Archiv fiir Psychiatrie und Zeitschrift Neurologie, Bd. 193, S. 146—160 (1955).

Aus dem Hirnpathologischen Institut der Deutschen Forschungsanstalt fiir
Psychiatrie, Max-Planck-Institut, Miinchen (Direktor: Prof. Dr. W. Scmowrz).

Uber die kombinierte Anwendung
von Phasenkontrast- und Polarisationsbild in der
Histopathologie des Zentralnervensystems.
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Mit 6 Textabbildungen.

{ Eingegangen am 20. Dezember 1954.)

Es ist eine fir den Histologen und Histopathologen sehr bemerkens-
werte Tatsache, daB im Zentralnervensystem das Strukturbild der Mark-
scheiden infolge ihrer Doppelbrechung bei Beobachtung zwischen ge-
kreuzten Polarisatoren hell auf dunklem Grund sichtbar wird. Schon
Ende des vorigen Jahrhunderts hat H. AmeroN~ (1890) das optische
Verhalten des Nervenmarkes in einer grundlegenden Arbeit weitgehend
aufgeklirt. Die Darstellung der Markscheiden am ungefiirbten Priparat
zwischen gekreuzten Polarisatoren, welche wir der Kiirze halber das
Polarisationsbild nennen wollen, ist von H. Amerox~ u. H. HerLp (1896)
zum Studium der Entwicklung des Nervenmarkes bei jugendlichen
Tieren und von K. BrRopManN (1901) zur Untersuchung degenerierter
markhaltiger Nervenfasern angewendet worden. Die genannten Autoren
haben besonders darauf hingewiesen, dafi das Polarisationsbild der Mark-
scheiden den vergleichsweise herangezogenen WEIGERT- und Osmium-
priparaten nicht nur gleichwertig ist, sondern wegen der Einfachheit,
Zuverlidssigkeit und Vollsténdigkeit der Darstellung sogar den Vorzug
verdient. Seitdem ist die polarisationsoptische Methode in zahlreichen
Arbeiten iiber das Nervenmark verwendet worden.

Man sollte sich aber vergegenwirtigen, daf damals als Polarisatoren.
nur N1corsche Prismen in Frage kamen, welche recht teuer sind und im
allgemeinen das ausnutzbare Gesichtsfeld stark einengen. Infolgedessen
besaB die Mehrzah! der routinemiBig verwendeten Mikroskope keine
Polarisationseinrichtung, was einer allgemeineren Verbreitung polari-
sationsoptischer Methoden in der Histopathologie des Nervensystems
hemmend entgegenstand. Heute besitzen wir die billigen und leistungs-
fahigen Filterpolarisatoren, welche ein fast selbstverstindliches Zubehér
zu jedem modernen Mikroskop sind. Dies wire fiir sich allein ein Grund,

e Herrn Prof. Dr. W. ScroLz zum 65. Geburtstag.
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fiir die Darstellung der Markscheiden das Polarisationsbild in steigendem
Mafe heranzuziehen.

Das Polarisationsbild erhélt man vom ungeférbten Schnitt. Man ver-
meidet dabei alle durch den FarbeprozeB moglicherweise bedingten Ver-
inderungen im Gewebe und erspart sich die Arbeit des Férbens. Die
Verwendung ungefiirbter Priparate ist aber auch charakteristisch fiir
das Phasenkontrastverfahren, welches seit etwa einem Jahrzehnt in zu-
nehmendem MaBe in den verschiedensten Gebieten der Mikroskopie ver-
wendet wird. Es hat nichts mit Doppelbrechung oder polarisiertem Licht
zu tun, ist aber in hervorragender Weise geeignet um alle Gewebsstruk-
turen in einem panoptischen Bild darzustellen. Es ist naheliegend, daf}
es besonders in der Histopathologie des Zentralnervensystems niitzlich
wiire, ein Phasenkontrastmikroskop mit Polarisationseinrichtung zu ver-
wenden und so am selben Priparat und im gleichen Gesichtsfeld das
panoptische Phasenkontrastbild mit der dazugehdrigen Darstellung der
Markscheiden im Polarisationshild vergleichen zu kénnen.

