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Bei der seltenen neuromuskulédren (myatonen) Form der Glykogen-
speicherungskrankheit wurden von GUNTHER, CLEMENT u. GGODMAN,
SeLBERG (1, 2), CHILDS u. Mitarb., ZELLWEGER, DARK u. ABU HAIDAR,
ZELLWEGER und ScHENABEL (1) ,,basophile Substanzen® (BS) in der quer-
gestreiften Muskulatur beobachtet. Es handelt sich um eigenartige, in
der Muskelpathologie ansonsten nicht bekannte, granulire, stark baso-
phile Massen, die zusammen mit dem Glykogen in den vakuolig degene-
rierten Muskelfasern abgelagert sind. Im Myokard wurden diese Sub-
stanzen bisher nur von ANTOPOL, BoAs, LEvisoN u. TucHMAN bei diffuser
Herzmuskelglykogenose festgestellt. Bei einem weiteren, wegen der
fehlenden Uberpriifung des Nervensystems schwer klassifizierbaren Fall
von WOLFF traten sie in der glykogenspeichernden Zungen-, Hals- und
Zwerchfellmuskulatur auf!.

Uber die Morphologie der glykogendegenerierten Muskulatur haben
bereits GUNTHER, SELBERG (1), CLEMENT u. GoDMAN und ZELLWEGER,
DarK u. ABU Hampar ausfithrlich berichtet. Auf die stoffliche Natur
der BS sind dagegen nur SELBERG (1) und spéter DARK (bei ZELLWEGER,
DARK u. ABU HAIDAR) niher eingegangen. Die Befunde wurden jedoch
nicht iibereinstimmend beurteilt. Wahrend SersEre (1) die BS als
Mucoproteide bezeichnete, kam DARK nach griindlichen histochemischen
Untersuchungen zu dem SchluBl, daB ein mit Protein verbundenes
saures Mucopolysaccharid vorliegt.

Es erschien daher berechtigt, an einem eigenen Fall von neuromusku-
larer Glykogenose (SCHNABEL, 1) das histochemische Verhalten der BS
erneut zu tiberpriifen. Neben bekannten und bewéhrten histochemischen
Verfahren wurden das Aldehydfuchsin (Gomori-GABE) ohne Voroxy-
dation und der jingst eingefithrte basische Kupferphthalocyaninfarb-
stoff , Astrablau‘ (Bayer) mit herangezogen.

1 Die Originalarbeit von HumprREYS u. KATO enthilt entgegen den Angaben
von CLEMENT u. GopMaN und ZELLWEGER keinen eindeutigen Hinweis auf die BS.
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Material und Methodik!

Material. Intercostal- und Oberschenkelmuskulatur eines Falles von neuro-
muskuldrer Glykogenose (Su 76/566). Kontrollversuche: Hyaliner Knorpel, Nabel-
schnur, Mastzellen, Glykogenoseleber, Niere und Thymus.

Vorbehandlung. Fixierung mit neutralisiertern Formalin, Athanol oder Jores-
scher Fliussigkeit. Gefrier-, Celloidin-, Paraffinschnitte (letztere auch celloidiniert).
Hauptsichlich wurden trocken aufgeklebte, formalinfixierte Paraffinschnitte be-
nutzt.

Chemische Extraktionsverfahren

1. Neutrale Hydrolyse /,, 2, 6 und 24 Std bei 37° C. Salzsaure Hydrolyse (0,05
und 0,1 n HCL) Y/, 2, 6 Std bei 37°C und 4 Std bei 64°C. Alkalische Hydrolyse (0,05
und 0,1 n NaOH)Y/,, 2, 6 Std bei 37°C. 0,85 %ige NaCl-Losung 1/,, 2, 6 Std bei 37°C.

2. 70 und 96 %iges Athanol bis 24 Std bei 37° C.

3. Methanol-Chloroform (1:1) 24 Std bei 60° C.

Enzymatische Extraktionsverfahren

1. Speichelamylase, 1%ige hochgereinigte Diastase (,,Merck®), 40 min, 80 min
bei 374+ 19 C (s. RomEts, Lier).

2. Testes-Hyaluronidase (,,Hylase*, Asid-Dessau), Konzentration nicht unter
0,5 mg/ml 0,85% NaCl, 1 und 3 Std bei 37° C.

Weitere technische Angaben iiber die histochemischen Reaktionen sind aus der
Tabelle auf S. 538 ersichtlich.

Zur Erhaltung des metachromatischen Effekts der Thiazinfarbstoffe stellt der
Sorbitsirup (,,Merck*) ein gut geeignetes EinschluBmittel dar (CLEMENS, SCHNABEL,
2). — Celloidin- bzw. celloidinierte Paraffinschnitte sind bei dem Hyaluronidase-,
Diastage- und Acetylierungsverfahren (McMaxUs-CasoN) nicht brauchbar.

