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The site of the pulse regeneration in myelinated nerve is generally assumed to be the un-
myelinated part of the axon membrane in the Ranvier node. To check this, a micro-irradiation
technique using laser pulses (A=347 nm, t=20ns) was used to produce morphological lesions
of about 1 um diameter in various regions of the Ranvier node. The electro-physiological functions
were monitored parallel to the irradiation. Depending on the localization of the lesions two types
of changes in these functions were observed:

1. If a definite site in the paranodal myelin sheath was damaged without affecting the axon,
an action potential could no longer be elicited, although the resting potential as well as the
stationary current-voltage behaviour remained unchanged.

2. A damage of the axon resulted in a break down of membrane potential and resistance. In
most of the cases the excitability recovered after spontaneous or current induced restitution of the
membrane resting potential and resistance.

These observations indicate, that structures in the paranodal region are vital for the Na*-activation
and inactivation. The membrane potential and stationary current-voltage behaviour can be at-
tributed to the axon membrane. A new hypothesis concerning the mechanism of the Na*-activation-
inactivation process is suggested.

1. Einleitung und Fragestellung der Schiadigung verbundenen Verdnderungen der
elektrophysiologischen Funktion erlauben Schluf3-

Als Sitz der elektrischen Impulsregeneration am  fo]gerungen auf die Lokalisation der Strukturen, an
Ranvier’schen Schniirring gilt nach der gegenwirtig  denen sich die Funktion abspielt.

herrschenden Auffassung eine nur elektronenmikro-
skopisch sichtbare Struktur, nimlich der im Bereich  Elektrophysiologische Vorbemerkungen
des Schniirrings gelegene, von Myelin unbedeckte
Abschnitt der Axonmembran. In vielen Theorien
iiber die molekularen Mechanismen der Membran-
funktion ist diese Vorstellung als Priamisse enthalten.

Bedingung fiir die Impulsregeneration am Schniir-
ring sind drei verschiedene, experimentell getrennt
nachweisbare elektrische Elementarfunktionen:

.. e 1 e = g 1. Die Anionen-Kationen-Permselektivitat der
Fiir deren Giiltigkeit wird merkwiirdigerweise selten Membran. die bewirkt. daB die Na* bzw. K*-Kon-

der direkte Nachweis verlangt. Der Versuch, auf zentrationsgradienten Membranpotentiale £ [mV]
experimentellem Wege zu priifen, ob sie zutrifft, erzeugen. Ex liegt nahe dem Ruhepotential E =
scheint daher nicht iiberfliissig. In Laser-Strahlstich- 70 mV (Nullpunkt der meist verwendeten Skala
experimenten wurden unter lichtmikroskopischer der Membranspannung V), Ex, nahe der Spitze des
Kontrolle ca. 1 um groBe Bereiche in verschiedenen Aktionspotentials E = +40 mV  (zugleich V=
Abschnitten des lebenden Schniirrings zerstort und 110mV).

die elektrophysiologische Funktion des Schniirrings 2. Die Fihigkeit der Membran, zwischen Ruhe-
batterie und Aktionsbatterie bistabil zu schalten.

Diese Fahigkeit beruht auf einem differentiell nega-
tiven Widerstand in der Strom-Spannungskennlinie
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die beiden verschieden groflen Leitfdhigkeiten der
Membran stetig ineinander iibergehen (Ubergangs-
bereich, zwischen /' +10mV und V= +30mV),
vom Membranpotential unabhéngig ist (ausfithrliche
Darstellung siehe ).

3. Die ,,Aktivierung® und anschliefende ,,Inakti-
vierung“ des Na*-Stromes nach einem iiberschwel-
ligen Reiz. Dieser Prozefl bewirkt, daf} die K*-Bat-
terie iiberwiegend das stationdre Membranpotential
(Ruhepotential) bestimmt, wiahrend die Na*-Batterie
nur nach iiberschwelliger Ansteuerung kurzzeitig ein-
und wieder ausgeschaltet'wird (ansteigende und ab-
fallende Flanke des Aktionsimpulses; Monostabi-
litat).

Die Funktionen 2 und 3 sorgen fiir die Steuerung
der Ionenstrome derart, dafl ein Aktionsimpuls ent-
steht, wihrend die Funktion 1 die dafiir notwendige
elektrische Energie bereitstellt. Falls die nodale
Axonmembran tatsachlich der Sitz aller drei Funk-
tionen ist, ware zu erwarten, dal} eine morpholo-
gische Zerstorung dieser Struktur zum Funktions-
ausfall aller drei Funktionen fiihrt.

Ein wesentlicher Hinweis dafiir, dal es sich um
selbstiandige Funktionen verschiedener Substrate han-
delt, ist die Tatsache, daf} sich in jede der Funk-
tionen mit anderen chemischen Mitteln eingreifen
1aBt, ohne daf} die anderen dadurch wesentlich be-
einflulit werden. Insbesondere 1dft sich experimen-
tell die Blockierung der Erregbarkeit durch Verinde-

rung jeder dieser Einzelfunktionen allein erreichen.

