Archiv fiir Psychiatrie und Zeitschrift f. d. ges. Neurologie 201, 81 —96 (1960)

Aus dem Institut fiir Neuropathologie der Universitit Bonn
und dem Rheinischen Hirnforschungsinstitut
(Direktor: Professor Dr. G. PETERS)

Der Nachweis einer oxydativen Stoffwechselsteigerung
in der ,,primir gereizten‘‘ Spinalganglienzelle
am Verhalten der Bernsteinsiuredehydrogenase *

Von
HArROLD KLEIN

Mit 6 Textabbildungen
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Einleitung

Die von Nisst als ,,primére Reizung bezeichnete Reaktion der
Nervenzelle, die er an motorischen und sensiblen Nervenzellen fest-
stellte, wenn er den peripheren Fortsatz durchtrennte, wird als Ausdruck
einer Stoffwechselanpassung an die verdnderten Lebensverhiltuisse der
Zelle angesehen. Diese zunichst nur aus der morphologischen Ver-
inderung und der Beobachtung ihres zeitlichen Verlaufs geschlossene
Deutung gewinnt durch moderne Untersuchungen immer mehr auch
ein chemisches Fundament. Fiir unsere Vorstellungen sind die Unter-
suchungen iiber den Nucleoproteidstoffwechsel (CaspErson; HypEw
u. a.) und die Ergebnisse biochemischer Untersuchungen an Zellfrak-
tionen grundlegend geworden. Auch die am Stoffwechsel beteiligten
Enzyme wurden untersucht. Neben Angaben iiber Art und Menge eines
Enzyms ist die Kenntnis der Lokalisation in den einzelnen Zellbestand-
teilen wichtig. So hat die Feststellung, dafl die Fermente des oxydativen
Stoffwechsels, die oxydative Phosphorylierung und der Fettsdureabbau
in den Mitochondrien lokalisiert sind, diese Zellorganellen sehr in den
Vordergrund geriickt und damit eine Verbindung zur morphologischen
Forschung hergestellt 14.19,

Die Enzyme machen als Proteine einen betrichtlichen Teil der Ge-
samtproteine der Zelle aus?%% und unterliegen einem intensiven Eigen-
stoffwechsel, der unter normalen Verhdltnissen so gesteuert ist, daB ein
bestimmtes Aktivitdtsniveau, d. h. eine bestimmte Menge des jeweiligen
Enzyms, stindig fiir die Zelle zur Verfiigung steht. Mit den biochemischen
und histochemischen Methoden kann — methodisch bedingt — nur die
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maximale Aktivitit eines Enzyms festgestellt werden. Nach Berech-
nungen liegen die vorhandenen Enzymmengen der Zelle weit iiber den
fiir den aktuellen Stoffwechselumsatz bendtigten?t. Eine Anpassung der
Zelle an eine verinderte Stoffwechselsituation diirfte darum zunichst
ohne eine Vermehrung von Enzymen mdglich sein. Riickschliisse von
der nachgewiesenen Enzymmenge auf die Hohe des intravital ablaufen-
den Stoffwechsels kénnen daher nur sehr bedingt gezogen werden. Fiir
die Untersuchung, ob bei sehr grofer Anforderung nicht doch eine
Steigerung einzelner Enzyme auftritt, was indirekt auf eine intravitale
Stoffwechselsteigerung deuten wiirde, erweist sich die ,,primére Reizung*’
der Nervenzelle als sehr geeignet. Als vitale Reaktion mit der Moglich-
keit der Riickbildung ist sie von duBeren Stoffwechseleinfliissen praktisch
frei und gibt so ein Bild der selbstdndigen Anpassung der Zelle an eine
verdnderte Situation.

Wir wihlten fiir unsere Untersuchung den Nachweis der Bernstein-
sduredehydrogenase an Spinalganglienzellen der Ratte nach Durch-
trennung des N. ischiadicus. Die Bernsteinsiuredehydrogenase schien
uns besonders geeignet, da sie als Teilferment des Citronensdurecyclus
eine wichtige Rolle im oxydativen Stoffwechsel, der mit der Energie-
gewinnung der Zelle verbunden ist, einnimmt.

