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(10 parts of 59, potassium bichromate 4 1 part of 5%,
potassium chromate) and afterwards enclosed in paraffin.

Resuits.—In the control group the sections of adrenal
medulla treated with chromic salts showed anormaldegree
of chromaffinity in all the cells, while in those treated with
HiLLarP's reagent cellular groups were evident containing
a dark yellow pigment and irregularly distributed in the
remaining parenchyma, which was completely devoid of
pigment (Fig. 14, 3C). In each instance the adrenals of
the treated rats showed a histochemical picture strikingly
different from that of the normal gland. When doses of
0-5 mg/kg were used , with the chromaffin reaction cellular
islets could be observed in the adrenal medulla completely
free from pheochrome granules (Fig. 2, 3D). These cellular
groups were irregularly distributed; the number of their
cellular elements was quite variable. However most of the
parenchyma preserved a normal degree of chromaffinity.
A sudden passage, without intermediary stages, was al-
ways observed between the groups of non-chromaffin cells
and the adjacent cellular columns, which were intensely
pheochrome. With the HirrLarp’s reaction potassium
iodate, however, it was never possible to show, in any
cell, the formation of the characteristic dark pigment
(Fig. 1B). On the contrary, the administration of reserpine
in stronger doses (1 mg/kg for 4-5 consecutive days)
caused the almost complete disappearance of the chrom-
affinity of every glandular element; the cellular cyto-
plasm appeared more or less vacuolised, relatively baso-
phil, and completely devoid of pheochrome granules.
With intermediate doses increasing progressively from
0-5 mg to 1 mg/kg, a progressive reduction was noted in
the number of cells positive to chromaffin reaction; in all
these stages HILLARP's reaction was consistently negative.

Discussion.—In agreement with what has been de-
monstrated by other authors by chemical methods
{CarissoN and Hirrare?!, KrRONEBERG and ScHUMANNZ2)
and by our previous research?, it may be considered, from
examination of the histochemical findings described, that
the administration of reserpine causes a more or less in-
tense diminution of the catechol amine content in the
adrenal medulla. The size of this discharge seems pro-
portionate to the dose of alkaloid administered, to the
point of reaching with the highest dosage, the complete
depletion of the catecholic content of the gland.

The finding of total disappearance of dark yellow pig-
ment after oxidation with potassium iodate in the celiular
tissue of the rats treated with reserpine in doses of 0-5
mg/kg denotes a complete depletion of nor-adrenaline ; and
since, under these conditions, the chromaffin reaction still
demonstrates a high number of positive cells, it may be
deduced that the adrenaline content has not, on the con-
trary, undergone any notable modifications. On the other
hand, by comparing of the sections treated with chromic
salts with those subjected to oxidation with potassium
iodate, it can be observed that the number and the topo-
grafical distribution of cellular elements devoid of pheo-
chrome material correspond fairly well the number and
the distribution of the cellular elements which, in the
normal gland, seem to be rich in pigment with HILLARP’s
reaction.

Therefore it can be stated that, in the above-considered
doses and within the limitations imposed by the histo-
chemical reactions adopted, reserpine causes an almost
selective discharge of nor-adrenaline ; with stronger doses,
besides the liberation of nor-adrenaline, there seems to be
also a progressive diminution of adrenaline up to the com-
plete disappearance of all the catecholic content.

F. Camannt, O. Losana, and
G. M. MOLINATTI
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Riassunio

Con tecniche istochimiche & stata indagata l'azione
della reserpina sul contenuto catecolico della midollare
surrenale del ratto. Viene documentata una scarica pres-
soché selettiva di nor-adrenalina.

