O barwieniu o$rodké6w nerwowych
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wa wzgledy sklaniajg mie do ogloszenia wynikéw doswiadezeri
moich nad barwieniem osrodkéw nerwowych.

Przedewszystkiem sgdze, Ze powiodlo mi sie¢ znalesé spos6b
badania ofrodkéw nerwowych, ktéry dozwala uwidoeznié¢ rozmaite
ich skfadniki histologiczne, a ktory, jak kazda zdobycz w dziedzinie techniki
anatomicznej musi prowadzi¢ do rozszerzenia naszej wiedzy. Sam za$ przedmiot
badania, niezmiernie wazny a nader zawily i trudny, usprawiedliwia przy-
puszczenie, ze kazde, chotby najmniejsze ulepszenie lub wzbogacenie techniki
badania, bedzie dla nauki pozagdanem.

Druga okolicznoscig, ktéra sklania mig¢ do ogloszenia niniejszej pracy
jest przekonanie, Ze moje do$wiadczenia objaéniaja dzialanie zaprawy i bar-
wikow, ze zatem sg waZnym przyczynkiem do teoryi barwienia tkanek zwie-
rzecych i ich sktadnikéw.

Do przedsigwziecia doswiadczeri nad barwieniem odrodkéw nerwowych
(mézgu i rdzenia) sklonito mie pragnienie jak najwyrazniejszego uwidocznie-
nia szarej istoly na preparatach zwykiych (nie mikroskopowych) uzywanych
przy wykladach, oraz przeswiadczenie o potrzebie doktadniejszego studyowa-
wania rozmieszezenia szarej i bialej istoty w oérodkach nerwowych.

Do takiej pracy zachecaja Swietne wyniki, jakie daje ustalenie mdzgu
1 rdzenia juz w kilkuprocentowym rozczynie aldehydu mréwkowego (formalde-
hydu?). Przypuszczatem, Ze odérodki nerwowe ustalone aldehydem mréwko-

') Formalina i formol sa, jak wiadomo 40°, rozezynami aldehydu mréwkowego
w wodzie; przeto 1%/, rozezyn aldehydu mréwkowego jest 2'0%, rozczynem formaliny (lub
formolu) a 1°/; rozezyn formolu (lub formaliny) jest 0:49/, rozczynem aldehydu mréwkowego,

(3)




Henryk Kapyl,

wym a zachowane badZto we wodzie (przekroplonej), badZz w _Pﬁnﬂ“h wodni-
stych, nie bedac traktowane wyskokiem a przez 1o przesigkniete ttustawymi
<dadnikami myelinu, ktére wyskok rozpuszcza, IMUSZ by¢ przenikliwe dia
wodnych rozezynow parwikowych tak, Ze grube skrawki lub wigksze ka-
walki mozgu ustalonego w aldehydzie mréwkowym bedzie mozna zabarwic
na wskros.

Przekonatem sie, ze fak jest istotnie. Juz przeszlo trzy lata temu za
pomoca barwienia karminem boraksowym lub karminem lithionowym i ddu-
giego (kilkutygodniowego) plukania w wyskokua (60%,) zakwaszonym kwasem
solnym, powiodlo mi si¢ otrzymaé wigksze kawadkl mozgu zabarwione na
wskrés, na ktéryeh roznica miedzy istota szarg 1 biata byla uwydatniona
w taki sposOb, iz z tego bylem zadowolony. Miedzy innemi mialem na prze-
s780 1 ctm. gruby skrawek przeprowadzony przez caly mbézg poziomo W Wy-
sokogei wzgérkéw wzrokowych i cial prazkowanych, oraz preparaty mo6zdzkow,
kiére w caloici byly karminem zabarwione a dopiero potem w rozmaitych
kierunkach poprzecinane. Tymi, powszechnie znanymi sposobami barwienia
karminowego oirzymuje si¢ wydgczne zabarwienie jader komérkowych, a rézni-
ca miedzy szarg i bialg istota osrodk6w nerwowych uwydatnia si¢ Zywszem
zabarwieniem istoty szarej z tego powodu, ze istota ta zawiera liczniejsze
komoérki (a wige i jadra), czyli gesciej obok siebie nagromadzone. Z tego po-
wodu na takich preparatach uwydatniajg si¢ nawet mniej lub wiece; wyraznie
réznice miedzy rozmaitemi ogniskami szarej istoty lub jej czesciami; n. P.
bardzo wybitnie wystepuje rdéZnica migdzy obiema warstwami kory moézdzku,
adyz warstwa t. zw. ziarnista barwi sig¢ silnie] niz powierzchowna warstwa
molekularna. Za to inne czesci nie uwydatniajg sie tak, jakbySmy sobie tego
syezyli, n. p. ciatko zebate moézdZku przedstawia sig na takich preparatach
bardzo mdlo, niemal mniej wyraznie, niz na niebarwionych preparatach
mozdzku ustalonego w aldehydzie mréwkowym.

' -Prawia zupetnie zawiodly mnie nadzieje pokladane w tym sposobie bar-
wienia, co é.ln rdze::_nia. pacierzowego. Przez zwykle zabarwienie jgdrowa szara
stota rdzenia pacierzowego uwydatnia si¢ w ér6d bialej tylko stabo i mddo,
zwiaszceza w cienszych skrawkach. Spodziewalem sig, Ze w grubych skrawkach
rdzenia (n. p. 300 p grubesci) zabarwionych na wskréé karminem lithiono-
wym (i Udbﬂfﬁﬂfﬁ:ﬂ} z?,kwaaznngm wyskokiem) przez sumowanie si¢ efekiu
barwnego po rozjasnieniu w balsamie kanadyjskim szara substancya wystapi
wyblt.me.,]: Tgfmczasem okazato si¢, ze 1 na takich skrawkach szare stupy sg
wpr&wﬁm& men?uiej_(siluiej] zabarwione, lecz przeciez mdie, tak, Zze ich gra-
nic ani ostro nie wida¢, ani tez na zdjeciach fotograficznych w sposéb zado-
walniajgcy nie mozna otrzymac.

Wyswgﬁzkzawgriggﬁt;i ILZI‘S&EE?? preparatach, réznica szarej i bialej istoty
nerwowych, ktére wedle znanych prze-
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pisbw byly ustalone w kwasie chromowym lub w ptynach zawierajgcych
chromany (n. p. w plynie Millera, w ptynie Erlickiego), a nastgpnie barwione
karminem.

Jezeli tego rodzaju preparaty nalezycie sie udaly, to w nich z wyjgtkiem
mylinowych ostonek wtbkien nerwowych, jak wiadomo, sg zabarwione wszytkie
histologiczne skfadniki osrodkéw nerwowych, jedne silniej a inne stabiej; mia-
nowicie barwig si¢ nie tylko jadra komoérkowe, lecz takze i ciata komorek,
barwig sie komédrki zwojowe 1 ich wypustki, barwig si¢ niteczki osiowe wi6-
kien nerwowych, barwig sie komdrki pajeczynowate neuroglii, wtékna neuroglii,
i w ogéle neuroglia. Rozmaite te sktadniki rdzenia i mdzgu mozna na takich
preparatach rozr6znié tylko o tyle, o ile jedne sie zabarwily silniej, inne sla-
biej; rézZnica za$ miedzy szarg i bialg istotg uwydatnia sie przez to, ze w sklad
biatej substancyi wchodzi znaczna ilo$é myelinu, ktéry pozostaje niezabarwio-
ny, podezas gdy szara substancya zawiera mato widkien z ostonkami myelinowemi.

Wiadomo takze, Ze takie karminowe barwienia osrodkéw nerwowych
udajg sie raz lepiej raz gorzej, a czestokro¢ wecale nie. To niepowodzenie
przypisywano rozmaitym kaprysom karminu, obwiniano o nie niestaly skiad
kupnego karminu, rozktadanie si¢ rozezynéw karminowych 1 t. p.; ztad wielka
liczba przetwordw karminowych zalecanych do uZytku i ogromna liczba spo-
sobhéw barwienia karminem stosowanych w technice histologicznej. Inni histolo-
gowie przywigzujg wieksza wage do poprzedniego przygotowania preparatow
przed barwieniem, podaja Sciste przepisy, w jakich pitynach (zawierajacych
kwas chromowy lub chromany) i jak dtugo preparaty trzymaé nalezy, zalecajg
trzymanie ich w cieple (w termostacie) lub w ciemnosci, doktadne i dtugie
ptukanie wodg i t. p. Mimo to Zadna mefoda nie jest tak doskonala, izby na
pewne prowadzida do celu pozgdanego.

Te powszechnie znane fakta prowadzg do wniosku, ze na barwienie sie
rozmaitych skfadnikéw tkanin ustalanyech lub przechowywanych w piynach
zawierajgeych kwas chromowy lub chromany maja wplyw nie tyle moze same
barwiki uzywane do barwienia, ile tkwigce w tkaninach zwigzki chromu, czyli,
ze zwigzki chromu na tkaniny dziatajg jako zaprawy (bejce), ktére maja wplyw
na barwienie.

Pragnac rzecz te zbadaé, a mianowicie stwierdzi¢ o ile dzialanie kwasu
chromowego jako zaprawy zalezy od koncentracyi rozezynu i od czasu jak
diugo taki roczyn dziala, postanowidlem do barwienia uzywaé przetworn kar-
minowego, kiérego skiad bytby ile moZnosci staty i niezmienny. Takim prze-
fworem jest niezawodnie »karminian sodowy« dostarczany przez aptekarza
Blocha w Wroclawiu, zalecany przez Gierckego') w r. 1883, a cieszacy sie

1) Zeitschrift fiir wissenschaftliche Mikroskopie, Tom I. (1888), str. b48.
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powszechnem uznaniem wszystkich, ktorzy go uzywall, Zﬂph@cily mnie du_ tcg_u
takZe wspaniate preparaty ofrzymane przez uzycie karminianu sodowego, jakie
posiada we Lwowie kol. Prof. Dr. Szymonowicz

Poczatkowo uzywatem do barwienia rozczynu karminianu sodowego spo-
rzadzonego $cidle wedle przepisu podanego w L. tomie podrecznika histologi!
wydanego przez Schiefferdeckera, Behrensa i Cossel'a w r. 1889 na str. 193
a wiec 1%, rozczynu karminianu sodowego z dodatkiem 2 do 4 kropli nasy-
conego rozezynu dwuweglanu amonowego na 20CC tego barwika.

Jezeli skrawki rdzenia pacierzowego lub mézgu otrzymane Z kawatkOw
ustalonych w aldehydzie mréwkowym wilozyé wprost do tego barwika, ofrzy-
muje sie zwykle zabarwienie jadrowe, tak samo jak uzywajac innego barwika
karminowego n. p. karminu boraksowego, karminu lithionowego 1 f. p.

[naczej ma sie rzecz, jeeli preparaty lezaly dtuzszy lub krotszy czas
w stabszym lub silniejszym rozczynie kwasu chromowego. Wtedy oprocz jader
komoérkowych barwia sie takZe ciata komérek, barwi sig neuroglia, barwig si¢
niteczki osiowe. jednem stowem prawie wszystkie czgscl sktadowe osrodkow
nerwowych, a to jedne silniej inne stabiej. Wogble jednak takie preparaly
barwig sie nie zawsze jednakowo a czasami Zle.

Mimo licznych prob wykonywanych w ten sposob, e skrawki rdzenia
ustalonego w aldehydzie mréwkowym wkiadalem do rozezynéw kwasu chro-
mowego rozmaitego zgeszczenia (od 1°%,, do 1°) na krétszy lub diuzszy czas
(od kilku minut aZ do kilku i kilkudziesigciu godzin) nie moglem stwierdzi¢
stalej zaleznosci wynikéw barwienia od diugosci czasu przez jaki dziafal roz-
czyn kwasu chromowego, ani od zggszczenia jego rozcCzynow.

