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Ultrastructure of Unmyelinated ( Remak) Nerve Fibers in 1N H-Neuropathy

Summary. In sciatic nerves of rats, there are more than twice as much unmyelinated than
myelinated axons. Their ratio varies in a wide range from one area to the other. Some regressive
changes are seen already in unmyelinated axons of normal controls (loss of structural compo-
nents, axonal beading). Usually, these alterations can be distinguished from early experimental
lesions by the lack of characteristic Schwann cell reactions.

In the beginning of INH-neuropathy, fewer unmyelinated than myelinated nerve fibers are
degenerating. Some of the unmyelinated axons may become irregularily folded, swollen, or
shrunken while there is a progressive loss of tubules, filaments, normal mitochondria, and
sometimes an increase in the thickness of the axolemma.

The axonal changes are accompanied by a disturbance of the normal axon-Schwann cell
relation. Initially, some Schwann cells may become extremely irregular; later they lose their
surface differentiation while their cross sectional contour becomes rather rounded.

In general, unmyelinated axons in INH-neuropathy show similar alterations and dis-
turbances of the axon-Schwann cell relation as seen in Wallerian degeneration. Yet extremely
deformed unmyelinated nerve fibers, axons as well as Schwann cells, and mitochondrial granules
were only observed in INH-neuropathy.

Zusammenfassung. Im N, ischiadicus der Ratte kommen etwa doppelt so viele marklose
als markhaltige Nervenfasern vor. Das normale zahlenmé#Bige Verhiltnis dieser beiden Faser-
typen schwankt in weiten Grenzen. Schon im ungeschidigten Nerven lassen sich bereits an
einzelnen marklosen Nervenfasern verschiedenartige regressive Verdnderungen wie Struktur-
verlust und perlschnurférmige Auftreibungen nachweisen; sie sind in der Regel von akuten,
toxisch bedingten Verinderungen durch das Fehlen charakteristischer Schwann-Zellreaktionen
zu differenzieren.

Bei der INH-Neuropathie degenerieren anfangs im Verhéltnis zu den markhaltigen nur
wenige marklose Nervenfasern. Einige marklose Axone koénnen unregelmiBig konturiert, ge-
schwollen oder geschrumpft erscheinen; dabei losen sich die Tubuli und Filamente auf; in
manchen Fillen verdichtet sich auch das Axolemm.

Die Axonverinderungen werden von Storungen der normalen Axon-Schwann-Zellrelation
begleitet. In den Anfangsstadien kénnen manche Schwann-Zellen hochgradig deformiert sein;
spiter verlieren sie ihre Oberflichendifferenzierung und runden sich (auf dem Quer-
schnitt) ab.

In der Regel zeigen die marklosen Nervenfasern bei der INH-Neuropathie die gleichen
Verinderungen und Stérungen der Axon-Schwann-Zellrelation wie bei der Wallerschen
Degeneration. Extreme prolapsartige Verformungen von Axonen und Schwann-Zellen sowie
mitochondriale Granula haben wir jedoch nur bei der INH-Neuropathie, nicht aber bei der
Wallerschen Degeneration beobachtet.

Key-Words: Peripheral Nerve — Nerve Degeneration — Axon — Mitochon-
dria — TIsoniazid.
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Im Gegensatz zur Wallerschen Degeneration ist das Bild der Nervenfaser-
degeneration bei der INH-Neuropathie (Pegum, 1952; Klinghardt, 1954) elek-
tronenmikroskopisch viel weniger genau untersucht, obwohl die eigentimlich
distale Akzentuation der Nervenschiden (Klinghardt, 1965; Cavanagh, 1967;
Schroder, 1968) einen andersartigen Pathomechanismus als bei der einfachen
Wallerschen Degeneration vermuten 1a8t. Die Untersuchungen von Schlaepfer und
Hager (1964a, b, ¢) haben keine Differenzierung gegentiber der Wallerschen
Degeneration ergeben. So erhob sich die Frage, ob mit inzwischen verbesserter
elektronenmikroskopischer Technik und bei hoherer INH-Dosis doch bestimmte
Verdanderungen bei der INH-bedingten Nervenfaserschiddigung nachweisbar sind,
die weder bei der Triorthokresylphosphatvergiftung (Bischoff, 1967) noch bei der
Wallerschen Degeneration (Engstrém u. Wersdll, 1958; Vial, 1958; Taxi, 1959;
Terry u. Harkin, 1959; Honjin, 1959; Glimstedt u. Wohlfahrt, 1960a, b; Ohmi,
1961; Webster, 1962; Wechsler u. Hager 1962; Nathaniel u. Pease, 1963a, b, ¢;
Bliimeke, 1963a, b; Lee, 1963; Thomas, 1964a, b; Bliimcke et al., 1965, 1966;
Blimcke u. Niedorf, 1966; Zelend et al., 1968) noch bei anderen Schidigungs-
formen peripherer Nervenfasern auftreten.

Im folgenden werden die Verdnderungen an den marklosen Nervenfasern dar-
gestellt, da sie einfacher gebaut sind und spezifische Verdnderungen moglicher-
weise leichter erkennen lassen als die komplizierteren markhaltigen Nervenfasern.
AuBlerdem ist eine Degeneration markloser Nervenfasern bei der INH-Neuro-
pathie im Experiment bisher nicht reproduziert worden, obwohl Ochoa u. Vial
(1967) bestimmte Spétverdnderungen an den marklosen Nervenfasern von
Patienten mit INH-Neuropathien zwar gefunden, aber nicht ausdriicklich auf
die INH-Medikation zuriickgefiihrt haben.

