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Die urspringlich fir die Darstellung der Mikroglia angegebene Silber-
karbonatmethode ist von DEL Rio HorTEGA zu einem umfassenden
System elektiver Imprignationsmethoden ausgebaut worden, welches in
der Neurohistopathologie zweifellos eine besondere Stellung verdient.
Die Elastizitit dieser Methoden ermdglicht eine ,,elektive histologische
Analyse” (HorTEGA), weil sie gestattet die verschiedenen Zellarten und
paraplastische Substanzen isoliert darzustellen. Damit ergibt sich nicht
nur eine dulerst wertvolle Handhabe bei der Bearbeitung allgemein-
histopathologischer Probleme, auch die spezielle Pathomorphologie, ins-
besondere die Tumordiagnostik erfihrt eine wesentliche Bereicherung.
Trotzdem sind diese Methoden in Deutschland, aber auch in anderen
Lindern wenig bekannt geworden. Das ist auf eine Reihe von ungtinstigen
Umsténden zuriickzufithren, vor allem auf die Tatsache, dafi HorTEGA
seine technischen Publikationen ausschlieBlich in spanischer Sprache ab-
gefaf3t hat. Auch hat er eine Reihe wichtiger Modifikationen erst in den
letzten Lebensjahren ausgearbeitet, weshalb sie zum Teil noch nicht
publiziert sind. Hierzu gehort unter anderem die neueste Variante zur
Darstellung von Gliomen, auf die HorTEGA selbst mit Recht grofe Hoff-
nungen. gesetzt hat.

Die Silberkarbonattechnik stellt ein System von Varianten dar, das
auch heute noch auBerordentlich entwicklungsfihig ist. Es kann jederzeit
modifiziert und der Eigenart des Problems angepaft werden. So sind die
hier angegebenen Methoden fiir die Impréignierung der Astroglia und
des Bindegewebes in diesem Laboratorium vervollkommnet worden, was
uns jedoch nicht berechtigt Prioritétsanspriiche zu erheben, da die Ver-
besserungen den Gedankengéingen HoRTEGAS entnommen sind.

Die Vorteile der Horrrgaschen Technik liegen in ihrer Einfachheit
und Zuverlissigkeit, welche es ermdglichen grofie Serien gleichmifig
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impréagnierter Schnitte innerhalb kurzer Zeit herzustellen. Die Anwen-
dung dieser Methoden ist keineswegs auf das nervise Gewebe beschrinkt.
Sie kénnen fiir die Untersuchung beliebiger Organe des Menschen und der
Tiere mit gleichguten Resultaten angewendet werden. Das menschliche
Gewebe erscheint uns aber besonders geeignet.

Es ist nicht mdglich vnd auch nicht im Sinne dieser Arbeit, das ge-
samte Lebenswerk HoRTEGAs darzustellen. Wir beschrinken uns viel-
mehr auf die Beschreibung einiger weniger Grundmethoden, welche sich
uns als besonders niitzlich erwiesen haben.

Aligemeine technisehe Grundbedingungen.

1. Fir das Zentralnervensystem im allgemeinen, insbesondere jedoch
fiir die Darstellung der Glia, ist Fixierung in Bromformol (Casar) Voraus-
setzung. Fiir die Imprégnierung der Ganglienzellen und des peripheren
Nervensystems geniigb 109, iges Formol. Fiir die iibrigen Organe des
Korpers ist die Fixierung in 109 igem neutralen Formol die Methode der
Wahl.

2. Gewebsblocke nicht dicker als 14 cm werden 24 Std, unter Um-
standen auch langer in Bromformol fixiert. Die GroBe der Blscke ist be-
langlos. Gefrierschnitte von 10 bis 15 u, bei Gliomen wenn méglich nicht
iber 10 u, werden in der Fixierungsfliissigkeit aufgefangen. Dickere
Schnitte bis 25 y sind meist beim Kleinhirn erforderlich. Im allgemeinen
kann das bromformolfixierte Material 4 bis 6 Wochen lang versilbert
werden, oftmals aunch wesentlich linger. Bindegewebe imprigniert sich
auch noch nach tber 2 Jahren.

