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mor®. These observations together with the present report
indicate that this compound is capable of interfering in
some way with endocrine mechanisms in the female
reproductive system.

Résumé. Dihydroelatericine A administré par voie buc-
cale & des souris femelles au moins pendant deux semai-

8 Z. SpEISER, Thesis, Tel-Aviv University (1964).
7 Present address: The Clinical Laboratory, Beilinson Hospital,
Petah-Tikva (Israel).
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nes, empéche la fertilisation. L’ézxamen histologique des
ovaires démontre que la substance prévient l'ovulation.

B. Snonat?, A. M. BEEMER, S. GITTER and D. LAVIE

Rogoff Wellcome Medical Research Institute,

Beilinson Hospital, Petah-Tikva, Isvael Institute for
Biological Research, Ness-Ziona, and the Department of
Chemistry, The Weizmann Institute of Science,

Rehovot (Isvael), 22 October 71972.

Ultrastrukturelle Untersuchungen der juxtaepiphysiren Kapillaren nach Perfusionsfixation

‘Wihrend die knorpelige Epiphyse eines Embryos noch
von zahlreichen gefdssfithrenden Knorpelkanilen durch-
zogen wird, ist mit dem Einsetzen der enchondralen Ossi-
fikation der hyaline Epiphysenknorpel bei den Siduge-
tieren gefisslos (BROOKEs?!). Bei den Vigeln hingegen
wird der Wachstumsknorpel der langen Réhrenknochen
von sog. Knorpelkanilen in seiner ganzen Lange durch-
bohrt (Lutr1?). Diese Knorpelkanile enthalten Kapilla-
ren, die mit den juxtaepiphysiren Kapillaren in Verbin-
dung stehen.

Der Einsprossungsprozess der juxtaepiphysiren Kapil-
laren in den Epiphysenknorpel war Ziel wiederholter licht-
undelektronenmikroskopischer Untersuchungen (IRVING3;
AxDERsON und PARKER?; SCHENK et al% 6; BROOKESL).
Nach routinemissiger Gewebeentnahme und Immersions-
fixation wurden in den juxtaepiphysiren Kapillaren grosse

Fig. 1. Kapillarsprosse aus einer juxtaepiphysiren Kapillare (Pfeil)
dringt in Lakune (L) zwischen zwei mineralisierte Knorpelsepten vor.
Beachte das intakte Endothel ohne Erythrocyten-Extravasat nach
der Perfusionsfixation. CL. = Kapillarlumen. Perfusionsdruck:
140 cm H,0. x 3800.

Endothelliicken beschrieben, durch welche zahlreiche Ery-
throcyten in die eréffneten Lakunen ausgetreten waren
(ANDERsON und PARKER?; SCHENK et al.5#). Es war
deshalb von Interesse, die Ultrastruktur der Epiphysen-
Metaphysengrenze nach Perfusionsfixation zu untersu-
chen.

Matevial und methodik, Fiir die Untersuchung wurden
6 minnliche Wistar-Ratten (mlttleres Gewicht 80 g} ver-
wendet. Die Tiere erhielten eine Altromin-R-Standard-
Dist sowie Trinkwasser ad libitum. Die Perfusion selbst
erfolgte weitgehend nach Angaben von FOrRssMANN et al.”.
Da eine gute Kiihlung der Perfusionslésung fiir die Ge-
webeerhaltung wesentlich schien, wurden in Abdnderung
der von den genannten Autoren beschriebenen Anlage
das Kiithlbad und die Vorrichtung zur Sittigung der ersten
Spiillésung mit Sauerstoff unmittelbar vor die Ansatz-
stelle fiir den Mikroschlauch gesetzt. Ein Dosenmanome-
ter mit Reiberhahn wurde am Kiihlbehilter angebracht
und erlaubte so, sowohl den Blutdruck der Versuchstiere
bei Perfusionsbeginn zu messen als auch den gewiinschten
Perfusionsdruck einzuregulieren.

