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reached rather abruptly, coincides with the peak of the 
waves. The decrease is then progressive through several 
hundreds of msec (Figure 2). During repetitive stimula- 
tion by flashes before the injection of reserpine, all the 
units responded by short bursts of 1-4 spikes. Under 
reserpine, the same response was found but  the dis- 
charges corresponding to the phasic waves were super- 
imposed. The EEG evoked potentials occuring during 
this increase of firing were consistently reduced in size. 
This effect is clearly observed for a frequency of flashes 
around 15/see, bu t  seems to disappear if higher than  
25/sec. 

Comments. (1) Phasic EEG waves observed in P R F  and 
LGB after a single injection of reserpine do not reflect in 
a simple and consistent manner  the rate of the spike 
activity of the neurons. We may then hypothetize tha t  
they are related to post-synaptic events occuring in those 
groups of cells. The rate changes which occur during each 
phase of the reserpine-waves could then provide sugges- 
tions as to the excitatory and inhibi tory processes in- 
volved in the generation of these waves. In  the PRY, 
most neurons apparently receive inhibitory input  during 
the first part  of the wave, and then present a rate accelera- 
tion which can be interpreted as due to a post-inhibitory 
rebound, or a superimposed excitatory effect (type 1). 
The other cells (type 2 and 3) are suggestive of a pre- 
dominantly excitatory input. Note however, for type 2 
cells, tha t  the possibility of some early inhibition cannot 
be rejected since they are spontaneously silent. 

In  the LGB, all the neurons recorded accelerated, 
suggesting an extensively excitatory process. The LGB- 
wave could thus reflect the depolarization of this group 
of cells by synchronous EPSPs.  2 discharge generating 
processes are thus represented by the same EEG pat tern 
recorded in 2 different areas. 

(2) These experiments provide some evidence as to the 
effect of reserpine at  the neuronal level-other evidence 
has indicated that  the site of action of reserpine in the 
brainstem should be located in the P R F  *. Pontine neurons 
influenced by reserpine project to the LGB, 'non-specific' 
convergence which is confirmative of the demonstration 
of other authors ~. But  although the visual input  to the 
geniculate neurons, responsible of a very short depolariza- 

tion, gives rise to 1 or few spikes, the non-specific one 
causes a longer depolarization and gives rise to repetitive 
spikes. This difference of response could reflect a dif- 
ference of location of the corresponding synapses on the 
cell membrane ~. 

(3) The similarity of the phasic EEG patterns in reser- 
pine preparations and during PS raises the question of 
whether they obey similar mechanisms at  the neuronal 
level. Several workers have observed during PS phasic 
increases of cell discharges corresponding to the bursts of 
eye movements (which are known to be closely related 
in time with the phasic waves), in many structures in- 
cluding LGB ~, which is in agreement with our findings 
in this structure. But, so far, no study has been per[ormed 
in the P R F  during PS so that  we might compare with 
our results s 

Rdsum& Des ondes rapides sont enregistrSes dans la 
formation r~ticul~e pontique (FRP) et le corps g~nicul$ 
lateral (CGL) chez des chats sous Reserpine. Au moment 
des oudes rapides, l 'activit~ des neurones de la F R P  est 
g~nSralement inhib~e, parfois augment~e. EUe est tou- 
jours augment~e dans le CGL. Un rapprochement est 
tent~ avec des phSnom~nes semblables observes pendant  
le sommeil paradoxal. 
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Nichtenzymatisch bedinl~te TNBT- 
Formazanablagerungen in Gewebsstrukturen 

Tetra-Nitro-Blue-Tetrazolium (TNBT) gilt gegen- 
w~rtig in der Fermenthistochemie als zuverl~ssigster 

Eigene lichtmikroskopische Untersuchungen haben er- 
geben, dass sich in Gewebsschnitten nach kurzzeitiger 
Inkubat ion  in einer TNBT-L6sung und anschliessender 
Reduktion mit  Ascorbins~ure oder Hydrochinon nicht- 
enzymafisch gebildetes TNBT-Formazan nachweisen 
l~isst. Gleichartige Ergebnisse sind inzwischen auch yon 
LOJDA ~, BROOKE und ENGEL ~ sowie FAHIMI und KAR- 
~OVSKV a mitgeteilt worden. Im Gegensatz zu den ge- 
nann ten  Autoren haben wir ausserdem elektronenmikro- 
skopische Untersuchungen durchgefiihrt, fiber die im 
folgenden berichtet werden soll. Die dabei erzielten 
Ergebnisse werfen die Frage auf, ob bei Verwendung yon 

TNBT als Reduktionsindikator zum histochemischen 
Nachweis oxydativer Enzyme mit  einer unspezifischen 
TNBT-Formazanbi ldung zu rechnen ist. 

