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Einleitung

Das Auftreten der ersten Blutkdrperchen bei Em-
brvonen war Gegenstand von zahlreichen Untersuchungen,
le schon recht viele schone Resultate zu Tage oefmdert
haben. Das erste Auftreten des Hamoglobins aber wurde
bis jetzt speciell von Embryologen wenig bertcksichtigt.
Da die Bildungsweise der rothen Blutkor perchen in Lnoohen—
mark und Milz jetzt vielfach studirt wird und im Centrum
des Interesses vicler Histologen, Physiologen und Kliniker
liegt, habe ich auf Vemnla%sunﬂ von Prof. Dr. D. Bar-
£ urth mich bemiitht der Frage niher zu treten und mit
Hulfe der - neucren Untersuchungsmethoden die Zeit des
Auftretens und die Entstchungsweise des Hamoglobins ge-
nauer zu bestimmen.




A. Geschichtliches.

,Bx adipe vegetabili et animali globuli lactei procul
dubio finguntur, ex istis globulos rubros parari non est im-
probabile, postquam cum ferro subacti fuerunt densatique*
sagt A. v. Haller3) (IL p. 156). Er ist der erste,
welcher das allmahlige (per gradus) Gelbwerden (flavedinem)
des Blutes beim Hithnchen gesehen hat und zwar immer nach
der 36. Stunde (52 pag. 46).

Nach Pander 02) (p.14) lost sich um die dreissigste
Stunde das Gefisshlatt in ein netzarctiges Gewebe auf, indem
zwischen den Kiigelechen durchsichtige, maschenartig  sich
verbindende Risse entstehen. Die hierdurch getrennten
Kugelchen sammeln sich bald wieder zu Inselu, die zuerst
gelblich, hernach roth werden, und so die von W olff be-
schriebenen Blutinseln bilden.

Pfeil105) (p. 21) sah das allmiblige Dunklerwerden
des Blutes; die ersten rothen Tropfen erschienen haufig in
der Vena terminalis und zwar in der Gegend des
Kopfes. Spiter farbten sich auch die hinteren und Seiten-
gefisse, doch war die Reihenfolge nicht constant dieselbe.
Er sah das Rothwerden nie vor der 36. Stunde und immer
vor der 60. (pag. 20).

Nach Prévost und Dumas verdickt sich von der
30. Stunde der Betritbung an die Gefasshaut an gewissen
Stellen, die anfangs eine schone gelbe Farbe haben, welche
aber bald orangengelb, dann blutroth wird, und endlich von
der 40. Stunde an kann man die Circulation ganz genau
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beobachten wegen des bestimmten (décidé) Farbentones,
welchen die Blutktigelchen angenommen haben (106
p- 101).

Terner sagen die genannten Autoren 10%) (p. 323), dass
in dieser Epoche die Blutktgelchen kreisformig und abge-
plattet sind und unterscheiden sich hierdurch von denen er-
wachsener Hithner; sie fangen an elliptisch zu werden erst
am 6. Tage und alle unterliegen dieser Umwandlung mnie
vor dem 9.

Der geniale Dorpater Gelehrte, K. E. v. Baer®
sussert sich folgendermassen in seiner fur die ganze Em-
bryologie classischen Schrift ,Ucber die Entwickelungsge-
schichte der Thiere. Beobachtung und Reflexion“ (p. 31).

JIch kann wber die Blutbildung nur sagen, dass in dem
Gefassblatte am ersten Tage Bliaschen entstehen vom Bil-
dungsgewebe zusammengehalten, dass etwas spater dunkle
Korner sich zeigen, dass dann zwischen diesen Kornern
Risse sich bilden, welche die Korner wie Maschen umgeben.
Der Inbegriff der Korner, welche von einer solchen Masche
umgeben sind, ist eine Insel. In den Rinnen erkennt man
bald eine Stromung, welche ich jedoch nur im durchsichtigen
Fruchthofe sehen konnte, da der Gefasshof zu dunkel ist
um so zarte Stromungen erkennen zu lassen. [Im Gefiss-
hofe sieht man vielmehr eine Flussigkeit in grossen Massen
sich ansammeln, sich rothen und dem blossen Auge als
Blutstropfen erscheinen, und zwar sah ich im Gefisshofe
schon Blutinseln, wenn ich im Fruchthofe noch keine Stro-
mung entdecken konnte. Dagegen ist das, was im Frucht-
hof zuerst fliesst, ungefirbt, und es bilden sich in demselben
gar keine Blutstropfen.*

Aunsser seiner Entwicklungsgeschichte, hat v. Baer
noch eine ,,Geschichte des Hithnerembryo* in Burdac h’s
Physiologie 1) geschrieben (1828). Hier #ussert er sich
p. 250, dass das Nerven- und Blutsystem in der zweiten
Halfte des zweiten Tages zur Ausbildung kommt; pag. 260
wiederholt er das in seiner Entwicklungsgeschichte Giesagte.

)
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Burdach sagt (. ¢.), dass das rothe Blut um die Mitte
des 2. Tages bei Huhnerempryonen entsteht (pag. 513).

Nach BaumgartnerS) bestcht die den Dotter
umschliessende Haut aus rundlichen Kugeln, die entweder
einfach, oder aus kleineren Kiigelchen zusammengesetzt, sind.
Fin Theil derselben verwandelt sich in die Organenmasse,
ein anderer wird zu Blutkorperchen.

Nach Joch. Muller®) (L p. 143) liegt zwischen
dem serdsen und dem Schleimblatte eine Kornerschicht,
welche sich bald in kornige, dichte Inseln und durchsichtige
Zwischenriume zertheilt, in denen sich eine zuerst gelbliche,
dann rothe Flussigkeit, das zuerst in der Arca vasculosa
deutliche Blut, ansammelt.

Valentin 7)) beobachtete die Differenzierang von
Blutkorperchen aus kugligen oder linglichen Korperchen,
welehe ohne zu unterscheidender Grenzen in einander tber-
gehen. Die Korperchen sind rund und rothen sich, withrend
die umgebende Masse flussig wird (p. 289). Er leugnet jede
Entstehung durch direkte Metamorphose der Dotterkugeln.

Der Begriinder der Zellentheorie S ¢ h w a n n 136) fussert
sich auch tber die Entstehung des Blutes (p. 187). FHr
hat um die 36. Stunde die Bildung von rothem Blut ge-
sehen. Ausserdem sind ihm gelb-rothliche, sternformige
Zellen aufgefallen, die mit Capillargefiissen zusammenhingen
und die er fur im Entstehen begriffene Capillargefiss-
zellen halt.

Nach Reichert18) (p. 144) ist festzuhalten, dass
simmtliche Blutzellen zu Anfange von den ersten feinen
Zellen aller tibrigen Systeme in Nichts verschieden sind;
sie entstehen auch ebenso, wie letztere, durch Entwickelung
junger. Generation in den vorhandenen Dotterzellen der
embryonischen Anlagen und zwar auf Kosten des kughgen
Nahrungs-Inhaltes. Thre Mutterzellen (p. 139) sammeln
sich zuerst in dem Keimhiigel an.

Bischo ff16) giebt an, dass die ersten und grossten
Blutkorperchen, fir welche er sehr energisch die Dignitiit
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von Zellen vindicirt, zuerst ganz blass, ja wahrscheinlich
gar nicht roth sind (p. 284).

Kolliker ™) (p. 124) meint, dass, so lange farblose
mit Kornern erfiulltle Korperchen im Blute sich befinden,
man vollkommen berechtigt ist anzunehmen, die erste Bil-
dung der Blutkorperchen sei noch nicht beendet. Dasselbe
ist in der Arbeit Fahrner’s3) ausgesprochen.

