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(10 par ts  of 5% po tass ium b ichromate  + 1 par t  of 5% 
potassium chromate)  and af te rwards  enclosed in paraffin. 

Results.-- In t he  control  group the  sections of adrenal  
medulla t r ea ted  wi th  chromic  salts showed a normal  degree 
of chromaff in i ty  in all t he  cells, whi le  in those t rea ted  with  
HILLARP'S reagen t  cel lular  groups were ev iden t  containing 
a dark yel low p igmen t  and i r regular ly  d is t r ibuted in the  
remaining pa renchyma ,  which  was comple te ly  devoid of 
pigment (Fig. IA,  3C). I n  each ins tance  the  adrenals of 
the t rea ted  ra ts  showed a h i s tochemica l  p ic ture  s t r ikingly 
different f rom t h a t  of the  normal  gland. W h e n  doses of 
0-5 mg/kg  were u s e d ,  w i th  the  chromaff in  react ion cellular 
islets could be observed  in the  adrenal  medul la  complete ly  
free f rom pheochrome  granules  (Fig. 2, 3D). These cellular 
groups were i r regular ly  d i s t r ibu ted ;  the  number  of their  
cellular e lements  was qui te  var iable .  H o w e v e r  most  of the  
parenchyma preserved  a normal  degree of chromaff ini ty .  
A sudden passage, w i thou t  i n t e rmed ia ry  stages, was al- 
ways observed  be tween  the  groups of non-chromaff in  cells 
and the  ad jacen t  cel lular  columns,  which were intensely 
pheochrome. W i t h  the  HILLARP'S reac t ion  potass ium 
iodate, however ,  i t  was never  possible to show, in any  
celt, the  fo rma t ion  of t he  charac ter i s t ic  da rk  p igment  
(Fig. 1B). On the  contrary ,  the  admin i s t r a t ion  of reserpine 
in s t ronger  doses (1 mg /kg  for 4-5  consecut ive  days) 
caused the  a lmos t  comple te  d isappearance  of the  chrom- 
affinity of eve ry  g landular  e lement ;  t he  cel lular  cyto-  
plasm appeared  more  or  less vacuolised,  re la t ive ly  baso- 
phil, and  comple te ly  devoid  of pheochrome granules. 
With in t e rmed ia t e  doses increasing progressively f rom 
0.5 mg to  1 mg/kg,  a progress ive  reduc t ion  was noted in 
the number  of cells pos i t ive  to  chromaff in  reac t ion;  in all 
these stages HILLARI~'S reac t ion  was consis tent ly  negat ive.  

Discussion.-- In ag reemen t  w i th  w h a t  has been de- 
monstra ted by  o ther  au thors  by  chemical  methods  
(CARLSSON and  HILLARP 1, KRONEBERG and  SCHOMANN 2) 
and by  our  previous  research 3, i t  m a y  be considered, f rom 
examinat ion  of  the  h is tochemical  f indings described, t ha t  
the admin i s t r a t ion  of reserpine causes a more or  less in- 
tense d iminu t ion  of t he  ca techol  amine  con ten t  in the  
adrenal medulla .  The  size of this discharge seems pro- 
port ionate to  t he  dose of alkaloid adminis tered,  to  the  
point of reaching  wi th  the  highest  dosage, the complete  
depletion of t he  catechol ic  con ten t  of t he  gland. 

The f inding of to ta l  d isappearance  of da rk  yellow pig- 
ment af ter  ox ida t ion  wi th  po tass ium iodate  in the  cellular 
tissue of the  ra ts  t r ea ted  wi th  reserpine in doses of 0-5 
mg/kg denotes  a comple te  deple t ion  of nor-adrenal ine ; and 
since, under  these condit ions,  the  chromaff in  react ion still 
demonstrates  a h igh  n u m b e r  of posi t ive  cells, i t  m a y  be 
deduced t h a t  the  adrena l ine  con ten t  has not,  on the  con- 
trary, undergone  any  notab le  modificat ions.  On the o ther  
hand, by  compar ing  of the  sections t rea ted  with  chromic 
salts wi th  those  sub jec ted  to ox ida t ion  wi th  potass ium 
iodate, i t  can be observed t h a t  the  n u m b e r  and the  topo-  
grafical d i s t r ibu t ion  of cel lular  e lements  devoid of pheo- 
chrome mate r i a l  correspond fair ly well  the  number  and 
the d is t r ibut ion  of the  cel lular  e lements  which, in the  
normal gland, seem to be rich in p igment  wi th  HILLARP'S 
reaction. 