Material und Methoden !

1. Tierversuche mit INH

Zur Untersuchung der INH-Neuropathie wurden in 15 verschiedenen Gruppen insgesamt
110 Ratten des Sprague-Dawley-Stammes verwendet (vgl. Schrider, 1968), die INH jeweils in
unterschiedlichen Dosen, in verschiedenen Abstéinden und iiber verschieden lange Zeitrdume
erhielten. Die tdglich mit einer Magensonde applizierte INH-Menge betrug 250 bis 2 - 650 mg/kg,
wobei die extrem hohen Dosen nur kurzfristig vertragen wurden, zum Krampftod der Tiere
fuhrten oder durch reduzierte Dosen fortgesetzt werden muBiten. Die Dauer der Versuche
reichte von 1 Tag bis zu 2 Jahren. Die lingste Zeit der regelmdBigen INH-Applikation betrug
6 Monate. Je 2 Tiere wurden nach 24 Std, 5 nach 48, 3 nach 3 und 4 Tagen, 3 nach 5, 2 nach 9,
1 nach 13 und 14 Tagen, 1 nach 2, 3, 4 und 6 Wochen, 3 nach 2 Monaten, 2 nach 3, 4 nach 6
und 2 nach 24 Monaten untersucht. Die beiden nach 2 Jahren und 3 weitere nach 1/, Jahr
untersuchten Ratten stammen aus zwei verschiedenen Gruppen, von denen die erste iiber 14,
die zweite iiber 6 Tage INH in hohen Dosen erhalten hatten. Insgesamt wurden 37 Tiere,
welche die Intoxikation iiberlebt hatten und besonders ausgepriagte Symptome aufwiesen, fir
die phasenkontrast- und elektronenmikroskopische Untersuchung ausgewihlt und durch
Perfusion fixiert.

2. Kontrollen

a) Normale Tiere. Zur Kontrolle dienten 12 weitere Ratten vom gleichen Stamm und
teilweise auch vom gleichen Wurf wie die Experimentaltiere, auflerdem 4 mindestens 2 Jahre

1 Fréulein H. Frenk und Frau D. Schilling danke ich fiir ihre Mitarbeit.
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alte Ratten und die nicht operierte kontralaterale Seite der zur Untersuchung der Wallerschen
Degeneration verwendeten Tiere.

b) Tierversuche 2ur Untersuchung der Wallerschen Degeneration. Der N. ischiadicus von
10 verschiedenen 220—450 g schweren Wistar-Ratten wurde unter Ather-Chloralhydrat-
Narkose freigelegt und ca. 3 cm distal vom Austritt aus dem Spinalkanal scharf durchtrennt.
Nach 2, 3, 5, 7, 9, 10, 13, 16, 20 und 25 Tagen wurden die Tiere wie bei den INH-Versuchen
durch Perfusion fixiert.

Siamtliche Ratten wurden mit Altromin R (Brock u. Wilk, 1961), zusitzlichen Gaben
an Kornerfutter und Wasser ad libitum ernihrt.

Fixation wnd Préiparation

Die meisten Tiere wurden in Ather-Chloralhydrat-Narkose nach einer modifizierten Me-
thode von Webster u. Collins durch die abdominale Aorta unterhalb des Abganges der Arteriae
renales und nur zwei Tiere durch die Aorta ascendens nach der Methode von Descarries u.
Schrider perfundiert. In allen Fillen diente eine Losung von 3,9°/, Glutaraldehyd (Schuchardt)
mit 0,1 molarem Phosphatpuffer nach Serensen als priméres Fixationsmittel (pH 7,5). Die
Fixationslosung wurde mit Hilfe einer stufenlos regulierbaren Pumpe bei einem Druck von
200—250 mm Hg in die Aorta gepumpt (30—40 ml/min). Nach einer Perfusionszeit von 10 min
erfolgte die Excision des N. ischiadicus beider Seiten oberhalb der Kniegelenksbeuge.

Anschlieend, 1/,—1 Std nach Beginn der Perfusion, wurde die Perfusionslésung durch
eine 2%jige Os0,-Lésung mit 0,1 molarem Phosphatpuffer nach Sarensen, ebenfalls bei
Zimmertemperatur, ausgetauscht. Die Dehydration erfolgte in der aufsteigenden Alkoholreihe
je 5 min in 25, 35, 50, 75, 95% igem und 2 - 20 min in absolutem Alkohol. Nach weiteren
20 min in einem Epon-Propylenoxydgemisch wurden die Nervenstiicke in 6—24 Blocke auf-
geteilt und jeweils zu gleichen Teilen léings- und querorientiert in Epon eingebettet. 2 u dicke
Schnitte wurden an einem Sorvall-Porter-Blum-Ultramikrotom MT 1 oder MT 2 geschnitten
und regelmiBig mit Toluidinblau oder Paraphenylendiamin (Estable-Puig et al., 1965) geférbt.
Diinnschnitte wurden an einem LKB-Mikrotom mit Dupont-Diamantmessern geschnitten,
mit Bleicitrat (Venable u. Coggeshall, 1965) kontrastiert und mit einem Siemens Elmiskop I
photographiert.

