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Cyclic AMP in neuroblastoma, ganglioneuroma and sympathetic ganglia 
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Summary. Tissue con t en t  of cyclic A M P  was as much  as 10 t imes  grea ter  in gangl ioneuroma t h a n  in neurob las toma.  
This h igh  cyclic A M P  in gangl ioneuroma was no t  s ignif icant ly  d i f ferent  f rom t h a t  of s y m p a t h e t i c  ganglia. 

The d i f fe ren t ia t ion  of neu rob l a s toma  has been repor ted ,  
b o t h  clinically and  in v i t ro  ~-4. An e levat ion  of cyclic 
adenosine  3", 5 ' -monophospha t e  (cyclic AMP) has  been 
conf i rmed  to induce i r revers ib ly  several  d i f fe rent ia ted  
func t ions  in cu l tured  mur ine  or h u m a n  neu rob la s toma  
cells 5. In  addi t ion ,  i t  has  also been  suggested t h a t  the  
t r an s fo rm a t ion  of neu rob la s toma  ceils to gangl ioneuroma 
m a y  be m ed ia t ed  by  cyclic AMP 6. A t  p re sen t  i t  would 
be of grea t  in te res t  to  de te rmine  whe the r  cyclic AMP 
is ac tua l ly  def ic ient  in neurob las toma,  and if it  is signifi- 
c an t l y  h igh  in gangl ioneuroma.  We have  assayed t issue 
levels of cyclic A M P  in 7 mouse  neu rob l a s toma  C1300, 
10 h u m a n  neurob las tomas ,  3 gangl ioneuromas  and 4 
h u m a n  s y m p a t h e t i c  ganglia which  we p resen t  in th is  
repor t .  
Mouse neurob las toma ,  weighing average  2 g, which  
deve loped  2-3 weeks af ter  inocula t ion of t u m o r  cells, 
was d issec ted  f rom the  s.c. area. H u m a n  t umor s  were 
surgical ly ob ta ined  f rom pa t i en t s  and  s y m p a t h e t i c  ganglia, 
3 l um ba r  and  i thoracic ,  were ob ta ined  at  s y m p a t h e c t o m y  
of pa t i en t s  w i th  Buerger ' s  and o the r  re la ted  disease. For  
cyclic A M P  assay,  por t ions  of all t issues were p r o m p t l y  
frozen in l iquid ni t rogen.  Other  por t ions  were histologi-  
cal ly s tudied.  
F rozen  t issue was homogenized  in cold 6% tr ichloroace-  
t ic acid. Af ter  cent r i fugat ion ,  the  s u p e r n a t a n t  was acidi- 
fied wi th  HC1, ex t r ac t ed  wi th  ether .  The aqueous  phase  
was lyophi l ized and  then  dissolved in 50 mM ace ta te  
buffer ,  p H  4.0. Cyclic AMP was de t e rmined  by  Gi lman 's  
m e t h o d  ~ (Boehringer  Mannhe im  G m b H  Biochemica) and 

Specimens n cAMP (pmoles/mg protein) 
Range Mean 4- SD 

Mouse neuroblastoma 7 0.8- 7.5 3.2 4- 2.2 
Human neuroblastoma 10 1.5-12.8 5.3 4- 4.0 
Human ganglioneuroma 3 28.5-54.5 39.9 4- 10.8 
Human sympathetic ganglia 4 17.8-42.8 32.3 4- 9.1 

the  t r i ch loroace ta te  prec ip i tab le  p ro te in  was de t e rmined  
according  to the  Lowry  procedure  s . The values  were 
p re sen ted  as pmoles  of cyclic A M P  per  mg of prote in .  
As shown in the  table,  i t  was found  t h a t  cyclic A M P  in 
neu rob la s toma  tissues,  e i ther  h u m a n  or mouse,  was 
s ignif icant ly  lower (p < 0.005) t h a n  t h a t  in ganglio- 
neu roma  or s y m p a t h e t i c  ganglia. The h igh  cyclic AMP 
in gangl ioneuroma was n o t  s ignif icant ly  d i f fe rent  f rom 
t h a t  of s y m p a t h e t i c  ganglia.  Cyclic A M P  was as much  
as 10 t imes  grea ter  in gangl ioneuroma t h a n  in neuro-  
b las toma.  
These resul ts  indicate  t h a t  neu rob la s toma  is a t u m o r  wi th  
a re la t ively  low level of cyclic A M P  and again raises the  
ques t ion  w h e t h e r  the  correct ion of th is  condi t ion  would 
resul t  in benign gangl ioneuroma.  P ra sad  et  a12 proposed  
the  new the rapeu t i c  approach ,  which  a ims at  raising 
cyclic AMP level in t u m o r  cells for t he  t r e a t m e n t  of 
neurob las toma.  I t  was  r epor ted  b y  t h e m  and o thers  6 
t h a t  some agents,  such as p ros tag land in  and /o r  phospho-  
dies terase  inhibi tor ,  were effective for t h a t  purpose .  Our 
da t a  provides  a basis for such a the rapeu t i c  trial.  A clinical 
eva lua t ion  of the  effect iveness  of the  combined  adminis-  
t r a t i on  of P G E  1 and  papaver ine  to  pa t i en t s  wi th  s tage 
IV  neu rob la s toma  is cu r ren t ly  under  s t u d y  in our clinic. 
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Elektronenmikroskopische Untersuchung am ~3bergangsepithel der Hausspitzmaus 
(Crocidura russula) 1 

