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Den sich mit der Physiologie der peripheren Nerven beschéaftigenden
Forschern ist das Problem der peripheren Nervenbarriere wohlbekannt. Aus
zahlreichen experimentellen Angaben geht hervor, dass die in die Umgebung
des Nerven eingefuhrten Ldsungen erst nach einer gewissen Zeit — oft erst
nach Stunden — zwischen die Nervenfasern eindringen. Wahrscheinlich ist diese
Diffusionsbarriere auf Grésse und Form des vom Nervenstamm abgeleiteten
Aktionsstroms von Einfluss. Es bestand die praktische Notwendigkeit, diese
vermutlich in der Bindegewebshtlle vorhandene Barriere auszuschalten ; so
fuhrte Tasaki (1939) die Technik der Isolierung der markhaltigen Nervenfasern
ein, die von A. V. Muralt (1946) und Stampfli (1946, 1952) weiterentwickelt
wurde.

Es besteht jedoch kein Zweifel, dass die Barriere, so stérend sie auch bei
nervenphysiologischen Untersuchungen wirkte, fir die Stabilisierung des zum
physiologischen Nervenzustand erforderlichen Milieus von Wichtigkeit sein
durfte.

Den Histologen interessiert vor allem die morphologische Seite des Prob-
lems, ndmlich die Frage, welchem histologischen Element des Nerven die Bar-
rierewirkung zugeschrieben werden kann. In einer vorangegangenen Arbeit
(Roéhtlich und Weiss, 1955) vermochten wir nachzuweisen, dass fur die Bar-
rierewirkung die an der Innenflache des Perineuriums vorhandene Membran
verantwortlich zu machen sei, die wir als Perilemma bezeichneten. Das
Perilemma besteht aus zwei ganz flachen zusammenhdngenden 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 Eigentimlichkeit des Perilemmas in Zusammen-
hang gebracht werden kann. Die submikroskopische Struktur des Perilemmas
behandelten wir in einer anderen Mitteilung (Rohlich, 1956), wéhrend wir in
der vorliegenden Abhandlung die histochemische Untersuchung des Perilemmas
besprechen wollen.
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Abb. 1. Schema der peripheren Nervenhillen der Ratte. Von oben nach unten : ein Stiick
der lockeren Bindegewebsscheide, pralle Bindegewebsscheide, Perilemma, Nervenfasern

Material und Methode

Wir untersuchten den Nervus ischiadicus und Plexus brachialis von Ratten und Meer-
schweinchen sowie die Zweige dieser Nerven. Die Materialien wurden, wenn nicht anders ange-
geben, in Bouin-Ldsung fixiert.

Perjodsédure-Schiff-(PAS-) Reaktion. Die deparaffinierten Schnitte wurden 2, 5, 10 bzw.
15 Minuten mit 0,3%iger Perjodsdure-Ldsung oxydiert, gewaschen, ¥2—1 Stunde im Schiff-
Reagens behandelt, in 3mal gewechseltem S02haltigem Wasser gespult, erneut gewaschen,
entwadssert und bedeckt. Die Kernfdrbung nahmen wir nach der PAS-Reaktion teilweise mit
JFeigertschem Eisenh&matoxylin vor.

Métachromasie. Nach Deparaffinierung wurden die in ifeMy-Flissigkeit fixierten, in
Paraffin eingebetteten Materialien fir 10 Minuten in 0,04%ige Toluidinblau-Lésung pH 4
gelegt. Nach Spillung mit dest. Wasser untersuchten wir die Schnitte bedeckt in Wasser.

Methylenblau-Extinktion (Dempsey und Singer, 1949). Die deparaffinierten Schnitte
legten wir 24 Stunden bei Zimmertemperatur (20° C) in 0,0005 M Methylenblau-Ldsungen mit
verschiedenem pH. Das pH der Lésungen betrug 3,6—7 (Essigsaure-Azetatpuffer). Nach raschem
Waschen wurden sie bedeckt in Wasser untersucht.

