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Von der Ket te  yon Enzymen, die den direkten Kohlenhydratabbau 
katalysieren, bestehen bis jetzt  erst ffir zwei Enzyme Methoden zur 
histochemischen Darstellnng imNervensystem: ffir die Succino-dehydrase, 
ffir die bereits eine Reihe yon Methoden angegeben wurde und fiir die 
A]dolase die Methoden yon ALLE~ U. B O ~ E .  Die Stellung tier Phos- 
phatasen im Kohlenhydratstoffwechsel ist noch nicht genfigend gekl/~rt, 
als da~ sic hier mit einbezogen werden kSnnte. In der vorliegenden Unter- 
suchung wird fiber die histochemische Darstellung eines weiteren Enzyms 
des Kohlenhydratstoffwechsels berichtet, der Phosphorylase. Phos- 
phorylase katalysiert die Reaktion: 

23% 77% 
Glucose 1 Phosphat --~ Glykogen d- H3PO4. 

Histoehemisch bietet die Reaktion die Vorteile, dal~ das Glykogen als 
1%eaktionsprodukt direkt histochemisch nachweisbar ist, dal~ die Reaktion 
ohne nennenswerte W//rmet6nung ablguft und dal3 das Gleiehgewicht 
auf Seiten der Glykogensynthese liegt. Ein Nachteil besteht in der 
Labilitgt des Enzyms bei histologischen Verarbeitungsmethoden. 

Die in vitro-Synthese von Glykogen ist 1939 gelungen (KIEsSm~G). 
Eingehende Untersuchungen fiber das System wurden yon Co~I u. Co~I 
durchgeffihrt. Eine Pflanzenphosphorylase konnte an Hand des St~rke- 
nachweises vonYI~ u. Su~ histochemisch in der Sojabohne nachgewiesen 
werden. TAK~UC~I u. KtmIAXI konnten Phosphorylase in unfixierten Ge- 
frierschnitten yon tier!schem Gewebe (Muskel, Knorpel, Oesophagus, Ge- 
fgl~e) nachweisen, doch blieb die ~e thode  in Leber und Hirn ohne Erfolg. 

Die hier beschriebene l~eaktion unterscheidet sich grundsgtzlich yon 
der auf Anenrinpyrophosphatase und den bekannten Reaktionen auf 
alkalische und saure Phosphatase. 

In gewissen Grenzen kSnnen schon normale oder pathologische 
Glykogenvorkommen einen mittelbaren Aufschlug fiber die Topographic 
der Phosphorylase geben. Oft aber, und besonders in stoffwechselaktiven 
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Geweben, wie im Zent ra lnervensys tem,  ist dieser Aufschlul~ ganz nn-  
geniigend und  yon  verschiedensten Fak to ren  abhingig .  So ist in  Ab- 
schni t ten  mi t  lebh~fter Glykolyse (z. B. in der Molekularschicht der 
Kleinhirnr inde)  t rotz  reichlichem Phosphorylasegehal t  nu r  selten 
Glykogen nachzuweisen. 

Material und Methodik 
Dicse Reaktion wurde speziell fiir Untersuchungen am ~ervensystem aus- 

gearbeitet, ist jedoch auch fiir andere Organe zu gebrauehen. Verarbeitet wurde 
vorwiegend Material yon Meerschweinchen und Tauben, gelegentlich auch mensch- 
liches Operationsmaterial. 

Versuche, Phosphorylase in eingebetteten oder fixierten oder nativen Gefrier- 
schnitten nachzuweisen, blieben in ZNS ohne brauchbarenErfolg. Es muBte daher ein 
f'tir histochemisehe Untersuchungen ungew5hnliches Verfahren ausgearbeitet werden, 
bei welchem diinne, ]rische Gewebescheibchen (in der Art, wit sie f'tir physiologisch- 
chemische Untersuehungen gebrguchlich sind) inkubiest und erst anschliefiend 
]ixiert und hlstologisch au/gearbeitst werden. Dicse kombinierte Methode scheint auch 
fiir andere Untersuchungcn erfolgversprechende MSglichkeiten zu erSffnen, wie aus 
den unten erwihnten vorliufigen Ergebnissen bei weiteren Versuchen hervorgeh~. 

