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Morphologische Verinderungen der Extraorbitaldriisen weisser Ratten nach Kupfermangelernsibrung

Wahrend die Bedeutung des Kupfers fiir die Erythro-
poese seit langem bekannt ist (A. H. MULLER?!, HEIL-
MEYER und BEGEMANN %) und zur Physiologie des Kupfer-
stoffwechsels bereits mehrere Befunde existieren (KeI-
DERLING und ReissNer?), finden sich in der Literatur
mit Ausnahme des Blut- und Knochengewebes keine
Angaben iiber histologische oder histochemische Unter-
suchungen an Organen von Kupfermangeltieren, obwohl
die bei Cu-Defizit verminderte Aktivitdt der Zellhimine
(CoHEN und ELVEHJEM4; SCHULTZE® ¢; KEIDERLING und
Re1ssnEr?) neben funktionellen Stérungen auch mor-
phologische Verdnderungen an anderen Organen erwarten
lasst.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Extraorbital-
driisen von 20 Wistarratten (10 @ und 10 &) untersucht,
die nach der Sidugeperiode (21. Lebenstag) weiter auf
Milchdiat, das heisst Cu-Mangel-Erndhrung (ELVEHJEM
und KEMMERER?; CoHEN und ELVEHJEM#4), gehalten wur-
den. Sie erhielten unverdiinnte Kondensmilch®, der bis
auf Kupfer siamtliche Spurenelemente und Vitamine in
ausreichender Menge zugesetzt wurden. Der Kontrolle
dienten Geschwistertiere (10 @ und 10 &), denen die
gleiche Milchkost, jedoch mit Kupferzusatz (0,5mg/100 ml)
verabreicht wurde (Kontrollgruppe A), sowie weitere
Geschwister (10 @ und 10 3), die nach der 3. Lebenswoche
pelletierte Standarddidt (Altromin-R) und Leitungswas-
ser ad libitum erhielten (Kontrollgruppe B). Je 4 Tiere
der Versuchsreihe und beider Kontrollgruppen wurden im
Alter von 4, 5, 7, 10 und 13 Wochen getitet.

Bei vollwertiger Milchkost (Kontrollgruppe A) lassen die
Driisen wihrend der gesamten Beobachtungszeit keine
oder nur geringgradige Veranderungen gegeniiber denen
der normal ernidhrten Kontrollgruppe B erkennen (Figuren
1a und 1b).

Das gleiche gilt fiir Kupfermangeltiere bis zur 7. Lebens-
woche. Lediglich in einem Fall war die Aktivitit der Zyto-
chromoxydase bereits in diesem Alter leicht vermindert.
Bei 10 und 13 Wochen alten Ratten — insbesondere bei
mdnnlichen Tieren ~ ist die Driise dagegen kaum noch
als Extraorbitaldriise zu erkennen (Figur 1c): Sie besteht
zum gréssten Teil aus regellos angeordneten Zellen unter-
schiedlicher Grésse und Dichte, zwischen denen ausfiihr-
gangihnliche Gebilde liegen. Die Abgrenzung einzelner
Endstiicke ist nur selten mdglich. Zahlreiche Zellen wer-
den von grossen Fetttropfen (Sudan IIT) durchsetzt, die
an Paraffinschnitten als Vakuolen imponieren (Figur 1c)
und héufig die gesamte Zelle ausfiillen, so dass der Kern
schiissel- oder sichelartig deformiert ist. Daneben finden
sich Zellen oder Zellgruppen mit feinwabig strukturiertem
Zytoplasma, die an Hardersche Driisenzellen erinnern.
Wie diese enthalten sie feine Fetttropfen und besitzen eine
hohe Laktatdehydrogenase- und Sukzinatdehydrogenase-
Aktivitdt. Die Zellkerne weisen extreme Grossenunter-
schiede auf (Figur 1c), die bei den gleichaltrigen Kontroll-
tieren bedeutend schwicher ausgeprigt sind (Figuren 1la
und 1b) und nach den Befunden WALKER’s® normaler-
weise erst bei alten Miannchen deutlich hervortreten.

Die Reaktion auf Zytochromoxydase fallt bei Cu-
Mangel-Tieren negativ oder nur schwach positiv aus.
Dagegen lisst sich eine hohere LDH- und SDH-Aktivitit
als bei Kontrolltieren nachweisen. Die Aktivitdt der
Adenosintriphosphatase, der alkalischen und sauren Phos-
phatase ist bei Versuchs- und Kontrolltieren etwa gleich
kriftig,

Das Driisenbild weiblicher Tieve unterscheidet sich
fermenthistochemisch kaum von dem der Méinnchen.
Dagegen finden sich in den histologischen Pridparaten

lediglich Schrumpfung und dichtere Strukturierung der
Endstiickzellen, wihrend vakuolisierte Zellen nur stel-
lenweise vorkommen., Wie der fiir Ratten und andere

Fig. la—c. Gl. extraorbitalis, § Ratte, 10 Wochen alt. Bouin-fixiert,
Azan-Farbung. x 350. a) Pelletierte Standarddiit; b) Milchkost
mit Cu-Zusatz; ¢} Milchkost ohne Cu-Zusatz.
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EXPERIENTIA 25/6

Spezies beschriebene Sexualdimorphismus der Gl. extra-
orbitalis (WALKER?; BaguicHE'?; KiTTEL!!) kénnte auch
die unterschiedliche Reaktion des Driisengewebes auf
Kupfermangel geschlechtsspezifische Aufgaben der Extra-
orbitaldriise andeuten, von der KiTTEL! annimmt, dass
sie beim Goldhamster bestimmte Duftstoffe, bei der Ratte
Markierungsstoffe produziert.