Funktion 1 ist wesentlich abhéngig vom Konzen-
trationsgradienten bestimmter 1-wertiger Ionen (K7,
ersatzweise Rb* und Cs*, sowie Na*, ersatzweise Li*,
NH,* und Guanidinohydrochlorid) ; Ausgleich der
Konzentrationsgradienten fithrt zur Entladung der
Membranbatterien und zur Unerregbarkeit. Funk-
tion 2 wird iiber die Lage des Ubergangsbereichs
durch die extrazellulaire Konzentration aller Kat-
ionen beeinfluflt. 2-wertige Ionen, die einen geringen
Einfluf} auf das Membranpotential haben, sind hier
um ein Vielfaches wirksamer als einwertige (Ca®*
z. B. ist 25mal wirksamer als Na®) 2. Unerreg-
barkeit tritt ein, wenn der Ubergangsbereich durch
Erhohung der wirksamen Gesamtkonzentration bis
zur Spannung der Aktionsbatterie verschoben
wird. In diesem Fall verschwindet der differentiell
negative Widerstand und damit die Bistabilitit
und folglich auch die Fahigkeit der Membran,
nach dem Alles- oder Nichtsprinzip zu schalten. In
die Funktion 3 greifen wir dagegen spezifisch mit
Veratridin, Tetrodotoxin (TTX) und Lokalanasthe-
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tika ein, also mit komplizierten organischen Verbin-
dungen. Unerregbarkeit tritt z. B. ein, wenn der Na™-
Einstrom durch TTX blockiert ist, die Aktionsbatte-

rie sich also nicht mehr einschalten kann.

Fiir jeden dieser drei verschiedenen Eingriffe, die
die Erregbarkeit blockieren, mufl man andere che-
mische Reaktionspartner in dem erregbaren System
voraussetzen. Die Elementarfunktionen sind also zu-
mindest molekular verschieden lokalisiert. Funk-
tion 1 beruht nach unserer heutigen Kenntnis auf
einer Ladungstrennung bei der Diffusion starker
Elektrolyte durch Membranen mit Festladungsiiber-
schuf}. Die Wirkung von Alkali-Ionen auf das Mem-
branpotential ist nicht als eigentlich chemische Re-
aktion mit der Membran, sondern als Folge eines
verdnderten Ladungsangebots in den an die Mem-
bran angrenzenden Phasen zu verstehen. Anders ver-
hilt es sich bei der Funktion 2. Die Lage des Uber-
gangsbereichs hingt von der Oberflichenladung der
Membran ab und wird wie diese von der Aktivitdt
der Gegenionen in der angrenzenden Phase beein-
flut. Die Reaktion besteht in einer elektroadsorp-
tiven Wechselwirkung der freien Kationen mit den
Festionen der Membran?. Da die Oberflichenladung
und die Anionen-Kationen-Selektivitit von der effek-
tiven Festladungskonzentration und damit vom glei-
chen Parameter abhdngen, liegt die Vermutung
nahe, daf} die Funktionen 1 und 2 an die gleiche
materielle Struktur gekniipft sind. Die Wirkung des
TTX, Veratridins (und anderer Lokalanisthetika)
auf die Funktion 3 ist dagegen spezifisch, d. h., von
der speziellen Molekiilkonfiguration dieser Stoffe ab-
héngig. Das laft vermuten, daf} die Reaktionspartner
in der Membran (materielle Substrate der Funktion 3)
komplizierte organische Molekiile sind. Es ist denk-
bar, daBl diese Molekiile aufgrund verschiedener
chemischer Reaktionsmechanismen das materielle
Substrat aller drei Funktionen sind. Damit wire
dann zu vereinbaren, dal entweder diese Stoffe sta-
tistisch iiber die ganze nodale Axonmembran verteilt
oder in grofleren getrennten Membranabschnitten
vorkommen (Kanal- oder Porenhypothese). Als ma-
terielle Substrate der Funktion 3 wéren aber auch
besondere Zellorganellen denkbar, die auferhalb
der Membran lokalisiert sind.