Material und Methode

Der Nachweis der Bernsteinsauredehydrogenase (= Succinodehydrogenase
= 8SD) wurde durch eine von SELIGMAN u. RUTENBURG angegebene Methode zur
enzymhistochemischen Darstellung dehydrierender Fermente in frischen Gewebs-
schnitten mit Hilfe von Tetrazoliumsalzen moglich®. In jiingster Zeit ist es ge-
lungen, durch Abwandlungen der Methode auch verschiedene DPN- und TPN-
abhingige Dehydrogenasen nachzuweisen!,3%3, Nach biochemischen Unter-
suchungen stellt man sich den Transport des abgespaltenen Wasserstoffs iiber die
zugehorigen Flavinenzyme vor, ehe er eine Reduktion des Tetrazoliumsalzes zum
farbigen Formazan bewirkt?,

Wir benutzten eine von NACHLAS et al. mitgeteilte Verbesserung des Nach-
weises der SD durch Verwendung eines neuen Tetrazoliumsalzes (Nitro-BT)Z?.
Die Methode hat dadurch an Empfindlichkeit gewonnen und erméglichte z.B. im
Nervengewebe den Nachweis einer zunichst nicht festgestellten Enzymaktivitat
in der Glia und den Satellitenzellen der Spinalganglien®?, Sie soll auch eine Dar-
stellung der Mitochondrien erlauben?s,

Bei 26 manntichen und weiblichen ausgewachsenen Ratten wurde der rechts-
seitige N. ischiadicus durchtrennt und ein etwa 1 em langes Stiick reseziert (Op.
in Nembutal Abbot 0,15 ml), Die Abb.1 orientiert iiber die anatomischen Ver-
hiltnisse und die Schnittstellen. Die im Bild angegebenen Variationen der Durch-
trennung dienten dazu, die Spezifitit der Verinderungen in den primér gereizten
Ganglienzellen zu beweisen. Einmal hitten die beobachteten Veranderungen durch
unspezifische Einfliisse bedingt sein kénnen, zum anderen lassen sich selbst bei
hoher Durchtrennung des Nerven nie alle Afferenzen ausschalten, so daf nie alle
Zellen eine Veranderung zeigen (nur etwa 85°/,)%. Die vorgenommenen Variationen
lassen die Aussage zu, daB die aufgetretenen Verdnderungen der SD-Aktivitit auf
die Neurotomie des zugehorigen Axons zuriickzufiihren sind.
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In einem Zeitraum von 2 Tagen bis zu 131 Tagen nach der Operation wurde
das Verhalten der SD an den betroffenen Spinalganglien untersucht. Die Ganglien
wurden den mit Leuchtgas getéteten Tieren lebensfrisch entnommen, sofort mit
Kohlensiure eingefroren und innerhalb 1 Std in einem Kryostaten in Serien 14 4
dick geschnitten und auf Objekttrager aufgenommen, wozu ein sehr kurzes Antauen
notig war. Eine sofortige Inkubation war nicht mgglich. Die fertigen Schnitte
wurden 3—4 Std auf Kohlensidureschnee aufbewahrt, aufgetaut und dann mit der
Inkubationslosung  betropft. Die
Schnitte wurden 60—70 min bei
38—40°C in einem Brutschrank
inkubiert. Der Schrank hatte eine
maximale Luftfeuchtigkeit, so daf
ein Verdunsten der Inkubationsfliis-
sigkeit und damit eine Anderung
der Konzentrationen  vermieden
werden konnte. Diese Methode hat
sich bei uns bewédhrt. Die angewandte
Inkubationslésung bestand aus: 2 mg
Nitro-BT, 1,0ml Succinatnatrium
0,2 M sowie 3 ml Phosphatpuffer
nach SORENSEN (0,2 M, pr 7,4—7,6).

Die Endkonzentration von 0,15 M
Phosphatpuffer erwies sich uns nach
Vorversuchen als die giinstigste. Zur
Inkubationslosung wurden meist
zwei Tropfen 0,1 M KCN-Liosung
hinzugefigt.

Um eine Darstellung der Mito-
chondrien zu verbessern, gaben wir
bei einigen Versuchen in dem Ge-
danken, die auftretende Schwellung
der Mitochondrien hinauszuzdgern,
ATP in einer Endkonzentration von
0,003 M zur Inkubationslésung
hinzu?.%,

Einen Vergleichsmafstab fiir den
Ausfall der Farbreaktion an den
betroffenenrechtsseitigen Spinalgang-
lien hatten wir an den entsprechen-
den, in gleicher Weise behandelten
und mit derselben Inkubationslosung
inkubierten linksseitigen normalen Abb.1. Darstellunf,r d(ér verschiedenen Schnitt-

3 ) N ) stellen an der préparierten Ratte. I Normale
Spinalganglien, Dariiber hinaus wur-  schnittfihrung, I7 Schnittfiihrung bei den
den zahlreiche Kontrollen der Enzym-  Kontrollen. Das distale Spinalganglion des N.
reaktion ausgefiihrt. Sie werden bei ischiadicus zeigh keine Verdnderung
der Auswertung genauer besprochen.