Die Narkose der Tiere erfolgte durch i.p. Verabreichung
von Nembutal (ca. 60 mg/kg KG). Procedere: Ein hepari-
nisierter PVC-Mikroschlauch PE 90 wurde in die Aorta
descendens eingefiihrt. Der gemessene Blutdruck betrug
bei den Tieren im Durchschnitt ca. 100 bis 110 cm H,0.
Eine vorher angelegte Ligaturschlinge um die Aorta
descendens wurde angezogen und der Mikroschlauch in
die Arteria iliaca communis vorgeschoben. Wahrend 5 min
wurde mit einer Ringer-Procain-Lésung nach ForssMANN
et al.”7 (4-8°C; ph = 7,4; 350 mOsm) in zwei Varianten
gespiilt: bei 3 Tieren bei einem Druck von 100 cm H,O;
bei 3 Tieren bei einem Druck von 140 cm H,O. In einem
weiteren Schritt wurde sodann mit einer 2,5%igen Glut-
ardialdehydlésung (4-8°C; pH 7,4; 0,1 molar; 350 mOsm)
bei einem Perfusionsdruck von 60-80 cm HO, wihrend
30 min fixiert, Nach nochmaliger Durchspiillung mit
s-Collidin-Waschpuffer (400 mOsm) war die Perfusions-
fixation der Tibiaepiphysenfugen beendigt. Daran an-

* schliessend erfolgte die Entnahme der Tibiaepiphysenfuge

1 M. BroOOKES, The Blood Supply of Bone. An Approach to Bone
Biology (Butterworth and Co., Ltd., London 1971).

2 A.M. Lurrs, Ph. D. Thesis, The Queen’s University of Belfast 1967,

3 M. H. IrviNg, J. Anat. 98, 631 (1964).

¢C. E. AnpErRsoN und J. PARkER, J. Bone Jt. Surg. 484, 899
(1966).

5 R. K. ScreNg, D. Spiro und J. WIENER, J. Cell Biol. 34, 275
(1967).

® R. K. Scuenk, J. Wiener und C. Spiro, Acta anat. 69, 1 {(1968).

7TW. G. FORSSMANN G. StecGrisT, L. Orct, R. PicteT und C, Rouir-
LER, J. Microsc. 6, 279 (1967).
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und zweistiindige Nachfixierung der Gewebestiickchen in
s-Collidin-gepuffertem 29%,igem OsO,. Zwischenwisserung
in s-Collidin-Waschpuffer. Entwisserung iber aufstei-
gende Alkoholreihe und Propylenoxyd. Einbettung in
Epon 812.

Befunde. Nach der Perfusionsfixation sind die Kapil-
laren im Bereiche der Epiphysen-Metaphysengrenze frei
von Erythrocyten. Die ultrastrukturellen Untersuchun-
gen zeigen, dass die Endothelschlingen der juxtaepi-
physdren Kapillaren in die eréffneten Lakunen hinein-
reichen, wobei die Endothelien in unmittelbaren Kontakt
entweder mit den in Auflésung begriffenen Chondrocyten
oder mit den Knorpelkapseln kommen (Figuren 1 und 2).
Die Kapillarendothelien sind ausgesprochen zart und
weisen keine Basalmembran auf. Sie enthalten Lysosomen
in Form von «dense bodies», vereinzelte Mitochondrien und
zahlreiche freie Ribosomen (Figur 2). Haufig finden sich
sog. gap-junctions, wo sich zwei aneinander grenzende
Endothelausldufer dachziegelartig iiberdecken. An den
Endothelien der juxtaepiphysidren Kapillaren lassen sich
Endothelporen beobachten, deren Durchmesser nie gros-
ser als ca. 50 pm ist. Sowohl bei niederen als auch bei
hohen Perfusionsdrucken finden sich keine erythrocytéaren
Extravasate (Figuren 1 und 2).