Die TStung der Tiere erfolgt durch Geniekschlag. Das Him oder Organ wird so 
rasch a]s m5glich prapariert und in Ringer-L5sung abgespiilt. DaRn werden mit 
einer diinnen Rasierldinge m5glichst diinne Sehnitte angefertigt: als Vorbild hat das 
Vorgehen bei der Zubereitung der Schnitte fiir den Gebrauch der WARSUgG- 
Apparatur zu gelten. Fiir histochemische Zwecke hat allerdings die Einhaltung der 
yon WARBURG angegebenen Grenzschichtdicke besonders bci locker strukturierten 
Geweben nicht die gleiche grundsitzliche Bedcutung, so dab etwas dickere 
Seheibchen noah brauchbar sind. Die frischen Scheibchen werden unmittelbar in 
die InkubationslSsung gebracht, in der sic bei etwa 36 ~ C 3--5 Std inkubiert werdcn. 
Die Gr5Be der Scheibehen kann mit etwa 5 • 5 • 0,5 mm angegeben werden. 

Die InkubationslSsung enth~lt: 
Glucose 1 Phosphat 6 ~o Monojodacetat 0,25% 
Glykogen 0,1 ~o (Adenylsaure 1 %) 

Die L5sung wird vor dem Versuch frisch bereitet. Glucose-l-phosphat (CoRI- 
Ester) wurde als Di-Kaliumsalz verwendet 1. Der Glykogenzusatz ist erforderlieh, 
da minimale Mengen yon Glykogen als Starter der l~eaktion n5tig sind (Co~T U. 
CORI). Monojodacetat oder Natriumfluorid blockieren den glykolytischen Abbau des 
Co,i-Esters und begiinstigen dadureh die Reaktion wesentlich, wobei Untersehiede 
zwischen versehiedenen Zellelementen bestehen. Monojodaeetat ist in der Be- 
giinstigung der Reaktion wesentlieh wirkungsvoller als Natriumfiuorid und besonders 
fiir die graue Substanz des Zentralnervensystems unerlg~lich. Natriumfluorid kann 
daher weggelassen werden, da der zusitzliche Effekt nieht sicher ist; Natriumfiuorid 
allein ist unzureichend. Adenylsiure dient als Aktivator der Phosphorylase (Co~I 
u. Co,I). Nach TAKE,YOUr und KtTR~AKI kann sic durch Adenosintriphosphat ersetzt 
werden. 

Es empfiehlt sich, die Trockensubstanzen in kleinen Wiegeseh~lchen eingewogen 
bereit zu halten und das LSsungsmittel unmittelbar vor dem Einlegen der Sehnitte 
zuzufiigen. Fiir die meist sehr klein dimensionierten Gewebeseheibchen hat sich 
folgender Satz bewghrt: 

Co,z-Ester 120 mg Monojodacetat 5 mg 
Glykogen 2 mg (Adenylsgure 20 rag). 

i Bezugsquellen: Boehringer, Mannheim, Fluka A. G. Buchs. 
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In einem Wiegesch&lchen wird dieser mR 2 ml Aqua dest. gelSst. PufferlSsung 
ist nicht erforderlich, da der CoRI-Ester als Di-Kaliumsalz als Puffer wfl'kt und sieh 
das Gemisch auch bei Gebrauch yon freier Monojodessigs&ure automatiseh auf 
PH 7,00 einstellt. Niedermolare PufferlSsungen reichen in ihrer Kapazitat nicht hin, 
diesen Effekt zu verschieben. Die Differenz zum p]t-0ptimum yon 6,3--6,5 kann 
erfahrungsgemal3 vernachliissigt werden. 

Die ganze Weiterbehandlung bis zur Einbettung kann dann in dem gleichen 
Sehiilchen dutch Abgiei]en der Fliissigkeiten effolgen, wodureh eine meohanisehe 
Beschadigung der kleinen Proben vermieden wird (die diinnen Scheibehen brechen 
im fixierten Zust~nd ]eicht). Nach AbschluB der Inkubation wird einmal kurz mit 
Aqua dest. gespfilt und nicht langer als 30 rain in CAI~NOYS Gemisch fixiert, dann 
bringt man die Praparate in iiblicher Weise in Paraffin. Bei der kleinen Gewebe- 
menge ]i~t sich diese Behandlung bei halbstiindlichem Wechsel der Fliissigkeiten 
rasch durchfiihren. Die Schni~te werden mit der Perjods~ure-SchiH-Teehnik naeh 
MCMAN~rS HOTC~KISS gefarbt, w0bei die iib]ichen Regeln einer Glykogenfarbung 
zu beachten sind. Wir haben bei der PAS-Technik wesentlich bessere Resultate 
erzielt, wenn start alkoholischer waitrige Perjods&urelSsung gebr~ucht wurde, 
offenbar auf Grund besserer LSslichkeit der Perjodsaure; wie bekannt, ist Glykogen 
aus celloidinierten Schnitten unlSslich. Selbstverstandlich ist aueh die Farbung mit 
BEsTs Carmin, die Reaktion nach BAV~R-F~ULGEN oder die Jodreaktion (NIELSEN, 
OXXELS, STOC~OL~) mSglich und erfolgreich. 

