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pyridoxine for this compound. Five years later, SNELL?
and his associates® showed that vitamin B, exists not
only as the trihydroxy compound just mentioned, but
also as 3-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-2-methyl-4-pyri-
dinecarboxaldehyde and 3-hydroxy-5-{hydroxymethyl}-
2-methyl-4-pyridinemethylamine. Further studies®7 indi-
cated that vitamin By likewise exists as the 5-phosphates
of these latter 2 compounds.

Since at least 5 compounds of more or less different
principal chemical functions exhibit vitamin B, activity,
it is evident that the vitamin cannot be adequately indi-
cated by a single ordinary chemical name. One approach
to the problem was offered by LaArRDY® when he adopted
the term pyridoximers for the 3 unesterified forms of
vitamin Bg. This term, however, although of special
value in suggesting the chemical interrelationships among
these 3 forms, does not satisfy all present needs: pyrid-
oximers can be applied only to individual forms of
vitamin Bg; what is still lacking is a one-word term that
can be employed, without discrimination, for any and all
forms of the vitamin.

Rule V-7 of the ‘Definitive Rules for the Nomenclature
of the Vitamins’ of the International Union of Pure and
Applied Chemistry? provides the name pyridoxol for the
trihydroxy compound, the names pyridoxal and pyridox-
amine being used for the aldehyde and the amine, respec-
tively. The same rule also provides that pyridoxine may
be used as a group name representing all of these com-
pounds, including 5-phosphates. Regrettably, this second
provision tends to aggravate existing ambiguity, since
pyridoxine has often been used as a group name, but it
also continues in extensive use as a synonym for pyridoxol
alone. A proposed revision of this rulel® would allow
pyridoxol and pyridoxine to be used interchangeably,
but no generally acceptable one-word equivalent for
vitamin By has yet been introduced.

The previously non-independent term pyridox might
perhaps be appropriate as a single word representing
every naturally occurring pyridine derivative with
vitamin By activity. Although this term has never before
been used by itself, it has obviously been used countless
times as a linguistic structure shared by all words con-
taining it. Unlike most chemical names, the name pyridox
has no ending that indicates any specific principal
chemical function; but that fact is in this instance an
advantage instead of a disadvantage, since the purpose of
the name is to suggest vitamin By function in general
rather than any chemical function in particular.

Regardless of whether our term pyridox is eventually
adopted, we strongly urge that the ambiguous term
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pyridoxine be used only where there is no significant
danger of confusion. Where absolute clarity is essential,
pyridoxol can be used for the trihydroxy compound and
pyridox can be used as a one-word synonym for vitamin
By, as long as no better suggestion is made.

Our proposals may not be the best possible solution to
the nomenclature problem outlined here. Nevertheless,
these proposals are so simple and straightforward that
they ought to be useful at least as an initial step towards
a final solution to the problem. Thus we offer our pro-
posals not only for consideration as a possible solution to
a nomenclature problem that we have sometimes found
fairly vexing, but also as a stimulus for further thinking
on the subject!l.

Zusammenfassung. Der Name Vitamin B, hat Nach-
teile. Ein Ausdruck, der das Wort Vitamin enthilt, ist
nicht in allen Fillen zutreffend, und ein zweiwdrtiger
Ausdruck passt schlecht in gewissen Zusammenhéngen.
Da wenigstens 5 verwandte, aber verschiedene Verbin-
dungen Vitamin-B,-Aktivitit besitzen, ist ein einziger,
gewohnlicher chemischer Name unzuldnglich. Frithere
Vorschlige weisen mehrere Mingel auf. Wir schlagen
Pyridox vor.

W. R. RENNAGEL and W. KorRvyTNYK

Depariment of Medical and Scientific Communications
and Departiment of Experimental Therapeutics,
Roswell Pavk Memovrial Institute, Buffalo

(New York 14203, USA), 31 August 1967.
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PRO EXPERIMENTIS

Zur Frage der Markierung einzelner Nervenzellen durch Mikroelektroden

Bei Ableitungen von bioelektrischen Potentialen von
Nervenzellen wird haufig die Mikroelektrodentechnik an-
gewendet. Die Markierung und Identifizierung dieser
Zellen in histologischen Prédparaten ist immer problema-
tisch, ein Umstand, der besonders beim Studium eines so
heterogenen Gewebes wie des Nervengewebes ins Ge-
wicht fallt.

