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D e p artm en t o f P a th o lo g y , I s tv á n  H o sp ita l, B u d a p e s t a n d  F o u rth  D e p a rtm en t o f M edicine, 
U n iv ersity  M edical School, and N a tio n a l I n s t i tu te  o f Cardiology, B u d ap es t

OPENINGS OF DIFFERENT ORIGIN ON THE MITRAL
VALVE

B. R a d n a i , L. D ö m ö t ö r  and P. K á l m á n  

(R eceived M arch 20, 1963)

T hree  cases o f ra re  lesions o f th e  m itra l  v a lv e  h av e  been described . In  th e  f irs t 
an d  second cases a stab -cau sed  opening, in  th e  th ird  case a gap due to  a  congen ita l 
an om aly  w ere lo ca ted  on one of th e  cusps. T h e  r a r i ty  o f such changes is p o in te d  ou t 
and  th e  possib ilities o f  d iffe ren tia tin g  th e m  fro m  those  of d ifferen t o rig in  a re  d iscussed  
in  d e ta il a n d  th e  c lin ical significance of th ese  p h en o m en a  is re ferred  to .

Openings occurring on the m itral v a lve  are unusual lesions o f  the heart. 
T hey m ay occur in consequence o f in flam m ation , congenital m alform ation or 
traum a. W hereas the inflam m atory perforation o f the m itral cusp can be found  
every now and then , openings originating from traum a or m alform ation are 
very rare. In the fo llow ing we shall present three cases; in the first and second  
the gap was caused b y  traum a and in the third by a congenital disturbance.

Case reports

Case N o. 7. A 24 y e a r  old m ale was a d m itte d  w ith  severe  sep tic  y m p to m s .u n co n sc io u sly ; 
accord ing  to  th e  h is to ry  he had  had high fever for 4 d ay s. On adm ission  th e  c a rd iac  dullness 
w as of no rm al size, ap ica l lift an d  palpab le  systo lic  th r il ls  could be observed an d  a lo u d  sc ra tc h 
ing systo lic  m u rm u r could  be h e a rd  above all the  o rifices . Som e hours a fte r  adm ission  th e  p a tie n t 
d ied . Clinical d iagnosis w as endo card itis , sep ticaem ia  a n d  m ening itis.

A t necropsy , beside  several m e ta s ta tic  c e reb ra l, re n a l an d  p u lm o n ary  abscesses, u n e x 
pected  changes w ere fo u n d  in th e  h eart. In  view  o f th e ir  uncom m on shape lo ca tio n  a fo rm er 
in ju ry  was susp ec ted . As i t  tu rn e d  ou t when co m p le tin g  th e  h is to ry , 6 years p rio r  to  his d ea th  
th e  p a tie n t h a d  s ta b b e d  a dagger in to  his h e a r t ;  he h ad  lost consciousness a n d  h a d  been 
tra n sp o rte d  to  th e  su rg ical d e p a rtm e n t o f a c o u n try  h o sp ita l w here he was n o t  o p e ra te d  upon  
an d  a f te r  6 w eeks o f b e d -re s t  w as d ischarged. S ince th a t  tim e  he had been w o rk in g  as a h a ir
d resser’s a ss is ta n t, en jo y ed  good h ea lth  and d ev elo p ed  sy m p to m s of his p re sen t d isease  b u t 
4 — 6 d ay s p rio r to  adm ission .

W hen ex am in in g  th e  corpse a fa in t fine , ra d ia tin g  sca r was found on  th e  sk in  o f  th e  
chest 7 cm m edial fro m  th e  left n ipple and  co rresp o n d in g ly  a scar tissue of a b o u t  22 m m  in 
d iam e te r in th e  in te rc o s ta l  m u scu la tu re . T here  w ere ex ten siv e  adhesions on th e  p e ricard ia l 
su rface ; those  above  th e  m u scu la r scar were s in g u la rly  m assive and  callous. T h e  adhesions 
show ed no trace  o f b leed ing  blood p igm ent.

The h e a r t  w eighed 450 g, the  wall o f th e  le ft v en tric le  was 14 — 16 m m , th a t  o f th e  r ig h t 
ven tric le  6 — 8 m m  th ic k ; th e ir  m u scu la tu re  w as h y p e rtro p h ic  an d  th e ir  c a v ity  w as w ider 
th a n  usual. On th e  a n te r io r  surface of the  r ig h t v e n tric le , in the  m u scu la tu re  o f  th e  conus 
pu lm onalis a sca rred  a rea  w as p ro tru d in g  like an  a n eu ry sm  (Fig. 1). O bv iously  th is  w as the- 
place where th e  dag g er h a d  en te red  the  h e a rt. O p p o site , on th e  sep ta l wall o f th e  co n u s pu lm o
nalis  a w hite  sm o o th  o pen ing  10 — 12 m m  in d ia m e te r , lined  w ith sh iny  e n d o ca rd iu m , w as 
d e tec tab le  w hich h a d  its  co n tin u a tio n  in the  ob lique  can a l p e rfo ra tin g  th e  se p tu m . T h e  lum en 
o f th e  canal was so m ew h at co n stric ted  b u t was e q u a lly  wide th ro u g h o u t its  co u rse . W hereas 
th e  rim  of th e  gap in th e  r ig h t ven tricle  was sm o o th , th e  orifice in the  left v en tric le  h a d  a  crcst-

1* A d a  morph, tomus X I I I .
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like b o rd e r  (F ig . 2). The r ig h t low er edge of th e  a n te r io r  cusp  of th e  b icusp id  v a lv e  show ed 
th e  th ir d  in ju ry ,  tak in g  th e  form  o f  an  opening 8 X 1 3  m m  in  d iam eter. T he edge o f th is  was 
a sc a rre d  r in g  and  also th e  n e ig h b o u rin g  chordae te n d in e a e  show ed scarry  h y p e rp la s ia ; th e  
e n d o c a rd iu m , how ever, w as sm o o th  a n d  sh iny . T he o th e r  p a r ts  of th e  valve  a n d  th e  o th e r  
ch o rd ae  te n d in e a e  were in ta c t (F ig . 3). F in a lly , th e  fo u r th  in ju ry  was found above th e  p o ste rio r  
cusp  o f  th e  b icu sp id  valve in  th e  fo rm  of a rice-grain  sized , c lear-cu t hole on th e  a u ric u la r  w all. 
Below  th e  w all th e  valve was sca rred  an d  above it th e  en d o ca rd iu m  was covered w ith  a friab le  
c o a tin g  22 m m  in  d iam eter (F ig . 4). B acterio log ica l e x a m in a tio n  d e m o n s tra ted  a t  th is  site  
S ta p h y lo c o c c u s  pyogenes au reu s in  p u re  cu ltu re . O b v iously  th is  was the  s ta r tin g  p o in t o f  th e  
m e ta s ta t ic  abscesses and of th e  sep ticaem ia .

Fig. 1. C ase 1. Scarred po rtio n  of th e  f ro n ta l wall o f th e  conus pulm onalis. O pposite  to  i t  is 
th e  sc a rre d  r ig h t v e n tr ic u la r  orifice o f the  o p en in g  p e n e tra tin g  th e  sep tu m

Case N o . 2. A 35 y ear old m ale  14 years before his d e a th  h ad  been s tab b ed  in  th e  ches 
w ith  a  k n ife . He had  been u n consc ious fo r 4 d ays, th e n  reco v ered  and  was able to  c o n tin u e  
w ork ing . 3 y e a rs  p rio r to adm ission  he  h ad  developed ca rd iac  com plain ts, th e n  sy m p to m s о 
c irc u la to ry  fa ilu re . These w ere th o u g h t to  be due to  rh e u m a tic  v a lv u la r d isease, since th e  
p a tie n t  h a d  n o t  m entioned  h is p rev io u s in ju ry . The ca rd iac  co n d itio n  could n o t be a lle v ia te d  
d esp ite  r e p e a te d  hosp ita l care, an d  th e  p a tie n t  died w ith  sy m p to m s of h e a r t fa ilu re.

C lin ica l d iagnosis w as: m itra l  sten o sis , a tr ia l  f ib r il la tio n , in farc tio n  in  th e  low er lobe 
of th e  r ig h t  lu n g , pu lm o n ary  o edem a a n d  pneum onia .

N e c ro p sy  revealed  a ro u n d  sc a rre d  a rea  1 cm 2 in  e x te n t  on  th e  a n te rio r th o rac ic  w all 
in  th e  le f t  m am m illa ry  line in  th e  fo u r th  in te rsp ace .

T h e  p e ric a rd ia l surfaces show ed ex ten siv e  adhesions. T hese  were m assive an d  calcified , th e  
m o st m a rk e d ly  so on th e  p o ste rio r su rface  o f th e  left a tr iu m . T he h e a r t weighed 570 g. T he 
v e n tr ic le s  w ere  d ila ted . The w all of th e  le ft v en tric le  m easu red  15 m m , th a t  of th e  r ig h t v e n tric le  
6 m m . T h e  le f t  a tr ia l  wall show ed m o d e ra te  th ic k e n in g . T h e  a n te rio r  cusp of th e  m itra l  v a lv e  
show ed a n  o v a l opening, w ith  sh a rp  edges, 17 X 6 m m  in  size, on the  rim  of w hich th e  v a lv e  
w as s l ig h tly  th ick en ed  (Fig. 5). On th e  v en tricu la r  se p tu m , ju s t  below th e  a tr io v e n tr ic u la r  
h o a rd e r, a n  opening  was d e m o n s tra te d , narrow ing  g ra d u a lly  fro m  th e  left v en tric le  to w a rd s  
th e  r ig h t  o n e , m easu ring  8 m m  in d ia m e te r  in th e  le f t v e n tric le  and  3 m m  in  th e  r ig h t one 
(F ig . 6). O p p o s ite  th e  opening th e  e n d o ca rd iu m  of th e  conus pu lm onalis was th ic k , g ray ish  
w h ite  a t  a n  a re a  10 m m  in  d iam e te r. A ll th e  va lves e x ce p t th e  m itra l  were norm al. T h ere  w as 
con g estio n  in  th e  organs an d  cro u p o u s pn eu m o n ia  in th e  low er and  m iddle lobes o f  th e  r ig h t 
lung. T h e  c a rd ia l  lesion was c learly  th e  consequence of th e  s ta b  suffered 14 years before .
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Fig. 2. Case 1. On the  left, in th e  le ft v e n tricu la r  cav ity  th e  crest-like  m arg in ed  le ft v e n tri
cu la r o stium  of the  sep tal gap is seen, on th e  righ t the lower surface  of th e  a n te r io r  cusp  of the 

b icuspid valve. T he edge of the  cusp idal open ing  is scarred

i ig .  3. Case 1. G ap visible on th e  a n te r io r  cusp of th e  b icuspid  v a lve . T h e  m a rg in  shows 
scarred  th icken ing , th e  ne ig h b o u rin g  chordae  ten d in eae  are b u lk y

Acta m orph, to w n s  X I I I .
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Case No. 3. A fem ale  p a t ie n t  27 years o f age. She h a d  n o t know n of a n y  disease, 
in c lu d in g  rh eu m a tic  fev er u n t i l  a t  th e  age of 24 y e a rs  she h a d  been tre a te d  for pu lm o n ary  
tu b e rc u lo s is ; i t  was th e n  t h a t  h e r h e a r t  disease h a d  been  d iscovered  b u t  she h a d  been free 
o f c a rd ia c  com plain ts. A t th e  age  of 25 she had  a ch ild ; fro m  th is  tim e d y spnoea  a n d  irregu lar 
h e a r t  b e a t  were m anifested  on  e x e rtio n . Two weeks p r io r  to  adm ission  dyspnoea  increased , her 
legs a n d  abdom en  were sw ollen . O ne week th e re a fte r  o rth o p n o e a  an d  coughing w ere observed. 
S ince th e  com pla in ts a p p e a re d  she lo st ab o u t 20 kg  w e ig h t. P h y sica l ex am in a tio n  revealed  
a m o d e ra te ly  developed, th in  w o m a n , w ith yellow ish sk in  a n d  sclerae, m ark ed  oedem a of th e  
legs a n d  sac ru m , pronounced  cy an o s is  of the face an d  lip s . A bove th e  p u lm o n a ry  bases m oist 
ra le s  w ere h ea rd  and above b o th  lu n g s there were d iffuse  w heezes beside a no rm al percussion 
so u n d . T h e  apex  b eat was in th e  le f t a n te rio r ax illary  line . T h e  r ig h t bo rd er o f th e  h e a r t  exceeded 
th e  r ig h t  s te rn a l m argin  b y  one f in g er. A th ro b b in g  f ir s t  so u n d , ho losysto lic  m u rm u r, opening 
sn a p  a n d  d iasto lic  m u rm u r co u ld  be heard  above th e  a p ex . T he systo lic  m u rm u r w as of equal

F ig. 4. Case 1. On th e  le ft, p e rfo ra ted  bicuspid v a lv e . On th e  r ig h t, fresh  endocard ia l 
in c ru s ta tio n , b e low  it  a  tin y  opening a n d  sca rrin g  o f the  cusp

in te n s i ty  d u rin g  in sp ira tion  a n d  ex p ira tio n . H eart freq u e n c y  w as 84/m in, a rrh y th m ic . T he liver 
re a c h e d  fo u r fingers below th e  co sta l arc, was so m ew hat te n d e r  a n d  show ed systo lic  p u lsa tio n . 
T h e  c e rv ica l veins filled w h en  p re ssu re  was applied  on  th e  liver. T he spleen was n o t pa lpab le. 
T h ere  w as no change in  th e  n e rv o u s  system . X -ray s o f th e  ch est show ed a fixed  r ig h t, a low 
le f t d ia p h ra g m . The u p p e r lobe  o f th e  right lung show ed fib ro sis  and  several focal shadow s. 
T h e  h i la r  vessels d e m o n s tra te d  a sign ifican t c en tro p e rip h e ra l a n d  ap icobasal d iscrepancy  
in  d ia m e te r  w ith  expansive  h i la r  pu lsa tion . T he h e a r t  show ed a tricu sp id a l configu ra tion  
an d  a f in g e rw id th  en la rg em en t in  b o th  directions, th e  c av itie s  w ere d ila ted .

O n the  basis of th e  f in d in g s  com bined m itra l fa ilu re  a n d  a p ro b a b ly  fu n c tio n al tricu sp id  
in su ffic ien cy  were assum ed. On S tro p h an th in  and  d iu re tic s  th e  s ta te  im p ro v ed  an d  th e  p a tie n t 
b ecam e ab le  to  walk. On th e  9 th  d a y  of tre a tm e n t she su d d e n ly  d ied .

A t n ecropsy  th e  h e a r t  w e ig h ed  600 g, th e  w all o f  th e  le ft ven tric le  w as 17 m m . T h a t 
o f th e  r ig h t,  8 m m . The ca rd iac  c av itie s  were wide, th e  p a p illa ry  m uscles and  trab ecu les b u lk y ; 
th e  m y o ca rd iu m  was pale y e llo w ish -red , flabby and  b r i t t le .  T h e  poste rio r cusp of th e  bicuspid  
v a lv e  w as in ta c t ;  the  a n te r io r  cu sp  o f the  bicuspid  v a lv e  w as a lso m em branaceous b u t  in its  
m id d le  a  ro u n d  opening 18 m m  in  d iam e te r w ith  a p eas ized  m assive  v eg e ta tio n  on th e  edge 
fac in g  th e  chordae ten d in eae  (F ig . 7). The chordae te n d in e a e  w ere in ta c t.  Below th e  origin 
o f th e  a o r ta  th e re  was an a b o u t 7 cm  long chorda te n d in e a  a d h erin g  to th e  v e n tr icu la r  sep tum  
(F ig . 8); th is  chorda s ta r te d  fro m  th e  pap illa ry  m uscles a t  th e  co rn er o f th e  v e n tr icu la r  sep tu m

Acta morph, tomus X I I I .
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F ig. 5. Case 2. T he m itra l valve from  th e  left a tr iu m . An o v a l sh a rp ly  edged open ing  is seen
on th e  an te rio r cusp

F ig. 6. Case 2. T h e  left v e n tricu la r  open ing  of th e  can a l is seen in the  v e n tr icu la r  sep tum
below  the  ao rtic  orifice

A d a  m orph, tornus X I I I .
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F ig . 7. Case 3. On th e  a n te rio r  cusp  of th e  b icuspid  va lve  a reg u la r, d is tin c t-m a rg in e d  round  
opening, w ith  a po ly p -lik e  fo rm atio n  on i ts  lower m arg in

F ig. 8. Case 3. The ab n o rm al ch o rd ae  ten d in eae  of th e  low er surface of th e  b icu sp id  valve

Acta morph, tomus X I I I .



an d  th e  p osterio r w all. T he e n d o ca rd iu m  o f the  left auric le  was th ick en ed  c o rre sp o n d in g  to  the 
edge of th e  auric le  an d  its  surface w as un ev en .

The c ircum ference of th e  a o rta  w as 6 cm  a t  th e  orig in , 4.4 cm above th e  d ia p h ra g m  and 
2 cm a t th e  a o rtic  b ifu rca tio n .

T here w ere ex tensive  p leu ra l adhesions, 4 — 5 m m  th ick  above th e  co sta l su rface  o f the 
in ferio r lobe; f la t  c av ity  filled w ith  ye llow ish-green ish  cheesy m ate ria l was d e te c ta b le  w ith in  
th a t .  In the  r ig h t u p p e r lobe, in frac la v icu la rly , below  th e  p leu ra  severa l p e a - o r  cherry -sto n e  
sized yellow ish friab le  nodules were d e te c ta b le . Signs o f chronic oedem a w ere  p re se n t  in the 
o th e r  organs.

E p ic ritica lly , th e  opening loca ted  on the  a n te r io r  cusp of th e  m itra l v a lv e  w as considered  
a congenital a n o m a ly  causing  th e  in su ffic ien cy  of th e  orifice. T he p u lm o n a ry  tu b e rc u lo s is , the 
organ izing  em p y em a  a n d  the  p leural adhesions in creased  the  w ork of th e  r ig h t v e n tr ic le  finally  
led to  r ig h t h e a r t  fa ilu re  and  d e a th . T h e  a u sc u lta to ry  signs re fe rrin g  to  m itra l  s ten o sis  were 
caused by the  re la tiv e  narrow ness o f th e  n o rm al-sized  orifice ag a in st th e  in creased  flow  due to 
th e  re g u rg ita tio n .

Discussion

Based on the data in the literature [4] and our own studies, in th e  aetiology  
of the above described changes, three factors m ay he taken into consideration, 
viz. endocarditis, trauma and congenital anom aly.

(i) Perforation o f the cusp o f the bicuspid valve may occur in consequence 
of endocarditis. D ifferentiating these openings from gaps of any other origin 
is usually easy, because other signs o f endocarditis are also present.

In our first and second case, rheum atic aetiology could be exclu d ed  since 
a scar was v isib le next to the opening but elsewhere there w as no trace of 
either thickening o f the cusps nor of adhesion or of shortening. In the third 
case the inflam m atory aetiology could be excluded w ith certa in ty  in the lack 
of signs of endocarditis.

(ii) Perforating injuries o f the heart are not rare [4, 13] b u t only two 
cases of openings originating from  stab w ounds of the mitral v a lve  have been 
reported. L a u c h e , in a 26 year old man found at necropsy on the anterior cusp 
of the tricuspid valve a regular round opening which was first considered a 
congenital anom aly but then it turned out that the patient had been stabbed  
in the chest. In contrast to our own cases, in L a u c h e ’s one, apart from the 
pleural adhesions, every other sign referring to injury or to any chronic change 
of the endocardium  was absent.

The second similar case is that of A d a m , who at necropsy found a defect 
measuring 1.8 X 1.5 mm on the mitral cusp 10 years after a shot into the 
heart.

Death from stab wounds o f  the heart is generally caused by exsanguina
tion or cardiac tam ponade. According to S c h m it t  and G a r t e n  the danger is 
greater w ith lesions of the right ventricle, where the thin m usculature is not 
able to close the gap by contraction . It m ay be assum ed that in our cases the 
sm all wounds as well as the low blood pressure follow ing the collapse made 
it possible th at the wound closed spontaneously.

Our cases prove that in sp ite of a m ultiple wound perforating th e  heart, 
spontaneous healing and later satisfactory  function for years is possible.
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(iii) The isolated  con gen ita l anomalies o f  th e  m itral va lve and o f  the  
le f t  ven ou s orifice are rarities. Atresia of the orifice and aplasia or hypoplasia  
o f  th e  va lve  m ay occur. In  connection w ith  our second case the possib ility  
o f  e ith er o f two congen ital anom alies m ay be raised: a) duplication o f the  
orifice and b) cleft cusp.

a) D uplication o f th e  m itral orifice w as fir st observed by G r i e n f i e l d  
at th e  autopsy of a 29 year old man who died o f  m yelitis . Such cases were later  
described  by Co h n , Ca m i s a , H a r t m a n n , R u p s a m e n , and K e l l o g g , S c h r a f t  
and L i s a . Its recognition  at necropsy is easy  since the chordae tendineae  
sta r tin g  from the edge o f  th e  orifice are characteristic. In our third case no 
such  chordae tendineae were found at the m argin o f the gap, the alteration  
therefore did not correspond to  the duplication o f the mitral orifice.

b) The clefts o f the m itral orifice are in m ost cases associated w ith  other  
con gen ita l anomalies, th u s w ith  ostium  atrioventriculare com m une persistens, 
b u t som etim es they m ay occur isolated as well. In  our case the cusp dem onstrat
ed  a regular, round gap th a t did not reach to  th e  margin of the va lve, thus 
ex c lu d in g  the possib ility  o f a cleft cusp.

A  few  cases resem bling our own observations were found in the literature. 
T he fir st observation o f th is k ind was made b y  G u t z e i t  who found a com bined  
con gen ita l anom aly o f the heart in a young w om an, who had died three days 
after delivery. Beside th e  d efect located on th e  m em branaceous part o f the  
ven tricu lar  septum  he found an oval opening on th e  m edial cusp of the tricuspid  
v a lv e , w hich lay opposite th e  septal defect. The case described by F o u r n i e r , 
L e g r a n d , G a r r e  and Ca s t i g l i o n i  is much m ore convincing; in a 30 year  
old m an died of circulatory failure they found a buttonhole sized gap on the  
anterior cusp of the m itral v a lv e , which was situ a ted  perpendicular w ith  its  
lon g itu d in a l axis to the basis o f  the valve. Changes referring to acute or chronic 
en d ocard itis were not present on either the b icusp id  or the other va lves. The 
associa ted  craniofacial a trop h y , the defective developm ent of the hair, the  
h yp op lasia  of the penis and o f the testicles w ere also considered to  be proofs 
o f a  congenital anom aly. P a c h a l y  and S c h u l t z  found similar openings on 
th e  atrioventricular v a lv es  in  the cadavers o f tw o  adults.

In  our third case there w as no sign of chronic endocarditis on the m itral 
or on th e  other valves. N o in ju ry  was m entioned in th e  h istory and at necropsy  
w as found  that m ight have referred to traum a. Therefore the opening on the  
anterior cusp was considered a rare, isolated con gen ita l anom aly that localized  
on th e  m itral valve.

The openings on th e  m itral valve described here show several sim ilarities 
in  sp ite  o f their different aetio logy; not only their  m orphological appearance is 
alike b u t also their clin ical course. In each case, sym ptom s of mitral in su ffi
c ien cy  were present b u t th e  ex a c t nature of th e  va lvu lar  change could not be 
determ ined  clinically.

A cta  morph, tomus X I I I .



OPENINGS OF DIFFERENT ORIGIN ON THE MITRAL VALVE

R E F E R E N C E S

A d am , F .: (1927) Ü b er die tra u m a tis c h e n  V erän d eru n g en  gesu n d er K lap p en  des H erzens. 
Z. K re is l.-F o rsch . 19. 313. — 2. Ca m isa , G.: (1912) Zwei neue F ä lle  von  o s tiu m  a tr io v e n tr i-  
cu la re  s in is tru m  d u p lex . Zbl. alig. P a th . 23. 1027. Co h n , J . :  (1879) Lieber d o p p e lte  A trio v en - 
r icu la ro s tie n . Zbl. a lig . P a th . 8. 825. 4. D e r r a , E ., (1959) In  H a n d b u ch  d e r T h o rax c h iru rg ie ,
ed  S p rin g e r, B erlin , 2. 834, 845. 5. F o u r n i e r , J .  C. M., L e g r a n d , E . F . ,  G a r r a , Л.,
Ca s t ig l io n i , J . C.: (1927) In su ffisan ce  m itra le  due l’ex is tence d ’u n  fo ram en  c o n g én ita l de la 
v a lv e  in te rn e  de la v a lv u le  m itra le . B ull. A cad . Méd. (P a ris)  97. 491. 6. G r e e n f i e l d : c it.
G o uld  (7). — 7. Go u l d , S. E .: (1953) In  P a th o lo g y  of th e  H e a rt. E d . T h o m a s, S p rin g fie ld . 
391. — 8. Gu t z e it , К .: (1922) E in  B e itrag  zu r F rage  der H erzm issb ildungen  an  H an d  eines 
F a lle s  von  k o n g en ita le r  D efek tb ildung  im  h ä u tig e n  V e n trik e lsep tu m  u n d  von g le ichze itigem  
D efek t in dem  d iesem  S ep tu m d efek t an lieg en d en  K lappenzip fe l der V a lv u la  tr ic u sp id a lis . 
V irchow s A rch. p a th .  A m it. 237. 355. 9. H a rtm an n , В .: (1937) Z ur L eh re  de r V e rd o p p elu n g
des lin k en  A trio -v en tric u la ro s tiu m s. A rch . K re is l.-F o rsch . 1, 286. — 10. L a u c h e , A .: (1923) 
E in e  tra u m a tisc h e  F e n ste ru n g  des v o rd e re n  T ricusp idalsegels n e b s t B em erk u n g en  zu r H is to lo 
gie de r g e fen ste rten  S em ilu n ark lap p en . V irchow s A rch. p a th . A n a t. 241, 16. 11. P a c iia l y ,
L ., S c h ultz , IL : (1962) Zur fo rm alen  G enese der angeborenen  L ü ck en b ild u n g en  d e r A trio - 
v e n tricu la rk la p p en  des H erzens. F ra n k fu r t .  Z. P a th . 71. 531. —12. R u p s a m e n , I ) .,  K ello g g , 
F . (1951) D u p lica tio n  o f th e  M itra l V alve. A rch . P a th . 51, 658.— 13. S c h m it t , W ., G a r t e n , 
.1.: (1959) Scharfe H erzv erle tzu n g en . In  Sc h m it t , W ., K udász , J . :  W ied erh e rs te llu n g sc h i
ru rg ie  an  H erz  u n d  H erzb eu te l, S p rin g er, B erlin . Page 86. 14. Sc h m it t , W ., K u d á s z . J . :
(1959) W iederherste llu n g sch iru rg ie  an  H erz  u n d  H erzb eu te l, Springer, B erlin . 15. S c h r a f t , 
W. C., L isa , J . :  (1950) D u p lica tio n  o f th e  M itra l V alve. Case R e p o rt an d  R ev iew  of the  
L ite ra tu re .  A m er. H e a r t  J .  39. 136. 16. S om o g yi , E .: (1958) S z ívszúrások  seb észe ti v o n a t
k o zásai az igazságügy i o rv o sszakértô i g y a k o r la tb a n . M agy. Sebész. 86. 17. W im s a t t , W . A.,
L e w i s , F . T .: (1948) D u p lica tio n  of th e  M itra l V alve and  a B are A pical In te rv e n tr ic u la r  
F o ra m e n  in th e  H e a r t  of a Y ak  Calf. A m er. .1. A n t. 83, 67.

M IT R A L F E H L E R  V E R S C H IE D E N E N  U R S PR U N G S

B. R ADN AI, L. DÖMÖTÖR und P. KÁLMÁN

D rei seltene M itralfeh ler w erden  besch rieben . Im  e rsten  u n d  zw eiten  F a ll w u rd e n  au f 
e in em  der K lap p en z ip fe l du rch  T rau m en  h ervorgeru fene  Ö ffnungen, im  d r i t te n  e ine  du rch  
ang eb o ren e  A nom alie b ed ing te  S palte  fe s tg es te llt . V erfasser u n te rs tre ic h e n  d as  se lten e  V or
k om m en  dieser V erän d eru n g en  u n d  b e h an d e ln  eingehend  die M öglichkeiten  ih re r  D ifferenz ie
ru n g  von  V erän d e ru n g en  an d eren  U n sp ru n g s . A uch au f die k lin ische B ed eu tu n g  d ieser Fehler 
w ird  hingew iesen.

ОТВЕРСТИЯ РАЗЛИЧНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ НА МИТРАЛЬНОМ КЛАПАНЕ
В. РАД ИЛИ, Л. ДЁМЁТЁР и Г1. КАЛМАН

Дается описание трех случаев редко наблюдаемых повреждений митрального 
клапана. В первом и втором случаях на одном из заслонок клапанов были обнаружены 
отверстия, вызванные травмой, в третьем случае — щель, вызванная врожденной ано
малией. Авторы подчеркивают, что эти изменения весьма редко встречаются, подробно 
обсуждают возможности их дифференциации от изменений другого происхождения и 
указывают также на их клиническое значение.

В . U a d n a i : 
1,. D ö m ö t ö r : 

Р. K á l m á n :

Budapest IX . N agyvárad tér 1. Hungary
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BEHAVIOUR OF JUXTAGLOMERULAR GRANULATED 
CELLS IN THE AUTOTRANSPLANTED AND HOMO- 

TRANSPLANTED RENAL TISSUE OF WEANLING AND
FOETAL RAIS

I .  D é v é n y i , P. E n d e s  an d  Sz. G o m b a

(R eceived April 20, 1963)

G ran u la ted  cells o f th e  ju x ta g lo m e ru la r  a p p a ra tu s  have  been fo u n d  to develop 
and m ultip ly  in  a u to p la s tic  and  hom oplastic  su b c u tan e o u s  tra n sp la n ts  ta k e n  from  the 
k id n ey  of in fan tile  a n d  fo e ta l ra ts . Since th e  k id n ey s  c o n ta in  no. resp. h a rd ly  a n y  g ra n u 
la ted  cells at th a t  age. it is safe to  assum e th a t d iffe re n tia tio n  is p re d e te rm in ed  in utero 
and  takes th en  p lace even in  tran sp la n ted  ren a l tissue . H e tero to p ic  g ro w th , in fla m m a tio n  
and  fibrosis re n d er th e  tra n sp la n t in capab le  o f fu n c tio n in g  n o rm ally , a n d  it is th u s 
im probab le  th a t  th e  n o rm al s tru c tu re  and  fu n c tio n  of the ren al p a re n c h y m a  are 
necessary  for th e  d ev e lo p m en t of g ran u la ted  cells. It is suggested th a t  th e  app earan ce  
and  m u ltip lica tio n  o f g ra n u la te d  cells are caused  by th e  reduced  flow of blood and  the 
consequen t decrease  o f blood pressure in  th e  t ra n s p la n ts .

It has been found [()] th a t, if the renal tissue o f adult rats is autologously  
transplanted to the subcutis, the juxtaglom erular granulated cells (JGC) 
reappear after a transient regression and are especially numerous and richly 
granulated in 30 to 90 days old grafts. Considering that there art* no JGC in 
tin* kidney of rat foetuses, and only a very few poorly granulated such cells 
in that of w eanling rats [3], it has been stud ied  w hether JGC w ould develop  
if undifferentiated renal tissue was transplanted.

Material and method

Albino ra ts  were used  in  th e  experim en ts. T he f irs t  e x p erim en ta l g roup  co n sisted  of 14 
tw elve-days-o ld  ra ts . A fter exposing  th e ir left k id n ey  fro m  th e  p a ra v e rte b ra l ap p ro ach , 2 
sam ples, m easu ring  3 by  3 b y  1 1/2 mm each, w ere excised  from  the surface  o f th e  cortical 
co n v ex ity  and , in d ep e n d en tly  o f one a n o th e r, t ra n s fe rre d  in to  the  scap u la r su b c u tis . One 
an im a l died  on th e  f irs t p o sto p e ra tiv e  day , 7 were sacrificed  on  th e  30th and  6 on th e  60 th  day, 
a t  th e  ages of 42 an d  72 d ay s , respec tive ly . T ra n sp la n ts  a n d  k idneys were fix ed  in  n e u tra l  fo r
m alin .

T he second group  consisted  of ra t foetuses rem o v ed  on  th e  17th d ay  of p re g n an c y . H alf 
o f  th e ir  k idney w as t ra n s p la n te d  in to  the su b cu tis  o f 18 a d u lt  ra ts  of b o th  sexes. T he host 
an im als  received , d u rin g  2 w eeks following the  o p e ra tio n , a to ta l  of 15 m g co rtiso n e  (A dreson- 
O rg an o n ) d iv ided  in to  6 doses o f 2.5 mg each. I t  w as kno w n  from  p rev ious e x p e rim e n ts  [4] 
t h a t  a dose of th is  size sufficed  for a com plete m o rp ho log ical and fu n c tio n a l a d a p ta t io n  of 
hom ologously tra n sp la n te d  r a t  th y ro id s . H a lf  o f th e  an im a ls  were killed on th e  3 0 th , th e  o ther 
h a lf  on the  60th d ay s. T ra n s p la n ts  and  k idneys w ere fix ed  in n e u tra l fo rm alin .

T he tra n s p la n ts  w ere sec tioned  serially , and ev ery  f if th  section  was s ta in e d  w ith  com 
b ined  trichrom e [5].
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Results

Group I.  Progressive necrosis followed b y  in tensive scarring w as found  
in  th e  transplants. N oth ing  b u t scar tissue, i. e. no renal tissue, rem ained in 
6 cases. The transplant could not be found in 2 cases. The histological structure  
of th e  surviving transplants, th a t of the glom eruli in particular, show ed hardly  
any d ifferentiation  and presented a picture characteristic of newborn anim als 
(F ig . 1). O nly 3 transplants contained a few  m oderately  granulated ju x ta g lo 
m erular cells.

F ig . 1. L o w e r m agn ifica tion  of re n a l a u to g ra f t  in 72 d ay s o ld  r a t ,  60 days a f te r  th e  o p e ra tio n . 
N o te  s c a r  tis su e  su rro u n d ed  b y  con n ec tiv e -tissu e  capsu le ; a tro p h ied  an d  d is ten d e d  tu b u le s ;  

few in ta c t  p e r ip h e ra l glom eruli. C om bined  trich ro m e s ta in

Group I I .  Both th e  30 and the 60 days old transplants exh ib ited  the 
signs o f  grave in flam m ation , presum ably an im m une-reaction. A part from  
ly m p h o cy te s  there were num erous eosinophils in  the younger transp lants, 
w hile — together w ith diffuse lym phocytic infiltration  — progressive scarring 
was observed  in the 60 day old grafts. The renal elem ents were well recognizable  
in sp ite  o f  intensive in flam m ation . Minute cysts, developed from fragm ents of 
ca lyces, further atrophied tub u les lined w ith undifferentiated ep ithelium , and 
glom eruli o f foetal character w ere conspicuous. S ix  30 days old and a greater 
num ber o f 60 days old transplants contained JGC. These cells were situated  
in th e  w alls o f the preglom erular arterioles and partly  in those o f the wider 
prearterioles that are in dependent of the glom eruli (Figs. 2, 3). N ot less than
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20 granulated cells were observed along the wall of an arteriole in the plane  
of the section.

The JGC index was determ ined in the kidneys of the host anim als in 
both  groups. It revealed no interconnection w ith  the number of granulated  cells 
in the transplants.

F ig . 2. H o m o tran sp la n ted  frag m e n t of fo e ta l r a t  k id n ey  in 60 days old h o s t a n im a l. L o n g itu 
d in a l section  o f an  a rte rio le  in a g rav ely  in flam ed  m ilieu . A rrow s p o in t to  g ra n u la te d  cells.

X 600. C om bined trich ro m e sta in

F ig . 3. H o m o tran sp la n ted  fra g m e n t o f  fo e ta l r a t  k id n ey  in  60 days old h o s t a n im a l. N o te  
n um erous rich ly  g ra n u la te d  cells in tran sv erse ly  sec tioned  in flam ed  a r te r io la r  w all. X 600.

C om bined trich ro m e s ta in

Discussion

W hile there are num erous reports on the transplantation o f the kidney  
as a whole, data regarding the transfer o f renal tissue arc scarce. M u i r h e a d  
et al. [8] placed m inced, A r d a i l l o u  et al. [1] hom ogenized renal tissu e in 
the peritoneal cavity . The survival o f the transplants w as short-term ed in 
both  cases; the last-nam ed authors found no identifiable renal tissu e  after 
the 23rd day. The present subcutaneous autoplastic grafts were m ore success
ful since, notw ithstanding progressive fibrosis, there were vascularizi d glom e
ruli even in 60 day old transplants. A lthough an intensive in flg irm a to iv  im 
mune reaction followed the hom otransplantation of foetal tissue, e lem ents o f
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renal structure were recognizable and even w ere encountered in both the 30 
and th e  60 day old tran sp lan ts. This form o f reaction  to  hom oplastic trans
p lan tation , known as chronic homograft reaction  in the literature [2], was 
due in  the present case to  inadequate cortisone dosage.

In contradistinction  to  the autoplastic transplantation  o f renal tissue  
of adult animals [6], th e  autotransplants o f w ean ling  rats contained hut a few  
granulated cells , and even  those in a few instances on ly . The first interpretation  
o f th is phenom enon w as th a t, since the k id n eys them selves had contained  
hardly any JGC at the tim e o f transplantation , the transferred tissue failed  
to  differentiate su b seq u en tly . Considering, h ow ever, th at the transplanted  
foeta l k idney fragm ent presented a very different picture, it m ust be adm itted  
th a t the sm all num ber o f  JGC in Group I m ay  have been due to inadequate  
experim ental conditions caused by the fact th a t on ly  a m inute cortical portion  
of 12 days old anim als w as suitable for being transplanted.

The transplanted renal tissue of in fantile  and foetal rats showed no 
further developm ent, ex cep t for the granulated cells.

According to earlier observations [3], there are no JGC in the kidney  
of foeta l and newborn rats; th ey  appear w ith  a frequency o f about 1 to 2 per 
cent tw o weeks after b irth  and reach the ad u lt in d ex  after some 60 days. 
N otw ith stan d in g  the fa ct th a t the renal tissu e contained no or hardly any  
JGC at the tim e of operation , th at it failed to  d ifferentiate and was ev idently  
incapable o f normal fu n ction , granulated cells w ere found in the transplants, 
especially  in the foetal grafts. The walls o f the renal arterioles m ust, therefore, 
possess already in utero th e  potential capacity  o f a later differentiation into  
granulated cells, so th a t th e  predetermined differentiation  ensues even under 
th e  abnorm al conditions o f  transplantation.

N o innervation w as observed in the grafts. M cMa n u s  [7 ] suggests that 
urinary com ponents p assing  through the m acula densa of the d istal convoluted  
tub u les contribute to  the evolvem ent of the granules. The transplants contained  
no m acula densa in the present experim ents, and it  is evident from the h isto log
ical picture that th ey  w ere incapable of norm al fu n ction . Since no relationship  
was found between the respective JGC con ten ts o f the kidney of the host 
anim als and the tran sp lan ts, the possibility o f  hum oral and horm onal factors 
being involved in the developm ent of granulated cells would seem  to be 
excluded .

T h e tran sp lan ts re m a in e d  in c ircu latory  c o n n ec tio n  w ith  th e  h ost organ 
ism  s in ce  th e y  cou ld  n o t  h a v e  su rvived  o th e rw ise . T h e m u ltip lica tio n  and  
co p io u s gran u lation  o f  JGC in  th e  tra n sp la n ts  (e sp ec ia lly  in  th e  fo e ta l ones) 
is , in  th e  m ain , due to  th e  lo w  b lood p ressure, a p h en o m en o n  p o in ted  o u t b y  
T o b ia n  et al. [9 ]. I t  is , o f  cou rse , still p ossib le th a t  th e  stru cture and a c t iv ity  
o f  JGC in  to p o g ra p h ica lly  an d  fu n ction a lly  n orm al k id n ey s is in flu en ced  also  
b y  o th e r  (in  th e  first p la ce  b y  hum oral and h o rm o n a l) factors.
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DAS V E R H A L T E N  D E R  G R A N U L IE R T E N  Z E L L E N  D E S JU X T A G L O M E R U L Ä R E N  
A P P A R A T E S  IM AUTO - U N D  H O M O T R A N S P L A N T IE R T E N  N IE R E N G E W E B E  

V O N  N E U G  E  BO R E N E N R ATT EN U N I) R ATT E  N FÖ T USS E  N

I. D ÉV ÉN Y I. P. EN D ES und  SZ. GOMBA

Die g ra n u lie rte n  Zellen des in das U n te rh au tze llg ew eb e  au to - und h o m o io tra n sp lan tie r-  
te n  N ierengew ebes von neugeborenen  R a tte n  und R a tte n fö tu s se n  d ifferenzieren sich  u n d  zeigen 
iin le tz te ren  Fall sogar eine erheb liche V erm ehrung . D a in diesem  A lter die N ieren  k e in e  oder 
nu r seh r w enig g ra n u lie rte  Zellen e n th a lte n , ist es w ah rsch ein lich , daß  die F ä h ig k e it zu einer 
D ifferenzierung  in d ieser R ich tu n g  bereits  im  fö ta len  L eben  d e te rm in ie rt ist, u n d  d a ß  sie si er 
im  L aufe  des w e ite ren  L ebens auch  im tra n s p la n tie r te n  N ierengew ebe rea lis ie rt. D a  infolge 
der h e te ro to p e n  L o k a lisa tio n  sowie der en tz ü n d lic h en  u n d  fibrösen V erän d e ru n g en  das 
tra n s p la n tie r te  N ierengew ebe keine norm ale  F u n k tio n  auszu ü b en  verm och te , i s t  es n ich t 
w ahrschein lich , d a ß  zur E n ts te h u n g  der g ran u lie rten  Zellen die norm ale  S tru k tu r  u n d  F u n k tio n  
des N ie ren p a ren ch y m s erforderlich  ist. V erfasser sin d  d e r M einung, daß  das E rsc h e in en  der 
g ra n u lie rte n  Zellen sowie auch  ihre V erm ehrung  de r v e rm in d e rte n  D u rc h b lu tu n g  u n d  dem  
n ied rigeren  B lu td ru c k  in den T ra n sp la n ta te n  zug esch rieb en  w erden kann .

ПОВЕДЕНИЕ ГРАНУЛИРОВАННЫХ КЛЕТОК КЖСТАГЛОМЕРУЛЯРНОГО 
АППАРАТА В АВТО- II ГОМОТРАНСПЛАНТИРОВАННОЙ ПОЧЕЧНОЙ ТКАНИ 

У ПОДСОСНЫХ КРЫС И У ПЛОДОВ КРЫС
И . Д Е В Е Н Ь И ,  П . Э Н Д Е Ш  и С. Г О М Б А

В авто- и гомотрансплантированной в подкожицу почечной ткани подсосных крыс 
и плодов крыс происходит дифференциация гранулированных клеток юкстагломеру- 
лярного аппарата, которые у плодов показывают даже значительное размножение. Ввиду 
того, что в этом возрасте почки еще не содержат (или почти не содержат) гранулирован
ных клеток, можно полагать, что способность к дифференциации такого направления 
детерминирована уже во внутриутробной жизни, и что эта способность реализируется 
даже в пересаженных почечных тканях. Так как вследствие гетероротропного положения, 
воспалительных и волокнистых изменений пересаженная почечная ткань не могла нор
мально функционировать, не является вероятным, что для возникновения гранулиро
ванных клеток необходимы нормальная структура и функция почечной паренхимы. 
По мнению авторов появление гранулированных клеток и их размножение обуславли
ваются снижением кровоснабжения и более низким кровяным давлением, наблюдаемыми 
в трансплантатах.
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Dr. Sz. G o m b a :
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STUDIES OF THE GRANULATED CELLS OF THE 
JUXTAGLOMERULAR APPARATUS, III

E F F E C T  O F  FIX A TIV ES A N I) F R E E Z IN G  ON T H E  G R A N U L E S

S z .  G o m b a , M a r g i t  В . S o l t é s z  and  P. E n d e s  

(R eceived  Ju n e  17, 1963)

T he re ac tio n  to d ifferent f ix a t iv e s  and  to freezing of th e  g ra n u la te d  cells in  the 
ju x ta g lo m e ru la r  ap p a ra tu s  of m ice h a s  been stu d ied . The g ran u les d is in te g ra te d  when 
alcohol o r ace to n e  was used as a fix in g  ag en t. T he granules d is in te g ra te d  in  un fix ed  
p rep ara tio n s  cooled below 10° C. T h is  phenom enon was in d ep e n d en t o f  th e  ra te  
o f cooling a n d  o f any  fu rth er fall o f te m p e ra tu re . Since no lipides could be d e m o n s tra te d , 
the  observed  phenom ena were n o t cau sed  by f a t ty  su b stan ces co n ta in ed  in th e  g ranu les. 
The g ranu les d id  no t sta in  in p re p a ra tio n s  tre a te d  w ith d istilled  w a ter, b u t  w ere well 
dem o n strab le  in sections trea te d  w ith  no rm o to n ic  and  h y p e rto n ic  sucrose an d  physio log 
ical NaCl.

In earlier experim ents [5,6] it w as found th at certain h istological or histo- 
chem ical procedures caused the granules to diminish in or disappear from  the 
colls of the juxtaglom erular apparatus (JGC) in the m ouse. Such granules were 
n ever observed in unfixed frozen section s nor in preparations fixed in alcohol. 
R esults were sim ilar after the treatm en t of unfixed sections w ith h istochem ical 
agents, although the granules were v isib le  under the phase contrast m icroscope. 
The present investigation  was undertaken to exam ine sections prepared by 
different m ethods and to study the chem ical properties o f the granules.

Material and method

T he k id n ey s o f w hite  mice were u se d . T he f irs t g roup  of ex p erim en ts  h ad  th e  a im  to 
e s tab lish  the  best m e th o d s  of fixing the  g ra n u le s . T he follow ing fix a tiv es an d  fix in g  procedures 
w ere tes ted : 10 per c en t n eu tra l fo rm alin , tr ich lo ro ace tic  acid, su lphosalicy lic  acid , osm ic acid, 
S ch a ffe r’s m eth o d , C iaccio’s m ethod, C h a m p y ’s fix ing  flu id , p h o sp h o tu n g stic  acid , ace tone , 
C arn o y ’s flu id , g lac ia l acetic  ac id -su b lim ate , B o u in ’s flu id , e th y l a lcohol an d  m e th y l alcohol. 
Flic sections were s ta in e d  w ith E ndes’ tr ic h ro m e , S ch iff’s periodic acid , m ercu ric  b rom opheno l 
b lu e , A dam s’d im e th y l-am in o b en za ld eh y d e  n i tr i te , and  té trazo liu m . In  o rd e r to f in d  ou t 
w h e th e r  u n sta ined  g ran u le s  were visible, a n u m b e r o f sections were in sp ected  u n d e r th e  phase 
c o n tra s t  m icroscope. O nly  afte r ap p ly in g  th e  m ore im p o rta n t fix in g  p ro ced u res d id  we te s t 
a ll o f th e  said s ta in in g  m ethods. The re su lts  a re  show n in T able  I.

Only e th y l-a lco h o l and the fix ing  f lu id s  co n ta in in g  acetone were cap ab le  o f e x tra c tin g  
th e  g ranules, while o n ly  th e ir sta in ing  p ro p e rtie s  were changed  by th e  o th e r  f ix a tiv e s . S ta in in g  
w as m o st sa tis fac to ry  a f te r  fixation  in 10 p e r cent fo rm alin .

In the  la te r  co u rse  of the in v es tig a tio n , th e  sec tions were k ep t at d iffe re n t te m p e ra tu re s , 
th e n  fixed , em b ed d ed  an d  sta ined  for JG C . T h e  sections were placed in a m o is t c h am b er  if  the 
d e s ired  te m p e ra tu re  w as above 0° C. T e m p e ra tu re s  below  zero were re ac h ed  b y  m ean s of 
v a r io u s  freezing m ix tu re s . Sections, a b o u t  1 to  2 m m  th ick , were frozen in co p p er vessels of 
a b o u t  1 ml c ap a c ity , a n d  sections 0.5 to  1 m m  th ic k  were th row n  in to  liq u id  a ir. R e su lts  are 
show n  in Table II.
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Tabló I

M ethod of fixation

D y e s

Trichrom e
Phase

contrast
microscopy

S ch iffs
periodic

acid

Mercuric
bromo-
phenol

blue
Tétrazolium

Dimethyl-
amino-

benzalde-
hyde
n itrite

10 p e r cen t fo rm a l in .............. + _L + _j_ -j- +

E th y l  a lc o h o l ............................ — — — — —

A cetone .............. .. — — — — —

C arnoy’s f l u i d ............................ — — — — — —

Ciaccio’s m ethod  ..................... + + + + + —

G lacial ace tic  acid-
m ercu ric  c h lo r id e ................. — + — - +

T rich lo roacetic  a c i d ................. + +

Sulphosalicylic  a c i d ................. -j- -j-

Osrnic acid  ................................ — +

Schaffer’s m ethod ................... +

P h o sp h o tu n g s tic  acid ............ — +

B ouin ’s f l u i d .............................. +

C ham p y ’s m ethod ................... — +

M eth y l alcohol ....................... + “f

Tabló 11

(Trichrome sta in )

+  80 C, 6 hrs 

-37° C, 46 h is 

R oom  tem p., 48 h rs 

0° C, 3 hrs 

— 5 C, 3 hrs 

— 10° C, 3 hrs

F reezing w ith  ca rb o n -d io x id e  snow ( 79° C), S' to  10'

L iqu id  air (— 190° C), 2 ' to  2 hrs
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R a t and hog k id n ey s w ere also frozen by m eans o f carbon-d iox ide snow ; th e  re su lts  
were th e  sam e as those  o b ta in ed  w ith  m ouse k idneys. On th e  o th e r  h a n d , the  zym ogen  g ran u les  
o f th e  p an cre a tic  cells and  th e  g ran u les o f th e  m a s t cells rem ained  d em o n strab le  even  a f te r  
freezing w ith  ca rb o n  d ioxide, fix a tio n  and  em bedd ing . T h e  m itochondria  o f sim ila rly  tre a te d  
k id n ey s rem ain ed  likewise d em o n s trab le . JG C -g ran u les  in  sec tions s ta ined  w ith  N o v e l l i ’s  [17] 
m ito ch o n d riu m  s ta in  show ed in ten siv e  (b u t no t m ito ch o n d riu m -lik e ) fu ch sin o p h ilia , w h ereas 
g ranu les failed  to  s ta in  in unfixed  and  u n frozen  m ic ro to m e sections s ta ined  w ith  J a n u s  green.

G lycerol, owing to  its  hygroscopic  p ro p e rty , p ro te c ts  living cells ag a in st th e  d e s tru c tiv e  
a c tio n  of freezing [23]. Sections 0.5 m m  th ic k  were p laced  in p u re  glycerol for 3 h o u rs , th en  
frozen w ith  carbon-d iox ide  snow, fix ed  and  em b ed d ed . F reezing  caused th e  g ran u le s  to 
d isap p ea r.

In  co n sid era tio n  of th e  lip o p ro te in  n a tu re  o f  som e tissues sensitive to  freez ing , the  
p re lim in a ry  e x am in a tio n  o f lipides w as su p p lem en ted  b y  s ta in in g  w ith  Oil R ed O, S u d an  R lack 
В an d  osm ium  te tro x id e . The p re p a ra tio n s  were also ex am in ed  in polarized  lig h t, a n d  a f te r  
ap p ly in g  B erg’s coffeine b enzpyrene  f lu o rescen t m e th o d , th e  sections were fixed  w ith  C iaecio’s 
te c h n iq u e , in B ak er’s calcium  form ol an d  co b alt-ea lc ium -fo rm ol. P o s tc h ro m ate d  b locks were 
also m ad e  in th e  la s t tw o cases. T he g ran u les failed  to  s ta in  w ith  any  of these  p ro ced u res.

In  th e  la s t group  of ex p erim en ts , u n fix ed  0.5 m m  th ic k  sections, as also as th in  sections 
as could be m ad e  w ith  th e  free hand  were k e p t in d istilled  w 'ater for 3 hours and  in physio log ica l 
sa line , fu r th e r  in 0.1, 0.25, 0.88 and  1.5 M sucrose for 5 h o u rs ; the  sections w ere th e n  fix ed  
in fo rm alin  and  em bedded . In d istilled  w a te r , th e  g ran u les  d is in te g ra te d , th e  tu b u la r  ep ith e liu m  
an d  th e  JG -cells swelled up  and  becam e v acu o la ted . T h ey  gave a n egative  re a c tio n  w ith  
tr ic h ro m e , while th e  reac tio n  becam e p o sitiv e  a fte r  t r e a tm e n t  w ith  the  o th e r so lu tio n s .

Discussion

The JGC-granules arc extracted  if  ethyl-a lcohol, Carnoy’s flu id  or acetone  
are used for fixation . H a r a d a  [7] observed the sam e phenom enon and a ttr ib 
uted  it to  the presence of ketosteroids in v iew  o f the fuchsinophilia o f  the 
granules. Apart from the fact that fuchsinophilia  is no longer regarded as 
being characteristic o f ketosteroids, our observations failed to  support 
I I a r a d a ’s suggestion. B esides, fixation  in alcohol (like K eilig’s extraction) 
m ay extract not only lipides but also proteins. As can he seen in Table I, the  
granules did not disappear after treatm ent w ith  m ethyl alee hoi, although  
th is is known to dissolve lipids. It is more d ifficu lt to reconcile the n egative  
residt o f  our histochem ical tests for lipides w ith  the claim of M c M a n u s  [15] 
th at the granules stain with Sudan Black B. W e have failed to observe such  
a reaction.

JG -cells are destroyed by low tem peratures. The granules disappear  
if the fresh k idney is cooled below 10° C, and only  a filam entous-flocculent 
structure with num erous optica lly  blank areas rem ains in the cytop lasm  (F igs. 
1,2). The rate of cooling is irrelevant. W hether im m ersion in liquid air ensures 
a sufficiently  rapid rate cooling is uncertain. B a k e r  [19] applied th is m ethod  
successfully  to  freeze-dried m aterial which show s that a sufficient degree oi 
in tracytoplasm ic crystallization can he reached w ith  the procedure in question . 
Technical d ifficulties prevented us from in vestigatin g  this problem . The d is
integration  o f granules which leads to their d issolution in w ater presum ably  
occurs at heating. This seem s to he confirm ed by the result of E d e l m a n  and  
H a r t r o f t  [3]. T hey em bedded their m aterial in freeze-dried condition; it  w as
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t h e n  h e a t e d  in  a “ f i x e d ”  a n h y d r o u s  s t a t e ,  a n d  t h e  g ra n u le s  w ere  d e m o n s t r a t e d  
b y  m e a n s  o f  f lu o re sc e in - la b e l le d  a n t i r e n in .  H e s s  a n d  P e a r s e  e x a m i n e d  t h e  
JGC in  c r y o s t a t  se c t io n s ,  b u t  t h e i r  r e p o r t  [1 2 ]  c o n t a in s  no  re fe ren c e  t o  g ra n u le s .

Changes in the m orphology o f the JGC due to  freezing raise an interesting  
problem  in connection w ith  renin extraction . H a a s  et al. [8,9] elaborated a

F ig . 1. L o n g itu d in a l sec tio n  of ju x ta g lo m e ru la r  a p p a ra tu s  o f  m ouse k id n ey . N o te  rich ly  
g ra n u la te d  JG -ce lls . F ix ed  in  m eth y l-a lco h o l. — E n d es’ trich ro m e X 400

F ig. 2. L o n g itu d in a l sec tio n  o f m ouse k idney . N o te  v a c u o la te d  JG -cells w ith  f lo ccu len t, fo am y  
c y to p la sm  in  th e  w all o f th e  a ffe ren t a rte rio le . No g ra n u le s  v isib le . B lock frozen in  n a tiv e  s ta te  
w ith  carb o n -d io x id e  snow , f ix ed  in  form ol, em b ed d ed  in  p a ra ff in . — E n d es’ tr ic h ro m e  X 400

m ethod for the extraction  o f renin from th e hog kidney. The k idneys are 
rep eated ly  frozen and thaw ed, a procedure w hich augm ents the am ount of 
ex tractab le  renin to  17 tim es the original. This effect was subsequently  
successfu lly  dem onstrated on hum an m aterial [10]. Observations m ade on 
the juxtaglom erular apparatus o f frozen m ouse kidneys point to the existence  
of an interrelation betw een  renin content and the JGC-granules.

The present in vestigations have failed  to  reveal new data concerning  
the chem ical com position o f the granules. L o v e l o c k  [14] found the lipoproteins

Acta morph, tomus X I I I .



GRANULATED CELLS OF THE JUXTAGLOMERULAR APPARATUS 23

o f the red coll m em brane to be sensitive to  low tem peratures. In consideration  
o f our negative h istochem ical results in respect o f  lipides, this find ing cannot 
be utilized for our purposes and, m oreover, freezing is known to destroy protein  
substances.

Considering the disintegration of the granules, the results y ielded  by the 
histochem ical analysis of JG -cells in cryostat or cold knife-sections have 
to  be accepted w ith  reservation. The juxtaglom erular apparatus o f rats, 
hogs and hum ans is recognized on the evidence o f the granules th ey  contain, 
so that it is im possib le to locate it reliably in fresh frozen sections. It shoidd 
further be rem em bered, that the granules are dissolved by f ix a tiv es  which  
contain alcohol or acetone. It w ould follow from the results of the present 
investigations th a t the granules are not w ater-soluble even in a n ative state. 
The phenomena observed in distilled  w ater were obviously due to  osm otic  
factors; the granules behaved in th is respect like m itochondria.
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U N T E R S U C H U N G  D E R  G R A N U L IE R T E N  Z E L L E N  D E S JU X T A G L O M E R U L Ä R E N
A P P A R A T E S , II I

D ie  W irk u n g  der versch ied en en  F ix ie rm itte l u n d  de r A b k ü h lu n g  au f die K ö rn c h en

SZ. GOMBA, M ARG IT B. SOLTÉSZ u nd  P. ENDES

D ie Z ellkörnchen des ju x ta g lo m e ru lä re n  A p p a ra te s  von  M äusenieren  w u rd e n  n ach  
A n w en d u n g  von  versch iedenen  F ix ie rm itte ln , fe rn e r n ach  A b k ü h lu n g  der N iere  u n te rs u c h t. 
B ei F ix ie ru n g  in A lkohol oder A zeto n  w erden  die K ö rn ch en  aufgelöst. Bei A b k ü h lu n g  u n te r  
— 10° C zerfa llen  die K ö rn ch en  im  f ix ie r ten  M a teria l, u n a b h än g ig  von der D au er u n d  de r Tiefe 
d e r K ü h lu n g . M it h isto ch em isch en  M ethoden  k o n n ten  in  den  K örnchen  keine  L ip o id e  n a c h 
g ew iesen  w e rd en ; d am it is t  d ie A n n ah m e, d a ß  diese E rsch ein u n g en  m it dem  m u tm a ß lic h en  
L ip o id g e h a lt  de r K örnchen  Z usam m enhängen , h infällig . N ach  B ehand lung  m it d e s tillie r tem  
W asse r k o n n te n  im  M ateria l keine  G ran u li nachgew iesen  w erden . In  dem  in no rm o- u n d  h y p e r
to n is c h e r  Sucroselösung bzw . physio log ischer K ochsa lzlösung  gehaltenen  M a te ria l h ingegen  
lassen  s ich  d ie K örnchen  g u t fä rb en .

ИССЛЕДОВАНИЕ ГРАНУЛИРОВАННЫХ КЛЕТОК ЮКСТАГЛОМЕРУЛЯРНОГО
АППАРАТА 111

(Действие различных фиксирующих растворов и охлаждения на зернышки)
С. Г О М Б А , М . Б .  Ш О Л Т Е С  и П . Э Н Д Е Ш

Исследовались клеточные зернышки юкстагломерулярного аппарата почек у 
мышей после применения различных фиксирующих растворов и охлаждения почек. 
При спиртовом или ацетоновом фиксировании зернышки растворяются. В случае охлаж
дения ниже — 10° С в нефиксированном материале зернышки распадают, независимо от 
скорости и глубины охлаждения. Гистохимическими методами исследования в зернышках 
не удалось выявить липоидов, и, таким образом, предположение, согласно которому эти 
явления связаны с содержанием липоидов в зернышках, не состоятельно. В материале, 
обработанном дестиллированной водой, нельзя выявить зернышек, но в материале, содер- 
жанном в нормо- и гипертоническом растворе сукрозы или в физиологическом растворе 
поваренной соли, они хорошо окрашиваются.

Dr Sz. G o m b a :
Dr M a r g i t  B. S o l t é s z : 
Prof. D r P . E n d e s :

D ebrecen, K órbonctani Intézet, H ungary
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OSTEOGENESIS IN COSTAL CARTILAGE INDUCED 
BY LOCAL ADMINISTRATION OF ADRENAL EXTRACT

F . A . K iss

(R eceived  J u ly  13, 1963)

A fter s ta b b in g  ab o u t 25 holes, e ach , in to  th e  costal cartilag e  of 10 dogs, th e  holes 
were filled w ith  ra t  ad ren a l e x tra c t a n d  th e  an im als sacrificed a f te r  5, 15, 20, 30, 40 and 
160 days. M acroscopic and  ra d io g ra p h ic  in sp ec tio n  as also h isto log ical a n a ly s is  show ed 
th a t  capillaries h a d  grow n in to  th e  h o les from  th e  p e rich o n d riu m , an d  th a t  th e  cap illaries 
were su rro u n d ed  by  a liony capsu le . No such  phenom enon  w'as o b se rv ed  in holes th a t 
had been filled w ith  saline or le ft u n tre a te d .  T he re su lts  show' th a t  a d re n a l ex tra c t 
is capab le  o f in d u cin g  hone fo rm atio n .

It has been found that new ly growing capillaries [»lay an im portant role 
in osteogenesis. Earlier experim ents [9 ] showed adrenal extract to be an em inent 
stim ulant o f vascularization. The chorioallantoic vessels did n ot penetrate  
into untreated hradytrophic tissues (um bilical cord, growing cartilage), whereas 
an insignificant ingrowth of vessels w as observed in the m arginal portion of 
such tissues after their im pregnation w ith a 300 y/m l-solut ion o f  protopor
phyrin. The vessels o f the chorioallantois grew into um bilical cords im pregnated  
w ith the saline extract of hom ogenized rat and dog adrenal. A sim ilar, though  
less marked, phenom enon was observed in growing cartilage.

The form ation and regeneration o f bones have abundantly  been treated 
in literature. K r o m p e c h e k  [11, 12] points to  certain horm onal and chemical 
conditions, the presence of undifferentiated m esenchym al cells and capillariza- 
tion as the requirem ents of osteogenesis. He dem onstrated the ex isten ce  of 
28 trace elem ents and elem ents in the bone, viz. Al, Ag, Ba, C, Ca, Cd, Ce, Cl, 
Со, Си, F , Fe, K, Mg, Mn, Mo, La, N a, P, Pb, S, Si, Sn, Sr, T i, U , V and Zn.

Horm ones, citric acid and porphyrin are necessary for calcium  to  be depo» - 
ited. V itam ins, D„, D3 and C in particular, are also im portant for th e  growth 
and regeneration o f bones [6, 7, 19.]  K o w a l o w s k i  and W ja n c o  [cit. 19] found 
that the tensile strength  of the callus in rats increased under the effect of 
anabolic horm ones. Other authors [21]  observed an indirect effect o f  the p itu i
tary , the thyroid and the parathyroid on the growth of bones, and attributed  
a sim ilar effect to oestrogens and androgens, further to the v itam in  В com plex. 
F o l l is  [4] succeeded in prom oting the growth o f tubular bones in rats by 
in jecting cortisone acetate subcutaneously . O bservations m ade on ossified  
gall bladder [8] likew ise showed vascularization  to be an im portant osteo-
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g en etic  factor; bone w as form ed in the v icin ity  o f  capillaries, while in the areas 
la ck in g  capillaries there w as only calcification. T a r s o l y  [22] filled bony  
c a v itie s  w ith a m ixture o f  eggshell and gypsum . V ascularized granulation tissue  
d evelop ed  in the cav ities, th e  vessels invaded th e  eggshell-gypsum  islets, and 
ossifica tion  started around them .

Instances of h eterotop ic  bone form ation h ave repeatedly been reported. 
L e x e r  [16] described osteogenesis in connective tissue o f osteoplastic origin; 
o th er  authors [20] d em onstrated  the osteogenetic capacity  of the alcoholic

Fig. 1. In jec tio n  of a d re n a l  e x tra c t of ra t  in to  c o s ta l cartilag e  of dog (in vivo)

e x tra c t o f urinary b ladders and succeeded in inducing  ossification in m uscles 
b y  m eans of bone ex tract. In  other experim ents, perform ed on rabbits, form a
tio n  o f  bone or cartilage fo llow ed the im plantation  o f devitalized  tissue into  
tissu e  other than m uscle [1 8 ,2 3 ] and also after th e  injection  o f tissue extracts  
[ 1,2] .

On the basis o f th e  ab ove mentioned facts we have studied the vascular
iz in g  effect of adrenal ex tra c t on differentiated tissu es in v ivo .

Material ami method

D ogs of b o th  sexes w ere  u se d . U nder e ther a n a e s th e s ia  a p a ra s te rn a l incision ab o u t 
10 c m  lo n g  w as m ade on th e  r ig h t  side  o f th e  chest w all u n d e r  ste rile  cond itions. T he 4 th , 5 th  
a n d  6 th  co sta l cartilages w ere  ex p o se d  over a leng th  o f 3 cm , a n d  a b o u t 20 to  30 holes w ere 
m ad e  in  each  cartilage by  m ea n s  o f  a d e n ta l probe. P hy sio lo g ica l N aC l w as in tro d u ced  in to  th e  
h o les  o f  th e  4 th  costal c a rtila g e  a n d  a d ren a l e x tra c t in to  th o se  o f th e  5 th  an d  6 th  costal c a r t i 
lag es (F ig . 1). The co rresp o n d in g  p o rtio n s  o f the  h e te ro la te ra l  c artilag es served  as co n tro ls  
(F ig . 2). T h is group consisted  o f  10 an im als.
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To prepare  th e  a d ren a l e x tra c t,  b o th  su p ra ren a l g lands o f a d u lt  r a ts  o f b o th  sexes and 
v a rio u s  w eights were hom ogenized w ith  2 m l saline an d  cen trifuged  a t  3000 r. p . m . for 10 
m in u te s . T he yellow’ e x tr a c t  was then  p ip e tte d  off. In  a n o th e r g roup  o f e x p e rim e n ts  (8 dogs) 
a m ix tu re  of DOCA a n d  th y ro tro p ic  h o rm o n e  1 : 1 was used in s tead  o f a d re n a l e x tra c t .

T he w ounds w ere closed a fte r  th e  in je c tio n  an d  healed  per p rim am . T he an im a ls  were 
sacrificed  a fte r 5, 15, 20, 40 an d  160 d ays. T h e  rem oved  m ate ria l was ra d io g ra p h e d , th e n  fixed  
in  fo rm alin , decalcified b y  7 pe r cen t n itr ic  acid  and  em bedded  in p a ra ff in ; tb e  sec tio n s, 6 to 
10 Ц th ick , were s ta in e d  w ith  h aem ato x y lin -eo sin , according to  H ale , fu r th e r  w ith  S ch iff’s 
period ic  acid, azan , a n d  accord ing  to  R itte r-O leso n .

F ig . 2. C ostal cartilage of dog  (co n tro l). H aem ato x y lin -eo sin , X 48

I tc su l ts

5-day old material.  Several capillaries w ere found along the path of the 
probe in the ribs treated  with adrenal extract. Capillaries, surrounded by granu
lation tissue, w’ere w ell observable even  in deeper layers (F ig. 3). Costal cartilages 
injected with saline showed sparse granulation tissue at a few spots and no 
change at others.

15 to 20-day old material. The adrenal extract caused an enlargem ent of 
the fissures, induced chondroclasis and a regressive change o f the cartilage; 
som e o f the fissures made by th e  probe had changed into round holes. The
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F ig . 3. 5 -d a y  old m ateria l. G ra n u la t io n  tissue and in v ad in g  cap illaries in th e  costal cartilage  
of a dog a f te r  local ap p lica tio n  of ad ren a l e x tra c t .  A zan , X 100

F ig . 4. 2 0 -d ay  old m ateria l. D e v e lo p m en t of o steob lasts a n d  bo n y  tissu e  along th e  p a th  
o f th e  p ro b e  a fte r  local a d m in is tra t io n  of adrenal e x tra c t.  H a em a lu m  chro m o tro p ic  sta in in g

X 360

A c ta  m o rp h , tom us X I I I .



OSTEOGENESIS IN COSTAL CARTILAGE 29

Fig. 5. A lm ost e m p ty  holes in costal c a r tila g e  in jec ted  w ith  physiological NaCl. H a em a lu m
chro m o tro p ic  sta in in g , X 360

F ig . 6. 30-day old m ate ria l. Bony tu b u le s  (o steocy tes , p rim ary  m ed u lla ry  c a v ity )  a fte r 
local a d m in is tra tio n  of a d re n a l e x tra c t.  Cross section . A zan, X 200
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form ation  o f bone had started  and was in som e instances well advanced around 
the in vad in g  vessels. T he surface of the n ew ly  form ed bony tissue show ed a 
m argin o f  osteoblasts (F ig . 4). The cavities m ade by the dental probe were 
free from  m echanical in flu en ces, and the osteogenesis in them  resem bled pri
m ary angiogenesis, a lth ou gh  costal cartilages are exposed to torsional stresses

Fig. 7. R ad io g rap h  of 3 0 -d ay  o ld  m ate ria l. 
3 a rro w s: a f te r  a d re n a l-e x tra c t t r e a tm e n t  
2 a rro w s: a f te r  in jec tion  o f sa lin e  (con tro l)
1 a rro w : u n trea te d  con tro l

ow ing to  respiration. O steob lasts forming in th e  vascularized granulation tissue  
w hich spread from the perichondrium  and th e  axial bone are the principal 
osteogen etic  agents. R adiographs were sligh tly  positive . The costal cartilages 
in jected  w ith  saline ex h ib ited  essentially the sam e picture as the 5-day old 
m aterial (F ig. 5); slight ossification  could on ly  be seen at a few points. R adio
graphs were negative. T reatm ent with DOCA and thyrotropic hormone induced  
sligh t ossification  at som e points. The effect o f  th is treatm ent did not exceed  
10 per cent of th at produced b y  adrenal ex tract. O steoblasts were few  and far

A c ta  m orph, tom us X I I I .



OSTEOGENESIS IN COSTAL CARTILAGE 31

F ig . 8. 160-day old m ate ria l. Cross section  o f bo n y  tu b u le s  form ed un d er th e  e ffec t o f  locally  
a d m in is te red  ad renal e x tra c t .  H aem ato x y lin -eo sin , X 12

F ig . 9. 160-day old m ate ria l. C ontinuous b o n y  n e tw o rk  form ed a fte r  th e  local a d m in is tra t io n
of ad ren a l e x tra c t .  A zan , X 180

A d a  m orph, to m u s X I I I .



32 F. A. KISS

b etw een , the capillary netw ork was sparse, and th e  am ount of granulation  
tissu e  negligible.

30 to 40-day old material. There were d efin ite  bone tubules in the fissures 
trea ted  w ith  adrenal ex tra ct (Fig. 6). Lamellar structure, osteocytes, m edullary  
c a v ity  and a new ly form ed reticular network w ere the principal features o f the  
fresh bone. The radiographic finding was p ositive  (Fig. 7).

160-day old material. The histological p icture, although more pronounced  
w as essen tia lly  the sam e as in the 40-day old m aterial. Newly-form ed pieces 
o f bone were seen to h a v e  coalesced at certain poin ts (Figs. 8, 9). Of the control 
holes on ly  a few contained  bone. Here the radiograph was negative, the pattern  
con sisted  o f the shadow o f th e  bone in the axis o f  the cartilage.

Discussion

Several authors h ave attem pted  to exp la in  th e  form ation of capillaries. 
M ü l l e r  [17] pointed in th is respect to hereditary factors, while K r o m p e c h e r  
and K is s  [13] em phasize the role of other e lem en ts. W il l ia m s  [25] holds th at  
h yp oxia  is the principal stim ulus of endothelial proliferation and capillary  
form ation  in autologous grafts. Vascularization is presum ably due to  a com bi
nation  o f several factors. It  was induced in the present experim ents b y  the  
com bined action of adrenal cortical and m edullary extract, while som etim es 
a single chem ical agent (e .g . protoporphyrin) m ay  produce a sim ilar effect.

The adrenal ex tract, used in the present experim ents contains the follow 
ing horm ones that m ay be supposed to be in vo lved  in  the m echanism  o f v as
cularization .

(i) M ineralocorticoids are known to prom ote m esenchym al growth, the  
proliferation of fibroblasts, the perm eability o f  m em branes and a susceptib ility  
to inflam m ations.

(ii) G lycocorticoids have an opposite e ffect. Cortisone [13] and predni
solone (10) have been observed  to induce devascularization . They m ay never
th eless p lay  some part in  th e  mechanism o f vascu larization  by reducing the  
form ation  of antibodies and promoting glyconeogenesis.

(iii) Although it has not been dem onstrated  th at androgens, oestrogens 
and progesterone prom ote vascularization, th e  p ossib ility  that these adrenal 
horm ones influence th e  form ation of capillaries cannot be excluded.

(iv) Adrenaline and  noradrenaline, active  principles of the suprarenal 
m edulla, are vasoconstrictors; owing to their action  on peripheral resistance  
th ey  affect the pressure and distribution of blood w hich means a certain change 
o f m ilieu  for the endothelia l cells.

I t  has already been m entioned that W i l l i a m s  [24, 25] regards hypoxia  
as th e  principal stim ulus o f  endothelial proliferation and capillarv form ation.
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This means th at the said active principles o f  the suprarenal m edulla might 
also have a part in the formation of capillaries. This does not depend on haem o
dynam ic factors, nor does hypoxia alone induce vascularization ; th is is clear 
from the fact th a t there are numerous h yp ox ic  hradytrophic tissu es which  
show no sign o f vascularization.

The axial part o f the costal cartilage o f dogs contains bony tissue sur
rounded by a cartilaginous sheath so that it is not suitable for th e  stu d y  of 
prim ary osteogenesis and bone regeneration. R ats and guinea pigs w ill there
fore be used in our future investigations into th is question. The costal cartilage 
o f swine is likew ise unsuitable as it contains canals some of which are provided  
with capillaries, although no ossification has been observed around the latter, 
a further proof that bone formation is the result o f several factors. B r id g e s  
and P r it c h a r d  [3] studied the process o f ossification and chondrification in 
rabbits. They found that tissues containing hypertrophic cartilage devitalized  
by acetone, hydrochloric acid or heat treatm ent, invariably induced  osteo
genesis. They suggested that chem ical agents, presum ably of a protein nature, 
were responsible for the phenom enon. It is, how ever, known that bone form a
tion can be induced in the rabbit by a num ber o f substances th at have no such 
effect in other species. Rabbits are therefore not suitable for the testin g  of 
ossiferous preparations. Certain authors [5] em phasize that an abundant blood 
supply prom otes osteogenesis, others [26] regard com pressive and shearing  
forces as the significant factors o f bone form ation. It is in any case certain that 
bone is not form ed in an avascular bradytrophic tissue unless a num ber of 
m echanical, chem ical, hormonal and h istological conditions are satisfied.
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O S T E O G E N E S E  IN  D E N  R IP P E N K N O R P E L N  N A C H  L O K A L E R  V E R A B R E IC H U N G  
VON N E B E N  N IE R E N -T O T A L E X T R A K T

F. A. KISS

V e rfasse r m ach te  in den  R ip p en k n o rp e ln  von 10 H u n d e n  m it einer zah n ä rz tlich en  S onde 
je  e tw a  25 S tich k an ä le  u n d  in jiz ie rte  in diese den von K is s  u n d  K r o m p e c h e r  (1962) b e sch rie 
ben en  G e sa m te x tra k t  von  R a tte n -N eb e n n ie re n . Die H u n d e  w u rd en  5, 15, 20, 30, 40 bzw . 
160 T ag e  n a c h  dem  E in g riff  g e tö te t.  E s k o n n te  m ak ro sk o p isch , röntgenolog isch  u n d  h isto log isch  
n ach g ew iesen  w erden , d aß  au s d e r K n o c h en h au t in d ie S tich k an ä le  K apilla rgefäße  h in e in 
w u chsen  u n d  sich u m  diese h e ru m  eine K nochenscheide b ild e te . An den m it ph y sio lo g isch er 
K o ch sa lz lö su n g  u . a. b e h an d e lte n  K o n tro lltie ren  k o n n te  k e in e  K nochenb ildung  b e o b a c h te t 
w erden . D em zufo lge lä ß t  sich  m it N e b en n ie ren -T o ta lex tra k t au ch  im  lebenden  O rgan ism us 
eine K n o c h en b ild u n g  in d uzieren .

КОСТЕОБРАЗОВАНИЕ В РЕБЕРНОМ ХРЯЩЕ ПОСЛЕ МЕСТНОГО ИНЪИЦИРО- 
ВАНИЯ ОБЩЕГО ЭКСТРАКТА НАДПОЧЕЧНИКОВ

Ф. А. КИШШ

Автор создал у 10 собак в реберном хряще при помощи зубноврачебного зонда по 
^5 каналов. В эти каналы он впрыскивал общий экстракт надпочечников крыс, описан
ный А. Кишш м и К р о м . 1ЕХЕР0 М (1962 г.). По истечении 5, 15, 20, 30, 40 и 160 дней живот
ных убили. Макроскопически, гистологически и рентгенологически хорошо можно было 
выявить, что в проколотые каналы ребер со стороны надхрящницы вросли капилляры, 
вокруг которых образовалось костное влагалище. У  контрольных животных, обрабаты
вавшихся физиологическим раствором и другими способами, костеобразования не наблю
далось. Значит, введением общего экстракта надпочечников в живом организме также 
можно вызвать костеобразование.

Dr. F . A. K iss: Debrecen, A natóm iai In tézet, H ungary
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I I .  In s ti tu t  fü r  P atho log ische  A natom ie  (D irek to r: P rof. Dr. L. H a r a n g h y ) u n d  G e rich t
liche Medizin (D ire k to r :  Prof. Dr. S. Ö k r ö s ) der M edizinischen U n iv e rs itä t, B u d a p e s t

HISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNG DER AUTOLYSE 
UND BEWERTUNG DER GOMORI ТАКАМ ATS USC DEN 

ALKALISCHEN PHOSPHATASEREAKTION

Gy. R ó z s a  und P. Só t o n y i

(E ingegangen  am  30. Ju li ,  1963)

E s w u rd e  die W irkung der A u to ly se  a u f  die h istochem isclien  R e ak tio n en  u n te r 
sucht. D em en tsp rech en d  ist es zw eck m äß ig , die S tru k tu rv e rä n d e ru n g e n , d en  G e h a lt an 
S uccinodehydrogenase  und a lk a lisch e r P h o sp h a ta se  von bei 37° C a u to ly s ie r te n  G ew eben 
6 — 12 S tu n d e n  n a ch  dem Tod. d ie  U n te rsu ch u n g e n  von G lykogen u n d  d e r N ukleopro - 
teide, sowie d ie  A k tiv itä t der S ä u re p h o sp h a ta se  u n d  de r unspezifischen E s te ra se  bis 
zu der 4. S tu n d e  durchzuführen . I n  G ew eben, die bei 2° C au fb ew ah rt w u rd e n , is t es 
n icht gelungen  S äurephosphatase  n ach zu w e isen , n ach  e iner S e lb stv e rd au u n g  von  6 — 12 
S tunden  k ö n n te n  auch  Esterasen u n d  N u k leo p ro te id e  k a u m  gefunden  w erd en , w äh ren d  
Glykogen a u c h  n a ch  48 Stunden in  b e trä c h tlic h e r  Menge festgeste llt w u rde . D ie S tru k tu r  
zersetzte sich  e rs t  nach  72 S tu n d e n , w äh ren d  die a lkalische P h o sp h a ta se  se lb s t in 120 
S tunden  lan g  au to ly sie rten  G ew eben  eine in ten siv e  R eak tio n  zeigte.

Die m it d e r  Gomori T a k a m a tsu sc h e n  M ethode e rh a lten e  unspez ifische  F ä rb u n g  
w urde m it d e r  zunehm enden B in d u n g  von C alcium  bzw. C a lc ium phosphat d e r au to ly - 
sierenden G ew ebe in  Z usam m enhang  g eb rach t.

D er Z usam m en h an g  zw ischen I n ta k th e i t  de r S tru k tu r  und In te n s itä t  d e r  E n zy m - 
reak tio n en  w u rd e  besprochen.

A) Durch die Zurückdrängung der für die Lebenserscheinungen n ot
w endigen Energieerzeugung, oder durch deren Aufhören in der A utolyse, 
erhalten die Zersetzungsprozesse Ü bergew icht. Durch die A u to lyse  ver
schwinden die im  Organismus abgestorbenen Zellen, sogar auch einzelne  
E iw eiß , N ukleinsäure- und L ipidkom ponenten.

Die U ntersuchung der A u to lyse  beschäftigt die Pathologen se it A nfang  
dieses Jahrhunderts. N otwendigerweise tauchte die Frage auf, inw iew eit die 
nach dem Tode eintreffende A u to lyse  die Spezifität der histologischen U n ter
suchungen beein flußt, was mit der A u to lyse  und was m it den pathologischen  
Veränderungen erklärt werden kann.

Im  G egensatz zu den älteren B eobachtungen, die sich auf die U nter
suchung von P hosphor, Pentose, R ib ose , D esoxyribonukleinsäure, der freien 
Am inosäuren und der neutralen F e tte  beschränkten (z. B . B r a d l e y  [1 ],  
C o r p e r [2], O k a  [3 ] ,  C r u ic k s h a n k  [4 ] ,  J u n g m a n n , K i m m e l s t i e l  [5 ] ,  W e l l s  
[6 ] ,  P o p p e r  — W o z a c s e k  [7] und B u r g h a r d t  — P a p p a r a t h  [8]) ,  erscheinen zur 
Z eit immer mehr solche Arbeiten, d ie diese Frage und die feineren V erände
rungen der S truktur durch enzym histochem ische U ntersuchungsm ethoden  
( A n d e r s e n  [1 0 ] ,  L a n c k e r  [11], H o l t z e r  [1 1 ] ,  B e r e n b o m  [12]) ,  oder m it dem  
E lektronm ikroskop (C a esa r  [13]) zu  klären trachten.

3* A cta  m orph, tom us X J J T .
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In vorliegender A rbeit wurden m anche Enzym reaktionen der Selbstver
dauung m it besonderer R ücksicht auf die zeitliche E ntw icklung des Prozesses 
und ihre Abhängigkeit von der Temperatur untersucht.

Methoden

W eiße  R a tte n  von 118 — 129 g K ö rpergew ich t w u rd e n  nach  14 S tu n d en  H u n g e rn  e n t
h a u p te t ,  u n d  H erz, N ieren  u n d  L eber w urden u n te r  s te rile n  B edingungen e n tfe rn t.  Die eine 
H ä lf te  d e r O rgane w urde in  P e tr isch a len  bei 37° C im  T h e rm o s ta t ,  die andere  H älfte  bei 2° C 
im  K ü h lsc h ra n k  a u fb ew a h rt. V on den O rganen w urde  je e in  S tü ck ch en  0,1/2, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 
24, 48, 72 u n d  120 S tu n d e n  n a ch  dem  T öten  au sg e sch n itten  u n d  gefroren fix ie rt.

In  den  V ersuchen w u rd e  die A utolyse der G e w e b es tru k tu r, der w ich tigeren  Z ellen
k o m p o n e n te n  und  der E n zy m e  verfo lg t.

A  ja )  Die V e rän d e ru n g en  der S tru k tu r  w urd en  a n  in  P a ra ffin  e in g eb e tte ten  u n d  m it 
H ä m a to x y lin -E o s in , G allo cy an in , K e rn ech tro t, v a n  G ieson, R aw itz -K arm in  oder M allory  
g e fä rb te n  S c h n itte n  u n te rs u c h t .

b) U n te r  den Z ellen k o m p o n en ten  w urde das G lykogen  m itte ls  der Schiffschen P e rjo d 
sä u re re a k tio n , die N u k le in säu re n  m it der T aftsch en  M e th y lg rü n -P y ro n in fä rb u n g  u n te rsu c h t.

c) V on den E n zy m en  w u rd en  saure und  a lka lische  P h o sp h a ta se , Succ inodehydrogenase  
u n d  d ie  aspezifische E s te ra se  u n te rsu c h t. Die saure P h o sp h a ta se  w urde m it de r G om orischen 
B le isu lfid m eth o d e  und  m it a -N a p h th y lp h o sp h a t-A zo fa rb s to ff , die alkalische P h o sp h a ta se  m it 
G o m o ri—T ak am a tsu sch em  G lycero p h o sp h a t, a -N a p h th y lp h o sp h a t und  N ap h th o l-A S -P h o sp h at 
n ach gew iesen . Die n ich t sp ez ifischen  E sterasen  w u rd en  m it N a p h th y la c e ta t  u n d  N aphtho l-A S- 
a c e ta t  u n te rsu c h t. Die R e a k tio n e n  w urden  m it h e x a z e tie r te m  Fuchsin , O rth o d ian isid in  u n d  
E ch tro t-K L -D ia z o n iu m sa lz  a u sg e fü h rt. Die S u cc in o d eh y d rase  w urde m it N éo té trazo liu m  
u n d  T rip h e n y lte tra z o liu m ch lo rid  nachgew iesen. In  sä m tlich e n  Fällen  w urden  S c h n itte  au ch  
ohne  S u b s tra t  in k u b ie rt.

d )  Als S te rilitä tsp ro b e  w urde  die G ram sche F ä rb u n g  d u rch geführt.
B ) M it der G om ori — T ak am a tsu sch en  M ethode  w u rd e  eine geringfügige unspezifische 

F ä rb u n g  festg es te llt, d e ren  G ru n d  in der zu n eh m en d en  Calcium - bzw. C a lc iu m p h o sp h at
b in d u n g  d e r au to ly sie ren d en  Gewebe gesucht w erden  d ü rf te .

D ie  1939 von G om ori u n d  T ak a m a tsu  v e rö ffe n tlic h te  M ethode des h is tochem ischen  
N achw eises der a lkalischen  P h o sp h a ta se n  — die die G ru n d lag e  u n d  den A nfang de r ungeh eu eren  
E n tw ic k lu n g  der E n zy m h isto ch em ie  b ed eu te te  — w u rd e  se itd em  m ancher K r itik  u n terw o rfen .

E in ze ln e  V erfasser, w ie z. B. J o h a n s o n  u n d  L i n d s t r o m  [15] ste llten  e in fach  in A brede, 
d aß  d ie  M ethode zur h is to ch em isch en  L okalisierung  des E n zy m s geeignet sei. A ndere, wie 
M e e n t e n , J u n g e , G r e e n  [16], M a n h e i m e r , S e l i g m a n  [17), P e a r s e  [181, P ó s a l a k y  [19], 
T a n k a , K e l l e r  [20] g aben  d e r  A zofarbsto ffm ethode  den  V orzu g  wegen des schnelleren  A bbaues 
des v e rw en d e ten  S u b s tra te s , d e r  g rößeren  S ta b ili tä t  des e n ts ta n d e n e n  A zofarbstoffes, de r besse
re n  L o k a lis ie ru n g  u n d  d e r g e ringeren  M öglichkeit d e r  E n ts te h u n g  von D iffu s io n sk u n s tp ro 
d u k te n .

a )  D urch  die a lk a lisch e  P h o sp h ata se  w ird vom  S u b s tra t  P h o sphorsäu re  ab g esp alten , 
die m it  d en  in der In k u b a tio n s lö su n g  und  den G ew eben v o rh a n d en e n  C alcium ionen ein  p ra k 
tisch  u n lösliches Salz b ild e t u n d  ausgefällt w ird . Im  w e ite ren  w ird  dieses C alcium salz m it 
v e rsch ied en en  M ethoden s ic h tb a r  gem acht.

b) W ich tig  is t die C a lc iu m io n en k o n zen tra tio n  de r In k u b a tio n slö su n g . Bei n iedriger 
C a lc iu m io n en k o n zen tra tio n  fä rb e n  sich näm lich  a u ch  d ie Zellkerne, w ährend  bei höheren  
W erten  (0,05 Mol) dieses n ic h t  e rfo lg t. G o m o r i  [14] e rk lä r te  diese E rscheinung  d am it, d a ß  der 
Z ellk ern  ke ine  A lk a lip h o sp h a tase  e n th ä lt,  seine F ä rb u n g  also ein K u n s tp ro d u k t is t, das 
d u rch  d ie sek u n d äre  A d so rp tio n  des C alcium phosphates h e rv o rg eru fen  w ird. M it de r E rh ö h u n g  
der K o n z e n tra tio n  v e rb esse rt sich nach  und nach d ie L okalis ie ru n g , dagegen w ird  das E n zy m  
ü b e r 0,1 Mol durch  die C alc ium ionen  schon gehem m t.

c) N ich t zu ve rn ach läss ig en  is t ferner, d aß  bei dem  S ich tb a rm ach en  des ausfallenden  
P h o sp h a te s , auch  das in  d en  G ew eben p rä fo rm ierte  u n d  irgendw ie  diese gebundene  C alcium 
su lfa t zu  einem  farbigen P ro d u k t  g e s ta lte t w ird, dessen B e d eu tu n g  bei A nw endung v o n K o n tro ll-  
s c h n itte n  in  dem  Fall e rm essen  w erden kan n , w enn das E n z y m  gelähm t w ird , oder w enn 
u m  d ie  schäd lichen  W irk u n g en  der In a k tiv ie ru n g  zu  v e rm e id en  — S ch n itte  ohne S u b s tra t  
in k u b ie r t  w erden.

Z w ecks A n n äh eru n g  d ieser F rage  w urden t it r im e tr is c h e  und flam m en p h o to m etrisch e  
1 n te rsu ch u n g e n  d u rc h g e fü h rt.
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A bb. 1. Ü bergew ich t de r zw eiten Phase  d e r 
A u to ly se  in  bei 37° C 12 S tunden  au to ly - 

sierter R a tte n n ie re . M allory

Abb. 3. G lykogengehalt der R a tte n le b e r, u n 
m itte lb a r  nach dem  l ö ten . Schiffsche P e r jo d 

sä u re re a k tio n

Abb. 2. R a tte n le b e r . K e rn v e rä n d e ru n g e n  in 
der zw eiten P h ase  d e r A utolyse. K e rn e c h tro t

Abb. 4. G ly k o g en g eh a lt der R a tte n le b e r  
n ach  ó s tü n d ig er A u to lyse  bei 37° C. S ch ifi- 

sche P e rjo d sä u re re ak tio n





f

Abb.  7. A spezifische E s te ra se  in der R a tte n  - 
n iere , u n m itte lb a r  n a c h  d em T ö ten . N a p h th o l-  

A S -A cetat, m it  E ch tro t-K L -S alz

Abb, 8. A spezifische E sterase  in  d e r  R a t te n 
niere n a ch  4 S tu n d en  A uto lyse , be i 37° C. 
N ap h th o l-A S -A ceta t, m it E c h tro t-K L -S a lz

Abb.  5. S u cc in o d eh y d ro g en aseak tiv itä t de r 
R a tte n n ie re , u n m itte lb a r  nach  dem T ö te n . 

N é o té trazo liu m

Abb. 6. D e h y d ro g en a se a k tiv itä t v o n  R a t te n 
niere  bei 37° C nach  12 s tä n d ig e r  A u to ly se . 

N éo tétrazo lium





Abb.  9. Alkalische P h o sp h a ta se  in der  R a ttenn ie re ,  u n m it te lb a r  
nach  dem  Töten .  G o m o ri— T ak a m a tsu sch e  Methode

Abb. 11. Alkalische P hosphata se  in der R a ttenn ie re ,  u n m it te lb a r  
nach  dem  T öten .  a -N ap h th y l -p h o sp h a t ,  m it  Orthodianisid in

Abb. 10. Alkalische Ph o sp h a ta se  in der R a tten n ie re  bei 37° C 
nach  Autolyse  von 12 S tunden .  Gomori -T ak a m a tsu sc h e  Methode

Abb. 12. Alkalische P hosphata se  in der R a tten n ie re  nach  12 
S tu n d en  Autolyse,  bei 37° C. a -N ap h th y l -P h o s p h a t  m it  O r th o 

dianisidin





Abb. 13. Alkalische P h o sp h a ta se  in d e r  R a t t e n n ie re  u n m it te lb a r  
n a ch  dem  Töten . N ap h th o l-  A S -P h o sp h a t ,  m i t  E ch tro t-K L-Salz

Abb. 14. Alkalische P hosphata se  in d e r  R a t te n n ie re  nach 12 
S tu n d e n  Autolyse  bei 37° C. N a p h th o l-A S -P h o sp h a t  m it  E c h t 

ro t-K L -S alz
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M itte ls de r T isdallschen  oxym etrisch en  u n d  de r F e k e te  — P o p p e r—Szm ukschen  kom - 
p lexom etrischen  T itra tio n  w u rd e  zu erst d ie C a-B indung  in je  100 m l Lösung von 2 S tu n d en  
lan g  in k u b ie rte r , bei 47°C 0, 6, 12, 24 u n d  48 S tu n d e n  a u to ly s ie r te r , je  100 g R in d ern ie re  
u n te rsu ch t. Die b e d eu ten d e  C a-B indung  des Gewebes ließ  d a ra u f  schließen, d aß  d ie U n te r 
such u n g  auch  u n te r  A nw endung  k le inerer M engen d u rc h fü h rb a r  ist. D a ru m  w u rd e  d ieselbe 
au ch  an  in 10 ml L ösung in k u b ie r te r  10 g R a tte n n ie re  d u rc h g e fü h rt. Die gew ogenen au to ly sie r- 
ten  G ew ebestücke w urd en  n ach  G efrieren m it T rockeneis p u lv e r is ie rt; n ach  de r In k u b a tio n  
w u rd en  die L ösungen  f i lt r ie r t  und  t i t r ie r t .

M ittels de r von B e c k m a n n  u n d  Ch a n e y  [9.], B o y l e  u n d  B i r d  [21], I t a n o , B o y l e  
und  B i r d  [22] u n d  S c h ü t z  [23] a u sg earb e ite ten  »halbchem ischen , h a lb p h o to m etrisch en «  
M ethode w urde d ie C a-B indung  von in 10 m l L ösung 2 S tu n d en  in k u b ie r te r  10 g au to ly s ie rte r  
R a tte n n ie re  bei 37 C u n te rsu c h t. E s w urden  in säm tlich en  L ösungen , durch  Z u b ere iten  von 
S ch n itten  id en tisch er F läch e  u n d  S tä rk e , gleich große C a-b indende  F lächen  g ew äh rle is te t. 
D as aus dem  d u rch  S a lp e te rsäu re  ze rs tö rten  Gewebe in die L ö su n g  gelangte  C alcium  w urde 
m it O xalsäure  au sg efä llt, d a n n  nach  F iltr ie ren  in E ssigsäu re  gelöst u n d  die Menge des C alcium s 
m it dem  F lam m en p h o to m e te r b e stim m t.

Ergebnisse

A) (a) D ie A utolyse der Struktur bei 37°C führte schon in der 4 — 6. 
Stunde zu bedeutenden Veränderungen. Der V organg begann im Cytoplasm a, 
in einer der trüben Quellung ähnlichen Form .

Die Selbstverdauung kann sowohl hinsichtlich des P lasm a, als auch des 
Kernes in zwei Phasen geteilt werden:

1) Das P lasm a bekom m t in der ersten Phase eine trübe, körnige, schau
mige Struktur, es verliert nach und nach seine B asophilie, in der zw eiten Phase 
dagegen hören die Zellgrenzen auf, die Färbung wird blasser, zu letzt tritt 
vollständige H om ogenisation, Lösung ein.

2) Die Kerne fangen erst in der 6 — 12. Stunde an zu quellen, körnig 
zu werden, sam m eln sich nach dem Verschwinden der Zellgrenzen zu kleinen  
Gruppen an. In der zw eiten Phase bröckeln sie dann auseinander, lösen und 
hom ogenisieren sich (Abb. 1, 2).

In den bei 2°C aufbewahrten Geweben stellt sich der zweite A bschnitt  
nach A blauf von 72 Stunden, in den hei 3 7 'C aufbew ahrten schon nach 24 
Stunden ein. Hierdurch sind Struktur und etw aige pathologische Veränderungen  
in der ersten Phase noch zu erkennen und die nicht allzu em pfindlichen E nzym e  
nachweisende R eaktionen zu bewerten, während die zw eite Phase der Selbst
verdauung die U ntersuchung der Struktur schon sehr erschwert und die 
enzym histochem ischen Vorgänge aller W ahrscheinlichkeit nach unbewerthar 
m acht, denn in der Zwischenzeit erhöht sieh der A k tiv itä tsverlu st sehr stark, 
die D iffusion ist hochgradig und die Lokalisierung völlig  verändert.

b) Das H auptziel der U ntersuchungen маг die B eobachtung der Verän
derungen der w ichtigen Zellenkom ponenten und der enzym atischen Prozesse.

Der m ittels der Schiffschen Perjodreaktion beobachtete A bhau des 
Glykogens wurde, in Übereinstim m ung mit den m eisten Verfassern (A n d e r s e n  
[10], M o m l o k  und M o r i o n e  [25])  als ein besonders rascher Vorgang erkannt 
(Ahb. 3, 4). Der größte Teil des hei 37°C autolysierten  Leber- und H erzglyko
gens м аг nach der 4. Stunde verschw unden, die Färbung war nach 48 Stunden
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nur m ehr unbedeutend, während sie den bei 2°C aufbewahrten Geweben noch 
ausgeprägt war. D eshalb  sind auch wir der M einung, daß der rasche Abbau  
des G lykogens, und n icht der ursprünglich geringe G lykogengehalt des Organs, 
die Erklärung für die am m enschlichen Herzen oft beschriebene schwache 
R eak tion  bietet.

B ei der Taftschen M ethylgrün-Pyroninfärbung wurde die R eaktion bei 
37°C nach 4 Stunden, bei 2°C nach 12 Stunden negativ . Die Färbung der Kern- 
nukleoproteide wurde erst später schwächer und blieb länger p ositiv  als jene  
der N ukloproteide des P lasm as, ganz ähnlich, wie bei der Strukturenfärbung, 
wo das Verschwinden der P lasm enbasophilie der Schwächung der Kernfärbung  
voranging. Unter den Organen war die R eaktion im  Herzen die stärkste und 
dauerhafteste, in der Leber die schw ächste, obw ohl der U nterschied  zwischen  
den Organen in W irklichkeit als unbedeutend bezeichnet werden kann.

c) D ie verschiedenen E nzym e verhielten  sich verschiedenartig, da sich 
ihre A k tiv itä t in A bhängigkeit von ihrer Zusam m ensetzung, der Tem peratur  
und der verstrichenen postm ortalen Zeitdauer nicht einheitlich verm inderte.

D  ie Säuerephosphatase der bei 2°C aufbew ahrten Gewebe ergab keine 
bew ertbare Reaktion und bei 37°C war nach A blauf von 4 Stunden nur mehr 
in der Leber eine E n zy m a k tiv itä t nachzuw eisen. Die B leisulfidm ethode erwies 
sich in  der Lokalisierung des E nzym s als unzuverlässig, obw ohl die K ontroll- 
sch n itte  bis zum Schluß ungefärbt blieben. B ei dem  Nachweis dieses außeror
d entlich  em pfindlichen Ferm entes sind die Vorteile des N aphthol-A S-Phosphats  
unentbehrlich . Auch die U ntersuchungen von L a n c k e r  und H o l t z e r  [11] 
bew iesen  die rasche Verringerung der Säurephosphatase und die außerordent
liche E m pfindlichkeit des Ferm entes.

D ie Verm inderung der A k tiv itä t der Succinodehydrogerase war in der 
Leber am  auffallendsten, im  H erzen am w enigsten  auffallend. D er A k tiv itä ts
verlust wurde auch in den bei 37°C autolysierten  Geweben erst nach 12 Stunden  
b edeutend  (Abb. 5, 6), in den bei 2°C aufbew ahrten wurde selbst nach  
A b lau f von  72 Stunden keine signifikante Veränderung gefunden.

Zur U ntersuchung der em pfindlichen Esterasen wurde die P araffinein
b ettu n g  als ungeeignet gefunden. D as N aphthol-A S-A cetat ergab bei 37°C 
3—4 Stunden (Abb. 7, 8), bei 2°C 6 — 12 Stunden autolysierten gefrorenen  
G ew eben schon keine bew ertbare R eaktion , da die Diffusion — deren Grund 
R i c h t e r i c h  [24] in der U m w andlung der D esm oenzym e zu L yoenzym en  
erblickt — die Lokalisierung noch vor der Zersetzung eler Struktur bedeutend  
verändert hatte. Obwohl lau t G ö s s n e r  [26] ein Aufbewahren von  12 Stunden  
erlaubt werden kann, ist es zw eckm äßig, für genauere U ntersuchungen — be
sonders bei geringere A k tiv itä t zeigenden Geweben — die R eaktionen je früher, 
aber spätestens 6 Stunden nach dem Tod durchzuführen.

В )  D ie zum N achw eis der alkalischen Phosphatase angew endete Gomori — 
T akam atsusche M ethode (Abb. 9, 10) ergab in den bei 37°C gehaltenen N ieren
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tubuli, den K upfferschen Sternzellen der Leber und in den kleinen G efäßen des 
M yocardiums auch nach der A uflösung der Struktur eine p ositive R eaktion. 
In  den hei 2°C aufbewahrten G eweben war die R eaktion sogar nach 120 Stunden  
noch intensiv. Mit der A zofarbstoffm ethode — besonders m it N aphthol-A S- 
Phosphat, m it der keine spezifische Färbung beobachtet wurde — war die 
E nzym diffusion früher, bei 37°C bereits in der 4 — 5. Stunde festzu stellen  und 
auch der A ktiv itätsverlust ging schneller vor sich (Abb. 11, 12, 13, 14). M ittels 
der Goinorischen Technik wurden auch die substratlosen K ontrollen angefärbt, 
und die Farbreaktion verm inderte sich auch bei fortschreitender Gewebezer-

mg 
9,9-

Abnehmen des Calciums in der Lösung /Titriermethode/

10 ml Inkubationslösung ,Ю  g Rattenniere in 2 Stunden

12 2 4 48 Stunden

Abb. 15. C a lc ium bindung  von bei 37° C a u to ly s ie r te r  R a tte n n ie re . O x y m etrisch e  u n d  kom .
plexo inet rische T itra tio n

Setzung nicht, es lag  also auf der H and, den Grund der verdächtig dauerhaften  
E nzym aktiv ität anzeigenden E ntfärbung in spezifischen Faktoren zu suchen. 
Mit Rücksicht au f die Bedeutung des Calciums bzw. des C alcium phosphates 
in der R eaktion, wurde untersucht, ob im Zustandekom m en der unspezifischen  
R eaktion nicht tlie Bindung des mit der Zersetzung der autolysierenden Gewebe 
zusam m enhängende Calcium hzw . Calcium phosphat eine Rolle sp ielt.

Wir verm ochten  mit der T isdallschen oxym etrischen und der F ekete — 
Popper—Szm ukschen koinplexom etrischen T itration  nachzuweisen, daß w äh
rend der Selbstverdauung die G ewebe im m er mehr Calcium binden. D ie Unter- 
suchungcn wurden erst an Rindernieren durchgeführt, um der In k u b ation s
lösung ein entsprechendes calcium bindendes G ewebe zugeben zu können . Als 
eine Absorption bedeutenden Grades wahrgenom m en war, wurden Versuche 
auch mit R attennieren durehgeführt.

Wir fanden (Abb. 15), daß das m eiste Calcium von der bei 37°C 12 
Stunden bzw. 24 Stunden autolysierten R attenniere gebunden w urde: 7,3 
bzw. 9,9 mg je gram m  in 2 Stunden.
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M it guter Annäherung wurden mit der »halbchem ischen, halbflam m en
photom etrischen« M ethode übereinstim m ende R esu ltate  erzielt (A bb. 16), 
die bei 37°C 12 bzw. 24 Stunden autolysierten G ewebe haben pro gram m  7,0  
bzw. 8,6 m g Calcium gebunden. Es w eist auf die W irkung der Selbstverdauung  
hin, daß die Calcium bindung, die letzten  Endes nur bis zu 12 — 24 Stunden  
der A u to ly se  signifikant ist , vor ihrem Ingangkom m en und nach der H om ogeni
sation des Gewebes sich n icht bedeutend geändert hat.

Abb. 16. C alc iu m b in d u n g  v o n  bei 37° C a u to ly s ie rten  R a tte n n ie re . F lam m en p h o to m e trisch e
B estim m ung

Besprechung

A )  D ie oben angeführten Ergebnisse zeigten  also, daß bei 37°C eine 
1 Tag, b e i 2°C eine 3 Tage dauernde A utolyse solche strukturellen V erände
rungen verursacht, die bei der Bewertung histochem ischer Reaktionen Schw ie
rigkeiten , sogar Irrtümer verursachen können. D ie Lage wird dadurch w eiter  
kom pliziert, daß auch die Selbstverdauung der einzelnen Organe, Gewebe und  
Zellenkom ponenten verschieden ist. Die feineren, kom plizierteren E lem ente  
fallen im  allgem einen rascher zum Opfer.

V on den untersuchten Zellenkom ponenten verschwanden sow ohl das 
G lykogen als auch die N ukleoproteide schon vor der Zersetzung der Struktur  
beinahe vollständig . In den bei 37°C autolysierten  Geweben wurde nach 4 — 6 
Stunden vo n  diesen nur mehr sehr wenig gefunden. Daher fiel es auf, daß nach  
dem V erblassen des Leberparenchym s sich die bis dahin PA S-negativen K upf- 
ferschen Sternzellen entfärbten . Diese Erscheinung wird mit der D iffusion des 
G lykogens in die der A u tolyse gegenüber widerstandsfähigere Sternzellen  
erklärt, oder wird für eine PA S-P ositiv ität der Zersetzungsprodukte gehalten , 
da die R eak tion  durch die D iastaseverdauung n icht beeinflußt wird [ K e n t , 28] .

V on den Enzym en haben sich die Säurephosphatase und die n ich t spezi
fischen  E sterasen als die em pfindlichsten erw iesen, diese diffundierten am
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schnellsten, waren schon lange vor der völligen  A utolyse beinahe vo llstän d ig  
verschwunden. Der A ktivitätsverlust der Succinodehydrogenase v er lä u ft pa
rallel m it dem  Fortschreiten der Selbstverdauung der Struktur.

В )  M it der Gomori — Takam atsuschen M etode war die alkalische P hos
phatase selbst in den bei 37°C 24 Stunden gehaltenen Geweben nachzuw eisen . 
Die A zofarbstoffm ethoden zeigten aber sow ohl die Diffusion als auch den 
A ktiv itätsverlust früher an. A uf Grund der Ergebnisse bezüglich der Calcium- 
bindung erscheint die Annahme berechtigt zu sein , daß die mit der G om orischen  
Methode beobachtete unspezifische Färbung m it der erhöhten B in d u n g  von  
Calcium bzw . Calcium phosphat der autolysierten  Gewebe in Z usam m enhang  
steht. Die Farbreaktion kom m t näm lich zustande, gleichgültig ob das Phosphat 
infolge der E nzym funktion oder der Selbstverdauung entsteht. D as Phosphat 
kann sich näm lich nicht nur dem Ort des E nzym s entsprechend, sondern bei 
der V ernichtung des E nzym s, auch unabhängig  von dessen V orhandensein , 
mit dem in Lösung befindlichen, in den G eweben präformierten, oder an diese 
irgendwie gebundenen Calcium verbinden, wodurch die Färbung n icht das 
E nzym , sondern das gebundene Calcium phosphat lokalisiert.

Es kann letzten  Endes von der Gomori —Takam atsuschen M ethode gesagt 
werden, daß diese für Untersuchungen unm ittelbar nach dem T ode geeignet 
ist, eine gute Lokalisierung gew ährleistet, während sie mit fortschreitender  
A utolyse im m er weniger spezifisch wird, so daß nach der 6. Stunde die A zofarb
stoffm ethoden zu bevorzugen sind.

W ichtig ist, daß die Lokalisierung von widerstandsfähigen F erm enten  
nicht nur durch die frühe D iffusion, sondern auch durch die Struktur, hau p t
sächlich aber durch die A utolyse des C ytoplasm as erschwert w ird. D eshalb  
soll die U ntersuchung aller E nzym e nach M öglichkeit 6 —12 S tu n d en  nach 
demTod durchgeführt werden, und es ist zw eckm äßig, auch die U ntersuchungen  
von bei 2°C aufbewahrten Geweben bis zu der 24. Stunde anzufangen.
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H IS T O C H E M IC A L  E X A M IN A T IO N  OF A U T O L Y SIS; EV A LU A TIO N  O F  G O M O R I -  
T A K A M A T SU ’S A L K A L IN E  P H O S P H A T A S E  M ETHOD

GY. R ózsa and P. S ó t o n y i

T h e  effect o f a u to ly s is  o n  h istochem ical reac tio n s h a s  b e en  stud ied . I t  was fo u n d  ad v isab le  
to  d e te rm in e  th e  s tru c tu ra l  changes o f tissues au to ly zed  a t  37°C, fu rth e r th e ir  su cc in o d eh y d ro - 
g enase  a n d  a lka line  p h o sp h a ta se  levels w ith in  12 h o u rs  a f te r  th e  tim e of d e a th . E s t im a tio n s  
o f  g lycogen , n u c leo p ro te in s, fu r th e r  ac id -phosphatase  a n d  e ste ra se  a c tiv ity  shou ld  b e  m ad e  
w ith in  4 h o u rs  a f te r  d e a th . I t  w as n o t possible to  d e m o n s tra te  acid  phosphatase  in tis su es  k e p t 
a t  2°C, a n d  h a rd ly  a n y  e s te ra se  an d  nucleopro te in  w as fo u n d  a f te r  auto lysis for 6 to  12 h o u rs , 
w h e reas  a f te r  48 ho u rs  a con sid erab le  am o u n t o f g lycogen  w a s  still present. C hem ical sp li tt in g  
o f  th e  tis su e s  to o k  72 h o u rs , w hile  a lka lin e -p h o sp h a tase  a c t iv i ty  w as still in ten siv e  a f te r  a  se lf
d ig es tio n  o f 120 hours.

I t  is suggested  th a t  th e  aspecific  sta in ing  re a c tio n  o b ta in e d  w ith  th e  G o m o ri—T a k a 
m a ts u  m e th o d  is due to  t h a t  a u to ly tic  tissues are  b in d in g  increased  am o u n ts o f  Ca an d /o r 
c a lc iu m  p h o sp h a te .

T h e  connection  b e tw een  s tru c tu ra l in te g rity  a n d  in te n s i ty  of en zym atic  re a c tio n s  is 
d iscu ssed .

ГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ АВТОЛИЗА И ОЦЕНКА МЕТОДА 
ГОМОРИ ТАКАМАТШУ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ЩЕЛОЧНОЙ ФОСФОТАЗЫ

ДЬ. РОЖА и П. Ш ОТОНЬИ

Исследовалось действие автолиза на гистохимические реакции. Согласно полу
ченным результатам изменения структуры тканей, после автолиза при 37°С, их содер
жание сукцинодегидрогеназы и щелочной фосфатазы целесообразнее всего исследовать 
6—12 часов после наступления смерти, а их содержание гликогена и нуклеопротеидов, 
так же как и активность кислой фосфатазы и эстеразы не позже чем 4 часа после насту
пления смерти. В тканях, содержанных при 2° С, кислой фосфатазы не удалось выявить, 
и после 6 —12 часового автолиза эстеразы и нкулеопротеиды также обнаруживаемы 
лишь в очень незначительном количестве. В то же время гликоген спустя 48 часов после 
наступления смерти еще можно найти в значительном количестве. Разложение струк
туры наблюдалось лишь по истечении 72 часов, в то время как щелочная фосфатаза давала 
еще после 120 часового автолиза интенсивную реакцию.

Неспецифическое окрашивание, получаемое при помощи метода Гомори—Така- 
матшу, по мнению авторов, вызывается повышением связывания кальция, вернее фос
фата кальция.

Особое обсуждается взаимосвязь между неповрежденностью структуры и интен
сивностью энзиматических реакций.

Dr. G y . R ózsa  
Dr. P . SÓTONYI

B udapest, Üllői út 93, H u n gary
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METACH ROM ASIA IN CARTILAGINOUS TISSUES

I. F ö l d e s , L. M ó d i s  and I. S ü v e g e s  

(R eceived  A u g u st 6, 1963)

H istochem ica l factors in f lu en c in g  m etach ro m asia  have been s tu d ie d  in the 
costal cartilag e , th e  knee jo in t c a r tila g e  and  th e  cervical sa liv a ry  g lan d  o f  new born  
ra ts . O b serva tions m ade w ith d if fe re n t fix a tiv e s , different dyes a n d  a t  d iffe re n t pH  
va lues revea led  th e  following:

(1) A ny  m etach ro m atic  d y e  (ex cep t ga llocyanine), any  f ix a tiv e  a n d  all acid 
p H  values can  be used  for th e  p u rp o se s  o f  gross o r ien ta tio n .

(2) T h io n in e , to lu id ine b lue  a n d  azu re  a t  low pH  seemed to  be  m o st su itab le  
for selective d e te rm in a tio n s , th e  h is to ch e m ic a l d iffe ren tia tio n  of acid  m u co p o ly sa cc h a 
rides, because by  the  use of th e se  d y es th e  b e ta -g am m a  sh ifts  occu r in opposite  
d irections. A d is tin c tio n  betw een th e  colour effect o f th e  d ifferen t ty p e s  o f m e ta 
ch rom asia  is, th erefo re , c o m p a ra tiv e ly  easy.

(3) T h e  above findings a p p ly  to  cartilag in o u s tissue in th e  f ir s t  p lace.

Introduction

The quality o f m etachrom atic reaction depends on the d ye, on the pH  
value o f the solution and on the nature o f the fixative.

Freezing and freeze-drying are regarded as the best m ethods o f  fixation  
[3, 5, 19, 34, 39, 40, 41] because th e y  do not w aste or m odify th e  chrom otrope. 
Chem ical fixatives cause dénaturation  or precipitation of the polysaccharides 
and proteins. A bsolute alcohol is th e  m ost w idely used fixative [10, 18, 28], and 
also Carnoy’s fix in g  fluid is w ide-spread [9], altough P e a r s e  [28] regards it as 
unsuitable for the purposes of m etachrom atic staining. Since it has been found 
th a t formalin reacts only with proteins and so can fix  any polysaccharide  
bound to protein, it m ay be used as a f ix a tiv e , either alone or togeth er  with 
basic lead acetate, w ithout ad versely  influencing the m etachrom atic reaction  
[3 , 6, 12 ,15 .]. Nor have other fix in g  flu ids been found to affect it so th a t any 
fix a tiv e  can be used in connection w ith  m etachrom atic sta in ing.

Numerous basic dyes are in use for th is purpose. They are as a rule dissolved  
in water or alcohol. The usual concentrations vary from 0.1 to  0.001 per 
cen t, with pH values between 3 and 6. Toluidine blue, m eth ylen e blue and 
th ion ine are m ost w idely em ployed , but also azure dyes [40], safranin [6], 
m eth y l violet [7], celestine blue [11], cresyl v io let [2 1 ,2 2 ], B ism arck  brown 
[20, 38], gallocyanine [37], p inacyanol [1, 2, 29, 30] are used. Som e authors
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a c h i e v e d  n o  success w i t h  m e th y le n e  b lue a n d  g e n t i a n a  v io le t  [11, 20 ] .  L i l l i e  
[20]  f o u n d  t h a t  m e th y le n e  b l u e  is r a r e ly  o b ta in e d  in  p u r e  fo rm  a n d  m a y  c o n ta in  
c o n t a m i n a t i n g  azu res  w h i c h  a re  resp o n s ib le  fo r  m e ta c h r o m a s i a .

It is clear that no conclusive opinion has been formed regarding any  
of th e  factors influencing m etachrom asia, and it  w as therefore in tended to  
exam in e them  in this s tu d y  and to ascertain the m ost favourable conditions 
for th e  reaction under consideration.

Material and method

T h re e  q u a lita tiv e ly  d if fe re n t m ucopolysaccharide  — co n ta in in g  s tru c tu re s , v iz. th e  
knee  jo in t ,  costal cartilage a n d  th e  cervical gland of n e w b o rn  w h ite  ra ts  — were used . Susa, 
n e u tra l  fo rm a lin , Carnoy’s a n d  Z e n k e r’s flu ids were u sed  fo r f ix a t io n , and  a few con tro l sections 
w ere fro z e n . T oluidine b lue, th io n in e ,  cresyl v io let, m e th y l  v io le t, celestine b lue, s a fra n in , 
a zu re , d a h lia  [24], B ism arck  b ro w n , gallocyanine an d  g e n tia n a  v io le t [13] were app lied  as dyes. 
All s ta in in g  solu tions were p re p a re d  w ith  th ree  d iffe ren t p H  v a lu e s  (1.4, 3.1, 5.2).

Results

W e registered the orthochrom atic (alpha) and both m etachrom atic  
(beta and gamma) reactions o f  every dye, as also th e  colour of the staining  
so lu tion  (Table 1). S c h e i b e  [31 ,  32, 33] distinguished three w ave-length zones 
in th e  so lu tions on the ev id en ce  of photom etric m easurem ents. Their normal 
equilibrium  can be upset b y  a change in concentration. M i c h a e l is  [26 ,27] claim 
ed th a t  th e  observed spectral absorption m axim a (a, ß  and y  peaks) [24, 25, 
28] correspond to m onom ers, dim ers and polym ers. A fter disturbing the normal 
equilibrium  by the m etachrom atic substance a new  equilibrium  sets in. W e

Table 1
Colour o f  the solutions o f d iffe re n t metachromatic dyes and  d iffe ren t types o f  metachromasia

Colour
M etachromasia

o f solution
ortho ß

1 M e th y l v io le t v io le t violet v io lescen t pink red (pink)

2 C resy l v io le t v io le t violet p in k ish  violet purple
3 G e n tia n a  violet v io le t light violet purp lish  violet

4 D a h lia v io le t violet p in k ish  violet p ink ish  v io le t

5 T o lu id in e  blue blue blue v io le t red (pink)

6 T h io n in e blue blue (violet) p u rp le  (violet) red (pink)
7 C elestine  blue blue blue (greyish) v io le t red (pink)
8 A zure azure  (b lue) light blue b lu ish  v io le t p inkish  vio let

9 G allocyan ine grey ish  blue light yellow brigh t lem on 
yellow

10 B ism arc k  brown n u t b row n yellowish brow n bro w n ish  yellow brow n yellowis
11 S a fra n in  0 red purplish red p in k ish  yellow orange
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Fig. 1. C artilag e  from  th e  p ro x im a l po rtio n  of the  t ib ia  o f o ne-day  old ra t. S ligh t m e ta ch ro - 
m asia . B ism arck  b ro w n  sta in , Susa’s f ix in g  flu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 2. C artilag e  from  th e  p ro x im a l p o rtio n  o f th e  t ib ia  o f one-day  old ra t. G am m a m eta - 
ch ro m asia . G en tian  v io le t s ta in , Z en k er’s fix in g  flu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 3. C ostal cartilag e  of o n e -d ay  old r a t .  G am m a m etach ro m as ia . D ahlia s ta in ,  p H  5.2. 
S u sa ’s fix ing  flu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 4. C artilage  from  prox im al po rtio n  of tib ia  o f  o n e -d ay  old r a t .  Pale gam m a m e ta c h ro m a 
sia. M ethy l vio let s ta in , p l l  1.4. C arn o y ’s fix in g  flu id . Magnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 5. C artilag e  from  p ro x im al p o rtio n  o f tib ia  o f o n e -d ay  old ra t. P ro n o u n ced  g am m a 
m etach ro m as ia . Cresyl v io le t s ta in , p H  3.1. S u sa ’s fix in g  flu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 6. C artilag e  from  p ro x im al p o rtio n  of t ib ia  o f o n e -d ay  old ra t.  P ronounced  b e ta  m e ta 
ch ro m asia . Cresyl v io le t, p H  3.1, Z en k er’s fix in g  flu id . M agnif. 1 0 Х Ю Х 4

Fig. 7. C artilag e  from  p ro x im al po rtio n  of t ib ia  o f o n e -d ay  old ra t. In ten s iv e  b e ta  m e ta 
ch ro m asia . Celestine blue s ta in , pH  3.1. S u sa ’s fix in g  flu id . Magnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 8. C artilage  from  p ro x im al p o rtio n  of t ib ia  o f o n e -d ay  old ra t.  G am m a m e ta ch ro m as ia . 
Celestine b lue, p l l  5.2. Susa’s fix ing  f lu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 9. C artilage from  p ro x im al po rtio n  of t ib ia  o f o n e -d ay  old ra t.  G am m a m e ta ch ro m as ia . 
T o lu id ine  blue, p H  1.4. Susa’s fix in g  f lu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 10. C artilage  from  p ro x im a l po rtio n  of t ib ia  o f o n e -d ay  old ra t. B eta m e ta ch ro m as ia . 
T o lu id ine  b lue, p H  5.2. Susa’s fix ing  f lu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 11. C artilage  from  p ro x im a l po rtio n  of t ib ia  o f one-d ay  old r a t .  G am m a m e ta ch ro m as ia . 
T h ion ine, p H  1.4. Susa’s f ix in g  flu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4

Fig. 12. C artilag e  from  p ro x im a l p o rtio n  of t ib ia  o f o n e -d ay  old ra t. B eta m e ta ch ro m as ia . 
T h ion ine, pH  5.2. Susa’s fix in g  f lu id . M agnif. 1 0 X 1 0 X 4
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speak of beta m etachrom asia if the dye which becom es predom inant after 
I hi; readjustm ent is o f the dimer ty p e; o f gamma m etachrom asia if  the dom i
nant dye is o f the polym er type; o f  orthochrom asia or alpha m etachrom asia  
if  the original equilibrium  is not affected  by the chrom otrope. The colours 
corresponding to  «, ß  and y  m etachrom asia are blue, v io let and red, respec
tively .

The developm ent o f the different types o f m etachrom asia is assum ed to  
be caused by changes in the electronic structure [36 .j It is the л  electron-cloud  
of the ions of the basic dye on which the em itted  light depends; if  there is a 
change in the cloud ow ing to a m utual polym erization of the ions o f the dye, 
the light em itted by the chrom otropic substance will change accordingly. 
It has been found th at the shift of the w ave length is proportional to  the length  
of the “resonant system ” of the л  -cloud, i.e. to the degree of polym erization.

Alpha m etachrom asia according to P e a r s e  [28], takes the stain  
in tensively  and is sensitive to alcohol. B eta m etachrom asia, due to  highly  
polym erized carbohydrates and phosphatic com ponents, is less sen sitive to 
alcohol. Gamma m etachrom asia, due to sulphated polysaccharide esters, is 
alcohol-resistant.

Metachromatic reaction of the examined material. E xcept w hen non-m eta- 
ehrom atic dyes were em ployed, m etachrom asia was invariably obtained  with  
the use of the cartilage taken from the articulation and the ep iphysis o f  the 
knee as also w ith costal cartilage, whereas the m etachrom atic reaction  was 
m ostly  negative w ith the use o f glandular epithelium  and acini. Lack o f m eta
chromasia was presum ably due to th a t the salivary gland of the rat contains 
hardly any acid m ucopolysaccharide. The nature of the reaction was variable 
in the epiphyseal cartilage. It was o f  the gam m a type in the upper zones, but 
usually changed from gamma into beta  m etachrom asia in the neighbourhood  
of the m etaphysis.

Effect o f  different dyes on metachromasia. M etachrom atic reaction  was 
uncertain with gallocyanine and B ism arck brown, although the latter is recom 
m ended by L i l l i e  [20] and S u b ic s  [38] (Fig. 1). M etachrom atic sta in ing was 
very marked w ith the use of safranin, although no distinction  betw een  ß  and у 
peaks was possible. Only the gam m a typ e o f m etachrom asia was obtained with 
the use of gentiana vio let and m ethyl vio let so that these stains, too , are u n su it
able for the d istinction  of m etachrom atic types (Figs. 2, 4). The other dyes 
em ployed in our experim ents, v iz. th ion in e, toluidine blue, celestine blue, cresyl 
v io let, azure and dahlia, were all su itab le  for m etachrom atic sta in ing because 
both the beta and the gamma type o f  reaction can be obtained w ith  their use. 
Fig. 3 presents clear gamma m etachrom asia after sta in ing with dahlia.

Effect o f  the p H  on metachromasia. It w as the aim o f these experim ents to 
study the effect o f different pH values (i) on the size of the sta ined  area and 
(ii) on the type o f the m etachrom atic reaction.
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(i) A  lowering o f  th e  p H  value was follow ed by a reduction in the size 
o f th e  stained area. A t pH  1 .4 , for instance, no reaction  was obtained w ith  the  
use o f  safranin and celestine b lue. It should be borne in mind th a t it is difficult 
to  d isso lve  these dyes w ith  th e  buffer at a very  low  pH . Low pH  values m ake 
it possib le, on the other han d , to obtain selective results since only sulphated  
m ucopolysaccharides g ive a m etachrom atic reaction  at such a pH . Increase in  
the va lu e  o f pH resulted in a more pronounced stain ing when m ethyl v io let, 
safranin and toluidine w ere used (with the last-nam ed dye on ly  after fixation  
in  form alin or Zenker’s flu id ). A shift of the pH  tow ards alkaline produced  
no effect on staining w ith  Bism arck brown.

(ii) Two kinds o f m etachrom atic reaction were observed.
(a) Increase in the va lu e  o f pH caused gam m a to  change into beta m eta- 

chrom asia if  thionine (F igs. 11, 12), azure or to lu id ine blue were used (in the  
la tter  case only after fix a tio n  in  Susa’s fluid (F igs. 9 ,1 0 )). This change is signif
ican t because — if  P e a r s e ’s theory is correct and gam m a m etachrom asia  
in d icates sulphate esters [28] — the phenom enon in question facilitates fine  
histochem ical d ifferentiation w ithin the m ucopolysaccharides.

(b) Increase in the va lu e  o f pH caused beta  to  change into gamma m eta
chrom asia if  celestine b lue (F igs. 7, 8), cresyl v io le t or dahlia were used, irre
sp ectiv e  o f  the nature o f th e  f ix a tiv e . The sam e occurred in the case of toluidine  
blue after fixation  in C arnoy’s fluid. The m echanism  o f th is phenom enon is 
obscure, and we can on ly  assum e that, under the g iven conditions (i. e. in the  
presence o f a great am ount o f  chondroitin su lphate in the cartilage), these dyes 
are n o t suitable for the dem onstration of su lphurated m ucopolysaccharides 
and th a t , beside the high p H , other factors are also responsible for the gam m a  
ty p e  m etachrom asia.

