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Seitdem das glykogenmobilisierende Hormon des Pankreas, das Glu-
kagon, als 2. Hormon in den LaxcErRHANSschen Inseln lokalisiert wurde,
ist es ein dringendes Anliegen geworden, die Zahl der im gesunden und
kranken Pankreas vorhandenen besonderen Inselzellen genau zu erfassen
(BareMaNN). Lag es doch nahe, ebenso wie man die Insulinbildung in
die B-Zellen lokalisiert hatte, nunmehr die Glukagonbildung den A-Zellen
zuzuschreiben. An gefdarbten Schnitten lassen sich aber die A-Zellen
kaum richtig auszéhlen, da so und so oft die fiir die Zuordnung der Zellen
maBgebende Féarbung der Koérnchen zu wenig markant ist. Die Fest-
stellung, daf die argyrophilen Zellen der Imseln (Hampern 1932) den
A-Zellen entsprechen (FERNER), schien hier einen neuen Weg zu éffnen.
Man sieht sich allerdings dabei 2 Schwierigkeiten gegeniiber:

1. wird von manchen Seiten angezweifelt, ob die durch die Silber-
imprédgnation dargestellten Zellen tatsichlich sidmtliche A-Zellen und-
nur A-Zellen umfassen (CREUTZFELDT, BURKL);

2. ist die Imprignationsmethode bis in die allerletzte Zeit ein Gegen-
stand von Kontroversen gewesen (s. FERNER).

Zu dem ersten dieser beiden Punkte wollen wir uns hier nicht duflern,
sondern nur auf die technischen Schwierigkeiten der Darstellung ein-
gehen. HawmPERL hat seinerzeit mit der Methode nach Gros-Brer-
SCHOWSKY gearbeitet, ihrem Ausfall aber keine zu gro8e Wichtigkeit
beigemessen, weil er sie fiir ,,Jlaunisch hielt. Die Methode ist inzwischen
verbessert und verfeinert worden, doch hingt auch heute noch viel davon
ab, ob man ,ausversilbert“; d. h. je nach der Zeit, die man die Schnitte
im Silberbad beldfit, kénnte der Kreis der imprignierten Zellen grofer
oder kleiner ausfallen. Es wird auch zugegeben (FEYRTER), daB es nur
dem in der Methode Erfahrenen gelingt, wirklich alle silberimpréignier-
baren Zellen und nur diese zu imprignieren, und dafl selbst der Geiibte
nicht immer vor MiBerfolgen gesichert sei.

Demgegeniiber schien nun die Imprignationsmethode mit Protargol
nach Bopiax den Vorteil zu besitzen, immer nur denselben Kreis von
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Zellen auch in den Inseln darzustellen (CREUTZFELDT). Das von Bobraw
(1936) zur Darstellung der Nervenfibrillen eingefithrte Verfahren wurde
1944 durch Dawsox und BARNETT so abgeidndert, dal sich an Stelle
der Nervenfasern jetzt Granula bestimmter Zellen elektiv darstellen.
Spéter hat dann HamperL die Methode fiir die Impréignation der
argyrophilen Zellen noch weiter vereinfacht.

Leider muflten wir aber horen, dal das vom Marburger Institut her
empfohlene Verfahren an anderen Stellen nicht zu den gewiinschten
Ergebnissen fihrte. Tatséchlich konnten wir selbst, nachdem unsere
alten Protargolbestinde aufgebraucht waren, mit den neugelieferten
ebenfalls keine zufriedenstellenden Ergebnisse mehr erzielen, und zwar
weder mit dem von Bayer neuhergestellten Protargol, noch mit der
unter dem Namen Protargol-S (for staining) von der amerikanischen
Firma Winthrop-Stearns in den Handel gebrachten Substanz. Es kam
nur zur Bildung von Silberniederschligen, gelegentlich auch zu einer
leichten Bréunung der argyrophilen Zellen.

Protargol ist chemisch gesehen ein Albumose-Silber, dessen Zu-
sammensetzung nicht konstant sein kann. Je nach dem Darstellungsweg
wird sein Silbergehalt schwanken, wenn auch wohl ein Mindestprozent-
satz an Silber garantiert ist. Es war daher weder den Bayer-Werken
moglich, ein chemisch dem alten véllig identisches Protargol wiederher-
zustellen, noch konnten wir mit einer in seiner chemischen Struktur
genau festliegenden Substanz arbeiten.