Um diese Moglichkeiten zu priifen, wurden par-
allel zur Zerstorung kleiner Bereiche des Schniirrings
die drei MeBigroflen: Membranpotential, stationére
Strom-Spannungskennlinie und  Aktionspotential
(AP) getrennt registriert.
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2. Methode

2.1 Praparat und elektrophysiologische Messung

Die Untersuchungen wurden an motorischen Ein-
zelfasern von Rana esculenta-Mannchen durchge-
fiihrt; zur Kontrolle wurden auch Einzelfasern von
Xenopus laeves verwendet. Die Zufiihrung und Ab-
leitung der Mefstrome und -spannungen erfolgte in
einer modifizierten 3-Elektrodenanordnung mit Luft-
spaltisolierung 3. Sie besteht aus einem mit Ringer-
oder Testlosungen durchstromten Kanal zur Auf-
nahme des Testschniirrings und zwei seitlich dazu
angeordneten, mit Ringerlosung gefiillten Glas-
trogen, auf denen die Nachbarschniirringe gelagert
werden. Mittelkanal und Troge werden getrennt
tiber KCl-Agarbriicken mit 3 Kalomelelektroden ver-
bunden.

Aktionsimpulse wurden durch elektrische Reizung
(Rechteckimpulse) ausgelost und zusammen mit
dem Membranpotential — tiber einen Kathodenfol-
ger auf einem 2-Strahl-Oszillographen — registriert.
(Auf dem zweiten Strahl wurden Zeitverlauf und
Intensitat des Laser-Impulses dargestellt, s. 2.3.)
Die stationdre Strom-Spannungskennlinie wurde
ebenfalls mit einem 2-Strahl-Oszillographen aufge-
nommen, und zwar wurden Membranstrom und
-spannung bei einer linearen Spannungsinderung
von 1 mV/s registriert.

2.2 Mikroskopische Beobachtung

Die 3-Elektrodenanordnung wurde auf den Dreh-
tisch eines Polarisationsmikroskops montiert (s.
Abb.1*). Zur mikroskopischen Beobachtung und
zur Bestrahlung diente ein UV-Immersionsobjektiv
100 x . Daher mufite der Mittelkanal der 3-Elek-
trodenanordnung mit einem Deckglas (Dicke ca.
0,08 mm) verschlossen werden. Eine Querbohrung
von 0,04 mm Durchmesser dicht unterhalb des Deck-
glases erlaubte das Einziehen der Faser in den Ka-
nal und die Lagerung des Schniirrings im Schérfen-

bereich des Objektivs 4.

2.3 Impulsbestrahlung

Die Laser-Strahlstichanordnung sei nur kurz skiz-
ziert (ausfiihrliche Beschreibung siehe 3 ¢). Ein Ru-
bin-Impulslaser erzeugt Lichtimpulse der Wellen-
lange 2 =694 nm von ca. 20 ns Dauer. Durch Nach-
schalten eines KDP-Frequenzverdopplers und eines
CuSOy-Filters zur Absorption des restlichen Rot-
lichtes konnten Impulse gleicher Dauer mit der Wel-
lenldnge 2=347 nm im nahen UV erzeugt werden.
Der Laserimpuls wurde mit dem elektrophysiolo-

* Abbn. 1—6 siehe Tafeln auf Seiten 274 a bis 274 d.
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gischen Reizimpuls derart synchronisiert, dal} der
Bestrahlungszeitpunkt beliebig vor, wahrend oder
nach dem AP gewihlt werden konnte. Eine Zwischen-
optik fokussierte den Laserstrahl auf eine Blende
von 50 um — 100 um Durchmesser, die sich in der
Zwischenbildebene des Mikroskopes befand. Mit
Hilfe eines Fluoreszenz-Auflichtspiegels wurde dann
der Laserstrahl in den Strahlengang des Mikro-
skopes eingeblendet. Mit dieser Anordnung ldft sich
ein beugungsbegrenzter Fokus von ca. 0,5 um Durch-
messer erzeugen. Die Bestrahlungsintensitiat wurde
durch Graufilter reguliert. Da die Lichtintensitdt der
einzelnen Laserimpulse um maximal 30% schwankte,
wurde sie fiir jeden Einzelimpuls mit Hilfe eines
Fotodetektors gemessen und registriert. Im Fokus
betrug die Intensitit ca. 108 W/cm?.

Der kollinear eingespiegelte Strahl eines 4 mW-
Helium-Neon-Lasers diente zur Justierung der Strah-
lengédnge und als Zielstrahl. Im Bereich des Inter-
nodiums ist der Zielstrahl als zentrales Scheibchen
mit den Beugungsringen niedriger Ordnung zu
sehen. Die Lokalisierung des Fokus bereitet hier
keine Schwierigkeiten. Im Bereich des Schniirrings
mit seiner komplizierten optischen Struktur fithren
Streulicht und Reflexion an verschiedenen Grenz-
flichen zu einem mehr diffusen Bild. Zur Erzielung
reproduzierbarer Ergebnisse wurde die Zwischen-
optik derart justiert, daB} der Brennfleck zentral im
Bildfeld lag und sein Ort exakt mit der objektseitigen
Schirfenebene des Mikroskopes zusammenfiel.