Kryostatschnit te nativer und glutaraldehydfixierter 
Rat tenherzmuskulatur  warden 5-20 rain in einer ge- 

Hydrochinon bzw. Ascorbinsi~ure zum TNBT-Formazan 
reduziert. Ein  Tell der Schitte wurde mit  OsO, nachfixiert. 
Die Einbet tung der Kryostatschnitte ffir elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen erfolgte in Vestopal W, 
Araldit and Durcupan-Fluka.  Zur Kl~rung der Frage, ob 
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Fig. 1. Rattenmyocard, nativer Kryostatschnitt, TNBT-Formazan- 
ablagerungen nach Reduktion des Inkubationsmediums mit Ascor- 
binsfiure. Neben diffuser Anf~irbung granul~ires Formazan. × 440. 

das TNBT-Formazan durch prAparatives Vorgehen 
(Fixierung, Entwgsserung, Einbettung) Vergnderungen 
erf~hrt, wurde TNBT im Reagenzglas reduziert und die 
durch Zentrifugieren gewonnene TNBT-Formazan-Sus-  
pension nach Glutaraldehyd- oder Osmiumfixierung in 
Vestopal W eingebettet. 

Lichtmikroskopisch zeigen die in die gepufferte TNBT- 
LOsung eingebrachten Kryostatschnit te nach 5-20 rain 
Inkubat ion  keine Reaktion. Nach Zugabe yon Hydro-  
chinon bzw. Ascorbins~iure kommt es spontan zur Reduk- 
t ion yon TNBT im Inkubationsmedium, mit  der eine 
Anfiirbung der Schnitte einhergeht. Neben TNBT- 
Formazan in diffuser Verteilung l~sst sich in der Herz- 
muskulatur  auch TNBT-Formazan in granul~rer Form 
nachweisen, beides vorwiegend im Bereich der Myofi- 
brillen. Ferner finden sich diffuse Formazanablagerungen 
perinukle~.r und im interstitiellen Bindegewebe (Figur 1). 
Vorfixierung der Schnitte zeigt keinen Einfluss auf den 
Reaktionsausfall. Das anschliessende elektronenmikro- 
skopische Pr~tparationsverfahren schw~icht die Farbreak- 
t ion nur  gering ab. Nach OsO4-Fixierung wird die Reak- 
t ion durch die Schw~irzung der Gewebsschnitte iiber- 
lagert. 

Submikroskopiseh l inden sich elektronendichte Gra- 
nula  frei im Sarkoplasma, neben der Aussenmembran 

Fig. 2a. 

Fig. 2b. 

Fig. 2. Rattenmyocard, Kryostatschnitt naeh GlUtarald~.yd- 
Fixierung, TNBT-Reduktion mit Hydrochinon, OsO4-Nachfixierung , 
Vestopal W-Einbettung. Keine Kontrastierung. Dutch Pfefle 
markierte TNBT-Formazanablagerungen. {a) × 14900 bzw. (b) 

× 21300. 
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der Mitochondrien sowie im sarkoplasmatischen Reti- 
kulum. Elektronendiehtes TNBT-Formazan lt~sst sich 
weiterhin in optisch leeren R~umen der Muskulatur nach- 
weisen, die dutch den Frier- und Tauprozess w~hrend 
der Kryostatschnittanfertigung bedingt sind. Herdf6rmig 
stellen sich durch feinstgranult~re oder lineareAblage- 
rungen besonders die Membranen des sarkoplasmatischen 
Retikulums sowie die Aussenmembranen der Mitochon- 
drien dar (Figur 2). Ob die TNBT-Formazanablagerungen 
vorzugsweise in, neben oder - v ie  bei der Negativkon- 
trastierung - zwischen den Membranen erfotgt, ist  
zumeist nicht eindeutig zu entscheiden. In  einigen Ultra- 
dfinnschnitten konnten wit trotz gleichem pr~parativem 
Vorgehen keine Formazanablagerungen nachweisen. ]Die 
in den Gewebsschnitten gefundenen Granula entsprechen 
hinsichtlich der Elektronendichte den im Reagenzglas her- 
gestelIten TNBT-Formazan-Granula,  deren Best/~ndigkeit 
gegenfiber Fixierung, Einbet tung and Elektronenstrom 
nachwiesen werden konnte. 