Diskussion. Im Bereiche der Eréffnungszone sprossen
blind endigende Kapillaren in den Epiphysenknorpel ein
(AnDERSON und PARKER?*; ScHENK et al.58). Wie die
Untersuchungen nach Perfusionsfixation zeigen, handelt
es sich um porenhaltige Kapillaren mit fehlender Basal-
membran. Wie aus Untersuchungen am immersions-
fixierten Epiphysenknorpelmaterial hervorgeht, liegen

CL

Fig. 2. Ausschnitt aus Endothel einer juxtaepiphysaren Kapillare der
Erdffnungszone. Gap-junction (Pfeil). Endothel liegt der trans-
versalen Knorpelsepte {TS) eng an. CL = Kapillarlumen. Perfusions-
druck: 100 cm HyO. x 9500.
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zwischen dem abgebauten Knorpel und den Kapillaren
zahlreiche freie Erythrocyten. Diese Beobachtung wird
nach ANDERsON und PARKER? auf eine zeitweilige Off-
nung der Kapillaren zuriickgefithrt. Nach den Unter-
suchungen von SCHENK et al. % ¢ soll dies darauf beruhen,
dass die einsprossenden Kapillaren sich solange erweitern,
bis sie mit der knorpeligen Wandung, d.h. mit der Knor-
pelkapsel, in direkten Flichenkontakt kommen. Nach der
Auflésung der queren Trennwand soll die Spitze der
Kapillarsprosse in die ndchste Lakune vordringen. Wih-
rend dieser Phase nun sollen ausgedehnte Liicken in der
Gefésswand entstehen, durch welche corpusculdre Blut-
elemente sowie Plasma in die neueréffneten Lakunen aus-
treten kénnen (SCHENK et al.?%). Zu denselben Ergebnis-
sen kommt auch ScHorrL® bei der Betrachtung von
Kapillarsprossen im entziindlichen Granulationsgewebe.
Das Auftreten derartiger Extravasate wurde auf den Um-
stand zuriickgefiithrt, dass neugebildete Blutgefisse dus-
serst leicht verletzbar sind und eine abnorme Permeabili-
tit aufweisen (SCHOEFLS). Neuere Untersuchungen der
Mikrozirkulation in vivo haben gezeigt, dass einzelne rote
Blutzellen das Kapillarlumen verlassen kénnen (BRANE-
MARK?®). Bei einer solchen Erythrocytendiapedese haftet
zundchst der Erythrocyt mit einem sich verldngernden
Zellausldufer am Endothel an. Er zwéngt sich sodann
durch eine ca. 1 pm grosse Endotheléffnung durch und
liegt anschliessend parallel zur Endothelbegrenzung. Die-
ses Phidnomen wurde jedoch nur bei voriibergehender
Haemostase oder nach kurzer Ultraviolettexposition, d.h.
nach Endothelschddigungen, beobachtet (BRANEMARK?®).
Die Endothelien der juxtaepiphysiren Kapillaren bleiben
auch nach hohen Perfusionsdrucken intakt, so dass keine
Erythrocyten in den Extrazellulirraum austreten koén-
nen. Demzufolge ist der Schluss berechtigt, dass Erythro-
cyten-Extravasate durch grosse Endothelliicken in den
juxtaepiphysiren Kapillaren (SCHENK et al®; ANDERSON
und PARKER?) auf einem fixations-bedingten Artefakt be-
ruhen. Die Beurteilung von immersions-fixierten Endo-
thelien fithrt somit leicht zu Fehlinterpretationen, was
sich durch eine entsprechende Perfusions-Fixation ver-
meiden ldsst.

Die Tatsache jedoch, dass im immersions-fixierten
Epiphysenknorpel Erythrocyten aus den juxtaepiphysa-
ren Kapillaren austreten koénnen, ist gleichzeitig ein Hin-
weis dafiir, dass das umliegende Knorpelmaterial durch
einen chondrolytischen Prozess aufgelockert sein muss
(RIEDE et al.19). Infolgedessen vermag der Kompressions-
druck, der beim Zerkleinern des Epiphysenknorpelge-
webes entsteht, die Blutsiule in den Kapillaren vorzu-
treiben, sodass die Kapillarendothelien an bestimmten
Stellen einreissen.

Summary. After perfusion-fixation, the juxtaepiphyseal
capillaries reveal endothelial cells with pores and without
basement-membrane. Extravasates of erythrocytes are
artefacts and are due to overexpanding of the endothelial
cells in a loosened cartilage matrix.
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