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Von der Kette von Enzymen, die den direkten Kohlenhydratabbau
katalysieren, bestehen bis jetzt erst fiir zwei Enzyme Methoden zur
histochemischen Darstellung im Nervensystem : fiir die Succino-dehydrase,
fir die bereits eine Reihe von Methoden angegeben wurde und fiir die
Aldolase die Methoden von AtreN u. Bourne. Die Stellung der Phos-
phatasen im Kohlenhydratstoffwechsel ist noch nicht geniigend geklért,
als daf} gie hier mit einbezogen werden kénnte. In der vorliegenden Unter-
suchung wird tiber die histochemische Darstellung eines weiteren Enzyms
des Kohlenhydratstoffwechsels berichtet, der Phosphorylase. Phos-
phorylase katalysiert die Reaktion:

23% 7%
Glucose 1 Phosphat = Glykogen + H,PO,.

Histochemisch bietet die Reaktion die Vorteile, daB das Glykogen als
Reaktionsprodukt direkt histochemisch nachweisbar ist, daf} die Reaktion
ohne nennenswerte Wirmetonung ablduft und dafl das Gleichgewicht
auf Seiten der Glykogensynthese liegt. Ein Nachteil besteht in der
Labilitit des Enzyms bei histologischen Verarbeitungsmethoden.

Die in vitro-Synthese von Glykogen ist 1939 gelungen (KIESSLing).
Eingehende Untersuchungen iiber das System wurden von Corr u. Cort
durchgefiihrt. Eine Pflanzenphosphorylase konnte an Hand des Stirke-
nachweises von Yinu. SuN histochemisch in der Sojabohne nachgewiesen
werden. TaAkEUCHI u. Kurraxr konnten Phosphorylase in unfixierten Ge-
frierschnitten von tierischem Gewebe (Muskel, Knorpel, Oesophagus, Ge-
féBe) nachweisen, doch blieb die Methode in Leber und Hirn ohne Erfolg.

Die hier beschriebene Reaktion unterscheidet sich grundsétzlich von
der auf Aneurinpyrophosphatase und den bekannten Reaktionen auf
alkalische und saure Phosphatase.

In gewissen Grenzen konnen schon normale oder pathologische
Glykogenvorkommen einen mittelbaren Aufschlufi iiber die Topographie
der Phosphorylase geben. Oft aber, und besonders in stoffwechselaktiven
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Geweben, wie im Zentralnervensystem, ist dieser Aufschlufl ganz un-
geniigend und von verschiedensten Faktoren abhingig. So ist in Ab-
schnitten mit lebhafter Glykolyse (z. B. in der Molekularschicht der
Kleinhirnrinde) trotz reichlichem Phosphorylasegehalt nur selten
Glykogen nachzuweisen.

Material und Methodik

Diese Reaktion wurde speziell fiir Untersuchungen am Nervensystem aus-
gearbeitet, ist jedoch auch fiir andere Organe zu gebrauchen. Verarbeitet wurde
vorwiegend Material von Meerschweinchen und Tauben, gelegentlich auch mensch-
liches' Operationsmaterial.

Versuche, Phosphorylase in eingebetteten oder fixierten oder nativen Gefrier-
schnitten nachzuweisen, blieben in ZNS ohne brauchbaren Erfolg. Es muBite daherein
fiir histochemische Untersuchungen ungewhnliches Verfahren ausgearbeitet werden,
bei welchem diinne, frische Gewebescheibchen (in der Art, wie sie fiir physiologisch-
chemische Untersuchungen gebréuchlich sind) inkubiert und erst anschliefend
fixiert und histologisch aufgearbeitet werden. Diese kombinierte Methode scheint auch
fitr andere Untersuchungen erfolgversprechende Moglichkeiten zu erdffnen, wie aus
den unten erwahnten vorldufigen Ergebnissen bei weiteren Versuchen hervorgeht.

