
15. 12. 1970 Specialia 1319 

Tsec, ,-.-~0 ' 2D ' (0 '0'0 '8'0 J . . . . . . . . . . . .  "18//-~0 
010 0 ZO 40 ~0 80 100 lZO 

I 
~"~,:= 1~0 L : ~. 

4.B20 I 

~ g  4.z2oL 
sso[ 

.~_ - 530 

= E 5 1 0 [  

L,90 L 

~=~ 

Fig. 2. Effect of bilateral stimulation of the sympathetic trunc at 
LGx-LG~ (rectangular impulses of 5 msee duration, amplitude 6.2 V 
and frequency 15 imp]see) whilst blood pressure artificially stabilized 
on radius, wall thickness and tension of the abdominal aorta. 
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Fig. 3. Changes (mean values 4- S.E.M. of 21 series of stimulations) 
of the radius (full line, scale left) and wall thickness (interrupted 
line, scale right) of the aorta plotted to the frequency of bilateral 
sympathetic stimulation. Numerals relative to zero frequency = the 
respective resting values before stimulation. 
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Fig. 4. Changes of the tension of the aorta (mean values 2~ S.E.M. 
of 21 series of stimulations) plotted to the frequency of bilateral 
sympathetic stimulation. Numerals relative to zero frequency = the 
respective resting value before stimulation. 

sec s t imula t ion  f requency,  max i ma l  cons t r ic t ion  being 
a t t a ined  a t  15 imp/sec.  The wall th ickness ,  on the  o ther  
hand,  is s imul taneously  increasing (Figure3). Consequent ly ,  
changes  in tens ion due to  s mo o t h  muscle  con t rac t ion  are 
shown to  be frequency" d e p e n d e n t  also (Figure 4), t ens ion  
being indi rec t ly  re la ted  to  the  s t imula t ion  f requency.  

Conclusions. The d i ame te r  and  blood pressure  of the  
abdomina l  aor ta  were moni t e red  di rec t ly  and  wall  th ick-  
ness and tens ion  were calcula ted bo th  a t  s t eady  s ta te  and  
s y m p a t h e t i c  s t imulat ion.  The blood pressure  being sta-  
bilized, s y m p a t h e t i c  s t imula t ion  (LG1-LG 2 level) ellicited 
a decrease of radius  associated wi th  wall th icken ing  and 
wi th  a decrease of the  wall tens ion ; all of t he  above  para-  
me te r s  being f requency  dependen t .  If  dur ing  s y m p a t h e t i c  
s t imula t ion  the  blood pressure  increased, an increase of 
tens ion  occurred.  

Zusammen/assung. Blu td ruck  und  Durchmesse r  der  
Aor ta  abdomina l i s  wurden  in vivo bei R u h e  und  w~thrend 
Sympa th ikus re i zung  zur Berechnung  der  Wands t / t rke  und  
- S p a n n u n g  d i rekt  regis tr ier t .  

M. GEROVA and  J. GERO 

Institute o/ Normal and Pathological Physiology, 
Slovak Academy o/ Sciences, Sienkiewiczova 1, 
Bratislava (Czechoslovakia), 71 June 7970. 

U n t e r s u c h u n g e n  z u r  K l f i r u n g  d e r  F u n k t i o n  d e s  R e i s s n e r s c h e n  F a d e n s .  I n - v i t r o - B i n d u n g  v o n  N o r -  
a d r e n a l i n ,  A d r e n a l i n  u n d  S e r o t o n i n  

Das Subcommissu ra lo rgan  (SCO) des Wirbe l t ie rgehi rns  
sezernier t  ein Glyk0prote id ,  das als Reissnerscher  F a d e n  
(RF) Ventrikelr~tume und  Zen t ra lkana l  des Ri icken-  
markes  bis zu dessen kauda len  E n d e  durchw~chs t  ~-3 

In  der  Un te r suchungsgesch i ch t e  des S C O - R F - K o m -  
plexes  ist m e h r f a c h  die Ans ich t  vo rge t ragen  worden,  dass 
das yon  den  Drfisenzellen in den Vent r ike l  en t lassene  
Sekre t  L i q u o r k o m p o n e n t e n  b inder  und  e twa  als Detoxi -  

ka tor  2 oder  h i rneigenes  E x k r e t i o n s s y s t e m  1 Subs tanzen  
el iminiert ,  die die normale  T/~tigkeit des u m g e b e n d e n  

a G. STERBA, in Zirkumventrikuldre Organe und Liquor. Symposiums- 
bericht (G. Sterba, Jena 1969). 