Przy tem, jak powszechnie wiadomo skrawki bardzo sztywnialy, a po
dtuzszym czasie stawaly sie éme i kruche. Okazalo sie takZe, Ze rozczyn kwasu
chromowego, w ktérym skrawki lezaly dluZszy czas zmienial sie, a mianowicie
blednat lub catkiem si¢ odbarwial, Zze wigc z rozezynu ubywalo kwasu chro-
mowego, czy to przez to, ze tkanina go pochlaniala, czy tez dla tego, ze pod
wplywem preparatow ulegal rozkladowl. Sama juz taka zmiana w rozczynie
uzywanym do doswiadczen, Scistosé takich doswiadezen czyni ztudna, gdyZ pre-
paraty po niejakims$ czasie nie lezg juz w takim rozezynie, do jakiego$my je
wlozyli.

Jak wiadomo, chromany dzialaja na tkaniny podobnie jak kwas chro-
mowy, lecz powolniej i »lagodniej«. Proby wszakze z rozezynami chromanéw
a mianowicie dwuchromanu potasowego nie doprowadzily mnie do wyjasnienia
Sprawy.

Przedewszystkiem przekonalem sig¢, 2Ze dziatanie rozezynéw chromanu
potasowego na skrawki srodkéw nerwowych ustalonych w aldehydzie mréw-
kowym w ciggu kilku godzin a nmawet w ciggu kilku dni, nie daje prawie
2adnego wyniku. Skrawki takie wzgledem karminianu sodowego zachowujg
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sig tak, jakby wecale nie byly zaprawiane. Wiadomo powszechnie, Ze nawet
tkaniny Swiee a zwlaszeza odrodki nerwowe w chromanie potasowym,
w chromanie amonowym, w plynie Miillera, w plynie Erlickiego 1 t. p. twar-
dnieja dopiero po tygodniach i miesigcach, a barwig si¢ w sposob pozgdany
dopiero wtedy, gdy byly plukane we wodzie a nastepnie jeszcze ztwardnianie
ich ukoriczone w wyskoku; wiadomo te2, Ze przy takiem postgpowaniu nie
zawsze preparaty sie udajg, tudziez, Ze czasami si¢ otrzymuje lepsze a cza-
sami mniej zadowalniajace zabarwienia. Aby zapewni¢ powodzenie temu
dtugotrwalemu postepowaniu, rozmaici histologowie zalecajs przesirzeganie
rozmaitych osobliwych warunkéw, jak n. p. wktadanie matych kawatkéw do
wielkich ilogci ptynu, zawieszanie kawalkéw tak, aby nie lezaly na dnie
naczynia, czeste zmienianie plynu, trzymanie w termostacie, trzymanie w cie-
mnosci i t. p. — a do samego barwienia kazdy zaleca przetwér karminowy
taki, przy ktérego uzyciu powiodlo mu si¢ wilasnie (moze przypadkowo)
otrzyma¢ preparaty jak najbardziej zadowalniajace. Slowem slosowanie chro-
manéw wydaje mi sie rzecza diugotrwals, klopotliwg, kaprysng a ostatecznie
zZawsze jeszcze niepewnas.

Jakie sprawy chemiczne odbywaja sie w tkaninach podczas gdy preparat
w rozczynie chromanowym lezy miesigcami, o fem nie mamy prawie wyo-
brazenia, a trudnoby te sprawe nalezycie zbada¢. Domyslaé¢ sie¢ mozna tylko
tyle, ze w tych warunkach odbywa si¢ czeiciowe odtlenianie chromanow,
a tworza sie zwigzki chromowe (w ktérych chrom ma znaczenie zasadowe);
za tem przemawia ta okoliczno$é, Ze 26ita barwa preparatéw zamienia sig
w zielonawg lub sinawa, a sam rozezyn chromanowy blednie (dla tego wia-
énie poleca sie go odnawia¢). W takich rozezynach chromanowych czgstokroé
rozwijajg sie pleénie i bakterye, a to preparatom nie tylko nic nie szkodz
lecz owszem moZe wlasnie preparaty z takich rozczyndéw lepiej si¢ barwia.
Diuzsze (kilkudniowe) ptukanie takich preparatéw w plyngce] wodzie moze
wiasnie takZe dla tego jest przydatne i zalecane, Ze przy tem nastepuje od-
flenienie chromanéw i przemiana ich w zwigzki chromowe. Ze wyskok (alkohol
etylowy), dziata odtleniajaco, rzecz jasna; wszakze preparaty chromowe wio-
zone do spirytusu przybieraja barwe zielonawg Ilub calkiem niebieska —
a wiadnie takie preparaty barwig sie¢ najlepie].

Z tych faktéw nalezy wyprowadzi¢ przedewszystkiem wniosek, ze w pre-
paratach ustalanych, jak to jest w powszechnym uzyciu, w plynach zawiera-
jacych kwas chromowy lub chromany, przy barwieniu tkanin jako zaprawa
w tkaninach dziata nie tylko kwas chromowy a moze nawet nie tyle kwas
chromowy, ile zwigzki chromowe w nich zawarte, ktére powstaly z odtlenie-
nia kwasu chromowego lub chromanéw. Najrozmaitsze kombinacye kwasu
chromowego (lub chromandéw) i zwigzkéw chromowych (z chromem zasado-
wym), jakie w takich preparatach w ciggu dlugiego czasu, zwlaszcza pod
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zmiennym wplywem powielrza, ciepta, bakteryj, plesni, wody wodociggowej
(przy oplukiwaniu) tudziez wyskoku, mogg sie wylworzy¢, Womaczg dosta-
tecznie niestale wyniki takiego postgpowania, formalne kaprysy, jakie okazujg
takie preparaty przy barwieniu.

Doszedtem do przekonania, Ze dziatania kwasu chromowego 1 chroma-
néw na preparaty nie mozna prawie opanowaé, a w kazdym razie Ze nie
mozna dociec praw wedle ktérych przeobrazenia zwigzk6w chromu w takich
preparatach sie odbywaja, aby nastepnie na podstawie tych praw sprowa-
dza¢ rozmaite modyfikacye dziatania przetwor6w chromu, a mianowicie takie,
ktoreby sie okazaly pozagdanemi dla uzyskania pewnych zabarwien.

Z tych powodéw postanowilem przynajmniej na razie zaniecha¢ dalszych
préb z kwasem chromowym i chromanami.

Drugi wniosek, do ktérego doszedlem na podstawie powyzszego rozumo-
wania jest, ze nie tyle od wiasnosci samego barwika (n. p. karminu) zalezy
dziatanie jego na tkaniny i skladniki tkanin, ile od poprzedniego przygoto-
wania tkanin a mianowicie od zawartosci w nich chromu a w szczegélnosci
chromu zasadowego, ktéry powstaje przez odtlenianie si¢ chromanéw Ilub
kwasu chromowego. Bedac przekonany, e ten chrom zasadowy zawarty
w tkaninach, dziala jako zaprawa (bejca) moglem przypuszczaé¢, ze w podobny
spos6b beda dzialaly zwigzki a mianowicie sole innych metaléw. Ten wniosek
byt punktem wyjscia do dalszych moich badan.

Postanowitem przed barwieniem skrawki osrodkéw nerwowych ustalonych
w aldehydzie mréwkowym napajaé rozmaitemi solami metali cigzkich. Aby
ich dziatanie na tkanine stwierdzi¢ z wykluczeniem wszelkich innych czynni-
kéw, trzeba bylo do tych doswiadczern uZywaé skrawkéw otrzymanych
z rdzenia lub mozgu ustalonego w aldehydzie mréwkowym wprost, z ominie-
ciem dziatania wyskoku, eteru, chloroformu, benzyny i t. p. plynéw, ktére jak
wiadomo rozpuszczajg i wyciggajag pewne skfadniki z tych tkanin. Nie mozna
wiec bylo w celu ofrzymania skrawkéw zatapia¢ kawalkow rdzenia lub médzgn
w celloidynie lub w parafinie. UZywalem przeto skrawkéw sporzgdzonych
nozem, wolng rgkg lub mikrolomem przy pomocy przyrzgdu do zamrazania').

1) Z ofrodkéw nerwowych ustalonych w aldehydzie mréwkowym a nastepnie dluiszy
czas plukanych 1 przechowywanych we wodzie przekroplonej moZna mikrotomem przy
pomocy zamrozenia olrzymaé bardzo pigkne i cienkie (a2 do 14u) skrawki, jeZeli krajany
kawalek ma cieplote —0'b do —1'0°C. Znaczniejsze oziebienie (pﬁni:‘.ej —1'0°C.) sprawia, zZe
preparat jest zatwardy, tak, Ze noz (oczywiscie poprzecznie ustawiony) przy predkim ruchu
przeskakuje powierzchnig preparatu, przy powolnym za$ ruchu drga, wskutek czego powierz-
chnie skrawkow nie sa gladkie lecz prazkowane. W cieplocie poniZej 0.5°C skrawki sig
zwijaja w trabke, co ulalwia ich zdejmowanie z noda; w plynie (n. p. w wodzie) skrawki
same si¢ rozprostowuja. JeZeli cieplola krajanego kawalka zblila si¢ do 0°C, wtedy skrawki
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Z soli metalowych uwaZalem za najprzydatniejsze do pierwszych do-
Swiadezen takie, kiére majgc wlasng barwe, nadaja ja tkaninom w miare
Jak w nie wnikaja. Mozna bowiem bez szczegélnych badan bardzo tatwo
z barwy tkaniny oceniaé, czy i o ile ona jest napojona taka barwna sola i czy
to napojenie jest trwale, albo czy przez ptukanie wodg i t. p. daje sie usunaé.
Z tego powodu najpierw zajglem si¢ prébami z siarkanem miedziowym.

Jezeli skrawek rdzenia pacierzowego lub mézgu ustalonego w aldehydzie
mrowkowym, lezal jaki$ czas (n. p. kilka godzin lub kilka dni) w rozezynie
zawierajgeym na 100 czesei wody 1 do 5 czesci siarkanu miedziowego, wiedy
biafa substancya przybiera barwe pieknie biekitng, podczas gdy szara sub-
stancya wydaje si¢ w obec niej z6ttawa. Juz samo stwierdzenie tego faktu
przemawia za tem, Ze jest jaka$ rdéznica w dzialaniu siarkanu miedziowego
na substancya biatg i na substancyg szarg, i budzi nadzieje, Ze w zaprawio-
nych solag miedziows preparatach oérodkéw nerwowych, po zabarwieniu n. p.
karminem uwidoczni sie jeszcze lepie] réznica miedzy substancya szarg
a substancyg biafs.

Wiozywszy skrawek wyjety z rozezynu siarkanu miedziowego, albo
wprost albo po krétkiem optukaniu w wodzie, do rozezynu karminianu sodo-
wego, przekonalem sie wszakZe, ze o barwieniu sig¢ takiego skrawka nie moze
byé mowy, gdyz barwik si¢ maci, a karmin na powierzchni skrawka osadza
sie, tworzge ciemno-czerwone plamiste warstwy na obu jego powierzchniach.

Nie zraZajgc sie tym faktem, probowalem {akie skrawki przed wloze-
niem do barwika w odpowiedni spos6b pfukaé. Na ten cel woda przekroplona
nie wydawata mi sie odpowiednia, gdyz krétkie plukanie nie wystarcza, a po
dluzszym czasie skrawki w niej tracg barwe blekitng, co jest dowodem, 2ze
woda z nich wycigga przynajmniej przewazng ilos¢ siarkanu miedziowego ;
nadto we wodzie takie skrawki znacznie peczniejg, wichrujg sie 1 garbig. Prébo-

sie nie zwijaja ; gdy wszakZe temperatura dojdzie do 0°C, to oczywiscie juz nie mozna krajac.
Pracujac w zwyklej temperaturze pokojowej trudno jest utrzymaé krajany kawalek w odpo-
wiedniej temperaturze. Najkorzystniej jest kraja¢ w lokalu, w ktérym panuje cieplota miedzy
—1°C i 0°C. co w porze zimowej moZna mieé bardzo latwo.

