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Wir fiberzeugten uns bei Untersuchungen mit raschen NiederscMag- 
versilberungsmethoden, da~ die verschiedenen Gewebe, Gewebe aus 
verschiedenen Fixierungsfliissigkeiten mit verschiedenen pathologischen 
Ver/~nderungen bei der D~rehtr~nkung immer eine Anpassung der Methode 
ffir das ~ zu nntersuchende MateriM brauchen. Die Bestandteile des 
Gehirns durehtr~nken sieh in anderen Verh~ltnissen wie die anderer 
0rgane. Sogar versehiedene Absehnitte des ZentrMnervensystems 
brauehen versehiedene Ab~nderungen bei ein und derselben Methode. 
Hinweise dieser Art hat ten wir schon friiher. Bei der Methode von 
Schultze fiir Neurofibrillen sind fiir verschiedene Gehirnabschnitte ver- 
schiedene Angaben far seine Methode angefiihrt. Das normMe und das 
pathologische Gehirn haben keine gleiche Methode f6r die Imprggnation 
ein und derselben Gebilde. Die Methode muf~ sich den verschiedenen 
krankhaften Ver~nderungen anpassen. Das Gehirn des Erwaehsenen 
und des Embryo durchtr~nken sich verschieden und wit besitzen eine 
Reihe yon besonderen Methoden far  den Embryo.  Dasselbe mu[3 man 
aueh yore Gehirn versehiedener Tiere sagen. Au~erdem spielt bei der 
Imprggnat ion die Bedingungen der Fixation eine t~olle und darum sieht 
man, dM3 frische Schnitte sich anders wie alte verhMten. Man mu~ 
gestehen, dab die Imprggnat ion selbst ein psysikMisch-chemiseher 
Vorgang ist, der yon den physikMisch-chemischen Lebenseigenschaften 
des Gewebes und der naehfolgenden Fixation abhs 

Dadurch wird das Vorhandensein so vie]er Imprggnationsmethoden, 
ikre Ab&ndernngen und die Anwendung (GewShnnng) yon fremden 
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Methoden mit einigen Ver~nderungen yon jedem Untersucher ver- 
st/~ndlieh. Abet  diese Xnderungen werden tastend ausgeftihrt, ausgehend 
aus den Erfahrungen, rein .empiriseh nnd i sind sehr schwer weiterzu- 
geben. Die Anwendung kann nur durch den Autor selbs~ iibergeben 
werden. D a s  trifft zu ~tir fast alle :F/~rbungsmethoden~ besonders abet 
fiir die Niederschlagsmethoden. Man muf~ solche Indicatoren aufstellen, 
welche die Methoden teieht verst/indlich nnd mehr oder weniger frei yon 

Abb.  1. Horf~egazellen. Die Gehi rar inde  des no rma len  ~{enschen. 

Einzelerfahrung machen. Eine vollst/indige Befreiung yon der Erfahrung 
wiirde nut  dann mSglich sein, wenn wit die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften der einzelnen Bestandteile des zu impr/~gnierenden 
Gewebes feststellen und ihre Verandernngen in allen Augenblicken tier 
Impr/~gnation verfolgen kSnnten. In dieser Richtung werden yon uns 
Versuche gemacht. Der zweite Weg - -  ist tier Weg der ,,Probe" und 
einer gewisse~ Vergieichung der physikalisch-chemischen Eigenschaften 
tier LSsungen and die Aufkl/~rung von bestimmten Bestandteilen. 
Nehmen wir z. B. an, da$ wit bei  einer Probe (unter Priifung mi t  dem 
Mikroskop) nicht die Strukturelemente bekommen, welche wir brauchen, so 
miissen wir wissen, was mit unserer Vorschrift zu machen iss und wie die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften der LSsung oder tier Schnitte zu 
~ldern sind, um die nStigen Ergebnisse zu erhalten. So wird die mil]langene 
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Impr~gnation zum Indicator. Dieses l~$t aber ein Vorhandensein all- 
gemeiner, schon fest ausgearbeiteter gtinstigster Grundeigenschaften 
dieser oder anderer Bestandteile vermuten. 