Von den verarbeiteten Spinalganglien zweigten wir jeweils beim Auftauen
einige Schnitte ab und farbten sie nach Fixierung mit Kresylviolett und Sudan
Schwarz B (Fixierung nach Ru¢aup).

Die Schnitte mit der Enzymreaktion wurden nach der Inkubation in 0,99/,
NaCl-Losung gewaschen, in 10°/, Formalin iiber Nacht fixiert und dann durch. eine
aufsteigende Alkoholreihe in Caedax eingebettet. Durch den Alkohol wird eine
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geringfiigig vorhandene rotliche Farbe aus den Schnitten herausgelost. Sie soll
durch Verunreinigung des verwandten Farbstoffes bedingt seini8, Die Darstellung
der enzymaktiven Strukturen &ndert sich dadurch nicht, wie ein Vergleich bei
Gelatineeinbettung gezeigt hat. Im tbrigen fithrt die Einbettung in Gelatine bei
spiterer zimmerwarmer Aufbewahrung der Praparate zu einem Kristallausfall,
der die Schnitte fiir eine photographische Auswertung unbrauchbar macht.

Die von uns angewandte Technik (Kryostat), bei der die Schnitte gefroren und
spiter wieder aufgetaut werden miissen, soll zu funktionellen Anderungen der
Mitochondrien fiihren3%18, Es ist bekannt, dafl durch Kalte die oxydative Phos-
phorylierung entkoppelt wird, iiber die die Zelle die Energie zur Erhaltung ihrer
Struktur gewinnt. Auch kénnen notwendige Coenzyme durch das Auftauen heraus-
gelost werden., So nahe es lag, diese Schwierigkeiten durch eine Inkubation des
ganzen, frisch entnommenen Spinalganglions zu umgehen, so enttduschend waren
die Versuche. Es waren keine brauchbaren Ergebnisse zu erzielen. Das liegt sicher
zum groBen Teil an der sehr geringen Penetrationsiahigkeit des Nitro-BT% Bei
ungeren 14 u dicken Schnitten bestand diese Gefahr nicht, so daB fiir die Reaktion
der Farbstoff in genfigender Konzentration am Reduktionsort vorhanden war.
Biochemische Untersuchungen haben auch die Unempfindlichkeit der SD gegen
Kalte gezeigt. Zu ihrer Wirksamkeit ist kein 16sliches Coferment notig. Die SD ist
fest an die Struktur der Mitochondrien gebunden und ihre Aktivitat ist auch an
Bruchstiicken der Mitochondrienmembran noch nachweisbar,14:4%, Bei unserer
‘Untersuchung spielte darum der Zustand der Mitochondrien fiir den Nachweis der
Enzymaktivitat keine entscheidende Rolle.

Ergebnisse

Die Aktivitdt der SD zeigt sich an normalen Spinalganglienzellen
der Ratte als eine gleichmiBige, kdrnig-stibchenférmige, dunkelblaue
Anfirbung des Zellplasmas, wahrend der Zellkern freibleibt (Abb.4 u. 5).
Dabei lassen sich bei der angewandten Inkubationszeit von 60—70 min
auch deutlich kleine farbstérkere Zellen von groBen hellen Zellen unter-
scheiden, so daB die von der normalhistologischen Beobachtung her
bekannte Unterteilung in , kleine dunkle* und ,,grofle helle” Zellen sich
auch hier findet3 (Abb.2a, 3a). Die dargestellten Satellitenzellen der
Ganglienzellen erkennt man an den freigebliebenen Kernen, die kranz-
artig die Ganglienzelle umlagern. Sie liegen vor allem den groBen Zellen
so dicht an, dafl es aussieht, als ginge das Plasma der Satellitenzellen in
das der Nervenzellen iiber. Sie imponieren bei dieser Darstellung zu-
sammen mit der Ganglienzelle als eine Einheit. Daf} ein schmaler Rand-
saum dargestellter Aktivitdt die Satellitenzellen nmschlieft, kann man
gut an Anschnitten der groBen Nervenzellen sehen, wo die freigebliebenen
Kerne wie Vakuolenim Randgebiet liegen (Abb.5). In den austretenden
Axonen erkennt man im ganzen Verlauf reichlich lingliche, in Axon-
richtung gelegene und etwas gruppenartig angeordnete dunkelblaue
Elemente, die nach ihrer Anordnung und GrdBe Mitochondrien ent-
sprechen konnen. Sie zeichnen den Verlauf der Axone deutlich nach.
Eine Aktivitit der Schwannschen Zellen ist bei der angewandten In-
kubationszeit nicht erkennbar; sie tritt bei lingerer Inkubation aber auf.
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Neben den enzymaktiven nervosen und den ihnen zugehérigen Struk-
turen findet sich eine Aktivitit der SD auch in den Endothelzellen und