Inaczej ma sie rzecz jeeli krajemy zamroZone kawalki rdzenia lub mdzgu przesia-
kniete nie woda czysta, lecz rozezynami soli (n. p. chlorku sndﬂ?.regn, idw:quglanu @du:wegu
it p). Wtedy temperatura, w ktdrej takie kawalki dobrze sie kraja jest znacznie niZsza,
a granice dla »optimume tej cieploty sa rozleglejsze i wynosza kilka stopni. Tak n. p. dla
kawalkéw przesiaknietych plynem zawierajacym na 100 cz. Wﬂ:ﬂ]" .5 cz. mElehydu m_réw-
kowego i 2 cz. dwuweglanu potasowego, najkorzystniejsza dﬂ. lcra:]ama jest mepmtf; mu;ﬂ-z?
—10°C. a —15°C. W podobnych te2 granicach cieploty kraja si¢ dobrze ka?.ralk] przesia-
kniete plynem zawierajacym na 100 cz. wody b cz. al'dehydu mrowkowego 1 1 cz. kwasu
octowego. Cieplota przy krajaniu kontroluje si¢ cieplomierzem, ktérego galke wloZono przez
otwér do puszki, w ktérej si¢ eter rozpyla.
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walem wige przedewszystkiem, skrawki rdzenia napojone siarkanem miedzio-
wym plukaé¢ w rozezynie dwuweglanu amonowego w przekonaniu, Ze wilo-
Zywszy je potem do czystego rozezynu karminianu sodowego sprowadze
podobne dziatanie tego barwika jak Schiefferdecker (1. e.) z ta tylko rézZnica,
ze tu barwik bedzie dziatal na tkaniny zaprawione solg miedziowg. Taki
sposob barwienia wydawal mi sie obiecujgcym tem bardziej, ze w dwuwe-

glanie amonowym CO<< 81:1—NH skrawki przybieraty barwe zZywoblekitng,
4

przyczem rdZnica miedzy istota bialg (silnie blekitng) a istotg szara jeszeze
wybitniej wystepywala niz zaraz po wyjeciu z siarkanu miedziowego. Siarkan
miedziowy pod wplywem soli amonowej tu wlasnie fworzyl znany siarkan
miedziowo-amonowy odznaczajgcy sie nasycong barwa blekitng.

Dwuweglan amonowy wszakZe zamieniajgec siarkan miedziowy w ten
rozpuszezalny zwigzek amonowy, wnet wycigga sol miedziowa zawarta w tka-
ninie rdzenia pacierzowego. Dlatego wiec skrawkéw napojonych siarkanem
miedziowym nie mozna dlugo plukaé w dwuweglanie amonowym, ktéry z nich
sol miedziowg zupelnie wycigga. JeZeli za$ takie skrawki byly w dwuweglanie
amonowym plukane tylko przez kilkadziesigt sekund lub najwiecej kilka minut,
1 wlozone do rozezynu karminianu sodowego, to wtedy otrzymujemy zabar-
wienie karminowe w szarej substancyi o wiele silniejsze niz w substancyi
biate]; réznica tych dwoéch substancyj na takich preparatach uwydatnia sie
nieréwnie wybitniej niz przez zwykle zabarwienia jadrowe. Sposobu tego
wszakze zaniechalem wnet z powodu, 2e dawal wyniki niejednakowe a to
zaleznie od tego czy skrawki diuzej lub krécej byly plukane w weglanie
amonowym; bardzo za$ trudno byfoby oznaczyé i odmierzyé Scislej czas, przez
ktory nalezatoby skrawki w dwuweglanie amnonowym piukaé¢, aby uzyskaé
zabarwienie ile moZnosei jak najkorzystniejsze, skoro ten czas nie moze
wynosi¢ wigcej, niz kilkadziesigt sekund. Zreszlg inne préby dawaly wyniki
o wiele lepsze i pewniejsze.

Prébujge bowiem skrawki rdzenia napojone siarkanem miedziowym przed
wiozeniem do barwika plukaé w innych, stosownych rozczynach i uzywszy
w tym celu miedzy innemi octanu polasowego, przekonalem sie, ze zwilaszcza
w rozcienczonym tym plynie (1 cz. liquoris kalii acetici na 10 cz. wody)
skrawki nawet po bardzo dlugim czasie nie tracg barwy niebieskiej, ktora
jest oznaka, ze w tkaninie tkwi polaczenie miedziowe. Skrawki przyrzadzone
w ten sposéb w 17, rozezynie karminianu sodowego Juz w ciagu kilku lub
kilkunastu sekund barwity sie tak, Ze rdznica migdzy istota szara (barwigcg
sig silnie) a istoty bialy (barwigeq si¢ tylko mniej lub wiece] blado-réZowo)
wystepowala bardzo wybitnie. Rozmaitem nasycéniem zabarwienia uwydatnialy
si¢ nawet réZnice miedzy rozmaitemi czeSciami szarej substancyi: tak n. p.
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bardzo intensywnie barwily sie substancye Kkleiste, &rodkowa i Rolandowa,
a jeszcze wybitniej wystepowalo jadro zebate oliwy.

Badajac takie skrawki pod mikroskopem, przekonatem si¢, Ze w szare;
istocie mozna rozr6zni¢ komorki zwojowe silnie zabarwione, zreszta jednak
ta substancya jest zabarwiona prawie jednostajnie i trudno w niej dopatrzyé
szczegOlow budowy; w Dbiafe] substancyi jest zabarwiona neuroglia, moZna
rozroznia¢ dosy¢ dobrze komorki pajeczynowate, a tu i 6wdzie napotyka sie
takze zabarwione niteczki osiowe widkien nerwowych. Co wszakZe szczegélnie]
wydaje mi si¢ uwagi godnem, przekonalem si¢ na uzywanych do tych
prob skrawkach dosyé grubych (150p. do 200p), Ze preparat nie zabar-
wia sie na wskros, lecz ze tylko okoto 20p. do 30p. grube warstwy na
obu jego powierzchniach sg zabarwione (co mozna stwierdzi¢ przy pomocy
srubki mikrometrycznej z podziatka).

Zachecony tymi wynikami, postanowilem do dalszych préb zamiast
siarkanu miedziowego, ktéry przez nastepne stosowanie octanu potasowego
juz w samych skrawkach przemienialem w octan miedziowy, uzywaé do na-
pajania skrawkéw wprost octanu miedziowego.

Przekonatem sie przedewszystkiem, Ze skrawki rdzenia wiloZone do roz-
czynu octanu miedziowego (0'5%, do 50%,) juz w kr6tkim czasie przybierajg
barwe niebieska, w istocie biatej zwlaszcza sig uwydatniajgca, iZe tego zabar-
wienia nie traca nawet po kilkudniowem plukaniu we wodzie. Zmieniwszy
kilkakrotnie wode, uzyta do plukania takich skrawkow stwierdzilem, Ze woda
z nich juz nie wycigga zwigzkéw miedziowych; przynajmniej za pomocg
Zelazinku potasowego w tej wodzie juz nie mozna byto wykaza¢ obecnosci
miedzi. Z tad wyprowadzitem wniosek, ze zaprawa tkaniny octanem
miedziowym jest trwala, podczas gdy ze skrawkOw napojonych siar-
kanem miedziowym woda po jakim$ czasie prawie zupelnie wycigga sol
miedziowa. Fakta te mojem zdaniem przemawiajg za przypuszczeniem, e
zaprawianie (impregnacya) tkanin solami metalowemi nie polega jedynie na
tem, Ze tkaniny s3 napojone mechanicznie uzytym do zaprawy rozczynem,
lecz %e odnosna s6l metalowa oddzialywa chemicznie na pewne skfadniki
tkaniny a mianowicie na zwigzki organiczne wchodzgce w sktad tkaniny, a to
w ten sposéb, Ze metal (n. p. miedz) wstgpuje w te zwiazki organiczne
w miejsce jednego lub kilku atomow wodoru (zasadowych) a W rozczynie
powstaje badz to wolny kwas, badz to kwasna s6l metalowa. C.Z‘i' io 1:113 takie
oddzialywanie miedzy solg metalowg 1 danymi zwigzkami organicznemil wcho-
dzacemi w sktad tkanin nastapi, zaleze¢ musi od tego, czy sé} m:etalcfwa sama
jest zwigzkiem stalszym lub tatwiej sig rozktadajacym; ‘P_F’i'dﬂlﬂ S1¢ W1€C Irzeczg
z gbry prawdopodobng, ze Z pomiedzy rozmaitych 501{ tego samego metalu
na zwigzki organiczne latwiej i wydatniej bedg Uddﬂ}ﬂlfwm te, ktﬁr?‘fh
rodnik kwasowy jest sfabszy. Wychodzge z tego zaloZenia fatwo mozna sobie
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objasnié, jakim sposobem octan miedziowy jest do zaprawy tkaniny przydat-
niejszy aniZeli siarkan miedziowy.

Na podstawie powyZszego rozumowania postanowilem zajaé sie badaniem
nad barwieniem tkanin, a przedewszystkiem oérodkéw nerwowych zaprawia-
nych rozmaitemi solami metali ciezkich, a do zaprawy uZywaé soli metalo-
wych ze stabymi rodnikami kwasowymi a mianowicie przedewszystkiem octanéw.

Dotychczas badalem w tym wzgledzie dzialanie octanu miedzio-
wego, octanu uranowego i octanu olowiowego. Setki préb, jakie
z tymi odczynnikami wykonatem, dozwolity mi wysledzié przedewszystkiem
pewne ogélne prawa, wedle ktérych odbywa sie zabarwienie
W skrawkach rdzenia i mdézgu zaprawionych tymi octanami.

Jezeli skrawek zaprawiony octanem miedziowym lub octanem uranowym
lab octanem ofowiowym wloZzymy do rozezynu karminianu sodowego, wtedy
prawie natychmiast zaczyna si¢ on barwié. W pierwszych chwilach przyjmuje
karminowe zabarwienie istota szara, a podezas gdy ona coraz silniej sie barwi,
predzej lub pdzniej zaczyna sie barwié¢ takzZe istota biata ; albo teZ obie istoty
zaczynajg sig barwié réwnoczesnie, lecz szara istota silniej niZ biala. Gdy wiec
istota szara przybrala juz mozebnie najsilniejsze zabarwienie czerwone (takie
Jakie ma zgeszczony rozezyn karminu), to biata substancya jest dopiero mniej
lub wigcej réZowa, lecz ciemnieje coraz bardziej, jezeli preparat ciggle pozo-
staje w rozezynie karminu. Nareszcie nastepuje chwila, w ktorej zabarwienie
istoty biatej doréwnywa intensywnoscia zabarwieniu istoty szarej, tak, zZe
preparat caly jest jednostajnie zabarwiony. Na tem wszakze nie koneczy
sig dziatanie barwika, lecz odbywa sie zjawisko niespodzie-
wane, ktére w pierwszej chwili wydaje si¢ paradoksalnem:
szara istota zaczyna blednaé¢ i odbarwia S1¢ nareszcie mniej
lub wigcej zupelnie, a takze, albo Jjuz podczas tego, albo
poznie], odbarwia sie biala istota. Nastgpuje potem okres, w ktérym
caty preparat jest znowu zupelnie bezbarwny, albo prawie bezbarwny. Jezeli
taki preparat, ktéry po zaprawieniu octanem miedziowym lub octanem ura-
nowym w rozczynie karminianu sodowego sie zabarwil a nastepnie juz znowu
odbarwil, pozostawimy ciggle jeszcze w tym barwiku, to on zwolna sle znowu
barwi, tak, Ze po kilku albo kilkudziesigeiu godzinach znajdziemy w niem
zwykle zabarwienie jgdrowe: preparaty zaprawione octanem miedziowym
lub octanem uranowym, po dtuzszem dziataniu karminianu sodowego, ktéry
je najpierw zabarwit a potem odbarwil, zachowuja sie tak, jak gdyby wecale
nie byly zaprawiane temi solami metalowemi.

Przebieg tej reakeyi mozna najlepie] sledzié, jezZeli do tego celu uZywamy
miseczki porcelanowe]j (n. p. parowniczki) a igietka lub cienko wyciggnietym
a na koricu zatopionym precikiem szklannym, przytrzymujae skrawek tak,
aby przylgnat do dna, przechylamy miseczke w i i w owg strong, aby rozezyn
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barwika na przemian fo ze skrawka odptywal to go znowu oblewal — po-
dobnie, jak si¢ to czyni przy wywolywaniu obrazéw na piytach fotograficznych.
Dziatanie barwika moZna oczywiscie w kazdej chwili przerwac przenoszac
skrawek do wody lub innego plynu, w ktérym si¢ go oplukuje lub odlawszy
rozezyn barwikowy tak, aby skrawek pozostal przylepiony, do dna miseczki
i nalewajgc nan plynu stuZacego do plukania.