Effect o f  different f ix a t iv e s  on metachromasia

(a) The nature o f th e  f ix a tiv es  did not in fluence the reaction i f  m eth y l 
v io le t, safranin or B ism arck brown were used as dyes.

(b) Susa’s fluid (in th e  case of toluidine blue, th ion ine and azure), Carnoy’s 
flu id  (in th e  case of th ionine and azure), form alin and Zenker’s fluid (in the case 
o f th ion in e and azure) produced a change from  gam m a to  beta typ e m etachro
m asia (F igs. 5, 6). The less desirable change from b eta  to gam m a occurred with  
the use o f  all other sta ins and these same fix a tiv es .

(c) The m etachrom atic reaction of frozen preparations was the same 
as th a t  observed after f ix a tio n  in  Susa’s fluid.

A lthough, generally speaking, the nature o f  m etachrom atic reaction was 
not essen tia lly  influenced b y  a n y  of the exam ined fix a tiv es , the observations 
under (b) and (c) have to  be considered if  fine selection  is desired (Table 2).
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Methyl violet Toluid ine blue Bismarck Gold-sol

Cresyl violet Thioninc brown Model

G en t iana  violet Celest ine blue E xper im en t
azure Safrauin

D ah l ia  Gallocyanine

Fig. 13. S ch em a t ic  spectrum o f  v a r io u s  groups of dyes and th e i r  m e ta c h ro m a t ic  ty p es
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W ith a v iew  to substantiating the polym erization theory o f m ctachro- 
masia, we prepared a model th ereof by m eans of colloidal gold solu tion . The 
colour o f the solution in this m odel is red, th at of the tissue reaction yellow , 
yellow ish brown, brown or blue. W ith the use o f red colour, the size o f the sol 
particle is sm aller than that o f the particles w hich em it light o f different w ave  
lengths in the tissues. Since, on the other hand, tissue precipitation results 
from physicochem ical aggregation, a reduction in dispersity occurs [4, 8, 43 , 
44]. F ig . 13 shows the colours o f  dissolved m etachrom atic dyes as also the

T ab le  2
Metachromatic types obtained with di f ferent  dyes , different f ixa t ives ,  at d ifferent p l l  values

Names of stains Susa Carnoy Nett irai formol Zenker

pH 1,4 3,1 5,2 1,4 3,1 5,2 1,4 3,1 5,2 1,4 3,1 5,2

1 T hionine o o O f + + o o 0  4 + + o o 0 4 o o 0  4

2 Azure o o о-ь o o 0 4 + + o o 0 4 + + o o O f -м*

3 Toluid ine blue o o 04- + + + + + 0 o o 4 + + + + + + + + +

3 Celestine blue 4-0 o o 1 1 4 O o o + + 4 0 o o + + 4 0 o o

5 Cresyl vio let + + 4 0 o o + 4- 4 O o o + + 4 0 o o + + 4 О 0 0

6 D ahlia + + 4-0 o o + + + o o o + + + o o o 4 О o o

7 B ism arck brown + + "h + + + + + 4- + + + + + + + + + + + + + + +

8 S afran in  о + + + + + + + + + + +

9 M ethyl v io le t о ООО o o o O o o o o o O o o o o o O OO ООО

10 G en tian a  vio let о o o o o o O o o o o o O o o o o o O o o ООО

11 G allocyanine •  О •  0 •  O •  O •  O •  O •  O •  O •  O •  O •  о •  о

ф  a  m etach ro m asia ; f -  =  ß  m e ta ch ro m as ia ; О  =  У m e tach ro m asia .

types o f m etachrom asia obtained w ith their use. As can be seen, the dyes belong  
to three categories according to  the colour o f their solutions: v io le t (A), blue 
(B ), and red (C). The /З-type o f m etachrom asia (violet) shows hardly any w ave  
length shift in the case of dyes o f  category A; the direction o f the slight shift 
corresponds to  that of the у  sh ift. The ß-y  sh ifts are of the opposite direction  
with dyes o f category В so th a t the possib ility  o f distinguishing betw een  the  
types o f m etachrom asia is best w ith  their use. This observation confirm s our 
findings, for it is exactly  category В to which thionine, toluidine blue and azure 
(i.e. the stains described as m ost satisfactory in the foregoing) belong. The 
m etachrom asia o f  safranin and the colour o f  change obtained w ith  its use in
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th e  goldsol-m odel experim ent are of the ß  ty p e , since the shift was directed in 
b oth  cases toward the zone o f  short w ave length .

M etachrom asia of the y  type, obtained w ith  the use of tolu id ine blue, 
th ion in e and azure (at pH  1,4, and preferably after fixation  in Susa’s fluid) 
in d ica tes the presence o f chondroitin sulphate, hyaluronic sulphate and m ark
ed ly  acid m ucopolysaccharides in the cartilage. M etachromasia obtained with  
these sam e dyes at pH  5,2, further the y typ e  o f m etachrom asia obtained  
w ith  cresyl v io let, dahlia and celestine blue at pH  5.2 indicate w eakly acid 
m ucopolysaccharides (hyaluronic acid, heparin, m ucoprotein, m ucopolysac
charide-protein com plex, etc.) I t  is advisable in all experim ents involving m eta- 
chrom atic  reactions to register the colour effects very carefully, and to  reduce 
th e  p H  o f the stain ing solution  as much as possible.
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U N T E R SU C H U N G  D E R  D IE  M E T A C H R O M A SIE  B E E IN F L U S S E N D E N  F A K T O R E N
\  M K N O R P  E LG  E W E  В E

I. FÖLDES. L. MÓDIS und I. SÜV EG ES

Bei der U n te rsu ch u n g  der die M étachrom asie b ee in flu ssen d en  h istochem ischen  F a k to re n  
am  K norpelgew ebe der R ippen- bzw. K niegelenke sow ie an  d en  H alsspeicheldrüsen  von e in 
täg igen  weißen H a tten  läß t sich durch  die Ä nderung  d e r d re i H a u p tfak to ren  (F ix ieru n g . pH . 
F a rb sto ff) folgendes festste llen :

1. Zur groben O rien tie ru n g  eignet sich jeder inet a ch ro m atisc h e  F a rb s to ff  (ausgenom m en 
G allocyanin) n ach  einem  beliebigen F ix ie rm itte l und in jedem  sa u ren  Bereich.

2. Zur B eo b ach tu n g  fe inerer D ifferenzen scheinen  fü r  d ie h istochem ische Iso lieru n g  
de r sauren  M ucopo lysacchariden  T hion in , T o lu id in b lau  und A zur bei n iedrigem  p H -W ert 
o p tim a l zu sein, den n  bei V erw endung dieser F a rb sto ffe  e rfo lgen  die B eta-G am m a-V ersch ie- 
bungeu in gegenteiliger R ich tu n g  und deshalb  lassen sich  die F a rb e ffek te  der M etachrom asie- 
ty p en  am  besten  b eu rte ilen .

3. D as G esagte  gilt in e rs te r L inie fü r die H isto ch ein ie  des K norpelgew ebes.

ИССЛЕДОВАНИЕ ФАКТОРОВ, ВЛИЯЮЩИХ НА МЕТАХРОМАЗИЮ 
ХРЯШЕВОЙ ТКАНИ

И. ФЁЛДЕШ, Л. МОДИШ и и . щ ю в е г е ш

При исследовании влияющих на метахромазию гистохимических факторов, на 
хрящевых тканях реберных и коленных суставов, а также на шейных слюнных желе
зах однодневных белых крыс, изменением трех главных факторов (фиксация, pH, 
краситель) можно установить следующее:
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1. Для грубой ориентировки пригодны все метахроматические красители (за 
исключением галлоцианина) после применения любого фиксирующего вещества, в лю
бой кислой области.

2. Для наблюденния более тонких отклонений, для обособления кислых муко- 
полисахаридов тионин, толуидинблау и лазурь — при низкой величине p H  — кажутся 
оптимальными, так как в случае их применения бета-гамма-сдвиги происходят 
в противоположном направлении, благодаря чему цветовые эффекты метахромати- 
ческих типов можно лучше свего оценить

3. Сказанное относится прежде всего к гистохимии хряшевой ткани.

t)r . I . F ö l d e s  

Dr. L . M ó d i s  

D r. I . S ü v e g e s

D ebrecen, A n atóm ia i In tézet, Hungary
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MICROCINEMATOG KAPU IG STUDIES
OF THE EPITHELIAL CELLS OE THE TH YMUS

I. T ö r ő , I. P á l y i , I. C s a p ó  a n d  L .  G a z s ó  

(R eceived D ecem ber 17, 1963)

M icro c in em ato g rap h  reco rds o f th y m ic  e p ith e liu m  m onolayer cu ltu res  from  
hum an  5 -m o n th  foe tuses and new born  gu inea  p igs, an d  th e  enzym es in vo lved  in  th e  
digestion  o f th e  th y m o c y te s  in co rp o ra ted  b y  th e  ep ith e lia l cells have  been ex am in ed  
by h isto ch em ica l m eth o d s.

O b serv a tio n s  have  been m ade co n cern ing  th e  s tru c tu re , m o tions, p inocy to sis  
division o f th e  e p ith e lia l cells, th e  fo rm atio n  o f th e  ep ith e lia l p la te  and  th e  a r is a l  o f 
H assall’s co rpuscles. T he m itochondriosom e w h ich  develops from  m ito ch o n d ria  is 
described . T he e p ith e lia l cells o f th e  th y m u s c o n ta in  m an y  th y m o cy tes , alive a n d  d ead , 
th e  living ones m ove v igorously , p a r tly  free ly , p a r t ly  enclosed in  vacuoles. T h e  d ead  
th y m o cy tes  a re  d ig es ted  in  th e  vacuoles, a n d  d u rin g  t h a t  acid  p h o sp h a tase , n o n 
specific e s te ra se  an d  A T P-ase p ro d u c tio n  is d em o n s tra b le .

T he p h en o m en a  observed are  d iscussed  in  co rre la tio n  w ith th e  physio log ica l 
a c tiv ity  o f th e  th y m u s .

In recent years the thym us, as an organ o f unclarified structure and even  
more obscure physiological role, has been the subject o f extensive investigations. 
This work has gained  new m om entum  by the d iscovery th a t thym ectom y is not 
w ithout sequelae, but it is followed by deficiency  sym ptom s, atrophy, rough, 
unkem pt fur, e tc ., sym ptom s similar to  those o f the so-called runt disease, 
w hich m ay he fata l. These sym ptom s are particularly marked when th ym ec
tom y is performed in foetal or newborn age. In such cases the lym ph nodes 
do not develop [5 7 ], follicles do not appear and the body loses its ab ility  to  
react itnm unebiologically, it does not produce antibodies. It has turned out 
th a t the thym us is the organ lending im m unological reactiv ity , which endow s 
the thym ocytes in it w ith im m unological com petence, but these will be able 
to  produce antibodies exclusively when th ey  enter lym phatid tissue, where 
this property o f theirs becom es m anifest. It m ay also be surmised th a t the  
thym us produces som e kind of im m unologically  im portant substance which  
reaches lym phatic tissues by the humoral route and in itiates therein antibody  
production. T hus, the thym us is essential in the developm ent ofthe im m unolog
ical reactivity o f  the organism. In connexion w ith  the above view  it has been  
shown that lym p h ocytes becom e capable o f producing antibodies exclusively  
after they had passed through the th ym u s. T hus, som ething m ust happen to  
them  in that organ and it seem ed interesting to  in vestigate w hat is taking place 
in the thym us during that process and w hat intrinsic structure is responsible
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for th e  performance o f that function . It has been pointed out several tim es 
th a t although the thym us appears to  he a lym phatic organ, it differs in  m any  
respects from the lym phatic organs both  in structure and function . Special 
characteristics are len t to  the thym us by th e  fact that it is essen tia lly  o f ep i
thelia l origin and has a basic reticulum  com posed of epithelial cells, in the in ter
spaces o f  which th ym ocytes are present. These tw o kinds o f cell, the epithelial 
reticulum  and the th ym ocytes are closely  interrelated. Som e authors claim  
th a t th is correlation is m anifested b y  the fact that thym ocytes arise from the  
ep ithelia l cells [2, 3 ,], that the tw o kinds o f  cells live in sym biosis and that 
such m etabolic changes occur in both  o f them  as can influence the a c tiv ity  of 
either o f  them , as a result o f w hich th ym ocytes are capable o f  producing im m u- 
n ologica lly  im portant substances and transporting them  to the spleen, lym 
phatic  tissu e [29, 31], or producing the substance carried there b y  the circulation, 
and serve for antibody production [26].

I t  is also conceivable th at the secretion to which the im m unological 
im portance of the thym us is due is produced not by the th ym ocytes, but by  
the ep ithelia l cells, w hich then  pass their product over to the th ym ocytes, or 
d irectly  to  the blood stream , and are therefore m ainly responsible for the sym p 
tom s w hich follow th ym ectom y. This was the approach of O s o b a  and M i l l e r  

I 34], L e v e y  et як [25], as w ell as H . R . H i l g a r d  et al. [16]. The la tter  could  
restore im m unological com petence b y  the injection  of isolated  th ym ocytes  
[59], w hile the former authors claim  th a t the restoration of the im m u
nological defect in thym ectom ized  newborn mice is bound to  the in tactn ess of 
the th ym ic  stroma.

In  the studies concerned w ith  the thym us little  attention  has been devoted  
to th e  ep ithelial cells, and there is no investigation  in which these cells would  
have form ed the focus o f interest. Therefore лее thought it necessary to  prepare 
a pure thym ic epithelial cell culture, to  stu d y  the behaviour and function  of 
these ep ithelial cells, and hoped to obtain  thereby inform ation as to  the con
firm ation  of the above trend of thoughts.

Materials and methods

M a in ly  h u m an  4 to  5 -m on ths old foe tuses, an d  th y m u s g lands fro m  n ew b o rn  or 1 to  4 
w eeks o ld  gu inea  pigs were used . T h e  th y m ic  tis su e  w as m inced, d igested  by  th e  u su a l m eth o d  
for 15 m in u te s  w ith  try p sin  in  Ca an d  M g-free sa lt so lu tion . The ep ithelial cell suspension  w ashed  
in  a sa lt  so lu tio n  a fte r  try p s in iz a tio n  was ap p lied  a n d  spread  on a cover p la te , a n d  a f te r  
p lac in g  in  a sm all dish  i t  w as allow ed to  s ta n d . In  th e  course of 10 to  24 hours th e  cells ad h ered  
to  th e  g lass, sp read  ou t th e re o n , th e  n o n -a d h e re n t cells were rem oved b y  w ash ing , th e  cover 
p la te  w ith  th e  cells was p laced in a f la t  glass c h am b er, w hich  was filled w ith  m ed iu m  consisting  
of P a rk e r ’s 199 sy n th e tic  m edia -(-1 0  per cen t h u m an  or bovine serum . T he c u ltu re s  th u s  
o b ta in e d  w ere k e p t u n d e r o b se rv a tio n  for fo u r w eeks, and the  b eh av io u r o f th e  cells w as 
reco rd ed  c inem ato g rap h ica lly .

Som e cu ltu res were fix ed , s ta in e d  w ith  G iem sa or PAS, and su b jec ted  to h is to ch em ica l 
reac tio n s . T h ey  were te s te d  fo r acid p h o sp h a ta se , non-specific  esterase  an d  A T P-ase . T h e  acid
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p h o s p h a t a s e  r e a c t i o n  w a s  carr ied  o u t  a c c o r d i n g  t o  B a r k a  w i th  a lp h a - n a p h t h y l - h e x a z o t i z e d  
p a r a r o s a n i l i n e ,  w h i le  e s t e r a s e  w as e s t i m a t e d  w i t h  a l p h a - n a p h t h y l - a c e t a t e - h e x a z o n i u m  sa l t ,  
a s  s u g g e s te d  b y  D a v i s  a n d  O r s t e in

E le c t ro n m ic r o s c o p ic  o b se rv a t io n s  w e r e  a lso  m a d e ;  th e s e  will he d e s c r ib e d  in  a  f u t u r e
p a p e r .

Observations

Behaviour o f  l i v in g  epi thel ial  cells

Initially, the cell suspension contained a certain quantity of th y m o cy tes , 
but the number o f these decreased on successive washings, then th ey  d isap
peared com pletely. A fter three w ashings a lm ost exclusively ep ithelial cells were 
present in the 1-w eek cultures; th ey  were spread out broadly and showed  
4 zones (Fig. 1). The nucleus and nucleolus are in the centre, next to  them  is

Fig. 1. H um an  th y m ic  epithelial cell, w ith  fo u r zones d istingu ishab le  in it. In th e  cen tre  arc 
th e  nuclei, in dense c e n tra l  cytoplasm . T h is  is su rro u n d e d  by th e  zone of m ito ch o n d ria , delim ited  
by  a cy top lasm ic r in g  o f g ranulated  s tru c tu re .  T h e  m arg in a l p a r t of the cell is s im ila r to a

hom ogeneous m em b ran e
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a dark zone, then com es the so-called zone o f m itochondria, outside w hich  
there is a plasm ic halo of denser structure, surrounded by a hom ogeneous  
cyt op lasm ic body, spread out and showing no structure, and, finally , an outer 
zone corresponding to  th e  cell m em brane, w hich m ay  have m any, fine or rough, 
processes, and show innum erable folds, the richness o f which is correlated w ith  
the v igorous p inocytosis (F ig. 2). The ep ithelia l cells show p inocytotic m ove
m ents all over the surface. I f  som e aspect o f  an iso lated  cell contacts another  
cell, th e  p inocytotic  m ovem ents cease there as a result of the contact, and 
even  th e  borders o f  th e  cells disappear there and an apparent coalescence  
results (F ig . 3). After a tim e these apparently m erged cells separate again at 
the site  o f  the former borders, indicating th a t no actual coalescence has taken  
place, th e  cells m erely adhered closely to each other and then p in ocytotic  
m ovem en ts start again on the surface. The cells differ greatly in size and shape. 
The n u clei are big, egg-shaped, contain little  chrom atin, are alm ost em pty . 
Cells w ith  tAvo or more nuclei are com m on. The cells contain m any, rapidly  
m oving m itochondria (F ig. 4 ), accum ulated alw ays in the central part o f the  
cell and show ing ant-like swarm ing. The m itochondria are of d ifferent size 
and sh ap e. In the hom ogeneous, spread-out outer cytoplasm  there are no m ito 
chondria, except for single ones en route tow ard th e  surface of the cell, or on 
their w ay  back. We fin d , how ever, various inclusions (Fig. 5), o f w hich som e 
big g lobes, strongly light-refractory under th e  phasecontrast m icroscope, are 
especia lly  conspicuous; th ey  later contain granules. Granules occur in iso lated  
cells, to o , b u t are found in particularly great m asses in the areas, in w hich the 
ep ith elia l cells form conglom erates, w ith a light-refractory mass (H assa ll’s 
corpuscle?) in the centre (F ig . 6). These m asses are som etim es ejected from  
the cells. W e should d evote separate atten tion  to  som e granules, about 20 — 200 
tim es larger than the m itochondria (Fig. 7), w hich  do not occur in every cell. 
T hey rem ain  roughly in  the sam e place but m ove vigorously their processes, 
as a resu lts o f which th ey  resem ble a star co n sta n tly  altering its shape. In  
fixed  preparations these structures are round and cannot be identified . The 
film  show s th at these structures arise as a resu lt o f  clustering of m itochondria  
(Fig. 8), th en  after a w hile (the observation period did not exceed 12 hours) are 
scattered  again. The size o f these corpuscles increases, but the velocity  o f their  
m otions rem ains alm ost the sam e.

In th e  centre o f the cell, the m any m itochondria around the nucleus m ove  
m ost v igorou sly . As a sign o f a depletion o f the cu lture medium, m inute vesicles, 
droplets o f  about the sam e size appear am ong the m itochondria. The peripheral 
part o f  th e  cytoplasm  m oves w ith broadly u n dulating  membranes (F ig. 9). 
The m ore the cytoplasm  and th at cell body con tract, the more lively  is p inocy
tosis and the m otions o f the fine plasmic processes (F ig . 10). The adhering cells 
then exp an d  slow ly m ake up an epithelial p la te , th e  cells of which slow  down  
their m otion s (Fig. 11, a, b) parallel w ith the increase o f contact betw een them .
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Fig. 2. Iso la te d  th y m ic  ep ithelial cell. I n  th e  c en tre  is th e  nucleus, su rro u n d ed  b y  a plasm ic 
zone  o f in ten se  lig h t re frac tio n , and  th is  is enclosed  b y  a co n trac ted  p la sm a tic  rin g . The 
m arg in a l a rea  o f th e  rou n d ed  cell show s v igo rous p in o cy tosis. T he p in o cy to tic  p rocesses are

visible as a z ig-zagged zone

Fig. 3. T h e  cell show n in Fig. 2, in a  la te r  phase . T h e  low er p a r t  of the  cell c o n ta c ts  an o th er 
cell; here no p inocy to sis  occurs. The u p p e r  p a r t  o f th e  cell rolls up  from  th e  b ase . T h is  portion  

show s in tense  re frac tio n ; p in o cy to sis  h a s  ceased in  th is a rea , too
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Fig. 4. C u ltu re  of guinea pig th y m ie  ep ithelium . N u m ero u s m ito ch o n d ria l conglom erates are 
v is ib le  in  th e  ep ith e lia l cells. In  the  centre a spherica l n u c leu s w ith  m any  large nucleoli

Fig.  5. T h y m ic  ep ith e lia l cell fro m  a gu inea pig, w ith  tw o n u cle i, m an y  nucleoli and  n u m ero u s  
m ito c h o n d ria . T he in ten se ly  l ig h t-re fra c to ry  inclusions co rre sp o n d  to  cell debris. T he ra d ia l 

s tru c tu re  is due to  cy to p la sm ic  fo ld ing
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The epithelial m onolayer thus created has cells at the ends, which show intense  
m ovem ents, m ay becom e detached from the group, meanwhile they m ay  
establish contact w ith the other cells through single or m ultiple cytoplasm ic  
bridges. The cell m ay detach itself partially from the base, as a result of w hich  
it  shrinks, then spreads out again; this w ay the form ation and transform ation  
of the epithelial p late and epithelial reticulum  alternate. Meanwhile, regular

Fig.  6. P o rtio n  o f a h u m an  fo e ta l th y m u s 
c u ltu re . In  a big ep ith e lia l cell, m asses of in 
ten se ly  lig h t-re fra c to ry  lip id  g ranu les are 
v isib le. E arly  p h ase  o f H assall’s corpuscle 
fo rm atio n .T h e  o th e r  cells hav e  a lread y  begun 

to o rien t co n cen trica lly

7

Fig. 7. P o rtio n  o f h u m an  foeta l th y m ic  ep i
th e lia l c u ltu re . T h e  cells con ta in  m an y  v ig o r
ously m oving  m ito ch o n d ria . A t th e  site  
m ark e d  X th e re  is a m itochondriosom e su r

ro u n d ed  b y  a light halo

m itoses arc tak ing  placc (Fig. 12 a-d). In sp ite o f the presence of num erous 
polynuclear ep ithelia l cells, no am itotic division could be observed in these  
cultures. In the film s we could often observe clasm atotic m ovem ents, alw ays  
preceding the death  o f the cell. Such a scene is shown in the film  and this agony  
ends with a quivering o f the cell.

The spread-out epithelial cells m ove w ith  broad, big undulating m em branes. 
The round ep ithelia l cells show p inocytotic , the spread-out ones undulating  
membrane m otion . This m otion explains how the epithelia l cells come to form  
plates, then separate again. The perinuclear cytoplasm ic mass engulfs the  
nucleus as a sort o f capsule (Fig. 13) and often contains sharply refractory  
granules.
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P roduction  of secretion b y  the ep ithelia l cells (Fig. 14. a-e) begins w ith  
th e  form ation  of a confluent m ass around the thym ocyte, w hich u ltim ately  
co m p le te ly  engulfs the th ym ocyte . W e have not succeeded in follow ing up  
co m p le te ly  how the th ym ocyte  com es inside the cell. There are single big 
ep ith e lia l cells w ith drop inside th em , but which contain no th y m o cy tes . The 
drops appear in increasing num bers, the larger ones merge (F ig. 15, a, b, c, d). 
To m an y  epithelial cells or islets o f ep ithelia l cells living or dead th ym ocytes

Fig.  8. P a r t  o f h u m an  foe ta l th y m ic  e p ith e 
lia l cell c u ltu re . F o u r-d ay  ap p ea ran ce . The 
c e n tre  o f  th e  cells shows in ten se  re fra c tio n . 
A t X th e re  is a large v igorously  m ov in g  

e x tra c e llu la r  m itochondriosom e

Fig. 9. P a r t  of a guinea pig c u ltu re . O v e r
lap p in g  spread  ou t ep ith e lia l cells a re  v isib le . 
T he larg e  nucleus is su rro u n d ed  b y  m ito 
ch o n d ria . T he sp read -o u t c y to p la sm s m ove 

b y  m eans of flaglike w av in g  u n d u la tin g  
m em branes

adhere, and some o f these enter th e  ep ithelial cells. In all likelihood, 
th y m o c y te  and cytoplasm  in teract so th at u ltim ately the liv in g  th ym ocyte  
m a y  p en etrate  in the cell. I t is also conceivable that dead th y m o cy tes  are 
carried in to  the cell by the un d u latin g  m em branes. Inside th e  epithelial 
cells w ith  one or more nuclei лее m ay find  live (Fig. 16.2) or dead (F ig . 165) 
th y m o cy tes . Some of these m ove v igorously  in the cytoplasm , pushing aside 
th e  n u cle i (Fig. 16X) and in all likelihood  th ey  m ay leave th e  cell. This, 
h o w ev er , could not be observed, because o f  the d ifficulties of keeping every
th in g  in  focus (Fig. 16). Some th y m o cy tes  are enclosed in vacuoles (F ig . 163), 
m o v in g  about inside them , as if  try in g  to  find the w ay  out. There
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Fig. 10. In d iv id u a l cells from  a 10-day cu ltu re  o f gu inea  pig thym ic  e p ith e liu m . T h e  zones 
show n in Fig. 1 can  he d istin g u ish ed  inside th e  cells. As a resu lt o f u n d u la t in g  m em brane  

m o v em en t, th e  cells filled  w ith  m ito ch o n d ria  are o f va rio u s sh ap es

is a scene show ing a th ym ocyte actu ally  find ing  it (Fig. 164). T his th ym ocyte  
passes through the wall of the vacuole, thinning out, like diapedesing  
erythrocytes do. Thus, there are liv ing cells w ithout vacuole and living  
cells enclosed in vacuoles. The dead th ym ocytes are a lw ays surround
ed by a d igestive vacuole (165) where the nuclei are gradually d igested . In 
som e cases crescent-shaped residues are left behind (16B), in others nuclear 
shadow s rem ain, the nuclear mem brane being the last to fall v ictim  to  digestion. 
Around the thym ocytes under d igestion  we often find accum ulations of a 
strongly light-refractory substance.

A d a  rnorjrh. turnus X I I I .
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Fig. l i a .  12-day cu ltu re  o f h u m a n  fo e ta l thym ic  ep ith e liu m . I n  som e areas th e  cells are g ro u p 
ing  to  fo rm  th e  anlage of H assa ll’s corpuscle

Fig. l i b .  E p ith e lia l m o n o lay er c u ltu re . The cells c o n ta c t one  a n o th e r w ith  th e ir m arg in a l 
a rea s , a n d  therefo re  cell m o v em e n ts  h av e  slowed dow n. T h ere  is  less m ovem ent in trace llu la rly , 
too . W h ere  th e  cell m arg ins s e p a ra te , m ovem ent begins a g a in . 1: N ucleus. 2: M itochondrium .

3: M itochondriosom e
A c ta  m orph , tom us X I I T .
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Fig. 12. M itoses in  th y m ic  ep ith e lia l cells from  a h u m an  foetus. 14-day c u ltu re , a  - anaphase , 
b te lophase, c - 1. E n d  of m etak inesis. E v en  du ring  m itosis th ic k  c y to p la sm ic  processes
(4) p ro tru d e  from  th e  d iv id in g  cells. 2. T erm in a tio n  of cell d iv ision  (no t in focus). 3. Mito- 
chondriosom e. d - 1. P ro p h ase . 2. O nset o f d iv ision . The cell is n o t in focus. 4. Clumsy

cy top lasm ic  process

As long as the thym ocytes are present in larger num bers, m itosis seldom  
occurs, although the num ber o f cells is increasing. As th ym ocytes are being 
washed out, just as fast the number o f m itotic epithelial cells increases, some- 
lim es several o f them  appearing in one field (Fig. 12). This begins on the 5th 
day o f cultivation . Then they rapidly increase in number and, expanding all 
over the surface o f  the glass, form the epithelial reticulum . There is a constant 
ncrease in the number o f cells producing spread-out or ram ifying membrane-

Ir ta  m o r f ih .  tortuis  X I I I .
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Fig. 14.  A ppearance  of’ th y m ic  e p ith e lia l  cellular secre tion  in  h u m an  fo e ta l th y m ic  ep ith e lia l 
c u ltu re . S ecretion  is fo rm ed in  a rea s m ark e d  3. A t a, 6, c, d a n d  e secre tion  begins a ro u n d  th e  

live th y m o c y te  in  th e  cell and  u ltim a te ly  en g u lfs  i t  com plete ly
1. Tw o nuclei w ith  tw o  nucleo li each.
2. L iv ing  th y m o cy te  in  e p ith e lia l  cell.
3. Secretion.
4. Cell conta in ing  sec re tio n , w ith  fo rm ation  of H assa lF s corpuscle beg inn ing  a ro u n d  it

Acta morph, tomus X I I I .
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Fig. 13. Two th y m ic  ep ith e lia l cells from  a guinea pig. T he cy to p lasm  a round  th e  n u c leu s
encloses i t  like a capsule

Fig. 15. C u ltu re  o f guinea pig th y m ic  ep ithe lium . F o u r phases o f  a cell w ith  secretory  a c tiv ity . 
1. M any d ro p le ts  o f secre tion , th e  cell is co n tra c te d . 2. T he n u m b e r o f d rop le ts has increased . 
3. T he d ro p le ts  m erge. 4. T he secre tion  in  big d ro p s fills th e  cen tre  o f th e  cell, the  cell h a s  

ex p an d ed ; p inocy to sis  a t  the  m arg in  (b lack  m arg in a l areas)

■Irta morph, tom us X I I I .
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like structures. The spread-out cytoplasm  is ligh t, homogeneous, and shows 
fine, fanlike fibrils (F ig. 17).

Following up the process of t hym ocyte digestion  by h istochem ical m eth 
ods, in the 7-day culture the acid phosphatase reaction is positive in  th e  area 
corresponding to  the digestive vacuole (F ig . 18), enzym e reactions are positive

1/

Fig. IT. H u m an  fo e ta l th y m ic  ep ithelial c u ltu re . 1. N uclei o f ep ithelial cells. 2. N ucleoli 
o f v a riab le  shape. 3. R adial f ib r ils  in th e  cytoplasm

in the w all o f the vacuole (Fig. 19), as w ell as in the perinuclear cy top lasm  in 
the 24-hour guinea pig thym ic epithelium  culture, especially around th e  phago- 
cyted  cell. Here the enzym e is found in th e  form  of granules (Fig. 20). W ith  
the esterase reactions we found the enzym e located  in the cytop lasm  o f the 
thym ic epithelial cells; from there it p enetrates into the vacuole and fills 
this com pletely (F ig. 21). The d igestive vacu o le  is at first sm all, em braces 
tigh tly  the phagocyted  cell, but later it increases in size; m eanwhile, th e  posi-

Fig. 16. P o ly n u c lea r th y m ic  ep ithe lia l cell from  a h u m a n  fo e ta l cu ltu re. T hree  p ic tu re s  from  
a c in em ato g rap h ic  reco rd . M any th y m o cy tes  a rc  p re se n t  in  th e  epithelial cells. 1. N ucleus 
o f  ep ith e lia l cell. 2. L iv ing  th y m o c y te  in cy to p lasm . 3. L iv in g  th y m o cy te  in a v a cu o le . 4. T h y 
m ocy te  sneak ing  across th e  w all of the  vacuole. 5. D e a d  th y m o c y tes  in d igestive  v acu o le . 6. 
T h y m o cy tes  in  d iffe ren t s tages o f  digestion. T h y m o c y tic  residues. 7. M ito ch o n d ria  m ov ing  
ra p id ly

5 Acta morph,  t o m u s  X I I I .
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Fig. 18. P o s itiv e  acid  p h o sp h a ta se  reac tio n  in  th e  d ig es tiv e  vacuole of an  e p ith e lia l cell o f  a  
h u m a n  th y m u s . T he th y m o c y te  is v isib le  in  th e  v acu o le . 1. T hym ocyte. 2. W all o f v acu o le  
Fig. 19. A cid  p h o sp h a tase  re ac tio n  in  a d igestive  v acu o le . P ositiv e  reaction  in  th e  w all o f  th e  
v acu o le . I n  th e  vacuole a th y m o c y te  is visible. 1. W all o f  vacuole. 2. N ucleus. 3. N u c leo lu s 

o f th y m o c y te . 4. N ucleus o f e p ith e lia l cell, w ith  nucleolus 
Fig. 20.  C u ltu re  o f gu inea pig th y m ic  ep ith e liu m . A cid  p h o sp h a tase  reac tio n . P e r in u c le a r ly  

th e  cy to p la sm  is filled  w ith  g ra n u le s  o f enzym e
Fig. 21.  T h y m ic  ep ith e lia l cell o f a guinea pig, w ith  v acu o le  filled w ith  enzym e (1). N o n 

specific este rase  re a c tio n
Fig. 22.  H u m a n  th y m u s . D igestive  vacuole in an  e p ith e lia l  cell, the  cell is n o t v is ib le  a n y  
longer. P o s it iv ity  is s tro n g e r in  the  cy to p lasm  th a n  in  th e  vacuole. Acid p h o sp h a tase  re a c tio n  
Fig. 23.  T e n -d a y  m ono layer cu ltu re  o f guinea pig e p ith e liu m . In  the cell a d ig es tiv e  v acu o le  

filled  w ith  enzym e. A T P -ase  re ac tio n

t iv ity  decreases in the enzym e-bearing d igestive  fluid. Fig. 22 show s a b ig  
vacu ole  in the epithelial cell after digestion , w ith  weaker p ositiv ity . A T P -ase, 
too, could  he dem onstrated in the epithelial cells (F ig. 23).
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Discussion

According to B u r n e t , at birth such progenitors o f cells are present, 
w hich are sensitive to  foreign antigens, but not to auto-antigens. In postnatal 
life the extrinsic antigen  seeks selectively  the appropriate stem  cells, but does 
not participate in the form ation o f new antibody-producing cells. According  
to B u r n e t ’s theory, a process o f selection is required to  sort out the cells capable 
of producing cells reacting w ith exogenous antigens, and these are separated 
from the cells which produce antibodies when com ing in to  contact w ith auto
antigens. The separation is a result of som atic m utation , and the latter cells 
perish during intrauterine life. In postnatal life “ forbidden” clones m ay persist 
or m ay arise; these are active against the cell com ponents o f the “ se lf” and 
give rise to autoallergic reactions. The thym us is the site , at w hich the elim i
nation or persistence o f  these is decided, and wherefrom  such cells are trans
ported to  im m unologically active areas [31]. It is advantageous for the 
organism  when this d istributor organ is in activated  after birth. (Thym ec
tom y leads to a cessation  of antibody production.) There is a hom eostatic  
control in the th ym u s, inhibiting the m aturation o f im m unologically  
com petent cells; develop ing  from ones not fittin g  in to  the pattern o f the 
norm al hom eostatic control causes a m anifestation of autoim m une disease [29].

Thus, according to  th is theory the thym us has the decisive role in the 
organism ’s im m unebiology [30], and the m echanism  o f its function m ay be 
understood when the cells in it are properly evaluated . From th is point of 
view , the thym ic parenchym a is com posed of tw o typ es o f  cell, the thym ocytes  
and the reticulum  cells. These tw o are different from each other not only mor
phologically, but also physiologically , although there is evidence to  indicate 
that th ey  are genetically  related: the thym ocytes nam ely  differ from  lym pho
cy tes [24] and arise from  the reticulum  cells, and so th ey  are o f epithelial 
origin [2, 3, 4, 22, 37, 49 , 50, 51]. In our investigations we could not observe 
during the 2-week period o f observations the arisal o f th ym ocytes from  m itosing  
reticulum  cells, as described by H ill in the case o f splenic reticulum  [17] 
and by M u r r a y  [33] in the case o f the thym us. W e m ust analyze the reticulum  
cells and the th ym ocytes, i f  we want to study the m echanism  of th ym ic  function  
[34, 26].

The analysis illu strated  by m otion pictures served to focus atten tion  on 
the reticulum  cells. H ith erto , no am itosis could be dem onstrated  in living 
cultures by m icrocinem atography, although am itotic forms were found in 
considerable numbers in stained M aximow preparations. In the early phase 
of cu ltivation  we could not observe m itoses, but from the 5tli flay o f growth 
on th ey  could be found abundantly . The statem ent th at the num ber o f mitoses, 
increases as fast as rapidly the thym ocytes disappear from the culture suggests; 
th at the presence o f  th ym ocytes inhibits the m itosis o f reticulum  cells [20].

Acta morph, tornus X I I I .
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This is in  harmony with the fin d in g  that thym ic extracts inh ib it the growth 
of t issu e  cultures. Thus, w ith in  th e  thym us an equilibrium  exists betw een the 
tw o  k in d s of cells, determ ining th eir  relative num bers [2, 37]. This results also 
in v ivo ,  w hen  in response to  d ifferen t kinds of stress th e  th ym ocytes are evacu
ated  an d  the reticidum  cells increase in number. The older the ind ividual, the  
less is th e  number of th y m o cy tes . As it was show n in our earlier investigations 
[7, 8 , 9 , 10, 49, 50, 54], too , in  such cases the reticulum  cells contain a PAS- 
p o sitiv e  substance and lip id  granules [17, 44]. T a k a s h i  et al. [45] described  
in  th e  th ym u s medulla reticu lar cells a P A S-positive spherical structure, in 
w hich  th e  PAS-positive su b stan ce often diffusely fills the cell; these showed  
no m etachrom asia, did not sta in  w ith  Sudan B lack В [46]. In  our cultures the  
lip id  granules showed the sam e distribution as the m itochondria and were 
found perinuclearly. It was astonishing th a t the cells should be so rich in 
m itochondria , because neither w e, nor others have found th is in electron micro
scopic stud ies [46]. The am ple m itochondrium  con ten t of the reticulum  cells 
is in d ica tiv e  of a great dem and for oxidative enzym es, which suggests a vigor
ous cellu lar activ ity . We have been unable to  find  evidence in  the literature  
rela tiv e  to  the phenom enon we have observed in th e  reticulum  cells. The m ito
chondria m oving about in ten se ly  cluster to form vigorously  m oving corpuscles. 
T hese m a y  further increase in  size, as further m itochondria adhere to  them . 
A fter th e y  have adhered to  one another, the m itochondria in the corpuscles 
thus produced move uniform ly as a hom ogeneous body, and em it alternating  
processes into different d irections. These corpuscles, the m itochondriosom es, 
m ay also  leave the cell, and continue to m ove extracellu larly , ju st as they  
were m ovin g  intracellularly. T h ey  continued to  perform  this v ita l function  
th rou gh ou t the 10 to 12 hours o f  observation. The significance o f these corpus
cles requires further in v estig a tio n  because th ey  m ight p lay som e role in the  
im m unebiological com petence o f  thym ic tissue.

T he secretion appearing in  th e  epithelial cells proved to be identical w ith  
the P A S-positive m ucopolysaccharide we and others described to  occur in 
the th y m u s [9, 27, 28, 48, 49 , 5 0 ], in  H assall’s corpuscles and cysts. The produc
tion  o f  th is secretion proves th a t  the thym us has a glandular function . The 
th eories concerning thym ic fu n ction  consider the th ym ocytes to  be such cellular 
factors, as carry by w ay o f th e  blood stream the inform ations to  other, first 
of a ll lym p h atic  organs, forcing th e  cells there to  produce antibodies [14, 31, 
39] or, e lse , they  seek som e hum oral factors in the th ym u s, w hich, as a secretion  
of th e  gland [1, 5, 6, 15, 26, 30, 34, 43] is transferred like a horm one in to  the  
circu la tion , whence it is carried aw ay in the th ym ocytes. The secretory activ ity  
v isib le  in  the film  lends support to the hum oral theory, on ly  it  is unclear 
w h eth er the secretion is transported  away d irectly , or in a converted form  
in  th e  th ym ocytes. The ex isten ce  o f an active th ym ic  substance is supported  
also b y  th e  data in the literature concerning the extraction  o f substances from
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the thym us capable of influencing the num ber o f th ym ocytes circulating in 
blood [5, 6, 26]. B u t other extracts have also been prepared, for instance ex 
tracts acting on the m etabolism  of m uscle [38], on the transform ation o f macro
phages [23], on the growth of frog larvae [42], on the m etam orphosis o f am 
phibia [36], on the regeneration of tissues [18], on the genesis o f neoplasm s 
[18, 19, 22].

Our investigations indicate th at the glandular activ ity  o f the thym us 
is performed by the reticular epithelium  and th a t this kind of cell m ay be the  
target o f the various endocrine glands. Our earlier observations, too , indicated  
that in response to various horm ones, after the production of the PA S-positive  
substance the ep ithelial cells cluster and form II assall’s corpuscles [47, 48, 
53]. The ep ithelial cells o f which the H assall’s corpuscles are com posed are 
viable, because H assall’s corpuscles can be grown in tissue cultures [35], the 
cells m u ltip ly  and grow [12]. These investigations are the more interesting, 
since separate extracts have been prepared from the thym ocytes and the retic
ulum cells [15].

A further interesting aspect o f the film  is the fate of th ym ocytes found 
in the epithelial cells [11, 17, 55, 58].

W e did not succeed in observing the passage o f th ym ocytes through  
the cell m em brane, but we did observe that in certain cases th ey  m ay leave  
the cell. This m eans that here we deal w ith  an active th ym ocytic  function , a 
m echanism  different from phagocytosis. The active , rapid m ovem ents of the  
th ym ocytes inside the cell indicate that the cytoplasm  is not dense; in it not 
only the th ym ocyte  can move about rapidly, but it can easily push the nucleus 
from one place to another in the cell. The p assiv ity  of the nuclei is particularly  
conspicuous; it is m anifested w ith changes in shape and structure alike. In 
cultures, ju st like in vivo, a spreading-out of the cell indicates in activ ity  and 
its contraction indicates activ ity . The tw o typ es observed electron micro
scopically  by T a k a s h i  I to  et al., the reticular and the hypertrophied types  
m ay correspond to the contracted and spread-out reticular cell form ations.

The intracellular vacuoles develop alw ays secondarily, the primary 
change is invariably the appearance o f  th ym ocytes in the cytoplasm . It is 
not a precondition o f vacuole form ation that the thym ocyte should he dead, 
vacuoles arise around living th ym ocytes, too. H ow ever, the digestive enzym e 
is produced when the vacuole has already developed. One epithelial cell can 
incorporate and digest several th ym ocytes. This cannibalism  is ahvays corre
lated w ith the activ ity  of the ep ithelial cell and therefore an ep ithelial cell 
packed w ith  th ym ocytes is indicative o f th ym ic  activ ity , also in vivo. The 
decom position o f the nucleus makes it doubtless that nucleic acids are broken  
down in the thym us and the building stones required for the excessive neogene
sis, m anifesting itse lf  w ith an increased num ber o f m itotic forms during regen
eration, are supplied by the thym us itself. This assum ption is supported by
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the e x tr e m e ly  high incorporation o f P 32 into the thym us. This high rate o f nu
cleic acid  catabolism  and synthesis is in all likelihood correlated with the im m une- 
biological com petence of the th ym u s. The inhibitory action exerted by the  
th y m o cy tes  on the growth o f ep ith elia l cells indicates that in the th ym ocytic  
en v iron m en t the epithelial cells are prepared to  digest the former. It  has been  
d em on strated  that the thym us contains acid and alkaline phosphatase in the  
m ouse, cholinesterase in man, 11-hydroxy-dehydrogenase in the m ouse, a lka
line glycero-phosphatese in the rat, ATP-ase in the m ouse, succinate dehydro
genase and  succinate tétrazolium  reductase in the mouse [21, 40, 41].

T he enzym e histochem ical studies yielded results which were in absolute  
agreem ent w ith  those obtained in d igestion tests  on unicellular organism s 
[32]. In  our cultures the same enzym es were involved in the process of cell 
d igestion , as in the unicellular organism s [13]. A lthough here the investigations  
have n o t b een  extended to the deta ils studied in the case of one-celled organism s, 
the m ech an ism s seem to be aston ish in gly  identical.

T he th u s far elucidated properties o f the thym us are correlated w ith  
the m ech an ism  that in response to  stress or certain physiological effects the  
th y m o cy tes  leave the thym us and the epithelial cells stay  therein [10]. During  
regeneration  new thym ocytes re-populate the thym us. Thus, the th ym ocytes  
come and go all the tim e, while the epithelial cells constitute the stem  cells 
of the organ . Just because of th is the epithelial cells are the histological repré
sen tan ts o f  the characteristic th ym ic  function . These epithelial cells have been 
show n to  be grossly similar to other epithelial cells, but differ from them  in 
that th e y  m ove with big, broad, undulating m em branes, show vigorous pinocy- 
tosis, and  have a peculiar internal structure. Unlike in  M axim ow cultures 
which co n ta in  m any am itotic form s [52], by our m ethod only m itotic forms 
could be dem onstrated. After a while in the epithelial cells variable am ounts  
of lipid appeared and continued to increase in quantity; this lipid was seen  
first o f  all around the nucleus, b u t m ight fill the cell as a whole. Other authors, 
too, ob served  light-refractory granules in thym ic cultures [33, 56, 58]. W e 
have n o t seen  any conversion o f th ym ocytes to h istiocytes [37]. Our tw o- 
week cu ltu res contained no th y m o cy tes  and we have not seen the transfor
m ation o f  ep ithelia l cells to m acrophages [56]. On the 10th day of cu ltivation , 
when th e  cells had already stuck  together to form tissue, desm osom es develop  
at the s ite s  where the cells are in  contact w ith one another.

F u rth er  studies on isolated  thym ic epithelial cell cultures are in progress.
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M IK R O K IN E M A T O G R A P H IS C H E  U N T E R S U C H U N G  D E R  E P IT H E L Z E L L E N  D E R
T H Y M U SD R Ü S E

I. TÖ RŐ , I. PÁ LYI, I. CSAPÓ u n d  L. GAZSÓ

V erfasse r s te llten  von  den  e in sch ich tig en  m o n o la y e r E p ith e lze llk u ltu ren  d e r T h y m u s 
d rü se n  v o n  5 M onate  a lte n  h u m a n e n  F ö tu ssen  u n d  n e u g eb o re n en  M eerschw einchen M ik ro 
f ilm a u fn a h m e n  her u n d  u n te rs u c h te n  die an  de r V e rd a u u n g  d e r du rch  die E p ith e lze llen  in k o r 
p o r ie r te n  T h y m o zy  ten  b e te ilig ten  F erm en te  m it H ilfe v o n  h istochem ischen  M ethoden .

U n te rs u c h t  w urde d ie  S tru k tu r ,  die B ew egungen , d ie  P inozytose, d ie T eilu n g  d e r  
E p ith e lz e lle n , d ie H erau sb ild u n g  des E p ith e lb la tte s  u n d  d ie E n ts te h u n g  der I la s sa lk ö rp e r-  
chen . D as sich  aus den  M ito ch o n d rien  en tw ickelnde M ito chondriosom  w ird besch rieb en . D ie  
E p ith e lz e lle n  der T h y m u sd rü se  e n th a lte n  zahlreiche leb e n d e  u n d  to te  T hy m o zy ten , d ie le b e n 
den  T h y m o z y  ten  bew egen sich le b h a ft, zum  T eil frei, zu m  T e il ab er in  V akuolen e ingesch lossen . 
D ie to te n  T h y m o z y ten  w erd en  in  d en  V akuolen  v e rd a u t ;  w äh ren d  des V erd au u n g sp ro zesses 
k a n n  d ie  S y n th ese  von  sa u re r  P h o sp h a ta se , n ich tsp ez if isch er E sterase  u n d  A T P -ase  n a c h -  
gew iesen  w erd en .

D ie  b e o b ac h te ten  E rsch e in u n g en  w erden im  Z u sam m en h an g  m it der physio log ischen  
F u n k t io n  d e r  T h y m u sd rü se  b esp rochen .

МИКРОКИНЕМАТОГРАФИЧЕСКОЕ 
ИССЛЕДОВАНИЕ ЭПИТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЗОБНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

И . Т Ё Р Ё ,  И . П А Й И , И . Ч А П О  и  Л .  Г А Ж О

Авторы изготовляли микрокинематографические снимки мономолекулярных куль
тур эпителия зобной железы пятимесячных человеческих плодов и новорожденных 
морских свинок. Они исследовали также гистохимическими методами энзимы, участ
вующие в пищеварении тимоцитов, включенных в состав эпителиальных клеток.

Наблюдения распространились на структуру, движения, пиноцитоз и деление 
эпителиальных клеток, на образование эпителиального листка и на появление Гассалевых 
телец. Дается описание митохондриосома, образующегося из митохондриев. Эпителиаль
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ные клетки зобной железы содержат много тимоцитов, живых и некротических; живые 
тимоцитыэнергично передвигаются, отчасти свободно, но отчасти они включены в вакуоли. 
Мертвые тимоциты перевариваются в вакуолях, причем в течение процесса пищеварения 
можно выявить продукцию кислой фосфатазы, неспецифической эстеразы и АТФ-азы.

Вышеприведенные явления обсуждаются в связи с физиологической функцией 
зобной железы.

Prof. Dr. I. T örő 
D r. I r é n  P á l y i 
Dr. I. C s a p ó  

Dr. L. G a z s ó

B udapest, IX . Tűzoltó u. 38., Hungary
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F irs t  D e p a r tm e n t of P a th o lo g ical A n a to m y  a n d  E x p erim en ta l Cancer 
R esearch  (D irec to r: Prof. J. Baló), U n iv e rs ity  M edical School. B u d ap es t

PATHOLOGIC CHANGES IN THE PACINIAN CORPUSCLES 
AROUND THE PANCREAS

M. S E L L Y E J and  J. BALÓ 

(R eceived  M arch 4, 1963)

P a c in ia n  corpuscles o f n o rm al size hav e  been fo und  around  the p a n c re a s  in  35 
cases. E n la rg em e n t an d  accum ula tion  o f  such corpuscles hav e  been observed in  3 a d d it io n 
al cases. E n la rg em e n t involves th e  sw elling o f th e  co ncen tric  capsules o f w h ic h  th e  
s tru c tu re s  a re  com posed, fu rth e r a n  increase  in  th e  n u m b e r  of the capsules a n d  th e  in n er 
cylinders. G roups of enlarged p a c in ian  corpuscles a t  sensory  n e rv e-en d in g s m a y  be 
reg ard ed  as tu m o ro u s  h y p erp lasia . A n im al e x p e rim e n ts  have  shown th a t  h y p e rp la s ia  
o f th e  co rpuscles m ay develop in to  tu m o ro u s g ro w th . Acinously g ro u p ed  p a c in ian  
corpuscles in  h u m an s seem  to co rre sp o n d  to  R i g d o n ’s exp erim en ta lly  in d u ce d  tu m o u rs '

Introduction

The pacinian corpuscles (corpuscula lam ellosa) are the largest nerve 
endings in the hum an organism. T hey have a length  o f 0.5 to 3.0 m m  and occur 
in m any [tarts o f  the body, e.g. in the loose connective tissue of the palm  and 
the sole, in the external genital organs, in the adventitia  of the vesse ls  o f  the 
lim bs, in the m esentery, around the pancreas, etc. The encapsulated sensory  
nerve-endings are surrounded by the concentric lamellae.

V a t e r  [35] was the first to  describe the corpuscles in 1747 but his report 
rem ained unheeded, and the structures in question  did not receive a tten tion  
until P a c i n i ’s report [17] a century later. H e r b s t  [12], a contem porary of 
P a c i n i , recognized these corpuscles as nerve-endings. Opinions regarding their 
role and the stim ulus they respond to are still controversial. Som e authors 
assum e that the pacinian corpuscles respond to  m echanical impulses and convey  
the sensations o f  depth and pain [1, 11, 15, 23]; others suggest th a t th ey  are 
involved in the regulation of blood and lym ph circulation [4, 5, 9, 16, 26, 27, 
30]. During operations under local anaesthesia, R am str öm  [22] ex p o sed  the 
pacinian corpuscles of the parietal peritoneum  to mechanical and therm al 
im pulses. The patien ts did not feel them , whereas they im m ediately reported  
the stim ulation  o f the corresponding skin area. R a m s t r ö m  does n ot, therefore, 
adm it that th e  pacinian corpuscles represent pressure and h eat receptors. 
H u n t  and T a k e u c h i  [13] rem oved the pacinian corpuscles togeth er  with 
the afferent nerve fibre from the m esentery o f cats. They found th a t the non- 
m edullated fibres continued to conduct im pulses even after the detachm ent 
o f the capsule from  the inner cylinder.
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V i r c h o w  [36]  regarded the retroperitoneal pacinian corpuscles on the  
posterior aspect o f  th e  pancreas as p ath o log ica lly  hypertrophied nerve end
ings. H e observed them  m ostly  in the cadaver o f  m entally deranged persons. 
P acin ian  corpuscles in the vicin ity  of the pancreas were described b y  several 
authors at the end o f the last and the b eg in n in g  o f the present century  [7, 
10, 2 0 ,  2 1 ] .  The d evelopm ent of pacinian corpuscles in the retroperitoneum  
was stu d ied  by T a k a s h i  [32 ] ,  in the fin gers b y  Ca u n a  and M a n h a n  [6 ] .  
A ccording to  them , the corpuscles first appear in  the embryo m easuring 14 to  
28 cm , and are som etim es mature already one and a half years after  birth. 
T h ey  grow m ost in ten siv e ly  during the fir st  postnatal years and reach a 
len g th  o f  2 to  4 m m  in adults. The w ay in  w hich  the corpuscles develop  
is e ith er  the form ation o f new lamellae on th e  surface or a retrograde growth 
of th e  inner cylinder and the surrounding la m ella e  along the efferent nerve 
fibre. The latter phenom enon explains w h y  th e  axon has no m yelin sheath  
in th e  central cylinder o f young persons, w h ile  — with advancing age — 
the m yelin  sheath penetrates into the corpuscle [5].

A n d r e j e w  [2] dem onstrated in the cat th a t  the pacinian corpuscles of 
the abdom inal ca v ity  received their m yelin ated  fibres from the splanchnic  
nerves. S a r n o f f  and Y a m a d a  [26] showed th a t  decrease of blood pressure in 
the abdom inal ca v ity  o f  cats elicited increased cardiac activity and increased  
arterial pressure, whereas hypertension produced an opposite effect. According  
to th ese  authors, changes in abdominal b lood pressure are registered by the  
pacin ian  corpuscles.

T he size and num ber o f the pacinian corpuscles on the posterior pancre
atic surface of hum ans, further in the ad v en titia  of the portal vein  and its 
branches are variable. A  length  exceeding 4 m m  is in any case pathologic. 
Corpuscles o f such len gth  were encountered in  th e  subcutaneous connective  
tissue o f  the sole [23] and behind the pancreas [7 , 10, 20, 31]. The enlargem ent 
o f p acin ian  corpuscles behind the pancreas w as regarded by some authors as 
due to  oedem atous sw elling.

T he present paper w ill discuss cases in w h ich  a considerable enlargem ent 
and accum ulation  o f lam ellated  nerve-endings were observed around the 
pancreas o f human subjects.

Observations

Enlarged pacinian corpuscles are greyish translucent vesicles con ta in in g  
one or m ore w hite fascicles (Figs. 1, 2). W e encountered norm al pacinian  
corpuscles in the cadaver o f 35 subjects who had died of different d iseases. The 
corpuscles were usually  found on the posterior a sp ect of the pancreas, further  
along th e  splenic artery and the portal ve in . F our to eight and even more 
scattered  such corpuscles can always be fou n d  in lean cadavers, w hereas
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F ig . 1. F o u r enlarged p ac in ian  corpuscles on th e  p oste
r io r  asp ec t o f the  pan creas . T h e  in n e r  cylinder is well 
d is tin g u ish ab le . T here a re  tw o such  cylinders in the  

largest corpuscle. N a tu ra l  size
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corpuscles o f normal size seldom  occur in accum ulated adipose tissue. 
Smaller corpuscles are like rice-grains, larger ones are spherical or oval.

It was in 3 cases that we found particularly large or an excessive num ber 
o f pacinian corpuscles.

Case N o. 1. Fem ale , 69 y e a rs  o f age. P o s t-m o rtem  diagnosis: d iab e tes  m ellitu s ; 
in te rcap illa ry  glom erulosclerosis. Six p ac in ian  corpuscles w ere found  on th e  p o ste rio r su rface  
o f th e  p ancreas, th e  longest m easu red  9 m m  (Fig. 1).

Case N o. 2. M ale, 76 y ears. P o s t-m o rtem  d iagnosis : p e n e tra tin g  d u o d en a l u lce r; 
c ircum scribed  ch ro n ic  p e rito n itis . A b o u t 30 p ac in ian  co rpuscles, a rran g ed  in sev era l g roups, 
were found on  th e  p osterio r surface  of th e  head of th e  p an creas  an d  in the  lesser o m en tu m . 
T he longest corpuscles m easured  fro m  4 to  6 m m  (F ig . 2).

Fig- 2. S ligh tly  en la rg ed  pacin ian  corpuscles on the  p o s te rio r  a sp ec t of the  pan creas a n d  in  th e
lesser om en tu m

Case N o. 3. M ale, 51 years. P o s t-m o rtem  d iagnosis : a cu te  alcoholic in to x ic a tio n . The 
p i tu i ta ry  c o n ta in ed  a p eanu t-sized  cyst. A rranged  in  an  acinose  p a tte rn , a b o u t 20 p ac in ian  
corpuscles w ere s itu a te d  beh ind  th e  head  of th e  p a n cre as . T he longest corpuscles reach ed  
3 to 4 m m  (F ig . 3).

The p a c in ian  bodies were fix ed  in  fo rm alin , e m b ed d ed  in p a raffin  and  s ta in e d  w ith  
h aem ato x y lin -eo sin , van  Gieson’s s ta in  an d  G om ori’s silver im p reg n atio n . The in n er cy lin d er 
appeared  to th e  n ak ed  eye as a w h ite  b u n d le ; h isto log ical ex am in a tio n  revealed  a few cell nuclei 
there in . I t  w as su rro u n d ed  by  capsu les consisting  o f  p e rip h e ra l lam ellae and loosely  p acked  
fine in te rlam ella r  fib res ; th e  gaps w ere filled w ith  flu id  (F ig s. 3, 4). A d jacen t lam ellae  were 
so close th a t  th e y  app eared  as a  single lam ella. I t  w as on ly  in  ex cep tio n a l cases t h a t  - as in 
Fig. 5 — th e re  w as a gap be tw een  tw o a d ja ce n t lam ellae . S p ind le-shaped  or o val cell nuclei 
were seen on th e ir  surface. The n u m b er o f capsules pe r corpuscle  v aried  from  10 to  40. T h ey  
were u su a lly  n a rro w er a round  th e  in n er cy linder, so th a t  th e  lam ellae  lay  n e x t to  one a n o th e r. 
P ac in ian  co rpuscles less th a n  4 m m  in  len g th  nev er h ad  m ore th a n  20 capsules, a n d  th ere  
was as a ru le  o n ly  a single in n er cy lin d er in  such  corpuscles. C orpuscles longer th a n  4 m m  had 
m ore th a n  20 capsu les, and 2 to  7 in n er cy linders w ere v isib le  in th e ir tran sv erse  sections. 
E ach  of these  ju x ta p o se d  cy linders w as su rro u n d ed  b y  fiv e  n a rro w  capsules, a n d  a ll b y  a
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F ig . 3. A  g ro u p  of pacin ian  corpuscles o f  sim ple s tru c tu re  in loose co n n ec tiv e  tis su e . X 4

Fig. 4. P a c in ia n  corpuscle o f sim ple  s tru c tu re , sec tio n ed  in  th e  p a rax ia l p lane . N o te  in n er 
c y lin d e r  o f hom ogeneous s tru c tu re  in  th e  m iddle . G om ori’s silver im p reg n a tio n . X 80

A cta  morph tomus X I I I .
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F ig. 5. Sp litting  of a lam ella  bound ing  a d jacen t capsu les. N ote fine  in tra ca p su la r  fib ro u s  
n e tw o rk . G om ori’s silver im p re g n a tio n . X 160

F ig . 6. Pac in ian  co rp u sc le  o f com plex s tru c tu re . T ran sv e rse  sec tion . T he in n er c y lin d e r 
a re  p ro v id ed  w ith  s e p a ra te  capsules, an d  the la t te r  a re  su rro u n d e d  by  o u te r  com m on capsu les

G om ori’s silver im p reg n a tio n . X 80

A cta  morph, tom us X I I I .  J



80 M. S E L L Y E ! and J .  BALÓ

n u m b e r  o f  com m on  o u ter capsules (F ig . 6). T h e  lam ellae  consist o f e la stic  f ib res  a n d  s ta in  w ith  
re so rc in -fu c h s in . T he fine in tra c a p su la r  fib ro u s  n e tw o rk  s ta in s  red  w ith  v a n  G ieson’s dye. 
B o th  th e  lam e llae  and  th e  fine  f ib re s  b e tw een  th e m  are  im p re g n a te d  w ith  silv er acco rd ing  
to  G o m ori.

Discussion

C e e l e n  [7],  G e n e r s i c h  [ 1 0 ]  and P r z e w o s k i  [20] regarded the enlarge
m ent o f  pacinian corpuscles on  the posterior aspect o f the pancreas as due 
to ed em a. T hey agree in that th e  enlargem ent o f the pacinian corpuscles is 
seldom  accom panied by generalized edem a or ascites and th a t the occurrence 
o f corpuscles o f normal (1 to 2 m m ) or subnorm al size is frequent in  cases of 
generalized  edem a or ascites. H avin g  encountered enlarged pacinian corpus
cles in  aged  individuals, G e n e r s i c h  explained the oedem a in the follow ing  
term s: “ B ecause of the w idespread fibrous degeneration in persons o f advanced  
age, th e  lym p h  issuing from  the blood vessels o f the capsule is prevented from  
d iffusing  in to  the interlam ellar lym ph sp ace.” He claim ed th at the enlarged  
corpuscles contained 30 or more capsules, and that the peripheral ones were 
wider. T he present investigations confirm ed G e n e r s i c h ’s find ings and were 
in  con trad iction  to those of P r z e w o s k i  and Ce e l e n  who observed a dim inution  
in the num ber of capsules (to 4 or 5) in enlarged pacinian corpuscles. The occur
rence o f  several juxtaposed inner cylinders was likewise noted by G e n e r s i c h . 
Sa k u r a o k a  [25], further T a k a s h i  et al. [33] em phasized th at corpuscles w ith  
a co m p lex  structure of th is kind can on ly  be found in  the retroperitoneum , 
esp ecia lly  behind the pancreas. The last-nam ed authors d istinguished 6 m or pho- 
logical ty p e s  o f pacinian corpuscles according to the num ber and course of 
the in n er cylinders.

K e y  and R e t z iu s  [14] claim ed th a t the capsules derive from the neuri
lem m a, w h ile  Ca u n a  and M a n n a n  [5 ]  regarded them  as originating from  the  
surrounding connective tissue. R ely in g  on the evidence of electron-m icroscopic  
stu d ies, S c h w a r z  [28] suggests th a t th e  lam ellae belong to  the peripheral 
neuroglia. T a k a s h i  [32] found th a t th ey  developed from the fibroblasts o f the 
endoneurium . S h a n t h a v e e r a p p a  and B o u r n e  [29] suggest th at the fla t  cells 
covering th e  lam ellae derive from  the perineural epithelium . D o g i e l  [8] found  
that th e  m inor arteries, entering togeth er w ith  the nerve, d ivide into capillaries 
which run in the capsules; the vein  em erges w ith the nerve.

A s to  the question w hether the enlargem ent of pacinian corpuscles behind  
the pancreas is o f an oedem atous nature, the present experim ents have borne 
out G e n e r s i c h ’s theory insofar as th e  num ber o f capsules in enlarged corpuscles 
am ounted  to  30 to 40, which is un d ou b ted ly  above the norm al num ber. The 
en largem ent m ay not only be due to  oedem a but in the first place to  h yperp la
sia. The com p lex  structure of enlarged pacinian corpuscles ju stifies the assum p
tion th a t the enlargem ent is the result o f a process of proliferation. A  sub
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cutaneous benign tum our o f the pacinian corpuscles (pacinian neurofibrom a) 
has repeatedly been described [3, 1 8 ,19 , 34]. A tum our of this kind was observed  
by R ig d o n  [24] after m ethylcholanthrene treatm ent in the subcutaneous con
nective tissue o f ducks. He affirms that the corpuscles contained in such tu 
mours are im m ature forms.

C e e l e n  [7], while adm itting that oedem a m ay figure as a pathogenic  
factor, suggests th at the enlargem ent o f the corpuscles m ight also be due to  
hyperregeneration caused by chronic diseases o f the gastrointestinal tract. 
V o r o n i n  [37], studying the healing o f fractures in rats and m ice, observed the 
accum ulation o f pacinian corpuscle-like nerve-endings in the callus. G e n e r - 
s i c h  [10] described a case o f enlarged pacinian corpuscles in which cholelith iasis  
caused the gall bladder to perforate into the duodenum . Chronic peritonitis 
induced by non-perforating duodenal ulcer w as accom panied by the enlarge
ment and proliferation o f pacinian corpuscles in our case No. 3.

The tum our of the pacinian corpuscles, associated w ith a proliferation  
of connective tissue, m ay be regarded as a m ixed tum our, whereas corpuscles 
larger than  normal are the result o f hypertrophy. Hunches o f pacinian corpus
cles at nerve-endings, as described in the present paper, have to be qualified  
likewise as tumours.
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P A T H O L O G IS C H E  V E R Ä N D E R U N G E N  D E R  SICH  UM  D IE  B A U C H S P E IC H E L D R Ü S E  
B E F IN D E N D E N  V A T E R -P A C IN I K Ö R P E R C H E N

M . S E L L Y E I  u n d  J .  B A L Ó

V e rfasse r h ab en  in  der U m g eb u n g  der B auch sp eich e ld rü se  in  35 F ällen  n o rm ale  V a te r- 
P a c in i K ö rp e rch e n  festg es te llt, u n d  au ß erd em  in  3 F ä llen  a u ch  ih re  V ergrößerung  u n d  P ro life , 
r a tio n  b e o b a c h te t.  Die V erg rö ß eru n g  ging m it de r S chw ellung  der ko n zen trisch en  K ap se ln - 
aus d e n e n  diese Gebilde b es teh en , sow ie m it de r P ro life ra tio n  der K apseln  u n d  der in n eren  
Z y lin d e r e in h e r. Die trau b e n äh n lich e  W u ch eru n g  der v e rg rö ß e rte n  V a ter-P ac in i K ö rp e rch en  
an  d e n  sen so risch en  N erv en en d ig u n g en  k a n n  als eine g esch w u lsta rtig e  H y p erp lasie  angesehen  
w erd en . G em äß  den E rg ebn issen  v o n  T ie rex p e rim en ten  k ö n n e n  aus der H y p e rp las ie  de r 
V a te r -P a c in i  K örperchen  tu m o ra r tig e  Gebilde en ts te h en . D ie beim  M enschen b e o b ac h te ten  
t ra u b e n ä h n lic h e n  V a ter-P ac in i K ö rp e rch en  sind  m it den  d u rch  R igdon ex p erim en te ll h e r 
v o rg e ru fe n e n  T um oren  der V a te r-P a c in i K ö rp erch en  id en tisc h .

ПАТОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ ФАТЕР-ПАЧИНИЕВЫХ ТЕЛЕЦ, 
НАХОДЯЩИХСЯ ОКОЛО ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

М . Ш Е Й Е И  и Й . Б А Л О

Авторы обнаружили в 35 случаях вокруг поджелудочной железы нормальны- 
и кроме того в 3 случаях увеличенные Фатер-Пачиниевы тельца и выявили даже их 
размножение. Увеличение сопровождается набуханием концентрических капсул, стро
ящих эти образования, размножением капсул и внутренних цилиндров. Гроздевидное 
размножение увеличенных Фатер-Пачиниевых телец на конце чувствительных нервов 
по всей вероятностью представляет собой опухолевидную гиперплазию. Согласно дан
ным опытов на животных из гиперплазии Фатер-Пачиниевых телец могут развиваться 
опухолевидные образования. Наблюдаемое у человека гроздевидное размножение Фатер- 
Пачиниевых телец можно ставить в аналогию с опухолями Фатер-Пачиниевых телец, 
экспериментально вызванных Ригдоном.
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JI
DES COLLUM UTERI

F. T ó t h , S. Cs ö m ö r  und J. M észáros

(E ingegangen  am  29. A p ril, 1963)

D rei Fä lle  von m esonephrogenem  A d en okarz inom  und  ein  F a ll v o n  A denom  
w erden  besp rochen . D ie A b tre n n u n g  d ieser G eschw ülste von d en  a n d e re n  A d en o 
k arz in o m en  is t n ich t n u r  von dem  h isto lo g isch en  und  en tw ick lu n g sg esch ich tlich en  
sondern  auch  vom  klin ischen  u n d  p ro g n o stisch en  S ta n d p u n k t b e g rü n d e t. L a u t  L ite ra 
tu ra n g a b e n  sind  n äm lich  diese G eschw ülste  — den anderen  e m b ry o n a le n  T u m o ren  
äh n lich  — sehr strah len em p fin d lich , u n d  dem zufo lge sind sie im  V erg le ich  zu  den 
gew öhnlichen A denokarzinom en re la tiv  g u ta r tig .

M esonephrogene A denokarzinom e und Adenom e des Collum uteri wurden  
in der Literatur selten beschrieben; zw ischen 1903 und 1960 w urden laut 
M c G e e  und Mitarb. [4] 36 A denokarzinom -Fälle veröffentlicht. 10 publizierte  
Fälle von benignen Adenom en sind b ekannt. U nter den ungarischen Autoren  
beschrieh S z e n d i  [14] ein K arzinom  des Gartnerschen Ganges; dieser Tumor 
w uchs im Scheidengew ölbe. Laut N o v a k  [7 ]  entkom m en die feineren h isto lo 
gischen U nterschiede öfters der A ufm erksam keit des Pathologen, und so werden  
auch die echten m esonephrogenen Tum oren zu den anderen zervikalen  A deno
karzinom en eingereiht; dies dürfte die selten e Diagnose dieser Tum oren er
klären. W egen ihrer histologischen Struktur des entw icklungsgeschichtlichen  
Interesses und biologischen Benehm ens verdienen diese G eschw ülste Beach- 
tung.

Untersucluingsgut und Besprechung der Fälle

An unserer K linik wurden in der Zeitspanne zwischen 1945 und 1962 
2136 Patientinnen  mit K ollum karzinom  behandelt. Unter d iesen  K ranken  
fanden wir 3 Fälle, bei welchen die G eschw ulst m esonephrogenen Ursprungs 
war. Außerdem  konnten wir eine P atien tin  beobachten, hei der w ir h isto logisch  
ein A denom  des Gartnerschen Ganges diagnostizierten. An den folgenden  
geben wir die K rankengeschichten dieser Kranken bekannt.

F all N r. 1. M. Zs. (K g n .: V I/204/1961) 23 J a h re  a lte  Ju n g frau  k o m m t m it  B lu tu n g s- 
s tü ru n g e n  zu r A ufnahm e. V orangehend  h a tte  sie ohn m ach täh n lich e  A nfälle . B ei d e r  g y n ä 
ko logischen U n te rsu ch u n g  fan d en  w ir fü r  e inen  F in g e r durchgängiges H y m e n , d u rc h  w elches 
eine k leinapfelgro lle  P o rtio  m it höckeriger O b erfläch e  zu ta s te n  w ar, d ie sich  in  e ine  h y p o 
p las tisch e  a n te f le k tie r te  G e b ä rm u tte r  fo r tse tz te . D ie Scheide wies dem  M u tte rm u n d  e n ts p re 
ch en d  einen le ic h tb lu ten d e n , w uchernden , teilw eise exu lzerie rten  T um or au f, d e r  d a s  S ch e id en -
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gew ölbe erre ich te . Die in te rn is tis c h e  U ntersuchung , d ie L a b o ra to riu m s- und  R ö n tg en -B efu n d e  
e rg ab e n  ke ine  w esen tlichen  V eränderungen .

P robeexzision  u n d  G efrie rsch n itte  aus dem  T u m o r fü h r te n  zur Diagnose Sarcom a u te ri. 
W egen de r le ich ten  A näm ie  b e k o m m t die P a tie n tin  eine V o rb e h an d lu n g  m it B lu ttra n sfu s io n e n , 
u n d  d ie G e b ä rm u tte r  w ird  m it  den  A dnexen und  m it d em  o b e ren  D ritte l der Scheide d u rc h  
L ap a ro to m ie  e n tfe rn t. N a ch  p o sto p e ra tiv e r B eh an d lu n g  m it A n tib io tik a  und w ied erh o lten  
B lu ttra n sfu s io n e n  k a m  es z u r  u n g estö rten  H eilung.

D ie e n tfe rn te  G e b ä rm u tte r  w ar etw as k le iner als n o rm a l. An der Stelle de r P o rtio  
w u ch erte  eine g rau rö tlich e  G eschw ulst, die auch  das S cheidengew ölbe in filtrie rte . Die O v a rien  
w aren  k leinap fe lg roß , m it w eiß lich  verd ick ter O b erfläch e; an  d e r S chnittfläche w aren  v iele

Abb. 1. M it e insch ich tigem  k u b isc h em  P la tte n ep ith e l b e k le id e te  e rw eiterte  D rüsengänge im  
oberen  A b s c h n it t  d e r  Cervix. H ä m a to x y lin -E o s in . Vergr. 100 X

erb sen - bis k irsch en k ern g ro ß e , rö tlic h e  Flüssigkeit e n th a lte n d e  Z y sten  zu finden. H isto log ischer 
B e fu n d : In  dem  oberen  T eil d e r  C ervix  in der H öhe des Os in te rn u m  sind erw eiterte  D rü se n 
gänge v o rh a n d en , die m it e in sch ich tig em  kubischem  P la tte n e p i th e l  ausgekleidet sind (A bb. 1). 
D ie M em b ran  der D rü sen g än g e  is t  m it PAS u n d  S ilb e rim p reg n a tio n  nach  G o m o r i  g u t d a r 
s te llb a r  (A bb. 2). H isto lo g isch  en tsp rech en  diese D rü sen g än g e  den  R esten  des W ölfischen  
G anges, den  sog. G a rtn e rsc h e n  G ängen . Die E p ith e lze llen  sin d  h ier typ isch , ohne P o ly m o r
phie. E tw a s  m eh r d is ta l gegen  d en  äu ß eren  M u tte rm u n d  w erd en  d ie D rüsengänge a d en o m atö s . 
N och  m eh r d is ta l is t  eine a ty p isc h e , aus p o lym orphen  Z ellen  zusam m engesetzte  G eschw ulst 
zu sehen . Die G eschw ulstzellen  b ild en  an einigen S te llen  L u m in a ; der E p ithelzellenbelag  is t 
e in sch ich tig , die S tru k tu r  ä h n e lt  d en  gew undenen K a n ä lc h e n  d e r N iere. An an d eren  S te llen  
sind  h y p e rn ep h ro m äh n lich e  Z e llh a u fm  zu sehen; diese Z ellen h a b e n  ein  schaum iges P ro to p la sm a  
u n d  sind  g ro ß en  P flan zen ze llen  ähn lich  (Abb. 3). D as P ro to p la sm a  e n th ä lt größere M engen 
von  m it F e t tro t  d e m o n s tr ie rb a re s , teils doppelbrechendes L ip o id  u n d  reichlich PA S-positives 
M ateria l. A m  d is ta ls te n  T eil n im m t d ie Geschwulst e inen  u n d iffe ren z ie rten  m edullären  C h a ra k 
te r  an . D ie E pithe lzellen  tu b u lä r e r  A nordnung  und  d ie Z ellen  d e r  G artnerschen  Gänge e rh a lte n  
k e in  M ucin , sind  m it M u c in k a rm in  n ich t fä rb b a r, s in d  P A S -n eg ativ . N ach K o n su lta tio n
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Abb. 2. B asa lm em b ran  de r zystisch  e rw e ite rten  G artn e rsc h e n  Gänge. P A S -F ärb u n g . Vergr.
100 X

ibb. 3. P flan zen ze llen äh n lich e  sc h au m ig -p ro to p la sm atisch e  G eschw ulstzellen. H ä m a to x y lin -
Eosin. V ergr. 200 X

(P ro f. H a ran g h y ) la u te t  die D iagnose: m eso nephrogene  em bryonale  m aligne G eschw ulst. 
Das h isto logische B ild  d e r O varien  e n tsp ric h t e in e r m ik ro zy stisch en  D egenera tion . Zw ischen 
den Follikeln  is t an  v ie len  S tellen eine fokale  a k tiv e  S trom azellenhyperp lasie  v o rh a n d en .

D em  h isto lo g isch en  Befund en tsp rech en d  geben  w ir p o sto p e ra tiv  S tra h le n b eh a n d lu n g , 
und zw ar in den  ü b lich en  4 gynäkolog ischen  F e ld ern  (1 0 X 1 5  cm). T iefen th e rap ie  (18 kV , 10 
N a, 0,5 Cu) in 200 r F ra k tio n e n  m it 8000 r  G esam td o sis . W ährend  der R ö n tg en b e s trah lu n g
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bzw . n a c h  d e ren  B eendigung geb en  w ir insgesam t 2900 m gS t R ad iu m  in den S c h e id en stu m p f. 
D e rz e itig  — fa s t  zwei J a h re  n ach  B eend igung  der B e h an d lu n g  — is t P a tie n tin  sy m p to m fre i.

F a ll N o. 2. F ra u  M. S. (K g n .:  X II/26/1956) 80 J a h r e  a lte  P a tie n tin  w ird  w egen W ied er
a u f tr e te n  v o n  B lu tungen  au fg en o m m en . In  der A n am n ese  sind  4 G ehurte  und  3 F e h lg e b u r te , 
so n s t n ic h ts  besonderes. Die ü b lich en  L ab o ra to riu m su n te rsu ch u n g e n  geben keine w esen tliche  
A b w eich u n g . G ynäkologische U n te rsu ch u n g : senile In v o lu tio n  des U te ru s, an  d e r g la tte n  
P o rtio  e in  le ich tb lu ten d es G eb iet. A us dem  M u tte rm u n d  s ick ert B lu t. M it R ü ck sich t a u f  d a s  
A lte r  d e r  P a t ie n t in  w ird w egen d e r B lu tu n g  eine A b ras io n  u n d  in tra u te rin e  R a d iu m -B e h a n d 
lu n g  d u rc h g e fü h r t .

H isto lo g isch e  U n te rsu ch u n g  des A b ras io n sm a te ria ls : In  dem  rundzeilig  in f il t r ie r te n  
S tro m a  s in d  m it ein oder m eh rsch ich tig em , a ty p isch em  ku b isch em  E p ith e l bek le idete  D rü se n 
g än g e  v o n  versch iedener F o rm  u n d  G röße zu sehen. A n a n d e re n  Steilen is t der d rüsige  C h a ra k te r

A bb. 4. S ch au m ig -p ro to p lasm atisch e  Zellen eines K a rz in o m s vom  »clear-cell« T y p . 
H ä m a to x y lin -E o sin . Y erg r. 200 X

d es T u m o rg ew eb es ve rsch w u n d en , n u r  große, p flan zen ze llen äh n lich e  G eschw ulstzellen  m it 
sc h a u m ig em  P ro to p lasm a  sind  zu b e o b ac h te n  (A bb. 4). D g.: A denocarcinom a cervicis (K a rz i
n o m  des G a rtn e rsch en  G anges). U n te r  den  v o rh e r an g egebenen  B edingungen w ird  8000 r  
R ö n tg e n tie fb e s tra h lu n g  u n d  B e h an d lu n g  m it in sg e sa m t 3800 m gSt R adium  d u rc h g e fü h rt. 
D er P ro z e ß  n a h m  infolge de r B e h an d lu n g  v o rü b e rg eh en d  e inen  günstigen  V erlauf, d a n n  t r i t t  
a b e r  P ro g re ss io n  ein und  s ta rb  die P a tie n tin  zwei J a h re  sp ä te r . E ine Sektion w ar n ic h t m öglich .

F a ll N r . 3. F rau  P. Z. (K g n .: V /82/1961) 36 J a h r e  a lte  I I  P a ra  such t die K lin ik  m it 
h a r tn ä c k ig e m , durch  B eh an d lu n g en  n ich t b ee in flu ß b a rem  F lu o r u n d  K reuzschm erzen  auf. 
Y or e in e m  J a h r  is t ein M u tte rm u n d p o ly p  e n tfe rn t w o rd en . Bei der A ufnahm e fin d en  w ir einen 
e tw a s  v e rg rö ß e rte n  U terus u n d  K ollum einrisse  an b e id e n  Seiten . Die üblichen L a b o ra to r iu m s
u n te rs u c h u n g e n  ergaben n o rm ale  B efunde. M it R ü c k s ich t a u f  die Beschw erden u n d  B efunde  
w ird  e in e  U n te rsu ch u n g  de r G e b ärm u tte rh ö h le  u n d  M u tte rm u n d rek o n s tru k tio n  d u rc h g e fü h rt. 
H is to lo g ie  d e r du rch  die E m m e tsch e  O peration  gew o n n en en  P o rtio an te ile : In  den  tie fe ren  
S c h ic h te n  s in d  neben  m it h o h em  h ellem  Z y lin d erep ith e l b ek le id e ten  zervikalen  D rü sen lu m in a  
w u c h e rn d e  erw eite rte  D rüsengänge  versch iedener G röße zu  sehen, le tz te re  sind m it e in sch ich ti
gem  k u b isc h e m  E p ith e l b ek le id et. Im  P ro to p lasm a  d e r zerv ikalen  D rüsenzellen sin d  re ich lich  
M u k o p o ly sacch a rid e  zu fin d en , w elche nach  D ia stased ig es tio n  m it PA S-F ärbung  g u t d a rs te ll
b a r  s in d  (A b b . 5). Die D rüsengänge  m it kub ischem  E p ith e l  h a b en  eine deutliche B asa lm em b ran  
u n d  ih re  E p ithe lzellen  e rh a lte n  k e in e  M u k o p o lysaccharide . Diese w uchernden  D rü sen g än g e  
e n ts p re c h e n  histologisch den  G a rtn e rsch en  G ängen. D g.: A denom  des G artn ersch en  G anges 
in  d e r  C erv ix .

N a c h  u n g estö rte r  R ekon v aleszen z  verließ  P a t ie n t in  die K lin ik  nach  16 T agen .
F a ll N r . 4. E . K. (K g n .: IX /164/1962) 48 J a h r e  a lte  P a tie n tin  w ird w egen R a d iu in - 

b e h a n d lu n g  aufgenom inen. In  de r A nam nese w erden k e in e  K ra n k h e iten  und  keine  G ra v id itä t
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e rw ä h n t, die K ran k e  ging w egen m o n ate lan g en  M etro rrh ag ien  zur U n te rsu ch u n g . E in  K ollum - 
k a rz in o m  w urde d iag n o s tiz ie rt, und  in de r g y näko log ischen  A bteilung eines L a n d e sk ra n k e n 
h au ses bek am  sie R ö n tg en b estrah lu n g en . Bei der K lin ik au fn ah m e fanden  w ir e ine  G eschw ulst 
a n  de r P o rtio ,e in e n  n o rm alg ro ß en  a n te f le k tie r ten  U te ru s  und  rech ts h in te n  e in  b is zu r B ecken
w an d  reichendes In f i l t r a t .  D g.: C arcinom a colli u te r i  st. III . Die ü b lichen  L a b o ra to r iu m s 
u n te rsu ch u n g e n  erg ab en  n ich ts  E rw äh n en sw ertes .

In  der P o rtiob iopsie  sind  D rüsengänge  v e rsch ied en er Größe und  W eite zu  seh en , welche 
m it  a ty p isc h en , in  ein  oder zwei S ch ich ten  g e lag erten  G eschw ulstzellen b e k le id e t sin d . Die 
D rü sen lu m in a  sind  an  einigen Stellen den  gew u n d en en  K anälchen  der N iere ä h n lich . H ie  und 
d a  w erden  k leinere  oder g rößere  Z ellgruppen g eb ild e t. Die einzelnen G eschw ulstze llg ruppen  
sin d  du rch  B indegew ebsstränge  v o n e in a n d er se p a rie r t. Im  S trom a sind  n u r  w enige Gefäße 
zu  fin d en . Im  P ro to p lasm a  der G eschw ulstzellen  is t  ke in  M ucin nachw eisbar. D g.: A d en o k ar
z inom  des G artn ersch en  Ganges.

Abb. 5. G roße M engen von M ukopolysaccharide  n a ch  D iastased igestion  in den  zerv ikalen  
D rüsenzellen . P A S -F ärb u n g . V ergr. 200 X

P a tie n tin  w urde  d re im al in tra z e rv ik a l u n d  v ag in a l m it einer G esam td o sis v o n  5800 
m gS t R ad iu m  b e h an d e lt. Zur g leichen Z eit und  v o rh e r in de r e rw ähn ten  gyn äk o lo g isch en  A b te i
lung  h a t  sie auch  R ö n tg en b e strah lu n g  von 8000 r e rh a lte n . Im  L aufe  der B e h a n d lu n g  k am  es 
z u r  deu tlich  lokalen  B esserung , ab er das I n f i l t r a t ,  d a s  bis zur B eckenw and re ic h te , zeigte 
k e in e  w esentliche Ä n d eru n g . Seit der B eh an d lu n g  sind  3 M onate vergangen , u n d  d e r Z u stan d  
d e r  P a tie n tin  v e rsch le ch te rt sich.

Besprechung

Vor fünfzig Jahren erschien R o b e r t  M e y e r s  Arbeit [5] über die selten  
vorkom m enden rudim entären m esonephrogenen Überreste des G ebärm utter
halses und des Scheidengew ölbes. Auch die ersten zwei m esonephrogene  
Cervixkarzinom e sind von R o b e r t  M e y e r  publiziert worden; das erste im  
Jahre 1903 [5], das zw eite im Jahre 1907 [6]. Er konnte neben dem  Tum or  
die Gartnerschen Gänge finden, so war seine Diagnose sicher richtig . In den 
seitdem  publizierten Fällen erwähnen die A utoren nichts davon, daß sie die
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rudim entären Gänge des Mesonephros gefunden h ätten . N o v a k  und M itarb. 
[7] haben diese G eschw ülste in zwei Gruppen ein geteilt: in die erste Gruppe 
wurde das Schillersche M esonephrom , in die zw eite  das von Sa p h i r  und L a c k - 
n e r  [12] beschriebene »clear-cell« Adenokarzinom  eingereiht. Für den ersten  
Typ is t  der glom eruläre A ufbau, für den zw eiten  das hypernephroide Bild  
charakteristisch, es können jedoch beide B ilder in ein und derselben Ge
schw ulst Vorkommen. P l a t e  [9] betont, daß die Zervikalschleim haut in tak t  
sein m üsse. In seinen F ällen  entw ickelte sich die das charakteristische h isto lo 
gische B ild  gebende G eschw ulst in dem einen F a ll aus der Zervikalschleim haut, 
im  zw eiten  aus dem E ndom etrium . Seiner M einung nach können diese Ge
schw ülste nicht nur aus der Urniere, sondern auch aus dem prim itiven m esone
phrogenen Mesoderm en tsteh en .

Mit R ücksicht a u f die em bryonale G enese der Geschwulst w ollen wir 
die w ichtigsten  entw icklungsgeschichtlichen D aten  kurz schildern. Der m eso
nephrogene Schlauch erscheint im frühen E m bryonalleben , als ein ca 4 mm  
langes Gebilde das durch Verschm elzung einiger M esonephroskanäle en tsteh t. 
N achfolgend entw ickelt sich  aus diesem W ölfischen  Gang das U rogen italsy
stem  des Mannes, in  der Frau aber bildet es sich zurück. Seine R este in  der 
M esosalpinx und im H ilus des Ovariums bilden im  engen Zusam m enhang das 
Epoophoron oder Parovarium . Die W ölfischen H auptgänge laufen dicht 
neben dem  Uterus und dringen in der Höhe des inneren M uttermundes in die 
Gewebe der Cervix ein . Später bilden sich auch diese vollkom m en zurück, 
und im  N eugeborenen sind sie nicht mehr zu fin d en . W o l f f e  [16] h a tte  bei 
1413 C ervixuntersuchungen nur in einem einzigem  Falle einen Gartnerschen  
Gang gefunden. Zwar se lten , doch können diese rudim entären Gänge auch  
in der Cervix und im  Scheidengew ölbe der E rw achsenen persistieren und sind 
m it sorgfältiger U ntersuchung zu entdecken. H u f f m a n n  [2 ]h at 4 Fälle, M a c k 
l e s , W o l f f e  und N e i g u s  [3 ]  einen Fall, R o c k s t r o h  [11]  2 Fälle von A deno
men des G artnerschen Ganges im G ebärm utterhals beobachtet. Z uletzt hat 
T o r r e s  [15]  einen derartigen Fall beschrieben.

L aut M cG e e  und M itarb. [4] darf man die D iagnose des m esonephrogenen  
Adenokarzinom s des Collum  uteri nur in jenen  F ällen  stellen, wo die folgenden  
4 K riterien vorhanden sind: 1. Die Läsion is t  k lein  und lokalisiert sich  auf 
den lateralen  Teil der C ervix. Das endozervikale E pithel ist in takt. 2. Im  
Tumor sind m it Serienschnitten  die R este der m esonephrogenen Gänge zu 
finden. 3. In den endozervikalen  Drüsenzellen kann man Mucin dem onstrieren. 
D em gegenüber en thalten  die Zellen der m esonephrogenen Gänge kein Mucin.
4. D ie differenzierten m esonephrogenen Gänge haben eine leicht darstellbare 
Basalm em bran.

Als erste haben F a r r a r  und N e d o s s  [1] diese Membran nachw eisen  
können. U m  die norm ale zervikalen D rüsengänge und im Adenokarzinom  
gibt es keine derartig deutliche Membran.

Acta morph, lomus X I I I .



M ESO N EPH RO CEN ES A DEN O K A RZIN O M  D E S  COLLUM U TERI 89

M cG e e  und Mitarb. beschrieben 4 F älle . Sie konnten die von ih n en  selbst 
gestellten  Charakteristika in den eigenen Fällen  nicht auffinden, doch  haben 
sie sich au f eine oder andere der charakteristischen E igenschaften stützend, 
neben der m esonephrogenen Genese ihrer F älle Stellung genom m en.

Von unseren 4 Fällen konnten nur zw ei histologisch und histochem isch  
ausführlich bearbeitet werden. In den übrigen zwei Fällen stand n ich t genug 
U ntersuchungsm aterial zur Verfügung. U nsere zwei ausführlich untersuchten  
Fälle haben die obengenannten 4 B edingungen  erfüllt. Anhand des h isto lo
gischen Bildes der Geschwulst können wir die Behauptungen von  N ova k  
und M itarb. bestärken, daß nämlich die zwei histologischen Typen: das Schiller- 
sche M esonephrom und das »clear-cell« Adenokarzinom  auch in derselben  
G eschw ulst m iteinander verknüpft Vorkom m en können. Wir m öch ten  hier 
die Bolle der oestrogenen Stoffe in der K arzinogenese nicht näher berühren, 
m üssen aber die A nw esenheit bilateraler p olycystischer Ovarien in  unserem  
ersten Fall hervorhehen; dies ist näm lich ein H inw eis auf die gesteigerte Oestro
gen produktion.

In unserem  zw eiten Fall wurde der U terus nicht entfernt, so könnten  
wir den oberen A bschnitt der Cervix n icht untersuchen, und dem zufolge das 
Vorhandensein von R esten der G artnerschen Gänge nicht bew eisen. In dieser 
G eschwulst dom inierte das hypernepliroide B ild . Der dritte unserer Fälle 
war ein typ isches Adenom  des Gartnerschen G anges. In unserem v ierten  Fall 
entsprach das histologische Bild vollkom m en eines A denokarzinom s vom  
»clear-cell« T yp. Laut der Literatur dürfte d iese Geschwulst auch vo n  m eso
nephrogener Genese sein. Für die m esonephrogene Genese unseres ersten  Falles 
spricht auch das jugendliche Alter der P atien tin  und der K rankheitsverlauf. 
Laut N o v a k  sollen näm lich diese G eschw ülste sehr strahlenem pfindlich und 
im V ergleich m it den anderen A denokarzinom en relativ gutartig sein . Radikale  
O peration, R adium  und R öntgenbestrahlung kann diese Kranken lange Zeit 
Ix ;schwerdefrei halten . P o n g r a t z  [10] hat bei der Analyse der in der W eltlite 
ratur auffindbaren Fälle behaupten können , daß die G eschwulst m eistens 
langsam  w ächst, selten  rezidiviert und selten  M etastasen bildet. D iese B eh au p 
tungen bedeuten , daß die Abtrennung dieser Geschwülste von den gew öhn
lichen Adenokarzinom en nicht nur vom  histologischen, sondern auch von 
klinischprognostischen Standpunkt w ohlhegründet ist.
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M E S O N E P IIR O G E N IC  A N D E N O C A R C IN O M A  A N D  ADENOM A 
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F . T Ó T H , S . CSÖ M Ö R  an d  J .  M É S Z Á R O S

T h re e  cases o f m eso n ep h ro g en ic  adenocarc inom a, a n d  a  case of adenom a a re  d e sc rib ed . 
T he d if fe re n tia tio n  of th ese  tu m o u rs  from  o th er ad en o c a rc in o m a s, a p art from  i ts  h is to lo g ica l 
a n d  em b ry o lo g ica l in te re s t , is im p o r ta n t  clinically a n d  p ro g n o stica lly , since th ese  tu m o u rs ,  
a n y  tu m o u r  o f  em bryonic  o rig in  a re  h igh ly  sensitive to  i r ra d ia t io n  and th u s  less m a lig n a n t 
th a n  o th e r  adenocarc inom as.

МЕЗОНЕФРОГЕННАЯ АДЕНОКАРЦИНОМА И АДЕНОМА ШЕЙКИ МАТКИ
Ф . Т О Т , III . Ч Ё М Ё Р  и Й , М Е С А Р О Щ

Авторы сообщают три случая мезонефрогенной аденокарциномы и один случай аде
номы, весьма редко наблюдаемые и в венгерской литературе еще не описанные опухоли. 
Дифференциация этих опухолей от остальных видов аденокарцином очень важно не 
только с гистологической и биогенетической точек зрения, но и для клиники и прогно
стики. Согласно литературным данным эти опухоли, подобно остальным эмбриональным 
опухолям, весьма радиочувствительны и, следовательно, по сравнению с остальными 
аденокарциномами они относительно доброкачественны.

Dr. F .  T ó t h  
Dr. S. C s ö m ö r  
Dr. J. MÉSZÁROS

B udapest, V III. Baross u. 2 7 ., Ungarn
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Y. S c h r e i b e r : The H ypotha lam o-H ypophysia l 
System
P ub lish ing  H ouse of th e  C zechoslovak A cad 
em y  of Sciences. P rag u e , 1963, 553 p p ., 106 
illu s tra tio n s

Schreiber’s m o nograph  p ro v ides a 
com plete  survey  of th e  c u rre n t know ledge 
concern ing  the  role an d  fu n c tio n  of th e  hypo- 
th a lam o -h y p o p h y s ia l sy s tem  in 15 ch ap ters . 
In  the  f irs t  five ch ap te rs  th e  genera l p r in 
cip les, and  th e  fu n c tio n  o f th e  h y p o th a la m u s 
are  described . In  th e  follow ing seven  ch ap ters  
a d e ta iled  d escrip tion  is g iven  of th e  h y p o 
th a lam ic  reg u la tio n  of th e  d iffe ren t tro p h ic  
an d  p osterio r h y p o p h y sia l horm ones. T his is 
follow ed by  a w ell-selected  rev iew  of th e  
problem s of the  ad eu o h y p o p h y s io tro p h ic  
fac to rs  o f h y p o th a lam ic  orig in , an d  of th e  
h igher nervous cen tres  con tro lling  th e  fu n c tio n  
o f th e  h y p o th a la m o -h y p o p h y s ia l com plex. 
T he la s t ch ap te r  offers a sim ple and  a cc ep t
ab le  c lassification  of th e  co m plica ted  diseases 
o f  th is  system .

More th a n  2000 p ap ers  hav e  been  w orked 
u p  in th e  m onograph  w hich a lw ays finds

th e  w ay to  a co n sis ten t sy n th e s is  am ong th e  
b u lk  of th e  o ften  co n tra d ic to ry  s ta te m en ts . 
T he ten d e n cy  to  sum m arize  th e  review ed 
d a ta  seem s to  be a l ittle  ov erd o n e. T here  is 
a su m m ary  a t  th e  end of e v e ry  sec tion , of 
ev ery  su b c h a p te r , and  also a t  th e  end of 
every  ch ap ter.

T h e  m ost in te re s tin g  an d  im p o r ta n t  p a rt 
o f S ch re ib e r’s m o nograph  is c h a p te r  V III, 
in w hich su b c h a p te r  D  deals w ith  th e  Tliyreo- 
tro p h in -R e lea sin g  F ac to r. T h is  field  form s 
th e  special in te re s t  of th e  a u th o r  and  the 
su b c h a p te r  in qu estio n  is based  m ainly 
on o rig ina l ex p erim en ts  o f his ow n. His 
o th e r  re su lts  are  included  on ly  as references 
in  th e  d iffe ren t ch ap ters .

T he d o c u m e n ta tio n  is lim ited  m ain ly  to a 
p re sen ta tio n  of th e  a u th o r’s ow n e x p erim en ta l 
re su lts .

S ch re iber’s m o n o g rap h  will in te re s t  not 
only th e  endocrino log ists b u t also th e  in te r 
n ists  an d  gynaeco log ists d ealin g  w ith  en d o 
crine problem s.
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T h e  A cta  M orpho log ica  publish p a p e r s  on  e x p erim en ta l m ed ica l sub jects in  E n g lish ' 
G e rm an , F re n c h  a n d  R u ss ian .

T h e  A cta  M orpho log ica  appear in  p a r t s  o f  v a ry in g  size, m ak in g  u p  vo lum es. 
M an uscrip ts sh o u ld  be addressed to :

A c ta  Morphologica, B u d a p es t I X . ,  Tűzoltó и. 58.

C orrespondence w ith  th e  editors a n d  p u b lish e rs  should  b e  se n t to  th e  sam e  ad d re ss . 
T h e  ra te  o f  su b sc r ip tio n  to  th e  A c ta  M orpholog ica  is 110 fo r in t a  volum e. O rd e rs  m a y  

he p laced  w ith  “ K u l tú r a ”  Foreign T rad e  C o m p an y  for B ooks a n d  N ew spapers (B u d a p e s t  I . 
F 6  u tc a  32. A ccount N o . 43-790-057-181) o r  w i th  re p re se n ta tiv e s  ab ro ad .

L es A cta  M orpholog ica  p a raissen t e n  fra n ç a is , a llem and , an g la is  e t russe  e t  p u b l ie n t  
des t r a v a u x  du  d o m ain e  des sciences m éd ic a le s  exp érim en ta les .

L es A c ta  M orpholog ica  sont p u b lié s  sous form e de fascicu les qu i se ro n t ré u n is  en  
vo lum es.

O n e s t prié  d ’en v o y e r  les m an u sc rits  d e s tin é s  à  la  re d a c tio n  à  l’adresse s u iv a n te :  

A c ta  Morphologica, B u d a p es t I X . ,  Tűzoltó и. 58.

T o u te  co rre sp o n d an ce  doit être  e n v o y é e  à  c e tte  m êm e ad resse .
L e p rix  d ’a b o n n e m e n t est de 110 fo r in ts  p a r  volum e.
O n p e u t s’a b o n n e r  à  l’E n trep rise  d u  C om m erce E x té r ie u r  de  L ivres e t  J o u r n a u x  

»K u ltú ra«  (B u d ap es t I . ,  F 6  u . 32. C o m p te -c o u ra n t No. 43-790-057-181) ou à l’é tra n g e r  chez 
to u s  les re p ré se n ta n ts  o u  dépositaires.

« A cta  M orphologica» публикуют трактаты из области экспериментальных медицин
ских наук на русском, немецком, английском и французском языках.

«A cta  M orphologica» выходят отдельными выпусками разного объема. Несколько 
выпусков составляют один том.

Предназначенные для публикации авторские рукописи следует направлять по 
адресу:

A c ta  Morphologica, B u d a p es t I X . ,  Tűzoltó и . 58.

По этому же адресу направлять всякую корреспонденцию для редакции и адми
нистрации.

Подписная цена «A cta  M orphologica» —  ПО форинтов за том. Заказы принимает 
предприятие по внешней торговле книг и газет «K ultúra» (Budapest I., Fő utca 32. 
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Technikai szerkesztő :

D r .  S o m o g y i  E n d r e

A z A c ta  M orpholog ica  n ém e t, angol, f ra n c ia  és orosz nyelven  közö l é rtek ezések e t a k ísé r
le te s  o rv o s tu d o m á n y  tá rg y k ö ré b ő l.

A z A c ta  M orphologica vá ltozó  te r je d e lm ű  fü z e tek b e n  je len ik  m eg . T ö b b  fü ze t a lk o t egy  
k ö te te t .

A  közlésre  szán t k é z ira to k  a  k ö v e tk ező  c ím re  kü ldendők:

A cta  M orphologica, B u d a p es t I X . ,  Tűzoltó u . 58.

U g y an erre  a  c ím re k ü ld en d ő  m in d en  szerk esz tő ség i és k ia d ó h iv a ta li  levelezés.
Az A c ta  M orpholog ica  előfizetési á ra  k ö te te n k é n t  belföldre 80, k ü lfö ld re  110 F t .  M eg 

re n d e lh e tő  a belföld sz á m á ra  az  A k ad ém ia i K ia d ó n á l (B u d ap es t V ., A lk o tm á n y  u tc a  21. 
B a n k sz á m la  05-915-111-46), a  külfö ld  sz á m á ra  p e d ig  a  „ K u ltú ra ”  K ö n y v - és H írlap  K ü l
k e re sk e d e lm i V á lla la tn á l (B u d a p e s t I .,  F ő  u tc a  32 . B ankszám la: 43-790-057-181) v ag y  a n n a k  
k ü lfö ld i kép v isele te in é l és b izo m án y o sa in á l.

D ie  A c ta  M orpholog ica  v e rö ffen tlich en  A b h a n d lu n g en  aus d em  B ereiche de r e x p e ri
m en ta l-m ed iz in isch en  W issen sch aften  in  d e u ts c h e r ,  englischer, f ran zö sisch e r u n d  ru ss isch e r 
S p ra c h e .

D ie  A c ta  M orpho log ica  e rscheinen  in  H e f te n  w echselnden U m fan g es. M ehrere H e fte  
b ild e n  e in en  B and .

D ie  zu r V e rö ffen tlich u n g  b e s tim m te n  M a n u sk rip te  sind  a n  d ie fo lgende A dresse  zu 
se n d e n :

A c ta  M orphologica, B u d a p es t I X . ,  Tűzoltó и. 58.

A n  die gleiche A n sc h rif t  is t  au ch  je d e  f ü r  d ie  S chriftle itu n g  u n d  d e n  V erlag  b e s tim m te  
K o rre sp o n d e n z  zu r ic h te n .

A b o n n em en tsp re is  p ro  B an d : 110 F o r in t .  B e s te llb a r bei dem  B u ch - u n d  Z eitu n g s-A u ß en - 
h a n d e ls -U n te rn eh m e n  » K u ltú ra«  (B u d ap es t I . ,  F ő  u tc a  32. B a n k k o n to  N r. 43-790-057-181) 
o d e r  b e i  se inen  A u s la n d sv e rtre tu n g en  u n d  K om m issio n ären .



H isto logisches I n s t i tu t  (D irek to r: P ro f. G. I. S a b u s o w ) d e r S taa tlich en  M edizin ischen U n iv e r
s i t ä t  in  K asan

ZUR FRAGE DER AFFERENTEN INNERVATION 
DER NETZHAUT

N.  A.  M a t w e j e w a

(E ingegangen  am  6. O k to b e r, 1962)

A u f G rund  exp erim en te lle r E rgebn isse  w ird  d a ra u f  gefolgert, d a ß  d ie  G an g lien 
ze llensch ich t de r N e tzh a u t a u ß e r  den N ervenzellen  des Sehnerven au ch  no ch  N euronen  
e n th ä l t ,  die eine andere  fu n k tio n e lle  A ufgabe h a b en . E s befinden  sich d a r in  n äm lich  
p e rip h ere  a ffe ren te  N ervenzellen . Die E n d v erzw eig u n g en  de r D endriten  d iese r  Zellen 
b ilden  einen lokalen R e z e p to re n a p p a ra t in  F o rm  v o n  freien, busch ig en  N e rv e n 
en d igungen .

Die N erv en fase rn sch ich t d e r N e tz h a u t b e s te h t vornehm lich , do ch  n ic h t  a u s
sch ließ lich , aus Fasern  des S eh n erv en . Im  B e s tan d  seiner S tränge g ib t es zen trifu g a le  
N erv en fase rn . Sie u n tersch e id en  sich  von den  F a se rn  des Sehnerven b isw eilen  d u rc h  ihr 
g rößeres K a lib e r. Die zen trifu g a len  N erv en fase rn  b ilden  n ach  ihrem  A u s tr i t t  au s dem  
B e stan d  de r N erv en strän g e  sensib le  N e rv en en d ig u n g en  an den W änden de r B lu tg e fäß e . 
A u f G ru n d  ih re r  S tru k tu r  g ehören  die A n g io rezep to ren  zu den freien, b u sch ig en  E n d i
gungen .

A us dem  E rw äh n ten  g eh t h e rv o r, d a ß  d ie in n e rs te  H a u t des A ugapfels ü b e r  einen 
w oh len tw ick elten  R e z e p to re n a p p a ra t sow ohl lo k alen  als auch z en tra len  U rsp ru n g s 
v e rfü g t.

Die reichhaltige Literatur, die sieh dank der Bemühungen der die Mikro
m orphologie der afferenten N erven untersuchenden Forscher angehäuft hatte, 
enthält w enig Angaben über die innerste H aut des Augapfels, obw ohl in der 
Funktion des Sehorgans der N etzh au t die w ichtigste Rolle zukom m t. Zw eifellos 
ist die Erforschung der afferenten Innervation  dieses Gebietes eine äußerst 
wichtige A ufgabe. Vereinzelte Versuche wurden zwar in dieser R ichtung bereits 
unternom m en, doch erbrachten sie keine erschöpfenden R esultate.

R a m o n y  Ca j a l  (1894) und D o g i e l  (1895) brachten das V orhandensein  
von zentrifugalen Fasern in der R etina m it den besonderen sensorischen A ppa
raten der N etzhaut in Zusam m enhang. Im Jahre 1953 wandte sich L e w k o j e w a  
erneut der Frage der N etzhautinnervation  zu, doch gelang es ihr n ich t, eine 
zufriedenstellende Antwort au f diese Frage zu geben. Später wurde eine Reihe 
von A rbeiten von S c h ib k o w a  veröffentlicht (1955, 1958, 1959), die sich  gleich
falls m it der afferenten Innervation der N etzh au t befaßten. Ü berblicken wir 
diese A ngaben, so sehen wir, daß sie das bisher reichste Material über die affe
rente Innervation  der N etzhaut gesam m elt h atte .

D ie Ergebnisse unserer eigenen U ntersuchungen bestätigten in  mancher 
Beziehung die Beobachtungen von  S c h i b k o w a , doch weichen unsere Folgerun
gen in gewisser H insicht von den übrigen ab, w ie wir es weiter unten  ausführ
licher darlegen wollen.

l Acta m orph, to m u s  X I I I .
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W o l t e r  (1956) en td eck te in den W änden der m enschlichen N etzh a u t
gefäße freie, buschig verzw eigte Endigungen, die er für terminale V erzw eigun
gen der zentrifugalen Fasern der Retina hält.

Material und T echnik

A ls U n te rsu ch u n g so b jek t w ä h lte n  w ir die K a tz e n n e tz h a u t .  Sie w urde n ach  de r M ethode 
von B ielschow sky-G ross v o lls tä n d ig  m it sa lpe trig sau rem  S ilb er im p räg n iert. In  u n se ren  frü h e re n  
U n te rsu c h u n g e n  such ten  w ir d ie  V erte ilu n g  der E n d  V erzw eigungen der sy m p a th isch en  N e rv e n 
fa se rn  in  d e r  N e tzh a u t zu  k lä re n . U m  eine D eg en era tio n  d ieser Fasern  h e rb e izu fü h ren  u n d  
sie d a d u r c h  von den a n d e re n  F a se rn  d ifferenzieren  zu  k ö n n e n , fü h rte n  w ir bei 78 K a tz e n  eine 
u n ila te ra le  E x s tirp a tio n  des o b e ren  (sy m p a th isch en ) H a lsg an g lio n s  durch . Die E rg eb n isse  d ieser 
U n te rsu c h u n g e n  h aben  w ir b e re its  f rü h e r  v e rö ffen tlich t ( M a t w e j e w a  1961, 1961).

A u s d em  gleichen M a te ria l e rh ie lten  w ir A n g ab en  ü b e r  die sensorische In n e rv a tio n  der 
N e tz h a u t .  B eo b ach tu n g en  d ieser A r t b ilde ten  die G ru n d lag e  u n se rer vorliegenden A rb e it.

Ergebnisse

B ei der U ntersuchung der Präparate rich teten  wir unsere A ufm erksam 
keit a u f die kleinen N ervenzellen , die sich im  In n en teil der G anglienzellenschicht 
b efin d en . Ihr Körper von geringem Ausm aß ist rund, drei- bzw. viereckig. Aus 
ihrem  Perikard entspringt eine geringe A nzahl von Fortsätzen (3 bis 4). Der 
A chsenzylinderfortsatz dieser Zellen tritt in den Strang der Nervenfasern ein. 
D ie D endriten  beginnen am Zellkörper als äußerst dünne Verzweigungen und  
ziehen in  der Mehrzahl der Fälle auf große E ntfernungen . Bisweilen verzw eigen  
sie sich  dichotonisch, ohne sich dabei zu verdünnen, im Gegenteil, sie werden  
noch dicker. Nachher verzw eigen sie sich erneut ein- zweimal, um — sich all
m ählich  verjüngend — an den verschiedenen N etzhautstruktnren zu enden. 
Im  E rgebnis dieser V erästelung der Dendriten en tsteh t eine große Ähnlichkeit 
m it der Struktur der rezeptorischen baum förm igen N ervenendigungen, deren 
E ndverzw eigungen recht ausgedehnt sind (Abb. 1).

Sensib le N ervenendigungen ähnlicher A rt wurden von uns wiederholt 
auch in den anderen, früher untersuchten H äuten  des Augapfels gefunden  
(M a t w e j e w a  1958, 1961). D ieser Typ der D endritenverzw eigungen, bei dem  
die M engen des N ervenplasm as parallel m it der Entfernung der Zweige vom  
Zellkern zunim m t, ist für die peripheren sensiblen Zellen charakteristisch und 
leg te  die Verm utung nahe, daß die obenerw ähnten Ganglienzellen zu den affe
renten  E lem enten der N etzh au t gehören.

D ie erwähnten G anglienzellen finden sich  sow ohl in den peripheren, als 
auch in den zentralen Teilen der N etzhaut, d. h. nicht nur entlang der B lut
gefäße und in der Peripherie der N etzhaut, w ie von S c h ib k o w a  behauptet 
wird. H insichtlich  der Lagerung dieser E lem ente in den einzelnen Schichten  
der N etzh a u t läßt sich feststellen , daß sie bald in der G anglienzellenschicht, 
bald unm ittelbar unter der inneren Grenzm em bran liegen. Ihre Neuriten treten

A d a  morph, tomus X I I I .
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— wie bereits erw ähnt wurde — in die N ervenfasernschicht ein. Die D endri
ten  ziehen in einigen Fällen im N iveau der Nervenfasern, in anderen dagegen  
sind sie oberflächlicher gelagert. Mit anderen W orten erreichen sie den inner
sten Teil der N etzh au t. Die Zahl der sensiblen N ervenfasern in der N etzhaut 
ist gering, darin stim m en wir mit S c h i b k o w a  überein, aber dennoch ver
m ochten wir in der K atzennetzhaut 10 — 15 solcher Zellen zu zählen.

Es sei die besondere R eaktiv ität der erw ähnten Zellen gegenüber experi
m entellen Eingriffen hervor gehoben. Besonders leicht lassen sie sich bei Strah-

Abb. 1. Sensible N ervenzelle  aus der K a tz e n n e tz h a u t. Die D e n d rite n  enden  w eit vom  Zell
körper e n tfe rn t. Im p rä g n a tio n  nach B ielschow sky-G ross. 10 X 90fache V ergrößerung

lenkrankheit nachw eisen (M a t w e j e w a  1958), wobei ihre Dendriten zu wuchern 
beginnen, einen schlängelnden Verlauf nehm en und als kleine Schlingen, K nöpf- 
chcn bzw. R ingchen enden (Abb. 2). Bei der E ntfernung des oberen H alsgang
lions verändern sich auch die sensiblen N euronen (Abb. 3). Vermutlich gehen  
in letzterem  Fall die m orphologischen Veränderungen der G anglienzellen-Fort- 
sätze mit der durch die D esym pathisation des A ugapfels bedingten Störung  
der Trophik einher.

Als die vorliegende Arbeit bereits fertiggestellt war, hatten wir Gelegen
heit die V eröffentlichung von A. A b r a h a m  z u  lesen*, worin der Verfasser auf 
die W ucherung der D endriten und au f die E ntstehung von sem m elförm igen  
Verdickungen einiger Ganglienzellen am R indvieh hinw eist. Ähnliche Bilder 
sahen wir in der m enschlichen N etzhaut bei G laukom . Die keulenförm igen  
Verdickungen der Dendritenenden fassen wir als Reizerscheinungen auf.

* Á b r a h á m , A .; Z u r  K e n n tn is  d e r  S t r u k t u r  d e r  N e tz h a u t ,  m it  b e so n d e re r  B e 
r ü c k s ic h t ig u n g  d e r  G a n g lie n z e lle n sc h ic h t. Z . Z e llfo rs c h . 53. 1000.

l* Acta morph, torniis XI II .
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N eben  den soeben beschriebenen Nervenapparaten, welche von  den 
D endriten  der afferenten N ervenfasern gebildet werden, fanden wir an den 
B lutgefäßw änden der N etzhaut eine beträchtliche Anzahl von rezeptorischen

Abb. 2. Sensib le N ervenzelle  aus d e r K a tz e n re t in a . D er D endrit n im m t e in en  sch län g e ln d en  
V erlau f. E in ig e  seiner E n d v erä s te lu n g e n  en d en  m it sem m elartigen  V erd ick u n g en  oder Sch lingen . 
A k u te  S tra h le n k ra n k h e it. Im p räg n a tio n  n a ch  B ielschow sky-G ross. 1 0 x 9 0 fa c h e  V erg rö ß eru n g

A bb. 3. Sensible N ervenzelle  aus d e r K a tz e n re t in a . R eak tiv e  V erän d e ru n g  de r F o r ts ä tz e  n ach  
E x s t irp a t io n  des oberen  H alsganglions. Im p rä g n a tio n  nach  B ielschow sky-G ross. 10 X 90fache

V erg rö ß eru n g

N ervenendigungen (Abb. 4). E n tlan g  der B lutgefäße finden sie sich ziem lich  
häu fig . A u f Grund ihrer Struktur gehören die Angiorezeptoren zu den freien, 
baum förm igen N ervenendigungen. Thre Morphologie zeigt keine spezifischen  
Züge. Sie sind den in den verschiedenen Organen beschriebenen A ngiorezepto-

A cta  morph, tomus X I I I .
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Abb. 4. Sensibler N e rv e n a p p a ra t an der W an d  einer V en u la  der K a tze n re tin a . Z ahlreiche freie 
u n d  auch an die E n d ig u n g e n  gebundene k leine  Sch lingen , K nöpfchen  bzw. P laq u es beweisen 
die reak tiv e  V erän d e ru n g  des be treffenden  R ezep to rs . 48 S tu n d e n  n ach  der E x s tirp a tio n  des 

oberen  H alsganglions. Im p räg n a tio n  n ach  B ielschow sky-G ross. IS X 90fache V erg rößerung

Abb. 5. Freie sensib le N ervenendigung  von  busch igem  T y p , en tla n g  der V enulenw ond der 
K a tze n n e tz h au t. 48 S tu n d e n  nach  der E x s tirp a tio n  des ob eren  H alsganglions. Im p räg n a tio n  

n a ch  B ielschow sky-G ross. 15 X 90fache V ergrößerung

ren ähnlich (Sa b u s o w  1945, P l e t s c i ik o w a  1948, M a s l o w  1950, G r i g o r j e w a  
1954, D olgo-Sa b u r o w  1958 u. a.). In den w eiten Gefäßen bestehen sie aus 
einer großen A nzahl von sich verästelnden N ervenendigungen, ln  Gefäßen m it
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geringerem  Lumen ist ihr V erlauf einfacher. D ie sensiblen N ervenapparate  
ziehen m eistens der G efäßachse entlang, seltener quer über. Sowohl die U nter
suchungen  von S c h ib k o w a  w ie auch unsere eigenen Ergebnisse bew eisen, daß 
die R czeptorenapparate der N etzhautgefäße äußerst reaktiv und leicht verletz
bar sind . D ie sensiblen N ervenendigungen der Blutgefäße bestehen aus m ark
losen N ervenfasern, die aus den in der N ervenfasernschicht der N etzhaut 
b efind lichen  Säulchen ausgehen (Abb. 5). B isw eilen ist das K aliber dieser 
Fasern größer als der D urchm esser der anderen Fasern des N ervenstranges. 
Z w eifellos gehören diese Fasern zu den zentrifugalen Fasern der N etzhaut.

Besprechung

Elinsichtlich des Ursprungs der sensiblen Nervenendigungen in der N etz 
haut g eh t unsere Meinung m it jener von S c h i b k o w a  (1955) und der von  L a w - 
r o w  (1955) auseinander. D iese Autoren beschreiben zwar genau solche E ndi
gungen , doch sind sie der A n sich t, daß sie spezialisierte rezeptorische Fortsätze  
der G anglienzellen des Sehnerven darstellen. In einigen Fällen werden sogar 

w ie aus den Arbeiten von S c h i b k o w a  (1956, 1960) beigefügten Abbildungen  
hervorgeht — von den erw ähnten Forschern die reaktiv veränderten Dendriten  
der G anglienzellen des Sehnerven als rezeptorische Fortsätze aufgefaßt. Das 
gleiche g ilt auch für die keulenförm igen Endigungen, die B e c h e r  und K n o c h e  
(1959) beobachtet haben. W as die von  diesen Forschern beschriebenen knollen
förm igen Endigungen anbetrifft, haben wir Rezeptoren dieser Form in der N etz
haut n ich t gefunden.

W ir müssen annehm en, daß W o l t e r  in der Gefäßwand der m enschlichen  
N etzh a u t die E ndverästelung der Dendriten von afferenten N ervenzellen  
gesehen hat. Die Körper dieser sensiblen Zellen können näm lich nur sehr 
schw er nachgewiesen werden, während sich die Dendriten leicht im prägnieren  
lassen , w as zu falschen A uslegungen A nlaß gibt. Es sei erwähnt, daß S c h i b 
k o w a  in  ihrer Arbeit (1960) ihrer Ü bereinstim m ung m it B e c h e r  (1955) A us
druck verleiht, der angeblich die M öglichkeit zugibt, daß es in der N etzhaut 
des A ugapfels Dogielsche Zellen des T ypus 2 gäbe. B e c h e r  spricht indessen  
nicht über sensible N euronen, sondern über vegetative N ervenzellen , die eine 
sekretorische Funktion ausüben. M orphologisch unterscheiden sie sich von  den 
G anglienzellen des Sehnerven durch ihre geringere Größe. Der Zellkörper ist 
rund oder oval, der Kern groß, exzentrisch gelagert, um den Kern herum  ist 
ein heller H of zu sehen, das Tigroid befindet sich an der Zellperipherie. Nach  
Im prägnation  lassen sich an ihnen sehr dünne Fortsätze nachw eisen. Diese 
Zellen legen sich häufig eng an die B lutkapillare an. D ie durch B e c h e r  beschrie
benen  und auch von uns b eobachteten  Zellen sind den D ogielschen Zellen des 
T yps 2 sehr ähnlich. Indessen wäre es kaum  zutreffend zu behaupten, sie seien

A d a  morph, tomus XI I I .



ZUR F R A G E D E R  A FF E R E N T E N  IN NERVA TIO N  D ER  N ETZH A U T 9<J

vollkom m en analog. D ie D ogielschen Zellen stellen (las afferente Glied des lo 
kalen Reflexbogens im  Verdauungskanal dar (D o g i e l  1896; I w a n o w  1937; K r o - 
c h i n a  1952; Sa i d e n b e r g  1952; I w a n o w a  1953; M i l o c h i n , 1953; K olosow  
1954 u. a.), während in der N etzhaut das Vorhandensein eines lokalen Reflex
bogens noch nicht bew iesen ist. Darüber hinaus treten die N euriten dieser 
Zellen in die Fasernstränge des Sehnerven ein, und ihr w eiterer Verlauf ist 
noch unbekannt. Will man jedoch die beschriebenen sensiblen Zellen als spezia
lisierte, periphere afferente Neuronen auffassen, so sind sie au f Grund ihrer 
Funktion mit den D ogielschen  Zellen des Typs 2 identisch. E ntstanden  sind 
diese Zellen wahrscheinlich durch die Differenzierung der lokalen Neurohlasten.
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T O  T H E  QU ESTIO N O F  T H E  A F F E R E N T  IN N E R V A T IO N  O F  T H E  R E T IN A

N . A. M ATVEEVA

I n  th e  ganglion cell lay e r o f th e  r e tin a  there  are n o t  o n ly  n e rv e  cells o f th e  o p tic  nerve 
b u t  a lso  n eu ro n s  of o th er fu n c tio n a l p u rp o se . I t  is here t h a t  p e r ip h e ra l a ffe ren t ne rv e  cells m ay  
be fo u n d . T h e  term inal a rb o riz a tio n s  o f  th e ir  dendrites fo rm  th e  loca l recep tiv e  a p p a ra tu s . The 
l a t t e r  h a s  a shape of free b u sb like  n e rv e  endings.

T h e  lay e r of nerve f ib re s  o f  th e  r e tin a  consists chiefly , b u t  n o t  exclusively , o f th e  fib res 
o f  o p t ic  n e rv e . The cen trifu g a l n e rv e  f ib re s  tak e  p a r t  in th e  co m p o sitio n  of i ts  b u nd les . T hey  
d iffe r  f ro m  th e  fibres of th e  o p tic  n e rv e  b y  th e ir  large calib res. L eav in g  th e  bu n d les th e  c e n tr i
fu g a l n e rv e  fib res form  th e  se n s itiv e  n e rv e  endings in th e  w alls o f  b lo o d  vessels. A ccord ing  to 
th e i r  s t r u c tu r e  the  ang io recep to rs o f  th e  re tin a  m ay be reg ard ed  as free  bush like  ne rv e  endings.

ВОПРОС АФФЕРЕНТНОЙ ИННЕРВАЦИИ СЕТЧАТОЙ ОБОЛОЧКИ ГЛАЗА
Н. А . М А Т В Е Е В А

На основании полученных данных мы можем сделать следующее заключение. 
Ганглиозный слой сетчатой оболочки глаза содержит кроме нервных клеток зрительного 
нерва еще нейроны другого функционального назначения. Именно здесь имеются пери
ферические афферентные нервные клетки. Терминальное разветвление дендритов послед
них образует местный рецепторный аппарат в виде свободных кустиковидных нервных 
окончаний.

Слой нервных волокон сетчатки состоит преимущественно, но не исключительно 
из волокон зрительного нерва. В составе его пучков имеются и центробежные нервные 
волокна. От волокон оптического нерва они иногда отличаются большим калибром. 
Центробежные нервные волокна по выходе из состава пучков образуют чувствительные 
нервные окончания на стенках кровеносных сосудов. По структуре ангиорецепторы 
сетчатки относятся к свободным кустиковидным окончаниям.

Таким образом, все вышеизложенное показывает, что внутренняя оболочка глаза 
обладает хорошо развитым рецепторным аппаратом как местного, так и центрального 
происхождения.

N . А. Ma t w e j e w a : K asan , Histologisches In stitu t der Staatlichen Medi
z in ischen  Universität, USSR
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FUNCTIONAL-ANATOMICAL EXAMINATION 
OF THE INTERCONNEXION BETWEEN 

THE MORPHOLOGICAL FEATURES OF THE THORACIC 
VERTEBRAE IN BIRDS OF PREY AND THEIR 

ACQUISITION OF FOOD
P .  PÉ C Z E L Y  

(R eceived  J u n e , 14 1963)

T he specialized m an n er o f life o f p re d a to ry  b ird s has m odified  th e  th o rac ic  
p o rtio n  o f th e ir  v e rte b ra l colum n. T he m o d ifica tio n  is d ifferen t acco rd in g  to  w h e th er 
th e  m ode o f life req u ires  so lid ity  or e la s tic ity  in th e  f ir s t  place. B o th  k in d s  o f  m echan ism  
hav e  reach ed  a h igh  degree of pe rfec tio n  in  th e  b ird s  o f prey.

T he la s t  cerv ical v e rte b ra  a n d  th e  f i r s t  fo u r th o rac ic  v e rteb rae  a re  u n ite d  and  
c o n s titu te  th e  os dorsale  in th e  genus o f fa lcons. T h is s tru c tu re  en ab les  th e  t ru n k  to 
offer s tro n g  resistan ce  to  th e  im p a c t occu rrin g  a t  th e  collision of th e  p re d a to r  a n d  its  
v ic tim . T h e  f if th  th o rac ic  v e rte b ra  ensu res a m obile  a tta c h m e n t be tw een  th e  os dorsale 
an d  th e  os lum bosacrale . D im in ished  f lex ib ility  is th e  lim ita tio n  of th is  m ec h an ism , so 
th a t  fa lcons a re  incapab le  of tak in g  as sh a rp  tu rn s  an d  changing  th e  d ire c tio n  o f  th e  
f lig h t a t  as wide angles as can be obse rv ed  in th e  case o f haw ks.

