu 
bew ertende Tetrazoniumreaktion ebenfalls positiv  ausfällt.
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Interessant ist die Beobachtung, dass das Perilem m a, wie aus der Sudan­
schwarz-Färbung und Bergschen Reaktion hervorgeht, Lipoide enthält. H ierm it 
steht unser polarisationsoptisches Untersuchungsergebnis (R ö h lich , 1956) in 
Einklang, wonach die negativ-molekuläre Doppelbrechung der Membran au f  
die Anwesenheit asym m etrischer, mit Lipoidextraktion extrahierbarer Moleküle 
zurückgeführt werden kann, deren Längsachse senkrecht zur M embranebene 
liegt. Hier müssen wir ebenfalls an Lipoide denken. Das anwesende Lipoid ist  
demnach nicht ungeordnet, sondern orientiert in  das Perilemma eingebaut, in 
ähnlicher W eise, wie dies bei der Zellmembran, roten Blutkörperchenmembran, 
Markscheide usw. beschrieben wurde. Es kann kein Zweifel bestehen, dass die 
Perm eabilität der gegebenen Struktur durch die orientiert gelagerten Lipoid­
moleküle wesentlich beeinflusst wird. Dies ergibt sich daraus, dass lipophile  
Substanzen rasch durch diese Gebilde treten, n icht so wie die Elektrolyte, denen  
gegenüber die Membran selbst stundenlang resistent bleibt. In diesem Zusam ­
menhang verweisen wir auf eine frühere B eobachtung (R öhlicii und W eiss  
1955), wonach Ferri-Ionen in der m it Äther gesättigten  Lösung die Perilem m a- 
Barriere etwa neunm al rascher durchbrechen, als wenn wir einfache Ferri- 
chlorid-Lösung benutzen. Ebenso wurde nachgewiesen, dass die W irkung von  
Äthylalkohol und Azeton am Nerven sehr rasch zustande kommt (O v er to n , 
1904 ; F eng  und L iu , 1949 ; K r n je v ic , 1954) und dass der D urchtritt von  
K 42-Ionen durch die Barriere durch Chloroform wesentlich erleichtert wird 
(K ey n e s  und St ä m p f l i, 1949). Die Rolle der Lipoide in der Diffusionsbarriere 
der peripheren Nerven führt bereits zu der v iel allgemeineren Perm eabilitäts­
frage, m it der wir uns hier nicht befassen wollen (s. ausführlich bei F r e y —  
W y sslin g , 1955).

Schliesslich sei erwähnt, dass sich das Perilemma histochem isch ähnlich 
verhält wie andere Basalmembranen, z. B. die der Nierentubuli und der Bow- 
manschen Kapsel. W ahrscheinlich gilt diese Ähnlichkeit auch für die subm ikros­
kopische Struktur (R o llh ä u ser , 1954 ; R ö h l ic ii, 1956). Der Gedanke an diese 
Analogie hatte uns veranlasst, den Versuch zu m achen, ein dem in den B asal­
membranen der Niere anzutreffenden G itterfasernetz ähnliches auch hier nach­
zuweisen. W ie erw ähnt, ist dies auch mehr oder weniger gelungen. N eben dem  
Gitterfasernetz fanden wir eine homogene Membran, die PAS-positive Reaktion  
gab. Diese doppelte Struktur der Basalmembran ist heute bereits eine bekannte  
Tatsache (L il l ie , 1952 ; R obb— Sm ith , 1952). Von Interesse ist die Frage, 
ob in der Funktion der beiden ähnlich aufgebauten Basalmembranen ein U nter­
schied besteht, und wenn ja, in welcher H insicht. Bei der Klärung dieser Frage 
m üsste man naturgem äss berücksichtigen, dass die Basalmembran des Perilem ­
mas von zwei Seiten m it einer vollständig zusammenhängenden Zellschicht 
bedeckt ist, welche die Perm eabilität der Basalmembran wahrscheinlich stark 
beeinflusst.
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Zusammenfassung

In  einer vorangegangenen A rbeit wurde nachgewiesen, dass die bei peripheren Nerven 
vorhandene Diffusionsbarriere aus der an der Innenfläche der Bindegewebshülle des Nerven 
befindlichen Membran — dem Perilem m a —- besteht. Vorliegende Abhandlung beschäftigt sich 
m it der histochemischen U ntersuchung des Perilemmas.