Therefore i t  can be s ta ted  tha t ,  in the  above-considered 
doses and wi th in  t he  l imi ta t ions  imposed by the  histo- 
chemical react ions  adopted ,  reserpine causes an a lmost  
selective discharge of nor-adrenal ine  ; wi th  s t ronger  doses, 
besides the  l ibera t ion of nor-adrenal ine,  there  seems to be 
also a progressive d iminu t ion  of adrenal ine  up to the  com- 
plete d isappearance  of all  the  catecholic  content .  

F .  CAMANNI, O. LOSANA, and 
G. M. MOLINATTI 

Institute o/Medical Pathology o/the University o / T u r i n  
(Italy), March 2, 1958. 

Riassunto 

Con tecniche is tochimiche $ s t a t a  i n d a g a t a  l ' az ione  
della reserpina sul con tenu to  catecol ico del la  midol la re  
surrenale  del ra t to .  Viene d o c u m e n t a t a  una  scar ica  pres-  
soch~ selet t iva di nor-adrenal ina.  

Histochemische Untersuchungen  
fiber den Einfluss von Iproniazid (Marsilid) auf 

die durch Reserpin erzeugte Freisetzung von 
Adrenalin und Noradrenal in aus dem 

Nebennierenmark 

Chemische und his tochemische Un te r suchungen  erga- 
ben, dass Iproniazid durch H e m m u n g  der  Monoaminoxy-  
dase (MO) in vivo nicht  nur  den Abbau  von  ,freiem,> 5- 
H y d r o x y t r y p t a m i n  (Sl iT,  Serotonin) ve rh inde r t  1, son- 
dern mOglicherweise auch die nach In jek t ion  yon Reserpin  
feststellbare Freisetzung des gespeicher ten 5 H T  aus den 
K6rperdepots  h e m m t  2. Grosse Dosen Reserpin setzen auch 
den Katecholamingehal t  verschiedener  Gewebe 3 und des 
Blutp lasmas  4 herab, eine Wirkung,  die im Gehirn  du tch  
Iproniaz id-Vorbehandlung s ignif ikant  abgeschw~cht  
wird 5. In  der vorl iegenden Arbei t  soll m i t  h i s tochemischen  
Methoden gepriift  werden, ob eine solche Abschwi ichung 
der Reserpinwirkung an d e n K a t e c h o l a m i n e n  des Neben-  
nierenmarkes  der R a t t e  s ichtbar  gemach t  werden  kann. 

Versuchsanordnung. Gruppen  von  8 bis 12 m~nnl ichen 
oder  weiblichen, 80 bis 120 g schweren Wis t a r r a t t en  
eigener Zucht  wurden wie folgt  behande l t  (Tabel le  I) : 

Iproniazid wurde als Phospha t  (Marsilid*), Isoniazid als 
Base (Rimifon*) in fi.quimolarer Dosierung verwendet .  24 h 
nach der Reserpininjekt ion wurden  die R a t t e n  ge t6 te t  
(Kontrol lgruppen V I I I  und I X  gleichzeit ig m i t  Gruppen  
V I u n d  VII) ,  die Nebennieren  herauspri iparier t ,  e inmal  
zerschnit ten und lebensfrisch fixiert .  Der  histochemische 
Nachweis der Katecholamine erfolgte nach  folgenden 
Methoden:  Gruppen I b i s  V:  F ixa t ion  in Mfillerscher 
L6sung (Ka l iumbichromat  2,5 - Na t r iumbisu l f i t  1,0 - 
Aqua  dest. ad 100,0) w~ihrend 3 Tagen,  Pa ra f f ine inbe t tung  
und Gegenf~rbung mi t  Haemataun .  

