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Tile search  for mitosis  on t h e  sect ions  of t he  adrena l  
medu l l a  of y o u n g  ra t s  t r e a t ed  wi th  colehicine demon-  
s t r a t e s  t he  occurrence  of mi to t ic  f igures  in a pe rcen tage  
t h a t  agrees w i th  t h a t  of label led nuclei  (Table I). I n  adu l t  
r a t s  no mi tos is  was  ever  found,  e i the r  in  normal  or  exper i -  
m e n t a l  condi t ions ,  i.e. dur ing  cold exposure  and  recovery  
period.  

These  e x p e r i m e n t s  show t h a t  t he  adrena l  medul la  cells 
in the  a d u l t  an imal  have  i r revers ib ly  lost the  ab i l i ty  to  
mul t ip ly ,  b u t  are stil l  capable  of syn thes iz ing  D N A  if 
sub jec ted  to  a p p r o p r i a t e  st imuli .  

Af te r  t he  m a r k e d  decrease induced  by  exposure  to cold ~, 
syn thes i s  of D N A  ex novo takes  place when  the  an imal s  
are  kep t  a t  room t e m p e r a t u r e  (Table II).  This  is in full 
a g r e e m e n t  w i t h  t he  resul ts  of h i s t o p h o t o m e t r i c  de ter -  
ru inat ion 1°. Af te r  8-10 h of recovery,  t he  nuclei  genera l ly  
show n u m e r o u s  grains and only  a few are weaMy m a r k e d .  
In  t he  following hours  (up to 56 h), the  nuclei  are  weak ly  
marked  (Figure).  This  means  t h a t  a r ap id  syn thes i s  
t akes  place in t h e  f i rs t  hours  of exposure  to  room t e m -  
pe ra tu re  and  slow syn thes i s  in  t h e  following hours .  No 
label led nuclei  are found  w h e n  H3- thymid ine  is given 
a f t e r  5 or 10 days  a t  room t empera tu r e .  

I t  can  be concluded t h a t  the  decrease of the  c o n t e n t  of 
DNA/nuc leus ,  obse rved  d u r i n g  exposure  to  low t e m -  
pera ture ,  is real and  t h a t  dur ing  the  recovery  per iod  a 
syn thes i s  ex  novo of D N A  takes  place in the  nuclei  in  t he  
absence  of a n y  mi to t ic  process  n.  

Riassunto. In  ques t a  r icerca si d i m o s t r a  s intes i  di  D N A  
con l 'uso di  t imid ina  H a non  a c c o m p a g n a t a  a mitos i  nella 
midol lare  surrenale  di r a t t o  adul to  in segui to  ad esposi-  
zione a bassa  t e m p e r a t u r a .  
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E f f e t t o  d e l l a  o u a b a i n a  s u l  t e s s u t o  n e r v o s o  i n  

c o l t u r a  i n  v i t r o  

Dalla  I e t t e ra tu ra  recen te  (BELKIN e t  al. ~, YANG e t  al. 2) 
sono no t i  va r i  cast di vacuol izzazione di  cetlule in co l tura  
( f ibroblast i  di pollo, cellule ascit iche,  cellule HeLa)  pro-  
voca t a  da  sos tanze  di  n a t u r a  diversa ,  qual i  gli anes te t ic i  
del  g ruppo  della procaina,  l ' a t rop ina ,  l 'efedrina,  la pilo- 
ca rp ina  ed i salt di  bast deboli  quale  il cloruro d ' a m m o n i o .  
Vacuolizzazioni  na tu ra l i  sono s t a te  r i scon t ra te  in a lcune 
forme morbose  quali  la malattia di Jakob-Creutz/eldt, il 
Kuru (umane) e lo Scrapie (degli ovini). Recen t i s s ime  
r icerche eseguite  nel nos t ro  I s t i t u to  (BIGNAMI e PALLA- 
DINI 3-5) h a n n o  permesso  di cons t a t a r e  l ' i den t i th  delle 
a l terazioni  cerebral i  morfologiche ed e le t t roencefa lograf i -  
che (EEG) della m a l a t t i a  di J akob-Creu tz fe ld t  con quelle 
o t t e n u t e  t r a t t a n d o  an imal i  (ratti ,  cavie) con iniezioni 
in t r ac ran iche  di un  glucoside,  la ouabaina (g-s t rofant ina) .  
I n  e n t r a m b i  i cast, associa ta  alla compa.rsa di  un  ritmo 
periodico E E G ,  si ha  uno state spongioso di zone corticaIi.  
Microscopicamente  lo s t a t e  spongioso,  sic na tu ra le  che 
a r t i f ic ia lmente  provoea to ,  consis te  nel la  vacuol izzazione 
delia cos ide t t a  (~sostanza f o n d a m e n t a l e ,  della sos tanza  
grigia corticale.  