Abb. 2. Oligodendroglia.  Die Gehirnr inde des a o r m a l e n  ~'Vfenschen. 

Als uns die Feststellung des Indicators fiir die Anwendtmg der Vor- 
sckrift der raschen Niederschlagsmethoden ftir die Impr/~gnation ver- 
schiedener Gewebsteile in verschiedenen Gcweben and bei verschiedenen 
physikalisck-chemischen Eigenschaften gelang, wttrde es fiir uns m6glich 

Abb.  3. Zwei Drenagezellen.  Die Gehirnr inde des no rma len  ~Ienschen. 

eine jegliche Methode, fiir jedes be]iebige Material, fiir das eine leichter, 
fiir das andere schwerer anzuwenden. 

Wir geben nn~en die Vorschrift fiir die Impr/~gnation tier MesogIia 
an, welche wir bei normalem Gehirn (Abb. 1, 2, 3), Kindergehirn, Em- 
bryonen, in schweren F/~llen (wo wenig Mesoglia vorhanden is~ und wo 
sie nicht gewuchert oder sogar degeneriert is~) und auch fiir die Im- 
pr/~gnation der Rc~iculoendo~helzellen aul~erhalb des Zentr~lnervem 
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systems {Abb. 4, 5, 6, 7, 8, 9) anwenden und weisen bei jedem Punkte 
seine Bedeutung und die MSgliehkeit seiner Veri~nderung an. 

2~bb. 4. Embryonale Histiocyten des ttundes. 

Diese Angaben sin4 auch ffir andere Methoden brauchbar 1 (Ffir 
F~lle yon diffuser Hyperplasie der Mesoglia ist die Anwendung der 

Abb. 5. I~eticuloendothelzellen der Milzpulpa tier 1Vfaus bei experimenteller l~ecurrens. 

frtiheren Methode mit Ammoniak-Natrium-Sflber vorzuziehen.) Wir 
benuCzen, wie friiher, haupts~chlieh alas Einbetten in Gelatine und 

1 Ausfiihrlich bei W. K. Belezky die H~upt~ngaben, die Anp~ssung der raschen 
1N'iederschl~gsmethoden fiir verschiedenv Strukturelemente. 
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Abb. 6. l%eticuloendo~helzellen in einem 2VIilzknS~chen der recurrenten Maus. 

-~bb. 7. Syncy~ium der ]~efiicu oend05heJzeHe~ der ~filzpulpa, ]~xperimenfl, recurrens 
beider Kanlnehen. 

Gefrierschnitte, was fiir viele Methoden parallel m jr der Impr/tgna~ion 
der Mesoglia und geticuloenctothels no~wendig ist. 
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Wit wenden ~uch die beschriebene Methode ftir Celloidinschnitte 
an (h~upts~chlich nm Schnittreihen anzufertigen), d~bei benutzen wir 

Abb .  8. t t i s t i o c y t e n  (Ret ic~t loendothelzel len)  der  ~ i l z p u l D a  bei  Po l iomye l i t i s  a c u t g  
des Menschen.  

die unten angegebenen ttinweise fiir ihre Anpassung zum M~teri~l. Die 
Wieh~igkeit soleh einer Methode ist ganz augenscheinlieh, d~ d~durch 

Abb .  9. V~kuol i s ie r te  t t i s t i o c y t e n  der  ~ l l s  bei  e x p e r i m e n t e l l e r  'Recur rens .  

die M5glichkeit tier Anwendung der Silberme~hode fiis d~s Celloidin- 
material erzielt wird, ohne Celloidinentfernang, sieh, dgbei stiitzend 
auf seine koIloid~len Eigensehaften. 

Es mud bemerkt werden, d:a$ bei der BenuCzung der un~en besehrie- 
benen Methoden ftir Celloidinschnit~e, e~inige S~ruktureinzelheiten 
besser als bis jetzt yon uns beobachtet wurden. DiG dabei erzielten Bilder 
sind znm Erstaunen deutlich ausgepr/~gt: D i e  CellQidinlSsnng s~el!t 
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eine kolloidale LSsung des Zellgewebes im Alkohol/tther dar, wie auch 
die w~sserige GelatinlSsung. 