Ich habe mich daher bemiiht, rein empirisch durch Variieren der
einzelnen Teilvorginge bei der Durchfiihrung der Methode mehrere uns
von den Bayer-Werken zum Testen iibersandte Chargen des neuen
Protargols der urspriinglichen Methode anzupassen und diese damit
wieder brauchbar zu machen.

Material und Methodik.

Von der urspriinglichen Imprégnationsmethode wurde nacheinander
jeder Schritt in Konzentration und Zusammensetzung der Lésungen
sowie in Zeitdauer der Einwirkung abgedndert. Ausgehend von der
besonderen Bedeutung der Bopiax-Methode zur Darstellung der argyro-
philen Zellen im Pankreas wurde zum Testen zunichst nur menschliches
Leichenpankreas verwandt. Die darauf abgestimmte Methode wurde
weiterhin auf ihre Brauchbarkeit fiir die argyrophilen Zellen in Magen-
Darmtrakt, Hypophyse, Nebennieren sowie fiir die A-Zellen bei Pferd,
Kaninchen, Hund, Ratte und Maus gepriift.

Ergebnisse.

Die Zeit, die zwischen Tod und Fizieren des Gewebes verstreicht,
spielt keine wesentliche Rolle, jedoch hat es sich als giinstig erwiesen,
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diese Zeitspanne nicht unter 6 Std zu wihlen, da sich die A-Zellen sonst
zuweilen nicht imprégnieren lassen. Wurde das Gewebe innerhalb von
6—48 Std nach dem Tode fixiert, so erhilt man die besten Resultate.
Nach 48 Std ist die Autolyse zu weit vorgeschritten, um noch Zellstudien
zu ermdglichen. Wihrend es frither moglich war, nach Formol- und
nach Bouinfixierung gute Imprignationsergebnisse zu erzielen, ist uns
eine Impriignation mit dem neuen Protargol ausschlieBlich nach Formol-
fixierung gelungen. Die Zeit, fiir die man das einmal durchfixierte Ge-
websstiick noch weiter in Formol beldft, beeinfluffit die Impréignation
in keiner Weise.

Nach der iiblichen Paraffineinbettung haben wir zum Aufkleben der
Schnitte auf den Objekttriger neben Hiweiglycerin auch die eiweil3-
freie RuvTrRrsche Fliissigkeit (Aceton 2 cm3, Methylbenzoat 1 Tropfen,
Aqua dest. 8 cm3) benutzt und erhielten mit letzterer eine konstante und
gleichmiBige Imprignation der A-Zellen im Gegensatz zum Fiweil3-
glycerin. Dies mag zum Teil auf der Schutzkolloidwirkung des Eiweilles
beruhen, die ein Zusammentreten niedergeschlagener feinster Silber-
teilchen zu kolloidalen verhindern konnte; je gréBer aber die Silberteil-
chen, desto tiefer ihre Schwirzung (ZEIGER).

Bringt man die entparaffinierten Schnitte gleich in die Protargol-
l6sung, so ist es trotz Abdndern aller weiteren Schritte zwar méglich,
eine konstante Tmprignation der A-Zellen zu erreichen, doch bleibt der
Untergrund dabei zu dunkel, so daf sich die impridgnierten Zellen nur
mit der starken Vergroferung deutlich genug von ihm abheben. Eine
wesentliche Aufhellung aller nicht imprégnierten Gewebsstrukturen ge-
lingt, wenn man die entparaffinierten Schnitte fiir 24 Std (oder linger)
in 40%igem Formalin vorbehandelt. ZEIGER nimmt an, daf Formalin
durch Steigerung der negativen Ladung das Reduktionsvermogen der
argyrophilen Zellen erhéht und damit die Bildung von Silberkeimen
beglinstigt.