3. Ergebnisse

3.1 Allgemeine morphologische Beobachtungen
beim Laser-Strahlstich

Bei den eigentlichen Strahlstichexperimenten wur-
den ausschliefllich Lichtimpulse von 1= 347 nm ver-
wendet. Bestrahlt man ndmlich die Faser mit 4=
694 nm, so kann die Intensitit in einem groflen Be-
reich variiert werden, ohne daf} eine Wirkung er-
kennbar wird. Die Uberschreitung eines gut repro-
duzierbaren, vom Bestrahlungsort unabhingigen
Schwellenwertes in der GroBenordnung von 109 W/
cm? fithrt stets zu groben Zerstorungen, meist mit
Auseinanderreiflen der Faser (Abb. 2).

Bestrahlung mit Licht der doppelten Frequenz
(=347 nm), ruft bei Uberschreiten einer um den
Faktor 2 kleineren Schwellenintensitit dagegen
streng lokalisierte Schdden von der Grofle des Fokus
hervor. Das lichtmikroskopische Erscheinungsbild
dieses Schadens verdndert sich allerdings innerhalb
eines Zeitraums von Sekunden bis Minuten, wenn
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ein Bereich der Myelinscheide getroffen wurde. Diese
Vorginge lassen sich am besten im Bereich des Inter-
nodiums beobachten, da die Abbildungsbedingungen
hier giinstiger sind als am Schniirring (Abb. 3). Am
hdufigsten nimmt zundchst der Durchmesser des
»Kraters bis ca. 5 um zu. In der Folge quillt an
der geschadigten Stelle Myelin aus der Faser heraus
(Abb.4). Wird das Axon im Bereich des Spalt-
raumes getroffen, zieht sich das Myelin der Mark-
kegel in die Segmentenden zuriick. Im Bereich des
nodalen Axons bleibt ein Defekt von der Form und
Grofle des Fokus bestehen (Abb. 6), der sich im wei-
teren Verlauf des Experiments nicht mehr verdndert.

Die gleichen Unterschiede im Bestrahlungseffekt
konnten auch an Zellen verschiedener anderer Ge-
webe beobachtet werden, wenn mit Licht der beiden
hier verwendeten Wellenlingen bestrahlt wurde °.
Die Grundabsorption in der Zelle ist bei beiden
Wellenldangen zu gering, als dafl die beobachteten
Wirkungen auf sie zuriickgefiihrt werden konnten.
Oberhalb einer charakteristischen Intensititsschwelle
fithren nichtlineare optische Effekte (z.B. 2-Photo-
nen-Absorption, Absorption der freien Elektronen)
zu einem lawinenartigen Anstieg der absorbierten
Energie. Bei 1 =694 nm liegt diese Schwelle so hoch,
dal} die Energie des Lichtimpulses ausreicht, um die
vollstindige Zerstorung der Faser herbeizufiihren.
Wegen der grofleren Quantenenergie liegt die
Schwelle fiir das Auftreten nichtlinearer Prozesse
fiir 2=347nm bei kleineren Intensititen, so dal}
hier ein Intensitdtsbereich zur Verfiigung steht, in
dem die Grofle des Schadens reguliert werden kann.
Die von Liithy? an der Nervenfaser ermittelten
Maxima der spektralen Absorption liegen zwischen
250 nm und 280 nm. Es ist daher nicht zu erwarten,
daBl die Quantenenergie bei 1=347nm ausreicht,
um einzelne molekulare Strukturelemente der Faser
selektiv zu zerstoren. Die in unseren Experimenten
beobachtete Schiddigung kommt eher einer mecha-
nischen Liasion gleich. Dafiir sprechen auch die
elektrophysiologischen Befunde.

Ist die elektrophysiologische Funktion deutlich
verdndert, so ist auch regelméfig ein morphologi-
scher Schaden nachweisbar. Umgekehrt ist da-
gegen oft trotz deutlich erkennbarer morphologischer
Strahlenschdden keine wesentlichen Verénderungen
des AP’s und des Ruhepotentials mef3bar.

Das erste Anzeichen einer funktionellen Schadi-
gung ist die unmittelbar auf den Bestrahlungsimpuls
folgende Depolarisation. Ist diese iiberschwellig, so
lauft sie ,,selbststeigernd“ weiter, und zwar mit der
gleichen Anstiegssteilheit und fast der gleichen Am-
plitude wie beim Aktionsimpuls. Hat die Bestrah.
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lung eine derartige Erregung ausgelost, so bleiben
in jedem Fall funktionelle Schaden zuriick. Nihere
Aufschliisse iiber die Art und das AusmaB der Schi-
digung gibt erst der Verlauf der Repolarisations-
phase dieses ,Laser-induzierten AP (s. folgenden
Abschnitt). Diese Erregungsauslosung erinnert an
die inaddquate mechanische Reizung durch unge-
wollte Berithrung der Faser bei der mifigliickten
Praparation. Auch hier beobachten wir eine fort-
geleitete Erregung und anschliefend bleibende Funk-
tionsschdden. Diese Analogie ist ein weiterer Hin-
weis dafiir, daf} die durch den Laserimpuls erzeugten
morphologischen Defekte mit mechanischen Schaden
vergleichbar sind.