I t  is in th e  genus o f acc ip iters th a t  th e  e la s tic  a n d  solid m echanism  o f  th e  th o rac ic  
sp ine  is m o st developed am ong th e  b ird s o f  p rey . T he g re a t m a n o e u v ra b ility  a n d  th e  
ra p id i ty  o f f lig h t are in accordance w ith  th e  s tru c tu ra l  p a tte rn  of th e  th o ra c ic  v e r te b ra e  
o f these  b ird s. L a te ra l processes, th e  fu rca l p a r t  o f  th e  dorsa l spinous p ro cesses, a n d  th e  
specia lized  form  of th e  a rticu la r  surfaces a re  th e  m ain  com ponents o f th e  e la s tic  h u t  firm  
m echan ism  u n d e r review . I ts  lim ita tio n  is a c o m p a ra tiv e  reduction  of so lid ity .

A lthough the literature contains num erous data on avian osteo logy , the 
attention  o f investigators seems to have been m ostly directed to  problem s 
regarding the breast bone, ilium , skull and the hones of the extrem ities, while 
the m orphology, evolution and functions o f  the vertebrae com m anded less 
interest. Most works containing references to  avian vertebrae deal w ith  the 
cervical part o f the spine, e.g. that o f B oas  [1], whereas general references to  
the m orphology of the thoracic vertebrae can only be found in the literature. 
M i l l n e - E d w a r d s  [7] was perhaps the first to  discuss the thoracic vertebrae  
of birds in som e detail. His w ork presents a description of these vertebrae and 
states that their coalescence, due to  an ossification  of the tendons or an osseous 
fusion o f the corpus and the processes, is a frequent phenom enon. Falconidés 
display this structure.

It has been noted by G a d o w  [3] th at the thoracic vertebrae arc coalescing  
to form a uniform backbone in the Falconidés. S z a k á l l  [9] described the fused  
thoracic vertebrae of the hen and the turkey. He is correct in sta tin g  th a t the 
process o f coalescence is prom oted by the ossified tendons. S t h e s e m a n n ’s 
paper [8] contains a more detailed reference to our subject. H e d iv ides the 
thoracic vertebrae of the birds of prey in tw o categories, viz [1] the accipiter-
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type in  w hich there is no adhesion between the vertebrae; [2] the fa lcon-type  
in w hich  th e  fused thoracic vertebrae form a uniform  backbone.

N on e o f these authors touches upon fu n ctional problems concerning the 
thoracic portion  of the spine. Functional anatom ic investigations were concern
ed w ith  the extrem ities, especially  with problem s regarding the flight o f birds. 
B ö k e r  [2 ]  exam ined the sta tics and dynam ics o f  flig h t and relied in his in v esti
gations on the results o f  L o r e n z  [5]. He drew a parallel betw een the wing- 
typ es and the fly ing  technique of birds. M a r s h a l l  [6] discussed the effect o f 
forces at p lay  in the different fligh t techniques, and observed the adaptation  
of the av ian  body to them . These investigations do not, however, treat in detail 
of the thoracic segm ent o f th e  spine or the m orphology and function of its 
vertebrae.

In order to answer the question of the nature o f  the biological m echanism  
evo lved  in  the thoracic portion of the spine for th e  balancing of the different 
forces at p lay , it is necessary to  subject the thoracic vertebrae of the birds of 
prey to  an anatom ico-functional analysis. It offers an instructive exam ple of  
the p erfect functional adaptation  of a biological structure to the functions it is 
required to  perform.

Material and m ethod

T w o to  th ree  ske letons, each , o f  th e  follow ing 20 H u n g a r ia n  species o f b ird s o f p rey  h av e  
been s tu d ie d :

Falco peregrinus peregrinus T u n s t. ;
Falco cherrug cherrug Gray ;
Falco subbuteo subbuteo L . ;

T h e  a u th o r  is g re a tly  in d e b te d  to  th e  M useum  o f  N a tu ra l  H isto ry , B u d a p e s t for th e  
sk e le to n s.

Falco colum barius aesalon T u n s t. ;
Falco vespertinus vespertinus L . ;
Falco tin n u n cu lu s  tin n u n cu lu s L . ;
A q u ila  chrysaetos chrysaetos L . ;
A q u ila  heliaca heliaca Sav. ;
A q u ila  changa Pall. ;
Buteo buteo buteo L . ;
Buteo lagopus lagopus B rü n n . ;
Circus aeruginosus aeruginosus L . ;
Circus cyaneus cyaneus L . ;
A cc ip iter  g en tilis  gentilis L . ;
A cc ip iter n isu s n isus L. ;
M ilvu s  m igrans migrans B oád. ;
H aliaetus albicilla L . ;
P ern is ap ivorus apivorus L . ;
Circaetus gallicus gallicus Gm. ;
P a nd ion  haliaetus haliaetus L .

T h e  species Circus aeruginosus aeruginosus L . ; A cc ip ite r  gentilis gentilis L . ; A ccip iter  
n isu s n isu s  L . ; Buteo buteo buteo L . ; Buteo lagopus lagopus B rünn . ; Falco peregrinus  
peregrinus T u n s t , and  Falco subbuteo L . were sub jected  to  d e ta ile d  m yological d issection

T h e  in v es tig a tio n s  h a d  th e  pu rp o se  to s tu d y  th e  m o rp h o lo g y  of th o rac ic  v e r te b ra e  in 
b ird s o f  p re y , to analyse  th e  m ech an ism  form ed by  these  o rg a n s  an d  to exam ine its  fu n c tio n in g .
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The v e rteb rae  o f bird»

B efore going in to  d e ta ils , i t  seem s necessary  to  p re se n t a b rie f  survey  of th e  a v ia n  v e r te 
b ra l ty p es .

I n  th e  s im p lest form  of th o rac ic  sp ine one w h ich  is a t  th e  sam e tim e su ita b le  fo r the  
w id est em p lo y m en t — th e  v e rte b rae  a re  con n ec ted  o n ly  b y  jo in ts  and n o n -ossify ing  lig am en ts . 
T h is ty p e , in  w hich th ere  a re  no special su p p o rtin g  s tru c tu re s  or osseous ad h es io n s , is p re su 
m ab ly  th e  m o st an c ien t and  th e  least d iffe re n tia te d  fo rm , an  assum ption  c o rro b o ra te d  b y  the 
fac t th a t  th e  th o rac ic  v e r te b rae  of th e  A rch aeo p te ry x  belong  to  th is  type. T h e  m o rp h o lo g y  of 
th e  v e r te b ra e  and  th e  m an n e r in w hich th ey  are  in te rco n n e c te d  lend a certa in  su p p le n ess  and 
e lastic  s ta b ili ty  to  the  th o rac ic  p o rtio n  of th e  v e r te b ra l  colum n. To th is  ty p e  belong  the 
herons, s tro k s , p a rro ts , cuckoos, go a tsu ck ers, ro llers, k in g fishers , bee-eaters, w o o d p eck e rs  and 
m ost so ngb irds.

T h e  th o rac ic  v e r te b rae  undergo  ce rta in  changes in  b ird s w ith  special h a b its  o f  life, e.g. 
in sw im m ing  an d  d iv in g  b ird s, in b ird s w hich  hav e  to  ru n  and  pick  their food , in  b ird s  w ith  
h igh ly  dev elo p ed  fly ing  pow er, an d  in those  w hich  a cq u ire  th e ir  food in a p re d a to ry  m anner. 
The th o rac ic  v e rte b rae  em it c h a ra c te ris tic  processes; th ese  a re  osseously u n ited  a lo n g  th e  a r tic 
u la r  su rfaces or, else, th e  v e r te b rae  are connected  by  ossified  ligam ents.

S p ecia lization  m ay  be of tw o k inds. E v o lu tio n  m ay  te n d  tow ards co n so lid a tio n , to w ard s 
un ion  b y  m eans of ossification . T he lig am en ts  o f th e  sp in a l colum n ossify and  beco m e u n ited  
w ith  th e  b o n y  su b stan ce  of th e  v e r te b rae  (especially  w ith  ad v an c in g  age) in th e  sw an , th e  goose, 
the  du ck  an d  th e  spoonbill. T h is o ften  re su lts  in an  im m o v ab le  connexion be tw een  th e  th o rac ic  
v e rte b rae . I t  is a fu r th e r  m o d ifica tio n  w ith in  th e  sam e ty p e  if  th e  osseous fusion is be tw een  the 
bodies, th e  a r tic u la r  and  th e  tran sv erse  processes o f th e  v e rte b rae . T his a r ra n g e m e n t is to  be 
found  in g rebes, w oodcocks, th e  G allinaceae. in p igeons an d  — in its  m ost a d v a n c e d  form  
in fa lcons. T he develo p m en t o f a rig id  sk e le ta l ax is is th e  re su lt o f such coalescence.

T he o th e r  d irec tio n  of evo lu tion  is n o t to w ard s  o ss ific a tio n ; d ifferen tia tion  o f  l he th o rac ic  
spine m an ifes ts  its e lf  in th is  case by  the  a p p ea ran ce  o f c h a ra c te ris tic  processes a n d  th e  changes 
thereof. An e lastic  b u t  firm  th o rac ic  spine of th is  k ind  is fo u n d  in sandpipers, p lo v ers , lapw ings, 
c erta in  L arid ae , owls, all b ird s  o f p rey  save th e  F a lco n id ae , an d  in swallows. B irds o f  p re y  e x h ib 
it th e  m o st ty p ic a l fo rm s of th is  ty p e .

I t  w ill be e v id en t from  th e  foregoing th a t  m o d ifica tio n s of th e  thorac ic  v e r te b ra e ,  as seen 
in b ird s o f p rey , are  no t exclusive  ch ara c te ris tic s  o f th is  c ateg o ry . V arious k in d s  o f  v e r te b ra l 
changes a re  likely  to occur acco rd ing  to  th e  special c o n d itio n s in w hich b ird s b a v e  to  live, 
acqu ire  food, etc.

Results

Descriptive anatomy of the thoracic vertebrae in birds of prey

Birds o f prey have, as a rule, 7 thoracic vertebrae. The two last ones form  
part of the lum bosacral bone to which ribs m ay be attached. In th e  genus of 
falcons the first four thoracic vertebrae are grown together with the la st cervical 
vertebra (os dorsale), the fifth  is free, while the last tw o merge into the lum bo
sacral bone also in this case.

The corpus vertebrae is short and becom es caudal more and more bulky. 
The foveae costales arc placed on the antero-lateral part of the corpus. T he later
ally curving vertebral arches originate with a narrow root (radix arcus verte
brae) and unite in their upper course to form a broad and flat plate. The dia
meter o f the circular vertebral foramen, bounded by the corpus and tin* arches, 
decreases in tin* caudal direction.

The upper spinous process (processus spinosus dorsalis) is usually  power
ful and has the shape of a rectangle or square. Its free oranial and caudal ends 
are frequently forked (pars furcalis). The upper spinous processes are especially
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well d evelop ed  in certain species, as m anifested b y  their dimensions and the  
perpendicu larity  of the planes th at can be layed  across them.

O nly the first 2 or 3 thoracic vertebrae are, as a rule, provided w ith  lower 
spinous processes (processus spinosus ventralis). E agles and hawks are excep 
tions in  th is respect: there are ventral spinous processes on the fourth (and, in 
rudim entary form, even on the fifth) thoracic vertebra.

T h e transverse processes o f  the anterior thoracic vertebrae are fla tten ed  
in a dorso-ventral direction, but those of the posterior thoracic vertebrae are 
cylindrica l and run obliquely backward. Their ven tra l surface is provided w ith  
a costa l flovea . The lateral part of the transverse processes broadens out to

F ig. 1. A q u ila  chrysaetos chrysaetos L .  F o u rth  th o rac ic  v e r te b ra .  1 =  V erteb ra l bo d y . 2 =  L a 
te ra l  p ro c ess . 3 =  T ran sv erse  p rocess . 4 =  D orsal sp in o u s  process. 5 =  A n te rio r  a r tic u la r  

p rocess . 6 =  P o ste rio r a r tic u la r  process

provide room  for the lateral process which runs approxim ately parallel to  the  
lon g itu d in a l axis o f the corpus vertebrae (F ig. 1/2). The developm ent o f the  
la tter  varies not only from  species to species but — to a slight ex ten t — even  
from  in d iv id u al to individual. It is, as a rule, strongest on the third and fourth  
thoracic  vertebra and m ay be absent from the first (Pernis).

O nly the posterior articular processes, w h ich  m ay become elongated and 
tap erin g  (A ccipiter), d isplay differences according to species.

Comparative anatomy of the thoracic vertebrae

A ccording to the m anner of their a ttach m en t, thoracic vertebrae belong  
to  tw o  ty p es. They m ay be united by ossification  (falcon type) or be free, 
con n ected  only by fibrous cartilage and ligam ents (accipiter type).

A  consolidation o f the thoracic vertebrae is characteristic o f the fam ily  
F alcon idae. The first four thoracic vertebrae are united  with the last cervical 
verteb rae, except in the kestrel where only th e  first four thoracic vertebrae  
are free in the other falcons, also the last cervical vertebra stands free in the  
kestrel. The articular processes of the fifth  thoracic vertebra are especially  well 
d evelop ed  which results in a high degree o f m ob ility .

Acta morph, tomus X I I I .
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The vertebral pattern of the thoracic spine is m ost peculiar in Falco 
peregrinus peregrinus Tunst. (Fig. 2) where the bodies and th e  processes of the 
vertebrae are com pletely fused. The last cervical vertebra and the well-develop
ed ventral spinous process o f the first thoracic vertebra are grown together,

Fig. 2. Falco peregrinus peregrinus T u n st. Os dorsale. View from  above. 1 =  A rticu la r surface 
of v e n tra l  spinous process. 2 =  D orsal sp inous process. 3 In te r tra n s v e rs a l  fo ram ina. 4 = - 

T ran sv erse  process. 5 =  L atera l process

Fig. 3. Falco peregrinus peregrinus T u n st. Os dorsale. L a te ra l view . 1 -  D orsal spinous
process. 2 =  V en tra l sp inous process. 3 =  A rticu lar surface  on  th e  c au d a l edge of th e  v en tra l 
sp inous process. 4 - A n te rio r a r tic u la r  process. 5 =  T ran sv erse  p rocess . 6 =  L a te ra l process

and a bony ridge is running towards the corresponding weakly-developed  
process o f the second thoracic vertebra w ithout reaching it . The anterior edge 
of the ventral spinous process o f the os dorsale (Fig. 3/3) form s a special articu
lation  with the last free cervical vertebra. Two saddle jo in ts , one below the 
other, are thus formed which, serving as a support, prom ote the stab ility  of the 
os dorsale. The caudal fossa o f the latter is bounded by strong rims. The fifth, 
free, thoracic vertebra has no lateral process. The cranial edge o f the dorsal 
spinous process of this vertebra forms a protruding fork w'hich lodges the caudal 
edge o f the dorsal spinous process o f the os dorsale. The articu lating surfaces of 
the fifth  thoracic vertebra ensure a high degree of m obility .
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T he only difference b etw een  the thoracic spine o f Falco subbuteo subbuteo 
L.  and th a t of the peregrine fa lcon  is that the articular surface o f the ventral 
sp inous process on the os dorsale is  less developed in th e  la tter.

T he ventral spinous process o f  the os dorsale has no articular surface, and 
the cranial edge is but w eakly curved  in Falco cherrug cherrug Gray. The cranially  
placed furcal part of the dorsal spinous process is undeveloped on the fifth  
thoracic  vertebra.

In  Falco columbarius aesalon Tunst., the third (ventral) spinous process 
o f th e  os dorsale and the pars furcalis processus spinosi dorsalis of the fifth  
th oracic  vertebra are lacking. T he latter is indicated b y  a sligh tly  broadening 
projection .

Fig. 4. Falco tinnunculus lin n u n c u lu s  L .  L a s t cervical v e r te b ra , os dorsa le, f if th  tho rac ic  
v e r te b ra .  1 -  D orsal spinous p ro cess . 2 =  V en tra l spinous p rocess . 3 = T ran sv erse  process.

4 =  L a te ra l  process

T he thoracic segm ent o f  th e  vertebral column o f the kestrels is som ewhat 
different from that of the com m on falcon type. The os dorsale consists only of 
the fir st  four thoracic vertebrae in Falco tinnunculus t in n u n cu lu sL .T he last free 
cervical vertebra is short and high, its ventral spinous process is archedly 
p oin ted  both  cranially and cau d a lly  (Fig. 4/2), its caudal fossa is bounded by 
sharp edges. The vertebrae o f  th e  os dorsale are im perfectly  united , the bound
ary line betw een the first and second  vertebra is clearly visib le. The first and 
the secon d  ventral spinous process o f  the os dorsale appear to  be fused in a 
strong-boned  specimen. No articu lar surface or articular ca v ity  can he seen on 
the anterior edge of the ven tra l spinous process of the os dorsale. The fifth  
thoracic  vertebra is th ick-set, and the dorsal spinous process has no fork, 
w hereas its transverse process is provided with a weak caudally  running lateral 
process. In  Falco vespertinus vespertinus L., the last cervical vertebra merges 
in to  th e  os dorsale. The second and the third ventral spinous process of the os 
dorsale are bridged by a bony led ge. The same phenom enon is found in certain 
strong-boned  kestrels. There is a clearly perceptible suture betw een the artic
ular processes of the last cervica l and the first thoracic vertebra. The tall 
dorsal sp inous process of the la tter  is provided with a weak cranial pars furcalis. 
N ot even  a rudimentary form o f  a lateral process is perceptible.

A n elastic but firm connexion  betw een the freely stand ing  thoracic verte
brae characterizes the second ty p e , which comprises all th e  exam ined species
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w ith  the exception  of the genus of falcons. The characteristic form  o f th is type  
o f the thoracic spine is due to m odifications in the osseous and ligam entous  
pattern.

I t  is the evolutionary degree o f the lateral processes which is o f sign ifi
cance in th is connexion. Three stages can be distinguished. In th e  first, the 
lateral processes are w eakly developed and their posterior and anterior ends 
do not m eet; their connexion is ensured by elastic bands. The lateral processes 
are in contact and m utually superim posed in the following stage o f  evolution . 
The caudal part o f the lateral process reclines on the transverse process o f  the 
adjacent vertebra in the third and m ost advanced stage.

The furcal part of the dorsal spinous process may be differently developed.

Fig. 5. Falco tin n u n cu lu s tin n u n cu lu s L . F if th  th o rac ic  v e rteb ra . 1 =  V e rte b ra l b o d y . 2 
R u d im en t o f la te ra l process. 3 =  T ran sv erse  p rocess. 4 =  D orsal spinous p ro cess . 5 =  V erte 

b ra l fo ram en

There are m any transitory structures betw een its primordial form  (cuneiform  
process) and its m ost advanced type (where the planes of the anterior and 
posterior fork are at right angles to  one another). This process is absent from 
all thoracic vertebrae in som e species (Pandionidae) or from only  certain  ones 
in others (Pernis).

The tapering caudal articular process is another organ w hich prom otes 
firm ness while ensuring a high degree of m obility . The articular surfaces and 
the attaching portions of the corpus are bounded by strong bony flanges which 
are particularly well developed on the posterior vertebrae.

A m ong the elastic bands, the strong lateral, the com m on longitudinal 
dorsal, the interspinous and the supraspinous ligaments are w orth y  o f note. 
Strongly developed, they  produce a pulling effect and so becom e im portant 
factors in the afore-m entioned m odification o f the osseous pattern .

It is in the genus Accipiter that the typ e of elastically stab le  thoracic 
spine is best developed. The lateral processes o f  Accipiter nisus nisus L. (F ig .6/2) 
are in contact on the first and second thoracic vertebra; th ey  are leaning  
against each other and the transverse processes between the second and the 
fifth  thoracic vertebra.

Their posterior shank is especially well developed. The caudal articular 
process is tapering backward on the first and second thoracic vertebra. The 
furcal part o f the dorsal spinous process is well developed on all o f  the five
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vertebrae. The first cranial m ay be absent, but b oth  th e  cranial and the caudal 
are present on the others. Their planes form  right angles, and are m utually  
in terlocking in dorsal flex io n . The thoracic vertebrae o f Accipiter gentilis gen- 
ti l is  L.  are stronger and its dorsal spinous processes are taller than the corre
sponding structures o f th e  sparrow hawk.

In  Circus aeruginous aeruginosus L., the w ell developed lateral processes 
lean  against each other and th e  transverse processes on the second, third and  
fo u ith  thoracic vertebra, but are weak on the first and fifth  one. The caudal 
articular processes of th e  first vertebra are tapering. The dorsal spinous proces
ses are shorter than th ose  o f  the Accipiter. O nly the third and the fourth  
vertebra are provided w ith  dorsal spinous processes.

F ig . 6. A cc ip iter n isus n isu s  L . T h o rac ic  v e rteb rae . 1 =  V e r te b ra l body . 2 =  L a te ra l p rocess 
3 =  T ran sv e rse  process. 4 =  D o rsa l spinous process. 5 =  P a rs  fu rca lis  of dorsal sp inous p ro 

cess. 6 =  V en tra l sp inous p ro cess

Conditions are ex a c tly  th e  same in Circus cyaneus cyaneus L.
In the genus o f eagles thoracic vertebrae are b u lky  and emit strong proc

esses. The well developed lateral processes o f  the th ird , fourth and fifth  v erte
bra recline against each other and the transverse processes in Aquila chrysaetos 
chrysaetos L. Its first three thoracic vertebrae are provided with backward  
tapering caudal articular processes. The furcal part o f  the dorsal spinous process 
appears only on the th ird  vertebra; the planes layed  across on the latter and 
the fourth  vertebra are parallel. Only the cranial fork is present on the fifth  
vertebra. In Aquila clanga Pall.,  the first and the second thoracic vertebra, 
their lateral processes and th e  forks of the dorsal spinous processes are more 
developed . A strong d evelopm ent of the fourth and fifth  thoracic vertebra is 
characteristic of Aquila  heliaca heliaca Sav. Its  dorsal spinous processes have  
only caudally running forks. A  conspicuously strong developm ent of the ventral 
spinous processes is characteristic of the genera A quila and Buteo (the la tter  to 
be discussed further below ), a phenomenon p o in tin g  to  the strength o f the 
longus colli muscle arising from  the said processes.

The genera M ilvus and Circaetus constitu te the transition to the last typ e  
in th e  series of specialization  in which the lateral processes and the furcal parts 
of th e  dorsal spinous process are weak, w hile the dorsal spinous processes 
them selves are com paratively  tall and strong (the longissim us dorsi m uscle is
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well developed). The elastic-solid  m echanism  of the thoracic segm ent o f the 
spinal colum n reveals no strong developm ent. To this category belong several 
genera and species.

Haliaetus albicilla L. The vertebral bodies are bulky, the ventral ami 
dorsal spinous processes short. The lateral process appears on the second thorac
ic vertebra, and is strongest on the third and the fourth one. T hey are just 
contacting w ithout being fused. The furcal parts of the dorsal spinous proces
ses are weak and malformed.

W ithin the genus B uteo, there are considerable differences betw een  Buteo 
buteo buteo L. and Buteo lagopus lagopus Brünn. The lateral processes are short, 
and the furcal part of the dorsal spinous process appears only on the fourth  
thoracic vertebra in the com m on buzzard, whereas this structure is present on 
the third, fourth and fifth  vertebrae in the roughlegged hawk.

In Pernis apivorus apivorus L.,  it is only on the fourth and the fifth  
thoracic vertebrae that the short lateral processes are contacting. It is likew ise  
on these tw o vertebrae th at the weak and distorted furcal part o f  the dorsal 
spinous process appears. These processes are relatively tall.

The short lateral processes o f Pandion haliaetus haliaetus I;, com e in con
tact on the second and the third vertebrae only. The dorsal and ventral spinous 
processes are strongly developed (strong dorsal m usculature).

The technique, o f  prey

Tw o main trends o f specialization can be distinguished as regards the  
manner in which birds o f prey seize other anim als for food. Falcons, attacking  
their victim s in the open and free air-space, belong to the first category, while 
birds sw ooping and pouncing upon their prey, such as hawks, harriers, eagles, 
buzzards, k ites, secretary birds, ospreys, etc. constitute the second category.

The m anner of obtaining their food has left its imprint on th e  bodily  
structure of the falcons: they have a strong but fairly rigid trunk, powerful 
m uscles, long and pointed wings. Their w ingbeats are quick and strong, their 
flight is rapid and pertinacious but not supple.

Let us try to analyse the preying m ovem ents of the falcons. T h ey  hunt 
at different heights, and their flight is rapid. They overtake their quarry after 
a short or long pursuit in the course o f which they m anage to  arrive above  
their intended v ictim .T his is the m om ent o f seizure: the legs, h itherto stretched  
backward, are now suddenly extended forward. W ith the wings in an obliquely  
up-and backward position, the bird sweeps upon the victim  and seizes it with  
the talons. The falcon and its v ictim  fall together for a short tim e after the 
m ighty collision; the predator then slows down the rate of descent by spreading  
and beating its wings. This done, it flies to its “ place of tearing” .

■2 Acta m orp h . 1отия X  I I I .



п о P. P É C Z E L Y

A lthough the m anner in which the prey is obtained is essentially the sam e 
in respect of all m embers o f th e  fam ily Falconidae, there are nevertheless consid
erable differences betw een  th e  various species as regards the com position o f  
the food and the w ay o f acquiring it.

In H ungary, it is the peregrine falcon w hich captures the greatest num ber 
of fly in g  birds. The la tter  include even such excellen t fliers as the sw ift turtle  
dove, pigeon, kestrel and hobby.

Likewise fly ing  anim als constitute the principal nutrim ent of Falco sub- 
buteo subbuteo L. This bird feeds principally on insects but, if  they are w anting, 
it seizes smaller birds (e.g. m igrating swallows); th e  act o f chasing and seizure 
requires, however, less strength , and the im p act is weaker than w ith the  
peregrine falcon.

The number o f fly in g  birds captured b y  Falco cherrug cherrug Gray is 
sign ifican tly  less than  th a t hunted by the peregrine falcon. Its food often  
consists o f small rodents w hich  are caught b y  a kind o f retarded swoop. Its  
avian  quarry consists o f w eak fliers, such as crows and jackdaw s.

Falco columbarius aesalon Tunst, consum es insects in summer, and catches 
fly in g  birds only in w inter. The latter are seized b y  a sudden swoop.

The preying technique o f  the kestrels differs in several respects from that 
o f the falcons. As soon as th e y  catch a glim pse o f the quarry, th ey  pounce  
upon it. Y et, because o f  constant braking b y  m eans of the wings and the tail, 
the sw oop of the kestrel does not compare w ith  the im petuous attack o f the  
falcon. There is no collision. The victim , a sm all rodent, lizard, or a larger insect, 
is caught on the ground. Falco vespertinus vespertinus L. consumes chiefly  
fly in g  insects, and only exceptionally  sm aller birds which are seized in the  
m anner o f falcons. Its  fligh t is much more rapid than th at o f the kestrel.

It is the genus A ccip iter which displays th e  m ost perfect technique of 
seizing the quarry by sudden swoop. Their elastic  hut strong trunk, the pow er
ful m usculature of their chest and wings, the shortness and round shape of the  
w ings, the long tail enable Accipiters to fly  rapid ly  and w ith great m anoeu
vrab ility . Their preying technique is truly characterized by the words of 
Ch e k n e l : “They are sw iftly  fly in g  and daring birds of prey; yet, falcons are 
more dangerous to fly in g  birds, and are inferior to  hawks in the pursuit o f the  
quarry; th ey  are shooting dow n on their v ictim , w inding in all directions b e
tw een trees and shrubs and flittin g  through th ick ets wit h a nim bleness unparal
lelled am ong predatory b irds” . While hunting, th e y  fly  low , at a height of a 
few m etres. They make good use of the unevenness o f the ground, of the covers 
offered b y  trees, shrubs and hedgerows. Their flig h t in such surroundings is not 
sw ift, th ey  advance w ith  m oderate, uniform w ing beats. T hey get their quarry 
by a sudden im petuous a ttack . I f  a bird is flush ing , th ey  get above and sweep  
down on it. They pounce from  a com paratively m oderate height, w ith legs 
stretched  forward and freq u en tly  with their wings and tail in a braking position.
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I f  the first attack is unsuccessful, they  pursue the v ic tim  pertinaciously and 
with incredible agility.

The preying technique o f the members of the genus Circus is likewise well 
developed. Goshawks are agile predators of a graceful fligh t; when hunting, 
th ey  cruise at an altitude o f a few m etres and m ostly seize anim als crouching 
on the ground w ith a sudden curving swoop which in d icates great suppleness 
and agility.

The quarry of the eagles (Aquila) consists of larger birds or mammals; 
th ey  pounce upon the prey after a gliding or diving flig h t, seize it and usually 
crush its spine by a single powerful jerk of their legs.

A study of the preying technique of the genera M ilvus, Circaetus and 
H aliaetus which obtain their food by a sudden sweep upon the quarry leads us 
to the group of birds which require no special physical strength  for the acquisi
tion  o f food, as also to the category o f predatory birds w hose preying technique 
is quite different from the usual ones.

It is, as a rule, from an am bush that the buzzards (B uteo) pounce upon 
their quarry which is usually no fly in g  bird. Like eagles, th ey  crush the spine 
o f their victim  w ith  their powerful legs. The rough-legged haw k m ay occasio
nally pursue also fly ing  birds; its victim s are usually larger than  those of the 
com m on buzzard.

The honey buzzard catches wasps, bum blebees and their larvae; it 
scratches the latter from their underground passages in the m anner o f hens. To 
obtain  this kind of food requires no sudden swoop, no agile fligh t hut merelv 
stron g  legs suitable for scratching the soil.

Ospreys feed on aquatic anim als. Cruising above lakes or rivers, they 
hover for a short tim e above the selected victim , and sw oop down upon the 
quarry w ith  legs stretched forward. They sometimes even  plunge under water 
to  catch the selected fish.

Functional anatomic evaluation of results

The thoracic vertebrae o f birds of prey m ay — as regards morphology, 
attachm ent and function — he divided in two categories.

The first category is characterized by a rigid and firm  thoracic spine, as 
found in the Falconidae. Its b iological significance m anifests itse lf  in the acqui
sition of food. To understand its m echanism , it is necessary to  analyse the 
forces to which ihe trunk or rather the axial skeleton is exposed . Forces operat
ing during the phase of pursuit are different from those at [day when the prev 
is caught.

The muscles o f the wings are under maxim um  stress during the; chase of 
the in tended victim . The trunk is exposed to considerable, variously  directed 
tensile, bending and tractive forces owing to the strong and sw ift wing heats
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and th e  steering m ovem ents o f  th e  ta il. It is due to  the structural properties of 
the ax ia l skeleton that the ten sile , hending and tractive forces to which the 
trunk is exposed are balanced b y  the static strength o f the os dorsale in the 
first p lace, and by the mobile a ttach m en t of the dorsal and lum bar portions in 
the second  place only. It is on account of the high degree o f rigidity which 
characterizes the thoracic sp ine o f  falcons that the fligh t o f  these birds is 
stra igh t rather than sinuous.

F ig .  7. Falco sp. a t  th e  m o m e n t o f seizing the  p rey . 1 =  R ep ellin g  force. 2 =  In e rtia l 
trac tiv e  force . 3 =  R e su lta n t of th e  o p posite  forces

T he main direction of forces operating at the m om ent when the prey is 
seized  can well be defined (F ig . 7). A  strong repelling force arises when the two  
anim als collide: it represents th e  difference betw een the respective kinetic 
energies o f  the predator and th e  prey. This force strikes the bird of prey along 
th e  outstretched  legs so th at its  direction forms a rela tively  sm all angle writh the 
lon g itu d in a l axis of the body (F ig . 7/1). The point of a ttack  w ith reference to 
th e  ax ia l skeleton is the acetabulum -antitrochanter. There arises, at the same 
tim e, a force in the opposite d irection  owing to the sudden arrest of the down
w ard sw oop at the m om ent o f  im pact.T his represents the m om ent of inertia of 
th e  fa lco n ’s body in the g iven  condition  of m ovem ent (F ig. 7/2). Its magnitude 
is considerably inferior to th a t o f  the repelling force because o f the m ovem ent 
and th e  relatively light w eight o f  the victim . The resu ltant o f  the opposite forces 
and different m agnitudes is a still considerable repelling power by which the 
os lum bosacrale and the th oracic  portion of the spinal colum n are bent up and 
backw ard (Fig. 7/3).
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The next m ovem ent is a spreading of the M ings in order to decelerate the 
rate o f descent (F ig . 8). It m anifests itse lf as a short, transitory but strong, 
forward-directed eleva tin g  force acting upon the anterior portion of the t horacic 
spine at the juncture o f  the shoulder girdle and the ribs (Fig. 8/1). Synchronous-

F ig . 8. Falco sp. slow ing dow n th e  ra te  o f swoop. 1 =  L everage . 2 = T rac tiv e  force of the  
p re y ’s w eight. 3 R a is in g  effec t of th e  sp read  of ta il. 4 = T rac tiv e  force o f th e  p re d a to r’s own

w eight

ly , a considerable dow nw ard tractive force arises owing to the still unbalanced  
w eight of the falling v ictim  (Fig. 8/2). This force affects the pelvic region and 
the posterior portion o f the thoracic spine. Its direction is opposite to the lever
age of the wings, and its m agnitude is, as yet, superior to that o f the leverage. 
This tractive force is somew hat dim inished by the spreading o f the tail feathers 
(F ig. 8/3). The proper w eight o f the falling predator is another downward force, 
and its effect is felt along the entire vertebral colum n (Fig. 8/4). The play o f  
opposite forces gives rise to a tension in the thoracic axial skeleton which is 
strongest in its m iddle portion.
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T he first decelerating spreading of wings is im m ediately  followed by  
vigorous beats, so that the dow nw ard tractive forces are soon counteracted  and 
exceeded  b y  the buoyant force o f  the heating wings. The forward-directed  
com p on en t o f the gradually strengthening lifting force changes the swoop  
first in to  a slightly curving glide and then into a straight forward flight.

F ig . 9. Falco sp. c a rry in g  off th e  p re y . 1 =  L everage. 2 =  T rac tiv e  force o f th e  p re y ’s weigh

T he last phase of the hunt is the conveyance of the prey to  the “ place of 
tear in g” . Forces in this phase are w ell balanced. A  lasting elevating  force acts 
upon th e  spinal column adjacent to  the shoulder girdle (Fig. 9/1). This is espe
c ia lly  strong as the wings h ave to  keep in the air the com bined w eights o f  
the fa lcon  and its prey. The w eigh t o f the captured anim al exerts a downward  
pull on the pelvic region and the posterior portion o f the thoracic spine (Fig. 9/2). 
These opposite forces provoke a tension  in the m iddle part of the os dorsale and 
along th e  articulations of the fifth  thoracic vertebra.

The flight of the falcons is neither too supple nor tortuous, a phenom enon  
in perfect agreement w ith their rigid and solid thoracic spine. It is, in the main, 
th e  sta tic  strength of the os dorsale which hears the tractive and bending 
forces arising at the m om ent o f  the seizure o f the quarry. The necessary solidity  
o f th e  os dorsale is due to the perfect coalescence and the special configuration

A cta  morph, tomus X I I I .
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of the vertebrae. The m obile articulation o f the fifth  thoracic vertebra between  
the rigid os dorsale and the os lum bosacrale is o f  secondary significance. It 
perm its o f a m oderate dorsal flexion, while the displaced articular surfaces 
act as brakes.

The elevating  and the tractive forces arising at the deceleration o f the  
downward swoop affect chiefly the region betw een the m ovably articulating  
last cervical vertebra and the os dorsale as also th at between the fifth  thoracic 
vertebra and the os lum bosacrale. E quilibrium  is additionally ensured by the 
cranial edge of the ventral spinous process o f the os dorsale. In extrem e cases 
(peregrine falcon and hobby) an articular surface develops on the said cranial 
edge which is supported by the corresponding part of the last free cervical 
vertebra. This counteracts the undesirably strong dorso-ventral flexion  o f the os 
dorsale. W hen in m ovem ent, the fifth  thoracic vertebra bears considerable  
tractive-repelling forces. Its articular surfaces allow significant d isplacem ents. 
The furcal part o f the dorsal spinous process serves for the stab ilization  and 
lim itation  o f such displacem ents. The com paratively  wide articular capsules 
and the strong elastic ligam ents play an im portant part in the m oderation and 
balancing o f tractive and repelling forces. The sudden deceleration o f th e  dow n
ward swoop induces considerable tension in the os dorsale which is strongest 
in its middle part. Tt is presum ably for this reason that the ventral spinous 
processes are connected by a bony ridge in this portion. The opposite (i.e. lifting  
and tractive) forces at p lay during the transportation  o f the prey are balanced  
by the articular surfaces and the strong elastic bands, as also by the structural 
firm ness o f  the os dorsale.

M orphological differences between the thoracic vertebrae of the different 
species w ithin the fam ily of Falconidae are in agreem ent with the different 
manners in which th ey  obtain their food.

The m echanism  o f the rigidly solid thoracic spine is best developed in the 
peregrine falcons which have the m ost advanced technique of hunting their 
flying quarry. This m echanism  is gradually less and less developed in the  
com m on buzzard, in Falco cherrug cherrug Gray  and in Falco columbarius 
acsalon Tunst., a phenom enon in perfect agreem ent w ith  the m echanical stresses 
to which the trunk o f these birds is exposed in the pursuit o f the prey.

M ovem ents o f the tail feathers, enabling them  to hover above the selected  
prey and to  slow down their descent, play a m uch more significant role in  the 
preying technique o f the kestrels. The second and third ventral spinous proces
ses o f the os dorsale are united by a bony bridge in the red-footed falcon, a 
phenom enon presum ably connected w ith a backward shift o f the b od y’s 
centre of grav ity  which explains the significance o f  the longer tail feathers. 
Kestrels do not need an as solid os dorsale as does the peregrine falcon, and so 
the last cerv ical vertebra is not united w ith the thoracic portion o f the spinal 
column.

Acta morph, tomus X I I I .
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T h e second type of thoracic spine d isplays a firm ly elastic m echanism , 
and is m o st perfect in the genus of A ccipiters. W hile pursuing their quarry, 
haw ks are aide to speed up or brake their fligh t very suddenly. The direction  
of th e  f lig h t is frequently changed at a sharp angle. Such technique o f m ove
m ent requires considerable tractive , deflective and tensile forces that are m uch  
stronger th a n  those arising in th e  fligh t of falcons. Sudden turns, rapid ascent 
and im p etu ou s swoop expose the axial skeleton to especially great stresses. 
W hen p ou n cin g  upon the prey, the centre of grav ity  (which is at the height of 
the th ird  and the fourth thoracic vertebra during balanced forward flight) 
“ju m p s”  backward and forward. The point o f the trunk’s greatest m echanical 
stress ch an ges accordingly.

H aw k s pounce upon the prey from a com paratively m oderate a ltitude. 
A ccord in g ly , there is no sign ificant acceleration, and the im pact is correspond- 
in g ly  w eaker. Unlike falcons, accipiters frequently  attack  anim als perched on 
branches or sitting  on the ground, so th at the collision at the m om ent o f capture  
cannot b e too  strong because, otherw ise, the assailant would smash itself. The 
im p act is m itigated  by the outstretched  long legs which act as springs; y e t, the  
os lu m b osacrale  still receives a strong shock. This repelling force is, how ever, 
con sid erab ly  less than that to  w~hich the corresponding part o f falcons is exp os
ed at th e  m om ent of collision w ith  the quarry.

T o balance the weight o f  the falling prey requires no significant power 
since th e  im petus of the swoop is m oderate, especially  if  a perching anim al is 
to be se ized . It often occurs th a t an accipiter “ kicks dow n” its fly ing  quarry, i.e. 
in stead  o f  seizing the selected  prey, the haw k lets it  drop downward at the  
m om ent o f  im pact.

E a sy  m anoeuvrability o f the flight requires a high degree of suppleness of 
the tru n k . It is to this task th a t the thoracic spine of hawks is adapted. The 
thoracic  vertebrae are capable o f  balancing b y  a dynam ic elastic ity  the strong  
forces to  w hich the axial skeleton of these birds is exposed. To balance the  
tra c tiv e , deflecting and tensile forces arising at the pursuit of the quarry, the  
verteb ra l colum n has to perform significant m ovem ents made possible by  
the e x te n s iv e  articular surfaces of the vertebral bodies and articular processes. 
T his is in d icated  by the elastic ligam ents and the wide articular capsules. The 
ex trem ely  strong bending stresses are borne m ainly, by the elastic supporting  
m echanism s and bands. It is in  the middle part that we find the best developed  
la tera l processes which have to  bear the strongest stress.

P art o f the impact occurring at the seizure o f the prey is likew ise taken  
up b y  th e  elastic mechanism o f  the lateral processes and the attached ligam ents, 
so th a t  th e  elastic firmness o f  the dorsal colum n is, in the main, due to these 
stru ctu res. An clastic but firm  thoracic spine characterizes the m em bers o f the 
genus Circus.

A cta  m orph, tomus X I I I .
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The m anner in which eagles pounce upon their quarry, and th e  im portant 
role played by their legs in the act require a different axial sk eleton . It is the 
pelvic region w hich has to bear the strongest stresses, and it is for th is reason 
th at, in contradistinction to A ccipiters, the com ponents of the e la stic  and firm  
dorsal m echanism  are best developed on the fourth and the f ifth  thoracic 
vertebrae. This m echanism  is weaker in the genera Milvus, Circaetus and Haliae- 
tus. The strong developm ent of the lum bosacral bone, due to th e  im portant 
part played by the legs in seizing the prey, further a less specialized m echanism  
of the elastic-firm  thoracic spine are characteristic features of the genera Buteo, 
Pernis and Pandion. This shows th a t the axial skeleton is not exposed  to strong 
stresses either during the flight or at the m om ent of the prey’s capture. It is 
only the fifth  (or the fourth and fifth ) vertebra adjoining the lum bosacral bone 
which displays characteristic m odifications.
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Ü B E R  D IE  B E Z IE H U N G E N  Z W IS C H E N  D E R  T H O R A K A L E N  W IR B E L S Ä U L E  
D E R  R A U B V Ö G E L  U N D  D EM  B E U T E FA N G

P. PÉCZELY

Die L ebensw eise der Vögel b rin g t gew isse U n te rsch ied e  bei der th o ra k a le n  W irbelsäu le  
m it sich. D er M echanism us der th o rak a len  W irb e lsäu le  k ann  sich in zwei R ic h tu n g e n  spezia li
sie ren , je  n ach  dem , ob die Lebensw eise v o r  a llem  S ta b ili tä t  oder e la s tisch e  B iegsam keit 
e rfo rd e rt. U nsere R au b v ö g el verfügen ü b er be ide  M echanism en, die den h ö c h sten  E n tw ic k lu n g s
g rad  gerade  bei d iesen A rten  erre ich ten .

In  der G a ttu n g  Falco ist der le tz te  H a lsw irb e l m it den vier R ü ck en w irb e ln  verw achsen , 
u n d  sie b ilden  zu sam m en  das Os dorsale. D a d u rc h  v e rh ä lt  sich der R um pf beim  s ta rk e n  Zusam - 
m en p ra ll beim  N iedersch lagen  des O pfers seh r s ta b il .  D er fünfte  Rückenw irbel s te ll t  eine bew eg
liche V erb in d u n g  zw ischen dem  Os dorsale  u n d  d em  Os lum bosacrale her. E in  N a ch te il dieses 
M echanism us is t die geringe B iegsam keit, u n d  d e sh a lb  sind  die Falken n ic h t fä h ig , so schnelle 
W endungen  und so p lö tz liche, in großem  W in k e l e rfo lgende R ich tu n g sän d e ru n g en  au szu fü h ren , 
als die H ab ich te .

D er M echanism us des e lastisch -festen  th o ra k a le n  R iick g ra tah sch n itte s  e r re ic h t in der 
G a ttu n g  A cc ip iter  seine höchte E n tw ick lu n g . D ie w endige, schnelle F lu g fäh ig k e it d ieser A rten  
s te h t im  E in k lan g  m it dem  h ierau f sp ez ia lis ie rten  T y p  der spinalen W irbe lsäu le . D er e la s tisch 
feste M echanism us b e s te h t aus folgenden K o m p o n e n te n : den  latera len  F o r ts ä tz e n , d e r dorsalen  
P a rs  fu rca lis  p rocessus spinosi, ferner den spez ie llen  F o rm en  der G e len k oberflächen . E in N ach
teil dieses M echanism us ist die re la tiv  geringe F e stig k e it.

Acta morph, tomus X I I I .
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ФУНКЦИОНАЛЬНО-АНАТОМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ СВЯЗИ МЕЖДУ 
ИЗМЕНЕНИЯМИ ГРУДНОГО ОТРЕЗКА ПОЗВОНОЧНИКА ХИЩНЫХ ПТИЦ 

И ПРИОБРЕТЕНИЕМ ДОБЫЧИ
П . П Е Ц Е Л И

Специализация образа жизни птиц вызывает изменения также в области грудного 
отрезка позвоночного столба. Механизм грудного отрезка позвоночного столба может 
специализироваться в двух направлениях, в зависимости от того, требует ли образ 
жизни прежде всего прочности или упругой гибкости. У хищных птиц имеются оба меха
низма, которые развились наиболее совершенно именно у хищных птиц.

В роде соколиных последний шейный позвонок и первые четыре грудные позвонка 
срослись, образовав os dorsale. Это создает очень большую стабильность туловища отно
сительно весьма сильного столкновения при захвате жертвы. Пятый грудной позвонок 
создает подвижное соединение между os dorsale и os lumbosacrale. Недостатком этого 
механизма является незначительная гибкость позвоночного столба, поэтому соколы 
неспособны к таким быстрым поворотам и внезапному изменениях направления под боль
шим углом, как напр. ястреб.

Упруго-прочный спинной участок позвоночного столба среди хищных птиц на
иболее развит у рода Accipiter. Большая подвижность и быстролетность представителей 
этого рода согласуется с особым оформлением грудного отрезка позвоночного столба. 
Составными элементами упруго-прочного механизма являются латеральные отростки, 
pars furcalis processus spinosi, a также специальные формы суставных поверхностей. 
Недостатком этого механизма является его относительно меньшая прочность.

D r . Р . P é c z e l y : B udapest, V III. Puskin u. 3., Hungary

Acta morph, tomus X I I I .



F irst D e p a rtm e n t o f S u rg ery  (D irec to r: P rof. L . P Ó k a ) .  U niv ersity  M edical School.
an d  A rm y H o sp ita l, Pécs

THE EFFECT OF AGING-INDUCED CHANGES 
OF COLLAGEN PROTEIN ON FIBRILLOGENESIS

IN VITRO

M . N é m e t h -C s ó k a  a n d  M a r i a  K a is e r  

(R eceived J u ly  12, 1963)

D ifferences in  f ib ril fo rm ation  h av e  been d e m o n s tra ted  to  e x is t b e tw een  th e  
n e u tra l  a n d  acid  collagen so lu tions o b ta in e d  fro m  ra ts  o f d ifferen t age g ro u p s. W ith  the  
adv an ce  o f age th e  a c tiv a tio n  energy re q u ire d  for fib ril fo rm atio n  decreased , a n d  th e  
fac to rs  e n h an c in g  f ib ril fo rm atio n  e x erted  a m ore  m ark ed  effect on th e  collagen from  
old th a n  fro m  y o u n g  an im als . The p h en o m en o n  m ay  be exp la ined  by  an  ag ing  in d u ced  
in tra m o le cu la r  tra n s fo rm a tio n  of collagen, so t h a t  th e  old collagen, w hich  c o n ta in s  b e ta  
co m p o n en ts , show s an  increased  ten d e n cy  to  n u c léa tio n , b u t th is  a ffec ts  fu n c tio n a l 
p ro p erties  o f th e  fo rm ed  fib res u n fa v o u ra b ly  an d  also a lte rs  th e ir  m orpho log ical 
ap p earen ce.

Chem ically, the changes caused by aging in connective tissue are charac
terized by an increase o f cross bonds [2], a progression of the process o f cross
binding. This process takes place in the interfibrillar, interm olecular [11], and 
also in the intram olecular [8a, b] dim ensions alike. The intram olecular cross
binding process occurs in the elem entary tropocollagen molecules the collagen  
fibres are com posed of, so that the chains o f  the triple peptide spiral becom e 
linked with one another. The developm ent o f these bonds cannot be studied  
under physiological conditions, but after dénaturation of the collagen three 
fractions can be dem onstrated by ultracentrifugation, depending on the bonds. 
In the absence o f bonds the molecule d isintegrates into three peptide chains 
(alpha com ponents). W hen tw o peptide chains are linked up the m olecule falls 
apart into an alpha com ponent and a beta com ponent composed o f tw o peptide  
chains 115], w hen all three peptide chains are linked to one another the so- 
called gamma com ponent com posed of a trip le peptide chain is dem onstrable  
[8a], When young collagen, or collagen inh ib ited  in m aturation, is denaturated, 
it is m ainly the alpha com ponent that is dem onstrable [8b], while in m ature  
collagen the beta  com ponent is also dem onstrable beside the alpha one.

On the basis of precipitability [6a, b , c], fractionation of the neutrally  
extractable, apparently uniform collagen so lu tion  yields A, B, and C fractions, 
of which on dénaturation  the C fraction conta ins more beta com ponents than  
the other fractions [18c]. Fraction C is the one showing the greatest tendency  
to fibril form ation.

As the form ation of fibrils from collagen solutions depends also upon the 
intram olecular structure of the collagen m olecules the solution is com posed of
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stud ies o f  fibrillogenesis in v itro  seem ed to  be suitable for the in vestigation  of 
that in tram olecular change caused by aging.

W e have subjected to s tu d y  the differences in fibrillogenesis betw een  
collagen  solutions obtained from  rats o f different ages, to answer the fo llow ing  
q uestions.

1. D oes aging cause changes in the so-called activation energy required  
for fib ril form ation?

2. H ow  does the milieu (sh ifts in pH , protein and chondroitin sulphuric 
acid (in th e  following: ChSA) in fluence fibril form ation at different ages?

3. W hat is the effect o f sligh t dénaturation on fibril formation at d ifferent
ages?

Fig. 1. P re c ip i ta t io n  of 100 mg per 100 m l n e u tra l co llagen  d issolved in 2 M N aC l, a t  d iffe ren t 
te m p e ra tu re s .  O rd ina te : ex tin c tio n . A b scissa: tim e from  o n se t of e x p erim en t. T he tim e  re q u ire d  

fo r  p recip ita tion , th e  so -called  reac tio n  tim e , is in d ica ted  by  arrow s

Materials and methods
C o llag en  solutions were iso la ted  fro m  ra ts  o f d iffe re n t ages. To o b ta in  a n e u tra l co llagen 

so lu tio n , s u i ta b ly  p repared  r a t  skin w as e x tra c te d  f irs t w ith  M/20 pH  7,1 buffer for a few h o u rs , 
th e n  w i th  2 M N aCl for 3 to  4 d ay s a t  -|- 4 °  C, by  th e  m e th o d  of Cooper  and  D e a sy  [4 a , 5]. 
T he v isc o u s  e lu a te  o b ta ined  w as c e n trifu g e d  a t  8000 r .p .m . fo r 30 m inu tes, an d  th e  s u p e rn a ta n t  
w as u se d  fo r  th e  s tu d y , a fte r a d ju s tin g  th e  collagen co n ce n tra tio n  to  80 — 100 m g per 100 m l, 
on th e  b a s is  o f  th e  hydroxypro line  v a lu e .

T h e  e n e rg y  requ ired  fo r f ib ril fo rm a tio n  w as c a lcu la te d  b y  B ensusan  g e la tion  te s t  [ l a ] .  
T he essen ce  o f  th is  procedure is t h a t  on exposure  to  h ig h er te m p e ra tu re s  th e  collagen sol s ta b le  
a t  -f- 4 °  C p re c ip ita te s , depending  in ra p id i ty  on th e  te m p e ra tu re . In our s tu d ies th e  re a c tio n  
tim e  o f  f ib r i l  d ev elopm en t was p lo tte d  a g a in s t th e  te m p e ra tu re s  applied .

T h e  m ea su re  o f gela tion  is ex p ressed  b y  th e  e x tin c tio n  o f th e  tu rb id ity  d e te rm in ed  in  th e  
c u v e tte . T h e  re ac tio n  is biphasic, a f te r  th e  so-called f la t  p h ase  com es a phase of lo g a rith m ic  rise . 
T he t im e  re q u ire d  to  reach th e  end  p o in t o f th e  log p h ase  w as considered  to  be th e  re a c tio n  
tim e  (F ig .  1).

T h e  e n e rg y  of ac tivation  w as c o m p u te d  on th e  b asis  o f  th e  A rrhenius  fo rm ula ,

H  + +
In. к  =  -  [ -c o n s t .

I n  th e  fo rm u la  the  c o n s tan t ( f req u e n c y  v a r ia n t)  does n o t  change w ith  th e  te m p e ra tu re ,  
a n d  a l in e a r  re la tio n sh ip  is d e m o n s tra b le  be tw een  th e  re ac tio n  tim e and  th e  rec ip ro ca l v a lu e  
o f t e m p e ra tu r e  expressed  in  ab so lu te  degrees.
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T hus, th e  a c tiv a tio n  energy  H* 

using  th e  reac tio n  ra te  for k, therefore

ln .  R  

к
jTrp can

j  ,rj 1 . T h e  q u a n ti ty  o f ln. R  b e in g  4 .57 , and 

be ca lcu la ted  as th e  ta n g e n t a lp h a  o f the

corre lation  show n (F ig . 2).
Acid collagen so lu tions were p rep ared  fro m  ra ts  o f d ifferen t ages. A fte r e x tra c t in g  the  

r a t  skins f irs t  w ith  a p H  7.1, M/20 p h o sp h a te  b u ffe r  for 4 to  5 hours, th en  w ith  0.4 pe r cen t 
ace tic  acid for 3 to  4 d ay s , th e  e x tra c t was p re c ip itp a te d  by  d ialysis ag a in st ta p  w a te r , then  
d isso lved  in  0.02 M ace tic  acid. For th e  te s ts , 100 m g per 100 m l so lu tions w ere p rep ared  
s im u ltan eo u sly . T h e  p re p a ra tio n s  con ta ined  also 20 to  30 per cen t non-collagen p ro te in . To 
cause  p re c ip ita tio n , th e  acid collagen so lu tion  w as n e u tra liz ed  according to  W o o d  an d  K e e c h  
[18a, 18b] by  a d d in g  to  2.5 ml o f collagen so lu tio n  4.5 ml o f n sodium  a c e ta te  so lu tio n . T his 
m ix tu re  o f p H  6.8 to  7.4 was m easured  th e  tu rb id i ty  a ris in g  on fib ril fo rm atio n .

F ig . 2. P re c ip ita tio n  of n eu tra l collagen, e x tra c te d  fro m  th e  skin o f a 250 g r a t  (— .- )
an d  from  th a t  of a 50 g r a t  (— о о  — ) O rd in a te : log 100/tim e [tim e reac tion  tim e ]. A bscissa: 
l . /T x  10:{ [T = ab so lu te  tem p e ra tu re ] . T he collagen fro m  th e  younger ra t  show s a g re a te r  a c t i

v a tio n  energy (ca lcu la tio n s see in  tex t)

The effects o f su b s tan ces in fluencing  f ib ril fo rm atio n  were stu d ied  in  a s im ila r sy s tem , 
d isso lv ing  th e  su b s ta n c es  in question  in the  sod ium  a c e ta te  so lu tion  serv ing for n e u tra liz a tio n .

To d e n a tu re  th e  acid  collagen so lu tion , i t  w as k e p t a t  37°C for various le n g th s  o f tim e, 
an d  exam ined  th en  fo r p re c ip ita b ility  and  ChSA bo n d , on  th e  add ition  of ChSx\. T h e  chem ical 
com position  of th e  f ib rils  o b ta in ed  was te s ted  as follow s: to ta l  p ro tein  w as a ssa y ed  b y  th e  
b iu re t m eth o d , th e  collagen co n ten t was co m p u ted  fro m  the  hydro x y p ro lin e  v a lu e , ChSA 
c o n te n t w as c a lcu la te d  from  the  hexuron ic  acid  an d  hexosam ine co n ten ts . T h e  p re c ip ita te d  
fib rils  were ex am in ed  by  po larization  m icroscopy  by  E bner ' s phenol re ac tio n  in paraffin - 
em bed d ed  sections. T h e  d e ta ils  o f all these p ro ced u res hav e  been described p rev io u s ly  [1 4 1.

Results

1. Does aging cause changes in energy activation required for  fibril for
mation ?

The activation  energy required for the form ation of fibrils from a neutral 
collagen solution is influenced by several factors, first of all by the tem perature  
interval em ployed. Therefore, the tests were m ade at the same tem perature, at 
20° to 2 6 °C. A nother factor influencing the activation  energy is tin* concentra
tion o f collagen. The values found were 20 kcal at 200 mg per 100 ml, 31 keal 
at 80 mg, and 50 kcal at 40 mg per 100 ml concentration. In the com parative  
studies 100 mg per 100 ml collagen solutions were used, at the sam e p H , ionic
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strength  and tem perature in terval. The activation  energy of collagen isolated  
from y o u n g  (50 g) rats proved to  he 28 to  30 kcal, as opposed to  the 11 to  
15 kcal va lu es for collagen extracted  from old rats (weighing more than 250 g). 
Th is m eans th at fibril form ation from “young” collagen requires more energy  
than th a t from “ old” collagen.

time

F ig . 3. P re c ip i ta t io n  by  n e u tra liz a tio n  of collagen so lu tio n s  p re p are d  from  th e  sk in  o f r a ts  of 
d iffe re n t ages. O rd in a te : ex tin c tio n . A bscissa: tim e fro m  o n se t o f e x p erim en t, a) N e u tra liz a tio n  
on ly , b ) N e u tra liz a tio n  in p resence o f 30 m g per 100 m l o f p la sm a  p ro te in , c) N e u tra liz a tio n  in  
p re sen ce  o f  0.25 mg per 100 m l o f ChSA. I .  50 g r a t .  I I .  100 g r a t .  III . 250 g ra t.  In  th e  co llagen  

fro m  o ld  r a t  (curve III)  fib rils  a re  fo rm ed  fa s te r  in  resp o n se  to  b o th  p ro te in  an d  ChSA

2. How does the milieu (p H ,  ChSA, protein effect )  influence f ib r i l  formation  
at different ages?

T he form ation of fibrils in response to  neutralization of acid collagen  
so lu tion s was studied in solutions o f collagen extracted  from young, m iddle- 
aged and old rats, using skin specim ens from rats weighing 50 g, 100 g and over 
250 g.

Precip itation  at room tem perature was induced the easiest in collagen  
o f m idd le age, and easy in you n g or old collagen (F ig . 3a). This difference d isap
pears, how ever, when neutralization  is carried out at 37 °C or 56 °C, instead  of

A cta  morph, tomus X I I I .
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at room tem perature. As a result o f  enhanced precipitation at th ese  tem pera
tures no difference is dem onstrable betw een  the three kinds of co llagen . There 
is also a gradual decrease in the overall ex tin ction  values at higher tem peratures.

In response to  ChSA and p lasm a protein, old collagen show s the most 
rapid precipitation (Fig. 3). To cause precip itation  at a similar ra te  in young  
collagen, about 5 to  10 tim es more ChSA is required (Fig. 4).

F ig . 4. Acid collagen so lu tion  ex trac ted  fro m  y o u n g  r a t  (50 g) skin. P re c ip ita tio n  in d u ce d  by 
n e u tra liz a tio n  a t  d iffe ren t ChSA co n ce n tra tio n s . O rd in a te : ex tinc tion . A b scissa: tim e  from  
o n se t o f exp erim en t. 1. In  presence of 0.25 m g p e r 100 m l o f ChSA. 2. In  p re sen ce  o f 1.25 mg 
p e r 100 ml o f ChSA. 3. In  presence of 2.5 m g p e r 100 m l of ChSA. To cause th e  y o u n g  collagen 
to  p re c ip ita te  as fast as th e  old one, a ten fo ld  ChSA c o n ce n tra tio n  is needed (see c u rv e  I I I  in

F ig . 3c)

As exam ined in embedded section s, the fibrils precipitated a t 37 °C and 
56 CC are thinner than those precipitated at room tem perature. N o such  differ
ence could he dem onstrated between the collagens of different ages precip itated  
at an identical tem perature.

3. What is the effect o f  slight dénaturation on f ib r i l  formation at different ages ?

The acid collagen solution was in cu b ated  at 37 °C for 1 to 11 hours, during 
which period no change in m olecular w eight was demonstrable (F ig . 5). The 
you n g and old collagens so preincubated show ed a characteristic difference in 
response to neutralization (Fig. 6). A s incubation  progressed, fibril form ation  
becam e protracted in the case of young collagen, but the fibrils ob ta ined  showed  
unchanged high extinction  values. A s opposed to this, less and less fibres could 
be produced from old collagen w ith the progress of previous dénaturation , 
the m axim um  of turbid ity  continued to  decrease. A t the same tim e, th e  fibrils 
precipitated  becam e thinner and th inner (F ig. 7). Thus, slight d én aturation  at 
37 °C has a more intense effect on old than  young collagen, retarding fibril 
form ation in an increasing measure. A s determ ined by studying th e  chem ical
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com position  of the fibrils obtained  by m ixing 10 parts o f  collagen w ith 2,5 parts 
of ChSA, a characteristic change occurs in the com bination  with ChSA w ith  
the advance of age (Fig. 8). In  general, com bination w ith  ChSA tends to decrease 
w ith  th e  advance o f age. Previous dénaturation caused  a tem porary decrease 
in th e  collagen and ChSA contents of the fibrils. A s preincubation progresses, 
in the em bedded sections th e  fibrils become th inner and thinner, independently  
from age.

Fig. 5. U ltrac en trifu g á i p a t t e rn  o f n a tiv e  acetic acid  co llagen  solu tion . Solvent: 0 .4  p e r  cen 
acetic  acid , co llagen  2 m g/m l. u =  5 0 ,000 /m in , a t  27.3 °C.

T he s in g le-com ponen t co llagen  p ro te in  shows the  sam e p a t t e r n  a fte r p re in cu b atio n  a t  37 °C 
fo r fro m  1 to  5 hours (“ d é n a tu ra t io n ” ), th u s  the in te rv e n tio n  does no t b reak  up th e  m olecule

in to  com ponents.
(The p ic tu re  has been m ad e  a t  th e  C entra l L ab o ra to ry , U n iv e rs ity  Medical School, Pécs. W e 

are  in d e b te d  to  Mrs. S. F a rn a d i fo r assis tan ce)

Discussion

A ging not only reduces the amount o f extractab le collagen [9a] and 
changes the intram olecular structure of the collagen  molecules [8], but also  
alters th e  functional properties of the collagen solu tion . This is characterized  
by a change in fibril form ation , in the first place.

N eutral, sa lt-ex tracted  collagen solution is know n to form a stable sol 
ow ing to  the considerable hydrogen bridge b in d in g  capacity of w ater at low  
tem perature [9b], b u t at higher tem peratures fibrils arc precipitated from  
th is solution .

Likewise, in response to  the ionic effect, on a sh ift in pH fibres precip itate  
from  th e acid collagen so lu tion  if  to  this colloids o f  a negative charge are added

A c ta  morph, tomus X I I I .
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in this case, some role falls to the free peptide-bonds [16], yet more im portance  
is attributed to  the free electrical charges o f the collagen m olecule [13, lb ] .  
Fibril form ation is attributed to  electrosta tic  attraction, the force o f  which  
under appropriate circum stances overcom es the repulsive resistance of the  
hydrate capsule, and as a result o f  the orienting action of the van  der W aals

t

£

Fig. 6. P re c ip ita tio n  on  n eu tra liza tio n  o f acid  co llagen  so lu tions p repared  from  an im als  o f  
d iffe ren t ages, follow ing in cu b a tio n  a t 37 °C (“ d é n a tu ra t io n ” ), a) collagen so lu tio n  fro m  young 
(50 g) r a t .  b) collagen so lu tion  from  old (250 g) r a t .  O rd in a te : tu rb id im etric  v a lu es o f fo rm ed 
fib rils . A bscissa: tim e req u ired  for p re c ip ita tio n . T h e  n u m b ers n ea r the  cu rves in d ic a te  th e  
d u ra tio n  of p re in cu b a tio n , in m inutes o r ho u rs . In  response  to  d é n a tu ra tio n , p re c ip ita tio n  of 

th e  old collagen becom es p ro trac te d , e x tin c tio n  is low er th a n  w ith  young collagen

forces and of the specifically developing side to  side electrostatic attraction  
fibrils are formed. B oth  types of fibril form ation — from the neutral and acid 
collagen — take place in two phases.

In the first phase occurs the so-called nucléation, the unvisible develop
m ent o f the fibril’s nucleus. The factors influencing fibril form ation (tem pera
ture, ion effects, pH  effect, polyanions, protein , etc.) are acting in th is phase  
[18a, 18b).

In the secon d ph ase takes place the v isib le logarithm ically accelerating  
developm ent o f the fibril. In this phase the above-m entioned factors do not 
influence fibril form ation, or in the case o f  polyanions they  exert som e inh ib i
tory effect. Since the most im portant property o f fibril form ation, nucléation ,

3 Acta morph, tomus X I I I .
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takes p lace in the first phase, the recent studies have been focussed at th a t  
process. It is known from the experim ents of F e s s l e r  [6a, b, c] th at from the  
point o f  v iew  of fibril form ation it is m ainly the fraction C that is im portant,

F ig. 7. P h en o l reac tio n  of fib rils  o b ta in e d  from  ra ts  o f d iffe ren t ages on n e u tra liz a tio n  from  
acid collagen so lu tio n  a fte r  p re in c u b a tio n  fo r 5 hours a t 37 °C 

P o la r iz a tio n  m icroscopic ap p ea ran ce , m agn ifica tio n  X 100. a) collagen fib rils  from  y o u n g  r a t .  
b) co llag en  fib rils  from  old ra t.  In  th e  case o f old collagen th e  fib rils form ed are th in n e r , c o rre 

sponding  w ith  th e  decrease  o f the  e x tin c tio n  va lues (see F ig. 6b)

w hich , w hen denatured, contains also beta com ponents [18c]. W ood  separated  
the presum ed nucléoles by u ltracentrifugation, during the first phase o f collagen  
d evelop m en t and induced fibril form ation by inoculating with the nucléoles a 
sta b le  collagen sol. As a m atter o f fact, the prim ary importance of nucléation  
was pointed  out as early as 1942 by BuzÁGH [3].

A c ta  m orp h , tom us X I I I .



E F F E C T  O F  A G IN G -IN D U C E D  C H A N G E S  O F  C O L L A G E N  P R O T E IN 127

The intram olecular changes of collagen protein caused by aging have  
exten sively  been studied  by physicochem ical m ethods, especially after d én atu 
ration and fractionation . Evidence is, how ever, scarce as to the changes caused  
by aging in the functional properties o f extractable collagen [4b].

0 7n 2h 3h 5h 19h

23% 36% 36% 36% 39% 41%

27% 24% 24% 14% 125% 34%

F ig . 8. P rec ip i ta t io n  of acid collagen solu tions p rep ared  f rom  ra ts  of different ages in response 
to  ChSA, (collagen ChSA ra tio  10 : 2.5) following p re in c u b a t io n  of acid collagen a t  37° C for 
various lengths of  t im e.  I. Acid collagen from  young  (50 g) r a t .  II. Acid collagen from 100 g ra t .  
III .  Acid collagen f ro m  old (250 g) ra t .  R ig h t  columns: ChSA added .  Left columns: collagens 
mixed. In the left co lum ns  the black p a r t  represen ts  th e  collagen pro te in  p rec ip i ta ted  in the  
fibrils. In  the  right co lum ns the  shaded p a r t  represen ts  th e  p rec ip i ta ted  ChSA. T he  n u m b ers  
above the columns in d ic a te  the dura tion  o f  p re in cu b a t io n ,  those  un d e r  the  columns show the  
ChSA conten t  of th e  fibrils.  W ith  the adv an ce  of age the  ChSA b ound  to the fibrils decreases 
f rom  20— 36 per cen t  to  19— 24 per cent. A t  the  same t im e ,  in response to p re in cu b a t io n ,  the  

ChSA con ten t  of the fibrils first decreases th e n  increases

The study o f th is problem was the aim o f our investigations i.e. to dem on
strate that collagen solutions prepared from older anim als yielded fibres easier 
and assuming th a t the beta-type linkages present in them  would increase the  
tendency to nucléation . This was suggested by the decrease from 28 30 kcal
to 11 —15 kcal o f  the activation energy with th e  advance of age, as well as by  
the circum stance th a t protein or ChSA increased to a much greater ex ten t the  
form ation of fibres from old than from young collagen, or that much higher 
ChSA concentrations were required to  induce an identical measure of fibril for 
ination from young than from old collagen. A lthough w ith the advance o f  its age, 
it  becomes easier and easier to causue the soluble collagen to precipitate, it w as
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denatured  easier and the structural stab ility  o f  the fibres underwent a decrease. 
W ith o u t altering the m olecular w eight, gentle  dénaturation presum ably causes 
a reversib le change in the helical structure [7], hut this m anifests itse lf  m ainly  
in a change in nucléation, in the first phase o f  fibril form ation. The form ed f i
brils th en  differ from one another in m orphological properties, as w ell as in the 
d ynam ics o f the fibrillogenesis. Thus, the intram olecular transform ation o f the 
tropocollagen  m olecules, w hich decreases w ith  age [17], does not enhance fibril 
form ation , dénaturation is more apt to alter the character of the fibrils, and 
th is m ay explain the torpid reaction o f connective tissue in old age. Under the 
con d ition s em ployed, the young, active collagen, com posed of alpha com po
n en ts, show s a tendency to  y ield  functionally  and structurally more stab le co l
lagen  fibres.
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W IR K U N G  VO N  A L T E R S V E R Ä N D E R U N G E N  A U F  D IE  FI В R IL L O G E N E S E  IN  V IT R O

M. N é m e t h -Csóka u n d  M. K a ise r

Aus R a tte n  versch iedener A lte rsg ru p p en  (50, 100, 250 g w iegenden T ieren ) gew onnene 
n eu tra le  und sau re  K ollagenlösungen zeigen h in s ich tlich  de r F asc rn b ild u n g  gewisse U n te r 
schiede: m it zu n eh m en d em  A lter v e rm in d erte  sich d ie zu r F a se rn b ild u n g  nö tige  A k tiv ie ru n g s
energie bzw. die d ie  F ase rn b ild u n g  besch leun igenden  F a k to re n  w irk ten  s tä rk e r  a u f  die aus 
ä lte ren  R a tte n  gew onnene  K ollagenlösung. Diese E rsc h e in u n g  lä ß t sich mit der a lte rsb e d in g 
ten  in tra m o le k u la re n  T ran sfo rm atio n  des K ollagens e rk lä re n , u n d  zw ar in der W eise, d a ß  das 
ä lte re  K ollagén, d a s  b e ta -K o m p o n en te  e n th ä lt,  eine g rö ß e re  A ff in itä t zur N uk lea tio n  zeigt. 
Diese E rsch ein u n g  w irk t sich aber a u f  die fu n k tio n e llen  E ig en sch aften  der sich b ild en d en  
F ase rn  u n g ü n stig  a u s  bzw . ä n d e rt deren  m orpholog isches B ild.

ДЕЙСТВИЕ ВОЗРАСТНЫХ ИЗМЕНЕНИЙ КОЛЛАГЕННЫХ БЕЛКОВ НА 
ФИБРИЛЛОГЕНЕЗ IN VITRO

М. НЕМЕТ-ЧОКА и М. К А Й ЗЕР

Нейтральный и кислый коллагснные растворы, полученные от крыс различных 
возрастных групп (весом в 50, 100, 250 г) показали различия в отношении образования 
волокон: по мере старения энергия активации, необходимая для образования волокон, 
снижалась, или же ускоряющие образование волокон факторы оказывали более выра
женное действие на коллагенный раствор, взятый от группы более старых животных. 
Это явление можно объяснить внутримолекулярными превращениями коллагена, выз
ванными старением, а именно,старый коллаген, содержащий бета-компоненты, обладает 
большей склонностью к нуклеации. Однако это неблагоприятно сказывается на функ
циональных особенностях образующихся волокон, то есть изменяет их морфологическую 
картину.

D r .

D r .

М. N é m e t h - C s ó k a  

M a r i a  K a i s e r
Pécs, D ischka G yőző u. 7., Hungary
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DER NERVENFASERN IN EINIGEN NERVEN 

VON HAUSTIEREN

M. A. S c h e r e b z o w

(E in g eg an g en  am  D ezem ber 3, 1963)

U nsere U n te rsu ch u n g sm eth o d e  k a n n  zu r E rfo rschung  der M orpho log ie  der N er
venfasern  in versch ied en en  N erv en  zusam m en  m it der M ethode d e r Q u e rsc h n itte  und 
de r E lek tro n m ik ro sk o p ie  a n g ew a n d t w erden .

Die Gewebe de r so m a tisch en  O rg ansystem e w erden von d ick en  u n d  m ittleren  
(m otorischen  u n d  sensorischen) m ark h a ltig en  F ase rn  in n e rv ie rt. F ü r  d ie  v eg eta tiv en  
N erven  sind d ü n n e  m ark a rm e  u n d  m ark lose  F ase rn  c h a ra k te r is tisch , m it  ovalen  oder 
v e rlän g erten  K ernen  de r S chw annschen  H ülle, vorw iegend ohne E in sch n ü ru n g e n , welche 
ab er bei der M yélin isa tion  oder m it dem  A lter erscheinen können .

In den v e g e ta tiv en  N erv en , welche zu den inneren  O rganen lau fe n , b e fin d en  sich 
d icke und m ittle re  m ark h a ltig e  F a se rn , die w ir zu den sensorischen  F a se rn  zäh len .

Im  Laufe der G eschichte der Erforschung der m orphophysiologischen  
Eigenschaften der N ervenfasern verschiedener Nerven des M enschen und der 
Tiere, waren die letzten Jahrzehnte besonders produktiv. In erster R eihe war 
das der Anwendung elektronm ikroskopischer und elektrophysiologischer For
schungsm ethoden zu verdanken. Es ist allgem ein anerkannt, daß solche physio
logischen Eigenschaften der Nervenfasern, wie die Im pulsleitungsgeschw indig
keit, die Schwelle der Erregbarkeit, die Dauer der refraktären P hase usw. in 
engem  Zusam m enhang m it den Besonderheiten der Struktur steh en . Endgültig  
festgestellt ist die P olyaxon alitä t der m arklosen Nervenfasern im  Gegensatz 
zu den m onoaxonalen m arkhaltigen Fasern ( N a g e o t t e  1932; D o j n i k o v  1933, 
1935; D o u g l a s s  1933, L a w r e n t j e v  und P o r t u g a l o w  1936; u. a.), obwohl 
die Lage der Axone in bezug auf das Schwannsche Syncytium  bei beiden Arten 
von Nervenfasern prinzipiell dieselbe ist ( G a s s e r  1955, H e s s  1956).

Bis jetz t wurden jedoch keine ausreichend genaue m orphologische Krite
rien zur Charakterisierung physiologischer E igenschaften der Nervenfasern  
gefunden, und folglich gibt es auch keine zufriedenstellende m orphophysiolo- 
gische K lassifikation. Diese Lage steht in engem Zusam m enhang m it dem 
Fehlen einheitlicher A nsichten über einige prinzipielle Fragen der Struktur des 
N ervensystem s, besonders ihres vegetativen  A bschnittes. E in ige Forscher 
bestreiten z. B. die Ind iv idualität des m otorischen Neurons des vegetativen  
N ervensystem s ( K n o c h e  1952, 1954; J a b o n e r o  1953, 1955, u. a.) und die 
B estim m ung des m orphologischen Substrates der sym pathischen und parasym- 
pathischen Innervation ist auch nicht völlig  geklärt. All das w eist au f die N ot
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w en d igk eit der weiteren U ntersuchung der M orphologie und Physiologie der 
N ervenfasern  als ein w ichtiges G lied des R eflexbogens hin. Es ist klar, daß die 
U ntersuchungen  mit verschiedenen Methoden durchgeführt werden und einan
der ergänzen müssen.

E in e  de r bem erkensw erten  M e th o d en  der U n te rsu ch u n g  d e r  S t r u k tu r  der N e rv en fase rn  
is t  d ie  N e rv en zerfase ru n g  n ach  d e r M o d ifik a tio n  von W o b o b j o w  (1931). E in  E n d e  des m it 
W e ig e rtsc h e m  E isen h äm ato x y lin  g e fä rb te n  N erv en ab sch n itte s  w ird  a u f  einen O b je k tträg e r 

b e fe s t ig t ,  d a s  andere  E nde  u n te r  L u p en k o n tro lle  m itte ls  e in e r sp itz e n  P rä p a ra tio n sn a d e l in  
F o rm  e in e s  P insels in  einzelne F a se rn  o d e r  in G ruppen v o n  2 — 3 F a se rn  zerleg t. D as fe rtige  
P r ä p a r a t  w ird  u n te r  dem  M ikroskop  u n te rsu c h t. Im  V erg leich  zu r M ethode  der Q u e rsch n itte  
b e s i tz t  ob ig e  M ethode den V o rte il, d a ß  m an  die N erv en fase rn  u n d  ih re  S tru k tu r  im  ganzen 
V e r la u f  u n te rsu c h e n  kan n . An d e n  m it  E isen h äm ato x y lin  g e fä rb te n  F a se rn  sind  im  G egensatz 
zu  d e n  m i t  S ilber im p räg n ie rten  P r ä p a ra te n  die R an v ie rsch en  E in sch n ü ru n g e n , die L an te r-  
m a n n s c h e n  E in k erb u n g en , die K e rn e  des Schw annschen S y n c y tiu m s, d e r Achsen Zylinder sowie 
d ie  K o n tu re n  der F ase rn  g u t s ic h tb a r .  U nzuläng lichkeit d ieser M ethode  is t ,  daß  ih re  D u rc h 
fü h ru n g  v ie l  A rbeit e rfo rd ert, w e ite rh in  d ie  Schw ierigkeit d e r  Z u sam m en zäh lu n g  der d ü n n en  
F a se rn  u n d  d ie U nm öglichkeit, d ie d ü n n e n  m arkhaltigen  F a se rn  v o n  den  m ark losen  F ase rn  zu 
d iffe re n z ie re n . D eshalb is t es w ü n sch e n sw ert, die Zählung m itte ls  d e r  M ethode  der Q u e rsch n itte  
d u rc h z u fü h re n .

D as Ziel dieser Arbeit b esteh t darin, die Charakteristik der Nervenfasern  
ein iger N erven von H austieren zu besprechen. W enn wir die Morphologie der 
Fasern einzelner Nerven m it den physiologischen B esonderheiten des durch 
diesen  N erv  innervierten Organs oder Gewebes vergleichen , so kann man bis zu 
einem  gew issen Grade ein B ild  über die funktionellen E igenschaften  der N erven
fasern und des Nerven als G anzes bekommen.

M ittels obiger M ethode untersuchten wir die N erven  von drei erwach
senen H unden, zwei Pferden und zwei Schweinen, und zwar die dorsalen und 
v en tra len  Wurzeln der thorakalen  Rückenm arknerven, die weißen und grauen 
Ä ste des Thorakalabschnittes, den vagosym pathischen Stam m  im Gebiete des 
m ittleren  H alsdrittels, den A nfangsteil des N. vertebralis, den N. splanchnicus 
m ajor, die Herzäste des N . vagu s und des sym pathischen  Grenzstam m es, sowie 
die Ä ste  zur Lunge, die dorsalen und ventralen O esophagusäste des Vagus, den 
N . ep igastricus, N. ovarialis, pelvicus, pudendus, phrenicus, die H autnerven  
der B ru st, die M uskeläste des N . ischiadicus, die zur Gebärm utter und zur 
V u lva  laufenden Äste des P lexu s pelvicus, und die des P lexus solaris zur Leber 
und zum  Darm. Es wurden alle Bündel der obengenannten Nerven untersucht 
und m ehr als 400 Präparate verfertigt.

D ie  Untersuchungen ze ig ten  folgende E rgebnisse: In den dorsalen und 
v en tra len  Wurzeln der thorakalen  Rückenm arknerven herrschen die dicken  
m arkhaltigen  Fasern m it e inem  Durchmesser von 16 — 25 Mikron und ziemlich  
h äu figen  Lanterm annschen E inkerbungen vor. In den ventralen  Wurzeln sind 
etw as mehr (68%) als in den dorsalen Wurzeln (58% ), außerdem gibt es eine 
große M enge von m arkarm en Fasern mit ovalen Kernen der Schwannschen  
H ülle  (von  25% in den ventralen  und 32% in den dorsalen W urzeln) und sehr 
w en ig  (1,5 — 6,0%) dünne m arklose Fasern m it spindelförm igen Kernen der 
Schw annschen Hülle.
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Die Mehrzahl der m arkarm en Fasern der ventralen W urzeln gehört zu 
dem  R. com m unicans albus, welcher innerhalb dieser W urzeln verläu ft, und 
nach unseren Angaben hauptsächlich aus solchen Fasern besteht.

D ie dicken m arkhaltigen Fasern bilden die Mehrheit auch in den anderen 
m otorischen, vorwiegend som atischen (N . phrenicus: 95% ; N . intereostalis: 
70% ), sow ie den sensorischen N erven (Thorakale H autnerven: 80% ). W esent
liche morphologische U nterschiede zwischen den m arkhaltigen Fasern der 
m otorischen und der sensorischen som atischen Nerven konnten nicht fest
gestellt werden. Tn diesen Nerven befindet sieh eine relativ geringe A nzahl von  
m arkarm en und marklosen Fasern m it mehr oder weniger verlängerten Kernen 
der Schwannschen Hülle m it einem  Durchm esser von 1 — 4 Mikron.

In den M uskelästen des N . ischiadicus ist die Zusam m ensetzung der N er
venfasern ziemlich verschieden; m an findet 38 — 50% dicke, 7 — 11%  m ittlere  
und ebensoviele dünne m arkhaltige Fasern, sowie viele (30—42% ) marklose 
und markarme Fasern m it spindelförm igen Kernen der Schw annschen Hülle. 
Es ist bekannt, daß die statischen  sowie die dynam ischen Muskeln von  Nerven  
innerviert werden, deren Fasernzusam m ensetzung verschieden ist.

D iejenigen Nerven, welche in den Lehrbüchern sowie in der Fachliteratur  
sym pathische Nerven genannt werden (sym pathischer G renzstam m  in den 
Brust- und H alsgebieten, N . vertebralis, N . splanchnicus major, N . hypogastri- 
cus, N N . ovarialis), bestehen vorw iegend aus markarmen oder m arklosen Fasern 
m it einem  Durchmesser von 2 — 5 Mikron und oval verlängerten K ernen der 
Schw annschen Hülle ohne Einschnürungen und mit gut sichtbaren E inker
bungen. D asselbe bezieht sich auch auf die grauen RR. com m unicantes, aber 
in einigen von ihnen gibt es eine große Menge (bis zu 20% ) dicker m arkhaltiger  
Fasern. Dieses Bild sehen wir z. B. an dem A st, welcher vom Ganglion stellatum  
zum N . intereostalis I. geht.

Der N . vagus besteht im m ittleren D rittel des H alses aus typischen  
m arkhaltigen Fasern verschiedenen Kalibers (bis zu 20% ), aus markarmen  
Fasern m it ovalen Kernen der Schw annschen Hülle (bis zu 60% ) und aus 
dünnen marklosen Fasern mit spindelartigen Kernen (bis zu 22% ). Dieselbe 
Zusam m ensetzung zeigen die Fasern in einigen zu den Lungen und zum  Herzen 
laufenden Ästen des N. vagus.

D ie dorsalen und ventralen ösop h agu säste  des N. vagus bestehen  fast 
ausschließlich aus markarmen und marklosen Fasern m it ovalen verlängerten  
und spindelförm igen Kernen der Schw annschen Hülle.

Die Zusam m ensetzung der Fasern des N. pelvicus ist m it denen des 
H alsabschnittes des N. vagus analog.

A cta  m orph, to m u s  X I I I .
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Abb. 1. Die N ervenfasern  des N . v ag u s des H undes im  m itt le re n  D ritte l des Halses. F ä rb u n g  
W eigertsches E isen h äm ato x y lin . M B I-3, O b j: 20. Ok: 15 

Abb. 2. N ervenfasern  des T r. sy m p a th ic u s  des H undes im  m ittle re n  D ritte l des H alses. F ä r 
bung: W eig ertsch es E isen h äm ato x y lin . M B I-3 , O bj: 20, Ok: 15 

Abb. 3. N ervenfasern  des T r. oesophagealis N. vagi v e n tra lis .  F ä rb u n g : W eigertsches E isen 
h ä m a to x y lin . MBI-3, O bj: 20. O k: 15
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Abb. 4. N ervenfasern  des N. sp lan ch n icu s m a jo r des H undes. F ä rb u n g : W eig ertsch es E isen-
h ä m a to x y lin . M B I-3, O bj: 20, Ok: 15

Abb. 5. N ervenfasern  des N. ph ren icu s des H u n d es . F ä rb u n g : W eigertsches E isen h ä m a to x y lin
M BI-3, O b j: 20, Ok: 15

Abb. 6. N ervenfasern  des R . m uscu laris N. isch iad ici des Pferdes. F ä rb u n g : W eigertsches 
E isen h äm ato x y lin . R eich ert-3 , Obj: 66. Ok: 4
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Besprechung

D ie von  uns angew andte Methode wurde vor mehr als 30 Jahren im  
W orobjows Laboratorium  ausgearbeitet. W o r o b j o w  (1931) und seine Schüler 
( B r o m b e r g  1948, M a x i m o w i t s c h  1948, O t e l i n  1948) teilten  alle N erven
fasern in m arkhaltige, — w elche sie als som atische N ervenfasern betrachteten  
— und in markfreie Fasern ein. Zwischen den letzteren  hoben sie die dicken  
m arklosen Fasern m it ovalen  Kernen der Schw annschen H ülle hervor, welche 
sie als sym pathische Fasern hezeichneten und die marklosen Fasern m it 
spindelartigen Kernen, w elche sie zu den parasym pathischen zählten. Später 
wurde dieselbe M ethodik auch an der K asaner Tierärztlichen Hochschule 
(M i n d u b a j e w  1956, 1959, 1960, M i c h a j l o w  1961, 1962, u. a.) angew andt. 
Diese V erfasser unternahm en Versuche zur m orphologischen K lassifikation der 
N ervenfasern. M i n d u b a j e w  (1959) unterscheidet 6 A rten von Nervenfasern, 
und zwar 3 Arten von m arkhaltigen (dicke, m ittlere und dünne) und 3 marklose 
Fasern, welche hauptsächlich  nach der Form der Kerne der Schwannschen  
H ülle unterschieden werden. M ic h a j l o w  (1962) beschrieb bei Vögeln ebenfalls 
6 A rten von  Nervenfasern, w ovon 4 m arkhaltig und 2 marklos sind. Beide 
Verfasser nehm en zur G rundlage ihrer K lassifikation  den Durchmesser der 
N ervenfasern, die Form der Kerne der Schwannschen H ülle sowie die A nw esen
heit oder das Fehlen einer M yelinhülle m it R anvierschen  Einschnürungen und 
Lanterm annschen E inkerbungen. Sie versuchten auch einen Zusam m enhang  
zwischen den m orphologischen und den funktionellen  E igenschaften zu finden. 
B eachtung verdient die M einung M ic h a j l o w s  (1962), wonach die B esonder
heiten der Struktur der N ervenfasern von dem innervierten  Gewebe abhängcn.

A u f Grund dieser und vorhergehender (1961 — 1963) Untersuchungen  
unterscheiden wir 5 H auptgruppen von N ervenfasern in den Nerven von  
H austieren.

1. D icke m arkhaltige Fasern (Durchm esser 16 — 20 Mikron und mehr);
2. m ittlere m arkhaltige Fasern (Durchm esser 8 — 15 Mikron) und
3. dünne m arkhaltige Fasern (Durchm esser 3 — 7 Mikron). Charakteri

stisch für diese sind die ausgesprochenen R anvierschen Einschnürungen und  
Schm idt-L anterm annschen Einkerbungen. D ie E inkerbungen sind umso häu
figer, je dicker die Faser ist.

4. Markarme und m arklose Fasern mit einem  Durchmesser von 1 — 5 
Mikron, ohne gut sichtbare Einkerbungen und m eistens Einschnürungen, mit 
ovalen Kernen der Schw annschen Hülle.

5. D ünne (1 — 2 Mikron) marklose Fasern m it spindelartigen Kernen der 
Schw annschen Hülle, deren Durchm esser denjenigen der Fasern übersteigt.

D iese K lassifikation entspricht im Grunde den K lassifikationen von  
M i c h a j l o w  und M i n d u b a j e w , sowie E r l a n g e r  und G a s s e r  (1937).

D ie Literaturangaben und eigenen U ntersuchungen zeigen, daß die 
Fasern der ersten 3 Gruppen für die som atischen N erven charakteristisch sind.
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Starkes Uberwiegen der dicken m arkhaltigen Fasern in den ventralen und 
dorsalen W urzeln der Rückenm arknerven, im Zwerchfellnerv, den H autnerven  
der Brust und in anderen Nerven erlaubt uns, sie als typ ische m otorische und 
sensorische Fasern zu betrachten. Als afferente som atische Fasern betrachten  
wir weiterhin die dicken m arkhaltigen Fasern in einigen Herz- und Lungen
ästen des N. vagus und des N . sym pathicus und in einigen zu den B ecken
organen laufenden Ä sten  des Beckennerves usw.

Die dünnen m arkhaltigen Fasern gehören ihrer Struktur nach zu den 
Fasern der 4. Gruppe. W ir finden sie in fast allen vegeta tiven  und in den M uskel
ästen der som atischen N erven. Anscheinend sind diese afferente Fasern, bei 
denen der M yelinisationsprozeß in Anbetracht der spezifischen Funktion der 
innervierten Organe behindert ist.

Die Fasern der 4. und 5. Gruppen sind charakteristisch  für die vegetativen  
N erven, wo sie dom inieren. A uf Grund ausführlicher U ntersuchungen über
zeugten wir uns davon, daß die Morphologie der Fasern der 4. Gruppe in bezug  
auf Alter und F unktion  sehr labil ist. Wir stellten  fest, daß sie m it dem Alter 
und in den Perioden der funktionellen A ktiv itä t der innervierten Organe m yeli- 
nisationsfähig werden (1962). An vielen dieser Fasern kann man m anchm al 
genau Einschnürungen sehen, weshalb diese Fasern auch von M i n d u b a j e w  als 
eine besondere Gruppe betrachtet wurden. M anchm al kann man auch die 
Lanterm annschen E inkerbungen klar sehen, w as bei M yélinisation gesetz
m äßig ist. Wir m üssen darauf hinweisen, daß bei gleichen Fixierungs- und 
Färbungsbedingungen die Einkerbungen an den Fasern der som atischen Nerven  
viel besser sichtbar sind als an denen (sogar an den dicken m arkhaltigen  
Fasern) der vegetativen  N erven. Die Form der Kerne der Schwannschen Hülle 
der zur 4. Gruppe gehörenden Fasern ist verschieden, rund bis stark verlängert. 
In A nbetracht dessen, daß Übergangsformen ex istieren , gibt es keine scharfe 
m orphologische Grenze zwischen den Fasern der 4. und 5. Gruppe. D as Überwiegen  
der Fasern dieser Gruppen in den Nerven der Leber, des Magens, des Darm es, 
der Gebärmutter, der H arnblase und in den G efäßnerven weist auf den engen  
Zusam m enhang zw ischen diesen Nerven und der g la tten  M uskulatur sowie den 
Drüsen und dem B indegew ebe.

Die Differenzierung dieser Fasern in m otorische und sensorische ist nicht 
m öglich. Es ist unw ahrscheinlich, daß die afferenten Fasern irgendeines Gewe
bes sich m orphologisch w esentlich von den afferenten Fasern unterscheiden, 
welche dasselbe Gewebe innervieren (Abb. 1 — 6.).
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M O R P H O L O G Y  OF N E R V E  F IB R E S  IN  C E R T A IN  N E R V E S  O F D O M E ST IC  A N IM A LS

M. A. S h e r e b t s o v

A  m eth o d  has been w orked  o u t  w h ich  to g e th e r  w ith  th e  cross sec tio n  te c h n iq u e  and  
e le c tro n  m icroscopy  allows a c lear v iew  of th e  m orpho logy  of diverse ne rv e  fib res . T h e  fin d in g s 
y ie ld e d  b y  these  m ethods w ere as fo llow s.

S o m a tic  organs are  in n e rv a te d  b y  th ic k  an d  m edium -sized  (m o to r a n d  sen so ry ) m y e lin a t
ed  f ib re s . T h e  nerves o f th e  a u to n o m ic  n e rv o u s sy s tem  are ch arac te rized  b y  th in , u n m y e lin a ted  
or p o o r ly  m y e lin a ted  fib res ; th e  n u c le i in th e  cells o f  Schw a n n ’s sh e a th  a re  o v a l o r  e lo n g a ted ; 
th e se  n u c le i show no c o n stric tio n s , b u t  su ch  m ay  a p p e a r  along w ith  m y e lin a tio n  or w ith  a d 
v a n c in g  age.

N erv es  of the au to m ic  sy s te m  w hich  ru n  to w a rd  th e  in n er o rg an s c o n ta in  th ick  or 
m o d e ra te ly  th ic k  m y elin a ted  f ib res  w h ich  are  th o u g h t to  rep re sen t senso ry  fib res .
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ДАННЫЕ О МОРФОЛОГИИ НЕРВНЫХ ВОЛОКОН В НЕКОТОРЫХ НЕРВАХ
ДОМАШНИХ ЖИВОТНЫХ

М. А. ШЕРЕБЦОВ

Предложенный автором метод исследования можно применять параллельно с 
методом поперечных сечений и электронной микроскопии для изучения морфологии 
нервных волокон в различных нервах.

Ткани соматических систем органов иннервируются толстыми и среднее-толстыми 
(двигательными и чувствительными) мякотными волокнами. Для вегетативных нервов 
характерны тонкие, бедные мякотью и безмякотные волокна с овальными или продол
говатыми ядрами в Шванновской оболочке, в большинстве случаев без отшнуровываний. 
Однако, в ходе миэлинизации или при старении отшнуровывания могут появиться.

В вегетативных нервах, идущих к внутренним органам, имеются толстые и средне
толстые мякотные волокна, относящиеся, по мнению автора, к чувствительным нервным 
волокнам.

М. А. S c h e r e b z o w : Krem enez, Lehrstuhl für Zoologie, Pädagogisches 
Institu t, USSR

Acta morph, tóműn X I I I .





In s t i tu te  o f A n a to m y , H isto logy and  E m b ry o lo g y  (D irec to r: Prof. S t. K h o m p e c iie r ), U n iv e rsity
M edical School, D ebrecen

INVESTIGATION OF THE MUCOPOLYSACCHARIDES 
IN THE PROXIMAL EPIPHYSEAL CARTILAGE 

OF THE RAT: A COMPARISON OF THE METHODS 
OF HISTOCHEMICAL ASSAY

Ï. F ö l d e s , L. Mó d i s  and I l d i k ó  S ü v e g e s  

(R ece iv ed  A u g u st 6, 1963)

C o m p ara tiv e  in v estig a tio n s h av e  b een  carried  ou t on th e  p ro x im a l ep ip h y sea l 
cartilag e  of th e  tib ia  of 30 and  85 d ay -o ld  ra ts  in o rder to d e te rm in e  th e  v a lu e  of h isto - 
chein ical m e th o d s  used for th e  d e m o n s tra tio n  o f m ucopolysaccharides.

I t  is em phasized  th a t  when ju d g in g  th e  h istochem ical re su lts  th e  b iochem ical 
d a ta  o f th e  exam in ed  organ  m u st also be co n sid ered . In the case of e p ip h y sea l cartilag es 
the  follow ing m eth o d s seem  to be a d e q u a te  for the  d em o n s tra tio n  o f m u co p o ly 
saccharides.

1. F o r acid m u co p o ly sacch arid es (ch o n d ro itin  su lp h a te  A a n d  C) th e  H ale 
reac tio n  (especially  w ith  R itte r-O leso n ’s te c h n iq u e) and  its  m o d ifica tio n  acco rd in g  to  
M ü l l e r  a t low p H  levels, as well as th e  to lu id in e  b lue, gam m a m eta ch ro m as ia , m eth y len e  
blue below  p H  2,0. th e  A stra  vio let a n d  A lcian  b lu e , reac tions p rov ided  th e y  a re  sensitive  
to h y a lu ro n id ase .

2. S ch iff’s periodic acid re a c tio n  p ro v ed  to  be ad eq u a te  for th e  d e m o n s tra tio n  
of m uco p o ly sacch arid e -p ro te in  com plexes, as it does n o t respond  to  sa liv a  d ig es tio n , is 
suppressed  by  ace ty la tio n  and  m o d e ra te ly  re s to red  following d é sa cé ty la tio n . It is sensi
tiv e  to  pepsin , try p sin  and  m u co p ro te in ase , g iv in g  a t  the  sam e tim e b e ta  m eta ch ro m as ia  
w ith  to lu id in e  b lue  and a blue re ac tio n  w ith  m eth y len e  blue, a t  low p H  level.

3. F o r th e  d em o n stra tio n  of w eak ly  acid  m ucopolysaccharides, W o lm a n ’s re ac 
tion  seem s to  be su itab le , as well as m e th y len e  b lue  a t high pH  levels, a n d  also  to lu id in e  
blue b e ta  m etach ro m asia .

Introduction

There is no general agreem ent on the value of the different m ethods used 
for the dem onstration of m ucopolysaccharides, chiefly owing to  the differences 
in technique and material applied by the different authors. The purpose o f the 
present study has been a com parison o f the different m ethods used for the 
dem onstration o f m ucopolysaccharides, on the same material, tin* epiphyseal 
cartilage.

Similar investigations were carried out by H adiia zy  and P e r j é s  in this 
Institu te  [33] on the regenerating articular surface of the knee-joint o f  dogs, 
by Ma l i n s k y  [S3, 54] on tin* intervertebral disk of human em bryos, and B é
l a n g e r  and M ig ic o v s k y  [13] on the ep iphyseal cartilage of chick  em bryos. 
These authors studied  tin* h istochem ical dem onstration of carbohydrates while 
M ü l l e r  [67] investigated  glucose absorption. Z ac c h eo  and V i a l e  [91] have 
made an attem pt to establish the value o f  the histochem ical m ethods used for 
the dem onstration o f different m ucopolysaccharides.

A d a  m orph, lom us X I I I .
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Material and method
T h e  m a te r ia l  w as th e  p ro x im a l ep iphysea l c a r tila g e  o f 30 a n d  85 d ay -o ld  r a ts .  T he 

m eth o d s  em p lo y ed  w ere R i t t e r -O l e s o n ’s, H a l e ’s, S c h i f f ’s p e rio d ic  acid  (PA S), H a l e ’s 
m eth o d  in  M u l l e r ’s m o d ific a tio n  to lu id in e  b lue, m e th y le n e  b lu e  (a t  various p H  v a lu es) , 
A lcian b lue , A s tra  v io le t, W o l m a n ’s colloid gold 89, 90, m e th y lg re e n  pyron ine  and th e  F eu lg en  
re ac tio n . T h e  m e th o d s  w ere  co m p lem en ted  w ith  a c e ty la tio n , d é sa cé ty la tio n  and  d ig es tio n  w ith  
h u m an  sa liv a , p ep sin , t ry p s in  a n d  m u co p ro te in ase  (B a n g a ), a n d  t r e a tm e n t  w ith  h y a lu ro n id ase .

Results
85 day-old stage

This stage was exam ined  since according to  our previous studies [26] 
im portant changes are evidenced  by the 85th day  in the process of ossification.

W ith R itter-O leson’s m ethod in the ep iphyseal cartilage Hale p ositiv ity  
predom inated, i.e. the cartilage cells of the different zones were Hale positive  
except for the zone o f m aturation towards the m etaphysis where part o f  the  
cells was already PAS p ositive. The ground substance o f the proliferation zone 
was m ostly  H ale p ositive , whereas the zone o f m aturing cartilage PAS p ositive.

Hale’s method (F ig. 1, Table I.)
The localization  o f the reaction corresponded w ith  the Hale positive area 

obtained b y  R itter-O leson’s technique. The reaction  was given chiefly b y  the 
cells and sligh tly  by the ground substance of the proliferation zone.

M ailer’s modified reaction (Fig. 2, Table I.)
At pH  1.5, 3 and 4.5 the staining area corresponded roughly w ith  th at  

obtained b y  H ale’s m ethod. Staining was m ost se lective and most in tensive  
at pH 1.5; the result here was similar to th at y ield ed  by H ale’s m ethod, though  
w ith a more m arked colour effect. This seem ed to  suggest that the groups 
having low  dissociation optim a, i.e. the strong anionic groups, are responsible 
for the reaction. Since according to present know ledge chondroitin sulphuric  
acid is the m ost acid com pound in the cartilage cells and ground substance, the  
basophilic reaction can w ell be explained.

P A S  reaction (F ig. 3, Table I.)
Its  localization  corresponded w ith the area sta in ing  w ith Ritter-O leson’s 

technique. A positive reaction  was given b y  th e  nuclei of the cartilage cells 
(this m ay be considered as an aspecific reaction), b y  some cells of the d istal 
part of the zone o f m aturation , the whole ground substance of the sam e zone 
and, to a certain ex ten t, by the ground substance in the proliferation zone.

Toluidine blue (F ig . 4 , Table I.) showed a d istin ct reaction in the whole  
area o f the ep iphyseal cartilage, i.e. both th e  cells and the ground substance  
stained well. The sta ined  area thus corresponded w ith  those showing H ale and  
PAS p o sitiv ity . The cell nuclei displayed an orthochrom atic reaction and the  
cells and ground substance o f the proliferation zone show ed gamma m etachro- 
m asia, whereas part o f  th e  cells of the m aturation  zone and its ground sub
stance, beta  m etachrom asia.

A cta  m orph, tom us X I I I .
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Table I

S u m m a ry  o f  results obtained w ith  d ifferent histochem ical methods used fo r  the dem onstra tion  o f
mucopolysaccharides

Reaction

Aff
30 Days 85 Days

Ground
Substance Cell

Ground
Substance

Zone of 
R esting  
C artilage

PAS + +

Müller p H  1.5 +  + + +  + +

Müller pH  3.0 4- 4- 4- +  + +

Müller p H  4.5 + + + +  + +

Hale + + H— 4—

Toluidine Blue +  + M g +  + M g + + M g + M g

W olm an + + + * +
! * +

A stra V iolet _l_ 4- + ----- \-

Alcian Blue + +  + +  + — +

Best C arm in +  + +

Zone of
Pro lifera ting
C artilage

PAS
Í  + + +

Müller p H  1.5 + + + + + + + +  + + +

Müller p H  3.0 + + + + + + +

Müller pH  4.5 + + + + + + +

Hale + + + + + + + 4-4- + +

Toluidine Blue +  +  +  + M g + + + M g + + M g + + M g

W olm an + + * + + *

A stra Violet + + + + + + + + + + + + +

Alcian Blue + + + + 4 -4 -4 - +  + +  +

Best Carmin + + 4-

Methylene blue (Fig. 5.) at pH  1,42 gave roughly the same p ictu re as that 
obtained w ith toluidine blue, i.e. the entire epiphyseal cartilage w as stained. 
I f  the pH  was raised, stain ing becam e more intense and extended to  th e  meta- 
physal trabecules. In som e cells o f  the m aturation zone beta-m etachrom asia  
could be observed; the in ten sity  o f this increased on raising the p H  (F ig. 6).

4* A cta  m orph, to m u s  X I I I .
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Table II

S u m m a ry  o f  d ifferen t complementary in terven tions

Age

R eaction
30 D ays 85 Days

Cell
Ground

Substance Cell
Ground

Substance

PAS + + +  +

A cety la tio n +  PAS -1— + — + — H—

Zone of 
R estin g  
C artilage

D ésacé ty la tio n +  PAS + + + +

Pepsin D ig estio n +  PAS + + + +

S alivary  D ig estio n +  PAS + +

PAS -j- + 4 —

A cety la tio n +  PAS + + —

D ésacé ty la tio n +  PAS + + H—

P rolifera ting
C artilage

Pepsin  D ig estio n PAS + + H— ■

S alivary  D ig estio n - f  PAS -1—

PAS + + + +

A cety la tio n +  PAS — + +

Zone of 
M atu rin g  
C artilage

D ésacé ty la tio n PAS + + +

Pepsin D ig estio n +  PAS + 4 -

S alivary  D ig estio n +  PAS + + + +

PAS + + + +

A cety la tio n +  PAS

D ésacé ty la tio n +  PAS — + +

Calcifying
C artilage

Pepsin  D ig estio n +  PAS - + +

S alivary  D ig estio n +  PAS 1 + + + +

This points to the a b ility  o f  th is  dye to stain w eaker acids having higher d isso
cia tion  optima.

Astra  violet (F ig. 7, T ab le I.) gave a p o sitiv e  reaction in the ep iphyseal 
disk , hut only in the ground substance and the cells of the proliferation and 
m aturation  zones. The zone o f  resting cartilage and th a t of calcification reacted

A c ta  morph, tomus X I I I .
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Age

G r o u n d
S u b s t a n c e Cell

G r o u n d
S u b s t a n c e

Zone of 
M aturing  
Cartilage

PAS + + + +

M üller p H  1.5 + + + 4-4- + +

M üller p H  3.0 + + + +

M üller p H  4.5 + + + +

H a le + + + 4-4-

T olu id ine  Blue +  +  + M g + + M g f + M g - b + +  + M b

W olm an + + * I__1 *

+A stra  Violet 4-4-4- 4-4- + +

Alcian Blue 4-4-4- + + + + 4—

PAS + +  +  +

M üller p H  1.5 4-4- + — +

M üller p l l  3.0 + + + —

Zone of 
Calcifying 
C artilage

M üller pH  4.5 4- + 4—

H ale — 4-

T oluid ine  Blue +  + M g -t-M g-b +  M1» Í 1 i Mb

W olm an 4-4-* I__1__I * 4-4-

A stra  Violet 4-4- + 4-

Alcian Blue

Mg =  M étachrom asie  T ype Gam m a M b = M etachrom asia  Type B eta *
only  in th e  N uclei

R e a c tio n

fa in tly , the bone did not stain. The reaction w as m ost intensive in th e  prolifer
ation zone. This find ing seems to confirm  the assum ption that the w eaker acid 
com pounds with higher dissociation optim a are localized near the m etaphysis.

Alcian blue (Tahié I.) gave a picture sim ilar to that obtained w ith  Astra 
violet.

Wolman's colloid gold reaction (F ig. 8 ., T able I.) was negative in the epi
physeal disk, w ith  the exception o f the upper layer of the resting cell zone and 
the trabecules o f the calcification zone. The reaction was positive in th e  meta-
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physis and the hone and sligh tly  so in the m ost d ista l cells of the m aturation  
zone. T he nuclei o f the cartilage cells stained aspecifically; here it was probably  
the n ucleic acid which took th e  stain, as the nu cleu s is Feulgen positive.

Best's carmine (Table I.) resulted in a fa in t p ositiv ity  of the cells o f  the  
resting and proliferating zones. Feulgen’s reaction  was positive in th e  nuclei.

Methylgreen pyronine  stained  the cell n u cle i. The cartilage ground su b 
stance show ed aspecific pyroninophilia.

O f th e  com plem entary reactions, acetylation  (Table II.) resulted in the  
suppression o f the PAS reaction which was u su a lly  restored on saponification , 
excep t for the m aturation zone where sta in in g  w as restored only partia lly .

Digestion with pepsin  and trypsin  (Table II .)  decreased the in ten sity  o f  
the PA S reaction  in the zone o f  maturing cartilage.

Digestion with mucoproteinase  did not a ffect H ale’s reaction but su p 
pressed th e  PAS p ositiv ity .

Digestion with human saliva  (Table II.) had  no appreciable effect on the  
PAS reaction . On pretreatm ent w ith hyaluronidase, staining w ith  m eth y len e  
blue, A lcian  blue and A stra v io le t were decreased in  intensity.

30 day-old stage
A ccording to our previous studies [26], th is  stage  differs in certain respects  

from the previous ones.
Ritter-Oleson's method revealed the Hale p o s it iv ity  of the entire ep iphyseal 

cartilage, in both the cells and the ground su b stan ce (Fig. 9.).
Hale's method (Table I.) gave a similar resu lt, staining the w hole ep i

physeal disk.
Ilale's reaction modified by Müller (Fig. 10., Table I.) was perform ed at 

three d ifferent pH  levels. The staining area corresponded with that d isp laying  
H ale p o sitiv ity . Staining was m ost intensive at pH  1,5.

P A S  reaction (Table I.). The same area w as stained  as by R itter-O leson’s 
m ethod, i.e. positive reaction was given b y  th e  epiphyseal margins o f the  
cartilage, by both the old and the new bone and, aspecifically, by the nuclei o f  
the cartilage cells and o f the resting zone.

Toluidinc blue (Table I.) stained the en tire epiphyseal cartilage. In  th is  
stage gam m a m etachrom asia prevailed w ith  slight beta m etachrom asia, 
esp ecia lly  in the lower layers o f  the zone of m atu rin g  cartilage.

Methylene blue (Table I.) A t pH 1.42 th e  sam e reaction was obtained  as 
w ith  to lu id ine blue, extend ing to the whole ep ip h ysea l cartilage. R aising the  
pH  resu lted  in a more in ten sive reaction in th e  trabecules and the osteob lasts.

A s tra  violet (Table I.). The entire ep ip h yseal disk displayed a uniform  
stain ing.

A lc ian  blue (Table I.) w as negative in th e  epiphyseal cartilage w ith  the  
excep tion  o f the aspecific nuclear reaction in  th e  cartilage cells and a slight 
p o sitiv ity  on the m etaphyseal border.
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Best's carmine (Table I.). Staining was in ten sive in the cells o f the resting  
and proliferating cartilage zones.

Feulgen's and methylgreen pyronine  gave the same reactions as in the 
previous stage.

Follow ing désacétylation  and digestion  w ith pepsin and trypsin no 
changes resulted in the PAS reaction (Table II .).

Pretreatmenl with hyaluronidase had a dim inishing effect on sta in ing with  
Alcian hlue, m ethylene blue and Astra v io let.

D iscussion

The purpose of our investigations was to achieve the best possible histo- 
chem ical differentiation of m ucopolysaccharides by means of different tech  
niques and control reactions.

The greatest problem  was encountered at the evaluation o f the PAS 
reaction. The essence o f this m ethod is th at the binding of the neighbouring  
carbon atom s connected with hydroxyl groups is broken down and oxidized  
to  aldehydes (M a l a p r a d e , 52). The aldehydes, on the other hand, show a very  
intense red stain ing w ith S ch iff’s reagent ( K e n t  and W h i t e h o u s e , 4 1 ;  A n d r e a - 
n i  and G r a s s i , 4). The PAS reaction is variously  interpreted in the literature, 
as evidence of the presence of

1. Acid mucopolysaccharides ( W o l f r o m  et al. 88; S t r o u g h t o n  and 
( W e l l s , 82). This is denied by D e a n l o z  and F o r c h i e l l i  [38]; B r a d e n  [15]; 
G l e g g  et al. [28]; J o r p e s  et al. [40], M e y e r  et al. [60];

2. Neutral mucopolysaccharides(L i s o n  [49 ,50 ]; B e n h a m o u  et al. [8]; K r o m - 
p e c h e r  [43]);

3. 1,2 glycol group or its amino- and alkylamino  (alpha hydroxy acid) 
variants ( P e a r s e  [70]; H o t c h k is s  [35]; L i l l i e  [46]; G l e g g  et al. [28]). The data 
reported by F l e u r y  and L a n g e  [24], G r a u m a n n  [31], N i c o l e t  and S h i n n  [69], 
B a n g l e  and A l f o r d  [6] are partly in disagreem ent w ith this view;

4. Carbohydrate-protein complex ( L e b l o n d  et al. [44 ];  G e r s i i  a n d  Ca t c h - 
p o l e  [27],  A k a m i n e  et al., [1])

In addition, cerebrosides and lipids (M u r e l l i  and P e l l e g r i n i  [65]) and 
unsaturated fa tty  acids ( B e l t  and H a y e s  [7]) may also give a positive PAS 
reaction.

According to M o n t a g n a  [61] and S h e e h a n  [75], fats are constant plas
matic com ponents o f the cartilage cells; th ey  are considered by N a g y  et al. 
[68] to  be phosphatides. I r v in g  [37] has shown that staining w ith Sudan В in 
ossification areas corresponded to a m ucopolysaccharide fraction. According  
to H a d h á z y  and P e r j é s  [33], the reactions aim ed at excluding lipid substances 
(glycolipid, unsaturated lipids, phospholipids) m ay be neglected in the case of
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cartilage . In connexion w ith  a positive PAS reaction one m ay think also o f the  
p resence o f glycogen, but th is  can be readily ruled out by saliva d igestion.

I t  has been dem onstrated  biochem ically th at the cartilage, and thus the  
cells o f  th e  epiphyseal cartilage, contain chondroitin sulphate A  and C (M e y e r  
58).  T he am ount of chondroitin  sulphate was, how ever, found to decrease w ith  
age ( L o e w i , 51, St i d w o r t h y  et al. [79], J o e l  et al. [39] and at the beginning  
o f ca lcification . The latter fin d in g  was explained b y  Sy l v e n  [84] in th at a more 
a lk alin e environm ent is required by calcification. A  close relation betw een the  
m ucopolysaccharides of the ground substance and calcium  has been suggested  
b y  S u n d e r m a n  and S u n d e r m a n  [83].  According to  St r a u b  [81], the acid group 
o f  th e  chondroitin sulphate and its hydroxyl group readily form ing com plexes  
p erm it th e  binding of large quantities of calcium . In the opinion o f num erous 
au th ors, Ca is bound to m ucopolysaccharidcprotein com plexes (So b e l  and 
B u r g e r , 78; B é l a n g e r , 10; M c L e a n  and U r i s t , 55; Z a m b o t t i , 92 ;  A r m 
s t r o n g , 5 ,  etc.).

Our exam inations have revealed the PAS positive reaction to  appear in 
th a t  portion  of the ep iphyseal cartilage which is in the v icin ity  o f the m eta- 
p h y sis , particularly in the later stage of ossification. This localization is in full 
agreem en t w ith the b iochem ical data m entioned. It  is to he noted th at the H ale  
p o sit iv e  reaction was entirely  distinguishable from  the PAS p ositiv ity , both  
w ith  R itter-O leson’s techn ique, and if the reactions were performed separately.

T here is no general agreem ent as to the evaluation  of the Hale reaction, 
as it  is believed  by num erous authors that it dem onstrates not only the acid 
m ucopolysaccharides but also th e  neutral ones and the proteins as well (M cMa 
n u s , 56, 57; P e a r s e , 70; D a v i e s , 18; B r a d e n , 15; I m m e r s , 36). Still, the re
action  and its different m odifications are used exten sively  ( R i n e h a r t -A b u l - 
H a j , 74; G o m o r i , 29; M ü l l e r , 66), chiefly  w ith in  the com pass of R itter- 
O leson ’s technique. On the basis o f our experim ents w ith different m etal 
co llo id s, the negative reaction  obtained w ith colloid iron, having a n egative  
charge, the staining w ith  A lcian blue, the toluidine blue m etachrom asia and 
th e  rad ioactive  sulphate autoradiography (Fig. 11, 12, 13), it seem s reasonable 
to  consider the Hale reaction as the m ost appropriate m ethod for the dem on
stra tio n  o f acid m ucopolysaccharides. A sim ilar opinion has been expressed by  
V i n o g r a d o v  et al. [85]. The fa c t that Hale p ositiv ity  was the m ost in ten sive in 
th e  zone o f  proliferating cartilage where the form ation of m ucopolysaccharides 
is k n ow n  to  take place (A m p r i n o , 2,3; B e r e n s e n  et ai., 9; F a v i l l i , 21; R a g a n , 
73, e tc .)  adds support to our assum ption.

T he m etachrom atic reaction  is the m ost com m only accepted sign o f the  
presence o f acid m ucopolysaccharides. N evertheless, there is no general agree
m ent regarding its evaluation . According to data in the literature the m etachro
m atic  reaction  would dem onstrate the presence o f sulphated m ucopolysaccha
rides ( D e m p s e y , 19; B é l a n g e r  and H a r t n e t t , 11), non-sulphated m ucopoly-
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F ig. 11— 13. P o rtio n  o f c a rtila g in o u s  callus o f ra t  
Fig. 11. R itte r-O leso n ’s techn ique. S trong  H a le  p o s it iv ity  in the  cartilage cells a n d  sparse 

p o s itiv ity  in  g ro u n d  substance, th e  m arg in s  o f w hich  are PAS p o sitive . X 800 
Fig. 12. T o lu id ine  blue sta in in g . S trong g a m m a  m etach ro m as ia  in cartilage  cells an d  w eak 

s ta in in g  of g ro u n d  su b stance, w ith  b e ta  m eta ch ro m as ia  of the  m arg ins. X 1000 
F ig. 13. S35 au to ra d io g ra p h y . Strong a c tiv ity  in c a r tila g e  cells and in sp o ts  in  th e  g round  

su b stan ce  (K odak AH 10 s tr ip p in g  film ). X 800
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saccharides ( L i s o n , 50; H o l m g r e n , 34) and th at o f m etaphosphate and carb
oxyl ( W is l o c k i  etal.,  87; W i a m e , 86). The problem  o f the possible role o f  nucleic 
acids has also been raised in connexion w ith  the m etachrom atic reaction  (S i n 
g e r , 76, 77; K r a m e r  and W i n d r u m , 42) hut on the basis of the work o f  F l a x  
and H im e s  [23] th ey  seem  to be responsible only for the nuclear reaction .

The epiphyseal cartilage displayed gam m a and beta m etachrom asia which  
varied according to age and zones. Gamma m etachrom asia — which according  
to P e a r s e  170] is indicative of sulphated m ucopolysaccharides — occurred 
chiefly in the proliferation zone. Thus, the results obtained by the H ale reaction  
arc in agreem ent w ith the toluidine blue m etachrom asia and the b iochem ical 
data. The essence o f the m ethylene blue ex tin ction  introduced by P i s c h i n g e r  
[72] is th at in a weak acid medium the acid groups o f the am photer proteins  
the m ain com ponents o f the staining tissue — do not dissociate, w hereas the 
basic groups, though dissociating considerably, rem ain unstained, since their 
ions have an identical charge (L i p p , 47). Our results with m ethylene blue 
stain ing were sim ilar to  those obtained w ith  toluidine blue.

Alcian blue is believed to be suitable for the dem onstration o f  acid 
m ucopolysaccharides and sulphate esters. H ow ever, M cM a n u s  and M o w r y  
[57], M o w r y  [62, 63, 64], P e a r s e  [70], D i e z e l  [20] have a certain reserve as 
to the specificity  o f this dye. Its use resulted in positiv ity  especially in the  
proliferation zone.

A stra blue according to P io c h  [71] or as m odified by B loom  and K elly^
[14], is used for the dem onstration of acid m ucopolysaccharides. We used  Astra  
v io let instead o f A stra blue, the properties o f the twro dyes being identical. 
Astra v io let stain ing yielded clear positive reactions chiefly in the proliferation  
zone. N o stain ing was observed in the bone. The reaction is sim ple and its 
colour differs from that obtained w ith the former techniques. Its sta in in g  area 
corresponds approxim ately to that o f Alcian blue.

W olm an’s colloid gold reaction m odified by us yielded p o sitiv ity  only  
in the m etaphysis. In this area — according to  data in the literature — acid ity  
is weak and thus the reaction, in agreem ent w ith  W o l m a n ’s opinion [89, 90], 
would represent weaker acid com ponents.

On pretreatm ent w ith hyaluronidase, the Hale reaction, A lcian blue, 
A stra vio let, toluidine blue and m ethylene blue sta in ing have lost in in ten sity . 
This observation adds support to the assum ption th at staining by these dyes is 
due to  acid m ucopolysaccharides. The PAS reaction was not affected by hya lu 
ronidase pretreatm ent which seems to contradict the possibility o f m ucopoly
saccharide dem onstration by this m ethod, in agreem ent with the d ata  of 
C u r r i  [17] and L e f e b v r e  [45]. On the other hand, digestion w ith pepsin  and 
trypsin, the abolition of the PAS reaction by acety lation  and its less intense  
restoration follow ing désacétylation, seem  to  indicate the presence o f  carbo
hydrates and protein-lrke substances in the PAS positive area.
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R egarding the different histochem ical m ethods used for the dem onstration  
o f m ucopolysaccharides, the follow ing eva lu ation  seems to be substantied  w ith  
regard to  cartilage.

T he strongly positive colloids — as th e  H ale and Miiller’s iron-colloid — 
are absorbed by m acrom olecular acid com pounds, presum ably by chondroitin  
su lp h a te . Toluidine blue, m ethylene blue, A lcian blue and Astra v io let m ay be 
bound p artly  by these m acrom olecules but p artly  also by the more depolym e- 
rized m olecules of weak acids. The PAS p o sitiv e  material seem s to correspond  
to  th e  m ucopolysaccharide-protein com plex. This assum ption is based on the  
fo llow ing.

1. The reaction is only partially restored on saponification;
2 . it  decreases in in ten sity  following digestion  with pepsin, trypsin  or 

m ucoproteinase;
3. at higher pH levels m ethylene blue sta in ing is enhanced in the area 

w here th e  PAS reaction is also more in ten sive  and in such areas beta  incta- 
chrom asia  is obtained;

4 . the PAS reaction is unaffected  by d igestion  with hyaluronidase;
5. digestion with saliva does not affect th e  reaction: and, finally ,
6. according to data in the literature, calcium  is bound to m ucopoly

saccharide-protein  com plexes and in our preparations an increased PAS p ositiv 
ity  w as observed in the areas corresponding to  the site of calcification.

W olm an’s colloid gold was found to react w ith  depolym erized w eak acids, 
such  as hyaluronic acid.
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R . E ., E id in g e r , I).: (1957) Presence of C a rb o x y h y d ra tes  w ith  F ree  1.2-G lycol G roups in 
S ites S ta ined  by  th e  Period ic  A cid-Schiff T echn ique . J .  H isto ch em . C y tochem ., 5, 445 — 58.
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A c t a . m o rp h ,  t o m u s  X J  II .



1 5 2 I .  F Ö L D E S , L . M Ó D IS a n d  I .  S Ü V E G E S

(1934) É tu d e  de l’action  des p o ly a lco o ls  su r l ’acide p é rio d iq u e  e t les p e rio d a te s  a lca lin s . B ull 
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te b ra l  D isc , 2nd C om m unication .) A c ta  h is tochem . (Jen a), 2 , 153 — 64. — 54. Ma l in s k y , J . :  
(1956) H is to ch em ica l D e m o n s tra tio n  of C a rb o h y d ra tes  in  In te rv e r te b ra l  D isc o f H u m an  
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ÜBER DEN NACHWEIS VON MUKOPOLYSACCHARIDEN 

1. F ö l d e s , I,. Módis und I. S ü v eg es

V ergleichende U n te rsu ch u n g e n  w urden  zum  N achw eis de r M u k o p o lysacchariden  in der 
p ro x im alen  E p ip h y sen fu g e  von 30- u n d  85tägigen R a tte n  m it v e rsch iedenen  h istochem ischen  
M ethoden  d u rch g efü h rt. E s w ird  b e to n t, d a ß  sich die E rg ebn isse  n u r  u n te r  B erü ck sich tig u n g  
d e r  biochem ischen D a ten  des u n te rsu c h te n  O rgans au sw erten  lassen . D em n ach  sind  zum  
N achw eis der M ukopo lysacchariden  in d e r E piphysenfuge  die fo lgenden  M ethoden  geeignet.

1. Zum  N achw eis d e r sau ren  M ukopolysacchariden  (so a u ch  von C h o n d ro in su lp h at A 
u n d  C): die H aiesche R eak tio n  (in e rs te r  Linie im  R ah m en  der Riller-O lesonschen  T ech n ik ) und 
ihre M üllersche M odifikation  hei n ied rig em  p H  ; die G am m a-M etach ro m asie  von T o lu id in b lau ; 
M eth y len b lau ; bei e inem  p H  u n te r  2,0, die A s trav io le tt-  u n d  A lz y an b lau -R e a k tio n en , falls sie 
h y a lu ro n id ase -em p fin d lich  sind .

2. Z um  N achw eis e ines M u k o p o ly sacch arid en -P ro te in -K o m p lex es: die P A S -R eak tion , 
d a  sie a u f  S pH cheld iastase  n ic h t re a g ie r t, bei A zety lierung  v e rsch w in d e t, n ach  D esaze ty lie rung  
w ieder e rsch e in t, pepsin -, try p sin -m u k o p ro te in ase -em p fin d lich  is t u n d  m it T o lu id in b lau  B eta- 
M etachrornasie  u n d  m it M eth y len b lau  bei n iedrigen  p H  eine b laue  F a rb re a k tio n  g ib t.

3. Zum  N achw eis von w eniger sauren  M u k opo lysacchariden  d ienen  die W olm ansche 
R eak tio n , M eth y len b lau  bei hohem  p H . und  die B eta -M etach ro m asie  m it T o lu id in b lau .

ИССЛЕДОВАНИЕ МУКОПОЛИСАХАРИДОВ
И. ФЁЛЬДЕШ, Л. МОДИШ, и И. ШЮВЕГЕШ

Проводились сравнительные исследования различных гистолохимических мето
дов, служащих для выявления мукополисахаридов в проксимальном эпифизарном хряще 
большеберцовой кости 30- и 80-дневных крыс. Авторы подчеркивают, что результаты, 
получаемые при помощи современных гистохимических методов, можно ценивать лишь 
при учете биохимических данных исследуемого органа. На основе сказанного, из мето
дов, служащих для выявления мукополисахаридов в эпифизарном хряще, наиболее 
пригодными — по-видимому — являются следующие:

1. Для выявления кислых мукополисахаридов (в том числе и хондроитинсуль- 
фата А и С) рекомендуется модификация по Хейл (прежде всего в рамках техники Риттер- 
Олесона) и Мюллеру при низкой величине pH, гаммаметахромазия толуидиновой синьки, 
метиленовая синька при pH ниже 2,0 и реакции с астрафиолетом и альциановой синькой, 
если они чувствительны к действию гиалуронидазы.

2. Реакция ПАС указывает на мукополисахаридно-протеиновый комплекс, 
поскольку она не реагирует на переваривание диастазой, после ацетилирования она 
исчезает, а после дезацетилирования возобновляется, но в меньшей мере, чувствительна 
к пепсину, трипсину и мукопротеиназе и в то же время с толуидиновой синькой дает 
бета-метахромазию, а с метиленовой синькой при низком pH — синюю цветную реакцию.

:е кислых мукополисахаридов пригодны: реакция Воль- 
ысоким pH и бета-метахромазия с толуидиновой синькой.

Debrecen, Anatómiai In téze l, Hungary

3. Для выявления 
мама, метиленовая синька

D r . 1. F ö l d e s

D r . L Mó d is

D r . I. S ü v e g e s
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ELECTRON MICROSCOPY OF THE HARDERIAN GLAND 
OF THE RAT: MATURATION OF THE ACINAR CELLS 

AND GENESIS OF THE SECRETORY DROPLETS

G. K e L É N YI  an d  S. O R B Á N  

(R eceived S ep tem b er 3, 1963)

H a rd e r ia n  g lands of in fan tile  a n d  a d u lt  r a t s  hav e  been ex am in ed  e lec tro n  
m icroscopically . T h e  m a tu ra tio n  o f th e  a c in a r cells w as fo u n d  to  be re p re sen ted  b y  fo u r 
cell ty p es w h ich  show  a g rad u al increase  in th e  n u m b e r  a n d  size o f th e ir  larg e  vesicles 
(secretory  d ro p le ts ) . T hese vesicles d evelop  fro m  th e  m em b ran es and  sm all vesicles of 
the  Golgi a p p a ra tu se s .

