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{)ber die Silberimpr~ignation der LANGERHANSSChen Inseln 
mit der Methode yon BODIA~. 

Von 
GXSELA HELLWE~. 
Mit 1 Textabbildung. 

(Eingegangen am 9. Mai 1955.) 

Seitdem das glykogenmobilisierende Hormon des Pankreas, das Glu- 
kagon, als 2. Hormon in den LA~Gw~HA~sschen Inseln lokalisiert wurde, 
ist es ein dringendes Anliegen geworden, die Zahl der im gesunden und 
kranken Pankreas vorhandenen besonderen Inse]zellen genau zu erfassen 
(BARGMANN). Lag es doch nahe, ebenso wie man die Insulinbildung in 
die B-Zellen lokalisiert hatte, nunmehr die Gluk~gonbildung den A-Zellen 
zuzuschreiben. An gef~rbten Schnitten lassen sich abet die A-Zellen 
kaum richtig ausz~hlen, da so und so oft die ffir die Zuordnung der Zellen 
maBgebende l~ rbung  der KSrnchen zu wenig markant  ist. Die Fest- 
stellung, dal~ die argyrophilen Ze]len der Inseln (HAMPEI~L 1932) den 
A-Zellen entsprechen (FIeRCEr), schien hier einen neuen Weg zu 5ffnen. 
Man sieht sich allerdings dabei 2 Schvcierigkeiten gegeniiber: 

1. wird yon manchen Seiten angezweifelt, ob die durch die Silber- 
impregnation dargestellten Zellen tats~chlich s~mtliche A-Zellen und" 
nur A-Ze]len umfassen (C~]~UTZ~ELD~, BV~XL); 

2. ist die Impr~gnationsmethode bis in die allerletzte Zeit ein Gegen- 
stand yon Kontroversen gewesen (s. F E R ~ ) .  

Zu dem ersten dieser beiden Punkte  wollen wir uns hier nicht ~uBern, 
sondern nur auf die technischen Schwierigkeiten der Darstellung ein- 
gehen. HA~IPE~L hat  seinerzeit mit  der Methode nach G~OS-BIEL- 
SCKOWSKY gearbeitet, ihrem Ausfa]l aber keine zu groBe Wichtigkeit 
he]gemes~en, weil er sie fiir ,,la~nisch" hielt. Die Methode ist inzwischen 
verbessert und verfeinert worden, doch h~ngt auch heute noch viel davon 
ab, ob raan , ,ausversilbert"; d. h. je nach der Zeit, die man die Sctmitte 
im Silberbad bel~l~t, kSrmte der Kreis der impr~gnierten Zellen grS~er 
oder kleiner ausfallen. Es wird auch zugegeben (FE~RTE~), dab es nur 
dem in der Methode Erfahrenen gelingt, wirklich alle silberimpr~tgnier- 
baren Zelten und nur diese zu impr~gnieren, und da~ selbst der Geiibte 
nicht immer vor MiBerfolgen gesichert sei. 

Demgegenfiber schien nun die Impr~gaationsmethode mit  Protargol 
nach ]BoDIAN den Vorteil zu besitzen, immer nur denselben K~'eis yon 
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Zellen aueh in den Inseln darzustellen (CI~EUTZFELDT). Das yon BODIA~ 
(1936) zur Darstellung der Nervenfibrillen eingeffihrte Verfahren wurde 
1944 durch DAWSON und BAI~ETT SO abge/~ndert, dab sich an Stel]e 
der Nervenfasern jetzt Granu]a bestimmter Zellen e]ektiv darstellen. 
Sp/~ter hat dann HAMPERL die Methode ffir die Impr/ignation der 
argyrophilen Zel]en noeh welter vereinfacht. 

Leider muBten wir abet hSren, dab das veto Marburger Institut her 
empfohlene Verfahren an anderen Stellen nicht zu den gewfinschten 
Ergebnissen ftihrte. Tatsgchlich konnten wir selbst, nachdem unsere 
alten Protargolbest/~nde anfgebraueht waren, mit den neugelieferten 
ebenialls keine zufriedenstellenden Ergebnisse mehr erzielen, und zwar 
weder mit dem yon Bayer neuhergestellten Protargol, noeh mit der 
unter dem Namen Protargol-S (for staining) yon der amerikanischen 
Firma Winthrop-Stearns in den Handel gebraehten Substanz. Es kam 
nur zur Bildung yon Silberniederschl/igen, gelegentlieh aueh zu einer 
lelchten Br~tunung der argyrophilen Zellen. 

