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Die Pyridinsodamethode zur Imprignation der

Mesoglia(Hortegazellen, Oligodendroglia, Drenag-

zellen) und Reticuloendothelzellen (fiir Gelatin
und Celloidinschnitte).

Von
W. X. Belezky.
Mit, 11 Abbildungen im Text.

( Bingegangen am 6. Juni 1931.)

Wir iberzeugten uns bei Untersuchungen mit raschen Niederschlag-
versilberungsmethoden, dafl die verschiedenen Gewebe, Gewebe aus
verschiedenen Fixierungsflilssigkeiten mit verschiedenen pathologischen
Verdnderungen bei der Durchtrinkung immer eine Anpassung der Methode
fiir das’ zu untersuchende Material brauchen. Die Bestandteile des
" Gehirns durehtrinken sich in anderen Verhiltnissen wie die anderer
Organe. Sogar verschiedene Abschnitte des Zentralnervensystems
brauchen verschiedene Abdnderungen bei ein und derselben Msthode.
Hinweise dieser Art hatten wir schon frither. Bei der Methode von
Schultze fiir Neurofibrillen sind fiir verschiedene Gehirnabschnitte ver-
schiedene Angaben fiir seine Methode angefiihrt. Das normale und das
pathologische Gehirn haben keine gleiche Methode fiir die Impragnation
ein und derselben Gebilde. Die Methode mufl sich den verschiedenen
krankhaften Verdnderungen anpassen. Das Gehirn des Erwachsenen
und des Embryo durchtréanken sich verschieden und wir besitzen eine
Reihe von besonderen Methoden fir den Embryo. Dasselbe mull man
auch vom Gehirn verschiedener Tiere sagen. AuBerdem spielt bei der
Imprignation die Bedingungen der Fixation eine Rolle und darum sieht
man, daBl frische Schnitte sich anders wie alte verhalten. Man mul}
gestehen, dafl die Imprignation selbst ein psysikalisch-chemischer
Vorgang ist, der von den physikalisch-chemischen Lebenseigenschaften
des Gewebes und der nachfolgenden Fixation abhingt.

Dadurch wird das Vorhandensein so vieler Imprignationsmethoden,
ihre Abanderungen und die Anwendung (Gewdhnung) von fremden
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Methoden mit einigen - Verénderungen von jedem Untersucher ver-
stdndlich. Aber diese Anderungen werden tastend ausgefiihrt, ausgehend
aus den Erfahrungen, rein empirisch und sind sehr schwer weiterzu-
geben. Die Anwendung kann nur durch den Autor selbst iibergeben
werden. ' Dags trifft zu fiir fast alle Farbungsmethoden; besonders aber
fiir die Niederschlagsmethoden. Man muf} solche Indicatoren aufstellen,
welche die Methoden leicht verstdndlich und mehr oder weniger frei von

Abb. 1. Hortegazellen. Die Gehirnrinde des normalen Menschen.

Einzelerfahrung machen. Eine vollsténdige Befreiung von der Erfahrung
wiirde nur dann mdéglich sein, wenn wir die physikalisch-chemischen
Higenschaften der einzelnen Bestandteile des zu imprignierenden
Gewebes feststellen und ihre Verdnderungen in allen Augenblicken der
Imypragnation verfolgen kénnten. In dieser Richtung werden von uns
Versuche gemacht. Der zweite Weg — ist der Weg der ,,Probe” und
einer gewissen Vergleichung der physikalisch-chemischen Eigenschaften
der Losungen und die Aufklirung von bestimmten Bestandteilen.
Nehmen wir z. B. an, dal wir bei einer Probe (unter Priiffung mit dem
Mikroskop) nicht die Strukturelemente bekommen, welche wir brauchen, so
miissen wir wissen, was mit unserer Vorschrift zu machen ist und wie die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Losung oder der Schnitte zu
dndern sind, um die notigen Ergebunisse zu érhalten. Sowird die miBlungene
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Imprignation zum Indicator. Dieses a3t aber ein Vorhandensein all-

gemeiner, schon fest ausgearbeiteter giinstigster Grundeigenschaften
dieser oder anderer Bestandteile vermuten.
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Abb. 2. Oligodendroglia. Die Gehirnrinde des normalen Menschen.

Als uns die Feststellung des Indicators fiir die Anwendung der Vor-
schrift der raschen Niederschlagsmethoden fiir die Imprignation ver-
schiedener Gewebsteile in verschiedenen Geweben und, bei verschiedenen
physikalisch-chemischen Eigenschaften gelang, wurde es fiir uns méglich

Abb. 3. Zwei Drenagezellen. Die Gehirnrinde des normalen Menschen,

eine jegliche Methode, fiir jedes beliebige Material, fiir das eine leichter,
fir das andere schwerer anzuwenden.