Wollte man fiir diese kombinierte Methode einen ungefidrbten Schnitt
verwenden, der in {iblicher Weise in Alkohol entwissert und tiber Xylol
in Caedax eingeschlossen ist, so erhielte man weder ein Polarisationsbild
noch ein brauchbares Phasenkontrastbild. Denn einerseits zerstort schon
die Behandlung mit Alkohol die Doppelbrechung der Markscheiden,
andererseits entspricht der Brechungsindex von Caedax nicht den Vor-
aussetzungen fiir eine gute Darstellung im Phasenkontrast. Fir das
Polarisationsbild der Markscheiden ist Glycerin das seit langem be-
wihrte EinschluBmittel, es gibt aber bei der allgemein verwendeten
Schnittdicke von 10—20 4 ein sebr schlechtes Phasenkontrastbild. Somit
stellt sich die Aufgabe, ein fir beide Abbildungsarten gleichermalien
geeignetes EinschluBmittel zu finden.

Wir werden im ersten Teil dieser Arbeit kurz zusammenfassend auf
die Doppelbrechung der Markscheiden im Zusammenhang mit ihren
Struktureigentiimlichkeiten und auf die optischen Erfordernisse bei der
Phasenkontrastabbildung eingehen und dann Herstellung und An-
wendungsweise eines geeigneten EinschluBmittels beschreiben. Im
zweiten Teil soll tiber die Anwendung der Methode in der Histopatho-
logie des Nervensystems berichtet werden?!.

Doppelbrechung der Markscheide.

Die Doppelbrechung der Markscheide wurde zum erstenmal von
F. EBRENBERG (1849) beobachtet. G. VArExTIN (1861) hat die Auf-
fassung vertreten, daB sie sich optisch wie ein negativ einachsiger Kristall
verhilt, dessen optische Achse in Richtung der Faser liegt. Danach wiirde
in einem Nervenldngsschnitt dem parallel zur Faserrichtung schwingen.-

1 Der erste Teil wurde von Tw. v. Hirscr, der zweite von H. HaAGER bearbeitét.
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den Licht der kleinste, und dem senkrecht zur Faserrichtung schwingen-
den Licht der groBte Brechungsindex zukommen, wihrend ein Nerven-
querschnitt keine Doppelbrechung zeigen sollte.

In einem optisch einachsigen Kristall hat der Brechungsindex fiir linear polari-
siertes Licht, welches in irgendeiner Richtung senkrecht zur optischen Achse
schwingt, denselben Wert, wihrend fiir parallel zur optischen Achse schwingendes
Licht der Brechungsindex einen davon abweichenden Wert hat. Der Kristall heifit
positiv einachsig, wenn der Schwingungsrichtung parallel zur optischen Achse der
groBere Brechungsindex zukommt, im gegenteiligen Fall heiBt er negativ einachsig.
Um im Polarisationsmikroskop positiv einachsige. von negativ einachsigen Kri-
stallen zu unterscheiden, bedient man sich eines Gipsplattchens Rot I. Ordnung.
Auf der Fassung des Gipsplattchens ist durch eine Strichmarke die Richtung
gekennzeichnet, welche dem groBten Brechungsindex entspricht. Bringt man das
Gipsplittchen so in den Strahlengang, da$ die Strichmarke in 45°-Stellung zu den
Schwingungsrichtungen von Polarisator und Analysator steht, so erscheint das
Gesichtsfeld in der Interferenzfarbe Rot I. Ordnung. Bringt man nun den zu unter-
suchenden Kristall in das Gesichtsfeld und dreht ihn so, daf} seine optische Achse
parallel zur Richtung der Strichmarke steht, so zeigt er die Additionsfarbe Blau
oder die Substraktionsfarbe Gelb, je nachdem ob er positiv einachsig oder negativ
einachsig ist. Bei Drehung des Kristalls um 90° kehren sich die Farben um. ‘

G. KiEBs (1865) hat erstmalig erkannt, daf die Markscheiden auch
im Querschnitt doppelbrechend sind. Sie zeigen zwischen gekreuzben
Polarisatoren ein positives Interferenzkreuz, dhnlich wie Stérkekdrner.
Er hat auch die richtige Erklirung hierfiir gegeben, namlich, daBl die
Markscheide sich optisch so verhiilt, als ob sie aus positiv einachsigen
Kristallen aufgebaut wire, deren optische Achsen radial zur Léngsachse
des Nerven éngeordnet sind. Man erkennt ohne weiteres, daf auch bei
dieser Anordnung die Zuordnung des kleinsten Brechungsmdex zur
Langsrlchtung des Nerven bestehen bleibt.