The Harderian gland (glandula palpebrae tertiae profundae), the third  
intraorbital lacrim al gland present in m ost terrestrial vertebrates, is well dev eloped 
in  the adult rat, contains a large am ount o f  porphyrins and lipids, w hich, 
as a result of the apocrine-like secretory a c tiv ity  o f the gland, appear on the  
eyelids. As a result o f  its high porphyrin content, in states o f functional h yp er
a c tiv ity  the secretion of the gland is as red as b lood (“ chrom odacryorrhoea” , 
M c E l r o y  et al., 1941, T a s ii ir o  et al., 1940).

Early light m icroscopic observations show ed th at the cytoplasm  o f the  
glandular cells is fu ll o f sudanophilic biréfringent lipid droplets. A ccording to  
m ore recent observations by K a n w a r  (1960) the lipid or secretory droplets are 
o f com plex structure, surrounded by an outer unsaturated lip id-containing  
m em brane, whereas the inner part consists o f saturated  lipids. Our own previous 
findings also support the com plex structure o f the secretory droplets and pro
v id e  some data concerning their com position (O r b á n  et al. 1962).

Ch i q u o i n e ’s observations (1958) have show n that electron m icroscopi
cally  the secretory droplets are large vesicles, apparently  em pty in their centre, 
w ith  osm iophilic, partly  fenestrated surface m em branes. B j ö r k m a n  et al. (1960) 
suggest that in the Harderian gland o f the rabbit the secretory droplets origi
nate from an electron-dense cytoplasm ic ground m atrix rich in G olgi-appara- 
tuses, with the reservation , however, th at it  is d ifficu lt to judge the special stru c
ture o f the cytoplasm ic organelles in the h ighly osm iophilic ground cytop lasm . 
According to H a y e s  (1958), m icrovilli are present on the acinar surface o f  the  
glandular cells.

In spite of th e  light and electron m icroscopic findings concerning the  
structure of the Harderian gland, the process o f  m aturation  of the acinar cells 
and the genesis o f  th e  secretory droplets is still obscure. Our own findings, 
based on electron m icroscopic observation o f th e  Harderian gland o f in fantile  
and adult rats, have thrown some light on these processes.
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Materials and m ethods

In fa n ti le  and  a d u lt a lb in o  r a t s  w eighing 15 to  280 g were used. The a n im a ls  w ere  killed  
u n d e r  l ig h t  e th e r  an aesth es ia  b y  d e c a p ita tio n . T h e  H a rd e r ia n  g lands were im m e d ia te ly  re m o v 
ed , c u t  in to  sm all pieces o f a b o u t 1 to  2 m m 3 a n d , 60 to  90 seconds a f te r  d e c a p ita tio n , fix ed  in 
a 1 p e r  c e n t  so lu tion  of o sm iu m  te tro x id e  in  p H  7.2 v e ro n a l buffer iso ton ized  w ith  sucrose  a t  
4 °C  fo r  60 to  180 m in. In  som e cases p o tass iu m  p e rm a n g a n a te  (L u f t , 1956) a n d  iso to n ized  
n e u tr a l  fo rm o l (H olt et al., 1961) w ere also used . F ix a tio n  w as follow ed b y  w ash in g  w ith  iso to n 
ic b u ffe r  so lu tio n , th en  th e  m a te r ia l  w as d e h y d ra te d  in  25 to  100 per cen t e th a n o l a n d  fin a lly  
e m b e d d e d  in  an  8 : 2 m ix tu re  o f  b u th y lm e th a c ry la te  an d  m e th y lm e th ac ry la te . T h e  g lands 
f ix ed  in  p o tass iu m  p e rm a n g an a te  w ere em b ed d ed  in m e th a c ry la te  or A ra ld ite  (C iba, B asel). 
D u rin g  d e h y d ra tio n  som e o f th e  n e u tra l  fo rm o l-fix ed  m ate ria l was s ta in ed  w ith  3 p e r cen t 
p h o sp h o tu n g s tic  acid or w ith  s a tu ra te d  u ra n y l a c e ta te . T he sections were cu t on a n  L K B -U ltro - 
to m e - ty p e  u ltram ic ro to m e , f lo a te d  on 20 pe r c en t e th a n o l  o r w a te r an d  p icked  u p  w ith  form - 
v a r  c o a te d  co p p er grids. E le c tro n  m icroscopic  o b se rv a tio n s  w ere perform ed w ith  a n  E LM I-D „ 
(Z eiss, J e n a )  an d  a T E S L A  (B rn o , CSSR) m icroscope, ty p e  BS 242 A.

Observations

E lectron  m icroscopic observations on a large number of Harderian glands 
of in fan tile  and adult rats have shown th a t four types of cells m ay be d istin 
guished  in them , types 1 and 2 occurring in the infantile, and typ es 2, 3 and 4 
in th e  adult gland. The four cell types arc not sharply separated form s o f the 
acinar cells as there is a continuous transition  between them . The m orphology  
of th e  gland cells shows great variab ility , w hich is obviously due to  th e  func
tional a c tiv ity  of every individual acinus and cell.

In  the following we shall describe the submicroscopic structure o f the 
gland cells of infantile animals  (I) and o f adult rats (II), then, based on our 
fin d in gs, we shall give a brief survey o f the process of acinar cell m aturation  
(III) and the genesis o f  the large vesicles (secretory droplets) (IV).

(I) Electron microscopic structure o f  the Harderian gland of infantile rats. 
In in fan tile  rats of 15 to 70 g body w eight the lum ina of the acini of the H arder
ian  gland  are narrow, on the lum inal surface there are m icrovilli, th e  cells are 
high and pyram idal w ith  basal nuclei. The acini are made up o f tw o cell types  
(typ es 1 and 2), which show  d istinct m orphological features. T ransitional forms 
also occur.

Cell type 1 (Fig. 1). These poorly differentiated cells contain  a small 
num ber of large vesicles (secretory droplets) surrounded by a th ick  osmio- 
philie m em brane. B etw een, and closely associated  with the large vesicles there 
are m an y  dense m itochondria w ith  a large num ber of m itochondrial cristae. The 
ground cytoplasm  is re latively  clear, fin ely  granular and only ribosom es and 
sm ooth-surfaced tubules, fine vesicles and granules are observable. I t  does not 
con ta in  ergastoplasm . The tubules, the fine vesicles and the granules are arranged 
in sm all com plexes consisting of 2 to 6 parallel membranes w ith  a large 
num ber o f fine vesicles and granules around them , i.e., they m ay be regarded  
as G olgi-apparatuses. Their num ber in cell ty p e  1 is small.

Cell type 2. In th e  acini o f glands o f in fantile  rats a sm all num ber of very 
dense cells containing large vesicles (secretory droplets) m ay be seen (F igs. 2, 4
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Fig. 1. Low pow er view of an  ac in u s of the H a rd erian  g lan d  of in fan tile  ra t (25 g body w eight). 
T he cells are of ty p e  1, w ith  a few7 large vesicles (secre to ry  d ro p le ts) connected  by  a th ick  
osm iophilic  m em brane. T he a c in a r lum en is narrow , the  c y to p la sm  is finely  g ra n u la r  and  m an y  
m ito ch o n d ria  are p re sen t. Cell b o u n d aries  are c learly  v isib le . M agnification : 3.000 (e lectron  
op tica l). N = nucleus, L lum en, M m itochondria , LV large vesicles (secre to ry  drop lets),

CM cell m em branes
Fig. 2. D etail of c y to p lasm  in H a rd eria n  g land  of in fan tile  ra t (35 g body  w eight). T ran s itio n a l 
cell (stage betw een cell ty p e  1 an d  2) wi t h large vesicles (secre to ry  d ro p le ts) connected  by  a 
th ick  osm iophilic m em b ran e , consisting  of sm all sem icircles (arrow s), Golgi a p p a ra tu se s  (g ranules 
vesicles and m em branes). A t to p : th e  very  dense cell ty p e  2. M agn ification : 8.000 (electron

optical).
TU  tran sitio n a l cell, 2 - cell ty p e  2, LV large vesicles, G Golgi ap p a ra tu se s , M

m itochondria
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F ig . 3. D e ta ils  of th ree  tra n s it io n a l  ty p e  cells of th e  H a rd eria n  g land  of th e  in fan tile  r a t  (25 g 
b o d y  w e ig h t). A few large vesicles (se c re to ry  d rop lets) connected  b y  a th ic k  osm iophilic  m em 
b ra n e  b u i l t  up  of small sem icircles, m ito ch o n d ria , cell m em branes, Golgi a p p a ra tu se s , cy to p la s

m ic holes rep resen tin g  th e  in it ia l  s tage  of large vesicle d ev elo p m en t (arrow s) 
M ag n ifica tio n : 8.000 (e lectron  o p tic a l) . N =  nucleus, CM =  cell m em branes, G =  Golgi a p p a 
ra tu s e s ,  LV =  large vesicles, M —- m ito ch o n d ria , H =  holes (in itia l d e v e lo p m en ta l stage of

large vesicle)
F ig . 4. P a r ts  of the  cy to p lasm  o f th re e  cells o f th e  H a rd eria n  g land  of an  a d u lt r a t .  In  the  
c e n tre :  Cell ty p e  2. A t left: Cell ty p e  3. A t r ig h t: Cell ty p e  4. T he cy to p lasm  co n ta in s  large 
v esic les th e  d iam eter of w hich  show s a stepw ise  increase from  cell ty p e  2 to  cell ty p e  4. M agnifi
c a t io n :  3 .000 (electron op tica l). LV =  large  vesicles (secre to ry  d ro p le ts); N === n u c leu s; 2, 3 and

4 =  cell type  2, 3 and  4
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and 5). The large vesicles are a little  more numerous and always larger than in 
cell type 1. According to observations in this D epartm ent the average large 
vesicle diam eter in cell typ e  1 and 2 is about 1.05 /í  (MÁZLÓ and R o h o n y i , 
1963). The high electron d en sity  o f the cytoplasm  in cell type 2 m akes it im pos
sible to observe the fine structure of the cytoplasm .

Fig. 5. P a r ts  o f th e  cy top lasm  o f th re e  cells of the  H a rd e ria n  g lan d  of a d u lt  r a t .  A t r ig h t : 
Cell ty p e  2 w ith  dense cy to p lasm , large  vesicles w ith  osm iophilic  b o u n d in g  m em b ran e . A t left: 
Cell ty p e  3. A t to p  in  cen tre : Cell ty p e  4. T he d iam eter o f th e  large vesicles show s a g rad u al 
increase fro m  cell type  2 to  cell ty p e  4. T h ere  are more m ito ch o n d ria  in  cell ty p e  3 th a n  in cell

ty p e  4
M agnification : 3.000 (e lectron  o p tica l). N — nucleus; LV =  large vesicles (secre to ry  d rop le ts); 

M m ito c h o n d ria ; 2,3 and  4 cell ty p e  2,3 an d  4
M m ito c h o n d ria ; 2, 3 and  4 =  cell ty p e  2, 3 and  4

Transitional form  (F igs. 2 and 3). As m entioned above, in the infantile  
gland transitional forms betw een cell types 1 and 2 also occur. In these the num 
ber of the large vesicles (secretory droplets) is alw ays larger than in the quite 
im m ature typ e 1. There is also a gradual increase in the number o f Golgi-appa- 
ratuses g iving the im pression th at the high electron density in cell ty p e  2 is the 
result o f an overdevelopm ent o f the G olgi-apparatuses. On the other hand, 
the large vesicles seem to develop from the G olgi-apparatuses, the first stage  
being a sm all membrane hound hole, which gradually increases in size. The 
further increase in size of the large vesicles is due to the incorporation by them  
of the fine vesicles of the G olgi-apparatuses. The boundary of the large vesicles 
appears as an interrupted line consisting of small sem icircles, suggesting  that 
the fine vesicles of the G olgi-apparatuses together w ith the Golgi-m em branes 
are incorporated by the large vesicles.
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A  more com plete p ictu re of the genesis o f  the large vesicles (secretory  
d rop lets) m ay be obtained b y  observing the more m ature cells o f the glands of 
ad u lt rats after fixation  w ith  special fixatives.

(II) Electron microscopic structure of the Harderian gland o f  adult rats. In 
th e  Harderian gland o f ad u lt rats of 70 to 280 g body w eight, three cell types 
(ty p es 2, 3 and 4) m ay be recognized.

The acini of the glands o f  adult rats contain  a sm all num ber o f cells of 
ty p e  2, which are sim ilar to  those occurring in  infantile glands. These very  
dense cells generally do n o t reach the acinar lum en, thus it m ay be assumed 
th a t th ey  are not so high as th  e more mature ty p es 3 and 4. According to K a n - 
w a r  (I960) the height o f  th e  acinar cells depends on the secretory activ ity  of 
th e  g land, the fully a ctive  cells being the highest.

Cell types 3 and 4 (F igs. 5 and 6): From  cell typ e 2 characterized by a 
dense ground cytoplasm  and few  vesicles, there is a gradual transition to more 
m ature cells which conta in  m ore larger vesicles (secretory droplets) and whose 
cy top lasm  is clearer. A n increase in diameter o f  the large vesicles also occurs, 
th e  average being 1.37 ц (M ázló  and R o h o n y i , 1963). Cell typ e 3 contains 
few er large vesicles than  cell ty p e  4, the ground cytop lasm  is som ew hat denser, 
the num ber of m itochondria larger. In the cells o f type 4 the cytoplasm  is 
co m p lete ly  occupied b y  th e  large vesicles and is represented only by narrow 
strands between them . T he bounding m em branes o f the large vesicles in cell 
ty p e s  3 and 4 show gradual th inning, they are generally  fenestrated , som etim es 
co m p lete ly  absent.

(III) The process o f  maturation of the acinar cells. The increase in number 
and diam eter of the large vesicles and the stepw ise clearing up of the ground 
cy to p la sm  are the m ain features of acinar cell m aturation. The acinar cells 
b ecom e increasingly h igher and filled with large vesicles, w hich, detached from 
th e  apical (luminal) end o f  the cells, enter the acinar lum en. In Fig. 8 the 
process o f acinar cell m atu ration  is shown schem atically .

(IV) The development o f  the large vesicles (secretory droplets). Considering 
th e  inverse relationship b etw een  the clearing up o f the ground cytoplasm  of the 
glan d  cells in types 3 and 4 , and the increase in num ber and diam eter of the 
large vesicles, it m ight be suggested that the genesis of the large vesicles is 
con n ected  with the gradual disappearance o f the overdeveloped Golgi-appa- 
ratu ses o f cell type 2.

The first steps o f th is  process are well discernible in the cells of infantile 
ra ts. The large vesicles appear in the G olgi-apparatuses as sm all membrane- 
b o u n d  holes; later th ey  increase in size, incorporating more and more mem 
branes and fine vesicles from  the G olgi-apparatuses. This second stage of de
v e lo p m en t of the large v esic le s  occurring in cell typ es 2, 3 and 4 of glands f ix 
a ted  in osmium tetroxyd e and embedded in m ethacrylate is scarcely observable 
due to the pronounced d e n s ity  of the ground cytoplasm .
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Fig. 6a and  b Low pow er e lectron  m icrographs of p a r ts  of acini o f th e  H a rd eria n  g land , of an ad u lt ra t.  a. : 
A cinus b u ilt up  of cells o f ty p e  3. b.: A cinus bu ilt up of cells of ty p e  4. Fusion  of large vesicles (secre to ry  
d rop le ts) (arrow s). M agnification : 3.000 (e lectron  op tical). N =  nucleus; L =  lu m en ; M E m y o ep ith e 
lial cell; LV large vesicles (secre to ry  d rop le ts); 1) d e tr itu s  like m ate ria l co n ta in in g  large vesicles in the  

s ta te  of d e ta ch m e n t. 3 an d  4 =  cell ty p e  3 an d  4
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F ig. 7. Cell ty p e  1, 2, 3 an d  4 in  ac in u s of H ard erian  g lan d , rep re sen tin g  the  process of a c in a r
cell m a tu ra tio n  (see te x t)

Fig. 8. D e ta ils  of th e  c y to p la sm  in  H ard erian  g land  of an  a d u lt  r a t ,  fixed in p o ta s s iu m  p e r
m an g a n a te  an d  em bedded  in  A ra ld ite . Large vesicles (se c re to ry  drop lets), m ito ch o n d ria , and 
a g re a t n u m b er of sm all vesicles an d  m em branes su rro u n d in g  th e  large ones m ay  be seen

(arrow s)
M ag n ificatio n : 8.000 (e lec tro n  o p tica l). CM cell m e m b ra n e s ; LV large vesicle (secre to ry

d ro p le t) ; M — m ito c h o n d ria

In tissues fixed  in potassium  perm anganate and embedded in m eth acry
late or A raldite the ground cytoplasm  of the cells o f  typ es 2, 3 and 4 is, how ever, 
quite clear and the profiles o f  the cytoplasm ic organelles and their m em branes
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are well preserved (F ig. 8). The cytop lasm  o f the cells is full o f sm all vesicles 
probably representing G olgi-apparatuses. Sw ollen m itochondria w ith  m ito 
chondrial cristae m ay also be seen. The fine vesicles surround the large ones 
and seem  to be incorporated by them . The clearing up of the cytop lasm  in 
cells fixed  w ith potassium  perm anganate m ay result from oxydation  b y  the  
fix a tiv e  as well as from the swelling o f the structures, a possibility w hich has 
been described in connection w ith potassium  perm anganate fixation  ( L u f t , 

1956). In the present case, however, these fixation  artefacts proved useful for 
the understanding o f the developm ent o f the large vesicles. Fig. 9. represents 
schem atically  our concept of the process o f large vesicle genesis.

Fig. 9. D evelopm en t o f large vesicles (sec re to ry  d ro p le ts)  in cells o f H ard erian  g lan d  (see te x t)

Harderian glands fixed in form ol and stained during dehydration w ith  
phosphotungstic acid or uranyl acetate did not show any additive special 
feature in com parison w ith those fixed  in osm ium  tetroxide. P hosphotungstic  
acid increased the contrasts diffusely, whereas in glands stained w ith  uranyl 
acetate the cytoplasm  was seen to contain  a few  sm all granules (ribosom es?). 
It was, however, not possible to decide their exact nature as the form ol-fixed  
tissues showed very poor contrast in sp ite o f sta in ing w ith uranyl acetate.

Discussion

In a detailed stu d y  of the Harderian gland of the rat G r a f f l i n  (1941) 
described tw o types o f acinar cells, a dark type and a clearer one, neither of 
them  showing individual characteristics. S c h n e i d e r  and H a ye s  (1951) have
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also observed  tw o cell types in both  lobes o f the Harderian gland of the rabbit. 
C o h n  (1955) and K a n w a r  (1960) noted  only one cell type in the m ouse gland.

F rom  our observations the conclusion has been drawn th a t there is a 
gradual transition  betw een the different cell ty p es, representing the m aturation  
process o f  the acinar cell. The study o f the organization and subm icroscopic 
structure o f the gland of infantile rats has been a great help in understanding  
the process of acinar cell m aturation. The Harderian gland of the infantile  
anim al contains only im m ature cells poor in large vesicles (cell typ es 1 and 2 ). 
A ccordingly , infantile gland cells are unable to  synthesize and contain  very  
little  i f  an y  porphyrin ( F i g g e  et al., 1957, R o h o n y i  et al., 1962).

In  connection w ith  the genesis o f large vesicles (secretory droplets), the  
m ain d ifficu lty  is represented by the very  osm iophilic ground cytoplasm  of 
cell ty p e  2 , in which the fine ultrastructural details are scarcely observable. 
This d ifficu lty  could be overcom e by the use o f infantile glands or potassium  
perm anganate as fixa tive . In accordance w ith  B j ö r k m a n  et al., (1960), we 
th in k  th a t the vesicles originate from the very dense ground cytoplasm  con sist
ing o f  sm ooth-surfaced tubules, vesicles and granules. It is not clear, how ever, 
w hether or not the cytoplasm ic m em branous system  really represents over
developed  G olgi-apparatuses or an endoplasm ic reticvdum. It is know n th at  
the endoplasm ic reticulum  and the tubules and vesicles of the G olgi-apparatus 
m ay be very similar, although according to K u r o s u m i  (1961) th ey  differ in 
th ick n ess. Membranes o f the Golgi-apparatus are said to be of 60 to  70, those  
of th e  endoplasm atic reticulum , 40 Â thick.

A ccording to  our own m easurem ents, m em branes of the com plexes are 
about 60 — 125 Á th ick , indicating that th ey  m ay not correspond to  the endo
plasm ic reticulum .

The mode of developm ent of the large vesicles (secretory droplets) o f the 
H arderian gland hears close resem blance to  the secretion of m ucous droplets 
b y  th e  rat ileum , as described b y  F r e e m a n  (1962). Concentration o f the secre
tory  products in the Golgi-apparatus has been dem onstrated in m any cell 
ty p es (pancreas, hypophysis, sperm atids) ( B u r g o s  et al., 1955, C a r o , 1961, 
H a g U e n a u  et al., 1955). H ow ever, the question  as to w hat an ex ten t the  
G olgi-apparatuses are used up by the large vesicles in the case of the Harderian  
gland requires further investigations.

I f  our view  on the m aturation of acinar cells and genesis of the large vesicles 
is correct, there still rem ains a num ber o f unsolved problems concerning  
the principal features of the function o f the H arderian gland. For exam ple, it 
is n o t know n where the porphyrins are synthesized . According to  our still 
in com p lete  observations the porphyrins are secreted by the vesicles, on their 
surface, w hich would mean th at they  are form ed in the cytoplasm ic Golgi- 
apparatuses.

T he m eans by w hich the secretory products, the large vesicles, are discharged
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by the gland cells is not clear either. W e h ave not emphasized th is  ques
tion, hut it seem s that none of the five  typ es o f  secretory mechanisms su g g est
ed by K u r o s u m i  (1961) corresponds closely to  th a t seen in the H arderian  
gland. К a n w a r  (1960) speaks of “ advancem ent tow ards the holocrine m ode  
of secretion” and observed, as we did, partly d etritu slik e material in th e  acinar 
lum ina, and partly large detached vesicles v isib le  also under the light m icro
scope. It is thought that a thorough in vestigation  o f  the Harderian gland in the 
state o f chrom odacryorrhoea, i.e. in functional hyperactivity, m ay offer a 
better opportunity for clarifying the question  o f  th e  secretory m echanism .
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E L E K T R O N M I K R O S K O P I S C H E  U N T E R S U C H U N G  D E R  H A R D E R S C H E N  
D R Ü S E  B E I  R A T T E N :  DAS R E I F E N  D E R  \ Z I \ l  S Z E L L E N  l ND Di l l  G E N E S E  

D E R  S E K R E T O R I S C H E N  B L Ä S C H E N

G. K e l é n y i  u n d  S. O r b á n

Die H a rd ersch e n  Drüsen von infantilen u n d  e rw a c h se n e n  R a t te n  wurden e le k t r o n e n 
m ikroskopisch u n te rs u ch t .  Das Reifen der Azinuszellen w a r  d u r c h  vier Zellentypen r e p r ä s e n 
tiert,  die eine a llm ähliche  Z u n ah m e  der Zahl u n d  der G röße  i h re r  g roßen  sekretorischen Bläschen 
zeigten. Diese B läschen entw ickeln  sich aus den M e m b ra n e n  u n d  den kleinen B lä s c h e n  des 
Golgi-A p p a ra te s .
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ЭЛЕКТРОННОМИКРОСКОПИЯ ХАРДЕРОВЫ Х ЖЕЛЕЗ У КРЫСЫ: 
НАЗРЕВАНИЕ АЦИНОЗНЫХ КЛЕТОК И ГЕНЕЗ СЕКРЕТОРНЫХ

ПУЗЫРЬКОВ 
Г. К Е Л Е Н Ь И  и ш . о р б а н

Хардеровы железы инфантильных и взрослых крыс были исследованы под элек
тронным микроскопом. Назревание ацинозных клеток было представлено четырьмя кле
точными типами, которые показывают постепенное повышение числа и размера их круп
ных секреторных пузырьков. Эти пузырьки развиваются из мембран и из мелких пузырь
ков аппарата Гольджи.

D r . G. K e l é n y i  | т, „ . . т тт
_  _ , 1 F ees, K órb on ctan i In té ze t, H ungary
D r . S. O r b á n
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I n s t i t u t  fü r  G erich tliche  Medizin (D irek to r :  Prof. Dr. m ed. hab il .  M. V ámosi) der  M a r t in -L u th er  
U n ive rs i tä t ,  H a l le -W it te n b e rg  und  A bte ilung  für M edizinische F a c h p rä p a ra to ren  (Leiter :  R.

Ma t t h i a s ), Medizinische Schule der K a r l -M arx -U n iv e rs i tä t ,  Leipzig

DIE VERWENDUNG VON »PIACRYL ASM«
ZU GEEÄSSMORPHOLOGISCHEN UNTERSUCHUNGEN 

AN NIEREN UND ZUR DARSTELLUNG 
DER NIERENSEGMENTE

R . Ma t t h ia s

(E ingegangen  am 2. F e b r u a r ,  1964)

E s  w ird  über  den neuen  In jek t io n ss to f f  »P iacry l  ASM« berichte t .  Die A nw endung  
des Korros ionsverfah rens  u n te r  B enu tzung  dieses In je k t io n sm it te l s  e r lau b t  im  Endziel  
einen fü r  den  K lin ike r  wichtigen Vergleich. Das F a b r i k a t  w ird  m it  P o lym erisa t ionspulver  
in den F a rb e n  ro t ,  gelb, b lau  u n d  grün  geliefert.  P o s to p e r a t iv  gewonnenes O rg an m ate r ia l  
läß t  sich, wie post  m ortem  gew onnene  Organe, p r ä p a r a t i v  m it  dieser M ethode v o r te i lhaf t  
bearbe iten .  F re i legung der Gefäße und  richt iger  L ö su n g sa n sa tz  sind wichtig.

V erg l ichen  m it  P ro d u k te n  ähnlicher A r t  w ird  beim  »Piacryl ASM« das P o ly m er i
sa t  in der  F lüss igke i t  in k u rze r  Zeit  zum in j iz ie rb a ren  S to f f  angequollen.  Das »Piacryl 
ASM« h ä r t e t  irn W asserbad  bei Z im m e r te m p e ra tu r  in n e rh a lb  von 6 — 8 S tu n d en .  Die 
Korrosion e rfo lg t  in Laugen. I m  E ndergebnis  s ind  die N ie rensegm en te  m it  den  K a p i l la r 
geflechten u n d  den Glomerula  g u t  ausgefüllt u n d  d a rges te l l t .

Mit der Einführung der K unststoffe in die Korrosionstechnik haben sieh 
für die gefäßm orphologischen Arbeiten w ertvolle Perspektiven ergeben. Die 
große Anzahl im  Angebot befindlicher K u n ststoffe  zeigt, welche chem ischen  
und technischen M öglichkeiten in diesen verborgen sind. Zur H erstellung  
schöner, d idaktisch  dem onstrativer Präparate ist die V ielfältigkeit des im  
Handel befindlichen Materials recht günstig. W enn aber die A nwendung des 
Verfahrens im E ndziel ein Vergleich ist, um  den K liniker (Urologen, Inter
nisten u. a.) in den U ntersuchungen zur G efäßm orphologie auch ein N orm al
bild zur Seite zu stellen, muß die Ausarbeitung einer m öglichst stabilisierten  
Methode angestrebt werden. Durch diese m üßten  dann auch m it Sicherheit 
die U nterschiede des Alters und der pathologischen  Prozesse zur Geltung  
kommen.

1961 habe ich das Verfahren mit »Piacryl ASM« [1] m itgeteilt. Die Arbeit 
mit diesem K u n ststo ff hat sich für die genannten  U ntersuchungen und für 
andere Verwendungsbereiche (3] bewährt.

Die derzeit gebräuchlichsten K orrosionsm assen sind das sogenannte 
»Plastoid« [7],  die Polyvenilchlorid-A ceton-C yklohexanon-L ösung nach M u n 
k á c s i  [6] und d asT ech n ovit [8].  Harz- und Celluloidm assen wie von H y r t l  [5] 
und St o r c h  [9] beschrieben, b ieten für die heutigen  diffizilen U ntersuchungs
methoden kaum  noch eine V erw endungsm öglichkeit.

Wie alle Piacrylerzeugnisse ist auch das »Piacryl ASM« auf Estern der 
M ethacrylsäure aufgebaut. Es wird in Form einer m onom eren Flüssigkeit und

Acta m orph, tomus X I I I .
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eines p o lym eren  Pulvers in den H andel gebracht . 1 D ie für die P olym erisation  
n o tw en d ig en  K ontaktstoffe sind teils im Pulver und teils in der F lüssigkeit 
e n th a lten . In der praktischen A nw endung geschieht die P olym erisation  unter 
dem E in flu ß  von Wärme und K ontakten . Der Pulveranteil im  »ASM« wird 
aus d em  zerkleinerten B lockpolym erisat gewonnen; ihm werden auch die 
F arb sto ffe  zugesetzt. Die F arbstu fen  rot, gelb, blau und grün haben wir als 
au sreich en d  angesehen. Sie lassen  sich auch untereinander m ischen. Im  Gegen
satz zu m  Perlpolym erisat b esteh t hier im verw endeten splitterförm igen P o ly 
m erisat der Vorteil, daß die A n q uellzeit, d. h. also die Zeit vom  M ischen des 
P ulvers m it der Flüssigkeit bis zur Erreichung einer für die In jektion  opti
m alen V isk ositä t, auf 10— 15 M inuten beschränkt bleibt.

D er  kom plizierte innere A u f bau der Niere wird noch von Cl a r a  [2] bestim m t 
durch d ie Verhältnisse der B lutgefäßversorgung. E inzelne K rankheitsbilder  
der N ieren  sind in ihrer G efäßversorgung wenig erforscht. Es ist deshalb sehr 
v erstä n d lieh , daß der Kliniker bei gefäßm orphologischen U ntersuchungen auch 
der K orrosionstechnik erhöhte A ufm erksam keit w idm et. U nter B erücksichti
gung v o n  Anamnese und k lin ischem  Befund lassen sich im V ergleich dam it 
b efried igen d e, wenn nicht gar aufschlußreiche Ergebnisse erzielen. D ie Dar
ste llu n g  der Nierensegm ente kann  so für den Urologen und dem Internisten  
w ertvo lle  H inweise geben. In variab len  U ntersuchungstechniken erw eist sich 
dabei in  einzelnen Fällen die A usgußm ethode m it »ASM« der histologischen  
T ech n ik  überlegen. Das m akroskopisch gewonnene Bild gibt klare Ü bersicht 
über den  angioarchitektonischen G efäßverlauf der Niere und läßt eindeutige  
E rgeb n isse über Variationen der A. renalis in den U ntersuchungen festlegen.

N a c h  G raves  [4] gibt es 5 Segm entarterien. Ihr Versorgungsbereich ist 
id en tisch  m it den N ierensegm enten. D abei te ilt sich der ventrale H au p tast der 
A. renalis gewöhnlich in 4 Zweige (F ig. 1. u. 2.).

D en  dorsalen H auptast bezeichnet er als die 5. Segm entarterie und den 
dazu gehörenden  Versorgungsbereich als »posterior segments«. D ie auch von  
G r a v e s  beschriebenen A bw eichungen im extrarenalen G efäßverlauf (F ig. 3.) 
können durch die histologische T echnik nicht erfaßt und dargestellt werden. 
Das V erh a lten  akzessorischer G efäßanlagen im  jeweiligen Segm entbereich kann  
als V erg le ich  zu den klinischen B efunden und zum strukturellen A ufbau am 
K orrosionspräparat wertvolle A ufsch lüsse verm itteln .

B eson d ers bei postoperativem  Material gew innt die hier angeführte Ver
w endung v o n  »Piacrvl ASM« u nter B erücksichtigung der T echnik besondere  
B ed eu tu n g .

W erden  postoperativ gew onnene Nieren einer solchen B ehandlung zuge
führt, k a n n  man mit den üblichen  Vorbereitungen zur Injektion nicht m anipu
lieren. W egw eisend für die B ehandlung des Organes ist der klinische Befund.

1 L ie fe r f i rm a :  VEB S t icks to ffw erk  P ie s te r i tz -W it ten b e rg ,  D D R
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Abb. 2. R ech te  Niere. S egm en tda rs te l lung .  Apikalis (gell)); oberes (g rün);  m it t le res  (orange);
un tere s  (rot).  Dorsal (blau) »posterior segments«

Abb. 3. R ech te  Niere. U n te re  Segm en ta rte r ie  (gelb) akzessorisch  angelegt
Abb. 4. Rech te  Niere. B erührungszone  der beiden Gefäßschalen  dorsal.  Dorsal:  ro t .  v e n tra l :

gelb





DTE VERWENDUNG VON »PIACRYL ASM« 1 GO

Die Arbeiten beginnen mit der Freipräparation der m eist sehr kurz 
vorhandenen »Gefäßstumpfen«. Diese diffizile Präparation kann durch eine 
Präparierlupe erleichtert werden. Bei Vorhandensein einer mehr oder weniger 
stark ausgeprägten Capsula adiposa, muß diese zwecks zuverlässiger extra
renaler Gefäßorientierung sehr sorgfältig und m it einem  stum pfen G egenstand  
hiluswärts bis zum Margo m edialis entfernt werden. Die Gefäße dürfen nicht 
verletzt werden.

Nach ihrer Freilegung kann man mit dem E inhinden der K nopfkanülen  
beginnen. Die Lum engröße der Kanülen richtet sich stets nach der Größe und 
W andbeschaffenheit der Gefäße. Bei zarten und pathologisch veränderten oder 
in leichter A utolyse befindlichen G efäßwänden wähle man lieber kleinere

€
Abb. 1. Schem atische  Ü bers ich t  ü b e r1 den V erlau f  der  Seg m en ta r te r ien  im Hilus renalis .

(N ach  Graves)

Kanülen. Ein kom pliziertes Einbinden kann das Abreißen der R estgefäße  
verursachen. Bei der E inm aligkeit mancher O perationsorgane kann das ein 
nicht wieder gutzum achender Schaden sein, da eine Injektion auch bei der 
Beherrschung größter K unstfertigkeit dann n icht mehr m öglich wäre.

Lebendfrisches Material (unm ittelbar nach der Operation) sollte man 
wegen der noch vorhandenen intravaskulären G efäßkontraktionen m öglichst 
erst 8 —12 Stunden nach der Operation der B earbeitung zuführen.

Bei post m ortem  vorliegenden Organen sp ielt dieser Faktor keine so 
gewichtige Rolle.

Manche A utoren em pfehlen vor der G efäßinjektion die Durchspülung der 
Gefäße m it physiologischer K ochsalzlösung. Tch kann bei Verwendung von  
»ASM« nicht dazu anraten. Die ASM -Flüssigkeit verbindet sich nicht mit dem  
Wasser. In den K apillargebieten kom m t es zu einem F lüssigkeitsstau. Das 
dadurch entstandene »Polster« verhindert die Injektionsm asse am Vordringen, 
während sonst die große G eschm eidigkeit derselben alle Hindernisse in den 
Gefäßbahnen um spült. Arteriogramme oder andere röntgenologische U nter
suchungen sind kein Hindernis für nachträglich vorzunehm ende Injektionen.

W ährend der Operation (Exstirpation) oder Sektion entstandene Ver-
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le tzu n g en  am Organ (R isse, E in sch n itte  ins Parenchym  u. a.), würden für die 
zu injizierende Masse A uslaufstellen  bilden. Man dichtet diese vor der Injektion  
m it filtr ierter Zuckergelatinelösung ab, der man vor Gebrauch einige Tropfen  
F orm alin  zusetzt. Später läß t sich diese G elatineauflage sehr leicht entfernen. 
Ä hnlich  verfährt man, wenn aus dem Organ histologisches U ntersuchungs
m ateria l in geringerem U m fang entnom m en werden muß.

N ach  Abschluß der vorbereitenden Phase (Freilegung der G efäße, E in 
b inden  der Kanülen, A bdichten  etwaiger V erletzungen am Organ) sollte man 
M enge der Flüssigkeit und Farbe für Injektionen festlegen. Bei der Berechnung  
der zur F üllung erforderlichen G esam tm enge ist stets zu berücksichtigen, daß 
ein T eil der Injektionsm asse durch den A nquellvorgang an Volum en verliert 
Zu b ed en k en  wäre ferner, daß durch die erlangte V iskosität der M asse, R est
stän d e im  Mischgefäß, in der K anüle und in der Spritze Zurückbleiben. Deshalb  
sind d ie Instrum entarien unm ittelbar nach jeder Injektion m it A ceton, Benzol 
zu rein igen .

Zur Herstellung einer injektionsfertigen Masse verfertigt m an eine 
5 — 10% ige Uösungsmischung. Im m er richtet sich die Q uantität der anzuset
zenden  Lösung nach der Größe des Organes; man soll dabei etw a 20%  Schwund  
einkalkulieren .

I s t  die Injektion an größeren Nieren durch guterhaltene Gefäße zügig 
durchführbar, kann man ohne Bedenken mit einer 1 0 %igen U ösungsm ischung  
arbeiten . B ei Kaninchennieren em pfieh lt es sich, mit einer 3 — 5% igen M ischung 
die In jek tio n  vorzunehmen. Im  letzteren Fall verändern sich allerdings die 
A nquell- und Polym erisationszeiten .

D as vorher abgewogene Pulver wird der Flüssigkeit unter Schütteln  
zu g ese tz t. Als Mischgefäße b en u tzt m an am besten Bechergläser. Die B ew egung  
des M ischgefäßes wird solange beibehalten , bis sich das Pulver nicht mehr 
ab setzt und  eine injektionsfertige, sirup-honigartige V iskosität durch A nquel
lung erreich t ist. Wird zu früh injiziert, wenn die A nquellung den unerläßlichen  
Grad noch  nicht erreicht hat, polym erisiert der K unststoff in den H ohlräum en  
nicht. E s b ildet sich vielm ehr eine gum m öse-klebrige Masse, die das Präparat 
w ertlos m acht. Beim A nsetzen der Masse sollte die R aum tem peratur b eachtet 
w erden; eine Raum tem peratur von + 1 8  — 20° C begünstigt die physika
lisch -chem ische Reaktion.

D ie  anzusetzende Menge (F lüssigkeit plus Pulver) richtet sich auch bei 
N ieren nach  der Größe des O rganes. Bei Füllung der einzelnen Segm entab
sch n itte  w ird die Menge des H arzes auch nach der Größe der einzelnen aberrie
renden G efäße berechnet. E ntsprechend der cranio-caudalen V erlaufsrichtung  
der A . renalis in den Hilus ist die untere »Segmentarterie« gew öhnlich die 
län gste  u n d  das apikale Gefäß das kürzeste. Beim  U ösungsansatz ist dies in die 
B erechnung zur Füllung der Segm entabschnitte oder der G efäßschalen zur 
D arste llu n g  der Ventral- und D orsalseite einzubeziehen. (Fig. 4.).
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Bei Füllung der Segm ente ist für jeden A bschnitt die Menge separat 
anzusetzen; aus A bb. 2. ist das Ergebnis einer solchen Injektion  abzulesen. 
Nach jeder Injektion ist das jeweilige Gefäß durch eine Ligatur zu isolieren, um  
den Rücklauf in den anderen A bschnitt zu verhindern. Erst nach Abschluß  
der Injektion können diese Ligaturen gelöst werden, um eine Verbindung mit 
dem  H auptstam m  der A. renalis zu erm öglichen. Zur Injektionsdurchführung  
haben sich Original-Record-Spritzen gut bewährt. Für Füllung größerer Gefäße 
haben sich Spritzen m it Veterinärkonus als brauchbarer erwiesen. Es soll 
nochm als betont werden, daß nach der Injektion  Instrum entarium  und Gerät
schaften  sofort m it Lösungsm itteln gereinigt werden m üssen. Trotz guter 
R einigung könnte am  Spritzenkörper ein unsichtbarer K unststoffilm  Zurück
bleiben, man reibe deshalb den Spritzenkolben m it etwas Vaseline ein. Ein 
A nhaften  des K olbens an den Glaskörper der Spritze ist so nicht m öglich.

Der in das Organ injizierte K u n ststo ff polym erisiert ohne besondere 
W ärmezufuhr. E ine solche ist zur B eschleunigung des exotherm ischen Här
tungsvorganges nicht erforderlich. D as Organ wird nur in ein m it W asser gefüll
tes Gefäß gelegt und zwar so, daß es durch die A uflage keine Druckstellen  
bekom m t. Die R egulierung der Polym erisation erfolgt dann durch jene F akto
ren, die teils schon die vorbereitende Phase bestim m ten: M ischungsverhält
nisse (Flüssigkeit plus Pulver); R aum tem peratur (K älte und W ärme) und 
hinzukom m end die Anw esenheit verschiedenartiger Zell- und Körperflüssig
keiten , z. B. im P yelon , entzündlich-eitrige Prozesse.

Die A nhärtungszeit ist durch die genannten K om ponenten variabel und 
liegt bei 5 — 10% igen Lösungsansätzen bei ca. 6  — 8  Stunden; bei 3% igen über 
di* ■sc Zeit hinaus.

Mischung
°/o

Raum tem p. 
-f0  C

Anquellzeit,
Minuten

Anhärt ungs- 
geechwindig- 
keit. Stunden

5 2 0 — 2 2 12 7— 8

10 20 6 4— 5

2 0 * 20 •1 2,5

* nur in seltenen Fällen  anzuraten

Nach erfolgter H ärtung ist das Organ von um gebenden F ett- und Binde
gew ebe zu befreien. V on den extrarenalen Gefäßen ist die Gefäßwand sorg
fä ltig  abzupräparieren.

Korrodiert wird in 27% iger K alilauge. Man legt das Organ in diese. Da 
es, durch das spezifische Gewicht der Lauge bestim m t, an der Oberfläche 
schw im m t, wird es, y  =  mit Glaswolle im Cellophanbeutel, im  Glas unter den 
Flüssigkeitsspiegel gedrückt. Den W ärm eschrank stellt man au f -j- 37° C ein

A cta  m orph, tom us X I I I .



172 R . M A TT H IA S

und lä ß t  dann das Organ b ei dieser Temperatur ca. 8  Stunden und länger 
korrodieren.

D a das Polym erisat gegen konzentrierte Säuren nicht beständig ist, 
dürfen diese zur Korrosion n icht benutzt werden. Schwache Säuren dagegen  
sind  verträglich. Laugen haben  sich aber für das K orrosionsvorhaben als 
brauchbarer erwiesen.

A bsolu t sicher ist die K orrosion nach 20 Stunden abgeschlossen; die 
Größe des Organes bestim m t auch hier den Zeitfaktor.

I s t  die Korrosion abgeschlossen , wird die Lauge vorsichtig vom  Präparat 
ab gegossen . Unter einem m äßigscharfen W asserstrahl, kalt oder warm , wird 
das am  Präparat befindliche R estgew ebe abgespült. D ies kann bei N ieren von  
E rw achsenen bedenkenlos geschehen , bei kleinen und kleinsten Organen jedoch  
is t allergrößte Vorsicht zu beachten . Beim Vorhandensein akzessorischer 
G efäße und bei der Segm entdarstellung an postoperativem  Material gilt gleiches, 
da d ie einzelnen Segm ente untereinander keine V erbindung besitzen und ein
zeln auseinanderfallen. Nur bei erfolgter Injektion des V enensystem s ist ein 
Z usam m enhalt gew ährleistet. D ie Anastom isierung der N ierenvenen unter
einander unterscheidet diese vom  arteriellen System , der w eitgehende Parallel
v er la u f zu  den Segm entarterien verhindert das A useinanderfallen derselben [10].

B ei Tumorgewebe kann  es nach der Korrosion zu V erklum pungen  
k om m en . Das Präparat im  w arm en Wasser geschw enkt, erleichtert die E ntfer
nung der bröckligen Massen.

D  as naß-feuchte Präparat wird auf Fließpapier oder aufgehängt bei 
-)- 20 — 3 0 ° C im W ärm eschrank oder bei Zim m ertem peratur zum Trocknen  
gebracht.

N ach  der endgültigen T rocknung treten an den Präparaten zeitw eilig  
w eiße B eläge auf. Die In tim a der Gefäße ist dann nicht vollständig  von der 
K orrosion erfaßt. Sie legt sich dann als weiße B inde an einzelnen Stellen um 
den G efäßausguß. Die B eläge sind keine K alkniederschläge. Auch kann es an 
größeren Gefäßstämmen zu le ich ten  Trübungen des an sich transparenten  
A u sgu ß es kommen. Die U rsache ist darin zu sehen, daß durch das um gebende 
G ew ebe Feuchtigkeit in die oberflächlichen Schichten des noch nicht völlig  
polym erisierten  K unststoffes eingedrungen ist. D ie schwachen Trübungen  
b eein flu ssen  die w issenschaftlichen U ntersuchungen am Präparat nicht. Die 
w eißen  Beläge brauchen zu Besorgnissen keinen A idaß geben. Diese N eben
erscheinungen können durch geschickte M anipulationen m it einer feinen, 
sp itzen  K anüle und einer 2 m l Spritze beseitigt werden. Man füllt diese Spritze 
m it verdünntem  Zaponlack und  stich t vorsichtig durch das K apillargeflecht 
hindurch , tastet die stärkeren Gefäße ab und gibt einen kleinen Tropfen des 
L ackes au f diese. Der Lack breitet sich fulm inant über die weißlichen Stellen  
aus u n d  löscht diese augenblicklich . Sehr feine R estauflagerungen sind mit 
einem  autom atischen Sprühgerät anzusprühen. R echt gute Erfahrungen liegen
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mit dem Sprühgerät »Air fresh« und dem »Flibol« vor. Es wäre nur vor Sprüh
versuchen mit acetonlöslichen Lacken zu warnen. Die m ikroskopisch feine 
Struktur des K apillargeflechtes und die Glomerula würden dem auflösenden  
Charakter des A cetons nicht standhalten . Die Glomerula werden durch unser 
Verfahren einwandfrei dargestellt (F ig. 5.).

D ie hier beschriebene M ethode wurde experim entell erarbeitet. Das 
»Piacryl ASM« erreicht auch dann einen hohen Polym erisationsgrad, wenn die 
M ischungsanteile variieren. Die Polym erisation verzögert sich nur bei stark

Abb. 5. Arterie lle-ASM -Injektion . Arté riáé  in te r lobu lares  m it  den  Glom erula  bei e iner Vergrö
ßerung  von 16 : 1

unterkühlten Organen und kann beim  Gefrieren zeitw eilig aufgehoben werden. 
Für bestim m te klinische Fragestellungen, die sich nicht nur am O perations
material ausreichend klären lassen, hat sich auch post m ortem  gewonnenes 
Organmaterial als brauchbar verwenden lassen. So gewonnene Organe wurden 
im  H inblick auf verschiedene K rankheitsbilder präparativ bearbeitet. In einer 
späteren Arbeit wird in G em einschaft m it dem Kliniker darüber berichtet.

Herrn Prof. Dr. m ed. habil. M. VÁMOSI habe ich für das den Arbeiten  
gegenüber aufgebrachte Verständnis und die sich daraus ergebende U nterstü t
zung sehr herzlich zu danken.
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U S E  O F  “ P IA C R Y L  ASM”  F O R  T H E  M O R P H O L O G IC A L  S T U D Y  O F  R E N A L  V E SSELS 
AND T H E  D E M O N S T R A T IO N  O F  R E N A L  S E G M E N T S

R. Matthias

“ P ia c ry l  ASM”  is a new  in je c ta b le  subs tance  m a rk e te d  to g e th e r  w i th  th e  po lym eriza tion  
p o w d e rs ,  in different colours (red ,  ye llow , blue, green), for m ak in g  corrosion p re p a ra t io n s  f rom  
o rg a n s  o b ta in e d  a t  surgery  or n ec ro p sy .  The  vessels used  for in jec t ion  m u s t  be p re p are d  a t  
s u rg e ry  o r  necropsy  p ro p e rly  a n d  care  should  he ta k e n  t h a t  th e  c o n cen tra t io n  be a d eq u a te .

I n  f lu ids  “ Piacry l  ASM”  is c o n v e r te d  in to  an  in jec tab le  m ed iu m  m u ch  qu icker  th a n  is 
th e  case  w i th  o th e r  p ro d u c ts  o f  a s im ila r  n a tu re .  “ Piacry l  ASM”  solidifies in th e  w a te r  b a th  a t  
ro o m  t e m p e ra tu r e  in ab o u t  6 — 8 h o u rs .  Corrosion is effected  b y  m ean s  of alkalis .  In  th e  p re p a 
r a t i o n s  t h e  rena l  segments — in c lu d in g  capil la ry  plexuses a n d  glomeruli  — are c learly  shown.

ПРИМЕНЕНИЕ ПРЕПАРАТА «ПИАКРИЛ ASM» ПРИ МОРФОЛОГИЧЕСКОМ 
ИССЛЕДОВАНИИ СОСУДОВ ПОЧЕК И ДЛЯ ИЗОБРАЖЕНИЯ ПОЧЕЧНЫХ

СЕГМЕНТОВ
Р . М А Т Т И А С

Обсуждается новый препарат для инъицирования: Пиакрил ASM. Применено 
коррозионного метода исследования при помощи этого препарата предоставляет воз
можность для проведения сравнений, важных с точки зрения клиники. Пиакрил ASM 
доставляется вместе с полимеризационным порошком красного, синего и зеленого цвета. 
Материал органов, полученных после операций, так же как и органы, полученные по
смертно, можно хорошо обрабатывать при помощи этого метода препарирования. Обна
жение сосудов и правильная исходная смесь для растворения являются весьма важными 
предпосылками.

По сравнению с подобными препаратами в «Пиакриле ASM» полимеризат в короткое 
время набухает в жидкости и пригоден для инъицирования. Если «Пиакрил ASM» содер
жать в водяной бане комнатной температуры, он затвердевает в течение 6—8 часов. 
Коррозия осуществляется в щелочи. В конечном счете почечные сегменты, капиллярные 
сплетения и гломерулы превосходно заполняются и изображаются.

R . M a t t h i a s : Leipzig, Med. Schule d. K arl-M arx-U niv., A lit. f. Medizin. 
Fachpräparatoren, D D R
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A b te i lu n g  für Morphologie  (Direktor:  Prof.  D r .  m ed .  N. G. K olo ssow) des P a w lo w - In s t i tu ts  
fü r  Physio logie  der  Akademie de r  W issen sch af ten  der UdSSR, L e n in g rad

A. A. M l L O C I I I N

(E ingegangen a m  8. F e b r u a r ,  1964)

E ine  a f fe ren te  Innerva t ion  d e r  N ervenze llen  der v egeta t iven  G ang l ien  i s t  seit  
langer Zeit eine  bes t r i t tene  Frage.

Autor  k o n n te  an  den Ganglionzellen  des Auerbachsehen P lex u s  zeigen, d aß  
die E n d ä s tc h e n  d e r  afferenten N erv en fa se rn  im  d irek ten  K o n ta k t  m i t  d en  gangli- 
ösen N euronen  k o m m e n  können, w o m i t  e ine  affe ren te  In n e rv a t io n  d ieser  N euronen  
bewiesen ist.

Diese morphologischen B e o b a c h tu n g e n  b e s tä t ig en  die A n n a h m e ,  d a ß  die gang- 
liösen N euronen  m it  dem Z e n t ra ln e rv en sy s tem  n ich t  nur  d u rc h  p rä g an g l io n e re  (effe
ren te)  F ase rn  v e rb u n d en  sind, d e n n  es g ib t  a u c h  eine d irekte  a f fe ren te  L e i tu n g s 
b ahn  zum Z en tra ln e rv en sy s tem  v o n  d e r  Nervenzelle  der p e r ip h e ren  v eg e ta t iv en  
Ganglien.

Das Studium  der afferenten (sensiblen) Innervation der v eg eta tiv en  Gang
lien ist für ein tieferes Verständnis der funktionellen  K onstruktion des v eg eta 
tiv en  N ervensystem s von großer B ed eu tu n g .

Den G rundstein zu diesen Forschungen legten die russischen H istologen  
M i  c h  A i  l o w  (1908, 1909, 1910, 1911) und D o g i e l  (1908). Sie waren die ersten, 
die echte sensible Endigungen im bindegew ebigen Stroma der extram uralen  
und intram uralen vegetativen  Ganglien und ebenfalls in den spinalen Ganglien  
fanden. Diese w ichtige E ntdeckung der alten russischen H istologen erhielt 
volle B estätigung in den Werken so hervorragender N eurom orphologen wie 
D e  C a s t r o  (1918, 1923), L a w r e n t j e w  (1943), N o i n i o e z  (1940), K o l o s s o w  

(1949, 1952, 1954), Á b r a i i á m  (1951) und S t ö h r  (1957). Nach der V eröffent
lichung dieser A rbeiten blieb kein Zweifel darüber, daß im bindegew ebigen  
Strom a und in der Kapsel des v egeta tiven  Ganglions, an seinen B lu tgefäßen  und 
sogar zwischen den Gliaelementen tatsäch lich  zahlreiche und ihrer Struktur 
nach verschiedenartige sensible N ervenendigungen vorhanden sind.

Allein die H auptfrage — kann es eine sensible Innervation der gangliösen  
N eurone selbst geben? blieb unentsch ieden . Diese Frage wurde um stritten , 
und noch heute hat der w issenschaftliche M einungsstreit nicht aufgehört. Das 
ist auch vollkom m en begreiflich; diese Frage hat eine prinzipielle B edeutung, da 
es sich hier um die sensible Innervation der Nervenelem ente selbst handelt.

Viele Forscher halten die afferente Innervation der gangliösen Neurone 
für unm öglich und sogar für »unnütz«, d. h. sie verneinen sie kategorisch. 
D er Grund für diese Ablehnung liegt teilw eise darin, daß die H istologen  keine
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überzeugende N achw eise einer afferenten Innervation  der N ervenzellen der 
vegeta tiven  Ganglien erbringen konnten. Erst vor kurzem sind in unserer 
A bteilung solche N achw eise erzielt worden, und zwar m ittels vergleichenden

o Ю0„

Abb. 1. Zwei v eg e ta t iv e  N ervenze llen  im  Gebiet ty p is ch e r  R ezep to re n a p p a ra te ,  die aus  e iner  
a f fe ren ten  m ark h a l t ig en  N erv en fa se r  gebildet sind. M uskelsch ich t  des Drüsenm agens der  E n te  

(Anas p la ty rh y n ch o s ) .  Bielschowsky-Gros.  Zeiss. Obj.  A p o c h ro m a t  HI 90/1. 30; Ok. К  7

histologischen U ntersuchungen, die — wie bekannt — oft die kom pliziertesten  
und verw ickeltesten  Fragen, besonders im G ebiet der Neurobiologie, zu klären 
im stande sind.

Es stellte sich heraus, daß hei einigen Schw im m vögeln  (Anas p la tyrh yn 
chos, N etta  rufina) im  Auerbachschen Geflecht der Speiseröhre und des Driisen- 
m agens außer den großen Ganglien noch kleine G anglien mit undicht gelegenen
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N e r v e n z e l l e n  u n d  s o g a r  e i n z e l n  liegende Neurone V o r k o m m e n .  D ies b o t  d i e  

M ö g l i c h k e i t ,  d i e  Beziehungen der Endverzw eigungen der sensiblen (afferenten) 
N ervenfasern zu den N ervenzellen s e h r  genau zu verfolgen ( M i l o c i i i n  1960, 
1961, 1963; K o l o s s o w  und M i l o c i i i n  1963).

Bei der Fortsetzung dieser U ntersuchungen gelang es mir unlängst, eine 
Reihe neuer Beobachtungen zu m achen, die noch überzeugender die direkte 
Verbindung der afferenten N ervenfasern mit den vegetativen N euronen zeigen. 
Alle diese U ntersuchungen sind m it H ilfe der B ielschow sky-G rosschen M ethode 
an den Ganglien des Auerbachschen G eflechts des Drüsenm agens der Ente 
(Anas p latyrhynchos) durchgeführt worden.

U nter den Präparaten waren diejenige besonders überzeugend, an denen  
sich die B eziehungen der E ndverzw eigungen der afferenten N ervenfasern zu 
den einzeln liegenden gangliösen Zellen des Auerbachschen G eflechts beob
achten ließen. Mit der Beschreibung dieser Präparate m öchte ich die Darlegung  
der m orphologischen Nachweise zugunsten einer sensiblen Innervation  der 
Nervenzellen beginnen.

In Abb. 1. ist eine m arkhaltige N ervenfaser, die in einem kleinen N erven
bündel des Auerbachschen G eflechts verläuft, zu sehen. Nachdem  die N erven
faser den Bündel verlassen hat, verliert sie die Myelinhülle und te ilt  sich in 
zwei H auptäste. Jeder von diesen Ä sten verzw eigt sieh stark und bildet im 
in terstitiellen  lockeren Bindegewebe der M uskelschicht eigenartige büschel
artige R ezeptorenapparate. Ihre m orphologische Struktur ist durchaus typisch  
für die R ezeptoren, die gewöhnlich in der M uskelschicht des D rüsenm agens der 
E nte Vorkommen, und dies dem onstriert klar die afferente (sensible) N atur der 
sie bildenden m arkhaltigen N ervenfaser.

Im Bereich eines jeden R ezeptors, der bei der Verzweigung des H aupt
astes gebildet wird (Abb. 1), liegen einzelne Nervenzellen des A uerbachschen  
G eflechts, welche ihrem Aussehen nach zu den Zellen des T yps von Dogiel 
gehören. Die E ndäste der R ezeptoren treten in die engste Beziehung m it beiden  
gangliösen Zellen. Sie sind besser zu sehen, wenn man Abb. 1. m it den unter 
stärkerer Vergrößerung verfertigten A bbildungen la  und lb  vergleicht.

ln  Abb. la  ist eine N ervenzelle aus dem  Rezeptorenfeld, das aus dem  
rechten H auptast der afferenten m arkhaltigen Nervenfaser (siehe A bb. 1) gebil
det ist, dargestellt. Zu dieser gangliösen Zelle zieht von oben eines der End
ästchen des R ezeptors, und in der unm ittelbaren Nähe von dieser N ervenzelle, 
m itten in den sie um gebenden G liozyten  bildet dieses Endästchen eine p la tten 
artige Lam elle m it einem feinen fibrillären N etzchen. Von dieser Lamelle 
verläuft in der R ichtung des Neurons ein kurzes, an seinem Ende sich etwas 
verdickendes Ä stchen, das direkt an den K örper des Neurons an liegt, wie es 
deutlich an dem  Präparat zu ersehen ist.

Zu derselben Nervenzelle treten  noch einige sensible Term inalästchen  
heran. Ein Teil derselben endigt zw ischen den um das Neuron gelegenen Glio-
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Abb. la .  Der d irekte  K o n t a k t  eines E ndäs tch en s  des R eze p to rs  ist  besonders deutl ich  zu  sehen
(Pfeil.).  A usschnit t  aus A bb .  1
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Abb. lb . Beziehungen der  E n d äs tc h en  des R ezep tors  zu  der  Nervenzelle. A usschnit t  aus  Abb. 1
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z y te n , die anderen Term inalen liegen m it ihren Endringen und L am ellen u n m it
te lb ar dem  Dendrit der N ervenzelle an.

In  Abb. lb  ist die N ervenzelle aus dem  Felde des oberen R ezeptors, der 
aus dem  linken Ast ein und derselben afferenten Nervenfaser (siehe A bb. 1.) 
geb ild et ist, zu sehen.

A bb. 2. A fferen te  sensible I n n e rv a t io n  der N ervenze llen  des Ganglions des A u e rb ach sch en  
G ef lech ts .  Drüsenraagen der E n te  (Anas p la ty rhynchos ) .  Bielschowsky-Gros. Zeiss. Obj.  Apo-

c h ro m a t  HI 90/1. 30; Ok. K IO

Zur Nervenzelle ziehen zwei Term inalästehen des Rezeptors. Sie endigen  
eb en fa lls m it fibrillären E ndlam ellen oder R ingchen, die entweder zw ischen  
den G liozyten  um das N euron liegen oder direkt m it den breiten D endriten des 
N eurons in Rerührung treten .

S om it ist in das dargestellten  Präparat deutlich ein direkter K ontakt 
der E ndästchen  der N ervenfaser, die ganz zw eifellos afferenter N atur ist, mit 
den N ervenzellen  des A uerbachschen G eflechts zu beobachten, und es ist ein 
klarer Reweis für die sensible Innervation der vegetativen  Neuronen.

Acta  morph, tomus X I I I .
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Ähnliche W echselbeziehungen der afferenten Nervenfasern und der Ner
venzellen  habe ich ebenfalls in den größeren Ganglien des A uerbachschen  
G eflechts beobachtet.

Abi». 2 zeigt einen kleinen Ganglion aus dem Auerbachschen G eflecht des 
Drüsenm agens der Ente. Er besteht aus nur fü n f nicht sehr d icht liegenden  
N ervenzellen  (Zellen des I Typs von D o g i e l ) und befindet sich gänzlich in der 
Schlinge des Blutkapillars.

Zum Ganglion tritt eine afferente Nervenfaser, die schon früher ihre 
M yelinhülle verloren hat, heran. Sich in dem Ganglion verzw eigend, b ildet sie 
einen typischen Rezeptorenapparat m it zahlreichen T erm inalästchen, welche 
die für den Rezeptor charakteristischen fibrillären Endlam ellen und Ringchen  
tragen.

Die Mehrzahl der Term inalästchen verbreitet sich in dem bindegew ebigen  
Strom a des Ganglions, einige Term inalästchen verlassen sogar seine Grenzen 
und verzw eigen sich im lockeren um gebenden Bindegew ebe.

Zn jeder gangliösen Zelle laufen einzelne Term inalästchen des Rezeptors, 
die hier auch endigen. Ihre B eziehungen m it den Neuronen sind besonders gut 
an den zentral gelegenen gangliösen Zellen (siehe Abb. 2a) zu ersehen. Zu 
dieser Zelle verlaufen einige Ä stchen. Sie endigen m it fibrillären plattenartigen  
L am ellen, mit kleinen Ringchen oder K nöpfchen; die Mehrzahl dieser E nd
strukturen liegt zwischen den G liozyten, sehr nah dem Körper der N ervenzelle  
und ihrer Dendriten. Ein Ästchen aber dringt in die Nervenzelle selbst ein und 
berührt sie mit seinem  E ndknöpfchen (Abb. 2a, Pfeil).

Abb. 3. veranschaulicht das G ebiet eines großen Ganglions des Auerbach
schen G eflechts m it vielen gangliösen Zellen und zwischen ihnen verlaufenden  
B ündeln  von Nervenfasern. E ine von diesen Nervenfasern die sich im Gebiet 
des Ganglions verzw eigt, bildet einen typischen R ezeptorenapparat, der reich 
m it Term inalästchen versehen ist. D iese Ä stchen haben B eziehungen zu allen 
G ew ebsstrukturen des Ganglions: sie liegen in seinem  Strom a, dringen in die 
B ündel der Nervenfasern ein und treten schließlich zu den N ervenzellen  heran, 
wo sie entw eder zwischen den die gliösen Zellen um gebenden G liozyten  oder 
an den Körpern und Fortsätzen der N ervenzellen selbst endigen.

Som it zeigen die hier angeführten m orphologischen B eobachtungen, daß 
die Endverzw eigungen der afferenten (sensiblen) Nervenfasern in eine enge 
B eziehung mit den Neuronen der vegetativen  Ganglien treten. D ies bew eist, 
daß die gangliösen Neurone ihre eigene Rezeptorenfelder besitzen  und folglich  
eine Veränderung ihres funktionellen Zustandes als Quelle reflektorischer E in
flüsse sowohl in dem N ervensystem  selbst, als auch im ganzen Organismus 
dienen kann.
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Abb. 2a. Beziehungen der  E n d ä s tc h e n  der sensiblen N e rv en fa se r  zu den gangliösen N euronen .  
Die u n m it t e lb a re  B e rü h ru n g  m i t  d e r  Nervenzelle eines sensib len  E n d äs tc h en s  ist  deu tl ich  zu 

b e o b a c h te n  (Pfeil). Ausschnit t  aus d e r  A bb .  2

Acta morph, tomus X I I I .



A
cta m

orph, turnus 
X

I11.
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N E W  M O R P H O L O G IC A L  D A T A  C O N C E R N IN G  T H E  S E N S O R Y  I N N E R V A T IO N
O F  A U E R B A C H ’S G A N G L IA

A. A. Milo c h in

T h e  cells of the  a u to n o m o u s  ne rve  f ibres were long  regarded  as devoid  of a ffe ren t  
i n n e r v a t io n .

T h e  a u th o r  has succeeded in d em o n s tra t in g  on  A u e rb a c h ’s ganglia t h a t  th e  te rm in a l  
b ra n c h e s  o f  th e  affe ren t  ne rv e  f ib res  m a y  come in  d irec t  c o n ta c t  w ith  ganglionic neu ro n s ,  a 
p h e n o m e n o n  t h a t  would p rove  th e  a ffe ren t  in n e rv a t io n  o f  th ese  neurons.

T h ese  morphological  o bse rva t ions  show' t h a t  th e  ganglionic  neurons are connec ted  w i th  
th e  c e n t r a l  ne rv o u s  sy s tem  n o t  solely  b y  w a y  of effe ren t  f ib res ,  b u t  t h a t  there  exists a  d irec t  
a f fe re n t  p a t h  f rom  the  pe r ipheral  au to n o m o u s  ganglia  to  t h e  c en tra l  nervous a p p a ra tu s .

НОВЫЕ МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ДАННЫЕ ОБ АФФЕРЕНТНОЙ ИННЕРВАЦИИ 
ГАНГЛИЕВ АУЭРБАХОВА СПЛЕТЕНИЯ

А. А. М илохин

Афферентная иннервация нервных клеток вегетативных ганглиев долгое время 
считалась невозможной.

На примере ганглиев ауэрбахова сплетения автору удалось показать, что терми
нальные веточки афферентных нервных волокон могут вступать в прямое соприкосно
вение с ганглиозными нейронами, что и доказывает афферентную иннервацию этих ней
ронов.

И теперь, после этих морфологических наблюдений, следует считать, что ганг
лиозные нейроны связаны с центральной нервной системой не только преганглионарными 
(эфферентными) нервными волокнами, но что имеется также и прямой афферентный нерв
ный проводящий путь от ганглиозной клетки периферического вегетативного ганглия 
в центральную нервную систему.

A . A . M i l o c h i n : Leningrad, A bteilung f. Morph, d. P aw low -Instituts  
f. P h ysio logie , USSR
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RECENSIONES

F O R E N S I C  M E D I C I N E

E d ite d  b y  E. Som ogyi

Medicina,  B udapest  1964. 523 pages ,  
155 i l lus tra tions

The volume w r i t te n  b y  12 p ro m in e n t  re 
presen ta t ives  of H u n g a r ia n  forensic medicine, 
gives an u p - to -d a te  rev iew  of medico-legal 
th eo ry  and practice .

H ungar ian  forensic m edic ine  is co m p ara 
t ively poor in t ex tb o o k s ,  a l th o u g h  num erous 
H u n g a r ian  re p re se n ta t iv es  of  th is  discipline 
are in good in te rn a t io n a l  rep u te .  Thir ty -six  
years  have e lapsed since th e  pub lica tion  of 
B. K e n y e r e s ’s book, a n d  sign if ican t  changes 
have  occurred since t h a t  t im e in  medical, 
legal and  social cond it ions  alike. Besides, the 
ra p id  techn ica l  progress  h a s  ra ised  a great 
n u m b er  of medico-legal p rob lem s which were 
unknow n a few decades ago. A newly published 
work has,  un d e r  such  condit ions,  to make 
good a defic iency of m a n y  years ,  to  show the 
progress m ade  in forensic  medicine and 
im p a r t ,  in add it io n ,  m edical  knowledge from 
the  angle of  changed  social  a n d  legal condi
tions. T h a t  these re q u ir e m e n ts  are sa t is fac to 
rily  m et  by  the  new work  will be acknowl
edged by its  readers .

A l though serving as a tex tb o o k  for m edi
cal s tu d en ts ,  the  m ate r ia l  com piled  in the 
work is considerab ly  r ich e r  t h a n  t h a t  usually 
con ta ined  in such books.  A p a r t  f rom  compris
ing the  entire  m a te r ia l  of  classical forensic 
medicine,  the vo lum e p re sen ts  a careful and 
crit ical analysis o f  all recen t  ach ievem ents  in 
the  b ran ch  u n d e r  discussion.

The  firs t  c h ap te rs  co n ta in  the  h is to ry  of 
forensic medicine in H u n g a ry ,  fu r th e r  a th o r 
ough su rvey  of e x is t ing  legal regulations ,  
a n d  th ey  deal also w i th  th e  legal and  ethical 
aspects  of  the  m edical profession and  p rac 
tice. The  act iv it ies  o f  th e  m edical  officer in 
his capac i ty  as medico-legal ex p e r t  are like
wise discussed in these  ch ap te rs  which 
a cq u a in t  the  read e r  w i th  the  general  aspects,  
the  theo ry  a n d  the  p rac t ice  of  medico-legal 
work. All su b seq u en t  c h ap te rs ,  deal ing  with 
special subjects ,  con ta in  in fo rm a t io n  on the 
legal aspects  of  the  su b je c t  concerned. Each 
c h ap te r  of  the  book fo rm s,  th u s ,  an  integral 
whole comprising all m edical  and  legal knowl
edge necessary for the  pu rposes  of the  subject

d iscussed there in .  Treatises on t r a f f i c  acci
d e n ts ,  on th e r m a l  rad ia tion  an d  e lec tr ic  i n 
j u r y  inc lude  th e  analysis of earl ier  u n k n o w n  
m edico-legal  questions.  The c h a p te r  on the  
p ro b lem s  o f  p a te rn i ty  shows t h a t  th e  recen t  
a c h iev e m en ts  of  genetics,  b lood-g roup ing  and  
a n th ro p o lo g y  are fully util ized in  forensic  
m edic ine .  T h e  chap ters  t rea t ing  th e  p ro b lem s 
of su d d e n  a n d  unexpec ted  d e a th ,  f u r th e r  of 
v i ta l  r e ac t io n s ,  prove th a t  useful  r e la t io n 
ships e x is t  be tw een  a n a to m y -h is to p a th o lo g y  
an d  fo rens ic  medicine. It is e v id e n t  f ro m  the 
discussion o f  u p - to -da te  labora to ry  p rocedures ,  
biological,  b iochemical and o th e r  m e th o d s  
of in v es t ig a t io n  t h a t  advanced fo rens ic  m ed i 
cine m a k e s  full use of them, especia l ly  when 
t ry in g  to solve criminological a n d  tox ico log
ical p rob lem s.  The  chap ter  on h e a l th  in su r 
ance will p rove  useful for the  p ra c t i t io n e r .  
T he  c h a p te r s  are purposefully  p ro p o r t io n e d ,  
an d  a b ib l io g ra p h y  a t  the  end of each  facili
t a te s  the  acqu is i t ion  of fu r ther  k n ow ledge .  A 
d e ta i led  in d e x  ensures easy and  q u ic k  orien- 
t a t  ion.

T h e  p re sen ta t io n  of the bo o k  a n d  the  
good q u a l i t y  o f  the i llustra tions a re  a c red it  
to th e  p ub l ishers .  Certain ch ap te rs  a re  a b u n d 
a n t ly  en d o w ed  w ith  figures, while t h e i r  n u m 
ber  is r a th e r  l im ited  in o thers ,  a l th o u g h  a 
work o f  th is  n a tu re  and size could h a v e  p r o f i t 
ab ly  u se d  even  twice as m an y  i l lu s t ra t io n s .  
A l th o u g h  t h e  w ork  meets a long fe lt  need ,  and 
will t h u s  be  so u g h t  not merely  b y  s tu d e n ts  
b u t  also b y  m edical p ract it ioners  a n d  m en  of 
law, i t  h a s  nevertheless  been e d i te d  w i th  a 
s t r ic t ly  l im i te d  n u m b er  of copies. W hile  post- 
g ra d u a l  e d u c a t io n  in o ther m edical  b ran ch es  
m a y  be b a se d  on works w r i t ten  in foreign 
languages ,  th is  is impossible in th e  f ield  of 
forensic  m ed ic ine  where medical  t r a in in g  has  
to be a c c o m p a n ied  by  a thorough  knowledge  
of legal re g u la t io n s  m an y  of which  v a r y  from  
c o u n t r y  to  co u n try .  I t  is th u s  to  be  feared  
t h a t  th e  l im ited  size of the edition will leave 
m a n y  w o u ld b e  purchasers  d issatisf ied.

J .  J u h á s z
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1)1 К MORPHOGENESE DER GELENKKAPSEL UNI) 
IHRER BLUTGEEÄSSE

P. M . M a z s u g a  

(K iiigegangen am  11. M ärz,  1963)

Die Differenzierung der fibrösen und sy n o v ia len  Schichten in der G e le n k k a p se l 
anlage erfolgt gleichzeit ig mit der H e rau sb i ld u n g  d e r  Gelenkhöhle, was a n sc h e in en d  
m it  den biologischen Kigenschaften der S y n o v ia lm e m b ra n  Zusam m enhänge  Die B l u t 
hahn  der K apse lan lage  en ts teh t  aus den K ap i l la rg e fäß en ,  die aus der p e r ia r t ik u lä re n  
v asku lären  Zone in die Kapsel hineinwachsen.  Im  Laufe  der pränata len  O n to g en ese  
wird die l l i s to -u n d  Angioarchitektonik  der G e len k k ap se l  durch  die W a c h s tu m s r ic h tu n g  
der Ske le t tan lagen  der E x trem itä ten  und  d u r c h  den  C harak ter  der B ew eg lichke i t  im 
e n ts te h en d e n  Gelenk bes t im m t.  Der funk tione lle  F a k t o r  h a t  in der M orphogenese  der 
Gelenkkapsel  und  ih rer  B lu thahn  auch  in der  p o s tn a ta le n  Fn tw ick lungsperiode  eine 
führende  Rolle.

Die S t r u k t u r  der  R luthahn steht in der G e lenkkapse l  mit den m echanischen  B eson
derheiten  des Gelenks in jedem Falle :n eng em  Z usam m enhang .

Die S y n o v ia lh a u t  und ihr reiches B lu tg e fä ß sy s te m  bilden gemeinsam  die ak tiv e  
Oberfläche fü r  den in traar t iku lä ren  Stoffwechsel.  Die Synovialfalten und  - z o t t e n  sind 
die mit S y n ov ia lhau t  bedeckten  F o r tsä tze  d e r  inneren  Zone des A d ergef lech ts  der 
Kapsel,  die in die Kapselhöhle eindringen und  a u f  diese Weise die Oberf läche  f ü r  den 
in t ra a r t ik u lä re n  Stoffwechsel vergrößern. Sie e n ts te h e n  als Reaktion au f  e inen  a n h a l 
tenden  a d ä q u a te n  Reiz.  Die Synovialfa lten u n d  -zo tten  sind keine k o n s t a n t e n  und 
no twendigen  Gebilde des Gelenks. Ihre Zahl,  F o r m  und Maße variieren  in jedem  
Gelenk in n erh a lb  w eite r  Grenzen, in A b h än g ig k e i t  von der physischen A k t iv i t ä t  des 
Ind iv iduum s.  Diese Gesetzmäßigkeit  läßt sich sowohl während der O n to g en ese ,  als 
auch  an der  vergle ichenden anatomischen Serie von  W irbe lt ie rp räpara ten  n achw eisen .  
Die Zotten  und F a l ten  tre ten  vorzugsweise an  je n e n  Stellen auf, wo sich die S y n o v ia l 
flüssigkeit  an sa m m el t  oder verlagert ,  ferner in je n e n  Teilen der S y n o v ia lh a u t ,  die den 
beweglichen Gelenktei len  anliegen. d. h. an d en  Stellen, wo das Adergeflecht  d e r  S y n o 
v ia lm em b ran  die m axim ale  Dichte zeigt u n d  wo der  in tensivste  in t r a a r t i k u lä r e  S to ff 
wechsel vor  sich geht.

Der G efäß re ich tu m  der Synovia lhau t  zeigt im Laufe der Ontogenese e rheb liche  
Schw ankungen .  Bei der  E rhöhung der d y n a m isc h e n  Belastung des Gelenks n i m m t  die 
V ask u la r i s a t io n s in te n s i tä t  zu, hei Im m obil isa t ion  des Gelenks hingegen v e r m i n d e r t  sie 
sich. Diese Sch w an k u n g en  des G e fäß re ich tu m s manifestieren sich vor a l lem  an den 
Stellen, wo sich die Synovialf lüssigkeit v e r la g e r t ,  ferner wo die S y n o v ia lm e m b ra n  einer 
R e ibung  ausgese tz t  ist .

Einleitung

Die G elenkkapsel ist ein kom plexes Organ. Ihre einzelnen T eile  die 
fibröse und die synovia le  Membran sind von unterschiedlicher Struktur  
und üben verschiedene Funktionen aus. Die fibröse Membran erfüllt im  Grunde 
genommen eine m echanisehe Funktion, und sie bildet in jedem G elenk eine 
Art zirkuläres Hand. Dieser Funktion der Außenmenbran der G elenkkapsel 
entspricht ihre derbfaserige Struktur, deren Entwicklungsgrad m it der nie-
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chanischen  Belastung in jedem  Gelenkteil in unm ittelbarer K orrelation stellt. 
I n jen en  Teilen, die einer ständigen Spannung ausgesetzt sind, b ildet die fibröse 
S ch ich t der K apsel durch die starke K onzentration  von parallelen Fasern  
k om p ak te  Verdickungen. Diese Verdickungen sondern sich an einzelnen  T ei
len  des Gelenks w ie bekannt in Form  von  selbständigen Strängen  ab, 
die gew öhnlich Bänder genannt werden. D ie Funktion der fibrösen Schicht, 
die Gelenkenden der sich zusam m enfügenden Knochen zu b efestigen , ist so 
au gen fä llig , daß auf dieser Grundlage der gesam te, in der G elenkkapsel kon
zen trierte  G ebildekom plex, Gelenkband (ligam entum  capsulare) genannt 
w ird .

Einen ganz anderen Bau hat die Innenm em bran der G elenkkapsel, die 
die G elenkflüssigkeit ausscheidet, ihren ununterbrochenen Stoffw echsel sichert 
u n d  dadurch die V oraussetzungen zur norm alen Funktion des Gelenks schafft. 
D ie ak tive  Tätigkeit der Synovialhaut sch e in t die D ifferenzierungsrichtung  
und den Zustand einiger Gelenkgewebe (der Gelenkknorpel) zu bestim m en. 
A nderseits hat der funktionelle Zustand des G elenks, die In tensität seiner Ar
b eit und sogar der Charakter und der U m fan g  der Beweglichkeit in der Ge
len k fu ge  eineii w esentlichen  Einfluß auf das m orphologische Bild der S yn o
v ia lh a u t. Deshalb haben die einzelnen T eile der Synovialm em bran, sogar bei 
allgem einer funktioneller und morphologischer Identität, in den verschiedenen  
G elenken  und sogar innerhalb des gleichen G elenks wesentliche strukturelle  
E igen h eiten , die von einer R eihe von Forschern untersucht wurden.

E u b o s c i i  127] und P a y r  [34] beschrieben die Synovialm em bran als ein 
w en ig  differenziertes K norpelgewebe. D iese Anschauung wurde jed och  von 
den M orphologen nicht b estä tig t, denn außer E u b o s c i i  konnte niem and eine 
m orphologische oder funktionelle Ä hnlichkeit zwischen der K norpel und der 
Synovialm em bran festste llen .

D ie  histologische Struktur der Synovialm em bran wurde in den A rbeiten  
vo n  T i l l m a n s  [43, 44], H a g e n  T h o r n  [5], H a m m a r  [9], S t s c h e l k u n o w  [40], 
D a v i e s  [2], L a n g  [24, 25 ], I m e r l i s c h w i l i  [1 1 ,1 2 ]  u. a. ausführlich b esch rie
ben. K a l l i s t o w  [13, 14] hat die Synovialm em bran des Gelenks a llseitig  in 
vergleichenden  anatom ischen Experim enten u n d  unter B erücksichtigung des 
A lters und der F unktion  erforscht. Ein gebührender Platz wurde d iesen  
E rgebnissen  von B a r o n  |1 ] eingeräumt.

U n ter  den anderen Strukturen der Synovialm em bran erweckten ihre in 
die G elenkhöhle eindringenden Fortsätze das besondere Interesse der Forscher. 
D iese Fortsätze erhielten w egen ihrer Form den Nam en Zotten oder F a lten . 
D iese  Produkte der Synovialm em bran in den Gelenken wurden erstm alig  
von K ö l l i k e r  [19] beschrieben, und lange Zeit glaubte man, sie seien  ge
fäß los. Seit der Zeit form ten sich viele A nsichten  über die Struktur und den  
U rsprung der Synovia lzotten . Einige Forscher [42, 9] betrachteten sie als rein 
p ro liferative  Gebilde, die als Reaktion auf einen Reiz oder sogar einen E n t-
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zündungsprozeß aus den G elcnkgeweben entstehen . Andere [5j braehten das 
Erscheinen der Z otten  mit der Größe des intraartikulären Drucks in Zu
sam m enhang. W ieder andere [16] beschrieben die Anzahl der Zotten und den 
Charakter ihrer V erteilung auf der Oberfläche der Synovialm em bran als ein 
Artenm erkm al, das nach der Geburt in unverändertem  Z ustand bestehen  
bleibt.

K e y  [15] war der Meinung, daß die Zahl der Zotten in jedem  G eienkim  
geraden Verhältnis zu dem U m fang des Gelenks selbst steht.
О  t ’

Bereits H a g e n -Th o r n  erw ähnt jedoch den direkten Zusam m enhang der 
B lutgefäße und der unter ihnen liegenden Gewebe m it den Synovia lzotten , und 
daß der Großteil der Zotten sich in jenen Teilen der Synovialm em bran lokali
siert, die das d ich teste  Gefäßnetz aufweisen [5]. Im Laufe der Ontogenese 
setzt Ma gen  T h o r n  das Erscheinen der ersten Zotten in die pränatale E n t
wicklungsperiode, wenn in den Gelenken der Frucht aktive Bew egungen er
scheinen, die seiner Meinung nach eine Änderung des intraartikulären  
Drucks hervorrufen. Auf diese W eise glaubt er in der Größe des intraartiku
lären Drucks die unm ittelbare Ursache der E ntstehung von Synovialzotten  
erblicken zu können.

K a l u STOW [13, 14] betrachtet die Synovialzotten  als reaktive Struk
turen, die als A ntw ort auf die dynam ische B elastung im Gelenk auftreten. 
W ährend der intrauterinen Entw icklungsperiode fällt das Erscheinen der 
Z otten  nach den Angaben von K a l l i s t o w  und H a g e n - T h o r n  mit 
dem Beginn der aktiven G elenkbew eglichkeit zusam m en. W ährend der post
natalen Ontogenese wurde bei Tieren und M enschen ein direkter Zusammen
hang zwischen der Zahl der Synovialzotten  und dem dynam ischen Zustand 
des Gelenks festgestellt. Die Steigerung der G elenkbew eglichkeit führt nicht 
nur zu einer Vermehrung der Synovialzoten  im Gelenk, sondern auch ihre 
Form wird kom plexer. Bei Im m obilisation des Gelenks oder bei einer mit der 
Beschäftigung des Menschen zusam m enhängenden Einschränkung der Ge-О О О О

lenkbew eglichkeit hingegen können sieh die; Synovialzotten  in einem  beliebigen 
Stadium  zurückentwickeln, w obei sie nach der W iederaufnahm e der funktio
nellen G elenksaktivität erneut in einer der dynam ischen B elastung entsprechen
den Zahl in Erscheinung treten .

Die Synovialm em bran reagiert auf in die G elenkhöhle eingeführte m e
chanische R eizm ittel ebenfalls mit einer Vermehrung und Formveränderung  
der Zotten. A uf dieser Grundlage gelang K a l l i s t o w  zu der Schlußfolgerung, 
daß die Zotten eine eigenartige Reaktion der Synovialm em bran auf den me
chanischen Reiz darstellen.

Die Z otten  haben ihren eigenen E ntw icklungs- und W achstum szyklus, 
der mit ihrer Involution  in einem  beliebigen Entw icklungsstadium  endet. Das 
Erscheinen der Zotten beginnt dam it, daß durch die Proliferation der »Epi- 
theloid- und Bindegew ebszellen« der Synovialm em bran ein »zellulärer Fleck«
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e n ts te h t . Dieser Zellfleck w a n d e lt sich allm ählich in eine geringe Vorwölbung, 
das »Zellhügelchen« um , w oraus sich dann eine einfache papillenförm ige 
Z o tte  entw ickelt. Im Laufe des weiteren W achstum s kann die papillenförm ige 
Z o tte  auch  eine andere Form  erhalten, oder sie kann durch die E ntstehung  
vo n  T ochter- bzw. E n k elzo tten  zu einem kom plexen baum förm igen Gebilde 
w erden .

D ie  Vaskularisation der Z otten  erfolgt nach K a l l i s t o w  ganz zu B e
ginn ihrer Entwicklung. Jed e  Z otte hat zuführende und abführende Gefäße, 
ein A nastom osennetz von B lu tgefäßen  im Zottenkörper und schließlich ein 
k o m p lex es »Gefäßknäuelchen« an den Enden der sekundären Z otten . Die 
sek u n d ären  Zotten erhalten ihre Gefäße etwas später, während die kleinen  
Z otten  zw eiten  und dritten R anges sowie die sich zurückentw ickelnden Zotten  
gefäß los sind. Die Involution  der Zotten beginnt jeweils mit der V erödung und 
dem  Verschwinden ihrer B lu tgefäß e.

D as sind die w ich tigsten  Folgerungen K a l l i s t o w s  über die Entstc- 
hungsursachen , den E ntw icklungsm echanism us und den Bau der S y n o v ia l
zo tten . W ir möchten jedoch d ie  Aufm erksam keit au f zwei Tatsachen lenken, 
die u n seres Erachtens prinzip ielle  Bedeutung haben und in einem  gewissen  
W iderspruch  zueinander steh en .

1. D ie Genese der Z otten  bringt K a l l i s t o w  m it der Zellproliferation  
an e in em  bestim m ten A b sch n itt der Synovialm em bran in Zusam m enhang, 
die als A ntw ort auf einen m echanischen Reiz auftritt. Nach der Zellreaktion  
und der Anlage der w erdenden Z otte beginnt ihre V askularisation. Seiner 
M einung nach ist diese R eihenfo lge der Zottengenese die Ursache dessen, daß 
die sekundären  jungen Z otten  keine Gefäße aufweisen. Mit anderen W orten  
hat die Gefäßreaktion bei der E n tsteh u n g  der Zotten einen sekundären und 
untergeordneten  Charakter.

2. D ie  Involution der Z o tten  beginnt mit der Verödung und dem all
m ählichen  Verschwinden der B lu tgefäße, und hiernach atrophiert auch die 
Z otte se lb st , bis zu ihrem vo llk om m en en  Verschwinden. A uf diese W eise kom m t 
nach K a l l i s t o w s  Angaben dem  Blutgefäßsystem  bei dem Involu tionsvor
gang der Synovialfortsätze eine erstrangige, führende Rolle zu.

D  er Rollenwechsel des B lu tgefäß system s in den verschiedenen L ebens
etappen der Zotte bleibt in den U ntersuchungen K a l l i s t o w s  ungeklärt.

M itteilungen  über die B lu tgefäß e von verschiedenen Gelenkkapseln  
finden  w'ir in den Arbeiten einer R eihe von Autoren. G o l e w  [8] lenkte die 
A ufm erksam keit auf die topographische Gefäße der Intervertebralgelenk
kapseln von  der Richtung der Faserstrukturen, die die K apseln befestigen. 
Die M itteilu n gen  von N i k a n o r o w  [31], G l j a d k o w s k i  [7], L e b e d e w a  [26], 
R j a b o k o n  [35], Kos [18], und F i l ATOw a  [3] enthalten  hauptsächlich A n 
gaben ü b er die Blutversorgungsquellen der G elenkkapsel und berühren kaum  
die A rch itek ton ik  der B lutbahn. R j a b o k o n  [35] ist der Meinung, daß sich
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die Gefäßverz\veiKunt;en und -anastom oscn im Beutel zwischen der fibrösen  
und der synovialen Schicht befinden. Die Schichten selbst sind angeblich ge
fäßlos.

G it i s  [6] dem onstrierte am K niegelenk des M enschen n icht nur die 
Blutversorgungsquellen der verschiedenen Teile der K apsel, sondern zum Teil 
auch die altersbedingten Besonderheiten des G efäßsystem s dieses Organs. 
Er ist der Ansicht, daß bei Kindern die Arterien des Beutels und der Synovial
haut im Kniegelenk bis zum Alter von vier Jahren nur schw ach entw ickelt 
sind. Es scheint, als ob sich die Gefäße der Synovialm em bran und der darun
terliegenden Schicht erst im fünften Lebensjahr entw ickelten . Im  Gegensatz 
dazu ist nach S e r e b r j a k o w s  Angaben das venöse System  der Syno
vialm em bran des E llbogengelenks bei kleinen Kindern reicher als bei 
Erwachsenen [41].

Nach ÍKONNIKOWA [10] entw ickelt sieh das arterielle S ystem  der Ge
lenkkapsel in der intrauterinen Entw icklungsphase, und der Gefäßreiehtum  
der K apsel hängt von der Form des Gelenks ab.

Die Arbeiten von P a w l o w a  [32, 33 ] ,  L a ng  120, 21, 22, 2 3 ] ,  S c h a m a - 
j e w  [36, 37] , St s c h e g o l j k o w  [38, 39] u. a. sind speziell der Untersuchung  
der Blutgefäße der Synovialm em bran der Gelenke gew idm et. N ach  den Er
gebnissen dieser Autoren besteht das G efäßsystem  der Synovialm em bran aus 
K apillarnetzen, deren D ichte auf der M embranfläche ungleichm äßig verteilt 
ist. In Richtung der Zotten und Falten bilden die Blutgefäße der Synovial
schicht Vorwölbungen in Form von Sehlingen, K näueln usw ., deren Dynam ik  
bei den verschiedenen funktionellen Zuständen des G elenks S t s c h e g o l - 
KOW eingehend untersucht hat. Kapillare Gebilde, die den Gebilden in der 
Synovialm em bran ähnlich sind, wurden von L ang  auch in den Schleim beuteln  
und in den Sehnenscheiden beschrieben. In den Arbeiten von L a n g  finden wir 
jedoch auch Angaben die denen der vorerwähnten Autoren widersprechen. 
Die Zahl und Form der Zotten und Falten betrachtet er z. B. als reine alters
bedingte Merkmale, die von den anderen Verhältnissen unabhängig sind. 
Die K om plexität der Synovialhaut ist nach L ang  von der B lutbahn unab
hängig und nur durch die W achstum sprozesse der G ew ebsstrukturen bedingt; 
deshalb fand er unter den unterschiedlich geform ten Zotten und F alten  auf der 
Synovialhaut des K niegelenks auch gefäßlose Fortsätze, die angeblich aus der 
Synovia  ernährt werden. Daher könnten die Synovialzotten  selbst bei gleichem  
E ntw icklungsm echanism us nicht nur verschiedenen Bau, sondern auch ver
schiedene Nährquellen haben. Diese V orstellungen über N atur und Bau der 
Synovialzotten  steigern die Unklarheit hinsichtlich ihrer funktionellen  A ul
gabe.
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M aterial und Methodik

U n te rsu c h t w urden d ie K a p se ln  der Schulter-, d e r  E llb o g en -, der H an d w u rze l-, der 
K n ie - u n d  de r M e ta tarso p h alan g ea l- sow ie der In te rp h a lan g ea lg e len k e  von M enschen u n d  von 
T ie ren  v e rsch iedenen  A lters. In  T o ta lp rä p a ra te n  von E x tre m itä te n  in jiz ie rten  w ir schw arze 
T u sch e  in  d ie B lu tb ah n  der G e len k k a p se ln . Das G efäßnetz  d e r K ap se lw an d , der S y n o v ia lzo t
te n  u n d  -F a lte n  u n te rsu ch ten  w ir  a n  P rä p a ra ten , die n a c h  de r M ethode von S p a l t e g o l z  
a u fg e h e llt  u n d  in K a n ad a b a lsam  e in g e b e tte t  w urden.

D ie  E n ts te h u n g  der G e w e b ss tru k tu re n  der K apse l u n d  ih re r  B lu tb a h n  im  L aufe  der 
E m b ry o g e n e se , ferner der E n tw ick lu n g sm ech an ism u s de r S y n o v ia lz o tte n  w u rd en  an  den fö ta 
len  G e len k e n  von M enschen u n d  v o n  T ieren  versch iedener A lte rsg ru p p en  an  h isto logischen 
S c h n itte n  u n d  aufgehellten P r ä p a ra te n  u n tersuch t.

B e i de r U ntersuchung  de r B lu tg e fä ß e  der K apsel w u rd e  das g rö ß te  G ew icht a u f  zwei 
F ra g e n , u n d  zw ar aj  au f die K lä ru n g  d e r  V erhältn isse u n d  F a k to re n , welche die A rch itek to n ik  
d e r in tra o rg a n isc h e n  B lu tb a h n  d e r fib rö se n  und synov ia len  S ch ich t der K apse l b estim m en d  
b e e in f lu sse n , und  b)  au f die K lä ru n g  d e r  N a tu r  und F u n k tio n  d e r S y n o v ia lzo tten  u n d  -F a lten  
g e leg t.

D ie in bezug au f diese b e id e n  F rag en  erhaltenen  E rg eb n isse  w urden  zum  T eil m itg e 
te il t  [28, 29, 30].

Ergebnisse

A us den em bryologischen U ntersuchungen sehen wir, daß das B lu tge
fäß n etz im  Gelenkgebiet dann erscheint, wenn dort die Differenzierung der 
einzelnen  Organe und G ewebe ein setzt. Dieses N etz  ist eines der Teile der v as
kulären Zone, die sich in der U m gebung der Skelettan lagen  der E xtrem itäten  
en tw ick elt. Einzelne A ste des K apillarnetzes dringen in die G elenkkapselan
lage e in , noch bevor die D ifferenzierung der Synovial- und der fibrösen Mem
bran b eg in n t. Aus dem prim ären Kapillarnetz differenzieren sich im  Laufe des 
W achstum s allmählich die A rterien und die V enen. Die K apselanlage besteht 
in d ieser Phase durchweg aus den Zellen des em bryonalen Bindegew ebes und 
u n tersch eid et sieh m orphologisch in keiner H insicht v on der peripheren Schicht 
der K nochenanlagen, aus denen sich später die K nochenhaut entw ickelt. A uf 
den ersten  Blick scheint auch die Vaskularisation der Vorstufen der K nochen
haut und des G elenkbeutels in gleicher Weise zu erfolgen. D ie Stelle der zu
k ü n ftigen  Gelenkspalte ist in  diesem  Zeitpunkt m it M esenchym  gefüllt, das 
keinerlei Anzeichen einer D ifferenzierung zeigt.

Im  Laufe der späteren O ntogenese beginnen sich parallel dem W achs
tum  und  der Entwicklung des S k ele tts  die Zellen der äußeren Zone der Kap- 
sclan lage zu verlängern, sich proxim al und distal zu strecken (Abb. 1), was 
durch das Längemvachstum der m it der Kapsel verbundenen K nochenanlagen  
gefördert werden dürfte. Für d iese H ypothese sprechen vor allem folgende 
T atsachen: a)  die Zellen der Innenschicht der K apselanlage, die seitens der 
w achsenden  Knochen keiner Spannung ausgesetzt sind , erhalten keine läng
liche Form ; b)  die Zcllstreckung der peripheren Schicht und ihre Längsorien
tierung w ird im Laufe des w eiteren  SkelettAvachstums noch intensiver; c)  am 
m eisten  ausgeprägt sind die E rscheinungen der Z ellstreckung und der Bildung
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von faserigen Strukturen an jenen Stellen , wo die K apsel der größten Span
nung ausgesetzt ist, d. h. Stellen w o Bänder entstehen.

G leichzeitig m it der R eorganisation der Gewebsstruktur der K apsel er
folgt auch die Um orientierung ihrer intraorganischen Gefäße, der W irkung  
der Spannkräfte und der L okalisation der zellulären und fibrösen E lem ente  
entsprechend.

Mit dem E insetzen der G ew ebsm etam orphose in der A uß en sch ich t der 
K apselanlage erhalten die Zellen ihrer Innenschicht feste K onturen, w obei sie 
ihre mehr oder weniger runde Form  beibehalten (Abb. 1). U n m ittelb ar unter 
diesen Zellen entw ickelt sich aus den intraorganischen Gefäßen der K apsel
anlage ein d ichtes Kapillarnetz, das die sich differenzierende innere Z ellp latte  
entlang der gesam ten Oberfläche auskleidet. Auf diese W eise en tsteh t der 
vaskulär zelluläre Komplex der Synovialm em bran der G elenkkapsel, dessen 
E ntstehung und Entw icklung m it der progressiven Resorption des M esenchym s 
zwischen den Gelenkenden der K nochenanlagcn und der A nhäufung der Syno
vialflüssigkeit in diesem Raum einhergeht. Die Resorption des M esenchym s 
zwischen den Gelenkenden erfolgt so lange, bis die K norpelfläche vollkom m en  
von den m esenchym alen Zellen frei wird, wobei auf der K norpelfläche, wie 
übrigens auch anderwärts, in dieser Periode in den Skelettanlagen intensive  
W achstum sprozesse vor sich gehen. Die Oberfläche der K nochenanlage, die 
während der Em bryogenese m it der Synovia in K ontakt steh t, bew ährt ihren 
K norpelzustand während des ganzen Lebens des Individuum s. W ie bekannt, 
erstrecken sieh die O ssifikationserscheinungen in der postnatalen Periode nicht 
auf diese Oberfläche.

Zum Zeitpunkt, wo im G elenk die Synovialhöhle erscheint, erreicht die 
Differenzierung der Skelettm uskelteile in diesem Gebiet ein S tad iu m , in dem 
die aktive Bew eglichkeit der E xtrem itätenan lage möglich wird. D ie aktivi 
Beweglichkeit der Skelett m uskelteile übt bereits in der frühen Phase der 
Ontogenese eine Wirkung auf die Differenzierung säm tlicher Strukturen der 
G elenkkapselwand aus, u. a. auch auf die Architektonik ihrer intraorganischen  
Blutbahn. Die bestim m ende Rolle der Gelenkfunktion auf die Strukturen der 
Kapsel b leibt auch in allen folgenden Lebensabschnitten unverändert erhalten.

Mit dem Erscheinen der aktiven  B ew eglichkeit der E xtrem itätenan lage  
schließen sich den Spannkräften, die mit dem Skelettw achstum  in Zusam m en
hang stehen und auf die K apsel in einer (Längs-) R ichtung w irken, auch die 
Kräfte an, die mit dem Charakter der B ew eglichkeit in der gegebenen  Gelenk
fügung Zusammenhängen und die in anderen Richtungen w irken. Durch die 
qualitativen und quantitativen E igenschaften  der aktiven B ew eglich k eit wird 
jenes m orphologische Spezifikum  bestim m t, das im Zeitpunkt der Geburt für 
die Kapsel und ihr G efäßsystem  in jedem  Gelenk charakteristisch ist. Das 
dynam ische M om ent, welches in der gegebenen Artikulation w irkt, erstreckt 
sich dabei nicht nur auf ihr äußeres B latt, das die Skeletteile unm ittelbar ver-
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Abb. 1. T eil der K n ieg elen k an lag e  be im  Schaf (F ö tu s, 3,5 M o n a te ) 1 - K norpelgew ebe; 2 =  
G efäß k a n a l in  der K norpel; 3 G elenkkapselan lage; 4 G elenkhöh le . H äm ato x y lin -E o sin -

fä rb u n g . Obj. 8x , O K . 12,5 X
Abb. 2. Die B lutgefäße der K a p se l des K ub italgelenks b e im  K a lb . 1 Gefäße in der fib rö se n  
S ch ich t d e r K apsel; 2 = B lu tg e fä ß n e tz  in der S y n o v ia lsch ich t. A ufgehelltes P rä p a ra t ,  T u sc h 

in je k t io n . 40fache V erg rö ß eru n g
Abb. 3. B lu tgefäße des K a p se lv o rd e rte ile s  des S chu lte rg e len k es beim  K alb, a = G efäßnetz  in  
der f ib rö se n  Schicht der K ap se l, b - G efäßnetz in der S y n o v ia lseh ic h t der K apsel. A ufgehell

tes P r ä p a ra t .  T u sch in jek tio n . 40fache V erg rö ß eru n g

bindet. In nicht geringerem  M aße ist die Innenm em bran der Kapsel sowie ihr 
G efäßsystem  der W irkung der dynamischen K räfte unterworfen. Die Gefäße 
der Synovialhaut bilden ja  einen Teil der allgem einen Blutbahn der K apsel, 
und die Synovialm em bran se lb st ist mit den G ew eben, die unter der A ußen
m em bran liegen, untrennbar verbunden.

D er Zusam m enhang zw ischen  der A rchitektonik  der Blutbahn der K ap 
sel und den biom echanischen Verhältnissen des G elenks läßt sich an den auf
gehellten  Totalpräparaten der K apsel mit injizierten B lutgefäßen gut verfo l
gen. M it H ilfe eines b inokularen  Stereom ikroskops kann man an den aufge
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hellten Präparaten den Charakter der Gefäßvcrästelung, die W echselbezie
hungen zwischen den E lem enten der intraorganischen B lutbahn, die Lokali
sationstiefe ihrer einzelnen T eile, die R ichtung der G efäßstäm m e usw. fest
stellen. Nach genauer und vollständiger Füllung der Gefäße lassen sich an 
solchen Präparaten die Gefäße säm tlichen Kalibers bis zu den K apillaren gut 
beobachten.

An zahlreichen Präparaten von Schulter-, Ellbogen-, H andw urzel-, 
K nie-, M ittelfuß- und F ingergliedgelenken von Tieren und von Menschen 
konnten wir uns davon überzeugen, daß die B lutbahn in jeder G elenkkapsel 
durch ein geschlossenes G efäßsystem  vertreten ist, dessen Struktur geflecht
artig ist. D ie größten G efäßstäm m e (Arterien und Venen) nehm en einen ober
flächlichen Verlauf. In den tiefen Schichten wird das Geflecht dichter und be
steht aus kleineren Gefäßen. In der subsynovialen  Schicht erhöht sich die 
D ichte der kleinen Gefäße noch mehr und in der Synovialm em bran selbst ist 
die B lutbahn durch K apillarfelder verschiedener Dichte vertreten  (Abb. 2). 
Da die Differenzierung der zuführenden und abführenden W ege in dem p ri
mären K apillarnetz gleichzeitig erfolgt, verlaufen die Arterien und Venen in 
der G elenkkapsel auf jedem  N iveau nebeneinander. In der Regel wird die Ar
terie von zwei oder sogar von drei dünnen Venen begleitet. Die Venen verlau- 
fen gew öhnlich an beiden Seiten der Arterie und haben im m er ein engeres 
Lum en, w obei die parallel verlaufenden Stäm m e untereinander durch zahl
reiche kurze Anastom osen verbunden sind.

Bei solchen allgem einen Baum erkm alen hat das intraorganische G efäß
system  in den verschiedenen A bschnitten  der K apsel und in den verschiedenen  
Gelenken strukturelle Besonderheiten, die m it dem Bau und den biom echa
nischen Verhältnissen des Gelenks selbst Zusammenhängen. Das bezieht sich 
vor allem  auf die Dichte der Gefäße in den einzelnen G eflechtabschnitten  so
wie au f die Architektonik des G eflechts. An jenen Stellen, wo in der Kapsel 
die Streckkraft in einer R ichtung w irkt, erinnert das G efäßsystem  an die 
Blutbahn von Bändern und Sehnen. Wir sehen In überwiegender Mehrzahl 
parallel verlaufende Stäm m e, die in der R ichtung der Spannkraft liegen. Die 
parallelen Stäm m e sind untereinander durch kurze, cjuerlaufende A nastom osen  
verbunden. Das Kapillarnetz der Synovialhaut besteht an diesen Stellen aus 
einseitig  gestreckten Maschen (Abb. 3). Der Streckfaktor wirkt in einer der
art bestim m enden W eise auf den V erlauf der Gefäße (zw eifelsohne auch auf 
die Lokalisation der anderen Strukturen des Organs), daß an den an die Ge
lenkbänder anliegenden Stellen der K apsel die Gefäße einen längs-parallelen  
Verlauf nehm en, sogar in jenen Fällen , wo die nebeneinander liegenden Teile 
eine scharf abweichende A rchitektonik  der Blutbahn aufweisen.

In jenen Teilen des Gelenks hingegen, in denen die K apsel w ährend der 
B ew egung eine perpendikuläre Streckung aus zwei R ichtungen erfährt, ver
laufen die intraorganischen B lutgefäße bis zu den K apillarnetzen quadra-
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Abb. 4. B lu tg e fäß e  des h in te ren -ä u ß e ren  K a p se lab sch u itte s  des K ubita lge lenkes beim  K alb .
A ufgehelltes P rä p a ra t .  T u sch in jek lion. 40fache  V ergrößerung  

Abb.  5. B lu tg e fäß e  des M etak arp o p h alan g ea lg e len k es beim  K a lb , a V orderte il der K ap se l; 
b m ed ia le r  Teil der K ap se l: A ufgehelltes P rä p a ra t ,  T u sc h in je k tio n . 40- und  OOfache V e r

größerung
Abb. 6. B lu tgefäße  in eler fib rö se n  Sch ich t des K a p se lv o rd e rte ile s  des M etakarpalge lenkes beim  

K a lb . A ufgehelltes P rä p a ra t ,  T u sch in jek tio n . 4 0 fache  V ergößerung

tisch , wobei die Größe der Quadrate vorn Lum en der sie bildenden Gefäße 
abhängt (Abb. 4).

I n einer Reihe von Gelenken erfahren die G ewebe in den einzelnen Teilen  
der K apsel eine w echselnde, aus verschiedenen R ichtungen wirkende Strck- 
kung. Gewöhnlich b ildet das Gefäßsystem  an solchen Stellen der K apsel

A d a  m orph. toníus X T I I .



DIE M ORPH OG EN ESE D ER G E L E N K K A P S E L 1 9 7

Abb. 7. B lu tgefäße  in  der Synovia lvo rw ölbung  der K apse l: ч des S chu lte rgelenkes, b des 
K u b ita lge lenkes be im  Kall). A ufgehelltes P rä p a ra t .  T u sch in jek tio n . 40fache V ergrößerung  
Abb. 8. B lu tg e fäß e  de r Synovialfa lte  des M e tak arp o p h alan g ea lg e len k es vom  K alb . A ufgehelltes 

P rä p a ra t.  T u sc h in je k tio n . 45fache V ergrößerung  
Abb. 9. B lu tb a h n  im V o rd e rab sch n itt d e r  K apsel des M etak arp a lg e len k es heim  K alb . 1 v e r
schiedene K n tw ick lungsphasen  der S y n o v ia lz o tte n . A ufgehelltes P rä p a ra t .  T u sch in jek tio n .

40fache  V erg rö ß eru n g

sowie auch in der Synovialhaut eine Art m ehrschichtiges polygonales N etz, 
dessen Maschen m it dem Gefäßlum en ebenfalls in direktem  Zusam m enhang  
stehen (Abb. 5). In solchen A bschnitten  ist der G efäßverlauf stets dort d eu t
licher, wo die Hauptkraft w irkt, und auch die D ichte der fibrösen E lem ente  
der Kapsel ist in dieser R ichtung ausgeprägter.

An den Stellen , wo die K apsel eine von außen wirkende Druckkraft 
seitens der anliegenden Sehnen und Muskeln er fä h r t,/. B. an der Vorderfläche
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des K arpalgelenkes von H uftieren , verlaufen in ihrer W and die Gefäße in 
Form  von  breiten Strängen, die vier oder fünf parallel verlaufende Stäm m e  
en th a lten  (Abb. 6). U nter solchen V erhältnissen bestehen die parallel ver
laufenden  Venenstränge aus besonders v ielen  Stäm m en. Eine Reihe von klei
nen V enen  bedeutet ein größeres sum m ares Lum en für den A bfluß, und zu
gleich sind auch die einzelnen V enen der W irkung des äußeren m echanischen  
F aktors weniger als ein einziger großer V enenstam m  ausgesetzt.

In  den Synovialvorw ölbungen deren Um fang und Spannung infolge der 
V erlagerung der Synovialflüssigkeit durch die Gelenkbewegungen periodisch  
w ech se lt, wird das A dergeflecht von gewundenen (w ellenförm igen, spiral
förm igen) Gefäßen gebildet, die gleichsam  über eine Reserve für die L än gs
streck u n g  verfügen (Abb. 7). D as Vaskulargeflecht hat im Gebiet der Syno- 
vialvorw ölbungen  die Form eines m ehrschichtigen polygonalen N etzes. In 
den S ynovia lfa lten -zotten  und Fettkörpern ist das B lutgefäßsystem  durch  
ein d ichteres durchbrochenes G eflecht aus Gefäßen überwiegend gleichen  
K alibers vertreten  (Abb. 8). U n ter  diesen Gefäßen sind einzelne H auptstäm m e  
deu tlich  differenziert, und sie verlaufen von der W urzel der Zotte oder der 
F alte  zu ihrem freien Rand.

W as sind aber die SynoAÜalzotten und -Falten , ferner die Fettkörper der 
G elenke; avíc ist ihre Natur und avas ist ihre Funktion?

Im  Obigen wurde bereits erw ähnt, daß im Laufe der Em bryogenese die 
G ew ebsdifferenzierung in der G elenkkapselanlage zur H erausbildung eines 
vaskulär-zellu lären K om plexes führt, der die Innenfläche der K apsel auskleidet 
und ihre Synovialm em bran b ild et. D ie Funktion des vaskulär zellulären  
K om p lexes der Synovialhaut, die Absonderung der Synovialflüssigkeit und die 
Sicherung ihres ununterbrochenen Stoffw echsels erm öglichen die H eraus
b ildung des Gelenkraumes und des Gelenkes. Das E insetzen der F unktion der 
Synovialm em bran geht dem B eginn  der aktiven  B ew eglichkeit in der E x tre 
m itä ten an lage etwas voraus. In diesem  Z eitpunkt bildet die Synovialhaut einen  
gleichm äßigen  Belag auf der Innenfläche des entstehenden Gelenkraum es 
und hat keine Ausstülpungen in Form  von Zotten oder Falten.

D as W achstum  und die E ntw ick lung der Skelettm uskulatur der E x tre 
m itä ten  gehen bei notwendiger T eilnahm e der Bew egungen m it einer b estim m 
ten  dynam ischen  Belastung der Gelenke einher und der ansteigenden d y n a 
m ischen  B elastung entsprechend ändert sich natürlich auch die In ten sitä t  
des intraartikulären Stoffw echsels. D ie B iodynam ik ist in einem  beliebigen  
K örp erteil das Resultat der U m w andlung der Stoffw echselenergie in  m e
chan ische Energie. Die Steigerung der In ten sitä t des intraartikulären Stoff- 
W echsels ist jedoch nur bei g leichzeitiger E ntw icklung und A usbreitung der 
ihn sichernden Strukturgebiete und vor allem  der A usbreitung der w ichtigsten  
fu n k tion ellen  Struktur der Synovialm em bran ihres spezifischen K apillar
netzes m öglich . Dies wird erreicht teils durch die Erhöhung der G efäßdichte
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in der Synovialhaut an den Stellen der m axim alen B ew eglichkeit, teils aber 
durch das Eindringen der B lutbahn in den G elenkraum , zusam m en mit der 
Synovialm em bran, in Form von Zotten und F alten  von unterschiedlicher 
G estalt. Mit anderen W orten: in diesem  Fall tr itt die bekannte Erscheinung  
der quantitativen A daptation  auf, die Vermehrung der Strukturen als Antwort 
auf die erhöhte Funktion. H a g e n  TnORN und K a l l i s t o w  brachten das Auf
treten der ersten Synovialzotten  gerade mit dem E insetzen der Gelenkbeweg- 
lichkeit in Zusam m enhang.

Im weiteren erfolgt, dem dynam ischen B elastungsanstieg  proportional, 
die Ausbreitung der aktiven  Oberfläche des Gelenks durch das Erscheinen von 
neuen und die V erästelung der bereits vorhandenen Zotten und Falten. Im 
Zeitpunkt der Geburt läßt sich deshalb in den sehr bew eglichen Gelenken 
der Extrem itäten von Säugern bereits eine gewisse Anzahl von unterschiedlich  
entw ickelten Zotten beobachten. Besonders große Veränderungen des Reliefs 
der Synovialm em bran von Gelenken erfolgen im Laufe der postnatalen  Onto
genese, wobei jede mehr oder weniger anhaltende A ktiv itätssteigerung der 
Gelenkfuntion zu einer erheblichen Vermehrung der S ynovia lzotten  führt, 
und um gekehrt, Inaktiv itätszustand oder direkte Im m obilisation führen 
eine m assenhafte Involution  der bereits vorhandenen Zotten, bis zu ihrem voll
kommenen Verschwinden herbei.

Unter allen G elenkteilen und Organen ist die Synovialhaut am reichst! n 
mit Blutgefäßen versehen. Dabei wird die Synovialm em bran von einer gerin- 
gen Gewebsmassc gebildet, und für ihre Ernährung wäre eine so reiche Vas
kularisation nicht notw endig. Die Funktion der Blutbahn der Synovial
membran beschränkt sich aber nicht nur auf diese Aufgabe. Indem sie eine 
ausgedehnte aktive O berfläche bildet, steht diese B lutbahn nicht so sehr im 
Dienste der Ernährung der Syn o\ ialhuut, sie sichert vielm ehr den Stoffwechsel 
des ganzen Gelenks.

In den reaktiven Erscheinungen seitens der Synovialm em bran kommt die 
führende Rolle jeweils ihrer Blutbahn zu. Die Synovialm em bran bildet in 
dieser Beziehung übrigens keine Ausnahm e. Die Funktionssteigerung oder 
-Verminderung eines beliebigen Organs w ird jew eils von «1er fast sim ultanen, 
dem Zustand der Stoffw echselprozesse entsprechenden Veränderung seiner 
B lutkreislaufintensität begleitet. Anscheinend erfolgen in der Blutbahn der 
Synovialhaut, als A ntw ort auf die kurzfristige Veränderung der dynamischen  
Belastung des G elenks, nicht selten solche gleichzeitige Veränderungen der 
B lutkreislaufintensität. Diese gehen jedoch nicht über die Grenzen der üblichen 
physiologischen K om pensation hinaus und treten m orphologisch nicht in Er
scheinung. Vielleicht können wir eben deshalb das Erscheinen neuer primärer 
oder sekundärer Z otten , oder ihre Involution , nur dann erw arten, wenn ein 
bestim m ter G elenkzustand während einer mehr oder weniger langen Zeit 
bestehen bleibt.

I lJlJ
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Unsere B eobachtungen zeig ten , daß dem A uftreten  der Synovialm em bran  
die Proliferation des G efäßknäuels oder des schlingenartigen Gebildes auf ir
gendeinem  Abschnitt des A dergeflechts der Synovialm em bran vorangeht. 
An den aufgehellten T otalpräparaten der G elenkkapseln von Neugeborenen  
sieh t m an an den Stellen, w o das vaskuläre G eflecht am stärksten  entw ickelt 
is t , und wo gewöhnlich die Z otten  erscheinen, unter der Synovialhaut zahl
reiche K apillarknäuelchen verschiedener Größe, m it ihren Spitzen zur S yn ovi
aloberfläche gerichtet (Abb. 9). E inige dieser K näuelchen sind unentw ickelt, 
andere sind bereits mehr oder m inder herausgebildet, doch heben sie sieh aus 
der Synovialoberfiäche noch ni ;ht im  geringsten hervor, wieder andere bilden 
b ereits kleinere Vorwölbungen in den Gelenkraum in Form  von kaum merk
baren K nötchen, und sch ließ lich  bilden sich einige typ ische papillenförm ige  
Z o tten . D ieses Bild läßt sich an den Präparaten mit H ilfe eines stereoskopischen  
M ikroskops klar und deutlich  beobachten. In den bereits bestehenden Zotten  
en tw ick eln  sich ähnliche G efäßschlingen und -K näuelchen sowie auch Fort
sä tze  des K apillarsystem s. D iese Schlingen bzw. K näuelchen sind die Vor
läufer der zukünftigen Z otten  zw eiten  und dritten B anges. D ie Zellprolifera
tion  der Synovialhaut ( K a l l i s t o w s  »Zellfleck«) erscheint erst nach einer 
b estim m ten  Zeit, wenn das w achsende K apillarknäuelchen die D eckschicht 
der Synovialm em bran erreicht und deren Spannung hervorruft. D ie Zell
proliferation ist verm utlich die Reaktion der Synovialhaut auf den Reiz der 
durch die W ucherung des K apillarbettes hervorgerufen wird.

Das Eindringen der K apillargefäße in den Gelenkraum  geht m it der 
D ifferenzierung der zuführenden und abführenden G efäßbahnen einher. D es
halb b esteh t das G efäßsystem  einer jeden Zotte aus dem K apillarsystem , der 
A rterie und der Vene (nicht se lten  aus zwei Venen) (Abb. 10). In den Synovia l
fa lten , die sich ähnlich en tw ick eln , ist das A dergeflecht reicher und v ir il von 
zahlreichen  zuführenden und abführenden Gefäßen versorgt (Abb. II) .  Die 
In v o lu tio n  der Zotten und F a lten  beginnt nach K a l u s t o w  und St s c h e - 
g o l k o w  m it der Verengerung des Gefäßlumens, m it der allm ählichen V er
ödung und  dem VerscliAvindcn der Gefäße. Mit den Gefäßen verschw indet 
auch d ie Zotte selbst.

D ie  Synovialzotten und -F a lten  sind infolgedessen nichts anderes als 
die F o rtsä tze  der Innenzone des A dergeflechts der K apsel, die in den G elenk
raum eindringen. Sic treten  als A ntw ort auf einen anhaltenden adäquaten  
Reiz auf. D ie Behauptung einiger Verfasser, es gäbe gefäßlose Zotten, beruht 
w ahrschein lich  auf der ungenügenden  Füllung des G efäßsystem s der K apsel 
mit Farbsuspension. Die B lu tb ah n  der Zotten und F alten  besteht stets aus 
einem  geschlossenen G efäßsystem , sie zerfällt nicht in Pinselchen und endet 
nicht b lin d , wie das K o s iz y n  117 ] behauptet.

D ie  Reaktion des G efäßsystem s der Synovialm em bran auf die erhöhte 
d yn am isch e Belastung des G elenks beginnt nicht gleich m it der Erzeugung
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Abb. 10. B lu tgefäße in den S y n o v ia lzo tten  des M etakarpalge lenkes beim  K alb . A ufgebelltes 
P rä p a ra t.  T u sc h in je k tio n . 45fache V ergrößerung 

Abb. II .  B lu tgefäße  in der S y n o v ia lfa lte  des Sebulte rgelenkes beim K alb . A u fg eh ellte s  P rä p a 
ra t.  T u sc h in je k tio n . 45fache V ergrößerung

Abb. 12. B lu tgefäße in der p e ripherischen  S y n o v ia lfa lte  des N um erus beim  K alb . A ufgehelltes 
P rä p a ra t.  T u sc h in je k tio n . 45fache V ergrößerung

von Zotton und Falton. Dio orston Kreislaufveränderungon werden durch 
dio üblichen physiologischen M ochanismen orroicht. Falls dio ursächliche Ein
wirkung fortdauert, sotzt später der m orphologische Umbau des Adergeflechts
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selbst ein (Erhöhving seiner D ichte, Z onenerw eiterung usw.), was aber auf 
der Oberfläche der S yn ovia lh au t nicht w ahrnehm bar ist. Die Synovialfalten  
und Zotten sind die stärkeren und auch äußerlich wahrnehmbaren E rschei
nungsform en der m orphologischen R eaktion au f die dynam ische B elastung, 
und deshalb erscheinen sie auch auf der Synovialm em bran an jenen Stellen , 
wo daß Gefäßnetz stark konzentriert und wo eine ausgeprägte Ström ung der 
Synovialflüssigkeit vorhanden ist.

In den Gelenken m it geräumigen H öhlen befinden  sieh die sogennanten  
A bköm m linge der Synovialm em bran an jenen  S tellen , wo die Synovialhäute  
sieh gegenseitig berühren, oder dort, wo die S yn ovia lh au t unm ittelbar an die 
sich verschiebende G elenkoberfläche anliegt. In den kom plexen und straffen  
G elenken m it kleinen Synovialbeuteln  sind die bevorzugten L okalisationsstel
len der Falten und Z otten  die intraartikulären K anäle, in denen die S yn ovia l
flü ssigk eit bei der B ew egung nach beiden Seiten  fließ t.

Die Synovialfalten  sind Gebilde ähnlichen T yps. Sie entstehen an den 
sich nicht reibenden (R an d -) Flächen der G elenkknorpel und enthalten eine 
große Anzahl von schlingenförm igen, knäuelartigen Gefäßen und stellen  
gleichsam  eine ununterbrochene Reihe von Syn ovia lzotten  dar (Abb. 12).

In der Literatur w urde mehrfach b eh au p tet, daß die Gefäße der peri
pheren Synovialfalten in den Gelenkknorpel eindringen. Es wurde sogar ver
sucht, ihren Ernährungsm echanism us mit dem direkten Zusammenhang des 
K norpelgewebes und dieser Gefäße zu erklären [6, 17, 4]. In W irklichkeit er
strecken sich die Gefäße der peripheren Synovia lfa ltcn  nur auf tien freien Teil 
der G elenkknorpeloberfläche und dringen niem als in die Tiefe ein. Ja, sie kön
nen gar nicht in die K norpel eindringen, denn diese Gefäße haben kein peri
vaskuläres N etz, deren a k tiv e  Funktion das E indringen in die Tiefe der h y a 
linen K norpel erm öglichen würde.

Das Vorhandensein des Hyalinknorpels unter der gefäßhaltigen S yn o
vialfa lte kann als eine charakteristische E igenschaft der Synovialm em bran  
angesehen werden, sie beschränkt nämlich die Verknöcherung auf die Zone 
der K norpelanlagen, die sich  unm ittelbar neben der Synovialm em bran be
finden. Deshalb ossifiziert n iem als die R andzone der Epiphysenfuge, die in 
folge ihrer E ntw icklung m it tier peripheren S yn ov ia lfa lte  in K ontakt steh t, 
obw ohl diese Zone niem als eine Gelenkoberfläche im wahren Sinne des W or
tes b ild et. Die endgültige K lärung der biologischen W echselbeziehungen zw i
schen den Knorpel- und den Synovialgew eben hat große praktische Bedeutung.

In den Gelenken m it großer B ew egungsam plitude (Kniegelenk usw.) 
erfahren die sich am stärksten  verschiebenden T eile der Kapsel während den 
extrem en Phasen der B eu gu n g  und Streckung eine gew isse Kompression durch 
die sich nähernden K nochenoberflächen. Die sich in den beweglichen Zonen 
solcher Gelenke entw ickelnden Synovialfalten en th a lten  gewöhnlich reichlich  
Fettablagerungen, die sich um  die dichten A dergeflechte konzentrieren. Als
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Ergebnis einer solchen K om bination von Gefäßen und F ettgew eb e entsteht 
ein elastisches Gebilde, das außer seiner H auptfunktion zugleich  die Rolle 
eines eigenartigen Puffer-A m ortisators spielt.

Bei den vaskulär-synovialen G ebilden ist es durchaus m öglich , daß sich 
zu ihrer H auptfunktion eine solche sekundäre Funktion gesellt, denn der 
m echanische Faktor stellt in jedem  Falle eine der H auptursachen ihrer Ge
nese dar.

Die vorherbesprochene Rolle der B lutgefäße im intraartikulären Stoff
w echsel, in der Funktion der Synovialm em bran und in der G enese ihrer Fort
sätze (der Zotten und der F alten) läßt sich durch folgende T atsachen  und 
Beobachtungen bestätigen:

a)  Die D ifferenzierung der Synovialm em bran im Laufe der Em bryo
genese, das erste Erscheinen der Synovialflüssigk eit und zugleich  der Gelenk
spaltenanlagen erfolgen erst beim  E insetzen der Proliferation des kapillaren 
B lutgefäßsystem s in der Nähe der Innenschicht der K apselanlagezellen .

b)  Mit dem Erscheinen der G elenkbew eglichkeit erhöht sich  die Dichte 
des Adergeflechts in der Synovialm em bran und es entstehen  die ersten in die 
Gelenkhöhle eindringenden Fortsätze des Adergeflechts die Synovialzotten .

c)  Die G ewebsm asse der S yn ovia lh au t ist im V ergleich zu der Gewebs- 
m asse der übrigen Teile der G elenkkapsel gering, wobei die B lu tb ah n  der Sy
novialm em bran im Hinblick auf die K onzentration der G efäße au f die Ober
flächeneinheit des Organs den H au p tte il des G efäßsystem s der K apsel aus
m acht. Dieses V erhältnis der G ewebe- und Gefäßstrukturen läß t sich mit der 
Ernährung der Synovialm em bran allein nicht erklären.

d)  Die B lutgefäße sind auf dem G ebiet der Synovialm em bran ungleich
mäßig verteilt. An den Stellen, wo sich die Synovialflüssigkeit anhäuft und 
verlagert, ferner in jenen A bschnitten  der Synovialhaut, die den beweglichen  
G elenkoberflächen anliegen, erreicht das Adergcflecht der S yn ovia lh au t eine 
m axim ale D ichte. In anderen G elenkzonen ist der G efäßreichtum  der Syno
vialhaut weit geringer.