Ergebnisse
Die BS lassen sich mit Himatoxylin (Abb. 1) oder Eisenhdmatoxy-
lin in kréftigem Farbton darstellen, wahrend fiir die beiden Kompo-
nenten der Azan-Methode keine Affinitdt besteht. Eindeutig negativ

. o
Abb. 1. (PN 45) Zungengrund. Xornige basophile Substanzen in unregelméBig verbreitete
vakuolisierter Faser. Stadium IIT nach SELBERG. HE, Vergr. 425fach

1 Den Firmen E. Merck-Darmstadt und Bayer-Leverkusen bin ich fiir die Uber-
lassung einiger chemischer Substanzen zu besonderem Dank verpflichtet.
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- Paraffinschuitt, ¢cP = celloidinierter Paraffinschnitt, F = Fixierung mit Formalin, A = Fixierung mit

Athanol, J = Fixierung mit Joresscher Fliissigkeit.

Gefrierschnitt, P =

1G —

Grad der Farbintensitit bzw. der Extrahierbarkeit,

- Metachromasie.

nicht gefarbt bzw. resistent (nicht extrahierbar), + bis -+ -+

2

Ch = Chromotropie, M
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fallt die Kossa- und die Thurn-
bullblau-Reaktion aus. Weder
mit der  Molybdat-Methode
(PEARSE, SERrRA und QUEIROZ
Lopes) auf Phosphatgruppen
noch mit dem Bleiacetatver-
fahren (Livrie, Macarrum) auf
Sulfatgruppen habe ich ein posi-
tives Ergebnis erzielen konnen.
Jedoch wird an geeigneterem
unfixiertem (gefriergetrockneten)
Material und mit leistungs-
fihigeren Methoden die end-
giltige Klirung dieser beiden
Befunde erforderlich sein.
Uber alle weiteren Verfahren
unterrichtet die Tabelle.

Besprechung

Die histochemische Analyse
zeigt in Ubereinstimmung mit
Darx, daB sich die BS der
glykogendegenerierten Muskula-
tur in vielen Punkten wie ein
saures Mucopolysaccharid ver-
hilt. Ihre endgiiltige Einordnung
und Benennung bleibt jedoch ab-
zuwarten.  Das  Substrat ist
wasserempfindlich, allerdings
weniger labil als das Glykogen,
leicht  saureloslich, resistent
gegeniiber Fettextraktionsmitteln
und frei von Lipiden. Eine reak-
tionsfihige Proteinkomponente
konnte nicht nachgewiesen wer-
den. Mit den Mucopolysac-
chariden, Muco- und Gilyko-
protoiden stimmt die relative
Diastasefestigkeit tbereiu. Die
BS widersteht auch der enzy-
matischen Wirkung von Testes-
Hyaluronidase, wie es von den
epithelialen, sauren Mucopolysac-
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chariden bekannt ist. Zur Abgrenzung dienen ferner die hohe Basophilie,
die Aldehydfuchsin- und Astrablauaffinitit sowie die relativ alkohol-
resistente Metachromasie (Chromotropie). Die Methylenblaubindefshig-
keit (,,methylene blue extinction®, PrarsE) als Mal} fir die Basophilie
erlischt erst unter py 2,4. In diesem Zusammenhang sei betont, dal
Darx auch durch Ribonuclease (Brachet) keine Extraktion der BS
erzielte.

Mit der PJS-Technik erhilt man eine mittelgradige positive Reaktion.
Auch bei dem kombinierten Astrablau-PJS-Verfahren tritt die erstere
Farbkomponente in dem resultierenden Mischton stérker hervor (Abb. 2).

praparat purpur-violett gefidrbt. Kombinierte Astrablau-PJS-Reaktion. Vergr. 105fach

Die mit dem Acetylierungs- und Bromierungstest gewonnenen Ergeb-
nisse sprechen dafiir,-daf} die positive PJS-Reaktion auf der Anwesenheit
von «-(lykolen beruht. Die BS lassen sich ndmlich nicht durch Bro-
mierung, aber in reversibler Weise durch Acetylierung fiir die nachfol-
gende Perjodsiure-Oxydation blockieren. — Auf einige Probleme soll
niher eingegangen werden.

