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Betrachten wir- die Untersuchungsmethoden der periphe-
rischen Ganglienzellen, so sehen wir, daB hier ebenso wie beim
Centralnervensystem 2 verbreitete und wichtige Richtungen
vorherrschen. Die eine Richtung ist die Nissl'sche Tigroid-Féi-
bungsmethode samt ihren Modifikationen, die andere ist die
Silberimprignationstechnik. Genauer ausgedriickt konnen wir sa-
gen daB bei pathohistologischen Untersuchungen hauptsiachlich
Tigroid-Fiarbungsmethoden, bei den morphologischen Forschun-
gen dagegen meist Imprignationsmethoden angewendet werden.

Infolge der UnverldBlichkeit und Umstédndlichkeit des
Silber-Impréignationsverfahrens besteht das Bestreben, eine
zuverlaBigere, einfachere, auch bei ausgedehnteren Untersu-
chungen leicht durchfithrbare Methode zu finden, welche durch
genaues Kenntlichmachen der einzelnen Zellentypen eines Gan-
glions auf die iiberaus wichtige Frage, wie die prozentuelle
Zusammensetzung der verschiedenen Zellen eines Ganglions
beschaffen sei, Aufschlul gibt.

Als solche Methode erwies sich das prolongierte Os-
miumverfahren von Kiss (1932). Mit dieser Methode gelang es
zwei Typen von Zellen mit einer bis dahin nicht wahrgenom-
menen Sicherheit zu unterscheiden. Die einen sind die hellen
(sensorischen), die andern die dunklen (sympathischen) Nerven-
zellen.

An anderer Stelle dieses Bandes ist dieses Verfahren aus-
fithrlich beschrieben. Im Wesentlichen handelt es sich bei dem
Kiss'schen Verfahren um eine sekundire Osmium-Einwirkung.
Nach dem Fixieren in 4% -igem neutralen Formol wird das Ma-
terial auf 5—10 Tage in eine 1%-ige wisserige Osmiumlésung
gebracht, die ofters aufgeschiittet werden muB.
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Das Verfahren besitzt mehrere Vorteile, welche aber erst
nach lingeren Arbeiten mit ihm warzunehmen sind. Das Os-
mium kann nidmlich bei dem sekundidren Verfahren viel bes-
ser und tiefer in die Gewebe eindringen, als es bei dem prima-
ren der Fall ist, bei dem, die sich an der Oberfldche bildende
Kruste das weitere Eindringen von Osmium verhindert.

Durch das Prolongieren der Behandlung wird den Ele-
menten, die eine groBere Affinitit zum Osmium besitzen, die
Moglichkeit gegeben, sich wihrend der langdauernden Einwir-
kung vollkommen mit Osmium zu séttigen. Zu dieser vollstidn-
digen Sattigung mit Osmium in der reichlich gebrauchten Lo-
sung war bei dem alten Verfahren keine Zeit. Die osmiumbin-
denden Elemente zeichnen sich gegeniiber jenen von geringe-
rer Affinitit durch tiefschwarze Farbung aus, wodurch
es moglich wird, sie deutlich zu erkennen. Ein beson-
derer Vorteil dieses Verfahrens ist es, daB wir es nach
einfacher Formalinfixierung durchfithren konnen, sodal iib-
riggebliebenes Material auch noch zu anderen Methoden
verwendet werden kann. Auch kann diese Osmium-Methode
abweichend von den empfindlichen Silber-Imprédgnationsmetho-
den an é&lteren, 12—24 Stunden alten Leichenmaterial durch-
gefiihrt werden. Ein ldngeres Stehen des Materials in Forma-
lin beeintrichtigt die Giite der Ergebnisse nicht. Es ist ofters
geschehen, daB wir erst 4—5 Tage nach der Gellért'schen
Formalinfixierung (s. d. Band, S. 37.) die Hirnnerven heraus-
priaparierten und von diesen vorziigliche Priparate erzielten.
Neben einem solchen Stand der Erfahrungen tauchten die bei-
den Fragen auf, die wir versucht haben zu beantworten: 1. Von
welchem Bestandteil der Zellen das Osmium gebunden wird?
2. Ob die einfache aber etwas teuere Osmium-Methode nicht
durch eine andere, billige und leicht durchfiihrbare Impriagna-
tion oder Farbungs-Methode ersetzt werden konnte?