Histochemische Untersuchungen
iiber den Einfluss von Iproniazid (Marsilid) auf
die durch Reserpin erzeugte Freisetzung von
Adrenalin und Noradrenalin aus dem
Nebennierenmark

Chemische und histochemische Untersuchungen erga-
ben, dass Iproniazid durch Hemmung der Monoaminoxy-
dase (MO) in vivo nicht nur den Abbau von «freiem» 5-
Hydroxytryptamin (5HT, Serotonin) verhindert!, son-
dern moglicherweise auch die nach Injektion von Reserpin
feststellbare Freisetzung des gespeicherten SHT aus den
Korperdepots hemmt?. Grosse Dosen Reserpin setzen auch
den Katecholamingehalt verschiedener Gewebe® und des
Blutplasmas?® herab, eine Wirkung, die im Gehirn durch
Iproniazid-Vorbehandlung  signifikant abgeschwicht
wird®. In der vorliegenden Arbeit soll mit histochemischen
Methoden gepriift werden, ob eine solche Abschwichung
der Reserpinwirkung an denXKatecholaminen des Neben-
nierenmarkes der Ratte sichtbar gemacht werden kann.

Versuchsanordnung. Gruppen von 8 bis 12 ménnlichen
oder weiblichen, 80 bis 120 g schweren Wistarratten
eigener Zucht wurden wie folgt behandelt (Tabelle I):

Iproniazid wurde als Phosphat (Marsilid*), Isoniazid als
Base (Rimifon*} in dquimolarer Dosierung verwendet. 24 h
nach der Reserpininjektion wurden die Ratten getotet
{Kontrollgruppen VIII und IX gleichzeitig mit Gruppen
VI und VII), die Nebennieren herauspripariert, einmal
zerschnitten und lebensfrisch fixiert. Der histochemische
Nachweis der Katecholamine erfolgte nach folgenden
Methoden: Gruppen I bis V: Fixation in Miillerscher
Losung {Kaliumbichromat 2,5 — Natriumbisulfit 1,0 -
Aqua dest. ad 100,0) wahrend 3 Tagen, Paraffineinbettung
und Gegenfirbung mit Haemalaun.

Gruppen VI bis IX (nach der Vorschrift von HiLLARP
und HOkrFeLT?): Eine Nebenniere pro Tier, wihrend 24 h
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Tabelle 1
Gruppe Anzahl Geschlecht Behandhung
{Ratten) 1.Tag, 17 h 2. Tag, 8 h 2. Tag, 14 h
I 8 w 100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal — 10 mg/kg Reserpin
1 8 W — — 10 mg/kg Reserpin
111 10 W 100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal — 10 mg/kg Reserpin
v 10 w 50 mg/kg Isoniazid intraperitoneal — 10 mg/kg Reserpin
v 10 w — — 10 mg/kg Reserpin
VI 12 M 100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal 10 mg/kg Reserpin —
intraperitoneal
VI 12 M — id. —
VIII 12 M 100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal — —
IX 6 M — — —_

eingelegt in 2,5prozentiger Losung von Kaliumjodat in
Acetatpuffer bei pH 6, 48 h in 59 Formol nachfixiert,
Gefrierschnitt. Selektive Darstellung der Noradrenalin-
haltigen Zellen. Die andere Nebenniere 24 h eingelegt in
ungepufferte Kaliumbichromatisung {2,5prozentig mit
Zusatz von Kaliumbichromat bis zu einem pH zwischen
5 und 6), 48 h Nachfixation in 5%, Formol, Gefrierschnitt.
Darstellung sowohl der Adrenalin- wie der Noradrenalin-
haltigen Zellen.

Bei der mikvoskopischen Beurteilung der histochemi-
schen Katecholamin-Reaktionen (Tab. II) wurde die In-
tensitdt der Braunfirbung wie folgt bewertet:

++4+ Intensive Braunfirbung aller positiv reagierenden

Zellen

Maissige Braunfirbung der meisten positiv reagie-

renden Zellen

+ Starke Abschwichung der histochemischen Reak-

tionen

Nur noch wenige Zellen mit schwach positiven

Reaktionen

0 Keine positive Reaktion oder nur ganz vereinzelte
Zellen schwach angefarbt.

o+

(+)