Da aber  das Celloidin eine grol~e F~higkeit,  die Reduk t ion  des Silbers 
zu verhindern,  besitzt ,  benu tzen  wir eine besondere Modifikation, speziel[ 
f~ir CelloidJnschnitte. Die LSsungen Yon salpetersa~rrem Silber und  
Na t r i um carbonicum werden als NormallSsungen benutz~, um eine grSl~ere 
Genauigkeit  zu erzielen, und  wit berei ten den Fixa tor  mi t  bes t immten  Ph. 
Vor tier Impr / tgnat ion  tier Sehnit te  fertigen wir einzelne , ,Proben" an. 
Der Probesehni t t  wird feucht mikroskopisch untersucht .  

I. Die Methode fiir Gelatinsehnitte. 
1. Formalinfixation des frischen Mat.erials in 5--10~ Formalin. Das frisch 

fixierte Material impr/tgniert sieh besser. Im alten Material mull man den Nieder- 
schlag "con Para-Formoloxyd und Trioxymethylen entfernen, indem man die 
Stiickehen auf 24 Stunden in Ammoniakalkohol (10 cm Methylalkohol + 2 bis 
3 Tropfen eines dreifachen Ammoniaks 25%) bringt mit naehfolgender Auswaschung 
in destilliertem Wasser. Das kann man auch mit den Schnitten im Punkte 6 in 
10--20 Minuten ausfiihren. 

2. Auswasehen der Gewebsstiickchen in fliellendem Wasser yon Formalin 
w/thrend 24 Stunden. 

3. EinsehlieSen in 24% Karbolgelatine (10% KarbollSsung) w~ihrend 2 bis 
3 Stunden bei 370 im zugedeekten Krystallisator. Man kann in Gelatine yon 12 bis 
24 Stunden lassen, in solch einem Falle mu$ mit einer verl~ngerten Impr~gnations- 
zeit gerechnet werden. Das mug dann angewendet werden, wenn im Gewebe eine 
grot~e Anzahl yon Bindegewebsfasern vorhanden ist nnd wenn dessen Impr/~gnation 
sieh dureh die unten beschriebene Methode ffir Mesoglia und Retieuloendothel 
nieht verhindern 1/~l~t. 

4. Gelatine wird abgekfihlt, im Laufe einer halben Stunde, und daraus werden 
Gewebsstficke mit kleinen Mengen yon Gelatine an den R~ndern herausgeschnitten. 
Eine weitere Abkiihlung, d. h. Verdichtung der Gelatine fiihrt zur Verlangsamung 
der Impregnation. 

5. Fixation der Gelatingewebsstfickchen im neutralen 10~ oder im 10~ sauren 
Formalin yon Ph = 1,6--1,7 im Laufe yon 2--5 Tagen. (Die Wirkung des Itortega- 
fixators ist auf ein Sauergehalt yon Ph ungef~hr yon der genannten Zahl begriindet. ) 

Bei der Fixation in saurem Formalin quillt die Gelatine auf. Ist die Aufquellung 
eine sehr starke, so mul3 man Ph mit einem kleineren S~uregehalt anwenden. Wir 
gebrauehen zur Fixation meist Neutralformalin und wenn es nach der Probe nStig 
ist, so werden die Sehnitte dutch eine sauere Flfissigkeit durchgeffihrt. 

6. Gefrierschnitte yon 10--25 /~ in destilliertes Wasser. 
7. Auswasehen im zweiten destillierten Wasser (wenn die Schnitte yon vorigen 

Tagen im Formalinwasser geblieben sind, so miissen sie 2--3mal dureh destilliertes 
Wasser durehgezogen werden). 

Wenn die Probe bei der weiteren Bearbeitung des Sehnittes eine ErhShung des 
S~uregehaltes erfordert, so kommen die Schnitte auf 1 Minute und mehr in 
1~ Essigs/~ure (man kann eine beliebige S~ture benutzen), die Zeit ist yon der naeh- 
folgenden Probe abh/~ngig. 