Bei der nun folgenden Imprignation der Schnitte in der Protargol-
l6sung scheinen mehrere Faktoren von Bedeutung zu sein. Zunichst
der py-Wert der wilrigen Losung: positive Ergebnisse haben wir nur
erzielt innerhalb eines py-Wertes von 7,8-—6,8 vor der Imprignation,
der dann wahrend der Imprignation auf 6,8—6,0 absinkt. Liegt der
pr-Wert vor der Imprégnation iiber 8,0, so kommt es zur Schwirzung
nicht nur der Granula der A-Zellen, sondern auch der Zellkerne und wei-
terer Gewebsstrukturen, je hsher man geht. Bei einem Anfangs-py-Wert
von unter 6,8 dagegen finden sich nur Niederschlige, jedoch keinerlei
Imprignation von Gewebsstrukturen. Im allgemeinen besteht kein
Unterschied im py-Wert oder im Ergebnis der Imprignation bei Ver-
wertung einer 1%igen oder 2%igen Protargollosung. — Unterschiede
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im py-Wert der Protargollosung kénnen aber auch durch pg-Schwan-
kungen des destillierten Wassers zustande kommen, dessen pg-Wert
moglichst nicht unter 5,8 liegen sollte, denn eine Pufferung kann durch
das jonenfreie Protargol nicht erfolgen. Ein nachtriglicher Zusatz z. B.
von Natrium-Bicarbonat oder Ammoniak zur Einstellung eines hoheren
pr-Wertes ist nicht moglich, da dann gar keine Imprignation zustande
kommt.

Es ist gut vorstellbar, dafi auch der Silbergehalt des Protargols fiir
die Intensitit der Imprdgnation von Bedeutung ist, wobei sich schwer
entscheiden 14Bt, ob ein gréBerer oder kleinerer Silbergehalt giinstiger
ist. Von den verschiedenen von uns getesteten Protargolchargen der
Bayer-Werke haben wir z. B. mit einer Charge konstant positive Er-
gebnisse erzielt, die einen Silbergehalt von 0,27-—0,30% und einen
pg-Wert von 6,9 der 1- und 2%igen Losung aufweist. Verwendbar ist
auBerdem das von der amerikanischen Firma Winthrop-Stearns her-
gestellte ,, Protargol-S* (Silbergehalt 7,74 % , pg der 1 %igen Losung 7,6);
jedoch imprégnieren sich die Granula der argyrophilen Zellen mit dem
amerikanischen Protargol nur braun, nicht tiefschwarz. Die Bayer-
Werke haben inzwischen auf unsere Veranlassung die oben erwihnte,
zur Imprignation brauchbare Charge ausschlieBlich fiir histologische
Zwecke reserviert und mit der Bezeichnung , fiir die Bodian-Methode
in den Handel gebracht.

Setzt man an Stelle von Kupfer andere Metalle der Protargollosung
zu, so kommt es mit Kobalt, Zink und Blei tiberhaupt nicht zur Im-
prignation, mit Magnesium und Aluminium erzielt man eine hellbraune
Imprignation, wihrend man mit Kupfer die weitaus besten Ergebnisse
erhilt. Als optimale Menge hat sich uns ein Zusatz von 4 g auf 100 cm3
Protargollésung erwiesen, wobei es keine Rolle spielt, ob das Kupfer
am Grund des Gefdlles liegt oder frei in der Losung aufgehingt wird.
In jedem Fall darf es erst zusammen mit den zu imprignierenden
Schnitten in die Lisung gebracht werden.

Das Alter der Protargollésung liegt am giinstigsten zwischen 3 Std
bis zu 8 Tagen. — Die Dauer der Imprignation erreicht ihr Optimum
zwischen 3 und 24 Std. Die Impréignation wird nach den ersten 2 Std
nicht mehr stirker, offenbar, weil dann bereits der py-Wert unter 6,8
abgesunken ist. Doch 1483t sich nach etwas lingerer Impriignationsdauer
oft ein noch etwas hellerer Untergrund erzielen. Im Gegensatz zur
Silberimprignationsmethode nach BieLscmowsky-Gros sind auch nach
24 Std lediglich und gleich stark dieselben Zellen imprigniert, die es
auch schon nach 2 Std waren. — Das Temperaturoplimum wihrend der
Imprégnation liegt bei einer Brutschranktemperatur von 48°.