Remak 1) sah schon am Ende des ersten Tages
cine mattrothliche Farbung im sinus terminalis (p. 15).
Am zweiten Tage sah er verschieden stark gefiirbte Blut-
zellen in den Gefissen (p. 21), mit farblosen angefangen,
mattgefarbte, und schon vollig ausgebildete. Die Verwand-
lung farbloser in gefirbte vollzieht sich withrend des zweiten
Tages, und am dritten gelingt es schon kaum farblose
Zellen anfzufinden (p. 63).

Der bekannte Chirurg Th. Billroth hat seine
classischen Untersuchungen tber die Bildung von Gefiissen
auch auf Hihnerembryonen ausgedehnt 20). Bei der Ge-
legenheit hat er bemerkt, dass die Blutkorperchen sich um
die Mitte des zweiten Tages rothen; dabei soll die makros-
kopisch sichtbare Firbung oft mikroskopisch unsichtbar sein;
sie ist erkennbar durch den matten Glanz und die Homo-
genitiat des Inhalts der Blutzellen (p. 5).

H Rathke 1) beohachtete bei allen Wirbelthierclassen,

speciell aber beim Hithnchen, zuerst farblose, dann gelb-
rothliche Blutkorner (p. 42).

In der ersten Auflage seiner Vortrige tber Entwick-
lungsgeschichte schreibt Kolliker ) (p. 90), dass er
den Beginn der Firbung der Bluizellen schon am Ende des
ersten Tages der Bebritung gesehen hat.

Afanasieff?) fand den Stich in's Gelbrothliche,
nachdem schon recht viele Blasen mit Blutkorperchen auf-
getreten sind.

Die ersten genaueren Angaben tber das Auftreten des
Hiamoglobins finden sich in der Arbeit von His61). Im
Verlaufe des vierten und funften Stadiums fingt der Ge- |




12

fasshof an sich zu firben. Anfangs wird eine sehr diffuse,
hellgelbrothe Zeichnung in ihm sichtbar, die spater schirfer
sich abgrenzt, und zugleich an Sittigung zunimmt. Man
sieht pun, dass die gefiirbte Substanz in rundlichen oder
verzweigten Flecken auftritt. Dieselben sind im inneren
Theil des Gefisshofes nur klein und stehen vereinzelt; nach
aussen nimmt ihre Menge und ihre Michtigkeit zu, und sie
verbinden sich an der Peripherie des Gefisshofes zu netz-
formig zusammenhingenden Massen. Diese gefiirbten Sub-
stanzanhiufungen sind das, was Wolff und Pander als
Blutinseln bezeichnet haben. Zeitpunkt und Grad der Far-
bung variiren innerhalb gewisser Grenzen, was von der Be-
briitungstemperatur abhingt.

Klein?), welcher unter Striecker’ s Leitung tber
die Entwicklung der Gefisse und des Blutes gearbeitet
hat, unterscheidet vier Moglichkeiten (p. 371--373).

1) Die Area opaca eines in der ersten Halfte des
zweiten Brattages gedffneten Bies wird durch eine gelb-
rothliche Linie, den Sinus terminalis, scharf in zwei
Regionen getheilt: die Area vasculosa innen und den
Dotterhof aussen. Tm Gefiisshof, zuweilen auch schon
mm hellen Fruchthof, zeigen sich verschieden grosse, dichter
oder entfernter liegende, gelblich gefirbte Inseln, die be-
sonders in den hinteren 2/; der Keimscheibe zahlreich an-
zutreffen sind.

2) In vielen anderen Fillen bemerkt man selbst um
die Mitte des zweiten Tages von einem gelbrothlichem S i -
nus terminalis nichts, sondern die Area vascu-
losa, und zwn Theil auch dic Avea pellucida er-
schemt mit zahlreichen blassen oder deutlich gelblichen
Inseln besetst, dic an der Grenze der Areca pellucida
und Area opaca ganz auffallend gross sind, von da
aber nach aussen schnell an Grosse abnehmen, bis sie
durch eine Reihe relativ weit von einander abstehender,
aber deutlich in einer Kreislinie situirter sehr grosser In-
seln abgegrenst erscheinen. Die kreistormige Zone, in der
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diese dusserste Reihe grosser Inseln gelegen ist, entspricht,
dem Sinus terminalis anderer Keimscheiben.

3) In einer noch anderer Reihe von TFallen erkennt
man in der betreffenden Bebrittungszeit in der ungewdhn-
lich grossen Area pellucida eine ganz ausserordent-
liche Menge von theils blassen, theils gelblichen verschie-
den grossen Inseln, die in den hinteren Abschnitten der
Area pellucida und zwar an der Grenze derselben
und der Area opaca sehr dicht liegen, im vorderen
Drittel jedoch seltener anzutreffen sind. Die Area opaca
zeigt mur in ihrem innersten Abschnitte einige kleinere,
gelbrothlich gefiirhte Inseln.

4) Endlich in einer vierten Reihe von Fillen ist um
dieselbe Bebrittungsstunde der Sinus terminalis, ein
vollstindiges Geofissnetz in der Area vasculosa und
ein eben solches arterielles Gefisssystem in der Area
pellucida, sowie ein pulsirendes Herz, kurz eine voll-
stindige Circulation ausgebildet.

Balfour % hat das erste Auftreten von Blutkorper-
chen hei 5 Urwirbeln geschen (p. 281). Die Rothfirbung
der Blutinseln tritt zuerst auf?) (p. 67), wenn sich die
einzelnen Zellen zu Blutkorperchen differenzirt haben, und
zwar vom Centrum aus.

Schenk 131 (p. 57) sah die churakteristische Fir-
bung von dem Sinus terminalis ausgehen und gegen
den Embryo vorschreiten.

Ranvier ) beobachtete auch die Verstirkung der
gelblichen Farbe der Blutinseln (p. 636).

Wissozky 15 untersuchte die Blutbildung bei Ka-
ninchenembryonen und in der Allantois von Hihner-
embryonen, also in einem viel ilteren Stadium, wo das
Hamoglobin schon lingst vorhanden war.

Die zweite Auflage des Lehrbuches von Kolliker 76)
enthilt nichts neues tber die Hamoglobinbildung.

Romiti% (p. 120) sah das Blut sich farben am
Ende des zweiten Tages.

i




C.F. Wolff®9), J Dollinger 1%, E. H We-
berf) G. Carus?t), C. H. Schultz®%), 8. Stri-
cker™?) A Goette?™), A. Raubert%) J Nisse??),
J. Kollmann?), J. Janosik®), N. Uskow 19
und O. Hertwig?5) in seiner Entwicklungsgeschichte,
haben iber Blutbildung bei Hihnerembryonen geschrieben,
aber die Frage vom Auftreten des Hamoglobins nicht be-
sonders berticksichtigt.

Es haben in neuester Zeit die Blutbildung untersucht:
H. Gensch# %) K. F. Wenckebach 17) und H.
E. Ziegler %) bei Knochenfischen, J. Riick e vt 128 129)
bei Selachiern, M. v. Davidoff?) und Schwink 137
bei Amphibien, H. K. Corning 23) bei Reptilien; keiner
dieser Autoren hat etwas itber das Auftreten des Hamoglo-
bins mitgetheilt.

Es haben ferner ausser den schon citirten Forschern
Frahrner3) und Kolliker ?) uber Bluthildung in der
embryonalen Leber gearbeitet: E. H. Weber 1), E.
Neumann®), Drummond?), MilneEdwards 19),
P.FoaetG.Salviolid®), MLowit8), Renaut 120),
O.vander Stricht®!), P. Kuborn™®) ete.

Ranvier 1'3) untersuchte die Blutbildung im gros-
sen Netze des Kaninchens, Schaefer im Unterhautzell-
gewebe der Ratte, ihre Befunde wurden von Lieb ou ¢ q 8)
bestitigt.