Abb.2. a Spinalganglion. Bernsteinsiuredehydrogenase (8D). Normalbild: K kleine dunkle Zelien;
Hr groBe helle Zellen mit Kranz von Satellitenzellen; Az Axone. b Spinalganglion, 8D, 21 Tage post
operationem. Zunahme der Enzymaktivitdt und Konzentrierung um den Kern

den Muskelzellen groBerer Gefdfie als kappenartig den Kernen auf-
sitzende Granula.
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Die mit ATP inkubierten Schnitte zeigen allgemein eine deutlich
kornigere Darstellung im Zellplasma (Abb.4). Eine Steigerung der Farb-
intensitét ist dagegen nur manchmal offensichtlich.

Bei allen Reaktionen traten dazu Ansammlungen schwirzlicher, oft
linglicher Elemente im Zellplasma einzelner Nervenzellen auf (Abb.4).
Abwandlungen der Inkubationslésung hatten keinen Einflu darauf.
Sie sollen hier nur festgehalten werden. Ihre mogliche Bedeutung wird
spéiter besprochen.

Die Verdinderungen der Spinalganglienzellen im SD-Bild beginnen an
den groflen Zellen am 3. Tag post operationem mit einer leichten Ver-
minderung der Férbung in den Randgebieten der Zelle. Am 4. Tag ist
diese Verdnderung deutlich erkennbar als eine Konzentrierung um den
Zellkern. Eine Aktivitdtszunahme — gemessen an der Farbintensitit —
ist noch nicht sichtbar. Diese Steigerung der Enzymaktivitat tritt erst
mit dem 6.—7. Tag hervor, wenn die Anhéufung um den Zellkern deut-
lich ausgeprigt ist und auch eine geringe Verlagerung des Zellkernes
zum Rand hin ersichtlich wird. Die Enzymaktivitit ist dann manchmal
halbmondférmig betont um den Kern gelagert. Eine gewisse Rand-
zeichnung der groBlen Zellen bleibt immer sichtbar und ist auf den
schmalen Protoplasmasaum der Satellitenzellen zuriickzufiihren, die
besser sichtbar werden (Abb.3b). Fine Zunahme der Enzymaktivitit
in diesen Satellitenzellen ist nicht eindeutig festzustellen, ist aber an
manchen Priparaten aus frithen Stadien wahrscheinlich, besonders bei
Inkubation mit ATP zusammen. Die Aktivitdtszunahme in den groBen
Spinalganglienzellen ist um den 10.—15.Tag besonders deutlich (Abb. 3b).
Der Zellkern liegt am Rand und wird von einer dunkelblauen Ansamm-
lung des Reaktionsproduktes umfalit. Eine kérnige Darstellung ist dann
nicht mehr erkennbar.

Etwa nach 3 Wochen zeichnet sich eine beginnende, langsame Ab-
nahme der gesteigerten Enzymaktivitdt an manchen groflen Zellen ab,
wenn auch die Mehrzahl der grofen Zellen noch weiterhin eine starke
Aktivitit zeigt. Die réumliche Anordnung der Reaktion in der Zelle
weist keine Anderung auf. Um die 4. Woche ist dann ein Riickgang der
Intensitit bei einem Teil der groBen Zellen eindeutig vorhanden (vgl.
Abb.3b u. 3c). Man erkennt eine etwas breitere Lagerung um den Kern,
s0 daB jetzt in der Ubersicht ein gleichmiBigeres Bild des Spinalganglions
vorbanden ist. Die Riickbildung betrifft aber nicht alle groflen Zellen.,
Ein Teil zeigt die beschriebenen Verdnderungen weiter in voller Aus-
bildung und mit intensiver Enzymaktivitit. Auffillig ist eine geringe
Verkleinerung einzelner groBer Nervenzellen. In diesem Bild treten im
Verlauf von Monaten (bis 131 Tage untersucht) nur noch gewisse, lang-
sam hervortretende Verénderungen auf. So sinkt die Enzymaktivitit
in den betroffenen Zellen schlieB3lich unter eine ,,normale‘‘ Intensitdt ab.



