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CIVITELLI e Les 3 derni~res paires de la garniture auto- 
somique groupent 6 acrocentriques de petite taille. Les 
h6t6rochromosomes sont du type X Y  et X X .  L ' X  est un  
6Mment m6tacentrique de la taille moyenne, et 1' Y est un 
petit  41$ment subm4tacentrique ~ bras tr~s in6gaux. Le 
nombre fondamental  (NF) est pour la Noctule 54 et ne 
diff~re pas de celui 4tabli pour les autres Vespertilionid~s 
6tudi6es par BovEv~ et CAPANNA et CIVITELLI e,s. Ce N F  
constant  d6montre le r61e jou6 par les processus de fusion 
centrique dans l '6volution du caryotype chez les Vesper- 
tilionid4s europSens, et confirment sur ce sujet les idles 
expos~es par les auteurs mentionn6s. 

the type X Y  and X X ,  as usually found in  mammals. A 
description of chromosomes is given and the evolutionary 
significance of the Robertsonian process in the develop- 
ment  of Vespertilionid karyotype is confirmed. 
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Summary. The chromosome complement of Nyctalus 
noctula Schreb. has been determined. The karyotype is 
characterized by a diploid number  of 42 and by  a funda- 
mental  number  (NF) of 54. The sex chromosomes are of 

6 E. CArANNA et M. V. C*VIT~LLI, Caryologia 79, 231 (1966). 
7 R. BOVEY, R. suisse ZooL 56, 371 (1949). 
8 E. CAPANNA et M. V. CIVITELLI, Caryologia 78, 541 (1965). 

Interzellul~tre Verbindungen beim Plattenepi- 
thelkarzinom der menschlichen Haut in der 

Gewebekultur 

Die Ziichtung menschlicher Hautkarzinome in der 
Gewebekultur ist bisher nu t  in wenigen F~tIlen gelungen 1, 
eine Beschreibung der Zellmorphotogie steht noch aus. 
Ftir die Kult ivierung des Plattenepithelkarzinoms der 
Haut  wurde folgendes Milieu zusammengestellt: 7 ml 
Medium TC 199 (Difco), 3 ml K~tlberserum (frisch ge- 
wonnen), 0,5 ml Vitamins Minimal Eagle 100x (Difco), 
und 10 mg Glutamin (Difco). 

Von 18 angesetzten Tumoren wuchsen 15 aus. Ent-  
scheidend ftir das Wachstum scheint der Glutaminantei l  
des Nithrmediums zu sein. Nlthrmedien, in denen ohne 
hohe Glutaminzusiktze entweder TC 199 mit  K~lber- 
serum, Humanserum oder Humanascites zwischen 10% 
und 30% oder Hanks (BSS), Serum und Hfihnerembryo- 
nalextrakt  enthalten waren, erreichten nur  eine Tumor- 
wachstumsrate yon max. 30%. Auch dutch Zugabe yon 
Vitamins Minimal Eagle konnten die Ergebnisse nicht  
verbessert werden. Ebenfalls hohe Glutaminzusittze wur- 
den yon LIMBURO und KRAHE ~ fiir die~Zucht des Cervix- 
Ca. und von FRIEDMAN-KIEN et al.8 ¢fiir die Zucht ge- 
sunden Epithels der Hau t  verwandt. 

Die Kulturen wurden nach dem Plasmaclot-Verfahren 
auf G/aslamellen in LeightonrShrchen oder durch Fest- 
setzen der Gewebestticke zwischen Glaslamelle und R6hr- 
chenboden angelegt und bei 37 °Cund einem pH-Wert  yon 
7,2 gehalten. Um in der Kul tur  eine Verwechslung mit  
gesundem Epithel, rnit dem der Tumor im Randbereich 
und an der Oberfl~che verbunden sein kann, zu vermei- 
den, wurden m6glichst tier im Grunde der Haut 'gelegene 
Tumoranteile angesetzt, die sicher yon der Epidermis 
abgrenzbar warem 