Recent i s s ime  osservazioni  di GONATAS e t  al. ~ s tud iando  
tale tessu to  di  cast di ma l a t t i a  u m a n a  al microscopio 
e le t t ronico,  hanno  accer ta to  che lo s t a t e  spongioso 
d o v u t o  a r igonf iamento  di  processi  cellulari di as t roci t i  e 
di  neuroni .  A ques to  quadro  si a ccompagna  la spar izione 
del reticolo endoplasmico  e dei r ibosomi;  non  vi sa rebbero  
al terazioni  a carico dei mi tocondr i ;  gli as t roci t i  colpiti  
sono ipertrofici .  Vi sa rebbero  inol t re  varie  al terazioni  della 
miel ina,  del per icar ion e dei bo t ton i  s inaptici .  Va  r icorda to  
che quest i  da t i  sono s taff  r icavat i  da  mater ia le  b iopt ico  e 
qu ind i  i nev i t ab i lmen te  a l tera to .  

o rmai  c h i a r a m e n t e  d i m o s t r a t o  (SKOU 7'8, NECKER e t  
al. 9, GARDEN 1°, BONTING 11, POST e SEN 1~ e mol t i  altri) 
c h e l a  g - s t ro fan t ina  (ouabaina) ~ nn  p o t e n t e  in ib i tore  di 

un  complesso  enz imat ico  di m e m b r a n a ,  l 'ATP-as i  Na+-K+ 
d ipenden te ,  d e p u t a t o  al t r a spo r to  a t t i vo  di acqua  e ca-  
t ioni ,  s tud ia to  nel  s i s t ema  nervoso  da  TORACK e BAR- 
NETT ~'~4. Dalle osservazioni  di JUDAH e AHMED 16 r isul ta  
che ques to  f a rmaeo  ha  una  azione e le t t iva  sulla ATP-as i  
del ia  m e m b r a n a  degli e l ement i  del  t e s su to  nervoso.  A 
segui to  degti incoraggiant i  r i su l ta t i  o t t e n u t i  da  t3mNAMI 
e PALLADINI in r i v e  ed in to te ,  me n t r e  proseguono le 
r icerche t e n d e n t i  a chiar ire  nella spongiosi  i n d o t t a  a quali  
e lement i  della ' so s t anza  f o n d a me n t a l e '  v a d a  r i fer i ta  la 
vacuol izzazione,  essendo ancora  non  mol to  p roba to r ie  le 
osservazioni  succ i ta te  su mate r ia le  b iopt ico  umano ,  si 
r i t e n u t o  i m p o r t a n t e  accer ta re  l ' e f fe t to  del glucoside sugli 
e lement i  di t essu to  nervoso  co l t iva to  in vi tro,  sic per  la 
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possibilitA di seguire t u t t o  il processo delle a l terazioni ,  sin 
perch5 in v i t ro  l ' az ione  del f a rmaco  sui d ivers i  e l emen t i  
d i r e t t a .  

