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EFFECT OF GALVANIC CURRENT AND X-RAY-
IRRADIATION ON THE TISSUE REACTION OF THYMUS

Gy. Csaba, J. Horvath, T. Acs and Cecilia Horvath

(Received September 1, 1959)

We observed in earlier experiments that the tissue reaction ofthe thymus
gland was uniform howewer different stimuli had elicited it [1, 2, 3, 4, 5, 7, 9,
10, 11, 12]. The thymus of tumorous, pregnant and tuberculous rats showed
characteristic changes which, depending on the gravity or stage of the causa-
tive process were a contraction of the epithelial reticulum, the accumulation
of epithelial cells, epithelial cysts containing a PAS positive substance; simul-
taneously, mast cells appeared. — These phenomena were always observed in
experiments where processes of tissue proliferation were taking place in the
organism, where the normal harmony and normal structure of the tissues
seemed to be disturbed. Such observations led us to assume a correlation
between tissue proliferation and the described reaction of the thymus. The
problem nevertheless seemed unsolved considering that stressor stimuli elicited
quite similar although weaker responses.

The present experiments, in which the effect of galvanic current eliciting
intensive stress and X-ray irradiation destroying part ofthe tissues was studied,
were aimed at settling the above problem.

Method

We used 44 rats of the W istar strain, weighing about 200 g each. They were divided
into 3 groups.

(i) First group. 10 animals were treated once with galvanic current of 2 mA for 4.5
minutes. One pole was a wet metal plate forming the floor of the cage and being thus in con-
nection with the paws of the animals. The other pole was a bent lead plate applied to the
wet tail of the animals.

(if) Second group. 12 animals were irradiated with 200 r of X-rays (Siemens “Stabili-
volt” apparatus; 180 Kv; 6 ma; 2.5 mm aluminium filtre; 50 cm target distance) in a cage
with a 5 mm thick plexiglass cover. Irradiation lasted 4y2 min.

(iti) Third group. 22 animals were treated with both galvanic current and irradiation.

Thymus and spleen were taken out 24 to 27 hours after treatment, fixed in Carnoy’s
fluid, embedded in paraffin, sectioned at two levels 2 mm apart and stained with PAS, Giemsa
and toluidine blue.

1 Acta Morphologic« X/1.
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Results

(i) Galvanic current

The thymus revealed no gross changes. Its average weight was 199 mg,
about 10 to 20 per cent less than in untreated animals ofthe same body weight.
Of the 10 specimens, in 5 there were marked signs of excitation under the
microscope. Slight signs of incipient evacuation were observed especially in
the marginal lobes. An increased number of mast cells was seen especially in
the capsule and the cortex of the marginal lobes. Some of the lobes underwent
complete mast cell transformation (Figs. 1, 2), a phenomenon to be interpreted
as an intensive mast-cell reaction. In one case there was a cyst formed of
columnar epithelium and filled with PAS-positive substance.

(ii) X-ray irradiation

The weight of the thymus was considerably reduced, on the average to
108.2 mg, which is not even half the weight recorded in the untreated controls.
Under the microscope, the thymus seemed to be completely loosened up so
that in some parts its normal structure was almostunrecognizable. Aremark-
able feature was the advanced evacuation. There were occasional cysts but
these were smaller than that observed in the first group, nor did they contain
as much PAS-positive substance. The number of mast cells was increased but
they were in a state of degeneration especially in the connective tissue; there
were many vacuolated and hypergranulated forms, most of which had dis-
integrated into granules.

(iii) Combined treatment with galvanic current and X-rays

The weight of the thymus was considerably below normal, 105 mg on the
average. Under the microscope the tissues seemed more or less intact, the
structure characteristic, the cortex well distinguishable from the medulla.
Seven out of the 22 specimens contained cysts made up of a layer of columnar
epithelium and filled with PAS-positive substance. The number of mast cells
was increased (Fig. 3). Most of them were found beneath the capsule and seemed
to be unimpaired; there were only a few disintegrated forms.

We examined also the spleen of the animals in all the three groups. This
organ was generally poorer in cells than the spleen of untreated animals: we
were, however, unable to establish any connection between this phenomenon
and the evacuation of the thymus. No abnormal increase in the number of
mast cells was observable in the spleen.



Fig. 1. Section of thymus from animal treated with galvanic current. The marginal portion
of the lobe has completely transformed into mast cells. Toluidine blue, X 60
Fig. 2. Section of thymus removed from an animal treated with galvanic current. Complete
transformation of a thymus lobe into mast cells. Toluidine blue, X 60
Figs. 7—8. Two sections of the same cyst, 2 mm apart. PAS, X 60
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Fig. 3. Section of thymus removed from animal treated with galvanic current and X-rays.
Complete transformation of a marginal lobe into mast cells. Toluidine blue, X60

Fig. 4. A presumably incipient cyst in the thymus of an animal treated with galvanic cur-
rent and X-rays. Cylindrical cells and their PAS-positive secretion well;visible in the right
upper corner. A complete cyst with goblet cells, somewhat to the left. PAS, X 60

Discussion

The chief effect of galvanic current in our experiments was an increase
in the number of mast cells in the thymus. Entire lobes were seen to have
undergone mast cell transformation (Figs. 1, 2, 3). An interpretation of this
phenomenon — one which is in good agreement with the results of our experi-
ments now in progress — would be that the galvanic current releases the
process of mast-cell formation; since the tissues are not seriously damaged,
there is no stimulus to cause a migration “en masse” of the mast cells which,
thus, remain in the thymus. This would be the way how galvanic current is
responsible for the accumulation of mast cells in the thymus, and it is for this

l*
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reason that treatment with galvanic current is a most suitable method for
observing the transformation of thymocytes into mast cells.

X -ray irradiation is a much rougher intervention which causes marked
destruction of the tissues not merely on the periphery but also in the central
parts. In addition to being newly formed, the mast cells become engorged with
metachromatic matter, and most of them show signs of disintegration. This
phenomenon may have two reasons. Either the whole of the thymus has suf-
fered grave damage or else the X-rays are responsible for the transformation:
increased amounts of heparin are taken up by the cells in excess so that they
are transformed into mast cells and disintegrate into granules. A similar
phenomenon produced by X-rays was described by Smith and Lewis [8].
Further experiments will have to elucidate this question. W hat our observations
in all three groups seem to prove beyond doubt is that the effect of the above
factors on the thymus is to transform the thymocytes into mast cells.

The evidence of these observations makes it possible to follow the forma-
tion of cysts. There are several among our sections which show quite clearly that
the PAS-positive substance is secreted by the thymic epithelium; accumulated,
this substance pushes apart the cells of the reticulum so that cysts are produced
(Fig. 4). A comparison of a series of sections makes it apparent that the PAS-
positive matter is stored by the cells only for some time and is then eliminated.
Structures resembling goblet cells are observable among the epithelial cells in
several cysts; these structures have a basally situated nucleus, their apex is
filled with PAS-positive substance which seems to be in direct contact with
the content of the cyst (Fig. 5). The impression one gains from these pictures
is that the cells are just emptying their PAS-positive contents into the cyst.
Our results substantiate those of Diderholm and Hellmann [6] obtained by
means of autoradiography, although we want to emphasize that the substance
contained in the cysts has not proved to be metachromatic either in the present
or in any of our earlier experiments. We are nevertheless convinced that the
PAS-positive substance is actively secreted (Fig. 6). The cysts are fairly large.
The fact that two sections in Figs. 7 and 8, made of the same thymus at two
different levels 2 mm apart, show the same cyst, proves that at least one dia-
meter of this cyst must have been 2 mm long. The number of cysts was highest
in Group 3 (combined treatment). The experiments afforded no clue to show
why this was so.

The above-described experimental results justify the claim that the uni-
form tissue reaction characteristic of the thymus appears not only in processes
involving a tissue disharmony, but arises under the influence of stress-like
stimuli as well, although not all components of the reaction are present and
its intensity shows quantitative variations in such cases. Tissue proliferation
isundoubtedly the strongest and most usual stimulus to elicit the complete
reaction.
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Fig. 5. Complete thymus cyst containing PAS-positive substance, from an animal treated

with galvanic current and X-rays. Close connection between goblet cells and cyst. PAS, X 60

Fig. 6. Same cyst asin Pig. 5 under high power. No toluidine metachromasia. Row of goblet
cells visible. Toluidine blue, X 60

Summary

The effect of galvanic current, X-ray irradiation, and the combined effect of both, on
the thymus of rats were studied. Such stimuli elicit the well-known characteristic reaction
of the thymus. The tissue reaction consists of various components which are more or less
pronounced accordin' to the nature and intensity of the stimulus. Even the combined applica-
tion of a galvanic current and X-rays failed to elicit a tissue reaction as marked as is encoun-

tered in cases with intensive tissue proliferation.
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OENCTBUE TFANbBAHWUYECKOIO TOKA W PEHTIFEHOBCKOIMO OBJ/IYYEHUA
HA TKAHEBYH PEAKLMIKO 30BHOW >KEJE3bI

Ob. YABA, A. XOPBAT, T. A4 n L. XOPBAT

ABTOpbI MccnefoBan Ha 300HOIA Xenese KpbIC ,Cl,eVICTBI/Ie raJibBaHN4Y€eCKOro Tora, peHT-
reHoBCKOro Oﬁl’ly‘-leHI/Iﬂ N OAHOBPEMEHHOI0 NPUMEHEHUA 3TUX ABYX cnoco6os BOS,D'QVICTBI/IH.
OnucaHHbIe BOS,D'EVICTBI/IFI O6yCI'IOB}'II/IBaPOT Y>Xe paHblle OonncaHHble aBToOpaMun TUNNYHbIE
peakunn 300HON enesbl. B 3aBMCMMOCTM OT KayecTBa U OT CW/lbl BOS,D'EVICTBI/IH pas/inyHbIe
KOMMOHEHTbI TKaHeBOW peakunn B paBﬂVILIHOﬁ cTeneHbl BbipaXXeHbl. COBMECTHLIM MPUMEHEHUEM
ralbBaHN4YeCKOro Toka A PEHTreHOBCKOro O6]'Iy‘—IEHI/IF| TaKXe He yaanoCb BbI3BaTb CUNbHOM
TKaHeBOW peakyunu, Haﬁmo,qaemoﬁ B COCTOAHUAX C 3HaYUTENIbHbIM paspacTaHNeM TKaHen.

DIE WIRKUNG VON GALVANISCHEM STROM UND RONTGENBESTRAHLUNG
AUF DIE GEWEBSREAKTIONEN DES THYMUS

GY. CSABA, J. HORVATH, T. ACS und C. HORVATH

Die Wirkung von Galvanstrom, Rontgenbestrahlung und der gleichzeitigen Anwendung
dieser beiden Behandlungen am Rattenthymus wurde untersucht. Die Einwirkungen ldsten
die von den Verfassern bereits fruher beschriebene charakteristische Reaktion des Thymus aus.
Die verschiedenen Komponente der Gewebsreaktionen waren in Abhédngigkeit von der Art
und Stérke der Einwirkung in verschiedenem MaRe ausgeprdgt. Auch bei gleichzeitiger An-
wendung von Galvanstrom und Rdntgenbestrahlung gelang es keine so intensive Gewebs-
reaktion hervorzurufen, wie dies bei den mit starker Gewebswucherung einhergehenden
Zustédnden beobachtet wird.

Dr. Gy0drgy Csaba
Tamas Acs Budapest IX. T(zolt6 u. 58. Hungary
Dr. Cecilia Horvath |

Dr. Jozsef Horvath Budapest VIIl. Ull6i ut 78/b. Hungary
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BEITRAGE ZUR FUNKTIONELLEN ANATOMIE
DES SAKROILIAKALGELENKS

Cs. Barabas, O. Barta, L. Z. Szab6 und T. Yizkelety

(Eingegangen am 16. Oktober 1959)

Eine der hdufigsten Erkrankungen der Bewegungsorgane, der Kreuz-
schmerz kann neben zahlreichen anderen Ursachen auch von einer Erkrankung
und Funktionsstérung des Sakroiliakalgelenks ausgelést werden. Die verhalt-
nismaRige Seltenheit der Sakroiliakalgelenkverdnderungen 148t sich darauf
zurlGckfiuhren, daR die klinische und réntgenologische Untersuchung des Ge-
lenks schwierig ist und unsichere Resultate ergibt, so daR seine Erkrankung als
Auslésungsursache der Kreuzschmerzen oft verborgen bleibt. Im Hinblick auf
die versteckte Lage des Gelenks und die geringe Ausdehnung der Bewegungen
vermag man eine Verringerung oder Steigerung der Gelenkbewegung durch
klinische Untersuchung nur selten festzustellen. Die komplizierte Lage der
Gelenkflachen im Raum erschwert die réntgenologische Untersuchung.

Obgleich sich mit der funktionellen und Rdntgenanatomie des Sakro-
iliakalgelenks zahlreiche Mitteilungen befallt haben, gibt es keine einheitliche
Meinung Uber die Bewegung des Gelenks. Die zur Darstellung des Gelenks
ausgearbeiteten Aufnahmeverfahren [1, 3, 9, 13] eignen sich zum Nachweis der
pathomorphologischeu Ver&dnderungen, die im Gelenk zustande kommenden
Verschiebungen lassen sich jedoch in diesen Aufnahmen nur unsicher bewerten.

Von einem Teil der Forscher wurde noch im vorigen Jahrhundert der
echte Gelenkcharakter der Sakroiliakalverbindung in Zweifel gezogen; heute
wird das Gelenk jedoch in der anatomischen Fachliteratur im allgemeinen als
echtes beschrieben. Paturet [12] nennt das Gelenk Diarthro-Amphyarthrosis;
eine Diarthrose wegen der Anwesenheit der Gelenkkapsel, der Bander und der
Synovialmembran, eine Symphyse auf Grund der interossealen Bé&nder und
der geringen Ausdehnung der Bewegungen.

Wie bereits Hippokrates feststellte, findet beim trdchtigen Tier im Gelenk
Bewegung statt, die Paré auch am Menschen beobachtete. In der zweiten
Hé&lfte des vorigen Jahrhunderts hat man die Bewegung des Gelenks haupt-
séchlich in geburtshilflicher Beziehung untersucht und ermittelt, dall sich die
GroRe des geraden Beckendurchmessers in Abhdngigkeit von der Lagerung
verdndert. Fick [2] teilte zahlreiche — zum Teil einander widersprechende
Untersuchungsbefunde mit. Laut Meyer [11] kommt die Bewegung um zwei
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Querachsen zustande, von denen eine hinter den Gelenkflachen, die andere
durch die Gelenkflachen verlduft. Nach Paturet [12] kommt die »nutation«
bzw. »contrenutation« des Sacrums, d. h. das nach vorn und unten bzw. nach
hinten und oben erfolgende Kippen der Sacrumbasis um die hinter dem zweiten
Sacralwirbel verlaufende Querachse zustande.

W eis1 [14, 15] hat mit seiner speziellen rdntgenologischen Untersu-
chungsmethode festgestellt, dall die gréfRite Bewegung im Gelenk, die Verschie-
bung des Promontoriums in ventraler Richtung, beim Aufrichten vom Liegen,
d. h. bei der Kyphotisierung der Lendenwirbel und gleichzeitigen Flexion der
Huftgelenke stattfindet. 111i [6] untersuchte die Bewegung des Gelenks an
Leichen und veranschaidichte die Amplituden mit an der Huftpfanne ange-
brachten Zeigern. Nach seinen Feststellungen l6sen die beim Gehen wirkenden
Kréafte auch im Sakroiliakalgelenke Bewegungen aus. Wie die Untersuchungen
ergaben, ist die Bewegung des Gelenks von sehr geringer Ausdehnung. Uber
die Richtung der Bewegung gibt es abweichende Angaben.

Infolge der Form der Gelenkflachen und des starken Bandapparates ist
das Sakroiliakalgelenk auBerordentlich straff. Bezeichnend fiir das Gelenk
ist die groRe Belastungsfédhigkeit ebenso wie die geringe Bewegungsmadglich-
keit. Uber dieses Gelenk und das Becken wird das Rumpfgewicht auf die unte-
ren Extremitaten bertragen. Durch die Symphyse und die Sakroiliakalgelenke
wirkt das Becken als elastischer Puffer zwischen den beiden Kd&rperhdlften.
Hierzu eignet es sich infolge der Struktur des Gelenks, der Elastizitdt des
Bandapparates, Knochens und Knorpels. Die Belastung ruht in erster Linie
auf der ligamentdsen Verbindung. Das Gelenk selbst gewdhrleistet die Elasti-
zit4t der Verbindung und bestimmt die Richtung der Bewegungen. Im Verlaufe
der Phylogenese fallt der sakroiliakalen Verbindung entsprechend den Ver-
&nderungen der funktionellen Inanspruchnahme eine stidndig grdéBere Rolle
zu [4].

Angesichts der Belastungs- und Bewegungsverhdltnisse des Gelenks ist
es verstandlich, dall seine Sché&digung leicht eintreten kann. Es ist zwischen
der unteren und oberen Korperhdlfte groBen Krafteinwirkungen ausgesetzt,
die insbesondere infolge der aufrechten Kdrperhaltung zur Geltung kommen.
Der Beckenring bildet eine elastische Einheit, und wenn diese an irgendeinem
Punkt infolge Trauma oder aus einer anderen Ursache gestért wird, fihrt dies
zu verschiedenen Beschwerden, meistens zu Kreuzschmerzen. Zu einer Stérung
der Einheit des Beckenringes kann es in der Sympyse, im Sakroiliakalgelenk
und infolge von Frakturen auch an den Knochen kommen. Die Funktions-
stérung eines Gelenkes wirkt wechselseitig auch auf andere Gelenke. Das
bekannte Krankheitsbild der Beckenringlockerung beruht [7] auf der funktio-
neilen Insuffizienz bzw. Lockerung der Symphyse und Sakroiliakalgelenke.
In der Entwicklung dieser Erkrankung kdnnen auch hormonale Faktoren eine
Rolle spielen. In diesem Falle nimmt die Beweglichkeit des Gelenks zu, die
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Stabilitdt wird beeintrdchtigt, was mitunter zu ernsthaften Beschwerden
fuhrt.

Im Sakroiliakalgelenk kommen auch sdmtliche auf andere Gelenke loka-
lisierten Erkrankungen vor. Das verhdltnismé&Rig haufige Auftreten der Arthro-
sis deformans |&4Rt sich mit den eigentimlichen Verhéltnissen des Gelenks
erklaren. Zs11ner [16] hat in seinem Obduktionsmaterial nahezu in der Halfte
der Falle Arthrosen im Sakrioiliakalgelenk nachgewiesen. Infolge der Einen-
gung der Bewegungen, der Versteifung der Gelenke fihrt die Verringerung der
Elastizitdt des Beckenringes zu Beschwerden.

Besondere Bedeutung wird der pathologischen Bewegung des Gelenks,
der Fixierung des verschobenen Gelenks in pathologischer Lage von den Chiro-
praktikern beigemessen. Die Feststellung dieser Tatsache stéRt indessen unge-
achtet der zahlreichen Untersuchungsverfahren auf Schw ierigkeiten und ergibt
unsichere Resultate. Auf den Rdntgenaufnahmen verschiedener Einstellung
sind die pathomorphologischen Verdnderungen des Gelenks gut darstellbar,
zur Beurteilung des funktionellen Zustandes jedoch ungeeignet. Im Hinblick
auf ihre Lage im Raum |4kt sich die ganze Gelenkspalte nicht auf einer Auf-
nahme wiedergeben. Die Anwendung einer Standard-Aufnahmetechnik ist
deshalb schwierig, weil Form und Lage der Gelenkfldchen grofle individuelle
Abweichungen zeigen und auch dem Alter entsprechend verschieden sind [5].

*

Die eigenen Untersuchungen verfolgten den Zwreck, zwei Fragen zu klaren:

1. Was fir Bewegungen gehen im Sakroiliakalgelenk vor sich, und in
welcher Beziehung stehen diese Bewegungen zum Gehen?

2. Ist die im Gelenk zustande kommende Verschiebung réntgenologisch
darstellbar, bzw. kann die im Gelenk kinstlich herbeigefiihrte Verschiebung
rontgenologisch (nach den an unserer Klinik gebrduchlichen Aufnahmever-
fahren) bewertbar dokumentiert werden?

Die Untersuchung der Beweglichkeit des Sakroiliakalgelenks ist in vivo
kaum durchfiihrbar. Da wir die passive Ubertragung der mit dem Gang zusam-
menhé&ngenden Bewegung der unteren Extremitdten untersuchten, schienen
uns fir diesen Zweck Leichenuntersuchungen geeignet. In vivo ist die Uber-
tragung vom Spannungszustand der einzelnen Muskelgruppen als aktivem
Faktor und von der Kapsel- und Bdnderspannung bzw. dem ZusammenstiRe
der Knochen als passivem Faktor abhdngig. Bei unseren Leichenversuchen
spielten in der Bewegungsiibertragung nur die passiven Faktoren eine Rolle,
was indessen keinen qualitativen Unterschied bedeutet. In Mittelstellung der
Extremitdt kann keine Bewegung im Sakroiliakalgelenk ausgelést werden,
sondern nur am Endpunkt der Flexion und Extension. In vivo ist jedoch die
Bewegung auf das Sakroiliakalgelenk je nach dem Muskeltonus in allen Phasen
der Flexion und Extension Ubertragbar.
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Methodik

Die Untersuchungen wurden an Leichen 36—48 Stunden nach Eintritt des Todes
vorgenommen. In 14 Féllen priuften wir an der zusammenhadngenden unteren Kdrperhalfte,
ob sich die passive Bewegung des Hiuftgelenks auf das Sakroiliakalgelenk Ubertragt. Nach-
dem wir dies festgestellt hatten, fiuhrten wir die Untersuchungen zwecks genauerer Analyse
der Bewegungen im weiteren an 16 ligamentdsen Becken in der Weise durch, dal wir das
Os ileum selbst in seiner Beziehung zum fixierten Sacrum mit Hilfe eines daran befestigten
Eisenstabes — als Krafthebel — bewegten. Die beiden Untersuchungen fiihrten zu denselben
Resultaten. Das Sacrum wurde fiir die Untersuchung mit zwei Schrauben an einem Holz-
stlick befestigt, das, der Rickflache des Sacrums angepaft, in einen Schraubstock gespannt
war. Die Spina iliaca anterior superior und den Processus transversus des ¥. Lumbalwirbels
der untersuchten Seite verbanden wir mit Zeigern, welche die Bewegung der untersuchten
Punkte am Kymographion registrierten. Die Bewegung des Sakroiliakalgelenks wurde durch

Sacrum_

Abb. 1. Flexion und Extension des Hiftgelenks sind von der Wegbewegung der Spina iliaca

ant. sup. und des V. Lumbalwirbels begleitet. Die auf die Hyperextension folgende Bewegung

ist groRer. Nach Durchtrennung der Symphyse und der hinteren sakroiliakalen Bé&nder ver-
starkt sich die Bewegung

Bewegung der unteren gleichseitigen Extremitdt bzw. des Eisenstabes hervorgerufen. Die
Bewegung der Extremitat registrierten wir ebenfalls; sie erfolgte zwischen Hyperextension
und maximaler Flexion. Zur Kontrolle der Sacrumfixierung wurde auch die Sacrumbasis mit
einem Zeiger verbunden. Im Falle guter Fixierung beschrieb der Sacrumzeiger eine gerade
Linie, wahrend er bei ungeniigender Fixierung Abweichungen zeigte.

Die Bewegungsuntersuchungen wurden erst unter intakten Verhaltnissen durchgefihrt,
dann nach Durchtrennung der Symphyse. In 10 Féllen durchtrennten wir auch die hinteren
Sakroiliakalbéander. Die Abb. 1—4 zeigen die charakteristischen Bewegungskurven. Die un-
terste Kurve gibt die im Huftgelenk ausgeldste Flexions-Extensionsbewegung, die beiden fol-
genden Kurven geben die Verschiebung der Spina iliaca anterior superior nach vorn und
hinten bzw. zur Seite, die vierte Kurve gibt die nach vorn und hinten gerichtete Bewegung
des gleichseitigen Processus transversus des V. Lumbalwirbels wieder. Die oberste Linie zeigt
die Fixierung des Sacrums an.

Die rontgenologische Darstellungsmoglichkeit der im Gelenk herbeigefiihrten Bewegung
untersuchten wir folgendermalen: Von den ligamentdsen Becken stellten wir Summations-
aufnahmen nach Barsony und Schulhof [1] her. Die Becken wurden so gelagert, daR die
Lage dem Ausgleich der Lumballordose entspreche, und die Rontgenréhre wurde um 15° in
kranio-kaudaler Richtung gewendet. Sodann machten wir eine Spaltenaufnahme des auf der
Riuckenseite liegenden Beckens unter Anheben der untersuchten Seite um 30° von der Tisch-
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Sacrum

Abb. 2. Die Bewegung der Spina iliaca ant. sup. ist nach Flexion und Extension gleich groB.
Nach Durchtrennung der Symphyse bleibt die Bewegungsamolitude fast unveréndert

Abb. 3. Die Verschiebung der Spina ist Abb. 4. Nach der flexion ist die Be-
nach der Hyperextension groBer, aber wegungsamplitude der Spina iliaca ant.
die Begleithewegung von sehr geringer sup. groRer

Ausdehnung
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ebene. Hiernach durchtrennten wir die Symphyse des untersuchten Beckens, schoben die
Schambeine seitlich bzw. kaudo-kranial auseinander und wiederholten die Rontgenaufnahmen
in dieser Lage.

Endlich legten wir die Gelenke der untersuchten Becken frei, machten photographische
Aufnahmen der Gelenkflachen. In einigen Fallen wurden einzelne Teile der Gelenkflachen
auch histologisch aufgearbeitet.

Ergebnisse

Bei der angewendeten Untersuchungsmethode wurden kymographisch
registrierbare Bewegungen des Sakroituakalgelenks durch Bewegungen im H i ft-
gelenke ausgeldst. Die experimentelle Bewegung des Huftgelenks entsprach der
Huftbewegung beim Gehen, obwohl infolge Fehlen des Muskeltonus, Hyper-
extension und maximale Flexion angewendet wurde.

Sacrum _

7. Typus 2. Typus 3. Typus
Abb. 5. Die drei Typen der Begleitbewegung der Spina iliaca ant. sup.

Aus den am Kymographion registrierten Bewegungskurven 4Bt sich
folgendes feststellen :

1. Die Bewegung der unteren GliedmaBen bzw. Huftgelenke beim Gehen
l6st im Sakroiliakalgelenk eine Mitbewegung aus. In der GroRe der im Gelenk
zustande kommenden Verschiebung treten groBe individuelle Unterschiede
zutage (Abb. 1—4).

2. Im Sakroiliakalgelenk geht eine sehr geringe Verschiebung vor sich.
Am Kvmographion wurde die Bewegung im Verhdltnis 1:10 vergrdéBert. Aus
dem MalRverhdltnis 148t sich errechnen, dall die Verschiebung der Spina iliaca
anterior superior 0,5—5 mm ausmacht. Diese Bewegung ist am Vorderrand
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des Sakroiliakalgelenks noch geringer, weil dieser sich ndher zur Drehungsachse
befindet.

3. Bei Hyperextension des Huftgelenks bewegt sich die Spina iliaca
anterior superior der gleichen Seite im Vergleich zum fixierten Sacrum nach
vorn und lateralwérts, bei Flexion in entgegengesetzter Richtung.

4. Die Bewegung der Spina war in 25 der untersuchten Félle, von der
Mittelstellung der Extremit&t ausgehend, bei Hyperextension gréBer als bei

Abb. 6. Ubersichtsaufnahme des Becken«

Flexion (Abb. 1, 3). In 2 Fé&llen war die Verschiebung bei Flexion groRer
(Abb. 4). In 3 Féllen war die Bewegung der Spina bei Flexion und Extension
gleich grof (Abb. 2). Abb. 5 veranschaulicht die drei Bewegungstypen.

5. Die im Sakroiliakalgelenk entstehende Bewegung Ubertrédgt sich auch
auf den V. Lumbalwirbel. Die bei Hyperextension der Extrem itdt erfolgende
Bewegung der Spina nach vorn und lateralwdrts wird von der Vorwértsdrehung
des gleichseitigen Querfortsatzes des V. Lumbalwirbels als Resultat der Rota-
tionsbewegung des V. Lumbalwirbels begleitet (Abb. 1—4).

6. Nach Durchtrennung der Symphyse war die Bewegung im Sakroiliakal-
gelenk nicht oder kaum gesteigert (Abb. 2), wé&hrend die Bewegung groRer
wurde, wenn auch die hinteren Sakroiliakalb&nder durchtrennt waren (Abb. 1).
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Abb. 7. Ubersichtsaufnahme desselben Beckens wie in Abb. 6, nach Auseinanderspreizen der
Symphyse. Die Breite des Sakroiliakalgelenks hat sich nicht verandert

Abb. 8. Spaltenaufnahme desselben Beckens
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Abb. 9. Spaltenaufnahme desselben Beckens, nach Auseinanderspreizen der Symphyse.
Die Breite des Gelenks hat sich nicht veréndert

Abb. 10. Ubersichtsaufnahme vom Becken
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7. Die beobachtete Bewegung entspricht der Lage der Gelenkfldchen im
Raum. Obgleich sich unsere Untersuchungen nicht auf die genaue Lage der
Bewegungsachse erstreckten, kénnen- wir doch aus der Richtung der Bewe-
gungen feststellen, daB sie um eine hinter den Gelenkfldchen schrdg von
hinten nach vorn verlaufende Achse zustande kommen.

Im Verlauf der Untersuchung hat sich das Sacrum nicht bewegt, was an
der Sacrumlinie nachgeprift werden konnte.

Abb. 11. Ubersichtsaufnahme desselben Beckens wie in Abb. 10, nach Verschieben der
Symphyse in kranio-kaudaler Richtung. Am Gelenkist keine wesentliche Abweichung zu sehen

8. Uber die réntgenologische Darstellung der im Sakroiliakalgelenk her-
beigefiihrten Bewegung darf festgestellt werden, dafl das Auseinanderziehen
der Schambeine (um etwa 2 cm) nach Durchtrennung der Symphyse keine
sicher bewertbare und charakteristische Verschiebung der Sakroiliakalgelenke
im Rontgenbild ergibt (Abb. 6—9). Auch wenn die Schambeine in kranio-kau-
daler Richtung verschoben werden, ist eine Verschiebung im Gelenk nicht zu
sehen (Abb. 10-11).
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Besprechung

Bei Untersuchungen an Leichen konnte festgestellt werden, dal eine
bestimmte, am Kymographion registrierbare Bewegung im Sakroiliakalgelenk
stattfindet. Bei fixiertem Sacrum macht die Verschiebung an der Spina iliaca
anterior superior 0,5—5 mm aus. Verglichen mit den Resultaten von Kiein [8]
haben wir die GroRe der Bewegung wesentlich kleiner gefunden. Im Gegensatz
zu Meyer [11] ermittelten wir, daB sich die GréRe der Bewegung je nach der
Form der Gelenkflachen ver&dndert, aber der Charakter der Bewegung unver-
dndert bleibt. Die im hdheren Alter iast immer anwesende Arthrose fuhrt durch
die Destruction des Gelenkknorpels und die Verminderung seiner Elastizitét
zur Einschrdankung der Bewegung. Nach unserer Beobachtung kommt bei
der von Paturet [12] »nutation« bzw. »contre-nutation« genannten Bewegung
des Sacrums die Verschiebung nicht in rein sagittaler Richtung zustande.
In unseren Untersuchungen entspricht der »contre-nutation« des Sacrums
die auf Hyperextension des Hiftgelenks eintretende Verschiebung. In diesem
Fall ist die nach hinten und oben gerichtete Bewegung der Sacrumbasis von
der lateralen Verschiebung des vorderen Teils der Huftpfanne begleitet. Bei
der »nutation« folgt der nach vorn und unten gerichteten Bewegung der
Sacrumbasis die medial gerichtete Verschiebung des vorderen Abschnitts der
Huftpfanne. Diese von uns beobachteten Bewegungen bestdtigen die Fest-
stellung von Meyer [11], dal die sakroiliakale Gelenkfliche vom Gesichts-
punkt der Bewegung als Teil von zwei entgegengesetzten Schraubengewinden
aufgefalBt werden kénne.

Wollen wir aus den von uns wahrgenommenen Bewegungen auf die
Verdnderung der Beckendurchmesser Schlusse ziehen, so kdnnen wir neben
der Bestdtigung der friheren Feststellungen die einschldgigen Angaben noch
dahingehend ergénzen, daR in der sog. Hangelage aulRer dem geraden Durch-
messer des Beckeneingangs auch der Querdurchmesser gréBer wird.

Die Bewegung des Huftgelenks beim Gehen l6st eine Mitbewegung im
Sakroiliakalgelenk aus, wozu sich noch die Rotationsbewegung des V. Lumbal-
wirbels gesellt. Beim Gehen kommt infolge der gegensdtzlichen Bewegung der
Hiftgelenke auch in den bilateralen Sakroiliakalgelenken eine Bewegung in
gegensétzlicher Richtung zustande. In der Hyperextensionsphase des Schrittes
bewegt sich die Hiuftpfanne derselben Seite nach vorn und lateralwérts,
zugleich ist die Iluftflexion auf der anderen Seite von der Verschiebung der
Huftpfanne nach hinten und medialwdrts begleitet. Im Gegensatz zu I11i [6]
fanden wir, dal die Rotationshewegung des V. Lumbalwirbels in entgegen-
gesetzter Richtung vor sich geht. Bei der Hyperextension des Hiftgelenks

2 Acte Morpliologica X/1
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verschiebt sich der Processus transversus der gleichen Seite des V. Lumbalwir-

bels nach hinten.
*

Unter unseren Yersuchsbedingungen war die Bewegung im Sakroiliakal-
gelenk nach Durchtrennung der Symphyse nicht oder kaum verdndert, wéhrend
die Bewegungen nach Durchtrennung der hinteren Sakroiliakalb&nder groRer
wurden. Auch diese Tatsache zeigt, daB den hinteren starken Béandern eine
sehr wichtige Rolle in der sakroiliakalen Verbindung zukommt. Im Krank-
heitsbild der Beckcnringlockerung bildet die Lockerung dieser Bé&nder die
pathologische Grundlage, die entweder nach Symphyseolyse oder infolge Lok-
kerung der Symphyse zustande kommt. Bei der Symphysenlockerung sind die
sakroiliakalen Verbindungen starker in Anspruch genommen, und noch vor
Lockerung des Bandapparates kann die Spannung der Badnder Schmerzen aus-
I6sen. Nach Dehnung der Bédnder werden die Beschwerden von der krankhaften
Verschiebung im Gelenk, von der Fixierung in der gednderten Lage hervorge-
rufen. Auf Grund der Form der sakroiliakalen Gelenkfldche und der im Gelenk
festgestellten Bewegungsmoglichkeit scheint uns die Annahme der Chiroprak-
tiker bestéatigt, daB nach forcierter Bewegung oder Lockerung des Bandappa-
rates auch nach den lblichen Bewegungen pathologische Verschiebungen und
Fixierung in pathologische Lage im Gelenk Vorkommen kénnen.

Es ist schwer, diesen pathologischen Zustand zu erkennen und von den
anderen Ursachen der Kreuzschmerzen zu differenzieren, denn einen sicheren
Anhaltspunkt kénnte nur die in der Réntgenaufnahme sichtbare Verschiebung,
die Entfernung der Gelenkfldchen voneinander geben. Unter unseren experi-
mentellen Bedingungen haben wir mit dem Auseinanderziehen der Symphyse
bzw. ihrer Verschiebung in kranio-kaudaler Richtung eine groRere Bewegung
herbeigefihrt, als klinisch im allgemeinen wahrzunehmen ist. Trotzdem st
eine gesteigerte Entfernung der Gelenkflachen voneinander oder ihre Verschie-
bung weder auf der Ubersichts- noch in der Spaltenaufnahme des Sakroiliakal-
gelenks zu sehen. Noch weniger darf man dies bei der Untersuchung in vivo
erwarten, wo die Herstellung der Aufnahme technisch schwieriger ist. Aus
unseren Réntgenuntersuchungen ziehen wir folgende Schliisse. Die Ubersichts-
und Spaltenaufnahmen eignen sich zur Klarung der auf die Knochen lokalisier-
ten Prozesse. Ein zuverldssigeres und besser bewertbares Symptom der Locke-
rung des Sakroiliakalgelenks in der Réntgenaufnahme ist die bei halbseitiger
Belastung zustande kommende Symphysenverschiebung, worauf im 0brigen
Kamieth und Reinhardt [7] bereits hingewiesen haben.
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Zusammenfassung

Die Untersuchung der Beweglichkeit des Sakroiliakalgelenks an Leichen und ihre
kymographische Registrierung ergab, daB im Gelenke eine der Hyperextension und Flexion
des Hiftgelenks folgende regelrechte Mitbewegung vor sich geht. Die Richtung der Bewegung
ist konstant, ihre GroBe erweist jedoch bedeutende individuelle Variationen. Nach Durch-
trennung der Symphyse und der hinteren Sakroiliakalb&dnder wird die Bewegung groRer. Auf
Grund der Zusammenhdnge zwischen den Bewegungsverhéltnissen des Sakroiliakalgelenks
und der Form der Gelenkflachen darf angenommen werden, daB eine krankhafte Verschie-
bung im Gelenk zustande kommen und das Gelenk in pathologischer Stellung fixieren kann.
In der Ubersichts- und Spaltenaufnahme des Beckens gibt die pathologische Verschiebung
oder die gesteigerte Bewegung keine bewertbare Abweichung, man kann aber aus der un-
gleichen Stellung der Symphyse Rickschlisse ziehen.
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OAHHBIE K ®YHKUVWOHANBHON AHATOMWUW KPECTLOBO-MOAB3AOWHOIO
CYCTABA

Y. BAPABALL, O. BAPTA, /1. 3. CABO n T. BUSKEJIETU

Mpn WUcCNeaoBaHWU ABVXEHWIA B KPECTL0BO-NMO/AB3/0LLHOMO CycTaBe Ha Tpymnax 1 npu
3anacu sTUX ABMXKEHWI KUMOrpadionT 6bI710 YCTaHOBMEHO, UTO B CycTaBe HaGtofaeTcs nocne-
Jylollas upesMepHoOMy pasruéaHuilo U CrubaHuio perynspHasi CUHKMHesusi. HanpaeneHue
[BWKEHUSI NOCTOSIHHOE, HO B OTHOLLEHUM pasmMepa HaGMoAaloTesl 3HaUMTeNlbHblE UHAMBUAYA b-
Hble OTKMOHEHUs. [BMXeHWe NOBLILIAETCA MOoc/ne MepeceveHnst cumusa v 3afiHUX KpPecTL0BO-
NOAB3A0LLHbIX CBA30K. Ha 0CHOBaHMM BO3MOXHOCTU IBUXXEHUS 1 (DOPMbI MOBEPXHOCTEN CycTaBa
Ka)XKeTCs [l0Ka3aHHbIM, YTO B CycTaBe MOryT MpOM30MTM MaTOMorMueckoe CMeLleHVe U uKca-
UMSi B MaTOMOrMYECKOM MOJMIOXKEHUW. PaspbIX/neHne Ta3oBOro KosbLa W MaTo/orMyeckoe cme-
|$1eHV|e MOXXHO pAacro3HaBaTb Ha PEHTreHOBCKOM CHVMMKE M3 HeoAVMHAKOBOIO MOJOXEHUsS CUM-

u3a.

ontgen-
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DONNEES SUR L’ANATOMIE FONCTIONELLE DE L’ARTICULATION
SACROILIAQUE

CS. BARABAS, O. BARTA, L. Z. SZABO et T. VIZKELETY

Examinant le mouvement de I’articulation sacro-iliaque sur des cadavres et on |’en-
registrant par le kymographe, les auteurs ont pu établir, que suivant a la hyperextension et
flexion de I’articulation sacro-iliaque, il existe un mouvement réguliérement synchron dans
I’articulation. La direction du mouvement est constante, mais il y a beaucoup de variations
individuelles en ce qui concerne les grandeurs. Le mouvement s’accroit aprés le sectionnement
de la symphyses et des ligaments sacro-iliaques postérieurs. Sur la base des connections
existantes entre les mouvements de I’articulation s. i. et la forme des surfaces articulaires on
peut présumer, qu’'un mouvement pathologique survient dans I’articulation. Cette derniére
peut se fixer dans une position pathologique. Le déplacement pathologique, ou I'augmentation
du mouvementne se traduisent par des anomalies appréciables ni sur la radiographie inspective
du bassin, ni sur la radiographie a fente, mais on peut y conclure de la position inégale de la

symphyse.

Dr. Csaba Barabas
Dr. Ott6 Barta
Dr. Laszl6 Z. Szabs, Budapest IX. T(zolté6 u. 58.

Dr. Tibor Vizkelety, Budapest XI. Karolina Gt 27. Unga

ILéudaPest X1. karolina ut 27.
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ANALYSIS OF THE STAINING PROPERTIES OF ACRIDINE
ORANGE IN EPITHELIAL CELLS
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(Received November 6, 1959)

Classical histology has been enriched with new histotopochemical features
by the introduction of fluorescence microscopy. The use of the fluorescence
microscope covers a wide range, and a special field consists of the utilization
of fluorescent dyes for the investigation of tissue structures. While a great
number of fluorochromes is known, only a few of these dyes are being employed.
This must be attributed to the fact that the staining and physico-chemical
properties of many fluorescent dyes have not been properly elucidated and we
are still ignorant of the possibilities concerning the differentiation of fluoro-
chromes; nor do we know those biochemical structures which — forming phys-
ical connections or chemical reactions with the dye molecules — emit specific
rays of light if exposed to ultraviolet irradiation.

Acridine orange is the most extensively used fluorochrome. Literature
contains very controversial reports on its staining properties. Considering that
contradictory interpretations of the mechanism of staining lead to different
evaluations of the results obtained, we have designed experiments with a view
to arriving at definite conclusions regarding the histochemical reactions of
acridine orange. It was hoped that they would enable us to facilitate an unequi-
vocal interpretation of the microscopic picture of preparations stained.

It is claimed by British and North American authors (Armstrong, Ber-
talanffy, De Bruyn, Hendley, Mortiiland, Steiner-Beers) that

(i) on account of its adequately located amino groups, acridine orange
may be bound to any tissue structure of free acid character;

(if) in a medium with an adequate pH, DNA and RNA emit different
colours;

(iii) the binding of acridine orange to structures of an acid character is
not merely due to the interaction between acid and basic radicals but also, and
in the first place, to complex formation;

(iv) the reactivity of acridine dyes to nucleic acids is considerably dimin-
ished by the enzymatic degradation of the latter;

(v) it is the nature of the reaction which determines the colour of the
dissolved dye.
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German authors (Krieg, Krebs-Gierlach, Schuler, Schummelfeder,
Strugger, Zeiger) on the other hand declare that

(i) apart from nucleic acids, it is only to mucopolysaccharides that acri-
dine orange displays affinity;

(ii) of the nucleic acids, DNA and RNA stain differently in a medium
with an adequate pH;

(iii) the binding of the dye is partly electrostatic, chemical, and partly
adsorptive, physical;

(iv) depolymerized and poorly polymerized nucleic acids are staining
similarly to RNA;

(v) the colour of the dye solution is determined by its concentration and
the degree of its dissociation.

We instituted the following experiments with the object to reconcile
these differing opinions.

Method

Using the vaginal secretion of women between 20 and 30 years of age who were in the
same hormonal cycle (follicular phase), we performed our experiments on morphologically
uniform epithelial cells with non-pycnotic nuclei, from the second superficial layer.

1. The dye was dissolved in distilled water resp. 96 per cent ethyl alcohol, at pH 7.
Thelight emitted by various concentrations (1 :100, 1:1000, 1:10,000, 1:100,000, 1: 1,000,000)
of the solution in ultraviolet resp. blue light was studied in vitro. Estimation was performed
in 100 ml cuvettes with a Zeiss standard arc lamp as the source of light, 5 per cent acid copper-
sulphate as the heat filtre and an 1.5 mm UG1 (Schott) filtre for ultraviolet rays resp. a 4 mm
BG4 filtre for blue light. The colour of the emitted light was compared with the naked eye
to a standard colour scale in incident light.

2. Unfixed cells of the vaginal epithelium as also cells fixed in ether-alcohol in a wet
state were stained with each of the said solutions. Time of staining was 3 minutes in every
case, followed by rinsing with distilled water or alcohol.

3. We studied the light emitted by the aqueous and alcoholic solution (concentration
1:10,000, pH from 2to 9) of the dye under exposure to ultraviolet rays and blue light. Solu-
tions of sodium tetraborate resp. oxalic acid and potassium hydrocarbonate, mixed in ade-
quate proportions, served as buffer. The pH of the buffered dye solutions was determined
by means of an electric apparatus adjusted to an accuracy of ;; 0.05.

4. Unfixed vaginal epithelial cells and cells fixed in a wet state in ether-alcohol were
stained simultaneously with each of the above solutions. Unfixed cells were examined in a
wet chamber. A buffer solution, adjusted to the same pH as the dye solution, was used for
covering the preparations. Fixed smears, after having been rinsed with a buffer solution of
adequate pH, were left to dry at room temperature.

5. To ascertain the specificity of acridine orange for nucleic acids, we observed the
staining of fixed and unfixed epithelial cells by an 1: 10,000 aqueous dye solution

(a) after the digestion of DNA,

() . . - . RNA,
ey .. . " ., both DNA and RNA,
(d) , resynthesis and repolymerization by means of active ATP, subsequent to en-

zymatic degradation.

Enzymatic degradation of DNA was achieved by freshly dissolved crystalline desoxy-
ribonuclease applied for an hour in a concentration of 0.005 per cent, at 37° C. The desoxy-
ribonuclease was dissolved in a veronal-acetate buffer of pH 7.4, which contained 0.01 per
cent gelatin and 0.003 molar magnesium sulphate. Following digestion, the preparations were
stained with acridine orange 1 : 10,000, at pH 2, 6.7 and 9.



1—4. Fixed cells of vaginal epithelium stained with acridine orange solutions
at pll 2, 5, 6 and 9
5. Fixed vaginal smear. Staining at pH 6
6. Fixed vaginal smear. Staining at pH 6 followed by alcoholic extraction



7. Fixed epithelial cells stained at pH 7
8. Unfixed wet-chamber preparation stained at pH 7
9. Preparation stained at pH 2 after digestion by desoxyribonuclease
10. Preparation stained at pH 9 after digestion by ribonucléase
11. Preparation stained at pH 6.7 after complete digestion by desoxyribonuclease
12. Preparation stained at pH 6.7 after partial digestion by desoxyribonuclease



13.

15.

Digestion with desoxyribonuclease and resynthesis with ATP. pH of dye solution, 6.7

Digestion with ribonucléase and treatment with ATI*. pH of dye solution, 6.7

Staining of living, dying and dead epithelial cells

(@) Green fluorescence: chromatic substance; red fluorescence: nucleolus. No cytoplas-
mic fluorescence. The majority of red granules is dye stored by the living cell; some
of the cytoplasmic red granules consist of RNA

(b) Green cytoplasmic fluorescence due to diffusely spread dye in low concentration.
Idie few red granules in the cytoplasm represent RNA

(c) At high concentration, the dye is physically adsorbed to dead cells. Brilliant red
cytoplasmic and nuclear fluorescence with a non-fluorescing plasmic zone around
nucleus. RNA granules blotted by intensive plasmic fluorescence
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A 0.02 per cent ribonucléase extract, prepared from homogenized small intestine
applied in the above concentrations and under the said conditions, served for the enzymatic
degradation of RNA.

Both enzyme solution — first the one and then the other — were applied for the com-
bined splitting of DNA and RNA. The technique was as described above, and the prepara-

tions were placed into an enzyme-free stock solution (veronal acetate, pH 7.4) for 3 minutes
between the two digestions.

Digestion of DNA or RNA or of both having been completed, the preparations were
kept in an active ATP solution (20 mg of ATP per ml) for 3 hours at 37° C, and then stained.
Acridine orange NO Gurr (C. I. No. 788) was used in the experiments.

Results
Ad 1 and 3

In vitro, all aqueous solutions of acridine orange between the dilutions of
1:100 (limit of solubility) and 1:1000 give purple, or red and orange-red fluo-
rescence in ultraviolet or blue light. At dilutions above 1:1000 fluorescence

Colour Degree of acridine orange dissociation
Diagramm. Curve 1 ---------mmmeemee : fluorescence of dye in vitro
CUIVe 2 e : dominant colours of the microscopic picture
Curve 3 -----mmmmmemeeee : number of dissociated acridine orange molecules

turns into a yellowish green. Assuming various shades of green and greenish
grey, the colour becomes paler and paler with increasing dilutions.

The dye dissolves considerably lessreadily in alcohol (limit, 1:10,000). Its
fluorescence in ultraviolet and blue light is likewise yellowish green, green and
greenish grey according to the degree of dilution.
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The colour of the 1:10,000 aqueous and alcoholic solutions depends
greatly on the pH of the solvent. It is pale green or yellowish green in the pH
range of 2—3, greenish yellow in that of 4—7, and is shifted towards orange
red in the range of 8—09.

Ad 2

Fixed and unfixed preparations give more or less the same fluorescence
with different concentrations of the dye. Stained with a solution of 1:1000,
the epithelial cells emit a homogeneous red colour. A differential pattern results
on staining with acridine orange diluted at 1:10,000; nuclear fluorescence is
yellowish green, cytoplasmic fluorescence is dark green with red granules (in
unfixed preparations). At concentrations of 1:100,000 and 1:1,000,000 fluo-
rescence is an uniform green.

Treatment with an alcoholic solution of 1:100 results in an uniform green
fluorescence and only superficially situated Dd6derlein’s bacilli and the nuclei
of certain leucocytes give a red fluorescence. At 1:1000 even this red fluo-
rescence disappears, while the hue ofthe green fluorescence becomes deeper.
Only dark green and greenish grey fluorescence is observable beyond the
dilution of 1:10,000.

Ad 4

It isup to pH 5that 1:10 000 aqueous solutions of the dye yield differen-
tiated and reliable pictures. The nucleus of the epithelial cells gives a moderate
pale green fluorescence, the cytoplasm is dark green with red granulations,
superficial Doderlein’s bacilli show a brilliant red fluorescence. Red becomes
dominant at pH 6: the nuclei emit a pale red, while the cytoplasm ofthe epithe-
lial cells a greenish brown colour. In the pH range of 6.9 only red fluorescence,
then a deepening of this colour and an increase in the intensity of fluorescence
occur.

W ith alcoholic solutions, the sequence of the emitted colours is similar
butshifted by two pH degrees towards alkalinity in favour of green. By using
a 20 per cent alcoholic solution of pH 7 or an aqueous buffer of acid pH, it is
possible to differentiate the excess dye from preparations stained at strongly
alkaline pH. No such elimination is possible in the reverse case, i. e. in that of
preparations stained at an acid pH.

Ad 5

On the digestion of desoxyribonuclease, the green fluorescence disappears
almost completely even below pH 6: both nuclear and cytoplasmic fluorescence
are pale red. Above pH 6 the intensity of red fluorescence increases. In case of
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incomplete desoxyribonuclease digestion (i. e. one of 45 minutes) the cytoplasm
is pale red at atime when the nucleus still gives green fluorescence. It does not
become pale red until after complete digestion, i. e. in about 90 minutes.
Treatment with ribonuclcase gives uniformly green fluorescence at pH 6.7: the
nucleus and Ddderlein’s bacilli stain light, the cytoplasm dark green, and it is
only above the inversion zone, near the neutral point, that a red fluorescence
appears. Combined digestion with desoxyribonuclease and ribonucléase reduces
the intensity of fluorescence and the morphological pattern also becomes in-
distinct. A homogeneous red fluorescence comes to dominate the picture at
values above PH 7-

Our attempts at resynthesis by means of ATP resulted in that both
nuclear and cytoplasmic fluorescence became green again and brilliant red
granules appeared in the cytoplasm after digestion with desoxyribonuclease,
while after ribonucléase digestion a red fluorescence was observed. The re-
appearing colours were much more brilliant than before resynthesis, in other
words, the intensity of fluorescence was increased.

Discussion

Ad 1

It follows from our first experiment that the spectrum emitted by acridine
orange in ultraviolet or blue light varies according to the proportion of dis-
sociated and non-dissociated dye molecules per units of the solvent. At low
concentrations the number of dye molecules per unit is small and they are
dissociated. lonized, dissociated dye solutions give a green fluorescence.

Beyond a certain degree of concentration, dissociation is mutually inhi-
bited by the molecules contained in the solution. In other words, there exists a
limit concentration at which the number of dissociated molecules per unit
reaches a peak.

Increasing the concentrations, the number of dissociated molecules be-
comes less and less not only in proportion to the number of non-dissociated
molecules but absolutely as well. At the concentration of 1:1000 the dissolved
acridine orange is in the normal molecular state. Molecular dye solutions show
a red fluorescence.

Ad 3

We examined the connection between pH and fluorescence at a given
dye concentration. One member of the buffered dye solution was the solvent,
the other the dye. According to the law regarding the dissociation of buffer
systems, acidly buffered solvents promote the dissociation of the acridine
orange molecules, these being of an alkaline character and the fluorescence is.
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green in such cases. On the other hand, solvents treated with alkaline buffers
inhibit dissociation of the likewise alkaline dye, and the fluorescence is red
in such cases.

Thus, the colour of fluorescence of acridine orange in vitro depends on
the dissociation of the molecules, since the degree of concentration and the
changes in pH are both affecting dissociation.

Ad 2 and 4

Our further experiments had the object to examine the binding of acri-
dine orange by living, necrotizing and necrosed cells, at various concentrations
anddifferent pHvalues. Considering thatfixation stabilizes agiven histochemical
state, it is not unessential in which vital phase the cells have been fixed. Per-
meability being different in living, dying and dead cells, they take up different
amounts of dye from solutions of identical concentration and pH.

Living cytoplasm does not stain and gives no fluorescence. Acridine
orange, being alkaline, appears in the cytoplasm of the living cell in the form
of masses and its red fluorescence is misleadingly similar to that of RNA
granules.

Examined in a wet chamber, necrotizing epithelial cells show a green
cytoplasmic fluorescence. We think that the dye which stains the cytoplasm
of these cells a diffuse green is quantitatively equal to the aggregated dye
observed in living cells.

The cytoplasm of necrosed cells displays a diffuse red fluorescence.

Its substance being DNA, the nucleus of living cells gives a green fluo-
rescence in the pH range of 2—6, and a red one above pH 6. Since the selective
permeability of the cell membrane .disappears with the death of the cell.
Strugger’s concentration effect causes their nucleus to fluoresce red already
at pH 6.

Ad 5

A mixture consisting principally of mononucleotides and, to a smaller
extent, of oligonucleotides is formed from the ribonucleic acids under the
prolonged action ofribonucléase which causes the decomposition ofthe 3'-phos-
phate bond of pyrimidine nucleotides. Prolonged action of desoxyribonuclease
on the other hand induces the formation of oligonucleotides consisting of
several members. Being ofalkaline character, these products possess no affinity
to acridine orange. The paucity in colour of the microscopic pictures observed
after combined digestion with both enzymes may be due to this circumstance.

A partial disintegration of the polymeric structure of nucleic acids occurs
if desoxyribonuclease is allowed to act for a short time only. A disruption of
the sequence of linked long basic chains seems to affect the hydrogen bonds,
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which stabilize the relative position of the chains, in such a manner as to pro-
mote their readiness for dissociation. This acidifies the entire system so that
its affinity to acridine orange is increased, its staining properties become similar
to those of RNA and its fluorescence becomes red. This would well explain
why desoxyribonuclease was seen in our experiments to cause the dis-
appearance of green and the intensification of red fluorescence. Apart
from the existing RNA structures, depolymerized DNA molecules too, give
a red fluorescence.

The first to lose its affinity to acridine orange is the RNA in the nucleoli
while RNA in the cytoplasm is much more resistant to enzymatic action. This
would confirm the correctness of observations that seem to point to a difference
in the molecular structure of nucleolar and cytoplasmic RNA.

As regards our attempts at repolymerization, we refer to the statement
of Grunberg and Manago Who claim that polynucleotide phosphorylase
performs the degradation and synthesis of nucleic acids in a reversible manner
with the aid of the corresponding nucleotide diphosphate. Reaction tends
towards the synthesis of nucleic acids when phosphate is split off and towards
decomposition when phosphate is taken up. What occurs in the course of
reaction is not merely a simple resynthesis, a reunion of split nucleic acids,
but repolymerization as well. It is safe to suppose that — if the reaction is
capable of producing from any nucleotide diphosphate the polymer of the
corresponding nucleic acid — also high nucleic acid polymers or, possibly, even
nucleic acids with a different basic chain sequence may be formed. This would
explain that characteristic brightening of colours which occurred in all our
resynthesis experiments.

When interpreting our results of resynthesis the possibility of a simple
adsorption of ATP molecules to the split nucleic acids might arise. This was,
however, disproved by the observation that the staining capacity of acridine
orange was not intensified by raising the concentration of ATP.

Our experimental results allow to distinguish three components in the
staining effect of acridine orange.

() The dye, if applied in an alkaline medium or in a molecular state in
concentrated solutions is adsorbed to any morphological element. The bond so
formed is of a physical nature, and the fluorescence is red in colour.

(1) The dye, if applied in an acid medium or in an ionized state in solu-
tions of low concentration, can be linked with any morphological element of
acid character. Green fluorescence results from this non-specific salt linkage.
The red fluorescence seen in the preparations is due to a complex having been
formed between dye and RNA.
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(ren After the disruption of the said physical and salt linkages, or in
strongly acid media, a complex is formed between the dissociated dye molecules
and the DNA and RNA molecules. This process is influenced by the extent of
nucleic acid depolymerization. No other chemical structures are stained any
longer in this case, and the fluorescence given by DNA is green, that by
RNA red.

Summary

The staining effect of acridine orange both in vitro and in exfoliated fixed and unfixed
vaginal epithelial cells has been investigated with special regard to the histochemical reactions
of the dye. The demonstrability of nucleic acid by means of acridine orange is claimed on the
evidence of experiments with enzymatic degradation. Differences in the reaction of living,
necrotizing and necrosed cells to acridine orange at different concentrations and pH values
are discussed. The practically complete bibliography on acridine orange is presented.
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AHANN3 AKPUOWH-OPAHXEBOIO OKPALIMNMWBAH11A HA S3MNUWTEAMANBbHbLIX
KNETKAX

T. AOHAT n . NIEHABEN

ABTOPbI MCCNefoBaNN IPMEKT OKPALLIMBAHUS aKPUAVH-OPAHXEBLIM B OMbITax in vitro
M Ha OTCMOEHHbIX (PUKCUPOBAHHbBIX W HEIUKCMPOBAHHbIX 3NUTENMaNbHbIX KeTKax Bharanmiua,
M BbICKa3blBalOT CBOE MHEHWE B CBSA3M C FMCTOXUMUYECKUMU PeaKkuMsAMU JaHHOr0 KpacuTens.

Ha OCHOBe 9KCMEepUMEHTOB 3H3MMATUUYECKUM MepeBapyBaHMeM [eMOHCTPUPYETCS BbisB-
NISIEMOCTb  HYK/IEMHOBbLIX KWCMOT MpW MOMOLLM aKpuaMH-OpaHXeBoi Kpacku. O6cyxpaatoTcs
Pe3Ko OTK/IOHALMECS APYT OT Apyra peakuuu CBS3bIBaHWS KPACKW XMBbIX, OTMUPAIOLLMX
1 OMEPTBESIbIX ANUTENMANbHbIX KNETOK, MPY U3MEHEHUI XUMUUYECKOW PeakLuy N KOHLEHTPaLMN.
MpuBOAUTCA MOMHas AOCTYMHAas /iMTepaTypa OTHOCMTENbHO aKpWUAMH-OPaHXKeBOro Kpacu-
Tens.

ANALYSE DER AKRIDINORANGEFARBUNG VON EPITHELZELLEN
T. DONATH und I. LENGYEL

Es wurde an exfoliierten unfixierten und fixierten vaginalen Epithelzellen der Férbungs-
effekt von Akridinorange untersucht.

Auf Grund der Enzymverdauung wird die Nachweisbarkeit von Nukleinsduren mit
Hilfe von Akridinorange demonstriert. Die verschiedenen Farbstoffbindungs-Reaktionen von
lebenden, absterbenden und abgestorbenen Epithelzellen bei verschiedenen Reaktionen und
Konzentrationsdnderung werden demonstriert und die gesamte zugdngliche Literatur dber
Akridinorange angefuhrt.

Ir. Tibor Donath

Dr. Imre Lengyel Budapest IX. T(zolt6 u. 58. Hungary
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PROCEDES DE CONSERVATION DES PREPARATIONS
ANATOMIQUES A L’AIDE DE L’AIR RAREFIE

I. Katona

(Recu le 18 novembre 1959)

Chaque époque posséde sa technique propre et la technique des prépa-
rations anatomiques, le niveau et les qualités de cette technique ne constituent
pas une exception. Les conquétes du domaine de I’'industrie, de la chimie et
les progrés accomplis dans d’autres domaines ont également touché ce territoire
et les corrélations existantes ont toujours pu étre facilement démontrées. Les
possibilités de la technique des préparations anatomiques dépendaient tou-
jours des moyens qui étaient a notre disposition, des substances chimiques,
des colorants, des possibilités d’agrandissement, etc.

A ce point de vue le progres a été particuliéerement rapide au cours des
deux dernieres décades, et cela s’est fait ressentir aussi quant a la technique
des préparations anatomiques. Des publications concernant de nouvelles tech-
niques deviennent de plus en plus nombreuses dans la littérature (2, 3, 4, 6).
Le travail de Privess ayant pour titre »Procédés de conservation des
préparations anatomiques« parait en 1956 [11]. Ce travail démontre
que la technique des préparations anatomiques est arrivée dans une
nouvelle phase de son évolution. Les nouveaux procédés auront une importance
de plus en plus grande a notre époque ou nos connaissances en sciences naturel-
les s’élargissent et ou la conception biologique gagne de plus en plus de terrain.
De nos jours ce ne sont pas seulement les spécialistes qui ne se contentent plus
de modeéles en papier maché, en argile ou en platre ou bien de préparations
grisatres enfermées dans des bocaux. On veut se rapprocher de la réalité.
On veut voir les organes non pas dans des bocaux impénétrables mais on veut
les avoir entre ses mains pour pouvoir, grace a de nouvelles méthodes, regarder
a I'intérieur et comprendre les corrélations de leurs structures compliquées.
On s’intéresse aujourd’hui, plus que jamais, aux préparations modernes, et
cet intérét ne se manifeste pas seulement de la part des instituts spécialisés,
mais aussi de la part du grand public. Nous pouvons dire que les possibilités
dans ce domaine sont imprévisibles.

Dans ce qui suit je voudrais faire connafitre un certain nombre de nou-
veaux procédés. L’expérience de la période des dix derniéres années a confirmé
que ces procédés completent heureusement les procédés anciens et ouvrent des
voies nouvelles dans I’étude des différents organes.

3 Acta Morphologies X/1
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A cOté de leurs avantages, les différents procédés de conservation posse-
dent différents inconvénients. Les préparations placées dans des bocaux et
liquides fixateurs sont difficilement abordables, leur utilisation est compliquée,
et elles ne présentent guere — dans la majorité des cas — qu’un intérét histo-
rigue. On ne peut regarder a l’intérieur de la piéce, on ne peut étudier que sa
superficie. On peut énumérer presque les mémes inconvénients en ce qui
concerne les préparations englobées dans de la matiére plastique transparente,
quoique leur emploi et leur démonstration soient plus simples et plus commo-
des [1, 9, 10].

Les préparations désséchées ou imprégnées par une substance quelconque,
par exemple par de la paraffine sont surtout destinées aux démonstrations
des plans superficiels. Les préparations par corrosion [5, 6] a coté de leurs
précieux avantages, ne nous donnent que des moulages d’un systéme de cavité
que nous examinons indépendemment de l’organe, détaché de ses rapports et
de ses fonctions. Nous pouvons dire la méme chose des préparations injectées
et transparentes qui sont en plus trés colteuses [12]. Les procédés énumérés
ne peuvent donc nous donner aujourd’hui qu’une satisfaction partielle.

*

Ma technique de conservation a I’aide de I’air raréfié supprime les incon-
vénients mentionnés et offre de nouvelles possibilités a I’étude des organes.
Grace a ce procédé les préparations acquiérent des propriétés trés avanta-
geuses. Grace a ce procédé nous pouvons nous passer et des bocaux et des liqui-
des fixateurs. Les organes gardent parfaitement la forme qu’ils avaient dans
I’organisme et leur consistence reste souple. Leurs dessins de surface sont par-
faits, les organes peuvent subir des préparations dans des buts particuliers et
offrent ainsi des possibilités inexistantes avec les méthodes utilisées auparavant.
L’examen de la structure interne des organes est indispensable pour I’étude de
I’anatomie topographique. L’organe traité par ce procédé peut étre étudié
aussi bien macroscopiquement que microscopiquement. Les différents consti-
tuants de lI’organe peuvent étre colorés a volonté.

L ’essentiel du procédé consiste dans le fait que le lavage des organes,
leur fixation, coloration dessiccation, etc., se pratiquent dans une armoire a
air raréfié. L’air est véhiculé dans le sens de la circulation & travers les vais-
seaux. La conservation des organes se fait donc toujours de telle fagon que les
tissus se trouvent sous une certaine pression, c’est a dire que j’assure lors dela
conservation des organes les conditions de pression existantes dans I’organisme
ou tout ati moins des conditions de pression se rapprochant de celles qui
existent dans l’organisme. L’armoire a air raréfié est pourvue de soupapes a
I’aide desquelles on peut réaliser des pressions variables correspondant aux
différents organes (Fig. 1). Ainsi a l'aide de la quantité d’air affluent, et en
contrélant la pression, nous pouvons obtenir que l’organe prenne la forme



Fig. 1. a) Armoire pourvue de trois compartiments, ou lon peut pratiquer
la conservation de plusieurs organes en méme temps

Fig. 1. b) Une armoire ouverte. On voit bien comment est placé I’organe. Sur
I’armoire on voit le manometre et les tuyaux pourvus d’entonnoirs a l’aide
desquels nous faisons parvenir les différentes substances dans les organes
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qu’il possédait dans le corps. Si nous asséchons I’organe dans cette position
il se fixe, conserve toujours sa forme et il la reprend comme les substances
souples méme aprés avoir subi des déformations.

Le procédé de conservation

Nous lavons le sang du systeme vasculaire de I’organe humain ou animal
a I’aide de sérum physiologique. Nous continuons le lavage jusqu’a ce que le
liguide devient tout a fait incolore. C’est aprés le lavage que nous fixons
I’organe en nous servant de solutions de fixation agissant d’une fagon réver-
sible ou irréversible (chlorure de sodium, aldehyde formique, alcool, acétone).
La fixation de I’'organe peut étre effectuée de différentes manieres. Nous injec-
tons la solution fixatrice dans les vaisseaux de I’organe a I’aide d’une seringue,
puis nous lions les vaisseaux pour que la fixation s’opére sous une pression
donnée. La fixation peut étre faite aussi dans les appareils a air raréfié et dans
ce cas nous faisons parvenir dans le systéme vasculaire de I’organe l’agent
fixateur sous forme de liquide ou sous forme de vapeur. Apres fixation, nous
lavons I’organe avec une solution de glycérine a 30%. Dans I’appareil, la durée
de la déssiccation est de 1 a 5 jours.

Nous pouvons accélérer le traitement, si nous pratiquons la déssiccation
en présence d’une matiére quelconque qui absorbe I'humidité. Le chlorure de
calcium ou le silicagel actif remplissent fort bien ce réle si on diminue I’humi-
dité de I’air affluent et on en augmente la température.

Nous pouvons imbiber I’organe avec des substances les plus diverses
(caoutchouc, gélatine, gomme lacque) ou avec des matiéres plastiques moder-
nes. Les préparations imbibées d’huile de lin sont particulierement belles,
aprés I’assechement de I’huile de lin il persiste une fine couche de film transpa-
rent de linoxil qui protége I’organe contre les endommagements éventuels
venant de I’extérieur. Ces substances ne déterminent aucune modification dans
la structure de I’'organe mais le rendent plus résistant et plus durable. Lorsque
nous nous servons d’une matiére plastique ou d’ une autre substance rendant
la préparation plusrigide, nous imbibons I’organe au préalable d’un solvant qui
rend soluble la substance dont nous nous servirons ultérieurement. Pour des
buts particuliers, par exemple pour des examens radiologiques, nous pouvons
injecter dans certains territoires de I’organe des substances de contraste ou bien
nous pouvons les mélanger aux solutions fixatrices (baryium, composés iodés
organiques, colorants argentés, auriques, etc [8].

*

Un certain nombre de préparation d’organe démontreront les multiples
possibilités d’utilisation du procédé que nous venons de faire connaftre. Il
n’est pas indifférent, ni du point de vue de I’enseignement morphologique, ni
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<lu point de vue de la conception biologique si I’objet que I’on présente est une
imitation ou un organe véritable. L’un des avantages de ce procédé est de

conserver des organes originales et se rapprocher ainsi le plus possible de la
réalité (Figs. 2 et 3).

Fig. 2. a) Foie de chat
b) Poumons d’homme adulte
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Fig. 3. a) Poumons de chien
b) Poumons de porc

Les organes ainsi préparés gardent avec précision leurs formes correspon-
dant a leur situation dans I’organisme, les impressions des organes avoisinants,
les contours anatomiques superficiels, ainsi que la topographie des formations
hilaires. Avec aucune autre méthode utilisée jusqu’a maintenant on n’a pu



Fig. 4. Segments du poumon gauche d’homme adulte Fig. 5. Bronches de segments (c6té gauche, homme adulte)
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étudier aussi parfaitement les rapports anatomiques des vaisseaux lympha-
tiques, des formations hilaires des reins, des poumons, du foie, etc. La méthode
peut étre utilisée avec profit pour des préparations en série pour I’étude des
organes du point de vue ontogénétique et phylogénétique et pour I’observation
détaillée de leur évolution.

Nous pouvons soumettre I’'organe a un grand nombre de préparations et
d’examens différents. Nous pouvons étudier la topographie précise des lobes
ou de détails d’organe; ainsi lors de I’étude des poumons nous pouvons isoler les
segments et étudier leurs rapports anatomiques (Fig. 4).

Fig. 6. Systéeme bronchique de chien (préparation originale)

On voit bien sur la Fig. 5 la topographie des bronches des segments,
préparées a I’état ou elles se trouvent au moment de I’'inspiration. On voit bien
comment elles se situent dans I’axe des segments. Sur cette méme préparation
on voit également trés distinctement les limites des segments. On peut parti-
culierement bien étudier les petites unités pulmonaires chez le veau, ou les
petites unités sont mieux isolées et mieux délimitées que chez I’homme. Par
contre chez le chien, les limites de ces petites unités sont complétement effacées.

En général, les organes conservés de cette maniére peuvent étre trés
bien préparés. Nous pouvons par exemple préparer tout le systéme bronchique.
Sur la Fig. 6, on peut bien voir un systéme bronchique original. Il s’agit
non pas d’une de ces préparations par corrosion comme on en faisait jusqu’a
maintenant, et qui sont indiscutablement belles et utiles, mais qui ne sont
que des moulages d’un systéeme de cavité et en les examinant nous n’étudions
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jamais un organe original. Un des résultats importants de ce procédé est de
nous rendre possible d’examiner un systéme bronchique original aussi bien
quant a sa surface externe que son intérieur.

Nous pouvons pratiquer des examens bronchoscopiques sur cette prépa-
ration, étudier lI’'abouchement des bronches, les rapports anatomiques des
images bronchoscopiques. Nous pouvons méme nous exercer aux différentes
manipulations bronchoscopiques, a la recherche des corps étrangers, a leurs
extractions, etc.

Fig. 7. Bronchographie du poumon d’un chien

Nous pouvons étudier le diamétre, la longueur et les variations des diffé-
rentes bronches. Nous pouvons étudier I’évolution du systeme bronchique aussi
bien du point de vue phylogénétique et ontogénétique. Nous pouvons faire
des constatations intéressantes dans les ectasies bronchiques, ainsi que dans
d’autres altérations pathologiques des bronches. Les différents secteurs du
systeme bronchique peuvent étre colorés aisément, ce qui est particulierement
utile lors de I’étude des malformations.

Grace a ce procédé nous pouvons rendre non seulement le systeme bron-
chique, mais aussi le systeme vasculaire du poumon tels qu’ils peuvent étre



Fig. 8a. Coupes pulmonaires



Fig. 8b. Coupes pulmonaires Fig. 8c. Coupes pulmonaires
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étudiés d’une maniére durable, si nous enduisons la surface interne de ces
systémes sous I’écran radiologique avec une substance de contraste qui persiste
sous la forme d’une couche mince de film. Nous pouvons aussi examiner ces
organes et leurs constituants de tous les cOtés, en les tournant et les soumettre a
un examen radiologique approfondi (Fig. 7). Nous pouvons méme pratiquer
des graphies pulmonaires dans le sens crénio-caudal. On utilise dans ce but,
entre autres, un mélange de composés iodés organiques et d’une résine artifi-
cielle — le vinitex. Ces mélanges sont faciles a colorer, on peut donc s’en servir
non seulement pour des examens radiologiques, mais pour des examens micro-
scopiques. On peut faire imbiber par ces substances, soit la totalité du tissu
pulmonaire, soit seulement un certain nombre de segments. Les contours de-
viennent ainsi plus soulignes. Nous pouvons procéder de la méme fagon en ce
qui concerne les organes les plus divers. Nous pouvons préparer pour les radio-
logistes de précieux modeles originales de divers organes.

On peut facilement faire des coupes des préparations conservées grace
au procédé de I’air raréfié. Nous pouvons pratiquer des coupes en série d’épais-
seurs (d’un demi-millimétre jusqu’a plusieurs centimetres), la taille de ces
coupes peut étre aussi des plus variées. Nous pouvons examiner soit I’ensemble
de la surface de section du poumon, soit seulement celui d’un lobe pulmonaire,
ce qui est loin d’étre indifférent lors de I’étude des fonctions pulmonaires.
Nous pouvons pratiquer des examens non pas seulement sur I’échelle microsco-
pique, mais dans I’'ordre de grandeur que nous désirons.

Il nous est possible de faire des coupes de tout un segment ou de tout un
lobule ou d’un acinus, nous pouvons les étudier dans leur continuité et faire
des modeles originales par reconstruction. Nous pouvons examiner les diffé-
rents plans pulmonaires non seulement a I’aide des rayons X, mais a I’oeil nu
en les feuilletant comme les pages d’un livre (Fig. 8).

Nous pouvons également étudier a I’oeil nu les bases anatomiques des
tomographies. Les modéles de reconstruction sont trés utiles pour préciser
par exemple des circonstances pathologiques, pour éclaircir les rapports des
bronches et des cavernes, pour étudier la progression de certains processus
pathologiques (tuberculose) etc.

Mais ces préparations ne gardent pas seulement leurs formes extérieures,
et elles ne nous sont pas utiles seulement pour étudier et démontrer les corré-
lations externes, mais a l’aide de la loupe ou du microscope, on peut aussi
étudier leurs structures internes. En effet, I’'une des propriétés importantes de
ces préparations est de nous rendre possible I’6tude de la structure-méme des
organes, non seulement au microscope a I’échelle des microns, non pas seulement
dans un plan unique, mais dans plusieurs dimensions, dans I’espace. Ce qui est
important pour la structure d’un organe et pour les fonctions qui sont en
corrélation étroite avec cette structure, ce n’ est pas seulement les dimensions
et les rapports microscopiques, mais aussi les rapports des unités plus grandes.



42 . KATONA

Fig. 9. Coupe pulmonaire (a gross. : 40; b la méme, gross.: 63)

Ainsi par exemple lors de I’étude du poumon, les rapports des acinis, des lobules
et des segments sont importants a connaitre en méme temps que les rapports
de I’organe dans son ensemble.

En effet comment avions nous tenté d’expliquer jusqu’a maintenant a
I’aide de la technique par corrosion, les rapports anatomiques des vaisseaux
pulmonaires? Dans les vaisseaux d’un poumon collabé, extirpé du cadavre,
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nous injections sous une certaine pression a l’aide d’une seringue a vis des
substances devenant rigides ensuite et des préparations par corrosion ainsi
obtenues, nous avons voulu éclaircir leurs rapports anatomiques. Combien
c’est loin de la réalité, ou pour mieux dire, combien ce n’est qu’une petite
partie de la réalité, ceux qui ont jamais regardé sous microscope l’intérieur des
organes conservés grace a ndtre procédé le savent bien!

Fig. 10. Réseaux capillaires d’alvéoles pulmonaires injectés a |I’encre de Chine (gross.: 100)

Si nous continuons a étudier les poumons, nous voyons que les différents
constituants de I’organe, les bronches, les arteres, les veines et les vaisseaux
lymphatiques, etc. forment du point de vue fonctionnel un ensemble cohérent
et nous pouvons constater avec quelle régularité est constituée I’ensemble de
I’organe partant des unités les plus petites acinis, lobules, segments. Ces consti-
tuants sont loin d’étre indépendants les uns des autres, bien au contraire, il y
a entre eux une interaction étroite, a chaque étape du fonctionnement corres-
pondent des rapports anatomiques adéquates.

Il n’est nullement indifférent de décider quelles soient les préparations
préliminaires que nous éxécutons pour examiner la structure de l’organe, dans
quelles conditions nous pratiquons sa fixation et sa conservation. C’est pour
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cette raison que I’armoire a air raréfié présente une telle importance, car elle
permet de placer I’'organe dans des conditions de pression ou il se trouve dans
I’organisme — ou tout au moins dans des conditions se rapprochant de celles
qui se trouvent dans l’organisme — et c’est dans ces conditions que nous
pouvons le fixer et le colorer.

Cette armoire n’est pas seulement un instrument de conservation, mais
nous donne aussi la possibilité de faire des observations scientifiques.

Fig. 11. Coupe de rate humaine lavée (gross.: 40)

Nous pouvons ainsi observer sur les poumons n’ayant pas encore respirés,

comment se fait — approximativement — la premiere respiration, dans quelle
mesure et sur quelle étendue le systeme bronchique se remplit d’air, quelles
sont les données anatomiques vasculaires de la circulation pulmonaire. Il est

évident que dans ce cas nous ne pouvons compter avec l’action régulatrice
du systéme nerveux.

Nous avons obtenu des données précises concernant le degré de maturité
des alvéoles ainsi que des renseignements sur le développement de leurs réseaux
capillaires.

On peut présenter et expliquer clairement le synchronisme du fonction-
nement du systéme bronchique et de I’artere pulmonaire ainsi que la topo-
graphie correspondante. Ils se dilatent ensemble lors de I’inspiration.
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Fig. 12. Photographie microscopique d’une coupe de foie de chat (gross.: 40)

On peut aussi étudier les rapports anatomiques des alvéoles au cours de
la «respiration externe», non pas sous forme d’hypothéses, mais sur la base de
données anatomiques originales. On peut tirer des déductions quant aux circon-
stances accompagnant le remplissage des capillaires alvéolaires.

Le fonctionnement de la circulation pulmonaire explique la topographie
des veines pulmonaires, leur situation entre les unités pulmonaires, les lobules
et les segments, leur trajet indépendant du systeme bronchique et des artéres
et surtout leurs formes que nous n’avons connu jusqu’a maintenant, que grace
aux préparations par corrosion et cette forme ainsi connue ne correspondait
pas a la réalité.

Les troubles de la circulation pulmonaire s’expliquent a bien d’égards par
les données anatomiques d’un poumon dilaté au maximum. Dans cet état en



46 I. KATONA

effet les veines postcapillaires sont totalement comprimées par les petites unités
pulmonaires. C’est la base anatomique du trouble de la circulation pulmonaire.
Dans cet état, les veines sont fortement applaties et non pas cylindriques
comme cela se voit sur les préparations par corrosion.

Dans ce que je viens d’exposer je voulais seulement fournir quelques don-
nées que j’ai constaté lors de I’étude des préparations pulmonaires mises au
point grdce a ma méthode. On peut étudier la structure des organes sous des

Fig. 13. Fibres myocardiques (gross.: 40)

angles nouveaux et différents et I’on peut et on doit examiner les rapports
anatomiques des organes sous des dimensions plus nombreuses et en corréla-
tion avec leurs fonctions.

Une autre propriété précieuse de ces préparations est de pouvoir prati-
quer et puis étudier au microscope des coupes d’épaisseurs différents, méme
des coupes de plusieurs millimétres. On peut particulierement étudier les coupes
colorées par des injections préalables. On peut en effet examiner ces coupes non
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seulement avec un éclairage superficiel mais aussi par transillumination et
méme par les deux modes d’éclairage a la fois.

La Fig. 9 nous montre des coupes de poumons éclairées superficiellement
avec un grossissement faible et ensuite avec un grossissement plus fort. Ce ne
sont pas des photos en stéréoscopie mais seulement des images rendues plus
plastiques par I’éclairage, on peut néanmoins bien distinguer le rapports super-
ficiels dans I’espace et méme jusqu’a une certaine profondeur.

Sur I’image supérieure on voit les ramifications des bronches, le ductus
alvéolaris et les limites des acinis. — Sur I’'image inférieure — avec un grossis-
sement plus fort — on voit encore plus distinctement le ductus alvéolaris, les
alvéoles qui font hernies et les limites des acinis. Les acinis so trouvent dans
un état correspondant a I'inspiration, se blottissent les uns contre les autres et
exercent une pression sur les veines qui cheminent entre eux.

Sur la Fig. 10 on voit dans les parois des alvéoles en inspiration des
réseaux de capillaires injectés a I’encre de Chine. Sous le microscope ces réseaux
apparaissent d’une maniére trés plastique. On peut méme voir et étudier deux
a trois couches en profondeur, on voit en plus les rapports anatomiques des
alvéoles, les réseaux capillaires et les veines collectrices postcapillaires. Mal-
heureusement la photographie ne rend pas ces détails avec la méme netteré.

Sur la Fig. 11 on voit la structure d’une rate humaine lavée.

Sur la Fig. 12 on voit la coupe d’un foie de chat conservé selon le pro-
cédé décrit. La photographie faite a travers la lentille du microscope repré-
sente la surface de la coupe. On voit bien les coupes longitudinales et trans-
versales des lobules hépatiques avec les veines centrales. La structure hépa-
tique peut étre bien examinée grace au microscope.

Résumé

La fixation et la conservation des organes en milieu a air raréfié est un procédé qui
nous dispense du bocal en verre et du liquide fixateur. C’est grace a ce procédé que I’on assure
le plus fidélement possible les rapports anatomiques de I’organe dans |’espace et qu’on peut
examiner non seulement la superficie de I’organe mais aussi sa structure en plusieurs dimensions.
La méthode est indispensable pour I’étude de I’anatomie topographique de la structure méme
de I’organe. Grace a elle on peut étudier par des moyens nouveaux les rapports anatomiques
des différents constituants de I’organe. Les préparations peuvent étre examinées aussi bien
a la loupe, qu’au microscope et aux rayons X. Grace a elles les recherches ontogénétiques et
phylogénétiques sont rendues plus faciles. Le procédé décrit ouvre des voies nouvelles dans
la préparation macroscopique des organes, leurs études et la technique de leur remplissage.
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METOAbl KOHCEPBMWPOBAHWA AHATOMWYECKWMX TPEMAPATOB PA3PEXE-
HVEM BO3AY XA

. KATOHA

ABTOP OMUCLIBAET METOf KOHCEPBMPOBAHUSI Ue/IOBEUYECKUX W XKMBOTHbIX OpraHoB
nyTeM paspexxeHUs BO3dyxa W annapatypy, B KOTOPO Mpu COOTBETCTBYIOLMX YCIOBUSX
[AB/EHUSI MPOUCXOAAT (MKCUPOBaHWe, OKpaluvMBaHWe W CyllKa OpraHoB. ABTOP MOKasblBaeT
Ha npenapaTax Nerkux, cepiua, nevyeHM U Cefie3eHKM MHOTOCTOPOHHE MpPeuMyLLecTBa [AaH-
HOro MeToga. OpraHbl KOHCEPBUPYHOTCA 663 (PUKCUPYHOLLLEro cpeacTsa v nocyabl, Ierko npena-
pvpyloTCA, M3 HUX YA06HO M3rOTOBUTL CPe3bl M OKpalunBaTh UX. CTPYKTYpY OpPraHoB MOXHO
M POCTPAHCTBEHHO WCCMEA0BaTh MO/ CTEPEOMMKPOCKOMOM, M M3ydaTb TakXKe MpW NMOMOLLM PeHT-
reHoBCKOro annapara. Mpy noMoLuy 3TOro MeTofa Nerko 1 6bICTPO MOXHO U3roTOBUTL 3BOJIHO
LIMOHHbIE, OHTOFeHEeTUUYECKME U (PUIOTEHETUYECKME CepUiiHbIe Mpenapatbl. M3M0)KeHHbIM MeTo-
[NOM aBTOp CTapaeTcs PacluMpUTb BO3MOXHOCTU WCCNEA0BaHUSI OpraHoB B 06/71aCTU MexXay
MUKPOCKOMMUUYECKUMM U MAKPOCKOMMYECKUMU pasMepamMu.

METHODE ZUR KONSERVIERUNG VON ANATOMISCHEN PRAPARATEN DURCH
LUFTVERDUNNUNG

I. KATONA

Verfasser beschreibt ein Konservierungsverfahren von menschlichen und tierischen
Organen durch Luftverdinnung, ferner den Apparat, in welchem das Fixieren, die Farbung
und das Trocknen der Organe bei entsprechenden Druckverhéaltnissen erfolgt. An Lungen-,
Herz-, Leber- und Milzpraparaten werden die vielseitigen Anwendungsmdglichkeiten und
Vorteile dieser Methode demonstriert. Die Organe kénnen ohne Fixierungsmittel und Geschirr
konserviert, leicht prapariert, Schnitte verfertigt und gefarbt werden. Die Struktur der Organe
kann im Stereomikroskop untersucht und auch mit Hilfe des Rontgenapparates studiert werden.
Die Methode ermdglicht die leichte und rasche Herstellung von Evolutions-, onto- und phylo-
genetischen Serienpréparaten. Mit der beschriebenen Methode ist Verfasser bestrebt die
Untersuchungsmoglichkeiten der Organe auf dem Gebiet zwischen den mikro- und makro-
skopischen AlismaRen zu erweitern.

Dr. Istvdn Katona, Budapest IX. Nagyvarad tér 1. Hongrie
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Morphological structure and function of the thymus are still matters
of controversy. It is by means of normal histological procedures that its funda-
mental structure and by those of experiments in vivo and in vitro that the
origin of thymic tissue and its reactions to various influences are revealed
[7, 8, 9]. Investigations of this kind have thrown more and more light upon
the role played and the function fulfilled by the thymus. Research in this field
has been in progress for a number of years in our Institute, and it seemed neces-
sary to supplement our results by histochemical and biochemical investiga-
tions. Enzymatic reactions may yield interesting histochemical data allowing
conclusions as to the biology of thymus cells.

The most convenient way for collecting information about thymic
metabolism is to study the catalysing enzymes. There are so many such
enzymes and their activity depends on so many factors that a comprehensive
study dealing with all of them would be a matter handicapped by considerable
difficulties. If, on the other hand, it id through the activity of a single enzyme
that we wish to study metabolism, we have to select one that participates in
the oxidation of the principal food groups and is, besides, fairly well known as
regards structure and action mechanism. These requirements seem to be satis-
fied by a member of the citrate group, namely the enzyme known as succinic
dehydrogenase. It is a prominently stable enzyme which has long been known
and repeatedly studied [5]. That it is — like the entire citrate group — mito-
chondrially bound appears to be generally accepted. While other enzymes may
be encountered in other parts of the cytoplasm, succinic dehydrogenase is
invariably in the mitochondria. Studying the activity of this enzyme in the
thymus, Setigman, Rutenburg [6], further Smith, Wharton and Gerhardt
[7] found that — though demonstrable in the thymus — the activity of the
succinic dehydrogenase system was generally weak and variable. They were
unable to demonstrate intracellular formazan crystals and observed a number
of negative thymocytes.

4 Acta Morpholagica X/1
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Material and method

The thymus of laboratory-bred young and sexually immature, sexually mature and
aged rabbits, rats, mice and guinea pigs were used in the experiments. The animals were
kept under normal laboratory conditions and care was taken to give them identical diet at
identical intervals during the experiments. They were sacrificed at the same hour of the day.
Only males were chosen as test animals although preliminary experiments between the two
sexes in respect of enzymatic activity did not show any difference. We conducted our
investigations in three directions.

1. The first group of experiments was made to obtain some general information about
enzymatic activity in the thymus. Freezed sections 10 to 20 fi thick were prepared from freshly
removed thymus and immediately transferred into a freshly prepared incubation mixture
of the following composition:

0.1 mlof 0.1 M NaH2P04

0.4 mlof0.1 M Na2HPO04

2.5 ml of 1.69 % NaCl

0.1 ml of 1.15 % KC1

0.05 ml of 1.22 % CaCl

1.0 mlof 1% NTC (néotétrazolium)
1.4 mlof 1 M sodium succinate (3).

Having ascertained in the course of preliminary experiments that one hour is the
optimum length of time for the development of the reaction, we incubated the sections at
37.5° C during an hour then we rinsed them with distilled water and fixed them for 30 minutes
in a 4 per cent solution of formol. After fixation, the sections were rinsed with distilled water
once more and then mounted in glycerinated gelatin.

2. In the next series we explanted the thymus in Maximow’s double cover-slip cultures.
After 48, 72, 96, 120 and 144 hours, one group of the tissue cultures was immersed into an
incubation medium whose composition was the same as under 1, the other group of the cul-
tures (controls) was fixed in Carnoy fluid. Controls were stained with Giemsa’s stain or
toluidine blue. In connection with the enzymatic reaction two kinds of controls were applied (1).
Using the same method, we studied succinic dehydrogenase activity in chick embryo heart
cultures of the same age. (I1) We transferred part of the thymus cultures into an incubating
solution that contained no sodium succinate. The reaction in these cases was invariably
negative. We prepared 60 cultures for each species and examined a total of 300 cultures.

3. The third series of experiments had the purpose to establish whether there was
enzymatic activity in thymocytes. Sections give no answer to this question, neither are cul-
tures useful in this respect because — in spite of intensive thymocyte emigration during
the first 24 hours — formazan crystals are not well observable. We had, therefore, to resort
to another method: we shook the thymocytes from the freshly removed thymuses into an
incubating solution of the afore-described composition. After an hour of incubation, a drop
of the solution was placed upon a slide and the cells were inspected under the microscope.
Subjective appreciation showed the size of the intracellular formazan crystals to vary from
species to species. It seemed therefore necessary to perform a quantitative determination of
dehydrogenase. The procedure was as follows.

After having shaken the thymocytes from the thymus of a particular animal into
1 ml of the above-described incubation mixture, we aspirated the substance up to the 1st
mark of a WBC pipette and made it up with Tiirck’s solution to the 11th mark. A drop of
this dilution was then transferred to a Birker chamber where cell count was performed in
the usual manner. Ascertaining in this way the number of thymocytes per cu. mm of the
fluid, it was easy to determine the number of cells per ml. We stopped the reaction after an
hour of incubation by adding 1 ml of 30 per cent trichloracetic acid. After centrifugation,
the formazan crystals were dissolved in acetone and the colour intensity of the solution was
determined by a Bir6—Fedorcsdk type photometer at a wave length of 546 m/i, at the
range of maximum absorption. The standard curve shown in Table Il (1) was constructed
by reducing known amounts of NTC solution by means of ascorbic acid, between pH 9
and pH 10.

Results
W e describe our observations with reference to the three principal tissue
elements composing the thymus, namely the epithelial reticulum, Hassall’s
bodies and the thymocytes.
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Fig. 1. Five-day-old Maximow culture ofthymus from a sexually mature mouse. Note epithelial
reticular cells containing formazan crystals in the form of black granules. X500

Fig. 2. Five-day-old Maximow culture ofthymus from a sexually mature mouse. Note epithelial
reticular cells at a distance from the explanted piece. Great number of formazan crystals
— indicative of enzymatic activity — visible in the cytoplasm. X 500

() The colour reaction obtained in frozen sections was well visible with
the naked eye, although it was never so marked in the thymus as in the kidney
of the same animal. The preparations displayed a uniform red or bluish violet
colour. No structure was observable even in thin sections. Formazan cristals,
scattered or in groups, were seen under high power, but it was impossible to

4%
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trace them to the cells. It was in any case evident that the enzymatic activity in
the thymus varies according to species and, within the species, according to age
(Table I). Differences exist even between animals ofthe same species and age but
these differences are insignificant and easily distinguishable from those due to
species or age. Of the examined sexually mature animals (rabbit, guinea pig,
rat, mouse) it was only the thymus of the mouse which displayed a marked
activity. The reaction was weak in the thymus of the rat and the rabbit, and
the weakest in that of the guinea pig. There was a significant difference within
the same species between young, sexually mature and aged animals. In young
animals the reaction was marked and manifested itself distinctly with bluish
violet formazan crystals, as in the sexually mature mice. It was not possible
to distinguish between epithelial reticular cells and thymocytes in the prepa-
rations, but Hassall’s bodies were clearly seen as negative areas. Such bodies
were especially well distinguishable in the thymus of mature guinea pigs.

Table 1

Succinic dehydrogenase activity in the thymus of various laboratory-bred rodents of different age

} Sexuall
Species imn):gtur)é Sexually mature Old
Rabbit + + + + + + o+
Rat + o+ + + + + +
Guinea pie; + o+ f + 4+
Mouse + o+ + ++ T P

The crosses indicate the strength of reaction.

Il. Determination of enzymatic activity in the cultures was made 48, 72*
96, 120 and 144 hours after explantation; in 48-hour-old cultures growth could
not yet be seen and a pronounced emigration of thymocytes was observable.
The explanted piece gave a marked reaction similar to that observed in frozen
sections. In cultures prepared from the thymus of young rabbits, rats and ma-
ture mice the reaction was intense, mature rats and rabbits yielded a less pro-
nounced reaction. While this was generally weak in cultures of guinea-pig
thymus whatever the age of the animal. No formazan crystals wrere present in
the released thymocytes except in about 20 per cent of those present in cultures
from sexually mature mice. Growth was well visible at 72 and 96 hours and
its rate especially pronounced at 120 and 144 hours. The activity of the mother
piece was unchanged throughout this process.