Wir geben unten die Vorschrift fir die Imprignation der Mesoglia
an, welche wir bei normalem Gehirn (Abb. 1, 2, 3), Kindergehirn, Em-
bryonen, in schweren Fillen (wo wenig Mesoglia vorhanden ist und wo
sie nicht gewuchert oder sogar degeneriert ist) und auch fir die Im-
pragnation der Reticuloendothelzellen aufBlerhalb des Zentralnerven-
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systems (Abb. 4, 5,6,7,8,9) anwenden und weisen bei jedem Punkte
seine Bedeutung und die Moglichkeit seiner Verdnderung an.

Abb. 4. Embryonale Histiocyten des Hundes.

Diese Angaben sind auch fiir andere Methoden brauchbar!. (Fiir
Félle von diffuser Hyperplasie der Mesoglia ist die Anwendung der
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Abb. 5. Reticuloendothelzellen der Milzpulpa der Maus bei experimeénteller Recurrens.
friheren Methode mit Ammoniak-Natrium-Silber vorzuziehen.) Wir
benutzen, wie frither, bhauptsichlich das Einbetten in Gelatine und

* Austithilich bei W. K. Belezky die Hauptangaben, die Anpassung der raschen
Niederschlagsmethoden fiir verschiedene Strukturelemente.
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Abb. 6. Reticuloendothelzellen in einem Milzkndtchen der recurrenten Maus,

Abb. 7. Synecytium der Reticuloendothelzellen der Milzpulpa. Esperiment. recurrens
‘ beider Kaninchen.

Gefrierschnitte, was fir viele Methoden parallel mit der Imprignation
der Mesoglia und Reticuloendothels notwendig ist.
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Wir wenden auch die beschriebene Methode fiir Celloidinschnitte
an (hauptsdchlich um Schnittreihen anzufertigen), dabei benutzen wir

Abb. 8. Histiocyten (Reticuloendothelzellen) der Milzpulpa bei Poliomyelitis acuta
des Menschen,

die unten angegebenen Hinweise fiir ihre Anpassung zum Material. Die
Wichtigkeit solch einer Methode ist ganz augenscheinlich, da dadurch

AbD. 9. Vakuolisierte Histiocyten der Maus bei experimenteller ‘Recurrens.

die Moglichkeit der Anwendung der Silbermethode fiir das Celloidin-
material erzielt wird, ohne Celloidinentfernung, sich dabei ‘stiitzend
auf seine kolloidalen Eigenschaften.

Es mufl bemerkt werden, dafl bei der Benutzung der unten beschrie-
benen Methoden fiir Celloidinschnitte, einige Struktureinzelheiten
besser als bis jetzt von uns beobachtet wurden. Die dabei erzielten Bilder
sind - zum Erstaunen deutlich ausgeprigt. ~Die Celloidinlosung stellt



220 W. K. Belezky: Die Pyridinsodamethode zur Impréignation

eine kolloidale Losung des Zellgewebes im Alkoholdther dar, wie auch
die wiésserige Gelatinlosung.

Da aber das Celloidin eine grofe Fahigkeit, die Reduktion des Silbers
zu verhindern, besitzt, benutzen wir eine besondere Modifikation, speziell
fiir Celloidinschnitte. Die Losungen von salpetersaurem Silber und
Natrium carbonicum werden als Normallosungen benutzt, um eine gréfiere
Genauigkeit zu erzielen, und wir bereiten den Fixator mit bestimmten Ph.
Vor der Imprignation der Schnitte fertigen wir einzelne ,,Proben® an.
Der Probeschnitt wird feucht mikroskopisch untersucht.

1. Die Methode fiir Gelatinschnitte.

1. Formalinfixation des frischen Materials in 5—10%/, Formalin. Das frisch
fixierte Material imprégniert sich besser. Im alten Material muB man den Nieder-
schlag von Para-Formoloxyd und Trioxymethylen entfernen, indem man die
Stiickchen auf 24 Stunden in Ammoniakalkohol (10 em Methylalkohol + 2 bis
3 Tropfen eines dreifachen Ammoniaks 25%) bringt mit nachfolgender Auswaschung
in destilliertem Wasser. Das kann man auch mit den Schnitten im Punkte 6 in
10—20 Minuten ausfithren.

