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Fig. 1. The effect of bradykinin in varying doses on blood flow and 
heat production in the rabbit myocardium. 

doses h a v i n g  no  effect,  large doses h a v i n g  a m a r k e d  ac t ion  
in ra i s ing  local  h e a t  p r o d u c t i o n .  T h i s  ef fec t  differs  f rom 
t h e  v a s c u l a r  ac t ion  s ince b r a d y k i n i n  lowers  v a s c u l a r  re-  
s i s t ance  in p r o p o r t i o n  to  t he  dose. These  effects  m a y  well  
be  ev idence  of t r ue  v a s o d i l a t a t i o n  in t he  c o r o n a r y  vessels  
b u t  t h e  p r e s e n t  w o r k  does  n o t  exc lude  t h e  poss ib i l i ty  of 
e x t r a v a s c u l a r  fac tors .  

S imi la r  e x p e r i m e n t s  h a v e  also been  p e r f o r m e d  on the  
P a r a s  m o n k e y  (Erythrocebus patas) a n d  t h e  ca t .  I n  al l  ex-  
p e r i m e n t  t h e  f ind ings  were  t h e  s ame  as for  t h e  r a b b i t ,  
b r a d y k i n i n  lower ing  v a s c u l a r  r e s i s t ance  in p r o p o r t i o n  to  
t h e  dose a n d  ra i s ing  local  h e a t  p r o d u c t i o n  w h e n  t h e  dose 
was  large  enough .  

Rdsumd. E n  u t i l i s a n t  c o m m e  m 4 t h o d e  la ea lor im6t r ie  
i n t e rne ,  nous  a v o n s  m o n t r 6  que  la b r a d y k i n i n e  s yn t h6 -  
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Fig. 2. Record of the difference in temperature between rabbit myo- 
cardium and aorta. The nlyocardium was hotter throughout than the 
aortic blood. Bradykinin raised its temperature still further withlittle 

effect on aorta blood temperature. 

t i que  aba isse  la r6s i s tance  vascu la i r e  d a n s  le m y o c a r d e  du 
lapin,  du  c h a t  e t  d u  singe, m~,me ~ doses  auss i  r6du i t e s  que  
0,05 txg/kg. Des doses  p lus  for tes  (5 tzg/kg) a u g m e n t e n t  
aussi  l ' a c t iv i t6  m 6 t a b o l i q u e  du  rnyoca rde  3. 

j .  R. PARRATT a n d  J.  GRAYSON 

Department o[ Physiology, University College, Ibadan 
(Nigeria), June 18, 1962. 

3 The bradykinin was kindly donated by Dr. H. HOLGATE, Sandoz, 
Ltd. (England). 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

A v a n t a g e s  et  i n c o n v 6 n i e n t s  de la f i x a t i o n  par  p e r -  
f u s i o n  du t i s s u  n e r v e u x  ~ la  l u m i 6 r e  d 'une  d o n n 4 e  

de c y t o c h i m i e  

U n  g r a n d  n o m b r e  de t r a v a u x  de microscopie  o p t i q u e  
a u r o n t  6t6 n6cessai res  p o u r  a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  su r  les n o m -  
b r e u x  a r t e f ac t s  qu i  p e u v e n t  ~tre li6s au  mode de f ixa t ion  du  
t i ssu  n e r v e u x  e t  p a r t i c u l i 6 r e m e n t  d u  sys t6me  n e r v e u x  
c e n t r a l  (SGHARRER 1, COTTt£ 2, CA3,IMI£RMEY]ER3). Du p o i n t  
de vue  morphologique, il es t  d e v e n u  6 v i d e n t  que  la f i xa t i on  
p a r  perfus ion,  effectu6e dans  des cond i t i ons  t o u j o u r s  p lus  
pr6cises a p e r m e t  d ' 6 v i t e r  ces a r t e fac t s .  D6s lo ts  ce proc6d6 
es t  d ' u n e  i m p o r t a n c e  cap i t a l e  en  neuroh i s to log ie  e t  s u r t o u t  
en  neu ropa tho log i e  exp6r imen ta l e .  D a n s  le d o m a i n e  de la 
microscopic  61eetronique,  les i n c o n v 6 n i e n t s  de la f i xa t ion  
du  sys t6me  n e r v e u x  c e n t r a l  p a r  i m m e r s i o n  o n t  inc i t6  les 
c h e r c h e u r s  ~ s u r m o n t e r  u n  g r a n d  n o m b r e  de di f f icul t6s  
p o u r  m e t t r e  au  p o i n t  des t e c h n i q u e s  de pe r fus ion  (PALAY 
e t  al. 4). 