Alcianblue-Methode (Steedman, 1950) gelangte nach Pearse (1954) zur Anwendung.

Tetrazoniumreaktion (Danielli, 1947). Die Reaktion wurde nach Pearse (1954) aus-
gefuhrt, mit der Modifikation, dass wir zur Farbvertiefung statt H-S&ure wassergesattigte
/j-Naphtol-Lésung mit pH 9 verwendeten.

«
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Lipoidnachtveis. 1. Sudanschwarz B-Farbung. Die Sudanfarbung erfolgte an formalin-
fixierten Gefrierschnitten, als Ldésungsmittel diente 50%iger Alkohol. 2. Berg-Reaktion (1951).
Die 20 Minuten mit Coffein-Benzpyren-Ldsung behandelten Gefrierschnitte wurden bedeckt in
Wasser mit dem Zeissschen Lumineszenzmikroskop untersucht.

Lipoidextraktion und Enzymverdauung. Die Lipoidextraktion erfolgte nach Baker (1946)
in warmem Pyridin sowie nach der von uns vereinfachten Kei/tgschen Methode (1944). Im letz-

teren Fall wurden die nicht fixierten Nerven 24 Stunden lang in einem kochenden Methyl-
alkohol-Chloroform-Gemisch extrahiert.

Speichelverdauung: Die Schnitte wurden bei 37° C 2, 4 und 24 Stunden mit Speichel
inkubiert. Hyaluronidaseverdauung : In 1 mg/ml Hyaluronidase enthaltender pH 6,5 Ldsung
inkubierten wir die Schnitte bei 37° C 12 und 24 Stunden. Die Hyaluronidase war das Prdparat
»Hyalurase K 1004« der Chemischen Fabrik Gedeon Richter, Budapest.

Neben den erwdhnten histochemischen Reaktionen nahmen wir auch einige eher als
histologische Methoden zu bezeichnende Reaktionen vor, ndmlich die Lilliesche (1951) Allo-
chrom-Farbung (PAS-IFeigerisches Eisenhdinatoxylin-Methylblaupikrinsdure) und die Gomori-
sche Aldehyd-Fuchsinfarbung nach der Modifikation von Gabe (1953).

Zur Darstellung der Gitterfasern benutzten wir die Methoden von Gomori, Pap und
Foot (Romeis, 1948).

Ergebnisse

Auf den ersten Blick fallt auf, dass das Perilemma eine stark positive
PAS-Reaktion ergibt (Abb. 3). Wird gleichzeitig auch die Kernfarbung vor-
genommen, sind die an den beiden Seiten der homogenen PAS-positiven Membran
befindlichen abgeflachten Kerne deutlich zu sehen (Abb. 2). Auch das zu den
Kernen gehdrende Zytoplasma wird sichtbar, wenn sich die Zellschicht — wahr-
scheinlich infolge der bei der histologischen Aufarbeitung erhttenen Einwir-
kungen — von der Basalmembran l6st (Abb. 4). Hierbei l&sst sich beobachten,
dass das Zytoplasma der Zellen eine zwar schwache, aber ebenfalls positive
Reaktion gibt. Die Bindegewebshille des Nerven ist beinahe vdllig negativ,
nur auf der Oberflache der groben Kollagenfaserbiindel befindet sich ein sehr
feiner PAS-positiver Belag. Ausser dem Perilemma geben noch die Membrana
elastica der Gefésse, die Randabschnitte der Markscheiden und das Zytoplasma
einzelner lockerer Bindegewebszellen positive Reaktion.

Hiernach ergibt sich die Frage, zu welcher Gruppe der PAS-positiven
Gewebskomponenten die Perilemmasubstanz gehért. In Anlehnung an Pearse
(1954) haben wir diese Substanzen auf nachfolgender Tabelle zusammengefasst.
Im weiteren verfolgen wir die Methode, die einzelnen Gruppen der Tabelle auf
Grund der fur sie charakteristischen histochemischen Reaktionen einzeln aus-
zuschliessen und so den Kreis der in Frage kommenden Substanzen immer
mehr einzuschrénken.