Abb.3. a Spinalganglion, Normalbild der SD, vgl. Abb.2a. b Darstellung der SD 13 Tage post

aperationem. Zunahme der Enzymaktivitit in grofen und kieinen Zellen, Grs groBe betroffene Zelle

mit Randsaum. ¢ 43 Tage post operationem. Langsame Abnahme der SD-Aktivitdt und ,,Nor-
malisierung‘‘ des Bildes an den grofien Zellen



88 Harorp KLEIN:

Abb.4. Spinalganglion, SD. Inkubation mit ATP. Unverinderte groBe Zellen. Sm schwirzliche
Ansammlungen (Mitochondrien?)

Abb.5. Spinalganglion, SD. Normale kleine und groB8e Zellen. Se Kerne der dicht anliegenden
Satellitenzellen
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Das wird im Ubersichtsbild gut erkennbar. Die Kerne einer Anzahl
groBer Zellen verlagern sich wieder zur Mitte und man sieht auch fast
normale, oft allerdings etwas verkleinerte Zellen. Ein Randsaum ist
vielfach noch vorhanden. Einzelne groBe Zellen scheinen auch vollig
geschwunden zu sein.

Die kleinen, auch im SD-Bild dunkler gefarbten Ganglienzellen zeigen
ein wesentlich eintonigeres Verhalten, doch ist es grundsitzlich mit dem
der groflen Zellen vergleichbar.

Schon am 2. Tag — also noch vor den grofien Zellen — 1468t eine groBe
Anzahl kleiner Zellen eine halbmondférmige Konzentrierung der far-
bigen Granula um den randstindigen Kern erkennen. Die Farbintensitit
ist zum Rand der Zelle abgemindert. Diese Verdnderung ist am 3. Tag
praktisch in allen kleinen Zellen vorhanden. Zugleich zeigt sich eine
Zunahme der Enzymaktivitdt, die sich in den folgenden Tagen noch
steigert (Abb.3Db). Diese Reaktion der kleinen Zellen bleibt bis zur
3. Woche in gleicher Ausprigung erhalten. Von da an macht sich eine
beginnende gleichméBig farbschwichere Darstellung der kleinen Zellen
bemerkbar. Vereinzelt besteht auch der Eindruck, daB kleine Zellen
ausgefallen sind. Etwa nach 45 Tagen wird diese Verminderung deut-
licher. Nach 70 Tagen ist sie ausgeprigt vorhanden. Damit gleichlaufend
erkennt man eine Abnahme der Enzymaktivitit in den noch erhaltenen
kleinen Zellen. Sie behalten aber iiberwiegend ihre verinderte Form mit
dem randsténdigen Kern. Der Zellausfall in spiten Stadien wird im
Nissl-Vergleichsbild deutlich an der lockeren Lagerung der erhaltenen
Zellen und den Satellitenzellnestern.

In den Axonen tritt in der Nihe des Spinalganglions eine Anderung
der Enzymaktivitdt nicht auf. Nur bei hoher Durchtrennung des Nerven
kurz nach dem Austritt aus dem Wirbelkanal findet sich oberhalb der
Schnittstelle als axonale Reaktion eine eindeutige Verbreiterung der
Axone mit Vermehrung der dargestellten mitochondrienihnlichen
Granula. Hierbei werden auch die Schwannschen Zellen sichtbar.

Besprechung

Ehe eine Deutung der Befunde gegeben wird, soll auf Kontrollen der
Enzymreaktion eingegangen werden. Sie hatten zum Ziel, durch ent-
sprechende Variationen der Inkubation die schon angefithrten Uber-
legungen und Bedenken gegen die Methode zu zerstreuen und damit
eine grofere Sicherung der Befunde zu erreichen.

Die Imaktivierung der Schnitte durch Hitze (Wasser 80° C 10 min)
und die Anwendung von Malonsiure (0,1 M) bei der Inkubation fiithrten
zu dem zu erwartenden negativen Ausfall der Reaktion. Eine Inkubation
ohne Zugabe von Succinat als Substrat ergab dagegen farbkriftige
Bilder wie bei normaler Inkubation. Wurden die Schnitte mit 0,99/,
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NaCl oder 0,15 M Phosphatpufferlosung (etwa 10 min) ausgewaschen,
zeigte eine Inkubation ohne Substrat praktisch keine Darstellung mehr.
Inkubierte man jedoch die ausgewaschenen Schnitte in einer normalen
Inkubationslosung mit Succinat, waren die Spinalganglienzellen und die
itbrigen Strukturen wie gewohnlich dargestellt, so daf bei der normalen
Inkubation (ohne Auswaschen) endogen vorhandenes Substrat beteiligt
sein muf.

Der Ausfall der Reaktion war unabhingig von einem Trocknen der
Schnitte nach dem Auftauen. Kontrollen wurden bis zu 45 min durch-
gefithrt. Bei den Versuchen wurde jedoch auf eine moglichst kurze Zeit
Wert gelegt.