Um dieses fiir die Doppelbrechung der Markscheiden sehr charakterlstlsche
Merkmal zum Ausdruck zu bringen, hat es sich eingebiirgert, in Anlehnung an die
bei Kristallen gebriuchliche Bezeichnungsweise, die Markscheiden als ,negativ
doppelbrechend in bezug auf die Lingsachse** zu bezeichnen. Mit dieser Ausdrucks-
weise soll nur gesagb werden, da8 fiir linear polarisiertes Licht, welches in Richtung
der Langsachse der Nervenfaser schwingt, der Brechungsindex den kleinsten Wert
hat. Als einfaches Unterscheidungsmerkmal ist dies insofern von Bedeutung, als
die meisten anderen faserigen Gewebsbestandteile, z. B. Muskel-, Bindegewebs-
und Gliafasern ,,positiv doppelbrechend in bezug auf die Lingsachse® sind. -

Dieses Modell macht auch die Beobachtung verstindlich, daf bei
einer der Linge nach im Gesichtsfeld liegenden einzelnen Nervenfaser
zwischen gekreuzten Polarisatoren immer nur zwei parallele Randstreifen
hell aufleuchten, wihrend die Mitte dunkel bleibt. Dieses Verhalten ist
leicht versténdlich, wenn man sich vergegenwirtigt, daf die radial um
die Lingsachse angeordneten optischen Achsen im mittleren' Streifen

-zur Blickrichtung parallel, in den Randstreifen quer zu ihr liegen, und
daB bei allen optisch einachsigen Kristallen die Doppelbrechung bei Be-
obachtung in Richtung der optischen Achse verschwindet.
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Als Triager der beschriebenen Doppelbrechung miissen die Lipoide
angesehen werden, welche einen groBen Teil der Substanz des Nerven-
markes ausmachen, Unter der Bezeichnung Lipoide ist hier ein recht
kompliziertes Gemisch von Glycerinphosphatiden, Sphingomyelinen und
Cerebrosiden, sowie Cholesterin zu verstehen. Uber ijhren chemischen
Aufbau hat E. Kuexg (1953) eine zusammenfassende Darstellung ge-
geben. (Siehe auch die Monographie von H. THIERFELDER u. E. KLENK
[19307.) Durch Behandlung mit Alkohol und Ather oder anderen lipoid-
losenden organischen Losungsmitteln kann man die Lipoide aus der
Markscheide entfernen, wodurch auch die durch sie bedingte Doppel-
brechung verschwindet. W. J. Scamipt (1936) hat diesen Vorgang néher
untersucht und gezeigh, dal bereits 509 iger Alkohol einen Teil des
Lipoids unter intermedidrer Bildung von Myelinkugeln auflést, wihrend
der Proteinanteil der Markscheide dabei die als Neurokeratin-Netzwerk
beschriebenen Formen annimmt. Auch durch Erhitzen in verdiinntem
Glycerin auf etwa 100° wird die Doppelbrechung zerstirt, wobei aber
im Gegensatz zur Wirkung des Alkohols die Lipoide nicht herausgeldst
werden, sondern nur durch eine Art Schmelzvorgang die Parallelorien-
tierung der Lipoidmolekile aufgehoben wird. Nach dem Erkalten kehrt
die frithere Doppelbrechung in voller Stirke wieder zuriick.

In einer sehr sorgfiltigen Unfersuchung konnte nun H. AmMBRONN
(1890) zeigen, dafl nach Herauslosen der Lipoide eine bedeutend schwi:
chere Doppelbrechung noch ibrigbleibt. Diese kann nicht auf ungeldste
Lipoidreste zuriickgefiihrt werden, da sie in bezug auf die Lingsachse
der Nervenfaser positives Vorzeichen hat, im Gegensatz zu der von den
Lipoiden herrithrenden negativen Doppelbrechung. Diese positive
Doppelbrechung mull dem Proteinbestandteil des Nervenmarkes zuge-
schrieben werden. Die hier vorliegenden Verhiltnisse sind von W. J.
ScamipT (1936) aufgeklirt worden. Er konnte zeigen, dafl der Protein-
bestandteil der Markscheide zwar keine Eigendoppelbrechung besitzt
wie die Lipoide, aber infolge seiner Anordnung in koaxialen zylindrischen
Schichten eine positive Formdoppelbrechung verursacht.