Ergebnisse

Phasenkontrastmikroskopische Befunde

Auf 25 reprisentativen Phasenkontrastaufnahmen von fiinf verschiedenen
normalen Nerven fanden wir bei 2000facher Vergroferung 2058 markhaltige und
4436 marklose Nervenfasern (wobei die Bestimmung der marklosen Axone nicht
ganz sicher ist). Das heiBt, im N. ischiadicus der Ratte kommen etwa 2,2 mal mehr
marklose als markhaltige Nervenfasern vor.

Auch bei schwersten INH-Neuropathien mit Schidigung von mehr als der
Hailfte der markhaltigen Nervenfasern bleibt in frithen Stadien noch ein Grofiteil
der marklosen Axone intakt. Nach 2 und mehr Wochen scheint auch ihre Zahl
reduziert zu sein.

Eine quantitative Bestimmung der geschidigten marklosen Axone ist jedoch
problematisch, 1. weil phasenkontrastmikroskopisch viele priexistente marklose
kaum von diinnen Biingnerschen Béndern markloser und markhaltiger Nerven-
fasern mit oder ohne regenerierte (marklose) Nervenfasern unterschieden werden
kdénnen und 2. weil schon im normalen Nerven von Areal zu Areal ganz erhebliche
Variationen der Relation von markhaltigen zu marklosen Nervenfasern vor-
kommen. Diese Relation schwankt pro Bild zwischen 5:1 und 1:5. Ein disse-
minierter Ausfall markloser Axone ist deshalb phasenkontrastmikroskopisch
schwer zu objektivieren.
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Elektronenmikroskopische Befunde

Zur Bestimmung der pathologischen Verdnderungen an den marklosen Nerven-
fasern wurde eine eingehende Nachuntersuchung der Normalstruktur markloser
Nervenfasern im N. ischiadicus der Ratte notwendig, da die bereits vorliegenden
Untersuchungen von Gasser (1955) an Hinterwurzeln von Katzen und die von
Elfvin (1958, 1961) am N. splanchnicus sowie am Truncus sympathicus von
Katzen mit dlteren Methoden durchgefithrt wurden und nicht ausreichen, simt-
liche Befunde im geschidigten Nerven von Normalbefunden abzugrenzen.

a) Marklose Nervenfasern bei Kontrolltieren

In einer einzigen Schwann-Zelle kénnen 1—30 und mehr Axone liegen, je nach-
dem, ob etwas separat gelegene, von einem isolierten Schwann-Zellfortsatz um-
hiillte, aber von derselben Basalmembran umgebene Gruppen von Axonen noch
zu der Hauptgruppe zu rechnen sind oder nicht. Die meisten Axone werden auf
dem Querschnitt von 1—2 Cytoplasmazungen einer Schwannschen Zelle umhiillt
(Abb.1a); sie haben somit auch ein Mesaxon. Einige liegen tiefer, andere ober-
flichlicher im Cytoplasma der Schwannschen Zellen. Manche liegen in einer nur
flachen Delle oder Rille an der Oberfliche der Schwann-Zelle und werden in
bestimmten Schnittebenen nur von der Basalmembran gegeniiber dem Endo-
neurium abgegrenzt (vgl. Abb. 2). Ein Mesaxon haben sie nicht. Auf Serienschnitten
140t sich jedoch gelegentlich nachweisen, dafl derartige Axone in anderen Schnitt-
ebenen durchaus von Schwann-Zellfortsitzen bedeckt werden konnen, daB sie dort
also auch ein reguldres Mesaxon haben.

Umgekehrt gibt es tiefe Dellen oder Logen an der Oberfliche einiger Schwann-
Zellen, in denen anstelle eines Axons Kollagenfibrillen liegen (Gamble, 1964). Die
Basalmembran zieht entlang der Schwann-Zelloberfliche, kleidet also auch die
Logen aus; sie kann gleichzeitig mit einer zweiten Lamelle tiber die Loge hinweg-
ziehen (Gamble, 1964). Weitere besondere Formationen der Mesaxone markloser
Axone hat Ochoa (1967), Desmosomen-éhnliche Strukturen am Mesaxon mark-
loser Axone haben Gamble (1964) sowie Gamble u. Gosset (1966) mitgeteilt.

Der Abstand zwischen Axolemm und Schwann-Zellmembran betrigt nach
Elfvin ca. 120 A. Uberginge der Axone von einer Schwann-Zelle zur anderen sind
in dem Schema von Elfvin (1958, seine Abb.1) und im Atlas von Rhodin (1963,
S. 47) abgebildet.

Normale Axone. Die Querschnittskontur der Axone ist in der Regel rund oder
oval, seltener flach, spitz, eingedellt oder halbmondférmig gebogen (Abb.1b).
Der Durchmesser betrigt meistens 0,25-—1,25 u. (Abb. 1a). Einzelne Axone zeigen
im Langsschnitt perlschnurférmige Auftreibungen (,,beading®, vgl. Ochs, 1963,
1965), die einen Durchmesser von 2,5 oder 3 p. (Ochoa u. Mair, 1969) erreichen
kénnen. Die zugehérigen Schwann-Zellfortsitze sind jedoch stets schmal und voll-
kommen unauffillic. [Gasser (1955) fand in Wurzelnerven von Katzen Axon-
durchmesser zwischen 0,25—0,5 y. und nur gelegentlich bis zu 1,35 w; Elfvin (1958)
im N. splachnicus von Katzen Durchmesser von 0,3—1,3 p; die meisten seien
diinner als 1 p.]