Evrgebnisse. Mit Ausnahme der 7 von 30 mit Iproniazid
vorbehandelten Ratten, die vorzeitig starben, konnten
alle Tiere histopathologisch untersucht werden. Die Be-
urteilung der histochemischen Katecholamin-Reaktionen
im Nebennierenmark ergibt sich aus Tabelle II. Die
Chromaffinitit {Reaktion von Adrenalin und Noradrena-
lin) ist bei den nur mit Reserpin behandelten Ratten
(Gruppen II, V, VII) deutlich abgeschwicht. Sehr oft
sind nur noch ganz vereinzelte Nebennierenmarkzellen
schwach gelb gefarbt {Abb. 1). Die histochemische Nor-
adrenalin-Reaktion mit Kaliumjodat ist praktisch nega-

tiv, Bei den mit Iproniazid vorbehandelten Ratten (Grup-
pen I, 111, VI) dagegen sind die histochemischen Kate-
cholamin-Reaktionen entweder ebenso stark positiv wie
bei den Kontrollen oder, in einzelnen Fillen, nur in ge-
ringem Grade abgeschwicht (Abb. 2). Die Vorbehandlung
mit dquimolaren Isoniaziddosen (Gruppe 1V) hat im Ver-
gleich zu den entsprechenden Kontrollen (Gruppe V)
ebenfalls eine gewisse Abschwichung der Reserpinwir-
kung auf das Nebennierenmark zur Folge. Der Effekt ist
jedoch viel weniger deutlich als mit Iproniazid. — Die
Tiere der Gruppe VIII wurden nur mit Iproniazid behan-
delt. Eine Verdnderung der Chromaffinitit und der
Kaliumjodat-Reaktion des Nebennierenmarkes liasst sich
bei ihnen erwartungsgemaiss nicht feststellen. Degenera-
tive Verdnderungen des Nebennierenmarkes sind bei kei-
nem Tier nachweisbar. Die durch Reserpin erzeugte Aus-
schiittung der Katecholamine erfolgt somit ohne histo-
logisch erkennbare Schidigung der Zellen.

Diskusston. Obwohl Adrenalin und Noradrenalin wahr-
scheinlich nicht nur durch die MO abgebaut werden?, be-
wirkt die Hemmung dieses Fermentes deutliche Verinde-
rungen im Stoffwechsel der Katecholamine, so namentlich
eine Zunahme des Adrenalin- und Noradrenalingehaltes
verschiedener Organet. Histochemisch lassen sich die
Katecholamine im Nebennierenmark durch die chrom-
affine Reaktion und die Oxydation mit Kaliumjodat
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14, 73 (1958).

Tabelle 11

Vorbehandlung Intensitit der Intensitat der
Tierzahl . - Reserpin Spontan chromaffinen Kaliumjodat-

Guppe (Ratten) Iproniazid Isoniazid 10 mg/kg storbern Reaktion Reaktion

e 100 mg/kg | 50 mg/kg |intraperitoneal| S {Anzahl Ratten) (Anzahl Ratten)

intraperitoneal|intraperitoneal k() oo
1 8 + — + 0 25100 -
11 8 e — + 4 g1 3 3 1 - = -
Iz 10 -4 — + 1 7 2 0 0 0 - =~
v 10 e + 4+ 0 1 3150 - - -
v 10 — — + 0 ¢ 1 3 3 3 - - = =
Vi 12 s — -+ 6 3 3 000 1 2 3 0
Vil 12 e — + 0 0 4 3 41 0 0 3 9
VIII 12 + — — 0 12 0 0 0 0 10 2 0 0
X 6 e — — 0 6 0 0 0 O 4 1 1 0
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Abb, 1. Nebenniere (Rinde-Mark-Grenzej, Ratte. Fixation. K.bi-
chromat-Formol. Gegenfirbung mit Haemalaun; Vergr. 340mal.
Status 24 h nach 10 mg/kg Reserpin intraperitoneal. Weitgehender
Schwund der Chromaffinitit in Nebennierenmark (links im Bild).