Enzymatic activity in the epithelial reticular cells varied from spezies
to species. There were many coarse formazan granules in the epithelial cells in
120-hour-old cultures of thymic tissue obtained from mature mice (Fig. 1).
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3. Four-day-old Maximow culture of thymus from a sexually mature mouse. Note

Fig.
crystals of formazan appearing as black granules in the cytoplasm of epithelial reticular
cells. X500

Fig. 4. Four-day-old Maximow culture of thymus from a sexually mature mouse. Macrophage

near explanted piece. Formazan crystals — part of them dissolved by fatty degeneration —
well visible in the cell. X500
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Fig. 5. Thymocytes shaken from thymus of sexually mature mouse into incubating solution.
Incubation, one hour. Reaction indicated by black granules in the cells. X200

Fig. 6. High power view of part of Fig. 5. X 500

The pale violet contours of the zone of growth were apparent even under low
power. Likewise pronounced was the activity in the epithelial cells of young
rabbits and rats (Figs. 2, 3,4). The number of formazan granules per epithelial
cell was approximately the same as in the case of mature mice but the granules
were considerably finer. A phenomenon worthy of note was that, although
certain cultures from mature rats and especially from mature guinea pigs



INVESTIGATIONS OF SUCCINIC DEHYDROGENASE ACTIVITY 55

showed very marked growth, there were few formazan crystals in the newly
formed cells of the epithelial reticulum, some cells were even negative. Epithe-
lial cells from old guinea pigs contained few and small formazan granules. They
were hardly perceptible immediately after incubation, but after a day or two
they appeared in the cytoplasm as pink spots containing violet crystals.

As to the Hassall’s bodies, they invariably appeared in the cultures as
negative areas. We never succeeded in observing formazan crystals in these
bodies, only a pale pink coloration was to be seen in some cases. In cultures
ofthe thymus ofyoung rats and young rabbits there were some mast cells; they
contained many granules, a fact indicative of high activity.

(I'l) The reaction was very marked in thymocytes shaken into the incu-
bation mixture (v. paragraph 3 under Material and Method). Nearly every cell
contained formazan crystals arranged on the periphery of the cytoplasm (Figs.
5, 6). The size of the granules seemed to vary according to species and, within
the species, according to age. Therefore, a determination of succinic dehydro-
genase activity in different species and different age groups seemed to be
reasonable. We used immature, mature and old guinea pigs, further mature
and old mice in these experiments. Each age group consisted of five mice and
five guinea pigs. The results are assembled in Table II.

Table 11

Succinic dehydrogenase activity of thymocytes shaken out from the thymus of different animals
of different ages (5 individuals per age group)

Mouse I Guinea pig

Vulucs expressed in mg/1.000.000 cells

4.33
Sexually 5.51
immature 4.20
1.85
1.63
3.33 2.31
Sexually 2.37 2.40
mature 4.82 1.55
2.31 0.58

3.00
0.51 1.41
0.05 1.50
old 0.16 0.97
0.15 0.83
0.21 0.62

The figures were obtained by means of the standard curve shown in
Table I11.
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Table 111

Optical density

Reduced salt, fig

Discussion

The purpose of our experiments was to study succinic dehydrogenase
activity in the principal constituents of thymic tissue taken from laboratory-
bred rodents of different species and different ages. While the findings yielded
by freshly frozen sections were cytologically almost useless, we obtained very
satisfactory reactions in tissue cultures. The results justify the following
conclusions.

(1) Epithelial reticular cells

These give a positive reaction the intensity of which depends on species
and age. Their strong enzymatic activity points to a vigorous metabolism.
This seems to be in agreement with literary data according to which the cells
in question fulfil many important functions. Epithelial reticular cells are sup-
posed to detach themselves and to turn into epithelial macrophages; thymo-
cytes, too, are assumed to derive (partly at least) from these cells; and it must
be in the cells of the epithelial reticulum that those processes take place in
the course of which DNA is synthesized and supplied to the organism. Such
functions require a degree of enzymatic activity which exceeds that of any
other component of the thymus. It was remarkable that some well-growing
cultures showed no or hardly any enzymatic reaction. This means that, while
appearing fully alive in the cultures, these cells were not intact as regards
their metabolism. This is especially clear if we remember that succinic dehydro-
genase is bound to the mitochondria, one of the most sensitive organelles of
the cell. If follows that — contrary to appearances — tissue cultures are not
always the most favourable milieu for cells and their organelles.
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As mentioned above, in cultures prepared from the thymus of old guinea
pigs after one or two days there appear pink spots with small formazan gran-
ules that are to be found in cellular zones that at first seemed to be negative.
We suggest the explanation that the epithelial reticulum of such cultures con-
tains lipid granules which subsequently lead to the complete degeneration of
the cells. The newly formed formazan crystals are soluble in lipids, and are
thus dissolved by the cytoplasm’s lipid phase. The presence of formazan gran-
ules therefore indicates intracellular enzymatic activity and the dissolution
of the granules in the lipid phase indicates at the same time the degree of
fatty degeneration.

(1) Hassall's corpuscles

These gave negative reactions throughout our experiments. The question
arises whether Hassall’s bodies should be regarded as products formed in the
course of thymic degeneration or, on the contrary, as signs of vitality. The
appearance of Hassall’s corpuscles indicates the liberation of a considerable
amount of a PAS positive substance, at the same time the epithelial cells are
forming conglomerates but are capable of regeneration [4]. The role played
by succinic dehydrogenase has been described in the introductory part of this
paper: as a member of the citrate group, it is involved in processes directly
concerned with energy supply. If an enzyme of such significance is absent from
a tissue it is justified to regard the latter as having no full functional value.
We think therefore that the functional significance of Hassall’s corpuscles is
less than that of epithelial reticular cells.

(1'1l) Thymocytes

These, too, were found to have enzymatic activity which — as is evident
from Table Il — obeys certain rules. Enzymatic activity is demonstrable only
in thymocytes shaken from freshly removed thymuses. Such activity cannot
be observed in cultures, for it disappears very soon after the explantation of
thymic tissue. This is in full agreement with our view that mature thymocytes
are incapable of further development and differentiation.

Summary

Succinic dehydrogenase activity in thymuses obtained from laboratory-bred rodents
of different species and different age groups has been studied. Enzymatic activity has been
found to vary according to both species and age. There was beyond differences due to these
factors, also a difference between the enzymatic activity of the various tissue elements which
constitute the thymus, namely the reticular cells, Hassall’s corpuscules and the thymocytes.
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AKTUBHOCTb AEMMNAPA3blI AHTAPHOW KUCNOTbl 30BHON XEJE3bI
NABOPATOPHbIX TPbI3YHOB

A. T. AbEBAW, 3. KAMA

ABTOpbI MCCMEA0Ba/IM  aKTUBHOCTb flerypasbl SIHTAPHOM KUCNOTbl 306HOW >Kenesbl
NnabopaTopHbIX TPbI3YHOB Pa3/IMYHbIX BUOB U Pa3/IMYHOINO BO3pacTa. BbiNo yCTaHOB/EHO, UTO
aKTUBHOCTb 3H3MMa MEHSIeTCS B 3aBMCMMOCTU OT BO3pacTa M OT BWAa XKMBOTHbIX. depmeHTa-
TUBHAs aKTUBHOCTb CTPOIOLLMX 306HYI0 XKese3y TKaHeBbIX KNeTOK, B TOM uuc/e PETUKYNISPHBbIX
KNeTOK, raccaneBCKMX Tefel, U TUMOLMTOB pas/iiHa U U3MEHSIeTCS TakxKe B 3aBUCUMOCTM OT
BO3pacTa M BUAA XXMBOTHbIX.

SUCCINODEHYDROGENASEAKTIVITAT DES THYMUS
VON LABORATORIUMSNAGETIEREN

A. T. GYEVAI und E. KAPA

Die Succinodehydrogenaseaktivitdt des Thymus von Laboratoriumsnagetieren ver
schiedenen Alters und verschiedener Arten wurde untersucht. Es wurde festgestellt, daf
sich die Enzymaktivitdt in Abhédngigkeit von der Art und vom Alter der Tiere verandert.
Die Enzymaktivitat der den Thymus aufbauenden Gewebezellen, so z. B. der Retikulum-
zellen, der Hassallschen Kdrperchen und der Thymozythen ist verschieden und &ndert sich
gleichfalls in Abhangigkeit von der Art und vom Alter der Tiere.

Angéla T. Gyévai

Budapest IX. Tlzolté u. 58. Hungar
Eszter K apa P gary
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DIE QUANTITATIVEN VERANDERUNGEN EINZELNER
BESTANDTEIUE DES HUMERUS UND DER MANDIBULA
WAHREND DES SENIUMS

D. Schranz

(Eingegangen am 24. Méarz 1960)

In der Literatur findet man mehrere widersprechende Angaben Uber die
biochemischen Wandlungen der Zusammensetzung der Knochen wé&hrend des
Alterns (Recklinghausen 1858, Triepel 1908, Radasch 1921, Wetzl 1932,
Deakins 1944, Hansen 1954, Rudinu 1957). Zur Kldrung dieses Problems
habe ich an Oberarmknochen und Unterkiefern makroskopische, réntgenolo-
gische und biochemische Untersuchungen durchgefihrt.

Die Untersuchungen hinsichtlich der makroskopischen Knochenstruktur
haben ergeben, daR beim Vorgang des Alterns die Spongiosastruktur sowohl
des Humerus als auch der Mandibula sich lockert. Dies h&ngt eng mit der
Funktionsverminderung zusammen. Als Beweis mdchte ich anfihren, dafll z. B.
an Zahnverluststellen oder unter Z&hnen, deren Antagonist verloren ging, bald
ein Umbau der Trajektorien des Unterkiefers stattfindet (GAmAn 1928), die
Trabekeln verdinnen sich, ja es tritt sogar Schwund derselben auf, so daB
der Knochen an solchen Stellen oft keine charakteristische Strukturzeichnung

aufweist.

In den Knochen findet wé&hrend des ganzen Lebens ein fortwéhrender Abbau und
Anbau statt. Die Erweiterung der Markrdume im hdheren Alter ist Folge der Osteoporose,
welche auch an den proximalen Enden des Humerus alterer Personen wahrgenommen werden
kann. Die Altersosteoporose ist eine rein physiologische Involutionserscheinung und beruht
im wesentlichen auf einer normal verlaufenden Knochenresorption, aber auf einer durch
hormonell bedingten Osteoblasteninsuffizienz gestdrten mangelhaften Apposition, d. h., der
Ablauf der Resorption ist auch im Alter unverédndert, die Bildung von Knochentrabekeln
ist aber verlangsamt (Becker 1958 u. a.). Dadurch erfahrt die feste Substanz der Knochen
eine Verminderung.

Bekanntlich weist der Knochen eines gealterten Menschen bei unter sonst
gleichen Umstédnden angefertigten Rontgenaufnahmen eine vermehrte Strah-
lendurchlédssigkeit, als derselbe von jingeren Personen auf. Noch ausdrick-
licher ist dies der Fall bei &lteren weiblichen Knochen. Diese Eigenart kann
man auch an frischen Knochen wahrnehmen, sie kommt aber an Aufnahmen
von mazerierten bzw. trockenen Knochen noch deutlicher zum Ausdruck. Man
kann aus dieser Erscheinung darauf schliefen, dal der Knochen von Bejahr-
ten kalkarmer ist, als der von Jugendlichen. Es scheint daher beim Knochen

ein wichtiges Kennzeichen des allgemeinen Alterns: die Schlackenstoffanreichc-
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rung zu fehlen, ja sogar eine Verminderung des Gehaltes an Kalkstoffen zu
erfolgen wegen Verfallen der festen Stitzstruktur.

Die weiteren Untersuchungen hinsichtlich der Oberarmknochen ergaben,
daB man aus dem Gewicht des aus frischen Leichen entnommenen Humerus
auf den Vorgang des Alterns uUberhaupt keine Schlisse ziehen kann, da die
Oberarmknochen gleich schwerer und grofRer jingeren und &dlteren Menschen
im allgemeinen das gleiche Gewicht zeigten. Nimmt man dagegen bei der
Untersuchung von mazeriertem oder trockenem Knochen einen von einem
dlteren Menschen stammenden Humerus in die Hand, so wird man denselben
oft viel leichter finden, als den Knochen eines jingeren Menschen.

Zur Kléarung dieses auffallenden Unterschiedes habe ich das Gewicht
von 674 Oberarmknochen — welche aus frischen Leichen entnommenwurden —
zuerst in frischem Zustande, dann nach der Mazeration bestimmt. Danach
wurden mehrere Knochen verascht. Dies erfolgt in einem elektrischen Ofen
bei 1100° C Temperatur 3—4 Stunden lang und der Aschenriickstand wurde
ebenfalls abgewogen. Von den 674 Oberarmknochen wurden 35 méannliche und
38 weibliche, insgesamt also 73 Humeri verascht. In Tabelle | werden die
Aschenverhdltnisse von insgesamt 49 Oberarmknochen veranschaulicht. Es sind
die mannlichen und weiblichen Humeri gesondert behandelt, unterhalb des
50sten Lebensjahres sind die Verhdltnisse nur in zehnjédhrigen, oberhalb dieses
Alters aber in zweijdhrigen Abstdnden aufgezeichnet. Aus der Tabelle geht
hervor, dalR sich in extremen Fallen — vor allem in solchen tber 70 Jahren,
wenn die Osteoporose aus biologischen Grinden schon ziemlich vorgerickt
ist — der Aschenrickstand bei Médnnern um X3, bei Frauen sogar um 23 ver-
mindern kann, aber auch ganz im allgemeinen ist die Verminderung der Aschen-
rickstande Uber 70 Jahre bei den Humeri der Frauen ausdriicklicher als bei
den der Ménner.

Diese Untersuchungsergebnisse liefern zweifellos einen Beweis dafir, dal
es sich im Greisenalter, iber 70 um eine vom Grad der Osteoporose abhdngige
Verminderung des Aschenriuckstandes bzw. der Kalkstoffe handelt. Das ist
mit der quantitativen Verminderung der festen Substanz zu erkldren.
Daraus kann man auch folgern, daB bei alten Menschen aller Wahrscheinlich-
keit nach mehr der beiden Ubrigen Bestandteile des Knochens: ndmlich des
Gewebswassers und der organischen Substanzen (z. B. Knochenmark) vor-
handen ist als bei Jugendlichen, sonst kénnte ja das Gewicht der frischen
Knochen nicht Ubereinstimmen. Ponsold (1940) behauptet ebenfalls: »die
feste Substanz der Knochen wird mit dem Alter geringer und der FIlissig-
keitsgehalt nimmt zu«. In bezug auf das Knochensystem kann man also
die Schrumpfung und die Austrocknung nicht als charakteristische Zeichen
des Alterns ansehen.

W as wir hinsichtlich des Oberarmknochens festgestellt haben, hat sich
auch betreffs des Unterkiefers und anderer Knochen als richtig erwiesen
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Tabelle |

Die Aschenverhaltnisse des Oberarmknochens wahrend des Alterns
(Knochenasche: frischer Knochen in °0)

Alter Ménner Frauen
20 31,62 32,70
30 29,44 29,03
40 23,53 32,95
50 24,59 28,05
52 32,38 27,11
54 31,14 29,97
56 31,10 28,52
58 26,98 25,10
60 33,09 26,15
02 26,02 27,68
64 25,21 23,13
66 29,45 17,94
68 32,56 21,53
70 32,91 16,66
72 24,44 24,75
74 20,22 21,71
76 27,83 20,14
78 22,10 16,38
80 28,41 20,51
82 23,22 21,19
84 21,96 13,34
86 21,38 17,42
88 24,78 12,54
90 14,88
92 17,38
96 20,03

(Heinrich 1941); es erfolgt ndmlich im hohen Alter eine vermehrte, durch
die Progredienz der Osteoporose bestimmte Strahlendurchldssigkeit, eine Ver-
schmdlerung der Kortikalis und eine dinne, lockere Struktur der Spongiosa.
Aus alldem wird auch die erhdhte Brichigkeit der Knochen wé&hrend des
Alterns versténdlich.

Die oben angefihrten Untersuchungsergebnisse, da sie sich auf ein rela-
tiv kleines Material stitzen, dirfen nur als wegweisend betrachtet werden.
Nachdem zwischen dem chronologischen und biologischen Lebensalter gerade
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im Senium die groBten Abweichungen Vorkommen, 148t sich die Osteoporose
aus diesem Grunde auch bei Gleichaltrigen in sehr wechselndem Grad vorfin-
den. Ist der alte Mensch in gutem biologischen Zustand erhalten, d. h. ist die
Osteoporose bei ihm kaum vorgeschritten, so kann man trotz dem hohen
Lebensaltei nicht erwarten, daR die Menge der anorganischen Knochen-
bestandteile von der der jugendlichen Knochen wesentlich abweicht. Dies ist
auch aus Tabelle I ersichtlich. Es wdére von Interesse, diese Frage an groRe-
rem Material eingehend zu untersuchen, wobei die aus zahlreichen Knochen
verschiedener Altersklassen gewonnenen Mittelwerte bindende Schliisse zulas-
sen wirden, was fir eine biologische Streuung den einzelnen Altersgruppen
entspricht.

Zusammenfassung

Die allgemeinen Regel der Schlackensubstanzanreicherung, der Schrumpfung und der
Austrocknung mit dem Alter besitzen fir den Knochen kaum eine Gultigkeit. Bei alten Men-
schen, und besonders bei Greisen vermindert sich wegen der Osteoporose der Trockensub-
stanz, bzw. der Kalkstoffgehalt in den Knochen und aller Wahrscheinlichkeit nach vermehren
sich das Gewebswasser und auch die organischen Substanzen. Laut unseren Untersuchungen
sind diese Anderungen ausgesprochener bei Frauen iiber 70 Jahren als bei Mannern desselben
Alters.
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KO/IMYECTBEHHOE W3MEHEHWE HEKOTOPbIX 3/IEMEHTOB T[J/IEYEBOW
KOCTU N UMXXHEW YENKOCTWM B CTAPYECKOM BO3PACTE

. LPAHL,

Pe3ynbTaTbl MPOBeEHHbIX aBTOPOM WCC/ef0BaHUI MOKa3bIBAOT, UTO 06LLUee NpaBuio,,
COrNacHo KOTOPOMY C MPOLIECCOM CTapEeHUst opraHbl CMOPLLMBAIOTCS, BbICLIXAOT U yBeNUUU-
BAeTCA B HUX COAepXKaHWe LLNAKOBbIX-30/IMCThIX BELLUECTB HEeMb3si OTHECTM K KOCTAM. B KOCTsIX
NOXWUNbIX Ntofen N 0co6eHHO NIMH CTapuyeckoro Bo3pacTa B pe3yfibTaTe 0CTeonoposa MoHW-
)KaeTcs KO/IMYECTBO M/IOTHOMO BELUECTB, TOUHEe COMeN KafblLuMs U Mo BCei BEPOSITHOCTU B HUX
YBENNUYMBAETCS KOMMYECTBO BOfbl M OPraHUYecKMX BeLIeCTB. VcCneoBaHUA MOKa3bIBalOT, UTO
3TU M3MEeHeHUs 6oMee BbIPAKEHbI CPEAMN XEHLLWH cTaplue 70 NeT, Yem cpeay MYXXUMH TaKoro-
Bo3pacTa.
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QUANTITATIVE CHANGES IN CERTAIN CONSTITUENTS OF THE HUMERUS AND
MANDIBULA DURING THE SENESCENCE

D. SCHRANZ

The bones seem to make an exception to the general rule according to which organs
gradually exsiccate and shrink with age, while anorganic material accumulates in them. As a
result of osteoporosis, the quantity of the solid osseous substance, resp. the calcium salts
decreases in old age, and the amount of water and of organic material probably increases.
In the examined material this change was more marked in women over 70 years of age than
in men of the same age.

Dr. Dénes Schranz, Budapest IX. UlGi Gt 19. Ungarn
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UBER DIE NACH CHLORPROMAZINBEHANDLUNG

EINGETRETENE MODIFIKATION DER MIKROGLIA-

REAKTION AN DER STELLE EXPERIMENTELLER
GEHIRNLASIONEN

T. Maros, M. Csiky und L. Seres-Sturm

(Eingegangen am 17. September 1959)

Es ist in den letzten Jahren von mehreren Autoren versucht worden,
die Wundheilung nach Gehirnldsionen medikamentdés zu beeinflussen. Man
hat in dieser Hinsicht hauptsédchlich die Wirkung derjenigen Medikamente
untersucht, welche durch ihren Effekt auf die mesenchymalen Gewchselemente
die Entzindung vermindern und die Fasernbildung verzégern. Zu dieser
Gruppe zdhlen die Glykokortikoide mit ihrer wohlbekannten entziindungs- und
fibrosehemmenden Wirkung (Ragan und Spain, Hadock und Blunt, Coste,
Astapenko, Smirnow).

Angesichts dieser Wirkung der Glykokortikoide haben einige Autoren
(Markovi«, lonescu und Markovi«) experimentell untersucht, welchen Ein-
fluR die Cortisonverabreichung auf den Wundheilungsproze nach der Gehirn-
l&sion auslibt. Aus ihren Ergebnissen darf geschlossen werden, daR Cortison
die an der Stelle der Gehirnldsion zustande kommende Bindegewebs- und Glia-
reaktion unterdrickt; es entstand feines, linienartiges Narbengewebe, die Adhé-
sionen beschrédnkten sich auf einen kleineren Bereich und waren weniger aus-
geprdgt als bei den Kontrolltieren.

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen sind andere Autoren (Glees) der
Meinung, auf die Gliosis nach der traumatischen Gehirnladsion sei Cortison
ohne EinfluB.

Mit Ricksicht darauf, daR die Kontinuitatsdefekte des Gehirns vom
Neuroglia und Bindegewebe ersetzt werden, was zu ausgedehnten Adhésionen,
mitunter zur Bildung massiver Narben fuhrt, sind wir der Ansicht, dall es im
Interesse einer eventuellen Beeinflussung der Spdtfolgen von Gehirnldsionen
angezeigt ist, die Wirkung von Medikamenten zu untersuchen, welche auf
diese Prozesse mdoglicherweise einen Effekt ausiiben. So gelangten wir zu der
Annahme, dall die medikamentdése Hibernation, welche die allgemeine Reak-
tionsbereitschaft des Organismus weitgehend beeinflufRt, sicherlich auch die an
der Lokalisation der traumatischen Gehirnldsionen vor sich gehende Gliareak-
tion modifizieren wird. Diese Hypothese schien auf Grund der in unserem
Institut seit Jahren durchgefiihrten Versuche berechtigt, welche den Effekt
der medikamentdsen Hibernation auf die Organisationsprozesse in den Wun-

5  Acta Morpholagica X/1
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den der Haut und einzelner Organe (Leber, Muskel) bestdtigten (Nebel,
Mestek, Kapitany).

Material und Methoden

Die Versuche wurden an 18 jungen Albinoratten beiderlei Geschlechts vorgenommen
die wir in 2 Gruppen teilten.

Bei den Tieren der I. (Versuchs-) Gruppe wurde in Athernarkose langs der Pfeilnaht
ein Ldngsschnitt angelegt und an einer vorher bestimmten Stelle des entbloBten Schéadels
die Spitze eines schmalen Skalpells etwa 2—3 mm tief durch den Knochen in die Gehirn-
substanz eingefiuhrt. Die L&sion erfolgte symmetrisch an beiden Seiten.

Bei den Ratten dieser Gruppe wurde Chlorpromazinverabreichung (i. m. 20 mg/kg
Kdérpergewicht) 3 Tage vor der Operation eingeleitet und diese Behandlung bis zur Tdtung
fortgesetzt.

Bei den Tieren der Il. (Kontroll-) Gruppe, die nicht mit Chlorpromazin behandelt
wurden, erfolgten die Gehirnlasionen in derselben Weise wie bei den Tieren der I. Gruppe.
Die Tiere beider Gruppen téteten wir im gleichen Zeitpunkt durch intrakardiale Einspritzung
von Brom-Formol 48 Stunden bzw. 6, 14, 21, 30 und 49 Tage nach der Gehirnlasion. Laut
Hortega und Penfield nimmt namlich die Narbenbildung nach linienférmigen Gehirn-
ldsionen bei Tieren durchschnittlich 50 Tage in Anspruch.

Eine Halfte des Gehirns wurde im CAjAbschen Brom-Formolgemisch, die andere
Halfte in 1:4 verdinntem 10%igen Formalin fixiert. Das Material wurde in beiden Féllen
so geschnitten, daB sich die Schnittebene quer und senkrecht zur L&sionslinie befinde. Dadurch
ergab sich die Mdglichkeit, auch die der Ldsion benachbarte graue und weile Substanz zu
untersuchen. Die 5 fi dicken Paraffinschnitte des in Formalin fixierten Materials farbten wir
nach van Gieson und nach dem von Ketemen modifizierten Tigroidfarbungsverfahren.
Die 10 jz dicken Gefrierschnitte des in Brom-Formol fixierten Materials wurden nach dem
modifizierten CAjALschen Goldsublimatverfahren impréagniert, das als die geeignetste Methode
zur Darstellung der Astrozyten gilt (Kiszely, Barka), darliber hinaus aber je nach der
Fixierungsdauer auch andere Gliaelemente aufzeigt.

Ergebnisse

Nach 48 Stunden war sowohl bei dem Kontrolltier wie bei der mit
Chlorpromazin behandelten Ratte umschriebene Einblutung und eine breite
Detrituszone an der Lé&sionsstelle zu sehen, die sich scharf gegen die intakte
Gehirn Substanz abgrenzte.

Bei dem Kontrolltier waren in diesem Bereich auller Blutzellelementen
reichlich abgerundete Gliazellen anzutreffen, deren Zytoplasma brdunlichrote
Klimpchen in groer Menge enthielt. Die L&sionsstelle war von dicht neben-
einander liegenden hypertrophisiertcn Astrézyten umsdumt, unter denen hier
und da einzelne degenerierte Formen vorkamen.

In der Lé&sionszone des mit Chlorpromazin behandelten Tieres waren
weniger Klimpchen enthaltende abgerundete Gliazellen zu sehen. Die Menge
der in ihnen enthaltenen Granula war geringer als bei den Kontrollieren.

Im UmKkreis der traumatischen Zone sieht man etwas vermehrte, groRten-
teils normal aussehende Astrézyten, die sich von der entfernteren Makroglia
kaum unterscheiden.

Nach 6 Tagen sehen wir bei dem Kontrolltier eine stdrker umrissene
traumatische Zone als bei dem behandelten (Abb. 1). Von der regiondren
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Abb. 1—2. Die Wundstelle und ihr Rand 6 Tage nach der Lésion (weile Substanz).
Kontrolltiere. CAjALsche Goldsublimatimpragnation.
VergroBerung: Abb. 1 Obj. 6/0,16, Abb. 2: Obj. 24/0,42
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Abb. 3— 4. Die Wundstelle und ihr Rand 6 Tage nach der Lé&sion (weille Substanz).
Abb. 3: Kontrolltier; Abb. 4: mit Chlorpromazin behandeltes Tier. CAjALsche Goldsublimat-
impragnation. Vergroerung: Abb. 3 Obj. 45/0,65, Abb. 4 Obj. 6/0,16
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Gehirnsubstanz kriechen grob impragnierte Astrozytenfortsdtze in die Umge-
bung der Detrituszone (Abb. 2). Perifokal befindet sich eine Ghazellzone, die
reich mit Fasern durchwoben ist und viele hypertrophisierte Astrozyten ent-
h&lt (Abb. 3).

In der traumatischen Zone des mit Chlorproniazin behandelten Tieres
(Abb. 4) finden wir mit starker VergroRerung weniger detritushaltige abge-
rundete Gliazellen als bei dem Kontrolltier. Die Mehrzahl der Astrozyten,
welche die Lé&sionslinie umgeben, hat ein normales Aussehen (Abb. 5 u. 6).
Die traumatische Zone ist von weniger Astrozvtenfortsdtzen flurchwoben
als bei den Kontrollratten (Abb. 6).

Nach 14 Tagen sieht man bei den Kontrollieren ausgeprégte Gliaproli-
feration an der L&sionsstelle und in ihrer Nachbarschaft (Abb. 7). Im Umkreis
der traumatischen Zone sind zahlreiche, dunkel gefdrbte Klimpchen enthal-
tende abgerundete Gliazellen und Anzeichen kréftiger Randgliosis wahrnehm -
bar (Abb. 8 u. 9). Die perifokale Gliazone besteht vorwiegend aus hypertrophi-
schen Astrozyten, die Uber massive Fortsdtze verfligen (Abb. 9).

Beim behandelten Tier ist die Gliaproliferation bei weitem nicht so aus-
geprdgt wie bei den Kontrollratten (Abb. 10). Die abgerundeten Gliazellen
enthalten weniger Granula (Abb. 11), und die Randgliosis ist weniger deutlich
als bei den Kontrollen (Abb. 11 u. 12).

Was die Herkunft der oben beschriebenen detritushaltigen abgerundeten
Gliazellen anlangt, so scheinen diese auf Grund der Tigroidfarbung den in der
Literatur oft erwé&hnten »kdrnigen« Zellen zu entsprechen (Abb. 13 u. 16).

Nach 21 Tagen ist die L&sionszone beim Kontrolltier mit hypertrophi-
schen Astrozyten und ihren Fortsétzen durchwoben (Abb. 14 u. 15). Das mik-
roskopische Bild entspricht faseriger Gliosis.

Beim behandelten Tier sehen wir an der Ld&sionsstelle zahlreiche hyper-
trophische Astrozyten,unter denen einzelne degenerierte Formen auffallen (Abb.
17 u. 18). Die Fibrose ist von geringerem Ausmal, Gliazellen mit Granula sind
nirgends zu sehen. Die perifokale Gliosis zeigt eher zelluldéren Charakter.

Am 30. Tage finden wir an der Lé&sionsstelle und in ihrer Umgebung
dieselben Verdnderungen wie beim vorigen Kontrolltier.*Beim behandelten
Tier sind am Lé&sionsort viele hypertrophische und degenerative Formen anzu-
treffen. Die perifokale Gliareaktion tritt schwécher in Erscheinung.

Nach 49 Tagen sehen wir beim Kontrolltier eine von normal aussehenden
Astrozyten durchwobene massive Glianarbe, die von der umgebenden Gehirn-
substanz scharf abgegrenzt ist.

Beim behandelten Tier sind im Narbenbereich, hauptsdchlich an den
Randteilen, viele hypertrophische Astrozyten mit abgebrochenem Fortsatz
wahrnehmbar. Im ganzen genommen ist die Narbe lickenhaft, von lockerer
Struktur.
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Abb. 5—6. Die Wundstelle und ihr Rand 6 Tage nach der Lé&sion (weile Substanz),
Mit Chlorpromazin behandelte Tiere. CAjALsche Goldsublimatimprégnation.
VergréBerung: Abb. 5 Obj. 24/0,42, Abb. 6 Obj. 45/0,65
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Abb. 7—8. Die Wundstelle und ihr Rand 14 Tage nach der Ld&sion (weiBe Substanz).
Kontrolltiere. CAjAlsrhe Goldsublimatimprégnierung. VergroRerung: Abb. 7 Obj. 6/0,16,
Abb. 8 Obj. 24/0,42
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Abb. 9—10. Die Wundstelle und ihr Rand 14 Tage nach der Lé&sion (weile Substanz).
Abb. 9: Kontrolltier; Abb. 10: mit Chlorpromazin behandeltes Tier. CAjALsche Gold-
sublimatimprdgnation. Vergréferung: Abb. 9 Obj. 45/0,65, Abb. 10 Obj. 6/0,16



UBER DIE MODIFIKATION DER MIKROGLIAREAKTION

Abb. 11—12. Die Wundstelle und ihr Rand 14 Tage nach der Ld&sion (weiBe Substanz).
Mit Chlorpromazin behandelte Tiere. CAjALsche Goldsublimatimprégnation.
VergrofRerung: Abb. 11 Obj. 24/0,42, Abb. 12 Obj. 45/0,65
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Abb. 13— 14. Die Wundstelle und ihr Rand 14 Tage (Abb. 13) bzw. 21 Tage (Abb. 14)
nach der Lasion (weiBe Substanz). Kontrolltiere. Abb. 13: modifizierte Nisst,-Farbung;
Abb. 14: CAjALsche Goldsublimatimpragnation. VergréRerung: Abb. 13 Obj. 100/1,30,
Abb. 14 Obj. 6,0/16
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Abb. 15—16. Die Wundstelle und ihr Rand 14 Tage (Abb. 16) bzw. 21 Tage (Abb. 15) nach

der Lé&sion (weife Substanz). Abb. 15: Kontrolltier. CAjALsche Goldsublimatimprégnation;

Abb. 16: mit Chlorpromazin behandeltes Tier, modifizierte Nissb-Farbung. VergroRerung:
Abb. 15 Obj. 45/0,65, Abb. 16 Obj. 100/1,30
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17— 18. Die Wundstelle und ihr Rand 21 Tage nach der L&sion (weile Substanz).
Mit Chlorpromazin behandelte Tiere. CAjALsche Goldsublimatimprégnation.
VergroRerung: Abb. 17 Obj. 6/0,16, Abb. 18 Obj. 24/0,42
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Besprechung

Unsere Untersuchungen erstrebten die Kldrung der Frage, ob Chlor-
|»romazin einen EinfluR auf die am Orte der Gehirnldsionen vor sich gehende
M akrogliareaktion ausibt.

Aus den Ergebnissen geht hervor, dall sich die L&sionsstelle und ihre
unmittelbare Umgebung bei den mit Chlorpromazin behandelten Tieren in
struktureller Beziehung von den Verhéltnissen der im gleichen Zeitpunkt
getdteten Kontrolltiere wesentlich unterscheidet.

Die Differenzen manifestieren sich bereits 48 Stunden nach der Lé&sion
und noch auffallender bei den zu spéteren Zeitpunkten getdteten Versuchs-
tieren. Bei den Kontrolltieren ist der Wundheilungsprozel von progressiven
Gliaverdnderungen (Hyperplasie, Hypertrophie, MiRbildungen, Fortsatzhyper-
plasie) begleitet, denen sich Anzeichen lebhafter Phagozytose von seiten ein-
zelner Gliazellen zugesellen.

Die am Rand der traumatischen Zone sichtbaren, mit Klimpchen bela-
denen zahlreichen Gliazellen sowie die sich schon frihzeitig entwickelnde
kraftige perifokale Gliosis stellen Zeichen der guten Reaktionsbereitschaft des
Organismus dar, die nach jedem akuten Gehirntrauma als ubliche reaktive
Verdnderungen anwesend sind. Dieser ProzeR fihrt zur Entwicklung einer
faserigen Glianarbe, was bei unseren Kontrolltieren auch zu sehen war.

Bei den chlorpromazinbehandelten Ratten treten die progressiven Glia-
verdnderungen im Bereich der Gehirnldsion weniger ausgeprégt in Erschei-
nung, die Fortsatzhyperplasie und -hypertrophie ist gehemmt, und die in
der Umgebung der L&sion wahrnehmbare geringe Astrozytenvermehrung kann
mit der bei den Kontrolltieren beobachteten starken Gliarjeaktionen kaum
verglichen werden.

Aus dem Detrituscharakter des lddierten Gebietes, den abgerundeten
Gliazellen, die in geringerer Zahl anwesend sind und feiner verteilte Klimpchen
enthalten, sowie aus der unvergleichlich schwécheren Fortsatzhyperplasie und
-hypertrophie darf geschlossen werden, dal die am Orte der akuten Gehirn-
verletzungen ablaufende Makrogliareaktion von Chlorpromazin gehemmt wird.
Es scheint, dall dieser Effekt mit der allgemeinen Wirkung des Chlorpromazins
auf die Gewebe zusammenhédngt, denn Chlorpromazin bt — wie wdr bereits
einleitend betonten — EinfluR auf den Wundheilungsprozel aus. Diese Auf-
fassung stimmt allerdings nicht mit den Feststellungen von Laborit und
Huguenard, Zurn sowie Véghelyi Uberein, die die Ansicht vertreten, dal
Chlorpromazin die Wundheilung nicht beeinfluf3t.

Aus unseren Versuchen ergeben sich keine SchluRfolgerungen auf den
Wirkungsmechanismus. Wir nehmen an, dall die Hemmung der progressiven
Gliareaktion und Einverleibungstéitigkeit eine Teilerscheinung der den Stoff-
wechsel beeinflussenden zentralen und peripheren Chlorpromazinwirkungen
bildet.
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SchluRRfolgerungen

1. Chlorpromazin modifiziert die Makrogliareaktion nach Gehirnldsionen

bei Albinoratten.

2. Der Effekt &uBert sich in der Hemmung der progressiven Gliaver-
&nderungen und der Phagozytose und bewirkt, daB sich die Gliareaktion ver-
zdgert und einen von der Reaktion der Kontrolltiere abweichenden Charakter

aufweist.
3. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um eine Teilerscheinung der

auch an mesenchymalen Geweben zur Geltung kommenden allgemeinen, den
Stoffwechsel beeinflussenden zentralen und peripheren Wirkung des Chlor-

promazins.

Zusammenfassung

Es wurde an Ratten untersucht, welchen EinfluR ldngere Verabreichung von taglich
20 mg/kg ChLrpromazin auf die Makrogliareaktion an der Stelle experimentell herbeigefihrter
Gehirnla ionén ausibt. Die Versuchs- und Kontrolltiere wurden 48 Stunden, 6, 14, 21,30
und 49 Tage nach der Gehirnlasion getdtet, die histologischen Schnitte nach van Gieson,
nach der KELEMENSschen Tigroid- und Cajaischeu Goldsublimatmethode gefdarbt bzw. im-
prdgniert.

Aus den Ergebnissen darf geschlossen werden, daf die nach der Gehirnldsion auftre-
tende Makrogliareaktion von Chlorpromazin beeinfluBt wird. Die Wirkung &uRert sich in
einer Hemmung der progressiven Gliaverdnderungen, der Phagozytose und der Fortsatz-
hyperplasie bzw. -hypertrophie.
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MOANDUKALMA PEAKLNU MAKPOMINW HA OENCTBUWE OBPABOTKW XJ1OP-
MPOMA3VHOM HA MECTE 3KCMEPVIMEHTA/IbHO BbI3BAHHbIX MOBPEXXAEHMNI
FO/I0BHOIro MO3rA

T. MAPOLL, M. YAHW un /1. LUEPELLHLITYPM

ABTOPbI HabNOAANM KakuM 06pa3oM AnMTeNbHOe BBeAeHME X/I0PMNpoMasuHa BANUSIET Ha
peakuuio MaKpor/MM Ha MeCTe 3KCMEPUMEHTANIbHO BbI3BaHHbLIX MOBPEX/AEHWUM rOMOBHOIO
Mo3ra. OnbITbl MPOBOAWNCEL Ha 18 6efbIX Kpbicax, Y KOTOPbIX GbIIN CAeMaHbl paspesbl Ha orpe-
[€NEeHHOM MecTe MOBEPXHOCTM FO/IOBHOTO MO3ra. [MOAOMbITHBIX M KOHTPO/bHbIX >KUBOTHbLIX
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y6rBanu yepes 48 yacoB, Kak 1 Ha 6-0i, 14-bii, 21-bliA, 30-bIA 1 49-bIi1 AeHb NOC/e MOBPEXAEHMWS
rofloBHOro Mosra. mcronoruyeckue cpesbl 6biIM MMNPErHMPOBaHbI WM OKpalleHbl MeTOAOM
BaH—I130na, okpackoi Turponga no KenemeHy v MeTO4OM XI0PUCTOrO 30/10Ta M CyMMbl MO
Kaxanto.

Pe3ynbTaTbl OMbITOB YKa3bIBAOT Ha TO, YTO X/IOPMPOMa3sUH BAMSIET HA peakuuio MakKpo-
Iy nocne NOBPEXAeHUSA rofioBHOro Mosra. [eincTeme nNposiBASNOCL B TOPMOXKEHUW NPOTpec-
CUPYIOLLUX M3MEHEHWI rAuK, (arouuTosa M rUnepniasum uam ke runeptpodpum runogusa.

MODIFICATION DE LA REACTION DES MACROGLIES SUR L’EFFET DU
TRAITEMENT A LA CHLORPROMAZINE AL’ENDROIT DES LESIONS CEREBRALES
EXPERIMENTALES

T. MAROS, M. CSIKY et L. SERES-STURM

Les auteurs ont observés de quelle maniere de I'administration prolongée de la chlor-
promazine influence la réaction des macroglies a I’endroit des lésions cérébrales experimentales.
Les expériences ont été pratiquées sur 18 rats blancs, sur lesquels des incisions ont été faites
a un endroit déterminé de la surface cérébrale. Les animaux d’expérience, ainsi que les ani-
maux de contréle ont été sacrifiés 48 heures, resp. 6, 14, 21, 30 et 49 jours aprés la lésion
cérébrale. Les coupes histologiques ont été colorées, resp. imprégnées par la coloration de van
Gieson, la coloration tigroide de Kelemen et par la méthode d’imprégnation de Cajal.

Ces examens démontrent, que la chlorpromazine influence la réaction des macroglies
qui suit la Iésion experimentelle du cerveau. Son effet se manifeste par des changements progres-
sifs des glias, dans la phagocytose et dans I'inhibition de I’hyperplasie, resp. de I’'hypertrophie
des processus.

Prof. Tibor Maros
Dr. Miklés CsiKY Tirgu-Mure”, Str. Univerzitatii 38. Rominia
Dr. Lajos Seres-Sturm






Geburtshilfliche Abteilung (Leiter: Gy. T ajijan) und Prosektur (Leiter: F. Kneisz1),
Schopf—Merei-Krankenhaus (Direktor: K. Gergely), Budapest

ANGABEN ZU DEN ENTWICKLUNGSANOMALIEN VON
FRUHGEBORENEN

F. Kneiszl und A. Bonivart

(Eingegangen am 3. Mai 1960)

Menschliche und tierische MifRbildungen waren schon in den Urzeiten
bekannt. Sie wurden fur Wundergeschdpfe gehalten (Teras = Wunder, Wunder-
zeichen; das Wort Teratologie wurde aus diesem Stammwort gebildet). Einige
von ihnen galten als Verkdrperung von Gottern, Halbgdttern, Dd&monen. Meh-
rere MiBbildungen werden auch heute mit dem Namen bezeichnet, die sie
damals als mythische Personen erhielten (Janus, Sirene, Cyclops, usw.). Spater
wurden einige Tiermifbildungen (zweikdpfiger Adler, zweischwanziger Ldwe,
usw. s. bei Hamperl [4]) in Wappen verewigt.

Trotz dieser alten Kenntnisse sind die Begriffe und die Diagnostik der
MiBbildungen unsicher. Es ist ja unmdglich, die MiBbildungen genau zu defi-
nieren und sie vom Normalen scharf zu trennen, da es auch in der Natur keine
solche scharfe Grenze gibt, die der Trennung zugrunde gelegt werden kdnnte.
Oft ist die Beurteilung, was als Normal und was als eine MiRbildung anzu-
sehen ist, sehr subjektiv. Geringfugige Entwicklungsanomalien kénnen bei den
Sektionen in 30—50% der Fdalle makroskopisch entdeckt werden (Schwalbe
[11]). Mikroskopisch findet man noch mehr, wie z. B. Magenschleimhautinseln
in der Speiserdhre, die bei Menschen ungefdhr mit 70% Hé&ufigkeit Vorkommen
(Aschoff [1]). Wenn man Ulberlegt, daB nur ein Bruchteil der Verstorbenen
seziert und histologisch nur ein Bruchteil der sezierten Organe verarbeitet
wird, weiterhin, dall gewisse Organe (Bewegungsorgane, periphere Nerven und
GeféRe) auBerordentlich selten untersucht werden, ist die Annahme berech-
tigt, daB wenigstens geringere Entwicklungsanomalien in jedem Organismus
vorhanden sind. Es sollte gentigen, auf die Muttermale hinzuweisen, die sozu-
sagen an jedem Menschen zu finden sind.

Die Bestrebung, die Erfahrungen zu ordnen und in Systeme einzureihen,
fihrte zur Schaffung von zwei kiinstlichen, in der Natur voneinander nicht
trennbaren Gruppen: Normale Individuen und solche, die mit Entwicklungs-
fehlern behaftet sind. Die letztere Gruppe wurde in weitere Untergruppen
geteilt, auf Grund des Schweregrades der Entwicklungsanomalie, also auf einer
recht subjektiven Grundlage. Folgende Untergruppen wurden gebildet:

O Arta Morphologica X/I,
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1. Entwicklungsanomalien bzw. MiRbildungen eines Organs oder meh-
rerer Organe, eines Organsystems oder mehrerer Organsysteme, oder des gan-
zen Korpers, die als Formverdnderungen im Laufe der Entwicklung entstan-
den sind und schwerer sind, als die bei der betreffenden Rasse vorkommenden
Variationen (Schwalbe [11]). Wegen der Variationsmdglichkeiten kénnen aber
diese MiBbildungen gegen die nédchste Gruppe nicht scharf abgegrenzt werden.

2. Anomalien (Abnormitdten), die wegen obiger Griinde auch von der
3. Gruppe nicht scharf getrennt werden kdnnen.

3. Variationen, mit Ubergangen zu

4. der Gruppe der Normalen.

Dennoch werden als MiRbildungen nur die bedeutenden und auffallenden
Abweichungen bezeichnet. Die sog. Anomalien (Abnormitdten) sind weniger
auffallend. Variationen werden die kleinen Entwicklungsfehler genannt. Diese
Aufteilung ist kiunstlich, ohne jedweden wissenschaftlichen Wert, wir missen
uns aber daran halten, um das Material ordnen zu kdnnen. Der Einfachheit
halber wollen wir aber nur zwei Gruppen unterscheiden: die Gruppe der nor-
malen Individuen und die andere, der alle MiRbildungen, Abnormitdten und
Variationen (im weiteren: Entwicklungsanomalien) zugeordnet werden sollen.

Obiger Aufteilung wurden die rein morphologischen Abweichungen zu-
grunde gelegt. Es gibt auch solche Abweichungen, deren morphologisches Sub-
strat noch unbekannt ist. Diese fulen auf den Anomalien der chemischen
Zusammensetzung und der immunbiologischen Verhé&ltnisse und sie kénnen
pathologische Zustdnde (H&mophilie, Stoffwechselanomalien, Folgen der Rh-
Inkom patibilitdt, usv.) zur Folge haben. Diese biologischen Entwicklungs-
anomalien sollen hier nicht erdrtert werden.

In der von Suranyx [8] herausgegebenen Monographie »Das Frithgebo-
rene« schreibt Margitay—Becht [8] folgendes: »Als man nach der Ursache
der Friuhgeburt sucht, werden die Ursachen, die in der Frucht selbst bzw. in
dem wachsenden Ei liegen mdgen, meistens nicht berlicksichtigt. Verschiedene
MiBbildungen, Entwicklungsanomalien, um die tumorosé Umwandlung des
Eies (Mola) nicht zu erwé&hnen, kdénnen die vorzeitige Unterbrechung der
Schwangerschaft bzw. den Fruchttod zur Folge haben. Es ist anzunehmen,
daBR die vorzeitige AusstoBung des Embryos in vielen, nicht oder oberfldch-
lich untersuchten Fé&llen vom Embryo selbst herbeigefihrt wird.« Es ist also
unbedingt begrindet, diese Umstdnde sorgfdltig zu untersuchen. Wir wollen
sonach das Frihgeburten-M aterial des Schopf—Merei-Krankenhauses von die-
sem Gesichtspunkt prifen und die Ergebnisse mitteilen.

*

Unser Krankengut stammt aus der Periode Dez. 1954—Mai 1958. Nur
die in der geburtshilflichen Abteilung unseres Krankenhauses zur Welt gebrach-
ten Frihgeborenen werden besprochen. Das Material des Krankenhauses ist
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zur vergleichenden Untersuchung der friihgeborenen und reifen MilRgeburten
besonders geeignet, da hier die Zahl der Frihgeburten (wegen der speziellen
Aufgaben des Institutes) die der ausgetragenen wesentlich Ubersteigt, wobei
die Zahl der normalen Geburten zu Yergleichungszwecken nicht zu niedrig ist.

In der erwdhnten 3})> jahrigen Periode war die Gesamtzahl der Ent-
bindungen 2846, die der geborenen Kinder 2972. Bei 132 Kindern (d. h. 4,6%
der Entbindungen oder bei 4,4% der geborenen Kinder) war ein Entwicklungs-
fehler vorhanden (Tab. I).

Tabelle |
Zahl der Kinder MiBbildungen
Zahl der
Geburten . .
ingesamt mit MiB- °/0der Geburten  °/0der Kinder
bildungen
2846 2972 132 4,6 4,4

1912 von den 2972 Kindern waren Friuhgeburten (unter 2500 g), 1060
waren reif. Die Zahl der Frihgeborenen mit Entwicklungsanomalien war 126,
die der reifen 6, also bei 6,6% der Frihgeburten und bei 0,6% der ausgetrage-
nen Kinder lag eine MiRbildung vor. Sonach kamen die MiRbildungen bei
den Frihgeburten zehnmal so oft vor, wie bei den reifen Kindern. Diese
Zahlen enthalten sowohl die lebend geborenen Kinder als auch die Stillge-
burten (Tab.ll, A). Betrachtet man die Lebenden und die Stillgeburten sepa-
rat, so ergibt sich folgendes. Von 2972 wmrden 2772 lebend geboren, 200 waren
tot (6,72%). Die Zahl der MiBbildungen war in der lebenden Gruppe 92, in
der toten 40, demnach waren 3,3% der Lebenden und 20% der Toten mit
Entwicklungsanomalien geboren (Tab. IlI, B). Von den 1912 Frihgeburten
kamen 1729 lebend, 183 tot zur Welt. Von den 1060 reifen Kindern lebten
1043, 17 waren tot. Mit anderen Worten: 183 von 200 Stillgeborenen waren
Frihgeborene (91,5%), 17 waren reif (8,5%). 9,6% der Frihgeborenen und

Tabelle 11
A B c
Lebend Tot Frihgeboren Reif geboren
Friihgeb. Reif
geboren Lebend T,t Lebend lot
Zahl der Kinder 1912 1.060 2772 200 1729 183 1043 17
Zahl der Kinder
mit Migbildungen 126 6 92 43 88 38 4 2
°lo 6,6 0,6 3,3 20 S 21 0,4 12

6*
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1,6% der Reifen waren tot geboren. In der Gruppe der 1729 lebenden Frih-
geborenen kamen 88 (5%), in der Gruppe der 1043 lebenden reifen S&uglinge
4 (0,4%) MiBbildungen vor. Sonach war die Zahl der MiBbildungen in der
Frihgeburtengruppe ungefdhr 15mal hdufiger als in der reifen Gruppe. Von
183 stillgeborenen Frihgeborenen lag eine MifRbildung bei 38, von 17 reifen
Stillgeburten bei 2 vor, dies entspricht 21% auf die toteu Frihgeburten und
12% auf die reifen Stillgeburten bezogen (Tab. Il, C).

Nachstende Schliisse kénnen aus den Daten gezogen werden:

1. Die niedrigste Zahl der Entwicklungsanomalien war bei den reifen
lebenden Neugeborenen zu finden: 0,4%.

2. Bei lebenden Frihgeborenen kamen
Ofter vor: 5%.

3. Bei reifen Stillgeburten noch h&ufiger: 12%.

4. Bei toten Frihgeborenen am héufigsten: 21%.

5. Die MiBbildungsh&ufigkeit war bei Frihgeborenen ungefdhr zenmahl
héher, als hei reifen Neugeborenen (6,6% bzw. 0,6%).

6. 9,6% der Frihgeborenen und 1,6% der reifen Neugeborenen kamen
tot zur Welt.

7. 91,5% der Stillgeburten waren unreif, 8,5% waren reif.

Diese Angaben bestdtigen die alte These, daR die an einer Entwicklungs-
anomalie leidenden Friichte selten ausreifen; sie werden vorzeitig und/oder
tot geboren.

Die ausfuhrlichen Daten der 132 Geburten mit MiBbildungen zeigt Tab.
30°/0waren Stillgeburten. Das Verhéltnis der zwei Geschlechter war nicht

die MiBbildungen erheblich

Tabelle 111
MiRgeb. Geschlecht Kdrpergewicht (VonGgsztolréJbe:nden) Leben
unter  1001— 1501— 2001— iiber
Lebend  Tot o Q 000 1500 2000 2500 2500 1 28 930 I|—IV
géb. géb.
g 9 9 9 g
126 = 95%
92 40 6i 69 2 43 42 27 14 6 6i 20 3 3 5
85 41
Fo 30% 64% 31% 5% 66% 22% 3% 3% 6%
1 = lebte 1 Tag
2—8 = lebte 2—8 Tage
9—30 = lebte 9—30 Tage
I—IV = lebte 1—4 Monate

auffallig. In 2 Féallen konnte das Geschlecht nicht bestimmt werden. 126 von

132 (95°/0) waren Frihgeburten, und zwar 85 (64°/0) unter

1500 g Gewicht,
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41 (31°/0) waren 1500—2500 g schwer. Die Zahl der reifen Neugeborenen mit
Entwicklungsanomalien war blo 6 (5°/0).

Was das weitere Schicksal anbelangt, blieben von 92 lebend mit MiR-
bildungen Geborenen nur 5 (6%) am Leben. Innerhalb von 8 Tagen starben
81 (88%), und zwar 61 (66%) am 1. Tag, 3 (3%) im Alter von 9—30 Tagen,
3 (3%) nach 30—120 Tagen. 5lebten noch, als diese Arbeit abgeschlossenwurde.

In Tab. IV wurden die Entwicklungsanomalien nach ihrer Haufigkeit
zusammengestellt. Wir fanden bei 132 Kindern 72 verschiedene Anomalien,
insgesamt 272.

Tabelle IV
1. Anencephalus 16 37. Synechia palpebrarum ...
2. Rachischisis ......... 31 38. Aplasia funiculi umbilici
3. Pes equinovarus 39. Aplasia glundulae thyreoideae ...
4. Hydrocephalus cong.. 40. Aplasia nucl. gris, cerebri ...
5. Hernia umbilicalis........ . 41. Aplasia org. génit, int ...
6. Cheilo-gnatho-palatoschisis ... 42. Aplasia org. génit. int. et ext.
7. Foramen ovale late apert........... 43. Aplasia ovarii..
8. Polydactylia ....cccoeenee. 44. Aplasia thymi
9. Ren polycysticus 45. Atresia aortae

16
1
10
8
8
7
7
10. Atresia recti ... 6 46. Atresia bronchi
11. Defectus septi ventr. cor . 6 47. Atresia laryngis
12. Hernia diaphragmatica ... 6 48. Atresia urethrae
5
5
4
4
4
4
4
4
4
3
3
3

13. Atresia oesophagi ..o 49. Cheilosc_hisis
14. Hydrops foetus univ 50. Cyclopla_ -
15. Aplasia renis ... 51. Cysta epl_cardll_
16. Aplasia suprarenis. . 52. Cysta solit. renis....
17. Aplasia UTeteriS. . eeireesenionn. 53. Diverticulum Meckeli
18. ALIeSIA AN .o 54. Dysplasia arteriae mesent.
19. Fistula oesophago-trachcalis 55. Dystopia renis. ...
20. Hyplasia renis 56. Formatio aliéna ossis ilei .
21. Hypospadiasis 57. HydranencephalusS......cnncicn
22. Adactylia...oen 58. Hypogroma colli, CONg.....cccoeevurincnicincnns
23. Coarctatio aortae 59. Hypoplas!a bulbi oculi.
24, Hydronephros ..o 60. Hypoplasia pulmonum ...

N N T e e e e e e e e el N ]

25. Meningo-encephaloccle 61. Hypoplasia scroti et penis ...
occipitalis ..o 3 62. Hypoplasia suprarenis ...
26. Syndactylia... 3 63. Macroglossia .
27. Agenesia corporis calloSi.....oueinn. 2 64. Megacolon congenitum .......ccccccoviniicinnns
28. Aplasia Urethrae ..., 2 65. Pes valgus .
29. Aplasia vesicae urinariae. .2 66. Porencephalia.
30. M EIOSCRISIS correveerrrrereereerresssneereesnesnieenns 2 67. Ren arcuatus ... .
31, MENINGOCEIE oo 2 68. Struma congenita ...
32. Mongolismus........ 2 69. Synechia costarum ...
33. Myelo-meningocele L2 70. Synechia cranio-placentaris ...
34, PhoCOM €18 ioreeeneeereeseseessessseesienis 2 71. Teratoma embr. reg. sacralis. .
35. Pseudohypertrophia pulm ... 2 72. Tumor (fibroma molle) brachii ...
36. Stenosis art. pulm ... 2

Hinsichtlich der Haufung von Entwicklungsanomalien bei einzelnen Kin-
dern machten wir eine interessante Beobachtung. In mehr als der Halfte unse-
rer Fé&lle war bei den Sduglingen, im Gegensatz zur allgemein angenommenen
These, nur je eine Anomalie zu finden. Das geh&ufte Vorkommen der Ent-
wicklungsfehler wurde nur bei einer kleinen Gruppe beobachtet, bei denen
durchschnittlich 9 Anomalien gefunden wurden (Tab. V).
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Tabelle ¥
Zahl der MiRbil- 1 2 3 4 5 Uber 5
dungen (durchschn. 9)
Zahl der Kinder 69 37 1 7 1 7

Tab. VI zeigt die Anomalien nach Organsytemen geordnet. Die Mehrzahl
der Anomalien, 103 von 272, kamen im Zentralnervensystem vor (38%).
Unter diesen steht die Anencephalie an der ersten (46), die Rachischise an der
zweiten Stelle (31). Nach diesen folgen mit 12—12% Ha&ufigkeit die Ent-
wicklungsfehler der Verdauungs-, der Harn- und der Bewegungsorgane. Von
den 12% betragenden Anomalien der Verdauungsorgane wird die groRte Rolle
von den Atresien gespielt (15), hierauf folgen die Gesichtsspalte (11). Der
Harnapparat wies 34 (12%) Anomalien auf, und zwar Aplasie, Hypoplasie
der Nieren und der Ureteren und Atresie der letzteren in 17 Fé&llen. Eine
Zystenniere kam in 7 Féllen vor. Unter der Anomalien der Bewegungsorgane
(34 Félle) fanden wir 16 Fdlle von Pes equinovarus, bei Uber 30% lag eine
Adaktylie, Syn- oder Polydaktylie vor. 22 Anomalien wurden an den Kreis-
lauforganen beobachtet (8% ), zumeist Septumdefekte (14 Félle). Die anderen
Organsysteme wurden selten befallen.

Im weiteren wollten wir in bezug auf die mdglichen Ursachen der Ent-
wicklungsfehler Daten erhalten. Bedauerlicherweise war unser Material in
dieser Hinsicht wenig aufschluBreich. Wir untersuchten in allen Féallen beide
Eltern. Zundchst wurde die Familienanamnese aufgenommen, dann wurde die
M utter nach Kinderkrankheiten, vor und wahrend der Schwangerschaft ber-
standenen Infektionen und beide Eltern nach Berufskrankheiten, gewerbli-
chen Schédigungen, Alkohol- und NikotinmiRbrauch usw. gefragt. lhre
Lebensumstdnde, Erndhrungsverhéltnisse, die Daten der Geburt vom Blasen-
sprung bis zum Ende des Wochenbettes wurden aufgezeichnet. Wir muften
aber feststellen, daR die Angaben mangelhaft waren, da die Eltern zahlreiche
Fragen nicht beantworten konnten, ferner, dall auch die zuverldssigen Angaben
nicht verwertet werden konnten, da dhnliche Schadigungen auch bei den Eltern
der normalen Kinder Vorkommen. Aus diesem Grunde wollen wir auf die
Ursachen der MiRbildungen nicht eingehen, wir verweisen lediglich auf die
einschlédgige Arbeit von Lewin und Fischer [7].

Vier Faktoren sind dennoch erwdhnenswert, indem sie in der Entstehung
der MiRbildungen eine Rolle zu spielen scheinen: 1. die Zahl der vorangegan-
genen Geburten, 2. das Alter der Mutter, 3. das Hydramnion, 4. Krankheiten
und pathologische Zustdnde, die wé&hrend der Schwangerschaft bestehen.
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Zentralnervensystem
103 = 38%

Anencephalus
Rachischisis.........

Hydrocephalus cong
Meningo-encephalocele occip.
Agenesia corporis callosi

Meningocele
Mongolismus
Myelomeningocele ..o
Agenesia nucl. gris, cerebri .
Cyclopia.....
Hydranenceplialus
Porencephalia

Bewegungsorgane
34 = 12%

Pes equinovarus
Polydactylia
Adactylia
Syndactylia
Phocomelia
Formatio aliéna ossis ilei
Pes valgus
Synechia costarum

Harnorgane
34 = 12%

Ren polycysticuS....coevnunnne
Aplasia renis
Aplasia ureterum
Hypoplasia renum.
Hypospadiasis...
Hydronephros cong.
Aplasia vesicae urinariae ..
Aplasia urethrae
Atresia urethrae...
Cysta sol. renis
Dystopia renis..
Ren arcuatus

Verdauungsorgane
33 = 12%

Cheilo-gnatho-palatoschisis .
Atresia recti
Atresia oesophagi
Fistula oesophago-trachealis
Atresia ani
Meloschisis
Cheiloschisis ..cooovvnvniicins
Diverticulum Meckeli..........
Macroglossia....comeereinnennnns
Megacolon congenitum ... .

Tabelle VI
Kreislauforgane
22 = 8%
46 Foramen ovale late apertum ... 8
31 Defectus septi ventr. cordis... 6
11 Coarctatio aortae 3
3 Stenosis arteriae pulmonalis 2
2 Atresia aortae 1
2 Cysta epicardii 1
2 Dysplasia arteriae mesent. 1
2
1
1 Hernien
1 16 = 6%
1 Hernia umbilicalis
Hernia diaphragmatica 6
. 16 Endokr. Organe
7 12 = 4%
g Aplasia suprarenis 4
) Aplasia glandulae thyreoideae 1
1 Aplasia org. gen. int.......... 1
1 Aplasia org. gen. int. et ext. 1
1 Aplasia ovarii.. 1
Aplasia thymi ... 1
Hypoplasia scroti et penis 1
Hypoplasia suprarenis ... 1
Struma congenita 1
7
4
4 Atmungsorgane
4 5= 2%
g Pseudohypertrophia pulmonum 2
) Atresia bronchi 1
2 Atresia laryngis 1
1 Hypoplasia pulmonum 1
1
i Sinnesorgane
3= 1%
Synechia palpebrarum ... 2
Hypoplasia Sulbi oculi...nniiiine 1
8
S Mischfalle
= 0,
2 10 = 5%
4 Hydrops foetus univ 5
2 Aplasia funic, umb 1
1 Hygroma colli 1
1 Synechia cranio-placentaris.. 1
1 Teratoma embr. reg. sacr....... L1
1 Tumor (fibroma molle) brachii ..o 1
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Tabelle VII
. Multi-
l. para il. 1. V. V. para Insgesam t
tber 5
Zahl der Geburten 1625 709 279 129 33 71 2846
Zahl der mit
Entwicklungsanomalie 86 25 1 5 - 5 132
Geborenen
9 5.4 35 39 39 — 7.0 4,6

Ad 1. Tab. Y1l und die Kurve 1 zeigen die Beziehungen der MiRbildun-
gen zur Geburtenzahl. Die Mehrzahl der Frichte mit Entwicklungsanomalien
(86) wurde von Erstgebdrenden geboren, aber unser Krankenmaterial bestand
auch Uberwiegend von Erstgebdrenden (1625). Bei den Erstgeb&renden war
die Haufigkeit der MiBbildungen 5,4%, bei der 2—4. Geburt 3,5% bis 3,9%,
nach der 5. Geburt ungefdhr 7%.

Ad 2. Die Abhé&ngigkeit der MiRbildungen vom Alter der M utter ist von
Tab. VIII und der Kurve 2 abzulesen. Die groRte Altersgruppe in unserem
M aterial war die der 21—25jdhrigen M utter (974). Auch die absolute Zahl der
Mibildungen war in dieser Gruppe die hdchste (45), die prozentuellen Ver-
héltnisse zeigen aber ein anderes Bild. Bei M ittern uber 40 Jahren war 7,5%
die Héaufigkeit der Entwicklungsanomalien, bei denen unter 20 Jahren 6,2%.
Uber diesem Alter nahm die Haufigkeit bis zum 40. Jahr allméahlich, von 4,7%
auf 2,4% ab, nachher erfolgte der erwdhnte Sprung auf 7,5%.

Der dhnliche Verlauf der Kurven 1 und 2 zeigt, daB die meisten MiB-
bildungen von den Multiparen bzw. den Uber 40 Jahre alten M {tter, ander-
seits von Primiparen und Mittern von unter 20 Jahren geboren wurden.
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Tabelle VIII

Alter dei Mutter unter 2125 26—30 3135 3640 Uber Ingesunit
Zahl der Geburten 483 974 698 455 210 53 2846
Zahl der mit
Entwicklungs- 30 45 30 18 5 4 132

anomalie Gebo-

renen

9% 6,2 47 43 4,0 2,4 7,5 4.6

Ad 3. Bei 62 von 132 MiRbildungen lag Hydramnion vor. Ein Hydram -
nion wurde angenommen, wenn die Menge des Fruchtwassers 2 Lit. Uberstieg.
In den meisten Féallen war die Menge des Fruchtwassers 4—6 Lit., aber Men-
gen von 18—20 Lit. kamen auch vor. Akutes Hydramnion wurde bei zwei
Primiparae beobachtet, ihr Alter war 17 bzw. 23 Jahre.

Unter 2846 Geburten lag bei 110 (3,9%) ein Hydramnion vor. Bei 62
(56%) dieser 110 Fé&lle wurde eine MiRbildung vorgefunden. Die H&ufigkeit
des Hydramnions war auf die Gesamtzahl der S&uglinge mit MiBbildungen
bezogen — 47% (62 von 132).

50 von den 62 Hydramnionféllen (81%) wiesen schwere Verdnderungen
des Zentralnervensystems auf. 41 von den 46 Anencephalien traten zusammen
mit Hydramnion auf, es sei aber bemerkt, daB das Hydramnion nur in 1 Fall
von Anencephalie ausgeschlossen werden konnte, da bei 4 der Blasensprung
vor der Aufnahme erfolgte und es war nicht mdéglich, die Fruchtwassermenge
zu messen. Ubrigens wollen wir uns mit diesem Problem nicht naher beschif-
tigen, unsere Absicht Avar lediglich ein Hinweis auf die evtl. Beziehungen von
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Hydramnion und Mibildungen. Selbstredend werden bei uns die Hydramnion-
falle womdglich réntgenologisch wuntersucht; finden wir eine Anencephalie,
Avird die Geburt in Gang gesetzt (Tab. IX).

Tabelle 1X
Anomalien bei den Hydramnionfoeten

Anencephalus ... 4
Spina bifida ...
Hydrocephalus......
Meningoencephalocele
Hydranencephalus

50 Anomalien (81%)
im Bereich des
Zentralnervensystems.

P NWwWwE

Atresia oesophagi
Macroglossia..........
Atresia laryngis .
Atresia bronchi

5 Anomalien (8%)
des Verdauungkanals
und der Luftwege.

e N

Synechia palpebrarum ..
Defectus septi ventr. cordis
Dystopia renis ...
Hydrops foetus univ
Hernia umbilicalis........

Hernia diaphragmatica.........
Tumor brachii ...

7 verschiedene (11%).

RPRRRE RRR

Ad 4. 49 von den Mittern der Sauglinge mit MiBbildungen tUberstanden
Krankheiten wahrend der Schwangerschaft. Die vor der Schwangerschaft Gber-
standenen Krankheiten verdienen keine besondere Aufmerksamkeit, da es sich
um Kinderkrankheiten oder solche Prozesse und Operationen handelte, die
auch bei den Muttern gesunder Kinder nicht weniger hdufig verkommen.

In den Arbeiten iiber die Atiologie der MiBbildungen wird oft auf die
wéhrend der Schwangerschaft vorkommenden Anoxie- bzw. Hypoxie-Zustédnde
hingewiesen (Buchner, Maurath und Rehn [2], Buchner, Rubsaamen und
Rothweiler [3], Ingalls [5, 6], Schellong [10], Warkany [12]). Die dies-
beziigliche Analyse unseres Materials hat gezeigt, da schwere Hyperemesis,
Tox&mie, drohende Fehl- und Fruhgeburt auffallend oft beobachtet wurden.
AuBer diesen koénnen Andmien, Hypertonie und Herzklappenfehler zur
Hypoxie der Gewebe und der Plazenta AnlaB geben. Die Zahl dieser Féalle war
35. Von den Viruskrankheiten kam Influenza in zwei Fallen vor, im 1—2. bzw.
4—5. Monat der Schwangerschaft. (Beide Frauen hatten auch eine Zwerchfell-
hernie.) Uber Rubeola wurde von einer Mutter berichtet. Die Diagnose konnte
nicht bewiesen werden, fir ihre wahrscheinliche Richtigkeit sprach aber das
Hydramnion und das anenzephale Kind. 4 Frauen uUberstanden Pyelitis. Dieser
Krankheit wollen wir keine &dtiologische Rolle zuschreiben, da die Pyelitis in
der 2. Hé&lfte bzw. im letzten Drittel der Schwangerschaft auftrat, als die Ent-
wicklung l&ngst entschieden war. In je 1 Fall wurden Placenta praevia, Bron-
chialasthma, Cholecystitis, Addisonsche Krankheit, latente Syphilis und Pso-



ANGABEN ZU DEN ENTWICKLUNGSANOMALIEN VON FRUHGEBORENEN 91

riasis verzeichnet; es ivaré kaum zuléssig, aus ihnen Schlisse zu ziehen. Dagegen
halten wir das Auftreten von Pedes equinovari in einem Fall von Uterus dup-
lex fir charakteristisch, obwohl dieselbe FuBanomalie in 15 Fallen ohne einen
Uterus duplex entstand.

In einem Fall war der Vater ein Rontgenfacharzt. Das Kind wurde mit
1660 g Gewicht und Foramen ovale late apertuin geboren, und starb inner-
halb 24 Stunden.

Im Krankengut fanden sich 6 Zwillinge. Drei von ihnen waren bestimmt
mehreiig. In 1 Fall waren die Monochoriaten gleichen Geschlechtes, aus einer
Doppelzwillingsgeburt. Da Foetus »B« gesund war, sind auch diese als zwei-
eiige anzusehen. Ein Zwillingspaar war bestimmt eineiig, beide waren anen-
zephal mit Rachischisis. Die zweifache Entwicklungsanomalie wurde réntgeno-
logisch wéahrend der Schwangerschaft erkannt (Tab. X).

Tabelle X

Daten der Zwillinge

Nr. A B c Bemerkung

ancncephalus,

1. rachischisis -
?
Eineiige
2. anencephalus, ¢
rachischisis -
3. normal normal tumor brachii Dreieiige
<? 9 <?
4, hernia umbilic.,
polydactylia, normal - Zweieiige
pes equinovarus S
5. hypospadiasis, normal — Monochoriaten,
atresia ani et wahrschn.
recti zweieiige
6. defectus septi
ventriculorum normal normal Dreieiige
cordis ¢ ? ?

Unter 132 MiBbildungen gab es nur eine Mutter, die zum zweiten Mal
ein Kind mit Entwicklungsanomalie gebar.

Zwischen den Entwicklungsfehlern und den vorzeitigen Geburten laRt
sich eine interessante Parallelitdt finden. Hunderttausende von Beobachtun-
gen, die im Laufe von mehreren Jahrzehnten gemacht wurden, zeigen ein
gehéduftes Vorkommen von Frihgeburten und MiRbildungen den Entbehrun-
gen der Nachkriegszeiten folgend und unter schlechten sozialen Verhélt-
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nissen (Opitz [9], Witt [13]). Hieraus durfte gefolgert werden, daR der
Entwicklungsfehler nicht die Ursache der Frihgeburt darstellt, sondern beide
durch die gleiche duBere Schadigung hervorgerufen werden. Eine Ausnahme
bildet naturlich der intrauterin abgestorbene Foetus, der als Fremdkdrper zum
vorzeitigen Geburtseintritt AnlaR gibt. Der dufRere schadigende Faktor kann
in gewissen Féallen Sterilitdt (z. B. psychogene Amenorrhoe), habituellen Abort,
habituelle Fruhgeburt, den intrauterinen Fruchttod oder einen Entwicklungs-
fehler zur Folge haben. Der letzterw&hnte Umstand folgt auch aus unserem
M aterial, da wir eine Entwicklungsanomalie bei Frihgeburten zehnmal so
oft vorfanden, als bei ausgetragenen Neugeborenen (Tab. Il, A.). Die Angabe
von Tab. Ill, laut der es sich hei 95% der MiBbildungen um Frihgeburten
handelte, 148t sich in demselben Sinne auslegen.

Todesursachen bei MiRbildungen

Gewisse Entwicklungsanomalien werden als obligate Todesursachen
angesehen. Von den 92 mit Anomalien Geborenen blieben 5 am Leben, 87 star-
ben. In der letzten Gruppe war der Tod bei 64 Kindern (74%) durch die MiB-
bildung selbst, bei 23 (26%) durch andere Ursachen bedingt.

Als obligate Todesursachen wurden vor allem die MiRbildungen des
Zentralnervensystems betrachtet, ferner die operativ nicht zu beseitigenden
Atresien des Yerdauungskanals und der Luftwege (Atresie des Kehlkopfes, der
Speiserbhre, des Mastdarmsl, die Aplasie lebenswichtiger Organe (beider Nie-
ren, beider Schilddriusenlappen).

Von den an nicht letalen Anomalien [z. B. Gliedmassendeformitdten
(Pes equinovarus, Adaktylie, Poly- und Syndaktylie), gewisse Darmm iBbildun-
gen (Megacolon, Meckelsches Divertikel), Hasenscharte, Gesichtsspalte, Syne-
chie der Lider, usw.] leidenden Kindern starben 11 infolge einer intrakrania-
len Blutung, 5 an Hirnddem, 1 an Kernikterus, 1 infolge Leberruptur und
Verblutung. Diese Todesursachen schienen von der Entwicklungsanomalie un-
abh&ngig zu sein. In einigen Fdllen war der Tod eine indirekte Folge der Mif-
bildung: in drei Fdallen fihrte der Entwicklungsfehler des Herzens und der
groRen Gefésse zu Herzinsuffizienz, bei einem Kind wurde die lumbale Menin-
gomyelokele infiziert und das Kind starb im Alter von 3y2 Monaten an einer
zerebrospinalen eitrigen Leptomeningitis und pyocephalus internus. In 1 Fall
bildete eine enorm groBe Struma zundchst ein Geburtshindernis, dann hin-
derte sie die Atmung und fihrte schlieBlich zum Erstickungstod (Tab. XI).

Bei den 5 am Leben Gebliebenen lagen nachstehende Anomalien vor:
Nabelhernie, Polydaktylie, Pes equinovarus, Hypospadiase, Cheilo-gnato-pala-
toschisis.

W as die MiRbildungen der Stillgeburten betrifft, lag dem intrauterinen
Tod bei 37 von 40 Fé&llen die Entwicklungsanomalie selbst zugrunde. Bei 2
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Tabelle XI
Todesursache
Die MiRbildung selbst Sonstige
64 Falle = 74% 23 Falle = 26%
i
Intra- . auf- enin-
Im verd.  Kreisl. Ham-  gonst,  kran,  Him- - Kern- - Leber-ingyff gitjs  Suffo-
Hirn Org. org. : Blutung oedem ikterus  ruptur  jm- pur. eatio
oedem
30 9 8 9 8 n 5 | 1 3 ) 1

-weiteren Foeten bildete der Hydrocephalus ein Geburtshindernis. Bei einem
von diesen kam es zur Spontan-Ruptur des Schédels, der andere muf3te per-
foriert -werden. Der dritte Fall war ein mazerierter Foetus, bei dem die Ursache
des intrauterinen Todes nicht ermittelt werden konnte (Tab. XII).

Tabelle X111

Frithgeb. Reif
Anencephalus 27 |
Hydrops foetus univ. 3 |
Spina bifida 2 -
Multiple, mit dem Leben
unvereinbare Anomalien 2 -
Hydrocephalus 2 -
Pes equinovarus
(mazeriert) 1 -

Ztisainnienfassung

Die im 3y2 jahrigen Material des Schopf— MEREI-Krankenhauses beobachteten Ent-
wicklungsanomalien werden besprochen. Es bandelte sich um 2846 Entbindungen, bei denen
182 MiRbildungen gefunden wurden.

1. Entwicklungsanomalien kamen bei den Gber 40 Jahre alten Multiparae und den
unter 20 Jahre alten Primiparae am héaufigsten vor.

2. Bei Uber 50% der mit Entwicklungsanomalien geborenen Neugeborenen wurde nur
ein einziger Entwicklungsfehler gefunden.

3. 47% aller MiBbildungen waren mit Hydramnion vergesellschaftet.

4. 56% der Hydramnionfalle ging mit einem Entwicklungsfehler einher.

5. 38% der Entwicklungsfehler betraf das Zentralnervensystem und bei 35% lag
Anencephalie vor.

6. Die Anencephalie trat in 89% der Falle in der Gesellschaft von Hydramnion auf.

7. 95% der MiBbildungen kamen bei Frihgeburten vor.

8. Der Entwicklungsfehler ist nicht die Ursache der vorzeitigen Geburt, sondern beiden
liegt ein auBerer schadlicher Faktor zugrunde.
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AHOMANNN PA3BUNTNA Y HEAOHOLWEHHBIX ,EI,ETEI7I
®. KHEWCN n A. BOHVBAPT

ABTOpbI faloT 0630p aHOManuii pasBuTMa, MMEBLLUNX MECTO Ha aKyLUepCKOM matepuane
601bHMUbLI M. ArowTa Lllend—MepeH 3a Tpy ¢ NOMOBWHOI fier Ha ocHoBaHMM 1912 pogoB B
X0fe KOTOpbIX Habnwfanncb 132 aHoManvMn pasBuUTUA. ABTOPbI YCTAHOBWW, UTO

1. aHOmManuu pasBUTUS Yalle BCEro BCTPeEYaTCH Y MHOMOPOXKaBLUMX XKEHLLUWH CTapLue
40 neT Uy NepBOPOAALLNX XKEHLLMH Monoxe 20 neT;

2. 6onbLUe Yem B MOMOBUHE HabMO4aeMbIX Cy4vaeB Ha O4HOM M/iofe Habnwoganacb aHo-
Manna pasBUTUSA TONbKO OLHOr0 BUaa.

3. B 47% Bcex aHOManuin pasBUTUA UMEN MeCTO TMAPaMHVOH.

4. rvapamH/WoHbl 56% cyyaeB COMPaBOXAATCA HEHOPMaslbHbIMU PasBUTUSAMM.

5. 38% aHOManuii pasBUTUS OTHOCMNUCL K LIEHTPasibHOW HepBHOI cucTeme, a B 35%
cnyyaeB uUMena MeCTO aHaHLuedanus.

6. B 89% cny4yaeB aH3HUedanusa conpoBoXjanacb rmMapaMMUOHOM.

7. 95% peTeil ¢ aHOMa/IUSIMU PasBUTUS ObIN HEJOHOLLIEHbI.

8. AHOManus pasBUTUA He ABMSETCA NPUYMHON NPeXAeBpeMeHHbIX pogoB, a oba aBe-
HMA 06YCNOB/IEHbI OAHUM W TeM K€ BpefHbIM areHTOM.

MALFORMATION IN PREMATURE INFANTS
F. KNEISZL and A. BONIVART

Observations made in 1912 premature infants, among whom 132 displayed malfor-
mations, have been reported.

(i) Malformations were the most frequent in the babies of multiparae of over 40 years
of age, and in those born from primiparae under 20 years of age;

(ii) in more than half the cases only one type of malformation was found in each
infant;



ANGABEN ZU DEN ENTWICKLUNGSANOMALIEN VON FRUHGEBORENEN 95

(iti) in 47 per cent of all the cases displaying malformations a hydramnion was
present;

(iv) 56 per cent of the hydramnions were associated with some malformation;

(v) 38 per cent of the malformations affected the central nervous system. 35 per cent
of these was anencephaly;

(vi) anencephaly was associated with hydramnion in 89 per cent;
(vii) 95 per cent of the infants afflicted with some malformation were prematurely born;

(viii) malformation is not the cause of premature birth; both may be the result of
the same adverse external factors.

Dr. Ferenc Kneiszl, Budapest IX. Knézits u. 14. Ungarn
Dr. Antal Bonivart, Budapest VII. Majakovszkij u. 91. Ungarn






WHCTUTYT oOHKonorun, byxapecT, PymblHCcKaa Hap. Pecn.

BCMOMOIATE/IbHOE JIEYEHVE OMYXOJEN MPU
XPOHNYECKOM BBEJEHW HE BbI3bIBAIOLLIX
NEVKOIMNEHNKO 03 UWATOCTATUKOB

A. Pusenszon u. . Hepenecky

(Moctynuno 22 gekabps 1959)

B xofe NpofomKnTeNibHbIX 3KCMEPUMEHTASIbHBIX W KIIMHUYECKUX UCChe-
[OBaHWUIA 6OblN0 YCTaHOBMEHO, UTO LMTOCTaTUYECKME BELLECTBA MOKas3aHHbI Mpu
KypaTVBHOM WX MalIMATVBHOM BO3LENCTBUM Ha pas/inyHble (POPMbl OMyXOnen,
pa3yMeeTcs C YC/IOBMEM OYeHb BHMMATENbHOro 0T6opa Cryuyaes.

Bce e, B HacTosLlee BpeMsi elle He CYLLECTBYHOT XMMMUYeCKUe BeLecTBa
ANS NleYeHMst paka, [OCTaTOYHO aKTWBHble WM OLHOBPEMEHHO He BpefHble ANf
OpraHu3ma, KOTopble MO3BO/INAM Obl BEPHOE M OKOHYATE/IbHOE M3/IEYEHNE.

B 06wmx yepTax, TO Yero MOXXHO OXXWMAATb B HbIHELLHEW CTagun OT fle4eHuns
LMTOCTaTUKaMW, 3TO 3aMef/IeHre TeMna pocTa Onyxosiel U 3afepXKKy NOSBIEHMUS
PeLMaMBOB U MeTacTasos.

B pesynbtate aHaiM3a KAMHWYECKMX CNyYaeB, JIeYEHHbIX Pa3/fIMYHbIMU
crnocob6amn BBELEHUA LIMTOCTATUYECKMX BELLECTB, a TaKXKe Ha OCHOBaHUW OMbITOB
Ha >KMBOTHbIX, Mbl MPULLNA K 3aK/KOYEHUIO, YTO OfHA M3 NPeAnockioK ageKTnB-
HOCTU JNleYeHUs: 3TO M3beraHne yxXyAweHUs WMMYHHOOMOMOrMYECKOro U 3HAO-
KPUHHOTO COCTOSHUSA OpraHu3Ma, OOpPHOLLErocs CBOMMM COOCTBEHHbLIMM Cpea-
CTBaMU MPOTMB OMYX0/W. 3TO BbIABASETCA elle 6osiee ACHO NPy MeTacTaTUyecKmx
WM CUCTEMHbIX (DOpMax HOBOOGPa30BaHWIA.

Wcxofs v3 aToil npegnochbiikn, Mbl MbITAINCL YMEHBLUMTL BpeAHOe Aeit-
CTBME LMTOCTaTUKa Ha ceneseHky (1), MMMgaTtnyeckme y3nbl U KOCTHbIA MO3r, a
TaKXXe Ha MneyeHb W HagnmoyeyHWKW. Mbl Takxe MbiTanch U3beratb BO3HUKHO-
BEHUA TOKCUYECKOrO «CTPecCa» CBEPX XPOHWYECKOro B/MAHMS, Ha OpraHusm
CO CTOPOHbI camoro 3a6onesaHns. APMEKTUBHOCTb NeUYeHNs JO/MKHA ObITb pe3y/ib-
TaTOM 3TOM HeOOMbLUOW pasHULbl B 4YYBCTBUTE/IbHOCTM K LMTOCTATUKY MEXAY
ONyXONEBbIMA KNETKaMU N KNeTKamMu PeTUKYNO-TUCTOLMTapHOW cucTembl. He-
00XOAMMO HaHOCUTb MOPaXEHWS PaKOBbIM K/IETKAM W MOCKO/IbKY BO3MOXHO He
nopaxkatb 340pOBble KIIETKW.

BewecTBa MCNosb3oBaHHble aBTopamy (capkonuauH, TEM, pgerpaHon,
E 39 n 1. 4.) 06L1en3BeCTHbI M YaCTO NPUMEHAIOTCA B K/IMHUKE U 3KCMEpPUMEHTe
BOo BceM mupe (2, 3, 4, 5 7, 8, 9, 10, 11, 12 n T p).

7 Acta Morphologica X/I.
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[Ons BCceX 3TUX BELECTB KNACCUYECKUM TECTOM MOPaXKEHUA PEeTUKY/o-
3HAOTENMANIbHOW CUCTEMbI SIBASKOTCA NEMKONEeHUs U TPOMOOMeEHWS.

PaccmaTpumBasi NOsBMEHME NEMKOMEeHUM KaK yKasaHMe Ha MpeBbllleHne
NEPEHOCUMOIA A03bl AN HOPMabHBIX KNETOK, Mbl MbITAINCb BBOAUTL TY MaKCu-
MabHYH [03y LMTOCTATMKOB, KOTOpasi He Bbi3blBasla Obl CHVDKEHWUSA 4ucna

NeNKOUMTOB 3a npedenbl  HOPMbl faxe nocne 6oree  NPOAO/MKUTENbHbBIX
BBEJEHUIA.

M3yyeHne NpofoKUTENbHOTO BBEAEHUS TaKUX [03 HOPMaSbHbIM XUBOT-
HbIM MOKa3ano, 4YTO Heflb3A YCTaHOBUTb HMKAKOTO W3MEHEHUS B COCTOAHMM WX
604poCTM WK anneTuTa: He MMeeT MeCTo rMnepTPodus HafnoyeUHUKOoB,a NnLb
B W3BECTHbIX Mpefenax, noTeps B BECE >KMBOTHbIX.

PaHee Mbl U3N0XWAW pe3ynbTaThbl, MOSYYEHHbIE BCNEACTBUE eXXeLHEBHbIX
BBEAEHWUI He BbI3blBAOLLMX NIEKOMEHUN [03 LMUTOCTaTUKOB. PesynbTaTbl Kaca-
toTCA 3sonoumn anuTennmomsl T 8 epeHa y Kpbic (13). BeefeHMe umTocTaTmKa
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Obl10 HAYaTO YXKe Ha BTOPOI [eHb MOCne NPUBMBKM OMyXONM W NPOAO/MKaIO0Ch
exeqHeBHO B TeyeHue 10—30 gHeid. JleueHWe OKasbiBai0 YMEPEHHOE BWSHME
Ha pasBUTVE MEPBMYHOM OMYXO/IN W BbIPWKEHHOE AECTBME HAa pasBuUTUE MeTa-
cTasoB (puc. 1, 2, 3, 4, 5).

B npogomxeHve akcrneprmMeHTa 6bl10 MPOBEPEHO B/INAHME, KOTOPOE OKasbl-
BAaeT Ta XXe camas Tepanus Ha afeHOKapLMHOMY rpyaHoi »xenesbl W 256 1 Ha

cMmr

capkomy 10B 9. Puc. 8 u 6 NoKa3blBalOT KPUBYKO Pa3BUTUS 3TUX ABYX OMy-
XOnel Nof, B/MSHWEM He BbI3bIBAIOLLMX JIEMKOMEHUN [03 LUTOCTATMKOB.

Mocrie yCTaHOB/MEHWSA BbILLECKA3aHHOIO, Mbl MbITAIACL NPUBIN3UTL 3KCre-
PUMEHTASIbHYIO MOAENb K (DaKTUYECKUM CryyasM, BCTPEYAtOLLMMCA B K/IMHUKE.
Mo3TOMy Mbl HE HAYMHA/IN NIEYEHUS HEMOCPEACTBEHHO NOC/E MPUBUBKW OMyXO/K,
a Torfa Korga nocrefHss OCTMrana M3BeCTHbIX pasmepos (T. e. KOrga oHa LOoCTu-
rasia NnpPMMEpPHO BENVUMHY YepellHW WU IeCHOro opexa). OrbITbl NMPOBOANUINCH
Hag onyxonamu T 8 epeHa n W 256.

MonyuyeHHble AaHHble npuBedeHsl Ha puc. 7, 9, 10 u 11. B cnydae
onyxonm T 8 MOAAEPXMBAETCA YMEPEHHOe B/IVAHWE Ha MEPBUYHYIO OMyXo/b
N pe3Koe yrHeTeHve meTactasoB. B cnydyae onyxonm W 256 HabsofaeTcs Takxke
BbIP&XKEHHOE BJ/ISIHWE HA Pa3BUTWE MEPBUYHON OMyXO/M.

7*
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Vue. 5

Cri2

OkTA6pb 1958 1

Hosbpb 1958 r
Puc. 6

nekabpb 15531

NIVOXAUO INHIhIL IOHAUILVIONOLDE



CM

25T
TDTDTDTDTD
20
I  |— KoHTponbHble >K1BOTHbIe (A)
15 -
E D — /eueHHble >xusorub/e(A)
10
5 -
21 25 30 1 5 10 15 21 24 16 18 20 22 24 26 28 2 4 6 8 10 12
AHuBapb 1959r espanp 1959r espanb 19591 MapT 1959 r

Puc, 7 Puc. 8

AMO3UITIH ‘UM HOEHIANd



Ccm2

cM2

BCMOMOTATE/IbHOE NNIEYEHWE OMYXOJEN

‘O'+DN



104 A. PUBEH30OH un M. HEAENECKY

Jyutume pesynbTaThl GbUIV NOMYYEHbI NPY EXXEAHEBHOM YepefoBaHUM LIUTO-
CTaTMKOB Pa3/INYHbIX TUMOB.

Pe3ynbTaTbl, NOMYYEHHbIE Ha I0CTATOYHO GO/MbLLLIOM UMC/E TPYMM XKUBOTHbIX
M Ha PasNMUHbIX OMYyXONsX, MPeAcTaBMsT CO6OMA, MO HalleMy MHEHWUH, 10CTa-
TOYHYH 3KCMEPUMEHTA/IbHYHO OCHOBY A1 OCYLUECTBNEHUS CIEAYHOLLEro 3Tana,

Puc. 11

T. €. 4NS OCYLIECTBNEHNS| KIMHNYECKOA OPUEHTUPOBKM B MPUMEHEHUM Ha Yeno-
BEKe He BbI3bIBAOLLMX NIEAKOMEHUM 03 LUTOCTATUKOB, C /le4ebHOM 1 B 0COGEH-
HOCTWM MPOGNIAKTUYECKOA LeNsx.

Pestome

ABTOpPbI YKa3blBalOT Ha OCHOBaHWW CBOUX l/ICCl'IG,U,OBaHVII‘/JI Ha TO. 4TO O,U,HOVI 13 npepno-
CbIJ1IOK I-)Cb(*)eKTI/IBHOCTI/I nevyeHMA 310Ka4eCTBEHHbIX onyxonel7| NMATOCTaTUYECKUMK MNpenapaTamMmun
aBnseTca m3beraHue yXyaweHna I/IMMyHHOﬁVIOI'IOFI/I‘-IeCKOFO 1N 3HOOKPWUHHOIo COCTOAHUA opra-
HU3Ma.

ABTOpbI MbITANCb YMEHLLLUNTL BPeLHOE B/IMAHME LIUTOCTATUKOB Ha Cefle3eHKy, }'IVIMCba-
TUYECKNE Y3Nbl U KOCTHbIA MO3r, a TaKXXe Ha MeyveHb U Ha HaZno4Yye4yHUKN.
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PaccmaTpuBas BblisiBfieHUE NeAKONeHNN Kak YKa3saHue Ha npeBbllLUEHNE I'IepeHOCI/IMOIz
[03bl ANA HOPMa/lbHbIX K/IETOK, aBTOPbI MbIT/INCb BBOAUTb TY MaKCUMasibHYHO A03Yy NMUTOCTa-
TUKOB, KOTOpas He Bbli3biBa/1a Obl CHVKEHUSA uncna ﬂeﬁKOLI.VITOB 3a npegesbl HOPMbI. ABTOPbI
n3y4ynnn BNNAHNE LUTOCTAaTUKOB Ha pPAA IKCNEPUMEHTa/IbHbIX onyxone|7|.
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LE TRAITEMENT COMPLEMENTAIRE DU CANCER PAR DES DOSES NON-LEUCO-
PENIQUES DE CYTOSTATIQUES, ADMINISTRES DE MANIERE CHRONIQUE

A. RIVENZON et P. NEDELESCU

Des rats porteurs de tumeur Guérin T8, Walker 256, ou sarcome 1.0.B. 9, sont traités
au moyen de cytostatiques (Degranol, Sarcolysine, TEM, E39) administrés en doses non-
leucopéniques.

Les injections intrapéritonéales sont pratiquées chaque jour ou une fois tous les deux
jours, en obtenant la dose maxima par tatonnement, dose qui, méme aprés une longue période
d’utilisation, ne détermine pas I’abaissement du nombre des leucocytes.

Ces doses, variables avec chaque cytostatique, sont généralement comprises entre la
20-eme et la 50-eme partie de la dose Iéthale unique.

Le traitement ne s’avere pas toxique et ne détermine pas l’alteration de I’état général
de l'animal.

Les résultats sont les suivants:

a) Inhibition accentuée de I’accroissement de I’adénocarcinome de Walker (fig.
8, 10, 11).

b) Développement retardé des métastases de I’épitheloma de Guérin T 8 (fig. 1, 2, 3,
4, 5, 7,09).

c) Inhibition de la vitesse de croissance du sarcome 1.0.B. 9 (fig. 6).

Qn propose d’essayer chez I'homme le traitement continuel, chronique, a doses non-
leucopénique maxima, aussi bien pour le traitement complémentaire en vue de rétarder
I’accroissement de la tumeur, que pour la prophylaxie a I’égard des métastases et récidives.

Dr. A. Rivenzon

Bucuresti, B.-dul 1. Mai 11., RomTinia
Dr. P. Nedelescu
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Einrichtungen fur Operationsrdume

Chirurgische Instrumente

Elektromedizinische Apparate

Diagnostische Kleinapparate und mechanische
Behandlungsgerate

Zahnarztliche Stihle, »Unit« zahnéarztliche
Apparate, zahndarztliches Material

Tierdrztliche Gerate

Eiserne Lungen verschiedener Typen

Injektionsnadeln und Spritzen

Schaukelbett-Respirator und andere Behand-
lungsgerédte fur Atemldhmungserkrankungen
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VERGLEICHENDE HISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNG
DER NUKLEOPROTEIDE IN DEN RLUTZELLENJ
VON WIRRELTIERARTEN
I.UNTERSUCHUNG DER WIRKUNG PROTEOLYTISCHER
ENZYME

Gy. Rappay und Gy. Balogh

(Eingegangen am 26. Méarz 1960)

Im letzten Jahrzehnt sind Uber die Nukleoproteide (NP) stdndig mehr
vergleichende Arbeiten erschienen, die teils auf qualitativen, teils auf quantita-
tiven histochemischen und biochemischen Methoden beruhen. Besondere
Bedeutung kommt den Versuchen von Mirsky und Ris (1949) zu, die sie
an den isolierten Chromosomen von Individuen verschiedener Arten durch-
gefuhrt haben, weiterhin den Arbeiten von Gerzeli, Casati und Meneghetti
Genaro (1956), die einen entschiedenen Zusammenhang zwischen dem
Desoxyribonukleinsduregehalt (DNS), dem Kernvolumen und dem Ver-
héltnis des Keru-Plasmavolumens der Erythrozyten mehrerer Wirbeltierarten
festgestellt haben. Hierzu rechnen sich auch die von Perugini und Mitarbeitern
(1958) an Erythroblasten und von Viatti (1957) an den Erythrozyten zahl-
reicher Wirbeltierarten vorgenommenen quantitativen DNS-Bestimmungen.
Bereits aus dieser sehr kurzen Literaturiibersicht ergeben sich zwei Hauptzige
der erwdhnten vergleichenden Versuche. Erstens handelt es sich fast aus-
nahmslos um quantitative Untersuchungen, was zweifellos den immer starker
verbreiteten und von vielen flr grundlegend gehaltenen zytophotometrischen
Methoden zu verdanken ist. Zweitens fallt auf, daR sieb die Forscher — von
wenigen Ausnahmen abgesehen — am intensivsten mit einem Bestandteil
des Desoxyribonukleoproteidkomplexes (DNP), mit der DNS, befassen. Nur
sehr wenige haben die andere DNP-Komponente, das basische Eiweil}, zum
Objekt ihrer Versuche gewé&hlt. DaR die Erforschung der Kerneiweile noch
sozusagen in den Kinderschuhen steckt, beruht wahrscheinlich darauf, dafl die
Eiweill-Histochemie auch heute nur Uber wenig Methoden verfiigt, mit denen
in dieser wichtigen Frage zuverldssige Angaben gewonnen werden kdnnen.

Im Rahmen voriger Versuche (Rappay, 1959) haben wir das Verhalten
der mit proteolytischen Enzymen (Trypsin, Pepsin) behandelten S&uger-
thymusdrise und -Lymphgewebe untersucht. Nach der Enzymbehandlung
wurde die DANIELLische Tetrazonium- und die FEULGENsche Reaktion durch-
gefuhrt. Bei der Auswertung der Resvdtate stellte sich heraus, dafl die unser-
seits benutzten proteolytischen Enzyme nicht gleichartig wirken und diese

l*
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Methode zur Durchfihrung weiterer vergleichender Untersuchungen geeig-
net ist.

In der hier zu besprechenden Untersuchungsserie waren die Versuchs-
objekte die Erythrozyten von Wirbeltieren, die verschiedene Klassen und
Ordnungen reprédsentieren. Die Zellen wurden nach Fixierung verschieden
lange mit proteolytischen Enzymen inkubiert und anschlieBend die Tetra-
zonium- und Feulgen-Reaktion ausgefuhrt. Wie die Untersuchungen ergaben,
werden die Blutzellen der phylogenetisch auf niedrigerer Entwicklungsstufe
stehenden Tiere nach kirzerer Enzymwirkung verdaut als die Zellen der
héheren Tiere. Aus den Versuchsergebnissen ziehen wir den Schluf}, dafl in den
NP des Kerns der Blutzellen im Verlauf der Phylogenese Verdnderungen
eintreten.

Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden an folgenden Tierarten vorgenommen: Fische = Karpfen
(Cyprinus carpio); Amphibien — Rippenmolch (Pleurodeles waltlii), Frosch (Rana esculenta);
Reptilien = Eidechse (Lacerta agilis); Vogel = Taube (Columba domestica), Huhn (Gallus
domesticus). Das Blut gewannen wir von den Versuchstieren durch Dekapitation oder Venen-
punktion. Die Blutgerinnung wurde mit Natriumzitrat verhindert. Im Verlauf der Behandlun-
gen waren wir bestrebt, dieselben Bedingungen so gut wie mdglich zu gewé&hrleisten, weshalb
wir Ausstriche in der Weise herstellten, daB drei oder vier Blutarten auf ein und demselben
Objekttrager aufgetragen wurden. Diese Ausstriche wurden 15 Minuten in Carnoy-L6sung
fixiert. Sowohl an den Kontrollpraparaten als auch an den mit proteolytischen Enzymen
behandelten Praparaten wurde die Daniellische Tetrazonium-Reaktion (unter Anwendung
vom stabilisierten Diazoniumsalz Diazo Fast Blue B und H-Séure, laut Pearse, 1954) und
die Feulgensche Reaktion ausgefihrt. AuRer diesen Reaktionen kam Sudanschwarz-Farbung
mit in 70%igem Alkohol gesattigter Sudan Black B-L6sung zur Anwendung.

Zusammensetzung der Inkubationsflussigkeiten: a) Trypsin-L6ésung. 1 ml des 0.05 M
Phosphatpuffers pH 6,7 enthielt 0,3 mg Trypsin B. D. H. b) Pepsin-Lésung. 0,02 N HCI
enthielt je ml 2 mg Pepsin cryst. (Ph. Hung. V). Die Kontroll-Lésung war in beiden Fallen
enzymfreie Inkubationslosung. Die Inkubation erfolgte mit Trvpsin-Lésung 1—25 Minuten,
mit Pepsin-Ldsung 1—60 Minuten im Thermostaten bei 37° C.

Versuche

Die mikroskopische Untersuchung der ohne vorherige Behandlung aus-
gefihrten Tetrazonium-Reaktion ergab, da in den Erythrozyten samtlicher
unserseits untersuchten Arten das Zytoplasma eine schwache und der Kern
eine sehr intensive Reaktion zeigte. Eine sehr auffallende, starke Reaktion
gaben die weiBen Blutzellen sdmtlicher Arten, insbesondere die Lymphozyten.
In den Kontrollprdparaten trat die Feulgensche Reaktion typischerweise
im Kern in Erscheinung. Eine gleichmdRig intensive Reaktion trat nach 10 Mi-
nuten dauernder Salzsdurehydrolyse zutage. Nach Sudanschwarz-Fé&rbung
war im Zytoplasma der Fisch-Erythrozyten sehr blasse Farbung und im
Bereich der Kernmembran und Zellgrenze in den Erythrozyten samtlicher
Arten, insbesondere aber in den Zellen der Fische, mittelstarke Reaktion
zu beobachten.
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1. Wirkung der Trypsinbehandlung

Bereits nach sehr kurzer Behandlung (nach 60 Sekunden) war zu sehen,
daR die Tetrazonium-Reaktion, mit den Kontrollprdparaten verglichen, in
den Erythrozyten diffuser wurde, das Zytoplasma starker geférbt war und
die Kerne in den Zellen sdmtlicher untersuchten Arten geschwellt waren.
Die intensivste Zytoplasmafdrbung fanden wir in den Blutzellen der Amphi-
bien. Farbintensitdt und Lokalisation der Tetrazonium-Reaktion &nderten
sich parallel mit der Erhéhung der Inkubationsdauer. Nach 4 Minuten wéhren-

Fisch

Taube

Molch
Abb. 1. Blutausstrich von Fisch, Taube und Rippeninolch. a—f — Tetrazonium-Reaktion,
g—i — Feulgen-Reaktion. 40X Obj. e, d, g) Kontrolle; 6, e, h) 4 Minuten mit Trypsin

verdaut; c,f,i) 25 Minuten mit Trypsin verdaut
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der Verdauung war die auffallendste Verdnderung in den Fisch-Erythrozyten
zu beobachten. Die starke Tetrazonium-Reaktion im Kern war verschwunden,
d. h. eine sehr blasse Reaktion im Kern zu sehen. Dagegen wies die Kern-
membran eine sehr intensive Reaktion auf. In den Blutzellen der anderen
Tiere war die Farbreaktion im Zytoplasma intensiver, wahrend die Tauben-
Lymphozyten interessanterweise ihre Fdrbung verloren. In bezug auf die
Féarbung verhielten sie sich wie die Erythrozytenkerne des Fisches. Eine
wesentliche Verdnderung trat im weiteren erst nach der Inkubationsdauer
von 18 Minuten ein. Zu diesem Zeitpunkt war der Erythrozytenkern bei allen
untersuchten Arten blasser gefarbt, nur beiden Fischen war die Zellfarbung
unverdndert. Nach 25 Minuten dauernder Inkubation hatten s&mtliche Zell-
kerne ihre Farbung verloren, aber das Zytoplasma der Zellen gab eine unver-
&ndert starke Tetrazonium-Reaktion (Abb. 1, «-/)e

Die parallel durchgefihrte Feulgensche Reaktion zeigte ein dhnlich
variables Bild. Bis zur 3.—4. Minute fanden wir im Vergleich mit den Kontrollen
keine Verdnderung. Nach einer Inkubation von 4 Minuten war die Feulgensche
Reaktion bei den Kernen der Fisch-Erythrozyten nur an den peripheren
Randabschnitten zu beobachten. Dieselbe Verdnderung sahen wir in den
Zellen der anderen Arten erst nach ldngerer Behandlung, nach 25 Minuten
(Abb. 1, g-i).

Die Sudanschwarz-Fé&rbung wurde nach einer Verdauung von 25 Minuten
vorgenommen. An der der Zell- und Kernmembran der Fisch-Erythrozyten
entsprechenden Stelle war ein intensiv dunkel geférbter Ring anzutreffen.
Diese Farbung trat in den Zellen der anderen Spezies weniger charakteristisch
zutage (Abb. 2).

Abb. 2. Blutausstrich vom Fisch. Sudan Black B-Fé&rbung, 40 X Obj. 25 Minuten mit Trypsin
behandelt
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2. Die Wirkung der Pepsinbehandlung

Bei den mit Pepsin vorgenommenen Versuchen wurde die Inkubations-
dauer verlangert, weil die Zelleiweife anldBlich &hnlicher Untersuchungen an
anderen Objekten erst nach ldngerer Inkubationsdauer verdaut worden waren.
In den ersten 15 Minuten der Inkubation trat im Bild der Zellen, mit den
Kontrollprdparaten verglichen, (berhaupt keine Verdnderung ein. Nach
20 Minuten dauernder Inkubation war das Zytoplasma der Zellen aller Arten
— mit Ausnahme der Amphibien-Erythrozyten — blasser gefdrbt, die Tetra-
zonium-Reaktion der Zellkerne jedoch vdllig intakt geblieben. Nach einer
Inkubation von 25 Minuten war die Farbung im Zytoplasma samtlicher Zellen
verschwunden, lediglich die bloBen Kerne traten hervor. Auch nach der
langsten Inkubationsdauer (60 Minuten) zeigten die Zellkerne intensive Tetra-
zonium-Reaktion.

Die Farbintensitdt der Feulgenschen Reaktion blieb von der ersten
bis zur letzten Minute der Inkubation gleichmdRig intensiv.

Besprechung

Trypsin und Pepsin sind Endopeptidasen mit bekannter proteolytischer
Wirkung. Nach neueren biochemischen Untersuchungsergebnissen (Hauro-
vitz, 1950) besitzen diese beiden Enzyme einen unterschiedlichen Angriffs-
punkt. Unter entsprechenden Bedingungen werden von Trypsin die basischen,
von Pepsin die an aromatischen Aminoséduren reichen EiweiBe gespalten. Mit
der unserseits angewandten Daniellischen Tetrazonium-Reaktion lassen sich
sowohl die basischen wie die aromatische Aminosduren enthaltenden EiweiRe
nachweisen; nach dem heutigen Stand unseres Wissens ist diese Reaktion
zum Nachweis der tyrosin-, tryptophan- und histidinhaltigen Eiweile geeignet.

Bei der mikroskopischen Auswertung der Prdparate fiel anldBlich der
Untersuchung der trypsinbehandelten Prdparate auf, daf sich die Farbinten-
sitdt der Tetrazonium-Reaktion im Erythrozytenkern der phylogenetisch auf
niedrigerer Entwicklungsstufe stehenden Exemplare (Fisch) nach sehr kurzer
Enzymbehandlung wesentlich verringerte. In denselben Zellen der phylo-
genetisch hdher entwickelten Tiere blieb die EiweiRreaktion des Kerns l&ngere
Zeit intakt und glich erst nach 25 Minuten wéhrender Verdauung der an den
Fischzellen beobachteten Reaktion. Dieses Verhalten der Reaktion 1aRt sich
unseres Erachtens auf mehrere Ursachen zuruckfuhren. Vor allem ist anzu-
nehmen, dal sich die Aminosdurenzusammensetzung des Kerneiweifles in den
Blutzellen der phylogenetisch auf niedrigerer Entwicklungsstufe stehenden
Lebewesen — im vorliegenden Fall des Fisches — von der Zusammensetzung
hei den hoher entwickelten Tieren unterscheidet. Unser Versuch bietet aller-
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dings keinen Beweis fir diese Annahme, weil aus der Farbintensitdtsver-
&nderung der Reaktion in keiner Weise auf die Aminosédurenzusammensetzung
geschlossen werden kann. Viel plausibler erscheint die Vermutung, daf die
Ursache der beobachteten Verdnderungen auf das wechselseitige Verhdltnis
der Komponenten im EiweiB-Nukleinsdurekomplex der verschiedenen Tier-
arten, d. h. auf die eventuellen quantitativen Beziehungen dieser beiden
Komponenten der NP zurickgefihrt werden mufR.

Bei der Untersuchung der quantitativen Beziehungen zwischen dem
Residualeiwei und der DNS in den Chromosomen, die aus Zellen verschiedener
Arten bzw. gleicher Arten, aber verschiedener Organe gewonnen wurden,
haben Mirsky und Ris festgestellt, dal in den aus Erythrozyten — und
interessanterweise aus der Thymusdrise —isolierten Chromosomen die Residual-
eiweiBmenge im Verhdltnis zum DNS-Gehalt sehr gering, demgegeniiber
in den aus Leber-, Nieren- und Pankreaszellen isolierten Chromosomen das
Verhdltnis umgekehrt ist. Angesichts dieser Literaturangabe wirkt unsere
vorhin erwahnte Annahme bereits wahrscheinlicher, d. h. im Verlauf der
Phylogenese kommt es offenbar zu einer Verdnderung der Residualeiweil3-
menge, und vielleicht manifestiert sich diese Verdnderung in unseren trypsin-
behandelten Prédparaten. Darauf scheint auch unsere Beobachtung hinzu-
weisen, dall sich der Kern der phylogenetisch hdher entwickelten Tauben-
Lymphozyten bei gleicher Behandlungsdauer ebenso verhielt wie der Kern
der Fisch-Erythrozyten.

Im Rahmen unserer Versuche erscheint weiterhin die Wahrnehmung
interessant, daB sich die Farbintensitdt und Lokalisation der Feulgenschen
Reaktion parallel zur Trypsinbehandlung verdnderte. Aus dieser Verdnderung
geht unzweifelhaft hervor, daR die feulgenpositive Kernsubstanz allmé&hlich
verschwand bzw. nur an gewissen Stellen — an den Randabschnitten der
Zellkerne — erhalten blieb. Auch diese Verdnderungen fihren wieder zu
Hypothesen. Diese Verdnderung der Feulgenschen Reaktion kénnte so erklért
werden, daB wir die Spezifitdt der Reaktion in Zweifel ziehen, d. h. annehmen,
nur die EiweilRfraktion der intakten NP sei imstande Leukofuchsin wieder
rot zu f&rben, und daf die eigentliche Reaktion nicht von der DNS verursacht
werde. Gegen diese Annahme lassen sich zahlreiche Angaben anfliihren, welche
die Spezifitdit der Feulgenschen Reaktion beweisen. Man kdnnte auch die
Frage stellen, ob das Trypsin nicht mit Nuklease verunreinigt gewesen und
das Verschwinden der Feulgenschen Reaktion auf die Wirkung der verun-
reinigenden Desoxyribonuklease zuruckzufihren sei. Gegen diese Annahme
spricht unsere bei anderen Untersuchungen gemachte Beobachtung, wonach
die Objekte von chemisch reiner Desoxyribonuklease erst nach ldstindiger
Inkubation verdaut wurden, wéahrend zugleich die Eiweillreaktion der unter-
suchten Zellen intakt geblieben ist. Die in den vorliegenden Untersuchungen
angewandte Trypsinverdauung war von so kurzer Dauer, dall eine etwaige
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Verunreinigung keine wesentliche Wirkung auf die DNS ausgelibt haben kann.
Letzten Endes missen wir die Hypothese akzeptieren, daB der NP-Komplex
im Verlauf der Trypsinverdauung eine Verdnderung erleidet. Es kommt zur
Spaltung der EiweiBkomponente, wodurch notwendigerweise die Stabilitat
der DNS beeintrdchtigt oder ganz aufgehoben wird, so dal das DNS-Molekil
zerfdllt und die Feulgensche Reaktion verschwindet. Wenn es sich nur um
eine geringe oder partielle Stabilitdtsverminderung handelt, so tritt noch eine
gewisse Farbreaktion in Erscheinung.

Die Auswertung der mit Pepsin behandelten Prdparate ergab, dal das
Zytoplasma der Erythrozyten aller unserseits untersuchten Arten auf gleiche
Weise verdaut wird. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen der
friher am Sd&ugergewebe durchgefiihrten eigenen Untersuchungen Uberein.

Zusammenfassung

Die Erythrozyten von Tieren, die verschiedene W irbeltierklassen und -Spezies repra-
sentieren, wurden mit proteolytischen Enzymen inkubiert. Die Untersuchungen ergaben,
daB von Trypsin die Kernsubstanz der Erythrozyten von phylogenetisch auf niedrigerer Stufe
stehenden Arten rascher gespalten wird, wahrend Pepsin auf das Zytoplasma der untersuchten
Zellen gleichméBig wirkt.

LITERATUR

1. Gerzeli, G.,, Casati, C.,, Meneghetti Genaro, A. (1956): 1 volumi nucleari e
cellulari in relazione di acido desossiribonucleico in eritrociti al tenore di alcime specie dei
Vertebrati. Riv. Istochim. norm. pat. 2, 149—153.— 2. Haurovitz, F. (1950): Chemistry
and Biology of Proteins. Academic Press, New York. — 3. Mirsky, A. E., Ris, H. (1949):
Variable and Constant Components of Cromosomes. Nature (London) 103, 666. —
4. Pearse, A. G. (1954): Histochemistry, Theoretical and Applied. Churchill, London. —
5. PeRUGINI, S., Soldati, M. u. Torellti, U. (1958): Cytoplasmatic Studies on the Desoxy-
ribonucleid Acid and Histone Content of Normal Human Erythroblasts. Acta histochen..
6. 133—138. — 6. Rappay, Gy. (1959): Das Verhalten des Thymusgewebes gegeniiber
proteolytischen Enzymen. Magy. Tud. Akad. bioi. orv. Oszt. Kozi. (Budapest) 10,
129—134. — 7. VIALLI, M. (1957): Volume et contenu en ADN par noyau. Exp. Cell Res.
Suppl. 1V, 284—293.



118 GY. RAPPAY und GY. BALOGH

CPABHUTENBHOE TUNCTOXUMWUNYECKOE WCCAEOOBAHWE HYK/EOMNPOTEW-
OB B KPOBAHbIX TE/MbUAX PA3/IMYHbLIX BUAOB NMO3BOHOYHbIX. |

Ab. PAMMAW v Ob. BASIOI

B CBOMX 3KCMEPUMEHTAX aBTOPbl MPUMEHSNN AAePHbIE 3PUTPOLUTBI XMUBOTHBIX, Npes-
CTaBNAIOWMX PasINUHble KNacchbl U 0TPAabl NMO3BOHOUYHBLIX. PUTPOLMTLI MHKYGUPOBAIUCL NPO-
TEONMTUYECKMMI 3H3MMaMWK, MpuuYeM 6bIfI0 YCTAHOBNEHO, UTO TPUMCWMH pasnaraeT 6bICTpe
AepHOe BeLECTBO UHAVBUAYYMOB, HAaXOASALMXCS Ha (UIOreHeTUYECKN GoMee HU3KOW CTYMNeHu,
B TO BPEMSi KaK MercuH BO3AeCTBYeT B OAMHAKOBOW Mepe Ha LWUTOMMIasMy WMCCef0BaHHbIX
K/NETOK.

NUCLEOPROTEINS IN THE BLOOD CELLS OF VERTEBRATES. |
GY. RAPPAY and GY. BALOGH
Nucleated erythrocytes of animal species representing different classes and orders of
vertebrates were incubated with proteolytic enzymes. The nuclear substance in the erythro-

cytes of phylogenetically higher animals was found to have an increased sensibility to trypsin.
Pepsin exerted an identical effect of the cytoplasm of all examined cells.

Dr. Gy6rgy Rappay”

R Budapest IX. T(zolt6 u. 58. Ungarn
Gydrgy Balogh
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TRANSPLANTATION OF REGENERATIVE HEPATIC
TISSUE
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In the course of transplantation experiments that have been in progress
in our Department for some time it was possible to demonstrate that hetero-
transplants — and presumably also homologous transplants — pass through
three phases in the host organism; viz. (i) the period of local nutritional dis-
turbance; (ii) the period of assimilation-adaptation; and (iii) that of the
development of immune materials. We attach a particular importance to the
second phase during which the implanted heterologous tissue has to combat
the harmful influences of and adapt itself to the new milieu, and must become
capable of assimilating foreign proteins. This is the phase which we think
determinates the destiny of the transplant: negatively if it perishes and positi-
vely if it survives this phase, whereafter the chances of its further existence
are favourable [1, 2, 3, 7, 8].

It has been observed in the course of these experiments that, if autologous
hepatic tissue had been transplanted into the anterior eye chamber of rats,
the parenchymal cells degenerated, while the biliary ducts began to proliferate
and formed islets of hepatic parenchyma. This was a remarkable phenomenon
considering that the liver tissue of adult rats practically never survives explan-
tation on heterologous medium and proliferates very poorly even in autologous
media [2]. Only regenerative adult liver is able to thrive under such conditions.
We had therefore to assume the existence of factors which activate the frag-
ments of tissue taken from intact liver and transplanted into a regenerating
organism, factors which make the vitality of the transplants similar to that
of regenerative tissue.

The purpose of the experiments to be reported was to ascertain whether
direct (local) or humoral factors of the regenerative process are at play at
transplantation, and to control some theoretical considerations regarding
transplantation of tissues of increased vitality.

Method

A total of 64 albino rats of 200 g body weight each was used in the experiments. Each
experimental group consisted of 8 animals into both eyes of which hepatic tissue was implanted.
The transplantations were partly homologous and partly heterologous, with mice as donors
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in the latter case. The t ssue to be transplanted was cut up into fragments of 0.5 cu. mm and
inserted into the lumen of an injection cannula with a blunt point. After opening the anterior
chamber of the recipient’s eye by means of Graefe’s lancet, the cannula was introduced through
the aperture and the tissue-fragment was placed into the anterior chamber, strictly observing
the rules of sterility.

Likewise Graefe’s lancet was used to injure the liver of the recipient animals. After
opening the abdomen, a wound some mm wide and deep was inflicted on the liver, covered
with sterile thrombin-fibrin powder to prevent haemorrhage, and the abdominal wail was
closed. Transplantation was performed 24 hours after the operation.

The technique of injuring the liver of the donor animals was the same as in the case
of the recipients; transplantation followed 48 hours later, with uninjured tissue taken from
the edge of the wound.

The recipients’ eyes were removed and fixed in Carnoy’s fluid 10 and 20 days after
the transplantation. After embedding the area of the anterior chamber in methyl-benzoate-
cclloidin-paraffin, serial sections were made and stained with methyl green-pyronine.

The period of observation lasted 20 days.

Experimental

The experiments were carried out in four groups: (i) intact hepatic
tissue was transplanted into rats with intact liver; (ii) intact hepatic tissue
was transplanted into rats with their liver injured; (iii) hepatic tissue from
animals with a damaged liver (regenerative tissue) was transplanted into
rats with intact liver; (iv) regenerative hepatic tissue was transplanted into
rats with impaired (regenerative) liver. All these transplantations were made
homologously and heterologously alike. Since no difference was observed in
the behaviour of homologous and heterologous transplants, the results will
be discussed without regard to this factor.

(i) Transplantation of normal liver into the anterior chamber of rats with
intact liver

Ten days after the operation there was no nuclear staining observable
in the area of the disintegrated graft. Pyroninophilia was slight and non-
specific. Plasmocytes were accumulated in the marginal parts of the transplant,
while occasional macrophages containing haemoglobin appeared nearer the
centre.

Twenty days after the operation, the structure of the transplanted tissue-
fragment had become pervaded by capillaries and was no longer recognizable
so that only proliferating connective tissue marked the site of the vanished
transplant. The plasmocyte and macrophage count had increased since the
10th postoperative day. The process of absorption was very marked.

(if) Transplantation of normal liver into the anterior chamber oj rats
with impaired liver

On the tenth postoperative day the transplant was smaller than its
original size, with a necrotic zone in its central part and a slight plasmocytic
reaction. Islets of regular hepatic cells were found in several areas, with
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Fig. 1. Heterologous regenerative hepatic tissue transplanted into rat with liver injury, after
20 days. Note intact liver-cell trabeculae. Methyl green-pyronine, X 100

Fig. 2. Homologous regenerative hepatic tissue transplanted into rat with unimpaired liver,
after 20 days. Marked degeneration, many plasmocytes and macrophages. Hepatic tissue not
recognizable. Methyl green-pyronine, X200

pronounced nuclear staining of the cells and very marked pyroninophilia of
the cytoplasm. The reduction of the necrosed area was associated with a
decrease in the number of macrophages.

On the twentieth postoperative day, the hepatic structure was still
preserved and in some parts even more pronounced than in the 10-day pre-
paration. Marked capillarization was seen.
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Fig. 3. Heterologous regenerative hepatic tissue transplanted into intact animal, after 10 days.
Changes as in Fig. 2. Methyl green-pyronine. X200

Fig. 4. Homologous intact hepatic tissue transplanted into intact animal, after 10 days. Note
almost complete absorption. Methyl green-pyronine. X 200

(iii) Transplantation of regenerative liver to the anterior chamber of rats
with intact liver

After 10 days the general picture was as in (ii). Central necrosis, plasmo-
cytes in the marginal parts, islets of hepatic cells, regular structures and
staining were characteristic.
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Fig. 5. Heterologous intact hepatic tissue transplanted into rat with liver injury. Note regular
structure and occasional macrophages filled with haemoglobin. Methyl green-pyronine. X 100

After 20 days considerable parts of the transplants had been absorbed.
Their whole area was so densely interwoven with capillaries that frequently
nothing but the vascular network was observable. There were many macro-
phages, filled with haemoglobin, also many plasmocytes. No intact hepatic
structure was visible.

(iv) Transplantation of regenerative liver to the anterior chamber of rats
with impaired liver

The general picture ten and twenty days after transplantation was as
under (ii).

Discussion

According to the findings, the process of regeneration seems to be
favourable for the survival of transplants. W hether it was in the transplanted
tissue or in the liver of the recipient animal that regeneration was under
process, transplantation was more successfid than in cases where intact tissue
was transferred into intact hosts. There were, nevertheless, some differences
between the particular forms of transplantation which may throw light upon
certain biological laws.

The attempt to transplant normal hepatic tissue into rats with an
intact liver was a failure. The highly differentiated liver tissue usually does
not survive explantation on heterologous medium [2], although immunological
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factors do not harm it in tissue cultures. The possibility of immune reactions
is commonly regarded as limited in case of implantation into the eye-chamber
[9, 10], although, according to both the literature [6] and our own experience,
injury to the eye opens the path to immune reactions, a fact confirmed by
the appearance of plasmocytes. Destruction was complete in our experiments,
but this could not be ascribed to immunological factors alone, considering
the different fate of normal tissue transplanted into animals with intact and
animals with a damaged liver. Not only did the transplant in hosts with
impaired liver survive the first ten days, but it was alive even on the 20th
day and seemed, moreover, to have developed in the meantime. It is evident
that, while the immunological factors were identical in both cases, humoral-
regenerative factors produced in the latter case an effect promoting the vitality
of the implanted tissue.

The primary role of regenerative factors was further illustrated by the
fact that although transplants obtained from donors with an injured liver
(i. e. regenerative tissues) were on the 10th day still viable and presented a
picture similar to that described in the foregoing, they showed marked signs
of degeneration and began to be absorbed by the 20th postoperative day.
This observation proves that regenerating hepatic tissue, if transplanted,
has a decidedly higher vitality than unimpaired tissue but needs apermanent
stimulus for its survival, a stimulus ensured by the regenerative liver of the
host or rather those active substances which are released by it.

Our experimental results seem to support our theory of the three phases.
The fact that, aided by the regenerative factor, the transplant survived the
immunologically critical 8th day and that the vascularized tissue was still
alive on the 20th day, bears out the significance of the second phase. It
should be borne in mind that both regenerative and intact hepatic tissue pro-
voke an immune reaction. The fact that more decomposed tissue induce more
intensive immune reactions does not diminish the significance of the phase
of assimilation and adaptation, since the very process of decomposition is
due to disturbed assimilation. It is thus obvious that the humoral and, to a
slighter extent, the local actors of regeneration promoted the success of
transplantation by enhancing the vitality of the implanted tissue and
possibly also by promoting its differentiation.

The indentical behaviour of homologous and heterologous transplants
shows that if a highly differentiated tissue like the liver of adult mammals is
transplanted, the success or failure of the operation depends much more on the
degree of differentation, i. e. the vitality of the transferred tissue, than the
racial difference between donor and host [4, 5].



TRANSPLANTATION OF REGENERATIVE HEPATIC TISSUE 125

Summary

Homologous and heterologous normal and regenerative hepatic tissue has been trans-
planted into rats with intact and rats with damaged liver. Survival of the transplants was
promoted by a regeneration of the recipient’s liver and also but less, by that of the donors.
The cause of the phenomenon and its connection with the three-phase theory have been
discussed.
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TPAHCIM/IAHTALUMA MEYEHOUYHOW TKAHW B YCNOBUAX PEFEHEPALN
AOb. YABA n L. XOPBAT

Ha Kpbicax C HernopaxeHHoW M C MOpaXeHHol neyYeHbl NPOBOAWINCL FOMO- U reTe-
poTpaHcniaHTaUumn TKaHW 340pOBOI MeyYeHW KPbIC WM Ke MedYeHW B CTaaun pereHepauum,
npvueM 6bU10 YCTAHOB/MEHO, YTO pereHepauus rMeyeHn peuunueHTa BbIPaKeHHO, a pereHe-
pauus neveHU [oHOpa B MeHbLUe/ CTeneHW Croco6CTBYET MPUXKMBAHWIO TPaHCMIAaHTATOB.
O6CyXaaloTCsl NPUUMHBI 9TOFO ABMIEHWS, WM XKe ero CBA3b C TPex(asoBoii Teopueid.

UBER DIE TRANSPLANTATION VON LEBERGEWEBE
IM REGENERATIONSSTADIUM

GY. CSABA und C. HORVATH

An Ratten mit intakter und geschadigter Leber wurden Homo- bzw. Heterotrans-
plantationen von normaler Rattenleber bzw. von regenerierender Rattenleber durchgefihrt.
Es wurde festgestellt, daR die Regeneration der Leber des Rezipienten in starkerem, die
Regeneration der Leber des Donors hingegen in geringerem MaRe das Uberleben der Trans-
plantate fordert. Die Ursachen dieser Beobachtung, bzw. ihr Zusammenhang mit der Drei-
phasen-Theorie werden diskutiert.

Dr. Gyorgy Csaba

Budapest IX. T(zolté u. 58. Hungar
Dr. Cecilia Horvath P gary
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KORPERCHEN NACH RONTGENBESTRAHLUNG

Irén Palyi und Eszter Kapa

(Eingegangen am 14. April 1960)

Es ist bekannt, dass der Thymus die verschiedenen Reize die den Orga-
nismus treffen, immer mit einer spezifischen Reaktion beantwortet [5].
Nach Implantation von Eiweissen, nach Hungern und nach Hormonbehand-
lung wurde das Ausschiutten der Thymozyten, die Zusammenziehung des
Epithelretikulums und die Zunahme der Hassallschen Kdrperchen beobach-
tet [9]. Mehrere Autoren beschrieben das Entstehen von Zysten im Thymus
nach Réntgenbestrahlung, welche von den Hassallschen Kd&rperchen abstam -
men sollen[2, 8, 1]. Tschassownikow beobachtete nach Rdéntgenbestrahlung
eine kompakte Epithelstruktur, die in der Gewebekultur intensiv prolife-
rierte [10].

Vorliegende Arbeit behandelt das weitere Schicksal der nach Rdntgen-
bestrahlung vermehrt auftretenden Hassallschen Kodérperchen und ihr Ver-
halten in vitro.

Material und Methoden

Zu den Versuchen verwendeten wir 7 Tage alte Meerschweinchen. Der Thymus der
Versuchstiere wurde in der medianen Linie des Halses auf einem Gebiet von 2x2 cm mit
Strahlendosen von 100, 200, 300, 500, 800, 1000 r behandelt. (kV 180, mA 10, Filter 0,5 Cu,
Feld 2X2 cm, Focus 40 cm, r/Min: 60). In jeder Versuchsgruppe wurden je 10 Tiere bestrahlt.
Die Explantation erfolgte 48 Stunden nach der Bestrahlung. Ein Teil jeder bestrahlten Thymus-
drise wurde histologisch bearbeitet, aus dem anderen Teil wurden Gewebekulturen angesetzt.
Eswurden Rdhrenkulturen verwendet, als protektives Medium diente ein Gemisch von Hihner-
plasma und Hiuhnerembryonalextrakt.

Die N&hrflissigkeit war ein Gemisch von Tyrodeldsung, menschlichem Serum und
Embryonalextrakt im Verhdltnis 2:2:1. Die Kulturen wurden jeden zweiten Tag gewaschen
und am 2., 4., 8., 14. Tag fixiert. Sowohl die Kulturen, als auch die histologisch bearbeiteten
Thymuspraparate wurden in Carnoy fixiert und mit May—Grinwald—Giemsa-L06sung
gefarbt. Daneben wurde die Tetrazonium-Kupplungsreaktion und nach Fixieren in kaltem,
80%igen Alkohol die alkalische Phosphatase-Reaktion (3) angewendet. Die Kulturen wurden
zum Teil nach Einbettung in Serienschnitten, zum Teil in toto untersucht. Der Thymus der
Kontrolltiere wurde mit denselben Methoden bearbeitet.

Befunde

Nach Irradiation mit verschiedenen Strahlendosen erfolgen charakte-
ristische Verdnderungen in den Hassallschen Kdrperchen. Nach Irradiation
mit 100—300 r entstehen am zweiten Tage nach der Bestrahlung mehrere
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kleinere Hassallsche Kdrperchen, nach 500 r kommt es zur Ausbildung von
sehr grossen Kdorperchen. Die Gewebereaktion nach diesen Strahlendosen ist
im Prinzip nicht verschieden, nur die Intensitdt der Reaktion nimmt mit

zunehmender Dosis ebenfalls zu. Die Ergebnisse werden deshalb zusammen-
gefasst behandelt.

Abb. 1. Thymus nach Bestrahlung mit 1000 r. May—Grinwald —Giemsa

Abb. 2. Thymus nach Bestrahlung mit 800 r. Tetrazonium-Kupplungsreaktion
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1. Das histologische Bild der bestrahlten Thymusdrisen

Im Vergleich zu den Kontrollen ist das Mark-Rinden-Verhéltnis in den
bestrahlten Thymusdrisen gestdrt. Nach Bestrahlung mit 100—300 r sind im
Mark sehr viele, aus einer einzigen Zelle bestehende Hassallsche Kdrperchen
sichtbar. Diese kdnnen mit May—Grinwald —Giemsa nur schwer festgestellt
werden, sind aber mit der Tetrazonium-Kupplungsreaktion gut sichtbar.

Abb. 3. Thymus nach Bestrahlung mit 800 r. Phosphatase-Reaktion

Abb. 4. Eintdgige Gewebekultur aus einem mit 800 r bestrahlten Thymus. Tctrazonium-
Reaktion
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Abb. 5. Viertdgige Gewebekullur aus einem mit 800 r bestrahlten Thymus. May—Grinwald —
Giemsa

Abb. 6. Zehntdgige Kultur aus einem mit 800 r bestrahlten Thymus. Tetrazonium-Reaktion

Nach Bestrahlung mit 500—800 r erscheinen sehr grosse Hassallsche Kdrper-
chen, welche aus mehreren Zellen bestehen (Abb. 1). Der zentrale Teil dieser
grossen Kdrperchen zeigt zum Teil eine zelluldre, zum Teil eine konzentrische
lamelldre Struktur. Die zentrale Struktur gibt eine sehr starke Tetrazonium-
Kupplungsreaktion (Abb. 2), und zeigt eine bedeutende alkalische Phospha-
taseaktivitdt (Abb. 3). Diese Zentren werden von einem Zellring umgeben.
Ausser den Hassallschen Kdérperchen kdnnen im Thymusgewebe neben Thymo-
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Abb. 7. 14tdgige Kultur aus einem mit 800 r bestrahlten Thymus. Tetrazonium-Reaktion

Abb. 8. Schnitt-Prdparat einer eintdgigen Gewebekultur aus einem mit 800 r bestrahlten
Thymus. May—Grinwald —Giemsa

zyten mit pyknotischen Kernen auch Plasmazellen und Histiozyten beobachtet
werden.

2. Die Kulturen von bestrahlten Thymusdriisen
In den Kontrollkulturen dominiert in den ersten 3 Tagen das Wachstum

des Bindegewebes und erst dann beginnt das Wachstum des Epithels. Kulturen
die aus bestrahltem Thymusgewebe angesetzt wurden, zeigen demgegeniber
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bereits am ersten Tage die Sprossung charakteristischer Epithelzapfen (Abb. 4).
Am vierten Tag der Zichtung wird infolge des intensiven Epithelwachstums
das ganze Explantat von einer grossen, zusammenhédngenden Epithellamelle
umgeben (Abb. 5). Am 10. Tag der Zichtung dissoziiert die Epithellamelle.
Einzelne Epithelzellgruppen geben eine starke Tetrazonium-Kupplungs-
reaktion (Abb. 6). Diese Zellgruppen werden zum Zentrum der sich in der
W achstumszone ausbildenden Hassallschen Kdérperchen.

3. Serienschnitte von Thymuskulturen bestrahlter Tiere

Die Kontroll-Explantate enthielten schon beim Ansetzen der Kulturen
weniger Hassallsche Kdrperchen, als die M utterstiicke aus bestrahltenThymus-
drisen. Die Kulturen die nach Bestrahlung angesetzt wurden, zeigten nach
eintdgiger Zichtung eine Destruktion der grossen Hassallschen Kdrperchen.
Die gequollenen Retikulumzellen des Zellringes, der die Kdrperchen umgibt,
reichen bis an den Rand des Explantates (Abb. 8).

Am vierten Tag der Gewebekultur sind die Hassallschen Kdrperchen
schon bedeutend kleiner und am Rand des Explantates bildet auch das Epithel-
retikulum einen breiteren Ring. In 14 Tage alten Gewebekulturen sind nur
noch kleine Uberreste der Hassallschen Korperchen zu beobachten. Ein
&hnliches Verhalten der Kdrperchen konnte in den Kontrollkulturen nicht
beobachtet werden.

Besprechung

Die am meisten charakteristische Reaktion nach Rdntgenbestrahlung
ist im Thymus der Meerschweinchen ohne Zweifel die rapide Zunahme und
Vergrosserung der Hassallschen Kdrperchen. In manchen Féllen wird am
zweiten Tag nach der Bestrahlung sozusagen das ganze Mark zu einem einzigen
riesigen Korperchen. Auch Smith [6] und Fruhr [1] beobachteten nach Bestrah-
lung eine Zunahme der Hassellschen Kdrperchen, beschrieben aber keine
solche Vergrosserung. Smith [7] fasst die Zunahme der Hassallschen Kdrper-
chen nach Rdéntgenbestrahlung als ein Zeichen der Degeneration auf. Nach
seinen Befunden dauert diese Phase der Degeneration 3 Tage lang nach der
Bestrahlung, und nachher regeneriert sieh der Thymus.

AufGrund unserer Experimente stellen wir uns die kurz nach Bestrahlung
auftretenden Verdnderungen im Thymus folgendermassen vor: Der Thymus
reagiert auf RoOntgenbestrahlung d&hnlich, wie auf andere Einwirkungen,
(Hungern, Hormonbehandlung). Ein Zeichen dieser allgemeinen Reaktion
die auch nach Rdéntgenbestrahlung erscheint, ist das Ausschiitten der Thymo-
zyten. Diese Reaktion ist auch bei geringen Strahlendosen (100—300 r)



UBER DAS VERHALTEN DER HASSALLSCHEN KORPERCHEN NACH RONTGENBESTRAHLUNG 133

ausgesprochen. Das Epithelretikulum zieht sich zusammen [9] und eine Folge
dessen ist die Bildung von Hassallschen Kodrperchen. Die St&rke dieser
Reaktion des Retikulums h&ngt weitgehend von der Strahlendosis ab. Gerin-
gere Dosen (100—300 r) fuhren nur zur Bildung von Anlagen der Hassallschen
Korperchen (einzellige Hassallsche Kdrperchen), mit zunehmender Dosis
nimmt aber auch die Intensitdt der Reaktion des Epithelretikulums zu. Nach
48 Stunden, d. h. zur selben Zeit wie in den Versuchen mit geringeren Dosen,
entstehen in den Zentren Hassallsche Kdrperchen von bekannter Grdsse
bzw. Riesenkdrper.

Abb. 9. Schnitt-Préaparat einer viertdgigen Gewebekultur aus einem mit 800 r bestrahlten
Thymus. May —Grinwald —Giemsa

Die Beurteilung, ob der Thymus in diesen Féllen in Degeneration begriffen
ist und auch die Hassallschen Kdrperchen inaktive Gebilde sind, ist auf Grund
der Analyse histologischer Bilder schwer zu beantworten. Die histochemischen
Reaktionen kdénnten bei der Beurteilung eine Hilfe leisten, missen aber sehr
vorsichtig bewertet werden. Die starke Tetrazonium-Kupplungsreaktion, die
bereits bei der Ausbildung der Hassallschen Kod&rperchen beobachtet wird,
kann als ein Zeichen der Zunahme von Eiweisskdrpern aufgefasst werden,
woraus wiederum auf einen aktiven Prozess geschlossen werden kann. Ebenso
kann auch die starke alkalische Phosphatasereaktion als ein Indikator einer
intensiven Zelltatigkeit aufgefasst werden. Dies spricht aber gegen die Auffas-
sung, dass die Hassallschen Kadrperchen degenerative Gebilde wéren.

Auf Grund dieser Reaktionen kann aber die Frage nicht entschieden
werden. Es ist namlich bekannt, dass die Tetrazonium-Reaktion nicht fir
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gewisse Eiweiss-Komponenten spezifisch ist, sondern die Anwesenheit von
eiweissreaktiven Gruppen nachweist und unter gewissen Umstdnden eine
Koppelung auch mit anderen Verbindungen gibt [4]. Wenn diese reaktiven
Gruppen angereichert werden, und das kann auch bei degenerativen Prozessen
Vorkommen, wird die Reaktion starker ausfallen. Es gibt Angaben auch dafir,
dass die Stdrke der alkalischen Phosphatasereaktion bei degenerativen Pro-
zessen zunimmt [7]. Dies kann damit erkl&rt werden, dass sich in diesen
Féallen die Anordnung der Struktureiweisse &ndert und dadurch auch solche
Enzymmolekile mit dem Substrat in Reaktion treten, welche sonst durch
eine Grenzmembran von Substrat abgeschlossen waren. Dadurch wird natir-
lich die Intensitit der Reaktion zunehmen. Diese Uberlegungen fiihrten
dazu, dass wirin der Gewebekultur untersuchten, ob diese schnell ausgebildeten
grossen Hassallschen Kdérperchen proliferieren.

Die Ergebnisse der Gewebekultur und ihr Vergleich mit den Serien-
schnitten der Mutterstiicke zeigten Folgendes:

Mit zunehmendem Alter der Gewebekultur wurden in dem bestrahlten
Thymus-Mutterstick die Hassallschen Kodérperchen stdndig kleiner, ihre
Struktur zerfiel immer mehr und die Zellen der umgebenden Zellmasse wurden
spater am Rand des Explantates gefunden.

Gleichzeitig mit diesen Prozessen, die im Inneren des Explantates ablau-
fen, erscheinen erst Epithelzapfen und spéter eine Epithellamelle in der
W achstumszone. Der zeitliche Vergleich der Serienschnitte und der Bilder
der Wachstumszone zeigt, dass sich die Hassallschen Kd&rperchen im M utter-
stick in dem Masse verkleinern, in dem sich die auswachsenden Epithellamel-
len vergrdssern. Am vierten Tag der Ziuchtung ist in der Wachstumszone die
Epithellamelle sehr ausgesprochen, im M utterstick sind aber nur noch sehr
kleine Hassallsche Kdrperchen sichtbar.

Diese Ergebnisse kdnnen unseres Erachtens so ausgelegt werden, dass
die Hyperfunktion des Epithelretikulums die nach Rdéntgenbestrahlung zu-
stande kommt, und deren Ausdruck das Erscheinen von Hassallschen Kor-
perchen ist, unter den Redingungen der Gewebekultur wieder aufhért. Das
zeigt sich in der bereits am ersten Tag bemerkbaren Proliferation der Epithelele-
mente in den Randpartien des Explantates und im gleichzeitigen Zerfall der
Hassallschen Kodrperchen und des Zellringes, der die Kdrperchen umgibt.

Unsere Untersuchungen zeigen also, dass die nach Rdntgenbestrahlung
entstehenden Hassallschen Kodrperchen aller Wahrscheinlichkeit nach einen
nach Bestrahlung eintretenden funktionellen Zustand des Epithelretikulums
anzeigen.

Es muss aber bemerkt werden, dass diese Hassallschen Kdrperchen
nicht identisch sind mit den Hassallschen Kdrperchen der alten Tiere, welche
sich in der Gewebekultur ganz anders verhalten.
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Zusammenfassung

Der Thymus 7 Tage alter Meerschweinchen wurde mit Réntgenstrahlendosen von 100 —
1000 r irradiiert. In den bestrahlten Thymusdrisen war die Zunahme der Zahl und Grosse
der Hassallschen Korperchen charakteristisch. Gewebckulturen aus dem Thymusgewebe der
bestrahlten Tiere zeigten im Vergleich zu den Kontrollen eine charakteristische und rapide
Epithelproliferation.

Es wird ein Zusammenhang zwischen den schnell verschwindenden Hassallschen
Kdrperchen des Mutterstiickes und der Epithelproliferation in der Wachstumszone angenom-
men. Die nach Bestrahlung erscheinenden Hassallschen Ké&rperchen werden als eine Reaktion
auf die Strahleneinwirkung und als Ausdruck eines bestimmten funktionellen Zustandes des
Epithelretikulums aufgefasst.
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MOBEAEHWE TACCANNIEBCKUMX TEMEL MNOCJE OBNYYEHWA PEHTIEHOBbIMWU
JTYHAMU

n. NANbBN n 3. KANA

306Hast kenesa 7 AHEBHOM MOPCKON CBUHKW Oblfla MECTHO 06/1ydeHa PeHTreHOBCKUMU
nyyamn KonmuvectBom 100—1000 r. B 065y4YeHHbIX 300HbIX XXefe3ax Habnwganocb xapak-
TEpPHOe M 3HauYUTeNIbHOE Pa3MHOXEHMWe W yBelIMYeHWe raccaneBCKMX Tenewl. TKaHeBble Ky/b-
TYpbl 06/1y4eHHbIX 300HbIX Xene3 nokasaay — B NPOTUBOMNONOXKHOCTb KOHTPONSAM — Xapak-
TepHoe M BbICTPoe paspacTaHue anuTenusa. Mexay NOCTeNeHHO MCYEe3AoLWMMM U3 BbICAXKEHHOT O
Kycka [accanneBcKMMU TefbLamu 1 MOSABASIOLWLEMCA B 30He pocTa paspacTaHuMem 3nuTenust
aBTOpbl MonaratT B3aMmocBA3b. CnegoBaTesibHO, N0sBAeHNe [TaccanneBCKUX Tenew, nocne 06y-
YeHMs aBTOPbl pacCMaTpMBalOT KakK peakuuvio Ha fgeicTeue 06/ydeHns, 1 3TW Tenbla Bblpa-
KaT (PYHKUMOHA/IbHOE COCTOSAHWE 3MUTeNnsa 300HOW >Kenesbl.

BEHAVIOUR OF HASSALL’S CORPUSCLES AFTER X-RAY IRRADIATION
I. PALYI and E. KAPA

X-ray irradiation of the thymus of 7-day old guinea pigs with 100 to 1000 r was followed
by a considerable increase in the size and number of Hassall’s corpuscles. In contrast with
the controls, the tissue cultures of irradiated thymus revealed characteristic and rapid epithelial
proliferation. A correlation was assumed to exist between the gradual disappearance of Has-
sall’s corpuscles from the explanted mother piece and the appearance of epithelial growth
in the growth zone. The appearance of Hassall’s corpuscles afterirradiation is therefore regarded
as a reaction to the effect of X-rays, expressing the functional state of thymic epithelium.

Dr. Irén PA1yi

Budapest IX. T(zolté u. 58. Ungarn
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Research into the mechanism of spermatogenesis may be considered
to have begun with v. Ebner’s (1871) classical studies in rats. Since then, the
rat has been the main object in the studies concerned with spermatogenesis,
apparently due to the fact that it is in that animal that can best be observed
the complicated processes taking place one after the other or simultaneously
in the germinal epithelium of the seminiferous tubules. In most mammals the
fundamental processes of spermatogenesis are identical and thus the results
obtained for rats may be applied to a wide variety of species, with minor
restrictions.

The process of spermatogenesis is known now in considerable detail,
especially from the histochemical and electronmicroscopic studies of the past
few years (Leblond and Clermont, 19523, Clermont and Leblond, 1955,
Daoust and Clermont, 1955, Hanson et. al., 1952, Kaye, 1957, Sotelo
et. al., 1958, Burgos, 1955, Yasuzumi et. al., 1956, 1958). However, little
is known about the mechanism, about the enzymes involved in the process.
In some of our more recent studies we have shown thatin the course ofspermio-
genesis, when the spermids are transformed into spermatozoa, an acid-fast
component appears in the head and is in a close relationship to the morpholog-
ical maturation of that past of the spermatozoon (Pésalaky and Tors,
1957, 1958, 1959). The present studies were intended to gain a deeper insight
into the mechanism of this phenomenon. We have assumed spermatogenesis
to be a high-energy process and as such, its indicator may be the activity of
the enzyme dehydrogenase. We have therefore studied the behaviour of succinic
dehydrogenase in the course of spermatogenesis.

Methods

Sexually mature W istar rats weighing about 180 g each were killed by decapitation,
the testes were removed, frozen and cut up into sections 10 and 20 K< thick in a cryostate of
the Linde type. The sections were dried at room temperature for about 1,5 minutes, incubated
without fixation in a néotétrazolium solution (Barka, 1959), for from 30 minutes to \ hours.
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A period of 2 hours was found the most suitable. Some sections were stained with methyl
green. The control sections were incubated for 2 hours in a solution containing 3 mg/ml
malonic acid.

The method of acid-fast staining has been described earlier (Pésalaky and Tors,
1957), it consisted in staining with crystal violet, differentiating in acetic acid, then alcohol,
and finally staining with Bismarck brown.

Lipids were studied by the acid haematein method of Baker (Pearse, 1954).

Results

The results will be described according to the stages of spermatogenesis,
as determined on the basis of the evidence published by v. Ebner (1871, 1888),
Curtis (1918), Rosen-Runge (1950, 1955), Leblond and Clermont (19523,
1955) and observed by us.

Stage 1. Spermatozoa are not visible in, or are just disappearing from, the
tubular lumen. Granules, the so-called “residual bodies” of Regaud (1901)
are visible on the surface. The spermids are located usually in 3 to 4 layers:
they are round cells with pale, round nuclei. Under them there are usually
two layers of spermatocytes: the upper layer is older, and the nuclei are in the
meiotic prophase (pachytene). The lower layer on the basal membrane, between
the spermatogonia is either in the “resting” phase, with fine, granular nucleus,
or has begun the meiotic prophase (leptotene), with the nuclei more intensely
staining. Spermatogonia are few, and their nuclei are pale and contain chroma-
tin in the form of dust-like particles (type “A”).

In this stage dehydrogenase activity is the strongest in the basal mem-
brane. Spots sometimes as big as half a nucleus indicate activity around the
nuclei of the younger layer of spermatocytes. The layer of spermids shows
clusters of activity, apparently in the cytoplasm. The cytoplasm of the older
primary spermatocytes exhibits a fine, granular, pale reaction.

There is no acid-fast staining in this stage.

The results of the lipid reaction will be described with stage 3.

Stage 2. The nuclei of the spermids have become elongated and are
grouped in bundles, forming 3 to 4 layers on one side of the cell. The two
layers of spermatocytes are present, both in the meiotic prophase (the upper
in pachytene, the lower in leptotene). Thenumber of spermatogonia is somewhat
larger, the nuclei are still “dust-like” (type “A”).

Dehydrogenase activity continues to increase along the basal membrane,
while no major change is noticeable in the rest of the preparation (Fig. 1,
Fig. 7).

There is no acid-fast staining in this stage.

The results of the lipid reaction will be described with stage 3.

Stage 3. The nuclei of the spermids are more elongated and the longitudi-
nal, bundle-like pattern has fully developed. The nuclei stain more intensely



Fig. 1 to 4. Seminiferous tubule. Succinic dehydrogenase reaction, methyl green contrast staining. Cryostate sections
Fig 1 = Stage 2 Fig 3 = Stage 4
Fig 2 = Stage 3 Fig 4 = Stage 6.
B = basal part of tubule. L = luminar part of tubule



Fig. 5 to 7. Seminiferous tubule. Succinic dehydrogenase reaction, methyl green contrast staining. Cryostate sections

Fig. 5 = Stage 7 Fig. 7 = a) Stage 2
Fig. 6 = Stage 8 b) Stage 4
c) Stage 7

Fig. 8. Seminiferous tubule. Fixation in Carnoy, embedding in paraffine, crystal violet — Bismarck brown acid-fast staining.
Acid-fast staining of the head of the spermatozoon is visible



CONTRIBUTIONS TO THE MECHANISM OF SPERMATOGENESIS 139

than in stage 2. Among the spermatocytes in the meiotic prophase those
nearer the lumen (the older generation) are in the diplotene or eventually
the diakinetic phase, while the younger generation is in the strongly staining
zygotene phase. The spermatogonia of type “A” occur in about the same
numbers as in stage 2.

The dehydrogenase reaction along the basal membrane appears in the
form of big, confluent structures, so-to-say embracing the nuclei of the young
spermatocytes. In and around the spermids it appears in the form of clusters
while a weaker reaction showing a pattern of fine granules is visible in the
older spermatocytes (Fig. 2).

There is no acid-fast staining.

In the first 3 stages the lipid reaction is very strong along the basal
membrane, where the younger layer of spermatocytes is to be found (Fig. 10).
There it forms structures reaching sometimes the size of the nuclei. In the
luminar areas microgranular reaction is visible, located apparently to the
cytoplasm of transforming spermids.

Stage 4. The spermids have already assumed the head-shape characteristic
of spermatozoa. Early in this stage the nucleus is reduced to about 23 of
its former size and stains more intensely. The spermid-Sertoli cell complexes
are clearly visible and the spermids begin to migrate toward the basal part
of the tubule. Both division of the spermatocytes take place in this stage.
The younger layer of the primary spermatocytes, nearer the base, is in the
meiotic prophase (zygotene, or pachytene), while the older generation shows
division resulting in secondary spermatocytes. The secondary spermatocytes
are smaller than the primary ones, have round reticular nuclei containing
round chromatin granules. The number and shape of spermatogonia are similar
to those in the former stages.

The dehydrogenase reaction along the basal membrane appears in the
form of a few dispersed large clusters, while the cytoplasm of the spermato-
cytes shows a pale, granular reaction. Likewise, the new spermids exhibit small,
pale granular reaction. Around the transforming spermatozoa the reaction
is more intense (Fig. 3, Fig. 1).

By the end of this stage the spermatozoal head begins to show a pale
acid-fast staining (Fig. 9).

The lipid reaction appears in the form of clusters along the base; in the
lumen the granules of finer distribution are larger and stain more intensely
than in the earlier stages. The reaction is almost negative in the layer of
spermatocytes (Fig. 11).

Stage 5. The developing spermatozoa penetrate in bundles corresponding
to the cells of Sertoli toward the basal part of the tubule and reach in this
stage about the half thickness of the germinal epithelium. Among them there
are 3 or 4 layers of newly formed spermids, with pale, lightly staining cyst-like
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nuclei. Under them the layer of the growing primary spermatocytes is visible,
in the meiotic prophase (pachytene). In this stage the spermatogonia are
dividing and a different type of cell, with oval nuclei parallel with the base
is formed (type “B”).

In the basal area the dehydrogenase reaction is seen in the form of
occasional, large clusters, apparently localized to the cells of Sertoli, though
this could not be reliably ascertained. The spermatocytes and spermids show

Fig. 9. Two seminiferous tubule sections, fixed in Carnoy, embedded in paraffine, crystal

violet-Bismarck brown acid-fast staining, a) Stage 4, some of the spermatozoon heads

beginning to show acid-fast staining, D) Stage 5, marked acid-fast staining of every
spermatozoon head

the same pale, fine granular reaction. The reaction is stronger around the
spermatozoa undergoing transformation.

In this stage the whole of the head has become acid-fast, especially in
the spermatozoa which have penetrated deeper into the cells of Sertoli (Fig. 8,
Fig. 9).

The results of the lipid reaction are presented with stage 8.

Stage 6. The developing spermatozoa penetrate in bundles the cells
of Sertoli, reaching their nuclei and after passing through the germinal epithe-
lium appear in the spermatogonium layer. Like in the former stage, there are
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Fig. 10. Cross section of seminiferous tubule. Baker’s lipid reaction. Stage 2

Fig. 11. Seminiferous tubule. Baker’s lipid reaction. Stage 4

3 or 4 layers of spermids. There is no change in the primary spermatocytes.
The spermatogonia are dividing and develop into the type B form.

In this stage the dehydrogenase reaction does not appear any longer
in the form of large clusters near the hasal part of the tubule. In some areas

3 Acta Morphologica X/2—4.
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a circular reaction in the form ofintense by staining but small granules is visible
around the nuclei of the cells of Sertoli. The same appears in a few spermato-
gonia, in the form of pale granules in the spermatocytes, and as rougher,
but even smaller granules in the spermids. Larger spots of activity of irregular
shape are seen near the cytoplasm of the developing spermatozoa, on the
surface of the germinal epithelium (Fig. 4).

The head of the spermatozoon shows a definitely acid-fast staining.

The results of the lipid reaction are presented with stage 8.

Stage 7. The developing spermatozoa have withdrawn from the inside
of the cells of Sertoli and are to he found in the inner one-third of the germinal
epithelium. The luminar layers of the epithelium are formed by 3 to 4 layers
of young spermids. The primary spermatocytes have increased in size, hut
continue to be in the prophase (pachytene). The type B spermatogonia are
dividing and form a new, low layer of the primary spermatocytes, that can
be found among the fewer type A spermatogonia, with rougher chromatin
clustered onto the nuclear membrane. These are called resting, non-dividing
spermatocytes. Their nuclei are similar to those of the type B spermatogonia,
only smaller.

An increase of dehydrogenase activity is visible corresponding to the layer
of newly formed spermatocytes, in the form of small granules in the cytoplasm
of these cells and in an occasional cell of Sertoli. The older spermatocytes
exhibit pale, granular reaction and the spermids show more intense, cluster-
shaped activity. In the detached cytoplasmic parts of the spermatozoa moving
toward the lumen strong activity is visible in the form of clusters. In the middle
piece ofthe spermatozoa enzyme activity appears in the form of small granules,
corresponding to the distribution of mitochondria (Fig. 5, Fig. 7).

The head of the spermatozoa shows definitely acid-fast staining.

The results of the lipid reaction are presented with stage 8.

Stage 8. The newly formed spermatozoa are grouped in regular rows
on the luminar surface of the germinal epithelium and have completely lost
the excess cytoplasm. In the row of the heads there are several granules of
irregular shape (the “residual bodies” of Begaud). By the end of this stage
the spermatozoa detach themselves from the germinal epithelium and disappear
in the tubular lumen. The upper, older generation of the primary spermato-
cytes is in the prophase (pachytene). Under them on the basal membrane
are the younger, resting spermatocytes, which have increased in size and
show now a finer distribution of chromatin. There are few spermatogonia
(which are of the A type).

Dehydrogenase activity is very strong in the large granules of irregular
shape that can be found between the spermatozoa and that apparently cor-
respond to detached excess cytoplasm. In the middle piece of spermatozoa
protruding into the lumen there are regular rows of reaction in the mito-
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chondria. Likewise, large granules of strong activity are visible immediately
above the basal membrane, especially in young spermatocytes. This reaction
increases in intensity with the disappearance of spermatozoa and appears
in the form of confluent large granules by the end of this stage. Fine granular
activity of even distribution appears around the prophasic nucleus of older
spermatocytes. In the layer of spermids the reaction is intense and takes the
form of larger gramdes (Fig. 6).
The head of the spermatozoa shows marked acid-fast staining.

Fig. 12. Seminiferous tubule. Baker’s lipid reaction. Stage 7

The lipid reaction disappears almost completely in stages 5 and 6 from
the basal part of the germinal epithelium, but at the same time it becomes
more intense in the luminar area, along the bundles of spermatozoa penetrating
into the epithelium. The latter is especially marked in stage 6. In stages 7 and 8
the reaction tends to appear in the form of large granules chiefly in the luminar
area, corresponding to the row of spermatozoon heads, while in the rest of
the epithelium there are only a few granules. In a few tubules, along the basal
membrane and apparently in the newly formed spermatocytes, the granular
form of the reaction is intensified in stages 7 and 8 (Fig. 12).

In the control sections treated with malonic acid, succinic dehydrogenase
activity is absent.
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Discussion

Research into the process of spermatogenesis dates back to the earliest
phase of histology. As early as 1841 —1854 Kolliker showed active cells
in the wall of the seminiferous tubule. Sertolti described the cells named after
him in 1865. In 1866 Henlte differentiated the two types of cell in the tubule,
emphasizing the difficulties of studying the cytogenesis of spermatozoa. The
eight distinct stages in the spermatogenesis of the rat were described in 1871
by V. Ebner. The various stages of development can be found side by side
in the seminiferous tubule and therefore the cross sections of the tubules show
the different stages of development. Measurement of the length of one stage
in the tubule showed that it averaged 32 mm (v. Ebner, 1888). This develop-
ment by stages in the rat and other animal species has been observed by
several authors (Benda, 1887, Furst, 1887, v. Ebner, 1888, Hermann, 1889,
Moore, 1893, Lenhossék, 1898, Regaud, 1900, 1901, v. Ebner, 1902, Curtis,
1918, Binder, 1927). Roosen-Runge (1950) reinvestigated the genesis of
spermatozoa and its division into eight stages, with the purpose of using it
in quantitative studies of testicular function. According to him the first stage
begins with the transformation of spermid nuclei and the eighth stage ends
with the disappearance of the mature spermatozoa;the single stages are judged
on the basis of the histologic pattern, taking into account the single forms
of development of spermatozoa and the meiotic division. Leblond and Cler-
mont (1952) introduced a new classification. They studied the PAS reaction
of the acrosome system and divided spermatogenesis almost exclusively on
the basis of the transformation of spermids into spermatozoa. The beginning
is marked by the appearance of the PAS-positive granule in the Golgi sub-
stance of the spermid and the end with the development of new spermids.
They divided the period between these two events into 14 stages, characterizing
each stage with one form of acrosome development. This method undoubtedly
makes it possible accurately to define the phases of spermatogenesis and thus
helps to understand not only the development of the acrosome, but also the
events in spermatogenesis. The method, however, has the disadvantage that
special fixation (Helly) and embedding are required and even then a proper
judgement of the slight differences between the single stages is rather difficult.
The advantages of the two methods have been united by Roosen-Runge
(1955), introducing the PAS reaction for the determination of stages 5 and 6.

We did not use the method of Leblond and Cilermont (1952), because
in the cryostate sections the development of the acrosome could not be followed
by means of the PAS reaction, obviously because of the destructive action
of ice crystals during freezing (Neumann, 1958). We therefore used the Roosen-
Runge method based on the principles laid down by v. Ebner (1871), taking
into account also the evidence published by other authors (Curtis 1918,
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Leblond and Clermont 1952, Clermont and Leblond 1955, Daoust and
Clermont 1955, Roosen-Runge 1955). Our results indicate that the single
stages of spermatogenesis may readily be distinguished by taking into account
the condition ofevery layer ofthe germinal epithelium, in thecryostate sections,
with the succinic dehydrogenase reaction (with methyl green contrast staining)
and the acid-fast staining alike.

In previous investigations we studied in detail the acid-fast staining
of the spermatozoon head (Pésalaky and Toérs 1957, 1958, 1959), pointing
out that it seems to develop inthe course of spermatogenesis, presumably in
connection with the synbiosis with the cells of Sertoli. This has been proved
by the present results. The acid-fast staining appears in the form of a pale
reaction by the end of stage 4 (Fig. 9), while in stage 5it takes its stronger,
final form (Fig. 8, Fig. 9). In stage 4 the bundles of spermatozoa begin to
penetrate toward the base of the cells of Sertoli and this process continues in
stages 5 and 6. It is in the latter phase that the processes required for the
morphological maturation take place. One sign of this is the acid-fast staining
of the head and as it appears in stage 5 (in stage 4 the acid-fast staining is
still vague), this stage may be considered to be the most important one in the
head’s differentiation. We are unable to put forward an ultimate explanation
of the development of the acid-fast staining; its relationship with the testicular
lipids (Torés, Posalaky 1958) and with the structural changes in the nucleic
acid and other substances of the head (Pésalaky, Toré 1959; Tors, Posa-
laky 1959) had been discussed in previous papers.

There are several reasons why we know' so little about the mechanism
of spermatogenesis. One of them is that in the testis various tissues occur
side-by-side and interwoven, and the processes take place so close to one
another that they can be examined almost exclusively by histochemical
methods, being hardly accessible forbiochemical tests. This explains why so
much is known about the composition of the semen and about the metabolism
of the spermatozoa in it (Mann 1954) and why evidence is lacking as to the
metabolic processes involved in spermatogenesis. A sequence of events, such
as spermatogenesis, in which cells divide, migrate, then become transformed,
requires a great amount of energy and the function of every enzyme system
involved in its creation. However, the known enzyme histochemical methods
do not suffice to study the question in all its details. Of the energy-producing
processes in the cell, oxidation is the most significant. Succinic dehydrogenase,
one of the enzymes of the Szent-Gydrgyi—Krebs cycle, can be studied by
more or less reliable histochemical techniques. The other enzymes of the cycle
are not directly amenable to histochemical study, because they are taking
place in the soluble phase of the cell. For the demonstration of succinic dehydro-
genase the methods based on the reduction of tétrazolium salts are the most
suitable. The valuable properties of the tétrazolium salts had been pointed
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out by Kuhn and Jerchel (1941) and were discussed in detail by Remmele
(1958). Kun and Abood (1949) were the first to use tétrazolium salt for the
demonstration of succinic dehydrogenase in tissue homogenates. Blue tétra-
zolium was introduced into histochemical studies by Seligman and Ruthen-
burg (1951). Later, some authors (Padykula, 1952, Rosa and Velardo,
1954) preferred néotétrazolium. These salts take over electrons from the enzyme
after it has dehydrogenated succinate, and are reduced to an insoluble for-
mazan dye. But both tétrazolium salts have the disadvantage that the forma-
zan formed is thick, often needle-shaped, crystal-like, highly lipid-soluble
and appears in the sections in two colours, red and blue. It is generally accepted
that the colour depends on the intensity of the reaction and the red is the
monoformazan and the blue is the diformazan. Recently, the use of both blue
tétrazolium and néotétrazolium has been attacked by several authors, because
of the lipid-solubility and the presence of the two kinds of formazan. According
to Burtner et al (1957) blue formazan and red formazan (mono- and difor-
mazan) resulting from the reduction of néotétrazolium would originate from
different tetrazoliums, thus they would not be products depending on the
intensity of the reaction and appearing one after the other. Farber, Stern-
berg, Duntap (1956) kept sections in formazan and found that monoformazan
was non-specifically deposited from the solution into the section, while the
diformazan was not. However, it was also found that in the area of enzyme
activity first a red, then a blue colour develops when incubation is continued.
These results make it doubtful whether these substances are actually suitable
for the demonstration and quantitative study of succinic dehydrogenase
activity at the cytochemical level.

We, too, used néotétrazolium and the problems outlined above are
therefore to be taken into account in our work as well. Itis first of all the lipid
content of the testis that interferes with evaluation. The tests (Figs. 10, 11
and 12) have shown the lipid content to be considerable and changing in the
course of spermatogenesis. The pictures showing the changes in the lipid
content of the basal and luminar parts ofthe seminiferous tubule are extremely
similar to those obtained by studying succinic dehydrogenase activity by the
use of néotétrazolium (Figs. 1 to 7).

Taking into consideration the data in the literature (Burtner 1957,
Farber et al. 1956, Nachlass 1957, Pearse 1957, 1958), it might be sug-
gested that what we deal with is a non-specific dissolution of monoformazan
in lipids and thus it cannot be brought into correlation with enzyme activity.
The negative results obtained following inhibition with malonic acid absolutely
contradict this suggestion, indicating that the staining obtained was a result
of enzyme activity, as the lipid reaction is unchanged after treatment with
malonic acid. Malonic acid being a competitive inhibitor of enzyme activity,
a negative reaction proves also that the lipids in the testis could not by them -
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selves reduce the néotétrazolium even to monoformazan. Had this taken
place, it would have been dissolved in the lipids and staining would have result-
ed even after inhibition with malonic acid. It had therefore to be concluded
that formazan formation resulted from enzyme activity, but the monoformazan
part of it was dissolved in the cellular lipids. In some areas diffuse staining
occurred over practically the entire cytoplasm, so that an exact location of
the reaction within the cell could not be determined and quantitative con-
clusions must be drawn with caution.

According to our results, during spermatogenesis enzyme activity changes
in the following way. The spermatogonia show no appreciable activity. The
spermatocytes arising after their division exhibit in the resting and growing
phases (stages 7 and 8, Fig. 5, Fig. 6) increasing activity. The intensity of
the reaction continues to increase in the early meiotic prophase of these young
spermatocytes (stages 1, 2, 3 and in part 4, Figs.l, 2, 3). Owing to the high
lipid content of the cells the staining is diffuse. Late in the meiotic prophase
the intensity of the reaction decreases above the basal membrane, in the so-
called older spermatocytes near the lumen and is seen in the form of evenly
distributed pale granules (stages 5, 6, 7, 8, 1, 2, 3, Figs. 4,5,6, 1, 2). The same
pattern is exhibited following meiotic division by the young spermids (in part
stages 4 and 5, Figs. 3and 7). This corresponds to the period called the Golgi
phase by Leblond and Clermont (1952a), when the acrosoma granule devel-
ops. Subsequently the reaction of the spermids becomes somewhat more
intensive and this form of the reaction is visible until the so-called maturation
phase of transformation to spermatozoon (i. e. during the “cap” and “acro-
some” phases; Leblond and Clermont 1952a; stages 6, 7, 8. 1, 2, 3; Figs. 4,
5, 6, 1, 2). During the maturation phase (stages 4 to 8, Figs. 3,4, 5, 6) the reac-
tion continues to increase rapidly in intensity together with the lipid reaction
and is seen in the form of large confluent clusters. The detaching cytoplasmic-
parts are also giving the reaction (stages 7 and 8, Figs. 5 and 6), but this
ceases when the spermatozoa have disappeared into the lumen. Almost
simultaneously with the detachment of excess cytoplasm (approximately in
stage 7, Fig. 7) the fine granular form of the reaction appears in the mito-
chondria of the middle-piece of the spermatozoa. The Sertoli cells show marked
reaction in stages 5 and 6, and sometimes in stage 7 as well, when the sperma-
tozoa are burying themselves in the cytoplasm of the Sertoli cells.

As an important enzyme of the Szent-Gyoérgyi—Krebs cycle, succinic
dehydrogenase plays a significant role in the oxidation of several metabolites.
It has close connections with the cytochrome system, with the terminal
oxidation responsible for the production of high-energy phosphate compounds,
thus its activity may be considered to be proportionate to oxygen consumption.
No activity, or a low activity suggests that in that area the Szent-Gyoérgyi—
Krebs cycle functions poorly or not at all. A high activity permits one to
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assume that the cycle plays an important role in the metabolism of the cells
of that region. The activity of the enzyme may on this way reflect the state
of function and metabolism in tissues. The cycle is mitochondrium-bound,
though it has been suggested (Novikoff, 1957) that some of its enzymes may
take place also in the soluble fractions.

The activity of the Szent-Gyorgyi—Krebs cycle may be found in
virtually every stage of spermatogenesis, though it varies in intensity and is in
general less marked than in other organs, for example in the kidney. Two
phases are outstanding with their marked activity. One is the layer of young
spermatocytes, in the resting and early prophase, the other is the maturing
phase of spermatozoa. Both are important in spermatogenesis. The first is
the condition preparing for meiotic division, the other is the final step in
spermatozoon maturation, as a sign of which the acid-fast staining of the
head appears. The undisturbed course of these two phases seems to require
very lively metabolic activity. Later in the meiotic phase and during divisions
the low, almost negative reaction is in agreement with the observation that
during mitosis succinic dehydrogenase activity is considerably lower than in
the interphase (Ogawa and Zimmerman, 1959). The increasing intensity of
the reaction observed in the spermids during transformation obviously ref-
lects the high-energy requirement of the metabolic process involved.

The importance of the stages with increased activity is shown also by
the increased lipid metabolism. The precise chemical composition of the lipids
in question is not known. Our histochemical data suggest the presence of
phosphatide-containing lipids, but this requires further confirmation. Scott
(1952) claimed that the testicular lipids may eventually have certain ties
with hormonal activity. We, too, think that the said lipid reaction is an expres-
sion not of an increase in ballast lipids, but of an increase associated with certain
functional activity, such as that observable in the adrenals. Just as the adrenal
lipid reactions are not specific for ketosteroids, and yet we interpret this
battery of reactions as a certain reflection of function, we may also in the case
of the testis accept the lipid reaction as a more or less reliable indicator of
functional activity. This is the more justified since in the adrenals, too, the
lipid reaction presents itself together with a strong succinic dehydrogenase
activity.

As already mentioned, owing to the dissolution of formazan the intra-
cellular site of enzyme activity cannot be precisely located in the areas showing
strong lipid activity. In recent years attempts have been made to produce
substrates superior to néotétrazolium; promising results have been obtained
with nitro blue tétrazolium (Nachlass, 1957) and MTT [3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2)-2,b-diphenyl tétrazolium bromide (MTT)] (Pearse, 1957). In these
compounds the lipid-solubility of formazan was eliminated and this localization
improved in the lipid-rich areas. However, dissolution of nitro blue tetra-
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zolium formazan has been described to occur in the adrenals (Pearse, 1957)
and it is likely that this occurs also in the testis. Nachlass does not mention
it (1957), though he studied the testis and described it to show slight activity.
Likewise, Bruno and Germino (1958) mention the testis just briefly, as an organ
not showing major activity with néotétrazolium. As they did not study the
changes in enzyme activity during the various stages, no conclusions may be
drawn from their studies as to the process of spermatogenesis.

At any rate, the MTT method of Pearse (1957) seems to hold some pro-
mise of being suitable for use in studying the dehydrogenase activity during
spermatogenesis.

Summary

Changes in acid-fast staining, lipid content and succinic dehydrogenase activity have
been studied in the course of spermatogenesis. The development of spermatozoa has been
divided into 8 stages. The acid-fast staining of the head becomes marked in stage 5 and at the
same time changes occur in succinic dehydrogenase activity and the lipid reaction of the
germinal epithelium. During spermatogenesis enzyme activity is more marked in the young
spermatocytes and in the maturing spermatozoa, indicating an increased metabolic activity
during these phases. According to the evidence obtained the changes of the testicular lipids
may to some extent be considered as an indicator of functional activity.

The methodological problems involved in the evaluation of succinic dehydrogenase
activity are discussed.
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OAHHBIE K MEXAHW3MY TIPOLECCA CMNEPMWOIrEHE3A, HA OCHOBAHUA
NCCNEOOBAHNA KWC/IOTOYTNOPHOIO OKPALWWMBAHWA, AKTUBHOCTU CYK
UNMHOAEIMAPA3bI, KAK U TMCTOXNMWYECKOIO
NCCNEJOBAHNA NUNinaoB

3. MOWANAKW, A [ObEBAV n B. BYKY/IVA

ViccneaoBanunch M3MeHeHWsi KMCMO0TOYNOPHOMo OKPaLLMBaHUA & TaKKe aKTUBHOCTU CYK-
LNHoAernapasbl 1 NMNMA0B B Npoliecce criepMuoreHesa. Mpy 1cciefoBaHMAX UCMONb30BasIoCh
pacnpefeneHve pasBUTUA XKUBUMKOB Ha 8 cTaguii. KMCNOTOynopHoe OKpallMBaHWe rosioBoK
KVMBUYMKOB CTAHOBMUTCS 60/iee BbIPKEHHBLIM B 5. CTaguuW, W B CBA3M C 3TUM MEHSIETCS TakKXe
peakumMs CyKUMHOAErapasbl 3apodbllleBOro snuTenns W peakuus nunugoB. B npouecce
criepmuoreHesa B Mo/IofbIX CepMMoLMTax 1 B (hase co3peBaHus XMBUMKOB Hab/MoaeTes 6onee
3HauMTeNbHAs 9H3MMATMUECKAs AKMBHOCTb, YTO YKas3blBAeT Ha MOBbILLEHHYID aKTWBHOCTb
06MeHa BeLLecTB B 3TUX cTagmsx. CornacHo MccnefoBaHUsIM U U3MeHeHVe NMUNUL0B CeMEHHUKOB
MOXHO pacCcMaTpMBaTh KaK BbIpaXkKeHWe onpeaeneHHol (YHKLMOHANIbHOW aKTUBHOCTU.

O6CY)KA0TCA CBA3aHHbIE C OLEHKOM [ervaporeHasHol akTUBHOCTU CyKLMHaA METof0-
NOrMYecKme BOMPOCHI.

BEITRAGE ZUM MECHANISMUS DER SPERMIOGENESE AUF GRUND DER SAURE-
FESTEN FARBUNG, SOWIE DER SUCCINODEIIYDROGENASEAKTIVITAT UND
DER HISTOCHEMISCHEN UNTERSUCHUNG DER LIPOIDEN

Z. POSALAKY, A. GYEVAI und B. BUKULYA

Die im Laufe der Spermiogenese erfolgende Verdnderungen der sdurefesten Féarbung,
sowie der Aktivitdt der Lipoiden und der Succinodehydrogenase wurden untersucht. Die
Untersuchungen erfolgten auf Grund der 8 Stadien der Spermienentwicklung. Die sdurefeste
Farbung des Spermiumkopfes wird im 5. Stadium signifikant, und im Zusammenhang damit
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verdndert sich auch die Succinodehydrogenase- und Lipoidreaktion des Keimepithcls. Im
Verlauf der Spermiogenese kann in den jungen Spermiozyten und in der Reifungsphase der
Spermien eine bedeutendere Enzymaktivitdt wahrgenommen werden, was auf eine erhdhte
Stoffwechselaktivitat in diesen Phasen hinweist. Auf Grund der Befunde kann die Verdnderung
der Hodenlipoiden als der Ausdruck einer gewissen funktionellen Aktivitat aufgefall werden.

Die mit der Auswertung der Suecinodehydrogenaseaktivitdt verbundenen methodolo-
gischen Fragen werden besprochen.

Dr. Zoltan POSALAKY
Angéla Gyévai Budapest IX. TGzolté u. 58. Hungary
Dr. Béla Bukulya
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FREIE LINSEN IN AUGENLOSEN KOPFEN
UND ISOLATEN VON TRITURUS ALPESTRIS

0. Mangold

(Eingegangen am 10. Juni 1960)

1. Einleitung

Nach den ersten experimentellen Versuchen von Spemann (1901 —1912)
Uber die Entwicklung des Wirbeltierauges ist die Determination der Linse
zum klassischen Beispiel der Determination eines Organs in der Entwicklung
der Wirbeltiere geworden. Es ist auch kaum zweifelhaft, dass die Ergebnisse,
die bei der experimentellen Erforschung dieser Frage erzielt werden, allge-
meine Bedeutung fur das Determinationsproblem besitzen.

W &hrend in vielen Versuchen die hervorragende Bedeutung der priméren
Augenblase fur die Determination, die Differenzierung und das Wachstum
der Linse sichergestellt wurde, ergab sich jedoch bald, dass Linsen auch ohne
Augenbecher entstehen konnten. Dabei schienen manche Arten der Amphibien
eine Augenbecher-abhéngige Linsenentwicklung (Rana sylvatica, Bufo, Pleuro-
deles waltlii, Triton taeniatus und Triton alpestris), andere eine Augenbecher-
unabhéngige Linsenentwicklung (Rana esculenta) aufzuweisen. Weitere Arten
lagen zwischen den beiden Extremen, indem sie ohne Augenbecher nur Ecto-
dermverdickungen und Lentoide differenzierten (Bombinator pachypus,
Rana palustris, Rana fusca, Amblystoma punctatum; Lit. s. bei Mangold
1931/», S. 248-256).

Dieses reichlich komplizierte Bild wurde noch mehr verwirrt durch
direkt einander widersprechende Ergebnisse, die bei jeweils derselben Art teils
bei gleichen teils hei verschiedenen Versuchsanordnungen gewonnen wurden.

Eine gewisse Aufkldrung brachte die Beobachtung von Twitty (1928,
1955), dass bei der Determination der Linse die Temperatur, in der die Keime
vor der Neurulation gehalten werden, eine Rolle spiele. Dies konnte fir
mehrere Arten experimentell bestétigt werden (z. B. TEN Cate bei Rana escu-
lenta 1953, Jacobson bei Tariclia torosa = Triturus torosus 1958). — Einen
weiteren Einblick in das Problem brachte die Vermutung bezw. Erkenntnis,
dass die Linsen nicht nur vom Augenbecher, sondern auch von anderen Organ-
anlagen bezw. Organen des Embryo determiniert werden kénnen. Urdarmdach,
Nasen, Gehdrblasen und Gehirn schienen ebenfalls fdhig, Linsen zu induzieren
(Lit. s. Mangold 1931, S. 277, Okada 1949«, 6, Holtfreter 1951, S. 128,
Twitty 1955, Jacobson 1958).
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In dem vorliegenden Aufsatz werden Linsen und Lentoide geschildert,
die wir im Lauf der Jahrzehnte bei Triturus alpestris in augenbecherlosen
Kopfen oder Explantaten beobachten konnten. Da Triturus alpestris nach
der Exstirpation der Retinaanlage im frihen Neurulastadium keine Linse
entwickelt, bereitete das Auftreten von augenbecherfreien Linsen eine betrdcht-
liche Uberraschung. Von grossem Interesse war auch, dass diese Linsen haufig
in enger Nachbarschaft mit Nasen, Haftfaden, Gehdrblasen und Gehirnfrag-
menten auftraten. Sie wurden jedoch auch ohne diese gefunden.

W ir nennen, einem allgemeinen Brauch entsprechend, Linsen ohne Augen-
becher »freie Linsen«, und Linsen, die zudem ohne Nachbarschaft von Gehirn,
Nasen und Gehodrblasen sich entwickelten, »solitdre Linsen«. Unsere freien
Linsen traten bei 3 verschiedenen Defektversuchen an der frihen Neurula
von Triturus alpestris auf. Sie wurden z. T. 1954, S. 156 ff. kurz verdffentlicht.
Die Temperatur fand bei diesen Experimenten keine besondere Beachtung,
was aber unsere Schlussfolgerung kaum beeintrédchtigt.

Am Ende des Aufsatzes geben wir eine kurze Darstellung des gegen-
wértigen Standes des Linsenproblems.

Il. Ergebnisse

1. Freie Linsen in augenlosen Kopfen nach grossen rostralen Ectodermdefekten
in der spaten Gastrula und friithen Neurula

Bei diesem Versuch wurde in Stadien zwischen der mittleren Gastrula
und der frihen Neurula im zukinftigen vorderen Kopfbereich ein ziemlich
grosses Stuck des prdsumptiven Gehirns, des angrenzenden Medullarwulstes
und der benachbarten Epidermis ohne Unterlagerung weggenommen (etwa
wie Abb. 1). Isolat und Spender wurden aufgezogen. — Die Spenderkeime
regulierten den Defekt in verschiedenem Masse, und zwar umso besser je
jinger sie bei der Operation gewesen waren. Sie variierten zwischen Féallen,
bei denen die Wunde grade Uberh&utet wurde und keinerlei Regeneration
der im Zustand der Anlage entfernten Organe (Postgeneration Roux) stattfand,

Abb. 1. Schema der Operation 1. Frihe Neurula von rechts, Medullarplatte eben durch Pig-
mentierung abgegrenzt (N 1). Grosses Stick des Ectoderms rostral ohne Unterlagerung
herausgeschnitten (punktiert)
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— und Féllen, die vollkommen normale Kodpfe bildeten (s. Mangold und v.
Woellwarth 1950, S. 390). Unter diesen Spendern fanden wir Larven, die
ihren Gehirnstamm ziemlich gut reguliert, aber keine Augen ausgebildet
hatten, und die trotzdem schdne Linsen zeigten. Diese augenbecherfreien
Linsen waren aber recht selten. Sie wurden bei 110 Versuchen nur 3mal
festgestellt, und zwar stets bei Larven, die sich bei der Operation auf der
Grenze zwischen Gastrulation und Neurulation befanden (kleiner Dotter-
pfropf bis durch Pigmentierung abgegrenzte Medullarplatte = G 5 bis N 1).
Von den 3 positiven Experimenten (1933 H 9, 1933 H 235 und 1950 Pg 5)
soll ein Fall genauer beschrieben werden.

Abb. 2. 1933, H 235. Augenlose Larve 11 Tage n. d. Oper, von dorsal. HH = Hinterhirn

a) Experiment: 1933, Il 255 (Abb. 2 und 3).

Eine ganz frihe Neurula (N O) wurde wie oben angegeben operiert. — 1 Tag nach der
Operation war das Neuralrohr geschlossen und die Wunde vollstdndig verheilt. — Die von dem
Keim entwickelte Larve hatte 11 Tage nach der Operation 2 sprossende Zehen an der Vor-
derextreinitdt und war gerade gestreckt. Der Kopf (Abb. 2) war vorn etwas zu kurz, rechts
etwas starker als links und ohne Augen. Hinterhirn (HH) und Nachhirn waren offenbar
normal. Vorderhirn, Zwischenhirn und Mittelhirn waren von vielen Melanophoren bedeckt
und daher unklar. Auch der Unterkiefer zeigte vorn rechts eine etwas stdrkere Entwicklung
als links. Bei der Schnittuntersuchung konnte am Gehirn eine weitgehende Regulation be-
obachtet werden. Vorderhirn mit 2 Hemisphéren, Zwischenhirn mit Epiphyse (Abb. 30, Ep)
und Paraphyse, Mittelhirn, Hinterhirn und Nachhirn waren vorhanden. Das Infundibulum
jedoch war deutlich gestdrt: es bildete nur eine breite sackformige Erweiterung des Zwischen-
hirns mit starker dorsaler Wand. Die beiden Nasen waren vorhanden, ebenso die Gehdrblasen.
Es fehlten aber vollstandig die beiden Augen. Trotzdem war rechts eine schdone Linse ent-
wickelt (Abb. 3b und c, Li). Sie bildete tiber 10 Schnitte zu 10 /i ein gutes Blaschen, das vom
Faserkegel gerade ausgefillt war, und lag zwischen Gehirn, rechter Nase und rechter Choane.
Ihre Polaritdtsachse war von rechts dorsal nach links ventral gerichtet, der proximale Pol
also gegen Gehirn und Choana. Die der Linse benachbarte Gehirnregion entsprach wahrschein-
lich dem Recessus opticus (Abb. 36, R. 0.). Mit der weit entfernten Epidermis hatte die Linse
keine Verbindung; doch bildete die Epidermis wenige Schnitte vor der Linse einen schlauch-
artigen Zapfen (Abb. 3a, Z), der die Entfernung zum Gehirn etwa zur Halfte Gberbrickte,



156 O. MANGOLD

und der wohl urspringlich mit der Linse zusammenhing. Der Zapfen selbst zeigte eine Neigung
zur radiaren Stellung der Zellen, aber keine Faserstruktur. Er entstand wohl beim Wund-
verschluss nach der Operation.

Es ist kaum zweifelhaft, dass die Linse aus dem proximalen Ende des
Zapfens sich entwickelte, wobei das Gehirn und auch die rechte Nase als Induk-
toren gewirkt haben mdgen. Doch musste das Gehirn selbst zuerst postgene-
riert werden. Die Linse besass keine Anzeichen von Degeneration.

Die beiden anderen positiven Fé&lle (1933 H 9 und 1950 Pg 5) waren
sehr &hnlich dem oben beschriebenen Fall H 235; beide zeigten eine gute
Linse dicht am Gehirnstamm. Doch waren die vorderen Gehirnabschnitte
nicht so gut postgeneriert; sie bestanden ndmlich aus einer rostralen Neural-

Abb. 3a—c. 1933, H 235. Querschnitte durch Kopf der Larve von Abb. 2. — a) im Bereich

des Zwiscbenhirns (ZH) mit Epiphyse (Ep.) Epidermis mit Ectoderm-Zapfen (Z). — b) 10

Schnitte caudal von a), mit Linse (Li) an Gehirn im Bereich des Recessus opticus (R. 0.). —
c) Linse von b), stark vergrossert

blase mit weitem Lumen und teils dicker, teils dinner Wandung, die wohl
in erster Linie Zwischenhirn darstellte. Auch fehlten die Nasen. Die rostrale
Neuralblase konnte von der Medullarplatte durch Neugliederung der Anlagen
postgeneriert oder in der die Operationswunde bedeckenden prdsumptiven
Epidermis durch das rostrale Urdarmdach nachtrédglich induziert worden sein.

Der Fall 1950 Pg 5 zeigte weiterhin, dass die linsennahe Gehirnregion
der Region des Recessus opticus entspricht. Die rostrale Neuralblase wies
nadmlich in ihrer linsennahen Wand kleine Fragmente von Pigmentepithel
eines Auges auf, wie man sie nach der Excision der Augenanlage in der Neurula
oft beobachtet. Bleiben dabei ndmlich kleine Teile der Anlage am Keim, so
kénnen sie sich innerhalb des Gehirnstammes zu Fragmenten von Pigment-
epithel differenzieren, und diese kennzeichnen dann den entsprechenden
Gehirnabschnitt als Ursprungsstelle des Augenstiels, also als Region des
Recessus opticus.



FREIE LINSEN IN AUGENLOSEN KOPFEN VON TRITURUS ALPESTRIS 157

2. Freie Tjentoide in Epidermis-plus-Mesoderm-Méanteln der Neurula

Bei diesen Versuchen wurden (Abb. 4) an der jungen Neurula dicht
ausserhalb des Medullarwulstes das Ectoderm und das unterlagernde Mesoderm
(Entomesoderm) durchschnitten(Abb.4a),die linke und rechte Seite des Schnitts
in der Urmundregion durch einen kurzen queren Schnitt verbunden, und dann
die prdsumptive Epidermis mit ihrer mesodermalen Unterlage dorsal beginnend
und nach ventral fortschreitend vom Entoderm abgeldst. Der so erhaltene
Epidermis-plus Mesoderm-Mantel (EpiMesMa, Abb. 4b) wurde weiterhin ent-
lang der ventralen Mediane nach innen zusammengefaltet (Abb. 4c), und die
Epidermisrdnder sodann zur Verheilung gebracht. Solche Mdéntel enthalten
im Ectoderm die Anlagen der Nasen, Cornea und Linsen und Gehdrblasen,

ceph.

Abb. 4. Schema der Operation zur Herstellung von Epidermis-plus Mesoderm-M anteln (Epi-

MesMa). — a) frihe Neurula von links. Entlang dem Medullarwulst Ectoderm und unter-

lagerndes Mesoderm durchschnitten und dann nach ventral von Entoderm abgezogen. —

b) EpiMesMa ausgebreitet und von innen gesehen. —c) EpiMesMa entlang ventraler Mediane
zusammengefaltet, (aus Mangold 1954)

des Mundes und des Afters, ferner die ecto-plus-mesodermalen Anlagen der
Haftfaden und der Extremitaten, und schliesslich im Entomesoderm die
Anlagen des Herzens, der Nieren und mancher Muskeln. Die Médntel ent-
wickeln im Lauf von 10—20 Tagen spindelformige oder ellipsoide oder kuge-
lige Blasen, die in der Regel eine Vorderkopfregion mit Haftfaden und schrum-
peliger Epidermis, eine Hinterkopfregion mit Herzelementen in Form von
Knoten oder Fasern und schliesslich eine Rumpfregion mit Vornieren, Vornie-
rengdngen, Muskeln und Blutzellen aufweisen (Abb. 5a). Es fehlen aber alle
Nerven- und Sinnesorgane, der Mund und die Kiemen (s. Mangoid 1954,1957).
Diese Befunde entsprechen im ganzen durchaus den Erfahrungen vieler
Untersuchungen der Urodelenentwicklung. Uberraschend war aber das Vor-
kommen von Haftfdden, deren Entwicklung in erster Linie auf die Induktion
des vom Medullarwulst stammenden Ectomesoderms zuriuckgefuhrt wird
(s. Baltzer, 1950 und Chen 1952) und das Vorkommen von Lentoiden in der

4 ActH Morphologien X/2—4.
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Nachbarschaft der Haftfaden, das freilich nur in 2 Fé&llen (d. h. 4% aller
Falle) beobachtet werden konnte (1933 H 274 und H 277). Von diesen sei
H 277 genauer beschrieben.

a) Experiment: 1933, H 277. Lentoide in der Basis von Haftfaden (Abb. 5).

Der nach der oben geschilderten Methode (Abb. 4) gewonnene Epidermis-plus Meso-
derm-Mantel (EpiMesMa) bildete im Laufe von 8 Tagen eine spindelférmige Blase (Abb. 5a).
Diese zeigte vorn eine etwas wulstige Epidermis, die der Kopfepidermis entspricht. Auf ihr
sitzen 2 Haftfaden jeweils auf kegelformiger Basis, von denen der eine (Hf 1) terminal ansetzt
und in der Mediane nach ventral gerichtet ist, wéhrend der 2. (Hf 2) mehr proximal entspringt
und nach rechts ventral zeigt. Weiterhin beobachteten wir an der Blase einen vorderen Peri-

Abb. 5a—c. Experiment 1933, H 277. a) Epidermis-plus Mesoderm-Mantel 8 Tage n. d. Oper,

von rechts. Vorn 2 Haftfdden (Hf 1 und Hf 2) in Yorderkopfepidermis, dann Pericardregion

(Per) und Rumpfregion (Ru) mit Extremitatenknospen (Ex) und After (A). Zwischen Peri-

card- und Rumpfregion eine seichte Einschniirung (E). —b) und c) 2 Querschnitte im Bereich
der Basis der Haftfaden, b) mit Lentoid 2 (Lt 2) und c¢) mit Lentoid 1 (Lt 1)

cardabschnitt (Per.) und einen hinteren Rumpfabschnitt (Ru), die beide durch eine leichte
Einschnirung mit Querwand voneinander getrennt waren (E). Dorsal am Anfang des Rumpf-
abschnitts sassen die Knospen der Vorderextremitidten (Ex.), caudal unter dem Knopf der
After (A). Dem EpMesMa fehlten alle nervésen Elemente, alle Sinnesorgane und alle Pigment-
zellen (weitere Einzelheiten s. bei Mangold 1954).

Bei der Schnittuntersuchung fanden wir in der Basis der beiden Haftfdden 2 Lentoide
(Lt. 1 und 2). Lentoid 1 (Abb. 5¢, Lt. 1) war 7 Schnitte zu 10 [i dick und etwa kugelig. Es
bestand nur aus Fasern, die zum Teil kegelférmig angeordnet waren, und war nach aussen
anscheinend durch ein Hautchen begrenzt. Das 2. Lentoid (Abb. 56, Lt. 2) war vom ersten
nur drei Schnitte entfernt. Es war 5 Schnitte dick, im Umfang kreisférmig und etwas grosser
als Lentoid 1. Seine Zellen waren kegelférmig, etwa gleich hoch wie breit, sassen mit der Basis
der peripheren Oberflache an und stiessen im Zentrum zusammen. Ein Lumen fehlte oder
war minimal. — Beide Lentoide fielen durch ihre stark gefarbten Kerne auf. Nach der Nomen-
klatur von Becker (1959, 1960) kann Lentoid 1 als Faserlentoid, und Lentoid 2 als
Blaschenlentoid bezeichnet werden.
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Der 2. positive Fall (1933, H 274) zeigte 2 Faserlentoide von betrdchtlicher Grdsse,
das eine wieder im basalen Epithel eines normal ausgebildeten Haftfadens, das andere unter
einer Epidermisverdickung, die durch ihren Bau und das unterlagernde Mesenchym sich
als Haftfadenrudiment erwies (Naheres s. bei Mangoitd 1954, S. 144, Abb. 76).

3. Freie Linsen in Képfen ohne Gehirn und Augen und ohne Evtomesoderm

Bei diesen Versuchen wurde in frihen Neurulen die Gehirnanlage (= vor-
dere Halfte bis 1—3. Funftel der Medullarplatte) mit den benachbarten Medul-
larwiulsten, aber ohne unterlagerndes Entomesoderm und Entoderm entfernt
(Abb. 6, hintere Defektgrenze entweder bei a oder b). Die sehr grosse Wunde
konnte sich — wenn die Unterlagerung intakt geblieben war — gut schliessen,
und es entstanden Kopfe etwa halber Ladnge und Breite (s. Mangold 1955,
S. 149). War die Unterlagerung irgendwie verletzt, so heilte die Wunde nur

Abb. 6. Schema der Operation 3. Frihe Neurula von links. Aus der Medullarplatte die Gehirn-
anlage mit den angrenzenden Medullarwilsten ohne Unterlagerung entfernt; hintere Grenze
bei a) oder b) (Defektbezirk punktiert)

mangelhaft, und es entwickelten sich stark missgebildete Kopfe, oft mit
blut- oder flussigkeitserfiillten Blasen. Bei den gut verheilten und bei den
missgebildeten Kdépfen fehlten stets das Gehirn und die Augen. Gehdrblasen
waren meist, Nasen selten vorhanden. Die Visceralknorpel fehlten vollstdndig,
wenn der Defekt die vorderen drei Finftel der Medullarplatte mit W ulsten
umfasste (Abb. 6, Grenze b); sie waren aber z. T. vorhanden, wenn nur die
vordere Halfte der Medullarplatte mit den angrenzenden W ilsten entfernt
worden war (Abb. 6, Grenze a). Der Mund war in der Regel vorhanden, lag
oft auf einem kleinen Kegel und besass eine enge Offnung und ein schlauch-
férmiges ectodermales Mundrohr, das zum entodermalen Kiemendarm fihrte.
— Von den Augenlinsen wurde erwartet, dass sie infolge des Fehlens der
Augenbecher nicht entwickelt sein wirden. Aber schon bei der Beobachtung
der sich entwickelnden Larven im Lehen wurden einige Linsen festgestellt. Die
Larven wurden dann rechtzeitig, d. h. etwa 20 Tage nach der Operation,
fixiert, da man bei ldngerer Aufzucht mit der Degeneration der augenfreien
Linsen rechnen musste. Bei der mikroskopischen Untersuchung von 24 Larven
zeigte sich dann zu unserer grossen Uberraschung, dass von 24 Larven 10
(42%) Linsen besessen, 12 (50%) linsenfrei waren und 2 (8%) unsichere

4*
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Verhéltnisse aufwiesen. 5 Larven, denen die ganze Medullarplatte mit den
benachbarten Wilsten weggenommen worden war und die entsprechende
Kopfverhéltnisse zeigten, waren alle ohne Linsen (Mangold 19606). Das
Verhdltnis der positiven zu den negativen Féllen ist jedoch fragwiirdig, da bei
den negativen Larven ev. solche waren, die erst sekunddr infolge Degeneration
ihrer Linsen negativ geworden sind.

Tabelle 1
Linsen Nro. der pos. Falle Linsen-Kombinationen Nasen-Kombinationen
eine Linse . . Linse Linse Nase
(li., re., med. zwel Linse - Nase -+ Nase Nase Nase
Lage) Linsen -j- Nase £ Gehirn - Gehor- -~ Gehirn Gehdrblase
blase
*174 i *175 185 186 218 244 248 236
193 re. *191 193 2487 240
185 med. *235 195?
195 med. *241
* solitar 186
218
zus. 4 6 2 (+1) 1(+1) 1 1 1 2

Nummern von gehirn- und augenlosen Larven mit Linsen, Nasen, Gehérblasen und Gehirnfrag-

menten, allein oder in Kombination, induziert vorn Urdarmdach. * Linsen allein = solitare

Linsen; —li.,re., med. Linse liegt links, rechts oder median; — wenn 2 Linsen vorhanden, liegt

1 links und 1 rechts; 195? Nase unsicher; 248? Linse unsicher. Experimentbezeichnung z. B.:
1953, An 174 usw.

Die Linsen konnten in Einzahl vorhanden sein, und zwar in linker (li)
oder rechter (re) oder medianer (med) Lage. Sie wurden aber hdufiger in Zwei-
zahl gefunden, wobei ihre Lage sie als linke und rechte kennzeichnete (Tab. 1).
Sie lagen zudem stets weit rostral in der Nachbarschaft der Mund6éffnung.
Sie konnten mit anderen Sinnesorganen (Nasen, Gehdrblasen) und Gehirn-
fragmenten verbunden sein (Kombinationen) oder auch ohne solche Vorkom-
men (solitdre Linsen = *Tab. 1). Die verschiedenen Mdglichkeiten sollen
durch die Beschreibung einiger Félle charakterisiert werden.

a) Experiment: 1953 An 185. Mediane Linse und mediane Nase (Abb. 7).

Dem Keim wurden im frihen Neurulastadium (N 1—2) das 1. und 2. Viertel der Medul-
larplatte mit den angrenzenden W ilsten und 5 Grippchen von Entomesodermzellen wegge-
nommen. Die Entodermdecke blieb intakt, und die des Mesoderms war kaum gestdrt. Der
Embryo zeigte nach der Verheilung einen kleinen Po6rus vor dem Riuckenmarkstumpf, der
weiterhin nicht mehr beobachtet wurde. Die Larve wurde 39 Tage n. d. Oper, fixiert. Ihr
Kopf war kurz und etwa halbkugelig vorgewdlbt; ventral rostral hatte er einen kegelférmigen
Hocker, anscheinend mit Munddffnung (»Mundkegel«). Dorsal median Gber dieser lag 1 Linse.
Am Hinterkopf waren beiderseits das 1. Kiemenstdammchen schwach, das 2. und 3. stark
entwickelt. Der Riuckenmarkstumpf endete Uber dem 2. Kiemenstdmmchen. Der Nervus
lateralis war beiderseits vorhanden. Der Rumpf war um 160° nach ventral gekrimmt. Die
Hinterextremitdten zeigten eine auffallend gute Entwicklung. — Bei der Schnittuntersuchung
fehlten dem Kopf das Gehirn und die Augen vollkommen. An Gehdrblasen war rechts eine
grosse, dinnwandige, vielleicht doppelte ohne Macula entstanden. Links fand sich eine kleine
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Abb. 7a, b. 1953, An 185. Cyclopische Linse (Li. cy.) und Nase (Na) in Kopf ohne Gehirn und
Augen. Frontalschnitte Uber porusartiger Munddéffnung, b 8 Schnitte zu 10 jii tUber a. — Ch.
Chorda; Kn. Knorpel

mit einem Sinnesfleck. Beide Gehorblasen lagen wie normal auf Hohe des Hinterkopfes.
Betrachtlich vor ihnen lag median unter der Haut die schon im Leben beobachtete Linse
(Abb. 7a, Li). Sie war schén kugelig, 11 Schnitte zu 10 p dick und besass eine Linsenmembran,,
ein dunnes Epithel und einen dicken Faserkern. lhre Polaritdtsachse war nicht, sicher fest-
zustellen. Ihre dorsalen 2 Drittel waren von lockerem Mesenchym umgeben; das ventrale
Drittel war eingebettet in eine kernreiche Zellmasse, die durch einen median verlaufenden
Kanal durch die dorsale Haut mit der Oberflache in Verbindung stand. Lage und Struktur
des Gebildes lassen es als verungliickte Nase deuten. Einige Schnitte mehr ventral von ihr lag
die vordere Mundhohle, beiderseits begleitet von Lippen. Sie zeigte in der Tiefe auch Zahne.

Wie bei einer hochgradigen Cyclopie hatte die Larve 1 Nase und 1 mediane Linse.
Es fehlte aber der Augenbechcr. Die Linse zeigte auffallenderweise 39 Tage n. d. Oper, noch
keine Degeneration, war aber auch relativ klein.

b) Experiment: 1953 An 175. Eine linke und rechte solitdre Linse (Abb. 8).

Im frihen Neurulastadiuin waren das 1. und 2. Viertel der Medullarplatte mit Wulst
und ziemlich vielem Entomesoderm entfernt worden. Die praechordale Platte und ca. % des
Entomesoderms blieben am Keim. Die Wunde verheilte vollstdndig. Es entstand eine gute
Larve, mit rechtem, aber ohne linken Haftfaden. — 23 Tage n. d. Oper, wurde fixiert. Der
Vorderkopf war halbkugelig vorgewdélbt und gut geschlossen. Er hatte rostral ventral einen
kleinen kugeligen Hécker (= Mundkegel). Am Hinterkopf standen beiderseits 2 lange Kiemen-
stammchen. Gehirn, Nasen und Augen fehlten vollstandig. Beiderseits war eine kleine Gehor-
blase (Abi). 8b, Gbl.)) mit je 1 Macula entwickelt. Auch ein Mund mit Lippen, engem Stomo-

Abb. Ha, b. 1953, An 175. Frontalschnitte durch die vordere Kopfregion einer Larve ohne

Gehirn und Augen, dicht tber dem Mundkegel; 23 Tage n. Oper, fixiert. Gbl. Gehorblase

rechts; Li. . und r. linke und rechte solitire Linse; Lp. Lippen an Mundkegel: Nz kleine
Gruppen von Nervenzellen (Ganglien).
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daeum und Zahnen (im Bereich des Vomer) waren vorhanden. 2 grosse Linsen (Abb. 8a, b,
Li. 1., Li. r.), jeweils mit Membran, dinnem Epithel und sehr grossem Faserkern, lagen rechts
und links dorsal rostral im Kopf. Ihre Lage entsprach wohl der der normalen Linsen. lhre
Umgebung zeigte nichts Auffélliges; hei beiden waren Muskeln und ein kleiner Komplex
von Ganglienzellen (Abb. 8a, b, Nz) in der N&he, ohne die Linsen direkt zu berthren. Die
linke Linse war oval und 17 Schnitte zu 10 /I dick; sie berihrte mit 1 Pol noch die Epidermis;
die rechte war Gber 14 Schnitte zu verfolgen und zeigte kreisformige Anschnitte.

Bei beiden Linsen ist ihre normale Lage, ihre Grosse, ihr hoher Differenzierungsgrad
und ihr Mangel an besonderen Begleitgeweben zu beachten.

c) Experiment 1953, An 193. Nase -~ Linse in enger Verbindung, dazu Gruppe von Ganglien-
zellen (Abb. 9).

In der fruhen Neurula (N2) wurden das 1+ 2. Viertel der Medullarplatte mit den zuge-
hérigen Wilsten entfernt. Im Kopfbereich ging zudem ziemlich viel Entomesoderm verloren;
doch blieb das Entoderm unverletzt. Trotzdem entstand ein sehr stark defekter Kopf,
an dem nur die Kiemenregion einigermassen entwickelt war. An Stelle des Vorderkopfes waren

Abb. 9a, b. 1953, An 193. Frontalschnitte durch die stark gestorten Rostralbezirke einer Larve
ohne Gehirn und Augen, aber mit einer stark deformierten und etwas degenerierten Linse (Li)
und einer anliegenden Nase rechts von Mund (Mu)

nur Spangen und W ilste ausgebildet. Die Larve wurde 26 Tage n. d. Oper, fixiert. Dem Kopf
fehlten das Gehirn, die Augen und die Gehdrblasen. Einige Ganglien waren vorhanden. Der
Mund (Abb. 9,Mu) bildete ventral ein medianes Rohr zum Kiemendarm. Rechts von ihm lagen
1 Linse (Li), 1 Nase (Na) und eine kleine Gruppe von Ganglienzellen (Nz).

Die Linse (Abb. 9a, Li) war nieren- bis schlauchférmig, mit Epithel und einer dicken
Fasermasse, die schon Zersetzungserscheinungen zeigte. Sie war 10 Schnitte zu 10 u dick.
Dicht an sie anschliessend lag die Nase mit Eingang, klarer Héhle und dem typischen Nasen-
epithel (Abb. 9b, Na). Sie war 18 Schnitte dick und etwas deformiert. Ausserdem fanden sich
dorsocaudal von der Nase noch einige locker gefiigte Nervenzellen (Nz).

Der Fall zeigte Nase + Linse in enger Verbindung, dazu eine kleine Gruppe von
Ganglienzellen.

d) Experiment 1953, An 136. Linse, Nase und Gehirnfragment und eine Linse in Degeneration
(Abb. 10).

Dem Keim wurde im frihen Neurulastadium (N 2) das 1. und 2. Viertel der Medullar-
platte mit ziemlich viel Entomesoderm und den benachbarten Medullarwiilsten weggenommen.
— Die Kopfwunde verheilte schlecht; daher blieb der Kopf stark defekt. Er war bei der Fixie-
rung, 24 Tage n. d. Oper., kurz, etwa halbkugelig dem Rumpf aufgesetzt, rechts und links
mit kurzen Kiemenstimmchen besetzt, und zeigte rostral einen medianen Spalt, der offenbar
zur Mundbildung in Beziehung stand. Der linke Haftfaden war normal entwickelt und resorbiert
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worden; der rechte fiel aus. Die Untersuchung der Frontalsehnitte (Abb. 10a—c) zeigte das
Fehlen des Gehirnstamms, der Augen und der Gehdrblasen. Der Mund (Mu) bildete einen media-
nen spaltférmigen Schlauch zum Kiemendarm und war rostral mit Lippen (Lp) besetzt. Die
Kopfwand beiderseits des Mundrohrs war mit Mesenchym, wenig Muskulatur und kleinen
Knorpelelementen erfillt und von spalten- oder rohrenféormigen Ausbuchtungen des Kie-
mendarms und Mundrohrs durchsetzt (Dsp., Visceralspalten?). Ventral rostral waren rechts
und links vom Mundrohr je eine Linse entwickelt. Die rechte Linse (Li. r.) war kugelig,
18 Schnitte zu 10 p, gross und besass 1 Linsenmembran, 1 flaches Epithel und einen grossen,
hochdifferenzierten Faserkern. Sie war gegen den Mund hin, also medianwarts, eng verbunden
mit einem kleinen Gehirnteil (= Vorderhirn mit Fasermassen, Abb. 10a, VH) und einer
grossen Nase mit Lumen und 2 Eingdngen (Abb. 106, e, Na, EIl und E2). Ihr hinterer Pol
lag am caudal-medianen Nasenrand. In ihrer weiteren Umgebung fanden sich 2 Darmspalten
(Dsp.), davon die eine dicht median der Nase, die andere caudal von der Linse. — Die linke
Linse (Abb. 106, Li. I1d) lag ungeféhr auf gleicher Héhe wie die rechte. Sie erstreckte sich nur
Uber 7 Schnitte und befand sich in voller Degeneration. Linsenmembran und Epithel fehlten,

Abb. 10a—c. 1953, An 186. Frontalschnitte durch vordere Kopfregion einer Larve ohne Gehirn

und Augen im Bereich des Mundkegels, a—c von dorsal nach ventral fortschreitend. — Dsp.

vom Darm ausgehende Spalten; EIl und E2 Eingdnge in die starke Nase (Na), Kst. Kiemen-

stammchen, Li. 1 d. linke Linse degeneriert, Li. r. rechte Linse, Lp. Lippen um Mu. Mund;
St. Stomodaeum, ectodermales Mundrohr: VH. Gehirnfragment = Vorderhirn

und der dicke Faserkern bildete eine schwammige Masse mit Kernen, die unregelmaéssig
verteilt vom normalen Zustand bis zu der stadrksten Pyknose schwankten. Ein kleiner, ober-
flachlich entspringender und zur Linse ziehender Ectodermzapfen deutete auf ihre Ablésung
vom Ectoderm hin. Nahe benachbart fand sich auch eine Darmspalte (Abb. 106, Dsp.). Neurale
Elemente fehlten in der N&he der linken Linse.

Der Fall zeigte rechts Vorderhirn, Nase und Linse als einheitlichen Komplex und links
1 degenerierte solitare Linse.

e) Experiment 1953, An 218. Rechte und linke Linse und mediane Nase und Gehdorblase (Abb. 11.)

Dem Keim waren im frihen Neurulastadium (N 2—3) das 1. und 2. Viertel der Medullar-
platte mit anliegenden W ilsten und etwas Entomcsoderm entnommen worden; Chorda und
Entoderm blieben unverletzt. Die Wunde war gut verheilt. 23 Tage n. d. Oper, zeigte die
Larve einen etwa halbkugeligen Kopf, beiderseits mit Kiemenstimmchen und einem Mund-
kegel rostral ventral. Das Gehirn und die Augen fehlten; Ganglien waren mehrfach vorhanden,
ebenso viele Sinnesknospen des Seitenliniensystems. Dorsal median vor dem Gehirnstumpf,
also im Hinterkopf, fand sich eine winzige blasenférmige Gehdrblase mit einem knopfformigen
Sinnesepithel. Weiterhin waren ganz rostral an Hauptsinnesorganen 1 mediane Nase (Abb. 11,
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Na), 1 mediane Gehdrblase (Gbl.) und dicht rechts davon 1 rechte Linse (Abb. 11«, b, Li. r.)
entwickelt. Eine weitere, linke Linse (Abb. 11c, Li. 1) lag um 15 Schnitte mehr ventral. —
Die rechte Linse lag etwas rechts der Mediane dicht unter der Haut und in geringem Abstand
zur Gehorblase (Gbl.). Sie war 16 Schnitte dick, kreisrund im Schnitt, und zeigte eine Membran,
ein sehr dinnes Epithel und einen starken Faserkern. Ausser der Gehdrblase hatte sie caudal
Knorpel und Muskeln zu Nachbarn. Die Nase (Abb. 11«, b, Na) lag hart links der Mediane,
war 19 Schnitte dick und zeigte, sehr typisch, einen dorsocephalen Eingang, ein weites Lumen
und ein radidres hohes Sinnesepithel. In enger Berihrung mit der Nase lag median etwas
nach dorsal verschoben, die Gehodrblase (Gbl.). Sie war Gber 15 Schnitte zu verfolgen, war
zum Teil bohnenférmig und hatte eine Macula. — Die linke Linse (Abb. 11c, Li. 1.) erstreckte
sich Gber 15 Schnitte, war kreisrund im Schnitt, lag dicht unter der Haut, zeigte ebenfalls
Membran, Epithel und einen starken Faserkern, und hatte wahrscheinlich einen caudal gelege-
nen hinteren Pol. In ihrer Nachbarschaft war nichts Auffdlliges. —Ventral von der linken Linse
war das enge Mundrohr mit dem Mund.

In dieser Larve ist zweifelhaft, ob die rechte Linse zu der medianen Gruppe Nase -j-
Gehorblase zu rechnen oder als solitdre Linse aufzufassen ist, da sie einen geringen Abstand
von diesen besitzt und keine unmittelbare Berihrung mit der Nase oder Gehdrblase aufweist.
Fur ihren solitdren Charakter spricht auch das Vorhandensein einer solitdren linken Linse.

Abb. 1la—c. 1953, An 218. Frontalschnitt durch vordere Kopfregion einer Larve ohne Gehirn
und Augen und ohne Ectomesoderm, aber mit einer rechten und linken Linse (Li. r. und Li. 1))
und einer medianen Nase (Na) und Gehorblase (Gbl.) — Ch. Chordaspitze

I11. Besprechung der Ergebnisse

Die 3 Versuchsarten, die oben beschrieben wurden und die stets zu
augenbecherfreien Isolaten (Epidermis-plus-Mesoderm-Manteln) bezw. Larven
fihrten, zeigen eindeutig, dass bei Triturus alpestris auch Linsen ohne Augen-
becher entstehen kénnen.

Da rostrale reine Epidermisstieke, die die Linsenanlage enthalten, aus
der frihen Neurula entnommen und als Isolate gezichtet, keine Linsen dif-
ferenzieren (Mangold 1933a Triturus alpestris, Raunich 1940 Amblystoma
mexicanum, Jacobson 1958 Taricha torosa [Triturus torosus] u. v. Autoren
fir Anuren, Lit. s. Jacobson 1958, S. 527), kdnnen wir annehmen, dass die
Linsenanlage in diesem Stadium nur sehr wenig oder noch gar nicht deter-
miniert ist. Jedenfalls ist es sehr wahrscheinlich, dass die oben beschriebenen
augenbecherfreien Linsen in ihrer Entwicklung durch andere Elemente ihrer
Nachbarschaft bestimmt worden sind. Die Ursachen der Linsendifferenzierung
liegen bei den drei verschiedenen Experimenten wahrscheinlich etwas ver-
schieden.
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1. Freie Linsen beim Versuch |

Bei den freien Linsen des Experiments 1, die durch ihre Lage dicht
neben dem postgenerierten Gehirn charakterisiert sind (Abb. 2 und 3), ist
mit grosser Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dass die Determination von
dem Gehirn ausgegangen ist und auf das Ectoderm wirkte, das nach der
Operation die grosse Wunde bedeckte und dabei Zapfen gegen das Gehirn
bilden konnte (Abb. 3a, Z). Die Variation der 3 positiven Félle zeigt zudem,
dass der determinierende Gehirnabschnitt die Region des Recessus opticus
darstellt; denn in einem Fall hatte die linsennahe Gehirnregion kleine Frag-
mente von Tapetum gebildet und sich damit als Bereich des Augenstiels cha-
rakterisiert.

Aus diesem Befund ergibt sich die Frage, welche Gehirnabschnitte die
Féhigkeit zur Linsendetermination besitzen. Vermutlich ist es nur ein begrenz-
ter Bezirk, da wir im Vorderhirn mit der F&higkeit zur Naseninduktion und
im Hinterhirn und Nachhirn mit der zur Gehdrblaseninduktion rechnen kénnen
(fur Nase: Mangold 1933h, Holtfreter 1936, 1944, Woerdeman 1938,
Chuang 1939, Yamada 1950 u. a.; — fiir Gehorblase: Harrison 1935, 1945,
Trambusch 1941, Y ntema 1950; Lit.-angabe s. bei Holtfreter 1951, Detwiler
1951,Yntema 1955 und Mangold 1960 b).

Die H&ufigkeit der Zwischenhirn-nahen Linsen des Versuchs ist freilich
gering: nur 3 von etwa 100 Versuchen zeigten dieselben Verhdltnisse. Die
Ursache fur diese Seltenheit liegt vielleicht darin, dass bei der Verheilung der
Wunde nur selten Ectodermzapfen gebildet werden, die reaktionsbereites
Zellmaterial an die determinierenden Gehirnabschnitte heranbringen. In
manchen Féllen konnten aber auch die induktionsfahigen Gehirnabschnitte
infolge ungentgender Postgeneration fehlen, oder es konnten bei guter
Augenausbildung Linsen durch die Augenblasen induziert werden.

Der Mangel genligenden Kontakts des reaktionsbereiten Ectoderms mit
den induktionsfdhigen Gehirnabschnitten ist wohl auch dafiir verantwortlich,
dass nach der Exstirpation der Retinaanlage im Stadium der offenen Medullar-
platte oder nach der Entfernung der priméaren Augenblase ohne bedeckendes
Ectoderm bei Triturus die Uberlagernde Linsenanlage nichtdurch das Zwischen-
hirn zur Linsenbildung determiniert wird; denn bei Triturus entsteht nach
den beiden Operationen keine Linse (Mangold 19316, S. 253—255, Becker
1955 u. a.). Wahrscheinlich ist hierbei das Mesenchym von Bedeutung; denn
wir wissen seit den ersten Linsenversuchen von Spemann, dass die Isolation
der Linsenanlage vom Augenbecher durch Mesenchym (s. Nachtrag. S. 172)
die Linsendetermination verhindert. Andererseits ist anzunehmen, dass manche
Linsen, die nach der Exstirpation der primdren Augenblase entstanden und
in ndchster Nachbarschaft des Zwischenhirns gefunden worden sind, durch
das Zwischenhirn induziert wurden. Dies trifft vielleicht fir die von Spemann
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1912 beschriebene »unabhédngige Linse« von Rana esculenta zu (auch abgebil-
det bei Mangold 1931, S.252, Abb. 14). Aber auch Lentoide, die auf der augen-
becherfreien Seite am Ectoderm entstanden, kdnnten vom Zwischenhirn
determiniert und durch zuwanderndes Mesenchym secunddr vom Zwischen-
hirn abgedrdngt worden sein (s. z. B. v. Ubisch 1924, S. 69). Daflr sprechen
auch Versuche von Becker (1959, S. 213, und unverdffentlicht), bei
denen die primdre Augenblase bezw. der embryonale Augenbecher nach
Abheben des Linsenectoderms in verschiedenen Stadien entfernt wurde und
bei denen nach frither Entfernung nur Lentoide in der bedeckenden Epidermis
entstanden. Eine kurzfristige oder ungentgende Induktion fdhrt also zur
Bildung von Lentoiden.

Eine andere Erkldrung gibt Jacobson (1955) fir eine freie Linse in
entsprechender Lage wie unsere Linse von Abb. 36 und c. Die Linse war bei
Taricha torosa nach Exstirpation der Retinaanlage im frihen Neurulastadium
auf der augenlosen Seite gebildet worden. Ihre Differenzierung ist wesentlich
schlechter als die unserer Linsen. Jacobson glaubt, dass sie vom Urdarmdach
induziert worden sei, dessen F&higkeit Linsen zu induzieren S. 171 besprochen
wird. Auch bei unseren freien Linsen des Versuchs 1 muss eine Beteiligung
des Urdarmdachs in Rechnung gestellt werden; doch scheint mir ihre so
charakteristische Lage mehr fir die Induktion durch das Zwischenhirn zu
sprechen.

2. Freie Linsen beim Versuch 3

Der 3. Versuch, bei dem im frihen Neurulastadium die Gehirnplatte
mit der angrenzenden Medullarwulst entfernt wurde, lieferte Gberraschend
viele freie Linsen (42% aller Fdlle). Wichtig ist hierbei, dass alle weit rostral
und auch dorsal lagen, und dass man ausserdem h&ufig eine rechte und eine
linke unterscheiden konnte. Nurin 2 Fallen war eine mediane Linse vorhanden,
wie sie bei der Cyclopia perfecta beobachtet werden kann. Es ist nicht unwahr-
scheinlich, dass die Linsen und zwar besonders die rechten und linken, sich
aus den normalen Linsenanlagen entwickelt haben, die beim Wundverschluss
eine gewisse Verschiebung nach rostral und dorsal erleiden. Da aber, wie oben
schon ausgefuhrt, eine Selbstdifferenzierung dieser Anlagen bei Triturus kaum
in Betracht kommt, miussen wir nach dem Ausfall der primédren Augenblasen
und des Gehirns annehmen, dass die Linsen durch das rostrale Urdarmdach
und evtl. Entoderm determiniert ivorden sind, — eine Mdglichkeit, die von uns
schon 1931, S. 257 und 277, ins Auge gefasst wurde.

Entsprechende Ergebnisse erzielte Jacobson (1955, 1958) bei Taricha torosa (=Triturus
torosus) durch ein dem unserigen sehr d&hnliches Experiment, d. h. hei der Entfernung der
vorderen Teile der Gehirnplatte mit der angrenzenden Medullarwulst ohne Unterlage aus
der frihen Neurula. 12 von 46 Larven (26%) zeigten linsendhnliche Gebilde, die aber keine

so gute Aushildung wie bei unserem Versuch aufwiesen. Jacobson konnte weiterhin durch
Explantate aus der frithen Neurula, bei denen das Linsenectoderm a) allein, oder b) mit dem
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unterlagernden Entoderm, oder ¢) mit dem mehr caudal liegenden praechordalen Entomeso-
derm, oder d) mit Entoderm plus Entomesoderm gezlchtet wurde, zeigen, dass die Fahigkeit
Linsen zu induzieren, sowohl im rostrolateralen Entoderm als auch im praechordalen Ento-
mesoderm enthalten ist. Der Versuch a lieferte an positiven Fallen 0%, Versuch b 31%, Ver-
such ¢ 14% und Versuch d 42%. Auch Entomesoderm der Rumpfseite zeigte mit Linsenecto-
derm kombiniert schwache Induktionsfahigkeit (10% der Félle positiv), t entrale Rumpfepi-
dermis bildete aber mit rostralem Entoderm + Mesoderm zusammen geziichtet keine Linsen.

Die determinierende Wirkung des vorderen Urdarmdachs, d. h. der
praechordalen Platte und des praechordalen Entomesoderms und Entoderms,
steht ausser Zweifel; bilden diese doch den vordersten Teil des Organisators,
der, unter die praesumptive Rumpfepidermis der jungen Gastrula verpflanzt,
Gesichtsorgane mit Haftfdden und auch vordere Gehirnabschnitte mit Nasen,
Augen und Gehdrblasen induziert (Mangoid 19336, Gallera 1949 u. a.).Auch
ist die praechordale Platte bei der Determination des Mundes, des Mandi-
bularbogens und der Bilateralitdt des Vorderkopfes beteiligt (Mangoi1d 1957,
S. 25). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass das Ectoderm, das sich beim
Wundverschluss Uber das vordere dorsale Urdarmdach schiebt, von diesem
determinative Einflusse erfdhrt. Die Art der Reaktion wird dann einerseits
vom Induktor und andererseits von der Reaktionsfdhigkeit des Ectoderms
bestimmt.

Die Untersuchung der Induktionsfahigkeit der verschiedenen Abschnitte
des Urdarmdachs durch Transplantation unter die praesumptive Rumpfepider-
mis der friithen Gastrula hat nun ergeben, dass diese in der Regel »komplexe
regionale Induktionen« hervorbringt, d. h. Induktionen, die mehrere Organe
umfassen und im gesamten eine bestimmte Region des Embryo darstellen. Vorder-
kopfe, Hinterkopfe, Rimpfe und Schwénze, von Lehmann (1945) als archen-
cephale, deuterencephale und spinocaudale Induktionen bezeichnet, sind nach
den Untersuchungen von Spemann (1931), Mangolid (1933 6) u. v. a. ein vielfach
gesichertes Ergebnis der entwicklungsphysiologischen Forschung geworden.

Die Art der Organe und die Mannigfaltigkeit der Zusammensetzung
dieser komplexen regionalen Induktionen hd&ngt in hohem Masse von der
Reaktionsfahigkeit des dargebotenen Ectoderms, d. h. der »Kompetenz«
(Lehmann 1945) des reagierenden M aterials ab. Diese ist von der genetischen
Konstitution, vom Alter und von den vorausgegangenen Determinations-
schritten abhdngig (Mangotd 1931a, S. 911). In unserem Fall hat das die
Wunde Uberziehende Ectoderm die F&higkeit, eine Medullarplatte und ein
Gehirn zu bilden, vollkommen oder nahezu vollkommen verloren; es besitzt
aber noch die Fahigkeit zur Differenzierung von sekundaren Gebilden, d. h.
Nasen, Linsen, Gehdrblasen und Piacodén der Kopfganglien und der Sinnes-
organe des Seitenliniensystems (zur Anderung der Reaktionsfihigkeit s. auch
Holtfreter 1938, Gallera 1952, Liedke 1951, 1955, Jacobson 1958
u. a.). Nasen, Linsen, Gehdrblasen, Ganglien und Sinnesknospen treten auch
in den Kopfen unseres Versuchs 3 regelméssig auf, und zwar in den meisten
Fé&llen nicht als Einzelorgane, sondern als komplexe Induktionen, die, wie die
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Tab. 1 zeigt, Linse -f- Nase, oder Linse -(- Nase + Gehirn, oder Linse +
N ase Gehorblase, oder Nase Gehirn, oder Nase -f- Gehdrblase auf-
weisen kdénnen.

Entsprechende Kombinationen wurden auch von anderen Forschern beobachtet (Okada
1949 «, 6, Jacobson 1958 u. a.). Sie treten auch bei freien Linsen auf, die durch heterogene
Induktoren induziertwurden (Holtfreter 1934a,b,ToivONEN 1940,1945, Rotmann 1942 und
unverdffentlicht, u. a.). Die von Rotmann und Toivonen erhaltenen freien Linsen wurden
von meiner Mitarbeiterin BECKER ausgewertet. Dabei waren von insgesamt 104 Féllen
43 Linsen mit Haftfadeil vergesellschaftet, 24 Linsen mit Nasen, und 9 Linsen mit Gehirnteilen.
28 Linsen waren allein, stellten also »solitdre Linsen« dar (Publikation in Vorbereitung. Zum
Komplex Linse + Haftfaden s. S. 171)

Verglichen mit den oben erwd&hnten komplexen Induktionen aus
der praesumptiven Rumpfepidermis der friihen Gastrula sind diejenigen aus
der Kopfepidermis der frihen Neurula aber sehr viel weniger mannigfaltig,
und wir kdnnen sie als »reduziert komplexe Induktionen« bezeichnen. Es ist
auch kaum zweifelhaft, dass diese Induktionen einen regionalen Charakter
besitzen. Nase, Gehirn (wahrscheinlich Vorderhirn) und Linse, also im Vorder-
kopf liegende Organe, sind zusammen oder zu zweien kombiniert mehrfach
entwickelt. Auch die Gehdrblase, die ja kein Vorderkopf-, sondern ein Hinter-
kopforgan darstellt, widerlegt nicht die Annahme von regionalen Induktionen;
denn die Gehdrblase ist kein absolut sicheres Kriterium der Hinterkopfinduk-
tionen, da man sie durch alle rostral-caudalen Viertel des Urdarmdachs und
der Medullarplatte induzieren kann (s. Mangoitd 19336, S. 765, Tab. 1) und
wir auch annehmen missen, dass in unserem Versuch 3 beim Verschluss der
Wunde das Urdarmdach in rostrocaudaler Richtung etwas zusammengeschoben
wurde. Die in der Tabelle 1 verzeichneten Gehdrblasen gehdren aber zum
Induktionskomplex; denn sie sind Uberz&hlig, und ausser ihnen treten noch
Gehdrblasen auf, die auf Hinterkopfhohe lateral oder median liegen (Abb.
86, Gbl.)

Die Organgruppen, welche nach Entfernung der Gehirnplatte mit den
angrenzenden Medullarwilsten entstehen, kénnen also als »reduziert komplexe,
regionale Induktionen« aufgefasst werden. Es ist wahrscheinlich, dass sie vom
Urdarmdach gleichzeitig determiniert worden sind, und dass nicht ein bevor-
zugtes Organ weiterhin fur die Induktion der anderen verantwortlich ist. Ver-
mutlich bewirkt der erste Determinationsschritt die Ausbildung einer umfang-
reichen Plakode, die sich dann in die verschiedenen Organanlagen gliedert.
Dabei wird eine primére Verwandtschaft der verschiedenen Plakoden im Sinne
von Kupffer vorausgesetzt (s. Mangoitd 19316, S. 355), die von meinem frihe-
ren Mitarbeiter Ikeda (1938) durch viele Versuche nachgewiliesen wurde.

Die gleichzeitige Determination der Organe der komplexen Induktion
schliesst natlrlich nicht aus, dass die einzelnen Organe sich gegenseitig beein-
flussen. Dies kann nach den vielen bis jetzt vorliegenden positiven Daten
als gesichert gelten (s. dazu Mangold 19316, S. 277, Ikeda 1938, Okada
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und Mikami 1937, Mikami 1938, 1939, Okada 1949a, 6, Holtfreter 1951, S.
128, ten Cate 1953, Jacobson 1958 u. a.) und entspricht auch den Erfahrungen
Uber die gegenseitigen Beziehungen der Organe des Achsensystems, d. h. die
Beziehungen zwischen Chorda, Somiten und Neuralrohr (s. Mangold 1960a, b).

Eine Frage ist es, ob man die in den gehirn- und augenlosen Kd&pfen
regelméssig auftretenden Ganglien ebenfalls als Elemente der komplexen
Induktionen betrachten soll. Dies scheint mir zum mindesten nicht allgemein
notwendig, weil ihnen das Charakteristische der Glieder einer komplexen
Induktion fehlt, die enge r&dumliche Verbundenheit. Die Ganglien liegen
ndmlich zwischen dem Mesenchym und den anderen Geweben des Kopfes,
ohne eine rdumliche Verknupfung mit den Linsen und Nasen zu zeigen. Es ist
aber anzunehmen, dass Gehorblasen und bestimmte Gehirnabschnitte mit
Ganglien zusammen als komplexe Induktionen auftreten kdnnen.

Solitdre Linsen : In der Hé&lfte aller Falle sind nun die Linsen bei unseren
gehirn- und augenlosen Kdépfen ohne Begleitung von Nasen, Gehirnfragmenten
und Gehdrblasen vorgekommen. Ihre Nachbarschaft zeigte dabei kein typi-
sches Bild; meist wurde sie von Mesenchym und Muskulatur gebildet; auch
Knorpel und Ausbuchtungen des Kiemendarms konnten in der Nd&dhe sein.
Da diese Gewebe sich nicht vor, sondern eher nach der Linsendetermination
differenzieren, ist es nicht wahrscheinlich, dass sie im differenzierten Zustand
bei der Determination der Linsen eine besondere Rolle spielen. Auch Jacobson
(1958, S. 536) beobachtete solitdre Linsen.

Bilateralitat der Linsenentwicklung. Auffallig ist auch das hé&ufige Vor-
kommen von 2 Linsen, die als rechte und linke Linsen gedeutet werden miissen.
Diese Beobachtung zeigt deutlich, dass das fur die Entstehung der Linsen
verantwortliche rostrale Urdarmdach eine bilaterale Ordnung aufweist, die
durch den starken Ectodermverlust im allgemeinen nicht gestért wird. Diese
Bilateralitdt wird in erster Linie durch die praechordale Platte verursacht,
deren Entfernung im frihen Neurulastadium zur Bildung von Cyclopie oder
hochgradiger Synophthalmie fihrt (Mangotd 1936, '57, '60a). — In 2 Féllen
waren die freien Linsen median entwickelt (An 185, 195). Dabei lagen offenbar
Keime vor, bei denen das rostrale Urdarmdach nach der Operation seine bila-
terale Ordnung nicht aufrecht erhalten konnte. Diese Félle entsprechen den
cyclopischen Larven, die experimentell in sehr verschiedener Weise hergestellt
werden kdnnen (s. dazu die zusammenfassenden Darstellungen von Adelmann
1936, Mangold 19316, '57, '60a u. a.).

Besonders eindrucksvoll war die meist sehr gute und starke Entwicklung
der Linsen. Diese l4dsst vermuten, dass die Umgebung nicht nur die erste
Determination geleistet hat, sondern dass sie auch Faktoren enthielt, die
die Polaritdt, die Faserdifferenzierung und das Wachstum fdrderten, wie
dies normalerweise durch den Augenbecher geschieht (Lit.s. Mangoid 19316,
S. 267 ff., Le Cron 1906, '07 u. v. a.). Diese Faktoren scheinen freilich zeitlich
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begrenzt und nicht in allen F&llen gleich glinstig gewesen zu sein; denn es
ist kaum zweifelhaft, dass die freien Linsen relativ bald der Degeneration
verfallen. Von den 10 linsenfihrenden Larven war die dlteste 39 Tage n. d.
Oper, fixiert worden; 3 weitere waren friher als 30 Tage, wiederum 3 weitere
friher als 25 Tage, und wiederum 3 friher als 20 Tage n. d. Oper, konserviert
worden. Die Degeneration setzte aber zweifellos oft friher als 39 Tage n. d.
Oper. ein. Von besonderem Interesse scheint uns dazu die Larve An 186, die
24 Tage n. d. Oper, fixiert wurde. Sie zeigte ndmlich (Abb. 10) neben einer
gut erhaltenen rechten Linse (Li. r.) eine stark degenerierte linke (Li. 1. d.).
Da die rechte in enger Verbindung mit einer Doppelnase und einem Gehirn-
fragment stand und die linke keine markanten Gewebe in ihrer unmittelbaren
Umgebung hatte, wird man vermuten, dass die Nase und vorderen Gehirn-
abschnitte die Erhaltung der Linse beginstigten. Auch die 39 Tage alte Larve
zeigte eine Nase in enger Verbindung mit der Linse (Abb. 7). Auch Gehdrblasen
durften entsprechend wirken. Diese Vermutung steht in Einklang mit den
oben schon erwédhnten Versuchen von Okada und Mikami (1937) und Mikami
(1939), die eine fordernde Wirkung von Nase, Gehdrblase, Vorderhirn und
anderen Geweben ergaben.

Da die Existenz fdérdernder Gewebe fir Entstehung, Differenzierung
und Wachstum der Linse nach allem kaum zweifelhaft ist, wird man auch an
linsenhemmende embryonale Anlagen und Gewebe denken missen. Wenn wir
zu dieser Frage zwei Grundexperimente bei Triturus alpestris (ohne Ricksicht
auf Temperatureinflisse) vergleichen, so ergibt sich: a) Larven, denen die
Gehirnplatte mit der angrenzenden Medullarwtdst, d. h. der Anlage des
Ectomesoderms, entnommen worden war, zeigten viele sehr gut differenzierte
Linsen; — b) Larven, bei denen die primére Augenblase oder ihre Anlage
ohne Linsenanlage entfernt worden war, entwickelten auf der augenlosen
Seite keine Linsen. Die Larven von b) besessen aber, verglichen mit denen
von a) : 1. den Gehirnstamm und 2. das gesamte Ectomesoderm. Uber den
Gehirnstamm wurde schon fruher ausgefihrt, dass wir hei der Region des
Recessus opticus und ihrer Nachbarschaft mit einer positiven Wirkung rechnen
missen; eine negative Wirkung wird aber mdglicherweise von Vorderhirn,
Hinterhirn und Nachhirn ausgelibt Dies wird noch experimentell zu prifen
sein. — Unser Hauptverdacht fir eine linsenhemmende Wirkung fallt aber
auf das Ectomesoderm, das in den lateralen Medullarwilsten liegt, im Schwanz-
knospenstadium unter dem Ectoderm des Kopfes nach lateral und ventral
w'andert und hier ausser den Visceralknorpeln Kopfmesenchym u. a. bildet
(Lit. s. bei Mangoild 1957). Eine Bestdtigung dieses Verdachts kdnnte unser
Verstandnis fur die mannigfachen Ergebnisse der Experimente zum Linsen-
problem in glinstiger Weise foérdern und auch dazu beitragen, die Frage der
gegenseitigen Abgrenzung der Determinationsfelder, d. h. der Bildung des
Anlagemusters im Kopf, zu kldren. S. dazu Nachtrag S. 172.
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3. Freie Linsen beim Versuch 2

Beim Versuch 2 konnte festgestellt werden, dass die Epidermis-plus-
Mesoderm-Maéntel der frithen Neurula in der Basis der h&ufig entstandenen
Haftfaden in seltenen Fdllen auch Lentoide entwickeln (Abb. 4 und 5). In der
Normalentwicklung sind Linse und Haftfaden Nachbarorgane, da der Haft-
faden dicht ventrocaudal vom Auge sich entwickelt; auch kann man hei
Versuchen verschiedener Art beobachten, dass die Haftfaden dem Augen-
becher distal aufsitzen. Wir kénnen daher die Haftfdden -(- Lentoide unserer
Epidermis-plus-Mesoderm-Médntel als reduziert komplexe regionale Induktionen
auffassen, bei denen aber der Haftfaden einen gewissen Vorrang hat, da er
viel hdufiger gebildet wird als die Lentoide. Bei den durch heterogene Induk-
toren induzierten freien Linsen war die Kombination mit Haftfdden am h&ufig-
sten (ca. 40% aller Félle, Becker s. S. 168).

Der Induktor fur die Haftfaden -|- Lentoid-Entwicklung muss bei unse-
rem Experiment 2 im dorsolateralen Entomesoderm liegen, das vor der Opera-
tion seitlich von der Medullarwulst gelegen hat. Dieses Entomesoderm hat eine
wesentlich geringere Induktionsfédhigkeit als das dorsal unter der Medullar-
platte liegende Urdarmdach. Dies mag die Ursache fir die seltene Entwicklung
einer Linse sein. Dass Haftfaden sehr viel hdufiger sind, liegt wohl daran,
dass deren Entwicklung Gberhaupt sehr leicht auszuldsen ist. Mdglich ist aber
auch, dass das Aktionssystem fur Linse sich nicht so weit nach lateral erstreckt
wie das fur Haftfaden. — Erwdhnt sei noch, dass als primérer Induktor
erster Bedeutung fur den Haftfaden das Ectomesoderm angesehen wird
(s. dazu Baltzer 1950, Chen 1952, Mangold 1954, S. 155 ff.). — Nicht ganz
auszuschliessen ist endlich die Mdglichkeit, dass der Haftfaden selbst die Bildung
der Lentoide in seiner Basis induziert hat.

4. Das Problem der Linseninduktion kurz gefasst

Zur Frage der Linseninduktion kénnen wir nach dem derzeitigen Stand
unserer Kenntnisse folgendes kurz feststellen.

Das »Aktionssystem« ist im Neurulastadium in mehreren Organanlagen
lokalisiert, ndmlich: 1. im vorderen Urdarmdach, d. h. dem praechordalen
Entoderm und Entomesoderm, 2. in der primé&ren Augenblase bezw. der
Retina, und 3. auch in den Nasen, in Gehirnteilen und in Gehdrblasen. Alle
diese Organanlagen oder Organe bilden zusammen einen »Bedingungskomplex«
(Mangotd 1954, »Regionalfaktor« Balinsky 1948), der die Linsenentwicklung
in Gang bringt und erhélt. lhre Wirkung ist synergetisch (Seemann 1936)
und bildet eine kombinative Einheitsleistung (Lehmann 1933). Zeit, Ausmass
und Art ihrer Wirkung sind wahrscheinlich verschieden, sodass wir Linsen-
induktoren 1., 2., 3. ... Bedeutung (Mangold 1960a) unterscheiden kdnnen.
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Die Mittel ihrer Wirkung sind, wie bei der Determination des Achsensystems,
wahrscheinlich chemisch und allgemeiner Art, ob auch gleich, ist fraglich.

Im »Reaktionssystem«, d. h. im Ectoderm mit der Linsenanlage, tritt
die Fahigkeit, auf die Induktionsfaktoren mit der Bildung einer Linse zu reagie-
ren, die »Linsenpotenz«, erst mit einem bestimmten Alter und mit der Neurula-
tion auf, d. h. mit der determinativen Trennung von praesumptiver Epidermis
einerseits und Medullarplatte -f- Ganglienleiste andererseits im Zuge der
W irkung des Organisators 1. Ordnung (= Entomesoderm). Die Linsenpotenz
ist im spdten Neurulastadium der ganzen Epidermis eigen, wird aber bald
auf die eigentliche Linsenanlage (materielle Anlage) beschrdnkt (Mangold
1931, S. 264). Die Entstehung der Linsenpotenz zeigt auch eine gewisse Ab-
hdngigkeit von der Temperatur, bei der die Keime vor der Neurulation gehalten
werden (s. ten Cate 1953, Jacobson 1958 u. a.).

Der nach den grundlegenden Arbeiten von Spemann (1901—1912)
entstandene Gegensatz von »abhé&ngiger« und »unabh&ngiger« Linsenent-
wicklung ist uberholt. Es gibt wohl Linsen, die sich »abhdngig oder unabhéngig
von der priméren Augenblase« entwickeln; es gibt aber sehr wahrscheinlich
keine Linsen, die vollstdndig ohne determinierende Einflisse der Umgebung
entstehen. Wir missen daher die Linsenentwicklung allgemein als »abhé&ngige
Entwicklung« betrachten (s. dazu Holtfreter 1951, Twitty 1955, Jacobson
1958 u. a.).

1VV. Nachtrag

Die Prifung der Bedeutung der Kopfganglienleiste fir die Entstehung
freier Linsen, die in der Laichzeit 1960 durch meinen M itarbeiter Dr. von
WoELWARTHiIn meinem Auftrag durchgefiihrtwurde, bestdtigte in Uberraschen-
der Weise die Annahme einer Hemmwirkung des Ectomesoderms. Bei den
Versuchen wurde a) die Entfernung der Gehirnplatte + Medullarwulst (s.
Abb. 6) wiederholt und b) nur die Anlage des Gehirns und der Augen entfernt,
die lateralen Medullarwilste (= Kopfganglienleiste) aber am Keim belassen.
Ausserdem wurden, um Temperatureinflisse auszuschalten, die Keime von
Versuch a) und b) unter gleichen Temperaturen gehalten. Nach den bis jetzt
vorliegenden Lebendbeobachtungen zeigten in den 14° C-Serien von 41 Larven
ohne Ganglienleiste 36 (88%) freie Linsen, wdhrend von 41 Larven mit
Ganglienleisten nur 7 (17%) solche aufwiesen. Bei den 18° C-Serien hatten
von 49 Larven ohne Ggll. 20 (ca. 40%) und von 52 Larven mit Ggll. 3 (ca. 6%)
freie Linsen. Bei den 23° C-Serien entwickelten von 45 Larven ohne Ggll. 21
(47%) und von 50 Larven mit Gggl. 3 (6%) freie Linsen. — Zieht man die
Serien mit bzw. ohne Ggll. zusammen, so ergibt sich, dal von 135 Larven
ohne Ggll. 77 (57%) und von 143 Larven mit Ggll. 13 (9%) freie Linsen ent-
wickelten. — Die Temperaturversuche einzeln und zusammen betrachtet
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zeigen also, dall die Haufigkeit der freien Linsen bei den Larven mit Ganglien-
leiste sehr viel geringer ist als bei den Larven ohne Ganglienleiste. Die linsen-
hemmende Wirkung der Kopfganglienleiste scheint mir nach diesen Befunden
von Dr. von Woellwarth gesichert.

Zusammenfassung

1. Bei 3 verschiedenen Defektversuchen an der Neurula von Triturus alpestris, die
Képfe bezw. Isolate ohne Augen zur Folge hatten, traten sogenannte »freie Linsen« auf.

2. Nach grossen rostralen Ectodermdefekten in der spdten Gastrula und frihen Neurula
konnten Koépfe mit mehr oder weniger gut postgeneriertem Gehirnstamm, aber ohne Augen,
entstehen, die (selten) dicht lateral des Recessus opticus eine freie Linse zeigten, gebildet
wahrscheinlich von Ectodermzapfen und induziert vom Zwischenhirn (Abb. 1—3).

3. Die im frihen Neurulastadium abgeldste ganze Epidermis mit dem unterlagernden
Entomesoderm bildet kugelige bis spindelférmige Blasen, haufig mit Haftfaden. An der Basis
der Haftfaden kdnnen (selten) Lentoide entstehen, induziert vom rostrolateralen Entomeso-
derm (Abb. 4, 5).

4. Die Entfernung der Gehirnplatte mit der angrenzenden Medullarwulst in der
Neurula fihrt zur Bildung von Képfen ohne Gehirn und Augen und weitgehend ohne Visce-
ralskelett. Vorhanden sind aber Mund, Gehorblasen und Kopfganglien. Weit rostral kénnen
Nasen, Linsen, Gehirnfragmente und auch Gehorblasen allein oder in verschiedener Kombi-
nation (Tab. 1) auftreten. Sie werden gleichzeitig als »regionale« und »reduziert komplexe Induk-
tionen« vom rostralen Urdarmdach induziert. Auch Linsen allein treten auf (»solitdre Linsen«),
in medianer oder rechter und linker Lage. lhre Lage verrat eine bilaterale Ordnung des vor-
deren Urdarmdachs (Abb. 6—11).

5. Die Frage der Linsendetermination wird kurz dargestellt; es werden dabei die
Begriffe »Aktionssystem«, »Bedingungskomplex«, »synergetische Entwicklung«, »kombinative
Einheitsleistung« und »Reaktionssystem« in charakteristischer Weise verwendet. (S. 171.
Absatz 4). Alle Linsen (der Wirbeltiere) entwickeln sich abhdngig von determinativen Ein-
flissen der Umgehung, und zwar a) vom Urdarmdach und seinen Abkdmmlingen, b) von
der primaren Augenblase, und c) von Nase, Gehirnabschnitten, Gehérblasen n. a. — Die
Kopfganglienleiste hemmt die Bildung freier Linsen (s. Nachtrag).
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CBOBOAHbLIE XPYCTANNKWN B BE3TNMTA3HbBIX FofioBAX N N3OTNPOBAHHDBIX
YACTAX ANIBNUACKOINO TPUTOHA (TRITURUS ALPESTRIS

O. MAHTONbLA

1 WVpm 3 pasnnyHbIX 3KCNepUMeHTax Mo HaHECEHWI0 MOBPEXAEHWUA Ha Helpynbl anb-
nuitickoro TputoHa (Triturus alpestris) B pe3ynbTaTe KOTOPbIX OblIW NOY4YeHbl rON0BbI MK
)K€ W30/IMpOBaHHble YacTu 6e3 rnas, NnosiBUIUCL TaK Ha3. «CBOGOAHbIE XPYCTa/IMKM!».

2. MMocne HaHeceHWs1 KPYMHbIX POCTPasibHbIX MOBPEXAEHUA 3KTOAepMbl B MO34HeEN
CTafnW racTpy/ibl U B PaHHe CTaaumn Helipy/ibl BO3HWKaM FO/0Bbl C NOCNe3apoXKAeHHbIM, 6osee
W MeHee XOpOLUMM CTBOJIOM MO3ra, OfiHaKo, 6e3 rnas, KoTopble (B pegKux cryyasx) Henocpes-
CTBEHHO NlaTepasibHO OT 3pPUTEIbHOr0 Yry6/neHUs UMenu CBOGOAHbLIA XpYyCTannK, 06pasoBaH-
Hblli NPEeANONOXUTENbHO W3 3KTOAePMasIbHOW KOMGOYKMW, U WHAYLMPOBaHHbIA MEXyTOYHbIM
MO3rOM.

3. Becb anuaepmuc, OTC/OEHHbI B paHHel cTaguy Helpynbl, BMECTE C Huexallei
3HTOMe304epMoli 06pasyeT LIapoobpasHble [0 BepeTeHoo6pasHble My3bIpbKW, 4acTo C Mpu-
KPenAsoWmMMM HUTSMU. Ha OCHOBaHWM MPUKPENNSIOWMX HUTeR MoryT (pefko) 06pa3oBbl-
BaTbCS JIEHTOMAbI, WHAYLMPOBaHHbIE POCTPO-N1aTepasibHOM 3HTOME30AEePMONA.

4. YpaneHve MO3roBOi MMAaCTUHKM BMeCTe C MPUerawlimm MegynnsipHbIM Ba/IMKO.M B
cTafuun Helpynbl NPUBOAUT K 06pa3oBaHMIo ro/10B 6e3 Mo3ra U rnas, 1 4acto 6e3 BUCLepasibHOro
CKefeTa, NpuyeM, 04HaKO, Ha/INLO POT, C/TYXOBble My3blpPbKW U FOMI0BHbIE FaHIMK. PocTpansHo
MOTYT NOSIBNATHLCS HOCbl, XPYCTa/IMKK, (hparMeHTbl M03ra, KakK W CllyxoBble My3blpbKy 0TAENbHO
UM B PasIUYHbIX KOMOMHauUMsAX. OHW  UHAYUMPYHOTCS OAHOBPEMEHHO KaK «'pervoHasib-
Hble» WN «pPedyLiMpoBaHHO KOMMJ/IEKCHblE WMHAYKUMW» POCTPasIbHON Kpbillbl  3ap0jbliLLEeBOi
KWWK, XpYCTaNIMKN MOABNSIIOTCA TaKXe OTAENbHO (OAMHOYHBIN XpYCTaMK»), B MefnanbHOM,
npaBoM WX NIEBOM MOJIOXKEHUAX. VX NOM0OXeHMe YKa3blBaeT Ha ABYXCTOPOHHEe pacnpefenieHune
KPblILLbl 3apOAbILLEBOA  KULLIKN.

5. [laeTca KpaTKOe W3/I0XEHWe BOMpoca OfpejenieHnst XPyCTa/IMKOB, NMpUYeM Xapak-
TepHbIM 06Pa3oM MPUMEHSIIOTCS MOHATUS «CUCTEMA aKTUBHOCTU», «YC/IOBHbI/ KOMIJIEKCY, «CUHEp-
reTUYeCKoe pasBUTME», «KOMOMHATMBHAA eAuUHUYHAs (YHKUMS», U «CucTeMa peakumii» (CM.
a63al 4.). Bce xpycTtanunky (NM03BOHOUHbIX) Pa3BUBAOTCS B 3aBUCUMOCTY OT OMpesenTelbHbIX
B/NAHWI OKpPY>XKatoLleld cpefdbl, & UMEHHO: @) M3 KPbillbl 32PO/bILLEBOA KULLKMA U ee NMOTOMKOB,
6) 13 NepBMYHOrO FNa3HOro My3bIpsi, U B) U3 HOCA, Y4aCTKOB MO3ra, C/TyXOBbIX MYy3bIPbKOB U T. .

FREE LENSES IN EYELESS HEADS AND ISOLATES OF TRITURUS ALPESTRIS
O. MANGOLD

(1) The appearance of so-called free lenses was observed in three different defect
experiments on the neurula of Triturus alpestris in which eyeless heads and other isolates were
obtained.

(2) Large rostral ectodermal defects in the late gastrula or early neurula were sometimes
followed by the appearance of heads which had a more or less developed postgenetic brain
stem but no eyes. Occasionally, these heads displayed a free lens close to the optic recess
which was probably of ectodermal origin and induced by the diencephalon.

(3) Detached in the early neurula stage, the whole epidermis together with the under-
lying entomesoderm forms spherical or spindle-shaped vesicles which are often provided with
threadlike processes. Induced by the rostrolateral entomesoderm. lentoids are occasionally
formed at the base of the threads.

(4) A removal of the brain plate and the adjacent medullary ridge from the neurula
leads to the formation of heads without brain and eyes, and mostly without visceral skeleton,
but with mouth, auditory vesicles and head ganglia. Rostrally, noses, lenses, cerebral frag-
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ments and auditory vesicles may appear either separately orin different combinations. Induced

by the rostral archenteric roof, they are both “regional” and “reduced complex inductions”.

There appear also solitary lenses in the middle, on the right or on the left side. Their position
points to a bilateral arrangement of the anterior archenteric roof.

(5) The problem of lenticular determination is briefly presented. The concepts
system”, “condition complex”, “synergetic development”, “combinative unit performance”
and “reaction system” are applied and defined. The evolution of lenses in vertebrates depends
on determinative influences of the environment, namely on (a) the archenteric roof and its
derivatives; (b) the primitive optic vesicle; (c) the nose, brain fragments, auditory vesicles, etc

Prof. Dr. Otto Maisgold, Heiligenberg, Kreis Uberlingen (Bodensee),
Deutschland
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Pour bien des auteurs, la conception selon laquelle — dans un rein qu
n’est pas trop chargé — une partie seulement des néphrons travaillerait en
méme temps, a perdu son caractere d’hypothése. Mais s’agit-il vraiment
d’une notion ddment acquise?

A la base de cette théorie se trouvent des observations épiscopiques sur
des reins de grenouilles vivantes. A. N. Richards et C. F. Schmidt (1924)
avaient constaté une certaine intermittence dans la circulation glomérulaire.
Selon ces chercheurs, les glomérules qui sont traversés par le sang et qui,
en conséquence, fonctionnent a un moment donné, ne représenteraient qu’une
fraction du nombre total des glomérules. Des indications analogues, aprés
injection de fluorescéine a des grenouilles également, ont été publiées par
Ph. Ellinger et A. Hirt (1929, 1930). Ensuite, malgré des avis opposés
(cf. H. L. White, 1939, par exemple), ces observations ont petit a petit été
généralisées, ainsi, entre autres, par C. Champy (1947): «Le fonctionnement
des tubes rénaux ne parait pas synchrone. Normalement 50 60% seulement
des glomérules paraissent déployés et bien gonflés de sang; les autres ont leur
peloton vasculaire ratatiné».

A premiére vue, les expériences avec des colorants vitaux électronégatifs,
comme le bleu trypan, semblaient confirmer I’hypothése en question, puisque
I’on peut voir dans une préparation, au moins au début de I’essai, une partie
des coupes des segments initiaux fortement colorée, une autre partie qui I’est
faiblement ou éventuellement pas du tout. Cependant, grace a I’isolation des
néphrons, on a appris que ceux-ci ont tous fonctionné, mais que I’athrocytose
commence dans la partie proximale du segment pour s’étendre lentement plus
loin — et dans tous les néphrons parallelement — si I’élimination du colorant
par I'urine se prolonge (W. von Méllendorff, 1930, et autres). Les résultats
de la coloration vitale n’appuient donc pas, contrairement a ce qu’avait pensé
R. Heidenhain en 1874 déja, la conception d’un fonctionnement alternant,
mais montrent plutdt que tous les néphrons travaillent uniformément. On
pourrait éventuellement objecter a cela que I’injection d’un colorant vital
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provoque aussi une certaine diurése qui, elle, serait la cause d’une activation
temporaire de tou§ les néphrons (W. von Mollendorff 1941).

De temps a autre, depuis bientdt un siécle, ont paru des publications
qui affirment I'existence d’anastomoses artério-veineuses dans les reins. Les
travaux de R. Spanner (1937, 1938) surtout ont eu un grand retentissement.
Se fondant sur des préparations avec injection des vaisseaux, cet auteur avait
décrit des anastomoses dans le sinus rénal, dans la région corticale (entre les
artéres et les veines corticales radiées), et dans la capsule rénale. La présence
de telles anastomoses artério-veineuses, par la suite beaucoup plus souvent
contestée que confirmée (pour la littérature cf. H. W. Smith 1951 et M. Clara
1956), cadrait bien avec I’interprétation de I’appareil juxtaglomérulaire
comme dispositif réglant I’irrigation sanguine du glomérule et I'ultrafiltration
glomérulaire (cf. par exemple N. Goormaghtigh 1937, W. von Méllendorff
1941, H. Becher 1949- O. Bucher et E. Zimmermann 1960) ainsi qu’avec
la conception de I’activité intermittente des néphrons. Néanmoins, selon
I’opinion actuelle des experts, I’existence d’anastomoses artério-veineuses
dans les reins n’est pas irréfutablement prouvée (M. Clara 1956, A. von
Kugelgen, K.J. Otto, B. Kuhtlo und W. Kuhlo 1959) ou, s’il y en avait,
elles ne seraient que de moindre signification. Les résultats de la clearance
démontrent que le 8% du sang rénal au maximum peut atteindre directement
le systéme veineux sans passage glomérulaire, et dans ce 8% est compris
le sang traversant les vaisseaux des capsules fibreuse et adipeuse du rein,
du sinus rénal ainsi que du bassinet (H. W. Smith 1951).

Prenant en considération les faits que nous venons de résumer, trés
succinctement il est vrai, on n’est donc pas étonné que I’'un des plus éminents
spécialistes de la physiologie rénale, H. W. Smith (1951 et 1957), ait abandonné
la théorie de I’intermittence fonctionnelle des néphrons, précisant que tous les
néphrons travaillent simultanément et uniformément, bien que ce ne soit
pas nécessairement a leur rendement maximal (voir aussi D. D. Thompson
et collaborateurs 1951 ainsi que B. Ochwadt 1959).

*

Nous sommes arrivés a la méme conclusion, mais pour de toutes autres
raisons (cf. aussi O. Bucher 1960). En effet, lors de nos recherches caryomé-
triques, nous avons constaté que, dans les segments initiaux (tubes contournés
proximaux) et dans les segments intermédiaires (tubes contournés distaux),
les différences des tailles nucléaires étaient sensiblement plus grandes entre
les diverses cellules des néphrons envisagés qu’enire les différents néphrons.
De toute une série d’expérience (voir thése J.-A. Antonioli 1960), nous avons
pris, a titre d’exemple, quelques résultats obtenus des reins de 4 rats afin
d’illustrer notre observation (tableau 1). Pour mettre en relief la dispersion



Tableau 1

Dispersion (intervalle de variation et variance) des tailles nucléaires de nephrons
néphrons différents. Segments

donnés ainsi que des tailles nucléaires moyennes de
initiaux et intermédiaires de reins de rats; 2 animaux témoins (numéros 5 et 6) et 2 animaux
soumis a une diurese expérimentale (numéros 11 et 12)

Tailles nucléaires dans Tailles nucléaires moyennes de

A . A ool . Nombre des

. . Essai (et numéro de néphrons donnés néphrons différents Taille noyaux

Partie des néphrons Fanimal) nucléaire moyenne4 évalués
intervalle de variancel) intervalle de variance3} X N

variation) s* variation3 s3

Segments initiaux témoin  (5) SI I\ 2213) 997 g 24,0 gor. 13371 . 132.5) m“. 100
(6) 222,5| 16,9) 52,7) 130.5) al,a 100

diurese  (11) 167,0) _ 34,5 4n 188,81 , 140,0) 730 7 100
(12) 26,3) 136,5( 27,3) 118,2) ’ 139,4) 139,7 100
Segments intermédiaires témoin (5) 186,31 2173 13,4) JJ g 37,7 100
(6)  350) aau 248,4) iu,a 104) 25.6) au,z 108,0 100

diurése  (11) 23,Si 240 101,71 go 0 21,0) ,% 97,9) 7/2, 118,51 100

(12) 24.5) -4°0 95,5) 98,6 17,0) 19, 55,3| 16,6  116.3) 1114 100

1. Chaque chiffre représente la moyenne de respectivement 20 et 40 néphrons pour chacun desquels on a mesuré 5 noyaux dans la méme

coupe du segment indiqué.

néphrons.

planimétrés.

Chaque chiffre est la moyenne de respectivement 4 et 8 groupes de 5 néphrons.
Chaque chiffre indique, pour les segments en question, la variance des

tailles

nucléaires

moyennes de

respectivement 20 et 40

La taille nucléaire moyenne est indiquée en mm2, les noyaux ayant été dessinés a un agrandissement linéaire de 2300 fois et ensuite
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des tailles nucléaires, nous avons calculé I’intervalle de variation et la variance
pour chaque animal et pour les deux tubes urinaires en question.

La caractéristique la plus simple pour exprimer la dispersion est I’intervalle de variation,
c’est-a-dire la différence entre les valeurs extrémes de la variable étudiée (en I'occurrence la
grandeur nucléaire). L’intervalle de variation présente cependant I'inconvénient de se baser
uniquement sur les valeurs extrémes qui, pour une raison ou une autre, peuvent une fois étre

exceptionnelles voire accidentelles. C’est pourquoi nous avons aussi calculé la variance s2
selon la formule:

Vo ([e**) =X . VO (].*)
N - 1

dans laquelle/représente la fréquence et x les tailles nucléaires mesurées dont x est la moyenne
arithmétique; N indique le nombre des mesure individuelles considérées. Ajoutons encore
que, en tirant la racine carrée de la variance s2, on arrivera a un autre parametre, appelé
écart-type.

Or, le tableau 1 nous démontre nettement que I’on trouve une dispersion
des tailles nucléaires beaucoup plus grande en les comparant dans un tube
donné qu’en faisant la comparaison entre des néphrons différents. Cette
constatation parle contre la conception d’un fonctionnement intermittent
d’une certaine importance des néphrons. En revanche, la variation considérable
des grandeurs nucléaires au sein des néphrons fait penser aun rythme fonction-
nel de leurs cellules; des observations morphologiques, sur lesquelles nous
reviendrons tout a I’heure, nous semblent également appuyer cette nouvelle
hypothése de travail.

Si la variation volumétrique des noyaux dans les segments initiaux et
intermédiaires est due au fait que leurs cellules ne travaillent pas simultané-
ment et uniformément dans un rein, dont on ne demande pas un plein rende-
ment, il faudra admettre que la dispersion des tailles nucléaires sera réduite
dans I’organe surchargé, ou une mise en train de toutes les cellules est néces-
saire. Un coup d’oeil sur le tableau 1 nous confirme que cela est effectivement
le cas: dans les reins soumis a une diurese expérimentale, I’'intervalle de varia-
tion et la variance des grandeurs nucléaires dans les néphrons étudiés ont
diminué de fagon significative par rapport aux reins des animaux témoins.

La diurése a été provoquée par des injections sous-cutanées de solution de Tyrode
sans glucose, diluée dans lerapportde 1a 3. Lesanimaux en question ontrecu quatre injections
entre 9 et 17 heures et ont été tués, comme les animaux témoins, a 18 heures; le total de la
solution saline injectée équivalait & 10% du poids corporel. Pour avoir de plus amples détails
sur ces essais, on lira la thése de J.-A. Antonioli.

Il n’est pas surprenant de constater un agrandissement de la taille nu-
cléaire moyenne (gonflement nucléaire fonctionnel) dans les segments initiaux
et intermédiaires des reins surchargés (cf. O. Bucher et C1. Gailloud 1958).
Par contre, nous avons été frappés par le fait que la dispersion des grandeurs
nucléaires moyennes des divers néphrons y est augmentée. A propos de ce
résultat plutdt inattendu, que nous aimerions encore vérifier par des expé-
riences a plus grande échelle, nous n’oserions encore tenter une interprétation.
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En outre, nous sommes convaincus que le rythme fonctionnel cellulaire
est fortement influencé par unrythme diurne, — probléme qui est actuellement
aussi en voie d’étude dans notre institut.

Les études morphologiques et histochimiques des tubes rénaux produisent
également des résultats qui parlent en faveur de la thése d’un rythme fonction-
nel cellulaire. Aussi, dans des préparations ordinaires colorées a I’hématoxy-
line-éosine ou a I’azan, trouve-t-on souvent, dans les mémes coupes de tubes,

Fig. 1. Segment initial (partie contournée) d’un rein humain. Cellules d’aspect inégal représen-
tant des stades fonctionnels différents. Fixation: «Susa» d’aprés Heidenhain, 10 fl, coloration:
hématoxy line-éosine

des cellules d’aspect différent, par exemple quant a la structure et a la colora-
tion du cytoplasme, comme le montre la figure 1 (rein humain). Des obser-
vations analogues se font sur des reins qui ont été soumis a toutes sortes de
réactions histochimiques.

R. Bachmann et U. Bolke (1955), qui ont avant tout travaillé sur des
cobayes et avec la réaction au PAS (acide périodique-Schiff), ont également
vu des images de comportement alternatif des cellules épithéliales dans les
meémes coupes de segments initiaux. Les différences structurales en question
concernent la bordure en brosse et les granulations PAS-positives du corps
cellulaire, et ces auteurs pensent avoir affaire a des stades fonctionnels diffé-
rents. Nous partageons cette opinion, qui correspond a nos propres consta-
tations, et nous ne pensons pas qu’il soit justifié de distinguer un ou plusieurs
types cellulaires dans une méme coupe d’un segment donné.
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En revanche, nous savons naturellement qu’un segment initia], par exemple, peut étre
subdivisé en plusieurs portions de différenciation cellulaire spécifique, comme cela a déja
été avancé par W. von Mollendorff (1930) et confirmé par bien des travaux histochimiques
(cf. F. S. Sjostrand 1944, J. B. Longley et E. R. Fischer 1954, P. van Wetter 1955,
G. Muller 1956, et autres). Aussi peut-on trouver, dans la substance corticale du rein, des
coupes de segments initiaux d’aspect inégal, sans que ce fait ait la moindre corrélation avec
une activité intermittente des néphrons.

Nous sommes en train de compléter nos travaux sur le rein par des recher-
ches faites au microscope électronique dont nous relaterons les résultats ulté-
rieurement. Toutefois, nous pouvons mentionner dés maintenant que les
photographies prises au microscope électronique montrent de temps en temps
des différences structurales notables entre des parties comparables de cellules
voisines, le plus souvent des différences de densité de la structure protoplas-
mique.

Dans une publication, qui traite en premier lieu du pancréas du cobaye
et de la névroglie médullaire de la souris blanche, mais qui mentionne égale-
ment, entre autres organes, les tubes contournés proximaux du rein humain.
E. Wustenfeld (1955) a insisté sur un certain dimorphisme nucléaire, une
partie des noyaux étant plus claire, une partie plus foncée. D’aprés cet auteur,
dans un organe «au repos», les noyaux sombres sont plus grands et se trouvent
plus fréquemment que les noyaux clairs, tandis que, lors d’une stimulation
fonctionnelle, la taille et le pourcentage des noyaux clairs augmentent et
finissent par dépasser ceux des noyaux foncés. Les différences de coloration
des noyaux seraient donc en rapport avec I’é6tat fonctionnel des cellules.

A ce point de vue, nous avons également étudié quelques reins humains
ainsi qu’un grand nombre de reins animaux (rats et souris), en partie sur-
chargés expérimentalement. Toutefois, en ce qui concerne cet organe, nous
n’avons pas eu de résultat concluants, permettant de confirmer I’opinion de
W tustenfeld a propos des noyaux foncés. Dans les segments surchargés des
néphrons, les noyaux sont bel et bien agrandis; cependant, dans tous les reins,
les noyaux foncés sont rares a condition que I’organe ait été fixé immédiate-
ment apres la mort (cf. O. Bucher 1959).

En revanche, nous avons constaté dans le comportement des nucléoles
des variations qui pourraient fort bien é&tre en relation avec le rythme fonc-
tionnel cellulaire, mais cette question n’a pas encore été examinée systé-
matiquement.

Résumé

L’auteur discute I’hypothese de I’'intermittence de I’irrigation glomérulaire et du
travail interm ittent des néphrons. Il ne croit pas que cette conception soit suffisamment étayée
par des faits didment acquis. Des recherches caryométriques ainsi que des études morphologi-
ques et histochimiques font plutdt penser a un certain rythme fonctionnel des cellules au sein
des néphrons. De plus, il existe sans doute aussi un rythme diurne.
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O ®YHKUMNOHANBbHOM KJ/IETOYHOM PUTME B TNOYKAX

O. BYXEP

O6CYXAaeTcsi rMnoTesa O MepemMeHHOM MPOTeKaHUM KPOBU Yepes KNy6ouku n o pabo-
Yem pUTMe HepOHOB. Mo MHEHWIO aBTopa 3TO BO33PEHME He0CTaTOUHO MOAKPEN/ISETCA HEoMpo-
BEPXUMbIMU (hakTamMun. KaproMeTpuieckure, Kak 1 MopoIorMyeckme 1 rmcToXMMUYECKUe nccre-
[0BaHUA YKa3bIBalOT CKOpPee Ha Onpefe/ieHHbI KNeTOUHbIA pUTM (DYHKLMM B paMKax HedpoHOB.
Brnpoyem, HECOMHEHHO CyLLECTBYET TaKXe CYTOUHbI PUTM.
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UBER DEN ZELLULAREN ARBEITSRHYTHMUS IN DEN NIEREN
O. BUCHER

Der Verfasser diskutiert die Hypothese der abwechslungsweisen Durchstromung der
Glomeruli und des Arbeitsrhythmus der Nephrone. Er glaubt nicht, daR diese Auffassung
durch unumstdssliche Tatsachen geniigend gesichert ist. Karyometrische sowie morpholo-
gische und histochemische Untersuchungen lassen eher an einen gewissen zellularen Funktions-
rhythmus im Rahmen der Nephrone denken. Im tbrigen besteht zweifellos auch ein 24-Stunden
Rhythmus.

Prof. Dr. Otto Bucher, Rue du Bugnon 9, Lausanne, Suisse



Na6opaTopusi 3mbpuonornm JIeHWHrpajacKoro YHuBepcuTeTa W fabopatopusi 3KCNepuMeH-
TaNbHOM W CpaBHUTENbHOK 3mb6puonormn MypmaHckoro Mopckoro Buonoruyeckoro VH-Ta
AH CCCP (3aB.: npotp. B. IN. TokuH)

PEFEHEPALINA, COMATUYECK/IA 3MBEPUOIEHE3
N COMNyYTCTBYHOWWE VM ABJIEHUNA Y LAOMEDEA
FLEXUOSA N Y HEKOTOPbLIX AOPYTNX HU3LWNX
COELENTERATA

B. M. TOKNH, ®. H. EPUYEBA un E. . KAJIUHNHA

(Moctynuno B pepakuuio: 22 moHsA, 1960 r.)
|. PereHepauusi m comaTnyeckmini ambpuoreHes y Laomedea flexuosa Hincks

TokuHbiM B. M. (1959) gaHo 060CHOBaHME HEeOOXOAVMMOCTM pasrpaHnyeHns
SIB/IEHWIA BOCCTAHOB/IEHUS OpraHuM3Mammn yTpayeHHbIX YacTeil (pereHepauus) u
ABNEHWIA Pa3BUTUA LEMbIX OPraH13MOB M3 COMATMYECKMX KETOK (COMaTUYeCKuii
3amMOpUOreHes).

Kak mo cBoemy reHesucy, Tak v Mo xapakTepy NpOTeKaHws, MpoLecchl Co-
MaTM4eCKOro ambproreHesa 1 NPoLECChl pereHepaLyn NPUHLUMNNAILHO PasnnyHbI.
HeobxoaumMoin Mopgo-(pr3nonormMieckoin OCHOBO COMATMYECKOro 3MOproreHesa
ABNAETCA [Ae3nHTerpauus COOTBETCTBYIOLLUMX TKaHel, pafukaibHas nepectporika
NCXOAHbLIX KNETOYHbIX cuUCTEM. [Nf HOpPMasibHbIX MPOLECCOB pereHepaummn Tpe-
OyeTca coxpaHeHMe OoCTaTKa pereHepupyHoLLEero opraHa C TUMUYHON MHTerpauven
TKaHeBbIX CUCTEM, C COXpPaHeHVWEM HOPMa/IbHbIX «3aMKOB KOPPENALMiA» Mexay
KneTKamu.

PacnpocTpaHeHHOe MpeACTaBfeHne 00 WCKIHUUTESNbHBIX «pereHepauyoH-
HbIX» CMOCOBHOCTAX rYGOK U KMULIEYHOMOMOCTHBIX AO/IKHO ObITb MEPecMOTPEHO,
TaK Kak 3Ty CroCO6HOCTb 00bIMHO WNMOCTPUPYHOT HE SBNEHWUAMW pereHepaumu,
a npoueccaMn COMaTMYeCKOro ambpuoreHesa: W3BECTHbIE OMbTbl MO Pa3BUTUIO
rybok nocne ux guccoupauny Ha Knetku (nocie MpoTMPaHMs CKBO3b «CUTO®),
passuTne rmap u3 1/200 yactm ux tena n 1. A

TOKMH 060CHOBa/T MOJSIOXKEHME O TOM, YTO HaMMeEHee WHTerpupoBaHHbIM
opraHv3mam B 6O/bLUEA CTeneHV CBOWCTBEHHbI SBIEHUS Gecrofioro pasmMHoXe-
HUS 1 4TO COMATUYECKUIA IMOPUOreHes fierye BbI3BaTb Y OpPraH1M3MoB, KOMM CBOM-
CTBEHHO 6ecrionoe pasMHOXeHWe. Heo6xoayMo ¢ 3TOM TOUKU 3peHUs AaTb aHanu3
NMEIOLLMXCA NINTepaTypPHbIX AaHHbIX W MPOBECTW WUCCNEeA0BaHWs, KOTOpble Aaiu
6bl BO3MOXHOCTb (B Mpeaenax OTAe/bHbIX TUMOB U /151 BCEX XUBOTHbIX) COMOCTa-
BUTb pereHepaTtopHble BO3MOXKHOCTM, & TakXXe CMNOCOGHOCTb K COMAaTUYECKOMY
3aMO6pMoreHesy C YPOBHEM WHTerpauum OpraHu3MOoB.

KaxeTtcq napafoKCa/lbHbIM, 4TO $B/IEHNS COOCTBEHHO pereHepaumn y
MOPCKMX KULLEYHOMO/OCTHBIX KpaliHe Maso u3yyeHbl. VMETes Nnb efuHuy-
Hble pabotbl. Bepunn n [aBuacoH (Berill H. Y. and Davidson M. E. 1948).
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COOOWMAN C CNOCOBHOCTM K pereHepauymn AUCTa/lbHbIX U NPOKCUMa/IbHbLIX Lyna-
new y rmgpownga Tubularia crocea. V3 pabotbl Kemn (Kemp N, 1952) MOXHO
clienatb 3aK/l0YeHNe O BO3MOXHOCTM pereHepauun rmgpopusbl y Clava lepto-
styla. BONbLWWHCTBO NIMTEPATYPHBIX AaHHbLIX O MAPOMONUNAaxX CBUAETE/IbCTBYET
0 TOM, YTO MM CBOWCTBEHHbI B OO/bLUEA CTENEHW SBNEHNS COMAaTUYECKOro aMopro-
reHesa: pasBuTWE TMAPaAHTOB Ha MECTe YAa/IEHHBIX, Pa3BUTVE LIEMbIX OPraHu3MoB
13 HeBONbLUMX YHYaCTKOB CTO/IOHA, U3 AUCCOLMMPOBAHHbLIX KNETOK U T. [,

Mbl 13y4anu pereHepauMoHHYK CrOCOBHOCTb M COMaTMYecKuin ambpuore-
He3 y rmaponga Laomedea flexuosa (BapeHL0BO Mope). [puXn3HeHHbIe Habso-
JeHNa 1 (prkcaumsi 00bekToB (415 TMCTONOrMYECKUX WCCMeaoBaHuiA) NpoBoan-
incb Yepes 5 4ac., 12 yac., 1 cyTkmM, 2 cyTOK, 3 CYTOK U T. [. MOCMe onepauuu.
OO6beKTbI (PMKCMPOBAIUCL ropsyein cMecbto ByaHa B TeueHne 10—15 MUH., 6o
Cy/NIeMOI C YKCYCHOW Ku1cnoTtol B TedeHne 30—60 MuH. 3anmMBKa Mpou3BoAmaach
B napaduH. Cpesbl 6—8 /n. Okpacka rematokcunuHoMm no Bémepy, Kapauuw,
aH3eHYy wn Belirepty.

A. PereHepaunoHHble ABAEHUS

1 O pereHepauum ruapopusbl

Y 70 TONbKO 4TO COBGPaHHbLIX KOMOHWIA 6blny OTpesaHbl MMApopU3bl M60
HVXXe MEePeTSHKEK CTOMOHA, NMNB0 C HECKONbKMMM MepeTsxkamu (puc. 1). He onu-
CblBas [eTa/lbHO Moc/efoBaTe/bHbIA XOf pereHepaumy ruapopmsbl (0 YeM MOXXHO
co3fatb MNPeACTaB/eHne Mo CXEMATUYECKOMY pUC. 2) U He u3naras pesy/bTaToB
BCEX TMCTONMOTMYECKNX HAOMIOAEHWIA, OCTAHOBUMCS Ha BaXKHEWLIMX (hakTax.

Mocne OTpe3aHUs TMAPOPW3bl KOHLEBOW Y4YacTOK HECKONIbKO CXMMaCs
B pe3ynbTare Yero 4acTb Nnepucapka OKasblBasiacb MycTol (puUc. 2a). Y>xe uepes
5 4acoB Ha MecCTe OblBLUEA paHbl Mbl BUAMM MACTbl 3KTO- U 3HTOL4EPMasIbHbIX
K/NeTOK. PaspacTaroLLmiics LleHOCapK 3ano/iHAeT OnyCTeBLUMIA Nepucapk 1 Yepes
CYTKM nocrne onepauum (puc. 2B) BbIXOAWUT W3 Hero. Hapy>XHas NOBepXHOCTb,
pereHepupyroLLero yyactka HepoBHas, AvameTp (B CBA3W C HEOObIKHOBEHHOW,
TO/ILMHON 3KTOAEPMa/IbHOIO CM0s KMETOK) NPUbAM3nMTeNbHO B 2,5 pasa 60/bLLINA,
YeM AMaMeTp OCTaBLLErocs LieHocapka. OKTOoAepMaslbHble KNETKW CWIbHO YAn-
HEHbl, C XOPOLIO BbIPKEHHbIMW fApaMU W AApbILLKaMK. KeTKW 3HToZepMbl
BaKyO0/M3MPOBaHbl; MOMOCTY B pereHepupytoLLieM yyacTKe LieHocapka HeT. BecbMa
WHTEPeCHO, YTO JeNAMXCA KNeTOK (MATOTUYECKUM WX aMUTOTUYECKUM MyTeMm)
Habnogatb He YyAanocb. VIHTEPCTUMUMANbHLIX KNETOK OKasblBaeTCs ropasfo
MeHbLLe, YemM B OCTa/lbHOM LieHocapke. MHOro kHugobnactoB. Ha rucronoru-
YeCKMX npenapaTax BUAHO (POPMUPOBaHVE K/IETKaMU 3KTOLEPMbl HOBOrO nepu-
capka, Bcerfa 6e3 nepeTsXeK, BeCbMa TOHKOrO MO CPaBHEHUK C OCTa&/lbHbIM
nepucapkom. Mo 0co6eHHOCTAM 06pasytoLLerocs nepmcapka MoXXHO 6e30LLIMO0YHO
onpefenuTb, rae 6bil NpousBedeH paspes. Yepes fBoe CyTOK (puUC. 2r) npogos-
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XaeTcd yL/IMHeHWe MnonpexHemy (Wm faxe ewe 60/ee) YTO/LLEHHOrO pereHe-
paTa, NpuM4YeM B HeM MOSBASETCA MOMOCTb. SHTOAEPMa/IbHble KIETKM CUILHO
BaKy0/M3MpoBaHbl U MpU6AM3NTENbHO B 2 pas3a 6O/bLUEro, MO CPaBHEHUIO C

Puc. |. Cxema KOMoHMM Laomedea flexuosa (MyHKTUPOM 0603HaYeHbl IMHUWM OTpe3a)
a) Mmpgpopusa

HOpPM&/IbHbIMK, pasmepa. VIHTepCTULMAIbHBIX  K/IETOK MOMPEXHeMY HEMHOro.
Becb pereHepart, 3a VICK/HOYEHVMEM KOHLEBOTrO Y4acTKa, MOKPbIT TOHKWM HOBbIM
nepucapkoM, 3aMeTHbIM /Wb Ha npenapatax (puc. 3).

Uepes 3 cyToK (pyC. 24) MOXHO HabntoAaTh Ha XXMBOM 0OBLEKTE HOBbIV Nepu-
capk. K atomy BpemeHW BrepBble ygaetca (Mpy 3TOM OTYET/IMBO) OBGHAPYXWUTb
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Puc. 2. PereHepaumsa rugpopusbl Laomedea flsxuosa (cxema), a) [mapopusa TOMbKO 4TO OT-

pe3aHa; 6) UYepes 12 yacoB mocne onepauuun; B) Yepes 1 cyTku nocne onepauymum; r) Yepes 2

CYTOK nocne onepauuu; a) Yepes 3 cyTok nocne onepaunn; e) Yepes 4 cyToK nocse onepauuu;

X) Yepe3 5 cyTok mocne onepaumun. OKT. — 3KTogepma. DHT. — 3HTodepMa. H. n. — HOBbIl
nepucapk

Puc. 3. MpofonbHbIii cpe3 Yepes pereHepupyroLLy0 TUAPOPU3Y Yepes 2 CyTOK Moc/ie onepauuu
(MynkpodoTorpagus). IOKT. — 3KTofdepMa. SHT. — 3HTogepma. H. n. — HOBbIA Nepucapk
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aMUTOTUYECKME [eNeHNs KaK IKTOLepMa/ibHbIX, TaK W 3HTOAEPMasbHbIX K/ETOK.
VHTepcTULUMaNbHBIX KNETOK Ha 3TOM CTauM OKasblBaeTCs ropasfo 60sbLue, yem
Ha npedblaywmx. PereHepvpytoLias rmapopmsa MOXeT WMETb TakxKe [AByX/nacT-
Hoe CTpoeHue (puc. 2e). Ha 6 cyTku camas 6onbluas rugpopusa 6biia AIvHON
3,5 MM. K 3TOMy BpemeHV HOBble 4acTW Mepucapka MnpoJoKatoT 0oCTaBaThbCA
ropaszo 6osee TOHKUMK, YeM BeCb nepucapk. o cTeneHn NpoABUHYBLUECA and-
(hepeHLMPOBKM pasHble YacTy (hOPMUPYHOLLEVCS TMAPOPU3bl K 3TOMY BpPEMeHU pas-
NNYHbIL. TUCTONOrMYEeCKOe CTPOEHME KOHLIEBOro OTAena (hopMUpYHOLLecs r1apo-
pu3bl BECbMa CXOLHO CO CTPOEHWEM OMUCAHHOTO paHee ABYXCYTOYHOrO pereHe-
paTa. OKToAepMasibHble KNeTKM B 3—4 pasa 60/blUero pasmepa, 3HAOAepPMasib-
Hble K/IETKN CU/IbHO BaKyO/M3MPOBaHbI, MOMOCTb OTCYTCTBYET. B TO ke Bpems
Y4YacTKW, pacrnosiokeHHble O6/MXKe K CTO/IOHY, WMMEIOT MOYTU CXOLHOE C HUM
CTpoeHue. B akTofepMe 60MbLUOE KO/MYECTBO CTPeKaTeNlbHbIX W UHTEPCTU-
LmanbHbIX KNeToK. Yepes 9 gHell camas KpynHasa rugpopumsa 6buia 4,2 MM AIMHOR,
a yepes 18 gHeli — 8 MM. Mol HabnofanM NpUKpenseHne HeCKONbKMX KOMOHWIA
KO [iHY cocyfja Y>Ke Ha 5-e CyTKu nocne onepauyu. B Hawumx onbitax rugpopusa
pereHepupoBana y BCeX KOMOHWIA. Tmbenn KonoHuiA He Habntoganoch. Ha pere-
HEPMPOBABLLMX TUAPOPU3aX BO3HUKA/IN HOBble TUAPAHTHI.

2. O pereHepaLUWOHHOM CMOCOGHOCTM TWAPAHTOB

Bbino m3yveHo noBedeHve 180 rmapaHTOB, OTPEe3aHHbIX OT KOMOHWIA (C
OCTaB/IEHNEM YYaCTKOB HOXEK TMApaHTOB C 2—4 nepetsmkkamu. Cm. puc. 1).
Uepe3 CyTKM paHeBOI MOBEPXHOCTV He BWUAHO. Ha ee MecTe (BEpOATHO MyTem
Hanoni3aHWa M CAWnNaHWs KIETOK) OKasblBalOTCA HOPMa/lbHOrO CTPOEHUSI 3KTO-
N 3HTOfEepMa/bHble cnon. Yepes 48 4acoB LIEHOCApPK BbIXOAUT W3 CTapoil rmapo-
TeKW, BOKPYr pereHepara obpasyeTcsd HoBas Teka. BugHbl amutosbl. Takum o6pa-
30M, VIMEET MECTO 3aXKMBJIEHWE paH, OAHaKo, Hem3bexxHo Ha 9—10 cyTku npowmc-
XOAWT MONHasA fereHepauma rmapadTos. MNpy paspesaHuy ruapaHToB B MOMnepey-
HOM ¥ NPOAO/bHOM HaMpaB/IEHUAX Ham He Y[aBasioCb OOHApYXWTb pereHepa-
TOpHble ABNEeHUs. Ha TpeTbu CyTKM 06bIMHO MPOWUCXOAMUT pacnaf, (hparMeHTOB.

OnbiTbl Ha 40 KONMOHMAX C OTpe3aHVeM runocToma co Lynanbuamu y rug-
PaHTOB (He OTAENEHHbIX OT KO/IOHUW) MOKa3asii, YTO BOCCTAHOB/IEHWNE YTPaYeHHbIX
YacTeil He MMeeT MecTa. BHauvane npoucxXofAT MPOLECChbl, KOTOPble MOXHO Has-
BaTb 3XMB/MIEHNEM paHbl: Yepe3 CYTKU Ha MecTe ObiBLUE/ paHbl Mbl BUAVM C/OM
9KTOLEPMa/IbHBIX W 3HTOAEPMa/IbHLIX KIETOK. Yepes [BOe CYTOK OCTaBsLUAsACH
4aCTb rufpaHTa 3HauMTeNbHO YMEHbLUAETCH, BTATVMBAETCA BHYTPb, MOCTEMEHHO
[ereHepvipyeT, Kak 3T0 MMeeT MEeCTO W Mpy HOPMasbHOM OTMMPaHUM TULPAHTOB.
Ha nAatble CyTKM MOXHO HabnofaTb pa3BUTUE HOBbIX TMAPaHTOB. BeposTHo,
TpaBMa BbI3bIBaeT YCKOPEHMe TeX Xe MpoLeccoB 6ecrnonoro pasMHOXeHUs, Kakue
NMPOUCXOAAT U B HOPME.

6 Acta Morphologica X/2—4.
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Puc. 4. CoMaTMYecKuin aMGpuoreHe3 B pes3y/sibTaTe TOYeUHbIX 0XOroB, a, 6 — Oxor Tena
rMAPaHTOB, B, I — OXOI HOXKMW napaHToB, A, € — OXOr CcTosoHa

5. ABNeHNA comMaTUYecKoro 3M6pm0reHe3a

1 AwmnyTtauus ruapaHToB

Y 80 KOMOHWIA 6bln OTpe3aHbl BCe TUAPaHTbl MPUMEPHO MOCPeAnHE WX
HoXeK (puc. 1). Yepe3 5 yacoB Ha MeCTe paHeBbIX MOBEPXHOCTEW ACHO BUAHbI
C/IOV 3KTOAEPMbI M 3HTOAEPMbI, KOTOPble, KOHEYHO, HE MOI/IN BO3HUKHYTbL MHaYe,
KaK B pesy/ibTaTe CMbIKaHWS KPaeB paHbl, a He MyTeM [efleHNs KNeTOK. SHTOAEp-
Ma/lbHble KNETKU B palioHe ObiBLUE paHbl He OTIMYAtOTCH OT 3HTOAEPMasbHbIX
KNeTOK HOXKW rugpaHta. OTYeT/MBO BuAHa Me3ornes. Hu Ha OfHOM M3 TUCTO-
NOTNYECKUX MpenapaToB HaM He yAanoCb BUAETb MUTOTUYECKUX (uryp. B egu-
HUYHBIX C/ly4Yadx OOHapy>KeHbl amMUTO3bl.
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Puc. 5. PasBUTMe rugpaHTa Ha HeoObIYHOM MeCTe B parioHe oxora (MuKpodoTorpadgus)

Puc. 0. dopmmpoBaHMe CTO/IOHOMOA06HOrO 06pa3oBaHMA B palioHe oxora (MukpodoTorpadus).

Uepe3 CyTKM roC/ie OnepaLmy MOXHO OOHapY>XWUTb pPe3Kue W3MEHEHWUS B
KNeTKax B paioHe ObIBLUEA paHbl, SBNAKOLLMECA MOATOTOBUTE/bHLIMUA MpPOLEeC-
caMM K (hOPMMPOBAHWIO HOBbLIX MOMNMOB, T. €. K SIBNEHWSIM COMATUYECKOro 3mb-
puoreHesa. OKTOAepMa/lbHble K/IETKW Ha 3TOW cTagum B 3 pasa 6osblue, Yem

6*
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KNeTKN TOrO >Xe CNosi B OCTaBLUEWCH HOXKE ruapaHTa. VHTepcTuumanbHble
KNeTKN 06HapY)XMBAKTCA B HE3HAUMTENBHOM KO/IMYECTBE.

Ha BTOpble CYTKM Mbl BUAVMM MOYKY, BbIXOASLLYH W3 CTaporo nepuicapka;
HauMHaeT (DOPMUPOBATLCS HOXKA HOBOTO TApaHTa. IKTOAEPMaslbHble KETKM
3HEPrUYHO BbIAENAIOT HOBbLIA nepucapk. KonnuecTBO 06pasyrolmMxcs nepeTs-
YEK pefKo COOTBETCTBYET UMCY OTPe3aHHbIX.

Ha TpeTby CyTKM MpomucxoauT (OPMUpOBaHWE Tena ruapaHTa U COOTBET-
CTBYIOLLAA TUCTONOMNYECKas AnNddepeHLMpPoBKa. BMAHO MHOTO 3KTOAEepMasbHbIX
1 3HTOAEPMASbHLIX KNETOK, HaXOAALLMXCA B aMUTOTUYECKOM JAeeHnn. Pasmepbl

Puc. 7. O6pasoBaHWe CTO/IOHOMOAOGHbLIX BbLIPOCTOB MOC/E OXKOFOB MEXAY MEeX/A0y3/TUsiMU
(dhoTorpachms)

KNEeTOK CTaHOBATCA O0ObIYHbIMKA. MWTOTMYECKOE [eNeHVMe HaM YAaloCb BWAETb
Bcero 1 pa3 npu u3yyeHun BCeX MNpenapatoB. Ha 4eTBepTble CYTKW MPOUCXOAUT
(hopMMpoBaHME MOHOLEHHbLIX HOBbLIX 0CO6E-r1apaHToB.

NTak, nepeg Hamm KapTUHbI TUMWYECKOTO PasBUTUS HOBbLIX MOMWMOB, a He
SIBNIEHNA pereHepaLymmn.

CornacHo runotese TokuHa (1959) 6Gecronoe pasMHOXeHWe (Hanpu-
Mep, MOYKOBaHWE Y TuAp) CBA3AHO C AE3NHTErpauyeint KNeTouHbIX CucTeMm, 6e3
Yero COMaTWMYecKue KNeTKM He MOryT MPOsiBUTb CBOMCTBEHHbIE UM MOTEHLUMM K
Pa3BUTMIO LIENIOr0 OpraHu3ma.

B TOMbKO 4TO OMMCaHHbLIX OMbITaX Ae3VHTerpauus TKaHein HensbexxHO
BbI3bIBAETCS TPaBMOW, CBA3aHHOW C amnyTauuein rmapaHToB. [MCTONMOrMYecKoe
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nccnenoBaHWe MoOKa3blBaeT, YTO Pa3BUTUHO HOBbLIX TMAPAHTOB MpeaLleCTBYHOT

pe3kne MOP(OSIOrMUeCKe M3MEHEHWS! KNETOK, OCOBEHHO KETOK 3KTOAepPMasib-
HOFO CnoS.

2. Pa3BuiTWe rvapaHTOB B paiioHe OXora

Oco0bli MHTEpPeC MpPeacTaBASOT OfMbITbl BbI3bIBAHWS COMATUYECKOrO 3MO6-
pyoreHesa MyTeM OXOMOB B TeX y4aCTKax KOJIOHWMW, Tfe B HOPME HUKOrfja He
HabMoAaeTCs MOYKOBaHMS.

Mofo6HbIe OMbIThl, UCXOAA U3 YKa3aHHOM Bbiwe runotesbl TOKWHa, Npo-
Boaunmcb TennskoBo (1937) Ha rugpe, a Takke CTpe/MHbIM B CBA3W C aHa-
NN30M (PU3NONOrMYecKMX rpagneHTos (1936).

Mb!I MPOM3BOAUAM OXOTW TOPAYEl UMMON, Kak Y)Xe CKa3aHo, B Takue yua-
CTKN Laomedea flexuosa, rAe 3aBeOMO He MPOMUCXOOAT MpPOLECCbl MOYKO-
BaHWA, a MMEHHO: Ha Tefle TMAPaHTOB, Ha MX HOXKAaX, Ha CTO/IOHaX MeX Ay ABYyMS
yXe CchopMMPOBaHHLIMK TUApaHTaMu.

Mocne oxoros Bcerga Obl10 BUAHO HEOO/bLUOE OTBEPCTVE COOTBETCTBEHHO
B TMAPOTEKE MW MEpUCapKe, a TakXe paspyLUeHHble, OTTOPratoLyecs KIeTKu.

Ha 20 KonoHuax ¢ obwumM yncniom B 177 rapaHToB NMPOM3BOAUIICA OXOT B
yyacTKax Tefla TuApaHTOB, PACMONIOKEHHbIX Bbllle Auadparmbl. Yepes Tpoe
CYTOK Oblfla 04eBMAHA AereHepauus rvapaHToB M Hayano (POPMMPOBaHMS HOBbIX
ocobeii. MponcxoauT B CYLUHOCTM TO XXKe, YTO M MPU MeXaHU4YeCKOi TpaBme,
CBAA3aHHOIN C OTpe3aHVeM YacTu Tena rmapaqHTa, o0 Yem Mbl Mucasn paHee. B gpy-
TMX CNyvasax 0XKOr NMpPOM3BOAW/ICA B yYacTKax Tefia rmapaHToB, PacrosioKeHHbIX
HWXe auadparmbl. Y OAHOrO rufpaHta Mbl HabnogaM NOSBMEHME MOYKM Ha
NATbIE, CYTKM, COCTOSBLLEN M3 NIACTOB 3KTOAEPMbI Y 3HTOAEPMbI. Yepes ceMb CyTOK
MOXHO ObIO HabnAaTh 06pa3oBaHME MEPETSHKEK Ha nouke (puc. 4a), a uyepes
[eBATb CYTOK Mocne oxora Obll BriosHe CHOPMUPOBaHHbIA ruapaHT. J1io6o-
MbITHO, YTO CTapas OrnycTeBLUasd rMApoTeka MNpU 3TOM coxpaHunack (puc. 46).

Ha 20 KOnoHusax O6bUM NPOM3BE[EHbl OXOMM BCEX HOXEK [MAPAHTOB.
PesynbTaTbl OMbITOB TAKOBbl. B OfHWX Criydasx MPOMCXOAWUT AereHepaums rug-
PaHTOB, & W3 HOXKM pa3BMBAETCS HOBbIA monmn (puc. 4B), Npuyem cTapas ony-
CTeBLUAs rMApoOTEKa MOXET OcTaBaTbCA. HOBbIA rmapaHT obpasyeTcs 60 COOKY,
NGO HOXKa YO/IMHSETCH, MPOXOAUT 4epe3 CTapytd rMAPOTEeKY M TOSIbKO Torga
(hOpMUPYETCA HOBbIA TUAPAHT.

B natn cnyyasax Mbl OGHapyXWnu HOBble TMAPaHTbl HA HOXKe, rae OHU
HUKOrJa He BO3HMKAKOT B HopMe (puc. 5). ViMenn mMecTo cnyyan (hopMMpoBaHus
MOYKN Ha TMApaHTe B paiioHe HWXKe Amadparmbl B CBA3M, OYEBUAHO, C YCKOPEH-
HO [JereHepauyieii rvapaHTa M OLHOBPEMEHHOrO Pa3BMTMA HOBOTO No/vna He-
MOCPEeLCTBEHHO B paiioHe oxora (puc. 4r).

B HekoTOpbIX C/y4yasx B pe3y/ibTaTeé OXOroB HOXEK pa3BUTWE HOBOIO
rmapaHTa He NPOUCXOAN/IO, a BO3HUKAIM CTOIOHOMOA00HbIE 06pa3oBaHns (puc. 6).
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3TV BbLIPOCTbI COCTOA/IM U3 C/I0EB 3KTO- M SHTOAEPMbI, OAHAKO MOMepeyHble nepe-
TSXKKM, O0ObIMHO COMPOBOXJANOLWME pas3BUTUE TMAPaHTa, OTCYTCTBOBA/IW.

MbI NPOVM3BOAUIM OXOTU CTO/IOHOB B MEXI0Y3/NAX, MEXAY YXe chopmu-
POBaHHbIMU rugpaHTamun. M3 25 GbIBLUMX NOA OMbITOM KOMIOHMIA Ha TPex B palioHe
oXKora 06pa3oBa/IMCb CTOMIOHOMOAOGHbIE BLIPOCTHI (pUC. 7). Ha mMecte oxora
Ha 3—4 CyTKM MOSABNAIOTCA MOYKM C FCHO Pa3IMYMMON TUMUYHON anddepeH-
LIMPOBKOW Ha 3KToZepMy W 3HToZepmy (puc. 44). Ha natble CyTKM MpoKCUMaslb-
Hble Y4YaCTKM MOYKU Y>XKe MOKPbIBAtOTCS TeKon (puc. 4e). Ha 18 cyTkn Hambosb-
LUMIA CTOMOHOMOAOGHBIN BbIPOCT AOCTUM 7 MM B A/INHY.

B ogHOM cniyyae Mbl OblM CBUAETENAMM CBOE0OOPa3HOIo «ypoAacTea». Yepes
10 cyTOK mocrie oXKora Ha MPOKCUMa/IbHOM KOHLIE KOJIOHUW BMECTO TYAPOpU3bI
BO3HMKNA NOYKa rMapaHTa, pasBMBLLASACA BCKOPE BO BMOJIHE HOPMa/IbHbIV NONM.
Mpy 3TOM BCe TMAPaHTblI HA KOMOHWW, KPOME arnuKaibHOro, [ereHepypoBasiv.

1. OdaroumTapHbIX peakLmax B Xo4e MPOLECCOB COMATUYECKOr0 aMBprOoreHesa
Yy HU3LIUX KULLEYHOMOMOCTHBIX

BO3HVKHOBEHVE N CMeHa B XOfe pa3BUTWUSA OpraHuM3Ma pas/iMyHbIX UMMY-
HOMOTMYECKMX CBOWCTB ((harouMTapHbIX peakuuil, aHTUreHHOW peakTUBHOCTH,
NPOAYKLUMN aHTUOUOTUYECKMX CyOCTaHUMA M Ap.) He MOryT ObiTb SBNEHUAMM,
060C06/1eHHbIMM OT NpoLeccoB (hopmoobpazoBaHms (TokMH, 1955). 3ta runotesa
Haxo4uUT 3KCNeprMeHTa/IbHOE MOATBEPXKAEHME MpPW aHanm3e pasinyHbIX (HopMo-
o6pasoBaTe/ibHbIX MPOLECCOB. TakK BbIACHAETCA 3Ha4YeHWe (harouuTapHbIX W
BOCN&/INTENbHbIX peakuuii, a Takke aHTMOMOTUYECKMX CBOWCTB WL, MIEKOMNu-
TaloWMX B NpoLeccax MMMIaHTaumMm 3apofpiia B CTeHKY MaTku (3bibuHa 1955,
1958; Muxaiinosa, 1959; TokuH n ®unatosa, 1953). TokuH W. B. (1955) ybe-
OUNCA B 3HauyeHUM (aroumTapHbIX peakuuii B Mpoueccax OBOreHesa y Hydra
oligactis. VHTepecHble faHHble MonyyeHbl JoHaya (1955), KpuunHckol (1955,
1959) v gp. Npy U3y4eHUW AWMHaMUKK (haroumTapHbIX peakuuii B Xode amb6puo-
Ha/IbHOrO PasBUTUA NTUL, U MIEKOMUTAIOLLMX.

B panbHeiwem Mbl n3naraeM matepuasibl 0 3Ha4YeHUW (harouuTapHbIX peak-
LUMIA B XOAe MPOLECCOB COMATMYecKoro amépuoreHesa (TOKWH, 1959) HEKOTOPbIX
KWLLIEYHO-NOJIOCTHBIX KMBOTHbIX. Bbll M cneunanbHbl MOBOA K HacTOALLEeMy
NCCNEefOBaHUIO: YKeNlaHWe BbISCHUTbL HEAICHbIe BOMPOCHI NMUTaHWS B XOofe MpoLec-
COB pereHepaLMm 1 COMaTUYeCKOro aMopuoreHesa y rugp M MOPCKMX HUCLLMX
Coelenterata.

B npepbloywieli ctatbe (TOKMH 1 EpnyeBa, 1959) coobLyanioch, YTO KpaliHe
PefKO YAaeTcsi 0OHApPY>XMTb (PAroumTo3 y KNeTOK LenblX, HEeTPaBMUPOBaHHbLIX
rmap, B Cny4vasx MOMELEeHNs MOCMeAHUX B CYCMEH3WI0 4acTul, Tyluu, KapmuyHa
nnn Gaktepuin. OfHaKO, OTYETNMBLIA (HarouMTO3 OOHapY>XMBAETCs B XOAe pas-
BUTUA Ma/IEHbKMX KYCOYKOB, BbIpe3aHHbIX M3 racTpasibHOro OTAena, B Lenyto
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rmgpy. daroumto3 o6Hapy>KeH CrnycTs [Ba Yaca Moc/e MOMELLEHNsI TOIbKO YTO
Bblpe3aHHbIX M3 racTpasibHOro oTAena MaleHbKMX KYCOYKOB B COOTBETCTBYIOLLYIO
CYCMEH3UIO MHOPOAHBIX Tes. OTMeYeHa «BCrbILLKa» (haroumTo3a B TOT Mepuos pas-
BUTUA, KOTAa Y>Ke HauMHatoT (hOpMUPOBATLCA LynasibLbl, HO POTOBOE OTBEpPCTUE
elle OTCYTCTBYET.

Hwuxe coobLaroTcs HOBble MaTepuasibl, MoMyYeHHble B UCCef0BaHMSX OT-
4aCTW TaK >Xe Ha Hydra oligactis, HO I/laBHbIM 00pPa30oM Ha MOPCKWX TMApons-
HbIX Monunax.

Ewe MeccuHr (Messing) B 1903 rogy Habntofan B CBOMX 3KCMEPUMEHTaX Ha
KULLEYHOMONMOCTHbIX Anthea cereus W Sagartia parasitica VHTEHCMBHBIN (haro-
LMTO3 B XOfe MPOLIECCOB pereHepauuu.

[Ons aHanvMsza nNpUBOAMMBLIX HWXKe MaTepuasoB CriefyeT OTMETUTb, 4TO
MeuHunkoB (1884) o6HapyXun (arouutos YacTul, TyLUM U KapMuWHa He TOMbKO
KMeTKaMM 3HTOAEPMbl KOMIOHWASIbHbLIX TUAPOMOANMOB, MPUHMMAIOLLMX Yy4yacTue
B MULLEBApPEHUN, HO N KneTKaMu 3KToAepMbl. MeUYHUKOB roBopua 06 «3KToaep-
Ma/lbHbIX (harouutax». TaK >Ke BecbMa BaXKHO [N aHa/m3a BCEX COO6LLaeMbIX
MaTepuasioB yKasaTb Ha Crieflytollee: psaoM Hab/ofeHWn NoATBepXaaeTcs npa-
BUNBbHOCTb NpeanonoxeHus (TokmH 1955) o TOM, YTO MpW Je3nHTerpauuy Tka-
Heil, NPV HapyLLEHUN HOPMasbHbIX «3aMKOB KOPPEnauui» Mexay KieTkamu,
NposABNAeTCA (parouuTapHas CrocobHOCTb MHOTMX K/IETOK, KOTOPbIM, Ka3anocb
Obl OHa He CBOWNCTBeHHa. B Halweli nabopatopun bBustokosa (1959) y6eamnach,
4TO B CBA3W C [e3nHTerpauyein anuTennsa, HacTynatoLein npyu amnyTaumy KoHeu-
HOCTW TPUTOHOB, COYETAEMOW C 3KCMEPUMEHTaIbHO BbI3bIBAEMbIM ACENTUYECKUM
BOCNasieHMeM (BBeAeHWe B TKaHW OCTaTka opraHa WHOPOAHbIX Ten), — Habnto-
[laeTCsA BeCbMa 3HEPrUYHbIN (harouyTo3 aNUTeNIMabHBIMM KIETKaMK YacTuL, Kap-
MWHa, Ku3enbrypa v ymuparowmx Knetok. Wge—Posac (lde—Rozas, 1936)
OTMeTWUNa (haroumMTapHyt0 CrMOCOOHOCTL KNETOK KOXXHOMO 3NuTenus amunonii B
X0[e pereHepauum opraHoB. Muxaiinos (1954) onwucan arouutos anuTennanb-
HbIMW KNeTKaMy TMOHYLLMX 3/1EMEHTOB B XOfie PereHepauuy KOHeYHOCTV 6ecxBoc-
ThIX am(mOuii.

Hamy npoBOAWANCL MPWXKU3HEHHbIE  HabMIOLEHWUS W TUCTOMOrMYecKue
nccnefoBaHnUst v Laomedea flexuosa, Coryne loveni wn Clava multicornis.
B KauecTBe (prkcaTopa MCronb30Banach XnAKocTb byaHa. 3anvmBka B napagwiH.
CepuiiHble cpesbl TonwmHon 7—9 u. OKpacka reMaTOKCUIMHOM Jpinxa |
Bémepa. Mpuberanm Mbl TaKXe M K OKpaCKe NUXTIPHOHOM.

A O daroynTapHbx peakyusax y Laomedea flexuosa

HeTpaBmupoBaHHble KOMOHMM (puc. 1) nomellanncb BO B3BECh TYLUM Ha
41, vaca u, B Jpyrux cnyyasx, Ha 5 4acoB, Nocne 4ero nofiBepravcb rmcToso-
rMYecKOMy WCCNefoBaHWIO. Mbl ObUM YAMB/EHbI TEM, YTO B OT/IMUME OT MPeCcHo-
BOAHOM TWAPbl, UMEET MECTO WMHTEHCMBHbIA (DarouMTOo3 YacTul, TyLUM KeTKamu
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HETPaBMMPOBAHHOIO OpraHu3amMa. MHOrve KNEeTKW 3HTOAEpPMbl racTpaibHOro Of-
[ena TUAPaHTOB OKa3blBAlOTCS «Ha(hapLUMPOBaHHbIMI» YacTuLAMM  TYLLW; 3TO
OTHOCUTCS B OCOBEHHOCTU K K/ETKaM B Hauane racTpasibHoro oTjena:  [AecsiTku
M COTHM YaCTUL, Tyl OGHApY>XMBAKOTCS B OAHOW KNeTke. BcTpeuatoTcs BHYTpU
KNEeTOK INbIGKY TyLUM pa3mepomM 6Gonee I/ 3camoii KneTku. daroumTpyroT U KNeTKK
runoctoma (puc. 8). 1 Ha BCEM NPOTSHKEHUM LiEHOCapKa KOMOHMM MOXHO BCTpe-
TWTb, XOTA W PEAKO, KNETKM, (harouuUTMpOBaBLUME YaCTWLpl TyWIW. Tak Kak pedb
MAET O HOPMa/IbHbIX, HETPABMUPOBAHHbLIX KOMOHWSX, CNeayeT MPeAmnonoXuT,

Puc. 8. HeTpaBMMpoOBaHHAst KOMOHWUA Laomedea fI. mocne 472 vyac. Npe6GblBaHWS BO B3BECH
TYLWW. VIHTEHCMBHBIN (Da3oLmTO3 TYLLW KETKaMU 3HTOAEPMbI FracTpasibHOro OTAena W runocToma

4TO YacCTWLbl TYLLM NMPOHWKAIW B Pa3/IMYHbIE YYaCTKN LIEHOCapKa BMECTE C TOKOM
BOAbl. YTO 0COGEHHO MHTEPECHO, (haroumTapHbIMY CBOVCTBaMM 06/1a4at0T U KIETKM
skTogepmbl FaCTPasibHOro OTAena.

B cregytoweii cepyn OMbITOB Yy TOMBKO YTO HaleHHbIX KOMIOHWIA OTpesa-
NNCb BCe TMAPaHTbl U MOMeLLaICh Ha 4 /2 Yaca B CYCMeH3V0 TyLUM B MOPCKOA
BoZe. Mbl KOHCTAaTMPOBA/IM 3HEPIUYHbIA (PAroumMTo3 TyLuM, OCOGEHHO KneTKamu
3HTOZEPMbI racTpaibHOrO OTAena, a Takxe runoctoma (puc. 9a). Knetkm 3kTo-
[epMbl  TUNocToMa TOoXe (harouMTUpytoT. 3TV MaTepuasnbl He [aloT 4ero-nvMbo
MPUHLMUNMANBHO HOBOIO MO CPaBHEHWIO C (haroumMTapHbIMK peakuuaMun y HeTpas-
MUPOBaHHbIX KO/MOHWA. Mbl He O6HapY>Xuin 607ee aHepPruyHoN (aroumTapHoi
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Puc. 9. TpaBMUpoBaHHast KOMOHWS Laomedea fl. nocne 4,/r yac. npe6biBaHNA BO B3BECK TYLLM
a) ParoumTo3 KMeTKaMy SHTOAEPMbI FacTpanbHOro oTAena (0TPe3aHHbIX rMApaHToB). b) daro-
LMTO3 KNeTKaMn 3KTOfEPMbl CTO/IOHOB, Y KOTOPbIX OTPe3aHbl BCE TMAPAHTbI
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aKTMBHOCTW KNETOK Yy OTPe3aHHbIX MMApPaHToB, KOTOpble, KaK 06 3TOM Mbl nucan
B MEPBOM YaCTV HaCTOsLLEN CTaTbW, He 00M1afaloT pereHepalyoHHOR Cnocob-
HOCTbIO. YTO XXe KacaeTCs CTO/IOHOB, Y KOTOPbIX OblIN yAasieHbl BCE TAPaHTbI,
TO Mbl 6e3 Tpyfa KOHCTaTUPOBa/IM Yy HUX 0O0Mee 3HEPrUYHbIA (HaroumTo3, Yem Yy
CTO/IOHOB HETPaBMMPOBAHHbLIX KOMOHWUIA (puc. 9b). BOMBLUMHCTBO KNETOK 3KTO-
[epMbl LieHocapKa 0Ka3blBaloTCA C MOr/IOLEHHbIMA YacTuyKaMn Ty, Oco6eHHO
3HEpPrMyeH (haroumMTo3 B palioHe amnyTauuy rugpaHToB. Kcratu ckasaTb, npu
OKpacKe SIMXTIPIOH YacTULpbl Tyl B MPOTOMNIa3Me CTO/b OTYET/IMBO BUAHbI, YTO
NErko OCYLLECTBUMbI U KO/IMYECTBEHHbIE MCCNeA0BaHUs (haroumTapHbIX peakLuii.
[N OUEHKN TONbKO YTO W3NOXEHHLIX (DAKTOB W TeX, KOTOpble Mbl OMMLIEM
BMOC/NEACTBUM, CNeAyeT BCMOMHWTb, YTO Yepe3 5 4acoB Moc/e OTpe3aHus rugpaH-
TOB, B palioHe amnyTauuyM OTMeYatoTCA MPOLECChl, SBAOLLMECSH 3aKOHOMEp-
HbIM 3BEHOM COMAaTU4eCKOro ambpuoreHesa 1M KOTopble OnucaHbl B NepBOi YacTu
3TOW CcTaTbm.

Ha TpeTby CyTKM HauMHaeT pasBMBaTbCA TEI0 rMApaHTa WM YXKe OKasbl-
BaeTCcA CPOPMMPOBaHHbLIM, HO Liynasel, 1 runoctoMa ee Het. ComaTuyecKuii
3aMOpMOreHe3 3aBepLUAeTCs Ha YeTBEPTble CYTKW.

WTak B OT/IuMe OT OTpe3aHHbIX TMAPaHTOB, HECMOCOOHbLIX HU K pereHe-
pauun, HU K COMaTU4ecKomy aMbproreHesy, Mbl 06HapY>Xuin 6osee SHepruyHbIi
(haroymMTo3 Mo CpPaBHEHUKO C KNETKaMU HETPaBMMPOBAHHbLIX KOMOHWIA Y KNEeTOK
LleHoCapKa Y)e B MepBble 4Yacbl Mpouecca CoMaTuyeckoro ambpuoreHesa. [Mo-
CMOTPUM Terepb, YTO MPOUCXOAMUT Ha [anbHelLuMx 3Tanax 3Toro npoiecca, a
NMEHHO Yepe3 25—26 YacoB NpebdblBaHWA B CYCMeH3UM TyLUW W B CYCMeH3Un Gak-
Tepuii HETPaBMMPOBAHHbIX KOJIOHWI Laomedea, OTPe3aHHbIX MMAPaHTOB, a TakXe
y CTO/IOHOB, Y KOTOPbIX BCE TMAPaHTbl yaaieHbl. KOHEYHO, KapTuHbl, Habsto-
JaeMble Y «HEeTPaBMUPOBAHHBIX» KOMOHWIA uepe3 25—26 4acoB, He SB/AKTCA
naeanbHbIM KOHTPO/IEM, TaK KakK B 3TWUX C/Ay4asX COCTOSIHWE >XKMBOTHbIX, A/IN-
TeNbHO MPOOGBIBLLUMX B CYCMEH3UM TYLUM WK GaKTepuii,He ABNSAETCS BMOSHE HOp-
Ma/ibHbIM, @ BC/IEACTBUE HEM3BEXHOM, XOTA Bbl U HE3HAUUTE/IbHOW Ae3VHTerpaLmm
MOXXET MOBbILLATLCA (haroumTapHas akTMBHOCTb K/IETOK. Mbl 06patuim BHUMaHme
Ha TO, YTO B pa3HbIX OMbITax, MPU OOHUX U TEX K& YCN0BUAX, WHTEHCUBHOCTb
(paroumTo3a 6Gblia HEOAMHAKOBOW, YTO, BEPOATHO, CBA3aHO C PasMYHbIM (H3MO-
NOTNYECKMM COCTOSIHWEM B3SITbIX B OMbIT KONOHWIA. Mbl OTMETUIM aKTUBHbIA haro-
LMTO3 TYLUM KNETKaMMN 3KTO- M 3HTOZEPMbI, B OCOBEHHOCTM B 06/1aCTV rMNoCcTOMa.
He BbICOKas aKTMBHOCTb OKasaiacb Y K/ETOK LieHOCapKa HeTpaBMUPOBaHHbIX
KOMOHMWIA.

UTo e 06Hapy>eHO K 3TOMYy BPEMEHM Y KONOHWIA C OTPe3aHHbIMU Tnf-
paHTamn? Y O0Tpe3aHHbIX MAPaHTOB Mbl OGHaPYXXWMIN COBEPLUEHHO WCK/IHOYK-
TeNbHYO (ParoyuTapHyt0 akTUBHOCTb K/IETOK 3KTOLEPMbI, @ B OCOGEHHOCTU 3HTO-
JepMbl ractpasibHoro otgena u runoctoma (puc. 10). OCOBEHHO WHTEPECHO, YTo
M HEKOTOpble KNeTKM Lynanewy, HEeCMOTPA Ha MX BbICOKYH Creyuanmsauuio,
OKa3a/ICb CrocoOHbIMA K (haroumTo3y.
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Uem 0OBACHUTL CTO/Mb BbLICOKYHD (DArouuTapHyt0 akTMBHOCTb KNETOK rnf-
paHTOB Yepe3 25—26 4yacoB Nocfe MX amnyTaumMm Mo CPaBHEHWKO C TeM, YTO Mbl
Bugenn cnycts 4 1/2—5 yacoB npebbiBaHWS OTPe3aHHbIX FMAPAHTOB B CYCrEH3UN
TylWwmn? 3T0 CBSA3aHO HECOMHEHHO CO BCE YCWIMBAKOLLENCA Ae3nHTerpauvei rua-
PaHTOB, AOXMBAIOLWWMX, TaK CKasaTb, CBOM BEK, HECMOCOOHbLIX HN K pereHepauuu,
HN K COMaTUYeCKOMYy 3MOpuOreHesy.

Puc. 10. daroumTo3 KIeTKamy 3HTOAEPMbl FMNOCTOMA OTPe3aHHbIX MMApPaHTOB Laomedea
fl. cnycTa 26 uac, npebblBaHMA BO B3BECW TYLUMW

UTto KacaeTcs COOTHOLLUEHMS MPOLECCOB COMATWMYECKOro ambpuoreHesa u
(haroumTapHoO/ aKTMBHOCTM K/IETOK, TO OOMbLUOM WMHTEpPeC MpeAcTaBfseT yCwuu-
BaloOLLaACA K aTOMy BPeMeHU (harouyTapHas akTMBHOCTb K/IETOK LieHOoCapKa CTo-
/IOHOB, JMLLEHHbIX TWAPAHTOB, W COBEPLUEHHO WCK/IKOUNTENIbHASA aKTUBHOCTb,
Habnogatowascs B pailoHe ObiBLLUEV amnyTauuMn rMApaHToB, T. €. B paiioHe, B
KOTOPOM MPOTEKAKT MPOLECChl COMATUYECKOro ambpuoreHesa. Mel nposenu Cre-
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LnanbHYH CepUMIo 3KCNEPUMEHTOB C B. subtilis, MmomeLlas Ha 25—26 4acoB OT-
pesaHHble TUApPaHTbl U 06e3ruapaHTHEHHbIE CTO/IOHbI B CYCMeEH3M0 YOUTbIX 6ak-
Tepuii. UCTONOrMYeCKoe WccnefoBaHWe MOKas3aso, 4YTO B paiioHax MNpoLLeccoB
COMaTMYECKOro 3MOpM1OreHes3a B LIEHOCApKe, a TaKXXe M B TMMOCTOMaxX OTPe3aH-
HbIX TMAPaHTOB MHOTME KETKW (parouutupoBany youTbiX GakTepuii. Ha HekoTo-
PbIX Npenaparax MOXHO M3y4aTb pa3/IMyHble 3Tarnbl NepeBapuBaHNs MOr/OLLEH-
HbIX 6aKTepuii: OTYET/IMBO KOHTYPWUPOBaHbI BaKyo/in, B OAHWX CllyyYasX BUAHbI
Naloykun, B APYrnMx OCTaTKM 6GaKTepuid B BUAE 3ePHBbILLEK.

B cnegytoluyx cepmsx OMbITOB Mbl MOMELLANM HETPABMUPOBaHHbIE U OMepu-
POBaHHbIE KONOHUM (OTpe3aHune rMApaHToB) B CYCMeH3uo Tywin Ha 48—50 Yacos
n Ha 70 vacoB. K 3TOMy BpemeHu MPOUCXOAUT pe3kasd [ereHepauus OTAeNeHHbIX
TMAPaHTOB, pacnaf MHOrMX U3 HUX, W He YAMBUTENbHO, YTO Mbl MWL U3PeLKa
MOI/IN YBUAETb Y HUX B palioHe amnyTaumy (arouuTupyroLime KNeTKu. Y HeTpas-
MMPOBaHHbIX KOMOHWIA, NpobbIBLIMX 50 4acoB BO B3BeCW TYLUW, Mbl HabnoLanu
(haroumTo3 NPEUMyLLECTBEHHO Y KNETOK 3HTOAEPMbl racTpasibHOro oTAena. Takvum
06pa3om, B OMbITax C Laomedea flexuosa, Mbl yoeannmcb B cneaytoulem. Knetku
HOPMa/IbHbIX, HETPaBMMPOBAHHbIX Laomedea flexuosa 00/1afal0T BbIP&XXEHHOM
(haroyMTapHO aKTMBHOCTHIO B OTHOLLEHWM YacTu, Tywmn. OCOBEHHO 3HEPTUYHbI
(harounTO3 OTMEYaeTCH Y KNETOK 3HTOAePMbl racTpasibHOro otgena. daroumrtos
CBOWCTBEHEH He TONbKO K/IETKaM 3HTOZAEepPMbl, HO W KNeTKaMm 3KTofepMbl. B pef-
KX CNnyvasx, BEPOATHO, B YC/IOBUAX Ae3MHTerpauym, MOXHO Habnogarts ¢aro-
LUMTO3 M KeTKamu Lwynaney,. [e3vnHTerpauus KIeTOYHbIX CUCTEM TUAPaHTOB,
OTbeJVHEHHbIX OT CTO/IOHOB, CO3[aeT OCHOBY 0Osfiee APKOro MposiBeHWs (haro-
LIMTapPHON CrnocobHoCTM KNeToK. daroumTapHas akTUBHOCTb K/IETOK LieHocapka
CTO/IOHOB, Y KOTOPbIX OTpe3aHbl MMApaHTbl, Bbille M0 CPABHEHWIO C HETPaBMMPO-
BaHHbIMW KOMOHMAMK. 10 XO4y pa3BWTWS MPOLECCOB COMATUYECKOro amMo6pumo-
reHesa y CTO/IOHOB (rMApaHTbl KOTOPbIX YAaneHbl) MMEeT MecTo YCWieHue caro-
LMTapHON aKTMBHOCTU KNeToK. Haubosnbluas daroumTapHas akKTMBHOCTb KakK B
OTHOLLEHUW TyLUW, TaK U B OTHOLUEHMM GakTepuii HabntogaeTca B palioHe ammy-
TaumMn ruapaHTos.

B. O dparounTapHbix peakyusx y Coryne loveni M. Sars.

HanomMH/M Mop(onornio  KOMOHMA Coryne loveni M. Sars. (puc. 11).
Mbl CTaBuAn Te Xe Cepun OnbITOB, YTO U C Laomedea flexuosa. HeoXnaaHHLIM
[19 HacC OKasaloCb, YTO B OfHMX M TEX € YCNOBMAX OMbITbl Aa/IN B HEKOTOPbIX
OTHOLLIEHWAX COBEPLUEHHO WHble pesy/bTaTbl. Tak Y HOPMasibHbIX, HETPaBMu-
POBaHHbIX KONMOHWIA Coryne loveni, MPOOBLIBLUMX 5 YacoB B CYCMEH3WW TYLUW,
a B ApYrux cny4yasx — B CyCrieH3uy GakTepuid, Mbl He 06HapyXunu aroumtap-
HbIX peakumii. He oTMETMAM Mbl (haroumTo3a Takke y OTpe3aHHbIX FMAPaHTOoB U
Yy CTO/IOHOB (/IMLLEHHbIX BCMEACTBME OrMepauyn rMApaHToB), MOMELLEHHbIX Ha
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5 YacoB B CYCMEH3W TYyLUW, YTO He/b3sa 0OBACHWUTL HELOCTATKOM WMHOPOAHOro
Martepuana, Tak Kak B 3TUX OMbITax Ha 3KTOAepMe XMBOTHbIX U Ha aMnyTaLnoH-
HOIM MOBEPXHOCTM YacTullbl TyLUM MApUAMNann B OOMbLLIOM KOnM4vecTBe. bes-
YCMELUHbIMA 0Ka3a/ICb M HallK MOWUCKM (haroLUTUPYIOLLMX KNETOK Y He TpaBMu-
POBaHHbIX KOJMIOHWI, MPOO6bLIBLUMX B CYCMEH3UM TyLIM B TeyeHue 25 4acos.

O6patumca Tenepb K pesy/bTatam OMbITOB MO pereHepauum u coma-
TUYECKOMY 3MOpUOreHesy.

B npou3BO/bHbLIX HanpasfieHUAX paspes3asiucb rMapaHTbl, NPeaBapuTeNibHO
OTbeMHEHHbIE OT CTO/IOHOB W MOMELLAINCH Ha 25 YacoB B CYCMeH3No TyLWn. JnLlb
B €AVMHMNYHbIX KMETKax, MpyM TOM TOMbKO B pPailoHaxX aMnyTaLmn Mbl 0GHapYXK-

Puc. 11. Coryne loveni — nonun ¢ ABYMS FoHodopamn

BN MOr/OWEHHbIE YacTuupbl Ty, OObACHEHWEM 3TOro, BEPOATHO, ABJ/IAETCA
TOT GECCMOPHbIA (haKT, YTO rMapaHTbl He CMOCO6HbI K pereHepaumy. CoBepLUeHHO
VHYIO KapTWUHY Mbl YBUAENW MPU M3YYEHUU TUCTONOMMYECKUX MNpernaparosB CTo-
NIOHOB, Y KOTOPbIX OblM OTpe3aHbl MMApaHTbl, U MPOOLIBLUMX TO e BpeMs (25
4acoB) BO B3BECW TYLUW: UMES MECTO MHTEHCUBHbIV (ParounTos. 3 JaHHble ecTe-
CTBEHHO aCCOLMMPYIOTCA C NPEKPACHOW CNOCOOGHOCTBLI0 K COMATUYeCKOMY aM6pKo-
reHesy CTO/IOHOB Coryne loveni. [0 Hawwmm HabnoLeHUsM BO3HUKHOBEHME
HOBbIX TMAPAHTOB Ha MeCTe OTpe3a MX MPOUCXOLMUT YXKe 4epe3 TPoe CYTOK.
cknounTenbHbIA MHTEpPeC MPeaCcTaBiatoT pesy/bTaTbl OMbITOB, B KOTOPbIX
JWILLEHHbIE TWMAPAHTOB CTO/IOHbI MOMELLAIMCh Ha 25 4acoB B CYCMEH3UO YOUTbIX
B. subtilis, OKpalLeHHbIX Kapbo/oBbIM (PYKCMHOM. B MeCTax OTpe3aHus ruf-
PAHTOB, e K 3TOMY BPEMEHW Pa3BepTbLIBAKOTCA MPOLIECChI COMATUYECKOr0 3M6pKO-
reHesa, Mbl OTMETU/IN UCK/IKOUUTESbHYIO (haroLMTapHYt0 aKTUBHOCTL: OYKBa/bHO
B KaXX[OM K/eTKe (hOPMUPYIOLLEICA IKTOAEPMbl MOXHO YBUAETb (aroLMTMpOBaH-
Hble 6akTepun, NpyM 3TOM HEPeAKO B OOHOM K/eTKe OKasblBaeTcd [0 AecAT U
Gonee 6GakTepuin Ha pa3HbiX 3Tanax nepesaprBaHvs. Mbl BUOUM GaKTEPUM MOUTH
HOPM&J/IbHON BENMYMHBI 1 (HOPMbI, HO BUAVMM M PacnaBLUMEecs Ha 3epHBILLKMA U T. .
(pnc. 12). CTonb 3HEPrUYHBIA (ParoLMTo3 6aKTepUin HECOMHEHHO CBS3aH C MECTHOM
BPEMEHHON [ie3VHTerpauyeil KNeToUHbIX CUCTEM, 3aKOHOMEPHO HACTyMatoLLlei B
CBA3X C npoLeccaMy COMAaTU4ecKoro amopuoreHesa. B 3TUX YCNOBUAX MPOSB-
NAETCA MOTEHUMaTbHO NPUCYLLAs BOMbLUMHCTBY K/IETOK (arouuTtapHas crnocob-
HOCTb. B 3TOM Y6eXJaeT TOT (DaKT, YTO Y HETPaBMUPOBAHHBIX KOJIOHWIA Coryne
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loveni, MPOObLIBLUMX Takoe >Xe BPeMS B CyCNeH3un 6GakTepwid, haroumTapHbIX
peakuunii OTMETUTb He yaaeTcs. Mbl MOXEM cfenaTb Chefytolie BblBOAbI W3
BCEX ONbITOB C Coryne loveni. KNeTkn Coryne loveni, Npyu HOPMaIbHOW WHTe-
rpauuy opraHvuamMa, B YC/MIOBUSX HalUMX OMbITOB He (arouuTuMpyoT YacTul
TylKW, a Takxke MO-BUAUMOMY, U GakTepuit. 3T1a OCOBGEHHOCTb (MO CPABHEHUIO C
Laomedea flexuosa), cOnkawowas Corine loveni € Hydra oligactis, Be-
POATHO, CBAi3aHa He CO CBOMCTBAMW KJIETOK, & C TeM, YTO MPU OfHUX U TeX Xe
He6MaronpuATHbLIX YCNOBUAX Yy Coryne loveni, MEHEE HapyLUalOTCA TKaHEeBble
3aKOHOMEPHOCTMW.

Puc. 12. daroumTo3 3KToAepMa/bHbIMK K/eTKaMu Coryne loveni 6aKTepuasnbHbIX KIETOK
— B. subtilis cnyctsi 25 yac, npebbiBaHUSI TPaBMMPOBAHHbLIX CTO/IOHOB BO B3BeCU Gak-
Tepwuii, AKTVUBHbIA (haroumMTo3 HenocpeACTBEHHO B paiioHe TpaBMbl

B palioHe TpaBm, rae pasbirpbiBatOTCA MPOLECCHI COMATUYECKOro 3MOpUO-
reHesa, OTMeYaeTcs, Kak My Laomedea flexuosa OypHas (aroumTtapHas akTuB-
HOCTb.

B. O ¢daroynTapHbix peakumsax y Clava multicornis Forscal

Kak n3BecTHo, cTebenek y Clava 6e3 nepucapka. O6pasyoTcsi CTeNtoLLMECS
KonoHun (puc. 13). Mocne 26-TM 4YacoBOro npebbiBaHWS BO B3BECU TYLUW WK
6aKTepuii HETPaBMUPOBAHHbLIX KOMIOHWIA, MOXHO HaiTW NNLLUb €AVHUYHbIE KIETKM,
(harouyuTmpytowme Tyws. OfHako, B Cryyae nepepesaHns Mornoaam opraHvsma
Clava 1 nocse npebbiBaHUSA B TeYeHME TaKOro >Ke BPEMEHU B CYCMEH3UM MHOPOA-
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Puc. 14 a, b. DHEPrUYHbIA (ParouUTos YacTul, Tyl KneTKamm Clava uepes 26 yacoB npe6bl-
BaHWsl NepepesaHHbIX MoMosam OpraHX3MOB BO B3BECU TYLUU
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HbIX Ten, MHOrve SHTOAepMaslbHble KNEeTKWM racTpasbHOro OTfenia OKasblBatoTCs
«HahapLLMPOBaHHBLIMM» [EeCATKaMWN «arrperatos» Tywun. OTYETNVMBO BUAHbI BaKy-
onn (puc. 14a, b). darouMTUPOBaHHbIE YaCTULb! TYLUM BUAHBI TAKXKE B KNeTKax
OCHOBaHuA Lwynaney. TakuM 06pa3om npu TpasmuposaHuu opraHusma Clava,
npy Oe3vHTerpauyn KneTouYHbIX CUCTEM HacTynaeT 3HepPruyHbliA (paroumTos.

. NmewT nn mecTo BOCmanuTensHble npoueccel y Huswux Coelenterata ?

1. AABneHwus, HabnoLaeMble MNPy BBEAEHUM 3aHO3bl B TeNI0 Coryne loveniM. Sars.

B cBoux onbiTax Mbl OTpe3aM rmapaHTbl. Bonoc (C ronosbl 4esioBeka)
okono 0,5 MMm. B AvameTpe MnpeABapuTe/lbHO CMOYEHHBIA BO B3BECU TyLUW, BBO-
OUNCA B TeNo ryapaHTa B MPOW3BO/IbHOM MECTe U B MPOW3BO/IbHOM Harnpas/ieHnu
C TaKMM, OfHaKO, pacyeToM, YTOObI MPOKOIOTLIMA OKa3a/IUCh W 3KTO- M 3HTOAEpMa.
[ns ypobctBa BBefleHWS BOJSIOCKA OH 3a0CTPANCA MyTeM pa3pe3aHusi BKOCh.
YTo6bl YacTUUbl TyLIM fyylle MPUKPENIANCL, BOMOCOK MHOTOKpPAaTHO Crerka
Hagpesancs OpUTBOM WM MO3TOMY [Jenasnca LuepoxoBaTbiM. PuKcalus CMECHHO
BysHa uepe3s 4 yaca nocre BBeeHVA 3aHO3bI, 1 Yepe3 22 yaca. 3a/1MBKa B napadviH.
OKpacka rematokCU/IMHOM JpfiMxa WM remaTtokcunvMHoMm Bémepa.

Bo Bpems pe3kn Ha MUKPOTOME BOIOCKM Bbinant. Mpu n3yyeHnn cepuimHbIX
Cpe30B OKas3a10Cb, YTO Yepe3 4 yaca /MWL B OAMHOYHBIX K/IETKaX 3KTOAEepMbl
yhaeTca 06HapyXuTb (aroumuTtos, XoTs 6O/blUOe KOMMYECTBO YacTul, TyLuu
HaxXOAWNoCb B KOHTaKTe C aKToZepMoi. Ho 1 3T pefikne cnyyan npeacTtasnsioT
HEKOTOpPbIA WHTEpeC, eCnn BCMOMHWTb, YTO MOC/e MOMELLEHUS B  CYCMEeH3U0
TYLUM Ha Te e CPOKM HETPaBMMPOBaHHOW Coryne loveni OOHapyXWTb (haro-
LMTO3 He ypanock. IMpu pe3Koi Ae3vHTerpauum KNeTOYHbIX CUCTEM, COMPOBOX-
Jaloleln BBefeHVe W npebbiBaHVe B Tene rMApaHTOB 3aHO3bl, KNETKW, B HOpMe
He (harouuTvpyoLLye, NPOSABASAKOT CMOCOOHOCTL K 3aXBaTy WMHOPOAHbLIX YacTul,
CrefyeT OTMETUTb, YTO KNETKWU, HaXOAALMECH B paiioHe paHbl B OTHOCUTESbHOM
n30NALUN OT Tena, arouuTUpyoT 6onee aHepPrnyHo. Kakmx-nnbo 0cobeHHOCTeN
B MOBEJEHUM K/IETOK OKOJ0 BOJIOCKa, Hanpumep, Aedopmauum UX, Kakoir-nnéo
OPVIEHTUPOBKN B OTHOLLEHUM WHOPOAHBLIX Ten U T. M., 06HapY>XWUTb He YAanocCh.
Yepes 22 vaca nocne BBeLEHUA 3aHO3bl OTMEYeH MHTEHCUBHbIA (PAroumTo3 Moyt
BCEMM K/IETKaMW 3KTOLEPMbl HOXEK TMAPAHTOB, MPU YeM B KaKAOW KIeTKe
OKa3a/nCb [ECATKN YacTUL, TYLUW. SHEepruuHbliA (haroumto3 o6HapyXmBaeTcs U
Y K/ETOK B palioHe «kaHana», 06pa3oBaHHOro BO/IOCKOM (y KpaeB paHbl). Bcrom-
HUM, YTO Y K/IETOK HETPaBMMUPOBAHHbLIX KOMOHWMA, MOMELLEHHbIX Ha 25 4acoB B
CYCMeH3n0 Ty, (aroumTapHble peakuym O6HapyXXWTb He Y[AaeTcs.

MOoXHO /i1, OfiHaKO, rOBOPWUTbL O BOCMA/IEHUN MPU  BBELEHWN  3aHO3bI?
B paiioHe TpaBMbl MOXHO YBWAETb MEPTBblE K/IETKW, B HEKOTOPbIX Y4yacTKax
9KTOLEPMbl VIMEET MECTO WMHTEHCMBHOE Pa3MHOXEHWe i-K/MeTOK, OfHaKo, HaMm He
yAan0Cb YBUOETb TAKOr0 MOBELEHUS K/IETOYHBIX 3/IEMEHTOB, KOTOPbIE MO3BOAVIN



PEFTEHEPAL WA ¥ LAOMEDEA FLEXUOSA 205

Obl FOBOPWUTL O SB/IEHNM BOCMAseHMs, €C/i, KOHEYHO, He MPUHWMATb B pacyeT
OTMeYeHHbIX Bblllle (DAroLMTapHbIX PeaKLWiA, SBNSHOWMXCSA BaKHELIMM 3BEHOM
KOMM/ieKca MPOLIECCOB, VIMEHYEMOrO BOCMa/IEHWEM.

2. VIMeloT M Mecto SIBfieHMs BOCMaeHus npu 4BefeHHUN 3aHO3 B TENO
Hydra oligactis

B npown3BosibHOE MECTO CTEHKM racTpasibHOro OTAena BBOAW/ACH Lenyu-
[IMHOBas Mronodka TonwmHoi 0,1 MM, anmHoi okono 0,75 cm. Yepes 4,5 vaca
rMapbl (PMKCMPOBA/IUCL. Y)Ke K MOMEHTY (hMKcauuu rugpa ocsoboxjanacb OT
3aHO3bl, OHa OKasblBaslaCb BHe ee Tena. [MCTONOrMYeckoe uccnefoBaHve ((hukca-
LMA cMecbio BysHa, OKpacka B pasHbIX Cly4asX NUXTIPHOHOM, reMaToKCU/IMHOM
Apnuxa, no Cennepy, reHUMaHBMONETOM) He Aano BO3MOXHOCTU OGHApPYXWTb
HWKaKMWX OCOOGEHHOCTE B MOBEAEHUM K/IETOYHbIX 3/1EMEHTOB MO CPaBHEHWIO C
HOPMOIA.

B apyrux cnyvasx BKasiblBa/ics B MPOM3BO/IbHOM MECTe CTEHKWU racTpasib-
HOro oTfena, NpejBapuTe/lbHO CMOYEHHbI BO B3BECW TYLUW, BOMOCOK (C r0/0OBbl
yenoseka) okoso V65—V mm B [viameTpe, C MPUKPENEHHOW KaHaaCkuM 6Gasnb3a-
MOM TOHYaiiLLel LUeTIKOBUHKOW. B 60/MbLUMHCTBE C/yyaeB Yepe3 19 YacoB BOIOCKM
OKa3blBaKOTCA BbITO/IKHYTbIMMW, OfHAKO, B HEKOTOPbIX C/lyYasX OHW COXPaHAKTCS,
KakK 3aH03bl. 3TV C/lyYan ¥ ABUINCHL MPEAMETOM FMCTONOTMMYECKUX UCCES0BaHNIA.
®ukcauns — cmecb byaHa, 3a/MBKa B napafmH, OKpacka reMaTtoKCUIVHOM [0
Bémepy. CepuiiHble cpesbl Aenainch NPOLOSbHbIE, MOMepeyHble U KOCble.

Okasafniocb, 4TO ruapa pearvpyer Ha BBefEHVie 3aH03bl SHEPTMYHbIM pas-
MHOXEHMEM i-KNeToK. BuaHbl muto3bl. MCTOMOrMyeckas KapTuHa 3KTOLEpMbl
B LENIOM YAVBWUTENIbHO HarnoMUHAeT COCTOSIHWE 3KTOLEpMbl, HabnogaeMoe rpu
npoLeccax OBOreHe3a, XOTA 3TU OMbITbl OblIM OCYLUECTB/IEHbI B MapTe, Korja
00bIYHO He VIMeeT MecTa (DOPMMPOBaHVE TrOHaf.

AHapXM3MpoBaHWe IKTOLEpPMbl, €e BO30YXIEHHOEe COCTOsiHMEe He O6blo,
OfHaKO, NOKa/bHbIM; HWUKAKUX BbICTYMOB, XapakTepHbIX /18 MpPOLECcCOB OBO-
reHesa WM crepmaroreHesa, He Habnoganocb. HeHopMmasbHOe W3MeHeHMe 3KTO-
[EepMbl MPOUCXOANO MOYTU Ha BCEM ee MPOTSXKEHMU, 3@ WCK/OYEHNEM CTebesib-
KOB 1 LUynanel, XOTA Y OCHOBaHWS Lynaney, 3KTOAepMa TakXXe OKa3sblBaniachb
M3MEHEHHOW. MCTOMOrMYeckas KapTHa BecbMa CXO/Ha C TOW, KOTopas onucaHa
ONACOCTOAHNAIKTOAePMbI NPy oBoreHese (TokvH, W. B., 1955). BugHbl HeKpoTU3u-
PYIOLLMECS KIETKW, CMUAHUE i-KNEeTOK, «B3aWMHbIA (DaroLuTos» uX.

[0BOPUTL O BOCMAIEHWN B 3TOM Crlydae He MpPeACTaB/IeTCA BO3MOXHbIM,
TaK KaK OTCYTCTBYIOT (32 MCK/IHOUEHWEM SABEHWI (paroumTo3a) Npu3Hakuy, Xapak-
TepM3yIoLLMe 3TOT MPOLIECC: HET HWUYEro Cneuutmnyeckoro B OpUEHTaLMN KIIETOK,
HET SB/IEHUIA, HAMOMMHAKOLLMX «TPYMNMNoBOM (HaroumTo3», MPU3HAKOB WHKarcy-
NALUW VHOPOAHOTO Tena M 1. U. daroumTapHas akTUBHOCTb KNETOK O4YeHb BbICO-
Kas.

/ Acta Morphologica X/2—4.
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CneflyeT BCMOMHWTb, UYTO Y HOPMa/lbHbIX, HETPaBMUPOBAHHbIX TP, MoMe-
LLIEHHbIX Ha Te e CPOKWM BO B3BECb TyLUM, (harouuTapHble peakuum He WUMeroT
MecTa.

Pe3y/nbTaTbl 3TUX pa3BefblBaTe/IbHOTO XapakTepa OrMbiTOB Aat0T OCHOBaHWe
MPOBECTM CUCTEMATMYECKOE WCCMEfOBaHME, KacatoLeecs SBNEHUIA BOCManeHuii
Y KWLLIEYHOMOMOCTHBIX, KaK HU3LWMX, TaK U BbICLUMX NPEACTaBUTE/NE 3TOro Tuna.

Pestome

B HacTosLLEM MCcC/efoBaHUM aBTOPOB MHTEPECOBasIM BONPOCbI O CMOCOGHOCTSAX HU3LLINX
Coelenterata K pereHepaumn (BOCCTAHOB/EHMIO YTpadeHHbIX YacTeld) U K npoueccaMm comatu-
lIﬁ(;gg)oro ambpuoreHesa T. €. K pa3BUTUIO LeNbIX OPraHM3MOB M3 COMaTUYeCKUX KNeTOK (TOKMH,

HacToslee nccnegoBaHve NpoBefeHO TakXXe B CBA3WN C FMMNOTE30/ O COOTHOLUEHUN UMMY-
HOMOTMYECKMX peakunin (tharoumTos, BocnasneHne, NpoayKumMsa aHTUOMOTMYECKMX CybCTaHUMR,
aHTUTreHHas PeakTUBHOCTb) W (hopmoobpaszoBaTe/ibHbIX npoueccoB (TokuH, 1955). OCHOBHble
pesynbTaTbl UCCNeLOBaHUS TaKOBbI.

1 Laomedea flexuosa CBOMCTBEHHbI MPOLECCHI pereHepauun (BOCCTaHOBMEHWE yTpa-
YeHHbIX YacTeld). Tak nNpu amnyTauny rmapopusbl Y HOPMasbHbIX XU3HeAeaTeIbHbIX KOTOHWA,
OHa pereHepmpyeT C TUMNUYHOW CTPYKTYPOM W HOPMasibHbIM (DU3NOIOTNYECKMM 3HAYEHUEM.
Y oTpesaHHbIX OT KOJIOHUW TMAPAHTOB pereHepalyoHHble SB/EHUSA OrpaHMYMBAIOTCA NpOoLec-
camu, KOTOpble MOFyT 6bITb Ha3BaHbl 3aXKMB/IEHVEM paH. 3011MpoBaHHble TMAPaHTbI, 04HAKO,
BCKOpe fJereHepupytoT. pu oTpesaHWy runoctoMa Co Liynanblamn y rmapaHToB, He OTAe-
NIEHHbIX OT KO/IOHWW, pereHepauny He HabnwgaeTcs. PereHepaunoHHble NpoLeccbl y Laomedea
flexuosa BbIP@XeHbl B BeCbMa OFPaHUYEHHOW CTereHW W yCTynarT TakoBbIM Yy MPeCHOBOLHOM
rMapbl, XOTS W Y MOCNefHUX SABNEHUS COMATUYeCKOro aM6puoreHesa nNpeBanvpyloT Haj4 pere-
HepaTopHbIMU.

2. MNpu cnabo BbIpaXKEHHOW pereHepaLyoHHON cnocobHocTW, Laomedea flexuosa 06na-
[aeT BeCbMa BbICOKON CMOCOGHOCTLIO K COMaTUyecKomy ambpuoreHesy. OH MOXeT ObITb BbI3BaH
oTpe3aHneM rnapaHToB M TOUEYHbIMU 0XXOraMy CTO/IOHOB M HOXEK rmapaHToB. Pa3BuTMe HOBbIX
WHABWAYYMOB-MO/NNOB MOXET NPOUCXOAUTb M B TeX yvacTKaxX KOMOHWW Laomedea flexuosa,
B KOTOPbIX B HOPMe HWMKOrfa He MPOUCXOAMT 6ecrnonoe pasMHOXEeHME.

3. ABTOpbl aHaIM3UPYIOT M3/T0KEHHbIE (PaKTbl B CBeTe Teopun TokmHa (1959) o cooT-
HOLLEHMM CNOCOGHOCTU K pereHepaumyv n COMaTU4eCKOMY 3MOpUOreHesy C YPOBHEM WHTer-
pauun TKaHeli U opraHuaMoB. lMoaTBepXAaeTcA M Ha Laomedea flexuosa MPeANoONOXeHNe
0 TOM, YTO COMAaTM4eCKOMY aMOpMOreHesy npeaLIecTByeT Ae3VHTErpauus K/eTOYHbIX CUCTEM.

4. Heobxoaumbl fanbHelilune 6onee TLlaTeNlbHble FMCTONOMMYECKME W LUTOMOTMYECKMe
nccnefoBaHUA ABMEHUIA pereHepaLmm n comaTu4deckoro ambpuoreHesa y Laomedea flexuosa
N Y HU3LWMNX KMLIEYHOMOOCTHbIX BOOOLLE.

5. Wccnegosanuch (haroumtapHble peakuuMnm KNeTOK 3HTO- W 9KTOAepMbl Laomedea
flexuosa. Coryne loveni n Ciava multicornis B X0f€e MPOLECCOB COMATMYECKOro aMbpuoreHesa
(TokuH, 1959), T. e. B X0fe pasBUTUSA HOBbIX MMAPAHTOB M3 COMaTUYECKNX KNETOK. KNeTku 3HTo-
Il 3KTO4EePMbl HETPaBMUPOBaHHbIX Laomedea fl. (B OTM4YMe OT KIETOK Hydra oligactis U Coryne
lov.) 06nagatoT SIBHO BbIPaXXEHHOW (harouMTapHOii aKTUBHOCTLHO.

6. Mo xo4y nNpoLeccoB COMaTU4YeCKOro aMb6puoreHesa MMeeT MeCTO ycuileHue aroum-
TapHOM aKTUBHOCTM KeToK. Hambonblian aroumtapHas akTMBHOCTb Y K/ETOK Laomedea fl.
KaK B OTHOLUEHWUW YacTuL, TyLIW, TaK U B OTHOLLEHUN GaKTepuii HabnoaaeTcs HenocpeLcTBEHHO
B palioHe amnyTtauuy ruapaHTOB.

7. B paioHe TpaBm Coryne loveni, FAe pasbIrpbiBatOTCSA NPOLLECCHI COMATUYECKOro aM6puMo-
reHesa, oTmeuvaeTcs, Kak M y Laomedea fl., sHeprnuHasa darountapHas akTUBHOCTb.

8. [esuHTerpaumusa KnetouHbix cuctem Clava, npoucxogswas B pesynbTaTe TpasM,
BblI3bIBaeT 3HEPrMYHbIA (aroumTos.

9. JKCMepyMeHTbl MO BBEAEHWIO 3aHO3 (LeNNynANHOBOM UMONOYKM UM KYCOUYKOB BOMOC
C r0/I0Bbl Y€/I0BEKA, CMOYEHHbIX B3BECbK TYLUM) M FMCTONOrMYECKOe UCCNefoBaHWe [aloT BO3-
MOXXHOCTb YTBepXfaTb, YT0 Y Hydra oligactis U Coryne loveni WUMEIOT MeCTO BblPaXKeHHble
(haroumTapHble peakuMn B palioHe TpaBM, O4HAKO, HET OCHOBaHWS roBOPWUTb O APYTMX KOMMO-
HeHTax npoueccoB BocnasneHns. OTCYTCTBYIOT SABNEHUS MHKAMCYNALMN MHOPOAHbLIX Ten u T. n.
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10. M3noXKeHHble npefBapuTe/ibHble OMbITbl MO BOCMNAasEHUIO AA0T OCHOBaHWe AN Mpo-
BeeHNA 6onee OﬁUJI/IprIX CpaBHUTE/NIbHbIX VICCﬂe,IJ.OBaHI/II/I ABMEHWIA CbaFOLI.I/ITaprX n Bocna-
NNTENbHbIX peaKLI'VII/I B npegenax tuna Coelenterata.
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REGENERATION, SOMATIC EMBRYOGENESIS AND RELATED PHENOMENA
IN LAOMEDEA FLEXUOSA AND OTHER PRIMITIVE COELENTERATA

B. P. TOKIX, F. N. EIUTCHEWA and J. KALININA

Authors have investigated the regenerative capacity (i. e. the new-formation of lost
parts), as well as processes of the somatic embryogenesis (i. e. formation of whole organisms
from so matic cells; Tokin, 1959) in primitive Coelenterata. Their present investigations have
been performed on the basis of Tokin’s hypothesis on interrelations between immunological
reactions (e. g. phagocytosis, inflammation, production of antibiotics, antigen-reactivity) and
morphogenetic processes (Tokin, 1955). The investigations have led to the following results.

1. Laomedeaflexuosa has the capacity to regenerate, i. e. to re-form lost parts. Having
cut off the hydrorhiza of normal colonies, it regenerates its typical structure which functions
normally. Hydranths cut off from the colony show only phenomena of the wound-healing.
However hydranths isolated from the colony will degenerate shortly after. When cutting off

7*
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the hypostoma with its tentacles of hydranths left in the colony, no regeneration takes place.
Consequently, regenerative capacities of Laomedeaflexuosa are very restricted in comparison
with those of the fresh-water hydras, however, processes of the somatic embryogenesis are
predominating in the latter too. 2. Having low regenerative capacities Laomedea flexuosa is
capable of developing by somatic embryogenesis. This can be provoked by cutting off the
hydranths or by puncturing burns into the stolons and pedal region of the hydranths. Moreover,
such parts of the colony of Laomedea flexuosa can develop new polyp-individuals which nor-
mally reproduce only sexually. 3. These facts are discussed by the authors on the basis of
Tokin’s theory about interrelations between regenerative power and the capacity for somatic
embryogenesis on a given level of integration (Tokin, 1959). Further the case of Laomedea
flexuosa demonstrates that disintegration of the cell-systems always precedes the somatic
embryogenesis. 4. Phenomena of regeneration and somatic embryogenesis of Laomedeaflexuosa
and, in general, of the lower Coelenterata need further and more thorough-going histological
and cytological investigations. 5. Phagocytic reactions of cells of the ectoderm and entoderm
of Laomedea flexuosa, Coryne loveni and Clava multicornis were investigated in the course of
the somatic embryogenesis (Tokin, 1959), i. e. when new hydranths are developing from
somatic cells. Ectodermal and entodermal cells of Laomedeaflexuosa show, in contrast to those
of Hydra oligactis and Coryne loveni, well expressed phagocytic activity. 6. In the course of
the somatic embryogenesis this phagocytic activity of the cells increases. Highest phagocytic
activity of the cells of Laomedea flexuosa, (intake of India-ink granules as well as bacteria)
can be seen in the cut regions of the hydranths. 7. In cut regions of Coryne loveni showing
phenomena of the somatic embryogenesis similar to Laomedea flexuosa, one can see energetic
phagocytic activity. 8. Disintegration of cell-systems of Clava by means of traumata causes
energetic phagocytosis. 9. Experiments by means of introducing celluloid spinules or pieces
of human hair immersed in India-ink followed by histological examinations prove that in
traum atic regions of Hydra oligactis and Coryne loveni well expressed phagocytic reactions
take place, however, no other signs of an inflammatory process (e. g. incapsulation of the
foreign bodies) can be observed. 10. Preliminary experiments on the inflammatory phenomena
can serve as basis for more extensive comparative investigations of phagocytic phenomena as
well as inflammatory reactions in the phylum of the Coelenterata.

Mpodp. B6. M. TokwmH, JleHuHrpag, Kuposckn np. 69-71. CCCP
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MIKROKINEMATOGRAPHISCHER REITRAG
ZUR PRORLEMATIK DER ENTSTEHUNG UND
VERMEHRUNG DER MAKROPHAGEN
IN NERVENGEWEBEKULTUREN

I. Stanek

(Eingegangen am 25. Juni 1960)

Freie phagocytierende Elemente, Makrophagen im Gewebe des Zentral-
nervensystems entstehen, wie bekannt, vor allem aus Mikrogliazellen (Hoh-
tega del Rio, 1919—1922; Penfield, 1928 u. a.), es wird aber ziemlich
allgemein auch eine Maoglichkeit ihrer Entstehung aus Endothelzellen der
Kapillaren anerkannt, besonders im Verlaufe gewisser Phasen einiger patholo-
gischen, mit Gewebszerfall verbundenen Prozesse. Viele Autoren sind ausserdem
der Meinung, dass man die Fahigkeit der Phagocytose auch anderen Gliazell-
arten, insbesondere den Astrocyten zuschreiben muss (Scholz, 1957; Snessa-
rev, 1946; u. a.). Doch ist die Frage, ob sich solche fixe Astrocyten in freie
Makrophagen umwandeln kénnen, bis heute strittig und die Mehrzahl der
klassischen Histopathologen lehnt solche Umwandlung ab.

Unsere fruheren Arbeiten haben unter anderem eine Aufmerksamkeit
dem vergleichenden Studium der verschiedenen Zellarten in Wachstumszonen
der Kulturen von normalem und pathologisch verdndertem Nervengewebe
verschiedener Provenienz gewidmet. In diesen Kulturen hatten wir eine
Mdéglichkeit, die Anwesenheit grosser, of sternartig verzweigten flachen Zellen
mit blassem Cytoplasma und ovalem, an Chromatin armen Kern, als eine der
Grundstrukturen der Wachstumszone dieser Explantate zu beschreiben
[4, 5, 6, 7]. Uber diese Zellen &usserten wir damals (1950, 1951) die Ansicht,
dass es beim Beurteilen aller morphologischen Merkmale und biologischen
Eigenschaften im Vergleich mit anderen, in Explantaten anwesenden Zellen
mdoglich sei, diese Elemente als Zellen astrocytdren Ursprungs zu identifi-
zieren; diese Ansicht wurde spéter durch die Arbeiten von Pomerat [10]
bekréftigt.

In solchen Explantaten (z. B. aus der Kleinhirnrinde von 6 Mon. alten
menschlichen Fétussen), deren Rand bei Umpflanzung durch Quetschen oder
Umschneiden starker traumatisiert wurde, konnte man diese astrocytédren
Elemente Ofters beobachten, indem sie eine intensive Phagocytose der Zell-
trimmer zutage brachten. Etliche dieser grossen flachen Bandzellen zeigten
ein deutliches Bestreben zum Freimachen von den umgebenden fixen Zellen,
zum Einziehen ihrer Ausldufer und zur Auswanderung ins umgebende Medium.
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(S. z. B. die Abb. 30, 31, 32 in unserer Arbeit 6, oder die Abb. 16, 17, 18 in
der Arbeit 8). Diese Beobachtungen fihrten zur Annahme, dass unter gewissen
Bedingungen, bei gesteigerten Anspriichen auf Abbau und Entfernung der
Zerfallsprodukte im beschadigten Gewebe, die Aufgabe der Makrophagen auch
durch die Té&tigkeit der astrocytdren Elemente Ubernommen werden kann.

Im Bestreben, eine Mdglichkeit solcher direkten Umwandlung der grossen
flachen Randzellen in freie Makrophagen zu beweisen, haben wir diese Zellen
mit Hilfe der Mikrokinematographie systematisch untersucht. Es ist gelungen,
den erwdhnten Prozess zu verfilmen.

Unsere friuheren Arbeiten [6, 7, 8, 9] befassten sich ausserdem auch
mit der Frage der Vermehrung von Makrophagen in Kulturen des Zentral-
nervengewebes. Es konnte festgestellt werden, dass ausser der Neubildung
der Makrophagen aus fixen Zellen (besonders in den ersten Phasen der Kulti-
vation) sich die freien Elemente auch durch Teilung vermehren kénnen. Wir
haben dabei auf die Tatsache aufmerksam gemacht, dass eine mitotischeTeilung
in diesem Zusammenhang eine relativ sehr seltene Erscheinung ist, wahrend
die fur eine direkte Teilung der Gliamakrophagen zeugenden Merkmale 6fters
zu sehen sind. Da wir bisher in der Literatur keine Angaben Uber eine direkte
mikrokinematographische Darstellung der Amitose des Gliamakrophagen
gefunden haben, versuchen wir sie kurz zu beschreiben.

Material und Methodik

Als Kultivationsmaterial wurde teils die Hirnrinde junger Kaninchen und Ratten
benutzt, teils Gehirnfragmente von 10—12 Tage alten Hihnerembryonen. Etwa 1—2 mm
grosse Gewebsstickchen explantierten wir entweder im héngenden Tropfen, oder wurden
mehrere Fragmente im Huhnerplasmakoagulum aufldnglichen Deckglaser in fluissigem Medium
in rotierenden Rohrchen kultiviert. Die Methodik war im allgemeinen unserem in friheren
Arbeiten benutzten Verfahren &hnlich.

Fur die Beobachtung im Phasenkontrast und besonders fir die mikrokinematogra-
phische Registration bei starken Vergrésserungen wurden die geeigneten Kulturen in eine
improvisierte pJanparalelle, etwa 0,2—0,3 mm hohe Kammer umgepflanzt. Die Kammer
bestand aus zwei durch eine feine auf die Réander angestrichene Paraffinschicht zusammen-
geklebten Deckgléser. Dieses Verfahren hat sich fiir unsere kurzfristige (h6chstens 24stindige)
Beobachtung, bzw. fur die mikrokinematographische Aufnahmen als befriedigend erwiesen
und ermodglichte bequemes Filmen auch bei Benitzung einer homogenen Immersion (Phasen-
kontrast, Zeiss, Jena). Die Beobachtung und Verfilmung erfolgte im Thermostaten eigener
Konstruktion oder auf einem heizbaren Tisch (Reichert, Wien) bei 37° C ab.

Fir die Mikrokinematographie haben wir eine Zeitrafferapparatur mit Elektronen-
lampen benitzt (Konstruktion der Fa. Tesla, Pardubice), die Aufnahmen wurden mit einer
16 mm Agfa-Movicon Kamera gemacht. Intervalle zwischen den einzelnen Aufnahmen betru-
gen 8—10 Sek. Als Material diente der 16 mm Inversionsfilm Agfa Isopan F. Technische
Zusammenarbeit: Dr. M. Rapos und J. Uher.

Eigene Beobachtungen

1. Verlauf der Umwandlung der fixen Randzelle in einen freien
Makrophag. Explantat aus der Hirnrinde eines jungen Kaninchens (Abb.
1 und 2):
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Abb. 1. Mikrokinematographische Darstellung der Entstehung eiues Makrophagen aus fixer

Randzelle einer Kultur von Kaninchenhirnrinde. Ausgewdéhlte Bilderreihe aus einem 16 mm

Filmstreifen. (Homogene Immersion, Phasenkontrast. — Negative Kopie. — Die Zeitabstdnde
ab Ausgangsstadium sind in Minuten und Sekunden angegeben)

Die flachen verzweigten Zellen am Rande des M utterstiickes stellen hier
eine 6fters vorkommende Zellart dar. lhre dicken Ausldufer hdngen mit anderen
Zellen der Umgebung zusammen. Das Cytoplasma enthdlt phagocytierte
Zellfragmente und Bestandteile des Zelldetritus aus dem Rande der Kultur.
Nach etwa 20 Minuten beginnt sich ein ins Medium hervorragender Ausldufer
der Zelle allmé&hlich zu verldngern, unter starker Aktivitdt des Oberflachen-
cytoplasmas der Zelle. Dieser Ausldufer wird nach weiteren 25 Minuten ziem-
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Abb. 2. Mikrokinematographische Darstellung der Entstehung eines Makrophagen aus fixer
Randzelle einer Kultur von Kaninchenhirnrinde. (Fortsetzung der Abb. 1)

lieh dick und sein Ende verbreitert sich in flaichenhafte membranartige Gebilde,
die sich nach der Art der undulierenden Membranen lebhaft bewegen. Gleich-
zeitig kommt es zur allmé&hlichen Loslésung der Gbrigen Ausldufer der Zelle,
die sich verkirzen und einziehen, so dass die Zelle nach etwa insgesamt 55
Minuten nur noch mit zwei Ausldufern mit dem Gewebe des Explantates
zusammenhéngt. Der ganze Zell-leib schiebt sich nach und nach aus dem
Explantat ins umgebende Medium und wird allmé&hlich birnenférmig. In
weiteren etwa 10 Minuten l6st sich dann der Zusammenhang mit dem Rande
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Abb. 3. Verlauf der amitotischen Teilung eines Makrophagen aus der Kultur vom Gehirn-

gewebe des Hihnerembryos. Ausgewdihlte Bilderreihe aus einem 16 mm Filmstreifen. (Homo-

gene Immersion, Phasenkontrast. — Negative Kopie. — Die Zeitahstdnde ab Anfangsstadium
sind in Minuten und Sekunden angegeben)

des Mutterstickes vollig ab, beschrankt sich zuerst auf einen einzigen dicken
Auslaufer, der sich rasch verdinnt, bis endlich nach etwa 77 Minuten auch diese
diinne Verbindung bricht und die Zelle vollkommen frei wird. W ahrend der
letzten Periode der Abldsung weist das Cytoplasma der Zelloberflache eine
intensive AKktivitdt im Sinne der Entsendung kurzer keilférmiger Auslaufer
und undulierenden Membranen auf. Nach vdlliger Ablésung benimmt sich die
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freigewordene abgerundete Zelle wie ein normalerweise in diesen Kulturen
vorkommender Makrophag.

2. Verlauf der amitotischen Teilung in einem Makrophagen in Kultur
aus dem Gehirngewebe des Hithnerembryos (Abb. 3 und 4).

Ein Makrophag mit anndhernd ovoidem Kern, einer Anh&ufung von
Fettvakuolen und phagocytierten Zelltrimmer im Zellkdrper, weist eine starke
Oberfla&chenaktivitdt im Sinne der Entsendung und Wiedereinziehung kurzer,
dicker und keilformiger Auslédufer auf, die von Zeit zu Zeit auch eine flachen-
hafte Verbreiterung zeigen. Schon nach 1 Min. 20 Sek. erscheinen die ersten
Zeichen der Zerschnirung am Kern und Zellkérper, was nach etwa 5 Minuten
deutlich ausgeprégt wird. Unter starker Oberflachenaktivitat, die aber nicht

Abb. 4. Verlauf der amitotischen Teilung eines Makrophagen aus der Kultur vom Gehirn-
gewebe des Hiuhnerembryos. (Fortsetzung der Abbildung 3)

stdrker erscheint als bei einem gewdhnlichen Makrophagen, schreitet der
Prozess der Zellzerschniurung weiter, so dass nach etwa 10 Minuten die beiden
Tochterzellen bereits ausgebildet sind und zwischen ihren Zellkérpern nur
noch eine kurze Cytoplasmabricke besteht. Dieser Zusammenhang verengt
sich nach weiteren 5 Minuten auf eine sehr kurze fadenférmige Verbindung,
die dann rasch bricht, so dass nach etwa 20 Minuten die Zellteilung beendet
ist. Die beiden Tochterzellen entfernen sich dann langsam voneinander, kénnen
aber auch ldngere Zeit beisammen bleiben. Im weiteren benehmen sich die
beiden neugebildeten Zellen wie normale Makrophagen.

Zusammenfassung

Mit Hilfe einer mikrokinematographischen Einrichtung und Phasenkontrast wurde
die Entstehung der Guamakrophagen aus grossen flachen Randzellen im Explantat von der
Gehirnrinde eines jungen Kaninchens dargestellt, kurz beschrieben und dokumentiert. Da die
erwédhnten Randzellen des Mutterstickes vom Autor schon in friheren Arbeiten als Zellen
astrooytaren Ursprungs betrachtet wurden, glaubt der Autor bewiesen zu haben, dass sich
unter gewissen Bedingungen (z. B. starkere Anspriche an phagocytdre Reinigungstéatigkeit
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im beschéadigten Gewebe der Kultur und vielleicht auch in vivo) auch die Astrocyten in freie
phagocytierende Zellen umwandeln kénnen.

Als zweiter Beitrag wird der Verlauf einer amitotischen Teilung eines Makrophagen
in Nervengewebekultur beschrieben und mikrokinematographisch registriert.
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MWKPOKVNHEMATOIPA®PNYECKME OAHHBIE K T[POB/JEMATUKE BO3HUK-
HOBEHMA MAKPO®AIOB B KY/IbTYPAX HEPBHbIX TKAHEW

N CTAHEK

Mpu NOMOLLM MMKPOKUHEMAaTOrpaguyeckoro npucrnocobneHnsi 1 ¢asoBoro KoHTpacTa
aBTOp M306pasn/i BOSHUKHOBEHWE T/IMOMaKPO(aroB M3 KPYMHbIX MIOCKUX KPaeBbIX K/ETOK B
TKaHeBOW KynbType KOpbl FO/IOBHOFO MO3ra MOJIOLOrO KpO/AuKa; B paboTe fJaloTcsi KpaTkoe
ornuvcaHve pasBUTUA Makpodaros. BBugy Toro, Uto ynoMsiHyThle KpaeBble KNETKM MaTePUHCKOro
KyCKa y>e B MpeXxHuUx paboTax aBTopa 6bin onpesieHbl Kak KIeTKU acTpOLMTapHOro npowuc-
XO0X[EHUs, aBTOp CYUMTAET, UTO OH YCTAHOB/IEHWEM HEMOCPEeACTBEHHOr0 Mpeobpa3oBaHuUs
3TUX K/NETOK B Makpodary npeocaBun AanbHelillne fJaHHble O TOM, YTO B OMNpeAeseHHbIX
yCNnoBusAX (Hanmp. MOBbILIEHHblE TPe60BaHUS OTHOCUMTENbHO (haroUMTapHOA OUUCTUTENBHON
[eATe/IbHOCTM B MOBPEX/AEHHON TKaHW Ky/bTypbl W, ObiTb MOXET, TakXe in vivo) acTpo-
LUMTbl TakKXe MOryT npeobpas3oBbiBaTbCA B CBOOOAHble (harouuTapHuble KneTK.

B panbHelillem faeTca onvcaHve npolecca NpsiMOro feneHns MakpogaroB B Ky/bTypax
HEPBHOI TKaHW.

MICROCINEMATOCRAPHY OF MACROPHAGES
IN EXPLANTED NERVOUS TISSUE

I. STANEK

Phase-contrast microcinematography of the formation of glial macrophages from large,
flat marginal cells in the explanted cerebral cortex of a young rabbit is presented. The said
marginal cells have already been claimed to be of astrocytic origin in earlier publications of
the author; the finding that these cells undergo a direct metamorphosis into macrophages
furnishes a further support of the theory that, under certain conditions (e. g. stronger demands
for phagocytic activity in the impaired explant, and probably in vivo), astrocytes may also
develop into free phagocytes.

The amitotic division of a macrophage in explanted nervous tissue is also demonstrated.

Prof. Dr. Ivan Stanek, Bratislava, Sasnikova 4. CSR
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EPENDYMAL NEUROSECRETION. I.

GOMORI-POSITIVE SECRETION IN THE
SURCOMMISSURAL ORGAN OF DIFFERENT
VERTEBRATES

B. Vigh, B Aros, P Zarand, I Tork and T W enger

(Received June 27, 1960)

The posterior commissure in the vertebrates is situated caudally above
the third cerebral ventricle. The ventricular portion underneath is lined by
multiple ependymal cell-rows differing in structure from the surrounding
epithelium, and by the hypendyma containing capillaries and fibres. Reissner’s
fibre, a threadlike structure, emanates from this ependymal cell surface and
extends freely across the ventricular cavities to the termination of the central
canal of the spinal cord. The structure underneath the posterior commissure
has been described in the mouse by Stieda in 1870 and has been given the
name subcommissural organ by Dendy and Nicols in 1910 (Figs. 1, 2, 3).

The physiological function of the subcommissural organ, in spite of
numerous studies (Legait 17, Bargmanh 5, Oksche 23, Steyn 28), is still
not clear.

An important step was reached when in 1950 stutinsky [29] succeeded
in demonstrating the Gomori-positivity of the subcommissural ependyma in
the Anura, thereby bringing the organ within the scope of neurosecretory
investigations.

Adam [1], Barry [6], Mazzi [21, 22], Oksciie [23, 24, 25], and Steyn
[28] studied the subcommissural organ for its function in fish and amphibians
and Bargmann and Schiebler [5] in birds and mammals. According to the
results, in the vertebrates the organ is either rudimentary or actively secreting.
The secreted substance is produced in the ependymal cells from where it is
probably released either into the cerebrospinal fluid (apical secretion) or via
the cell processes into the arachnoidal capillaries (basal secretion). The sub-
stance resembles the hypothalamic neurosecrete and is believed to play a
significant role in the fluid household of the organism (Gilbert 11, 12, 13).

The present paper reports on our studies concerning the ependymal
cells of the subcommissural organ and their comparison in different verte-
brates.
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Fig. 1. Variously magnified schem atic representation of the subcom missural organ in a sagittal
section of the mammalian brain

Fis. 2. Transversal sections in various scales demonstrating situation of the subcommissural
organ
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Fig. 3. Schematic frontal section of the subcommissural organ. A—B —C: Superficial, median

and deep cell-rows. F: Brain surface; CO: Posterior commissure; H: Hypendyma; BS: Basal

secrete in the deep layer; ABS: Apical and basal secretion in the median layer; AS: Apical
secretion in the superficial cells; RF: Reissner’s fibre

Material and methods

The following species were studied:

Fish. Lebistes reticulatus.
Brachydanio rerio.
Urodela. Triturus vulgaris.

Triturus cristatus.
Pleurodeles waltlii.
Ainblystoma mexicanum.
Anura. Rana esculenta.
Bufo bufo.
Boinbina bombina.
Pelobates fuscus.
Birds. Passer domesticus.
Columba domestica.
Mammals. Myotis myotis.
Rhynolophus hipposideros.
Epimys norvegicus.

A total of 165 animals of both sexes was used. AIll examinations were carried out in
the autumn.

The animals were decapitated and the materials were fixed in Bouin’s fluid, embedded
in Péterfi’'s methylbenzoate-celluidin-paraffin, 6 microns thick serial frontal, sagittal and
horizontal sections were prepared and stained with Gomori’s chromhaematoxylin-phloxin
modified according to Bargmann or with Gabe’s paraldehyde-fuchsin.
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Results

The species studied were found to agree in the following points.

The subcommissural organ was not limited to the area underneath the
posterior commissure but extended beyond it forward and backward in a
measure varying from species to species. In view of certain structural dif-

Fig. 4. Lebistes reticulatus. Frontal section through the subcommissural organ, stained with
Gomori’s chrome haematoxylin

ferences we divided the organ in species where it is considerably developed
into three separate regions and described them as the rostral, commissural
and caudal portions.

The ependymal part of the subcommissural organ in the more advanced
forms of vertebrates upward of and including amphibians was found to be
made up of three layers, each comprising cells arranged in rows and peculiar
in shape to the layer they occur in. The superficial and the deep layers consisted
of one or two rows, the intermediate in birds and mammals of five to ten. The



GOMORI-POSIT1VE SECRETION IN THE SUBCOMMISSURAL ORGAN 221

conical cells of the superficial layer (Fig. 3/A) were seen to terminate each
in an ependymal process which traversed the superimposed layers, the majority
extending across the hypendyma and the posterior commissure as far as to
the outer brain surface, the rest ending in the neighbourhood ofthe hypendymal
capillaries. The symmetrical spindle-like cells in the intermediate layer (Fig.
3/B) whose nuclei frequently stained with Orange G had a process at both
ends, extending to the ventricle and to the outer brain surface. The spindle-like
cells of the deep layer (Fig. 3/C) were asymmetrical in shape, with the longer
portion pointing towards the hypendyma and the shorter towards the inter-
mediate cell rows.

Fig. 5. Lebistes reticulutus

Left: Section at the level of the posterior commissure. CP: Posterior commissure;
SO: Subcommissural organ; Y Ill: Third ventricle; Hy: Hypophysis

Right: The subcommissural organ in the area of the intrupineal recess. RIl: Intra-
pineal recess; V Ill; 3rd ventricle

In each of the three layers the Gomori positive granules may he present
either in the apical portion at the ventricular side of the cells or in the basal
portion at the side facing the exterior brain surface (Fig. 3). Each of these areas
presented a different amount of the secreted substance, but the quantity
appearing at one and the same place was invariably the same and could be
regarded as a distinctive feature of the particular species.

Investigated separately, the individual species gave the following
results.

In Lebistes reticulalus the subcommissural organ consisted of a thin
hypendymal and a thicker ependymal portion (Fig. 4). The latter was made
up of a superficial and a deep layer, with the constituent cells differing in shape
(Fig. 5).

8 Acta Morphologic« X/2- 4.
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Fig. 6. Rana esculenla. Rostral portion ofthe subcommissuralorgan. Abundant apical secretion.
Stained with paraldehyde-fuchsin

Fig. 7. Rana esculenla. Section at the level of the subcom missural organ. YO: Ventriculus
opticus; CP: Posterior commissure: CT: Commissura tecti; SO: Subcommissural organ; RF:
Reissner’s fibre; Y 111: 3rd ventricle; I: Infundibulum
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The superficial cells were conical, their broad ciliated sides facing the
ventricle. Their ends facing the cerebral substance tapered off and terminated
in thin processes which passed among the cells of the superimposed row and
approached the posterior commissure. The oval nuclei were situated in the
narrowing conical cell portions.

Fig. 8. Schematic representation of the subcom missural organ in the frog. A—B —C: Portions

before and below the posterior commissure and below the commissura tecti; SC: Secretory

nerve cells; AS: Apical secrete; CP: Posterior commissure; H: Hypendyma; RF: Reissner’s
fibre; CT: Commissura tecti; N: Median cell nuclei staining orange, with Orange G

The deeper situated spindle-like cells were connected with the ventricle
by a cytoplasmic processe which passed through the superficial layer. Their
opposite end tapered off to form the processes which extended, along with
the homologous threads of the superficial cells, partly to the hypendymal
blood vessels and partly across the fibres of the posterior commissure to the
exterior brain surface. The oval nuclei, considerable in size as compared with

8*
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the cytoplasm, occupied the centre of the cells, dividing them into apical
and basal portions.

Not only the cell forms were different hut also the appearance of the
secrete in the different rows. In the superficial layer, the Gomori-positive
granules appeared as a fine powder settled apically between the cell nucleus
and the ventricular surface, whereas in the basal thread-like process of the
cytoplasm they had a wedge-like appearance. In the deeper rows the granules
appeared apically and hasally as a homogeneous wedge-shaped aggregation
situated on either side of the nucleus. The amount of the secrete was every-
where less than in the corresponding parts of the other species.

Fig. 9. Trilurus vulgaris. Section through the subcommissural organ. Paraldehyde-fuchsin
stain. Arrows indicate massive cuneiform basal secrete traceable far into the ependymal
process

The picture in Branchydanio rerio showed much resemblance to the
one just described.

In Triturus vulgaris (Figs. 9 and 10) the subcommissural organ, reaching
beyond the superposed posterior commissure, was traceable rostrally beyond
the intrapineal recess and caudally a long way into the cerebral aqueduct.

The ependymal cells were arranged in several rows forming a superficial,
a median and a deep layer (Fig. 11). In structure the superficial layer resembled
that in the subcommissural organ of Lebistes reticulatus with the difference
that at the basal side its cells were more abruptly tapering towards the process.
The median layer consisted of several rows of symmetrical spindle-like cells
in the commissural portion of the organ; the nuclei frequently stained red
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-with Orange G. In the deep layer the apical portions of the symmetrical
spindle-like cells were rounded off, with rapidly tapering processes extending
to the ventricle.

There were considerable differences in the intensity of the secretion
between the cell-rows themselves and the rostral, commissural and caudal
portions of the organ.

a) The rostral part (Fig. 11/A) was poor in cells. The superficial layer
presented little apical granules, the intermediate and deep ones hardly any.

Fig. 10. Triturus vulgaris. Section at the level of the posterior commissure. E: Epiphyseal stalk;
CP: Posterior commissure; SO: Subcommissural organ; V IIl: 3rd ventricle

b) The portion situated below the posterior commissure (Fig. 11/B)
was unique for an abundance of secrete in each layer. The secrete appeared
apically and in explicitly diffuse form in the superficial layer, apically and
basally in the intermediate layer where it assumed a conical shape, and again
basally in conical shape in the innermost layer which exceeded the other
two in respect of secretory activity. Basal granules were traceable a fairly
long distance inside the fibrils spreading across the hypendyma in which there
were cells reminiscent of ganglion cells, similar to those observed in Rana
esculanta (see further). Ependymal processes leading towards the brain
surface and replete with secretory substance were seen to pass between these
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cells. The colloid particles about the ganghon cell nuclei gave a strong Gomori-
positivity.

Additional features of the commissural portion were that the median
layer was made up of three to four cell-rows and that most of the cell nuclei
stained an orange red with paraldehyde-fuchsin.

Fig. 11. Triturus vulgaris. Schematic illustration of the subcom missural organ in the rostral
commissural and caudal portions.V 111 :3rd ventricle; CP: Posterior commissure; SC: Secretory
nerve cells; S: Basal secrete

c) In the caudal portion, the apical secretion of the superficial, and the
basal secretion of the lowermost, cells were the most intensive.

The subcommissural organ of Triturus cristatus essentially agreed with
that of Triturus vulgaris.

Different from the preceding were the pictures of all the three portions
in the subcommissural organ of Pleurodeles waltlii, presenting afinely powdered
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apical secrete stronger even than observed in the Triturus genus, in fact
exceeding in intensity all the other examined species (Fig. 12).

In the caudal portion underneath the ependyma there was a ganglion
consisting of a few cells with Gomori-positive granules in them (Fig. 13).
The ependymal cell processes filled with secrete and extending towards the
brain surface were observed to entwine the ganglion cells very closely.

