INTENSIVIERUNG DER SILBERIMPRAG:-
NIERUNG VON NERVENGEWEBE NACH

GRATZL DURCH ULTRABESCHALLUNG

Von PROF. DR. CARMEN CORONINI
und DR. GUSTAV LASSMANN
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Leiter: Prof. Dr. Carmen Coronini)

Basierend auf der von GRATZL angegebenen Versilberungsmethode des
Nervengewebes, hat eine von uns (CORONINI) eine Intensivierung des
Verfahrens durch Ultrabeschallung angegeben. Die so entwickelte Metho-
dik ist leicht durchfihrbar und beinhaltet, im Gegensatz zu den
anderen Versilberungsverfahren des Nervengewebes, nur einen einzigen
dehnbaren Zeitfaktor, wihrend alle anderen Manipulationen an feste Zeiten
und absolute Verdiinnungswerte der verwendeten Chemikalien gebunden
sind. Der erwihnte dehnbare Zeitfaktor betrifft die Wisserung nach An-
wendung des Pyridins, ist aber auch insoferne zeitlich begrenzt, da es in
GRATZLs Vorschrift heit, es wire so lange zu wassern, bis weder Stop-
sel noch Material nach Pyridin riechen. Auch sind die Ergebnisse der
Methodik gleich gute, ob man zentrales, peripheres oder sympathisches
Nervengewebe versilbert. Jedenfalls mull der Arbeitsgang nicht auf die
einzelnen Anteile des Nervengewebes besonders abgestimmt werden, wie
dies etwa auch bei dem von STOHR jun. verwendeten Verfahren nach
Bielschofsky-GroB der Fall ist. Ein weiterer Vorteil besteht darin, daf}
auch altes, in Formol eingelegtes Material sich ohne weiteres versilbern
148t. So erzielte LASSMANN bei einer Colitis ulcerosa aus dem Jahre
1943 und bei einer neurogenen Appendizitis einer vegetativen Neurose aus
dem Jahre 1942 noch sehr brauchbare Ergebnisse der Versilberung. Auch
ist die gleichzeitige Darstellung der Silberzellen der Mukosa duBerst vor-
teilhaft. Allerdings 148t sich nicht sagen, welche Zellen wirklich zur An-
sicht gebracht werden. Sind es die argentaffinen oder die argyrophilen
Elemente oder beide. Einstweilen sind wir der Meinung, daB nur die
argentaffinen Zellen dargestellt werden. FARTHOFER, der das GRATZI.-
sche Verfahren vor Einfiigung der Ultrabeschallung auf Grund von Nerven-
impragnierungen in der Schilddriise iiberpriifte und iiber seine Ergebnisse
an Hand von Lichtbildern in der Wiener Pathologenvereinigung Janner 1943
berichtete, konnte keine einwandfreie Sichtbarmachung des Terminal-
retikulums, wie LASSMANN, bei ultrabeschallter Versilberung erzielen.

Im folgenden wird der Arbeitsgang der ultrabeschallten GRATZLschen
Versilberungsmethodik mitgeteilt, die eine Blockimprignierung darstellt.
Die Ultrabeschallung wurde und wird uns laufend durch das besondere Ent-
gegenkommen von Dozent Dr. GABLER und Dr. MALIS erméglicht. Im
Laboratorium der Firma Malis & Co., Wien, wird der einschligige Teil des
Verfahrens durchgefiihrt, wofiir auch an dieser Stelle herzlichst gedankt
werden soll.
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Methodik

a) Behandlung der Gewebsbldcke

1. Das zu versilbernde Organmaterial wird in nicht allzu grofien Stiicken

neutralem 10%igem Formalin fixiert (Neutralisierung durch Calcium
carbonicum). Die Dauer der Fixation soll nicht unter 8 Tagen liegen. ('ber-
dies wird insbesondere bei kurzer Hartung im Brutschrank bei 37° fixiert.