3.2 Spezielle Ergebnisse

Abhéngig von der Lokalisation des morpholo-
gischen Defektes treten zwei grundsétzlich verschie-
dene Typen elektrophysiologischer Funktionsénde-
rungen auf:

1. Das durch den Laserimpuls ausgeloste AP re-
polarisiert vollstindig oder fast vollstindig; die
stationdre Strom-Spannungskurve wird durch den
Laserschaden praktisch nicht verandert; trotzdem
sind im weiteren Verlauf des Experiments keine Ak-
tionspotentiale mehr auslosbar, die Faser ist uner-
regbar geworden (Abbn.5c—d). Diesen Effekt er-
hélt man, wenn der Laserimpuls einen begrenzten
Schaden im Bereich der Segmentenden verursacht
hat (Abbn. 5 a und b). Voraussetzung dafiir ist, dafl
der Ort des Schadens moglichst weit vom Axon ent-
fernt ist und der Schaden selbst klein bleibt (ca.
1 um?).

2. Das durch den Laserimpuls ausgeloste AP re-
polarisiert nicht vollstandig. Im Anschlufl an die
1. Repolarisationsphase wird eine starke Nachdepo-
larisation erkennbar, deren Amplitude und Dauer
von der Grofle des Schadens abhiangt (Abb. 6). Nur
bei leichten Schiden erfolgt die Wiederherstellung
des Ruhepotentials nach wenigen ms spontan. Bei
starkeren Schdden 1afit sich das Ruhepotential durch
Einwartsstrome aus einer Gleichspannungsquelle in
den meisten Fillen kiinstlich wieder herstellen. Nach
einem Anelektrotonus von wenigen Minuten Dauer
bleibt die kiinstlich eingestellte Membranspannung
auch nach dem Abschalten des polarisierenden Stro-
mes bestehen. Die Membran scheint sich unter dem
Einflul des polarisierenden Gleichstroms wieder for-
miert zu haben. Wihrend der Dauer der Depolari-
sation ergibt die Messung der Strom-Spannungs-
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Abb. 1. 3-Elektrodenanordnung, modifiziert fiir die Laser-Mikrobestrahlung des Ranvier’schen Schniirrings wéhrend der
elektrophysiologischen Messung. Laserstrahleintritt siehe Pfeil.

Zeitschrift fiir Naturforschung 30 ¢, Seite 274 a.



Abb. 2. Laser-Mikrobestrahlung eines Schniirrings im Bereich des nodalen Axons bei 2=694 nm. Die Reihenfolge der
Abbildungen gibt zugleich den Gang des Standard-Experiments wieder. a. Aufnahme des intakten Schniirrings mit dem
Fokus des Zielstrahls. b. Dasselbe nach Unterbrechen des Ziellaserstrahls; die Strukturen im Fokusbhereich sind dadurch
besser erkennbar und lassen sich wahrend des Bestrahlungsexperiments beobachten. c. Elektrophysiologische Registrierun-
gen wihrend des Bestrahlungsexperiments. Ordinate: Membranspannung ¥ [mV] bezogen auf Ruhepotential; positiv: in
Depolarisationsrichtung abweichende Spannungen. Abszisse: Zeit [ms] (MaBstab. siehe Inset). Kurve 1: Normale AP des
intakten Schniirrings. Kurve 2: Laserschul 400 us vor dem Zeitpunkt des Reizes (Pfeil). Depolarisation mit ,overshoot®.
Die Faser ist vollstindig durchtrennt (morphologische Abb. 2 d). Die Repolarisation verlduft langsamer und lediglich bis
zum Membranpotential E o 0, d. h. bis der ,overshoot* (aktives Na’-Potential) ausgeglichen ist. Kurve 3: Irreversibler Zu-
sammenbruch des Membranpotentials und des Membranwiderstandes. Auch eine kiinstliche Repolarisation ist nicht mehr
moglich. Der Rechteckimpuls erzeugt ein Reizartefakt wie an einem passiven Schaltelement. d. Aufnahme unmittelbar nach
der Bestrahlung; Durchtrennung der Faser; das vollstindige Auseinanderreifen wird durch die endoneurale Bindegewebs-
hiille verhindert.

Zeitschrift fiir Naturforschung 30 ¢, Seite 274 b.



Abb. 4. AusflieBen des Myelins im Bereich eines Laser-

induzierten Schadens im rechten unteren Segmentende.

a. vor dem Laserschuf3, b. etwa 10s nach dem Laser-
schuf3.