Kontrol~versuche 
Die Xontrolle, ob es sich bei den nachgewiesenen Substanzen um Glykogen 

handelt, erfolgt in iiblicher Weise dureh Speichelprobe, der wit die Behandlung mit 
hochgereinigter Diastase (Merck) unbedingt vorziehen. Gegeniiber Wassern ohne 
Diastase war das nachgewiesene Glykogen ziemlich resistent. Ebenso hatten Proben 
mit LysozymlSsung (Spaltung yon Mucopolysacchariden) keinerlei Effekt, was die 
ausgesprochene Fermentwirkung der Diastaseprobe unterstreicht. Eine gleich- 
laufende Inkubation in 0,1~o GlykogenlSsung ohne CoEI-Ester dient zur Kontrolle 
ob a) das zugesetzte Glykogen selbst eine nennenswerte Reaktion gibt und b) ob 
pr~existentes Glykogen vorh~nden ist. Es findet sich dabei, dab in den Randzonen 
der Pr&parate zuweilen oberfl~i, chtich liegende Glykogengranul~ zu finden sind, die 
jedoch fiir die ]~eurteflung der Reaktion quantitativ unwesentlich sind. Pra- 
existentes Glykogen scheidet im Hirngewebe bei dieser Verarbeitungsart erfahrungs- 
gema~ aus, mul~ aber in anderen Organen sorgfaltig beachtet werden. Uber Kon- 
trollen zur biochemischen Abgrenzung siehe unten. 

Ergebnisse 
Als Ergebnis  der  R e a k t i o n  l~l~t sich his tochemisch Glykogen im Schni t t  

nachweisen;  es f indet  sich in  der  gleichen Form,  in der  m a n  es auch sonst  
unter norm~len  und  pa tho logischen  Bedingungen  im Gewebe finden 
k~nn:  als s t a rk  PAS-pos i t ive ,  d ias taseempf indl iche  Granula ,  sel tener  in 
diffuser Ver te i lnng bei  sehr s t a rker  Reak t ion .  

13bet die Topograph ie  der  Phosphory lase  im zent ra len  N e rve nsys t e m 
soil hier  nur  eine kurze  Ubers ich t  gebo ten  werden.  Ober ra schend  war, 
dab  die weifle Substanz einen sehr hohen Phosphory lasegeha l t  aufwies 
und  da r in  in der  Regel  die graue  8ubs tanz  welt  i iber t raf .  Dies is t  auf- 
fal lend,  weft sich sonst  normale  oder  pa thologische  G lykoge nvo rkomme n  
fas t  ansschliel~lich in tier grauen Subs tanz  finden. I n  der  Alba  k o m m t  es 
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meist zu einer scharfen Darstellung yon Aehsenzylindern dnrch Glykogen ; 
besonders bei allgemein schwgeherer Reaktion heben sieh einzelne 
Aehsenzylinder gut hervor. Daneben finder sieh Glykogen aueh kriimelig, 
diffus im Gewebe verteilt, besonders bei starker l~eaktion; dann ist eine 
genauere eytologisehe Lokalisation nieht mehr m6glieh, obwohl sieh auch 
unter diesen Umstgnden die Zngeh6rigkeit zu (z. B. quergetroffenen) 
Aehsenzylindern oft sieherstellen lgBt. Gliazellen zeigen verstreut eine 
ganz intensive, meist die Form yon Kurzstrahlern der Astroglia imi- 
tierende I~eaktion. Nieht selten sind Granula perinuelegr angereiehert. 