2. Zerlegen des fixierten Materials in moglichst diinne Gewebsscheiben
von etwa 2--3mm Dicke, deren Durchmesser nicht mehr als 1Icm be-
tragen soll.

3. Einbringen dieser Scheiben fiir 4 Tage in eine Pyridinbeize von Pyri-
dinum purissimum bei 37° Die Menge des Pyridins soll so bemessen sein,
daB der Fliissigkeitsspiegel etwa 1 Querfinger iiber den Gewebsstiicken liegt.

4. Wisserung des Materials in flieBendem Wasser bis zur vollstandigen
Entfernung des Pyridingeruchs aus Wasser und Stiicken, was nach etwa
24 Stunden der Fall ist.

5. Einbringung der Gewebsblécke in eine 2%ige Silbernitratlosung in einer
10%igen Gelatinelosung. Hierbei ist zu beachten, daB das Silbernitrat in
der Gelatinelosung, die iiberdies stets fliissig zu erhalten ist, nicht ausfalle.
In 15cem der jedesmal frisch herzustellenden Silbernitratgelatinelosung
koénnen 15—20 Materialstiicke der vorerwahnten Grofle ohne Schaden gleich-
zeitig am Boden eines entsprechend groen Becherglases eingelegt
werden.

6. Sofortige Ultrabeschallung durch 4—s5 Stunden der in der Silbernitrat-
gelatine befindlichen Gewebsblécke bei 40° mit einem im Olbad schwingenden
Quarz (Schwingungszahl 1200 kHz, Energiedichte 3—4 Watt je 1 qcm) auf
folgende Weise: Versenkung des entsprechend beschickten Becherglases tiber
dem Quarz in das Olbad mittels verstellbarer Stativklemme bis auf /, e
Abstand von der Quarzscheibe. Das Olbad wird durch eine Olpumpe unter
bestindigem Zu- und Ablauf bei konstanter Temperatur erhalten, die im
Bechergias laufend kontrolliert werden muB. Zwischen dem Boden des
Becherglases und der Quarzscheibe sollen sich keine Luftblasen ansammeln,
welche hier, insbesondere bei unebener Bodenbeschaffenheit des Becherglases,
leicht entstehen.

7. Wisserung der derart ultraschallbehandelten Gewebsstiicke in Aqua
destillata 1—2 Minuten,

8. Eintragen der Gewebsblocke in ammoniakalische Silberoxydldsung im
Brutschrank bei 37° (=2cem 2o0%iger Silbernitratlosung + 2 Tropfen
40%igem NaOH. Auflésen des entstandenen Niederschlages durch tropfen-
weise Zugabe von Ammoniak in etwas Uberschufl, Verdiinnung der Losung
mit 40 ccm Aqua bidestillata).

9. Verweilen der Gewebsblocke in dieser Silbernitratlosung 60 Stunden,
bei 37° im Brutschrank.

10. Reduktion in 20% Formol durch 2 Stunden.
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11. Fntwissern in Alkoholstufen:
12, Einbringen in Xylol oder Benzol.
13. Paraffineinbettung.

b) Behandlung der Schnitte

a) Aufkleben der moglichst dinnen Schnitte mit Eiweifiglyzerin.

b) Entparaffinieren mit Xylol und Alkohol.

c) UbergieBen der Schnitte mit Cedekol oder Zelloidin in Methylalkohol.

d) Nach Eintrocknung des Ubergusses Hartung in 70% Alkohol.

e) Einbringen der so vorbehandelten Schnitte auf 5 Minuten Aqua
destillata, wobei der UberguBl deutlich quellen soll.

f) Abtrocknung der Schnitte mittels Filtrierpapiers.

g) Vergoldung mit einer 1%igen Goldchloridlésung (== 10 ccm destillier-
tes Wasser + 3/, 1% Goldchloridlésung + 1—=2 Tropfen Eisessig).

h) AbgieBen der Goldchloridlésung, sobald die Schnitte schiefergraue
I‘arbe angenommen haben. )

1) Abspiilen mit destilliertem Wasser.

j) Fixation der Vergoldung durch 2 Minuten in einer 5%igen Natrium-
thiosulfatlosung.

k) Abspiilen mit Wasser und Wisserung durch cine Stunde in ofters zu
wechselndem destilliertem Wasser.