3. Verjiingung des Materials (HorTrGA), welches vorher in Formol
oder zu lange in Bromformol fixiert worden war, ist nur in beschrinktem
Umfange méglich, Horreca empfiehlt 2 Methoden: a) nach GLoBUS,
Gefrierschnitte werden in Ammoniakwasser, danach in destilliertem
Wasser gewaschen und kommen dann fiir 2 Std in 109 ige Bromwasser-
stoffsiure. Nach Waschen in Ammoniakwasser und 2 Schalen destillier-
tem Wasser wird die gewiinschte Silbermethode angewendet. b) 3fache
Beizung nach HorTEGA besteht aus gleichen Teilen von Pyridin, konzen-
trierter Ammoniaklosung und destilliertem Wasser. In dieser Losung
bleiben die Schnitte 10 min bis 24 Std bei Zimmertemperatur oder 5 bis
15 min bei 45° C. Vor der Impréignierung Auswaschen in 2 Schalen mit
destilliertern Wasser.

4. Vor der Impragnierung werden die Schnitte grundsitzlich, sofern
nicht ausdriicklich anders vermerkt, in Ammoniakwasser (30 bis 50
Tropfen einer konzentrierten Ammoniaklésung auf 50 bis 100 em? destil-
liertes Wasser) fiir 2 bis 3 min, anschlieBend ebensolange in destilliertem
Wasser gewaschen.
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5. Fir die Herstellung der Losungen und der Waschbider geniigt ein-
fach destilliertes Wasser. Im iibrigen sind, wie bei allen anderen Silber-
methoden, nur saubere Glasschalen und, zum Ubertragen der Schnitte,
Glashiékchen zu verwenden. Diese werden vor dem Eintauchen in die
Waschbéder und Imprignationslésungen stets mit einem sauberen Lap-
pen abgewischt.

6. Herstellung der Silberkarbonatlésung: 300 cm® einer 5% igen
Natriumkarbonatlosung (Na,CO, reinst, kristallisiert oder wasserfrei)
werden mit 100 cm® einer 109, igen Silbernitratlosung gemischt. Der
entstehende Niederschlag wird durch tropfenweises Zusetzen einer
konzentrierten Ammoniaklésung aufgelost. UberschuB an Ammoniak
ist zu vermeiden, kann aber durch Abdampfen bei Zimmertemperatur
leicht entfernt werden. In braunem Glas aufbewahrt bleibt diese Stamm-
16sung 6 bis 8 Wochen lang brauchbar.

Sie wird zum Gebrauch in folgenden Konzentrationen verdiinnt:
»Schwach 100 Teile Stammlosung und 275 Teile destilliertes Wasser,
,,Mittel“ 100 Teile Stammlésung und 100 Teile destilliertes Wasser,
,,Stark® 100 Teile Stammlosung und 25 Teile destilliertes Wasser.

50 cm? dieser Losungen, die vor Gebrauch filtriert werden miissen, ge-
niigen jeweils fiir 30 Schnitte von etwa 4 cm? GroSe.

7. Nach der Imprignation wird bis auf einige Ausnahmen in 19} igem
Formol mit Zusatz von 10 Tropfen Pyridin auf 250 cm?® reduziert. Die
Reduktion dauert in der Regel etwa 1 min, manchmal linger. Das Re-
duktionsbad ist, besonders bei Anwendung von ,,starkem‘ Silberkarbo-
nat hiufiger, wenigstens nach Reduktion von 5 Schnitten in ca. 80 cm?
zu wechseln.

8. Danach wird in destilliertem Wasser kurz gewaschen und in einer
0,29% igen Goldchloridiosung (braunes oder gelbes AuCl, HCI, H,0) fiir
20 bis 30 min, unter Umstéinden auch kiirzer oder linger, vergoldet.
50 em?3 der Goldlésung gentigen fiir ebenfalls 30 Schnitte von etwa 4 em?
GroBe.

9. Nach erneutem Waschen in destilliertem Wasser erfolgt Fixierung
in einer 5% igen Natriumthiosulfatlosung mit oder ohne Zusatz von 20
bis 30 Tropfen konzentrierter Ammoniaklésung auf 50 cm? des Fixier-
bades.