I n  ques te  p r ime  osservaz ioni  ci s i amo r i fer i t i  agli  ele- 
m e n t i  di  gangl i  e m b r i o n a l i  di  polio (di 11/12 giorni  di  in-  
cubazione)  pe r  la magg io r  conoscenza  d a  p a r t e  n o s t r a  di  
ques to  ma te r i a l e  in c o l t u r a , r i p r o m e t t e n d o c i  n a t u r a l m e n t e  
di  passare  in segui to  allo s tud io  di  co l ture  di t e s su to  
nervoso di mammife r i .  D ' a l t r a  pa r te ,  r icerche  in corse  
d i m o s t r a n o  che nel  pollo si h a  in  segui to  a t r a t t a m e n t o  con 

la  o u a b a i n a  u n  q u a d r o  clinico p e r f e t t a m e n t e  s o v r a p p o n i -  
bi le  a quel lo  o t t e n u t o  nel  r a t to .  Si b p re fe r i to  l avo ra re  su 
cu l t u r e  d i sg rega te  (in t r i p s i n a  3 :10  000 pe r  h) p e r  la mag-  
giore u n i f o r m i t ~  delte co l tu re  d a  co n f ro n t a r e ,  la magg io re  
faci l i tk  di  osse rvaz ione  ed il pifl omogeneo  c o n t a t t o  del la  
d roga  con  gli e l emen t i  co l t iva t i .  

P e r  cont ro l lo ,  sono s t a t e  t r a t t a t e  a n c h e  co l tu re  di  f ibro-  
b la s t i  o t t e n u t i  dagl i  abbozz i  t r ips in izza t i  degli  a r t i  degli  
s tessi  an imal i .  Le co l tu re  sono s t a t e  allesti*e su v e t r o  di 
Jena ,  s ia  in goccia t r a  ve t ro  p o r t a -  e copr i -ogge t to  d i s t an -  
ziat i  da  u n  anel l ino,  sia in  capsule  di Pe t r i ,  in  a t m o s f e r a  al 
5 %  di CO,, a l la  t e m p e r a t u r a  di 38,5-39°C.  L a  concen-  
t r a z ione  del la  o u a b a i n a  b s t a t a  di  1 • 10-4M.  I1 t r a t t a -  
m e n t o  ~ s t a t e  f a t t o  nei  seguen t i  t e m p i :  dope  24 h di col- 
t u f a  nel  mezzo  n o r m a l e  (Eagle  con  s iero di  v i te l lo  al  
10% + 50 U / m l  di  penici l l ina) ,  ques to  ~ s t a t e  sos t i t u i to  
con  mezzo n u o v o  a d d i z i o n a t o  con  la  o u a b a i n a .  La  eo l t u r a  

s t a t a  f i s sa ta  24-48  h dope  l ' a g g i u n t a  del glucoside.  
Nelle  co l tu re  di  gangl i  le p r i m e  vacuo l izzaz ion i  com-  