Bei einem Teil der Kul turen  t ra ten  die ersten auf der 
LameUe ausgebreiteten Zellen 24 h nach dem Ansetzen 
der Tumorstiickchen auf. Dabei kann  nicht ausgeschlos- 
sen werden, dass es sich zum Tell um Zellen handelt, die 
aus dem Explanta t  herausgefallen und angewachsen sind. 
Tumorsttickchen mit  einem grossen Stromaanteil  wach- 
sen erst nach l~ingerer Kultivierung aus (bis zu 3 Tagen 

nach der Explantation).  Der bindegewebige Anteil wirkt 
sich offensichtlich ungiinstig auf des Wachstum der 
Tumorzellen aus. Diese treten dann  erst gleichzeitig mit  
Fibroblasten aus und werden sparer dutch die schneller 
sich vermehrenden BindegewebszeUen im Wachstum ge- 
st6rt, was den Beobachtungen yon S6LTz-Sz6TS 4 ent° 
spricht. 

Stiickchen, die fast ausschliesslich Karzinomzellen ent- 
halten, haben einen mehr lockeren Zusammenhalt  und 
k6nnen innerhalb yon-2 Tagen einen einheitlichen epi- 
thelialen Saum ausgebildet haben. Mit lgnger werdender 
Kultivierungsdauer wird die itussere Wachstumszone zu- 
nehmend unregelmAssiger. Zellreihen schieben sich weft 
aus dem Zellverband heraus, und die Zellen verlieren 
immer mehr das im Verband iibliche Aussehen der Epi- 
thelzellen. Weft vorgeschobene einzeln liegende Ze]len 
nehmen in der Kul tur  auf Grund mangelnden Kontakts  
zu Nachbarzellen eine rundliche oder ovale Form an. Man 
kann  bei diesen die ZeUmorphologie unter  Ausschluss der 
%Vechselbeziehungen zwischen Einzelzelle und Gewebe- 
verband beobachten. FSrderlich ffir die Beobachtung ist 
dabei die abgeflachte Form der Zgllen, wodurch neben 
den Organellen des Cytoplasmas gerade Forts~ttze und 
Ausl~ufer des Cytoplasmas in die selbe Beobachtungs ° 
ebene rficken. 

Die Mehrzahl der Zellen enthlilt einen Nucleolus oder 
2 durch eine basophile Brticke verbundene Nucleolen. Im 
kernnahen Cytoplasma liegen reichlich Granula. Phasen- 
optisch k6nnen sie in 2 Gruppen geteilt werden, die sich 
histochemisch durch PAS- bzw. Sudan-positive Reaktion 
unterscheiden, also Glykogen bzw. Lipoide enthalten. 

Die einzeln in der Kul tur  liegende ZeUe besitzt nach 
allen Seiten eine grosse Zahl von feinen hyalinen, in 
Einzelf~llen verzweigten CytoplasmaauslStufern, die keine 
innere Struktur  erkennen lessen. Neben diesen frei enden- 

1 j .  SSLTz-Sz6zs, Arch. klin. exp. Derm. 21~, 594 (1962). 
H. LIMBURG und M. KEArtE, Dt. rned. Wschr. 8g, I938 (1964). 
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Fig. la. ,~usserer Waehstumsrand einer menschlichen Plattenepithel- 
karzinomkultur. Neben frei endenden Ausl~ufern des Cytoplasmas 
ist ein Grossteil der Zellen fiber Cytoplasmastr/inge mit anderen 
Zellen verbunden. In Kernn~ihe liegen Granula unterschiedlicher 

phasenoptischer Dichte. Phasenkontrastaufnahme. × 990. 

Fig. lb, Extrem langer zwischenzelliger Verbindungsstrang, lfieken- 
los geffillt mit Granula, aus der Kultur eines Plattenepithelkarzinoms. 

Phasenkontrastaufnahme. × 990. 

den Cytoplasmafor t s~ tzen  f inden sich h~ufig im Durch-  
schni t t  e twa  20/~ (max. 60/~) lange und  1-2 # dicke Ver- 
bindungsstr / inge zu anderen  Zellen (Figur  l a  und b)+ I n  
diesen f inder m a n  PAS-pos i t ive  Granula,  die gelegent l ich 
eine l i ickenlose K e t t e  b i lden und auf  eine Funkt ions -  
einhei t  der  ve rbundenen  Zellen hinweisen (Figur  lb) .  E ine  
zel l t rennende Zwischenmembran  ist  hch tmikroskopisch  
nicht  zu erkennen.  