In weiteren Untersuchungen muss geklart werden, ob
die beschriebenen Verdnderungen des Driisenbildes Folge
einer fehlenden spezifischen Kupferwirkung auf die Gl.
extraorbitalis sind oder ob sie infolge der verminderten
Alktivitdt der Zytochromoxydase und anderer Zellhdmine
auftreten, deren Synthese an das Vorhandensein von
Kupfer gebunden ist. Ausserdem miissten die Befunde
ScumipT’s'? an den Extraorbitaldriisen erwachsener Rat-
ten nach Milcherndhrung ohne Zusatz von Spurenelemen-
ten und Vitaminen iiberprift werden, da die von ihm
beschriebenen Veranderungen moéglicherweise nicht allein
Folge der fliissigen Kostform sind, sondern eventuell
Kupfermangelschdden darstellen 3.
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Summary. Copper deficiency of the rat leads to a
reduction of the histochemically demonstrable cyto-
chrome oxidase activity of the glandula extraorbitalis,
and to atrophy and fatty degeneration of the glandular
cells. The histological alterations are more pronounced
in the male than in the female.
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Carboxypeptidase A, Ionic Strength, and the Enhancement of Guinea-Pig Complement

Carboxypeptidase A enhances the formation of EAC
1,4, 2 by guinea-pig complement (gp C) and sensitized
sheep cells!. It has been reported that low ionic strength
buffers in immune hemolysis prevent the dissociation of
C1 from SACT, promoting the eventual conversion of
SAC1, 4 > SACT, 4,22 Since carboxypeptidase A and
low ionic strength exert similar effects on the immune
hemolytic reaction, it was of interest to titrate gp C,
by the method of Mavrr3, at varying ionic strengths
in the presence and absence of the enzyme. Kinetic
studies were also performed to determine the effect of
time of introduction of low ionic strength and carboxy-
peptidase A on the immune hemolytic reaction.

Veronal buffers for the titrations were prepared accord-
ing to the method of IBE and WarpLaw4. Low ionic
strength buffers for the kinetic experiments were made
by combining equal volumes of buffers (u = 0.15 and
uw = 0.004) to give a final ionic strength of w = 0.077.
The sera from freshly drawn blood of healthy guinea-pigs
were pooled, stored at —52°C, and used as a source of
gp C. Hemolysin was obtained by i.v. injection of rab-
bits with boiled stromata of sheep erythrocytes. Prepara-
tion of suspensions of sensitized erythrocytes is that
described by MAYERS.

Guinea-pig complement (2 ml) was diluted with 8.0 ml
of buffer (u = 0.15). An additional aliquot of gp C (2 ml)
was diluted with 8.0 ml of the same buffer containing
carboxypeptidase A (Worthington Biochemical Corp.,
Freehold, New Jersey, Lot No. COA-DFP-6129) at a
concentration of 8-10 pug/ml. These 2 samples were pre-
incubated for 10 min at 37°C?% and then tested for com-
plement activity by titration in buffers of varying ionic
strength (Table). Enhancement by carboxypeptidase A
was demonstrated at all ionic strengths tested, but was
minimal at the optimum ionic strength (0.085). This
optimum ionic strength is a higher value than previously
reported® and may be a result of inadequate predilution
of gp C in veronal buffer (u = 0.15) or possibly to the
sugar, dextrose (Mallinckrodt Chemical Works, St.Louis,
Mo., USA), used to maintain isotonicity. Rapp and Bor-
s0s® have noted that the nature of nonelectrolyte used
to maintain isotonicity does affect the activity of gp C.

The additional increase of C'H;, by carboxypeptidase A
at the optimum ionic strength suggests that the enzyme
either exerts a greater effect on components enhanced
by low iomnic strength, or affects, in addition, other
components of complement.

The effect of time of introduction of low ionic strength
or of carboxypeptidase A into the immune hemolytic
reaction was studied in the following manner. Basic
reaction mixtures of 5.0 ml of sensitized cells (EA 5 10°
cells/ml) and 1.0 ml of guinea-pig complement (diluted
1:57) were placed in a 37 °C bath at zero time. At timed
intervals, aliquots (6.0 ml) of veronal buffer (p = 0.15),
containing carboxypeptidase A (8-10 pg/ml), or low ionic
strength buffer (u = 0.004) were added to the reaction
mixtures. Incubation was continued to 100 min, and the

Effect of carboxypeptidasc A on guinea-pig complement at varying
ionic strengths

C'Hyo

Ionic strength No enzyme With enzyme Enhancement
(%)

0.15 218 278 27.4

0.10 358 419 17.0

0.085 393 455 15.3

0.075 386 455 17.8

0.050 192 242 26.0
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