Abb. 3. Bestrahlung im internodalen Ab-
schnitt nahe einer Schmidt-Lantermann-
schen Inzisur mit A=347 nm. a. Zielfokus,
b. vor dem SchuBB, c¢. 1—4s nach dem
Schufl Bildung eines Kraters im Bereich
des Zielfokus. d. 6—10 s nach dem Schufl
VergroBlerung des Kraters. Nach weiteren
10 s tritt das Myelin an dieser Stelle aus
der Faser aus (letzteres nicht dargestellt,
s. Abb. 4).

<= Abb. 5. Bestrahlung eines Schniirrings bei
/=347 nm im paranodalen Bereich (Typ des
paranodalen Funktionsausfalls). a. Fokus des
Ziellaserstrahls im linken unteren Segment-
d ende. b. Geringe morphologische Schiadigung
nach dem Schuf3. c. Elektrophysiologische Re-
gistrierung, derselbe Schniirring. 1. Kurve:
Aktionspotential des Schniirrings Abb. 5 a.
2. Kurve: Laser-Impuls 1,2 ms vor dem Reiz-
zeitpunkt, siehe Pfeil; Aktionsimpuls ausge-
16st durch Laser-Impulsbestrahlung. Der nach-
folgende elektrische Stimulus (gleiche Ampli-
tude wie bei Kurve 1) lost kein AP aus.
Restdepolarisation von 8 mV. 3. Kurve: Restdepolarisation bleibt bestehen, keine Reizantwort. d. Nach kiinstlicher Re-
polarisation werden auch sehr hohe Stimuli (dargestellt 8 Stufen) von keinem Impuls mehr beantwortet.

Zeitschrift fiir Naturforschung 30 ¢, Seite 274 c.
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Abb. 6. Laser-Mikrobestrahlung des nodalen
Axons bei 4=347 nm (Typ des axonalen Funk-
tionsausfalls), a. vor der Bestrahlung. b. Zeit-
punkt des Schusses und c. 10s danach. Schadi-
gung kreisrund (¢ o1 um). d. Parallel durch-
gefiihrte  elektrophysiologische = Registrierung.
1. Kurve: AP der morphologisch intakten Faser
(Abb. 6 a). 2. Kurve: Der ,Laser-Reiz“ ist iiber-
schwellig. Die Repolarisation verlduft in der hier
dargestellten ersten Phase der Restitution spon-
tan bis 440 mV (morphologischer Zustand siehe
Abb. 6 ¢c). 3. Kurve: Bei der nidchsten Registrie-
rung, also nach ca. 1s, weitere Repolarisation,
bis 420 mV unterschwellige Erregung. 4. Kurve:
Kiinstliche Repolarisation bis Vo> *0mV; AP
mit stark verzogerter Repolarisation.
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charakteristik einen linearen Widerstand im k-
Bereich — wie nach einem elektrischen Durchschlag
der Membran. Gleichzeitig mit der Wiederherstel-
lung des Ruhepotentials restituiert sich auch das
normale Strom-Spannungsverhalten weitgehend; so-
bald der urspriingliche Zustand anndhernd erreicht
ist, sind wieder AP auslosbar. Funktionséanderungen
dieses Typs erhilt man, wenn der Laser-Schaden im
mikroskopischen Bild des Axons (nodal, paranodal
oder internodal) lokalisiert ist.

Die unter Punkt 2 beschriebenen Vorginge kon-
nen an demselben Schniirring oft mehrere Male
wiederholt werden, ehe die Aktivitit vollstindig er-
lischt. Nachwirkungen jeder einzelnen Schidigung
bestehen in einer Verminderung des Widerstandes
in allen Bereichen der Strom-Spannungskennlinien,
in der Verminderung der AP-Amplitude und in
einer Verlingerung der 1. Repolarisationsphase;
letztere ist in diesem Experiment zugleich das emp-
findlichste Zeichen fiir eine funktionelle Schadigung.

Eine offensichtliche Korrelation zwischen der
Grofle des lichtmikroskopisch erkennbaren morpho-
logischen Schadens und den Funktionsidnderungen
besteht nicht. Oft werden auch bei starken morpho-
logischen Zerstorungen Aktionspotentiale von nor-
maler Amplitude beobachtet, die sich lediglich durch
ihre Verbreiterung vom wurspriinglichen AP unter-
scheiden. Dagegen scheint eine Korrelation zwischen
der Lokalisation der ,,Axonschiaden® und dem funk-
tionellen Schaden zu bestehen. Bei etwa gleich gro-
Bem morphologischem Schaden nimmt der Umfang
des funktionellen Schadens in folgender Reihenfolge
ab: Paranodales Axon, nodales Axon, internodales
Axon.