pa iono  in mol t e  del le  cellule a c a r a t t e r e  f ib rob las t i co  dope  
6 h. La  vacuol izzaz ione  ragg iunge  il sue  m a s s i m o  dope  
24 h ;  n o n  a b b i a m o  con t ro l l a to  u n  e v e n t u a l e  recovery. I 
vacuol i ,  i n i z i a lmen te  piccoli, d i v e n g o n o  poi  n u m e r o s i  e 
d i l a ta t i ,  o c c u p a n d o  quas i  t u t t o  il c i top lasma .  Le cellule 
ne rvose  n o n  a p p a i o n o  colp i te  n0 s e m b r a  a l t e r a t a  la  prol i-  
ferazione delle f ibre  nervose .  U n  cer to  n u m e r o  di cellule a 
c a r a t t e r e  f ib rob las t i co  n o n  m a n i f e s t a  segni  di vacuol izza-  
zione. I1 sospe t to  che  gti e l emen t i  colp i t i  s i ano  cel lule di 
glia che  in co l t u r a  h a n n o  a s s u n t o  a s p e t t o  f ib rob las t i co  
s t a t e  c o n v a l i d a t o  in sense  pos i t i ve  daUe esper ienze  di  
cont ro l lo  su f ib rob las t i  t ipici ,  o t t e n u t i  da l la  d i sgregaz ione  
di abbozz i  di  a r t i .  I n f a t t i  ques te  eol ture ,  t r a t t a t e  con  la  
d roga  con le s tesse m o d a l i t k  di quelle di t e s su to  nervoso ,  
n o n  p r e s e n t a n o  segni  di vacuol izzaz ione .  Espe r i enze  in 
corse d ec i d e r an n o  se ta le  r e s i s t enza  sia l ega ta  a l la  concen-  
t r a z ione  u s a t a  de l l ' i n ib i to re  od al ia  sua  specif ic i tk  di 
az ione  su cellule con d iverse  A T P-as i  (JUDAH e AHMED l~). 
L a  conoscenza  che a b b i a m o  in q u e s t o  case  sulle modal i tX 
di az ione  del  glucoside,  ci p e r m e t t e  di  a f f e rmare  c h e i  
vacuot i  cethf lar i  n o n  sono d o v u t i  a l la  p e n e t r a z i o n e  ed  ac-  
c u m u l o  del  f a rmaco  (come a m m e s s o  p e r  a l t r e  sos tanze  d a  
YANG et  al. ~), m a  sono  lega t i  ~i ta  p e n e t r a z i o n e  d ' a c q u a  
p e r  t ' a l t e r a t a  p e r m e a b i l i t ~  de l l a  m e m b r a n a .  R i m a n e  chia-  
r a m e n t e  d i m o s t r a t o ,  p e r t a n t o ,  che  in  co l tu re  d i sgrega te  
la o u a b a i n a  in co n cen t r az i o n e  1 • 10 -4M,  pa r i  a quel la  
u s a t a  in  esper ienze  di in ib iz ione  in  v i t r o  (BoNTING n)  
agisce i n i b e n d o  s p ec i f i c a t amen t e  l ' A T P - a s i  N a + - K  + di- 
p e n d e n t e  dellc cellule gliali r i s u l t a n d o  ineff icace a q u e s t a  
concen t raz ione ,  sin sui f ib rob las i i  che  sulle cellule n e r v o s e .  

Q u e s t a  osservaz ione ,  se d a  u n  l a t e  a v v a l o r a  la  impor -  
t a n z a  del la  gl ia  nei  r a p p o r t i  g i l a -neu rone  ne l la  es t r inseca-  
zione d e l l ' a t t i v i t ~  ne rvosa ,  in  appoggio  alte v e d u t e  d i  
HYDEN 1~ e a quel le  di  MARTINO e TERIO ~,~s, d a l l ' a l t r a  
c o n f e r m a  l ' e s i s t enza  d i u n a  specif ic i t~ a l ivello b ioch imico  
delle m e m b r a n e  ce l lu lar i  che  s o p r a v v i v e  a l la  s c o m p a r s a  
del la  d i f fe renz iaz ione  morfologica .  

A, Coltura di ganglio spinale di pollo, disgregato con tripsina e colti- 
rate su vetro in mezzo liquido. Dope 36 h di coltura. Fissato e 
colorato con il metodo di Bodian. B, Stesso tipo di coltura, trattato 
con ouabaina dope 24 h di coltura ed osservato in contrasto di fase a 
12 h dat trattamento. Notate la vaeuolizzaziolxe gi~ notevole degli 
elementi fibroblastici di natura gliale mentre sono indenni le cellule 
nervose (n). C, Come sopra, /issato e eolorato con il metodo di 
Bodian, dope 40 h dal trattamento. Notevole vacuolizzazione degli 
elementi gliali, indenni le cellule nervose (n) e i fibroblasti tipici (f). 