10. In destilliertem Wasser werden die Schnitte auf Objekttriger ge-
bracht, mit einem Pinsel ausgebreitet und dann bei Zimmertemperatur
getrocknet. Die Schnitte schrumpfen dabei ein wenig. Man ist aber nur
selten gezwungen, die Schrumpfung durch Entwisserung mit der Alkohol-
reihe oder besser mit Kreosot und Kreosotxylol zu verhindern. Erweichtes
oder briichiges Gewebe kann in Gelatine eingebettet und danach ver-
silbert werden.
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11. Bei allen Modifikationen kann selbstverstindlich der impriignierte
Schnitt auf Fett gegengeféirbt werden. Dann natiirlich Eindecken in
Gelatine.

12. Zur Erzielung guter Resultate ist mikroskopische Kontrolle eines
Schnittes vor der Vergoldung notwendig. Bereits der versilberte Schnitt
mul} eine ausreichende Darstellung der gewiinschten Gewebsstrukturen
zeigen. Unter Umstdnden sind die hier angegebenen Imprignierungs-
zeiten zu verkiirzen oder zu verlingern, die Konzentrationen der Silber-
I6sungen zu erhohen oder abzuschwichen.

Spezielle Technik.

1. Astrogliatechnik. Fixierung in Bromformol, wenigstens 24 Std lang ist Vor-
bedingung. Das Material bleibt 3 Monate lang impragnationsfabig.

Versilberung in Silberkarbonat ,,mittel”’, 50 cm® plus 20 Tropfen Pyridin fiir
45 bis 60 min bei 45° C. Die Schnitte farben sich deutlich tabaksbraun, wahrend die
Silberlésung eine dunkelgraue bis schwarze Farbe annimmt, Nur in seltenen Fillen
ist eine Erwarmung von 60 min nicht ausreichend, meist bel alterern Material. Dann
empfiehlt sich, die Schnitte bei Zimmertemperatur nach der Erwirmung noch 2 bis
10 Std im Silberkarbonat zu lassen.

Direktes Ubertragen der Schnitte (einzeln!) in eine 2 bis 5%, ige Silberammoniak-
16sung fiir 15 bis 30 sec.

Herstellung der ammoniakalischen Silberlésung: Man setzt einer 2—59, igen
Silbernitratlésung unter sténdigem Umnriihren tropfenweise konzentrierte Ammo-
niaklgsung zu bis der Niederschlag sich auflost. UberschuB von Ammoniak ist sorg-
faltig zu vermeiden. Notfalls miissen noch einige Kubikzentimeter Silberlésung zu-
gesetzt werden. Im allgemeinen gentigt die 2% ige Lésung. Erfahrungsgemi$ er-
geben schwache Losungen bessere Resultate.

Reduktion in einer 19 igen Formolldsung plus 10 Tropfen Pyridin je 250 cm?
unter méBig lebhaftem Schwenken. Waschen, Vergoldung usw.

Ergebnis: Diese zuverlassige und einfache Methode gestattet die Astroglia sowohl
bei akuten als auch bei chronischen Prozessen darzustellen. Impragniert werden
normale, hypertrophische, miBbildete und in Degeneration befindliche (amdboide
Glia) Astrocyten, aber nicht blastomattse Formen. Unvollstindig imprigniert
werden Ganglienzellen, GefiBe und Bindegewebsfasern. In manchen Fallen farbt
sich das Plasma von proliferierter Mikro- und Oligodendroglia, von denen in der
Regel sonst nur die Kerne dargestellt werden.

Abb. 1a zeigt eine fasrige Markgliose. Auf Abb. 1b sind bereits einige Astrocyten
in amdboider Umwandlung begriffen (x), wihrend in Abb. l¢ schon eine recht
ausgeprigte Zerstérung der Astrocyten zu erkennen ist. Abb. 2 demonstriert die
astrocytire Reaktion um eine Plaque bei Arzurmirgrscher Krankheit.

2. Mikrogliatechnik. Fixierung in Bromformol nicht weniger als 24 Std. Oft
werden nach lingerer Fixierung bessere Ergebnisse erzielt.