Ausser diesen embryologischen Forschern haben sich
mit der Frage der Blutbildung und Blutregeneration noch
viele andere beschaftigt.

v. Recklinghausen 22) war der erste, welcher
experimentell den Uebergang weisser Blutkorperchen in
rothe nachweisen wollte. Seine Befunde wurden bestitigt
von Golubew*) und Vulpian %), Ferner sprechen
sich ftr den Uebergang von weissen DBlutkorperchen in
rothe aus: Erb33) Klebs®), Eberth3ti2),

A . Schmidt ™) und G. Semmer ) haben im
normalen Blute der Siugethiere Kornerkugeln gesehen,




welche sie als Uebergangstormen zwischen weissen und
rothen Blutkorperchen aufgefasst haben.

Ferner berichten tber diesen Uebergang in den blut-
bildenden Organen: Neumann¥%), Bizzozero 1 12)
im Knochenmark, K. Funke4) in der Milsz. Von
Rindfleisch 123) wurde der Ausdruck Hamatohla-
sten fir die Zwischenforu cingefithrt und aus dieser
Uchergangsform sollen rothe Blutkorperchen entstehen nach
Obrastzow 1), Fcuerstack 3¢), Gibson, J.
Liockhartt),

Neumann %) war der erste, welcher die von Klebs®9)
bei Embryonen beschriebenen grossen Zellen mit runden
Kern und hiamoglobinhaltigem Protoplasma im Knochen-
mark gefunden bat. Dieselben wurden aueh von Bizzo -
zero 1 gesehen. Foa und Salvioli3®) beschrichen
dhnliche Gebilde in der Leber, der Milz, dem Kuochen-
mark und den Lymphdritsen von Embryonen.

Die Betheiligung weisser Blutkorperchen an der Bil-
dung hamoglobinhaltiger wird bestritten von E. Funk e 43),
Bizzozero und Torre®¥) Bizzozero und Sal-
violi3), Liowit%), Denys?) Cuénot?), H ¥Fr
Mialler®) ete. Sie fithren den Ursprung der rothen
Blutkorperchen von den in karyokinetischer Theilung be-
griffenen Himatoblasten mm der Milz und im Knochenmark.

Die von A eby ') vermuthete Neubildung der rothen
Bluikorperchen am Oksificationsrande der Kuorpel warde
bestitigt von C. Heitzmann % 57 58) Schoney 134,
Kassowitz), Bayerl?® etee. Nach Heitzmann
soll jedes junge Protoplasma die Fiahigkeit haben, nachdem
es freigeworden ist, sich in Hamatoblasten umzuwandeln
und direkt die Bildung rother Korperchen zu bewirken.
Hier kann die Theorie der Bildung der rothen Blutkorper-
chen aus Riesenzellen angereiht werden, wonach ein Kern-
spross und ein Protoplasmakliimpechen sich in rothe Kor-
perchen umwandelu. Diese Theorie vertreten Neum ann 9 95)
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Foa und Salvioli®), Arndt34), Malassez%),
Vasiliu¥f), Renaut 121) ete.

Bisher ist noch keine Einigung der Anschauungen
iber die Bildung der rothen Blutkérperchen eingetreten.
Ich habe mich bemtht das in neuester Zeit gar nicht be-
riicksichte allererste Auftreten von Himoglobin bei Hithner-
embryonen zu untersuchen und auf diesem Wege zur Lio-
sung der Frage beizutragen.



B. Eigene Untersuchungen.

1. Methode der Untersuchung.

Die Untersuchungen wurden vorgenommen an frisch
gelegten Huhnereiern wihrend der Monate September 1891
bis Januar 1892. Enteneier, die sich zu diesen Unter-
suchungen besser eignen sollen, waren in geniigender Menge
nicht zu bekommen.

Da es in dieser Zeit unmoglich war, cine bratende
Henne zu erhalten, wurde Anfangs eine Ente dazu verwandt;
sie erwies sich aber als untauglich und ich musste mich
eines Brttofens bedienen. Als solcher wurde benutzt ein
gewdhnlicher Thermostat, in welchem eine constante Tem-
peratur von 391/,0 C. unterhalten wurde. Die Tagesschwan-
kungen betrugen hochstens 1°. Die meisten untersuchten
Eier stammen von créve-coeur-Hihnern, welche trotz
der Kilte Eier legten, wihrend die meisten anderen Huhner
’ vollkommen zu legen aufgehort hatten. Die Eier wurden
auf Watte gelegt und mit Watte zugedeckt, damit sie beim
offnen des Thermostaten vor zu grossem Temperaturwechsel
geschiitzt blieben.

Zum Oeffnen der Eier erwies sich die von der Stricker-
schen Schule benutzte Methode als die beste. Die Schale
wird an einem Pol senkrecht zur Lingsachse abgeschlagen
und der Inhalt in ein breites flaches Gefliss ausgegossen.
Die Dotter bebriteter Eier lagern sich dabei flach auf dem
Boden, wihrend unbebritete mehr die Kugelform beibehalten.

9
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Falls zufilliger Weise die Keimscheibe nicht oben liegt,
kann man sie leicht mit Hilfe eines breiten Spatels oder
eines Uhrglases auf die Oberfliche bringen, ohne die Dotter-
haut dabei zu zerreissen.

Die Dotterhaut wurde dann mit einer feinen Scheere
um die Keimscheibe herum durchschnitten und der herab-
schwimmende Embryo sammt dem aufliegenden Theile der
Dotterhant und einem Theile des unterliegenden Dotters in
die Fixirungstlussigkeit gebracht; hier wurde die Keim-
scheibe vom Dotter und der Dotterhaut durch flottirende
Bewegungen befreit. Die Fliissigkeit wurde mehrmals ge-
wechselt.  Zum Verhiten jedes auch noch so kleinen Ver-
lustes von Hamoglobin wurde selbst die Vermittelung der
indifferenten physiologischen Kochsalzlosung vermieden. Als
Fixirungsflissigkeit warde in erster Linie die von Bizzo -
zero ) (p. 424) zur Hamoglobinfixirung empfohlene ge-
sittigte Sublimatlosung in 1 % Kochsalzlosung benutzt.  Die-
selbe erwies sich aber als fir embryonales Hamoglobin un-
tauglich, Man konnte bei der weiteren Beliandlung nach
Bizzozero mit einem Gemisch von 96 % Alkohol und
1 % Kochsalzlosung aa, (gleichgultig ob man das
Kochsalz vorher zum Vertreiben des Was-
sers gegliuht hat, oder nicht) direct das Ab-
blassen der die Anwesenheit von Hamoglobin charakterisi-
renden Gelbfirbung des Sinus terminalis beobachten.
Bei directer Uebertragung aus der Sublimatlosung in 96 %
oder absoluten Alkohol liess sich das Hamoglobin spiiter
in den Sechnitten auch picht nachweisen. Ausserdem trat
eine Schrumpfung der ganzen Keimscheibe ein, die Zell-
grenzen konnte man nur mit Mihe und gutem Willen unter-
scheiden; nur die Zellkerne waren bei einer Einwirkung
wihrend 10 Minuten gut fixirt. Auf die Schrumpfung und
das Undeutlichwerden der Zellkontouren bei dieser Fixirungs-
flussigkeit haben schon Rabl 1) (p. 127) und mein Freund
Klecki™) (p. 42) aufmerksam gemacht. Ich glaube, dass
die Ursache davoninderBildung des leicht




19

loslichen Quecksilber-Chlor-Natrium-Al-
buminats liegt. Ferner wurde die von Deny s 26)
empfohlene 1 7% Sublimatlssung in 0,6 % Kochsalzlosung an-
gewandt; die von Bizzozero (I c.) ihr gemachten Vor-
wiirfe erwiesen sich als gerechtfertigt, denn weder Himo-
globin, noch Structur liessen sich gut fixiren, und Schrum-
plungen traten ebenfalls ein.