Formdoppelbrechung entsteht immer dann, wenn langgestreckte (Stabchen-
doppelbrechung) oder flichenhaft ausgebildete (Schichtendoppelbrechung) Struk-
turen, welche keine Eigendoppelbrechung besitzen, in paralleler Orientierung in
einem Medium von abweichendem Brechungsindex angeordnet sind. Die Gesetz-
miBigkeiten der Formdoppelbrechung sind theoretisch von O. WiexEer (1904, 1909)
und experimentell von H. AMBRONK (1916) untersucht worden. Ein Mischkérper
mit Stabchendoppelbrechung verhalt sich wie ein positiv einachsiger Kristall,
dessen optische Achse parallel zur Langsrichtung der Stabchen liegt, wihrend ein
Mischkorper mit Schichtendoppelbrechung sich wie ein negativ einachsiger Kristall
verhélt, dessen optische Achse senkrecht auf den Schiehten steht. Die Formdoppel-
brechung der entmyelinisierten Markscheiden ist eine Schichtdoppelbrechung, die
sich so verhilt, als ob negativ einachsige Kristalle mit ihren optischen Achsen
senkrecht zur Nervenfaser orientiert wiren. Dies ergibt ,,in bezug auf die Langs-

Arch. f. Psychiatr. u. Z. Neur., Bd. 103. 11
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richtung* eine positive Formdoppelbrechung. In einem wifirigen Medium (n=1,33)
ist die Formdoppelbrechung der entmyelinisierten Markscheiden verhiltnismiBig
groB3, wenn auch noch kleiner als die frither besprochene Bigendoppelbrechung des
Myelins. Wird das Wasser durch eine Fliissigkeit von hoherem Brechungsindex
ersetzt, nimmt die Formdoppelbrechung ab und verschwindet ganz, wenn der Bre-
chungsindex der Durchtrankungsfliissigkeit mit demjenigen der die Formdoppel-
brechung verursachenden Eiweillschichten (n = 1,54) tibereinstimmt. Erhoht man
den Brechungsindex der Durchtrinkungsfliissigkeit weiter, so nimmt die Form-
doppelbrechung wieder zu, behélt aber das gleiche Vorzeichen.

Aus den beschriebenen eigenartigen Doppelbrechungserscheinungen
in Verbindung mit dem chemischen Aufbau und den Ergebnissen der
Riéntgenstrukturuntersuchungen von F. O. Scamirr u. Mitarb. (1935,
1939, 1941, 1950) hat man folgendes Bild vom Bau der Markscheiden
gewonnen, welches auch mit den elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen von H. FERNANDEzZ-Moraxw (1950, 1952, 1953) im Einklang
ist. Die Markscheide besteht aus einer groflen Anzahl von iibereinander-
gelagerten Lipoid-Proteinschichten von 18 my Dicke, welche den Achsen-
zylinder konzentrisch umschliefen. Die Lipoide sind in einer molekularen
Doppelschicht so angeordnet, daf die radial zur Nervenfaser stehenden
langgestreckten Paraffinketten der Fettséuren ihre freien Enden ein-
ander zukehren, wihrend die hydrophilen Gruppen nach auflen gerichtet
sind und die Verbindung mit den etwa 3 mu dicken Proteinschichten
herstellen, welche zwischen den Lipoiddoppelschichten eingefiigt sind.

Fiir die Praxis der Beurteilung der Doppelbrechung der Markscheiden
ist es wichtig nochmals hervorzuheben, dafl die Doppelbrechung ,,in
bezug auf die Lingsachse der Nervenfaser” sich aus zwei Anteilen zu-
sammensetzt, einer negativen Eigendoppelbrechung, welche vom Bre-
chungsindex des EinschluBmediums unabhéngig ist, und einer positiven
Formdoppelbrechung, welche um so gréfer ist, je mehr der Brechungs-
index des EinschluBmediums von demjenigen der Markscheidentrocken-
substanz abweicht und bei Ubereinstimmung beider Brechungsindices
ganz verschwindet. Die Gesamtdoppelbrechung erreicht somit ihren
groBten negativen Wert, wenn der Brechungsindex des EinschluBmittels
etwa gleich 1,54 (dem Durchschnittswert fiir das wasserfreie Gewebe) ist.
In Wasser hat die Gesamtdoppelbrechung bei Wirbeltieren nur noch
einen ziemlich kleinen negativen Wert. Bei vielen Wirbellosen ist infolge
einer geringeren Myelinisierung der Anteil der negativen Eigendoppel-
brechung soweit herabgesetzt, daf die Gesamtdoppelbrechung in Wasser
bereits schwach positiv ist, wihrend sie in Glycerin negative Werte hat.
Diese Beobachtung wurde schon von G. F. GOTHLIN (1913) gemacht und
hat ihn veranlafBit, zwischen myelotropen und metatropen Nerven zu unter-
scheiden. Die obige Deutung stammt von P. CHrnN u. F. O. ScamrrT (1937).