Nach dem tiblichen Waschen werden die Schnitte in einer frisch bereiteten
5% igen Natrinmsulfitlssung (Na,S0,), welche vorher anf 45° C erhitzt worden ist,
5 bis 10 min lang bei derselben Temperatur gebeizt. Hohere Temperaturen sind zu
vermeiden,

Direktes Ubertragen in Silberkarbonat ,,stark™ ohne Pyridinzusatz fir 15 bis
60 min bei Zimmertemperatur. Reduktion in 19 igem Formol mit oder ohne Zusatz
von Pyridin. Schiitteln der Reduktionsldsung ist zu vermeiden. Die Formollésung
mul} oft gewechselt werden.
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Unter Umsténden konnen mit der folgenden Methode gleichgute Resultate er-
zielt werden: Nach dem iiblichen Waschen werden die Schnitte, entweder direkt
oder nach Beizung in Natriumsulfit, einzeln in 3 nacheinander zu beniitzenden

Abb. 1. Astrogliatechnik. a) Nr.13349. Psychomotorische Epilepsie. Operationspriparat vom

Schlifenpol, weille Substanz. b) Nr. 18840. Schizophrenie, Tod 2 Monate nach Leucotomie im ersten

epileptischen Anfall. Corpus striatum etwa 1 —2 em dorsal von der Leucotomiewunde. ¢} Nr. 13159.
Psychomotorische Epilepsie. Operationspréaparat vora Schlifenlappen, weiBe Substanz.

Abb. 2. Astrogliatechnik Nr. 13 906, ALzHEIMERsche Krankheit. Uncus.
Mittelschnitt durch eine Plaque.
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Schalen mit Silberkarbonat ,,stark® fiir jeweils 1 bis 5 min impragniert und dann
reduziert.

Waschen, Vergoldung usw.

Ergebnis: Mit beiden Varianten fiarben sich gleichzeitig Oligodendro- und Mikro-
gliazellen mit ithren plasmischen Ausliufern. Teilweise werden auch Astrocyten dar-
gestellt. Die Nervenzellen und die GefidBe sind meist unvollstandig impragniert.

Abb. 3a stellt ein kleines, vorwiegend aus Oligodendroglia aufgebautes glioses
Knétchen dar. 3b zeigt proliferierte Mikrogliazellen der Hirnrinde. Auffallend sind
die engen Beziehungen der protoplasmatischen Zellfortsstze zu den GefaBwinden.

-3 o,
it

Abb. 3. Mikrogliatechnik. a) Nr. 13 649. Oligodendroglia, zum Teil im Stadium der akuten Schwel-
lung. Umgebungsreaktion eines Hirnpunktionskanals im Mark. b) Nr. 18349. Mikroglia in der
Hirnrinde. Psychomotorische Epilepsie. Operationspriparat vom Schléfenlappen.

3. Doppelie Imprignation ohne Reduktion. Fixierung in Bromformol oder Formol.

Impragnation der gewaschenen Schuitte in 29,iger Silbernitratlosung mit Zu-
satz von 20 Tropfen Pyridin je 50 cm3 der Losung fiir 2 bis 4 Std bei 45°C, bis sich
die Schuitte leicht braun angefirbt haben. Direktes Ubertragen der Schnitte in
Silberkarbonat ,,schwach* mit 20 Tropfen Pyridin auf 50 cm?® der Losung. Darin
verbleiben sie bei Zimmertemperatur und vor Licht geschiitzt fiir 12 bis 16 Std,
unter Umstédnden langer. Dann werden die Schnitte einzeln 10 sec lang in destil-
Liertem Wasser gewaschen und in 0,29 iges Goldchlorid gebracht, worin sie rasch
eine graue Farbe annehmen. Eine leichte Triibung der Goldlssung ist belanglos.
Ubertragen in eine zweite Schale mit Goldchloridlgsung, die auf 45° C erwarmt
wird. H1erbel muf} die Goldimprignation mikroskopisch kontrolliert werden. Nach
etwa 10 bis 30 min erfolgt nach Waschen Fixierung in Natriumthiosulphat, mit
oder ohne Zusatz von Ammoniak.

Aufziehen und Eindecken wie iiblich.