Es wurden ferner Ueberosmiumsiaure 0,5 %, Pikrinsiure,
Pikrin-Schwefelsiure, Kali bichromium 2% gebraucht. Aeltere
Embryonen mit ziemlich grossen Gehalt von Himoglobin-
haltigen Blutkorperchen liessen sich leidlich fixiren in cone.
witssriger Pikrinsaurelosung, aus welcher sie nach 1/,~—1 stiin-
diger Einwirkung in 96 % Alkohol tbergetragen wurden.
Nach 3 tigigem Verweilen im oftgewechseltem Alkohol in
der Wirme (auf dem Paraffinoffen) waren sie vollkommen
entfirbt und konnten weiter behandelt werden. In Pikrin-
Schwefelsiure schrumpfen die Blutkorperchen sehr stark
und nehmen gezackte Formen an. Kali bichromicum fixirt
zwar das Hamoglobin, mit welchem es eine in Wasser un-
losliche Verbindung bildet; Hamoglobin liess sich aber nur
nachweisen, wenn es schon in grosserer Menge vorhanden
war. [ch konnte aber bei keiner Art der Nachbehandlung
deutliche Bilder von Zellen bekommen, wie man sie nach
Behandlung mit anderen Fixirungsflussigkeiten zu bekom-
men gewohnt ist. Die Priiparate verweilten in der 2 % sehr
oft gewechselten Liosung 3—15 Tage, wurden spiter 3 bis
18 Stunden in Wasser ausgewaschen und mit Alkohol von
steigender Stirke behandelt; oder sie wurden aus der Fltis-
sigkeit direkt in 96 % Alkohol gelegt 151); die ganze Pro-
cedur geschah in undurchsichtigen Porcelangefiissen, trotz-
dem aber sahen die Kerne stets wie runde homogene
Klumpen aus.

Es wurde ferner die sogenannte P acini’sche 4" 79)
Flussigkeit verwendet. Dieselbe soll 3 Monate vor dem
Gebrauch reifen. Da ich nur frische Lisung anwenden
konnte, erhielt ich schlechte Resultate.

2*
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Das von Hayem 5 7) vorgeschlagene Gemisch ver-
tragt die Nachbehsndlung von 96 % Alkohol insofern, als
es das Hamoglobin fixirt; die Zellen schrumpfen aber sehr
stark und die Kerne nehmen eine homogene stibchenformige
Gestalt an. Um die Nachwirkung des Alkohols zu ver-
meiden und Schnitte direkt aus der Fixirungsflussigkeit
untersuchen zu konnen, wurde der Versuch gemacht einen
auf Hollundermark befestigten Embryo divect aus der Fixi-
rungsflissigkeit zum Gefrieren zu bringen und mit dem Ge-
friermikrotom in Schnitte zu zerlegen. Es konnte aber der
Zutritt des hiamoglobinlosenden Aethers nicht vermieden
werden und der Versuch misslang.

Da alle diese Methoden den Nachweis der Existenz
des Hamoglobins nicht zu liefern vermochten, da eine Gelb-
firbung des Sinus terminalis ohne jede Behandlung
beim Betrachten durch das Mikroskop gleich nach der Her-
ausnahme des Embryo sichtbar war, in fertigen Schnitten
aber sich auf keine Weise auffinden liess, habe ich die von
Ranvier warm empfohlene und von Hoppe-Seyler
angegebene Methode des Spektroskopirens der frischen Ob-
jecte anzuwenden versucht.

Die Untersuchung wurde mit dem Sorby-Brow-
nin g'schem Mikrospectroskop, welches mir bereitwilligst
von Herrn Prof. Dr. Dragendorff zur Verfigung ge-
stellt warde, ausgefulit. Dabei erwies sich, dass eine dent-
liche Gelbfarbung Im Sinus terminalis keine Ab-
sorption verursachte; nur eine leichte Verdunkelung von der
Linie D an bis zum Anfang der griinen Strecke war be-
merkbar; die Farbentone und Uebergiinge konnte man aber
deutlich unterscheiden. Entweder war also die Hiamoglobin-
menge zu klein um eive Absorption hervorzurufen, oder das
so junge Hamoglobin hat noch nicht die Eigenschaft Ab-
sorptionsspektra hervorzurufen. Das hitte sich feststellen
lassen durch Extraction mit CO, haltigem Wasser einer
grosserer Anzahl von Keimscheiben aus einem so frithen
Stadium der Entwickelung, da hierbei das ganze Himoglobin
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in Losung ibergehen muss. Leider fehlte mir das Material
zu diesem Versuche.

Die Versuche, T eich m annsche 45) Himinkrystalle
darzustellen misslangen, wahrscheinlich in Folge der storen-
den Wirkung der frischen, resp. in absolutem Alkohol
fixirten Embryotheile, die man von den Gefiissen nicht los-
trennen konnte und die die Hinwirkung des Kochsalzes und
der Eisessigsiure nicht in vollem Maasso gestatteten.

Die besten Resultate wurden erhalten durch Fixirung
der Keimscheiben in einer 3 % wissrigen Sublimatlésung
ohne irgend welche Zusitze. Die Flussigkeit wurde mehr-
mals gewechselt; die Keimscheibe verblieb in ihr 15—25
Minuten ; die Wirkung des Sublimats tusserte sich in einem
Weisswerden der ganzen Keimscheibe.

Aus der Sublimatiosung wurde die Keimscheibe auf
5 Minuten in 70 und darans auf 36 Stunden in 96° Alko-
hol gebracht; der Alkohol wurde in beiden Fiallen noch
einmal gewechselt; zuletzt kamn das Object aof 12 Stunden
in absoluten Alkohol. Aus diesem wurde der Embryo anf
20 Minuten bis eine Stunde in Origanumol gelegt, daraus
in ein Gemisch von gleichen Theilen von tberhitzten Pa-
raffin nach Graf Spee ¥% und gewohnlichen weissen Pa-
raffin von 58 Schmelzpunkt ubergefuhrt. (Der Schmelz-
punkt des Gemisches lag bei ca. 559 C.). Die tbliche
Durchtrainkung mit Chloroform statt des Origanuméls ist
zu vermeiden wegen seiner Fiahigkeit das Hamoglobin anf-
zulosen.

Die so vorbereiteten Keimscheiben wurden jetat auf
einem Thoma-Jung'schen Mikrotom in Schnitte von
5 # Dicke zerlegt und auf Objekttriger mit Schalli-
b aum’ schen B1) C(ollodium - Nelkensl, Eiweiss nach I’.
Meyer®) oder 50? Spiritus aufgeklebt.

Was die Farbung anbetrifft, so wurde stets ein Kern-
farbungsmittel mit einem Azofarbstoff verbunden, da nach
Ehrlich die Azofarbstoffe als gute Reagentien fiir Hamo-
globin dienen. Es wurde also z B. eine Farbung von
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Delafiel dschem Hamataxylin 49) combinirt mit Gelbfiir-
bung in pikrinsiurehaltigem Alkohol nach Bizzozero 14),
oder mit Rothfurbung in Fischer'schem 37) Kosin. Gute
Resultate gab auch die Farbung mit H o y e r’schem Picro-
carmin. Hs wurde auch die von Noris und Shake-
speare ) empfohlene Doppelfirbung mittelst Indigocar-
min, Boraxcarmin mit Entfirbung in Oxalsiure verwendet.
Es hat sich aber bel meinen Versuchen herausgestellt, dass
diese Methode fur mein Object sich weniger gut eignete
und habe ich sie deshalb nur zur Controle angewandt.

Ich fand, dass die Empfindlichkeit des Indigo eine
viel geringere, als die des Fosins und der Pikrinsiure oder
des pikrinsauren Ammoniums ist, da Spuren von Humo-
globin eine deutliche Reaktion mit den letzten Farbstoffen
schon geben, wihrend Indigo in der genannten gelun -
genen Mischung keine Spur von Griun- oder Blaufirbung
hervorruft. Die mit dem Ehrlich-Biondi’schem
Dreifarbgemische angestellten Versuche zeigten eme sehr
geringe Farbenbestindigkeit dieser Flussigkeit. (Zusammen-
setzung vid. Heidenhain?%) p. 40). Bine Losung des
von Gribler bezogenen trockenen Gemisches 1 : 3000
Wasser gab schone Tinetion, die aber nach einigen Stunden
abblasste und nach einigen Tagen verschwand. Dasselbe
hat Liovit8%) in seiner neuesten Arbeit (p. 278) auch
mitgetheilt.