Fiir ein EinschluBmittel, welches die Markscheiden im Polarisations-
bild mit moglichst groBer Helligkeit darstellen soll, ergeben sich somit



Uber die kombinierte Anwendung von Phasenkontrast- u. Polarisationsbild. 151

die beiden Forderungen, dall es kein Lisungsvermogen fir die Lipoide
der Markscheide haben darf und da8 sein Brechungsindex dem Wert 1,54
moglichst nahe kommt.

Phasenkontrastabbildunyg.

Das Phasenkontrastverfahren, dessen Einfilhrung in die Mikroskopie
auf die grundlegenden Arbeiten von F.ZerNIKE (1934, 1935, 1942)
zuriickgeht, erzeugt durch einen physikalischen Eingriff in den Strahlen-
gang im Mikroskop Schwarz-Weil3-Bilder von ungeféirbten Objekten.
Man verwendet Spezialobjektive, welche in ihrer hinteren Brennebene
ein ringférmiges Phasenplidttchen enthalten. Dieses besteht aus einer
diinnen, durch Aufdampfen auf eine Linsenfliche hergestellten Schicht,
welche die Aufgabe hat, dem durchfallenden Licht eine Phasenverschie-
bung von einer Viertelwellenlinge zu erteilen und es gleichzeitig durch
Absorption zu schwichen. Die Irisblende im Kondensor wird durch eine
Ringblende ersetzt, deren Grofie so bemessen ist, dal ihr optisches Bild
in der hinteren Brennebene des Objektives mit dem Phasenpléittchen zur
Deckung kommt, Fiir die Bildentstehung ist es wesentlich, daf das im Pré-
paratabgebeugte Licht aullerhalb des Phasenplattchens durch das Objektiv
geht, wihrend das direkte Licht durch das Phasenplattchen hindurchgeht.

Es werden alle Strukturen des ungefirbten Priiparates abgebildet,
welche sich durch Unterschiede in der Lichtbrechung gegeneinander
oder gegen das EinschluBmittel abheben. Um ein gutes Bild zu erhalten,
ist es wichtig, daB diese Brechzahlunterschiede weder zu klein noch zu
grof3 sind, was man durch geeignete Wahl des Brechungsindex des Ein-
schluBmittels erreichen kann. Fiir histologische Schnitte von 10—20 u
Dicke konnte gezeigt werden, daB der giinstigste Wert fiir den Brechungs-
index des Einschlufimittels 0,02 bis 0,03 Einheiten unterhalb des
Brechungsindex der wasserfreien Gewebesubstanz, d.h. bei 1,51 bis
1,52 liegt (Tu.v. Hirscu 1953).

Fiir das Polarisationsbild waren wir zu einem optimalen Wert von 1,54
fir den Brechungsindex des EinschluBmittels gelangt. Hierzu ist noch
zu bemerken, dafl hier Abweichungen von einigen Einheiten der zweiten
Dezimale noch keinen merklichen Unterschied in der Helligkeit des
Polarisationsbildes verursachen.

Es ist also moglich, die Anforderungen fiir das Polarisationsbild und
fiir das Phasenkontrastbild gleichzeitig zu erfiillen, wenn man ein Ein-
schluBmittel findet, welches die Lipoide der Markscheide nicht auflést
und einen Brechungsindex von 1,51 bis 1,52 hat.

Einschlufmittel.

Mit Riicksicht auf die Léslichkeit der Lipoide muf man auf die Ver-
wendung von Alkohol, Aceton und allen aliphatischen und aromatischen
Kohlenwasserstoffen verzichten. Glykol (n = 1,431) und Glycerin

11*
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(n = 1,473) greifen zwar die Markscheiden nicht an, haben aber einen
zu kleinen Brechungsindex.

Man kommt zum Ziel, wenn man wasserfreies Glycerin (Glycerin
bidest., d = 1,26, Merck) mit Phthalsdureanhydrid kurz bis 200° erhitzt.
Das Phthalsdureanhydrid 16st sich bei etwa 100° auf und bildet bei
weiterer Erwirmung Glycerin-Phthalsiureester. Bei Verwendung dqui-
valenter Mengen wiirde als Endprodukt ein hartes, alkohollésliches, in
Wasser unlésliches Harz entstehen, das wegen seiner Loslichkeitseigen-
schaften fiir unsere Zwecke nicht brauchbar wére. Bei geniigend grolem
UberschuB an Glycerin und wenn beim Erhitzen die Endtemperatur
von 200° eingehalten wird, ist das Reaktionsprodukt eine zihe, fast
farblose, mit Wasser vertrigliche Flilssigkeit. Der Brechungsindex steigt

mit zunehmendem Gehalt an

Tabelle. Phthalsdureanhydrid (PSA),
Glycerin PSA R wie folgende Tabelle zeigt.