2 R. OLSSON, Acta zool., Stockh. 39, 71 (1958). 
3 A. ERMISCH, G. STERBA, A. MUELLER und J. HEss, Aeta zool., 

Stockh., im Druck (1970). 
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14C-Aminbindung 

I R F  R I R F  R I R F  R I R F  R 
l~C-Alnine • 10 -4 • 10 -1~ • 10 -5 x 10 -1~ • 10 - ;  X 10 -1~ X 10 -s x 10 -I~ 

Serotonin 3,5 1,4 0,0 3,6 0,09 0,5 
Noradrenalin 3,9 44,0 0,2 3,6 a 12,8 a 0,6 ~ 2,0 ~ 0,1 �9 1,1 a 4,1 0,02 0,9 
Adrenalin 3,7 59,8 2,9 3,9 1,1 4,8 

I, molare Konzentration der 14C-Amine in Liquor als Illkubationsmedium. RF, an die RF-Substanz gebundene laC-Aminmenge in Mol/mg. 
Imp.Jmin pro bd RF-Substanz 

R, Verteilungsquotient Imp./min pro hal Inkubationsmcdium " Die Angaben sind Mittelwerte aus Doppelproben. ~ Mittelwerte aus 3 

oder 4 Proben voi1 2 VersllcKsreiben, bei denen die molare Konzentration des NA im Inkubationsmedium um etwa 20% differicrte. 

Glia- u n d  Nervengewebes  zu bee in t r / ich t ige l l  v e r m 6 c h t e n  
(Bindungs theor ie ) .  Die  K o n z e n t r a t i o n  a n  R F - S u b s t a n z  
im Z e n t r a l k a n a l  des R i i c k e n m a r k e s  a u n d  der  Nachweis  
biogei ler  A m i n e  im L iquor  4, 5 lassen es b e r e c h t i g t  erschei-  
hen,  die ]3indul lgs theor ie  expe r imen te l l  zu t iberpr i i fen  6, 7. 

Mater ia l  und  Methoden.  Der  R F  wurde  m i t  e iner  in  den  
Z e n t r a l k a n a l  e ingef i ih r t en  P i p e t t e  aus  Ri icke l lmarks -  
s t i icken des R indes  (frisches Sch lach tho fma te r i a l )  ge- 
spii l t  s. Fade l l s t i i cke  m i t  e iner  Gesamtl~tnge yon  ca. 3 m, 
das  he i ss t  e twa  0,1 m g  Trocke i lgewich t  RF-Subs t a l l z ,  
w u r d e n  60 mil l  bei  37 ~ ill 1,5 m l  k i ins t l ic t lem L iquor  9, 
p H  7,3-7,4, die 14C-Noradrenal in (NA)- oder  44C-Adrenalin- 
b i t a r t r a t  (A) bzw. 14C-Serotoninkreat in i l l su l fa t  (5-HT) in 
K o n z e n t r a t i o n e n  ro l l  10 -4 bis  1 0 - g M  (bezogen auf  die 
Base) en th ie l t en ,  inkub ie r t .  Die R F - P r o b e n  w u r d e n  n a c h  
der  I n k u b a t i o n  2 - 3 m a l  je 60 m i n  m i t  L iquor  gewaschen.  

V a r i a t i o n e n  der  V e r s u e h s d u r c h f i i h r u n g :  1. L6sungel l  
yon  ~4C-Monoaminell ill A q u a  des t i l l a t a  d i en t en  als II lku-  
ba t i onsmed i i lm .  2. A q u a  des t i l l a t a  bzw. L6sungel l  v o n  
N A  in  des t i l l i e r t em W a s s e r  d i e n t e n  als Wasch l6sungen .  
3. Die W a s c h z e i t  m i t  L i q u o r  b e t r u g  24 h. 