D iese U ngleichm äßigkeit der V askularisation ist unverständ lich , wenn 
wir die B lutgefäße nur als die N ährquelle der Synovialm em bran betrachten.

e)  Der G efäßreichtum  der S ynovia lhaut ist im Laufe der Ontogenese 
bedeutenden Schwankungen unterw orfen. Bei der Zunahme der dynam ischen  
B elastung des Gelenks erhöht sich die In ten sität der V askularisation , und sie 
verhindert sich bei der Im m obilisation des Gelenks. Die Schw ankungen des 
Gefäßreichtum s treten vor allem an jenen  Stellen in E rscheinung, wo sich die 
Synovialflüssigkeit verlagert und die Synovialm em bran versch iebt.

f )  In der Differenzierung der F alten  und Zotten, die im G elenk als Ant
wort auf m echanische ( K a l u s t o w ) und dynam ische ( K a l l i s t o w , S t s c h e - 
g o l k o w ) Reize e in tritt, fällt den B lutgefäßen der Synovialm em bran eine 
führende Rolle zu.
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g )  D ie  Synovialfalten u n d  -Zotten sind F ortsätze  der Innenzone des 
A d ergeflechts der G elenkkapsel, die in die G elenkhöhle eindringen und die den 
S toffw ech sel über eine große O berfläche sichern.

h)  D ie Synovialfalten und -Zotten sind keine konstanten und notw endi
gen G ebilde des Gelenks. Ihre Z ah l, Form und Maße variieren innerhalb weiter 
G renzen in  jedem Gelenk, in  A bhängigkeit von der physischen A k tiv itä t  
des In d iv iduu m s. Diese G esetzm äßigkeit läßt sich sow ohl im Laufe der O nto
genese, als auch an der vergleichenden  anatom ischen Serie von W irbeltier
präparaten feststellen. Bei w en ig  beweglichen Tieren m it unbeständiger A k ti
v itä t  (A m phibien, Schildkröten) lassen sich in den E xtrem itätengelenken  
keine Synovialzotten  n achw eisen . In den G elenken von wenigbew eglichen  
Säugern sind sie schwach en tw ick elt und die Zahl der Zotten variiert (nach 
K a l l i s t o w  und St s c i i e g o l k o w ) auch in den G elenken der Vertreter einer 
und derselben Art, in A b h än gigk eit von deren physischen  A k tiv ität, sehr 
stark.

i )  D ie Synovialhöhle des Gelenks wird (nach P a w l o w a ) von der B lu t
bahn nur durch die Zellen und  durch die Z w ischensubstanz der D eckschicht 
und durch das Endothel der Blutkapillaren getrennt. In  den gefäßreichen  
Zonen fin d en  sich die B lu tk ap illaren  in unm ittelbarer N ähe der Synovialhöhle  
und dringen sogar in den B ereich  der Deckschicht der Synovialm em bran ein.

j )  In  Tierexperiinenten lä ß t  sich nach P a w l o w a  an jenen Stellen, wo 
die B lu tgefäß e der S yn ov ia lh au t stark konzentriert sind, der schnelle und 
in ten siv e  A ustritt des F arbstoffs beobachten.

D ie  B lutbahn zeigt m it dem  zu versorgenden Organ einen engen m orpho
log isch en , funktionellen und genetischen Zusam m enhang. Deshalb hat der 
Z ustand des Organs, sein B au  u n d  seine Funktion ste ts  einen bestim m enden  
E in flu ß  au f die Strukturen se in es B lutgefäßsystem s, au f Grund deren sich  
w iederum  die funktionellen V erhältn isse des Organs beurteilen lassen.

D ie Morphologie der B lu tb ah n  wird jew eils durch die Funktion des zu 
ernährenden Organs bestim m t, am deutlichsten ausgeprägt ist jedoch diese 
A bh än gigk eit in jenen O rganen, die über eine w eite  A k tiv itätsam plitude ver
fügen. Solche Organe sind die Gelenkkapsel und ihre Synovialm em bran.
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M ORPH O GENESIS OF T H E  JO IN T  CAPSULE AN D  ITS VASCULAR A P P A R A T U S

l>. M. MAZSIJGA

The fibrous and synovial layers o f the joint capsule become differentiated synchronously  
with the form ation of the articular ca v ity , a phenom enon apparently connected w ith the bio
logical properties o f the synovial m em brane. The vascular bed of the capsule arises from the
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c a p illa r ie s  w hich  invade it  fro m  th e  p e r ia r tic u la r  v a scu la r zone. T he a rc h ite c tu ra l c o n stru c tio n  
o f th e  c a p su la r  tissues and  vesse ls is de te rm in ed  in th e  course  o f p re n a ta l  d ev elopm en t by  th e  
g ro w th  o f th e  skeletal s tru c tu re  o f  th e  ex trem itie s  and  th e  n a tu re  o f th e  m o b ility  in th e  d ev elo p 
in g  jo in t .  F u n c tio n  rem ains a  d e c is iv e  fac to r in  the  m o rp h o g en esis o f th e  capsule an d  i ts  v e s
sels a lso  d u rin g  p o stn a ta l d e v e lo p m e n t.

T h e  v ascu la r s tru c tu re  o f th e  jo in t  capsule is in  a n y  case closely connected  w ith  th e  
m e c h a n ic a l p rop erties  of th e  a r tic u la tio n .

T h e  synov ia l m em b ran e  a n d  i ts  a b u n d an t v a scu la r  sy s te m  form  th e  surface  for in tra -  
a r t ic u la r  m etabolism . The sy n o v ia l fo ld s and villi re p re se n t processes em erging from  th e  in n er 
zone o f  th e  capsu lar plexus o f vesse ls  w hich , covered w ith  sy n o v ia l m em b ran e , in v ad e  th e  jo in t  
c a v i ty  a n d , b y  doing so, en la rg e  th e  surface  of in tra -a r t ic u la r  m etab o lism . T h ey  are  fo rm ed  in 
re sp o n se  to  ad eq u a te  chronic s t im u lu s . Synovial folds a n d  v illi a re  n e ith e r p e rm a n en t no r in d is 
p e n sa b le  s tru c tu re s . D epend ing  o n  th e  physical a c tiv itie s  o f th e  in d iv id u a l, th e ir  n u m b er, 
fo rm  a n d  dim ensions v a ry  in  eac h  jo in t  w ith in  wide lim its , a p h en o m en o n  th a t  can  be o bserved  
in  th e  co u rse  of ontogenesis as a lso b y  m eans of a co m p a ra tiv e  series o f v e r te b ra te  p re p a ra tio n s . 
S y n o v ia l v illi and folds a p p ea r  c h ie f ly  a t  poin ts w here sy n o v ia l f lu id  is accu m u la ted , fu r th e r  
in  th o se  p o rtio n s  of the  sy n o v ia l m e m b ra n e  which ad h ere  to  th e  m obile p a r ts  o f th e  jo in t ,  i.e., 
a t  i t s  v a sc u la r ly  richest p o in ts  w h e re  in tra -a r tic u la r  m e tab o lism  is m o st in tensive .

T h e  n u m b er of vessels f lu c tu a te s  in th e  synov ia l m em b ran e  considerab ly  d u rin g  o n to 
g en esis : i t  grows if  th e  jo in t is d y n a m ic a lly  active, and  d im in ish es if  i t  rem ain s im m obile . Such 
f lu c tu a t io n s  are especially p ro n o u n c e d  a t  poin ts w here sy n o v ia l flu id  is a ccu m u la ted  an d  also 
a t  p o in ts  w here th e  synov ia l m e m b ra n e  is exposed to fr ic tio n .

МОРФОГЕНЕЗ КАПСУЛЫ СУСТАВА И ЕЕ КРОВЕНОСНОГО РУСЛА
П. М. МАЖУГА

Дифференциация фиброзной и синовиальной оболочек в закладке капсулы сустава 
происходит одновременно с формированием суставной полости, что, повидимому, связано 
с биологическими свойствами синовиальных покровов. Кровеносное русло закладки 
капсулы образуется за счет потоков капиллярных сосудов, врастающих в нее от перлар- 
тикулярной васкулярной зоны. В пренатальном онтогенезе гисто- и ангиоархитектоника 
капсулы сустава определяется направлением роста закладок скелета конечности и харак
тером подвижности в формирующемся суставе. Функциональный фактор является веду
щим в морфогенезе капсулы сустава и ее кровеносного русла также в постнатальный 
период развития.

Структура кровеносного русла капсулы сустава в каждом случае показывает чет
кую взаимосвязь с особенностями биомеханики сустава.

Синовиальный покров совместно с обильным кровеносным его руслом образуют 
активную поверхность внутрисуставного обмена. Синовиальные ворсины и складки 
представляют собой покрытые синовиальной оболочкой выросты в полость сустава внут
ренней зоны кровеносного сплетения капсулы, увеличивающие поверхность внутрису
ставного обмена и появляющиеся в ответ на длительный адекватный раздражитель. 
Синовиальные складки и ворсины не являются постоянными и обязательными образо
ваниями сустава. Их количество, форма и размеры в каждом суставе колеблются в боль
ших пределах в зависимости от физической активности индивида. Закономерность эта 
проявляется как в онтогенезе, так и в сравнительно-анатомическом ряду позвоночных. 
Ворсины и складки появляются преимущественно в местах скопления и перемещения 
синовии, в участках синовиальной оболочки, прилежащих к подвижным суставным 
поверхностям, то есть в местах, где сосудистое сплетение синовиального покрова дости
гает максимальной концентрации и где внутрисуставной обмен происходит наиболее 
интенсивно.

Интенсивность васкуляризации синовиальной оболочки в онтогенезе подвержена 
заметным колебаниям. Она возрастает при усилении динамической нагрузки на сустав и, 
наоборот, уменьшается в ответ на состояние частичной или полной иммобилизации сус
тава. При этом сдвиги в интенсивности васкуляризации проявляются главным образом 
в местах переливания синовии и трения синовиального покрова.

Dr. P. М. Ma z s u g a , K iev-30 , W ladim irskaja 55, A bt. f. Zytologie und 
H istogen esis d. Zool. In st. d. W issenschaftlichen Akad. USSR
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U n iv ersity  M edical School, D ebrecen

HISTOCHEMICAL IDENTIFICATION OF 
CARBOHYDRATES BY MEANS OF METAL COLLOIDS

L. Mód is , I. S ü v e g e s  an d  I. F ö l d e s  

(R eceived  J u ly  29, 1963)

(1) D ifferen t m e ta l colloids have  been  te s te d  in respect of th e ir  s u i ta b il i ty  for 
th e  h isto ch em ical d iffe ren tia tio n  of m uco p o ly sacch arid es in h u m an  a n d  a n im a l tissues.

(2) C olloidal silver, copper a n d  m o ly b d en u m  solu tions, fu r th e r  a m o d ified  gold 
sol hav e  p roved  su itab le  for th e  p u rpose .

(3) H av in g  a h igh  s ta b iliza tio n  p H , silver, copper and gold w ere fo u n d  su itab le  
for the  id en tif ic a tio n  of w eakly  acid  m u co p o lysaccharides, while m o ly b d e n u m , w ith  its 
low o p e ra tiv e  p H , for th e  d em o n s tra tio n  of in ten se ly  acid m u co p o ly sacch a rid es .T h e  
m echan ism  by  w hich bone s ta in s  w ith  m o ly b d en u m  has no t been e lu c id a ted .

(4) T he p ll-zo n es  o f the  m u co p o ly sacch arid es were sep ara ted  acco rd in g  to  the  
p H  of the  colloids, a lth o u g h  th e  p o ss ib ility  o f c e r ta in  chem ical spec ificities c a n n o t be 
exc Imlcd.

(5) E ach  applied  co m b in a tio n  o f tw o colloids revealed  th e  p resen ce  o f those 
c a rb o h y d ra te  com ponen ts w hich  had  a n  a ffin ity  for e ither of th e  co m b in ed  so lu tio n s .

(6) T he b lack  colour o f th e  iron-co llo id  reac tio n  m ay he re g a rd e d  a s  a  u sefu l 
p a r tia l  re su lt. T he neg ativ e  re su lt o f th e  a p p lic a tio n  of negatively  ch arg ed  iro n  colloid 
illu m in a tes th e  m echan ism  of th e  iron-co llo id  reac tio n .

(7) M etal colloids have  p roved  to be a u sefu l aid  in the  h is to ch em ica l d e te rm i
n a tio n  of th e  p H  of m ucopo lysaccharides.

(8) I t  has been found  th a t  in th e ir  h is to ch em ica l app lication  n o t o n ly  th e  ch em i
cal h u t  also th e  physico-chem ical p ro p e rtie s  o f th e  colloids are u tilisa b le .

(9) F u r th e r  ex p erim en ts  w ith  new  m e ta l colloids and fu r th e r  c o m b in a tio n s  of 
th e  ex is tin g  ones m ay  open new  poss ib ilité s  fo r th e  h istochem ical d e te rm in a tio n  of 
ad d itio n a l tissue  com ponents.

Introduction

Colloidal iron and colloidal gold solution  are currently em ployed  for the 
histochem ical dem onstration of acid m ucopolysaccharides. The m ode o f action  
of these stain ing reactions is som ew hat unclear and their specific ity  has given  
rise to  objections. W o l m a n  [17] suggests physico-chem ical adsorption as the 
explanation  o f the mechanism o f these sta in ing reactions which depend also 
on other factors, e.g. the properties o f the com ponents making up the reactive  
tissues.

Since the colloidal particles display electro-affinity and are under the  
effect o f the hydrogen ion concentration, the mechanism through w hich  m etal 
colloids act can safely be assum ed to be o f a physico-chem ical nature, from  
which it follows that the binding o f the colloidal particles depends on the pH  
of the tissues, provided the ion concentration  is adequate. As it is know n, the
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com bination of co llo idal iron and colloidal gold allows to separate strongly  
acidic from w eakly acid ic m ucopolysaccharides in tissues (Bi-Col m ethod). 
This use of com bined m eta l colloids is som ew hat sim ilar to H a y n e s  ’ I’H  d e
term ination  [7].

Since it is not su ffic ien t to separate m arkedly  acid from m arkedly alka
line carbohydrates, th e  present experim ents w ere designed with a view  to  
m aking finer d istin ction s by means of som e further m etal colloids. The sta rt
ing point was G r a u m a n n ’s statem ent [5] m ade in connection with the specific
ity  o f the known m odifications of the iron-colloid  reaction, viz. th at the rea
son w hy different iron colloids give reactions o f  different specificity is th at the  
particles contained in th e  colloidal solutions differ in sizes and in charges. Any  
change in  the quality  o f  the particles naturally  causes a change in the charge 
and size of the particles and of the whole h istochem ical reactions. A ttem p ts  
to obtain new reactions b y  means of changing th e  size and charge o f particles 
in currently used m eta l colloids have been reported  in the literature [2, 6, 17, 
18]. There is, on the o th er hand, but a single experim ent, the so-called Bi-Col 
reaction, in which new  reactions were obtained b y  changing the quality  o f the  
particles, i.e. by ap p ly in g  hitherto unused m etal colloids. It seemed therefore  
theoretically  possible to  determine carbohydrates (pathologically im portant 
m ucopolysaccharides in  particular) by com bining several new m etal colloids 
w ithin the same section s. It was, o f course, problem atic whether the new  col
loids w ould show affin ity  to  carbohydrates, w hether th e  resulting reactions would  
be different in sp ec ific ity  and if  so, whether tw o (or possibly more) new colloids 
could be used in com bination , and, finally , w h eth er and how far it w ould be 
possible to identify th e  reactions w ith the current m ethods of carbohydrate  
assay. H ow ever, tw o factors were to be considered, viz.  (i) the pH at wrhich the  
m etal particles are bound is not quite the sam e as the pH of the structure; (ii) 
only relative pH values can be determined in fixed  m aterial.

Material and m ethod

(1) T he f irs t s tep  w as to  p rep are  the  m eta l collo ids sh o w n  in  Table I. For th e ir  p re p a ra 
tio n  see th e  p e r tin e n t te x tb o o k s  [2, 4]. Some of th e  sols w ere p u re  m eta l colloids (gold, silver, 
co p p er), som e were m e ta l h y d ro x id e s  (iron, ch rom ium , a lu m in iu m ), some oxide sols (v a n ad iu m , 
m o ly b d en u m , m anganese), a n d  som e sulphide sols (z in k ). C olloidal iron  was p rep ared  acco rd 
ing  to  H a l e  [6] and M ü l l e r  [10] The iron  h y d ro x id e  o f n e g a tiv e  charge was p re p are d  w ith  
a view  to  s tu d y in g  th e  m ec h an ism  th ro u g h  w hich iro n  co llo ids re ac t. We m odified W o l m a n ’s 
m eth o d  for th e  p re p a ra tio n  a n d  th e  em ploym ent o f go ld  sol. B o th  th e  colour and  th e  p H  of 
th e  so lu tio n s were reg is te red . Since m ost of th e  new  co llo idal so lu tions were a lk a line , i t  w as 
necessa ry  to acidify th em  since m ost m u co p o lysaccharides d issoc ia te  best in som ew hat acid 
so lu tions. N /10 И  Cl an d  0.1 M ascorbic  acid were used  fo r a d ju s tin g  th e  pH  to acid. (T his pH  
will be te rm ed  “ o p e ra tiv e  p H ”  in  th e  following.) T he choice o f th e  p H  was no t alw ays a rb itra ry  
because  m o st o f th e  so lu tio n s  u n d e rw en t p rec ip ita tio n  a t  a c e r ta in  ac id ity , so th a t  th e  o p e ra tiv e  
p H -v a lu e  h ad  to be chosen  in  these  cases above th e  p o in t o f  p rec ip ita tio n . C erta in  colloids 
w ith s to o d  acid ification  a lto g e th e r  an d  had to  be d isc a rd e d . I t  can  be seen from  T ab le  I t h a t  
s ta in in g  w as sa tis fac to ry  o n ly  if  th e  in itia l pH  w as in  th e  acid  zone. A lthough in th e  sec tions 
th e  em p lo y ed  colloids u su a lly  give reac tions co rresp o n d in g  to  th e ir  colour, i t  was som etim es
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necessary  to use so-called  developing; so lu tio n s  (i.e. th e  reag en ts  o f th e  m eta ls  in v o lv ed ) in 
o rd e r to in tensify  or change the colour re a c tio n . We fo u n d  hydrogen su lph ide  e sp ecia lly  useful: 
it changes th e  b lue  colour of m o lybdenum  in to  yellow ish  brow n, fu r th e r  a m m o n iu m  su lph ide 
w hich  converts th e  n o rm al P russian -b lue  reac tio n  of iro n  colloid to an  in ten siv e  b lac k , so th a t  
it w as possible to  com bine H ale’s m ethod  w ith  o th er blue reac tions. T he lab ility  ol th e  su lph ide  
p rec ip ita te s  p re sen ted  th e  only d ifficu lt prob lem .

T ab le  I

Colour, p i c  staining characteristics and developing agent o f  the employed colloids

Colloids Colour
P ro d u c tio n

, .n
Employed

pH
S ta in in g
ca p ac ity Developer

Silver light grey 4 .8 4 .8 4  + +

Copper ochre yellow 8 .0 5 .6 +  +  +  +

M olybdenum blue 0 . 5 -  1 0 . 5 -  1 +  4 - 4 - 4 - 11..S

Chrom e yellow lemon yellow 2 .4 2 .4

Chrom e hydr. grass green 1 0 .0

M ercury light grey 0 .5

Zinc white 1 0 .6

V anadium orange 5 .8 5 .8 4  +
A lum inium white 9 .4

M anganese white 1 0 .8

Gold red 5 .2 5 .2

H ale greyish brown 3 .4 1 .5 (NH4),s
N egative iron reddish brown 9 .0 9 .0

(2) I'issues o f the  following o rg a n s  were used : sub lingual g land , um b ilica l cord  and  ep i
g lo ttis  of m an ; knee jo in t and la ry n g ea l cartilag e  to g e th e r w ith th e  th y ro id  g lan d , of w hite 
ra ts . The c a rb o h y d ra te s  contained in th e se  tissues com prise the p rin c ip a l g ro u p s o f m ucopo ly 
saccharides [14]. T h e  tissues were fix ed  in C arnoy’s or Susa’s flu id  or fo rm alin , a n d  em bedded  
in p a raffin ; a f te r  p rep arin g  sections 8 10 // th ick , th ey  were tre a te d  w ith  th e  m e ta l colloids
an d  then  su b jec ted  to the  control s ta in in g  reac tio n s  specified below.

(3) T he id en tify in g  reac tions w ere th e  com bined  m ethod  of H itte r  a n d  O lcsón, alcian 
blue, th ion ine a t  p H  3.2; digestion by m ean s of h y a lu ro n id ase  and  am ylase. T he d a ta  p resen ted  
in the  follow ing are  the com bined re su lts  o f th e  colloidal and the  con tro l reac tio n s .

Results

Of the colloids with acid operative pH , chrom e-yellow and vanadium  
sol gave no useful reaction so th a t there rem ained only silver, copper and m olyb
denum in th is category.

Silver colloid. The colour o f  the reaction was black which could be turned  
into brownish yellow by treatm en t w ith potassium  bichrom ate. At pH 4.8, 
the hyaline chondrocytes (Fig. 1) and the cells of elastic cartilage were reacting; 
the reaction w as less marked in th e  acini (F ig. 2) in the fibres and the interfib- 
rous substance of connective tissu es, further in the um bilical vessels (Fig. 3).
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F tg. 1. T ib ia  of 25-day old r a t .  C artilag e  and ossification  c en tre  o f p ro x im al ep iphysis . N o te  
s ilv e r reac tio n  in  cells. N o  reac tio n  in g ro u n d  su b s ta n c e . S ilver-collo id , X 400 

Fig. 2. H u m a n  ep ig lo ttis . N o te  u n s ta in e d  cartilage a n d  in te n s iv e ly  sta in in g  acin i. S ilver-co l
loid, X 400

Fig. 3. H u m a n  um bilical v e sse l. N o te  strong reac tio n  in  th e  m ed ia . Silver-colloid, X 400 
Fig. 4. R a t  th y ro id  w ith  la ry n g e a l  cartilage. The re ac tio n  is p o sitiv e  in th e  ch o n d ro cy tes , 

n u c le i a n d  m uscles. S ilver-collo id , X 400
Fig. 15. T ib ia  o f 25-day old r a t .  C artilag e  of p ro x im al e p ip h y s is . In ten s iv e  s ta in ing  of g ro u n d  
su b s ta n c e . Iron-co llo id  s ta in in g  a f te r  developm ent w ith  a m m o n iu m  su lph ide. Susa, X 400

The reaction  was aspecific in  the nuclei and especially  in the m uscles. The 
ground substance of the cartilages and bones, as w ell as the colloid of the thyroid  
gland failed to stain (F ig. 4). The chondrocytes were P A S-or H ale-positive, 
the acini PAS- and H ale-positive; the silver-positive areas of the um bilical cord 
were P A S-positive. M etachrom asia was seen in the glands and the walls of the  
um bilical vessels, especially in the silver-negative areas.

Copper colloid. The colour o f the reaction w as ochre. The solution had a 
pH o f 5.6 and gave a p ositive  reaction in the ground substance of the bones,
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Fig. 5. T ib ia  o f 25-day old r a t .  C artilag e  of p ro x im al ep iphysis . N ote s tro n g  s ta in in g  of bony  
ridge. C opper-collo id , p H  5.6. S usa , X 400

Fig. 6. C artilage  from  h u m an  e p ig lo ttis . P o sitiv e  re a c tio n  in  ground  su b s ta n c e , n eg ativ e  in  
ch o n d ro cy tes . C opper-collo id , p H  5.6. Susa, X 400 

Fig.  7. C artilag e  from  h u m an  e p ig lo ttis . B e ta  m e ta ch ro m as ia  and  o rth o ch ro m as ia  in  th e  ground 
su b stan ce . C ontro l o f F ig . 6. T h io n in e  s ta in , Susa, X 400





Fig. 8. T ib ia  o f 25-day old r a t .  C artilage of p ro x im a l ep ip h y s is . R eac tion  is w eak er in  g round  
su b s ta n c e , stronger in b o n y  ridges. M olybdenum -collo id , p H  0.5, Susa, X 400 

Fig. 9. Spongiosa  from  tib ia  o f 25 day  old r a t .  S tro n g  re ac tio n  in bony  ridges. M olybdenum -
collo id , p H  0.5, S u sa , X 400

Fig. 10. C artilag e  from  h u m a n  ep ig lo ttis . In ten s iv e  s ta in in g  in g round  su b s tan ce . M olybdenum -
colloid, p H  0.5, S u sa , X 400

Fig. 11. H u m a n  sub lingual g lan d . S trong  reac tio n  in  acin i an d  efferent d u c t, w eak  re ac tio n  in 
in te r s t i t ia l  connective  tissu e . M olybdenum -collo id , p H  0.5, C arnoy’s, X 400





Fig. 12. H u m a n  su b lingual g lan d . W eak  s ta in in g  of acini an d  efferen t d u c t. S ta in e d  w ith  col
lo idal m o lybdenum  a t  p H  0.5 a f te r  p re tre a tm e n t w ith  h y a lu ro n id ase . C a rn o y ’s, X 400 

Fig. 13. C artilage from  h u m a n  e p ig lo ttis . The g ro u n d  su b s tan ce  s ta in s  m ain ly  a ro u n d  th e  chon
d ro cy te s . C ontro l of F ig . 10. A lcian-b lue, Susa, X 400 

Fig. 14. H u m an  su b lingual g la n d , H a le -a n d  P A S -p o sitiv ity  in th e  acin i a n d  th e  e ffe ren t ducts. 
C on tro l o f  F ig . 11. R itte r-O leso n , C arnoy’s, X 400



I



Fig. 16. R a t  th y ro id  w ith  la ry n g eal c a rtila g e . M o ly b d enum -positive  g ro u n d  su b s ta n c e  and 
g o ld -p o sitiv e  connective  tissu e . C om bined go ld -m o ly b d en u m  sta in ing . C a rn o y ’s, X 400 

Fig. 17. H u m a n  su b lin g u al g land . The acin i a re  H a le -p o sitiv e , th e  in te rs t i tia l  co n n ec tiv e  tissue 
s ta in s  w ith  gold. Bi-Col m e th o d . C arnoy’s X 400 

Fig. 18. R a t  th y ro id  w ith  la ry n g ea l c a rtilag e . N eg a tiv e  re ac tio n  in  g round  su b s ta n c e . Note 
a ty p ic a l yellow  re ac tio n  in  th y ro id . T he co n n ec tiv e  tis su e  gives th e  tru e  re d d ish  b ro w n  reac tion . 

G old-colloid, p H  5.2. C arn o y ’s, X 400



;
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and a less marked one in that of the cartilage (Fig. 5). The reaction in th e  wall 
of the um bilical vessels was sim ilar to that obtained with silver. Mucin failed 
to take the stain. The ground substance o f the bones were P A S -p ositive. Com
bined ortho and beta m etachrom asia was observed in the copper positive areas 
of the ground substance of the elastic cartilage (Figs. 6, 7). The m uscles gave 
an aspecific reaction.

Molybdenum colloid. The colour o f the reaction was ultram arine blue. 
The range o f the operative pH w as from 0.5 to 1.0. This proved to be the m ost 
useful colloid giving a positive reaction in the ground substance o f  bones, of 
hyaline and elastic cartilages; acini; secretion of efferent ducts; certain layers 
of the w all o f um bilical vessels; m atrix o f connective tissue. The reaction was 
m ost pronounced in osseous tissue (Figs. 8, 9, 10). Digestion w ith hyaluronidase  
inhibited the positive reaction in the acini and the efferent ducts (F igs. 11, 
12). E xcept the ground substance of the bones, the reactive area was H ale
positive, showing beta and gamma m etachrom asia, and a positive reaction  
w ith alcian blue (Fig. 13). Substances containing mucin stained  v io let with 
the com bined H ale-PAS method of R itter and Oleson (Fig. 14).

Treatm ent with SH„ turned the colour o f m olybdenum  into brownish  
yellow ; it is thus possible to com bine the m ethod with procedures g iv ing  a 
blue reaction.

Iron colloid. It is not intended here to deal with the various iron colloids 
in detail. M u l l e r ’s m odification was used at pH 1.5 only in colloid com bina
tions and for the purposes of control. Since M u l l e r ’s  blue reaction  cannot be 
com bined w ith other blue reactions, e.g. w ith  m olybdenum  blue, we used am m o
nium sulphide instead of potassium  ferrocyanide for developing, so that the 
areas positive to iron colloid gave a black colour (Fig. 15).

Combinations o f  colloids. The follow ing com binations were tested .
Gold-molybdenum. This com bination gave especially satisfactory results 

in cartilages, glands and bones. Cartilage and bone stained well w ith  m olyb
denum  and connective tissue with gold (F ig. 16).

Iron-molybdenum. This com bination can be used only if  the colour of 
one o f the colloids is changed. Since the ground substance o f cartilage reacts 
w ith  both colloids, it wdll be stained by the colloid applied first. The stained  
substances are the same as those stain ing according to R itter and Oleson.

Iron-gold. This is W o l m a n ’ s Bi-Col reaction with the new m odified gold 
sol. It gives the same result as the original procedure (Fig. 17).

It should be noted that the various fix a tiv es  did not seem to  w eaken the 
colloid reactions. We modified W o l m a n ’s  m ethod for the preparation o f gold 
sol by using ascorbic acid at pH 5.2 as a reducing agent instead o f form alin.

Gold sol, used alone, gave a weak p ositiv ity  in the ground substance of 
bones, a som ew hat stronger one in the ep iphyseal cartilage near th e  m etaphys- 
is, in the chondrocytes, in the w all o f the um bilical vessels and in som e nuclei

A cta  m orph, lom us X I I I .
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(F ig. 18). The reaction was m ost pronounced in the fibrous substance of con
n ective  tissue. It should be noted that, according to W o l m a n ’s original pro
cedure, gold is used after the iron-colloid reaction . We found that gold sol 
applied alone or before the iron yielded likew ise reliable results. D igestion  
w ith hyaluronidase w eakened the reaction considerably. In muscles and blood 
cells the reaction becam e aspecific. When the reaction was undisturbed, i.e. 
i f  there was no coagulation , the striation of m uscles appeared very d istin ctly , 
as a deposit of reddish brown granules had form ed on the Q and Z lines of the  
yellow' m uscle fibres, w hile the 1 and M lines were left free. The gold colloid 
gave som etim es a yellow ish  reaction in areas where the colour of the true 
reaction was never observed. This is, thus, a form o f colloid precipitation which  
serves as a good counterstain for the reddish brown reaction. A blue or v io let  
film  appeared som etim es in these areas. Its colour depended on the size o f the  
deposited  granules. The gold-positive parts of the bones, connective tissues, 
chondrocytes and um bilical cord showed P A S -p ositiv ity . It was m ostly in the  
m etachrom atic areas th at the appearance o f an aspecific yellow  or blue film  
was observed.

Discussion

Silver colloid. A com parison of its reaction w ith  the corresponding con
trol reactions has poin ted  to  a correlation betw een the P A S-(and, to som e e x 
ten t, the Hale-) p ositiv ity  on the one hand and th a t of the silver colloid, on 
the other, as proved by the silver- and PAS- or H ale- positiv ity  of mucin or the  
chondrocytoplasm . The silver would thus stain  the m ucins, the insufficiently  
polym erized acid m ucopolysaccharides (chondrocytes) and hyaluronic acid 
(connective tissues). R ecent experim ents w ith  B est’s carmine have raised the  
possib ility  of the silver colloid’s specificity for glycogen . In any case, the w eakly  
acid stab ilization-pH  o f silver does not yet m ean its adsorption to all w eakly  
acidic tissue com ponents, a phenom enon w hich points to the chemical a ffin ity  
of the particles in addition to  their physical a ffin ity .

Copper colloid. Fdectro-affinity was more pronounced in this reaction. 
Copper was bound by th e  ground substance o f cartilages and still more by the  
ground substance of cartilages and still more by th at of bones; the reaction  
was m uch weaker in hyaline cartilage, a substance which contains strongly  
acid groups Hale- and alcian blue p ositiv ity  m etachrom asia. The copper re
action  reveals clearly th e  PA S-positive, ortho- and beta  m etachrom atic zones 
of th e  ground substance of the epiglottal e lastic  cartilage as also the P A S-posi
tive  parts of the um bilical vessel walls. The coincidence of the m etachrom atic  
zone w ith  that of the copper colloid is not in contradiction to what has been  
sta ted  in the foregoing since, as is known, depolym erized (i.e. PA S-positive) 
carbohydrates, too , m ay give rise to m etachrom asia [11, 16].

A d a  morph,  tomus  X I I I .
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Gold colloid. W o l m a n ’s claim  (17, 18] that, o f all m ucopolysaccharides, 
it is solely for hyaluronic acid that gold is specific has been corroborated by the 
gold reaction, the efficacy o f hyaluronidase digestion, and also by th e  control 
stainings (the gold-positive zones appeared to be P A S-positive and gave an 
orthochrom atic reaction). The pH  o f the reaction does not m ean a perfect elec
tro-affin ity  in this case either, since it fails to stain the bony tissu es. Although  
the reaction is perceptible in the ground substance of epiphyseal cartilage near 
the m etaphysis, it ceases to be (or is but weakly) positive in the osseous ground 
substance. Since gold colloid stains the epithelium , connective tissu e and part 
of the nuclei, it cannot be regarded as acting solely by chem ical a ffin ity; an 
interference o f the tw o m echanism s appears to be probable.

Molybdenum colloid. The low operative pH makes it clear w h y  the carti
lages and the wall o f the um bilical vessels give a positive reaction w ith  this 
colloid. These areas are m etachrom atic and basophilic and so it is possible to 
dem onstrate their acid polysaccharide contents. That the reaction  was positive  
in respect o f mucin means no contradiction to the silver- and P A S-positiv ity  
since m ucins are known to display different structures [14, 15]. It is, thus pos
sible to identify certain acid m ucopolysaccharides (chondroitin  sulphuric 
acid) and m ucins by means of colloidal m olybdenum . The strong reaction ob
served in the osseous ground substance cannot be explained by th e  theory of 
electro-affin ity . The ground substance o f the bones contains w eak ly  acidic 
com ponents, much hyaluronic acid and polysaccharide-protein com plexes [8], 
whereas the elem ent m olybdenum  has an affin ity  to inorganic com ponents, to 
phosphorus in particular [3]. This would suffice to explain the bone-staining  
property o f m olybdenum  provided there remains sufficient sta inab le phospho
rus and other inorganic com ponent in the decalcinated sections. The amount 
of the rem aining salts is probably negligible and, m oreover, bound by PAS- 
positive m ucopolysaccharide-protein com plexes. This m ight be th e  reason why 
the area of P A S-positiv ity  and m olybdenum -positivity coincide in the 
ground substance of bones. The effect of hyaluronidase d igestion  is the 
proof that the m olybdenum -positive substances of the glands belong to the 
m ucopolysaccharides. Since the reaction was weak in the ground substance 
of cartilages and bones, th ey  m ust be supposed to contain hyaluronidase- 
resistant, strongly acid polysaccharides, an assum ption borne out by the 
control stainings.

Combination o f  gold and molybdenum  would be expected  to  reveal, side 
by side, hyaluronic acid and chondroitin sulphuric acid. These tw o  com pounds 
carry w eakly and intensely  acid groups. Considering, how ever, th e  bone-stain
ing power o f m olybdenum , the above statem ent does not ap p ly  to  sections 
w hich contain bony substances.

Combinations o f  iron and molybdenum  can be used for the sim ultaneous 
dem onstration (in sections which contain also bony tissue) o f th e  acid poly

4rtu m o rp h , loin ns A I I I .
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saccharides of the cartilage (iron reaction) and th e  m olybdenum -positive u n i
d en tified  substances o f the bone.

The combination o f  gold and iron (Bi-Col reaction) makes it possible to  
dem onstrate the sim ultaneous presence of hyaluronic acid, chondritin sulphuric  
acid and mucins. This w as th e  only colloid com bination  which left a “ blank  
area” in the sections, one w hich  gave no reaction w ith  cither colloid. A “ blank  
area” w as, for instance, the bone of the knee jo in t. The fact that the ground 
su b stan ce is PA S-positive a llow s for a triple com bination . Though theoretically  
feasib le , th e  application o f m olybdenum  sol in v o lv ed  difficulties.

A s can be seen, all o f th ese  colloid com binations are suitable for the si
m ultaneous identification  o f in ten sely  and w eak ly  acid groups. H owever, the  
resp ective  reactive areas w ere different on account o f  differences in the opera
tiv e  pH  of the solutions and in  the quality o f  the ions. I t  was thus possible to  
id en tify  a different pair o f w eak ly  and intensely  acid ic substances with each  
com bination . The present experim ents constitu te  but a first step, and it is 
hoped th a t it will be possible to  introduce iron-m olybdenum  and m olybdenum  
in to  th e  Bi-Col reaction, as a lso  to study new colloids in the course of further 
stu d ies. The present residts are assembled in T able II.

Table II

Results o f  the ap p lied  colloid and control reactions

pH
PAS Au Cu Ag Mo Metac. Hale Ale.

5.2 5.6 4.8 0.5

E las t ic  c a r t i 
lage + + + +  +  + +  +  + +  +  + +  +  + +  +  +

H y .  c a r t ,  cell + + + + +  + +  +  + + +
H y .  c a r t ,  
g ro u n d  subst. 4 - + + +  + + + + +  +  + + +  +
Conn, t issue + + + +  + + + + +
Bone + + + +  + + + + + + + +  +

Л4Г * RMucin j  d
+ +
+ +

+
+ + +

+  +  +
+ +  +

+  +  +  
+  +  +

+  +
+  +  +

U m b .  cord .  vw + + + +
+ - f + + +  +

+  +  +  +
+  +

a = a c in u s ;  d efferent d u c t ;  v  =  wall  of vessels; w =  W h a r t o n ’s je l ly
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D IE  V E R W E N D U N G  VON M E T A L L -K O L L O ID E N  IN D E R  H IS T O C H E M IE  D E R
K O H L E N H Y D R A T E

L. М0ШS, I. SÜVEGES und I. FÖLDES 1

1. Verff. s tu d ie r te n  die neue h is tochemische V e rw en d b ark e i t  der verschiedenen Metall- 
Kolloide zur B es t im m u n g  der  p H -S ig n a tu r  der Gewebe-M ucopolysacchariden.

2. Als v e rw en d b a r  erwiesen sich die Kupfer- ,  Silber-,  M olybdän-  und die modifizierten 
Gold-Kolloide.

3. Silber, K u p fe r  und  Gold eignen sich wegen ih rem  höheren  S tabil is ierungs-pH- 
P u n k t  zum N achw eis  der versch iedenen  schwach saueren M ucopolysacchariden ,  Molybdän 
indessen — wegen d em  niedrigen p H -W er t  der  A n w endung  zum  Nachweis  der  s t a rk  saueren 
Polysacchariden.  Der M echanism us der K n o ch en fä rb u n g  d u rc h  M olybdän blieb ungeklär t .

4. Die p H -B ere iche  der Gewebe-M ucopolysacchariden sind den pH -D iffe renzen  der 
Kolloide gem äß un tersch ieden  worden, es sind jedoch  gewisse chemische S p ez if i tä ten  ebenfalls 
n icht  auszuschliessen.

5. Die K o llo id -Paare  weisen verschiedene K o h le n h y d ra tk o m p o n e n ten  der Gewebe nach, 
de ren  L adungsverhä ltn isse  dem  p H -W er t  der  Lösung  en tsprechen .

6. Die E n tw ick lu n g  der E isenkollo id -R eaktion  bis zur  schwarzen F a rb e  ist  als ein b ra u ch 
bares Teilergebnis zu bewerten .  Die erfolglose A n w endung  der Eisenkolloide n e g a t iv e r  L adung  
bes tä t ig t  den A d so rp tions-W irkungsm echan ism us  der  E isenkollo id -R eaktion  bei sau rem  pH- 
W ert .

7. Die m it  Kolloiden du rch g efü h r te  B es t im m u n g  der p H -S ig n a tu r  der Gewebe erscheint 
als eine gu t  v e rw en d b a re  Behelfsreaktion  in der h is tochem ischen  A nw en d u n g  der M ucopoly
saccharide.

8. Die U n te rsu ch u n g e n  weisen d a r a u f h in ,  d a ß  in der H is tochem ie  der M ucopolysaccha
ride auch die physiko-chem ischen  Eigenschaften  dieser V e rb indungen ,  neben den chemischen, 
entsche idend und v e rw en d b a r  sind.

9. Die Met a ll-Kollo id -R eaktionen  scheinen zur B es t im m u n g  der  reellen p H -S igna tu r  
im Gewebe, a u f  G ru n d  der im P u n k t  8 e n th a l ten en  Fes ts te l lung  u n te r  en tsp rech en 
den au f  andere  G ew ebekom ponen ten  ausgebre i te t  geeignet zu sein.
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ПРИМЕНЕНИЕ КОЛЛОИДОВ МЕТАЛЛОВ В ГИСТОХИМИИ УГЛЕВОДОВ
Д. МОДИШ, И 111ЮВЕГЕШ и И. ФЁЛЬДЕШ

]. Авторы исследовали применяемость различных коллоидов металлов в гисто
химии для определения pH тканевых мукополисахаридов.

2. Для этой цели можно применять коллоиды меди, серебра, молибдена и видоиз
мененное, коллоидное золото.

3. Серебро, медь и золото из-за более высокой точки стабилизации pH выявляют 
различные мукогюлисахариды со слабо кислотным характером, в то время как молибден 
из-за низкого pH применения выявляет сильно кислые полисахариды. Открытым еще 
остался механизм действия костной окраски молибдена.

4. Соответственно различию pH коллоидов дифференцированы области pH тка
невых мукополисахаридов, но определенные химические особенности не могут быть 
исключены.

5. Коллоидные пары выявляют все другие углеводные компоненты тканей, обла
дающие различными зарядами, соответствующими pH раствора.

6. Реакция с коллоидным железом может рассматриваться как частичный резуль
тат, который может быть применен. Безуспешное применение коллоидного железа с отри
цательным зарядом доказывает адсорбционный механизм реакции коллоидного железа 
при кислом pH.

7. Определение pH тканей, проведенное при помощи коллоидов кажется хорошо 
применимым в качестве вспомогательной реакции при гистохимическом использовании 
мукополисахаридов.

8. Исследование авторов указывает на то, что в гистохимии мукополисахаридов 
наряду с химичскими свойствами этих соединений в решающей степени могут быть исполь
зованы и физико-химические средства.

9. Для определения реального pH тканей на основании сказанного в пункте 8 
реакции с коллоидными металлами — распространяя их при соответствующих условиях 
на другие тканевые компоненты — кажутся пригодными.

Dr. L. Mó d i s , ]
Dr. I. S ü v e g e s , ] Debrecen, A natóm iai Intézet, H ungary  
Dr. I. F ö l d e s , I
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EINIGE GESETZMÄSSIGKEITEN DER AFFERENTEN 
INNERVATION DER EXTRA- UND INTRAKRANIALEN

VENENBILDUNGEN
S. S. Mi ch  a i  l o w

(Eingegangen am 20. Dezem ber, 1963)

Mit der Im prägnationsm ethode nach B i e l s c i i o w s k y  G ross  bzw. Ca m p o s  
wurde der Nervenapparat der oberflächlichen und tiefen Gesichtsvenen, der N ebenhöh- 
lenvenen, der oberflächlichen Venen des Schädelgew ölbes, der H irnhautvenen, einiger 
V enensinus, der oberflächlichen und tiefen Gehirnvenen und der Kleinhirn venen unter
sucht .

Aus den Untersuchungsergebnissen geht hervor, daß die angeführten Venen
gebilde des K opfes über einen entw ickelten JNervenapparat verfügen; er en th ä lt a )  in 
der A ußenschicht der Venenwand verlaufende Nervenstäm m e aus mehr oder weniger 
großen Fasernbündeln. Diese Bündel bilden perivasale und adventitiale G eflechte; 
b)  e inzelne m arkhaltige und marklose N ervenfasern, die in den verschiedenen Schichten  
der V enenw and intram urale N ervennetze und Nervengeflechte formen: c )  N ervenend i
gungen von  verschiedener Struktur (nicht eingekapselte interstitielle R ezeptoren mit 
diffuser Verästelung) baumförmige oder knäuelchenförm ige Rezeptoren, ferner einge
kapselte Rezeptoren vom Typ der V ater-Pacin ischen Körperchen; d )  N ervenzellen  und 
deren Anhäufungen.

In der Struktur der N ervenapparate bestehen  bedeutende U n tersch ied e, je 
nach dem w elchen A bschnitt des V enensystem s sie innervieren.

In den letzten  Jahren richtete sich  die Aufm erksam keit der Forscher  
immer mehr auf die reflektorische und hum orale Regulation des Gehirnkreis- 
laufs. D ie Morphologie' des intra- und extrakranialen Kreislaufs ist aber noch 
wenig bekannt. Besonders wenig erforscht ist der Nervenapparat der ver
schiedenen Venenbildungen des Kopfes (Venen, Venengeflechte und Sinus), 
einer der Entstehungsm echanism en der reflektorischen, hämodyHämischen  
R eaktionen.

Erst in den letzten  fünf Jahren erschien eine Reihe von Publikationen , 
in denen der Versuch unternommen wurde, die Morphologie des N ervenappa
rates einiger A bschnitte des V enensystem s des Kopfes zu klären. D ie Forscher 
untersuchten vor allem die venösen Sinus durae matris (M i c i i a i l o w  1956, 
1961, J e g o r o w a  1959, 1960, В е к о м  1959, A n i s im o w a -A l e x a n d r o w a  1960). 
Es wurde der Nachweis erbracht, daß es in den Wänden der V enensinus einen 
kom plexen N ervenapparat gibt, der aus G eflechten, Zellenhäufungcn und 
verschiedenen Nervenendigungen besteht.

Uber die anderen Venenbildungen des K opfes erschienen nur vereinzelte  
Arbeiten, und zwar über die Innervation der großen Strukturen: der G esichts
venen und ihrer Äste ( I w a n o w  1956, 1959), ferner der großen G ehirnvene
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(G aleni) ( H o r n e t  und N i s s i m  1957). Die vorhandenen äußerst lückenhaften  
L iteraturdaten  über die N ervenapparate in  ein igen  Venen bieten jedoch keine  
M öglichkeit, h insichtlich der G esetzm äßigkeiten der Innervationsverhältnisse  
im  V enensystem  des K opfes in ihrer G esam theit Schlüsse zu ziehen.

In  der vorliegenden M itteilung werden die Ergebnisse der durch ein 
w issenschaftliches K ollek tiv  unter L eitung des Verfassers durchgeführten  
U ntersuchungen zusam m engefaßt, die die Innervation  der V enenbildungen  
des K opfes zu klären suchten . Untersucht w urden säm tliche H auptabschn itte  
des V enensystem s des K opfes: die G esichtsvenen (die oberflächlichen und die 
t ie fen , die Venen der N ebenhöhlenschleim haut ( Z a r e w ), die Venen des Schädel
gew ölbes (Ma r c h a s c h e w ), die H irnhautvenen ( W o t i n z e w ), einige uner
forschte Venensinus der Sinus cavernosus ( M ic h a i l o w ) und der Sinus 
o ccip ita lis  ( J a n o w i t s c h ), der Bulbus venae jugularis (Sc h a r i k o w a ), die 
oberflächlichen G ehirnvenen ( J e r e m e n k o ), die tiefen Gehirnvenen ( K a g a n ) 
und die K leinhirnvenen (M a c h a n i k ) an je 20 40 Leichen und m it der D e
generationsm ethode an je 14 25 Hunden. D ie Totalpräparate oder 30 50 p
dicken  Schnitte der V enenstückchen wurden lau t Bielschowsky-G roß bzw . 
Cam pos im prägniert.

Allgemeine Charakteristik des Nervenapparates in den Venenbildungerl 
des K opfes .  Die ausgeführten Untersuchungen zeig ten , daß alle untersuchten  
V enenbildungen über einen entwickelten N ervenapparat verfügen, in dem  
sich fo lgende Teile abgrenzen lassen: 1. N ervenstäm m e in der A ußenschicht 
der V enenw and, die aus m ehr oder weniger großen Nervenfasernbündeln  
b esteh en ; diese Bündel bilden w eitm aschige perivasale und ad ven titia le  
G eflechte; 2. einzelne m arkhaltige und m arklose Nervenfasern, die in dim 
versch iedenen  Schichten der Venenwand intram urale Nervennetze und N er
ven geflech te  bilden; 3. N ervenendigungen von  verschiedener Struktur (R e
zeptoren); 4. N ervenzellen oder ihre A nhäufungen.

Perivasale und adventitiale Nervengeflechte. V on den großen V enenbil
dungen des Kopfes wurden N ervengeflechte nachgew iesen: in den vorderen  
und hinteren  G esichtsvenen, in der inneren K iefernvene, in der oberflächlichen  
Sch läfenvene und ihren H auptzuflüssen, in der Stirnvene, im Bulbus venae  
jugu laris, in  den großen H irnhautvenen, in den Sinus durae matris, in den ober
fläch lich en  Gehirnvenen (in der medialen G ehirnvene, in den Venen des O k
zip ita llappens, in den basalen Schläfenvenen, in der Trolardschcn  und in der 
Labbesehen  Vene), in den tiefen  Gehirnvenen (in der großen Gehirnvene und  
den anliegenden  A bschnitten der inneren G ehirnvenen), in einigen der größten  
K leinhirnvenen  in der N ähe ihrer E inm ündung in die Sinus. Die erw ähnten  
G eflechte bestehen aus verhältnism äßig großen Fasernbündeln, die entlang  
der V enen  ziehen. D ie perineuralen Membranen der nebeneinander liegenden  
F asernbündeln  bilden zahlreiche Anastom osen, in  denen einige N ervenfasern  
aus dem  einen Bündel in den anderen übertreten und umgekehrt. Als Ergeb-
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nis dieser Verbindungen entsteht das w eitm aschige N ervengeflecht der er
w ähnten Stäm m e. In den zentralen A bschnitten  der angeführten K opfvenen  
haben die Fasernbündel einen D iam eter von 45 120 (m, und en th alten  20 80
Fasern. D ie G eflechte verlaufen in den äußersten Schichten der A d ven titia , 
und man nennt sic deshalb perivasale G eflechte. Je mehr sie sich der Periphe
rie nähern, um so dünner werden sie (15 45 /и), und auch die M aschen wer
den enger. An der Peripherie führen die Bündel nur noch 10 40 N ervenfasern,
sie verlaufen in den tieferen Schichten der A dventitia  und bilden das adventi- 
tia le Geflecht (Abb. 1).

N ach der E ntsendung einzelner N ervenfasern oder kleiner Faserngrup
pen werden die Fasernbündel des ad ventitia len  Geflechts allm ählich dünner 
und enthalten nur mehr 5 10 Fasern. Schließlich , noch näher zur Peripherie,
geht das adventitiale Geflecht allm ählich in das Nervengeflecht der G efäß
wand über, ln  den Venen des Plexus pterygoideus, den Venen der N eben
höhlenschleim haut, den kleinen Venen, aus denen die oberflächliche Schläfen
vene entspringt, in den Quellen der Stirnvene und der Vena parietalis, in den 
Venen der Innenfläche der H irnhem isphären, den Venen der G ehirnbasis, der 
Vene des Septum  pellucidum  und den K leinhirnvenen läßt sich kein aus F a
sernbündeln bestehendes perivaskuläres N ervengeflecht nachw eisen.

D ie Nervenbündel der perivaskulären und adventitialen G eflechte be
stehen aus m arkhaltigen und marklosen Fasern. Die meisten m arkhaltigen  
Axone haben einen D iam eter von 3 5 /г, M yelinfasern von größerem D urch
messer (5 7 ц) finden sich sehr selten . D ie marklosen Fasern ziehen in k lei
nen Gruppen oder bilden »Kabelsystem e« ( L a w r e n t j e w ). In den N ervenbün
deln m ittlerer Größe (D iam eter 15 30 ju) lassen sich gewöhnlich 2 3 m ark
haltige Fasern (mit einem  D iam eter von 3 - 5 fi), 3 — 5 dünne m arkhaltige  
Fasern (D iam eter unter 3 /i), und zahlreiche (20 20) marklose Fasern beob
achten. Die Fasernbündel sind im m er etw as »wellenartig«, vor allem  jene, 
die quer zur Venenachse verlaufen. V erm utlich steht der geschlängelte Fasern
verlauf in der V enenwand m it der V eränderung des Gefäßkalibers in den ver
schiedenen Kreislaufphasen in Zusam m enhang.

Es fällt auf, daß in den perivasalen und adventitialen G eflechten sich 
die größte N ervenkonzentration an den Venengabelungen beobachten läßt, 
vor allem an jenen Stellen, wo die Gehirn- und H irnhautvenen in die V enen
sinus m ünden, bei der E ntstehung der großen Gehirnvene, der M ündung der 
K leinhirnvenen in die Sinus usw. Ein stark entw ickeltes N ervengeflecht aus 
Fasernbündeln fin d et sich in den W änden der Sinus, besonders im Sinus ca
vernosus.

Intramurales Nervengefledit wurde in säm tlichen untersuchten Venen des 
K opfes gefunden. An den Totalpräparaten der Venenwand kann man sehen, 
wie vereinzelte Fasern und kleine Faserngruppen (2 4 Fasern, eine m ark
haltige und 2 3 marklose) aus dem  adventitia len  G eflecht austreten , sich
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Abb. 1. A d ven titia les  N ervengeflecht aus Fasernbündeln in  der W and der G esichtsvene (P rä
parat von  N .I .  Za h e w a . M ikrophotogram m . Im prägnation nach Campos. Objektiv 8, Okular 7) 
Abb. 2. In tram urales Geflecht aus Nervenfasern in der W and der großen Gehirnvene. (P räpa
rat von I. I .  K a g a n . M ikrophotogram m . Im prägnation nach Campos. O bjektiv 8, Okular 10) 
Abb. 3. Subepithelia les Faserngeflecht in der W and der inneren Gehirnvene. (Präparat von  

I. I. K a g a n . M ikrophotogram m . Im pregnation nach Cam pos. O bjektiv 8, Okular 15)

auf einen gew issen A bstand von der A dventitia  entfernen und dann in tiefere  
Schichten eintretend ganz bis zum  Endothel Vordringen. Die kleinen B ündel 
(mit einem  D iam eter von 10— 15 /и) teilen sich hierbei auf einzelne Fasern.

Acta m o rp h ,  torniis X I T I .
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Die Zellen des Schwannschen  Synzitium s der k leinen N ervenbündel bilden mit 
den Nachbarbündeln anastom isierende P rotoplasm afortsätze, durch die der 
Fasernaustausch zwischen den Bündeln vor sich geht. Als Ergebnis entsteht 
in säm tlichen Schichten der Yenenwand ein feinm aschiges intram urales Ner
vengeflecht (Abb. 2).

In den tiefen Schichten der Wand verlaufen einzelne N ervenfasern. 
In der W and der K opfvenen ziehen in der R egel zwei nebeneinander liegende 
Fasern eine m arkhaltige von kleinem (1 3 fi) oder m ittlerem  (3 5 ц)
D iam eter und eine (seltener zwei) marklose Faser. Die m arkhaltigen bilden, 
durch dichotom ische T eilung, «'ine Reihe von N euriten-K ollateralen . An der 
Stelle , wo sich die ursprüngliche Faser in zw ei K ollaterale te ilt (die in der 
Regel in verschiedene R ichtungen ziehen) sieht man deutlich eine ausgeprägte 
Verdickung. An m anchen Präparaten kann man die Schritt für Schritt vor sich 
gehende Teilung der Faser ohne Verlust der M yelinscheide auf große Strecken 
verfolgen. Die K ollateralen dieser Faser können sich anderen Fasern nähern 
und neben ihnen verlaufen. B isweilen läßt es sich beobachten, wie 2 3 mark
lose Fasern, die neben dem m arkhaltigen, die K ollateralen abgebenden Axon 
ziehen, dieses nacheinander verlassen und sich seiner K ollateralen entlang  
ausbreiten. H äufig sehen wir, wie marklose Fasern, die nicht zum »Kabel
system « gehören, au f ihrem W ege in der V enenw and K ollaterale bilden, ln  
einem  der G esichtsvenenpräparate durchzog eine einzelne m arklose Faser 
eine Strecke von etw a 3000 [i und bildete 7 K ollaterale, deren jedes eine 
Länge von 800 1200 /.i erreichte.

In vielen Präparaten (in der Wand der großen G ehirnvene, in der Vena 
term inális, der basalen Vena occipitalis, der vorderen G esichtsvene) ist deut
lich zu sehen, wie eine m arkhaltige oder marklose Faser, sich Schritt für Schritt 
teilend  (wobei die m arkhaltige Faser die M yelinscheide verliert) unter dem  
E ndothel ein eigenartiges und w eitausgedehntes »Nervennetz« b ildet (Abb. 3). 
Die feinen Faserchen dieses »Netzes« teilen sich dichotom isch und bilden Ner- 
venendapparate.

Zuletzt en tsteh t in der Wand der K opfvenen ein m ehrschichtiges kom 
plexes Geflecht aus N ervenbündeln, die in säm tlichen Schichten des Gefäßes 
ziehen. Deshalb trägt natürlich die Abgrenzung der obenbeschriebenen periva
salen und intram uralen G eflechte einen künstlichen Charakter, und geschah 
nur um ihre Beschreibung zu Erleichtern. Es sei jedoch betont, daß die Fasern
bündel in den einzelnen A bschnitten dieses einheitlichen Nerven plexus der 
K opfvenenw ände jew eils einen anderen D iam eter haben, die Zahl ihrer Axone 
ist verschieden, und ihr G eflecht ist von unterschiedlicher K om plexität (in 
den äußeren Schichten des Gefäßes ist es w eitm aschig , in den Innenschichten  
hingegen feinm aschig). Außerdem ist die Struktur des N ervenplexus in den 
Venenwänden auch je nach der Lokalisation und dem K aliber der einzelnen  
Gefäße verschieden.

3* Acta m orph. loinus X I I I .
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Nerven der Vasa-venarum -W ände.  Einige V enengebilde des K opfes, vor 
a llem  der Bulbus venae ju gu laris, die Sinus durae m atris, die oberflächliche 
V ena tem poralis und ihre Z uflüsse sowie die große Gehirnvene verfügen über 
ein reiches intramurales G efäßnetz. Beispielsw eise wurde in der W and des 
B u lb u s venae jugularis, im  S inus occipitalis und Sinus cavernosus, ein stark  
en tw ick e ltes  intramurales G efäßnetz m it zahlreichen arteriovenösen Anasto- 
m osen  u n d  speziellen G efäßknäuelchen nachgew iesen. Um  die V asa venarum  
zieh t ein  Nervenplexus aus Bündeln  dünner m arkhaltiger und zahlreicher 
inarkloser Fasern. Ein ähnlicher P lexus aus Bündeln von 2 3 marklosen
F asern  um gibt die arteriovenösen Anastom osen.

Fasernbündel aus 1 2  m arkhaltigen und 3 -5 marklosen, en tlang der 
W an d gefäß e ziehenden A xon en  lassen  sich auch in anderen V enenbildungen  
des K op fes nachweisen (G esichtsvenen , oberflächliche und tiefe  Gehirn
v en en ).

D er obenbeschriebene N ervenapparat der V asa venarum  gehört zum  
B esta n d  des allgemeinen N erven p lexu s der V enenwände. An den Präparaten  
läß t sich  der Fasernaustausch zwischen den verschiedenen A xonenbündeln  
gut beobachten . Aus den Fasernbündeln oder Gruppen treten einzelne Axone 
aus, die sich  in der G efäßwand ausbreiten und verzw eigen, nicht selten  »poly
va len te«  ( L a w r e n t j e w ) oder v ie lfach  geteilte (D o l g o -Sa b u r o w ) N ervenendi
gungen  bildend. In diesen F ä llen  endet einer der term inalen Fasern an den 
V asa venorum .

Nervenendigungen. In säm tlich en  untersuchten V enengebilden des K op
fes w urden  in den W änden N ervenendigungen beobachtet, einschließlich der 
fe in sten  Venen (z. B. die V enen der Stirnhöhlenschleim haut, die V v. menin- 
geae, der Ursprung der G ehirnvenen).

A u f Grund der m orphologischen Merkmale gehören die in den K opf
ven en  nachgewiesenen sensib len  N ervenendigungen der K lassifikation  von  
D o l g o -S a b u r o w  gemäß größtenteils zu den nicht eingekapselten, a)  diffus ver
ä ste lten , b)  baumförmig verzw eigten , c) knäuelchenförm igen interstitiellen  
R ezep toren . In einigen Präparaten  finden sich auch eingekapselte R ezeptoren  
vom  T y p  der Vater-Pacinischen  Körperchen. Schließlich lassen sich in  einer 
R eihe von  Venen sog. »schnurrbartförm ige« E ndigungen nachweisen.

E s wird angenommen ( L a w r e n t j e w , D o l g o -Sa b u r o w  u . a.), «laß die 
bau m förm ig  verzweigten und knäuelchenförm igen R ezeptoren, die nach d e  
Ca s t r o  zu  den Rezeptoren des T yps 2 gehören, m it den A xonen der sensiblen  
Zellen des Gangl. nodosum und des Gangl. jugidare in Zusam m enhang stehen. 
Im  G egen satz hierzu gehören die Rezeptoren mit diffuser V erästelung (nach 
d e  Ca s t r o : Rezeptore vom  T y p  2) zu den Neuriten der sensiblen Zellen der 
S p in algan glien . Interessant in  diesem  Zusam m enhang sind die m orphologi
schen D a ten  der in den versch iedenen  extra- und intrakranialen V enenbildun
gen nachw eisbaren Rezeptoren.

A c ta  m o r p h ,  tornus X I I I .
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Die U ntersuchungen haben gezeigt, daß in den Y enenbildungen des 
K opfes hinsichtlich der V erteilung der verschiedenen R ezeptorentypen  ge
wisse G esetzm äßigkeiten bestehen. In den einen Venen finden sich  nur diffus 
verästelte und »schnurrbartförmige« R ezeptoren, in den anderen dagegen  
bäum chen- und knäuelchenförm ige E ndigungen sowie auch diffuse V erästelun
gen. Beispielsw eise finden sich in den oberflächlichen G esichtsvenen (im  H aupt
stam m  der Vena facialis com m unis, in der Vena facialis anterior und Vena 
facialis posterior und ihren Ursprüngen in der Vena tem poralis superficialis 
und ihren H auptbahnen) Rezeptoren mit diffuser Verästelung sow ie auch 
»schnurrbartförm ige« R ezeptoren. Beide Rezeptorentypen gehören zu den 
m arkhaltigen Fasern m ittleren K alibers, die aus den Bündeln des intra
muralen P lexus austretend sich auf bedeutende Flächen ausbreiten  (2 4
Blickfelder im  O bjektiv 8), lange marklose Terminale aussenden und  durch 
deren dichotom ische Teilung unkom plizierte Arborisationen bilden. In anderen 
Fällen zieht die m arkhaltige Faser noch w eiter, vor ihrer T eilung in E ndigun
gen verschw indet die M arkscheide, und die marklosen Endfaserchen bilden 
nach dichotom ischer T eilung lange feine Ä ste, die in den G ew eben enden 
(Abb 4).

Die Rezeptoren der aufgezählten extrakranialen Venen sind  infolge
dessen verhältnism äßig w enig verästelt, und sie durchziehen in den durch sie 
innervierten Geweben w eite Strecken. Es sei erwähnt, daß die R ezep toren  der 
V v. faciales superficiales und die Venen des Schädelgewölbes von einer großen 
Anzahl von Synergisten um geben sind und mit diesen in in tim en  K ontakt 
treten.

In der Vena frontalis, den tiefen G esichtsvenen und im P lexu s pterygoi- 
deus, in den V v. m eningeae und den Sinus finden sich N ervenendigungen beider 
T ypen. Neben Rezeptoren mit sehr einfacher und ziem lich spärlicher V eräste
lung finden wir auch baum förm ig verzw eigte Typen, ferner A rborisationen  
verschiedener K om plexität und sogar knäuelchenförm ige N ervenendigungen. 
Interessanterw eise lassen sich »schnurrbartförmige« Rezeptoren im intra
kranialen V enensystem  nur in der W and der Hirnhaut- und K leinhirnvenen  
nachw eisen. Die Rezeptoren der aufgezählten Venenbildungen h a tten  eine 
große Anzahl von Satellitzellen.

In den oberflächlichen zerebralen Venen wurden drei T ypen von  Rezep
torenapparaten gefunden. Einige dieser Apparate bestehen aus m arkhaltigen  
Fasern m ittleren Diam eters und stellen  Rezeptore vom  diffusen T yp dar. 
Nachdem  die Nervenfasern die M arkscheide verlieren, teilen sie sich  nach und 
nach dichotom isch auf Term inale, die frei in dem innervierten G ew ebe enden; 
m anche Terminale tragen Endverdickungen. Andere Endigungen sind weni
ger verzw eigt und bilden kleine, spärlich verästelte Bäum chen oder nicht ein
gekapselte Knäuelchen (Abb. 5). H äufig treten die R ezeptorenäste m it den 
Synergisten in K ontakt, ln  der W and der Labbe- und Trolardschen  V enen wur-
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A b b .  4.  N icht eingekapselte in terstitie lle  Rezeptoren m it d iffuser Verästelung in den G esichts
v en en . (Zeichnungen nach den Präparaten  von N. I. Z a r e w . Im prägnation nach B ielschow sky- 
Groß. O bjektiv 40, Okular 15) a  — Diffus verzweigter R ezeptor in der Wand der vorderen  

G esichtsvene; 6 — diffus verzw eigter Rezeptor in  der W and des P lexus pterygoideus

den eingekapselte R ezep toren  vom Typ der Vater-Pacinischen  Körperchen  
gefunden  (Abb. 6).

In  den tiefen G ehirnvenen  finden sich g leich fa lls Rezeptoren mit diffus 
verzw eigten  Endigungen sow ie  kompakte baum förm ige Terminale, die sich  
w eit ausbreiten und sch ließ lich  nicht eingekapselte K näuelchen. In den tiefen  
V enen  können die E n d igu n gen  Endapparate in Form  von Verdickungen tra
gen (A bb. 7). N ervenendigungen gibt es auch in den sehr feinen tiefen Gehirn
v en en . Beispielsweise w urden  in  den feinen V enen  der lateralen A bschnitte  
der Tela chorioidea der III . V entrikel, die in die V ena cerebralis interna einm ün
den , Rezeptoren nachgew iesen .

A c ta  m orph, looms X I I I .
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Abb. 5. N icht  e ingekapse l te  interst itielle R e z e p to re n  in der W and  der oberfläch lichen  G eh irn 
v enen  (Zeichnungen n a c h  den P rä p a ra ten  von  W . 1. J e r e m e n k o . I m p r ä g n a t io n  n a c h  Biel- 
schowsky-Groß. O b je k t iv  40, Okular 10). a d i f fus  verzweigte N e rv en e n d ig u n g  in der 
W an d  der S t i rnvene ;  b N e rvenendigung  in F o r m  eines n ich t  e ingekapsel ten  K n äu e lch en s

in d e r  O k z ip i ta lv e n e

Sehr in teressant sind die bei der U ntersuchung der R ezeptoren der K lein
hirnvenen erhaltenen Ergebnisse. Es hat sich  erwiesen, daß die K leinhirnvenen  
vornehm lich sich w eit ausbreitende und nur wenig verästelte N ervenendigun
gen oder »schnurrbartförmige« R ezeptoren  enthalten , wodurch sich der Re
zeptorenapparat der K leinhirnvenen von dem  der Großhirnhemisphären-Venen  
scharf unterscheidet. Die feinen K leinh irnvenen  werden von axovasa len  und 
dendrivasalen Synapsen innerviert. D ie Erörterung solcher neurovaskulärer  
Beziehungen geht jedoch über den R ahm en unserer gegenw ärtigen Arbeit 
hinaus.

A d a  m orp h , lom iis  X I I I .
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Besonders betont sei, daß die intrakranialen Venenbildungen bedeutend  
reicher m it N ervenapparaten versorgt sind. In den Vv. meningeae, den Sinus 
durae m atris, den G ehirnvenen finden sich n icht nur vereinzelte R ezeptoren , 
sondern auch eigenartige »Rezeptorenfelder«, in denen eine große A nzahl von  
N ervenfasern gleichzeitig  sich verzweigt und en d igt.

Nervenzellen. N ervenzellen  wurden nur in einigen intrakranialen V en en 
b ildungen festgestellt: in der W and des Sinus cavernosus, den Venen der Ge-

Abb. 6. E in g ek ap se l te  N e rv en en d ig u n g  vom  T yp  der  V ater-P a cin isch en  K ö rp e rch en  in  der  
W an d  d e r  Labbesehen Vene (Z eichnung  nach  einem P r ä p a r a t  v o n  W. I. J e r e m e n k o . I m p r ä g 

n a t io n  n a ch  Campos. O b jek tiv  40, O k u la r  7)

hirnbasis sow ie in der Vena term inális. Sie liegen  einzeln  oder in kleinen G rup
pen von  2 — 3 Zellen, und sie können auch M ikroganglien bilden. In d iesen  
V enengebilden waren die N ervenzellen rund, birnenförm ig oder dreieckig, 
zeigten  eine Argyrophilie verschiedenen Grades, h a tten  einen intensiv  gefärb
ten K ern und waren pseudounipolar. In Zellnähe te ilte  sich der kurze N eurit 
in zw ei N ervenfortsätze, deren jede in der V enenw and verlief und sich  b is
weilen dichotom isch te ilte  (Abb. 8).

Morphologische Besonderheiten des Nervenapparates von verschiedenen 
Venenbildungen.

D ie G egenüberstellung der zur Verfügung stehenden Daten erm öglicht 
die B eurteilung der m orphologischen B esonderheiten  der Nervenapparate von  
verschiedenen extra- und intrakranialen sow ie fazialen K opfabschnitten . 
Den U ntersuchungsergebnissen gemäß verfügen die tiefen Gehirnvenen und  
zwar der gem einsam e Stam m  der großen G ehirnvene sowie die Vv. term inales

A cta  m orp h , tom us X i l l .
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über ilen kom pliziertesten und ausgeprägtesten  Nervenapparat, in dem  säm t
liche B estandteile  vertreten sind. In ihrer W and formen sich die dichtesten  
N ervengeflechte, ihre N ervenendigungen sind besonders kom pliziert, und es 
finden sich in ihnen auch N ervenzellen .

Abb. 7. N ic h t  e ingekapselte  in te rs t i t ie lle  R e z e p to re n  in der W and der t ie fen  G ehirnvenen.  
(Z eichnungen  nach  den P r ä p a ra t e n  von I.  I.  K a g a n . Im p räg n a tio n  nach  C am pos .  Objek tiv  
40, O k u la r  15). a Diffus verzweig te  N e rv en e n d ig u n g  in der W and  der g ro ß en  G ehirnvene;  

b — weitverzw eig te  h aum förm ige  N erv en e n d ig u n g  in der W an d  «1er V en a  te rm iná l is

D ie oberflächlichen G ehirnvenen sind ebenfalls reich in n erviert. Durch 
den kom pliziertesten Aufbau ihrer Innervationsapparate zeichnen  sich die 
Trolard- und Labbeseben anastom otischen Venen aus. Die intram uralen Plexus 
sind in ihnen dichter, in den Fasernbündeln finden sich häufiger m arkhaltige

Acta m orp h , torniis X I I I .
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A chsenzylinderfortsätze, die Rezeptoren sind ausgedehnter und dichter verä
s te lt , es lassen sich in ihnen  eingekapselte E ndigungen  vom  Typ der Vater-  
P ac in isch en  Körperchen nachw eisen.

E inen  zusam m engesetzten  und reichen N ervenapparat en thalten  die 
Sinus durae matris, vor allem  der Sinus cavernosus und der Sinus occip ita lis, 
die im  venösen K om m unikationssystem  der Schädelbasis einen K notenpunkt

Abb. 7. < -  N ervenend igung  in  F o r m  e inesK näulchens  in d e r  T e la  chorioidea des 3. V en t r ik e ls

d arste llen . Die übrigen A b sch n itte  des V enensystem s des Kopfes verfügen  
über e in en  relativ ärmeren N ervenapparat.

In teressant sind die A ngaben über die Lokalisationsverhältnisse der 
R ezep toren  verschiedener T ypen  in den versch iedenen  Venenbildungen des 
K opfes. D ie extrakranialen Venen haben einen Rezeptorenapparat von e in 
facherer Struktur, und zwar »schnurrbartförmige« und diffuse R ezeptoren. 
Der R ezeptorenapparat der intrakranialen Venen ist von kom plizierterem  A u f
bau, m it diffus verzw eigten , baum förm igen R ezeptoren, Knäuelehen und  
ein gek ap selt en Körperchen.

Der Ursprung der Veneninnervation  wurde in  Tierexperim enten m ittels  
D urehtrennung oder E xstirp ation  der verschiedenem  Nervengebilde unter
sucht. Besonders in der le tz ten  Zeit wurden durch Exstirpation des Ganglion  
sem ilunare des Nervus trigem inus, des Ganglion jugulare des Nervus vagus, 
nicht se lten  m ittels D urchtrennung der H alsnerven in den Segm enten Cj 
CVIII ferner durch M arkierung der Artéria carotis com m unis und der Vena  
jugularis interna mit den sie um gebenden perivasalen  Nervengeflechten U n 
tersuchungen  vorgenom m en.

A c ta  m o rp h , tom us X I I I .
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Abh. 8. N ervenze llen  in den W ä n d e n  de r  in t ra k ran ia le n  Venengebilde .  (M ikropho togram m e, 
O b je k t iv  40, O k u la r  10). a in d e r  W an d  des Sinus cav e rn o su s  ( P r ä p a r a t  von S. S. 
M l C H A I L O W .  Im p rä g n a t io n  nach  B ie lschowsky-Groß);  b in der W a n d  der  Vena terminális 

( P r ä p a r a t  von 1. I. K a g a n . Im p reg n a tio n  nach  C am pos)

Aus den Ergebnissen der durchgeführten E xperim ente geht hervor, daß 
bei der Exstirpation des G anglion sem ilunare des Nervus trigem inus die mark
haltigen Fasern m ittleren D iam eters der tiefen G ehirnvenen, im  Sinus caver
nosus und in den oberflächlichen Venen des Schädelgew ölbes degenerieren. 
Die Exstirpation des Ganglion jugulare des Nervus trigem inus ging mit De-

A d a  m orph, lomua X I I I .
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generationserscheinungen in den oberflächlichen G ehirnvenen und im Sinus 
occip ita lis einher.

U nsere Untersuchungen ze ig ten  demnach, daß die K opfvenen über einen 
en tw ick elten  Nervenapparat verfügen . Die N eurorezeptorenapparate der 
in trakranialen  Venen sind indessen  von zusam m engesetzterer Struktur als 
die extrakranialen  Venen.

D ie  bisherigen V orstellungen über die »spärliche« Innervation  oder sogar 
über das vollkom m ene Fehlen einer Innervation in den G ehirnvenen ( S t ö h r , 

H a s s i n )  entsprechen daher n ich t den Tatsachen.
D as Vorhandensein von afferenten  Nervenapparaten in den intrakrania

len V enen berechtigt uns zur A nnahm e einer neuralen R egulation  des Gehirn
kreislaufs. Vermutlich gehen vo n  den Rezeptoren der intrakranialen Venen 
reflek torische Reize zum T onus der Gehirnarterien ( M i c i i a i l o w  1959), fer
ner »Regleitreflexe« an andere K reislaufsystem e aus ( T s c h e r n i g o w s k i  1949).
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SOM E R U F E S  GO V ER N IN G  T H E  A F F E R E N T  IN N E R V A T IO N  O E  E X T R A C R A N IA L
A N D  IN T R A C R A N IA L  V E IN S

S. S. M ICHAILOW

T h e  p re sen t  work sum m arizes  r e s u l t s  obta ined  by a t e a m  w hich ,  under  the leadership 
of th e  a u th o r ,  has studied the  n e rv o u s  a p p a r a tu s  of the e x t r a c ra n ia l  a n d  in tra c ra n ia l  veins.

I n n e r v a t io n  has been e x am in ed  w i th  the  impregnation  te c h n iq u e  of B i e l s c h o w s k i  — 
G r o s s  a n d  C a m p o s  in the superficial  a n d  th e  deeper facial veins, in  t h e  ve ins of the  p a ranasa l  
sinuses,  in  som e other sinal veins, in  t h e  superficial  calvarial ve ins ,  in  t h e  m eningeal veins, in 
the  su p e r f ic ia l  a n d  deeper cerebral v e in s ,  a n d  in the cerebellar veins.

A cta  m o rp h , tom us X I I I .
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I t  has been found  t h a t  th e  exam ined  venous s t ru c tu re s  o f  th e  head  possess a well 
developed nervous a p p a ra tu s .  T he  o u te r  layer of the  vessel walls co n ta in s  a ffe ren t  nerves com
posed o f  several bundles of f ibres. These  bundles  form  per ivascu lar  a n d  a d v en t i t io u s  plexuses. 
Single m edulla ted  and n o n -m ed u l la ted  nerve  fibres form  in t r a m u ra l  ne rve  plexuses.  The  vessel 
walls con ta in  also variously  s t ru c tu re d  nerve-end ings  — u n c ap su la te d  in te r s t i t ia l  receptors 
w ith  diffuse ramif ica tions,  a rbo rea l  or ball-shaped receptors ,  fu r th e r  cap su la te d  recep tors  of 
the  Vater-Pac in i-corpuscle  ty p e  a n d ,  f inally ,  nerve cells and the ir  a ccum ula t ions .

The  s t ruc tu re  of  the  nerves u n d e r  considera tion  varies from one venous  a p p a r a tu s  to 
the  o ther .

НЕКОТОРЫЕ ЗАКОНОМЕРНОСТИ АФФЕРЕНТНОЙ ИННЕРВАЦИИ 
ЭКСТРА- 11 ИНТРАКРАНИАЛЬНЫХ ВЕНОЗНЫХ ОВРАЗОВАНИЙ

С. С. МИХАЙЛОВ

В статье представлено обобщение материалов исследований нервного аппарата 
венозных образований интра- и экстракраниального отделов головы, выполненных кол
лективом сотрудников под руководством автора.

Методом импрегнации по Билыновскому— Гросс и Кампосу изучен нервный аппа
рат поверхностных и глубоких вен лица, вен придаточных пазух, поверхностных вен 
свода черепа, оболочечных вен, некоторых венозных синусов, поверхностных и глубоких 
вен головного мозга и вен мозжечка.

Исследования выявили, что изученные венозные образования головы обладают 
развитым нервным аппаратом, включающим: А) нервные проводники в наружном слое 
стенки вены, представленные более или менее крупными пучками нервных волокон; 
указанные пучки образуют перивазальное и адвентициальное сплетения; б) отдельные 
мякотные и безмякотные нервные волокна, формирующие в разных слоях вены интра
муральные нервные сети и нервные сплетения; в) различного строения нервные окон
чания (неинкапсулированные интерстициальные рецепторы с диффузным ветвлением, 
в виде кустиков и клубочков, инкапсулированные типа телец Фатер- Пачини); г) нерв
ные клетки или их скопления.

Имеются существенные различия в строении нервного аппарата в зависимости от 
его принадлежности к отделу венозной системы.

Prof. S. S M iC H A iL O w ,  Moskau В 61. 
1, A p p .  93. UdSSH

B. Tscherkizovskaja Str. 3, Korp.

■Ida morph, lorn us X I I I .
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I n s t i t u t  für  Allgemeine T ie rk u n d e  (D irek to r :  Prof.  Dr.  G. M ö d l i n g e r ), Eötvös L o r á n d  U n i 
versitä t  der W issenschaften ,  B u d ap es t

DIE WIRKUNG VON ACTH UND PREDNISOLON AUE DIE 
FUNKTIONALE ZONATION DER NEBENNIERE 

BEI DER TAUBE (COLUMBA DOMESTICA)
L. K o n d i c s

(E ingegangen  am 4. Mä^z, 1964)

1. P redn iso lonbehand lung  verursach t  bei der  T au b e  keinerlei V e rä n d e ru n g e n  
der per ipheren  in te rrena len  Zellen, w äh ren d  die t ie fer  gelegenen Zellen a t ro p h is ie ren .

2. A uf  E in w irk u n g  von S X 1 I- E. A C T H  sind H ypert roph ie  u n d  die paral le l  
au f t re te n d e  L ip o id ab n ah m e  nur  in den tiefer  gelegenen interrenalen Zellen zu  b eob
a ch ten .  Bei zu n eh m en d en  ACTH-M engen h y p e r t ro p h is ie re n  auch die pe r ip h e ren  in te r 
renalen  Zellen, wobei die Sudanophilie  gleichzeitig  a b n im m t  und dann a u fh ö r t .

3. Auf G rund  obiger Fests te llungen i s t  Verfasser  der Meinung, d a ß  bei Vögeln 
in e rs te r  Beihe die tiefer gelegene, w ahrsche in l ich  Glucocorticoïde p ro d u z ie ren d e  Zone 
d u rc h  A C TH  gesteuer t  wird,  während  die pe r iphe re ,  wahrscheinlich M ineralocort icoide  
p roduz ie rende  Zone ähnlich  der Zona g lom eru losa  der  Nebenniere bei Säugern  
auch  von anderen  F a k to ren  beeinf luß t  wird.

In der Nebenniere der Vögel bis au f den braunen Pelikan ( Pelicanus  
occidentalis)  bilden die interrenalen Z ellstränge, welche der R indensubstanz  
der Säugernebenniere entsprechen, keine h istologisch  sicher unterscheid 
baren Zonen |6J. Da jedoch die N ebenniere bei Vögeln ähnliche Horm one 
produziert wie bei den Säugern [12, 13], schienen Untersuchungen über eine 
m ögliche funktionale Zonation der interrenalen Zellen als w ünschensw ert.

о

Wir konnten nachw eisen, daß eine kochsalzreiche Diät zur A trophie der pe
ripheren, und H ypertrophie der tiefer gelegenen interrenalen Zellen führt [8], 
welche also in funktionaler H insicht unterschiedlich  sind. Die durch Koeh- 
salzbelastung bedingten Veränderungen in der Nebenniere der H austaube  
stim m en m it denselben der Ratte überein; deshalb glauben wir, daß der peri
phere Teil der Vogelnebenniere ähnlich der Zona glomerulosa der Säuger  
M ineralocorticoide, während die tiefer gelegenen interrenalen Zellen Glucocor- 
ticoide produzieren. Die durch D ehydration  hervorgerufene H ypertrophie  
betrifft in erster Reihe die tiefer gelegenen Zellen (9): wieder ein B ew eis, daß die 
interrenalen Zellen der Vogelnebenniere in funktionaler H insicht von  vorn
herein differenziert sind. Auch die U ntersuchungen von S i i n h a  und G h o s h  [14] 
unterstiizten  diese Annahm e, da sie deutliche histochem ische U nterschiede  
zwischen den peripheren bzw. den tiefer gelegenen interrenalen Zellen der 
Taube nachweisen konnten.

A uf Grund des G esagten schien es in teressant zu untersuchen, welche 
W irkungen das ACTH und ein die A C TH -Produktion stark unterdrückendes 
G lucocorticoid, z.B . Prednisolon, auf die interrenalen Zellen der V ogel
nebenniere ausüben.

Id a  morph, lo o m s  X I I  l.
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Material und Methode

6 keim reife  T aubenw e ibchen  erhie lten  tägl ich  2,5 m g  Prednisolon peroral w ä h re n d  30 
T ag en .  E in e r  zweiten G ruppe  von  ebenfalls 6 T au b e n w e ib c h e n  spritzten wir in den  Pec to ra l is  
täg l ich  5 I .  E .  ACTH (» E x ac th in « ,  R ich te r ,  B u d ap es t) ,  in sg e sa m t  8mal. Die Zahl d e r  K on tro l l-  
t a u b e n  b e t r u g  6. Die Versuche w u rd en  im August  1963 d u rch g efü h r t .  Die Tiere w u rd e n  du rch  
D e k a p i t a t i o n  ge tö te t  u n d  die eine Nebenniere  in Bouin- ,  die andere  in 6% iger  F o rm a lin lö su n g  
fix ie r t .  F ä r b u n g  m it  H ä m a to x y l in -E o s in  bzw. L ipo idnachw e is  m it Sudanrot-7  В an  Gefrier
sc h n i t t e n .  Die B es t im m u n g  des K ern v o lu m en s  in den p e r ip h e ren  und tiefer gelegenen in te r re -

л
na len  Zellen  erfolgte du rch  d as  N o m o g ram m  von F i s c h e r - I n k e , a u f  G rund  der  F o rm e l  ^

L B 2, u n t e r  3000facher P ro jek tionsverg rößerung .  N ach  A u sw e r tu n g  des Versuches,  im  .Januar  
1964, w u r d e n  d ann  1, 2, 5 bzw. 5 I. E .  ACTH je  fü n fm a l  in  d en  Pectoralis von  3 X 4  T a u b e n 
w e ib ch en  gesp r i tz t ;  die Zahl der K on tro l l t ie re  b e tru g  ebenfa lls  4. Das M aterial  w u rd e  a u f  die 
g esch ilder te  Weise au fgearbeite t .

Ergebnisse

Sudanophilie.  Bei den K ontrolltieren gibt es keinen w esentlichen U n ter
schied zw ischen dem Lipoidgehalt der peripheren bzw. der tiefer gelegenen  
in terrenalen  Zellen (Abb. 1). Nach Prednisolonbehandlung konnten wir keine 
Ä nderung des Lipoidgehaltes in den Zellen festste llen . Auf die E inw irkung von  
ACTH n im m t der L ipoidgehalt der tiefer gelegenen interrenalen Zellen b e
träch tlich  ab, während diese Abnahm e in den peripheren Zellen nur gering
fügig is t  (Abb. 2.). N ach Gaben von 5 X 2,5 I. E . ACTH sind nur Spuren von  
L ipoiden in den tiefer gelegenen interrenalen Zellen nachzuweisen, die Su
danophilie der peripheren Zone ist dabei noch im m er deutlich (Abb. 3). Durch  
die E inw irkung von 8 x 5  bzw. 5 X 5 I. E. ACTH  wrerden die lipoidhaltigen  
Stoffe auch  aus den peripheren Zellen entfernt (A bb. 4).

Kernvolumen. Prednisolonbehandlung bedingt keine Änderung des 
K ernvolum ens in den peripheren Zellen, in den tiefer gelegenen interrenalen  
Zellen kom m t hingegen eine beträchtliche Verm inderung des K ernvolum ens 
zustande (Abb. 5.). Nach 1 I. E. ACTH kann in den peripheren interrenalen  
Zellen praktisch  keine K ernvolum enzunahm e beobachtet werden, dem gegen
über is t  die H ypertrophie in den tieferen Zonen recht ausgeprägt (Abb. 6). 
A uf W irkung von 2,5 und noch eher von 5 I .E . ACTH hypertrophisirt 
auch die periphere Zone. Die Änderungen des K ernvolum ens gehen im w esen t
lichen m it dem Lipoidbild parallel einher.

Besprechung

L au t K n o u f f  und H a r t m a n n  [ 6 ]  bilden die interrenalen Zellen in der 
N ebenniere des braunen Pelikans drei Zonen, ähnlich der Nebenniere der Säu
ger. S päter haben dieselben Verfasser festgestellt, daß der am m eisten ak tiv ier
bare T eil der Pelikannebenniere der periphere is t  [5], und som it die in der

A cta  m o rp h ,  tornus X I I T .



W I R K U N G  VO N ЛСТН U  F IHK F U N K T I O N A L K  Z O N A T IO N  D E R  N E B K N M K R K 235

Abb. I . (u ltim ba domeslica. Kontro l le ;  N ebenniere .  G efr ie rschn itt , S udanro t  7 B -F ä rb u n g .  Vcrgr.
1 5 0

Abh. 2. Columba domeslica. 5 X I I .  E. A C T H ; Nebenniere.  G cfr ic rsehn itt ,  S u d a n r o t  7B-Für-
bung .  Vcrgr. 150 X

Vogelnebenniere nachweisbaren Zonen in funktionaler H insicht nicht den 
3 Zonen der M am m aliennebenniere entsprechen. Wir fanden, daß ausnahm s
weise auch in den Nebennieren von unbehandelten Tauben w enigstens zwei

I d a  m orph , lom us X I I I .
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A bb. 3. Columba domestica. 5 X 2,5 I .  E .  ACTH: N ebennie re .  Gefrierscl in i t t ,  Su d an ro t  7B-
F ä r b u n g .  Vergr. 150 X

Abb. 4. Columba domestica. 5 X 5 I .  E .  ACTH; Nebenniere.  G e f r ie rsch n i t t ,  Su d an ro t  7B -Fär-
b u n g .  Vergr. 150 X

Zonen nachweisbar sind [7 ,8 ] . Zur Erklärung nahm en wir an, daß die interre
nalen Zellen auch bei Vögeln eine funktionale G liederung aulweisen, die aber 
nur dann morphologisch zum  Ausdruck kom m t, wenn extrem e Abweichungen  
in der F unktion der einzelnen Zonen auftreten. So ist es bei kochsalzreicher

A c ta  m orph , toinns X I 11.
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Abb. 5. W irkung  von ACTH u n d  Prednisolon auf  die per ipheren  und  die tiefer  ge legenen inter-  
rena len  Zellen, au f  G rund  der  B e s t im m u n g  des K e rn v o lu m en s  an je  100 Zellen p ro  Nebenniere

und  Zone. E rs te r  Versuch

Diät in den peripheren interrenalen Zellen A trophie, in den tiefer gelegenen  
H ypertrophie zu beobachten [7, 8]. A uf Grund dieser B eobachtung sind wil
der Meinung, daß die peripheren interrenalen Zellen wahrscheinlich Minéralo
corticoïde und die tiefer gelegenen Glucocorticoide produzieren.

Bei Prednisolonbehandlung ist in den peripheren interrenalen Zellen 
keine Veränderung zu beobachten, während die tiefer gelegenen atrophisieren. 
Wir dürfen annehm en, daß das Prednisolon durch Rückdrängung des ACTII 
seine W irkung auf die tiefer gelegenen Zellstränge ausübt; andererseits führen 
kleinere Dosen von ACTH zunächst in den tiefer gelegenen Zellen zur Hyper
trophie bzw. L ipoidm obilisation. Es geht aus diesen U ntersuchungen klar 
hervor, daß in der Vogelnebenniere vor allem die tiefer liegende Zone unter 
Steuerung des ACTH steh t, auf die periphere Zone jedoch, ähnlich der zona 
glom erulosa der Säugernebenniere, auch andere Faktoren einw irken.

4* -/ein m orph, lom ua X I  I I .
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D ie hypophysäre S teu eru n g der Vogelnebenniere ist übrigens ziem lieh  
problem atisch . Laut U ntersuchungen mehrerer A utoren sind näm lich^keine  
w esentlichen  Veränderungen in der Vogelnebenniere nach H ypophysektom ie  
zu beobachten  [1, 3, 11]. E in ige Verfasser sind daher der Meinung, daß die 
F u nktion  der Vogelnebenniere von der H yp op h yse  unabhängig sei. D ie

A d a  m o rp h , lom us X I I I .

Abb. 6. W irk u n g  von ACTH in  v e rsch ie d en e n  Dosen au f  die p e r ip h e ren  u n d  die t ie fer  gelegenen 
in te r r e n a l e n  Zellen auf  G rund d e r  B e s t im m u n g  des K e r n v o lu m e n s  an je 100 Zellen pro  N e b e n 

n iere  u n d  Zone, Zweiter V e rsu ch
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jüngsten Versuche von N a c r a  u . Mitarb. [10] konnten diese Annahm e nicht 
bestätigen, da bei Hühnern und Fasanen der Corticosteroidspiegel des aus der 
Nebennierenvene abfließenden Blutes nach H ypophysektom ie um 40%  niedri
ger ist, als bei den K on tro llieren , und die Nebennieren auch an Gewicht ab
nehmen.

Obwohl laut unserer bisherigen U ntersuchungen die E ntstehung von 
M ineralocorticoiden in den peripheren interrenalen Zellen anzunehm en ist, 
kann diese Zone nicht ohne weiteres mit der zona glomerulosa «1er Nebenniere 
der Säuger gleichgestellt werden. Unsere soeben abgeschlossenen U ntersuchun
gen zeigen näm lich, daß durch chronische K alium belastung keine solche H y
pertrophie der peripheren Zone der Taubennebenniere wie bei Säugern her
vorgerufen wird, ja es kom m t sogar zu einer leichten L inksverschiebung der 
Kern volum enkurve. Daraus folgt aber daß die durch die peripheren interre
nalen Zellen synthetisierten  Hormone, neben ihrem intensiven E influß au! 
die N a-R etention , auch eine geringfügige K- Retention bewirken. Da die 
M ineralocorticoide, laut unserer bisherigen U ntersuchungen, sich bei Vögeln 
wahrscheinlich in der peripheren Zone b ilden , dürfte es angenom m en werden, 
daß das A ldosteron bei Vögeln, im G egensatz zu den Säugern, eine gerinfügige 
К R etention zustande bringt, und dies würde dann die m äßige Linksverschie- 
bunjj der K ernvolum enkurve nach К B elastung erklären. D iese A nnahm e er- 
fährt eine U nterstützung durch die Versuche von B r o w n  u . M itarb., die bei 
Vögeln eine geringe К -R etention  durch DOCA fanden [2]; eine ähnliche Wir
kung des A ldosterons scheint ebenfalls m öglich  zu sein.
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E F F E C T  O F  ACTH AND P R E D N I S O L O N E  ON T H E  F U N C T IO N A L  ZONATION O F  T H E  
A D R E N A L  GLAN D I N  T H E  P IG E O N  (COLUM BA DOMESTICA)

L. KONDICS

(1) Prednisolone, ad m in is te re d  to pigeons, leaves the  per ipheral  in te rrena l  cells u n 
c h a n g e d ,  b u t  induces a t ro p h y  in t h e  deeper  cells.

(2) H y p e r t ro p h y  and a sy n c h ro n o u s  d im inu t ion  of lipids occur only in the  in te r ren a l  
cells o f  t h e  d eeper  layers after  the  a d m in i s t r a t io n  of 5 X 1 u n i ts  of ACTH. Increasing  doses of 
ACTH cau se  h y p e r t ro p h y  also in th e  pe r iphe ra l  in te r ren a l  cells; sudanophilia  g radually  d im in 
ishes a n d  t h e n  disappears.

(3)  I t  is suggested th a t ,  in b i rd s ,  chiefly the deeper layer  is governed by  A C T H , i.e. 
the  l a y e r  in w h ich  the synthesis o f  g lucocortico ids is supposed  to t ak e  place,  whereas — as is 
the  case  in  t h e  zona gloinerulosa of t h e  m am m a l ia n  adrena l  — also o ther  factors affect th e  pe 
r ip h e ra l  zone  where  mineraloeorticoids are supposedly produced .

ДЕЙСТВИЕ АКТ Г И ПРЕДНИЗОЛОНА НА ФУНКЦИЮ ЗОН НАДПОЧЕЧНИКОВ 
ГОЛУБЯ (COLUMBA DOMESTICA) 

л. кондич

1. Под влиянием воздействия преднизолона у голубя периферические интерре
нальные клетки остаются неизмененными, а более глубоко расположенные атрофируют.

2. Под влиянием о х  1 межд. ед. АКТЕ гипертрофия и параллельно с этим умень
шение содержания липоидов наблюдается только в глубже расположенных пнтерре- 
нальных клетках. Увеличивая количество АКТГ наступает гипертрофия также и пери
ферических интерренальных клеток и параллельно с этим суданофилия уменьшается 
и затем прекращается.

3. На основании вышесказанного автор считает что у птиц под контролем AKTI' 
находится в первую очередь более глубоко расположенная, вероятно производящая 
гликокортикоиды зона, в то время как на периферическую зону, вероятно производящую 
минералокортикоиды действуют наподобие клубочковой зоны надпочечников млеко
питающих и другие факторы.

L. KoNDics, Budapest V III . Puskin u. 3. Ungarn

Acta morph, torniis XIII .
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ANISOTROPIC STAINING OF MAST CELL GRANULES
E s z t e k  C y e n g e , I. O r b á n  ami J u d i t  N agy  

(Received March 10, 1964)

Polarization op tica l  and  h is tochem ical  as well as q u a n t i t a t i v e  te s ts  have  heen 
carried  ou t  to s tu d y  th e  l iberat ion  of heparin  p resen t  in m as t  cell g ranu les ,  p resum ably  
bound  to pro te in .  T he  findings seem ed to ind ica te  th a t  in th e  g ranu les  th e  heparin  is 
a rranged  in a subm icroscopica l ly  o rdered  p a t te rn .  Once the  h e p ar in -p ro te in  binding 
has  been broken up  b y  digestion w ith  t ry p s in  or by  d ry ing ,  the  a n iso trop ic  staining 
of the granules becomes more p ronounced .

The granules of rat mast cells and inast cell tum ours (m astocytom as) 
contain a variety o f  im portant biologic substances (heparin, h istam ine, 5-hy- 
droxy-tryptarnine [ 7 ,9 ,1 ]  which occur either in bound form (heparin) or in 
a preformed state (histam ine, serotonin) |2 , 4, 12].

It has been suggested by several observations that the heparin stored in 
m ast cell granules is bound to protein. Studies carried out at th is in stitu te  and 
confirm ed by subm icroscopic m orphological and polarization optical tests 
[5, 6] have established the presence of a com ponent anisotropic w ith  toluidine 
blue and appearing histochem ically  as heparin or a heparin-like substance.

The purpose of the present investigations was to estab lish  w hether cer
tain unmasking procedures (proteolytic enzym e treatm ent, drying, lyophili- 
zation) influence the anisotropic stain ing o f m ast cells, the bound state of 
heparin. The studies were m ade partly w ith h istochem ical and polarization  
optical, partly w ith quantitative m ethods. The various unm asking treatm ents, 
while causing changes in the heparin binding, were found to  increase the ani
sotropic staining o f the granules. The results of q u an tita tive  heparin tests 
seemed to confirm the m icroscopic findings.

Methods

U nfixed  n a t iv e  p rep ara t io n s  f rom  rat tongue, m esen tery  a n d  su b c u ta n e o u s  connective 
t issue as well as frozen or paraffin  sec tions  of formalin-fixed tongue  were exam ined .

Anisotropic s ta in in g  was done w ith  the  p rec ip ita tion  m eth o d  |1()|,  using 0.1 0.001
per  cent solutions of tolu id ine blue ( H o y e r ), m ethylene  blue (G r ü b l e r ), n e u t r a l  red ( G r ü b l e r ) ,  
acrid ine  orange and pyron in ,  in c it ra te -h y d ro ch lo r ic  acid buffer  at. pl I 1.5 to 3.6. For precipi
t a t io n  potassium  ferr icyanide ,  p o tass iu m  b ichrom ate ,  po tass ium  rh o d a n id e  and  potassium 
iodide were used. Of these  we a lways se lected  the  one which in prev ious e x p e r im e n ts  was found 
to be the  most  effective connection w i th  the  p a r t icu la r  dye (e.g. p o tass iu m  ferricyanide with 
to lu id ine  blue and n e u tra l  red:  p o tass iu m  rhodan ide  with m ethy lene  blue [13]).

■tria m n rn li . torn n s  A I I I .
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T h e  unfixed film p r e p a r a t io n s  a n d  frozen sections were s ta in ed  im m ed ia te ly  or af te r  
d r y in g  a t  20° C or 50° C. F o rm a l in - f ix e d  paraffin  sections were  su b je c ted  to digestion for 1 to 
3 h o u r s  a t  37° C by a 0.2 per c e n t  t r y p s i n  solution in p H  7.6 p h o sp h a te  buffer.

T o  de term ine  the a m o u n t  o f  h e p a r in  liberated in  response  to v a r ious  influences,  q u a n t i 
t a t i v e  t e s t s  were performed on m a s t  cell tu m o u r  tissues ( F u r t h  m a s to c y to m a )  [3]. The  tu m o u r  
w h ic h  h a s  been transp lan ted  se r ia l ly  in  th is  ins t i tu te  since 1961 b y  in t r a m u sc u la r  in jection  of 
t h e  t u m o u r  cell suspension [8], g ro w s  in t ram u scu la r ly ,  shows a m in im u m  o f  necrosis an d  m eas
u res  10 to  20 m in in  diameter. F r a c t io n s  o f  the tum our  were g ro u n d  in a P o t t e r  homogenizer and 
s u s p e n d e d  in distilled w a ter  a t  a c o n c e n t r a t io n  of 100 mg per  ml.  Some of th e  hom ogena tes  
w ere  su b je c t e d  to digestion w i th  0.5 m l  of a 0.2 per cent t ry p s in  so lu t ion  in a p H  7.6 phospha te  
b u f fe r ,  fo r  3 hours at 37° C. As a c o n t r o l ,  homogenates f rom  th e  sam e  tu m o u r  were used, kept 
u n d e r  id e n t ica l  conditions (3 h o u r s ,  37° C), except t h a t  t r y p s in  w as  absen t  from  the  buffer.

I n  a n o th e r  series of e x p e r im e n t s ,  a im ed  a t  tes ting  the  effect o f  d ry ing ,  th e  tu m o u rs  were 
r e m o v e d ,  weighed, cut in to  sec t ions ,  a n d  dried a t  | 50° C u n d e r  an  in f ra red  lam p, a t  20" C 
w i th  a  f a n ,  or  a t  —30° C by  ly o p h i l iza t io n .  Following t r e a tm e n t ,  th e  m ate r ia l  was hom ogenized 
in d i s t i l l e d  w ater .  Tum our slices k e p t  in  distil led w a ter  a t  50° C or 20° C w i th o u t  previous 
d r y in g  o r  a t  —30° C w ithou t  ly o p h i l i z a t io n  were used for con tro l  purposes.

T h e  heparin  content  of th e  h o m o g e n a te s  was d e te rm in ed  on th e  basis  of  the  coagulation 
p e r io d  38° C of recalcified r a b b i t  p l a s m a  [3], ad jus t ing  th e  sy s te m  w i th  the  “ L iquem in” 
(R o c h e )  h e p a r in  prepara tion  as a  s t a n d a r d .

Results

1. Anisotropic staining o f  mast cells
T h e mast cells did not present anisotropy in n a tive , unfixed cryostat 

sec tio n s , fresh film preparations or form alin-fixed unstained  sections. When 
sta in in g  th e  same sections w ith  a basic dye (tolu id ine blue, m ethylene blue, 
n eu tra l red, etc.), the m ast cell granules, depending on w hether they  were sub 
jec ted  to  precipitation or exam in ed  under the polarization m icroscope, show  
m etachrom asia  and an isotropy, respectively. The in ten sity  of anisotropy de
pended  on the particular kind o f  dye and the precip itating substance em ployed. 
T h ey  sh ow ed  the most in ten siv e  anisotropy on dyeing w ith m ethylene blue 
at low  concentration (0.001 per cent) and precipitation w ith  potassium  rhoda- 
nide (F ig . 1).

A s regards the in ten sity  o f  anisotropic sta in ing  under the influence of 
( a )  d ry in g  and (b)  trypsin d igestion  the follow ing have been found.

( a )  in  native film  preparations the mast cell granules stained w eakly; 
th ey  sh ow ed  no reaction to  trea tm en t with dilute dyes (tolu id ine blue, m eth y l
ene b lu e); more concentrated solutions revealed a m inim um  degree of double 
refraction . An intensive an iso trop ic effect wras obtained  in film  preparations 
exp osed  to  rapid drying at 20° C or under an infrared radiator at 50° C (Fig. 
2). T he sam e kind of response w as noted in unfixed frozen sections following  
fast d ry in g .

( b )  Trypsin treatm ent o f  form alin-fixed and o f u n fixed  frozen sections 
induced  considerable changes in  the structure of the m ast cells w hich becam e 
w rotten , disrupted and d ispersed granules were seen around them . The dis
rupted  cells and the granules show ed  more in tensive anisotropy than sections 
sta in ed  th e  same way w ith ou t subsequent trypsin treatm ent (F ig. 3).

A c ln  m o r p l i .  to m n s  X I I I .
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Fig. 1. Hat to n g u e ,  em bedded in p a ra f f in ,  f ixed  in form alin .  Methylene blue (0.001 per  cent.
p H  1.5). A ppr .  X 130

a) Seen un d e r  th e  light microscope. Mast cells s ta in  selectively , b) T he  same u n d e r  the  polar
ization microscope w ith  crossed po laro ids .  In tens ive ly  anisotropic  m as t  cells loca ted  am idst  

double re f ra c t iv e  s t r i a t e d  muscle fibres
big. 2. R a t  m esen te ry .  Film p re p a ra t io n .  T o lu id ine  blue (0.01 per cen t ,  p l l  1.5). Polarizat ion

p ic tu re .  Appr.  X 250
a )  Fresh  n a t iv e  specimen; m as t  cells (m ark e d  by a rrow s) ha rd ly  visible, b) Spec im en  dried 
prior to s ta in ing .  Com pared with co n tro l  spec im en  (a),  th e  m a s t  cell granules  p r e se n t  in tensive

double  re frac t ion

Id a  m orph, loom s X I I I .
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F ig. 3. R a t  tongue ,  f ixed in fo rm al in ,  em bedded  in paraffin .  T ry p s in  t r e a tm e n t ,  to lu id ine  blue 
(0.01 p e r  c en t ,  p H  1.5) seen u n d e r  po lar iza t ion  microscope w i th  crossed polaroids. In ten s iv e ly  
a n iso trop ic  m a s t  cell g ranu les  a m id s t  collagen fibres show ing  m odera te  double re frac tion .  

Swollen, d is ru p ted  cells. Muscle fibres d iges ted ,  invisible .  Appr.  X 250 
F ig . 4. R a t  m arrow  f ixed  in fo rm alin ,  em bedded in A ra ld i te ,  no n -co n tra s ted  p ic tu re  

a )  P a r t  of  m a s t  cell. C om pact  g ra n u le  s t ruc tu re ,  b) P e r ip h era l  p a r t  of the  same specimen. C om 
p a re d  to th e  former n o rm a l  p ic tu r e ,  some granules are en la rged ,  w i th  loose s t ru c tu re

2. Quantitative tests
In m astocytom as hom ogenized with d istilled  w ater or a pH 7.6 buffer  

or isotonic sucrose solution, heparin was found to occur in negligible quantities

A cta  morph , tomus  X T f f .
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(5 20 IU /g  wet tissue) while heparin was abundantly liberated from  the mast
cells on trypsin digestion (see Table I). D rying at various tem peratures released  
less heparin (Table 1).

Tab le  1

]Ieparin Humility obtainable by extraction f ro m  mastocytomas, after trypsin treatment, drying at 
different temperatures and after lyophilisation

In  th e  f i r s t  h o r izon ta l  line the n u m b er  o f  t u m o r o u s  animals is shown. H e p a r in  values 
are given in te rm s  of in te rna t iona l  u n i ts ,  as re ferred  to 1 g of w e t  t issue

Nt». 841 858 860 878 808 026

In (list, water ( 1 37 C‘ ) 17 28 9 7 2 0 23

T rea ted  with trypsin 447 1729 1387 1231 1298

In  (list, water ( i 20 C ) 15 16 40

Dried ( 20 C ) 29 91 83

In dist . water ( 1 50 О  ) 238 454 333 735

Dried ( 50 C  ) 166 232 850 507

Freeze-dried ( 30 c: ) 30 19

Frozen ( 30 C ) 8 2 2

Discussion

Polarization optical tests have revealed that mast cells show anisotropy  
when stained w ith certain basic dyes. The phenom enon has been a ttrib u ted  to 
an oriented process o f dye adsorption, caused by a substance of oriented sub- 
m icroscopic structure [10], nam ely the heparin present in the granules. This 
seem s also to be borne out by the experience that certain basic dyes, e.g. to- 
luidinc blue, cause the heparin to precip itate from solution in the form  of dou
bly refractive filam ents [11].

According to sem e authors |2 ], heparin is bound to protein in the mast 
cell granules. This has been confirm ed by our observation th a t anisotropy  
becam e more intense on trypsin d igestion . In this case nam ely certain protein  
com ponents arc lysed which in the m ast cell granules had bound th e  heparin 
and unm asked its oriented subm icroscopic structure. A further proof has been 
obtained from the quantitative tests w hich showed a considerable increase of 
the heparin yield upon preliminary treatm ent w ith trypsin.

In contradiction to previous ob servation s [5, (>] which ind icated  that 
the anisotropic stain ing was due to  a lipoprotein  material in the intergranular  
substance, our own studies, especially those performed on degranulated  cells, 
showed the effect to he confined to  the granules them selves. The same 
conclusion has been drawn from the finding that in m astocytom as the 
heparin was found to be present in the granules isolated from the tum our [4].

irta m orph, to w n s  X I I I .
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In dried film  preparations and frozen section s, the increase of anisotropy  
was probably due to  th e  destruction of cells or the disintegration o f their  
structure under physica l influences to w hich th ey  are m ost susceptible although  
in q u an tita tive  tests  m uch less heparin was found to  have been liberated on 
drying than on trypsin  treatm ent.

Electron m icroscopic test have also poin ted  to  the sensitivity of m ast 
cell granules to various physical influences. In sections from one and the sam e  
m aterial there were w ell preserved granules side b y  side with enlarged ones 
disp laying a loose structure (Fig. 4.) This also show s th at the cells m ay be dam 
aged in the course o f fixation  and em bedding.с? о
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Ü B E R  D IE  A N I S O T R O P E  F Ä R B B A R K E I T  D E R  M A ST Z E L L G R A N U L A

ESZTER GYENGE, I. ORRÁN und JUDIT NAGY

Yerff.  u n te r su ch ten  die Möglichkeit  der F re im a ch u n g  des Heparins,  das in den G ran u la  
der  M astzellen w ahrsche in l ich  an E iweiß  gebunden  v o r h a n d e n  ist.  Die U n te rsuchungen  w u rd e n  
d u rc h  q u a l i ta t iv e  po lar isa t ionsoptische ,  h is tochem ische  — sowie qu an ti ta t iv e  M e th o d en  
a u sg e fü h r t .  Die B e o b ac h tu n g e n  verweisen auf  ein V o rh a n d en s e in  des Heparins in den G ra n u la  
in e iner subm ikroskop isch  geordneten  Form . Die A uf lösung  der  Bindung zwischen H e p a r in  
u n d  E iw eiß  du rch  T ry p s in e in w irk u n g  sowie durch ve rsch ied en e  E in trocknenverfah ren  b r in g t  
die a n iso trope  F ä rb u n g  d e r  G ran u la  deutlicher hervor.

О Б  А Н И З О Т Р О П Н О Й  О К Р А Ш И В А Е М О С Т И  З Е Р Н Ы Ш Е К  Т У Ч Н Ы Х  К Л Е Т О К

Э. Д Ь ЕН ГЕ , И. ОРВАН и Ю. Н АД Ь

Авторы исследовали вопрос освобождаемости гепарина, вероятно имеющегося в 
связанном виде в зернышках тучных клеток. Исследование проводилось количественно 
поляризационными оптическими, гистохимическими, а также количественными мето
дами. Их наблюдения указывают на то, что гепарин присутствует в зернышках в суб
микроскопической форме и при разрушении комплекса белок-гепарин трипсиновым 
перевариванием, а также различными видами высушивания анизотропная окраска зер
нышек становится более выраженной.

Eszter G y e n g e  |

Dr. I. O r b á n  Pécs K órbonctani In tézet, H ungary  
Ju d it N a g y
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METAPHOSPHORIC ACID REACTION OF 
NUCLEOPROTEINS

K .  J o b s t

(Ueceived April 22, 1964)

T he  m etap h o sp h o r ic  acid reac tion  has  been used for the blocking of the reac t ive  
groups of basic nucleoprote ins.  The  condit ions o f  the reac tion  were d e te rm in ed  on tin' 
basis of c y to p h o to m e tr ic  observation .  R evers ib i l i ty  and  specif icity of the  reac t ion  arc 
discussed.

In the  cell nuclei,  DNA a n d  histone are usua lly  d em o n s tra ted  b y  m ean s  of the 
Uenlgen reac t ion ,  a n d  by  sta in ing with fas t  green (pH  8.1), respectively  [4 J. It is 
still an  open  quest ion  w he ther  in histological m a te r ia l  these m ethods  sa t is fy  s to ich io 
metric  re q u irem en ts .  The  results of c y to p h o to m e tr ic  d e te rm in a tio n s  are, there fo re ,  not 
su i table  for  com parison ,  and the a m o u n ts  o f  DN A  and  of histone in the  nuc leus  are 
expressed by the  ra t io  of the  respec tive  v a lues  yielded by the Feulgen and the  fast 
green reac tions |1 | .  An a t t e m p t  has,  therefore ,  been made to d em o n s tra te  bo th  th e  n u 
cleic acid a n d  the  his tone con ten ts  by  m eans o f  th e  same positively-charged s ta in .  Such 
a m eth o d  c a n n o t  be suitable  for q u a n t i t a t iv e  purposes  unless (1) the  molecules o f  the 
dye are s to ich iom etr ica lly  hound by the  p h o sp h a te  groups of DN A; (2) the reagent  
satisfies cer ta in  o th e r  req u irem en ts  specified below.

ad (1). R ecen t  inves tiga tions have  show n |8 |  t h a t  ga llocyan in-chrom alum  meets  
the said req u irem en t .

ad  (2). Besides blocking the positive rad ica ls  of the h is tone-prote ins ,  the  reagent  
to he found  h ad  to im p a r t  a p re de term ined  negat ive  charge to the same basic groups 
of the p ro te ins ,  th u s  also m aking the  h is tones  s ta inah le  by basic dyes. A procedure  of 
this n a tu re  could he expec ted  to allow the orig inal  am o u n t  of proteins to  be co m p u ted  
by com par ing  the am oun t  of dye before a n d  a f te r  the process of blockage.

T he  presen t  pap er  reports  on our a t t e m p t  to a t t a in  the  above objec t ive  by  means 
of m etap h o sp h o r ic  acid (MPA).

S c h Ö N F I E L D  [ 9 ]  was the first to suggest that a strong bond m ight he 
formed betw een the protein-precipitating MPA and the basic groups of the 
proteins. Q uantitative data on th is reaction were obtained by P e k l m a n n  and 
H e r r m a n n  [ 6 ] ,  who found that MPA com bined stoichiom etrically and formed  
a com plex w ith  the am ino-guanidino group o f proteins [3, 5J. This property  
has been made use of in the present experim ents.

It has been found that in histological preparations MPA reacts w ith  
the basic groups o f the nucleoproteins, thus allow ing the proteins to  he de
m onstrated w ith  positive stains.

Smears o f calf thym us, fixed for 60 m in. in 96 per cent ethanol, were 
used. Three series of experim ents were carried out in order to study the follow 
ing problems.

(1) Experimental conditions o f  the M P A  reaction. The smears were treated  
w ith  0.1 N and with 1.0 N solution o f MPA (acidum  m etaphosphoricum

iclti m orph, lom us  A I I I .
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pss. in bacillis, Light, E ngland) at room tem perature (22° C) for 10 and 60 
m in., respectively . The preparations wen; then washed in distilled w ater three 
tim es for one minute each, in other experim ents w ith tapw ater for 30 m in., 
and, after rinsing, stained w ith  gallocyanin-chrom alum , together w ith  the 
untreated  controls [8].

(2) Reversibility o f  the reaction. Smears treated  w ith an 0.1 N solution  of 
MPA for 60 min. and washed w ith distilled w ater three tim es for one m inute, 
were k ep t in 1 M saline for 30 m in., washed once more w ith distilled w ater and 
stained  w ith  gallocyanin-chrom alum .

(3) Specificity o f  the reaction. After extraction  with trichloroacetic acid 
(TCA) according to A l f e r t  and G e s c h w i n d  [1], the smears were treated with
0.1 N M PA  for 60 min., w ashed three tim es for 1 m in., and stained w ith  fast 
green (pH  8.1).

Colour intensity was determ ined by m eans o f a m odified Lison cytopho- 
tom eter  (at 500 m p  for gallocyanin-chrom alum , and 600 m p  for fast green)
12 ]. T he results were expressed in arbitrary units (AU = mean value of ex tin c 
tion m ultip lied  by p- o f cell surface).

It is evident from Table 1 that the increase in basophilia of the nuclei 
pretreated  w ith  concentrated MPA for 10 m in. was approxim ately equal to

Table  X

Thymocytes  treated with different concentrations o f  metaphosphoric acid ( M P A )  
U p ta k e  o f  ga llocyan in -ch rom alum  as d e te rm ined  cv to p h o to m e tr ie a l ly  and  expressed in a rb i 

t r a r y  u n i ts  (AU)

0.1 N MPA ь
-}- gallocyanin- 

chromaluin

N /l MPA -f 
-j- gallocyanin- 

chromalum

arbitrary  units

10 min. MPA 
min. ICO

+ - 3 x 1
14.3 15.5

10 min. MPA 
H.,0

j 30 min.
13.8 15.2

60 min. MPA 
min. ICO

+  3 x 1
15.4 15.2

60 min. MPA 
min. H„0

30 min.
15.1 15.0

Untreated controls 7.9

that of preparations treated w ith  a 0.1 IN solution  of MPA for 60 min. Since the 
result did not seem to depend on MPA concentration, and because M PA shows 
poor so lu b ility  and, in solution , partly turns into orthophosphoric acid, it 
seem ed advisable to use 0.1 N MPA in the rest of the experim ents, in w hich  
the fo llow in g  procedure was adopted: alcoholic fixation  for 60 min.; treatm ent 
w ith M PA for 60 min.; rising w ith  distilled w ater, three tim es for 1 min.; stain-
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ini'. It should bo noted that no reaction was obtained when 0.1 N orlhophos- 
phoric acid or polym etaphosphate was used instead of MPA.

The reversibility of the reaction was pro ved by the fact th at the initial 
values (i.e. values equal to those o f  the untreated controls) were alm ost fully 
recovered in the course of after-treatm ent w ith molar INaCI:

U ntreated controls 7.9 AU
0.1 N MPA 15.4 AU
1.0 N MPA +  1.0 M NaUI 8.3 AU

Specificity was studied in the third group of experim ents. Considering 
that the nuclei ex tracted  with TCA and treated with MPA were le ft practically 
unstained by fast green, it is safe to  assum e th at MPA reacted prim arily with 
the basic am ino-guanidino groups.

The present investigations do not justify  more than the sta tem en t that 
the reactive positive radicals of the basic nucleoproteins can successfully  be 
blocked by m eans o f MPA. Only further experim ents can show w hether and 
how far the observed increase in basophilia can be utilized for a quantitative  
determ ination o f nucleoproteins. In vestigation s to ascertain the effect o f differ
ent fixatives and enzym es on the reaction and also on the behaviour of patho
logic nuclei are in progress.
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1)1 K REAKTION DER M К LEOPROTEI DE MIT METAPHOSPIlüRSÄl RE
K. JOBST

/ u r  Blockierung d e r  reaktiven G ru p p e n  von basischen Nukleopro te iden  w urde  die Meta
phosphorsäu re reak t ion  an gew and t .  Die o p t im a le n  V ersuchsbed ingungen  w urd en  a n h an d  zyto- 
pho tom etr ischer  A ngaben  bes t im m t.  R evers ib i l i tä t  und  Spezifität  der R e ak t io n  werden erörtert.

РЕАКЦИЯ ПУКЛЕОПРОТЕИДОВ С METАФОСФОРНОЙ КИСЛОТОЙ
К .  Н О Б С Т

Автор применял для блокирования реактивных групп основных нуклсопротсндов 
реакцию с метафосфорной кислотой. Оптимальные экспериментальные условия реакции 
определялись цитофотометрическим способом. Сообщаются данные относительно обра
тимости и специфичности реакции.

Dr. К . J o b s t , Pécs, K órbonctani In tézet, Hungary
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COMBINED STAINING OF CENTRAL NERVOUS 
SYSTEM TISSUE WITH LUXOT FAST BLUE AND BASIC

FUCHSIN
I. Szabó

(Rece ived April 26, 1964)

A simplified form of K lüver  and  B a r re ra ’s sta in ing m e th o d  for paraffin  sections 
is described.

0.0125 per cent luxol fast  blue, 0.01 per cent  sodium h y d ro x id e  a n d  basic fuchsin 
are recom mended for s ta in ing  a n d  d if feren tia ting  myelin sh e a th s  a n d  as a countersta in  
for cells, respectively.  Both  dyes can  be selectively  rem oved ,  and r e s ta in in g  is possible.

Luxol fast blue s ta ins myelin shea ths  and  the in te rn a l  e last ic  m em b ran e  of the 
vessels blue, red blood cells in the vessels green. Nissl m a te r ia l  s ta in s  a brill iant red 
with basic fuchsin, the nuclei and  some cy top lasm  of the neurog lia ,  the  m edia  and  endo
thel ium  of blood vessels s ta in  pink.

'Phe technique  is well su i ted  for the  histological verif ication  of p lacem en t  ol in t r a 
cerebral e lectrodes and  lesions.

H istological verification o f placem ent of intracerebral electrodes and 
lesions is an im portant requirem ent in research of the central nervous system . 
Cell staining (Nissl), the most frequently used m ethod, often necessitates a 
com plem entary staining ( W e i g e r t , S p i e l m e y e r , etc.) for nervous pathways. 
Therefore, the requirem ents of neurophysiological work would m ost satisfac
torily be fulfilled by a com bined staining of both cells and fibres.

In t h e  p r e s e n t  p a p e r  a s im pl i f i ed  ver s ion  of  the  e x t e n s i v e l y  u se d  t e c h 
n iq u e  i n t r o d u c e d  by  K l ü v e r  a n d  B a r r e r a  | 1]  is d es c r ib ed .

Materials and method

Phe an im al 's  brain  is f ixed  in 10 per cent n eu tra l  saline fo rm alin .  A fte r  one to three 
weeks f ixat ion  the tissue is w ashed  w ith  distil led water,  d e h y d ra te d ,  c leared , em bedded  in 
p a raff in ,  then  sections 15 20 microns th ic k  are cut.

Stock solutions

I. L u x o l  fa s t  b lue  so lu t io n  ( L o c k a h i ) a n d  R e e r s  | 2 | )
Luxol fast  blue MBSN* 0.25 g
10 per c en t  acetic  acid 20 ml
95 per cent  e thy la lcohol  580 ml

Dissolve the  luxol fast blue in acetic  acid ,  add  alcohol,  st ir  and f i lter.
IL 1 per cent sodium h y drox ide  solution in distil led water.

* O b ta ined  from  Organic  Chemicals D ep t . ,  Dyes & Chemicals Division, K. L. Du Pont  
de N em o u rs  & Co. Inc,. W ilm ington ,  Delaware ,  U. S. A.

Id a  inor/'l'. loam s  A I I I .
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I I I .  Ziehl’s fuchsin
basic  fu c h s in 1 g
phenol 5 g
95 p e r  c en t  alcohol 10 ml
dist i l led  w a t e r 100 ml

lu t ion  for d i f fe ren tia t ion
40 p e r  c e n t  formalin 1 nil
g lacial  a c e t ic  acid 1 in
dist i l led  w a te r 100 in

Stain ing procedure

1. Deparaffinize sections in  t h e  usua l  m anner
2. S ta in  2 hrs a t  56 °C t h e n  30 mins a t  room  te m p e ra tu re  in  d i lu ted  luxol fas t  blue 

(S to c k  so lu t ion  I diluted 1 : 4 w i th  95 p e r  cent alcohol)
3. Rinse  in 95 per c en t  a lcoho l  to wash off excess dye
4. Differentiate  in d i lu te d  so d iu m  hydroxide solution No. I I  (1 m l o f  1 per cent  sodium 

h y d r o x i d e  is added to 100 m l  d is t i l led  w ater)  un til  myelin  p ic tu re  is well developed (5 to 10 
m in u te s )

5. W ash  in distilled w a te r  fo r  1 m in  or longer
6. S ta in  3 —4 m inu tes  w i th  d i lu te d  Ziehl’s fuchsin (2.5 m l o f  the  s tock  solution is added  

to  a so lu t io n  of a 0.5 ml glacial  a ce t ic  acid in  100 ml of distil led w a ter )
7. Rinse  in distil led w a te r
8. Differentiate  in fo rm al in  so lu t ion  No. IV for 2 to 4 m in u te s
9. Rinse  in distilled w a te r

10. Fin ish  the d i f fe ren tia t io n  a n d  dehydra te  rap id ly  in  increas ing  concen tra t ions of 
a lcoho l :  70 per cent, 95 per cen t ,  a b so lu te  (1 sec in each)

11. Xylene,  and m o u n t in g  as usua l .
To ge t  a clear cell p ic tu re ,  a  shortening of the  luxol  fas t  b lue  s ta ining period is 

a d v is a b le .  This procedure re su l ts  in  a pale  blue colour of th e  m yelin  shea ths .  I f  th e  blue 
co lour  is too dark ,  applicat ion  of a m o re  concen tra ted  solu t ion  of sod ium  hydrox ide  (2 to 3 
m i  o f  1 per  cent N a O H  are a d d e d  to  f 100 ml distil led w a te r )  is suggested . I f  the  perfect 
d i f f e re n t i a t io n  of the fuchsin  s t a in in g  of cells is n o t  pe rfec t,  r e p e a te d  differentia tion  
d e h y d r a t io n )  in absolute a lcohol  is he lp fu l .  R e tu rn ing  to an  ear l ie r  s tep  f rom  every  s tep  of the 
t a i n i n g  procedure  is possible. L u x o l  f a s t  blue and basic fuchsin  m a y  be rem o v ed  selectively  by  
5 'p e r  c e n t  sodium hydroxide  a n d  a b so lu te  alcohol, re spec t ive ly ;  re s ta in in g  is a lways possible.

Results

Luxol fast blue sta ins m yelin  sheaths and the internal elastic membrane 
o f b lood  vessels blue; red blood cells in the vessels are stained  green. In addi
tion  to  staining Nissl m aterial a brilliant red, basic fuchsin also stains the media 
and endothelium  of blood v esse ls , the nuclei and the cytoplasm  of neuroglia 
and ependym a pink. M eninges and the adventitia  of vessels are stained by 
b oth  lu xo l fast blue and basic fuchsin a pale blue and a deep red, respectively.

T he reactive tissue bordering the tract of the chronically im planted elec
trodes as well as the glial proliferation surrounding the region of electrolyti- 
ca lly  placed lesions are sta ined  a brilliant red by basic fuchsin. B eyond the 
cap su le o f the electrode tract th e  irregular area of dem yelin ization  extending  
a few  ten th s millim eter (lack o f staining of m yelin w ith  luxol fast blue) is 
also w ell visible.
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Discussion

Combined staining o f cells and fibres o f the central nervous system  was 
introduced by K l ü v e r  and B a r r e r a  [1]. Luxol fast blue and cresyl violet 
was suggested as stain for m yelin  sheaths and a counterstain for nerve cells, 
respectively. This original techn ique was m odified by L o c k a r d  and B e e r s  [2] 
who observed that more d ilu ted  solutions of luxol fast blue require a shorter 
stain ing period (2.5 hrs instead  o f 16 to 24 hrs) and counterstain ing of nerve 
cells with buffered neutral red offers a greater contrast to m yelin  sheaths.

In the above described sta in in g  procedure only the d ifferentiation  of 
luxol fast blue staining is d ivergent from that of the L o c k a r d  B e e r s  

technique. Instead  of differentiation  in Li.,CO:, L i0H .H „0  at 0 1 °C and
in 70 per cent alcohol, we have used  0.01 per cent sodium hydroxide as a differ
entiating solution  at room tem perature. In this w ay the sta in in g  o f  myelin- 
sheaths is sim plified, having few er critical steps. For counterstain ing of nerve 
cells, we recom m end the sim ple basic fuchsin [3] staining.
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K O M B IN A T IO N S F Ä R B U N G  D E S  Z N S -G K W E B E S  MIT » L U X O L  EAST B L U E «  UNI)
BASISCHEM  F U C H S IN

I. SZABÓ

Eine ve re in fach te  Form  der K l ü v e r — B arreraschen  F ä rb u n g  für P a ra f f in sc h n i t t e  wird 
beschrieben.

0,0125%  Luxol Fas t  Blue, 0.01", ,  N a t ro n la u g e  und basisches Fu ch s in  w erd en  em pfoh
len zur F ä rb u n g ,  Gegenfärbung und  Differenz ierung  von Myelinscheiden bzw. Zellen. Beide 
Farbs to ffe  k ö nnen  selektiv en tfe rn t  w e rd en :  eine N ach fä rb u n g  ist ebenfalls  möglich.