Der Gehalt an Tubuli und Filamenten schwankt betrichtiich. Manche mark-
losen Axone haben mehr als 60 Neurotubuli und mehr als 16 Neurofilamente.
Im einzelnen fanden sich nur 2 oder 3 Tubuli und manchmal gar keine Filamente,



Abb.1a—f1. Uncharakteristische ,,Axonverinderungen“ (nach INH-Gabe) wie sie vereinzelt
auch in normalen Nerven von Kontrolltieren vorkommen. a 11 verschiedene Axone mit
normalem Gehalt an Tubuli und Filamenten sind hier in Hohe des Schwannschen Zellkernes
getroffen. Der Pfeil oben deutet auf ein anomal diinnes Axon, der Pfeil links auf eines ohne
Mesaxon. 20500 X. b Irregulér konturiertes Axon; der Pfeil bezeichnet die mitochondrialen
Granula, die wir bisher nur bei der INH-Neuropathje gefunden haben. 25500 x. ¢ Geschich-
tetes Korperchen in einem Axon mit zahlreichen Tubuli. 15500 x. d Vesikelaggregation in
einem normalen Axon. 20500 . e Auffillig dickwandige Vesikel. 20500 x. f Intraaxonale
Glykogengranula (Pfeil). 32400 X
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Mitochondrien kommen pro Querschnitt in unterschiedlicher Anzahl (0—5) vor.
Thr Durchmesser betrigt nach Webster (1962) 0,15—0,3 p, ihre Linge mehrere
Mikra. Sie werden von einer Doppelmembran umgeben, deren innere die meist
longitudinal ausgerichteten Cristae mitochondriales bildet. Mitochondriale Gra-
nula haben wir in der Matrix normaler Mitochondrien nicht gesehen.

Das sparliche axoplasmatische Reticulum zeigt keinen Ribosomenbesatz. Um-
schriebene Dilatationen kommen gelegentlich vor und kénnen bei einzelnen Tieren
recht umfangreich sein. Elfvin (1958) hat auBerdem bereits multivesiculdre
Korperchen beschrieben und auf das Vorkommen einzelner osmiophiler Korper
(vgl. Abb.1¢) hingewiesen, deren (Genese ungekldrt ist. Aullerdem gibt es
gelegentlich Ansammlungen von Vesikeln, die einen Durchmesser von ca. 450 A
(Elfvin, 1958) haben (Abb.1d).

Elfvin (1961) betont, dall die Axonmembran im N.splanchnicus stérker
osmiophil sei als die Schwann-Zellmembran ; doch konnte er nach einfacher OsO,
Fixation keine sicheren Dickenunterschiede messen. Nach der Uranylacetat-
kontrastierung wurde eine Dreischichtung der Membran deutlich. Die eine auf
der Cytoplasmaseite gelegene Schicht sei 25—30 A dick; die duBere etwa 20 A,
von der inneren getrennt durch einen helleren Spaltraum von etwa 20 A. Die
innere Schicht erscheine deshalb stirker opak als die dullere, wobei eine Gesamt-
dicke von ca. 65—70 A resultiere. Im Sympathicus sei die Axonmembran etwa
50—60 A dick, die Schwann-Zellmembran nur ca. 30—40 A. (Bei markhaltigen
Nervenfasern erschien dieser Unterschied zwischen Axon und Schwannzell-
membran noch deutlicher.) Nach Bleicitrat- und Uranylacetatkontrastierung
lieB sich in unseren Préparaten regelméfig ein Dicken- und Kontrastunterschied
zwischen Axon- und Schwann-Zellmembran nachweisen, der in der gleichen
GroBenordnung liegt.

b) Marklose Nervenfasern bei der INH-Neuropathie

Die pathologischen Verdnderungen an den Axonen werden in der Regel von
Reaktionen der zugehérigen Schwann-Zellen begleitet und sind dadurch bereits
in den Frithstadien von einzelnen auch in Kontrollnerven vorkommenden Ano-
malien (Strukturverlust, Schwellungen) zu unterscheiden. Allerdings bleiben
anfangs auffilliz viele marklose Nervenfasern trotz schwerer Schiddigung einer
groflen Zahl markhaltiger Nervenfasern intakt.

Auxone. Selten nach 3, haufiger nach 4 und 5 Tagen ist in manchen Axonen einer
einzigen Schwann-Zelle bereits eine Auflosung oder ein Verlust der Tubuli und
Filarmente zu erkennen (Abb.2). Gleichzeitig verdichtet sich die Axonmembran
und zeigt eine stdrkere Osmiophilie. Ausnahmsweise spaltet sich das Axolemm in
zwei Lamellen. Hinzu kommen Kaliberschwankungen der Axone, Auftreibungen
und Schwellungen oder Verschméichtigungen (Abb.5), Verdnderungen, die ver-
mutlich den perlschnurférmigen Auftreibungen (,,beading”) auf dem Lings-
schnitt entsprechen. Auffallig ist das Hervortreten elektronendichter intramito-
chondrialer Granula, von denen im Einzelfall zwei und mehr in einem einzigen
Mitochondrion nebeneinander liegen konnen (Abb.3a). Derartige Mitochondrien-
granula sind héufig von kristalliner sternférmiger Gestalt. Sie wurden in axonalen
Mitochondrien von Kontrollnerven oder bei der Wallerschen Degeneration nicht
beobachtet. Allerdings sind sie nicht in allen offensichtlich geschidigten Axonen

11 Acta neuropath. (Berl.) Bd. 15
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Abb. 2. 20 in einer einzigen Schwann-Zelle gelegene und 7 weitere, teilweise noch von der gleichen

Basalmembran umgebene Axone zeigen geringgradige Amnzeichen der Schidigung, wie sie

vereinzelt auch in normalen Nerven vorkommen: einen weitgehenden Verlust der Tubuli und

Filamente sowie eine leichte Konturverformung (Pfeile). Andere Axone sind noch vollig intakt.