2. Mikroscopische und mikrochemische
Befunde.

Da die meisten Autoren darin tbereinstimmen, dass
Blut am FEnde des ersten und am Anfange des zweiten
Tages der Bebritung zu finden ist, wurden dis Eier von
der 16. Stunde der Bebriitung an der Untersuchung unter-
worfen. Hs erwies sich jedoch, dass die Furcht, schon zn
weit vorgeschrittene Entwicklungsstadien anzutreffen, unbe-
rechtigt war. Selbst im September konnte man nach 24
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Stunden weder Blutkorperchen noch Geflissanlagen auf-
finden.

Die durch v. Baer ausgesprochene Vermuthung, dass
Wintercier sich langsamer entwickeln, wie solche die im
Frohling und Sommer gelegt waren, wurde vollkommen
bestatigt. Dasselbe hat neulich auch Felix3%) mitge-
theilt. Die von den Autoren gesehene Gelb-, resp. Roth-
farbung der Blutkorperchen wurde im Oktober, November
and der ersten Hilfte Deccmber nie vor 43 Stunden be-
obachtet, in der zweiten Hilite December und 1m Januar,
konnte wan dagegen diese Erscheinung schon nach 40
Stunden der Bebritung beobachten. Wenn aber, wie Fe-
lix meint, es wichtigere Momente fir die Altersbestim-
mung giebt, als die Zahl der Ursegmente, namlich der
Schiluss des Medullarrohrs ete., so kann ich leider fir
meine Zwecke diese Bestimmnng nicht verwenden, da das
Medullarrohr noch nicht geschlossen ist, wenn die Firbung
der Blutkorperchen schon eingetreten ist. Da kein anderes
Maasstab fir das Alter aufzufinden war, wurde in Analogie
mit den Stugethieren die Zahl der Ursegmente als alterbe-
stimmend angenommen.

Die Thatsache der langsameren Entwickelung der
‘Wiatereier kann man noch dazu verwenden, dass man die
verschiedenen Entwicklungsstufen an ihnen leichter studiren
kann, als an den sich verhiltnissmiissig viel schuneller ent-
wickelnden Sommereiern, ohne sich den Vorwurf zuzu-
zichen, dass man vielleicht doch mit pathologischen Zu-
stinden zu thun hat, was man der Kollike r'schen Be-
bratung bei mniedrigen Temperaturen immer vorwerfen
kann 7%) (p. 98—99), (Kolle r'sche protrahirte Bebriutung
2w 78y p. 318).

Ausser der langsameren Entwicklung wurde noch be-
obachtet die recht geringe Resistenzfihigkeit gegen Tem-
peraturschwankungen; besonders oft starben die sich wohl
entwickelnden Embryvonen ab, als der wenig geschutste
Tncubator den Nachtfrosten am Ende September nnd An-




fang October ausgesetzt war. Die mit einem Maximum-
und Minimumthermometer gemessene Temperaturdifferenz be-
trug hochstens 4 ¢ und doch waren keine lebendigen Eni-
bryonen zu bekommen, bis der Incubator in einen vor Zug
und Temparaturwechsel geschtitztem Saal aufgestellt wurde.

Ferner wurden 6 mal auf ca. 500 untersuchte Eier
zwel Dotter in einer Hischale gefunden, alle wihrend
grosser Froste am Anfang December, als nur einzelne Eier
und auch diese nicht alle Tage zn bekommen waren.

Die ersten Spuren einer Gelbfirbung, die auf Vor-
handensein von Hamoglobin hinweisen, traten nie deut-
lich vor der Bildung von 12 Ursegmenten auf, und zwar
immer am hinteren Theil des Embryo im Sinus ter-
minalis. In manchen Fillen waren auch einzelne Blut-
mnseln, dic im Gefisshof lagen, gefirbt, aber immer begann
die Firbung in der Schwanzgegend, wo die Sichel, oder
der Urmund lag.

Bei Fixirung der Keimscheiben mit 3% Sublimatlosung
in der oben angegebenen Weise konnte man mit den ubli-
chen Farbenreactionen das Hiamoglobin auch in den Blut-
zellen nachweisen; dabei erwiesen sich in Keimscheiben von
12 Urwirbeln nur die untersten dem Hypoblast am nichsten
gelegenen Blutzellen im sinus terminalis hiamoglo-
binhaltig. Die weiter nach oben zum Epiblast gelegenen,
so wie jene aus anderen Gefissen zeigten sparliche, himo-
globinhaltige Korperchen, in den der Axe am niichsten ge-
legenen, waren gar keine aufzufinden. Bei Embryonen mit
mehr Ursegmenten trat das Himoglobin ebenso von unten
und der Peripherie zum Centrum hinauf,

Da, wie oben erwihnt wurde, die Bizzozero sche
und D enys'sche Methoden im Anfange hauptsichlich an-
gewandt waren, konnte das! Himoglobin durch die ublichen
Farbenreactionen nicht nachgewiesen werden, dafur farbten
sich mit Eosin, Pikrinsiure, pikrinsaurem Ammonium, Orange
(mit Indigo —blan, nach Osmiumstiure — griin) Gebilde die von
Reichert ) und Balfour®) weisser Dotter genannt
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werden, von Peremeschko 19) grosse granulirte Ku-
geln, Bildungselemente des mittleren Keimblattes, von
G o tte4?) Dotterzellen (ohne Kern), von Disse??) durch
Chromssure erzeugte grob - granulirte Dotterkugeln, von
Ranvier!13) (p. 222) boules de segmentation und von
His®)megasphiren (p. 14D). Diesen letzteren Namen
werde ich in der nachfolgenden Auscinandersetzung anwen-
den. Das Verhalten der Megasphiiren Farbstoffen gegen-
iiber war ausserst auffallend, indem gleichzeitig die Blutkor-
perchen sich ausschliesslich und sehr intensiv nur mit dem
Kernfarbstoff impragnirten. Ich war geneigt anzu-
nehmen, dass das Hiamoglobin aus den Blutkorperchen weg-
geschwemmt war und sich in den Megasphiiren niedergelas-
sen habe. Diese Ansicht war aber niéht richtig.

Wie schon Haller genau wusste, war der Haupt-
bestandtheil des Hiamoglobins Eisen. Alle quantitativen
Himoglobinbestimmungen, die von Chemikern ausgefihrt
wurden, stiitzen sich auf die Bestimmung des Eisenge-
halts und sein Verhiltniss zum Hamoglobinmolekul.

Da das Eisen ein so integrirender Bestandteil des Himo-
globins ist, lag der Gedanke nahe, das letstere mittelst der
Fisenreaction mikrochemisch aufzusuchen und nach-
zuweisen.

Die von Grohebl), Perlsi) Nasse® 9%
Quincke 1 10) ynd Vossius??) angegebenen Reac-
tionen, die neulich von Zaleski®) erginzt und in ver-
einfachter Methode publicirt wurden, sind sehr empfindlich.

Die Keimscheiben habe ich frisch oder fixirt
durch absoluten Alkohol, Platinchlorid nach Rabl 111) Chrom-
essigsiure nach Flemming %) oder eine der oben an-
gegebenen Flussigkeiten, und Nachhartung in Alkohol der
Fisenreaction unterworfen. Das Sublimat liess sich durch
den Alkohol sehr leicht und schnell entfernen. Man kann
sich davon sehr leicht tiberzeugen, indem man einen T'ropfen
Jodtinctur zusetzt. Dieselbe wird nicht entfirbt, was bei




der Bildung von Quecksilberjodtr sicher vorkommen wilrde,
auch bildeten sich nie Krystalle von Quecksilberjodid.