Mit Luxol F a s t  Blue fä rben  sich die Myelinscheiden und die innere  e last ische  Membran 
der  Gefäße b lau , die roten B lu tk ö rp e rch e n  in den Adern grün. Die N iss lschc  S u b s ta n z  zeigt 
mit  basischem Fuchsin  eine g länzend ro te ,  die K erne  und e twas Z y to p la sm a  d e r  Neuroglia, 
sowie die Media und  das Endothe l  der  Blutgefässe  eine rosarote  Fä rb u n g .

Diese T ech n ik  eignet sich gut z u m  histologischen Nachweis der L a g e ru n g  von in t r a 
zerebralen  E lek tro d en  und Läsionen.

КОМВИНИРОВАННАЯ ОКРАСКА ТКАНИ ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ 
ПРИ ПОМОЩИ КРАСКИ ЛЮКСОЛ-ФАСТ-БЛЮ И ОСНОВНОГО ФУКСИНА

И . С А Б О

Описана упрощенная форма метода окраски парафиновых срезов Клювера и 
Баррера.

Для окраски предлагается 0,0125% люксол-фаст-блю, 0,01% гмдрокиси натрия и 
основного фуксина для окраски и для дифференцирования миелинового влагалища и
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для контрастного окрашивания клеток. Оба красителя могут быть избирательно удалены 
и возможна повторная окраска.

Лгаксол-фаст-блю окрашивает миелиновые влагалища и внутреннюю эластиче
скую перепонку сосудов в синий цвет. Эритроциты в сосудах становятся зелеными. Зер
нышки Ниссля окрашиваются основным фуксином в яркокрасный цвет, ядра, опреде
ленная цитоплазма невроглии, а также средняя оболочка и эндотелий сосудов окраши
ваются в розовый цвет.

Эта техника хорошо применима для гистологической локализации внутричереп
ных электродов и изменений.

D r. Imre S z a b ó , Pécs, É le tta n i In tézet, H ungary

A d u  morph,  tomus X I I I .
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EXAMINATION OF COLLAGEN FIBRES 
FOLLOWING TREATMENT WITH LYOTROPIC AGENTS

I lona  B a n g a  and I). S zabó  

(Received M ay 12, 1964)

Twelve  com pounds  l is ted by  G u s t a v s o n  am o n g  the lyotropic  ag en ts  have been 
exam in ed  for their  influence on c o n trac t io n - re lax a t io n  and conversion to metacollagen. 
The  m orphological  changes of the f ib res  h a v e  been studied  by po lar iza t ion  optical 
met hods.

Of the 12 com pounds  exam ined  6 were  found to induce co n tra c t io n  and re lax 
a tion .  bu t  it was only with 4 co m p o u n d s  th a t  the conversion to m etaco llagen  could 
be d e m o n s t r a te d  morphologically . Of the  ha lo ids of  alkali  m etals the  b rom ides  and  chlo
rides were all inac t ive  and only the  iodides were active.  In tensive  c o n trac t ion -re laxa t ion  
was b ro u g h t  a b o u t  besides KI and  N a l  by  KSCN and  NaCIO,.

CaCl2 and urea  gave rise to po lar iza t ion  op tica l  phenom ena  d iffe ren t  from those 
found  by us earlier  to be caused by K I.

Collagen has been found to be greatly affected by lyotropic substances. 
The process was believed to be hydrolysis but according to G u s t a v s o n  |1 ] it 
is not hydrolysis in the true sense o f the word as no primary valence bonds are 
sp lit, only weaker bonds, presum ably hydrogen bonds, or electrostatic cross 
linkages and the van der W aals forces. The term  “ peptization” , used by col
loid chem ists to characterize the process, is not satisfactory either, but it is 
acceptable etym ologically  and is at present extensively  em ployed in connexion  
w ith the destruction o f collagen.

As in the case of collagen fibres, it is a lyotropic agent, K I, w hich induces 
the process o f  chem ical contraction-relaxation extensively  studied  by us, 
it seem ed in teresting to exam ine w hether the substances accepted to be ly o 
tropic by G u s t a v s o n  would exert a K I-like effect on collagen. G u s t a v s o n  [1] 
has included com pounds of different ty p e  in the group of lyotrop ic agents, for 
exam ple concentrated solutions of neutral salts, concentrated urea solution, 
weak organic acids, phenols and arom atic sulphonic acids.

The process o f  contraction-relaxation is accom panied by interesting  
polarization optical phenom ena, analysed in detail by us in connexion with  
К I [2]. The question has arisen w hether all the lyotropic agents produce the 
sam e changes in the polarization optical pattern of the collagen fibre and is 
it justified  to speak about a m orphologically hom ogeneous lyotrop ic effect?

Of the lyotropic agents we used in the present experim ents iodides, bro
mides and chlorides o f the earth m etals; potassium  rhodanide, finally  urea,

Ir in  m o r p h ,  l o o m s  X I I I .
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entirely different from the former chem ically. Ch v a p i l  and Z a h r a d n i k  13 j 
have found  sodium  perchlorate (NaC104) to be one o f the most active agents  
in evok in g  contraction-relaxation . Therefore this com pound, too, was included  
in the experim ents.

B a s u , R a m a n a t h a n  a n d  N a y u d a m m a  [4] h a v e  in v e s t ig a te d  t h e  e f fec ts  
o f  c e r t a in  ly o t r o p ic  a g e n t s  on co l lagen  a n d  e la s to id in  a n d  t h e  ch a n g es  in o p t i 
cal b i r e f r in g e n c e .

N e u m a r k  [5] b y  m e a n s  o f  p o la r i z a t io n  o p t ic a l  m e th o d s  o b se rv e d  s t r u c 
tu r a l  c h a n g e s  in  t h e  co l lagen  f ib re s  o f  t h e  e p ip h y s e a l  c a r t i la g e  fo llow ing  t r e a t 
m e n t  w i t h  u r e a .

Methods and results

Temperature  o f  contraction and contraction-relaxation
T ai l  t e n d o n  collagen f ibres f rom  4 to 6 m o n th s  old W is ta r  r a t s  were incuba ted  in aqueous  

solu t ions o f  K I ,  KSCN, K B r ,  KCl, N a l ,  N a B r ,  TNaCl, NaC 104, CaCL. В a CL, MgCL, as well as 
urea. In  m o s t  o f  the  h ighly  c o n cen tra ted  solu t ions of these  c o m pounds ,  depending on the  t e m 
p e ra tu re  o f  in cu b a t io n ,  collagen fib res  undergo  c o n trac t io n .  The  fibres placed on grooved 
slides cou ld  be  observed  m icroscopically  an d  the  te m p e ra tu re  of con trac t ion  could be d e te r 
m ined b y  m e a n s  of a stage the  t e m p e ra tu re  of which  could be  a d ju s te d  to from 20 to 70°C by  
e lectr ical  h e a t in g .  According to our obse rva t ions  n a t iv e  collagen fibres will co n trac t  w i th in  
t h a t  t e m p e r a t u r e  range.

N e u t r a l  sa lts  influence d ifferently  th e  con trac t ion  t e m p e ra tu r e  of un loaded  collagen 
fibres (T ab le  I).  I n  the  presence of KC1 a n d  MgCL the  f ib res  d id  n o t  con trac t  even a t  h igher  
t e m p e ra tu re s .  I n  th e  NaCl so lu tion  slow c o n trac t io n  s ta r te d  a t  70°C. I f  those lowering c o n t r a c 
tion t e m p e r a t u r e  are called subs tances  of posi t ive  action, t h e n  those  producing the  opposi te  
effect, KC1, N aC l  and  MgCL, m u s t  be t e rm ed  subs tances  of neg a t iv e  action.

Table  I

Contraction temperature o f  collagen f ibres in different lyotropic 
salt solutions

S o lu t io n s  te s te d
R e s p o n s e  o f  co lla g e n  

f ib r e s

40 per cent K I Contraction a t  22°C
40 per cent KSCN Contraction a t  22°C

40 per cent K B r Contraction a t  51°C

30 per cent  К  Cl No con trac t ion  a t  70°C

40 per cent  N a l Contraction a t  22°C

40 per  cent N a B r Contraction a t  51°C

30 per cent  NaCl Slow contrac t ion  a t  70 C.

40 per cent NaClO, Contraction a t  22°C

40 per cent CaCL Contract ion  a t  22°C

40 per cent B a d . , Contraction a t  45°C

40 per cent MgCL No contract ion  a t  70°C

40 per cent urea Contraction a t  32 C

H 20  control Contraction a t  63°C
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Iи the  n ex t  series we stud ied  the process of con trac t ion-re laxa t ion  a t  22 JC in highly 
co n ce n tra ted  solu t ions of the former n e u tra l  sa lts .  F o u r  m onths  old ra t  ta i l  t e n d o n  w as  used 
in these  exper im en ts ,  to he able to follow up  r e la x a t io n  also in t ime.W e found n a m e ly  ear l ie r  [6| 
t h a t  con trac t io n -re lax a t io n  was age-dependen t  a n d  in th e  case of ra ts  it is the  age o f  f rom  3 lo 
4 m o n th s  when re laxa t ion  can still he followed in t im e. Like in our p rev ious s tu d ie s  [2 |  the 
l ibres  were loaded with 80 mg lead shot. T he  resu l ts  ind ica te  th a t  the  40 per c en t  so lu t ions  of 
k l  and  KSCN were th e  m ost  act ive  am ong  the  a lkal i  m e ta l  salts.  They  caused s t ro n g  c o n trac 
tion an d  rap id  re laxa t ion .  N a l  was m uch  less p o ten t .  NaC104 was also a c t iv e  w hereas  the 
chlorides a n d  brom ides  of К  an d  Na did n o t  cause  th e  fibres to con tract .  C orrespond ing ly ,  no 
c o n trac t io n -re lax a t io n  resulted ,  e ither.  F ro m  a m o n g  the  chlorides of the  e a r th  m e ta ls  i t  was 
only  CaCL which caused strong con trac t io n ,  b u t  r e lax a t io n  was slow, in c o n tra s t  w i th  the  active 
sa l t  so lu tions ,  w hich  may be considered to be the  typ ica l  reagents  of chem ica l  con trac t ion -  
re laxa t ion  (Table IT).

Tab le  II

Contraction-relaxation in different lyotropic salt solutions at 22 °C

C ollagen fib re

Solu t ion  t est ed
1 nit ial 
l«‘n g tli

C o n tra ctio n R e la x a t io n

t im e
m in .

len g th
cm

tim e
m in .

le n g th
cm

40 per cent KI 0 1.5 3.5 10 ()

40 per cent KSCN 6 1.5 3.5 10 6

40 per cent к  Hr 6 120 6.0

30 per cent KCI* 0 120 6.0

40 per cent Nal 6 30 3.7 00 5.5

40 per cent N aB r 6 120 6.2

30 per cent NaCl* 6 120 6.2

40 per cent NaCl, 0 4.5 2.8 60 6

40 per cent CaCL 6 5 2.3 90 5.8

40 Per cent B a d . 6 120 6.2

40 per cent MgCL () 120 6.2

40 per cent urea 6 120 3.3 960 4.5
(rup tu red )

II. 0  control 6

* At 22 (1 the sa tu ra ted  solutions of KC1 and  NaCl conta in 30 per cen t  of the  salt.

Polarization optical studies

In  the n ex t  s tep  it was in ves t iga ted  w h e th e r  the  lyotropic solutions, w h ic h  accord ing  to 
the d a ta  in Tab le  II  cause the collagen fib res  to c o n tr a c t  and relax, would p ro d u c e  the  same 
po lar iza t ion  op t ica l  p a t t e rn  as t h a t  fo u n d  w i th  th e  use of KI. At id en t ica l  con cen tra t io n s ,  
KSCN a n d  NaCK), induced a chemical c o n tra c t io n  and  re laxation  sim ila r  to t h a t  b rought  
a b o u t  by  KI. Correspondingly,  the po la r iza t io n  op tica l  f indings were also sim ila r .  Although 
with the use of N a l  con tract ion  and re la x a t io n  were slower, the  po lar iza t ion  o p t ica l  p a t te rn s  
were s imilar,  the  propert ies  of  m etacollagen ga ined  preponderance ,  which m ea n s  th a t  in distil led 
w a te r  the  fibre lost  its  positive b irefringence a n d  its ab il i ty  to reac t  w i th  p heno l .  In th e  dried 
s t a te  the m etacollagen still showed a w eak  b irefringence. In  con tras t  to th is ,  in th e  solutions 
of к  Hr. к  Cl, N a B r ,  NaCl, BaCL, MgCL, in w h ich  the  f ib re  did no t  con tract  at low te m p e ra tu re s  
(Table  I,  Tab le  I I J ,  the  positive birefringence did not d isappear ,  and there  w as  no conversion 
to m etaco llagen ,  e ither.

irtu morph, tomiis XIII .
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Following t r e a tm e n t  w i th  CaCh and urea, as ly o tro p ic  agen ts ,  polarization optica l  p h e 
n o m e n a  significantly  d ifferen t  f rom  those outlined ab o v e  were  observed. We have there fore  
s tu d ied  the  effect of these  c o m p o u n d s  p lo tted  aga ins t  t im e  a n d  concentra t ion .

Collagen fibres were i n c u b a te d  in solutions of CaCI2 a n d  u rea  for the lengths of t im e  and  
t e m p e ra tu re s  specified below. T r e a tm e n t  was followed b y  r is ing  in 3 changes of 50 ml distil led 
w a te r  for 5 m inu tes  each, a n d  by  d ry ing  in air at 20°C. T h e  f ib res  thus  p re treated  were placed 
in to  C an ad a  ba lsam  d i lu te d  w i th  xylol to the  consis tency  o f  honey .  The p repara t ions  were 
ex am in ed  u n d e r  the p o la r iza t io n  microscope and the  q u a l i t a t i v e  and qu an ti ta t iv e  changes of 
b i refr ingence  were reco rded  b y  m eans  of a com pensa to r .

Studies with CaCl2. F ib re s  incuba ted  for 20 m in u te s  a t  22°C in a 12 per cent so lu t ion  
of CaCh showed a p a t t e rn  s im ila r  to  th a t  of na tive  f ibres .  T h e  f ib res  so p re treated  show ed an 
in ten s iv e  positive  b irefr ingence  in Canada ba lsam  (Fig .  1), a n d  an  intensive negative  one in 
phenol  (Fig. 2).

Two m in u te s  af te r  th e  o n se t  of t rea tm en t  w i th  24 per  cen t  CaCl, solution of 22°C, the  
f ibres co n tra c te d  weakly  a n d  th e i r  positive birefringence d im in ish ed  slightly (Fig. 3), b u t  th e y  
still  r e a c te d  w ith  phenol (Fig .  4).

T w o m inu tes  a f te r  t r e a tm e n t  with 36 to 40 per  c en t  so lu t ions of CaCt, a t  22°C, the  
f ib res  d isp layed  spike-like s t r u c tu r e s  a t  regular d is tances  (F ig .  5). In  the  areas of these  spikes 
the  c o n t in u i ty  of  the  d a rk  ax ia l  b a n d  was in te r ru p ted .  T h ese  f ib res  reacted  also w ith  phenol 
(Fig. 6).

W hen  incuba t ion  u n d e r  th e  above conditions w as c o n t in u e d  for 10 m inutes ,  the f ib res  
u n d e rw e n t  swelling and  th e  sp ikes  became flat (Fig. 7). No p h en o l  reaction  was obse rvab le  in 
th is  case (Fig. 8).

F ib res  in cuba ted  for 2 h o u rs  showed no b irefringence in C an ad a  balsam  (Fig. 9) and  no 
phenol  reac t io n  (Fig. 10). O n ly  th e  f ibre-bound CaCl, c ry s ta ls  show ed birefringence, which  could 
he s tu d ied  well w ith  the p o la r iza t io n  filters in the crossed po s i t io n  and  recordings w i th o u t  th e  
use of the  com pensa to r  (Fig. 11).

Studies with urea. A f te r  1 to 10 m inutes  of i n c u b a t io n  in 40 per cent urea  so lu t ion  of 
22 C th e  positive birefringence of the  fibres slightly decreased  (Fig .  12) b u t  the  phenol reac t ion  
was feasible (Fig. 13). A fte r  16 h o u rs  incubation  a t  22 C, th e  posi t ive  birefringence of the  f ibres 
s ign if ican tly  d iminished (Fig. 14), the  phenol reac tion  w as  still  feasible (Fig. 15). I n c u b a t io n  
for 24 to 48 hours  a t  22°C c au sed  contract ion  and a m a r k e d  decrease  of the positive b ire f r in 
gence a n d  the  phenol re ac t io n .  W ith  the increase of t e m p e ra tu r e  the  urea  effect increased in 
in te n s i ty .  Following t r e a tm e n t  w i th  urea a t3 7 ° C fo r  pe r iods  longer  th a n  5 to 10 m inu tes ,  the  
positive  b irefringence decreased  a n d  together w ith  th a t  t h e  f ib res  con tracted  (Fig. 16); th e  
phenol  reac t ion  was still f eas ib le  (Fig. 17).

P r e t r e a tm e n t  for 10 to 25 m inu tes  at 37°C re su l te d  in  a significant decrease of th e  
posi t ive  birefringence of the  c o n t r a c t e d  fibres, and a t  t h e  sa m e  t im e  a t ransversa l  r e ar rangem en t  
was visible  (Fig. 18). F ib res  so p re - t re a te d  did no t  give th e  p h e n o l  reac tion  (Fig. 19).

In c u b a t io n  a t  37°C for 30 m in u te s  caused the f ib res  to swell an d  reduced the  positive  
b irefr ingence  by  90 per cent  (F ig .  20). Meanwhile, the  p h e n o l  reac t ion  is unfeasible.

T h e  changes in b ire f r ingence  under  the  effect of  c o n c e n t r a t e d  urea  solution are clearly  
visible in the  g raph  (Fig. 21).

T he  resu lts  indica te  t h a t  CaCL and urea produce d i f fe ren t  polarizat ion  optical p a t t e rn s ,  
w hich  are different  f rom  th e  m orpholog ical  s t ruc tu re  o b se rv ed  u n d e r  the  effect of K I  ex p e r i 
m ents .

Discussion

We have exam ined 12 lyotropic agents in th ese experim ents. All o f them , 
with the exception of urea, belong to the group o f neutral salts. In his book  
G u s t a v s o i v  [1] devoted a separate chapter to the effect o f neutral salts, m ost 
of which (the brom ides, iodides and chlorides o f the alkali metals and earth  
m etals in particular) exert a ly tic , peptizing effect on powdered animal hides. 
According to G u s t a v s o n  th is so-called lyotropic effect m anifests itse lf w ith  
the conversion of the derm al collagen protein into a soluble form. The above  
salts act on the non-ionic com ponents of collagen, as proved by the fact that
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Figs. 1 to 11. Changes in the  m orpho logy  a n d  b irefringence of C aC U -pretreated  r a t  tail tendon 
fib res ,  as exam in ed  by  po lar iza t ion  m icroscopy ,  following im b ib i t io n  w ith  C a n ad a  balsam 

(Figs.  / ,  3, 5, 7 and 9), a n d  w ith  phenol (Figs.  2 , 4, 6, 8 , 10 a n d  / / )
F ig .  i .  Collagen fib re  in cu b a ted  a t  22°C in a 12 per cen t  so lu t ion  of CaCl2 show ing  marked

p o s i t iv e  b irefringence
Fig. 2. Following p r e t r e a tm e n t  as in Fig. 1, in tense  negat ive  b irefringence  is observab le  in

phenol
Fig. 3. The collagen fib re  in cu b a ted  for 2 m inu tes  in a 24 per c en t  so lu tion  o f  CaCk, a t  22 C 

c o n tra c ts  s l ightly: th e  posi t ive  b irefringence is sl igh tly  diminished 
Fig. 4. Following p r e t r e a tm e n t  as in  Fig. 3, th e  f ibre  still  reac ts  w i th  phenol  

Fig.  5. The f ibre  in cu b a ted  for 2 m in u te s  in a 36 per cent CaCl2 solution of 22 C shows spike
like p ro trus ions

Fig. 6. Following p r e t r e a t m e n t  as in Fig. 5, t he phenol  reac t ion  is feasible 
Fig. 7. The  f ib re  in c u b a te d  for 10 m in u te s  in a 36 per  cent CaCl2 solu tion  o f  22 C swells, the

spikes vis ib le  in Fig. 6 a re  f la t ten e d
Fig. 8. Following p r e t r e a tm e n t  as in Fig. 7, th e  phenol reac t ion  is not feasible  

Fig. 9. In cu b a t io n  for 2 hours a t  22°C in a 36 per  cent CaCl2 so lu t ion  causes m a r k e d  swelling 
of the  f ib re  a n d  d isap p ea ran ce  of its b irefringence 

Fig. 10. Following p re t r e a tm e n t  as in Fig. 9 no b irefringence  is v isible  in pheno l  
Fig. I I .  C rysta ls  of CaCl2 are b o u n d  to  the  f ib re  shown in Fig. 10. To i l lu s t ra te  th e i r  birefrin

gence, the  p ic tu re  was m ad e  w ithou t  a c o m p en sa to r





Figs.  12 to 20. Po la r iza t ion  microscopic  app ea ran ce  o f  u rea-p re trea ted  r a t  ta i l  t e n d o n  fibres, 
show ing  th e  changes in m orpho logy  a n d  b irefr ingence  a f te r  im b ib i t ion  w i th  C a n ad a  balsam  

(Figs. 12 , 14 , 16 a n d  18) a n d  w ith  phenol  (Figs.  13 , 75, 77, 19 a n d  20)
Fig. 12. Pos it ive  b irefringence following in cu b a t io n  fo r  10 m inutes  in a 40 per  c e n t  u rea  solu

t ion  of 22°C
Fig. 13. After p r e t r e a tm e n t  as in  Fig. 12. in ten se  n eg a t iv e  birefringence is v is ib le  in phenol 

Fig. 14. Incu b a t io n  for 16 h o u rs  in a 40 per cent  u rea  solution of 22 C s ig n i f ican tly  diminishes 
the  posi t ive  b irefr ingence  of the fibre 

Fig. 15. Following p r e t r e a t m e n t  as in Fig. 14 , t h e  phenol reac t io n  is feasib le  
Fig. 16. After  10 m inu tes  i n c u b a t io n  in a 40 per c en t  u re a  solution of 37° C th e  f ib re  undergoes 

con trac t io n  a n d  swelling. D im in ished  positive b irefringence 
Fig. 17. Following p r e t r e a tm e n t  as in Fig. 16. the  phenol reac t ion  is feasib le  

Fig.  18. Following p r e t r e a tm e n t  for 25 m in u te s  in a 40 per  cent urea  so lu t ion  of 37°C, th e  posi
t ive  b irefringence  is s ign if ican tly  diminished 

Fig. 19. Following p r e t r e a t m e n t  as in Fig. 18. th e  phenol reac tion  is un feas ib le  
Fig. 20. P r e t r e a tm e n t  for  30 m in u te s  in a 40 per cen t  u rea  solution of 37°C c au ses  th e  f ibre  to 
swell a n d  a lm os t  com ple te ly  abolishes the posi t ive  birefringence. T echnica l  d a t a :  F x c e p t  in 
Fig. 11. t h e  polariza t ion  m ic ro g rap h s  were m ad e  w i th  crossed f i lters,  in te rp o s in g  a f i rs t  order

red p la te .  M agnif ica t ion ,  35 : 1
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EXAMINATION OF COLLAGEN El It K ES 25У

Fin. 21. Changes in b irefringence m easured  in C a n ad a  b a ls am  a n d  in the phenol  reac t io n  of 
r a t  tail  t en d o n  fibres following incubation  a t  37 C in a 40 per cent solution o f  u rea

follow ing treatm ent with neutral lyotropic so lu tions there is no change in the 
uptake of the cationic chromium sulphate and chromium chloride tanning  
substances, while that o f the non ionic su lphito-chrom ium  sulphate increases 
in proportion to the lyotropic effect of the neutral salts.

Our experim ents were carried out on iso lated  collagen fibres and this 
m ay be responsible for the fact that our resu lts did not quite agree w ith  the 
statem ents made by CllSTAVSON [1]. The p eptizing  effect m ay be brought 
into correlation with the conversion to m etacollagen . We have nam ely  found  
(unpublished observations) th at in the course o f  conversion to m etacollagen  
60 to 75 per cent o f the fibrous collagen becom es soluble. As indicated by the 
graph in Gustavson’s book |1] (Fig. 30 page 174) the peptizing effect of 
salt solutions decreases in the order N aBr CaCl., N al MgCl2 Li Cl 

К Cl (NaCl) MgSO, Na.,SO,. In con trast, according to our data 
(Table 1, Table 11^ conversion to m etacollagen takes place on ly  in those  
solutions, which cause contraction and then  relaxation . At 22° C th ese are 
K I, KSCN, N a l, NaClO.i and CaCI.,. In the other salt solutions the process of 
chem ical contraction and relaxation does not take place and correspondingly
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there is no conversion to m etacollagen, either. G u s t a v s o n ’s graph shows 
N aB r to  be th e  most active lyotropic agent. In  our experim ents th is  sa lt did 
not cause th e  fibres to contract at 22° C; in a 40 per cent solution th e y  even  
stretched  ( Table I, Table I I ) .  According to  G u s t a v s o n , N a l and MgCl., 
bring ab ou t an identical degree of peptization , whereas we found N a l to  have 
a p ositive  effect causing a chem ical contraction , while MgCl., was in active . Our 
results agree w ith  G u s t a v s o n ’s in the case o f  K I, KSCN and CaCl2. Y et, the  
polarization  optical patterns were different in the cases of KI and CaCl2, and 
w ith  CaCl2 no conversion to real m etacollagen occurred, just as it did not occur 
on in cu b a tio n  in concentrated urea solutions. A ll these prove th at the p ep ti
zation  and tanning reactions carried out w ith  anim al hide powders are not 
id en tica l w ith  the effect inducing chemical contraction and relaxation .

A s regards the effect o f  concentrated urea solution, our results agree 
w ith  th o se  o f G u s t a v s o n  [1] in that the urea solution causes p ep tization  at 
35° to  37° C. At 37° C a quick contraction, and slow relaxation tak e place. 
As ju d g ed  from  the polarization optical pattern , the m etacollegen-like struc
ture b eg in s to  develop above 32°C. H ow ever, th e  kind of collagen thus ob
ta in ed  is n o t identical w ith the usual m etacollagen.

Our results indicate that in response to  C ad., the conversion o f collagen  
fibres to  a “ m etacollagen like” substance tak es place in different phases than  
under th e  effect o f KI. This is even more true for urea, as the conversion caused  
by it n ev er  leads to m etacollagen form ation. Tt might split the hydrogen  
bridges, th e  so-called secondary bonds p laying a role in the longitud inal 
arrangem ent o f the fibres. It is also conceiveable th a t, especially in th e  early  
phase o f  th e  reaction, the dim inution of birefringence caused by urea is an 
in h ib itory  effect.

A s a fin a l conclusion лее believe th at th e  compounds belonging to  the 
group o f lyotrop ic  agents often exert sim ilar effects on collagen fibres; CaCl2 
and urea, how ever, shore individual differences.
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U N T E R S U C H  LING VON K O L L A G É N  F A S E R N  B E I  V E R W E N D U N G  LYOT ROI» ER
SUBSTANZEN

I .  BANGA und D. SZABÓ

Von den V erb indungen ,  die in Gustavson’s Buch u n t e r  den lyo tropen  Subs tanzen  au fge
zäh lt  sind, haben  wir 12 S u b s tan zen  hinsichtlich der K o n t ra k t io n -R e la x a t io n  und  der U m w a n d 
lung in Metakollagen u n te rs u ch t .  Zur U n te rsuchung  der m orpholog ischen  V eränderungen  der 
Fase rn  ve rw ende ten  wir ein po lar isa t ionsoptisches Verfahren .

6 von den u n te r s u c h te n  12 lyo tropen  Substanzen  lösten  das  P h ä n o m en  der  K o n trak tion -  
R elaxation  aus,  die U m w a n d lu n g  in Metakollagen war m orpholog isch  jedoch  n u r  in Anwesen
heit  von 4 Subs tanzen  nachw eisbar .  Von den Alkali-Haloiden w aren  alle Brom ide  und Chloride 
in ak t iv ,  n u r  die Jo d id e  wiesen eine W irkung  auf. E ine seh r  s ta rk e  K o n trak tio n s-R e lax a tio n s-  
W irkung  lösten KSCN u n d  N aC 104 aus.

D urch  E in w irk u n g  von CaCl_, u n d  von K arb am id  sind po lar isa t ionsoptische  E ffek te  zu 
ve rm erken ,  die sich von  den im  Laufe  unserer  f rüher  b e o b a c h te te n ,  m it  K J  d u rchgeführ ten  
E x p er im en te  un tersche iden .

И С С Л Е Д О В А Н И Е  К О Л Л А Г Е Н О В Ы Х  В О Л О К О Н  П Р И  П Р И М Е Н Е Н И И  
Л И О Т Р О П Н Ы Х  В Е Щ Е С Т В

И. Б АН ГА и Д. САБО

Автор!»! исследовали 12 из веществ, причисленных в книге Густавсоиа к числу лиот
ропных соединений. С точки зрения сокращения и расслабления и при преобразовании 
в метаколлаген. Для исследования морфологических изменений волокон авторы исполь
зовали поляризационный оптический метод.

Из исследованных 12 лиотропных веществ 6 вызвали явление сокращения-рас
слабления, но превращение в метаколлаген могло быть выявлено только в присутствии 
4 веществ. Из галоидов щелочных металлов все бромиды и хлориды были неактивными и 
только иодиды оказывали действие. Очень сильное действие в отношении сокращения- 
расслабления вызывали KSCN и NaCIO,.

Под влиянием хлористого кальция и мочевины авторы отметили отличающиеся 
от прежних наблюдений с йодистым калием поляризационные оптические явления.

l)r. Ilona Ha n g a , B udapest Vi l i .  ( Hői út 26. H ungary
Dr. D. S zabó , B udapest V i l i .  Szigony u. 43. H ungary
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D e p a r tm e n t  of  A n a to m y  (D irec tor :  Prof. Dr. .J. Sz e n t Ág o t h a i), Universi ty  Medical School,
Pécs

ON SUPPOSED DIRECT REFLEX COLLATERALS OF 
PRIMARY TRIGEMINUS AFFERENTS TO 

MOTOR CRANIAL NERVE NUCLEI
M. RÉTHELYI and M. VlLAGIIY

(Received May IB, 1964)

Electro ly tic  lesions have been placed in a d u l t  alb ino ra ts  into the 5 th  nerve 
ganglion (Gasserian) w i th  the aid of a s te reo tax ic  a p p a r a tu s .  Secondary  d egene ra t ion  of 
p r im ary  a ffe ren ts  in the  b ra in  s tem was t raced  b y  aid of t h e  N au ta -G y g ax  im pregnation  
technique. No evidence  of direct p r im ary  senso ry  n eu ro n  collaterals,  reaching a n y  of 
the m otor  cranial  ne rve  nuclei, could he o b ta in ed .  R ecen t  reports  on the exis tence  of 
m o n o sy n ap t ic  reflexes established by  neurons  s i tu a te d  in the  Gasserian ganglion are, 
therefore,  refu ted .

There still seem s to  be some uncertainty concerning the ex istence of 
m onosynaptic reflex connexions in cranial nerves. The question is confused by 
the strange separation o f the cell bodies of prim ary m uscle afferents and other 
primary sensory neurons, the former ones being situated  m ainly in the m esen
cephalic tract o f the trigem inus, and perhaps also in the trunks of m otor 
cranial nerves (3rd, 4 th , 6th, 7th and 12th), whereas the latter are localized  
in the cranial sensory ganglia. The course and m onosynaptic connexions of 
m esencephalic tract prim ary muscle afferent neurons have been traced by 
S z en tÁgothai 18], and physiological findings are in com plete accordance 
w ith the anatom ical fact of a m onosynaptic pathw ay established betw een la  
muscle spindle afferents and motor trigem inal neurons. U nfortunately, there 
is no clear anatom ical evidence of similar m onosynaptic connexions betw een  
m uscle afferents o f eye, facial, and tongue m uscles and their respective m o
toneurons. Muscle spindles are known to occur in these m uscles, although not 
regularly and not in every species. The cell bodies o f  the primary la afferents 
could either be situated  (1) in the m otor nerves, where scattered nerve cells 
of sensory type have been met with, or (2) in the m esencephalic nucleus of 
the trigem inus, and (3) in the sensory cranial nerve ganglia. P ossib ility  (1) 
could be tested  by cu tting  m otor cranial nerves at the site of their ex it from  
the brain and looking for degenerated synapses in the m otor nuclei of the same 
nerves. P ossib ility  (2) has been investigated b y  S z e n t Ágothai (unpublished), 
so far with a negative result, but it m ight be w orth w hile to subject the m atter  
to  another test. Concerning the third possib ility  the observations are contro
versial. Direct collaterals o f primary 5th nerve neurons have been described  
in Golgi material by KÖLLIKER [7] and A ström  [1], their existence has, how 
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ever, been  denied by Ca ja l  [2]. U sing degeneration m ethods, S z e n t a g o t h a i  
[8] and K ekk  [6] in the cat, and T orvik  [10] in the rat, did not fin d  m onosyn
aptic connexions between th e  5th  nerve (Gasserian) gangban and th e  5th, 
7th as tvell as the 12th m otor nuclei. It was therefore m ost surprising that 
quite  recen tly  Clarke  and B o w s h e r  [3] were able to trace degeneration  
fragm ents from the degenerated sensory root o f the trigem inus to  the m otor 
nuclei o f  th e  5th and 7th nerves. P hysiological evidence also seem s to be con
troversia l, as Crue  and S u t in  [4] claim  to have found] evidence of m onosyn
ap tic  connexions between trigem inus and facial nerve, whereas the findings  
o f G r e e n  et al. [5] are against such an assum ption.

A s previous experim ents m ade in our departm ent (Sz e n t a g o t h a i  [8]) 
had been  m ade on the cat and in the “ pre-N auta” period o f experim ental 
axonal degeneration technique, it m ight well be possible that such connexions 
do ex ist in the rat or, being extrem ely  few  in the cat, had been overlooked in 
B ie lsch ow sk y  preparations. T he question has therefore been reinvestigated  
in th e  rat using the N au ta-G ygax im pregnation technique. An account of 
these resu lts is given in the present paper.

M aterial and methods

E le c t ro ly t ic  lesions were p lac ed  by  a s te reo tax ic  a p p a ra tu s  in to  the  G asser ian  ganglion 
of 8 a d u l t  a lb ino  ra ts .  The a n im a ls  were  sacrificed five days  af te r  the  o p e ra t io n  u n d e r  e ther  
a n a e s th e s ia  b y  perfusion th ro u g h  th e  a o r ta  of  a 10 pe r  cent  neu tra lized  fo rm al in  so lu t ion .  The 
b r a in  w a s  im m e d ia te ly  removed f ro m  th e  skull an d  f ixed  for two weeks in th e  sam e flu id .  20 
m ic ro n  f rozen  sections were cu t  in t h e  f ro n ta l  p lane  a n d  im pregnated  accord ing  to the  N au ta-  
G y g a x  procedure .

Results

D egenerated  primary sensory fibres of the trigem inal nerve could easily  
be traced  in to  the principal sensory nucleus, where they participate in a dense 
m eshw ork o f preterminal and term inal axons (Fig. 1). More caudally degene
rated  fibres are seen to enter from the spinal tract of the 5th  nerve in to  its 
nucleus, where they term inate. The degeneration picture m ight be som ew hat 
confused , in consequence o f dam age to corticobulbar fibres caused by the 
electrode tract; this did not, how ever, interfere w ith our m ain purpose, as 
cortical fibres do not have direct access to  m otor nuclei in subprim ate anim als 
(S z e n t a g o t h a i  and R a j k o v it s  [9]). No degenerated preterm inal fibres could 
be traced  into the 5th, 7th and 12th m otor nuclei, although the degeneration  
was clear enough in the sensory  nuclear regions of the sam e preparations 
(F igs. 2, 3 and 4). The m otor nucleus of the 9th , 10th and 11th nerves is not 
su ffic ien tly  separated from th e surrounding neuropil of the reticular form ation  
so th a t th e  anatom ical s itu ation  is not suited for the decision w hether or not
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Figs. 1 4 .  R a t  5 days  after  local lesion in t r igem ina l  ganglion . N auta-Gygax p ro ced u re .  Magni
f ica t ion ,  X 500. Fig. I . P rincipal sensory nucleus o f  the  tr igem inus ,  num erous  d egene ra t ion  
fragm en ts .  Fig. 2. Motor t r igem inal  nucleus, Fig. 3. fac ia l  nucleus, Fig. 4. hypoglossa l  nucleus. 

N o te  complete  lack of degenera t ion  f ra g m e n ts  in motor nuclei

primary trigem inal collaterals establish direct synaptic contact w ith  these* 
m otoneurons. However, it seems a priori  im probable that such connexions  
exist if they  do not occur with the m otoneurons of the 5th, 7th and 12th 
nuclei.
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Discussion

Our observations do not support the claim  o f Clarke  and B o w s h e r  [3] 
concerning the ex istence o f m onosynaptic con n exion s between prim ary sen 
sory neurons of the Gasserian ganglion and m otor cranial nerve nuclei. The 
seem ingly  positive resu lts o f these authors m ust have been caused by erro
neous interpretation o f so-called “pseudodegeneration” fragm ents, w hich  
m ay occur in some m aterials in spite of otherw ise adequate technique. In 
order to  avoid such errors it is advisable to  in v estig a te  very carefully under 
oil im m ersion when the pseudodegeneration fragm ents that are caused mostly' 
by neurokeratin sta in ing  in the neighbourhood o f the Schm idt-Lanterm ann  
incisures, can be d istinguished with certainty from  true axonal fragm ents. It is 
also advisable to m ake parallel stainings w ith  a Bielschow sky m odification  
(Schultze-G ros or G lees), and to control sites w here there are many' fragm ents 
in the N au ta  slides. From  microphotos it is often  difficult to tell w hether the  
fragm ents are true or pseudo degeneration. Som e of the figures of Cl a r k e  
and B o w s h e r  [3] give th e  impression that th e  fragm ents had been due to  the  
latter.

T here are, of course monosymaptic reflex connexions in the cranial nerves, 
but th ey  are exclu sively  reserved to la  m uscle afferents and the perikary a 
of the sensory neurons are not localized in the sensory ganglia, but som ewhere 
else. The only known nucleus of such neurons is in the mesencephalic tract of 
the 5th nerve. The localization  of the cell bodies o f  other la  afferents is still 
doubtful, but it is certain Lhat they are not loca lized  in the Gasserian ganglion. 
On the basis o f a large degeneration m aterial obtained from transection  of 
sensory cranial nerves, S z entágothai  [8] p oin ted  out em phatically th a t there 
is no anatom ical evidence o f any other type o f  sensory neurons having in the 
CNS m onosynaptic connexions. This agrees w ell with physiological obser
vations and our find ings concerning the 5th  n erve also support th is v iew .
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D I E  H Y P O T H E T IS C H E N  R E F L E X K O L L A T E R A L E N  D E R  P R I M Ä R E N  T R IG E M IN U S -  
A F F E R E N T E N  ZU D E N  M O T O R IS C H E N  K E R N E N  VON H I R N N E R V E N

M. R É T H E L Y I und  M. V ILÁ G H Y

Mit Hilfe eines s te reo tak t ischen  Z ielgerätes h a b en  wir das sensible G anglion  des Trige
m inus  (Ggl. Gasseri) an  weissen R a t t e n  d u rc h  e lek tro ly t ische  Läsion zers tö r t ,  u n d  die degene
r ie r ten  p r im ären  sensiblen Fase rn  im H i rn s ta m m  u n t e r  V erwendung der  N a u ta -G y g a x sc h e n  
Im p räg n a t io n s te ch n ik  verfolgt.  W ir  fan d en  ke inen Beweis , lau t  dessen die K o l la te ra lcn  der 
p r im ä ren  sensiblen Fase rn  zum  m otorischen  K e rn  irgendeines H irnnerves  v e r la u fen  würden.  
Deshalb  nehm en wir eine entschlossen  v e rne inende  S te llung  in jener  Frage ein, ob  die im  G ang
lion Gasseri befindlichen N euronen  u n m it t e lb a re  Reflexkolla te ra le  zu den m o to r isc h e n  Kernen 
d e r  H irn n e rv en  h ä t te n .

ПРЕДПОЛАГАЕМЫЕ РЕФЛЕКТОРНЫЕ КОЛЛАТЕРАЛИ ПЕРВИЧНЫХ  
АФФЕРЕНТНЫХ ВЕТВЕЙ ТРОЙНИЧНОГО НЕРВА К ДВИГАТЕЛЬНЫМ ЯДРАМ 

ЧЕРЕПНО-МОЗГОВЫХ НЕРВОВ
М. РЕТХЕИ и М. ВИЛАГИ

При помощи стереотаксического прицельного прибора электролитическим путем 
на белых крысах был поврежден чувствительный узел тройничного нерва (Гассеров 
узел). Переродившиеся первичные чувствительные волокна мы проследовали в стволе 
мозга импрегнационной техникой Наута-Гтакса. Авторы не нашли доказательства 
того, что коллатерали первичных чувствительных волокон идут к двигательному ядру 
какого-нибудь из черепно-мозговых нервов. Поэтом они занимают отрицательную по
зицию по тому вопросу, имеют ли расположенные в Гассеровом узле невроны непосред
ственные рефлекторные коллатерали к двигательным ядрам черепно-мозговых нервов.

Dr. М. H é t h e l y i , B udapest A natóm iai Intézet, Hungary 
Dr. M. V ilÁg h y . Pécs A natóm iai In tézet, Hungary
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SUBMICROSCOPIC CHANGES OF THE AORTIC 
STRUCTURE IN UATHYRUS-FED RATS

T .  N e ü m a r k  a n d  K .  F a r k a s

(Received May 20, 1964)

W hite  ra ts  of  100 g body weight were fed a la thy r ic  diet an d  the ir  a o r ta  was 
s tud ied  under  the  polarization  microscope for a l te ra t io n s  of the subm icroscopic  s t ru c 
tu re .  fhe  gravest  changes were found to occur  in the abdom ina l  a o r ta .  T h e  earliest 
changes p resen ted  them selves in the f ib r il la r  s t ru c tu re  of elastic fibres ,  accom panied  
by a t ran s i to ry  increase and  a subsequen t  m a rk e d  decrease in the o r ien ted  acid m uco
polysaccharides o f  the g round  substance,  t o g e th e r  w i th  a rise in the  n u m b e r  o f  collagen 
fibres. T here  were m ark ed  differences in th e  subm icroscopic  s t ru c tu re  of  new ly  developed 
collagen fibres a n d  a conspicuous increase o f  p e r ivascu la r  connective  t is sue  a long the 
g ravely  dam aged  vessel portions.  It is a s su m e d  t h a t  in ex p er im en ta l  l a th y r i sm  the  
localization and  degree of aortic  lesions is re la te d  w ith  the  basic s t ru c tu re  of  the  vessel 
wall.

D ifferent explanations have been suggested  for the m esenchym al le
sions induced by diets containing sweet pea or its extract [ 1, 2, 14]. The connec
t iv e  tissue lesions induced by lathyrus show  several features in com m on with  
certain unclarified degenerative changes o f the human connective tissu e [13]. 
W ell known is the fact that lathyrus fed to  the rat gives rise to a severe aortic 
lesion [16, 20, 21, 30, 31] which resem bles certain vessel injuries observed in 
human atherosclerosis 127]. The present paper deals with the polarization  
m icroscopical exam ination of subm icroscopic vessel changes brought about by  
experim ental lat hyrism.

Methods

Albino ra ts  o f  b o th  sexes, weighing ab o u t  100 g were fed a diet  c o n ta in ing  50 per  cent 
L a th y ru s  o d o ra tu s  grist.  T he  anim als  were killed in g ro u p s  of three  under  e th e r  anaes th es ia ,  
3, 6, 9. 12 and  16 weeks a f te r  beginning the  diet. A n  eq u a l  n u m b er  of anim als  o f  the  sam e  age, 
fed a n o rm al  d ie t ,  were killed each time for con tro l  purposes .  T he  ao r ta  was r e m o v e d  in  toto, 
d iv ided  in to  an  ab d o m in a l  an d  a thorac ic  po rt ion  a n d  these  were fixed for 24 ho u rs  in 8 per 
cen t  n e u t r a l  form alin  solu t ion , an d  em bedded  in p a ra f f in .  Five micron th ic k  sec t ions  were 
cut a n d  a p a r t  of  these  was sub jected  to the periodic  acid  Schiff (PAS) reac t ion  a n d  orcein 
s ta in ing  for the  purpose  of no rm al  microscopical s tu d y .  For submicroscopic e x a m in a t io n s  the 
following topochem ica l  reac tions  were used.

A n i l in  reaction | 2 5 ] .T h e  sections were t r e a te d  w ith  anil in xylol so lu t ion  a t  increas ing  
c o n cen tra t io n s  a n d  in pure  anil in. Those to be p reserved  were covered with an  eq u a l  m ix tu re  
of anilin  a n d  C anada  ba lsam .

Phenol reaction [3]. Deparaffinized sections were covered  with  a 50 per cent a n d  increas
ing p h en o l  co n cen tra t io n s  dissolved in Canada  b a ls am  |8 | .

Precipitation rnetachromatic staining  [26]. Sec tions  were s ta ined  at v a r io u s  p l l  values 
w ith  0.02 per  cent to lu id ine  blue,  stabil ized with p o ta s s iu m  ferricyanide and s tu d ied  in m ono
c h ro m a tic  red l ight;  R o in h án y i ’s met ach rom atic  in d ex  was d e te rm ined  following tolu id ine 
blue s ta in in g  a t  pH 4.
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R iv a n o l  reaction  [25а]. D eparaff in  ized sections were s ta in e d  w ith  a 0.2 per cent  aq u eo u s  
R iv an o l  s o lu t io n ;  following clarif ication w i th  terp ineol,  t h e y  were covered w i th  C anada  b a ls am .

I m b ib i t i o n  test [27]. In  the  d e p ara f f in ized  sections collagen fibres were s tud ied  for double  
re f ra c t io n  in  so lu t ions  of growing re f ra c t io n  indexes.

General f indings

A s t h e  exper im en ta l  l a th y r i sm  progressed, p ro n o u n c ed  vascular  changes,  a r t i c u la r  
d e fo rm i t ie s ,  scoliosis  and loss of w e igh t  p resen ted  them se lves  tow ards  the  end of the  th i rd  
m o n th .  T h e  tw o  aortic  pa r ts  ( thoracic  a n d  abdom ina l)  show ed essentia l  differences.  T he  g ra v e s t  
vascu la r  l e s io n s  were found in the a b d o m in a l  p a r t ;  those  in th e  thorac ic  section were s l igh te r .  
The  l ig h t  m ic roscop ica l  f indings were  in  confo rm ity  w i th  those  rep o rted  in the  l i te r a tu re  
[10, 11, 15, 21, 29]. I t  was especially in th e  abd o m in a l  p o r t io n  t h a t  the  perivascular  connec tive  
t issue a n d  t h e  a d v e n t i t i a  were th ick en ed ,  a n d  th e  elastic f ib res  w ere  b roken up. E ar ly  s y m p to m s  
were th e  in c r e a s e d  waviness of e lastic  f ib res  and  the  a cc u m u la t io n  along th e m  of a g ra n u la r ,  
m o s t ly  P A S -p o s i t iv e  m etachrom atic  su b s ta n c e .  A m ong d iso r ien ted  collagen fib res  in ju red  
e lastic  f i b r e s  a n d  num erous connective  t issue  cells were seen. A di la ted  lum en and  a t h in  wall 
w i th  n e c r o t i c  cy s t ic  areas characte rized  th e  abd o m in a l  a o r ta  (Figs.  1 —5). Less severe were  th e  
changes  in  t h e  tho rac ic  aorta .  In  th e  p a r a a o r t i c  ly m p h  n o d es  there  was m uch  haem o sid er in .

Polarization microscopical f i n d i n g s

E la s t ic  fibres.  The earliest s y m p t o m  was a decrease of th e  double re frac t ion  ( increas ing  
anilin  c o n c e n t r a t io n s ) ,  noticeable in t h e  abd o m in a l  sooner  t h a n  in the thorac ic  po rt ion  (see 
G ra p h  1). O rc e in -s ta in e d  sections f ro m  th e  ear ly  phase  re v ea le d  ha rd ly  a n y  a l te ra t io n ,  l a t e r  the  
double  r e f r a c t io n  became gradually  less d is t inc t ,  in severe ly  in ju re d  areas a lm ost  fu lly  e x t i n 
gu ished  (F ig s .  6, 7), at the same t im e  th e  e lastic  lam ina  e x p a n d e d  and the  collagen f ib res  pro l i
fe ra ted  (F ig .  9). I rregularly  shaped  e las t ic  f ib res  s ta in ing  read i ly  with orcein were to be seen 
even in g r a v e ly  in ju red  areas.  The  les ions in the  ab d o m in a l  p a r t  were a lways more severe  th a n  
in t h e  t h o r a c ic  portion. The in te rn a  e las t ica  m em b ran e  w as  well preserved th ro u g h o u t .

Collagen fibres.  These m ult ip l ied  con tinously  d u r in g  th e  exper im en ta l  period. T he  phenol  
re ac t io n  r e v e a le d  an expansion of t h e  collagen in te g u m e n ts  o f  the  elast ic m em b ran e  in the  
ear ly  s t a g e ,  l a t e r  in the abdom inal  p a r t  the  collagen f ib res  b ecam e irregular  and coarse ,  w i th  
n u m e r o u s  d e fo rm e d  connective t is sue  cells (Figs.  8, 9). M o u n t in g  the slices w ith  inc reas ing  
p h en o l  c o n c e n t r a t io n s  dissolved in  C a n ad a  balsam  a m a rk e d  shift occurred in th e  phenol 
r e a c t io n ,  e sp ec ia l ly  in the areas d isp lay in g  grave  changes (G ra p h  2). A t sites the  m e ta c h r o m a t i c  
effect w a s  cons id e rab ly  decreased, a t  o th e r s  the  phenol  re ac t io n  failed to reveal  collagen fibres. 
In  som e p a r t s  o f  the abdominal  a o r ta  the  vascu lar  s t r u c tu r e  w as a b n o rm a l  p a s t  recogn i t ion .  
T he  im b i b i t i o n  curves referring to d iso r ien ted  collagen f ib res  in heavily  affected a rea s  differed 
f ro m  th e  c o n t ro l s  (Graph 3).The sam e w as  the  case w i th  the  collagen fibres of p ro l ife ra ted  p e r i 
v a sc u la r  c o n n ec t iv e  tissue. S ta in ing  w i th  R ivano l  revea led  a m ark ed ly  negative  double  re f ra c 
t ion  o f  u n a f fe c te d  collagen fibres, sh o w ed  a n  in tense  r e a c t io n  along the  elastic  f ib res  o f  the  
t h o ra c ic  p o r t io n ,w h i le  the ab d o m in a l  p a r t  failed to reac t .  H ere  the lively double r e frac t io n  was 
co n f in ed  to  ra d ia l ly  arranged s t r u c tu r e s  (Figs. 10 to 13).

A c i d  mucopolysaccharides in the ground substance.  I n  the  early  e x p e r im e n ta l  phase  
there  w a s  a n  increase of acid m u copo lysacchar ides  in the  en ti re  aorta .  L a te r  on  the  g rave ly  
a f fec ted  fo ca l  necrotic  areas of  th e  a b d o m in a l  po r t ion  p re sen ted  a g radual  decline,  in some 
places a  c o m p le te  absence, of the  m e ta c h ro m a t ic  effect.  In  conform ity  w ith  o th e r  a u th o r s  
[32], we o b se rv e d  th a t  some vessel po r t ions ,  th o u g h  fa il ing  to m etach ro m as ia  u n d e r  the  
p o la r i z a t io n  microscope, showed u n d e r  the  l ight microscope accum ula t ions  of a coarse -g ra ined ,  
o r i e n te d  su b s ta n c e ,  staining m e ta c h ro m a t ic a l ly  w i th  to lu id in e  blue. This  m e ta ch ro m as ia  did 
n o t  in c re a s e  in p roport ion  to the  q u a n t i t y  of PA S-posi t ive  substance.  There  was a d is t in c t  
d i f fe rence  in  response between the  a b d o m in a l  p o r t ion  where  the m etach ro m at ic  in d ex  rose 
m a r k e d ly ,  a n d  the  thoracic port ion  where  i t  rose scarce ly  d u r in g  the  in it ial  phase ,  a l th o u g h  
here  t h e  in c rease  of PAS-positive su b s ta n c e  was m u c h  m ore  p ronounced a long th e  e lastic  
f ibres .  I n  t h e  l a te r  phases, the  a b d o m in a l  port ion , a b o u n d in g  in f ibrocytes  b u t  m o s t ly  deficient 
in o r i e n t e d  s t ru c tu ra l  elements,  sh o w ed  on ly  t races  or  a complete  lack of m e ta c h ro m a s ia ,  
d e sp i te  t h e  m a rk e d  PAS reaction . T h e  phenol  reac t ion  grew  weaker or ceased especia l ly  in 
th is  a r e a .  O n  s ta in ing  with pH  4 to lu id in e  blue the collagen fibres of  the  increased p e r iv ascu la r  
c o n n e c t iv e  t issue  were revealed to  be  o f  a steno-collagenous n a tu re  [26].
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Fig. 1. A b dom inal  ao r ta  of  con tro l  an im a l .  N o rm a l  elastic fibres. O rce in ,  X ISO 
Fig. 2. A bdom inal  a o r ta  of  la th y ru s  fed r a t .  G ra v e ly  dam aged  elastic f ib res ,  th ic k  a d v en t i t ia .

Orcein ,  X ISO

Леи  I m o rp h , tornus X I I I .



2 7 2 T.  N E U M A R K  and  К.  F A R K A S

Fig. 3. A b d o m in a l  ao r ta  of control an im a l .  PA S, X 150 
Fig. 4. A b d o m in a l  ao r ta  of l a th y ru s - fe d  animal.  Vessel wall  m a r k e d ly  damaged, wide lum en .

PAS, X 150

A c ta  m orph , lorn us X I I I .
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Fig. 5. T horacic a o r ta  o f la th y ru s-fed  r a t .  A ccu m u la tio n  of P A S -positive  su b s ta n c e  along the
e lastic  fib res . PA S, X  150

F ig . 6. A bdom inal a o r ta  o f norm al ra t.  A nilin  re ac tio n , u n d e r  p o la riza tio n  m icroscope. X  210

ir ta  т о г / ih. t o m  u s  X I I I .
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G raph 1. D o u b le  re frac tion  of e la s tic  f ib re s  a t  increasing  an ilin  co n ce n tra tio n s . “ A ”  =  co n 
t ro l;  “ B ” =  th ree  w eeks, “ C”  =  th ree  m o n th s , a f te r  beg in n in g  of d ie t

T

G raph 2. T e s ts  w ith  increasing  c o n c e n tra tio n s  of phenol in C an ad a  b a lsam . T he la th y ru s  fed 
a n im a ls ’ p h e n o l co n cen tra tio n  cu rv e  is  sh if ted  in com parison  to  t h a t  o f th e  c o n tro ls . Collagen 
f ib re s  h a v e  a  lower phenol v a lu e . In  th e  co n tro ls  th e  double re fra c tio n  passes tu rn  from  positive 

in to  n e g a tiv  a t  a h ig h er phenol co n ce n tra tio n

Ï.3 ' 1A 1.5 T)
G raph 3. Im b ib itio n  curves o f  co llag en  f ib re s , som ew hat f la t te n e d  a n d  sh ifted  fo r la th y ru s-fed

an im a ls  as co m p ared  to  th e  c o n tro ls
Acta morph, tomus X I I I .
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F ig . 7. A bdom inal a o rta  of ra t a f te r  3 m o n th s  o f la th y ru s  d ie t. W eak  atiilin re a c tio n  of the d i
m in ished  and  h eav ily  in ju red  e lastic  fib res . P o la riza tio n  m icroscope, X 210 

F ig . 8. A bdom inal a o rta  o f n o rm al r a t .  Phenol reac tio n  u n d e r p o lariza tio n  m ic ro sco p e , X 150

■Ida m orph, tornus X I I I .
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f i g .  9. A bdom inal  aorta  of  l a t h y r u s - f e d  ra t .  Thickened d iso r ien te d  collagen f ibres ,  w i th  a m a r k 
ed  de cre ase  of double re frac t io n .  In c re a se d  perivascular c o n n ec t iv e  t issue,  w i th  b r igh tly  n ega

t iv e  double refrac tion .  P h e n o l  reaction , under p o la r iza t io n  microscope, X 150 
Fig. 10.  Abdominal aor ta  o f  c o n t r o l  ra t .  Rivanol reac t io n ,  u n d e r  polarization  microscope,

X 150

A cta  m orph, looms X I IT .
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F ig . 11. A bdom inal a o r ta  o f la th y ru s-fed  r a t .  R iv an o l re ac tio n  in  2nd m o n th  of la th y ru s  d iet.
A ortic  a d v e n titia , R iv an o l positive th ic k  fib res . P o la r iz a tio n  m icroscope, X 150 

F ig . 12. A bdom inal a o r ta  o f r a t  a lte r  4 m o n th  of la th y ric  d ie t. R iv an o l-p o sitiv e  fib res of the 
w essel w all arranged  p e rp en d icu la rly  to  th e  lum en ,X  210

A cla  m orph , tonius X I I I .
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F ig . 13. T h o rac ic  ao rta  of la th y ru s - fe d  r a t .  A ccum ulation  of R iva iio l-p o sitiv e  su b s tan ces  along 
th e  elastic fibres. R iv an o l re a c tio n , u n d e r p o la riza tio n  m icroscope, X 150

Discussion

Earlier observations [16, 19, 12, 28] have established that the in tensity  
of la th yr ism  depends on th e  age of the anim als; the younger th ey  are, the  
greater the damage. The changes occur especially in the thoracic aorta. P yö- 
r ä l ä  et al. [23] found in anim als o f  more than 70 to  80 g body w eight the aorta 
rem ained  unaffected after a prolonged period of a 50 per cent lathyrus diet. 
In our own experiments w ith  100 g rats, the gravest changes presented th em 
selves in the abdominal area. The unequal degree of lathyrogenic change in 
the aorta  o f older animals com parable to the localization  of hum an athero
sclerosis is probably in connexion  with the structural differences, em pha
sized b y  one of the present authors [5] and Avhich we were able to trace [19] 
b y  polarization m icroscopy in th e  aorta of atherosclerotic patien ts.

T h e earliest change in th e  aorta of lathyric anim als presented itse lf  
during th e  third week in the subm icroscopic structure of elastic fibres at the 
sam e tim e  when neither e la stic  elem ents nor the ground substance showed  
a lteration s using normal light m icroscope. Towards the end of the experim en
ta l period (approxim ately 4 m onths), elastic fibres in the abdom inal portion  
becam e alm ost or fully u n id en tifiab le  by topochem ical reactions, though fibres 
of irregular shape staining w ith  orcein could be traced even in the m ost gravely

A d a  morpli .  tomus X I I I .
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injured areas. As a kinti o f com pensation for the decaying elastic  fibres, there 
was a sim ultaneous increase in the num ber of collagen fibres. R o m h a n y i ’ s 

polarization optical observations [25J contrasting w ith other results 
[22, 23] led us to presum e that the change of the elastic fibres is the earliest 
sym ptom , followed by m ucopolysaccharide differences betw een the character
istically  phenol positive collagen fibres and the ground substance. Sim ulta
neously a R ivanol-positive substance was accum ulated along the elastic 
fibres, m ainly in the thoracic portion. K e e c h  |9 ]  on the basis of electron 
m icroscopic studies o f the lathyric rat aorta, claim s th at accum ulation of a 
highly PAS positive am orphous substance along the elastic fibres is a character
istic  sign of lathyrism . It seems likely that the PAS positive substance which 
in our experim ents showed a negative double refraction, agrees w ith the one 
described by K e e c h , only to him it appeared am orphous w hile our submicro- 
scopic exam inations revealed a fibrillar structure (F ig. 13).

N É m e t h -CsÓk a ’s 117] polarization m icroscopic observations in agree
m ent w ith our findings [19] showed that the anilin reaction ton es down in 
the aorta of aged atherosclerotic patien ts, w ith  a sim ultaneous increase of 
collagen fibres along the elastic ones.

According to  several authors, the increase in the num ber o f collagen 
fibres in lathyrism  is interrelated w ith the m etachrom atic substance [1, 29].

Our findings seem  to indicate that the oriented acid m ucopolysaccha
rides o f the ground substance, while they  increase in am ount during the early 
phase and in the less severely affected thoracic portion, are either diminished 
or absent in the h eav ily  dam aged areas of the abdom inal aorta.

M etachromasia o f  the ground substance o f the ep iphyseal cartilages, too, 
presented a pronounced decrease; at pl I 4 even its com plete absence, with  
increased storage o f P A S-positive substance w as observed, in agreem ent with  
N é m e t h -Csóka  1111].

Considering the im portant role of acid m ucopolysaccharides in the syn
thesis and structural stabilization of collagen fibres [7], it is not surprising 
that both the im bib ition  and the phenol reaction had revealed differences in 
the subm ieroscopic structure of collagen fibres. The gravest structural altera
tions of the collagen fibres were found at sites where the v essel was severely  
injured. At such sites, where the m etachrom atic effect was no longer no
ticeable, the phenol reaction, too, failed to dem onstrate collagen fibres.

In agreem ent w ith  the quoted authors, it is assum ed th at the registered 
changes are due to a disturbance of the m aturing process o f collagen fibres and 
to  depolym erization o f the acid m ucopolysaccharides in the ground substance 
[24, 6, 28 [.

A cla  m orph , lom ns X I I I .
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SU B M IK R O S K O P IS C H  К ST R U K TU  R  Ä N1) E  R U N G  EIN 1 ) E  R AO RT A V О N R A TT E  N
NACH U AT II Y R U S F Ü T T  E  R U N G

N ach Ja th y ru sh a ltig e r D iät sind d ie  su b m ik ro sk o p isch en  S tru k tu rä n d e ru n g e n  d e r A orta 
von w eißen R a tten  ü b e r  100 G ram m  G ew icht d u rc h  P o la risa tionsm ikroskop ie  u n te rsu ch t 
w orden . Die sch w ersten  Läsionen b e fin d en  sich im ab d o m in a len  A bschn itt de r A o rta . L au t 
de r B eo b ach tu n g en  k o m m t am frü h es ten  eine V e rän d e ru n g  in der fib rillären  S t r u k tu r  der 
e la stisch en  F ase rn  z u s ta n d e , welcher sich eine v o rü b e rg eh en d e  E rhöhung  der M enge d e r o rien 
t ie r t  e in g eb au ten  az id en  MPS der G ru n d su b s ta n z , n a ch h e r  ihre hochgradige A b n ah m e  und 
eine V erm ehrung  d e r K ollagenfasern  an sch ließ en . In der fe ineren  S tru k tu r de r n e u g eb ild e ten  
K ollagenfasern  läß t sich  eine deu tliche A b ä n d e ru n g  b eo b ach ten . Es fä llt fe rn e r  e ine  V er
m eh ru n g  des p e riv a sk u lä re n  B indegew ebes e n tla n g  d e r schw er geschädigten  G e fä ß a b sc h n itte n  
auf. Die U n te rsu ch u n g en  der Verff. sp rech en  fü r  d ie A n n ah m e, d aß  die L o k a lisa tio n  u n d  der 
Schw eregrad  der be im  experim entellen  L a th y r ism u s  en ts ta n d en e n  A o rta lä s io n en  m it de r 
G ru n d s tru k tu r  der G efäßw and  im Z u sam m en h an g  steh en .

ИЗМЕНЕНИЕ СУБМИКРОСКОПИЧЕСКОЙ СТРУКТУРЫ АОРТЫ КРЫС ПРИ
ЛАТИРУСНОЙ ДИЕТЕ

Авторы исследовали под поляризационным микроскопом изменение субмикроско
пической структуры аорты белых крыс с весом больше 100 г, продержанных на латиру- 
сной диете. Наиболее тяжелое поражение они наблюдали в брюшном отрезке аорты. По 
их наблюдениям отклонение наблюдается раньше всего в фибриллярной структуре элас
тических волокон. К этому присоединяется временное повышение количества кислых 
мукополисахаридов и затем его понижение и увеличение количества коллагеновых воло
кон. В тонкой структуре новообразованных коллагеновых волокон наблюдается выра
женное отклонение. Бросается в глаза, что вдоль тяжело пораженных отрезков сосудов 
наблюдается разрастание периваскулярной соединительной ткани. Исследования авто
ров говорят за то, что локализация и степень тяжести поражений аорты, возникших в 
связи с экспериментальным латиризмом, связаны с основной структурой сосудистой 
стенки.
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THE SECOND INTERNATIONAL CONFERENCE ON 
PROTOZOOLOGY

will be held at the Imperial College o f  Science and T echno

logy , London S. W . 7., from 29th J u ly  to  5th  August, 1965.

Participants hoping to attend shou ld  contact the Secretary: 

Dr. R. S. Bray, L ondon School of H ygien e and Tropical Medicine, 

K eppel St., L ondon W . C. 1.

Participants w ishing to read papers (10 mins each) should  

com m unicate the t it le  and a very short account to the Secretary. 

A bstracts only o f  papers will be published  and abstracts o f 450  

w ords or less (unless specially invited) m u st reach the Secretary  

b y  1st April, 1965.

The official languages will be E n glish , French and R ussian. 

Sim ultaneous tran sla tion  into these languages will he provided.

Fees: Full m em bers £5. 0. 0. ($14).

Associate m em bers £2.10. 0. ($7).
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I n s t i tu t  für Vnatomie, Histologie und E m bryo log ie ,  u n d  Zentrales  F o r s c h u n g s la b o ra to r iu n i  
der Medizinischen I n iv e rs i tä t .  Debrecen

ELE KT R О N Е NM IК ROS K O RISC 11E UNTERSUC HUNGEN 
AM POSTEMBRYONALEN EPIPHYSENKNORPEL 

DER ALBINO RATTE

I. F ö l d e s , I. Zs. N a g y , К . B e n k ő , G. L é v a i  und P .  A r a - B a l o g h  

( E in g eg a n g en  am  28. J u n i ,  1963)

Die U l t r a s t ru k tu r  des p ro x im a len  E p ip h y sen k n o rp e ls  der R a t t e n t i b i a  w u rde  im 
Alte r  von 5 bis 90 Tagen u n te r s u c h t .  Im  E p iph y sen k n o rp e l  sind sechs ve rsch ied en e  
Zel l typen  zu untersche iden ,  welche au sgenom m en  die 5 Tage  a l ten  T ie re  vom  
Alter  u n a b h än g ig  aufzufinden sind . Para lle l  m it  der  E n tw ick lu n g  dieser Z e l l ty p e n  sind 
an ih n en  drei sekretorische P h ä n o m en e  zu  beobach ten .

1. In  der Restzellen- u n d  im oberen  fe il  der Prolifera tionszone  (Z e l l ty p e n  \  
und  B) e n th a l te n  die Zellen im P la sm a  einen gegen dieses nicht sc h a rf  a b g re n z b a re n ,  
zum  Teil  fe inkörnigen Stoff  in g roßer  Menge: die K örnchen  d ü r f ten  d e m  Glykogen 
en tsp rech en ,  der homogene Feil ist der afihri l lären  G ru n d su b s tan z  ähn lich .

2. In  den Zellen vom  T y p  В u n d  C der Prolifera tionszone herrschen  die erw e i te r
ten  Bläschen des Golgi-Komplexes vor,  deren  In h a l t  was seine D ich te  a n b e t r i f f t

der afihri l lären  G ru n d s u b s tan z  ähn lich  ist. D a  letztere h is tochem isch  d en  sauren  
M ukopolysacchariden  (C hondro i t in su lfa t)  en tsp r ich t ,  erscheint die A n n a h m e  b erech
t ig t ,  d a ß  die M ukopolysaccharidesyn these  ihren Anfang im Golgi-K o m p le x  n im m t .

3. Vor allem in den Zellen v om  T y p  D der Prolifera tionszone, im ge r in g en  Maße 
a b er  auch in den Zellen vom  T y p  E im  oberen  A b sch n i t t  der R e ifungszone  s te h en  die 
sack ar t ig  erweiter ten  Z is te rnen des E rg as to p la sm as  im Vordergrund ,  d e re n  I n h a l t  m it 
dem  von K n e s e  und K n o o p  (1961) ge fundenen  M u k o p o ly sacch a r id -P ro te in -K o m p lex  
iden t isch  sein dü rf te ;  möglicherweise b es teh t  der  Z is te rnen inhalt  n u r  a u s  P ro te in .

Infolge des U nte rganges  d e r  Zellorganellen ist in den tieferen S c h ic h te n  des 
E p iphysenknorpe ls  keine Sekre tion  m ehr  anzu n eh m en .  In  diesen S ch ich ten  f in d e t  eine 
Zelldes truk t ion  s ta t t ,  woran eine ak t iv e  Beteiligung bes t im m te r  Zel l typen  (C h o n d ro k la -  
s ten)  nicht  nachzuweisen war.

Einleitung

U ntersuchungen über die U ltrastruktur des Knorpels nahm en ihren 
A nfang im vorigen Jahrzehnt. D ie erste einschlägige Arbeit über die U ltra
struktur des Epiphysenknorpels junger K atzen ist jene von S c o t t  und P e a s e  

(1956). C a m e r o n  und R o b i n s o n  (1958) beschrieben die U ltrastruktur des 
E piphysen- und Gelenkknorpels am Femur Neugeborener, T o u s i m i s  und 
F o l l i s  (1958) berichteten über die U ntersuchung des E piphysenknorpels der 
R atte m it dem Elektronenm ikroskop. Die U ltrastruktur des G elenkknorpels 
wurde am M eerschweinchen, bei der Maus und bei der R atte  von  Z e l a n d e r  

(1959) untersucht, G o d m a n  und P o r t e r s  Ergebnisse hinsichtlich der em bryona
len Chondrogenese bei der R atte  wurden veröffentlicht. D ie B ildung des 
M ukopolysaccharid Protein-K om plexes der K norpelgrundsubstanz wurde am 
Epiphysenknorpel bei der R atte  und am K alb von K n e s e  und K n o o i * (1961)

Acta  m o rp h , to m u s X I I I .
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untersucht. Die U ltrastruktur des G elenkknorpels verschieden alter Mäuse 
is t von  S i l b e r b e r g  u n d  S i l b e r b e r g  (1961) beschrieben worden.

Da die erw ähnten  Untersuchungen -  vor allem in bezug auf den 
Epiphysenknorpel -  em bryonales Material betreffen , ist die U ltrastruktur  
des Epiphysenknorpels (nachfolgend Ep.) im  postem bryonalen Leben nicht 
genügend bekannt. Insbesondere bezieht sich  das auf die parallel mit der 
O ssifikation einhergehenden Veränderungen, die wir selbst m ittels lich t
m ikroskopischer und histochem ischer U ntersuchungen  vorausgehend beob
ach tet haben ( F ö l d e s , M ó d i s  und S ü v e g e s ) (im  Druck).

Der Zweck der nachfolgend berichteten  Untersuchungen Avar, eine 
w eitere Klärung der U ltrastruktur des E p ., verläßliche Grundlagen zum  
V ergleich des Ep. versch ieden  alter Tiere zu schaffen .

Material und M ethoden

Die U n te rsu ch u n g en  w u rd e n  an  5, 20, 35, 50 u n d  90 T age a lten  A lb in o ra tten  ausge- 
fü h r t .  D er fre ip räp arie rte  p ro x im a le  T ib ia-Ер. (bzw . a m  5 T ag e  a lten  T ier der d ieser e n tsp re 
ch en d e  A bsch n itt)  w urde  im  m it  Y eron alace ta t au f p H  7,2 g ep u ffe rten  1%  OsO, bei 4° C ü b e r 
2 S tu n d e n  fix iert. N ach  d re im a lig em  W aschen von  je  20 m in . D auer in dest. W asser u n d  
E n tw ä sse ru n g  in A lk o h o lse rien  erfo lg te  die K o n tra s tie ru n g  m it U ra n y lac e ta t. E in b e ttu n g  in  
e in  4 : 1 Gem isch von B u ty l-  u n d  M e th y lm e tak ry la t; P o ly m e risa tio n  bei 56° C ü b er 24 S tu n d e n , 
in  A n w esen h e it von 1 %  B en zo y lp ero x id . Die S ch n itte  w u rd e n  m it einem  L K B  U ltra to m , die 
A u fn a h m e n  bei 2000, 3000, 6000 u n d  12 000 X V e rg rö ß e ru n g  m it dem  Zeiss D 2 E le k tro n e n 
m ik ro sk o p  hergestellt. D ie p h o to g rap h isc h e  N a ch v e rg rö ß e ru n g  is t  2 — 5fach.

D ie einzelnen S c h ich te n  des E p . sind nach den V o rsch läg en  von H am  b e n an n t.

Ergebnisse

Im  Ep. sind 6 Z elltyp en  zu unterscheiden, die wir m it A F bezeichnen.
Zelltyp A:  Zellen d ieser Art sind in den obersten  Schichten des Ep. zu 

fin d en , wo der Säulenknorpel noch kein geordnetes Aussehen aufweist; dies 
entspricht der R estzellenzone.

D ie Zellen sind im  allgem einen oval, au f der einen Seite m itunter ein- 
ged ellt. Der Kern liegt zu m eist exzentrisch und ist von großer D ichte. Der 
Zelleib ist größtenteils v o n  einer weniger d ich ten , körnigen Masse ausge- 
fü llt, w elche von der K ernm em bran nur durch einen schm alen H yaloplasm a
saum  getrennt ist. N ach  außen , gegen die Zellm em bran zu, liegt ebenfalls 
nur ein  schmaler E ktoplasm a-Saum . In der M asse in den Randpartien der 
Zelle, jedoch in Berührung m it dem Kern liegen die übrigen Bestandteile. 
H ier sind die Lamellen des Ergastoplasm as w ahrzunehm en; der Spalt zwischen  
diesen  erweitert sich ste llen w eise  zu einer, eine hom ogene Masse von m ittlerer 
D ich te enthaltenden Z ystern e. Atypische kleine M itochondrien kom m en hier 
auch vor, ebenso die feinen  Bläschen der G olgischen Substanz. Die Zcllober- 
fläch e erscheint wegen der zahlreichen kurzen F ortsä tze  uneben. In der Nähe 
der Zelle liegt die feine F asern  enthaltende G rundsubstanz (Abb. 1 und 2).

A c ta  rnorph. tom us X I I I .
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Zelltyp B: Zellen dieser Art sind zwischen der Zone der R estzellen  und  
der geordneten K norpelzellsäulen vorzufinden. Sie unterscheiden sich vom  
T yp A darin, daß sie eine flachere Form aufw eisen und weniger körniges 
M aterial enthalten. Zugleich tritt im Plasma eine hom ogene Masse von geringer 
D ichte in Erscheinung. D ie gleiche Masse ist in den erweiterten G olgischen  
Bläschen zu sehen, die gruppenweise geordnet Vorkommen und eine Größe bis 
zu 1 и aufweisen. Auch in der Um gebung der Zelle ist dieselbe Masse als 
afibrilläre Grundsubstanz wahrzunehm en. An der Zellmembran sind Ö ffnungen  
zu sehen; scheinbar tritt die hom ogene Masse durch diese Öffnungen aus der 
Zelle heraus. Die Oberfläche ist auch bei diesem Zelltyp uneben (Abb. 3 und 4).

Zelltyp C: Zellen dieser Art sind im oberen A bschnitt der Proliferations
zone zu finden, a v o  die Zellen bereits in Säulen angeordnet sind. D ieser Z elltyp  
entspricht der von Sc ott  und P e a s e  beschriebenen Proliferationszelle.

Die Zellen vom Typ C sind abgeflacht, im  Zelleib fehlt das M aterial von  
geringer D ichte, zugleich ist in der Um gebung der Zelle die afibrilläre Grund- 
Substanz vermehrt. Der Zellkern ist nach wie vor von großer D ich te  und 
exzentrisch gelagert. Die Organellen füllen das Zytoplasm a völlig aus. Charak
teristisch  für die Zelle ist ihre starke D ichte. W eiterhin sind in der Zelle erwei
terte  Golgische Bläschen zu sehen, die über das G esam tgebiet des Z elleibs ver
streut liegen. Die Lam ellen des E rgastoplasm as weisen einen parallelen Ver
lau f auf, zwischen ihnen liegen stellenweise zisternenartige E rw eiterungen, die 
von  einer Substanz m ittlerer D ensität ausgefüllt sind. Im Zytoplasm a sind reich
lich dichte Körnchen zu sehen, welche den Paladeschen Granula ähnlich  
sind. Verstreut sind auch M itochondrien wahrzunehm en. Die O berfläche der 
Zelle ist von Fortsätzen besetzt; diese sind länger als bei den oben beschrie
benen Zelltypen und durchweben die afibrilläre G rundsubstanz (Abb. 5).

Zelltyp I): Zellen dieser Art sind in den tieferen Schichten der Prolifera
tionszone zu sehen. Im Vergleich zum Z elltyp C sind diese von verm inderter  
D ensität, infolge der A uflockerung der Zellstruktur. Infolgedessen vergrößern  
sich die Zellen allm ählich, anfänglich sind sie länglich, späterhin runden sie 
sich ab. In den sich abrundenden Zellen n im m t der Kern eine zentrale Lage 
ein; zugleich erscheint die Zelloberfläche gelappt.

Das Zytoplasm a ist zum größten Teil vom  endoplasm atischen Reticulum  
besetzt. Es sind parallele Lamellenpaare zu sehen, die m iteinander anastom isie- 
ren. Recht häufig kom m t eine zysternenartige Erweiterung des interlam ellären  
Spaltes vor. Die Spalten und Zisternen sind mit einer m itteld ichten  Substanz 
gefüllt. Längs der Lam ellen sind Reihen von Granula zu sehen. In der Mehrzahl 
sind Zisternen in der N ähe der Zelloberfläche zu finden. D ie erw eiterten  
Bläschen der Golgischen Substanz befinden sich verstreut im P lasm a, es sind 
aber auch juxtanuklear Anhäufungen derartiger Bläschen w ahrzunehm en. 
M itochondrien kom m en in geringer Zahl vor. Die Zelloberfläche ist von un
regelmäßigen Fortsätzen besetzt; diese reichen bis zur fibrillären Grund-П  П

I* Acta morph, tomus X I I I .
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Abb. 1. Zelle vom  T yp  A au s  d e m  Ep iphysenknorpe l  eines 21 Tage  a lten  Tieres. A b k ü rzu n g en  
fü r  sä m tl ich e  Abbildungen:  Gl — Glykogen: К - Ze l lkern ;  E r  — Ergastoplas ina:  Zi Zi
s te rn en a r t ig e  E rw ei te rungen  zwischen den Lam ellen  des E rg as to p lasm as ;  G - Golgisehe 
S u b s ta n z ;  Af Afibrilläre G ru n d s u b s ta n z ;  F  — Fib r i l lä re  G ru n d su b s tan z :  C V e rk a lk u n g  in 
der G ru n d su b s tan z :  M M ito ch o n d r iu m :  N — Nucleolus:  H  — Homogene S u b s ta n z  in der

Zelle

ictn m orph, tom us X I I I .

Abb.  2. Zolle vom  T y p  A in e inem  35 Tage a l ten  T ie r .  N äheres  s. im T ext
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ibb. ■]. Zellen vom  T y p  В in e inem  5 T age a lte n  T ie r. D ie Pfeile weisen a u f  Ö ffnungen
der Z ellm em bran

íbb. 4. Zelle v om  T y p  В in einem  5 T age a lte n  Pier. Der Pfeil weist a u f  eine Ö ffnung
der Z e llm em b ran

A d a  m o r p h ,  l o m  на X I I I .
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АЬЬ. 6. Ü b e rg a n g  zw isch en  Z e llty p  C u n d  D  in  e in e m  21 T ag e  a l te n  T ie r

A d a  m o rp h , to m u s  X I I I .

Abb. .5. Z elle  v o m  T y p  C in  e in e m  50 T a g e  a l te n  T ie r
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S u b s t a n z .  Die afibrilläre G rundsubstanz b e s t e h t  aus einer hom ogenen M asse, 
w elche nur wenige Fasern enthält (Abi). 7 und 8).

Zelltyp E: D iese Zellen sind im oberen A bschnitt der R eifungszone, in 
der Nähe der Zellen vom Typ D zu beobachten. Die Zellen sind rund, von  
geringer D ensität, ihr Zytoplasm a ist aufgelockert. Das E rgastoplasm a ist

fragm entiert, zisternenartige E rw eiterungen sind nur vereinzelt zu finden. 
Zerstreut im Plasm a liegen G olgische Bläschen die mit einer m äßig dichten  
Substanz gefüllt sind. Der Zellkern ist gelappt; im Kern sind A nfänge herd
förmiger K onglom erate zu sehen . An der Oberfläche der Zelle befinden sich 
Fortsätze, w elche bis in die fibrilläre G rundsubstanz reichen. In der fibrillären  
Grundsubstanz sind um diese Zellen stellenw eise die Anfänge einer K alkabla
gerung wahrzunehm en (Abb. 9 und 10).

Zelltyp F: Zellen dieser Art sind an der Grenze der Y erkalkungszone zu 
finden. Die Zellen sind geschrum pft, in der Grundsubstanz ist überall Kalk-

4cta m orph , tom us X I I I .

A b b . 7 . Teil einer Zelle vom Typ 1) in einem 35 Tage alten Tier
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Abb. 8. Zelle vom  Typ D in einem 5 Tage alten  Tier

Id a  m orph , loom s X I I I .
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ablagerung zu beobachten. Die K ernsubstanz ist geschrum pft, zu letzt bleibt 
sta tt des Kerns nur ein ovaler F leck von starker D en sität. Die P lasm abestand
teile verlieren ihre charakteristischen E igenheiten und nehm en das Bild eines 
unregelm äßigen N etzes auf (Abb. 12).

Abb. 9. Zelle vom  T y p  E in e inem  35 T age  a lten  T ier

In der Verkalkungszone sind die Zellen völlig degeneriert; es bleibt 
lediglich ein fragm entarisches N etz an ihrer Stelle zurück. Mit der ProgressionD o  D

der Verkalkung der G rundsubstanz erfolgt von der M etaphyse her der E in 
bruch von Gefäßen in die K norpelhaut und es treten  O steoblasten auf.

Acta  m orph, tomiis X I I I .
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Abb. 10. Teil einer Zelle vom  Typ E in einem 21 Tage alten Tier

■icla m orp h , lorniis X I I I .
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Abb. ]] .  Í 'hergangsform zwischen Zelltyp E und F in einem SO Tage alten Tier

■icta m orph, tom us X I I I .
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Abb. 12. Zelle v o m  T y p  F  in einem 35 T age  a lte n  T ier

4cta m o rp h , to m tis  X I I I .
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Ibb. 13. O steo b las t aus der V e rkuöcherungszone  in einem  50 T age a lte n  T ier

D isk u ss io n

Die von uns untersuchten E p. stam m en von 5 bis 90 Tage alten Tieren. 
Wir haben diejenigen Zelltypen beschrieben, die in den einzelnen Schichten des 
Ep. unabhängig vom  Alter zu finden waren. E ine Ausnahm e bilden nur die 
von 5 Tage alten Tieren stam m enden Präparate, in denen nur Zellen vom  Typ  
А, В und C zu finden waren. Zwischen den verschiedenen Zelltypen gibt es 
Ubergangsform en, man findet aber auch Bilder m it Zellen von verschiedenem  
Typ in unm ittelbar benachbarten Schichten.

Die Zellen der einzelnen K norpelzonen überblickend waren drei ver
schiedene Sekretionsphänom ene zu beobachten:

1. Der in <lcn Zellen vom  T yp A beobachtete körnige S to ff von geringer 
D ichte, der das Zellplasma in verschiedenem  Maß ausfüllt, entspricht der von  
G o d m a n  und P o r t e r  (1960) im em bryonalen K norpel beobachteten G lykogen  
ablagerung. Mit Rücksicht au f den histochem ischen Nachweis von großen 
G lykogenm engen in den Zellen desselben G ebietes des Ep. ( S c h a j o w i c z  1958) 
sowie auf den U m stand, daß diese Schicht des Ep. die besternährte sein dürfte 
( H o l m d a h l  und I n g e l m a r k  1948, T r u e t a  und M o r g a n  1960), ist die A n n a h 
me berechtigt, daß diese Körnchen tatsächlich  einer zellulären G lykogenspeiche
rung entsprechen. Da in den gleichen U ntersuchungen in der afibrillären

;icta morph, tom us XI I I .
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G rundsubstanz kein Glykogen naehgewiesen wurde, kann es keinem  Zweifel 
unterliegen, daß die afibrilläre G rundsubstanz nicht m it dem Glykogen  
identisch  ist; sie kann hingegen mit der in den Zellen vom Тур В beobachteten  
hom ogenen Masse identisch  sein. So ist die A nnahm e berechtigt, daß das 
G lykogen intrazellulär eine Änderung erfährt, bzw . an der B ildung der afibrillä- 
ren G rundsubstanz beteiligt ist. Von G o d m a n  und P o r t e r  (1960) werden die 
glykogenhaltigen  Zellen als hypertrophisch bezeichnet. Der U nterschied ist 
nur nom enklatorischer Art, der sich daraus ergibt, daß die em bryonale A n
lage des Ep. unseres Erachtens schwer m it den Verhältnissen des postem bryo- 
nal entstandenen Ep. zu vergleichen ist.

2. Golgische B läschen wurden in allen Zellen, außer Typ F, nachge
w iesen; die höchste A k tiv itä t scheint in den Zellen vom  Typ В, C und D vor
zuliegen. Da in der L iteratur über die F u nktion  des Golgi K om plexes keine 
einheitliche M einung herrscht ( D e  R o b e r t i s , N o w i n s k i  und S a e z  1956, H a m  

1957, B a r g m a n n  1959), können wir bei der Beurteilung ebenfalls nur auf 
H ypothesen  Bezug nehm en. Der U m stand, daß Glykogen aus der Zelle nicht 
entleert wird, und seine Um w andlung gleichzeitig  m it einer verstärkten A ktivi- 
tat des G olgi-K om plexes vor sich geht, läßt zw ischen den beiden Phänom enen  
einen Z usam m enhang verm uten. Es liegen autoradiographische B efunde vor 
( B é l a n g e r  1954, P e l c  1955, E n g f e l d t  und W e s t e r b o r n  1960), w onach das 
M axim um  der saueren M ukopolysaccharidenbildung gerade auf die Prolifera
tionszone lokalisiert ist. D ieser Befund läßt wiederum  einen Zusam m enhang  
zw sichen M ukopolysaccharidbildung und G olgi-K om plex verm uten. Hierfür 
sprechen auch die Angaben von G o d m a n  und P o r t e r  (1960), w onach  
die G olgische Substanz ihre höchste E ntw icklungsstufe in den Chondrovten  
erreicht und die der Zelloberfläche nahe liegenden Bläschen ihren Inhalt zu 
entleeren scheinen. An H and unserer U ntersuchungen ist die M öglichkeit in 
Erw ägung zu ziehen, daß der Inhalt der G olgischen Bläschen nicht unm ittelbar  
aus der Zelle entleert wird, sondern zunächst der Inhalt mehrerer Bläschen  
innerhalb der Zelle konfluiert und es erst dann zur Entleerung aus der Zelle 
kom m t.

3. D as dritte Sekretionsphänom en stellen  die zisternenartigen E rw eite
rungen des endoplasm atischen R eticulum s dar. Sie kom m en in der größten  
Zahl in Zellen vom  Typ D vor. Die PAS p ositive Substanz, welche von K n e s e  

und K n o o p  (1961) für einen M ukopolysaccharid-Protein-K om plex gehalten  
wird, ist h istochem isch zuerst in den untersten Schichten der Proliferations
zone nachzuw eisen, in  der Grundsubstanz zw ischen Zellen vom  Typ D . K n e s e  

und K n o o p  sind der M einung, daß der M ukopolysaccharid-Protein-K om plex  
in den Zisternen des E rgastoplasm es erzeugt w ird. Unseres Erachtens ist aber 
auch die M öglichkeit in Erwägung zu ziehen, daß die Zisternen des Ergasto- 
plasm as nur das Protein produzieren. Dies stim m t m it der allgem einen Ansicht 
über die F unktion  des Ergastoplasm as gut überein ( D e  R o b e r t i s ,  N o w i n s k i

Acta  morph,  tomus  X I I T .
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und S a e z  1956, H a m  1957, B a r g m a n n  1959). D ie M ukopolysaccharide dürften  
von dem, auch hier anwesenden G olgi-K om plex erzeugt werden. E ine Stütze  
dieser Auffassung bildet die allerdings in Chondrohlasten gem achte F eststellung  
von G o d m a n  und P o r t e r  (1960), wonach zw ischen den Zisternen des E rgasto- 
plasmas und dem Inhalt der Golgischen B läschen ein Zusam m enhang b esteh t.

Die berichteten Sekretionsphänom ene und ihre D eutung lösen die vor
liegenden Probleme durchaus nicht; zur K lärung der gegenseitigen Z usam m en
hänge zwischen den einzelnen Phänom enen und zur chem ischen Identifizierung  
der verschiedenen Sekrete sind weitere U ntersuchungen erforderlich.

Im oberen Teil der Reifungszone, angefangen in den Zellen vom  Typ E, 
beginnt gleichzeitig m it der Verkalkung der Grundsubstanz ein langsam er  
D estruktionsprozeß, der nach S c o t t  und P e a s e  (1965) mit der D ehydration  
Zusammenhängen dürfte. In ihren H auptm erkm alen sind die Zellen vom  Typ  
E jenen vom  Ту p D w eitgehend ähnlich; sie en th a lten  noch Golgische Bläschen  
und, in verringerter Zahl, mäßig weite Zisternen des E rgastoplasm es. Diese 
Befunde sind dahin zu deuten, daß in den Zellen noch eine gewisse Sekretions
tätigkeit vor sich geht, die Intensität derselben jedoch bereits stark nach
gelassen hat.

Die Zellen vom  T yp F weisen deutliche Zeichen der D estruktion auf. Es 
sind keine Zellorganellen nachzuweisen. U nseres Erachtens kann im Zusam- 
m enhang mit diesen Zellen von einer aktiven  Sekretion keine Rede sein. Die 
D estruktion der Zelle wird in der V erkalkungszone beendet. Nach unseren  
Beobachtungen sind am Untergang der K norpelzellen keine spezifischen zer
störenden Zellen (Chondroklasten) beteiligt.
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E L E C T R O  A-M ICROSCO PIC E X A M IN A T IO N  O F  T H E  PO ST -EM B R Y O N IC  E P IP H Y S E A L
C A R T IL A G E  O F W H IT E  RATS

I. F Ö L D E S, I. ZS. N A G Y ,  К . В Е М К О .  G. L É V A I ,  a n  1 P I R O S K A  A R Y -B A L O G H

T h e  iiltram icroscop ic  s tru c tu re  o f th e  p ro x im a l ep ip h y sea l cartilage  of the  t ib ia  h as 
b een  s tu d ie d  in  ra ts  ran g in g  in age be tw een  5 an d  90 d ay s . Six d ifferen t cell ty p e s  w ere found  
to  e x is t  in  th e  ep iphyseal ca rtilag e . E x ce p t in 5 -d ay  old an im als  — th e ir occurrence  w as in d e 
p e n d e n t  o f  age. A long w ith  the  d ev e lo p m en t of these  ty p es  th ree  secre to ry  p h en o m en a  can  be 
o b se rv ed .

(1) Cells o f types A and  В c o n ta in  in  th e ir  c y to p la sm  a g rea t ab u n d an ce  of f in e ly  g ra n u 
la r  su b s ta n c e  w hich  is no t sh a rp ly  d is tin g u ish ab le  fro m  th e  cy to p lasm : the  g ran u les  p re su m ab ly  
re p re se n t  g lycogen , while th e  hom ogeneous p a r t  is su g g estiv e  of a fib rilla r g ro u n d  su b s ta n c e .

(2) I n  cells belonging to ty p e s  В an d  C of th e  p ro life ra tio n  zone, the  d is ten d e d  vacuo les 
o f G olg i’s a p p a ra tu s  are p re d o m in a n t;  th e  d e n s ity  is s im ila r to  th a t  of the  a fib rilla r  g ro u n d  
su b s ta n c e . C onsidering  th a t  th e  la t te r  is h is to ch em ica lly  e q u iv a len t to acid m u co p o ly sacch a 
rid es (c h o n d ro itin  su lphate), it is safe to  assum e th a t  sy n th e s is  o f m ucopo lysaccharides s ta r ts  in 
th e  G olgi a p p a ra tu s .

(3) Cells o f type  D in th e  p ro life ra tio n  zone a n d , to  som e e x te n t, also cells o f ty p e  E  in 
th e  u p p e r p a r t  o f  th e  m a tu ra tio n  zone are ch ara c te riz ed  by  d is ten d ed  erg asto p lasm ic  c is te rn s : 
th e ir  c o n te n ts  m ay  be iden tica l w ith  th e  m u co p o ly sacch a rid e -p ro te in  com plex d e m o n s tra te d  
b y  K n e s e  a n d  K n o p p  in 1961. I t  is likew ise possib le  th a t  th e  c isterns only c o n ta in  p ro te in .

O w in g  to  th e  d isap p earan ce  o f cell o rganelles no  se c re to ry  a c tiv ity  can  be n o te d  in 
th e  d e ep e r la y e rs  of the  ep iphysea l c a rtilag e . A d e s tru c tio n  of cells tak es place in th ese  lay e rs , 
and  no c h o n d ro c la s tic  a c tiv ity  h as seen o bserved  in th em .

ЭЛЕКТРОННОМИКРОСКОПИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
ПОСТЭМБРИОНАЛЬНОГО ЭПИФИЗАРНОГО ХРЯЩА 

У КРЫС-АЛЬБИНОСОВ

И. ФЁЛЬДЕШ , И. ж. НАДЬ, К. Б Е Н К Ё , Г. Л ЕВ А Н  и П. АРИ-БАЛОГ

Ультраструктура проксимального эпифизарного хряща большеберцовой кости 
была исследована у 5—90-дневных крыс. В эпифизарном хряще можно различать шесть 
клеточных типов, которые обнаруживаются — за исключением 5-дневных животных 
независимо от возраста. Параллельно развитию этих клеточных типов у них можно выя
влять три секреторных явления.

1. В зоне остаточных клеток и в верхней части зоны пролиферации (клеточные 
типы А и Б) в плазме клеток содержится большое количество отчасти тонкозернистого 
вещества, который нельзя резко отграничить от плазмы. Зернышки по всей вероятности 
соответствуют гликогену, а однородная часть подобна фибриллярному основному ве
ществу.

2. В клетках типа Б и В пролпферацпонной зоны господствуют расширенные пу
зырьки аппарата Голджи; содержимое пузырьков в отношении густоты подобно 
афибриллярному основному веществу. Так как последний гистохимически соответствует 
кислым мукоиолисахаридам (хондроитинсульфату), кажется обоснованным предполагать, 
что синтез мукополисахаридов начинается в аппарате Голджи.

3. Прежде всего в клетках типа Г зоны пролиферации, но в незначительной мере 
и в клетках типа Д верхней части зоны созревания на переднем плане находятся расши
ренные цистерны эргастоплазмы, содержимое которых предположительно соответствует

I d a  morph ,  torniis  X . I I I .
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мукополисахаридно-протеиновому комплексу, обнаруженному Кнезе и Кноппам (1У61 г), 
но возможно и то, что содержимое цистерны состоит исключительно только из протеина.

Вследствие разрушения клеточных органелл в более глубоких слоях эпифизарного 
хряща нельзя предполагать секрецию. В этих слоях происходит распад клеток. Не уда
лось выявить активного участия определенных типов клеток (хондрокластов) в этом 
процессе.

Dr. István  F ö l d e s :
Dr. Im re Zs. N a g y :
Dr. K ároly B e n k ő :
Dr. Géza L é v a i :
Dr. Piroska A r y -B a l o g h :

D ebrecen, A natóm iai Intézet, U ngarn

2 A d a  morph, to mus  X I I I .
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QUANTITATIVE CYTOPHOTOMETRIC DETERMINATION 
OF NUCLEAR PROTEINS AFTER ALKYLATION

K .  J o b s t

(R ece ived  J a n u a r y  2. 1964)

C y to p h o to m e tr ic  studies h a v e  been m ade  for th e  q u a n t i t a t i v e  d e te rm in a t io n  
of the basic nucleoprote ins in sm ears  of calf th y m u s  a n d  hull  sp e rm  m e th y la t e d  w ith  
d iazo m eth an e  and  sta ined w ith  p H  8.1 fa s t  green. The  acid dye u p ta k e ,  a n d  conseq u en t ly  
the  basic p ro te in  con ten t ,  of the a lk y la te d  p repara t ions  was closely s im ila r  to w h a t  was 
found in nuclei p re trea ted  by  the  A l f e r t -G e s c i i w i n d  m ethod .  No change  was n o ted  in 
the arginine con ten t  of nuclei e x t r a c t e d  w i th  tr ich loroacetic  acid a n d  b locked  w i th  d iazo
m ethane .  On the basis of the re su l ts  i t  is surm ised t h a t  d iazo m eth an e  b locks exclusively 
the p hospha te  groups of desoxyribonucleic  acid a n d  does n o t  reac t  wit h t he basic  amino 
groups of proteins.  Therefore, f r o m  the  u p tak e  of acid dyes a f te r  a lk y la t io n  w i th  diazo- 
m ethane  conclusions can be d ra w n  as to th e  q u a n t i t a t iv e  d is t r ib u t io n  o f  bas ic  nucleo
proteins.  P rep a ra t io n  of d iaz o m e th an e  and  the  e xper im en ta l  cond it ions  of a lky la t ion  are 
described in  detail.

The com plex chem ical structure o f the cell nucleus is well know n from  
biochem ical and cytochem ical stu d ies [5, 32 ]. Of the com ponents, electronega
tiv e  desoxyribonucleic acid (D N A ) was long ago dem onstrated b y  m eans of 
basic dyes [8], whereas the basic protein-histon com ponent on ly  som e ten  
years ago [2].

This m ay he due to the fact that the nuclear D N A  : h istone ratio 
indicates a preponderance of D N A  [5], thus w ith the close inner electrostatic  
connection betw een the two com ponents it  is only the excess n egativ  charge 
o f the D N A  molecule which becom es m anifest. This is w hy it is first o f all 
w ith positive dyes that the nuclei stain , v iz ., the negative D N A  excess over
shadows the positive charges o f  histone, occupies its p ositive radicals that 
w ould com bine with negative dyes and thereby inhibits the form ation of  
linkages w ith  acid dye m olecules [5, 23]. H ow ever, i f  the electrostatic  equi
librium  betw een the two nuclear com ponents o f opposite character is shifted  
in favour o f the proteins, the resulting preponderance o f  the basic proteins 
allows them  to he dem onstrated h istologically . This is best achieved by extract
ing the DNA from the desoxyribonucleo-protein com plex.

Besides various other procedures [18, 21, 26, 29, 33], A l f e r t  and  
G e s c h w i n d ’s fast green m ethod, based on the trichloroacetic acid extraction  
of D N A  from the nuclei, is used  m ost extensively  for the h isto logical dem on
stration o f nuclear proteins. H ow ever, our spectrophotom etric m easurem ents 
indicated traces of protein in the trichloroacetic acid eluate o f  the thym us
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sections (see: R esults, H /c). An attem pt was therefore made to elim inate the 
electronegative phosphate groups of D N A  by chem ical reaction.

A fter F r a e n k e l -Co n r a t  [14] it was suggested  [34] that the acid  
groups should be elim inated  by m ethanol-H Cl a lkylation , which is done tod ay  
according to W ig g l e s w o r t h  [36] and F i s h e r  - L il l ie  [12]. It has been found, 
how ever, that besides the degradation of b oth  D N A  [7] and protein, the  
am ino groups o f the la tter  are also a lkylated  in the course of the reaction  
[20, 26, 34]. For th is reason we blocked the phosphate groups o f D N A  w ith  
th e  more effective and selective diazom ethane, applied by P e t e r s  [27] for 
m éth ylation  of the carboxyl groups o f proteins in histological preparations.

D iazoalkanes, thus also diazom ethane, will first o f all alkylate acid 
com pounds and such groups as contain active hydrogen

H,C =  N =  N  +  HO C R------>H 3C— О C R +  N 2

and, to  a smaller ex ten t, other polarizable m olecules [13]. As end products, 
esters or ethers are obta ined . The presence o f  b locking of acid hydrogen in 
the sections can be inferred from the changes in basophilia following upon  
m éthylation .

Our p relim inary  ex p er im en ts  sh ow ed  a m arked d ecrease and th en  d isap 
p earan ce o f  th e b a so p h ilia  o f  nuclei co n tin u a lly  tr e a te d  w ith  d iazom eth an e. 
A t th e  sam e tim e , th e  n u c lea r  p attern  ob ta in ed  on  fa st  green sta in in g  at pH  
8.1 w as ap p aren tly  th e sa m e as th a t  produced by th e  originalALFERT G e s c h w i n d  
m eth o d  (ex tra c tio n  w ith  tr ich lo ro a cetic  acid , Fig.  1). T h is ob serva tion  was 
in te rp re te d  to  m ean th a t  a fter  d iazom eth an e b lo ck in g  fa st  green m igh t also  
be u sed  for th e q u a n tita t iv e  d em on stra tion  o f  n u clear p rotein s, and in th is  
w a y  an in s ig h t m igh t be g a in ed  in to  th e s e le c tiv ity  an d  sp e c ific ity  o f  th e  p rotein  
(h is to n e)-d ia zo m eth a n e  re a c tio n . T herefore c y to p h o to m e tr ic  stu d ies were m ade  
to  com p are th e resu lts o b ta in e d  after p retrea tm en t w ith  d iazom eth an e and  
s ta in in g  w ith  p H  8.1 fa s t  green  w ith  th ose  y ie ld e d  b y  th e  original A l f e r t  — 
G e s c h w i n d  reaction  [2]. N o sig n ifica n t d ifferen ce in acid  d ye u p tak e  could  
be d em o n stra ted  b etw een  th e  n u c le i p retreated  w ith  th e  tw o  d ifferen t m eth od s.

M aterial and m ethods

M ateria ls. Calf t h y m u s  f ix ed  in  form alin ,  or occasionally  in alcohol,  as well as sm ears  o f  
bull  sp e rm  were used. P a ra f f in -e m b e d d e d  and  frozen sections were  m ade .

S ta in in g  methods. G a l lo cyan in -ch rom alune  accord ing  to  E i n a r s o n ; 0.05 per  cent 
to lu id ine  blue  dissolved in p H  3.5 v e ro n a l -ace ta te  buffer;  F e u lg e n ’s reac t io n  to d em o n s tra te  
nucle ic  acids; p H  8.1 fas t  g reen;  n a p h th o l  yellow S; and  B a k e r ’s m odif ica t ion  of the  arginine 
re ac t io n  [3] were used for th e  d e m o n s t r a t io n  of basic p ro te ins ,  g u an id in e  der iva tives.

A cta  m orph, tom us X I I I .
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M ethods o f  blocking and extraction  [16]. Am ino g ro u p s  were blocked w ith  n i t ro u s  acid 
according to van S lyke , or w i th  Chloramine-T. Acid rad ica ls  were a lky la ted  p a r t ly  a cco rd in g  to 
F is h e r  and  L il l ie  w ith  m eth a n o l-H C L  [12], d im e th y ls u lp h a te  [4 ,1 0 ], and  p a r t ly  w i th  diazo- 
m ethane .

P reparation o f  diazom ethane  116, 17]. T h ir ty  g o f  N a N 0 2 are dissolved in 60 m l  o f  w a te r  
cooled to 0ÜC. To this ,  are a d d ed  30 g of m eth y lu rea  (L ig h t )  in  180 ml of water  cooled to 0° C, 
then ,  dropwise ,  150 m l su lphur ic  acid, cooled to 0°C, u n d e r  c o n s ta n t  chilling in ice a n d  m ech a 
nical st irr ing. T he  N -n it ro so m eth y lu rea  p rec ip i ta t ing  in the  form of crystals  is sucked  off, 
washed w ith  ice-water ,  d r ied  in vacuo and recrysta ll ised  in 2 volumes of m eth an o l .  T h e  yield 
is a p p ro x im a te ly  30 g. T he  c rys ta ls  are light yellow, a n d  melt  a t  124°C. As N -n i t ro so m e th y lu rea  
decomposes on s torage, q u a n t i t ie s  sufficient for 5 o r  6 ex p e r im e n ts  arc p re p a re d  a t  a t im e,  
and sto red  in a re fr igerator.

Fig. 1. Calf th y m u s  nuclei s ta ined with  p H  8.1 fas t  green (o il-immersion),  
a) After t r ich loroacetic  acid ex trac t ion  a cco rd in g  to A lfert and G eschw ind , 

b) Following m éth y la t io n  w i th  d iazom ethane

D iazo m eth an e  (a poisonous gas) is p re p are d  f ro m  5 g of N -n i t ro so m e th y lu rea  w i th  50 
per cent  K O H  in a f rac t io n a t in g  flask: the l ib e ra ted  gas is collected in 60 m l  a b so lu te  ether. 
A f te r  dis t i l lat ion  of th e  e the r ,  50 ml of an  in ten s iv e  yellow solution is o b ta in e d .  T h e  ac tua  
d iaz o m e th an e  c o n ten t  of  th is  was not t i t r a te d  in e v e ry  case,  h u t  by using th e  sam e  re la t iv e  con
c en tra t io n s  th ro u g h o u t ,  an  excess of d iazo m eth an e ,  re q u ir e d  for comple te  m é th y la t io n ,  was 
ensured .

D iazom ethane treatm ent o f  sections. Sections dep ara f f in ized  in xylol were c a r r ied  th rough  
e th e r ,  carefully  avo id ing  w a te r  and  alcohol, in to  the  given volume of d ia z o m e th a n e  solution. 
Using a vessel with 8 c o m p a r tm e n ts  16 sections were  s im ultaneous ly  a lk y la te d  w i th  50 ml of 
the  solution. At 20°C th e  reac tion  s t a r ts  im m ed ia te ly ,  w i th  in tensive  gas (N2) fo rm a t io n ,  la te r  
th e  reagen t  g rad u a l ly  loses its colour and  gas fo rm a t io n  ceases. This ind ic a te s  com ple tion  of 
the  reac tion ,  which tak es  place usually  af te r  2 hours .  T h e  sections were th en  c a r r i e d  t h r o u g h  e the r  
an d  alcohol in to  w a te r  a n d  the  contro l nuc lear  s t a in s  were applied. M é th y la t io n  w i th  diazo- 
m e th a n e  did not d e s t ro y  th e  sections. It is i m p o r t a n t  to dissolve the reagen t  in a b so lu te  e the r ,  
and  the sections m u s t  he pract ica lly  free of w a ter .

T h e  s ta ined  p re p a ra t io n s  were sub jec ted  to  q u a n t i t a t i v e  c y to p h o to m e t ry  by  m ean s  of a 
L ison-type  h is to p h o to m e te r  [30] used in our  I n s t i t u t e  since 1961 a n d  m odif ied  as  suggested  by  
Sa n d r i t t e r  (for techn ica l  deta ils ,  see [28]). L ight f ro m  a 100 W poin t  was p ro jec te d  th ro u g h  a 
S ta n k o  UM2 m o n o ch ro m a to r ,  0.3 N. A. cond en ser ,  X 7  eyepiece and  X  100 lens, in te rposing  
th e  d iv id ing pr ism  of the  p h o to g rap h ic  a t t a c h m e n t  to an RCA 1R28 e lec t ro n m u lt ip l ie r  w i th  
a 2 m m  stop. W ith  a p ro je c t io n  of 105 cm, m ag n i f ica t io n  w asX  3500, so t h a t  o b jec ts  larger 
t h a n  1 // could be m easured .  T  he usual slit of t h e  m o n o ch ro m ato r  was 0.02 m m .  T h e  scanning 
techn ique  was used, ta k in g  up  3 or 6 po in ts .  T h e  re su l ts  are expressed in a r b i t r a r y  un i ts  (AU), 
o b ta in e d  by m u l t i p ly in g  the  mean ex tin c t io n  by  th e  pho tographed  cell a rea  expressed in
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s q u a r e  m ic rons .  The w aveleng ths  o f  m easu rem en ts  were 547 т /l for the  Feulgen re ac t io n ,  585 
m y  fo r  p re p a ra t io n s  s ta ined  w i th  f a s t  green, a n d  510 m y  for those  s ta ined for arg in ine.

I n  th e  ex trac t ion  s tud ies  50 formalin-fixed 15 у  t h ic k  frozen sections o f  t h y m u s  tissue 
w ere  e x t r a c t e d  for 30 m in u te s  w i th  96 per cent  a lcohol  a n d  xylol and  th e n  t r e a te d  for 15 
m in u t e s  w i th  30 ml of 5 per c e n t  95° tr ich loroacetic  acid. F u r th e r  50 sections w ere  t r e a te d  
w i th  30 m l  o f  d iazom ethane  so lu t io n  a t  room  t e m p e ra tu r e  for 2 hours.  The  s u p e r n a t a n t s  were 
r e m o v e d  b y  distil lation th en  t a k e n  u p  in 100 ml o f  w a r m  5 N  HC1. The  solu tions were  d i lu ted  
in  a  r a t i o  o f  1 to  10 and  th e i r  a b so rp t io n  was e s t im a te d  in  a  B eckm an  sp e c tro p h o to m e te r .

TCA extraction
Butt sperm  Calf thymus

Fig. 2. G r a p h ic  rep resen ta t ion  of t h e  re su l ts  of c y to p h o to m e t r ic  m easu rem en ts  m ad e  in  bu l l  
sperm sm e a r s  a n d  calf th y m u s  s ta in e d  w i th  p H  8.1 f a s t  green .  U p p e r  columns: re su l ts  a f te r  
e x tra c t io n  o f  D N A  w ith  tr ichloroacetic  acid. Lower co lum ns:  re su l ts  a f te r  m é th y la t io n  w i th

d iazom ethane

Results

I. Protein staining

a) Sta in ing .  Q uantitative «lye-binding o f ca lf thym us an«l the bull 
sperm sm ears extracted w ith  trichloroacetic acid according to A l fe r t  
and G e s c h w i n d  and stained w ith  pH  8.1 fast green are presented in F ig. 2 , 
which, in  ad d ition , shows the resu lts obtained on pretreatm ent w ith diazo- 
inethane instead  of trichloroacetic acid, followed b y  staining in the sam e
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w ay. No substantial difference was found in the basic dye con ten t o f the  
nuclei after the tw o different types o f  pretreatm ent, the histone contents were 
distributed in the sam e way in the haploid  sperm atozoa and diploid thym ic  
nuclei [31]. The sligh tly  higher fast green values found after pretreatm ent 
w ith diazom ethane are within the lim its o f  error of the m ethod (b =  0 .3  — 1.2).

F ig . 3. Graphic representation of qu an tita tive  results of the arginine reaction  (Baker). The
two lower colum ns show values obta ined  after a lkylation  w ith d iazom ethane

For th is reason the cytophotom etric m easurem ents alone cannot decide w h eth 
er treatm ent w ith  trichloroacetic acid in situ  will or will not cause a major 
protein loss.

b) Arginine reaction (F ig. 3). The arginine reaction was carried out 
partly according to the original description , and partly after ex traction  w ith  
trichloroacetic acid and blocking w ith  diazom ethane. It was found th a t neither  
the extraction  of D N A  nor its b locking caused significant q u an tita tive  differ
ences in the arginine concentration  o f the nuclear proteins, and th at this

TCA extraction
Bui! sperm Calf thymus

n n
2 0 - 2 0 -

2  4 6 Г1Е 4 8 12 16 ME

n

Diazomethane alkylation 

n

20  -, 2 0 -

1 0 - 10 -

2  4 6  ME 4 6  12 16 ME
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corresponded w ith the haploid and diploid chrom osom al counts of the tw o  
kinds o f  cell.

c) Naphthol-yellow  “ S ” staining. No q u an tita tive  m easurem ents were 
m ade. Q ualitatively , the histological patterns were the same after trichloro
acetic acid extraction , diazom ethane b locking and in the controls.

d) Effect o f  amino group blocking on acid dye binding. Sections treated  
w ith diazom ethane at room tem perature for 2 hours were deam inated partly  
according to  v a n  S l y k e , partly w ith  Chloramine-T, and then stained w ith  
pH  8.1 fast green. As compared w ith  preparations treated w ith diazom ethane  
only, the deam inated and then alkylated  sections bound no dye. It was only  
the preparations treated  w ith Chloramine-T th at show ed slight, 1.5 to 2 A U  
dye uptakes, which how ever, could not be eva lu ated  reliably because o f the  
diffuse localisation .

II .  Nuclear  [D N A ] staining

a) Extraction with trichloroacetic acid. A fter extraction  w ith 5 per cent 
trichloroacetic acid at 90 C for 15 m inutes the nuclei did not stain either  
w ith gallocyanin  chrom ealum , pH 3.5 toluidine b lue, or w ith Feulgen’s stain. 
This in d icated  that all D N A  had be en extracted .

b) Diazomethane pretreatment. Nuclei pretreated w ith diazom ethane for 
2 hours did n ot stain either w ith gallocyanin or w ith  toluidine blue. The nuclei 
thus a lkylated  did not give the anisotropic rivanol reaction either: th ey  showed  
the sam e in ten sity  o f birefringence as the non-alkylated  unstained controls. 
Thus, the sta in ing , h istochem ical and polarisation optical studies unequi
vocally  ind icated  th at dem onstration of D N A  in situ  is greatly interfered  
with by d iazom ethane pretreatm ent.

c) Spectrophotometric measurements in vitro. Besides the peak at 259 m/t 
characteristic o f D N A  and o f the nucleotides, also a low er absorption m axim um , 
believed to  be characteristic o f proteins was found at 275 m p  after extraction  
with trich loroacetic acid. After diazom ethane treatm en t tw o new absorption  
m axim um s appeared at 265 and 280 mp.  In v iew  o f the negative nuclear 
staining reactions and the positive protein fast green stain ing, the latter sign 
indicates th a t in the course of alkylation , which takes place w ithout protein  
loss, D N A  m ay not on ly  be blocked but also decom posed or dissolved. This 
problem has been discussed in another paper [22], w ith  special regard to the  
break-down o f a lkylated  DNA.

Discussion

On the basis o f the experim ental results, tw o problem s arise.
1. Is a lkylation  w ith diazom ethane selective for D N A  in the case o f  

desoxyrihonucleoprotein ?
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2. Does the fast green pattern after a lkylation  with d iazom ethane  
reflect the quantitative relations of the basic nuclear proteins?

There are several m ethods o f alkylation  w hich are easier to carry ou t  
than the one using diazom ethane wherefore we first em ployed other techniques. 
H owever, in the prelim inary experim ents lower fast green values were found  
in the preparations extracted  according to A l f e r t  and G e s c h w i n d  after  
alkylation  by m ethanol-H C l [11, 12] or d im ethylsu lphate [24].

In the case o f m ethanol-H Cl (we used concentrated  hydrochloric acid 
solution instead o f HC1 gas), besides the a lkylation  of amino groups a hydro
lysis o f the protein chain m ay take place [1, 14]. In the case of d im ethyl- 
sulphate the alkaline medium greatly interferes w ith the handling o f the  
section, and hydrolysis cannot be elim inated either. At the same tim e, d im ethyl 
derivatives m ay be produced from the prim ary am ino groups, which explains  
the reduction o f dye uptake. Many data indicate th at both m ethanol-H C l and 
dim ethyl-sulphate react w ith  D N A , and a purinic acid [5] or m ethylated  bases 
[4, 9] m ay arise. These data, too, indicate th at the a lkylating agents m entioned  
above react not only w ith  DNA, but w ith the proteins as well, thus their  
action cannot be considered to be selective for any o f the com ponents.

The situation  is different after m éthylation  w ith  diazom ethane. A ccord
ing to our investigations to be reported in another paper [22], d iazom ethane, 
as one of the m ost potent alkylating agents, m ethylates, besides the phosphate  
groups of D N A , also the purine-pyrim idine bases [4, 5]. However, from  the 
point o f view  o f acid dye binding it is on ly  the blocking o f the phosphate  
groups that is im portant in fast green binding. As the cytophotom etric data  
after fast green treatm ent yield values identical w ith those obtained after 
extraction w ith trichloroacetic acid, it m ay be surmised th at d iazom ethane  
reacts, in the first place, not with the protein, but w ith D N A  [6, 25]. Therefore, 
on the basis o f the quantitative protein pattern, we consider it ind irectly  
confirmed that it is the phosphate groups o f D N A  th at react w ith d iazom ethane
[15], which is directly  corroborated by the cessation  o f nuclear basophilia .

Let us now exam ine whether a lkylation  in situ  w ith d iazom ethane pro
duces such changes in structure and com position  o f the nuclear proteins as 
would alter the charges of the amino groups involved  in the com bination with  
acid dyes.

According to  the amino acid com position o f histones (which are com posed  
preponderantly o f  aliphatic diam inocarbonic acids[10]) it is in the first place 
the N -alkylated  nucleoproteins produced by diazom ethane treatm en t that 
m ay interfere w ith fast green staining. Provided that treatm ent does not split 
the peptide linkage [19], i.e. no additional am ino groups arise in the role of 
the alkylated  am ino and guanido groups th a t requires confirm ation. According  
to T e r n e r  and C l a r k  [34] the m onosubstituted  amino derivatives o f  the  
proteins are more basic than the free am ino group, consequently such struc-
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tures arc more acidophilic. Our q u an tita tive  cytophotom etric m easurem ents, 
how ever, indicated no sign ificantly  increased fast green uptake. On the other 
h an d , the positive arginine reaction is a sign [3] showing th at the form ation  
o f  d im ethylam ino typ e derivatives can also he Tided out. Thus, the arginine 
reaction  speaks against the presence o f d im ethylated  derivatives o f th e  dial- 
k ylam in o  typ e, while the unchanged q u an tita tive  dye uptake argues against 
th a t o f  m onosubstituted  am ino groups. On the hasis of all these considerations 
it  m a y  be surmised th at d iazom ethane treatm ent does not produce such  
fundam ental changes in the am ino group o f basic nuclear proteins w hich would 
m an ifest them selves in the q u antitative d ye uptake. For this reason we think  
th a t th e  alkylation w ith  diazom ethane is selective as far as the phosphate  
groups o f D N A  arc concerned. Moreover, by blocking the D N A  com ponent it 
b ecom es possible to determ ine the nuclear proteins quantitatively .

R E F E R E N C E S

1. A l e x a n d e r , P ., Ca r t e r , D ., E a r la n d , C., F o r d , О. E .: (1951) B íochem . J .  48 
365. — 2. A l f e r t , M., Ge s c h w in d , I .  I .: (1953) P ro c . n a t.  A cad. Sei. (W ash .) 39, 991. — 3. 
B a k e r , J .  R .: (1947) Q u a rt. J .  m icr. 88, 115. — 4. B r e d e r e c k , H ., Mü l l e r , G ., B e r g e r , E .: 
(1940) B e r. d tsch . chem . Ges. 73, 1059. — 5. Ch a r g a f f , E ., D a v id so n , J .  N .: (1955) The 
N u c le ic  A cids. Vol. I. A cadem ic P ress  In c . P u b l. N ew  Y o rk . — 6. Ch ib n a l l , A. C., R e e s , 
W . W .: (1951) B iochem . J . 48, P . 46. 7. Ch o n g -F u , L ., Sta cev , M.: (1949) N a tu re  (L o n d .)
163, 538. 8. E h r l ic h , P .: (1879) A rch . A n a t. P h y sio l. 3, 166. 9. E l l io t t , D . Е .: (1952)
B iochem . J . ,  50, 542. 10. F e l ix , N ., R a u c h , H .: (1931) Z. physio l. Chem. 220, 27. — 11.
F in d l a y , G. H .: (1955) J .  H isto ch em , C ytochem . 3, 431 — 12. F is h e r , Е . R ., L il l ie , R . 
D .: (1954) J .  H istochem . C ytochem . 2, 81. — 13. F o d o r , G .: (1960) Szerves K ém ia . T an- 
k ö n y v k ia d ó , B u d a p es t. Vol. 1. — 14. F r a e n k e l -Co n r a t , H ., Olco tt , H . S.: (1945) J .  biol. 
Chem . 161 , 259. — 15. F r a n k e l , M ., K a tc h a l sk i, E . : (1944) J .  A m er. chem . Soc. 66, 763. — 
16. F r ie d m a n , O. M.,Se l ig m a n , A. M .: (1951) J .  A m er. chem . Soc. 73, 5292, 5295. 17.
Ga t t e r m a n n , L .: (1936) Die P ra x is  des o rg an ischen  C hem ikers. De G ru y te r, B erlin . — 18. 
Ge y e r , G .: (1951) N a tu rw issen sch aften , 48, 623. — 19. Ge y e r , G.: (1961) H ab il. S ch ft.. 
J e n a . 20. G e y e r , G.: (1962) A c ta  h is tochem . ( J e n a )  14, 2284. — 21. G o slar , H . G.: 
(1963) I l is to c h e m ie  3, 249. 22. J o b st , K .: A c ta  b io l. A cad . Sei. hung . In  p ress. — 23.
K e l l e y , E . G .: (1939) J .  biol. Chem . 127, 55 -  73. — 24. K ie s e l , A ., Zn a m e n s k a ja , M.: 
(1932) J .  p h y sio l. Chem. 213, 89. -  25. O’D o n n e l l , J . ,  S w a n , J .  M.: (1953) N a tu re  (L o n d .) 
171, 571. 26. P e a r s e , A. G.: (1960) H is to c h em istry . C hurchill, L ondon. — 27. P e t e r s .
A.: (1955) Q u a r t .  J .  M icr. Sei. 96, 84. — 28. R a p p a y , G y .: (1962) M orph, és lg .  O rv . Szle 
2, 41. — 29. R a pp a y , Gy ., P ó sa la k y , Z.: (1963) A c ta  H isto ch em . (Jen a) 15, 325. — 30. 
Sa n d r it t e r , W ., Sc h ie m e r , G., Mü l l e r , D., S c h r ö d e r , H .:  (1958) Z. wiss. M ikr. 63, 453.

31. S a n d r i t t e r , W., S c h i e m e r , H . G.: (1959) V erh .  d tsch .  Ges. P a th .  42, 449. — 32. 
S a n d r i t t e r , W .: (1961) U l t rav io le t tm ik ro sp e k tro p h o to m e t r i e .  In :  H a n d b u c h  der H is toche-  
mie. F isc h e r ,  S tu t tg a r t .  Vol. 1. — 33. S p i c e r , S. S.: (1962) J. Histochem . C ytochem . 10, 
691. -  34 . F e r n e r , J. Y., C l a r k , G.: (1961) J .  H is to c h em .  8. 184. 35. T h o m a s , L.: cit .
Pearse  (26). — 36. W i g g l e s w o r t h , V. B.: (1952) Q u a r t .  J. micr.  Sei. 93. 105. —

Acta  m o rp h , tom  us X I I I .



Q U A N T IT A T IV E  C Y T O P H O T O M E T R IC  D E T E R M IN A T IO N  O F  N U C L E A R  P R O T E IN S 3 0 9

Q U A N T IT A T IV E  C Y T O P H O T O M E T R IS C H E  B E S T IM M U N G  D E R  K E R N E I W E I ß E
NACH ALKYLIERUNG

K . J O B S T

Zur q u a n t i t a t i v e n  B est im m ung  der basischen K erne iw eiße  wurden an  mit D ia z o m e th a n  
m ethy l ie r ten  und  bei p H  8,1 m it F a s t  green ge färb ten  Sperm ien-  u n d  T h y m u sd rü se n au s s t r ic b en  
c y to p h o to m etr isch e  B est im m ungen  d u rch g efü h r t  u n d  fes tges te ll t ,  d aß  die a lky l ie r ten  P r ä p a 
ra te  in bezug a u f  die Basophilie  und den basischen E iw e iß g eh a l t  eine weitgehende Ü b e r e in s t im 
m ung m it  den m it  der  Alfert-Geschwindschen M ethode  v o rb e h a n d e l t e n  Gewebekernen zeigen. 
Auch  h ins ich tl ich  des Arginingehaltes  der m it  T rich loress igsäure  ex trah ie r ten  u n d  m it  D iazo 
m e th a n  b lock ierten  Gewebekerne konnte  kein U n te rsch ie d  b eo b ach te t  werden. E s  wird  
angenom m en ,  d a ß  das  D iazom ethan  n u r  die P h o s p h a tg r u p p e n  der  D esoxyr ibonuk le insäu re  
b lockiert  und  m it  den fü r  die Basophilie en tsch e id en d en  bas ischen  Am inogruppen  in  ke ine  
R eak t io n  e ingeht .  D esha lb  k ann  m an  aus der n a c h  A lky l ie rung  m it  D iazom ethan  e rfo lg en 
den sauren  F a rb s to f fau fn a h m e  auf  die q u a n t i t a t iv e  V er te i lu n g  der basischen K erne iw eiße  
schließen. Die H ers te l lu n g  von D iazom ethan  u n d  die ex p er im en te l len  Bedingungen d e r  A lk y 
lierung werden ausführ l ich  e rörte r t .

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ЦИТОФОТОМЕТРИЧЕСКОЕ 
ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЯДЕРНЫХ БЕЛКОВ ПОСЛЕ 

АЛКИЛИРОВАНИЯ

К .  Й О Б С Т

На мазках семенних нитей и зобной железы метилированных диазометаном и окра
шенных красителем fass green при pH 8,1 проводились цитофотометрические исследо
вания в целях количественного определения основных ядерных белков. Установлено, 
что в отношении ацидофилии алкилированных препаратов и их содержании основных 
протеинов выявляемое значительное совпадение с этими же свойствами тканевых ядер, 
обработанных по методу Альферт Гешвинда. В содержании аргинина в тканевых ядрах, 
экстрагированных трихлоруксусной кислотой и блокированных диазометаном, также не 
наблюдалось отклонения. На основании полученных результатов авторы предполагают, 
что диазометан блокирует лишь группы фосфата дезоксирибонуклеиновой кислоты, и не 
вступает в реакцию с основными аминогруппами, имеющими решающее значение с точки 
зрения ацидофилии. Поэтому из поглощения кислых красителей после алкилирования 
диазометаном можно делать заключения относительно количественного распределения 
основных ядерных белков. В экспериментальной части статьи дается подробное описание 
получения диазометана и экспериментальных условий алкилирования.