1. Dem Astrablaw (Bayer) kommt nach den Untersuchungen von
GEDIOK (2) und ProcH eine hohe Selektivitdt fiir einfache und komplexe
saure Mucopolysaccharide zu. Wenn auch iiber die Konstitution dieses
Farbstoffes und das chemische Prinzip der Anfdrbbarkeit noch keine
volle Klarheit herrscht, so liegt doch die Annahme nahe, dafi die sauren
Gruppen der Zellen und Gewebe fiir die Astrablauaffinitit verantwort-
lich sind. Daneben bleiben sterische Faktoren nicht ohne EinfluB
(ProcH). — Auch bei den BS der Muskulatur wird durch die oxydative
Zerstérung (HJO,) oder durch die Acetylierung der Hydroxylgruppen die
Anfiarbbarkeit fiir diesen Kupferphthalocyaninfarbstoff nicht beein-
trachtigt.
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2. Bemerkenswerterweise erzielt man aber selbst bei langen Zeiten
keine Methylierung, die in Bestitigung der Befunde von FisuEr u. LiLLiE
und P1ocH bei der Knorpelgrundsubstanz oder den sauren Schieimstoffen
ohne weiteres gelingt. So werden durch die Methylierung weder die
Astrablauaffinitit noch die Metachromasie der BS unterdriickt. Die zur
Zeit vorherrschende Meinung iber den Mechanismus der Methylierung
von Geweben kann dieses Phanomen nicht erkliren. Sie besagt, daB auBer
der Veresterung von Carboxylgruppen auch die Sulfat- und Phosphat-
gruppen der Carbohydrate bzw. der Nucleinsiuren blockierbar sind
(FisEER u. LiLrir). Dagegen hat Boo1s an eindrucksvollen in vitro-Ver-
suchen nachgewiesen, dafl methyliertes Chondroitinsulfat seine chromo-
tropen Eigenschaften behilt. Weitere Befunde, die an methylierter Gela-
tine, methylierten und nichtmethylierten Chondroitinsulfat-Gelatine-
Gemischen gewonnen wurden, bekriftigen die — iibrigens schon bei
Fisumr u. Linois erérterte — Hypothese, dafl nur die Carboxylgruppen
der Proteine verestert (neutralisiert) werden. Daraus resultiert eine Zu-
nahme der proteinischen positiven Ladungen, die nun mit den kationi-
schen TFarbstoffmolekiilen erfolgreich um die negativen Ladungen
(—O08S0,0H, —OPO(OH),) der prosthetischen Gruppen konkurrieren
und damit die Metachromasie unterdriicken (Boorr).

Vorerst ein Wort zum Proteingehalt der BS. DARK, der sich aller-
dings nur auf (die im Vergleich zum normalen Muskel viel schwicher
ausfallende) Millonsche Probe stiitzte, schloB auf ein mit Protein ver-
bundenes saures Mucopolysaccharid (,,acid mucopolysaccharide in
association with protein®, pg. 723). Wir erhielten mit der Ninhydrin-
Schiff, der Tetrazonium-Kupplungs- und der Millonschen Reaktion kein
positives Ergebnis. Nur bei der Xanthoprotein-Probe trat eine angedeu-
tete Gelbfiarbung auf.

Die fehlende Methylierbarkeit der BS spricht einmal dafiir, daB ihre
negativen Ladungen nicht oder zumindest nicht ausschlieSlich auf
COOH-Gruppen beruhen kénnen. Zum anderen sehen wir einen in-
direkten Beweis fiir die in jiingster Zeit wieder durch Bools vertretene
Auffassung, nach der die Metachromasie durch die Methylierung der
Proteine und nicht der Sulfat- oder Phosphatgruppen unterdriickt wird.
Nach dieser Deutung bleiben die BS wegen des Fehlens einer (reaktions-
féhigen) Proteinkomponente fiir die Methylierung unangreifbar.

3. Durch das Aldehydfuchsin (Gomort, GABE) werden die BS intensiv
angefirbt. Schon bei kurzer (2miniitiger) Firbedauver mit der frisch
angesetzten Losung erreicht man ohne vorhergehende Kaliumper-
manganat-Schwefelsdure-Behandlung eine kriftige selektive Darstellung.

Fir diesen positiven Ausfall der Aldehydfuchsin-Firbung mit den
lipid- und ho&chstwahrscheinlich auch proteinfreien BS werden wvon
uns ausschlieBlich negative Ladungen (saure Gruppen) verantwortlich
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gemacht, da sich das Substrat ohne oxydierende Vorbehandlung Schiff-
negativ verhilt. Mit Perjodsdure wird nur eine angedeutete Farbver-
tiefung fiir Aldehydfuchsin erzielt. Dies konnte darauf beruhen, daf nur
wenige, nicht gebundene benachbarte Hydroxylgruppen fir die Oxy-
dation zur Aldehydstufe vorhanden sind. Die verhdltnisméBig schwache
PJS-Reaktion, die kriftige Metachromasie und der hohe Basophiliegrad
sprechen im gleichen Sinne. — In einer erst kiirzlich erschienenen Mit-
teilung betont GRAUMANN die gute Darstellungsmoglichkeit saurer
Mucopolysaccharide mit der Aldehydfuchsinfarbung ohne Voroxydation.