Ad. 1. Zur genauen Bestimmung des Wirkungsmechanis-
mus des Osmiums muB auch die Frage beantwortet werden,
ob die Kiss'schen dunkeln und hellen Zellen nicht auch
bei dem primdren Csmiumverfahren d. h. nach einfacher Os-
miumfixierung erscheinen.

Es ist bekannt, daB Osmium eines der schonungsvollsten
Fixierern ist, das in den Zell-EiweiBen keine (FISCHER 1899,
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HARDY 1899, MONKENBERG—BETHE 1899), oder nur eine ganz
geringe, kaum wahrnehmbare Flokkulation verursacht (BERG
1903—1904.). Gerade diese schonungsvolle Einwirkung ist der
Grund dafiir, daB wir beim primdren Verfahren bei weitem
nicht die markanten Unterschiede erhalten, wie bei der Anwen-
dung der sekunddren Methode. Darum konnen wir behaupten,
daB das Fixieren in Formalin nicht nur die ganze Methode
vereinfacht, sondern auch die Reaktion beschleunigt und da-
durch die Differenzierung begiinstigt.

Die Affinitit, die das Csmium zu den Fetten und fettarti-
gen Verbindungen besitzt, macht es wahrscheinlich, daB die
Unterschiede in der Farbung auf den verschiedenen Lipoidgehalt
der Zellen zuriickzufithren sind. Das Bild (Abb. 1.) dhnelt jenem,

Abb. 1.
Ggl. spinale der Katze. Prolongierte Osmiumverfahren.
a: sensorische, b: sympathische Zellen.

das wir mit Hilfe des Tigroidverfahrens erhalten. Es war also
anzunehmen, daB das Osmium die aus EiweiBkorpern bestehen-
den Bestandteile der Nervenzellen sichtbar macht, umsomehr,
da wir wissen, daBl auBer den Fetten auch verschiedene andere
organischen Stoffe die Osmiumsédure reduzieren koénnen.

Um diese Frage endgiiltig zu l6sen, nahmen wir zwei ent-
sprechende Ganglien der beiden Seiten, I6sten aus dem einen
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nach der Formalinfixierung mit 96 % -igem Alkohol die Lipoide
heraus und behandelten dann beide mit Osmium.

Wihrend nun das unbehandelte Ganglion sehr schone
Féarbung erkennen lieB, war in dem mit Alkohol behandelten
bloB eine sehr schwache, gleichmiBige Firbung zu beobachten.
In diesem Ganglion waren die Zellen sehr schwer, eigentlich
nur auf Grund ihrer eigenartigen Form von einander zu unter-
scheiden (Abb. 2.).

Auf Grund dieser Versuche konnen wir mit Sicherheit
behaupten, daB die Osmiumreaktion auf dem Lipoidgehalt dsr
Zellen beruht. Wir diirfen also annehmen, daB die dunkeln Zel-
len vermoge ihres groBeren Lipoidgehaltes mehr Osmium bin-
-den konnen, als die hellen.