Protargol ist chemisch gesehen ein Albumose-Silber, dessen Zu- 
sammensetzung nicht konstant sein kann. Je naeh dem Darstellungsweg 
wird sein Silbergeha]t sehwanken, wenn aueh wohl ein Mindestprozent- 
satz an Silber garantiert ist. Es war daher weder den Bayer-Werken 
mSglieh, ein ehemisch dem alten vSllig identisches Protargol wiederher- 
zustellen, noch konnten wir mit einer in seiner chemischen Struktur 
genau festliegenden Substanz arbeiten. 

Ich babe reich daher bemfiht, rein empirisch durch Variieren der 
einzelnen Teilvorg~nge bei der Durchffihrung der Methode mehrere uns 
yon den Bayer-Werken zum Testen fibersandte Chargen des neuen 
Protargols der ursprting]ichen Methode anzupassen und diese damit 
wieder brauchbar zu machen. 

Material und Methodik. 
Vonder  ursprfingliehen Impri~gnationsmethode wurde nacheinander 

jeder Schritt in Konzentration und Zusammensetzung der LSsungen 
sowie in Zeitdauer der Einwirkung abgeandert. Ausgehend yon der 
besonderen Bedeutung der BODIAX-Methode zur Darste]]ung der argyro- 
philen Zellen im Pankreas wurde zum Testen zun/~chst nur mensehliches 
Leichenpankreas verwandt. Die darauf abgestimmte Methode wurde 
weiterhin auf ihre Brauehbarkeit ffir die argyrophilen Zellen in Magen- 
Darmtrakt,  Hypophyse, Nebennieren sowie ffir die A-Ze]len bei Pferd, 
Kaninehen, Hund, Rat te  und Maus geprfift. 

Ergebnisse. 
Die Zeit, die zwischen Ted und Fixieren des Gewebes verstreicht, 

spielt keine wesentliehe Rolle, jedoch hat es sich als g/instig erwiesen, 

Virchows Arch. Bd. 327. 34 



504 GIs~LA I~ELLW~a : 

diese Zeitspanne nicht unter 6 Std zu wEhlen, da sich die A-Zellen sonst 
zuweilen nicht imprEgnieren ]assen. Wurde das Gewebe innerhalb yon 
6--48 Std nach dem Tode fixiert, so erhElt man die besten Resultate. 
Naeh 48 Std ist die Auto]yse zu weir vorgesohritten, um noch Zellstudien 
zu ermSglichen. WEhrend es frfiher m6glich war, nach Formo]- und 
nach Bouinfixierung gute ImprEgnationsergebnisse zu erzielen, ist uns 
eine ImprEgnation mit dem neuen Protargo] ausschlieBlich naeh Formol- 
fixierung gelungen. Die Zeit, fiir die man das einmal durehfixierte Ge- 
websstfick noch weiter in Formol belEBt, beeinfluBt die ImprEgnation 
in keiner Weise. 

Nach der fibliehen Paraffineinbettung haben wir zum Au/kleben der 
Schnitte auf den ObjekttrEger neben EiweiBglyeerin aueh die eiweiB- 
freie RUYTEasche Flfissigkeit (Aeeton 2 cm a, Methylbenzoat 1 Tropfen, 
Aqua dest. 8 cm 3) benutzt  und erhielten mit  letzterer eine konstante und 
g]eichmEBige ImprEgnation der A-Zellen im Gegensatz zum EiweiB- 
glycerin. Dies mag zum Teil auf der Schutzkolloidwirkung des EiweiBes 
beruhen, die ein Zusammentreten niedergeschlagener feinster Silber- 
teilchen zu ko]loidalen verhindern k6nnte; je grSBer aber die Silbertei]- 
chen, desto tiefer ihre SchwErzung (ZEIGER). 

Bringt man die entparaffinierten Schnitte gleich in die Protargol- 
16sung, so ist es trotz AbEndern aller weiteren Schritte zwar mSglieh, 
eine konstante ImprEgnation der A-Zellen zu erreichen, doch bleibt der 
Untergrund dabei zu dunkel, so dab sich die impr/~gnierten Ze]len nur 
mit  der starken VergrSBerung deutlieh genug ~r ihm abheben. Eine 
wesent]iehe Aufhellung aller nicht imprEgnierten Gewebsstrukturen ge- 
lingt, wenn man die entparaffinierten Sehnitte ffir 24 Std (oder 1Enger) 
in 40% igem Formalin vorbehandelt. ZEIGEI~ nimmt an, dab Formalin 
dureh Steigerung der negativen Ladung das Reduktionsverm6gen der 
argyrophilen Zellen erhSht und damit  die Bi]dung yon Si]berkeimen 
begiinstigt. 