Diese Methode arbeitet mit groBer Sicherheit und liefert polychromatische Bilder
von geschidigten Achsenzylindern bei degenerativen und regenerativen Prozessen.
Die AvzimErMerschen Fibrillenverdnderungen lassen sich fast elektiv darstellen.
Am peripheren Nervensystem werden auch Ganglien- und ScEwaxwsche Zellen
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imprégniert, Sehr gut lassen sich mit dieser Methode die cerebelliren Fasersysteme
demonstrieren.

4. Dreifache Impragnation. Fixierung in Bromformalin, formolfixiertes Material
arbeitet weniger sicher.

Nach Waschen wird in 29} igem Silbernitrat mit Zusatz von 20 Tropfen Pyridin
je 50 cm? 2 bis 4 Std lang bei 45° C versilbert. Anschliefend direktes Verbringen der
Schnitte in Silberkarbonat ,,schwach® plus 20 Tropfen Pyridin je 50 cm? fir 24 bis
48 Std bei Zimmertemperatur und vor Licht geschiitzt. Bei lingerer Einwirkung
des schwachen Silberkarbonats erhilt man oft bessere Praparate. Dann werden die
Schnitte einzeln (!) in einer 29, igen Silberammoniaklosung (siehe Astrogliatechnik)
fiir 20 bis 30 sec verstirkt und anschlieBend sofort reduziert. Vergoldung usw.

Abb, 4. Dreifache Imprignation. a) Nr. 11 582. Ependymom (Gliaepitheliom HORTEGAS).
b) Nr. 18555. Medulloblastom (Neuroblastom des Kleinhirns HORTEGAS).

Ergebnis: Diese Variante ist fiir die Impragnation gliomatioser Zellen von be-
sonderem Wert, und zwar bei allen Typen ektodermaler Geschwillste des zentralen
und peripheren Nervensystems. Die blastomatisen Elemente farben sich mit ihren
Zellfortsitzen. Schwierig ist nur die Darstellung der Medulloblastome (Neurcblastome
des Kleinhirns von Horrrca). Hierbei muB man eventuell stirker konzentrierte
Sitberammoniaklésungen, héhere Temperaturen und ,,starkes® Silberkarbonat bei
kiirzerer Einwirkungszeit wihlen, was im Einzelfalle auszuprobieren ist. Weiterhin
gibt die Methode gute Bilder bei degenerativen Prozessen der Hirnrinde und des
Kleinhirns. Hierbei geht die Impragnation oft schneller vonstatten als bei den
Tumoren.

Abb. 4a und b geben Einzelheiten eines Ependymoms und eines Medulloblastoms.
Abb. 5 zeigt die histologische Struktur eines Sympathikocytoblastoms der Haunt im
HE-Praparat und bei Anwendung der 3fachen Technik. Abb. 6 zeigt die histolo-
gischen und cytologischen Differenzierungsmerkmale, mit deren Hilfe es HorTEGA
gelang, Schwannome und Lemmocytome voneinander abzugrenzen.

5. Bindegewebsfirbung. Fixierung in Formol oder Bromformol.

Die Schnitte werden nur in Wasser gewaschen, dann fiir 5 bis 10 min ‘in einer
0,25%,igen Kaliumpermanganatlsung gebeizt, anschlieBend 2mal in destilliertem
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Wasser gewaschen, bis sie keine Farbe mehr abgeben. Dann erfolgt Entfirbung in
1,5—39%,iger Oxalsdurelosung. Anschliefend 2mal in destilliertem Wasser waschen
und versilbern mit der 3fachen Technik, Vergoldung usw.

Abb. 5. Dreifache Imprignation. Nr. 13873. Sympathicocytoblastom der Haut. a) HE-Firbung;
b) Silberkarbonatmethode.

Abb. 6. Dreifache Imprégnation. a) Akustikusncurinom (Schwannom HORTEGAS).
b) Nr.12074. Neurofibrom der Haut (Lemmocytom HORTEGAS).
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Ergebnis: Mit dieser Methode lassen sich sowohl kollagene als auch Retikulum-
fasern mit Sicherheit in allen Organen darstellen. Zellen werden gar nicht oder nur
mit ihren Kernstrukturen impragniert.

Abb. 7 gibt einen Ausschnitt aus der Randzone eines Tuberkuloms der re. GroB-
hirnhemisphare.