g g Die fiir unsere Zwecke ge-
10 0 ‘ 1,473 eignetste Zusammensetzung ist
10 2 1,493 10 g Glycerin und 5 g Phthal-
10 4 1,509 sdureanhydrid mit » = 1,515.
10 6 1,522 Fiir die Herstellung der Pra-
10 8 1,533 gaer tra
10 10 | 1,542 parate verwendet man Gefrier-
10 12 1,549 schnitte von formalinfixiertem

o Material. Sie werden aus Was-
ser auf Objekttriger aufgezogen und sofort, ohne antrocknen zu lassen,
mit einerreichlichen Menge EinschluBmittel ganz bedeckt. Das Antrocknen
der Schnitte auf dem Objekttriger mull vermieden werden, weil dadurch
die Doppelbrechung der Markscheiden beeintrichtigt oder bei lingerer
Dauer sogar fast vollstindig zerstort werden kann. Bevor das Deckglas
aufgelegt wird, wartet man so lange, bis der Schnitt ganz aufgehellt ist,
was hochstens einige Minuten dauert. Nach Auflegen des Deckglases mufl
das Priparat einige Stunden beschwert werden, damit der Schnitt glatt
liegt und das iiberschiissige EinschluBmittel herausgedriickt wird. Es
schadet nicht, wenn dabei etwas HinschluBimittel tiber das Deckglas
flieBt, weil das Priparat anschlieBend unter einem feinen Strahl flielen-
den Wassers abgewaschen und dann, am besten in stehender Lage, ge-
trocknet wird.

Durch die zihfliissige Konsistenz des Einschlufmittels haftet das
Deckglas auf dem Objekttriger. Da das EinschluBmittel aber nicht er-
hirtet, ist es zweckmiBig, das Priparat zu umranden. Man verwendet
hierfiir einen schnell trocknenden Klarlack, der mit dem EinschluB3-
mittel nicht mischbar ist und infolgedessen nicht durch Eindringen unter
das Deckglas das Praparat verdndern kann. Einen Umrandungslack, der
sich im Gebrauch gut bewihrt hat, erhdlt man durch Auflésen von 8 g
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hellem Colophonium und 2 g Pioloform BL (Dr. Alexander Wacker
G. m. b. H., Miinchen) in 20 ¢cm? Chlorbenzol.

Anwendung in der Histopathologie des Zentralnervensystems.

Um die Verwendbarkeit und Leistungsfahigkeit des Verfahrens in der
Histopathologie des Zentralnervensystems zu erproben, haben wir von
geeigneten Fillen in der beschriebenen Weise Praparate hergestellt und
die Phasenkontrast- und Polarisationsbilder mit solchen von gefiarbten
Priparaten verglichen. Es war zu priifen, in welcher Form die normalen
und pathologisch verdnderten Strukturen des zentralnerviosen Gewebes
auf diesem Wege, der von jeder fiarberischen und sonstigen Vorbehand-
lung unabhéngig macht, zur Darstellung kommen.

Von den Ganglienzellen, die ja in den einzelnen grauen Massen be-
tréchtliche Unterschiede in Form und Grofle aufweisen, treten im Phasen-
kontrastbild die Zellgrenzen, die Kernmembran, Chromatinpartikel und
Nucleolen pragnant hervor; die Nissr-Schollen sind meist in derselben
Form und Anordnung erkennbar, die wir in nach Nissn gefirbten Pré-
paraten zu sehen gewohnt sind. Lipofuscinpigment wird in Form dunkler
Kornchen sichtbar (Abb. 1a), sonstige Protoplasmaeinlagerungen und
Granulationen treten je nach Grofle und Lagerung der Teilchen mehr
oder weniger gut hervor. Was die Verinderungen der Nervenzellen be-
trifft, so sind bei primér gereizten Zellen die Schwellung des Zelleibes,
die zentrale Tigrolyse und die Kernverdringung gut zu erkennen. Nicht
so sicher wie im nach Nisst gefirbten Priparat kann man sich im
Phasenkontrastbild tiber das Vorliegen von atrophischen und Schrump-
fungszustinden, von Zerfalls- und Verfliissigungsprozessen und ischidmi-
schen Zellverdnderungen Rechenschaft geben. Die Arzauimersche Fi-
brillenverinderung ist, wie alle nur im Silberbild darstellbaren neuro-
fibrilliren Strukturen, phasenoptisch nicht zu erkennen.