Ebenso wurden aufgeklebte Schnittserien der
Reaction unterworfen. Nur mit Spiritus von 500 aufge-
klebte Schnitte lassen sich bei der Kisenreaction conservi-
ren, Collodium wird von den Reagentien aufgelost, Eiweiss
stort die Reaction und das von Ciaglin'ski??) cmpfoh-
lene Aufkleben mit Wasser erwies sich fur die diinnen
Schnitte unpraktisch. Zuor Reaction habe ich verwendet
1%, bis 3% Ferrocyankaliumlosung und officinelle verdinnte
Salzsiiure zu gleichen Theilen. Natirlich wurde der Ge-
brauch von Eiseninstrumeuten moglichst vermieden; Glas-
nadeln und feines Papier diente als Spatel; kurze Berih-
rung mit dem Mikrotommesser hat, wic Zaleski nach-
wies, keinen Hinfluss. Die Anwendung einer 2% alkoho-
lischen Salesturelosung nach der Imprignation mit Ferrocyan-
kallum, die der letztgenannte Autor empfiehlt, hat eine
" krystallinische Ausscheidung des sogar in 6090 Alkohol un-
lsslichen Blutlangensalzes zur Folge und verdirbt das Pri-
parat vollkommen.

Das Resultat der Reactionen war ein dusserst merk-
wirdiges. Die Megaspharen, welche sich so auf-
fallend mit den Azofarbstoffen imprignirten, zeigten
auch eine sehr deutliche Fisenreaction. Die-
selbe war in fr i h e n Entwicklungsstadien auf sie allein
beschrénkt, zeigte sich aber nach der Bildung von 12 Ur-
segmenten und nach zweckmaissiger Fixirung (3 % wissrige
Sublimatlosung, Hayem’sche Flissigkeit) auch in den
Blutkdrperchen. Tig. 4 der Tafel ist ein Quer-
schnitt durch eine Keimscheibe mit 10 Urwirbeln, wo die
Eisenreaction auf die Megasphiiren beschrinkt bleibt, wih-
rend Pig. 7 die Reaction in den Megasphiren und den
Blutzellen bei einem Embryo mit 14 Ursegmenten zeigt.
Noch merkwiirdiger ist, dass dieselbe Kisenreaction aus -
schliesslich auf Megasphiaren beschrankt
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bei unbebriuteten Keimscheiben vorkommt.
Fig. 1 und 2 zeigen Reaction solcher Objecte.

Bei der Besichtigung mit blossem Auge von oben er-
scheint die Blaufarbung hauptsichlich in der Keimwallge-
gend, auf dem Querschnitt unter dem Mikroscop erwelst sie
sich localisirt in den Megasphiaren Beide
Praparate waren mit Platinchlorid 0,1 % fixirt, wodurch
man eine vollkommene und leichte Trennung der Keim-
scheiben von den Elementen des gelben Dotters
erreicht. Gelber Dotter allein, fixirt oder auch frisch in
einer dinnen Schicht auf ein Glischen aufgetragen, zeigt
keine Hisenreaction, wihrend frischer weisser
Dotter, mit einer fein zugespitzten Glasspipette ausgezogen,
die Rcaction in den Megaspharen sofort
aufweist. Die Reaction gelingt bei allen Arten der
Pixirung, nur ist sie schwerer zu erhalten und nicht so
schon nach Einwirkung von Chromsaure oder chromsauren
Salzen.

R o th es Blutlaugensalz lieferte k e i n e Reaction, die
Eisenverbindung ist also als Oxyd in den
Megasphiren abgelagert; Rhodankalium wurde
nicht angewandt wegen der grossen Lislichkeit des Rhodan-
eisens und der Unbestindigkeit der Reaction, Schwefelammo-
nium gab bei weitem nicht so schone Bilder, wie das gelbe
Blutlaugensalz.

Was sind nun die Megasphiren?

His war der erste, welcher diesen Namen ange-
wandt hat.

In seinen ,Neuen Untersuchungen tber die Bildung
des Huhnerembryo“ #ussert er sich folgendermassen (p. 145):
.Bs sind dies grosse Kugeln von 40—60 p, welche von
scharfen Contouren umgrenzt und von groberen und feineren
Dotterkornern dicht erfulle sind. Sie haben die Higen-
schaften der grossen kornerhaltigen Kugeln des weissen
Dotters, und stehen zu ihm in inniger Beziehung. Nur
dariber ist Discussion zulissig, ob es sich um #chte Keim-
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zellen handelt, welche sich mit Dotterkornern erfullt haben,
oder um unverinderte Keimwallkngeln, oder endlich um
Keimwallkugeln mit einer Rinde archiblastischen Proto-
plasmas. Um eine indifferente, der Discussion Raum bie-
tende Bezeichnung zu haben, nenne ich sie vorliufig Me -
gasphiren Es sind dieselben Elemente, welche seit
Peremeschko’s Arbeit von der Strickerschen
Schule als Bildungselemente des mittleren Keimblattes in
die Literatur eingefuhrt und als Vorgebilde des mittleren
Keimblattes gedeutet worden sind.*

Aber nicht nur Peremeschko hat diese Kugeln
gesehen. Schon vor ihm waren sie beschrieben. Schon
Reichert 118) spricht von dem in der Peripherie liegen-
den , kugligen Nahrungsinhalt* (p- 116).

Remak 19) sah (p. 15—16) die Keimhohle den
Rand des Fruchthofes tberschreiten und in das Dottergelb
eindringen. Er nennt diese Uebergangsstelle Dotter -
rinde und sieht in ihr runde und ovale Korper, Kugeln.

His beschreibt kleinere von den Elementen als P a -
rablasten, grossere, wie oben citirt, nennt er Me ga-
sphiaren Er wil den weissen Dotter, Parablast s
von Zellen des mitterlichen Organismus, Leucocyten,
welche noch vor der Befruchtung durch active Wanderung in
das Hierstocksei gelangen und dort sich in Dotterzel-
len == Parablastzellen umwandeln, abstammen
lassen. Kr halt sie far Zellen, und will den Inhalt als
Kerne deuten 93) (p. 72).

Peremeschko9%) hat den grossen granu-
lirten Kugeln am Boden der Keimhohle
Contractionsfahigkeit und active Wanderungsfihigkeit zu-
geschrieben.

In einem 1869 publicirten Artikel kann Waldeyer
nicht entscheiden, ob die fraglichen Gebilde vom weissen
Dotter oder von Furchungskugeln abstammen (p. 161).

Otllacher 191 leitet die Kugeln von Segmenta-
tionskugeln ab; G oette *’) nennt sie Dotterzellen,
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und denkt sie sich durch Segmentation des Dotters am
Boden der Keimhohle entstanden; indem er ihnen active
Wanderungsfihigkeit absagt, will er sie in Folge mecha-
nischer Vorginge den Keimwall passiren und in den
Embryo hineingelangen lassen. Von Kernen hat er keine
Spur gesehen. Foster und Balfouri) nennen die
Gebilde weissen Dotter und schreiben ihnen Zellennatur zu.

H. Virchow 1) hilt sie ebenso wie Kolliker
fur Dotterkugeln und lisst sie einer Verdauung durch das
Dottersackepithel unterliegen. Dasselbe finden J anosik3)
und Kollmann 7). Disse 27 beschreibt die Gebilde #us-
serst genau, hat auch ibr Verhalten Pikrinsiure gegeniiber
beobachtet, halt sie aber dennoch fir durch Chromsiure er-
zeugte Kunstproduecte. Die His'schen Parablastele-
mente hat er auch an unbefruchteten und unbe-
briteten Eiern gefunden, Kerne aber in ihnen nie
gesehen.

Ranvier 113) halt sie fiur Segmentationskugeln (pag. 228).

Nach Rauber 1'% (pag. 29) entsteht das Organ des
Blutes aus Furchungskugeln, nicht aus weissem Dotter, ihre
Localisation aber und Beschreibung ist nicht naher angege-
ben in jener vorlaufigen Mittheilung.