In der GroGhirnrinde fgllt die t{eaktion meist in Form einer grannlgren 
Bestgubung der Zwisehensubstanz aus. In dieser lassen sieh jedoeh oft 
Aehsenzylinder, Gliazellen (wie oben besehrieben) nnd Bruehstiieke yon 
Zellfortsgtzen, die offenbar mit Dendriten zu identifizieren sind, aus- 
maehen. Eigenartig ist das Verhalten der Ganglienzellk6rper. Oft sind 
sie negativ und dentlieh als helle Liieken ansgespart. Praktiseh in jedem 
Prgparat finden sieh abet aueh Nervenzellen, bei denen ZellkSrper und 
Dendriten dutch eine ganz intensive Grannlierung oder massive I{eaktion 
dargestellt sind, mit einer Sehgrfe, die fast an Versilberungen erinnert. 
Solehe positiven Zellen treten in weehselnder tIgufigkeit regellos auf; 
nieht selten iiberwiegen sic. Praktiseh immer erseheinen diese positiven 
Zellen leieht gesehrumpft, mit weitem perieelluliirem I~aum. Aueh die 
,,Liieken", die negative Zellen kennzeiehnen, erseheinen geblght. 

Die Kleinhirnrinde zeigt, abgesehen vom stark positiven Marklager, 
die intensivste Reaktion in der 5Iolekularsehieht. Bei starker l~eaktion 
erkennt man hier nur eine diehte, diffuse Bestgubung. Nieht selten, be- 
senders bei sehwgeherer Reaktion, ist abet das Dendritensystem der 
PUBKINJE-Zellen bis in seine feinsten Vergstelungen dargestellt, in einer 
Art, wie man es sonst etwa bei GoLGI-Imprggnationen zn sehen bekommt. 
Offenbar wird dieses Strauehwerk der Dendriten oft yon Granula in der 
Zwisehensubstanz verwiseht. Eigenartigerweise besehrgnkt sieh diese 
positive Reaktion in tier l%egel auf die Dendriten, we man sie wenig vor 
dem Eintri t t  in den PuBKINaE-Zellk6rper enden sehen kann. Der K6rper 
der PuBX*NJE-Zellen ist noeh 6fret als der tier Pyramidenzellen der Grog- 
hirnrinde negativ nnd erseheint ausgespart. Aber aueh bier finden sieh - -  
yon Prgparat zu Prgparat weehselnd - -  intensiv positive Zellk6rper, bei 
denen man den ~bergang in die Dendriten verfolgen kann. Einzelne 
Gliazellen (offenbar Oligodendroglia) heben sieh in der Xgoleknlarsehieht 
oft dnreh stark positive t{eaktionen hervor. 

Dieses eigenartige Verhalten der Zellk6rper ist unklar. Zwei Erklgrungs- 
m6gliehkeiten bieten sieh hierftir an: 1. Es k6nnte sieh um autolytisehe 
Erseheinungen mit Zerst6rung der lq'ermentsysteme in den ,neggtiven' 
Ganglienzellen handeln. Gegen diese Annahme sprieht, daG das Ver- 
halten yon positiven nnd negativen Zellen unabhgngig yon tier 



N a c h w e i s  y o n  P h o s p h o r y l ~ s e  m i t  b e s o n d .  B e r i i c k s i c h t i g u n g  d e s  N e r v e n s y s t e m s  329 

Abb. 1. Grol3hirnrinde desselben Schnittes mit  verschiedener Phosphorylasereaktion. a Gebiet rni~ 
vorwiegend negativen Ganglienzellen und Reaktion in der Zwischensubstanz ; b IJ'berwiegend positive 

Ganglienzellen mit  Phosphorylase-Reaktion bis weir in die Dendriten 
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Inkubationszeit war, da beide Formen nach 1�89 3- und 6stfindiger 
Inkubation ersehienen. 2. Die Zellen kSnnten normalerweise ffir CoRI- 
Ester oder das Glykogen als Starter inpermeabel sein und die positive 
Reaktion erst auf dem Wege fiber eine Membranschi~digung zustande 
kommen. Diese Annahme seheint uns naheliegender, da z. B. bei In- 
kubation in Fruktose 6-Phosphat in allen ZellkSrpern eine PAS-positive 

Abb. 2. Phosphorylasereaktion in der Kleinhirnrinde (Meerschweinehen), l~bersicht : Starke Iteaktion 
in der 5[olekularsehicht und im Marklager; einzelne positive PuRKINJE-Zellk6rper 

Substanz naehweisbar (nicht identisch mit Glykogen) ist (siehe unten). 
Auch fi~llt auf, da[~ nicht selten ausgesprochen laminiire Effekte ent- 
stehen, da die Zellen der Lamina I I I  besonders oft positiv reagieren. 