Predkosé przebiegu i szczegdlowy przebieg, tudziez wynik reakeyi kar-
minianu sodowego na skrawki osrodk6w nerwowych zaprawionych octanem
miedziowym lub octanem wuranowym lub octanem oflowiowym zaleZy od
rozmaitych okolicznosci a mianowicie przedewszystkiem od zgeszezenia, roz-
czynu karminianu sodowego i od grubodci skrawkéw. Im bardziej rozcienczamy
rozezyn karminianu sodowego, tem powolniej skrawki si¢ barwig i tem po-
wolniej nastgpnie odbarwiajg; im grubsze mamy skrawki, tem wiecej czasu
trzeba, aby zabarwienie, zwlaszcza w istocie biatej, doszlo do najwiekszego

nasilenia; czas za$ potrzebny do odbarwienia sie¢ grubych skrawkéw moze

by¢ bardzo dtugi, a jezeli preparat jest zanadto gruby, wtedy nawet nie udaje
si¢ jego zupetne odbarwienie.

Takze poprzednie traktowanie preparatéw i skrawkéw ma wplyw na
przebieg i ostateczny wynik tej reakeyi, réwnie jak rozmaite odezynniki, ktére
mozemy w ciagu catego postgpowania zastosowaé, albo dodajac je juz do
rozczynu aldehydu mrowkowego, w ktérym ustalamy osrodki nerwowe, albo
traktujge niemi ustalone juz kawalki moézgu lub rdzenia lub skrawki tychZe,
albo dodajac ich do rozezynu barwika, lub uzywajgc rozmaitych rozezynéw
do plukania juz zabarwionych skrawkoéw.

Mamy wige mozno$¢ przez rozliczne kombinacye tych
czynnikow 1 odczynnikéw sprowadzaé¢ najrozmaitsze od-
miany w zabarwieniu preparatéw.

Zaznaczyé naleZy, Ze to co dostrzegamy podezas dziatania barwika na zapra-
wione skrawki, i na zabarwionych skrawkach, golem okiem, jest tylko ogélnym,
poniekad sumarycznym wyrazem sprawy barwienia a wzglednie nastepowego
odbarwiania si¢ najréZniejszych histologicznych skiadnikéw osrodkéw nerwo-
wych. Tak bowiem w istocie szarej jak tez w istocie bialej nie wszyskie
morfotyczne pierwociny barwig sie réwnoczesnie i nie wszystkie w tym samym
czasie si¢ odbarwiaja, a wiasnie czynniki, ktérych dziatanie podezas tej reakeyi
mozemy wprowadzi¢, ulaiwiajg lub przyspieszajg nie tylko calg sprawe wogoéle,
lecz ulatwiajg, przyspieszajg, lub utrudniaja i opdzniaja barwienie sie lub
odbarwianie si¢ jednych lub innych skladnikéw tak szarej jako tez bialej istoty.

Nie ulega wiec watpliwosci, 2e w dziataniu karminianu sodowego (i in-
nych barwikdéw) na preparaty tkanin a mianowicie o$rodkéw nerwowych
Zaprawione octanem miedziowym, octanem uranowym i t. p. mamy swoisty
odczynnik na rozmaite morfotyczne sktadniki tych narzadéw
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a mianowicie nie tylko na istote bialg i istote szarg wogéle, lecz takze na
rozmaite rodzaje istoly szarej (i bialej), tudziez na rozmaite histologiczne
pierwociny, ktére wchodzg w sktad jednej i drugiej istoty.

Juz pierwsze moje w tym wzgledzie na wiosne 1898 poezynione spo-
strzezenia naprowadzily mnie na my$l, Ze przez odpowiednie modylikacye
reakeyi barwikéw na preparaty osrodkéw nerwowych, zaprawionych solami
(octanami) metaléw cigzkich mozna bedzie znales¢ rozmaite sposoby barwienia,
ktéore dozwola uwidocznié. rozmaite skladniki o$rodkéw nerwowych, kazdy
z osobna, ktére znajdg szerokie zastosowanie w technice anatomicznej i hi-
stologicznej, a moze i takie, kiére dozwolg wykryé nowe szczegbly w budowie
tych narzgdow, dotychczas dla nas ukryte.

Nim wszakZe przystgpitem do szczegdtowego wyprébowania rozmaitych
mozebnych i nasuwajgcych sie modyfikacyj tego sposobu barwienia, staralem
sie ile moznoseci doj$¢ do jakiejs teoryi tej reakeyi, ktéraby objasniala dzia-
fanie karminianu sodowego na preparaty osrodkéw nerwowych zaprawione
solami (octanami) metalowemi.

W tym celu staralem si¢ przedewszystkiem poznaé dziatanie karminianu
sodowego na octan miedziowy i na octan uranowy. Dodawatem wiec kroplami
bardzo rozeiericzonego (1°,, i mniej) octanu miedziowego do rozczynu karmi-
nianu sodowego. Przekonatem sie, Zze kropla octanu miedziowego w rozczynie
karminianu sodowego w pierwszej chwili sprawia ciemne zmetnienie (osad),
ktory po zamieszaniu plynu znika (rozpuszeza si¢ w nadmiarze karminianu
sodowego). Przy tem rozczyn karminowy po dodaniu pierwszych kropel
rozczynu octanu miedziowego przybiera zabarwienie zywsze (podobne do
safraniny). JeZeli zas dodajemy zwolna wieksze ilosei octanu miedziowego,
wtedy rozezyn, o ile osad sie jeszcze rozpuszcza, przybiera zabarwienie ciem-
niejsze, wisniowe, wpadajagce we fiotkowe; w koneu za wielkg iloscig dodanego
rozczynu octanu miedziowego sprawia trwaly osad ciemno-czerwony, czarniawy;
az ostatecznie mozna w ten sposob calg iloS¢ karminu wydzieli¢é z rozezynu.
Octan miedziowy sprawia wiec w rozczynie karminianu
sodowego osad (niezawodnie karminianu miedziowego), ktéry
w nadmiarze karminianu sodowego jest rozpuszczalny.

Podobng reakeyg z octanem miedziowym, jak wiadomo, daje zelazinek
potasowy: powstaje brunatny osad, kitéry w nadmiarze Zelazinku potasowego
rozpuszczajge si¢ sprawia brunatne zabarwienie pierwotnie blado-26ltego roz-
czynu; jezeli zas do zelazinku potasowego dodamy wigkszych ilosei soli mie-
dziowej, natenczas powstajacy osad brunatny juZ si¢ nie rozpuszcza.

Przypuszczam wige, Ze w rdzeniu lub w moézgu zaprawionym octanem
miedziowym a wiozonym do rozezynu karminianu sodowego odbywa sie sprawa

podobna, jak przy zmigszaniu rozczyndéw tych dwéeh cial a mianowicie przy
dodaniu octanu miedziowego do karminianu sodowego.
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Z pmxlrodbw wszakZe juZz wyej przytoczonych musze przypuszezaé, Ze
W preparacie zaprawionym w octanie miedziowym, a dostatecznie sptukanym
we wodzie lub jakim plynie wodnistym, octan miedziowy nie jest juz zawarty
jako taki, lecz 2e mied 2z octanu miedziowego weszta w zwigzki chemiczne
z rozmaitemi ciatami organicznemi wchodzacemi w sklad rozmaitych histolo-
gicznych pierwocin osrodkéw nerwowych, zastapiwszy w nich prawdopodobnie
pewne zasadowe atomy wodoru lub moze sodu albo potasu. Organiczne zwigzki
miedzi powstate przez zabarwienie tkaniny, dzialaja na karminian sodowy
niezawodnie w ten sam spos6b, jak octan miedziowy: w pierwszej chwili two-
rzy si¢ pnierozpuszczony karminian miedziowy, ktéry bedac zawarty w samych
plerwocinach histologicznych tkaniny nadaje im barwe karminows, kt6ra po-
zostaje i jest trwala, jeeli w stosownej chwili preparat wyjmiemy z rozczynu
karminianu sodowego. JeZeli wszakZe preparat pozostanie dtuzej w karminia-
nie sodowym, wtedy, zawarty w pierwocinach tkaniny karminian miedziowy
zamienia si¢ w stan (albo raczej w zwigzek) rozpuszczalny i nastepuje od-
barwienie.

Przypuszczenie Ze przy tej reakeyi oddzialywa na karminian sodowy
nie octan miedziowy jako taki, lecz rozmaite zwigzki organiczne miedzi, kt6re
powstaly w tkaninie, oparte jest wiadnie na fakcie, Zze reakcya ta t. j. bar-
wienie 1 odbarwianie nie we wszystkich pierwocinach histologicznych tkaniny
odbywa si¢ jednoczesnie i jednakowo, coby musiato dziaé sie, gdyby tu dziatat
sam tylko octan miedziowy, ktérym tkanina bytaby tylko napojona. Ze tkanina
preparatéw zaprawionych octanem miedziowym, zawiera miedZ chemicznie
z nig zwigzana, dowodzi zresztg i ta okolicznosé, 2e zawartoseli miedzi z takich
preparatéw nie mozna wyciagnaé przez proste, choéby najdiuzsze, plukanie
wodg, podezas gdy skrawki zaprawione octanem miedziowym, ktére karminem
byly traktowane az do zupelnego odbarwienia sig, zachowuja sie tak, jak
skrawki niezaprawione a pozostajgc diuze] w karminianie sodowym daja
zwykle zabarwienie jgdrowe.

Mamy wiec prawo przypuszczaé, Zze pod wplywem octanu mie-
dziowego w rozmaitych histologicznych czgsciach sktado-
wych, zaleznie od ich rozmaitego sktadu chemicznego, two-
rza sie rozmaite organiczne zwigzki miedziowe, z ktéryech
jedne tatwiej i predzej sie rozktadaja a zatem takze tatwiej i pre-
dzej z dzialajacym na nie karminianem sodowym tworza karmininian mie-
dziowy, a inne trudniej i dopiero po dtuzszym czasie. Jasng zas jest rzecza,
7e te pierwociny histologiczne, w ktorych wezesnie] iworzy sie karminian
miedziowy i ktére wczeéniej si¢ zabarwily, lakZze wczesniej si¢ odbarwiajg.
MoZna tez latwo pojaé, Ze rozmaite inne ciala, ktére przy tej reakcyi mogg
byé wprowadzane do tkaniny lub do rozczynu karminianu sodowego, moga
ulatwiaé lub utrudniaé, przyspieszaé lub opdéznia¢, albo nawet uniemozebniad
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t¢ sprawe chemiczng, ktérej wynikiem jest karminian miedziowy tworzgcy
sig w samychZe pierwocinach tkaniny i nadajgcy im barwe karminowg. Tak
samo wydaje mi si¢ rzeczg jasng, Ze pewne odczynniki, ktdre podczas tej
reakcyl mozemy wprowadzi¢ w gre, mogg ulatwiaé lub utrudniaé, przyspie-
sza¢ lub opdzniaé rozpuszczanie sie karminianu miedziowego, tkwigcego w ro-
zmaitych skfadnikach histologicznych osrodkéw nerwowych w nadmiarze kar-
minianiu sodowego, a wige utatwiaé lub utrudniaé, przyspieszaé lub opé6zniaé
odbarwienie si¢ tych lub owych skiadnikéw tkaniny,

Pragngc t¢ teorya sprawdzié ilemoznosci wprost, wkladalem skrawki
rdzenia zaprawionego octanem miedziowym do rozczynu rozciericzonego zela-
zinku potasowego. Tym sposobem przekonalem sig, ze Zelazinek potasowy,
ktéry ze solami miedziowymi a mianowicie z octanem miedziowym daje taka
samg reakcyg (pomingwszy réZnice barwy), jak karminian sodowy, na zapra-
wione octanem miedziowym preparaty dziata réwniez tak samo, jak karmi-
nian sodowy. Na preparatach oérodkéw nerwowych, zaprawionych octanem
miedziowym w rozczynie Zelazinku potasowego najpierw istota szara przybiera
zabarwienie brunatne, nastepnie takie same zabarwienie przybiera substancya
szara a W koncu takze substancya biala. Zabarwienie to w preparatach jest
trwale (mozna je tak samo jak karminowe oplukaé, przenies¢ do wyskoku,
chloroformu i przechowa¢ w balsamie) a oczywiscie takie same jak osad
W rozezynie octanu miedziowego sprawiony Zelazinkiem potasowym a wiec
blado-orzechowo-brunatne.