Wenn wir mit Celloidinschnitten zu I.un haben, so fallen alle vorigen Punkte 
weg. Die Schnitte werden aus dem Alkohol rasch (5 Sek.) dureh destilliertes Wasser 
gefiihrt und in eine zubereitete Silberl6sung gebracht. 

8. Impregnation in einer vorbereiteten I(omplexl6sung yon Pyridinnatronsilber, 
welche folgendermal~en zubereitet wird: Gleiehe Teile NormallSsung (man nJmmt 
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mit einer Biiret~e)Argentum nitricum (Ag 1~o3) und l~atrumcarbonat (Na 2 Co3) 
(aus wasserfreiem Pulver vorbereitet), werden in Krystallisator gegossen; der sieh 
bildende Niedersehlag yon Kohlens~,uresilber wird tropfenweise dutch Pyridin 
{CsHsN ) vollstgndig aufgelSst. 

Zur AuflOsung werden viel Tropfen, bis 50 und mehr gebraucht, zuerst raseh, 
nachher, wenn der Niedersehlag sieh zu lSsen beginnt, tropfenweise bis zur voll- 
st~ndigen AuflSsung zugefiigt. Pyridin ist eine schwaehe Base. Durch den Ersatz 
yon Ammoniak bei den friiheren ~ethoden dutch Pyridin wird ein grOferer Alkali- 
gehalt des Silberkomplexes [(Ag/CsHsN/2)2C%] vorgebeugt, und ein Uberfluf yon 
Alkali beim Zuftigen des letzten Tropfens vermieden. Die Bildung des Nieder- 
sehlags geh~ nach der Formel: 2 AglNo3 § l~a~Co~ ~ Ag2Co ~ -~ 2 I~aNo 2. Die 
LOsung naeh der Formel: Ag2Co 8 ~- 4 (CsH~N) = [Ag(CsHsN)~]2Co a. Die Reaktion 
der LOsung ist alkaliseh, Ph ungef~hr = 9,4. Im l~alle, daf  die Probe zeigt, daf 
man den Grad der Dissoziation der LOsung erhOhen mul~, so mu~ die L6sung zwei-, 
dreimal und sogar noch mehrmals verdiilmt werden, entsprechend der Probe. 

Diese Zusammensetzung yon Kemplexsilber ist brauehbar fiir das normale 
Mesogliagewebe, und we die Mesoglia in kleiner Menge vorhanden is~. 

F~r die embryonale Mesoglia und das embryonale Reticuloendothel ist es besser, 
den Alkaligehalt der LOsung noeh mehr zu vermindern und das Verfahren folgen- 
dermal~en auszuffihren: Zur LOsung des Argentum nitrieum (5 ecru) wird i Tropfen 
der angegebenen I~a2Co~ LOsung zugesetzt; es bildet sich ein kleiner Niederschlag 
yon Ag~Co 3. Bei Zusatz yon Pyridin zur Aufl6sung des l~iederschlages bilde~ 
sieh zuerst ein sieh immer vergrOfernder Ausfall yon nadelfOrmigen Krystallen; 
die gebildete Masse 16st sieh dutch den stetigen Zusatz yon Pyridin vollst~ndig 
auf. Durch Pyridin allein wird das Silber nieht niedergeschlagen und n u r  ein 
Tropfen yon Na2Co 3 fiihrt mit sieh die Bildung einer krystallisehen Vereinigung der 
Silbers rnit Pyridin. Diese LOsung kann, wenn es n6tig sein sell, bis auf 2--3real 
verdiinnt werden. Im n6tigen Falle wird eine Vermehrung des Alkaligehaltes der 
besehriebenen L6sungen durch den Zusatz einiger (1--3) Tropfen NaCo 3 erzielt. 
Die SilberpyridinsodalOsung muf w~hrend der Arbeit zugedeckt sein. Die 
Impregnation geschieht im Laufe yon einigen Sekunden bis auf 1--2 Min. und mehr 
(abz~hlen oder nach der Uhr) in verdiinnten LOsungen, abh~ngig yon der gegebenen 
Probe. Die Selmitte ~ndern ihre Farbe in der LSsung nieht. 