I. Polysaccharide Glykogen
Il. Mukopolysaccharide a. saure b. neutrale
Chondroitinschwefel- N. m. p. s. des Schwei-
saure nemagenschleims

Hyaluronsdure
Heparinmonosulfat

3 Acta Morphologica V11/2
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I1l. Muko- und Glykoproteine

IV. Glykolipoide Zerebroside
(Inositol-Phosphatide)

V. Ungesattigte Fettsauren Lezithin, Kephalin, Phosphatidyl-Serine,
und Phospholipoide Sphyngomyelin

Wi ie aus der Tabelle hervorgeht, bestehen die beiden letzten Gruppen aus
Lipoiden. Deren Anwesenheit kann daher ausgeschlossen werden, wenn die nach
der Lipoidextraktion vorgenommene PAS-Reaktion positiv ausfallt. Nach der
Lipoidextraktion blieb die Intensitdt der Perilemma-PAS-Farbung unverandert,
lediglich die Farbung der Markscheiden wurde schwé&cher. Die positive PAS-
Reaktion ist demnach nicht auf die Anwesenheit von Glykolipoiden, ungesattig-
ten Fettsduren und Phospholipoiden zuritckzufihren.

Polysaccharide (I. Gruppe) kénnen ebenfalls nicht anwesend sein, da die
PAS-Reaktion auch nach 2, 4 und 24stiindiger Speichelverdauung positiv ausfiel.

Fir saure Mukopolysaccharide (Gruppe lia) sieht man Métachromasie,
Methylenblau-Extinktion unter pH 4 und Alcianblue-Férbung als bezeichnend
an. Wir fanden, dass das Perilemma in allen drei Fallen negative Reaktion gab.
Nur die Gefasswand, die Granula der Mastzellen und das Zytoplasma einiger
Bindegewebszellen farbten sich metachromatisch. Die Methylenblau-Extink-
tion trat bei pH 5 ein, von Alcianblue wurde das Perilemma nicht geféarbt.
Hyaluronidase-Verdauung (12 und 24 Stunden) war auf die PAS-Reaktion ohne
Einfluss, was ebenfalls gegen die Anwesenheit der zu dieser Gruppe gehdrenden
Hyaluronsdure und gegebenenfalls der Chondroitinschwefelsdure spricht.

Charakteristische histochemische Methoden fur die verbliebenen neutralen
Mukopolysaccharide (Gruppe 116) sowie Muko- und Glykoproteide (I111. Gruppe)
sind heute nicht bekannt, so dass wir hinsichtlich dieser Gruppen noch keine
Unterschiede festzustellen vermogen.

Proteine. Von den Eiweissreaktionen nahmen wir die Tetrazoniumreaktion
vor, wobei das Perilemma positiv reagierte. Die Positivitat der Reaktion bedeutet
gleichzeitig, dass das anwesende Eiweiss Tyrosin, Tryptophan und Histidin
enthalt.

Lipoide. Sudanschwarz wird vom Perilemma schwer aufgenommen, die
Farbe wird erst nach 60 Minuten Farben deutlich. Bei der Bergschen Coffein-
Benzpyren-Reaktion weist das Perilemma deutlich wahrnehmbare gelbliche
Fluoreszenz auf (Abb. 6). Die Autofluoreszenz des Perilemmas kann vernach-
lassigt werden.



ZUR HISTOCHEMIE DES PERILEMMAS 135

Schliesslich sei erwé&hnt, dass bei Anwendung der Lilliesehen Allochrgm-
Methode die rote Farbe des Perilemmas nach der PAS-Reaktion auf Wirkung
von Methylblau erhalten bleibt und sicht nicht in Blau umwandelt. Vom
Gomorisch.cn Aldehyd-Fuchsin wird das Perilemma nicht gefarbt, weder hei
vorheriger Oxydation noch ohne diese, lediglich die in den Randabschnitten
der Bindegewebshille verlaufenden elastischen Fasern farben sich.