Die KSrnerschicht der Kleinhirnrinde zeigt iib]icherweise nur eine sehr 
schwaehe l~e~ktion mit gelegentlicher Darste]lung einzelner Zellelemente. 
Besonders bei l~ngerer Inkubation (5 Std) kann abet die Reaktion sehr 
stark werden und diffus die ganze Schieht betreffen. Da dann gleichzeitig 
die Reaktion der Molekularschicht absolut schw~cher wird, liegt der 
SehluB nahe, dag hier bei der langen Inkubation nnd den zarten Struk- 
turen (Dendriten) bereits autolytische Vorgange zu einer Absehwachung 
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der Reaktion in der Molekularschicht f/ihren. Gegen die Annahme, die 
schwache Reaktion der KSrnerschicht bei kurzer Inkubation (bis 3 Std) 
sei diffusionsbedingt, spricht die scharfe Grenze zur Molekularschicht 
und dig stark positiven Axone im Marklager (siehe Abb. 2). 

Im Bereich des Hirnstammes fiberwiegen die intensiv positiven Mark- 
fasermassen. An den Ganglienzellen fi~llt auf, dab hier eine positive 

Abb. 3. Phosphorylase-positive PURKINJE-Dendriten in der  Kleinhirnr inde (Meerschweinchen); 
negative PURKINJE-Zel~kS~'per, schwachc l~eaktion in der KSrnerschicht  

Reaktion viel h~ufiger zu beobachten ist, als in der Grol~hirnrinde. Dies 
kann den Angaben yon S~IMIZt; u. KtTMAMO~O entsprechen, die unter 
normalen Umst/inden hie im Cortex, wohl abet im Hirnstamm glykogen- 
haltige Ganglienzellen nachwiesen. 

Adventitielle Plasmabrficken nnd perivasculgre Strukturen sind meist 
stark positiv. Vereinzelt untersuchtes Tumorgewebe (Gliom) wies eine 
ungemein starke, diffus verteilte Reaktion auf. 

Bei den Befunden ist gelegentlich, besonders wenn die Gewebescheibe 
etwas dicker war, eine Abschwachung der Reaktion nach innen, ent- 
sprechend der Diffusionsverh/~ltnisse zu erkennen. Bei der Beurteilung der 

Arch. f. P sych ia t r .  u. Z, ~=eur., Bd.  195 22 
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Intensit /~t  mug  dies sorgf~ltig beach t e t  werden  und  Mle FehlermSglich-  
ke i ten  mfissen an H a n d  mehrerer  Pri~parate ausgeschlossen werden. R ich te r  
m a n  sich aber  naeh den  Un te r suehungen  von  WAaBUaG fiber die Grenz- 
s ehichtdieke ,  so werden alle Einw/~nde gegen d i e , ,B loekreak t ion"  hinf~llig. 

Die eben genannte ,  diffusionsbedingte Absehw~ehung der  I~eaktion 
im Inne rn  yon P r~pa ra t en  is t  bei  per ipheren  Organen wesentl ieh s ta rker  

Abb. 4. ~,Iavklaserbi;,ndel im Strialum rail Phosphorylaserealclion zwisehen negativer grauer Substanz. 
(Meerschweinchen). Fast elektive Darstellung yon Achsenzylindern bei Inkubation ohne Blockierung 

der Glykolyse mit 5Ionojodacetat 

als be im Hirngewebe.  Deshalb  war  bei  der  Unte r suchung  yon  Leber,  Niere,  
Nebenniere ,  Herz,  Ske le tmusku la tu r  und D a r m  oft nur  eine sehmale  
Randzone  beur te i lbar ,  wi~hrend das Inhere  nega t iv  blieb. 

Die intensivste Reaktion land sich in der Leber, wo die Parenchymzellen durch 
massiven Glykogengehalt dargestellt waren. Auch am Herz- und besonders am 
Skeletmuskel fiel die regelm~gige und starke l~eaktion des Sarkolemms und 
Zwischengewebes auf, w~hrend die Muskelfasern selbst sehr oft nur an der Ober- 
fl~iche des Pr~parates positiv waren, dann allerdings sehr stark. Verh~Itnism~Big 
in~ensiv war auch die Reak~ion des Nebenniereneortex. In  der Niere waren vor allem 
die Epithelien der Tubuli eontorti an ihrer dam Lumen zugewandten Oberflache 
positiv, wi~hrend der Darm keinerlei positive Reaktion zeigte, sondern nur das 
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preexistence Muein der Beeherzellen erkennen lieg. Systema~isehe Untersuehungen 
seheinen bier erfolgverspreehend, wofiir die eigenargige Verteilung im Bereieh der 
Muskula~ur einen I-Iinweis geben mag. 