Quelles  clue so ien t  les moda l i t6 s  i n h 6 r e n t e s  k la  micro-  
scopie  o p t i q u e  ou  61ectronique,  la f i xa t i on  p a r  pe r fus ion  
c o m p o r t e  tr6s g6n6ra lement ,  c o m m e  on le sai t ,  l ' u t i l i s a t i on  
de d e u x  p e r f u s a t s :  le p remie r ,  des t in6  5~ ,laver~} les va i s -  

seaux ,  p e u t  a l le r  d u  s imple  s6 rum phys io log ique  k des 
so lu t ions  sa l ines  complexes3,a;  le second,  cons t i t u6  p a r  u n  
f i x a t e u r  appropr i6 ,  

A l ' h e u r e  actuet le ,  l ' on  p e u t  a d m e t t r e  avec  la p l u p a r t  
des au t eu r s ,  e t  nous  l ' a v o n s  n o u s - m 6 m e  v6rifi6, que  du 
p o i n t  de vue  morphologique le proc6d6 p a r  pe r fus ion  est  
i n c o n t e s t a b l e m e n t  le mei l leur ,  au  mo ins  en  m a t i 6 r e  de 
sy s t6me  n c r v e u x  cen t ra l .  L a  q u e s t i o n  se pose  a lors  de 
s avo i r  s i c e  proc6d6 conserve  ee t t e  sup6r ior i t6  du  p o i n t  de 
vue  cytochimique. 

D a n s  le b u t  de r 6 p o n d r e  t~ c e t t e  ques t ion ,  nous  avons  
pr is  en  c o n s i d 6 r a t i o n  des  p h 4 n o m 6 n e s  qu i  o n t  fa i r  l ' ob j e t  
d ' u n e  s6rie de t r a v a u x  an t6r ieursS-9 ;  d a n s  les gangl ions  

1 E. SCHARRER, Anat. Rec. 72, 53 (1938). 
2 G. COTTE, Arch. Biol. 68, 297 (1957). 
3 J. CAMMERI~I~YER, Acta Neuropathol. 1, 245 (1961). 
4 S. L. PALAY, S. M. McGEE-RuSSEL, S. GORDON et M. A. GRILLO, 

J. Cell Biol. 12, 385 (1962). 
s R. SEYTE, Arch. Anat. Micr. 44, 89 (1955). 

R. SEiTE, Arch. Anat. Micr. 45, 261 (1956). 
7 R. SEiTE et G. CHA~BOST. Z. Zellforsch. 47, 498 (]958). 
s R. SEiTE, le t  Congr6s Intern. Histochim. Cytochim. (Paris 1960), 

sous presse. 
9 D. PIGARD, R. GEITE et S. DURA~D, Proceedings of the IVth 

Intern. Congr. Neuropathol. (Mtinchen) 1,222 (1962). 
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sympa th iques  et  rachidiens,  dans la moelle, le cor tex 
c6r6bral e t  le cor tex  c6r6belleux, nous avons ddcrit 
(Figure} un p rodu i t  d%laborat ion figur6 d 'origine nu- 
cl6aire gagnan t  le p6ricaryon et  les prolongements  cellu- 
laires; il reprdsente  sans dou te  non pas une entit6 struc- 
turale,  mais  p lu t6 t  l ' apparence  figur6e, dans des con- 
dit ions techniques  d6termin6es, d ' un  complexe chimique 
lid au  mdtabol i sme des neurones  consid6r6s. 

En  effet,  sans pouvo i r  en t re r  ici dans l 'exposd de ddtails 
p o u r t a n t  impor tan t s ,  une dtude approlondie  10 du point  de 
vue  h i s toch imique  e t  du po in t  de vue  des condit ions de 
f ixat ion (en ce qu i  concerne  Ia na tu re  du liquide fixateur) 
nous a appr is  que  ce p rodui t  est  un complexe lipo- 
protdique con tenan t  des ribonucldoprot6ines,  une fraction 
glycogdnique et  des protdines soufrdes. Apr~s uue fixation 
par  immersion, une dtude s ta t i s t ique  dont  les r6sultats 
seront  publids in extenso par  ailleurs nous a mont rO ° qu 'en-  
v i ron  25% des neurones du ganglion cervical  supdrieur, 
pa r  exernple, con t i ennen t  ce complexe  sous forme d' in- 
clusions nucldaires ou cy toplasmiques .  Or nous avons 6t6 
frapp6 par  les propor t ions  tr6s var iables  obtenues sur le 
mat6riel  p r o v e n a n t  d ' a n i m a u x  per]usds; nous avons alors 
pu mo n t r e r  que  ces var ia t ions  sont  d i rec tement  li6es A la 
quan t i t6  de sdrum physiologique perfus6 dans  un premier 
temps,  a v a n t  le f ixateur .  C'est  ainsi :  qu 'apr~s une per- 
fusion pr6alable de 300 ml  (ce qui  repr6sentai t  environ,  en 
Inl, 15% du poids de l ' an imal  expr imd eu grammes,  alors 
que CAMMERMEYER 3 fixe le t a u x  op t imum  k 14%) nous 
n ' avons  r e t rouv6  ce complexe  ch imique  que dans 10% des 
cellules;  apr6s 800 ml  de s6rum physiologique cet te  pro- 
por t ion  t ombe  ~t 1 -2%.  Ces 6normes diff6rences enregis- 
tr6es en fonet ion  du vo lume  du perfusat  sont  vraisem- 
b lab lement  dries k une diffusion dans le sdrum physio- 
logique du complexe  ch imiqne  considdr6; or il taut  re- 
ma rq u e r  qu ' i l  repr6sente  non pas une substance de faible 
poids mol6culaire fac i lement  diffusible a priori mais sans 
aucun dou te  un ddifice macromol6culaire .  