Abb. 2. PAS-Reaktion, Weigertsche Eisenhdmatoxylin-Kernfarbung. Fixierung nach Orth.
Querschnitt durch den Nervus ischiadicus der Ratte. Immersionsvergrdsserung. Die Pfeile
bezeichnen die Kerne

Abb. 3. PAS-Reaktion. Fixierung nach Bouin. Querschnitt durch den Nervus ischiadicus der
Ratte
Abb. 4. PAS-Reaktion. IFeigertsche Eisenhdmatoxylin-Kernfarbung. Fixierung nach Orth.
Querschnitt durch den Nervus ischiadicus der Ratte. Immersionsvergrésserung. Die Pfeile zeigen
die sich von der Basalmembran abldsende Zellschicht

Abb. 5. Tetrazoniumreaktion. Fixierung nach Bouin. Querschnitt durch den Nervus ischiadicus
der Ratte

3%



136 P. ROHLICH

Da es den Anschein erweckte, als ob das Perilemma histochemisch der
Basalmembran der Nierentubuli nahestehe, suchten wir das gegebenenfalls
vorhandene Gitterfasernetz durch Gitterfaser-Impréagnation nachzuweisen. Die
Gomori-, Pap- und Fooi-sche Impréagnation ergab das gleiche Bild : in der Ebene
des Perilemmas war ein feines, aus sehr diinnen Fasern bestehendes Netz zu
sehen. Bei starkerer Yergrosserung konnte festgestellt werden, dass das Gitter-
fasernetz mit einer homogenen farblosen Membran zusammenhéangt und ent-
weder in dieser oder auf ihrer Oberflache liegt. In einigen Fallen fuhrten wir
nach der Impréagnation die PAS-Reaktion durch ; hierbei farbte sich die homo-
gene Membran rot, woraus wir schliessen, dass es sich um die Basalmembran
des Perilemmas handelt.

Abb. 6. .Bergsche Benzpyren-Fluoreszenzmethode. Querschnitt durch den Nervus ischiadicus
der Ratte. Das am Rand des Nervenfaserstranges verlaufende Perilemma gibt positive Reaktion.
PL = Perilemma.