Die g e t r o c k n e t e n  u n d  gewogenel l  R F - P r o b e n  wurde l l  
ill 0,5 N N a O H  hyd r o l y s i e r t  ul ld a l lschl iessend ihre  Rad io -  
a k t i v i t g t  ebeilso wie die yon  Verg le i chsp roben  ( I n k u b a -  
t ionsmedien ,  Waschf l i i ss igkei ten)  m i t  e inem P P O / P O P O P -  
Sz in t i l l a to r  auf  D ioxanbas i s  im T r i - C a r b - S p e c t r o m e t e r  
b e s t i m m t .  

Ergebnisse. A m  R F - M a t e r i a l  silld n a c h  der  I n k u b a t i o n  
in t~C-Aminl6sungen u n d  W a s c h u n g e n  m i t  i sotopenfre ie l l  
Medien  (k i ins t l icher  Liquor ,  Wasse r  bzw. w~issrige A m i n -  
16sungen) r a d i o a k t i v e  S u b s t a n z e n  nachweisba r .  Die Ra-  
d i o a k t i v i t g t  der  le tz te i l  W a s c h l 6 s u n g  betr~igt in  e inem 
d e m  V o l u m e n  der  i n k u b i e r t e n  P r o b e  e n t s p r e c h e n d e n  An-  
tei l  d u r c h s c h n i t t l i c h  0,2% (0-1 ,2%)  der  A k t i v i t g t  des 
RF-Mate r i a l s .  

Ui l t e r  den  gegebenel l  V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  werden  
of fenbar  5-HT, N A  mid  A a m  G l ykop r o t e i d  des R F  
i r revers ibe l  gebunden .  Bei  einer  N A - K o n z e n t r a t i o n  yon  
1,7 • 1 0 - ~ M  be t r / ig t  der  p t G W e r t  eiller wgssr igen L6sung  
e twa  5,4. R F - P r o b e n  en tha l t e l l  n a c h  de r  I n k u b a t i o n  ill 
d iesem M e d i u m  n u r  a n n ~ h e r n d  die Hgl f t e  der  NA-Mengen ,  
die n a c h  der  I n k u b a t i o n  in eiller N A - L 6 s u n g  gleicher  Kon-  
z e n t r a t i o n  in L iquor  (pH e twa  7, 3) gemessen  werden.  I n k u -  
b a t i o n  bei  e inem p H  voil  e twa  4,1 (3,6 • 1 0 - 4 M  w{issrige 
LOsuilg voll  NA) senk t  die g e b u n d e n e  A m i n m e n g e  sogar  
auf  e twa  4 %  der  e n t s p r e c h e n d e n  L i quo r w er t e  (pH 7,3). 

Die B i n d u n g  v o n  Amine l l  a n  das  G lykopro t e id  s ink t  
m i t  der  A m i n k o n z e n t r a t i o n  (Tabelle).  Bei  e inem A m i n -  
a n g e b o t  y o n  ~ 4 • 1 0 - 9 M  k a n n  ke ine  Radioak t iv i t~ t t  a n  
den  i n k u b i e r t e n  0,1 m g  R F - G l y k o p r o t e i d  nachgewiesen  
werden .  Die pro  m g  R F - G l y k o p r o t e i d  g e b u n d e n e n  Amin-  
m e n g e n  l iegen im bzw. wenig fiber d e m  ng-Bereich ,  wobei  
zwischen den  e inze lnen  A m i n e n  se lbs t  u n t e r  gte ichen 

I n k u b a t i o n s b e d i n g n n g e n  U n t e r s c h i e d e  au f t r e t en .  So wer-  
den  bei  e inem A n g e b o t  yon  1 0 - 5 M  5-HT, N A  u n d  A in 
e inem Verhg l tn i s  yon  e twa  1 : 8 : 4 0  a n  das  R F - G l y k o -  
p ro te id  gebunden .  

