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Es ist verhältnism äßig seit langem bekannt, daß in der Nebenniere 
das mit der Steroidsynthese zusam m enhängende Enzymsystem sielt in 
den Mitochondrien und in dem ungranulierten endoplasm atischen R eti
kulum (ER) befindet. W ährend bezüglich der S tru k tu r der .Mitochond
rien kein besonderes Problem  aufgetaucht ist, besteht im Zusamm en
hang mit dem Aufbau des ungranulierten E R  eine ziemlich große U n
sicherheit. Aufgrund der uns zur Verfügung stehenden 80 literarischen 
Angaben erblickt die entscheidende Mehrheit der Verfasser im ungranuli
erten ER  eine in der Nebenniere isolierte, aus leeren Vakuolen bestehende 
S truk tu r (z. B. De Robert is -  S.a b a t i n i 1058, G i a c o m e l l i  -  
W i e n e r  -  S p i r o  1965, K  a  h r i 1966, К  о n d i с s -  K  j a  e r- 
h e i m  1968, N u ß d o r f e  r 1 9 6 8 ,-  S a b a t i n i  — D e  R o b e r -  
t i s 1961, S a  t о 1968). C h r i s t e n s e n  (1965) hat im Zusam m en
hang m it den steroidproduzierenden Zellen der Hoden nachgewiesen, 
daß das ungranulierte ER im Falle der Perfusionsfixierung ein aus ver
zweigenden Tubuli bestehendes Retikulum  ist, die vesikuläre S tru k tu r 
stellt demnach ein künstliches P rodukt dar. Bezüglich der Nebenniere 
erhielten F r i e n d  und G i l u l a  (1972) tro tz  der Perfusionsfixierung 
ein ausgesprochen vesikuläres, ungranuliertes ER , aber auch K j a e r  
h e i  m (1968) und R h o d i  n (1972) konnten die tubuläre S tru k tu r 
durch Perfusionsfixierung in keiner zufriedenstellender Weise bewahren. 
Gleichzeitig jedoch gelang es sieben Autoren ( B e r c h t o l d  1970, 
B r e n n e r  1966. L o n g  — J  o n e s  1967, M a u s i  e 1971, M c 
N u t t — J.o  n e s  1970, S h e l t o n  — J o n e s  1971, V ο n e t  s u 
1966) auch im Falle einer Immmersionsfixierung den tubulären Aufbau 
des ungranulierten ER in zufriedenstellendem Maße zu sichern.

Aufgrund all dieser liegt es auf der Hand, daß in der Nebenniere die 
tatsächliche Struktur des ungranulierten ER tubulär ist, der Zerfall auf 
Vesikulae folgt aus der unrichtigen Fixierung, andrerseits ist die Perfusions
fixierung in sich selbst noch nicht genügend ausreichend. Untersuchen
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wir die von den erw ähnten sieben Verfassern gebrauchten Fixierungs- 
Verfahren, so stellt es sieh heraus, daß sie von den üblichen nicht ab
weichen. Da uns keine entsprechende, sichere Methode zur Verfügung 
steht, haben wir im Falle der Immersionsfixierung die Bedingungen der 
Bewahrung der tubulären S truk tu r in der Nebenniere der Vögel und der 
Säugetiere ausführlich untersucht.

Material und Methode

Es wurden 25 männliche und weibliche Tauben durch Dekapitätion 
getötet, die Nebennieren innerhalb von 3 Minuten herausgenommen und 
in orientierter Weise zerstückelt, bei Z im m ertem peratur in den folgenden 
Lösungen fixiert:

a)  3%iges G lutaraldehyd, in 0.1 M -Phosphatpuffer, pH 7.4
b) 4%iges Form aldehyd, aus Paraform aldehyd frisch gewonnen, in 

0,1 M -Phosphat puffer
c) 3%iges G lutaraldehyd, in 0 ,1.0,12, 8,14, 0,1(5, 0,18, (*.2 M-Phos

phatpuffer
(l)  3%iges G lutaraldehyd, in o.l M -Phosphatpuffer, mit 1 - 8 %  

iger Saccharose
e) (5%iges G lutaraldehyd, in 0,1 M -Phosphatpuffer, mit 7%iger 

Saccharose
f )  4%iges Form alin, aus Paraform aldehyd frisch p räpariert in 

0,1 M -Phospahtpuffer, mit 7%iger Saccharose
rj) Gemisch von je 2%igem Form alin und  Glutaraldehyd, in 0,1 

M-Puffer, mit 7% iger Saccharose.