Besprechung

Wie aus vorstehenden Befunden hervorgeht, gehdrt die PAS-positive
Substanz entweder zur Gruppe der neutralen Mukopolysaccharide oder der
Muko- bzw. Glykoproteide, die wir mit histochemischen Methoden noch nicht
zu unterscheiden vermdgen. Da jedoch ein neutrales Mukopolysaccharid tieri-
schen Ursprungs bisher nur im Schweinemagenschleim nachgewiesen wurde,
erscheint es nicht wahrscheinlich, dass diese Substanz im vorhegenden Fall in
Frage kommen kdnnte. Weiterhin ergibt sich die Frage, ob es Gberhaupt einen
Sinn hat, das neutrale Mukopolysaccharid und das Mukoproteid histochemisch
scharf zu unterscheiden ; laut Meyer (1938) sind beide Kohlenhydrat-Eiweiss-
komplexe, deren Kohlenhydratkomponente im allgemeinen aus Hexose und
Hexosamin aufgebaut ist. Muko- und Glykoproteide unterscheiden sich vonei-
nander lediglich in ihrem Hexosamingchalt, und dieser Aufteilung kommt in
erster Linie biochemisch-prdaparative Bedeutung zu. Wir sehen also, dass ein
wesentliches Aufbauelement des Perilemmas aus einem an Eiweiss gebundenen
hoheren polymeren Kohlenhydrat besteht, das wir als Mukoproteid bezeichnen.
Diese Auffassung wird noch dadurch bestarkt, dass die als Eiweissreaktion zu
bewertende Tetrazoniumreaktion ebenfalls positiv ausfallt.
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Interessant ist die Beobachtung, dass das Perilemma, wie aus der Sudan-
schwarz-Farbung und Bergschen Reaktion hervorgeht, Lipoide enthdlt. Hiermit
steht unser polarisationsoptisches Untersuchungsergebnis (Rohlich, 1956) in
Einklang, wonach die negativ-molekuldre Doppelbrechung der Membran auf
die Anwesenheit asymmetrischer, mit Lipoidextraktion extrahierbarer Molekiile
zuruckgefuhrt werden kann, deren Lé&ngsachse senkrecht zur Membranebene
liegt. Hier mussen wir ebenfalls an Lipoide denken. Das anwesende Lipoid ist
demnach nicht ungeordnet, sondern orientiert in das Perilemma eingebaut, in
ahnlicher Weise, wie dies bei der Zellmembran, roten Blutkérperchenmembran,
Markscheide usw. beschrieben wurde. Es kann kein Zweifel bestehen, dass die
Permeabilitat der gegebenen Struktur durch die orientiert gelagerten Lipoid-
molekille wesentlich beeinflusst wird. Dies ergibt sich daraus, dass lipophile
Substanzen rasch durch diese Gebilde treten, nicht so wie die Elektrolyte, denen
gegenuber die Membran selbst stundenlang resistent bleibt. In diesem Zusam-
menhang verweisen wir auf eine frihere Beobachtung (Réhlicii und Weiss
1955), wonach Ferri-lonen in der mit Ather geséattigten Lésung die Perilemma-
Barriere etwa neunmal rascher durchbrechen, als wenn wir einfache Ferri-
chlorid-L6sung benutzen. Ebenso wurde nachgewiesen, dass die Wirkung von
Athylalkohol und Azeton am Nerven sehr rasch zustande kommt (Overton,
1904 ; Feng und Liu, 1949 ; Krnjevic, 1954) und dass der Durchtritt von
K42-lonen durch die Barriere durch Chloroform wesentlich erleichtert wird
(Keynes und Stampfli, 1949). Die Rolle der Lipoide in der Diffusionsbarriere
der peripheren Nerven fiuhrt bereits zu der viel allgemeineren Permeabilitats-
frage, mit der wir uns hier nicht befassen wollen (s. ausfuhrlich bei Frey—
Wyssling, 1955).

Schliesslich sei erwéahnt, dass sich das Perilemma histochemisch ahnlich
verhalt wie andere Basalmembranen, z. B. die der Nierentubuli und der Bow-
manschen Kapsel. Wahrscheinlich gilt diese Ahnlichkeit auch fir die submikros-
kopische Struktur (Rollhauser, 1954 ; Rohlicii, 1956). Der Gedanke an diese
Analogie hatte uns veranlasst, den Versuch zu machen, ein dem in den Basal-
membranen der Niere anzutreffenden Gitterfasernetz ahnliches auch hier nach-
zuweisen. Wie erw dhnt, ist dies auch mehr oder weniger gelungen. Neben dem
Gitterfasernetz fanden wir eine homogene Membran, die PAS-positive Reaktion
gab. Diese doppelte Struktur der Basalmembran ist heute bereits eine bekannte
Tatsache (Lillie, 1952 ; Robb—Smith, 1952). Von Interesse ist die Frage,
ob in der Funktion der beiden &hnlich aufgebauten Basalmembranen ein Unter-
schied besteht, und wenn ja, in welcher Hinsicht. Bei der Klarung dieser Frage
misste man naturgemass bericksichtigen, dass die Basalmembran des Perilem-
mas von zwei Seiten mit einer vollstdndig zusammenhdngenden Zellschicht
bedeckt ist, welche die Permeabilitait der Basalmembran wahrscheinlich stark
beeinflusst.
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Zusammenfassung

In einer vorangegangenen Arbeit wurde nachgewiesen, dass die bei peripheren Nerven
vorhandene Diffusionsbarriere aus der an der Innenflache der Bindegewebshille des Nerven
befindlichen Membran — dem Perilemma — besteht. Vorliegende Abhandlung beschéftigt sich
mit der histochemischen Untersuchung des Perilemmas.