En t sp rechende  Bi ldungen,  ~Epi the l fasern  in zwischen- 
zelligen Cytoplasmab~nderm> land  H.  PINKUS 6 in Kul-  
tu ren  gesunder  menschl icher  Epidermis .  ODLAND 6 glaubt,  
dass Tonofibr i l len intrazel lul~r  an Zel lverbindungss te l len  
gebi tdet  werden.  Beide  Beobach tungen  deu ten  da rauf  hin, 
dass in der  Ep ide rmis  zwei- oder  mehrzel l ige  Funk t ions -  
e inhei ten exist ieren,  zumindes t  fiir  die Bi ldung  epi the-  
Haler Fasern.  Das Auf t r e t en  der  Ze l lverb indungen  in der  
T u m o r k u l t u r  kann dann  als Re l ik t  aus dem Ursprungs-  
gewebe des P la t t enep i the lka rz inoms  gedeu te t  werden.  
Inwiewei t  fiber diese Brf icken ein S tof faus tausch  s ta r t -  
l inden kann,  und  ob es sich hier  u m  Spindel res tk6rper  
handel t ,  wie sie bei Spe rma t iden  v o n  S~uget ieren b e k a n n t  
sind?, mfissen wei tere  Un te r suchungen  ergeben. 

Die bei  Zellen des W a c h s t u m s s a u m s  frei endenden  
Cytoplasmaausl/~ufer sind ebenfalls  im geschlossenen 
~ p i t h e l v e r b a n d  der  Karz i r /omkul tu r  zu sehen (Figur  2). 
Sie haben  zum Tell  das typ i sche  Aussehen +con Stachel-  
zellen des S t r a t u m  spinosum. Hie r  d ienen sie wohl  als 
Iffaftorganellen an  Nachbarze l l en  und  Glasoberfl~che und 
entspr¢chen d a m i t  den Desmosomen  des gesunden H a u t -  
epithels,  die nach  e lek t ronenmikroskopischen  Bi ldern  
keinen zwischenzell igen S tof faus tausch  zulassen sollen 8,9 

Fig. 2. Epithelverband aus der Kultur eines Plattenepithelkarzinoms, 
zwischen den Zellen sind Cytoplasmabriieken sichtbar. Phasen- 

kontrastaufnahme, x 1110. 
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Summary. A new m e d i u m  was  deve loped  for  t issue- 
cu l tur ing  of the  h u m a n  squamous  cell ca rc inoma of the  
skin. The  morpho logy  of the  ou tg rowing  t u m o u r  cells is 
described, pa r t i cu la r ly  wi th  regard  to  t h e  project ions  of 
cell surface. There  are  2 forms to be  d i f fe ren t ia ted :  one 
which is s imilar  to  t h e  desmosomes  of t h e  no rma l  epi- 
the l ium of t he  skin, and one of in tercel lular  connec t ive  

strands.  T h e  d i f ferent  funct ions  of b o t h  forms are  dis- 
cussed wi th  regard  to the  exchange  of cell ma t t e r .  

K.  H.  KORFSM~IER 

Fachhlinih ,Haus Hornheide des West/iitischen Vereins 
/i~r Krebs- und Lupusbehamp/ur~g ~ Handor//Manster 
(Deutschland), 72. Juni 1967. 

Cholinergic Mechanism in the Release of Cate- 
cholamines  from Intra-Gan~lionic Inhibitory 

Terminals? 

Inh ib i t ion  of sympa the t i c  gangl ion cells is exer ted  b y  
in t ragangl ionic  adrenergic  ne rve  endings 1 arising e i ther  
f rom axon  collaterals  or  f rom special  ' chromaff iue '  cells. 
Recen t ly  we h a v e  shown ~ t h a t  a n u m b e r  of adrenergic  
t e rmina l s  is p resent  in the  feline gangl ion cervicale  
superius, d isplaying a fo rmaldehyde- induced  f luorescence 
under  t h e  l igh t  microscope.  These  te rmina ls  con ta in  elec- 
t ron  microscopic  'dense-core vesicles '  and  es tabhsh  axe-  
somat ic  con tac t s  wi th  gangl ion cells. 