4. Diskussion

Zunéchst sei das experimentelle Ergebnis kurz
zusammengefat. Durch die Zerstérung zweier ver-
schiedener Zellbestandteile im Bereich des Schniir-
rings lassen sich zwei grundsitzlich verschiedene
Funktionsidnderungen erreichen:

1. Wird eine bestimmte Stelle in den Segment-
enden zerstort, so erlischt die Fahigkeit, Aktions-
impulse zu regenerieren, irreversibel, obwohl Ruhe-
potential und Strom-Spannungsverhalten nicht ver-
dndert werden.

2. Wird das Axon durch den Laserimpuls ge-
troffen, so brechen Membranwiderstand und Mem-
branpotential zusammen. In den meisten Experi-
menten ,erholen® sich beide Parameter entweder
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spontan oder im Verlauf einer 3 —120s dauern-
den kiinstlichen Repolarisation. Ist das Ruhe-
potential wieder hergestellt, so sind in jedem Fall
wieder Aktionsimpulse auslosbar — -auch bei star-
ken morphologischen Schidden, die das mikrosko-
pische Bild des Schniirrings bis zur Unkenntlichkeit
verdndern. Ob die eine oder die andere Funktions-
dnderung auftritt, hingt ausschlielich vom Ort des

Schadens ab.

Diese Ergebnisse der Laser-Strahlstichexperimente
sind mit der generell vertretenen Ansicht, daf} die
drei zur Impulsregeneration notwendigen Elementar-
funktionen gemeinsam in dem von Myelin unbedeck-
ten Abschnitt der Axonmembran lokalisiert sind,
nicht zu vereinbaren. Dagegen deutet der unter 1.
beschriebene Funktionsausfall bei Paranodalschiden
darauf hin, daB die dosierte Freisetzung des Na*
nach dem iiberschwelligen Reiz (Aktivierung und
Inaktivierung des Na*-Stromes, Teilfunktion 3, siehe
Einleitung) in den Segmentenden der Myelinscheide
stattfindet, also in Strukturen, die nicht nur auBer-
halb des nodalen Abschnitts der Axonmembran, son-
dern auBerhalb der Axonmembran iiberhaupt ge-
legen sind. Aus dem unter 2. beschriebenen axo-
nalen Funktionsausfall ist zu schlieBen, dafl das
Membranpotential und das Strom-Spannungsverhal-
ten, das der Bistabilitdt zugrundeliegt, an die Axon-
membran gebunden sind. Fiir die Funktionen 1
und 2 (siehe Einleitung) gilt demnach die konven-
tionelle Betrachtungsweise. Es ist allerdings nicht
auszuschlieBen, daB auch auBerhalb des nodalen
Spaltraums gelegene Abschnitte der Axonmembran
fiir diese Funktionen in Frage kommen.

Unsere Interpretation wird durch foigende allge-
mein bekannte Tatsachen gestiitzt: Die Axon-
membran des Schniirrings ist im Spaltraum von
einer fast 3 um dicken Schicht Schwann’schen
Plasmas bedeckt. Seitlich angrenzend lagern die ca.
3 um dicken Markkegel iiber der Axonmembran.
Nach auflen sind diese Strukturen von verschiedenen
Bindegewebsschichten umgeben, die den geringen
Faserdurchmesser am Schniirring auf den internoda-
len Faserdurchmesser auffiillen. Da das nodale Plas-
macompartment aus Zellausldufern besteht, ist seine
Elektrolytzusammensetzung wie die des Zellplasmas,
also K*-reich. Das extrazellulire Na*-Reservoir hat
also keinen direkten Kontakt mit der Axonmem-
bran. Die zwischengeschalteten Strukturen wirken als
Diffusionshindernis und der hohe K*-Gehalt des
nodalen Schwann-Plasmas erschwert zusétzlich das
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Eindringen von Na*. Ob der Na*-Einstrom iiber den
interzelluldren Spalt von 22 nm Breite zwischen den
nodalen Schwannzellabschnitten bewerkstelligt wird,
erscheint mehr als fraglich.

Wegen der duflerst geringen Verzogerung, mit der
der Na'-Einstrom aber tatsdchlich erfolgt, ist die
Existenz eines speziellen Na*-Zwischenspeichers an-
zunehmen, der entweder im nodalen Schwann-Plasma,
in den nodalen Myelinkegeln oder im Myelin der
Segmentenden gelegen ist (Voraussage 1). Aufler-
dem ist eine besondere Struktur zu fordern, die das
Na* — wie die intraneurale Synapse ihren Trans-
mitterstoff — auf einen iiberschwelligen elektrischen
Impuls hin in Membranndhe freisetzt und so die
regenerative Depolarisation ermdéglicht (Voraus-
sage 2). Orte, an denen sich besondere Funktionen
abspielen, sind erfahrungsgemil an besonderen
morphologischen Strukturen erkennbar, in diesem
Fall wire demnach eine Synapse zu erwarten.