Fig. 12. Pleurodeles waltlii. Subcommissural organ in cross-section. Paraldehyde-fuchsin
stain. Abundant basal secrete

The subcommissural organ in Amblystoma mexicanum was similar to
that of Pleurodeles waltlii.

Rana esculenta (Figs. 6 and 7) agreed with the Urodela in the triple
stratification of the subcommissural organ but differed in the behaviour of
the individual layers. In view of these differences as also of the size of the
organ we again summarized our findings in three groups separately for the
portions in front of, underneath and behind, the posterior commissure.

a) In the rostral portion (Figs. 6 and 8/A) intensive apical secretory
activity of the superficial and median rows gave rise on the ventricular surface
to a multitude of massive, colloidal Gomori-positive granules. Basal secretion
was feeble in every layer. A further conspicuous feature of this portion was
the presence of ganglion cells with copious cytoplasm underneath the ependy-
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mal layer and exhibiting, as a sign of their neurosecretory activity, intensely
staining Gomori-positive granules interspersed with vacuoles.

b) In the commissural portion (Fig. 8/B) the secretory activity seemed
to have greatly diminished. The intermediate layer consisted here of three
to four rows, with a moderate amount of secrete present at the apical sides
of the cells. It was at this level that Reissner’s fibre appeared, giving Gomori-
positivity.

Fig. 13. Pleurodeles waltlii. Caudal portion of subcom missural organ. Paraldehyde-fuchsin stain

c) The caudal portion of the organ, situated below the commissure
tecti (Fig. 8/C), contained less cells, with secretion apically, on the ventricular
surfaces of the median and superficial rows.

Similar conditions were found in Bufo bufo, Bombina bombina and
Pelobates fuscus.

In Columba domestica (Fig. 14) the organ was situated almost exactly
under the posterior commissure, extending just a little beyond it front and
reartvards. The intermediate layer consisted of five to ten rows (Fig. 15/6)
with the cells closely compressed. There was little perinuclear cytoplasm;
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14. Columba domcstica. Subcom missural organ in cross-section. Gomori’s chrome-haem a-
toxvlin-phloxin stain

Fig. 15. Columba domestica

Left: Brain
Right: Enlarged schematic representation of subcommissural organ. SO: Subcom -
missural organ; C: Cerebellum; CP: Posterior commissure; |: Infundibulum;

H: Hypophysis; Hy: Hvpendyma; AS: Apical secrete
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Fig. 16. Left: Myotis myolis. Section

at the level of the
Subcommissural

posterior
organ; CP: Posterior

commissure. SO:
commissure; I: Infundibulum
Epimys norvégiens. Schem atic representation of subcom missural organ.
Hy: Hypendyma; RF: Reissner's fibre

Right:

Fig. 17. Epimys norvegicus. Subcom missural organ in cross-section. Paraldehyde-fuchsin stain
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processes were absent. Secréte was scanty around the nuclei but occurred
in abundance in the apical part of the superficial layer.

Very similar were our findings concerning the organ in Passer domesticus
which produced apical secretion apparently in the superficial layer only.

The subcommissural organ in Myotis myotis (Fig. 16/a) showed much
resemblance to that of the albino rat. In the elongated cells of the superficial
layer there was apical secretion. The majority of the intermediate cell nuclei
stained with Orange G. The deep layer next to the hypendyma consisted of

Fig. 18. Schematic representation of subcommissural secretion in various species. 1. Lebistes
reticulatus. 2. Rana esculenta. 3. Trilurus cristatus. 4. Pleurodeles waltlii. 5. Columba domestica.
6. Epimsy norvegicus. A: basal — B: median — C: apical region

but a few cells; their thin cytoplasmic processes with cuneiform incipient
parts contained little secrete and extended between the intermediate cell
rows towards the ventricle. Basal secretion occurred in none of the layers.

Much the same was the picture in Rhynolophus hipposideros.

Epimys norvegicus (Fig. 16/6) presented extremely elongated conical
cells in the superficial layer. The intermediate layer consisted of four to five
rows, the cells situated closer to the surface emitted broad processes extending
towards the ventricle. The deep layer was composed of round cells with barely
traceable processes. Apical secrete comprising granules of different sizes was
seen in the median and superficial layers (Fig. 17). Basal secretion was observed
in neither of them.
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Discussion

Various qualities suggest themselves as a basis for the comparison of the
subcommissural organs of the different animal species. The organ presenting
basal and apical secretion of various intensity, has been described to contain
cylindrical ependymal cells, a statement which our findings did not corrob-
orate. In the species examined by us the cells were conical or spindle-shaped,
occasionally polygonal, but never cylindrical and were always seen to have
one or two processes.

Our examinations revealed the organ in most species to comprise three
layers, each including a different type of cells (Fig. 3) viz.

1. a superficial layer,

2. an intermediate layer,

3. a deep layer.

The cells of the superficial layer have oval nuclei and are conical or
triangular, their bases constituting the wventricular wall and their apices
tapering off to form ependymal processes.

The spindlelike cells of the intermediate layer have one process at each
end, the one extending to the ventricle and the other to the external face of
the brain. The elongated nuclei are oval and stain frequently with Orange G.

The third layer consists of basally situated spindle-like cells, asymmetri-
cal or sometimes polygonal, and characterized, especially in amphibians, by
long cytoplasmic basal and thin apical processes.

There are two regions for the secrete to present itself in the cells of each
layer: the basal and the apical parts. Four of the resulting six different places
of appearance, namely, the apical region in the superficial, the apical and the
basal in the intermediate and the basal in the deep layer were seen to display
a more intense secretory activity than the rest. The apical secretion usually
goes hand in hand with a multiplication of the Gomori-positive granules and
with an intensive staining of Reissner’s fibre. The basal secretory substance
is traceable a fairly long way in the ependyma processes extending towards
the posterior commissure.

The distribution of the secreted substance over the various regions
differs from species to species and is characteristic of each of them. These
changes are presumably due to functional differences. Discrimination between
the three cell types and between basal and apical forms of secretion within
each furnishes a proper ground for exact comparison and for determining
changes in the state of the organ.

Neither is the secretory activity identical in the rostral, commissural
and caudal portions, as has been observed by Legait [17]. Since neither
the median-sagittal nor the horizontal section proved adequate for the purpose
of our study, the former because the secretory ependymal cells are frequently
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situated symmetrically on both sides and the latter because it is impossible
to obtain a true image of the location of the secretion granules in the cells by
cutting them across, serially prepared frontal sections were the only ones
amenable to comparison.

The examined groups showed the following typical forms of secretory
activity, as illustrated in Fig. 18.

1. Fish: apical in the superficial cells, mildly basal in the deeper ones.

2. Anura: extremely strong apical in the median and the superficial cells.

3. Triturus genus: moderate apical in the superficial, strong apical
and strong basal in the intermediate, strong basal in the deeply situated cells.

4. Pleurodeles: moderate apical in the superficial, very intensive basal
in the intermediate and deep layers.

5. Birds: weak apical in the superficial cell-row.

6. Mammals: moderate in the superficial and median roAvs.

A comparison of the subcommissural organs in the various species
revealed the most intensive secretory activity in the amphibians: a phenomenon
which in our opinion is quite compatible with their life conditions. Histo-
chemical and physiological investigations (Wislocki and Leduc 32, 33,
Bargmann and Schiebler 5, Olsson 26, Gilbert 11, 12, 13 and others)
revealed a similarity between the subcommissural and hypothalamic secretions.
It seems justifiable to attribute them a significant functional role in species
of partly aquatic partly terrestrial habitat.

In the fish the organ usually consists of one or two cell-rows. In amphi-
bians, caudate or non-caudate, there are two or three of them and the spindle-
like-cells of the second layer appear to represent a more differentiated form
of the superficial integumentary conical cells, as can be inferred from the inter-
mediate transitory forms. The spindle-cellsofasymmetrical design in the deepest
row show differentiation to a still higher stage of development.

A remarkable feature observed in the subcommissural organ was the
presence of ganglion cells (Fig. 13) situated below the ependymal cells in the
rostral and median portions and between the ependymal processes in the
caudal portion. Those in front displayed neurosecretory activity, presenting
a varying number of intensely staining Gomori-positive granules interspersed
with vacuoles, and nuclei enlarged in different degrees. The cells situated caud-
ally between the basal ependymal processes replete with secrete are rich in
cytoplasm and form an elongated nucleus reaching in the mesencephalon.

Recent electron-microscopic findings (Horstmann 16, Fleischhauer
10) do not favour the view that the ependymal processes are supporting
elements (Lenhossek 20 and others) but prove that the glial processes are
alw ays surrounded by a thin protoplasmic layer. It is hardly possible that any
change in the metabolism of the ependymal cells should go without a corre-
sponding one in the ganglion cells which they closely enfold with their processes.
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Obviously there exists a close functional interrelationship between the ependy-
mal processes and the ganglion cells which have entered into a morphologically
distinct union. This reciprocal activity still awaits confirmation in detail
by experiments in progress.

Summary

The ependymal cells of the subcommissural organ in fish, amphibians, birds and mam-
mals have been found to be arranged in several rows, each row consisting of a different type
of cell. Gomori-positive secretion occurred in each, either apically or basally.

The fact that of all examined species the amphibians displayed the most intensive
secretory activity may be explained by their particular oecological conditions. The appearance
of the second and third cell rows is interpreted as a result of advanced differentiation.
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WCCNEQOBAHWE 3NEHAUMANLHOW HEWPOCEKPELWWN 1.
CPABHUWTE/NIbHOE WCCAELOBAHWE MNONOXWTEABHOWM CEKPEUWW MO
FrEMEPV CYBKOMMWCYPA/NIbHOIO OPFTAHA HA PA3/IMYHbBIX MO3BOHOUYHbI X

B. BUI, 6. APOW, B. 3APAHA, W. TEPK u T. BEHTEP

ViccnegoBanucb Cy6KOMUCCYpasibHble OpraHbl pbl6, 3eMHOBOAHbIX, NTWL, U MJIEKONU-
TaLux.

AneHAMMasbHblE KNETKM CYyGKOMMUCCYpPasibHOTO OpraHa pacrnosiaraloTcsi B HeCKOJIbKUX
psgax, NpuyYeM KaxibliA psf COCTOMT M3 KIETOK MHOro Tuna. MonoXuTenbHas Ccekpeuus no
[éMEPU MOXET MMeTb MeCTO BO BCEX TMMax KNeTOK B anvKa/ibHON unn 6a3anbHoii (opme.

MprHUMas BO BHMMaHWE BbllLieCKa3aHHOE aBTOPbl OMUCbIBAOT XapaKTepa CeKpeLuu
pasNINyHbIX BWUAOB MO3BOHOYHbIX.

Mpwn cpaBHeHUN OTAENbHbLIX BULOB CaMyt0 MHTEHCUBHY, PacnpoCTPaHSIOLLYOCS Ha BCe
TUMbI CEKPeLun, (YHKLMI0 aBTOPbl YCTAaHOBUM Y 3eMHOBOAHbIX. M0 UX MHEHMWIO 3TO Habnto-
[leHVe HaxOofMTCSl B CBSA3M C 3KOSIOTMYECKUMMU YCNOBUAMU UCCNEJ0BAHHbLIX BUAOB >XMBOTHbIX.

MosiBNeHVe BTOPOro M TPETbEro KIeTOYHbIX Psf0B aBTOPbl NPUBOAWAM B CBSI3b C MOBbI-
LeHHoN audhdepeHLmein.

UNTERSUCHUNG DER EPENDYMALEN NEUROSEKRETION 1.
VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNG DER GOMORI-POSITIVEN SEKRETION DES
SUBCOMMISSURALEN ORGANS BEI VERSCHIEDENEN WIRBELTIEREN

B. VIGH, B. AROS, P. ZARAND, |. TORK und T. WENGER

Die subcommissuralen Organe von Fischen, Amphibien, Vo6geln und Saugetieren
wurde untersucht.

Die Ependymzellen des subcommissuralen Organs bilden mehrere Reihen, wobei
jede Reihe aus einem anderen Zellentyp aufgebaut ist. Die Gomori-positive Sekretion kann
in jedem der Zellentypen in apikaler und basaler Form auftreten.

Es wurde der Sekretionscharakter der untersuchten verschiedenenTierarten beschrieben.

Vergleicht man die einzelnen Arten, so kann die intensivste, sich auf jeden Sekretionstyp
erstreckende Funktion bei den Amphibien festgestellt werden, was mit den dkologischen Ver-
héltnissen der betreffenden Arten Zusammenhédngen durfte.

Das Auftreten einer zweiten und dritten Zellenreihe wird mit der hdheren Differenzierung
in Verbindung gebracht.

Dr. Béla ViGH

Dr. Béla Aros

Péter ZarAnd Budapest I1X. T(zolté u. 58. Hungary
Istvan Tork

Tibor Wenger






Institut fur Anatomie, Histologie und Embryologie der Medizinischen Universitat, Debrecen
(Direktor: Prof. St. Krompecher)

PROBLEME DER EMBRYONALEN FASERENTWICKLUNG

L. Karmazsin

(Eingegangen am 28. Juni 1960)

Genese und Morphologie der Bindegewebsfasern bilden seit langer Zeit
ein grundlegendes Problem der Histologie. Ein Teil der Untersuchungen sollte
die Rolle der Zellen kldren, wdhrend sich die andere Forschungsrichtung mit
der Struktur der Fasern und ihrer Beziehung zur intrazelluldren Substanz
befalRte. Hinsichtlich der Rolle der Zellen traten zwei Auffassungen zutage:
Nach Ansicht der Forscher, die die intrazelluldare Theorie vertreten, sei es
eine beweisbare Tatsache, daR die Fasern direkt oder indirekt Zellprodukte
darstellen (F1emming, 22, u. a.). Laut anderen hervorragenden Forschern, die
zu entgegengesetzten SchluBfolgerungen gelangten (Hente, 30; Koelliker.
36; Renaunt, 55; Scheffer, 59), stammen die jingsten Fibrillen aus der die
Zellen unmittelbar umgebenden Substanz. Von den Arbeiten, welche die
Klarung dieser Frage zu férdern versuchten, sollen diejenigen hervorgehoben
werden, welche die Genese der am frihesten entstehenden Fasern, der Mesen-
chymfibrillen, untersuchten. Nach Szitys [65] Feststellungen ist vor dem
Erscheinen der Mesenchymzellen — an ihrem Platze — eine zellfreie Gewebs-
substanz anzutreffen, in weiche die Uber Faserbildungseigenschaften verfligen-
den Zellen sekunddar hineinwachsen.

Studnicka [64], Alfajew [1] und Tello [66] fanden, daR die Mesen-
chymfibrillen in der Zelle entstehen. Laut Hartmann [29] bilden sich die
Fasern erst im intrazelluldren Retikulum, dann gestalten sie sich zu ektoplasma-
tischen Gebilden um, l6sen sich von der Zelloberflache ab und entwickeln sich
im Interstitium weiter. Die im Friihstadium zur Entwicklung kommenden
Fasern des Mesenchyms hat man angesichts ihrer Imprégnierbarkeit mit
Silbersalzen argyrophile Fasern genannt. Rewutzkaja [56] schreibt den
Fibroblasten eine primére Rolle in der Faserbildung zu. Krompecher [37]
fand, daB die elastischen Fasern von den sog. Elastoblasten erzeugt werden.
Lelkes und Karmazsin [40] gelangten auf Grund der Beobachtung von
Gewebskulturen zu dem Schlufl, dal zur Formation der elastischen Fasern
die formative oder fermentative Tatigkeit der Zellen erforderlich sei. Bang [6]
hat in lebenden Zellen breite intrazytoplasmatische Fibrillen beobachtet.
Hat1 und Mitarbeiter [27] stellten fest, da im Verlauf der Biosynthese durch

9 Acta Morphologica X/2—4.
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die Fibroblasten eine heterogene Substanz entseht, aus der durch verschiedene
Kombination der Fragmente teils Elastin, teils Kollagén synthetisiert werden
kann. Wassermann [68] hat bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung
der auf die Tenotomie folgenden Regenerate nachgewiesen, dall in den Fibro-
blasten 100—200 A breite priméare Fibrillen zu sehen sind. Diese Fibrillen lie-
gen in der Marginalzone der Zelle und bilden sich nach ihrer Ablésung durch
allmédhliche Aggregation zu definitiven Fasern um. Ragan [53] schreibt in
seinem Ubersichtsreferat, daf im Verlauf der Biosynthese durch die Fibro-
blasten eine lebende Substanz von Eiweilcharakter produziert wird und aus
dieser Substanz von der Chondroitinschwefelsdure als multivalentem Anion
fibrose Molekule aggregiert werden, die nach Verdnderung der physiko-chemi-
schen Bedingungen zur extrazelluldren Fibrillenassoziation neigen. Enghusen
[21] beobachtete in gezichteten Mesenchymzellen Vakuolen, deren Inhalt
unter Wirkung der Hortega-Ldsung Reduktion erleidet, bei pH 7 ausgeféllt
wird und in ihren chemischen Eigenschaften mit Reticulin Ubereinstimmt.

Da wir uns im Rahmen unserer Untersuchungen vor allem mit den
Entstehungsbedingungen der kollagénén Faser beschaftigen, sollen im folgen-
den die im Bereich der Kollagenforschung erzielten Resultate erwédhnt werden.
Nach Nageotte [49] und Baitsell [5] entstehen die kollagénén Fasern
aus der Grundsubstanz, wdédhrend Laguesse [39] den Zellen Bedeutung
beimifft. Porter und Vanamee [52] untersuchten elektronenmikroskopisch
die in vitro entstandenen Fasern. Der Diameter des dominanten Fasertyps
Avar gewohnlich kleiner als 400 A. Die Fasern zeigten eine Periodizitit von 240
A. AuBerdem kamen noch sog. Protofibrillen vor, deren Durchmesser 50—100
A m it einer Streifung von 270 A betrug. Nach den Autoren reprisentieren diese
Protofibrillen die primdre Assoziation der kollagénén Makromolekiile. Enghu-
sen [20] stellte fest, daB die kollagénén Fibrillen zelluldr und auch azellular
zustande kommen kdnnen.

Bereits anldRlich der lichtmikroskopischen Untersuchung tauchte die
Frage auf, ob zwischen den Fasern nicht auch Bindesubstanz anzutreffen sei.
Laut Ranvier [54] befindet sich zwischen den Fasern nur Lymphe, wé&hrend
Renaunt [55] feststellte, daB die Fasern von einem mukoiden, viskosen,
amorphen Gel umschlossen sind. Nach den Versuchsergebnissen von Kling
und Cameron [35] sowie Grossfeld, Meyer und Godman [23] spielen die aus
den mesenchymalen Zellen differenzierten Fibroblasten nicht nur in der Pro-
duktion der verschiedenen Bindegewebsstrukturen eine Rolle, sondern auch in
der Erzeugung der Substanz, welche sie umgibt. Bei der Untersuchung der
chemischen Natur dieses Bindemittels stellte sich heraus, daB es Mukopoly-
saccharide und Proteine enthalt, die frei oder miteinander vermischt Vor-
kommen.

Bei unseren Untersuchungen stellten wir uns die Aufgabe, die Bedingun-
gen der Faserentwicklung an der Differenzierung eines Gewebes zu verfolgen.
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Als Versuchsmaterial wéahlten wir die Hornhaut des Huhnerembryos, weil
dieses Gewebe die Untersuchung der kollagénén Fasern ermdglicht und
zugleich reichlich Bindesubstanz enthélt.

*

Mit der Entwicklung des Bulbus von Hihnerembryonen hat sich — die
tdglichen Verdnderungen registrierend — zuerst Baer [3] befallt. Seit 1900
beschéaftigten sich mit der Entwicklungsgeschichte des Auges im Verlauf
experimenteller Arbeiten zahlreiche Autoren. Lenhossek [41] besprach die
Fasern der Zonula, Nordmann [50] untersuchte die Entwicklung der Linse,
Ladijenski [38], Laguesse [39], Hagedorn [26], Seefelder [62], Watzka
[69], Jasswoin [34], Hamburger und Hamilton [28], Coulombre [14, 17]
sowie Meyer [48] befallten sich mit der Differenzierung der Cornea.

Nach den Untersuchungen von Seefelder [62] entstehen Hornhaut,
Pupillarmembran und Regenbogenhaut aus einer urspringlich einheitlichen
Gewebsmasse. Weiterhin stellte er fest, dal in der Entwicklung der Cornea
des Menschen und der Végel — besonders der Hilhner — weitgehende Uber-
einstimmung besteht. Laut Lenhossek (1903) entsteht im Raum zwischen
dem oberflachlichen Ektoderm und der Linse unmittelbar nach Abschnirung
der Linse ein Fasernnetz, der sog. vordere Glaskdrper, der von Studnicka [64]
als Mesostroma bezeichnet wurde. Diese feine Membran farbt sich kraftig mit
Anilinblau und liegt im 3—4tdgigen Entwicklungsstadium parallel zum Ober-
flaichenektoderm. Nach Laguesse [39] erscheinen die Zellen, welche die
Grundsubstanz der Cornea bilden, zuerst am 5. Entwicklungstage. Diese
Einwanderung geht von der corneoskleralen Grenze aus und bekommt am
7. Tage einen neuerlichen kraftigen Impuls. Er erwdhnt ferner, dafl sich vor-
her eine fibrillire Substanz zwischen den beiden Epithelschichten bildet, in
welche die mesenchymalen Zellen hineinwachsen. Nach Erscheinen der Zellen
kommt eine méchtige Fibrillenproliferation in Gang, deren Orientation auf
Grund der priméren Gitter vorauszusehen ist. Meyer und Rahilly [48] wen-
den zur Bezeichnung der Entwicklungsprozesse eine besondere Einteilung an
und bringen den Differenzierungsprozel der Gewebe mit der Entwicklung des
ganzen Embryos in Zusammenhang. Auch diese Autoren fanden, daR die Zel-
len vom Rand des Augenbechers unter das Epithel einwandern und die Meso-
thelialschicht der Cornea bilden. Ihrer Ansicht nach ist der vordere Augen-
korper eine azelluldre, fibrillire Schicht, die Hagedorn [26] postepitheliale
Schicht nennt. Im 4tétigen Entwicklungsstadium besteht die Cornea aus drei
Bestandteilen: Epithel, azelluldr-postepitheliale Schicht und Mesothel. An-
schliefend erscheinen die Fasern der Substantia propria. Nach Coulombre [15]
setzt die Bildung der kollagénén Fasern des Stromas am 8. Tage ein, und am
14. Tage sei bereits ein vollig differenziertes Bild zu sehen. Watzka [69] meint,
die am 7. Tage anwesenden Fasern wdren als Prdkollagen zu betrachten.

9*
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Ladijenski [38] beobachtete indessen kollagéné Fasern schon in diesem
Stadium. Watzka [69] fand, die Entwicklung der hinteren Membran beginne
am 7. Tage, und am 11.—12. Tage sei sie bereits in ihrer endgilltigen Form
anzutreffen. Laguesse [39] und Jasswoin [34] vertreten die Meinung, daf
die vordere und hintere Grenzmembran gleichzeitig entstehen.

Laut Jakus [33] besteht die vordere Grenzschicht aus feinen Fibrillen-
bindeln, die den kollagénén Fibrillen gleichen und etwa bei derselben Strei-
fung auch Querstreifen aufweisen. In bezug auf die hintere Membran stellt er
fest, daB die in der Nachbarschaft des Stromas befindlichen Fibrillen grofe
Ahnlichkeit mit dem bekannten Bild der Fibrillen der Tunica propria zeigen.
Wislocki [71] und andere haben sich eingehend mit der Histochemie der
Grenzschichten beschaftigt.

Auf Grund eigener Untersuchungen hat TORO [67] festgestellt, daB sich
die Cornea, entwicklungsmechanisch betrachtet, aus zwei Bestandteilen ver-
schiedener Herkunft zusammensetzt: aus einer ekto- und einer mesodermalen
Schicht. Zur ersten rechnet das Epithel, zur zweiten die Bowmansche Membran,
die Tunica propria und die Descemetsche Membran. Seine Versuche hat er an
den Eiern bzw. Larven von Ranafusca und Ambylostoma vorgenommen. Ver-
schieden grolRe Sektoren der Cornea wurden operativ entfernt und im Verlauf
der nachfolgenden Regeneration die Entwicklung der Gewebe beobachtet.
Tors fand, daR bei der Regeneration der Tunica propria von der Corneo-
skleralgrenze eingewanderte Zellen eine hervorragende Rolle spielen. Sowohl
bei der Regeneration als auch bei der Entwicklung der Cornea miflt er dem
Intraokulardruck groBe W ichtigkeit bei.

Beachtenswerte Untersuchungen sind auch auf dem Gebiet der Corneal-
transplantation durchgefuhrt worden. Winkelmann [70, 71] transplantierte
Sklera in die Cornea und stellte fest, dal die Sklera allm&hlich durchsichtig
wurde. Zur Erklarung der Erscheinung fuhrt er folgendes an: 1. Die Fasern der
Sklera bilden sich unter Wirkung der Stromasubstanz der aufnehmenden
Cornea zu typischen Cornealfibrillen um oder 2. die Sklerafasern werden abge-
baut und durch Cornealfasern ersetzt. Aus den Untersuchungen von Jasswoin
[34] geht hervor, dal sich die Fasern der Tunica propria der Cornea im frihen
Entwicklungsstadium argyrophil und spater auf eine fii- Kollagén bezeich-
nende Weise braun imprégnieren.

Mt der Frage der Silberimprégnation haben sich viele Autoren befat. Im
allgemeinen betrachtet man die Silberimprdgnation als charakteristisch fur die
Retikulinfasern, und zwar auf Grund der Vorstellung, dal die retikuldren
Fasern eine Substanz enthalten, die gegentber Silber Uber groBe Affinitat
verfugt.

Der Mechanismus der Imprédgnation ist eine seit langem umstrittene und
auch heute noch nicht geldste Frage. Stadtmuller [63] und Robinow [57]
meinen, das Wesentliche des Versilberungsprozesses bestehe darin, dal an der
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Ausféallungsstelle eine lichtempfindliche Silber-EiweiRbindung zustande komm .
Liesegang [42] fihrt diese Erscheinung darauf zurick, daB in den Gewebs-
spalten die schutzkolloidartige Wirkung der Gelatine fehlt. Lovenstadt [44]
betont die Rolle der mechanischen Adsorption. Heringa und Hooft [31] erdr-
terten das Problem der elektrostatischen Krafte und nehmen an, dall das
positive Silberion an negativ geladenen Stellen ausgefdllt wird. Zeiger [73]
weist auf die Rolle des Schwefels hin, der als »Reifungskdrper« an photo-
graphischen Prozessenteilnimmt. Andere geben der Meinung Ausdruck, daBB unter
Lichtwirkung ebenso wie in der Photographie aus den Rromionen Elektroné
freigesetzt werden, die das lonengitter des Silberbromids verdndern, und auf
diese Struktur lagere sich das Silber ab. Die alkalische Silberlésung sei nicht
lichtempfindlich, so daB man an andere energiefreisetzende Prozesse denken
misse. Derartige sog. reduzierende Substanzen finden sich beispielsweise in
den EiweiB- und Kohlenhydratkomponenten der kollagénén Fibrillen. Dett-
mer und Schwarz [18] konnten auch in den Zwischensubstanzen des Rinde-
gewebes eine dhnliche reduzierende Gruppe nachweisen.

Die verschiedenen Substanzen fithren nach unterschiedlichen Mechanis-
men zur Entstehung der Silberimprdgnation, die unter Mitwirkung innerer
und duBerer Gewebsstoffe zustande kommt. Zu den inneren Faktoren zédhlen
die in den kollagénén Fibrillen vorkommenden Komponenten, zu den auferen
Faktoren rechnen die Restandteile der Kittsubstanz. Wahrscheinlich wird
das Silber von den Mukopolysacchariden der Grund- und Kittsubstanz redu-
ziert, und so entsteht das Yersilberungsbhild der fibrésen Strukturen.

Rekanntlich hemmt Hyaluronidase die Imprégnierbarkeit der Fasern,
was aber nicht bedeutet, dal die Grundsubstanz auch im wurspriinglichen
Zustand eine derartige reduzierende Eigenschaft besitzt. Zwischen den isolier-
ten retikularen Fasern und den gereinigten kollagénén Fibrillen ergibt sich
ein geringer Unterschied. Es ist daher anzunehmen, dall auch den Proteinen
und Glykoproteinen eine wesentliche Rolle in der Gestaltung des Versilberungs-
bildes zufallt.

Massari [45] legte Sehnenfibrillen in Eiweillésung und impragnierte
sie anschliefend. Es kam starke Versilberung zustande, die Silberkdérnchen
waren unter dem die Fibrillen umgebenden Protein, an der Oberflache der
Fibrillen. Unter diesen Umstdnden kommen sie auch im Organismus vor.
Von den verschiedenen Gewebseigenschaften wird der Schwellungsindex
der Fibrillen verdndert und dadurch das Versilberungsbild ebenfalls beein-
fluBt. Nach Peters [51] enthalten einige Aminosduren der kollagénén Poly-
peptidkette — Histidin, Arginin — aktive Gruppen, die imstande sind, Silber-
ionen zu binden. In den Gebieten, wo Silberionen fixiert werden, kommen
Kristallisierungszentren zustande, die zur Entstehung eines schwarzen Ver-
silberungsbildes fihren und auf die innere Verworrenheit der Proteinstrukturen
deuten. Nach anderen Autoren enthélt das Kollagén keine aktiven Gruppen,
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dagegen gehe unter Wirkung der Behandlung mit den verschiedenen Reagen-
zien Proteindenaturation vor sich, die anldRlich der Imprdgnation aktiviert
wird.

Banga [7] beobachtete, da die nativen kollagénén Fasern viel mehr
Silber zu binden vermdégen, als bisher angenommen wurde. Dies IaBt sich ihrer
Ansicht nach darauf zurtckfiihren, dal an der Bindung nicht nur Histidin
teilnimmt, sondern auch die Mukopolysaccharide. Die Versilberung ist in
erster Linie an die Eigenschaft des Prokollagens gebunden, weil dieses dreimal
soviel Histidin enthdlt wie Metakollagen. Von Histidin wird aus der Silbernit-
ratlésung das Metallsilber abgespaltet (braunes Impragnationsbild), wéhrend
die Mukopolysaccharide das Silbernitratmolekiil binden und sich daher schwarz
farben. Bauer [12] hat die Frage der Argyrophilie an menschlichem Material
untersucht und festgestellt, dal an der Hornhaut nach Zerstérung der Kitt-
substanz Argyrophilie auftritt. Dies beruht seiner Meinung nach darauf, daR
die unter pathologischen Bedingungen eindringenden GefdlRe mukolytischen
Effekt auf die Kittsubstanz ausuben, die infolgedessen zugrunde geht, und
dadurch werden die frei gewordenen Fasern imprégnierbar. Die Vaskularisa-
tion der Hornhaut findet erst statt, wenn sich die anaerobe Glykolyse in aero-
ber Richtung verschiebt, d. h. Argyrophilie sei nur bei aerober Glykolyse zu
beobachten. Weiterhin stellte Bauer fest, daB es sich bei der Argyrophilie und
der Métachromasie um einander widersprechende histochemische Erscheinun-
gen handelt [11]. Schwarz und Merker [61] besché&ftigten sich mit dem
Versilberungsbild der nativen und fixierten kollagénén Fibrillen. Als Unter-
suchungsmaterial verwendeten sie Sehnengewebe. Nach ihren Feststellungen
kommt nach Vorbehandlung mit Hyaluronidase, Zitratpuffer und Perjodséure
die innere Versilberung der D-Zone in den nativen Fasern nicht zustande.
Auch nach Bisulfitbehandlung und Azetylierung zeigen native Fibrillen
keine Versilberung. In formolfixierten Prdparaten entsteht nach Vorbehand-
lung mit Kochsalz, Zitratpuffer, Hyaluronidase, Trypsin und Perjodsdure das
innere Versilberungsbild der D- Zone, wadhrend dieses Bild nach Behandlung mit
Bisulfit und Azetylierung nicht erscheint. Weiterhin stellen diese Autoren fest,
daB die im Zitratpuffer 16slichen K ollagenfraktionén die reduzierende Gruppen
enthalten, die bei der Versilberung eine Rolle spielen.

Mit den chemischen Eigenschaften der interfibrilldren Substanz der
Cornea beschéftigte sich eingehend Meyer [46, 47], der folgende Fraktionen
isolierte:

1. Chondroitinsulfat, das aus Hexosamin-Uronsaure-Sulfat besteht und
mit testikuldrer Hyaluronidase hydrolisiert werden kann.

2. Eine Hyaluronsdurefraktion, die sich nur mit testikuldrer Hyaluro-
nidase beeinflussen 148t und

3. Keratosulfat, das die H&lfte der gesamten Mukopolysaccharidmenge
ausmacht.
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Nach Heringa, Leyens und Weidinger [32] spielen die Mukoide der
Cornea eine groBe Rolle in der Wasserbindung, wodurch die Durchsichtigkeit
gewdéhrleistet wird. Meyer und Chaffee [46] gelangten zu der Feststellung,
dal die Durchsichtigkeit von der Quantitdt und Qualitadt der Polysaccharide
abhé&nge. Laut Cremens [13] sind Durchsichtigkeit, Konsistenz, W asserge-
halt und Stoffwechsel der Cornea von den Eigenschaften der Kittsubstanz
abhdngig.

Zum Nachweis der Zwischensubstanz kann man u. a. die sog. meta-
chromatischen Farbungsverfahren benutzen. Nach dem urspriinglichen Stand-
punkt Lisons [43] ergibt sich die Métachromasie aus Kohlenhydraten, die
ein Sulfat-Radikal enthalten. Die Métachromasie sei von den Eigenschaften
der negativen Radikale abhdngig. Obwohl sich die Métachromasie theoretisch
auf keine chemische Struktur zurtickfihren 1aRt und eher auf der Dichtheit der
Oberflachenfillung beruht, farben sich dennoch unter den in tierischen Gewe-
ben vorkommenden Substanzen praktisch nur die saueren Kohlenhydrate
metachromatisch. Dies hat aber die lokale Konzentration der sich metachro-
matisch farbenden Substanzen zur Voraussetzung.

Mit der Métachromasie der Hornhaut hat sich Gunther [24] eingehend
beschéftigt. Winkelmann [70] verfolgte das Schicksal von Skleratransplanta-
ten nach diesem Verfahren und fand, dal das Durchsichtigwerden der Trans-
plantate durch die Vermehrung der metachromatischen Substanzeneingeleitet
wird. Coulombre [15] beobachtete im Verlauf der normalen Entwicklung
zuerst am 14. Tage Métachromasie, die ihre volle Intensitdt am 18.—19. Tage
erreichte. Aurel und Holmgren [2] duBern die Meinung, das Erscheinen der
M étachromasie und das Durchsichtigwerden der Cornea entfielen bei Menschen,
Ratte, Kaninchen, Meer-Schweinchen und Maus auf dieselbe Zeitperiode.
Rauer [10] fand, das Erscheinen der Métachromasie sei nicht von den pH-
Verhéltnissen abhdngig.

Im Rahmen unserer Untersuchungen haben wir uns mit der Entwicklung
der Hornhaut des Hihnerembryos sowie mit dem Problem der Fasern und der
Kittsubstanz an embryonalem Material befal3t.

Methode

Der Bulbus des Hihnerembryos wurde im Initialstadium der Entwicklung in toto,
spater der vordere Bulbusabschnitt in Methylbenzoat-Paraffin eingebettet. Dann stellten
wir Serienschnitte her und farbten die Praparate mit Hé&dmatoxylin Eosin, nach Mallory,
VAN GIESON, ferner wandten wir die Silberimpriagnation nach Perdrau und Toluidinblau an.

Ergebnisse

Im 3t(igigen Stadium. Die Substanz des aus einer Doppellamelle bestehen-
den Bulbus ist von embryonalem Mesenchym umgeben. Der Eingang des
Augenbechers wird von einer Lamelle Uberbrickt, die aus unregelméfigen
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Abb. 1. Im 4tidgigen Entwicklungsstadium . Silberimpragnation, 120 X

Abb. 2. Im 4tagigen Entwicklungsstadium. Vorderer Glaskérper zwischen Epithel und Linse.
Silberimpragnation, 240 X

Epithelzellen desoberflachlichen Ektodermsbesteht und sich ohne Unterbrechung
im Oberflaichenektoderm fortsetzt. Die abgeschnirte Linse befindet sich teils
in der Eingangsdffnung des Augenbechers, teils bereits im letzteren. Zwischen
der den Augenbecher uUberbrickenden Epithellamelle und dem vorderen
Linsenpol ist eine strukturlose Gewebsmasse anwesend.
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Abb. 3. Im 5tagigen Entwickhingsstadium . Silberimpraguation, 120 X

Abb. 4. Im Stagigen Entwicklungsstadium. Granulése perizellulare Gebilde in der Tunica
propria-Substanz. Silberimpréagnation, 120x

Im 4tégigen Stadium. Unter der mehrschichtigen Epithellamelle befindet
sich eine stark imprédgnierte Basalmembran. Im Gebiet zwischen Epithel
und Linse ist eine blaRgefédrbte Membran anzutreffen, die fibrillare Struktur
aufzuweisen scheint. Diese Gewchbsmasse steht in enger Beziehung zu der in
Entwicklung befindlichen Substanz der Sklera. Die Anwesenheit einer ein-
schichtigen Mesothelplatte 148t sich vermuten (Abb. 1—2). Toluidinblau
ergibt keine Métachromasie.
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Im 5tagigen Entwicklungsstadium Zwischen dem Epithel und dem schwach
entwickelten, eher nur vermutbaren Mesothel ist die aus 5—6 Zellschichten
bestehende Tunica propria zu sehen, deren Zellen parallel zum Epithel liegen
(Abb. 3). Zwischen dem basalen Epithelbereich und der hdchsten Zellreihe der
Zellsubstanz sind die Reste des im vorigen Stadium beschriebenen vorderen
Glaskdrpers noch vorzufinden. Mit Anilinblaufdrbung sind an der Oberflache
der Zellen und zwischen den parallel liegenden Zellen fibrillenartige Gebilde zu
erkennen, die sich im subepithelialen Gebiet intensiver farben. Nach Silber-
imprégnation sieht man an der Oberflache der Zellen feine, granuldse, stellen-
weise sich uber die ganze Zelloberflache erstreckende fibrillenartige Gebilde. Die
Zellen sind durch ihre Fortsdtze miteinander verbunden. Diese Gebilde mit
granuldser Struktur erscheinen besonders ausgeprdgt in der Zone zwischen der
obersten Zellreihe und dem Epithel (Abb. 4).

Im T7tégigen Stadium. Das Mesothel hat sich bereits entwickelt. Subepithe-
lial erscheint eine stark gefdrbte Basalmembran. Die Tunica propria ist zellrei-
cher, massiver, infolgedessen treten die an der Oberflache der Zellen liegenden
elementaren Fibrillen weniger deutlich in Erscheinung. An der Corneoskleral-
grenze ist bereits kraftige Fasernstruktur anzutreffen. Im Imprégnationsbild
tritt die stark schwarz gefdrbte Basalmembran hervor, die mit den beiden
Epithelschichten eng zusammenhéngt. In der interzelluldren Substanz sind
fein schwarz imprdgnierte Faserngebilde zu beobachten (Abb. 5—6). An der
Corneoskleralgrenze ist in der Zone der massiveren Zellsubstanz blasse meta-
chromatische Farbung wahrnehmbar. Ebenso sieht man intensive M étachroma-
sie in der Substanz der stark massiven, faserigen Sklera (Abb. 7).

Im 8tagigen Stadium. Die Tunica propria ist sehr zellreich, die Zellen lie-
gen parallel zur unteren Epitheloberflaiche und zeigen mit Anilinblau feine
Blaufdrbung am Rande ihres Plasmas. Die Basalmembranen sind gut abge-
grenzt und erscheinen homogen. In der Sklera hat ein bedeutender Differen-
zierungsprozell stattgefunden, deutliche Knorpelinseln sind erscheinen. Nach
Silberimpragnation sieht man ein feines Fasernsystem mit granuléser Struktur.
Die Corneoskleralgrenze besteht aus sehr dinnen, parallel gelegenen, schwarz
imprégnierten Fasern, die sich in Richtung der Sklera in der perichondralen
Substanz des in Entwicklung begriffenen Knorpelgewebes fortsetzen. Mit
Toluidinblau ergibt sich im Bereich der Corneoskleralgrenze, vor allem im
Umkreis der Knorpelzellen, starke Métachromasie. Rings um die Zellen der
Tunica propria und um die Fasernsubstanz ist die F&rbung stark metachroma-
tisch, fein inselartig lokalisiert.

Im O9tégigen Stadium. Mit Anilinblaufdrbung ist eine kré&ftige Fasern-
struktur in der Tunica propria zu erkennen. Ein interessantes Bild bietet die
Corneoskleralgrenze. Als Fortsetzung des Perichondriums sieht man ein sich
lang hinstreckendes Fasernbiindel, das am Randabschnitt der Cornea seine
M assivitdt verliert, sich auflockert und ohne jeden Ubergang mit der Tunica



PROBLEME DER EMBRYONALEN FASERENTWICKLUNG 247

Abb. 5. Im 7tdgigen Entwicklungsstadium. Silberimprdgnation, 120 X

Abb. 6. Im 7tdgigen Entwicklungsstadium. Beginn der Entwicklung der fein imprédgnierten
Faserbildungen. Silberimpragnation, 240 X

propria verschmilzt. Die Sklera besteht schon aus Knorpelgewebe. Im Imprég-
nationsbild sind verschiedenartig angeordnete, stark schwarzgefarbte feine
Fibrillen zu sehen. An der Corneoskleralgrenze erscheint als Fortsetzung der
die entstehende Knorpelanlage umgebenden faserigen Substanz ein Fasern-
system, das sich auflockert und in die Tunica propria erstreckt (Abb. 8). In den
mit Toluidinblau gefdrbten Schnitten zeigt die Tunica propria beginnende
Métachromasie. Eine ahnliche, aber viel intensivere Farbung ist an der Corneo-
skleralgrenze wahrnehmbar.

Im lltdgigen Stadium. Die Strukturen haben sich weiter differenziert.
Nach Silberimprdgnation erscheint im Bereich der Tunica propria zum ersten-
mal inselartig das fur die Kollagenimprdgnation charakteristische braune
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Abb. 8. Im 9tagigen Entwicklungsstadium . Kraftige Fasernbildung an der Corneoskleralgrenze.
Silberimpragnation, 240 X

Abb. 9. Im lltdgigen Entwicklungsstadium. Braune Im pragnation gebende Inseln im m ittleren

Strom abereich. Silberimpragnation, 240 X

Versilberungsbild. Vorderes und hinteres Drittel der Cornea sind unverédndert
argyrophil (Abb. 9). In den mit Toluidinblau behandelten Prdparaten sieht
man die zunehmende Métachromasie der Cornea und die unverdnderte Inten-
sitat zeigende Métachromasie der Corneoskleralgrenze.



Abb. 7. Sklera im 7tidgigen Entwicklungsstadium. Toluidinblau, 120 X
Abb. 11. Beginnende M étachromasie der Cornea im 12tagigen Entwicklungsstadium

. Toluidinblau,
Abb. 13.Zunehmende M étachromasie der Cornea im 13tagigen Entwicklungsstadium
Abb. 15.

240 X
Intensive M étachromasie der Cornea im

.Toluidinblau, 240 X
Toluidinblau, 240 X

15tagigen Entwicklungsstadium,
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Abb. 10. lra 12tagigen Entwicklungsstadium. Corncoskleralgrenze. Silberimprégnation, 240

Abb. 12. Im 13tagigen Entwicklungsstadium. Zunehmende Dominanz des fir Kollagénén
bezeichnenden Impréagnationsbildes. Silberimpréagnation, 120 X

Im 12t&gigen Stadium. Mit Anilinblaufédrbung ist die intensive Farbung
des Cornealstromas zu sehen. Im silberimprdgnierten Prdparat erscheinen in
der Substanz des im ganzen noch Argyrophilie aufweisenden Stromas mehr
und mehr braune Flecke. An der Corneoskleralgrenze dominiert die reiche,
intensive Argyrophilie zeigende Fasernstruktur, die als Fortsetzung des
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Abb. 14. Im 15tagigen Entwicklungsstadium. Corneoskleralgrenze. Silberimpréagnation, 240 X

Abb. 16. Im I6tédgigen Entwicklungsstadium. Starke Fasernbindel im Stroma. Silberimpré-
gnation, 240 X

Knorpelgewebes aufgefaBt werden kann (Abb. 10). Zunehmende Métachroma-
sie sieht man in der Tunica propria der Cornea (Abb. 11). Ein &hnliches Bild
ergibt sich auch an der Corneoskleralgrenze. Die Basalmembranen sind nicht
metachromatisch.

Im 13tagigen Stadium. Die Cornea ist endgultig differenziert. Mit Azan-
farbung erscheint die Corneoskleralgrenze intensiv blau, ihre Struktur ist auf-
gelockert. Im silberimpragnierten Schnitt ist das fir Kollagén bezeichnende
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Abb. 17. Im 17tagigen Entwicklungsstadium. Fir kollagéné Fasern bezeichnendes Impréagna-
tionsbild. Silberimpréagnation, 240 X

Abb. 18. Im 17tagigen Entwicklungsstadium. Corneoskleralgrenze. Silberimpréagnation, 120 X

braune Bild noch kréaftiger. Subepithelial ist eine dunne, intensiv geférbte
Membran anzutreffen. Ein dhnliches Gebilde erscheint auch tber dem Mesothel.
Die Tunica propria besteht aus dicken Biindeln. Nach Versilberung sind beide
Basalmembranen schwarz imprdgniert. Im vorderen und hinteren Drittel der
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Tunica propria herrscht noch Argyrophilie vor, aber an den anderen Stroma-
abschnitten sieht man bereits braune Silberimprdgnation (Abb. 12). Die
Corneoskleralgrenze ist unverdndert argyrophil. In den mit Toluidinblau
gefarbten Schnitten tritt im ganzen Bereich der Tunica propria zunehmend
intensive Métachromasie in Erscheinung (Abb. 13).

Im 14tdgigen Stadium. Man sieht die fertig differenzierte Gewebsstruktur
der Cornea. Im silberimprdgnierten Prdparat dominiert immer starker die fir
Kollagén bezeichnende braune Farbung. Die Métachromasie im Stroma ist
unveréndert.

Im 15t4gigen Stadium. Das zuletzt beschriebene Bild ist unverédndert,
auch die Corneoskleralgrenze ist unverdndert argyrophil (Abb. 14). Die Méta-
chromasie der Tunica propria hat ihre endgultige Intensitdt beinahe erreicht
(Abb. 15).

Im lotigigen Stadium. Im silberimpréagnierten Bild ist die Tunica propria
intensiv braun (Abb. 16).

Im 17t&gigen Stadium. Die endgultige Struktur der Cornea ist zustande
gekommen. Nach Anilinblaufdrbung sieht man subepithelial eine hellgefarbte,
argyrophile Membran, die keine Métachromasie Aufweist. Die Tunica propria
besteht aus dicken Bundeln, zeigt lamelldre Struktur und farbt sich kréftig
mit Anilinblau. Nach Silberimprégnation ist die Tunica propria homogen
braun (Abb. 17). Toluidinblau ergibt intensive Métachromasie.

Die hintere Membran ist argyrophil und zeigt keine Métachromasie.
An der Corneoskleralgrenze verlduft als Fortsetzung der Sklera ein stark
argyrophiles Fasernbiindel zur Cornealsubstanz. An der Ubergangasstelle
lockert es sich auf, verliert die Argyrophilie und verschwindet in der Struktur
des braunen Cornealstromas (Abb. 18). In den spéteren Stadien kommen Ver-
&nderungen der Struktur und Féarbungsreaktion nicht mehr zustande.

Besprechung

Wie die histogenetische Untersuchung ergeben hat, ist im Gebiet der
Tunica propria der Cornea anfangs eine feine fibrilldre Substanz anzutreffen,
deren Existenz von Lenhossék bereits 1903 beschrieben wurde. Im Verlauf der
Untersuchungen erschien dieser vordere Glaskdrper zuerst im 3tdgigen Ent-
wicklungsstadium, dann verschwand er nach 1—2 Tagen, nachdem im 5—6t4gi-
gen Stadium eine kréaftige Zellwanderung von der Corneoskleralgrenze in
Gang gekommen war. Zugleich mit dem Erscheinen der Zellen setzt der
FaserbildungsprozeR ein. Zuerst erscheinen feine, perizelluldre elementare
Gebilde mit granuldser Struktur, die sich allmé&hlich zu argyrophilen Fasernge-
bilden umwandeln (8—9tdgiges Stadium). Watzka [69] hé&lt diese Fasern fir
Prakollagen, Coulombre [15] bereits fir Kollagén. Nach Jasswoin [34] sind
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die Fasern der Tunica propria der Cornea im frihen Entwicklungsstadium
argyrophil und geben spater das fiir Kollagén charakteristische braune Imprag-
nationsbild. Bei unseren Untersuchungen setzte diese Umgestaltung im
9tédgigen Entwicklungsstadium ein und war am 14.—16.-Tage beendet. Die
Corneosklcralgrenze zeigte bis zuletzt Argyrophilie. Vor dem Erscheinen der
im Bereich der Cornea und Sklera entstehenden Fasern konnte die Aggregation
von Zellen wahrgenommen werden.

W eiterhin ist zu beobachten, dafl die Hornhaut im Verlauf der embryona-
len Entwicklung vom 7. Tage an fleckige, inselartige Métachromasie zeigt, die
immer mehr zunimmt und am 13.—16. Tage in stidrkster Intensitdt in Erschei-
nung tritt. Dieser Zeitpunkt fallt laut Heringa, Leyens und Weidinger [32]
mit einer verstirkten Wasseraufnahme der Cornea zusammen. In Ubereinstim-
mung mit den Angaben von Meyer und Chaffee [46] erreicht die Vermehrung
der Kittsubstanz zwischen dem 13.—16. Tage fast ihre volle Intensitdt. Nach
anderen Literaturangaben wird die Cornea zu diesem Zeitpunkt durchsichtig.

Im Verlauf der Versuche war ferner zu beobachten, dal die Métachroma-
sie der Corneoskleralgrenze viel friher eintritt als die der Hornhaut, ndmlich
in dem Entwicklungsstadium, wo die Sklera bedeutende Zellaggregation zeigt
(6.—7.Tag). In derHornhaut istauch vor dem Erscheinen der Métachromasie
betrdchtliche Zellaggregation zu sehen. Die Verdnderung der Silberfédrbung
fallt mit der Entwicklung der Métachromasie zusammen.

Nach Literaturangaben unterliegt es keinem Zweifel, dal die Fibrillen
und die Kittsubstanz im Zustandekommen der Silberimpragnation gleicher-
weise eine Rolle spielen (Banga 7; Bairati 4; Peters 51). Laut Banga [7]
ist das sich im Verlauf der Kollagendifferenzierung vermehrende Histidin
imstande, eine groBe Menge reines Silber zu binden, was die braune Imprégna-
tion der Fasern zur Folge hat. Bei der Silberfdrbung der Mucopolysacchariden
werden in der Zwischengewebesubstanz Silbernitratmolekile fixiert, was zur
Entstehung des schwarzen Farbtons fiuhrt, Peters [51] fand bei der Unter-
suchung nativer Faserpréparate, daB die Anwesenheit von Histidin und Argi-
nin die schwarze Imprégnation der kollagénén Fibrillen zu Folge hat.

Die Untersuchungen ermdglichten noch die Beobachtung folgender
Zusammenhdange:

In der Substanz der Tunica propria setzt die Fasernbildung nach Zellen-
einwanderung ein, so daB die Zellen zweifellos eine formative oder fermenta-
tive Rolle spielen dirften. Diese elementaren Faserbildungen zeigen anfangs
Argyrophilie und nehmen zugleich mit dem Reifungsproze den fiir Kollagén
bezeichnenden braunen Imprégnationscharaktcr an. Die Kittsubstanz erscheint
am 7. Entwicklungstage, verstarkt sich zunehmend und ist am 14.—16. Tage in
voller Intensitat zu sehen. Argyrophilie und Métachromasie stellen — am
embryonalen Material auch nebeneinander vorkommende histochemische
Erscheinungen dar. Das fir Kollagén bezeichnende Impragnationsbild und

10 Acta Morphologies X/2—a.
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die metachromatische Kittsubstanz erscheinen bzw. entwickeln sich ungefédhr in
derselben Entwicklungsperiode.

W eiterhin war festzustellen, daRB die Corneoskleralgrenze bis zuletzt
argyrophil und zugleich auch metachromatisch bleibt.

Auf Grund vorstehender Tatsachen darf der SchluR gezogen werden, daR
zwischen der nach vorheriger Zellinvasion sich nach und nach in Kollagen-
richtung entwickelnden Faserdifferenzierung und dem Erscheinen der Kitt-
substanz ein Zusammenhang besteht.

W orauf mag dieser Zusammenhang beruhen?

E,s ist anzunehmen, daf sich im Verlauf der Differenzierung in Kollagen-
richtung die Mdglichkeit zur Bindung einer gréBeren Metallsilbermenge ergibt
und das Versilberungsbild dementsprechend braun wird. Doch 148t sich auch
nachweisen, dal die sich unterdessen vermehrende Kittsubstanz die Gestaltung
des Bildes ebenfallsimmer mehr beeinfluBt, was zur Folge hat, daR das schwarze
Imprégnationsbild — nachdem die Polysaccharide Silbernitratmolekile bin-
den — immer intensiver wird. Dall die Kittsubstanz in zunehmender Menge
anwesend ist, wird durch die auch nach Verschwinden der Argyrophilie erhal-
ten gebliebene intensive Métachromasie bewiesen.

Zur Erklédrung der Beobachtungen ergeben sich theoretisch folgende
Mdglichkeiten:

1. Die aktiven Gruppen des Kollagens représentieren eine stdrkere
Reduktionswirkung als die tber die gleiche Eigenschaft verfliigenden Bestand-
teile der Kittsubstanz.

2. Die im Verlauf der Fibrillogenese in die Fibrillen eingebauten Mukoide
stammen aus der Kittsubstanz; infolgedessen nimmt eine verhéltnismé&Rig
geringe Menge Zwischensubstanz an der Silberbindung teil, deren Farbreak-
tion gegenuber der Intensitdt der von den Fasern gebotenen Farbreaktion in
den Hintergrund gedrédngt wird.

3. Die Eigenschaften der Kittsubstanz verdndern sich, was eventuell
mit der im Zeitpunkt des Verschwindens der Argyrophilie eintretenden ver-
mehrten Wasseraufnahme in Beziehung gebracht werden kann.

4. Es besteht auch die Mdéglichkeit, dall die Kittsubstanz infolge dieser
Tatsachen nicht mehr fahig ist, Metallsilber zu binden.

5. Aus dem Umstand, daB das Verschwinden der Argyrophilie und die
volle Entwicklung der Métachromasie zeitlich zusammenfallen, darf aufeinen
kausalen Zusammenhang zwischen den beiden Erscheinungen geschlossen
werden.

Zur weiteren Kldrung obiger Erscheinungen sind unsere anderweitige
histochemische, sowie enzymatische Untersuchungen im Gang.
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Zusammenfassung

Die histogenetische Untersuchung der Hornhaut des Hihnerembryos hat ergeben,
daB zur Bildung der Stromafasern die formative oder fermentative Tatigkeitder von der Corneo-
skleralgrenze eingewanderten Zellen erforderlich ist. Die ersten Fasernbildungen zeigen Argy-
rophilie, verlieren diese im Verlauf des Faserreifungsprozesses und werden braun. Das Ver-
schwinden der Argyrophilie fallt mit dem Erscheinen der Métachromasie zusammen. Vor dem
Erscheinen der Métachromasie tritt betrdchtliche Zellaggregation zutage. Die metachromatische
Reaktion der Sklera kommt viel rascher zustande als die Hornhaut. Die Corneoskleralgrenze
bleibt zuletzt argyrophil und zugleich auch metachromatisch. In weiteren Versuchen sollen
die Verdnderung des Impragnationshildes und ihr Zusammenhang mit der gleichzeitig eintre-
tenden Métachromasie sowie die Eigenschaften der Fasern und der Kittsubstanz in dieser
Periode untersucht werden.
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MPOBJIEMbl PA3BUTUNA SMBPUOHAJIbHbIX BOJIOKOH 1I.
Nn. KAPMAXWH

B XOfie IMCTOrEHEeTUYECKOro MCCMEeA0BaHUS POroBULbI 3ap0Ablla UbINAAT Gbino ycTa'
HOB/IEHO, UTO ANsi 06pa3oBaHUA BOIOKOH CTPOMbI HE06X0AMMO 06pasoBaTesibHast Unu epMeH-
TaTMBHAsA [eSTeNIbHOCTb K/ETOK, UMMUIPUPOBaHHbLIX C FpaHuLbl POrOBULbI M CKMepbl. 3ava-
TOUHble 06pa3’oBaHKsl BOMIOKOH MOKa3bIBAlOT aprupoguinio, a 3aTeM B X04e npouecca co3pe-
BaHWs BO/IOKOH OHWM YTPaumMBaloT CBOK aprupogunio 1 NponuTbIBaloTCs 6ypbiM LBETOM. Mexay
NCYE3HOBEHVEM aprUpPOUIMN M METaxpoMaTUUeCKMM OKpalLMBaHWeM Hab/ioaaeTcst XPOHO/O0-
rmyeckoe coBnajeHvie. [0 MeTaxpomaTUUYeckoro OKpalluBaHWsl Hab/MioAanocb 3HaunUTeNbHOe
HaKonseHne KNeToK. MeTaxpomaTuyeckas peakumsi CKAepbl HacTynaeT 3HAUUTeNbHO paHblue
YyeM peakuus PoroBulbl. paHMLUa PoroBULbl M CKEPbl A0 KOHLA COXPAaHSeT aprupounmnio un
OHa OJHOBPEMEHHO SABMSETCA TaKXe MeTaxpoMaTUUecKO.

PROBLEMS OF EMBRYONIC FIBRE DEVELOPMENT. |
L. KARMAZSIN

Histogenetic studies of the chick-embryo cornea have revealed that the formation of
stromal fibres requires the formative or fermentative activity of cells originating from the
corneo-scleral boundary. Primitive fibres are argyrophile but lose this capacity in the course
of maturation and take a brown colour on impregnation with silver. The disappearance of
argyrophilia and the appearance of metachromasia are synchronous processes, preceded by a
considerable accumulation of cells. The métachromasie reaction of the sclera significantly
precedes that of the cornea. The corneo-scleral boundary remains throughout both argyrophile
and métachromasie.

Dr. Laszl6 Karmazsin, Debrecen, 12. Anatémiai Intézet, Ungarn
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ZELLE UND GEWEBSEINHEIT

St. Krompecher

(Eingegangen am 1. Juli, 1960)

Die sich mit der lebenden Materie befassende Wissenschaft macht seit
Jahrzehnten ernsthafte und keineswegs erfolglose Anstrengungen zur Erfor-
schung von Lebenseinheiten, welche kleiner sind als die Zelle. Der Begriff der
Zelle hat sich als zu eng erwiesen. Bei diesen Bemihungen hat man indessen
kaum beachtet, dall es eine Kategorie der lebenden Materie gibt, die gréRer ist
als die Zelle, in ihrer Struktur, Funktion und Bedeutung von dieser abweicht
und daher nicht unter den Begriff der Zelle fallt.

Im folgenden soll unter Berucksichtigung der histologischen Forschungs-
ergebnisse des letzten Jahrhunderts — und unter Respektierung des Begriffes
der Zelle — versucht werden, eine Gewebseinheit — gréRer als die Zelle — zu
umschreiben.

Unser Organismus ist nicht nur aus Zellen und interzelluldrer Substanz
aufgebaut. Die Einheit zahlreicher Gewebe, wie beispielsweise die der quer-
gestreiften Muskel, des Knorpels oder des Nervengewebes, ist nicht die Zelle,
sondern ein aus Zellen entstandenes Organeilum, das — wenn wir den philo-
sophischen Aspekt der histologischen Wissenschaft auch nur etwas weiter-
entwickeln wollen — von der Zelle entschieden differenziert werden muf. Die
quergestreifte Muskelfaser ist z. B. keine Zelle, sondern ein kompliziertes
zytogenes Organeilum, dessen Ldnge den Durchmesser der grofiten bekannten
menschlichen Zelle um das Mehrhundertfache Gbertrifft und selbst die dezimet-
rische GroRe erreicht; dasselbe 1aRt sich von ihrer Masse, ihren vielen tausend
Kernen usw. sagen. Ebenso missen wir aber von der Zelle auch die Nervenein-
heit, das Neuron, unterscheiden, in dem die Neurozyte lediglich einen — wenn
auch den wichtigsten — Bestandteil darstellt, das jedoch aufRerdem noch das
mitunter selbst die Ladnge von 1 m erreichende Neurit sowie das Telodendron
als wichtige Teile enthdlt. Sofern wir aber das Neuron als genetische, anato-
mische, trophische, physiologische und pathologische Einheit betrachten — was
wir zweifellos tun missen —, so erscheint es als eine Unmdglichkeit, nur einen
Teil desselben zu bericksichtigen und in den Rahmen der Zelle hineinzupressen.

Als drittes Beispiel sei die Knorpeleinheit, das Chondron, erwdhnt, von
dem die Knorpelzelle nur einen Teil darstellt. Die Masse der Knorpelzellen
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vermag indessen noch keineswegs den Charakter des Knorpels zu sichern.
Hierzu gehdrt noch die von den Knorpelzellen erzeugte und aufrechterhaltene
Knorpelgrundsubstanz, die zusammen mit der Zelle die Knorpeleinheit ergibt.
Eine Knorpelgrundsubstanz ohne Zellen degeneriert und wird abgebaut; ande-
rerseits sind die Zellen allein auBerstande, die Rolle des Knorpels zu versehen:
das Knorpelgewebe wird von den Zellen und von der Grundsubstanz gemein-
sam gebildet.

An Hand der angefihrten Beispiele (quergestreifte Muskelfaser, Neuron
und Chondron) wollen wir es nunmehr von mehreren Seiten aus versuchen,
worin sich dieses abzusondernde und als besonderer Begriff zu umschreibende
Organellum zelliger Herkunft, d. h. die Gewebseinheit, von der Zelle unter-
scheidet. Den Unterschied zwischen Zelle und Gewebseinheit missen wir nach
folgenden Gesichtpunkten untersuchen:

1. In histologischer Beziehung.
2. In histogenetischer Beziehung, unter besonderer Beriicksichtigung
der Zell- bzw. Kernteilungsform und der Rolle des Zytozentrums.
3. Nach der Stabilitdt oder Labilitdt der Gewebe.
4. In bezug auf den differenzierten oder undifferenzierten Zustand.
5. Vom Gesichtspunkt der Regeneration.
6. Vom Standpunkt der Genetik.
Dartiber hinaus kdnnen wir versuchen, die Zelle von der Gewebseinheit
7. in pathophysiologischer Hinsicht zu differenzieren.

Nach Durchfihrung dieser Vergleiche wird sich die Feststellung ergeben,
wie weit es berechtigt ist, die Gewebseinheit von der Zelle zu trennen.

1. Histologische Unterschiede zwischen Zelle und Gewebseinheit

Vergleichen wir an konkreten Beispielen die am Aufbau des Organismus
teilnehmenden Zellen mit den Gewebseinheiten.

Ob wir die Monozyte oder die zylindrige Flimmerepithelzelle oder eine
Zelle des mehrschichtigen Plattenepithels betrachten: jede weist die cha-
rakteristischen Eigenschaften der Zellen auf. Sie hat einen Kern, Protoplasma,
Zytozentrum usw., und wie sehr sich auch diese Zellen voneinander unterschei-
den, handelt es sich in bezug auf Form, GréfRe und Funktion bei der Spermio-
zyte ebenso um eine umschriebene Zelle wie bei der Plasmazelle oder Pigment-
zelle der Retina, und alle besizten die fiir Zellen bezeichnenden Merkmale.

Ein anderer Teil unserer Gewebe ist nicht aus Zellen, sondern aus zyto-
genen, aber hochdifferenzierten Gewebselementen, Gewebseinheiten aufge-
baut. Von der quergestreiften Muskelfaser war bereits eingangs die Rede.
Ihre Form, GroéRe, ihr Volumen, ihre Einrichtung, Lebenserscheinungen, Ent-
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Wicklung usw. weichen wesentlich von denen der Zelle ab. Sie unterscheiden
sich von der Zelle in bezug auf das Sarkolemma, die Myofibrillen, die an der
Peripherie liegenden vielen tausend Kerne, das Fehlen des Zellzentrums, die
hineingewachsenen Nervenendigungen usw. Aber die Muskelfaser 1a4Bt sich von
der Zelle auch bezlglich des Stoffwechels, der Funktion und in energetischer
Beziehung unterscheiden. Im Vergleich zur Zelle stehen wir einem wahrhaften
GroRRbetrieb gegenuber. Die Zelle muB ebenso von der quergestreiften Muskel-
faser getrennt werden, wie wir den allein arbeitenden Handwerker nicht in
eine Kategorie mit einem Fabrikbetrieb reihen konnen. — Ahnlich verhdlt es
sich mit dem Neuron, wobei als Beispiel eine pseudounipolare Zelle des Inter-
vertebralganglions mit ihrer komplizierten Einrichtung angefiihrt sei, von den
sensorichen Nervenendigungen Uber die zu den Neurozyten gehdrigen Amphi-
zyten bis zur Markscheide und zu den Telodendrien, mit ihren Neurofibrillen,
dem Tigroid und der verwickelten Ern&dhrungs- und Reizleitungsvorrichtung
dieses kleinen Organs. Die Erndhrungs-, Regenerations- und unter pathologi-
schen Bedingungen zutage tretenden Eigenheiten des Neurons, vor allem aber
seine hochdifferenzierte Funktion und nicht zuletzt seine vom Ende der groRen
Zehe bis zur Oblongata reichende L&nge dokumentieren, daB das Neuron mit
der Lymphozyte oder Mikrogliazelle nicht in eine Kategorie gerechnet werden

kann. — Ebenso kdnnte man die Zytotrophoblastzellen dem sie umschliefRen-
den Synzytiotrophoblast gegenuberstellen, bei dem es sich um eine lamellar
ausgebreitete Resorptionsschicht handelt. — Ein weiteres Beispiel wére die

Knorpeleinheit, das Chondron, in dessen Zentrum die Knorpelzellgruppe sitzt,
deren Form, Funktion, Lebenseinrichtung usw. jedoch in jeder Beziehung von
der zugehdrigen Knorpelgrundsubstanz abh&ngen und das, wenn es von dieser
getrennt wird, nicht mehr eine Einheit des Knorpelgewebes darstellt, weil auch
beliebig viele Knorpelzellen gemeinsam die Rolle des Knorpels nicht zu uber-
nehmen vermdgen. Die Knorpeleinheit ist das Chondron, dessen Bestandteile
die Knorpelzelle, die Knorpelzellkapsel, der Hof und die Grundsubstanz bilden.
Als hochdifferenzierte Gebilde kdnnen sie ihre Aufgabe nur gemeinsam erfillen,
weshalb das Chondron — als eine derartige lebende Einheit — als lebende
Gewebseinheit des Knorpels angesehen werden muR. Dasselbe lieRe sich von
der Knocheneinheit, dem Zytoosteon, als der biologischen und morphologi-
schen Einheit des Knochengewebes sagen. Die Knochenzelle allein wirde
kein festes Gerist bieten, kdnnte nicht als passives Organ der Bewegung
dienen, wére nicht imstande, in der Lage, einen Platz oder die erforderlichen
Substanzen fir das blutbildende rote Knochenmark zu gewé&hrleisten und
kdénnte allein nicht als Depot fur Kalzium, Magnesium, Phosphor, Fluor
und zahlreiche andere Elemente bzw. Spurenelemente dienen. Lediglich
gemeinsam mit der ihrerseits erzeugten und zugehdrigen Knochengrundsub-

stanz bildet die Osteozyte die fiur das Knochengewebe charakteristische
Einheit, das Zytoosteon.
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Am Beispiel der quergestreiften Muskelfaser, des Neurons, Chondrons
und Zytoosteons haben wir auf die zwischen den Zellen und Gewebseinheiten
bestehenden histologischen Unterschiede hingewiesen.

2. Histogenetische Unterschiede

Von den Zellen darf festgestellt werden, daR sie sich als einfache Abkédmm -
linge der Keimblatter durch mitotische Zellteilung vermehren und jede ein-
zelne Zelle Uber einen vollwertigen Kern verfigt. Demgegeniiber wéachst die
Gewebseinheit, z. B. die quergestreifte Muskelfaser, durch direkte Kernteilung,
und auf diese Kernteilungen (Amitosen) folgt keine Zellteilung. Bei der Ent-
wicklung dieser Gewebseinheit handelt es sich somit nicht um mitotische Ver-
mehrung von Zellindividuen, sondern um die komplizierte, durch amitotische
Kernteilung vor sich gehende Gestaltung und das Wachstum eines einheitli-
chen Organellums. Das im Leben der Zelle eine wesentliche Rolle spielende
Zytozentrum hat demnach in den Gewebseinheiten seine Funktion verloren,
weil hier nur noch ein Wachstum durch direkte Kernteilungen stattfindet.
Wenn wir die Zelle und die Gewebseinheit aus dem Gesichtswinkel der Histo-
genese betrachten, so sehen wir, daB ein wesentlicher Unterschied zwischen den
vermehrungsfahigen Zellen und den komplizierten Endprodukten, den Gewebs-
einheiten, besteht.

3. Stabile und labile Gewebe

Die einer stdndigen Abnutzung ausgesetzten und sich physiologisch
dauernd erneuernden Gewebe sind aus Zellen aufgebaut. Die verbrauchten
Zellen werden durch mitotische Teilungen ersetzt. Das Gew'ebe verdndert sich
immerfort. Die durch Teilung entstandenen neuen Zellen lésen sich nach
W ochen oder Monaten ab (wie die Zellen des mehrschichtigen Plattenepithels)
oder werden wie die Erytrozyten abgebaut, aber unter physiologischen Ver-
h&ltnissen aus der unteren Zellschicht oder aus dem Knochemark stdndig
ersetzt. Dieses auch unter physiologischen Verhdltnissen in kontinuierlicher
Erneuerung befindliche Gewebe nennen wir,nach Bizzozero,labiles Gewebe. Die
Zellen der labilen Gewebe ersetzen sich durch mitotische Teilungen, die zugrunde
gehenden Generationen durch eine dauernde Vermehrung der Zellindividuen.
Aktivitdtshypertrophie oder Inaktivitdtsatrophie vermdgen diesen Prozell zu
verlangsamen oder zu beschleunigen, aber das &ndert nichts an der Gesetz-
madaRigkeit, daR die fortlaufend zugrunde gehenden Zellgenerationen von neuen
Zellen ersetzt werden. Die Zellen, die wir bei der aktuellen Untersuchung sehen,
sind somit nicht mehr dieselben, die vor Wochen dort w'aren, und nach Ver-
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lauf weiterer Wochen sind die damals jungen Zellen wieder reif geworden, und
den Platz der jungen Generation haben die seither entstandenen neuen Zellen
eingenommen. Dennoch wird das Bild strukturell dasselbe sein. — Ganz anders
verhdlt es sich mit den stabilen Geweben. Die quergestreifte Muskelfaser, die
sich im Bizeps oder Augenmuskel eines Individuums entwickelt hat, bleibt nach
dem heutigen Stand unseres Wissens Jahrzehnte, ja wahrscheinlich sogar
bis ans Ende des Lebens erhalten. Ebenso stellen die Pyramidenzelle, die
multipolare motorische Zelle im vorderen Horn des Riuckenmarks oder die
pseudounipolare Nervenzelle des Gollschen Stranges konstante Bausteine des
Organismus dar, die nach dem heutigen Stand unseres Wissens ein Leben lang
in seinem Dienste stehen. Auch das Chondron bildet einen stabilen Baustein
des Organismus. NaturgemdB besitzen auch diese Gewebselemente einen
Stoffwechsel und erneuern sich in gewisser Weise. Diese Regeneration geht
indessen unter Aufrechterhaltung der Einheit des Zellorganellums vor sich.

Von der Stabilitdt des Knorpels als eines stabilen Gewebselements ver-
mag man sich auch bei der Transplantation zu Uberzeugen, indem der homo-
transplantierte Gelenkknorpel im neuen Organismus auch noch nach Ablauf
von 2 Jahren sowohl makro- wie mikroskopisch normale Gewebsstruktur zeigt.

Es gibt Gewebseinheiten, wie den Knochen, von dem wir wissen, dall er
sich im stdndigen Umbau befindet; aber dieser Umbau ist nur ein langsam vor
sich gehender Prozel}, der von den Verdnderungen in der Lebensweise des
Individuums, von der mechanischen Inanspruchnahme, vom hormonalen
Gleichgewicht abhdngt, und die Lebensdauer eines Zytoosteons darf unter
normalen Verhéltnissen eher auf Jahrzehnte als Jahre Geschétzt werden.

Wenn wir unsere Gewebe Uberblicken, so kénnen wir die labilen und
stabilen Gewebselemente, welch letztere im allgemeinen nicht aus Zellen,
sondern aus Gewebseinheiten aufgebaut sind, einander entschieden gegeniber-
stellen.

4. Undifferenzierte (oder nur wenig differenzierte) und hochdifferenzierte
gewebliche Bauelemente

Die stabilen Gewebseinheiten sind im allgemeinen hochdifferenziert.
Man denke nur an die quergestreifte Muskelfaser oder an das Neuron. Dem-
gegenliber weisen die Gewebe des mehrschichtigen Plattenepithcls niedrige
Differenzierung auf. Es ist ja durchaus verstdndlich, daB sich ein labiles Gebilde
von voriubergehendem Charakter weniger differenziert entwickelt als ein
konstant-stabiles. Neben der Gegenuberstellung dieser Extreme miussen wir
naturgemdBf wahrnehmen, dal vom Gesichtspunkt der Differenzierung fast
ein kontinuierlicher Ubergang von den niedriger differenzierten Geweben
(Epithelgewebe, Blutformelemente) Uber den hochdifferenzierten Knorpel und
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das Knochengewerbe zum sehr hoch differenzierten Muskel- und Nerven-
gewebe besteht, welch letztere die schdnsten Beispiele hochentwickelter
Gewebseinheiten darstellen.

5. Unterschiede in der Regeneration

Die aus niedriger differenzierten Zellen aufgebauten labilen Gewebe
befinden sich in stdndiger Vermehrung. Eine Verletzung bewirkt lediglich die
Beschleunigung dieser unaufhérlichen Vermehrung. Daraus geht hervor, daf
die labilen Gewebe auch schon unter physiologischen Bedingungen aus Zellen
aufgebaut sind die sich fortlaufend mitotisch teilen, vermehren und gut rege-
nerieren: fur diese sich mitotisch ohnehin stdndig vermehrenden Gewebe
bedeutet die Regeneration nur eine quantitative Verdnderung, da ja die
Vorbedingung, aber auch der Bedarf fir die Vermehrung der Zellen dauernd
gegeben ist. Diesen gut regenerierenden Zellen lassen sich die Gewebseinheiten
gegeniberstellen, bei denen unter physiologischen Bedingungen keine Ver-
mehrung, keine Teilung stattfindet. Diese haben sich nur langsam entwickelt,
sind nur langsam zugewachsen und zeigen infolgedessen einen stabilen Charak-
ter. Wenn sie verletzt wurden oder zugrunde gegangen sind, so ist kaum mit der
Neubildung einer Gewebseinheit zu rechnen, weil die Milieuverhdltnisse,
unter denen sich eine derart hoch differenzierte Gewebseinheit zu entwickeln
vermag, im erwachsenen Organismus meistens nicht mehr gegeben sind.
Eine Neodifferenzierung dieser hochdifferenzierten Gewebseinheiten kommt nur
dann in Frage, wenn die Mdglichkeit besteht, die Milieuverh&ltnisse neu zu
schaffen, unter denen undifferenzierte Reservezellen imstande sind, sich erneut
zu einer kompliziert aufgebauten Gewebseinheit zu entwickeln. Derartige expe-
rimentell oder operativ produzierbare Félle heben indessen nicht den grundle-
genden Unterschied auf, der in den Geweben héherer Organismen vorliegt, in
denen die labilen Gewebe, sei es das Epithel, Bindegewebe, Lymphgewebe oder
Blut, gut regenerieren, wéhrend die zerstorten Neurozyten des Nervensystems
nur durch Gliagewebe ersetzt werden und die multipolaren motorischen Zellen
im Vorderhorn des Riickenmarks — wenn sie einmal zugrunde gegangen sind —
nach dem heutigen Stand der Wissenschaft nicht mehr ersetzt werden kénnen.

6. Genetische Unterschiede

Die Vererbung ist an die teilungs- und vermehrungsféhige Zelle gebunden.
Die in den Keimdrisen entstehenden Geschlechtszellen entwickeln sich durch
mitotische bzw. reductions-Zellteilung. Die Geschlechtszellen sind typische
undifferenzierte Elemente. Hohe Differenzierung und Ausilibung einer speziel-



ZELLE UND GEWEBSEINHEIT 265

en Funktion wirden hier nur einen Nachteil bedeuten. Vom Gesichtspunkt der

Vererbung aber kommt den Gewebseinheiten — ob es sich nun um Muskelge-
webe oder Muskelfasern, um das Neuron, den Knorpel, den Knochen oder das
Zytoosteon handelt — keine Bedeutung zu. Diese durch amitotische Kern-
teilung wachsenden, hochdifferenzierten stabilen Gewebselemente nehmen an
der Fortpflanzung des Individuums nicht direkt teil. Diese hochdifferenzierten
Elemente GUben andere hohere Funktionen des Organismus aus. Auch in geneti-
scher Beziehung lassen sich somit den undifferenzierten, sich mitotisch teil-
enden Zellen — die hochdifferenzierten und eine spezielle Funktion verseh-
enden Gewebseinheiten gegenlberstellen.

7. Andere biologische bzw. pathologische Unterschiede

Auch noch in anderer Beziehung lassen sich die Zellen von den Gew'ebs-
einheiten distanzieren, ja sogar einander gegenuberstellen. So sind beispiels-
weise den Rdntgenstrahlen gegeniber die in Vermehrung befindlichen Zellen
empfindlich, dagegen die aus Gewebseinheiten aufgebaute Muskulatur, der
Knorpel und das in engerem Sinne verstandene Knochengewebe, aber auch das
Nervensystem bekanntlich weniger empfindlich. Nach der auf den ganzen
Korper einwirkenden Bestrahlung sind in den aus Gewebseinheiten aufgebauten
Organen nur geringe Verdnderungen anzutreffen, und auch diese ergeben sich
eher aus der Fragilitdt der diese Organe versorgenden Kapillaren als aus der
Schadigung der im engeren Sinne verstandenen Gewebseinheiten. Im Gegen-
satz dazu zeigen die Zellen der innersekretorischen Drisen, die Zellenelemente
der Darmschleimhaut, im allgemeinen die Epithelien, die aus Zellen aufgebau-
ten Lymphorgane, das Knochenmark, d. h. die Zellelemente der Hadmopoese,
betrdchtliche Schadigungen, die zum Tode der Tiere fihren. Die Trennung von
Zellen und Gewebseinheiten 148t sich daher vom strahlenpathologischen
Gesichtspunkt nur bestdrken. Aber auch in pathologischer Beziehung kann
man das aus Zellen bestehende labile Gewebe dem aus Gewebseinheiten zusam -
mengesetzten stabilen Gewebe gegenlberstellen: bekanntermaBen neigen die
labilen Gewebe in héherem Male zur bdsartigen Wucherung als die stabilen.
Vom Epithel, von Bindegewebszellen bzw. vom Knochenmark ausgehende oder
in den Lymphorganen entstehende bdsartige Geschwilste (Karzinome, Sar-
kome) kommen viel hdufiger vor als die aus den Nervenelementen des Nerven-
systems oder aus quergestreiftem Muskel (Rhabdomyosarkom) bestehenden
Malignome.

Sicherlich werden die Vertreter der verschiedenen Wissenschaftszweige
noch weitere Gesichtspunkte finden, auf Grund welcher die Zellen und Gewebs-
einheiten einander gegenibergestellt bzw. voneinander getrennt werden kdén-
nen. Zweifellos dirfte dies auf die weitere Entwicklung der einen oder anderen
Wissenschaft befruchtend wirken.
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In der Nomenklatur erscheint gegentber der historischen Benennung
Zelle der neutrale Ausdruck Gewebseinheit zur Bezeichnung des den Histologen
und Pathologen wohlbekannten Zellorganellums geeignet.

Innerhalb der Gruppe der von den Zellen zu trennenden Gewebseinheiten
kann naturlich in verschiedener Hinsicht unterschieden werden. So hat die
plasmodiumartige quergestreifte Muskelfaser einen anderen Charakter und eine
andere Struktur als das mit Lemmoblasten umfasste den Nervenfortsatz ver-
sehende Neuron oder das lber Knorpelsubstanz verfiigende Chondron. Diese
Unterschiede zwischen den einzelnen Gewebseinheiten bildet indessen Kkeine
Ursache, ihre Gesamtheit auf Grund der angefiihrten &hnlichen Eigentimlich-
keiten von den Zellen nicht abzutrennen.

Zusammenfassung

Im Interesse des weiteren Ausbaus der histologischen Wissenschaft erscheint es ange-
zeigt, neben die Zelle als einen besonderen Begriff die Gewebseinheit als stabilen geweblichen
Bestandteil des Organismus zu stellen. Am Beispiel der quergestreiften Muskelfaser, des Neu-
rons, Chondrons, Zytoosteons usw. wird gezeigt, da diese geweblichen Bestandteile int Hin-
blick auf ihre Struktur, ihren Aufbau sich von den Zellen wesentlich unterscheiden, so daB
es berechtigt ist, sie besonders zu bezeichnen und zu behandeln. Die Gewebseinheit ist ein
hochdifferenzierter, stabiler geweblicher Bestandteil mit langer Lebensdauer, der sich aus
den Zellen durch Differenzierung bzw. Wachstum in spezieller Richtung, oft durch direkte
Kernteilungen entwickelt und zur Durchfiihrung gewisser hoherer Aufgaben geeignet wird
(Muskelfaser, Neuron). Sie regeneriert schwer, ihre genetische Bedeutung und ihre Wichtigkeit
fur die Fortpflanzung ist sehr gering. Angesichts dieser Eigenschaften ist die Gewebseinheit
von den niedriger differenzierten, kiirzere Zeit lebenden, labilen, sich durch mitotische Teilung
stdndig erneuernden, gut regenerierenden Zellen zu trennen. Im Gegensatz zu den Gewebs-
einheiten kommt bekanntlich den Zellen auch vom Gesichtspunkt der Vererbung eine groBe
Bedeutung zu. Es gibt natiirlich auch einen Ubergang zwischen Zelle und Gewebseinheit (z. B.
die zweizeilige Leberzelle oder die Megakaryozyte), doch ist dies kein Grund, nicht auf die
Unterschiede zwischen den Antipoden hinzuweisen.

KNETKA N EAVHNUA TKAHW
. KPOMMNEXEP

C TOYKM 3peHUsI AasibHeliLlero pasBuUTMSi TUCTOMOMMM MOXHO CUMTaTb OGOCHOBAHHbLIM
BbIJBMXKEHME B Ka4ecTBe HOBOIO MOHATUA HAPSAY C KNEeTKOW TakxkKe eAuHULYy TKaHu, Kak no-
CTOSIHHYI0 TKaHEeBYI COCTaBHYH uacTb OpraHusma.

Ha npumepe MomnepeyHOmNosiocaToro MbILLEYHOr0 BOSIOKHA, HelipoHa, XOHAPOHA, LUMTO-
0CTeoHa,n T. A. ABHO BMAHO, UTO 3TV TKaHeBble COCTABHbIE YaCTW B OTHOLLIEHUN CBOEN CTPYKTYpbI
B CYLLECTBEHHOV Mepe OT/IMYAOTCS OT KMETOK U BMoJIHe 060CHOBAHO MX 060C06/1eHHOe 0603Ha-
YeHMe M paccmaTpeHue. TKaHeBas efuMHMLA NPeACTaBNSET COGOM BbICOKO AM(dEpPeHLMpoBaH-
HYI0, NPOYHYIO TKAHEBYH0 COCTABHYH YacTb, C 60/1bLLIOI NPOAO/KUTENILHOCTBIO XU3HU, KoTopas
pasBuBaeTcA W3 KNeTKWM Gnarofaps AudpepeHUMaunm, B CreUUUUecKoM HanpasieHuu,
pOCTY 4acTo NyTeM NPSMOro SAEPHOro AeNeHNs, U CTAHOBUTCA NPUIOAHOW ANS OCYLLECTBNEHNSA
onpefieNeHHbIX 6oMiee BbICOKMX 3aday (MbllLeYHOE BOSIOKHO, HelpoH). EAuHMLA TKaHW TpyaHO
BO30GHOBNSETCS, €€ CMOCOGHOCTb K PasMHOXEHMIO U ee HacNeACTBEeHHOE 3HaUeHNe MUHUMASTbHBI.
TKaHeBYI0 eAMHULY Ha OCHOBAHWMW 3TUX OCOGEHHOCTeV cneayeT 060C06MsTb OT NabU/bHbIX,
MOCTOSAHHO BO306HOB/SIOLMXCA MUTO3HBIM PAa3MHOXEHWEM, XOPOLLO PEereHepupyLLUXCs Kie-
TOK MeHbLUe AngdepeHLMPOBaHHOCTM, ¢ 60/lee KOPOTKOM MPOAO/KNTENbHOCTLIO XU3HK. Mo
CPaBHEHWIO C TKaHEBbIMU EAVHULAMM, KNETKW, KakK WM3BECTHO, 06/1aaloT TaKXKe 60/bLNM Ha-
CNefCTBEHHbIM 3HaueHVeM. MexXay KeTKamMmu M TKaHeBbIMU eAMHULAMU CYLLIECTBYIOT, KOHEUHO,
nepexofbl (Hanp. ABYysAepHble MeUYeHOUHbIe KMNETKMW, WA MerakapoLuTbl), 04HAKO, 3TO He ABNSA-
eTCs MPUYMHOMN, UTo 6bl He YKa3aTb Ha PasHULIbI MeXAY 3TUMU aHTUMOAAMM.



ZELLE UND GEWEBSEINHEIT 267

CELL AND TISSUE UNIT

SF. KROMPECHER

The progress of histology justifies the introduction of a new concept, the tissue unit,
which — like the cell — is an integral component of the organism.

Striated muscle fibre, neuron, chondron or cytoosteon, etc., being tissue components
whose structure and architecture is greatly different from that ofthe cells, should be defined
and treated separately. Tissue units are highly differentiated, long-living, stable histological
constituents which, evolved from cells through specially oriented differentiation, growth, and
often through direct division, are able to perform certain higher functions (muscle fibre,
neuron). They are rarely capable of regeneration and their reproductive and genetic signif-
icance is almost nil. These properties distinguish the tissue units from cells, these being
less differentiated, short-lived, labile and constantly regenerating by mitotic reproduction.
In contradistinction to tissue units, cells have a great genetic significance. There are, of
course, transitory forms between cell and tissue unit (e.g. the binuclear liver cell or the
megakaryocyte). This does not, however, justify a disregard of the differences between them.

Prof. Dr. Stefan Krompecheh, Debrecen, 12. Anatémiai Intézet. Ungarn
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ON THE ELECTRON MICROSCOPY OF MEMBRANE
STRUCTURES OF CELLS
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In the early years of fine structure studies with the aid of the electron
microscope the existence of clearly defined cell surface membranes were con-
vincingly demonstrated (Sjostrand & Rhodin, 1953; Rhodin, 1954 etc.).
These structures were rarely analysed; in those years the authors mentioned
only their presence and only in some instances did they refer to their thickness.
The ultrastructure of these membranes was completely neglected, mainly
owing to technical difficulties. To reveal the structural details, very thin
sections are needed which must be cut exactly perpendicular to the membrane.

Zetterqvist (1956) was one of the first to study the intimate ultrastruc-
ture of cellmembranes. He demonstrated a three-layered structure in the plasma
membrane covering the apical free surface of epithelial cells in the mouse
intestine. Somewhat later similar structures were found also in other cells,
e.g. the nerve tissue of mammals (Robertson, 1957, 1958; Schmidt & Ge-
schwind, 1957), germ-cells (Rothschild, 1958), helminths (Tokin, 1959) and
bacteria (Kellenberger & Ryter, 1958; Tokuyasu & Yamada, 1959).

The present paper summarises the results of our electron microscopic
studies in the years 1958 and 1959 concerning the ultrastructure of different
protoplasmic membranes in the somatic and germ-cells of Parascaris equorum

Goeze.

Material and methods

Small pieces of ascaris testis, ovary and intestine were fixed in 1 per cent osmic acid
(Patlade, 1952), dehydrated in butanol, infiltrated and embedded in a 4:1 mixture of butyl
and methyl metacrylate (Newman, Borysko & Swerdlow, 1949; Borysko, 1956). Butanol
gives superior results in embedding without the use of strong organic solvents. Thin sections
were cut with glass knives on a Sjostrand (1953) ultramicrotome and examined with an
UEM-100 (¥Y3M-100) electron microscope using a 60 kV beam.

Cell membranes

The cell membranes of the intestinal cells were found to be three-layered
over all regions of the cells and not only over the free surface and the desmo-
somal region. The membrane is composed of two external, electron dense

11 Acta Morpfaologica X/2—4.
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(osmiophilic) layer and an internal, less dense one (Figs. 1 and 2). The germ-
cells in different stages of development have surface membranes similar in
structure. It is difficult to demonstrate this structure in the cell membranes of
germ-cells, owingto their uneven borders. Statistical elaboration ofthe measure-
ment data showed some variation in the thickness of the intestinal cell memb-
rane. The thickness was found to be 70 ~ 4 A in the apical, 187 ~ 8 A in
the desmosomal, and 74 ~ 5 A in the basal region. The thickness of the germ-
cell membrane changes during the development of the gametes; in the course
of spermiogenesis this value increases from 82 ~ 4 A (spermatogonia) to
97 i 8 A (spermatids).

Fig. 1. Lateral surface membranes of ascaris intestinal cells. “Desmosomal” region. X 110 000

On sections of all studied cells, cut exactly perpendicular through the
membrane, it was very conspicuous that the membranes retain their indivi-
duality and never coalesce however close they are to one an other. Highly
characteristic minimal cell distances could be extablished amounting to
55— 94 A in the intestinal epithelium, to 66 A between the spermatogonia,
and 82 A between the oogonia. This consistency of the intracellular spaces
points to an active relationship of the individual cells and gives no support
to their being conceived as passive, purely mechanical structures.

The chemical composition of the cell membranes is still far from being
completely elucidated. All authors agree, however, that they contain phospho-
lipids and proteins, in full agreement with the view of the biochemists and
physiologists (e.g. Daniel1i, 1935, 1936; Hober, 1945; Parpart & Dziemian,
1940) who accept the classical membrane theory of permeability, dating back
to the end of the last century (Pfeffer. 1877; de Vries, 1884, etc.).

The general physico-chemical processes during fixation and dehydration
have not been sufficiently studied. Even less is known about the interaction
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Fig. 2. The same as in Fig. 1. Area Fig. 3. Nuclear envelope membranes in
below the “desmosomal” region. X 140 000 ascaris intestinal cell. X 140 000

of osmic acid with different cytoplasmic structures, and of the effect of potas-
sium permanganate fixation, which has lately become widely used, we know
the least. Owing to the scarcity of such facts several hypothses have been
proposed explaining differently the exact topochemistry of the cell membranes.
Several authors (Robertson, 1957, 1958; Schmidt & Geschwind, 1957,
Sjostrand, 1956) identify the electron dense layers with the proteins and the
light layer with the lipids.

Merriam (1958), however, assumes that osmic acid is bound by the
membrane phospholipids. Cell membrane models were constructed exclusively
of protein free phospholipids. The electron microscopic study of such models
gave a decisive support to the latter view (Revel, lto & Fawcett, 1958).
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The presence of proteins (together with phospholipids) in the osmiophile layer
of genuine cell membranes cannot, however, be ruled out. In this connection
the work of Stoeckenius (1959) is of considerable interest, who studied ultra-
thin sections of myeline formations from brain phospholipids with and without
added protein (globin).

Fig. 4. Walls of the Portec-Palade elements in ascaris intestinal cell. X 53 000

Nuclear envelope membranes

In different parts of the external and internal membranes constituting
the nuclear envelope of interkinetic nuclei a substructure of three layers can
be shown (Fig. 3). The outer layers are osmiophilic and the inner one is less
dense, as in the case of cell membranes.

Membranes of the Porter-Palade complex*

In the year 1958 we succeeded in demonstrating the three layers compos-
ing the membrane of the ergastoplasmic structures in ascaris ovocytes. Later
*The Porter-Palade complex (a name proposed by the author in 1959) or ergastoplas-

mic complex is composed of the individual structures described earlier as ,endoplasmic reti-
culum™, “ergastoplasm”, “a-cytomembranes”, etc. The proposed name, according to our
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studies have shown this structure (Fig. 5) of the Porter-Palade complexes in
the ascaris intestinal cells (Fig. 4) and germ-cells in different developmental
stages. The ribonucleoproteid granules adhere to the outer layer of the memb-
rane. Similar micrographs showing the three-layered wall of the ergastoplasm
units have been published by several authors (Bradbury & Meek, 1958,
Schoenberg, 1958) hut remained undescribed. It is a noteworthy fact that
parallel adjecent canalicular (= lamellar) components of the ergastoplasm
have their limiting membranes in a fixed distance (Sjostrand, 1955; Epstein,
1957 etc.). The fact may point to a definite (molecular?) interaction between
the membranes.

Fig. 5. Schematic

Membranes limiting the elements of the Golgi complex

The thickness of the membranes is similar (82 A) both in different parts
of the same Golgi complex and in different cells of the ascaris (Fig. 6). The
membranes have three layers. The distance between individual Golgi canali-
cules depends on their arrangement but has a minimal value of 152 A,

Our data are in good agreement with the recent views concerning the
intim ate relationship between nuclear and ergastoplasmic membranes (Palade,
1955; Watson, 1955; Epstein, 1957). A similar relationship has been shown
to exist between the ergastoplasmic and cell surface membranes (Palade,
1956; Hay, 1958). The continuity of the agranular and endoplasmic reticulum
has been firmly established (Palade & Siekewitz, 1956). Many authors point
to the agranular reticulum and the Golgi complex membranes (Palade & Sie-
kewitz, 1956; Sager & Palade, 1957 etc.) having a similar ultrastructure.