Abb. 7. Bindegewebstechnik. NT.18 952. Gitterfasern und kollagenes Bindegewebe in einem solitdren
Tuberkulom des GroBhirns.

Abb. 8. Panoptische Farbung. Nr. 12704. Fibroblasten in einem Neurofibrom.

6. Panoptische Methoden. Diese einfachen und wenig zeitraubenden Methoden
kénnen sowohl am bromformol- als auch am formolfixierten Material durchgefiihrt
werden. Nach dem iiblichen Auswaschen werden die Schnitte entweder a) in reinem
Pyridin fiir 10 bis 12 min oder linger oder b) in einer Mischung von 20 cm?® 969, igem
Alkohol und 60 Tropfen konzentrierter Ammoniaklssung bei ca. 50° C fiir 15 min
oder linger gebeizt. Aus diesen Badern kommen die Schnitte fiir 10 bis 20 min bei
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45° C in eine 2%, ige Silbernitratlésung, der bei Anwendung der Beize b) 20 Tropfen
Pyridin je 50 cm? zugesetzt werden. Direktes Ubertragen in Silberkarbonat ,,mittel*
mit Zusatz von 20 Tropfen konzentrierter Ammoniaklésung je 50 em®, worin die
Schnitte 2 bis 10 min lang verbleiben, Danach direktes Ubertragen in Silberkarbonat
,,mittel* ohne Zusatz fiir 30 bis 60 sec oder linger. AnschlieBend Reduktion in 1 bis
10%,igem Formol, dem der Konzentration entsprechend Pyridin zugesetzt wird
(6 bis 20 Tropfen je 250 ¢m?® Formollosung). Fallt die Versilberung zu schwach aus,
g0 kann man versuchen mit einer stirker konzentrierten Reduktionslosung zu
arbeiten oder aber nach Auswaschen die Schnitte nochmals in Silberkarbonat
,,mittel* ohne Zusatz fiir 5 bis 20 sec zu verstérken, anschlieBend nochmalige Re-
duktion. Vergoldung usw.

Ergebnis: Zellige Elemente, vor allem Bindegewebszellen, Tumorzellen, weniger
Ganglienzellen, werden mit ihren Ausliufern dargestellt. Paraplastische Substanzen
werden kaum imprigniert. Die Praparate sind denen mit der 3fachen Technik ge-
wonnenen éhnlich, doch arbeitet letztere an Tumoren besser, wahrend die pan-
optischen Methoden hervorragende Bilder an allen Zellen bindegewebiger Herkunft
liefern. .

Abb. 8 stellt die mit dieser Methode gefirbten Fibroblasten in einem Neuro-
fibrom dar.

SchluBbemerkung.

Neben den 6 hier angefithrten Varianten hat HorTEGA wenigstens noch
30 andere Modifikationen angegeben, von denen viele nicht publiziert
worden sind. Sie erlauben die elektive Darstellung der verschiedensten
Gewebselemente und sind meist fiir mehr oder weniger spezielle Frage-
stellungen ausgearbeitet, so dafl wir in diesem Rahmen auf ihre Dar-
stellung verzichten zu koénnen glaubten,

Aus unserer eigenen Erfahrung méchten wir noch bemerken, daB die
Silberkarbonatmethoden zwar mit grofier Sicherheit arbeiten, doch dau-
ert es eine gewisse Zeit, bis man sich technisch mit ihnen vertraut gemacht
bat. Die Priparate enthiillen oftmals erst bei starker und stérkster Ver-
gréflerung alle ihre Einzelheiten, deren Interpretation nicht immer ein-
fach, wenn nicht gar unmdoglich ist. Man mufl bedenken, dal die Silber-
karbonattechnik noch relativ jung ist. Oft befindet man sich sozusagen
auf Neuland. HorTEcA hat dies erkannt und geraten, schwer ‘oder zu-
nichst gar nicht zu deutende Befunde nicht unbeachtet zu lassen, da
sie mit wachsender Erfahrung oftmals spaterhin gedeutet werden konnen.
Aber es wird doch noch viel Arbeit erfordern, bis wir erkennen und wissen,
was uns die beschriebenen Methoden alles vermitteln.
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