Im Bild oben links ist eine geschidigte markhaltige Nervenfaser angeschnitten. 4 Tage nach
Beginn der INH-Applikation. 15000 X

Abb.3a—c. 4 Tage nach Beginn der INH-Applikation. a Die vermehrten mitochondrialen
Granula treten in zwei Axonen besonders deutlich hervor (M). Ein anderes Axon erscheint
stark abgeflacht (z) bei gleichzeitiger Verdichtung des Axolemams. Ein strukturarmes Axon im
Bild rechts erscheint leicht geschwollen. Ein eigentiimlicher keilformiger Schwann-Zellfortsatz
ist durch ein S markiert. 26400 x . b Die Axone einer annihernd abgerundeten Schwann-Zelle
sind simtlich an die Peripherie gedringt und abgeflacht. Zwei schmale Schwann-Zellfortsitze
liegen oberhalb des mittleren Axons. 26400 X . ¢ Leere Axonlogen (Pfeile) an der Oberfliche
einer Schwann-Zelle, die hier in Héhe des Kernes getroffen ist. 2700 X
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nachweisbar, und ausnahmsweise treten sie auch in Mitochondrien von Schwann-
Zellen und Fibroblasten auf.

Einzelne Axone sind trotz erhaltener Binnenstruktur verformt, abgeflacht
oder nach Art eines Prolapses verzerrt (Abb.4). Manche Axone passen sich, an
die Oberfliche der Schwannschen Zelle geriickt, der abnormen Kontur der ver-
formten Schwann-Zelle an und erscheinen flach oder entrundet (Abb.3b).

Nach 5 Tagen sind viele Axone hochgradig aufgetrieben. Der Durchmesser
betrigt 2—3 p oder sogar 3,8 u (Abb.5), wie man es auch bei der Wallerschen
Degeneration findet (Taxi, 1959). Die Tubuli und Filamente sind aufgelost. Statt
dessen findet man manchmal vesiculire Gebilde, geschwollene Mitochondrien mit
auffillig elektronendichten Membranen und einzelnen intramitochondrialen Gra-
nula. Daneben sind einzelne amorphe ungleichméBige Substanzen von mittlerer
Dichte und Osmiophilie abgelagert. Die Filamente konnen fast den gesamten
Querschnitt des Axons ausfillen, sofern das Axon klein und sein Kaliber ge-
schrumpft ist (Abb. 5). Gelegentlich lassen sich auch Glykogengranula nachweisen
(Abb.1f).

Abgesehen von der meist kontrastreicheren Membran der Axone verschwinden
in spateren Stadien héufig die tbrigen Unterscheidungsmerkmale zwischen den
zugrunde gehendenAxonfragmenten und den proliferierten Schwann-Zelifortsitzen,
deren granulires endoplasmatisches Reticulum hiufig aufgelést ist (Abb.6).
Beide kénnen noch einzelne Tubuli, Filamente, Mitochondrien und Giykogen-
granula enthalten, wenn auch meistens noch freie Ribosomen oder Ribosomen-
rosetten die Schwann-Zellfortsitze als solche kennzeichnen.

Axonfragmentationen lassen sich bei den marklosen Nervenfasern auf Léings-
schnitten nur duBerst schwierig nachweisen, da man erst auf kompletten Diinn-
schnittserien eine Kontinuititsunterbrechung beweisend zur Darstellung bringen
kann. Auch ist es bei der relativ geringen Anzahl geschéidigter markloser Nerven-
fasern anfangs schwierig, iiberhaupt pathologische Verianderungen zu finden. In
spéteren Stadien beherrschen die longitudinal orientierten proliferierten Schwann-
Zellfortsitze das Bild.

Schawann-Zellen. Die Cytoplasmazungen der Schwann-Zellen sind 3 —5 Tage nach
Beginn der INH-Intoxikation, gelegentlich aber auch noch spéter, zuweilen pro-
longiert und oft irreguldr angeordnet (Abb.4). Manche Schwann-Zellfortsitze ragen
iiber die normale Kontur hinaus. Umgekehrt vertiefen sich auch die Rillen oder
Logen, in denen normalerweise die Axone liegen, bis tief in das Cytoplasma der
Schwannschen Zelle hinein (Abb.4).