W eitere 2 Tauben erhielten innerhalb von 48 Stunden 4 x 1 0  Ш  
ACTH, 2 Goldham ster innerhalb von 24 Stunden 2X 5 U ACTH. Die 
Nebennieren der behandelten Tiere sowie die von 2 unbehandelten Gold
ham stern und R atten  wurden in 3%igem G lutaraldehyd fixiert, das 0,1 
M -Phosphatpuffer und 7% Zucker enthielt.

Zu bemerken sei, daß zu einem jeden Experim ent ein durch De
stillation gereinigtes G lutaraldehyd verwendet worden ist. Sämtliche 
Stoffe wurden nach der Fixierung 24 Stunden lang mit 0,1 M -Phosphat
puffer bei einer Tem peratur von 4 ° C  gewaschen, die Spülflüßigkeit en t
hielt auch Saccharose in einer bei der Fixierung gebrauchten K onzentra
tion. Die Nachfixierung erfolgte zwei Stunden lang bei Zimm ertempera
tu r  in 1 %igem OsO„, außer dem Phosphatpuffer enthielt das Fixierungs
m ittel auch hier die bei der Aldehydfixierung gebräuchliche Zuckerkon
zentration. Unter dem im bisherigen bekanntgegebenen Verfahren bildete 
nur jenes Experim ent eine Ausnahme, wo die \ \  irkung der K onzentration 
des Puffers untersucht wurde (e); die Spülflüßigkeit und das O sü4 enthielt 
hier natürlicherweise die bei der Aldehydfixierung gebräuchliche Puffer
konzentration.

Die Entwässerung und E inbettung (Durcupan ACM. Fluka) erfolgte 
in üblicher Weise. Die Schnitte wurden mit einem eigenhändig gefertigten
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U ltram ikrotom  gemacht und  nach K ontrastierung mit B leizitrat-U rany- 
lazetat mit einem in der Sowjetunion hergestellten Elektronenm ikroskop 
vom Typ UEM V— 100-b untersucht.

Ergebnisse

Wenn wir die Nebenniere der Taube in 3%igem G lutaraldehyd fixie
ren, den pH-W ert mit U,1 M -Phosphatpuffer einstellen, so können wir 
das Ergebnis au f Abb. 1 sehen. Für die steroidproduzierenden Zellen sind 
die Mitochrondrien tubulärer S truktur, ferner das reichliche ungranulierte 
ER  und die Lipidtropfen charakteristisch. Das ungranulierte E R  zerfällt 
m it dieser Methode — ähnlich wie bei der Mehrheit der Verfasser — a u f 
einzelstehende, leere Vesikel. Dasselbe erhalten wir auch dann, wenn wir 
s ta t t  G lutaraldehyd Formalin verwenden (Abb. 2). Als nächsten S chritt 
des Experim ents versuchten wir die K onzentration des Puffers zu s te i
gern. Von O.H) M konnte eine starke Schrumpfung der M itochondrien 
beobachtet werden, jedoch blieb das ungranulierte E R  unverändert von 
vesikulärer S truktur. (Abb. 3)

DIE BEWAHR l'X  G DEE T l 'IH ' LA R EX STR C E T E  R I 7 9

A bb. 1. N ebenn iere  e in e r T au b e , 
in te rren a le  (ste rio d p ro d u z ie ren d e) Zel
le. F ix ieru n g : 3% iges G lu ta ra ld eh y d  

in 0,1 M -P h o sp h a t puffer. 16 OOOx

A bb. 2. N eb en n ie re  e in e r T au b e , 
in te rren a le  Zelle. F ix ie ru n g : 4 % iges 
F o rm a ld e h y d  in 0,1 M -P h o p h at puffer. 