Dealing with the structure of protoplasmic membranes one must not
leave unconsidered the three-layered wall of mitochondria (Freeman, 1956).

view, corresponds fairly to their structural diversity, and at the same time stresses their unques-
tionable role in the synthetic processes and points to their physiological and morphological
interdependence. It also refers to the fundamental contributions by Porter and Palade
to the formation of recent views on the structure and function of the ergastoplasmic particles
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The morphological studies by means of the electron microscope thus reveal
the universality of a three-layered structure of the different protoplasmic
membranes. Their having a common chemical composition is likewise highly
probable. The elucidation of the molecclar architectonics of the membranes
is hoped to lead to clearer concept of the physiological significance of the
phenomenon discussed in this paper.

Fig. 6. Walls of the Golgi elements in ascaris intestinal cell. X 140 000

Summary

An electron microscopical study of different membranes (cell membrane, nuclear enve-
lope, walls of the Golgi and Porter-Palade complexes) in the somatic and germ-cells of Parasca-
ris equorum Goeze has been performed. All studied membranes were found to be composed
of three layers.

In all cells they have a similar ultrastructure. The two external layers are electron dense
(osmiophile), the internal one is lighter. The results obtained have been discussed with regard
to the recent views on the chemical composition of cell membranes.
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O TOHKOM CTPOEHWV/ MEMBPAHHbIX OBPA3OBAHWIA K/ETKU
n. 6. TOKNH

MpoBOAMANCL 3MEKTPOHHO-MUKPOCKOMMYECKIE WCCMEA0BaHUA CTPOEHUSt MeMGpPaHHbIX
06pa3oBaHWin MOMOBLIX W COMATUYECKWUX KNEeTOK Parascaris equorum Goeze (KMNETOUHbIE W
AnepHble MemGpaHbl; CTEHKM KOMMOHEHTOB KoMMnekcoB [onbmku u MopTepa—Ilanage).
O6HapyXXeHo, YTO BCE 3TV pas/iMuHble MeM6paHHble 06Pa30BaHUA SIBAAIOTCS TPEXCNOMHbLIMU.

Bo BCeX M3yuaBLUMXCA KNETKAaX OHU MMET BeCbMa CXOAHY CYGMUKPOCKOMUUECKYIO
CTPYKTYPY M COCTOST M3 HapyXHbIX OCMUOMUAbHBIX U BHYTPEHHUX 3M1eKTPOHHO-OMTUYECKN
MeHee MOTHbIX CNoeB. lMofyyeHHble faHHble COMOCTAB/SATCS C COBPEMEHHLIMM MpeAcTaBe-
HUSAIMWU O XMMMWUYECKOM CTPOEHUM K/ETOUHbIX MemM6paH.
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UBER DIE ELEKTRONENMIKROSKOPIE DER MEMBRANEN DER ZELLE
I. B. TOKIN

Elekronenmikroskopische Untersuchungen des Aufbaus von Membranen der Keim-
und somatischen Zellen des Parascaris equorum Goeze wurden durchgefihrt (Zellen- und
Kernmembranen: die Wande der Komponenten des Golgi und Porter-Palade-Komplexes). Es
wurde festgestellt, daB alle diese Membranbildungen dreischichtig sind.

In allen untersuchten Zellen weisen sie eine vollkommen &hnliche submikroskopische
Struktur auf, und sie bestehen aus &ufReren osmiophilen und inneren, elektronenoptisch weniger
dichten Schichten. Die Befunde werden mit den gegenwadrtigen Vorstellungen Gber die chemi-
sche Struktur der Zellmembranen verglichen.

N. Bb. TokuH, NleHnHrpag B. O. MeHpgeneesckas 5 CCCP
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TRANSSEKTIONSEXPERIMENTE AM 12-SOMITEN
HUHNEREMBRYO

B. Menkes

(Eingegangen am 12. Juli, 1960)

W &hrend der embryonalen Entwicklung bilden sich zwischen den Teilen
des Embryokdrpers verschiedenartige Beziehungen aus, mit denen der Ent-
wicklungsvorgang selbst, insofern er ein epigenetisches Phdnomen ist, innig
verbunden ist. Diese Beziehungen entstehen und werden aufrechterhalten
teilweise durch humorale Faktoren auf dem Wege der Diffusion und des Blut-
kreislaufes, teilweise durch direkten Kontakt. Eine bedeutende morpholo-
gische Bolle spielen hier auch Wanderungen von Zellkomplexen, Verschie-
bungen, Auswachsen embryonaler Organe mit Einwanderung in — von ihrem
Ursprungsort entfernte — Gebiete, Vorwachsen von Nervenstimmen, Kandlen
usw. Eine der Methoden, die in der experimentellen Embryologie zur Analyse
dieser verwickelten Vorgédnge benutzt wird, ist die Transsektion der gesamten
Embryonalanlage in verschiedenen Hdéhen. Solche Transsektionsversuche wur-
den am Hihnerembryo von Wetzel, Waddington, Wolff, Lutz, Spratt und
noch einer Reihe von anderen Autoren in ovo oder an explantierten Keim-
scheiben, die auf besonderen Kulturmedien wachsen, zwecks Analyse der ldngs
der axialen Organanlagen vorhandenen Entwicklungspotenzen in den ver-
schiedensten Varianten durchgefliihrt. Es handelt sich bei der Mehrzahl der
zitierten Arbeiten um transversale oder schrdge Durchschneidungen (totale
oder partielle) an jungen, sogar unbebriteten Keimscheiben, und solchen des
ersten Entwicklungstages. Meistens wurde die Operation im Stadium der
vollausgebildeten Primitivlinie, Primitivlinie und Kopffortsatz und im Stadium
der ersten Somiten (entsprechend Stadium 5—7 nach Hamburger—Hamilton)
vorgenommen.

Seltener wurden etwas &ltere Embryonen im Stadium von 12—15 Somi-
ten von etwa 38 Stunden Inkubationsdauer (Stadium Hamburger—Hamilton
10—11) mit der Durchschneidungsmethode untersucht. Solche Untersuchun-
gen sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Es handelt sich hier um die
Untersuchung des Entwicklungsvorganges in zwei voneinander friuhzeitig
operativ getrennten Hdlften des Embryokdrpers, die miteinander nur durch
gemeinsame Blutzirkulation und gemeinsames Eiweissdotter und subembryo-
nale Flissigkeit in Verbindung geblieben sind.
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M aterial und Methode

Verwendet wurden Leghorn-Embryonen, welche im Stadium von 12—15 Somiten im
Alter von 38—40 Stunden operiert wurden. In diesem Bebritungsalter steht der Embryo
dicht vor Beginn der Blutzirkulation und befindet sich in einer fiir verschiedenartigste
Operationen ausserordentlich giinstigen Periode. Nach Fensterung des Eies und einer leichten
Vitalfarbung mit Neutralrot wird der Embryokdérper unter der 12. Somite mit Hilfe einer
Glasnadel transversal durchschnitten. Der Schnitt gehtdurch die ganze Dicke der Embryoanlage
und reicht zu beiden Seiten bis an die Area pellucida, darf aber nicht ihren dusseren Rand,
also die Area opaca erreichen. Um die Wiedervereinigung der Schnittrander zu verhindern,
kann ein Zellophan-Keil in die Schnittwunde eingefiihrt werden.

Resultate

An einem Teil der so operierten Embryonen ist die Ausbildung der Arté-
ridé vitellinae gestort, so dass es nicht zur Bildung einer normalen Blutzirkula-
tion kommen kann. (Diese Fé&lle sind natlrlich flir die weiteren Untersuchun-

Abb. 1. Transsektion im 12-Somiten-Stadium unterhalb des 12. Somitenpaares. Fixation
am 7. Bebritungstag

Der Embryo besteht aus 2 vollig getrennten Kdrperteilen. Die obere Extrem itatistin 2
Gebilde aufgeteilt, ein oberes stummelférmiges, von konischer Form, und ein unteres,
grésseres, der Norm &hnlicheres. Der untere Kdrperteil hat eine Allanloisblase ausgebildet

Abb. 2. Operiert wie bei Abb. 1. Fixiert nach 8-tdgiger Bebriitung Obere Extremitdt in je
2 spitze, stummelformige Gebilde aufgeteilt

gen verloren.) In etwa 60% der operierten Fdlle bildet sich die Blutzirkulation
normal aus und wir erhalten Embryonen die aus zwei voneinander véllig
getrennten Teilen, einem kranialen und einem kaudalen, bestehen (Abb. 1,



Abb. 3u. Operiert wie bei Abb. 1 und 2. Fixiert am 7. Bebrutungstag, nach Durchschneidung im 12-Somiten-Stadium unter dem 12.

Somitenpaar, Totalansicht in ovo. Die beiden Teile des F.mbryonalkdrpers werden von einem gemeinsamen Amnion zusammengehalten,

aber voneinander vollig getrennt. Typisches Verhalten der oberen Extremitdt nach Halbierung ihrer Anlage: kranialer, konischer, nach unten
gerichteter kleiner Stummel und langer, zugespitzter, nach oben gerichteter kaudaler Teil. 3b und c: der Embryo isoliert

OAYEWIYINHNH NILINOS-ZT WV JLNINIHYIdXISNOILMISSNVHL
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2 und 3). Ein Ast der Artéria vitellina dringt in den kaudalen Embryonalteil
ein und nimmt dort den typischen Verlauf der Aorta. In den von uns beobach-
teten Fd&llen waren die mit Erfolg operierten Embryonen bis zum 8. Bebri-
tungstag lebensfdhig. In einigen Féllen bildet der kaudale Teil eine typische
Allantoisblase aus.

In folgendem beschreiben wir den Zustand der Plica urogenitalis im
kaudalen Embryoteil und das Verhalten der geteilten Anlage der oberen
Extrem itat.

Abb. 4. Schnitt durch die untere Ha&lfte eines im 12-Somiten-Stadium operierten Embryos.
Fixierung am 7. Bebriitungstag. Voélliges Fehlen des Mesonephros. Breitbasige, leere Plica
urogenitalis, kurzes Mesenterium.

1. Zustand der Plica urogenitalis

Es istbekannt(Waddington,Grunwald), dass kaudal von Durchschnei-
dungen oder andersartiger Behinderung des Vorwachsens des Wolff-Kanals ein
Mesonephros (und spéter Metanephros) nicht zur Entwicklung kommen kann.
Unsere kaudalen Embryohélften besitzen dementsprechend kein Mesonephros
(Abb. 4). Es ist aber bemerkenswert, dass die mesenchymale Plica urogenitalis
trotz Fehlens des gréssten Teiles ihres normalen Inhaltes, wohl nichtim norma-
len Ausmass, aber deutlich ausgebildetistund in die Z6lomhd&hle vorspringt. Sie
enth&lt, ausser laxem Mesenchym, die Vena cardinalis posterior und Vena
subcardinalis. Die Glandula suprarenalis bzw. interrenalis ist normal ausge-
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Abb. 5a. 7. Bebritungstag, kaudale Halfte eines operierten Embryos. Plica urogenitalis ohne
Mesonephros mit Inter- und Adrenal-Organ, Sympathicus, Gonade, kurzes Mesenterium,
Darm- und Blinddarm-Anhénge. Interrenal-Orgau scheint im ganzen hypertrophisch zu sein

Abb. 5b. Normales Vergleichspraparat zu 5a. Silberimpragnation



Abh. 6a. Kaudaler Teil eines operierten Embryos. Silberimprégnation. Leere Plica Urogenitalis. Kein Mesonephros, Syrnpathicus und
Adrenal-Organ. 6b. Einzelheiten von 6a in starkerer Vcrgrosserung. 6¢c. Normales Vergleichsbild, Silberimpragnation
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bildet, ihre Zellstrdnge scheinen sogar hypertrophisch zu sein. (Abb. 5 bis 7). Es
steht ihnen offenbar ein zu grosser Ausbreitungsplatz zurVerfiigung. Die Gonade
ist ebenfalls normal ausgebildet und normal gelagert. Sie enth&lt Gonozyten.
Silberimprégnationen zeigen die normale Ausbildung des Sympathicus und der
adrenalen Komponente. Auffallend ist auch das breitbasig aufsitzende Mesen-
terium. Die ganze Interrenal-Anlage scheint wie gesagt hypertrophisch
und ventral vorgelagert zu sein. Es ist bemerkenswert, dass die mesenchymale

Abb. 7a. 1. Bebritungstag, kaudaler Teil. Rechts zystischer Mesonephros-Rest. Gonaden
Interrenal-Organ im ganzen hypertrophisch. 7b. Interrenal-Organ von 7a

Hille, das »Bett« also auch in Abwesenheit seines parenchymatésen Hauptin-

haltes, in unserem Falle des Mesonephros (siehe Vergleichsbilder mit normalen

Embryonen) sich ausbildet. Zu dieser Beobachtung seibemerkt, dass —wie eigene

Beobachtungen zeigen — sich auch die Dura mater nach Exstirpation des

Rickenmarkes ausbilden kann.

2. Anlage der oberen Extremitat

Die Entwicklungspotenzen der Extremitidten-Anlagen beim Huhner-
embryo waren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Saunders stellt mittels
Kohlcnmarkierung eine proximokaudale Folge von Anlagcbezirken fest.
Zwilling untersuchte die Beziehungen zwischen Ektoderm und Mesoderm in der
Anlage.

Unser Operationsschnitt unterhalb des 12. Somitenpaares geht durch das
Anlagematerial der oberen Extremitdt hindurch. Die meisten der von uns
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operierten Embryonen zeigen dementsprechend eine verdoppelte Anlage der
oberen Extremitidten und zwar eine im vorderen und eine im hinteren Embryo-
nalteil. Interessant ist die Wachstumstendenz der beiden, jetzt getrennten
Anlagen des Fligels. Die obere Anlage zeigt eine kaudale Wachstumstendenz,
die untere wadchst in kranialer Richtung. (Abb. 3.) Die Grésse der beiden
Teilanlagen hé&ngt offenbar vom Niveau des Operationsschnittes ab: liegt der
Schnitt mehr kranial, so bildet sich eine kleine stummelférmige Anlage und
eine grosse kaudale Anlage, die der normalen ganzen Anlage dhnlich ist. Die
durch die Operation separierten Anlagemassen zeigen also, von ihren norma-
len Partnermassen befreit, — jede fur sich — ein eigenes Verhalten.

Zusammenfassung

Nach Durchschneidung des Hihnerembryos im 12. Somitenstadium unter dem 12.
Somitenpaar erhdlt man 2 getrennte Embryoteile, die bis zum 8. Bebriutungstag lebensfahig
sind. Im kaudalen Tel bildet sich eine Plica urogenitalis ohne Mesonephros mit hypertrophi-
schem Interrenal-Organ. Der Operationsschnitt geht durch die Anlage der oberen Extrem ita-
ten. Es bilden sich auf jeder Seite je 2 Fliigelanlagen von ungewodhnlicher Wachstumsrichtung
und Form.
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OMNbITbl MO MEPEPE3KE 3APOAbLIWEN UbINAAT B CTALUM 12 COMUTOB
b. MEHKELW

Mocne nepepeskn 3apogbllueit UbINaAT B CTagum 12-coMUTOB Nony4daroTcs nog 12. napoi
COMUTOB 2 060C06/1eHHbIE 3MOPMOHA/bHbIE YacTW, KOTOPbIE CMOCOOHbI JOXMBATb 0 8 AHA
HacmXmBaHMA. B KaypanbHOW 4acTu o6pasyeTcs MoYenonoBas CKnagka 6e3 Me3oHedpoca
C TUNePTPOPUUECKUM WHTeppeHanbHbIM opraHoM. OrnepaumoHHbIA  paspe3 MPOXOAMT 4epes
3a4aTKM BepXHUX KOHeyHOCTeh. Ha ob6emx cTopoHax 06pa3yroTca no 2 3a4aTka KpbIIbeB He-
06bI4YHONM (BOpMbl M HEOObIYHOrO HanpaBfieHMst pocTa.

EXPERIMENTAL TRANSSECTION OF 12-SOMITE CHICK EMBRYOS
B. MENKES

By a division of 12-soinite chick embryos below the 12th segment two separate parts of
the embryos are obtained which may survive until the 8th day of incubation. In the caud-
al portion an urogenital fold without mesonephros and with a hypertrophic interrenal
organ is formed. The transsection passes through the anlage of the upper extremities. Two
primordial wings of unusual shape and direction develop on each side.

Prof. Dr. B. Menkes, Timisoara, Bui. Mihai Viteazul 24. Rumanien
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PROBLEME DER HISTOLOGISCHEN
MITOCHONDRIENDARSTELLUNG

H. Mayersbach

(Eingegangen am 11. Juli, 1960)

Die Angaben in der Literatur Gber Form, Zahl und Anordnung der
Mitochondrien in einer bestimmten Zellart unbehandelter Tiere sind oft unein-
heitlich und Widersprechend. Zweifellos sind dafir tagesrythmische Verénde-
rungen der Organe und Gewebe verantwortlich; gerade die streng periodisch
fressenden Laboratoriumstiere wie Ratten und Mduse weisen starke tages-
zyklische Schwankungen auf. Bekannt ist dies seit langerem vom Glykogenge-
halt der Leber (Holmgreen, 1931). Gelegentliche frithere eigene Beobachtun-
gen und jetzt allerdings noch nicht voll abgeschlossene systematische Unter-
suchungen am Lausanner Institut haben ergeben, dass der Glykogentages-
rythmus Uberdies jahresszeitliche Unterschiede aufweist. Hand in Hand mit
dem verschiedenen Glykogengehalt gehen Mitochondrienverdnderungen in
der Leber (Roberts, 1949). Aber auch die Nierenmitochondrien verdndern
sich, wie wir beobachten konnten, zum Teil nicht unerheblich im Rahmen des
Tageszyklus.

Mehr aber noch spielen die zur Mitochondriendarstellung angewendeten
Techniken eine Rolle. Durch die histologische Gewebshandlung kénnen Mito-
chondrien derart verdndert werden, dass von ein und demselben Organ gewon-
nene Gewebsproben sich nicht mehr vergleichen lassen und keine Ahnlichkeiten
mehr untereinander aufweisen.

Wenn man sich das Problem stellt, Mitochondrien zu untersuchen, dann
setzt das Thema fastimmer voraus, die Mitochondrien maéglichst lebenswahr zu
Gesicht zu bekommen. Mit einem »Aquivalentbild« ist im Zusammenhang mit
der Fragestellung meist wenig gedient, da es nur wenig Aufschlisse gibt. Das
M aterial soll aber auch nach Mdglichkeit noch fur andere Untersuchungen ver-
wendbar sein, denn es ist sehr oft winschenswert, in nebeneinander liegen-
den Serienschnitten Mitochondrien darzustellen aber auch verschiedene
Farbungen und histochemische Reaktionen durchzufithren. Dartber hinaus soll
die Technik mdglichst einfach sein, so dass es ohne besondere Umstdnde mdog-
lich ist, gleichmdssige Serien herzustellen. Methoden, welche nur gelegentliches
Gelingen der Mitochondrienfdrbung ermdglichen, sind fir Vergleiche bei
experimentellen Untersuchungen ungeeignet.

12 Acta Morphologica X/2—4.
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Obwohl sich in neuerer Zeit eine grosse Zahlvon Fixierungs- und Farbungs-
methoden fir Mitochondrien anbietet, (Harmann 1950, Chang 1956, Fujii
1956, Andrews and Johnson 1956, Baker 1957, Ladmann und Mitchell
1957) kehrt man immer gerne zu den altbewdhrten Methoden von Regaud und
Champy zuriuck. Die Darstellung der Mitochondrien gelingt dann meist immer.
Allerdings haben diese beiden Methoden den Nachteil, dass sie andere Fé&rbun-
gen kaum oder Uberhaupt nicht erlauben (Abb. la), von histochemischen Reak-
tionen ganz zu schweigen.

Vergleicht man aber die Resultate der Fixierungsmethoden von Champy
und Regaud untereinander, wobei die eine dem Typus der Osmiumsdure, die
andere dem Typus des Bichromat entspricht, so sind die Ergebnisse fast immer
verschieden. Nach der Regaud’schen Fixierung z. B. sind die Mitochondrien
in der Niere in Uberwiegender Zahl stdébchenfdrmig (Abb. 16, c¢),nach Osmium-
fixierung erscheinen die Mitochondrien als kleine Kdérnchen oder grdssere
Kugeln (Abb. le). Nur sehr selten sieht man sie stdbchenférmig. Bei genauerer
Untersuchung kann man allerdings feststellen, dass die Form der Mitochondrien
abhé&ngig ist von der Lage der Zellen im Gewebeblock. Ganz oberflachlich
gelegene Zellpartien enthalten stdbchenférmige, wéhrend einige tiefer liegende
kérnchenférmige Mitochondrien enthalten (Abb 1/). Dies hdngt mit der
langsamen Eindringtiefe der Osmiumsdure zusammen, wodurch sich postmor-
tale Verdnderungen noch abspielen kdnnen, bevor das Fixierungsmittel die
Zellen erreicht hat. Nach Zollinger (1950) ist Mitochondrien-Zerfall und
-Abkugelung ein Ausdruck anoxdmischen Geschehens in (Uberlebenden
Mitochondrien. Andere osmiumhaltige Fixierungsmittel, wie etwa das von
Baker (1957) angegebene Herrmann’sche Fixierungsgemisch, ebenso gepuf-
ferte Osmiumsédure nach Pallade, wie sie fur die Elektronenmikroskopie ver-
wendet wird, zeigen gleiche Effekte (Abb. Ig). Auch aus Arbeiten von Bahr
(1960) geht hervor, dass trotz osmotische Verhéltnisse verbessernder Zusétze
zu Osmiumséuregemischen Mitochondrienverdnderungen in tieferen Block-
schichten nicht verhindert werden kdnnen.

Zur Fixierung der Nierenmitochondrien hat sich uns ganz ausgezeichnet
das Helly’sche Gemisch bewé&hrt, welches nicht zu den eigentlichen Mito-
chondrienfixierungsmitteln z&hlt. Die in der Abb. Id dargestellte Helly-fixierte
Niere zeigt deutlich gezeichnete, schéne stdbchenférmige Mitochondrien, die
teilweise sogar fast bessere Erhaltung aufweisen, als das nach Regaud fixierte
Nierenmaterial.

Bei vergleichsweiser Anwendung von osmium- und bichromathaltigen
Fixierungsmitteln auf die Leber kann dhnliches beobachtet werden. W &hrend
Regaud wiederum sehr feinkdrnig die Mitochondrien erhdlt, die sogar oft als
kommaférmige Gebilde zur Darstellung kommen (Abb. 2a), verquellen die
Mitochondrien in den osmiumfixierten Leberstickchen; sie erscheinen als
relativ plumpe Kugeln (Abb. 2e). Nicht selten enthalten diese Kugeln eine
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kleine, aber deutlich sichtbare Blase (Abb. 2e B). Bei der Leber allerdings
versagt das Helly’sche Gemisch. Die in den Leberzellen besonders reichlich
enthaltenen Ribonukleotide bilden Schollen, welche sich (beraus stark mit
Eisenhaematoxylin (aber auch mit anderen Fdrbemitteln) anfdarben, wodurch
die Mitochondrien vollstdndig tberdeckt werden (Abb. 26). Selbst durch pro-
longierte Differenzierung ldsst sich keine Mitochondriendarstellung erzielen,
weil die Mitochondrien immer eher entfarbt sind, als die Schollen. Das zur
Mitochondrienfixierung empfohlene Formol verschiedener Konzentration
(Romeis 1948), sowie Calcium-Formol (Baker 1944) ergeben Gleiches,
insbesondere, wenn die Schnittdicke 2—3 1 Ubersteigt (Abb. 2d). Durch diese
gute Erhaltung und Mitfarbung der Ribonukleotide ist die Verwendung dieser
Fixierungsmittel, welche sowohl Darstellung von Mitochondrien, als auch
Fé&rbungen und bestimmte histochemische Reaktionen in Schnitten von einem
einzigen Gewebsblock erlauben wirden, fir bestimmte Gewebe ausgeschlossen.

Von dem stérenden Einfluss der Ribonukleotide auf die Mitochondrien-
darstellung ausgehend, hat Bharadwaj (1959) eine sowohl interessante, wie
klug durchdachte Technik entwickelt. Dazu werden die Gewebe mit einem
Sublimat-Formol-Gemisch fixiert, was alle Zellanteile, einschliesslich der
Mitochondrien gut erhalten soll. Zur Mitochondriendarstellung werden dann
die Schnitte vor der F&rbung mit Ribonukleinsdure-Extraktionsmitteln
behandelt, damit sich diese nicht mehr mitfdérben. Bei der Nachuntersuchung
dieser Angaben wurde festgestellt, dass die angegebenen Extraktionsm ittel
— zu denen Ubrigens einige gehdren, welche nach Pearse (1959) zur RNS-
Extraktion nur sehr wenig geeignet sind — nicht den gewilnschten Erfolg
bringen. Die durch die Subiimat-Formol-Fixierung sehr starken Nukleo-
tidschollen in der Leber lassen sich durch KOH,Triehloressigsdure, Mc llvaine-
Puffer und Ribonuklease nicht genigend entfernen und farben sich trotz-
dem mit. Erst nach Anwendung schéarferer Extraktionsmittel (HCI, HC104,
Schneider-Extraktion) wird die Farbung der Nukleotidschollen durch Eisen-
haematoxylin nach Regaud verhindert. Die Abb. 2g zeigt deutlich den Effekt
prolongierter Perchlorsdure-Extraktion, wodurch nun die Mitochondrien
deutlich sichtbar werden. Diese Mitochondrien sind aber teilweise sehr stark
verquollen und abgekugelt, wobei das Bild nicht, wie Bharadwaj angibt, an
das der Regaud-Fixierung erinnert, sondern vielmehr an das einer (schlech-
ten) Osmium-Fixierung. Noch viel deutlicher zeigen die Nierenmitochondrien
die Abkugelungserscheinungen (Abb. 3c).

Der an sich vorzigliche Gedankengang von Bharadwaj wurde weiter
verfolgt und die Technik in unserem Laboratorium modifiziert. Als Fixierungs-
mittel verwenden wir das fur zahlreiche F&arbungen und fir viele histochemische
Reaktionen geeignete Formol und Formol-Calcium. (Fixierung bei 4° C.).
Ribonukleitode werden dadurch aber so gut erhalten, dass eine Mitochondrien-
darstellung — zumindestin RN S-reichen Organen — unmdéglich gemacht wird.

12*



288 H. MAYERSBACH

Insbesondere dann, wenn die verschiedenen Formol-Ldsungen mit Zucker ver-
setzt werden; Zuckerzusdtze verwenden wir fiur bestimmte histochemische
Reaktionen mit Erfolg, weil durch Anpassung an osmotische Verhdltnisse
Substanzenverschiebungen hintangehalten werden. (Uber die Formol-Zucker-
Fixierung wird an anderer Stelle eingehend berichtet.)

Extraktionsversuche an Schnitten dieser verschieden fixierten Gewebe
haben ergeben, dass die unerwinschte Mitfarbung der Ribonukleotide durch
deren Extraktion verhindert werden kann. Allerdings kommt man zu diesem
Zweck mit den sonst fir histochemische RNS-Untersuchungen (Brachet-
Test) Ublichen milden und kurzen Extraktionen nicht aus. Dazu mussen viel-
mehr die kréftigsten Extraktionsmittel angewendet werden, wobei die Ein-
wirkungsdauer sowohl vom nativen RN S-Reichtum des Zellmaterials, als auch
von dessen guter Erhaltung durch Fixierungsmittel abhdngt. Aber selbst
in Formol-Calcium-Zuckergemischen fixierte Lebergewebe konnen damit
ausreichend extrahiert werden (Abb. 2h), wonach sich die Mitochondrien sehr
gut darstellen lassen. In der Niere gelingt auf diese Weise die Mitochondrien-
darstellung ebenfalls sehr gut. Wenn zwar in diesem Organ die F&rbung der
Mitochondrien nach Formolfixierung an und fir sich keine besondere Schwie-
rigkeit bedeutet, weil die Zellen weniger RNS enthalten, so bietet die Anwen-
dung von Extraktionsmitteln vor der Farbung zweifellos Vorteile. Es erubrigt
sich ndmlich, ganz dinne (unter 4 fi dicke) Schnitte herzustellen und uUberdies
fallt die Mitochondrienfdrbung sowohl in ganz dunnen, wie auch in dickeren
Schnitten gleichméssiger aus. In Ublich behandelten Schnitten sind n&dmlich
immer einzelne Nierentubuli noch zu wenig differenziert, wobei das Gebiet um
die Mitochondrien eine einzige schwarze Farbmasse bildet (Abb. 3a, M),
wdhrend in anderen, danebenliegenden Tubuli die Mitochondrien sehr gut
dargestellt oder sogar schon uUberdifferenziert sind. (Abb. 3a, U). Dieser auf dem
ungleichméssig grossen RNS-Gehalt der einzelnen Zellen in den Tubuli beruhen-
de Farbungseffekt zwingt, mehrere verschieden stark differenzierte Schnitte
herzustellen, damit die Mitochondrien samtlicher Nierenabschnitte untersucht
werden konnen. Im verstarkten Masse trifft dies zu, wenn die Nieren etwa fir
histochemische Untersuchungen mit Formol-Calcium oder Formol-Zuckerge-
mischen fixiert wurden (Abb. 3d—/). Wie diese Abbildungen aber zeigen,
erfolgt jedoch die Anférbung der Mitochondrien nach der Extraktion gleich-
méssig stark, wodurch eine einheitliche Differenzierung ermdéglicht wird. Es
darf aber nicht verschwiegen werden, dass durch sehr lange Extraktionsbe-
handlung die Féarbbarkeit der Leber und Nierenmitochondrien leiden kann,
d. h., dass es sehr schwer ist, den Moment richtiger Differenzierung (auch mit
ganz verdlinnten Eisenalaunlésungen) zu erfassen. Hier hat sich die Nach-
chromierung der Schnitte mit 3% Bichromat (12—24 Std.) nach der Nuklein-
sdure-Extraktion sehr bew&hrt; die Farbbarkeit der Mitochondrienwird dadurch
wieder hergestellt.
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Was die Morphologie der Mitochondrien angeht, so zeigt der Vergleich
der Abb. 3» und 3f mit 3c, dass die Stabchenform der Nierenmitochondrien
durch Formol erhalten bleibt, w&dhrend das von Bhahadwaj (1959) vorge-
schlagene Sublimat-Formol-Gemisch eine Abkugelung der Mitochondrien
verursacht. Gleiches gilt fliir die Leber (Vgl. Abb. 2g mit 2a), wozu hier noch
eine sichtbare Mitochondrien-Abnahme in den Sublimat-Formol-fixierten
Lebern kommt. Die gute Mitochondrienerhaltung durch Formol und deren
anschliessende leichte Darstellbarkeit nach Ribonukleinsédure-Extraktion der
Schnitte liefert sowohl in beiden Organen Ergebnisse, welche an die der klas-
sischen Mitochondriendarstellung von Regaud herankommen. (Siehe Abb. 11» ¢
und 2a).

Dieses Resultat ist an und fir sich nicht verwunderlich, da nach Romeis
(1948) Formol die Mitochondrien gut fixiert. Allerdings ist die Formolfixierung
abero nur bei Geweben mit geringem RNS-Gehalt erfolgversprechend. Es ist
deshalb zweifellos ein Verdienst von Bharadwaj, durch seine Idee der RNS-
E xtraktion die Mitochondrienfdrbung in RNS-haltigen Organen zu ermdgli-
chen. Es wird durch diesen Vorgang nichts anderes erreicht, als was sich bei
der Fixierung nach Regaud im Gewebe abspielt: Entfernung der Nukleinsdu-
ren, die durch Bichromat nicht fixiert und dann extrahiert werden.
Daraus erwdchst aber fur die Histotechnik ein bedeutender Vorteil. Einerseits
werden zeitraubende Prozeduren und parallel laufende Fixierungen uberfliissig,
anderseits ist es moglich, an Schnitten ein und desselben Blockes auch andere
Fé&rbungen und sogar histochemische Untersuchungen durchzufihren, was
fur sehr viele Fragestellungen von Bedeutung ist.

In der Tafel 4 sind einige Ergebnisse histochemischer Reaktionen an
verschieden fixierten Nierenstiickchen gleicher Herkunft zusammengestellt.
Vergleicht man lediglich die Verteilung PAS-positiven Materials in den Tubuli
contorti I, dann kann man sehen, dass die Ubliche Formol und Formol
Calcium-Fixierung, aber auch das Formol-Sublimat nach Bharadwaj
(Abb. 4a, b, c) dieses in Hauptsache nur im Bereich der Birstenbesétze
erhélt. Nach Formol-Calcium bzw. Formol-Sublimat kommen noch zusdtz-
lich einzelne PAS-positive Kdrnchen im Cytoplasma der Tubuluszellen zur
Darstellung. Nach Zusatz von Rohrzucker zum Formol hingegen enthalten die
Lumina eine homogene Substanz; auch die Biirstenbesdtze geben eine wesen-
tlich stdrkere PAS-Reaktion (Abb. 4e). Mit starker Vergrdsserung ist besonders
gut sichtbar (Abb. 4f), dass die Tubuluszellen reichlich PAS-positive Kdrnchen
enthalten und dass das an der Zelloberflaiche gelegene PJS-positive Material
feine (intra- oder interzelluldre) strichartige Fortsdtze gegen die Zellen hin
aufweist. Dieser Befund gleicht weitgehend Bildern, wie sie in sehr gut erhalte-
nen gefroren-getrockneten Nieren mit der PJS-Reaktion erzielt werden
(Mayersbach 1956). Aber auch die in Tubuluszellen nichtimmer gut zu praeser-
vierbaren Ribonukleotide erscheinen nach Rohrzuckerzusédtzen zu Formol oder



Abb. 1. Niere einer Ratte bei verschiedener Fixierung, a: Regaud, F&rbung: Haematoxylin-
Eosin. Die Abbildung zeigt deutlich, dass die Farbbarkeit der Gewebe durch die Regaud’sche
Fixierung vermindert ist. Mikrofotografien lassen sich deshalb fast nicht hersteilen und liefern
»flaue« Bilder, b, c: Mitochondrienfdrbung mit Eisenhaematoxylin. Die Mitochondrien er-
scheinen nach Regaud-Fixierung entweder als feine Stdbchen oder Kodrnchenreihen (c)
in den Tubuli contorti I.d: Gleiche Niere nach Helly-Fixierung und Farbung mit Eisen-
haematoxylin. Die Mitochondrien erscheinen als deutliche Stdbchen, e: Osmiumséure-Fixation
nach Champy. Die Mitochondrien der Tubuli contorti | sind in der Uberwiegenden Zahl
abgekugelt, f : Champy-Fixierung. Oberflachlich im Gewebeblock liegende Zellanteile (untere
Bildh&lfte) enthalten stdbchenférmige, tiefer gelegene kugelige Mitochondrien (obere Bild-
héalfte). g: Mitochondrien-Fixierung nach Baker (1957). (Herrmann’sches Gemisch und
Nachosmierung). Mitochondrien kleinkdrnig zerfallen



Abb. 2. Leber einer Ratte bei verschiedener Fixierung, a: Regaud-Fixierung. Die Mitochon-
drien sind feinkdrnig oder fein-stdbchenféormig, b: Helly-Fixierung. Ribonukleotidschollen
werden durch Eisenhaemato-ylin stark gefarbt, so dass keine Mitochondrienfarbung mehr
moglich ist. f : Trotz ExtiaKtion der RNS mit HCI bleiben Rihonukleotide im Helly-fix-
ierten Gewebe noch farbbar. lhre verminderte Farbbarkeit erlaubt jedoch schon annadhernd
Mitochondrien darzustellen, ¢: Formol—Sublimat-Fixierung nach Bharadwaj. Starke An-
farbung von Ribonukleotidschollen durch Eisenhaematoxylin. Mitochondrien kdnnen nicht
dargestellt werden, g: Formol-Sublimat, Extraktion der Schnitte 12 Std N—HCI. Durch
Entfernung der RNS werden Mitochondrien darstellbar, welche der Fixierung entsprechend
als grobere Kugeln erscheinen, d, h: Fixierung mit Formol—Calcium-Zuckergemisch, d:
Ohne Extraktion. Durch die gute Ribonukleotiderhaltung und deren starke Mitfarbung kén-
nen Mitochondrien nur in RNS-freien Zellen (Z) dargestellt werden. /> Nach Extraktion
der Ribonukleotide mit N—HCI. Mitochondrien in allen Zellen darstellbar. lhre Form ist
kleinkérnig oder fein-stdbchenférmig, e: Champv-Fixierung. Mitochondrien durchwegs gross-
kugelig, einige enthalten Blaschen (B)



Abb. 3. Niere einer Ratte bei verschiedener Fixierung, a: Formol-Fixierung. Durch den
verschieden starken RNS-Gehalt erfolgt die Differenzierung der Ribonukleotide ungleich-
massig. Einzelne Zellen bzw. Zellgruppen enthalten noch Farbmassen (M), andere sind zur
Mitochondriendarstellung richtig differenziert und schliesslich gibt es noch Uberdifferenzierte
(U) Tubuli, in denen die Mitochondrien schon fast wieder entfarbt sind, b: Wie a, jedoch
Schnitt extrahiert mit N—HCI. Gleichmassige Anfarbung der Mitochondrien, die stdbchen-
formig sind, c: Gleiche Niere nach Sublimat—Formol-Fixierung (Bharadwaj)und Extraktion
mit N—HCI. Die Differenzierung des Eisenhaematoxylins erfolgt in allen Tubuli gleichmassig.
Die Mitochondrienform ist jedoch durch die Fixierung grobkugelig, d, e, f : Fixierung mit
Formol—Calcium-Zucker, d: Ohne Extraktion. Durch die gute RNS-Erbaltung dieses Ge-
misches sind die Differenzierungsunterschiede stdrker als bei reiner Formol—Calcium-
Fixierung. e: Unvollstdndige, f: Vollstaindige Extraktion der RNS mit N—HCI



Abb. 4. Niere einer Ratte bei verschiedener Fixierung. Beispiele histochemischer Reaktio-
nen. a, 6, ¢, e,/: PJS-Reaktion, Haemalaun. a: Formol—Calcium. Nur Bilrstenbesatze und
feineKdrnchen im Cytoplasma erscheinen. Schiff-positiv, b: Formol. Nur Birstenbesatze,
aber fast keine Kdrnchen des Cytoplasmas enthalten PJS-positives Material, ¢c: Formol—
Sublimat. Birstenbesdtze und gelegentlich in einzelnen Tubuli schwach PJS-positiver
Inhalt, e: Formol—Calcium —Zucker. Birstenbesdtze und zahlreiche feine Kdrnchen im
Cytoplasma stark PJS-positiv. Auffdllig gute Erhaltung einer Schiff-positiven Substanz
im Tubulu9-Lumen. f: Wie e, jedoch bei starkerer Vergrésserung. Man sieht deutlich strich-
artige Schiff-positive Fortsdtze aus dem Birstenbesatzbereich in die Tiefe der Zellen
hineinragen, g: Formol—Calcium-Zucker-Fixierung, Darstellung der Ribonukleotidc mit
gepuffertem Methylenblau nach Pischinger. d, h: Darstellung der alkalischen Phosphatase
nach Gomori (B-Glycerophosphat). d: Nativer Gefrierschnitt inkubiert 15 Min. 37 C°.
h: Formol—Calcium Zucker-Fixation. Sehnitt inkubiert bei Zimmertemperatur 5 Min.
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Formol—Calcium als Filamente. Yon besonderem Vorteil ist die Substanzer-
haltung fur histochemische Fermentreaktionen. Aus dem Vergleich der Abb.
4d und 4/i gehteindeutig hervor, dass durch den Rohrzuckerzusatz die Reaktion
far alkalische Phosphatase nach Gomori stdrker ausfallt, als in nativen Gefrier-
schnitten. Dies &ussert sich in wesentlich kirzeren Inkubationszeiten (der
Schnitt der Abb. 4h wurde nur 5 Min bei Zimmertemperatur, der Schnitt der
Abb. 4d hingegen 15 Min bei 37° C inkubiert). Auch die Lokalisation ist viel
schdrfer und die Fermente bleiben selbst an jenen Orten erhalten, die mit
Ublicher technik fermentfrei gefunden werden. Dazu gehdren die feinen basalen
Streifen und Cytoplasmakdrnchen; gleiche Lokalisation der Phosphathase
konnte durch eine sehr entwickelte, histochemisch-elektronenmikroskopische
Technik von Mélbert (1960) in Nierenzellen beobachtet werden. Nach For-
mol—Zucker-Fixation ist sogar in paraffineingebettetem Material die Darstel-
lung von Adenosintriphosphatase (Methode: Padykula — Herrmann, 1956) in
ausreichender Menge mdéglich. Dies muss als besondere Leistung der Substanz-
erhaltung durch den Zuckerzusatz gewertet werden, da sich dieses Ferment
selbst in Gefrierschnitten nicht immer leicht darstellen l&sst und nach Novi-
KOFF (1960) durch Fixation sehr leicht geschddigt wird. Die Formol—Zucker-
Fixation wurde bereits fir Untersuchungen uber das Verhalten verschiedener
Fermente in der Mduseniere nach Alloxangaben (Ergocack und Bucher, 1960)
mit Erfolg angewendet.

M aterial und angewandte Technik

JVLaterial : Leber und Nieren von weissen Ratten; fur Vergleichsuntersucliungen dienten nur
Organe von jeweils einem einzigen Tier.

Fixierungen: Regaud und Champy (nach Romeis 1948); Herrmann’sches Gemisch mit Nach-
osmierung nach Baker (1957); gepufferte Osmiumsdure nach Pallade; Formol—
Sublimat nach Bharadwaj (1959); Neutrales Formol (4%) und Formol—Calcium
nach Baker (1954); Formol und Formol—Calcium mit Rohrzuckerzusatz (0,88 M).
Samtliche Fixierungen wurden bei 4° C durchgefihrt.

Ubliche Paraffineinbettung, Schnittdicken 5—8 fl.

Nukleinsdure—Extraktion: a) nach Bharadwaj:

1% KOH, 1 Std bei Zimmertemperatur,
Mc llvaine und Phosphatpuffer (pH 7, 0,2 M) 2—8 Std bei 37° C.
5% Trichloressigsdure 12 Std. 37° C und
0,1% Ribonuklease.
b) eigene Modifikation:
Perchlorsaure 10% 2—15 Std., 60° C.
Salzsdaure, N—HCI 2—20 Std., 60° C.
Trichloressigsdure 10% 2—10 Std., 90° C. (nicht sehr gut geeignet)
c) eventuell Nachchromierung mit Kaliumbichromat 3% 12—24 Std.
Um Abschwimmen der Schnitte wahrend der Sadurebehandlung zu verhindern, wurden
die Schnitte nach Lipp celloidiniert.

Farbung: Regaud’sches Eisenhaematoxylin nach Romeis; Farbstoff jedoch kinstlich durch

Natriumperjodat-Zugabe gereift (0,1 gr pro 05 gr Haematoxylin).

Beizen der Schnitte in 5% Eisenalaun-Lésung 24 Std. 37° C.
Férben 12 Std. bei Zimmertemperatur.

Differenzieren in 2,5% Eisenalaun.

Alkoholreihe, Kanada-Balsam.
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Zusammenfassung

Es ist fur histologische Untersuchungen von Mitochondrien in Leber und Niere dem
Regaud’schen Fixierungsmittel der Vorzug zu geben. Durch dessen rasche Penetration erfolgt
die Fixierung der Gewebe noch bevor postmortale Verdnderungen der Mitochondrien statt-
finden kdénnen. Die fir das Gelingen einer Osmiumfixierung notwendigen papierdiinnen Ge-
websblocke konnen aus verschiedenen Grinden nicht immer hergestellt werden und
mit nur oberflachlich gelegenen, gut erhaltenen Schichten ist meist nicht gedient. Selbst
in nur 2—3 mm dicken Gewebsblocken treten infolge der langsamen Eindringgeschwin-
digkeit der Osmiumsdure starke postmortale Verdnderungen durch Zerfall und Abku-
gelung der stdbchenformigen Nierenmitochondrien auf, wéhrend diese in der Leber
mit Verquellung und Blasenbildung der Mitochondrien einhergehen.

Das von RharADWAJ angegebene Sublimat—Formol-Gemisch eignet sich nicht sehr
zur naturnahen Erhaltung der Mitochondrien, da es ebenfalls deren Umwandlung in Kugelform
verursacht. Jedoch ist die von Bharadwaj vorgeschlagene Extraktion der Ribonukleinsauren,
welche die Eisenhaematoxilinfarbung stéren, eine hervorragende Methode, um in Formol,
Formol—Calcium und in Formol—Zucker fixierten RNS-reichen Zellen die Darstellung der
Mitochondrien zu ermdglichen. Allerdings sind nur sehr kréftig wirkende Extraktionsmittel
effektvoll, wobei die Extraktionszeit — abh&dngig vom Organ — sehr lang sein muss. Eine
eventuelle Farbbarkeitsabschwécliung der Mitochondrien durch forcierte RNS-Extraktion
kann man durch Nachchromierung der Schnitte wieder rickgdngig machen. Hiermit ergibt
sich die Mdglichkeit, in Schnitten von einen einzigen Gewebeblock sowohl Mitochondrien
darzustellen, als auch Farbungen und bestimmte histochemische Reaktionen durchzufihren,
was zweifellos neben der Zeit- und Arbeitsersparnis sehr winschenswert und fir manche
Vergleichsstudien fast unerldsslich ist.
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MPOB/IEMbl TMCTO/IOMMYECKOIO BbIABAEHUA MWTOXOHAPUIA
X. MAVIEPCBAX
|_|pl/l FTMCTONTIOTNYECKNX nccnefoBaHnAxX MVITOXOH,quIVI B NMe4vyeHn 1 no4ykax ny4yile BCeEro

onpaegblBancs (UKCUpyoLWwwmin pacTeop Pero. Bnarogaps 6bICTPOMY NMPOHMKAHMIO 3TOr0 pacT-
BOpa (hMKcauysl TKaHel NPOUCXOAUT A0 BO3HUKHOBEHMSI MOCMEPTHbLIX M3MEHEHW MUTOXOHAPUIA.

smears.
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Heo6xoaMMbIX AN yAauyHO OCMUEBOlM (MKcaumm BecbMa TOHKMWX TKaHEBbIX KYCOUKOB, MO
pasHbIM MNpUYMHAM He BCerga yfaeTcsi MOMY4YUTb U PacnosioXXeHHbIe TOMbKO MOBEPXHOCTHO,
XOpOLLO COXPaHeHHbIe C/ION B GOMBbLUMHCTBE Cly4aeB HeAOCTaTOuUHbIL. [laxke B TKaHEBbIX KycOY-
Kax TOJ/ILLMHOW TONbKO 2—3 MM, BO3HUKAIOT BC/EACTBUE MeA/IEHHOTO NMPOHUKHOBEHWS OCMUEBON
KWUCNOTbI 3HAYNTE/bHbIE MOCMEPTHbIE U3MEHEHUS M3-3a pacnaja WU OKPYrieHUs NaioyKOBUAHbIX
MUTOXOHAPUI NOYKW, B TO BPEMS KaK B MEYEHW 3TU M3MEHEHWSI COMPOBOXAAOTCA HabyxaHuem
n ob6pasoBaHWeM My3bIpbKOB MUTOXOHAPWIA.

MpeanoxeHHaa Bapagsaem CMECb Cy/eMbl C (DOPMa/IMHOM He OYeHb NPUrofHa Ans
COXPaHEeHUS eCTeCTBEHHOW (hOpMbl MUTOXOHAPWIA, TaK KaK OHa TakxXe 06YyC/OBAMBaeT MX Mpe-
BpalleHune B LLapoBuaHyto opmy. OfHaAKO, MPeAoXeHHOe Bapagsaem 3KCTparMpoBaHue pubo-
HYK/IEMHOBbIX KWC/OT, MELLAKLLNX OKPaLUMBAHUIO XKeNe3HbIM FeMaTOKCUINHOM, MpPeAcTaBsieT
NPeBOCXOAHbIN METOA AN BbISIBNEHUS MUTOXOHAPUIA, B (hMKCMPOBaHHbLIX (HOPMaSIMHOM, CMEChIO
(hopmaniMHa n KanbLUusi UM CMecbio hopMasiHa 1 caxapa, 6oraTbix pU60HYKNIEMHOBOM KUCNOTOM
KneTkax. MpaBga, YTo TO/IbKO BECbMa CW/IbHbIE 3KCTPArvMpyoLLve BellecTBa OKasaincb aggek-
TUBHbIMW, MPUYEM BPeMsi 3KCTparMpoBaHUsi — B 3aBMCUMOCTM OT OpraHa — [JO/DKHO ObITb
0YeHb MPOAO/KUTENbHLIM. BO3MOXHOE YMeHbLLEHVE OKPALLIMBAEMOCTN MUTOXOHAPWUIA, BbI3BaH-
Hoe (hOPCUPOBaHHbLIM W3BMEYEHVEM PUBOHYK/IEMHOBOM KMUCMOTbl MOXHO BOCCTAHOBUTb A0MOJI-
HUTeNbHbIM XPOMMPOBaHVEM Cpe30B. Bnarogapsi aToMy NpefocTaB/isieTCs BO3MOXHOCTb Bbisi-
BUTb HE TO/IbKO MUTOXOHAPWUM B Cpe3ax M3 OfHOr0 efVUHCTBEHHOrO TKAHEBOr0 KyCOUKa, HO "
NPOBECTM OKpalUMBaHWA W OMpefefieHHbIe TUCTOMIOTUYECKNE peaKLuKn, YTO HECOMEHHO —
Hapsify C 3KOHOMWE BpeMeHW U TpyAa — SIBMSIETCS BECbMa XXeNaTe/lbHbIM U faXe [AN1S HeKo-
TOPbIX CPaBHUTE/NbHbIX WCCNEA0BAHUA MOYTU HEOBXOAUMbIM.

LE PROBLEME DE LA REPRESENTATION HISTOLOGIQUE DES MITOCHONDRIES
H. MAYERSBACH

Pour I’examen histologique des mitochondries dans le foie et le rein le matériel de
fixation de Regaud et celui de choix. Par sa pénétration rapide la fixation des tissus survient
encore avant que les changements postmortals des mitochondries puissent survenir. Pour
la réussite d’une fixation d’osmium les blocs de tissus doivent étre mince comme du papier,
ce que, pour de différentes raisons ne peut pas toujours étre réalisé, et des couches super-
ficielles bien conservées sont le plus souvent insuffisantes. Méme dans les blocs de tissu d’une
épaisseur de seulement 2—3 mm de forts changements postmortals surviennent, due a la
pénétration lente de I’acide osmique, tandisque par ce fait les mitochondries dans le foie
montrent un engonflement et une formation vésiculeuse.

Le composé sublirnat-formol décrit par Bharadwaj ne se préte pas trop a la conser-
vation fidéle des mitochondries, puisqu’il cause également une transformation globiforme.
Bharadwaj propose également I’extraction des acides ribonucléaires, qui perturbent la colo-
ration ferro-hématoxyline, ce qui est une méthode excellente pour représenter des mito-
chondries dans des cellules riches en ARN fixées dans du formol, formol-calcium et formol-
sucre. Cependant ce ne sont que des matériels d’extraction d’un effet trés vigoureux qui sont
efficaces et la durée de I’extraction-dépendant de I’organe doit étre bien prolongée. Un affaiblis-
sement éventuel de la coloration des mitochondries due a I’extraction forcée de TARN peut-
étre corrigé par la coloration supplémentaire des coupes. Voila donc une possibilit¢é pour
représenter des mitochondries dans les coupes d’un seul bloc de tissu, tout en effectuant aussi
des colorations et certaines réactions histochimiques, — ce qui est sans doute trés désirable
du point de vue d’épargne de temps et de travail. Cet avantage est donc presque indispensable
dans des études comparatives.

Dr. H. Mayersbach, Institut d’Histologie et d’Embryologie, Université
de Lausanne, Suisse
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STUDIES ON FEEDING AND DIGESTION IN PROTOZOA
Il. FOOD VACUOLE CYCLE IN TETRAHYMENA
CORLISSI

M. MULLER and P. ROHLICH

(Received July 16, 1960)

Introduction

Holozoic feeding, i. e. intake and intracellular digestion of particulate
food, living organisms or non living material, is common among the protozoa.
Our knowledge ofthis process as shown by the thorough review of K itching [5],
is rather incomplete and scanty in comparison to the rapid progress made in
several other fields of protozoan physiology in the last two decades. Among
others the absence of papers concerning the electron microscopy of the proto-
zoan digestion is apparent. Recent papers on the fine structure of protozoa
contain micrographs revealing details of food vacuoles in several groups
(Rhizopoda [1, 4, 7, 15], Sporozoa [19, 20], Ciliata [16] etc.) but only one
comprehensive paper has come to our attention which discusses the complete
food vacuole cycle [17, 18]. This work on Pelomyxa emphasizes the changes in
the food organisms (Paramecium or Tetrahymena) and in the membrane of the
food vacuole.

For some years we have been studying certain aspects of protozoan
digestion with the primary aim to obtain information on the mechanism of
intracellular breakdown of the materials ingested [11, 12,14].The histophagous
Tetrahymena corlissi [21] proved to be a favourable organism in this work.
The food intake and digestion in histophagous ciliates has not been discussed in
the literature in spite of the great possibilities they offer in the study of
protozoan feeding [9]. We have been studying these processes both by light and
electron microscopy. In the present paper only the electron microscopic data
will be presented. Light microscopic findings and a general discussion will be
presented in a forthcoming publication. A short abstract of this work has been
reported elsewhere [13].

Materials and preparation

Tetrahymena corlissi Thompson, strain W 1has been cultivated axenically in a solution
offollowing composition: Bacto-Tryptone (Difco) — 1%, Bacto Y eastextract (Difco)2—0,05%.
Heavy cultures were harvested by a hand driven centrifuge and twice washed prior to feeding
in Prescott solution.

10btained through the courtesy of Dr. J. O. Cortiss of Illinois University, Urbana,
111, U.S.A.
2Kindly supplied by Difco Co., Inc.
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The washed individuals were being fed on fresh frozen sections of rat or mouse spleen
for different times (30 minutes to 4 hours). Some samples were starved after a feeding of
30— 60 minutes. Unfed and fed samples as well as individuals starved after feeding were
fixed in buffered osmic acid according to Palade. The organisms were dehydrated, infiltrated
and embedded in methacrylate. All steps were performed in conical centrifuge tubes. The
early phases of ingestion were studied in animals fixed while feeding and embedded together
with the food. Thin sections were cut on a Porter-Blum microtome and examined with a
Tesla electron microscope using a 60 kV beam.

Observations

T. corlissi readily and rapidly ingests mammalian tissues, e.g.
spleen sections. This results in the rapid formation of numerous food
vacuoles. AIll the animals fixed at different times, with the exception of
the early moments, contain vacuoles in different phases of digestion. Thus a
critical timing could not be achieved and the food vacuole cycle was recon-
structed on the basis of the relative frequencies of the different vacuolar types
in the different samples.

Structure of the mouth parts3 participating in food vacuole formation. The
ciliated buccal cavity (Figs. 1 and 2, BC) ends in a narrow opening, the cyto-
stome (Figs. 1 and 2, CS). This very conspicuous structure is formed by ridge-
like protoplasmic processes. The pellicle of the buccal cavity does not end
abruptly at the level ofthe cytostome but continues on the vacuolar side of the
ridge (Fig. 2, P). Several fibrils or tubular structures strengthen this area
(Figs. 1 and 2, F) which is most probably identical with the cytopharynx.
The newly formed food vacuole, i.e. the ingestion vacuole follows distally
(Figs. 1 and 2, IV) limited by a thin membrane (Fig. 2, VM).

Contents offood vacuoles. The very large ingestion vacuoles (Figs. 1 and
2, 1V) contain more or less granular-fibrillar material evenly distributed in their
lumen. The space between the individual particles seems empty. In no instances
are traces of the original structure of the ingested tissues discernible in these
vacuoles.

The great majority of the digestion vacuoles is filled with a homogeneous
dark material (Fig. 3), a condensation and dehydration product of the content
of the ingestion vacuoles. In later vacuoles the homogeneous mass breaks up
into dark granules and at the same time intergranular spaces reappear (Figs.
3 and 7). These granules disappear also from the older vacuoles and leave
behind nothing but a finely dispersed, light, filamentous granular material
(Figs. 5, 6 and 8, DV).

Vacuolar membrane. All food vacuoles are surrounded by a smooth
vacuolar membrane (Figs. 1 to 8, VM) displaying identical fine structure in
early and late vacuoles. In some micrographs (Fig. 7,insert) its doubleness is

31In the naming of mouth parts the usage recommended by CORLISS [2] hasbeen followed.
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Fig. 1. Longitudinal section through mouth area of Tetrahymena corlissi. The ciliated buccal
cavity (BC) and the ingestion vacuole (I1V) are separated by the cytostome (CS). Note the
oblique sections (F) of fibrils or tubular structures right of the latter. The
(IV) contains granular material. X 14.500
Fig. 2. A similar section of T. corlissi. The pellicle (P) of the buccal cavity (BC) shortly con-
tinues on the right side of the cystostome (CS). The dark round structures (F) are possibly
identical with the fibrils (F) in Fig. 1. VM — membrane of the ingestion vacuole (IV) containing
less granular material. X 24.000

ingestion vacuole



300 M. MULLER and P. ROHLICH

Fig. 3. Section of digestion vacuole (DV) in its most compact form. X 44.000
Fig. 4. Digestion vacuole (DV) containing large dense granules. Note the distinct vacuolar
membrane (VM). X 19.200
Fig. 5. Food vacuole (DV) with dark, granular and light, more fibrillar, content. Endoplasmic
reticulum (ER) is adhering the vacuole membrane (VM). X 15.750
Fig. 6. Digestion vacuole (DV) in a later phase of digestion. M — mitochondria. X 36.000
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Fig. 7. Late digestion vacuole (DV) with dense granular content. The cytoplasm contains
several small vacuoles (SV), some ofwhich with particulate material (SV*). AtPV themembrane
forms a small vacuole by pinocytosis. X49.600
Insert. Higher magnification of pinocytotic area (PV). Arrow points to double vacuolar

membrane. X88.000

13 Acta Morphologies X/2—4.
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Fig. 8. Late digestion vacuole (DV). Pinocytotic formation (PY) of small vesicles (SV) some
of which contain particles. X 46.500
Fig. 9. Surface area of T. corlissi representing a structure (CP) possibly identical with the
cytoproct. X 15.000
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conspicuous. This membrane does not show in the most dense early vacuoles
because it is close-fitting to the food mass (Fig. 3). The membrane of the late
vacuoles containing dense granules or fibrillar material has an appearance
which suggests the involvement of intracellular pinocytosis. Small vacuoles
are observed closely associated with the membrane (Figs. 7 and 8, SV). While
some of them contain no visible structures, others are filled with granules
(Fig. 7, SV*). Here and there the vesicles are connected with the food
vacuole (Figs. 7 and 8, PV) budding off from it. Most probably the membrane
of the small vacuoles is a derivative ofthe food vacuole membrane.
Cytoproct. In some micrographs (Fig. 9, CP) points of the animal’s
surface are to be found where a large vacuole with fibrillar material adheres
to the surface pellicle. This point is perhaps the cytoproct but we cannot yet
exclude the possibility that it represents the contractile vacuole pore. To
differentiate these structures further investigations are required.

Discussion

Micrographs ofthe mouth parts could not be taken in sufficient number to
obtain a clear picture of their organisation. All typical parts [2, 3] of
a hymenostome mouth, i. e buccal cavity, cytostome and cytopharynx have,
however, been found. At the level of the cytopharynx fibrils or tubular struc-
tures are conspicuous which may be identical with the pharyngeal fibrils seen
in silver preparations [3] and with the fan of fibres described by Metz and
Westfall [8]. No structural details have been found which would account for
the peculiar feeding mechanism. As in other Telrahymena species, the feeding
of T. corlissi can only be accomplished in a “Strudler” mode which necessitates
the extracellular breaking down of tissues prior to ingestion. An extracellular
gelatinase may play a definite role in this process [10].

This view is further supported by the fact that no original structure of
the food is preserved even in very early ingestion vacuoles. Their con-
tent is represented by irregular fibrillar-granular material. These particles
are probably the products of the assumed extracellular “predigestion”. They
are absorbed together with a considerable amount ofwater, thus forming the
rather large ingestion vacuoles.

The ingestion vacuoles are rapidly transformed into early digestion
vacuoles found in great number in all individuals except those starved for a
longer time. The change is accomplished by the dehydration and condensation
ofthe content. The early vacuoles are filled with a dark, homogeneous material.
The disappearance of discernible structures during early digestion has been
noted also in light microscopical work on Amoeba proteus [11, 12]. Attacked
by digestive fluids this material is broken down into dark, rather large granules,

13
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a process accompanied by the rehydration of the vacuole, and later into finely
dispersed, filamentous material. The latter is to be found in the late vacuoles.
No light amorphous mass has been found adhering to the late vacuole membrane
which is regarded as a digestion product by some authors [7, 15]. The changes
observed clearly pointto the role of de- and rehydration and the production of
digestive enzymes in the digestion of the food praticles [18]. The decreasing
amount of material in the vacuoles is explained by the intake of digestion pro-
ducts in the cytoplasm.

The vacuole membrane is a derivative of the mouth parts. As to the
mode of its formation nothing definite can be said as yet. We may, however,
assume that the depth of the mouth is limited by an undifferentiated plasma
membrane which produces the vacuolar wall by extension and constriction [6].
Most authors [4, 7, 15, 16, etc.] do not differentiate a finer substructure in
this membrane and regard it as single layered. Rudzinska and Trager [20]
found a double membrane around the food vacuoles in Plasmodium berghei.
In some of our micrographs the wall appeared double.

The membrane surrounding the early vacuoles is smooth or wavy with-
out any indication of greater activity [18]. The late vacuoles containing
granular-fibrillar material have a membrane exhibiting an intense pinocytotic
activity. Regarding this phenomenon we may accept the view of Roth [18]
that the results of this process are the modification of the vacuolar membrane
and the increased surface area for diffusion. Thus the benefit derived by the
organism from this process is chiefly the rapid uptake of digestion products.

Summary

Axenically grown Tetrahymena corlissi cells readily ingest mammalian tissues, €. g.
spleen. The ingestion and digestive vacuoles are surrounded by a (double) membrane 75 AU
in thickness, differing from the differentiated cell membrane. The original structure of the
ingested tissues is unrecognisable, a fact pointing to a certain extracellular ’predigestion” .
The early ingestion vacuoles contain granular material, rapidly condensated to a dark homo-
geneous mass. Later the vacuole walls are lifted from the dark vacuolar content. The latter
slowly breaks up and then almost disappears. At the same time agreat numberofsmallsecond-
ary vacuoles are budding off from the wall of the digestion vacuole. This process of intra-
cellular pinocytosis must play a prominent role in the uptake of digestion products.
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SAXBAT MWW N NUWEBAPEHWE Y MPOCTENWMNX
1. LUK MUWEBAPUTENIbHbLIX BAKYONEWM ¥ TETRAHYMENA CORLISSI

M. MIOZINTEP n M. PENNX

AkceHunuyeckana Tetrahymena corlissi oxoTHO 3arnaTtbiBaeT TKaHW MAeKoONUTalWuXx,
Hanp. Cene3eHOYHYI TKaHb. 3axBaTbiBaTeNlbHble W MWL EBapUTeNbHbIe BaKyoNW BbICTUNAHbI
ToHkolt (75 A) pBoiiHoli 060n0uKkoii, uMeloueli WHYW CTPYKTYpy, uem auddepeHum-
poBaHHas nennukyna. MNuuieBoii mMaTepuan TepsieT UCXOAHYH CTPYKTYpPYy YXe€ K MOMEHTY
3arnatblBaHWsA. JTOT (haKT, BEPOSATHO, 06bACHAETCSA W3BECTHbIM BHEK/IETOUYHbIM «MNpejnepeBapu-
BaHWeM». PaHHWe BaKyonu 3anofHeHbl 3ePHUCTbIM BeLLeCTBOM, KOTOpPOe 6bICTPO KOHAEHCHU-
pyeTcs v npeBpallaeTcs B FOMOFeHHYH TeEMHY Maccy. CTeHKM BaKyo/ninm NOTOM oTAansiioTcs OT
3TOW Macchl, KOTOPbIA MOCTENEHHO Pas3pbIX/IAeT U NOYTW MOMHOCTbIO McyesaeT. O AHOBPEMEHHO
OTWHYPOBLIBAKTCA MHOFOYMUC/NEHHbIE MeNKME BTOPUYHbIE BAKYONU OT CTEHKWU MWL eBapuTenb-
HOl BaKyonuW. ITOT NpoLecc BHYTPUKNETOYHOrO MMHOLMUTO3a UFpaeT, HABEPHO, 6ONbLLY POnb
B fene BcacblBaHWS NPOAYKTOB MNepeBapuBaHus.

UBER DIE NAHRUNGSAUFNAHME UND VERDAUUNG BEI DEN PROTOZOEN
Il. ZYKLUS DER VERDAUUNGSVAKUOLEN VON TETRAHYMENA CORLISSI

M. Mualler und p. réhlich

Axenisch geziichtete Tetrahymena corlissi nimmt S&ugetiergewebe, z. B. Milzgewebe
sehr leicht auf. Die Einverleibungs- und Verdauungsvakuolen sind von einem 75 A dicken
(doppelten) Hautchen umgegeben, dessen Struktur von dem Aufbau der differenzierten Zell-
membran abweicht. Das Nahrungsmaterial hat seine urspriingliche Struktur schon zur Zeit
des Einverleibens verloren, was wahrscheinlich mit einer bestimmten extrazellularen »Vor-
verdauung« zu erkléren ist. Die Vakuolen sind zuerst von granuldrem Material ausgefillt,
welches schnell in eine homogene dunkle Masse kondensiert wird. Die Vakuolenwédnde heben
sich spéter von der dunklen Masse ab, welche sich allmé&hlich auflockert und fast vollstdndig
verschwindet. Gleichzeitig schnirt sicht eine groBe Anzahl von kleinen Vakuolen von der
Wand der Verdauungsvakuole ab. Diesem Vorgang der intrazellularen Pinozytose kommt
wahrscheinlich eine fihrende Rolle in der Aufnahme der Verdauungsprodukte zu.

Dr. Miklés Multer

, ] Budapest IX. T@zolté u. 58. Hungary
Dr. Pal Roehlich
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SOMATOTOPIC ARRANGEMENT OF SYNAPSES
OF PRIMARY SENSORY NEURONS IN CLARICE’S
COLUMN

J. Szentagothai

(Received August 18, 1960)

Some years ago the synapses of Clarke’s column have been analyzed
with experimental morphological methods by the author and Albert [6].
Three types of synapses have been described, (i) Large muscular afferent
primary neurons establish very large and long parallel contact synapses with
the Clarke neurons, which finally terminate in unusually large terminal knobs;
they have been called “giant synapses”, (ii) Another type are terminal knobs of
ordinary size, the preterminal fibres of which reach the Clarke neurons mostly
at right angles. Their intraspinal origin had been established in the paper
mentioned, but as has been pointed out later [3] they are not recurrent colla-
terals from the dorsal spinocerebellar tract (DSCT), as supposed originally, but
originate from spinal interneurons situated in the lower lumbar segments,
(iii) A third type of synapse also from spinal interneurons is established by a
meshwork of extremely fine fibers in close connection with the Clarke neuron
surface. This type of synapse has recently been brought into connection with
inhibition [5] exerted by spinal interneurons upon Clarke neurons as first
shown by Laporte, Lundberg, and Oscarsson [2], and investigated more
exactly with the intracellular microelectrode technique by Curtis, Ecoles and
Lundberg [1]. — These three histological types of synapse fit fairly well with
the physiological findings ofthe Lundberg group in Lund, according to which
besides the direct monosynaptic action of predominantly muscular afferents,
Clarke neurons are impinged upon by excitatory and inhibitory influences
from spinal interneurons.

During more recent investigations on the intraspinal course of primary
sensory neurons with the Nauta technique an interesting somatotopic arrange-
ment of primary sensory neuron synapses in Clarke’s column has been noticed,
a short account of which shall be presented in this paper.

Material and methods
The investigations were carried out on cats in which the dorsal roots L3, L4, 1,5 L6

and L, were transected separately. The cats were let to survive for 5 days. The spinal cord
was fixed by perfusion with neutral formol and investigated in frozen sections according
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to Nauta’s method. Transverse sections were prepared from each segment below Th9, but
the adjoining parts of the segments Th13—L3and L2 3were spared for longitudinal sectioning.
Care was taken for exact orientation of the longitudinal sections in order to get the Clarke
columns of both sides as far as possible into the same slides.

Results and conclusions

As known, primary sensory neuron collateras do not enter Clarke’s
column at the level of their entrance into the cord, but have to ascend for one
or two segments in the dorsal fasciculus. This is of course natural in case of
sensory neurons of the segments below L4, where there is no Clarke column.
From tracing of degenerated fragments after transection of the dorsal roots
L3 4it appears, however, that L4collaterals do not enter the column below L2,
and L3 collaterals not below L4 — The distribution of collaterals originating
from a given segment (e. g. L4) can best be understood from the schematic
diagram on Fig. 1. Clarke’s column is represented by a vertical cylinder with
the nerve cells also oriented longitudinally, i. e. with long axes parallel to the
axis of the spinal cord. After transection of the dorsal root L4signs of degenera-
tion are found in the column between the segments L2—Th10 within a well-
defined space limited between two parallel nearly sagittal planes, slightly
sloping upwards in medial direction. The distance of the planes from another
is about a quarter of the diameter of Clarke’s column or somewhat less in the
case of the small roots from L, upwards, and considerably larger — to about
half of the diameter in the case of the larger roots L6—Sr This means that
direct dorsal root collaterals after having entered Clarke’s column are shifted
during their ascent gradually in medial direction, establishing thus synaptic
contact with more and more medially situated Clarke neurons. Since, as has
already been stated [6], collaterals from the different roots do not enter
Clarke’s column at the same level, this distribution of collaterals is not due
exclusively to a medial shifting of collaterals inside the column but also to
a similar shift ofthe ascending white dorsal column fibres. In sagittal sections
of the cord of animals with previous lumbar radicotomy one encounters
degenerated collaterals entering the gray matter from the dorsal fasciculus in
large numbers as high as five or six segments above the level of the
entrance of the sectioned root into the spinal cord. These collaterals are
situated the more medial the higher they are above their segment of entrance.

However well defined the borders of the space in which the collaterals
arising from any dorsal root are distributed in Clarke’s column, these borders
do not separate the distribution fields of two neighbouring or any other
segments. On the contrary, there is a considerable overlap between collaterals
of neighbouring segments. The collaterals derived from the large lower lumbar
segments overlap not only with their adjacent, but even with the next and
perhaps even more segments. This is demonstrated diagrammatically in Fig. 2,
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Hg- 1. Diagram showing the distribution of primary sensory collaterals in Clarke’s column
originating from the segment L4 Further explanation in the text

with indication of the “giant (parallel contact) synapses” involved. — Thus it
appears that synapses between primary sensory neurons of different segments
with Clarke neurons are situated in parallel oblique slices of the column sloping
upwards in medial direction and showing considerable overlap between
neighbouring and even more distant segments.
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The significance of this somatotopic arrangement of synapses would
better be understood if we had more exact information on: (i) the distribution
and termiitation ofthe distal branches ofthe neurons of a given segment which
terminate in lower or upper parts ofthe column, and (ii) on the mode oftermina-
tion of DSCT fibers in the cerebellum arising from different levels of Clarkes
column. Unfortunately we do not know anything about these questions. Since
according to Lundberg and Oscarsson [3] most DSCT neurons are mono-
synaptically stimulated either by muscle spindle (la) or Golgi tendon organ
(It) afferents, the possibility must be taken into account that the one of the
two types might be localized more caudally than the other. This has already
been tested experimentally by Oscarsson [4] with descending longitudinal
sectioning of the spinal cord to interrupt the Clarke neuron axons successively
as they enter Flechsig’s fasciculus. Since the discharges due to la and Ib sti-
mulation decreased concom itantly in such experiments, this possibility has been
ruled out. So we must suppose that Clarke neurons which are monosynaptically
activated by 16 afferents are situated in the same level as those impinged upon
by la afferents. — The mode of termination of dorsal spinocerebellar fibres
originating from different levels of the cord is a question that remains to be
investigated by appropriate methods.

Summary

The synapses of primary sensory collaterals of lumbar segments with Clarke neurons
are situated in parallel oblique slices of the column sloping upwards in medial direction. There
is considerable overlap in Clarke’s column between the synaptic territories of neighbouring
segments. In consequence of this arrangement the Clarke neurons monosynaptically excited
by the primary sensory neurons of a given segment are generally the most lateral ones in the
lower and the most medial ones in the upper part of the synaptic territory of that segment
in Clarke’s column.
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COMATOTOINMYECKOE PACMPEAENEHUWE CWHAMNCOB TMEPBUYHbLIX 4YYBCT-
BYHOWWMX HEBPOHOB B CTOJIBE KJ/1APKE

. CEHTAIOTAA

MepBrUHbIE UYBCTBYIOLLME HEBPOHbI MOSICHUYHBLIX CPe30B 06pasyloT B cTonbe Knapka
B UMIMHAPUYECKMX CErMEHTaX, pasrpaHnYeHHbIX KOCbIMU, B BEPXHEM HanpasieHUN M euanbHO
HaK/IOHAIOLLMMMCSA NIOCKOCTAMU, CUHAMNCbl C HAXOASALMMUCA B 3TUX NpocTpaHcTBax Knapko-
BbIM/ HEPBHbIMM K/eTKamu. Mexay nofo6HbIMU CUHANTUYECKUMMU 06NacTsIMU COCEAHMX CPe30B
HabN0aeTCca 3HaUMTeNbHOE COBMafeHve. B pesynbTaTe 3TOro pacrnpedenieHns npoucxoasiime
13 OMpPefeNneHHOro KopHA KonsaTepany 06pasyloT B HUKHER 4acTW OTHOCALLECS K AaHHOMY
KOPHIO 06/1aCTU HEeMocpeACcTBEHHbIe CUHAMCbI C 60KOBbIMU, a B BEPXHei uacTi 3Toi o6nacTtu ¢
MeananbHbIMK - KneTKamy  Knapka.

SOMATOTOPISCHE ANORDNUNG DER SYNAPSEN VON DEN PRIMAREN
SENSORISCHEN NEURONEN IN CLARKESCHEN SAULE

J. SZENTAGOTHAI

Die Synapsen zwischen den primé&ren sensorischen Neuronen der Lumbalsegmente
und Clarkeschen Zellen sind in schiefen nach oben medialwérts geneigten durch parallele
Ebenen begrenzten Zylinderschnitten der Clarkeschen Saule lokalisiert. Die zu benachbarten
Segmenten gehdrenden Scheibenterritorien der Clarkeschen Saule Uberdecken sich weit-
gehend. Dieser Anordnung zufolge werden durch die Kollateralen jeder Dorsalwurzel im kauda-
len Verteilungsbereich der Clarkeschen Sdule laterale, im kranialen Verteilungsbereich mediale
Nervenzellen direkt erregt.

Prof. Dr. Janos SzentAgothai, Pécs, Dischka Gy. u. 5. Hungary
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ZUR FRAGE DER FETTMOBILISIERUNG

J. Balé

(Eingegangen am 21. Mai, 1960)

Einleitung

Mit den physiologischen Reaktionen, auf deren Einwirkung das Depotfett
in den Kreislauf gelangt, sowie mit den pathologischen Zustdnden, die mit
der Vermehrung des Fettgehalts im Blut einhergehen, beschéftigen sich Physio-
logen und Pathologen seit langer Zeit.

Mansfeld [16] untersuchte 1909 die Frage, wodurch die Fettmobilisie-
rung in Gang kommt, indem er die Verdnderungen des Blutfettgehalts nach
akuter Sdaurevergiftung feststellte. Durch die Vena jugularis externa des
Hundes lieR er n/10 Salzsdure oder n/4—n/8 normale Milchsdure stromen. Wenn
der Fettgehalt auf die Bluttrockensubstanz bezogen wurde, so war eine Ver-
mehrung des Fettgehalts im Blut zu beobachten. Hofmeister [13] wies 1912
darauf hin, daB das Fettgewebe nichtinnerviert sei, die Fettmobilisierung somit
nur die Folge einer chemischen Regulation sein kdnne. Es schien deshalb
wichtig, die Rolle der Hormone klarzustellen.

Die Rolle des Nervensystems

Die These Hofmeisters, das Fettgewebe enthalte keine Nerven, konnte
nicht akzeptiert werden und mehrere Autoren studierten daher die Frage, Welche
W irkung das Nervensystem auf den Zustand des Fettgewebes ausubt. Einge-
hend befaBten sich Mansfeld und Muller [17] mit dieser Frage. Sie unter-
suchten 1913, wie sich die Denervation auf den Zustand des Fettgewebes aus-
wirkt: An 2 fetten Hunden durchtrennten sie den N. ischiadicus und verglichen
die Menge des Fettgewebes auf der denervierten Seite mit der auf der intakten
Seite. Als Folge des Hungerns war auf der denervierten Seite mehr Fett erhal-
ten geblieben als auf der intakten Seite. Anschliefend fihrten sie Versuche an
Meerschweinchen durch. Auf einer Seite wurde der N. ischiadicus und N. femo-
ralis durchtrennt, und nach dem Hungern fanden sie auf der denervierten Seite
mehr Fett als auf der intakten.

Wertheimer [30] untersuchte die Fettmobilisierung nach Phlorrhizin-
Vergiftung, die bekanntlich Fettmobilisierung bewirkt. Wurde das Ricken-
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mark der Hunde zwischen dem 1—7. Dorsalsegment durchtrennt, so kam
unter der Wirkung des Phlorrhizins keine Fettleber zustande. Die fettmobili-
sierende Wirkung von Phlorrhizin geht mit Lipdmie einher, aber nach der
Rickenmarkdurchtrennung entstand auch keine Lipdmie. Auch Wertheimer
hat demnach die Rolle des Nervensystems im Zustandekommen der Fett-
mobilisierung bestétigt.

Im Jahre 1937 untersuchten Beznak und Hasch [3] die Wirkung der
Sympathektomie auf die Fettmobilisierung an Katzen, Kaninchen und Hunden.
Sie resezierten das obere zervikale Ganglion, das Ganglion stellatum, durch-
trennten unter dem Zwerchfell den Splanchnicus major und minor und ent-
fernten auBerdem die lumbalen und sakralen sympathischen Ganglien. Alle
diese Eingriffe wurden unilateral ausgefiihrt und die Befunde mit dem Zustand
auf der kontralateralen Seite verglichen. AuBerdem verglichen sie die in ein-
zelnen Zonen beobachteten Erscheinungen auch miteinander. Nach zervikaler
Sympathektomie untersuchten sie das Verhalten des perikardialen Fettge-
webes, nach Durchtrennung des Splanchnicus major und minor das perirenale
Fettgewebe und nach Resektion der lumbalen und sakralen svmpathischen
Ganglien den Zustand des abdominalen und subkutanen Fettgewebes. Nach der
zervikalen Sympathektomie fanden sie auf der operierten Seite mehr perikar-
diales Fettgewebe als auf der intakten. Nach unilateraler Durchtrennung des
Splanchnicus major und minor hatte sich das perirenale Fettgewebe an dieser
Seite auf das Doppelte oder Dreifache vermehrt, nach unilateraler Resektion der
lumbalen und sakralen Ganglien war das abdominale und subkutane Fettge-
webe auf dieser Seite massiver. Beznak und H asch stellten ferner fest, in dem
der sympathischen Innervation beraubten Fettgewebe habe sich das Fett
langsamer abgelagert, aber die Mobilisierung in noch starkerem MaRe verlang-
samt.

Beznak und Hasch verabreichten auferdem Versuchstieren mit Sudan
geférbtes Fett und wiesen nach, dall sich dieses zuerst perirenal ablagert. Das
Fettgewebe der einzelnen Gegenden verhdlt sich somit nicht ganz gleichartig.
Das geht auch aus Strandbergs [24] Beobachtung hervor, der das Schicksal
eines auf den Handriicken transplantierten Bauchhautstickchens verfolgte und
feststellte, daR das transplantierte Hautstickchen nach Gewichtszunahme am
Handricken ebenso Fettspeicherung aufwies wie die Haut der Bauchwand.
Ken Kuré und Mitarbeiter [15] untersuchten die sympathische und parasym -
pathische Innervation des Fettgewebes. An 55 Hunden durchtrennten sie die
vorderen oder hinteren Ruckenmarkwurzeln und setzten sie mechanischer
Reizung aus oder spritzten Cantharidin-Tinktur in die Wurzeln. Die sympathi-
schen Fasern treten an den vorderen Rickenmarkwurzeln heraus, wahrend die
parasympathische Innervation an den hinteren Wurzeln verlduft. Nach ihrer
Feststellung wirken die sympathischen Nerven hemmend auf die Fettablage-
rung, Mdhrend von den parasympathischen die Fettmobilisierung stimuliert
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wird. Nach totaler Denervation ist sowohl die Fettablagerung Avie die Fett-
mobilisierung beeintrachtigt.

Endlich verweisen wir bezlglich der Rolle des Nervensystems in der
Fettmobilisierung auf die Angaben von Torskaya [26], wonach die Denerva-
tion unter normalen physiologischen Verhé&ltnissen keinen betrdchtlichen Ein-
fluR auf die Fettspeicherung und -mobilisierung austubt, w&hrend des Hungerns
jedoch die Fettmobilisierung durch die Denervation verzdgert wird. Torskaya
untersuchte auch, ob sich der EinfluR der Denervation verandert, wenn eine
Verschiebung im endokrinen Milieu eintritt. Zu diesem Zweck wurde die
Schilddriise von Kaninchen exstirpiert und anderen Tieren Thyreoidin oder
Insulin mit Glukose verabreicht. Mehrere Tiere wurden kastriert, bei anderen
wurde das Ovarium oder der Hoden implantiert. Unter diesen Verdnderungen
der inneren Sekretion erfolgte die Denervation. Es stellte sich heraus, daBR die
Fettmobilisierung in den Féllen mit erhéhtem Stoffwechsel durch die Denerva-
tion verzdgert wurde. Dieses Ergebnis trat zutage, wenn Hoden oder Ovarium
implantiert oder Thyreoidin verabfolgt wurde. Die Erscheinung war aber auch
zu beobachten, wenn nach Kastration oder Exstirpation der Thyreoidea bzw.
nach Insulin-Glukoseverabreichung vermehrte Fettspeicherung eintrat.

Es unterliegt keinem Zweifel, daB auch die vegetativen Zentren des
Hypothalamus EinflufR auf die Fettspeicherung oder Fettmobilisierung aus-
iilben. Zum Beweise dieser Tatsache lassen sich klinische und pathologische
Beobachtungen anfihren.

Die Hormone

Von den Autoren, welche die Fettmobilisierung auf chemische Regula-
tion zurickfiohren, wdrd hauptsdchlich die Mitwirkung einzelner Hormone
vorausgesetzt.

Laut Lombroso, sowie Allen und Bloor hat die Bauchspeicheldrise eine
den Fettstoffwechsel regulierende innersekretorische Funktion. Dragstedt,
Van Prohaska und Harms [8] haben 1936 ein fettstoffwechselregulierendes
Hormon aus dem Pankreas isoliert und Lipocaic genannt. Mehrere Autoren
nahmen an, bei der Fettmobilisierung spiele auch Adrenalin eine Rolle. Unter
Wirkung von Adrenalin kommt es zur Mobilisierung der Fettdepots. Nach
Adrenalinverabreichung erhdht sich der Fettgehalt im Blut normaler und an
Phlorrhizin-Diabetes leidender Tiere und der Fettgehalt in der Leber hungern-
der Tiere.

Laut VerzAr und Laszt [27] wird das Zustandekommen der infolge
Phosphorvergiftung oderHungern entstehenden Fettleber bei Ratten durch die
Resektion der Nebenniere gehemmt. Phosphorvergiftung und Hungern fiihren
ndmlich zur Fettmobilisierung, und das Fett speichert sich in der Leber. Erneut
speichert sich Fett in der Leber nach Phosphorvergiftung laut VerzAr und
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Laszt dann, wenn die adrenalektomierten Ratten Nebennierenrindenhormon
erhalten.

Anselmino und Hoffmann [1,12] isolierten ausdem Hypophysenvorder-
lappen eine Substanz, die bei Ratten Keton&dmie verursacht. Nach Issekutz
jr.und Verzar [14] (bt die Hypophyse ihren Effekt auf den Fettstoffwechsel
Uber die Nebenniere aus.

Die Wirkung von Adrenalin oder Noradrenalin auf die Fettmobilisierung
ist auch neuerdings von vielen untersucht worden. Wadstrom [29] injizierte
Kaninchen intravends Adrenalin. Vor und nach der Einspritzung bestimmte er
die Tri-, Di- und Monoglyzeride im Fettgewebe der Regio pubica, wobei er
feststellte, dal sich unter Adrenalinwirkung die niedrigeren Glyzeride ver-
mehrt hatten, was so interpretiert wurde, da Adrenalin im Fettdepot Lipolyse
zustande bringt.

W hite und Engel [31] priften die Wirkung von Adrenalin und Nor-
adrenalin in vitro und stellten fest, dalR beide die Bildung der nicht esteri-
fizierten Fettsduren stimulieren und diese Wirkung fur das 1-lsomer spezi-
fisch sei.

Engel, Engel und McPherson [9] untersuchten den ketogenen und
adipokinetischen Effekt der Hypophysenhormone. Laut Campbell und Best
[4] Ubt auch das Wachstumshormon der Hypophyse eine derartige Wirkung
aus. W hite und Engel stellten dasselbe in bezug auf ACTH und TSH fest.

Fettmobilisierung bei experimenteller Hypercholesterindmie

Meine Mitarbeiter Domosi und Egyed [7] haben 1939 Atherosclerose-
Versuche an Kaninchen vorgenommen und dabei im allgemeinen in Ol gelostes
Cholesterin verwendet. Wir wollten indessen auch untersuchen, welche Wir-
kung Cholesterin allein auslibt. Zu diesem Zweck bereiteten wir eine walrige
Cholesterinsuspension, indem wir das in Eisessig geldste Cholesterin kaltem
destilliertem Wasser Zugaben, wodurch eine Cholesterinsuspension mit sehr
feiner Dispersion entstand, die von Essigsdure befreit und den Kaninchen
durch die Magensonde gegeben wurde. Auf diese Weise konnte eine sehr hohe
Hypercholesterindmie herbeigefihrt und bei den Kaninchen Atherosklerose
durchschnittlich in 2 Monaten herforgerufen werden. Wie dieserVersuch ergab,
wird Cholesterin in waRriger Suspension gut resorbiert, so daR es keines Ols
zur Cholesterinresorption bedarf.

Mein Schiiler Popjak [22] hat dieses Verfahren in London weiterent-
wickelt und nachgewiesen, dafl nach Verabreichung der wé&Rrigen Cholesterin-
suspension nicht nur Hypercholesterindmie entsteht, sondern sich auch die
Phospholipide und neutralen Fette im Blut vermehren. Unter Wirkung der
wéRrigen Cholesterinsuspension verringern sich trotz ausreichender Erndhrung
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die Fettdepots, und die Tiere magern stark ab. PopJAK fand, da Cholesterin
Fettmobilisierung in den Fettdepots bewirkt, zugleich die Synthese der
Phospholipide in der Leber zunimmt und die Fettsduren in gesteigertem Male
verbraucht werden. Er gelangte zu dem SchluB, Cholesterin sei der Regulator
der Lipoidbestandteile des Blutplasmas.

Unlédngst hat mein Mitarbeiter Szalay [25] auf dem Kongre der
Physiologischen Gesellschaft 1959 Uber unsere diesbeziglichen Untersuchun-
gen referiert, welche ergaben, daR sich nach Verabfolgung von Cholesterin in
wéBriger Suspension auller der Erh6hung des Cholesterinspiegels im Blutplasma
die Gesamtlipoidfraktion, die Phospholipid- und neutrale Fettfraktion sowie
die R-Lipoproteinfraktion in gleicher Weise vermehren, ja zugleich auch der
SerumeiweiBwert ansteigt und sich das pH des Serums in saurer Richtung
verschiebt.

Das pathologisch-anatomische und histopathologische Bild der Fettmobilisierung

Die Untersuchung der Fettmobilisierung fuhrt u. a. zu der Frage, ob
pathologisch-anatomische und histopathologische Zeichen dieses Prozesses
angetroffen werden konnen. Die Verminderung des Fettgewebes ist bei der
Sektion von Menschen oder Tieren oft zu beobachten. Das Bild des atrophi-
schen Fettgewebes ist gut bekannt. Die von der Fettmobilisierung verur-
sachten Verédnderungen sind in den verschiedenen Fettdepots deutlich wahr-
nehmbar, lassen sich aber am besten im Knochenmark untersuchen.

Virchow [28] hat 1859 darauf hingewiesen, dall sich das Fettgewebe
unter dem Perikard, perirenal und anderswo bei der Abmagerung zu gallert-
artigem Bindegewebe umgestaltet. Laut Ponfick [21] wird das an und fir
sich schwefelgelbe fettige Knochenmark infolge von Marasmus senilis, erschép-
fenden Krankheiten, Tuberkulose, Krebs und Inanition honigartig oder bern-
steinartig. Nach Askanazy [2] sei rotes und gelbes Knochenmark als normal,
gallertartiges jedoch als pathologisch zu betrachten. Das gallertige Knochenmark
ist glasartig, apfelgelee- oder himbeergeleeartig. Die F&rbung beruht offenbar
darauf, in welchem Malke es neben der Verdnderung des fettigen Knochen-
marks zu der des roten Knochenmarks gekommen ist. v. Recklinghausen [23]
hielt die gallertartige Umwandlung fiir Odem ex vacuo. Askanazy [2] betonte,
das gallertartige Knochenmark enthalte keine schleimige Substanz, aber in der
serdsen Flussigkeit sei Fibrinogen anzutreffen, von dem Fibrinfdden aus-
scheiden.

Das gallertartige Knochenmark wurde auch von Orsés [20] untersucht,
der vor allem mit Hilfe von Impragnationsverfahren das retikuldre Netz des
Knochenmarks sowie die Tatsache nachwies, dafl dieses Netz mit den Fett-
zellen und mit den Gef&Ben netzartig zusammenhdngt. AuRerdem fand er

14 Acta Morphologica X /2-4.
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Nerven und sogar Nervenendigungen im Knochenmark. Ors6s nahm an, daR
die Fettzellen im gallertigen Knochenmark Schleim sezernieren und daR sie
feine Drainkandéle enthalten.

Eigene Untersuchungen

Mit der Frage der Fettmobilisierung habe ich mich seit 1937 befalt, und
es gelang mir an menschlichem Material und in Tierversuchen nachzuweisen,
dall das gallertartige Knochenmark die bezeichnendste Form der Fettmo-
bilisierung sei. Wahrend die Verdnderungen anderer Fettdepots mit der
Reduktion oder dem Verschwinden des Fettgewebes, mit der Bildung von
6dematdésem Fettgewebe einhergehen, ist das Fettgewebe im Knochenmark in
fixiertem Zustand, und das sich aus dem Verschwinden des Fetts ergebende
Vakuum fullt sich mit Flissigkeit an, so dall sich die histologischen Verén-
derungen im Zeitpunkt der Fettmobilisierung gut untersuchen lassen. Die
Erscheinungen der Fettmobilisierung sind auch in anderen Fettdepots vorzu-
finden, wenn auch nicht in so anschaulicher Form wie im gallertartigen Kno-
chenmark.

Wir haben 12 Fé&lle eingehend aufgearbeitet (Tabelle 1), in denen ausge-
dehnte gallertige Knochenmarkumgestaltung nachgewiesen werden konnte. Es
handelte sich teils um &ltere Menschen, die an einer bdsartigen Geschwulst
litten, doch haben wir gallertartiges Knochenmark auch bei einem 5j&hrigen
Kind beobachtet, so dafl es also nicht als eine senile Verdnderung angesehen
werden kann. Am haufigsten haben wir gallertartiges Knochenmark im Femur,
oft aber auch im Sternum, in Wirbeln oder im Beckenbein angetroffen.

Das Material wurde mit oder ohne Entkalkung aufgearbeitet und
anschlieBend Fettfarbung mit Sudan 111, Olrot und Fettrot sowie Fischler-
sche Fettsdurefdrbung angewandt. AuBerdem dienten Farbung nach Mallory
und mit Toluidinblau zum Nachweis des Bindegewebes, die PAS-Reaktion zu
dem der neutralen Mukopolysaccharide und die HALE-Reaktion zur Darstel-
lung der sauren Mukopolysaccharide. Ferner benutzten wir die WEIGERTsche
Fibrinfarbung sowie die Impréagnation nach Bielschowsky zur Imprégnation
der Zellen, die Bindegewebsimpréagnation nach Bielschowsky —Maresch,
die G6MORische Bindegewebsimpragnation und die PAPsche Impréagnation.

Ergebnisse

Unter den im Gallertmark wahrnehmbaren Verdnderungen ist die der
Fettzellen am auffallendsten. Wahrend die Fettzellen unter normalen Ver-
hdltnissen im fettigen Knochenmark oder dort, wo rotes Knochenmark und
Fettgewebe vermischt Vorkommen, die Ubliche Siegelringform zeigen, d. h. das
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Fett einen einzigen, die ganze Zelle anfullenden Tropfen bildet, ist der Fett-
tropfen im gallertartigen Knochenmark kleiner. Im Verlauf der Verkleinerung
des Fetttropfens verdndert der von ihm zur Seite gedriickte Kern seine Form
und wird oval. Wé&hrend der Verkleinerung des Fetttropfens wandert der
Kern in das Zentrum der Zelle, und er erreicht seine zentrale Lage, wenn das
Fett ganz aus der Zelle verschwunden ist. Im Verlauf seiner Wanderung in das
Zentrum bilden sich um den Kern Fortsdtze, die sich bis zur urspringlichen
Grenze der Fettzelle erstrecken, so daB die Zelle dieFormeinerSpinneannimmt.
Zwischen den Fortsdtzen, die den Beinen der Spinne entsprechen, befindet sich
Serum in der weder neutrale, noch saure Mukopolysaccharide nachzuweisen
sind. Die Behauptung von Orsés, in den Fettzellen finde Schleimsekretion
statt, vermdgen wir nicht zu bestdtigen. In der urspringlichen Fettzelle liegt
der sich verkleinernde Fetttropfen meistens exzentrisch, und in den nebeneinan-
der befindlichen Zellen geht die Verkleinerung des Fetttropfens nicht auf ein-
mal vor sich. Nebeneinander kommen Fettzellen vor, in denen sich der Kern
bereits im Zentrum befindet, und solche, in denen noch kaum eine Verkleine-
rung des Fetttropfens stattgefunden hat (Abb. 1, 2, 3 und 4).

