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p y r i d o x i n e  for th i s  c o m p o u n d .  F i v e  years  la ter ,  SNELL 4 
a n d  h is  assoc ia tes  ~ s h o w e d  t h a t  v i t a m i n  B 6 exis ts  n o t  
on ly  as t h e  t r i h y d r o x y  c o m p o u n d  j u s t  m e n t i o n e d ,  b u t  
also as 3 - h y d r o x y - 5 - ( h y d r o x y m e t h y l ) - 2 - m e t h y l - 4 - p y r i -  
d i n e c a r b o x a l d e h y d e  a n d  3 - h y d r o x y - 5 - ( h y d r o x y m e t h y l ) -  
2 - m e t h y l - 4 - p y r i d i n e m e t h y l a m i n e .  F u r t h e r  s tud ies  ~ :  indi -  
c a t e d  t h a t  v i t a m i n  I3, l ikewise ex is t s  as t h e  5 - p h o s p h a t e s  
of t he se  l a t t e r  2 c o m p o u n d s .  

S ince  a t  l eas t  5 c o m p o u n d s  of more  or  less d i f fe ren t  
p r i nc ipa l  chemica l  func t ions  e x h i b i t  v i t a m i n  B 6 ac t iv i ty ,  
i t  is e v i d e n t  t h a t  t h e  v i t a n f i n  c a n n o t  be  a d e q u a t e l y  indi-  
c a t ed  b y  a s ingle o r d i n a r y  chemica l  name .  One  a p p r o a c h  
to  t h e  p r o b l e m  was offered b y  LARDYS w h e n  he  a d o p t e d  
t h e  t e r m  p y r i d o x i m e r s  for  t he  3 unes te r i f i ed  fo rms  of 
v i t a m i n  B 6. Th i s  t e rm,  however ,  a l t h o u g h  of special  
v a l u e  in  sugges t ing  t he  chemica l  i n t e r r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  
these  3 forms,  does  n o t  sa t i s fy  all  p r e s e n t  needs :  py r id -  
ox imer s  c a n  be  appl ied  on ly  to  i n d i v i d u a l  fo rms  of 
v i t a m i n  B~; w h a t  is s t i l l  l ack ing  is a one -word  t e r m  t h a t  
c a n  be  employcd ,  w i t h o u t  d i sc r imina t ion ,  for  a n y  a n d  al l  
fo rms  of t h e  v i t a m i n .  

Ru le  V-7 of t h e  'De f in i t i ve  Ru les  for  t h e  N o m e n c l a t u r e  
of t h e  V i t a m i n s '  of t he  I n t e r n a t i o n a l  U n i o n  of P u r e  a n d  
Appl i ed  C h e m i s t r y  9 p rov ides  t he  n a m e  p y r i d o x o l  for  t h e  
t r i h y d r o x y  c o m p o u n d ,  t h e  n a m e s  p y r i d o x a l  a n d  p y r i d o x -  
a m i n e  be ing  used  for  t he  a l d e h y d e  a n d  t he  amine ,  respec-  
t ive ly .  The  s ame  rule  also p rov ides  t h a t  p y r i d o x i n e  m a y  
be  used as a g roup  n a m e  r e p r e s e n t i n g  all  of these  com-  
pounds ,  i nc lud ing  5 -phospha tes .  R e g r e t t a b l y ,  th i s  second  
p rov i s ion  t e n d s  to  a g g r a v a t e  ex i s t ing  a m b i g u i t y ,  s ince 
p y r i d o x i n e  h a s  o f t en  b e e n  used  as a g roup  name ,  b u t  i t  
also con t inues  in ex t ens ive  use as a s y n o n y m  for p y r i d o x o l  
alone.  A p roposed  rev i s ion  of th i s  rule  1° wou ld  a l low 
p y r i d o x o l  a n d  p y r i d o x i n e  to be  used  i n t e r c h a n g e a b l y ,  
b u t  n o  gene ra l ly  a c c e p t a b l e  one -word  e q u i v a l e n t  for  
v i t a m i n  ]3 6 h a s  y e t  b e e n  in t roduced .  