Die Totung der Tiere erfolgt durch Genickschlag. Das Hirn oder Organ wird so
rasch als moglich priapariert und in Ringer-Losung abgespiilt. Dann werden mit
einer ditnnen Rasierklinge moglichst diinne Schnitte angefertigt: als Vorbild hat das
Vorgehen bei der Zubereitung der Schnitte fir den Gebrauch der WarBURG-
Apparatur zu gelten. Fiir histochemische Zwecke hat allerdings die Einhaltung der
von WARBURG angegebenen Grenzschichtdicke besonders bei locker strukturierten
Geweben nicht die gleiche grundsitzliche Bedeutung, so dafi etwas dickere
Scheibchen noch brauchbar sind. Die frischen Scheibchen werden unmittelbar in
die Inkubationslésung gebracht, in der sie bei etwa 36°C 3—5 Std inkubiert werden.
Die GroBe der Scheibchen kann mit etwa 5Xx5x 0,5 mm angegeben werden.

Die Inkubationslésung enthalt:

Glucose 1 Phosphat 6 9, Monojodacetat 0,25%,
Glykogen 0,1 % (Adenylsiure 1 9%

Die Losung wird vor dem Versuch frisch bereitet. Glucose-1-phosphat (Cori-
Ester) wurde als Di-Kaliumsalz verwendet!. Der Glykogenzusatz ist erforderlich,
da minimale Mengen von Glykogen als Starter der Reaktion notig sind (CorI u.
Cogrr). Monojodacetat oder Natriumfluorid blockieren den glykolytischen Abbau des
Cor1-Esters und begiinstigen dadurch die Reaktion wesentlich, wobei Unterschiede
zwischen verschiedenen Zellelementen bestehen. Monojodacetat ist in der Be-
giinstigung der Reaktion wesentlich wirkungsvoller als Natriumfluorid und besonders
fiir die graue Substanz des Zentralnervensystems unerliaflich. Natriumfluorid kann
daher weggelassen werden, da der zusétzliche Effekt nicht sicher ist; Natriumfluorid
allein ist unzureichend. Adenylsiure dient als Aktivator der Phosphorylase (Cort
u. Corr). Nach Tarevcht und Kurrakt kann sie durch Adenosintriphosphat ersetzt
werden.

Es empfiehlt sich, die Trockensubstanzen in kleinen Wiegeschélchen eingewogen
bereit zu halten und das Losungsmittel unmittelbar vor dem Einlegen der Schnitte
zuzufiigen. Fiir die meist sehr klein dimensionierten Gewebescheibchen hat sich
folgender Satz bewahrt:

Cori-Ester 120 mg Monojodacetat 5 mg
Glykogen 2 mg (Adenylsdure 20 mg).

1 Bezugsquellen: Boehringer, Mannheim, Fluka A. G. Buchs.
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In einem Wiegeschilchen wird dieser mit 2 ml Aqua dest. gelost. Pufferlésung
ist nicht erforderlich, da der Cori-Hster als Di-Kaliumsalz als Puffer wirkt und sich
das Gemisch auch bei Gebrauch von freier Monojodessigsaure automatisch auf
pa 7,00 einstellt. Niedermolare Pufferlésungen reichen in ihrer Kapazitit nicht hin,
diesen Effekt zu verschieben. Die Differenz zum py-Optimum von 6,3—86,5 kann
erfahrungsgeméaB vernachlassigt werden.