Der  R F  is t  ein a n n / i h e r n d  zy l indr i sch  g e l o r m t e r  Sekret -  
s tab.  D a m i t  i s t  es m6glich,  das  V o l u m e n  der  in  das  I n k u -  
b a t i o l l s m e d i u m  e ingese tz t en  R F - S u b s t a n z  u n t e r  Zu- 
g runde legung  der  d u r c h  WOLF 8 mi tge te i l t e l l  W e r t e  zu 
e r m i t t e l n  u n d  im we i t e ren  die spezifische A k t i v i t g t  im 
R F - V o l u m e n  zu er rechnen.  Diese spezifische Ak t iv i t i i t  
des R F - M a t e r i a l s  k a n n  (R-Wer t e  der  Tabelle)  gr6sser 
seill als die spezif ische Aktivi tgt t  des I n k u b a t i o i l s m e d i u m s .  
Aus d e m  u  R is t  ebenfa l ls  ab le i tba r ,  
dass  die B i n d u n g  yon  Amine i l  an  die R F - S u b s t a i l z  in  der  
Reihenfo lge  A - N A - 5 - H T  a b n i m m t .  

Diskussion.  Der  RF ,  ein zy l indr i sch  g e l o r m t e r  u n d  fibri l-  
1/ir s t r i l k tu r i e r t e r  K o h l e n h y d r a t - P r o t e i l l - K o m p l e x  s, b in-  
de t  Serotonii l ,  Noradre l l a l in  uncl Adrenal in ,  w e n n  diese 
A m i n e  im I n k u b a t i o n s m e d i u m  in K o n z e n t r a t i o l l e n  zwi- 
schen  10 -4 u n d  10-SM e n t h a l t e n  sind.  Die in ghn l i chen  
Ver suchen  1~ a n  P ro t e ide  g e b u n d e n e n  A m i n m e n g e n  
s te igen im a l lgemeinen  m i t  der  A m i n k o n z e n t r a t i o n  im 
I n k u b a t i o n s m e d i u m  u n d  d e m  p H - W e r t .  Gleiches gilt  Iiir 
den  RF .  

U n t e r s u c h u n g e n  dar i iber ,  ob  die mik roskop i sch  s icht-  
b a r e n  S t ruk tu rve r~ inde rungen  des R F  b e i m  {Jbersch ich ten  
m i t  Moil loaminl6sungen in s t g r k e r e m  Masse auf  dell p H -  
W e r t  im I n k u b a t i o n s m e d i u m  zilr i ickgehen,  als aus  den  
fr i ihereil  Ve r suchs re ihen  zun~ichst zu folgern war  T, s ind 
noch  n i c h t  abgeschlossen.  Das  G lykopro t e id  des R F  b i n d e t  
bei  g le ichem A n g e b o t  A, N A  u n d  5 - t iT  in un te r sch ied-  
l ichen  Mengen.  Ahn l i che  Ergebn i s se  t iber  die B i n d u n g  yon  
v e r s c h i e d e n e n  A m i n e n  an  P ro t e ide  s ind bekal l i l t  n ,  ,a. 

Aus den  fiir den  V e r t e i l u n g s q u o t i e n t e n  R e r m i t t e l t e n  
W e r t e n  is t  zu e i l tnehmen ,  dass  der  R F  N A  bei  eiller Kon-  
z e n t r a t i o n  v o n  1 0 - 7 M  sowie A b e i  K o n z e n t r a t i o n e n  voil  
10 -5 u n d  10 -~M ,sammelt~>. Bei  ger ingeren  Konze i l t r a -  

4 H. DAVSON, Physiology of the Cerebrospinal Fluid (J. und A. Chur- 
chill Ltd., London 1967). 

5 S. J. DENCKER and C. J. HXGGENDAL, in Zirkumventrihuldre 
Organe und Liquor, Syrnposiumsbericht (G. Sterba, Jcna 1969). 

6 G. STERBA, J. HEss und A. ERMISCI-I, Pfltigers Arch. ges. Physiol. 
: 310, 271 (1969). 

G. STERSA und A. ERmsc~, Acta biol. reed. germ. 22, K9 (1969). 
s G. WOLF, in Zirkumventrikuli~re Organe und Liquor, Symposiums- 

bericht (G. Sterba, Jena 1969). 
9 j .  IK. MERLIS, zitiert in K. FLEISCHHAUER, Z. Zellforsch. 62, 639 

(1964). 
10 R. M. MARCHBANKS, J. Neurochem. 13, 1481 (1966). 
11 L. C. MOKRASCH und R. AXDELMAN, J. Neurochem. 75, 1207 