Diese Behauptung wird auch durch folgende Beobachtungen
unterstiitzt: Wenn wir ein nach Kiss mit Osmium behandeltes
Préiparat der Einwirkung von Hydrogen-Superoxyd aussetzen,
dann l6st sich das metallische Osmium aus den Zellen heraus.
Féarben wir dann diese Prdparate nach irgend einer Methode,
so finden wir daB sdmtliche Nervenzellen, insbesondere aber
die vorher dunkelgefdrbten, die Farbe sehr schwer annehmen,
wobei der Zellenkorper eigenartig gldnzend und flimmernd wird.
Die schlechte Fiarbung und diese eigenartige Erscheinungsform
ist auf das Zuriickbleiben von Lipoidsubstanzen in der Zelle
zuriickzufithren, die das Eindringen der Farbe verhindern. Die-
ses Lipoid ist aus den Zellen durch keinerlei Losungsmittel zu
-entfernen; es verwandelt sich, ebenso wie das Myelin der pe-
ripherischen Nerven infolge der Ka. bichrom. Behandlung durch
das Osmium in eine mit Lipoidlosungsmitteln unlosbare Form.
DaB das Osmium diese Wirkung tatsdchlich auf die lipoid-
haltigen Nervenzellen ausiibt, beweist auch die Tatsache, dall
die anderen Gewebe nach der Losung des Osmiums auch mit
-anderen Methoden tadellos gefdarbt werden konnen.

Ad. 2. Zur Ersetzung der Kiss'schen prolongierten Os-
mium-Methode fithrten wir eine groBe Anzahl von Versuchen
durch. Zuerst versuchten wir durch eine Modifikation der Sil-
ber-Imprignationsmethoden, oder durch Ausfindigmachen
eines neuen Imprédgnationsverfahrens diese Frage zu losen. In
dieser Richtung fanden wir aber kein positives Ergebnis. Die
Versuche haben uns nur iiberzeugt, daB die Labilitit und die
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Umstédndlichkeit der Impriagnationsmethoden ein solches Be-
streben unmoglich machen.

Ein gliicklicher Zufall gab unsern schon beinahe am to-
ten Punkt angelangten Versuchen einen neuenen Stoss. Wir be-
niitzten ndmlich bei der Osmiumbehandlung eines menschlichen
spinalen Ganglions zu wenig Osmium, das nur zur Firbung
der peripherischen Partien des Materials geniigte, wihrend die
centralen Partien, wie sich das beim Schneiden zeigte, durch
Osmium unberiihrt waren. Da die peripherischen Teile vollkom-

Abb. 2.

Ggl. spinale der Katze. Lipoidauslésung mittels 96°/o-igen
Alkohols. Prolongiertes Osmiumverfahren.
a : sensorische, b: sympathische Zellen.

men brauchbar waren, farbten wir diese Schnitte mit dem in un-
serem Institut gebrduchlichen, durch Essigsdure angesduerten
Eosin nach. Bei der Betrachtung der Schnitte stellte sich
heraus, daB die dunklen Zellen der von Osmium nicht gefirbten
Gebiete, wenn auch schwer, aber wegen ihrer eigenartigen mul-
tipolaren Gestalt und ihrer etwas intensiveren Firbung durch
Eosin doch erkennbar waren. Dieser letztere Umstand deutete
auf ein Abweichen von der Struktur der sensorischen Zellen hin.

Diese Spur verfolgend versuchten wir die verschiedensten
Farbungsmethoden. Wir arbeiteten mit Block- und Schnittfir-
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bungen. Endlich machten wir bei der bekannten Toluidinblau-
firbung halt. Schon die ersten Priparate lieBen uns vermu-
ten, daB wir uns auf dem richtigen Weg zur Losung der Frage
befinden. Es gelang im Verlaufe der Versuche den Kiss'schen
Priparaten fast gleichwertige, die beiden verschiedenen Zellen
schon hervorhebende Schnitte zu erzielen. (Abb. 3.).

Unser Verfahren besitzt zwei sehr wichtige Punkte auf
denen die Reaktion beruht: A) Die andersartige Fixierung des.
Materials. B) Das modofizierte Firbeverfahren.

Abb. 3.
Ggl. Gasseri des Schweines. Modifiziertes” Toluidinverfahren.
a: sensorische, b: sympathische Zellen.