4. Die BS haben in fixierten Schnittpraparaten eine kérnig-kriimelige
bis klumpige Beschaffenheit (Abb. 1), wie dies auch frithere Untersucher
feststellten. Faserige, filz- oder netzartige Substanzen kommen nicht
vor. Es handelt sich zweifellos um nicht préexistente, artefiziell ver-
groberte Strukturen, die durch die Fixierung und Einbettung ent-
stehen.

Interessanterweise hat ScHMIDT-MATTHIESEN erst kiirzlich an rein dargestellten
Mucopolysacchariden und Nabelschnur-Gewebsschnitten gezeigt, dafl offenbar von
der Artefaktstruktur auf den wihrend der Fixierung herrschenden aktuellen Poly-
merisationsgrad geschlossen werden kann. Hochpolymere Mucopolysaccharide
fielen in fibrilldrer, filzig-netzartiger Form aus, wiahrend mittelpolymere Stoffe durch
grobe, kornelig-kriimelige Massen gekennzeichnet werden. Bei niedrigem Polymeri-
sationsgrad traten dagegen strukturlose, mit entsprechenden histochemischen Re-
aktionen nur zarthomogen anfarbbare Produkte auf.

Uber die genaue chemische Konstitution und den Entstehungsmodus
der BS konnen zur Zeit noch keine Aussagen gemacht werden. Beim
jetzigen Stand der Forschung empfiehlt es sich nicht, bereits von einem
,;muskuliren sauren Mucopolysaccharid® zu sprechen. Hierzu wire der
Nachweis von Aminozuckern (Glucosamin usw.) erforderlich. die defini-
tionsgemi diese Stoffklasse charakterisieren. Wir haben uns zunéchst
die Vorstellung gebildet, dafl ein vom Glykogen abzuleitendes, unter
pathophysiologischen Bedingungen angehéduftes, phosphoryliertes Poly-
saccharid vorliegt.

Von der endgiiltigen Abklirung der zuletzt angeschnittenen Probleme
sind tiefere Einblicke in den gestorten Kohlenhydratstoffwechsel des
glykogendegenerierten Muskels zu erwarten.

Zusammenfassung

Bei der neuromuskuliren (myatonen) Form der Glykogenosen zeigen
die schwer degenerierten quergestreiften Muskelfasern eine spezifische
intravacuolir eingelagerte, kornig-kriimelige ,,basophile Substanz’* (BS),
die sich in Ubereinstimmung mit DARK in vielen Punkten wie ein freies
saures Mucopolysaccharid wverhdili. Das wasser- und besonders sdure-
empfindliche Substrat ist lipid- und sehr wahrscheinlich auch protein-
frei. Diastase- und Hyaluronidase-Extraktion bleiben erfolglos. Mit der
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PJS-, Astrablau-, Hale- und Aldehydfuchsin-Methode (ohne Voroxy-
dation) ist die BS gut darstellbar. Sie weist eine kriftige, relativ alkohol-
bestindige Metachromasie auf. Die Methylenblaubindefihigkeit (MBE,
Prarsg) erlischt erst unter py 2,4. Die Astrablau- und Aldehydfuchsin-
affinitit sowie die bemerkenswerterweise nicht zu erzielende Methy-
lierung sind unter anderem Gegenstand einer ausfithrlichen Diskussion. —
Uber die genaue chemische Konstitution und den Entstehungsmodus
konnen vorerst keine Aussagen gemacht werden.

Summary

In the neuromuscular (myatonic) type of glycogenosis the degene-
rated muscle-fibers contain in vacuoles a granular ,,basophilic substance*
(BS), behaving in many points like @ free acid mucopolysaccharide
(Dagk). The water- and acid-soluble substrate is free from lipids and
very probably free from protein ; extraction with diastase and hyaluroni-
dase is without effect. With the periodic-acid ScHIFF, Astra-blue,
Haie and aldehyde-fuchsin method (without preliminary oxidation)
the BS is well demonstrable. It shows a strong, relatively alcohol-fast
metachromasia. The dye-binding capacity for methylene blue (MBE,
PearsE) disappears at pg 2,4. The Astra-blue and aldehyde-fuchsin
affinity and the failing methylation, are discussed. -— The precise
chemical constitution and the manner of origin of the BS remain
unknown.
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