16 OOOx

1 2 *



ISO KON DICS

Abb. 3. Nebenniere* einer Taube, îii- 
terrenale Zelle. Fixierung: 3%iges
O lutaraldehyd in 0,2 M* Phophat puffer 

1 ϋ ΟΟΟχ

Abb. 4. N ebenniere einer Taube, in
terrenale Zellen. Fixierung: 3%iges 
O lutaraldehyd in 0.1 AI-Phosphat puf

fer -f 7 %ige Saccharose. ЗОООх

Abb. 5. Nebenniere einer Taube, interrenale Zelle. Fixierung wie bei Abb. 4. 14 ΟΟΟχ



Die Erhöhung der K onzentration des Puffers ist dem nach kein gang
barer Weg. Gerade deshalb blieben wir im weiteren bei einer K onzen tra
tion 0,1 .Ai und stellten Versuche mit Hinzugabe von Zucker, ganz bis 8% 
an. Bei Anwendung von Zucker haben sich die sog. „dunklen und hellen“ 
Zellen viel mehr abgesondert. (Abi). 4) lm Falle des Gebrauches von 5 — 
7%iger Saccharose zeigte sich das ungranulierte ER  in den hellen Zellen 
als von tubulärer S truktur. (Abb. 5) Eine niedrigere Zuckerkonzentration 
ist wirkungslos, im Falle einer höheren schrum pfen die Mitochondrion 
stark  ein. In  ähnlicher Weise fixiert kann die tubuläre  S truk tu r des un· 
granulierten ER nicht nur in der Nebenniere der Taube, sondern auch in 
der der R atte  (Abb. (5) und des Hamsters (Abb. 7) in den „hellen“ Zellen
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Abb. 0. N ebenniere einc-r H atte, zona fasciculata. F ixierung wie bei Abb. 4. 12 OOOx

Abb. 7. N ebenniere eines G oldham sters, zona fasciculata. F ixierung wie bei Abb. 4. 13 OOOx
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ЛЬЪ. s . Nebenniere* einer Taube, sog. Abb. 9. Xebenniee einer l’aube nach
„dunk le“ Zelle. F ixierung wie bei der B ehandlung mit ACTH. Fixierung

Abb. 4. 10 ÖOOx wie au f Abb. 4. 19 OOOx

gut erhalten blieben. Zugleich ist in den „dunklen“ Zellen bei einem jeden 
Versuchstier auch eine partielle Vesikulation wahrzunehmen. (Abb. 8)

»Stimulieren wir die Nebenniere der Taube mit ACTH, so bliebt die 
übliche Dilatation des ungranulierten ER bei Anwendung von Zucker 
weg. (Abb. !)) Die sog. „dens bodies“ , die nach ACTH in großer Anzahl in 
der Xiebenniere gefunden werden können, schnüren sich in gut sichtbarer 
Weise nicht nur aus dem Golgi-A pparat, sondern auch aus dein um ihn 
gelegenen ungranulierten ER bzw. von ihm entfernten, aus dem ungranuli
erten ER ab. (Abb. 10, 11) Dies konnte man hingegen bisher wegen der 
Vesikulation des ungranulierten ER nicht nachweisen.

Da es sich erwiesen hat, daß das mit 3%iger Destillation gereinigte 
G lutaraldehyd mit einem Puffei· von 0,1 M im Falle der Zugabe von 5 — 
7"„igem Zucker die tubuläre S truk tu r des ungranulierten ER zum guten 
Teil in takt erhält, haben wir versucht die K onzentration des Glutaralde- 
hvds zu steigern. Bei Anwendung von 6%igem G lutaraldehyd hat sich 
das ungranulierte ER in den „hellen“ Zellen stellenweise d ilatiert, wes
halb wir im weiteren die 3%ige K onzentration beibehalten haben. Form a
lin oder G hitaraldehyd-Form al ingemisch bewahren tro tz Anwesenheit



von 7%igem Zucker die tubuläre S truk tur in der Nebenniere nicht. Das 
ungranulierte E R  zerfiel in beiden Fällen in einer au f Abb. 1 sichtbaren 
Weise au f Vesikel.
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Abb. 10. Nebenniere eines Gold ham sters nach der B ehandlung 
m it ACTH. In der Region des Golgi-A pparates zahlreiche 