Ultrastructural study of the transitional epithelium of the common European white-toothed shrew 
(Crocidura russula) 
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Summary. The s t ruc tu re  of the  t rans i t iona l  ep i the l ium of the  c o m m o n  E u r o p e a n  w h i t e - t o o t h ed  shrew (Crocidura 
russula) was exam ined  by  u l t r a th in  serialsections.  The ep i the l ium consists  of basal ,  i n t e rmed ia t e  and superficial  cells. 
Basal  and  in t e rmed ia t e  cells r emain  in con tac t  w i th  the  basal  lamina,  whereas  superficial  cells have  no connexion  wi th  
t he  basa l  lamina.  

Die b isher  am u l t r ad i innen  E inze l schn i t t  oder  an l icht-  
mikroskop i schen  Ser ienschni t t en  e rhobenen  Befunde  zur 
Sch ich t igke i t  beziehungsweise  Reih igke i t  des Ubergangs -  
epi the ls  s ind bis heu te  widersprf ichl ich  2-4. P e t r y  und  
A m o n  ~ beschre iben  das k lbergangsepi the l  al!gemein als 
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e inschicht ig ,  mehr re ih ig .  Hicks  a g ib t  fiir die R a t t e  Mehr-  
sch ich t igke i t  an, w/ ik rend  M a r t i n  4 be im  iV~eerschweinchen 
eine re ihige  A n o r d n u n g  der  Basal -  und  In te rmedi / i r ze l l en  
b e o b a c h t e t ,  bei  den  Deckzel len  j edoch  ke ine  m i t  der  
B a s a l m e m b r a n  in V e r b i n d u n g  s t ehende  C y t o p l a s m a -  
auslAufer f inder :  Die u n t e r s c h i e d l i c h e n  Be funde  df i r f ten  
n i c h t  zu le t z t  auf  der  B e u r t e i l u n g  u l t r a d i i n n e r  Einzel -  
s c h n i t t e  oder  l i ch tmik roskop i sche r  Schn i t t s e r i en  b e r u h e n  ; 
es wi rd  de sha lb  in der  vo r l i egenden  A r b e i t  a m  Beispiel  
de r  H a u s s p i t z m a u s  gezeigt,  dass  mi t t e l s  u l t r a d i i n n e r  
Se r i enschn i t t e  der  t o p o g r a p h i s c h e  Ver lau f  b e s t i m m t e r  
Zel len ve r fo lg t  u n d  ein even tue l l  v o r h a n d e n e r  K o n t a k t  
yon  Zel lausl / iufern m i t  der  B a s a l l a m i n a  aufgezeig t  wer-  
den  k a n n .  
Methodik .  G e w e b e p r o b e n  de r  k o n t r a h i e r t e n  (ent leer ten)  
H a r n b l a s e  w u r d e n  in e inem yon  uns  modi f i z ie r t en  Ge- 
misch  n a c h  H i r s c h  u n d  F e d o r k o  5 1 h bei  0~ f ixier t .  
S t a m m l 6 s u n g  A:  2,5~oige G l u t a r a l d e h y d l 6 s u n g  in 0,1 M 