Przekonatem si¢ takZe, Ze preparaty oérodkéw nerwowych, zaprawione
W octanle miedziowym, barwig si¢ takZe w rozezynie (1%,,) hematoksyliny
podobnie jak w karminie: najpierw barwi sie fiotkowo szara snbstancya a do-
piero poézZniej substancya biata. Odbarwienie wszakZe nie odbywa sie, lecz
preparaty fem silniej sie barwig, im diuzej pozostaja w hematoksylinie; bo
tez nadmiar rozezynu hematoksyliny nie rozpuszeza osadu (ciemno-bigkitnego),
ktéry w nim sprawil rozezyn octaniu miedziowego.

TakZe w rozczynach barwikéw anilimowych (n. p. w blekicie metyleno-
wym) preparaty osrodkéw nerwowych zaprawione miedzia, w octanie miedzio-
wym barwig si¢ wedle tych samych praw, jak w rozczynie karminianu sodowego.
Zabarwienie to wszakZe nie jest trwale: woda i wyskok wyciggaja barwik.

Octan uranowy dziala podobnie jak octan miedziowy lecz poniekad sil-
niej. Za to barwienie skrawkéw, zaprawionych w octanie uranowym, w roz-
czynach karminianu sodowego odbywa sie powolniej, a zwlaszeza odbarwianie
sig trwa diuzej, co dla pewnych celéw praktycznych jest bardzo korzystne.
Takze z Zelazinkiem potasowym preparaty zaprawione w octanie uranowym
dajg takg sama reakcyy, jak preparaly zaprawione w octanie miedziowym,
a mianowicie zabarwiajg si¢ a nastgpnie odbarwiajg sie. Barwa ich jest
wszakze pigkniejsza i bardziej nasycona, podobna do zabarwier vesuvinem.

(16 )




BARWIENIE 0SRODKOW NERWOWYCH.

TR .

Takde za pomocg hematoksyliny mozna otrzymac pigkne zabarwienie szarej
substancyi w skrawkach zaprawionych ostanem uranowyim.

Czynitem takZe niektére proby stosujac jako zaprawy 1°/, rozezyn octanu
olowiowego i przekonalem sig, Ze i ta zaprawa dziata w podobny sposé6b jak
oclan miedziowy i octan uranowy. Moze byé, Ze dalsze préby z octanem olo-
wiowym dadzq wyniki przydatne w technice barwienia.

Natomiast proby z octanem chromowym (po ktérym wiele sie spodzie-
walem), z octanem niklowym, z octanem kobaltowym i z octanem mangane-
zowym nie daty wynikéw zachecajacych do ich zastosowania.

Octanéw innych metaléw cigzkich dotychezas nie probowatem uZzywadé
jako zaprawy.

Na podstawie powyzszych danych staratem si¢ przy zastosowaniu za-
prawy miedziowej i uranowej znale$¢ sposoby barwienia oérodkéw nerwowych
ile moznosci proste, latwe i pewne, ktéreby stuzyly do otrzymania prepa-
ratow przydatnych do demonstracyi i do badan naukowych.

Jakkolwiek tej pracy nie uwazam jeszcze za ukonczong, zwlaszeza, ze
mamy przed sobg nieprzebrang liczbe najrozmaitszych mozebnych kombina-
cyj 1 odmian, ktére da¢ moze stosowanie powyzsze] zasady barwienia, jednakze
w ciggu moich doswiadczen otrzymatem miedzy innemi, niektére tak uwagi
godne wyraziste i Swietne zabarwienia, Ze uwazam za sw0] obowigzek, jak
najspieszniej poda¢ je do wiadomodei interesowanych badaczéw, w przekona-
niu, Zze znajdg uznanie i zastosowanie.

Sposoby otrzymania takich, praktycznie przydatinych zabarwien zalezg na
odpowiednich modyfikacyach reakeyi karminianu sodowego na preparaty za-
prawione w octanie miedziowym lub octanie uranowym za pomoca pewnych
odczynnikéw stosowanyeh przy zaprawianiu i barwieniu.

Przy znalezieniu tych modyfikacyj, jak to sig czesto zdarza przy rozmai-
tych odkryciach, bywal mi pomocny szezedliwy przypadek, ktéry powiodto mi
sie naleZycie wyzyskaé.

Juz wspomialem o tem, Ze skrawki zwlaszeza grubsze napojone siarka-
nem miedziowym, po wyjeciu z niego calkiem plaskie i réwne, po wiozeniu
do wody przekroplonej lub wodnego rozczynu karminianu sodowego pecznialy
a przez to wichrowaly si¢ do tego stopnia, Ze nie przylegaly do dna miseczki,
a dopiero w wyskoku dawaly sie wyprostowaé t. j. zamienié napowrot w plaskie
platki, zwlaszcza gdy je palcem przyciskalem do dna. To samo dzialo si¢ ze
skrawkami zaprawionemi w octanie miedziowym.

Bytaby to niedogodnodé, ktérgby nareszcie mozZna scierpieé. Jednakze
przyszto mi na mysl, Ze to pecznienic moze by¢ powodem, Ze skrawki
W rozczynie karminowym nie barwig si¢ na wskré$ (zob. str. 11) lecz tylko
na swoich powierzchniach, Zwigkszajgce sie obwiem przy pecznieniu ci$nienie
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wsrdd same)j tkaniny preparatu mogloby byé samo przez sig przeszkods nie-
dozwalajacq, aby barwnik wnikal do glebszych warstw preparatu. ?)

Aby zapobiedz temu pecznieniu, ktére zreszla mogtoby takZe psué struk-
turg histologiczng preparatéw, prébowalem skrawki po rozezynie octanu mie-
dziowego pluka¢ nie w czystej wodzie, lecz w rozezynie soli (chlorku sodo-
wego). Osiggnalem wprawdzie skutek pozadany t.j., 2e skrawki nie pecznialy,
jednakze okazalo sie, Ze nie mozna bylo barwié¢ ich w karminianie sodowym.
Przekonatem si¢ bowiem, Ze chlorek sodowy dodany do rozczynu karminianu
sodowego, wpawdzie nie osadza karminianu natychmiast, lecz Ze po jakimg
czasie powstaje papkowaty strat, kiory tez osadza sie na powierzchniach
skrawkéw napojonych slong woda.

Probowalem wiec w tym celu uzywaé innych soli obojetnych n. p. bo-
raksu, tudziez cukru, jednakZe i te okazaly sie nieprzydatnemi, z tego samego
powodu, co chlorek sodowy. Miatem pod reka azotan potasowy — a z tym
proba powiodfa sig, ku memu zupelnemu zadowolnieniu. Dodatek azotanu
potasowego chochy nawet kilkunastuprocentowy nie strgca z rozezynu karmi-
nianu sodowego.

Wykonatem wige szereg préb barwienia skrawkéw, zaprawionych octa-
nem miedziowym, kiére nastgpnie ptukalem w 2°/, rozczynie azotanu potaso-
wego 1 barwitem w rozczynach 01°, do 20°, karminianu sodowego zawie-
rajgcych nadto 2°/, azotanu potasowego. Wiasciwie dopiero teraz wykrylem
ogolne prawa, wedle ktérych dziata karminian sodowy (iinne ciata barwigce)
na skrawki osrodkéw nerwowych zaprawione octanem miedziowym. Takze do-
piero teraz powiodlo mi sie zabarwi¢ na wskrés skrawki 60p. do 100y grube.
Na takich preparatach dostrzegtem miedzy Innemi, Ze barwia sie wybitnie
takze niteczki osiowe.

Po licznych probach, ktore zasadzaly sie na tem, Ze skrawki trzymalem
diuzej lub krécej w rozezynach barwiku stabszych lub bardziej nasyconych,
a skrawki oplukiwatem badz to w 2°/, rozezynie azotanu potasowego, badz
to przez chwile we wodzie a nastgpnie w stabym (30%,) wyskoku, i przeno-
silem je stopniowo do coraz to silniejszego wyskoku (aby zapobiedz kurcze-
niu si¢ skrawkéw i naruszeniu ich struktury) w dniu 28. maja 1898 otrzy-
matem kilka preparatow z pierwszego szyjnego odeinka rdzenia pacierzowego, )

: 2}. Pierwszym szy]:nym ﬂdni{]kiem (segmentem) rdzenia pacierzowego, jak windomo,
Z0wie si¢ la cze$é rdzenia, z ktérej wychodza korzenie PICIWSZego nerwu SZYJNego.
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w kiérych prawie wszystkie niteczki osiowe bialej i szarej istofty majg za-
barwienie tak nasycone i §wietne, jak tylko moZna sobie wyobrazié i zyczyé,
podezas gdy wszystkie inne sktadniki tkaniny sg prawie zupelnie bezbarwne,
nawet jadra komoérkowe ledwie dostrzegalne i tylko komoérki zwojowe stabo
rozowe. Otrzymatem wiec wylgczne, czyli wyborowe (electiv) za-
barwienie karminem niteczek osiowych.

Na jednym z tych preparatéw jest kartka z doktadnym opisem sposobu
jego przyrzadzenia, z kt6rej wynika, Ze preparat ten otrzymalem w sposob
nastepujgey: Skrawki rdzenia ustalonego w 10°%/, rozezynie aldehydu mrowko-
wego przez 10 dni i trzymanego nastepnie w czystej wodzie przekroplonej
(prawdopodobnie kilka tygodni) otrzymane mikrotomem przez zamrozZenie, byly
wiozone do 2°/, rozczynu saletry, nastepnie do 1°/, rozeczynu octanu miedzio-
wego, w ktérym lezaly przez kilka dni. Potem skrawki te byty ptukane w 2°/,
rozczynie saletry potasowe] przez 24 godzin, barwione w pdynie zawierajacym
1%/, karminianu sodowego i 2%, saleiry przez kilkanascie minuf a mianowi-
cie tak dtugo, az szara substancya do pewnego stopnia si¢ odbarwifa, potem
nlukane w 2°/, rozczynie tak diugo, az przestaly oddawaé barwik, a w korncun
przeniesione wprost do absolutnego alkoholu, ztad do chloroformu 1 zacho-
wane w balsamie kanadyjskim.

Pragnagc wedle te] recepty sporzadzié preparaty z rozmaitych innych
kawatké6w rdzenia ustalonych w aldehydzie mréwkowym, napotkalem na nie-
spodziewane niepowodzenie, ktore zmusidlo mnie bardzo wiele trudu i czasu
poswieci¢ doktadniejszemu zbadaniu warunkéw, od ktérych dopetnienia zaleZy
otrzymanie wytgcznego 1 doskonalego zabarwienia niteczek osiowych w osrod-
kach nerwowych. W pracy fe] nastapifa nadto pewna przerwa, prawie caly
rok trwajaca, z powodu, Ze w roku szkolnym 1898/9 przypadt mi z wyboru
kolegbw zaszczytny urzad rektora Uniwersytetu lwowskiego.