In einer anderen Mittheilung 1'7) wurden die genann-
ten Gebilde von Rauber — Keimplasmodien genannt
(p- 23) und fur Nahrungsmaterial bildende Dotterzellen, die
nicht zum Aufbau des Korpers direkt dienen, gehalten
(p- 21). Die Keimplasmodien sind Protoplasmareste die
einer Zerkliftang in FEinzelzellen nach vollendeter Fur-
chung nicht unterlagen, wihrend die Kerne sich gleichzeitig
vermehrten. (Beobachtet an Knochenfischen).

Dasselbe hat fur das Huhnchen W. W olff191) ge-
funden (p. 55).

Waldeyer’s 195) Parablast® entspricht den ,subger-
minalen Fortsatzen* von His; es ist das Endproduct der
secundiren Furchung. Der weisse wie der gelbe Dotter
haben nur nutritiv e Bedeutung.



Strahl 49 sah bei der Widechse shnliche Gebilde
von Segmentationskugeln abstammen und fand Kerne in ih-
nen (pag. 291.), welche jedoch schwer nachzuweisen waren.

U sk ow 148) (pag. 21) hilt diese Kugeln fir einen Rest
von Eiprotoplasma, welches keine Kernsubstanz erhalten hat
und von der Segmentation tbrig geblieben ist. (pag. 70.)

Es ist pun moglich, dass eine Beziehung, (vielleicht
genetischer Art) besteht zwischen den Megasphiren und den
Kerngebilden die bei Selachiern, Knochenfischen und Vogeln
gefunden worden sind. Das sind die Meroeyten und
die Dotterkerne. Manche Autoren 2 B. Kast-
schenko®. %) Mehnert8), H.E. und F.Ziegler 65
machen keinen Unterschied zwischen Megasphiren und Mero-
cyten. Rtickert 125) unterscheidet bei Selachiern Mega-
sphiren von Merocyten (pag. 98) bezeichnet spiter aber die
Merocyten als die Urform der Megasphiren.

Es sind jedenfalls noch weitere Untersuchungen nothig,
ehe man tber die Beziehung der genannten Gebilde zu ein-
ander niheres aussagen kann.

Ruckert 12% 128 129) der froher die Parablastkorper-
chen als Furchungsproducte auffasste, die nur unter dem
Einflusse des Nahrungsdotters eine secundire Modification
erlitten haben, hat neulich 130) die Merocytenkerne als Um-
wandlungsproducte der Spermatozoénkopfe gedeutet. Sie
wiren darnach viterlichen Ursprungs.

Kastschenko % ) hat die Kerne der Mcgasphiiren
bei Selachiern vor der Furchung entstehen sehn, da
die Theilung des ersten Furchungskerns bedeutend der
Furchung der Keimscheibe vorausgeht. Er hat aach die
Abwesenheit der Kerne in reifen unbefruchteten Eiern
constatirt.

H. E. Zie gler 155) hat dieselben Kerne bei Knochen-
fischembryonen gesehen und neulich im Verein mit F. Zieg-
ler 196) bei Selachiern.

Barfurth? hat im degenerirten Eierstocksfollikeln
der unbefruchteten Bachforelle Gebilde gesehen, deren Be-
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schreibung und Abbildung genan mit den Megasphiren sich
decken, konnte in ihnen keinen Kern nachweisen und wollte
thnen deswegen eine Zellennatur nicht zusprechen,  Er hielt
es fur wahrscheinlich, dass es degenerirte Granulosa-Zellen
waren.

Wenn man die Gebilde, welche His Megasphiiren
genannt hat, einer genaunen Untersuchung unterzieht, so
findet man (Fig. 5) dass sie ans zwelerlei Substanzen be-
stehen: einem Gertist und grosseren und kleineren
Kugeln inperhalb des Gertstes; in den Kugeln ist das
Eisen abgelagert. Gertist verhilt sich Farbstoffen gegen-
gber genau so wie dic ihm ausfuilenden Kugeln, farbt sich
z B. intensiv mit Pikrinsiiure und Eosin, enthilt aber augen-
scheinlich kein Eisen. Nach ausgefithrter Eisenreaction
wird es durch Boraxcarmin roth gefirbt. Durch einen sehr
kritftigen Wasserstrahl kann man das Gertst von den
Dotterkugeln die es ausfilllen befreien (Fig. 6). Nach Be-
handlung der Praparate mit Platinchlorid tritt es deutlicher
hervor. Bilder desselben, wie das von mir gegebene,
gleichen den von His in seiner Monographie (Taf. VI)
von Archiblastischen Zellen gezeichneten. Weder im Ge-
rist, noch in den Kornern konnte ich je einen Kern aunf-
finden. In den Kornern finden sich zuweilen braungelbe
Kornchen, die wie Pigment aussehen (Fig. 8), jedoch keine
Eisenreaction geben. (Himatin? [Bunge 8) p. 93]). Diese
Kornchen treten bei jeder Fixirungsmethode, mit und ohne
Farbung, manchmal in auffallend grosser Zahl auf.

Was dic Gestalt der Megasphiaren anbetrifft, so
sind sie meistens nicht kuglige, sondern elliptoidische und
cylindrische Gebilde; -bei Untersuchung einer 5 g dicken
Schnittserie konnte ich eine Megasphire durch 27 Schuitte
verfolgen.

Dass es sich hier um protoplasmatische Ge-
bilde handelt unterliegt keinem Zweifel. Nach der Ana-
logie mit Knochenfischen und Selachiern konnte man schlies-
sen, dass sie Kerne enthalten und W. W olff giebt auch
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an die gesehen zu haben. Ich konnte sie auf keine Weise
auffinden; die von P ereme s ¢ k o gesehenen Contractionen
und Wanderung habe ich nicht studirt, weil mir ein heitz-
barer Objecttisch fehlte. Da die Stadien, die ich zur Un-
tersuchung bekam, verhaltnissmassig alt waren, kann ich
mich tber die Entstehung der Megasphiren nicht
sussern, jedoch wiren in Bezug auf ihre Genese folgende
Moglichkeiten za erwigen. Man konnte ihren Ursprung
herleiten von:
1) Furchungskugeln im unbefruchteten Ei (D uval).
2) Furchungskugeln des befruchteten Eies.
3) Eingewanderten Liencocyten Mutterlicher
4) Eingewanderten Granulosazellen Ursprung.
3) Eingedrungenen Spermatozoen. Viterlicher Ursprung.
6) Bei der Furchung zuriickgebliebenen Protoplasmareste,
die von Haus aus ohne Kern waren, oder deren Kern
sich aufloste (austrat?).

Was die physiologische Bedeutung der
Megaspharen betrifft, so weisen die Untersuchungen von
Kolliker, H Virchow, Rauber, Janosik,
Kollmann u a. darauf hin, dass sie als Nahrungsmate-
rial for den Embryo dienen. Nach meinen Beobachtungen
liefern sie ausserdem den wichtigsten Bestandtheil fur das
Blat, namlich das Kisen. Hs ist wenigstens wahrscheinlich,
dass dieses Eisen zur Bildung des Hiamoglobins der embryo-
nalen Blutkorperchen verwandt wird.

Wie gross das Bedarfniss von Risen im Huhnerembryo
ist, glaube ich aus einem Versuche von R o ux 1%6) schliessen
zu durfen. Er spritste Hubnerembryonen zwischen die
Keimhiute Berlinerblan ein und konstatirte, dass bei weite-
rer Bebritung vom Farbstoffe nichts mehr aufzufinden war;
nur die Einstichstelle zeigte eine Intensive Gelbfirbung, so
dass anzunehmen war, dass das eisenhaltige Material zu
cinem gelben Farbstoff umgewandelt worden war.

In Fig. 8 ist die Aufnahme einer mit den genannten
Kornchen gefullten Megasphire durch eine Hypoblastzelle
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gereichnet. Man sieht, wie sich um den Kern hernm Ku-
gelchen angehiuft haben, die sich mit Alauncarmin intensiv
gefirbt haben, wahrend die Megasphiire vollkommen frei
von Carmin blieb und nur die Eisenreaction aufweist.