Bei der nun fo]genden Impr/~gnation der Schnitte in der Protargol- 
16sung scheinen mehrere Faktoren yon Bedeutung zu sein. ZunEehst 
der p~-Wert  der wEBrigen L6sung: positive Ergebnisse haben wir nur 
erzielt innerhalb eines p~-Wertes yon 7,8--6,8 vor der ImprEgnation, 
der dann wEhrend der ImprEgnation auf 6,8--6,0 absinkt. Liegt der 
p~-Wert  vor der ImprEgnation fiber 8,0, so kommt  es zur Schw/~rzung 
nicht nur der Granula der A-Zellen, sondern auch der Zellkerne und wei- 
terer Gewebsstrukturen, je hSher man geht. Bei einem Anfangs-pH-Wert 
yon unter 6,8 dagegen linden sich nur NiederschlEge, jedoch keinerlei 
ImprEgnation yon Gewebsstrukturen. I m  a]]gemeinen besteht kein 
Unterschied im p~-Wert  oder im Ergebnis der ImprEgnation bei Ver- 
wertung einer l%igen oder 2%igen Protargo]]Ssung. - -  Unterschiede 
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im pR-Wert der Protargoll6sung k6nnen aber aueh durch pg-Sehwan- 
kungen des destillierten Wassers zustande kommen, dessen pH-Wert 
m6gliehst nicht unter 5,8 liegen sollte, denn eine Pufferung kann dutch 
das ionenfreie Protargol nieht erfolgen. Ein naehtr~glieher Zusatz z. B. 
yon Natr ium-Biearbonat  oder Ammoniak zur Einstellung eines h6heren 
pR-Wertes ist nieht m6glieh, da dann gar keine Imprggnation zustande 
kommt.  

Es ist gut vorstellbar, dab aueh der Silbergehalt des Protargols ffir 
die Intensit~t der Impregnat ion yon Bedeutung ist, wobei sieh sehwer 
entseheiden li~gt, ob ein gr613erer oder kleinerer Silbergehalt gtinstiger 
ist. Von den versehieclenen yon uns getesteten Protargolchargen der 
Bayer-Werke haben wit z. B. mit  einer Charge konstant  positive Er- 
gebnisse erzielt, die einen Silbergehalt yon 0,27--0,30% und einen 
pR-Wert yon 6,9 der 1- nnd 2%igen L6sung aufweist. Verwendbar ist 
aufterdem das yon der amerikanisehen Firma Winthrop-Stearns her- 
gestellte , ,Protargol-S" (Silbergehalt 7,74%, PK der 1%igen L6sung 7,6); 
jedoeh impr~tgnieren sieh die Granula der argyrophilen Zellen mit  dem 
amerikanisehen Protargol nur braun, nieht tiefsehwarz. Die Bayer- 
Werke haben inzwisehen auf unsere Veranlassung die oben erw~thnte, 
zur Impr/ignation brauchbare Charge aussehlieftlich fiir histologische 
Zweeke reserviert und mit  der Bezeiehnung ,,fiir die Bodian-Methode" 
in den Handel gebraeht. 

Setzt man an Stelle yon Kupfer  andere Metalle der ProtargollSsung 
zu, so kommt  es mit  Kobalt ,  Zink und Blei iiberhaupt nieht zur Im- 
pr/~gnation, mit  3/[agnesium und Aluminium erzielt man eine hellbraune 
Impregnation,  wi~hrend man mit  Kupfer  die weitaus besten Ergebnisse 
erh~tlt. Als optimale 3/[enge hat sieh uns ein Zusatz yon 4 g auf 100 em a 
Protargoll6sung erwiesen, wobei es keine Rolle spielt, ob das Kupfer 
am Grund des Gef/iBes liegt oder frei in der LSsung aufgehgngt wird. 
In  jedem Fall darf es erst zusammen mit den zu impr/ignierenden 
Setmitten in die L6sung gebraeht werden. 

Das Alter der Protargollgsung liegt am giinstigsten zwisehen 3 Std 
bis zu 8 Tagen. - -  Die Dauer der Impr@nation erreieht ihr Optimum 
zwisehen 3 und 24 Std. Die Impr/~gnation wird naeh den ersten 2 Std 
nieht mehr st/irker, offenbar, weil dann bereits der p~-Wert  unter 6,8 
abgesunken ist. Doeh 1/~Bt sieh naeh etwas l~ngerer Imprggnationsdauer 
oft ein noeh etwas hellerer Untergrund erzielen. I m  Gegensatz zur 
Silberimpr/~gnationsmethode naeh BIELSC~OWSKY-GRos sind auch naeh 
24 Std lediglieh und gleieh stark dieselben Zellen impr~gniert, die es 
aueh sehon naeh 2 Std waren. - -  Das Temperaturoptimum wghrend der 
Impregnat ion ]iegt bei einer Brutsehranktemperatur  von 48 ~ 
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Aus der Protargoll6sung gelangen die Schnitte naeh kurzem Ab- 
spiilen in Aqua dest. in die HydrochinonlSsung. Diese wird am besten 
stets friseh angesetzt. Es geniigt eine Einwirkung yon 5 min bei Zimmer- 
temperatur,  bei der darauffolgenden Einbringung in die Oxalsiiurel6sung 
eine solehe yon 3 rain. - -  Dutch ansehliegendes Vergolden 1/il3t sieh 
keine wesmltliehe Verbesserung des Ergebnisses erzielen. 