Dr. Kázm ér J o b s t :  Pécs, Dischka G yőző u. 5., Hungary
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HISTOCHEMISCHE UND FLUORESZENZOPTISCHE 
UNTERSUCHUNGEN DER STROMMARKE

E. S o m o g y i , G. R ózsa  und P. S ó t o n y i

(E ingegangen a m  27. März, 1964)

S t ro m m a rk e n  von vor 2 12 S tu n d e n  v e r s to rb en e n  Personen  wurden u n t e r s u c h t
Einzelne h is tochem ische  Methoden e rg ab en  in der  S t r o m m a r k e  eine verringerte  F ä r b u n g  
oder deren Ausfall;  die basischen F a rb s to ffe  w u rd en  in  e r h ö h te m  Maße g e b u n d en .  Die 
Ä nderungen  d e r  K erne  werden se lbs t  bei Z ers tö ru n g en  g roßen  Ausmaßes fü r  c h a r a k 
ter is t isch  angesehen .  Die S t ro m m a rk e n  werden,  v o m  G ra d  der G ew ebeschäd igung  
abhän g en d ,  in drei Gruppen e inge te i l t .

Die elektrische Strom einwirkung ist ein technisch  und biologisch breit 
erforschtes Problem , das auch vom  strafrechtlichen Standpunkt w esentlich  ist 
[ 7, 9, 12]. Die w ichtigsten  Beweise der Einw irkung, die auf der Haut au ffin d 
baren Strom m arken wurden von uns histochcm isch und fluoreszenzoptisch  
untersucht.

Methoden
Die B eo b ach tu n g en  wurden an  S t ro m m a rk e n  d u r c h g e fü h r t ,  die auf  der H a u t  von  

2 12 Stunden  v o rh e r  verstorbenen,  v o m  e lek trischen  S t ro m  betro ffenen  Personen zu  f in d en
waren. Die he rau sg esch n i t ten en  Gewebestücke  w urden  in n e u t r a le m  Formalin  o d e r  C a rn o y -  
scher Lösung f ix ie r t ,  d a n n  wurden d a rau s  G efr ie rschn itte  oder  in P a ra ff in  e ingebet te te  S c h n i t t e  
bereitet .

A n lä ß l ic h  d e r  h i s to c h e m is c h e n  U n t e r s u c h u n g e n  w u r d e n  d ie  r e a k t iv e n  G r u p p e n  d e r  
E iw e iß k ö rp e r  m i t  d e r  BuRSTONEschen [2] D i n i t r o f l u o r b e n z o l  u n d  B e ta n a p h t h o l - M e t h o d e ,  
die  b a s i sc h e n  E iw e iß s to f f e  m i t  E r i o c h r o m s c h w a r z ,  die  D is u l f i d -  u n d  S u l f h y d r i l g r u p p e n  g e 
m e in s a m  n a c h  P e a r s e  [11] m i t  T e t r a z o l i u m b l a u  u n d  N é o t é t r a z o l i u m ,  die S u l f h y d r i l g r u p p e n  
g e s o n d e r t  m i t  d e r  BARNETT-SELiGMANschen M e th o d e  [1 ), d ie  A l f a a m in o s ä u r e n  m i t  d e r  Y a s u m a - 
IcHiKAWAschen N i n h y d r i n r e a k t i o n  [ IS ]  n a c h g e w ie s e n .  D ie  s a u e r e n  M u c o p o ly s a c c h a r id e  w u r d e n  
m i t  A z u r  A, T o lu i d i n b l a u ,  T h io n in ,  m i t  d e r  M e th o d e  v o n  H a u e  [6] u n d  E s k e l u n d ,  s o w ie  m i t  
d e r  MÜNCH u n d  ERNSTSchen p e r j o d s a u e r e n  D i a m i n r e a k t i o n  | 8 |  nach g ew ie sen .  D ie  N u k l e i n 
s ä u r e n  w u r d e n  m i t  G a l lo c y a n in - C h r o m a la u n  n a c h  E in a r s o n  [4 ] ,  M e t h y l g r ü n - P y r o n i n  n a c h  
T a f t  [14] u n d  N a p h t h o l s ä u r e h y d r a z i d  n a c h  Da n i e l l i  [3] u n t e r s u c h t .

F ü r  die fluoreszenzoptischen U n te rsu ch u n g e n  [5 | w u rd e n  in Carnoyscher L ö su n g  f ix ie r te ,  
in Para ff in  e in g e b e t te te  Schnitte  m it 1 : 10 000 A crid ino range ,  Ghoriphosphin,  G e ra n in  und  
V ito lin  yellow, 1 : 50 000 Flavophosph in  und 1 : 1 000 000  T hioflav in  S-Lösung  in einer 
Pufferserie  von  V ero n a lace ta t ,  m it  d en  p H -W e r te n  2 ,62  — 3,0 — 3,5 — 4,33 — 4 ,9 3  — 5,5 
6 , 1 1 —6,99 — 7 ,66  8,15 u n d  9,18 gefärb t .

Beobachtungen

Die zum  N achw eis der Eiw eißkörper und einzelner reaktiver Gruppen  
derselben dienenden histochem ischen Verfahren ergaben in dem G ebiet der 
Strom m arke eine hochgradige Verm inderung oder einen vollständigen Mangel
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an Färbung, oder eine nicht spezifische Farbstoffbindung. Abb. 1 zeigt die 
Färbung der E iw eißstoffe der unversehrten  Haut mit der BuRSTONEschen 
D initrofluorbenzol-M ethode. Abb. 2 die schwächere hom ogene F arbstoff
b indung in der Strom m arke.

U nter den Nukleinsäuren war die verm inderte Färbung der P lasm anu
kleinsäuren augenfällig. In dieser H insicht lieferten die M ethoden von T a f t , 

E i n Ar s o n  und D a n i e l l i  übereinstim m ende Ergebnisse. In Abb. 3 ist die E longa
tion  und die w irbelartige Anordnung der an der Grenze der Strom m arke und  
der unversehrten H aut befindlichen K erne zu sehen; die Färbung der K ernnu
kleinsäuren ist nicht oder kaum schw ächer geworden.

Im  G egensatz zu den unversehrten G ebieten, wurden die basischen  
F arbstoffe durch die vom  Strom b esch äd igten  H autteile in großem  Maße 
befunden. Diese Erscheinung wurde m it der EsKELUNDschen Färbung am  
deutlichsten  beobachtet (Abb. 4 und 5); auch  das zum N achw eis der saueren  
M ucopolysaccharide dienende Verfahren v o n  M ü n c h  und E r n s t  wies auf ge
steigerte Farbstoffb indung hin (Abb. 6). D ie übrigen m etachrom atischen  
M ucopolysaccharid Färbungen ergaben in der Strommarke in jedem  Fall eine 
verm inderte R eaktion (Abb. 7 und 8) und keine M étachromasie.

Mit der Fluoreszenzm ikroskopie k on n ten  alle jene allgem ein bekannten  
V eränderungen beobachtet werden, die m it R outine-Färbeverfahren nach
zuw eisen  sind. Die Sch n itte  der lädierten H au tte ile  wurden m iteinander und 
m it von unversehrten G ebieten verfertigten Schnitten  verglichen. B ei letzteren  
konnte selbst bei w eniger günstigen pH -W erten  eine gut abgegrenzte Färbung  
b eobachtet werden; nach Behandlung im  günstigen Milieu wurde folgendes 
gesehen (Abb. 9 und 10):

a )  die R andteile der Hornschicht w aren intensiver gefärbt;
b)  an der Grenze des Keratins und des E pithels sonderte sich eine heller 

gefärbte doppelte Schicht ab;
c)  die unteren Epithelschichten zeigten  ständig zunehm ende A ktiv itä t: 

am in ten sivsten  war der Farbstoff an die Zellen des Stratum germ inativum  
gebunden;

d )  die sich voneinander gut abgesondert, geordnet gelagerten B inde
gew ebefasern und die Gebilde der Cutis und  Subcutis färbten sich lebhaft an.

D ie durch den elektrischen Strom geschädigten  verschiedenen H autteile  
zeigten  kein einheitliches Bild.

In oberflächlichen Strommarken und an den Randteilen von  schweren  
Läsionen färbte sich die Horn- und E p ith elsch ich t gleichartig an, war hom o
genisiert und riß entw eder ab, oder löste  sich ganz los. U nter dem  Schutz 
dieser Schichten waren die Bindegewebefasern nur wenig gequollen, und auch 
die V erm inderung ihrer Färbung war u n b ed eu ten d  (Abb. 11 und 12).

Im  Zentrum oberflächlicher Strom m arken und in der U m gebung der 
M ittelpunkte von tieferen , ausgedehnteren Läsionen zeigte die Horn- und
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Abb. 1. F ä rb u n g  der  E iw eißkörper  der 
u nverseh r ten  H a u t  nach  B urs tone

Abb. 3. F ä rb u n g  der N uc le insäu ren  am  R an d  
der  S t ro m m ark e  (E inarsonsche  Methode)

Abb. 2. F ä r b u n g  der S t ro m m a rk e  nach 
B urs tone

Abb. 4. U nverseh r te  H a u t .  E ske laundsche  
R eak t ion
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I
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Abb. 5. E rh ö h te  B indung  des basischen 
Farbs to ffes  in der S trom m arke  (Eske- 

lundsche  Methode)

Ahh. 7. Fä rb u n g  der unverseh r ten  H a u t  und  
der S t ro m m a rk e  m it Thionin

Abb. 6. In tens ive  A uffä rbung  m it  b as ischem  
F a rb s to f f  im Gebiet der S t ro m m a rk e  (M ethode  

von Münch u n d  E rn s t )

Abb. в. Fä rb u n g  der u n v e r se h r te n  H a u t  und 
der S t ro m m ark e  m it Azur A. In  der  zu rückge
bogenen,  hom ogenisierten  H o rn -  u n d  E p i 

thelschicht  keine R e ak t io n





Abb. 9. Gut  a bgegrenzte  intensive F ä r b u n g  
der  Gebilde der u n v e r se h r te n  H aut  m it  Cho- 

r ip hosph in  (6,99 pH)

Abb. 11. Am H än d e  d e r  S trom m arke  ist die 
H o rn -  und E p i th e ls ch ich t  zerstört  u n d  a b g e 
rissen, die B indegewebefasern  sind gequollen,  
die In ten s i tä t  ih re r  F ä rb u n g  ist v e r r in g e r t  

(F la v o p h o sp h in  pH 5,5)

Abb. 10. F ä r b u n g  der u n v e rseh r te n  H a u t  
m it  F la v o p h o sp h in  (pH  5,5). Augenfäl l ig  ist 
die s tä rk e re  F ä rb u n g  des S t r a tu m  lucidum  

u n d  des S t r a tu m  g e rm in a t iv u m

Abb. 12. V e ränderungen  des R a n d es  der 
S t ro m m a rk e  m it Vitolin yellow (p H  6,99)





Abb. 13. Abreißen des K e ra t in s  u n d  des 
E p ithe ls ,  Quellung u n d  H om ogen is ie rung  der 
Zellen der Drüsengänge u n d  der  B indege

webefaser (F lav o p h o sp h in ,  p H  5,5)

Abb. 15. H om ogenis ie rung ,  Höhlenb ildung  
in der zers tö r ten  S t ro m m a rk e  (Geranin,  

pH 3,0)

Abb. 14. A usgedehn te  H om o g en is ie ru n g ,  mit  
H öhlenb ildung  im Z e n t ru m  de r  S t ro m m ark e  

(Vitolin yellow, p H  6,99)

Abb. 10. Gew ebezers tö rung ,  Homogenisie
rung, Ansengen ,  b izarre  F ä rb u n g  in einer 
schwer zers tö r ten  S t ro m m a rk e  (Acridin

orange, p H  6,99)
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E pithelschicht falls sie nicht feh lte  Zeichen von grober Zerstörung und  
war vollständig hom ogenisiert. In der größtenteils unbedeckten B indegew ebe
schicht waren die Fasern bedeutend gequollen, lagen dicht beieinander, ihre 
Färbung war jedoch stark verm indert. Auch die W andzellen der G efäße und 
der Driisengänge waren gequollen, an den m eisten Stellen fü llten  sie die Lu
mina (Ahb. 13, 14 und 15).

Die Zeichen der H öhlenbildung waren an den m ittleren Teilen der 
gröberen Strom m arken am augenfälligsten  (Abb. 14 und 15).

Bei den schwersten V erletzungen wurden angesengte Gewebe (Abb. 14 
und 15), Höhlenbildungen zw ischen den Geweben, eine bedeutendere H om oge
nisierung sowohl in der E pithelsch icht als auch in dem B indegew ebe und 
starke D estruktion mit bizarrer Färbung beobachtet.

Besprechung

Der elektrische Strom führt auf der H aut Verletzungen verschiedenen  
Grades herbei, die von der In ten sitä t und Spannung, von dem W iderstand der 
Gewebe und von der Dauer der Einwirkung abhängig sind. In den Geweben  
verursacht der Strom nicht nur Zerstörungen, sondern auch gew isse biologisch
chem ische Veränderungen. E ine Folge dieses U m standes ist aller W ahrschein
lichkeit nach auch jene E rscheinung, daß im Gebiete der Strom m arke durch 
die Gewebe mehr basischer F arb stoff gebunden wird, als in der n ich t verletzten  
H aut. Zu ähnlichen R esultaten  führten die polarisationsoptischen U nter
suchungen [13], und im E inklang mit diesen scheint die Schlußfolgerung  
berechtigt zu sein, daß sich in den Strommarken Prozesse abspielen , die Säure
radikale freisetzen. A uf Grund der Beobachtungen konnten die Säureradikale 
mit den saueren M ucopolysacchariden nicht in Zusam m enhang gebracht 
werden.

A uf Grund der U ntersuchungen dürfte angenom m en w erden, daß die 
Zellkerne v iel w iderstandsfähiger sind als das Plasm a, und an den Kernen 
lassen sich selbst bei den Schwersten Zerstörungen strom bedingte Veränderun
gen: E longation , W irbelbildung usw. beobachten.

A uf Grund der fluoreszenzoptischen Untersuchungen w urden vom  Grade 
der Schädigung abhängend, die Strommarken in drei Gruppen eingeteilt:

I. D ie in den oberflächlichen Strommarken sowie an der Grenze der 
geschädigten und unversehrten H autteilen wahrnehm baren, kleineren bis 
größeren Epithelschädigungen und die geringe Quellung der B indegew ebe
fasern werden als die le ich testen  Veränderungen angesehen (A bb. 11 und 12), 
deren Färbung vom N orm alen kaum abweicht.

II. In die zweite Gruppe werden die E pithelzerstörung, starke Quellung 
des B indegew ebes, H om ogenisierung und verm indertes Farbstoffbindungs-
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verm ögen eingereiht. Zw ischen den G eweben ist auch eine H öhlenbildung  
m öglich. In solchen Strom m arken ergeben die zum  N achw eis der Eiweißkörper 
und der Plasm anukleinsäuren dienenden M ethoden eine verm inderte R eaktion, 
even tu ell eine u nspezifische Bindung, und m it basischen Farbstoffen eine 
gesteigerte, intensive F ärbung (Abb. 5, 6, 13, 14 und 15).

III. Die K ennzeichen der dritten Gruppe sind schwerste Zerstörungen, 
eine sich auf alle G ew ebearten  erstreckende H om ogenisierung, H öhlenbildung  
hohen Grades, V ersengung und bizarre Färbung. Auch in den allerschwersten  
Strom m arken werden die basischen Farbstoffe in erhöhtem  Maße gebunden, 
dagegen ist die u nspezifische Färbung ausgedehnter und überraschend v ie l
farbig; im Z usam m enhang m it der H om ogenisierung verringert sich oder 
verschw indet die K ernfärbung (Abb. 16).
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HISTOCHEM ICAL A N D  F L U O R E S C E N C E -O P T IC A L  IN V ESTIG A T IO N S
O F  FL A SH  B U R N S

E. SOMOGYI, GY. RÓZSA and P. SÓTONYI

F la sh  bu rns  in persons d e a d  since 2 to 12 hours h a v e  b e en  stud ied .  The  f lash  bu rn s  gave 
no o r  o n ly  a  weak reaction w i th  c e r t a in  histochemical m e th o d s ,  w hereas  basic dyes were in te n 
s ive ly  b o u n d .  Nuclear changes a re  re g a rd e d  as charac te ris tic  even  in cases of  extensive  d es t ru c 
t io n .  T h e  f lash  burns m ay  be d iv id e d  in to  three categories  a cco rd ing  to the  degree of tissue 
d a m a g e .
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ГИСТОХИМИЧЕСКИЕ И ФЛЮОРЕСЦЕНТНО-ОПТИЧЕСКИЕ 
ИССЛЕДОВАНИЯ ЭЛЕКТРОМЕТОК

Э. ШОМОДИ, Дь. РОЖА и  П. ШОТОНЬИ

У лиц, умерших 2—12 часов до исследования, электрометки показали при опре
деленных гистохимических исследованиях уменьшение или даже отсутствие окрашивания. 
В противоположность этому окрашивание основными красителями повысилась. По мне
нию авторов изменения ядер характерны даже в случае разрушений значительного раз
мера. Они распределяют электрометки в зависимости от степени разрушения тканей в 
три группы. Экспериментальные исследования еще продолжаются.

Dr. Endre Somogyi: 
Dr. G yörgy Rózsa: 
Dr. Péter Sótonyi:

Budapest IX ., Ü llői út 93., Ungarn
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CORRELATION BETWEEN PORTOBILIARY AND VENOUS 
LOBES AND THE SHAPE OF THE LIVER

J. F aller a n d  G. IJngváry 

(Rece ived J u ly  6, 1964)

The  re la t ionsh ips  of the  po r to b il ia ry  a n d  h e p a t i c  venous lobes a n d  th e  co rre la 
t ions  be tw een  the  shape of the  l iver and  the  t y p e s  o f  divis ion of the  v a sc u la r  sy s tem s  
have  been exam ined  in 200 h u m an  livers. In jec t io n ,  p rep ara t iv e ,  corrosion a n d  X - r a y  
s tudies yielded the  following results .

1. T h e  tw o  t ;  pes of lobar  sy s tem  are o v e r la p in g  so t h a t  first  of all on  t h e  con v ex  
surface the  lobes of the  hepat ic  v enous  sys tem  a re  sh if ted  to the left as r e la te d  to  the  
portob il ia ry  lobes.

2. T he  r ig h t  hepatic  venous lobe drains b lood  f ro m  the r igh t  p o r to b il ia ry  lobe  and  
the  r igh t  h a lf  o f  th e  in te rm ediate  po r to b il ia ry  lobe;  th e  in te rm ed ia te  h epat ic  v e n o u s  lobe 
from  the left h a lf  of  the  in te rm ed ia te  p o r to b il ia ry  lobe; and  the p a r t  of  th e  le f t  p o r to 
bi liary  lobe ly ing  r igh t  to the  falc iform l ig am en t ,  f u r th e r  the  left h epa t ic  v e n o u s  lobe 
d ra in  blood f rom  the  hepatic  a rea s  s i tu a ted  lef t  to  th e  falciform l igament.

3. T he  f issures separa t ing  th e  lobes c o n ta in  one  or ano ther  of th e  m a in  t r u n k s  
of the opposi te  system.

4. As to  shape, t r iangular ,  o v a l  and  in te rm e d ia te  liver forms could be d is t in g u ish ed ,  
and  corre la t ions could be d e m o n s t r a te d  b e tw een  th e  above shapes a n d  th e  divis ion 
ty p e  and  size of in trah ep a t ic  b lood vessels.

The advance achieved during the past tw o decades in anaesthesio logy , 
surgical techniques, preoperative and postoperative m anagement has m ade it 
possible that operations on the liver be perform ed in an increasing num ber of 
cases at the m ajor medical centres. In  this connexion  studies have been  made 
of the gross intrahepatic structure. It has been assum ed that like th e  other 
parenchym al organs (lung, kidney) the liver w ould  also show a characteristic  
lobar structure. In analogy to the bronchopulm onary segm ents, various 
authors differentiated portobiliary segm ents w ith in  the liver. The fu n dam ental 
investigations in this field have been carried out by Hjortsjő, H ealey , and 
Schroy, Couinaud and others. At the sam e tim e, Couinaud and K nopp 
were the only authors to study the surgical aspects o f the system  o f th e  hepatic  
vein.

On the basis o f the said investigations w e have studied both  th e  porto
biliary system  and the system  o f  the hepatic veins. Our findings h ave been 
described in detail in two previous papers. On the basis o f th e  evidence  
obtained we do not think it justified  to d iv ide the liver into small segm ents. 
W ithin each o f the two system s we could distinguish all three b ig  in d ep en 
dent parts (lobes). W ithin the portobiliary system  two lateral lobes (lobus 
dexter and sinister) and a w edge-shaped in term ediate lobe (lobus interm edius)
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can b e distinguished (F ig . 1). The shape and size of the lobes, and the distribu
tion  o f  th e  fissures b etw een  them  change according to the type o f  portobiliary  
distrib u tion .

W ithin the system  o f  the hepatic v e in s there are likewise three lobes, 
sep arated  by tlie right and left fissures. The m ain hepatic venous trunks and 
th e ir  side branches, the b lood  vessels term ed perforating veins and th e  indepen
dent sm aller veins em p ty in g  at different levels into the inferior vena cava and 
describ ed  by Co u i n a u d  are arranged in the three lobes (Fig. 2, a, b).

Fig. 2. a, b

A s it has been poin ted  out, there seem s to  be no practical reason for a 
fu rth er  subdivision of a n y  o f  the system s. An exception  to this is th at part of 
the le ft  portobiliary lobe w hich  lies to the left o f  the falciform ligam ent. This 
is stru ctu ra lly  not an independent lobe or segm en t, because its Glisson trunk is 
d irectly  continuous w ith th e  main trunk o f  th e  left lobe. Its separation  is 
n everth e less  at the level o f  th e  falciform ligam en t there being a sm all fissure, 
along w h ich , owing to the characteristic structure o f  the portobiliary system , 
the p art ly ing left from th e falciform ligam ent can be rem oved w ithout 
d am agin g  a major branch or the remaining part o f  the lobe. The independent 
sign ifican ce  of this portion o f the liver is em phasized  also by the fact th at in 
that area lies the whole o f  the left hepatic venous lobe.

T h e present paper deals w ith the interrelationships of these tw o lobar 
sy stem s and with their correlation with the shape o f  the liver.

Materials and m ethods

T w o  h u n d re d  no rm al  l ive rs  o b ta in e d  from f resh  a d u l t  h u m an  cadavers  were  s tud ied ,  
h y  th e  m e t h o d s  used in p rev io u s  inves tiga tions,  n o t a b l y

1. F i l l in g  up with well-d iffusing  dyes readily  soluble  in  w a te r ,  as well as w i th  C h ina  ink.
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2. P re p a ra t io n  after filling u p  w i th  dye.
3. Corrosion studies.
4. X - ra y  studies.
ad 1. T he  capillaries of the sy s tem  to he exam ined  were closed with a 5 per  c en t  so lu t ion  

of PVC from  th e  side of the opposi te  sys tem .  T hen  the  va r ious  t ru n k s  of th e  s y s te m  to he 
exam in ed  were filled up with aqueous  so lu t ions different  in colour. S u bsequen t ly ,  the  p a r t  of 
the  liver belonging to the tru n k  in qu es t io n  could he visualised on the  surface  o f  th e  liver.

ad 2. A fte r  the dyes had been in je c te d  a n d  the  b o u n d a r ie s  of the lobes b e co m e  visible , 
the f issures sep a ra t in g  the lobes were c u t  open  to s tu d y  the  in te rior  surfaces.

ad 3. In the  corrosion studies ,  a f te r  f ixa t ion  the  livers were corroded in hydroch lo r ic  
acid, then  each o f  the  three lobes o f  b o th  sys tem s were f illed up  with 5 to 10 p e r  cent  PVC 
solut ions o f  va r ious  colours.  The  p o r to b il ia ry  a n d  h ep a t ic  v enous  systems were in je c te d  toge
ther.  Corrosion s tud ies  have been carr ied  o u t  also w ith  the  f i r s t  m ethod ,  in livers f i lled u p  with  
PVC from  one o f  the  systems.

ad 4. In the  X -ray  studies lead te t ro x id e  suspended  in 5 per cent PVC w as u sed  as the 
c o n tra s t  m ed ium .  In m ost  cases the  tw o  sy s tem s were s tu d ie d  together,  filling u p  th e  p o r t o 
biliary sys tem  th ro u g h  the  hepatic  duc ts .  T h en  an u re te r  c a th e te r  was passed in to  th e  m ain  
t ru n k s  of the  h e p a t ic  vein system, a n d  b i la te ra l  rad io g ra p h s  were made, one w i th  th e  liver 
lying on its  v isceral  aspect  and  one w ith  it s ta n d in g  on i ts  a n te r io r  edge.

T he  m e th o d s  employed have been described in d e ta i l  previously .

Results

hi our previous studies it has been shown that the liver was d iv id ed  into  
three independent lobes corresponding to both the portobiliary sy stem  and  
the hepatic venous system . It was to be seen then what correlations ex isted  
betw een the lobes o f the two system s (Fig. 3). The fissures separating the lobes  
lie at different angles to the sagitta l plane running through the* right m argin  
o f the inferior vena cava. The angles were measured as shown in F ig . 4. The  
livers were laid w ith their posterior aspect on the frontal plane, so th e  inferior  
vena cava lay in the frontal plane. The sagittal plane was led through th e  right

■Ida mo rp l i .  t o rn u s  X I I 1.
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m argin o f  the inferior ven a  cava and the angle it closed with the fissures was 
m easured on the horizontal plane. In the subject standing upright the position  
o f th e  liver is different. I f  we consider the inferior vena cava to be the axis of 
rotation , then any poin t o f  the anterior w edge sh ifts 10 to 15 degrees to tin- 
right as related to our diagram  and thus th e  angles o f the right portobiliary  
and right hepatic venous fissures increase b y  10 to  15 degrees, while the angles 
of th e  left fissures decrease b y  the same degrees.

In the portobiliary system  the projection o f the fissure separating the  
right lobe from the in term ediate one runs one to  l 1/ ,  inches to the left o f the 
right margin of the liver  on the convex surface; on the posterior aspect and  
visceral aspect it runs right to the inferior ven a cava and gall bladder bed, 
respectively . As related  to  the sagittal plane, th e  fissure bends 40 to  45 degrees 
to  th e  right (50 to  60 degrees in situ). The surface projection o f the fissure 
separating the in term ediate lobe from the left one corresponds grossly w ith  
R ex-C antlie’s line. T he fissure bends 10 to  15 degrees to the left (in situ, 5 
degrees to the left and 5 to  10 degrees to the right). In  the hepatic venous system  
th e  projection of th e  fissure separating the right lobe from the interm ediate  
one is, on the convex surface, a line bulging to  th e  right, w ith one o f the end
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points at the right side of the gall bladder bed on the anterior wedge; th e  other  
runs at the right side o f  the inferior vena cava, w here the posterior and superior  
aspects m eet. The greatest distance betw een th e  straight line between th e  tw o  
points and the con vex  line varies from  a half to  one inch. The projection o f  the  
fissure on the visceral aspect runs in the right branch o f the H -shaped su lcus. 
The right hepatic venous fissure bends by about 25 degrees to the right from  
the sagittal plane 35 to 40 degrees in situ. The h ep atic  venous fissure separating  
the interm ediate lobe from the le ft lobe has its  projection on the anterior  
aspect in the line o f the falciform ligam ent, on the superior aspect it is d eflec ted

in the direction o f the inferior vena cava, and on th e  visceral aspect it runs in 
the left branch o f the H-shaped sulcus. The fissure bends 20 to 30 degrees 
(5 to 15 degrees in situ)  to the left.

Identical findings were obtained when the tw o system s were com pared. 
It was obvious th at they do not correspond e x a c tly  as the hepatic ven ou s lobes 
are shifted to the left as related to  the portobiliary system , and the lob es o f  
the two system s are partly overlapping (F ig. 5 and Fig. 6).

The right hepatic venous lobe includes the w hole right portobiliary lob e  and  
half of the interm ediate portobiliary lobe. The interm ediate hepatic ven ou s lobe 
includes the left half of the interm ediate portob iliary  lobe and that part o f  the  
left portobiliary lobe which lies right from the falciform ligam ent, w h ile  the 
left hepatic venous lobe includes m erely th a t part o f  the left portobiliary lobe 
which lies left from the falciform ligam ent. It follow s that while in th e  p orto
biliary system  the right lobe is sm aller in size than  the interm ediate and left 
ones, in the hepatic venous system  the right lobe is the largest, the le ft one is
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th e  sm allest. Correspondingly, all the ven ou s blood of the right portobiliary  
lobe is drained through the right hepatic ven ou s lobe. The blood from the  
righ t side o f the interm ediate portobiliary lobe is drained by the veins em ptying  
in to  th e  main trunk o f the right hepatic ve in  from  the anterior d irection  and  
from  th e left. The left half o f the lobe is drained by the main trunk and right

Fig. 9

side branches o f the interm ediate hepatic v e in . From that part o f  the left 
portob iliary  lobe which lies right from the falciform  ligam ent, the b lood  is 
drained b y  the veins em ptying into the interm ediate hepatic ve in  from  
the le ft  side, while the rest o f  the lobe is drained b y  the entire left lobe of 
the h ep a tic  venous system  (Fig. 7).

T he sim ultaneous corrosion studies and  th ose outlined above in d icate  
th a t, as related  to the hepatic porta and to th e  H -shaped sulcus sy stem , four 
in terlobar fissures can be found, fan-wise, v iz . from  right to left : the right 
portob iliary  fissure, the right hepatic venous fissure, the left portobiliary  
fissure, and the left hepatic venous fissure (F ig . 3). It is im portant th a t the
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F ig . 10

F ig . 11

fissures separating the single lobes contain som e of the main trunks o f  the  
opposite system . This makes it possible to  locate and leave undam aged the  
main trunk o f the opposite system , or ligate the blood vessels em p ty in g  into  
it from the part to  be rem oved when we detach the lobes from each other from  
fissure to fissure (Fig. 8, Fig. 9).

In the right portobiliary fissure are found the main trunk o f the right 
hepatic vein , and the major branches reaching it from the right side. W hen we 
enter the fissure from the convex  aspect o f the liver, we can expose first the  
side branches em ptying into th e  right hepatic vein  at the highest level, then  
we find those entering it at lower and lower levels, and finally  we find  the  
right hepatic ve in  itself, running deep in the fissure (Fig. 10, Fig. 11). The
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m ain trunk is lying in the fissure the deeper, the bigger its calibre, and the  
larger th e  right side o f the liver (triangle-shaped liver).W hen we operate in the 
fissu re , we must take care to  ligate the side branches and to spare th e  main 
tru n k , because this drains also the right side o f the interm ediate portobiliary  
lobe. This is the more im portant, because th e  hepatic venous lobes not always 
are anastom osing copiously.

The left portobiliary fissure contains th e  main trunk of the interm ediate  
h ep atic  vein as well as one, usually the m iddle one, o f the three branches

■ t  Í  !
4 5  6

Fig. 12

form ing th e  main trunk downward from the level o f the porta hepatis (F ig . 
11, F ig . 12). The main trunk runs deep in the fissure, near the visceral aspect. 
H ere, too , care must be taken to spare the m ain trunk when operating in the  
fissu re, because it drains the left side o f th e  interm ediate portobiliary lobe.

In  the right fissure o f the hepatic venous system  enters from the porta 
h ep atis  G lisson’s trunk (v. portae, hepatic artery, hepatic duct). The trunk  
runs tow ard  the convex surface of the liver deep in the fissure, then it divides 
characteristically  into m any small branches. One branch each runs upward and 
dow nw ard, in the fissure, at about half the thickness of the liver. G lisson’s 
right and m iddle trunks often separate in the continuance of the hepatic porta, 
at th e  junction  of the fissure and the visceral surface. W hen operating in the  
fissure, G lisson’s main trunk m ust be spared, because its branches running to  
the le ft supply the rest o f  the left half o f  th e  interm ediate portobiliary lobe  
(F ig . 13.)

In  th e  left fissure o f the hepatic venous system  is found, in the case of 
the ty p ica l left-side division , the characteristic J-shaped, blind, sac-like end of
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the vena portae. Many com ponents o f G lisson’s left trunk run uninterrupted  
through the fissure. W hen resection is performed here, it is advisable to  spare 
the blind end o f the vena portae, because it gives branches to the part o f the 
liver ly in g  right from the fissure (F ig. 14).

As to shape, the livers m ay be divided into two groups. There are, of 
course, also interm ediate forms betw een the tw o types. To one o f th e  groups 
belong the livers of approxim ately “ transversally oval” shape, where th e  height 
of the liver is about the sam e at the right margin and the m idline o f  the leftО о

Fig. 13, 14

hepatic venous lobe. This ty p e  m ay be term ed “ oval liver” . To the other group 
belong the livers of rounded triangle shape. W ith this type the height o f the 
liver m easured in the right portobiliary fissure is about 1 G> tim es the height 
m easured in the midline of the classic left lobe. This type is term ed “ triangle
shaped liver” . Thickness varies little  w ith the oval type, while w ith  th e  triangle
shaped typ e the part of the liver ly in g  left from R ex-C antlie’s line is much 
thinner than the contralateral one. In our material there were 40 per cent oval 
livers, 40 per cent triangle-shaped ones and 20 per cent transitory form s.

A correlation could be observed to exist between the shape o f  the liver 
and the typ e of division o f the portobiliary system . In oval livers d ivision  is 
in the right portobiliary lobe o f  the scattered type and correspondingly two 
distinct segm ents are visible (F ig . 15). In the triangle-shaped livers th e  right 
lobe is com posed of a m agistral arch and o f the branches arising from it. 
Correspondingly, no further segm ents can be distinguished (F ig. 16). In the
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tran sitory  forms both ty p e s  o f  division m ay occur. In the case of triple division  
a m agistral arch is m o stly  found in the oval livers.

As anticipated on th e  basis of the classification  principle, no definite  
correlation could be estab lish ed  between shape and typ e o f division in the other 
tw o  lobes.

As regards the shape o f  the hepatic venous lobes and the shape o f the  
w h ole liver, in the triangle-shaped  livers the right hepatic venous lobe is much 
larger than the two other m ain  venous trunk system s. In oval livers the hepatic  
ven ou s lobes are of about th e  same size (Fig. 17).

The discussed fin d in gs have convinced us th a t a generally valid classifica
tion  o f  the liver is possib le o n ly  on the basis o f  the above outlined schem e. D iv i
sion  into further parts, or schem es drawn up on th e  basis of smaller portions, 
can n ot be applied generally , owdng to the excessive  variab ility  o f the branches. 
On th e basis of the ev id en ce  obtained in certain  corroded preparations one 
m a y  insist upon such sch em es, but they w ill certa in ly  not be valid  for other 
preparations. On the other hand, our classification  can be applied to every 
liver. This pattern is n ot stab le  either, because th e  size and shape of the lobes 
changes with the shape and ty p e  of division o f  th e  liver, but the number o f the 
lobes and the contents o f  th e  fissures are a lw ays the sam e. Dem onstration of 
the la tter  by X -rays, w h ich  is feasible also during operation by the use o f an 
im age amplifier, after f illin g  up the intrahepatic b iliary ducts or by dem onstra
tion  o f  the hepatic v e in s b y  means of a heart catheter, w ill always m ake it 
possib le to determine th e  position  of the fissures and together w ith that the 
shape and size of the lobes.

At present, it is gen era lly  accepted in surgical circles that in view  of the 
extrem e variability o f its b lood  vessels and the excessive tendency to  haem or
rhage o f  the liver it is irre levan t where a resection is performed. Many workers 
refuse to accept the view  th a t the liver has a lobar structure and that this 
structure is of a surgical significance. Except for v ery  sm all resections it is not 
at all irrelevant where a resection  is carried out. I f  it  is performed in a fissure, 
th e  im m ediate surgical resu lts w ill significantly im prove and the hazards dim in
ish , since there will be less haemorrhage and th e  afferent and efferent blood 
v esse ls  o f the rem aining part o f the liver w ill not be dam aged. In view  o f its 
great regenerating powrer and of the fact th a t even tu a lly  a small part o f the 
organ m ay fulfil the task s o f  th e  whole liver, it m ay seem  reasonable to sacrifice  
in a given case a major p ortion  of the organ and carefully to determ ine the  
location  of the lobes, in order to  diminish the surgical stress and risks, involved.
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Z U SA M M E N H Ä N G E  Z W ISC H E N  D E N  P O R T O B IL IÄ R E N  U N D  V E N Ö S E N  
L E B E R L A P P E N  SO W IE  D E R  L E B E R F O R M

.1. FALLER und  GY. U NG VÁRY

D as gegenseitige V e rh ä ltn is  der frü h er b e re its  e in g eh en d  u n te rsu ch ten  p o rto b iliä re n  
u n d  V .-h ep a tic a -L a p p en , fe rner die Z usam m enhänge  zw ischen  der L eberform  u n d  d e n  T ei
lu n g sty p en  de r G efäß sy stem e  w urden  an a ly siert. An 200, au s K ad av e rn  en tn o m m en en  h u m a 
nen L eb ern  w urd en  In jek tio n s-, P räp a rie ru n g s-, K o rro s io n s- u n d  R ö n tg en u n te rsu ch u n g e n  
d u rch g efü h rt u n d  fe s tg es te llt, daß

1. die beiden  L ap p en sy s tem e  e in ander ü b e rd ec k en , u n d  zw ar in der W eise, d a ß  vor 
allem  a u f  der k o nvexen  O berfläche die L appen  des V .-h ep a tica -S y stem s gegenüber d en  p o r to 
b iliären  L ap p en  n a ch  links verschoben  sind.

2. Der rech te  V .-h ep a tica -L ap p en  fü h rt  das B lu t au s  dem  rech ten  p o rto b iliä re n  L ap p e n  
und aus de r H ä lfte  des m ittle ren  p o rtob iliären  L ap p en s a b ;  de r m ittle re  V .-h ep a tic a -L a p p en  
fü h r t  das B lu t au s de r lin k en  H älfte  des m ittle ren  p o rto b iliä re n  L appens sowie aus d e m  vom  
Lig. falciform e re ch ts  b efind lichen  T eil des linken p o rto b iliä re n  L appens ab. D er lin k e  V.- 
h ep a tica -L ap p en  fü h r t  d as B lu t aus dem  links vom  Lig. fa lc ifo rm e befind lichen  L e b e rte il  ab .

3. Die F issu ren , die die einzelnen L appen  tre n n e n , sin d  n ich t leer, sondern  es v e r lä u f t  in 
ihnen  jew eils e iner de r H a u p ts tä m m e  des gegenseitigen  S y stem s.

4. Im  L aufe  de r U n te rsu ch u n g en  w urden  sog. , ,o v a le ” , , ,dre ieck ige”  u n d  ,,Ü b e rg a n g s” - 
Form en der L eber b eo b ac h te t. Zwischen diesen L eb erfo rm en  u n d  den T e ilu n g sty p en  bzw. 
der G röße der in ih n en  verlau fen d en  G efäßsystem e ge lan g  es, e inen  Z usam m enhang  a u fzu d e k - 
ken.

ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ IЮРТОБИЛИАРНЫМИ И 
ВЕНОЗНЫМИ ДОЛЬКАМИ И ФОРМОЙ ПЕЧЕНИ

Й .  Ф А Л Л Е Р  и  Д .  У Н Г В А Р И

В настоящей работе авторы исследуют взаимосвязь между нортобилпарными и 
венозными дольками печени, а также между формой печени и типами разветвлений сосу
дистых систем. На 200 человеческих печенях, полученных из трупов, проводились инъек
ционные, препаративные, коррозионные и рентгеновские исследования. Установлено, что: 

1. две различные системи долек перекрывают друг друга таким образом, что, 
прежде всего на выпуклой поверхности, дольки системы печеночной вены смещены влево 
по сравнению с портобилиарными дольками.
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2. Правая долька печеночной вены отводит кровь из правой портобилиарной доль
ки и из правой половины средней портобилиарной дольки. Средняя долька печеночной 
вены отводит кровь из левой стороны средней портобилиарной дольки, а также из части 
левой портобилиарной дольки, находящейся вправо от серповидной связки. Левая долька 
печеночной вены отводит кровь из части печени, расположенной влево от серповидной 
связи.

3. Щели между дольками не пусты, а в каждой из них обнаруживается один из 
главных стволов противоположной системы.

4. В ходе исследований авторы наблюдали так наз.«овальные», «трехугольные» и 
«переходные» формы печени. Между этими формами печени и типом разветвлений или 
размером идущих в них сосудистых систем удалось выявить взаимосвязь.

Dr. J ó z se f  F a l l e r : 

D r. G yörgy U p í g v á r y :
B udapest IX . T űzoltó  u. 58., Hungary
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D e p a r tm e n t of H isto lo g y  an d  E m b ry o lo g y  (H e a d : Asst. P rof. J .  J o n e k ) ,  Silesian A cad em y  of
M edicine

DIHYDRONICOTINAMIDE-ADENINE DINUCLEOTIDE 
(NADH.) DIAPHORASE, THIAMINE PYROPHOSPHATASE 
AND ACID PHOSPHATASE IN THE SPINAL CORDS OF 

RABBITS WITH CHRONIC MANGANESE POISONING

J. J o n e k  a n d  Z. O l k o w s k i  

( R e c e iv e d  J u l y  10, 1964)

T h iam ine  p y ro p h o sp h a tase  (T P P -a se ) , acid  p h o sp h a tase  a n d  d ih y d ro n ico tin am id e - 
adenine d in u cleo tid e  (N A I)H ,)-d iap h o ra se  h as been s tu d ied  in th e  sp in a l cord o f  r a b b its  
w ith  chronic m an g an ese  po ison ing . A  decrease  o f  N A D H .-d iap h o ra se  an d  T P P -a se  
activ ities an d  an  increase  o f acid  p h o sp h a ta se  a c tiv ity  has been o b served . T he changes 
in ac tiv ity  o f th e  in v es tig a ted  e n zy m es h ad  p ro b ab ly  re su lted  from  th e  to x ic  in fluence  
o f m anganese u p o n  th e  neurons. I t  is concluded  th a t  m anganese  m ig h t in te rfe re  w ith  
cellular o x id a tio n  and  c a rb o h y d ra te  m etabo lism . T he increase  o f  acid  p h o sp h a ta se  
a c tiv ity  and  th e  app earan ce  o f c y to ly so so m es in the  n eu rons seem  to p o in t to  an  e n h a n c e 
m en t of ca tab o lic  processes in th e  n eu rons.

Introduction

Manganese and its com pounds are w idely used in industry [3]. It  is a 
m etal causing chronic poisoning in workers com ing in contact w ith it. The m a n 
ganese dust and steam  find their w a y  into the organism through the respiratory  
tract and affect m ainly the nervous system . In chronic poisoning degeneration  
and atrophy o f neurons, focuses o f  em ollition  subcortical nuclei and the cerebral 
cortex  occur [3]. In  the pulm onary alveoli manganese forms com pound w ith  
protein which pass directly into th e  blood [7]. Indirectly, m anganese passes 
in to  the blood by reticuloendothelial action [22]. The protein com pounds pass 
from the blood to the tissues and organs [12], and are stored in the liver, the  
kidneys and other parenchym al organs, and according the som e authors, in 
the central nervous system  [7]. Chronic accum ulation of m anganese explains to a 
certain degree the late sym ptom s and the progressive illness, which m ay  
appear after the patien t has left his original work [3]. E xcretion  o f m anganese  
is slow  and takes place through th e  alim entary tract and to a sm aller ex ten t  
through the k idneys. Mode and s ite  o f action o f m anganese are unknow n; 
studies of certain enzym es in the central nervous system  and in other tissues  
[9 , 11] would probably allow som e insight.

M a te r ia l  a n d  m e th o d s

T he ex p erim en ts  w ere m ade on 10 a d u lt  fem ale ra b b its  w eighing 2500 -3 0 0 0  g. Seven 
e x p e rim e n ta l an im als w ere tre a te d  in tra v e n o u s ly  w ith  1 m g/kg  body  w eigh t o f M nCl2. 4 H zO in 
0.15 M  NaCl each o th e r  d ay  for 68 days. T h re e  ra b b its  form ed the  co n tro l g roup . A fte r 68 days
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all  an im a ls  were d e c a p i t a te d .  T he  spinal cord was rem o v e d ,  f ixed  o v e rn ig h t  in cold B a k e r ’s 
so lu t ion  a n d  cu t  by  a f reez ing  m icro tom e in to  ssct ions  15 microns th ick .  T he  following enzym es 
were in ves t iga ted :  th ia m in e  p y ro p h o sp h a tase  (T P P -ase )  according to N o v i k o f f  e t  al. [13, 14, 
15], acid ph o sp h a tase  acc o rd in g  to  G o m o r i  [21] a n d  d ihvdro n ico t in am id e -ad en in e  d inucleotide  
(N A DHo)-diaphorase  a cco rd in g  to  N o v i k o f f  et al. [16] Some sections were s ta ined  w ith  haem a-  
tox il in  a n d  eosin.

All m ic ro g rap h s  h a v e  been m ad e  w i th  X 10 eyepiece a n d  X 40 lens 
Figs 1 and 2. N A D H 2-diaphorase  a c t iv i ty  in  spinal neurons  of th e  controls

R esu lts

N A D H 2-diaphorase —  Control group

In the spinal m otoneurons N A D H 2-diaphorase is located  in the granules, 
m ost o f which are d istributed  around the nucleus, while the rest near the cell 
m em branes. The sam e picture is seen in th e  posterior horns. In the nerve 
fibres the reaction seem s to  be negative (F igs 1, 2).

N A D H 2-diaphorase —• Experimental group

N A D H 2-diaphorase activ ity  is decreased in the m otoneurons of the  
anterior horns (Figs 3 , 4). The positive reaction is still located  around the 
nucleus, but a sm aller am ount of granules is found. In the rest of the cytoplasm  
there are less p ositive granules than in the controls. In the neurons o f the
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posterior horns a decrease of a ctiv ity  is also ev ident. In the white m atter  the 
reaction seem s to be similar to that in the controls.

T P P -ase  Control group

In the spinal m otoneurons T P P -ase a c tiv ity  occurs in the form o f thread
like structures, granules and vesicles, ly ing  around the nucleus in nearly the

Pigs 3 and 4. NA DH.,-d iaphorase  a c t iv i ty  in sp ina l  neu ro n s  of animals w i th  m a n g a n e s e
poisoning

whole cytoplasm  (Fig. 5). The in tensity  o f  th is activ ity  is not uniform . The 
interior o f the vesicles seems to have a w eaker TPP-ase a c tiv ity  th an  the  
peripheral parts. In the commissural cells the a ctiv ity  occurs in th e  form  o f  
threads and granules distributed in the w hole cytoplasm  and is w eaker than  
in the m otoneurons. In the posterior horns there are few cells show ing a c tiv ity . 
In the w hite m atter the activ ity  is situated  in the blood wesscl w alls. In the  
ependym al epithelium  of the central canal th e  a c th ity  is found in th e  form of 
granules and short threads in the whole cytop lasm .

T P P -ase  — Experimental group

In the spinal motoneurons a decrease o f  T PP-ase activ ity  appears. The 
enzym e is located in threads, granules and vesicles, hut these structures are

Acta m o rp h , lo m  n s  X I I I .
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Fig. 6. T P P -a se  a c t iv i ty  in  spinal cord of a n im a l w ith  m anganese po ison ing

less num erous (F ig. 6). Sim ultaneously a d iffuse reaction appears. In  the  
com m issural cells a c tiv ity  is weaker than in th e  controls. In the spinal w hite  
m atter an increase o f  T P P -ase activ ity  in th e  w alls o f blood vessels is found. In

sic ta  m orph, tom us X I I I .
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the cells o f the ependym al epithelium  of the central canal activ ity  seem s to  be 
stronger than in the control group.

A cid  Phosphatase  — Control group

In the spinal m otoneurons activ ity  occurs in granules lying in the w hole  
cytoplasm , but especially  around the nucleus. In  the commissural cells a c tiv ity  
is distributed in granules over the whole cytop lasm . In the neurons o f the

Fig.  7. Acid p h o sp h a tase  ac t iv i ty  in sp ina l  cord  of control animal

posterior horns the sam e picture is observed. In the white m atter on ly  few  
granules indicate activ ity . In the ependym al epithelium  of the central canal 
activ ity  is found in granules situated in the cytoplasm  above the nucleus (F ig .
7).

Acid Phosphatase Experimental group

In m ost spinal m otoneurons there is a m arked increase of a c tiv ity . The 
reaction appears in the form o f big granules, cyto lysosom es, (Figs 8 , 9) located  
in the whole cytoplasm . In certain m otoneurons there is a diffuse reaction  
with a decrease in the num ber of positive granules. In the commissural cells the  
picture is similar. In the neurons of the posterior horns activ ity  is increased.

4* Acta morph, tom ия X I I I .
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Figs 8 and 9. A cid  p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  in  sp in a l  m o to n e u ro n s  o f  a n im a l w ith  m a n g a n e s e
p o iso n in g

T he reaction  seems to he more diffuse th an  granular. In the w hite  m atter  
a c t iv ity  is the same as in the controls. In the ependym al epithelium  o f the cen t
ral can a l the reaction is stronger than in th e  control group.

Discussion

In  order to clarify the pathogenesis o f  manganese poisoning we have 
stu d ied  the heha\ iour of som e enzym es in the spinal cords of rabbits w ith  
chronic in toxication . To find  out the probable disturbance in secretion  or 
storage o f  the m etabolic products, we in vestiga ted  the Golgi apparatus for 
T P P -a se  and acid phosphatase as enzym es connected with the Golgi zone 
[8, 15, 18, 20, 24], and N A D H 2-diaphorase w hich to a certain exten t is the 
m easure o f  cellular ox id ative processes T P P -ase in the opinion o f some 
au th ors allows to state the location  o f the m em braneous structures o f  the Golgi 
ap paratus [8, 14, 15, 17, 18, 20, 24]. T hiam ine diphosphate, the form in which  
predom inant quantities o f vitam in  Bj occur in animal organisms [19] p lays an 
im p ortan t role in tissues. This role is probably connected with cellular oxida
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tion [4] as the quantities o f a-ketoglutarate, aceta te , pyruvate and citrate are 
decreased by a diet lacking in thiam ine [6], and the lack of thiam ine inh ib its  
oxidative processes while adm inistration of th iam ine or thiam ine diphosphate  
restores cellular oxidation  to the normal level [4 ]. The decrease of T P P -ase  
activ ity  in the spinal cord of rabbits w ith chronic m anganese poisoning m ay  
thus indicate disturbances in the a-ketoglutarate, aceta te , pyruvate and citrate  
m etabolism .

It is rem arkable that a decrease of T P P -ase a c tiv ity  should take place as 
m anganese is otherw ise known to activate th at enzym e [1, 2], but a sim ilar  
decrease of leucine am inepeptidase activ ity  has been observed in the liver o f  
animals w ith m anganese poisoning in spite of th e  fact that this enzym e is also  
activated  by m anganese [10]. We ascribe th is to the fact that the doses o f  
manganese adm inistered by us were much larger than  that activating the  
enzym es in vitro. B esides, the reactions observed in vivo  and in vitro cannot be 
compared.

S hi mi zu  et al. studying the brain of anim als treated with diet lacking  
thiam ine found an increase in alkaline phosphatase and a decrease in acid  
phosphatase [23]. M any data underline the interrelation between G olgi’s 
apparatus and the lysosom es in which acid phosphatase is located, for instance  
after ligation o f the blood vessels [8 ,2 0 ], in experim ental diphtheric m eningitis 
in the rat [5], after oestrogen treatm ent in the uterine epithelium  in mice [24], 
etc. Changes in Golgi’s apparatus are preceded by changes in the lysosom es  
[5 ,8 ,2 0 ,1 8 ,2 4 ] . In  chronic m anganese poisoningan increase of acid phosphatase  
activ ity  and a decrease of T PP-ase activ ity  have been observed. The increase  
of acid phosphatase activ ity  m ay indicate an enhancem ent of catabolic  
processes associated w ith  a low oxidation rate and sim ultaneously a higher 
am ount o f unoxidated  substances which are hydrolyzed .

The disturbance o f oxidative processes is shown by the decrease of 
NADH.,-diaphcrese activ ity  in the neurons o f anim als w ith  chronic m anganese  
poisoning. This enzym e occurs in m itochondria, in the endoplasmic reticulum  
and in the m em branes o f Golgi’s apparatus. It has been concluded that m an
ganese interferes w ith enzym atic processes in the neurons and this is probably  
responsible for the sym ptom s appearing in chronic poisoning.
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D l 11 Y D R O N IK O T IN A M ID -A P E N IN -D IN U K L E O T I I) (N A D  lb,) D IA P H O R A S E , T H IA M IN - 
P Y R O P H O S P H A T A S E  U N D  S A U R E  P H O S P H A T A S E  IM R Ü C K E N M A R K  V O N  R A T T E N  

B E I C H R O N IS C H E R  M AN G A NV E R G IF T U N  G

J. JONEK und Z. OLKOWSKI

Im  R ü c k en m ark  von R a tte n  m it c h ro n isch e r M anganverg iftung  w u rd e n  die E nzym e 
T h ia m in -p y ro p h o sp h a ta se  (T P P -ase ), sau re  P h o sp h a ta se  und D ih y d ro n ik o tin a m id -ad e n in - 
d in u k le o tid  (Nx4.DH2)-d iaphorase  b e s tim m t. E s w u rd e  eine A bnahm e der N A D H 2-asen und  
T P P - a s e n a k tiv i tä t  u n d  eine Z u nahm e der A k t iv i tä t  de r sauren  P h o sp h a ta se  fe s tg e s te llt . Die 
Ä n d e ru n g e n  sin d  v e rm u tlich  der to x isch en  W irk u n g  des M angans au f die N eu ro n en  zuzusch^ei- 
b en . A u f G ru n d  dieser E rgebnisse  w ird an g en o m m en , d aß  bei chronischer M an g an ein w irk u n g  
die Z e llo x y d a tio n  u n d  der K o h len h y d ra ts to ffw ech se l eine S törung  erleiden. D ie Z u n ah m e der 
sa u ren  P h o sp h a ta se  sowie das E rscheinen  von  C yto lysom en  in den N eu ro n en  w eist au f die 
I n te n s i tä t  d e r  ka tabo lischen  V orgänge in den N eu ro n en  hin.

ПОВЕДЕНИЕ ДИГИДРОНИКОТИНАМИД-АДЕНИН-ДИНУКЛЕОТИД 
(УАОН2)-ДИАФОРАЗЫ, т и а м и н -п и р о ф о с ф а т а з ы  и 

КИСЛОП ФОСФАТАЗЫ В СПИННОМ МОЗГЕ КРЫС ПОСЛЕ 
ХРОНИЧЕСКОГО ОТРАВЛЕНИЯ МАРГАНЦЕМ

Й. ЙОНЕК и 3. ОЛКОВСКИ

Авторы изучали спинной мозг крыс, хронически отравленных марганцем. Иссле
дования распространились на следующие энзимы: тиамин-пирофосфатазу (ТИФ), кислую 
фосфатазу и дигидроникотинамид-аденин-динуклеотид (ХАОН,,)-диафоразу. Установлено 
понижение активности NADFK- и ТПФ-азы, и повышение активности кислой фосфатазы
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n спинном мозге подопытных животных. Изменения активности исследовавшихся энзимов, 
предположительно, обуславливаются действием марганца на нейроны. На основании 
полученных результатов авторы придерживаются того мнения, что при хроническом 
воздействии марганца на нейроны нарушаются процессы окисления клеток и метаболизма 
сахаратов. Повышение активности кислой фосфатазы и появления в нейронах цитолизо- 
мов, по-видимому, указывает на большую интенсивность катаболических процессов, 
происходящих в нейронах.

Dr. m ed. .Tan Jonek: | Zabrze-Rokitnica, ul. K. Markka 19.,
Dr. m ed. Zbigniew O l k o w s k i : ( Poland
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I n s t i tu t  fü r  A natom ie (D irek to r: Prof. D r. J .  S z e n t á g o t i i a i ) der M edizinischen U n iv e rs i tä t ,
B u d a p e s t

DIE LYMPHGEFÄSSSTRUKTUR DER DÜNNDARM WAND

J .  V a j d a  u n d  T h e r e s i a  T ö m b ö l

(E ingegangen  am  4. A u g u st 1964)

Das L y m p h sy stem  der D ü n n d a rm w a n d  w urde m it der D u rc h lic h tu n g sm eth o d e  
u n te rsu c h t u n d  festgeste llt, d aß  au s  de r T o p o g rap h ie  der einzelnen G eflech te  bzw . 
aus ih rer V e rb in d u n g en  k lar fo lg t, w elche F a k to re n  au f die S tröm ung  der au s d em  D arm  
abso rb ierten  L y m p h e  e inw irken. M aß u n d  G eschw indigkeit der A b sorp tion  w erd en  von 
de r au f nerv ö sen  E in fluß  zu s tan d e k o m m e n d en  E rsch laffung  oder K o n tra k tio n  der 
T u n ica  m u scu la ris  m ucosae b e s tim m t. Bei den  L y m phgefäßen  der D a rm w an d  w ird  ein 
in R u h e zu s ta n d  ab le itendes und  ein sich bei g rö ß ere r L y m p h p ro d u k tio n  in d ie A b le itu n g  
e in schaltendes L ym phsystem  u n te rsch ied e n .

In der Literatur sind zahlreiche A ngaben über die L ym phgefäße, ihren 
A ufbau, ihren V erlauf innerhalb der einzelnen Organe sowie ihre V erhältnisse  
zu den Gefäßen zu finden. Obwohl die diesbezüglichen U ntersuchungen mit 
den verschiedensten Verfahren (P eroxyd -, V italfärbungs-, Injektions-, Stau- 
ungs-, Fettfütteru ngs-, Silberim pregnations-, Fluoreszenz-, elektronenm ikro
skopische usw. M ethoden) durchgeführt worden sind, sind die A nsichten h in
sichtlich  der Topographie des G efäßnetzes in der Darmwand sow ie des V or
handenseins zentraler Lym phgefäße noch im m er G eteilt. In letzter Zeit haben  
G r a u  und S c h l ü n s  mit der F luoreszensm ethode nach F ettfü tteru ng das Be
stehen zentraler Lym phgefäße überzeugend bewiesen. Die diesbezügliche A uf
fassung von H y  RTL und T e i c h m a n x  wurde auch durch neuere japanische elektro- 
nenm ikroskopische U ntersuchungen bekräftigt.

Eine ähnliche M einungsverschiedenheit herrscht hinsichtlich der T op o
graphie der in der Dünndarm wand befindlichen Lym phgefäße bzw . G eflechte. 
D ie L ym phgefäße der Darmwand und des Mesenteriums wurden von I I o r s t - 

m a n n  und J a m i o l s k o w k a  und anderen Autoren m orphologisch untersucht.

Untersuehungsiiiaterial und Methodik

U m  die in d e r D arm w and  b e fin d lich en  L y m p h g e flech te , deren T o p o g rap h ie  u n d  s t r u k 
tu re llen  A ufbau  en tsp rec h en d  u n te rsu ch e n  zu k ö n n e n , w en deten  w ir die so g en an n te  D u rc h h e l
lu n g sm eth o d e  an , d ie w ir zur räu m lich en  O rie n tie ru n g  fü r am  geeignetsten  h a lte n .

U nsere V ersuche  w urden an H u n d e n  u n d  K a izen  an n äh e rn d  g leicher G röße , gleiches 
G ew ich tes und  A lters vorgenom m en. In  A th e rn a rk o se  w urde nach  E rö ffn u n g  d e r  B au ch h ö h le  
in d ie  v e rsch iedenen  A bschn itte  des D ü n n d a rm e s  m it d ü n n e r  N adel und  sch w ach em  D ruck  

d e r von K u b i k  v e rw en d e ten  M ethode gem äß  eine k leine Menge zeh n fach  v e rd ü n n te r , 
f i l t r ie r te r  T usche in d ie einzelnen S c h ich ten  in jiz ie r t. Die In jek tio n en  w urden  d a n a c h  in e in igen 
F ä llen  m it g rößerem  D ruck  w iederho lt. D ie E x a k th e it  der schichtw eise v e rab fo lg ten  In je k tio n
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w u rd e  n a c h  der D u rc h h e llu n g  k o n tro llie rt. D ie T iere  w u rd en  n a ch  der In jek tio n  in 2 stü n d ig en  
In te rv a lle n  g e tö te t. D er W eg der T usche w urde n a c h  de r D urch h ellu n g  des D a rm a b sc h n itte s  
u n te r s u c h t .  Von D ru ck  u n d  T iefe der In je k tio n  a b h ä n g ig  gelang es, die L y m p h g e fäß e  de r 
S e ro sa  u n d  Subserosa  u n d  a u ch  der m u sk u lären  u n d  su b m u k ö sen  Schicht re tro g ra d  a u fzu fü l
len , d a  es an  diesen S te llen  noch  wenig, die S trö m u n g s ric h tu n g  beeinflussende K lap p en  in  den 
L y m p h g e fäß e n  g ib t. M it d ieser M ethode gelang h in g eg en  d ie A uffü llung  der zen tra len  L y m p h g e 
fäß e  n ic h t . D ie T usche is t  in  jed e m  Fall — u n a b h ä n g ig  v o n  dem  In jek tio n sd ru ck  —  sc h a rf  
a b g e g re n z t an  der de r T u n ic a  m uscu laris m ucosae e n tsp rec h en d e n  L inie stecken  geb lieben .

D a n ac h  w urde d e n  V ersu ch stie ren  zw ecks A u flo ck eru n g  der g la tten  D a rm m u sk u la tu r  
0,01 g /k g  K ö rp e rg ew ich t P a p a v e rin  h y d ro ch lo ricu m  v e ra b re ic h t. N ach  solcher V o rb e re itu n g  
g e lan g  es in  jed em  F a ll, d u rc h  die T un ica  m u scu la ris  m ucosae  die zen tra len  C hylusgefäße 
re tro g ra d  aufzufü llen .

U m  den p h y sio log ischen  W eg der A b so rp tio n  ve rfo lg en  zu können , w urde an  e inem  
D ü n n d a rm a b sc h n itt  eine »en d  to  side« A n astom ose  h e ran g e le g t u n d  — von  der W eite  des 
D a rm lu m en s  ab h än g ig  — 1 — 3 m l v e rd ü n n te  u n d  f i l t r ie r te  T usche  in  den e tw a  10 cm  lan g en  
S tu m p f  e in g esp ritz t. In  d en  in  regelm äß igen  Z e ita b sc h n itte n  en tn o m m en en  u n d  d u rc h lich te te n  
D a rm a b sc h n itte n  k o n n te n  in  den Z o tten  n a ch 5  — 6 S tu n d e n T u sch e k ö rn ch e n  b e o b ac h te t w erden . 
Z w ecks E rle ich te ru n g  d e r A b so rp tio n  w urden  au ch  in d ieser V ersuchsserie  k leine D osen P a p a 
v e rin  v e rab re ic h t. O hne P a p a v e r in  V orbehandlung g e lan g te  d ie T usche n ach  14 — 16 S tu n d e n  
in  d a s  su b m u k ö se  G eflech t, w äh ren d  sich das G eflech t n a c h  V o rb eh an d lu n g  b e re its  n ach  5 — 6 
S tu n d e n  g u t au ffü llte . D iese V ersuche bew eisen, d a ß  M aß u n d  G eschw indigkeit der A b so rp tio n  
v o m  augen b lick lich en  Z u s ta n d  de r T u n ica  m u scu la ris  m ucosae  b es tim m t w erden . W eite re  
d iesbezüg liche  U n te rsu ch u n g e n  sind  im  Gange.

Ergebnisse und Besprechung

A uf Grund der Befunde läßt sich das L ym phsystem  der Dünndarm wand  
folgenderm aßen rekonstruieren :

A n der Grenze des mittleren und Spitzendrittels der einzelnen Zotten  
nim m t das zentrale Lym phgefäß mit einer geringen Erweiterung seinen  
A nfang. Die E rw eiterungen befinden sich vom  K ontraktions- oder E rschlaf
fungszustand der Z otten  abhängig nicht in gleicher Höhe. Bis zur Basis der 
Z otten  verläuft das zentrale Lym phgefäß (Abb. 1) genau in der Aehse der Z otte. 
A uf dem  basalen Teil der Zotten kommen zw ischen den einzelnen Chylusgefäßen  
A nastom osen  zustande. Entweder te ilt sich das zentrale Lym phgefäß in 3 — 4 
Teile und stehen diese N ebenäste m iteinander in Verbindung, oder gehen die A n a
stom osen  aus dem in der M itte der Zotte verlaufenden Lym phgefäß selber aus. 
D ie aus diesem N etz hervortretenden allm ählich dünner werdenden, und  
schließlich strahlenförm ig verlaufenden L ym phgefäße erreichen die Tunica  
m uscularis m ucosae, worin sie ein lockeres G eflecht bilden. Aus diesem führen  
einige größere L ym phgefäße in die Subm ucosa hinüber (Abb. 2). Hier kom m t 
ein w eit ausgebreiteter, reich anastom isierender P lexus zustande (Abb. 3). Am  
durchlichteten  D arm ahschnitt ähnelt dieses G eflecht einem Stauungsreservoir  
der Lym phe. A uf dem L ängsschnitt der m uskulären Schicht weisen die L ym ph
gefäße eine polygonale Form  auf und um fangen die Muskelstränge (Abb. 4). 
R echt häufig  sind aber auch dickere, m eistens gleich weite Lym phgefäße zu 
beobachten , die von der Subm ucosa ausgehend, schräg über die m uskuläre 
Schicht bis zur Serosa ziehen (Abb. 5). In diesen sind bereits in jedem  Fall 
K lappen zum eist m it einem  zusätzlichen Segel zu finden (Abb. 6). Für
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diese durchlaufenden Lym phgefäße ist noch kennzeichnend, daß sie n ich t in 
jedem  Fall an der Bildung des Serosanctzes teilnehm en, sondern in eines der 
ableitenden Lym phgefäße einm ünden. Die aus dem Plexus entspringenden

A b b .  1. D arm zottenquerschnitt m it aufgefü llten  Chylusgefäßen

A b h .  2. D ie vom  Lumen aus aufgefü llten  zentralen  Chylusgefäße 
1. Basales G eflecht, 2. Tunica m uscularis m ucosae, 3. Subm uköses L ym phgefäßnetz

wenigen, dünneren muskulären Lym phgefäße m ünden in die subserösen, zur 
Längsachse des Darm es senkrecht und m iteinander parallel verlaufenden, 
eine gestreckte U -Form  aufweisenden L ym phgefäße (Abb. 7). D iese b ogen 
förmigen L ym phgefäße überbrücken die B ündel der äußeren Längsm uskel- 
schicht und stehen mit dem Serosanetz in V erbindung. Das verzw eigte, poly-
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gonale Serosanetz zieht, entweder einen gem einsam en Stamm bildend, oder in 
eines der aus den tieferen Schichten kom m enden Lym phgefäße m ündend, 
w eiter (Abb. 8). In den oberflächlichen ableitenden  Lym phgefäßen sind bereits

Abb. 3. Subm uköses L y m p h g e fäß n e tz

Abb. 4. M uskuläres L y m p h n e tz

in jed em  Fall K lappen mit 2 Segeln zu finden  (Abb. 9). Die zustandegekom 
m enen H auptlym phgefäße stehen — in R ich tu n g  des m esenterialen D arm 
randes ziehend -  infolge des reichen A nastom osensystem s in enger V erbindung  
m iteinander (Abb. 10).

B etrach tet man das L ym phsystem  des D ünndarm s als Ganzes (A bb. 11), 
so ist zu beobachten, «laß einer jeden, einer ak tiven  Bewegung fähigen Schicht
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je ein L ym phgeflecht folgt. So befindet sich ein G eflecht bei der Basis der 
Zotten, der Tunica m uscularis m ucosae folgt das reiche subm uköse G eflecht, 
während au f der m uskulären Schicht der subseröse Plexus zustandekom m t.

Ahb. 5. M uskuläres L y m p h n e tz  im  Q u ersch n itt

Abb. 6. 1. 7 ,entrales L y m p h g efäß , 2. basales G eflech t 3. subm ukiises N etz, 4. d u rc h  die 
m u sk u läre  Sch ich t v e rlau fen d es ah le iten d es L y m p h g e fäß , 5. suhseröses G eflech t

Aus diesem Aufbau läßt sich darauf schließen, daß die auf neurale E in 
wirkung funktionierenden Schichten entw eder der vor ihnen bereits angesam - 
m elten Lym phe durch ihre Erschlaffung den W eg frei geben, oder sie diese 
bei ihrer K ontraktion aus sich herauspressen. Im letzteren Fall kom m t — w ie 
dies bereits in der muskulären Schicht zu beobachten ist — den K lappen eine

.icta morph, lom ыя X I I I .
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Abb. 7. Subseröses N etz Abb. O berfläch liches S ero san etz

Abb. 9. A u s dem  oberflächlichen S e ro san etz  ab le iten d es , m it K lap p e  versehenes L y m p h g efäß

A c t a  m orph ,  tornus X I I I .



DIE LYMPH GE FÄSSSTR UKTIJ R D E R  DÜNNDARM WAND 345

Abb. 10. A n asto m is ie ren d e  a b le itcn d e  L ym phgefäße

Abb. 11. 1 Z en tra les  C hylusgefäß . 2. B asa les G eflech t. 3. T un ica  m usc, m u co sae . 4. Sub- 
m uköses G eflech t. 5. M uskuläres N etz . 6. Subserüses G eflecht. 7. O b e rfläch lich es  N etz.

8. A b le iten d es L y m p h g efäß

entscheidende Bedeutung zu; wenn diese fehlen, ist die S trom richtung nicht 
gew ährleistet. Vorn G esichtspunkt der Lym phström ung läßt sich die Tunica 
m uscularis mucosae auch als Schicht auffassen, die die K lappen ersetzend  
aus dem weiten subm ukösen G eflecht die retrograde Ström ung verhindert. 
D ie aus der Subm ucosa ausgehenden und bis zur Oberfläche schräg verlaufen

Acta  morph, l o m u s  X I I I .
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den, über K lappen verfügenden L ym phgefäße leiten im R uhezustand des 
D arm es die Lym phe ab. B ei hungernden Tieren fanden wir in diesen L ym phge
fäß en  nur aus dem D arm stu m p f absorbierte T usche. Bei verstärkter Lym ph- 
produktion fällt nach reichlicher Ernährung den einzelne Geflechte verbindenden  
Lym phgefäßen — in denen die Strömung durch die Bewegung der aktiven  
Schichten aufrechterhalten wird erst nach der Auffüllung der P lexus eineо

bedeutendere Rolle zu . W ir schließen uns der A uffassung mehrerer Autoren  
an, laut welcher das subm uköse Geflecht n eb st seiner Reservoirfunktion auch 
für die E inkonzentrierung der Lymphe verantw ortlich  ist.

3 4 6
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L Y M PH A T IC  A P P A R A T U S  O F T H E  W A L L  O F  T IL E  SM ALL IN T E S T IN E

J . V A JD A  and  T . T Ö M B Ö L

E nteroscopic  e x a m in a tio n  o f the  ly m p h a tics o f th e  sm all in te s tin e  has p roved  th a t  
th e  to p o g rap h y  of the  v a r io u s  p lex u ses and th e ir c o m m u n ic a tio n s  p e rm it conclusions to  the  
fa c to rs  w hich influence th e  flo w  o f  ly m p h  absorbed fro m  th e  in te s tin e . E x te n t  and  ra te  of th e  
a b so rp tio n  are d e te rm in ed  b y  th e  neurally  co n d itio n ed  re la x a tio n  and co n trac tio n  of the  
tu n ic a  m uscularis m ucosae. T w o  k in d s  of lym ph vessels c an  be  d istingu ished  in th e  in te s tin a l 
Avail: e ffe ren t vessels w h ich  o p e ra te  a t rest, and a second  sy s te m  w hich is in se rted  in to  th e  
e ffe re n t ap p a ra tu s  w hen th e  v o lu m e  of lym ph is in c reased .

С Т Р У К Т У Р А  Л И М Ф А Т И Ч Е С К И Х  С О С У Д О В  С Т Е Н К И
т о н к о й  к и ш к и

Й .  В А Й Д А  и Т. Т Ё М Б Ё Л

Лимфатическая система стенки тонкой кишки исследовалась методом просвечи
вания. Было установлено, что на основании топографии отдельных сплетений или их 
соединений можно определить, какие факторы воздействуют на ток лимфы, абсорбирован

A c ta  morph,  tomus X I I I .
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ной из кишки. Размер и скорость абсорбции регулируются ослаблением или сокращением 
слизистой оболочки мышцы, возникающих при невральном воздействии. В стенке тонкой 
кишки можно различать две системы лимфатических сосудов, одна отводит лимфу при 
состоянии покоя, а другая включается лишь в случае повышенного образования лимфы.

Dr. .fános V a j d a : 
Dr. T eréz T ö m bö l:
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B udapest IX . Tűzoltó u. 58 ., Ungarn
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A natom isches I n s t i tu t  (D irek to r: P rof. D r. J .  S z e n t á g o t h a i ) der M edizinischen U n iv e rs itä t ,
B u d a p es t

BEITRÄGE ZUM MESENTERIALEN LYMPH К REISLAUF

J .  V a j d a  u n d  T h e r e s i a  T ö m b ö l

(E ingegangen  am  6. A u g u st 1964)

Die W irk u n g  der a rte rie llen  Pulsw elle a u f  d ie L ym p h strö m u n g  in  dem  G ekröse 
und  der D a rm w an d  w ird angenom m en . Die A m p u llen , die sich an den L y m p h g e fäß en  
bei der K reu zu n g  derselben m it den  A rte rien  b e fin d e n , übernehm en die Pu lsw elle  und  
fördern  d a d u rc h  die E n tle e ru n g  der L y m p h g e fäß e . A ngesichts der G e sa m th e it des 
m esen teria len  L y m phkre islau fs w ird  die R olle d e r A nastom osen  zwischen d en  H a u p t 
s täm m en , sowie die der R ese rv e-L y m p h g efäß e , in  d e r B ehebung  der sich a u f  k le in e re  m e
sen teria le  G ebiete  besch rän k en d en  L y m p h ü b e rla s tu n g  w iederum  die de r K o lla te ra len  
und  de r S h u n ts  hervorgehoben .

D ie A uffassung , la u t  w elcher der zw ischen  den  K lappen gelegene L y m p h g e fä ß 
a b sc h n itt  als eine se lb sts tän d ig  fu n k tio n ie ren d e  E in h e it aufgefaß t w erden  soll, w ird 
b e s tä tig t.

M ehrere  A u to ren  h aben  die M orphologie u n d  den A blauf der m esen te ria len  
L y m p h g e fäß e  ( K u b i k , S h d a n o w , H o r s t m a n n ), a n d ere  w iederum  die In n e rv ie ru n g  
derselben u n te rs u c h t ( D o g i e l , L a w r e n t j e w , K u b i k ). Der h istologische A u fb a u  der 
L y m p h g efäß e , sowie die fu n k tio n a le  B esch affen h eit, B lu tverso rgung  und  In n e rv a tio n  
der L y m p h k n o te n  b ilde ten  ebenfa lls  G e g en s tan d  d e r Forschung . J ü n g s t  b e ric h te te  
Y a m a g i s h i  a u f  G rund  e lek tro n en m ik ro sk o p isch e r U n tersu ch u n g en  ü ber U n te rsch ied e  
zw ischen L y m p h - und B lu tk ap illa ren . T ro tz  d e r zah lreichen  M itte ilu n g en  g ib t es 
nu r w enige A n g ab en  ü b er den m esen teria len  L y in p h k re islau f.

M a te r ia l  u n d  M e th o d e
Die U n te rsu ch u n g e n  w urden  an ju n g en  H u n d en  u n d  K a tzen  au sgeführt. In  Ä th e rn a rk o se  

w urde die B au chhöh le  geöffnet und ein A b sch n itt des D ü n n d arm es m it se inem  M esen terium  
ausg estreck t. W ir t ra c h te te n  das physiologische M aß d e r S pan n u n g  des M esen terium s, und  
dad u rch  den u rsp rü n g lich en  Z ustand  de r in der B a u e h fe lld u p lik a tu r  v e rlau fenden  d ü n n w a n d i
gen L ym phgefäße  b e izu b eh a lten . Um  eine A u s tro c k n u n g  zu  v e rh ü ten , w urden d ie a u sg e s trec k 
ten  A b sch n itte  m it lau w arm er physio logischer K o ch sa lz lö su n g  befeuch te t. E in e m  T eil der 
Tiere w urde vo r d e r O p era tio n  fe ttre ich e  N a h ru n g  z u g e fü h rt . So ko n n ten  w ir u n s  schon  m it 
unbew affne tem  Auge ü b er A b la u fu n d  L age der s ic h tb a r  gew ordenen L ym phgefäße  o rien tie re n . 
E inen an d eren  T eil de r T iere ließen w ir vo r der O p e ra tio n  24 S tunden h u n g e rn . B ei beiden  
G ruppen w urde zeh n fach  v e rd ü n n te , a u f  K ö rp e r te m p e ra tu r  e rw ärm te, f iltr ie rte  T u sch e  m it 
einer d ü n n en  N ad el, u n te r  leich tem  D ruck  in ein  a n  d e r D ü n n d arm o b erfläch e  s ic h tb a re s  
L ym phgefäß  g e sp ritz t. In anderen  F ä llen  ve rfo lg ten  w ir den  W eg der R eso rp tio n  des in  die 
D arm w and gegebenen  T u sche-D epo ts in den L y m p h g e fäß e n  des Gekröses. Die E in sp ritz u n g  
w urde dan n  m it g rö ß erem  D ruck w iederho lt, ohne je d o c h  d a m it eine K lap p en in su ffiz ien z  zu 
v e ru rsachen : d a s  Sch ließen  der K lap p en  w urde n a c h  d e r A u fh a ltu n g  sorgfältig  k o n tro llie r t . 
Der in jiz ie rte  G e k rö seab sch n itt m it d em  d a zu g eh ö ren d en  D arm segm ent u n d  L y m p h k n o te n  
w urde so fo rt, oder bei Anlegen eines T u sch e-D ep o ts  n a c h  30 bzw. 60 M inuten e n tf e rn t ,  und 
nach F o rm olfix ierung  aufgehellt.

E rg e b n is se  und  F o lg e r u n g e n

Das aufgehellte Material wurde stereom ikroskopisch untersucht. Die 
Lym phgefäße w iesen am m esenterialen R ande, wo sie von Schlagadern über-

Acla  m orph, lo tnus X I I f .
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Abb. 1. A m p u llen  u n d  d a s  d ie  a r te r ie l le  A r k a d e  b e g le ite n d e  L y m p h g e fä ß

k reuzt w erden, in allen F ällen  eine m äßige Erw eiterung, eine A m pulle auf. 
D ie A m p u lle  befindet sich an jenem  A bschn itt ties Lym phgefäßes, der den 
Adern an lieg t und sie rechtw inklig kreuzt (A bb. 1). Vor der Am pulle befin d et  
sieh eine K lappe im L ym phgefäß. K u b ik  beschrieb ähnliche Am pullen u n m itte l
bar v o r  den Lym phknoten an den m esenterialen Lym phgefäßen und auch an 
anderen A bschnitten des L ym phsystem s. D ie A m pullen münden rechtw inke
lig in das die arteriellen Arkaden begleitende, bogenförm ig ablaufende A b flu ß 
gefäß , das m it den benachbarten ableitenden H auptlym phstäm m en in Ver-

■icla m o r p h ,  to rm is  X I I I .

Abb. 2. A n a s to m o s ie re n d e  L y m p h g e fä ß e
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bindung steht. D ie Lym phgefäße verfolgen im w eiteren die R ichtung der iin 
Gekröse verlaufenden B lutgefäße. Diese Lym phgefäße bilden ein m ächtiges 
A nastom osensystem  untereinander im darm nahen Bezirk des M esenteriums

Abb. 3. E in - und Z w eisegel-K lappen an  d em selben  L ym p h g efäß

Abb. 4. A bleitende H a u p tly m p h s tä m m e  in A usb ildung

(Abb. 2). Es sind in den anastom osierenden L ym phgefäßen zahlreiche bikus- 
pidale Klappen zu sehen, an den schm aleren kom m en auch K lappen m it 
einem  Segel oder beide Formen abw echselnd vor (Abb. 3). Vor den E in fluß
stellen nimmt die Anzahl der K lappen zu. Dem  reichlichen N etz der A nastom o- 
sen entspringt je ein ableitendcr H auptstam m  an beiden Seiten des B lu tge
fäßes (Abb. 4). D ie Lym phstäm m e verlaufen parallel m it den B lutgefäßen,

Acta  morph, lornus X I I I .
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Abb. 5. A b le iten d e  H au p t ly in p h s täm m e  in A usbildung

Abb. 6. Z w eisegel-K lappen  in  den  H au p tly m p h stä rn m e n

Abb. 7. A n asto m o se  zw ischen den H a u p tly m p h stä rn m e n

Acla morph, tomus X I I I .
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kom m en jedoch m it diesen nicht in Berührung (Abh. 5). An diesen L ym ph
gefäßen befinden sich bikuspidale K lappen (Abb. 6). Tn jeden m esenterialen  
Lym phknoten m ünden 4 5 afferente mäßig erw eiterte H auptlym phstäm m e
mit kurzen A bschnitten  zwischen den Klappen ein.

Abb. Я. R eserv e-L y m p h g efäß e  neben  d en  A rterien

Abb. 9. R eserv e-L y m p h g efäß e  ve rsch ied en en  K alibers

An den Präparaten, wo die T usche unter größerem Druck in die L ym ph
gefäße gespritzt w urde, waren außerdem  dünnere L ym phgefäße zu beobachten.

In Präparaten, die eine halbe Stunde nach E ingabe des T usche-D epots 
verfertigt wurden, fallen zwischen den H auptstäm m en zahlreiche A nastom o-

A d a  m o rp h . to m  us X I I I .
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seri auf. Die verbindenden Ä ste kreuzen den Gefäßstrang in sp itzem  W inkel; 
sie sind  schmäler als die H auptstäm m e und besitzen K lappen (Abb. 7). Vom 
A nastom osensystem , das sich  am darmnahen R ande befindet, geht ein sog.

Abb. 10. K o lla te ra lg e fäß  m it K lap p en , den  Z usam m en flu ß  ü b e rb rü c k e n d

Abb. 11. K o lla te ra lg efäß  m it K lap p en , den  Z usam m en flu ß  ü b e rb rü c k e n d

R eserve-L ym phgefäßstrang aus, welcher dicht an die Arterien anliegt und mit 
diesen  verläuft (Abb. 8). D as Lum en dieser Gefäße ist sehr unterschiedlich  
(A bb. 9); ihre Klappen befinden  sich manchmal 4 5 cm v oneinander entfernt,
ln der unm ittelbaren N ähe der Lym phknoten m ünden die R eserve-Lym phge
fäße in einen der H auptstäm m e ein. U nm ittelbar in den L ym phknoten eintretende 
R eserve-Lym phgefäße w urden nicht beobachtet.

Acta  tnorph. tonms X I I I .
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Bei den darm nahen L ym phgefäß A nastom osen lassen sich zahlreiche 
K ollateralen beobachten. U nter ihnen kann man zAvei T ypen  unterscheiden. 
Beim einen Typ überbrückt der K ollateralast einen Zusam m enfluß und den 
darauffolgenden, 4 5 K lappen enthaltenden L ym phgefäßabschnitt, während
der andere K ollateralen Typ nach Übersprung eines 1 oder 2 K lappen enthal
tenden A bschnittes in dasselbe Lym phgefäß zurückfließt (Abb. 10 ,11  und 12). 
Bei beiden Typen ist der K ollateralast mit K lappen versehen.

Abb. 12. K o lla te ra lg e fäß , einen kurzen  L y m p h g e fäß a b sc h n itt ü b e rb rü c k e n d

An den darm nahen Partien des Gekröses sind zahlreiche Shunts sichtbar, 
im allgem einen dort, wo sich zwei ineinander m ündende L ym phgefäße gleicher 
Größe treffen (Abb. 13). D ie letzten  Klappen vor der E inm ündung beider 
zusam m enfließenden L ym phgefäße sowie die erste K lappe des dadurch 
entstandenen gem einsam en Stranges umgrenzen einen Y-förm igen Abschnitt, 
der auch als eine E inheit des Lym phgefäßes aufgefaßt werden kann. Aus ihm 
entspringen die zwei W urzeln des Shunts, nam entlich die eine aus dem Mün
dungswinkel, der Strom richtung stets entgegengesetzt, rückw ärts, die andere 
hingegen aus einem  sehr proxim alen Teil der E inheit. Sie vereinen sich später, 
ein kleineres Lym phgefäß bildend, um nach längerem  V erlauf in einen Haupt- 
stam m  zu m ünden.

A uf Grund unserer Beobachtungen können folgende Schlüsse gezogen 
werden :

Bei geringen Lym phm engen wird der A bfluß den L ym phknoten zu durch 
die H auptstäm m e gew ährleistet. Die gleichm äßige V erteilung der Lym phe in 
beiden H auptstäm m en ist dem reichen Anastom osen-Systeiri vor ihrer Aus
bildung zuzuschreiben. Der Lym phstrom  in den m esenterialen H auptstäm m en  
wird durch Lym phgefäß-Segm ente oder E inheiten aufrechterhalten, wie dies

A d a  morph,  lomus X I I I .
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von K u b i k , H orstm ann  und anderen Verfassern beobachtet wurde. Diese 
T ä tig k eit erfährt eine U n terstü tzu n g  durch die B ew egungen des Gekröses im 
Z usam m enhang mit der D arm peristaltik . Laut unserer früheren U ntersuchun- 
gen d ü rfte  die Lym phström ung durch die Bewegung der aktiven , in Abhängigkeit 
von neuralen  Einwirkungen sieh entspannenden oder kontrahierenden Schichten  
in der Darm wand in Gang gesetzt und erhalten werden. Tn der Grenzzone der

A b b . 1 3 . Lymph-Shunt
1: K lappen. 2: Zw eige des S h u n ts . 3: gem einsam es L y m p h g e fäß

zw ei verschiedenen F aktoren, die ihre W irkungen au f die Lym phström ung  
au sü b en , befinden sieh die A m pullen , sich dicht den Arterien anschm iegend. 
D em n ach  kann angenom m en werden, daß die Pulsation  der Schlagader 
durch V erm ittlung der A m pullen  den die L ym phström ung aufrechterhaltenden  
F ak toren  hinzutritt. D ie A rterien erleiden beim D urchtritt der Pulsw elle eine 
D eh n u n g , dadurch erhalten die m it ihnen eng verbundenen A m pullen einen 
Im puls zur zentripetalen Fortbeförderung der Lym phe. Ein R ückfluß wird 
durch die Klappe vor der A m pulle verhindert. L u c i a n i ,  B e c k ,  H e r i n g , 

C l a r k  und  C l a r k  betonen ebenfalls die Einwirkung der arteriellen Pulswelle 
au f die Lym phström ung.

B e i gesteigertem peripherem  Lym phangebot (F ettfü tteru n g , Tuscheinjek
tion  u n ter  größerem Druck) d ienen außer den anderen m öglichen W egen die 
A n astom osen  zwischen den zw ei H auptstäm m en dem Ausgleich der Druck-

Acta morph, tornus X I I I .
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differenz. Die die Arterie eng begleitenden R eserve-Lym phgefäße le isten  der 
stark in Anspruch genom m enen T ransportkapazität der H auptlym phstäm m e  
Hilfe. Die A nastom osen und die R eserve-L ym phgefäße sind angesich ts des 
Ganzen des peripheren Lym phkreislaufs von Bedeutung. H insichtlich  der 
B ehebung der örtlichen Überfüllung einzelner L ym phgefäßabschnitte ist die 
Rolle der zweierlei K ollateralsystem e sow ie die der Shunts hervorzuheben. 
Die T atsache, daß ein Shunt immer aus einem , durch die Klappen um grenzten  
L ym phgefäßabschnitt seinen Ursprung n im m t, unterstützt die A uffassung von  
H o r s t m a n n  und anderen, laut welcher der zw ischen den K lappen gelegene  
L ym phgefäßabschnitt eine selbständig tätige funktionale Einheit b ild e t.
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M E SE N T E R IC  L Y M P H  C IR C U L A T IO N

J. VAJDA and T. TÖMBÖL

I t  is a ssum ed  th a t  a rte ria l p u lsa tio n  affec ts m esen teria l and in te s tin a l ly m p h  flow. 
The am p u llae , s i tu a te d  a t th e  in te rsec tio n  of th e  ly m p h  vessels an d  the a rte rie s , t a k e  up  I he 
pulse w aves th u s  fa c ilita tin g  ly m p h a tic  d ra in ag e . C onsidering  the  to ta l m esen te r ic  ly m p h  
c ircu la tio n , th e  im p o r ta n t role o f an as to m o ses b e tw een  th e  m ajo r tru n k s  a n d  t h a t  o f the  
reserv e  ly m p h a tic s  is em phasized . A sim ilarly  im p o r ta n t  ro le is ascribed to s h u n ts  a n d  c o lla te 
ra ls in co n n ection  w ith  the  ly m p h a tic  overload ing  of sm alle r m esen teric  areas.

T he th eo ry  th a t  the ly m p h a tic  segm en t be tw een  tw o  va lves functions as a n  in d e p e n d e n t 
u n it,  h as been confirm ed.

ДАННЫЕ К МЕЗЕНТЕРИАЛЬНОМУ ЛИМФООБРАЩЕНИЮ

Й. ВАЙДА и Т. Т ЁМ БЁЛ

Предполагается, что артериальная пульсовая волна действует на лимфообращение 
в брыжейке и кишечной стенке. Ампулы, наблюдаемые в лимфатических сосудах на 
месте их встречи с артериями, воспринимают пульсовую волну и способствуют таким 
образом опорожнению лимфатических сосудов. Ввиду замкнутости мезентериального 
лимфообращения подчеркивается роль анастомозов между главными стволами, а также 
резервных лимфатических сосудов, а в прекращении перегрузки лимфатических сосудов, 
ограничивающейся на небольшие мезентериальные участки роль коллатералей п 
шунтов.

Авторы подкрепляют предположение, согласно которому участок лимфатических 
сосудов, находящихся между клапанами, следует рассматривать как самостоятельно 
функционирующую систему.

Dr. .Táltos V a j d a : 

Dr. T e r é z  T ö m b ő l :
Budapest IX . T űzoltó u. 58., Ungarn
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P ath o lo g isch es In s t i tu t  (D irek to r: P rof. Dr. L. H . K e t t l e k ), H u m b o ld t-U n iv e rs itä t  B erlin ,
R u d o lf-V irchow -H aus de r C harité

DAS FLÄCHENBILD DES ENDOTHELS DER DOPPELT 
LIGIERTEN ARTÉRIA CAROTIS DES KANINCHENS

H. A .  H a C K E N SE L L N E R  u n d  I. TÖPELMAI4N  

(E in g e g a n g e n  am  lő .  O k tob er  1964)

Die V erän d eru n g en  im F läch en b ild  des E n d o th e ls  der d o p p e lt lig ie rte n  A rtéria  
caro tis  des K an in ch en s v e rlau fen  in  3 Phasen. In  e iner e rsten  Phase  (1. bis 3. V ersuchs
tag ) sind n eb en e in an d e r d eg en era tiv e , bis zu r N ekrose  fü h ren d e  Z e llv erän d eru n g en  
n eben  solchen, die m an  als A k tiv ie ru n g  au ffassen  m uß , zu b e o b ac h te n . D ie zweite 
P h ase  (S. T ag bis E n d e  3. W oche) w ird von re p a ra tiv e n  V orgängen b e h e rrsc h t. E s lassen 
sich zahlreiche M itosen (M ax im um  5. 7. T a g )u n d in  zu n eh m en d em  M aße P ro life ra tio n s
herde  nachw eisen. E in  gew isser A usgleich zw ischen d eg en era tiv en  u n d  re g en e ra to risch en  
V orgängen  ist fü r  die 3. P h ase  (ab  4. V ersuchsw oche) c h a ra k te r is tisch ; sie f in d e t ihren 
A bschluß m it der O b lite ra tio n  des iso lierten  G efäßsegm entes.

Über doppelte Arterienunterbindung existiert ein sehr ausgedehntes, 
bis in die Mitte des 19. Jahrhunderts zurückgehendes Schrifttum  [3, 4 , 5, 6, 8, 
24, 25, 27, 33, 36]. Auch in den letzten  Jahrzehnten wurde die L igatur von 
Arterien wiederholt als w issenschaftliches Modell angew andt [7 ,1 5 ,2 1 .2 2 ,3 0 .  
31, 32, 37]. Sie diente dabei in der Kegel der A ufklärung des Charakters und 
der formalen Genese der Intim averdickung, des O bliterationsvorganges und 
der Throm busorganisation [3, 4, 5, 7, 8, 24, 31, 33, 36, 37].

ln  neuerer Zeit wurden an isolierten Arteriensegm enten auch Problem e der 
G efäßpathologie, vor allem  der Arterioskleroseforschung untersucht [30, 32]. 
Allen Arbeiten an doppelt ligierten Arterien ist das Interesse an der Aufklärung  
der B eteiligung des E ndothels am jew eils studierten Prozeß gem einsam . Oft 
stehen Endothelfragen — Verhalten des E ndothels bei der T hrom bose, Ab
stam m ung und prospektive Potenzen des E ndothels [7 ,1 5 , 2 1 ,2 2 , 25, 27] im 
M ittelpunkt der Ü berlegungen.

Bei den bisher vorliegenden Veröffentlichungen handelt es sich fast 
ausschließlich um lichtm ikroskopische U ntersuchungen an Schnittpräparaten. 
Elektronenm ikroskopische Studien liegen bisher zwei vor [7, 15]; in einer der 
beiden Arbeiten schließen die lichtm ikroskopischen Paralleluntersuchungen  
auch die Auswertung von  Zelloidinhäutchenpräparaten vom E ndothel mit 
ein [15].

Im vorliegenden A ufsatz sollen Veränderungen im Flächenbild  des 
E ndothels der Artéria carotis des K aninchens nach doppelter U nterbindung  
beschrieben werden, wie sie sich in Zelloidinhäutchen darbieten.

Acta morph, towns X I I I .



H .  A .  H A C K E N S E L L N E R  u n d  I .  T Ö P E L M A N N360

M aterial und Methode

A ls  V e rsu c h s t ie re  s t a n d e n  ju g e n d l i c h e  K a n in c h e n  b e id e r l e i  G e s c h le c h te s  z u r  V e r fü g u n g .  
I n  Ä t h e r n a r k o s e  w u r d e  d ie  r e c h t e  A. ca ro t i s  d a r g e s t e l i t  u n d  a n  zw ei  S te l le n  — z u e r s t  

k n a p p  ü b e r  d e r  o b e ren  T h o r a x a p e r t u r ,  d a n n  m ö g l ic h s t  w e i t  k r a n i a l  d a v o n  — u n t e r b u n d e n .  
A n  j e d e r  d ie se r  U n t e r b i n d u n g s s t e l l e n  w u r d e n  d ic h t  n e b e n e i n a n d e r  zwei L ig a tu r e n  ( P e r l i n  00) 
g e s e t z t .  D e r  e tw a  2 m m  b e t r a g e n d e  G e f ä ß a b s c h n i t t  z w is c h e n  ih n e n  w u r d e  m i t  e in e m  S c h e r e n 
s c h l a g  d u r c h t r e n n t .  U m  e ine  R e t r a k t i o n  des  d a m i t  i s o l i e r t e n  K a r o t i n a b s c h n i t t e s  z u  v e r h i n d e r n ,  
w u r d e n  d ie  S c h n i t t e n d e n  d u r c h  V e r k n ü p f e n  der  L i g a t u r f ä d e n  a n e i n a n d e r  f i x i e r t  (A b b .  1). 
D a s  a u s  d e r  H a u p t s t r o m b a h n  a u s g e s c h a l t e t e  G e f ä ß s e g m e n t  h a t t e  e ine  L ä n g e  v o n  3 b is  4 cm .  
E i n e  r e t r o g r a d e  B lu t f ü l l u n g  ü b e r  f e in e  S e i te n ä s te  w a r  g e l e g e n t l i c h  f e s t z u s te l l e n .  A u f  eine 
v ö l l ig e  I s o l i e r u n g  des a u s g e s c h a l t e t e n  G e fä ß s e g m e n te s  m u ß t e  v e r z i c h t e t  w e r d e n ,  d a  d a m i t  
e in e  z u s ä t z l i c h e  S tö ru n g  d e r  E r n ä h r u n g  des G efäßes  ü b e r  d ie  V a s a  v a s o r u m  m i t  A u f t r e t e n  
t o t a l e r  W a n d n e k r o s e  u n d  s c h w e r e r  s e k u n d ä re r  E n t z ü n d u n g  v e r b u n d e n  ge w e s e n  w ä re .

z r A t f f c  —
Abb. 1. S c h e m a t i s c h e  D a r s t e l l u n g  d e r  V e rh ä l tn is s e  n a c h  D u r c h f ü h r u n g  d e r  d o p p e l t e n  L ig a tu r

D ie  V e r su c h s t i e r e  w u r d e n  1, 2, 3, 5, 7, 14, 21, 28, 35 u n d  42 T a g e  n a c h  d e r  K a r o t i s u n t e r -  
b i n d u n g  g e tö t e t .  D er  a u s g e s c h a l t e t e  A b s c h n i t t  d e r  r e c h t e n  A . c a r o t i s  w u r d e  h e r a u s p r ä p a r i e r t .  
K l e i n e  t r a n s v e r s a le  S c h e ib e n  w u r d e n  l i g a tu rn a h e  u n d / o d e r  a u s  d e m  Z e n t r u m  des  P r ä p a r a t e s  
e n t n o m m e n  u n d  in F o r m a l i n  f i x i e r t .  Sie d ie n te n  zu r  H e r s t e l l u n g  v o n  G efr ie r-  u n d  P a r a f f i n 
s c h n i t t e n ,  die  d a n n  m i t  H ä m a t o x y l i n - S u d a n ,  m i t  H ä m a t o x y l i n - E o s i n ,  n a c h  v a n G i e s o n ( íii d er  
v o n  D omagk  a n g e g e b e n e n  M o d i f i k a t i o n )  od e r  zu r  D a r s t e l l u n g  d e r  e la s t i s c h e n  F a s e r n  n a c h  
W e i g e r t  g e f ä r b t  w u r d e n .  D e r  H a u p t t e i l  de r  P r ä p a r a t e  w u r d e  in d e r  L ä n g s r i c h t u n g  a u f g e 
s c h n i t t e n  u n d  u n t e r  V e r m e i d u n g  e i n e r  s t ä rk e r e n  S p a n n u n g  m i t  d e r  E n d o th e l s e i t e  n a c h  o b e n  
a u f  k l e i n e  K o r k p l a t t e n  g e h e f t e t .  E r  d i e n t e  zur  H e r s t e l l u n g  v o n  H ä u t c h e n p r ä p a r a t e n .

D ie  A n f e r t ig u n g  d e r  H ä u t c h e n p r ä p a r a t e  e r fo lg te  in  A n l e h n u n g  a n  die  v o n  K o t - 
S C H E T O W  [19] e r s tm a ls  a n g e g e b e n e  u n d  n e u e rd in g s  v o r  a l l e m  v o n  SiNArius [35] e m p f o h le n e  
Z e l lo i d i n h ä u t c h e n m e th o d e :  F i x i e r u n g  d e r  a u s g e b re i t e te n  G e f ä ß s e g m e n t e  ü b e r  10 m in  in  1 0 % -  
i g e m  F o r m a l i n .  — A u f s t e ig e n d e  A lk o h o l r e ih e  (50-, 60-, 80- ,  9 6 % i g e r  A lk o h o l ,  2 m a l  a b s o lu te r  
A l k o h o l )  je  10 m in .  Ä t h e r - A l k o h o l  a a  10 m in .  — A u f t r ä g e n  e in e r  e t w a  4 % i g e n  L ö s u n g  v o n  
Z e l lo id in  in  Ä th e r -A lk o h o l .  — N a c h  E r r e i c h e n  e ine r  e n t s p r e c h e n d e n  K o n s i s t e n z  ( n a c h  e t w a  
1 b is  2 m i n )  A bziehen  des Z e l l o i d i n h ä u t c h e n s .  — A u f b r i n g e n  d e s  H ä u t c h e n s  a u f  e in e n  O b j e k t 
t r ä g e r .  — B e h a n d lu n g  m i t  Ä t h e r - A l k o h o l  ü b e r  e tw a  10 m i n  z u r  E n t f e r n u n g  des Z e l lo id ins .  
A b s t e i g e n d e  A lk oho lre ihe  b is  A q u a  d e s t .  E i s e n h ä m a to x y l in  n a c h  W e ig e r t  3 m in.  — F l i e ß e n 
d e s  L e i tu n g s w a s s e r  10 m in .  A u f s t e i g e n d e  A lk o h o l r e ih e ,  X y l o l ,  N e u t r a l b a l s a m .

A ls  K o n t ro l le  d ie n te  in  j e d e m  e in z e ln e n  Fa l l  d ie  l i n k e  A. c a ro t i s  d e r  V e r s u c h s t i e r e .  Die 
S c h n i t t -  u n d  H ä u t c h e n p r ä p a r a t e  w u r d e n  n a c h  der  f ü r  die  V e r s u c h s g e f ä ß e  a n g e g e b e n e n  T e c h n ik  
b e a r b e i t e t .

D a s  g e s a m te  M a te r ia l ,  V e r s u c h s -  u n d  K o n t r o l lg e f ä ß e ,  w u r d e n  n i c h t  n u r  e in e r  d e s k r i p 
t i v e n  B e u r t e i l u n g ,  s o n d e rn ,  s o w e i t  u n s  d ies  m öglich  e r s c h i e n ,  a u c h  e in e r  m a t h e m a t i s c h - s t a t i 
s t i s c h e n  A u s w e r t u n g  u n t e r w o r f e n .  D ie s e  A u s w e r tu n g  b e z o g  s ic h  a u f  d a s  a l lg e m e in e  F l ä c h e n b i l d  
d e s  E n d o t h e l s  ( P o la r i t ä t )  b z w .  m e h r  o d e r  weniger w e i t g e h e n d e s  F e h le n  e in e r  p o l a r e n  S t r u k 
t u r i e r u n g  u n d  a u f  b e s t im m t e  C h a r a k t e r i s t i k a  d e r  E n d o t h e l k e r n e  ( F o r m ,  N u k le o l e n z a h l ,  
V o r k o m m e n  v o n  K e r n v a k u o l e n ) ,  d ie  j ew e i ls  a n  100 P r o b a n d e n  e r h o b e n  w u r d e n .

I n s g e s a m t  w u r d e n  184 T ie r e  o p e r i e r t .  14 K a n i n c h e n  s t a r b e n  v o r  d e m f ü r  sie v o r g e s e h e n e n  
V e r s u c h s e n d e .  I n  20 F ä l l e n  w a r  d a s  d u r c h  L ig a tu r  a u s g e s c h a l t e t e  G e f ä ß s t ü c k  o b l i t e r i e r t .  
B e i  150  T ie r e n  k o n n te n  E n d o t h e l h ä u t c h e n  g ew onnen  w e r d e n .  I n  71 F ä l le n  w a r e n  d ie  Z e l lo id in -  
h ä u t c h e n  sow o h l  des V e r s u c h s -  a l s  a u c h  des  V e rg le ic h sg e fä ß e s  v o n  a u s r e i c h e n d e r  Q u a l i t ä t  f ü r  
d ie  v e r g l e i c h e n d e  s t a t i s t i s c h e  A u s w e r t u n g .

Acta rrtorpli. tomus XIIT .
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Ergebnisse

H äutchenprä parate

a) Deskriptive Auswertung

1 bis 3 Tage nach Versuchsbeginn: Bereits einen Tag nach der doppelten  
U nterbindung zeigt sich eine gew isse Schw ellung und Abrundung der Zell
kerne. Ist ihre Form  normalerweise als längsoval zu bezeichnen, so sind sie 
je tz t überwiegend rundlich-oval, z. T . auch fast rund, nierenförm ig oder unre
gelm äßig. Die Kerne sind in der R egel hell und zart strukturiert und lassen oft 
m ehrere relativ große Nukleolen deutlich  hervortreten; sie liegen etw as dichter 
beieinander als in den K ontrollgefäßen. K ernvakuolen finden sich insgesam t 
spärlich, im Vergleich mit den K oni rollen aber doch vermehrt.

Herdförmig oder diffus sind regressive Zellveränderungen zu beobachten , 
die m eist als K ernpyknose in E rscheinung treten . Neben eindeutig nachw eis
baren Einzelzellnekrosen kommen offen sich tlich  auch ausgedehntere G ruppen
nekrosen vor. ln  den entsprechenden Arealen sind die zugrunde gegangenen  
E ndothelzellen von lockeren F ibrin-L eukozyten-E rythrozytengerinnseln  be
deckt oder ersetzt. Auch sonst finden  sich in das Endothel diffus E n tzü n d u n gs
zellen eingestreut. Es handelt sich  dabei vorwiegend um segm entkernige  
L eukozyten, aber auch Lym phozyten und m ononukleäre Zellelem ente werden 
beobachtet. G elegentlich sind top ische Beziehungen zwischen den L eukozyten  
und pyknotischen Endothelzellkernen unverkennbar.

Ist die A usrichtung der E n d oth elzellen , insbesondere ihrer Kerne, 
anfangs meist noch typisch, das h eiß t parallel zur Gefäßachse, so ist die Polari
tä t oft schon am 2. oder 3. Tag nach  A rterienligatur in kleineren oder auch 
ausgedehnteren Arealen zugunsten einer etw as unregelmäßigeren Zellagerung  
verloren gegangen (Abb. 2). Die Zellen haben hier, soweit dies in E isenhäm atoxy- 
linpräparaten erkennbar ist, eine polygonale G estalt. Die Kerne sind stark  
abgerundet bis unregelm äßig g esta lte t. Das Zytoplasm a ist besonders in K ern
nähe auffallend dicht und basophil.

5 und 7 Tage nach Versuchsbeginn : Sind die ersten Tage vorw iegend von 
degenerativen Veränderungen beherrscht, so treten jetzt reparativ-regenerato
rische Veränderungen in den Vordergrund. Es finden sich zahlreiche M itosen 
in verschiedenen Phasen, ein B efund , der in dieser Form weder in früheren 
noch in späteren Versuchsstadien erhoben werden konnte. E indeutige direkte  
K ernteilungen sind nicht zu beobachten.

Als Ausdruck der gesteigerten Proliferation ist nicht selten in um schriebe
nen, oft recht ausgedehnten Bezirken eine rhythm ische Ausrichtung der Zellen 
festzustellen . Zellen und Kern sind hier o ft in Wirbeln oder auch fischzugartig  
angeordnet. N eben Mitosen, die gerade an solchen Stellen bevorzugt Vorkom
m en, werden vereinzelt auch zw eikernige oder mehrkernige Zellen b eob ach tet.

•Ida morph, tom us X.11I,
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Das Z ytoplasm a ist im  Bereich der Proliferationsherde besonders stark b aso
phil, die Kerne lassen eine gewisse Polym orphie erkennen. K ernvakuolen sind  
relativ  häufig.

Abb. 2. K n  189; E n d o t h e l h ä u t c h e n ,  2 T a g e  n a c h  V e r s u c h s b e g i n n  g e w o n n e n .  O b e n  K o n t r o l l e ,  
u n t e n  Z u s t a n d  n a c h  d o p p e l te r  L i g a t u r .  (V e rg r .  lOOfach)

E ntzündungszellen , sowohl polym orphkernige Leukozyten als auch R und
zellen, werden nach w ie vor einzeln oder seltener in kleineren lockeren Gruppen  
in das E ndothel eingestreut gefunden, auch im Bereich proliferierender 
Endothelbezirke. R egressive Zellveränderungen sind spärlich geworden. In  
wenigen Fällen kann man umschriebene zarte throm botische Auflagerungen  
beobachten (Abb. 3).

Acta morph, tomus X I T I .



D A S  F L Ä C H E N B I L D  D E S  E N D O T H E L S

2 bis 3 Wochen nach Versuchsbeginn: D ie A typie des E ndothelb ildes
nim m t noch weiter zu. Die typische Lagerung der Zellkerne ist in jedem  Falle  
in mehr oder weniger ausgedehnten G ebieten, nicht selten auch im B ereich der 
gesam ten untersuchten E ndothelfläche, verloren gegangen. Die A bw eichung  
der Kernform  von der Norm hat ein M axim um  erreicht. E ntsprechendes gilt 
auch für die Zahl der Nukleolen. K ernvakuolen  sind hingegen sehr selten  
geworden. Eine Einlagerung von E ntzündungszellen  wird nach wie vor beob
achtet (Abb. 4). Auch Zellnekrosen sind vereinzelt festzustellen. Ganz selten  
kann m an einer M itose begegnen (Abb. 5).

363

Abb. 3. K n  162; E n d o t h e l h ä u t e h e n ,  1 W o c h e  n a c h  d e r  O p e r a t i o n .  D e m  E n d o t h e l  h a f t e n  
h e r d f ö r m i g  z a r t e  F ib r in g e r in n s e l  a n ,  die  w e c h s e ln d  r e ic h l ic h  E r y t h r o z y t e n  u n d  L e u k o z y t e n

e n t h a l t e n .  (V e rg r .  2 8 8 fach )

4 bis 6 Wochen nach Versuchsbeginn: A lle bisher beschriebenen V erände
rungen finden sich bis zum Versuchsende (Abb. 6). Eine gewisse T endenz zur 
R ückbildung ist allerdings unverkennbar. N ach 6 W ochen kann das E ndothel 
örtlich oder diffus, noch oder schon wieder bis zu einem gewissen Grade dem  
der K ontrolle ähneln. Eine völlige A ngleichung erfolgt jedoch in keinem  Falle.

b) Mathematisch-statistische Auswertung

Abweichen der Endothelkerne von der Idealform: Wenn m an eine längs
ovale K ernform  als typisch  für das E ndothel der A. carotis des K aninchens 
ansieht, so ist eine Verschiebung zu rundovalen, runden und nierenförm ig  
oder unregelm äßig gestalteten K ernform en in allen Stadien der von uns durch
geführten Versuche charakteristisch. Die unterschiedliche V erteilung au f die 
einzelnen K ernqualitäten ist nach der Quadrat-M ethode statistisch  signifikant 
(Tal». 1).

6 Acta morph, tornus XI I I .
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Tabelle I

Statistischer Vergleich von Kontrollen ( K )  und Versuche ( V )  hinsichtlich des Abweichens der
genden Werte ( hier alle!)

A nzahl der Tiere 10 7 10 7 10

K ernform
1 Tag 2 Tage 3 Tage 5 Tage 1 Woche

К  1 V К V К V К V K V

L ä n g s o v a l 623
359

458
308

562
371

432
282

592
306

R u n d o v a l 367
601

233
376

429
581

262
400

396
594

R u n d 7
17

5
8

7
28

4
13

5
57

N ie r e n f ö rm ig  
u .  so n s t ig es

3
23

4
8

2
20

2
5

7
43

1000
1000

700
700

1000
1000

700
700

1000
1000

x~ 147 .1 65,0  89 ,3 66,3 200.2

* 9 9 % ,3 F G  ~ 11,345

Vermehrung der Nukleolenzahl pro Kern:  D ie Zahl der Kernkörperchen  
liegt in allen V ersuehsstadien über den entsprechenden Werten der K ontrollen. 
D ie Chi-Q uadrat-M ethode w eist auch hier in jeder einzelnen Gruppe Signifikanz  
aus (Tab. II). D ie m ittlere Nukleolenzahl, die bei den K ontrollen zwischen 1,5 
bis 1,7 liegt, beträgt nach U nterbindung 2,3 bis 2 ,8 . Die Differenz liegt außer
halb des Zufallsbereiches (Tab. III).

Depolarisation des Endothels: Eine unregelm äßige oder a typ isch-rhyth
m ische Lagerung der Endothelzellkerne war in den Kontrollen niemals festzu 
ste llen . Sie fand sich aber in jeder unserer Versuchsgruppen. In den Gruppen 3 
und 4 W ochen post ligatnram  fehlte sie in keinem  einzigen Fall. M ittels des 
Chi-Quadrat-Verfahrens ergibt sich für die 3-Tage-Gruppe und für die 1-, 2-, 
3- und 4-W ochen-G ruppen Signifikanz (Tab. IV).

Auftreten von »Kernvakuolen«: Die Zahl der K ernvakuolen ist in den
ersten V ersuchstagen (bis zu 1 W oche) gegenüber der Norm erhöht, später  
etw as herabgesetzt. D ie Verschiebungen sind zu gering, als daß sie sich s ta t i
stisch als überzufällig sichern ließen.

Synopsis  der statistischen Befunde: In T abelle V haben wir die V ersuchs
w erte für die N ukleolenzahl, die Zahl der von der Idealform abweichenden  
Zellkerne und die Zahl der Kernnukleolen pro Zelle au f die gleich 100% gesetz-

Acta morph, tomiis X I I I .
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Kerne von der Idealform (längsoval) mittels der Chi-Quadrat-Methode. Die Signifikanz anzei- 
sind eingerahmt

Anzahl der Tiere 7 10 6 2 2

K ern form
i

2 Wochen 3 W ochen 4 Wochen 5 Wochen 6 W ochen

К  1 V К V К V К V К V

L ä n g s o v a l 405
208

612
253

363
211

135
99

123
88

K u n d o v a l 284
413

376
575

236
335

63
82

72
108

R u n d 3
37

10
93

1
34

—
9

1
—

N ie re n fö rm ig  
u. sons t iges

8 42 2
79

—
20

2
10

4
4

700
700

1000
1000

600
600

200
200

200
200

X- 139,2' |330,7 il08,5 1 122,41 ; i 4 ,o ]

ten »Normalwerte« bezogen und die Anzahl der Versuche mit E ndothelpolarisa
tion in Prozent der G esam tversuchszahl jeder Gruppe angegeben. D ie idealisierte  
graphische D arstellung dieser R elativw erte (Abb. 7) zeigt:

1. Die m ittlere Nukleolenzahl steigt anfangs sehr steil, später nur mehr 
gering an, um ah 4. Woche w ieder etwas abzufallen.

2. Die K urve der von der »Idealform« abweichenden Zellkerne verläuft 
biphasisch. Sie zeigt einen ersten Gipfel I Tag post operationem  und einen zw ei
ten , nur wenig höheren 3 W ochen nach Versuchsbeginn. Dazw ischen lieg t eine 
Senke mit ihrem tiefsten, aber noch  über den K ontrollen liegenden W ert am 5. 
Versuchstag.

3. Die Zahl der K ernvakuolen steigt bis zum 5. V ersuchstage. Dann  
fällt sie ab, um ab 2. Woche unter den Vergleichswerten zu liegen.

4. Die Depolarisation des E ndothels nim m t zuerst gleichm äßig zu. 3 und 
4 W ochen nach Versuchsbeginn hat sie ein M aximum erreicht. N ach 5 und 6 
W ochen sinkt sie wieder etwas ab.

Schnitt präparate

In Schnittpräparaten sind die Versuchsgefäße stets mehr oder weniger  
stark kontrahiert. Die E ndothelzellen  liegen über den K uppen der eng ge

6 * Acta morph, lomus X I I I .
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w ellten  Lamina elastica  interna sehr d icht und springen gegen die L ichtung  
stark  vor. Eine nähere Aussage über die w eiteren, oben beschriebenen Ver
änderungen des E n d oth els ist nach Schnittpräparaten kaum m öglich.

Die subendotheliale Intim a ist in den ersten Tagen gering verbreitert, 
w as wohl auf ein Öd em  zurückzuführen ist. In  Ligaturnähe kann m an schon

Abb.  4. K n  75; E n d o th e lh ä u tc h e n , 3 W ochen 
n a c h  d o p p e lte r  L ig a tu r  gew onnen . In  das 
E n d o th e l  zahlreiche E n tzü n d u n g sz e llen , v o r
w iegend  segm en tkern ige  L eu k o z y te n , einge

s tre u t. (Y ergr. 640fach)

nach w enigen Tagen eine zellige Verbreiterung der Intim a beobachten. In den 
zentralen Partien der ausgeschalteten  Gefäß segm ente sind die ersten Anzeichen  
davon erst nach W ochen festzustellen . H ier tr itt  die Obliteration unter den 
gew ählten  Versuchsbedingungen in der R egel erst nach M onaten ein. Ein  
vorzeitiger Verschluß des Gefäßes wird nur im  Gefolge der (seltenen) Throm 
busorganisation beob ach tet.

In  der Media sind  bereits 1 Tag nach Versuchsbeginn in Ligaturnähe 
h äu fig , in zentralen A n te ilen  der G efäßsegm ente nur äußert selten sekretoren
förm ige, vereinzelt auch  ausgedehnte, die ganze Zirkumferenz um fassende  
N ekrosen zu beobachten. Beziehungen zw ischen Totalnekrose der tieferen

A c ta  m o rp h ,  tomus  X I I I .

Abb. 5. K n  121; E n d o th e lh ä u tc h e n , 3 
W o ch en  n a ch  V ersuchsbeginn. Im  Z en tru m  

eine M itose
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Tabelle II
Statistischer Vergleich von Kontrollen (К )  und Versuchen (V )  hinsichtlich der Nukleolenzahl pro Kern mittels der Chi- 

Quadrat-Methode. Die Signifikanz anzeigenden Werte (hier alle!) sind eingerahmt

Anzahl d. Tiere —*• 10 10 7 10 7 10 6 2

Nukleolenzahl
1 T ag 2 Tage 3 Tage 5 Tage 1 Woche 2 Wochen 3 Wochen 4 Wochen 5 Wochen 6 Wochen

К V К V К V к Y К Y К Y К Y К Y К Y К Y

0 146
53

94 146
49 59

96
42

137
52

i n
28

135
47

76
34

37
12

30
14

1 315
134

208 329
79 124

193
100

280
102

190
72

294
87

154
65

55
34

67
36

2 393
346

281 386
281 337

284
263

389
330

277
209

414
294

262
198

72
62

64
57 *

3 128
320

95 114
197 270

104
195

155
299

98
211

122
285

98
196

24
42

31
45 g

4 17
109

18 25
71 150

18
72

34
153

22
117

30
179

9
88

9
34

7
32 э

Г*!

5 1
31

4
22 52

4
20

5
53

2

49
5

83
1

16
3

13
1 Z

10 с

6 —
6

—
1 6

1
2

—
9

—
10

—
16

—
—

—
2

—
6 X

7 —
1

—
— 1 6

—
2

—
4

— 1 _  
9 3

—
1

—
—

8 -
— 1

— —
—

—
—

—
—

—

1 0 0 0  ! 7 0 0  1 0 0 0  ! 7 0 0  , 1 0 0 0  7 0 0  j 1 0 0 0  6 0 0  , 2 0 0  2 0 0  '
1 0 0 0  I  7 0 0  1 0 0 0  i I  7 0 0  1 0 0 0  : 7 0 0  1 0 0 0  6 0 0  | 2 0 0  2 0 0

3 0 4 , 0  1 5 2 ,8  3 6 5 , 7  1 2 9 ,5  |2 9 8 ,1  2 7 5 . 8  4 4 1 , 0  1 7 4 ,4  1 7 .2  4 7 ,5

/ 5 9 % , e  FG = 1 6 ,8 1 2  z l 9 % ,7  FG =  1 8 , 4 7 5  / 5 9 ' , , 8 fo  =  2 0 ,0 9 0
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Tabelle III

S ta tis tisch er Vergleich der m ittleren N ukleolenzahl p ro  K ern  von Kontrollen ( K )  u n d  Versuchen
sind

A n z a h l d . T ie re  —> 10 7 ,0 7 10

S ta tis t is c h e
K e n n z a h le n

l

1 T ug 2 Tage 3 T ag e 5 T age 1 W oche

К V К V К V К V К V

Z ah l d e r  ausge
w e r te te n  K erne

1000
1000

700
700

1000
1000

700
700

1000
1000

V a r ia tio n sb re ite  
(N uk leo lenzah l)

0 - 5
0— 7

0— 5
0 - 6

0— 4
0—8

0 - 6
0— 7

0 -5
0 - 7

X  (m itt le re
N u k leo lenzah l)

1,56
2,42

1,64
2,33

1,54
2,52

1,67
2,36

1,68
2,60

sx(S tre u u n g  d. 
m it t l .  N ukleo len

zah l)

0,030

0,043

0,038

0,043

0,030

0,040

0,039

0,046

0,033

1,03

0,039

s (e in fach e  
S tre u u n g )

0,95
1,36

1,00
1,13

0,96
1,26

1,02
1,21 1,24

juem (V erg le ich  
zw eier

S tich p ro b e n )
! i M 1 112,1 1 19.6 11,5 18,0

Tabelle IV

S ta tis tisch er Vergleich von K ontrollen  ( K )  und V ersuchen ( V )  hinsichtlich des Vorkom m ens
3 Tage, 1, 2, 3 und  4 W ochen nach

A n z a h l d . T ie re  —>• 10 10 7 10

K e rn la g e ru n g
1 T a g  1 2 1 age 3 T ag e 5 Tage 1 W o ch e

К V  1 к V К V К V V

P o la r 10 8 7 5 10 5 7 6 10 3

U n re g e lm äß ig 2 2 — 5
I 1 — 7

10 10 7 7 10 10 7 7 10 10

X- 2 ,2 2 ,3 i_6,7 1,1 9 . 2

XÍ>9 o/0, 1FG =  6,635

i c ta  m o r p h ,  tomus  X I I I .
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( V )  mittels des Vergleiches zweier Stichproben. Die S ig n ifik a n z  anzeigenden W erte (h ier  a lle!)  
eingerahmt

A nzahl d . T ie re  —> 7 10 6 2 2

S ta tistisch e 2 W ochen 3 W ochen 4 W ochen 5 W ochen 6 W ochen
K en n zah len

К V К V К  V К V К  V

Zahl der ausge
w erte ten  K erne

7 0 0
7 0 0

1 0 0 0
1 0 0 0

6 0 0
6 0 0

2 0 0
2 0 0

2 0 0
2 0 0

V ariationsbreite
(N ukleolenzahl)

0 - 5
0 — 7

0  - 5
0 - 7

0  — 5
0 — 7

0  5
0 - 7

0 — 5
0 — 6

X  (m ittlere
N ukleolenzahl)

1 ,6 2
2 , 7 5

1 ,6 3
2 ,8 2

1 ,6 9
2 , 5 0

1 ,6 1
2 , 5 2

1 ,6 1
2 ,5 0

s“ (S treuung  d. 
m ittl. N ukleo len

zahl)

0 , 0 3 9

0 , 0 4 9

0 , 0 3 1

0 , 0 4 3

0 , 0 3 9

0 , 0 4 8

0 ,0 8 1

0 , 0 9 8

0 , 0 7 5

0 , 1 0 0

s (einfache
S treuung)

1 ,0 3
1 ,2 9

0 , 9 9
1 ,3 5

0 , 9 5
1 ,1 7

1 ,1 4
1 ,3 8

1 ,0 6
1 ,4 2

llem (Vergleich 
zweier

S tichproben)
1 1 8 ,1 1 2 2 ,5  ! 1 3 ,21 7 .2 Гу j

/*»W o =  2’576

von D epolarisation mittels der C hi-Q uadral-M ethode.D ie S ig n ifika n z  anzeigenden Werte (hier: 
Versuchsbeginn !) sin d  eingerahm t

A nzahl d . T ie re  ► 7 10 6 2 2

K ern lag eru n g
2 W Dchen 3 Wo chen 4 W ochen 5 W o chen 6 W ochen

К v К V К V К V К V

Polar 7 2 10
~ 6 2 1 2 l

U nregelm äßig 5 — 10 — 1 l

7 7 10 1 0 6 6  2 2 2 2

X2 7,8 2 0 ,0 1 1 2 .0 1,3 1,3

A d a  m o rp h , lom us X I I I .
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,46b. 6 . K n  157; E n d o th e lh ä u tc h e n ,  4  W o ch en  p o st o p e r a t io n e m  g ew o n n en . O b en  K o n tro l le ,  
u n te n  Z u s ta n d  n a c h  d o p p e lte r  L ig a tu r .  (Y e rg r . 2 88 fach )

Tabelle V
Zusammenstellung der verschiedenen Meßiverte der Versuche bezogen a u f

die Kontrollen

V  ersuchs- 
<1 auer

M it t le r e  N u -
k le o le n z a h l  p r o  

K e r n  im  
V e r su c h  b e z o g e n  

a u f  d ie  
K o n tr o l le n  
( =  1 0 0 % )

Zahl der v o n  
der »Id ea l

form « a b w ei
chenden  Z ell
kerne im  V er
such  b ezogen  
a u f  die K o n 

trollen  
( =  100% )

Z a h l d e r  K er n -  
v a k n o le n  p ro  
100 Z e lle n  im  

V e r s u c h  b e z o 
g e n  a u f  d ie  
K o n tr o l le n  
( =  1 0 0 % )

Z ah l der F ä lle  
m it  D ep o la r i

sa tio n  der K e r n 
la g er u n g  in  % 

der Zahl der  
V ersuche

1 T a g 155 170 125 2 0

2 T a g e 142 162 137 29

3 T a g e 164 144 141 50

5 T a g e 141 156 174 14

1 W oche 155 146 1 1 2 70

2 W o ch en 170 163 75 71

3 W o ch en 173 193 84 1 0 0

4 W ochen 148 165 90 1 0 0

5 W ochen 157 155 42 50

6 W o c h e n 155 145 8 8 50

A d a  m o rp h , to m u s X I I I .
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W andschichten und entsprechendem  E ndotheluntergang sind aus den S ch n ilt-  
präparaten nicht zu erheben, ln  den ersten Yersuchstagen zeigen sich  in die 
W and schütter L eukozyten eingestreut. G elegentlich finden sich solche Zellen  
auch in der Intim a unm ittelbar subendothelia l. In späteren Stadien kann m an  
vereinzelt M edianarben beobachten. Im  allgem einen sind jedoch keine ch a
rakteristischen Veränderungen der tieferen G efäßwandschichten, vor allem  
auch keine Veränderungen ihres e lastischen  Gerüstes festzustellen.

% %

Abb. 7. G raph ische  D arste llung  der E rg eb n isse  d e r s ta tis tisc h en  U n te rsu ch u n g . 1 =  m itt le re  
N ukleo lenzah l p ro  K e rn  im  V ersuch bezo g en  avif d ie K o n tro llen  (=  100% ). 2 =  Z ah l d e r  v o n  
de r Id ealfo rm  abw eich en d en  Zellkerne im  V ersu ch  bezogen au f die K o n tro llen  ( =  100% ).
3 =  Zahl der K ern v ak u o len  pro 100 Z ellen  im  V ersuch  bezogen a u f  die K o n tro llen  ( =  100% ).
4 =  Zahl der F ä lle  d e r V ersuche. Die O rd in a te  0 — 200%  g ilt fü r die K u rv en  1 — 3, d ie  O rd in a te

0 — 1 0 0 %  fü r  die K u rv e  4

Besprechung

Die von uns beobachteten Veränderungen des Endothelflächenbildes nach  
doppelter Arterienligatur laufen in 3 Phasen ab:

Die erste Phase , die die ersten  3 V ersuchstage um faßt, ist charakterisiert 
durch Zellveränderungen, die m an wohl als unm ittelbare Folge der A usschal
tung des untersuchten G efäßsegm entes aus dem allgemeinen K örperkreislauf, 
als akute Folge der damit verbundenen kom plizierten Stoffw echselsituation  
für das E ndothel auffassen muß.