Das Perilemma gibt positive Perjodsdure-Schiff-Reaktion. Auf Grund anderer histo-
chemischer Reaktionen (Métachromasie, Methylenblau-Extinktion, Alcianblue-Farbung, Lipoid-
Extraktion, Enzymverdauungen) wird angenommen, dass fur die positive Reaktion ein Muko-
proteid verantwortlich gemacht werden kann. Die Anwesenheit einer Eiweisskomponente geht
aus der positiven Tetrazoniumreaktion hervor. Nach der Sudanschwarz B-Farbung und positiven
Rergschen (Coffein-Benzpyren-) Reaktion enthdlt das Perilemma eine auch histochemisch
nachweisbare Lipoidmenge. Die Bedeutung der Anwesenheit von Lipoiden wird kurz besprochen.

*

Auch an dieser Stelle sei Prof. Dr. I. Tor6 fir seine wertvollen Hinweise und Dr. T. Barka
fur seine bereitwillige Hilfe vielmals gedankt.
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O TMCTOXNMUN NEPNNTEMM bl
n. PEANX

B cBoeil npexHeli paboTe aBTOp BbIABW/, YTO AUGBDY3UOHHLIM BapbepoM y nepudepu-
4eCKMX HepBOB sBnseTca MembpaHa, HaxoAsAwascs Ha BHYTPEHHeW MOBEPXHOCTU COeAWMHM-
TeNbHOTKaHHOW 060104KN HepBa TO eCTb Mepunemma. B HacTosAwel cTaTbe aBTOP 3aHU-
MaeTCa TFUCTOXUMUYECKMM WCCNef0BaHUEM MePUNEMMbI.
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MepunemMMa fJaeT MOMOXWUTENbHYIO NEepUOLOKUCNOTHYH peakuuio Ludda. Ha ocHose
APYTUX TUCTOXMMUYECKUX peakumii (Meraxpomasus, IKCTUHKLMUA METUNEHOBOIO CUHEro,
oKpacka runouuaHeBoil CUHLKOM, IKCTparupoBaHue NUNOUAOB, IH3UMHOE MepeBapeHue) aBTop
TOTO MHEHUs, 4YTO OTBETCTBEHHLIM 3a MONOXUTENbHYI peakLuio SABASETCA MYKOMPOTEUA.
MpucyTcTBUEe GENKOBOr0 KOMMOHEHTA BbISBAAETCA MOMOXMUTEbHOW TeTPa3oHWEeBOW peakuueil.
CornacHo oKpacke CyfaHOBbIM YepHbIM B 1 nonoxuTtenbHoi peakuum Bepra (KoddenH-GeHs-
nupeH) nepuneMma cofepXuT TMCTOXUMUYECKU BbISBASEMOE KOMMUYECTBO NUMNougoB. B guckyc-
CUM aBTOp BKpaTue M3naraeT 3HauyeHUe MPUCYTCTBUU NUMOWNAOB.

ON THE HISTOCHEMISTRY OF THE PERILEMMA
P. ROHLICH

It has been shown in an earlier work that the diffusion barrier in the peripheral nerve is
formed by the perilemma, the membrane 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 of other histo-
chemical reactions (metachromasia, methylene blue extinction, alcian blue staining, lipid
extraction, enzymatic digestion) it is believed that a mucoprotein can be held responsible for the
positive PAS-reaction. As determined by Sudanblack B staining and by the positive Berg’s
coffeine-benzpyrene reaction, the perilemma contains histochemically demonstrable amounts of
lipid. The significance of the latter is briefly discussed.

Dr. Pal Rontich, Budapest, IX., T(zolté u. 58. Ungarn.
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