„dens bodies“. 17 OOOx

Abb. 11. N ebenniere eines G oldham sters, zona fasciculata, 
nach einer B ehandlung m it ACTH. Neben der Zellmem bran 
zwei ,,dens bodies“, das eine steh t m it dem ER  im Zusam 

menhang. 35 OOOx



Besprechung der Ergebnisse

Es ist bekannt, daß in der lebenstreuen E rhaltung  der U ltrastruktur 
auch der osmotischen K onzentration des Fixierungsm ittels eine Rolle 
zukom m t. Gerade deshalb geben einige Forscher zwecks Sicherung der 
Isotonie zur Fixierungsfliißigkeit auch Zucker bzw. NaCl hinzu und hal
ten dies vom Gesichtspunkt der guten Erhaltung der S truk tu r für no t
wendig ((' a u 11 i e 1 d 1957). P  a 11 a d e (1952) fand hingegen, falls 
er zu dem ursprünglich hypertonischen Fixierungsgemisch NaCl oder 
Zucker hinzugab, in der S truktur, keine Änderung. .M il l  ο n i n g (1902) 
konnte im Falle der Osmiumfixierung ebenfalls nicht entscheiden, ob die 
Glukose die Q ualität der Fixierung verbessert oder nicht. Eben deshalb 
ist es verständlich, daß die Forscher heutzutage im allgemeinen den Ge
brauch von NaCl oder von Zucker vermeiden.

In  der Nebenniere hält man das ungranulierte ER von wenigen Aus
nahmen abgesehen für eine vesikuläre S truktur. Dies ist jedoch mit un 
serer über das ungranulierte ER im allgemeinen ausgebildeten Vorstellun
gen nicht übereinstim m bar. Das ungranulierte ER muß auch im Falle 
der Nebenniere ein sich verzweigendes, zusammenhängendes Kanalsys
tem  sein. Das aus abgesonderten Vesikeln bestehende System kann nicht 
die Funktion  des ungranulierten ER versehen, was jene Autoren u n ter
stützen. die in der Nebenniere ein ER tubulärer S truk tu r nachgewiesen 
haben. Dies haben wir au f G rund der m itgeteilten Bilder entschieden, 
denn manchmal spricht man auch dann von einem tubulären ungranuli
erten ER . wenn auf den Bildern die S truk tur des Retikulum s vesikulär 
ist (Y о s h i m u i· a und .Mitarb. 1969).

Als ersten Schritt des Versuches haben wir, um eine Isotonie zu e r
reichen, die K onzentration des Puffers allmählich gesteigert. Von der 
0,16 .M-Konzentration angefangen, konnte eine stets zunehmende Schrum
pfung und parallel mit dieser eine .Myélinisation beobachtet werden, ohne 
daß im Aufbau des ungranulierten ER  eine Verbesserung zu bemerken 
gewesen wäre. Demfolgend stellten wir Versuche mit Zucker an und bei 
der Anwendung von 5 —7%iger Saccharose und G lutaraldehyd blieb zu 
unserer Überraschung die ursprüngliche, tubuläre Stridetur des ungranuli
erten ER gut erhalten (Abb. 5, 6, 7). Dies bezieht sich vor allem au f die 
,,hellen“ Zellen, in den „dunklen“ Zellen sind nebst den Tubuli stellen
weise auch Vesikel zu finden (Abb. 8).

Manche sind der Meinung, daß die „dunklen“ und „hellen“ Zellen 
keinen verschiedentlichen Funktionszustand bedeuten, sondern als 
künstliche Produkte der Fixierung entstehen (K j a e r h e i m  1968, 
R h о d i n 1971). N u ß d o r f e r  (1969) hat au f dem Wege autoradio- 
graphischer Untersuchungen nachgewiesen, daß in der Rindensubstanz 
der Nebenniere der R atte die „dunklen“ Zellen das mit T ritium  (H·1) 
m arkierte Cholesterin langsamer aufnehmen und es auch langsamer a b 
geben, als die „hellen“ Zellen. Deshalb sind laut ihm die hellen Zellen 
aktive, die dunklen hingegen inaktive Zellen. E r hat auch darauf hinge- 
wiesen, daß die zweierlei Zellen im Aufbau voneinander etwas abweichen
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Deshalb ist es offenkundig, daß sich die Zellen in der Nebenniere in ver
schiedenem Funktionszustand befinden können, was zum Teil auch in 
der Densitat der Zellen Ausdruck erhalten kann. Um diese Frage in be
ruhigender Weise regeln zu können, sind jedenfalls noch weitere Daten 
nötig.