9. Ein ranches Durehziehen der Sehnitte in destilliertem Wasser mi~ oder ohne 
Sehiittein der Sehnitte, das Auswasehen wird ausgesehlossen, wenn es nStig is$, die 
folgende Wiederherstellung zu verl~ngsamen. 

I0. Die Wiederherstellung des Silbers in 19~ neutralem Formalin; beim 
Sehiitteln der Schni~te werden sie rasch schwarz, sonst nur langsam. Die Wieder- 
herstellung des Silbers und das Sehwarzwerden der Sehnitte muff langsam vor 
sich gehen. Das dient a]s gutes Merkmal. Urn die Wiecterherstellung zu vollenden, 
miissen die Sehnitte 5 Minuten in Formalin liegen. Die Oligodendrogliazellen 
und Drenagezellen erseheinen eher als die Hol~egazellen, abet bei noch lang, 
samerer Wiederherstellung erseheinen sie 5fters zusammen. 

Werm die Wiederherstellung (die Bi]dung yon Silberhydroxyd, Silberoxyd und 
rnet~llisohen Silbers) schne]l vor sieh geht, so muf  10% gewShnliehes Formalin 
genommen werden (sehwacher S~uregehalt (P = 6,5--6,6) und die Wiederherstellung 
verlangsamt sieh. mann kann sogar den S~uregehalt des Formalins noeh mehr 
verst~rken. 

11. Auswaschen der Sehnitte im Wasser, ~bertragen auf Deekglas und mikro- 
skopische Untersuchung des feuehten Pr~parates. 

12. Aufkleben der Sehnitte mit Eiweif, ~ustroeknen und einsehliel~en wie ge- 
w0hnlich. Man kann die Schnitte ohne Vergoldung einsehlie~en. 
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~fir die Impragna~ion werden 5 Krystallisatoren aufgestcllt, ffir 
Punkte 7, 8, 9, l0 und l l .  Es wird zuerst eine Probe ~nsgeffihrt, und nur 
ein SChnitt durchgeffihrt. In dem Fall, wenn beim Punktc 10 mikro- 
skopisch die nS~igen Elemente fehlen, und an ihrer Stelle folgende im- 
pragnierte Gebilde gefundcn werdcn: Bindegewebsfasern, Gliafasern, 
protoplasmatische Astrocyten, Clxromatin, Tigroid, so bed.enter das, 
dag das Material und die L6sungen zu s~ark alkalisch waren und die 
Rednktion verhaltnismi~gig schnell vor sick ging; in solchen F~llen mug 
die Impragnation oder in kfirzerer im Punkte 8, oder bei erhSkter Disso- 
zia~ion der L6snng in diesem Punkte ausgeffihrt werden. Es ist besser 
das letzte zn gebrauchen, da eine Verkfirzung der Zeit unbequem ist. 
Ffir diesen Zweck kann man die Zeit des Auswaschens im Punkte 9 
verkiirzen nnd die Anweisungen der PunkSe 8 und 9 fiir die Verkfirznng 
der Impr~gnati0nszcit benutzen , oder im Punk~e 7 den sauregehalt 
erhShen. Es kann auch das Gegentefl vorkommen, namlich daB, wenn 
der Schnitt zu saner und die LSsungen zu verdfinnt sind, die Im- 
pragna~ion sick verlangsamt oder fiberhaupt nieht gelingt. Mikro- 
skopisch sieh$ man in so]ch einem Fall einen Silberniederschlag in den 
zwisehenzelligen Spa!ten in Form yon Kliimpehen and feinen K6rnern 
(wh" bezeichnen es als ,,Sand"). 1Jbrigens, das finder man oft bei tier 
typischen ttortegamethode, wenn die Stfickchen in speziellen Fixations- 
16sungen mehr als 8 10 Tage liegen (die Stficke werden zu saner). In 
solchen Fgllen mug man umgckehrt vcrfahren; vergr58ernd ein wenig 
die Schnelllgkcit der Reduktion naeh der Abweisung, zufiigend yon 
Alkali (Na2Co3) zn der L6sung im Punkte 8, oder sogar zum Ammoniak- 
silbcr fibergehend nnd das Formalin alkalisierend. 