Abb.4a und b. 4 Tage nach Beginn der INH-Applikation. a Eine prolapsartige Axonverfor-
mung (Pfeil) wird teilweise von einem Schwann-Zellfortsatz bedeckt. Andere Axone sind noch
weitgehend normal; eines enthilt einzelne Glykogengranula (@), ein anderes mit nur sehr wenig
normalen Tubuli und Filamenten mitochondriale Granula (M), die aus mehreren Kérnern
zusammengesetzt sind. Die Schwann-Zellfortsitze im Bild unten sind sehr irregulir kon-
figuriert, verlingert oder verzweigt. Daneben ist die Schwann-Zelloberfliche z. T. betrichtlich
eingebuchtet. 19800 x. b Noch stirkere UnregelméBigkeiten der Schwann-Zellkontur sind in
dieser Abbildung sichtbar. Eine intracelluldre autophagische Vacuole (V), ein extracelluldr
gelegener cystischer Fortsatz (C) und ein stark deformiertes Axon (4) mit vier Mitochondrien
sind markiert. Die Basalmembran ist an manchen Stellen defekt oder schwer von dem endo-
neuralen Plasmaexsudat abzugrenzen. 29500 x
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Abb.5. Das Kaliber der Axone schwankt zwischen 0,35 und 3,85 .. Die einen enthalten reich-

lich geformte Bestandteile (Pfeile), die anderen erscheinen hochgradig geschwollen und struk-

turarm. Die Beziehung zwischen den Schwann-Zellen und den geschiddigten Axonen ist nur

geringfiigig gestort. Im Bild oben rechts liegt eine normale, am Bildrand links die Schwann-

Zelle einer geschidigten markhaltigen Nervenfaser. 6 Tage nach Beginn der INH-Applikation.
14000 x

Derartige Unebenheiten der Oberflichenkontur werden meist noch, wenigstens
andeutungsweise, von einer Basalmembran bedeckt. Manche sehr diinne finger-
formige Schwann-Zellfortsitze scheinen den Zusammenhang mit dem Zelleib zu
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Abb.6. a Die in Hohe des Kernes getroffene Schwann-Zelle ist nahezu abgerundet; an der Peri-

pherie liegen die Schwann-Zellfortsitze (und ein fragliches Axon [ 4]}, zusammengehalten von der

gemeinsamen Basalmembran. Wegen der relativ kontrastarmen diinnen Oberflichenmembran

sind die zahlreichen Fortstitze als Schwann-Zellfortsitze (und nicht als Axone!) zu identifizieren.

9 Tage nach Beginn der INH-Applikation. 20400 <. b Ein einzelnes Axon wird von inter-

digitierenden Schwann-Zellfortsitzen umgeben, die z. T. frei, ohne Axone zn umschleBen, in
die Umgebung ragen. 3 Wochen nach Beginn der INH-Intoxikation. 14400 x

verlieren. In aufeinanderfolgenden Schnitten 148% sich jedoch manchmal die Zu-
gehdrigkeit zu einem bestimmten Perikaryon nachweisen. Wenn derartige
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k- g Lo LA RO : e p 2 BEs
Abb.7. In einer Gruppe von Schwann-Zellfortsitzen sind nur noch drei marklose Axone
iibriggeblieben (oder regeneriert). Einzelne Fortsitze liegen flach und schmal ohne Beziehung
zu Axonen im Endoneurium. Thr Cytoplasma enthélt an verschiedenen Stellen neben anderen
reguliren Cytoplasmabestandteilen besonders reichlich Tubuli und Filamente. Auffillig sind
die Kollagenfasern, die im Innern der Gruppe etwas diinner sind als in der Umgebung. 3 Monate

nach Beginn der INH-Applikation. 17500 X

Schwann-Zellfortsitze neben einem oder mehreren Axonen in einer Loge zu-
sammenliegen, entsteht der irrtimliche Eindruck, dal} sich das Axon aufgesplittert
oder verzweigt hat. Meistens sind die Schwann-Zellfortsatze, wie schon erwihnt,
an der unterschiedlichen Dichte ibrer- Membran auch noch in fortgeschrittenen
Stadien der Degeneration gut von den Axonen zu differenzieren.
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Abb.8. Eine anomal konfigurierte Schwann-Zelle, in Hohe des Kernes geschnitten, liegt mit
verschiedenen anderen Schwann-Zellfortsitzen und einem Axon, das durch die kontrast-
reichere bzw. dickere Oberflichenmembran gekennzeichnet ist, innerhalb einer gemeinsamen
Basalmembran. Die Tubuli und Filamente im Axon und in den Schwann-Zellfortsitzen sind
gleichférmig gebaut. Freie und an das endoplasmatische Reticulum gebundene Ribosomen,
verschiedene Golgi-Komplexe und einzelne elektronendichte Kérperchen sind auBerdem im
Cytoplasma der Schwann-Zelle zu erkennen. 3 Monate nach Beginn der INH-Applikation.
17500 %

In Hohe des Perikaryons von Schwannschen Zellen mit geschadigten Nerven-
fasern besteht eine Tendenz des Zellkorpers, sich abzurunden (Abb.6), was auch
an den normalerweise sehr flachen oder schmalen, die Axone umgebenden kern-
fernen Cytoplasmafortsitzen zu beobachten ist. Die Fortsitze retrahieren sich
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von den geschidigten Axonen. Spéter liegen oft Schwann-Zellfortsitze und mehr
oder weniger geschidigte Axone beziehungslos nebeneinander, nur noch lose von
der erhaltenen gemeinsamen Basalmembran gebiindelt (Abb.6).

Das Cytoplasma der geschidigten Schwann-Zellen zeigt nur selten gravierende
Verdnderungen. Das endoplasmatische Reticulum ist manchmal schon nach
4 Tagen frei von seinem regelrechten Ribosomenbesatz. Ubrig bleiben flache
agranulire Cisternen oder Blischen, die etwas aufgetrieben sein konnen. Nach
5 und 9 Tagen haben wir hiufig freie Ribosomen oder Ribosomenrosetten im
Cytoplasma gesehen, welche in diesen oder spiteren Stadien auch wieder an den
Cisternen des endoplasmatischen Reticulums zu beobachten sind. In spéiteren
Stadien sind manchmal auffillig viele Filamente und Tubuli im Cytoplasma sonst
weitgehend wieder normal erscheinender Schwannscher Zellen mit marklosen
Nervenfasern nachweisbar (Abb.7 und 8).