D as Perilemma gibt positive Perjodsäure-Schiff-Reaktion. Auf Grund anderer histo- 
chem ischer Reaktionen (M étachromasie, M ethylenblau-Extinktion, A lcianblue-Färbung, Lipoid- 
E x tra k tio n , Enzym verdauungen) w ird angenommen, dass fü r die positive R eaktion ein Muko- 
p ro te id  verantw ortlich gem acht w erden kann. Die A nwesenheit einer Eiweisskomponente geht 
aus der positiven Tetrazonium reaktion hervor. Nach der Sudanschwarz B-Färbung und positiven 
Rergschen (Coffein-Benzpyren-) R eaktion enthält das Perilem ma eine auch histochemisch 
nachw eisbare Lipoidmenge. Die Bedeutung der Anwesenheit von Lipoiden wird kurz besprochen.

*

A uch an dieser Stelle sei Prof. Dr. I. Törő für seine wertvollen Hinweise und Dr. T. Barka 
fü r  seine bereitwillige Hilfe vielmals gedankt.
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О ГИСТОХИМ ИИ П ЕРИ Л ЕМ М Ы

П. РЁ Л И Х

В своей прежней работе автор выявил, что диффузионным барьером у перифери­
ч ески х  нервов является мембрана, находящ аяся на внутренней поверхности соедини­
тельноткан ной  оболочки нерва то есть перилемма. В настоящей статье автор зани­
м ается  гистохимическим исследованием перилеммы.
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Перилемма дает положительную  периодокислотную реакцию Шиффа. Н а основе 
други х  гистохимических реакций (мегахромазия, экстинкция метиленового синего, 
окраска  гипоцианевой синькой, экстрагирование липоидов, энзимное переварение) автор 
того мнения, что ответственным за положительную  реакцию является мукопротеид. 
П рисутствие белкового компонента вы является положительной тетразониевой реакцией. 
Согласно окраске судановым черным В и положительной реакции Берга (коффеин-бенз- 
пирен) перилемма содержит гистохимически выявляемое количество липоидов. В дискус­
сии автор вкратце излагает значение присутствии липоидов.

ON T H E  HISTOCHEM ISTRY OF T H E  PERILEM M A

P . R Ö H L IC H

I t  has been shown in an earlier work th a t the diffusion barrier in the peripheral nerve is 
form ed by  the perilemma, the m em brane lining the internal surface of the connective tissue 
sheath  of the nerve. In  this paper, histochemical studies of the perilemma are reported .

The perilemma gives a positive periodic acid-Schiff reaction. On the basis o f o ther histo­
chemical reactions (m etachromasia, m ethylene blue extinction, alcian blue stain ing, lipid 
ex traction , enzymatic digestion) it is believed th a t a mucoprotein can be held responsible for the 
positive PAS-reaction. As determ ined by Sudanblack В staining and by the positive Berg’s 
coffeine-benzpyrene reaction, the perilem ma contains histochemically dem onstrable am ounts of 
lipid. The significance of the la tte r  is briefly discussed.

D r .  Pál R ö h l ic h , Budapest, IX ., Tűzoltó u. 58. Ungarn.


	2. szám��������������
	Anatomia Normalis et Experimentalis������������������������������������������
	Röchlich P.: Zur Histochemie des Perilemmas��������������������������������������������������


	Oldalszámok������������������
	131����������
	132����������
	133����������
	134����������
	135����������
	136����������
	137����������
	138����������
	139����������


