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Bildung von Sulfatidgranula naeh intracerebraler Inj ektion 
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InCracellul~re Ablage rungen  yon  Cerebrosid-Schwefels~urees~ern 
(CSE) in  F o r m  yon  Su l fa t idgranu la  wurden  bisher  nu t  bei  der  me tachro -  
ma t i schen  Leukodys t roph ie ,  e iner  sel tenen Stoffwechselerkrankung des 
Menschen,  beobach te t .  Es  hande l t  sich bei  dieser  Krankhei~  u m  eine 
angeborene  Ferments~Srung  (MEHL U. JA~ZKEWITZ 1965). I n  de r  vor-  
l iegenden Arbe i t  w a r d e n  kolloid~l  gelSste CSE Kan inohen  in~raeerebral  
inj izier t .  A u f  diese Weise  war  es mSglich, in t raeel lul~re  Bf ldung yon  CSE- 
Granu la  zu induzieren.  Auffa l lend  war  dabe i  die geringe H~uf igkei t  granu-  
l~rer CSE-Ablagerungen .  Durch  gleichzeit ige I n j e k t i o n  yon  N a t r i u m -  
dii~thyldithioc~rbamaC (NDDTC) liel~ sich die geringe Bere i t schaf t  zur  
Su l fa t idgranu lab i ldung  nich~ steigern.  

Material und Methodik 
20 m~nnliche Kaninchen zwischen 2,5 und 3 kg wurden zum Versueh verwendet. 
17 Tieren wurde je 1,5 mg CSE in physiologiseher KochsalzlSsung intraeerebral 

injiziert. Der InjektionslSsung waren bei 3 dieser Tiere je 2 nag 1NIDDTC zugesetzt. 
Die injizierte F]fissigkeitsmenge betrug bei allen Tieren 0,1 ml. 2 der 3 Kontrolltiere 
wurden mit 0,1 ml physiologischer KochsalzlSsung und 1 Tier mit 2 rag NDDTC in 
0,1 ml physiologiseher KoehsalzlSsung gespritzt. Von den 14 Tieren, die nut CSE 
erhalten hatten, wurden je 2 Tiere naeh 4, 8 und 16 Std, 1 und 2 Tagen getStet und 
je 1 Tier naeh 3, 4, 8 und 23 Tagen. 1 Tier der beiden zugehSrigen Kontrolltiere 
wurde am i. Tag und 1 Tier am 23. Tag post injectionem get6tet. 

Von den 3 Tieren, die zusgtzlieh 1NIDDTC erhalten hasten, wurde je 1 Tier am 
2 ,  4. und 8. Tag post injectionem get6tet und das entspreehende Kontrolltier am 
4. Tag. 

Die T6tung erfolgte in Athernarkose durch Entbluten aus der Vena Cava. Die 
Gehirne wurden in neutralem 4~ Formalin ca. 3 Woehen lang fixiert. Die 
histoehemisehe Untersuchung erfolgte an 20 # starken Gefrierschnitten. Es wurden 
Frontalschnitte aus drei Regionen untersueht: 1. Frontalhirn, 2. Schnitt in ttShe 
der Injektionsstelle mit Stammganglien, 3. Oeeipitalhirn. Der CSE-N~ehweis erfolgte 
mit der Trypaflavin-p-dimethylaminobenzaldehyd-Methode (HOLLX~DEg 1963, 
1964). Kontrollschnitte wurden mit HE, Kresylviolett, Sudan naeh Ro~ms, Mark- 
seheiden naeh SCm~OEDER gefarbt. 

Herstellung der In]e/ctionslSsungen. 60 mg eines CSE-Gemisehes wurden in 50 ml 
Chloroform-Methanol (2:1) in einem 100 ml-Kolben gelSst. Das L6sungsmittel 
wurde anschlieBend unter leichter Erwgrmung des GefgBes mit einer knapp fiber der 
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Fliissigkeitsoberfl~che befindlichen, an die Wasserstrahlpumpe angeschlossenen 
Capillare abgeschnorchelt. Man erh~lt auf diese Weise einen dfinnen Lipoidfilm auf 
der Kolbenwand. lqach Zusutz yon 4 ml 0,9~ ~aC1-LSsung wurde der Kolben 
an einen i~fickfiuBkfihler geh~ngt und im kochenden Wasserbad 5 Std ]ang erhitzt. 
Dabei 15sen sich die CSE kolloida1, die LSsung opalesciert. 