Spdtstadien. Geschéadigte (prdexistente oder regenerierte?) marklose Nerven-
fasern zeigen 2, 3 und 6 Monate nach Beginn der INH-Intoxikation manchmal
eine anomale Axon-Schwann-Zellrelation (Abb.7 und 8), wie wir sie bei den jungen
Kontrolltieren nie gesehen haben. Viele Schwann-Zellfortsitze bekommen jedoch
keinen Kontakt mehr zu einem Axon. Sie sind hidufig sehr dimn oder flach und
liegen manchmal mit anderen dhnlich flachen Fortsidtzen von einer gemeinsamen
Basalmembran umgeben im Endoneurium neben Gruppen restituierter markloser
Axone (Abb.7). Derartige Bilder sind hiufig schwer von Verdnderungen zu unter-
scheiden, die man schon normalerweise im N. ischiadicus von &lteren Tieren
findet.

Diskussion

Eine Degeneration von marklosen (Remakschen) Nervenfasern ist bei der INH-
Neuropathie bisher nicht beschrieben worden, obwohl mehr als doppelt so viele
marklose als markhaltige Nervenfasern im N. ischiadicus der Ratte vorkommen;
es wurde sogar betont, daf die marklosen Nervenfasern intakt bleiben. Tatséchlich
degenerieren auch bei hochdosierter INH-Gabe anfangs nur sehr wenige mark-
lose Axone. Viele bleiben erhalten, auch nach protrahierter INH-Applikation.
Allerdings ist eine quantitative Beurteilung der Anzahl der ausgefallenen mark-
losen Nervenfasern sehr schwierig, da die Anzahl der in einem Areal vorkommen-
den marklosen Axone in weiten Grenzen variiert: Das Verhédltnis der mark-
haltigen zu den marklosen Nervenfasern schwankt von Areal zu Areal zwischen
5:1 und 1:5, wenn man Phasenkontrastaufnahmen bei 2000facher VergréBerung
vergleicht.

Von dem beschriebenen Auftreten der intramitochondrialen Granula und
prolapsartigen Verformungen mancher Axone (Abb.3) abgesehen, dhnelt das Bild
der INH-bedingten Schidigung weitgehend dem der Wallerschen Degeneration
(vgl. Taxi, 1959): Im Vordergrund steht die Stérung der Axon-Schwann-Zell-
beziehung; die Schwann-Zellen retrahieren ihre Fortsitze von den geschidigten
Axonen und liegen schliefilich scheinbar beziehungslos neben den geschiadigten
Axonen, nur noch zusammengehalten von der gemeinsamen Basalmembran. Wie
bei der Wallerschen Degeneration gehen die marklosen Axone einer einzigen
Schwann-Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten zugrunde; jedenfalls findet man oft
hochgradig geschidigte neben noch weitgehend intakt erscheinenden. Aus diesem
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Grunde lafit sich nicht mit Sicherheit entscheiden, ob innerhalb einer Gruppe
von marklosen Axonen einzelne Axone intakt bleiben oder ob stets sdmtliche
Axone einer Gruppe zugrunde gehen. In spiteren Stadien findet man neben
normalen Axonen hiufig Gruppen, die eine anomale Axon-Schwann-Zellrelation
aufweisen. Welche Axone iiberlebt haben und welche regeneriert sind, ist jedoch
nicht sicher zu ersehen.

Als frithestes morphologisches Symptom der INH-Neuropathie findet man
Verdnderungen an den Axonen, denen die Reaktionen von seiten der Schwann-
Zellen offensichtlich nnmittelbar folgen. Den priméren Angriffspunkt des INH
am Axon zu bestimmen, ist jedoch schwierig, da neben den vermutlich primér
toxischen Einwirkungen am Axon auch schon sekunddr degenerative Verinde-
rungen ablaufen, die sich tberlagern und auf jedem Schnitt nebeneinander vor-
kommen.

Die Auflésung der Axontubuli und -filamente, die anfangs bei der INH-
Neuropathie einsetzt, ist in 4hnlicher Weise auch bei der Wallerschen Degenera-
tion zu beobachten. Uberhaupt ist die Auflésung von Mikrotubuli eine vollig
unspezifische Reaktion; sie tritt schon bei einer Erniedrigung der Temperatur
ein und kann auch durch verschiedenartige andere Einwirkungen, wie Anderungen
des pH-Wertes oder des Druckes, hervorgerufen werden (Literatur s. Echandia u.
Piezzi, 1968). Die gelegentlich auftretenden betrichtlichen Axolemmverdichtungen
diirfen ebenfalls nicht als unmittelbare oder spezifische Folge der INH-Einwirkung
angesehen werden, da sie auch bei der Wallerschen Degeneration vorkommen und
eine vollig uncharakteristische, unspezifische Degenerationserscheinung darstellen ;
dhnliche Verdichtungen der Membran werden z. B. auch bei der Degeneration
von Allantoisepithelien (Danilova, 1966) und unter verschiedenen anderen Be-
dingungen beobachtet.