Gruppen  VI  bis I X  (nach der Vorschri f t  von  HILLARP 
und H6KFELT s) : E ine  Nebenniere  pro Tier,  w~ihrend 24 h 
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Tabelle I 

[EXPERIENTI& VOL. XlV/6] 

Gruppe 

I 
II 
III  
IV 
V 
VI 

VII 
VIII  
IX 

Anzahl 
(Ratten) 

8 
8 

I0 
10 
i0 
12 

12 
12 
6 

Geschteeht 

W 
W 
W 
W 
W 
M 

M 
M 
M 

Behandlung 

1. Tag, 17 h 

100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal 

100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal 
50 mg/kg Isoniazid intraperitoneal 

100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal 

100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal 

2. Tag, 8 h 

10 mg/kg Reserpin 
intraperitoneal 

id. 

2. Tag, 14 h 

10 mg/kg Reserpin 
10 mg/kg Reserpin 
10 mg/kg Reserpin 
10 mg/kg Reserpin 
10 mg/kg Reserpin 

eingelegt in 2,5prozentiger L6sung von I~aliumjodat in 
Acetatpuffer bei pH 6, 48 h in 5% Formol nachfixiert, 
Gefrierschnitt. Selektive Darstellung der Noradrenalin- 
haltigen Zellen. Die andere Nebenniere 24 h eingelegt in 
ungepufferte Kaliumbichromatlgsung (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 mikroskopischen Beur te i tung  der histochemi- 
schen Katecholamin-Reaktionen (Tab. II) wurde die In- 
tensit/it der Braunf~rbung wie folgt bewertet:  

q-q-4- Intensive BraunI~rbung aller positiv reagierenden 
Zellen 

+ +  M/issige Braunf~rbung der meisten positiv reagie- 
renden Zellen 

+ Starke Abschw~chung der histochemischen Reak- 
tionen 

(+) Nur noch wenige Zellen mit  schwaeh positiven 
Reaktionen 

0 Keine positive Reaktion oder nur ganz vereinzelte 
Zellen schwach angef~rbt. 

Ergebnisse.  Mit Ausnahme der 7 yon 30 mit  Iproniazid 
vorbehandelten Ratten,  die vorzeitig starben, konnten 
alle Tiere histopathologisch untersucht  werden. Die Be- 
urteilung der histochemischen Katecholamin-Reaktionen 
im Nebennierenmark ergibt sieh aus Tabelle II.  Die 
Chromaffinit~tt (Reaktion von Adrenalin und Noradrena- 
lin) ist bei den nur mit  Reserpin behandelten Rat ten  
(Gruppen II ,  V, VII) deutlich abgeschw~cht. Sehr oft 
sind nur noch ganz vereinzelte Nebennierenmarkzellen 
schwach gelb gef~rbt (Abb. 1). Die histochemische Nor- 
adrenalin-Reaktion mit  Nal iumjodat  ist praktisch nega- 

tiv. Bei den mit  Iproniazid vorbehandelten Rat ten  (Grup- 
pen I, I I I ,  VI) dagegen sind die histochemischen Kate- 
cholamin-Reaktionen entweder ebenso stark positiv wie 
bei den Kontrollen oder, in einzelnen F~llen, nur in ge- 
ringem Grade abgeschw/icht (Abb. 2). Die Vorbehandlung 
mit  ~quimolaren Isoniaziddosen (Gruppe I3;) ha t  im Ver- 
gleich zu den entsprechenden Kontrollen (Gruppe V) 
ebenfalls eine gewisse Abschw/ichung der I~eserpinwir- 
kung auf das Nebennierenmark zur Folge. Der Effekt ist 
jedoch viel weniger deutlich als mit  Iproniazid. - Die 
Tiere der Gruppe VI I I  wurden nut mit  Iproniazid behan- 
delt. Eine Ver/inderung der Chromaffinit/it und der 
Katiumjodat-!Reaktion des Nebennierenmarkes 1/~sst sich 
bei ihnen erwartungsgem~ss nicht feststellen. Degenera- 
t ive Ver/inderungen des Nebennierenmarkes sind bei kei- 
nem Tier nachweisbar. Die dutch Reserpin erzeugte Aus- 
schtittung der KatechoIamine erfoIgt somit ohne histo- 
logiseh erkennbare Sch~digung der Zellen. 