Die ganze Weiterbehandlung bis zur Einbettung kann dann in dem gleichen
Schélchen durch AbgieBen der Fliissigkeiten erfolgen, wodurch eine mechanische
Beschidigung der kleinen Proben vermieden wird (die diinnen Scheibehen brechen
im fixierten Zustand leicht). Nach AbschluB der Inkubation wird einmal kurz mit
Aqua dest. gespiilt und nicht langer als 30 min in CarNoys Gemisch fixiert, dann
bringt man die Priparate in iiblicher Weise in Paraffin. Bei der kleinen Gewebe-
menge 1aBt sich diese Behandlung bei halbstiindlichem Wechsel der Fliissigkeiten
rasch durchfithren. Die Schnitte werden mit der Perjodsdure-Schiff-Technik nach
McManvs Horcuxiss geftirbt, wobel die iiblichen Regeln einer Glykogenfiarbung
zu beachten sind. Wir haben bei der PAS-Technik wesentlich bessere Resultate
erzielt, wenn statt alkoholischer wéBrige Perjodstiurelésung gebraucht wurde,
offenbar auf Grund besserer Loslichkeit der Perjodsiure; wie bekannt, ist Glykogen
aus celloidinierten Schnitten unléslich. Selbstverstindlich ist auch die Farbung mit
Bests Carmin, die Reaktion nach Baver-FruLeeN oder die Jodreaktion (NIELSEN,
OExkELS, StocEorM) moglich und erfolgreich.

Komntrollversuche

Die Kontrolle, ob es sich bei den nachgewiesenen Substanzen um Glykogen
handelt, erfolgt in tiblicher Weise durch Speichelprobe, der wir die Behandlung mit
hochgereinigter Diastase (Merck) unbedingt vorziehen. Gegeniiber Wissern ohne
Diastase war das nachgewiesene Glykogen ziemlich resistent. Fbenso hatten Proben
mit Lysozymlésung (Spaltung von Mucopolysacchariden) keinerlei Effekt, was die
ausgesprochene Fermentwirkung der Diastaseprobe unterstreicht. Eine gleich-
laufende Inkubation in 0,19, Glykogenlésung ohne Cori-Ester dient zur Kontrolle
ob a) das zugesetzte Glykogen selbst eine nennenswerte Reaktion gibt und b) ob
priexistentes Glykogen vorhanden ist. Es findet sich dabei, daB in den Randzonen
der Priparate zuweilen oberflichlich liegende Glykogengranula zu finden sind, die
jedoch fiir die Beurteilung der Reaktion quantitativ unwesentlich sind. Pri-
existentes Glykogen scheidet im Hirngewebe bei dieser Verarbeitungsart erfahrungs-
gemiB aus, muB aber in anderen Organen sorgfaltig beachtet werden. Uber Kon-
trollen zur biochemischen Abgrenzung siehe unten.

Ergebnisse

Als Ergebnis der Reaktion 148¢ sich histochemisch Glykogen im Schnitt
nachweisen; es findet sich in der gleichen Form, in der man es auch sonst
unter normalen und pathologischen Bedingungen im Gewebe finden
kann: als stark PAS-positive, diastaseempfindliche Granula, seltener in
diffuser Verteilung bei sehr starker Realction.

Uber die Topographie der Phosphorylase im zentralen Nervensystem
soll hier nur eine kurze Ubersicht geboten werden. Uberraschend war,
daf} die weifie Substunz einen sehr hohen Phosphorylasegehalt aufwies
und darin in der Regel die graue Substanz weit itbertraf. Dies ist auf-
fallend, weil sich sonst normale oder pathologische Glykogenvorkommen
fast ausschlieflich in der grauen Substanz finden. In der Alba kommt es
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meist zu einer scharfen Darstellung von Achsenzylindern durch Glykogen;;
besonders bei allgemein schwicherer Reaktion heben sich einzelne
Achsenzylinder gut hervor. Daneben findet sich Glykogen auch kriimelig,
diffus im Gewebe verteilt, besonders bei starker Reaktion; dann ist eine
genauere cytologische Lokalisation nicht mehr méglich, obwohl sich auch
unter diesen Umstidnden die Zugehérigkeit zu (z. B. quergetroffenen)
Achsenzylindern oft sicherstellen 1a6t. Gliazellen zeigen verstreut eine
ganz intensive, meist die Form von Kurzstrahlern der Astroglia imi-
tierende Reaktion. Nicht selten sind Granula perinucledr angereichert.