Summary .  T h e  a d d i t i o n  of 1 • 10 .4 o u a b a i n  ( s t rophan-  
t in-G) ,  a N a + - K + - d e p e n d e n t  A T P - a s e  inh ib i to r ,  to  t h e  
c u l t i v a t i n g  m e d i u m  of ch i ck  e m b r y o  sp ina l  gangl ia  in  
v i t ro  cu l tu re s  caused  t h e  v a c u o l i z a t i o n  of t h e  c y t o p l a s m  
of t h e  f ib rob las t - l ike  cells, b u t  n o t  of t h e  n e r v o u s  ones,  
a f t e r  6 h of cu l tu re ,  w i t h  a m a x i m u m  a f t e r  24 h.  
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18 B. TERIO e L. MARTINO, Riv. NeurobioL 9, 664 (1963). 
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The  vacuol izat ion,  due  to  wa te r  a s s u m p t i o n  by  the  cell 
m e m b r a n e ,  whose  pe rmeab i l i t y  was a l te red  by  the  inhibi-  
t ion  of i ts  e n z y m a t i c  sys tems ,  was  n o t  reproduc ib le  in 
typ icM f ibrob las t  cul tures ,  suggest ing t h a t  the  cells vacuo-  
lized in t he  cul tures  of spinal  ganglia  had  to  be ident i f ied  
wi th  glial cells t h a t  had  lost  in v i t ro  the i r  morphological  
b u t  no t  b iochemica l  d i f ferent ia t ion .  This  suppo r t s  t he  
v iew t h a t  t h e  N a + - K + - d e p e n d e n t  ouaba in - sens i t ive  A T P -  
ase is ma in ly  localized on the  glial cell membrane .  

The re la t ionsh ip  b e tween  these  researches  and  the  
prev ious  ones b y  I3IGNAMI and  PALLADINI on the  in v i c e  

and  in t o t e  inh ib i t ion  of t he  cen t ra l  ne rvous  s y s t e m  
t r a n s p o r t  e n z y m e s  is d iscussed in connec t ion  wi th  the  
p rob lem of g l io-neuronal  in ter re la t ions .  

A. STEFANELLI, G. PALLADINI 
e L. IERADI 

Istituto di Anatomia  Comparata (~G. B. Grassi~ della 
Universit~ di Roma (Italia), il 20 luglio 7965. 

T h e  N u m b e r  of  N e u r o n s ,  G l i a l  a n d  P e r i n e u r i u m  
C e l l s  in  an  I n s e c t  G a n g l i o n  

The n u m b e r  of neurons ,  glial and  per ineur ium cells was 
coun ted  in a comple te  series of  microscopic  sect ions  of t he  
second  abdomina l  gangl ion of t h e  s t ick  insec t  (Carausius 
morosus Br.). The series consis ted of 34 sect ions  e m b e d d e d  
in paraff in ,  cut  sag i t ta l ly  a t  7 p and s ta ined wi th  m e t h y l  
blue-eosin.  E a c h  cell was  ident i f ied by  di rect  high power  
(×  900) microscopy  and  marked  on a p h o t o m i c r o g r a p h  
(×  327) of t he  same sect ion.  Three  d i f fe ren t  m e t h o d s  
(counts  A, B and  C) were used for count ing.  All m e t h o d s  
were based  on the  presence  of the  nueleolusL Since the  
m e a n  d i a m e t e r  of the  nucleoli  was abou t  2.5/~, there  was 
l i t t le p robab i l i t y  of coun t ing  the  same cell more  t h a n  once 
in serial sections.  In  count A all cells wi th  a clearly visible 
nucleolns  were  coun ted  (Table I). 