Dishuss ion .  Obwoht Adrenalin und NoradrenMin wahr- 
scheinlieh nicht nur durch die MO abgebaut werden 7, be- 
wirkt die Hemmung dieses Fermentes deutliche Ver/inde- 
rungen im Stoffwechsel der Katecholamine, so namentlich 
eine Zunahme des Adrenalin- und Noradrenalingehaltes 
verschiedener Organe s. Histochemisch lassen sich die 
Katecholamine im Nebennierenmark dutch die chrom- 
affine Reaktion und die Oxydation mit  Kaliumjodat 
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Tabelle I I 

Tierzahl 
Guppe (Ratten) 

I 8 
II 8 
III  10 
IV 10 
V 10 
VI 12 
VII 12 
VIII 12 
IX 6 

Vorbehandlung 

Iproniazid 
100mg/kg 

mtraperitoneal 

+ 

+ 
I - 

+ 

+ 

Isoniazid 
50 mg/kg 

intraperitonea2 

+ 

- -  i 

Reserpin 
10 mg/kg 

:ntraperitonea! 

Intensit~t der 
chromaffinen 

Reaktion 
(Anzahl Ratten) 

++ + (+) 0 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Spontan 
gestorben 

2 5 1 0 0  
0 1 3 3 1  
7 2 0 0 0  
1 3 1 5 0  
0 1 3 3 3  
3 3 0 0 0  
0 4 3 4 1  

1 2 0 0 0 0  
6 0 0 0 0  

i Intensit~t der 
Kaliumjodat- 

Reaktion 
(Anzahl Ratten) 

++ + (+) 0 

1 2 3 0  
0 0 3 9  

1 0 2 0 0  
4 1 1 0  



Kurze Mitteilungen - Brief Reports 203 [15. VI. 1958] 

Abb. I. Nebenniere (Rinde-Mark-Grenze), Ratte. Fixation. K.bi- 
chromat-Formol. Gegenfiirbung mit Haemalaun; Vergr. 340real. 
Status 24 h nach 10 mg]kg Reserpin intraperitoneal. Weitgehender 
Schwund der Chromaffinit/it in Nebennierenmark (links im Bild). 

leicht da r s te l l enL  D a m i t  wird  es auch  m6glich,  den bei 
Belastung mi t  grossen Rese rp indosen  a u f t r e t e n d e n  
Schwund der  K a t e c h o l a m i n e  s i ch tba r  zu machen .  Bei 
Hemmung  der  MO d u t c h  Ip ron iaz id  wird  die Wi rkung  des 
Reserpins auf  den  Adrena l in -  und  Noradrena l ins to f fwech-  
sel deut l ich  v e r m i n d e r t :  De r  Geha l t  dieser  be iden  Stoffe 
sinkt im Gehi rn  weniger  s t a rk  ab ~, und  beide h i s tochemi-  
schen K a t e c h o l a m i n - R e a k t i o n e n  des Nebenn ie renmarkes  
sind n ich t  oder  nu r  wenig abgesehw/icht .  Aus diesen Be- 
funden da r f  geschlossen werden ,  dass  die MO bei de r  Frei-  
setzung der  K a t e c h o l a m i n e  aus den Speicherzel len eine ge- 
wisse Rolle spiel t .  F/Jr diese A n n a h m e  spr ich t  auch die Be- 
obachtung,  dass  n a c h  V o r b e h a n d l u n g  mi t  Isoniazid,  wel- 
ches die MO in viel ger ingerem Masse h e m m t  ~°, die Re-  
serpin-bedingte  Ausschf i t tung  der  Ka t echo l amine  aus dem 
Nebenn ie renmark  fas t  ebenso  ausgepr/ igt  ist  wie bei  n ich t  
vorbehande l t en  R a t t e n .  Die Verh/~ltnisse s ind somi t  sehr  
~ihnlich wie be im 5HT:  Auch  dieses Monoamin  wird, wie 
chemische B e s t i m m u n g e n  u und  h is tochemische  Unte r -  
suchungen der  en t e roch romaf f inen  Zellen ~ ergaben,  
dutch Rese rp in  f re igese tz t  und  be im Ipron iaz id -vorbehan-  
delten Tier  t r o t z  In j ek t i on  suble ta le r  Reserp indosen  teil-  
weise in den  Speicherzel len fes tgeha l ten  ~3. 