Bei den beschricbenen Methoden mit der Anwendung einer Probe 
nnd der Bflder, die wir bei der Probe als Indicator erhalten, konnten wit 
kein Material linden, das nichl brauchbar ware ffir die Darstellung der 
Mesoglia und in der letzten Zeit aueh ffir die l~e~iculoendothelzellen. 
Manehmal beobachtete man, dab bei den aufeinanderfolgenden Proben 
wir der Rcihe nach die aufgezahlien Gebilde bis zu den gesuehten erhalten. 
Man bekommt den Eindruck, dab der hohe Alkaligehalt der LSsnngen, 
und eine schnelle Rednktion zur Hers~cllung der faserigen Struktnr zuerst 
dcr Nenrofibrillen, dann der verschied.enen Bindegewebsfasern und der 
faserigcn Glia ffihrt. Die allmahliche Verminderung des Alkaligehal%cs 
der L6sung und die Verlangsamung der Impragnation ffihrt zu der 
D~rstellung der Protoplasmastruktur, der protoplasmatisehen Astrocyten, 
Chromatins und Tigroids, Mitochondrien, Mesoglia und Reticuloendothel, 
zellen. Auf Grund dessen bekamen wir Mesoglia bei s~ark verdfinnten 
L6sungen nach Bielschowsky; das entsprieht anch den Beobaehtungen 
Cajals, fiber den EinfluB der Temperatur and der Zeitdaller alff die 
Impragnation yon versehiedenen Elementen. 



der Mesoglia and Re~iculoendothelzellen. 29,3 

II. Methode fiir die Celloidinschnitte (Ab5.10, I1). 
DnS verdich%e%e Celtoidin besitz~ die Eigenschgft, die t~ednktion 

des Silbe~'s im Formalin stark ~nzuh~lten. Dennoch bed~rf man ~iir die 

Abb. 10. ~ ine  l~eihe der Drenag'ezellen, welche einen Sinus bilden.  

Mesoglia eine kurze Zeit fiir die Impr~gnar in der Silberl6sung. ]~ei 
diesen Bedingungen bekommt man zn blasse Pr~parate. Eine verl~nger~e 

,4_bb. 11. ]Eine l~eihe der Drenagezel len neben 4em Gefgl~. 

Zeit der Impr/~gnation f/ihrt leichr zu Rednkr yon ~nderen Elementen. 
Znr Imp~ggnation der Mesoglig in Celloidinschni%~cn miissen st/irkere 
~lk~lische ~ngewendet und die F~higkeit des Form~lins z~xr F~edllk~ion 
versr veer'den. D~s letztere ist wichtige~:. 
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Man verf/s folgendermal~en: 

1. Die Schnitte werden aus 700 Alkohol durch Aq. dest. durchgeftihrt (Alkohol 
halt die Impragnatlon im Punkte 2 an). 

2. Auf 20 Min. in die LSsung, welche folgend zubereitet wird, gebracht: Zu 
5,0 ccm 17~ AgN% werden 5 Tropfen 40~ Natrii caust, zugesetzt. Der Nieder- 
schlag 16st sieh durch 25~ Ammoniak auf. Die L6sung wird 40mal und mehr oder 
weniger, abhanglg yore Material, verdtinnt, um eine allerlangsamste Impragnation 
weiterhin zu erzielen. 

3. Der Schnitt wird rasch dutch Wasser (5--10 Sek.) durchgefiihrt. Langeres 
Verbleiben wascht das Silber aus. 

4. Das Silber wird in bis zum Kochen gebrachtes 10~ neutrales oder gewShn- 
liches (leicht saueres) auch 10~ Formalin gebracht. I-Ieil~es Formalin wird ge- 
nommen, um die zu langsame Reduktion zu beschleunigen. 

5. Auswaschen, Kontrolle, Einschliel~en. 
Im Fall, dab der Schnitt in der LSsung nicht gentigend lang gehalten worden 

ist und die LSsung zu stark verdtinnt war, impr~gnieren sich die Gewebsspalten. 
Ira Falle einer grSl~eren Konzentration und langerer Impr~ignation kommen zum 
Vorschein die Nervenzellen mit Tigroid. 