In der GroBhirnrinde fallt die Reaktion meist in Form einer granuliren
Bestdubung der Zwischensubstanz aus. In dieser lassen sich jedoch oft
Achsenzylinder, Gliazellen (wie oben beschrieben) und Bruchstiicke von
Zellfortsiitzen, die offenbar mit Dendriten zu identifizieren sind, aus-
machen. Eigenartig ist das Verhalten der Ganglienzellkorper. Oft sind
sie negativ und deutlich als helle Liicken ausgespart. Praktisch in jedem
Priaparat finden sich aber auch Nervenzellen, bei denen Zellkérper und
Dendriten durch eine ganz intensive Granulierung oder massive Reaktion
dargestellt sind, mit einer Schérfe, die fast an Versilberungen erinnert.
Solche positiven Zellen treten in wechselnder Héufigkeit regellos auf;
nicht selten iiberwiegen sie. Praktisch immer erscheinen diese positiven
Zellen leicht geschrumpft, mit weitem pericellulirem Raum. Auch die
. Liicken®, die negative Zellen kennzeichnen, erscheinen gebliht.

Die Kleinhirnrinde zeigt, abgesehen vom stark positiven Marklager,
die intensivste Reaktion in der Molekularschicht. Bei starker Reaktion
erkennt man hier nur eine dichte, diffuse Bestdubung. Nicht selten, be-
sonders bei schwiicherer Reaktion, ist aber das Dendritensystem der
PurkINIE-Zellen bis in seine feinsten Verdstelungen dargestellt, in einer
Art, wie man es sonst ebwa bei GoLar-Imprignationen zu sehen bekommt.
Offenbar wird dieses Strauchwerk der Dendriten oft von Granula in der
Zwischensubstanz verwischt. Eigenartigerweise beschrinkt sich diese
positive Reaktion in der Regel auf die Dendriten, wo man sie wenig vor
dem Eintritt in den PurrINgu-Zellktrper enden sehen kann. Der Kérper
der PUrRkINTE-Zellen ist noch 6fter als der der Pyramidenzellen der GroB-
hirnrinde negativ und erscheint ausgespart. Aber auch hier finden sich —
von Préiparat zu Priparat wechselnd — intensiv positive Zellkérper, bei
denen man den Ubergang in die Dendriten verfolgen kann. Einzelne
Gliazellen (offenbar Oligodendroglia) heben sich in der Molekularschicht
oft durch stark positive Reaktionen hervor. '

Dieses eigenartige Verhalten der Zellkorper ist unklar. Zwei Erkldrungs-
moglichkeiten bieten sich hierfiir an: 1. Es kénnte sich um autolytische
Erscheinungen mit Zerstorung der Fermentsysteme in den ,negativen’
Ganglienzellen handeln. Gegen diese Annahme spricht, dafB das Ver-
halten von positiven und negativen Zellen wunabhingig von der
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Abb. 1. GroBhirnrinde desselben Schnittes it verschiedener Phosphorylasereaktion. ¢ Gebiet mit
vorwiegend negativen Ganglienzellen und Reaktion in der Zwischensubstanz; b Therwiegend positive
Ganglienzellen mit Phosphorylase-Reaktion bis weit in die Dendriten
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Inkubationszeit war, da beide Formen nach 1l5-, 3- und 6stiindiger
Inkubation erschienen. 2. Die Zellen kénnten normalerweise fiir Cori-
Ester oder das Glykogen als Starter inpermeabel sein und die positive
Reaktion erst auf dem Wege iiber eine Membranschidigung zustande
kommen. Diese Annahme scheint uns naheliegender, da z. B. bei In-
kubation in Fruktose 6-Phosphat in allen Zellkérpern eine PAS-positive