Abb .  1. LANGERItANSSche Insel  m i t  a rgyrophi leI r  Zcllen, ImprggnaLimt  m i t  Prot;argol .  

l~iir die argyrophilen Zellen des Magen-Darmtraktes, der Hypophyse 
und der Nebenniere gelten grundsgtzlich die gleichen Regeln. Nur besteht 
hier im Gegensatz zu den A-Zellen des Pankreas ein Untersehied in der 
l%rbintensitgt der Imprggnation je naeh der Imprggnationsdauer : nach 
3 Std sind die argyrolohilen Zellen hellbr~un, n~ch 5- -8  Std etw~s 
dunkler braun und erst nach 24 Std tief schwarz imprggniert. Wir haben 
daher die Prgparate  aus dem lV[agen-Darmk~nal, der Hypophyse und 
Nebenniere immer 24 Std in der ProtargollSsung gelassen. Die Zahl der 
jeweils imprggnierten Zellen bleibt jedoeh auch bier stets gleich und ist 
somit unabhgngig yon der I)auer der Imprggnation. 

Bei Ratte und Kaninchen ist es uns nicht gelungen, eine Imprggnation 
der A-Zellen des Pankreas zu erzielen, und auek bei P/erd, Hund und 
Maus erhielten wir nur ganz schwach hellbraun imprfignierte A-Zellen. 
D~gegen imprggnieren sieh die argyrophilen Zellen des Magen-Darm- 
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t raktes  bei diesen Versuchstieren mehr oder weniger dunkelbraun. 
Weitere k]einere Ab~tnderungen der Methode w/irden vielleicht auch hier 
zu besseren Ergebnissen ffihren. 

Zusammengefal3t fiihrt folgende Abgnderung der urspr/inglichen 
BODIASC-Methode zu den besten Ergebnissen, d. h. schwarz impri~gnierten 
Zellen auf hellgelbem Grund (s. Abb. 1): 

Zu verwenden sind Paraffinsehnitte yon in Formol fixiertem Material. 
Zum AufMeben auf den Objekttrg, ger mul~ eine eiweil3freie LSsung ver- 
wende~ werden, am besten R~Y~E~sche Flfissigkeit (Aceton 2 cm a, Me- 
thylbenzoat 1 Tropfen, Aqua dest. 8 cma). 

1. 24 Std Vorbehandeln der entparaffinierten Schnitte in 40%igem 
Formalin. 

2. Abspiilen in Aqua dest. 
3. 12--24 Std in 1--2%ige w~Brige L6sung yon Protargol Bayer 

,,fiir die Bodian-Methode geeignet" (p~ 7,9--6,9), der auf 100 em a 4 g 
metallisehen Kupfers zugesetzt sind, unter LiehtabsehluB bei 480 C. 

4. Abspiilen in Aqua dest. 
5. 5 rain in folgender LSsung: Hydroehinon ~--1 g, Natriumsul- 

fi~ = 5 g, Aqua dest. = 100 em ~. 
6. Abspiilen in Aqua dest. 
7. 3 min in 2 %ige w~Brige Oxals~urel6sung. 
8. Aqua dest., aufsteigende Alkoholreihe, Xylol, Balsam. 

Zusammenfassung. 
Dutch kleine Ab~tnderungen der urspriinglichen Silberimpriignations- 

methode yon BODIA~ ist es gelungen, ein yon Bayer neu hergestelltes 
Protargol der alten Methode anzupassen und diese damit  wieder braueh- 
bar zu machen. Wiehtig erscheint dabei vor allem: das Aufkleben der 
Schnit~e auf den Objekttriiger mit  RvYTl~scher Flfissigkeit; das Vor- 
behande]n der en~paraffinierten Schnitte in 40%igem Formalin; ein 
Anfangs-p~-Wert der ProtargollSsung yon mindestens 6,8. 

Die Bayer-Werke haben jetzt eine Protargo]eharge in den Handel 
gebracht, mi t  der sich konstante Impragnationsergebnisse erzielen lassen. 
Es wih~e daher ratsam, nur dieses lProtargol ffir die Impr/*gnation der 
argyrophilen Zellen zu verwenden. 
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