2. Auswaschen der Gewebsstiickchen in flieBendem Wasser von Formalin
wahrend 24 Stunden.

3. EinschlieBen in 249, Karbolgelatine (10%, Karbollosung) wahrend 2 bis
3 Stunden bei 37° im zugedeckten Krystallisator. Man kann in Gelatine von 12 bis
24 Stunden lassen, in solch einem Falle mull mit einer verlingerten Impragnations-
zeit gerechnet werden. Das mufl dann angewendet werden, wenn im Gewebe eine
groBe Anzahl von Bindegewebsfasern vorhanden ist und wenn dessen Imprégnation
sich durch die unten beschriebene Methode fiir Mesoglia und Reticuloendothel
nicht verhindern 138t.

4. Gelatine wird abgekiihlt, im Laufe einer halben Stunde, und daraus werden
Gewebsstiicke mit kleinen Mengen von Gelatine an den Réndern herausgeschnitten.
Bine weitere Abkithlung, d. h. Verdichtung der Gelatine fithrt zur Verlangsamung
der Impragnation.

5. Fixation der Gelatingewebsstiickchen im neutralen 10/, oder im 10°/, sauren
Formalin von Ph = 1,6—1,7 im Laufe von 2—5 Tagen. (Die Wirkung des Hortega-
fixators ist auf ein Sauergehalt von Ph ungefihr von der genannten Zahl begrimdet.)

Bei der Fixation in saurem Formalin quillt die Gelatine auf. Ist die Aufquellung
eine sehr starke, so mufl man Ph mit einem kleineren Sduregehalt anwenden. Wir
gebrauchen zur Fixation meist Neutralformalin und wenn es nach der Probe notig
ist, so werden die Schnitte durch eine sauere Fliissigkeit durchgefihrt.

6. Gefrierschnitte von 10—25 @ in destilliertes Wasser.

7. Auswaschen im zweiten destillierten Wasser (wenn die Schnitte von vorigen
Tagen im Formalinwasser geblieben sind, so miissen sie 2—3mal durch destilliertes
Wasser durchgezogen werden). '

Wenn die Probe bei der weiteren Bearbeitung des Schnittes eine Erhshung des
Sauregehaltes erfordert, so kommen die Schnitte auf 1 Minute und mehr in
19/, Essigsiure (man kann eine beliebige Siure benutzen), die Zeit ist von der nach-
folgenden Probe abhéngig.

Wenn wir mit Celloidinschnitten zu tun haben, so fallen alle vorigen Punkte
weg. Die Schnitte werden aus dem Alkohol rasch (5 Sek.) durch destilliertes Wasser
gefithrt und in eine zubereitete Silberlosung gebracht.

8. Imprignation in einer vorbereiteten Komplexlgsung von Pyridinnatronsilber,
welche folgendermaBen zubereitet wird: Gleiche Teile Normallésung (man nimmb
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mit einer Biirette) Argentum nitricum (Ag No,) und Natrumcarbonat (Na, Co,)
(aus wasserfreiem Pulver vorbereitet), werden in Krystallisator gegossen; der sich
bildende Niederschlag von Kohlenséiuresilber wird tropfenweise durch Pyridin
(C;H;N) vollstindig aufgelost.

Zur Auflésung werden viel Tropfen, bis 50 und mehr gebraucht, zuerst rasch,
nachher, wenn der Niederschlag sich zu losen beginnt, tropfenweise bis zur voll-
sténdigen Auflssung zugefiigt. Pyridin ist eine schwache Base. Durch den Ersatz
von Ammoniak bei den fritheren Methoden durch Pyridin wird ein groBerer Alkali-
gehalt des Silberkomplexes [(Ag/C;HN/,),Co,] vorgebeugt, und ein UberfluBl von
Alkali beim Zufiigen des letzten Tropfens vermieden. Die Bildung des Nieder-
schlags geht nach der Formel: 2 AgNo, -+ Na,Co; = Ag,Co, + 2 NaNo,. Die
Loésung nach der Formel: Ag,Co; + 4 (C;H;N) = [Ag(CyH;N),1,Co;.  Die Reaktion
der Losung ist alkslisch, Ph ungefdhr = 9,4. Im Falle, daB die Probe zeigt, daf
man den Grad der Dissoziation der Losung erhshen muB, so mufB die Losung zwei-,
dreimal und sogar noch mehrmals verdimnt werden, entsprechend der Probe.

Diese Zusammensetzung von Komplexsilber ist brauchbar fiir das normale
Mesogliagewebe, und wo die Mesoglia in kleiner Menge vorhanden ist.