Abh. 2. Phosphorylasereaktion in der Kleinhirnrinde (Meerschweinchen), Ubersicht: Starke Reaktion
in der Molekularschicht und im Marklager; einzelne positive PURKINIE-Zellkdrper

Substanz nachweisbar (nicht identisch mit Glykogen) ist (siehe unten).
Auch fillt auf, daB nicht selten ausgesprochen lamindre Effekte ent-
stehen, da die Zellen der Lamina III besonders oft positiv reagieren.
Die Kornerschicht der Kleinhirnrinde zeigt iiblicherweise nur eine sehr
schwache Reaktion mit gelegentlicher Darstellung einzelner Zellelemente.
Besonders bei lingerer Inkubation (5 Std) kann aber die Reaktion sehr
stark werden und diffus die ganze Schicht betreffen. Da dann gleichzeitig
die Reaktion der Molekularschicht absolut schwicher wird, liegt der
SchluB nahe, daf hier bei der langen Inkubation und den zarten Struk-
turen (Dendriten) bereits autolytische Vorgénge zu einer Abschwichung
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der Reaktion in der Molekularschicht fithren. Gegen die Annahme, die
schwache Reaktion der Kornerschicht bei kurzer Inkubation (bis 3 Std)
sei diffusionsbedingt, spricht die scharfe Grenze zur Molekularschicht
und die stark positiven Axone im Marklager (siche Abb. 2).

Im Bereich des Hirnstammes iiherwiegen die intensiv positiven Mark-
fasermassen. An den Ganglienzellen fdllt auf, dal hier eine positive

Abb. 8. Phosphorylase-positive PURKINJE-Dendrifen in der Xleinhirnrinde (Meerschweinchen);
negative PURKINIE-Zellkorper, schwache Reaktion in der Ko6rnerschicht

Reaktion viel hdufiger zu beobachten ist, als in der Grofhirnrinde. Dies
kann den Angaben von SHmMIzu u. Kvmamoro entsprechen, die unter
normalen Umsténden nie im Cortex, wohl aber im Hirnstamm glykogen-
haltige Ganglienzellen nachwiesen.

Adventitielle Plasmabriicken und perivasculire 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 Giewebescheibe
etwas dicker war, eine Abschwichung der Reaktion nach innen, ent-
sprechend der Diffusionsverhéltnissc zu erkennen. Bei der Beurteilung der

Arch, f. Psychiatr. u, Z, Neur., Bd. 195 22
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Intensitit muB dies sorgfialtig beachtet werden und alle Fehlermoglich-
keiten miissen an Hand mehrerer Priparateausgeschlossen werden. Richtet
man sich aber nach den Untersuchungen von WARBURG iber die Grenz-
schichtdicke, so werden alle Einwinde gegen die ,, Blockreaktion hinféllig.

Die eben genannte, diffusionsbedingte Abschwichung der Reaktion
im Innern von Priparaten ist bel peripheren Organen wesentlich stiarker

Abb. 4. Markjaserbiindel im Striatum it Phosphorylasereakiion zwischen negativer grauer Substanz.
(Meerschweinchen). Fast elektive Darstellung von Achsenzylindern bei Inkubation okne Blockierung
der Glykolyse mit Monojodacetat

als beim Hirngewebe. Deshalb war beider Untersuchung von Leber, Niere,
Nebenniere, Herz, Skeletmuskulatur und Darm oft nur eine schmale
Randzone beurteilbar, wihrend das Innere negativ blieb.

Die intensivste Reaktion fand sich in der Leber, wo die Parenchymzellen durch
massiven Glykogengehalt dargestellt waren. Auch am Herz- und besonders am
Skeletmuskel fiel die regelméiBige und starke Reaktion des Sarkolemms und
Zwischengewebes auf, wihrend die Muskelfasern selbst sehr oft nur an der Ober-
fliche des Priparates positiv waren, dann allerdings sehr stark, VerhaltnisméaBig
intensiv war auch die Reaktion des Nebennierencortex. In der Niere waren vor allem
die Epithelien der Tubuli contorti an ihrer dem Lumen zugewandten Oberfliche
positiv, wihrend der Darm keinerlel positive Reaktion zeigte, sondern nur das
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préexistente Mucin der Becherzellen erkennen lie§. Systematische Untersuchungen
scheinen hier erfolgversprechend, wofiir die eigenartige Verteilung im Bereich der
Muskulatur einen Hinweis geben mag.