Inwiefern die schon von Stricker aufgestellte Ana-
logie zwischen Megasphiren uwud Colostrumkorperchen auch
durch die Eisenreaction etwa bestitigt werden konnte, habe
ich aus #usseren Grtunden nicht mehr prifen konnen.

Auf welche Weise das von den Hypoblastzellen aufge-
nommene Eisen zu den Blutkorperchen gelangt, konnte mit
Sicherheit nicht ermittelt werden; jedenfalls kann man aber
die auffallend schwiichere Reaction in den Megasphiren so-
fort constatiren, wenn die Blutkorperchen anfangen Hamo-
globin zu bilden.

Die von mir angestellten Eisenreactionen ergaben Spuren
von Kisen in den Blutkdrperchen, sobald auch andere Reac-
tionen auf Hamoglobin in denselben hindeuteten. Die
Eisenreaction machte sich nicht nur im Protoplasma, son-
dern auch im Kern bemerkbar. Dass Schneider bei
seinen Studien an Proteus das Eisen hauptsichlich oder
ausschliesslich im Kern fand, erklirt sich vielleicht aus der
von ihm angewandten Methode, tber die nichts nitheres
mitgetheilt ist.



Resumé,

Wenn man die Resultate der vorliegenden Arbeit

kurz zusammenstellt, so erweist sich folgendes:

1.

Das Hamoglobin lisst sich optisch und chemisch erst
in den Blutzellen bei Embryonen nachweisen, die schon
12 differenzirte Ursegmente besitzen.

Das beste Mittel zur Fixirung von Himoglobin bei
Huhnerembryonen ist eine 3 % wiissrige Sublimatlosung.
Das Undeutlichwerden der Zellgrenzen bei Fixirung
in einer Sublimatlésung mit Zusatz von Kochsalz be-
ruht auf der Bildung von loslichen Quecksilber-Chlor-
Natrium-Albuminat.

Das ganze eisenhaltige Material des Dotters ist nur
im weissen Dotter abgelagert.

Tm gelben Dotter lisst sich mikrochemisch kein Eisen
nachweisen. :

Das Kisen im Dotter bildet eine Oxydverbindung, ist
also wahrgcheinlich diejenige organische Eisenverbin-
dung, die Bunge als Hamato g en dargestellt hat.
Die Megasphare n von His bestehen aus einem
Geriist, in welchem die eisenhaltigen Kiigelchen des
weissen Dotters eingelagert sind. Das Gertist verhalt
sich Farbstoffen gegentiber wie Zellprotoplasma ; Kerne
konnte ich nie sehen.

Die Megasphiren sind meistens keine Sphiren
(Kugeln), sondern elliptoidische oder cylinderformige



Gebilde, die urspringlich unter demHypoblast ge-
legen sind, und erst spiiter in ihn hinein und zwischen
Hypoblast und Epiblast gelangen.

Die Megasphiren lagern sich mit Vorliebe in der Nihe
der Gefiisse, obwohl sie in frithen Stadien hauptsichlich
im Keimwall liegen.

Die Megasphiren werden von den Hypoblastzellen auf-
genommen in der Art, wie Amoeben Nahrung aufneh-
men. Die aufgenommene Substanz dokumentirt sich
optisch in Form von Kornchen, die sich im den Kern
lagern und sich mit Kanfirbemitteln intensiv farben.
Mit dem Anftreten der Eisenreaction in den Blutzellen
wird dieselbe in den Megaspharen schwicher; dass die
Megasphiren allmahlic zerfallen und kleiner werden,
wurde schon von anderen Autoren beobachtet.

Corrigend a.

Pag. 8 Zeile 4 von unten Bebriitung, nicht Betriibung.
» 10, 2 , oben Hihnerembryonen, nicht Hithnerempryonen.
» 16, 10 , unten Ossiflcationsrande, nicht Oksificationsrande.
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Erkldrung zu den Abbildungen.

Fig. 1. Unbebriitete Keimscheibe vom Huhn. Nat. Grésse, Ansicht von oben.
PtCl, 0,1%. Eisenreaction. ap.—Areapellucida 3 kw, = Keimwall ;
s = durchsichtiger Saum um den Keimwall herum.

g- 2. Lédngsschnitt (7,5 # dick) durch eine unbebriitete Keimscheibe, PtCl,
01%. Eisenreaction. Hartnack Obj. Il Oc. 1. ok — obere Keim-
schieht ; kw, = Keimwall ; m = Mogasphiiren.

Fig. 3. Keimscheibe 40 Stunden bebriitet von oben gesehen.  Nat. Grisse.

Eisenreaction des frischen Praparates. Glyeerineinschluss. Embryo mit
10 Ursegmenten. DieVenae omphalo-mesentericae sichtbar.
ep.==Area pellucida; av.= Gefdsshof; kw. = Keimwallgegend ;
es. == Ectodermsaum.

Fig. 4. Querschnitt durch eine Keimscheibe mit 10 Ursegmenten, 39, Stun-
den bebriitet. Pikrinsdure, Eivenreaction. Hartnack Obj. 1I, Oe. 1.
b ist die direkte Fortsetzung von a. Mr.'= Medullarrinne ; ch. == Chorda;
w. = Urwirbel mit Seitenplatte : a.-= Aorta; ec. = Bpiblast; en. = Hypo-
blast; g. = Blutgefisse; ¢. = Blutzellen: m. = Megasphiiren; kw, == Keim-
wall; gd. = gelber Dotter.

- 5. Typische Megasphére. k. = Kiigelchen, dic Kisenreaction aufweisen ;
. = Gertist. Loitz Obj. VI, Oc. 3.

Fig. 6. a. und h. Schnitte durch das isolirte Geriist, Leitz, Obj. III, Oec. 3.

a. Der 4. Schnitt (5 ¢ Dicke) vor h. PtCl, 0,3%.

Fig. 7. Aus einer Keimscheibe mit 14 Ursegmenten, 41 Stunden bebriitot. 3%
HgCl,-16sung ; Bisenreaction in den Megasphiren und den Blutkérperehen.
Reichert, Obj. IV b, Oc. 4. 4. == Blutgefiisse ; b. = Blutkérperchen ;
b = Blutkdérp. mit Eisenreaction; m, = Megasphiiren ; en. = Hypoblast-
zellen,

. 8. Blutgefiss mit Hypoblastschicht aus einer 44'/, Stunden bebriiteten
Keimscheibe. Pikrinsdure. Eisenreaction. Alauncarmin. Leitz, Obj.
VI, Oc. 3. m. = Megasphiren mit den braungelben Kornchen; me. =
Megasphiire, die von einer Hypoblastzclle aufgenommen wird. Um den
Kern herum viele mit Karmin gefirbte Kornchen ; 6. = Blutkérperchen ;
bm, = Blutkorp. in Theilung begriffen ; o. == Endothelzeollen ; em, == Hypo-
bastzellen mit Forts#tzen. :

Alle Schnitte wurden mit dem Zeichenapparat von Nachet in
der Hohe des Objekttisches gezeichnet.
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Thesen.

Die Megasphiren (His) haben eine Beziehung
zur Blutbildung.

Die Theorie eines specifischen Ursprungs der
verschiedenen Gewebsarten verliert fortwihrend
an Boden.

Es giebt keine Kriterien zur Bestimmung des
Alters von Hiithnerembryonen in frithen Stadien
der Entwicklung.

Vor dem Beginn ciner Chloroformnarkose ist die
Auskultation der Lungen wichtiger, als die des

Herzens.

Der Mangel von Findelhdusern ist Ufrsaqhe der
sog. Engelfabrikation. "
Die rudimentare Entwicklung der weiblichen

Brustdriise beruht auf einer vererbten Inactivi-
tats-Atrophie.