Fiir die embryonale Mesoglia und das embryonale Reticuloendothel ist es hesser,
den Alkaligehalt der Losung noch mehr zu vermindern und das Verfahren folgen-
dermafen auszufiihren: Zur Losung des Argentum nitricum (5 com) wird 1 Tropfen
der angegebenen Na,Co, Losung zugesetzt; es bildet sich ein kleiner Niederschlag
von Ag,Co,. Bei Zusatz von Pyridin zur Auflssung des Niederschlages bildet
sich zuerst ein sich immer vergréBernder Ausfall von nadelférmigen Krystallen;
die gebildete Masse 1ost sich durch den stetigen Zusatz von Pyridin vollstindig
auf. Durch Pyridin allein wird das Silber nicht niedergeschlagen und nur -ein
Tropfen von Na,Co, fithrt mit sich die Bildung einer krystallischen Vereinigung der
Silbers mit Pyridin. Diese Losung kann, wenn es nétig sein soll, bis auf 2—3mal
verdiinnt werden. Im notigen Falle wird eine Vermehrung des Alkaligehaltes der
beschriebenen Ldsungen durch den Zusatz einiger (1—3) Tropfen NaCo, erzielt.
Die Silberpyridinsodalosung muB wihrend der Arbeit zugedeckt sein. Die
Imprignation geschieht im Laufe von einigen Sekunden bis auf 1—2 Min. und mehr
(abzéhlen oder nach der Uhr) in verdiinnten Losungen, abhéingig von der gegebenen
Probe. Die Schnitte éndern ihre Farbe in der Losung nicht.

9. Ein rasches Durchziehen der Schnitte in destilliertem Wasser mit oder ohne
Schiitteln der Schnitte, das Auswaschen wird ausgeschlossen, wenn es nétig ist, die
folgende Wiederherstellung zu verlangsamen,

10. Die Wiederherstellung des Silbers in 10%, neutralem Formalin; beim
Schiitteln der Schnitte werden sie rasch schwarz, sonst nur langsam. Die Wieder-
herstellung des Silbers und das Schwarzwerden der Schnitte mufi langsam vor
sich gehen. Das dient als gutes Merkmal. Um die Wiederherstellung zu vollenden,
miissen die Schnitte 5 Minuten in Formalin liegen. Die Oligodendrogliazellen
und Drenagezellen erscheinen eher als die Hortegazellen, aber bei noch lang-
samerer Wiederherstellung erscheinen sie 6fters zusammen.

Wenn die Wiederherstellung (die Bildung von Silberhydroxyd, Silberoxyd und
metallischen Silbers) schunell vor sich geht, so muB 10°/, gewdhnliches Formalin
genommen werden (schwacher Séuregehalt (P = 6,5—6,6) und die Wiederherstellung
verlangsamt sich. Mann kann sogar den Siuregehalt des Formalins noch mehr
verstarken. v

11. Auswaschen der Schnitte im Wasser, Ubertragen auf Deckglas und mikro-
skopische Untersuchung des feuchten Praparates.

12. Aufkleben der Schnitte mit Eiweil, austrocknen und einschlieBen wie ge-
wohnlich. Man kann die Schnitte ohne Vergoldung einschliefen.
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bir die Imprignation werden 5 Krystallisatoren aufgestellt, fiir
Punkte 7, 8, 9, 10 und 11. Es wird zuerst eine Probe ausgefithrt, und nur
ein Schnitt durchgefihrt. In dem Fall, wenn beim Punkte 10 mikro-
skopisch die nétigen Elemente fehlen, und an ihrer Stelle folgende im-
prignierte Gebilde gefunden werden: Bindegewebsfasern, Gliafasern,
protoplasmatische - Astrocyten, Chromatin, Tigroid, so bedeutet das,
daf3 das Material und die Losungen zu stark alkalisch waren und die
Reduktion verhaltnismiBig schnell vor sich ging; in solchen Fillen muB
die Impragnation oder in kiirzerer im Punkte 8, oder bei erhohter Disso-
ziation der Lésung in diesem Punkte ausgefithrt werden. Es ist besser
das letzte zu gebrauchen; da eine Verkiirzung der Zeit unbequem ist.
Fiir diesenn Zweck kann man die Zeit' des Auswaschens im Punkte 9
verkiirzen und die Anweisungen der Punkte 8 und 9 fiir die Verkiirzung
der Imprégnationszeit benutzen, oder im Punkte 7 den Sduregehalt
erhohen. Es kann auch das Gegenteil vorkommen, ndmlich daf}, wenn
der Sechnitt zu sauer und die Lésungen zu verdinnt sind, die Im-
pragnation sich verlangsamt oder {iberhaupt nicht gelingt. Mikro-
skopisch sieht man in soleh einem Fall einen Silberniederschlag in den
zwischenzelligen Spalten in Form von Klimpehen und feinen Kérnern
(wir bezeichnen es als ,,Sand). Ubrigens, das findet man oft bei der
typischen Hortegamethode, wenn die Stiickchen in speziellen Fixations-
losungen mehr als 8—10 Tage liegen (die Stiicke werden zu sauer). In
solchen Fillen muBl man umgekehrt verfahren; vergréfernd ein wenig
die Schnelligkeit der Reduktion nach der Abweisung, zufiigend von
Alkali (NayCo,) zu der Losung im Punkte 8, oder sogar zum Ammoniak-
silber ibergehend und das Formalin alkalisierend.