Glutaraldehvd und Saccharose von entsprechender Konzentration 
bewahren demnach die tubuläre Struktur des ungranulierten ER. Dies 
war mit der Erhöhung der Konzentration des Puffers nicht erreichbar, 
deshalb muß vorausgesetzt werden, daß es sich hier nicht allein um die 
Sicherung der Isotonie handelt, sondern, daß die Saccharose das leicht 
zerfallende ungranulierte ER wahrscheinlieh stabilisiert. Jedoch genügt 
Zucker für sich allein nicht, bei Anwendung von Formalin oder formalin- 
haltigen Fixierungsmitteln tritt trotz der Anwesenheit des Zuckers eine 
starke Vesikulation auf.

Der Durchmesser der Tubuli des ungranulierten E R  beträgt etw a 
600 —800 A ,  sie sind mit osmiophilem Stoff gefüllt. Dies letztere ist che
misch nicht bekannt. F r i e n  d und G i 1 u 1 a (1972) sind der Meinung, 
daß es Cholesterin oder ein anderer Präkursor, eventuell auch Steroid sein 
kann.

Mehrere Autoren haben nachgewiesen, daß in der stim ulierten Neben
niere das ungranulierte E R  di latiért (A s w o r t h  und M itarb. 1959, 
X i s h i к a w a und Mitarb. 1963, S 11 a r a w у und P  e n n e  v 19(59,
\ о 1 к und S c a r p e l l i  19(54, V a i n o  r i  und Mitarb). Cm dies 
nachzuprüfen, wurde bei Tauben die Nebenniere mit einer großen Dosis 
AC.'TH stim uliert. Wir haben keinerlei D ilatationen wahrgenommen, 
stellenweise hafteten sich jedoch Ribosomen an die Oberfläche des ER . 
Bekannterweise kann in der Nebenniere bei der Stim ulation die Anzahl 
der ,alens bodies“ beträchtlich zunehmen. Diese sind — zum indest te il
weise -  Lisosomen ( S z a b ó  und Mitarb. 19(57). Von einem Teil der 
,.dens bodies" wurde neuerdings nachgewiesen, daß sie Katalase en th a lt
ende Pcroxisomen sind (M a  g a l h a e s  - M a g a 1 li a e s 1971 ). Aus 
Alili. 10 ist es ersichtlich, daß sich ein Teil der „dens bodies“ im Golgi- 
held entw ickelt, jedoch schnüren siesich wahrscheinlich zum Teil aus dem 
ungranulierten ER ab. l· ür letzteres spricht auch, daß fern von dem Golgi- 
Apparat, neben der Zellmembran, z. B. zwischen den „dens bodies“ und 
dem ungranulierten ER oft eine direkte Verbindung nachgewiesen werden 
kann (Abb. 11). Darauf hat man wegen des Zerfalles des ungranulierten 
ER bisher nicht geachtet. Jedenfalls muß die Genese der Peroxisomen in 
der Nebenniere näher untersucht werden.

Zusammenfassung

J'b jges G lutaraldehvd, das auch 5 — 7%ige Saccharose en thält, be
wahrt in der Nebenniere der Vögel und der Säugetiere die tubuläre S tru k 
tu r  des ungranulierten ER gut. Bei Anwendung von Zucker besteht das 
ungranulierte ER aus Tubuli mit einem Durchmesser von 600 — 800 A, 
mit osmophilem Stoff im Inneren. Formalin oder G lutaraldehvd-Form -
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aklehvdgemisch ist selbst bei Anwendung von Saccharose zur Fixierung 
des uiigranulierten ER nicht geeignet. Falls man die Fixierung mit Zuc
ker enthaltendem Glutaraldehyd verrichtet, entfällt auf die Wirkung des 
ACTH die Übliche Dilatation des uiigranulierten ER. andrerseits schnüren 
sich die son. „dens bodies“ zumindest teilweise aus dem uiigranulierten 
ER ab.
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