Eine Markierung von Nervenzellen lisst sich auf ver-
schiedene Weise durchfithren. So kann etwa der Ort der
Mikroelektrodenspitze durch eine Lision gekennzeichnet

werden, und zwar durch einen Hochfrequenzstrom bei
metallischen Mikroelektroden! oder, bei Glasmikroelek-
troden, elektrolytisch durch Gleichstrom? Die dadurch
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entstehende irreversible Schidigung der Zellen schliesst
aber die Verwendung des Priparates fiir weitere Messun-
gen an dieser Zelle aus.

Eine andere Méoglichkeit liegt im Aufsuchen des Ge-
webskanals, der nach dem Entfernen der Mikroelektrode
bleibt, oder darin, dass die Mikroelektrode im Gewebe
belassen wird, oder auch im Abbrechen der Mikroelektro-
denspitze im Gewebe$, worauf formolfixiert wird. Der
Nachteil dieser Methoden ist ebenfalls ihre Ungenauigkeit,
da mikroskopisch bestenfalls der Stichkanal in seinem
dickeren Anteil lokalisiert werden kann, der Ort der
Mikroelektrodenspitze aber unbestimmbar bleibt. Beim
Abbrechen der Elektrodenspitze in situ wiederum besteht
die Gefahr einer Gewebszerreissung durch das Mikrotom-
messer.

Grundsitelich geeigneter sind Methoden, die die Metall-
elektrolyse oder Farbstoffelektrophorese ins Gewebe be-
niitzen. So verwendet man etwa bei Stahlmikroelektroden
die elektrolytische Eisenabspaltung und ihren Nachweis
durch die Berlinerblaureaktion®®. Diese Reaktion wird
auch zum Nachweis der elektrophoretisch durch Glas-
mikroelektroden ins Gewebe injizierten Ferrocyanidionen
verwendet®-8. Die Iontophorese von Silber-Ionen und
ihre Reduktion durch Natriumthiosulphat wurde von
O1xAawa et al.® vorgeschlagen. GALIFRET et al.!® haben
das Gewebe mit Hilfe eines komplexen Kupfer-Ions und
von Zitraten markiert. WickBoLDT et al.!! beniitzen die
Reaktion der elektrophoretisch applizierten Kupfer- und
Rhodanid-Ionen.

Bei der Farbstoffelektrophorese verwendet man Kri-
stallviolett12, Lithiumkarmin!® oder Fluorescein?. Doch
diese Methoden sind nicht genau genug, einzelne Zellen
zu markieren, da sie zu grosse Farbspuren im Gewebe
bilden und damit die Mikroelektrodenspitze nicht aus-
reichend lokalisieren.

Einen Fortschritt bildet die intrazellulare Farbstoff-
elektrophorese durch Methylblau oder Fast Green, die
THoMmas et al.* beim Riickenmarks-Motoneuron der
Katze beschrieben haben. Die grosse Schnittdicke von
100 u, die diese Autoren angeben, soll das Auffinden des
markierten Punktes im histologischen Praparat erleich-
tern helfen. Bei der iiblichen Schnittdicke fiir Zellfairbung
(unter 10 u) wire die Anfertigung wvon liickenlosen
Schnittserien notwendig, deren Durchsuchung miithsam,
zeitraubend und hidufig sogar ohne Erfolg ist. Dicke
Schnitte haben anderseits den Nachteil, dass kleine oder
wenig gefirbte Strukturen oft schwer zu identifizieren
sind. Diese Technik des Schneidens ist iiberhaupt nicht
sehr geeignet, wenn unbeschddigte Zellen bendétigt wer-
den (wie fiir quantitativ-zytologische Studien).

Zu diesem Zweck wurde die Plastik-Quetschmethode
angewendet!®. Diese Technik erméglicht es, in kurzer
Zeit aus einem etwa 3 mm?® grossen, frischen Gewebsblock
ein Priparat zu verfertigen, dessen Zellen mit ihren Aus-
ldufern unbeschidigt bleiben.

Zur Markierung der Elektrodenspitze wurde die Elektro-
phborese mit den iiblichen in der Histologie gebrduchlichen
Farbstoffen verwendet. In den hier wiedergegebenen Ab-
bildungen wurde das durch seine neurophilen Eigenschaf-
ten seit langem bekannte Methylenblau (ExRLICH,
CajaL) elektrophoretisch appliziert. In die Hirnrinde der
narkotisierten Ratte wurde mit einem Mikromanipulator
eine Glasmikroelektrode, mit einer 3-M-KCl- und Me-
thylenblau-Losung gefiillt, eingefiihrt. Diese Losung wird
auf folgende Weise verfertigt: Methylenblau in Substanz
wird bis zur Sittigung einer 3-M-KCl-Losung beigege-
ben. Vor Gebrauch soll diese Losung mindestens 24 h
stehen. Dadurch verhindert man die Bildung von Me-
thylenblauniederschligen in der Mikroelektrode. Die
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Fig. 1. Frontaler Kortex der Ratte. Auf dem Bilde befindet sich eine
gefarbte Nervenzelle. Neben ihr liegt eine andere, die etwas weniger
intensiv gefiarbt ist. Die iibrigen Nervenzellen sind nicht gefirbt.
Farbstoff: Methylenblau. Objektiv 40fach, Projektiv 4:1, Gesamt-
vergrosserung x 650. Getrocknetes Quetschpriparat.