(1968). 
1~ w. GIELEN, Naturwissenschaften 55, 104 (1968). 
la C. H. ABORa und B. UvxXs, Acta physiol, stand. 74, 552 (1968). 
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t ionen kann dieser Ef fek t  m6glicherweise deshalb nicht  
sichergestel l t  werden, weil  bet den gewghl ten  Volumen-  
re la t ionen zwischen Inkuba t ionsmed ium (1,5 ml) und R F -  
Substanz  (6 ~1) und einer einst t indigen Inkuba t ionsze i t  
ve rmut l i ch  nicht  ausreichend Aminmoleki i le  in die N/the 
yon Ankergruppen  der Fadenmoleki i le  gelangen. Auf 
Schi i t te lbewegungen wXhrend der Inkuba t ion  zur Be- 
schleunigung der  Diffusion musste  wei tgehend verz ich te t  
werden, da die sehr geringe Masse des RF-Mater ia l s  sonst  
an den W~nden  der Untersuchungsgef/ isse haf ten  und 
verk leben kann. 

Gebundene  Amine  sind am R F  auch nach mehrst i in-  
digen Waschungen  mi t  den gew~hlten Medien nachweis- 
bar. D a m i t  diirfte der B indungs typ  im vor l iegenden Falle  
nicht  nur  durch Ionenbeziehungen gegeben sein (vgl. 10,13). 
M6glicherweise bes tehen ~thnliche Verh/iltnisse, wie sie 
MOKRASCIt und ANDELMAN tl bei de,r Unte rsuqhung  eines 
Bindungs types  zwischen Lipoprote iden  aus dem t l i r n  und 
Aminen  beschreiben. Anzeichen daftir, dass an die R F -  
Substanz  prim~ir zusg~tzlich Aminmengen  gebunden und 
wghrend des Waschvorganges  im Sinne t ines  Ionen-  
austausches freigesetzt  werden, ergaben sich nicht.  

Die P rob lemat ik  einer m6gl ichen physiologischen Be- 
deu tnng  der Aminb indung  an den R F  ist  sehr komplex.  
Grunds/i tzl ich bes teh t  die M6glichkeit,  dass der R F  an 
einer Regula t ion  des Liquor-Amin-Pegels  betei l igt  ist, 
wenn die in v i t ro  gefundene Bindung yon Monoaminen  

auch in v ivo  s ta t t f indet .  Als Hinweise  auf diese M6glich- 
kei t  ist  zu werten,  dass der R F  yon Ka tzen  in v ivo  
aH-Tyrosin binden kann% 

Da im Bereich des Zentralkanales  die RF-Masse  (Frisch- 
gewicht) z~m Teil  mehrere  Prozent  der  Liquormasse  a 
be t rggt  undekuff/illige Unterschiede  im Bindungsverm6gen  
der R F - S u b s t a n z  selbst gegeniiber ghnl ichen Molekiilen 
(A und NA) gefunden werden,  kann in den vor l iegenden 
Ergebnissen ein ers~er Ansa t zpunk t  zur wei teren experi-  
mente l len  Oberpr i i fung der Bindungstheor ie ,  die zum Bet- 
spiel auch un te r  E insa tz  von  best imm~en Metabol i ten  
erfolgen sollte, gesehen werden. 

Summary. The glycoprote in  of Reissner 's  fibre is able 
to bind norepinephrine,  epinephrine and serotonin. Bound  
amines can be demons t ra ted  at  the  RF,  even after  washing 
wi th  art if icial  cerebrospinal  fluid for s o m e h o u r s .  I t  is 
discussed whe ther  i t  is a funct ion of the  R F  to r emove  
substances,  for instance biogenic amines, f rom the  cerebro- 
spinal fluid. 

A. ERIviISCI-I, G. STERBA 
und J. HEss  

Sektion Biowissenscha/ten der Karl-Marx-Universitiit, 
Talstrasse 33, 707 Leipzig (DDR), 8. funi  1970. 