1) Alkohol, Xylol, Einschlufl in Kanadabalsam oder Caedax.

Die Uberlegung einer von uns (CORONINT), die Versilberungsmethode
nach GRATZL durch Ultrabeschallung zu intensivieren, beruht auf der
Erwigung, daf die Kolloiddispersion des Silbers, ebenso wie die des Goldes,
wie etwa im Ultrachrysol von GABLER und MALIS weitaus feiner sein
dirfte, als bei unbeschallter Versilberung. Im Hinblick auf diese Tatsache
nimmt GABLER an, dafl zwar das ionenfiihrende AgNO, naturgemifl keine
weitere Teilchenverkleinerung erfahren kann, dafl aber wahrend dieser Re-
duktion eine weitgehendere Mikrodispersion des Metalls durch die Ultra-
beschallung in der Zeit des Niederschlagens der Silberkeime in Gang ge-
halten wird. Trotz dieser Intensivierung der Versilberung durch Ultr:
beschallung entstehen nur selten storende Silberniederschlige, es sei denn,
da} ein oder der andere Kunstfehler in der Durchiiihrung des Verfahrens
unterlief. Derlei Kunstfehler beruhen aber stets auf Ungenauigkeiten in der
Handhabung der Methodik oder auf anderen unvorhergesehenen, strenden
Zwischenfallen. Daher ist immer auf peinlichste Sauberkeit bei allen ein-
schlagigen Manipulationen zu achten und die BlockgréBe genau nach Vor-
schrift zu wihlen. Naturgemafl liefern die oberflachlichen Lagen der Ge-
websblécke die besten und einprigsamsten Schnitte. Der Methodik haftet
keinesfalls jene ,Launenhaftigkeit” an, auf die immer wieder von den ver-
schiedensten Autoren, insbesondere auch beziiglich der Bielschovsky-Grofi-
schen Methodik, hingewiesen wird.

Ob auch im fixierten Material noch ein Umbau der EiweiBkdrper durch
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Ultraschall stattfindet, wie dies sonst der Fall sein soll, ist einstweilen noch
mehr als fraglich. Desgleichen, ob eine Auflockerung des Gewebes auch im
fixierten Zustand erfolgt, wie sie der in vitro gezeigten Umwandlung von
Gel in den Solzustand nach Ultrabeschallung entsprechen wiirde. Sollte
eine derartige, vielleicht auch mechanische Auflockerung mit im Spiele sein,
wiirde diese sicher zum besseren Eindringen der {iberdies feindispersen
Silberkeime beitragen koénnen.

Einer von uns (LASSMANN) wird an Hand einer Reihe von Photo-
grammen in seiner Arbeit iiber neurogene Appendizitis Gelegenheit haben,
die Resultate der Methodik aufzuzeigen. Wir beschrinken uns daher, hier
lediglich den einschligigen Arbeitsgang der ultrabeschallten GRATZLschen
Versilberungsverfahren eingehendst mitzuteilen. Wir hoffen, daB dort, wo
Ultraschallgerate zur Verfiigung stehen, das von uns angegehene Intensi-
vierungsverfahren der GRATZLschen Methodik Eingang finden wird. Dies
um so mehr, da die Versilberung, genaue Beachtung der einschligigen Vor-
schriften vorausgesetzt, wirklich brauchbare und verliflliche Resultate er-
hringt.

Zusammenfassung

1. Zum Vergleich einschligiger nerviser Strukturen, aber vor allem auch
zur verlaBlichen Darstellung des Nervengewebes iiberhaupt, wurde gemein-
sam mit LASSMANN die Intensivierung der Versilberungsmethode nach
GRATZL durch Ultrabeschallung angegeben.

Arbeitsgang und Vorteile dieser Methodik werden erortert.
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