Die Markschejden der zentralen und peripheren Nervenfasern zeichnen
sich meist schon phasenkontrastmikroskopisch deutlich ab. Bel Anwen-
dung der Polarisationseinrichtung 148t sich miihelos im selben Schnitt
und im selben Gesichtsfeld die Gliederung und Anordnung der Mark-
méntel erkennen, die sich als hell leuchtende Lings- und Querschnitte
vom dunklen Untergrund abheben (Abb.1b). Sowohl Struktur und
Verlauf geschlossener Faserbiindel als auch feinere myeloarchitektoni-
sche Einzelheiten der GroBhirnrinde werden auf diese Weise sichtbar.
Die gestaltlichen Umwandlungen bei Zerfallsvorgingen an den Mark-
scheiden, ndmlich Quellungen, Anschwellungen und Auftreibungen des
Myelins, Zerfall des Markrohres in Ballen, Kugeln und Scheiben, kommen
im Polarisationsbild ausgezeichnet zur Darstellung. DaBl Abnahmeund Ver-
schwinden der Doppelbrechung des Myelins einen empfindlichen Indicator
fiir fritheste Stadien von Markfaserschidigungen darstellt, haben Unter-
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Abb.1a u. b. Aus der Substantia reticularis grisea der Medulla oblongata. Sich durchflechtende

quer und lings getroffene Markfaserbiindel; lipofuscinhaltige Ganglienzellen. Phasenkontrast- und

Polarisationsbild. In letzterem erscheinen die Markscheidenbiindel hell auf dunklem Grund.
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Abb. 22 u. b. Fall von postvaccinaler Encephalitis. Lebhafte glids-mesenchymale Zellreaktion,

saumformig eine tangential getroffene Markvene umschlieBend. Wucherung des glidsen Interstitiums

in der niheren Umgebung. Phasenkontrast- und Polarisationsbild. Letzteres zeigt den Untergang
der Markfasern im Bereich der Reaktionszone.
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suchungen von sekundir-degenerativen Vorgingen durch BRODMANN
(1901), SETTERFIELD u. SUTTON (1935), SCHABBEL (1936), DRAGANESCO 1.
Casanciu (1938), PricRET u. STEVENS (1939) und MARMIER (1945) ergeben.

Als sehr vorteilhaft erwies sich die Méglichkeit, durch den Ubergang
auf das Phasenkontrastbild im selben Gesichtsfeld die celluliren Reak-
tionen und Abbauvorginge im Bereich von Entmarkungsprozessen
analysieren zu kénnen, so dafl wenig ProzeBeigentiimliches der Darstel-
lung entgeht. Bei einem Fall von postvaccinaler Encephalitis sind z. B.
im Marklager die perivends angeordneten Sdume lebhaft reagierender
glivs-mesenchymaler Zellelemente phasenoptisch gut zu erkennen, wih-
rend sich im Polarisationsbild im Bereich der Reaktionszone der Unter-
gang der Markscheiden darstellt (Abb. 2a u. b). Bei einem Fall von
akuter multipler Sklerose zeigte das Polarisationsbild des Riickenmarkes
zahlreiche disseminierte, unschar{ begrenzte Entmarkungsherde (Abb. 3).
Im Bereich dieser Herde waren im Phasenkontrastbild an den GeféBen
massive rundzellige Infiltrationen und progressive Umwandlung ort-
stdndiger glitser Elemente zu erkennen. Als weiteres Beispiel moge ein
frischerer Herd von multipler Sklerose dienen. Bei schwacher VergroQe-
rung treten im polarisierten Licht neben der scharfen Herdbegrenzung
die in groBerer Menge vorhandenen doppelbrechenden Abbauprodukte
hervor (Abb. 4). Bei-stirkerer VergréBerung sieht man, da$ sie teils in
Kornchenzellen, teils frei in dem groBe Faserbildner enthaltenden
Narbengewebe liegen (Abb. 5a u. b). Durch ihre nadelférmige Gestalt
und sehr starke Doppelbrechung sind diese Gebilde, die in der Literatur
als Cholesterinesterkristalle beschrieben worden sind (Kawamura 1911,
Ayorim 1934), nicht zu verkennen.