Bedeutung der Monojodessigsiure oder Fluoridblockierung

Die Blockierung der Glykolyse durch Monojodacetat (weniger durch
Fluorid) verstirkt die Reaktion wesentlich. Die Begiinstigung der Reak-
tion durch Glykolyseblockierung ist in der grauen Substanz des ZNS viel
stérker als in den Achsenzylindern. Ohne Blockierung erzielt man in der
grauen Substanz nur eine sehr schwache oder gar keine Reaktion, wihrend
die Achsenzylinder sich noch gut darstellen. Auf diesem Wege lassen sich
bei kurzer Inkubationszeit (3 Std) die in den Cortex einstrahlenden Axone
elektiv darstellen, wofiir ohne Zweifel nicht nur Unterschiede der Inten-
sitdt der Reaktion, sondern wohl auch Unterschiede der Empfindlichkeit
gegeniiber der Blockierung verantwortlich gemacht werden kénnen.

Biochemische Abgrenzung der Reaktion

Zur naheren Abgrenzung der Reaktion im Hirngewebe dienten folgende
Inkubationen:

Glucose, Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-1-6-Di-
phosphat, wobei die genannten Substanzen jeweils bei gleicher Konzen-
tration und Verarbeitung den Cori-Ester ersetzten. Das untenstehende
Schema zeigt die biologische Reaktionsfolge dieser Substanzen und den
Ort der hier beschriebenen histochemischen Enzymreaktion.

Glykogen
N <« Phosphorylasereaktion
Glucose-1-Phosphat

Glucose - Glucose-6-Phosphat == Fructose-6-Ph. == Fructose-1-6-Diph.

Von diesen Substanzen blieben Inkubation in Glucose und in Fructose-
1.6-Diphosphat ohne jeden histochemisch fafibaren Erfolg. Erwartbar
war dies bei der Glucose, deren Phosphorylierung als energiebindende
Reaktion Adenosintriphosphat braucht und ohne dieses in vitro nicht
moglich 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-
lsren Reaktion; vielmehr zeigte sich eine PAS-schwach positive, diffus
verteilte, nie granulir auftretende Substanz von ganz anderem Ver-
teilungsschema, offenbar nicht identisch mit Glykogen, worauf wir unten
noch zuriickkommen. Hier ist nur bedeutungsvoll, daf die beschriebene
typische Reaktion nur mit Cori-Ester und sonst keinem der genannten
Hexosephosphate erreicht werden kann. Dies zeigt, dal wir es mit einer
reinen Phosphorylasereaktion ohne wesentliche Mitbeteiligung anderer
Fermente zu tun haben.

22%



334 R. FRIEDE:

Inaktivierung

Wie eingangs erwihnt, wurde zunéichst versucht, Phosphorylase in
fixierten oder unfixierten Gewebeschnitten nachzuweisen. Dabei hat sich
ergeben, daB bereits nach Herstellung von 0,5 mm dicken Scheibchen
in gefrorenem Zustand und Inbubation wie oben beschrieben, bestenfalls
eine diffuse, cytologisch nicht verwertbare Reaktion zu erzielen war.
Einfrieren inaktiviert demnach die Phosphorylase oder stort thre Struktur-
bindung. Dementsprechend ergab sich auch bei kurzfristig auf 80° er-
hitzten, nativ gewonnenen Scheibchen keinerlei Reaktion.