A) Zur Toluidinblaufirbung wird im allgemeinen die von
NissL empfohlene Fixierung in 96%-igem Alkohol empfohlen.
In vorliegendem Falle beniitzten wir aber ebenso wie beim pro-
longierten Osmium-Verfahren 4%-iges Formalin. Bei dieser
Einwirkung erschienen die dunkeln und hellen Zellen in ihrem
Unterschiede viel deutlicher als bei der Anwendung von
96% -igem Alkohol. Dieses Ergebnis bestirkte uns in unserer
Auffassung, daB die Fixation in Formalin bei der unterschied-
lichen Féarbung der dunklen und hellen bzw. sympathischen und
sensorischen Nervenzellen einen aktiven Anteil nimmt.
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B) Das in Formalin fixierte und zur Losung der Lipoide
mit 96 % -igem Alkohol behandelte Material wurde in 0-5% -iger
wiBeriger Toluidinblaulosung gefdarbt. Diese Konzentration ist
bedeutend groBer, als die allgemein angewendete. Eine konzen-
triertere Losung gebrauchte nur LENHOSSEK, als er 1898 die
Toluidinblau-Féarbung in die Untersuchungstechnik des Nerven-
systems einfiihrte.

Durch Anwendung dieser konzentrierteren Losung erreich-
ten wir, — daB wir unsere Prédparate in 15 Minuten ohne
jede Erwdarmung fiarben konnten. Auf diese Weise fiel das um-
stdandliche Erwdrmen, das bei unvorsichtiger Anwendung zum
Schrumpfen der Prédparate fithren konnte und das langwierize
Féarben in kalten, diinnen Losungen weg. Das wichtigste Ergeb-
nis dieses so modifizierten Verfahrens ist, daB die eine groBere
Affinitdt zeigenden sympatischen Zellen bei der kurzen Fir-
bungsdauer eine viel groBere Menge Farbe aufnehmen konn-
ten, als die sensorischen. Deutlicher gesagt, arbeitet die schwach
konzentrierte Losung langsam und gleichmiBig, die konzen-
triertere dagegen rasch und mit groBen Unterschieden in der
Farbung der einzelnen Zellen. Einen Nachteil besitzt allerdings
diese Methode gegeniiber dem Kiss'schen prolongierten Ver-
fahren. Sie ist ndhmlich am Material, das ilter als 6—8 Stun-
den ist, nicht mit vollem Erfolg durchfiihrbar.

Kurze Beschreibung des Verfahrens.

1. 24 stiindiges Fixieren in 4%-igem Formalin.

2. Auslosen der- Lipoide in ofters gewechseltem 96%-igem Alkohol.

3. Kombinierte Einbettung mit der von uns verbesserten Barta-Kisser’-
schen Einbettungsmethode ohne abs. Alkohol. (Bacsich 1932.)

4. Farbung 15 Minuten in 0-5%-iger Toluidinblaulésung.

5. Auswaschen in destilliertem Wasser solange das Prédparat noch
Farbwolken hinterldaBt. .

6. Differenzierung in 70—96% und abs. Alkohol. Die Differenzierung
ist bei mikroskopischer Kontrolle solange durchzufiihren, bis die dunklen und
hellen Zellen gut zu unterscheiden sind. Dauer etwa 30 Minuten.

7. 30 Minuten Kldren in Terpineol.

8. Abschliessen mit in Xylol oder Terpineol gelostem Canadabalsain.

Ein Abwaschen mit Xylol nach der Kldrung in Terpineol darf nicht
vorgenommen werden, da dadurch — wegen der Verunreinigung des Xylols
des Handels — die schone, helle Farbe sehr oft in eine schmutzig — gelb-

3
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lich — griine iibergeht und genaue Beobachtungen unmdoglich werden. Diese
Pridparate verlieren ihre Farbe auch gewohnlich viel schneller als die
anderen.