Further  S tud ie s  on the Circadian  R h y t h m  in the  Pro l i f era t ive  Act iv i ty  of M o u s e  In te s t ina l  E p i t h e l i u m  

Circadian r h y t h m  in cell prol i ferat ion of intest inal  
mucosal  cells have  been disputed.  BULLOUG~ 1 in 1948 
and ALOV ~ in 1963 have  repor ted  slight and var iable  
rhyt t !ms in prol i fera t ive  ac t iv i ty  while KLEIN and GE1- 
SEL a, LEBLOND a n d  STEVENS 4 and PILGRIM, ERB and 
MAUER 5 could not  show similar  results. SIGDESTAD et 
al. 6 using the  c ryp t  squash technique  were able to demon-  
s t ra te  a dis t inct  dai ly r h y t h m  in the  number  of cells 
synthesiz ing D N A  and the  number  of cells in mitosis. 
They  found the  peak  and nadi r  of bo th  paramete rs  
tes ted a t  03.00 and 15.00h respect ively.  I t  was the  
purpose of this inves t iga t ion  to fur ther  resolve the  peaks 
in mitosis and D N A  synthesis  in mouse intest inal  epi- 
the l ium.  

Male C57B1 (Schmidt,  Madison, Wisc.), 140-150-day- 
old mice were used th roughou t  this invest igat ion.  They  
were main ta ined  on steril ized Pur ina  Labora to ry  Chow 
and tap  water  ad l ibi tum.  The animal  rooms were main-  
ta ined  at  a cons tant  t empera tu re  and humid i ty  and on 
a str ict  12 h l ight  (06.00-18.00 h) and a 12 h dark (18.00 
to 06.00 h) cycle. At  hour ly  in tervals  be tween (24.00 and 
05.00 h) 3 mice were in jec ted  i.p. w i th  50 ~Ci t r i t i a ted  
thymid ine  (aHTdR, 0.36 Ci /mM) and sacrificed by cer- 
vical  dislocat ion 30 rain later. Cold Carnoy 's  solution 
was injected into the  j e junum just  below the  l igament  
of Treitz.  A segment  was r emoved  for the  de te rmina t ion  
of the  number  of mi to t ic  figures and labeled nuclei  per  
c ryp t  using c ryp t  squash and au toradiographic  t ech -  
niques described by  WlMBZR et a12. 

The  a m o u n t  of t r i t i a ted  thymid ine  t aken  up by each 
c ryp t  was de termined  by  l iquid scint i l la t ion counting.  
50 crypts  were p ipe t ted  into l iquid scint i l la t ion vials  
conta in ing  0.5 ml  Soluene (Packard In s t rumen t  Co., 
Downers  Grove, Ili.), a l lowed to s tand  a t  room tempera -  
ture  for 30 mill  then  10 ml  scint i l lat ion solution (5.0 g 
PPO,  0.2 g M I P O P O P  in 1000 ml  toluene) was added. 

The vials were counted in a Packard  Liquid  Scint i l la t ion 
Spectrometer ,  Model 3380 opera ted  at  5 ~ quench  cor- 
rect ion uti l ized the  absolute  ac t iv i ty  Analyzer  (model 544). 

The  results are presented in Figures  1-3. U t i l i z i n g  
closer tes t  in tervals  in the  present  exper iments  it  was 
possible to resolve the  peak  in the  number  of cells in 
mitosis  and in the  number  of cells synthesizing DNA.  
The peak previous ly  repor ted  at  03.00 h was replaced 
by  a peak at  02.00 h. Good correlat ion was seen in the  
data,  a t  t imes  dupl ica ted  in the  previous ly  repor ted  
results. 

Unl ike  previous da ta  there  was no suggestion of a lag 
in the peak in mitosis re la t ive  to the  D N A  synthet ic  peak. 

In  a previous repor t  6 we repor ted  a d is t inct  diurnal  
r h y t h m  in mi to t ic  figures, S cells and d p m / c r y p t  measure-  
ments  in the  mouse intestine.  The  peak  was found to 
occur a t  03.00 h while the  nadir  was seen a t  15.00 h. 
The  exper iments  repor ted  here, have  fur ther  resolved 
the  peak in the  3 parameters  tes ted to occur  at  02.00 h. 
The  significance of these results rests in the  in terpre ta-  
t ion of the  mechanisms involved  in the  diurnal  control  
of cell prol i ferat ion in the  gut. 

PILGRIM, ]~RB and MAUER 5 and more recent ly  B~owN 
and BERRY s suggested tha t  diurnal  r h y t h m  m a y  be due 
to par t ia l  synchroniza t ion  of the  cells in the  D N A  syn- 
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