Nie bede oczywiscie opisywaé cale] Odyssei, kiérg odbylem idac po
nitce do kiebka. Nadmienie tylko, Ze gtowng przyczyna niepowodzenia bylo,
ze przyrzadzajac dla dalszych doswiadezen, jako zapasowy plyn zasadniczy,
100CC. rozezynu 5%, octanu miedziowego, ktéry dla zaprawiania preparatow
rozcieniczalem na rozezyn 005°/, do 1:0%,, dodalem byt, nieprzeczuwajac ni-
czego ziego, kilka kropli kwasu octowego, aby ulatwié zupelne rozpuszczenie
sie krysztatéw octanu miedziowego i mieé¢ rozezyn zawierajacy Scisle b grm.
na 100CC. Rozezyn ten wystarczyt na diugi czas do licznych préb, kiére nie
dawaly wynikéw pozadanych, — a dopiero gdy go zabraklo i sporzadzatem
nowy, przypomiatem sobie o dodawanym kwasie octowym i wpadlo mi na
mysl, ze taki dodatek moze by¢ korzystnym albo fez szkodliwym.

Ten blad popetniony a srodze odpokutowany, naprowadzit mnie wszakze
na inne odkrycie. Przekonatem si¢ wprawdzie, Ze dla naleZytego zabarwienia
niteczek osiowych nieodzownym warunkiem jest, aby skrawki byly zaprawio-
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ne w rozezynie octanu miedziowego, niezawierajgcym ani 4ladu wolnego kwasn
octowego, natomiast wykrytem, Ze dla ofrzymania wylgcznego zabarwienia
istoty szarej ak, aby istota biala pozostata zupeinie bezbarwng, najkorzystniej
jest zaprawiaé preparaty w rozczynie octanu uranowego, zakwaszonego kwa-
sem octowym. .

Nim przystapie do szczeg6lowego opisu postepowania prowadzgcego do
tych praktycznie poZagdanych zabarwien, wypada mi jeszcze stresci¢ wyniki
moich doswiadezenn nad wplywem niektérych czynnikéw 1 odezynnikéw na
wyniki dziatania karminianu sodowego na skrawki osrodkOéw nerwowych, za-
prawionych octanem miedziowym 1 octanem uranowym.

Przedewszystkiem nalezy uwszgledni¢ wplyw samego plynu ustalajgcego
i w ogble czynnikéw dzialajacych na preparaty i skrawki rdzenia lub mézgu
przed ich zaprawianiem.

Skrawki, w ktérych w dnin 28. maja 1898 ofrzymatem wylaczne za-
barwienie niteczek osiowych, o ile sobie przypominam pochodzily z rdzenia
ustalonego w rozczynie zawierajacym na 100 cz. wody przekroplonej 5 cz.
aldehydu mrowkowego 1 10 cz. chlorku sodowego. Pragnac bowiem, aby moézgi
przy ustalaniu w aldehydzie mréwkowym zatrzymywaly ksztalty naturalne
i nie splaszczaly si¢, spoczywajac na dnie naczynia, juz od dawna uzywalem
10°/, dodatku chlorku sodowego do plynu ustalajacego. W takim ptynie
§wiezy moézg plywa, zatrzymujgc a wzglednie przyjmujac
znowu w zupetnosci swéj ksztalt naturalny a dopiero po diuz-
szym czasie nasigkngwszy tym rozezynem opada na dno, lecz wtedy przy-
najmnie] na powierzchni jest juZ tak twardy Ze, nie zmienia juz ksztattu, ani
sie splaszcza.

Otéz wiec musialem si¢ liczyé z wptywem chlorku sodowego, zawartego
w plynie ustalajacym i przekonalem sig, Ze dla nalezytego zabarwienia pre-
paratow w ten spos6b ustalonych trzeba je pozbawié¢ chlorku sodowego, kid-
rym s przesigkniete. Wiym celu te preparaty lub mniejsze ich kawatki, prze-
znaczone do sporzgdzania skrawkéw trzymatem w wodzie przekroplonej
1 zmienialem jg, dopoki ona nie wyciagnela z nich chlorku sodowego.

Jezell bowiem skrawki zawieraja wiekszg ilo$é chlorku sodowego, wtedy
nie mozna biate] substancyi doprowadzié do nalezytego odbarwienia sie tak,
aby zabarwionemi pozostaty tylko niteczki osiowe. Slady chlorku sodowego,
zawarte w skrawkach sprawiaja, Ze rozmaite czeci skrawka nie barwig sie
jednoczesnie ani teZ nie odbarwiajg si¢ réwnoczesnie, wskutek czego skrawki
zapr:awiune w octanie miedziowym zaraz po ich wloZeniu do rozczynu kar-
minianu sodowego stajg sie plamistymi i pozostaja plamistymi az do zupel-
nego odbarwienia sie. W rozmaitych czesciach takich przeparatéw znajdujemy
rozmaite okresy reakcyi (a wiec rozmaite zabarwienia). Nie moze wiec byé
mowy o nalezytem osiggnigeiu pewnego pozadanego wyniku berwienia.
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U2ycie chlorku sodowego, jako dodatku do plynu ustalajgcego, wywicra
na preparaty poniekgd takZe trwaly wplyw, ktérego nie mozna usungé przez
wyplukanie preparaldw w wodzie. ZauwaZylem mianowicie barwigc skrawki,
zaprawione w octanie uranowym, lylko tak dtugo, aby zabarwita si¢ wylgcznie
istota szara, %e wyniki sg odmienne, zaleZnie od tego, czy do ptynu ustalajg-
cego byl dodany chlorek sodowy, albo ez nie. W preparatach moézdzku, usta~
lonych w rozezynie aldehydu mréwkowego, bez dodatku chlorku sodowego,
a nastepnie zaprawionych octanem uranowym, w rozczynie karminianu sodo-
wego cafa kora barwi sie jednostajnie, podczas gdy w preparatach, ustalonych
w aldehydzie mréwkowym 2z dodatkiem chlorku sodowego, warsiwa ziaren
(gtebsza) barwi sie silniej od warstwy molekularnej. Chlorek sodowy wywiera
wiec wplyw, w tym przypadku pozgdany.

Oddziatywanie ptynu ustalajagcego wywiera na preparaty bardzo znaczny
wplyw. Stwierdzilem mianowicie, ze nie mozna otrzymaé¢ zadowalniajgcego za-
barwienia niteczek osiowych, jezeli ptyn, w ktérym rdzen lub moézg byt usta-
lony, oddzialywal kwasno.

W tym wzgledzie pierwsze spostrzezenia uczynidem wspollnie z demon-
stratorem zakladu p. Alfredem Burzynskim jeszcze w rokun 1898. Za-
stanowilo nas, ze od jakiego$ czasu preparaty, zwtaszcza osrodkOw nerwo-
wych, nie twardnialy naleZycie w rozezynach Formoluw z fabryki Mercka
w Darmstadzie, tak rychlo jak dawniej i przekonaliSmy si¢, ze ten formol
nie mial tak silnie ostrego zapachu jak dawnie); pokazalo sig, zZe oddzia-
tywanie jego bylo kwasne. Gdy$my przez dodanie odpowiedniej iloSci tugu
potasowego zobojetnili ten formol, albo nawet doprowadzili do oddziatywania
stabo alkalicznego, wtedy miat on zapach tak samo ostry jak formol dawniej-
szy, a na preparaty dziatal tak samo energicznie jak dawnieszy. Odtad posta-
nowiliémy, kazda flaszke formolu przed uZyciem najpierw zobojetniaé przez
dodanie odpowiedniej ilosci fugu potasowego. Taki zobojetniony formol stuzyt
niezawodnie do ustalenia tego rdzenia, z ktérego powiodto mi sie 28. maja
1898 otrzymaé preparaty z wylgcznem zabarwieniem niteczek osiowych.

Obecnie przekonawszy sie, ze w preparatach, ustalonych w rozczynach
aldehydu mréwkowego oddziatywajacych kwasno nie mozna w zadawalniajacy
sposOb zabarwié niteczek osiowych, do plynu ustalajacego dodaje 2°/, dwu-
weglanu sodowego, ktéry sprawia, Ze plyn ten pomimo uzycia formolu kwa-
sno oddzialywajgcego ma oddzialywanie obojetne lub bardzo sfabo alkaliczne.

Formalina, ktorej dostarcza fabryka akcyjna (dawniej Scheringa), oddzia-
tywa prawie obojetnie, wieec moze i bez dodatku dwuweglanu sodowego nadawac
sie do sporzgdzania plynow ustalajacych osrodki nerwowe w sposob poZzadany. )

1) Nils Sjobring w rozprawie p. t. Uber das Formol als Fizirungsflissigheit (Ana-
tom. Anzeiger, Bd XVIL Nr. 16 i 17 z31. marca 1900) zwraca uwage na t¢ okolicznosé, e
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Nastepnie nalezy uwzglednié wplyw rozmaitych czynnikéw i odezynni-
kéw na preparaty juz ustalone.

Nawet wplyw wody przekroplonej moze by¢ korzystoy lub szkodliwy.
Juz wyzej zaznaczylem, e preparaty ustalone w ptynie zawierajgcym chlorek
sodowy musiatem pluka¢ w wodzie przekroplonej. Kawalki rdzenia lub mézgu,
ustalonego w piynie formaldehydowym, mozna we wodzie przekroplonej trzy-
ma¢ tygodniami i miesigcami, a skrawki z nich otrzymane, zaprawione w octa-
nie miedziowym lub octanie uranowym, barwia si¢ dobrze. Inaczej ma sig
rzecz, jezeli gotowe skrawki wrzucamy do wody lub w niej diuzszy czas trzy-
mamy; wtedy bardzo atwo powstaje zabarwienie plamiste, t. j. niejednostajne
dziatanie zaprawy i barwika na rozmaite czesci skrawka, podobnie, jak pod
wplywem chlorku sodowego, tkwigcego w skrawkach. Podobne dziatanie ma
woda zwykla (wodociggowa).

7 pomiedzy rozmaitych odczynnikéw a mianowicie soli, ktéremi trakto-
walem skrawki przed zaprawieniem ich w octanie miedziowym lub octanie
uranowym, bardzo znaczny 1 w danym razie przydatny wplyw wywiera roz-
czyn azotanu potasowego. Wplywu tego, byé moze, Ze jeszcze nie zbadalem
wszechstronnie 1 wyczerpujaco, sadze wszakZe, ze znam go w ogélnosei dosyé
dobrze. Azotan potasowy przyspiesza i ufatwia barwienie sie, zwlaszcza istoty
biatej, a utrudnia i opdZnia odbarwianie sie, zwlaszcza nifeczek osiowych.
Mimo to niteczki osiowe w preparatach, zaprawionych octanem miedziowym,
zabarwione rozczynem karminianu sodowego, zawierajacym nawet kilkanascie
procentéw octanu potasowego, w tymze rozczynie karminowym ostatécznie sig
odbarwiaja, jak wszystkie inne skladniki tkaniny. JezZeli za$§ skrawki z zabar-
wionemi niteczkami osiowemi, z rozezynu barwikowego przeniesiemy do 2%,
lub bardziej nasyconego rozczynem azotanu potasowego, to tenze z niteczek osio-
wych nie wycigga barwika nawet w ciaggu kilku dni, podeczas gdy we wodzie
przekroplonej albo w stabszych rozezynach azotanu potasowego niteczki osiowe
zwolna bledng, albo nawet calkiem si¢ odbarwiaja.

Azotan potasowy mozna przeto zastosowaé korzystnie do rozmaitych
celow a mianowicie traktujac jego rozezynem skrawki albo juZ przed zapra-
wieniem w soli metalowej, albo oplukujgc rozezynem takim skrawki wyjmo-

zachodzi roZnica miedzy dzialaniem formalu i formoliny na tkaniny. Sj. zaleca jako plyn
do ustalania tylko formol z fabryki w Hochst. Nasuwa mi sie my$l, Ze stwierdzona przez
Nils Sjobringa rbznica w dzialaniu formaliny a formolu moze byé nastepstwem rdZnicy
w oddzialywaniu tych dwoéch wyrobéw fabrycznych., Wedle moich doswiadezer aldehyd
mréwkowy w plynie oddzialywajacym obojetnie (lub slabo alkolicznie) lepiej nadaje sie do
ustalenia, podczas gdy Nils Sjobring zaleca formol. MoZe byé, Ze formol z fabryki w Hichst,
ktérego uzywal Sj. ma inne oddzialywanie niz formol z fabryki Mercka, a mozZa byé
takZe, ze 5. olrzymywal formaling oddzialywajaca kwasno.
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wane z zaprawy, albo tez dodajgc azotanu potasowego do rozczynu karmi-
nianu sodowego, stuzgcego do barwienia i odbarwiania skrawkéw a wreszcie
oplukujac skrawki w rozeczynie azotanu potasowego.