Von der SD ist eine feste Bindung an die Mitochondrien und eine
ziemliche Indifferenz gegen duBere Einfliisse bekannt. Die Kontrollen,
zusammen mit der spezifischen Hemmung durch Malonséure, lassen sich
darum nur so deuten, daB die SD die wasserstoffliefernde Reaktion fiir
die Reduktion des Tetrazoliumsalzes katalysiert hat. Der durch bio-
chemische Untersuchungen belegte Ablauf der Reduktion der Tetra-
zoliumsalze in der Zelle iiber die Flavinenzyme macht diese Aussage
zunichst etwas fraglich. Aus diesem Grunde vermeiden manche Unter-
sucher eine genaue Festlegung und sprechen nur von einer enzymatischen
Reduktionswirkung der Zelle. Die Beteiligung der Flavinnucleotide an
der Reaktion gewinnt aber einen anderen Aspekt, wenn man Unter-
suchungen heranzieht, die als wirksame Gruppe bei der SD ein fest
verbundenes Flavinnucleotid wahrscheinlich gemacht haben?®2, Die
Sonderstellung der SD — ihre Unabhéingigkeit von den Flavinnucleotiden
die in den Weg des Wasserstoffes von den Dehydrogenasen mit 16slichem
Coferment zu den Cytochromen eingeschaltet sind — ist daher még-
licherweise nur scheinbar. Die Dehydrogenasen, die auf ein l9sliches
Coferment angewiesen sind, finden sich auch in groBer Zahl in den
Mitochondrien. Thr Nachweis ist bei der angewandten Kryostatmethode
aber von einer Zugabe von Coferment und reichlich entsprechendem
Substrat abhingig, da das Frieren und Auftauen der Schnitte zu einer
funktionellen Anderung der Mitochondrien fiihrt3%. Die nachgewiesene
Dehydrogenaseaktivitit bei unseren Versuchen diirfte darum nur der
SD zuzuschreiben sein.

Die Enzymdarstellungen zeigen eine Aktivitétszunahme der SD an
den betroffenen Spinalganglienzellen. Sie ist bei den groBen Zellen nach
etwa 10—15 Tagen voll ausgeprigt und nimmt um die 4. Woche wieder
ab, wobei einzelne Zellen mehrere Monate nach der Operation noch eine
Steigerung erkennen lassen. Die von einigen Untersuchern betonte
Empfindlichkeit und rasche Reaktion der kleinen Spinalganglienzellen
nach Durchschneidung ihres peripheren Axons haben wir auch ge-
sehen®2, Schon nach 2 Tagen ist eine Randstindigkeit des Kernes und
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halbmondférmige Anhdufung der Enzymaktivitdt vorhanden. Sie
nimmt bis zum 4. Tag zu, um nach etwa 4 Wochen langsam abzunehmen.
Auffillig ist der zahlenméBig starke Ausfall der kleinen Zellen in spiten
Beobachtungsstadien.

Das Bild des Aktivitatsverhaltens der SD in den Spinalganglienzellen
rundet sich ab durch die Befunde an den iibrigen Strukturen. Durch
zahlreiche frithere histologische Untersuchungen wird eine Stoffwechsel-
beziehung zwischen den spinalen Nervenzellen und ihren Satelliten fiir
wahrscheinlich gehalten®. Wir haben in frilhen Stadien, vor allem bei
Inkubation mit ATP zusammen, eine bessere und aktivere Darstellung
der Satellitenzellen an den betroffenen Spinalzellen gesehen. Sie scheint
uns aber nicht so zweifelsfrei, daf darauf auf eine eindeutige Beziehung
zwischen einer Axondurchtrennung an der Nervenzelle und dem Stoff-
wechsel der Satellitenzellen geschlossen werden kann. Vielleicht lassen
sich diese Verhaltnisse bei einer anderen Tierspecies leichter und sicherer
kléren.

Die Verbreiterung der Axone oberhalb der Schnittstelle ist als axonale
Reaktion bekannt und wird auf eine Schwellung zuriickgefithrt®. Eine
Zunahme der Enzymaktivitit an dieser Stelle, wie wir sie fanden, wurde
auch von FrIEpE beim Nachweis der SD gesehen3. Bei einer Kom-
pression der Fasern sah er eine Anhiufung oberhalb dieser Stelle,
wahrend unterhalb keine Enzymaktivitit nachweisbar war. Er schliefit
daraus auf eine Wanderung des Enzyms im Axon (vgl. WEIss).