leicht darstellen®. Damit wird es auch moglich, den bei
Belastung mit grossen Reserpindosen auftretenden
Schwund der Katecholamine sichtbar zu machen. Bei
Hemmung der MO durch Iproniazid wird die Wirkung des
Reserpins auf den Adrenalin- und Noradrenalinstoffwech-
sel deutlich vermindert: Der Gehalt dieser beiden Stoffe
sinkt im Gehirn weniger stark ab?¥, und beide histochemi-
schen Katecholamin-Reaktionen des Nebennierenmarkes
sind nicht oder nur wenig abgeschwicht. Aus diesen Be-
funden darf geschlossen werden, dass die MO bei der Frei-
setzung der Katecholamine aus den Speicherzellen eine ge-
wisse Rolle spielt. Fiir diese Annahme spricht auch die Be-
obachtung, dass nach Vorbehandlung mit Isoniazid, wel-
ches die MO in viel geringerem Masse hemmt!?, die Re-
serpin-bedingte Ausschiittung der Katecholamine aus dem
Nebennierenmark fast ebenso ausgeprigt ist wie bei nicht
vorbehandelten Ratten. Die Verhiltnisse sind somit sehr
dhnlich wie beim 5HT: Auch dieses Monoamin wird, wie
chemische Bestimmungen!! und histochemische Unter-
suchungen der enterochromaffinen Zellen1? ergaben,
durch Reserpin freigesetzt und beim Iproniazid-vorbehan-
delten Tier trotz Injektion subletaler Reserpindosen teil-
weise in den Speicherzellen festgehalten?3,

Kiirzlich wurde festgestellt, dass Iproniazid in vielen
Fillen von Angina pectoris eine glinstige therapeutische
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Abb. 2. Nebenniere (Rinde-Mark-Grenze), Ratte. Fixation K.bi-

chromat-Formol. Gegenfirbung mit Haemalaun; Vergr. 340mal.

Behandlung mit 100 mg/kg lproniazid intraperitoneal. 21 h spiter

mit 10 mg/kg Reserpin intraperitoneal. Status 24 h nach Reserpin-

injektion. Chromaffinitit des Nebennierenmarks erhalten (links im
Bild}.

Wirkung ausiibt4. Es wurde angenommen, dass diese
Wirksamkeit mit den Verdnderungen des Katecholamin-
Stoffwechsels in Zusammenhang stehts. Adrenalin und
Noradrenalin sollen jedoch ungiinstig auf den Stoffwech-
sel des Herzmuskels wirken!®, so dass die Vermehrung
dieser zwei Stoffe im Myocard die therapeutische Wirk-
samkeit des Iproniazid bei Coronarinsuffizienz nicht er-
klirt. Die vorliegenden Ergebnisse kénnten nun, wie dies
von PLETSCHER?® vermutet wurde, dahin interpretiert
werden, dass die Hemmung der MO durch Iproniazid zwar
eine Ansammlung der Katecholamine in den Organen be-
wirkt, jedoch die Freisetzung dieser fiir den Myocardstoff-
wechsel ungiinstig wirkenden Stoffe hemmt und die Bin-
dung an strukturelle Elemente in den Zellen verstirkt.

G. ZBINDEN und A. STUDER

Abteilung fir experimentelle Medizin der F. Hoffmann-
La Roche & Co. AG., Basel, 12. Mdrz 1958.

Summary

A single injection of 10 mg/kg reserpine causes marked
decrease of catecholamine in the medulla of the adrenal
gland of rats. Histochemically, this can be shown by the
disappearance of chromaffinity and of the potassium io-
date reaction. After pretreatment with 100 mg/kg of
iproniazid, reserpine injection induces little or no de-
crease in the histochemical reactions of adrenalin and
noradrenalin. In animals pretreated with equimolar doses
of isoniazid, however, histochemical catecholamine reac-
tions are well preserved in all cells of the adrenal medulla.
These results suggest that monoamine oxidase plays a
part in the reserpine-induced release of catecholamine.
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