Fig. 2. Dasselbe Priparat im Phasenkontrast. Objektiv 40fach,
Projektiv 4:1, x 650.
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Ldsung soll nicht filtriert werden, da der Farbstoff am
Filterpapier zuriickbleibt. Ein spontanes Austreten des
Farbstoffes ins Gewebe findet bei dieser Konzentration
nicht statt.

Der gewiinschte Effekt wird dadurch erzielt, dass es an
der Elektrodenspitze durch die Elektrophorese zur Kon-
zentration von Methylenblau kommt (Konzentrations-
effekt); wihrend die Methylenblaulésung in der Glas-
kapillare hellblau ist, entsteht an der Mikroelektroden-
spitze bei Stromdurchgang ein intensiv gefirbtes, dunkel-
blaues, scharf abgegrenztes, langsam wachsendes kugel-
formiges Gebilde. Im getrockneten Quetschpraparat
bleicht die Methylenblaumarkierung nicht mehr aus.

Der Aussendurchmesser unserer Mikroelektrodenspitze
betrug im Durchschnitt 1 g, 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 wihrend 10 sec ein Strom von 3 uA
durchgeschickt (was einer Strommenge von 30 ucoul ent-
spricht), so bildet sich im Gewebe ein Farbfleck von etwa
10 g Durchmesser, der die Zellen in unmittelbarer Nihe
der Mikroelektrodenspitze anfirbt. Liegt die Elektroden-
spitze intrazelluldr, firbt sich nur diese einzige Zelle an.
Es empfiehlt sich, den Strom langsam von 0 auf 3 uA
ansteigen zu lassen, da sich sonst Gasblasen bilden kén-
nen, die die Mikroelektrodenspitze verstopfen. Man kann
dies aber auch weitgehend dadurch vermeiden, dass man
einen geringeren Strom (0,5 bis 1,5 yA) wihrend mehrerer
Minuten fliessen ldsst. Die Grosse dieses Farbfleckes
hingt dabei nur von der Strommenge {Coulombs, d.h.
Amperesekunden) ab, aber nicht von der Grosse der
Mikroelektrodenspitze, somit auch nicht von deren
Widerstand. Nach der Entfernung der Mikroelektrode

Isolated Perfused Dog Spleen Method

In order to study postganglionic adrenergic mechanisms
THOENEN et al.! 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.%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 artery 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
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wird aus der Umgebung des Einstiches ¢in Gewebsblock
von etwa 3 mm?® ausgeschnitten und mit der Plastik-
Quetschmethode weiter bearbeitet!® (Figur 1 und 2}.

Die Methode ist einfach und gut reproduzierbar. Die
physikalischen Eigenschaften der Mikroelektrode dndern
sich durch die Fiillung mit KCl-Methylenblaulésung und
die elektrophoretische Injektion des Farbstoffes grund-
sdtzlich nicht. Das ist eben fur elektrophysiologische
Versuche sehr wichtig.

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

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.

J. STERC?, J. PiLnY,
H. PETscHEY und V. NovikovA

Physiologisches Institut dev Akademie der
Wissenschaften, Praha 4 (Tschechoslowaker),
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spleen is immediately placed in the plethysmograph and
perfused at constant pressure with a modified Krebs-
Ringer bicarbonate solution (NaCl16.92g— NaHCO, 2.10 g,
KCl 0.35 g, MgSO, - 7H,0 0.29 g, KH,PO, 0.16 g, CaCl,
0.28 g, glucose 1.15 g, ascorbic acid 25 g, diaminocethane-
acetic acid disodium salt 10 mg/l). The pH of this solution
is brought to 7.1 at 20 °C by means of HCl, to reach a final
pH of 7.4 at 37°C after saturation with carbogen {95%,
O, + 5% CO,). After adjusting the venous outflow resist-
ance at 4 cm H,yO, 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 bottom part measuring 23 X 13 X 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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