Die Lokalisation der SD in den Mitochondrien der Zelle ist durch
Untersuchungen an Zellhomogenaten gesichert. Die ausgezeichneten
Eigenschaften des neuen Farbstoffes Nitro-BT ermoglichen gleichzeitig
mit dem Nachweis der SD eine Darstellung der Mitochondrien. Dafiir
sprechen auch die morphologischen Beobachtungen bei unseren Ver-
suchen. Die Mitochondrien sind — auch nach elektronenoptischen
Untersuchungen® — in den Spinalganglienzellen der Ratte relativ klein,
von ovalirer Gestalt und sebr zahlreich10. In den Axonen dagegen sind
sie linglich und etwas gruppenartig in Richtung des Faserverlaufes
angeordnet. Die gleichen Formunterschiede zeigen die mit dem Enzym-
nachweis dargestellten Zellelemente. Ein gewisser Anklang an Silber-
imprégnationen ist nicht zu verkennen. Da die Quellung der Mito-
chondrien durch ATP verhindert werden kann, spricht auch die schirfere
Darstellung im Plasma der Spinalganglienzelle nach Inkubation mit
ATP fiir diese Behauptung. Ein weiteres Indiz gibt nach unserer Auf-
fassung die Farbung der Schnitte mit Sudan Schwarz B (bei Fixierung
nach REcaup) (Abb.6b). Es finden sich hier eine kérnige Darstellung
und die gleichen topischen Anderungen der kérnigen Elemente wie in
den betroffenen Spinalganglienzellen beim Nachweis der SD. ORTMANN
hat die Anreicherung von mit Sudan Schwarz dargestellten Lipoiden
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im Zentrum pirmir gereizter Nervenzellen unter experimentellen Be-
dingungen schon beschrieben®, Da der hohe Lipoidgehalt der Mito-
chondrien seit langem bekannt ist, schen wir in den Befunden von

AbDb.6. a Spinalganglion, SD. GroBe betroffene Zellen 28 Tage post operationem. Steigerung der
Enzymaktivitit und Anhdufung um den randstdndigen Kern. b Spinalganglion, Sudan Schwarz B.
GroBe und kleine betroffene Zellen 38 Tage post operationem

OrTMANN ein Aquivalent fiir unsere Darstellung der Mitochondrien
beim Nachweis der SD.
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Die beschriebene Konzentrierung der SD-Aktivitit um den Kern der
betroffenen Nervenzellen mull als eine Anhdufung der Mitochondrien
angesehen werden. Sie ist als Folge einer Axondurchtrennung schon oft
beschrieben worden und konnte auch elektronenoptisch an den Spinal-
ganglienzellen der Ratte gezeigt werden®. Ob gleichzeitig eine Zunahme
der Mitochondrien an Zahl stattfindet, konnten wir bei der relativen
Dicke der Schnitte nicht entscheiden. Fiir die motorischen Nervenzellen
wird sie nach neueren Untersuchungen bejaht, fiir die sensiblen Spinal-
ganglienzellen dagegen verneint (HarRTMANN:17). Dal} die Aktivitdts-
zunahme der SD nicht durch die Anhdufung der Mitochondrien um den
Kern vorgetduscht wird, lassen die farbkraftigen Bilder der betroffenen
Spinalganglienzellen deutlich erkennen.

Die Ansammlungen schwirzlicher, oft etwas langlicher Elemente in
vielen Zellen deuten wir mit aller Vorsicht als vom Farbstoff besonders
gut dargestellte Mitochondrien. Ob daraus Schliisse auf eine besondere
funktionelle Bedeutung gezogen werden diirfen, kénnen wir nicht sagen.
Sicher sind diese Ansammlungen keine Formazankristalle.

Unsere Beobachtungen kénnen wir an etwa 1500 Schnitten von
Spinalganglien der Ratte in einem Zeitraum von 2—131 Tagen nach der
Operation belegen. Sie lassen sich in die Vorstellung von einer intensiven
Stoffwechselsteigerung der Nervenzelle als Reaktion auf die Durch-
trennung des peripheren Fortsatzes ohne weiteres einordnen. Da die
SD ein wichtiges Teilferment des Citronensdurecyclus und damit der
Atmung der Zelle ist, 148t sich aus der Steigerung der SD-Aktivitdt mit
Berechtigung auf eine Steigerung des oxydativen Stoffwechsels schliefen,
der fiir die Energiegewinnung der Zelle von groBer Wichtigkeit ist. Dasg
Ausmall dieser Steigerung kann aus der Zunahme der SD nur ungefdhbr
abgelesen werden, da der begrenzende Faktor des gesteigerten oxydativen
Stoffwechsels nicht in der vorhandenen, vermehrten Aktivitidt der SD
zu liegen braucht. Es scheint berechtigt, anzunehmen, dafl die Zelle bei
einer so gesteigerten Stoffwechselleistung, wie sie die Axondurchtren-
nung fordert, die Anpassung der Enzymaktivititen nicht wesentlich
itber das erforderliche MaB hinaus vornimmt. Als Ausdruck einer un-
zureichenden Anpassung infolge Uberforderung der Zelle kann unter
diesem Clesichtspunkt der Untergang zahlreicher, vor allem kleiner
Zellen angesehen werden.