T h e  p rev ious ly  n o n - i n d e p e n d e n t  t e r m  pvMdox  m i g h t  
p e r h a p s  be  a p p r o p r i a t e  as  a s ingle  word  r e p r e s e n t i n g  
e v e r y  n a t u r a l l y  occur r ing  p y r i d i n e  d e r i v a t i v e  w i t h  
v i t a m i n  ]3 o ac t iv i ty .  A l t h o u g h  th i s  t e r m  h a s  n e v e r  before  
been  used b y  itself, i t  h a s  o b v i o u s l y  b e e n  used coun t less  
t imes  as a l inguis t ic  s t r u c t u r e  s h a r e d  b y  al l  words  con-  
t a i n i n g  it. U n l i k e  m o s t  chemica l  names ,  t h e  n a m e  p y r i d o x  
h a s  no  e n d i n g  t h a t  i nd ica t e s  a n y  specific p r i nc ipa l  
chemica l  f u n c t i o n ;  b u t  t h a t  f ac t  is in  th i s  i n s t a n c e  a n  
a d v a n t a g e  i n s t ead  of a d i s a d v a n t a g e ,  s ince t h e  pu rpose  of 
t h e  n a m e  is to  sugges t  v i t a m i n  B 8 f u n c t i o n  in genera l  
r a t h e r  t h a n  a n y  chemica l  f u n c t i o n  in pa r t i cu la r .  

Rega rd le s s  of w h e t h e r  ou r  t e r m  p y r i d o x  is e v e n t u a l l y  
a d o p t e d ,  we s t r o n g l y  urge  t h a t  t h e  a m b i g u o u s  t e r m  

p y r i d o x i n e  be  used on ly  whe re  t h e r e  is no  s ign i f i can t  
d a n g e r  of confusion.  W h e r e  abso lu t e  c l a r i ty  is essent ia l ,  
p y r i d o x o l  can  be  used for t h e  t r i h y d r o x y  c o m p o u n d  a n d  
p y r i d o x  c a n  be  used  as a one -word  s y n o n y m  for  v i t a m i n  
B~ as long as  no  b e t t e r  sugges t ion  is m a d e .  

Our  p roposa l s  m a y  n o t  be  t he  b e s t  poss ib le  so lu t ion  to  
t he  n o m e n c l a t u r e  p r o b l e m  ou t l i ned  hcre.  1Vcvertheless, 
t hese  p roposa l s  a re  so s imple  a n d  s t r a i g h t f o r w a r d  t h a t  
t h e y  o u g h t  to  be  useful  a t  l eas t  as a n  in i t ia l  s t ep  t o w a r d s  
a f inal  so lu t ion  to  t he  p rob lem.  T h u s  we offer  o u r  pro-  
posals  n o t  on ly  for cons ide ra t i on  as a possible  so lu t ion  to  
a n o m e n c l a t u r e  p r o b l e m  t h a t  we h a v e  s o m e t i m e s  f o u n d  
fa i r ly  vexing,  b u t  also as a s t i m u l u s  for f u r t h e r  t h i n k i n g  
on  t he  s u b j e c t  n .  

Zusammen]assung. Der  N a m e  V i t a m i n  B~ h a t  N a c h -  
teile. E i n  Ausd ruck ,  der  das  W o r t  V i t a m i n  enth~ilt,  i s t  
n i c h t  in  a l len  F~illen zu t re f fend ,  u n d  ein zweiw6r t iger  
A u s d r u c k  p a s s t  s ch l ech t  in  gewissen Z u s a m m e n h ~ n g e n .  
D a  w e n i g s t e n s  5 v e r w a n d t e ,  a b e r  v e r s c h i e d e n e  Ve rb in -  
d u n g e n  V i t a m i n - B 6 - A k t i v i t ~ t  bes i tzen ,  i s t  e in  einziger,  
gew6hn l i che r  c h e m i s c h e r  N a m e  unzul~tnglich.  F r t i he r e  
Vorschl~tge weisen  m e h r e r e  M~tngel auf.  ~¢Vir s ch l agen  
P y r i d o x  vor.  
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