M orphologisch äußert sich diese Phase einerseits in regressiven V erände
rungen, die bis zu Einzelzell- und Gruppennekrosen reichen, andererseits in

stela morph, tormis X I I I .
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Bildern, die als A usdruck eines erhöhten M etabolism us gedeutet werden  
m üssen. In einer unter identischen V ersuchsbedingungen durchgeführten  
elektronenm ikroskopischen Studie [15] konnten  Befunde erhoben werden, die 
den hier vorgelegten v o ll entsprechen. A ndererseits kam B uck [7] au f Grund 
entsprechender E xp erim en te  an Ratten zur A nsicht, daß das E ndothel des 
isolierten A rteriensegm entes als unm ittelbare F olge seiner Ausschaltung quali
ta t iv  der Nekrose verfa lle . Möglicherweise w aren die regressiven Veränderun
gen hier tatsächlich ausgedehnter, was auf die geringe Entfernung zwischen den 
U nterbindungsstellen (5 — 10 mm) bezogen w erden könnte (bei uns 30 -4 0  mm!). 
D ie von Buck als v o n  M onozyten des B lu tes abstam m ende M akrophagen  
gedeuteten  Zellen entsprechen  nach unserer A n sich t Endothelzellen in kontra
hierten Gefäßen [1, 2] bei gleichzeitiger A ktiv ierung ihres Stoffwechsels auf 
Grund der A usschaltung des G efäßsegm entes aus dem allgem einen K reis
la u f [15].

Die zweite Phase , d ie etwa vom 5. V ersuchstag bis zum Ende der 3. V er
suchsw oche reicht, wird von reparativen Prozessen beherrscht, die w eniger 
auffällig schon in den ersten  Tagen nach L igatur eingesetzt haben. A nderer
seits werden auch je tz t  regressive Veränderungen beobachtet, sie treten  aber 
in den Hintergrund.

Ihren m orphologischen Ausdruck fin d et diese Phase im reichlichen  
A uftreten  von Mitosen um  den 5. und 7. V ersuchstag und in den das m ikro
skopische Bild in zunehm endem  Maße beherrschenden E ndothelprolifera
tionsherden. Die Proliferationsherde heben sich durch die atypische, oft p o ly 
m orphe Form der Z ellen , die beträchtliche B asophilie  ihres Zytoplasm as und  
durch die rhythm ische Kernlagerung, die keinerlei Beziehungen zu der für das 
E ndothel charakteristischen Polarität mehr erkennen läßt, nicht nur vom  
E ndothel der K ontrollgefäße, sondern auch  von  dem der unm ittelbaren  
U m gebung deutlich ab. D ie Regeneration der zelligen Gefäßauskleidung geht, 
w ie dies auch nach anderen Schädigungen des E ndothels überzeugend belegt 
werden konnte, einzig und  allein vom  überlebenden Endothel aus [10, 17], 
genauso wie die E ndothelisierung einer G efäßprothese aus K u nststoff per 
continuitatem  vom  E n d oth el des W irtsgefäßes her erfolgt [9, 16, 20, 23]. Dabei 
scheint die Vermehrung der Endothelzellen zum indest unter den hier diskutier
ten pathologischen B edingungen auf dem W ege indirekter K ernteilungen  
von sta tten  zu gehen [10, 15, 16, 28, 29, 34]. D ie Proliferationsherde erinnern  
w eitgehend an den A u fb au  der W achstum szone in Endothelkuhuren bzw . in 
K unststoffprothesen [9, 16, 18], sie unterscheiden sich qualitativ von den als 
»pathologische R egeneration« aufgefaßten herdförm igen Zellveränderungen  
nach Bestrahlung [17].

Die dritte Phase, die ihren Abschluß nach 4 W ochen oder später, jed en 
falls erst mit der O bliteration îles Gefäßes fin d et, kann gekennzeichnet werden 
durch eine gewisse A usgew ogenheit von degenerativen und regenerativen
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Prozessen, wobei allerdings die m it der nun einsetzenden lum eneinengenden  
»Intim aproliferation« verbundene zunehm ende Beschränkung des einer E ndothel
proliferation zur Verfügung stehenden P latzes m it bedacht werden m uß.

M orphologisch wird das E ndothelflächenbild  wieder etw as »ruhiger«. 
D ie Zahl der von der Idealform abw eichenden Kerne geht etw as zurück. Die 
durchschnittliche N ukleolenzahl sinkt. Ja , selbst die Zahl der Präparate mit 
Proliferationsherden scheint 5 und 6 W ochen nach V ersuchsbeginn wieder 
abzunehm en. (Sollte sich der zu letzt erw ähnte Befund auch in  größeren 
Versuchreihen und unter Bezugnahm e au f die in späteren Stad ien  absolut 
herabgesetzte Endothelfläche bestätigen  lassen, so m üßte m an daran 
denken, daß das proliferierte E ndothel im  weiteren Verlauf des Gesche
hens sich als besonders anfällig erw eist und bald wieder dem U ntergange  
verfällt.)

In allen 3 Phasen  des Geschehens nach doppelter A rterienligatur sieht 
m an in das Zelloidinhäutchen E ntzündungszellen , meist segm entierte Leuko
zyten , hineinprojiziert. Wie aus Schnittpräparaten ersichtlich, liegen diese 
L eukozyten  zum indest zum Teil subendothelial. Gleiche B efunde konnten  
nach R öntgen-, Betatron- und M obaltronbestrahlung erhoben w erden [17]. 
W ie F l o r e y  u . G r a n t  [11] in einer elektronenm ikroskopischen U ntersuchung  
zeigen konnten, kom m t es auch nach U V -Einw irkung (»transparent chamber«- 
Technik) anfangs zu einem H aftenbleiben der Leukozyten am  E ndothel, 
später zu einer aktiven  Durchwanderung der Deckzellschicht bis in die sub
endotheliale Intim a. Neben diesem M echanism us muß in unseren E xperim en
ten auch die M öglichkeit eines V ordringens von L eukozyten, die aus Vasa 
vasorum  ausgetreten sind, erwogen werden.

Die Veränderungen der extraendothelialen Wandschichten zeigen zu den 
Phasen der Vorgänge im Niveau des E ndothels folgende K orrelationen: Das 
V olum en der Media liegt zur Zeit der 1. Phase gering über dem der Vergleichs
gefäße, was wohl au f ein ö d  em der W and zurückzuführen ist [15]. W ährend 
der 2. und 3. Phase kom m t es zu einer schleichenden A trophie, die sich in 
einem  allm ählichen Absinken der entsprechenden Meßwerte ausdrückt [15]. 
D ie subendotheliale Intim a ist in den ersten Tagen nach der L igatur gering 
ödem atös verbreitert [15]. Die in L igaturnähe bereits in der 2., in den zentralen  
A nteilen  unserer Versuchsgefäße erst in der 3. Phase einsetzende zellige Ver
dickung der norm alerweise zellfreien »Intima« ist nicht auf eine W ucherung 
von Endothelzellen [21, 22] auch nicht unter anderem auf das Endothel 
[31] — sondern ausschließlich auf eine Proliferation von G efäßw andm uskel
zellen zurückzuführen, die nach Zerbrechen der Lamina elastica interna in 
die Intim a austreten |7 , 15]. Die spezifischen Zellen der Media sind auch für 
andersartige »intimale« Prozesse 113] und für den Aufbau einer »Neointima« 
in hom ologen Transplantaten [14] und in K unststoffprothesen [9, 12, 16, 26] 
verantw ortlich  zu machen.
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E N D O T H E L IA L  C H A N G E S IN  T H E  D O U B L Y  L IG A T E D  C A R O TID  A R T E R Y

II. A. H A CK EN SELLN ER and I. TÖPELM ANN

A fter double ligation  of th e  c a ro tid  a r te ry  o f  ra b b its  changes in the  e n d o th e lia l  surface 
occur in th ree  phases. In  the  f irs t  (betw een  the  1st a n d  th e  3rd day), d e g en e ra tio n  a n d  som e
tim es necrosis of th e  cells can be seen side by  side w ith  sym ptom s of a c t iv a t io n . T h e  second 
phase  (from  th e  5 th  day  to th e  end of th e  3rd week) is d o m in a ted  by  r e p a ra t iv e  processes. 
N u m erous m itoses (5 th  to 7 th  d ay ) an d  an  increasing  n u m b er of p ro life ra tiv e  foci a re  to  be 
found . T he th ird  phase (from  th e  4 th  w eek) is ch a rac te rized  by a certa in  e q u il ib r iu m  betw een 
d eg en era tiv e  and reg en erativ e  p h en o m en a  and  te rm in a te s  w ith  the  o b lite ra tio n  o f  th e  isolated 
v ascu la r segm ent.

ПОВЕРХНОСТНАЯ КАРТИНА ЭНДОТЕЛИЯ ДВОЯКОЛИГИРОВАННОЙ 
СОННОЙ АРТЕРИИ У КРОЛИКА

X . А. Х А К К Е Н С Е Л Ь Н Е Р  и И . Т Ё П Е Л М А Н

Изменения поверхности эндотелия двояколигированной сонной артерии кроли
ка происходят в трех фазах. В первой фазе (1—3-го дня опыта) параллельно наблю
даются дегенеративные, доходящие до некроза изменения клеток, а также изменения, 
рассматриваемые как активация. Во второй фазе (от 5-го дня до конца 3-ей недели) гос
подствуют репаративные процессы. Можно выявлять множество митозов, достигающих 
своего максимума от 5- 7-го дня, и все больше очагов пролиферации. Третья фаза (с 
четвертой недели опыта) характеризуется определенным выравниванием дегенеративных 
и регенеративных процессов. Эта фаза заканчивается облитерацией изолированного со
судистого сегмента.

l)r. m e d .  H .  A. H a c k e n s e l l n e r : j
Dr. m e d .  I. T ö p e l m a n n : I

Berlin N 4. Schum annstraße 20/21, 
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N euroendocrino log ic  L ab o ra to ry , — I n s t i tu te  o f P a th o lo g y  an d  E x p e rim e n ta l M edicine  — 
M edical F a c u lty , M ontevideo, U ru g u ay

ADENOHYPOPHYSIS AND BRAIN STEM
B A S O P H IL IA  A N D  “ CA STR A TIO N  C E L L S ”  IN  T H E  A D E N O H Y P O P H Y S IS  O F  T H E  

M A LE R A T  B E A R IN G  B R A IN  STEM  LESIO N S*

J. S a s , E .  G r i n o , W . L. B e n e d e t t i , L. C . A p p e l t a u e r  an d  R. D o m i n g u e z

(R ece iv ed  O ctober 27, 1964)

T he p a rtic ip a tio n  of e x tra h y p o th a la m ic  a rea s in  th e  n e rv o u s re g u la tio n  of 
p i tu i ta ry  function  is s tro n g ly  su p p o rte d  by  an a to m ic a l ev idence. In  th is  s tu d y  th e  
a b ility  o f th e  p e r iaq u ed u c ta l g ra y  m a tte r  to  in te rv en e  in a d en o h y p o p h y sea l re g u la tio n  
has been  ex am ined  in m ale a lb ino  r a ts  bearin g  sm all e lec tro ly tic  lesions in  th e  m esen
cep h a lo n . A nim als w ith  lesions in  th e  p e ria q u ed u c ta l g ray  m a tte r  were co m p ared  w ith  
c a s tra te d  an im als w ith o u t lesions in th e  n ervous system  w ith  th e  follow ing r e s u l ts :
a )  th e  ra te  o f basophile  cells in  th e  ad en o h y p o p h y sis  w as d oub led  in le s io n -h e a rin g  

an im als as well as in c a s tra te d  ones.
b) n u m ero u s “ cas tra tio n  cells”  w ere observed  in th e  p itu ita r ie s  of le s io n -h earin g  a n i

m als an d  of c a s tra te d  an im a ls . In  an im als w ith  lesions in  th e  p e r ia q u e d u c ta l  g ra y  
m a tte r  th e  ra te  of “ c a s tra tio n  cells”  decreased  a fte r  a long ev o lu tio n , while i t  in creased  
p rogressively  in c a s tra te d  an im als .

c) h y p o p h y sea l acidophile  cells w ere increased  in n u m b er in an im als  w ith  b ra in  stem  
lesions an d  in long te rm  c a s tra te s .

d )  th e  w eigh ts of the  te s te s  w ere in creased  in an im als w ith  m esencephalic  lesions while 
th e  w eigh t o f the  v e n tra l  p ro s ta te  w as norm al. T he h isto log ical p ic tu re  o f  L ey d ig ’s 
cells was also norm al. A q u a n ti ta t iv e  s tu d y  of th e  sp e rm ato g en ic  w ave re v ea le d  a 
slig h t sh ift. These an im a ls  w ere fertile .

Based on these re su lts  a n d  on an a to m ica l co n sid era tio n s, th e  p e r ia q u e d u c ta l  g ray  
m a tte r  is proposed as p a r tic ip a tin g  in th e  reg u la tio n  of g o n ad o tro p h in s.

Introduction

The fact that the hypothalam us intervenes in the regulation o f  the  
anterior pituitary is supported by a great deal o f evidence. H ow ever, little  is 
known o f cytologic alterations in the adenohypophysis after brain lesions. It 
has been reported [1] that vacuolated  basophil cells appeared in the adeno- 
hypophysis o f the rat after lesions in the lateral hypothalam us. W hen lesions 
were placed in the suprachiasm atic region o f the hypothalam us [2], p itu itary  
hypertrophy, basophilia and degranulated basophils were found in fem ale 
rats w ith constant oestrus.

Neuroanatom ical in vestigations suggest that extrahypothalam ic areas, 
particularly the m esencephalic periaqueductal system  m ay participate in the 
nervous regulation of the hypophysis [3, 4, 5, 6, 7]. Physiologists h ave found  
that stim ulation of the m esencephalon, the m esencephalon-pons borderline

* S u p p o rted  by  a g ra n t fro m  th e  Com isión C en tra l de In v estig acio n es C ien tificas de la 
U n iv e rsid ad  de la R epública  O rie n ta l  del U ru guay .
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and the habenular region o f the rabbit evokes stages of the sexual behaviour 
and its electroencephalographic pattern [8]. B esides, it had been dem onstrat
ed [9] that large lesions involving the ventrom edial part o f the m esodiencephal- 
ic junction  prevented ovu lation  in com atose rats through an alleged blockade 
o f the release of ov u la tin g  hormone. In anim als in a com atose condition by  
lesions in other areas, ovu lation  was possible.

In this paper th e  effect of lesions in the periaqueductal gray m atter of 
th e  m esencephalon on the pituitary-gonadal ax is is described.

F ig . 1. Section of th e  m esencephalon  dep ic tin g  lo ca liza tio n  and  size o f lesions. H E

Material and m ethods

91 w hite m ale r a ts  35 — 115 days old were u sed . T h e y  w ere fed a ba lan ced  d ie t an d  d ra n k  
ta p  w a te r  ad libitum . A n im als  w ere sep a ra ted  in to  th re e  g ro u p s: no rm al, c a s tra te d , an d  anim als 
w ith  b ra in  lesions. In  th e  la s t  g ro u p  b ra in  lesions w ere p laced . W ith  a s te reo tax ic  in s tru m e n t 
sp ec ia lly  designed b y  us [10] fo r sm all an im als, d e s tru c tio n s  w ere m ade  b ila te ra lly  in  th e  
p e r ia q u e d u c ta l  gray m a t te r  o f  th e  m esencephalon b y  e lectro ly sis  w ith  a DC source se t a t  3 
m A m p  du rin g  5 to  10 seconds. T h e  electrode was a fine  g lass in su la te d  N ichrom e w ire w ith  a 
b a re  t ip  w hich p e rm itte d  to  m ak e  sm all lesions a b o u t 1 m m  in  d iam e te r. In  th is group  fe rtility  
w as te s te d  by  placing e ach  a n im a l w ith  two re ce p tiv e  fem ales. A nim als were sacrificed  by  
b lee d in g u n d e r  p e to b a rb ita l  a n a e s th e s ia 30, 60 and 250 d a y s  a f te r  o p e ra tio n . In  o rder to  ascerta in  
th e  precise  localization  a n d  size o f  lesions, b ra ins w ere f ix e d  in 10 per cen t fo rm alin  an d  serial 
sec tio n s  were s ta ined  w ith  haem ato x y lin -eo sin  (F ig . 1). P itu ita r ie s  w ere w eighed, fix ed  in 
H eid en h a in ’s Susa m ix tu re , p a ra f f in  em bedded an d  5 se ria l sections were s ta in ed  w ith  the  
K re s-a za n  technique [11]. S o m e tim es E l f t m a n ’s [12] c h ro m ea lu m  f ix a tiv e  w as used . The 
q u a n ti ta t iv e  cyto logical e x a m in a tio n s  were m ade acco rd in g  to  th e  m eth o d  of R a s m u s s e n  
a n d  H e r r i c k  [13]. T he te rm s  “ c as tra tio n  cell”  [14] a n d  “ sig n e t rin g  cell”  [15] a re  used  in 
th e  o rig in a l sense given b y  th e ir  a u th o rs  and th ere fo re  th e y  m u st be considered  as synonym s. 
T h e y  are  dep ic ted  in F ig . 2. B asoph ile  cells w ith  a n e g a tiv e  im age of th e  Golgi a p p a ra tu s  
(F ig . 3), w hich are so m etim es called  “ cas tra tio n ”  or “ s ig n e t rin g  cells”  [16] were co u n ted  as 
o rd in a ry  basophils. T he te s tic le s , v e n tra l p ro s ta te  a n d  sem inal vesicles w ere s ta in e d  w ith  
P A S -h aem a lu m  or w ith  iro n  h ae rn a to x y lin . The sp e rm a to g en ic  w ave w as e v a lu a te d  w ith  a 
q u a n ti ta t iv e  m ethod [17].

A c t a  morph, tomus X I I I .
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Fig. 2. A d en o h y p o p h y sis  of an im a l 
w ith  lesions in th e  p e ria q u ed u c ta l 
g ray  m a tte r  show ing  m any  ty p ic a l 
“ cas tra tio n  cells” . Susa fix a tio n . Ko- 

m eis’s K res-azan  X 400

F ig■ 3. S im ila r case w ith  m an y  h y p e r 
tro p h ie d  baso p h il cells exh ib itin g  m a rk e d  
“ Golgi n e g a tiv e ”  zones. T hese cells w ere 
no t c o u n te d  as “ c a s tra tio n  cells”  d u rin g  
th e  q u a n ti ta t iv e  ev a lu a tio n . E lf t in a n ’s 

f ix a tio n . R o m eis’s K res-azan  X 400

Results

Animals recovered well after operation, feeding and looking after th em 
selves norm ally. The lesions did not cause com a, the sleep-wakefulness pattern  
was unaffected.

The p itu itary weights of peripuberal (60 day course) and adult anim als 
(30 day course) either castrated or w ith lesions in the periaqueductal gray  
m atter were increased (Table I). The h istological study revealed a sim ilar  
picture in the pituitaries of castrated  and lesion-bearing animals w ith  an 
increase in the num ber and size o f basophile cells. Some of them  show ed m igra
tion o f the nucleus to the periphery, degranulation and cytoplasm ic vacuola- 
tion resulting in “ signet ring cells” (Fig. 2). In  som e control animals o f old  age 
(390 days) a few  “ castration cells”  were found.

The q u an tita tive  study (Table II) in anim als w ith lesions in the peri
aqueductal gray m atter revealed an increase in the num ber of pituitary baso
phile cells from 8.2 per cent (controls) to about 15 per cent, irrespective o f  p ost
operative course. Castrated anim als behaved sim ilarly, with a hypophyseal 
basophilia that was slightly more intense in anim als operated near pu b erty  or 
in animals w ith  a long post-operative course.

Acta  morph, lornua X I I I .
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Table I

E ffe c ts  o f  Lesions in the B ra in  S tem  and o f Castration on Body and Endocrine Organ W eights

No.
of

ani
mals

Initial
body

weight
(so

Final
body

weight
(g)

Evolu
tion

(days)

P ituitary
(n,g)

Testicles
(mg)

Prostate
(mg)

A drenal
(mg)

G ro u p  I
C o n tro l A 16 205 6 .3 + 0 .4 2 5 6 0 + 4 5 168 +  15 3 7 + 1 .6

(SE)
C o n tro l В 9 350 9.6 +  0.5 3022 +  98 357 +  38 49 +  2.8

G ru p  II
PG M  30 15 195 212 30 8 .6 + 0 .6 * * 3 6 3 9 + 6 8 179+ 16 3 8 + 1 .8
P G M — 60 16 73 254 60 7.3 +  0.3 2737 +  50*** 150+ 20 37 +  3.5
P G M — 250 7 250 374 250 9 .8 + 0 .4 26 0 0 + 1 8 5 317 +  35** 50 +  4.3

G ro u p  I I I
C A S— 30 10 195 205 30 9 .5 + 0 .8 * * 3 2 + 6 40 +  2.3
CAS 60 10 79 167 60 10.0 +  0.5* 10 +  2 43 +  2.5****
CAS 250 8 226 274 250 11.0 +  1.0 24 +  7 49 +  2.8

S E : S ta n d a rd  error
C o n tro l A : con tro l corresponding to  PGM 30, 60 a n d  CAS 30, 60. (95— 115 d ay s old) 
C o n tro l B : con tro l corresponding to  PGM 250 an d  CAS 250. (390 days old)
P G M : an im a ls  w ith  lesions in th e  p e riaq u ed u c ta l g ra y  m a tte r  
CAS: c a s tr a te d  anim als 
**** p  <  0.05

* * *  p  <  0 .0 2  
* *  p  <  0 .0 1  

* p  <  0 .0 0 1

T he vacuolation o f basophile cells turning into “ castration cells” followed  
d ifferen t courses: after a 30 day evolution th ey  were of the sam e order in 
an im als w ith  lesions in t he m esencephalic gray m atter and in castrated anim als. 
A fter  a 60 day evolution (group of anim als operated near puberty), “ signet 
ring c e lls” showed a sm all increase in anim als w ith  lesions in the periaqueductal 
gray m a tter  against a large increase in castrated  animals. After 250 days, 
»castration  cells« decreased in animals w ith  brain stem lesions while they  
co n tin u ed  their increase in castrated anim als.

T h e number of acidophile cells rose in anim als w ith lesions in the peri
a q u ed u cta l gray m atter from  30 per cent (controls) to 40 per cent. In castrated  
an im als this increase was apparent o n ly  60 days after gonadectom y  
(T ab le II).

In  anim als with lesions in the m esencephalic gray m atter and a 30 day  
p o st-o p era tiv e  course there was a trend tow ards an increase o f  testicular  
w eig h t w hich  reached sign ificant levels in anim als with a 60 day evolution  
(an im als operated around puberty). In anim als w ith  a long post-operative  
e v o lu tio n  (250 days) the w eights of the testes diminished; these anim als were 
h ow ever, fertile.

A c t a  m o rp h ,  lomus  X I I I .
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Table II

Quantitative Study o f P ituitaries

A cidoph ils  
(p e r  cent)

B aso p h ils  
(p e r  ce n t)

C hrom ophobes 
(p er cent) “ S R C ”

G roup I
C ontro l A 
C ontro l В

3 0 .1 ± 0 .6 (S E )
3 1 .7 ± 0 .3

8 .2 ± 0 .3
8 .2 ± 0 .1

6 1 .7 ± 0 .7
6 0 .1 ± 0 .3 0.1

G roup II
PG M — 30 
PG M — 60 
PG M — 250

4 0 .9 ± 0 .8
4 1 .0 ± 1 .4
3 7 .9 ± 1 .2

1 5 .9 ± 0 .4
1 5 .7 ± 0 .4
15.1 ± 1 .5

4 3 .3 ± 0 .6
4 3 .0 ± 1 .0
4 7 .7 ± 0 .6

7 .9 ± 0 .6
1 0 .3 ± 0 .9

5 .3 ± 0 .9

G roup III
CAS— 30 
CAS— 60 
CAS— 250

3 1 .0 ± 0 .9
3 7 .8 ± 0 .8
3 7 .8 ± 0 .8

1 5 .9 ± 0 .3
1 9 .2 ± 1 .1
1 6 .8 ± 0 .3

5 2 .9 ± 0 .9
4 3 .1 ± 0 .8
4 5 .4 ± 0 .8

9 .0 ± 0 .9
3 2 .8 ± = .0
4 4 .2 ± 2 .0

SRC: “ signet ring  cells” , “ cas tra tio n  cells” , in per c en t o f all basophils 
S E : S tan d ard  e rro r

H istological exam ination o f the testes did n ot reveal qualitative changes, 
t.e., seminiferous tubules appeared normal w ith o u t any pathologic cell typ es, 
and basem ent m em branes were not thickened. The quantitative study o f the  
sperm atogenic w ave w ith the phase counting m ethod o f R o o se n - R u n g e  and 
G ie s e l  [17] revealedsom e shift. Phases Y II and"VIII, which correspond to the 
final stages o f sperm iogenesis and the onset o f  sperm atozoal release into the  
lum en of the tu b u li, were increased from 13.7 per cent (average for phase Y II  
in our animals) to  19.0 per cent and from 15.7 per cent (phase V III) to 24.8  
per cent. This sh ift o f the w ave was accom panied by a notew orthy decrease 
of phase VI from 27.3 per cent to  14.1 per cent. This phase represents the rela
tive ly  long period o f close relation of the heads o f  im m ature sperm atozoa w ith  
the Sertoli cell w ith  the appearance of “ fan’M ike bundles.

Leydig’s cells did not show m orphological changes. Their function m ay  
be supposed to be normal since the weight o f  the ventral prostate o f  lesion  
bearing anim als w as similar to that of their controls. Adrenal and thyroid  
weights were not affected.

D iscu ssio n

The norm al performance o f  p itu itary gonadotrophic function requires 
the integrity o f  the central nervous system . In  young animals the nervous 
system  seems to  restrain the release of gonadotrophins. Some brain lesions in 
fem ale rats induce precocious sexual developm ent [18, 19, 20, 21, 22]. On 
the contrary, in im m ature male rats sexual m aturation could not be accelerated

7 « A d a  morph, lonuis X I I I .
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b y  brain lesions. In fu lly  developed m ale rats, the evidence for an increase o f  
gonadotrophin  secretion after brain lesions [23, 24] is inconvincing.

In  our experim ents a paradoxical situation  was accom plished: w hile the  
adenohypophysis showed a “ castration-like” picture, the testicles w ere hyper
trop h ied . Testicular hypertrophy has been obtained in rats by treatm en t w ith  
p u rified  FSH  preparations; th is treatm ent did not induce changes in L eyd ig’s 
cells [25, 26]. In peripuberal anim als a lower threshold to exogenous gonado
trop h in s has been reported [27].

P itu itary  basophilia and “ castration cells” are usually associated  w ith  
increased  levels of circulating gonadotrophins. W e believe this to be th e  case 
in  anim als w ith brain stem  lesions since hypertrophy of the testic les was 
ob served . The normal w eight of the ventral prostate and the h isto logica lly  
un ch an ged  Leydig cells suggest th a t the circulating levels o f IC SH  are 
p h ysio logica l. I f  gonadotrophin secretion in the male rat is continuous [28], 
testicu la r  hypertrophy m ust be due to  augm ented levels of circu lating FSH .

Our results suggest th a t brain structures which act n egatively  on FSH  
lib eratin g  mechanisms were destroyed. Two working hypotheses m ay be consid
ered, viz.

(i) That this region is “ d irectly” sensitive to sexual steroids in a m anner 
sim ilar to some hypothalam ic regions. W hen the periaqueductal gray m atter  
is p artia lly  removed, the inh ib iting effects o f  steroids of FSH secretion cannot 
ta k e  place.

(ii) The second h yp oth esis is more plausible. The caudal pole o f the 
“ lim b ic ”  region of the m idbrain lies in a nodal point where ascending and 
descen d in g  pathways converge. Thus th e  periaqueductal gray m atter m ight 
m o d ify  th e  pattern o f h ypothalam ic a ctiv ity  through a nervous m echanism .
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A D E N O I1Y P O P11Y SE  UIN1) G E1IIR N STA M M .
B A S O P H IL IE  U N I) »K A ST R A T IO N S Z E L L E N « IN  D E R  A D E N O H Y P O P H Y S E  VON 

M Ä N N L IC H E N  R A T T E N  N A C H  H IR N ST A M M L Ä SIO N E N

J . SAS, E. GRINO, W. L. BE N E D E T T I,  L. C. A P P E L T A U E R  und R. DOMINGUEZ

Die B eteiligung  de r e x tra h y p o th a la m isc h e n  Z en tren  a n  der n eu ra len  S teu eru n g  der 
H y p o p h y sen fu n k tio n  is t  d u rch  an a to m isch e  U n te rsu ch u n g en  bew iesen. In  d e r vorliegenden 
A rb e it w urde an  m än n lich en  R a tte n  n ach  geringfüg igen  e lek trisch en  L äsionen  des M itte lh irns 
die F rag e  u n te rsu ch t, ob  der p e r ia q u ä d u k ta le n  g rau en  S u b s tan z  in der S te u e ru n g  de r A deno- 
h y p o p h y se  eine R olle z u k o m m t. T iere m it Schäd igungen  in de r p e r ia q u ä d u k ta le n  grauen 
S u b s tan z  w urden m it k a s tr ie r te n  R a tte n  ohne  L äsionen  des N erv en sy stem s v e rg lichen  und 
folgende R e su lta te  e rz ie lt:

a)  Die Zahl de r basophilen  Zellen w ar in der A d en o h y p o p h y se  von lä d ie rte n  R a tte n  
ebenso wie bei den k a s tr ie r te n  T ieren  a u f  d a s  Z w eifache e rh ö h t.

b)  Zahlreiche »K astra tionszellen«  k o n n ten  in de r H y p o p h y se  sow ohl d e r läd ie rte n  als 
auch  der k a s tr ie rte n  T iere  b eo b ac h te t w erd en . Bei den  lä d ie rte n  T ieren  v e rm in d e rte  sich nach  
läng erer E v o lu tio n  die Z ahl der »K astra tionszellen« , w ä h ren d  sie bei den  k a s tr ie r te n  T ieren 
progressiv  zunahm .

c) Die Z ahl d e r acidophilen  Z ellen der H y p o p h y se  w ar sow ohl bei den  T ieren  m it 
H irn stam m läs io n en , als au ch  bei den  k a s tr ie r te n  e rh ö h t.

d)  D as G ew icht de r H oden w ar bei den  T ie ren  m it geschädig tem  M itte lh irn  e rh ö h t, 
w äh ren d  das G ew icht de r v e n tra len  V o rs teh erd rü se  n o rm al blieb . D as h isto log ische  Bild der 
L eydigschen  Zellen w a r norm al. Die q u a n ti ta t iv e  U n te rsu ch u n g  der sp e rm ato g en en  W elle 
zeigte eine leichte E rh ö h u n g . Diese T iere  w aren  b e fru ch tu n g sfäh ig .

A uf G rund de r obigen E rgebn isse  u n d  a n a to m isch e r E rw äg u n g en  w ird  angenom m en, 
d aß  die p e ria q u äd u k ta le  graue S u b s tan z  an  der S teu eru n g  de r G o n ad o tro p h o rm o n erzeu g u n g  
b e te ilig t ist.

АДЕНОГИПОФИЗ И мозговой ствол.
ВАЗОФИЛИЯ И «КАСТРАЦИОННЫЕ КЛЕТКИ»

В АДЕНОГИПОФИЗЕ КРЫС-САМЦОВ С ПОВРЕЖДЕНИЯМИ 
В МОЗГОВОМ СТВОЛЕ

Й . Ш А Ш , Е . Г Р И Н О ,  В. Л .  Б Е Н Е Д Е Т Т И ,  Л .  Ц .  А П П Е Л Ь Т А У Е Р  и Р .  Д О М И Н Г Е З

Участие экстрагипоталамических областей в нервной регуляции функции гипо
физа доказывается анатомическими исследованиями. В настоящей статье авторы рассмат
ривают способность серого вещества около водопровода повлиять на регуляцию адено
гипофиза у крыс-самцов альбиносов, после нанесения незначительных электрических 
повреждений в среднем мозге. Животные с повреждениями в сером веществе около водо
провода были сравнены с кастрированными животными с неповрежденной нервной сис
темой; получались следующие результаты:

а) Число базофильных клеток в аденогипофизе составляло у животных с повреж
дениями, так же как и у кастрированных животных двоекратное величины в норме.

б) В гипофизе наблюдались многочисленные «кастрационные клетки», как у жи
вотных с повреждениями, так и у кастрированных крыс. У животных с повреждениями 
в сером веществе около водопровода число «кастрационных клеток» после продолжи
тельной эволюции уменьшалось, в то время как у кастрированных животных число этих 
клеток прогрессивно повышалось.

Acta  morph, tomus  X I I I .
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в) Число ацидофильных клеток в гипофизе было повышено как у животных с 
повреждениями в мозговом стволе, так и у кастратов.

г) У животных с повреждениями в среднем мозге вес яичек был повышен, в то 
время как вес брюшной предстательной железы остался нормальным. Гистологическая 
картина клеток Лейдига также была нормальной. Количественное исследование спер- 
матогенетической волны показало незначительное повышение. Эти животные обладали 
способностью к оплодотворению.

На основании полученных результатов и анатомических соображений авторы по
лагают, что серое вещество около водопровода участвует в регулировании гонадотропи
нов.

J. S a s :
Е . G r i n ó :
W . L. B e n e d e t t i :

L. С. A p p e l t a u e r : ( M ontevideo , Experim ental M edicine Medical F aculty , 
R .  D o m í n g u e z : j U ruguay

M ontevideo, N euroendocrinologic Laboratory, U ruguay

A c t a  m o r p h ,  tomus X I I I ,



F irs t  I n s t i tu te  of P a tho log ical A n a to m y  a n d  E x p e rim en ta l C ancer R esearch  (D ire c to r : Prof.
J. Baló), U n iv ersity  M edical School, B u d a p es t, D e p a rtm en t o f C hem istry  a n d  P h y s ic s  (H ead :
D r. W .  A. L o e v e n ) ,  N eth erlan d s In s t i tu te  for P re v e n tiv e  M edicine, L eiden , I n s t i tu te  o f P a th o 

logical A natom y (D irec to r: P rof. Gy. K o m h á n y i ) .  U n iv e rs ity  M edical Schoo l. Pécs

HISTOCHEMICAL STUDIES OF ELASTIC FIBRES BY THE 
USE OF ELASTOLYTIC ENZYMES SEPARATED BY 

CHROMATOGRAPHY ON DEAE-SEPHADEX COLUMN

I lo n a  B a n g a , W. A. L o e v e n  and Gy . R o m h á n y i

(R ece iv ed  N o vem ber 11, 1964)

(i) Two com p o n en ts  o f th e  e la s to ly tic  enzym es: the  m u co ly tic  E t a n d  th e  p ro 
teo ly tic  E 2 could be iso la ted  w ith  a h igh  degree of p u rity , m ak in g  it  po ss ib le  to  s tu d y  
h istochem ically  th e  m ode o f ac tio n  of th e  tw o enzym es.

(ii) U sing p o la risa tio n  o p tic a l m eth o d s p e rm ittin g  in d irec t in s ig h t in to  the 
subm icroscopic s tru c tu re  o f e la stic  fib res , th e  m ode of action  of tw o re la tiv e ly  pure  
frac tio n s  (E i, E 2) of th e  e la stase  com plex  have  been  s tu d ied  in  sec tions o f  h u m a n  ao rta  
a n d  bovine n u ch al lig am en t fix ed  in  fo rm alin  an d  em bed d ed  in p a ra ffin . T h e  topochem i- 
cal phenol and  an iline  re a c tio n s  a n d  an iso tro p ic  to lu id in e  b lue  s ta in in g  d e m o n s tra ted  
th e  subm icroscopic f ila m en to su s  s tru c tu ra l  co m p o n en t of the  e la stic  f ib re s , w hereas 
th e  am orphous g round  su b s ta n c e  w as rep re sen ted  b y  th e  m a tr ix  s ta in in g  w ith  resorcin- 
fuchsin .

I t  has been found  th a t  d u rin g  e lasto lysis E , an d  1% ac ted  d iffe re n tly  on th e  m a trix  
an d  on the  filam en to u s co m p o n en t. L eav ing  th e  m a tr ix  re la tiv e ly  in ta c t ,  E ( abolished 
sooner the  subm icroscopic  fila m en to u s  co m p o n en t o f th e  e lastic  f ib re s , w hile  under 
th e  effect of E 2 f irs t  th e  s ta in in g  of th e  g round  su b s tan ce  d isap p ea red  a n d  th is  w as follo
wed, p resum ab ly  seco n d arily , by  a s tru c tu ra l  d is in teg ra tio n  o f th e  f ib r il la r  su b stan ce . 
T he resu lts  in d ica te  th a t  th e  m odes of action  of E , a n d  E 2 a n d  th e  tw o  s tru c tu ra l 
com ponents of e lastic  f ib res  a re  d iffe ren t, an d , also, th a t  th e  tw o stru c t u ra l  com ponen ts 
are in te rre la te d  as re g a rd s  s ta b ili ty .

On the basis o f electron m icroscopic studies H a ll  et al. [10], as well as 
L a n s i n g  et al. [13] arrived at the conclusion that the elastic fibres were 
com posed of two com ponents: cem entum  and the fibres in it. These studies 
had been conducted on iso lated  elastin , by the use o f the enzym e elastase. 
It was found that both the cem enting material and the fibres w ere identical 
chem ically , being equally digested  by elastase. In contrast D e t t m e r  [6], as 
well as S c h w a r z  and D e t t m e r  [20], using tissue sections con ta in in g  native  
elastic fibres instead o f isolated  elastin , found that the cem entum  and the 
fibres in it were lysed  d ifferently by elastase, and concluded that these struc
tures were different not only m orphologically, but also chem ically . K o m h á n y i

[16] concluded from polarisation studies, that the elastic fibres o f  the aorta 
contained a spirally arranged subm icroscopic m icellary substance. This was 
confirm ed by J e n s e n  [11] and J e n s e n  and B e r t e l s e n  [12], w ho found a 
m icellary structure in spiral arrangement in the elastic fibres of the human 
foetal aorta. G o t t e  and S e r a f i n i - F r a c a s s in i  [7] observed in the elastic 
fibres o f the aorta and o f the nuchal ligam ent subjected to ultrasonic degrada
tion  15 Â thick filam ents in parallel arrangement em bedded in the am orphous

A r ia  morph, tomus X I I I .
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ground  substance. These d a ta  offer sufficient proof o f the existence o f m or
p h ologica l differences, b u t su p p ly  no inform ation as to the id en tity  or differ
ence o f  chemical structure.

According to the in vestigation s of B a n g a  and B aló  [3], the elastase 
preparations contain m u co ly tic  enzymes; therefore, the enzym e produced by 
the preparative m ethod o f B a g d y  and B a n g a  [ l j  has been term ed by them  
the elastase enzyme com plex. Purer preparations not having been available, none 
o f  th em  was suitable for elucidation  of the above problem . L o e v e n  [15] then  
su cceed ed  in separating b y  chrom atography on D E A E -Sephadex colum n the  
tw o  com ponents of the e la sto ly tic  enzym e, th e  E ( (m ucolytic enzym e or 
elastom ucoproteinase) and th e  E 2 (proteolytic enzym e or elastase) from each 
o th er  and from other contam inations. B a n g a  and L o e v e n  (unpublished  
experim ents) modified th e  original method o f L o e v e n  [15], and their pure 
and hom ogeneous E t and E 2 preparations were used for studying the com plex  
n atu re  o f  elastic fibres in th e  present investigations. W ith these enzym es it 
has becom e possible to decide w hether the am orphous cem enting m aterial and 
the fibres in it were id en tica l or different chem ically . I f  the tw o enzym es 
d igested  differently the tw o  com ponents of e lastin , it is nam ely justified  to 
assu m e that they are d ifferent also chem ically.

Materials and methods

P o la risa tio n  o p tica l m e th o d s  p e rm ittin g  in sig h t in to  th e  subm icroscopic  s tru c tu re  of 
e la s t ic  f ib re s  were used in th e  p re s e n t  investigations. T h e  q u a n ti ta t iv e  re su lts  th u s  o b ta in ed  
w ere  c o m p a red  w ith th e  chan g es in  th e  specific h isto log ical s ta in in g  (resorcin-fuchsin) o f  th e  
e la s t ic  f ib re s  during  th e  e n z y m a tic  reac tio n .

T h e  po larisa tion  o p tic a l m e th o d s  em ployed w ere:
1. Toluid ine  blue fe r r icy a n id e  anisotropic sta in ing  at p H  4.0. In  p rev ious s tu d ies  [17,18] 

th e  e la s t ic  fib res of th e  h u m a n  a d u l t  a o r ta  showed in te n s iv e  b irefrigence  b y  th is  an iso tro p ic  
s ta in in g  m e th o d , as a re su lt o f  th e  to lu id in e  blue m olecules b e in g  o rien ted  tran sv e rsa lly  to  th e  
lo n g itu d in a l  axis of the  fib res . T h is  an iso tro p ic  s ta in ing  is a n  in d ire c t p ro o f o f th e  p resence in 
th e  su b s ta n c e  of elastic fib res o f a subm icroscopically  o r ie n te d  co m p o n en t (acid m ucoid) c h a ra c 
te r is e d  b y  acid  side groups. T h e  q u a n ti ta t iv e  changes o f th e  an iso tro p ic  sta in in g  d u rin g  th e  
e n z y m a tic  process allowed in s ig h t in to  th e  m ic ro s tru c tu ra l ch an g es o r d eg rad a tio n  of th e  acid 
s t r u c tu r a l  com ponent.

2. Phenol reaction (E b n e r ).  T h e  positive  b irefringence o f  collagen f ib res  tu rn s  in to  n eg a 
t iv e  in  p h e n o l. This to p o ch em ical r e a c tio n  is due to  an o r ie n ta t io n  of th e  p heno l m olecules to w ard  
th e  sp e c if ic  m icellary g round  s t r u c tu r e  o f collagen. T he p h e n o l re ac tio n  can  be considered  to  
be o n e  o f  th e  h ighly specific m ic ro s tru c tu ra l  reactions o f co llagen . T he e lastic  f ib res  o f th e  h u 
m a n  a o r ta  give a m odera te ly  p o s itiv e  p h e n o l reaction , in d ic a tin g  t h a t  th e y  co n ta in  a lo n g itu d in a l 
m ic e lla ry  com ponen t giving th e  sp ec if ic  m ic ro stru c tu ra l re a c tio n  of collagen. In  th e  follow ing, 
th is  s t r u c tu r a l  com ponent w ill be  te rm e d  phenol e lasto id . T h e  p h eno l positive  e lastic  fib res 
a re  s h e a th e d  b y  m orpholog ically  d is t in c t  collagen fib res . D u e  to  i ts  acid  m ucoid  co m p o n en t, 
co llag en  is  strong ly  m e ta c h ro m a tic  a n d  corresponding ly  show s an  in ten se  m eta ch ro m a tic  
a n is o tro p y  w ith  to lu id ine  b lu e . T h is  m ucoid  collagen, to  be  called  in  th e  follow ing sh e a th  
m u c o id , is  h y a lu ro n id ase-sen sitiv e , i t s  m etach ro m atic  a n is o tro p y  d isap p ears  co m p le te ly  on 
h y a lu ro n id a s e  trea tm e n t.

A  L e itz  O rtho lux  m icroscope  w a s  used in the  p o la r isa tio n  o p tic a l stud ies . T he changes in 
a n is o tro p y  a re  expressed in  m fi.

F o r  enzym e tre a tm e n t a  r in g  o f  p a ra ffin  was p laced  a ro u n d  th e  d e p a ra ffin a ted  sec tion , 3 
d ro p s  o f  th e  d ilu ted  enzym e w ere p la c e d  on it then  it  w as co v ered  w ith  a coverslip  to  p ro te c t i t

A c ta  m o rp h , tom us X I I I .



H IS T O C H E M IC A L  S T U D IE S  O F  E L A S T IC  FII1R ES 387

fro m  d ry in g  ou t. In  th is  w ay  the e x p e rim e n ts  cou ld  he carried  ou t u n d e r s ta n d a r d  co n d itions 
fo r as long as 24 h o u rs , even  w ith sm all a m o u n ts  o f  enzym e.

E nzym e in cu b a tio n s . E 2 is u n d e rs to o d  to  m ean  th e  p ro teo ly tic  co m p o n e n t o f  th e  elas- 
to ly t ic  enzym e. I t  w as ap p lied  as a so lu tio n  a  p H  8 .6 , M /20 N a3C 03-HCl b u ffer a t  th e  c o n ce n tra 
tio n s  specified in th e  T ab les , a fte r in c u b a tio n  fo r d iffe ren t periods a t  37°C. T h e  m u co ly tic  
co m p o n en t of the  e lasto ly tic-enzym e c o m p lex , E ,,  e x e r ts  according to Banga a n d  B aló [4], a 
m u co lip o ly tic  effect on  th e  aorta . I t  w as u sed  a t  th e  o p tim u m  pH  7.4, in М / 20 N a 2Cf)3-HCl 
b u ffer.

T he changes o f th e  an iso trop ic  to lu id in e  b lue  s ta in in g  were m easu red  in  m o n o ch ro m atic  
red  lig h t. The to lu id in e  b lue  reaction  w as c a rr ied  o u t  as described [17]. F o r th e  p h en o l reac tion  
th e  en zy m e-d ig ested  o r und ig es ted  sec tio n s w ere  d e h y d ra te d  w ith  96 per c en t a lcohol, rinsed , 
b lo tte d ,  tre a te d  w ith  te rp in e o l for 1 to 2 m in u te s , a n d  covered  w ith a p h en o l so lu tio n  to  w hich 
an  e q u a l p a r t  of C an ad a  balsam  had b een  a d d ed .

T h e  m ode o f a c tio n  of the  two e n zy m es has b een  s tu d ied  h is to ch em ica lly  on specim ens 
o f h u m an  a o rta  from  n ew b o rn s and a d u lts , 3 m o n th s  old h u m an  em bryos, h u m a n  in te rv e r te b ra l  
discs a n d  bovine n u c h a l ligam en ts. The re s u lts  o b ta in e d  in e x tensive  s tu d ies on  a o r ta  an d  nuchal 
ig am e n t specim ens are  p resen ted  below .

Result»
Adult human aorta

On staining w ith  resorcin-fuchsin anti treatm ent w ith  E 2, the elastic  
fibres o f the aorta w ere suddenly ly sed , even  at an enzym e concentration  of 
0.05 m g/m l, after a latency of about 30 m inutes duration. A fter 60 m inutes 
no trace of the elastic  fibres was dem onstrable; what had rem ained was a 
m inute quantity  o f  swollen tissue, contain ing vacuoles and sta in in g  w eakly  
w ith  arcéin. As opposed to this, on incubation  w ith  a 1 m g/ml solution  o f  
the elastic fibres show ed merely 20 to  30 per cent lysis even at 3 hours. This 
indicates that Ег exerts no specific ly t ic  action  on the staining o f  elastin  w ith  
resorcin-fuchsin, w hereas E2 does. A ccording to the investigations o f  H a l l  [9] 
and L o e v e n  [14] E x enhances syn erg istica lly  the activ ity  o f  E 2. W e have  
attem p ted  to confirm  this h istochem ically . For th is purpose we had  to use E2 
at such a m inim al concentration w hich  produced no change in th e  resorcin- 
fuchsin staining o f  elastic fibres in 3 hours. This concentration was 0.005  
m g/m l o f  E2. I f  Е г xvas added to th is  at a concentration of 1 m g/m l, com plete  
ly sis  ensued in 3 hours, as indicated b y  the data in Table I.

T ab le  I

Synergistic action o f  E x on E.2 on resorcin- 
fu c h s in  sta in ing

Ei
mg/ml

Ег
mg/ml

Duration of 
incubation, 

hours

Disappearance of 
resorc.n-fuchsin 

staining, per cent

1 _ 3 20

— 0.005 3 0.0

1 0.005 3 90

— 0.05 3 100

Acta morph, to mus  X I I I .
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The studies of the elastolysis on tolu id ine blue staining yielded the  
in teresting inform ation that Ej abolished the an isotropy, without influencing  
the resorcin-fuchsin stain ing o f the fibres (F ig. l /а and Fig. 1/b). In Table I I  
are show n the intensities o f resorcin-fuchsin sta in ing in per cent after different 
incubating  periods. Toluidine blue anisotropy is given in the differences of retar
dation  in m /i. The data prove th a t the E t effect is responsible for the disappearance 
of to lu id in e blue anisotropy, whereas in response to  elastase (E2) anisotropy  
ceases on ly  when the resorcin-fuchsin staining o f th e  cem enting m aterial has 
been com p letely  digested. I t  is assumed th at in th is case the anisotropy d isap
pears because after the cem enting material has been digested the stab ility  and  
subm icroscopic orientation o f the fibrils em bedded in  it are abolished.

Table II

Effect o f  E , on toluidine blue anisotropy sta in in g  o f  the aorta

Enzyme
Duration 

of incuba
tion, hours

Intensity of 
resorcin-fuchsin 

staining per cent

Toluidine blue 
anisotropic staining. 

Retardation тар.

E t 1 m g/m l l 100 - 2 2

1 m g/m l 2 90 —  8

Е г 1 m g/m l 3 80 0.0

B uffer control 3 100 — 24

T able I I I  contains the data for the com bined effect of Ex and E2 on hum an  
aorta, under experim ental conditions when none o f  th e  two enzym es b y  itself 
abolished the toluidine blue anisotropy, but w hen acting together th ey  
reduce th e  initial w ay difference by about 50 per cent.

Table III

Combined action o f  E l and E 2 on toluidine blue anisotropic staining

Duration
of

Toluidine blue 
anisotropic 

staining
Enzyme incubation

hours retardation 
in mp

decrease, per 
cent

E , 0.5 m g/m l l — 22 0.0

E 2 0.005 m g/m l l — 20 0.0

E l 0.5 +  E 2 0.005 
m g/m l

l — 10 50

Control l — 22 0.0

- Id a  morph , tomus X I I I  .



Fig. 1. T o lu id in e  Ы не a n is o tro p ic  s ta in in g  o f  a d u l t  h u m a n  a o r ta :  a) W ith o u t  t r e a tm e n t .  
b) F o llo v in g  d ig e s tio n  w ith  E , .  H ere  th e  lig h t  b a n d s  a re  e m p ty  a n d  m a rk  th e  s i te  o f  d is 

so lv ed  e la s tic  f ib re s .

b
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Fig. 2. Section  of a d u lt hum an  a o r ta . P h en o l re a c tio n  using  po larisa tion  m icroscope. 
a)  T he e lastic  fib res  are  su rrounded  tra n sv e rsa lly  b y  co llagen  fib res , showing s im ila rly  n eg a 

tiv e  birefringence, b)  T he sam e a f te r  d ig es tio n  w ith E t

Whereas the em bedded fibrils are lysed specifically  by Ej and secondarily  
by E 2, and the tw o together cause com plete lysis  and abolish the anisotropic  
and histological stainings, the m etachrom atic anisotropic staining o f  th e  colla-

Acta morph. tomus X I I I .
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gen around the elastic fibre remains unchanged (Table IV). As at pH  4 tolu i- 
dine b lue reacts w ith the m ucoid com ponents o f  both elastin and collagen, 
in th is  case we speak about elastin-m ucoid and collagen or sheath m ucoid, 
to d istin gu ish  the two from each other. T able IV  shows the effects o f  E x 
and E„ on the two kinds o f fibre mucoid.

Table IV

Toluidine blue anisotropic staining o f  elastin-m ucoid and collagen 
sheath mucoid in adult h u m a  aorta

Duration
of

Toluidin blue aniso
tropic staining. 

Retardation in т ц
Enzymes incubation

hours Elastin-
mucoid

Collagen
mucoid

B uffer control l — 20 — 20

E 2 0.005 m g/m l I — 19 - 1 9

E t 1 m g/m l 2 — 7 19
E 2 0.005 m g/m l -j- E L 

1 m g/m l 3 0.0 - 1 9

B esid e the collagen the filam ents em bedded in the elastic fibres also react 
w ith  phenol (Fig. 2/a and F ig . 3/a). This m aterial is called phenol elastoid , in 
con trast to the spiral circular sheath m ucoid, w hich  is composed o f collagen. 
In resp on se to Ej the phenol elastoid d isintegrates com pletely and an em p ty  
space rem ains in the place o f  the light or dark bands (Fig. 2/b and F ig . 3/b). 
On th e  other hand, the sheath  mucoid rem ains unchanged and show s the  
sam e n eg a tiv e  birefringence after as before en zym e treatm ent.

T h is reaction has proved to be h igh ly  su itab le for dem onstrating the  
sp ec ific  effect o f E t, because whereas the resorcin-fuchsin stain ing did not 
change on treatm ent w ith 1 m g/m l of Et for 1 hour, the phenol reaction o f the 
elastic  fibres disappeared com pletely. On treatm en t with E2 reaction is abol
ished on ly  when the elastic fibres have lost their  resorcin-fuchsin stain ing. 
The e ffec t o f E2 is explained b y  the same m echanism  as in the case o f  tolu id ine  
blue an isotropy.

T h e new born aorta shows even more clearly th a t E2 acts on the com ponents  
sta in in g  w ith  resorcin-fuchsin, whereas Ej d isintegrates the phenol elastoid  
com p on en t and this loses its ab ility  to com bine w ith  phenol. The results are 
presented  in Table V. E ven  at high concentrations when E2 abolishes the  
resorcin-fuchsin staining already in 2 hours, it exerts no action on the phenol 
elasto id , th e  in tensity  o f the reaction being unaffected  by enzym e treatm ent. 
In response to E t the resorcin-fuchsin sta in ing diminishes only b y  about 10 
per c en t, whereas the negative birefringence o f  the phenol elastoid drops at the
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F ig. 3. Section of a d u lt hum an  a o r ta .  Phenol reac tio n . P o la r iz a tio n  m icroscopic ap p ea ran c e . 
a)  T he elastic  f ib re s , ru n n in g  s tr a ig h t  and  co m p en sa ted  b lack  are  shea thed  tran sv e rsa lly  

an d  c ircu larly  by  co llagen  fibres, show ing  n e g a tiv e  b irefringence

b) T h e  sam e a fte r  d igestion  w ith  E ,
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sam e tim e to one-fourth o f the original. N one of the enzym es dim inishes the 
n eg a tiv e  birefringence of th e  collagen sheath  mucoid. This m aterial as com 
pared to  the phenol elastoid , show s a stronger negative birefringence, which is 
another proof of the difference o f the tw o m aterials (Table V).

Table V

Effect o f  E l and Е г on sections o f  newborn hum an aorta

Enzyme
tested

Duration
of

incubation,
hours

Resorcin- 
fuchsin 

staining per 
cent

Retardation in m/n

Phenol Collagen
elastoid 1 sheath, mucoid

B uffer control 2 100 — 13 — 19

E 2 1 m g/m l 2 0.0 — 12 19

E t 1 mg/ml 3 90 3 19

Calf nuchal ligament

These experim ents served to study the differences in the effects o f  clastase  
(E 2) and elastom ucoproteinase (E J  on the various subm icroscopic com ponents 
o f th e  nuchal ligam ent. The sections o f  nuchal ligament had to  be incubated  
w ith  th e  enzym es for 17 hours to be able to dem onstrate their activ ities . E2 
has been found to cause com plete disappearance of the resorcin-fuchsin  
sta in in g  o f  the elastic fibres, whereas it does not affect the to lu id in e  blue 
an isotrop ic staining, which is correlated w ith  the structure o f the elastin- 
m ucoid . This com ponent disappears from the sections of adult aorta on treat
m ent w ith  E 2, but only w hen the resorcin-fuchsin staining o f the fibres has 
ceased. I t  seems, howrever, th at the elastin -m ucoid  is much more stab le  in the 
nuchal ligam ent than in the aorta, because when the m atrix sta in in g  with  
resorcin-fuchsin is com pletely d isintegrated, the elastin-m ucoid reacting  with 
to lu id in e  blue still retains its subm icroscopic arrangement.

In  the nucha] ligam ent, too, E t acted in  the opposite direction as E„ 
did. On protracted incubation w ith l  m g/m l o f E 15 resorcin-fuchsin stain ing  
show ed m erely a transversal breaking up [2 ], but the particles retained their 
sta in in g . On the other hand, tolu id ine blue anisotropy disappeared, which  
m eans th a t Ej lyses specifically  the elastin-m ucoid of the nuchal ligam ent, 
causing thus the transversal breaking up.

Discussion

It h a s  n o t  been  p o ss ib le  to  d e m o n s t r a t e  h is to lo g ic a l ly  or  e n z y m a t i c a l l y  
c h e m ic a l  d if fe rences  b e tw e e n  t h e  c e m e n t in g  m a te r i a l  o f  e la s t in  a n d  t h e  f ib re s  
e m b e d d e d  in  it.  H a l l  [8,9] s u r m is e d  t h a t  a t  l e a s t  tw o  e n z y m e s  w ere  i n v o lv e d
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in the degradation o f elastic fibres, exerting their actions sp ecifica lly  on 
different com ponents o f elastin . Y et, there has been no m orphological proof 
that the tw o enzym es would d ifferently act histochem ically and enzym ologically . 
We have succeeded in overcom ing one of the greatest difficulties in  th is  respect 
by using elastase (E2)-free E, and elastom ucoproteinase (E ^-free E 2 in our 
experim ents. This has made it possible to prove by h istoenzym atic m ethods 
that the tw o com ponents of the elasto ly tic  enzym e, viz. the p roteo lytic  enzym e 
elastase and the m ucolytic com ponent called elastom ucoproteinase, would 
act on tw o different m orphological units o f  elastin . It has been proved  th at the 
fibres em bedded in the cem enting m aterial have a m ucopolysaccharide com po
nent reacting with toluidine blue and this is lysed  in the first place by E,, 
which has been shown also by b iochem ical studies to act on th e  m ucoid or 
m ucolipoprotein [4] com ponent o f elastin . On the other hand, the real elastase 
(E2) acts on the cem enting m aterial or m atrix, digesting rapidly, whereas E,, 
exerts no, or merely a m inim al, effect on the fibrils.

In connection with the effect of E, histochem ical k inetics allow  some 
distinction between the com ponent reacting with toluidine blue and the so- 
called phenol elastoid. In sections o f  adult aorta the latter reaction disappears 
in 1 hour at an E t concentration o f 1 m g/m l, whereas at the same concentration  
3 hours are required for the total disappearance o f toluidine blue anisotropy. 
From this it may be concluded that tw o different chemical groups are involved  
in the tw o reactions and even tw o different E t com ponents m ight participate  
in the splitting off of the tw o groups. These E t com ponents are so close ly  related 
chem ically that by the m ethod em ployed by us no distinction can be made 
betw een them .

In the light o f the evidence derived from these experim ents we believe 
that D e t t m e r  [6] as well as S c h w a r z  and D e t t m e r  [20] worked w ith  such 
elastase preparations which contained m ainly E 2. As a result, in their experi
m ents only the cem enting m aterial was digested, whereas th e  filam ents 
em bedded in it remained intact. There are tw o factors to ind icate that this 
assum ption is realistic. One of them  is that according to the in vestigation s of 
C z e r k a w s k i  and H a l l  [5] and L o e v e n  [14] the E t com ponent is m uch less 
stable and therefore destroyed sooner during isolation than the E 2 com ponent. 
The other factor is that while E2 produces a clearly observable effect even at a 
very lowr concentration (0.05 m g/m l), o f E t relatively high concentrations  
(1 m g/m l) must be used in every case. This means that the d igestion  of the 
m ucoid com ponent (elastin-m ucoid) of the filam ents em bedded in the elastin 
m atrix requires 20 tim es as m uch of E t as o f E.„ which la tter  d igests the 
cem enting material.

393
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H IS T O C H E M IS C H E  U N T E R S U C H U N G  D E R  E L A S T IS C H E N  FA S E R N  M IT D U R C H  
D E A E -S E P H A D E X -S Ä U L E N C H R O M A T O G R A P H IE  G E T R E N N T E N  

E L A S T O L Y T IS C H E N  E N Z Y M E N

ILONA BANGA, W. A. LOEVEN und GY. ROMHÁNYI

1. Zwei K om ponen ten  d e r e lasto ly tisch en  E n zy m e: d ie  m uko ly tische  K o m p o n en te  E t 
u n d  d ie  p ro teo ly tische  K o m p o n e n te  E 2 k onn ten  m it h o h em  R e in h e itsg rad  g e tre n n t w e rd en ; 
d ies e rm ö g lich te  die h is to ch em isch e  U n tersuchung  des W irk u n g sm ech an ism u s d e r be id en  
E n z y m e .

2. A n  in  Form alin  f ix ie r te n  u n d  in  Paraffin  e in g e b e tte te n  S ch n itten  von m ensch lichen  
A o r te n  u n d  von N a ck en b än d ern  v o m  R ind  w urde m it p o la risa tio n so p tisc h en  M eth o d en , die 
e in en  in d ire k te n  E inblick  in d ie  su b m ikroskop ische  S t r u k tu r  d e r  e lastischen  F ase rn  gew äh ren , 
d e r W irk u n g sm ech an ism u s d e r r e la t iv  re in  hergeste llten  zw ei F ra k tio n e n  (E t, E 2) des E la s ta se -  
k o m p le x e s  u n tersu ch t. Die to p o ch em isch en  R eak tio n en  (P h e n o l- , A nilin- u n d  an iso tro p e  
T o lu id in b la u fä rb u n g ) zeigen d ie subm ikroskopische faserige  S tru k tu rk o m p o n e n te  de r e la s ti
sch en  F a se rn , w ährend die a m o rp h e  G ru n d su b stan z  von d e r m it  R eso rc in -F uchsin  reag ieren d en  
M a tr ix  v e r tre te n  wird.

E s  w urde festgeste llt, d a ß  d e r  A b b a u  der m it R e so rc in -F u ch s in  reag ierenden  G ru n d su b 
s ta n z  d e r  e lastischen F ase rn  u n d  d e r  A b b au  der an iso tro p e  R e ak tio n en  gebenden faserigen  
K o m p o n e n te  der e lastischen F a se rn  im  Laufe der E la s to ly se  a u f  W irkung  von E t u n d  E 2 ein 
jew eils  an d ere s  V erhalten  zeig te . D ie  F ra k tio n  E t b a u te  z u n ä c h s t  die subm ikroskop ische  f i 
b r illä re  K o m p o n en te  der e la s tisc h e n  F ase rn  ab, die S t r u k tu r  d e r G ru n d su b stan z  b lieb  re la tiv  
e rh a l te n .  U n te r  der W irkung  d e r  F ra k t io n  E 2 verschw and  z u e rs t  die F ä rb u n g  der G ru n d su b 
s ta n z , w o n ach , verm utlich  s e k u n d ä r ,  d ie s truk tu relle  A uflö su n g  de r fib rillären  S u b s ta n z  fo lg te . 
D ie U n te rsu ch u n g serg eb n isse  w e isen  a u f  die U n te rsch ie d lic h k e it des W irk u n g sm ech an ism u s 
de r F ra k t io n e n  E t und E 2 sow ie d e r b e id en  S tru k tu rk o m p o n e n te n  der e lastischen  F a se rn  h in . 
E s w ird  angenom m en, d aß  d ie b e id e n  S tru k tu rk o m p o n e n ten  in  bezug au f ih re  S ta b il i tä t  
w ech se lse itig  voneinander a b h ä n g e n .

ГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ЭЛАСТИЧЕСКИХ ВОЛОКОН 
ПРИ ПОМОЩИ ЭЛАСТОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ, 

ИЗОЛИРОВАННЫХ МЕТОДОМ ХРОМАТОГРАФИИ НА 
СТОЛБЕ ДЭАЕ-СЕФАДЕКС

И .  Б А Н Г А ,  В .  А .  Л Е В Е Н  и  Д .  Р О М Х А Н Ь И

1. Авторам удалось сравнительно чисто получить два компонента эластолитиче- 
ских энзимов: муколитический компонент Et и протеолитический компонент Е2. Это пре
доставляло возможность также для гистохимического исследования механизма действия 
двух энзимов.
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2. На срезах человеческой аорты и затылочной связки крупного рогатого скота, 
фиксированных в формалине и заложенных в парафин, механизм действия двух срав
нительно чисто полученных фракций (ti,, Е2) эластазного комплекса исследовался в 
тканевых условиях при помощи поляризационного микроскопа, позволяющего косвен
ный взгляд в субмикроскопическую структуру эластических волокон. Примененные 
топохимические реакции (реакции с фенолом, анилином и реакция анизотропного окра
шивания толуидиновой синькой) выявляли субмикроскопический волокнистый струк
турный компонент эластических волокон, в то время как аморфное основное вещество 
представляет матрикс, окрашивающийся резорцин-фуксином.

Авторы установили, что расщепление основного вещества эластических волокон, 
окрашиваемого резорцин-фуксином, п расщепление их волокнистого компонента, даю
щего анизотропные реакции, при эластолизе фракциями Е, и Е2 показывает различное 
поведение. Фракция Н, расщепляет сперва фибриллярный субмикроскопический струк
турный компонент эластических волокон, при относительном щажении основного веще
ства, в то время как при действии фракции Е2 сперва прекращается окрашивание основ
ного вещества, а затем происходит, вероятно вторично, разложение структуры фибрил
лярного вещества. Исследования авторов указывают на тот факт, что механизм действия 
фракций Et и Е,, и два структурных компонента эластических волокон неодинаковы. 
На основании полученных данных можно предполагать также и то, что два структурных 
компонента в отношении стабильности зависят друг от друга.

Dr. Ilona 15 a n g a : Budapest V i l i .  (illői út 26., Hungary
Prof. Dr. W . A. Loeven: Leiden, Nederlands Institu te  for P reventive M edicine,
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I n s t i tu te  of P a th o lo g ica l A natom y (D irec to r : P rof. D r. G y. R o m h á n y i ) ,  U n iv e rs ity  M edical
S choo l, Pecs

ON THE SUBMICROSCOPIC STRUCTURE OF THE ELASTIC 
FIBRES OF THE BOVINE LIGAMENTUM NUCHAE AS 
REVEALED BY THE POLARIZATION MICROSCOPE

G y. R o m i i á n y i

(R eceived N o v em b er 15, 1964)

T he e la s tic  fibres of the  b o v in e  l ig a m en tu m  n u ch ae  show a c h a ra c te ris tic  th ree - 
handed a n iso tro p ic  p a tte rn  w ith  tw o  n eg ativ e  in tr in s ic  b iré frin g en t o u te r  zones a n d  a 
positive in tr in s ic  b iréfringen t a x ia l  b a n d , se p a ra te d  b y  tw o iso topic p a ra m e d ia n  b a n d s . 
On the  f ib re  cross-sections th e  o p tic a l  sign o f a sp h e ritic  te x tu re  can  he recogn ized . 
The o p tica l f in d in g s  indicate th e  e la s tic  f ib res  to  he b u ilt up  o f two m ore o r less se p a ra te  
m icellar te x tu re s :  an  ou ter zone w ith  a n n u la r  m ice llar a rran g em en t a n d  a n  a x ia l  core 
w ith  an e lo n g a ted  spiral te x tu re . T h e  po sitiv e  b irefringence of th e  a x ia l  core  over- 
com pensa tes th e  negative  b ire frin g en ce  o f th e  o v erly ing  o u ter zone. T h u s on  th e  b o rd e r
line zones b e tw ee n  the  two o p p o site  m ice llar te x tu re s  th ere  arise tw o iso tro p ic  b a n d s  
producing  th e  th ree-handed  a n iso tro p ic  p a tte rn .

C h a rac te ris tic  differences in  an iso tro p ic  to lu id in e  blue s ta in in g  o f th e  ax ia l 
ban d  and  th e  o u te r  zone have b een  fo u n d  a n d  are  in te rp re te d  to resu lt fro m  d ifferences 
in  s tru c tu ra l d e n s ity  between th e  o u te r  zone an d  th e  ax ia l hand .

T he e la s tic  fibres of y o u n g  c a tt le s  lack  th e  th ree -h an d ed  a n iso tro p ic  p a t te rn ,  
in d ica tin g  a n  underdeveloped  s ta te  o f th e  o u te r  zone.

In continuation  of previous polarization microscopic studies on the 
ultrastructure o f  the clastic fibres [19, 20, 22] sim ilar investigations h ave been 
m ade on the e lastic  fibres of the bovine ligam entum  nuchae. In an iline they  
have been found to  present a characteristic three-banded anisotropic pattern  
w hich was considered to be in d ica tive  o f a low -pitched subm icroscopic spiral 
tex tu re [21]. The present studies h ave shown th at the fibres in qu estion  have a 
com plex structure and are made up o f a central core w ith a longitudinal m icellar 
arrangem ent corresponding either to  a fibroid texture or to an elon gated  spiral 
texture surrounded by an outer zone w ith circular micellar arrangem ent 
corresponding to a ring texture.

M aterial and methods

In v e s tig a tio n s  were carried o u t  on  frozen  a n d  on paraffin  sec tions o f fo rm o l-fix ed  
lig am en tu m  n u c h a e  o f cattle  of v a rio u s  ages. In  a d d itio n , fresh  specim ens w ere t r e a te d  w ith
0.1 N  N aO II a t  98° C for y2 hr and  th e n  e ith e r  fix ed  in  form ol an d  in v e s tig a te d  in p a ra ffin  
sec tions, or h om ogen ized  to ob tain  iso la te d  f ib res  free o f collagenous s tru c tu re s . T h e  f ib re  hom o
g en ates  were fix ed  in form alin  and u sed  for p o la riza tio n  m icroscopic s tu d ies . F o r v isu a liz a tio n  
o f  th e  fine a n iso tro p y , topochem ical a n d  an iso tro p ic  s ta in in g  reac tio n s (an ilin e  a n d  phenol 
re ac tio n , an iso tro p ic  to lu id ine-h lu e-fe rricy an id e  s ta in in g ) as described p rev io u s ly  [19, 20, 25] 
w ere applied.

A L eitz  O rth o lu x  II. p o lariza tio n  m icroscope eq u ip p ed  w ith  ro ta tin g  L e itz  co m p en sa 
to rs  (of 18 an d  58 m /i re ta rd a tio n ), a n d  for o b se rv a tio n s  in m onochrom atic  lig h t a t  d iffe ren t
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w av elen g th s , a L eitz  m o n o c h ro m a to r  and  a Zeiss in te rfe re n c e  filte r  were used . R e frac tiv e  
in d ice s o f the  m o u n tin g  m e d ia  were m easured  w ith  a  L e itz  m ik ro re frac to in e te r acco rd ing  to
J e l l e y .

F ig . 1. E la s tic  fibres of b o v in e  lig am en tu m  nuchae a t  c ro ssed  p o laro id s. a) U n s ta in ed  p a ra ffin  
se c tio n  m o u n ted  in an ilin e . T h e  e lastic  fibres show  a th re e -b a n d e d  an iso trop ic  p a tte rn .  Since 
th e  b irefrin g en ce  of th e  co llag en o u s  fibres is d ep ressed  b y  an ilin e  to  iso tro p y , th e y  a re  n o t 
v is ib le , b) F ib re  of l ig a m en tu m  h o m ogenate  m o u n ted  in  g u m  a rab ic  shows th e  characteristic: 
th re e -b a n d e d  p a tte rn , c) T h e  sam e  a t  4 m// su b tra c tiv e  a n d  d )  a d d itiv e  com pensation . T he axial 
a n d  la te ra l  ban d s show o p p o s ite  o p tic a l behaviour. In  c) th e  p o sitiv e  axial band  is co m p en sa ted  
to  b lac k  w hile th e  neg ativ e  la te ra l  b a n d s  show in creased  b r ig h tn e ss . T he opposite  effect is seen

in d)

Polarization optical findings in the length  o f the elastic fibres

Fig. l /а dem onstrates the characteristic three-banded anisotropic pattern  
of the fibres of the ligam en tu m  nuchae as seen in aniline. In each elastic fibre 
three anisotropic bands, separated by two dark param enian isotropic bands,

A c t a  morph , tomus X I I I .
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F ig . 2. C ongo-red s ta in ed  elastic f ib re s  a t  crossed p o laro id s, a)  in p a ra ffin  sec tio n , b) in 
h o m o g en a te . T h e  b irefringence of th e  b a n d s  is m ark ed ly  increased : re ta rd a tio n  o f th e  la te ra l 
b a n d s  1 4  m /t (— ), th a t  of th e  axial b a n d  2 2 — 24 m /i ( +  ), c) T he sam e fib res  as in  b) a t  22 
n i / 1  co m p en sa tio n . In  th e  vertica lly  o r ie n te d  f ib res  th e  n eg a tiv e  la te ra l ban d s, in th e  h o rizo n ta lly  
o rien ted  f ib res  th e  positive  axia l b a n d s  a re  co m p en sa ted  to  d a rk , d)  E lastic  f ib re s  in  hom o
g en a te , s ta in e d  w ith  to lu id ine  b lu e -fe rric y an id e  a t  p H  4,0 and  p h o to g rap h ed  in  red  lig h t a t  
th e  sam e co m p en sa tio n  as in c). T h e  f ib re s  do n o t show  th e  th ree -b an d ed  o p tic a l p a t te rn  and  
a p p ea r as cy lin d ers  of uniform  o p tica l c h a ra c te r  re su ltin g  from  a selective in v ers iv e  an iso tro p ic

s ta in in g  of th e  ax ia l core. X 250

arc visible. The tw o lateral bands were n egatively  biréfringent w ith  respect to 
fibre length , show ing a transversally  oriented slow axis of transm ission . The 
central anisotropic band, how ever, proved to be optically p ositive , showing  
the slow axis o f  transm ission to  be parallel to the fibre length. T able I shows 
the retardations in m/i and th e  sign of birefringence of the axial and lateral 
bands o f the unstained elastic  fibres of ligam entum  nuchae hom ogenates  
m ounted in different media w ith  varying refractive indices and o f fibres stained

Acta  morph, tornus X I I I .
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w ith  Congo-red and tolu id ine blue. It is seen th a t the optical character o f  the 
birefringence o f the bands o f the unstained fibres was the sam e in a number 
o f  m ounting media w ith  refractive indices up to  n 1.60 indicating a positive  
in trinsic birefringence o f the axial hand and a negative intrinsic birefringence 
o f th e  lateral bands w ith  respect to fibre len g th  (Fig. 1/b, c, d). Congo-red 
sta in in g  m arkedly enhanced the birefringence o f  the bands w ithout changing

F ig . 3. F ro zen  section  o f fo rm o l-fix ed  bovine l ig a m en tu m  n u ch ae  a)  u n sta in ed  and  m o u n ted  
in a n is a te  oil. T he cross sec tio n s of th e  e lastic  fib res  show  u p  in th e  form  of w eak an iso tro p ic  
sp h e rite s  w ith  re ta rd a tio n  o f a b o u t  1.8 m /j, b)  s ta in e d  w ith  to lu id in e  blue fe rricy an id e  a t  p H  
4.0 , a f te r  p re tre a tm e n t w ith  h y a lu ro n id ase  an d  p re tre a tm e n t  w ith  po tassium  p e rm a n g an a te . 
T h e  s tro n g ly  increased  b ire frin g en ce  of th e  sph erite s  is a p p a re n t.  E ac h  sp h erite  is su rro u n d ed  
b y  a n a rro w  d a rk  n ea rly  iso tro p ic  zone on th e  fib re  cross se c tio n  w hich is m ore c learly  seen a t 

g re a te r  m ag n ifica tio n  of th e  n e x t  f ib re .  X 250

their optica l character (Table I and Fig. 2/a, b , c). On the other hand, toluidine  
blue — ferricyanide sta in ing  produced a different anisotropic reaction o f the 
bands, viz .  (i) it m oderately enhanced the birefringence of the lateral bands 
w ith ou t changing their optical character, and (ii) it caused the positive optical 
character o f the central band to  turn into a n egative  one. As a result o f this 
se lective inversive anisotropic staining reaction o f the axial core, the three- 
handed optical pattern o f the fibres had disappeared since the central as well 
as the lateral bands were now  o f the same optica l character and no isotropic  
com pensation  bands were seen (Fig. 2/d). The fibres now showed a uniform  
optical behaviour. T hey were negatively  biréfringent in light of w avelengths 
over X 510 m/i  and op tica lly  positive in light under X 500 m//, and showed  
anom alous colours changing from red to blue, characteristic of an oriented  
binding o f  toluidine blue m olecules on an oriented array as first described by

A c ta  m o r p h ,  tomus  X I I I .
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F ig . 4. P a ra ffin  sec tion  of lig am en tu m  n u ch ae  trea te d  as in  F ig . 3 /b , Fig. 4/a. U nder th e  ligh t 
m icroscope a l ig h te r  s ta in ed  cen tra l a rea  is seen in cross sec tio n  of th e  fib res su rro u n d ed  b y  a 
m ore basophilic  o u te r  zone. T here  a re  also  several co m posite  f ib re s  w ith  a few cores su rro u n d e d  
b y  a com m on o u te r  zone. Cell nuclei a re  seen betw een th e  f ib re s , b)  T he sam e field a t  crossed  
polaro ids. T he s tro n g ly  an iso trop ic  sp h e rite s  are confined  to  th e  cores o f th e  fibres. T h e  m ore  
basophilic  o u te r  zones a p p ea r as w eak ly  b iré frin g en t d a rk  zones. C om pressed and  m ore or less 
deform ed sp h e rite s  can  also he seen in  th e  com posite f ib res , c) A t 22 m /i co m p ensa tion , tw o  

co rresp o n d in g  q u a d ran ts  o f th e  spherites a re  co m p en sa ted  to dark

Fig. 5. F rozen  sec tio n  of lig am en tu m  nuchae  of tw o -m o n th s  old calf. S ta in ing  p ro c ed u re  as 
in Fig. 5 /b .T he cross-sec tions of th e  f ib re s  ap p ear as s tro n g ly  an iso tro p ic  spherites. In  a )  th e  sam e 
field  is seen u n d e r  th e  ligh t m icroscope and  in  c) a t  c rossed  p o laro id s and  a t  10 m /i c o m p e n sa 

tion . T w o correspond ing  q u a d ra n ts  of th e  sp h e rite s  a re  com pensa ted  to  d a rk

A d a  morph,  lorniis  X 1 J I .
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Table I

R eta rd a tio n s in mu and sign o f  birefringence o f  the bands o f  the elastic fib res  in bovine ligamentum
nuchae homogenates

A x ia l band O u te r  b a n d s

U nsta ined  and m o u n ted  in  gum
arabic (after d ry ing : n  1.502) .............. 5.8— 6 ( + ) 5.0— 5.2 (— )

C anada balsam  (n  1 .5 1 4 ) ............................... 5.0 ( + ) 4.5 ( - )
Phenol canada (n 1.541) ............................... 2.0 ( +  ) 1.8 ( - )
Aniline (n 1.584) ............................................. 6 -6 .5  ( + ) 5.0 ( - )
A nisate  oil (n 1.530) ...................................... 4.2 ( + ) 4.1 ( ~ )
Cinnam on oil (n 1.60) .................................... 6.0 ( + ) 5.5 ( ~ )
S ta in ed  w ith  Congo-red a n d  m ounted  

in  gum  arab ic  ............................................... 24—26 ( +  ) 1 0 - 1 4  ( )

Toluid ine b lue-ferricyan ide .......................... 9- 11 ( -  ) 5.5 ( - )
Potassium  p erm an g an a te  to lu id ine

blue-ferricyanide ........................................... 22— 24 ( - ) 2 0 - 2 2  ( )

B r e w e r  in collagen fibres, and studied b y  us in detail in connection  w ith  the 
subm icroscopic structure o f  the m etachrom atic reaction [25]. The toluidine  
b lu e sta in ed  elastic fibres show ed a very  weak negative dichroism , w ith  
m a x im a l absorption for light o f X 520 m/.t polarized at right angles to  the 
fib res.

Polarization optical findings on the cross-sections of the 
elastic fibres

On the cross-sections o f  the unstained elastic fibres of the ligam entum  
n u ch ae  a very weak anisotropy in the form o f  spherites was found, suggesting  
the presence of a circidar m icrostructural organisation throughout the cross 
sec tio n  o f  the fibre. In unstained sections m ounted in gum arabic, Canada 
b a lsa m , terpineol or anisate oil. the cross-sections displayed very w eak optically  
n e g a tiv e  spherites w ith retardations of about 1 .8 —2 m /и (Fig. 3/a). Congo-red 
s ta in in g  enhanced m oderately the anisotropy o f the elastic fibre cross-sections 
(w ith  retardations of 5 6 mju) w ithout ind icating a difference betw een  an
ou ter and  an inner zone. Toluidine blue-ferricyanide staining follow ing hyalu- 
ron id ase pretreatm ent o f  the sections to decrease the m etachrom atic aniso
trop ic  sta in in g  of the con n ective tissue fibres, and potassium  perm anganate  
p retreatm en t to increase the anisotropic sta in ing  of the elastic fibres [20, 22] 
cau sed  how ever a m arked increase in the an isotropy of the spherites show ing

A c t a  m o r p h ,  tomus  X I I I .
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retardations up to 22 24 mц (Fig. 3/b). In ad d ition , this staining procedure
produced a selective difference betw een an outer zone and an inner core o f the 
cross-sections (F ig. 4 /a ). Under the light m icroscope the cross-sections of 
the fibres showed tw o  clearly discernible areas: a lighter staining round  
area in  the centre o f  th e  fibres, surrounded by a m ore basophilic outer zone. At 
crossed polaroids th e  lighter central cores revealed  strong anisotropy in 
the form of negative spherites w ith  tan gentia lly  oriented slow axis of tran s
m ission (Fig. 4/b, c). In  spite of their more basophilic staining the outer zones 
revealed only weak anisotropy w ith retardations o f about 10 12 m/i.

Special m ention should be m ade o f a fin d in g  concerning the nuchal 
fibres of young ca ttle  o f about one to  two m onths o f  age. These fibres did not 
show  the characteristic three-banded anisotropic pattern. They appeared as 
uniform ly biréfringent cylinders o f  positive optica l character and no isotropic 
bands could be observed either v isu a lly  or in m icrophotographs. On the cross- 
sections however, th e y  showed the typ ica l anisotropic spherites o f the central 
cores (Fig. 5).

Ultrastructural interpretation of the polarization optical findings

Our findings concerning the optical character of the anisotropic bands 
of the unstained fibres o f the bovine ligam entum  nuchae thus corresponded  
to the early finding o f Schmidt, who first noticed  th is three-banded anisotropic  
pattern on iso lated  fibres m ounted in clove o il, w ithout however, m aking  
any comment on th e  ultrastructural im plication  o f this optical phenom enon. 
In th is respect our results disagree w ith  the m ore recent finding o f Kretsch- 
MANN, who in a s tu d y  on the autofluorescence and birefringence o f the elastic  
fibres also observed a three-banded anisotropic pattern on the bovine ligam en
tum  fibres and sta ted  that the axial band as w ell as the lateral ones were of  
positive optical character. Also concerning the fibre cross-sections, his findings 
disagree with ours. Investigating in glycerin unstained  frozen sections o f the 
bovine ligam entum  he found the cross-sections to  be isotropic and covered  
w ith  a thin biréfringent surface layer w ith tan gen tia lly  oriented slow axis of 
transm ission. Based on this finding K retschmann developed a concept o f the  
subm icroscopic structural organisation of the elastic tissue in general, which  
thus cannot be considered as valid . The d iscrepancy between K retschmann’s 
findings and ours m ay probably be attributed to  the fact that, in order to be 
able to exam ine b oth  autofluorescence and birefringence on the sam e fibre, he 
investigated frozen sections of ligam entum  nuchae in glycerin. This m ounting  
m edium , however, does not seem to  be appropriate for the study of the w eak  
birefringence o f the elastic fibres, firstly  because o f the presence o f disturbing  
phase boundary phenom ena, clearly visible in K retschmann’s polarization  
micrographs, due to  the considerable difference betw een the refractive indices

Acta  morph, tomus  X I I I .
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o f  glycerin  n 1.47 and the elastic fibres n 1.534 (16) and, secondly, because o f  
the prevalence in this m edium  o f the strong birefringence o f the collagenous 
structures which m ay be a m ajor disturbing factor in the analysis o f  the fine 
birefringency phenom ena o f the elastic fibres in tissue sections.

Such difficulties were already involved in our prelim inary assum ption  
[22] o f  a low-pitched spiral design as a possible explanation o f the polarization  
op tica l pattern o f the nuchal elastic fibres, supposing a longitudinal micellar 
arrangem ent in the lateral bands, and an oblique transversal arrangem ent in 
th e  ax ia l hand. This assum ption was based on the belief that aniline caused an 
inversion  of the optical character of these fibres as it did in the elastic fibres of 
th e  hum an aorta, but later it  turned out that this was not the case. H ow ever, 
because o f the strong birefringence o f the collagen fibres surrounding the 
elastic  fibres, this was recognized only later, especially conclusively  in the 
collagen free hom ogenates o f  elastic fibres.

T he negative intrinsic birefringence o f the lateral bands and the positive  
birefringence of the axial hand o f the elastic fibres of the ligam entum  nuchae 
is suggestive of the presence o f a transversally oriented micellar tex tu re in 
th e  lateral bands and a longitudinal m icellar pattern in the axial band of the 
fibre. H ow ever, if this is the case, it is hard to  im agine how any single structural 
p attern  could have such a com plex micellar arrangement. Therefore we were 
n ecessarily  led to the assum ption  o f two separate, more or less in terconnected , 
m icellar textures in the elastic fibres o f the ligam entum  nuchae: one in the 
fibre ax is with longitudinal m icellar orientation and a positive sign o f  bire
fringence with respect to  the fibre length and another surrounding the former 
as an outer layer w ith annular micellar arrangem ent and giving rise to bire
fringence negative in respect to  the fibre length  in the lateral zone o f  the fibre 
(F ig . 6). In fact, if  in such a com posite fibre the positive birefringence o f the 
axia l core is strong enough to  overcom pensate the negative birefringence of 
th e  overlying outer zone then  there w ill emerge a three-handed anisotropic 
pattern  w ith  a positively  biréfringent central band and two n egative ly  biré
fringent lateral ones, separated by tw o optically  isotropic bands. The latter  
m ust necessarily result from  th e m utual com pensation o f the opposite birefrin
gences o f  the two micellar textures in their overlapping borderline zones.

In  fa c t  such a th re e -b a n d e d  o p tic a l p a t te rn  can  be d e m o n s tra ted  also in  a  m odel. 
A  sh ee t o f  ny lon  is b iréfrin g en t a n d  th e  o rien ta tio n  of i ts  slow an d  fa s t axes o f tran sm iss io n  can 
e as ily  be  d e te rm ined . A d o u b le-lay e red  cy lin d er re la tiv e ly  sm all in  d iam e te r  ( 1 —2 m m ) is 
p re p a re d  o f a sheet of ny lon  so t h a t  th e  slow ax is o f tran sm iss io n  lies paralle l to th e  cy linder 
ax is . T h is  cy linder is th en  in tro d u c e d  in to  a n o th e r  single lay ered  cylinder h a v in g  th e  sm all 
ax is  o f tran sm iss io n  tra n sv e rsa lly  o rien ted . V iew ed betw een  crossed po laro ids th is  m odel 
p ro d u c es  a  th ree -b an d ed  an iso tro p ic  p a t te rn  s im ilar to  th a t  o f th e  e lastic  f ib res  o f  th e  lig a 
m e n tu m  n u ch ae  w ith  a p o sitiv e ly  b iré fr in g en t ax ia l b an d  an d  tw o n eg a tiv e ly  b iré fr in g e n t 
la te ra l  ones sep ara ted  by  tw o iso tro p ic  co m p en sa tio n  ban d s.

T hus the polarization optical phenom ena o f the elastic fibres o f the bovine  
ligam en tu m  nuchae observed in their length  as well as on their cross-sections

A c t a  m o r p h ,  tomus X I I I ,
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strongly support the v iew  that they are made up tw o separate micellar textures  
of opposite arrangem ent, forming an axial core and an overlying outer zone. 
The outer zone o f the elastic fibre is negative w ith respect to the fibre length  
indicating an annular micellar arrangem ent corresponding to a ring structure. 
The axial core is p ositively  biréfringent w ith respect to the fibre length , 
indicating the presence o f  a longitudinally  oriented micellar texture; on its

F ig. 6. D iagram s of d iffe re n t com plex m ice lla r a rra n g e m e n ts  a n d  th e ir  op tics in f ib re  s tru c 
tu res . In a j  a fiber te x tu re  is surrounded  by  an  a n n u la r  m ice lla r te x tu re . T he in d ex  ellipses 
in d ic a te  th e  ch arac te r o f th e  b irefringence. T h e  positive  b irefrin g en ce  of th e  core o v erco m p en 
sa tes  th e  negative b ire frin g en ce  of the o v erly in g  o u te r  zone. In  th e  b o rderline  zones o f th e  tw o 
op p o site  b irefringences th e re  arise tw o iso tro p ic  co m p en sa tio n  han d s lead ing  to  a th ree - 
h an d ed  an iso trop ic  p a t te rn  in th e  leng th  of th e  fib re , co rresp o n d in g  to th a t  seen in th e  elastic  
fib res  o f th e  bovine lig am en t. On the  c ross-section  th e  core a p p ea rs  iso trop ic , a t  variance  
w ith  th e  spheritic  te x tu re  seen on cross-sections of e lastic  fib res . In  b) a c en tra l core o f e longated  
sp ira l te x tu re  is su rro u n d ed  by  an a n n u la r  m ice llar tex tilre . T h e  in d ex  ellipses in d ic a te  sim ilar 
o p tics in the  fibre  le n g th  as in a ). H ow ever, on cross-section , n o t  on ly  th e  o u te r  zone, h u t  also 
th e  core appears as a sp h e ritic  tex tu re . T h e  o p tic s of th is  d ia g ra m  co rrespond  in all resp ec ts  to 
th o se  observed in  th e  e la stic  fibres of th e  bovine lig am en t, c) A d iag ram  of th e  suggested  
m ice llar tex tu re  of th e  e lastic  fib res of th e  lig am en tu m  n u ch ae  of y oung  c a tt le  w ith  u n d e r
developed  ou ter zone. T h e  fib re  appears u n ifo rm ly  p o sitiv e ly  b iré fr in g en t w ith  re sp ec t to  the  

fib re  le n g th  an d  shows a sp h e ritic  te x tu re  on th e  cross-section

cross-section, how ever, it is not isotropic as a fibre texture would be 
(Fig. 6/a) but appears as an optically  negative spherite (Fig. 6/b). This optical 
behaviour is typ ica l either of a fibroid texture [4] in which longitudinally  
oriented micellar strands scatter wi th respect to tin1 fibre axis, or o f an elon
gated spiral tex tu re in which longitudinally  oriented micellar strands are 
aligned in parallel but slightly tw ine round the fibre axis [4]. A lthough it could

Acta  morph, to mus  X I I I .



403 G Y . R O M H Á N Y

n o t be decided d efin ite ly  which of these tw o closely related textures was 
p resent, the greater e la stic ity  o f a spiral texture would seem to argue for the 
la tter  as the core o f  the elastic fibre o f the bovine ligam entum  nuchae. The 
characteristic three-banded polarization optical pattern of the fibres can be 
explained to result from an overcom pensation o f the negative birefringence o f  
th e  outer zone b y  th e  p ositive birefringence o f the core in the central zone o f  
th e  fibre. In the borderline zones between the tw o opposite m icellar textures, 
tw o  paramedian isotrop ic com pensation bands arise.

The elastic fibres o f  th e  ligam entum  nuchae o f young cattle are character
ized  b y  a lack of the three-banded anisotropic pattern. Instead th ey  reveal an 
uniform  positive birefringence w ith  respect to their length and n egative spher- 
ites  on their cross-sections (Fig. 5). These findings suggest an underdeveloped  
s ta te  o f the outer zone in th e  elastic fibres of young cattle, w hich  m ay explain  
w h y  these fibres do not show the three-banded polarization optical pattern  
ty p ic a l of the fibres o f  adu lt anim als (Fig. 6/c).

Of special interest in our findings appears to  be the selective inversive 
anisotropic toluidine blue ferricyanide staining o f the axial core, since this 
m a y  be regarded as a direct optical proof of a special m icrostructural organisa
tion-difference in structural density, the outer zone being the denser structure.

This indirect conclusion is in agreem ent w ith  early view s on the structural 
organisation of the elastic fibres o f the bovine ligam entum  nuchae. From the  
greater refractiveness o f  th e  outer zone o f the elasctic fibres o f the bovine 
ligam ents, Schwalbe inferred its greater density; the more intense basophilic 
sta in in g  of the outer zone w as interpreted in the sam e sense. More recently  
there have been data in the literature to indicate a possibility o f differentiation  
b etw een  an outer zone and an axial core in the nuchal clastic fibres. Thus on 
th e  basis of h istoehem ical and enzym atic evidence the presence o f a central 
core has recently been inferred [12]. During elastolysis o f alkali-treated hom oge
n ates o f the ligam entum  nuchae o f the horse, Lansing et al. observed under 
th e  ligh t microscope fibres w ith  a more or less dem arcated spirally contoured  
cen tra l core. We have seen such fibres in the hom ogenates also w ithout enzym a
tic  treatm ent, when view ed in water. The great m ajority of the fibres in the 
hom ogenates appeared hom ogenous under the ligh t m icroscope, nevertheless 
sh ow in g  the typical three-handed polarization optical pattern. Therefore, we 
m a y  consider the ligh t m icroscopic finding in the hom ogenates o f such a 
sp ira lly  contoured central core a result o f an alkali or enzym e induced early 
structural derangement w hich , nevertheless, points to the pre-existence of a 
central core in a m asked form , regularly detected  by polarization m icroscopy  
not on ly  in the fibre hom ogenates but also in the fibres of fixed  specim ens.

A final point to be discussed is concerned w ith the question how the 
discussed  ultrastructural pattern inferred from indirect polarization optical 
ev id en ce  can be correlated wi th the electron m icroscopical pattern o f the same
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fibres. In ultrathin sections a subm icroscopic fibrillary structure consisting of 
non-striated microfibrils has been dem onstrated in elastic fibres o f different 
origin by several investigators [2, 3, 5, 7, 8, 11, 12, 13, 15, 17, 18]. Partial elas- 
to lysis, ultrasonic treatm ent of the tissues was often used to visualize more 
clearly the fibrillary elem ents em bedded in a hom ogenous m atrix. The m icro
fibrils in the elastic fibres were often found to run longitudinally , although not 
infrequently they were found to be distributed at random . A system  o f  higher 
order o f this fibrillary com ponent o f the elastic fibres has not yet been re
cognized in ultrathin sections, except for the recent find ing by J ensen  and 
B ertelsen of a spirally tw ined ultrastructural pattern in the elastic fibres of 
the aorta of human foetuses as suggested previously in our polarization  
optical studies [19]. In osm ium -fixed bovine ligam entum  D ettmer 11956] 
observed a more hom ogenous electron microscopic appearance o f the elastic  
fibres. However, after prolonged m aceration in 0 s 0 4 o f fresh m aterial the  
elastic fibres disintegrated to a filam entous com ponent and a granular amor
phous m atrix

In their more recent electron m icroscopic studies o f the bovine ligam en
tum  nuchae, K awase et al. found in th e  clastic fibres a rich netw ork o f beaded  
fibrils, which in longitudinal sections showed a ten d en cy  to run parallel to 
one another and to the fibre axis. On cross-sections such a tendency could not 
be observed and only a circular or polygonal arrangem ent of the netw ork was 
noted. Such an arrangem ent of the fibrillary network w ould seem to correspond  
to the ultrastructural pattern suggested  by our polarization optical findings. 
From the present evidence, how ever, no conclusion can be drawn in this 
respect. Only further studies o f serial ultrathin sections m ay detect a definite  
form o f a system  in the fibrillary netw ork of the elastic fibres of the bovine 
ligam entum  nuchae, and thus provide a basis for a com parison o f their polariza
tion optical and the electron m icroscopical ultrastructural pattern.
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Ü B E R  D IE  IM P O L A R IS A T IO N S M IK R O S K O P  W A H R N E H M B A R E  S U B M IK R O S K O P I
S C H E  ST R U K T U R  D E R  E L A S T IS C H E N  F A S E R N  D E S  N A C K E N B A N D E S  VOM R IN D

G. ROMHÁNYI

D ie elastischen F a se rn  des N ackenbandes v o m  R in d  lassen ein ch arak te ris tisch es  
a n is o tro p e s  D re is tre ifen m u ste r e rk en n e n , m it zwei n e g a tiv e n  dop p e lb rech en d en  A ußenzonen  
u n d  e in em  positiven in n eren  d o p p e lb rech en d en  ax ia len  S tre ifen , die d u rch  zwei iso tro p e  p a ram e 
d ia n e  S tre ifen  v o n einander g e tr e n n t  s ind .A m  F a se rn q u e rsc h n itt  lä ß t  sich d as o p tisch e  Zeichen 
e in e r  sp h ärisch en  S tru k tu r  e rk e n n e n . Die op tischen B efu n d e  legen die V e rm u tu n g  n ah e , daß  die 
e la s tisc h e n  Fasern  aus zw ei m e h r  o d er m inder ab g eso n d e rten  M iz e lla rs tru k tu ren  besteh en : 
e in e r  äu ß eren  Zone m it r in g fö rm ig er A n o rdnung  der M izellen, u n d  einer ax ia len  Zone m it län g li
c h e r  S p ira ls tru k tu r . Die p o sitiv e  D opp e lb rech u n g  der ax ia len  Zone ü b e rk o m p en sie rt die n eg ativ e  
D o p p e lb rec h u n g  der d a rü b e rlie g e n d en  A ußenzone. A uf d iese W eise e n ts te h en  an  den  R an dzonen  
z w isch en  den beiden M iz e lla rs tru k tu re n  zwei iso trope S tre ifen , die das an iso tro p e  D re is tre ifen 
m u s te r  hervorbringen .

D ie ch arak te ris tisch en  U n te rsch ie d e , die sich in  d e r an iso tro p en  T o lu id in b la u -F ä rb u n g  
d e r  a x ia le n  S tru k tu r u n d  d e r A u ß en zo n e  feststellen  lassen , w erden  als das E rg eb n is  de r U n te r 
sc h ied e  in  der D ichte d e r b e id e n  S tru k tu re n  in te rp re t ie r t .

In  den e lastischen F a se rn  v o m  Ju n g v ieh  feh lt d a s  an iso tro p e  D re is tre ifen m u ste r , was 
a u f  d e n  unentw ickelten  Z u s ta n d  d e r  A ußenzone h in w eis t.

С У Б М И К Р О С К О П И Ч Е С К А Я  С Т Р У К Т У Р А  Э Л А С Т И Ч Е С К И Х  В О Л О К О Н  
З А Т Ы Л О Ч Н О Й  С В Я З К И  К Р У П Н О Г О  РО ГА ТО ГО  С К О Т А  

В П О Л Я Р И З А Ц И О Н Н О М  М И К Р О С К О П Е

Г. Р О М Х А Н Ь И

Элестические волокна затылочной связки крупного рогатого скота показывают 
характерный трехполосатый анизотропный узор с двумя отрицательными двоякопрелом- 
ляющими внешними зонами и одной положительной внутренней двоякопреломляющей
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осевой полосой, которые отделены друг от друга двумя изотропными парамедианными 
полосами. На поперечном сечении волокон можно видеть оптический знак сферического 
строения. Оптические данные указывают на то, что эластические волокна построены из 
двух более или менее изолированных мицеллярных структур: одной внешней зоны с 
кольцеобразным расположением мицелл и одного осевого цилиндра с продолговатой 
спиральной структурой. Положительное двойное преломление осевого цилиндра пере- 
компенсирует отрицательной двоякое преломление внешней зоны. Таким образом на по
граничных зонах между двумя противоположными мицеллярными структурами возни
кают две изотропных полосы, образующих трехполосатый анизотропный узор.

Характерные отличия в анизотропном окрашивании толуидиновой синькой осе
вого цилиндра и внешней зоны авторы объясняют как результат различия, наблюдае
мого между внешней зоной и внутренним цилиндром в отношении густоты структуры.

Эластические волокна молодняка крупного рогатого скота трехполосатого и анизо
тропного узора не имеют, что указывает на недоразвитость внешней зоны.

Prof. Dr. György R o m h á n y i : Pécs, D ischka Győző u. 5., H ungary
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GRANULOMATA OF THE LIVER, 
PROBABLY OF ALLERGIC ORIGIN

J. Vaisék,

(R eceived  Ju n e  30, 1964)

G ra n u lo m a ta  o f  th e  liver w ith  cen tra l necrosis , in ten siv e  eosinophilic in f il t r a t io n  
an d  C h a rco t-L ey d en  c ry s ta ls  have been rev ea led  a t  n ecropsy  in a girl 16 y e a rs  o f  age 
an d  th ree  e ld e rly  w om en. T he la te  s tage  of th e  g ra n u lo m a ta  is characterized  b y  h is tio c y 
tic  and  fib ro u s  e n cap su la tio n . The genesis o f th e  lesion  is ascribed to a lle rgy . T h e  a e t i 
ology rem a in s  u n c lea r. P a ra s ite s  have  n o t been  fo u n d .

Granulom ata o f the liver, characterized in itia lly  by central necrosis 
and m assive eosinophilic infiltration, is a rare fin d in g . It has been observed  in a 
few instances in children up to 3 years o f age. O nly 3 reports of its occurrence  
in adults are know n to us ( T h o m s o n  et al., 1937, A t m a r , 1940; D i a z  et a l., 1954). 
The present paper deals w ith 4 additional cases o f  such granulom ata o f  the  
liver.

Case r e p o r ts

Case 1. This 16-year-old girl was under institu tional care in a psych ia tr ic  
ward for two and a half years for im becility and genuine epilepsy. The p sych o
motor unrest was found difficult to treat even w ith  large doses of barbiturates. 
Temporary relief was achieved by sleep therapy w hich was continued by rectal 
adm inistration o f drugs. Her condition quick ly  deteriorated again, and the  
patient died o f exhaustion  in a severe epileptic f it . No allergic tendencies were 
noted either in the past or during her confinem ent in the psychiatric w ard. A 
blood count 4 m onths before death showed no eosinophilia.

A utopsy disclosed old and recent superficial exoriations of the skin and 
essentially norm al appearance of the brain and other internal organs except 
for the liver (see below).

Case 2. A. S., a fem ale aged 53, suffered from untreated hypertension  
when she suddenly  died with signs of a pontine lesion shortly after adm ission  
to the hospital, blood counts were not done.

The cause o f  death was haemorrhage in the right cerebellar hem isphere  
w ith perforation into the fourth ventricle and internal haem atocephalus. The 
left heart ventricle was hypertrophic.

Aria morph, lonn ts X I I I .



412 T. VANËK

Case 3. A. S ., a fem ale agetl 76, has had diabetes for the last 20 years and 
com plained  of lower back pain for a num ber o f  years. During the last 3 m onths 
she experienced dizziness, vom ited  occasionally , and shortly before death  noted  
pain in the epigastrium . Jaundice appeared at that time. A pparently w ithout 
cause she fell into a com atose state. B lood glucose which was increased was 
q u ick ly  brought down to normal by adequate treatm en t. The urine was negative

F ig . 1. N ecro tic  liver cell co rds in th e  cen tre  o f a g ra n u lo m a . A t th e  periphery , loss o f  h e p a tic  
cells an d  m assive  in f il t ra t io n  w ith  eosinophils. H a e m a to x y lin  and  eosin, X l l O

for aceton e. The patient failed to come out o f  the coma and died 13 hours la ter. 
No eosinophilia was found in peripheral b lood , nor w-ere there anam nestic  
data suggestive o f allergy.

A bile stone obstructing the common bile du ct was discovered at autopsy  
as th e  cause o f jaundice. There was throm bosis o f the deep veins o f th e  left 
leg, sligh t cerebral oedem a, and a number o f m inor findings, none o f w hich in 
th em selves provided a satisfactory answer as to  the cause of death. D iabetic  
com a w ith ou t keto-acidosis was therefore considered.

Case 4. Z. S., an 86 year old wom an, w as ad m itted  to a psychiatric ward 
for sen ile dem entia. She was deaf, and hence it  w as impossible to ob ta in  her 
personal history. The w hite blood cell count w as 10 200 with 23%  o f  eosi
nophils. E rythrocyte sedim entation  rate was 47 /83  mm.
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Shortly after adm ission the patient died o f hypostatic pneum onia. 
A utopsy  furthermore disclosed severe generalized arteriosclerosis, angio
sclerotic encephalopathy, dissem inated m yocardial fibrosis w ith hypertrophy  
of the left ventricle, slight hydrops, and reactivated  tuberculosis o f  the sub- 
tracheal lym ph glands.

F ig . 2. F resh  g ran u lo m a  of th e  liver w ith  C h a rco t-L ey d en  c ry sta ls in  th e  n e c ro tic  cen tre  
(a t left). H a em a to x y lin  an d  eosin , X 85

M assive  accu m u la tio n  of eosinophils a t  th e  p e rip h ery  o f a g ranu lom a an d  in th e  sin u so id s of 
th e  a d ja c e n t liver p a ren c h y m a  (a t  r ig h t) . H a em a to x y lin  and eosin, X 330

Pathological findings in the liver

The liver o f all the 4 patients showed num erous, pale-grey or yellow ish  
foci, ranging in diam eter up to several m illim eters, and located in the subcapsu- 
lar as well as deeper regions of the organ. The centre of larger foci was slightly  
prom inent. In Case 2 w ith obstructive jaundice there was, m oreover, fresh 
throm bosis of the vena portae and its tributaries in the left lobe.

Specimens excised from the liver for histological studies num bered 20, 
50, 5 und 112 for the first, second, third and fourth patient, resp ectively . In 
the Case 4 a num ber o f paraffin blocks were cut sem i-serially. All th e  major 
organs were studied in the first, second and fourth patient. The liver sections
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were stained with hem atoxylin-eosin . This was supplem ented by sta in ing after 
van G ieson, Goldner, Gom ori, McManus, Gram , Ziehl-Neelsen and Giemsa.

In  all the 4 patien ts’ granulom ata were observed in various stagesof develop
m ent, including the final stage of fibrosis. The process begins as focal necrosis 
of the liver cells (Fig. 1), near the portal area in som e regions and in the in ter
m ediate zone elsewhere. Q uite often necrosis is localized  asym m etrically in the

F ig . 3. E n ca p su la tin g  g ra n u lo m a  of th e  liver an d  o b lite ra t in g  p h leb itis  of a n e ig h b o u rin g  
h ep atic  v e in  w ith  a  m u ltin u c le a ted  cell in th e  loose connective  tissue. 

H a em a to x y lin  and  eosin , X 1T5

central zone of the lobule. The necrotic cells are fin e ly  granular and structure
less, sharply dem arcated at first and less so later on. The nuclei gradually lose 
their sta in ing property. Som e cells contain structures com m only referred to as 
hyaline bodies. Very rarely the necrosis is o f  a coagulative character, the  
cells exhib iting a hom ogeneous acidophilic cytop lasm  and pycnotic nucleus. 
Sw ollen Kupffer cells are present in the sinusoids, as also a few h istiocytes and 
neutrophile leukocytes; th e  latter m ay be seen in filtrating the cytoplasm  of 
the necrotic liver cells. D issolution  and disappearance o f cells are more pronounc
ed along the periphery o f  the necrotic foci. A h eavy  infiltration o f eosinophils 
soon appears along the m argin of the necrotic area and even fills up the dilated  
adjacent sinusoids enclosed between thinned cell rows (Fig. 2). I f  the lesions
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are near the periportal area, there is m assive eosinophilic in filtration  o f the 
fibrous tissue.

The vessels and bile ducts w ere normal in Cases 1, 2 and 3, while in case 
4 there was deposition o f  am yloid in the arterial w alls. In this latter case a 
deposition o f proteinaceous m aterial in the wall of one hep atic  arteriole and 
its im m ediate neighbourhood m ay be seen in the periportal tract which is

Fig. 4. C icatriz ing  g ran u lo m a of th e  liver 
w ith  m any  m u ltin u c le a ted  cells. 

G oldner’s s ta in , X 340

Fig. 5. A single m u ltin u c le a te d  cell and sparse
ly d ispersed  red b lood cells in  th e  loose cont 
nective  tissue in a hea led  g ran u lo m a  of the 
liver: passive h y p e rae m ia  of th e  adjacen- 
paren ch y m a w as due  to  th ro m b o s is  of branches 

o f h e p a tic  veins.
G o ldner’s s ta in ,  X 340

heavily infiltrated w ith eosinophils. In some areas there is eosinophilic infiltra
tion o f  the sm aller-sized hepatic veins in the v icin ity  o f the lesions; the intima 
of one o f these veins is covered by a rim o f eosinophils.

The eosinophils in filtrate the necrotic foci and then d isin tegrate (Fig. 2). 
The liver cells are no longer discernible and in the centre o f  a few  o f the larger 
granulom ata there are shadow -like rem nants of the liver cords anti karyorrhectic 
nuclei o f eosinophils. In the reticular strom al netw ork at the periphery of 
necrosis, sparsely dispersed h istiocytes and m ultinucleated  cells o f various 
shapes m ake their appearance betw een the eosinophils, and give rise to 
sparse, fine collagen fibrils (F ig. 3).
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In a later stage the centre o f  the granulom ata is com posed of an acido
phil ic granular debris surrounded by a rim of h istiocytes and variable numbers 
o f m ultinucleated  cells (F ig. 4 ). The collagen fibrils are som ew hat more dense 
in th e  peripheral areas and conta in  fibroblasts, som e eosinophils, lym phocytes, 
and a few plasma cells. T he granulomata are sharply delineated from the

F ig . 6. C entrozonally  localized  f re sh  g ran u lo m a; th e  re tic u la r  p a t t e rn  o f th e  cen tra l vein  and
o f l iv e r  cell cords is well p reserv ed .

G o m o ri’s s ta in , X 200

liver tissue; the foci have a round or ovoid shape w ith  scanty  capillaries 
p resen t only along the periphery o f  the granuloma.

^ 'ith  degeneration o f th e  eosinophils, C harcot-Leyden crystals appear: 
th ey  are especially num erous in some of the granulom ata (Fig. 2), in the 
cen tral necrosis as well in th e  riin o f histiocytes, where th ey  are occasionally  
p h agocyted . Small and sparse Charcot-Leyden crystals are found also outside 
the necrotic  area, in the eosinophilic  infiltrate at the periphery of the foci and 
in th e  periportal area.

T he final stage is a sm all round or ovoid scar contain ing loose connective 
t issu e , a few  capillaries, som e m ultinuclear cells and a few lym phocytes (Fig. 5), 
and occasionally small C harcot-L eyden crystals in the fibrous tissue.
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Reticulum  stain ing reveals in the central necrosis o f the granulom a a 
clearly discernible preserved stroma of the original parenchym a, w ith  an 
architecture typical o f hepatic sinusoids or central veins (Fig. 6). A t the peri
phery of the granulom a the reticulum  shows th e  structure of neAvly-formed 
connective tissue. In som e o f the larger granulom ata the reticular network is 
disintegrated and on ly  occasional traces o f it persist.

In Case 3, recent throm bosis o f the hep atic  veins was present w ith  
consequential hyperaem ia. In Cases 3 and 4 there w as, in addition, recanalisa
tion o f the smaller branches o f the hepatic vein  (Fig. 3), som etim es w ith  
eosinophilic infiltration o f the loose connective tissue. In these granulom ata  
which were present in the liver only and in no other organ studied, neither  
microbes nor parasites or their eggs Avere to be found.

Discussion

G ra n u lo m a ta  o f  t h e  l iv e r  su c h  as th o s e  o b s e r v e d  in o u r  4 cases w ere  f i r s t  
r e p o r t e d  in an  a d u l t  b y  T h o m s o n , W il s o n  a n d  M c D o n a l d  in 1937. T h e  tw o  
o t h e r  cases w ere  r e p o r t e d  b y  A tm a r  in 1940 a n d  D ia z  e t  al. in 1954. I n  all 
t h r e e  in s ta n c e s  th e  r e p o r t s  w e re  b ased  on b io p sy  s tu d i e s  Avhich w ere  u n d e r t a k e n  
in  2 p a t i e n t s  for  a v a g u e  c l in ica l  p ic tu re  a c c o m p a n ie d  b y  m a r k e d  eos inop li i l ia  
a n d  h e p a to m e g a ly ;  in  t h e  th i r d  p a t i e n t ,  c l in ic a l ly  d ia g n o sed  fo r  f a m i l i a r  
eos inoph il ia ,  a l iv e r  ex c is io n  A\as u n d e r t a k e n  d u r i n g  o p e r a t io n  fo r  u m b i l ic a l  
h e r n ia  a n d  u te r in e  f i x a t io n  (A t m a r , 1940). G r a n u l o m a t a  w i th  eo s inoph il ic  
in f i l t r a t io n  in l iv e r  b io p s y  o f  a ch i ld  Avere f i r s t  d e s c r ib e d  b y  P e r l i n g i e r o  a n d  
G y ö r g y  in  1947. T o  d a t e ,  t h e  o n ly  case o f  s u c h  g r a n u l o m a t a  in a ch i ld  Avhich 
w as  ver if ied  a t  a u t o p s y  w as t h a t  o f  Z u e l z e r  a n d  A p t  in  1942. T h e  ch i ld  d ie d  o f  
s e ru m  h e p a t i t i s .  In  1949 Z u e l z e r  a n d  A p t  r e p o r t e d  3 o th e r  cases v e r i f ie d  b y  
b io p s y  a n d  4 cases s t u d i e d  c l in ica lly .  S u b s e q u e n t ly ,  th e r e  h a v e  b een  d e t a i l e d  
r e p o r t s  a b o u t  c h i ld re n  f ro m  18 m o n th s  to  t h r e e  a n d  a h a l f  y e a r  o f  age  (J .  
P e d ia t .  Clinical c o n fe re n c e ,  1951; D e n t  e t  al .,  1956; B r u t o n  a n d  J a f f u r s , 
1957; J .  P e d ia t . - c l in ic o -p a th o lo g ic a l  c o n fe re n c e ,  1959). F ro m  th i s ’ s h o r t  
r e v ie w  o f  th e  l i t e r a t u r e  i t  is a p p a r e n t  t h a t  th i s  p e c u l i a r  t y p e  o f  g r a n u lo m a  o f  
t h e  l ive r  is a r a re  f in d in g ,  e sp ec ia l ly  in a d u l t s ,  a n d  t h a t  t h e  lesion is n o t  f a t a l ,  
p r o v id e d  th e  p a t i e n t s  do  n o t  s u c c u m b  to  u n r e l a t e d  c o m p l ic a t io n s ,  as Avas t h e  
case  in o u r  4 p a t i e n t s .  L ö f f l e r ’s eos inoph il ic  in f i l t r a t i o n  o f  t h e  h ing ,  in  w h ic h  
g r a n u lo m a to u s  foci h a v e  also  been  r e p o r te d ,  h a s  a s im i la r  cl in ical co u rse  ( v .  
M e y e n b u r g , 1942; B a y l e y  e t  al .,  1945).

The genesis o f hepatic granulomata Avith eosinophilic infiltration is 
generally ascribed to allergy. This concept is supported in m any patients by  
the occurrence of hypersensitiv ity  such as asthm atic attacks, urticaria, 
angioneurotic oedem a, purpura, oedema o f the jo in ts, fleeting infiltrations o f
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th e  lu n gs, marked eosinophilia and hyperglobulinaem ia. In our patients 
there w as no anam nestic or clinical evidence o f allergy, and in on ly  one case 
w as th ere  eosinophilia, but th e  m orphological findings in all our cases were 
id en tica l to those reported in the literature.

In  cases displaying eosinophilia one generally thinks of parasites. Granu- 
lom a ta  o f  the liver and eosinophilia were first reported in 1947 by P e r l i n g i e k o  

and G y ö r g y  in connection w ith  ascaridiasis. Their tw o-year old p atien t had 
rep ea ted ly  negative stools, but the ascaridiasis skin test was m arkedly positive. 
In  th e  course of observation the patien t vom ited  a full-grown m ale A scaris 
lumbricoid.es. M e r c e r  et al. (1950) were the first to report th is nem atode  
d irec tly  in hepatic granulom a. Aside from Ascaris ( ' D a  S i l v a , H o r t a  and 
D e l f i m , 1952) identical granulom ata o f th e  liver and other organs are caused 
b y  Toxocara canis and Toxocara cati ( B i a v e r  et al., 1952; D e n t  et al., 1956), 
M icro fila ria  ( W e b b  et al., 1960), Fasciola hepatica  ( H a b e r i c h , 1961) or unde
term in ab le  larvae (J. P ediat.-clin ico-pathological conference, 1959). The 
p ath ogen esis of the liver granulom ata, in which larvae of parasites have been 
dem onstrated , is not d ifficu lt to reconstruct. The granulom ata represent the 
p assage o f the m igrating larva. A state o f hypersensitiv ity  develops in the 
co n tin u ed  presence of the parasite or on repeated re-infection. The liver 
parenchym a in the area o f  the larval passage undergoes destruction , and 
eosinophils accum ulate in the resulting space. The eosinophils th en  d isinte
grate and are surrounded b y  an encapsulating reaction of h istiocy tes and 
gian t cells.

In  all adults and in som e o f the children careful clinical, laboratory and 
m orphological studies have failed to reveal parasites as the cause o f  th e  hepatic  
granulom ata. The possib ilities of various allergens such as bacterial, drug, and 
oth ers, have been considered. In our patients a direct statem ent as to the 
a etio lo g y  cannot be m ade. The follow ing points, however, appear to speak  
a ga in st a parasitic origin o f  the lesion. N em atodes or other parasites in the  
in testin es  and biliary tract were not found in spite of careful search which  
w as undertaken in view  o f the unusual gross appearance o f the liver. Several 
hundred  granulomata were studied  histo logically  with particular regard as to 
th e  presence of parasites, and none were found. E ven though it is conceivable  
th a t  th e  migrating larvae quick ly  dissolved and their dem onstration is successful 
o n ly  in serial sections o f the m aterial, the possib ility  of a parasitic aetiology  
appears to  be ruled out b y  the fact that no parasites could be discovered in a 
large num ber of fresh lesions in which there were still necrotic rem nants o f the 
liver  cells. The m orphological developm ent o f the granulom ata, as we have 
been able to follow it also speaks against a parasitic origin. The process begins 
as a focal necrosis o f the liver cells, in and around which eosinophils appear. 
Soon th e  lesion is encapsulated  by h istiocytes and m ultinuclear cells. The 
cen tra l necrosis is either absorbed or persists, and along its edge a rim o f newly-
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formed connective tissue develops. In the early and often also in the la te  stages 
the original reticulum  netw ork o f the liver cords, som etim es their shadow -like  
rem nants and rarely the collagen of the central veins are w ell-preserved. This 
finding appears to indicate that the early lesion is not a larval passage in the 
surroundings o f which tissue destruction ensues upon migration o f th e  larva.

Our pathogenetic interpretation of the liver granulom ata w ith  eosino
philic infiltration differs from that of Z u e l z e r  and A p t  (1949), according to 
whom the process affects prim arily the connective tissue o f the periportal 
tract, and secondarily even tu a lly  the parenchym a. Liver biopsy reports do not 
deal w ith the morphogenesis o f the granuloma and do not m ention eosinophilic  
infiltration of the hepatic veins or recanalisation, as we have observed at 
necropsies.

The role of larvae is beyond question in the aetiology o f granulom ata  
w ith  eosinophilic infiltration , but a parasitic aetio logy is not the on ly  possib ility . 
Focal necrosis o f the liver w ith  eosinophilic infiltration has been described by  
F i n g e r l a n d  (1937) in neoarsphenam ine allergy, and similar granulom ata of  
the liver have been reported by B e d n ÁK (1942) in allergy to sulphonam ides. 
We have observed identical lesions in patients sensitive to su lphom ethoxy- 
pyridazine, where the granulom ata were m ainly in the periportal areas and 
the Av ails of the hepatic veins, as well as in the liver parenchym a itself.

An analysis of our cases has allowed a reconstruction o f the m orphological 
developm ent of the liver granulom ata. The specific cause remains to  be solved  
and while we believe th at it was not parasitic in our cases, the p ossib ility  o f an 
autoallergic origin could be taken in consideration. The granulom atous lesions 
were only revealed post m ortem  and in the absence o f clinical sym ptom s, 
special laboratory investigations had not been carried out. The h ypothesis o f  an 
autoallergic pathogenesis o f liver lesions has m et w ith much criticism  and the 
morphologic pattern o f granulom atous lesions w ith eosinophilic in filtration  
differs both experim entally and clinically from the lesions probably due to 
autoallergy ( P o p p e r , P a r o u e t t o , R u b i n , 1962). As the m orphology of 
autoallergic hepatic lesions is not exactly  known, the possib ility  cannot be 
ruled out that granulom ata o f  the liver represent a peculiar form o f this 
m echanism .

The author is indebted to Docent Dr. í .  D vofácek , D epartm ent of 
P athology , Moravská O strava, and Dr. V. H oly, Departm ent o f  P athology , 
D obrany, for permission to use Case 1 and Case 4, respectivelv.
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c o t-L e y d e n s c h e  K r is ta l le  b e o b a c h te t .  D ie S p ä tp h a s e  d e r  G ra n u lo m e  is t  d u rc h  h i s t io z y tä r e  u n d  
f ib rö s e  A b k a p s e lu n g  g e k e n n z e ic h n e t .  I n  d e r  G enese d e r  S c h ä d ig u n g  w ird  d e r  A lle rg ie  e in e  R o lle  
z u g e s c h r ie b e n . D ie Ä tio lo g ie  k o n n t e  n ic h t  g e k lä r t  w e rd e n . P a r a s i t e n  w u rd e n  n ic h t  g e fu n d e n .

ПЕЧЕНОЧНЫЕ ГРАНУЛОМЫ, ПРЕДПОЛОЖИТЕЛЬНО 
АЛЛЕРГИЧЕСКОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Й. В А Н Е К

При вскрытии трупов 16-летней девушки и трех пожилых женщин были обнару
жены грануломы печени с центральным некрозом, интенсивной эозинофильной инфиль
трацией и кристаллами Шаркот— Лейдена. Для поздней фазы гранулом характерно гис- 
тиоцитарное и фиброзное инкапсулирование. В генезе повреждения автор предполагает 
аллергию. Этиология изменения еще невыяснена. Паразитов обнаружено не было.

Prof. Dr. J . V a n ë k : P lzen , M arxova 13, ÍS S R
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G. KiszELY, Z. P ó s a l a k y :

Mikrotechnische und histologische Untersuehungsniethoden

M ic ro t e c h n ic a l  a n d  h i s to c h e m ic a l  m e t h o d s  o f  i n v e s t i g a t i o n  in  G e r m a n .  P u b l i s h i n g  H o u se  
o f  t h e  H u n g a r i a n  A c a d e m y  o f  Sc iences ,  B u d a p e s t  1964. 711 p a g e s ,  140 m i c r o p h o to g r a p h s ,  
so m e  o f  t h e m  c o lo u re d ,  52 ta b le s .

T h e  m ic r o te c h n ic a l  a n d  h i s to c h e m ic a l  m e t h o d s  o f  a s s a y  a r e  d e s c r i b e d  a n d  a  c r i t ica l  
a n a ly s i s  o f  t h e i r  a p p l i c a t i o n  a n d  v a lu e  is g iv e n  in t h i s  t e x t - b o o k ;  t h e  p r o c e d u r e s ,  t h e  p ro b le m s  
a r i s in g  in c o n n e c t io n  w i t h  t h e m  a n d  t h e i r  s o lu t io n s  a re  p r e s e n t e d  a n d  e v e n  t h e  less  i m p o r t a n t  
a s p e c t s  a re  t r e a t e d  in  d e ta i l .

i n  t h e  f i r s t  p a r t  t h e  p r e p a r a t i v e  h i s to lo g ic a l  m ic r o te c h n iq u e s  a n d  t h e  s t a i n i n g  m e t h o d s  of  
p r o v e n  p r a c t i c a l  v a lu e  a re  d e a l t  w i th .  T h e  s u b je c t  m a t t e r ,  f ro m  th e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  spec i
m e n s  for  s t u d y  to  t h e  e v a l u t i o n  o f  t h e  s t a in e d  p r e p a r a t i o n ,  is p r e s e n t e d  in  s u c h  a  w a y  in  the  
d i f f e r e n t  c h a p t e r s  t h a t  t h e  r e a d e r  g e ts  d e t a i l e d  i n f o r m a t i o n  a b o u t  all  t h e  p e r t i n e n t  q u e s t io n s .  
T h e  u n d e r l y i n g  f a c to r s  o f  t h e  s t a in i n g  e f fe c ts  o f  th e  v a r io u s  t i s s u e  e l e m e n t s  a r e  e x p l a i n e d  a n d  
t h e  p h y s i c o -c h e m ic a l  p ro cess es  i n v o l v e d  a r e  d i s c u s s e d  in  d e t a i l  a n d  a n  u p - t o - d a t e  fash ion ,  
d i s s ip a t i n g  t h e  u n f o r t u n a t e l y  s t i l l  o c c u r r in g  v ie w  o f 4‘f ä rb e r i s c h e  M y s t ik ” . B e s id e  t h e  p ro c e d u re s  
u se d  fo r  s t a in i n g  cells a n d  t i s s u e s  t h e  i m p r e g n a t io n  t e c h n iq u e s  (n e u ro f ib r i l ,  g l ia ,  e tc . ) ,  t h e  special 
c o m p o n e n t s  o f  t i s s u e s  a n d  cells ( f ib r in ,  h y a l in ,  e tc . )  a n d  th e i r  st i l l  u n c l a r i f i e d  f u n d a m e n t a l  
p r in c ip le s  a r e  a lso  d i sc u sse d .

P a r t  tw o  is c o n c e rn e d  w i t h  t h e  t h e o r e t i c a l  a n d  p r a c t i c a l  a s p e c t s  o f  t h e  h i s to c h e m ic a l  
m e t h o d s .  T h e  sp e c ia l  p r e p a r a t o r y  m e t h o d s  r e q u i r e d  b y  t h e  d i f f e r e n t  p r o c e d u r e s  a r e  d e s c r ib e d  
in d e t a i l ,  d i s c u s s in g  th e  l a t e s t  t e c h n i q u e s  ( c r y o s t a t ,  f re e z e -d ry in g ,  e t c . )  a n d  t h e i r  f ie ld  o f  a p p l i 
c a t i o n .  T h e  h i s to c h e m ic a l  r e a c t i o n s  o f  p r o t e in s ,  n u c l e o p r o t e in s ,  c a r b o h y d r a t e s ,  l ip id s ,  l ip o p ro 
t e in s  a n d  e n z y m e s  a r e  d e a l t  w i t h  a c c o r d in g  to  t h e  b io c h e m ic a l  c la s s i f i c a t io n s  w i t h i n  t h e  s u b 
g ro u p s .  T h e  h i s t o c h e m i s t r y  o f  p i g m e n t s  a n d  o f  c e r t a in  i n o r g a n ic  ce ll  c o m p o n e n t s  ( ca lc iu m ,  
i r o n  e tc . )  is d isc u sse d  in b r ief .

T h e  a u t h o r s  e m p h a s i z e  t h a t  t h e  e f f ic a c y  o f  t h e  h i s to c h e m ic a l  m e t h o d s  a n d  t h e  e v a lu a b i l -  
i ty  o f  t h e  r e s u l t s  d e p e n d  u p o n  a t h o r o u g h  k n o w le d g e  o f  t h e  m ic r o te c h n ic a l  m e t  h o d s ,  on th e  one 
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