Of ten  i t  was impossible  to  ascer ta in  the  nucleolus of a 
given cell; the re fore  count B was unde r t aken ,  in which  all 
cells wi th  a nucleolus were counted ,  and  in addi t ion ,  if it  
was no t  visible, t he  cell was coun ted  on the  sect ion where  
t he  largest  d i a m e t e r  of the  nucleus  was  lying. This  count ,  
also p re sen ted  in  Table  I, y ie lded a smal ler  n u m b e r  of 
glial ceils because these  ceils are of ten  dense ly  c rowded 
toge ther ,  the i r  nuclei  are of smal ler  d iameter ,  and  the  
c h r o m a t i n  of the  nuclei  is some t imes  densely  packed,  so 
t h a t  t he  nucleolus could n o t  be d i sc r imina ted .  In  some 
cases the re  were two  or th ree  nueleoli in one nucleus.  

A rel iabi l i ty  t e s t  was  m a d e  in count C: in a single sec- 
t ion  which  con ta ined  a large cell popu la t ion  each  cell was 
coun ted ,  if t he  nueleolus was visible or the  m a x i m u m  
d i a m e t e r  of the  nuc leus  was  lying on  th is  sect ion.  In  some 
ins tances ,  up  to  t en  a d j a c e n t  sec t ions  were compared .  
Poor ly  s t a ined  cells, no t  coun ted  in count A and  B, were 
also coun ted  b y  th is  me thod ,  Table  I I  d e m o n s t r a t e s  the  
resu l t  of th is  coun t  and  of count B ob t a ined  f rom the  
same  section.  Compar i son  of the  two coun t s  indica tes  t h a t  
count B yielded 9% fewer  neurons,  27% fewer  gl ialcel ls ,  
and  4% fewer  pe r ineur ium cells. By  ex t r apo l a t i on  of t he  
d a t a  of count C one f inds  for t he  whole  gangl ion:  663 

Table I. Total count 

Neurons Glial Pcrineurium Total 
cells cells 

Count A 443 1007 304 1754 
Count B 608 934 519 2061 

neurons ,  1184 glial cells and  539 pe r ineur ium cells; to ta l  
2386 ceils. 

FIELDEN and HU~HES ~ found 600 neurons  in a typ ica l  
a b d o m i n a l  gangl ion of a d ragonf ly  n y m p h .  However ,  in 
t h e i r  s tudy ,  as well as in o the r  inves t iga t ions  b y  previous  
au thors ,  glial and  pe r ineu r ium ceils have  n o t  been  in- 
cluded.  

The following rat io  be tween  the  th ree  types  of cells was 
found : 

Count Neurons Glial ceils Perineuriunl 
ceils 

]3 1 1.5 0.8 
C 1 1.8 0.8 

W i t h  a compensa t i on  po la r imete r  the  to ta l  cross- 
sec t ional  a rea  of the  whole gangl ion was measured  and 
mul t ip l ied  b y  the  th i ckness  (7#) of t he  sect ions.  The  vol- 
ume  of the  gangl ion was 140 • 10 -4 mms.  The vo lume of 
the  neuropi l  was d e t e r m i n e d  analogously  and  found to 
be 77 • 10 -4 m m  3. By sub t rac t ion ,  the  vo lume of the  cell 
co r t ex  tu rned  out  to  be 63 • 10 -4 m m  a. 

Table I1. Sample count 

Neurons Glial Perineurium Total 
ceils ceils 

Count B 22 4l 26 89 
Count C 24 52 27 103 

Zusammen/assung.  l m  zwei ten  Abdomina lgaug l ion  der  
Ind i schen  S tabheuschrecke  (Carausius morosus Br.) wur-  
den 600 ± 50 Neurone,  1000 :t: 100 Gliazellen und  500 
:t: 30 Per ineur iumzel len ,  z u s a m m e n  e t w a  2100 Zellen ge- 
z~thlt. Die Volumina  des Ganglions,  des  Neurop i lems  und  
des Zellcortex be t rugen  e twa :  140 • 10 4 m m  3, 75 • 10 -4 
m m  3 u n d  6 5 .  1 0 - * r a m  ~. 
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