Zur F r a g e  d e r  M a r k i e r u n g  einzelner  Nervenze l l en  d u r c h  M i k r o e l e k t r o d e n  

Bei  A b l e i t u n g e n  y o n  b ioe l ek t r i s chen  P o t e n t i a l e n  v o n  
Ne rv enze l l en  wi rd  h~iufig die M i k r o e l e k t r o d e n t e c h n i k  an-  
gewende t .  Die  M a r k i e r u n g  u n d  I den t i f i z i e r ung  dieser  
Zel len in  h i s to log i schen  P r ~ p a r a t e n  is t  i m m e r  p r o b l e m a -  
t isch,  ein U m s t a n d ,  de r  be sonde r s  b e i m  S t u d i u m  eines so 
h e t e r o g e n e n  Gewebes  wie des N e r v e n g e w e b e s  ins  Ge- 
w i c h t  f/illt. 

E i n e  M a r k i e r u n g  v o n  N e r venze t l en  t~tsst s ich au f  ver -  
sch iedene  ~Veise du rch f i i h ren .  So k a n n  e t w a  de r  O r t  de r  
Mik roe l ek t rodensp i t ze  d u t c h  eine L~s ion  g e k e n n z e i c h n e t  

werden ,  u n d  zwar  d u r c h  e inen  H o c h f r e q u e n z s t r o m  bei  
me t a l l i s chen  Mik roe l ek t roden  1 oder, bei  G la smik roe l ek -  
t roden ,  e l ek t ro ly t i s ch  d u r c h  Gle i chs t rom 2. Die  d a d u r c h  

1 K. FRANK und M. C. BECKER, in Physical Techniques in Bio- 
logical Research (Ed. W. L. NASTUK; Academic Press, New York 
1964), p. 59. 

2 J. STERC, V. NovXKov~ und J. BAUER, Cslka Fysiol. 14, 370 
(1965). 
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e n t s t e h e n d e  i r revers ib le  Sch~d igung  de r  Zel len schl iess t  
abe r  die V e r w e n d u n g  des Pr /~parates  fiir wei tere  Messun-  
gen  a n  dieser  Zelte aus.  

E i n e  a n d e r e  M6gl ichke i t  l iegt  im  A u f s u c h e n  des  Ge- 
webskana l s ,  de r  n a c h  d e m  E n t f e r n e n  der  Mikroe lek t rode  
b le ib t ,  oder  dar in ,  dass  die Mikroe lek t rode  im Gewebe  
be lassen  wird,  oder  a u c h  im A b b r e c h e n  de r  Mikroe lek t ro -  
densp i t ze  im Gewebe  3, w o r a u f  Io rmol f ix ie r t  wird.  Der  
Nach t e i l  d ieser  M e t h o d e n  is t  ebenfa l l s  ihre  Ungenau igke i t ,  
d a  mik roskop i sch  bes tenfaUs  de r  S t i c h k a n a l  in  s e inem 
d icke ren  A n t e i l  loka l i s ie r t  we rden  kann ,  de r  O r t  de r  
M i k r o e l e k t r o d e n s p i t z e  a b e r  u n b e s t i m m b a r  b le ib t .  B e i m  
A b b r e c h e n  de r  E l e k t r o d e n s p i t z e  in  s i tu  w i e d e r u m  b e s t e h t  
die G e f a h r  e iner  Gewebsze r re i s sung  d u r c h  das  M i k r o t o m -  
messer .  