TNBT wird also bereits nach kurzen Inkubationszeiten 
der Kryostatschnitte an Gewebsstrukturen angelagert, so 
dass die Aussagekraft und Interpretat ion licht- und sub- 
mikroskopischer Dehydrogenasenachweise dutch eine 
unspezifische, nichtenzymatische Reduktion des TNBT 
(~Fehllokalisatiom>) beeintr/ichtigt werden kann. Die Be- 
dingungen, die zur TNBT-Formazan-~Fehllokalisation~ 
ffihren, sind komplexer Natur  und gegenw~rtig noch 
nicht v611ig iiberschaubar. Als Faktoren, die fiir diese 
cFehllokalisation, des TNBT-Formazans in Frage kom- 
men, sind zu nennen : 1. eine unspezifische Reduktion des 
TNBT durch gewebseigene reduzierende Komponenten 
(~ nothi'ng-dehydrogenase ~-Reaktion). 2. eine Diffusion en- 
zymatisch gebildeten Formazans, zum Beispiel in Ge- 
websliicken, die w/~hrend der Kryostatschnittanfertigung 
durch den Frier- und Tauprozess entstehen. Dement- 
sprechend haben wit Formazanablagerungen in optisch 
leeren R~umen nachweisen k6nnen: 3. eine solektive 

Bindung entweder des TNBT oder des TNBT-Formazans 
an bestimmte Zellstrukturen (l~{itochondrlen, sarkoplas- 
matisches Retikulum, Zellkernmembranen) ist sehr 
wahrscheinlich. Elektronenmikroskopisch haben wir 
TNBT-Formazanablagerungen in unmit te lbarer  N~he 
yon Lipoproteinmembranen nachweisen kSnnen. Damit  
liegen im Gewebsschnitt den Modellexperimenten yon 
I ~ R S E  and  HEss ~ vergleichbare Bedingungen vor, bei 
denen TNBT eine Affinit~it zu Lipoidfraktionen zeigte. 
LOJDAI,, BROOKE und ENGEL s sowie FAHIMI und K~R- 
~OVSKV ~ haben ebenfalts aus lichtmikroskopischen Unter-  
suchungen auf eine Bindung des TNBT an die Lipo- 
proteinstrukturen geschlossen. 

Bei Verwendung yon TNBT als Reduktionsindikator 
zum licht- und submikroskopischen Nachweis oxydat iver  
Enzyme muss daher ebenso wie mit  Nitro-BT (PEARSE 
und HESS ~, BROOKE s, BROOKE und ENGEL ~) mit einer 
unspezifischen, nichtenzymatisch bedingten Lokalisation 
des TNBT-Formazans gerechnet werden, die die Ergeb- 
nisse experimenteller Untersuchungen beeinflussen kann. 

Summary. Light- and electron.microscopic investiga- 
tions reveal a non-enzymatic,  non-specific deposition of 
TNBT-formazan in the sarcoplasma and along some 
membranes in the heart of the rat. These results are of 
interest with regard to the interpretation of histochemicat 
identifications of oxidative ferments with TNBT as 
reduction-indicator. 
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A d r e n e r g i c  I n n e r v a t i o n  of  the  M a l e  R e p r o d u c t i v e  
D u c t s  in  S o m e  M a m m a l s .  II.  Effects  of  

V a s e c t o m y  and  C a s t r a t i o n  

The normal distribution of adrenergic nerves to VaSE 
deferentia of various species was observed by several 
authors 1-~ using a highly specific fluorescence histo- 
chemical method~- t  ' Cell bodies of adrenergic neurons in 
ganglia near the prostatic end of the vas deferens synapse 
with preganglionic fibres of the h)~ogastric nerves ~,4,8, 
and give rise to adrenergic axons of the vas deferens and 
adjacent organs "-u. The present  authors 1~ recently 
surveyed the testis and its associated ducts in several 
mammals with the aim of determining differences in 
distributions of adrenergic neurons in various regions. 
This s tudy was undertaken to obtain experimental 
evidence concerning the course of the adrenergic innerva- 
tion, and to determine if alterations might result from 
castration and reduced male sex hormone activity. 

Histochemical procedures used were referred to pre- 
viously ~, and followed the routine technique of this 
laboratory for noradrenaline (NA) localization by  
fluorescence microscopy ~:8a4. 6 Sprague-Dawley albino 
rats (160-200 g) were uni- or bilaterally vasectomized by 

removing a one cm section of the duct. I n  unilateral cases, 
opposite unoperated ducts served as normal controls. 
Comparisons also were made with unoperated specimens. 
In  bilateral operations, one yes deferens was completely 
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