34%
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Aus der Protargollgsung gelangen die Schnitte nach kurzem Ab-
splilen in Aqua dest. in die Hydrochinonlosung. Diese wird am besten
stets frisch angesetzt. Es gentigt eine Einwirkung von 5 min bei Zimmer-
temperatur, bei der darauffolgenden Einbringung in die Oxalsdurelosung
eine solche von 3 min. — Durch anschliefendes Vergolden 1d8t sich
keine wesentliche Verbesserung des Ergebnisses erzielen.

Abb. 1. LaNneERHANSSche Insel mit argyrophilen Zcllen, Imprignation mit Protargol.

Fir die argyrophilen Zellen des Magen- Darmiraktes, der Hypophyse
und der Nebenniere gelten grundsatzlich die gleichen Regeln. Nur besteht
hier im Gegensatz zu den A-Zellen des Pankreas ein Unterschied in der
Farbintensitit der Imprignation je nach der Impriagnationsdauer: nach
3 Std sind die argyrophilen Zellen hellbraun, nach 5—8 Std etwas
dunkler braun und erst nach 24 Std tief schwarz impréagniert. Wir haben
daher die Priparate aus dem Magen-Darmkanal, der Hypophyse und
Nebenniere immer 24 Std in der Protargolldsung gelassen. Die Zah! der
jeweils impragnierten Zellen bleibt jedoch auch hier stets gleich und ist
somit unabhingig von der Dauer der Imprignation.

Bei Ratte und Kaninchen ist es uns nicht gelungen, eine Imprégnation
der A-Zellen des Pankreas zu erzielen, und auch bei Pferd, Hund und
Maus erhielten wir nur ganz schwach hellbraun imprignierte A-Zellen.
Dagegen imprégnieren sich die argyrophilen Zellen des Magen-Darm-
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traktes bei diesen Versuchstieren mehr oder weniger dunkelbraun.
Weitere kleinere Abinderungen der Methode wiirden vielleicht auch hier
zu besseren Ergebnissen fithren.

Zusammengefalt fithrt folgende Abidnderung der u1sprunghchen
Bopiax-Methode zu den besten Ergebnissen, d. h. schwarz imprignierten
Zellen auf hellgelbem Grund (s. Abb. 1):

Zu verwenden gind Paraffinschnitte von in Formol fixiertem Material.
Zum Aufkleben auf den Objekttriger muBl eine eiweififreie Losung ver-
wendet werden, am besten RuyTErsche Flissigkeit (Aceton 2 cm3, Me-
thylbenzoat 1 Tropfen, Aqua dest. 8 cm?).

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

2. Abspiilen in Aqua dest.

3. 12—24 Std in 1-—2%ige wilbrige Losung von Protargol Bayer
,fir die Bodian-Methode geeignet* (py 7,9—86,9), der auf 100 cm? 4 ¢
metallischen Kupfers zugesetzt sind, unter Lichtabschlufl bei 48° C.

4. Abspilen in Aqua dest.

5. 5min in folgender Lésung: Hydrochinon = 1 g, Natriumsul-
fit = 5 g, Aqua dest. = 100 em?.

6. Abspiilen in Aqua dest.

7. 3 min in 2%ige wilrige Oxalséureltsung.

8. Aqua dest., aufsteigende Alkoholreihe, Xylol, Balsam.

Zusammenfassung.

Durch kleine Abéinderungen der urspriinglichen Silberimpriagnations-
methode von BopIiaN ist es gelungen, ein von Bayer neu hergestelltes
Protargol der alten Methode anzupassen und diese damit wieder brauch-
bar zu machen. Wichtig erscheint dabei vor allem: das Aufkleben der
Schnitte auf den Objekttriger mit RuyrErscher Flissigkeit; das Vor-
behandeln der entparaffinierten Schnitte in 40%igem Formalin; ein
Anfangs-pg-Wert der Protargollosung von mindestens 6,8.

Die Bayer-Werke haben jetzt eine Protargolcharge in den Handel
gebracht, mit der sich konstante Imprédgnationsergebnisse erzielen lassen.
Es wire daher ratsam, nur dieses Protargol fiir die Imprignation der
argyrophilen Zellen zu verwenden.
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