Nach Corr u. Corr hat Glucose eine hemmende Wirkung auf die
Phosphorylasereaktion, die auf einer kompetitiven Fermentbeeinflussung
beruht. Bei Zugabe von gleichen Mengen Glucose sowie CoRI-Ester
zum Inkubationsmedium fand sich eine eindeutige Abschwichung der
Reaktion bei sonst normaler Verteilung.

Desgleichen hemmt Phlorrhidzin die Phosphorylasereaktion (Cort
u. Corr). Zugabe von 29 Phlorrhidzin ergab einer der Glucosewirkung
annéhernd gleichstarke, eindeutige Abschwéchung.

Undeutlich hingegen war die Wirkung geringer Mengen von 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,
wihrend Lysozym wirkungslos blieb (s. oben). Desgleichen war Zusatz
von Hyaluronidase (Kinetin Schering, 2 Amp.) praktisch ohne EinfluB
auf die Reaktion. Anderungen im Ionen-Milieu (Ringer-Losung statt Aqua
dest.) zeigten ebenfalls keinen signifikanten Erfolg. Wurde durch stérkere
Pufferlgsungen hingegen eine Verschiebung des py iber 7,0 ins Alkalische
erzwungen (vgl. obige Feststellungen tiber das pn), so kam es zu einer
starken Abschwichung der Reaktion, woran sowohl die Entfernung vom
pa-Optimum, als auch Zerstérung von Cori-Ester teilhaben mogen.

Nach allen Ergebnissen (morphologisches Bild ; Diastase; negatives Er-
gebnis restlicher Hexosephosphate ; Hemmung durch Glucose, Phlorrhid-
zin; Lysozym, Hyaluronidase ohne EinfluB ; Inaktivierungsversuche) kann
damit als gesichert gelten, daB es sich bei der hier beschriebenen Reaktion
um eine spezifische, histochemische Reaktion auf Phosphorylase handelt.

Andere Polysaccharide

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

a) Nach Inkubation in Fructose-6-Phosphat tritt eine diffuse, nie
granulire PAS-Reaktion auf, die wesentlich schwicher (zart rosa) ist,
als die intensive PAS-Reaktion des Glykogens (leuchtend rote Granula).
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Das Verteilungsschema dieser Reaktion weicht grundsétzlich von dem
der Phosphorylase ab: sie ist immer im Ganglienzellk6rper am starksten,
etwas schwécher in der Grundsubstanz, wihrend das Marklager nicht
oder nur unter bestimmten Bedingungen positiv ist. Diese Reaktion
wird am stédrksten mit Fructose-6-Phosphat erzielt, wesentlich schwécher
mit Glucose-6-Phosphat. Auch dieser Umstand setzt sie deutlich von
der Phosphorylasereaktion mit Glucose-1-Phosphat ab.

b) Bei Zusatz von 2% Glycerinaldehyd zur tblichen Inkubations-
16sung mit Corr-Ester dndert sich das Reaktionsergebnis morphologisch
vollig, da dann fast nur eine diffuse, kaum eine granuldre Reaktion erfolgt,
wobei das Verteilungsschema dem der Phosphorylase dhnelt. Die Hirn-
scheibchen werden im Laufe der Reaktion makroskopisch karamelbraun.
Die Stirke der Braunfarbung geht der Intensitéit der PAS-Reaktion
parallel. Hs bildet sich auBerdem eine starke Basophilie der Grund-
substanz, die sich in ihrer Verteilung mit der der positiven PAS-Reaktion
deckt. (Féarbung mit gepufferter Methylenblaulgsung.) Diese Basophilie
tritt weder bei der Phosphorylasereaktion, noch bei der Fructose-6-Phos-
phat-Reaktion auf, auch die braune Fédrbung der Scheibchen, die noch
imungeférbten Schnitt deutlich ist, nicht. Das Reaktionsproduktist nicht
oder wenig diastaseempfindlich und entstebt nicht bei Inkubation mit
Fructose 1-6 Diphosphat.