Bei den beschriebenen Methoden mit der Anwendung einer Probe
und der Bilder, die wir bei der Probe als Indicator erhalten, konnten wir
kein Material finden, das nicht brauchbar wére fiir die Darstellung der
Mesoglia und in der letzten Zeit auch fiir die Reticuloendothelzellen.
Manchmal beobachtete man, daB bei den aufeinanderfolgenden Proben
wir der Reihe nach die aufgezihlten Gebilde bis zu den gesuchten erhalten.
Man bekommt den Eindruck, daB der hohe Alkaligehalt der Lésungen,
und eine schnelle Reduktion zur Herstellung der faserigen Struktur zuerst
der Neurofibrillen, dann der verschiedenen Bindegewebsfasern und der
fagerigen Glia fithrt. Die allmahliche Verminderung des Alkaligehaltes
der Losung und die Verlangsamung der Imprignation fithrt zu der
Darstellung der Protoplasmastruktur, der protoplasmatischen Astrocyten,
Chromatins und Tigroids, Mitochondrien, Mesoglia und Reticuloendothel-
zellen. Auf Grund dessen bekamen wir Mesoglia bei stark verdiinnten
Losungen nach Bielschowsky; das entspricht auch den Beobachtungen
Cajals, dber den Einflul der Temperatur und der Zeitdauer auf die
Imprégnation von verschiedenen Elementen.
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II. Methode fiir die Celloidinsehnitte (Abb. 10, 11).
Das verdichtete Celloidin besitzt die Bigenschaft, die Reduktion
des Silbers im Formalin stark anzuhalten. Dennoch bedarf man fir die

ADbD. 10. Eine Reihe der Drenagezellen, welche einen Sinus bilden.

Mesoglia eine kurze Zeit fiir die Impréagnation in der Silberlosung. Bei
diesen Bedingungen bekommt man zu blasse Priparate. Eine verlingerte

AbD. 11. Eine Reihe der Drenagezellen neben dem Gefaf.

Zeit der Impragnation fihrt leicht zu Reduktion von anderen Elementen.
Zur Impragnation der Mesoglia in Celloidinschnitten miissen stéirkere
alkalische angewendet und die Fahigkeit des Formaling zur Reduktion
verstarkt werden. Das letztere ist wichtiger.
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Man verfahit folgendermaBen:

1. Die Schnitte werden aus 70° Alkohol durch Aq. dest. durchgefiihrt (Alkohol
halt die Impragnation im Punkte 2 an).

2. Auf 20 Min. in die Losung, welche folgend zubereitet wird, gebracht: Zu
5,0 cem 17°/, AgNo, werden 5 Tropfen 40°/, Natrii caust. zugesetzt. Der Nieder-
schlag lost sich durch 25%, Ammoniak auf. Die Losung wird 40mal und mehr oder
weniger, abhéngig vom Material, verdiinnt, um eine allerlangsamste Imprignation
weiterhin zu erzielen.

3. Der Schnitt wird rasch durch Wasser (5—10 Sek.) durchgefiihrt. Léngeres
Verbleiben wischt das Silber aus.

4. Das Silber wird in bis zum Kochen gebrachtes 109/, neutrales oder gewéhn-
liches (leicht saueres) auch 10%; Formalin gebracht. Heifles Formalin wird ge-
nommen, um die zu langsame Reduktion zu beschleunigen.

5. Auswaschen, Kontrolle, EinschlieBen.

Im Fall, daf der Schnitt in der Lésung nicht gentigend lang gehalten worden
ist und die Losung zu stark verdiinnt war, imprégnieren sich die Gewebsspalten.
Im Falle einer groBeren Konzentration und lingerer Imprignation kommen zum
Vorschein die Nervenzellen mit Tigroid.