Fiir eine starke Stoffwechselsteigerung der primér gereizten Nerven-
zelle spricht auch die topische Anderung der SD-Aktivitit in der Zelle.
Die damit gezeigte Anhdufung der Mitochondrien um den Kern unter-
streicht die bekannte Funktion des Kernes bei der EiweiBsynthese.

" Unsere Beobachtungen wurden an den sensiblen Nervenzellen der
Spinalganglien gemacht. FRIEDE hat nun mit einer nur geringfiigig ab-
gewandelten Methode an motorischen Nervenzellen nach Axonunter-
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brechung eine Abnahme der SD festgestellt12, Das steht in Uberein-
stimmung mit fritheren Untersuchungen von Howr u. MELLORS 22, die
ebenfalls an motorischen Vorderhornzellen nach Axondurchtrennung
eine Abnahme der Cytochromoxydaseaktivitit fanden. Die Cytochrom-
oxydase gehort wie die SD zu den Atmungsfermenten der Zelle und
findet sich auch in den Mitochondrien®. Wie diese unterschiedlichen
Befunde an sensiblen und motorischen Nervenzellen in Ubereinstimmung
gebracht werden kénnen, ist vorerst nicht sichtbar. Die Uberlegung,
es konne darin ein Hinweis auf einen Unterschied der priméren Reizung
an sensiblen und motorischen Nervenzellen zu sehen sein, erscheint vor-
laufig als reine Spekulation.

Fiir die Spinalganglien gewinnen unsere Beobachtungen vielleicht
noch. an Gewicht, wenn man die aus ungerem Institut veroffentlichten
Ergebnisse itber das Verhalten der sauren Phosphatase (sP) an Spinal-
ganglienzellen damit vergleichts. Die Anderungen der sP gleichen in
ihrem zeitlichen Ablauf dem Verhalten der SD. Auch die Beschreibung
der topischen Verdnderungen an den groflen und kleinen Zellen stimmt
in jhren wesentlichen Ziigen mit der bei der SD iiberein. Das wird noch
deutlicher, wenn man die Spinalganglien bei der Darstellung der sP
nur etwa 15—20 min inkubiert. Auf Grund der gesicherten Lokalisation
der SD in den Mitochondrien 148t sich daraus nur der SchluB ziehen,
daB auch die sP entgegen der noch von Cormawnt in Ubereinstimmung
mit vielen fritheren Untersuchern fiir wahrscheinlich gehsdltenen Lokali-
sation im Zellplasma in den Mitochondrien der Spinalganglienzellen
gelegen ist. Untersuchungen an Zellfraktionen konnten trotz der leichten
Loslichkeit des Fermentes einen grofien Teil der sP immer an den
Mitochondrien nachweisen®1%, Uber die Rolle der sP im Stoffwechsel
der normalen und priméir gereizten Nervenzelle lagsen sich keine weiteren
Aussagen machen.

Zusammenfassung

In den Spinalganglien der Ratte 148t sich nach Durchschneidung des
N. ischiadicus eine Zunahme der Bernsteinséuredehydrogenase-Aktivitat
zeigen. Sie ist nach 10—15 Tagen an den grofien, nach 4 Tagen an den
kleinen Zellen voll ausgeprigt, hilt etwa bis zur 4. Woche nach der
Durchtrennung an und nimmt dann sehr langsam ab. Ein Teil der groBen
Spinalganglienzellen behilt die Aktivititssteigerung jedoch tiber Monate
bei. Bei den erhaltenen kleinen Zellen — sie gehen in grofler Zahl zu-
grunde — ist die spitere Abnahme allgemein vorhanden. Der Aktivitéts-
zunahme der Bernsteinsiuredehydrogenase ist eine Wanderung der
Mitochondrien zum Kern hin beigeordnet. Aus dem Verhalten der Bern-
steinsduredehydrogenase-Aktivitdt mull auf eine voriibergehende Stei-
gerung des oxydativen” Stoffwechsels der Spinalganglienzellen bei der
priméren Reizung nach Axondurchtrennung geschlossen werden.
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