Jako praktyczne wyniki moich dotychczasowych do$wiadezen nad bar-
wieniem preparatéw oérodk6w mnerwowych, zaprawionych octanami metalow
ciezkich, moge obecnie podaé nastgpujace sposoby barwienia:

I. Wytaczne zabarwienie istoty szarej mozna olrzymac w ro-
zmaity sposob, uZzywajac do zaprawy octanu miedziowego lub octanu urano-
wego, a do barwienia stabego rozezynu karminianu sodowego w wodzie prze-
kroplonej (0°1°/, do 0:3%,).

Jako najprostszy i najpewniejszy sposbb moge zaleci¢ nastgpujgce
postepowanie :

Rdzen pacierzowy lub moézg ustalajg sie w 5°, do 10°, aldehydu
mréwkowego. Kwaéne oddziatywanie rozezynu ustalajgcego nie jest przeszkoda
dla otrzymania dobrych preparatéw. Radzilbym wszakZze ustala¢ przedmioty
w plynie zawierajacym na 100 cz. wody przekroplonej 2 cz. dwuweglanu
sodowego i 5 cz. aldehydu mroéwkowego (t.j. 125 cz. formolu). Po 4 do 10
dniach preparaty mozZna krajaé, albo z wolnej reki, albo przy pomocy mikro-
tomu do zanurzania (n. p. Frommego). Checac otrzymaé cienisze skrawki uzy-
wam mikrotomu saneczkowego z przyrzadem do zamrazenia za pomocg eteru.
N6z ustawiam poprzecznie tak, jak przy krajaniu preparatéw zatopionych
w parafinie. Najlepiej kraja si¢ preparaty ustalone w piynie wyze] wskaza-
nym przy cieptocie —10° do —15°C, co mozna fatwo kontrolowaé wprowa-
dziwszy gatke cieplomierza do wnetrza puszki, w ktérej miesci si¢ rozpylacz
dla etern, przez jeden z otworkéw bocznych te] puszki.

Skrawki na ten cel stuzace nie koniecznie musza byé cierikie. Najlepiej
nadaja sie do tego skrawki 100p. grubodei. Mozna wszakZze barwi¢ skrawki
na kilka milimetrow grube.

Skrawki w stanie zamrozonym w trabke zwinigte zdejmuj¢ z noza
pedzlem zwilZzonym i wrzucam do tego samego ptynu, w ktérym rdzen lub
mé6zg byl ustalony. Po ukonczeniu krajania, skrawki przenosi si¢ do wody
przekroplonej a po kilkunastu minutach (lub nawet po kilku godzinach) do
rozezynu zawierajgcego na 100 cz. wody przekroplonej 1 cz. octanu urano-
wego i 1 cz. kwasu octowego stezonego.

Po kilkunastu a nawet juz po kilku minutach skrawki okolo 100z do
200y sa dostatecznie zaprawione; wkiadam je wprost z rozczynu uranowego
(bez optukiwania w wodzie) do 0:25°/, wodnego rozczynu karminianu sodo-
wego. Octan uranowy, ktérym skrawek jest przesigknigly sprawia ciemne
obtoczki w rozezynie karminowym, ktére przy zamigszaniu rozpuszczajy sie,
przy czem rozezyn karminianu staje si¢ Zywie] czerwonym. Zaraz w pierwszej
chwili po wrzuceniu skrawka do barwiku, zaczyna si¢ barwi¢ szara istola,
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a po kilkunastu lub kilkudziesigein sekundach zabarwienie dochodzi do naj-
wyZszego stopnia nasycenia, podczas gdy istota biata weale jeszeze si¢ nie
zaczyna barwié. MoZna caly przebieg reakcyl &ledzié, przeéchylajac miseczke
zawierajaca barwik, a skrawek przytrzymujac igietka szklang (pregtem szklanym
na koricu cienko wyciagnigtym 1 zatopionym) tak, aby ptyn skrawek na prze-
mian oblewat i z niego odptywat.

Gdy zabarwienie wydaje si¢ dostatecznem, skrawek wyjmuje sig, opfukuje
we wodzie przekroplonej, nastgpnie wktada do absolutnego alkoholu, chloro-
formu i zachowuje w balsamie kanadyjskim.

7darza sie niestety, Zze wsrod bialej istoty na skrawkach przy barwieniu
powstaja plamy lub pregi blado rézowe, kibre psujg calg dwietnosé wyniku.
Mam przekonanie, Ze plamy fakie s nastepstwem mechanicznych szkodliwosel,
ki6re dziataly na skrawki w czasie, gdy lezaty w wodzie przed zaprawianiem
ich w octanie uranowym, pregi za$ najoczywiscie] sg ¢ladami dotknieé igietkg
przy przenoszeniu skrawkow z wody do rozezynu uranowego. J ak dtugo skrawki
lezg w plynie ustalajgcym, zdaje mi sie, 3e takie dotkniecia im nie szkodzg, roéwnie
jak wtedy, gdy juz sa zaprawione octanem Uranowyi i w nim stwardnialy.

JeZeli sie uniknie wspomnianych plam w biatej substancyi, wyniki tego
nader prostego i tatwego postgpowania sg swietne a szara substancya jest
jaskrawo karminem zabarwiona 1 to w rozmaitych odecieniach (n. p. najinten-
sywniej barwig sie substancye kleiste, jadro zebate oliwy, jadro zgbate moézdzku),
podczas gdy biafa substancya pozostaje zupetnie bezbarwna.

Zupelnie takie same wyniki otrzymac mozna, jezeli zamiast karminianu
sodowego uZyje sie wodnego rozezynu hematoksyliny (0-1°/,) bez Zadnych do-
datk6w: szara istota przybiera barwe fiotkowg w rozmailych odcieniach.

Na preparatach w ten spos6b otrzymanych, 1stota szara
uwidoczniona jest tak wyrazidcie i jaskrawo, jak tylko
moz%na marzyé i sobie zyczy¢. Preparaty takie nadajg sie doskonale do
badania gotem okiem, lupa i stabszemi powigkszeniami mikroskopowemi, dla de-
monstracyi i studyowania rozmieszczenia szarej istoty i rozmaitych je] modyfikacy]
w oérodkach nerwowych. Nie mniej przydatnemi s takie (zwlaszcza karminowe)
preparaty do zdjeé¢ fotograficznych w powigkszeniu kilkakrotnem Iub kilkunasto-
krotnem. Fotogramy takie sporzadzam za pomoca skioptikonu (przyrzgdu do
powiekszenia fotografii). W miejscu przeznaczonem dla negatywu (z ktérego ma
b‘_j"é otrzymana f{?tugraﬁa powiekszona) umieszeza si¢ preparati otrzymuje negalyw
kikakrotnie powiekszony, jezeli na ekranie byla przymocowana kaseta z czuld
plyta. Z tego negatywu przez ponowne powiekszenie mozna otrzymaé dodatnie
obrazy w rnzm%arac%l takich, Ze moZna ich uzywac¢ jako tablice Scienne.

Do b_ada,ma, W’*?‘ifﬂﬁkﬂpﬂwegﬂ przy pomocy silniejszych powigkszen i do
St‘ld‘:fﬂ‘-‘-'ﬂn_la d_mhme;s'zych szczegblow budowy histologiczej preparaty te mojem
zdaniem si¢ nie nadajg. Zabarwienie w nich przy silniejszych powigkszeniach

(24 )




BARWIENIE OSRODKOW NERWOWYCH.

okazuje sie rozlanem, mdlem i stosunkowo bladem, jakkolwiek granice szare]
istoty wzgledem bialej sa nader ostre. Mozna stwierdzi¢, ze jest zabarwiona neuroglia
(wszystkie jej skladniki) tudziez komorki gangliowe i ich dendryty. Zabar-
wienie to dotyczy wszakZze tylko powierzchownych warstw preparatu i nie
rozeiaga sie w gtab; nawet komoérki gangliowe nie sq zabarwione na wskros,
lecz tylko jakby pomalowane na swe] powierzehni. Aby bowiem uzyskac tego
rodzaju zabarwienie, jak majg te preparaty, irzeba sprawg barwienia przerwaé
juz w samych poczatkach t. j. nim barwik zupelnie nasycil te czastki, ktore
spotyka na powierzchni preparatu; w giab barwik mogtby byt dziataé dopiero
wtedy, gdyby powierzchowne czgéci szare] Istoty juz przestaly go zabierac,
lecz wtedy juzby sie barwita takze istota biala.

MozZna otrzymaé takZe skrawki (100 p grube) zabarwione tylko na jedne]
ze swych powierzehni, jeZeli obok skrawka zaprawionego w ostanie uranowym
a po odlaniu rozezynu uranowego przylegajacego do dna miseczki, nalejemy
barwiku tak, aby po przychyleniu misecki, gdy piyn dojdzie do skrawka, tenze
wydostat si¢ od razu na powierzchnig rozczynu karminowego i na niej ptywal,
co zreszta wecale nie trudno osiagnac.

Jeseli chodzi o zabarwienie powierzchni bardzo grubych skrawkow
(n. p. na jeden lub kilka milometréw) to trzeba je diuzej pluka¢ we wodzie
a nastepnie takze diuzej (kilka godzin i wiecej) pozostawi¢ w rozezynie octanu
uranowego.

. Zabarwienie (przewaznie) neuroglii w substancyl
szarej i w substancyi biale] otrzymywatem w rozmaity sposéb, na
przykiad, jezeli skrawki rdzenia lub mozgu ustalonego w aldehydzie mrow-
kowym, oirzymane przy zamroZeniu, w stanie zamroZzonym wprost wrzucalem
do rozezynu octanu uranowego, albo zaprawiatem je w octanie uranowym
oplukawszy je przedtem w rozezynie azotanu potasowego a nastgpnie barwilem
w rozczynie karminianu sodowego, do ktérego byt dodany azotan potasowy.

Preparaty takie okazujg takze dosyé dobrze rdéznice miedzy szarg
a biala istota. Biata istota jest znacznie stabiej zabarwiona niZz szara, a mia-
nowicie widaé w istocie biatej juz golem okiem lub lupag, wszystkie przegrody
neurogliowe. Przy pomocy mikroskopu mozna stwierdzi¢, ze zabarwione sg
dosyé wyraziscie pajeczynowate komorki neuroglii ze swojemi wypustkami
i to znowu tylko w powierzchownych warstwach preparatu. Jezeli skrawek
nie pozostawal zanadto dtugo w karminie, wtedy niteczki osiowe wcale nie
ga zabarwione.

Mam przekonanie, Ze takie zabarwienie 1 tym podobne, ktére, stosujae
znaleziona przezemnie zasadg barwienia, mozna otrzymaé, beda mogly po-
stuzyé do rozjaénienia budowy neuroglii. co do ktérej zdania sg podzielone
(zapatrywania Ranvier’a i Weigert'a z jednej, a Golgiego, Kdl-
likera iinnych z drugiej strony).
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[ll. Nasycone zabarwienie istoty biatej przy prawie
zupelnem odbarwieniu istoty szar ej, otrzymywalem nieraz
i to w rozmaity sposob, zamierzajac osiggng¢ wylaczne zabarwienie niteczek
osiowych. W pewnych warunkach, w skrawkach zaprawionych ezy to octanem
miedziowym czy teZ octanem uranowym, w bialej istocie oprécz niteczek
osiowych barwia sie sktadniki histologiczne wypelniajace przestrzenie po-
miedzy wioknami nerwowemi (neuroglia) tak intensywnie i trwale, Ze gdy
{rzymalem takie preparaty dluZszy czas w rozczynie karminianu sodowego,
w istocie szarej juz wszystko si¢ bylo odbarwilo, a nawet 1 niteczki osiowe
w bialej substancyi zaczynaly blednaé, podczas gdy reszta bialej istoty jeszcze
ciagle zatrzymywala intensywne zabarwienie.