GrundsXtz l i ch  gee igne te r  s ind M e t h o d e n ,  die die Meta l l -  
e lek t ro lyse  oder  F a r b s t o f f e l e k t r o p h o r e s e  ins Gewebe  be- 
n i i tzen.  So v e r w e n d e t  m a n  e twa  bei  S t a h l m i k r o e l e k t r o d e n  
die e l ek t ro ly t i s che  E i s e n a b s p a l t u n g  u n d  ih r en  Nachwe i s  
d u r c h  die B e r l i n e r b l a u r e a k t i o n  t,s. Diese  R e a k t i o n  wi rd  
a u c h  z u m  Nachwe i s  de r  e l e k t r o p h o r e t i s c h  d u r c h  Glas-  
m i k r o e l e k t r o d e n  ins Gewebe  in j i z i e r t en  F e r r o c y a n i d i o n e n  
v e r w e n d e t  s-s. Die I o n t o p h o r e s e  v o n  S i l b e r - I o n e n  u n d  
ihre  R e d u k t i o n  d u t c h  N a t r i u m t h i o s u l p h a t  w u r d e  y o n  
OIKAWA e t  al. 9 vorgesch lagen .  GALIFRET e t  al. lo h a b e n  
das  Gewebe  m i t  Hilfe  eines k o m p l e x e n  K u p f e r - I o n s  u n d  
yon  Z i t r a t e n  m a r k i e r t .  WICKBOLDT et  ;3.]. 11 b e n i i t z e n  die 
R e a k t i o n  de r  e l e k t r o p h o r e t i s c h  app l i z i e r t en  Kupfe r -  u n d  
R h o d a n i d - I o n e n .  

Bei  de r  F a r b s t o f f e l e k t r o p h o r e s e  v e r w e n d e t  m a n  Kri -  
s t a l lv io l e t t  1~, L i t h i u m k a r m i n  13 oder  F luoresce in  2. Doch  
diese M e t h o d e n  s ind  n i c h t  genau  genug,  e inze lne  Zel len 
zu mark i e r en ,  d a  sie zu grosse F a r b s p u r e n  im Gewebe  
b i lden  u n d  d a m i t  die Mik roe l ek t rodensp i t ze  n i c h t  aus-  
r e i chend  lokal is ieren.  

E i n e n  F o r t s c h r i t t  b i l d e t  die in t raze l lu l~re  F a r b s t o f f -  
e l ek t rophorese  d u r c h  M e t h y l b l a u  oder  F a s t  Green ,  die 
THOMAS et  al. 14 be im  R i i c k e n m a r k s - M o t o n e u r o n  der  
K a t z e  b e s c h r i e b e n  h a b e n .  Die grosse S c h n i t t d i c k e  y o n  
100 #, die diese A u t o r e n  angeben ,  soll da s  Auf f inden  des  
m a r k i e r t e n  P u n k t e s  i m  h i s to log i schen  P r A p a r a t  er leich-  
t e r n  helfen.  Bei  der  i ib l ichen S c h n i t t d i c k e  fiir Ze l l f~ rbung  
(un te r  10 /~) w/ire die A n f e r t i g u n g  yon  l f ickenlosen 
S c h n i t t s e r i e n  no twend ig ,  d e r e n  D u r c h s u c h u n g  m i i h s a m ,  
z e i t r a u b e n d  u n d  hAufig sogar  o h n e  Er fo lg  ist. Dicke  
S c h n i t t e  h a b e n  ande r se i t s  den  Nach te i l ,  dass  kleine oder  
wenig  gef / i rbte  S t r u k t u r e n  of t  schwer  zu iden t i f i z ie ren  
s ind.  Diese T e c h n i k  des  Schne idens  is t  i i b e r h a u p t  n i c h t  
seh r  geeignet ,  w e n n  unbeschAdig te  Zel len b e n 6 t i g t  wer-  
den  (wie Iiir q u a n t i t a t i v - z y t o l o g i s c h e  S tudien) .  

Zu d iesem Zweck  wurde  die P l a s t i k - Q u e t s c h m e t h o d e  
a n g e w e n d e t  is. Diese  T e c h n i k  e r m 6 g l i c h t  es, in  k u r z e r  
Zei t  aus  e i n e m  e t w a  3 m m  3 grossen,  f r i schen  Gewebsb lock  
ein P r i t p a r a t  zu ver fe r t igen ,  dessen  Zellen m i t  ih ren  Aus- 
l~.ufern unbeschAdig t  b le iben .  