Aus unserer Hypothese leiten sich Folgerungen
ab, deren Giiltigkeit durch das Experiment unmittel-
bar nachprifbar sind. Wir gehen nur auf die oben-
genannten Voraussagen ein, weil sie, von den heuti-
gen elektrophysiologischen Theorien aus gesehen,
nicht gerade naheliegen — von hier aus schiene un-
sere Hypothese am leichtesten falsifizierbar — und
weil fiir beide bereits experimentelle Ergebnisse vor-
liegen.

1. Orientierende Experimente mit der Elektronen-
sonde an gefriergetrockneten Schnitten von Nerven-
fasern ® deuten darauf hin, dafl im Myelin die Elek-
trolytzusammensetzung der der extrazelluldren Phase
entspricht. Das Myelin kommt also als Na*-Speicher
in Betracht. In den paranodalen Markkegeln lie-
gen die Umschlagfalten zwischen den tibereinander-
liegenden einzelnen Myelinlamellen. Jede dieser
Umschlagfalten schlieBt zwischen den Myelin-
lamellen einen blischenartig erweiterten Hohlraum
ein. Falls Elektrolyte in diesen Hohlrdumen frei dis-
soziieren konnen — was anzunehmen ist —, stiinde
hier eine hohe Na*-Konzentration und damit der
postulierte Na*-Zwischenspeicher zur Verfiigung.

2. Durch elekironenoptische Untersuchungen
(freeze-etching-Verfahren) wurden im Bereich der
Markkegel glia-axonale Synapsen gefunden % 19, die
wegen ihrer komplizierten aber regelmiflig organi-
sierten Anordnung als paranodales Organ bezeich-
net wurden. Bei den Einzelstrukturen des Organs
handelt es sich um sehr enge (2 —3 nm), morpho-
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logisch hochdifferenzierte Kontakte der Umschlag-
falten mit der Axonmembran.

Waihrend die Kanal- oder Porenhypothese fiir die
unterschiedlichen K*- und Na*-Permeabilitiiten ionen-
spezifische Durchtrittsstellen im gleichen Membran-
abschnitt verantwortlich macht, verlegt die hier ver-
tretene Ansicht, die man als Synapsenhypothese be-
zeichnen kann, die Na*-Aktivierung und -Inaktivie-
rung in ein spezielles paranodales Organ und be-
trachtet sie als dosierte Zufuhr von Na* durch eine
Synapse. In dieser Synapsenhypothese wird ange-
nommen, daf sich die eigentlichen Membranpermea-
bilitaten fiir Na* und K* nicht so stark voneinander
unterscheiden, wie man bisher annahm. Man kann
sich dabei auf die Ahnlichkeit der stationdren Na*-
und K*-Kennlinien stiitzen !.

Beide Hypothesen unterscheiden sich in ihrer
Brauchbarkeit fiir die Interpretation der elektro-
physiologischen Mefergebnisse nicht wesentlich von-
einander. Die Synapsenhypothese erklart zusatzlich
die hier dargestellten Ergebnisse und kommt bei der
Interpretation des stationdren Strom-Spannungsver-
haltens zu einem einfacheren Bild als die Kanalhypo-
these, die tiber die urspriinglich angenommenen bei-
den Arten von Kanilen hinaus noch besondere Na*-
und K*-Kanéle einfithren mufite, um die Ergebnisse
stationarer Messungen erkldren zu konnen.

Abschliefend seien einige Befunde der Strahlstich-
experimente beschrieben, die sich unserer Hypothese
nicht ohne weiteres unterordnen:

a. Trifft der Laser-Strahlstich das Segmentende
derart, da} das Axon mitverletzt wird, so beobachten
wir einen Funktionsausfall vom Typ 2 (Axon-
schaden). Allerdings sind die irreversiblen Schidden
des AP hierbei groller als bei Verletzungen der
tibrigen Faserabschnitte. In diesem Experiment
durchschneidet der Laserstrahl die Myelinlamellen
senkrecht zur Flachennormalen, wihrend er die Mye-
linlamellen bei einer Verletzung des Segmentendes,
die zum Funktionsausfall des Typs 1 fiihrt, parallel
zur Flichennormalen schneidet. Wahrscheinlich be-
dingt die unterschiedliche Anordnung des Laser-
strahls relativ zur Orientierungsachse der Feinstruk-
tur morphologische Schiaden, die sich in Gestalt und
Umfang unterscheiden und vielleicht dadurch den
unterschiedlichen Funktionsausfall erkldren. Elek-
tronenmikroskopische Untersuchungen des gescha-
digten Gewebes sind bisher nicht durchgefiihrt

worden.
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b. Typ 1 der Funktionsinderungen wird beob-
achtet, obwohl das ,paranodale Organ“ nicht in
seinem gesamten Umfang zerstort ist. Demnach liefe
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