Preparaty takie sg niejako negatywami w stosunku do preparatéw opi-
sanych pod 1. z wylagcznem zabarwieniem istoty szarej. Uwazalem je jako »nie-
udate wyniki barwienias, zwlaszcza 2e do celow mikroskopowych nie sg przy-
datne, nie zadawalem wigc sobie trudu, aby szczeg6iowo stwierdzi¢ wszystkie
warunki, od ktérych zalezy taki wynik barwienia. Zdaje mi si¢ wszakze, ze
takie uporczywie trwale zabarwienie neuroglii w biale] istocie sprawila gtobwnie
azotan potasowy, jezeli do jego rozczynu wiozymy skrawki przed zaprawieniem
ich w octanie miedziowym lub w octanie uranowym, a po zaprawieniu Uzy-
wamy rozezynu karminianu sodowego zawierajacego 2°/, lub wiece] azotanu
potasowego.

IV. Wylaczne zabarwienie niteczek osiowych wisto-
cie biatej i szarej zaleZnem jest od dopefnienia przedewszystkiem
dwoch warunkéw a mianowicie: @) rdzenn musi byé¢ ustalony w rozezynie
aldehydu mréwkowego nie oddziatywajacym kwasno, a wigc zobojetnionym
n. p. za pomoca dwuweglanu sodowego; b) skrawki muszg by¢é zaprawione
w rozczynie octanu miedziowego niezawierajagcym ani Sladu wolnego kwasu
octowego. Oprocz tego nalezy uzywaé¢ do barwienia i odbarwienia rozczynu
karminianu sodowego zawierajgcego azotan potasowy, a po wyjeciu z tego
rozczynu skrawki ptuka¢ w rozezynie azotanu potasowego.

Obecnie dla otrzymania wylacznego zabarwienia niteczek osiowych moge
zaleci¢ nastepujgce postepowanie, wypr6bowane gléwnie na rdzeniu pacie-
rzowym i rdzeniu przediuzonym.

Przy wyjmowaniu i po wyjeciu rdzenia nie nalezy go oplukiwaé woda,

lecz wprost z krwig wiozy¢ do plynu ustalajacego, zawierajacego na 100 cz.
b czeSci aldehydu mroéwkowego 1 2 cz. dwuweglanu sodowego?).

: :}* Przy spur%a_!izaniu plynu rozpuszezajac dwuweglan sodowy we wodzie (przekrop-
lonej) nie} na:[e:l'y j€] ﬂgrz?WRﬁ, aby dwuweglan sodowy sie nie rozkfadal i nie nadawal
plynowi oddzialywania silniej alkalicznego. Do tego rozczynu dodaje si¢ odpowiedniej iloSci
formolu.

(26)




BARWIENIE 0S$RODKOW NERWOWYCH.

Po 4 do 10 dni mozna juz przystapi¢ do sporzadzania skrawkow;
diuZszy pobyt preparatow w piynie ustalajgcym nie wywiera szkodliwego
wplywu lecz owszem jest korzystny.

Skrawki, ktére sporzadzam za pomocg mikrotomu z przyrzadem do
zamrazania w sposob wyzej opisany, musza byé ciensze a mianowicie 20 p.
do 30 p, najwyZej 40 p Przytem nalezy ze szczegblng troskliwoscig staraé
si¢ 0 to, aby kaidy skrawek byt w calej swojej rozciaglodei ile moznodei jak
najdokiadniej jednakowo gruby.

Skrawki takie w stanie zamarznigtym wrzucam do tego samego piynu
w ktorym rdzen byt ustalony; jednakze przekonatem si¢, ze w tym plynie nie
mogg one dluzszy czas pozostawaé, gdyZ wtakim razie reakeya, ktéra zalezy
na barwieniu sie i odbarwianiu pod wptywem rozezynu karminianu sodowego,
nie odbywa sie réwnoczesnie we wszystkich czesciach skrawka, czego wy-
nikiem jest, Ze w pewnych miejscach wtaénie niteczki osiowe sa najinten-
sywniej zabarwione na bezbarwnem tle, podezas gdy w innych miejscach
tego samego sznura pozostajs jeszcze zabarwione rozmaite inne skfadniki
tkaniny a znowu w innych miejscach, tuz obok dobrych, juz i niteczki osiowe
zaczynajg sie odbarwiaé.

Nie powiodfo mi si¢ znalesé plynu, w ktérymby skrawki mozna bez-
karnie trzymaé czas dtuzszy. Woda przekroplona do tego celu nie nadaje sie
tak samo, jak rozmaite rozczyny solne, kiérych prébowalem; a co najgorzej
1 czego nie bytbym przypuszczal, nie nadaje sie do tego nawet ten sam piyn
w ktorym rdzeri byl ustalony i w ktérym cate jego kawalki moga pozostawacé
ddugi czas bez szkody.

Takze nieodpowiedniem okazalo sie wrzucanie jeszeze zamarznietych
skrawkéw wprost do rozezynu octanu miedziowego. Nie pozostaje zatem nic
innego, jak kazdy skrawek otrzymany i wrzucony do plynu ustalajgcego, na-
tychmiast po rozmarznigciu i rozwinieciu sie, wydobyé z tego plynu i przenie$é
do 1%, rozezynu octanu miedziowego.

W tym rozezynie skrawki juz po kilkunastu minutach sg dostatecznie
zaprawione, cho¢ mogag w nim bez szkody pozostawaé przez kilka godzin albo
nawet kilka dni i diuzej.

Skrawek wyjety z octanu miedziowego optukuje w 2°, rozczynie azo-
tanu potasowego w miseczce porcelanowej, w ktorej tez wnet po odlaniu tego
rozezynu oblewam go kilkoma kroplami rozezynu barwiku, zawierajacego na
100 cz. wody przekroplonej 1 cz. karminianu sodowego i 2 cz. azotanu
potasowego.

Prawie natychmiast po oblaniu tym barwikiem barwi si¢ caly skrawek
a mianowicie zarowno istota biala jak istota szara; szara istota wszakze od-
razu barwi sie silniej. Biala istota powoli barwi si¢ réwniez coraz silniej,
tak, ze po pewnym czasie caly skrawek wydaje si¢ zabarwionym jednostajnie.
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Potem zaczyna bledna¢ istota szara i tym sposobem znowu sie uwydatniaé,
a gdy takze i biata istota cokolwiek zblednie, czas jest reakecya przerwad,
rozezyn barwiku odlaé lub zebraé mata pipetka, a skrawek optukaé 2%, roz-
czynem azotanu potasowego. (W ten sposOb mozna barwienie a wzglednie
juz odbarwianie kilkakrotnie przerywaé, skrawek oplukiwaé w 2°/, rozezynie
azotanu potasowego i w razie potrzeby znowu oblewac rozczynem karminowym,
az sie osiagnie pozadany okres reakeyi). Zreszta trzeba sig praktycznie wprawié
w tem, aby z wejrzenia skrawka ocenié, czy wylaczne zabarwienie niteczek
osiowych jest juz osiagnigte, aby wiec w rozezynie karminowym skrawka nie
trzymaé za krdtko ani za diugo.

Caly proces barwienia i odbarwiania trwa kilka albo kilkanascie minut.
Zalezy to wszakZe od grubosci skrawka, tak, Ze czasu potrzebnego do osig-
gniecia pozadanego okresu reakcyi nie mozna w ogéle ani tez z gory dokia-
dnie] oznaczyc.

Sposéb ten otrzymania zabarwienia niteczek osiowych jest wiee dosyé
prosty a przynajmniej nier6wnie prostszy anizeli spos6b Upsona;') wymaga
jedynie pewnej troskliwosci przy sporzadzaniu skrawkoéw, tudziez uwagi pod-
czas stosowania rozezynu karminianu sodowego i pewnej wprawy w ocenianiu,
kiedy dziatanie fego rozezynu nalezy przerwac i skrawek obla¢ 29/, rozczynem
azotanu potasowego.

W tym rozczynie nalezy skrawek pozostawié tak diugo, jak dtugo jeszcze
oddaje barwiku, ewentualnie rozezyn raz lub dwa razy zmienié. To ptukanie
nie trwa rowniez diuzej nad kilkanascie minut.

Oplukany skrawek majgcy barwe wisniowa lub nawet fiotkowawa wkiada
si¢ wprost do absolutnego alkoholu, nastepnie do chloroformu i balsamu
kanadyjskiego.

Winienem jeszcze zauwazyé, Ze dopiero kropla balsamu kanadyjskiego,
ktdrg oblany skrawek na szkielku przedmiotowem zwyklem ogrzewaé lekko
nad malym plomieniem gazowym celem wypedzenia chloroformu, wycigga
z preparatu jakies polgczenie miedziowe, rozpuszezalne w balsamie, ktOre
barwi ten ba_lsam pigknie bigkitno. Jest wigc rzeczg pozadana balsam zmienié,
co uskutefmua si¢ w ten sposéb, Ze po ostudzeniu, na skrawek zawarty
w hﬂm& nalewa sie cokolwiek chloroformu tak, aby skrawek mozna zdjaé
ze szkietka, opluka¢é w chloroformie, poczem on przybiera barwe Zywo kar-

minowo-czerwona. Teraz dopiero skrawek zachowuje sie w nowej kropli
swiezego balsamu.

') Zob, rozprawe Merciera, Die Upson’schen Methoden der Achsencylinder — und

Zellen — (Goldfirbung) w Zeitschrift fiir wissenschaftl ' :
str. 474 do 479. altliche Mikroskopie T. VII. (1890)
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Jestem s!di:mny _sqdz:ié, %¢ balsam kanadyjski (a takze juz chloroform)
rnzklad:?. karminian miedziowy zawarty w preparacie i nadajacy barwe nitecz-
ku}n osiowym, ‘tak_, 2&1 potem pozostaje w preparacie a wzglednie w niteczkach
osiowych mniej wigcej czysty kwas karminowy.

W preparatach w ten spos6b sporzadzonych wszystkie niteczki osiowe
od P:tusunkqu grubych aZz do niezmiernie cienkich sa uwidocznione przez
swoje zabarwienie karminowe w najwyZszym stopniu nasycone. Zresztg
wszystkie nne skiadniki tkaniny sq albo zupelnie bezbarwne (jak n. p. jadra
komérkowe) albo co najwyzej réZowe, o ile sie nie calkiem zupetnie odbar-
wily. Najtrudniej mianowicie uzyskaé zupeine odbarwienie sie substancyj
kleistych, a takie w sznurach piramidowych pozostaje czesto odcien rézowy.
Jezeli zas te partye doprowadzimy do zupelnego odbarwienia, natenczas
zwykle przekonamy si¢ niestety, ze w niektérych innych miejscach juz niteczki
osiowe cokolwiek zbladly, a niektére nawet zupelnie sie odbarwily.

Moze by¢, Ze dalsze moje usilowania doprowadza do sposobu umoze-
bniajgcego zupedne odbarwianie wszystkich innych skadnikéw rdzenia, podeczas
gdy wszystkie niteczki osiowe zatrzymaja w calej pelni swoje jaskrawe
zabarwienie. Jestem przekonany, Ze ten prosty spos6b barwienia niteczek
osiowych znajdzie szerokie zastosowanie, jako nierOwnie jasnie] uwidocznia-
jacy rozmieszezenie 1 przebieg widkien nerwowych w osrodkach nerwowych,
aniZzeli obecnie uzywane sposoby barwienia ostonek myelinowych wedle zasady
Weigerta. Po zabarwieniu niteczek osiowych, kazde wi6kno nerwowe widzi
si¢ z osobna, choéby nawet wchodzilo w skiad wigzki wi6kien licznych i scisle
do siebie przylegajgcych. Nawet najciensze wibkna, jakie napotykamy w istocie
szarej rdzenia, w istocie biatej moézdzku, tudziez w wielkiej liczbie pomigdzy
grubemi wi6knami sznuréw piramidowych, przez zabarwienie wyldgczne nite-
czek osiowych wystepuja nader wyraziscie.

W koricu musze podniesé zalete tego sposobu, wspélng ze wszystkiemi
zabarwieniami karminowemi, a mianowicie trwato$¢ zabarwienia.
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