Zu r  M a r k i e r u n g  de r  E l e k t r o d e n s p i t z e  w u r d e  die E l ek t ro -  
phorese  m i t  d e n  i ib l ichen in de r  His to logie  gebf i tuch l ichen  
F a r b s t o f f e n  v e r w e n d e t .  I n  den  h ie r  w iede rgegebenen  Ab-  
b i l d u n g e n  w u r d e  das  d u r c h  seine n e u r o p h i l e n  E igenscha f -  
t e n  sei t  l a n g e m  b e k a n n t e  M e t h y l e n b t a u  (EI-IRLICH, 
CAJAL) e l e k t r o p h o r e t i s c h  appl iz ier t .  I n  die H i r n r i n d e  der  
n a r k o t i s i e r t e n  R a t t e  w u r d e  m i t  e inem M i k r o m a n i p u l a t o r  
eine Glasmik roe lek t rode ,  m i t  e iner  3-M-KC1- u n d  Me- 
t h y l e n b l a u - L 6 s u n g  gefiillt ,  e ingef i ihr t .  Diese L 6 s u n g  wi rd  
au f  fo lgende  Weise  v e r f e r t i g t :  M e t h y l e n b l a u  in S u b s t a n z  
wi rd  bis  zur  SAt t igung e iner  3 -M-KC1-L6sung  beigege- 
ben.  Vor  G e b r a u c h  soll diese L 6 s u n g  m i n d e s t e n s  24 h 
s tehen .  D a d u r c h  v e r h i n d e r t  m a n  die B i l d u n g  y o n  Me- 
t hy l enb l aun i ede r sch l / i gen  in de r  Mikroe lek t rode .  Die 

Fig. 1. Frontaler Kortex der Ratte. Auf dem Bilde befindet sich eine 
gef/irbte Nervenzelle. Neben ihr liegt eine andere, die etwas weniger 
intensiv gef~irbt ist. Die fibrigen Nervenzellen sind nicht gefiirbt. 
Farbstoff: Methylenblau. Objektiv 40fach, Projektiv 4:1, Gesamt- 
vergrSsserung × 650. Getrocknetes Quetsehprfiparat. 

Fig. 2. Dasselbe Pr~iparat im Phasenkontrast. Objektiv 40fach, 
Projektiv 4:1, × 650. 
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L6sung soll nicht filtriert werden, da der Farbstoff am 
Filterpapier zurtickbleibt. Ein spontanes Austreten des 
Farbstoffes ins Gewebe finder bei dieser Konzentration 
nicht start. 

Der gewiinschte Effekt  wird dadurch erzielt, dass es an 
der Elektrodenspitze durch die Elektrophorese zur Kon- 
zentration yon MethylenblaU kommt (Konzentrations- 
effekt); w~hrend die Methylenblaul6sung in der Glas- 
kapfllare hellblau ist, entsteht  an der Mikroelektroden- 
spitze bei Stromdurchgang ein intensiv gefiirbtes, dunkel- 
blaues, scharf abgegrenztes, langsam wachsendes kugel- 
f6rmiges Gebilde. Im getrockneten Quetschpriiparat 
bleicht die Methylenblaumarkierung nicht mehr aus. 

Der Aussendurchmesser unserer Mikroelektrodenspitze 
betrug im Durchschnit t  1 p, ihr Widerstand lag zwischen 
5 und 10 Megohm. Die Mikroelektrode wurde mit  dem 
positiven Pol einer Gleichspannungsquelle verbunden (da 
Methylenblau als Kation vorliegt), der negative Pol lag 
im Gewebe. Wird w~hrend 10 sec ein Strom yon 3 pA 
durchgeschickt (was einer Strommenge von 30/~coul ent- 
spricht), so bildet sich im Gewebe ein Farbfleck von etwa 
10 # Durchmesser, der die Zellen in unmittelbarer N~the 
der Mikroelektrodenspitze anf~irbt. Liegt die Elektroden- 
spitze intrazellulitr, f~trbt sich nur diese einzige Zelle an. 
Es empfiehlt  sich, den Strom langsam von 0 auf 3 /zA 
ansteigen zu lassen, da sich sonst Gasblasen bilden k6n- 
nen, die die Mikroelektrodenspitze verstopfen. Man kann 
dies aber auch weitgehend dadurch vermeiden, dass man 
einen geringeren Strom (0,5 bis 1,5 #A) wi~hrend mehrerer 
Minuten fliessen l$sst. Die Gr6sse dieses Farbfleckes 
hAngt dabei nut  yon der Strommenge (Coulombs, d.h. 
Amperesekunden) ab, aber nicht von der Gr6sse der 
Mikroelektrodenspitze, somit auch nicht yon deren 
Widerstand. Nach der Entfernung der Mikroelektrode 