Bedeutung tier Mono]odessigsdure oder Fluoridblockierung 

Die Blockierung der Glykolyse durch Monojodacetat (weniger durch 
Fluorid) verst~rkt die t~eaktion wesentlich. Die Begiinstigung der I{eak- 
tion durch Glykolyseblockierung ist in der grauen Substanz des ZNS viel 
st/~rker als in den Achsenzylindern. Ohne Blockierung erzielt man in der 
grauen Substanz nur eine sehr schwache oder gar keine I~eaktion, w/ihrend 
die Achsenzylinder sich noch gut darstellen. Auf diesem Wege lassen sich 
bei kurzer Inkubationszeit (3 Std) die in den Cortex einstrahlenden Axone 
elektiv darstellen, woffir ohne Zweifel nicht nur Unterschiede der Inten- 
sitar der l~eaktion, sondern wohl auch Unterschiede der Empfindlichkeit 
gegeniiber der Blockierung verantvort l ich gemacht werden k6nnen. 

Biochemische Abgrenzung der Realction 

Zur n/~heren Abgrenzung der I~eaktion im Ilirngewebe dienten folgende 
Inkubationen : 

Glucose, Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-l-6-Di- 
phosphat, wobei die genannten Substanzen jeweils bei gleicher Konzen- 
tration und Verarbeitung den Co,i-Ester  ersetzten. Das untenstehende 
Schema zeigt die biologische l~eaktionsfolge dieser Substanzen und den 
Ort der hier beschriebenen histochemischen Enzymreaktion. 

Glykogen 
~ ~ Phosphorylasereaktion 

Glucose- 1-Phosphat 

Glucose ~ Glucose-6-Phosphat ~ Fructose-6-Ph. ~ Fructose-l-6-Diph. 

Von diesen Substanzen blieben Inkubation in Glucose und in Fructose- 
1-6-Diphosphat ohne jeden histochemisch fal~baren Erfolg. Erwartbar 
war dies bei der Glucose, deren Phosphorylierung als energiebindende 
Reaktion Adenosintriphosphat braucht und ohne dieses in vitro nicht 
m6glich sein wird. Auffallend war das Ergebnis bei Inkubation in 
Glucose-6-Phosphat und besonders Fructose-6-Phosphat. Keine dieser 
Substanzen ergab das typische Bild der stark PAS-positiven, granu- 
lgren geakt ion;  vielmehr zeigte sich eine PAS-schwach positive, diffus 
verteilte, hie granular auftretende Substanz yon ganz anderem Ver- 
teilungsschema, offenbar nieht identiseh mit Glykogen, worauf wit unten 
noch zuriiekkommen, t t ier ist nut  bedeutungsvoll, dal~ die beschriebene 
typische t~eaktion nut  mit CoRI-Ester und sonst keinem der genannten 
ttexosephosphate erreicht werden kann. Dies zeig~, dag wit es mit einer 
reinen Phosphorylasereaktion ohne wesentliche Mitbeteiligung anderer 
Fermente zu tun haben. 

22* 
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Inaktivierung 

Wie eingangs erw~hnt, wurde zun~chst versucht, Phosphorylase in 
fixierten oder unfixierten Gewebeschnitten nachzuweisen. Dabei hat sich 
ergeben, da$ bereits nach tterstellung yon 0,5 mm dicken Scheibchen 
in gefrorenem Zustand und Inbubation wie oben beschrieben, bestenfalls 
eine diffuse, cytologisch nicht verwertbare l%eaktion zu erzielen war. 
Einfrieren inaktiviert demnach die Phosphorylase oder stSrt ihre Struktur- 
bindung. Dementsprechend ergab sich auch bei kurzfristig auf 80 ~ er- 
hitzten, nativ gewonnenen Scheibchen keinerlei Reaktion. 

Nach Co~I u. Co~I hat Glucose eiue hemmende Wirkung auf die 
Phosphorylasereaktion, die auf einer kompetitiven Fermentbeeinfiussung 
beruht. Bei Zugabe yon gleiehen Mengen Glucose sowie CoRI-Ester 
zum Inkubationsmedium fund sich eine eindeutige Abschw~chung der 
l:~eaktion bei sonst normaler Verteilung. 