An der Grenze der sich verkleinernden Fettvakuole ist mit PAS-, Mal-
lory- oder Toluidinblaufdrbung an der Grenze der urspringlichen Fcttzelle
eine sich auf den ganzen Umfang des Querschnitts ausdehnende oder an der
Grenze der Fettvakuole in Halbmondform erstreckende, heller gefdrbte Zone
zu sehen. An der Oberflache derselben Zelle kommen oft mehrere derartige
halbmondférmige Zonen vor (Abb. 5 und 6). Diese Halbmonde sind entweder
ziemlich homogen, oder enthalten feine, durchschnittlich 1 [, groBe Granula,
die mit PAS-, Toluidinblau-, Martory- und FiscHLERscher Farbung nachge-
wiesen werden kdénnen (Abb. 7). Infolge Verkleinerung des Fetttropfens ver-
gréRBern sich die Halbmonde und nach Verschwinden des Fetttropfens sind
auch Zellen vorzufinden, deren ganzes Protoplasma mit feinen Granula ange-
fallt ist. Diese feinen Granula lassen sich mit Fettfarbungsmitteln nicht dar-
stellen, aber auch in dem paraffineingebetteten Material nachweisen.

An der Grenze der sich verkleinernden Fettvakuole vermag man
demnach die feinen Granula am besten mit der FiSCHLERschen Fett-
sdurefdrbung nachzuweisen (Abb. 8). Bei Anwendung der FiSCHLERschen
Fettsaurefarbung farbt sich bekanntlich auch die Lipoproteinhille der
Erythrozyten. Ebenso farbt sich auch der Kalk. Obschon Lison die
FiscHLERsche Fettsdurefarbung nicht fur elektiv hé&lt, glauben wir, dalR es
sich in Analogie zur Lipoproteinhtlle der Erythrozyten bei den mit der FiSCH-
LERschen Farbung in den Fettzellen nachgewiesenen feinen Granula um Fett-
sdure bzw. an Protein gebundene Fettsdure handelt. Wahrscheinlich erfolgt der
Fetttransport aus den Fettzellen in Form dieser Granula.

Ors6s konnte mit der Achucarro—RANKEschen Imprégnation zwei
verschiedene argyrophile Netze in den Fettzellen nachweisen. Das eine,



Abb. 1. Das Bild der Fettmobilisierung im Knochenmark. Gomérische Silberimpragnation in
Kombination mit Sudan IIT
Abb. 2. Intakte Fettzellen des Knochenmarks. VergroBerung wie Abb. 1
Abb. 3. Verschiedene Grade der Mobilisierung in starkerer VergroRerung
Abb. 4. Intakte Fettzellen. VergroBerung wie Abb. 3



Abb. 5. An der Grenze der sich verkleinernden Fettzelle halbmondartige Gebilde. Farbung nach Mallory
Abb. 6. Dasselbe wie in Abb. 5. PAS-Féarbung
Abb. 7. Dasselbe wie in Abb. 5. Toluidinblau-Farbung
Abb. 8. Die Fischlersche Fettsaurefarbung zeigt deutlich den Kern der Fettzelle und die
feinen Granula rings um die Fettvakuole
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/lbb. 9. Hier sind hauptsdchlich zwei Fettzellen beachtenswert. Aus einer ist das Fett ganz

verschwunden, der Kern liegt im Zentrum; bei der anderen sieht man um die verkleinerte,

aber herausgeléste Fettvakuole das mit der Silberimprdgnation nach Gémori dargestellte
feine Netz

Abb. 10. Spinnenférmige Fettzelle, aus der das Fett infolge Mobilisierung verschwunden ist
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welches Orsos perivakuoldres Netz nennt, liegt um den Fetttropfen und hat
grobere Struktur. Das perivakuoldre Netz scheint mit der Zone identisch zu
sein, die den sich verkleinernden Fetttropfen umgibt oder in Form von Halb-
monden erscheint. Das andere Netz, das wir mit den Beinen der Spinne ver-
glichen haben (Abb. 9) und Orsoés als Drainréhrchen bezeichnete, befindet sich
im peripheren Abschnitt der urspringlichen Fettzelle. In oder auRerhalb der
perivakuoldren Zone sind keine Fetttropfen anzutreffen. Die an der Peri-
pherie der in Umwandlung begriffenen Fettzelle befindlichen Fortsdtze, die
Beine der Spinne, sind unserer Meinung nach keine Kandle, sondern einfach
Fortsdtze der mesenchymalen Zelle, die mit dem die Fettzellen umgebenden
retikuldren Bindegewebe in Verbindung stehen (Abb. 10).

Allem Anschein nach kommt dem Tempo der Fettmobilisierung grofe
Bedeutung zu. Auf Grund des histologischen Bildes muB angenommen wer-
den, daB die Fettmobilisierung in raschem Tempo vor sich gehen kann. In
diesem Falle Gben die Zersetzungsprodukte Reizwirkung aus, und es bildet sich
fibrin6ses Exsudat. Hin und wieder kdnnen mit Fibrinfdrbung groRe Massen
von Fibrinfdden nachgewiesen werden. Anderseits 148t sich besonders in
Gebieten, wo sich kein reines Fettgewebe befindet, sondern inmitten des Fett-
gewebes auch Inseln von rotem Knochenmark Vorkommen, die Degeneration
der Erythrozyten feststellen, die sich in ihrer Hdmolyse manifestieren kann.
Orsos Schrieb, daB das Ektoplasma der Fettzellen die benachbarten Mark-
zellen umschlieft und verdaut. Die H&molyse der Erythrozyten muf auf
Grund der von H&moglobin gefdrbten Timpel vorausgesetzt werden, die
mikroskopisch klein, aber mitunter auch so ausgedehnt sind, dal sie dem
gallertartigen Knochenmark einen himbeergeleeartigen Charakter verleihen.
Hierbei kommt es neben der ddematdsen Imbibition des Knochenmarks zum
volligen Verblassen der Erythrozyten im roten Knochenmark, oder zwischen
den Fibrinfdden zeigen nur einzelne eosingefdrbte Flecke mit verschwommener
Grenze den Platz der Erythrozyten im Serum an. Die Myeloidelemente im
0dematdosen Knochenmark bleiben eher erhalten, doch kommen Gebiete vor,
wo nur ausgelaugte Erythrozyten und unter diesen Myeloidzellen nur verein-
zelt anzutreffen sind. Zur Zeit der Fettmobilisierung durfte das beim Fettabbau
entstehende Glyzerin bei der im Knochenmark vor sich gehenden H&molyse
eine Rolle spielen.

Besprechung

Die Fettmobilisierung im Fettdepot kénnte man sich nach zwei Mechanis-
men vorstellen. 1. Es wdre denkbar, daB das Fett aus dem Fettgewebe in
Form feiner Tropfen in die Blutkapillaren gelangt. In diesem Fall muRte sich
das in den Fettzellen enthaltene Fett emulgieren. 2. Oder das in den Fettzellen
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befindliche Fett spaltet sich in Glyzerin und Fettsdure, und die Spaltungspro-
dukte verlassen die Fettzelle.

Einen Teil der im Blutplasma anwesenden Fettsduren, der 5—10%
samtlicher Fettsduren ausmacht, hat man freie Fettsdure genannt. Dieser
Fraktion hat man friher keine Bedeutung zugeschrieben. Statt der Bezeich-
nung »freie Fettsduren« benutzt Dole [5, 6] neuerdings den Ausdruck »nicht
esterifizierte Fettsdure«. Nach Dole sind diese Fettsduren im Blut an Albumin
gebunden, und durch diese Beziehung werde die toxische Wirkung der Fett-
sduren vom Organismus abgewehrt. Nach dem Ultrazentrifugieren sind die
nicht esterifizierten Fettsduren in der Albuminschicht enthalten, und bei der
Papierelektrophorese wandern sie ebenfalls mit dem Albumin. Nach Insulin-
oder Glukoseverabreichung kommt es zur Verminderung, nach Adrenalin-
gabe zur Vermehrung der nicht esterifizierten Fettsduren im Plasma. Wie
bereits erw&hnt, verursacht Adrenalin Fettmobilisierung. Dole nimmt an,
die Fettwanderung aus den Fettzellen des Depots erfolge in Form nicht esteri-
fizierter Fettsdure, d. h. Triglyzerid werde in Form nicht esterifizierter Fett-
saure mobilisiert.

Die Untersuchungen von Gordon und Cherkes [10, 11] zeigten, daR der
nicht esterifizierte Fettsduregehalt im Serum des Menschen nach einer Adre-
nalininjektion sogleich ansteigt. Daraus geht hervor, dal Adrenalin direkt auf
das Fettgewebe wirkt und die Hydrolyse der Triglyzeride fordert, wodurch
Fettsdure freigesetzt wird.

Bei der Untersuchung des Fettgewebes von Ratten in vitro gelangten
Gordon und Cherkes -u derselben Feststellung. Sie hielten das Fettgewebe
in einem geeigneten Medium 4 Stunden bei 37° C, und als sie Adrenalin Zugaben,
trat die signifikante Erhdhung des Gehalts an nicht esterifizierter Fettsdure ein.
Nach den eigenen Untersuchungen werden bei Fettmobilisierung die Fettva-
kuolen der Fettzellen nicht emulgiert, sondern sie verkleinern «ich allmdhlich.
An der Grenze der sich verkleinernden Fettvakuolen lassen sich mit Fischler-
scher Fettsdurefdrbung feine Granula nachweisen, die nur durch Fettspaltung
entstehen kdnnen. Diese Granula kénnen mit Fettlosemitteln nicht ausgeldst
werden; es muR daher angenommen werden, dafl sich die aus dem Fettabbau
stammenden Fettsduren an das Eiweil des Transsudates binden, das den
Platz des gespaltenen Fetts einnimmt, und der Transport der Fettsdure auf
diese Weise erfolgt.

F. Miescher [18, 19] hat 1880 festgestellt, daB der Rheinlachs, wéhrend
er in der Laichzeit aus dem Meer in den Flufl wandert, keine Nahrung auf-
nimmt, sondern aus der Liquidation seiner Fett- und Eiweilstoffe lebt. Laut
Miescher beruht die Liquidation des Fetts und der Organeiweille auf der
infolge Verdnderung der Blutverteilung zustande kommenden An&mie.
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Zusammenfassung

Das gallertartige Kochenm ark entspricht dem schwersten Grad der Fettmohilisierung.
Aus diesem Grande lassen sich die Erscheinungen der Fettmohilisierung am besten im gallert-
artigen Knochenmark untersuchen. Obschon es in jedem Fettdepot zur Fettmohilisierung
kom men kann, treten ihre Erscheinungen im Gallertmark deshalb so ausgeprdgt zutage, weil
angesichts der Stabilitdt des Knochenmarks durch das Verschwinden des Fetts Oedema ex
vacuo entsteht.

Obgleich das Gallertmark oft im hohen Alter vorkommt und auf Marasmus beruhen
kann, laBt es sich dennoch nicht als senile Verdnderung bezeichnen, weil es als Folge von
inanition und Kachexie auch im jugendlichen Alter beobachtet wird.

Die sich infolge der Fettmobilisierung in der Fcttzelle verkleinernde Fettvakuole
wird nicht emulgiert, und das Fett tritt nicht in Form feiner Tropfen in die Kapillaren ein,
sondern durch die Fettspaltung wird Fettsdure freigesetzt, die sich an das TranssudateiweiB
bindetund soin die Kapillaren gelangt. Die Fettzelle, aus der das Fett ausgetreten ist, gestaltet
sich zu einer Mesenchymzelle, und der Raum zwischen ihren Fortsdtzen ist mit Blutserum
angefullt. Zur Zeit der Fettmohilisierung kénnen im Knochenmark weder saure noch neutrale
M ukopolysaccharide nachgewiesen werden, doch scheiden aus dem fibrinogenreichen Serum
Fibrinfdden aus. Die Fettmohilisierung geht in rascherem oder langsamerem Tempo vor sich.
Im Falle rascher Mobilisierung sind im roten Knochenmark auf Hdmolyse deutende Erschei-
nungen anzutreffen.
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MPOBNEMA MOBUTN3ALNN XNPA
n. BANO

CTYAeHUCTbIA KOCTHOM MO3r O3HauyaeT CaMyl TSDKe/yk CTeneHb Mobunmnsaumm xupa
1 MO3TOMY SIBIEHMA MOGUAN3ALNN XKMpa YA06HEee BCEr0 MOXHO M3ydaTb B CTYAEHUCTOM KOCTHOM
Mo3re. HecMoTpsa Ha TO, 4YTO MO6MAM3aLMA XMPa MOXET MMEeTb MECTO BO BCEX OT/I0XKEHMUAX
XUpa, ee ABMEHNS B CTYEHWCTOM KOCTHOM MO3re 0COOEHHO BbIPaXeHbl MO TOW NpuunHe, 110
BBMAY 3aiMKCMpOBaHHOeN! KOCTHOro mosra BC/eACTBME WCYE3HOBEHUS >XUPOBOW TKaHM BO3-
HUKaeT oedema ex vacuo.

XOTS CTYAEHUCTbIN KOCTHbIA MO3r BeCbMa 4acTo HabntogaeTcsi B CTapyecKom Bo3pacTe U
MOXeT ObITb MOCMEACTBMEM WUCTOLLLEHUS, BCE XK€ ero Henb3si paccMaTpuBaTb CTapuyecKMM M3Me-
HeHMeM, TaK KaK OH BCTPEeYaeTCH TakXXe B MOJI0J0M BO3pacTe BC/IEACTBME UCTOLLEHUSA N KaXeKCUW.

YMeHbLUAoWAasacs B XXMPOBOIM K/eTKe BCAEACTBME MOOMAM3ALMM XXMpa XUpoBas Ba-
KYONS1 He 3My/IbITMPYETCA, M XXNUP BCTYNaeT B Kanunnispbl He B BUAE MeNIKMX Kansiel, a B pesy/ib-
TaTe paclUensieHnNst XXupa 0CBOO0XAAETCA >XUPHas KWUCMNOTa, KoTopasi, MPUCOeANHASCL K 6en-
KaMm TpaHccyfarta, BCTynaeT B Kanunnspbl. )KMpoBasi K/eTKa, U3 KOTOPOR XXNpP BbICTyNW/, MpeB-
pawaeTcs B Me3eHXMMAaTO3Ny0 K/eTKY, MPOCTPAHCTBO MeXAy OTPOCTKaMy KOTOPOW 3arosiHEHO
CbIBOPOTKON. Bo Bpemsi MobMAn3aunm xmpa B KOCTHOM MO3re Hefb3s BbISIBUTb HU KUC/bIX, HX
HEMTPa/IbHbIX MYKOMONMCaxapuaoB, HO M3 6oratoii (hMOPUHOreHOM CbIBOPOTKM BbIAeNsatoTCA
HUTK nbprHa. Mobunusaumsa >Xnupa MOoXeT MPOUCXOAUTb ObICTPO UM MefseHHee. B cnydae
ObICTPO MOOWMIM3AUUN B KpPacHOM KOCTHOM MO3re HabniofatTcs SABEHUS, YKasbiBaloljve Ha
remosnuns.

THE PROBLEM OF FAT MOBILIZATION
J. BALO

Gelatinous hone marrow represents the gravest form of fat mobilization and thus
offers the best means to study the problems connected with the mobilization of fat. Although
mobilization may occur in any fat depot, its signs are especially pronounced in the gelatinous
marrow since — on account of the latter’s fixation — the disappearance of fat occasions there
oedema ex vacuo.

W hile medullary gelatinization often occurs in old age and may be a sequel of marasmus,
it need not be regarded as a senile alteration: inanition and cachexia may induce it also in
young patients.

Vacuoles in the fat cells, diminished by fat mobilization, are not emulsified, so that fat
does not enter the capillaries in the form of fine droplets; the splitting of fat liberates fatty
acids which enter the capillaries combined with the protein of the transudate. Fat cells depleted
of fat change into mesenchymal cells, the interstices of processes are filled with serum. Neither
acid nor neutral mucopolysaccharides can be demonstrated in the bone marrow during the
mobilization of fat, while threads of fibrin are formed in the fibrinogen-rich serum. Mobilization
of fat may be rapid or slow. Signs of haemolysis can be observed in the red marrow if the
process takes a rapid course.

Prof. Dr. J6zsef Balo, Budapest V111, Ullgi it 26. Ungarn
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Experimental models of disease, as produced in animals, greatly facilitate
the analysis of the factors that participate in the genesis of the morbid lesions
seen in the clinical counterpart; they can also serve as convenient test objects
for potential therapeutic procedures. This thought guided our earlier studies
on the experimental production of nephrosclerosis, periarteritis nodosa, stand-
ardized inflammatory responses (“topical irritation arthritis”, “granuloma
pouch”), anaphylactoid inflammation, and stress-induced peptic ulcers or
cardiac necroses [1—3].

There are few corresponding experimental models of dermatoses. The
reactivity of the human skin differs so essentially from that of most animals
that it is difficult to establish conditions under which the latter would react
like the former. Besides, few animal experimenters are sufficiently familiar
with the problems of practical dermatology and, conversely, few dermatolo-
gists are well versed in the techniques of experimentation on animals.

These were the considerations that led us to attach enough importance to
observations on the experimental induction of cutaneous calcinosis to present
them here, as a token of our admiration for the great Hungarian experimental
morphologist, Professor Imre Tors, whose jubilee this volume celebrates.

Soon after the discovery of vitamin D, one of us (while still a medical
student) undertook systematic studies on the structural changes induced by
excessive amounts of irradiated ergosterol. It was found that, in advdt rats, this
preparation produced widespread calcification in various tissues (particularly
the cardiovascular system, kidneys, lungs, and intestine), but only minor
changes in the skeleton. However, the young of rats so treated during pregnancy
or lactation responded to vitamin D (received through the milk or placenta)
with an altogether different syndrome. In them, soft-tissue calcification was
absent or negligible, but the bones became so brittle that multiple spontaneous
fractures occurred; simultaneously, the skin lost its elasticity and adhered to

"mThiswork was supported by the Gustavus and Louise Pfeiffer Research Foundation
and by the G. S. Army Medical Research and Development Command, Office of the Surgeon
General, Contract No. DA-49-193-MD-2039.
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the subjacent tissues, so that the young rats became “hidebound” [4,5]. Since
these newborn animals also suffered from malnutrition and dehydration, we
attached little importance to the skin lesions at that time and devoted our
interest more to the skeletal changes.

A little later, we observed a patient in whom multiple organ calcifica-
tions — very similar to those induced in adult rats with vitamin D — developed
presumably as aresult of excessive endogenous parathyroid hormone secretion.
As this man had a parathyroid adenoma, nephritis, and colitis, we thought
that the parathyroid stimulation might be due to an adaptive hormonal reac-
tion, an attempt to rectify calcium and phosphate metabolism when the
organs normally concerned with the absorption and excretion of these materials
are largely incapacitated. This interpretation could not be proven and other
possibilities also had to be considered, but we thought our case might throw
a new light upon Virchow’sclassical concept of “metastatic calcification” in
the presence of severe renal disease. In uremia, calcification may be largely
mediated through the parathyroids as a consequence of a partly pathogenic
adaptive reaction, that is, what we would now call a “disease of adaptation” [6].

Subsequent experiments showed that, in the rat, parathyroid hormone can
produce a cutaneous calcinosis with sclerosis resembling a certain type of
clinical scleroderma, the so-called “sclérodermie calcaire” [7]. This condition
can also be produced in the same species with dihydrotachysterol (DHT), a
vitamin-D derivative that closely imitates the actions of parathyroid hormone
[8]. However, whether produced by parathyroid hormone or by DHT, these
cutaneous lesions are not practical models of disease; they are accompanied by
high mortality, develop only on the scalp and neck (not wherever the experi-
menter wants to induce the lesions), and occur only during the first few days of
life, and even at that, irregularly. Still, these observations were repeatedly
confirmed by others and eventually induced Leriche and co-workers [9—11] to
remove the parathyroids in patients with severe scleroderma. The results of
this operation were rather inconstant, but in some cases, marked improvement
did occur.

In view of what we have since learned about the importance of “condi-
tioning factors” in the determination of adaptive hormonal reactions [1, 12].
it seemed that further work on this experimental simile of calcareous sclero-
derma would be rewarding if the technique could be perfected. Continuation of
this work revealed that topical trauma can cause local calcification in the
internal organs of DHT-treated rats [13]. Clinical scleroderma also tends to
develop at sites of local injury [14]. Therefore, we were particularly interested to
note that cutaneous calcinosis with sclerosis can be produced at will in predeter-
mined skin regions, even in adult rats, if the selected area is lightly traum ati-
zed (e.g., by epilation) at a critical time of DHT-treatment (usually the fourth
day) [15].
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The present communication reports detailed studies on the histogenesis of
this peculiar experimental dermatosis.

Materials and techniques

Twenty-four female Sprague-Dawley rats, with a mean initial body weight of 100 g
(range: 96—104 g), were given 200 fig of DHT (“Calcamin,” Wander) in 0.5 mi of corn oil
by stomach tube, once daily, on four consecutive days. On the fourth day, a dual type of
trauma was produced in each of these animals by epilation and mechanical compression of
the skin. Epilation was performed by plucking the hair from an area of the back approxima-
tely 60 mm in length (craniocaudally) and 30 mm in width. The remaining dorsal hair was
then shaved with electric clippers and compression trauma was applied by pinching the skin
with a hemostat (at right angles to the longitudinal axis of the animal) twice on the epilated
area and once below it on the shaved surface. These two types of trauma were applied because
preliminary experiments had shown that, in DHT-sensilized animals, cutaneous calcinosis is
most readily obtained by mild irritation (e. g., epilation or rubbing with a hard brush), while
strong trauma (e. g. prolonged squeezing with a hemostat or intracutaneous injection of
strong irritants) is ineffective locally, although it may elicit a halo of calcinosis in the imme-
diately surrounding skin area (Fig. 1).

For control purposes, similar trauma was applied in a series of rats not previously sen-
sitized by DHT. However, in these, calcification never occurred and the reaction of the skin
was limited to mild desquamation in the region injured with the hemostat.

Throughout the experiment all animals received only “Purina Fox Chow” (Ralston
Purina Co., Ltd.) and tap water. For histologic study, three of the DHT-treated rats were
killed immediately after trauma (on the fourth day of DHT treatment) and three more 2, 4,
6, 8, 10, 15, and 20 days later, respectively. Immediately after autopsy, one-half of the trau-
matized region was fixed in alcohol-formol (80% alcohol and 20% of the standard [10%)
neutral formalin solution), which is particularly suitable for demonstrating traces of tissue
calcium [16]. The other half of each tissue specimen was fixed in Susa solution saturated with
picric acid, afluid we found to be particularly suitable for connective-tissue studies, especially
as related to the skin.

The material was subsequently embedded in paraffin and sectioned at 5 fx. Normally,
rat skin so treated is very brittle and difficult to cut, but excellent thin sections can be obtained
if the paraffin blocks are first cooled by contact with solid blocks of carbon dioxide snow.

Eleven staining techniques were used: (1) hematoxylin-phloxine, (2) PAS, (3) Van
Gieson, (4) phosphotungstic acid fibrin, (5) fucghsin, (6) cresyl violet, (7) elastica, (8) muci-
carmine, (9) von Kossa, (10) celestin blue, (11) osmic acid. For the first seven of these tech-
niques, we used material fixed in either alcohol-formol or Susa-picric, but only alcohol-formol-
fixed slices were stained with mucicarmine (for the demonstration of mucoid material), von
Kossa, or celestin blue (for the demonstration of calcium). Osmication was employed for the
detection of fats.

Most of these are standard techniques, so we may limit ourselves here to a description
of the two procedures that were specially developed for this study.

Celestin-blue staining technique (for calcium). — (1) Fix for 48 hours in alcohol-formol
solution; (2) Embed in paraffin; (3) Bring sections to water, as usual; (4) Mordant for 30 minutes
in following solution: 90 ml aluminium-potassium sulfate 1% + 10 ml of 1/100 dilution of
ammonium hydroxide 28%; (5) Rinse in running water, 2 minutes; (6) Stain 30 minutes
in following solution, prepared on day of use: celestin blue B 0.02% in alcohol 50%; (7) Rinse
in running water; (8) Counterstain lightly in phloxine or eosin; (9) Dehydrate and mount.

Fuchsin staining technique (for skin). — (1) Fix for 24 hours in Susa saturated with
picric acid; (2) Embed in paraffin; (3) Deparaffinize and treat sections with iodine and thio-
sulfate in the usual manner; (4) Oxidize, 1 minute’ in permanganate 0.25% {- sulfuric acid
0.5%; (5) Rinse in running water; (6) One minute in oxalic acid 3%; (7) Rinse in running
water, 10 minutes; (8) Fifteen seconds in alcohol 70%; (9) Stain (length of time depending
upon age of solution: 10 minutes in 3—4 days-old solution) in Gomori’s aldehyde fuchsin
until elastic fibers stand out clearly; (10) Rinse in 3 changes of alcohol 70%; (11) Rinse in
running water, 5 minutes; (12) Five minutes in 1 gm Wright’s prepared powder in 2000 ml
distilled water; (13) Rinse in running water, 1 minute; (14) Fifteen minutes in phosphotungstic
acid 1%; (15) Rinse in running water, 1 minute; (16) Thirty minutes in following solution:
90 ml distilled water 8 ml acid fuchsin 1% # 2 ml oxalic acid 1%; (17) Rinse rapidly in
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one change of distilled water and 2 changes of absolute alcohol; (18) Fourty minutes in a satur-
ated solution of saffron in absolute alcohol; (19) Rinse rapidly in absolute alcohol and in 3
changes of xylol, and mount.

Results

All the DHT-treated rats developed more or less intense cutaneous
calcinosis at the site of trauma. The lesions were essentially of the same type
throughout, soin our description we need not discuss the response to epilation
and to compression, separately. It is noteworthy, however, that only epilation
gave pronounced and constant results. Where epilated skin was compressed, a
band corresponding to the thickness of the hemostat remained protected in the
otherwise massively calcified patch. On the other hand, the same degree of
skin compression, when applied to shaved skin, actually produced calcifica-
tion. Apparently, the mild damage caused by epilation alone or pinching alone
elicits calcium deposition, while the stronger injury that results from the
combination ofthese agents inhibits it.

This interpretation was confirmed by a number of additional experi-
ments (not described here in detail), in which we produced various degrees of
skin trauma by applying the hemostat for varying lengths of time or by
intracutaneously injecting varying concentrations of chemical irritants. It was
found, for example, that if the hemostat is applied for more than 20 seconds to
the shaved, not epilated, skin ofa DHT-sensitized animal, the directly traum a-
tized area does not calcify, but a halo of cutaneous calcinosis appears around it.
If, on the other hand, a 10% aqueous solution of egg-yolk is injected intra-
cutaneously, calcification does not appear in the central area (which was
presumably exposed to the greatest amount of damage), but a ring of cuta-
neous calcinosis appears around the margin of the treated patch, so that a
regular, circinate lesion is formed (Fig. 1).

For the sake of simplicity, we shall limit our description to changes
observed in merely epilated skin regions as they appear when the most instruc-
tive staining techniques are employed. The first obvious signs of calcinosis were
seen in skin specimens taken on the second and fourth days after trauma.
Here, there was edema of the cutis and subcutis, with only very occasional
inflammatory cells, but fine calcium deposits could be detected around the
dermal collagen and elastic fibers with the von Kossa and celestin blue stains
(Figs. 2, 3 and 12). In other cases — and sometimes in other regions of the
same skin specimen — the calcification commenced in the hair follicles, leaving
the connective-tissue elements intact (Figs. 4 and 5). These differences in the
early distribution of the calcium deposits may depend upon accidental varia-
tions in the intensity of the trauma inflicted on diverse structures.

There were some individual variations in the speed with which the skin



Fig. 1. — Halo of cutaneous calcinosis surrounding each of three linear hemostat pinches. The directly traumatized
area itself is not affected. Insert in lower left corner : Circinate exulcerating cutaneous calcinosis, in another rat, on
the margin of a skin patch infiltrated with 10% egg-yolk

Fig. 2. — Beginning calcification of slightly swollen dermal collagen fibres. Pronounced parakeratosis with
calcification in the most superficial layer of the exfoliating skin (von Késsa, X 110)
Fig. 3. — Beginning calcification of dermal collagen fibres. The celestine blue stain clearly shows that, in addition

to diffuse calcium deposition, regular, round or oval granules of lime salts appear within the collagen fibres.
Additional calcium deposits are seen along the basement membrane of the epidermis (Celestine blue, X 490)
Fig. 4. — Calcification of the dermal connective tissue is very pronounced and reaches deep into the derma, but
avoids the hair follicles (von Koéssa, XIlO)



Fig. 5. — Skin region adjacent to that shown in Fig. 4. Here, there is selective calcification
of the hair follicles, while the connective tissue is spared (von Kdssa, X 110)

Fig. 6. — Advanced exulceration with beginning epithelialization of the wound surface.
The normal collagen fibers (center) stain red; the swollen, degenerating fibers (edge of the
field) take on a yellowish tinge (Fuchsin stain, X 110)

Fig. 12. — One normal and one disintegrating mastocyte near lower edge ol the field. Mastocyte
granules are also diffusely distributed throughout the tissue in this region in which the elastic
fibers have undergone selective calcification. The mastocyte granules (particularly in the
mastocytes themselves) stain distinctly purple with the hematoxylin-phloxine counterstain.
The mast cells and granules have been identified on adjacent sections bv their metachromatic
staining with cresyl violet and the elastic fibers by the phosphotungstic-elastica stain (von
Késsa, X 490)
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lesions developed, but the changes just mentioned were fully apparent by the
fourth day and gave way to more severe lesions between the sixth and fif-
teenth days. By then, the collagen fibers began to swell and often formed closely
packed, solid masses within the derma; at the same time, their tinctorial
properties changed. This was particularly obvious on sections stained with our
fuchsin stain, which colors normal collagen fibers a bright red, while the af-
fected swollen collagen takes on a yellowish tinge (Fig. 6). At the same time, the
elastic fibers of the cutis become fragmented and eventually disappear, while
large masses of calcium are being taken up by the damaged tissue.

This process progresses and eventually leads to complete necrosis in the
more seriously affected regions, which subsequently exulcerate. Over the least
markedly affected skin regions, there is merely intense desquamation with
parakeratosis and hyperkeratosis, hut when exulceration occurs, the epithelium
tends to creep under the necrotic skin regions, so as to cover the underlying
healthy derma (Fig. 6). If necrosis progresses fartherinto the deeper strata of
the cutis, then on the surface, the epithelium grows down along the edge of the
ulcer and tends to turn around following the borderline between the healthy
and necrotic tissue. Thereby apparently, the epidermis attempts to cover the
undersurface of the still healthy, superficial skin layer. Consequently, the
strata of the newly-formed epithelium are reversed; the stratum malpighii is
closest to the surface and in contact with the still healthy, superficial part of
the derma, which, on the outside, is also covered by the original epidermis
(Fig. 7). This tendency for the epidermis to creep down along the newly-created
wound surfaces sometimes results in highly irregular, almost neoplasm-like,
epithelial formations. However, these changes occur only where the dermal
lesions exulcerate and, even there, they disappear after the necrotic parts are
eliminated.

At the height of its development, cutaneous calcification may affect all
layers of the derma and even result in the formation of large subcutaneous
calcareous masses (Figs. 8 and 9). These resemble the calcium deposits seen in
certain types of calcareous scleroderma or exulcerating acrosclerosis.

By the 15th or 20th day, all the heavily calcified, superficial regions are
usually extruded, while isolated, deep deposits of calcium tend to become
surrounded by a granuloma, which often contains foreign-body giant cells and
gradually absorbs the mineral deposits. During this final stage of healing, there
is intense proliferation of fibroblasts and connective-tissue fibers. The surface
epithelium is greatly thickened and desquamating, but the cutaneous appen-
dages are slow to regenerate. Hence, at this time, the skin consists of a thick
epidermis and an underlying, rather homogeneous, dense layer of connective
tissue, almost totally devoid of fat cells, hair, and sebaceous glands (even
normal rat skin contains no sweat glands); cutaneous papillae are flattened or
absent (Figs. 10 and 11).
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Fig. 7. — Here, the necrosis progresses farther in depth than in surface. The epidermis turns

around the edge of the ulcer following the borderline between healthy (superficial) and necrotic

(deep) tissue; consequently, the strata of the newly formed epithelium are reversed (Fuchsin
stain, XI110)

Fig. 8. — Intense cutaneous calcification affects all layers. The process of “reverse epitheliali-
zation” is especially obvious (von Koéssa, X 30)

In comparing the experimental dermatosis with clinical scleroderma,
it is important to bear in mind that, in man as in the rat, there may be
calcification without sclerosis and vice versa. |In the rat, the lesion
roughly evolves in three stages: (1) edema with slight inflammatory in-
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Fig. 9. — Extensive subcutaneous calcareous masses, separated from a calcified dermal
patch by the skin muscle layer (von Kossa, X30)

Fig. 10. — Borderline between healthy and sclerosed skin during period of healing. In the
affected region (left), there is dense connective tissue, sebaceous glands are absent, hair follicles
rare, and the epidermis is thickened (Fuchsin stain, X 30)

15 Acta Morphologien X/2—4.
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filtration, (2) calcification and (3) sclerosis. Essentially, calcification ap-
pears to be an intermediate stage between the original tissue damage
and the eventual healing. It remains to be seen whether minute calcium
precipitates — histologically detectable only under perfect conditions of
fixation and staining — or even still slighter increases in skin calcium
that could only he revealed by chemical analysis, play a part in stimulat-
ing connective-tissue proliferation. Theoretically, this may be the case, not

Fig. 11. — Calcium is no longer visible in the dense connective tissue of this healing patch.
Only a few remaining calcified granules can be detected in the foreign-body giant cells near
the lower left corner (von Késsa, XIIO)

only in scleroderma but also in other types of collagen diseases, particularly
in systemic lupus erythematosus and dermatomyositis, where even grossly
visible calcifications of the skin do occasionally occur.

Sections stained with hematoxylin-phloxine, PAS, Van Gieson and the
elastica stain merely confirmed the previously mentioned findings. The fibrin
stain colors only the calcified and necrotic areas intensely, while cresyl violet
frequently reveals large numbers of often disintegrating mastocytes and free
mastocyte granules in the vicinity ofthe damaged skin regions. Curiously, here



Fig. 13. — Typical lingual lesion. Some of the muscle cells are calcified, others involuted;

there is marked connective-tissue proliferation and the lingual papillae are flattened
(von Kossa, X 30)

Fig. 14. Lingual lesion in which calcification occurs predominantly underneath the epithelial

surface, but to some extent, also in the proliferating intermuscular connective-tissue stroma
(von Kossa, XIIO)
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the mastocytes and the free mastocyte granules appear to stain slightly
metachromatically even with hematoxylin (Fig. 12). Mucicarmine-tingihle
material was found particularly in severely damaged or necrotic skin regions.
It will be recalled that mucoid substances are also found in many cases of
clinical scleroderma. Osmication revealed no evidence of an initial fat deposi-
tion, preparatory to calcification.

Of all our techniques, the fuchsin stain proved to be the most informa-
tive: with it, the normal collagen fibers stain bright red (as with Yan Gieson)
and in addition, initial stages of degeneration show up in them by a change of
the color towards yellow. Elastic fibers are stained as clearly with the elastica
stain and mast cells are also quite evident. Incidentally, the technique gives
excellent pictures of cross-striation in the cutaneous striated musculature.

The demonstration of calcium with the celestin blue technique deserves
particular mention, since this stain does not tend to bleed” into surrounding
tissues and, hence, gives a much more precise definition than the von Kossa
stain. It is curious, however, that only the very recent calcium deposits and
the borderline that delimits the calcified from normal tissue are tingible with
celestine blue. Perhaps this dye is indicative, not of calcium itself, but of
some chemical phenomena involved in the process of incipient calcification.

Perhaps the most noteworthy extracutaneous lesion in our rats was the
rather frequent occurrence of calcification with sclerosis (and sometimes
necrosis) along the lateral margins of the tongue and more or less diffusely in
other parts of the skeletal musculature (Figs. 13 and 14). It remains to be seen
whether there is any relationship between this change and the well-known
predisposition for muscular lesions in patients with dermatomyositis and
scleroderma.

Summary

In the rat, marked cutaneous calcinosis with sclerosis can be produced by topical
skin trauma, following sensitization with dihydrotachysterol (DUT). The histogenesis of this
lesion and its possible relationship to certain collagen diseases, especially the calcifying type
of scleroderma, are discussed.
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FTMCTOINEHE3 OKCMEPUMEHTANBHOIO KAJIbUWMHO3A KOXMWU
. WENBE u K. HUNCEH

Mpu nomow M KOXHOI TpaBMbl MOXHO Ha KpblCax Nocne CeHcMbGunusauuum gurupgpora-
xucteponom (ArT) Bbl3BaTb 3HAUUTENbHbIV KanbLMHO3 KOXW U cknepo3. O6cyxpgaeTca rnucro-
reHes Bbl3BaHHOI0 TakKUM NyTeM MOBPEXJEHWUA N ero NPefnonoXunTeNbHasa CBA3b C ONpPefesieH-
HbIMW KONNareHHbiMuN 3a601eBaHNAMMN, B HACTHOCTU C 06bI3BECTBAAOLWMUMCA TUNOM TUMOM CKe-
pojepMun.

HISTOGENESE DER EXPERIMENTELLEN HAUTKALZINOSE
H. SELYE und K. NIELSEN

An Ratten wurde nach Sensibilisierung mit Dihydrotachysterol mit Hilfe von lokaler
Hautschadigung bedeutende Hautkalzinose und Sklerose hervorgerufen. Die Histogenese
der auf diese Weise zustandegekommenen Hautschadigung und deren vermutlicher Zusam-
menhang mit gewissen Kollagenerkrankungen, insbesondere mit dem verkalkenden Typ
der Sklerodermie werden erdrtert.

Prof. Dr. Hans Selye |

. Montreal, Case postale 6128, Canada
Kai Nielsen
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PROGRESSION OF TUMOUR GROWTH AND FORMATION
OF METASTASES

B. Kellner
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M étastasés are formed from tumour cells set free in the lymph or blood
stream and carried to lymph nodes or organs where, taking root, they begin to
multiply. AIll data support the cellular theory and no observations to the
contrary are known to the author. Literature would no longer consider it a
theory but rather a proven fact. However, no unequivocal view has been formed
as to most of the details such as the way cells are set free from tumours and
the way they pass into the lymph and blood stream, respectively; nor are the
conditions of their taking root or the process of metastasis formation suffi-
ciently known.

In the course of studying the lipid morphology of cancerous growths, the
author observed that the necrobiotic areas and their immediate vicinity always
undergo a process ofresolution. The epithelial cells, released from the cell-to-cell
arrangement, are rounded off. The author called the cell release occurring
through degenerative process “disjunction”. In some tumours, disjoined cells
are seriously injured and picnotic while in others a large number of rounded-off
tumour cells with retained structure can also be seen; if these reach a suitable
ground substance, they are probably capable of multiplication and so of
metastasis formation. On studying human tumours, the author has long come
to hold the view that the difference that can be shown in the quality of dis-
joined cells is related to the development of the tumour: with the progression
of tumour growth more and more cells invade the organism; among these cells
there is an increasing number of disjoined ones with unchanged structure.

The idea of progression was first used by Rous and Kidd. Foulds studied
the biological alterations occurring as a consequence of increasing malignancy
in various types of tumour, primarily in spontaneous mammary carcinoma.
In the course of tumour development, the increasing anaplasia ofinvolved cells
and the absence of differentiation have long been known as important biologi-
cal indications of progression; these, however, also include the cessation of
hormonal dependence, the absence of secretion, the increasing independence of
tumour metabolism of systemic metabolism, i. e. the intensification of the
autonomous character, increasing transplantability, etc. The author’s investi-
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gations indicated that a change in the character of the growth and the con-
stant change of the tumour’s structure and architecture show the degree of
progression more conclusively than any other morphological features. At its
inception, the tumour shows a structure similar to the ground substance (O).
After the commencement of invasive growth and with its continuous exten-
sion, the tumour grows into its environment in a reticidar manner. This type
of growth has accordingly been called reticular growth (R). During progression,
the biological behaviour of the tumour is constantly changing. Finally, during
the period of metastasis formation métastasés are also formed in the immediate
vicinity of the tumour and the hitherto continuous growth becomes disconti-
nuous (metastasising growth, [M]).

The author, in the course of his investigations in metastasis formation,
was primarily interested in how the degenerative process takes place during
progression, how the degenerative release, i. e. disjunction, of tumour cells
keeps changing, whether the disjoined cells with retained structure increase
in number and whether the metastasising tendency of the tumour is changing
simultaneously. For the study of morphological changes during progression,
mouse skin carcinoma induced by carcinogenic substances has proved a most
suitable object as the growth of the tumour on the skin can be followed with the
naked eye and the loosening of the cells can very clearly be observed owing to the
disappearance of the tonofibrillar structure and intercellular bridges, respec-
tively. The author first published his findings in 1942; he showed on human
material that morphological changes occurring during progression are a more
reliable indicator of progression than the methods employed previously.

Tumour growth is usually preceded by the formation of multiple papil-
lomas of which some generally survive while the others dry up. The epithelium of
the growing papilloma soon shows atypical development (malignant papilloma,
carcinomatoid). On its surface, a dead horny mass similar to cornu cutaneum
is formed, slowly dispersing towards the environment or becoming detached
in one mass. The epithelium, however, soon grows into the underlying tissue
in the form of more or less deep columns (Fig. 1). In their centre hornifying
pearls are formed; these enlarge while part of the epithelial margin surround-
ing them undergoes atrophy; the pearls then invade the peritumorai connective
tissue and decompose there through leukocytic-hystiocytic and giant-cell
reactions. In the centre of large columns, pseudolumina are often formed;
in these, sometimes mixed among wandering cells, sometimes floating in
protein-containing fluid, disjoined cells, freed from cellular connections yet
retaining their structure, can be seen. After the rupture ofthe epithelium, these
cells erupt into the connective tissue as if they were flowing out of a receptacle
(Figs. 1 and 2).

The infiltrative growth of tumour tissue involves the complete transfor-
mation of structure in a short time. On the surface, there is less and less papil-
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Fig. 1
a) Papilloma of increasing malignancy. On the surface, necrotic areas (--------- ) below, reti-
cularly growing (R) bundles (----------- —) (approx. X20)

bj Detail of the above preparation (80X)
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Fig- 3
Binuclear and muitinuclear giant epithelial cells, paracarcinomatous métastasés in the vicinity
of induced mouse skin carcinoma (X 875)

Fig. 2
a) Induced mouse skin carcinoma; over large area of anaplastic growth (R); in other areas,
anaplastic differentiated growth (dif. R ) ------mmm-mmmmemo- In the connective tissue, many minute
métastasés (approx. X30)
b) Column lumen replete with disjoined cells (X 480)
c) Similar area; leucocytes invade the lumen of the column which has invaded the connective
tissue ( X 205)
() Disjoined tumuor cells invading the connective tissue as if flowing out of a horn of plenty
(X 260)
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Figm4
a) Almost wholly R-type growth, gifferentiating in parts (approx. X25)
b) Dedifferentiated tumour fraction resembling sarcoma (X260)
c¢) Blood-vessel within same, with dissolved tumour cells in its vicinity, some of which have
already reached the lumen (X 680)
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Fig. 5
a) Differentiated (O) and immature (dif. R) mouse skin carcinoma (X35)
b) O-type growth detail (x260)
c) Dedifferentiated (dif. R) growth detail (X80)

e Tv
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lomatous organotypic tissue with structure corresponding to that of the ground
substance. The tumour would at this juncture grow into the underlying tissues
in the form of reticular cell rows and undifferentiated bundles among which one
can find traces of connective tissue (R growth); differentiation is either totally
absent or refers to some scattered cells only. Under these unusual circum-
stances, epithelial cells become fusiform and the tissue thus resembles sarcoma
for which it was mistaken for a long time (Fig. 4). Sharply circumscribed tumour
areas often undergo secondary differentiation; in such cases the reticular
epithelial bundles cornify and frequently large-size cornified cavities are
formed, being full of disjoined cells (Fig. 5).

In the reticular part many large areas of fatty tissue, minute fat-contain-
ing foci and single fat cells are seen; these quickly disintegrate while around
them the tumour cells are rounded off and separated. Thus it is especially in
such areas that tumour cells become disjoined in great numbers. Besides,
tumour portions of various sizes also dissociate into single cells. Accordingly,
the cells in tumour portions of reticular growth are not only set free in great
numbers but many of them also retain their structure. The extracellular fluid
pervading the tumour carries these cells along and so they break into either the
peritumorai tissue interstices or the sinusoid blood-vessels (Fig. 4 C).

Sugar observed that in hyperplastic papillary tumour portions the
tonofibrillar and intercellular bridges become thickened whereas in undifferen-
tiated areas they are either absent or decreased in number. This difference
between mature and anaplasic portions is significant in understanding the
setting free of tumour cells. (The findings by Krompecher, Beck and Kreiker
suggest the same.)(Fig. 6).

The safest way to follow the fate ofreleased cellsis to trace their course in the
immediate vicinity ofatumour. There the major part of disjoined cells undergoes
resolution within avery short time. They are sometimes surrounded by wander-
ing cells while anothertime no leukocytes or macrophages are seen in or around
them. In the latter case they probably undergo resolution by humoral means.
Careful examination of the immediate vicinity of the tumour also shows that
before minute métastasés would he formed from tumour cells reaching there,

Fig. 6
In mouse skin carcinoma, the tonofibrillar structures show fundamental differences in the
course of progression of tumour growth. (Investigations by sSuGAR. Gallocyanine-chrom-
alum stain, in polarised light (X 200)
a) Hyperplastic skin
b) Under the polarising microscope, strong proliferation of the tonofibrillar structure is seen
c) O-type cancerous growth
d) Double refraction shows intensive tonofibrillar proliferation
e) Tumour differentiated in its upper and anaplasic in its lower portion
f) Tonofibrillar structure, thickened in the differentiated portions. Below, structure absent
g) R-type tumour growth
h) Tonofibrillar structure altogether absent
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binuclear and multinuclear cells appear. Pericarcinomatous metastasis forma-
tion is invariably accompanied by amitosis and giant tumour cell formation
(Fig. 3).

The formation of péritumoral métastasés, as observed on extensive human
m aterial and in animal experiments, commences when the lodging at distant
sites of embolic cells begins too; in other words, when the organism passes from
the pre-metastatic to the metastasising stage. There are many indications that
this change takes a short time and that metastatisation entails a fundamental
biological change in the whole organism. In the absence of a suitable method,
the tracing of the fate of tumour cells meets with great difficulties.

Valuable information was obtained by following the fate of intravenously
transplanted tumour cells. The author first used histological methods to
establish their fate. For one or two hours after the injection, the tumour cells
could be identified without fail in the form of sub-pleural groups located in
pulmonary capillaries. After the lapse of24 hours, however, they were no longer
identifiable; at best, an occasional multinuclear cell could be seen, of the type
encountered in peritumorai metastasis formation.

W hat is the fate of tumour cells introduced into the blood stream? It is
conceivable that from the pulmonary capillaries they reach the systemic
circulation and become disseminated in the organism. The findings, however,
rather suggest that they undergo resolution in the lungs and only an occasional
tumour cell would survive in the form of multinuclear epithelial giant cell
(Fig. 7). If the fate in the lungs of intravenously introduced cells is followed
hour by hour, cells can be seen in the capillaries either enclosed in fine fibrous
reticulum, or moving freely. The protoplasm of the latter cells swells and their
nucleus becomes quite pale. On the other hand, tumour cells introduced into
the blood stream could very seldom be identified in arterial blood and practi-
cally never in organs. Therefore several experiments were carried out consisting
in killing one-third to one-quarter of the tumour cells and staining them black
with haematoxylin before introducing them into the organism and trying to
follow their course. In such cases, the cells were detectable within a few min-
utes in the lungs; part of them found their way to the systemic circulation, too,
and a few were to be found in the kidneys, in the liver, etc. Beside the stained
cells, the live tumour cells were somewhat easier to identify. The stained cells
also disappear but take longer in dissolving in the tissue fluids.

It has also been tried to follow the fate of P3 labelled Ehrlich ascites
tumour cells after intravenous introduction. Activity soon accumulated in
the lungs while the liver showed low activity. Then activity disappeared
gradually from the lungs in a few hours and accumulated in the liver. After 24
hours, activity was equally low in both organs (Table 1).

Since with the methods hitherto employed, the identification of tumour
cells was tmcertain, a more reliable method had to be sought for. The presence of
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Fig. 7
Intraperitoneal inoculation of Ehrlich ascites tumour cells
1—6 hours after injection, binuclear and multinuclear giant epithelial cells in the pulmonary
capillaries
Above: for comparison, binuclear alveolar cell (X1600)
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Table 1

Intravenously transplanted Ehrlich ascites cells labelled with P32 Activity measured at
regular intervals in lungs and liver is indicated in percentual relation to the initial value

tumour cells in an organ can only be ascertained without fail if a fragment of it
is transplanted into another animal. If within two or three weeks a tumour
identical in type develops from the transplant, it can he safely stated that
tumour cells were present in it. A negative result provides no definite proof;
it merely indicates that there were not enough tumour cells to effect a success-
ful transplant or the condition of the cells was not adequate. The transplanta-
tion will be more successful if the subject is pre-treated with cortisone.
Experiments were carried out by transplanting intravenously a known
number of homogenised cells from various tumours (Table 2). The findings were
essentially the same regarding all three tumours but there were differences in
"the progression. For a day or two, the tumour cells cotdd be demonstrated in
various organs as a proof that they had penetrated from the pulmonary capil-
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laries into the circulation. As from the second day, the transplanted organs did
not take and the presence oftumour cells could he demonstrated only from the
lungs of mice inoculated with Ehrlich’s ascites cells. The negative period
lasted 1 to 3 weeks. However, as soon as the first métastasés appeared, almost
every organ gave rise to tumour if transplanted. This was true also when no
tumour cells could be found in the sections of those organs, only some binuc-
lear or multinuclear cells. It should be emphasized that by such means the
presence of tumour cells coxdd be shown in organs where metastasis formation
never occurs. As an explanation one might suppose that during the negative
phase the tumour cells become so reduced in number or are reduced to such a
state that they cannot be shown even by transplantation. Everything tends to
show that most of the tumour cells are destroyed but one or two survive in the
form of giant cells. It is much more difficult to understand why and how
tumour cells appear again. Some immune-biological process might have a
decisive part in this.

In the next series of experiments, the same method was employed to
show the continuous dissemination of cells from subcutaneously or intraperi*
toneally inoculated tumours. For a long time, transplanted tumours were
thought to form no métastasés and were accordingly considered unsuitable
for experimental purposes. This view turned out to be untrue, but the general
experience was that they form métastasés late and sporadically, first of all in
the lymph nodes and the lungs. 20 years ago, Frax using the transplantation
method demonstrated tumour cellsin the lymph nodes well in advance of the
appearance of métastasés. When transplanting lymph nodes into animals pre-
treated with cortisone, the present author could demonstrate tumour cells very
shortly after transplantation. It was surprising that tumour cells should be
present in the lungs and other organs well before métastasés were formed, even
in advance of the growth of the transplanted tumour (Table 3). In the organs,
one or two giant cells are found, again pointing to the fact that the cells carried
away by the blood stream are transformed into multinuclear giant cells
before the appearance of definite métastasés. In the ultimate analysis, the
transplantation experiments have thus also proved the continuous dissemi-
nation of tumours.

The examination of induced tumours with the same method has not
produced a similarly consistent result. It was not possible to transplant either
mouse skin carcinoma or the organs of the animal affected by tumour. The
experiments remained unsuccessful even when animals of the same strain were
used and they had been pre-treated not only by cortisone hut also by whole body
irradiation. Transplantation of the dedifferentiated tumour and of the organ
certain to contain métastasés, also remained unsuccessful. On the other hand,
histological examinations yielded very interesting results. Well before the
appearance of métastasés, giant tumour cells were found in the lungs, provingf

16 Acta Morphologica X/2—4.



Table 2

Following the introduction of 2.5 million Ehrlich ascites cells or 8 million Guérin or 20 million Yoshida tumour cells, the organs were trans-
planted under the dorsal skin of animals pretreated for a week with two doses of cortisone
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Table 3

Following the intraperitoneal transplantation of Ehrlich ascites tumour or subcutaneous
transplantation of Guérin or Yoshida tumour, the organs were transplanted into animals
pre-treated with cortisone
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Fig. 8
Skin carcinoma induced by methylcholanthrene. Binuclear and multinuclear giant epithelial
cells in the lungs (X1600)

that the dissemination of the tumour had started in the premetastatic stage
(Fig. 8). Simultaneously, multinuclear tumour cells were discovered in the
immediate vicinity of the tumour. Their formation started when the multi-
nuclear cells appeared in the lungs. The cytological features of the paracarcino-
matous giant cells resemble those ofthe cells found dispersed in the lungs.

The following conclusions must especially be emphasized.

Histological determination of the type of a tumour can be used for
assessing the rate of its growth. It is especially the presence or absence of
métastasés around the tumour w'hich supplies valuable information since on
its basis one can infer to the existence of distant métastasés.
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Under experimental circumstances it is mostly possible to prevent by
chemotherapeutics the lodging of tumour cells continuously disseminating
within the organism. Appropriate radiotherapy seems to have a similar effect,
and a similar influence can presumably be exerted by changing the immune-
biological and endocrine conditions by quantitative or qualitative nutritional
changes.

Summary

(i) In the course of malignant tumour growth, characteristically localized degenerated
tumour parts are seen. In their vicinity, the tumour cellslose theirintercellular connections
and are disconnected.

(ii) During the progression of tumour growth, tissue structure constantly keeps changing.
Atthe beginning, organotypic growth corresponding to the original tissue is seen. Subsequently,
while invading the underlying tissues, the structure undergoes a change and assumes a reticular
character. Finally, small métastasés appear in the immediate vicinity of the tumour.

(iii) The cells released from their surroundings are dispersed towards the environment
or break into the connective tissue and are carried off by the lymph or blood stream.

(iv) In the course of progressive tumoral anaplasia, more and more tumour cells invade
the organism; among these, an increasing number of cells retains the original structure.

(v) The majority of the released cells disintegrate when reaching the vicinity of the
tumour. Some of them give rise to multinuclear cells and then minute métastasés.

(vi) When tumours are inoculated intravenously, the majority of the tumour cells
stays in the lungs soon to undergo dissolution. Some of these cells reach the organism through
the lungs or other organs. Multinuclear giant cells are always found in the lungs; these resem-
ble in all details the giant tumour cells found in the vicinity of the original tumour.

(vii) The presence of tumour cells in a given organ can best be demonstrated by trans-
planting part of the organ into animals pre-treated with cortisone.

(viii) 1t is not only the intravenously inoculated tumour cells which are dispersed
throughout the organism; the continuous dissemination of subcutaneously or intraperitoneally
introduced tumour cells can also be shown at a very early stage, simultaneously with the
taking of the tumour or even preceding it.

(ix) Mouse skin carcinoma induced by carcinogenic substances could not be trans-
planted with success, nor has it been possible to transplant tumours forming peritumorai
m étastasés or organs containing métastasés. However, multinuclear cells can always be found
in the pulmonary blood-vessels well in advance of the appearance of métastasés.

(x) The presence of péritumoral métastasés in histological sections shows that métasta-
sés have formed at a distance, too. Some chemotherapeutics can successfully prevent the
lodging of tumour cells drifting in the body fluids.
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NCCNELOBAHME MPOMPECCUPOBAHUA I METACTA3VIPOBAHMA OMYXOJEN
B. 1IKENTBHEP

1 B xofe pocTa 3/10Ka4ecTBEHHbIX OMyxonei HabnpalTcs B XapaKTepHO nokanu-
3aUMmn JereHepUpoBaHHbIE YacTu OMyxoneil. B cOOTBETCTBUM C MOCNEAHVMU U B UX OKPECTHO-
CTW OMyXo/fieBble KETKM YTpauuMBaloT CBOM CBS3U WM PaspbIX/sOTCA.

2. B xo4e nporpeccMpoBaHusi OMyxosieil TKaHeBasi CTPYKTypa MOCTOSIHHO MEHSIETCS;
BHayasie UMeeT MeCTO COOTBETCTBYHOLLMIA MaTEPUHCKO TKaHW OPraHOTUMUYHbLIA POCT, B TeYeHUe
pocTa B rny6UHY OH MeHsieTCsl, MpYHUMas CeT4yaTbll PeTUKYNSIPHbIA XapakTep. 3aTeM, B He-
MocpescTBEHHOM OKPECTHOCTWM PaKoBOM OMyxXonuM TakXXe MOABNSIOTCA MeNKue MeTacTasbl.

3. OcB06OX/eHHblE U3 CBOEli OKPECTHOCTW OMyXO/ieBble KIETKM NMG0 paccerBatoTcst
B OKpYXalolleil cpefie, M60 OHWM BTOPralTCA B COEAMHUTENIbHYH TKaHb W YHOCSTCS TOKOM
MMl 1 KPOBW.

4. B xofe NpOrpeccvBHOI aHamniasMy onyxonu, Bce GoMblie KIETOK MonajaeT B opra-
HU3M, NMPUYEM cpean NonafalLinx B OPraHM3M XOpPOLLIO COXPAaHUBLLMXCS K/ETOK MMEKTCS Bce
60/blle M 6oNblUe KIETOK C COXPaHEeHHOM LMTOMNOrMYEeCKOl CTPYKTYPOW.

5. Mpeo6nagatoLias YacTb MonajaroLmMx B OKPECTHOCTb paka OMyxo/eBbIX K/ETOK pas-
naraetcs. M3 oTenbHbIX KeTOK 06pasytoTcs MHOrosiiepHble KIeTKW, a 3aTeM MesikKue MeTa-
cTasbl.

6. MNpy BHYTPMBEHHOI NPVBMBKe OMyXosieil 60MbLIAs YacTb K/ETOK 3a/lepXMBaeTcsl B
NErKNUX N B TeYeHMe KOPOTKOro BpeMeHW pasnaraetcs. OTAeNbHble KIETKM MONafalnT nyTeM
TpaHCNyIbMOHANIbHOTO0 WM XXe TPaHCOPraHMYeckoro naccaxa B opraHusm. OfiHaKo, B JIerKunx
BCerfa 06HapY>XMBaeTCsl TaKXe HECKO/IbKO MHOTOsiAepPHbIX TMraHTCKUX K/IETOK, KOTOpble BO
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BCEX OTHOLLEHUSIX MOXOXWE Ha Hab/MiofaeMble B OKPECTHOCTU paKa OMyXoseBbiM FMFaHTCKIeE
KNEeTKU.

7. Hanuuve onyxofieBbIX KETOK B OpraHax MOXHO BbIsIBUTb, HafleXKHee BCEro Torga
€C/IM YacTb 3TUX KNETOK MPUBAETCS XMBOTHBLIM, NPeaBapuTelbHO 06paboTaHHbIM KOPTU30HOM.

8. He To/MbKO BBeAgHHble BHYTPUBEHHO MPUBMBKON KETKW PaCcCEMBAIOTCS MO BCEMY
opraHuamy. MocTosiHHOe paccesiHyie MOLKOXHO WU BHYTPUGPHOLLIMHHO BBEAEHHBIX OMyX0/1eBbIX
KNETOK MOXHO Takke BeCbMa PaHO BbISBUATb, OAHOBPEMEHHO C MPWXUBAHMEM OMYyXOM W
faXe [0 Hero.

9. MepeceB MHAYLMPOBAHHOTO KapLMHOTEHHbIMY BELLECTBAMU KOXHOF0 paka MblLel
Ha ApYrve >KMBOTHbIE [0 CUX MOP He yaasicsl, AaXKe TpaHCMiaHTauwWst onyxosieid, 06pasytoLimx
OKO/I0PaKOBble METacTasbl, UM >Ke OpPraHoB, COZePYKaLLIMX MecTaclliasbl, HE BEHUYaach YCMEXOM.
OfHaKo, B KPOBEHOCHBIX COCYAaX SIErKUX MOXHO BbISIBUTb MHOTOsiepHble K/ETKU [ONMT0 A0
NOSIB/IEHNS METacTa30B.

10. Hannuve B TKaHEBbIX CPe3ax METAcTa3oB YKa3bIBAET PACTONOKEHHbIX OKOM0 PaKo-
BO OMYKO/M Ha 06pasoBaHMe TaKXKe OTAeNleHHbIX MeTacTasoB. [MOcenieHMo Monafatolux B
OpraHM3M ¥ MOCTOSIHHO PAcMpPOCTPAHSIOLLMXCS OMyXOMEeBbIX K/IETOK MOXHO MpensiTcTBOBaTb
HEKOTOPbIMU XMMWYECKUMI TNpenapaTamm.

UNTERSUCHUNG DES FORTSCHREITENS UND DER METASTASENBILDUNG
VON GESCHWULSTEN

B. KELLNER

1. Im Laufe des Wachstums von malignen Geschwilsten kénnen in charakteristischer
Lokalisation degenerierte Geschwulstteilchen beobachtet werden. Diesen Geschwulstteilchen
entsprechend und in ihrer Umgebung verlieren die Geschwulstzellen ihren Zusammenhang
und lockern sich auf.

2. Im Verlauf des Wachstums des Geschwulstes erfolgt eine fortlaufende Verdnderung
der Gewebestruktur; das anfdnglich dem Muttergewebe entsprechende organotypische Wachs-
tum veréndert sich beim Tiefenwachstum, und nimmteinen netzartigen, retikuldren Charakter
auf. Schliesslich erscheinen auch in unmittelbarer N&he des Tumors kleine Metastasen.

3. Die aus ihrer Umgebung freigesetzten, disjungierten Geschwulstzellen werden
entweder in der Umgebung zerstreut, oder sie dringen in das Bindegewebe ein und werden
mit dem Lymph- oder Blutstrom verschleppt.

4. Im Laufe der fortschreitenden Anaplasie des Tumors gelangen immer mehr Zellen
in den Organismus und zwischen den in den Organismus gelangenden, gut erhaltenen Zellen
sind in immer grésserer Anzahl eine gut erhaltene cytologische Struktur aufweisende Zellen
vorhanden.

5. Der grosste Teil der in die Umgebung des Krebses gelangenden Geschwulstzellen
wird abgebaut. Aus einzelnen entstehen erst mehrkernige Zellen, dann kleine Metastasen.

6. Bei der i. v. Transplantation von Geschwilsten bleibt ein grosser Teil der Zellen
in der Lunge stecken und wird in kurzer Zeit abgebaut. Einzelne Zellen gelangen transpulmonal
bzw. transorganisch in den Organismus. In der Lunge kdénnen aber jeweils auch einige mehr-
kernige Riesenzellen gefunden werden, die in jeder Beziehung den neben der Geschwulst
beobachteten tumorosén Riesenzellen &hnlich sind.

7. Am zuverlédssigsten kann die Anwesenheit von Geschwulstzellen in den Organen
nachgewiesen werden, wenn ein Teil derselben in mit Cortison vorbehandelten Tieren einge-
impft wird.

8. Nicht nur die intravends eingefiihrten Zellen werden im ganzen Organismus zer-
streut. Auch das standige Verschleppen von subkutan oder intraperitoneal eingefiihrten
Geschwulstzellen kann sehr frith nachgewiesen werden, gleichzeitig oder sogar vor dem Angehen
der Geschwulst.

9. Impfung von anderen Tieren mit karzinogenen Stoffen induzierten Mdausehautkrebs
war bisher noch nicht gelungen, selbst die Transplantation von perikarzinomatésen Meta-
stasen bildenden Tumoren, oder Metastasen enth&ltenden Organen fihrte zu keinem Erfolg.
In den Lungengeféssen konnen jedoch mehrkernige Zellen gerdume Zeit vor dem Erscheinen
von Metastasen nachgewiesen werden.

10. Das Vorhandensein von perikarzinomatdsen Metastasen in Gewebsschnitten weist
darauf hin, dass sich bereits entfernte Metastasen gebildet haben. Die Ansiedlung der in den
Organismus gelangenden und stdndig verschleppten Geschwulstzellen kann durch einige
chemotherapeutische Mittel gehemmt werden.

Prof. Dr. Béla Kellner, Budapest X1I. Rath Gy. u. 5. Hungary



Institut fir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften, Berlin-Buch
(Prasident: Prof. Dr. Dr. W. Friedrich),
Arbeitsbereich Biologie (Direktor: Prof. Dr. A. Grafri)

UBER DEN ELEKTRONENMIKROSKOPISCHEN
NACHWEIS DES POLYOMASTAMMES BB-T2

D. Bierwolf, A.Graffi und L. Baumbach

(Eingegangen am 27. Juli, 1960)

Bei unseren Bemihungen, das in unserem Laboratorium isolierte Virus
der myeloischen Leukdmie der Maus (Elektronenmikroskopischer Nachweis:
Heine, Graffi, Bierwolf, Helmcke, Randt, 1957 und 1959; Graffi,Heine,
Helmcke, Bierwolf, Randt, 1960) in der Gewebekultur zu zuchten, trat bei
der Beimpfung von trypsinierten M&auseembryokulturen mit einer Gewebssus-
pension aus leuk&mischem Gewebe nach wenigen Tagen eine cytopatholo-
gische Verédnderung der Embryonalzellen auf. Diese lieB sich durch zellfrei
filtrierte N&hrldésung solcher Kulturen serienweise weiter Ubertragen und stellte
sich bei den Passagen mit RegelméRigkeit 5—8 Tage nach der Beimpfung
frisch ausgewachsener Mauseembryokulturen ein (Graffi, Gimmy u. Krause
1959). Zundchst wurde von uns eineVermehrung des Leukdmievirus als Ursache
dieser Erscheinung vermutet. Die Verimpfung der zellfrei filtrierten N&hrl6-
sung solcher degenerativ verdnderter Kulturen auf neugeborene Ratten, Gold-
hamster und Méause zeigte uns jedoch sehr bald, da der cytopathogéne Effekt
nicht auf das Leukdmievirus zurickzufihren, sondern mit grofer Wahrschein-
lichkeit einem zweiten Agens zuzuschreiben ist. Es entstanden n&mlich bei
den im neugeborenen Zustand behandelten Tieren in hohem Prozentsatz die
verschiedensten mesenchymalen Tumoren, wie Nieren-Sarkome, gut- und
bosartige Knochentumoren, Lipome, Tumoren in der Parotisgegend, Fibrome
etc., wdhrend Leukd&mien vollig fehlten (Graffi, Gimmy, Krause, 1959; Gimmy,
Graffi, Krause, 1959). Damit hatten sich in unseren Versuchen Befunde
ergeben, die in mehrfacher Beziehung zu den Resultaten von Gross (1953) und
von Stewart UndEDDY (1958)mit demParotis-Tumor-PolyomavirusParallelen
zeigen, in deren Versuchen zellfreie Filtrate der lymphatischen Leukdmie des
AK-Inzuchtstammes der Maus auller Leukdmien noch Parotis-Tumoren sowie
vereinzelt subcutane Sarkome hervorzurufen vermdégen. Erste Hinweise fir
das Vorhandensein zweier verschiedener Viren, von denen das eine die Leuké-
mien und das andere die Parotis-Carcinome und -Sarkome bedingt, ergaben sich
aus Versuchen von Gross, indem er nachweiscn konnte, dall des Leukdmieagens
sich bei bedeutend niedrigerer Tourenzahl sedimentieren 4Rt als das Parotis-
tumoragens und daR es im Gegensatz zum Parotistumor-Faktor durch Ather
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inaktivierbar ist. Bekanntlich konnte letzteres von Stewart und Eddy (1958)
in der Gewebekultur auf M&useembryonalzellen zur Vermehrung gebracht
werden, wobei es einen starken cytopathogenen Effekt erkennen lieB. Filtrate
solcher Kulturen zeigten zuerst bei M&usen und spéter bei Ratten und Ham-
stern eine starke onkogene Wirkung, wobei in den verschiedenen Organen
Sarkome, Carcinome sowie gutartige Tumoren auftraten. Es ergab sich nun die
Frage, ob das von uns aus virusbedingten myeloischen Leukdmien der Maus
isolierte polyvalente Geschwulstagens, dem wir die Bezeichnung BB —T 2-Virus
gaben, mit dem Parotistumor-Polyomavirus von Gross—Stewart und Eddy
vOllig identisch ist oder gewisse Unterschiede zwischen beiden bestehen. Eine
der charakteristischen Eigenschaften des STEWART-EDDY’schen Polyoma-
stammes ist dessen starke Haemagglutinationswirkung auf verschiedene
Erythrocytenarten,.z. B. des Meerschweinchens, des Frosches und der Blut-
gruppe Ovom Menschen. In ausgedehnten Untersuchungen in unserem Labora-
torium gemeinsam mit G. Pasternak konnte fiir unser BB—T 2-Virus diese
haemagglutinierende W irkung nicht nachgewiesen werden. Ein weiterer
Hinweis fir eine gewisse Unterschiedlichkeit beider Virusstimme ergab sich
aus dem Spektrum der bei den verschiedenen Spezies auftretenden Tumoren,
wobei fur unseren Virusstamm die bei der Ratte und auch beim Kaninchen
erzeugten Lipome und Liposarkome die von Stewart und Eddy nicht beobach-
tet wurden, charakteristisch zu sein scheinen. Aus diesen biologischen Daten
ergab sich die SchlufRfolgerung, dal es sich hei dem Polyomavirus von Gross,
Stewart und Eddy und unserem BB —T 2-Virus wahrscheinlich um zwei nahe
verwandte Stdimme der gleichen Virusfamilie handeln durfte.

Die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen dienten dem elektronen-
mikroskopischen Nachweis unseres BB —T 2-Virus. Es wurde damit die Absicht
verbunden, aufGrund der morphologischen Struktureine weitere Klassifizierung
dieses Virus vorzunehmen und vor allem dessen verwandtschaftliche Bezie-
hung zu dem Gross—STEWART’schen Polyoma-Stamm weiter zu kldren. Ein
derartiger Versuch erschien umso aussichtsreicher, als es kiirzlich zwei verschie-
denen Arbeitskreisen gelang, das Gross —SIEWART’sche Polyma-Virus elektro-
nenmikroskopisch im ultradiinnen Schnitt nachzuweisen (Bernhard, Febvre,
Cramer, 1959; Banfield, Dawe, Brindley, 1959). Es handelt sich dabei um
gleichférmig runde Partikel mit einem Durchmesser von 30—40 T/n, die haupt-
sdchlich im Zellkern und spéter auch im Cytoplasma der Zellen anzutreffen sind.

Material und Methodik

Als Grundlage fir die Vermehrung und Zichtung des Virus wurden Gewehekulturen
von trypsiniertem Embryonalgewebe der Maus verwendet. Die Embryonen von trachtigen
W eibchen des AB-Stammes wurden kurz vor dem Werfen (18—20. Tag der Embryonalent-
wicklung) steril aus dem Uterus entnommen und mechanisch fein zerkleinert. Diese Gewebe-
stickchen wurden mit einer 0,25 % igen Trypsinlésung (Difco) in PPS-Lésung aufgeschlossen,
die erhaltene Zellsuspension mehrmals durch Zentrifugierenin PPS gewaschen und anschlieBend
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in der Nahrlésung (5 Teile Tyrode, 3 Teile Kéalber- oder Pferdeserum und 1 Teil Hihner-
embryonalextrakt, 250 i. E. Penicillin und 250 mg Streptomycin/ml) aufgeschwemmt mit
einer Zellzahl von etwa 600 000—700 000 Zellen pro ml. Diese Zellsuspension wurde in Roux-
flaschen oder Roller-Tubes ausgesat. Nach gutem Anwachsen der Zellen zu einem Monolayer-
Rasen auf der Glasflache wurden die Kulturen 2mal wdchentlich gefiittert und nach etwa
6—8 Tagen mit einer Gewebssuspension aus leuk&mischem Gewebe beim priméaren Ansatz
oder mit virushaltiger Nahrldsung schon infizierter Kulturen bei der passagenweisen Zichtung
des Virus beimpft. Zum Zwecke der elektronenmikroskopischen Praparation wurden die
Zellrasen am 6—8. Tage, also dem Zeitpunkt des deutlich sichtbaren cytopathogenen Effektes
mit dem Spatel vorsichtig von der Glasflache geldst und die feinen zusammenhdngenden Zell-
flachen direkt in 1% iger auf pH 7,2 gepufferter 0s04 2 Stunden fixiert. Die Entwdésserung
erfolgte in Gblicherweise mit Athylalkohol 25% —100% unter eingeschalteter Kontrastierung
mit PWS, und darauf die Einbettung in einem Gemisch von Methylmethacrylat (1 Teil)
und Buthylmethacrylat (3 Teile) unter Zusatz von 1% Dibenzoylperoxyd als Katalysator.
Die Polymerisation wurde bei 56° C vorgenommen. Die Ultradiinnschnitte wurden mit einem
Ultramikrotom nach Niklowitz angefertigt. Als Mikroskope standen das UM 100 von Siemens
und das UM 60 von Siemens zur Verfiigung. Herrn Prof. Heimcke und seinen Mitarbeitern
(Berlin-Dahlem) danken wir fiir die freundliche Uberlassung der Elektronenmikroskope.
Fri. A. Randt mdchten wir fiur ihre technische Assistenz danken.

Ergebnisse

Wie bereits in der Einleitung dargestellt wurde, zeigt das von uns auf-
gefundene Virus in der Gewebekultur einen eindeutigen cytopathogenen Effekt,
der sich bei Verwendung von M&useembryonalzellen erstmalig nach 4 —5 Tagen
erkennen IRt und nach einer Woche ein sehr ausgeprdgtes Stadium erreicht.
Lichtmikroskopisch &uRert sich dieser Effekt in einer zunehmenden Abrundung
der Zellen und Verlust der normalerweise schlanken Auslaufer, wie sie fir
Fibroblasten charakteristich sind (Abb. la und 16). Weiterhin verlieren die
Zellen im nativen Zustand das optisch weitgehend homogene Aussehen des
Cytoplasmas und werden zunehmend tribe und lichtbrechend durch das Auf-
treten von feineren und gréberen Granula und Schollen im Cytoplasma und
Kern. Die Kernverdnderungen koénnen uberwiegend als fortschreitende
Pyknose angesehen werden, wé&hrend die Prozesse im Cytoplasma zunéchst
wohl am besten in die Kategorie der triben Schwellung einzuordnen sind.
Schliefflich kommt es zum fortschreitenden Zellzerfall, indem sich sowohl Zell-
kern als auch Cytoplasma in einzelne unregelmdRige Fragmente auflésen. Dieser
Zellaufldsung geht fast ausnahmslos ein Zerfall der Monolayer-Schicht in ein-
zelne Strdnge und dichtere Zellkonglomerate voraus, der dann eine Totalab-
I6sung der Zellen und eine freie Suspendierung derselben im Ndhrmedium folgt.

Es seien noch einige kurze Hinweise auf bestimmte cytologische Ver-
&nderungen der Zellen im mittleren Stadium dieses Degenerationsvorganges
gegeben, die mdglicherweise eine Aussage zur Virusvermehrung gestatten.
(Graffi 1959.) Es handelt sich um teils stark lichtbrechende, chromophobe Ein-
schlisse, deren chemische Natur noch nicht naher definiert werden konnte, teils
sind es cytologische Strukturen uncharakteristischer Gestalt, die Feulgen-
positive Reaktion zeigen. Erstere lassen sich weder mit Fettfarbstoffen noch
durch saure oder basische Farbstoffe imprégnieren, sie sind PAS-negativ und
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Abb. la. Normale Mauseembryonalkultur
Ib. Kultur mit cytopathogenem Effekt
Farbung: May—Grinwald —Giemsa

im elektronenmikroskopischen Bild bis auf ein feines Netzwerk optisch leer.
Bei einer dritten Form von Einschlissen im Cytoplasma handelt es sich um
ovale bis runde vakuolenartige Hdhlen mit einem zentralen Binnenkdrper,
der sich bei Giemsafdrbung stark imprégniert und einen hohen Grad von
Osmiophilie aufweist (Abb. 2). Die kausalen Beziehungen dieser 3 Einschluf3-
typen zur Viruswirkung und VirusVermehrung mufR als weitgehend unge-
klart angesehen werden. Bei den Feulgen-positiven Einschliissen handelt es
sich wohl in erster Linie um Ansammlungen von Virus im Cytoplasma, was
sich vor allem beim Studium der elektronenmikroskopischen Befunde ergibt
(Abb. 4). Bei den beiden anderen EinschlufRtypen ist an Produkte zu denken,
die in der sich degenerativ verdndernden Zelle entstehen.

Anhand dieser cytologischen Verédnderungen, die nach der Virusinfektion
auftreten und schon mit dem Lichtmikroskop gut zu erkennen sind, 148t sich
das Studium des cytopathologischen Prozesses und damit der Viruswirkung
auf die Zelle gut ablesen und zu den elektronenmikroskopischen Befunden in
Beziehung setzen.
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Unser Hauptanliegen bei den elektronenmikroskopischen Studien war
der Nachweis und die ndhere Charakterisierung des cytopathogenen und im
Tierversuch onkogenen Virus. Nachdem in den ersten 4 Tagen nach der Infek-
tion, wo also lichtmikroskopisch keine eindeutigen Verédnderungen nachweis-
bar sind, keine sicheren Virusbefunde zu erheben waren, wurde hauptsdchlich
das Stadium des ausgesprochen cytopathologischen Erscheinungsbildes fir die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen herangezogen. Dies Avar zwischen

Abb. 2. Stark osmiophiler, cytoplasmatischer Einschluf in einer Zelle aus einer
mit BB —T 2-Virus infizierten Gewebekultur. 1 :45 000

dem 6—8. Tag post infektionem der Fall. Spatere Stadien waren meist wegen zu
starker Degeneration der Zellen nicht mehr verwertbar.

Zunéchst wandten wir uns der allgemeinen Topographie des Virus in der
Zelle zu. Als ein fur dieses Virus sehr charakteristisches Bild wurde seine dufRerst
starke Anreicherung im Zellkern nachgewiesen (Abb. 3). In vielen Zellen ist der
Kern prall mit kleinen runden, ca. 30-40m/t groRen Partikeln angefillt. Einge-
lagert in die Virusmasse sind, vor allem auch an der Peripherie des Zellkernes,
osmiophile, dichte Massen von wechselnder Gestalt, bei denen es sich vorwie-
gend um das pyknotische Chromatin handeln dirfte (Kernwandhyperchro-
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masie degenerativen Ursprungs). AuRerdem finden sich mehr oder weniger im
Zentrum des virusgefiullten Zellkerns meist etwas weniger dichte Reste des

Nukleolus. Mit der Virusproduktion im Zellkern geht also eine degenerative
Kernverdnderung parallel.

Abb. 3. Mit Viruspartikeln prall gefillter Zellkern. Herdweise Verdichtung des Chromatins.
1:36 800

AuBer im Zellkern werden die gleichen Viruspartikel auch im Cytoplasma
der Zellen angetroffen, wenn auch nicht so regelmdRig, in geringerer Zahl und
mit einer gewissen zeitlichen Verschiebung gegeniuber dem Auftreten im Kern.
Es kann also angenommen werden, dal das cytoplasmatische Virus zum groRen
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Teil aus dem Kern stammt und durch Aufreifen der Kernmembran in das
Cytoplasma ausgetreten ist, wenn auch eine primére Yirusvermehrung im
Cytoplasma nicht ganz ausgeschlossen werden kann. In diesem Sinne sprechen
vor allem cytoplasmatische Yirushaufen, die in relativ gréfRerer Entfernung
von der Kernmembran liegen (Abb. 4). Die Haufenform ist die haufigste Virus-
anordnung im Cytoplasma, zuweilen kann aber auch eine diffuse Verteilung
Uber das Cytoplasma vorliegen. Eine besondere Yirusanordnung innerhalb des

Abb. 4. Virusansammlungen im Kern (rechts) und im Cytoplasma (links). Bei K kristalline
Anordnung der Partikel (siehe auch Ausschnitt).
1:28 800, Ausschnitt 1 :72 000

Cytoplasmas ist in der Abb. 5 wiedergegeben. Es handelt sich um vakuolen-
artige Gebilde, die wahrscheinlich mit Flissigkeit gefullt sind und im Inneren
Virusteilchen in betrdchtlicher Zahl enthalten. Vor allem an der Wand dieser
Vakuolen scheinen sich die stark aggregierenden Viruselemente in einfacher
oder doppelter Schicht anzuordnen. Ahnliche Bildungen werden von Banfield
und Mitarb. (1959) beim Polyoma beschrieben.

SchlieBlich ist das Virus oft in betrdchtlichen Massen auferhalb der
Zellen anzutreffen. Es muB zundchst offenbleiben, ob es in das extrazellulare
Medium von noch intakten, virushaltigen Zellen ausgeschleust wird oder durch
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Zelluntergang in die Fliussigkeit Ubertritt. Die starke Neigung des Virus zur
Aggregation zeigt sich auch extrazelluldr, indem im elektronenmikroskopischen
Bild die verschiedensten Girlandenformen und ringartigen Strukturen (Abb. 6),
die aus einzelnen Viruselementen zusammengesetzt sind, angetroffen werden.

Abb. 5. Virusansammlung in einer cytoplasmatischen Vakuole und diffuse Verteilung im Cyto-
plasma (siehe Pfeile)
1 .28 800

Diese besondere Haftfahigkeit der Partikel untereinander drickt sich auch im
Zellkern, im Cytoplasma und im extrazelluldren Raum in der Bildung von
regelrechten Viruskristallen aus (Abb. 4), wobei allerdings noch offenbleiben
mufB, ob diese Erscheinung nicht unmittelbar mit der Virusvermehrung in
Zusammenhang steht.
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Wie bereits gesagt, handelt es sich bei den Viruspartikeln um kleine runde
Elemente von 30—40 m,« Durchmesser. Eine besondere Feinstruktur im Sinne
von Membranen und Nukleoiden, wie bei anderen onkogenen Viren (Leukdmie,
Milchfaktor) konnten wir bis jetzt nicht eindeutig nachweisen. Allerdings

Nbb. 6. Extrazelluldre Virusanhtufung und Ausbildung von »Girlanden- und Kingstrukturen«
1:110 000

zeigen einige wenige Partikel eine zentrale, leichte Aufhellung, die jedoch auch
ein Kunstprodukt oder eine Degenerationserscheinung darstellen kdénnte.
Man gewinnt also den Eindruck, daB es sich bei den Partikeln um ein »nacktes«
Virus (Oberting) handelt, wie z. B. beim Virus des Shope—Papilloms des

17 Acta Morphologien X/2—4.
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Kaninchens. Neben den runden, ziemlich gleichférmigen Viruspartikeln findet
man jedoch im Zellkern fadenférmige Elemente gleichen Durchmessers und
gleicher Elektronendichte, die eine L&nge von durchschnittlich 300 m/t auf-
weisen kénnen und manchmal die Anzeichen einer angedeuteten Segmentierung

Abb. 7. Ausschnitt aus einem mit Virus gefillten Zellkern. Ausbildung von Fadenstrukturen
und Verdichtung des Chromatins an der Kernmembran.
1:40 000

erkennen lassen (Abb. 7). Es ist nicht zu kldren gewesen, ob aus diesen faden-
formigen Elementen durch Abschnlrungs- oder Segmentierungsvorgénge runde
Partikel entstehen. Auffallig ist, daR diese F&den oft in Gruppen gehduft
Vorkommen. Auch die Beziehung dieser kompakteren Faden zur perlschnur-
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artigen Anordnung von Einzelpartikeln im Cytoplasma und auRerhalb der Zelle
(Abb. 6) ist ungeklart. Eventuell ist diese Anordnung jedoch auf das schon
erwdhnte Aggregationsphdnomen zurickzufihren. Auch Bernhard und
Mitarb. (1959) beschreiben fir das Gross—STEWART’sche Polyoma-Virus die

Abb. 8. Virusverdachtige Partikel im Cytoplasma einer Parotistumorzellc.
1:64 000

im Kern vorkommenden Fadenstrukturen und diskutieren ihren eventuellen

Zusammenhang mit der Yirusbildung.
Eine wichtige Frage geht dahin, welche kausalen und genetischen

Beziehungen zwischen den strukturierten Bestandteilen des Zellkerns (Chroma-

17
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tin und Nukleolen) und dem Virus bestehen. Generell kann gesagt werden,
da mit zunehmender Anh&ufung von Viruspartikeln im Zellkern eine Verédn-
derung der typischen Kernstruktur einhergeht. Anfangs liegen nur einzelne
Viruspartikel und die genannten Fdden in der graniddr-netzigen Grundsubstanz
des Kerns verstreut und Chromatinbrocken und Nukleolus zeigen noch die
typische Struktur. Mit zunehmender Virusvermehrung verschwindet jedoch
die charakteristisch strukturierte Grundsubstanz und der gesamte Raum des
Kernes wird nur von Viruspartikeln, einigen F&den und pyknotischem Chroma-
tin- und Nukleolusmaterial eingenommen, wobei die Zwischenrdume zwischen
den genannten Strukturen jetzt elektronenoptisch vollig leer sind. Durch die
starke herdweise Verdichtung des Kerninhaltes wahrend der Pyknose st
zunachst noch nicht zu entscheiden, ob auch Kernmaterial unmittelbar in
die Viruselemente umgewandelt wird.

Der Virusnachweis in der Gewebekultur war zum Zeitpunkt des eindeuti-
gen Auftretens des cytopathogenen Effektes ein konstantes Phdnomen und
konnte fiir eine grole Zahl von verschiedenen Zellen aus dem gleichen Prépa-
rat erbracht werden. Es ergab sich nun die wichtige Frage, ob auch in den
durch das Virus in vivo erzeugten Tumoren Viruselemente elektronenmikrosko-
pisch nachgewiesen werden kénnen. An einer groBen Zahl von mesenchymalen
Tumoren des Goldhamsters und der Ratte ist uns bis jetzt der Nachweis noch
nicht gelungen. Diese Beobachtung stimmt auch mit dem biologischen Test
Uberein, indem aus den Tumoren nur ausnahmsweise Uber die Gewebekultur
eine Reisolierung moglich war. Die direkten Filtrate aus den Tumoren haben
im Tierversuch selten onkogene Wirkung gezeigt.

Schlielich wurden von uns noch durch BB —T 2-Virus aus der Gewebe-
kultur erzeugte Parotistumoren bei der Maus im Feinschnitt untersucht.
Diese Tumoren unterscheiden sich von den meisten Ratten- und Hamster-
tumoren durch eine wesentlich ldngere Latenzzeit. Als vorldufiger Befund
konnten in einem Falle eines Parotistumors der Maus virusverddchtige Parti-
kel, die an das BB—T 2-Virus aus der Gewebekultur erinnern, nachgewdesen
werden. Die GroRe der Partikel liegt mit 40 —50 m/J, etwas tUber der des BB —T 2-
Virus in der Kultur. Die Partikel sind im Cytoplasma der Zellen lokalisiert
(Abb. 8).

Diskussion

Auf Grund der dargelegten Befunde glauben wir berechtigt zu sein, die
aufgefundenen Viruselemente als das BB—T 2-Virus anzusprechen. Vor allem
spricht auch die Parallelitdt zwischen dem cytopathogenen Effekt und den
morphologischen Virusbefunden und ebenso die hochgradige onkogene W irk-
samkeit der Nahrlosungen solcher Gewebekulturen fir diese Tatsache. Wie in
der Einleitung bereits hervorgehoben, ist das Polyoma-Virus von Stewart und
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Eddy sowie einige andere Polyoma-Stdmme vor einiger Zeit von verschiedenen
Autoren (Bernhard und Mitarb., 1959; Dourmashkin und Negroni, 1959;
Banfield, Dawe, Brindley, 1959; Dmochowski, Grey, Magee, 1959)
elektronenmikroskopisch nachgewiesen worden. Beim Vergleich unserer
Befunde mit denen dieser Autoren findet sich eine gute Ubereinstimmung, die
sowohl in Bezug auf die Lokalisation, als auch auf Grofle und Form der Virus-
elcmente besteht. Dadurch ergibt sich ein weiterer Hinweis fur die Zugehorig-
keit unseres Virus-Stammes zur Gruppe der Polyoma-Viren. Auch unsere
Befunde zeigen, dalR es sich bei dieser Virusfamilie mit ausgepréagt vielseitiger
onkogener Wirksamkeit um eine von den meisten onkogenen Viren morpholo-
gisch abweichende Klasse handelt. Als Besonderheiten sind zu nennen: Die
Kleinheit des Virus, das Fehlen einer spezifischen, elektronenmikroskopisch
faBbaren Feinstruktur und vor allem auch die hauptsdchliche Lokalisation im
Zellkern. Es ist in dieser Hinsicht am besten mit dem Shope-Papillom-Virus des
Kaninchens zu vergleichen. Bekanntlich sind die meisten tGbrigen onkogenen
Viren, vor allem die Leukdmie- und Mamma-Carcinom erzeugenden Viren der
Maus, sowie die Viren der Hihnerleukdmien mindestens doppelt so groR und
besitzen durchweg Nukleoide und begrenzende Membranen, mit denen zuwei-
len eine Polymorphie verbunden ist.

Ein besonders nennenswerter Umstand ist das seltene Vorkommen, bzw.
vollige Fehlen der Partikel in den erzeugten Tumoren mit Ausnahme einiger
Parotistumoren (Dourmashkin und Negroni, 1959) und Nierensarkome
(Howatson und Mitarb., 1960). Das zwingt zu der Annahme, daB innerhalb der
ausgebildeten Tumorzellen das Virus nicht in Form von Elementarpartikeln,
also nicht in strukturiertem Zustand vorliegt, sondern madglicherweise als
maskiertes Virus, eventuell als Nukleinsdure oder Nukleoproteid in einer Bin-
dung an den genetischen Nukleinsdure-reproduzierenden Apparat der Zelle.
Dieses Problem ist von ganz besonderem Interesse und diirfte einen wichtigen
Schliussel zur Klarung der Wirkungsweise onkogener Viren beim Maligni-
sierungsprozefl in sich bergen.

Zusaninienfassung

Es wird Uber die elektronenmikroskopische Charakterisierung eines Virus, das aus
leukdmischem Gewebe der myeloischen Leukdmie der Maus in der Gewchekultur isoliert
wurde, berichtet. Das Virus muB in die Familie des Polyoma-Virus eingeordnet werden und
unterscheidet sich wesentlich (Wirkungsweise und Morphologie) vom Leukamievirus. In der
Gcwebekultur erzeugt es nach 5—8 Tagen auf Monolayerkulturen vom Méauseembryo einen
cytopathogencn Effekt, der sich passagenweise Ubertragen laRt.

Elcktronenmikroskopisch wurden in erster Linie im Zellkern, sowie auch im Cytoplasmu
und im cxtrazelluldaren Raum Viruspartikel von 30—40 mfi Durchmesser und gleichférmiger
Gestalt ohne Innenstruktur nachgewiesen. Es werden die Lokalisation in der Zelle, die Anord-
nung der Partikel, sowie deren mdgliche Entstehungsweise né&her besprochen.
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SNNEKTPOMHOMUWKPOCKOIMMYECKOE BbIAB/IEHME LWTAMMA BUWPYCA
MNoAMOMbl BB-T 2

0. BUPBOIb®, A. TPADPDOUN n 1. BAYMBAX

ABTOpbI Jal0T 3/1EKTPOHHOMUKPOCKOMMYECKYIO XapaKTepUCTUKY BUpYyca, W30/IMPOBaH-
HOro M3 NelikeMWUYecKol TKaHU NpY MU3MOUAHON NeiikeMnUn Mblleil. Bupyc cneflyeT OTHeCTU K
CeMeliCTBY BMPOCOB MOMMOMbI M OH CYLLECTBEHHO OT/IMYaeTCA (B OTHOLLEHWM LeMCTBUS U MOp-
thonoruun) ot Bupyca Nelikemun. OH BbI3bIBaET B TKaHEBbIX Ky/bTypax MO McTeueHUn 5—8
[Heli Ha MOHOMOMEKYNSIPHbIX KyNbTypax 3apoguila Mbilleid LUTONaToreHHbl ek, nepe-
[aBaeMblii 0T OAHOr0 Mmaccaxka K Jpyromy.

B 3/1eKTPOHHOM MUKPOCKOME OblIN BbISIBNEHbI B MEPBYH 04epefb B K/ETOYHO.M sifpe,
HO W B UMTOMNMa3Me WU B BHEK/IETOYHOM MPOCTPAHCTBE BMPYCHbIE YacTuLpbl C AMameTpom B 30—
40 MK, OfHOPOAHOW (hopMbl 6e3 BHYTpeHHel CTPYKTypbl. [ogpobHO obcyxxpatoTcs nokanusa-
LMs B K/ETKE W pacnpejeneHne aTUX YacTul, Kak U UX NPesnoioXUTeNbHbIN cnocob BO3HUK-
HOBEHUS.

ELECTRON-MICROSCOPIC DEMONSTRATION OF THE POLYOMA STRAIN BB-T2
D. BIERWOLF, A. GRAFFI and L. BAUMBACH

The clcctron-microscopic determination of a virus isolated from cxplanted mouse
myeloid leucaemia tissue is described. The virus belongs to the polyoinavirus family and is
both in effect and morphology fundamentally different from the virus of leucaemia. After
5 to 8 days in mouse embryo monolayer cultures the virus produces a cytopathogcnic effect
which can be passaged.

Electron-microscopy revealed, chiefly in the nucleus but also in the cytoplasm and the
extracellular space, uniform viral particles 30 to 40 m/t in diameter. Cellular localization,
arrangement and the presumable origin of the particles arc discussed in detail.

Dr. D. BIERWOLF

Prof. Dr. A. Graffi Berlin-Buch, Lindenberger Weg 70., D. D. K
Dr. L. Baumbach
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