wird aus der Umgebung des Einstiches ein Gewebsblock 
yon etwa 3 mm 3 ausgeschnitten und mit  der Plastik- 
Quetschmethode weiter bearbeitet 1~ (Figur 1 und 2). 

Die Methode ist einfach und gut reproduzierbar. Die 
physikalischen Eigenschaften der Mikroetektrode gndern 
sich durch die Ftillung mit  KC1-Methylenblaul6sung und 
die elektrophoretische Injektion des Farbstoffes grund- 
s~i.tzlich nicht. Das ist eben ftir elektrophysiologische 
Versuche sehr wichtig. 

Es ist zu hoffen, dass es gelingen wird, mit dieser kom- 
binierten Methode yon ein und derselben Zelle sowohl 
elektrophysiologische als auch morphologische und zyto- 
chemische Daten zu erhalte~. 

Summary. A method of electrophoretical marking of 
individual neurons with methylene blue by means of a 
glass micropipette (used in electrophysiology) is de- 
scribed. In combination with a new histological crushing 
technique, cytochemical analysis of whole undamaged 
cells thus marked can be correlated with electrophysio- 
logical findings in the same neuron. 
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Isolated Perfused Dog Spleen Method 

In order to study postganglionic adrenergic mechanisms 
THOENEN et al. 1 described a method for perfusion of cat 
spleen in vitro, According to this method the isolated 
spleen, kept in a plethysmograph containing liquid 
paraffin, is perfused by means of a constant flow rate 
pump. Using this method, variations in neurotransmitter  
output  may be correlated with changes in total  spleen 
volume and in perfusion pressure. 

A similar technique has been used by HERTTING et al. 2,3 
in the cat and by FARMER* in the dog. 

In  the present paper an isolated dog spleen perfusion 
method is described which may present some advantages 
as compared with previously described techniques. 

Method. Mongrel dogs weighing 5-8 kg are anaesthetized 
with pentobarbitone, 30 mg/kg, i.v. The abdomen is opened 
through a midline incision and the intestines removed 
from mid-duodenum to rectum. The vascular connections 
between the spleen and the stomach, omentum and pan- 
creas are cut  between ligatures. 

The coeliac ar tery and portal vein are dissected from 
the surrounding tissues. After heparinization (10 mg/kg 
of a 50 mg/ml heparine Roche solution i.v.) both blood 
vessels are ligated and cut. The spleen is removed and 
polyethylene catheters type PE 240 and PE 200, re- 
inforced by short stainless steel tubes at the inside of 
their tip, are introduced into the artery and vein. The 

spleen is immediately placed in the plethysmograph and 
perfused at  constant pressure with a modified Krebs- 
Ringer bicarbonate solution (NaC16.92 g -  NaHCO 3 2.10 g, 
KC1 0.35 g, MgSO 4 • 7H20 0.29 g, KH2PO , 0.16 g, CaC12 
0.28 g, glucose 1.15 g, ascorbic acid 25 g, diaminoethane- 
acetic acid disodium salt 10 mg/1). The pH of this solution 
is brought to 7.1 at 20 °C by means of HC1, to reach a final 
pH of 7.4 at  37 °C after saturation with carbogen (95% 
02 + 5% CO2). After adjusting the venous outflow resist- 
ance at 4 cm H20, the arterial inflow pressure is regulated 
in order to obtain a perfusion flow of 20 ml/min. The 
perspex plethysmograph (Figure 1) consists of 2 parts: 
(a) the bot tom part  measuring 23 × 13 × 3 cm and con- 
taining the heating tubes, 2 electrode passthroughs, pass- 
throughs for both arterial and venous catheters, and a 
tube which permits evacuation of the liquid accumulated 
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