Desgleichen hemmt Phlorrhidzin die Phosphorylasereaktion (Co~I 
u. Co,I). Zugabe yon 2 % Phlorrhidzin ergab einer der Glucosewirkung 
annahernd gleichstarke, eindeutige Abschwachung. 

Undeutlich hingegen war die Wirkung geringer Mengen yon Cu-Ionen, 
wobei dahingestellt bleiben mag, inwieweit die antagonisierende Wirkung 
im Gewebe enthaltenen Glutathions und anderer reduzierbarer Substan- 
zen wirksam war. 

Glykogen als Reaktionsprodukt war nur gegen Diastase empfindlich, 
w~hrend Lysozym wirkungslos blieb (s. oben). Desgleichen war Zusatz 
von Hyaluronid~se (Kinetin Schering, 2 Amp.) praktisch ohne Einflu~ 
auf die Reaktion. Anderungen im Ionen-Milieu (Ringer-L5sung start Aqua 
dest.) zeigten ebenfalls keinen signifikanten Erfolg. Wurde durch st~rkere 
PufferlSsungen hingegen eine Verschiebung des pH fiber 7,0 ins Alkallsche 
erzwungen (vgl. obige Feststellungen fiber das pH), so kam es zu einer 
starken Abschw~chung der Reaktion, woran sowohl die Entfernung vom 
p~-Optimum, als auch ZerstSrung yon Co]~I-Ester teilh~ben mSgen. 

Nach allen Ergebnissen (morphologisches Bild; Diastase; negatives Er- 
gebnis restlicher ttexosephosphate ; Hemmung durch Glucose, Phlorrhid- 
zin; Lysozym, ttyaluronidase ohne Einflu$ ; Inaktivierungsversuehe) kann 
damit als gesichert gelten, da~ es sich bei der hier beschriebenen Reaktion 
um eiue spezifische, histochemische l~eaktion auf Phosphorylase handelt. 

Andere Polysaccharide 

Im Zuge der Untersuchungen haben sich einige weitere Beobachtungen 
machen lassen, die fiber das ursprfingliche Ziel eines Phosphorylase- 
nachweises hinausgingen. 

a) Nach Inkubation in Fructose-6-]?hosphat tritt eine diffuse, nie 
granulgre PAS-Reaktion auf, die wesentlich schwgcher (zart rosa) ist, 
als die intensive PAS-Reaktion des Glykogens (leuchtend rote Granula). 
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Das Verteilungsschema dieser Reaktion weicht grunds~tzlich yon dem 
der Phosphorylase ab : sic ist immer im GanglienzellkSrper am st~rksten, 
etwas schw~cher in der Grundsubstanz, w/ihrend das Marklager nicht 
oder nur unter bestimmten Bedingungen positiv ist. Diese Reaktion 
wird am st~rksten mit Fructose-6-Phosphat erzielt, wesentlich schw~cher 
mit Glucose-6-Phosphat. Auch dieser Umstand setzt sic deutlich yon 
der Phosphorylasereaktion mit Glucose-l-Phosphat ab. 

b) Bei Zusatz yon 2~o Glyeerinaldehyd zur fiblichen Inkubations- 
16sung mit Co,I-Ester i~ndert sich das geaktionsergebnis morphologisch 
vSllig, da dann fast nur eine diffuse, kaum eine granuliire Reaktion erfolgt, 
wobei das Verteilungsschema dem der Phosphorylase ~hnelt. Die Hh'n- 
scheibehen werden im Laufe der Reaktion makroskopisch karamelbraun. 
Die St~rke der Braunf/~rbung geht der Intensit/~t der PAS-I~eaktion 
parallel. Es bildet sich auBerdem eine starke Basophilie der Grund- 
substanz, die sich in ihrer Verteilung mit der der positiven PAS-Reaktion 
deckt. (F/~rbung mit gepufferter Methylenblau15sung.) Diese Basophilie 
t r i t t  weder bei der Phosphorylasereaktion, noch bei der Fructose-6-Phos- 
phat-Reaktion auf, auch die braune Farbung der Scheibchen, die noch 
im ungef~rbten Schnitt deutlich ist, nicht. Das geakt ionsprodukt  ist nicht 
oder wenig diastaseempfindlich und entsteht  nicht bei Inkubat ion mit 
Fructose 1-6 Diphoslohat. 