Ein Abtupifen der Pridparate mit Filtrierpapier soll woméglich nicht
vorgenommen werden, denn die feinen kleben gebliebenen Héarchen des
Papiers zeigen sich, trotzdem sie unter dem Mikroskop nicht zu sehen sind,
als storende Verunreinigungen auf den Mikrophotogrammen. Diese eigen-
artige Erscheinung konnten wir interessanterweise nur bei den Toluidin-
Prdparaten beobachten.

Die am selben Material ausgefithrte Kiss'sche Osmium
Methode und das Toluidinblau-Verfahren gibt uns auf folgende
sehr wichtigen Fragen AufschluB3:

Der verschiedene Aufbau der sensorischen und sympati-
schen Nervenzellen erscheint, wie auf Abbild. 1. und 3. zu erken-
nen ist zweifellos bewiesen. Wihrend die sensorischen Zellen
einen schiitteren Aufbau mit geringer lipoid- und eiweiBhéltiger
Granulation zeigen, konnen wir mit dem Osmium, wie auch
mit der Toluidinblau-Farbung den dichten Aufbau der sym-
pathischen Zellen leicht zu erkennen. Auf Grund dieser Be-
obachtung ist anzunehmen, daB dem verschiedenen Aufbau der
Zellen auch eine verschiedene Funktion entspricht.

Die zweite Frage die von uns beantwortet wird (Abb. 1.
u. 3.), bezieht sich auf den allgemeinen inneren Aufbau der
Nervenzellen. Es fillt auf, daB trotz den verschiedenen Metho-
den, die zu den Untersuchungen des Zellenaufbaues angewen-
det wurden, die Struktur der Zellen in ihren Einzelheiten gleich
erscheint. Beide Methoden zeigen in den sensorischen Zellen
eine feine, pulverformige Kornelung, desgleichen sehen wir bei
beiden Verfahren die viel dichtere und grobere Kornelung der
sympathischen Zellen. Offenbar werden also durch beide
Verfahren dieselben Bestandteile der Zellen sichtbar gemacht.
Diese unsere Beobachtung unterstiitzt auch die moderne Auf-
fassung der Zellenbiologie (SEHRT 1927, GOLDMANN 1928, BaA-
CSICH 1932) wonach, die in der Funktion der Zellen activ teil-
nehmenden Granula, in unserem Falle das Tigroid, bzw. die
das Tigroid aufbauenden kleineren Kornchen der Nervenzellen
aus einer Mischung von EiweiB- und Lipoidkorperchen bestehen.
Die vielfach beniitzten NissSL'schen Methoden machen den eiweiB-
haltigen, die Osmium Methoden dagegen den lipoidhaltigen Teil
der Kornelung sichtbar.
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Zusammenfassung.

1. Die Kiss'sche Methode steht als sekundidres Osmium-
verfahren in ihrem Wert zweifellos iiber dem primdren Ver-
fahren. Zum ausgeprigten Zustandekommen der Reaktion ist
ein vorheriges Fixieren in Formalin unbedingt notig.

2. Die Kiss'sche Methode ist auch an #lterem Material,
oder auch an solchem, das lidngere Zeit in Formalin gelegen
ist, mit Erfolg anzuwenden.

3. Das Zustandekommen der charakteristischen Reaktion
beruht auf dem verschidenen Lipoidgehalt der sensorischen
und sympatischen Nervenzellen.

4. Die prolongierte Methode kann an frischem Material
durch unseres Toluidinblau-Verfahren ersetzt werden. Die Mo-
difikation besteht aus dem Einschalten der Formalinfixierung
und dem Gebrauch einer kontrastreich arbeitenden 5% -igem
Toluidinblau-Lésung.

5. Dem verschiedenen Bau der sympathischen und sensori-
schen Nervenzellen muBB auch eine verschiedene Funktion ent-
sprechen.

6. Die Kornelung in den Nervenzellen besteht aus Eiweil3
und Lipoidstoffen, die einesteils mit dem Toluidinverfahren und
anderesteils mit dem prolongierten Osmiumverfahren sichtbar
gemacht werden. : '
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