I ml dieser LSsung wurden 20 mg ~qDDTC (l~erck) zugesetzt und ge]Sst. 
In]e~tionstechniIc. Die Injektion wurde in ~thernarkose vorgenommen. Die 

Injektionsste]le lag 1 cm hinter einer, die Mitre beider oberer Orbit~lr~nder verbin- 
denden gedachten Linie 0,5 cm rechts p~ramedian. N~ch Freilegung des Sch~del- 
knochens wurde ~n der angegebenen Stelle mit einem l~undkopfbohrer eine Ver- 
tie~hng in den Knochen gebohrt, so da[~ nut eine dfinne Knochenlame]le stehenb]ieb. 
Diese Schicht m~d die darunterliegende Dura wurden dann mi$ einer auf 5 mm 
abgeschnittenen und wieder angeschliffenen 24 Nadel durchgestochen. Die Nadel 
wurde dann senkrecht zur Sch~deloberfl~che ins Him eingeftihrt. Die Iniektion 
erfolgte mit einer Tuberkulinspritze. 

Ergebnisse 

]3ei ke inem der un te r such ten  Tiere f anden  sich pathomorphologische 
Veri~nderungen im Fron ta l -  oder Occipitalstfick. ]:)as Mittelstfick zeigte 
im  Bereich des Stichkanals,  je nach  Uberlcbenszei t ,  frische Blu tungen ,  

Tabelle 

TStung post Anzahl der Anzahl der Tiere 
injec~ionem Tiere mit CSE-Granula 

Injizierte Substanz 
in 0.1 ml 

1,5 mg CSE 
1,5 mg CSE 
1,5 mg CSE 
1,5 mg CSE 
1,5 mg CSE 
1,5 mg CSE 
1,5 mg CSE 
1,5 mg CSE 
1,5 mg CSE 

NaC1 1 
~aC1 23 

1,5rag CSE -~ 2rag NDDTC 2 
1,5rag CSE ~- 2rag I~)DTC 4 
1,5rag CSE ~- 2rag ~DDTC 8 

2 mg NDDTC 

4 h  
8h  

16 h 
l d  
2 d  
3 d  
4 d  
8d  

23 d 

4 d  

Ges~mt 

2 
2 
2 
2 
2 
1 
1 
1 
1 

20 

0 
0 
0 

/~ltere Blu tungen ,  Fet tkSrnchenzel len ,  Gliaprogressivit~t.  Hervorzuheben  
ist  das gehi~ufte Auf t re ten  yon  gebli~hten As t rocy ten  mi t  gr0Ben glasig 
erscheinenden,  b lab  f~rbbaren  Kernen ,  F o r m e n  wie m a n  sie beim Hirn-  
6dem beobachtet .  H inzu  k a m  eine oft deut l iche E n t m a r k u n g  mi t  Auf- 
lockerung des Grundgewebes.  I n  ke inem Fal l  k o n n t e n  wir entzfindliche 
l~eakt ionen im  Sinne einer Meningit is  oder Meningoeneephali t is  beob- 
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achten. CSE-Granula lieSen sich nur in zwei F/~llen nachweisen. Beide 
Tiere hatten nut CSE injiziert bekommen und waren am 2. und 3. Tag 
post injeetionem getSte~ worden (Tabelle). Bei keinem aller fibrigen Tiere 
fanden wit Sulfatidgranula. Beide positiven F/tlle zeig~en nut auf der 
Seite der Injektion Granulabildung, und zwar in Gliazellen in der Um- 
gebung yon Ependymresten im Bereieh der Anlagerung des Alveus an die 
basale Balkenfl/~che (Abb. 1 und 2). Ganz vereinzelt auch in Pialzellen 

Abb.1.  IntraceUul~re CSE-Granula. Deutliche Aussparung der Kerne. Trypaflavin-p-Diinethyl- 
aminobenzaldehyd 1500 • 

Abb.2 .  Intracellul~re CSE-Granula. Trypaflavin-p-Dimethylaminobenzaldehyd-tt~malaun. 1800• 

fiber dem Cortex in der NiChe der Injektionsstelle. Sieher extraeellul~r 
liegende Granula konnten nieht naehgewiesen werden. Naeh Chloroform- 
Methanol Extraktion ]leiden sich keine Sehwefels~ureester mehr nach- 
weisen. 

Sch~fitte wurden fiber Nacht bei 37 ~ C in Chloroform-Methanol 2:1 inkubier~ und 
d~nn auf CSE un~ersucht. 

Mit der PAS-Reaktion und mit dem Schwefels~ureesternaehweis naeh 
Sulfatierung liel3en sieh die Granula auch am extrahierten Sehnitt dar- 
stellen. 
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Die NDDTC-Tiere zeigten pathomorphologiseh und histochemisch 
keinen Unterschied gegenfiber den zwSlf negativen CSE-Tieren. 