Besprechung der Ergebnisse

Die zusammengestellten Tatsachen lassen erkennen, daf es sich bei der
beschriebenen Reaktion um einen Fermentnachweis handelt, der die Spezi-
fitédt einer histochemischen Reaktion hat. Von besonderer Bedeutung bzw.
Ausbauféhigkeit scheinen uns zwei der dabei gemachten Beobachtungen:

a) Der iiberaus hohe Phosphorylasegehalt der Axone bzw. der Mark-
substanz tiberhaupt. Dieser Befund ist nach den pathologisch-anato-
mischen Erfahrungen iiberraschend. Es erscheint méoglich, daf der hohe
Phosphorylasegehalt in der weiBen Substanz eine Beziehung zur Gly-
cerinphosphorsidure aufweist, die als wichtige Schliisselsubstanz fiir den
Phosphatidaufbau bei der Spaltung in die Triosephosphate entsteht.
Fir diese Hypothese wiirde sprechen, dafl der Einflul der Monojodessig-
siureblockierung am Axon geringer zu sein scheint; denn wenn die
Glycerinphosphorsiure zur Phosphatidsynthese verwendet wird, wiirde
der weitere glykolytische (von MJE blockierte) Abbau schon physiolo-
gisch nicht die Bedeutung haben wie in der grauen Substanz.

b) Wiehtig scheint weiterhin die auffallende inkonstante Reaktion in
Ganglienzellkorpern. Moglicherweise bietet dies eine Miglichkeit zu
entscheiden, in welcher Form der Hauptteil der Kohlenhydrate der
Ganglienzelle ,,angeboten wird; ob in Form von Glucose oder
Hexosephosphaten oder Triosephosphaten. Succinodehydrase findet sich
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iberwiegend im Ganglienzellkérper, so dall wir den Citronensiurecyclus
wohl hierher lokalisieren diirfen. Auf diesem Gebiet sind noch weitere
Untersuchungen erforderlich.

Zusammenfassung

1. Eine histochemische Reaktion zur Darstellung von Phosphorylase
im ZNS8 (Cori-Ester < Glykogen) wird beschrieben. Der Nachweis gelingt
nur bei Inkubation frischer, nichi gefrorener Gewebescheibehen in Cori-Ester
und nachfolgender Fixierung und histologischer Verarbeitung mit Nach-
weis des gebildeten Glykogens. (Perjodsiure oder jede andere Reaktion.)

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

3. Die Reaktion wird durch Zusatz von Glucose oder Phlorrhidzin
gehemmt. Das gebildete Glykogen ist empfindlich gegen Diastase, un-
empfindlich gegen Hyaluronidase oder Lysozym.

4. Inkubation in Glucose, Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat
oder Fructose-1-6-Diphosphat zeigt keine vergleichbaren Ergebnisse.

5. Die Verteilung der Phosphorylage im ZNS des Meerschweinchens
wird kurz besprochen. Besonders reich daran sind weifie Substanz und
speziell Achsenzylinder; in der grauen Substanz findet sich diffus in der
Zwischensubstanz positive Reaktion, im Kleinhirn besonders in der
Molekularschicht, wo die PUrRrINgE-Dendriten besonders starke Reaktion
aufweisen. Bei PURKINIE-Zellen, auch bei Pyramidenzellen der Grof-
hirnrinde ist die Reaktion im Zellkérper selbst scheinbar regellos ent-
weder stark positiv oder génzlich fehlend. Die Verhéltnisse in peripheren
Organen werden kurz gestreift.

6. Die Reaktion in der grauen Substanz wird durch Monojodacetat-
blockierung (der Glykolyse) deutlicher beginstigt als die in den Axonen.

7. Zwei weitere PAS-positive Reaktionsprodukte nach Inkubation in
Fructose-6-Phosphat und in Cori-Ester mit Glycerinaldehydzusatz
wurden als vorlaufige Mitteilung beschrieben.
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