Es sei noch erwihnt, daB Schnitte von Hirnmaterial, welches lange
Zeit in Formalin gelegen war, oft mit doppelbrechenden Niederschligen
iibersit sind. Thre wahllose Anordnung und das Fehlen jeder regel-
méBigen Beziehung zu bestimmten Gewebsverdnderungen legt von vorn-
herein die Annahme nahe, daB es sich um Kunstprodukte handelt. Sie
wurden als solche von TEBELIS (1938) beschrieben.

Von groBer Bedeutung ist es schlieBlich, daf nicht nur die Zell-
elemente des gliosen Interstitiums, sondern auch Gliafaserbildungen in
ihrer wechselnden Struktur und Dichte im Phasenkontrastbild besonders
gut zu sehen sind. Am schénsten stellen sich locker gefiigte, schwammig
strukturierte Faserfilze dar, wie wir sie in &lteren Entmarkungsherden
bei multipler Sklerose finden (Abb. 6). Parallelfaserige isomorphe liosen
treten ebenfalls in ihrer fibrilliren Struktur gut hervor. Bei atrophisieren-
den Prozessen, wie z. B. bei der Chorea, HunTiNgTON, sind faserbildende
Gliazellen in fritheren ProzeBstadien oft nur spiirlich vorhanden. Sie sind
aber auch in diesen Fillen bei sorgfiltiger Durchmusterung des Pripa-
rates im Phagsenkontrastbild zu erkennen.
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AbschlieSend bleibt noch zu erdrtern, in welcher Form die Kombina-
tion von Phasenkontrast- und Polarisationsbild in der Histopathologie
des Nervensystems mit Vorteil verwendet werden kann. Nach unseren

Abb. 3. Akute multiple Sklerose. Riickenmarksquerschnitt. Diffuse und herdfsrmig disseminierte
Entmarkung, hesonders im Bereich der Hinter- und Seitenstringe. Polarisationsbild.

ADbb. 4. Multiple Sklerose. Nicht sehr alter, ziemlich scharf und regelmiBig begrenzter Herd im
GroBhirnmarklager, angefillt mit intensiv doppelbrechenden Abbauprodukten. Polarisationsbild.
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Erfahrungen ist es zweckmiiBlig, neben der Farbung mit Kresylviolett,
von formolfixierten Gefrierschnitten ungefirbte Priaparate mit dem
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Abb. 5a 1. b. Aus der Randzone des in Abb. 4 dargestellten Herdes. In gliéser Organisation betind-
licher zellreicher Herd. Neben groBen, plasmareichen Faserbildern zahlreiche, verstreut im Gewebe
liegende doppelbrechende Lipoidkristalle. Phasenkontrast- und Polarisationsbild desselben
Gesichtsfeldes.

beschriebenen EinschluBmiﬁtel anzufertigen. Damit ist in Ergédnzung des
gefiarbten Zellbildes dutch “das “Phasen- und Polarisationsbild ohne
nennenswerten mikrotechnischen Mehraufwand eine weitergehende
Orientierung iber die feingeweblichen Merkmale eines Gewebsprozesses
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moglich. Wie im einzelnen erdrtert wurde, gelangt man damit auf
schnellem und einfachem Wege unter anderem zu einem Uberblick iiber
den Zustand der Markscheiden und weitgehend auch iber die Existenz
und Struktur pathologischer Gliafaserbildungen. Dieser ersten Orientie-
rung muf} gegebenenfalls die zielgerichtete Anwendung von farberischen
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Abb. 6, Multiple Sklerose, dlterer subcorsicaler Entmarkungsherd. Dichtverflochtener, relativ zell-
armer Gliafaserfilz. Kleines, tangential geschnittenes Gefidf mit Resten rundzelliger Infiltration im
adventiellen Rawm. Phasenkontrast.

Spezialmethoden zur Darstellung der einzelnen krankhaft verdnderten
Gewebsteile folgen. Nicht selten werden jedoch die zusitzlichen Aus-
kiinfte, welche uns das Phasenkontrast- und Polarisationsbild gibt, aus-
reichend sein, um den Charakter von Gewebsprozessen zu erkennen.

Zusammenfassung.

s wird gezeigt, dafl in der Histopathologie des Nervensystems sowohl
die Markscheiden und ihre Verdnderungen als auch die celluliren Ele-
mente und die pathologischen Gliafaserbildungen in ein und demselben
ungeféirbten Gefrierschnitt dargestellt werden kénnen. Dies wird erreicht
durch Kombination des Phasenkontrast- und Polarisationsbildes und
Anwendung eines eigens hierfiir entwickelten EinschluBmittels, dessen
Herstellung beschrieben wird. Der Anwendungsbereich des Verfahrens
wird an Hand von Beispielen diskutiert.
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