Diskussion 

Die histoehemisehen Eigensehaften der in den beiden F/~llen nach- 
gewiesenen Granula entspreehen den tgeaktionen yon Sulfatidgrannla, 
wie wir sie in Hirn  und Niere yon Fallen metaehromatischer Lenko- 
dystrophie beschrieben haben (HoLLs 1965). 

Das typisehe CSE-Granulum enthalt  CSE-Ablagerungen auf oder in 
einer Mucopolysaecharid-Matrix, ohne cova]ente Bindungen zwisehen 
Polysacchariden und CSE. 

Freiliegende Sulfatgruppen mit  geringem gegenseitigen Abstand bedin- 
gen die Chromotropie nnd erlauben den histoehemischen Naehweis des 
CSE-Granulums. 

Bemerkenswert  ist, dab es nur in so seltenen Fallen zur Granulabil- 
dung kommt.  In  jfingster Zeit haben OLSSO~, SOURA~DER U. SVEN~E~- 
HOLM kolloidal gelSste Sphingolipoide Ra t ten  intraeerebral gespritzt. Sie 
benutzten wesentlieh hShere CSE-Konzentrationen als wit (8 mg pro 
Ratte)  und fanden deutliche unresorbierte CSE-Ablagerungen. Obwohl 
diese Depots fiber die gesamte Versuchsdauer yon 6 Woehen naehweisbar 
blieben, war es nur in sehr geringem Ma6e zur celluls CSE-Einlagerung 
gekommen. 0ffenbar bleiben also grSgere CSE-Mengen fiber lange Zeit 
unresorbiert im Gewebe liegen, wahrend sich geringere CSE-Mengen nach 
der Injekt ion rasch im Gewebe zu verteilen scheinen, so dag keine freien 
Sulfatgruppen in grSgerer Diehte auftreten. Ein Stadium gr~nul/irer Ein- 
lagerung mug dabei nieht hi jedem Fall durehlaufen werden. 

Die geringe Neigung zur Bfldung yon CSE-Granula la6t sieh dutch 
gleiehzeitige Gabe yon NDDTC nieht steigern. 

Dutch chronische Vergiftung mit dieser Substanz ge]ang es lVi~n~, ZA~UBA u. 
KI%IKLAVA (1959) bei Sehafen Leukodystrophien mit metachromatischen Abb~u- 
produkten zu erzeugen. Es wurde jedoch bis ietzt nicht gesichert, ob es sich dabei 
um CSE-Ablagerungen handelt. 

AUSTIN u. LEHFELDT (1965) implantierten Reinlipoide in fester Form 
ins Rattenhirn.  Sie fanden naeh Implanta t ion  yon CSE (eine Mengen- 
angabe in Milligramm wurde nieht gemaeht) sogenannte ,,Granular 
bodies" noeh 4 Wochen post injectionem. Wie schon OLSSO~ u. Mitarb. 
bemerkten, liegen bei dieser Versuchsanordnung offenbar andere Resorp- 
tionsbedingungen vor. 

In  bezug auf das Ausbleiben einer ,,experimental-globoid-response" 
naeh intraeerebraler CSE-Injektion entspreehen aueh unsere Unter- 
suehungen den Ergebnissen yon AusTIN u. LEI{F]~LD~ (1965). 
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Z u s a m m e n ~ a s s u n g  

17 Kaninchen  wurde je 1,5 mg Cerebrosid-Schwefels~ureester (CSE) 
in 0,1 ml physiologischer Kochsalzl6sung intracerebral  gespritzt.  Die 
Tiere wurden zu verschiedenen Zeiten post  injectionem get6tet  und  die 
Gehirne histologisch und  histochemisch untersucht .  ~qur bei zwei Tieren 
konnte  die intr~cellul/ire Bildung yon  Sulfatid-Granu]a nachgewiesen 
werden. Aufgrund  des L6slichkeitsverhaltens und  ihrer histochemischen 
Reakt ion  erwiesen sich die Granula als typische CSE-Granula,  wie sie such  
bei der metachromat ischen Leukodystrophie  beobachtet  werden. Durch  
gleiehzeitige Gabe yon  Nat r iumdi~thyld i th iocarbamat  lie$ sich die 
geringe Bereitschaft  zur granul/~ren Ablagerung der angebotenen CSE 
nicht  steigern. 

An dieser Stelle sei tIerrn Dr. ttA~T~VT PILZ ffir seine tIilfe und die ~berlassung 
der CSE herzlich gedankt. 
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