E lec t ron  h is tochemica l  s tudies pe r fo rmed  b y  means  of 
the  uranyl - th iochol ine  t echn ique  s revea led  t h a t  adrener-  
gic axe - somat ic  ne rve  endings  exh ib i t  an  acetylchol in-  
esterase (ACHE) ac t iv i ty .  The  reac t ion  is confined to the  
in te rves icu la r  space wi th in  the  t e rmina l  (Figure). No  
enzyme  ac t i v i t y  could be observed,  however ,  a t  the  
junc t iona l  area  be tween  the  te rmina ls  and the  pseudo-  
dendr i t ic  pro t rus ions  of t he  gangl ion cells, in s t r ik ing 
con t ras t  to  axe -dendr i t i c  (exci tatory)  synapses,  charac-  
ter ized by  a h e a v y  enzyme  reac t ion  of the  synap t ic  area. 

Supposing t h a t  t h e  si te of an  enzyme  ac t i v i t y  po in t s  
to  t he  si te of t he  b reakdown of its physiological  substrate ,  
one  arr ives  a t  t h e  conclusion t h a t  acetylchol ine,  being the  
physiological  t r ansmi t t e r  subs tance  in exc i t a to ry  gang-  
l ionic synapses ~, p lays  a role also in t he  l ibera t ion  of 

Electron histochemical localization of acetylcholinesterase in an 
axe-somatic synapse in the ganglion cervicale superius of a cat. A 
large number of synaptic vesicles is present in the presynaptic 
axon; most of the vesicles are of the simple ('regular') type, whereas 
others belong to the dense-core type (arrows). The intervesicular 
space within the terminal axoplasm is, here and there, filled by the  
electron dense end product of th~ acetylcholinesterase reaction 
(double arrows). PsD, pseudodendritic protrusion of the post- 

synaptic ganglion cell. Cola, cotlagenous fibres. × 36,800. 

ca techolamines  f rom inh ib i to ry  (adrenergic) terminals .  
Catecholamines  are  known to  exer t  a b lockade  of gang- 
l ionic t ransmiss ion 5 b y  means  of increasing the  m e m b r a n e  
po ten t i a l  of the  gangl ion cells s. The  e lec t ron histo- 
chemica l  pa t t e rns  suggest  t h a t  the  l ibera t ion  of catechol-  
amines  f rom the i r  bound  form wi th in  t he  adrenergic  
ne rve  endings is effected b y  a cholinergic mechanism.  

An in te rac t ion  be tween  ace ty lchol ine  and  norepi- 
nephr ine  a t  the  level  of the  per iphera l  au tonomic  inner- 
r a t i o n  appa ra tus  has  been  proposed  r e p e a t e d l y t  His to-  
chemical  s tudies on the  s t ructure ,  d e v e l o p m e n t  and 
regenera t ion  of t he  per iphera l  au tonomic  innerva t ion  
appa ra tu s  failed to  suppor t  th is  t heo ry  s. A t r ansmi t t e r  
in te rac t ion  of this  k ind appears  to  be  possible, however ,  
a t  the  level  of t he  inh ib i to ry  gangl ionic  synapses t h a t  
might ,  a t  least  par t ly ,  accoun t  for  t he  s ta r t l ing  physio-  
logical f indings of BURN and his col laborators .  

Zusammen/assung. Elek t ronenmikroskop i sch  werdetx 
e infache und  osmiophile  ( ,dense cores) synapt ische  
BlAschen in den axo-somat i schen  (hemmenden)  adrener-  
gischen Nervenend igungen  im Gangl ion cervicale  superius 
der  Ka t ze  gefunden.  Die  Anwesenhe i t  einer e lektronen-  
h i s tochemischen  Ace ty lcho l ines te rase -Reakt ion  u m  die 
synapt i schen  Bl~lschen h e r u m  scheint  fiir die funkt ionel le  
B e d e u t u n g  des Acetylchol ins  bei  der  Fre i se tzung  yon 
Ca techo laminen  aus soIchen l~ervenendigungen  zu spre- 
chen. 

B. CSILLIK and ELIZABETH KNYIHAE 

Department o~ Anatomy, University Medical School, 
Szeged (Hungary), 30th May 7967. 
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