Ganglion cervical supdrieur. Helly. Noir Soudan. Inclusions intra- 
nucl6aires et intracytoplasmiques fortement soudanophiles. 

Ainsi la perfusion nous ava i t  permis d ' ob ten i r  un ma- 
t6riel parfai t  du point  de r u e  morphologique,  mais  il est  
par  contre  inad6quat  du poin t  de r u e  cy toch imique  e t  
to ta lement  inuti l isable en ce qui  concerne l '6 tude de 
variat ions quan t i t a t ives  exp~rimentales .  I1 t au t  rappeler  
ici que RACADOT n a montrd  que la f ixat ion par  perfusion 
provoque  une ddgranulisat ion artificielle des cellules 
ad6nohypophysaires.  

I1 n 'es t  6v idemment  nul lement  ques t ion de gdndraliser 
nos r6sultats, obtenus darts un cas part iculier ,  k n ' impor t e  
lequel des cons t i tuants  cellulaires, mais  s implement  d ' ap-  
por ter  un 616ment quan t i t a t i f  de rdponse au problbme 
pos6. C'est  un t ru isme que de dire avec de nombreux  
auteurs  (Wonr~ArOS) qu ' aucune  formule de f ixateur  ne 
peut  pr~tendre 6tre parfai te ,  aussi bien du poin t  de r u e  
morphologique que cy tochimique ;  mais les rdsultats  prd- 
liminaires que nous rappor tons  t enden t  ak appuyer  en ou t re  
la notion moins habi tue l lement  reeonnue semble-t-i l ,  selon 
laquelle aucun des deux procdd6s de fixation (perfusion ou 
immersion} ne peu t  ~tre consid6r6 c o m m e  parfai t .  Dans  
l ' ignorance oil nous sommes souvent  quan t  au compor te-  
ment  de tel ou tel cons t i tuant  cellulaire vis-b.-vis du mode 
de fixation, il paral t  prudent ,  non pas de choisir  exclusive-  
ment  l 'un ou l 'aut re  de ces procdd6s, mais  bien de les con- 
fronter en les ut i l isant  paral l~lement de fa~on sys t6mat ique  
dans toute  recherche morphologique e t  h is tochimique.  

Summary. I t  has been extens ive ly  demons t ra ted  tha t  
perfusion is the  best f ixat ion procedure for provid ing  good 
morphological  evidence of structures, especially in the  case 
of nervous tissue. But  it might  be quest ioned if i t  should 
also be preferred when cytochemical da ta  have  to be ob- 
tained or  compared.  

As a prel iminary a t t e m p t  to answer this question,  lipo- 
proteic inclusions in nerve  cells of vege ta t ive  ganglia  of 
adult  cat  have been considered. These occur in about  25% 
of cells after immersion in f ixat ive,  whereas  if perfusion is 
used, a relat ion appears  be tween the a m o u n t  of saline per-  
fused before the  f ixat ive fluid and the  percentage of cells 
containing inclusions: this falls to 10% after  300 ml saline, 
to 1% af ter  800 ml. In  conclusion, though s t ruc tura l  
artefacts have been avoided and f ixat ion appears  excel lent ,  
perfusion is significantly responsible for a definite cyto-  
chemical al terat ion.  

R. S~:iTE 

Laboratoire d'Histologie, Facult~ de M&lecine, Marseille 
(France), le 9 octobre 1962. 

10 R. SEiTE, en pr6paration. 
tt j .  RACAOOr, C. R. Ass. Anat. 79, 383 (1953). 
lS M. WOL,~IAN, Int. Rev. Cytol. 4, 79 (t955). 

M o u n t i n ~  H a r d  T i s s u e s  f o r  M i c r o r a d i o g r a p h y  x 

The s imple  and  rugged appa ra tus  for contac t  micro- 
rad iography descr ibed by  COMmE and RECOURT l has seen 
extensive use in our  laboratory .  However ,  the procedure 
which these au thors  prescribe for mount ing  sections on 
celloidin or  f o rmva r  films has  been found awkward and 
hazardous.  The  following simple technique  has then been 
developed:  

Embedding and Cutting. (1) Tissues of low mineral  con- 
tent  embedded  in ni trocellulose (BoYD n) are cut  at  10 to 

12 ft. (2) Highly  mineralized tissues are cu t  wi th  a band 
saw in pieces of not  more than  10 mm thickness, They  are 
fixed in neutra l  formaldehyde,  dehydra ted  in graded 
ethanol,  cleared in amyt  ace ta te  and t ransferred to unpoly-  

t With financial assistance from the Medical Research Council of 
Canada. 

2 B. COMBIE and A. RECOURT, Philips Technical Rev. 19, "2'2t 
(1957-58). 

~t G. A. BOYD, Autoradiography in Biology and Medicine (Academic 
Press, New York 195.51 . 