s-Col l idinpuffer  (pH 7,15; 500 mOsm) ,  S t a m m l 6 s u n g  B:  
1%ige  OsO4-L6sung in 0,1 M s-Col l id inpuffer  (pH 7,12; 
160 mOsm) .  Das  F ix i e rgemisch  wurde  u n m i t t e l b a r  vor  
G e b r a u c h  aus  1 Teil  A u n d  2 Tei len B z u s a m m e n g e s e t z t  
(pH 7,32; 270 mOsm) .  N a c h  E n t w / i s s e r u n g  f i b e r / ~ t h a n o l  
wurde  in E p o n  812 e ingebe t t e t .  U m  m6gl i chs t  gross- 
fl/ichige E p i t h e l a b s c h n i t t e  u n b e h i n d e r t  d u r c h  Tr/iger- 
ne tzs t ege  im E l e k t r o n e n m i k r o s k o p  b e o b a c h t e n  zu k6nnen ,  
w u r d e n  kommerz ie l l e  Kupfe r -Ob jek t t rAge r  m i t  1 m m  
L o c h d u r c h m e s s e r  v e r w e n d e t  u n d  m i t  P io lo fo rm F 
(S tockem 6) bef i lmt .  S c h n i t t b / i n d e r  v o n  he l lge lber  I n t e r -  
f e renz fa rbe  w u r d e n  in A b s c h n i t t e  y e n  1 m m  LAnge 
u n t e r t e i l t  u n d  diese m i t  e iner  P la t in6se  (D rah t d i cke  
0,1 mm)  v o n  1,2 m m  i n n e r e m  D u r c h m e s s e r  auf  die 
Obj ek t t r / iger  i ibe r t ragen .  N a c h k o n t r a s t i e r u n g  erfolgte  m i t  

5 J .G.  Hirseh und M. A. Fedorko, J. cell Biol. 38, 629 (1968). 
6 W. Stoekem, Mikroskopie 26, 185 (1970). 

Abb. 1. a Ubersicht. a-d Topografischer Verlauf zweier Intermedilirzellen (A und B) anhand ausgew/ihlter Serienschnitte, a Schnitt 42, 
b Schnitt 53, c Schnitt 72, d Schnitt 94. BZ, Basalzelle; IZ, Intermedi~irzelle; DZ, Deckzelle; BL, Basallamina; K, KapiUare. • 2500. 
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Uranylacetat  und Bleicitrat. Pro Block wurden Serien 
yon rund 50 ObjekttrAgern hergestellt und die gleiche 
Epithelstelle eines oder bei Bedarf mehrerer Schnitte 
jedes Objekttr~tgers bei 1000facher Vergr6sserung foto- 
grafiert. Damit  k6nnen bei der Auswertung der Bilder 
mehrere Zellen gleichzeitig geprfift werden. 
Be[uncle. Auf Grund cter Position der Zellkerne 1/isst 
sich im Sinne einer topografischen Orientierung eine 
basale, eine intermediAre und eine superfizielle Zell- 
lage unterscheiden (Abbildung 1,a). Basalzellen sind 
liinglich-oval bis dreieckig geformt und liegen der Basal- 
lamina mit einer breiten Kontaktfl~che an. Basallamina 
und anliegendes kollagenes Bindegewebe sind im kontra- 
hierten Zustand (Harnblase entleert) unregelm~issig 
gefaltet. Intermediiirzellen erscheinen im Anschnitt  
zylindrisch bis schlank pyramidenf6rmig. [3ber den 
topografischen Verlauf angeschnittener Zellen ist am 
Einzelschnitt keine verbindliche Aussage m6glich; zumal 
kann nicht gekl~rt werden, ob und in welcher Anzahl 
Intermediiirzellen mit  der Basallamina in Verbindung 
stehen. Werden die Zellanschnitte mittels Serienschnitten 
verfolgt, kann unschwer gezeigt werden, dass die Inter- 
medi~irzellen durch zum Teil breite Cytoplasmaauslitufer 
mit  der Basallamina in Kontakt  stehen (Abbildung 1,b, 
c und d: Zelle A). AuI manchen Einzelschnitten erschei- 
nen im Bereich der Basal- und Intermedi~irzellen schmale 
Cytoplasmaprofile (Abbildung 1,b und c: Zelle B); sie 
k6nnen mittels Serienschnitten unzweifelhaft einer im 