Besondere Beachtung verdienen jedoch die intramitochondrialen Granula
(Abb.3 und 4), die im akuten Stadium der Degeneration manchmal bei der INH.-
Neuropathie, nicht aber bei der Wallerschen Degeneration hervortreten. Samtliche
Axone, deren Mitochondrien derartige Granula enthielten, zeigten, wenn auch
oft nur geringfiigige, Anzeichen der Schidigung. In normalen Nervenfasern sind
sie bisher nicht beschrieben worden. In den Kontrollnerven haben auch wir
derartige Granula nicht gesehen. (Ausnahmsweise lieBen sich bei einem Kaninchen
lingere Zeit nach einer experimentell-allergischen Neuritis einzelne, jedoch nicht
so kontrastreiche Granula wie bei der INH-Neuropathie nachweisen.) Auch bei
der stumpinahen Anhaufung von Mitochondrien nach der Durchschneidung der
Axone haben Zelena et al. (1968) keine intramitochondrialen Granula beschrieben.
Allerdings lassen die paranodal angehduften Mitochondrien in der Abb.9 von
Webster (1962) bei der Wallerschen Degeneration ganz vereinzelt, wenn auch nie
in der Haufigkeit und Deutlichkeit wie in unseren Bildern, feine Granula erkennen.

Die Bedeutung der mitochondrialen Granuls fir die Funktion der Mitochon-
drien ist umstritten. Die meisten Arbeiten lassen eine Beziehung zum Calcium-
stoffwechsel oder allgemeiner zur Aufnahme und Abgabe divalenter Kationen
vermuten (Weiss, 1955; Poche, 1959; Peachy, 1964; Greenawalt et al., 1964,
Thomas u. Greenawalt, 1968). AuBerdem lieB sich eine Korrelation zwischen der
Vermehrung der mitochondrialen Granula, einer transversalen Orientierung der
Cristae mitochondriales und einer Erhohung der Cytochromoxydase-Aktivitit
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feststellen (Karnovsky, 1963). Doch sind die Zusammenhénge z. T. durch neuere
Untersuchungen in den gleichen Laboratorien wieder in Frage gestellt worden
(Pasquali-Ronchetti et al., 1968), so daB zumindest keine so einfache Beziehung
zwischen der Inkorporation von Calcium oder Magnesium in den Mitochondrien
und der elektronenmikroskopischen Dichte oder Deutlichkeit der Granula besteht,
wie bis dahin angenommen worden war.

Ungewohnlich zahlreiche mitochondriale Granula in motorischen Vorderhorn-
zellen von Ratten wurden kiirzlich nach Strychninapplikation beschrieben; sie
fanden sich allerdings nur nach Caleiumgabe zur Fixationslésung und in keinem
Fall in normalen Nervenzellen {Yates u. Yates, 1968). Vermutlich treten die mito-
chondralen Granula im Sinne eines unspezifischen Phanomens offenbar bei ver-
schiedenartigen Schidigungen des Nervensystems hervor, #hnlich wie ja auch
das Verschwinden der Axontubuli und -filamente und die Verdichtung des Axo-
lemms einen véllig unspezifischen Vorgang darstellen. Auch wenn wir tiber die
Pathogenese der intramitochondrialen Granula bisher nichts Naheres wissen,
ermoglichen sie in frithen Stadien an manchen Stellen immerhin eine feinstruk-
turelle Abgrenzung der INH-Neuropathie gegeniiber der einfachen Wallerschen
Degeneration.

Ein vorlédufiger Versuch, mitochondriale Granula vor dem Auftreten oder auf
dem Héhepunkt der peripheren Nervenschiden in den Spinalganglien nach-
zuweisen, fithrte noch zu keinem eindeutigen Resultat: Wohl fanden wir bei
mehreren Tieren, die INH in hohen Dosen erhalten hatten, einzelne oder mehrere
mitochondriale Granula; doch waren dhnlich viele auch in den Mitochondrien
der Spinalganglienzellen von Kontrolltieren nachweisbar.

Somit muB dahingestellt bleiben, ob die Mitochondrien tatséchlich den pri-
miren Angriffspunkt der neurotoxischen Nebenwirkungen des INH darstellen
oder ob die Neurotubuli und Axonfilamente oder die intraaxonalen Eiweil-
transportvorginge selbst oder das Axolemm oder gar sdmtliche Organellen zu-
gleich primar geschidigt werden. Jedenfalls diirften sich die lokalen INH-
Wirkungen iiber die gesamte Linge des Axons summieren und so bereits Storungen
verursachen, wihrend sie in anders gebauten Zeilen noch zu keiner wesentlichen
oder manifesten Schidigung fithren. Die vielfiltigen, beim Menschen, bei Labo-
ratoriumstieren und in Mycobakterien nachgewiesenen INH-Wirkungen auf den
Vitamin Bg-Stoffwechsel (vgl. Zbinden u. Studer, 1955; Levene, 1961 ; Klinghardt,
1965), auf den EiweiBstoffwechsel (Tomcsanyi, 1965), den Nucleinsiure- (Gan-
gadham et al., 1963), Lipid- (Schaefer, 1960) und Kohlenhydratstoffwechsel
(Krulik, 1966) bzw. auf bestimmte Fermente wie die Tryptophanase und die
Decarboxylasen (Yoneda et al., 1952), Diaminooxydasen (Zeller etal., 1952),
Dehydrogenasen (Schaefer, 1960), Glykohydrolasen (Bartmann et al., 1967) usf.
lassen jedenfalls einen komplexen Wirkungsmechanismus vermuten.
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