Kiirzlich wurde  festgestel l t ,  dass  Iproniaz id  in vielen 
FAllen von  Angina  pector is  eine giinstige the rapeu t i sche  
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Abb. 2. Nebenniere (Rinde-Mark-Grenze), Ratte. Fixation K.bi- 
chromat-Formol. Gegenfltrbung mit Haemalaun; Vergr, 340real. 
Behandlung mit 100 mg/kg Iproniazid intraperitoneal. ~1 h sp/iter 
mit 10 mglkg Reserpin intraperitoneal. Status 24 h nach Reserpin- 
injektion. Chromaffinit/it des Nebennierenmarks erhalten (links im 

Bild). 

Wi rkung  ausi ibt  14. Es  wurde  a n g e n o m m e n ,  dass  diese 
Wirksamkei t  mi t  den Ver i inderungen des K a t e c h o l a m i n -  
Stoffwechsels  in Z u s a m m e n h a n g  s t e h t  16. Adrena l in  und  
Noradrena l in  sollen jedoch  ungi ins t ig  auf  den  S tof fwech-  
sel des Herzmuskels  wirken t6, so dass  die V e r m e h r u n g  
dieser zwei Stoffe im Myocard  die t he r apeu t i s che  Wirk-  
samkei t  des Iproniazid  bei Coronar insuff iz ienz n ich t  er- 
kli~rt. Die vor l iegenden Ergebnisse  k 6 n n t en  nun,  wie dies 
von PLETSCHER 16 v e r m u t e t  wurde,  d a h i n  i n t e rp re t i e r t  
werden,  dass  die H e m m u n g  der  MO d u t c h  Ipron iaz id  zwar  
eine A n s a m m l u n g  der  K a t ech o l ami n e  in den  Organen  be-  
wirkt ,  j edoch die Fre i se tzung  dieser  fiir den  Myocards to f f -  
wechsel ungi inst ig  wi rkenden  Stoffe h e m m t  und  die Bin-  
dung  an s t rukture l le  E l e m e n t e  in den  Zellen verst~irkt. 

G. ZBINDEN und  A. STUDER 

Abteilung /i~r experimentelle Medizin der F. HoHmann- 
La Roche & Co. AG., Basel, 12. Mdrz 1958. 

Summary 

A single in ject ion of 10 mg/kg  reserpine  causes  m a r k e d  
decrease of ca techo tamine  in t he  medul la  of the  ad rena l  
gland of rats .  His tochemica l ly ,  th is  can  be shown  by  the  
d i sappearance  of ch romaf f in i ty  and  of the  po t a s s ium io- 
da te  react ion.  Af ter  p r e t r e a t m e n t  wi th  100 mg/kg  of 
iproniazid,  reserpine in jec t ion  induces  l i t t le or no de-  
crease in t he  h i s tochemica l  reac t ions  of adrena l in  a n d  
noradrenal in .  In  animals  p r e t r ea t ed  wi th  equ imola r  doses 
of isoniazid, however ,  h i s tochemica l  ca techo lamine  reac-  
t ions  are well p reserved  in all cells of the  adrena l  medul la .  
These resul ts  suggest  t h a t  monoamine  oxidase  p lays  a 
p a r t  in t he  reserp ine- induced  release of ca techolamine .  
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