Basalbereich mehrfach verzweigten und mit der Basal- 
lamina in Verbindung stehenden IntermediArzelle zu- 
geordltet werden (Abbildung 1,a: Zelle B). Die super- 
fiziellen Zellen (=  Deckzellen) nehmen bei der kontra- 
hierten Harnblase  im Durchschnitt  1/3 der gesamten 
Epithelh6he ein. In der Art  einer Verzahnung reichen 
DecKzellausl~,ufer zwischen Lficken der unregelmAssig 
strukturierten Apikalregion der Intermedi/~rzellen bis 
h6chstens zur H/ilfte der Epithelh6he basalw~irts. In 
keinem Fall wurde eine Verbindung solcher Deckzell- 
ausl/iufer mit der Basallamina festgestellt. 
Auifallend viele Zellkerne sind mehr oder weniger stark 
gelappt; die Kernmembran zeigt oft unregelm~issige Ein- 
und Ausbuchtungen oder Falten. Neben zweikernigen 
Deckzellen k6nnen immer auch zweikernige Intermedi/ir- 
zellen beobachtet werden (Abbildung 1, a : DZ ; Abbildung 
2: IZ). Gelegentlich erscheinen gewisse Zellen im Einzel- 
bild als zweikernig, die Auswertung der Schnittserie 
zeigt jedoch, dass es sich dabei um Schnittaspekte stark 
eingeschniirter beziehungsweise gelappter Kerne handelt. 
Diskussion. Die Auswertung ultradfinner Serienschnitte 
erlaubt bei geeigneter Vergr6sserung verbindliche Aus- 
sagen fiber die topografische Struktur eines ZeIlverbandes. 
Diesbezfigliche Befunde aus lichtmikroskopischen Unter- 
suchungen4, v miissen mit  Vorbehalt auigenommen wer- 
den, da auch Serien von sehr dfinnen Eponschnitten 
mangels genfigenden Aufl6sungsverm6gens des Licht- 
mikroskops keinerlei Aussagen fiber den Vertauf des 
Plasmalemms einzelner Zellen und der Basallamina 
erm6glichen. Gleichfalls k6nnen anhand ultradfinner 
Einzelschnitte nut  Vermutungen fiber den weiteren Ver- 
lauf angeschnittener Zellen angestellt werden. Nur in 
seltenen F/illen kann, auch bei optimaler Schnittffihrung, 
eine Zelle in ihrer gesamten L~ingenausdehnung beob- 
achtet  werden. 
Nach Pet ty  und Amon 2 soll das l~bergangsepithel, unter 
Berficksichtigung verschiedener Tiergattungen, ein ein- 
schichtiges, mehrreihiges Epithel sein. Insbesondere 
sollen die Deckzellen immer durch Cytoplasmaausl/tufer 
mit der Basallamina in Verbindung stehen. Hicks 3 hat  
solche Zellausl~iufer beim Obergangsepithel des Menschen 
gesehen, nicht aber bei der Ratte.  Nach dieser Autorin 
scheinen solche Unterschiede artspezifisch zu sein. Wir 
k6nnen nach eigenen Untersuchungen an Ratte,  Haus- 
schwein (unver6ffentlicht) und nach den Befunden bei 
der Hausspitzmaus diese Aussage best/itigen. Bei letzterer 
Art  zeigen ausser den Basalzellen auch die Intermedi~ir- 
zellen deutliche, die Deckzellen jedoch keinerlei Ver- 
bindung zur Basallamina. Ein einheitliches Bauprinzip 
des Ubergangsepithels im Sinne von Petry und Amon 2 
dfirfte damit  ausgeschlossen werden; gleichfalls scheinen 
basale Deckzellausl/iufer, soweit sie bei gewissen Arten 
anzutreffen sind, keinerlei Iunktionelle Bedeutung als 
Verankerungspunkte bei Zellverlagerungen durch Deh- 
nung (Ffillung) und 'Kontraktion (Enfieerung) der Harn- 
blase zu haben. 
Die teilweise starke Lappung und Faltung mancher Zell- 
kerne kann einerseits als Oberfl~ichenvergr6sserung der 
Kernmembran gedeutet werden, andererseits diirften 
einige dieser Kerne amitoseverd/ichtig sein s. Das Fehlen 
jeglicher Mitosefiguren und das Vorhandensein zwei- 
kerniger Intermedi/irzellen deutet  auf amitotische Kern- 
teilung ohne nachfolgende Cytoplasmateilung hin. Es ist 
nicht auszuschliessen, dass die vergleichsweise gross- 
volumigen zweikernigen Intermedi/irzellen im Zuge der 
Zellregeneration an die Epitheloberfl~iche gelangen und 
sich hier zu Deckzellen differenzieren. 

Abb. 2. Zweikernige Intermedi~trzelle (IZ) und Einzelsehnittaspekt 
eines gelappten Kerns einer Basalzelle (BZ). • 2500. 
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