Bespreehung der Ergebnisse 
Die zusammengestellten Tatsachen lassen erkennen, dal~ es sich bei der 

beschriebenen Reaktion um einen Fermentnachwcis handelt, der die Sloezi- 
fit~it einer histochemischen Reaktion hat. Von besonderer Bedeutung bzw. 
Ausbaufahigkeit scheinen uns zwei der dabei gemachten Beobachtungen : 

a) Der fiberaus hohe Phosphorylasegehalt der Axone bzw. der Mark- 
substanz iiberhaupt. I)ieser Befund ist nach den 10athologisch-anato- 
mischen Erfahrungen iiberraschend. Es erscheint mSglich, dal~ tier hohe 
Phoslohorylasegehalt in der weil3en Substanz eine Beziehung zur Gly- 
cerinphoslohors~ure aufweist, die als wichtige Schl/isselsubstanz fiir den 
Phosphatidaufbau bei der Spaltung in die Triosephosphate entsteht.  
Ffir diese Hypothese wiirde sprechen, dal~ der Einflul~ tier 3/Ionojodessig- 
saureblockierung am Axon geringer zu sein scheint; denn wenn die 
Glycerinphosphors~ure zur Phoslohatidsynthese verwendet wird, wiirde 
der wcitere glykolytische (yon MJE blockierte) Abbau schon physiolo- 
gisch ~icht die Bedeutung haben wie in der grauen Substanz. 

b) Wiehtig scheint weitcrhin die auffallende inkonstante Reaktion in 
GanglienzellkSrpern. M6glieherweise bietet dies eine M6glichkeit zu 
entscheiden, in welcher Form der I taupttei l  der Kohlenhydrate der 
Ganglienzelle ,,angeboten" wird; ob in Form yon Glucose oder 
Hexosephoslohaten oder Triosephosphaten. Succinodehydrase finder sich 



336 FI~IEDV. : Naohweis v. Phosphorylase mit besond. Beriioksicht. d. Nervensystems 

iiberwiegend im GanglienzellkSrper, so dab wit den Citronens~urecyclus 
wohl hierher lokalisieren dtirfen. Auf diesem Gebiet sind noch weitere 
Untersuchungen erforderlich. 

Zusammenfassung 

1. Eine histochemische Reaktion zur Darstellung yon Phosphorylase 
im ZNS (Col~I-Ester < Glykogen) wird beschrieben. Der ~qachweis gelingt 
nut bei Inkubat ion ]fischer, nicht ge/rorener Gewebescheibchen in Col~I-Ester 
und nachfo]gender Fixierung und histologischer Verarbeitung mit  ~ach-  
weis des gebilcleten Glykogens. (Perjods~ure oder jede andere Reaktion.) 

2. Geringe Mengen Glykogen als Starter und Monojodacetat zur 
Blockierung der Glykolyse Iniissen zugesetzt werden. 

3. Die Reaktion wird dutch Zusatz yon Glucose oder Phlorrhidzin 
gehemmt. Das gebfldete Glykogen ist empfindlich gegen Diastase, un- 
empfindlich gegen Hyaluronidase odor Lysozym. 

4. Inkubat ion in Glucose, Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat 
odor Fructose-l-6-Diphosphat zeigt keine verg]eichbaren Ergebnisse. 

5. Die Verteilung der Phosphorylase im ZNS des Meersehweinehens 
wird kurz besprochen. Besonders reich daran sind weil~e Substanz und 
spez~ell Achsenzylinder; in der grauen Substanz finder sich diffus in der 
Zwischensubstanz positive Reaktion, im Kleinhirn besonders in der 
Molekularsehicht, wo die PVl~KIXJE-Dcndriten besonders starke l~eaktion 
~ufweisen. Bei Pvl~KI~J]~-Zellen, auch bei Pyramidenzellen der GroB- 
hirnrinde ist die Reaktion im ZellkSrper selbst scheinbar regellos ent- 
weder stark positiv oder g~nz]ich fehlend. Die Verh~ltnisse in peripheren 
Organen werden kurz gestreift. 

6. Die Reaktion in der grauen Substanz wird dutch Monojodacetat- 
blockierung (der G]ykolyse) deutlicher begtinst~gt als die in den Axonen. 

7. Zwei weitere PAS-positive Reaktionsprodukte nach Inkubat ion in 
Fructose-6-Phosphat und in Col~I-Ester Iait Glycerinaldehydzusatz 
wurden als v0rl~ufige Mitteilung beschrieben. 
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